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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では細胞内運動性細菌であるリステリア菌および赤痢菌に対するオートファジー認

識・回避機構を詳細に解析した結果、(1)ΔActA株は宿主の Ub-p62−LC3 経路によりオートファ

ジー認識されること、(2)リステリア菌の菌体表面に存在する ActA がリステリア菌のオートフ

ァジー認識の回避に必要なこと、(3)Atg5 と相互作用する新規タンパク質 Afp が赤痢菌を標的

とするオートファジーに関与していること明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  We found that Listeria monocytogenes ActA, a surface protein required for actin 

polymerization and actin-based bacterial motility, plays a pivotal role in evading autophagy, 

but in a manner independent of bacterial motility. L. monocytogenes expressing ActA 

mutants that lack the ability to recruit the host proteins initially underwent ubiquitylation, 

followed by recruitment of p62 and LC3, before finally undergoing autophagy. We found 

that the involvement of Afp, newly discovered Atg5-interacting protein, in autophagy 

targeting Shigella. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年までオートファジーは細胞内におい

て恒常的に起きている現象であり、細胞内の

不要なタンパク質やオルガネラを非特異的

にバルク分解する機構であると考えられて

いた。しかし最新の研究結果から、オートフ
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ァジーが不要になったオルガネラ、不溶タン

パク質凝集体、病原菌などを選択的に認識し

て分解しているという報告が多くなされて

おり、オートファジーの役割は細胞の恒常性

の維持のみならず、発生・分化、細胞死、自

然免疫など多岐にわたることが明らかにな

ってきている。一方で、本研究代表者は赤痢

菌感染において観察されるオートファジー

は、赤痢菌の細胞内でのアクチンコメットの

形成に必須因子である VirG タンパク質が宿

主細胞のオートファジーに必須のタンパク

質である Atg5 により認識されることにより

誘導されることを 2005年に報告しているが、

病原細菌に対するオートファジーにおける

認識機構に関する報告はそれ以外に全くな

されていない。赤痢菌と同様に細胞内運動性

細菌である L. monocytogenes も赤痢菌と同

様にオートファジーを積極的に回避してい

る可能性が高く、実際に本研究代表者はリス

テリア菌の菌体表面に存在し、リステリア菌

の細胞内運動性に必須のタンパク質である

ActA がオートファジーによる認識の回避に

必要であるという結果を得ている。これらの

結 果 を 踏 ま え て 、 本 研 究 で は L. 

monocytogenes のオートファジー回避機構お

よびその認識機構を明らかにすることを企

図した。さらに、オートファジーに必須の因

子である Atg5と結合する新規タンパク質 Afp

を見出し、現在までに Afpが赤痢菌感染およ

びアミノ酸飢餓条件下において観察される

オートファゴソームに特異的に局在するこ

とを見出しており、このことは赤痢菌感染に

よるオートファゴソームの形成において Afp

が重要な役割を果たしていることを示して

いる。Afp の機能解析を詳細に行うことによ

り、赤痢菌に対するオートファジーのメカニ

ズムがさらに明らかになることが期待され

る。 

 

２．研究の目的 

 本研究では (1)赤痢菌と同様に細胞侵入

後に細胞質へと離脱し、アクチンコメットを

形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る L. 

monocytogenes におけるオートファジー回避

機 構 の 解 析 を 行 う 。 具 体 的 に は L. 

monocytogenes 感染によって観察されるオー

トファジーにおける菌側のオートファジー

誘導因子および阻害因子、さらには宿主側の

認識因子の探索を行う。(2)赤痢菌感染にお

けるオートファジーにおいて基質認識分子

として機能している Atg5 と結合する宿主因

子として本研究代表者が見出している新規

タンパク質 Afpが赤痢菌のオートファジーに

おいて果たす役割を詳細に解析する。 

 

３．研究の方法 

(1)リステリア菌によるオートファジーの阻

害機構の解析 

 予備検討によりオートファゴソームのマ

ーカーである LC3 を発現させた MDCK 細胞に

L. monocytogenes の野生株または ActA 欠損

株(ΔactA)を感染させた結果、ΔactA感染細

胞において菌体への LC3の集積が観察された

ことから、L. monocytogenes の感染によって

誘起されるオートファジーは ActA によって

阻害されるという仮説を立て、ActAによるオ

ートファジー阻害機構に焦点を絞って解析

を行った。菌体表面に露出している ActA タ

ンパク質は L. monocytogenes の細胞内運動

に必須の病原因子であり、Arp2/3、VASP、F-

アクチンと結合することが報告されている。

そこで、本研究ではこれらのタンパク質との

結合領域を欠失した変異 ActA タンパク質を

発現する変異株を作成し、ActA 上オートファ

ジー認識阻害責任領域の同定を行い、ActAに

よるオートファジー回避メカニズムを明ら



 

 

かにした。さらに、ΔactA 株に対するオート

ファジー認識機構に焦点を当てて解析を行

った。ΔactA 株は宿主細胞侵入後に菌体表面

がユビキチン化を受けることが報告されて

いることから、ポリユビキチンと LC3の双方

に結合することが知られている p62/SQSTM1

がΔactA 株のオートファジー認識に関与し

ていることが予想された。そこで、ポリユビ

キチン-p62-LC3 を中心にΔactA 株に対する

オートファジー認識機構の解析を進めた。具

体的には p62-/- MEF、Atg5-/- MEF細胞を用いて

ΔactA 株周囲へのユビキチン、p62、LC3 の

局在を調べた。さらに、ポリグルタミンや

GFP-170*といった易凝集性タンパク質と ActA

のキメラタンパク質を用いた再構成実験を

行い、易凝集性タンパク質のユビキチン化、

それに続く p62 の集積に対する ActA の阻害

効果を検証した。 

(2)赤痢菌感染により誘導されるオートファ

ジーにおける Afpの機能解析 

 GFP 等のタグを付与した Afp タンパク質を

培養細胞に発現させ、赤痢菌感染により形成

されるオートファゴソームと Afp、Atg5、LC3

との局在性をコンフォーカルレーザー顕微

鏡および CCD カメラ付き蛍光顕微鏡(タイム

ラプス)により経時的に観察することによっ

て、赤痢菌感染細胞における Afpの細胞内動

態を明らかにした。さらに、siRNA を用いて

Afp の発現をノックダウンし、赤痢菌により

誘導されるオートファジーに与える影響を

精査した。具体的には赤痢菌感染時に菌体周

囲での隔離膜の形成・伸展、Atg5-Atg12 の局

在、LC3 の局在、リソソームとの融合、オー

トファゴソーム内の菌体の分解というオー

トファジーの各段階における Afpのノックダ

ウンの影響を精査した 

４．研究成果 

(1)リステリア菌によるオートファジーの阻

害機構の解析 

 リステリアの菌体表面に存在し、リステリ

アの細胞内運動性に必須のタンパク質であ

る ActA の新たな機能として、リステリア菌

のオートファジー認識の回避に重要な役割

を果たしていることが明らかになった。具体

的には、① ActA が細胞内運動性に必要な二

つの主要な宿主タンパク質である Arp2/3 複

合体および VASP を集積して菌の細胞壁全周

を覆うことでオートファジー認識機構から

回避していること、②ActAが宿主タンパク質

と結合できない場合、菌体が直接ユビキチン

化され、ポリユビキチン鎖が p62を介して LC3

と結合し、菌体はオートファジーにより認識

されること、③ポリグルタミンや GFP-170*と

いった易凝集性タンパク質と ActA のキメラ

タンパク質を用いた再構成実験の結果、ActA

による宿主タンパク質集積機能により易凝

集性タンパク質のユビキチン化および p62に

よる凝集体の形成が阻害されることが明ら

かになった(図 1)。 

 

図 1 リステリア菌ActAによるオートファジー回避機構 

(2)赤痢菌感染により誘導されるオートファ

ジーにおける Afpの機能解析 

 赤痢菌感染により誘導されるオートファ

ジーにおける Atg5 と相互作用する新規のタ

ンパク質 Afpの機能を解析した結果、赤痢菌

感染細胞において Afp はユビキチン Ub 非依

存的に菌体周囲へリクルートされ、Atg5 や

LC3と phagophore上で共局在することを明ら



 

 

かにした。さらに、Afp はサルモネラ菌や A

群連鎖球菌を標的とするオートファゴソー

ムにも局在することを明らかにした。Afp ノ

ックダウン細胞では赤痢菌を標的としたオ

ートファジーが低下し、それに伴い Afpノッ

クダウン細胞では赤痢菌の細胞内増殖が大

幅に低下することを見出した。このことは、

Afp が赤痢菌のみならずサルモネラ菌など他

の病原菌に対するオートファジーにおいて

も重要な働きを有していることを示してい

る。 
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