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研究成果の概要（和文）：レジオネラ感染に応答するのはC57BL/6由来のNaip5のみであることがわかった．Balb/cのNa
ip5は，C57BL/6のNaip5と同様にアポトーシスを抑制したが，パイロトーシスは誘導しなかった．A/JのNaip5は，アポ
トーシスにもパイロトーシスにもほとんど影響を与えなかったことから，機能自体が欠損していると考えられた.また
、活性酸素種で誘導される細胞死は，C57BL/6-Naip5によって顕著に促進され，Balb/c-Naip5によって抑制された．こ
れらの結果は，Naip5は，レジオネラ感染細胞に生じる刺激の種類に応じて細胞の生存を調節していることを示唆して
いる．

研究成果の概要（英文）：Naip5 is a natural resistance gene against Legionella infection in mice. We 
examined the functional differences among three Naip5 alleles. C57BL/6 Naip5 restricts intracellular 
growth of Legionella, while A/J Naip5 do not, in RAW264.7 macrophages. Effect of Balb/c Naip5 was 
intermediate. After L. pneumophila infection, C57BL/6 and A/J Naip5 significantly promoted cell death, 
which was not observed in cells expressing Balb/c Naip5. C57BL/6 Naip5 induced caspase-1 activation in 
infected cells, whereas no substantial activation was observed in Balb/c and A/J Naip5-expressing cells. 
Apoptosis upon DNA damage was inhibited by C57BL/6 and Balb/c Naip5, while A/J Naip5 did not affect. 
Interestingly, C57BL/6 Naip5 significantly promoted, whereas Balb/c Naip5 inhibited, cell death induced 
by reactive oxygen species. These results indicate that Naip5 regulate cell survival by inhibiting 
apoptosis or by promoting pyroptosis in response to specific cellular signals.
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１．研究開始当初の背景 

レジオネラはマクロファージの殺菌機構に

抵抗し、その細胞内で増殖する細胞内寄生菌

である．しかし、マウスのマクロファージは

レジオネラを貪食して殺菌する．すなわち，

マウスマクロファージは細胞内のレジオネ

ラを認識し，細胞内増殖を抑制する機構を持

っている．細胞内増殖の抑制に関与する因子

（インフラマソーム構成分子群）として，宿

主の Naip5 (NLR-family, apoptosis inhibitory 

protein)，Ipaf，および Caspase-1 と，レジ

オネラのフラジェリン（鞭毛構成タンパク）

が明らかにされているが，その分子認識機構

は不明である．本研究ではまず，インフラマ

ソーム（Naip5 複合体）を精製・単離するた

めの細胞株を作製し，それを使用して「Naip5

複合体」を精製してその構成を明らかにする．

次に、「Naip5 複合体」の全体および複合体

を構成する個々の因子の機能を調べること

で，「Naip5 複合体」によるレジオネラの細

胞内増殖の抑制機構を推定することを目的

とする．これにより，レジオネラがマクロフ

ァージ内で「どのように」宿主に認識される

かを明らかにする． 

 

２．研究の目的 

本研究ではまず，「Naip5 複合体」を精製・

単離するための細胞株を作製し，それを使用

して「Naip5 複合体」を精製し，その構成を

明らかにする．次に、「Naip5 複合体」の全

体および複合体を構成する個々の因子の機

能を調べることで，「Naip5 複合体」による

L. pneumophila の細胞内増殖の抑制機構を

推定する．また、マウスのレジオネラ感染

に対する自然抵抗性遺伝子 Naip5は多型性

を有しており，マウスの系統の違いで少な

くとも 3種類の配列が存在する．本研究で

は，3 種類の Naip5 について，機能の違い

も検討する。これらにより，レジオネラがマ

クロファージ内で「どのように」宿主に認識

されるかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

C57BL/6 マウス，A/J マウス、および Balb/c

マウス由来の Naip5 cDNAをそれぞれクロー

ニングし，そのコード領域を，プロモーター，

GFP 配列，G418 耐性遺伝子を含む市販の発

現ベクターに連結した．これを線状化してエ

レクトロポレーションで RAW264 細胞に導

入後，G418で選択し，GFP-Naip5融合遺伝子

が染色体に組み込まれて，高レベルかつ安定

に発現するクローンを選別した．選別したそ

れぞれのクローンの Naip5発現量がそれぞれ

同程度であることを確認した後，レジオネラ

感染に対する応答を調べた．すなわち，レジ

オネラ感染細胞におけるカスパーゼ 1の活性

化，細胞死，および細胞内増殖の阻害の有無

を検討した．カスパーゼ 1の活性化は，IL-1

の分泌量を ELISA で測定することにより数

値化した．細胞死は，エチジウムホモダイマ

ー1 (EthD-1) の取り込み，および乳酸デヒド

ロゲナーゼ (LDH) の放出を指標にした．細

胞内のレジオネラ生菌数を測定する際には，

感染細胞の破砕液を BCYEにプレーティン

グし，出現したコロニー (CFU) を計測した． 

４．研究成果 

Naip5C57BL/6はレジオネラの細胞内増殖を顕著

に抑制したが，Naip5A/J はまったく抑制しな

いこと，Naip5Balb/cは弱いながらも菌の細胞内

増殖を抑制すること，がそれぞれ明らかにな

った（図 1）. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



レジオネラ感染マクロファージの細胞死は，

Naip5C57BL/6によって顕著に促進した．感染細

胞の死は Naip5A/J発現細胞でも有意に観察さ

れたが，Naip5Balb/c発現細胞では認められなか

った（図 2）．
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図2. レジオネラ感染マクロファージの細胞死

 

また，レジオネラ感染細胞における

caspase-1 の活性化は，Naip5C57BL/6発現マク

ロファージでのみ認められ，Naip5Balb/cおよび

Naip5A/J発現細胞では痕跡程度にしか認めら

れなかった（図 3） 

さらに，DNA傷害に誘導されるapoptosisは， 

Naip5C57BL/6および Naip5Balb/cで抑制されたが，

Naip5A/Jでは抑制されなかった（図 4）． 
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図4. DNA傷害で誘導される細胞死
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以上の結果から，3 種の Naip5 のうち，レジ

オネラ感染に明確に応答するのはC57BL/6由

来の Naip5のみであることが明らかになった．

A/J の Naip5 は，わずかに応答するものの，

この応答はレジオネラ抵抗性には寄与しな

いと考えられた．また，Balb/c の Naip5 は

C57BL/6 の Naip5 と同様に DNA 傷害で誘導さ

れるアポトーシスを抑制するが，C57BL/6 と

は異なり，レジオネラ感染の際の pyroptosis

は誘導しないことから，Balb/c の Naip5 によ

る弱いレジオネラ抵抗性は，pyroptosis には

依存しないものであることが示唆された．

A/J の Naip5 は，apoptosis にも pyroptosis

にもほとんど影響を与えなかったことから，

機能自体が defective であると考えられた． 

Naip5 は，レジオネラ感染のみならず，細胞

内のさまざまなストレスに対する応答に関

与していると考えられる．今後は Naip5 が関

与する細胞内ストレス応答の制御機構を明

らかにしていく予定である． 
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