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研究成果の概要（和文）：コレラ毒素(CT)は、免疫アジュバントとしてT細胞応答や抗体産生などを誘導する
が、その作用機序は不明である。我々は、マウス腹腔マクロファージにおいて、CTの構成因子であるBサブユニ
ット（CTB）とリポ多糖(LPS)の刺激により炎症性サイトカインIL-1βの産生が相乗的に誘導されることを見出し
た。本研究では、この分子機構の解明を目指す。網羅的遺伝子発現解析(RNAシーケンス)により、CTB刺激により
小胞体ストレス応答関連遺伝子群の発現が上昇することがわかった。今回、小胞体ストレス応答がCTBによる
IL-1β産生誘導に関与することを明らかにしたので、ここに発表する。

研究成果の概要（英文）：Cholera toxin (CT) functions as a strong immune adjuvant that can induce 
such as T cell responses or induction of antibody-producing cells. However, the molecular mechanisms
 remain unclear. We have found that CTB, a subunit of CT, can induce IL-1β production from 
lipopolysaccharide (LPS)-primed murine resident peritoneal macrophages. Our aim is to elucidate the 
molecular mechanism of this IL-1β production. Transcriptome analysis revealed that CTB could 
strongly induce the expression of endoplasmic reticulum (ER) stress related genes. In this research,
 we clarified that the ER stress responses are involved in CTB-induced IL-1β production.

研究分野： 免疫学

キーワード： 小胞体ストレス応答　コレラ毒素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、生体内のマクロファージにおける小胞体ストレス応答機構が明らかとなり、CTBによる免疫アジ
ュバント活性の分子機序の一端が明らかとなった。小胞体ストレス応答は糖尿病などの慢性炎症性疾患の病態形
成に密接に関与することが示唆されているが、その分子機序は不明な部分が多い。本研究成果は、微生物感染に
対する有効な免疫アジュバントの開発に貢献するだけでなく、小胞体ストレス応答が関与する種々の慢性炎症性
疾患の新規治療薬の開発にも貢献することが期待され、波及効果の大きいものであると考えられる。

※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 
	 コレラ毒素（Cholera toxin: CT）は、コレラ菌により産生されるタンパク複合体であり、1
個の Aサブユニット（CTA）と 5個の Bサブユニット（CTB）から構成される。CTBは、細
胞膜面上の糖脂質ガングリオシド GM1（以下、GM1）に結合し、CTを細胞内に導入する。細
胞内に侵入した CTは逆行輸送経路により小胞体に到達し、そこで CTは CTBと CTAに解離
し、CTA はさらにプロセシングされて CTA1 となり、細胞質に放出される。細胞質に放出さ
れたCTA1は、細胞内 cAMP濃度を上昇させ、下痢などの症状を引き起こすと考えられている。
このように CTは、感染症コレラの病因物質として機能するが、同時に、様々な T細胞応答や
抗体産生を誘導するなど、免疫増強（アジュバント）活性を持つことも知られている。また、
CTBも炎症性サイトカイン IL-6などを産生誘導することが知られているが、CTBがどのよう
な細胞に認識され、どのように免疫アジュバント活性を発揮するのかは詳しく知られていない。 
 
２．研究の目的 
	 我々は、 CTB が定常状態のマウス腹腔マクロファージに作用し、リポ多糖
（Lipopolysaccharide: LPS）と協調して炎症性サイトカイン IL-1βの産生を誘導すること、こ
の誘導に GM1を介した CTBの細胞内侵入が必須であり、NLRP3インフラマソームと Pyrin
インフラマソームの両方が関与することを報告した（Orimo et al. Int Immunol, 
2019;31:657-668）。しかし、CTBがどのような機序でインフラマソームを活性化し、どのよう
に IL-1βの産生を誘導するのかは不明なままである。そこで本研究では、CTB による IL-1βの
産生誘導に関与する分子機序の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
	 まず、腹腔マクロファージを LPS 単独または LPS と CTB で刺激し、CTB により
誘導される遺伝子群の網羅的解析（RNAシークエンス）を行う。次に、誘導される遺
伝子群の発現が GM1依存性かどうかを調べるため、GM1欠損マクロファージを用い
た解析を行う。また、CTB は GM1 を介して細胞内侵入後、ゴルジ体を経て小胞体
（Endoplasmic reticulum: ER）に到達することが知られているが、腹腔マクロファ
ージにおける CTB の細胞内輸送経路はよくわかっていない。そこで、蛍光標識した
CTBを用いて CTBの細胞内局在を解析し、その GM1依存性を、GM１欠損マクロフ
ァージを用いて解析する。さらに、CTB により誘導される遺伝子群が、IL-1βの産生
誘導に関与するかどうかを調べるため、種々の阻害剤を用いて検討する。 
	
４．研究成果	
(1) CTBにより誘導される遺伝子群の網羅的解析	
	 RNAシークエンスの結果、LPS存在下で、CTBの刺激で発現上昇する遺伝子が 510個得ら
れ、その中に小胞体ストレス応答に関与する遺伝子が数多く含まれていることが明らかになっ
た。この結果から、CTBが小胞体ストレス応答を誘導することが示唆された。小胞体ストレス
は、小胞体内に大量に蓄積された異常タンパク（unfolded protein）により引き起こされる。
これらの異常タンパクは小胞体ストレスセンサーIRE1α、PERK、ATF6 により認識される。
IRE1αは RNA分解活性があり、XBP1の mRNA前駆体をスプライシングして sXBP1 mRNA
を生成し、これが転写因子 XBP1となる。PERKは活性化すると ATF4や CHOPといった転
写因子を活性化させ、ATF6 は活性化するとプロテアーゼによる切断を受けた後、核内に移行
して転写因子として機能する。これらの転写因子が、異常タンパクの修復や分解除去に関与す
る分子の発現を誘導する。この一連の応答は小胞体ストレス応答（unfolded protein response: 
UPR）と呼ばれている。そこで、CTBによる小胞体ストレス応答に、GM1が必要かどうかを、
GM1欠損マウスを用いて検討した。野生型あるいは GM1欠損マウス由来のマクロファージを
LPS単独またはLPSとCTBで刺激し、細胞を回収しRNAシークエンスとRT-PCRを行った。
RNAシークエンスの結果、野生型マクロファージにおいて CTB刺激により小胞体ストレス応
答遺伝子群の発現が誘導され、この誘導が GM1 欠損マクロファージでは消失した。また、
RT-PCRの結果、野生型マクロファージにおいて CTB刺激により XBP1のスプライシングと
CHOPの発現が誘導されたが、これらの誘導が GM1欠損マクロファージでは全く認められな
かった。これらの結果から、CTBは GM1依存的に小胞体ストレス応答を誘導することが明ら
かになった。 
 
(2) 腹腔マクロファージにおける CTBの細胞内輸送経路の同定 
	 腹腔マクロファージにおける CTBの細胞内局在とその GM1依存性を解析するため、野生型
あるいは GM1欠損マウス由来のマクロファージに FITC標識 CTBを添加して培養後、細胞を
回収して免疫組織化学染色法により検討した。その結果、野生型マクロファージにおいて CTB
と IRE1αの共局在が認められたが、GM1 欠損マクロファージではこの共局在は認められなか



 

 

った。このことから、腹腔マクロファージにおいて CTB は GM1 を介して細胞内に侵入後、
ERに到達することが示唆された。 
 
(3) CTBによる IL-1β産生誘導における小胞体ストレスセンサーの機能的意義 
	 CTBによる IL-1β産生誘導に、どの小胞体ストレスセンサーが関与するかを、各センサーの
阻害剤を用いて検討した。まず IRE1αの阻害剤 4µ8cについて検討を行った。腹腔マクロファ
ージにおいて、CTB 添加前に 4µ8c を加え、刺激後、細胞と培養上清を回収し、細胞は RNA
を抽出後 RT-PCRを、培養上清は ELISAを行い、IL-1βレベルを測定した。4µ8c存在下では、
CTBによる XBP1のスプライシングと IL-1β産生誘導の両方が有意に障害された。このことか
ら、IRE1αシグナルは CTBによる IL-1β産生誘導に関与することが示唆された。同様に PERK
や ATF6についても、それぞれの阻害剤を用いて検討したが、PERK阻害剤および ATF6阻害
剤存在下で、CTBによる IL-1β産生誘導は障害されなかった。このことから、PERKも ATF6
も、CTBによる IL-1β産生誘導に関与しないことが示唆された。 
 
(4) CTと小胞体ストレスセンサーIRE1αの相互作用の検討 
	 最後に、CT が小胞体ストレスセンサーIRE1αと結合するかどうかを、小胞体ストレスセン
サー発現細胞株を用いて検討した。薬剤（Doxycycline: Dox）により IRE1αの発現を誘導でき
る膵β細胞株を用いて、CTと IRE1αとの相互作用を免疫沈降法により検討した。全細胞抽出物
と比べ、抗 IRE1α抗体の免疫沈降により IRE1αのバンドが濃縮され、抗 CT抗体の免疫沈降に
より CTA1および CTBのバンドが濃
縮された（図 1）。このことから、抗
IRE1α抗体および抗CT抗体による免
疫沈降は正しく機能していることが
わかった。このとき、抗 IRE1α抗体の
免疫沈降物中において、CTA1や CTB
のバンドは認められなかった。また、
抗 CT 抗体の免疫沈降物中において、
IRE1αのバンドは認められなかった
（図 1）。以上の結果から、この細胞
株を用いた検討では、CTと IRE1αと
の直接的な相互作用は認められなかった。	

	

(5) 総括 
	 本研究により、CTBは腹腔マクロファージに作用し小胞体ストレス応答を誘導すること、特
に IRE1αのシグナルが IL-1β産生誘導に必要であることが示唆された（図 2）。今後は、腹腔マ
クロファージにおいてどのように CTBが IRE1αを活性化するのか、IRE1αからどのような機
序によりインフラマソーム活性化に繋がるのかを解明し、小胞体ストレスセンサーの新たな機
能的意義を見出していきたい。 
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