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研究成果の概要（和文）：サルモネラ感染分子機構解明を目的として、我々が開発したin silicoインタラクトーム解
析で見出したエフェクターのうち、宿主の自然免疫応答を撹乱する2つについて、病原戦略上の機能を解明した。STM26
14の標的分子としてLSm8を同定した。STM2614は、Caspase-8の活性化制御を介して感染宿主細胞の運命を決定すること
を明らかにした。STM1239の標的分子としてHO-1(heme oxygenase-1)を同定した。STM1239はサルモネラ感染初期に、HO
-1の小胞体結合部位に作用することで、HO-1の核への移行を阻害し、アポトーシスを誘導し、感染拡大に寄与すると考
えられた。

研究成果の概要（英文）：To dissect the molecular mechanism of Salmonella infection, we previously 
established the accurate prediction system for screening effectors on a genome-wide scale. Here, we 
characterized two candidates of novel effector, STM2614 and STM1239 and revealed their functions on 
Salmonella infection. STM2614 was injected into macrophage cytoplasm and activated caspase-8 which has 
two opposing functions namely as an initiator of an apoptosis and in a non-apoptotic role including 
induction of the pro-inflammatory response. As a molecule in macrophage targeted by STM2614, LSm8 was 
identified. STM1239 was injected into macrophage cells. As a molecule in macrophage targeted by STM1239, 
HO-1 (hem-oxygenase-1) was identified. STM1239 is capable of binding to the C-terminal transmembrane 
region of HO-1, suggesting the inhibition of its translocation into nucleus. It is suggested that STM1239 
contributes the Salmonella infection by inhibiting the protective effect of HO-1 on its infection.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
サルモネラをはじめ多くの病原細菌の病
原戦略は、エフェクターと呼ばれる病原タン
パクと宿主細胞標的分子間の相互作用を基
盤としている。エフェクターは、進化した病
原タンパク輸送装置(3型分泌装置:T3SSと略
す)によって宿主細胞へ注入され、宿主細胞
の高次機能を収奪あるいは破壊して、種々の
感染現象を引き起こす。サルモネラは 2組の
T3SS (SPI1-T3SS と SPI2-T3SS)を持つが、
SPI1-T3SS により注入されたエフェクターの
一部は、腸管粘膜上皮細胞への侵入、炎症反
応の誘発や抑制、マクロファージや樹状細胞
の細胞死誘導等に関わり、SPI2-T3SS により
輸送されたエフェクターの一部は、マクロフ
ァージ細胞内で菌を囲む膜胞（SCV）形成と
その中での生存・増殖に必要な諸機能を司る
ことが明らかにされている。これまでに遺伝
子ランダム破壊法に基づいて多くのエフェ
クターが同定され、それらの機能が報告され
てきたが、感染後に起こる宿主高次機能の多
岐にわたる変化は未同定のエフェクターと
未同定の標的分子が多数存在することを強
く示唆していた。申請者らは長年にわたり、
サルモネラの病原性制御機構と宿主応答の
分子機構に関する研究を展開してきたが、従
来のエフェクターの探索の限界を打破する
ため、平成 22 年よりバイオインフォマティ
クスの手法を導入し、新規エフェクターの同
定に取り組んできた。先行した「基盤研究
(B)：サルモネラエフェクターの網羅的解析
と宿主応答の分子基盤（平成 22～24 年度）」
では、エフェクター指向型スクリーニング法
を構築して全エフェクターをカタログ化し、
その中の新規エフェクター候補をリストア
ップすることができた。in silico インタラ
クトーム解析法でランキングされたエフェ
クターTop40 には、既知のエフェクター35 種
が含まれており、本方法は極めて高い精度を
有していると評価できる。 

２．研究の目的 
本研究は、我々が開発したゲノムワイドで
エフェクターを探索するためのシステム「in 
silico インタラクトーム解析」によりリスト
化された新規エフェクター候補について、サ
ルモネラ病原戦略上の機能を解明すること
を目的とする。さらに同定された新規ならび
に既知のエフェクターと宿主内標的分子の
相互作用を基軸としたサルモネラ感染分子
機構の解明を目指すものである。 

３．研究の方法 
(1) インフォマティクス支援インタラクト
ーム網羅的解析法の樹立とサルモネラ
エフェクターのリスト化：Sato et al. 
BMC Bioinformatics 12:442 (2011)に
公表した。 

(2) サルモネラ感染におけるカスパーゼ活
性化の検討：サルモネラ野生株及び各種
欠損株をマウスマクロファージ様細胞

RAW264.7 細胞、マウス骨髄由来マクロ
ファージに感染させた後、経時的にサン
プル調製した。Caspase-8 活性は、
Caspase-Glo Assay（プロメガ）を用い、
ルシフェラーゼ活性を指標とした。ルシ
フェラーゼは GLOMAX（プロメガ）で測
定した。又、Caspase-8、Caspase-3 抗
体（Cell signaling）を用いて前駆体と
活性体を検出した。 

(3) エフェクターの細胞内移行：Cya 融合タ
ンパク質を発現するプラスミドをサル
モネラに感染させ、cAMP 量を測定する
ことでタンパク質の細胞内移行量を比
較した。又、lac プロモーター下流に
gogA をクローニングしたプラスミドを
構築し、サルモネラ野生株及び変異株に
導入し、RAW264.7 細胞に感染した。細
胞を固定化した後、GogA抗体で染色し、
共焦点レーザー顕微鏡で観察した。又、
細胞を分画し、ウェスタンブロッティン
グで検出した。 

(4) 新規エフェクターの宿主標的分子の同
定：DupLEX-ATM Yeast-Two Hybrid System 
(ORIGENE)、 Mouse spleen cDNA library 
(ORIGENE) を用いた。 

(5) siRNAによる宿主候補因子ノックダウン
による Caspase-8 活性化への影響：
siRNAはライフテクノロジーズジャパン
社から購入した。細胞への導入は、
Lipofectamine RNAiMAX（インビトロジ
ェン）を用い、添付資料に基づいて行っ
た。 

(6) FRET 法による細胞内相互作用の検討：
gogA は pTagGFP2-N（evrogen）にクロー
ニングし、GogA-GFP が発現するプラス
ミドを構築した。pTagRFP-C（evrogen）
用いて、RFP-Ddx50 及び LSm8 が発現す
るプラスミドを構築した。
LipofectamineLTX を用いて HeLa 細胞に
トランスフェクションし、24 時間後に
共焦点レーザー顕微鏡 FV1000（オリン
パス）を用いて観察した。 

４．研究成果 

(1) STM2614 の感染宿主細胞内での機能 
STM2614 は、我々が先行研究にて同定した新
規エフェクターGogA であった。すでに gogA
は 、 Salmonella Pathogenicity Island1
（SPI1）レギュロンに属し、その遺伝子発現
はAAA+プロテアーゼLonにより制御されるこ
と、感染後マクロファージの Cappase-8 を活
性化することを明らかにされていた。この成
果に基づき、本研究では STM2614 の感染宿主
細胞内での機能に関して下記の事柄を明ら
かにした。 

① STM2614（GogA）は感染初期において NF
κB活性化に関わる 
STM2614 による Caspase-8 活性化の意義を
明らかにするため、まず炎症性サイトカイン



図 1．サルモネラ感染細胞における iB量 

IL1β産生について検討した。野生株及び
GogA欠損株をRAW264.7細胞に感染させ24時
間後の培養上清中 IL1β量を ELISA により測
定したところ、GogA 欠損株感染で優位に低下
していた。この減少が発現低下に依存するか
検討したところ、GogA 欠損株感染では野生株
感染と比較して顕著に低下していた。il1β
の転写には NFκBが関わる。そこで、GogA が
NFκB 活性化に関与するか調べるため、感染
細胞における NFκB 阻害タンパク質 iκBα
量を比較した（図 1）。 
その結果、感染 2 時間後では GogA 欠損株
感染では野生株感染と比較して増加してい
た。又、Lon 欠損株（GogA 過剰産生株）感染
細胞では、感染 4時間でも顕著に減少してい
たが、Lon・GogA 二重欠損株では減少が見ら
れなかった。このことは、GogA が NFκB活性
化に関与することを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

② STM2614（GogA）の標的分子の同定 

Mouse spleen cDNA library を 用 い た
Yeast-Two Hybrid System (ORIGENE)により
STM2614の宿主内ターゲットを探索した。その
結果4つのRNA 関連分子(Ddx50, LSm8,Thap7, 
RIG-1)が候補となった。 
ターゲット候補分子がCaspase-8活性化に
関与する可能性について検討するため、各遺
伝子に対するsiRNAをRAW264.7に導入、16時間
後にサルモネラLon欠損株を感染させ、4時間
後の細胞を回収し、Caspase-8活性について調
べた。その結果、LSm8 siRNAを導入した細胞
で、Caspase-8及びCaspase-3活性が顕著に低
下した（図2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

このことから、サルモネラ感染における
Caspase-8活性化には、LSm8が関与することが
示唆された。LSm8はU6 snRNA-associated 
Sm-like proteinであり、RNAと相互作用する
ことでRNAのプロセシングに関与するが、アポ
トーシス誘導への関与は不明である。 

③  STM2614（GogA）と LSm8 の相互作用 
STM2614（GogA）と LSm8 の相互作用を検討
するため、GogA-GFP および RFP-LSm8 を発現
するプラスミドを構築、HeLa 細胞に導入し
16 時間後に観察した。GogA-GFP は核近傍に
集積しており、RFP-LSm8 は細胞質に発現して
いた。FRET により観察した RFP-LSm8 は、
GogA-GFP のところで検出された（図 3）。こ
のことから、GogA は LSｍ8と相互作用するこ
とが強く示唆された。 

 

 

 

 

 
 

 

以上の結果より、サルモネラはマクロファ
ージに感染すると、SPI1 レギュロンに属する
STM2614（GogA）を宿主細胞内に移行させる。
移行された STM2614 は LSｍ8と相互作用する
ことで、Caspase-8 活性化を誘導する。活性
化された Caspase-8 は NFκBを活性化し、炎
症性サイトカインの発現を促す。 
細菌感染における炎症反応惹起は、多くの
病原性細菌で報告されており、この反応では、
Nod-like レセプターと Caspase-1 によって
構成されるインフラマソーム構築が必須で
ある。この炎症反応はピロトーシスを誘導し、
細胞内に取り込まれ菌でも外に放出するこ
とで殺菌されやすくするため、宿主の防御機
構のひとつであるとも考えられる。しかしな
がら、今回明らかにしたサルモネラエフェク
ターによるCaspase-8を介した炎症反応惹起
は細胞死を誘導しない。このことから、低レ
ベルでのCaspase-8活性はサルモネラの増殖
の場であるマクロファージを集積させ、自身
の生存・増殖の場を確保するという、サルモ
ネラ側の感染戦略の一つと考えることがで
きる。 

(2) STM1239 の感染宿主細胞内での機能 

① STM1239 は HO-1 の ER 膜アンカー領域と
相互作用する 

STM1239 が相互作用する宿主の因子を同定
するため、マウス spleen の cDNA を用いて
Yeast-2-hybrid を行った。LexA-STM1239 を
発現させ B42-spleen cDNA との相互作用をみ
た。その結果、Heme oxygenase 1 である HO-1
の C 末端領域 HO-1213-289が融合した B42 と相
互作用した。HO-1 は C末端 23 残基で ER 膜に
結合している。そこで、HO-1 全長および C末
領域を欠損させた HO-1Δ23 をそれぞれ B42

図 2． LSm8 siRNA による Caspase-8 活性化

図 3．GogA-GFP と RFP-LSｍ8 の相互作用 



と融合させ、Yeast-2- hybrid を行った。そ
の結果、HO-1 全長とは相互作用が見られたも
のの、C 末領を欠損させると相互作用しなか
った。従って、STM1239 は HO-１の C 末端領
域と強く相互作用することが示唆された。 

② STM1239 は ER 膜上の HO-1 と相互作用す
る 
STM1239-GFP2N（Green）と RFP-HO-1（Red）
を発現するプラスミドを HeLa 細胞に
Co-transfection させ、共焦点レーザー顕微
鏡で観察した（図 4）。HO-1 は ER に局在し、
活性体になると核に移行する。STM1239 を発
現させると細胞全体に発現しているような
細胞が観察された（A）。このような細胞では
STM1239とHO-1が結合していないことが示唆
された。しかしながら、STM1239 が HO-1 とと
もにER膜に局在している細胞が見られた（B）。
この細胞では、GFP2N と RFP の FRET 効果も観
察されたことから、STM1239 と HO-1 は相互作
用していることが強く示唆された。この結果
より、STM1239 はある条件下において ER 膜上
の HO-1 と相互作用すると考えられる。 
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HO-1 は様々なストレスに応答して産生さ
れ、遊離ヘムを biliverdin,  Fe2+, CO に分
解する。サルモネラ感染において、アポトー
シス抑制作用を介して感染防御に働くこと、
結核菌感染においては、宿主の感染防御に働
く一方で病原性遺伝子群 dormancy regulon 
の発現を誘導する等、多面的な機能が注目さ
れているが、HO-1 を標的とする病原分子は不
明であった。STM1239 は、HO-1 標的病原分子
として同定された初めてのエフェクターで
ある。HO-1 は小胞体結合部位に作用すること
で、HO-1 の核への移行を阻害し、アポトーシ
スを誘導し、感染拡大に寄与すると考えるこ
とができる。STM1239 と HO-1 の相互作用が
引き起こす細胞高次機能傷害の解明は、広範
な病原細菌の新たな基本戦略理解へ向けて
大きく貢献すると期待できる。 
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