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研究成果の概要（和文）：本研究では、細菌感染防御におけるオートファジーの役割を明らかにするために、活
性イオウ分子とタンパク質S-グアニル化によるオートファジー制御機構と細菌が産生する活性イオウ分子種の影
響の解析を行った。感染細胞内での菌体のS-グアニル化はオートファジーによる殺菌に働いているが、細菌が産
生する活性イオウ分子はS-グアニル化を介するオートファジー誘導を抑制し、宿主細胞の感染防御機構からの回
避に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the role of autophagy in antibacterial host defense, we 
investigated the regulation mechanism of autophagy mediated by reactive persulfide species and 
protein S-guanylation, and effects of reactive persulfides produced by bacteria. S-Guanylation of 
bacteria in infected-host cells was found to be involved in bacterial killing by autophagy in host 
cells, and reactive persulfides produced by bacteria were suggested to suppress 
S-guanylation-mediated autophagy induction and contribute to its escape from defense mechanism of 
host cells.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 オートファジーは、細胞内小器官やタンパ
ク質、細胞内に侵入した細菌などを分解する
細胞内消化機構であり、感染防御やストレス
応答など生体の恒常性維持において重要な
役割を果たしている。オートファジーは、オ
ートファゴソームと呼ばれる細胞内小胞の
形成とリソソーム融合による内容物の消化
を含む一連の過程である。近年、オートファ
ジーに関わる様々なタンパク質因子の同定
が進み、複雑で精緻な制御メカニズムが明ら
かになりつつある。しかしながら、感染や酸
化ストレスなどの刺激がオートファジーを
誘導する詳細な分子メカニズムには依然多
くの不明な点が残されている。 
 我々はこれまで、活性酸素と一酸化窒素
（NO）のシグナル機能と感染防御における役
割について研究を行ってきた（Nature Chem 
Biol, 2007; J Immunol, 2009; J Biol Chem, 
2010）。最近、活性酸素と NO により生成する
親電子性シグナル分子である 8-ニトロ-cGMP
がタンパク質翻訳後修飾（タンパク質 S-グア
ニル化）を介して化膿レンサ球菌やネズミチ
フス菌感染時のオートファジー誘導のメデ
ィエーターとして機能していることを明ら
かにした（Mol Cell, 2013）。またごく最近、
活性酸素・親電子シグナルの新規制御因子を
探索する中で、システインパースルフィド
（CysSSH）などの活性イオウ分子種が 8-ニト
ロ-cGMP を代謝・分解することにより、その
シグナル活性を制御していることを見出し
た（PNAS, 2014)。活性イオウ分子種は、チ
オール基に過剰にイオウ原子が付加した化
合物（R-S-(S)n-H）であり、哺乳類細胞にお
いては、システイン生合成に関わる酵素とし
て知られているシスタチオニンβ-シンター
ゼ（CBS）およびシスタチオニンγ-リアーゼ
（CSE）により産生されることが知られてい
た。興味深いことに、我々は、CBS や CSE を
ノックダウンした細胞で著明にオートファ
ジーが誘導されることを予備的ながら見い
だした。このことから、活性イオウ分子は重
要な生体内オートファジー制御因子として
機能していることが示唆されたが、その詳細
な生理的意義については不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、オートファジーの新しい
制御因子として活性イオウ分子種に着目し、
その細胞内動態とオートファジー誘導の解
析により、その制御分子メカニズムを解明す
ることを目的とした。さらに、細菌感染細胞
において、その制御機構が細胞内殺菌に与え
る影響と細菌が産生する硫化水素のオート
ファジー抑制作用を解析することにより、オ
ートファジーによる細菌感染防御機構の解
明に向けた研究を推進した。 
 
３．研究の方法 
 細菌感染細胞における8-ニトロ-cGMPとタ

ンパク質 S-グアニル化を介するオートファ
ジー誘導機構と活性イオウ分子による制御
の役割を解明するために以下の解析を行っ
た。 
(1) 活性イオウ分子種の細胞内動態の解析： 
宿主細胞における活性イオウ分子種の細胞
内動態を明らかにするために、安定同位体希
釈法-質量分析（LC-MS/MS）による高感度で
特異的な活性イオウ分子の定量解析システ
ムを用いて、各種培養細胞（マウスマクロフ
ァージ RAW264.7 細胞、ヒト肺がん A549 細胞
など）の細胞内活性イオウ分子種生成レベル
を定量解析した。さらに、CBS、CSE をはじめ
とした各種タンパク質のノックアウト・ノッ
クダウン細胞を調製し、その活性イオウ分子
種生成レベルの変化を定量解析することに
より、細胞内の活性イオウ分子生成機構を調
べた。 
(2) ネズミチフス菌の活性イオウ分子種産
生の解析： ネズミチフス菌（Salmonella 
enterica serovar Typhimurium LT2）におけ
る活性イオウ分子種の産生機構を明らかに
するために、ネズミチフス菌の主要な硫化水
素産生酵素であるチオ硫酸還元酵素（Phs）
および亜硫酸還元酵素（Asr）を欠損した菌
株を作成し、(1)と同様の解析法を用いて菌
体の活性イオウ分子種産生レベルを調べた。 
(3) 活性イオウ分子種がオートファジーに
よる細胞内殺菌へ与える影響の解析： ネズ
ミチフス菌をマウスマクロファージ
（RAW264.7 細胞、マウス骨髄マクロファージ
など）に感染させ、細菌感染後のオートファ
ジー誘導を解析した。オートファジーの誘導
は、オートファゴソーム関連タンパク質(LC3、
p62）の免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡に
よるオートファゴソームの形態観察により
解析した。オートファジー誘導と 8-ニトロ
-cGMPによるタンパク質S-グアニル化との関
連を調べるために、感染細胞内における菌体
の S-グアニル化を免疫細胞染色で解析する
とともに、二次元電気泳動-ウエスタンブロ
ットにより S-グアニル化標的タンパク質の
同定を行った。さらに、野生型ネズミチフス
菌と硫化水素産生酵素欠損菌株を感染させ
た細胞におけるオートファジー誘導、菌体タ
ンパク質の S-グアニル化、細胞内での菌の増
殖を比較解析することにより、細菌が産生す
る硫化水素・活性イオウ分子がオートファジ
ーによる宿主細胞の感染防御機能へ与える
影響を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 質量分析（LC-MS/MS）による活性イオウ
分子種の定量解析系を用いて各種培養細胞
を解析した結果、システインパースルフィド、
グルタチオンパースルフィドをはじめとし
た各種活性イオウ分子種が様々なレベルで
細胞内に存在することが分かった。これらの
活性イオウ分子種の細胞内レベルは、シスタ
チオニンβ-シンターゼ（CBS）およびシスタ



チオニンγ-リアーゼ（CSE）の siRNA による
ノックダウンにより、有意に低下した。また、
CBS、CSE をノックダウンした細胞では、共焦
点レーザー顕微鏡による形態観察および LC3
のウエスタンブロット解析により、オートフ
ァジーが誘導されていることが示され、細胞
内で生成するシステインパースルフィドな
どの活性イオウ分子種は、オートファジー誘
導制御に重要な役割を果たしていることが
示唆された。さらに大変興味深いことに、細
胞内の活性イオウ分子種の生成動態を詳細
に解析した結果、CBS、CSE 以外に、タンパク
質翻訳に共役した新たなシステインパース
ルフィド産生系が存在することが明らかに
なった（Nature Commun, 2017）。 
(2) ネズミチフス菌の活性イオウ分子産生
について LC-MS/MS を用いて解析した結果、
野生型のネズミチフス菌菌体では様々な活
性イオウ分子種が高いレベルで産生されて
いることが分かった。硫化水素産生酵素であ
る Phs および Asr を欠損した菌株では、硫化
水素産生が低下するとともに、活性イオウ分
子種の産生レベルも有意に低下したことか
ら、これらの酵素が活性イオウ分子産生に関
わっていることが示された。 
(3) ネズミチフス菌を感染させたマクロフ
ァージでは、著明なオートファジーの誘導が
観察された。感染細胞内において、オートフ
ァゴソーム内のサルモネラ菌体は著明に S-
グアニル化を受けており、S-グアニル化を受
けた菌体が LC-3 や p62 と共局在していたこ
とから、菌体のタンパク質 S-グアニル化が菌
体のオートファゴソームへの選択的取り込
みに関与することが示唆された。さらに、二
次元電気泳動とウエスタンブロットにより
S-グアニル化タンパク質の詳細な解析を行
った結果、様々な菌体タンパク質が S-グアニ
ル化の標的となることが示され、特に線毛関
連タンパク質が顕著に S-グアニル化を受け
ていることが分かった。 
(4) ネズミチフス菌の主要な硫化水素産生
酵素（Phs および Asr）を欠損させた菌株を
感染させたマクロファージでは、野生型菌株
を感染させた場合に比べ、オートファジー誘
導が亢進し、宿主細胞内の生菌数は有意な低
下が観察された。また、感染細胞内の S-グア
ニル化を受けた菌体の割合は、野生型菌株を
感染させた場合に比べ、硫化水素産生酵素欠
損菌株を感染させた場合では有意に増加し
た。硫化水素産生酵素欠損菌株を感染させた
細胞に硫化水素ドナーである NaHS を添加す
ると、細胞内での菌の増殖は有意に増加した。 
 これらのことから、ネズミチフス菌が産生
する硫化水素・活性イオウ分子種は、8-ニト
ロ-cGMPの分解を介して菌体のS-グアニル化
を抑制し宿主のオートファジーによる感染
防御からの回避に働いていることが示唆さ
れた。本研究の成果は、オートファジーによ
る細菌感染防御機構や硫化水素産生菌の病
原性発現機構の解明、および細菌感染症の新

規予防・治療法の開発に寄与するものと考え
られる。 
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