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研究成果の概要： 
  本研究目的は、リステリア菌に対する感染防御因子探索である。遺伝子網羅的発現解析を

用いて新規遺伝子 Listericin を同定した。過剰発現および RNAi 解析から、Listericin は

JAK-STAT 経路により制御されること、またその過剰発現個体はリステリア菌感染に対して抵

抗性を示し、体液中菌数も減少することを明らかとした。Listericin が新規抗菌様因子である

可能性が示唆された。 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：細胞応答、自然免疫 
 
１．研究開始当初の背景 
   
  自然免疫は、抗体産生などの獲得免疫と
は異なり感染初期に働く病原体に対して非
特異的な生体防御反応のひとつであり、哺乳
類から昆虫および植物に至るほぼ全ての動
物種が共通してもっているシステムである。
具体的には、マクロファージによる貪食作用、
上皮組織からの抗菌ペプチドの産生、あるい
は凝固反応などが挙げられる。研究開始当初、
ショウジョウバエの自然免疫シグナル伝達

経路には、主にグラム陽性菌または真菌に対
する Toll 経路およびグラム陰性菌に対する
Imd 経路が知られていた。しかしながら、こ
れらの感染防御経路の解析にはいずれも細
胞外で感染する病原菌が用いられており、細
胞内に寄生するリステリア菌（Listeria 
monocytogenes）などの細菌についての宿主
防御機構に関する研究は遅れていた。このよ
うな状況の中、当研究室で発見されたペプチ
ドグリカン認識タンパク質ファミリーのひ
と つ で あ る PGRP (Peptidoglycan 



recognition protein)-LEが細胞内寄生細菌の
認識分子として機能することが初めて証明
された（Kaneko, T. et al., Nat. Immunol.,7, 
715-723, 2006）。「細胞内寄生細菌に対する
PGRP-LE を介した感染防御機構」という新
しい分野に注目が集まった。 
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２．研究の目的 
   
  本研究は、様々な遺伝学的および生化学
的な解析手法が確立されているショウジョ
ウバエをモデル生物として、PGRP-LE を介
したリステリア菌（Listeria monocytogenes）
に対する新規防御因子の探索を目的とした。
また、過剰発現系あるいは RNAi 法による遺
伝子機能抑制法によって、これらの同定した
因子群がどのようにリステリア菌感染に対
して機能しているか検討した。さらに、解析
した遺伝子群の中から、高感度で発現上昇す
る遺伝子である場合には、この遺伝子を用い
たレポーターシステムを構築することも同
時に目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
  PGRP-LE を 介 し た リ ス テ リ ア 菌
（Listeria monocytogenes）に対する防御因
子を探索するためにDNAマイクロアレイ法を
用いた。すなわち、ショウジョウバエ胚血球
細胞由来培養細胞である S2 細胞は、PGRP-LE
をほとんど発現しないという事象を利用し
て、S2 細胞と PGRP-LE を低レベルに発現させ
た S2 細胞（YFP-LE）細胞にリステリア菌を
それぞれ感染させ、その遺伝子変動を DNA マ
イクロアレイ法により解析した。さらに感染
には、野性型リステリア菌に加えて、リステ
リア菌が細胞内に侵入する時に必要な
Listeriolysin O を欠損させた変異型リステ
リア菌を用いることにより、宿主細胞内への
侵入特異的な誘導遺伝子群の同定を試みた。
また感染時間についても感染後２時間およ
び８時間後のサンプルにおける遺伝子変動
を解析し、早期反応および遅期反応について
の差異についても検討した。このように同定
した遺伝子群から、候補遺伝子を絞り込み、
その後、培養細胞を用いた RNAi 法および過
剰発現実験等を行うことによって、詳細な遺
伝子発現解析を行った。さらに、異所的発現
が可能な UAS-GAL4 システムを用いて、同定
した因子群を免疫組織で過剰発現させ、さら
なる詳細な遺伝子機能解析も行った。 
 
４．研究成果 
 
  細胞内寄生細菌リステリア菌に対する
新規防御因子を探索するために、ショウジョ

ウバエ培養細胞（PGRP-LE 発現がない S2 細胞
および PGRP-LE 発現がある YFP-LE）にリステ
リア菌を感染させ、DNA マイクロアレイ解析
をおこなったところ、PGRP-LE 依存的かつ野
性型リステリア菌感染特異的に 419個の遺伝
子群が誘導されることが明らかとなった。こ
の候補遺伝子群について、詳細な文献検索お
よびデータベース解析を行い、PGRP-LE 依存
的な誘導が特に顕著であった新規遺伝子
Listericin（仮名）について、さらなる解析
を行った。Listericin は、S2 細胞でのリス
テリア菌感染には、発現誘導が観察されなか
ったのに対して、YFP-LE 細胞においては、野
性型リステリア菌感染特異的な発現誘導が
観察された（図１）。この結果は、Listericin
が PGRP-LE を介して、リステリア菌が細胞内
に侵入してきた場合にのみ誘導される遺伝
子である可能性が強く示唆された。 

   
 

 次に、この Listericin の発現誘導がこれ
まで解析が進んできているショウジョウバ
エの代表的な自然免疫シグナル伝達経路で
ある Imd 経路および Toll 経路あるいは発生
および近年、ウイルス感染に対する抵抗性に
も必要であることが示されている JAK-STAT
経路のいずれによって制御されているのか
RNAi 法を用いて検討した。それぞれの経路に
対して必須の転写因子である Kenny（Imd 経
路）、Dif + dorsal（Toll 経路）、STAT92E
（JAK-STAT 経路）の RNAi を行い、リステリ
ア菌（LLO-変異型および野性型）の感染に対
する Listericin の発現誘導を測定した。そ
の結果、PGRP-LE 発現細胞（Ind-LE）におい
て、Imd 経路の転写因子 Kenny および Toll 経
路の転写因子群 Dif+dorsal の RNAi に比して、
JAK-STAT 経路に必須の Stat92E の RNAi での
み、Listericin の野性型リステリア菌に対す
る発現誘導が観察されなかった（図２：矢印）。
この結果は、Listericin がこれまでよく知ら
れていた Toll 経路および Imd 経路とは異な
る発生に主に必要と思われていた JAK-STAT
経路によって発現誘導制御が行われている
可能性を強く示唆する結果である。 
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  さ ら に Listeri in
の さ ら な る 機 能 解 析 を 目 的 と し て 、
Listericin の遺伝子改変体の作製を行った。
Listericin のタンパクコード領域部分（121
アミノ酸）を UAS（upstream activation 
sequence ） の 下 流 に 挿 入 し た
pUAST-Listericin プラスミドを作製して、定
法に従い、トランスジェニック個体株を作製
した。株確立後、ショウジョウバエの免疫器
官（脂肪体および血球細胞）特異的な GAL4
ドライバーである Collagen-GAL4 遺伝子改
変個体と掛け合わせることによって、
Listericin を免疫器官特異的に過剰発現させ
た個体を作製した。この個体にリステリア菌
を感染させて、生存率を観察した。その結果、
Listericin 過剰発現個体は、コントロールと
して用いた GFP 過剰発現個体と比べて、感
染防御能力の向上が

c

観察された（図３）。 

 ら、Listeric

 

   
 
 
 
 
   
  次に、この Listericin の過剰発現によ
るリステリア菌感染に対するショウジョウ
バエ成虫における生存率の上昇が、どのよう
なメカニズムによってなされているものな
のか、体液中でのリステリア菌数を直接測定

することが可能なコロニー形成法を用いて、
検討をおこなった。すなわち、Listericin 過
剰発現個体およびコントロール個体として
用いた GFP 過剰発現個体に、それぞれリステ
リア菌を感染させ、感染 24 時間後にショウ
ジョウバエ成虫をリステリア菌の生育培地
である BHI（Brain heart infusion）液の中
で粉砕して、そのホモジネート液を段階希釈
して BHI プレートに播種して、次の日に、コ
ロニー数を計測した。その結果、Listericin
過剰発現個体の体液中におけるリステリア
菌数は野性株（WT）および LLO 欠損株（Δhly）
ともに、コントロールに比べて、約~20%にま
で減少していた（図４）。この結果から、
Listericin が、ショウジョウバエ個体におい
て、リステリア菌の増殖抑制あるいは直接的
に殺菌する能力をもちうるペプチドである
可能性が強く示唆された。 

図２
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   図４
   
 以上の結果か in が PGRP-LE

を介して、野性型リステリア菌感染によって
発現誘導される遺伝子であること、またその
発現誘導は、これまで自然免疫シグナル伝達
経路として解析が主になされてきた Toll 経
路および Imd 経路とは異なる JAK-STAT 経路
によって制御がなされていること、さらに
Listericin の in vivo における過剰発現解析
の結果から、この遺伝子がリステリア菌の感
染防御に直接的に関与する、抗菌ペプチド様
活性を有する新規遺伝子である可能性が強
く示唆された。 

図３
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