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研究成果の概要（和文）：ゼノファジーは、細胞内に侵入した細菌を異物として認識してオートファジーによっ
て分解される現象である。細胞内に侵入した菌は、細胞質へと脱出すると同時に宿主側のオートファジーによっ
て認識され分解される。A群レンサ球菌の菌体の最表層に存在する糖鎖合成系の変異体を作製して、ゼノファジ
ーによる認識・排除に対して解析を行った。レンサ球菌の群多糖抗原を認識してゼノファジーを誘導しており、
その認識にはこれまで細菌感染での機能が未知であった細胞内のユビキチンリガーゼ複合体の構成因子である
FBXO2タンパクが関わっていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Xenophagy is a phenomenon in which bacteria invading the cell are recognized
 as foreign and degraded by autophagy. We have analyzed the recognition and elimination by xenophagy
 of bacteria invading the cell by producing mutants of the carbohydrate synthesis system at the 
topmost surface of group A Streptococcus bacteria. The mutant was found to recognize group A 
streptococcal polysaccharide antigens and induce xenophagy, and the recognition was found to involve
 the FBXO2 protein, a component of the intracellular ubiquitin ligase complex, whose function in 
bacterial infection was previously unknown.

研究分野：細菌学

キーワード： ゼノファジー　A群レンサ球菌　ユビキチン化　Fboxプロテイン　菌体表層糖鎖　GAC　ガレクチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、細胞内に侵入した菌の認識と排除に、菌体表層の糖を認識してユビキチン化を誘導する新たなメカ
ニズムを明らかとした。実際に、ゼノファジー誘導においては感染する菌の種類によって動員される細胞内のメ
ンブレントラフィッキングに関わる分子が大きく異なっていることから、以前からどのように菌種を見分けてい
るのかという点が不明であったが、今回の研究で、その一端を明らかにできたと考えている。宿主細胞内には、
まだまだ機能が明らかとなっていないユビキチンリガーゼが存在しており、我々が想像している以上に、細胞内
の異物を細かくかつ正確に認識している可能性がある。

※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 

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、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する防御機構であることが報告され、従来型とは異なる選択性オートフ

ァジーの１つとして機能していることから、ゼノファジーと呼ばれている。 
 これまで申請者らのグループは、細胞内に侵入する A 群レンサ球菌をモデルとして、ゼノフ

ァジーを誘導する機構について、A 群レンサ球菌感染時に特有の(1)宿主細胞内での小胞輸送に

関わる宿主因子 (2)菌体表層構造物を認識する宿主因子の 2 点について、その実体を明らかに

すべく解析を進めてきた。A 群レンサ球

菌は、例年「溶連菌感染症」として紙面

を賑わせるだけでなく、近年は劇症型感

染症の増加が世界的にも注目されている

細菌である。A 群レンサ球菌の感染によ

って誘導されるオートファゴソームは、

形態的に通常の飢餓状態で誘導されるオ

ートファゴソームとは異なり直径で 10
倍以上の巨大な膜を生成することから、

独自の膜誘導制御システムが存在するこ

とが示唆された。そこで、小胞輸送のキ

ーとなる Rab タンパク質（ヒトでは 66 種

が同定）に着目し、A 群レンサ球菌感染

時に特異的に誘導される Rab タンパク質

のうち、Rab9A、Rab17、Rab23、Rab30、
Rab35 の機能解析を行い、これらがゼノ

ファジーの誘導に必須であることを明ら

かとした。興味深いことに、これらの

Rab タンパク質群の局在は A 群レンサ

球菌感染細胞に特異的であり、同じレン

サ球菌に属する肺炎球菌感染細胞では

Rab41が、またグラム陰性菌のSamonella 
enterica Typhimurium 感 染 細 胞 で は

Rab1A や Rab11A が利用されている。し

かし、なぜ菌種によって異なる Rab タンパク質が利用されているか、その理由は全く明らかと

されていない。比較的詳細な解析が進んでいる A 群レンサ球菌に対するゼノファジーの誘導に

関わる細菌側の因子についての報告は、①ストレプトリジン O によるエンドソーム膜の傷害が

必須である②同じ分泌タンパクである Nga もその誘導に関わっていることを我々が報告した以

外は③SpeB によって Atg タンパクが分解されてオートファゴソーム形成が阻害されることが他

グループで報告されたのみであり、小胞輸送系での制御については全く解析が進んでいない。す

なわち、「細胞質の中に侵入する様々な種類の菌を、どのように細胞は見分けて特徴的な Rab ネ

ットワークを利用してゼノファジーを誘導できるのか？」という最も重要な点を明らかとする

ことで菌種特異的なゼノファジー誘導の制御系を明らかにすることができれば、宿主細胞内で

の細菌感染の制御法を明らかにできるだけでなく、細菌側の特定の因子をターゲットとした抗

菌剤とは全く異なる菌種特異的な薬剤開発の基盤情報となることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、様々な細菌感染に適応したゼノファジー誘導の分子メカニズムを解明することを

目的として、A 群レンサ球菌だけでなく、薬剤耐性化が蔓延する黄色ブドウ球菌といったグラム

陽性菌の２菌種を対象にしてゼノファジーに誘導に関わる RabGAP、RabGEF の制御系の全貌を

明らかとし、特に細菌側の因子（細菌表層構造物や菌が産生するエフェクターなど）がこの Rab

図１. 宿主細胞内での A 群レンサ球菌のユビキチン化

とガレクチンの局在。HeLa 細胞に感染した A群レンサ球

菌は、ユビキチン化（マゼンタ）とガレクチン（緑）の

双方で染色されるが、ユビキチン化シグナルは、そのほ

とんどはガレクチンよりも菌体に近いところで局在す

る。 



 

 

制御系にどのように影響を与えるのかを解析する。宿主側の小胞輸送という観点から見ると、感

染時における Rab の局在や Rab と直接会合する細菌性因子の知見はあるものの、Rab ネットワ

ーク制御システムを解析した例は他になく、この活性化システムを網羅的に解析することは、小

胞輸送を介した感染防御の制御、という重要な基盤知見となる。機能的な側面では、Rab タンパ

ク質は神経系での軸索輸送やエンドソーム形成に関わる Rab5 などは非常に細かい研究が行われ

ているが、ヒトに存在する 66 種のうち生理的な機能が明らかなものですらごく一部に過ぎない。

また、Rab タンパク質の活性化に関わる RabGEF、不活化に関わる RabGAP については、Rab タ

ンパク質と RabGEF, RabGAP が必ずしも１対１に関係にないことから、さらに混迷している状

況である。その中で、我々は最近、RabGAP のうち TBC1D10A が Rab35 の活性化を負に制御す

ることで A 群レンサ球菌によるゼノファジー誘導を抑制することを報告したが、このシグナル

は NFκB 活性化キナーゼとして知られる TBK1 により活性化するという全く未知の制御系が機

能していることを明らかとした。さらに、A 群レンサ球菌感染では、TBC1D10A 以外にもゼノフ

ァジー誘導を制御している RabGAP が多数存在していることも明らかとしている。この結果か

ら、感染制御という観点だけでなく細胞生物学的にも全く新しい未知の制御系が存在している

ことを意味している。すなわち、細菌感染という状況での宿主の新たな機能を解明できる極めて

独創性が高い研究である。また、A 群レンサ球菌や黄色ブドウ球菌のような社会的な問題になっ

ている菌の特定の因子がゼノファジー誘導の制御に関わっていることが解明できれば、その制

御系を活性化することで細胞内に侵入する細菌を効果的に排除できるような新規薬剤開発の可

能性も考えられる。 
 
３．研究の方法 
細菌種の違いによる Rab ネットワーク制御機構の解析 
本研究では、これまで行ってきた A 群レンサ球菌だけでなく、黄色ブドウ球菌をターゲットと

して、各菌に特徴的なゼノファジーの誘導に関わる小胞輸送系の解析を行う。RabGAP（Rab タ

ンパク質の負の制御因子）である各 TBC タンパク質の蛍光タンパク質融合体の強発現系を用い

て、共焦点レーザー顕微鏡と電子顕微鏡を用いてその変化を追い、オートファゴソーム形成の各

時期、すなわち隔離膜形成、オートファゴソーム形成、オートリソソーム形成の各ステージでの

局在について解析する。RabGAP は強発現体を用いることで、図２に示したように極めて強力に

ゼノファジーの抑制が起きるものが候補となるため、その局在をさらにオートファゴソーム形

成の時期別に詳細に解析する。 
Rab と RabGAP については、各ステージでの対応性を確認するため、局在の観察だけでなく、

免疫沈降法と GAP アッセイ(Rab タンパク質の活性化型から不活性型への変化）を用いて、その

特異性を確認する。これらの因子については、Cas9 を用いたノックアウト系あるいは変異置換

体をノックインした細胞も作成してその局在の変化や免疫沈降、ウェスタンブロットを用いて

の変化を追うことで、その機能を確定する。前述したように、RabGAP については Rab タンパク

質と１対１の関係になっていないため、その点を留意して解析を進める。 
Rab ネットワーク制御に関わる細菌因子の解明 
 上記項目で同定した各細菌種での Rab/RabGAP および RabGEF の各因子に影響を与える細菌

因子を探索するため、A 群レンサ球菌、黄色ブドウ球菌は、ゲノム情報を用いて分泌タンパク質、

表層タンパク質、表層構造物（特に細胞壁にアンカーする糖鎖）の各遺伝子の欠損株を作成する。

上記の RabGAP/RabGEF と直接会合する可能性のある分子については、リコンビナント体を作製

し、プルダウンアッセイを用いて、網羅的に結合する因子を検索する。菌体表層の糖鎖が候補と

なった場合は、各糖鎖変異菌株を作製して、下記の感染モデルを用いて解析する。 
in vitro, in vivo 感染モデルでの各変異細胞、変異菌株を用いた解析 
 上記項目で作成した各変異菌種、Rab/RabGAP および RabGEF の各細胞のノックアウト細胞、

再発現細胞を用いた in vitro での感染実験を行う。皮膚感染モデルとして HaCat 細胞、口腔由来

粘膜細胞モデルとして Ca9-22 細胞の各種変異細胞を用いて、細胞内での菌の増殖能、上皮細胞

層の破壊をモデルとした transwellを用いた透過性などで解析する。炎症反応の惹起については、

各炎症性サイトカイン産生能を ELISA で、また NF-κB の活性化についてはレポーターアッセ

イを用いて評価する。さらに、上記で細菌因子を特定できた場合には、その変異株を用いて in 
vivo での感染実験を行う。宿主因子についてはレトロウイルスベクターを用いて局所での各変

異遺伝子の強発現体を用いた解析を実施する。これらの実験により Rab 制御系に影響を与える

細菌因子を同定する。 



 

 

 
４．研究成果 
（１）細胞質内で、菌はどのようにゼノファジーに認識されるのか？ 
オートファジーは、宿主細胞内でオートファゴソー厶と呼ばれる二重膜構造による細胞質内の

オルガネラや巨大タンパク質等をリソソームに輸送して分解するメカニズムである。本来は、宿

主細胞内で産生された自己成分を分解するメカニズムであるが、宿主細胞質に侵入した細菌の

分解にも関わっており、結核菌、サルモネラ菌、レンサ球菌といった病原性細菌がターゲットと

なる。これらの菌の分解には、ユビキチン化とオートファゴソー厶膜とユビキチン双方に結合す

るアダプター分子（p62, NDP52 など）が必須である。ところが、このアダプタータンパク質も

複数存在し、かつ菌の種類によって使用されるアダプター分子も異なっている。さらに、菌体表

層にあるタンパク質そのものには、ユビキチン化される部位というも存在しないため、どのよう

に菌種を判別しているのかについては明らかとされていなかった。そのため、菌体そのものがユ

ビキチン化されるというよりも、エンドソーム膜やファゴソーム膜といった菌が侵入するとき

に用いられる細胞膜成分が、細胞質内でダメージを受けることによってユビキチン化されるこ

とでオートファゴソー厶膜が誘導されるのではないかという説が支配的であった。そのため、多

くの論文では、エンドソーム膜の内腔に位置する分子構造を認識する Galectin などを介してどの

ようなユビキチンリガーゼが機能するのかという研究がなされてきた。筆者らのグループは、Ａ

群レンサ球菌によるゼノファジー誘導のメカニズムを解明する目的で、菌が細胞内に侵入して

いる過程において、どのような菌種特異性を見分けるメカニズムが働いているのかについて、解

析を行っている。その過程で、このユビキチン化が、単にダメージを受けた膜ではなくて、菌体

そのものにユビキチンが集積するような像を観察することができた（図１）。すなわち、これま

で言われてきた「ダメージを受けた膜」のユビキチン化だけではない、ということである。 
 
（２）グラム陽性菌の最表層の構造はどのようにゼノファジーに認識されるのか？  
そこで、今一度菌体表層の構造から、どのような分子がゼノファジーのターゲットになりえるの

かについて、Ａ群レンサ球菌について再度検討を加えた。先に述べたように、菌体の表層に露出

しているタンパク質にはユビキチン化配列は存在していない。そこで、菌体の最表層にある糖鎖

分子に着目した。教科書的には、グラム陽性菌は、「菌体の表層が分厚くペプチドグリカン層に

覆われ・・・」と記載されているが、実際には最表層は、菌種特異的な糖で覆われていることが

多い。A 群レンサ球菌の場合は、いわゆるランスフィールド抗原と呼ばれている多糖体で覆われ

ており、その量は菌体全体の 30%にも達する。そこで、この A 群レンサ球菌の群特異的糖鎖合

成酵素群の遺伝子の網羅的な遺伝子破壊株の作製を試みた。A 群特異的表層糖鎖は gac (group A 
carbohydrate)オペロンと呼ばれており gacA~L の遺伝子が順次機能することで、菌体表層に多糖

体を形成する。このうち gacA~C はラムノースの基本骨格を形成する酵素であり、必須遺伝子で

あった。そこで gacD~K の遺伝子破壊株を作製したところ、gacI~gacL の遺伝子破壊株では、オ

ートファジーによって認識される菌体が激減していることが明らかとなった。この gacI~gacＬ
遺伝子は、gacA~C によって合成されたポリラムノース骨格に GlcNAc の側鎖合成に関わってい

る遺伝子群である。GlcNAc 特異的に結合する Wheat Germ Agglutinin を用いて菌体表層の GlcNAc
をブロックした菌体を用いて感染実験を行ったところ、菌の細胞内へ侵入した菌体のユビキチ

ン化が著しく減少した。これらの結果から、菌体の最表層にある群特異的多糖体の GlcNAc側鎖
を認識している何らかのシステムが菌体のゼノファジー誘導に関わっていることが示唆された。 
 
（３）菌体表層の糖鎖はどのように見分けられているのか？ 
A群レンサ球菌の最表層に存在しているラムノースを基本骨格とする糖鎖にGlcNAcが附加され

たものが、宿主細胞内の何に認識されているのであろうか？細胞内に侵入した菌は、何らかの

形でユビキチン化されている。E3ユビキチンリガーゼは、ユビキチンが結合したE2ユビキチン

結合酵素を呼び寄せタンパク質の基質を認識し、E2から基質へのユビキチンの転移を触媒する

酵素である。宿主細胞内には数百種に及ぶE3リガーゼが存在すると言われており、それによっ

てE1とE2に対する基質特異性が付与されている。それでは、宿主細胞内には細菌の糖鎖を認識

するようなE3リガーゼが存在するのであろうか？このE3リガーゼの基質特異性という点から、

糖を認識するE3リガーゼとしてＦ-Boxタンパク質に着目した。このF-boxプロテインは、SKP1-
CUL1-FboxプロテインからなるSCF E3 ubiquitin ligase complexを構成している。そこで、この糖

鎖認識に関わるFboxタンパク質との局在を網羅的に解析することで、いくつかの候補分子とし



 

 

てFBOX2, 6, 27にターゲットを絞って解析を行った。その結果、FBXO2タンパク質が、菌体表

層に極めて近接して存在し、オートファゴソー厶膜マーカーであるLC3よりも、菌への局在率

が高いことが共焦点レーザー顕微鏡による観察から明らかとなった。そこで、今度は菌体表層

の糖鎖合成遺伝子破壊株を用いて同様の解析を行ったところ、gacI遺伝子破壊株ではFBXO2に
よる認識が著しく現弱し、結果としてゼノファジー誘導が阻害されていた。 
 
（４） FBXO2 タンパクはどのように菌体を認識して排除しているのか？ 
A 群レンサ球菌の菌体内での認識に FBXO2 タンパク質が関与していたが、その機能部位につ

いては完全には解明されていない。FBXO2、FBXO6、および FBXO27 は、Fボックスタンパク

質の Fボックス関連（FBA）ファミリーであり、糖鎖との基質結合を仲介するドメインを含ん

でおり、このドメインは哺乳類レクチンであるガレクチンおよび PNGase F のグリカン結合ド

メインと相同な構造を有している。FBXO2、FBXO6、および FBXO27 は、高マンノース型 N
結合型糖タンパク質に結合し、小胞体関連分解のユビキチンリガーゼサブユニットとして機能

していることが報告されているが、病原体認識に関わるという報告はない。そこで、FBXO2 の

機能部位を明らかとするため、予測された F-box 部位と糖の認識に必須である 279番目と 280
番目のチロシン、トリプトファンの点変異体を作製して、菌の認識が変化するのかどうかにつ

いて解析を行った。この結果、F-box 部位は菌体の認識そのものには関与せず、糖鎖認識部位

である Y279A変異体、W280A変異体および YA/WA の二重変異体で、FBXO2 による菌体の認

識が著しく減弱していることが明らかとなった。非常に興味深いことに、FBXO2 は FBXO6 と

非常に高い相同性を示し、機能的にも FBXO2 を補完すると考えられてきた。しかし FBXO6 で

は糖鎖認識部位がわずかに短く、FBXO2 の糖への結合に必要な疎水性ポケットが不完全である

可能性が示唆された。また、FBXO27 は、リソソームの糖タンパクを介してリソファジーのた

めにユビキチン化することが示唆されているが、FBXO27 は生体内では脳内で発現しており発

現組織が限定されている。FBXO2 は全身細胞で広く発現していることから、A 群レンサ球菌の

ように細胞内に侵入する菌の認識からゼノファジーを誘導することで積極的に異物としての細

菌の排除に関与していることが明らかとなった（図 2）。 
本研究では、細胞内に侵入し

た菌の認識と排除に、菌体表

層の糖を認識してユビキチン

化を誘導する新たなメカニズ

ムを明らかとした。実際に、ゼ

ノファジー誘導においては感

染する菌の種類によって動員

される細胞内のメンブレント

ラフィッキングに関わる分子

が大きく異なっていることか

ら、以前からどのように菌種

を見分けているのかという点

が不明であったが、今回の研

究で、その一端を明らかにできたと考えている。グラム陰性菌であるサルモネラ菌については、

英国の F. Randow のグループが、グラム陰性菌の表層にある LPS を認識するユビキチンリガー

ゼとして RNF213 を同定したが、この RNF213 は、もやもや病のリスク遺伝子として認識されて

いた分子である。宿主細胞内には、まだまだ機能が明らかとなっていないユビキチンリガーゼが

存在しており、我々が想像している以上に、細胞内の異物を細かくかつ正確に認識している可能

性がある。 

図 2 糖鎖認識E3ユビキチンリガーゼである SCFFBXO2によるＡ群

レンサ球菌の認識の模式図 
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