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研究成果の概要（和文）：オートファジーは恒常性維持や疾患抑制に貢献する細胞内分解系である。大部分のオートフ
ァジーは、分解対象を選ばないが、一部に選択的オートファジーが知られている。選択性発現の分子メカニズムを解明
することは、オートファジーを理解する上で極めて重要である。本研究では、私たちの体で作られる（＝内因性）の小
分子が、選択的オートファジーに関与するか調べた。細胞内に侵入した細菌の周囲に、内因性８－ニトロcGMPによる修
飾が集積することが判明し、この集積とユビキチン化、細菌排除とのあいだに津良い相関が見られた。このことから、
細菌排除の選択性を決定する初期の段階でマーカーとして働いていることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a major intracellular degradation system that serves to maintain 
homeostasis and to suppress disease progression. Majority of autophagy processes are believed to be 
non-selective but there are some exceptions. These selective autophagy processes must have different 
mechanism from canonical autophagy. We have examined in this study whether endogenous small molecules are 
involved in the selection mechanism. Under the inflammation conditions by bacterial infection, a nitrated 
nucleotide: 8-nitro-cGMP forms in the host cells. I found this nucleotide accumulated around the invading 
bacteria cells (group A streptococcus) and this accumulation was found to be an early marker for 
selective autophagic degradation of the bacterial cells.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： オートファジー　細菌感染　8-ニトロcGMP
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１．研究開始当初の背景 
(1) オートファジーは、基本的に選択性

に乏しいバルク分解系であると考え
られてきた。しかし、１９９０年代
後半から２０００年代前半にかけて、
一部の細胞内基質が選択的に分解さ
れることが次々に報告された。例え
ば、２００４年に中川、吉森らは、
細胞内に侵入した A 群連鎖球菌が、
オートファジーによって選択的に除
去されることを見出した。 

(2) これまでに選択的分解が報告された
基質は、病原体を始め、私たちの生
存に深く関係するものである。した
がって、これら選択的分解機構の解
明は、疾患の抑制にも貢献すると考
えられている。 

(3) オートファジーのプロセスでは、隔
離膜と呼ばれる膜が細胞質において
成長し、周囲の物質を巻き込んだ小
胞であるオートファゴソームを形成
する。オートファゴソーム膜の起源
は、ミトコンドリアと ER が接触す
る部分にあると言われており、この
場合は周囲にどのような物質がある
かは考慮されていないようである。
一方で、選択的オートファジーにお
いては、分解されるべき基質の周囲
で隔離膜が伸長する必要がある。し
かし、その詳細は、ほぼ未解明のま
ま残されている。 

(4) 分解されるものを認識する機構は、
多様性に富むと予想されるが、一度、
「排除すべし」と認識された基質に
は、なんらかの目印が付加されると
考えることもできる。実際、これま
でに知られている選択的オートファ
ジーの基質の多くがユビキチン化を
受けることが知られている。ユビキ
チン化は、ユビキチンリガーゼと呼
ばれる酵素によって行われるため、
このリガーゼが、分解されるべき基
質のなんらかの特徴を認識している
と考えられる。 

(5) ユビキチン化には、ユビキチン鎖の
タイプによって多様性がある。この
なかで、どのようなユビキチン鎖が
オートファジーと関連するかは、よ
くわかっていなかった。 

 
２．研究の目的 

特に感染症や炎症の条件下における
選択的オートファジーに着目し、そ
の分子基盤に内因性小分子がどのよ
うに関わるか調べた。 

 
３．研究の方法 
(1) バクテリア成分であるLPSによって

誘導されるオートファジーにおいて、
一酸化窒素や活性酸素が重要な役割

を果たすという Gottlieb らの報告（２０
０９年）を参考にして、ニトロ化された内
因性分子に着目した。 
 研究代表者らは、過去の科研費課題にお
いて８−ニトロ cGMP の機能を解析してき
たので、本研究課題でも引き続き、この分
子から解析を始めた。 

(2) オートファジーの評価は、LC3 陽性のド
ット状の構造を、免疫細胞化学、もしくは、
EGFP 融合 LC3 を用いたライブ観察によっ
て検出し、細胞当りの数を指標におこなっ
た。このとき、オートファジー後段の阻害
もドット状構造の増加を示し、両者を区別
する必要がある。そこで、オートファゴソ
ームの分解を止めた条件で、さらに化合物
による LC3 陽性ドットが増加するかも合
わせて確認した。 

(3) 用いる細胞は、主にマクロファージ様細
胞株である RAW264.7 を用いた。一部の実
験は、マウス骨髄から調整した初代培養マ
クロファージを用いて行った。 

(4) 細胞に感染させる細菌として、A 群連鎖
球菌 (Streptococcus pyogenes JRS-4)
を用いた。この菌株は、前述の中川、吉森
らの２００４年の論文で使用さたものと
同一であるため、結果の比較が可能と考え
たからである。 

(5) 細菌の排除効率は、インベージョンアッ
セイによって行った。感染後、各測定時間
において、感染細胞を破壊し、内部の細菌
を回収する。これをプレート上で培養し、
出現するコロニー数から元の生菌数を知
る方法である。 

(6) 細胞内侵入細菌の顕微鏡観察は、各種の
免疫細胞化学により行った。S-グアニル化
の検出には自製抗体を、ユビキチン鎖の検
出などは、市販抗体でおこなった。 

 
４．研究成果 
(1)中川らが報告した A 群連鎖球菌感染系に

おいて、細胞内で８−ニトロ cGMP が生成す
ることを確認した。 

(2) 細菌感染をおこなっていない培養細胞
に、外部から８−ニトロ cGMP を投与すると
LC3 陽性のオートファゴソームが形成さ
れることがわかった。このオートファジー
誘導は、マクロファージ以外に、ヒト肺が
ん由来細胞株である A549 でも観察された。 

(3) 一酸化窒素の合成に関わる iNOS 欠損マ
クロファージを用いると、細菌排除は遅延
した。この効果は、リソソーム阻害剤で抑
制されることから、一酸化窒素がリソソー
ム系に作用していることが明らかになっ
た。これまで、一酸化窒素や活性酸素は、
直接的な殺菌作用が主と考えられてきた
ので、興味深い知見と言える。 

(4) A 群連鎖球菌を感染させた培養細胞に、
外部から８−ニトロ cGMP を投与すると、細
菌排除が促進された。 

(5) 外部から８−ニトロ cGMPを投与しない条



件で、細菌感染細胞を顕微鏡観察す
ると、8—ニトロ cGMP によるタンパク
質修飾である「S-グアニル化」が細
菌の周囲に集積していた。 

(6) 阻害剤によって内因性の８−ニトロ
cGMP の生成を抑制すると、細菌周囲
のユビキチン化修飾が抑制された。
一方、ユビキチン化の阻害剤によっ
て、これを抑制しても、細菌周囲の
S-グアニル化修飾は抑制されなかっ
た。このことは、S-グアニル化が、
初期の目印となって、引き続く、基
質選択的ユビキチン化を促進してい
ると考えることができる。この結果
から、本研究の主たる目的である選
択的オートファジーの分子機構につ
いて、一端を明らかにすることがで
きた。 

(7) オートファジー関連タンパク質の
うち、この選択的オートファジーに
関与するものを割り出すため、各種
のノックアウト株を用いて検討した。
Atg5, LC3 (Atg8 ホモログ)が必要で
あることなどを明らかにした。 
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