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研究成果の概要（和文）：今回、インフルエンザウイルスのNS1タンパク質がNLRP3と相互作用することにより、NLRP3 
inflammasomeの活性化とそれに続くIL-1βの産生を抑制していることを明らかにした。この抑制効果には、RNA結合ド
メイン（38番目のアルギニンと41番目のリシン）と、TRIM25結合ドメイン（96, 97番目のグルタミン酸）が必要であっ
たことから、ウイルスRNAによるNLRP3 inflammasomeの活性化経路にもこのNS1タンパク質が大きく関与していることが
示唆された。本研究成果は、インフルエンザウイルスの病原性を理解するのに重要である。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that the influenza A virus M2 protein activates the 
NLRP3 inflammasome, leading to the secretion of interleukin-1β (IL-1β) and IL-18 following the 
activation of caspase-1. Although the nonstructural protein 1 (NS1) of influenza virus inhibits IL-1β 
secretion, the precise mechanism by which it achieves this remains to be defined. Here, we demonstrate 
that the NS1 protein interacts with NLRP3 to suppress NLRP3 inflammasome activation. J774A.1 macrophages 
stably expressing the NS1 protein suppressed NLRP3-mediated IL-1β secretion. The NS1 RNA-binding domain 
(basic residues 38 and 41) and TRIM25-binding domain (acidic residues 96 and 97) are important for 
suppression of NLRP3 inflammasome-mediated IL-1β secretion. These results will facilitate the 
development of new anti-inflammatory drugs.

研究分野：ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザウイルス感染後の肺での
inflammasome の活性化と IL-βの産生は、ウ
イルス特異的な免疫応答の誘導に必要であ
る。またこれまでの研究から、ある種の腸内
細菌がインフルエンザウイルス感染後の肺
での IL-1βの産生を高めて、インフルエンザ
ウイルス特異的な免疫応答の誘導をサポー
トしていることが明らかとなっていた。 
 
２．研究の目的 
 インフルエンザウイルス感染による NLRP3 
inflammasome の制御機構を解明する。また腸
内細菌叢によるインフルエンザウイルス特
異的な免疫応答の増強メカニズムを解明す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) インフルエンザウイルスNS1タンパク質
が NLRP3 inflammasome 依存的な IL-1βの分
泌を抑制するかを検証するため、HEK293 細胞
を用いた NLRP3 inflammasome の再構築系を
利用した。 
 
(2) HEK293T 細胞を用いた NLRP3 
inflammasome の再構築系で得られた現象を、
IL-1βの主要な産生細胞であるマウスマク
ロファージで再現できるかを確認するため、
インフルエンザウイルスNS1タンパク質を発
現するレンチウイルスを作製し、これをマウ
スマクロファージ細胞株であるJ774A.1細胞
に感染させ、NS1 発現 J774A.1 細胞を樹立し
た。 
 
(3) インフルエンザウイルス NS1 タンパク
質による NLRP3 inflammasome 依存的な IL-1
βの産生抑制機構を調べるため、HEK293R 細
胞に NS1発現プラスミドを導入したときのミ
トコンドリアの膜電位を解析した。 
 
(4)インフルエンザウイルス NS1 タンパク質
が NLRP3 inflammasome の構成因子と相互作
用しているかを調べるため、HEK293T 細胞に、
myc-tag NLRP3 と flag-tag NLRP3、ASC を
co-transfection し、抗 flag 抗体を用いた免
疫沈降を行った。 
 
(5) インフルエンザウイルスNS1タンパク質
による NLRP3 inflammasome 依存的な IL-1β 
の産生抑制機構のさらに詳細なメカニズム
を解析するため、NS1タンパク質のNLRP3/ASC 
によるスペックの形成に与える影響を共焦
点顕微鏡を用いて解析した。 
 
(6) NLRP3 inflammasome 依存的な IL-1βの
産生抑制に必要な、インフルエンザウイルス
NS1 タンパク質の機能ドメインを解析した。
そこで RNA 結合ドメイン（38 番目のアルギ
ニンと 41 番目のリジン）と TRIM25 結合ドメ
イン（96 番目と 97 番目のグルタミン酸）を

アラニンに置換した変異NS1発現プラスミド
を作製し、NLRP3 inflammasome 再構築系に
おける IL-1βの産生、NLRP3 との相互作用、
NLRP3/ASC スペック形成に与える影響ついて
検討を行った。 
 
(7) マウスの腸内細菌を死滅させるため、4
種類の抗生物質（アンピシリン、ネオマイシ
ン、メトロニダゾール、バンコマイシン）を
飲み水に含ませて 4週間与えた。 
 
４．研究成果 
(1) HEK293T 細胞に NLRP3, ASC, 
procaspase-1, pro-IL-1β の発現プラスミ
ドを導入すると、培養上清中に成熟型の IL-1
β を分泌される。これまでの報告の通り、
ヒト uncoupling protein-2 （hUCP-2）発現
プラスミドを導入すると、IL-1β の分泌が
抑制された。同様に、インフルエンザウイル
ス NS1 発現プラスミドを導入すると NLRP3 
inflammasome 依存的な IL-1β の分泌を有
意に抑制した。しかし、NS1 タンパク質によ
り細胞質中の pro-IL-1β の発現量には影響
を与えなかったことから、NS1 タンパク質は
NLRP3 inflammasome の活性化そのものを抑
制していることが示唆された。 
 
(2) NS1 発現 J774A.1 細胞に NLRP3 のアゴニ
ストである ATP や、NS1 欠損インフルエンザ
ウイルスを感染させた場合、コントロールの
EGFP 発現 J774A.1 細胞と比較して、NS1 発現
J774A.1 では、ATP 刺激 30 分後または NS1 欠
損ウイルス感染 24 時間後の培養上清中の
IL-1βの産生が有意に低下していることが
分かった。 
 
(3) これまでの報告通り、HEK293T 細胞に
hUCP-2 の発現プラスミドを導入、または細胞
を carbonyl cyanide m-chlorophenyl 
hydrazone（CCCP）で処理するとミトコンド
リアの膜電位が低下した（TMRM 染色）。しか
し、インフルエンザウイルス NS1 タンパク質
発現プラスミドを導入しても、ミトコンドリ
アの膜電位に影響を与えなかった。 
 
(4) 抗 flag抗体を用いた免疫沈降法により、
インフルエンザウイルス NS1 タンパク質が
NLRP3 と相互作用していることが確認できた。 
 
(5) HeLa 細胞に NLRP3 と ASC の発現プラスミ
ドを導入すると、NLRP3/ASC が形成するスペ
ック構造を１細胞に１つ観察できた。しかし、
ここにインフルエンザウイルスNS1タンパク
質発現プラスミドを導入すると NLRP3/ASC 
が形成するスペック構造が分散することが
分かった。 
 
(6) RNA 結合ドメインと TRIM25 結合ドメイン
は、NS1 タンパク質による NLRP3 
inflammasome 依存的な IL-1βの抑制、NS1 タ



ンパク質と NLRP3 タンパク質との相互作用、
NLRP3/ASC によるスペック形成の抑制に必要
であることが分かった。 
 
(7) 抗生物質により腸内細菌を死滅させた
マウスは、通常の水を飲んでいたマウスより
もインフルエンザウイルス感染に対する感
受性が増した。さらに次世代シークエンサー
を用いた解析により、4 種類の抗生物質を飲
ませたマウスの腸内には、ある種の腸内細菌
の割合が増加していることを見出した。 
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