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研究成果の概要（和文）：サルモネラチフス菌は、Salmonella pathogenicity island 2 (SPI-2)にコードされている
Ⅲ型分泌装置を用いてエフェクター分子を免疫細胞に送り込み、細胞内で増殖する性質を持つ。しかし、SPI-2 Ⅲ型分
泌装置の構造・分子機構は明らかになっていない。本研究では、病原因子分泌機構を明らかにする目的で貪食回避時の
SPI-2 Ⅲ型分泌装置の構造解析を試みた。残念ながら、貪食回避時のSPI-2 Ⅲ型分泌装置の構造を明らかにすることは
できなかったが、ネズミチフス菌ミニセル内に蛍光タンパク質EGFPを発現させ、感染時のサルモネラの局在位置を認識
できる系を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：In human, infection by Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) usually 
causes typhoid fever. S. Typhi uses the type III secretion system (T3SS) encoded by Salmonella 
pathogenicity islands 2 (SPI-2) to deliver virulence effector proteins into immune cells such as 
dendritic cell and macrophage, thereby being able to survive and grow within host cells. However, the 
structure and secretion mechanism of SPI-2 T3SS are still unknown. In this study, we tried structural 
analysis of in situ SPI-2 T3SS in the immune cell. Unfortunately, we could not identify the structure of 
SPI-2 T3SS in the immune cell, but we were able to construct Salmonella mini-cell expressing enhanced 
green fluorescent protein (EGFP) to identify the localization of Salmonella mini-cell in the immune 
cells. Salmonella mini-cell with EGFP will enable the application of correlative light and electron 
microscopy (CLEM) to identify the structure of SPI-2 T3SS in the immune cell.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 サルモネラや赤痢菌などの病原性細菌は、

Ⅲ型分泌装置を用いて病原因子を直接、標的

となる宿主細胞に送り込み、その膜骨格の形

態を制御して細胞内に侵入し増殖すること

で感染症を引き起こす。そのため、病原性細

菌の病原因子分泌メカニズムを解明するこ

とは病原性細菌の感染を防ぐ上で重要であ

る。 

 サルモネラは細胞侵入に関わるⅢ型分泌

装置を染色体上の Salmonella pathogenicity 

island 1 (SPI-1)と呼ばれる領域にコードして

いるが、SPI-1とは別の SPI-2領域にもう一つ

のⅢ型分泌装置をコードしている。SPI-2 に

コードされているⅢ型分泌装置は、マクロフ

ァージなどの免疫細胞に取り込まれた後に

発現し、病原因子を標的となる免疫細胞に送

り込むことで貪食作用を回避して増殖する

性質を持つことが知られている。また、SPI-2 

Ⅲ型分泌装置の遺伝子発現制御には SPI内外

の遺伝因子や環境の急激な変化によって生

じる細菌のストレスタンパク質が深く関与

していることが明らかになっている。しかし、

貪食回避機構の本質に関わる SPI-2 Ⅲ型分泌

装置の構造や機能に関する知見は乏しく、

SPI-2 Ⅲ型分泌装置の病原因子分泌機構はほ

とんど分かっていない。 

 これまで、数々の研究グループが SPI-2 Ⅲ

型分泌装置の単離精製および構造解析を試

みているが、成功例の報告はまだされていな

い。これは元々の発現量の少なさと遺伝子発

現制御の難しさに起因するものと考えられ

る。また、相同性の高い SPI-1 Ⅲ型分泌装置

の可溶化条件でも単離精製することはでき

ていない。そこで、SPI-2 Ⅲ型分泌装置を菌

体から単離精製するのではなく、菌体内の構

造をそのまま可視化することがよい戦略と

考えた。報告者はこれまで、低温電子線トモ

グラフィーによる、細胞内環境下での生体分

子の可視化および立体構造解析に取り組ん

できた。低温電子線トモグラフィーは、生体

分子を単離精製せずに細胞内環境下で構造

解析ができるため、細胞内で起こるタンパク

質間の相互作用や構造変化を明らかにする

ことができる。しかし、細胞の厚さが 1 µm

を超えてしまうと電子線が透過せず、内部構

造の立体構造解析はできない。そのため、厚

さが約 1 µmあるサルモネラや赤痢菌などの

病原性細菌の内部構造を可視化することは

困難であった。この問題を解決するため、報

告者は原核細胞の細胞分裂に必須なタンパ

ク質 FtsZ をネズミチフス菌内で過剰発現さ

せ、細胞分裂を促進させることで厚さ 0.5 µm

以下のミニセルの作成に成功した。ネズミチ

フス菌ミニセルは、通常サイズのネズミチフ

ス菌と同様にべん毛を使って泳ぐことがで

き、Ⅲ型分泌装置によって病原因子を分泌す

る。ミニセルの作成に成功したことにより、

高画質で菌体内部の構造解析ができるよう

になり、その結果、SPI-1 Ⅲ型分泌装置のタ

ンパク質輸送装置複合体を 4.4 nm 分解能で

構造解析することに成功し、これまで単離精

製が困難だった輸送装置複合体の立体構造

を明らかにした。得られた構造から、タンパ

ク質(病原因子)を効率良く輸送するために必

要な ATPase 複合体が輸送装置直下から離れ

た位置に存在することが明らかになり、過剰

な分泌を避けるために輸送を一時的に休止

する機構が存在するのではないかと考えて

いる。単離精製が困難な SPI-2 Ⅲ型分泌装置

の構造についても、上記の系と方法を用いる

ことで明らかにすることができれば、SPI-2

Ⅲ型分泌装置の病原因子分泌機構の研究が

可能である。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでに培ってきたミニセ

ル作成技術と in situの構造情報を得ることが

できる低温電子線トモグラフィーを用いて、

貪食回避時の SPI-2 Ⅲ型分泌装置の構造解析



を目指した。SPI-2Ⅲ型分泌装置の輸送装置複

合体の構造および構造変化を可視化するこ

とで、病原因子分泌メカニズムの明らかにす

ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、マウスの骨髄などから回収し

た免疫細胞にネズミチフス菌ミニセルを感

染させ、低温電子線トモグラフィーにより貪

食回避時の SPI-2 Ⅲ型分泌装置の構造解析を

行う。上記ですでに述べた通り、電子顕微鏡

観察を行う上で重要となるのが試料(細胞)

の厚さである。そこで、構造解析に適した免

疫細胞の種類、培養条件、感染条件の比較検

討を行う。 

 さらに、効率良く SPI-2Ⅲ型分泌装置の構

造解析を進めていくため、蛍光顕微鏡で観察

した場所と同一の場所を透過型電子顕微鏡

で観察することができる光-電子相関顕微鏡

法を用いる。 

(1)蛍光タンパク質 EGFP を発現させた変異

株の作製 

 免疫細胞感染時のサルモネラの局在位置

を簡便に認識できる系を作製するため、ネズ

ミチフス菌ミニセル内に蛍光タンパク質

EGFPを発現させる変異株を作製する。 

(2)構造解析に適した免疫細胞の検討 

 GM-CSF(顆粒球単球コロニー刺激因子)に

よる分化誘導系を利用し、マウスの骨髄から

回収した樹上細胞とマクロファージ、

M-CSF(単球コロニー刺激因子)による分化誘

導系を利用し、マウスの骨髄から回収したマ

クロファージ、そしてチオグリコレートで誘

導した腹腔滲出性マクロファージ、計４種類

の免疫細胞を用意し、培養条件と感染条件の

比較検討を行う。 

(3) 光-電子相関顕微鏡法 

 電子顕微鏡観察で使用するグリッド上で、

免疫細胞に EGFPを発現させたネズミチフス

菌ミニセルを感染させ、構造解析に適した培

養条件、感染条件の検討を行う。検討した系

を用いて、蛍光顕微鏡観察および同一視野を

低温電子線トモグラフィーで観察する。 

 
４．研究成果 

(1) ネズミチフス菌ミニセル変異株の作製 

 以前の研究で作製したネズミチフス菌ミ

ニセルに EGFP 遺伝子を導入し、EGFP を発

現するネズミチフス菌ミニセル変異株の作

製に成功した。ネズミチフス菌ミニセルは、

通常の菌体の大きさよりも半分以下になる

ため、EGFP の蛍光強度の低下が懸念された

が、免疫細胞感染時の細胞内でも局在位置が

確認できるほどの蛍光強度を有しているこ

とが確認できた。 

(2) 培養条件および感染条件の検討 

 作製したネズミチフス菌ミニセル変異株

を４種類の免疫細胞に添加し、１時間後に蛍

光顕微鏡観察を行った。４種類の免疫細胞の

うち、GM-CSFによる分化誘導系を利用した

マクロファージとチオグリコレートで誘導

した腹腔滲出性マクロファージが、ガラス表

面に接着し細胞先端部分の厚さが非常に薄

くなっていることが観察された。さらに

GM-CSFによる分化誘導系を利用したマクロ

ファージ内に感染したネズミチフス菌ミニ

セル変異株が観察された(図１)。 

図１. マクロファージ内に感染したネズミ

チフス菌ミニセル変異株 



次に、GM-CSFによる分化誘導系を利用した

マクロファージにネズミチフス菌ミニセル

変異株を添加後、培養時間を長くして感染率

の変化を評価した。培養時間を長くすること

で感染率の上昇を期待したが、感染率は上が

らず、また感染したネズミチフス菌ミニセル

変異株が細胞先端よりも中心部分に局在し

ている割合が高くなり、電子顕微鏡観察が困

難であることが示された。上記の結果から、

ネズミチフス菌ミニセル変異株を添加後、１

時間以内に顕微鏡観察する条件が最も効率

の良い感染条件であることが示された。しか

し、効率よく電子顕微鏡を行うためには、さ

らに感染率の高い観察条件が必要になる。そ

こで、マクロファージを数時間培養後、ネズ

ミチフス菌ミニセル変異株を添加し、感染率

の評価を行った。事前に培養することで細胞

先端部分が広がり、感染率の上昇が見られた。

しかし、培養時間を長くすることで細胞同士

が重なるもしくは密集してしまい、細胞先端

部分の厚さが厚くなってしまった。そのため、 

マクロファージの濃度に応じて、2〜6 時間事

前培養する条件が最も効率の良い感染条件

であることが示された。 

(3) 光-電子相関顕微鏡法での観察 

 電子顕微鏡観察で使用するグリッド上で、

上記で検討した感染条件で培養した後、試料

を急速凍結し光-電子相関顕微鏡法を用いて

細胞先端に局在しているネズミチフス菌ミ

ニセル変異株の観察を行った。しかしながら、

急速凍結した試料の温度を維持したまま、高

倍率で蛍光顕微鏡観察することができず、感

染部位を同定することができなかった。また、

低温電子線トモグラフィーを用いて細胞先

端で感染しているネズミチフス菌ミニセル

変異株の撮影を行ったが、予想以上に試料が

厚く、菌体内に存在する SPI-2 Ⅲ型分泌装置

の構造を明らかにすることはできなかった。

今後の課題として、感染状態のネズミチフス

菌ミニセルの観察を行うために更なる培養

条件および感染条件の検討が必要であると

ともに、高倍率の蛍光顕微鏡観察が行えるよ

う、光-電子相関顕微鏡法の装置開発が必要で

ある。 
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