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研究成果の概要（和文）：リステリア感染によって宿主食細胞（マクロファージ）に誘導される

サイトカイン（IL-1 α/β）応答の機序を解析した。リステリアの細胞質への侵入に伴って、菌

体由来の DNA が細胞質内の異物認識受容体の一つである AIM2 によって認識され、ASC を含むイ

ンフラマソームが形成された結果、caspase-1 が活性化され IL-1 βの成熟化が引き起こされる。

同時に、カルシウムシグナル経路も活性化されカルシウム依存性たんぱく質分解酵素であるカ

ルパインが活性化され IL-1 αの成熟化が引き起こされると共に、成熟化した IL-1 α/βはオート

ファジー経路あるいは分泌リソソーム経路を介して細胞外に分泌されることが示唆された。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： The mechanism of IL-1α/β production from Listeria 
monocytogenes-infected macrophages was elucidated. L. monocytogenes internalized into 
cytoplasmic space was recognized by AIM2 which was a pattern recognition receptor of host 
cells. Formation of inflammsome containing ASC was induced and activated the caspase-1 
resulting to maturation of IL-1β. In addition, bacterial entry into cytoplasm also 
activated calcium signaling pathway. Calcium signals should activate a Calcium-dependent 
protease,calpain resulting to IL-1α maturation and release of mature IL-1α/β by 
autophagy or secretary lysosome pathways. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞内寄生性を示すリステリアによる感
染においてマクロファージが示すサイトカ
イン応答のうち、特に獲得免疫誘導に必須と
なる成熟型 IL-1/18 の産生機序として、①細
胞外からのシグナルにより TLRs-MyD88 を介
して IL-1/18 遺伝子の発現が誘導され

proIL-1/18 が細胞内に産生され、②リステリ
アの細胞質内侵入を感知する NLR遺伝子の発
現が誘導されると、③ASC を含むインフラマ
ソームが形成され、④インフラマソームと基
質である proIL-1/18 のタンパク複合体が、
オートファゴソームに取り込まれリソソー
ムと融合した後、⑤オートリソソーム内の内



容物が細胞外に排出される結果、細胞外に分
泌される、という仮説が考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、リステリア感染により発現誘導
され、細胞質内に侵入したリステリアを感知
して caspase-1活性化およびオートファジー
を誘導するインフラマソームを構成する NLR
因子を同定すると共に、オートファジー経路
の IL-1/18の成熟化および分泌への関与の検
証をが主要な目的として解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）リステリア感染によって誘導される
IL-1 α/β産生におけるカルシウムシグナル経
路の関与を、カルシウムシグナル阻害剤を用
いて ELISA法およびウェスタンブロット法で
調べた。 
（２）リステリア感染時に誘導される
IL-1α/βの成熟化及び細胞外分泌におけるイ
ンフラマソームの関与を、IL-1 α/β産生が観
察されないマクロファージ細胞株(RAW264.7, 
J774.1)及び ASC 欠損あるいは caspase-1 欠
損マウス由来腹腔マクロファージを用いて
調べた。 
（３）オートファジー形成阻害時の IL-1 α/β
産生への影響を、各種酵素阻害剤を用いて
ELISA 法およびウエスタンブロット法で調べ
た。IL-1 α/βの細胞外への分泌とオートファ
ゴソーム内因子（リソソーム酵素）の細胞外
への分泌が関連しているかウェスタンブロ
ット法で確認した。 
 
４．研究成果 
（１）カルシウムシグナルによって活性化さ
れる calpain の阻害によって IL-1αの成熟化
および細胞外への分泌は抑制されたが、
IL-1βの産生には影響がなかった。一方、
IL-1 α/βの細胞外への分泌はカルシウムシグ
ナル阻害剤処理によって著明に減少したこ
とから、細胞内に蓄積した IL-1α/βが成熟化
して細胞外へ分泌されるには、菌の細胞内侵
入によって誘導されるカルシウムシグナル
必 要 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
Caspase-1 によって成熟化される IL-1 βの細
胞外への分泌もカルシウムシグナルに依存
していることから、カルシウムシグナルは
calpain 活性化に伴う IL-1 αの成熟化のみな
らず、これら成熟化したサイトカインの細胞
外への分泌にも関与していることが示唆さ
れた。 
（２）リステリア感染によって細胞外への
IL-1 α/β分泌が誘導されない RAW264.7 マク
ロファージ細胞株では、細胞内異物認識受容
体ファミリー分子の一つである ASC分子の遺
伝子発現が認められないことが RT-PCR 法に
よって明らかになった。さらに ASC 遺伝子あ

るいは caspase-1遺伝子を欠損したマウス由
来の腹腔マクロファージにおいてもリステ
リア感染時にIL-1 βの成熟化及び細胞外への
分泌が観察されなかったことから、リステリ
ア感染によって誘導されるIL-1 βの成熟化お
よび細胞外分泌には、インフラマソーム形成
による caspase-1活性化が関与していること
が明らかになった。一方、ASC 欠損あるいは
caspase-1 欠損マクロファージにおける
IL-1 αの産生は野生型と同レベルであったこ
とから、IL-1 αの成熟化には ASC を含むイン
フラマソーム形成は関与していないことが
明らかになった。さらに、細胞質内に侵入し
たリステリア菌体を認識する細胞内異物認
識受容体を、siRNA によるノックダウン系を
用いて検索したところ、細菌 DNA を認識する
AIM2 をノックダウンしたマクロファージで
は IL-1βの成熟化及び細胞外への分泌が抑制
された。 
これらの結果から、細胞質に侵入したリス

テリアが分裂あるいは分解される際に菌体
外に漏出した菌の染色体 DNA が、AIM2 によっ
て認識されることによってインフラマソー
ム形成が促進され caspase-1が活性化される
ことが示唆された。 
（４）リステリア感染によってオートファジ
ーが誘導されるのか LC-3 活性化を指標に調
べたところ、リステリア野生株が感染したマ
クロファージではオートファジーが誘導さ
れるが、細胞質に侵入できない LLO 欠損株の
感染では誘導されないことが明らかになっ
た。このオートファジー誘導は、オートファ
ジー経路を阻害する PI3K 阻害剤処理によっ
て、リステリア感染で誘導される IL-1 α/βの
成熟化及び細胞外への分泌が抑制された。さ
らに、リソソーム由来たんぱく質分解酵素で
あるカテプシン Bおよび Dの阻害によっても
抑制されたことから、IL-1 α/βの細胞外への
分泌には、オートファジー経路あるいは分泌
リソソーム経路が関与しているという可能
性が示唆された。 
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