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研究成果の概要（和文）：近年、自然免疫系が、病原体成分だけでなく自己成分により影響を受け、慢性炎症疾
患や、ガン転移、生活習慣病などとも深い関わりがあることが明らかとなってきた。したがって、それらの疾患
の理解や創薬を考える際には、自然免疫系の調節機構の理解が不可欠である。研究代表者は、自然免疫を調節す
る新規受容体Gyc76Cを同定している。本研究では、Gyc76Cが液性免疫と細胞性免疫を調節する分子機構の一端を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Innate immunity is involved in chronic inflammatory diseases, cancer 
metastasis, and lifestyle diseases by recognition of self-ligands. Therefore, understanding of 
regulation mechanisms of innate immune system is indispensable for understanding of these diseases 
and drug discovery. We have identified novel cGMP signaling pathway that modulates NF-κB pathway in
 innate immunity. In this study, we have identified a novel receptor, Gyc76C, which regulates innate
 immunity. In this study, we have elucidated one aspect of the molecular mechanism by which Gyc76C 
regulates humoral and cellular immunity.

研究分野： 生物系薬学

キーワード： 自然免疫　ショウジョウバエ　液性応答　細胞性応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然免疫系が、当初その関連が予想もされなかった、慢性炎症疾患や、ガン転移、生活習慣病などと深い関わり
があることが明らかとなってきた。病原体成分では強い反応が一過的に誘導されるのに対して、慢性炎症では弱
い反応が持続的に誘導される。したがって、それらの疾患の理解や創薬には、自然免疫がどのように調節されて
いるかを理解することが重要である。本研究により、同じ受容体が、液性免疫と細胞性免疫を調節する分子機構
が明らかとなり、自然免疫制御機構の理解に重要な進展が見られた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ショウジョウバエの感染防御に働く Toll 受容体の研究（Cell 1996）をきっかけに、哺乳動物

の Toll 様受容体（TLR）（Nature 1997）が病原体センサーとして同定され、自然免疫研究の大き
なブレークスルーとなった。これが、2011 年度のノーベル賞受賞の対象となったように、遺伝
学的解析に優れたショウジョウバエを用いた研究は、進化的に保存されている自然免疫の解明
に新たな展開をもたらす可能性が高い。哺乳動物のTLR経路とショウジョウバエのToll経路は、
どちらも自然免疫を制御する NF-κB経路であり、それぞれ相同の因子（例えば、TLR と Toll、
MyD88 と dMyd88、IRAK と Pelle、NF-κB と Dif/Dorsal）により、同じように制御されている。
その一方で、TLR が病原体成分を認識するのに対して、Toll 受容体のリガンドは内因性のペプチ
ド、活性化型 Spätzle（Spz）であるという両者の違いも指摘されていた。ところが近年、TLR も
内因性の成分を認識し、動脈硬化などの慢性炎症疾患の発症に深く関わることが明らかとなっ
てきた。この際、同じ TLR 経路が活性化されるにもかかわらず、病原体成分では強い反応が一過
的に誘導されるのに対して、内因性リガンドでは弱い反応が持続的に誘導され、慢性炎症疾患と
なる。このような自然免疫応答の違いがどのようにして生じるのかについては、ほとんど理解さ
れておらず、慢性炎症発症の解明と、それを標的とした創薬を考える際には、その理解が不可欠
である。 
 研究代表者等は、Toll 経路を調節する新規受容体 Gyc76C を同定している（iScience 24, 
103473, 2021）。Gyc76C は、受容体型グ
アニル酸シクラーゼであり、cGMP 産生
を介した新規 cGMP 経路（図１経路①）
により、NF-κB 経路を活性化する。
Gyc76Cと Toll受容体はそれぞれ単独で
NF-κB 経路を活性化するが、両者を同
時に活性化すると、はるかに強い免疫応
答が観察される。Toll 受容体を活性化
するリガンド、活性化型 Spz は、病原体
感染により活性化される ModSP セリン
プロテアーゼを介して、前駆体が切断さ
れて生じる C 末端断片である（図１）。
一方、Gyc76C の活性化にも ModSP セリ
ンプロテアーゼが関わる（図１）。した
がって、ModSP の活性化により生じる、
二つの受容体（Toll 受容体と Gyc76C）
のリガンドの産生状況により、NF-κB経
路が調節されていると考えられる。このように、Gyc76C は cGMP 産生を介して NF-κB 経路（液
性免疫応答）を調節するが、その一方で、cGMP 産生を介さずに（図１経路②）、細胞性免疫応答
であるマクロファージ（血球細胞）の増殖を誘導する。 
 本研究では、自然免疫を制御する二つの受容体 Toll 受容体と Gyc76C と、それらのリガンド産
生によって、同じ NF-κB 経路を介して免疫応答の違いを生む分子機構を明らかにすると共に、
Gyc76C が cGMP 非依存経路で血球細胞増殖を誘導する機構を明らかにし、液性免疫応答と細胞性
免疫応答が協調的に制御される分子機構を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 近年自然免疫系が、病原体成分だけでなく、自己由来のリガンド（内因性リガンド）も認識す
ることができ、当初関連が予想されることもなかった慢性炎症疾患、生活習慣病などの発症に深
く関わることが明らかとなってきた。その際、病原体成分では強い反応が一過的に誘導されるの
に対して、内因性リガンドでは弱い反応が持続的に誘導され、慢性炎症となる。したがって、こ
れらの疾患発症の理解と、それを標的とした創薬を考える際には、このような自然免疫応答の違
いが、どのようにして生じるのかを理解することが重要である。NF-κB 経路は、自然免疫を制
御する中心的なシグナル伝達系である。本研究では、Gyc76C のリガンドに着目し、同じ NF-κB
経路を介して免疫応答の違いを生む分子機構を明らかにする。これにより、病原体感染時と慢性
炎症時など、同じ自然免疫経路が活性化されているにもかかわらず、応答の違いが生ずる機構の
理解に手がかりを与える。加えて、Gyc76C が NF-κB経路の制御（経路①）とは異なる経路（経
路②）で細胞性応答を制御していることから、液性応答と細胞性応答が協調的に制御される分子
機構を明らかにする。Gyc76C による液性免疫応答と細胞性免疫応答を制御する分子機構の理解
から、異なる免疫応答が協調的に制御される機構の解明に手がかりを与える。 
 
３．研究の方法 
（１）Spätzleアイソフォームの発現解析 
Gyc76C のリガンドを同定するために、Spz 前駆体に着目する。Spz 前駆体は、感染により活性



化されるセリンプロテアーゼにより切断され、生じる C末端断片（活性化型 Spz）が、リガンド
として Toll 受容体を活性化する（図１）。これまでに、セリンプロテアーゼ ModSP により NF-κB
経路が活性化され、その活性化に Gyc76C と Toll 受容体の両方が関わることを明らかにしてい
る。その際、ModSP は cGMP の産生を誘導するが、その産生には、Toll 受容体は関わらない。と
ころが、Toll 受容体の変異とは異なり、プロテアーゼ切断部位に変異があり、活性化型 Spz を
産生しない Spz 不活性化型変異では、Gyc76C の変異と同様に、cGMP が産生されない。このこと
は、Spz 前駆体の切断が、Gyc76C の活性化に必要であることを示している。一方、活性化型 Spz
は Gyc76C を活性化しない。したがって、Spz 前駆体の切断によって生じる N 末端断片が Gyc76C
の活性化に関わっていることが考えられる。SpzのN末端断片の機能は、これまでに報告がない。
しかしながら、これまで Spz 前駆体には 8種のアイソフォームが確認されており、いずれも C末
端の活性化型 Spz 領域は共通に存在しているが、N 末端領域に多様性を示している（図２）。加
えて、研究代表者等は、新たなアイソフォームを同定している。さらに、これらのアイソフォー
ムの発現を調べたところ、免疫応答が大きく異なる幼虫と成虫とで、アイソフォームの発現パタ
ーンが大きく異なることが明らかとなった。これらの知見は、Spz の N 末端断片が Gyc76C の活
性化に関わり、その機能がアイソフォームで異なっていることを予想させる。そこで本研究では、
Spz 前駆体のアイソフォームを、病原体感染時、Toll 受容体活性化時、Gyc76C 活性化時、ModSP
活性化時について、次世代シークエンサーを用いて網羅的に同定すると共に、その発現パターン
を比較した。この解析は、文部科学省科学研究費新学術領域研究「先進ゲノム支援」の支援を受
けて行った。 
 

（２）Gyc76C リガンドの生化学的同定 
 本研究では、Spz 前駆体に着目した解析に加えて、Gyc76C リガンドを生化学的に同定すること
にも取り組んだ。これまでに研究代表者等は、ショウジョバエ培養細胞 DL1 細胞を用いて、ModSP
を活性化した幼虫体液中に、Gyc76C 依存に Drosomycin の発現を誘導する活性、すなわち Gyc76C
リガンド活性を検出している。そこで本研究では、この活性を指標に Gyc76C のリガンドを試み
た。まず最初に、活性性分の抽出法を検討した。さらに、活性成分の性状を明らかにするために、
Gyc76C リガンド活性の熱耐性を検討し、限外濾過膜を用いて Gyc76C リガンド活性を担う実体の
分子量の推定を行った。得られた ModSP 活性化幼虫体液抽出物を用いて、Gyc76C リガンド活性
を指標に、各種カラムクロマトグラフィーによる精製を検討した。陰イオン交換カラム、逆相カ
ラムを用いた HPLC により精製を進め、質量分析により候補タンパク質を同定した。 
 
（３）Gyc76C による細胞性免疫応答誘導機構の解明 
 研究代表者等は、Gyc76C が、NF-κB経路の制御とは異なり、cGMP 産生を介さずに細胞性応答
を制御していることを示している（図 1経路②）。そこで、本研究では細胞性応答を制御する cGMP
非依存経路の分子機構を明らかにすることとした。まず、Gyc76C による NF-κB経路の制御（図
1 経路①）に必要な、Gyc76C のグアニル酸シクラーゼ活性、cGMP 依存性キナーゼ DG2、Toll 経
路のアダプター因子 dMyD88 が、Gyc76C による血球細胞の増殖誘導には必要かどうか検討した。
これまで、血球細胞の増殖に関わる Ras/MAP キナーゼ経路に着目し、RNAi を用いた解析から、
低分子量 Gタンパク質 Ras85D の関与を示唆している。そこで、本研究では、Ras85D 変異体を用
いて解析をさらに進めた。まず、Ras85D 変
異体を用いて、Gyc76C による血球細胞の増
殖（細胞性応答）と抗菌ペプチド産生（液性
応答）を調べ、Ras85D が Gyc76C による血球
細胞の増殖にのみ必要とされるかどうか確
認した。さらに、Ras85D 変異体を用いて感
染実験を行い、感染抵抗性の発現における、
cGMP 非依存経路の重要性を明らかにした。
加えて、Ras85D と Gyc76C の細胞内ドメイン
との物理的な相互作用を免疫沈降法により
調べた。その際、血球細胞の増殖に必要な
Gyc76C のキナーゼ様部位の関与を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）Spätzleアイソフォームの発現解析 
これまでに、Spz の N末端断片が Gyc76C の

活性化に関わり、その機能がアイソフォー
ムで異なっている可能性が示唆されてい
る。そこで、Spz 前駆体のアイソフォームを、
病原体感染時、Toll 受容体活性化時、Gyc76C
活性化時について、次世代シークエンサー
を用いて網羅的に同定すると共に、その発
現パターンを比較した。その結果、これまで
同定されていた 8 種のアイソフォームに加



えて、新たに同定した 9 種のアイソフォーム（図２）の発現バランスを、Gyc76C が介するシグ
ナルと，Toll 受容体が介する免疫シグナルが、調節している可能性が示唆された。 
 

（２）Gyc76C リガンドの生化学的同定 
 本研究により、多様なアイソフォームを示す Spz 前駆体から生じる N末端断片が Gyc76C の活
性化に関わり、その機能がアイソフォームで異なっている可能性が示唆された。これらの遺伝学
的解析に加えて、生化学的な解析を行った。DL1 細胞を用いて、ModSP を活性化した幼虫体液中
に、Gyc76C 依存に Drosomycin の発現を誘導する活性、すなわち Gyc76C リガンド活性を検出で
きる。そこで、この活性を指標に Gyc76C のリガンドを試みた。活性性分は酸抽出でき、熱耐性
で、分子量が 10kDa より大きいことが明らかとなった。さらに、陰イオン交換カラム、逆相カラ
ムを用いた HPLC により精製を進め、質量分析により候補タンパク質を同定した。現在、候補タ
ンパク質の発現を RNAi 法で抑制した際に、ModSP 依存に誘導される Drosomycin の発現が抑制さ
れるかどうか遺伝学的確認を行っている。 
 
（３）Gyc76C による細胞性免疫応答誘導機構の解明 
 研究代表者等は、Gyc76C が、NF-κB経路の制御とは異なり、cGMP 産生を介さずに細胞性応答
を制御していることを示している（図 1経路②）。そこで、本研究では細胞性応答を制御する cGMP
非依存経路の分子機構を明らかにした。まず、Gyc76C による液性応答の制御に必要な Gyc76C の
グアニル酸シクラーゼ活性、ならびに Gyc76C による cGMP 産生が、細胞性応答に必要かどうか調
べた。その結果、両者共に細胞性応答の制御には必要でないことが明らかとなり、Gyc76C が液
性応答とは異なり、cGMP 非依存に細胞性応答を制御している事が示唆された。さらに、Gyc76C
による液性応答の制御に必要な cGMP 依存性キナーゼ DG2、NF-κB 経路のアダプター因子 dMyD88
が、Gyc76C による細胞性制御には必要ないことが明らかとなり、Gyc76C が液性免疫応答と細胞
性免疫応答を異なる経路で制御していることが明確となった。これまで、Gyc76C による細胞性
応答制御への低分子量 Gタンパク質 Ras85D の関与を示唆している。そこで、Ras85D 変異体を用
いて、Gyc76C による細胞性応答と液性応答を調べた。その結果、Ras85D が Gyc76C による細胞性
応答にのみに必要とされることが明らかとなった。さらに、Ras85D 変異体を用いた感染実験に
より、Ras85 に依存した経路の、感染抵抗性の発現における重要性が明らかとなった。加えて、
Ras85D と Gyc76C の細胞内ドメインとの物理的な相互作用を免疫沈降法により調べたところ、細
胞性応答に必要な Gyc76C のキナーゼ様部位に依存して、両者が物理的相互作用を示すことが明
らかとなった。これらにより、同一の受容体により異なる免疫応答が協調的に制御される機構の
一端が明らかとなった。以上の研究内容は論文発表を行った（Front. Immunol. 11. 35, 2020）。 
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