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研究成果の概要（和文）：腸炎ビブリオのエフェクタータンパクVopQはマクロファージのインフラマソームによ
るカスパーゼ-1の活性化を阻害する。その機序を明らかにするために、VopQの宿主細胞内標的分子の探索および
オートファジー誘導とインフラマソーム活性化阻害との関連について検証した。結果として、VopQの宿主細胞内
標的分子は細胞接着因子Afadinが候補にあがったが、マクロファージ内での相互作用は認められなかった。ま
た、オートファジー誘導との関連について、研究期間中に十分な検証が得られなかったが、貪食細胞特異的に発
現するATG5コンディショナルノックアウトマウスが出来たので、今後の研究での活用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：The effector protein VopQ of Vibrio parahaemolyticus is known to inhibit the
 activation of caspase-1 in macrophage inflammasome. I attempted to clarify, the relationship 
between autophagy induction and inflammasome activation inhibition, searching for target molecules 
for VopQ in host cells.  As a result, the cell adhesion factor Afadin was a candidate the target 
molecule for VopQ, but interaction in macrophages was not observed. In addition, I could not 
identify such concerning the relation with autophagy, during this reserch period, but ATG5 
conditional knockout mouse expressing specifically on phagocytic cells was made, so it can be 
expected to be utilized in future research.

研究分野： 細菌学

キーワード： マクロファージ　インフラマゾーム　感染防御
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
腸炎ビブリオは細胞外増殖性細菌であり、

主 な 病 原 因 子 と し て 耐 熱 性 溶 血 毒
(Thermostable	 direct	 hemolysin:	 TDH)およ
び 2 種 類 の III 型 分 泌 装 置 	 (Type	 3	 
secretion	 system-1 および	 -2	 :	 T3SS-1、
T3SS-2)を有する。	 III 型分泌装置（T3SS）
は多くのグラム陰性細菌にみられる特殊な
タンパク質分泌装置で、エフェクターと総称
されるタンパク質を宿主細胞に直接注入し、
様々な作用を引き起こすことによって感染
を成立させると考えられている。	 

一方、細菌の感染に伴いマクロファージ等
の自然免疫系細胞は、菌を排除するための防
御システムを作動させる。その中でもカスパ
ーゼ-1（別名インターロイキン-1β変換酵
素）は、細胞内で活性のない前駆体	 （プロ
カスパーゼ-1）として存在し、Nod 様受容体
（NOD-like	 Receptor,	 NLR）の NLRP3 や NLRC4
といった分子と、アダプタータンパク質 ASC
およびプロカスパーゼ-1 からなるタンパク
質複合体（インフラマソーム）を形成し、カ
スパーゼ-1 活性化を制御することが明らか
になっている。活性化したカスパーゼ-１は
IL-1β、IL-18 の前駆体（それぞれ proIL-1
β、proIL-18）を切断して成熟型へ変換し、
細胞外への分泌を促す役割を担っている（図
1）。	 

	 申請者らは腸炎ビブリオがマクロファー
ジに感染すると、病原因子であるTDHはNLRP3
によって、また T3SS-1 は NLRP3、NLRC4 両方
にそれぞれ認識されることで、インフラマソ
ームが活性化することを報告した。さらに、
T3SS-1 により分泌されるエフェクタータン
パクの 1 つ VopQ を欠損した株をマクロファ
ージに感染させると、野生株感染時に比べて
NLRC4 インフラマソームを介したカスパーゼ
-1 の活性化が特異的に増強されることを発
見した（図 2）。	 
	 つまり、腸炎ビブリオは VopQ を使って
NLRC4 インフラマソームによるカスパーゼ-1
の活性化を阻害していることが明らかとな
った	 (Higa	 et	 al.	 PLoS	 Pathog,	 2013)。こ
れまでに、VopQ がオートファジーを誘導する
という報告があるが(Burdette	 et	 al.	 Mol	 
Microbiol,	 2009)、VopQ によるオートファジ

ー誘導とインフラマソーム活性化阻害との
関連は明らかではなかった。現在、VopQ の宿
主細胞内標的分子は不明であり、本菌が宿主
個体に感染した時の病態発症における VopQ
の役割も全く不明であった。	 

 
２．研究の目的	 

感染性食中毒の起因菌である腸炎ビブリ
オがマクロファージに感染すると、菌側の病
原因子によって宿主細胞内のカスパーゼ-1
が活性化され、炎症性サイトカインの産生と
細胞死が誘導される。その一方で、腸炎ビブ
リオは VopQ と呼ばれるエフェクタータンパ
ク質を宿主細胞内に注入してカスパーゼ-1
の活性化を阻害していることが、申請者らの
研究によって明らかとなった。しかしながら、
この一見矛盾する現象の詳細はわかってな
い。そこで本研究では、VopQ によるカスパー
ゼ-1 の活性化阻害機構、および個体レベルで
の感染過程におけるその役割について明ら
かにする。具体的には VopQ の宿主細胞内標
的分子の探索を行い、その相互作用を明らか
にすること、およびオートファジー誘導とイ
ンフラマソーム活性化阻害との関連につい
て明らかにすることを目的とした。	 
	 
３．研究の方法	 

本研究を遂行するにあたり、腸炎ビブリオ
RIMD2210633 株（臨床分離株）を使用し、耐
熱性溶血毒(TDH)欠損株を親株として各種病
原因子欠損株を作製し実験に使用した。宿主
として C57BL/6 マウスおよび C57BL/6 マウス
を遺伝的背景とするカスパーゼ-1、ASC、
NLRP3、NLRC4、NAIP5、IL-1β、IL-18 などの
遺伝子欠損マウス、NLRP3 および NLRC4 二重
欠損マウス、ATG5 コンディショナルノックア
ウト（部位特異的欠損）マウス等を使用した。	 
	 
＜計画1＞VopQによるカスパーゼ-1活性化抑
制とオートファジーの関連を明らかにする	 
	 オートファジーに必須の遺伝子 ATG5 の全
身欠損マウスは生後まもなく死亡するため、
Cre/loxP システムを用いたコンディショナ

図 2. T3SS-1 より分泌されるカスパーゼ-1 活
性化抑制因子、VopQ 

図1. 腸炎ビブリオによるカスパーゼ-1活性化
機構 



ルノックアウトマウスを利用する。Lys2-Cre
の系を用いて貪食細胞特異的 ATG5	 コンディ
ショナルノックアウトマウスを作製する。こ
の ATG5	 コンディショナルノックアウトマウ
スから骨髄を採取して分化させたマクロフ
ァージ細胞に腸炎ビブリオ親株と VopQ 遺伝
子欠損株を感染させ、カスパーゼ-1 活性化お
よび IL-1β、IL-18 の産生を解析する。パイ
ロプトーシスの確認は細胞死によって細胞
外に排出されるLDH(lactose	 dehydrogenase)
酵素の測定によって評価する。	 
	 
＜計画 2＞VopQ の宿主細胞内標的分子を同定
し、カスパーゼ-1 活性化抑制機構を解析する	 
	 酵母 two-hybrid スクリーニングで相互作
用する宿主側標的分子の同定を試み、スクリ
ーニングを行った結果、有望な候補クローン
X が分離された(図 3)。	 

	 このクローン Xの全長のクローニングと塩
基配列を決定する。	 
	 VopQ の宿主細胞内標的分子が同定された
ら、VopQ と宿主細胞内標的分子が会合した時
に、NLRC4 インフラマソームへどのような影
響を与えるか調べる。これまでの結果から、
VopQによるカスパーゼ-1活性化抑制はNLRP3
には影響がなく NLRC4 のインフラマソームを
形成した後のカスパーゼ-1 活性化への影響
が確認されている。感染時に当該標的分子の
抗体を用いて、細胞免疫染色等を行い評価す
る。また可能であれば、同定した標的分子の
遺伝子欠損マウス由来の細胞、あるいは遺伝
子ノックダウン法により、当該分子が VopQ
による NLRC4 インフラマソーム抑制に関わる
かどうか検証する。	 
	 
＜計画 3＞生体内でのエフェクターの機能を
評価する為に、マウス感染モデルを作製する	 
	 腸炎ビブリオはヒト以外の動物で自然経
口感染成立が難しく、これまでマウス経口自
然感染モデルはなかった。しかし、2012 年に
Whitaker らが事前にストレプトマイシンを
投与したマウスにストレプトマイシン自然
耐性菌を感染させるマウス感染モデルを報
告した(Whitaker	 et	 al.	 Infect	 Immun,	 2012)。
このモデルを用いて、野生株と VopQ 欠損株
のそれぞれのストレプトマイシン自然耐性
菌をマウスに経口感染させた後、下痢の有無、
腸管上皮の損傷および炎症細胞の浸潤、血中
または局所のサイトカイン産生、あるいは生
着菌数などを、それぞれ組織染色、ELISA 法
/RT-PCR 法、培養法などを用いて調べる。	 

４．研究成果	 
＜計画1＞VopQによるカスパーゼ-1活性化抑
制とオートファジーの関連を明らかにする	 
	 VopQ とオートファジーの関連性について
は、マウスマクロファージの野生型細胞と
NLRP3 欠損細胞を用いて、腸炎ビブリオ親株
と VopQ 欠損株を感染させた時に、LC3-I から
LC3-II への移行をウエスタンブロットで確
認してオートファジーが誘導されているか
を検討した。その結果、明らかに、VopQ 欠損
株では LC3-II への移行が認められず、オー
トファジーが誘導されなかったので、VopQ が
何らかのオートファジー誘導に関連してい
るのではないかと思われた。しかし、腸炎ビ
ブリオ親株感染時にエンドソーム酸性化を
抑制することでオートファジー阻害作用の
あるバフィロマイシン A1 を添加して同様に
LC3-II への移行が阻害されるかどうかをみ
たが、結果として LC3-II への移行が見られ
オートファジーが阻害されないことがわか
った。このことは、カスパーゼ-1 活性化に直
接オートファジーが関連するのか疑問を残
すことになった。そこでオートファジーを制
御した状態でカスパーゼ-1 活性化が見られ
るかどうかを確認するために、ATG5 遺伝子を
ノックアウトさせたマウスの作成に取り掛
かった。始めに ATG5	 floxed マウスを購入し、
Lys2-Cre マウスとの交配によって、ATG5	 
flox/flox	 Lyz2-Cre マウスを作成した。
Lyz2-Cre の系を用いることでマクロファー
ジなど貪食細胞特異的に遺伝子欠損を発現
する ATG5 コンディショナルノックアウトマ
ウスを作製することができる。しかし、
Lyz2-Cre マウスのバッククロスが十分でな
かったために、初年度は実験に供することが
できず C57BL/6 マウスとのバッククロスを行
いながら、ATG5	 コンディショナルノックア
ウトマウスの作製に 2年半を要してしまった。
最終年度に目的の ATG5	 コンディショナルノ
ックアウトマウスが得られたので、当初予定
していた実験を行った。	 
	 ATG5 コンディショナルノックアウトマウ
ス由来のマクロファージに、腸炎ビブリオ親
株と VopQ 欠損株を感染させたところ、LC3-I
から LC３−II への移行は見られなかった。	 
	 カスパーゼ-1 の活性化の検証では腸炎ビ
ブリオ親株感染で、野生型マウス由来マクロ
ファージと比較してオートファジー欠損マ
ウス由来マクロファージでカスパーゼ-1 活
性化が減弱していたが、感染時間など検討す
べき点も残っており、研究期間中に目的とす
る研究結果が得られたとは言えなかった。	 
	 また、これまでの実験では VopQ はマクロ
ファージのNLRC4経路でカスパーゼ-1活性化
抑制がみられたので、NLRC4 または NAIP5 の
関与が示唆された。NLRC4 と NAIP5 単独欠損
マウスでの検証も行ったが、NLRC4 または
NAIP5 と NLRP3 二重欠損マウスの作成までに
は至らなかったため、どの経路で VopQ が関
与しているかの結論には至らなかった。	 

図 3. Two-hybrid 法による VopQと Xの特異
的な結合。TAB2 はアッセイのコントロール。 



＜計画 2＞VopQ の宿主細胞内標的分子を同定
し、カスパーゼ-1 活性化抑制機構を解析する	 
	 酵母 two-hybrid スクリーニングで VopQ に
相互作用する宿主側標的分子クローン X	 の
解析を行った結果、細胞膜構成成分で細胞接
着に関与する Afadin と同定された。Afadin
は細胞間のタイトジャンクションに存在し、
細胞接着に関与する細胞構成成分である。	 
	 マウス骨髄細胞由来のマクロファージに
おける Afadin の局在を確認する為に Afadin
抗体を用いて免疫染色をした結果（図 4）、野

生型マクロファージと NLRP3 欠損マクロファ
ージの両方とも核内（TOPRO-3:赤色）で
Afadin 抗体に反応して FITC（緑色）が光っ
ているのが確認された。特に、NLRP3 欠損マ
クロファージでは野生型よりも強く光って
いるように見えた。本来 Afadin タンパクは
細胞間の接着に関与するので、核内での機能
は不明である。	 
	 次に細胞間構成成分としての Afadin	 と腸
炎ビブリオ感染時の相互作用を確認する為
に、マウス大腸細胞 CMT93 やヒト大腸がん細
胞Caco2を用いて腸炎ビブリオの親株とVopQ
欠損株を感染させて、Afadin の局在を免疫染
色で確認し、細胞の状態を観察した(図 5)。

感染後 90 分までは親株では細胞がコントロ
ール株とほぼ同様であったが、VopQ 欠損株で
は細胞のタイトジャンクションが崩れて、細
胞が破壊されていく様子が見られた。しかし、
120 分以上になると、親株でも細胞の破壊が
見られたので、これだけでは VopQ と Afadin
との相互作用はわからなかった。	 
	 

＜計画 3＞生体内でのエフェクターの機能を
評価する為に、マウス感染モデルを作製する	 
	 マウスでは腸炎ビブリオの経口感染モデ
ルの感染成立が難しいが、生体内でのエフェ
クタータンパクの機能を評価するために動
物感染モデルは重要である。	 
	 マウス炎症モデルとして、腸炎ビブリオの
ストレプトマイシン自然耐性株を作製し、ス
トレプトマイシン前投与群（コントロールと
して PBS 前投与群）に経口的に胃ゾンデを用
いて腸炎ビブリオを感染させた。菌感染 48
時間後にマウスの腸管内炎症を解析するた
め小腸、大腸、盲腸に分けてそれぞれの半分
を菌数確認、残り半分を切片作製に用いた。	 
	 菌数は PBS 前投与した群では検出限界以下
で菌の検出はできなかったが、ストレプトマ
イシン前投与群では、常在菌の発育が抑えら
れたことで、接種された腸炎ビブリオが回収
された。部位別に分けると小腸より盲腸の部
分で菌数が多い結果となった（図 6）。	 

	 小腸、大腸、盲腸の 3 つのパートの残り半
分はホルマリン固定後、凍結切片作製を行っ
た。切片は腸炎ビブリオの菌体を検出するた
めに外膜タンパク O3 抗原に対する抗体、免
疫細胞の集積を見るために CD4、CD11b や
F4/80 抗体等を用いた免疫染色、および組織
学的、病理学的に解析するため HE 染色を行
って評価した。	 
	 結論として、腸炎ビブリオを感染させる前
にストレプトマイシンを前投与することで、
菌の感染が成立し、免疫細胞が感染後時間経
過とともに増加して見られたので、マウスモ
デルとして使用できると考えられた。今回は
野生型腸炎ビブリオでの感染結果であるが、
VopQ 欠損株で感染させた時の評価が今後確
認できる。	 
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