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研究成果の概要（和文）：病原細菌であるサルモネラの持続感染では、獲得免疫系を低下させること、更に、組
織に移行した骨髄系細胞の分化抑制が関わることを見出した。獲得免疫の阻害機構では、サルモネラの分泌する
病原因子SiiEが骨髄ニッチに存在する長命形質細胞上のintegrin β1とストローマ細胞上のlaminin β1の相互
作用を阻害することを明らかにした。更に、持続感染している宿主では、組織に移行した骨髄系細胞の成熟を抑
制されることで免疫応答が変化する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found the novel mechanism that Salmonella has an ability 
to suppress humoral immunity via secretion of the virulence factor, SiiE Our result suggested that 
SiiE inhibits the interaction between the integrin β1 on plasma cells and laminin β1 on stromal 
cells in bone marrow. Furthermore, our study was also suggested that accumulation of immature 
myeloid cells provide a balance of immunosuppressive and protective functions in the host response 
to the persistent infection with Salmonella. Taking these findings together, it is suggested that 
Salmonella could maintain persistent infection by suppressing the host immune response in various 
strategies.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
病原細菌の持続感染では宿主に特異的な記憶免疫が形成されることから、弱毒化ワクチンなどに応用される。今
回の成果は、ある種の弱毒化ワクチンなどでは宿主の持つ長期記憶等の免疫応答を低下させる可能性を示唆して
いる。従って、弱毒化ワクチンなどの利用において他の抗体変化を調べることで安全性や効果について検討する
ことの重要性を示唆している。一方、骨髄の長命形質細胞を特異的に阻害する戦略により免疫疾患の治療などへ
の応用に発展する可能性も考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
病原細菌が宿主に感染し病原性を発揮するためには、宿主免疫による殺菌機構に打ち勝ち、宿

主機能をかく乱することが必須である。そのため、細菌は宿主環境に応答して病原因子を産生し、
病原因子を宿主細胞に移行させる。このような病原因子の多くは、細菌が有するタンパク質輸送
機構を用いて細菌細胞外に分泌される。 
グラム陰性病原細菌であるサルモネラのゲノム上には、数種の遺伝子領域 Salmonella 

pathogenicity islands (SPIs)が存在する。SPI1 と SPI2 には 3 型タンパク質分泌装置（T3SS）とそ
の機能発現に必要なタンパク質がコードされている。SPI4 には、1型タンパク質分泌装置（T1SS）
と分泌因子である SiiE がコードされている。SPI1 は腸管からの侵入に必須であり、腸管との接
触に関わる SPI4 の遺伝子発現にも関わる。SPI4 による腸管上皮細胞への接着は、SPI4-T1SS で
菌体表面に露出した SiiE と細胞成分との相互作用による。申請者らは先行研究において、SiiE の
新たな機能として、宿主記憶免疫抑制作用を見出した。SiiE は宿主で形成される骨髄に存在する
長命形質細胞（long-lived plasma cells; LLPC）の細胞死を誘導することで、感染初期に血中 IgG 量
を低下させる。更に、SiiE は持続感染においてサルモネラ特異的な IgG 産生量を低下させる。し
かしながら、SiiE によって誘導される LLPC の細胞死の分子機構は明らかでなかった。 
持続感染するサルモネラは二次リンパ組織である脾臓では検出されるものの、一次リンパ組

織である骨髄ではほとんど検出されない。脾臓に局在するサルモネラはマクロファージ内に存
在することが示唆されているが、マクロファージを住みかとして長期間生存できる戦略につい
ては不明である。近年、マクロファージには異なる細胞由来の複数の種類が存在すること報告さ
れている。細菌感染などの炎症反応に関わるマクロファージは骨髄系細胞に由来し、短命である
とされてきた。一方、各組織には長期間生存可能な組織特異的なマクロファージが存在している
ことが示されているが、細菌感染における組織マクロファージの役割については明らかではな
かった。 
 
 
２．研究の目的 
(1)  SiiE によって誘導される LLPC の細胞死の分子機構の詳細を検討した。 

(2)  腹腔感染マウスをモデルとして、サルモネラと組織マクロファージおよび骨髄由来マクロ
ファージとの相互作用について調べた。 

(3)  持続感染するサルモネラの増殖が阻害される際のサルモネラ細胞変化を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1)  S. enterica serovar Typhimurium χ3306を野生株として、野生株 SiiE の 97-170 アミノ酸配列を
GST と融合させたタンパク質 GST-SiiE97-170 を精製した。精製したタンパク質はマウス骨髄細
胞との相互作用との検討に用いた。 

(2)  サルモネラ弱毒株 Lon 欠損株を C57BL/6 マウスに腹腔より投与した。投与 7、14、21 日後
に解剖し、腹腔内を PBS で洗浄し腹腔内細胞を回収した。回収した細胞を抗体染色し、フロー
サイトメトリーにより解析した。 

(3)  野生株および Lon 欠損株を抗菌薬に曝露した後、経時的にサンプリングし、L 寒天培地に
塗布しコロニー数を計測した。 
 
 
４．研究成果 
(1)  LLPC は濾胞性 B 細胞が骨髄ニッチに移行した後に分化した形質細胞である。長期間骨髄
で生存し特異的抗体の産生を担うことから、液性免疫の記憶に重要な役割を担う。これまでにサ
ルモネラ分泌タンパク質である SiiE が骨髄に存在する IgG 分泌形質細胞（IgG-PC）を特異的に
低下させることを見出していた。SiiE は 5559 アミノ酸からなるタンパク質で、N 末端ドメイン、
53 x bacterial Ig domain、C 末端ドメインの 3 つのドメインを有する。N 末端ドメインの一部であ
る 97-170 ペプチドを GST と融合させたタンパク質 GST-SiiE97-170 をマウスに投与すると、IgG-
PC 数が減少した。SiiE97-170 領域には、マウス laminin β1 と高い相同性を示す領域が 129-168 ア
ミノ酸配列に存在した。Laminin は細胞接着など、様々な働きに関与する細胞表層タンパク質群
である。SiiE129-168 アミノ酸配列からなるペプチドをマウスに投与しても IgG-PC 数は低下する
ことから、IgG-PC 表層には SiiE の laminin β1 領域と相互作用するレセプターが存在することが
考えられた。Laminin のレセプターの一つとして integrin β1 が報告されていることから、integrin 
β1 に着目した。骨髄 IgG-PC での integrin β1 の発現量は脾臓 IgG-PC での発現量と比較して優位
に高かった。Integrin β1 が骨髄での IgG-PC の維持に寄与するか確かめるため、integrin β1 の抗体



をマウスに投与したところ骨髄 IgG-PC 数が減少した。GST-SiiE97-170 と integrin β1 が相互作用
するかを免疫沈降で検討したところ、2 つのタンパク質が相互作用することが強く示唆された。
このことから、SiiE は IgG-PC の integrin β1 を介した生存様式を阻害することで、IgG-PC の細胞
死を誘導すると考えられる。 
続いて、IgG-PC の生存に関わる骨髄ニッチにおける laminin β1 発現細胞を探索した。これま

でに IgG-PC は CXCL12 発現ストローマ細胞と相互作用することが見出されていた。そこで
CXCL12 発現ストローマ細胞での laminin β1 を調べたところ、細胞の表面に発現が確認された。
骨髄 IgG-PC のほとんどは laminin β1 発現細胞と相互作用していたが、IgM 分泌 PC と laminin β1
発現細胞の相互作用はほとんどみられなかった。このことから、骨髄 IgG-PC は laminin β1⁺
CXCL12⁺ストローマ細胞と相互作用することで、骨髄ニッチで維持されることが示唆された。 
以上より、サルモネラが分泌した SiiE は骨髄に到達した後、IgG-PC の integrin β1 と相互作用

することで laminin β1⁺CXCL12⁺ストローマ細胞上での維持を阻害し、IgG-PC 細胞死を特異的に
誘導することが示唆された（図 1）。これまで麻疹などのいくつかのウイルス感染で、宿主が獲
得していた抗体産生を抑制するという報告はあったものの①、細菌感染での報告はなかった。本
研究で、細菌感染で長期獲得免疫を抑制させる分子機構を初めて明らかにした。 

SiiE は持続感染する宿主のサルモネラ特異的抗体の産生も抑制する。しかしながら、サルモネ
ラ感染マウスを解析すると、サルモネラは
脾臓などの二次リンパ組織から多く検出
されたが、骨髄ではほとんど検出できなか
った。脾臓などの二次リンパ組織に存在す
るサルモネラが放出した SiiE が骨髄に移
行し作用すると考えられるが、持続感染す
るサルモネラは脾臓のマクロファージ内
で生存する。マクロファージ内にいるサル
モネラから SiiE が効率的に骨髄に到達す
る機構についてはさらなる検討が必要で
ある。 
 
 
 (2)  細菌感染など炎症反応が誘導されると、骨髄系細胞のマクロファージが感染部位に集積す
る。一方、近年、骨髄由来マクロファージとは異なる組織局在型マクロファージが存在すること
が見出されている②。マウス腹腔には腹腔特異的マクロファージ（Large peritoneal macrophage; 
LPM）が存在し、炎症が誘導されると LPM が消失し、骨髄由来マクロファージ（Small peritoneal 
macrophage; SPM）が集積する③。消失した LPM は炎症が治まると、腹腔内で再び検出され、SPM
が消失する。今回、サルモネラ弱毒株を腹腔投与し、持続感染時のマウスにおける LPM、SPM
の変遷を調べた。感染 7 日の腹腔内では LPM は完全に消失しており、感染後 21 日でも回復し
ていなかった（図 2A）。感染 21 日では腹腔内からはサルモネラは検出されないものの、脾臓か
らわずかに検出されたことから、持続感染が継続しているため LPM が回復しない可能性が示唆
された。SPM について調べたところ、感染 7 日でも SPM を示す細胞は少なく、感染 14 日、21
日でもほとんど増加しなかった（図 2B）。一方で、Ly6ChiLy6Glowのマクロファージに分化すると
考えられる未成熟ミエロイド細胞が観測され、感染 14 日で顕著に増加していた（図 2C）。この
ことから、サルモネラ持続感染マウスの腹腔では、組織局在型マクロファージである LPM が消
失し骨髄系細胞の流入は見られるものの、SPM には分化できない未成熟ミエロイド細胞として
維持される可能性が示唆された。 

LPM の消失について詳細に調べたところ、感染 6 時間で顕著に減少し、24 時間でほとんどが
消失した。24時間後にLPMは腹腔に近接したリンパ節である大網で検出された。このことから、
LPM は侵入したサルモネラを素
早く認識し、リンパ節に輸送す
る可能性が考えられる。リンパ
節でも未成熟マクロファージが
検出されたことから、サルモネ
ラは LPM によってリンパ節ま
で運ばれた後、未成熟マクロフ
ァージに貪食され各臓器に輸送
されるものの、SPM のような成
熟したマクロファージへの分
化を抑制することで初期のマ
クロファージからの回避する
戦略を有している可能性が考
えられる。 
 
 

図 1 骨髄ニッチでの SiiE による IgG 分泌プラズマ細胞－ストローマ
細胞相互作用の阻害モデル 

図 2 サルモネラ弱毒株を腹腔投与した際の腹腔内マクロファージおよび免疫抑制
細胞の変遷 
A 腹腔特異的マクロファージ (Large peritoneal macrophage; LPM) 
B 骨髄由来マクロファージ（Small peritoneal macrophage; SPM） 

C 単球系骨髄由来免疫抑制細胞（Ly6C
hi
Ly6G

low
） 

UI：uninfected d: day ** p<0.01 



(3)  持続感染する細菌では、宿主環境のストレスに応答して休眠状態になることが示唆されて
いる④。そこで、Lon プロテアーゼによる休眠状態の制御について検討した。休眠状態を誘導す
る抗菌薬ストレス下での生存についてコロニー数を指標に野生株と比較したところ、抗菌薬処
理時の細胞密度に関わらず、処理後 1 時間の生存に Lon プロテアーゼの作用が大きく、24 時間
後の生菌数に影響することが示唆された。Lon プロテアーゼの発現をテトラサイクリン（Tc）で
誘導できる株を構築し、Lon を発現させない条件で抗菌薬に曝露しコロニー形成時に Lon を発
現させたところ、Lon を発現させない時に比べてコロニー数が顕著に増加した。この現象は抗菌
薬処理後 72 時間を経過しても観察できた（図 3）。このことは、Lon 欠損株は抗菌薬ストレス下
で死滅せず、長期間生存し続けることができることを示唆しており、同様の細胞制御により宿主
体内で持続感染していると考えられる。そこで、抗菌薬処理後に Lon プロテアーゼを発現した
ときの再増殖について詳細に調べたところ、抗菌薬処
理によって生じた細胞内異常タンパク質を減少させ
ることにより細胞分裂を促進することが示唆された。
従って、宿主細胞内環境に応答した異常タンパク質が
蓄積するものの、Lon プロテアーゼが消失することで
細胞の増殖が抑制され、宿主体内に持続感染する機構
が示唆された。（2）の結果から、感染 21 日では感染 7
日に比べて脾臓などの臓器内の菌数が減少している
にも関わらず、腹腔内細胞は感染初期と同様の分布で
あり炎症が持続していることが示唆されていた。マウ
スの組織から回収した Lon 欠損株は宿主環境に適応し
ているものの、L 寒天平板上ではコロニーまで増殖で
きずに計測できなかった可能性も考えられる。今後、
本研究で作成した Tc 誘導型発現制御遺伝子変異株を
用いて宿主免疫応答との相互作用を解析することに
より、持続感染における細菌生存戦略の分子機構解明
につながると期待できる。 
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図 3 Lon 発現株（lon+）および Lon 非発現株
（lon-）に抗生物質を曝露した後、L 寒天培地
（□）と Tc 含有 L 寒天培地（■）に塗布したと
きのコロニー数の変化 
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