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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、Salmonella enterica serovar TyphimuriumのT3SS-2エフェクター
タンパク質Oによってマクロファージに非典型パイロトーシスが誘導されることを明らかとした。一方で、エフ
ェクターOはCaspase-11非依存的細胞死の誘導にも寄与していた。またOが、マウスの結腸内容物、腸間膜リンパ
節および脾臓における菌のカスパーゼ-11依存的な増殖に必要であった。これらのことから、エフェクターOがマ
クロファージ細胞死の引き金となる主要なT3SS-2エフェクタータンパク質であり、組織内での生存を助けるエフ
ェクタータンパク質の1つであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) encodes type III 
secretion systems (T3SS) -1 for epithelial invasion and T3SS-2 for survival in tissue. T3SS-2 
injects the effector proteins SifA, SpvB, SseF, SseJ, and SteA into macrophages to trigger cell 
death through an unknown mechanism. We have shown that Caspase-11 contributes to T3SS-2-dependent 
cell death in macrophage-like cells. In this study, we indicate that the effector O induces 
Caspase-11-dependent non-canonical pyroptosis. In contrast, the effector O also triggered a 
caspase-11-independent cell death pathway. Furthermore, the effector O was required for 
caspase-11-dependent growth of S. Typhimurium in the colon contents, mesenteric lymph node, and 
spleen of mice. These data implicate the O as the main T3SS-2 effector protein involved in 
triggering macrophage cell death and one of the effector proteins aiding survival in tissue.

研究分野：細菌感染

キーワード： サルモネラ　腸炎　III型分泌機構　エフェクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題で注目したOを含む5つのエフェクターはサルモネラがマクロファージに食菌された際に形成される小
胞（Salmonella containing vacuole; SCV）の形成に関わると報告されている。このように病原体がマクロファ
ージ内で特異的な小胞を形成することは、レジオネラ、ブルセラ、または結核菌などの細胞内寄生細菌の感染戦
略として知られている。つまり、本研究により明らかにされる炎症誘導機構は、その波及効果として、サルモネ
ラだけではなく、他の病原細菌の病原性解明の重要な情報となる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

サルモネラ属細菌（サルモネラ）は食中毒の原因菌であり、感染した場合、健康な成人ではそ
の症状が胃腸炎にとどまる。一方で、小児や高齢者では菌血症や敗血症などの全身感染を引き
起こし、死にいたることがある。このようなサルモネラ感染症の治療には抗菌薬として、フル
オロキノロンが用いられているが、2000 年代初頭からフルオロキノロン耐性サルモネラが分離
され始め、年々増加している。また近年、拡張型 β-ラクタマーゼ（ESBL）を産生するサルモ
ネラが世界的に問題となっており、治療困難なサルモネラ感染症は年々増加している。以上の
ことから、サルモネラ感染症に対する新たな感染予防・治療法の開発が求められている(1)。そ
のためにはサルモネラの病原性発現機構を詳細に理解することが必要となる。 

サルモネラの病原性発現機構に関する研究は、その重要性だけでなく、本菌の遺伝子組換え技
術と感染モデルの確立により、世界中で行われている。その結果、本菌は独立した 2つの III型
分泌機構（Type III Secretion System; T3SS-1 および T3SS-2）を保有すること、またこれら
の分泌機構から宿主細胞に直接分泌・注入され、宿主細胞の種々の細胞機能を錯乱するタンパ
ク質（エフェクター）が病原性発現において中心的な役割を担うことが明らかとなっている。
特に、サルモネラ感染の臨床症状で最も一般的にみられる急性胃腸炎では、T3SS-1が関与する
ことが明らかになっている。また、サルモネラ腸炎マウスモデルにより炎症誘導に関わる多く
のエフェクターと宿主因子が同定されており、炎症誘導機構が詳細に解析されている(2)。 

一方、このモデルでは T3SS-1 欠損株においても感染 72-120 時間後の感染中後期に、腸炎が誘
導される(3)。この時期には T3SS-1 の発現は抑制され、T3SS-2 が発現し、T3SS-2 欠損株では
病原性が著しく低下することから、T3SS-2はサルモネラの感染中後期における病原性発現に極
めて重要であると考えられている。このため、T3SS-2を対象とした研究は多く存在し、その結
果、T3SS-2はサルモネラのマクロファージ内増殖性や細胞傷害性に関与することが明らかとな
っている(4)。研究代表者らも、これまでにサルモネラの病原性発現機構の解明を目的に T3SS-

2 とそのエフェクターに注目し、サルモネラ感染における T3SS-2の役割について明らかにして
きた。また、サルモネラ腸炎モデルマウスを用いてサルモネラ腸炎発症時に発現する宿主因子
の網羅的解析およびエフェクターによる炎症制御機構の解析によりサルモネラ腸炎における
T3SS-2の重要性を示してきた。さらに最近になって、細胞傷害と遅延型炎症に関わる 5つのエ
フェクターを同定し、炎症を誘導しない T1S5 株を作製することに成功した(5)。しかし、これ
までに T3SS-2 による遅延型炎症誘導メカニズムは全く明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、T3SS-2による遅延型炎症誘導機構を明らかにすることで、サルモネラの病原性発
現機構を詳細に理解することを実現する。 

 

３．研究の方法 

（1）菌株および培地 
本研究では Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)ATCC 14028 株のナ

リジクス酸自然耐性株 SH100 を使用し、その T3SS-1 欠損株（invA::Cm、 T1）を親株とした。
T3SS-2 エフェクター欠失を組み合わせた遺伝子欠損株は T1 に各 T3SS-2 エフェクターの単独欠
失株に、P22 transductionにより、別の T3SS-2エフェクター遺伝子の欠失を導入し作製した。
これら細菌の培養には Luria-Bertani 液体培地（LB broth、ナカライテスク）を用い、菌数算
出のための固形培地として使用する際には最終濃度 1.5%となるように寒天末（Agar powder、
ナカライテスク）を添加した。必要に応じて、各種抗生剤を添加した。 
 
（2）in vitro 感染実験 
本研究ではマクロファージ培養細胞として、RAW264.7 (RAW) 細胞を使用した。細胞の培養に

は 10 % fetal bovine serum （Bio west）を添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM、Sigma）を用いて、37℃、5% CO2インキュベーター内で培養した。 
○1菌液の調整 
各菌株を LB培地で一晩振盪培養（37℃）を行った。各菌液を滅菌 PBS 1 mlで 2回洗浄し DMEM  

2 mlで懸濁した。その後 ODを測定し、目的の濃度となるように滅菌 PBSで段階希釈したものを
投与菌液とした。 
○2 LDH assay 
24-well plate に RAW細胞（4×105 cells/well）を準備し、37℃、5% CO2で一晩培養した。調

整した菌液をそれぞれ MOI=50となるように接種し、250 g、5分間遠心分離した後、37℃ 5% CO2

で培養した。30分後にすべての wellを滅菌 PBS 500 µl で 3回洗浄し、DMEM with 100 µg/ml 
gentamicin 500 µl を加え 37℃ 5% CO2で培養した。また、1時間後に wellを滅菌 PBS 500 µl
で 3回洗浄し、DMEM with 10 µg/ml gentamicin 500 µl を加え 37℃ 5% CO2で培養した。培養
開始から 24時間後に上清を回収した。また、非感染の wellを 2-well 同様に操作し、一方をネ



 

 

ガティブコントロールとして用い、もう一方を 20 時間後で 1% TritonX-100 を加えピペッティ
ングして、ポジティブコントロールとして用いた。回収した上清を 300 g、4 分間遠心分離し、
その上清を用いて CytoTox96 (Promega) のプロトールに従い、細胞傷害性を算出した。 
○3 RAW遺伝子欠損細胞の作製 
RAW由来遺伝子欠損細胞は CRISPR/Cas9システムを用いて構築した(6)。レンチウイルスパッケ

ージングプラスミド、pMDLg/pRRE（12251）、pMD2.G（12259）、および pRSV-Rev（12253）は
Addgene から購入した。標的遺伝子に対する gRNA は lentiGuide-Puro プラスミド（52963、
Addgene）にクローニングした。ポリエチレンイミン「マックス」（PEI Max, Polysciences）を
トランスフェクション試薬として用いて 4 つのプラスミド（pMDLg/pRRE, pMD2.G, pRSV-Rev, 
lentiGuide-Puro） をトランスフェクトし、Lentivirus ベクターを HEK293T細胞で作製した。
トランスフェクション後 72 時間後に培養上清を採取した。Lentivirus を含む培養上清を RAW-
Cas9 細胞に添加し、24時間後にピューロマイシン（Sigma）を含む DMEMに培地を交換した。さ
らに数日後、ピューロマイシン耐性の細胞をカップクローニング法により分離した。RAW-Cas9
細胞は北里大学大村記念研究所の片山和彦博士から分与していただいた。遺伝子欠損は、DNA 
配列決定により確認した。 
○4ウェスタンブロッティング 
 感染後の RAW 細胞の培養上清に等量の 20% TCA を加え、TCA沈殿を行い、100 µl 1×Sample 
Buffer に懸濁した。一方、感染後の RAW 細胞は 100 µl の RIPA buffer（ナカライテスク）によ
り溶解し、6×Sample buffer（ナカライテスク）と混和した。10 µl の培養上清および細胞溶
解液を SDS-PAGE により展開した後、トランスブロット Turbo（Biorad）により PVDF 膜
（Millipore）に転写した。10%スキムミルクによりブロッキングを行った後、ウェスタンブロ
ッティングを行った。一次抗体には抗 Caspase-11 抗体（ab180673、abcam）または抗βアクチ
ン抗体（sc-47778、SANTA CRUZ）、二次抗体には HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体（Biolegend）また
は HRP標識抗マウス IgG抗体（Cytiva）を用い、Clarity Western ECL Substrate（Biorad）に
より発光させた後、ChemiDoc（Biorad）により検出した。 
 
（3）in vivo 感染実験 
○1実験動物 
動物実験は北里大学薬学部感染動物舎で行った。C57BL/6J（7 週齢または 8 週齢、日本エスエ

ルシー）を購入し、1 週間から 10 日飼育したものを使用した。マウスの飼育は北里大学におけ
る動物実験に関する規定に基づき行った。また S. Typhimurium のマウスへの感染実験は北里大
学動物実験委員会で承認を受けている (承認番号 17-52および 20-34) 。 
○2菌液の調整 
使用菌株を LB 液体培地に植え、37℃で一晩培養した。培養した菌液は滅菌 PBS 1 ml で 2回洗

浄した後、滅菌 PBS 1 ml で懸濁した。その後 ODを測定し、5×109 cfu/mlとなるよう滅菌 PBS
で希釈したものを投与菌液とした。 
○3腸炎モデルマウスへの感染実験 
感染前処理として 0.2 g/ml Streptomycin 100 µl を経口投与し、腸炎モデルとした。

Streptomycin または菌液を投与する前 4 時間絶食絶水させ、菌液投与後は絶食を 2 時間継続さ
せた。Streptomycin 投与後から 24 時間後にそれぞれの菌液を 100 µl 経口投与した。菌液投与
から 5日後に結腸内容物、腸間膜リンパ節および脾臓を解剖により回収した。これらに滅菌 PBS 
1 mlおよび 直径 5 mmのステンレス球（SUS-5、アズワン）を加え、TissueLyser II （Qiagen）
を用いて 25 Hz、3分間破砕した。この懸濁液を滅菌 PBSで段階希釈した後、マッコンキー寒天
培地（結腸内容物）または LB 寒天培地（腸管膜リンパ節および脾臓）に塗布し 37℃で一晩培
養し、菌数を算出した。 
 
４．研究成果 
（1）エフェクターOは T3SS-1欠損株を感染した RAW細胞または Casp11-KO細胞の細胞死に関わ
る 
研究代表者らは、これまでに S. Typhimurium による遅延型炎症誘導には T3SS-2 が重要な役割
を果たすこと、また T3SS-1 と 5 つのエフェクターSifA、SpvB、SseF、SseJ および SteA をコー
ドする遺伝子の全ての欠損(T1S5)株では、T3SS-1および T3SS-2二重欠損(T1T2)株と同様に、遅
延型炎症が誘導されないことを見出した(5)。本研究では、これら 5 つのエフェクターのうち、
炎症誘導への関与が最も高いエフェクターHに注目した。エフェクターH はこれまでにいくつか
の研究グループにより生化学的な解析が行われ、サルモネラ属菌がマクロファージに貪食され
たのちに形成される Salmonella containing vacuole(SCV)の形成および維持に関わることが報
告されている。そこでまず、エフェクターH による SCV の形成維持が遅延型炎症誘導へ関与す
るか否かを明らかにすることを試みた。 エフェクターHをコードする遺伝子を pACYC-omega に
クローニングし、T1S5 株に導入することで、エフェクターH のプラスミドによる相補株
T1S5(pH)を作成した。 しかしながら、この菌株は腸炎モデルマウスに感染したのち、プラスミ
ドの欠落が認められ、遅延型炎症を誘導しなかった。次に、エフェクターH を T1S5 株の染色体
上の phoN 遺伝子領域にインテグレートした相補株 T1S5 phoN::H を作製し、腸炎モデルマウス



 

 

に感染したが、炎症は誘導されなかった。この理由を検討した結果、エフェクターH が菌体内
で発現していないことが明らかとなった（データ不記載）。 
次に、遅延性炎症誘導に関わる 5 つのエ
フェクターをコードする遺伝子の欠損を
組み合わせた菌株を使用してマクロファ
ージに対する細胞傷害性を調べた結果、3
つのエフェクターの欠損株(T1S3-7)にお
いて細胞傷害性が著しく低下した（図
1A）。さらに詳細に解析したところ、
T1S3-7 株に欠損した 3 つのエフェクター
のうち、エフェクターO の遺伝子を相補
することで細胞傷害性が回復した(図
1B)。 
一方で研究代表者らは、S. Typhimurium
感染時にはマクロファージに T3SS-2 依存
的に Caspase-11 が関与する非典型パイロ
トーシスが誘導されることを明らかにし
ている（データ未発表）。そこで、
Casapse-11 KO RAW（Casp11-KO RAW）細
胞に、上記と同様に 5 つのエフェクター
をコードする遺伝子の欠損を組み合わせ
た菌株を感染させた。その結果、T1S3-7
株では細胞傷害性が顕著に低下した（図
1A）。また T1S3-7のエフェクターO相補株
では細胞傷害性が回復した（図 1A）。以
上のことから、エフェクターO は T3SS-1
欠損株を感染した RAW細胞または Casp11-
KO 細胞の細胞死の誘導に関わることが示
唆された。 
 
（2）エフェクターOは RAW 細胞における Caspase-11 の活性化に必要である 
これまでに T3SS-2 エフェクターである SifA の欠損株では、感染初期においてマクロファージ
の貪食後に SCV を形成できず細胞質に放出される結果、Caspase-11 が活性化されることが明ら
かとなっている(7)。そこでエフェクターO が非典型パイロトーシスに関与するか否かを明らか
にするため、Caspase-11の活性化による切断を指標に各菌株を感染した RAW細胞の Caspase-11
の切断をイムノブロットにより確認した。その結果、T1、T1SifA または T1S3-7-O を感染した
RAW 細胞において Caspase-11 の切断されたバンドを培養上清中に確認したが、T1T2 または
T1S3-7では確認できなかった（図 2）。このことから、エフェクターOにより Caspase-11が活性
化することが示唆された。 
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図 1 エフェクターOは T3SS-1欠損株を感染した RAW細胞ま

たは Casp11-KO細胞の細胞死に関わる 

(A) S. Typhimurium 変異株を感染させてから 20 時間後の

RAW細胞および Casp11欠損 RAW細胞からの LDH放出量。統

計解析のために、複数の対にならない t検定を実施した。 

(B) S. Typhimurium 変異株の感染から 20 時間後の RAW 細

胞または Casp11-KO RAW 細胞からの LDH 放出。統計解析に

は、Dunnett の多重比較検定による一元配置分散分析を行

った。アスタリスクは有意差を示す： **** p< 0.00001, 

** p<0.01, * p<0.05. NS,有意差なし。 
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図 2 エフェクターO は Caspase-11

の活性化に関与する 

各種 S. Typhimurium 変異株を感染

させた RAW細胞の細胞溶解液および

上清における Caspase-11 およびβ

-actin のイムノブロット 



 

 

（3）エフェクターO による非典型パイロトーシスの誘導はサルモネラ感染マウスの脾臓内菌数
に影響する 
次に、T1S3-7 株またはエフェクタ
ーOの相補株をマウスに感染し、こ
れら菌株による感染マウスの盲腸
における炎症性サイトカインの発
現を qPCR により評価した結果、ど
ちらも野生株と同程度であった
（データ不記載）。上記 5 つのエフ
ェクターの全ての欠損株では炎症
が見られないことから、マウスの
盲腸における炎症誘導にはこれら 3
つのエフェクターでは不十分であ
ることが示唆された。しかし、感
染マウスの脾臓内菌数は T1S3-7 株
では野生株と比較して有意に減少
し、O の相補株では回復した（図
3A および B）。さらに、T1S3-7株を
Casp11-KO マウスに感染したとこ
ろ、脾臓内菌数は野生株と同程度
であった（図 3B）。以上のことから
サルモネラのエフェクターOによる
非典型パイロトーシスの誘導は感
染マウスの組織内菌数に影響する
ことが示唆された。  
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図 3 エフェクターOは S. Typhimurium の全身感染部位への拡散に

寄与している 

各種 S. Typhimurium 変異株を感染させた C57BL/6 マウス（A）、

C57BL/6 マウスまたは Casp11-KO マウス（B）の感染 5 日後の盲腸

内容物、腸間膜リンパ節（MLN）および脾臓から回収した細菌数。

統計解析には、Tukey の多重比較検定付き一元配置分散分析（A）

または Mann-Whitney検定（B）を実施した。アスタリスクは有意差

を示す： ***** p < 0.0001, *** p< 0.001, ** p<0.01, * p<0.05. 

NS、有意差なし。 
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