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吟嘩文題目

GRIM-19 is a target ofmycobacterial Z記 metalloprotease1 and indispensable for NLRP3 

inflammasome activation 

(GRIM-19は結核菌のZn2+メタロプロテアーゼの標的であり、 NLRP3インフラ

マソームの活性化に必須である）

氏名 蔵根友美



【 背景】 結核菌 (Mycobacteriumtuberculosis)は、 マ ク ロ フ ア

ジ (M<p) に 感染 す る 細胞内 寄 生 性 細 菌 で あ り

そ の排除に は炎症性サイ 卜 力 イ ン の Interleukin(IL） -1~

が重要であ る
゜

方で 結核菌 はエ フ 工 ク 夕

夕 ンパ ク 質で あ る Zn2+ metalloprotease 1 (Zmpl) を分泌 し

て IL-IP の産生 を 阻害す る ‘”. と で Mcp 内 での殺‘ 

菌 を 回避す る ゞ と が 報 告 さ れて vヽ る (Master et al., ヽ

Cell host & microbe, 2008) 
゜

し か し な が ら ヽ Zmpl に よ る

IL-lP 産生阻害の 具体的な分子機序 は不明 であ

つ た。

【目的】本研究では、 Zmpl による IL-1~ 産生阻

害の分子機序を解明 す る こ と を 目 的 と し た 。

【方 法 】 Zmpl と 会合する 宿主 夕 ンパク 質を同

定す る た め、 全長の Zmpl を bait と す る 酵母 two-

hybrid ス ク リ ン グを行っ た。 分離 した会合

分子の IL-1~ 産生 にお け る役割 を解明す る ため

に、 CRISPR/Cas9法を用 いてその遺伝子 を破壊 した

J774.1 マ ウ ス M<p株を作製 し、 以 下の実験を行っ



た。 ま ず、 結核菌 ワ ク チ ン株 BCG の Zmpl 欠損

株 (BCG—△zmpl) の感染で誘導 さ れ る IL-1~ の産生を

ELISA 法で解析 し た。 続い て ヽ 結 核 菌 に対す る

感染防御 に重要 な NLRP3 イ ン フ ラ マ ソ ム を選

択的 に 活性化 さ せた際の IL-1~ 産生、 Caspase-1 の

活性化 ASC speck の 形 成 ミ~ 卜 コ ン ド リ ァ 由 来

｀ 
活性 酸 素 種 (mtROS)の 産 生 につい てそれぞれ ELISA 、

ゥ 工 ス 夕 ンブ ロ ツ 卜 ヽ 蛍光免疫染色、 フ ロ

サイ 卜 メ 卜 リ に よ つ て調べた。 さ ら に 電-

子伝達系 Complex I の活性 と ミ 卜 コ ン ド リ ア 膜電ヽ

位 (A甲m につい て J774.1 と ヒ 卜 胎児腎細胞 の

HEK293T を用 いて検証 し た。

【 結果】 酵母 two-hybrid ス ク リ
． 

-― ン グの結果

．̀ 卜 コ ン'. ド リ ア電子伝達系 Complex I の必須サ プ

｀` 

ユ ． ツ 卜 の つで あ る GRIM-19が Zmpl の会合分子

と し て 同定 さ れた。 BCG 感染実験の結果、

J774.1 野生株 (WT） で は BCG—△zmpl 感染後に IL-1~ の産

生が誘導 さ れた の に対 して ヽ GRIM-19-KO で は誘導

さ れ な かっ た 。 ま た ヽ J774.1 WT では活性化刺激



依存的 な IL-1~ 産生、 Caspase-1 の活性化、 ASC speck 

の 形成、 mtROS 産生 の 充 進 が 起 っ—• る の に対 し‘ 

GRIM-19-KOでは それ ら が劫pむ め ら れな かっ た。 さ ら

に ヽ GRIM-19-KO で は J774.l WT と 比べて 定常状態 の

Complex I 活性お よ び △'I'm が低下 し て お り 方

HEK293T 細胞で Zmpl を強制発現 さ せ る と A甲m が

低下す る
,.. 

と が 明 ら か と な つ た。、一

【 考察】 本研究に よ り ヽ Zmpl は新規 NLRP3 イ ン／

フ ラ マ ソ ーム制御因子 GRIM-19に結合 し ミ 卜 ::r 

` 
ン ド リ ア電子伝達系 Complex! の機能 を阻害 して

mtROS 産生を抑制 し、 そ の結果 NLRP3 イ ン フ ラ マ

ソ ・ ム の活性化 を阻害 して IL-lP の産生 を抑制

す る ‘ と が示唆 さ れた。‘ 

【結語】本研究の成果は 結核菌感染時の

NLRP3 インフラマソーム活性化の制御機構につ

いて新たな知見を提供するとともに、 Zmpl と

GRlM-19の 相互作用を阻害する新たな抗結核薬の

開発に寄与し得るものである。


