
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成  24 年 2 月 16 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：細胞内に侵入した病原性細菌などの“異物”上にはユビキチン化され

たタンパク質が局在しており、選択的なオートファジーに重要な役割を果たしている。しかしな

がら、どのようなタンパク質がユビキチン化されるのか不明であった。本研究では異物のまわり

に局在するユビキチン化されたタンパク質の同定を試みた。その結果、トランスフェリンレセプ

ターを含む種々の宿主由来のエンドソームタンパク質がユビキチン化を受けており、それらが選

択的オートファジーに重要な役割を持つことが明らかになった。 
 

研究成果の概要（英文）：Although ubiquitination is thought to be important for the 

autophagic response to invading bacteria (also called xenophagy), it remains enigmatic 

whether ubiquitin is conjugated to bacterial proteins or host cellular proteins. Here we 

found that rupture of endosome by bacterial toxin or transfection reagent leads to 

ubiquitination of host cellular endosomal proteins, and that is sufficient for induction 

of selective autophagy. 
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１．研究開始当初の背景 

オートファジーは真核生物に備わる大規模
な細胞内分解経路である。その一義的な機能
は細胞構成成分の代謝回転であるが、近年、
細胞内に侵入した病原性細菌やウイルスの
排除にもオートファジーが関与しているこ

とが明らかにされている。細胞質内に侵入し
たサルモネラ、リステリア、A 群連鎖球菌な
どの病原性微生物がオートファゴソーム膜
で包まれる場合には、非選択的過程である飢
餓誘導性のオートファジーとは異なり、明ら
かに選択性がある。しかしその標的認識の分
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子機構は明らかにされていない。オートファ
ゴソーム膜に包まれたサルモネラやリステ
リアはユビキチン化されたタンパク質と高
頻度に共局在することが報告されている。ま
たこれらに加えて、A 群連鎖球菌を感染させ
た場合や細胞内にラテックスビーズを人為
的に導入した場合にも同様の現象が観察さ
れる。これらの知見から、基質選択的オート
ファジーにはユビキチン化が重要な役割を
果たしていると考えられている。その局在か
ら、細胞質に侵入した“異物”上に見られる
ユビキチン化タンパク質は、病原性微生物な
ど“異物”由来のタンパク質であろうと考え
られている。しかしながら直接的な証拠は示
されておらず、“異物”の侵入に伴い、宿主
細胞由来のタンパク質がユビキチン化を受
け、選択的オートファジーの標的になってい
る可能性も残されている。 
 
２．研究の目的 

基質選択的オートファジーの標的となる“異
物”上に局在するユビキチン化タンパク質の
同定をはじめの目的とした。また同定された
基質タンパク質の情報を元に、その分子メカ
ニズムの解明、さらにはユビキチン化を伴う
選択的オートファジーの実態解明を目指し
た。 
 

３．研究の方法 

(1) 病原性微生物であるサルモネラ菌を感
染、あるいはラテックスビーズを細胞に人為
的に導入して、異物選択的なオートファジー
を誘導させた。細胞を破砕した後に、オート
ファゴソーム膜で包まれた“異物”を含むフ
ラクションを多段階の遠心操作にて精製し
た。精製したオートファゴソーム膜フラクシ
ョンを界面活性剤で用いて可溶化した後に、
抗ユビキチン抗体を用いて選択的オートフ
ァゴソームに含まれるユビキチン化タンパ
ク質を精製した。さらに、精製されたタンパ
ク質をウエスタンブロッティングと質量分
析により解析した。 
(2) 同定されたタンパク質の細胞内局在を
細胞生物学的手法により検討した。またそれ
らのタンパク質のユビキチンやオートファ
ゴソームマーカーとの共局在の様子も観察
した。 
(3) 基質選択的オートファゴソームの詳細
な構造を観察するべく、蛍光顕微鏡像と電子
顕微鏡像を対応させて、選択的オートファゴ
ソームの微細構造を観察した。 
(4)さらに、“異物”の侵入に伴うユビキチン
化のダイナミクスを明らかにするため、蛍光
タンパク質を用いた生細胞観察も合わせて
行った。 
４．研究成果 
(1) ショ糖を用いた密度勾配遠心などを併用

して、ラテックスビーズに対する基質選択的

オートファゴソーム膜フラクションを高純度

に精製した。 

 

その後、界面活性剤を用いてタンパク質を可

溶化し、ユビキチン化タンパク質を抗ユビキ

チン抗体にて精製した。それらを解析したと

ころ、トランスフェリンレセプターをはじめ

とする宿主細胞由来のエンドソームタンパク

質が同定された。 

(2) 同定された分子の局在を免疫染色法とウ

エスタンブロッティングにより検討した。予

想と一致してそれらのタンパク質は細胞内に

導入したビーズやサルモネラ菌のまわりに局

在することが確認された。またその際に、ユ

ビキチン鎖やオートファゴソームの特異的な

マーカーであるLC3と共局在する様子が観察 

された。 

 

 

(3) さらに、電子顕微鏡と蛍光顕微鏡を併用

して、基質選択的オートファゴソームを選択

的に観察したところ、選択的オートファジー

の基質となるラテックスビーズ、サルモネラ

菌と二重膜のオートファゴソーム膜との間に

一重のエンドソーム膜が観察された。この結

果は、完全に細胞質に抜け出した“異物”で

はなく、障害を受けたエンドソーム膜がオー

トファジーの標的となっていることを示唆し

ている。先の宿主細胞のエンドソームタンパ

ク質がユビキチン化を受けていることと合わ

せて考えると、エンドソーム膜の損傷に伴い

エンドソーム膜タンパク質がユビキチン化を

受け、選択的オートファジーの標的になって

いると考えられる。 

 



 

 

これらの結果は病原性細菌などの“異物”由

来のタンパク質のユビキチン化を否定するも

のではないが、本課題で用いたラテックスビ

ーズはその表面にタンパク質を全く持たない

ことから、“異物”由来のタンパク質のユビキ

チン化が無くとも、障害を受けたエンドソー

ムタンパク質のユビキチン化のみで選択的オ

ートファジーの誘導に十分であると考えられ

る。 

(4) エンドソーム膜の破れに伴うユビキチン

化のダイナミクスをライブイメージングにて

観察した。膜の破れをモニターする分子とし

て、mRFPを融合させたガレクチン3を用いた。

複合糖質の糖鎖はオルガネラの内腔側に配向

しており、細胞質側には見られない。従って

、ガレクチンは通常細胞質に均一に局在する

が、エンドソーム膜の損傷に伴い複合糖質の

糖鎖が細胞質側へ露出され、そこへガレクチ

ンが集積することが知られている。また、ユ

ビキチンの可視化にはGFPを融合させたユビ

キチン分子を用いた。トランスフェクション

試薬をコートしたラテックスビーズを細胞に

導入し観察したところ、ガレクチンの集積と

ほぼ同時、もしくは数分後にユビキチン化が

起こる事が明らかになった。これまでエンド

ソーム膜の損傷に伴うユビキチン化を担うE3

酵素は報告されていないが、特異的な分子の

関与が想像させられる。 

 これまでに私たちは、選択的上に局在するE3

酵素を複数見出している。それらの解析はま

だ十分にされていないが、エンドソーム膜の

損傷に伴うユビキチン化は基質選択的オート

ファジーを誘導する重要なステップであり、

そのメカニズムの解明は今後の大きな課題で

あろうと思われる。 
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