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研究成果の概要（和文）：本研究はNAIPsに着目し、非鞭毛性病原細菌である赤痢菌感染モデルを用いて、赤痢菌感染
が引き起こすインフラマソーム活性化においてNAIPsがどのように関与するのか明らかにすることを目的として実験を
行った。その結果、赤痢菌のⅢ型分泌装置を構成するinner rod proteinであるMxiIがNAIP2による認識を受け、NLRC4 
インフラマソーム活性化を誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Shigella are bacterial pathogens that are the cause of bacillary dysentery. An 
important feature of Shigella is their ability to invade the cytoplasm of host epithelial cells and 
macrophages. A major component of host recognition of Shigella invasion is the activation of the 
inflammasome, a molecular platform that drives the activation of caspase-1 in macrophages. Although 
Shigella is known to induce the activation of the Nlrc4 inflammasome, the mechanism by which the 
bacterium activates Nlrc4 is largely unknown. We discovered that the Shigella T3SS inner rod protein MxiI 
induces Nlrc4 inflammasome activation through the interaction with host Naip2, which promoted the 
association of Naip2 with Nlrc4 in macrophages. Expression of MxiI induced caspase-1 activation, Asc 
oligomerization, pyroptosis and IL-1b release which required Naip2, but not Naip5.This study elucidates 
the microbial-host interactions that drive the activation of the Nlrc4 inflammasome in Shigella-infected 
macrophages.

研究分野： 細菌感染と免疫

キーワード： inflammasome　赤痢菌　NAIP　NLRC4
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１．研究開始当初の背景 
 
  赤痢菌、サルモネラ菌などの病原細菌の
感染に対し、宿主は菌体をマクロファージに
取り込んだ後、菌体由来分子を認識して 
NLRC4 をはじめとする inflammasome の活性
化を誘導し、炎症性サイトカイン IL-1β、
IL-18 の産生・分泌を上昇させ、最終的に激
しい炎症応答を引き起こす。サルモネラ菌で
は NLRC4 が主に鞭毛構成タンパク質である
フラジェリンを特異的に認識して激しい炎
症応答を引き起こすことが知られているが、
赤痢菌のように鞭毛を持たない病原細菌も
存在しており、NLRC4 がどのようにしてこれ
ら非鞭毛性病原細菌を認識することができ
るのかわかっておらず、研究命題とされてき
た。本研究にて焦点をあてている病原細菌の
感染に伴い誘導される inflammasome 活性化
とその結果引き起こされる炎症応答につい
ては、その免疫誘導における重要性から世界
各地の研究グループで盛んに研究されてい
るが、相反する研究報告が乱立している混乱
現状であり、未だ体系的な知識基盤の確立に
は至っていない。サルモネラ菌感染モデルに
よる研究例では、菌体の鞭毛を構成するフラ
ジェリンタンパク質、および PrgJ(病原性エ
フェクターを分泌するⅢ型分泌装置の 
inner rod protein)が宿主の NLRC4 により認
識され、inflammasome 活性化のトリガーとな
ることが報告されている(Franchi et al., 
2006, Nature; Miao et al., 2010 PNAS; 
Franchi et al., 2012, Nature immunology)。
NLRC4 が認識するリガンドとなる分子にはわ
かりやすい共通点がある訳ではなく、NLRC4
がどのようにしてこれらを特異的に認識す
るのかわかっていない。また、NLRC4 とトリ
ガー分子との間の直接結合は当時確認され
ておらず、これらを介在する未知の因子の存
在が示唆されていた。2011 年に、アメリカと
中国の研究チームがほぼ同時にこれらの謎
に対する鍵となる分子を特定した(Kofoed 
and Vance, 2011, Nature; Zhao et al., 2011, 
Nature)。それが NAIP ファミリータンパク質
である。上述の 2 論文は、NAIP5 がフラジェ
リンに、NAIP2 が PrgJ に対しそれぞれ結合
し、これらの NAIPs-リガンド複合体は NLRC4
と と も に 高 分 子 複 合 体 を 形 成 し 、
inflammasome の活性化を引き起こすと提唱
している。報告例はサルモネラ菌モデルのみ
にとどまることから未だわかっていない部
分が多いが、しかしながら、これらの報告か
ら興味深い1つの仮説が推測された。それは、
それぞれの NAIP ファミリータンパク質が異
なる細菌リガンドに対して結合能を有し、
inflammasome 活性化を誘導するためのアダ
プターとして役割を担っているのではない
かという仮説である。2011 年の 2 報の論文
(Kofoed and Vance, 2011, Nature; Zhao et 
al., 2011, Nature)はその後の反響が大きく、
国際的な研究ネットワーク上でも盛んに議

論されている事から、NAIPs タンパク質の分
子機構やその役割について解明するための
国際競争は今後激化していくものと予測さ
れた。 
  前述のとおり本研究開始当初は、赤痢菌
をはじめとする非鞭毛性病原細菌では、
NLRC4 がどのようにして病原体の感染を認識
できるのか、その分子レベルでの認識機構に
ついては明らかにされていない部分が多か
った。我々は、赤痢菌を感染モデルとして用
い、NAIPs ファミリータンパク質が病原細菌
由来の分子を認識する分子機構を明らかに
すべく、 inflammasome を誘導する病原細菌
由来分子の特定、次に特定した細菌由来のト
リガーにより活性化される inflammasome 
pathway の特定、および NAIP 経路の特定、更
に細菌リガンドと NAIPs 間の結合特異性を
明らかにするための研究を実施した。 
 
 
２．研究の目的 
 
  赤痢菌のような非鞭毛性病原細菌では、
inflammasome活性化時の分子レベルでの認識
機構についてわかっていない部分が多い。本
研究では、inflammasome活性化時において、
病原細菌由来の分子とNLRC4が複合体形成す
るためのアダプターとして機能することが示
唆されているNAIPs ファミリータンパク質に
着目し、赤痢菌を感染モデルとして研究を行
い、NAIPs ファミリータンパク質と赤痢菌由
来分子との相互作用解析からNAIPs による赤
痢菌認識機構を明らかにし、次に NAIPs によ
るリガンド認識特異性決定の機構を解明する
ことを目的とする。 
 
 

３．研究の方法 

 
    本研究計画では、非鞭毛性病原細菌であ
る赤痢菌を感染モデルに用い、はじめに
inflammasomeを活性化する赤痢菌の菌体由来
タンパク質のスクリーニングを行う。同時に、
特定した細菌由来のトリガーにより活性化さ
れる経路はNLRC4 inflammasome 経路である
のか検証し、違う場合はどの経路によるもの
かを特定する。さらに、赤痢菌トリガー分子
と NLR の間を仲介する NAIPを特定する。そ
して、細菌由来リガンドと NAIPs間の結合能
をはじめとする特異性を検証する。 具体的に
は以下に示す実験計画に従い実験を行った。 
 
(1) NLRC4 inflammasome 活性化を誘導する細
菌リガンドの特定  
 
  これまでの我々の研究より、トリガーと
なるリガンドの特定にはレトロウイルス発現
ベクターとnucleofectorを用いたマクロファ
ージ発現系を利用するのが非常に効果的であ
ったことから、本手法を用いinflamasomeの活



性化を誘導する赤痢菌分泌エフェクター分子
をスクリーニングする。ここでは、赤痢菌の
Ⅲ型分泌装置を構成する構造タンパク質の遺
伝子、赤痢菌がⅢ型分泌装置を用いて菌体外
に分泌する一連のエフェクター遺伝子を発現
ベクターに組み込み、WT BMDMs(骨髄マクロフ
ァージ)及び、NLRC4-KO BMDMs内にて発現させ、
蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡によ
る観察とLDHアッセイ、ELISA解析等の手法を
併用してpyroptosis誘導能を検証する事によ
り、各エフェクターのinflammasome trigger
としての活性を検証する。本実験では、
NLRC4-KOマウス由来のBMDMsをコントロール
として用いることにより、リガンドが活性化
しているのはNLRC4 inflammasome経路である
のかを検証する。NLRC4以外の経路であること
が示唆された場合には、一連のNLRsのノック
アウトマウスを入手して、同様の実験を行う
ことにより、活性化されている経路を特定す
る。Inflammasome 関連のノックアウトマウス
は、共同研究先であるミシガン大学 Nunez 
Labにリクエストして、マクロファージ分化誘
導用のstem cellを入手する。以上の過程によ
り inflammasome を誘導する赤痢菌由来の分
子を特定する。 
 
(2) in vitro 赤痢菌感染実験 
 
  (1)の実験により特定したinflammasome 
triggerを欠失した赤痢菌変異株を、Red 
recombinase法及び pCACTUS 法を用いて作成
する。さらに、得られた欠失変異体に、標的
遺伝子を導入したプラスミド遺伝子補完株及
びゲノム遺伝子補完株を作成する。これら作
成した変異株に赤痢菌野生株と Ⅲ型分泌装
置が機能しない赤痢菌変異株(S325)を加え、
赤痢菌感染実験に供する。各種赤痢菌株を
BMDMsに感染させ、inflammasome活性を検証す
ることにより、特定した赤痢菌由来部分子が
inflammasome活性に必須であるか確認する。
分化誘導後のBMDMsにLPS刺激を与えて活性化
させた後に赤痢菌を感染させ、感染30分から3
時間後までのタイムコースをとり、培養上清
を回収する。inflammasome活性化を検証する
方法としては、IL-1β, IL-18をはじめとする
各種サイトカインのELISA測定、LDHアッセイ、
プロセシングされたCaspase-1活性体(P20)の
ウエスタン解析による検出を行う。さらに、
(1)の実験により特定した赤痢菌由来の分子
を、Caspase-1- KOマクロファージ内で発現さ
せ、inflammasome活性に対する影響をみる。
これらの過程により、特定した赤痢菌由来の
分子がどのinflammasome経路を活性化してい
るのかを特定する。 
 
(3) 細菌リガンドとNAIPs間の結合特異性の
検証 
 
   NAIPファミリータンパク質の全長cDNA
クローンを作成または入手し、主に免疫沈降

法により、特定したリガンドとNAIPsとの結合
特異性を検証する。以上の過程により、赤痢
菌リガンドとNAIPsファミリータンパク質間
の結合特異性についての仮説を検証する。 
 
(3) 赤痢菌感染により引き起こされる
inflammasome活性化に対するNAIPの影響の検
証  
 
  NAIPsのshRNA/siRNAノックダウン解析に
より、赤痢菌感染時に誘導されるinflamma- 
some活性化に対する、各NAIPの影響を観察す
る。各種 NAIPsノックアウトマウスの入手は
難しいため、本過程はsiRNAまたはshRNA を用
いたノックダウンにより実験を行う。マクロ
ファージを対象としたトランスフェクション
は技術的に難しく、まずはマクロファージに
対し最も効果的なノックダウン効果を発揮す
る実験系の選定と条件検討から行う。はじめ
にNAIPsの発現を抑制するための siRNAを合
成する。同時にshRNAレトロウイルスベクター
及びレンチウイルスベクターの構築を行う。
これらの過程により準備した各種 siRNA/ 
shRNAをマクロファージにトランスフェクシ
ョンし、そのノックダウン効率を確認する。
トランスフェクション法に関しては、
nucleofector, Dharmafect,各種トランスフ
ェクション試薬など幾つかの手法を試し、最
も高いノックダウン効果が得られた手法を実
験に用いる。このような過程で、マクロファ
ージに対し各 NAIPsファミリータンパク質の
ノックダウン処理を行い、赤痢菌を感染させ
inflammasome 活性の状態を LDH 測定、
Caspase-1 P20のウエスタン解析、ELISA によ
るサイトカイン測定により検証する。同時に 
NAIPsノックダウン細胞に対し、特定した赤痢
菌トリガー分子を過剰発現させて、その影響
をみる。また、inflammasome複合体は細胞内
において 1つの大きな凝集構造をとると考え
られているが、この可視化に成功した報告例
はほとんどなく、本研究計画ではinflamma- 
some複合体のイメージング解析を試みる。以
上の過程により、赤痢菌感染時のinflamma- 
some活性化に対する各NAIPの影響を明らかに
する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 赤痢菌MxiIがNLRC4 inflammasomeを活性
化する  
 
  はじめに、inflammasomeのトリガーとな
る細菌由来リガンドを特定するためのスクリ
ーニングを行った。赤痢菌がⅢ型分泌装置を
構成する遺伝子及びⅢ型分泌装置を通じて菌
体外に分泌される一連のエフェクター遺伝子
を発現ベクターに組み込み、WT 骨髄マクロフ
ァージ(BMDMs)及び、NLRC4-KO BMDMs内にて発
現させた。発現ベクターに組み込んだ各エフ



ェクターがinflammasome triggerとしての活
性を持つ場合、発現を示すタグであるGFP蛍光
が認められると同時に、WT BMDMsにて
pyroptosisによる細胞死が認められる一方で
NLRC4-KO BMDMsでは細胞死が起こらない。判
定方法として、第一次スクリーニングとして
蛍光顕微鏡観察及びLDH測定により候補を絞
り、第二次スクリーニングとしてIL-1β 
ELISA測定を行った。このようにしてスクリー
ニングを行った結果、MxiIを特定した。MxiI
をWT BMDMs内で発現させると大半のマクロフ
ァージが細胞死を引き起こし、生き残ったマ
クロファージでGFP蛍光を発するものは殆ど
認められなかった。一方でNLRC4-KO BMDMsで
はGFP蛍光を呈するマクロファージは70%以上
が生存していた。それぞれの培養上清中の
IL-1β値をELISAにより測定したところ、MxiI
をWT BMDMs内で発現させた場合においてのみ、
IL-1β値の上昇が認められた。以上のことは
MxiIがNLRC4経路依存的にinflammasomeを活
性化させていることを示している。MxiIは赤
痢菌のⅢ型分泌装置を構成する構造タンパク
質であり、inner rod proteinとしてⅢ型分泌
装置基部の内側に位置する。分子量は約15KDa
程度と小さく、細胞質中に露出しない構造タ
ンパク質であるが、Ⅲ型分泌装置活性化時に
菌体外への分泌が報告されており、エフェク
ター分泌時に巻き込まれるように細胞質中に
漏れだしていると考えられている。当初の予
定ではinflammasome triggerを欠失した赤痢
菌変異株作出を計画していたが、MxiIの欠失
変異体はⅢ型分泌装置のエフェクター分泌機
能自体が失われてしまうことから実験に用い
ることができず、赤痢菌変異株を用いた感染
実験は不可能であることから、代替の実験系
を研究に用いることにした。 
 
(2) MxiIは特異的にNAIP2と相互作用し、
NAIP2-NLRC4と複合体を形成する 
 
   NAIP2及びNAIP5の全長cDNAクローンは、
UCバークレーのRussell Vance博士より提供
いただいた。MxiI、NAIP2及びNAIP5の全長cDNA
クローンを発現ベクターに組み込み細胞内で
共発現させ、免疫沈降により相互作用を検証
した。その結果、MxiI-NAIP2間で共沈が認め
られた一方、MxiI-NAIP5間では認められなか
った。さらにMxiI-NAIP2-NLRC4の共沈が認め
られ、この3者が複合体形成することが示唆さ
れた。 
 
(3) 赤痢菌はNAIP2依存的にinflammasomeを
活性化する 
  
  赤痢菌感染時に引き起こされる
inflammasome活性化に対するNAIPsの影響を
ノックダウン解析により検証した。はじめに
NAIPsのノックダウンの実験系の確立を行っ
た。マクロファージ細胞を用いたノックダウ
ン系は技術的に難しく、十分なノックダウン

効率を得ることが難しいが、幾つかの手法を
試み条件検討を重ねた結果、もっとも効果的
な手法はnucleofectorを用いたsiRNAノック
ダウンであり、本手法を選択して実験を行っ
た。NAIP2、NAIP5をターゲットとしたsiRNA
を遺伝子ごとに合成し、同時にコントロール
としてnon-targeting siRNAを細胞にトラン
スフェクションした。このようにして得られ
たノックダウン細胞を赤痢菌野生株、及び
S325に感染させ、誘導されるinflammasome活
性化の状態を観察した。Caspase-1 P20のウエ
スタン解析によりCaspase-1活性化を確認し
たところ、NAIP2のノックダウンにより
inflammasome活性化の顕著な低下が認められ、
一方NAIP5ノックダウンではコントロールと
の間に有為な差は認められなかった。この傾
向はIL-1βの値においても同様であった。次
に、我々はASC重合体形成の観察を行った。こ
れは、inflammasome活性化を引き起こしてい
る細胞中には、ASC Pyroptosomeと呼ばれる
ASCの高次重合体構造が形成され、蛍光顕微鏡
を用いたイメージング観察において通常1細
胞あたり１つの大きなASCのスポットが観察
される。我々の研究においても、赤痢菌感染
細胞中にASCスポット形成が認められている
が、NAIP2およびNAIP5ノックダウン細胞にお
いてはASC 重合体形成がどのように変化する
かを観察した。NAIP2及びNAIP5ノックダウン
細胞、コントロールとしてWT及びASC-KOマク
ロファージを赤痢菌に感染させ、ASC抗体を用
いたイムノヒスト解析によりASC重合体形成
を確認した結果、NAIP2ノックダウン細胞では
ASC重合体形成の遅延が認められた。NAIP5ノ
ックダウン細胞では遅延が認められず、むし
ろ逆に若干の促進傾向が認められた。同時に
赤痢菌に感染した各細胞を経時的に回収し、
架橋剤処理後、ASCの重合体形成をウエスタン
解析により検証したところ、イメージンク解
析と同様の傾向が認められ、NAIP2依存的な
ASC重合化の促進が確認された。ASCの重合化
はMxiIを過剰発現させた細胞においても認め
られ、これはMxiIがinflammasome活性化を誘
導するtriggerであることを裏付けている。 
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