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研究成果の概要（和文）：サルモネラによるマクロファージアポトーシス誘導と宿主免疫応答誘

導を制御する因子として GogA、GtgA の 2 つの新規エフェクターを同定した。サルモネラは

SPI1依存的に発現したGogA、GtgAによりカスパーゼ-8活性化を誘導する。低レベルのGogA、

GtgA によるカスパーゼ-8 活性化はサイトカイン産生を促進する一方、高発現の GogA、GtgA
はアポトーシスを誘導に関与する。カスパーゼ-8 はアポトーシス誘導と宿主免疫応答誘導を制

御する重要な因子である。以上の結果よりサルモネラは SPI1 量制御を介してカスパーゼ-8 活

性化を適切に制御することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Caspase-8 is one of the key factors for controlling both cell death and innate 
immune response in macrophage. In this study, we suggest that Salmonella can induce caspase-8 
activation dependently on translocation of novel effectors, GogA and GtgA by SPI1 in macrophage cell. 
Whereas caspase-8 activation induced by the normal level of GogA and GtgA is involved in the 
induction of cytokine production, that induced by higher level of those is involved in the induction of 
apoptosis. Taking these findings together, it is suggested that Salmonella controls the induction of 
caspase-8 activity thorough regulation of GogA and GtgA expression. 
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１．研究開始当初の背景 

チフス症は世界で年間1600万人が発症し、
60万人が死亡する最も警戒される細菌感染症
の一つである。サルモネラ属細菌の病原性発
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症機構の特徴の一つは、宿主がもつ異物抵抗
に重要であるマクロファージなどの貪食細胞
内で生存し、増殖することである。菌が貪食
細胞に作用した結果、宿主の免疫応答に影響
を与え、このことがサルモネラの病原性発現
に重要であることが示唆されているが、その
詳細については不明な点が多い。我々はこれ
までにサルモネラの染色体上のAAA+プロテ
アーゼ欠損株を構築し、マウスに対する病原
性を検討した結果、Lon欠損株およびClpXP欠
損株が著しく弱毒化することを見出した。し
かしながら、これら欠損株はマウス体内で6
ヶ月もの間持続感染し、ワクチン効果がある
ことから、これら弱毒株は宿主の免疫系を適
度に活性化していると考えられる。2種の弱毒
株はいずれもマクロファージ内での増殖能が
低下することから、これら弱毒株のマクロフ
ァージに与える影響を検討することにより、
サルモネラによる宿主免疫系かく乱機構の一
端を明らかにできると考えられる。 
 サルモネラを含め多くの細胞内寄生細菌は
宿主細胞に感染した際、宿主の細胞死を誘発
し、このことが細菌の病原性発現に重要であ
る。菌による細胞死が明らかにされて以来、
この細胞死がアポトーシスであるのか、又、
ネクローシスであるのかについて議論が交わ
されてきたが、近年、菌による細胞死は従来
研究されてきたアポトーシス、ネクローシス
とは異なることから、‘ピロトーシス’とい
う新たな細胞死機構として位置付けることが
提唱された。しかしながら、ピロトーシスの
誘導機構やピロトーシスがどのように病原性
発現調節に関与するかについては不明である。
サルモネラの病原性発現と宿主細胞の細胞死
誘導に関する研究から、サルモネラの病原因
子の一つであるSalmonella pathogenicity island 
(SPI) 1によるカスパーゼ-1を介したマクロフ
ァージや樹状細胞の細胞死は全身感染に関与
し、宿主の炎症反応誘導に影響を与えること
が報告されている。このことから、サルモネ
ラ感染における宿主免疫応答機構を解明する
ためには、サルモネラによる細胞死誘導機構
を明らかにすることが重要である。我々はサ
ルモネラのAAA+プロテアーゼの一つである
LonがSPI1の発現調節因子であるHilC、HilDの
分解に関与することを見出した。このため、
樹立したLon欠損株ではSPI1が過剰産生され
ており、Lon欠損株をマクロファージに感染さ
せるとSPI1依存的に細胞死が過剰に誘導され
ることも見出した。Lon欠損株による細胞死誘
導は、カスパーゼ-1依存的な細胞死誘導に加
え、野生株による細胞死では活性化されない
カスパーゼ-3依存的なアポトーシス誘導経路
が関与していた。以上の結果から、サルモネ
ラは病原因子の発現制御を介して細胞死を適
度に誘発し、このことにより宿主免疫反応を
調節していると考えられる。そこで本研究で

は、まずLon欠損株におけるカスパーゼ-3活性
化機構を明らかにすることにより、サルモネ
ラが細胞死誘導を適切に調節する機構を有す
ることを検討する。続いて、Lon欠損株で過剰
発現しているSPI1が持続感染成立に与える影
響について調べることにより、サルモネラの
病原因子発現制御と宿主免疫応答の関係につ
いて検討する。 
 
２．研究の目的 
宿主細胞におけるカスパーゼ-3 の活性化

経路は複数存在することが示されている。
我々はサルモネラLon欠損株をマクロファー
ジ様細胞 RAW264.7 に感染させると、SPI1 依
存的にカスパーゼ -3 が活性化され、
RAW264.7 のアポトーシスが引き起こされ
ることを明らかにしている。しかしながら、
Lon 欠損株がどの経路をターゲットにしてカ
スパーゼ-3 を活性化しているのかは明らか
にしていない。そこで本研究ではまず Lon 欠
損株によるカスパーゼ-3 の活性化経路を同
定し、続いて Lon 欠損株の宿主細胞のターゲ
ット因子を同定する。宿主因子のターゲット
因子を同定後、Lon 欠損株側の病原因子の同
定を試みる。サルモネラ野生株感染ではカス
パーゼ-3 が活性化されないことから、野生株
ではこの病原因子の量は厳密に制御されて
いると考えられるので、病原性発現における
病原因子の作用機序について明らかにする
ことを目的とする。又、サルモネラが宿主の
細胞死を適切にコントロールするために細
胞死誘導を制御していると考えられること
から、Lon 欠損株に SPI1 欠損を導入した株を
マウスに感染させた後、持続感染が変化する
のか、又は Lon 欠損株の病原性低下と異なる
のかを検討し、サルモネラ持続感染と宿主細
胞死の関係について明らかにすることを目
的とする。 
 
３． 研究の方法 
（1） サルモネラ感染細胞におけるカスパー

ゼ-8、9活性化の測定:種々のサルモネラ

変異株をMOI10でマクロファージ用細

胞、RAW264.7に感染させた。感染後、

4時間でのカスパーゼ-8、9活性をCaspa
se-Glo8/9を用いて測定した。 

（2） サルモネラ感染細胞におけるサイトカ

イン産生量及び転写量の測定：サルモ

ネラ感染細胞から産生されるサイトカ

インIl-1β量はELISAにより定量した。

また、転写はリアルタイムRT-PCRによ

りmRNA量を定量することにより比較

した。 
（3） Lon･SPI1二重欠損株の病原性解析：Lo

n･SPI1二重欠損株をマウスに経口及び

腹腔から感染させ、LD50を求めた。 



（4） GogA、GtgAの細胞内移行性の検討：

宿主細胞内でのみ活性を有するCyaと
GogAまたはGtgAの融合タンパクを発

現するプラスミドを作製した。各プラ

スミドを導入したサルモネラを細胞に

感染させ、cAMP量を定量することに

より細胞内移行性を評価した。 
 

４．研究成果 
(1) SPI1 過剰発現株におけるカスパーゼ-3

活性化経路：Lon 欠損株感染で誘導され
るカスパーゼ-3 活性化経路を明らかに
するため、上流のカスパーゼ-8、9 の活
性を調べた。その結果、SPI1 過剰産生に
よりカスパーゼ-8、9 ともに活性化され
ることが明らかとなった。カスパーゼ-8
阻害剤により処理した細胞では、SPI1
過剰産生株でもカスパーゼ-3，9 両方の
活性化が消失した。このことから、SPI1
過剰産生ではカスパーゼ-8 活性化を介
してカスパーゼ-3 活性化が誘導される
ことが明らかとなった。 
 

(2) SPI1 過剰産生は病原性を低下させる：
SPI1 過剰産生によるサルモネラ病原性
発現への影響を調べるため、Lon・SPI1
二重欠損株のマウスに対する病原性を
Lon 欠損株と比較した。その結果、二重
欠損株では Lon 欠損株と比較して、LD50
が 10 倍上昇した。このことから、Lon
欠損による病原性低下の一因は SPI1 過
剰発現が起因することが示唆された。 

 
(3) SPI1 産生量はカスパーゼ-8 活性量を制

御する：野生株を RAW264.7 細胞に感染
させた際のカスパーゼ-8 活性を測定す
ると、活性化が認められた。SPI1 欠損に
よりカスパーゼ-8 活性化は認められず、
また、プラスミドで SPI1 レギュレータ
ーHilD を導入し、転写活性を増加させる
と HilD 増加に伴いカスパーゼ-8 活性が
増加した。野生株感染ではカスパーゼ-8
活性化はカスパーゼ-3 活性を誘導しな
いが、HilD 増加に伴いカスパーゼ-3 活
性化が誘導された。このことから、SPI1
産生量がカスパーゼ-8 活性量を制御し、
これによりカスパーゼ-3 活性量が制御
されることが示唆された。 

 
(4) SPI1 によるカスパーゼ-8 活性化はサイ

トカイン産生を誘導する：低レベルのカ
スパーゼ-8 活性はサイトカインの転写
活性化因子 NF-κB の活性化を誘導する。
そこで、SPI1 によるカスパーゼ-8 活性
化がサイトカイン IL-1β量産生に関与す
るか検討した。カスパーゼ-8 阻害および
SPI1 欠損株により IL-1β量が低下した。

また、IL-1β転写量を比較したところ、
カスパーゼ-8 阻害および SPI1 欠損株に
より低下した。このことは、SPI1 による
カスパーゼ-8 活性化は NF-κB の活性化
を誘導することにより、サイトカイン産
生制御に関与することを示唆している。 

 
(5) カスパーゼ-8 活性化因子の同定：SPI1

はエフェクターを宿主細胞に輸送する。
カスパーゼ-8 活性化が特異的なエフェ
クターによる誘導されると考え、エフェ
クターを同定した。SPI1 レギュレーター
によって転写活性化される遺伝子を研
究室にあるDNAアレイの結果をもとに抽
出した。また、Effective T3 により抽出
した遺伝子がエフェクターであるか検
討した。その結果、エフェクター候補と
して、gogA、gtgA を得た。これらがカス
パーゼ-8 活性化に関与する可能性を検
討するため、各遺伝子欠損株を構築し
RAW264.7 細胞に感染させた。その結果、
GogA、GtgA がカスパーゼ-8 活性化に関
与することが明らかとなった。 

 
(6) サルモネラは GogA、GtgA を宿主細胞に

輸送する：GogA、GtgA が宿主細胞に輸送
されるか GogA-Cya、GtgA-Cya 融合タン
パク質による cAMP 量産生により評価し
た。その結果、GogA、GtgA は宿主細胞内
に輸送されることが明らかとなった。以
上の結果より、GogA、GtgA はカスパーゼ
-8 活性化を引き起こすサルモネラの新
規エフェクターであることが示唆され
た。 

 
以上の結果から次のようなモデルが提唱

される(図 1)。 
サルモネラは SPI1 レギュレーター依存的

に GogA、GtgA の転写を促進する。産生され
た GogA、GtgA はタイプ III タンパク質分泌
機構依存的にマクロファージ細胞質に輸送
される。輸送された GogA、GtgA はカスパー
ゼ-8 を活性化することにより、転写活性化因
子 NF-kBを活性化しサイトカインの転写を促
進する。このことはサイトカイン産生を促進
し、ピロトーシス誘導に寄与する。一方、SPI1
が脱抑制され GogA、GtgA が過剰に産生され
ると、カスパーゼ-8 が過剰に活性され、カス
パーゼ-3 を活性化しアポトーシスが誘導さ
れる。SPI1 過剰産生は病原性低下の要因とな
ることから、カスパーゼ-8 活性化を制御する
ことは病原性発現に重要であると考えられ
る。 
 近年サルモネラ及び他の菌において、
NF-κB 制御に関するエフェクターの存在が明
らかにされている。しかしながら、多くは
NF-κB を抑制するもので、GogA、GtgA のよう



に活性化に関与するエフェクターの報告は
いまだなく、本研究が初めてである。今後は
GogA、GtgA のターゲット同定し、カスパーゼ
-8 活性化機構を明らかにすることを目的に
研究を進める予定である。 

 
図 1 SPI1 依存的な細胞死誘導機構 
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