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研究成果の概要（和文）：細菌感染時において、宿主細胞側の防御システムとして働く重要な機構の

一つにオートファジーがある。オートファジーが起ると、細胞質にオートファゴソームと呼ばれる特殊な

膜構造が現れ、病原菌を取り囲む。この膜の起源は生物学における 50 年来の謎であった。我々は、

分子生物学的解析及び電子線トモグラフィー法により、初めてオートファジーの膜の起源を明らかに

することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Autophagy is a bulk degradation process in eukaryotic cells and 
functions as one of defense mechanisms upon bacterial infection.  The origin and source of 
autophagosomal membranes are long-standing questions.  We revealed by using both 
molecular biological tools and electron tomography that the endoplasmic reticulum is a 
source for autophagosomal membranes.  
 
交付決定額 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
2009 年度	
 1,070,000	
 321,000	
 1,391,000	
 

2010 年度	
 970,000	
 291,000	
 1,261,000	
 

総	
 計 2,040,000	
 612,000	
 2,652,000	
 

 
研究代表者の専門分野：医歯薬学	
 

科研費の分科・細目：薬学・生物系薬学	
 

キーワード：感染症、細菌、オートファジー、輸送体	
 

	
 

	
 

 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、多剤耐性菌の出現が医療現場において
大きな問題となっている。化学療法が困難な多
剤耐性菌の出現により、人類は多くの感染症の
脅威に曝されており、今日もなお感染症の克服
は医学的重要課題の一つである。一方で、細菌
ゲノム配列が次々と解読され、細菌染色体上に
は、数多くの薬剤耐性ならびに病原性遺伝子が
潜在していることが明らかになってきた。これから
は細菌が保持する薬剤耐性因子および病原因

子の制御ネットワークを、ゲノムワイドに包括的に
解析し、耐性菌感染症克服のための基盤を構築
する必要性がある。これまでに、サルモネラのゲ
ノム情報をもとに、推定排出蛋白質遺伝子とその
制御遺伝子を網羅的に解析することで、数多く
の耐性因子が同定されている。排出蛋白質は抗
菌薬や細胞障害性異物を菌体外に排出するの
みではなく、細菌代謝産物の排出、細胞間情報
伝達や病原性発現制御にも関与していることが
分かってきた。 
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 細菌は様々な環境で生存するための戦略とし
て、ゲノム上に多くの環境適応・耐性因子を保
持している。排出蛋白質遺伝子は細菌ゲノムに
存在する最も基本的な生存戦略因子である。本
研究ではサルモネラや緑膿菌等の病原細菌染
色体上に潜む排出蛋白質遺伝子解析を中心に、
細菌が持つ宿主環境適応調節ネットワークを網
羅的に解析し、細菌ゲノム生存戦略の仕組みを
理解する。また、排出蛋白質の阻害剤を検索し、
病原感染細菌の病原性軽減ならびに多剤耐性
化克服を目指す。さらには、これら排出蛋白質
が宿主細胞に与える影響や、宿主細胞内に存
在する細菌自身に与える影響を調べるため、電
子顕微鏡トモグラフィーをはじめとした形態観察
を行う。感染時におけるメンブラン・トラフィックの
影響についても解析する予定である。 
  
 
２．研究の目的 
(1)	
 病原細菌が宿主に感染した際に、どのよ
うな細胞制御が行われるのかを、細菌側およ
び宿主側の両反応を解析することにより解
明し、感染システムの動作原理を理解する。
宿主側の病原菌感染防御システムに重要で
ある自食作用（オートファジー）の解析を行
う。オートファジーは真核生物に普遍的に見
られる現象であり、細胞内の不要タンパク質
や病原菌を分解し、生命の維持に重要な役割
を果たしている。オートファジーが起ると、
細胞質にオートファゴソームと呼ばれる直
径 1ミクロン程度の特殊な２重膜構造が現れ、
不要タンパク質や病原菌を取り囲む。本研究
において、長年の謎であったオートファゴソ
ームの膜の起源について、解析を行い明らか
にする。	
 
	
 (2)	
 近年、抗生物質が効かない病原性細菌
（多剤耐性菌）の出現および感染拡大が医療
現場において大きな問題となっている。多剤
排出には、細菌のもつ排出蛋白質が深く関与
している。マウスへのサルモネラ感染実験に
おいて、９種類の排出蛋白質をそれぞれ欠損
させた菌株を感染させると、macAB 遺伝子欠
損株のマウス致死能力は野生株と比較して
顕著に低下し、薬剤排出系として強力に機能
している acrB 遺伝子を欠損させた効果より
も大きいことが明らかとなっている。そこで
本研究では、宿主細胞内環境下での排出蛋白
質の発現変化を調べ、感染によって発現制御
される排出蛋白質を明らかにする。	
 
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 マウス由来繊維芽細胞(NIH3T3	
 細胞)に
コントロールベクターまたはオートファゴ
ソームの形成を途中で止める変異体である
Atg4BC74Aを導入し、栄養飢餓培地で細胞を１
時間培養し、オートファジーを誘導させた。

免疫電子顕微鏡法を用いオートファゴソー
ムを検出し、電子顕微鏡で形態学的解析を行
った。更に電子線トモグラフィーを用いて形
成途中のオートファゴソームの詳細を３次
元的に解析した。	
 
(2)	
 免疫細胞であるマクロファージにサルモネ
ラを感染させ、一定時間培養後サルモネラから
メッセンジャーRNA を単離した。定量 PCR 法を
用いて９種類の排出蛋白質のメッセンジャー
RNA 量の転写量を解析した。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 栄養飢餓状態にした NIH3T3 細胞を用
い伸展中の隔離膜を電子顕微鏡で詳細に観
察した。その結果、隔離膜にしばしば粗面小
胞体が近接していることを見いだした。オー
トファジー関連分子の一つである、Atg4B の
変異体(Atg4BC74A)を細胞に過剰発現させると、
オートファゴソーム形成が阻害され、隔離膜
が細胞質中に蓄積する。そこで、我々は
Atg4BC74A 過剰発現細胞中に蓄積した隔離膜を
観察した結果、その殆どに小胞体が近接して
いることを見いだした。この結果から、初期
オートファゴソーム形成過程において、小胞
体が関与していることが示唆された。	
 
	
 次に、我々は小胞体と隔離膜の関係を詳細
に調べるため、電子線トモグラフィーを用い
て解析することにした。電子線トモグラフィ
ーは近年注目されつつある先端技術の一つ
であり、高い解像度で細胞内膜構造の３次元
像を得ることができる。我々は、小胞体が付
着した隔離膜を”小胞体-隔離膜複合体”と
名付け、複数の異なるこれら複合体を３次元
構築した。その結果、小胞体-隔離膜複合体
は小胞体の一部（サブドメインが）湾曲し、
ゆりかごの様な構造を作り隔離膜を包み込
んでいることが明らかになった（図）。さら
に我々は、隔離膜の先端部分が小胞体サブド
メインと直接繋がっていることを見いだし
た。以上の結果から、隔離膜は小胞体サブド
メインが変形して生じていることが示唆さ
れた。本研究成果をまとめた論文は Nature	
 
Cell	
 Biology誌に発表され、さらに、本論文
は、一流研究者数十名が最新の論文の中か
ら優れたものを推薦するシステムである
Faculty	
 of	
 1000	
 Biology の評価システムに
おいて、重要な論文として”Must	
 Read”に
選出された。	
 
	
 (2)	
 免疫細胞であるマクロファージにサルモネ
ラを感染させ、一定時間後の各排出蛋白質のメ
ッセンジャーRNA 量の転写量の変化を定量
PCR 法により解析した。その結果、macAB を含
む３種の排出蛋白質のメッセンジャーRNA 転写
量が顕著に上昇していることが判明した。特に、
macAB は非感染時と比較して 20 倍以上も転写
量が上昇していた。一方、細菌の主要な薬剤排



出系である acrAB 遺伝子の転写量は変化しな
かった。したがって、macAB 遺伝子がマクロファ
ージ内において何らかの重要な役割を担ってい
る事が示唆された。 
 以上、これらの知見は、感染症を克服する新
規治療法開発に役立つものと期待される。 

	
 

図.	
 オートファゴソーム形成の 3D モデル	
 

	
 	
 

５.	
 代表的な研究成果	
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②「日経産業新聞」掲載	
 （2009年11月）	
 

“包む膜の仕組み解明	
 小胞体が延伸” 
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