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研究成果の概要（和文）：本研究では、III型分泌装置（T3SS）による腸炎ビブリオによる新しい免疫回避の分子機構
を解明することを目的とした。これまでに、NLRC4インフラマゾーム活性化を負に制御する腸炎ビブリオのT3SSエフェ
クターを2種類同定し、それらの細胞内の機能を明らかにした。エフェクターのひとつVopQは細胞内のオートファジー
を誘導し、もうひとつのエフェクターVopSは低分子量GTPaseRhoファミリー分子を不活化することによって、それぞれ
相加的にNLRC4インフラマゾーム活性化を抑制していた。NLRC4インフラマゾーム活性化に干渉する細菌のエフェクター
の同定は今までに報告がなく、全く新規な機能であった。

研究成果の概要（英文）：In this work we found that both the NLRP3 and NLRC4 inflammasomes are activated by
 thermostable direct hemolysins (TDHs) and type III secretion system 1 (T3SS1) in response to V. parahaemo
lyticus infection. The activated inflammasomes then triggers the activation of caspase-1, a cysteine prote
ase that is essential for IL-1beta processing and release. However, the bacteria also have a function to s
uppress inflammasome activation via T3SS1. We identified T3SS1 secreted effector proteins, VopQ and VopS, 
prevent mainly NLRC4 inflammasome activation. VopQ and VopS induce autophagy and the inactivation of Rho G
TPases, including Cdc42, respectively, and these cellular events interfere with the assembly of specks, th
e platform of inflammasome activation. Collectively, T3SS1 effector-based suppression of inflammasome acti
vation may provide important insights into bacterial strategies for evading inflammasome-mediated host imm
une responses.
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１．研究開始当初の背景 
	 ビブリオ属細菌の中で、ヒトに病原性を示
す菌種は現在 12 種類あるとされている。こ
れらの病原性ビブリオは、引き起こす疾患の
種類によって 1) 腸管感染症と、2) 敗血症お
よび創傷感染を引き起こす菌種の 2つに大別
することができる。1)のカテゴリーとしてコ
レラ菌と腸炎ビブリオが、2)のカテゴリーと
してビブリオ・バルニフィカスが知られてい
る。 
	 腸炎ビブリオは、汚染海産物の生食を介し
て腸管に感染し、下痢・発熱といった炎症性
腸炎を引き起こす。この病態には耐熱性溶血
毒（Thermostable direct hemolysin: TDH）
や 2種類の III型分泌機構（Type 3 secretion 
system: T3SS、T3SS-1と T3SS-2がある）
が関与すると報告されているが、詳細な病態
形成のメカニズムは未だ解明されていない。
最近、本菌の T3SSを介して分泌されるエフ
ェクターの機能が徐々に明らかになり、これ
らが細胞・腸管毒性に関与すると考えられて
いる。一方で、感染に伴って誘導されるイン
ターロイキン（IL）-1βや TNF-αといった
炎症性サイトカインが腸管の炎症に関与す
ると報告されており、菌の感染によって誘導
される局所の免疫応答が、腸炎ビブリオ感染
による腸管炎症の一因であると推定されて
いる。しかし、宿主細胞内で発現すれば容易
に分泌される TNF-αと異なり、活性化・分
泌機構が複雑な IL-1βがどのように誘導さ
れるのか解明されていなかった。 
	 IL-1βは IL-18とともに、生物活性のない
前駆体として細胞内に存在するが、これを切
断して活性化体に変換する因子がカスパー
ゼ-1である。カスパーゼ-1自体も通常状態で
は細胞質中で不活化体として存在するが、細
胞への刺激で活性化され、炎症性の細胞死を
誘導することが知られている。さらに、カス
パーゼ-1 活性を制御するのが Nod 様受容体
であることが近年明らかになり、特に細菌感
染に関連するのが NLRP3、NLRC4、AIM2
および ASC である。このように、感染を引
き金として Nod様受容体̶カスパーゼ-1活性
化̶サイトカイン活性化という 3 つのステッ
プが細胞内で存在することがわかってきた。 
	 腸炎ビブリオが感染したマクロファージ
においても、耐熱性溶血毒（TDH、Aと Sの
2種類）がNLRP3を活性化し、一方でT3SS-1
が NLRP3と NLRC4両方を活性化すること
を見出した。一方で、T3SS-1 を構成する遺
伝子クラスターには、複数の病原性分泌タン
パク「エフェクター」がコードされている。
申請者が、エフェクターコード領域を欠損し
た株を用いて NLRC4経路を解析してみると、
驚いたことに、カスパーゼ-1の活性化が顕著
に亢進することを見出した。これらの知見か
ら、腸炎ビブリオには「カスパーゼ-1活性化
抑制エフェクター」が存在し、宿主自然免疫
から回避する機構があるという仮説を立て
るに至った。 

 
２．研究の目的 
腸炎ビブリオの T3SS-1 を介して分泌される
「カスパーゼ-1活性化抑制エフェクター」を
同定し、その機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）カスパーゼ-1活性化を抑制する T3SS-1
エフェクターの同定	 
① 各種遺伝子欠損株の作製	 
② 欠損株のマクロファージへの感染とカス
パーゼ-1 活性化の解析	 

③ 各種 NLR ノックアウトマウス由来のマク
ロファージにおける活性化	 

	 
（２）エフェクターの細胞内標的分子の同定
とその細胞内機能の解析によるカスパーゼ
-1 活性化抑制機構の解明	 
① プルダウンあるいは酵母 two-hybrid 法に
よる細胞内標的分子の同定	 

② 標的分子の細胞内挙動の解析	 
③ 標的分子の欠損細胞の作製と解析	 
④ エフェクターホモログの検索と解析	 
	 
（３）マウス感染モデルを用いた評価系の確
立とカスパーゼ-1 活性化抑制エフェクター
の in	 vivo での機能解明	 
① 腸管感染モデルの試作	 
② エフェクター欠損株の感染と解析	 
	 
４．研究成果	 
	 腸炎ビブリオの感染に伴うカスパーゼ-1
活性化の分子メカニズムを解析した結果、神
奈川現象の本体である耐熱性毒素 TDH が
NLRP3 を、III 型分泌装置 T3SS-1 が NLRP3 と
NLRC4 両方を活性化することを見出した。さ
らに本菌の T3SS-1 から分泌されるエフェク
ターが主に NLRC4 インフラマゾームの活性化
を特異的に阻害することから、このエフェク
ターの同定と NLRC4 活性化に対する阻害効果
のメカニズムの解明を目指した。解析の結果、
２つのエフェクターVopQ および VopS を同定
した。VopQ はマクロファージ内でオートファ
ジーを、また VopS は RhoGTPase の不活化を
誘導し、それらが NLRC4 活性化を抑制するこ
とを明らかにした。これらの結果は、腸炎ビ
ブリオが感染時に誘導されるインフラマゾ
ームを T3SS 依存的に抑制することによって、
宿主免疫による菌の排除を回避する機構を
有することを示唆している。	 
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