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研究成果の概要（和文）：　本研究は、サルモネラ感染防御に関与する菌体成分の解析を行い、ワクチン開発に
寄与することを目的とする。我々が明らかにしたサルモネラ感染防御に関与する菌体成分は、感染初期にCD11b,
 CD11c, Gr-1陽性細胞を増加させることを明らかにした。増加したCD11b, CD11c, Gr-1陽性細胞が宿主内でのサ
ルモネラ排除に関与している可能性が考えられた。次に、サルモネラ感染防御に関与する菌体成分の発現の有無
を野外分離株で確認したところ、株によってはサルモネラ感染防御に関与する菌体成分の発現が異なることを明
らかにした。こうした知見は、野外分離株の疫学的な解析に活用できると考えている。

研究成果の概要（英文）：　The purpose of this study is to analyze bacterial components involved in 
protection against Salmonella infection and to contribute to new vaccine development. The bacterial 
components involved in the protection against Salmonella infection that we clarified that CD11b, 
CD11c, and Gr-1-positive cells increased at the early stage of infection. It is also possible that 
increased CD11b, CD11c and Gr-1 positive cells are involved in Salmonella exclusion. In addition, we
 also clarified that the expression of bacterial components involved in  protection against 
Salmonella infection differs depending on the strain, and we believe that it can be used for 
epidemiological analysis of field isolates.

研究分野： 感染免疫

キーワード： サルモネラ　ワクチン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで、宿主内のサルモネラの排除機構は完全には解明されていない。本研究で得られたCD11b, CD11c, 
Gr-1陽性細胞が増加する知見は、サルモネラの排除機構解明の端緒につながるのではないかと考えている。ま
た、株によって、感染防御に関与する菌体成分の発現が異なることが明らかとなり、誘導される感染防御能が株
によって異なることが示唆された。得られた知見は、疫学的な解析を展開させることで、ワクチン開発に貢献で
きると考えている。
　本研究で得られた知見は、家畜を用いた臨床試験やワクチン投与により惹起する免疫担当細胞の活性化に必要
な免疫賦活剤の検討が可能となり、実用化に向けた工程に寄与できる。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
サルモネラは 2,600種類以上の血清型に細分されるグラム陰性桿菌である。畜産業におけるサ
ルモネラ症の発生は、経済的損失が極めて大きい。家畜・家きんのサルモネラ症及び家きんサ
ルモネラ感染症は、家畜伝染病予防法に基づき、届出伝染病及び法定伝染病にそれぞれ指定さ
れており、家畜・家きんに対する感染予防対策は重要視されている。しかしながら、科学的手
法の限界などから国内の家畜・家きんのサルモネラ症の発生は完全には抑えられていない。サ
ルモネラにおける学術的な研究は、細菌学・免疫学・疫学など多岐にわたり展開されており、
宿主細胞への侵入機構、疾病の伝播形式、薬剤耐性機構など感染症対策に対する多くの知見が
得られている。しかしながら、サルモネラに対する宿主の免疫応答や菌の排除に関わる免疫担
当細胞の同定など未だ解明されていない課題が残されており、安全で有効な成分ワクチンの開
発を困難にしている。 
 
２．研究の目的 
我々は、家畜のサルモネラ症制圧のための新規ワクチンの開発を目的とし、これまでに、サル
モネラ経口感染防御に関与する菌体成分（防御抗原）の精製に成功した。精製した菌体成分は、
新規の有効な成分ワクチンとして利用が期待できる。しかしながら、免疫後の宿主の副反応（安
全性）や最適な投与量・投与方法、最良の免疫賦活剤の利用など、実用化に向けて解決しなけ
ればならない課題が残されている。そこで、研究実施期間内で、菌体成分免疫後の生体反応の
解析及び菌の排除機構を明らかにし、副反応の低減・投与方法の最適化および免疫賦活剤の開
発へ向けた基盤的な知見を獲得する。さらに、他の血清型、野外分離株を用いた感染防御試験
を実施することで多価ワクチンの開発、家畜を用いた臨床試験へ向けた基盤的な知見を獲得す
る。 
本研究では、サルモネラ経口感染防御に関与する菌体成分を介した感染防御機構を明らかにす
る。得られた知見は、菌体成分を活用した成分ワクチンの開発に寄与させる。研究実施期間内
で、我々が精製した菌体成分を介して惹起されるサルモネラ感染防御に関与する免疫担当細胞
の同定、菌の排除機構の解明を目指す。また、野外分離株を用いて、我々が精製した菌体成分
の発現の有無を疫学的に調査し、本実験計画で得られた結果を俯瞰的に精査し、ワクチン開発
へ向けた基幹的な知見を獲得する。 
 
３．研究の方法 
（１）感染防御に関与する菌体成分により誘導される免疫担当細胞の解析	
BALB/c マウス（雌、7週齢）に感染防御に関与する菌体成分を免疫し、その後、Salmonella	
enterica	serovar	Typhimurium	(S.	Typhimurium)を 100	LD50	(106	CFU)経口感染させた（農
研機構	動物衛生研究部門	動物実験計画書：承認番号	 第 15-060 号）。	
脾臓および腸間膜リンパ節の各種免疫担当細胞を下記に示す抗体を用いて免疫染色し、FACS
にて免疫担当細胞の割合を経時的に解析した。	

			・PE-conjugate	rat	anti-mouse	CD11b,	Clone:	M1/70	(eBioscience)	
			・PE-Cy5-conjugate	rat	anti-mouse	CD11c,	Clone:N418	(eBioscience)	
			・APC-eFluor	780-conjugate	rat	anti-mouse	Ly-6G(GR-1),	Clone:RB6-8C5	(eBioscience)	
	
（２）感染防御に関与する菌体成分により誘導される液性免疫（抗体）の役割	

サルモネラ特異的抗体（mAb	449：O4 抗原を認識）を BALB/c マウス(雌、7 週齢）に 200	
μg/200	μl 移入し、その後、S.	Typhimurium	O5+株あるいは S.	Typhimurium	O5-株を 1
〜2	x	10	CFU/500	μl 腹腔感染させ、生存率を比較した（農研機構	動物衛生研究部門	動
物実験計画書：承認番号	 第 16-038 号）。	
	

（３）野外分離株（S.	Typhimurium）が産生する分泌タンパク質の比較	
	 	 	 野外から分離された S.	Typhimurium	11 株をそれぞれ LB 培地にて一晩、37℃で培養し、
培養上清中のタンパク質を抽出した。その後、SDS-PAGE で展開し、クマシー染色を行い、
株間で産生する分泌タンパク質を比較した。	

					
４．研究成果	
（１）感染防御に関与する菌体成分により誘導される免疫担当細胞の解析	

S.	Typhimurium 感染 2日目、5日目、7日目のマウスの脾臓および腸間膜リンパ節内の各
種免疫担当細胞の割合を感染防御に関与する菌体成分を免疫したマウスと非免疫マウス
で比較した。免疫マウスの脾臓および腸間膜リンパ節内の CD11b,	CD11c,	Gr-1 陽性細胞
が感染 2日目で優位に増加していることを明らかにした。しかしながら、感染 5日目以降
は、免疫マウスと非免疫マウスともに、単球などが非感染のマウスに比べて増加した。ま
た、免疫マウスと非免疫マウスでは、CD11b,	CD11c,	Gr-1 陽性細胞の割合の差は認められ
なかった。	
これらの結果から、感染防御に関与する菌体成分により CD11b,	CD11c,	Gr-1 陽性細胞が
感染初期に優位に増加することが示唆された。	
	



（２）感染防御に関与する菌体成分により誘導される液性免疫（抗体）の役割	
O4 抗原は、我々が明らかにした感染防御に関与する菌体成分の一つである。S.	
Typhimurium は、O5 抗原保有株（O5+：1,4,5,12:i:1,2）と O抗原のアセチル化に関与する
oafA の変異により O5 抗原を欠いた Copenhagen 型（O5-：1,4,12:i:1,2）がある。本研究
では作製したO4抗原を認識するモノクローナル抗体（mAb449）を用いてS.	Typhimurium	O5+
株および	S.	Typhimurium	O5-株に対する感染防御能の比較をマウス in	vivo レベルで実施
した（図 1）。	
mAb449 は、S.	Typhimurium	O5-株に対しては感染防御能を示したが、S.	Typhimurium	O5+

株に対しては、感染防御能を示さなかった。次に、S.	Typhimurium	O5+および S.	Typhimurium	
O5-の野外分離株を用いた in	vivo 感染実験を実施したところ、野外分離株においても同様
の結果を示した。以上の結果から、O5 抗原の有無により O4 抗体による感染防御能が異な
ることが示唆された。また、	 	 	 	 	
mAb449 を用いた Raw264.7
細胞による in	vitro 感染
実験を実施したところ、S.	
Typhimurium	 O5-株が S.	
Typhimurium	O5+株に比べ
て有意に Raw264.7 細胞内
に取り込まれることが明
らかとなった。以上の結果
から O4 抗原を認識する抗
体の反応性は O5 抗原の有
無により異なることが示
唆された。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

図	1	 	O4 抗体によるサルモネラ感染防御。	 	 	
BALB/c マウスに O4 抗体を 200	μg投与し、その後、	
サルモネラを腹腔内接種した。	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

（３）野外分離株（S.	Typhimurium）が産生する分泌タンパク質の比較	
	 	 	 分泌タンパク質は我々が明らかにした感染防御に関与する菌体成分の一つである。本研

究では、野外分離株が産生する分泌タンパク質を比較するために 11 株の野外分離株を使
用した。各野外株由
来の分泌タンパク質
を 11%ポリアクリル
アミドゲルで電気泳
動を行い、クマシー
染色し、分泌タンパ
ク質のバンドパター
ンを比較したところ、
株間によって異なる
分子量の分泌タンパ
ク質が認められた
（図	2）。これらの結
果より野外分離株に
おいては、産生する
分泌タンパク質が異
なることが示唆され
た。	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 図	2		野外分離株が産生する分泌タンパク質。	
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