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研究成果の概要（和文）：本研究では、A群レンサ球菌をモデルとして，感染の各ステップを可視化するプロー
ブを選定し、これに近年開発が進む多次元蛍光イメージングシステムを導入することで、感染現象をリアルタイ
ムで追跡し、時空間的感染過程、感染制御の分子メカニズムを明らかにすることを目的とした.その結果，感染
特異的に局在するRabとして，Rab17やRab30が，また感染時に特に強く誘導がかかるRabとしてはRab35を見いだ
した．特に，,Rab35は，菌の感染状態では，Rab35がアダプタータンパク質であるNDP52に直接結合することで，
菌体へのオートファゴソームの形成に関わっていることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：In this study, we selected a probe for visualization of infection step using
 group A Streptococcus as a model, and introduced a multidimensional fluorescence imaging system. We
 found that Rab 17, Rab 30 and Rab35 could colocalized to bacteria-induced autophagosome 
specifically. In particular, it was revealed that Rab 35 was involved in the formation of 
bacteria-induced autophagosomes by direct binding to NDP 52, which is an adapter protein. These 
results indicate that some specific Rab proteins are important for bacteria-induced autophagy.

研究分野：細菌学

キーワード： A群レンサ球菌　オートファジー　イメージング　Rabタンパク質
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１．研究開始当初の背景 
レンサ球菌感染症は、日本では、A群レン

サ球菌で年間患者数が 30 万人、また、肺炎

球菌感染症では、高齢化による肺炎の死亡

数が、全死亡原因の上位であり、社会的に

大きな問題となっている

（http://idsc.nih.go.jp/idwr/index.htm

l）．肺炎球菌では耐性株が増えているだけ

でなく、乳幼児の髄膜炎での患者が増加し

ていることから、莢膜抗原に対するワクチ

ンが日本でも接種が勧められている．とこ

ろが、2000 年から PCV7 ワクチンが導入さ

れた米国では、肺炎球菌が新たな形質を獲

得してワクチンが奏功しない株が急速に流

布したことがゲノムレベルで解明された

（Golubchik et al, Nature Genetics 2012）.

そのため、従来とは異なる視点での新規治

療法が望まれている．A群レンサ球菌は，

単に宿主細胞に付着するだけでなく，宿主

細胞内に侵入する能力があることも知られ

ている．その際に，侵入した菌を排除する

ため，宿主細胞では，通常は細胞内の不要

なタンパク質を除去するのに機能している

オートファジーによって分解されてる

(Nakagawa et al,Science, 2004). しかし，

細菌の宿主細胞への感染現象は細胞間で単

一でなく、特に時空間的に大きな誤差が生

じる。そのため、感染時の特定の現象を単

一細胞の追跡で捉えるのは困難とされてい

る．また、ライブイメージング解析では特

定の現象を可視化するプローブの開発、選

択が鍵となるが、感染症研究ではこれらの

開発もほとんど進められていない. 
２．研究の目的 
本研究では、A群レンサ球菌をモデルとし

て，感染の各ステップを可視化するプロー

ブを選定し、これに近年開発が進む多次元

蛍光イメージングシステムを導入すること

で、感染現象をリアルタイムで追跡し、時

空間的感染過程、感染制御の分子メカニズ

ムを明らかにすることを目的とした．多く

の病原性細菌は宿主細胞内へ侵入し、増殖、

感染拡大を図る.これに対し宿主細胞は、フ

ァゴリソソーム経路やオートファジー経路

を介して菌を分解し、感染を防御する。申

請者はこれまで、ヒトの主要な病原性細菌

のひとつである A群レンサ球菌の感染メカ

ニズムについて研究を行ない、細胞への付

着・侵入メカニズムを明らかにする過程で、

オートファジー経路が感染防御に機能する

ことを発見した(Nakagawa et al.Science. 

2004).さらに、感染プロセスの全てのステ

ップにおいてキー分子となる、細胞内膜輸

送系（メンブレントラフィック）の分子ス

イッチRab/Rho GTPaseタンパク質の網羅的

解析を行ない、感染の各ステップに関わる

分子の同定と、感染時特異的なオートファ

ジーの制御因子を明らかにしてきた 

(Nakagawa et al., PLoS Pathog. 2011; 

Sakurai et al., J Biol Chem. 2011; Nozawa 

et al., Cell Microbiol. 2012, 2014; 一

部未発表)．感染に対する宿主応答の時空間

的制御メカニズムを明らかにし、これを可

視化する技術は、感染過程の全容の解明、

さらには感染症に対する薬剤スクリーニン

グなどの医療、産業面での応用に必須であ

ると考え、本研究の起案に至った． 
 
３．研究の方法 

1)菌の感染過程の可視化プローブの作成 

 Rab5/RhoA/Rac1/Cdc42 は細菌が細胞内

へ侵入する際に活性化し、菌の取り込みに

機能することが知られている．また，これ

までの申請者の報告から，通常の細胞では

機能が明らかとなっていない Rab タンパク

質が関与していることが分かっている．ま

た，これらにはそれぞれ GTP 型 GDP 型へ変

換する分子が必要である．そこでこれらの

蛍光タンパク融合体から、この活性化の時

空間的解析を行ために，それぞれの遺伝子



を網羅的にカバーするため，ほぼ全ての遺

伝子のクローニングを行い蛍光タンパク質

との融合体の発現ベクターを構築した．  

2)感染時特異的なオートファジーの誘導解

析とこの活性を可視化するプローブの開発 

細胞内センサータンパク質を介したオート

ファジー誘導の時空間的制御機構の解析 

 申請者らは以前、病原体の細胞内センサ

ータンパク質である Nod-like receptor 

(NLR) の一つである NLRP4 が A群レンサ球

菌感染時に、Rho GTPase の制御因子の

RhoGDI を介して RhoA/Cdc42 活性化し、オ

ートファゴソーム形成誘導を制御している

ことを明らかにしている．そこで、分子間

型（2分子型）FRET センサーを作製した．

FRET とはある励起された分子（ドナー）か

ら近接する分子（アクセプター）へエネル

ギーが共鳴現象により移動する現象を指す。

FRET は互いの分子間の距離に大きく影響

を受け、多くの場合は 1-10 nm の範囲でし

か観察できない．これはタンパク質が複合

体を形成する距離に近いため、ドナーとア

クセプターの二分子間の相互作用を分光学

的に評価することができる．申請者らが同

定してきた、感染時のオートファジー特異

的に機能する Rab タンパク質について、生

きた細胞内で活性化を可視化できる分子内

（１分子型）FRET バイオセンサーの開発を

試みた．今回、ドナーに CFP 融合 NLRP4、

アクセプターに YFP 融合 RhoGDI を用い、感

染時の FRET シグナルを解析することで、菌

の認識からオートファゴソーム形成誘導が

起きる時空間的情報の解析を行った．また，

同様に近接する分子間のインタラクション

を可視化する方法として，promixity 

ligation assay (PLA)も利用した．これは，

分子によっては，蛍光タンパク質の過剰発

現によって細胞機能に異常をきたす可能性

がある．特に，RhoA は，欠損細胞で細胞の

極性や細胞形態そのものが大きく影響され

るため，上記の方法は適さない可能性があ

った．PLA では，内在性に発現している分

子のうち，特異性の高い抗体があるものに

ついては，多少の方法の改良は必要なもの

の，高感度でインタラクションを起こして

いる分子のみを特異的に検出することがで

きる． 

 今回、ドナーに CFP 融合 NLRP4、アクセ

プターに YFP 融合 RhoGDI を用い、感染時の

FRET シグナルを解析することで、菌の認識

からオートファゴソーム形成誘導が起きる

時空間的情報を明らかにする。 

3)感染時特異的オートファジーの活性を可

視化するプローブの開発 

 FRET の原理と GFP を応用し、一分子にす

べてのバイオセンサーパーツを取り込み、

Ras スーパーファミリーの活性をイメージ

ングするために開発されたのが、活性モニ

ター分子 Raichu（Ras and interacting 

protein chimeric unit）である.近年では

Raichu に extended variable (EV)リンカー

を導入し、種々のリン酸化酵素および Rab 

GTPase の FRET バイオセンサーが開発され

ている (Mol Biol Cell. 2011. 22:4647-56).

作製したセンサー（野生型、恒常活性型、

優勢劣性型）を発現させた HeLa 細胞の蛍光

スペクトルを蛍光分光光度計で計測し、十

分なダイナミックレンジを持つことを確認

またこの FRET センサーの FRET/CFP 比が 

Rab の不活性化因子の量依存的に低下する

ことを確認した．さらに、センサーは Rab

と同じ細胞内局在を示すことを、FRET セン

サーと mRFP-Rab を HeLa 細胞に同時に発

現させて顕微鏡観察することにより確認し

た．オートファジーの膜マーカータンパク



質に GFP を付したトランスジェニックマウ

スやオートファジー部分欠損細胞マウスに

細菌を感染させ、多光子励起レーザー顕微

鏡による解析を行った． 

 
４．研究成果 

Ａ群レンサ球菌を上皮細胞に感染させると

高頻度で細胞内に侵入し，オートファゴソ

ームによって菌が捕獲され，分解される．

この過程で形成されるオートファゴソーム

は飢餓で誘導されるオートファゴソームと

比較すると Atg5 に依存して膜形成される

点は共通であるが，直径が飢餓誘導時のオ

ートファゴソームと比較すると 50 倍近く

になるため，細胞内で多量の膜成分が供給

されることが予測される．そのため，本研

究では，細胞内でのトラフィッキングに関

わる Rho, cdc42, Rac1 や Rab タンパク質群

に着目し，その動態を観察するプローブと

して利用することで感染動態を可視化した． 

 ヒトではRabタンパク質は60種類以上同

定されているが，その機能の解明が進んで

いるのは，ごく一部である．エンドソーム

の形成に重要な Rab5, リソソームとの融

合に必須である Rab7 については比較的研

究が進んでいるが，それ以外の分子では多

くの知見は得られていない．また，Rab の

活性化と不活化に重要である GEF と GAP に

ついては，ほとんど知られていない．さら

に，それぞれの Rab のエフェクターについ

ても，ごく少数が知られているだけである．

そこで，これらの遺伝子の蛍光発現体，ノ

ックダウンベクターを作成して，感染細胞

での動態を観察した． 

その結果，細菌感染特異的なオートファゴ

ソームに強く結合する Rab タンパク質を同

定することができた．さらに，エフェクタ

ーや GEF についても，感染特異的に誘導さ

れるものを見いだした． 

 まず，感染特異的に局在する Rab として，

Rab17 や Rab30 が，また感染時に特に強く

誘導がかかる Rab としては Rab35 を見いだ

した．このうち，Rab17 は，本菌の感染時

に誘導されるオートファゴソームの膜のみ

に局在が認められるが，この結果から膜の

供給源として通常は使われないリサイクリ

ングエンドソームが利用されることが明ら

かとなった．さらに,Rab35 は，通常もエン

ドソーム膜に局在するが，菌の感染状態で

は，Rab35 がアダプタータンパク質である

NDP52 に直接結合することで，菌体へのオ

ートファゴソームの形成に関わっているこ

とが明らかとなった．さらに，この誘導に

はRab35のGAPであるTBC1D10Aが関与する

ことが示唆された． 
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