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研究成果の概要（和文）：サルモネラ感染に対する感染防御は細胞性免疫が優位であると考えられているが、我々を始
め複数の研究グループが、液性免疫応答（抗サルモネラ抗体）も感染防御に関与している事を報告している。しかしな
がら、サルモネラ感染防御における液性免疫応答の機能は不明な点が多い。これまでに、我々はサルモネラ感染防御を
マウスに付与できるモノクローナル抗体414の作製に成功した。本研究は、抗体を介した菌の防御機構の解明を目指す
。サルモネラに414抗体が結合すると菌体膜の形状が変化した。また、サルモネラに414抗体が結合すると死菌が増加し
た。その際、アミノ酸代謝系、LPS合成関連遺伝子が関係していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Salmonella enterica subsp. enterica is one of the most common causative agents of 
gastroenteritis and systemic infections worldwide. It has been shown that both T and B cells might 
contribute to protective immunity against this pathogen. While CD4 T cell response is generally 
recognized as crucial, the role of B cells and antibodies in immunity against Salmonella is less clear 
and often controversial. Therefore we set off to study interactions between Salmonella Typhimurium and a 
monoclonal antibody mAb414 raised against one of its major antigens, lipopolysaccharide (LPS).
The potential of the antibody against Salmonella LPS to protect against the infection is mainly 
attributed to signaling to leukocytes. Nevertheless, our in vitro experiments suggest that anti-LPS 
antibody might itself trigger changes on the bacterial surface as well as in metabolic pathways. Further 
studies will have to clarify, whether these effects are caused by a mere binding of antibody to LPS or by 
agglutination.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 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
く、届出伝染病及び法定伝染病にそれぞれ指
定されており、患畜の対処が義務付けられて
いる。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く、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
課題が残されている。 
 サルモネラ感染に対する感染防御は細胞
性免疫が優位であると考えられているが、
我々を始め複数の研究グループがマウスモ
デルにおいて、液性免疫応答（抗サルモネラ
抗体）も感染防御に関与していることを報告
している。我々はマウスを用いた腹腔感染モ
デルにおいて、サルモネラに対し感染防御を
誘導するモノクローナル抗体の作製に国内
外の研究機関に先駆けて成功した。細菌感染
における抗体の役割として、オプソニン化に
よる宿主細胞への貪食促進、補体の活性化、
毒素の中和などがある。サルモネラ感染に対
する宿主免疫応答は細胞性免疫および液性
免疫の両方が惹起されるが、感染防御には細
胞性免疫が優位であることが報告されてい
る。一方で、感染防御において、液性免疫応
答（抗サルモネラ抗体）の重要性も報告され
ている。しかしながら、サルモネラ感染防御
における液性免疫応答の作用機序は、未だ多
くの議論を必要としており、未解明な部分が
多い。 
 
２．研究の目的 
 サルモネラ感染防御に関与するモノクロ
ーナル抗体（lipopolysaccharide を認識）を
産生するハイブリドーマの樹立に国内外の
研究機関に先駆けて成功した。本研究は抗体
の抗原結合部位を介した感染防御機構の解
明を目的とし、研究期間内において、サルモ
ネラ感染を防御する機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１） 抗体が結合した際の菌の影響 
主な材料：サルモネラ感染防御に関与するモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 414,Salmonella 
Typhimurium. 
方法：様々な濃度の抗体で菌を処理し、その
後、菌を培養し濁度を経時的に測定する。ま
た、LB-Plate に菌を播種し菌数を測定する。 
 
（２）（１）で得られた菌数変化を生化学的

に検討。 
主な材料: サルモネラ感染防御に関与する
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 414,Salmonella 
Typhimurium. 
主 な 試 薬 ： Microbial Viability Assay 
kit-WST (同仁化学)  
方法：（１）で使用した抗体と菌との反応時
間、抗体濃度を用いて、生菌、死菌を
Microbial Viability Assay kit-WST で解析
する。 
 
（３）抗体反応後の菌の形態観察 
主な材料：サルモネラ感染防御に関与するモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 414,Salmonella 
Typhimurium. 
方法：（１）で得られた抗体濃度及び時間で
抗体と菌を反応させ、様々な濃度の半流動培
地にて培養し、菌の走性、コロニーの形状変
化の有無を検討する。 
 
（４）電子顕微鏡による抗体処理後の菌体観
察 
主な材料：サルモネラ感染防御に関与するモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 414,Salmonella 
Typhimurium. 
方法：（１）で得られた抗体濃度及び時間で
抗体と菌を反応させ、超薄切標本を作製し、
菌体表層の形状変化を電子顕微鏡にて経時
的に観察する。 
 
（５）抗体反応後の菌の遺伝学的解析 
主な材料：サルモネラ感染防御に関与するモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 414,Salmonella 
Typhimurium. 
方法：（１）で得られた抗体濃度及び時間で
抗体と菌を反応させ、DNA アレイを実施し、
その際を mRNA の網羅的解析をする 
 
４．研究成果 
（１）抗体が結合した際の菌の影響 
 作製したサルモネラ感染防御に関与する
抗 体 を 加 え た LB 培 地 と Salmonella 
Typhimurium を 37℃で培養し経時的に OD 600 
nm で培養液を測定したところ、抗体を加えた
群の OD 値が低下することが明らかとなった
（図. 1）。また、LB-Plate で播種した菌数も
抗体で処理すると菌が低下することを明ら
かにした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   



図.1. 抗体で処理した際の菌の増殖。抗サル
モネラモノクローナル抗体 414 10 ug と
Salmonella Typhimurium 105 CFU(A)および
10 CFU(B)を 37℃,30 分間処理し、その後 LB
培地で培養した。経時的にOD値を測定した。 
 
（２）Microbial Viability Assay kit-WST
による生菌数の測定 
 Salmonella Typhimuriumを各種濃度の抗サ
ルモネラモノクローナル抗体414で処理し生
菌数をWST-1で測定すると抗体で処理した群
の生存率が低下した（図. 2）。以上の結果か
ら抗体に菌が結合すると菌が死滅すること
が示唆された。 

 
図. 2. 抗サルモネラモノクローナル抗体414
で処理したサルモネラの生菌数 
 
（３）抗体反応後の菌の形態観察 
 抗サルモネラモノクローナル抗体414を結
合させたサルモネラを電子顕微鏡にて観察
した。抗サルモネラモノクローナル抗体 414
を結合させたサルモネラは、無処置のサルモ
ネラに比べて菌体膜の形状が変化した（図. 
3）。 

 
図. 3. 抗サルモネラモノクローナル抗体414

で結合させたサルモネラの電子顕微鏡写真 
 
図. 4. 0.3%LB 寒天培地によるサルモネラの

走性 
 
また、抗体と菌が結合すると菌の走性が無処
置に比べ弱くなることが明らかとなった（図. 
4）。 
 
（４）抗体反応後のサルモネラの遺伝学的解
析 
 各種濃度の抗サルモネラモノクローナル
抗体 414 とサルモネラを反応させ、mRNA を網
羅的に解析したところ、LPS 合成に関与する
遺伝子及びアミノ酸合成に関与する遺伝子
が変化することを明らかにした（図. 5） 

 
図. 5. 抗サルモネラモノクローナル抗体414
反応後のサルモネラ mRNA の発現 
 
（５）総括 
 サルモネラに抗サルモネラモノクローナ
ル抗体414が結合すると菌体膜の形状が変化
した。また、サルモネラに抗サルモネラモノ
クローナル抗体414が結合すると菌の生菌能
が低下した。その際、アミノ酸代謝系、LPS
合成関連遺伝子が関係していることが示唆
された。 
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