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研究成果の概要（和文）：Naip5を安定発現するRAW264マクロファージ細胞株を作製し，マクロ

ファージの生存におけるNaip5の作用について検討した．Naip5はレジオネラ感染時にはカスパー

ゼ1を活性化して細胞死を促進する一方，DNA傷害時にはカスパーゼ3および7の活性を抑制して

細胞死を阻害することを見いだした．このことは，Naip5が，マクロファージ内で生じたシグナ

ルの種類に応じたカスパーゼと複合体を形成してその活性を調節し，マクロファージの生存を制

御している可能性を示唆する． 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the role of Naip5 in macrophage survival, RAW264 
macrophages expressing Naip5 were constructed. Naip5 promoted cytotoxicity in Legionella 
pneumophila-infected cells. This cytotoxicity was associated with caspase-1. In addition, Naip5 restricted 
the intracellular growth of L. pneumophila in RAW264 cells. L. pneumophila flagellin was required for 
cytotoxicity, caspase-1 activation, and restriction of intracellular bacterial growth. Moreover, Naip5 
inhibited camptothecin-induced apoptosis in macrophages. These data indicate that Naip5 regulate cell 
survival by inhibiting apoptosis or by promoting pyroptosis in response to specific cellular signals. 
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１．研究開始当初の背景 
通常，生体内に進入した細菌は，食細胞に

貪食されて殺菌されるが，レジオネラは宿主

の殺菌機構を回避して食細胞内で増殖する．

ヒトのレジオネラ肺炎は，レジオネラの食細

胞内寄生性に依存している．ヒトとは異なり，

マウスのマクロファージではレジオネラの細

胞内増殖が阻害される．細胞内増殖の抑制に

関与する因子として、宿主（マウス）の Naip5，
Nlrc4，Caspase-1 と，レジオネラのフラジェリ

ンが知られており，Nlrc4 による Caspase-1 の

活性化がフラジェリンに依存して起こること

が，レジオネラの細胞内増殖の抑制に重要で

あると推定されていた．一方，Naip5 が関与す

るレジオネラの細胞内増殖の抑制もフラジェ

リンに依存しているが，詳細な分子機構は不

明であった． 
細胞内の病原体センサーと考えられてい

る Nod-like receptor (NLR) は 20 以上同定され

ており，一部については細胞内の病原体の「な

にを」認識しているか，についても明らかに

されていた．例えば Nod1 および Nod2 は細菌

のペプチドグリカンを，Nalp1 は炭疽菌の毒素

を，Nalp3 は細菌の RNA とペプチドグリカン

を，Nlrc4 と，本研究が着目した Naip5 はフラ

ジェリンを，それぞれ認識することが知られ

ていた．しかし，これら NLR が，そのリガン

ドを「どのように」認識しているかについて

は，まったくわかっていなかった． 
 
２．研究の目的 

レジオネラがマクロファージ細胞内で「ど

のように」宿主に認識されるかは未知である．

本研究は，レジオネラが，宿主のNaip5蛋白質

を中心とした複合体 (Naip5複合体) に認識さ

れているとの仮説を立て，それを証明する．

そのために，「Naip5複合体」を精製・単離す

るための細胞株を作製し，それをもちいて

「Naip複合体」を精製する． 
 
３．研究の方法 

C57BL/6 マウス由来の Naip5 cDNA をク

ローニングし，そのコード領域を，プロモー

ター，GFP 配列，G418 耐性遺伝子を含む市販

の発現ベクターに連結した．これを線状化し

てエレクトロポレーションで RAW264 細胞に

導入後，G418 で選択し，GFP-Naip5 融合遺伝

子が染色体に組み込まれて，高レベルかつ安

定に発現するクローンを選別した．選別した

クローンについて，レジオネラ感染に対する

応答を確認した．すなわち，レジオネラ感染

細胞におけるカスパーゼ 1 の活性化，細胞死，

および細胞内増殖の阻害の有無を検討した．

カスパーゼ 1 の活性化は，IL-1βの分泌量を

ELISA で測定することにより数値化した．細

胞死は，エチジウムホモダイマー1 (EthD-1) 
の取り込み，および乳酸デヒドロゲナーゼ 
(LDH) の放出を指標にした．細胞内のレジオ

ネラ生菌数を測定する際には，感染細胞の破

砕液を BCYEαにプレーティングし，出現した

コロニー (cfu) を計測した．また， Naip5 に

結合する蛋白質は，免疫沈降にておこなった． 
 

４．研究成果 

RAW264 マクロファージ細胞株で Naip5を
高 レ ベ ル に 安 定 発 現 す る ク ロ ー ン 
(RAW-Naip5) を得ることができた．そこで，

RAW-Naip5 をもちいてレジオネラ感染に対す

る応答を検討した． 
RAW-Naip5 では，レジオネラ感染時に

EthD-1 の取り込みが増大することから，細胞

死が起きることが明らかになった．レジオネ

ラ感染細胞の死は LDH の放出量が増大する

ことからも確かめられた．さらにこのとき，

IL-1βの分泌量が顕著に上昇し，カスパーゼ 1
が活性化されていることが明らかになった．

また，レジオネラの細胞内増殖が阻害される

ことがわかった．このような応答は，フラジェ

リンを欠損したレジオネラを感染させた際に

は全く起きなかった．これらの結果から，本

研究で作製した RAW-Naip5 において，Naip5
蛋白質依存的にフラジェリンが認識されて

pyroptosis が誘導され，菌の細胞内増殖の抑制

に寄与していると考えられた．  
そこで，Naip5 とフラジェリンとの直接の

結合の有無を検討した．293 細胞で Naip5 とフ

ラジェリン遺伝子 (flaA) を一過性に共発現

させ，免疫沈降実験をおこなったところ，両

者の結合は確認できなかった．このことから，

レジオネラ感染マクロファージにおいて，

Naip5 はレジオネラのフラジェリンを直接結

合して認識するのではなく，別の因子を介し



 

 

て認識することが示唆された．  
他方，RAW-Naip5にIV型分泌装置を欠損す

るレジオネラを感染させた場合でも，カス

パーゼ1の活性化と細胞死がみられなかった．

このことから，宿主のNaip5蛋白質が，細胞内

のレジオネラ由来のフラジェリンだけでな

く，IV型分泌装置，あるいはIV型分泌装置で

宿主の細胞内に輸送されるエフェクターをも

認識していると考えられ，これらとカスパー

ゼ1からなる複合体が形成されていることが

示唆された．このような，細胞内のレジオネ

ラを認識する「Naip5複合体」を単離するため

のツールとして，本研究で得たRAW-Naip5が
有用であると考えられた． 

ところで，Naip5のヒトホモログNAIPは，

カスパーゼ3および7に結合してこれらの活性

を阻害することでapoptosisを抑制する蛋白質

として知られている．ヒトNAIPを安定発現す

るRAW264細胞を作製し (RAW-NAIP) ，レジ

オネラを感染させた．驚いたことに，

RAW-NAIPはRAW-Naip5とほぼ同様の応答を

示し，pyroptosisを促進することが明らかに

なった．このことから，ヒトNAIPもまたNaip5
と同様にレジオネラの菌体成分を認識して宿

主の応答を誘導し，ヒトのレジオネラ感染の

際に防御的に機能していることが示唆され

た． 
さらに，感染とは別の細胞ストレスとし

て，カンプトテシンによりDNA傷害を誘起し

た際のapoptosisについて，Naip5およびヒト

NAIPの作用について検討した．興味深いこと

に，ヒトNAIPのみならず，マウスNaip5もま

た，DNA傷害によるapoptosisを抑制すること

が明らかになった．このとき，カスパーゼ3
および7の活性化が阻害されていることがわ

かった．カスパーゼ1は，Naip5およびNAIPの
発現の有無に関わらず活性化されなかった． 

以上の結果から，マウスNaip5およびヒト

NAIPは，マクロファージ内で生じたシグナル

の種類に応じてカスパーゼの活性化を調節

し，細胞死を促進したり抑制したりする，生

存調節因子であることが明らかになった． 
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