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研究成果の概要（和文）：本研究では炎症制御エフェクターSpvCが感染後期においてリン酸化スレオニンリアーゼ活性
によりSalmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) のマウス脾臓内増殖性に関与することが明らか
となった。また、III型エフェクターSseK1、SseK2およびSseK3がNF-κB活性化を制御することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that Salmonella anti-inflammatory type III 
effector SpvC, a phosphothreonine lyase, contributes to bacterial proliferation in the spleen in the 
mouse model of systemic infection. We also revealed that other Salmonella type III effectors, SseK1, 
SseK2 and SseK3, regulate NF-κB activation in the host cell.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 サルモネラには 2500 を越える血清型が知

られているが、ヒトに対し全身感染し、重篤

なチフス・パラチフスを起こすチフス性サル

モネラ血清型（Typhi および Paratyphi A、

typhoidal S. enterica）と局所感染により

胃腸炎を引き起こす非チフス性サルモネラ

血清型（non-typhoidal S. enterica: NTS）

に大別される。NTS はわが国の食中毒の発生

件数、患者数ともに上位を占めるサルモネラ

腸炎の原因菌である。また、免疫不全患者や

小児、高齢者では NTS の全身感染による死亡

例も少ないながら報告されている。このこと

は、NTS が赤痢菌やコレラ菌、腸管出血生大

腸菌と同様に腸管病原細菌でありながら、全

身感染を引き起こすという本菌の病原性の

特徴を示している。このようなサルモネラ感

染症の治療には基本的にニューキノロン剤

が用いられているが、ニューキノロン剤耐性

を含む多剤耐性サルモネラの出現が臨床的

に問題となっている。このため、サルモネラ

感染症に対する新たな感染予防・治療法の開

発が望まれる。我々はサルモネラ感染症にお

ける宿主と細菌の相互作用を明らかにし、感

染症の分子基盤を理解することで、新たな感

染予防薬または治療薬を開発すること目指

している。 

 
 
２．研究の目的 
 
 我々は本研究を開始するまでに、サルモネ

ラ腸炎モデルマウスを用いて、（1）サルモネ

ラ腸炎発症時に発現する宿主側因子の網羅

的解析および（2）血清型 Typhi の腸炎回避

の分子メカニズムの解析を行い、サルモネラ

が感染局所において自然免疫を回避するこ

とで全身感染を可能にしていることを明ら

かにした。また、（3）サルモネラ III 型エフ

ェクターSpvC がリン酸化スレオニンリアー

ゼ活性により宿主の mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs)からリン酸基を除

去（不活化）することで感染初期の炎症反応

を制御し、その結果、全身への菌の拡散を可

能にすることを示した。 

 これまでにいくつかの病原細菌において、

自然免疫を回避する機能をもつIII型エフェ

クター（自然免疫回避エフェクター）が同定

され、そのエフェクターの機能によって細菌

は宿主細胞の細胞機能を錯乱し、感染を確立

することが報告されている。興味深いことに、

サルモネラはIII型エフェクターの作用によ

り、上皮細胞に対しアポトーシスやパイロプ

トーシスを誘導することで、細胞侵入を可能

にする一方で、自然免疫による宿主の感染防

御機構を回避することが明らかとなってき

た。このように、サルモネラにおいて、自然

免疫回避の重要性が示唆されているにも関

わらず、そのメカニズムはほとんど明らかに

されていない。本研究ではサルモネラの自然

免疫回避の分子メカニズムを解明するため

に、自然免疫回避エフェクターの機能を明ら

かにすることを試みた。 

 
３．研究の方法 
 

 本研究では既に自然免疫回避エフェクタ

ーとして知られている SpvC と、腸管出血性

大腸菌において自然免疫回避エフェクター

として同定されているNleBとアミノ酸相同

性を示す SseK1、SseK2 および SseK3 につい

て機能解析を行った。 

 

⑴ SpvC の機能解析 

 

 我々はこれまでにサルモネラ腸炎モデル

を 用 い て 、 SpvC が 感 染 初 期 に

mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs) からリン酸基を脱離させ、不活化

することにより感染局所（腸管）における

炎症（自然免疫）を回避する機能をもつこ

とを明らかにした。SpvC は SPI-1 および



SPI-2 の 2 つの III 型分泌装置（T3SS）から

分泌されるエフェクターであることから、

SPI-2 T3SS が発現する感染後期にも感染に

重要な病原因子として機能することが予想

される。そこで、サルモネラ感染の後期に

注目して SpvC の機構解析を行った。 

 

① SpvC による MAPKs の不活化が MAPKs の

表現系（炎症誘導、細胞増殖およびアポト

ーシス）に関与するか否かを明らかにした。 

 SpvC によるサルモネラ感染後期における

役割を明らかにするため、SpvC が MAPKs の

どの表現系に関わるのかを明らかにするこ

とを試みた。具体的には既に作成済みの哺

乳動物発現プラスミドにクローニングした

SpvC を lipofectamine LTX と Plus regent

を用いてマウスマクロファージ様細胞

RAW264.7 にトランスフェクションし、炎症

性サイトカイン・ケモカイン発現（p38）、

細胞増殖性（ERK1/2）および細胞死（JNK）

について、 ELISA （ Tnf- α、 IFN- γ、

Mip-2[p38]）もしくはルシフェラーゼアッ

セイ（CellTiter-Glo assay [ERK1/2]およ

び Caspase-Glo assay [JNK]）により明らか

にした。 

 

② SpvC によるマウス臓器内増殖性にリン

酸化スレオニンリアーゼ活性が関与するか

否かを明らかにした。 

 我々はこれまでに SpvC 欠失株を DBA2 マウ

スに腹腔内投与すると、マウス臓器内増殖性

が野生株の1/2程度に低下することを明らか

にした（データ未発表）。そこで、SpvC によ

るマウス臓器内増殖性にリン酸化スレオニ

ンリアーゼ活性が関与するか否かを明らか

にするため、リン酸化スレオニンリアーゼ活

性を持たない SpvC の点変異株を用いてマウ

ス感染実験を行った。 

 

⑵ SseK1、SseK2 および SseK3 の機能解析 

 

 SseK1、2 および 3はそれぞれがアミノ酸相

同性を示すタンパク質であり、SPI-1 T3SS お

よび SPI-2 T3SS から分泌される III 型エフ

ェクターである。またこれらのエフェクタ

ー は腸管病原性大腸菌（EPEC）の NleB とア

ミノ酸相同性をもつ。NleB は NF-κB 活性化

を制御する機能をもつことが報告されてい

ることから、サルモネラにおいて SseK1、

SseK2およびSseK3がNF-κB経路を抑制する

ことで自然免疫を回避するという仮説のも

と、以下の実験を行った。 

 

① SseK1-3がNF-κB経路を抑制するか否か

を調べた。 

 SseK1、2 および 3各タンパク質を哺乳動物

は発現ベクターpCMV-2B にクローニングした。

得られたプラスミドを NF-κB レスポンスエ

レメントをもつホタルルシフェラーゼレポ

ータープラスミドと共にヒト子宮頸癌由来

上皮細胞 HeLa にトランスフェクションし、

ルシフェラーゼアッセイにより SseK1、SseK2

または SseK3 が NF-κB の活性化を抑制する

か否かを調べた。 

 

② SseK1-3がNF-κB経路のどの宿主因子と

結合するのかを調べた。 

 EPECにおいてNleBはNF-κB活性化経路の

うち、TNF-α経路のみを選択的に阻害するこ

とが報告されている。しかし、研究開始時点

では NleB と結合する宿主因子は見つかって

いなかった。そこで、SseK1、SseK2 および

SseK3 に結合する宿主因子を同定するため、

これらエフェクターをGST融合タンパク質と

して大腸菌で大量発現させ、グルタチオンセ

ファロース 4B を用いて精製し、HeLa 細胞の

細胞抽出液と混合した後、プルダウンアッセ

イにより SseK1、SseK2 または SseK3 と相互

作用する宿主タンパク質を精製し、質量分析

により同定することを試みた。 



 
４．研究成果 
 

⑴ SpvC の機能解析 

 

 SpvCがもつPTL活性がマウス臓器内増殖性

に関与するか否かを明らかにするため、S. 

Typhimurium 野生株、SpvC 欠失株および PTL

活性を持たない SpvC の点変異株を DBA2 マウ

スに腹腔内接種したところ、SpvC 欠失株では

マウス脾臓内生菌数が野生株の1/2に減少し

た。一方、点変異株の脾臓内生菌数は野生株

と同程度であった。このことから、SpvC によ

るマウス脾臓内増殖性（全身感染性）には PTL

活性すなわちMAPKsの不活化が関与すること

が示唆された。 

 サルモネラが全身感染性を示すにはマク

ロファージ内で増殖することが重要である

ことから、我々は次にサルモネラ野生株また

は SpvC 変異株をマクロファージ様培養細胞

RAW264.7 に感染し、細胞内で増殖を比較した。

その結果、SpvC 変異株の細胞内増殖性は野生

株と同程度であった。また、DBA2 マウス大腿

骨由来の骨髄マクロファージ（BMM）を用い

て同様の実験を行ったが、サルモネラ野生株

と SpvC 欠失株に細胞内増殖性の違いは見ら

れなかった。次にマクロファージ内で SpvC

が PTL 活性を示すか否かを調べるために、

SpvC を発現させた RAW264.7 細胞または BMM

を用いて、炎症性サイトカイン Mip-2 の分泌

性、細胞増殖性、およびアポトーシス誘導性

を調べた。しかしながら、これら MAPKs が示

す表現系は SpvC を発現していない細胞と同

程度であった。以上のことから SpvC による

マウス臓器内増殖性にはマクロファージ内

での増殖性およびPTL活性は関与しないこと

が示唆された。 

 

⑵ SseK1、SseK2 および SseK3 の機能解析 

 SseK1、SseK2 または SseK3 が NF-κB 活性

化を抑制するか否かを明らかにするため、

NF-κBレポーターアッセイを行った。その結

果、NleB と同様に HeLa 細胞に TNF-αを添加

した場合は SseK1、SseK2 または SseK3 のど

の遺伝子を発現している細胞でも、ベクター

のみをトランスフェクションした細胞に比

べ、NF-κB転写活性が1/2〜1/3に低下した。

一方、HeLa 細胞に IL-1βを添加し NF-κB活

性化経路を活性化した場合は転写活性の低

下は見られなかった。また、SseK1、SseK2 ま

たはSseK3をトランスフェクションしたHeLa

細胞に TNF-αを添加した後、細胞を溶解し、

抗 NF-κB p65 抗体を用いてイムノブロッテ

ィングを行った結果、ベクターをトランスフ

ェクションした細胞に比べ、SseK1、SseK2 ま

たは SseK3をトランスフェクションした細胞

で p65 の発現が減少した。以上のことから、

SseK1、SseK2 および SseK3 は TNF-αにより

活性化された NF-κB 活性化経路を制御する

ことが示唆された。 

 これらのタンパク質は感染局所での炎症

を制御し、菌の全身拡散を誘導する自然免疫

回避エフェクターとして機能することが予

想される。そこでこれらタンパク質がどのよ

うに NF-κB 活性化を制御するかを明らかに

するために、SseK1、SseK2 および SseK3 と相

互作用する宿主タンパク質を同定すること

を試みた。 

 SseK1、SseK2 または SseK3 を GST 融合タン

パク質として精製し、HeLa 細胞の細胞溶解液

を混合し、プルダウンアッセイを行った。

SseK1、SseK2 および SseK3 を結合した宿主タ

ンパク質を質量分析計で同定することを試

みたが、再現よくプルダウンした宿主タンパ

ク質を見つけることができなかった。 

 本研究の開始 1年後および 2年後に他の研

究グループより NleB の酵素活性および NleB

と結合する宿主タンパク質が同定された。

NleB は N-acetylglucosamine transferase

（N-AGT）活性をもち、GAPDH や Death Domain

ファミリーである FADD および TRADD と結合



する。そこで、SseK1、SseK2 および SseK3 が

N-AGT 酵素活性をもつか否か、また GAPDH や

FADD と結合するか否かを調べた。しかしなが

ら、NleB、SseK1、SseK2 および SseK3 共に

N-AGT 酵素活性が見られず、また GAPDH また

は DD ファミリータンパク質との結合性を明

らかにすることができなかった。 

 次に SseK1、SseK2 または SseK3 が in vivo

で自然免疫回避エフェクターとして機能す

るか否かを明らかにするため、これらタンパ

ク質をコードする遺伝子の欠失株、または全

て欠失した三重変異株を腸炎モデルマウス

に感染させ、盲腸の炎症の程度を野生株感染

マウスと比較した。その結果、野生株、単独

欠失変異株、三重欠失変異株感染マウス共に、

盲腸の炎症は同程度であった。 

 以上、サルモネラIII型エフェクターSseK1、

SseK2およびSseK3はNF-κB活性化を制御す

る機能をもつことが明らかになったが、その

詳細なメカニズムを明らかにすることはで

きなかった。また in vivo におけるこれらエ

フェクターの役割も不明のままである。

SseK1、SseK2 および SseK3 三重変異株感染マ

ウスにおいても盲腸の炎症に違いが見られ

なかったことから、未知 NF-κB 制御タンパ

ク質の存在が予想された。よって SseK1、

SseK2 および SseK3 の in vivo における機能

を明らかにするには、全ての NF-κB 制御タ

ンパク質を同定したうえで、それらを包括的

に機能解析することが必要である。 
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