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研究成果の概要（和文）：オートファジーは、リソソームで細胞内分子や損傷を受けた細胞小器官、細胞内に侵
入した病原体を標的として、リソソームでの分解を行う。我々は、NDP52を含むユビキチン化のターゲットに結
合することでオートファジーを促進するオートファジー受容体を同定した。活性型GTP結合型のRab35は細菌を含
むエンドソームに蓄積し、Rab35はNDP52を侵入した細菌に結合してリクルートすることを明らかとした。すなわ
ちRab35-GTPがオートファジー受容体NDP52をリクルートすることによってオートファジーの重要な調節因子であ
ることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Autophagy targets intracellular molecules, damaged organelles, and invading 
pathogens for degradation in lysosomes. Recent studies have identified autophagy receptors that 
facilitate this process by binding to ubiquitinated targets, including NDP52. Here, we demonstrate 
that the small guanosine triphosphatase Rab35 directs NDP52 to the corresponding targets of multiple
 forms of autophagy. The active GTP-bound form of Rab35 accumulates on bacteria-containing 
endosomes, and Rab35 directly binds and recruits NDP52 to internalized bacteria. Additionally, Rab35
 promotes interaction of NDP52 with ubiquitin. This process is inhibited by TBC1D10A, a GAP protein 
that inactivates Rab35, but stimulated by autophagic activation via TBK1 kinase, which associates 
with NDP52. Rab35, TBC1D10A and TBK1 regulate NDP52 recruitment to damaged mitochondria and to 
autophagosomes to promote mitophagy and maturation of autophagosomes, respectively. 

研究分野：細菌学

キーワード： A群レンサ球菌　オートファジー　Rab35　TDC1D10A　ゼノファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌感染によるオートファジーの誘導機構については、これまでに様々な菌を対象として多種多様な説が提唱さ
れているが、「どのように菌を見分けて、オートファジーを誘導しているのか」という点については明らかとさ
れていない。本研究の結果はオートファゴソーム形成の初期プロセスである隔離膜形成の誘導に必須な細菌菌体
に存在する糖鎖を認識するユビキチンシステムを同定することで、新たな自然免疫系の一端を明らかとするとい
う新規の展開が期待できると考えている．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細菌の生体組織への定着に対して、生体を広く覆う上皮や粘膜といった組織は病原性
菌の侵入を感知する最前線のシステムであると同時に最大の防御システムである．しかし
ながら、一部の病原性細菌は、これら粘膜・上皮組織を突破し、宿主細胞内へ侵入する．
申請者らは、非貪食系の細胞内の A群レンサ球菌が、オートファジーによって効率的に分
解されることを明らかとした（Nakagawa et al, Science, 2004）．その後、赤痢菌、サルモネ
ラ、リステリアなどの様々な細胞侵入性細菌に対して免疫機構を示すことが報告され、細
菌感染に対するオートファジーが従来型とは異なる選択性オートファジー（selective 
autophagy）として機能していることが明らかとなってきている． 
 宿主と細菌の相互作用については、細菌表層に存在する定着因子と呼ばれる種々の
構造物と宿主表層の構造物によって、宿主域や、感染する臓器が規定されている．しかし、
これまでの研究は、菌体表層のタンパク質と宿主因子との相互作用についての解析がほと
んどであり、細菌の菌体表層の多糖体との相互作用についての解析はほとんどなされてい
ない．菌体表層に分泌される莢膜多糖体については、これまでに抗貪食作用などが報告さ
れているが、菌体表層に存在する多糖体構造物については、これまでほとんど解析されて
いないのが実情である．  
 
２．研究の目的 
宿主細胞内に侵入した菌は、細胞質に逃れる菌は選択性オートファジーによって認識
される．この過程では、細菌が p62/NDP52 などのアダプター分子を介してユビキチンと
結合することで、オートファジーによって分解されているとされている（図１）．ところ
が、この菌体の排除に関わるオートファジーでは、菌の種類によって誘導されるオートフ
ァジーの様相が著しく異なることから、細胞内に、各菌を特異的に認識する機構が存在す
ることが予測される．さらに、オートファジーの実行分子とユビキチンを繋ぐアダプター
分子を欠損させた細胞であっても効率は低下するものの、オートファジーそのものは誘導
され、菌体は分解される．これは、菌体表層にユビキチンに特異的に認識される分子が存
在することを意味している．申請者は、菌種特異的にオートファジー誘導を引き起こす因
子を同定しようとオートファジーが明確に誘導されるＡ群レンサ球菌をモデルとして解
析を行ってきた（Science, 2004）。その結果、①LPXTGモチーフを持つ細胞壁にアンカリ
ングするタンパク質や、これまでに報告されている表層タンパク質、情報学的に予測され
る菌体表層タンパク質の欠損体について網羅的に解析を行っても、細胞質内に侵入する菌
についてはユビキチン化が誘導される．②オートファジー誘導のキーとなる Atg5 欠損細
胞であっても細胞質の菌はユビキチン化される（図１）. ③菌体表層の多糖抗原の遺伝子
変異体で、オートファジーの誘導が著しく阻害されることを見いだした．また、宿主細胞
内においては、Ｎ型糖鎖を認識してユビキチン化を行うE3 SCFFbs1が見いだされているが、
生体内にはさらに別の E3酵素の存在も示唆されており、これらを踏まえると菌体表層の
糖鎖とくに多糖抗原を認識してユビキチン化を誘導する新規のシステムが存在すると考
えられる．また、A 群レンサ球菌の表層の多糖抗原の合成酵素である gacI を欠損させた
菌株では、group A carbohydrateの側鎖である β-GlcNacの付加がなくなるが、この１つの
糖鎖欠損のみで、本菌の好中球による認識が著しく阻害されること（van Sorge et al, Cell 
Host Microbe., 2014）が報告されている．このような細菌表層に存在する多糖体の解析結果
から、新たなユビキチン認識を介したオートファジー誘導系を見出すことができるのでは
ないか、という着想に至った． 
３．研究の方法 
本研究では、菌体成分、とくに糖鎖成分を認識してオートファゴソーム形成を誘導する新
規ユビキチンシステムを解明することを目的とし、下記の項目について研究を行う．（1）
種々の菌体表層の糖鎖変異体を作成し、宿主細胞内でのユビキチン結合能とオートファゴ
ソーム形成についての解析を行う．すでに、A群レンサ球菌感染細胞のオートファゴソーム
形成のメンブレントラフィックに関わる Rab タンパク質のネットワークについての解析を
行っており、通常の飢餓栄養時に誘導されるオートファジーの形成には関与しない様々な
Rab タンパク質が細菌感染時に誘導されるオートファゴソーム形成の各ステップでは関与
することを報告している．そのため、各ステージでの各変異体のユビキチン化によるオート
ファゴソーム形成初期の段階的に詳細に検討することが可能である. （2）（1）で得られた
糖鎖変異体と野生型菌株を用いて菌体表層のユビキチン重合に関わる部位の同定と菌体の



糖鎖変異部位の同定を行う. （3）細菌菌体糖鎖を認識する新規ユビキチン修飾システムの
同定を試みる. これにより細菌感染によって誘導されるオートファジーの初期段階、すなわ
ち新規ユビキチン修飾システムを明らかとすることで、細菌感染特異的なオートファジー
の誘導・制御に関わる制御系を特定する。 
 
４．研究成果 
(1)TBC1D10Aはゼノファジーを抑制する。  
A群レンサ球菌（GAS）感染
時の選択的オートファジー
を調節する TBC / RabGAP
を包括的にスクリーニング
するために、まず HeLa細胞
を用いて EmGFP融合 TBC / 
RabGAP およびオートファ
ゴソーム膜のマーカーであ
る mCherryタグ付き LC3を
過剰発現させ、これらの細
胞に GASを感染させた。感
染 4時間後の GASに対する
オートファゴソーム形成の
効率を解析した。解析した
30 個の TBC/RavGAP のう
ち、TBC1D10A、10B、18、
23、25、および RN-Treの過
剰発現は、オートファゴソ
ーム形成を有意に抑制し
た。TBC1D10Aの GAP活性
がオートファゴソーム形
成を阻害するのに必要で
あるかどうかを調べるた
めに、我々は、GAP活性に
必要な保存アルギニンが
リジン（R160K）で置換さ
れた TBC1D10A変異体、または TBCドメインの保存グルタミン酸がアラニン（D157A）を
作成した。野生型 TBC1D10A は、感染後２時間および４時間でオートファゴソーム形成を
減少させたが R160Kおよび D157A変異体ではそのような変化はなく、GAP活性が GAS感
染中のオートファゴソーム形成を阻害するために不可欠であることを示した。つぎに
TBC1D10A と GAS の侵襲性効率の間の関係ならびに感染から 6 時間後の生存率を調べた。 
TBC1D10Aおよび R160K変異体の過剰発現は侵襲効率に影響を及ぼさなかったが、生存は
対照細胞および R160K を過剰発現した細胞よりも TBC1D10A を過剰発現した細胞におい
て約 1.5倍高かった。すなわち TBC1D10Aにおける GAP活性がオートファゴソーム形成お
よびその後の GASの分解を阻害するために必要であることを示している。 
 
(2)TBC1D10Aは侵入した細菌への NDP52のリクルートを阻害する。  
GAS はエンドサイトーシスを介して宿主上皮細胞に侵入する。損傷したエンドソーム膜は
サイトゾルガレクチン 8 によって認識され、サイトゾルにさらされた細菌はユビキチンで
コーティングされ、オートファジー受容体を介してオートファゴソームにターゲティング
される。 TBC1D10Aがオートファゴソーム形成を抑制するためにこれらの経路を阻害する
かどうかを決定するために、TBC1D10A を過剰発現する細胞におけるオートファジーマー
カーのリクルートを調べた。GASがガレクチン 8、ユビキチン、p62、または OPTNで被覆
されている細胞の数は変化せず、TBC1D10Aがエンドソームから細胞質への GASの逃避に
影響を及ぼさなかった。しかしながら、NDP52 で被覆された細菌を有する細胞の頻度は、
TBC1D10Aを過剰発現する細胞では有意に減少したが、R160Kおよび D157K変異体を過剰
発現する細胞では減少しなかった。これらの知見は、TBC1D10A GAP活性が NDP52の GAS

図 1 A 群レンサ球菌感染細胞で特異的に局在する

RabGAP TDC1D10Aとその変異体。野生型のTDC1D10A

発現細胞ではアダプター分子である NDP52 の局在は認め

られないが、変異体ではNDP52が局在するようになる。 



へのリクルートを阻害することを示している。 
 
(3)Rab35は、ゼノファジーおよび NDP52の細菌へのリクルートを調節する 
 Rab27Aおよび Rab35に対する TBC1D10AのＧＡＰ活性は、それぞれメラノソーム輸送お
よびエキソソーム分泌を調節することが知られている。したがって、我々は Rab27Aおよび
Rab35ノックアウト細胞株を作製し、これらのノックアウト細胞における NDP52リクルー
トおよびオートファゴソーム形成を調べた。 Rab27Aではなく、Rab35のノックアウトは、
侵入する細菌に応答して NDP52リクルートおよびオートファゴソーム形成を有意に抑制し
た。これらの結果をさらに確認するために、Rab35が miR-RNAiノックダウンによって枯渇
した HeLa 細胞において、NDP52 リクルートおよびオートファゴソーム形成を調べた。 
Rab35ノックアウトについての結果と一致して、これらの細胞において同様の阻害効果が得
られた。対照的に、Rab35ノックアウトは、ガレクチン 8、ユビキチン、p62、および OPTN
のリクルートを減少させなかった。これらの結果は、TBC1D10Aによる GASおよびオート
ファゴソーム形成に対する NDP52リクルートの阻害効果が Rab35によって特異的に媒介さ
れることを示唆している。 
次に、NDP52、Rab35、およびオートファジー欠損 ATG5ノックアウト細胞における殺菌活
性を調べた。予想通り、GAS の細胞内侵入は野生型細胞とノックアウト細胞の間で同程度
であったが、後者の生存率は有意に高かった。生存している GAS細胞の数は、NDP52およ
び Rab35 ノックアウト細胞よりも ATG5 ノックアウト細胞の方が多かった。まとめると、
結果は、Rab35が NDP52媒介オートファゴソーム形成および殺菌活性に必要であることを
示している。NDP52および Rab35は、TBK1を活性化し、そして p-TBK1 S172を細菌にリ
クルートするのに必要とされる。 OPTNおよび NDP52は、マイトファジーの間に TBK1を
活性化するのに必要とされる。次に、TBK1は、ユビキチン鎖および LC3との結合をそれぞ
れ促進するために、p62中の S403および OPTN中の S177をリン酸化する。 したがって、
TBK1 中の S172 のリン酸化によって測定されるように、GAS に感染した NDP52 および
Rab35ノックアウト細胞における TBK1活性化を調べたところリン酸化 TBK1は、野生型細
胞よりもノックアウト細胞において有意に低かった。これらの結果は、NDP52および Rab35
が TBK1 を活性化しそして侵入細菌に p-TBK1 S172 をリクルートするのに必要とされるこ
とを示唆している。 
 
(4)活性化 Rab35は、Znフィンガードメインを介して NDP52と直接相互作用する 
免疫蛍光分析は、野生型または ATG5 ノックアウト HeLa 細胞において、内因性 Rab35 が
GAS にリクルートされた内因性 NDP52 と共局在していることを示す。これらの結果は、
Rab35 がオートファジーとは無関係に NDP52 と共局在することを示している。 Rab35 と
NDP52 との間の相互作用を支持して、Rab35 に対する抗体が未感染細胞と感染細胞の両方
の溶解物から内因性 NDP52 を共沈させることを見出した。 NDP52 とユビキチンとの相互
作用が、NDP52 と Rab35 との相互作用に必要であるかどうかを決定するために、NDP52 
D439K変異体と Rab35との間の相互作用を調べた。免疫沈降により、EmGFP-NDP52 D439K
変異体が FLAG-Rab35 と相互作用することが実証され、NDP52-ユビキチン結合は NDP52-
Rab35結合に必須ではないことが示唆された。PLAを用いて Rab35-NDP52相互作用をさら
に検証した。 PLA シグナルは、非感染細胞の細胞質中に散乱し、基底レベルで Rab35 と
NDP52との間に相互作用が観察されることを示唆している。一方、感染中、明瞭な PLAシ
グナルが GAS を取り囲んでいた。これらの観察結果は、感染中に Rab35 と NDP52 との間
の相互作用が GASを含む小胞周辺に蓄積することを示している。 
(5)Rab35依存性オートファジーは NDP52を低下させる 
P62および NBR1のようなオートファジー受容体はカーゴと共に分解されるので、オートフ
ァジー中に NDP52 が同様に分解されるかどうかを試験するために、野生型 HeLa およびＡ
ＴＧ５ノックアウト細胞を発現させた。二重 EmGFP-mCherry タグを有する NDP52 を発現
させたそれぞれの細胞に 4時間 GASに感染させた。 mCherryは酸性で蛍光性を維持しなが
ら EmGFP は酸性リソソーム中で急速に消光されるので、酸性リソソームへの NDP52 の進
入は EmGFP シグナルの選択的減少によりモニターすることができる。細菌を囲む EmGFP
蛍光は、野生型細胞の約６０％において部分的に失われた。一方、EmGFPはノックアウト
細胞において蛍光を失うことなく検出された。さらに、GAS 感染は、野生型細胞において
内因性 NDP52および p62の経時的分解を誘発した。興味深いことに、ATG5、NDP52、およ



び Rab35がノックアウトされた細胞では分解が損なわれていました（図 4C、Dおよび E）。
さらに、NDP52および p62 の発現は、野生型細胞よりも ATG5ノックアウト細胞において
有意に高かった。まとめると、これらのデータは、NDP52が Rab35依存的にオートファジ
ーによって分解されることを強く示唆している。 
(6)Rab35は飢餓誘発および基礎的自食作用において NDP52を介した自食作用の成熟を調節
する 
NDP52は、基礎条件下でミオシン VI、TRAF6結合タンパク質、および OPTNを含む複合体
を介してオートファゴソーム成熟を促進すると報告されている。 NDP52 と相互作用する
TBK1は、Mycobacterium tuberculosis var。と同様に、飢餓誘発オートファジー中のオートフ
ァゴソーム成熟に必要である。したがって、我々は Rab35が NDP52を空間的に調節するこ
とによって飢餓誘発性および基礎的自食作用に関与している可能性があると推測した。 
NDP52は、基礎および飢餓誘導オートファゴソームにおいて検出された。Znフィンガード
メインは、NDP52 をオートファゴソームに標的化するのに不要であり、一方、コイルドコ
イルドメインは必要であった。 GFP-LC3を安定的に発現する野生型 HeLa細胞では、栄養
欠乏に応答して蛍光点が増加した。 NDP52および Rab35ノックアウト細胞において、蛍光
は基礎条件下でも増加した。さらに、NDP52および Rab35のノックアウトは、基礎条件下
での LC3-IIの存在量を増加させた。オこれらの結果は、食作用低下が NDP52または Rab35
ノックアウト細胞において損なわれていることを示唆している。 
 
(7)TBK1は、NDP52と Rab35との相互作用を促進する 
オートファジー中の Rab35を介した NDP52のリクルートの機序を調べるために、GAS感染
中の Rab35 の細胞内局在を決定した。内因性 Rab35 は、侵入病原体によって損傷を受けた
エンドソームのマーカーである内因性ガレクチン３と共局在した。野生型Rab35およびGTP
ロック Q67A変異体は GASにリクルートされたが、GDP型 S22N変異体はされなかったこ
とから、このプロセスは Rab35の GTP結合型に依存する。これらの結果は、ガレクチンリ
クルートの前に、Rab35 が細菌含有エンドソーム上に GTP 依存的に局在することを示唆し
ている。以上の知見から、TBK1 が、NDP52 と Rab35 との相互作用を促進することによっ
てオートファジー標的への NDP52のリクルートに関与していることを示している。 
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