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研究成果の概要（和文）： 
 細胞内寄生性を示すリステリア属細菌と抗酸菌のマクロファージ内増殖に関わる病原因子が

感染宿主のサイトカイン応答を誘導する機序を解析した。リステリア属の膜傷害タンパクはカ

ルパインやカスパーゼ１の活性化をマクロファージに誘導して IL-1α,IL-1β、IL-18などのサ

イトカイン成熟分泌を起こすこと、抗酸菌の RD1 領域も同様の活性を示すことが明らかとな

り、細胞内寄生に関わる病原因子が宿主サイトカイン応答に重要な役割を示すことを明確にし

た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 This study was carried out to reveal how the virulence factors of Listeria and acid-fast 
bacteria, two representative intracellular parasitic bacteria, contribute to the host cytokine 
response. It was clearly shown that the activation of both calpain and caspase-1 in host 
macrophages is highly dependent on the major virulence factor, cytolysin and RD1 locus 
product of Listeria and Mycobacteria, respectively, resulting in the processing and 
secretion of IL-1α, IL-1β, and IL-18. The findings obtained in this study established the 
pivotal role of bacterial virulence factors for the induction of host cytokine response.  
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１．研究開始当初の背景 
 特定領域研究「感染のマトリックス」は、
各種感染性病原体を縦糸に、それぞれの増殖、
病原性、宿主応答などの研究を横糸として、

感染現象の分子論をマトリックス的に研究
することを目的として発足した。そのうち、
細胞内寄生性細菌は系統分類とは異なる特
殊なカテゴリーであり、細胞内寄生、細胞内
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殺菌からのエスケープ機構と、感染宿主にお
ける強い細胞性免疫応答が共通して認めら
れる。本研究者は、細胞内寄生菌の代表とも
いえるリステリアや結核菌の感染細胞内増
殖に関わる病原因子につき、病原因子の機能
を宿主応答、とくにサイトカイン産生応答と
の関連で解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 リステリア(Listeria monocytogenes)およ
び結核菌（Mycobacterium tuberculosis）は
通性細胞内寄生性を示し、マクロファージ内
で殺菌に抵抗して生存する。その機序には複
数の遺伝子が関与し、前者ではファゴソーム
から細胞質への脱出により、後者ではファゴ
ソームから脱出はしないがその成熟を阻害
して生存できる。従来、両菌種ともにその病
原性が低下すると宿主のT細胞依存的獲得免
疫の誘導能も低下することが知られており、
病原因子が宿主免疫応答を誘導することが
示唆されてきた。本研究の主要目的としては、
それぞれの菌の候補病原因子がどのように
して宿主免疫応答を誘導に関わるかを、候補
病原因子のリコンビナントタンパクの作製、
候補病原因子遺伝子の欠損変異株の作製、お
よび候補病原因子遺伝子を非病原株へ組み
込み発現させた組換え株の作製などの手法
を用いて探索した。免疫応答は主に in vitro
での培養マクロファージへの感染により誘
導される各種サイトカインを指標とし、一部
にはマウスを用いた in vivo 感染実験も用い
た。 
 本研究で宿主免疫応答に関わる菌側因子
として解析の対象にした病原因子（候補）は、
リステリアの LIPI-1 領域に存在する遺伝子
として hly, actA を、また結核菌の病原因子
遺伝子候補として、 mce-1. PPE37, および
RD１領域である。 
 
３．研究の方法 
 リコンビナントタンパクは、ゲノムより
PCR クローニングした候補遺伝子に 6xHis の
Tag を付加して発現ベクターに組み込み、大
腸菌にトランスフォームし培養した菌体か
ら得たタンパクを Ni-カラムで精製した。そ
の上で混在する LPS を限界まで除去すること
によりリコンビナント標品とした。 
 変異株は常法により、目的とする候補遺伝
子を in frame で欠落させた欠損変異株を作
製した。また、完全欠損変異株の欠損部位に、
本来存在すべき遺伝子の一部について、ドメ
イン欠損やアミノ酸置換を導入した遺伝子
で相補した組換え株も作製した。 
 宿主応答をモニターする基本的実験とし
て、マウス腹腔マクロファージを培養し、リ
コンビナントタンパク標品による刺激、また
は野生株および遺伝子欠損変異株、組換え株

を in vitro で感染させ、マクロファージが
産生する各種サイトカインを EIA により定量、
また一部のプロセッシングを必要とするサ
イトカイン(IL−1α、IL-1β、IL-18)につい
ては、前駆体と成熟体をそれぞれウエスタン
ブロットで半定量的に測定した。一部実験で
は培養マクロファージ系細胞株 Raw264, 培
養肺胞上皮細胞株 A549 を用いた。 
 研究の経過で新たに関与が示唆された宿
主側因子を確定する目的で、caspase-1, ASC, 
NALP-3 などのノックアウトマウス、また免疫
抑制受容体である PD-1 のノックアウトマウ
ス由来のマクロファージを使用した。 
 
４．研究成果 
［リステリアに関して］ 
① 病原リステリアである L. monocytogenes

が細胞質内で産生する膜傷害タンパク LLO
は強いサイトカイン誘導活性を示し、とく
に caspase-1 の活性化は domain1-3 に依存
しており、膜傷害に関わる domain4 は、一
旦食胞から脱出した後は必要としない。 

② リステリア感染マクロファージでみられ
るcaspase-1の活性化は,ASC依存的である
が、NALP3 への依存度が低いことが判明し
た。そこでインフラマソーム形成に関与す
る可能性のある細胞質内認識分子を網羅
的に検索した結果、従来は知られていなか
った AIM-2 が細胞質で細菌由来 DNA を認識
し、インフラマソーム形成を起こすことが
判明した。 

③ 細胞質に脱出したリステリアは、Ca イオ
ンの流入を促し、その結果カルパインが活
性化され、IL-1αのプロセシングと分泌が
起こる。 

④ リステリア感染マクロファージへの菌の
侵入（食菌）には、TLR2 シグナルを介した
PI3K および Rac1 の活性化が促進的に作用
する。 

⑤ LLO が示す細胞傷害活性やマウスに対す
る心臓毒性は domain4 に依存し、また産生
側の pH が必要であること、その機序とし
て産生側 pH における domain4 の構造的安
定化があることを見いだした。 

⑥ LLO標品がdomain1-3依存的に示すダイト
カイン誘導活性はアジュバントとしての
応用が可能で、マウスのアレルギー誘導モ
デルにおいて生体応答を Th1 へスキューさ
せることが可能であった。 

⑦ LLO と類似のタンパクを産生する肺炎球
菌の感染でも、この菌が産生する PLY タン
パクによる caspase-1 活性化がみられ、結
果的に IL-1βの成熟分泌が誘導される。 

 
［結核菌、抗酸菌に関して］ 
①機能不明の PE-PPE タンパクのうち、宿主
細胞内で発現が亢進する PPE37 の機能を、弱



毒の M. smegmatis へ遺伝子導入した組換え
株で解析した結果、このタンパクが宿主の炎
症性サイトカイン応答を抑制することが判
明した。 
②重要な病原因子の候補として想定される
RD1 領域の機能について、この領域の欠損変
異株を用いて感染マクロファージへの影響
をしらべた。その結果、RD1 領域産物がマク
ロファージからの K イオンの流出を促進し、
おそらく NALP３依存的なインフラマソーム
形成による caspase-1活性化を起こすことが
示された。 
③RD1 領域の存在は感染細胞のミトコンドリ
ア膜を傷害し、その結果としての ATP 産生の
枯渇によっての細胞死（ネクローシス）に関
与することが見出された（論文 14）。一方、
caspase-9 が活性化されると細胞死に抑制的
に作用することも見られた（論文 16）。最終
的な宿主細胞死の程度は、これらのバランス
によって規定されていると考えられた。 
④RD1 欠損変異株ではマクロファージからの
IL-1α産生誘導能が低下するが、その機序と
して RD1 依存的な Ca イオン流入による
calpain 活性化があることが見いだされた。 
⑤マウスでは持続感染を起こす M. bovis BCG
の感染で誘導される Th1依存的獲得免疫の発
現が、免疫成立後期に限弱する機序を探索し、
宿主の PD-1/PD-L1 による抑制系シグナルの
持続によって起こることを見いだした（論文
５）。一方 PD-1 欠損マウスへの結核菌の感染
では病態が改善することから、PD-1 経路を介
した免疫抑制は、強毒株による感染では免疫
応答による組織傷害を軽減する方向で働く
ことが示唆された。 
⑥病原因子の候補として、結核菌が産生する
侵入因子 Mce-1A に着目し、その感染細胞へ
の影響をしらべた結果、ケモカイン産生を誘
導する活性が見いだされた。 
 
 以上のように、リステリアおよび結核菌の
各種病原因子が宿主マクロファージの各種
サイトカイン応答を引き起こすことが明確
に示された。とくに重要な知見は、LLO 依存
的に細胞質に脱出するリステリアと、細胞質
に脱出しない結核菌の双方に対して、マクロ
ファージが caspase-1 や calpain を活性化し
て IL-1β、IL-18 や IL-1α産生するという事
実であり、宿主マクロファージは細胞内寄生
菌の病原因子を認識して、より強い炎症反応
やマクロファージの活性化と、それに続く獲
得免疫誘導を促進するという共通した応答
を示すことが明らかとなった。 
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