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研究成果の概要（和文）：リステリアや黄色ブドウ球菌などのグラム陽性病原菌がインフラマソームを活性化し
感染宿主内での増殖を亢進していることをわれわれは見出している。本研究では、リステリアが産生する病原因
子LLOがシグナル伝達の場として機能する膜ラフトに集積することで、LynやSykを介してインフラマソーム応答
を亢進することを突き止めた。同活性にはLLO223番目のスレオニンが重要であり、同アミノ酸を置換するとリス
テリアの病原性が消失することを見出した。以上の結果から、インフラマソーム応答がリステリアなどの感染病
態形成に重要な役割を担っており、LLO内の1アミノ酸により制御されていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We have reported that Gram-positive pathogens such as Listeria monocytogenes
 and Staphylococcus aureus activate the inflammasome to promote their proliferation within the host 
during infection. In this study, we found that the virulence factor LLO produced by Listeria 
accumulates in membrane rafts that function as signal transduction sites, promoting inflammasome 
response through Lyn and Syk. We identified the 223rd threonine in LLO is crucial for this activity,
 and replacing this amino acid results in the loss of Listerial pathogenicity. From these results, 
it is revealed that the inflammasome plays an important role in the pathogenesis of infections such 
as Listeria monocytogenes, and that it is regulated by a single amino acid within LLO.

研究分野： 微生物学

キーワード： 感染症　炎症　インフラマソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフラマソーム応答は病原菌感染で活性化されるが、非病原菌はインフラマソーム受容体に対するリガンドは
発現しているにも関わらず活性化できない。インフラマソームによるこの病原菌と非病原菌の識別機構は不明で
あったが、本研究ではリステリアが産生する病原因子に着目することで、インフラマソームの活性化には細胞内
受容体に対するリガンドだけでなく、ASCの翻訳後修飾を可能とする病原因子の存在が必須であることを突き止
めた。この知見はASCの翻訳後修飾を阻害することで感染病態を改善できることを意味しており、今後、特異的
な阻害剤を開発することで薬剤耐性菌の治療などに応用できる可能性を秘めいている。

※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 

病原菌が感染するとわれわれの体は微生物成分を非自己として認識することで様々な炎症応答
を惹起する。その１つとして、リステリアや黄色ブドウ球菌などのグラム陽性病原菌が感染する
と細胞内受容体が特異的リガンドを感知しインフラマソーム応答を活性化する。これまでの研
究から、インフラマソーム応答が活性化するとこれらの感染病態が悪化することをわれわれは
見出している。合成リガンドによる刺激とは異なり、病原体は多くの微生物リガンドを発現して
いることからインフラマソームの活性化に至るシグナル経路は複雑であり未解明な点が多い。
なかでも、非病原菌感染ではインフラマソームが活性化しない、もしくは応答が低いことを示す
報告が複数あることから、特定の病原因子の発現がインフラマソーム応答を活性化させるカギ
となっている可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

インフラマソームが活性化するとリステリアや黄色ブドウ球菌などの感染症が重症化すること
から、本研究ではグラム陽性病原菌がインフラマソーム応答を活性化する分子機序を解明する
ことを目的とする。特に、病原菌が産生する病原因子が特異的に活性化するシグナル経路を突き
止めることで、非病原菌感染との違いを明らかにする。これらの分子機序を明確にすることは感
染症における新たな治療標的分子の発見につながることが期待される。 

 

３．研究の方法 

・マクロファージの調整 
初代マクロファージを回収するために、チオグリコレート培地をマウス腹腔に投与し、4 日後に
腹腔内を洗浄し腹腔マクロファージを回収した。骨髄由来マクロファージはマウスの骨髄細胞
を L929 細胞培養上清を用いて 5 日間分化誘導させ回収した。マクロファージは 24 well プレー
トに 0.5 x 106 cells/well で培養し付着させ、非付着性細胞は培地交換することで取り除いた。 
 
・細胞感染 
細胞培養プレートに付着させたマクロファージに菌液を添加して感染させた。菌数と細胞数の
比率（MOI）は、リステリアの場合は MOI=10、黄色ブド
ウ球菌の場合は MOI=50 として 1 時間感染させたのち、
ゲンタマイシン含有培地を添加することで細胞外での
菌の増殖を阻止し、さらに 18 時間培養を行った。培養
上清および細胞懸濁液は、Enzyme-Linked Immuno 
Sorbent Assay（ELISA）およびウエスタンブロット解
析に用いた。 
 
・リガンド刺激 
NLRP3 インフラマソームを活性化するために、LPS でマクロファージを 4 時間プライミングした
のちに、nigericin で 30～60 分刺激を行った。AIM2 インフラマソームの活性化には LPS で同様
にマクロファージをプライミングしたのちに、poly(dA:dT)を Lipofectamine LTX でトランスフ
ェクトし 1～2 時間培養した。 
 
・マウス感染 
104～106 colony forming unit（CFU）のリステリアを経静脈投与し、4 日後に採血しサイトカイ
ン濃度を測定した。回収した臓器はホモジナイズ後、寒天培地にプレーティングして生菌数をカ
ウントした。黄色ブドウ球菌の場合は、108 CFU を経静脈投与し、2 日後に同様の操作で実験を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) インフラマソーム応答を亢進させるリステリア病原因子の責
任領域の特定 

これまでの研究から、細胞内寄生菌リステリアが産生する主要病原

因子 listeriolysin O（LLO）がインフラマソームの活性化に関与

することを突き止めている。LLO は 4 つのドメインから構成されて

おり本活性に関わる LLO の責任領域を絞り込んだところ、ドメイン

3 がインフラマソーム応答の亢進に重要であることが判明した。さ

らにドメイン 3 内のアミノ酸について点変異株を作製したところ、223 番目スレオニンをアラニ

ンに置換した組換え体（LLO T223A 株）ではマクロファージに感染した際のインフラマソーム依

存的なカスパーゼ 1 の活性化が野生型 LLO を発現する株 (野生型 LLO 株)と比較して減弱するこ

とを見出した (図 1)。また、インフラマソームが活性化する際に形成される ASC speck が LLO 



T223A 株感染では減少していた（図 2）。これらの結果から、LLO のドメイン 3 に位置する 223 番

目スレオニンが ASC speck 形成よりも上流に作用することでインフラマソーム応答を亢進させ

ていることが判明した。 

 

(2) リステリア病原因子によるインフラマソーム応答亢進機序の解明 

インフラマソームの活性化には Syk などのチロシンキナーゼが関与することをわれわれは見出

している。そこで LLO がチロシンキナーゼの活性化に関与する

可能性を検討した。その結果、野生型 LLO 株感染では Lyn およ

び Syk が活性化していることを突き止めた。一方で、LLO T223A

株感染では Lynおよび Sykのリン酸化が減少していることが判

明した (図 3)。また、リン酸化標的分子としてインフラマソー

ム構成因子の翻訳後修飾を調べたところ、ASC の 144 番目チロ

シンがリン酸化しており、同修飾が LLO T223A 株感染では低下

することを見出した (図 4)。このチロシンをフェニルアラニン

に置換すると ASC speck の形成が著しく低下することから、リ

ステリアの病原因子 LLO は Lyn および Syk を活性化することで ASC のリン酸化を促し、インフ

ラマソーム応答を亢進していることが明らかとなった。これらの研究成果は責任著者として

Cell Reports 誌に投稿し受理された (引用文献)。 

 
(3) インフラマソームが病原菌の生体内増殖を亢進する分子機序の解明 

ASC などのインフラマソーム構成因子を欠損したマウスに

リステリアを感染させると野生型マウスと比較して臓器

内菌数が低下する。このメカニズムを解明するために、カ

スパーゼ 1 の基質となる IL-1βおよび IL-18 の関与を検

討した。その結果、IL-1β欠損マウスでは野生型マウスと

同程度の臓器内菌数が検出されたのに対して、IL-18 を欠

損させるとインフラマソーム構成因子欠損マウスと同様

に臓器内菌数の減少が観察された。さらに黄色ブドウ球菌感染でも検討を行ったところ、リステ

リア感染で得られた結果とは異なり、IL-1β欠損マウスと IL-18 欠損マウスの両者で臓器内菌

数の低下が観察された（図 5：未発表データ）。以上のことから、インフラマソームの活性化は

病原菌の生体内増殖を加速させるが、どのサイトカインが関与す

るのかは病原体で異なることが判明した。この観点からも、サイト

カインの中和や拮抗阻害は一定の効果は認められるが病原体によ

っては単一のサイトカインを標的としても効果が薄いことが示唆

された。 

 
(4) 薬剤耐性菌感染に対するインフラマソーム阻害効果の検証 

薬剤感受性株であるリステリアや黄色ブドウ球菌をマウスに感染

した場合、インフラマソームの活性化を阻害することで病原菌の

生体内増殖が亢進されず、マウスの生存率が改善する。そこで、こ

のインフラマソーム応答を介した病原菌の生体内増殖が薬剤耐性

菌でも起こっているのか検証を行った。ストレプトマイシン耐性リステリアを NLRP6 や ASC を

欠損したマウスに感染させたところ、興味深いことに、野生型マウスと比較して臓器内菌数が有

意に減少した。さらに臨床分離されたメチシリン耐性黄色ブドウ球

菌でも検討を行ったところ、ASC 欠損マウスでは野生型マウスと比

較して臓器内菌数が減少した（図 6：未発表データ）。これらの結果

から、インフラマソーム阻害による病原菌の増殖抑制効果は薬剤感

受性菌だけでなく、薬剤耐性菌の感染病態も改善できることが示さ

れた。 
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