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研究成果の概要（和文）：本研究では、細菌感染病態の分子機構の解明を目指し、細菌と宿主細胞に共通したシグナル
分子である8-ニトロ-cGMPの機能の解析をおこなった。8-ニトロ-cGMPによるタンパク質S-グアニル化は細菌のストレス
応答に関わる一方で、宿主細胞のオートファジ―誘導による感染防御に重要な役割を果たしていることが示された。細
菌が産生する硫化水素および活性イオウ分子は、8-ニトロ-cGMPのシグナル機能を制御することで、感染細胞内におけ
る菌の増殖に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular mechanism of pathogenesis of bacterial infection, we 
investigated the functions of 8-nitro-cGMP which is a signaling molecule both in bacteria and host cells. 
Protein S-guanylation induced by 8-nitro-cGMP was involved in stress responses in bacteria, and also play 
an important role in antibacterial host defense via autophagy. Hydrogen sulfide and reactive sulfur 
species produced by bacteria were suggested to regulate signaling function of 8-nitro-cGMP and to be 
involved in bacterial growth in infected cells.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、活性酸素（reactive oxygen 
species, ROS）と一酸化窒素（NO）による宿
主の感染防御機構を解析する中で、活性酸素
と NO の新規セカンドメッセンジャーとして
8-ニトロ-cGMP を発見した。8-ニトロ-cGMP
は、タンパク質中のシステインに cGMP を付
加する翻訳後修飾（S-グアニル化）により、
酸化ストレス応答やオートファジー誘導に
関わり感染防御機能を発揮する。さらに、驚
くべきことに、細菌そのものも 8-ニトロ
-cGMP を産生しており、8-ニトロ-cGMP が細
菌の細胞内シグナルとしても機能している
ことが分かってきた。一方、我々は、生体内
における 8-ニトロ-cGMP の代謝が、イオウ代
謝経路（cystathionine β-synthase, CBS; 
cystathionine γ-lyase, CSE）等から産生
される過イオウ化構造（R-(S)n-SH）を有する
一連の活性イオウ分子に依存することを見
出した。活性イオウ分子は、強力な抗酸化活
性など親分子のシステインとは異なる生物
学的意義が分かってきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細菌が産生する 8-ニトロ
-cGMP のストレス応答経路を介する生存戦略
と、宿主細胞における 8-ニトロ-cGMP による
オートファジー誘導を介する感染防御応答
との攻防について、宿主と細菌の共通したシ
グナル制御システムのクロストークという
全く新しい視点から解析を行った。さらに、
活性イオウ分子による細菌のストレスシグ
ナル制御とオートファジー抑制による細胞
内エスケープ機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細菌が産生する8-ニトロ-cGMPのシグナ
ル機能を明らかにするために、培養した大腸
菌およびネズミチフス菌（ Salmonella 
Typhimurium LT2）から菌体タンパク質を抽
出し、２次元電気泳動と抗 S-グアニル抗体を
用いたウエスタンブロットにより、菌体内の
S-グアニル化タンパク質の同定をおこなっ
た。 
(2) ネズミチフス菌を感染させたマウスマ
クロファージ RAW264.7 細胞のライセートに
ついて、(1)と同様の S-グアニル化タンパク
質についての解析を行い、感染細胞内での菌
体タンパク質の S-グアニル化を調べた。さら
に、共焦点レーザー顕微鏡と免疫細胞染色に
より、S-グアニル化菌体タンパク質とオート
ファジー関連タンパク質（LC3、p62）の局在
を解析した。 
(3) 8-ニトロ-cGMP によるオートファジー誘
導に対する活性システインパースルフィド
の影響を調べるために、活性イオウ分子の産
生酵素（CBS および CSE）をノックダウンし
た RAW264.7 細胞にネズミチフス菌を感染さ
せ、オートファジー誘導について、野生型
RAW264.7 細胞に感染させた場合と比較解析

した。 
(4) 細菌が産生する硫化水素が、宿主細胞の
オートファジーによる殺菌へ与える影響を
明らかにするために、ネズミチフス菌の硫化
水素産生酵素（Asr および Phs）欠損株を作
製した。これらの欠損菌株を RAW264.7 細胞
に感染させ、オートファジーの誘導を細胞内
での菌の増殖を解析し、野生型菌株を感染さ
せた場合と比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌およびネズミチフス菌では、スト
レス応答や線毛形成をはじめとした様々な
機能に関わる多数の菌体タンパク質が S-グ
アニル化を受けており、8-ニトロ-cGMP が細
菌におけるシグナル分子として多様な生理
機能を有することが示唆された。 
(2) ネズミチフス菌を感染させた RAW264.7
細胞内では、一部の菌体が著明に S-グアニル
化を受けており、それを取り囲むようにオー
トファジー関連タンパク質であるLC3および
p62 が局在していることが示された。このこ
とから、菌体の S-グアニル化がオートファジ
ー誘導と細胞内殺菌に重要な役割を果たし
ていることが示された。 
(3) CBS および CSE をノックダウンした
RAW264.7 細胞では、野生型 RAW264.7 細胞に
比べ、各種活性イオウ分子種の細胞内レベル
が低下するとともに、ネズミチフス菌感染後
のオートファジー誘導が有意に促進し、細胞
が産生する活性イオウ分子がオートファジ
ー制御に重要な役割を果たしていることが
分かった。 
(4) 硫化水素産生酵素を欠損させたネズミ
チフス菌株は、野生型菌株に比べ、RAW264.7
細胞に感染後のオートファジー誘導が有意
に促進し、感染細胞内での菌の増殖は野生型
菌株に比べ低下していた。硫化水素産生酵素
欠損菌株を感染させた RAW264.7 細胞に、硫
化水素ドナーである NaHS を添加すると、菌
の増殖は有意に増加した。このことから、細
菌が産生する硫化水素は、8-ニトロ-cGMP に
よるオートファジー誘導を抑制することに
より、感染細胞内における菌の生存・増殖に
寄与していることが示唆された。 
 以上より、8-ニトロ-cGMP は細菌のストレ
ス応答シグナルとして機能しているととも
に宿主細胞のオートファジーによる感染防
御におけるメディエーターとして重要な役
割を果たしており、細菌が産生する硫化水素
および活性イオウ分子は8-ニトロ-cGMPの生
理機能を制御していることが示された。今後、
細菌および宿主細胞における 8-ニトロ-cGMP
および活性イオウ分子種の作用機序を詳細
に解明することにより、新規感染症治療法、
抗菌薬の開発への応用が期待される。 
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