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１．目的 背景 
 

   赤痢菌、サルモネラ菌などの病原細菌の感染に対し、宿主は菌体をマクロファージに取り込んだ

後、菌体由来分子を認識してNLRC4 inflammasomeを活性化させ炎症性サイトカインの産生・分泌を誘

導し、最終的に激しい炎症応答を起こす。サルモネラ菌ではNLRC4 inflammasomeが主に鞭毛構成タン

パク質であるフラジェリンを特異的に認識して激しい炎症応答を引き起こすことが知られているが、

赤痢菌のように鞭毛を持たない病原細菌は多く存在しており、NLRC4がどのようにしてこれら非鞭毛

性病原細菌を認識することができるのかわかっておらず、研究命題とされてきた。これまでの報告に

よると、菌体の鞭毛を構成するフラジェリンタンパク質、病原性エフェクターを分泌するⅢ型分泌装

置(T3SS)のrod proteinおよびneedle proteinが宿主のNLRC4経路を介して認識され炎症応答のトリガ

ーとなる可能性が示唆されている（Franchi et al., 2006, Nature; Miao et al., 2010, PNAS; Franchi 
et al., 2012, Nature immunology; Yang et al., 2013, PNAS）。しかし、その一方で、NLRC4は複

数の特定のリガンドを認識するが、リガンドとなる分子はわかりやすい共通点がある訳ではなく、

NLRC4がどのようにしてこれら多岐にわたる分子を特異的に認識することができるのかわかっておら

ず、謎とされてきた。また、NLRsとリガンド間の直接結合はどのNLRsにおいても証明されない事から、

これらを介在する未知の因子の存在が示唆されていた。ところが2011年に、アメリカと中国の研究チ

ームがほぼ同時に、これらの謎に対する鍵となる分子を特定した（Kofoed and Vance, 2011, Nature; 

Zhao et al., 2011, Nature）。それがNAIPsファミリータンパク質である。これらの論文によると、

NAIP5がフラジェリンに、NAIP2がbacterial rod proteinに対しそれぞれ直接結合する。NAIP5とフラ

ジェリンはNLRC4と高分子複合体を形成し、inflammasomeの活性化を引き起こす。現状では、既報の

報告は実験が比較的容易なサルモネラ菌の研究例にとどまっており、赤痢菌のようにフラジェリンを

持たない病原細菌も多く存在する事から、本報告のみで全ての説明がつくわけではないが、これらの

報告から興味深い１つの仮説が推測される。それは、それぞれのNAIPファミリータンパク質が異なる

細菌リガンドに対する結合能を有しアダプターとしての役割を担っており、inflammasome活性化を誘

導するのではないかという仮説である。以上より、非鞭毛性病原細菌を認識するために機能するNAIP

がフラジェリンを認識するNAIP5とは別に存在する事を示唆している。2011年の論文は、その後国際

的な研究ネットワーク上でも盛んに議論されている事から、本報告に触発されてNAIPsタンパク質の

分子機構やその役割について興味をもつ研究者は多く、NAIPsの機能に関する研究は今後盛んになっ

ていくものと予測される。 

  病原細菌の感染に伴い誘導されるinflammasome活性化とpyroptosis誘導、及びその結果引き起こ

される炎症応答、それらに対するNAIPsの関連性については、その免疫誘導における重要性から世界

各地の研究グループ間での研究競争が激化しているが、細胞死という現象特有の複雑さや

inflammasome構成因子であるNLRsやNAIPsの解析の難しさから未だ体系的な知識基盤の確立には至っ

ていない。そこで本研究は、非鞭毛性病原細菌の代表として赤痢菌感染モデルを用い、菌体由来成分

がinflammasomeに認識される機構の解明を目的とした研究を行った。具体的には、まずinflammasome

を活性化する菌体由来分子の特定を行った。またNAIPsファミリータンパク質に着目し、inflammasome

活性化機構に対するNAIPsファミリータンパク質の関連性を検証した。 

 

２．方法 

 
1, inflammasome を活性化する細菌由来リガンドの特定 

  赤痢菌やサルモネラ菌が誘導する inflammasome の活性化は、T3SS 依存的であることがわかってい

る。そこで、T3SS エフェクターに焦点をあて、inflammasome を活性化する細菌分子の探索を行った。

所属研究室では一連の赤痢菌 T3SS effector の deletion mutant ライブラリーを有しており、これ



らの菌株を用いてマクロファージに対する in vitro 感染実験を行う事により、inflammasome 活性に

影響がある T3SS effecttor のスクリーニングを試みた。また、この検証方法では T3SS を構成する構

造タンパク質の検証が不可能であることから、T3SS 構造タンパク質に対しては一連の条件検討の結

果最も効果的であったレトロウイルスベクターを用いたマクロファージ発現系を用いて赤痢菌由来

のトリガー分子の特定を行った。inflammasome の活性化の強さを判断する指標として、IL-1β ELISA

解析及び Caspase-1 P20(活性型)のウエスタン解析を行った。 

 

2, 赤痢菌由来分子により活性化される inflammasome pathway の特定 

  NLRP3,NLRC4,ASC 等のノックアウトマウスより骨髄マクロファージを分離誘導し、リガンドがどの

NLR inflammasome 経路を活性化させているのか特定した。同時に NLRP3,NLRC4,ASC の siRNA/shRNA

ノックダウン解析を行った。 

 

3, NAIP 経路の特定 

  各種 NAIPs の shRNA/siRNA ノックダウン解析により、リガンドがどの NAIP 経路で inflammasome

を活性化させるのかを特定した。また、各種 NAIPs をノックダウンしたマクロファージ細胞のイムノ

ヒスト解析及び架橋剤処理後のウエスタン解析を行い、細胞における ASC pyroptosome 形成がどの

ような影響を受けるか確認した。 

 

4, 細菌リガンドと NAIPs 間の結合特異性の検証 

  GSTプルダウンアッセイ、免疫沈降の手段を用いて、特定した赤痢菌由来分子と各NAIPs及びNLRC4

間のタンパク質レベルでの結合能を検証した。 

 

３．結果 研究成果 

 
1, 赤痢菌 T3SS の inner rod protein；MxiI が、NLRC4 inflammasome を活性化する 

  MSCV2.2-IRES-GFP レトロウイルスベクターにトリガー候補遺伝子をクローニングし、

immortalization 処理を行ったマクロファージに発現させることにより赤痢菌由来のトリガー分子

探索を行った。その結果、T3SS の inner rod protein である MxiI が、NLRC4 inflammasome を活性

化しマクロファージに pyroptosis を引き起こすことを見出した。 

 

2, 赤痢菌は NLRC4 依存的に inflammasome を活性化する 

  過去の知見によると、赤痢菌の感染に際し NLRC4-dependent な inflammasome 活性化がおこること

が示唆されている。そこで本説を検証するために BL6 バックグラウンドの NLRP3,NLRC4,ASC ノックア

ウトマウスより骨髄マクロファージを分離誘導し、赤痢菌感染がどの inflammasome 経路を活性化さ

せているのか特定した。その結果、本研究においても BL6 バックグラウンドでは NLRC4-dependent

且つ NLRP3-indenendent な inflammasome 活性化が赤痢菌感染により引き起こされることが裏付けら

れた。NLRP3及び NLRC4の siRNA/shRNAノックダウン解析の結果においても同様な傾向が認められた。

また、マクロファージ細胞内における MxiI タンパク質の発現のみでも NLRC4-dependent な

inflammasome の活性化が認められた。 

 
3, 赤痢菌は NAIP2 依存的に NLRC4 inflammasome を活性化する 

  各NAIPファミリータンパク質のshRNA/siRNAノックダウン解析の結果、赤痢菌感染による

inflammasome活性化は、NAIP2-dependentであることがわかった。一方、フラジェリン応答に重要で

あると言われているNAIP5は赤痢菌感染においては特に影響が認められなかった。inflammasome活性

化時には、マクロファージ細胞においてASCの高次凝集体構造（ASC pyroptosome）の形成が認められ

ることが報告されているため、本研究ではNAIPsをノックダウンした赤痢菌感染マクロファージにお

けるASCの挙動をイムノヒストイメージング解析により検証した。その結果、NAIP2ノックダウン細胞

ではASC pyroptosome形成が有為に遅延することが確認された。一方、NAIP5ノックダウン細胞では、

その影響は認められなかった。同様の目的のために、更に各種NAIPsノックダウン細胞に赤痢菌感染

後、DSS架橋剤処理を行いウエスタン解析することにより、感染細胞におけるASC重合体形成を検証し

た。その結果、イムノヒストイメージング解析同様、NAIP2ノックダウン細胞ではASC 重合体構造の

形成が有為に遅延することが確認された一方、NAIP5では影響が認められなかった。また、サルモネ

ラ感染においてはinflammasomeの活性化にはPKCδによるNLRC4のリン酸化が必須であるという論文

が2012年に報告されたが、本研究においては赤痢菌感染によるinflammaome活性化にPKCδ依存性は認

められなかった。 



 
4, 赤痢菌の MxiI は NAIP2 及び NLRC4 と特異的に複合体を形成する 

  特定した赤痢菌MxiI、NAIP2、NLRC4間のタンパク質結合能をGSTプルダウン解析及び免疫沈降法に

より検証した。その結果、これら3者の間において特異的に複合体形成が認められた。また、赤痢菌

感染時に、NAIP2とNLRC4との結合能が認められた。 

 

４．考察 まとめ 
 

  本研究において、赤痢菌 T3SS の inner rod protein である MxiI が、NLRC4 に認識され inflammasome

活性化を誘導することを見出した。赤痢菌の MxiI は NAIP2 及び NLRC4 と特異的に複合体を形成し、

赤痢菌は NAIP2 依存的に NLRC4 inflammasome を活性化していた。 

 赤痢菌は宿主免疫機能から逃れるために鞭毛を捨て収斂進化してきた細菌であると考えられてい

る(AI Mamun et al.,1996; Tominaga et al.,2005)。病原細菌にとって鞭毛を持つということは、運

動能を獲得できるというメリットと同時に、鞭毛構成成分であるフラジェリンが免疫応答の主要なタ

ーゲットである事から強い免疫応答を誘導しやすく大きなリスクを背負うことになる。従って、赤痢

菌のように免疫反応を最小限に抑えて感染成立させるために、進化の過程で鞭毛を捨てるという戦略

をとる病原細菌が存在する（Oshima et al., 2004; kakizawa et al., 2006; Suzuki et al., 2006）。

一方宿主側としては、逆にこれら非鞭毛性病原細菌の感染に備えた機構を獲得する必要があり、実際

にフラジェリンを持たない病原細菌でも認識し免疫応答を起こすためのシステムを獲得している。今

回本研究において、赤痢菌 T3SS の構造タンパク質である inner rod protein が NAIP2 による認識を

受けている事を明らかにしたわけであるが、inner rod protein は T3SS を持つ病原細菌に広く保存

されている 15KDa 程の小さな構造タンパク質であり、TypeⅢエフェクタータンパク質が装置を通り分

泌される際に巻き込まれるようにして宿主の細胞質中に漏れだすと考えられている。T3SS が不活性

状態では細胞質中への MxiI の放出はおこらず、T3SS 構造の表面に露出していない MxiI が認識を受

けることはなく inflammasome の活性はおこらない。しかし、T3SS が ON の状態になると MxiI の細胞

質中への放出がおこり NAIP2 による認識及び inflammasome 活性化がおこる、言い換えると病原性が

ある（T3SS が active である）状態の病原細菌を特異的に検出することが可能である。従って、NAIP2

が MxiI をターゲットとして認識することは過剰な inflammasome 活性化を回避することを可能にし、

高度に regulate された優れたシステムであると考察できる。以上の研究成果は論文にまとめ、PLoS 

Pathogen にて報告した（Suzuki et al., 2014 PLoS Pathogen）。 

  また本実験計画を実施する過程において、 TypeⅢエフェクターの１つである IpaH7.8が

inflammasomeを活性化する現象が認められた。解析を進めた結果、IpaH7.8によるinflammasome活性

化は特定のNLRやNAIPに依存しているわけではなく、非特異的にinflammasome活性を高めていること

が確認され、当初の研究計画にて想定していた菌体由来物質-NAIP-NLRC4経路とは別の作用機序によ

りinflammasome活性を促進していることが判明した。IpaH7.8に関する研究は本研究と並行してすす

め、得られた研究成果は、別の論文（Suzuki et al., 2014 PNAS）にまとめ報告した。 
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