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研究成果の概要（和文）：我々が同定した新規 NLR ファミリー分子 NLR-tb の自然免疫系におけ

る役割の解析を行った。その結果、NLR-tb は炎症性サイトカイン IL-1 ベータの産生を誘導す

る機能を有することが分かった。また、ノックアウトマウスの解析から、NLR-tb は他の NLR フ

ァミリー分子により認識される病原体成分とは異なる未知の成分の認識に関わる可能性が示さ

れた。 

 
研究成果の概要（英文）：We analyzed roles of NLR-tb, a new member of the NLR family that 
we identified, in the regulation of innate immunity. We found that NLR-tb is capable of 
inducing the production of inflammatory cytokine IL-1beta. Furthermore, our analyses on 
NLR-tb-deficient mice suggested the possibility that NLR-tb responds to unknown 
pathogen components. 
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１．研究開始当初の背景 
自然免疫は病原微生物の体内への侵入を迅
速に察知するシステムであり主にマクロフ
ァージや好中球、樹状細胞 （Dendritic 
Cells: DC）といった抗原提示細胞により担
われる。これら自然免疫担当細胞は IL-1β、
IL-6 や TNF といった炎症性サイトカイン、I
型インターフェロン(IFN)、ケモカインの産
生などを誘導することにより、感染局所にお
ける感染巣の拡大を防ぐ。また樹状細胞は病
原体侵入に伴いサイトカイン産生、共刺激分
子発現、抗原提示を促し、T 細胞の活性化や

B 細胞からの抗体産生を誘導することから、
自然免疫と獲得免疫を橋渡しする上で重要
な役割を果たしている。自然免疫担当細胞に
よる病原体侵入の察知は非特異的なもので
あ る と 考 え ら れ て い た が 、 Toll-like 
receptor (TLR)ファミリーの発見を機に自然
免疫系は TLRを介して病原体に固有に存在す
る分子構造（Pathogen-associated molecular 
patterns: PAMPs）を認識し、活性化シグナ
ルを伝達することが明らかとなってきた。
TLR は現在１０数種類同定されており、その
多くは細菌、ウイルス、寄生虫などのタンパ
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ク質、脂質、核酸成分を認識することが明ら
かとされている。一方、TLR は膜型受容体で
あるため細胞質内に存在する PAMPsを認識す
ることはできない。近年、このような細胞質
内 PAMPs を認識する分子として RIG-I-like 
receptor (RLR) フ ァ ミ リ ー 、 NOD-like 
receptor (NLR)ファミリーが同定されてきた。
RLR は３種類同定されており、RNA ウイルス
の複製産物である RNAを認識する細胞質内セ
ンサーとして、ウイルス感染防御において必
須の役割を果たしている。一方、NLR は、約
30 のメンバーから形成されており、主にウイ
ルスや細菌の核酸、細菌のもつ Type III/IV
分泌機構や細胞内寄生細菌により 細胞質内
へと放出された鞭毛や細胞壁成分を認識し、
炎症反応を誘導するものと考えられている。
NLR の中で、NLRP1 や NLRP3 は「インフラマ
ソーム」と呼ばれる複合体を細胞質内で形成
する。インフラマソームは様々な PAMPs によ
り活性化される。インフラマソームには
Caspase-1 が含まれており、活性化した
Caspase-1 は IL-1β前駆体を切断し活性化型
IL-1βの産生を促す。すなわち、インフラマ
ソームはPAMPs刺激によってIL-1®を産生す
るための「装置」としての役割を果たしてい
る。興味深いことに、インフラマソームは
PAMPs 以外にもアルミニウム塩などのアジュ
バントによっても活性化される。 
 感染症や腫瘍といった重要疾患に対する
治療を考える上で、ワクチンアジュバントの
開発は欠かすことができない。一般的に、抗
原ペプチドのみを免疫原として用いても効
率的な獲得免疫応答が得ることはできず、ア
ジュバントとの共免疫が必要となる。アジュ
バントとして細菌菌体成分や化合物（核酸、
アルミニウム塩など）が用いられ、これらの
TLR、RLR もしくは NLR により認識される。そ
の一方、これら各センサーからのシグナルの
みでは効率的な獲得免疫誘導には不十分で
あることが、これまでの研究から明らかにな
っている。すなわち、これらセンサーの「協
調的」な作用による自然免疫の活性化が獲得
免疫誘導には必要であると考えられる。した
がって、各 TLR、RLR、NLR が認識する PAMPs
やアジュバント成分を同定し、またそれら遺
伝子を単独もしくは複数欠損したマウスを
用いて獲得免疫系への影響を調べることは、
自然免疫から獲得免疫へ至る道筋を理解す
るに留まらず、効果的なワクチン開発という
点で非常に有用である。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は TBK1 と呼ばれるキナーゼ分子と会
合する分子として酵母ツーハイブリッドス
クリーニングにより新規 NLR メンバー、
NLR-tb（現在、NLRC5 と呼ばれている）を同

定した。TBK1 は TLR や RLR を介したシグナル
伝達誘導において必須の役割を果たすキナ
ーゼ分子であり、ウイルスや細菌感染による
誘導される I型 IFN 産生や炎症反応の制御に
関わっている。一方、TBK1 が NLR のシグナル
伝達経路に関与するという報告はない。した
がって、NLR-tb は何らかの PAMPs を認識し、
TBK1 経路を活性化する可能性のある新規自
然免疫センサーであると考えられる。本研究
では、NLR-tb を中心に、この分子がどのよう
な PAMPs もしくはアジュバント成分、結晶を
認識し、どのような自然免疫応答を誘導する
のかを明らかにすることを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
NLR-tb の機能を理解するために以下に述べ
る３点を柱として研究を展開した。 
 
(1) NLR-tb 下流シグナルの解析 
NLR-tb 過剰発現系を用いて、炎症性サイトカ
インや I型インターフェロン産生誘導に与え
る影響の検討を行った。 
 
(2) NLR-tb 欠損マウスを用いた NLR-tb リガ
ンドの探索と免疫応答に対する役割 
NLR-tb 欠損マウスの作製を行った。このマウ
スからマクロファージや樹状細胞を取り出
し、各種 PAMPs やアジュバントに対する応答
を検討した。 
 
(3) NLR-tbに会合する分子のスクリーニング 
NLR-tb の機能をさらに追求するために、酵母
ツーハイブリッドスクリーニングを行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) NLR-tb 下流シグナルの解析 
 NLR-tb は TBK1 と結合する分子として我々
が同定したものである。結合実験の結果から、
NLR-tbのC末端に存在するロイシンリッチリ
ピート部分と TBK1 が結合することが分かっ
た。また、この結合には TBK1 のキナーゼ活
性に関係しなかった。TBK1の過剰発現はIFNβ
遺伝子プロモーターを顕著に活性化するが、
この活性化は NLR-tb の過剰発現により抑制
された。このことから、in vitro の実験にお
いては、NLR-tb は TBK1 の負の制御因子であ
ると考えられた。一方、NLR-tb を IL-1β前駆
体と Caspase-1の発現ベクターと共に細胞内
に過剰発現させると、IL-1β前駆体の切断に
よる培養液中への IL-1βの産生が ELISA で検
出された。このことは、NLR-tb が「インフラ
マソーム」として機能することを強く示唆し
ている。さらに、NLR-tb は炎症性サイトカイ
ンや IFNの刺激で発現が誘導されることを見
出した。これらのことから、NLR-tb はウイル



 

 

スや細菌感染に伴い発現が誘導され、インタ
ーフェロンの産生を負に制御すると共に
IL-1βの産生を正に制御する因子であること
が示唆された。 
 また、本研究期間中に、NLR-tb が炎症性サ
イトカイン遺伝子発現を制御する転写因子
NF-κBの活性化に関わるキナーゼIKKβと結合
しこのキナーゼの活性を抑制することで、
NF-κB を負に制御することが他の研究グルー
プにより Cell 誌に報告された (Cell, 
141:483, 2010)。しかしながら、我々の実験
では IKKβに対する NLR-tb の抑制効果は認め
られなかった。これらの違いは不明であるが、
細胞種や発現量の違いにより差が生じたと
考えられる 
 
(2) NLR-tb 欠損マウスを用いた NLR-tb リガ
ンドの探索と免疫応答に対する役割 
 NLR-tb の生体における機能を理解するた
めに、NLR-tb 欠損マウスの作製を行った。
NLR-tb 欠損マウスはメンデルの法則に従っ
て誕生した。調べた限り、免疫系の細胞（マ
クロファージ、樹状細胞、Ｂ細胞、Ｔ細胞）
の発生・分化について異常は認められなかっ
た。まず、野生型及び NLR-tb 欠損マウスか
ら樹状細胞やマクロファージを調整し、TBK1
を活性化する TLR や RLR のリガンド（LPS、
poly IC、RNA ウイルス）で刺激し、炎症性サ
イトカインやＩ型 IFN の発現を ELISA 法と定
量 PCR 法にて測定したところ、刺激時間や刺
激量に関わらず両者に有為差は認められな
かった。また、これら以外にも DNA ウイルス
(HSV-1)や細菌（Listeria monocytogenes)感
染後の炎症性サイトカインやＩ型インター
フェロンにも差は認められなかった。加えて、
TBK1 を活性化するがまだその認識受容体が
不明である二重鎖 DNAに対するサイトカイン
産生においても野生型と NLR-tb 欠損マウス
細胞で差は認められなかった。これらのこと
から、NLR-tb 欠損はマウス生体内において
TBK1 の機能に大きな影響を与えないことが
分かった。続いて、NLR-tb がインフラマソー
ムとして機能し IL-1βの産生に関与している
可能性があることから、IL-1β産生誘導が可
能な様々な成分や病原体を用いて検討を行
った。その結果、アルミニウム塩、Zymosan、
尿酸結晶、二重鎖 DNA 刺激による IL-1βの産
生については、野生型と NLR-tb 欠損マクロ
ファージで差は認められなかった。また、
Francisella tularensis や Listeria 
monocytogenes といった細菌の感染による
IL-1β産生および Salmonella typhimurium 感
染後の Caspase-1の活性化にも差は認められ
なかった。これらのことから、NLR-tb は未知
のリガンド認識に関わっている可能性が示
唆される。今後さらなるスクリーニングが必
要である。なお、本研究結果に関して、J. 

Immunol.誌にて報告を行った（Kumar H et al., 
NLRC5 deficiency does not influence 
cytokine induction by virus and bacteria 
infections. J Immunol. 186:994, 2011)。 
 
(3) NLR-tbに会合する分子のスクリーニング
NLR-tb の機能をさらに追求するために、引き
続き酵母ツーハイブリッドスクリーニング
を行った。NLR-tb の各ドメインをベイトとし、
ヒト胎盤、マウス脾臓、マウス脳から調整さ
れた cDNA ライブラリーのスクリーニングを
行った。数百の陽性コロニーが得られ、すべ
てシーケンスを行った。現在これらの中から
実際に結合に再現が認められるか、ほ乳類細
胞株内での結合確認を行っているところで
ある。 
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