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研究成果の概要（和文）：本研究は、アダプター蛋白である MyD88/Trif 非依存性に NLRP3 を

活性化するコレラ菌の因子を同定し、活性化経路を明らかにすることを目的とした。2010 年度

~2012 年度までの間に、コレラ菌のいくつかの因子を候補としてあげ、その中で溶血毒素であ

る HlyA が有力な候補であることを明らかにし、またこの活性化機構は他の菌の膜穴形成毒

素・溶血毒素では代用できない特異性のあるものであることを明らかにした。しかしながら、

これをさらに裏付ける十分な証拠を得ることができなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to isolate a MyD88/Trif independent 

NLRP3 activator from Vibrio cholerae O1 and clarified the signaling passway. We used 

several factors of V.cholerae for the purpose, and we found that the hemolysin (HlyA) is 

most possible factor in V. cholerae. We also found that other bacterial hemolysins did not 

show same phenomenon. However, we could not obtain the certificate evidences. 
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１．研究開始当初の背景 

 生体は外部から病原体や異物が体内に侵
入すると、細胞表面にある受容体（Toll Like 

Receptor, TLR）を介してその侵入を感知し、
その情報をさらに細胞内に伝達して伝達シ
グナル特有の応答複合体を形成し、最終的に
炎症性サイトカインを産生し外部刺激に対
し応答する。NLR(NOD-like receptor)蛋白の

1 つである NLRP3 の応答複合体の 1 つであ
り、通常 MyD88 や Trif といったアダプター
を介してカスパーゼ１を活性化し、炎症性サ
イトカインを産生することが知られている。
ヒトに下痢を起こすコレラ菌の培養上清も
同様に作用し、NLRP3 欠損マウス由来のマ
クロファージではカスパーゼ１の活性は認
められない。ところが同じシグナル伝達因子
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の仲間である MyD88 と Trif の両方を欠損し
たマクロファージではカスパーゼ１の活性
及び IL-1βの産生がみられた。これは TLR

→MyD88/Trif 非依存性に NLRP3 が活性化
されたされたことを意味し、同じビブリオ属
であるビブリオ・バルニフィカスでは認めら
れなかった。このことはコレラ菌培養上清に
はこれまでに報告されていない NLRP3 活性
化物質および活性化経路があることを示唆
しており、コレラ菌特有の活性であると考え
られた。 

 これとあわせて世界におけるコレラ流行の
状況をみると新しいなぞが浮かび上がる。
2010 年 ハイチにおける大地震で生活環境の
破壊とともにコレラの大流行がおこり、3 万
人以上のコレラ患者が発生し 3000 人以上の
死者を出した。このときの致死率はこれまで
知られていたコレラの致死率よりかなり高
く、コレラ毒素以外の別の因子が炎症に関わ
っていることが推測された。また、ワクチン
に関し、コレラワクチンにおいて生菌がより
強力で効果的であることが知られていたが、
下痢の主原因であるコレラ毒素を遺伝学的
に除いても、下痢や発熱がみられ、コレラ毒
素以外の因子の存在が疑われていた。 

 

２．研究の目的 

上記のようなこれまで知られていないコ
レラ菌のもつ性状が報告されている。我々が
偶然に見つけた MyD88/Trif 非依存性に
NLRP3 を活性化する現象はこれまで報告さ
れておらず、この現象の解明が上記の疑問に
答えを出す可能性を秘めている。そこで、
MyD88/Trif 非依存性 NLRP3 活性化因子の
存在を証明しかつ同定すること、さらにその
因子が作用する宿主側の標的を明らかにし、
NLRP3 活性化機構を解明することでコレラ
菌による病態変化の機構を明らかにするこ
とを目的とした。 

さらに余力があれば、その因子がコレラの
症状とどの様な関係にあるのかを推定し臨
床症状との関係も検討する。 

 

３．研究の方法 

 方 法 とし て 以下 の手 法 を用 い た。
MyD88/Trif 非依存性 NLRP3 活性化因子の
同定法として、C57BL/6 マウス及びその
MyD88/Trif ダブルノックアウトマウス骨髄
細胞由来マクロファージ（BDM）と反応させ、
NF-ｋβやカスパーゼ１および IL-1βの活性
化をウエスタンブロット法で定性的に、
ELISA 法で定量的に調べる。 

（１）マクロファージと反応させるものとし
て、コレラ菌の既存の病原因子である血球凝
集素プロテアーゼ（Hap）、コレラ毒素、溶
血毒(HlyA), 多機能巨大分子（MART）が活
性化因子かを検討する。 

（２）（１）の因子が不定されたら新たに培
養上清からカラムクロマト、クロマトフォカ
シング、ショ糖密度勾配法、電気泳動法など
種々の分離法を用い因子の同定を試みる。 

（３）（２）により因子が判明したらその因
子に対する抗体を作成し、免疫沈降法などで 

宿主側の応答因子（群）を探求する。 

（４）因子に類似したものを他の菌がもって
いないかを文献的に調べ、持っている場合は
それを調整し、マクロファージと反応させて
同じように活性があるか確認する。 

 
４．研究成果 
 
（１）hlyA 遺伝子欠損株では NLRP3 活性化
は起こらない。 
 NLRP3 は外部刺激によりアダプター蛋白
ASC とカスパーゼ１などを集合しインフラマ
ゾームという複合体を形成し、その後やカス
パーゼ 1 の活性化に引き続き NF-ｋβの活性
化とともに IL-1β、IL-18の分泌と続く一連
の流れを伴っている。コレラ菌の持つ因子と
して、コレラ毒、RtxA 毒、HlyA 毒の欠損株
を作成し BDMと反応させ、IL-1β、カスパー
ゼ１の活性化を調べた。コレラ毒素、および
MART（RTX）欠損株には NLRP3 活性化能がみ
とめられ、活性因子は別のものであることが
判明した。コレラ菌の溶血毒 hlyA の欠損株
を用いると IL-1β, カスパーゼ１の活性化
が著しく低下することがわかり hlyA が目的
の因子である可能性が示唆された。次に hlyA
欠損株の反応系に、コレラ菌の hlyA 遺伝子
を大腸菌に組込み発現させた組換え HlyA を
反応系に加えると、NLRP3 活性化反応（IL-1
β,IL-18,Casp1活性化）が回復した（表１）。
これらの結果から hlyAが MyD88,Trif非依存
性に NLRP3を活性化していることが推測され
た。 
表 1 MyD88,Trif単独ノックアウトマウス BDM
との反応 
                ＋HlyA 
WT/MΦ WT ⊿rtx A ⊿hlyA ⊿R/H＊ ⊿hlyA ⊿R/H 

 
IL-1β +   +      -     -       +    + 
IL-18  +   +      -     -       +    + 
Casp1  +   +      -     -       +    + 
 
*⊿rtxAと⊿hlyAのダブル欠損変異株。 

Casp1:カスパーゼ 1 の活性化を示す。 

（２）MyD88/Tripダブルノックアウトマウス
の骨髄由来マクロファージにおいても同様
な現象がみられる。 
  
 表 2 MyD88(-/-)/Trif(-/-) ダブルノック
アウトマウス BDMに対する反応 

  
      WT  ⊿rtx A  ⊿hlyA  ⊿R/H  



 

 

  IL-1β  +     +      -      - 
  IL-18   +     +      -      - 
  Casp 1  +     +      -      -     
 
 次に MyD88(-/-)Trif(-/-)のダブルノック
アウトマウスのマクロファージを使って同
様な実験を行った（表２）。MyD88,Trif 単独
ノックアウトマウス BDMの結果と同じ結果を 
得た。 
 
（３）hlyA欠損株に ATPを加えてもサイトカ
インの活性化は見れらない。 
 コレラ菌の溶血毒 HlyA は赤血球膜に穴を
あける pore forming toxin ファミリーの一
員であるので、hlyA欠損株のサンプルに P2X7
を刺激しK+の排泄を促進しNLRP3の活性化を
起 こ す ATP を 添 加 し て み た が 、
MyD88(-/-)Trif(-)ノックアウトマウスのマ
クロファージは反応しなかった。このことは
K+イオンの排出に伴う現象ではないことを
示唆している。 
 
（４）他の細菌が産生する溶血毒を加えても
サイトカインの活性化は見られない。 
 コレラ菌の HlyA の MyD88/Trif 非依存性
NLRP3 活性化が他の菌の溶血毒でも生じるか
検討した。リステリア菌のリステリオリジン、
肺炎球菌のα毒素、黄色ブドウ球菌のβ毒素
は、membrane pore forming toxin の仲間で
あり同様な現象が見られることが期待され
た。毒素は遺伝子技術を使い組換え蛋白とし
て大腸菌に発現させ、Niタグの蛋白として精
製した（図１）。溶血活性があることを確認
後、MyD88(-/-)/Trif(-/-)ダブルノックアウ
トマウス由来マクロファージと反応させた
が、コレラ菌と同様な所見は得られなかった
（図２）。このことはこの現象はコレラ菌独
自のものであることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 組換え溶血毒の SDS‐電気泳動のタン
パク染色。各溶血毒素遺伝子を組込んだプラ
スミドを大腸菌に入れ培養後、IPTGで誘導を
かけ（ｃ）、菌体内にある溶血毒を溶解して
集め、Niによるアフィニティーカラムで精製

した（ｐ）。SA:ブドウ球菌α溶血毒（36kDa）、
SP:肺炎球菌ストレプトリジン O(60kDa)、
LM：リステリア菌リステリオリジン O(60kDa)。 
各サンプルの溶血活性を確認後、マクロファ
ージとの実験に使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                ←p10 
                  
 
図２．各菌の溶血毒によるカスパーゼ１活性
化。各菌の溶血毒を MyD88/Trif ダブルノッ
クアウト BDMを使用し、カスパーゼ１の活性
化を p10の産生でみたもの。＋HlyAはΔhlyA
の培養上清に組換え HlyAを加えたもの。 
WT:野生株コレラ菌、ΔhlyA:HlyA欠損コレラ
菌、SA～LM：図１と同じ。 
 
（５）HlyAが因子であることの証明が不足し
ている。 
 以上の結果はコレラ菌 HlyA が MyD88/Trif
非依存性の NLRP3活性化因子である可能性を
示しているが、精製 HlyA の純度が検定され
ておらず、HlyA欠損株で失活した活性が復元
する補足試験の裏付けが十分になされてい
ない。現在この実験を急いでいる。また HlyA
と随伴して産生されている分子で NLRP3を活
性化する因子についての検討がまだなされ
ていない。これらの因子、例えば CpG, 
flagellin, acf、Hap、ペプチドグリカンな
ども検討する必要がある。 
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