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緒言

Salmonella 属菌は通性嫌気性のグラム陰性桿菌であり、腸内細菌科の一属に分類

される。本菌は Salmonella enterica と S. bongori の 2 菌種に分類され、さらに S. 

enterica は 6 亜種 (enterica、salamae、arizonae、diarizonae、houtenae、indica) に分類

される [10,35]。ほ乳類や鳥類の病気の原因となる菌の多くは、S. enterica subsp. 

enterica に属する。また、Salmonellaは、菌体抗原 O 抗原および鞭毛抗原 H 抗原およ

び一部の細菌がもつ Vi 抗原の違いにより、2,500 以上の血清型に分類され、血清型

ごとに病原性の程度や宿主域が異なる。哺乳類、鳥類への感染症の多くは

Salmonella enterica subsp. enterica に属するとされている [18]。S. enterica subsp. 

enterica serotype Typhi (S. Typhi) 、 S. Paratyphi 、 S. Gallinarum 、 S. Pullorum 、 S. 

Abortusequi といった血清型は特定の動物のみに疾患を起こすことが知られている 

[15,17,29,94]。 

Salmonella はマクロファージ等の貪食細胞中で生存することができる細胞内寄生

菌である。経口により感染した Salmonella は小腸粘膜上皮細胞やパイエル版の M 細

胞に侵入し、IL-8 などの炎症性サイトカインの産生を誘発して炎症を引き起こす 

[29,45]。その後、直下のマクロファージに貪食されるが、マクロファージの持つ殺

菌機構をエスケープして細胞内で増殖する。ほとんどの血清型の Salmonella は、腸

間膜リンパ節のマクロファージで増殖し、そこにとどまり腸炎を起こす。しかし、

人に宿主特異性の強い血清型 Typhi （チフス菌）の場合は、増殖した菌がマクロフ

ァージに包まれたままリンパ管を経て血中に入り、肝臓や脾臓に伝搬し、さらに組

織のマクロファージ内で増殖して全身感染症を引き起こす [29]。このような病原性

発現に関連する遺伝子のほとんどは染色体上の Salmonella pathogenicity islands（SPIs）

という領域に含まれる [15,17,37,45,48,62]。現在までのところ 10 種類の SPI の存在が

知られているが、中でも感染初期に発現し、小腸上皮細胞への侵入、IL-8 産生誘発

による炎症の惹起などの機能を発現する SPI1 および感染後数時間で発現が上昇し、

マクロファージ内での生存・増殖に必須な領域 SPI2 が病原性発現に必須な領域とし
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て知られる。これに加え、一部の血清型では病原性に関連した血清型特異的なプラ

スミドを保有する [86,93]。血清型特異的病原性プラスミド上には、マクロファージ

内での増殖に関与する Salmonella plasmid virulence (spv) 領域が共通に存在する 

[14,55]。S. enterica subsp. enterica serotype Typhimurium（S. Typhimurium）は約 94 kb

の血清型特異的病原性プラスミドを保有しており、spv 領域以外に、線毛に関連する

pef (plasmid-encoded fimbriae) オペロンや、補体抵抗性に関連する rck (resistance to 

complement killing) および srgA、srgB、srgC (SdiA-regulated genes) 等の因子を含んで

いる [9]。 

Salmonella は、食中毒や家畜のサルモネラ症の原因となる。このうち、牛のサル

モネラ症は種々の血清型の Salmonella 属菌に起因する伝染性疾病であり、感染牛に

下痢や敗血症を引き起こす。わが国において S. Typhimurium は牛のサルモネラ症の

主な原因血清型として重要であり、北海道内においては乳用牛のサルモネラ症原因

菌の約 8 割を占める [72-74]。牛のサルモネラ症は従来子牛の疾病として重要であっ

たが，1990 年代に入ってから成牛、特に搾乳牛のサルモネラ症が顕在化した。S. 

Typhimurium には、200 種類以上のファージ型が存在する[2]。1990 年代になってか

ら、欧米諸国において、多剤耐性の definitive phage type 104（DT104）と呼ばれるフ

ァージ型の S. Typhimurium に起因した食中毒の発生が増加し、公衆衛生上の大きな

問題となった [40,104,111]。この菌は 1984 年に英国において人から初めて分離され、

その後 1988 年に牛からの分離が報告され、さらに豚、羊、家禽等の家畜からの分離

例も急増している [6,34,89]。成牛型サルモネラ症の増加した 1992 年ごろから我が国

の牛サルモネラ症においても高率に多剤耐性 DT104 が分離されていたことが明らか

となり、DT104 と成牛型サルモネラ症との関連性が指摘されている [53,98,100]。こ

のように DT104 は、同時期に家畜や人のサルモネラ症の原因菌として我が国を含む

世界中に急速に広まった。DT104 の多くはアンピシリン 、クロラムフェニコール 、

ストレプトマイシン 、サルファ剤 、テトラサイクリン の 5 剤耐性であり、その耐

性遺伝子は染色体上の Salmonella genomic island 1 に含まれるインテグロン構造中に
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存在する [104]。マウス個体や細胞を用いた実験では、DT104 が他のファージ型菌よ

り高病原性であるという結果は得られていないが[1] 、他のファージ型菌が感染した

場合と比較して重症化しやすいことなどから、病原性が強いものと考えられ [39]､新

たな病原性因子を獲得した菌である可能性が指摘されていた [42]。 

近年、DT104 が共通に保持する遺伝子として百日咳毒素遺伝子と相同性を示す

artA および artB (artAB) が見出された [88]。artAB はファージゲノムが宿主菌の染色

体にインテグレートしたプロファージ上に存在しており、その産物である ArtA/ArtB 

(ArtAB) は、DT104 にマイトマイシン C （MTC）あるいは H2O2 を添加して培養す

ることにより培養上清中に分泌される [108]。ArtAB はコレラ毒素や百日咳毒素と同

様に A1B5 型の集合体構造、すなわち ADP-ribosyltransferase としての酵素活性を有

する 1 個の ArtA と細胞との結合活性を持つ 5 個の ArtB から成る 6 量体で構成され

ている[99]。ArtAB はマウスへの腹腔内接種により致死活性を示し、Chinese hamster 

ovary （CHO）細胞に対する細胞集塊形成活性、インスリンの分泌亢進活性など百

日咳毒素と同様の活性を示すが、白血球増多活性が見られない等、百日咳毒素と異

なる点も明らかにされている [78,99]。また、マウスのマクロファージ由来細胞

RAW264.7 細胞に対して ArtAB は、cAMP 合成酵素（adenylate cyclase, AC）の活性を

調節する細胞内情報伝達因子として知られる G 蛋白質のうち、AC 抑制性 Gi 蛋白質

を ADP-リボシル化し、マウスのマクロファージ由来細胞 RAW264.7 細胞の cAMP濃

度を上昇させる活性を持つことが報告されている [99]。 

artAB 遺伝子は少数（11/303; 3.6%）ではあるが DT104 以外の S. Typhimurium にも

検出される[99]。また、血清型の異なる S. Worthington、S. Agoueve および他菌種で

ある S. bongori においても ArtAB ホモログの産生が認められ、これらの菌に由来す

る ArtAB も DT104 由来のものと類似した生物活性を示す [99]。S. Worthington および

S. Agoueve 由来の ArtA および ArtB のアミノ酸配列は完全に一致しているが、S. 

Typhimurium DT104 と S. Worthington間では ArtA で 99％、ArtB で 85％の相同性を示

す。また、S. bongori では、S. Typhimurium DT104 の ArtA と 91%の相同性を示すが、
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ArtB との相同性は低い（25％）[99]。一方、人のチフスの原因菌である S. Typhi に

おいても百日咳毒素様蛋白をコードする遺伝子 pltA および pltB (pltAB) の存在が知ら

れ、その遺伝子産物である PltA と ArtA のアミノ酸配列は 59%、PltB と ArtB 間では

73%と高い相同性を示す [14,67,69,88]。PltA は、宿主細胞の蛋白質を ADP-リボシル

化するが、標的となる蛋白質の詳細は明らかとなっていない [96]。S. Typhi は、宿主

細胞のアポトーシスの誘導や、細胞周期の阻害に関連する細胞膨化致死因子

（cytolethal distending toxin, CDT） を産生する [68,69,95]。PltA および PltB は、CDT

の一つの構成要素である CdtB と複合体を成し、CdtB を標的細胞内へ輸送する役割

を果たすと考えられている [36,41,96]。cdtB、pltA、pltB の 3 遺伝子は、染色体上の

CdtB-islet と呼ばれる領域にあり、S. Typhi の他に、S. Montevideo、S. Javiana 等、複

数の血清型においても当該領域の存在が報告されている [66,68]。このように百日咳

毒素様 ADP-リボシル化毒素は、現在のところその生物学的機能について不明な点が

多いが、Salmonella 属菌における新たな病原性遺伝子として注目されている

[14,15,27,28]。 

細菌の DNA に放射線や化学変異原物質で損傷 を与えたり、DNA 合成を停止させ

る 処理を行なうと、細胞分裂の停止、プロファージやコリシンの産生の誘発、DNA

修復能の向上、突然変異の誘導など、一連の反応が起こる。これらを総称して SOS

応答（SOS は 細胞の緊急事態の発生を告げる信号を意味する）と呼ぶ [4,92]。腸管

出血性大腸菌（EHEC）は病原因子として志賀毒素 1（Stx1）と志賀毒素 2（Stx2）

を産生するが、stx1 遺伝子と stx2 遺伝子は共に EHEC の染色体中に溶原化している

志賀毒素転換ファージと呼ばれるプロファージ上に存在している[64,79,85]。このう

ち、Stx2 をコードするファージは MTC、H2O2、キノロン系の抗生物質などの外部環

境からの刺激により宿主大腸菌の SOS 応答によって Stx2 転換ファージが溶原サイク

ルから溶菌サイクルに移行する [7,13,20,25,52,56,60,63,105]。このように SOS 応答を

誘発する刺激により溶原ファージが溶菌サイクルに移ることを誘導とよぶ。S. 

Typhimurium DT104 における artAB の発現も MTC や H2O2により誘導的に発現する
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ことから、Stx2 と類似した発現機構が想定されるが、その詳細については不明であ

る。 

S. Typhimurium DT104 以外の Salmonella 菌において artAB 遺伝子のゲノム上の位置

については明らかとなっていないが、その発現は DT104 と同様に MTC により誘導

されることから、本遺伝子がプロファージ上にあることが予想される。また、動物

体内における artAB の発現については明らかにされてないが、S. Typhimurium DT104

において H2O2が artAB の発現誘導因子となることから、マクロファージや好中球に

食菌された菌が、これらの細胞内において殺菌物質として働く H2O2 などの活性酸素

種（ROS）の暴露を受けることにより発現誘導が起こることが推測されているが、

ArtAB の in vivo における産生は不明である [99,108]。 

本研究においては、ArtAB の産生機構を解明する目的として、artAB ホモログを保

有する S. Typhimurium DT104、S. Worshington および S. bongori における当該遺伝子

のゲノム上の位置およびそれらをコードするプロファージの探索を実施した。また、

S. Typhimurium DT104 における artA および artB はプロファージ上においてタンデム

に位置し同一方向に転写されているが、それらの転写産物を同定し、プロファージ

上における artAB のオペロン構造について解析した（第Ⅰ章）。ArtAB は SOS 応答を

誘導する物質の一つである MTC により誘導的に産生されるが、誘導物質として知ら

れるキノロン系抗生物質などによる産生誘導と、それらが転写レベルでの誘導であ

ることの検証を行った。さらに、S. Worshingon および S. bongori においても S. 

Typhimurium DT104 と同様に H2O2による artAB の発現誘導が起こるか否かについて

も解析した。また、EHEC の stx 遺伝子の発現誘導にみられるような SOS 応答によ

って引き起こされる溶原ファージの誘導と Salmonella 属菌における artAB の発現誘

導との関連についても解析した（第Ⅱ章）。さらに、細胞内寄生菌である Salmonella

属菌が保有する artAB のマウス由来マクロファージ様培養細胞における発現につい

て解析を行うとともに、細胞内における ROS と artAB の発現誘導との関連について

検討し、その発現機構について考察した（第Ⅲ章）。 
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以上 Salmonella 属菌において新たに見出された ArtAB 毒素の産生機構を明らかに

することで、当該毒素の病原性に果たす役割を解明するための基礎知見を得ること

を意図して研究を展開した。 
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第Ⅰ章   Salmonella 属菌の artAB をコードするプロファージに関する解析 
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1. 序文 

多くの病原細菌の病原因子が菌の染色体中のファージゲノム（プロファージ）上

にコードされおり、この遺伝子の水平伝搬により細菌は毒素産生能、抗原変換など

の病原因子を獲得することが知られている。このようなファージによる遺伝子水平

伝搬をファージ変換（溶原変換）と呼ぶ。代表的な例としては、ジフテリア菌のジ

フテリア毒素、コレラ菌のコレラ毒素、サルモネラ属菌の O 抗原変換、黄色ブドウ

球菌のロイコシジン、腸管出血性大腸菌の志賀毒素、ボツリヌス毒素などがある

[11,26,112,114]。本研究における百日咳毒素様 ADP-リボシル化毒素 ArtAB 遺伝子も

同様に Salmonella Typhimurium DT104 ゲノムにおけるプロファージにコードされて

いることが報告されている [88]。しかしながら artAB をコードするファージのゲノ

ム構造や宿主菌染色体上の位置については不明である。また、artAB 遺伝子は

DT104 以外の S. Typhimurium において少数ではあるが一定の割合で存在し、さらに

同じ亜種（S. enterica subsp. enterica）に属し、血清型が異なる S. Worthington、S. 

Agoueve および菌種の異なる S. bongori においても ArtAB ホモログの産生が認められ

る [99]。これらの菌に由来する ArtAB も DT104 由来のものと類似した生物活性を示

すことが報告されているが、毒素をコードする遺伝子が DT104 と同様にプロファー

ジ上に存在しているかについては不明である。 

本研究においては、artAB の発現機構を解明するための一環として、artAB ホモロ

グを保有する S. Typhimurium DT104、S. Worthington および S. bongori における当該

遺伝子のゲノム上の位置を明らかにし、遺伝子をコードするプロファージを探索し

た。また、artA および artB は同一方向に転写されており、同一の転写産物に転写さ

れポリシストロン性のオペロンを形成している可能性が考えられ、本研究において

はプロファージ上における artAB の転写産物に関する解析も実施した。 
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2. 材料と方法  

1） プロファージゲノム解析 

S. Typhimurium DT104 U1 株  [88,99,108]、S. Typhimurium SAMEA227254 株、S. 

Worthington 182 株 [99]、S. Worthington CFSAN051295 および S. bongori ATCC 43975 

[99]の全ゲノムシークエンス  （GeneBank Accsession No. AP025265, HF937208, 

AP025267, CP029041, FR877557）を PHASTER (http://phast.wisharlab. com/) [3] を用い

て解析し、各菌株におけるプロファージを探索した。各プロファージゲノムシーク

エ ン ス に お け る 遺 伝 子 予 測 お よ び 機 能 の ア ノ テ ー シ ョ ン に は DFAST

（https://dfast.ddbj.nig.ac.jp/）[103]を用いた。環状ゲノムマップの作成は Artemis 

Software の DNAPlotter [12] を用いた。 

プロファージゲノム間の相同性解析は BLAST（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）

[51]により実施し、DFAST と BLAST による解析結果を用いて、プロファージ間の関

連性を Easyfig 2.2.5 [97]で作図した。 

 

2） 供試プライマーおよび定量逆転写 PCR（Q-RT-PCR）に用いる検量線作成用

mRNA の合成方法 

Q-RT-PCR における検量線作成用 mRNA の合成および Q-RT-PCR 反応に用いたプ

ラ イ マ ー を 表 １ に 示 し た 。 PCR 用 の プ ラ イ マ ー の 設 計 は Primer3Plus

（https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi）[110]を用いて実施した。Q-RT-

PCR は artA，artB，artA と artB の両方にまたがる遺伝子間領域を標的とした。標的

とする mRNA の定量を可能にするため、T7 RNA ポリメラーゼと PCR 産物を用いて、

Fey ら[22]の方法に従って各領域に対応する標準 mRNA を作成した。標準 mRNA を

作製するためのプライマーは、上述の Q-RT-PCR 用の各標的 DNA に対応するプライ

マーセットが認識する配列の上流と下流にプライマーを配置した。Salmonella のゲ

ノム DNA をテンプレートとして標的 DNA の 5‘側に T7 プロモーター配列

（TAATACGACTCACTATAGGG）を付加したセンスプライマーとアンチセンスプラ  

9
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Target genea Primer name Sequence (5' → 3')b Product
size (bp)

Accession
no.

Generation of

 Starndard
artA  (ST DT104) STartAT7F TAATACGACTCACTATAGGGTTGACTCGAGACCTCCGGAT 601 AB104436

STartAT7R TGCATCATCCCTGCGTACTC

artAB  (ST DT104) STartABT7F TAATACGACTCACTATAGGGAGGAGTACGCAGGGATGATG 384 AB104436

STartABT7R CCCTGACCTATACACGCCATA

artB  (ST DT104) STartBT7F TAATACGACTCACTATAGGGGCGTGTATAGGTCAGGGGATA 318 AB104436

STartBT7R GGCAACGTAGGTCCCATACA

PCR primers

STartAF1 AGTTTCTACAGCCTTCCGCC 84 AB104436

STartAR1 CCGCATCATCACTCGCTCAA

STartABF1 TTATGACGCACGGGGAGTTT 225 AB104436

STartABR1 CACTGGATAACGACGCAAGA

STartBF1 AAGAGGGGGAGTCAAGTTCC 297 AB104436

STartBR1 ACATCCTCCCCTGTTGCATA
a ST DT104, S.  Typhimurium DT104; SW, S.  Worthington; S.b, S. bongori .
b T7プロモーター配列を下線で示した。

artA  (ST DT104)

artAB  (ST DT104)

artB  (STDT104)

表 1 Q-RT-PCRおよび検量線作成用 mRNA 合成に用いたプライマー 
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イマーを用いて DNA 増幅用サーマルサイクラー（GeneAmp PCR System9700; PE  

Biosystem）で PCR を実施した。PCR は TaKaRa ExTaq を用いて既報 [99] に従い実施

した。テンプレートに用いたサルモネラゲノム DNA の抽出は既報[88] に従って実施

した。得られた PCR 産物は，Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega, 

Madison, WI）を用いて精製した。その後、ScriptMAX Thermo T7 Transcription Kit 

（TOYOBO, Japan）を用いて精製した T7 プロモーター配列が付加された PCR テン

プレートから in vitro 転写を行うことにより標準 mRNA を作製した。続いて，

TURBO DNA-free Kit（Ambion, Inc., Applied Biosystem Business）を用いて 37℃で 15

分間処理により含まれるテンプレート DNA を分解後、mRNA を RNeasy Mini Kit

（QIAGEN, Germany）により精製した。Eppendorf BioPhotometer D30（Eppendorf, 

Germany）を用いて精製した mRNA の濃度を測定し、Nuclease free water を加えて

mRNA 量を調整後、10 倍階段希釈列を作成しこれを検量線の作成に用いた。スタン

ダード mRNA コピー数の計算は既報 [22] に従った。すなわち、標的 RNA の塩基数

に RNA 1 塩基の分子量（340Da）を乗じて得られた値をスタンダードの分子量とし、

1 g のモル数を算出しそれにアボガドロ数（6.02×1023 copies/mol）を乗じることによ

り 1 g あたりのコピー数を算出した。 

 

3） MTC による発現誘導 

MTC による発現誘導は既報 [108]に従い、MTC （ナカライテスク）添加した培地

で Salmonella Typhimurium DT104 U1 株を培養することにより artAB の発現を誘導し

た。すなわち、Syncase broth [24]で 37℃、一晩振とう培養（150 rpm）し、この培養

液 0.2 ml を 10 ml の Syncase broth に接種後、同じ条件で振とう培養を行い、3 時間後

に MTC を 0.5 g/ml の濃度となるように加え、さらに 3 時間振とう培養を続けて発

現誘導を行った。 

 

4） Total RNA の抽出と Q-RT-PCR による遺伝子発現量の定量 
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Total RNA は RNeasy Protect Bacterial Kits (QIAGEN) 、および RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN)を用いて抽出精製した。3）の方法で MTC により発現誘導を行った培養液

0.5 ml に 1ml の RNA protect bacterial regent (QIAGEN) を加え、室温で 5 分静置後、菌

液を遠心分離（5,000 g 10 分）した。遠心上清を除去した後、リゾチーム（15 mg/ml; 

シグマ）を含む 100 µl の TE バッファー（30 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH8.0）と

proteinase K （20 mg/ml;和光純薬） 20  µl を加えピペッティングにより混和し、10 秒

間ボルテックスミキサーで混和後 10 分間室温で TWIN MIXER TM-282 (AS ONE)  

を用いて混和した。その後、RNeasy Protect Bacterial Kits のプロトコールに従い溶菌

液を得て、total RNA を回収した。さらに、2）で述べた方法により TURABO DNase 

により DNA を除去した後、total RNA 量を測定し、Nuclease free water を用いて 100 

ng/µl になるように調整した。100 ng の RNA サンプルを ReverTra Ace® qPCR RT 

Master Mix with gDNA Remove (TOYOBO) を用いて逆転写した。この反応で合成した

cDNA を THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）と LightCycler480 System Ⅱ

（Roche Applied Sciences）を用いてリアルタイム PCR 法で増幅した。リアルタイム

PCR では，希釈した試料 1 µl を，THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix から調製した

PCR 混合液 19 µl に加えた。各プライマーは最終濃度 300 nM の濃度で使用した。リ

アルタイム PCR は 95℃で 1 分間、95℃で 15 秒、60℃で 1 分間のサイクルを 50 回繰

り返すことにより実施した。検量線を作成するために，2）で作成した階段希釈した

検量線作成用 mRNA 標準試料を同様に処理し Q-RT-PCR を実施した。増幅後、同シ

ステムの自動解析により、Ct（threshold cycle）値を定め、スタンダードとの比較に

より定量を行った。PCR 反応後に融解曲線を確認して非特異的反応が起こっていな

いことを確認した。 

 

5） アガロースゲル電気泳動 

PCR 産物のアガロース電気泳動は 0.5×TBE バッファー（89 mM Tris pH8.0、89 

mM ホウ酸、2 mM EDTA) を用いて定法に従って実施した。 

12



6） 統計解析 

mRNA のコピー数の測定においては 3 回の独立した実験を行い平均値 ± 標準誤差

（SE）を算出した。統計解析は Tukey の方法による多重比較により実施した。 
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3. 結果 

1） artAB をコードするプロファージの探索 

S. Typhimurium DT104 U1 株、 S. Typhimurium DT104 SAMEA227254 株、 S. 

Worthington 182 株、S. Worthington CFSAN051295 株および S. bongori ATCC 43975 株

の全ゲノムシークエンスについて PHASTER を用いたプロファージの検索を実施し

た。この結果 artAB はいずれの菌株においてもプロファージ上にコードされている

ことが明らかとなった。artAB は S. Typhimurium DT104 U1 株および SAMEA227254

株において 45,534 bp のプロファージにコードされており（図１）、このファージを

Art-DT104 とした。両者のプロファージのシークエンスは 99%以上（45,532/45,534）

一致していた。S. Worthington 182 株および CFSAN051295 株ではそれぞれ 48,506 bp

および 48,507 bp のプロファージにコードされ、シークエンスの一致率は 99%以上

（48,505/48,507）であり、これらのファージを Art-SW と名付けた。S. bongori ATCC 

43975 においては 28,770 bp のプロファージ（Art-Sb）にコードされていたが、Art-

DT104 および Art-SW が complete prophage にであるのに対して、Art-Sb は incomplete 

prophage であることが PHASTER により判定された。 

 

2） artAB をコードするプロファージゲノムの解析 

3 種類のプロファージゲノムシークエンスについて DFAST を用いてアノテーショ

ンを行うと共に、ファージ間の相同性について BLAST を用いて解析した。図 2 は各

ファージ中のオープンリーディングフレーム（ORF）とファージ間の相同性を図示

したものである。Art-DT104 と Art-SW は全領域に渡って高い相同性（77%）を示し

たが、Art-Sb は artAB とその下流の領域のみ相同性を示し（Art-DT104 に対して

43%）、ファージのゲノムサイズも他の二つと比較して短いものであった。Art-

DT104 および Art-SW における artAB の上流にはアンチターミネーターQ 遺伝子と相

同性を示す ORF が認められ、約 10 kb 上流にはファージの溶原化を維持する機能を

有する cI レプレッサー遺伝子に相同性を示す ORF が検出された（図 3A）。一方、 
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図１. Salmonella の環状ゲノムマップ 
外側２つの円は＋Strand および - Strand の Coding Sequence (CDSs)を表す。外側から３つめの円は PHASTER [3] によるプロファージ解析の結果

を示す。赤色で示したプロファージは artAB 遺伝子をコードするプロファージを表す。 

S. Worthington 182 
4,828,750 bp 

S.bongori 
ATCC43975 
4,460,105 bp 

S.Typhimurium 
DT104 U1 

4,937,915 bp 

S. Worthington 
CFSAN051295 
4,914,635 bp 

S. Typhimurium DT104 
SAMEA2272504 

4,933,631 bp 
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図 2 Salmonella が保有する Art ファージ間のゲノムアライメント 

赤矢印は ArtAB をコードする ORF を表す。ゲノム間のグレーの線は塩基配列の一致を示し、配列類似性が高いほど濃い線で表され

る。 
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図 3 Art ファージと Gifsy ファージ間のゲノムアライメント 
（A）Art-DT104 および Art-SW と Gifsy-1 とのアライメント。(B) Gifty-1 と Art-Sb のアライメント。赤矢印は

ArtAB をコードする ORF;ピンクは antiterminator (Q) と相同性を示す蛋白質をコードする ORF；緑は cI リプレ

ッサーと相同性を示す蛋白質コードする ORF を示す。ゲノム間のグレーの線はゲノムに沿った同じ方向の塩基

配列の一致を示し示す。配列類似性が高いほど濃い線で表される。 

Gifsy (LT2)

Art-Sb 
(ATCC 43975)

B

A

Art-SW (182)

Gifsy (LT2)

Art-DT104 (U1)
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incomplete phage として同定された Art-Sb にはそれらの遺伝子を見出すことはできな

かった。Art-DT104 および Art-SW は Salmonella Typhimurium LT2 株で報告されてい

る Gifsy-1 ファージ [23,43]に類似しているが、artAB とその近傍の領域とはほとん

ど相同性を示さない（図 3A）。Art-Sb は Gifsy-1 ファージと相同性を示す領域は少な

く、Art-DT104 および Art-SW とは由来が異なることが示唆される（図 3B）。 

 

3） artAB の転写産物の解析 

artA と artB が同じオペロンを構成する遺伝子であることを検証するために、S. 

Typhimurium DT104 U1 株の artA と artB の転写領域を、artA 内部領域、artB 内部領

域、さらに artA と artB にまたがる領域の断片を直接増幅するプライマー・ペアを用

いた PCR により転写産物から得られた cDNA について解析した。図 4A に示した

artA、artB およびその両者の間の non-coding 領域を含む領域（a、ab、b）を標的と

して PCR を実施した。ArtAB の産生は MTC 処理により誘導されることが報告され

ている。そこで S. Typhimurium U1 株を MTC で刺激後 3 時間後の total RNA から逆転

写処理により作成した cDNA をテンプレートとして PCR を実施した。この結果、逆

転写酵素処理をした場合のみ PCR 産物が検出され、artA と artB にまたがる ab 領域

を標的とした場合にも PCR 産物が検出された（図 4B）。また、a、ab、b 領域の転写

産物のコピー数にも有意な差は見られなかった（図 4C）。以上のことから artA と

artB は同一の mRNA に転写されており、ポリシストロン性のオペロンを構成してい

ることが示唆された。 
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図 4 artAB の転写産物に関する解析 

（A）artAB 近傍のマップ。a、ab、b は PCR の標的領域を示す。（B） PCR 産物の 2％ア

ガロース電気泳動像。total RNA を逆転写酵素で処理（＋）したものおよび非処理（－）

のサンプルをテンプレートして表１に示したプライマーを用いて増幅し、その PCR 産物

を泳動した。（C）リアルタイム PCR を用いた各転写産物のコピー数の定量結果。縦軸は

S. Typhimurium DT104 U1 株を MTC で処理した後 3 時間後の total RNA 100 ng 中におけ

る各転写産物のコピー数を示す。 (n=3、mean±SE)  
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4. 考察 

artAB 遺伝子は S. Typhimurium DT104のプロファージ上にあることが報告されてい

るが [88]、本研究において当該プロファージの菌のゲノムにおける位置を明らかに

した。供試した S. Typhimurium U1 株には少なくとも 5 種類の intact prophage とその

他に incomplete prophage 4 種類、および questionable prophage として判定された計 10

種類のプロファージが検出された。この中で、Art-DT104 は intact prophage の中の一

つとして同定された。U1 株において intact prophage として同定されたものの一つは

Tanaka らが報告した  DT104 が共通して保持する P22-like ファージ（ST104）[102]で

あった。一方、S. Worthington 182 株においても artAB はプロファージ（Art-SW）上

に位置することが明らかとなり、S. bongori ATCC 43975 において artAB は incomplete 

prophage（Art-Sb）上に位置していた。Art-DT104 あるいは Art-SW についてはそれ

ぞれ由来の異なる 2 株についてのプロファージ解析を実施したが、Art-DT104 間お

よび Art-SW 間のシークエンスは高い一致率を示し、artAB をコードするプロファー

ジは DT104 間あるいは血清型 Worthington の間では極めて良く保存されているファ

ージであった。 

DNA の相同性解析から Art-DT104 (U1)と Art-SW (182)は大きさもそれぞれ 45,534 

bp と 48,506 bp で近似しており、高い相同性（77%）が見られたが、Art-Sb は 28,770 

bp と 15 kb 以上小さなサイズであり、相同性のある領域は限定されていた。Art-

DT104 および Art-SW の場合、いずれも Salmonella 属菌において報告されているプロ

ファージ Gifty-1 [23]に相同性を示し、Gifsy-1 に artAB を含む領域が挿入されている

構造になっていた。以上のように artAB はいずれの場合もプロファージ上にコード

されていることが明らかになり、百日咳毒素と相同性を示す ArtAB 毒素遺伝子はコ

レラ毒素や大腸菌における志賀毒素をコードする遺伝子と同様にファージによる遺

伝子水平伝搬により獲得されたものであることが推測された。さらに今後の研究に

より、同定されたプロファージが、実際に artAB 遺伝子を他の菌に水平伝搬するこ

とを証明する必要がある。 
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近年、S. enterica のうち 45 の異なる血清型が artAB 遺伝子をコードしていること

が報告され [14,70]、さらには病原性大腸菌においても当該遺伝子と相同性を示す遺

伝子を保有する菌の存在が報告されている [49,57]。今後これらの菌における artAB

ホモログのゲノム上における局在と関連するプロファージに関する解析が蓄積され

ることにより、当該遺伝子の由来や高病原性と考えられ、emerging ファージタイプ

として出現した S. Typhimurium DT104 の起源等に関する解明が進展するものと考え

る。 

PCR およびリアルタイム PCR により artA および artB は同じ転写産物に転写され

ていることを示す結果が得られ、両者はポリシストロン性のオペロンを構成してい

ることが示唆された。artAB の上流および下流には Antirepressor やファージの溶菌や

頭部、尾部を合成する遺伝子などがあり（図 3A）、artAB と同一方向に転写されてい

る遺伝子が下流にあることから、これらの ORF も artAB と共にオペロンを構成して

いる可能性が考えられる。さらに、artAB の発現制御についての解明を進める上で、

オペロンを構成する構造遺伝子や mRNA の転写開始点などを明らかにし、その構造

を明らかにする必要がある。 
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5. 小括 

S. Typhimurium DT104、S. Worthington、および S. bongori において百日咳毒素様

ADP-リボシル化毒素 ArtAB の遺伝子 artAB は、いずれも菌の保有するプロファージ

（Art-DT104、Art-SW、Art-Sb）にコードされていた。異なった菌株由来の Art-

DT104 および Art-SW 間のシークエンスは 99%以上の相同性を示し、Art-DT104 と

Art-SW の相同性は 77%と比較的高い相同性を示したが、Art-Sb は 2 つのプロファー

ジに対して相同性が低く（43%）、サイズも短かく、incomplete phage として同定され

た。Art-DT104 および Art-SW は Salmonella 属菌で報告されているプロファージ

Gifsy-1 に相同性を示し、Gifsy-1 に artAB を含む領域が挿入された構造であった。以

上のことから、artAB はいずれの菌においてもプロファージ上にコードされており、

溶原化したファージの水平伝搬により獲得されたものであることが推測された。 

さらに、artA と artB はプロファージ上においてタンデムに並んで、同一方向に転

写されており、同一の転写産物に転写されていることから、両者はポリシストロン

性のオペロンを構成していることが示唆された。 
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第 Ⅱ 章 Salmonella 属菌における artAB の SOS 応答誘発物質による発現誘導 
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1. 序文 

S. Typhimurium DT104 における ArtAB 毒素の産生は MTC あるいは H2O2を培地に

添加して培養することにより培養上清中に分泌されることが報告されている [108]。

また、artAB 保有菌である S. Worthington あるいは S. bongori も同様に MTC 処理によ

り ArtAB を産生することが報告されている [99]。第Ⅰ章において Salmonella 属菌の

artAB はいずれの場合も、菌のプロファージ（Art ファージ）にコードされているこ

とが明らかにされた。腸管出血性大腸菌（EHEC）は病原因子として志賀毒素 1

（Stx1）と志賀毒素 2（Stx2）を産生するが [76]、stx1 遺伝子と stx2 遺伝子は共に

EHEC の染色体中に溶原化している志賀毒素転換ファージのプロファージ上に存在

している  [50,77,82,90,109,113,117]。このうちの Stx2 は MTC [8,52,90]、H2O2 [59,60]、

キノロン系の抗生物質 [7,25,58,118] などの外部環境からの刺激により宿主大腸菌の

RecA 蛋白を介した SOS 応答 [81]によって誘発される Stx2 転換ファージの誘導に伴

って産生される。S. Typhimurium DT104 における artAB の発現も MTC や H2O2によ

り誘導的に発現することから、Stx2 と類似した発現機構が想定されるが、その詳細

については不明である。また EHEC の Stx2 と同様に Salmonella 属菌における ArtAB

がキノロン系抗生物質による産生誘導が起きるか否か、また、S. Worthington や S. 

bongori の ArtAB の H2O2による産生誘導についても不明である。 

本章においては 、Salmonella 属菌における artAB の発現機構の解明を目的として、

artAB の発現に対する各種 SOS 応答誘導物質による影響を評価するとともに、SOS

応答に関連することが知られる recA 遺伝子の発現動態および Art ファージの誘導に

関する解析により artAB の発現機構の解明を試みた。 
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2. 材料と方法 

1） 使用菌株 

ArtAB 遺伝子を保有する Salmonella Typhimurium DT104 U1 株 、S. Worthington 182

株、および S. bongori  ATCC 43925 株の 3 株を実験に使用した。 

 

2） ArtAB の産生誘導物質として使用した抗生物質と最小発育阻止濃度（MIC）の測

定方法 

ArtAB の産生誘導を検証する抗生物質には、エンロフロキサシン（ERFX） 

(SIGMA)、ナリジクス酸 (ALDRICH)、セファゾリン (SIGMA)、トリメトプリム 

(SIGMA)、リファンピシン (WAKO)を用いた。生理食塩水で各種抗生物質を各濃度

で 2.5 ml に調整し、シャーレ上で、ミューラーヒントンⅡ寒天培地 22.5 ml とよく混

和させて固め、マクファーランド NO. 2.5 に調整した菌液 10 μl を塗布した。37℃、

24 時間培養後に菌の発育を確認し、菌の発育が確認できなかった最小の抗生物質濃

度を MIC とした（表 2）。 

 

3） 各種物質による ArtAB の産生誘導およびウエスタンブロッティングによる ArtA

の検出 

菌株を Syncase broth で 37℃、120 rpm の条件で一晩振盪培養した。培養液を 20 ml

の Syncase broth へ 1：50 の割合で加え、37℃、120 rpm で 3 時間培養した。その後試

薬を添加し、さらに 16 時間培養した。使用した試薬は最終濃度 0.5 µg/ml の MTC、

1/2 発育阻止濃度（MIC）値量の抗生物質、3 mM H2O2 である。培養後、培養液 20 

ml を 8,000 rpm で 30 分遠心分離し、上清を回収して孔径 0.22 μm のポリフッ化ビニ

リデン (PVDF) メンブランフィルター（Merck Millipore）を用いてろ過を行った。濾

液を Vivaspin 6 (SARTORIUS；膜材質 PES、分画分子量 10 K) により 1/20 量に濃縮し

た。得られたサンプルと等量の SDS-PAGE 試料調整用バッファー (ATTO)を等量混

合し、100℃で 10 分間加熱した。15 % SDS-PAGE ゲル (コンパクトゲル; ATTO) にサ 
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Antibiotics

enrofloxacin 0.08 0.04 0.07
nalidixic acid 20 ― ―
cefazolin 28 ― ―
trimethoprim 3 ― ―
rifampicin 30 ― ―

MIC (µg /ml)

S.  Typhimurium DT104
strain U1

S. Worthington
 strain 182

S. bongori
strain ATCC 43975

表 2   用いた抗菌剤の MIC 値 
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ンプルを添加し、コンパクトスラブ電気泳動槽 (ATTO) を用いて 30 分間泳動した。

ゲルと同じ大きさのろ紙 4 枚および PVDF メンブレン (Bio-Rad) 1 枚をブロッティン

グバッファー （25 mM Tris-HCl、192 mM グリシン、20% v/v メタノール） に浸して

処理し、ゲルを挟み込みセミドライ式ウエスタンブロッティング装置（Bio-Rad）を

用いて定電流 2 mA/cm2で 30 分通電し、PVDF membrane (Bio-Rad ) に転写した。メ

ンブレンをブロッキングバッファー（ロシュダイアグノスティックス）で処理した

後、一次抗体としてウサギ抗 ArtA 合成ペプチド（S. Typhimurium DT104 U1、 S. 

Worthington 182、 S. bongori ATCC 43975 由来 ArtA のアミノ酸配列において共通して

存在する 14 残基  (Arg10–His23) ）に対する抗体 [99]を 1％ブロッキングバッファー

で 5,000 倍希釈して使用した。TBS-T（Tris Buffered Saline、5％Tween20）でメンブ

レンを洗浄し、二次抗体としてホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）標識

ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（Bio-Rad）を 100,000 倍希釈して使用した。ペルオキシダー

ゼ反応は ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) を用いて実施

し、Ez-Capture II (ATTO ) と ImageSaver5 software (ATTO) を用いて化学発光を検出し

た。 

 

4） Total RNA の抽出 

Syncase broth を用いて 37℃で一晩振とう培養（150 rpm）し、この培養液 0.2 ml を

10 ml の Syncase broth に接種後、同じ条件で振とう培養を行い、3 時間後に MTC

（0.5 g/ml）、抗生物質（1/2MIC）、あるいは H2O2（3 mM）を加え、さらに 3 時間

振とう培養を続けた。得られた培養液 0.5 ml を用いて第Ⅰ章に述べた方法により

total RNA を抽出した。 

 

5） Q-RT-PCR および用いたプライマー 

Q-RT-PCR は第Ⅰ章で述べた方法で artA および recA における mRNA のコピー数の

定量を実施した。recA および artA の mRNA コピー数測定のための Q-RT-PCR 用のプ 
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ライマーおよび検量線作成用の mRNA 合成用のプライマーを表 3 に示した。 

 

6） 定量 PCR（Q-PCR)による artA 遺伝子コピー数の定量 

培養上清中の artA 遺伝子のコピー数の定量は LightCycler480 SystemⅡ（ロッシュ）

と THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡）を用いた Q-PCR により実施した。各

薬剤で 3 時間処理した後に孔径 0.22 μm のポリフッ化ビニリデン （PVDF）メンブラ

ンフィルター（Merck Millipore）を用いてろ過後、宿主菌由来の DNA を除去するた

めに Turbo DNA-free kit（Ambion）を用いて、37℃で 30 分間 DNase 処理した。得ら

れた上清を、Bonanno らの方法 [8]に従い、100℃で 10 分間加熱処理することにより

ファージ DNA を得た。第Ⅰ章で用いた artA を標的として T7 プロモーター配列

（TAATACGACTCACTATAGGG）を付加したセンスプライマーとアンチセンスプラ

イマーで増幅された PCR 産物を精製したものを 10 倍階段希釈し、これをリアルタ

イム PCR 用検量線作成用 DNA スタンダードとして用いた。PCR は GeneAmp PCR 

System9700 を用いて第Ⅰ章で述べた方法で実施した。DNA 量は Eppendorf 

BioPhotometer D30 により測定した。DNA１塩基対の分子量を 660 Da とし、スタン

ダード DNA 1 g あたりのコピー数を算出した。リアルタイム PCR は上記 mRNA の

定量と同じ条件で実施し、スタンダードとの比較によりコピー数の定量を行った。 

 

7） 統計解析 

mRNA および培養上清中の artA コピー数の測定においては 3 回の独立した実験を

行い平均値 ± 標準誤差（SE）を算出した。統計解析には Student’s t-test を用いた。

統計学的優位性は p 値が 0.05 未満の場合を有意差ありと判定した。 
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Target genea Primer name Sequence (5' → 3')b Product
size

Accession
no.

Generation of
 Starndard

artA  (sw) STartAT7F TAATACGACTCACTATAGGGTTGACTCGAGACCTCCGGAT 601 LC127363 

SWartAT7R TGCATCATCCCTGCGCACTC

artA  (Sb) SbartAT7F TAATACGACTCACTATAGGGTGGACTCGAGACCTCCGGAT 605 LC127367

SbartAR2R TACGTGTATCATCCCTGCGC

recA  (ST DT104) STrecAT7F TAATACGACTCACTATAGGGATTGTGGTCGACTCCGTAGC 603 NC_003197

STrecAT7R GGCGTGGCATTCTGATTACT

recA  (SW) STrecAT7F TAATACGACTCACTATAGGGATTGTGGTCGACTCCGTAGC 603  CP029041

STrecAT7R GGCGTGGCATTCTGATTACT

recA  (Sb) SbrecAT7F TAATACGACTCACTATAGGGATTGTCGTCGACTCCGTCG 603 NC_015761

SbrecAT7R GGAGTAGAATCCTGATTGCT

PCR primers

STartAF1 AGTTTCTACAGCCTTCCGCC 84 LC127363 

STartAR1 CCGCATCATCACTCGCTCAA

SbartAF1 AGTTTCTATAGCCTTCCGCC 84 LC127367

STartAR1 CCGCATCATCACTCGCTCAA

STrecAF1 GGCGAAATCGGCGACTCT 123 NC_003197

STrecAR1 CATACGGATCTGGTTGATGAAAATC

STrecAF1 GGCGAAATCGGCGACTCT 125  CP029041

STrecAR1 CATACGGATCTGGTTGATGAAAATC

SbrecA F1 GGCGAGATTGGCGACTCTC 123 NC_015761

SbrecAR1 CATACGGATCTGGTTGATAAAAATC
a ST DT104,  S. Typhimurium DT104; SW, S. Worthington; S.b, S. bongori .
b Sequences corresponding to the T7 promoter are underlined.

 recA  (SW)

recA  (Sb)

artA  (SW)

artA  (Sb)

recA (ST DT104)

表 3 Q-RT-PCR および検量線作成用 mRNA 合成に用いたプライマー 
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3. 結果 

1） 抗生物質、H2O2、MTC による ArtAB 産生誘導 

いずれの菌株も誘導物質を加えない場合、ウエスタンブロッティングによるシグ

ナルは検出できず、ArtA の発現は認められなかった。S. Typhimurium DT104 U1 株は、

キノロン系抗生物質であるナリジクス酸と ERFX、および MTC の曝露により、強い

シグナルが検出され、ArtA の産生増加が確認された（図 5A, B）。一方、セファゾリ

ン、トリメトプリム、リファンピシンでは、ArtA 産生の増加は認められなかった

（図 5A）。S. Worthington 182 株と S. bongori ATCC 43975 株においても、MTC と

ERFX の曝露後に培養上清中における ArtA 産生の増加が観察された（図 5B）。S. 

Typhimurium DT104 U1 株および S. bongori ATCC 43975 株では、H2O2 曝露による

ArtA 産生のわずかな増加が認められたが、S. Worthington 182 株では認められなかっ

た。 

 

2） ERFX、H2O2、MTC の artA の転写量におよぼす影響 

ArtA の産生誘導を転写レベルで調べるために、ArtA の産生に影響を与える MTC、

H2O2、ERFX を用いて、これらの物質による処理後の artA の転写量を測定した（図

6）。MTC と ERFX は，S. Typhimurium DT104  U1 株，S. Worthington 182 株，および S. 

bongori ATCC 43975 株において artA の転写を有意に増加させた（p < 0.05）。H2O2は，

S.  Typhimurium DT104 U1 株においても artA の転写を有意に増加させたが（p < 0.01），

S. Worthington 182 株および S. bongori ATCC 43975 株のいずれにおいても，H2O2によ

る artA の転写量の有意な増加は認められなかった（p = 0.40, p = 0.25）。 

 

3） Art プロファージの誘導 

artAB の各物質の処理による発現誘導と溶原化しているプロファージの誘導との関

連性を調べるために、刺激物質で処理後 3 時間後の培養上清中における artA 遺伝子

のコピー数を調べ、ファージ粒子数を推定した（図 7）。MTC と ERFX の刺激により， 
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図 5 各種誘導物質処理による ArtA の産生 

（A）各種抗生物質を加えて培養した S. Typhimurium DT104 U1 株の培養上清を濃縮し、ウサ

ギ抗 ArtA 抗体を用いたウエスタンブロッティングによりを検出した。Purified ArtA：精製

ArtA、Control：抗生物質非添加対照、ERFX：エンロフロキサシン、NA：ナリジクス酸、

CFZ：セファゾリン、TMP：トリメトプリム. （B）S. Typhimurium DT104 U1 株 、S. 

Worthington182 株および S. bongori ATCC43975 株の MTC、ERFX および H2O2 による ArtA の

産生誘導を示す。  
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図 6  artA の MTC、ERFX および H2O2 による発現誘導 

縦軸は各物質
 
を加えた後、３時間後培養菌における total mRNA 100 ng 中の artA 

mRNA のコピー数を示す。(n=3、mean ±SE、*: p < 0.05、**: p < 0.01) 
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図 7  MTC、ERFX、および H2O2 刺激による培養上清中の artA 遺伝子コピー数の増加 

各試薬で処理後３時間後の培養上清１μl 中の artA コピー数を測定した。グラフの縦軸の値

は未刺激時のコピー数との比を示す。 (n=3、mean ±SE) 
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S. Typhimurium DT104 U1 株と S. Worthington 182 株において，未刺激のコントロール

に比較して有意に多くのプロファージが誘導されていた（p < 0.05）。S. Typhimurium 

DT104 U1 株の H2O2によるプロファージ誘導は対照と比較して 37 倍であったが、S. 

Worthington 182 株ではプロファージ誘導は見られなかった。S. bongori ATCC 43975

株ではどの物質を用いた場合においてもプロファージ数の有意な増加は認められな

かった。 

 

4） recA の発現に対する ERFX、H2O2、MTC の影響 

S. Typhimurium DT104 U1 株および S. Worthington 187 株で得られた実験結果から、

各種誘導物質による SOS 応答が起こり、Art プロファージを誘導し、その結果、

ArtAB が高レベルで産生されることが示唆された。そこで、ERFX、H2O2、MTC の

刺激による recA の発現動態について Q-RT-PCR を用いて解析した（図 8）。MTC と

ERFX 処理では、ファージ誘導を示さなかった S. bongori ATCC 43975 株を含む 3 株

すべてにおいて recA の発現を有意に増加させた（p < 0.05）。S. Typhimurium U1 株お

よび S. bongori ATCC 4375 株においては H2O2刺激により recA の転写量の増加がみら

れ、S. Worthington 182 株では減少していた。いずれの場合も recA 発現の有意な上昇

は認められなかった。 
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図 8 MTC、ERFX および H2O2 刺激による recA の発現誘導 

縦軸は各物質で処理後 3 時間培養後における total RNA 100 ng 中の recA mRNA のコピー

数を示す。（n=3、mean ±SE、*: p < 0.05、**: p < 0.01）  
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4. 考察 

本研究において，オールドキノロン系抗生物質ナリジクス酸あるいはニューキノ

ロン系抗生物質 ERFX を 1/2MIC の濃度で処理した S. Typhimurium DT104株 U1 にお

いて ArtA の産生が増加することを明らかにした。他の抗生物質による処理では誘導

的産生は見られなかった。ERFX および MTC は S. Typhimurium DT104、  S. 

Worthington、 S. bongrori のすべての菌株において，artA 遺伝子の転写量が増加した。

第Ⅰ章において得られた結果から、artA と artB は同じ転写産物に転写されており、

両者はポリシストロン性のオペロンを形成していることが示唆されている。従って、

キノロン系抗生物質は、大腸菌の志賀毒素遺伝子（stx）において報告されているよ

うに [63,118]、artAB の発現を転写レベルで誘導することが明らかとなった。 

第Ⅰ章の結果から S. Typhimurium DT104 、S. Worthington および S. bongori の

artAB は、いずれもプロファージによりコードされていることが明らかとなり、この

うち Art-Sb は不完全なプロファージであることが示された。現時点では Art ファー

ジが溶菌を示す指示菌が見いだされていないため、本研究においては溶原ファージ

の誘導を培養上清中の artA 遺伝子のコピー数を測定することにより解析した。MTC

や ERFX で処理した S. Typhimurium DT104 および S. Worthington の培養上清中におけ

る artA コピー数は有意に増加したことから、artAB をコードする Art-DT104 および

Art-SW は SOS 応答誘発物質として知られる両物質によって誘導されたものと考え

られる。 

腸管出血性大腸菌（EHEC）のゲノムに Shiga toxin 転換ファージが溶原化してい

る状態では、その溶原化を維持するために cI リプレッサー遺伝子が転写され、その

遺伝子産物である cI リプレッサー蛋白質が PLプロモーターの上流域に結合してアン

チターミネーターN の発現を押さえている（図 9B）。さらに cI リプレッサーは cI リ

プレッサー遺伝子（cI）とアンチリプレッサー遺伝子（cro）間にあるオペレーター

領域に結合し、cI の発現を活性化し、cro の発現を抑制することにより溶原化を維持

している。しかしながら、宿主の SOS 応答が動き出すと RecA 蛋白質が活性化され、
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それによって cI リプレッサーが分解され、宿主は溶菌過程に入っていく

[13,54,107,113]。cI リプレッサーが結合領域に結合できないことにより、cI の転写が

減少する。それにより cro の転写が増加し、初期アンチターミネーターN の転写がは

じまり、Ｎ蛋白により後期アンチターミネーターQ 遺伝子が転写される。この結果、

その遺伝子産物であるＱ蛋白質の働きによりＱ遺伝子下流に位置するプロモーター

（PR’）からの転写は下流のターミネーターでは転写が終結せずに Shiga toxin 遺伝子

と溶菌遺伝子、頭部、尾部遺伝子を含むファージ構造遺伝子が転写され、ファージ

粒子が形成される（図 9 B）。ファージゲノムは環状 DNA として劇的に増幅され、

多数のファージ粒子が放出されると同時に Stx が放出される[71,91]。 

Ａrt ファージと Shiga toxin 転換ファージは相同性を示さないが、図 9Ａに示すよ

うに、S. Typhimurium DT104 U1 株の artAB は、プロファージ内では Shiga toxin 転換

ファージにおける stx2 と同様に、Q 遺伝子と溶菌に関与する遺伝子との間に位置し、

artAB はＱ遺伝子と同一方向に転写されている。さらに、下流に位置する溶菌や頭部、

尾部遺伝子も artAB と同一方向に転写されており、これらは共にオペロンを構成し

ている可能性が考えられる。また、Ｑ遺伝子の上流には cI およびアンチリプレッサ

ーcro に相同性を示す遺伝子があり、Shiga toxin 転換ファージにおける遺伝子の配置

と極めて良く類似している。さらに、本研究においては MTC および ERFX はすべて

の菌株で recA の転写を増加させた。このような SOS 反応誘導物質による recA の発

現上昇は Stx 産生大腸菌でも報告されている[16,20,21]。したがって、Salmonella 属

菌の ArtAB 産生増加は、大腸菌の Stx 産生と同じメカニズムで、recA の発現誘導を

含む SOS 応答により、Art プロファージが誘導され、それに伴って artAB の転写が

増加することによるものである可能性が考えられた。一方、S. bongori ATCC 43975

株の artAB は不完全なファージ上に位置しているため、SOS 応答があってもファー

ジの誘導が起こらなかったことが考えられる。しかし、ERFX や MTC で処理した S. 

bongori  ATCC 43975 株では recA および artAB の転写が増加していたことから、SOS

応答に続く artAB の転写誘導が起こっていることも示された。 
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図 9 Art-DT104 と shiga toxin 転換ファージのゲノムマップ 
（A）Art-DT104 ファージのゲノムマップ。（B）Shiga toxin2 転換ファージ（E. coli O157 H7 由来 933W；no. AF125520 ）[82]のゲノムマップ。2 段
目のマップはファージゲノム中の機能領域を表す。3 段目はファージの溶原化および溶菌を制御する制御、DNA 複製、志賀毒素、および溶菌酵素
遺伝子領域を拡大したマップを表す。4 段目は主な転写産物を図示している。矢印は転写方向を表し、プロモーターの位置（PL、PR、PM）を示し
た。ターミネーター（t）を縦の線で示した。cI リプレッサーがオペレーター（QR1、QR2、QR3）及び N 遺伝子上流に結合し、PL および PR プロモ
ーター活性を抑制し、PM プロモーター活性を刺激する。DNA にダメージを受けると、一本鎖 DNA が生じてこれを RecA が認識し、活性化した
RecA が cI リプレッサーを消化分解する。PL および PR プロモーター活性の抑制が解除され、PM プロモーターを活性化しなくなる。その結果 PL お
よび PR プロモーターからの転写が増加し、志賀毒素遺伝子、溶菌遺伝子、頭部、尾部遺伝子が発現する。図 B は文献 [56]を一部改変して作成し
た。 

A

B
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H2O2処理により S. Typhimurium DT104 の ArtAB の産生が増加することはすでに報

告されている[108]。本研究では，3 mM の H2O2の処理により、供試した artAB を保

有する Salmonella 菌株全てにおいて artA の転写の増加が確認され，S. Typhimurium 

DT104 U1 株では有意な増加が認められた（p < 0.01）。また、この条件では、S. 

Typhimurium DT104 U1 株でプロファージの誘導が認められたが、S. Worthington 182

と S. bongrori ATCC 43975 の両者では見られなかった。さらに，S. Typhimurium 

DT104 U1 株および S. bongori ATCC 43975 株においては H2O2による recA の転写の増

加傾向が認められた。志賀毒素産生大腸菌でも，H2O2処理による Shiga toxin 転換フ

ァージの誘導が報告されているが，その効率は MTC 処理によるものに比べて著しく

低い [56,60]。H2O2 で処理した大腸菌では、MTC で処理した場合と比較して、ごく

一部の細胞においてのみプロファージの誘導とそれに続く溶菌が起こる[59,61]。

OxyR 変異体ではプロファージの誘導が著しく促進されることから，H2O2 などの酸

化ストレスの主要な制御因子として働く転写因子 OxyR タンパク質が、このプロフ

ァージ誘導効率の低さに関与していることが示唆されている [33]。さらに、H2O2 で

処理した E. coli O157:H7 と異なる血清型菌では、stx2 遺伝子の発現パターンが異な

り、O157:H7 では発現量が増加するが、O104:H4 では増加しない [65]。本研究にお

いても大腸菌における Stx2 の発現と同様に H2O2による artAB の発現誘導は菌株によ

って著しく異なっていた。Salmonella 菌株間における MTC、抗生物質、H2O2などの

SOS 応答誘発物質による artAB の発現の違いは、これらの物質の SOS 応答誘発の作

用機序の違いや、各菌株における artAB の発現誘導を抑制する何らかの要因が反映

してものと考えられた。 

本研究では、現在獣医療域および医療領域で一般的に使われているキノロン系抗生

物質が、サルモネラ属菌における ArtAB の産生を誘導することを見出した。志賀毒

素産生菌である腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症の治療における抗生物質の使用に

関しては、殺菌時に志賀毒素が放出され、重症例特有の症状である溶血性尿毒症症

候群（HUS）の発生を助長する可能性があるとの報告もあるが [115]、必ずしもコン
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センサスを得られていない [47,80]。現在のところ、Salmonella による人や家畜の感

染症において、抗生物質投与により重症化したとする症例報告は見あたらないが、

今後、ArtAB の病原因子としての機能についてさらに解明を進めるとともに、本菌

感染症に対する抗生物質の使用により ArtAB の産生が誘導されるリスクについても

考慮し、その発現機構についての詳細や、低濃度のキノロン系抗生物質の菌の病原

性におよぼす影響等についても実験的に明らかにする必要がある。 

また、抗生物質が志賀毒素転換ファージを誘導することから、抗生物質の使用に

よりファージが急速に広まり EHEC のような志賀毒素産生菌が増えたとの仮説も提

唱されており [106]、同様に S. Typhimurium DT104 が 1980 年代に新たに出現したこ

とを考えると、キノロン系抗生物質の使用とＡrt ファージの拡散および本菌の出現

との関連性が注目される。 
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5. 小括 

Salmonella 属菌における ArtAB 毒素産生増加は MTC のみならずキノロン系抗生物

質によっても起こり、artAB 遺伝子の転写レベルの増加であることを明らかとした。

一方、H2O2によっても S. Typhimurium DT104 における artAB 転写レベルの増加がみ

られたが、S. Worthington においては H2O2 による発現誘導が認められず、S.bongori

では培養上清中にわずかな ArtA が誘導的に産生され、転写レベルの上昇も検出され

たが、有意な上昇ではなかった。これらのことから、H2O2 による artAB 発現誘導の

レベルは菌種や血清型により異なることが明らかとなった。 

MTC、ERFX および H2O2処理により S. Typhimurium DT104 の recA の発現上昇が

認められ、培養上清中における artA のコピー数が増加したことから、これらの SOS

応答誘発物質がプロファージとしてゲノム中にある Art ファージを誘導し、これに

伴って artAB の発現増加が起こることが示唆される。S. Worthington では MTC およ

び ERFX 処理により recA の発現上昇とファージの誘導が認められたが、H2O2処理で

は認められなかった。さらに、S. bongori においては、SOS 反応誘発物質処理により

recA の発現増加が起きるものの、ファージの誘導は認められない。S. bongori の場合

artAB は incomplete phage にコードされているため、SOS 応答があってもファージの

誘導が起こらなかったものと推察された。 
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第 Ⅲ 章 Salmonella 属菌における artAB の細胞内発現 
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1. 序文 

第Ⅱ章において Salmonella 属菌の百日咳毒素様 ADP-リボシル化毒素 ArtAB は、

MTC やキノロン系抗生物質で菌を処理することにより産生されることを明らかにし

た。さらに S. Typhimurium DT104 においては H2O2によっても ArtAB の産生が増加

し、それらは artAB の転写レベルの増加に起因することも証明された。artAB の発現

はこれらの物質による DNA 損傷や DNA 合成停止で活性化される RecA を介した

SOS 応答により引き起こされ、それによりプロファージ誘導が伴う。Salmonella は

細胞内寄生菌でありマクロファージ内の SCV (Salmonella-containing vacuole)と呼ばれ

る小胞に包まれて存在して増殖していることが知られている[17,44]。動物体内にお

ける artAB の発現については明らかにされていないが、DT104 において H2O2 が

artAB の発現誘導因子となることから、マクロファージや好中球に貪食された菌が、

これらの細胞内において殺菌物質である H2O2 などの活性酸素種（ROS）の曝露を受

けることにより動物体内における発現誘導が起こることが推測される。また、H2O2

などの活性酸素により細菌の OxyR と呼ばれる蛋白質が産生され、酸化ストレスに

対応するための遺伝子発現を惹起することが知られている。OxyR はλファージなど

のプロファージ誘導を抑制していることも報告されており[33]、これが artAB の発現

に影響を与える可能性も考えられる。 

そこで本研究においては、artAB の in vivo での発現を調べるため、DT104 をマク

ロファージ様細胞 RAW264.7 細胞に貪食させ、細胞内での artAB 発現量を Q-RT-PCR

法により解析した。さらに、その発現機構を解明する目的で recA および oxyR の発

現動態についても解析した。また、artAB の発現量と H2O2などの ROS との関連を検

討するため、ジアシルグリセロール類似物質でプロテインキナーゼ C（PKC）を活

性化し RAW264.7 細胞の ROS 産生能を増強することが知られている Phorbol 12-

myristate 13-acetate（PMA）[32,101]を用いた実験や、蛍光抗体法による ArtAB の細

胞内発現の観察も試みた。 
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2. 材料と方法 

1） 菌株 

artAB 保有菌として第Ⅱ章で用いた S. Typhimurium U1 DT104、S. Worthington 182、

S. bongori ATCC43975 の 3 株に加えて牛由来 S.Typhimurium 129 DT104 (artAB+)、S. 

Typhimurium 219 (artAB+)、S. Typhimurium KS10 (artAB−) [99] を用いた。 

 

2） 細胞株 

細胞内における Salmonella の artAB の発現を調べるために、細胞株としてマウス

マクロファージ由来の RAW264.7 細胞（ATCC TIB-71）を用いた。 

 

3） 菌の培養およびオプソニン化 

Salmonella 菌株を Syncase broth を用いて、37℃一夜振とう培養（125 rpm）した。

この培養液を 10,000 rpm、5 分間遠心した。遠心上清を除去後、10％正常マウス血清

（富士フイルム和光純薬）加 10%ウシ胎子血清（Biosera）添加 DMEM 培地（ナカ

ライテスク）中で 37℃、5％CO₂、25 分間静置しオプソニン化を実施した。 

 

4） 細胞への感染実験 

RAW264.7 細胞を 100 U/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシン（富士フィ

ルム和光純薬）を含む 10%ウシ胎子血清添加 DMEM 培地で 37℃、5％CO₂、72 時間

培養した。培養から 48 時間および 72 時間で培地を交換した。培養後、細胞を 24 ウ

ェルプレートに 5×10⁵ cell/well で播種し、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 3 回洗

浄後、培地をペニシリン/ストレプトマイシン非添加 10％ウシ胎子血清添加 DMEM

培地に交換して 18 時間培養した。0.2 µM の Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA; 富

士フイルム和光純薬）を培地に添加する場合、菌を感染させる前に PMA を加え 1 時

間インキュベートした。その後、オプソニン化済みの S. Typhimurium U1 DT104 を多

重感染度（MOI）50 となるように加え、37℃、5％CO₂、1 時間インキュベートした。
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PBS で 3 回洗浄後、100 µg/mL ゲンタマイシン硫酸塩（ナカライテスク）加 10%ウ

シ胎子血清添加 DMEM（ペニシリン/ストレプトマイシン非添加）で 37℃、5％CO₂、

1 時間インキュベートして細胞外の菌を殺菌した。PBS で 3 回洗浄後、20 µg/ml ゲン

タマイシン硫酸塩溶液加 10%ウシ胎子血清添加 DMEM で 37℃、5％CO₂下でそれぞ

れの感染時間（0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 時間）インキュベートした。 

 

5） Total RNA の分離 

感染細胞をインキュベート後、PBS で 3 回洗浄し、0.1％TritonX 加 PBS を加え、

細胞を溶解した。そこへ RNA Protect Bacteria Reagent を 0.1% TritonX 加 PBS の 2 倍

量加えた。軽く振とうして細胞が剥がれたらそれを回収し、5 分静置した後、遠心

分離（12,000 rpm、10 分）し、遠心上清を除去した。Total RNA は RNeasy Mini Kit

を用いて第Ⅰ章で述べた方法と同様の方法で分離精製した。すなわち、リゾチーム

（15 mg/ml）を含む 90 µl の TE バッファー（30 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0）と

QIAGEN proteinase K を 10 µl 加えピペッティングにより混和し、10 秒間静置した。

RNeasy Mini Kit の説明書に従い total RNA を回収した。Total RNA 中の DNA を除く

ため TURBO DNA-free Kit を用いて、キットの説明書に従って DNase 処理を実施し

た。 

 

6） Q-RT-PCR による遺伝子発現の測定および用いたプライマー 

Total RNA を用いた逆転写反応は第Ⅰ章で述べた方法で実施した。Q-RT-PCR は

LightCycler480 System Ⅱ（Roche Diagnostics）と THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix を

用いたインターカレーター法によるリアルタイム PCR で実施したが、本章における

実験では PCR による増幅後、同システムの自動解析により、Ct（threshold cycle）値

を定め、16S rRNA 遺伝子の Ct 値を用いて標準化し、各遺伝子の転写量を解析する

相対定量法 [84]により実施した。artA および recA については第Ⅰ章および第Ⅱ章に
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記載したプライマーを用いて Q-RT-PCR を実施した。oxyR および cI の転写量を調べ

るために用いたプライマーを表 4 に示した。 

 

7） Dihydrorhodamine (DHR)123 アッセイ 

DHR 123 を用いて既報 [30,46] に従い細胞内における ROS の産生量を比較した。

RAW264.7 細胞を 96 ウェルプレートに 1×10⁴ cell/well で播種し、100 U/ml ペニシリ

ン、100 g/ml ストレプトマイシンを含む 10%ウシ胎子血清添加 DMEM 培地で 37℃、

5％CO₂で一晩培養した。培養後、0.2 µM の PMA を添加し、37℃、1 時間インキュ

ベートした。続いて、PBS で 3 回洗浄し、10 µM の DHR-123（AAT Bioquest, Inc）を

100 µl 加え、37℃、1 時間インキュベートした。その後、PBS で 3 回洗浄し、100 µL

の PBS を加え、それぞれのウェル毎にプレートリーダー（VICTOR Nivo）を使用し

て蛍光強度を測定した。励起および蛍光フィルターはそれぞれ 480 nm、530 nm を使

用した。 

 

8） 統計解析 

Q-RT-PCR による遺伝子発現量の測定及び DHR 123 アッセイは、それぞれ独立し

た実験を行い平均値±標準誤差（SE）を算出した。統計解析には Student’s t-test お

よび一元配置分散分析（one-way ANOVA）と Tukey-test を用いた。統計学的優位性

は p 値が 0.05 未満の場合を有意差ありと判定した。 

 

9） 蛍光免疫染色法 

蛍光免疫染色法は、8 ウェルスライド（Thermo Fisher Scientific）を使用して行った。

RAW264.7 細胞への感染は、4）の感染実験で記載した方法で、MOI は 10 で実施し

た。感染後、PBS で 3 回洗浄し、4％パラホルムアルデヒド (WAKO)をウェルに加え

室温にて 20 分間インキュベートすることで固定処理を行った。続いて、PBS で 3 回

洗浄し、0.5％TritonX を加え室温にて 10 分間インキュベートすることで透過処理を 
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 Target genea Primer name Sequence (5' → 3') Product
size (bp)

Accession　no.

SToxyRF1 TGAAAGAGAGCGAGGCGTTT 150

SToxyRR1 AGTGGCCATCTTCCAGCATC

SToxyRF1 TGAAAGAGAGCGAGGCGTTT 150

SToxyRR1 AGTGGCCATCTTCCAGCATC

SboxyRF1 GGTGAAAGAGAGCGAGGCAT 153

SboxyRR1 CAGTGTCCGTCTTCCAGCAT

STcIF1 TCAGGGCGGTGATGTTATCG 114

STcIR1 CCGCGCACGTTAATCACTTT

SWcIF1 TCAGGGCGGTGATGTTATCG 114 CP029041

SWcIR1 CCGCGCACGTTAATCACTTT

16S rRNA F-2 CTGCATTCGAAACTGGCAGG 127 NC_003197

16S rRNA R-2 AGCGTCAGTCTTTGTCCAGG
a ST DT104,  S. Typhimurium DT104; SW, S. Worthington; S.b, S. bongori .

 oxyR  (ST DT104)

 oxyR  (SW)

 oxyR  (Sb)

 cI  (ST DT104)

 cI  (SW)

NC_003197

CP029041

NC_015761

NC_022569 

16S rRNA

表 4 Q-RT-PCRに用いたプライマー 
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行った。透過処理したサンプルは、3％BSA および 4％ヤギ血清添加 PBS-T（0.1% 

Tween 20 添加 PBS）で室温にて 1 時間インキュベートすることでブロッキングを行

った。インキュベート後、ウサギ抗サルモネラ O4 抗体（デンカ生研）およびマウ

ス抗 ArtA 抗体 [99]を PBS-T で 2,000 倍希釈して添加し、室温で 1 時間インキュベー

トした。その後、Alexa Fluor 568（Thermo Fisher Scientific）で標識された抗ウサギ

IgG 抗体および Alexa Fluor 488（Thermo Fisher Scientific）で標識された抗マウス IgG

抗体を PBS-T で 200 倍に希釈して添加し、室温で 1 時間インキュベートした。この

とき、核染色試薬として 4,6-diamidino-2-phenylindole, dilactate (DAPI, Lonza)（1 

µg/ml）を加えた。PBS で洗浄後封入剤（ProLong Gold; Thermo Fisher）でマウントし、

共焦点レーザー顕微鏡（Nikon）を用いて観察した。 
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3. 結果 

1） RAW264.7 細胞内での artAB の発現 

RAW264.7 細胞内での artA 転写量を経時的に測定したところ、感染後 3 時間での

発現量が感染後 6 時間までで最も高いことを確認した（図 10）。したがって、本研

究では感染の 3 時間後に mRNA を抽出し、各遺伝子の発現量の解析に使用した。感

染 3 時間後の S. Typhimurium DT104 U1 株の RAW264.7 細胞内での artA の発現量は、

DMEM 培地における in vitro での発現量と比較して約 3.4 倍となり有意に上昇したが

（p < 0.05）、S. Worthington 182 株、S. bongori ATCC 43975 株では有意な上昇は認め

られなかった（図 11A）。 

次に、PMA で RAW264.7 細胞を刺激した条件下での細胞内の artA 発現量を解析し

た。RAW264.7 細胞を、PMA で刺激した場合の ROS 産生量を測定した結果、0.2 µM

の PMA で有意な ROS の上昇が確認された（p < 0.01）（図 12）。同じ条件により

PMA で刺激した RAW264.7 細胞に Salmonella を感染させて artA の発現量を調べた。

この結果、S. Typhimurium DT104 U1株および S. bongori ATCC 43975 株 artA の発現量

は DMEM 培地における in vitro での発現量と比較してそれぞれ約 30 倍（p < 0.01）、

約 13.9 倍 (p < 0.05) となり有意に上昇したが、S. Worthington 182 株では有意な上昇

は認められなかった（図 11 A）。 

さらに、ArtAB の細胞内における局在を確認するために、S. Typhimurium DT104 U1

株における RAW264.7 細胞内での ArtAB 産生を経時的に蛍光免疫染色法によって観

察した（図 13）。ArtAB は感染の 3 時間後では検出されなかったが、感染 8 時間後以

降では菌体と同じ場所に検出された。PMA で処理した細胞内においてより強い蛍光

シグナルが検出された。 

 

2） RAW264.7 細胞内での recA 転写量の解析 

第Ⅱ章での結果で示されたように、in vitro における SOS 応答には recA の発現増

加が伴っていた。そこで、in vivo における recA の発現についても検証した（図 11B）。 
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図 10 細胞内での artA 発現量の経時的変化 

縦軸は、artA の 16S rRNA 遺伝子を内在性コントロールとして測定した細胞内での発現量

と in vitro の発現量との比を示す。 (n=3、mean ±SE) 
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図 11 細胞内における artA および recA の発現 

(A) artA の発現量を示す。（B）recA の発現量。縦軸は 16S rRNA 遺伝子を内在性コントロールと

して測定した細胞内での発現量と in vitro の発現量との比を示す。 DMEM 培地における in vitro

での各遺伝子の発現量を灰色示す。RAW264.7 細胞内における各遺伝子の無刺激の場合の発現量

を青、PMA で刺激した場合の発現量を赤で示した。(n=24、mean ±SE、*: p < 0.05、 **: p < 0.01) 
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図 12  PMA で刺激した RAW264.7 細胞内の ROS 産生量 

縦軸は 480 nm で励起したときの 530 nm の蛍光強度を測定した値を表す。 (n=24、

mean ±SE、**: p < 0.01) 
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図 13  細胞内における S.Typhimurium DT104 U1 株の ArtAB の発現 

0.2 µM の PMA（右図）および対照として PBS（左側）で RAW264.7 細胞を処理し

た後、MOI10 で RAW264.7 細胞に S. Typhimurium DT104Ｕ１株を感染させ、感染

後 3 h、8 h、18 h でマウス抗 ArtAB 抗体と Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体

（緑）、およびウサギ抗 S.Typhimurium 抗体と Alexa Fluor 568 標識抗ウサギ IgG 抗

体（赤）を用いて蛍光免疫染色を実施した。核は DAPI（青）で染色した。黄色は

抗 ArtAB 抗体と 抗 S.Typhimurium 抗体の共局在を示す。 
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S. Typhimurium DT104 U1 株の RAW264.7 細胞内での recA の発現量は、DMEM 培地

における in vitro での発現量と比較して約 13.4 倍に上昇したが、S. Worthington 182 株

および S. bongori ATCC 43975 株では上昇は認められなかった。一方、S. Typhimurium 

DT104 U1 株、および S. bongori ATCC 43975 株の PMA 刺激 RAW264.7 細胞内での

recA の発現量は、DMEM 培地における in vitro での発現量と比較してそれぞれ 31.9

倍（p < 0.05）および 16.4 倍（p < 0.01）と有意な上昇が認められ、S. Worthington 182

株においても有意ではないものの増加傾向が認められた（17.3 倍、p = 0.05）。 

 

3） RAW264.7 細胞内および in vitro における oxyR 転写量の解析 

食菌された細菌が酸化ストレスに暴露されるマクロファージ細胞内での oxyR の発

現動態について検証した。この結果、S. Worthington182 株 および S. bongori ATCC 

43975 株の RAW264.7 細胞内での oxyR の発現量は、DMEM 培地における in vitro で

の発現量と比較してそれぞれ約 9.8 倍（p = 0.09）、約 6.3 倍（p < 0.05）となり上昇が

みられたが、S. Typhimurium DT104 U1 株では 2.5 倍の上昇であった（図 14A）。また、

S. Worthington 182 株および S. bongori ATCC 43975 株の PMA 刺激 RAW264.7 細胞内

での oxyR の発現量は、DMEM 培地における in vitro での発現量と比較してそれぞれ

約 89.2 倍（p < 0.01）、約 45.7 倍（p < 0.01）となり有意に上昇したが、S. 

Typhimurium DT104 ATCC 43975 株では有意な上昇は認められなかった（図 14A）。 

同様に、in vitro において H2O2で処理した時の各菌株の oxyR の発現についても検

証した（図 14B）。S. Worthington182 株を 3 mM の H2O2を添加した培地で培養した場

合、無添加の場合と比較して oxyR の発現量はそれぞれ約 4.8 倍（p < 0.05）となり有

意に上昇したが、 S. Typhimurium DT104  U1 株（ 1.6 倍）および S. bongori 

ATCC43975（3.3 倍）では有意な上昇は認められなかった。その他の S. Typhimurium

株（S. Typhimurium DT104 129 株（artAB+）、S. Typhimurium 219 株（非 DT104，

artAB+）、S. Typhimurium KS10（artAB−））でも同様に、有意な上昇は認められなか      
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図 14 細胞内および in vitro での oxyR 発現量 

(A) RAW264.7 細胞内での oxyR の発現量を示す。縦軸は 16S rRNA 遺伝子を内在性コ

ントロールとして測定した oxyR の細胞内での発現量と in vitro の発現量との比を示

す。グレーは各菌株の DMEM 培地における in vitro での oxyR の発現量を示し、青は

無刺激の細胞内、赤は PMA で刺激した細胞内の発現を示す。 (n=３、mean ±SE、*：

p < 0.05、**： p < 0.01）（B）各物質で刺激後の DMEM 培地における in vitro での oxyR

の発現を示す。縦軸は 16S rRNA 遺伝子を内在性コントロールとして測定した oxyR

における無処置対照群との比を示す。グレーは無処置対照群での oxyR の発現量、黄

色は 0.5 g/ml の MTC、青は 1/2 MIC の ERFX、赤は 3 mM の H₂O₂で処理した場合の

oxyR の発現量を示す。(n=３、mean ±SE、*：p < 0.05） 
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った。また、用いた Salmonella 属菌全ての株において、MTC および ERFX を添加し

た倍地での培養では、無添加の場合と比較して oxyR の発現量の有意な上昇は認めら

れなかった。 

 

4） in vitro および RAW264.7 細胞内での cI 転写量の解析 

細胞内および in vitro における各条件での cI の転写量を検証した（図 15）。S. 

Worthington 182 株の RAW264.7 細胞内および PMA 刺激 RAW264.7 細胞内での cI の

発現量は、DMEM 培地における in vitro での発現量と比較してそれぞれ 5 倍 (p < 

0.01)、48.8 倍 (p < 0.01) となり有意に上昇したが、S. Typhimurium DT104 U1 株では

有意な上昇は認められなかった。また、S. Worthington 182 株を 3 mM の H2O2を添加

した培地で培養した場合、無添加の場合と比較して cI の発現量は 2.9 倍（p < 0.05）

となり有意に上昇したが、S. Typhimurium DT104 U1 株では有意な上昇は認められな

かった。 
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図 15  in vitro および細胞内での cI の発現 

縦軸の値は 16S rRNA 遺伝子を内在性コントロールとして測定した各条件下にお

ける cI の発現量と DMEM 培地を用いた in vitro での発現量との比を示す。グレー

は DMEM 培地における cI の発現量、黄色は 3 mM の H₂O₂で処理した場合の in 

vitro における発現量、青は無刺激の RAW264.7 細胞内、赤は PMA により刺激し

た細胞内における発現量を示す。(n=３、mean ±SE、*：p < 0.05、**: p < 0.01) 
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4. 考察 

本研究により、S. Typhimurium DT104 が RAW264.7 細胞に感染後、細胞内におい

て artAB を誘導的に発現していることが明らかとなった。また、蛍光免疫染色法に

よって S. Typhimurium DT104 は細胞に感染後 3 時間以降に ArtAB を産生しているこ

とも観察された。細胞内での artAB 発現量の有意な上昇は、S. Typhimurium DT104 の

みでみられ、S. Worthington、S. bongori では認められなかった。第Ⅰ章における結果

で示されたように in vitro でも同様に、S. Typhimurium DT104 では H2O2処理によって

artAB 発現量の有意な上昇がみられたが、S. Worthington、S. bongori では有意な上昇

は認められていない。マクロファージは細菌を貪食後ファゴソームに取り込み、そ

れがリソソームと融合してファゴリソソームを形成し、脱顆粒により抗菌ペプチド、

リゾチーム、ROS などを放出しファゴリソソーム内の病原菌を殺菌していることが

知られている [116]。本研究では、RAW264.7 細胞において PMA が ROS 産生を増加

させることが確認され、PMA で刺激した RAW264.7 細胞内において S. Typhimurium 

DT104 の artAB が誘導的に発現していることが示された。したがって、これらの結

果は in vitro で観察されたように、マクロファージによって生成された H2O2を含む

ROS が S. Typhimurium DT104 における artAB の発現を増加させていることを示唆し

ている。また、RAW264.7 細胞内において S. Typhimurium DT104 の recA の発現が増

加していることも明らかとなった。SOS 応答関連遺伝子である recA と志賀毒素産生

遺伝子の一つである stx2 の発現誘導はヒトマクロファージ内での E.coli O157:H7 で

も報告されている [83]。同様に、本研究の結果から、細胞内においても S. 

Typhimurium DT104 の artAB 発現が RecA を介した SOS 応答により発現していること

が推察された。 

本研究では、用いた Salmonella 属菌 3 株全で PMA により刺激した細胞内における

recA 発現量の上昇がみられ、それに伴い S. Typhimurium と S. bongori では artA の有

意な転写の増加が認められた。しかし、S. Worthington においては PMA 処理した

RAW264.7 細胞内でも artA の有意な上昇は認められない。そこで、これら菌株間の
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細胞内での artAB 発現量の違いに、cI リプレッサーおよびその調節因子として知ら

れる OxyR 蛋白質の産生量が関与していると考えて解析を進めた。OxyR 蛋白質は細

胞内の H2O2などの酸化ストレスを感知し、支配下遺伝子の調節領域に結合して転写

を活性化する。EHEC においては、活性化した OxyR 蛋白質は cI の転写を活性化し、

cI レプレッサーの産生を増加させることが知られている[33,56]（図 16）。これがフ

ァージの溶原化の維持につながっており、宿主菌が OxyR 蛋白質を利用して、H2O2

依存性のプロファージ誘導を抑制し、毒素遺伝子の発現を低レベルに抑えている可

能性が示唆されている[61]。この調節機構が Salmonella の artAB 発現機構にも当ては

まると考え、RAW264.7 細胞内および in vitro での oxyR および cI の発現量を Q-RT-

PCR で測定した。結果として、RAW264.7 細胞内での oxyR の発現量は S. Worthington

および S. bongori で上昇し、PMA 刺激によってさらに増加したが、S. Typhimurium 

DT104 では有意な上昇は認められなかった。同様の結果が in vitro における H2O2 処

理でも観察された。また、その他の非 DT104 を含む S. Typhimurium 3 株でも H2O2に

よる oxyR の有意な発現上昇が認められなかったことから、Salmonella 属菌のうち血

清型 Typhimurium が他の血清型に比べて oxyR の発現応答が弱いことが推察された。      

同様に、in vitro で H2O2 処理した場合や、RAW264.7 細胞内および PMA 刺激

RAW264.7 細胞内での cI の発現量は、S. Worthington では有意に増加したが S. 

Typhimurium DT104 では有意な上昇は認められなかった。In vitro における MTC やキ

ノロン系抗生物質による刺激では oxyR の発現誘導は起こらないことが、本研究でも

確かめられた。この場合、OxyR の関与がないために RecA を介した SOS 応答による

cI リプレッサーの分解により artAB の発現と溶原状態にあったプロファージの誘導

が起こる（図 16 A,B）。一方、図 16 C に示すように、S. Typhimurium ＤT104 の場合、

H2O2などの ROS による RecA の活性化が酸化ストレス応答による OxyR の活性を上

回るために cI リプレッサーの分解が RecA を介して起こり、artAB の発現誘導が起き

ているものと推察される。一方、S. Worthington では図 16 D のように、酸化ストレ

ス応答による OxyR の活性が SOS 応答による RecA の活性化よりも上回り、artAB の
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図 16  OxyR による artAB 発現と Art ファージ誘導の制御機構モデル 

(A) cI リプレッサーにより溶原サイクルを維持している。(B) SOS 応答により RecA が活
性化し、溶菌サイクルとなり ArtAB 毒素が産⽣され Art ファージの誘導が起きる。(C) ROS

により SOS 応答が起こり、RecA が活性化されると同時に、酸化ストレスにより OxyR が活
性化し cI の発現が増加するが、RecA の活性が上回るため毒素産⽣およびファージ誘導が起
きる。（D）酸化ストレスによる OxyR の活性化が RecA よりも上回る場合、cI リプレッサー
の産⽣が多くなり、溶原サイクルを維持する。cro：アンチリプレッサー遺伝⼦、Q：アンチ
ターミネータ遺伝⼦；PM, PR, PR’：想定されるプロモーター； ：想定される
転写産物; : 転写が抑制されている状況を表す。 
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発現誘導が起きない。すなわち、マクロファージ内における S. Typhimurium DT104

の artAB は ROS により誘導的に発現するが、S. Worthington のように oxyR の発現が

強い菌では cI の発現が増加し、cI リプレッサーにより artAB の転写とプロファージ

の誘導が抑制されるものと推察される。一方、S. bongori では PMA 刺激 RAW264.7

細胞内で oxyR の発現が上昇しているのにも関わらず、artAB の発現も上昇している。

これは、第Ⅰ章で示されたように S. bongori の artAB が不完全なプロファージゲノム

上に存在しているため、cI が欠如し cI リプレッサーの抑制が働いていないことが原

因であろうと考えられる。いずれにせよ S. bongori における artAB の発現制御機構は

S. Typhimurium DT104 および S. Worthington とは異なるものである可能性が考えられ

た。 

Salmonella はマクロファージ内の低 pH や ROS などのストレス状況下で SCV

（Salmonella-containing vacuole）[5,17,19,44]と呼ばれる食胞に包まれて、そのなかで

増殖していることが知られている [38,87]。本研究結果より、S. Typhimurium DT104

がマクロファージ内で ROS に暴露されることで、SCV 内で artAB を誘導的に発現し

ていることが推察された。興味深いことに、野崎は [75]、ArtAB がマクロファージ

由来の ROS 産生量を減少させていることを報告しており、S. Typhimurium DT104 が

SCV 内で artAB を発現することで殺菌機構に抵抗することにより、マクロファージ

内の環境に適応している可能性も示唆されている。また、本研究により、宿主の酸

化ストレス応答の強弱が in vivo における毒素産生能に反映しており、 S. 

Typhimurium DT104 は酸化ストレス応答が弱いため細胞内における毒素産生能が高

く、そのため本菌が高病原性を示している可能性が示唆された。しかし、ArtAB の

病原因子としての役割は依然として不明であり、artAB の動物体内での発現や、

ArtAB 毒素のマクロファージ等の免疫担当細胞に対する影響等についての解析を進

める必要がある。また、近年 ArtAB とその機能と構造が類似する S. Typhi が産生す

る Typhoid toxin との関連性が注目され、毒素が結合する細胞側のレセプターの類似

性等が明らかにされている [31,69]。artAB の発現機構やその産物である ArtAB の生
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物活性に関する研究が進めば、サルモネラ症の防除技術や診断法の開発につながる

ものと考える。  
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5. 小括 

RAW264.7 細胞内における S. Typhimurium DT104 の artA 発現は、in vitro での発現

に比較して有意に上昇したが、S. Worthington および S. bongori では有意な上昇は認

められなかった。菌の SOS 応答に関与する recA の細胞内での発現上昇は S. 

Typhimurium DT104 においてみられ、S. Worthington および S. bongori では認められな

かった。しかし、PMA 刺激細胞内では 3 株全てにおいて artA および recA の転写量

が増加し、S. Typhimurium DT104、および S. bongori ではいずれの遺伝子も転写量の

有意な上昇が認められたが、S. Worthington においては recA 発現の上昇が認められた

ものの、artA の転写量の有意な増加は認められなかった。一方、細胞内における酸

化ストレス応答制御因子である oxyR の転写量は S. Worthington および S. bongori に

おいて増加が認められたが、S. Typhimurium DT104 の場合 PMA で刺激した場合にお

いても有意な発現の上昇は認められなかった。OxyR の作用により誘導的に発現する

ことが知られる cI の発現は S. Worthington において有意に上昇し、S. Typhimurium 

DT104 ではそれが認められなかった。DT104 の ArtA 産生を蛍光免疫染色法によりレ

ーザー顕微鏡下で観察した結果、細胞に感染 3 時間後以降に、菌体が局在する場所

に ArtA の産生が確認された。以上のことから、マクロファージ内における DT104

の artAB は ROS により誘導的に発現するが、S. Worthington のように oxyR の発現応

答の強い菌では cI リプレッサーにより artAB の転写が抑制されるためにその細胞内

発現が弱くなるものと推察され、細菌の酸化ストレス応答の強弱が細胞内における

毒素産生能に反映している可能性が示唆された。 
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総括

本研究では近年 Salmonella 属菌において新たに見いだされた百日咳毒素様ＡDP-リ

ボシル化毒素 ArtAB の産生機構を解明する目的で artAB をコードするプロファージ

を同定し、SOS 反応誘発物質と artAB の発現誘導およびファージ誘導との関連を解

析するとともに、artAB のマクロファージ内における発現およびその機構について検

討し、以下の結果を得た。

1. Salmonella 属菌の artAB をコードするプロファージに関する解析

Salmonella 属菌のなかで artAB 遺伝子を保有し、その発現が確認されている S.

Typhimurium DT104、S. Worthington および S. bongori の全ゲノム塩基配列を解析した

ところ、artAB はいずれの場合も、菌のプロファージにコードされていることが明ら

かとなり、これらをそれぞれ Art-DT104、Art-SW、および Art-Sb とした。異なった

菌株由来の Art-DT104 および Art-SW 間のシークエンスは高い相同性を示し、同一血

清型の artAB をコードするプロファージは極めてよく保存されていることが示され

た。Art-DT104 と Art-SW の相同性は 77%と比較的高い相同性を示したが、Art-Sb は

2 つのプロファージに対し低い相同性（43%）であり、サイズも小さく、incomplete 

phage として同定された。Art-DT104 および Art-SW は Salmonella 属菌で報告されて

いるプロファージ Gifsy-1 に相同性を示し、Gifsy-1 に artAB を含む領域が挿入された

構造であった。以上のことから、artAB は溶原ファージの水平伝搬により獲得された

ものであることが推測された。さらに、artA と artB はプロファージ上において同一

の転写産物に転写されていることから、両者はポリシストロン性のオペロンを構成

していることが示唆された。

2. Salmonella 属菌における artAB の SOS 応答誘発物質による発現誘導

artAB の発現誘導機構の解明を目的として、MTC、キノロン系抗菌剤、H2O2 など

の SOS 応答誘発物質の ArtAB 産生に及ぼす影響、artA および SOS 応答に関与する
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ことが知られる recA の転写量の動態、artAB をコードするプロファージの誘導につ

いて検証した。Salmonella 属菌における ArtAB 毒素産生誘導は MTC のみならずキノ

ロン系抗生物質によっても起こり、ArtAB の産生誘導は artAB 遺伝子の転写レベル

での誘導であることを明らかとした。一方、H2O2 処理により S. Typhimurium DT104

における artAB の転写レベルの有意な増加が認められたが、S. Worthington において

は H2O2による発現誘導が認められず、S. bongori では培養上清中にわずかな ArtA が

誘導的に発現し、転写レベルの上昇も検出されたが、有意な上昇は認められなかっ

た。これらのことから、H2O2 による artAB 発現誘導のレベルは血清型や菌種により

異なることが明らかとなった。 

MTC、ERFX および H2O2処理により S. Typhimurium DT104 の recA の発現増加が

認められ、培養上清中における artA のコピー数が増加したことから、これらの SOS

反応誘発物質がゲノム中にプロファージとして存在する Art ファージを誘導し、こ

れに伴って artAB の誘導的発現が起こることが示唆された。S. Worthingtonでは MTC

および ERFX 処理により recA の発現上昇とファージの誘導が認められたが、H2O2処

理では認められなかった。さらに、S. bongori においては、SOS 反応誘発物質処理に

より recA の発現誘導起きるものの、ファージの誘導は認められない。S. bongori の

場合 artAB は incomplete phage にコードされているため、SOS 応答があってもファー

ジの誘導が起こらないものと考えられた。 

本研究においてキノロン系抗菌剤である ERFX が artAB の発現を誘導することを

明らかにされたが、Salmonella 感染症に対する抗生物質の使用により ArtAB の産生

が誘導されるリスクについても考慮し、その発現機構についての詳細や、低濃度の

キノロン系抗生物質の菌の病原性におよぼす影響等についても実験的に明らかにす

る必要性が考えられた。 

 

3. Salmonella 属菌における artAB の細胞内発現 

artAB の in vivo での発現を調べるため、DT104 をマクロファージ様細胞 RAW264.7
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細胞に貪食させ、細胞内での artAB の発現動態を解析した。さらに、その発現機構

を解明する目的で recA、活性酸素などのストレス応答に関与する調節因子 oxyR、フ

ァージの溶原化を維持する cI リプレッサー遺伝子の発現動態についても解析した。 

S. Typhimurium DT104 の artA 発現量は感染後 RAW264.7 細胞内においては有意に

上昇したが、S. Worthington および S. bongori では有意な上昇は認められなかった。

recA の細胞内での発現上昇は S. Typhimurium DT104 においてみられ、S. Worthington

および S. bongori では認められなかった。しかし、細胞内の ROS の産生を増加させ

る PMA で刺激した細胞内では 3 株全てにおいて artA および recA の発現が上昇した。

S. Typhimurium DT104 および S. bongori では両遺伝子の発現は共に有意な上昇を示し、

S. Worthington においては、artA の有意な発現の上昇は認められなかった。一方、細

胞内における酸化ストレス応答制御因子である oxyR の発現増加は S. Worthington お

よび S. bongori において認められたが、S. Typhimurium DT104 の場合、PMA で刺激

した場合においても有意な発現の上昇は認められなかった。さらに、OxyR の作用に

より誘導的に発現する cI リプレッサー遺伝子の発現は S. Worthington において有意

に上昇し、S. Typhimurium DT104 ではそれが認められなかった。S. Typhimurium 

DT104 の ArtA 産生を蛍光免疫染色法により観察した結果、細胞に感染 3 時間後以降

に、ArtA の産生が確認された。以上のことから、マクロファージ内における S. 

Typhimurium DT104 の artAB は細胞内の ROS により誘導的に発現するが、S. 

Worthington のように oxyR の発現応答の強い菌では cI リプレッサーによりファージ

誘導が抑制されるために artAB の細胞内発現が弱くなるものと推察され、細菌の酸

化ストレス応答の強弱が in vivo における毒素産生能に反映している可能性が示唆さ

れた。 

以上の研究から、プロファージ上にある artAB の発現誘導は SOS 誘発物質の刺激

により引き起こされた SOS 応答によるファージ誘導とそれに伴う artAB の転写増加

により起こることが示された。また、artAB のマクロファージ内の発現は SOS 反応

誘発物質である H2O2 などの ROS により誘導されることも示唆された。本研究で得

66



られた研究成果は、ArtAB 毒素の Salmonella における病原性因子としての役割を解

明するための基礎知見となり、Salmonella 症の診断、予防、治療法の開発改良にも

つながることが期待される。 
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英文要旨

A Study on the Production Mechanism of Pertussis-like 

ADP-ribosylating Toxins (ArtABs) in Salmonella spp. 

  Rakuno Gakuen University, Graduate School of veterinary Medicine 

Laboratory of Veterinary Bacteriology 

Shou Miura 

Salmonella is an intracellular pathogen that can cause bacteremia, gastroenteritis, and systemic 

infections in humans and animals. Numerous virulence factors contribute to Salmonella pathogenicity. 

Recently, pertussis toxin-like ADP-ribosylating toxins (ArtABs), which catalyze the ADP-ribosylation 

of pertussis toxin-sensitive G protein, were discovered in several Salmonella spp., including 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) definitive phage type 

104 (DT104), Salmonella Worthington, and Salmonella bongori, and their roles in pathogenicity have 

attracted attention. To elucidate the production mechanism of the ArtAB toxin, this study identified 

the prophage encoding the ArtAB gene (artAB; Chapter I), analyzed the relationship between SOS-

inducing substances and artAB expression and phage induction (Chapter 2), and investigated the 

expression of artAB in macrophages and the specific mechanism (Chapter 3). 

In Chapter 1, we analyzed artAB-encoded prophages in Salmonella spp. Analysis of the whole 

genome sequences of DT104, S. Worthington, and S. bongori revealed that artAB is encoded by a 

prophage in all strains, and these were designated as Art-DT104, Art-SW, and Art-Sb, respectively. 

Art-DT104 and Art-SW showed relatively high homology to one another (77%), whereas Art-Sb had 

low homology (43%) to Art-DT104 and Art-SW, was smaller, and was identified as an incomplete 

phage. These results suggest that artAB was likely acquired by horizontal propagation of a lysogenic 

phage. Furthermore, artA and artB are transcribed into the same transcript in the prophage, suggesting 
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that they constitute a polycistronic operon. 

To elucidate the mechanism of artAB expression induced by SOS response-inducing substances, 

we examined the effects of various SOS response-inducing substances on ArtAB production, the 

expression of artA and recA, which are involved in the SOS response, and the induction of the artAB-

encoding prophage (Chapter 2). We found that subinhibitory concentrations of quinolone antibiotics, 

which are SOS-inducing agents, also induce ArtAB production in these Salmonella strains. Both 

mitomycin (MTC) and fluoroquinolone antibiotics, such as enrofloxacin, induced artA and recA 

transcription in DT104 and S. Worthington. However, in S. bongori, which harbors artAB genes on an 

incomplete prophage, artA transcription was induced by MTC and enrofloxacin, but prophage 

induction was not observed. Taken together, these results suggest that the SOS-response, followed by 

induction of artAB transcription, is essential for ArtAB production. H2O2-mediated induction of 

ArtAB prophage and efficient production of ArtAB were observed in DT104 but not in S. Worthington 

and S. bongori. Therefore, induction of artAB expression with H2O2 is strain-specific, and the mode of 

action of H2O2 as an SOS-inducing agent might be different from those of MTC and quinolone 

antibiotics. 

There is little information on the expression of artAB in vivo. Therefore, in Chapter 3 we report 

the investigations on the expression of artAB in vivo; we infected macrophage-like RAW264.7 cells 

with DT104 and analyzed the expression of artAB in these cells. A significant increase in artAB 

transcription of DT104 was observed within macrophage-like RAW264.7 cells. The intracellular 

expression of ArtAB was also observed by immunofluorescence staining. Induced expression of 

artAB in DT104 and S. bongori was enhanced by treatment of RAW264.7 cells with phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA), which stimulates the production of reactive oxygen species (ROS); 

however, this induction was not observed in S. Worthington. Upregulation of oxyR, a major regulator 

of oxidative stress, and cI, a repressor of prophage induction, was observed in S. Worthington cells 

treated with PMA but not in the DT104 strain. Although the expression of oxyR increased, artAB was 

upregulated in S. bongori, which lacks the cI gene in the incomplete artAB-encoded prophage. Taken 
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together, these results suggest that changes in cI gene expression, in combination with upregulation of 

oxyR through the effects of oxidative stress, would lead to the maintenance of the prophage by an 

abundant cI repressor, and induced expression of artAB does not occur in S. Worthington. Therefore, 

strain variation in the artAB expression levels within macrophages could be explained by differences 

in the oxidative stress response of bacteria and may be reflected in its virulence. 

This study revealed that the expression of artAB by an artAB-encoded prophage is induced via the 

SOS response pathway upon stimulation with SOS-inducing substances. This study also indicates that 

artAB expression in macrophages is induced by ROS, such as H2O2, which is also an SOS inducer. 

The results presented in this study will provide basic knowledge for elucidating the role of the ArtAB 

toxin as a virulence factor in Salmonella and will lead to the development and improvement of 

diagnostic, preventive, and therapeutic methods for salmonellosis.  
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