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研究成果の概要（和文）：損傷を受けたミトコンドリアや変性タンパク質からなる細胞内凝集体と同様に、細胞内侵入
性細菌に付加されたポリユビキチン鎖はオートファジーによって分解・除去すべき異物認識のための目印となる。本研
究では、リステリア(Listeria monocytogenes) actA欠損株に対するユビキチン化機構の解明を試みた。LC-MS/MS解析
の結果、actA欠損株のユビキチン化に関わる可能性のある3種類のユビキチンリガーゼ(E3)が得られた。actA欠損株感
染細胞内におけるこれらE3の局在を観察したところ、菌体のユビキチン化が始まる感染1時間後に1つのE3が菌体周囲に
集積していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Poly-ubiquitination is a trigger of selective autophagy for clearance of injured 
mitochondria and aggregates derived from denatured proteins. Some of intracellular bacteria are also 
ubiquitinated and then eliminated by selective autophagy in the same manner. In this study, we attempted 
to identify the ubiquitination mechanisms of ActA-deficient Listeria monocytogenes (delta actA). A total 
of 29 candidates (2 listerial and 27 host proteins) were identified by LC-MS/MS analysis. E3 is known to 
be playing an important role for ubiquitination of other intracellular bacteria, such as Salmonella and 
Mycobacterium tuberculosis. There were 3 kinds of ubiquitin ligases (E3) in the host candidates. We 
therefore analyzed the localization of E3s in the cells infected with delta actA. As a result, E3-1 was 
accumulated around the bacterial cells 1 hour postinfection simultaneously with starting point of the 
delta actA ubiquitination.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、細胞内分解系のオートファジーは細
胞の恒常性の維持のみならず、細胞内に侵入
した細菌を選択的に認識し、隔離・分解する、
自然免疫としての機能を持つことが明らかと
なった。しかし、多くの細胞内侵入性細菌は
独自の方法でオートファジーを巧みに回避し、
さらに、一部の菌ではオートファゴソームを
自らの増殖の場として利用することが報告さ
れている。 
 代表的な細胞内侵入性細菌であるリステリ
ア(Listeria monocytogenes)は汚染された食
品や水を媒介としてヒトに感染し、リステリ
ア症を起こす。リステリア症の集団発生は世
界中で報告されている。リステリアは非貪食
性の細胞にも侵入し、菌体外に分泌した毒素
リステリオリシンOにより宿主細胞膜を溶解
して細胞質へ脱出する。その後、リステリア
は菌体表面のActAタンパク質により、Arp2/3
複合体およびVASPなどのアクチン重合に関
わる宿主タンパク質を菌体周囲に集積させる。
そして、リステリアは菌の一極でアクチン重
合を促進し、これにより得られる推進力を利
用して細胞内を運動することで、隣接細胞へ
と感染を拡大する。この細胞内運動により、
リステリアはオートファジーから「逃げて」
いるものと考えられていた。しかし、研究代
表者らは、リステリアがActAにより宿主タン
パク質を菌体表面へ集積させることでオート
ファジーを回避すること、この回避は菌の細
胞内運動性には依存しないこと、宿主タンパ
ク質を集積できないactA欠損株においては、
菌体表面が直接ユビキチン化され、ポリユビ
キチン鎖とオートファジーのマーカータンパ
ク質であるLC3の間をつなぐp62タンパク質
の集積により、選択的にactA欠損株がオート
ファジーに認識されることを明らかにした
(Nat. Cell Biol., 2009)。さらに最近、リステ
リアのオートファジー認識からの回避につい
て、アクチン重合に関わる宿主タンパク質だ
けではなく、リステリアの表面タンパク質で
あるInlKが細胞質小器官Vaultを構成する
Major Vault Protein (MVP)と結合し、MVP
がリステリアの表面を覆うことで菌体のユビ
キチン化を防いでいることも報告された
(PLoS Pathog., 2011)。 
  
２．研究の目的 
 細胞内分解系であるユビキチン・プロテア
ソーム系およびオートファジー系は細胞の
恒常性維持のため、協調して機能する。高度
にユビキチン化された変性タンパク質から
なる細胞内の凝集体は、プロテアソームでの
分解が物理的に不可能であるため、p62タン
パク質などのアダプタータンパク質を介し、
オートファジーにより分解される。損傷を受
けたミトコンドリアもまたユビキチン化さ
れ、オートファジーによって除去される。さ
らに、細胞内侵入性細菌に対するオートファ
ジーにおいても、ポリユビキチン鎖が異物認

識に重要な役割を果たすことが報告されて
いる。細胞内侵入性細菌のうち、グラム陽性
菌のリステリア、グラム陰性菌のサルモネラ
(Salmonella Typhimurium)、脂質に富む細
胞 壁 を 持 つ 抗 酸 菌 (Mycobacterium 
tuberculosis)では、それぞれ菌体の表層構造
が大きく異なる。これまでに、細胞内侵入性
細菌の菌体のユビキチン化に関するユビキ
チンリガーゼ(E3)として、サルモネラでは
LRSAM1 (PNAS, 2011) が、結核菌では
Parkin (Nature, 2013) が報告されている。
そのため、リステリアに対するユビキチン化
機構の解明は、細胞内侵入性細菌に対する感
染防御を考える上で極めて重要である。 
 イヌ尿細管上皮細胞由来 MDCK 細胞に感
染後 2 時間経過した actA 欠損株は菌体表面
が全周にわたってユビキチン化される。この
ことから、ユビキチン化を受ける基質分子は
菌体表面に普遍的に分布しているものと考
えられる。そこで本研究では、リステリア菌
体側のユビキチン化される分子や宿主側の
ユビキチン化関連分子の同定および解析を
試み、宿主細胞の自然免疫システムにおける
ユビキチンの役割の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 菌側分子の探索 
 リステリアの菌体表面タンパク質は SDS
処理により菌体から分離されることが報告
されている(J. Cell Sci., 2000)。また、これま
でに、ユビキチン化された actA 欠損株を
SDS処理すると、ユビキチン化タンパク質は
菌体から分離されることをウエスタンブロ
ッティングにて確認している。 
 まず、先行研究にて in vitro ubiquitination 
assay と LC-MS/MS 法とを組み合わせた解
析により得られた、菌側候補分子に対する直
接的なユビキチン化を調べた。ユビキチンが
共有結合するリジン残基を持たないHAタグ



(YPYDVPDYA)と候補分子を融合させたリ
コンビナントタンパク質を精製し、スクリー
ニ ン グ と 同 じ 条 件 下 で in vitro 
ubiquitination assayを行った(図 1)。リステ
リアに対し、いずれの E3 がこの反応に関与
するのか不明なため、反応液中の E3供給源
として、タンパク質分解が旺盛なウサギ網状
赤血球の溶解液を調製した Fraction II を用
いた。反応後、候補分子のユビキチン化につ
いて抗HAタグ抗体または候補分子に対する
特異抗体を用い、ウエスタンブロッティング
を行った。並行して、抗HAタグ抗体にて免
疫沈降を行い、抗ユビキチン抗体または特異
抗体を用いて同様にユビキチン化の有無を
解析した。 
 次に、感染時におけるリステリア側候補分
子の発現部位について特異抗体を用いて免
疫学的に解析した。 
 
(2) 宿主側分子の探索 
 直接ユビキチン化を受ける可能性のある菌
側候補分子が一つ検出されたため、宿主側の
ユビキチン化反応に関与する分子の網羅的な
解析をbaitとして菌側候補分子を用いた
Yeast Two Hybrid法にて行った。得られた陽
性クローンについてGSTタグを付加したリコ
ンビナントタンパク質を作製し、菌側候補分
子との結合をpull-down assayにて解析した。 
 先行研究にて得られた27種の宿主側候補分
子のうち、E3としての機能が既に報告されて
いる分子が3種類存在した。これらの発現を
RNAi法にて抑制させたMDCK細胞にactA欠
損株を感染させ、ユビキチンおよびLC3陽性
菌の割合を測定した。さらに、宿主側候補分
子の細胞内での局在を免疫学的に解析した。 
 
４．研究成果 
 これまでの先行研究にて、ユビキチン化の
基質となるactA欠損株側の候補分子が2種類、
宿主側の候補分子は27種類得られている。直
接的な菌側候補分子のユビキチン化を確認す
るために、それぞれにHAタグを付加したリコ
ンビナントタンパク質を用いて、in vitro 
ubiquitination assayを行った。その結果、こ
のうち1種類の候補分子が直接ユビキチン化
を受けることが分かった(図1)。 
 次に、この菌側候補分子と結合する宿主側
分子をYeast Two Hybrid法にて探索した。そ
の結果、10個の陽性クローンが得られた。し
かし、GSTタグを付加したこれら陽性クロー
ンを用いてpull-down assayを行ったが、どの
陽性クローンも菌側候補分子とは結合しなか
った。 
 また、菌側候補分子の特異抗体を用いたウ
エスタンブロッティング法および免疫蛍光抗
体法にて、この候補分子の菌体表面での発現
を解析したが、いずれも宿主細胞内での菌体
表面における発現は観察されなかった。 
 以上の結果から、actA欠損株のユビキチン
化は菌体表面に発現する分子が直接宿主細胞

のユビキチン修飾系に基質として認識されて
いるのでなく、ActAタンパク質が発現してい
ない、または機能しない場合に菌体表面に結
合する宿主タンパク質を通した間接的なユビ
キチン化である可能性が高いことが示唆され
た。 
 一方、27種類の宿主側候補分子のうち13種
類がユビキチン化関連分子であった。標的タ
ンパク質に対するユビキチンの付与は、E3の
選択的かつ状況に応じた基質の識別、E3の量
的変動などE3の活性依存的に制御されてい
る。13種類のユビキチン化関連分子のうち、
E3活性を有することが既に報告されている3
種類(E3-1〜3)に焦点を絞り、actA欠損株のユ
ビキチン化の解析を行った。 
 先行研究においても、RNAi法にてそれぞれ
のE3の発現をノックダウンさせたMDCK細
胞にactA欠損株を感染させ、ユビキチン化さ
れる菌体の割合を測定したが、コントロール
と比べ、有意な差はなかった。そこで、ユビ
キチン化が始まる感染1時間で観察を行った
結果、E3-1の発現を抑制した細胞内では、
actA欠損株のユビキチンおよびLC3陽性菌の
割合がコントロールと比べ有意に低下した
(図2)。 



 しかし、MDCK細胞のE3-1に対して市販の
抗体が反応せず、さらなる解析が困難であっ
た。actA欠損株に対するユビキチン化および
オートファジー活性は培養細胞によって差が
大きく、一般的に細菌感染症研究で多用され
ているヒト子宮頸がん由来のHeLa細胞では
MDCK細胞と比べ、著しく活性が低い。actA
欠損株に対するユビキチン化およびオートフ
ァジーがMDCK細胞に匹敵するヒト由来培
養細胞を探索した結果、結腸がん由来SW480
細胞が得られた(図3)。そこで、actA欠損株感
染SW480細胞を用いてE3-1の細胞内での局
在を免疫蛍光染色にて観察したところ、菌体
のユビキチン化が始まる感染1時間後から
actA欠損株の菌体周囲へのE3-1の集積が観
察された(図4)。 

 先行研究にて、E3-1を恒常的に発現させた
MDCK細胞を作製し、actA欠損株のユビキチ
ンおよびLC3陽性菌の割合を解析したが、有
意な差は見られなかった。しかし、本研究で
actA欠損株に対するユビキチン化に関して、
E3-1の時間・空間的関与が示唆されたことか
ら、さらに詳細な解析を続ける必要があるも
のと考える。 
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