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研究成果の概要（和文）：抗菌ペプチド（AMP）は主要な自然免疫エフェクターであり、微生物の侵入から宿主を守る
ために誘導される。AMP群は非感染性ストレスによっても誘導されるが、そのシグナル経路は未だに明らかにされてい
なかった。本研究では発育阻害ペプチド（Growth blocking peptide, GBP）に着目し、一連の解析を行った。その結果
、ショウジョウバエのGBPシグナル経路は、感染・非感染に拘らず様々なストレスに対して急性自然免疫反応を仲介す
ることを証明した。したがって、本研究によって、GBPが昆虫における様々なストレス因子誘導性のAMP発現を制御する
強力なサイトカインであることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Antimicrobial peptides (AMPs), major innate immune effectors, are induced to 
protect hosts against invading microorganisms. AMPs are also induced under non-infectious stress; 
however, the signaling pathways of non-infectious stress-induced AMP expression are yet unclear. We 
demonstrated that GBP overexpression in Drosophila elevated expression of AMPs. GBP-induced AMP 
expression did not require Toll and immune deficiency (Imd) pathway-related genes, but imd and basket 
were essential, indicating that GBP signaling in Drosophila did not use the orthodox Toll or Imd pathway 
but used the JNK pathway after association with the adaptor protein Imd. The enhancement of AMP 
expression by non-infectious physical or environmental stressors was apparent in controls but not in 
GBP-knockdown larvae. These results indicate that the Drosophila GBP signaling pathway mediates acute 
innate immune reactions under various stresses, regardless of whether they are infectious or 
non-infectious.

研究分野： 昆虫生理・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトを含む全ての生物の免疫活性は、様々
なストレスによって変動する。直接的に免
疫系へ作用する病原菌感染性のストレスの
みならず、感染非依存的なストレスも免疫
活性への影響は大きく、様々な疾患にも関
係する重要な問題である。哺乳類の免疫系
へのストレス作用として、例えば、グルコ
コルチコイド（抗ストレスホルモン）過剰
分泌による胸腺の萎縮、あるいは、リンパ
球やマクロファージの衰弱・活性低下が知
られている。また、ストレス状況下でのア
ドレナリン分泌が NK 細胞などのリンパ球
の活性を抑制することも報告されている 
(1)。こうした感染非依存的なストレス依存
的な免疫担当組織・細胞の量的変動や活性
低下といった現象論的報告は多数あるもの
の、その自然免疫活性化経路に対する分
子・遺伝子レベルでの影響に関する解析例
は極めて限られている(2)。況して、ストレ
ス依存的な自然免疫活性化に関する遺伝子
レベルでの研究例は皆無に近い。したがっ
て、獲得免疫系を持たない昆虫は、こうし
たストレスによる自然免疫活性への影響を
解析する上で絶好の対象と言える。さらに、
これまでの哺乳類を中心に進められてきた
研究により、ストレス影響下の生体内情報
伝達因子としてのサイトカイン分子種の重
要性は明らかにされて来たが、昆虫におい
ても、ストレスと密接に関係するサイトカ
インが漸く同定されるに至った。したがっ
て、昆虫を対象に様々なストレスによる自
然免疫活性変動の調節メカニズムを研究す
る為の下地は十分に整ったと言える。 
 
(1) Lotzová E. (1991) Cancer Invest. 9, 

173-184. 
(2) Tournier J.-N., Mathieu J., Mailfert Y., 

Multon E., Drouet C., Jouan A., Drouet E. 
(2001) Immunology, 102, 87-93 

   
２．研究の目的 
Growth blocking peptide (GBP)は、寄生蜂
による寄生によってその発育が遅延したア
ワヨトウ蛾幼虫から発育阻害因子として発
見されたペプチドである(1)。その後の研究
によって、免疫活性調節を含む多機能性を有
する昆虫特有のサイトカインであることが
明らかになった。さらに、最近の予備実験の
結果は、この GBP が病原菌の感染や非感染を
問わず様々なストレスによって変動する自
然免疫活性の調節に関与している可能性が
高いことを示唆している。病原菌の侵入によ
る自然免疫活性化機構に関してはショウジ
ョウバエに関する膨大な報告がある。例えば、
グラム陽性菌やカビの侵入によって Toll 経
路が活性化し Drosomycin などの抗菌ペプチ
ドが産生され、グラム陰性菌の感染によって
Imd経路が活性化するとDiptericinなどの抗
菌ペプチドが産生されることが知られてい

る。しかし、細菌や異物侵入を伴わないスト
レスによる自然免疫活性調節機構は未だに
未解明な系であり、上記の Toll あるいは Imd
経路が関与しているか否かについても全く
分かっていない。本研究では、GBP に焦点を
当てて異物侵入非依存的な自然免疫活性調
節機構を解明する。具体的には、先ず、非感
染ストレス下でのGBP自体の活性化機構を明
らかにし、さらに、ストレス依存的な GBP に
よる抗菌ペプチド遺伝子発現（自然免疫活
性）調節を担う細胞内情報伝達経路を明確に
実証する。 
 
(1) Hayakawa Y. (1990) J. Biol. Chem. 256, 
10813-10816. 
 
３．研究の方法 
本研究は主に以下のA-Cの３項目の小課題に
ついて研究を遂行した。 
(A) ショウジョウバエ GBP の同定 
前述のように、キイロショウジョウバエの免
疫系研究は、Toll 受容体の発見以来、哺乳類
を含む自然免疫研究全体の進展を牽引して
きた。ただ、同じ昆虫と言えども、ショウジ
ョウバエ以外の昆虫における自然免疫活性
調節に関する研究知見は十分とは言い難く、
したがって、本研究はショウジョウバエを主
要研究材料に据える必要があった。その為、
先ず、これまで、鱗翅目昆虫種からしか報告
されていなかったGBPのショウジョウバエオ
ーソログ（あるいはホモログ）の同定を目指
した。鱗翅目昆虫 GBP 遺伝子の構造情報を基
に、ショウジョウバエオーソログ遺伝子の同
定を試みたが、残念ながら目的の遺伝子を見
出すことはできなかった。そこで、生理機能
的類似ペプチドの同定を目差し、生化学的実
験に切り替えることにした。精製実験に供す
る実験材料ゆえに、サイズ、さらに、血球の
扱い易さを考慮して同じ双翅目でもショウ
ジョウバエより遥かに大型のヒツジギンバ
エを用いることにした。その上で、ギンバエ
GBP と相同なはずのショウジョウバエ GBP の
同定を目指した。 
(B)ストレスによる GBP 活性化機構の解析 
GBP は前駆体 precursor GBP (proGBP)として
主に脂肪体で合成され体液中に分泌される。
非ストレス条件下の昆虫幼虫体内では、比較
的高濃度の proGBP が体液中に存在している
ことは確認できている。従って、本研究では、
ストレスによって proGBP から GBP への活性
化分子機構を解析する。こうした解析には、
主に生化学的手法を用いることになる為、比
較的多量の体液が必要となる。従って、実験
材料は主にアワヨトウ幼虫を用い、最終的に
そうした解析結果をショウジョウバエ幼虫
の系に還元する事とする。 
(C)ショウジョウバエ幼虫におけるストレス
依存的自然免疫活性化機構の解析 
上述の小課題(A)で同定されタショウジョウ
バエGBP遺伝子関連のトランスジェニック体



を作成し、UAS/Gal4システムを用いて GBP の
強制発現、発現抑制系統を構築する。その上
で、GBP 遺伝子の発現操作による抗菌ペプチ
ド遺伝子発現レベルへの影響を評価する。予
備実験の結果は、GBP 遺伝子の強制発現によ
って複数の抗菌ペプチド遺伝子の発現上昇
を示した。従って、この結果の再現性を確認
した上で、GBP による抗菌ペプチド遺伝子発
現誘導に至る細胞内情報伝達経路の同定を
目指す。 
 
４．研究成果 
上記の３つの小課題について、それぞれ研究
成果を以下に詳述する。 
(A)ショウジョウバエ GBP の同定 
先ず、ヒツジギンバエ幼虫体液から、鱗翅目
昆虫GBPの機能的類似ペプチドの同定を試み
た。精製過程では、単離した血球への活性化
（突起伸張誘導）を活性指標とした。最終濃
度 50%のアセトニトリルによって抽出した画
分を４段階の逆相系 HPLC によって最終的に
目的のペプチド精製に成功した。ヒツジギン
バエ GBP 様ペプチドはアミノ酸 19 残基から
なり、分子内に鱗翅目昆虫 GBP 同様 2残基の
システイン残基し、さらに２残基のアミノ酸
も同位置に保存されていた。また、その cDNA
を単離し、構造決定したところ、やはり鱗翅
目昆虫GBP同様に短い前駆体として合成され、
活性型GBPはカルボキシル末端にコードされ
ている事が明らかになった。こうした鱗翅目
昆虫GBPとの生理活性さらに構造上の共通性
から、当該ペプチドはヒツジギンバエ GBP で
あると結論した。 
 次に、ヒツジギンバエ GBP のアミノ酸配列
を基にキイロショウジョウバエゲノム上に
類似遺伝子を探索した結果、全部で５種類の
遺伝子が見つかった。これらの候補遺伝子に
ついて、ショウジョウバエ幼虫体内での発現
パターン、活性型ペプチド分子内のアミノ酸
配列、さらには、活性化の際のプロセシング
部位のアミノ酸配列情報を踏まえ、最終的に
CG15917 遺伝子が、鱗翅目昆虫 GBP に類似の
キイロショウジョウバエGBPホモログと結論
した。 
(B)ストレスによる GBP 活性化機構の解析 
非ストレス条件下のアワヨトウ幼虫体液中
には比較的高濃度の proGBP が存在する。こ
れがストレスによってGBPへ活性化されるか
否かを確認する為、熱ストレス(40oC, 0-30 
分)を幼虫体液についてWestern blotting を
行った。その結果、熱ストレス 20 分以降の
体液中には活性型GBPが産生することが分か
った。即ち、非ストレス条件下において、
proGBP pocessing enzyme は不活性型で存在
し、ストレスによって活性化して proGBP を
GBP へと活性化するものと解釈できる。この
予想を確認する為、非ストレス条件下のアワ
ヨトウ幼虫から調製した血清あるいは血球
を proGBP とそれぞれ混合し、25oC で 10-60
分間で反応を試みた。しかし、こうした条件

では一向に proGBP から GBP への活性化は観
察されなかった。そこで、血清と血球を混合
した後に proGBP と反応させたところ、10 分
以内にGBPへの活性化が進行することが分か
った。また、反応液中に予めセリン型プロテ
アーゼ阻害剤を添加した場合、血清と血球を
同時に反応させてもプロセシングは観察さ
れないことも確認した。これらの実験結果は、
血球由来の成分中に血清中のセリン型プロ
テアーゼである不活性型 processing enzyme
を活性化する因子が含まれることを示唆し
ていた。この解釈を検証する為、血球由来活
性化因子の性質とその分泌動態を調べたと
ころ、当該活性化因子は分子量 20kDa 程度の
タンパク質であり、血球への過酸化水素の作
用によって分泌されることが明らかになっ
た。即ち、種々のストレスによって発生する
活性酸素が血球からの活性化因子の分泌を
促し、これが不活性型で存在する血清中のセ
リンプロテアーゼを活性化するものと解釈
できる。現在、血球由来の活性化因子の単
離・精製が完了し、その一次構造決定を目差
している。 
(C)ショウジョウバエ幼虫におけるストレス
依存的自然免疫活性化機構の解析 
ショウジョウバエ GBP 様遺伝子 CG15917 の
UAS 系統(UAS-GBP)、さらに、２本鎖 RNA 発現
用の UAS 系統(UAS-dsGBP)を作成した。これ
らをそれぞれ heat shock-Gal4系統バエと交
配させ、温度依存的な GBP 強制発現と発現抑
制トランスジェニック体を構築した。実験の
結果、GBP 強制発現によって 2 種類の抗菌ペ
プチド遺伝子（Metchnikowinと Diptericin）
の発現上昇、また、RNAi による GBP 発現抑制
によって病原菌感染に伴う両抗菌ペプチド
遺伝子発現の阻害が明らかになった。さらに、
RNAi-GBP 発現抑制系統では、熱ストレスある
いは感染を伴わない傷害による抗菌ペプチ
ド遺伝子（Metchnikowin と Diptericin）の
発現上昇を顕著に阻害することも実証した。
即ち、GBP は体液性自然免疫活性の指標と言
える抗菌ペプチド遺伝子発現を感染・非感染
を問わず調節する昆虫サイトカインである
ことを証明した。 
 次に、GBP による抗菌ペプチド遺伝子発現
調節に関与する細胞内情報伝達経路につい
て解析した結果、GBP は Imd をアダプターと
して利用するものの従来知られたImd経路と
は異なる新規の情報伝達経路を活性化する
ことが判明した。この経路は JNK も必須とす
ることから GBP-GBPR/Imd-JNK を介するスト
レス応答性情報伝達経路であることが明確
になった。以上の一連の研究結果より、キイ
ロショウジョウバエの自然免疫活性化には、
従来より知られる Toll や Imd 経路の他に、
昆虫サイトカインGBPが引き金を引くストレ
ス情報伝達経路(GBP 経路)が存在することを
実証した。 
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