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研究成果の概要（和文）：細菌感染において caspase-1 の活性化は IL-1や IL-18を含む様々な

炎症誘導因子を細胞外へと分泌し、宿主の免疫応答を惹起するための重要なプロセスである。

今回我々の研究から、リステリア感染で誘導される caspase-1活性化に DNAセンサーとして知

られている AIM2が関与することが証明され、細菌由来の DNA が細胞内で認識されている可能性

が示唆された。また、主要病原因子 listeriolysin Oはこれらを介した caspase-1 活性化を促

進させていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Caspase-1 plays an important role in the activation of host immune 
response through the secretion of pro-inflammatory cytokines including IL-1 and IL-18 
in bacterial infection. Based on our results, we concluded that AIM2, which is known as 
a DNA sensor, is involved in caspase-1 activation induced by Listeria infection and the 
response is enhanced by listeriolysin O. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）グラム陽性桿菌であるリステリア
(Listeria monocytogenes)は、広範な細胞に
侵入して細胞質内で増殖する代表的な細胞
内寄生菌である。本菌は、マクロファージ系
食細胞に貪食されても、主要病原因子である
膜傷害性タンパク listeriolysin O（LLO）を

産生することで食胞膜を傷害し、細胞質へと
エスケープして細胞内殺菌を回避する。本菌
が宿主に感染すると免疫応答の 1つとして感
染防御に重要な IFN-gammaが産生誘導される。
感染初期に産生される IFN-gamma は NK 細胞
に由来しており、マクロファージから産生さ
れる IL-12 や IL-18 によって NK 細胞が活性
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化されることで産生が惹起される。 
 
（２）これまで申請者の所属する研究室では
リステリアの IFN-gamma産生誘導因子の探索
を試みており、2007 年にリステリアが産生す
る LLOがこの IFN-gamma産生に関与している
ことを報告した（Hara H, et al. Infect. 
Immun. 2007）。また、IFN-gamma 産生誘導因
子のうち、IL-12 は LLO 非依存的に産生され
るが、IL-18 は LLO 依存的に産生されている
ことを明らかにした。しかしながら、その誘
導機構については不明のままである。 
 
２．研究の目的 
本研究は、感染マクロファージにおけるリス
テリアで誘導される IL-18 産生機構の解明、
および主要病原因子である LLOがどのような
メカニズムで IL-18産生誘導に関与している
のか明確にする目的で行った。 
 
３．研究の方法 
（１）リステリア野生株を ASC 欠損マクロフ
ァージに感染させ、リステリア感染で誘導さ
れ る IL-18 産 生 が ASC 
（ apoptosis-associated speck-like 
protein containing a CARD）依存的なもの
であるか検討した。IL-18 産生量は ELISA 法
により測定した。また IL-18 の成熟化に重要
な caspase-1 の活性化についても活性型の
caspase-1 p10 フラグメントをウエスタンブ
ロット法で検出することにより確認した。 
 
（２）リステリア感染による caspase-1 活性
化や IL-18産生が ASC依存的であることを確
認したのち、さらに上流の細胞内アダプター
分子を同定するため、siRNA で候補となる細
胞内分子の発現をノックダウンし、リステリ
ア感染後の caspase-1活性化および IL-18産
生に違いが出るか調べた。 
 
（３）リステリアの主要病原因子である LLO
が IL-18の成熟化に重要な caspase-1の活性
化に関与しているのか調べるために、LLO 遺
伝子を LLO類縁体の ivanolysin O (ILO)遺伝
子に置き換えたリステリア株を作製し、マク
ロファージに感染後、caspase-1 の活性化に
変化があるか調べた。また LLOのどの領域が
重要であるのか調べるために、LLO の各ドメ
インを ILOの相対する部位と置換したキメラ
タンパクを発現するリステリア組換え株を
構築し、LLO の IL-18 産生誘導における責任
領域を絞り込んだ。 
 
４．研究成果 
（１）リステリア感染で誘導される IL-18 産
生は、caspase-1 のアダプター分子として知
られている ASCを欠損させると非感染レベル

まで低下することから、完全に ASC 依存的で
あることを確認した（図１）。そこで ASC依
存的に caspase-1を活性化する細胞内分子に
焦点を絞り siRNAを用いてスクリーニングを
行ったところ、現在関与が示唆されている
Nlrp3及び Nlrc4の他に AIM2が強く関与する
という結果が得られた（図２）。この AIM2
は近年細胞内 DNAセンサーとしての機能が報
告されており、細胞内寄生菌であるリステリ
アの DNAが宿主細胞内で認識されている可能
性が示唆された。 
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図２ 
 
 
 
（２）感染細胞での caspase-1活性化に関わ
る菌側の要因として LLOの関与を検討するた
めに、LLO を ILO に置き換えたリステリア株
（ILO 相補株）を作製し、それらの caspase-1
活性化能を比較したところ、ILO を発現する
株では有意に caspase-1の活性化が減弱して
いた（図３）。そこで、この LLO 分子内の
caspase-1 活性化における責任領域を絞り込
むために、様々な変異を加えた LLO を発現す
るプラスミドを ILO相補株に導入して各組換
え LLOを発現させ、その caspase-1活性化能



 

 

を比較したところ、LLO を構成する４つのド
メインのうち、ドメイン 4（D4）は不要であ
ること、つまり細胞傷害活性は caspase-1 活
性化誘導には関与していないことが明らか
となった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 
 
 
 
以上の結果から、リステリア感染を認識す

る細胞内分子として新たに AIM2 の関与が証
明され、細菌由来の DNAがリガンドになって
いる可能性が示唆された。また、AIM2は 1型
IFN を介して発現が上昇することが知られて
おり、LLO を発現するリステリアは ILO を発
現するものより 1型 IFNの産生誘導能が高い
ことから、上記の細胞内での DNA認識効率が
LLO によって亢進されていることが考えられ
た。 
 
 

（３）細菌感染モデルにおいて、細菌の主要
病原因子が宿主免疫応答の誘導にも関与し
ているという報告は世界で初めてであり、今
回の研究の発端となった申請者の最初の報
告は米国細菌学会誌でもハイライトとして
取り上げられている（Microbe, Sep. 2007）。
この研究で用いているリステリアは細胞内
寄生を特徴とし、極めて強い T 細胞依存的な
防御免疫を宿主に賦与することから、近年、
ワクチンや遺伝子治療のベクターとしての
利用が注目されている。LLO の免疫誘導活性
の詳細な分子機構が解明されれば、単に学術
的な興味にとどまらず、より効率的かつ安全
なワクチン・遺伝子治療用ベクターの開発に
とっても有用な知見となることが期待され
る。 
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