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研究成果の概要（和文）：オートファジーは宿主細胞内へ侵入した病原性細菌を殺菌することで感染防御に寄与
している。本研究では、SCFユビキチンリガーゼ複合体の受容体である FBXO2 が、細菌表層糖鎖の GlcNAc 側鎖
を認識することで、細菌のユビキチン化標識を促進することを明らかにしました。FBXO2 ノックアウト細胞で
は、細胞内 GAS 上のユビキチン蓄積と細菌の分解が減少しました。さらに、SCF複合体因子もまた、GAS に対す
るユビキチンを介したオートファジーに必須でした。したがって、SCF-FBXO2 は 細菌表層糖鎖の GlcNAc 残基
を認識し、オートファジーによる殺菌を誘導していることが示唆されました。

研究成果の概要（英文）：Autophagy degrades invading bacterial pathogens such as group A 
Streptococcus (GAS) to defend cells. Although invading bacteria are known to be marked with 
ubiquitin and selectively targeted by autophagy, how ubiquitin ligases recognize invading bacteria 
is poorly understood. In this study, we show that FBXO2, a glycoprotein-specific receptor for 
substrate in the SCF (SKP1/CUL1/F-box protein) ubiquitin ligase complex, mediates the recognition of
 GlcNAc side chains of the GAS surface carbohydrate and promotes ubiquitin-mediated autophagy. FBXO2
 targets cytosolic GAS through its sugar-binding motif and GlcNAc expression on the GAS surface. 
FBXO2 knockout resulted in a decrease in ubiquitin accumulation on intracellular GAS and degradation
 of bacteria. Furthermore, SCF components are also required for ubiquitin-mediated autophagy against
 GAS. Thus, we propose that SCF-FBXO2 recognizes GlcNAc residues of GAS surface carbohydrates and 
functions in ubiquitination during autophagy.

研究分野：細菌学

キーワード： オートファジー　A群レンサ球菌　糖鎖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ヒト細胞内に侵入した病原菌の糖鎖成分がヒトの受容体によって認識されることで菌がユビキチ
ン化修飾され、免疫経路の一つであるオートファジーが誘導されることが明らかになりました。これは、新たな
ユビキチン化機構の可能性を示唆しており、生物学的意義の高い知見であると考えられます。今後この認識機構
の詳細を明らかにするとともに、この認識メカニズム標的とした創薬につなげることで、新たな感染症制御法の
開発に貢献できる可能性があります。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 宿主細胞内の分解経路の一つである “オートファジー” は、細胞外から侵入してきた病原細菌
を直接的に分解するだけでなく、炎症反応や抗原提示、細胞死などに関わることで細菌感染に対
する様々な細胞応答を制御している（病原微生物に対するオートファジーをゼノファジーとよ
ぶ）。しかし、宿主がどのように細菌を認識し、ゼノファジーを誘導するのかは、未だ明らかに
なっていない。 
 
２．研究の目的 
 細菌菌体表層の糖鎖分子を認識する糖鎖センサーを同定し、細胞内糖鎖センサーがゼノファ
ジーを誘導する分子メカニズムを解明することで、細菌感染制御に特化したゼノファジーの誘
導機構を明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 細菌糖鎖を認識する糖鎖センサーを同定し、ゼノファジーを含む細胞応答における役割を明
らかにする。 
 糖鎖センサー候補として、細胞内で糖鎖を特異的に認識・結合するタンパク質である「細胞内
レクチン」に着目する。網羅的に細胞内レクチンの蛍光タンパク質融合体を発現させた細胞に細
菌を感染させ、菌周囲に局在化しつつ、糖鎖欠損株への局在が消失するものをスクリーニングす
る。さらに、局在化が認められた因子の遺伝子をCRISPR/Casゲノム編集によりノックアウトし、
細胞内細菌のユビキチン化を定量することで、ゼノファジーに関与する糖鎖センサーを同定す
る。 
(2) 細菌糖鎖センサーによる TBK1活性化機構、TBK1による選択的なゼノファジー誘導機構を
明らかにする。 
 上記項目で同定した細菌糖鎖センサーと相互作用するユビキチンリガーゼを探索するととも
に、TBK1との相互作用能や、TBK1のリン酸化修飾・ユビキチン化修飾への関与を解析する。
また、これまで申請者ら同定してきたゼノファジー制御因子群（NLRP4, NLRP10, Rab7, Rab9A, 
Rab17, Rab23, Rab30, Rab35, TBC1D10A, Rabex-5, NDP52、STX6, VAMP3, Vti1b）とセンサー分子
との関連性についても解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 細菌の糖鎖構造がゼノファジーの標的とな
っている可能性を検証するために、A 群レンサ
球菌の表層糖鎖合成遺伝子の欠損株を作成し、
ヒト細胞に感染した際のオートファジー誘導を
定量した。その結果、A 群レンサ球菌の表層糖
鎖の側鎖(GlcNAc）の合成、付加に関わる遺伝子
を欠損した変異株では、オートファジーの活性
化が有意に低いことが明らかとなった（図 1）。
また、遺伝子の相補株や、細菌のユビキチン化
等を解析した結果、GlcNAcが細菌のユビキチン
化誘導に重要な成分であることが明らかとなっ
た。 
(2) 次に、GlcNAc を認識するユビキチンリガ
ーゼの同定を試みた。2002年に、GlcNAcを含
む N グリカンを認識する FBXO2 が、ユビキ
チンリガーゼ複合体の基質認識に寄与してい
ることが報告されていたため、FBXO2の解析
を行った。その結果、FBXO2は細胞質内に侵
入した A群レンサ球菌にリクルートすること
（図 2）、また、GlcNAc非産生変異株にはリク
ルートしないことが明らかとなった。加えて、
in vitroの実験において、FBXO2は自身の糖鎖
結合モチーフと A 群レンサ球菌 GlcNAc 側鎖
を介して結合することを示した。また、
CRISPR/Cas ゲノム編集により FBXO2 ノック
アウト細胞を作成し、オートファジーを解析した結果、FBXO2ノックアウト細胞では A群レン
サ球菌に対するユビキチン化とそれによるオートファゴソーム形成が減少し、細胞内での生存



菌数が増加した（図 3）。以上の
結果から、FBXO2は A群レンサ
球菌のユビキチン化の誘導とオ
ートファゴソームの形成、そし
て殺菌に重要な糖鎖センサーで
あることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）細胞内レクチンの局在スクリーニングの
結果、ガレクチン 3が細胞内に侵入した A群レ
ンサ球菌周囲へリクルートしていた。そこで、
ガレクチン 3 と結合する因子を探索し、GBP1
（Guanylate binding protein 1）を同定した。GBP1
もまた細胞内に侵入したA群レンサ球菌へリク
ルートしていた（図 4）。そこで、ガレクチン 3ノックアウト細胞を作成し、GBP1の局在を解析
したところ、GBP1の菌への局在はガレクチン 3依存的であることが示された。また、GBP1ノ
ックアウト細胞では、オートファゴソームの形成率が減少し、殺菌効率も低下していた。以上の
結果から、細胞内レクチンであるガレクチン 3は、GBP1をリクルートすることで、GBP1を介
したオートファジーを制御していることが示唆された。 

 
（４）最後に、GBP1 が細菌感染時のオートファジー誘導を制御するメカニズムを明らかにする
ために、GBP1 ノックアウト細胞におけるオートファジー制御因子群の局在解析を行った。その
結果、菌の認識に関わるユビキチンや
ガレクチンの局在に影響は見られなか
ったが、ユビキチンとオートファゴソ
ーム上の LC3 をつなぐ役割をもつ p62
の菌への局在が有意に減少していた。
p62 は感染時、TBK1 キナーゼによって
リン酸化されることでユビキチンとの
親和性が亢進し、局在化することから、
TBK1 の活性化（リン酸化）を解析した。
その結果、GBP1 ノックアウト細胞では、
TBK1 の活性化が野生型細胞に比べて弱
いことが明らかとなった。また、GBP1 と
TBK1 の相互作用を調べたところ、GBP1
は TBK1 と会合し、最近感染時、共局在
を示すことが明らかとなった。以上の
結果から、GBP1 はガレクチン 3依存的に菌周囲へリクルートするとともに、TBK1 のリクルート
を制御することで、TBK1 の自己リン酸化を介した活性化を促し、効率的なオートファジーの誘
導を担っていることが示された。 
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