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研究成果の概要（和文）：カスパーゼ－8はアポトーシスの実行因子である一方、NFκB活性化を介した炎症反応惹起に
関わる。我々は新規サルモネラエフェクターGogAが感染マクロファージにおいてカスパーゼ－8活性化に関わることを
見出した。GogAは感染初期におけるNFκB活性化、それに続く炎症性サイトカインIL-1β発現制御に関与した。GogAに
よるカスパーゼ－8活性化にはLSm8が必要であった。一方、カスパーゼ－8活性化はGogAの過剰発現だけでは変化しない
ことから、他の因子の関与が示唆された。サルモネラはGogAの分泌量を制御することによりNFκBカスケードを制御し
、感染を成立させていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Caspase-8 activation requires tight regulation owing to its two opposing functions
, namely as an initiator of apoptosis and in a non-apoptotic role including induction of the pro-inflammat
ory response. We have demonstrated that a novel Salmonella effector GogA induces caspase-8 activation. The
 limited caspase-8 activation by GogA is involved in NFkB activation, leading to modulation of proinflamma
tory cytokines at the early stage of Salmonella infection. However, caspase-8 activation is not involved i
n induction of pyroptosis. Furthermore, caspase-8 activation by GogA may be required for interaction with 
LSm8, U6 snRNA-associated Sm-like protein. On the other hand, Salmonella has another effector involving in
 caspase-8 activation in addition of GogA. These finding together, it is suggested that induction of NFkB 
activation by the activated-caspase-8 are regulated through translocation of some effectors including GogA
, leading to proliferation of Salmonella within host cells.
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１．研究開始当初の背景 
カスパーゼは真核細胞に広く存在するシ

ステインプロテアーゼであり、15 種類が同定
されている。カスパーゼ－8 は細胞のプログ
ラム死“アポトーシス”の実行因子として研
究が進んできた（apoptotic function）。一
方、カスパーゼ－8 が活性化されているにも
関わらずアポトーシス誘導とは関係しない
細胞機能にも関与することが明らかとなっ
てきている（non-apoptotic functions）。 
サルモネラは染色体上にコードされる

Salmonella pathogenicity island 1（SPI1）
で構成される3型分泌装置からエフェクター
と呼ばれる病原因子を宿主細胞に送り込む
ことにより、病原性発揮に必要な小腸上皮細
胞からの侵入や宿主自然免疫惹起を誘導す
る。SPI1 は感染段階における宿主環境に応じ
て厳密に制御されているが、我々は SPI1 が
脱制御され過剰発現されると、マクロファー
ジのアポトーシスを過剰に誘導することを
見出している。マクロファージは宿主内にお
けるサルモネラが生存・増殖繰り返す寄生先
であることから、マクロファージの生死を制
御することは、サルモネラの病原性発現に重
要な戦略であると考えられるが、宿主体内に
おいてどこで制御されているかについては
不明である。 
過剰な SPI1 によって誘導されるアポトー

シスにはカスパーゼ－8 活性化が必須であっ
た。又、サルモネラ野生株感染ではアポトー
シスは誘導されないものの、カスパーゼ－8
が低レベルで活性化されていた。更に我々は、
カスパーゼ－8 活性化エフェクターとして、
GogA、GtgA2 を同定していた。しかしながら、
GogA、GtgA2 によるカスパーゼ－8 活性化機
構及び野生株におけるカスパーゼ－8 活性化
の意義については明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
サルモネラが GogA、GtgA2 によってカスパ

ーゼ－8 活性化を誘導する機構及びその意義
について検討した。また、カスパーゼ－8 活
性化の分子機構を明らかにするため、GogA を
用いた酵母 2 ハイブリッド法により Ddx50、
LSm8、Thap7 が候補因子として同定していた。
これら RNA 制御に関するタンパク質である。
これまでにウイルス感染においてRNA認識レ
セプターRIG-I ファミリーを介したカスパー
ゼ－8 活性化について報告されていたが、
Ddx50 では RIG-I との相同性のある領域が存
在していた。そこで候補因子とともに、RIG-I
を介したカスパーゼ－8 活性化経路が存在す
るか検討することで、GogA,GtgA2 によるカス
パーゼ－8 活性分子機構を明らかにすること
を目的に研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（1）サルモネラ感染におけるカスパーゼ活

性化の検討：サルモネラ野生株及び各種欠損
株をマウスマクロファージ様細胞 RAW264.7
細胞、マウス骨髄由来マクロファージに感染
させた後、経時的にサンプル調製した。カス
パーゼ－8活性は、Caspase-Glo Assay（プロ
メガ）を用い、ルシフェラーゼ活性を指標と
した。ルシフェラーゼは GLOMAX（プロメガ）
で測定した。又、カスパーゼ－8、カスパー
ゼ－3 抗体（Cell signaling）を用いて前駆
体と活性体を検出した。 
 
（2）サルモネラエフェクターの細胞内移
行：Cya 融合タンパク質を発現するプラスミ
ドをサルモネラに感染させ、cAMP 量を測定す
ることでタンパク質の細胞内移行量を比較
した。又、lacプロモーター下流に GogA をク
ローニングしたプラスミドを構築し、サルモ
ネラ野生株及び変異株に導入し、RAW264.7 細
胞に感染した。細胞を固定化した後、GogA 抗
体で染色し、共焦点レーザー顕微鏡で観察し
た。又、細胞を分画し、ウェスタンブロッテ
ィングで検出した。 
 
（3）siRNA による宿主候補因子ノックダウン
によるカスパーゼ－8活性化への影響：siRNA
はライフテクノロジーズジャパン社から購
入した。細胞への導入は、Lipofectamine 
RNAiMAX（インビトロジェン）を用い、添付
資料に基づいて行った。 
 
（4）FRET 法による細胞内相互作用の検討：
GogA は pTagGFP2-N（evrogen）にクローニン
グし、GogA-GFP が発現するプラスミドを構築
した。Ddx50 及び LSm8 は pTagRFP-C（evrogen）
にクローニング、RFP-Ddx50 及び LSm8 が発現
す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。
LipofectamineLTX を用いて HeLa 細胞にトラ
ンスフェクションし、24 時間後に共焦点レー
ザー顕微鏡 FV1000（オリンパス）を用いて観
察した。 
 
 
４．研究成果 
(1)サルモネラエフェクターGogA は SPI1 レ
ギュロンに属する。 
こ れ ま で に マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞

RAW264.7感染でのカスパーゼ－8活性化に関
わる因子として、GogA、GtgA2 を同定してい
る。2 つのタンパク質の相同性は 96.9%と非
常に高いにも関わらず、カスパーゼ－8 活性
化に関わる寄与はGogAのほうが強い。また、
マウス骨髄由来マクロファージ感染におけ
るカスパーゼ－8活性化には、GogA のみが関
与するとの結果が得られた。GogA、GtgA2 は
細胞内移行量が異なる可能性を考え、まず野
生株における GogA、GtgA2 の細胞内移行量に
ついてCya融合タンパク質を用いて検討した。
その結果、GogA の細胞内移行量が多いことが
示された。カスパーゼ－8活性化は SPI1 過剰
発現株であるLon欠損株で顕著に高くなるこ



とから、Lon 欠損株からの GogA、GtgA2 欠損
株の細胞内移行量を野生株と比較したとこ
ろ、GogA の細胞内移行量は増加するものの、
GtgA2 の細胞内分泌量はほとんど変化しなか
った。Lon 欠損株では SPI1 発現が大きく上昇
していることから、GogA の発現は SPI1 と同
調し、SPI1 量に応じて細胞内に移行されるこ
とが示唆された。一方、GtgA2 の発現は SPI1
と同調しておらず、GogA に比べて低い。以上
の結果より、サルモネラカスパーゼ－8 活性
化は、主に GogA に依存することが明らかと
なった。 
 
(2)GogA は感染初期における NFκB 活性化に
関わる。 
野生株感染におけるカスパーゼ－8 活性化

の影響を検討するため、炎症性サイトカイン
IL1β 産生について検討した。野生株及び
GogA欠損株をRAW264.7細胞に感染24時間後
の培養上清中の IL1β量を ELISA により測定
したところ、GogA 欠損株感染で優位に低下し
ていた。この減少が発現低下に依存するか検
討したところ、GogA 欠損株感染では野生株感
染と比較して顕著に低下していた。 
IL1βの転写にはNFκBが関わる。そこで、

GogAがNFκB活性化に関与するか調べるため、
感染細胞における NFκB 阻害タンパク質
iκBα 量を比較した（図 1）。その結果、感
染 2 時間後では GogA 欠損株感染では野生株
感染と比較して増加していた。又、Lon 欠損
株感染細胞では、感染 4時間でも顕著に減少
していたが、Lon・GogA 二重欠損株では減少
が見られなかった。このことは、GogAが NFκB
活性化に関与することを示している。 

 
図 1.サルモネラ感染細胞における iκBα量 
 
(3)カスパーゼ-8 活性はピロトーシス誘導に
は関与しない。 
サルモネラ感染によるIL1β産生を伴う炎

症反応では、アポトーシスとは異なる細胞死
‘ピロトーシス’が誘導される。カスパーゼ
-8 活性化もピロトーシス誘導に関与する可
能性を検討した。Lon 欠損株を RAW264.7 感
染 4時間後の細胞死を検討したところ、アポ
トーシスと共にピロトーシスも活性化され
ていた。しかしながら、Lon・GogA 二重欠損
株ではアポトーシス誘導は顕著に低下する
ものの、ピロトーシスは Lon 欠損株感染と同
レベルであった。このことから、カスパーゼ
-8 活性はピロトーシス誘導に関与しないこ
とが明らかとなった。 

 
(4)カスパーゼ－8 活性化には LSｍ8 が関与
する。 
GogAのターゲット候補であるDdx50、LSm8、

Thap7 及び RIG-I がカスパーゼ－8 活性化に
関与する可能性について検討するため、各遺
伝子に対する siRNA を RAW264.7 に導入、16
時間後にサルモネラ Lon 欠損株を感染させ、
4 時間後の細胞を回収し、カスパーゼ－8 活
性について調べた。その結果、LSm8 siRNA を
導入した細胞で、カスパーゼ－8 及びカスパ
ーゼ－3活性が顕著に低下した（図 2）。この
ことから、サルモネラ感染におけるカスパー
ゼ－8活性化には、LSm8 が関与することが示
唆された。LSm8 は U6 snRNA-associated 
Sm-like protein であり、RNA と相互作用す
ることで RNA のプロセシングに関与するが、
アポトーシス誘導との関与は不明である。 
 

図 2. LSm8 siRNA によるカスパーゼ－8活性
化 
 
(5)GogA と LSm8 の相互作用 
GogA と LSm8 の相互作用を検討するため、

GogA-GFP および RFP-LSm8 を発現するプラス
ミドを構築、HeLa 細胞に導入し 16 時間後に
観察した。GogA-GFP は核近傍に集積しており、
RFP-LSm8 は細胞質に発現していた。FRET に
より観察した RFP-LSｍ8 は、GogA-GFP のとこ
ろで検出された（図 3）。このことから、GogA
は LSｍ8と相互作用されることが強く示唆さ
れた。 
 

図 3 GogA-GFP と RFP-LSｍ8 の相互作用 
 
(6)GogA に加えて他のサルモネラ因子がアポ
トーシス誘導に関与する。 
 GogA のみでアポトーシスが誘導されるか
検討するため、GogA を発現するプラスミド構
築、RAW264.7 への導入を行った。しかしなが



ら、トランスフェクション効率が低く、この
方法では確かめることができなかった。そこ
で、GogA プラスミドを導入したサルモネラ野
生株を感染させ、IPTG 添加により GogA を過
剰に発現させた。IPTG 添加により GogA の細
胞内移行量は顕著に増加していた。しかしな
がら、カスパーゼ-8 活性化量は IPTG を添加
していないときと同程度であった。このこと
から、GogA 量の増加以外の因子が、カスパー
ゼ-8 の活性増加に必須であることが示唆さ
れた。Lon 欠損株では GogA 以外の SPI1 エフ
ェクターも増加していることから、他の SPI1
エフェクターが GogA と協同して、カスパー
ゼ-8 活性化に関与すると考えられる。  
 
以上の結果より、サルモネラはマクロファ

ージに感染すると、SPI1 レギュロンに属する
GogA を SPI1 依存的に宿主細胞内に移行させ
る。移行された GogA は LSｍ8 と相互作用す
ることで、カスパーゼ-8 活性化を誘導する。
活性化されたカスパーゼ-8はNFκBを活性化
し、炎症性サイトカインの発現を促す。 
細菌感染における炎症反応惹起は、多くの

病原性細菌で報告されており、この反応では、
Nod-like レセプターとカスパーゼ-1 によっ
て構成されるインフラマソーム構築が必須
である。この炎症反応はピロトーシスを誘導
し、細胞内に取り込まれ菌でも外に放出する
ことで殺菌されやすくするため、宿主の防御
機構のひとつであるとも考えられる。しかし
ながら、今回明らかにしたサルモネラエフェ
クターによるカスパーゼ-8 を介した炎症反
応惹起は細胞死を誘導しない。このことから、
低レベルでのカスパーゼ-8 活性はサルモネ
ラの増殖の場であるマクロファージを集積
させ、自身の生存・増殖の場を確保するとい
う、サルモネラ側の感染戦略の一つと考える
ことができる。 
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