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研究成果の概要（和文）：インフラマソームはカスパーゼ1を活性化する自然免疫機構であり、病原体を含む様々な刺
激に応じて形成され、炎症性サイトカインの産生やプログラム細胞死を誘導することで感染防御に関わる。本研究では
、肺炎球菌が細胞内DNA受容体であるAIM2に認識されてインフラマソームの形成およびカスパーゼ1活性化を誘導するこ
とが明らかになった。また、肺炎球菌の肺炎モデルにおいてインフラマソームが防御的に働くことが示された。さらに
、リステリアの致死性全身感染においてはインフラマソームが病態を増悪化させることがわかり、免疫抑制性応答への
インフラマソームの関与が初めて明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Inflammasomes are innate immune mechanisms that activate caspase-1 in response to 
various stimuli, including microbial pathogens. Once activated, inflammasomes induce the production of 
pro-inflammatory cytokines and programmed cell death through caspase-1. Accumulating data have suggested 
inflammasomes play a protective role against microbial infections. In this study, we examined the 
mechanism and role of inflammasome formation in infection with two Gram-positive bacteria. We found that 
Streptococcus pneumoniae is recognized by the cytosolic DNA receptor AIM2, which in turn forms an 
inflammasome complex to activate caspase-1. It was also found that inflammasomes are critical for host 
defense against pneumococcal pneumonia. On the other hand, inflammasomes were detrimental to the host in 
lethal infection with Listeria monocytogenes. Our study revealed that inflammasomes can be upstream of an 
immunosuppressive response, which may explain the detrimental effect of inflammasomes.

研究分野：細菌学・免疫学・感染免疫

キーワード： インフラマソーム　ASC　NLRP3　細菌感染　リステリア　肺炎球菌
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様	
 式	
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１．研究開始当初の背景 
	
 インフラマソームはカスパーゼ 1を活性化
するタンパク複合体であり、細胞質内の受容
体タンパク、アダプタータンパクおよびカス
パーゼ 1で構成される。インフラマソームは
カスパーゼ 1活性化を介して炎症性サイトカ
インの産生やプログラム細胞死を誘導する。
また、病原体を含む様々な刺激に応じて形成
され、感染防御、自己炎症疾患、成人病、癌
抑制などの幅広い疾患・生命現象に関わる。 
	
 肺炎球菌（Streptococcus	
 pneumoniae）は
グラム陽性の双球菌であり、肺炎、中耳炎と
いった局所感染から髄膜炎、敗血症などの全
身性感染を引き起こす。近年、薬剤耐性肺炎
球菌の増加が問題となっており、新規治療法
の開発が望まれる。肺炎球菌による病態形成
の機序を明らかにすることはそのために重
要である。膜傷害毒素 pneumolysin（PLY）は
肺炎球菌の重要な病原因子であり、本菌の宿
主内での定着・生存・侵入に関わる。また、
PLY は炎症応答の誘導にも関与している。
我々は、肺炎球菌感染においてカスパーゼ 1
の活性化が PLY 依存的に誘導されることを報
告 し た が （ Infect.	
 Immun.	
 2008.	
 
76:1547-1557）、その機序および感染におけ
る意義は不明であった。	
 
	
 リステリア（Listeria	
 monocytogenes）は
幅広い環境から検出されるグラム陽性短桿
菌であり、食品汚染の重大な問題である。
5％）。リステリアは特に易感染性宿主に髄膜
炎や敗血症を（妊婦では流産などを）起こし、
重症化した場合の致死率は極めて高い。リス
テリアは通性細胞内寄生細菌であり、マクロ
ファージに貪食されても膜傷害毒素
listeriolysin	
 O（LLO）を分泌することで殺
菌機構を回避して細胞内で増殖する。一方、
リステリア感染マクロファージでは LLO に依
存してカスパーゼ 1 活性化が誘導される。
我々は、この応答に細胞内 DNA を認識する
AIM2が関与することを報告した（J.	
 Immunol.	
 
2010.	
 185:1186-1195）。しかしながら、個体
レベルのリステリア感染におけるインフラ
マソームの役割は不明であった。	
 
 
２．研究の目的 
	
 	
 肺炎球菌は PLY 依存的に宿主マクロフ
ァージのカスパーゼ 1 活性化を誘導するが、
その機序は不明である。カスパーゼ 1活性化
に関わるインフラマソーム構成分子（受容体
分子）を同定すれば機序解明の有力な手掛か
りとなる。また、肺炎球菌の肺感染モデルで
は IL-1βが宿主防御に重要であることが知
られている。IL-1β産生に関わるカスパーゼ
1 や上流インフラマソーム分子の防御的役割
を調べることで肺炎球菌に対する宿主防御
応答をより詳細に理解できる。さらに、過剰
な炎症や好中球浸潤は肺病態の悪化にもつ
ながるため、病態形成におけるインフラマソ
ームの役割を調べることで肺炎球菌の PLY
産生と肺炎発症の関連性について新たな知

見が得られる可能性がある。そこで、肺感染
モデルにおけるインフラマソームの役割の
解析を行った。 
	
 同様に、リステリアの全身感染におけるイ
ンフラマソームの役割は不明であったため、
明らかにするために解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）肺炎球菌の感染におけるカスパーゼ 1
活性化がどのインフラマソーム（受容体）を
介して誘導されるのか、マクロファージの培
養系を用いた in	
 vitro の実験で同定する。	
 
	
 <カスパーゼ 1活性化の検出>	
 チオグリコ
レート培地誘導マクロファージおよび骨髄
由来マクロファージに肺炎球菌（ S.	
 
pneumoniae	
 D39 株、NCTC から入手）を感染
させ、24 時間後に培養上清と細胞溶解液を回
収する。培養上清中のタンパク質をトリクロ
ロ酢酸で濃縮し、上清中および溶解液中のカ
スパーゼ 1をウエスタンブロットで検出する。
分子量 10	
 kDa のカスパーゼ 1 断片を活性型
とし、そのバンドの濃さでカスパーゼ 1活性
化を評価する。IL-1βおよび IL-18 の産生は
カスパーゼ 1依存的に誘導されるため、培養
上清中のこれらサイトカインを ELISA 法で測
定する。	
 
	
 <インフラマソーム受容体の関与の検討>	
 
各インフラマソーム構成分子の関与を調べ
る目的でカスパーゼ 1 欠損マウス、ASC 欠損
マウス、NLRP3 欠損マウスおよび NLRC4 欠損
マウスを用いる。これらのマウスおよび野生
型マウスからマクロファージを回収し、肺炎
球菌に対するカスパーゼ 1活性化応答を比較
する。AIM2 は siRNA を用いてノックダウンす
る。	
 
	
 
（2）肺炎球菌感染における各インフラマソ
ーム構成分子の感染抵抗性への貢献、炎症、
好中球浸潤、肺炎発症における役割を解析す
る。	
 
	
 <肺炎球菌肺炎モデル>	
 肺炎球菌をマウ
スに経鼻的に投与することで肺炎モデルを
作製する。感染マウスの生死を観察して生存
曲線を得る。また、肺などの臓器を回収し、
CFU カウント法で臓器内菌数を測定する。	
 
	
 <生体内でのカスパーゼ 1 活性化およびカ
スパーゼ 1 依存的サイトカインの検出>	
 マ
ウスから肺胞洗浄液を回収し、ウエスタンブ
ロットで活性型カスパーゼ 1 や成熟型 IL-1
βを検出する。	
 
<好中球・マクロファージ浸潤の解析>	
 肺胞
洗浄液を回収し、遠心して肺胞腔内の細胞を
集める。肺胞細胞を蛍光標識抗 Gr-1 抗体お
よび F4/80 抗体で二重染色し、フローサイト
メーターで解析する。F4/80 陽性細胞をマク
ロファージ、F4/80 陰性 Gr-1 陽性細胞を好中
球として各細胞の浸潤を評価する。	
 
<インフラマソームの肺病態形成への関与>	
 
肺を回収して組織切片を作製し、HE 染色およ
び免疫染色で組織像を観察する。	
 



	
 
（3）リステリア感染においてインフラマソ
ームが宿主防御や病態形成に関わるか検討
する。	
 
<リステリア全身感染モデル>	
 リステリア
（EGD 株）をマウスに経尾静脈感染させる。
マウスの生死を観察して生存曲線を得る。ま
た、脾臓および肝臓を回収し、CFU カウント
法で臓器内菌数を測定する。	
 
<炎症応答の解析>	
 血清中の炎症性サイト
カイン量（IL-1β、IL-18、TNFα、IL-6 など）
を ELISA で測定する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
インフラマソームを介してカスパーゼ 1活性
化を誘導する。	
 
	
 PLY 産生性の肺炎球菌がカスパーゼ 1 の活
性化を誘導する機序を解明するため、この応
答に関わる宿主側の因子の同定を試みた。
PLYはTLR4に認識されることが以前に報告さ
れていた。そこで、点突然変異により機能的
な TLR4 を欠く C3H/HeJ マウスからマクロフ
ァージを回収し、それらに肺炎球菌（D39 株）
を感染させたところ、正常な TLR4 を持つ
C3H/HeN 由来マクロファージのものと同程度
のカスパーゼ 1活性化が観察された。この結
果から、TLR4 はカスパーゼ 1 活性化の誘導に
は関与しないと考えられた。また、NLRP3 ま
たは ASC を欠損するマクロファージに肺炎球
菌を感染させたところ、ASC 欠損マクロファ
ージではカスパーゼ 1活性化が殆どみとめら
れなかったのに対し、NLRP3 欠損マクロファ
ージのカスパーゼ 1応答は野生型マクロファ
ージのものよりわずかに減弱したのみであ
った。この結果は、肺炎球菌が NLRP3 を含む
複数のインフラマソーム構成受容体に認識
され、アダプターである ASC を介してカスパ
ーゼ 1活性化を誘導することを示唆している。
そこで、他のインフラマソーム構成受容体
AIM2 に着目した。AIM2 をノックダウンした
または欠損するマクロファージでは肺炎球
菌で誘導されるカスパーゼ 1活性化が著明に
減弱していた（図 1）。このことから、AIM2
インフラマソームが肺炎球菌に対するカス
パーゼ 1応答に重要な役割を果たすことがわ
かった。AIM2 は細胞質内で二本鎖 DNA を認識
することが知られている。肺炎球菌によるカ
スパーゼ 1活性化の誘導に PLY が必須である
こと、マクロファージによる菌の貪食も必要
であること、さらに肺炎球菌は自己分解を起
こし易く、自己分解後に自身の DNA や PLY を
放出することなどを合わせ考えると、マクロ
ファージに貪食された肺炎球菌が食胞内で
自己分解を起こし、その際に放出された DNA
が PLY の作用で細胞質に到達して AIM2 に認
識され、結果的に AIM2 インフラマソームの
形成を介したカスパーゼ 1活性化が誘導され
ると考えられる。（ J.	
 Immunol.	
 2011.	
 
187:4890-4899）	
 
	
 

図 1	
 肺炎球菌によるカスパーゼ 1 活性化の
誘導と AIM2 の重要性（各マクロファージの
培養上清および細胞溶解液中のカスパーゼ
１をウエスタンブロット法で検出した。）	
 
	
 
	
 (2)インフラマソームは肺炎球菌の肺炎モ
デルにおいて防御的に働く。	
 
	
 ASC 欠損マウスに肺炎球菌を経鼻感染させ
ると野生型マウスと比べて高い感受性を示
したことから、この感染モデルにおける感染
抵抗性にインフラマソームが重要な役割を
果たすことがわかった（図 2）。一方、ASC 欠
損による感受性亢進は PLY 欠損株の感染では
みられなかったため、インフラマソームを介
した防御機構は PLY 陽性の高病原性肺炎球菌
株に対してのみ発揮されると考えられる。
ASC 欠損マウスでは IL-1βや IL-18 の産生が
低下していたことから、これらのサイトカイ
ンの減少が抵抗性の低下と関係があると考
察できる。一方、肺胞腔への好中球やマクロ
ファージの浸潤は ASC 欠損の影響を受けなか
ったため、インフラマソームは必須でないこ
とがわかった。興味深いことに、in	
 vitroに
おいてはカスパーゼ 1活性化への貢献が低か
った NLRP3 も肺炎モデルでは防御的に働くこ
とがわかった。NLRP3 欠損マウスでは IL-1β
および IL-18 の産生はほぼ正常にみられ、好
中球やマクロファージの浸潤も影響を受け
なかった。すなわち、NLRP3 はインフラマソ
ーム以外の未知経路を介して肺炎球菌への
防御を担う可能性が示唆された。（J.	
 Immunol.	
 
2011.	
 187:4890-4899）	
 

図 2	
 肺炎モデルにおける ASC および NLRP3
の防御的役割（各マウスに 5×107	
 cfu の肺炎
球菌を経鼻感染させ 48 時間後に肺内の菌数
を測定した。）	
 

#!+�������
6������7�

&���������
6������7�

#!+�������


�����

�5�(�

.0)2'�

.0)2'�

4 $� /*,1 $�

3-�� �	
�%"�3-���	
�%"���������

A B

C D

E

WT -/- -/-

WT: 
No

ne

None ΔplyD39

WT
NLRP3-/-

-/-ASC

IL-
1β

 (p
g/m

l)

IL-
1β

 (p
g/m

l)

IL-
18

 (p
g/m

l)

IL-
6 (

ng
/m

l)

D39

*
*

* *

*
*

*
*

Days after infection
0 5 10 15

Pe
rce

nt 
su

rvi
va

l

0

50

100

0
50

100
150
200
250

0
100
200
300
400
500

0

200

400

600

0

10

20

30

WT

NL
RP

3-/- -/-

AS
C

WT: 
No

ne

D39

n.s.
n.s.

n.s.

Fang et al. Fig.6

D39

* *
*

n.s.

F

CF
U 

/ lu
ng

10

10

10

5

6

7

104

* *

WT NLRP3-/- -/-ASC

NL
RP

3

AS
C

n.s.

WT

NL
RP

3-/- -/-

AS
C

WT: 
No

ne

GA0� 
��95� �����95�

��	�

��
�

����

����

C
/
E
6
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



	
 
	
 (3)インフラマソームは致死性のリステリ
ア全身感染において病態を悪化させる。	
 
	
 ASC 欠損マウスと野生型マウスに 105	
 cfu
（野生型マウスのLD50に相当）または103	
 cfu
（LD50 以下）のリステリアを尾静脈から感染
させると、両系統間の臓器内菌数および生存
曲線に有意な差がみられなかった。一方、106	
 
cfu（LD50 以上）のリステリアを感染させた
場合には野生型マウスが短期間で全例死亡
したのに対して ASC 欠損マウスは有意に長く
生存し、肝臓内の菌数も野生型マウスと比べ
て ASC 欠損マウスでは減少していた（図 3）。
この結果から、インフラマソームはリステリ
ア全身感染においては防御的に働かず、むし
ろ致死性感染を増悪化させることが示唆さ
れた。致死性リステリア全身感染では血清中
の IL-18 濃度が著明に上昇していたが IL-1
β濃度の上昇はほとんどみられなかった。ま
た、ASC 欠損マウスでは血清中 IL-18 濃度が
低く、IL-18 がインフラマソームに依存して
産生されたことがわかった。そこで、IL-18
の役割を調べるために IL-18 欠損マウスに
106	
 cfu のリステリアを感染させたところ、
ASC 欠損マウスと同様に野生型マウスより高
い抵抗性を示したことから、ASC 依存的な
IL-18 産生が致死性感染を増悪化に関与する
ことがわかった。また、ASC と IL-18 は免疫
抑制性サイトカインである IL-10 の血清濃度
上昇に関わることがわかった。IL-10 受容体
を抗体で中和すると致死性感染が改善され
ることから、インフラマソームの下流で
IL-10 産生が亢進することが増悪化の原因で
あると考えられた。さらに、NK 細胞が IL-18
依存的に IL-10 産生に関与することがわかっ
た。重篤な細菌感染では炎症応答の亢進と同
時 に IL-10 の 過 剰 産 生 に よ る
immunoparalysis（感染防御機能の低下）が
問題となるが、インフラマソーム、IL-18、
NK 細胞などがその治療標的である可能性が
示 さ れ た 。（ Eur.	
 J.	
 Immunol.	
 2014.	
 
44:3696-3707）	
 

図 3	
 ASC による致死性リステリア感染の増
悪化（各マウスに 106	
 cfu のリステリア経静
脈感染させ 48 時間後に臓器内菌数を測定し
た。）	
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