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研究成果の概要：本研究は、リステリア菌等の細胞内に寄生・増殖する細菌である細胞内

寄生細菌に対する宿主の側の生体防御機構における、細胞内異物認識分子である

PGRP-LE の機能解析が目的である。本研究により、PGRP-LE が宿主細胞内においてリ

ステリア菌の侵入を認識し、宿主の抵抗性に働くこと、また、PGRP-LE による認識に

よって、新規の自然免疫経路によりオートファジーが誘導され、リステリア菌が排除

されることを明らかにした。これらの成果を Nature Immunology 誌に発表した。 
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物は環境に存在する細菌の感染

から身を守るために免疫系を発達させてき

た。自然免疫は、ほとんどすべての多細胞生

物が有する免疫系であり、ヒトにおいても感

染のごく初期に免疫の最前線として働くこ

とが明らかとなっている。ショウジョウバエ

と哺乳類では、自然免疫シグナル経路に働く

因子は、相同な分子が非常に類似した経路を

形成しており、ショウジョウバエのモデル生

物としての普遍性が示されている。ショウジ

ョウバエにおける細菌感染では、細菌はまず

体表を破って体内に侵入し、体液中で増殖す

る。これらの細菌に対し、ショウジョウバエ

はまず体液中で細菌を非自己として認識し、

自然免疫経路の活性化を起こして抗菌ペプ

チドを体液中に分泌する。これまでに、この

ような菌を認識し、自然免疫経路を活性化す

る分子として peptidoglycan recognition 

protein (PGRP)ファミリーが同定されてい

る。しかしながら、細胞内寄生細菌は細胞の

中に侵入することにより、このような体液性

の自然免疫による生体防御から逃れようと

する。これらの細菌に対する自然免疫応答は、

ショウジョウバエにおいてのみならず、ヒト

をはじめとする哺乳類においても、生体内で

機能する認識分子、防御反応共に不明な点が

多く残されている。 

 我々はこれまでに、ショウジョウバエ体液

中で DAP-type のペプチドグリカンを特異的

に認識して自然免疫応答を活性化する因子

PGRP-LE を同定し、これが大腸菌などの

DAP-type のペプチドグリカンを有する細菌

に対する抵抗性に必須であり、体液性の自然

免疫において認識分子として機能している

ことを示してきた。一方で我々は、PGRP-LE

は上皮性組織などの一部の組織では細胞の

中で機能しうること、ショウジョウバエ培養

細胞である S2 細胞内に人為的に取り込ませ

たペプチドグリカンの部分構造体を細胞内

で認識して自然免疫応答を活性化すること

を 示 し て き た (Kaneko,T et al. (2006) 

Nature Immunol. 7, 715-723)。これは、

PGRP-LE が細胞内において、侵入した細胞内

寄生細菌に対する認識分子としても機能し

ている可能性を示唆している。 

 Listeria monocytogenes (Lm)は DAP-type

のペプチドグリカンを有するグラム陽性菌

であり、人畜感染症であるリステリア症を引

き起こすことから、その宿主細胞への感染機

序に関する多くの研究がなされてきている。

細胞に取り込まれた Lm は、Lysteriolysin O 

(LLO)と呼ばれる因子によって食胞膜を溶解

し、細胞質へと感染する。我々はこれまでに、

PGRP-LE 変異体が Lm 感染に対して野生型と

較べ感受性が高いこと、Lm に対する抵抗性に

は、Lm が in vivo で感染する細胞である体液

細胞におけるPGRP-LEの発現が重要であるこ

とを示していた。以上の事実は PGRP-LE が細

胞内寄生細菌 Lm を認識して自然免疫応答を

誘導しているという仮説を支持している。 

 さて、自然免疫においては、異物の認識と

ともに、感染してきた細菌とどのように戦う

かが重要である。Lm が感染に必要とする宿主

細胞が産生する因子は、これまでに S2 細胞

へのLm感染系を用いたRNAiスクリーニング

によりゲノムワイドに検索されている。しか

しながら、こういったアプローチでは、培養

細胞である S2 細胞に発現していない因子の

機能を解析できないために、個体の組織にお

いて感染抵抗性に必要な因子が同定されて

きていない。さらに、S2 細胞では認識分子

PGRP-LE が発現していないために、Lm に対す

る防御反応が全く起きていない可能性があ

る。 

 オートファジーは、ショウジョウバエから

ヒトにまで保存されている細胞内分解系で、

細胞がその存続のために饑餓時に自らの成

分を分解するためや、不要となった様々な分

子を処理するために働く機構である。近年、

哺乳類培養細胞において、オートファジーが

細胞内に侵入してきた細菌によって菌の周

辺に誘導され、これらの菌に対する抵抗性に

機能していることが示されている( Nakagawa, 

I. et al. (2004) Science 306 1037-1040 )。
しかしながら、オートファジーの、細胞内に

侵入してきた菌の周囲に限定的に誘導され

る機構は全く不明であり、しかも、オートフ

ァジーが個体のレベルで細胞内寄生細菌に

対する抵抗性に機能しているのかも不明で

あった。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、細胞内寄生細菌である

Listeria monocytogenes に対する異物認識

分 子  PGRP (Peptidoglycan Recognition 

Protein)-LE の機能と、PGRP-LE によって誘

導される細胞内寄生細菌に対する生体防御

反応の解析を行うことにより、いまだ不明な

点の多い、細胞内寄生細菌の細胞内における

認識と、細胞内寄生細菌に対する生体防御反

応の全容理解のための分子的基盤を得るこ

とであった。特に以下の２点に重点を置いた。 

(1)細胞内寄生細菌 Lm の認識における

PGRP-LE の機能解析 

(2)PGRP-LE によって活性化される Lmに対す



る自然免疫反応の網羅的解析と、Lm への抵

抗性におけるオートファジーの解析 

(1)ではPGRP-LEがLmを細胞内において認識

しているか、認識することにより細胞、ある

いは個体が Lm 感染に対する抵抗性をするか

を検討した。 

(2)ではLm感染によってPGRP-LE依存的に活

性化される自然免疫反応を解析した。網羅的

解析と共に、オートファジーに注目して解析

し、Lm 感染に対する抵抗反応としてオート

ファジーが重要であるのか、PGRP-LE による

Lm 認識がオートファジー誘導に必須である

のかについて検討した。 

これら２方向からの解析により、細胞内寄生

細菌に対する自然免疫反応の全容理解のた

めの分子基盤を得ることが目的であった。 

 

３．研究の方法 

PGRP-LE に焦点をあてた、細胞内寄生細菌認
識分子としての機能解析と、細胞内寄生細菌
に対する細胞の抵抗反応に焦点をあて、これ
の反応誘導におけるPGRP-LEの機能について
解析することで研究を推進した。これらの２
方向からの解析により、細胞内寄生細菌に対
する生体防御反応の理解をめざした。 

(1)PGRP-LEの細胞内Lm認識と抵抗反応誘導

の検討 

①S2細胞系 

S2細胞においてはPGRP-LEの発現が見られな

い。そこでPGRP-LEをS2細胞において誘導的、

あるいは恒常的に発現させることのできる

遺伝子導入細胞株を樹立し、これらの細胞株

を用いて、以下の２点について検討した。 

A.細胞内に侵入したLmがPGRP-LEに認識され

て自然免疫が活性化されるか 

S2細胞にLmを感染させ、PGRP-LEの発現依存

的に自然免疫応答のひとつである抗菌ペプ

チド産生誘導が起きるかを検討した。 

B.細胞内に侵入したLmに対して抵抗反応が

起きるか 

PGRP-LEが細胞内に侵入したLmに対する抵抗

反応を起こすかを検討するために、S2細胞に

感染するLm数がPGRP-LEの発現の有無により

変化があるかを調べた。細胞内に侵入した菌

は、コロニー形成法により算定した。さらに、

既知の自然免疫経路であるToll経路、imd経

路の因子の発現ををRNAi法により抑制して

Lmを感染させ、細胞内の菌数を算定すること

により、Lmに対する抵抗反応が既知の自然免

疫経路に依存しているかを検討した。 

②ex vivo系 

S2 細胞系は強制発現系であるので、内在性の
PGRP-LE の機能を検討することができない。
そこで、ex vivo 系を確立した。幼虫の体液

細胞を取り出して培養液中で培養、Lm 感染を
行うことにより、内在性の PGRP-LE の機能解
析を可能にした。 
(2)PGRP-LEによって活性化されるLmに対す

る自然免疫反応の解析 

①Lm 感染に応じたオートファジー検出系 

オートファジー誘導の分子マーカーである

EGFP と LC3 の融合タンパク質を恒常的に発

現させ、オートファジーによる LC3 タンパク

質の局在化を可視化できるような S2 細胞系

統を樹立した。また、ex vivo 系では、ショ

ウジョウバエにおいて組織特異的な強制発

現系として汎用されている GAL4/UAS システ

ムを用い、ショウジョウバエ幼虫の体液細胞

にEGFP-LC3を発現させ、感染実験を行った。 

②PGRP-LE によるオートファジー誘導とオー

トファジーによる Lm 感染抵抗性の検討 

S2 細胞系と ex vivo 系により、まず、Lm 感

染に応じて誘導されるオートファジーが

PGRP-LE に依存しているかを検討した。S2 細

胞系では PGRP-LE の強制発現、ex vivo 系で

は PGRP-LE 欠損変異体を用いた。次に、Lm
感染への抵抗性にオートファジーが重要で

あるかを、オートファジー関連遺伝子 Atg5
の RNAi 法による発現抑制により検討した。 

③PGRP-LE によって誘導される Lm 感染抵抗

反応の網羅的解析 

細胞内寄生細菌への抵抗性には、オートファ

ジー以外にも未知の機構が働いている可能

性がある。そこで、PGRP-LE による Lm 認識に

よって、どのような感染防御のための反応が

起きるのかをDNAマイクロアレイにより網羅

的に解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Lm の細胞内増殖抑制に PGRP-LE とオート
ファジーが必須である 
幼虫から取り出した体液細胞を培養し、Lm 感
染を行う ex vivo 系を確立した。この系を用
いて、PGRP-LE を始めとする様々な変異体体
液細胞における Lm 増殖抑制を体液細胞、お
よび細胞内に感染している Lm の染色像を計
測して定量化した。
その結果、Lm の細胞
内増殖抑制には
PGRP-LE が必須であ
ること、IMD 経路の必
須因子( relish)、
Toll 経路の必須因子
(dif/dorsal)は必要
ないことを示した。
また、PGRP-LE 欠損に
よる Lm増殖抑制欠損
は、オートファジー
を強制的に誘導することで回復した（図１）。 



(2)オートファジーは個体レベルでのLm感染
への抵抗性に必須である 
オートファジー欠損マウスは出生直後に致
死となるために、細胞内寄生細菌への個体レ
ベルおける抵抗性におけるオートファジー
の役割は不明であった。我々はショウジョウ
バエをモデル動物として用い、組織特異的に
オートファジーを抑制することで、個体とし
ての細胞内寄生細菌感染に対する抵抗性に
おけるオートファジーの役割を検討した。そ
の結果、体液細胞に
おけるオートファジ
ー欠損個体は Lm感染
に感受性であり、オ
ートファジーの役割
が個体としての抵抗
性に必須であること
が示された（図２）。 
(3) PGRP-LE 依存的な Lm増殖抑制にはオート
ファジーが必須だが、IMD 経路、Toll 経路は
必要ない 
 
 
(4) Lm 感染時には PGRP-LE 依存的にオートフ
ァジーが誘導される 
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