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研究成果の概要（和文）：細胞侵入性細菌に対して殺菌的に働くオートファジーはゼノファジーと呼ばれてい
る。肺炎球菌がゼノファジーを抑制するかについては不明であり、細胞外を主戦場とする肺炎球菌が細胞内で機
能を発揮する病原因子を持つ可能性についてもほとんど議論されてこなかった。そこで、オートファジーを制御
する肺炎球菌の病原因子の探索を行った結果、細胞内で菌から放出されたコリン結合タンパク質CbpCが、
Atg14-CbpC-p62複合体を形成し、Atg14を標的とした選択的オートファジーを誘導することで、PcAV誘導に必要
なAtg14を選択的に分解・枯渇させ、肺炎球菌の細胞内生存性を顕著に改善させることが明らかになった

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that intracellular pneumococci are detected by 
hierarchical autophagic processes that ultimately lead to bacterial elimination. However, it remains
 unclear whether intracellular pneumococci can evade autophagy by deploying their own virulence 
factors. In this study, we investigated the biological functions of Cbps and found that 
CbpC-activated autophagy occurs via its interactions with autophagy-related (ATG)14 and sequestosome
 (SQSTM)1/p62. In pneumococcal-infected cells, ATG14 levels were dramatically reduced in a 
CbpC-dependent manner, resulting in suppression of autophagy-mediated degradation and enhanced 
bacterial survival. These results reveal a novel mechanism by which pneumococci can manipulate host 
autophagy responses, in this case by using CbpC as a decoy to promote ATG14 degradation.

研究分野： 細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、細胞内に侵入した肺炎球菌は宿主の殺菌機構から逃れるために病原因子CbpCをおとりにして
Atg14を分解することによりゼノファジーを抑制していることが明らかになった。肺炎球菌感染細胞において、
菌体から放出された病原因子が宿主因子との相互作用を介して病原性を発揮することを解明したのは本研究が世
界で初めてである。本研究の成果は次世代肺炎球菌ワクチン開発および新規予防法・治療法開発に必要な肺炎球
菌が保有する病原因子に関する分子基盤構築に寄与するものとである。

※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。
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１. 研究開始当初の背景 

肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）は小児の中耳炎や咽頭炎などからしばしば分離され、

健常者では鼻腔、咽頭など上気道部に常在する日和見感染菌である。小児や免疫力が低下した高

齢者では敗血症、髄膜炎など侵襲性肺炎球菌感染症（IPD）を引き起こす。日本では高齢者・小

児ともにワクチンが定期接種化され、一定の予防効果を上げている。その一方で、ワクチン定期

接種化により、血清型交代が加速し既存のワクチンが効かない血清型の肺炎球菌が増加してい

る。さらに、臨床分離される肺炎球菌の 50％以上がペニシリン耐性であることと、多剤耐性肺

炎球菌の出現が報告されていることから、血清型に依存しない次世代肺炎球菌ワクチン、および

新規予防法・治療法の開発が急務である。 

 オートファジーは真核細胞が栄養飢餓状態やストレスに曝された場合に、オルガネラを「隔

離膜」で細胞質から隔離することでオートファゴソーム内に捕捉し分解する機構である。近年の

研究から新たにオートファジーが細胞質内に侵入した病原体を特異的に認識し、分解すること

が明らかになってきている。我々は、細胞内に侵入した肺炎球菌がオートファジーにより捕捉殺

菌され、さらに、肺炎球菌の感染初期と後期では全く異なるタイプの選択的オートファジーが発

動される。すなわち、感染 30 分から 1 時間という初期には FIP200 に依存しないノンカノニカ

ルなオートファジー(Pneumococcus-containing LAP-like Vacuoles (PcLV) )が一過性に誘導さ

れ、さらに感染 2 時間後には FIP200 や Atg14L に依存するにカノニカルなオートファジー

（Pneumococcus-containing Autophagic Vesicles (PcAV) ）が誘導され、菌は殺菌される。 

一方、リステリアや赤痢菌はゼノファジーを抑制する病原因子をもつことが知られているが、

細胞内に侵入した肺炎球菌がゼノファジーを抑制するかは不明であった。さらに、肺炎球菌は細

胞表面への付着や血液中での増殖が主な病原性発揮の場とされていたため、細胞内で機能を発

揮する病原因子を持つ可能性についてはほとんど報告がない。 

 

２. 研究の目的 

細胞侵入性細菌に対して殺菌的に働くオートファジーはゼノファジーと呼ばれている。そし

て、肺炎球菌感染 2 時間後に誘導されるカノニカルなオートファジーである PcAV がゼノファ

ジーであることを我々は報告している。一方で、我々は、リステリアや赤痢菌が自身の病原因子

でゼノファジーを抑制するという細胞内生存戦略を持つことを報告しているが、細胞内に侵入

した肺炎球菌がゼノファジーを抑制する能力を持つかについては不明であった。さらに、それ以

前に、細胞外を主戦場とする肺炎球菌が細胞内で機能を発揮する病原因子を持つ可能性につい

ても議論はほとんどなされてこなかった。 

そこで本研究では、細胞内に侵入した肺炎球菌がゼノファジーを抑制する可能性を検討する

ため、菌体表層に局在する病原因子「コリン結合性タンパク質（Choline binding protein：Cbp）」



に着目し解析を行うこととした。 

 

３. 研究の方法 

（1）宿主細胞内に侵入した肺炎球菌と宿主因子との共局在性解析 

宿主因子発現用ベクターまたはノックダウン用 siRNA をトランスフェクションした MEF 細胞

（マウス胎児繊維芽細胞）に肺炎球菌を moi=100 で感染させ、1,000 rpm、5 min、室温で遠心

後、5% CO2 存在下、37℃で 60 分間培養した。PBS で 2 回洗浄後、200 γ のゲンタマイシンを

添加した DMEM/10% FCS 培地を加え 30 分間処理し細胞外の菌を殺菌した後、100 γ のゲン

タマイシンを添加した DMEM/10% FCS 培地に交換後、5% CO2 存在下、37℃でさらに 1 また

は 2 時間培養した。培養後、4％パラホルムアルデヒド/リン酸緩衝液を用いて室温で 30 分間固

定後に PBS で 3 回洗浄し、蛍光免疫染色を行った後に、蛍光顕微鏡下での観察・定量化、共焦

点レーザー顕微鏡による観察に供した。 

 

（2）肺炎球菌の各病原因子欠失変異株の細胞内生残性の検討 

上述の方法で MEF 細胞に肺炎球菌を感染させ、一定時間培養後 PBS で 3 回洗浄し抗生物質を

除去した後に 1％ サポニン/PBS で細胞を可溶化し、段階希釈した細胞抽出液を THY プレート

に塗布し、cfu (colony forming unit)により侵入菌数を求めた。菌の生残性は侵入菌数に対する

各タイムポイントでの生菌数の相対値で算出した。 

 

（3）肺炎球菌病原因子と宿主因子との相互作用解析 

細胞抽出液とのプルダウンアッセイ 

 293T 細胞に GFP 融合タンパク質発現ベクターを導入し、18 時間培養後、氷冷した lysis buffer

（TBS/ 0.5% Triton X-100/ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail）で溶解後 14,000 rpm で 10 

分間、4℃で遠心し、上清を回収した。得られた上清を GST 融合タンパク質結合ビーズ 10 µl と

混合し、4℃で 2 時間、低速で転倒混和を行った。混和後、5,000 rpm のフラッシュによりビー

ズを沈殿させた後に上清を除去し、500 µl の、wash buffer（TBS/ 0.5% Triton X-100）で 3 回

洗浄し、20 µl の 2×sample buffer を加え、100℃で 10 分間ボイルした。5,000 rpm のフラッシ

ュによりビーズを沈殿させた後に上清を SDS-PAGE で分離し、ウェスタンブロッティングによ

り結合タンパク質の検出を行った。 

 

GFP-Trap ビーズを用いた免疫沈降実験 

 293T 細胞に目的のタグを融合させたタンパク質発現用ベクターをコトランスフェクションし、

18 時間培養後、細胞に氷冷した lysis buffer（TBS/ 0.5 ｍM EDTA/ 0.5% NP-40/ EDTA-free 

Protease Inhibitor Cocktail）を 500 µl 加え細胞を溶解後、14,000 rpm で 10 分間、4℃で遠心し、

上清を回収した。得られた上清を、GFP-Trap ビーズ 5 µl と混合し、4℃で 1 時間、低速で転倒

混和を行った。混和後、2,500 x g で 2 分間、4℃で遠心し、500 µl の wash buffer（TBS/ 0.5 mM 



EDTA/ 0.5% NP-40）で 3 回洗浄後、30 µl の 2×sample buffer を加え、100℃で 10 分間ボイル

した。5,000 rpm のフラッシュによりビーズを沈殿させた後に上清を SDS-PAGE で分離し、ウ

ェスタンブロッティングにより結合タンパク質の検出を行った。 

 

４. 研究成果 

CbpC がオートファジーをハイジャックすることによる肺炎球菌の新たな細胞内生存戦略 

細胞内に侵入した肺炎球菌がゼノファジーを抑制する可能性を検討するため菌体表層に局在

する病原因子「コリン結合性タンパク質（Choline binding protein：Cbp）」に着目し解析を行っ

た。GFP を融合させた 10 種類の Cbp ファミリーを 293T 細胞および Hela 細胞に一過性に発現

させ、局在を指標にオートファジーへの関与を検討した結果、CbpC がオートファジー誘導能を

持つ可能性が示唆された。そこで、オートファジー活性を詳細に解析するため GFP-CbpC 発現

細胞を用いてフラックスアッセイを行った結果、CbpC がオートファジーを活性化することが明

らかになった。 

一方、オートファジーは菌の排除機構であるため、CbpC によるオートファジーの誘導は菌の

生存に対して不利に働くことが予想された。そこで、肺炎球菌の細胞内生残菌数を解析した結果、

予想外なことに、野生株と比較して CbpC 欠失変異株（ΔcbpC 株）では生残菌数が低下してお

り CbpC は菌の生存を正に制御するという結果となった。このジレンマを解明するため、すな

わち CbpC 誘導性オートファジーの菌に対するベネフィットを解明するため、CbpC によるオー

トファジー誘導の分子メカニズムを解明することにした。 

CbpC と結合するオートファジー関連因子の探索を行った結果、オートファジー誘導に必須の

因子である Atg14 が CbpC と特異的に結合することが明らかになった。そこで、肺炎球菌感染

細胞における Atg14 量を解析した結果、CbpC 依存的かつ経時的に Atg14 量が低下することが

明らかになった。さらに、CbpC 依存的な Atg14 の分解はオートファジー阻害剤を用いると抑制

されたことから、Atg14 量の低下は CbpC 誘導

性オートファジーによる可能性が高いことが示

唆された。そこで、Atg14 と CbpC の結合に関

与するそれぞれの結合ドメイン解析を行った結

果、CbpC 上の Atg14 結合ドメインは dp 3 loop

内のチロシンであり、実際に、Atg14 との結合性

を消失させた CbpC はオートファジー誘導能と

Atg14 分解能を喪失した。 

次に、CbpC が菌の生存を正に制御するメカニ

ズムは CbpC による Atg14 分解とそれに続くゼノファジー抑制であると仮説を立て、それを立

証するため、ゼノファジー不全細胞である Atg5 KO 細胞に野生株とΔcbpC 株を感染させ細胞

内生残菌数の解析を行った。その結果、ΔcbpC 株での生残菌数が野生株と同程度に回復したこ

とから、肺炎球菌は CbpC を用いてゼノファジーを抑制していたことが強く示唆された。 

次に、CbpC が誘導するオートファジーは Atg14 を標的とした選択的オートファジーである
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図1 CbpC-Atg14結合のドメイン解析



ことから、選択的オートファジーに必須であるアダプタータンパク質 p62 と Atg14-CbpC 結合

体との結合を解析した。その結果、p62 は CbpC を介して結合して Atg14-CbpC-p62 複合体を

形成することが明らかになった。 

さらに、p62 に対する CbpC の結合ドメイン解析を行った結果、p62 との結合には dp5 loop

内の連続したアスパラギン酸が必要であることが明らかになった。実際に、p62 との結合性を消

失させた CbpC を発現する肺炎球菌は Atg14 分解能が顕著に減少していた。 

最後に、報告されている 2 種類の CbpC オーソログに関してホモロジーモデリングによる構

造比較を行った結果、それらは Atg14 との結合ドメインである dp3 に類似したループ構造を有

していたがチロシンは保存されておらず、実際に Atg14 との結合性およびオートファジー誘導

能は認められなかった。以上の結果から、

Atg14 に対する選択的なオートファジー誘

導は CbpC 特異的な機能であることが明ら

かになった。 

本研究により、細胞内に侵入した肺炎球

菌は宿主の殺菌機構から逃れるために病原

因子 CbpC をおとりにして Atg14 を分解す

ることによりゼノファジーを抑制している

ことが明らかになった。 
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