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研究成果の概要： 

 細胞内寄生性細菌であるリステリア菌および結核菌が有する細菌性モジュリンの感染細胞に

対する作用を、主としてサイトカイン応答を中心として解析した。リステリアの病原因子 LLO

が感染マクロファージ内で認識されインフラマソーム形成が起こってカスペース１が活性化さ

れる分子機構や、結核菌が宿主カスペース１活性化を誘導する過程に RD1 領域産物が関与する

ことなど、多くの新たな知見が得られた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
平成１８年度 5,300,000 1,590,000 6,890,000 

平成１９年度 5,000,000 1,500,000 6,500,000 

平成２０年度 4,100,000 1,230,000 5,330,000 

総 計 14,400,000 4,320,000 18,720,000 
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マクロファージ 
 
１．研究開始当初の背景 
 リステリアや結核菌などの細胞内寄生性
細菌は、感染宿主に極めて強い細胞性免疫応
答を誘導する。その背景には、Th1 細胞を活
性化する T細部抗原の存在に加えて、細菌が
保有する何らかの細菌性モジュリンがマク
ロファージに認識され、マクロファージから
IL-12 や IL-18 などの Th1 細胞分化促進に働
くサイトカイン応答を惹起するからと考え
られた。本申請研究開始時点では、すでにリ
ステリア菌の主要病原因子タンパクである
リステリオリシン O(LLO)がマクロファージ
に強力な細菌性モジュリン活性を示すこと
を、リコンビナントタンパクを用いて明らか
にしていた。そこで本研究では、LLO 遺伝子
を欠損させた変異株をまず作製し、各種の変
異 LLOや関連タンパクの遺伝子で相補した株
を多数作製して、マクロファージに感染させ
た場合、どのような分子機構でIL-12やIL-18

が誘導されるのかを明らかにすることを企
画した。 
 
２．研究の目的 
 背景の項目に記載したように、リステリア 
菌のマクロファージ感染において誘導され
る Th1 細胞分化に関わる主要サイトカイン
の発現分泌の分子機構を、リステリアの病原
因子の認識機構の観点から明らかにするこ
とがひとつの大きな目的である。また、同じ
細胞内寄生性を示す結核菌について、近年重
要な病原因子候補として注目されてきた
RD1 領域産物に的を絞り、RD1 領域の存在
がどのように宿主マクロファージのサイト
カイン誘導や免疫応答の修飾に関わるかを、
これも RD1 領域の欠損変異株と遺伝子相補
株を用いて解析することを目的とした。 
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３．研究の方法 
 リステリア菌については、先ず LLO 遺伝
子である hly を、in frame で完全欠損させた
変異株を作製し、これに LLO の各種変異タ
ンパクをコードする遺伝子で相補した株を
作製した。結核菌の RD1 欠損変異株と相補
株を準備した。これらを培養マクロファージ
に感染させ、細胞内動態を顕微鏡下での観察
と細胞内生菌数測定で調べた。サイトカイン
としては、IL-12, IL-18 のほか各種炎症性サ
イトカインの発現レベル、タンパクとしての
産生量を測定した。IL-18 は前駆体から成熟
型への限定分解が必要で、そこに働く
caspase-1 の活性化を p10 特異的な抗体によ
るウエスタンブロットで検出した。細胞内シ
グナル伝達に関わる分子の解析には、各種ノ
ックアウトマウス由来のマクロファージを
用いた。 
 
４．研究成果 
 食胞から脱出できない hly欠損変異株でも
野生株と同様に IL-12 の発現誘導がみられ、
Il-12 の誘導には細胞質内認識機構は関与し
ないことが判明した、一方、IL-18 の分泌応
答には、hly が必須であり、しかも相同性 n
高い ilo遺伝子による相補株では見られなか
った。LLO の変異タンパクをコードする遺伝
子による相補株を用いた解析により、LLO 分
子の第１ドメインがおそらく NALP3を介して
認識され、ASC 依存的なインフラマソーム形
成が起こってカスペース１が活性化される
結果、IL-18 の成熟分泌が起こってγインタ
ーフェロンが誘導される機序が明らかとな
った。LLO を介した宿主細胞への細胞質内シ
グナルは、カルパインを活性化し、活性化カ
ルパインが作用して成熟する IL-1αの分泌
を促すことが示された。さらに、リステリア
菌で誘導される I型インターフェロンも一部
カスパーゼ１活性化に関与することが示さ
れた。リステリア菌に対する自然免疫応答に
関わる TLR2 を介したシグナルが、リステリ
ア菌体の貪食促進にも関与することが明ら
かとなった。 
 結核菌の病原因子遺伝子クラスターであ
る RD1 領域の欠損変異株を用いて、RD1 領域
産物がマクロファージにおけるカスペース
１活性化を誘導すること、その過程には RD1
領域産物を含むタイプ VII分泌機構による宿
主細胞膜での Kイオン流出が関与することが
示された。さらに、結核菌の未知の病原因子
が、宿主の PD-L1/PD1システムを活性化した
抑制性シグナルを強く誘導する結果、感染防
御に働く CD4+T細胞の持続を抑制して慢性感
染を可能にしていることを示唆する成績が
得られ、その責任分子の研究が今後期待でき
るものと考えられた。 
 以上より、宿主マクロファージは細胞内寄

生性細菌の異なった細菌性モジュリンを認
識し、カスパーゼ活性化など獲得免疫成立に
必須の応答を起こすことが示された。 
 応用的研究としては、モジュリン活性を示
す精製タンパク標品をマウスに投与し、細胞
性免疫応答の誘導、とくに Th1応答優位応答
の誘導が可能となり、アレルギーモデルでは
Th2優位応答を Th１応答に変換させアレルギ
ー反応を抑制できることが明らかとなった。 
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