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研究成果の概要（和文）：パラミクソウイルスのアクセサリー蛋白質Vのインフラマソーム抑制能について以下
のことを明らかにした．１）マウスパラインフルエンザウイルス1型（SeV）のV蛋白質は，NLRP3と結合し，複合
体の開始に必須のNLRP3ホモオリゴマー形成を阻害する．さらに，２）引き続き起こるNLRP3/ASC複合体形成を阻
害し，IL-1βの分泌を抑制する．３）本抑制能は、SeV以外に，ニパウイルス，ヒトパラインフルエンザウイル
２型などのV蛋白質にも保存されている．以上より、本抑制能は，パラミクソウイルスに保存されており、IL-1
β分泌細胞であるマクロファージに存在するインフラマソーム複合体形成を阻害する活性である．

研究成果の概要（英文）：SeV V protein inhibited the assembly of NLRP3 inflammasomes, including 
NLRP3-dependent ASC oligomerization, NLRP3-ASC association, NLRP3 self oligomerization, and 
intermolecular interactions between NLRP3 molecules. Moreover, a high correlation between the 
NLRP3-binding capacity of V protein and the ability to block inflammasome complex assembly was 
observed. Therefore, SeV V protein likely inhibits NLRP3 self-oligomerization by interacting with 
NLRP3 and inhibiting subsequent recruitment of ASC to block NLRP3-dependent ASC oligomerization, in 
turn blocking full activation of the NLRP3 inflammasome and thus blocking IL-1beta secretion. 
Notably, the inhibitory action of SeV V protein on NLRP3 inflammasome activation is shared by other 
paramyxovirus V proteins, such as Nipah virus and human parainfluenza virus type 2. We thus reveal a
 mechanism by which paramyxovirus inhibits inflammatory responses by inhibiting NLRP3 inflammasome 
complex assembly and IL-1beta activation.

研究分野：ウイルス学

キーワード： パラミクソウイルス　インフラマソーム　IL-1β　アクセサリー蛋白質　自然免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって，複数のパラミクソウイルス（マウスパラインフルエンザウイルス1型，ニパウイルス，ヒトパ
ラインフルエンザウイルス2型）のV蛋白質に抗ウイルス免疫に重要なインフラマソームの活性化を抑制する能力
が保存されていることが明らかになった． V蛋白質は多くのパラミクソウイルスに保存されているため，幅広い
パラミクソウイルスの予防法や治療薬の標的になると考えられた．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）アクセサリー蛋白質 Vを欠損したパラミクソウイルスは弱毒化する．これは，V蛋白質の
抗インターフェロン（IFN）能が喪失し，抗ウイルス作用に対抗できなくなるためと考えられて
いる．しかし，マウスパラインフルエンザウイルス１型（SeV）の研究では，抗 IFN 能はウイル
スの増殖・病原性には無関係で，in vivo に特有の免疫細胞が担う自然免疫に対する抑制能が本
質ではないかと報告された(Virology. 2007 359:82-91, J.Virol 2012 86:7136-7145)．最近，呼吸器ウイルスでは，感染時に免
疫細胞から分泌されるインフラマソーム（FM）依存性 IL-1βがウイルスの肺からの排除に極め
て重要であり，抗 FM能を有するウイルスは病原性が高いことが報告された．そのため，パラミ
クソウイルスでも，抗 FM能が重要ではないかと考えた． 
（２）NLRP3 FM は，センサー蛋白質 NLRP3，アダプター蛋白質 ASC，エフェクター蛋白質 
pro-Caspase-1 からなる巨大蛋白質複合体で，Caspase-1 を活性化して，IL-1βの成熟・分泌
を促進する．  
（３）過剰発現実験を用いた予備実験にて NLRP3 FMを再構成し V蛋白質の影響を調べたとこ
ろ，SeV を初めとする複数のパラミクソウイルスの V蛋白質に抗NLRP3 FM能が保存されてい
ることを見出した．このように，パラミクソウイルスのアクセサリ蛋白質Vは，抗NRP3 FM能によっ
てin vivo の抗ウイルス免疫を制御している可能性が示されたため，本研究を計画した． 
 
２．研究の目的 
予備実験で見出した抗 NLRP3 FM 能について以下のことを明らかにする． 
① ウイルス感染時に機能しているのか？ 
② どのようなメカニズムか？ 
③ パラミクソウイルスに保存されているのか？ 
 
３．研究の方法 
（１）SeV V(-)感染で誘導される IL-1β分泌とNLRP3 FM 活性化の解析 V 蛋白質欠損型 SeV 
[SeV V(-)]を THP1 細胞に感染させ，前駆体，成熟型 IL-1βの産生・分泌，NLRP3 FM 複合体
の形成を野生型 SeV [SeV wt]感染と比較し，V蛋白質（VSeV）の役割を調べた． 
（２）NLRP3 FM 依存性 IL-1βの分泌抑制における VSeV蛋白質の解析 NLRP3 FMを再構成し
た 293T 細胞に VSeV蛋白質を発現させ，予備実験で見出した抗 NLRP3 FM 能を確かめた．更に，
VSeV蛋白質安定発現 THP1 細胞を作製し，内在性の NLRP3 FMシグナルへの影響も調べた． 
（３）VSeV蛋白質と相互作用するNLRP3 FM 構成分子の探索  VSeV蛋白質の標的分子を検討す
るため，293T 細胞に VSeV蛋白質と NLRP3 FM の複合体形成に関わる構成分子をそれぞれ発現
させ，免疫沈降法によって相互作用を解析した．また，VSeV蛋白質安定発現 THP1 細胞を用い
て，相互作用する内在性分子を調べた． 
（４）抗 NLRP3 FM 能に必要な VSeV蛋白質の領域の解析  VSeV蛋白質の標的分子との相互作用
の重要性を確認するために，相互作用しない変異 VSeV蛋白質を作製し，免疫沈降法，分泌 IL-1
βの測定を行った． 
（５）VSeV蛋白質のNLRP3 FM アッセンブリー抑制機構の解析 293T 細胞にNLRP3/ASC 複合
体を再構成し，VSeV蛋白質の影響を調べた．また，BRET 法にてNLRP3-ASC の相互作用への影
響も調べた．  
（６）VSeV蛋白質の NLRP3 ホモオリゴマー抑制機構の解析 293T 細胞に NLRP3 ホモオリゴ
マーを再構成し，VSeV蛋白質の影響を調べた．また，BRET 法にて NLRP3-NLRP3 の相互作用
への影響も調べた．  



（７）SeV 以外のパラミクソウイルス V 蛋白質の NLRP3 FM 活性化阻害の解析 VSeV蛋白質
の抗NLRP3 FM能が，ニパウイルス(NiV)，ヒトパラインフルエンザウイルス２型(HPIV２)の V蛋
白質にも保存されているのか調べた． 
 
４．研究成果 

（１）SeV V(-)感染で誘導される IL-1β分泌とNLRP3 FM の活性化 １）SeV V(-)は SeV wt
と比較して，前駆体 IL-1βの産生，成熟型 IL-1βの分泌がそれぞれ約 2.3-2.7 倍，約７倍，
Caspase-1 の開裂も増加した(図１A - D)．この成熟型 IL-1βの分泌は，２）Caspase-1 阻害剤

（図１E, F)，NLRP3 分子の欠損で抑制された 
(図１G)．さらに，３）SeV wt と異なり， NLRP3 
FM 粒状構造が観察された (図１H)．以上の
結果から，SeV は感染時に分泌される IL-1β
を，VSeV蛋白質によって NLRP3 FM 依存性に
抑制していると考えられた． 
 
 
 

 
 

（２）NLRP3 FM 依存性 IL-1βの分泌抑制における VSeV蛋白質の役割 VSeV蛋白質が特異的に
IL-1βの分泌を抑制する予備的結果が確
認された（図２A)．また，VSeV蛋白質安
定発現 THP1 細胞を複数の FMリガンド
で刺激すると，NLRP3 FM リガンド刺激
のみが抑制された（図２B）．以上より，
VSeV蛋白質は，NLRP3 FM に特異的な経
路を抑制すると考えられた． 
 

 
 

（３）VSeV蛋白質と相互作用するNLRP3 FM の構成分子 VSeV蛋白質は，NLRP3 FM の構成分
子のNLRP3 と結合することが示された（図３A）．この結合は，VSeV蛋白質安定発現 THP1 細胞
を用いた内在性のNLRP3 でも確認された（図３B）． 
 
 

 

図 1．SeV V(-)感染で誘導される IL-1β分泌と
NLRP3 FM 活性化の解析 THP1 細胞に SeV V(-)
を感染させ，前駆体 IL-1βの産生，成熟型 IL-1βの
分泌，NLRP3 FM 複合体形成を解析した． 

 

図２．NLRP3 FM 依存性 IL-1β分泌の抑制におけるVSeV蛋白質
の役割 （A）NLRP3 FM を再構成した 293T細胞に VSeV蛋白質
を発現させ，分泌される IL-1βを測定した．（B）VSeV蛋白質安定
発現 THP1 細胞を LPS+ATP または poly(dA:dT)で刺激後，分泌
される IL-1βを測定した． 



 
 
 
 

 
 
 

（４）抗NLRP3 FM 能に必要な VSeV蛋白質の領域 抗 NLRP3 FM 能に重要な VSeV蛋白質の領
域を調べたところ，抗 IFN-産生能の最小領域である C 末端（Vc）では活性を示さず，N末端

（Vn）C末端（Vc）の両領域が必要であっ
た．また，抗 IFN-産生能に必須の Cys 残
基は必要なかった（図４A-C）．これらの抑
制は，VSeV-NLRP3 の結合に相関していた．
以上の結果から，VSeV蛋白質の抗 IFN-産
生能と抗 NLRP3 FM 能は独立した活性で
あった． 

 
 

（５）VSeV蛋白質はNLRP3 と ASC の相互作用を抑制することによって，NLRP3/ASC 複合体
の形成を阻害する NLRP3/ASC 複合体形成を示す粒状構造が，VSeV蛋白の発現によって消失し
た(図５A, B)．さらに，NLRP3/ASC の複合体形成に必須のNLRP３と ASC の相互作用も抑制さ
れた(図５C)．これらの抑制は，VSeV-NLRP3 の結合に相関していた．以上の結果から，VSeV蛋白

質は NLRP3 と結合することによって，
ASC との相互作用，それによって起こる
NLRP3/ASC 複合体の形成を阻害してい
ると考えられた． 
 
 
 
 

 

 

図３．VSeV蛋白質とNLRP3 分子の結合  
（A）293T 細胞に VSeV蛋白質とNLRP3 分子を発現
させ，（B）VSeV蛋白質安定発現 THP1 細胞を用い
て，免疫沈降法によって相互作用を解析した． 

 

図４．抗 NLRP3 FM 能に必要な VSeV 蛋白質の領域 
（A，B）293T 細胞に変異 VSeV蛋白質とNLRP3分子を
発現させ，免疫沈降法によって相互作用に必要な領域を
解析した．（C）NLRP3 FM を再構成した 293T 細胞に
変異 VSeV 蛋白質を発現させ，IL-1β分泌の阻害に必要
な領域を解析した． 

図５．NLRP3 FM アッセンブリーにおける VSeV
蛋白質の影響（A，B）293T細胞に NLRP3/ASC
複合体を再構成し，VSeV蛋白質の影響を解析し
た．（C）BRET法にてNLRP3と ASC の相互作
用への影響も解析した． 



（６）VSeV蛋白質はNLRP３-NLRP3 の相互作用を抑制することによって，NLRP3 ホモオリゴ
マーの形成を阻害する NLRP3 ホモオリゴマー形成を示す粒状構造が，VSeV蛋白の発現によっ
て消失した．さらに，NLRP3 ホモオリゴマーの形成に必要な NLRP３-NLRP3 の相互作用も抑
制された．これらの抑制は，VSeV-NLRP3 との結合に相関していた．以上の結果から，VSeV蛋白
質の抗NLRP3 FM能は，NLRP3 との結合によって，最初に起こるNLRP3 のホモオリゴマー形
成，引き続き起こる ASC のリクルート，最終的に起こるNLRP3，ASC, pro-Caspase-1 の三分
子複合体の形成を阻害すると考えられた． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（７）NLRP3 FM の活性化阻害は SeV 以外のパラミクソウイルス V 蛋白質にも保存されてい
る VSeV蛋白質以外に，VNiV蛋白質と VHPIV2蛋白質はともに，１）IL-1βの分泌を抑制した

（図 7A）．２）NLRP3 と結合すること
が確認された（図 7B）．３）NLRP3/ASC
複合体の形成を抑制した（図 7C）．４）
NLRP3ホモオリゴマーの形成を阻害し
た（図 7C）．５）NLRP3/ASC の複合体
の形成に必要な NLRP3 と ASC の相互
作用を抑制した（図 7D）．６）NLRP3
ホモオリゴマーの形成に必要な NLRP
３-NLRP3 の相互作用を抑制した（図
7D）．以上の結果から，SeV以外に，NiV，
HPIV2 などの他のパラミクソウイルス
V蛋白質にも抗NLRP3 FM能が保存さ
れていることが明らかになった． 

 

図６． NLRP3 ホモオリゴマーにおけるVSeV
蛋白質の影響 （A，B）293T 細胞に NLRP3
ホモオリゴマーを再構成し，VSeV蛋白質の影
響を解析した．（C）BRET 法にて NLRP3-
NLRP3 の相互作用への影響も解析した． 

 

図７．他のパラミクソウイルス V 蛋白質の NLRP3 
FM 活性化阻害の解析 293T 細胞に VNiV, VHPIV2蛋白
質をそれぞれ発現させ，（A）NLRP3 FM を再構成し
分泌される IL-1βを測定した．(B）NLRP3 分子を発
現させ，免疫沈降法によって相互作用を解析した．（C）
NLRP3/ASC 複合体，NLRP3 ホモオリゴマーをそれ
ぞれ再構成し，複合体を解析した．（D）BRET 法にて
NLRP3-ASC ，NLRP3-NLRP3の相互作用をそれぞれ
解析した． 
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