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研究成果の概要： 

サルモネラは感染の初期にはマクロファージに細胞死を誘導して殺菌機構をエスケープし、

中盤以降はファゴソームを SCV と呼ばれる細胞内オルガネラに成熟させ、増殖する。本研究に

おいて、サルモネラの SCV 内増殖にはオートファジーに抵抗することが必須であることを明ら

にした。さらに SPI-1 高発現サルモネラはマクロファージに大量の Caspase-3 活性化を導き、ア

ポトーシスを誘導することを見出した。マクロファージ内での SPI-1 発現制御は、サルモネラ

の Lon protease が、SPI-1 転写制御因子 HilC, HilD を特異的に認識し分解することに基づくこと

を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

サルモネラ感染症は重篤なチフス症から

軽微な腸炎まで多岐にわたっている。チフス

症は 21 世紀の今日においても、世界中で年

間 1600 万人が発症し、60 万人の死亡が報告

されていることから、感染・発症のメカニズ

ム解明とそれに基づく予防法の確立は喫緊

の重要な研究課題である。サルモネラの有す

る最も重要な病原戦略は、マクロファージの

食菌機構をエスケープし、食細胞内で増殖す

る細胞内寄生性である。サルモネラは感染の

初期にはマクロファージに細胞死を誘導し

て殺菌機構をエスケープし、中盤以降はマク

ロファージ内メンブラントラフィックを変

化させてファゴソームを SCV (Salmonella 
containing vacuole) と呼ばれる独自の細胞内

オルガネラに成熟させ、終始その中で増殖す

る。SCV メンブラントラフィックの機構はこ



こ数年でかなり明らかにされてきているが、

「サルモネラが SCV を成熟させたとしても、

膜閉鎖系の SCV 内で栄養をいかにして獲得

するのか？」という命題は現在のところ未解

決のまま残されている。さらに細胞内増殖を

確保するための感染時期に依存した細胞死

のコントロールについても多くの疑問が残

されたままである。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、「サルモネラが膜閉鎖系の

SCV 内で栄養をいかにして獲得するのか？」

の命題に対し、「サルモネラはオートファジ

ーによりオートファゴソーム内に生成され

た再利用可能な栄養素を SCV 内に取り込み

増殖する。すなわちサルモネラはオートファ

ジーをマクロファージ内寄生戦略に取り入

れている」という仮説を提唱し、その実証を

第一の目的とした。さらに感染の各段階にお

いて誘発されるマクロファージ細胞死のコ

ントロール機構を解明することを目的とし

た。 
 
 
３．研究の方法 
(1)マクロファージ：RAW264.7 マクロファー

ジ様細胞を用いた。 
サルモネラ：病原株χ3306 とそれに由来す

る各種弱毒株を用いた。 
(2)マクロファージ内の SCV とリソソーム融

合は、acid phosphatase 活性の有無を透過型

電子顕微鏡観察下で判定した。 
(3)オートファジー阻害剤として 3-メチルア

デニン、ワートマニンを用いた。 
(4)サルモネラの細胞内増殖は、温度感受性

pHSG422 保有株の生存率で評価した。 
(5)マクロファージ細胞死の検出は、TUNEL

法ならびに抗ヒストン抗体を用いた

immunoblotting 法によった。 
 
 
４．研究成果 

(1) サルモネラ細胞内寄生とオートファジー 
マクロファージ感染早期に殺菌される

DnaK 変異株と野生株の細胞内動態を、電子

顕微鏡下で観察した。感染 2 時間後で野生株

はファゴソーム内に観察されたが、DnaK 欠

損株の周囲には明確なファゴソーム膜が観

察されなかった。acid phosphatase 活性を指標

にして、phagosome-lysosome（PL）融合を検

討したところ、感染 2 時間後で野生株を内包

する SCV は 13%が融合したのに対し、DnaK
内包ファゴソームとの融合は観察されなか

った。従って従来考えられていた「サルモネ

ラの PL 融合阻害による食菌機構からのエス

ケープ」は再検討の必要があるといえる。 
 オートファジー阻害剤のワートマニン、3-
メチルアデニンで感染マクロファージを処

理し、サルモネラの細胞内増殖性を検討した

結果、阻害剤存在下で生存率が増加すること

が明らかとなった。ClpXP 欠損株はマクロフ

ァージ内で野生株と同様に増殖可能である

が、殺菌機構に抵抗不能であることが明らか

となった。さらに ClpXP 欠損株感染マクロフ

ァージ細胞ではオートファジーが過剰に起

こることが明らかとなった。従って「サルモ

ネラがマクロファージ内細胞内寄生戦略に

オートファジーを取り入れる」という仮説は

否定的であり、むしろサルモネラの細胞内寄

生にはオートファジーに抵抗する必要があ

ると考えられた。サルモネラが膜閉鎖系の

SCV 内で栄養を獲得する方法についてはい

まだ明らかとはなっていない。 
 
(2) サルモネラ細胞内寄生とマクロファージ

細胞死の制御 
サルモネラは、感染初期では上皮細胞や

マクロファージに細胞死を誘導して感染を

拡大し、中盤以降ではマクロファージ細胞

内オルガネラのメンブラントラフィックッ

スを変化させてその中で増殖し、全身感染

を成立させると考えられている。マクロフ

ァージはサルモネラの住処であることから

これを確保するために、細胞死の誘導は感

染の段階に応じて厳密に制御されなければ

ならない。サルモネラは SPI-1(Salmonella 
Pathogenicity Island 1 の機能によりマクロフ

ァージや樹状細胞に細胞死を誘導するが、

この細胞死はCaspase-1依存的な炎症性サイ

トカインの誘発を伴うもので、従来のアポ

トーシスや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として

位置つけることが提唱されている。一方、

我々は、SPI-1 を過剰に発現するサルモネラ

が、マクロファージに Caspase-1 依存的な細

胞死に加えて、Caspase-3 依存的な大量のア

ポトーシスを誘導することを見出した(図
１)。さらに Caspase-3 活性化経路について

詳細な検討を行い、SPI-1 過剰産生サルモネ

ラ感染マクロファージでは、Caspase-8 過剰

活 性 化 →Bid→Bax→Cytochrome C 遊 離

→Caspase-9 活性化の経路により大量の

Caspase-3 が誘導されていることを見出した。

さらに、サルモネラ SPI-1 野生株感染マクロ

ファージにおいてもCaspase-8活性化が起こ

ること、しかしこのレベルの Caspase-8 では

Caspase-9, Caspase-3 の活性化に至らずアポ

トーシスは誘導されないことを明らかにし

た。又、Caspase-8 活性化に関わるサルモネ

ラのエフェクターを同定するために、SPI1
発現を統合的に制御する転写因子 HilA によ

り活性化される遺伝子を DNA array を用い

て網羅的に解析した。現在までに 3 つの遺

伝子産物がCaspase-8活性化エフェクター候

補となっているが、候補遺伝子のコードす

るエフェクターの機能ならびにCaspase-8活
性化機構解明が今後の課題となる。 
 
 
 
図１ TUNEL 法によるサルモネラ野生株

(wild type) あるいは SPI1 過剰産生株(SPI1 
overproducing)感染 6 時間後のマクロファー

ジの細胞死の検出 
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