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研究成果の概要（和文）：　マクロファージは自然免疫の一端を担う細胞であり、インターフェロンγはマクロファー
ジを強力に活性化する。これまでに我々は、宿主細胞の分解システムであるオートファジーが、インターフェロンγ誘
導性自然免疫に関与する事を明らかにしている。本研究において、オートファジーマーカーであるLC3のリステリア感
染部位への集積が、インターフェロンγ刺激により顕著に上昇する事を観察し、インターフェロンγが単に基底レベル
のオートファジーを活性化するだけではなく、細菌特異的な選択的オートファジーの能力を上昇させる事を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）： Macrophages are involved in many essential immune functions, and their role in 
innate immunity is reinforced by interferon-γ. We previously demonstrated that autophagy, a host 
degradation system, is mobilized for interferon-γ-mediated cell-autonomous innate immunity against 
intracellular bacteria. In this study, we found that the recruitment of microtubule-associated protein 1 
light chain 3 (LC3), an autophagic marker, to Listeria monocytogenes was increased in 
interferon-γ-stimulated macrophages compared with untreated macrophages, suggesting that L. 
monocytogenes was efficiently recognized by autophagy in the interferon-γ-activated macrophages. These 
results indicate that interferon-γ activates not only basal autophagy but also selective autophagy 
against intracellular bacteria.

研究分野： 細菌感染学
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１．研究開始当初の背景 
 
 マクロファージに代表される食細胞は自然
免疫の一端を担う細胞であり、外来の病原体
を取り込み、細胞内で殺菌・分解を行う。し
かし、細胞内寄生菌と呼ばれる一群の細菌は
マクロファージの殺菌作用を回避し、マクロ
ファージ内でも生存・増殖する。細胞内寄生
菌はファゴソーム内で生存する細菌（ファゴ
ソーム内寄生性細菌、Salmonella enterica 
serovar Typhimuriumや Mycobacterium 属細
菌等）と、細胞質へ侵入する細菌（細胞質寄
生 性 細 菌 、 Listeria monocytogenes や
Shigella flexneri 等）の大きく二つのグル
ープに分けられる。細胞内寄生菌は宿主細胞
の中に寄生することから、抗体や補体の作用
を受けにくいため、細胞内寄生細菌に対する
感染防御において、マクロファージ細胞自身
による免疫機構（Cell autonomous immunity）
が重要である。 
 
 種々の細胞から分泌されるサイトカインの
うち特にインターフェロンγは強力にマクロ
ファージを活性化し、インターフェロンγ活
性化マクロファージは捕食した病原体に対す
る殺菌作用や、腫瘍細胞に対する破壊作用が
強化される。インターフェロンγによるマク
ロファージ活性化は自然免疫において重要な
ステップであり、細菌感染症学領域において
は、特に細胞内寄生菌の感染防御には不可欠
である。 
 
 オートファジーはリソソームを分解の場と
する細胞内分解システムであり、細胞内タン
パク質や小器官がそのターゲットとなる。細
菌感染時にはオートファジーは細胞内に侵入
した細菌を認識しリソソームまで輸送し、細
菌を分解するため、感染症学・免疫学におい
ても注目されているメカニズムである。 
 
 飢餓などのストレスで誘導されるオートフ
ァジーや、誘導刺激が無い通常状態で起きる
基底レベルのオートファジーは特異性を持た
ず細胞質成分を無差別に分解する。一方、損
傷したミトコンドリアや細胞内に侵入した病
原体を排除するために形成されるオートファ
ゴソームは特異性を持った選択的なオートフ
ァジーであり、ミトコンドリアに対するもの
はマイトファジー、病原体に対するものはゼ
ノファジーと呼ばれる。日本の研究者を中心
としたこれまでの研究によりオートファジー
の基本的な分子メカニズムや生理機能が明ら
かにされているが、選択的オートファジーに
おける標的認識メカニズムには不明な点が多
く残されている。 
 

２．研究の目的 
 
 これまでに、我々の研究グループでは、イ
ンターフェロンγ刺激マクロファージで
p38MAPK や IFN 誘導性 GTP 結合タンパク質の
一つである（Irgm1）を介してタンパク質分
解機構の一つであるオートファジーが活性
化することを明らかにしている（Matsuzawa 
et al. Journal of Immunology, 189, 
p813-818, 2012）。さらに Irgm1 の M. bovis
含有ファゴソームへの集積が IFN-γの免疫
作用に重要であること（Tiwari, Matsuzawa 
et al. Nature Immunology, 10, p907-917, 
2009）も明らかにしている。これらの結果か
ら、インターフェロンγ活性化マクロファー
ジではオートファジーを介した殺菌メカニ
ズムが存在する事が示唆されている。そこで
本研究ではインターフェロンγ誘導性オー
トファジーの詳細な分子メカニズムの解明
を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
(１)  リステリア感染マクロファージにお

ける基底レベルのオートファジーの活
性化状況の測定 
 
 Raw 264.7 マクロファージ様細胞を
マウスインターフェロンγ刺激（200 
U/mL, 24 時 間 ） し 、 リ ス テ リ ア
（Listeria monocytogenes EGD strain）
を細胞培養液に加えて 1 時間培養する
ことでマクロファージ内にリステリア
を侵入させた後、PBS で細胞を洗浄した。
ゲンタマイシン添加細胞培養液を加え、
0から 8時間まで培養し、細胞を細胞溶
解液（50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% 
TritonX-100）中で溶解し、遠心上清を
細胞抽出液として、SDS-PAGE で展開後、
タンパク質を PVDF 膜にトランスファー
した後、抗 LC3 抗体を用いたウエスタン
ブロッティングを行い、活性型もしくは
不活性型 LC3 を検出した。 
 

(２)  リステリア感染マクロファージにお
ける細菌特異的オートファジーの活性
化状況 
 
 GFP-LC3発現Raw 264.7 マクロファー
ジ様細胞をマウスインターフェロンγ
刺激（200 U/mL, 24 時間）し、リステ
リ ア （ Listeria monocytogenes EGD 
strain）を細胞培養液に加えて 1時間培
養することでマクロファージ内にリス
テリアを侵入させた後、PBS で細胞を洗
浄した。ゲンタマイシン添加細胞培養液
を加え、0 から 8 時間まで培養し、PBS
で洗浄後、4% Paraformaldehyde-PBS で
固定後、抗リステリア抗体を用いた蛍光
免疫染色法にてリステリアを染色した。 



 
４．研究成果 
 
(１)  リステリア感染マクロファージにお

ける基底レベルのオートファジーの活
性化状況 
 
 未処理もしくはインターフェロンγ
前処理したマクロファージにリステリ
ア を感染させ、各時点でのオートファ
ジーの活性化状況を抗 LC3 抗体を用い
たウエスタンブロッティングで調べた
（図１）。未処理もしくはインターフェ
ロンγ処理マクロファージで同様なオ
ートファジーの活性化が観察されたこ
とから、インターフェロンγ刺激は感染
によるオートファジーの活性化には影
響しないと考えられた。 
 

 
図１；未処理もしくはインターフェロンγ処
理マクロファージでのリステリア 感染によ
るオートファジーの活性化。 

 
(２)  リステリア感染マクロファージにお

ける細菌特異的オートファジーの活性
化状況 
 
 インターフェロンγ前処理したマク
ロファージに リステリアを感染させ、
各時点でのオートファゴソームへの細
菌の取込を調べたところ（図２）、イン
ターフェロンγ処理マクロファージで

のみオートファゴソームの細菌の取込
作用が上昇していた（矢頭）。この結果
からインターフェロンγは選択的オー
トファジーの機能を亢進する作用があ
ることが考えられた。 
 

 
図２；インターフェロンγによる細菌特異的
オートファジーの活性化。 
 
 以上の結果より、本研究において、オート
ファジーマーカーであるLC3のリステリア感
染部位への集積が、インターフェロンγ刺激
により顕著に上昇する事を観察し、インター
フェロンγが単に基底レベルのオートファ
ジーを活性化するだけではなく、細菌特異的
な選択的オートファジーの能力を上昇させ
る事を明らかにした。インターフェロンγに
より活性化したマクロファージは病原体の
排除のみならず、腫瘍細胞に対するマクロフ
ァージの作用も増強するため、マクロファー
ジの活性化メカニズムは感染症学のみでは
なく広く免疫学領域においても重要である。
以上のことより、本研究により細菌感染学領
域及び免疫学領域における価値ある知見が
得られたと考えられる。 
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