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研究成果の概要（和文）：Salmonella enterica serovar Typhimurium が有する Salmonella 
Pathogenicity Island 2 の領域内に存在している新規病原因子である SpiC は，鞭毛繊維の

構成タンパクである FliC，さらにタイプ１線毛の構成タンパクである FimA の発現に関与し

ていることを明らかにした．サルモネラを感染させたマクロファージにおいて， SpiC は FliC

や FimA の発現を介して細胞内カルシウムイオンの増加を促し，カルシウム・シグナル伝達経

路の活性化を介して，Salmonella-induced filament の形成を誘導することにより，サルモネ

ラのマクロファージ内増殖に関与していることが判った． 

 
研究成果の概要（英文）：SpiC encoded within Salmonella pathogenicity island 2 on the 
Salmonella enterica serovar Typhimurium is involved in the expressions of FliC and FimA, 
which are a component of the flagellar filaments and a major subunit of type 1 fimbriae, 
respectively. Infection of macrophages with Salmonella causes the increase of intracellular 
Ca2+ levels in a SpiC-dependent manner and the elevation of Ca2+ activates the calcium 
signal transduction pathway, leading to the formation of Salmonella-induced filament that 
is involved in the intracellular survival of Salmonella. 
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１．研究開始当初の背景 

近年，増加傾向にあるサルモネラ感染症，
とくに全身感染を引き起こすチフス症にお
いては予防のためのワクチンがなく，さらに
多剤耐性を獲得したサルモネラが出現し，衛
生環境の悪い諸国において大きな社会問題
となっている．サルモネラの病原性に関する

研究は，チフス症のモデルとしてマウスに対
し て 主 に Salmonella enterica serovar 
Typhimurium（S. Typhimurium）を用いて解
析が行なわれているが，サルモネラの病原性
において最も重要なマクロファージ内での
殺菌抵抗性の機構については不明な点が多
く，分子レベルでの解明が必要とされている． 
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S. Typhimurium の染色体上，30.7cs に存
在する Salmonella Pathogenicity Island 2
（SPI-2）の領域内に同定した新規の病原遺
伝子，spiC はマクロファージの殺菌能に対
する抵抗性やマウスに対する全身感染の成
立に関与しているが，その機能は明らかで
ない．そこで，SpiC の機能を明らかにする
目的でサルモネラ感染によりマクロファー
ジ内で変化する宿主因子の網羅的な解析を
cDNA アレイ等の方法により行った結果，
SpiC がシクロオキシゲナーゼ 2（COX-2），
IL-10，サイトカイン抑制因子 3（SOCS-3）
などの遺伝子発現の増強に関与し，これら
のファクターはサルモネラのマクロファー
ジ内増殖に重要な役割をしていることを明
らかにしてきた．また培養上清を用いたプロ
テオーム解析の結果，SpiC の鞭毛蛋白発現
への関与が，さらにサルモネラの菌体を透過
型電子顕微鏡により観察中，大変興味あるこ
とに，鞭毛に加えて SpiC の線毛形成への関
与の可能性が示唆された．これまでの研究成
果から，SpiC の作用により鞭毛や線毛などの
種々のファクターが総合的に働き，サルモネ
ラの病原性に寄与しているものと考えられ
た．  
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，SpiC を中心にその機能
を分子レベルで解明することにより，サルモ
ネラ特有の病原性のメカニズムを明らかに
することである．さらに，これらの知見を基
盤として，多剤耐性化が問題になっているサ
ルモネラ感染症に対して新たな薬物治療法
を確立したいと考える． 
 
３．研究の方法 

これまでの研究結果から，以下のような仮
説が考えられた．SpiC は鞭毛や線毛形成に関
与し，TLR5 や TLR2 などを介してサルモネラ
感染マクロファージ内のシグナル伝達経路
を活性化し，COX-2，IL-10，SOCS-3 などの産
生を促す．このようなシグナル伝達経路の活
性化や産生された種々のファクターが総合
的に作用して，サルモネラの病原性において
最も重要なマクロファージの殺菌能に対す
る抵抗性やマウスに対する全身感染の成立
に深く関与している可能性が考えられ，この
ような仮説を以下に示す研究計画に従って
詳しく調べた． 
（ 1）本研究には，Salmonella enterica 
serovar Typhimurium 14028s 株を野生株とし
て使用した．細胞は J774 マクロファージ，
HeLa細胞，およびHEK-293細胞を使用した． 
（2）鞭毛形成における SpiC の関与につい
て，鞭毛関連遺伝子（鞭毛繊維の構成蛋白を
コードしている fliC や fljB 遺伝子，鞭毛関
連遺伝子発現のマスター・レギュレーターで

ある flhC/flhD 遺伝子）の発現を TaqMan プ
ローブ法による定量 RT-PCR，b-ガラクトシダ
ーゼによるプロモーターアッセイ，さらに特
異抗体を用いたウエスタンブロット解析に
より調べ検討を行った． 
（3）線毛形成における SpiC の関与につい
て，① S. Typhimurium が保有している
13 の線毛遺伝子の欠損変異株をλRed 組
換えシステムにより作製した．② 線毛遺
伝子（タイプ１線毛をコードしている
fimA 遺伝子など）の発現を（1）の方法に
従って調べた．③ FimA 蛋白質を遺伝子組
換え技術により，大腸菌での発現系を用
いて精製を行った．④ FimA の TRL2 への
関与をその中和抗体や TLR2 を発現させ
た HEK-293 細胞を用いて調べた． 
（4）病原性におけるカルシウム・シグナル
伝達経路の関与について，① 細胞内カルシ
ウムイオン濃度は，カルシウム蛍光プローブ
である Fura-2 を用いて Image Xpress にて測
定を行った．②サルモネラ感染細胞内の Sif
（Salmonella-induced filament）およびア
クチン重合の変化は，特異抗体および蛍光標
識された二次抗体を用いて二重染色を行い，
共焦点レーザー顕微鏡により観察した．③ 
感染実験は BALB/c マウスを用いて行い，生
存率や臓器内（肝臓，脾臓）菌数の変化を調
べた． 
 
４．研究成果 

平成 20 年度〜平成 23 年度の研究実施計
画に基づいて研究を行った結果，以下の成
果を得た． 

平成 20 年度：鞭毛形成における SpiC の
関与について，（1）SpiCは転写レベルでfliC，
さらにクラス３に属する fliD や motA の発
現に関与していた．しかし，マスター・レ
ギュレーターである flhD/flhC の発現には
関与していないことがわかった．（2）抗 FlhD
ペプチド抗体を用いた実験結果から，SpiC
は FlhDの発現に翻訳の段階で関与している
ことがわかった．（3）サルモネラ感染マク
ロファージにおいて，SpiC 依存的な SOCS-3
の発現に FliC の関与が示された．（4）さら
に，その発現には p38 および ERK シグナル
伝達経路の活性化が関与していた． 

平成 21 年度：線毛形成における SpiC の
関与について，（1）S. Typhimurium が保
有している 13 の線毛遺伝子の欠損変異
株を作製し，サルモネラ感染マクロファー
ジからの SOCS-3 発現を調べた結果，タイ
プ１線毛をコードしている fimA がその
発現に影響していることが明らかになっ
た．（2）サルモネラ感染マクロファージに
おける p38および ERKシグナル伝達経路の
活性化のレベルを調べた結果，野生株に比
べて fimA 変異株において有意な低下が



 

 

見られた．（3）SpiC は，fimA 発現の転写
後段階に関与している可能性が強く示唆
された． 

平成 22 年度：マクロファージからの
SOCS-3 発現の増強における FimA の関与
について，（1） FimA 蛋白質を遺伝子組換
え技術により大腸菌で多量発現を行いそ
の精製を行った結果，精製 FimA 蛋白を得
た．（2）FimA をマクロファージに作用させ
て SOCS-3 の発現を調べた結果，その発現
の増強が見られた．（3）FimA はマクロフ
ァージの MAP キナーゼ（p38，ERK，JNK）お
よびNF-kBなどのシグナル伝達経路を活性化
した．（4）TRL2 の中和抗体や TLR2 を発現
させた HEK-293 細胞を用いた実験結果か
ら，FimA は TRL2 を介してマクロファージ
からの SOCS-3 発現に関与していることが
わかった． 

平成 23 年度：サルモネラのマクロファー
ジ内増殖における細胞内カルシウムイオン
の重要性について，（1）サルモネラを感染さ
せたマクロファージおよび HeLa 細胞の細胞
内カルシウムイオン濃度を測定した結果，野
生株を感染させた細胞では，spiC 欠損変異株
を感染させた場合に比べて有意に増加した．
（2）マクロファージ内でのサルモネラの
増殖性および COX-2 発現への細胞内カル
シウムの関与を調べた結果，カルシウムチ
ャンネルの阻害剤であるベラパミル処理に
より野生株のマクロファージ内増殖の低下
に加えて，サルモネラ感染マクロファージの
COX-2 発現が阻害された．（3）サルモネラの
マクロファージ内増殖において重要な役割
を し て い る Sif （ Salmonella-induced 
filament）の形成能を調べた結果，その低下
が見られたことからサルモネラの病原性に
おける細胞内カルシウムイオンの重要性が
示された．（4）カルシウム・シグナル伝達経
路の関与について調べるために，カルモジュ
リンや MLCK（myosin light chain kinase）
の阻害剤（W-5，ML-7）を用いて検討を行っ
た結果，これらの阻害剤処理によりサルモネ
ラのマクロファージ内増殖および Sif形成の
低下が見られた．以上の結果から，SpiC は細
胞内カルシウムイオンの増加を促し，カルモ
ジュリンを介して MLCK を活性化して，Sif の
形成を引き起こすことにより，サルモネラの
細胞内増殖に関与していることが示唆され
た． 

これまでの研究結果から，サルモネラの病
原性における鞭毛などの個々のファクター
の関与については不明瞭な点があったが，
SpiC の作用により鞭毛や線毛などの種々の
ファクターが総合的に働き，サルモネラの病
原性に寄与しているものと考えられた． 
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