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研究成果の概要（和文）：受容体型グアニル酸シクラーゼであるGyc76Cは、自然免疫応答を制御する新規受容体である
。Gyc76Cは、cGMP産生を介して液性免疫応答を、cGMP産生を介さずに細胞性免疫応答を制御する。本研究では、cGMP産
生を介して液性免疫応答を制御する、Gyc76C下流で働く因子をゲノムワイドに探索し同定した。さらに、cGMP産生を介
さずに細胞性免疫応答を制御する、Gyc76C下流で働く因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：A receptor-type guanylate cyclase, Gyc76C, is a novel receptor regulating innate 
immune responses. Gyc76C regulates the activation of humoral responses in cGMP-dependent manner, and the 
activation of cellular responses in cGMP-independent manner. This study identified several Gyc76C 
down-stream factors involving the Gyc76C-mediated activation of humoral responses, and the 
Gyc76C-mediated activation of cellular responses.

研究分野： 生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 ショウジョウバエの感染防御に働く
Toll 受容体の研究をきっかけに、哺乳動物
の Toll 様受容体（TLR）（Nature 1997）が
病原体センサーとして同定され、当該研究
分野の大きなブレークスルーとなった。こ
れが、2011 年度のノーベル賞受賞の対象と
なったように、遺伝学的解析に優れたショ
ウジョウバエを用いた研究は、自然免疫研
究に新たな展開をもたらす可能性が高い。
下図に示すように（免疫生物学より転載）、
哺乳動物の TLR 経路と、ショウジョウバエ
の Toll 経路は、それぞれ相同の因子によ
り（例え
ば 、 TLR
と Toll、
MyD88 と
dMyD88、
NF-kB と
DIF/Dors
al）、同じ
ように制
御されて
いること
が明らか
となって
いる。そ
の一方で、
TLR が病
原体の構
成成分を
認識する病原体センサーとして機能する
のに対して、Toll 受容体のリガンドはサイ
トカイン様ペプチドである Spz であり、
Toll 受容体は病原体センサーとして機能
しないという両者の相違点も明らかとな
っている。 
 研究代表者は、ゲノム機能を利用した機
能獲得型変異体スクリーニングを確立し、
ショウジョウバエにおいて、病原体センサ
ーとして機能するPGRP-LEを世界に先駆け
て同定した（PNAS2002）。これまでに、
PGRP-LEが、Toll経路とは異なる自然免疫シ
グナル伝達系であるimd 経路を活性化する
ことを示している（Biochem.J. 2003, EMBO 
J. 2004, JBC 2006）。さらに、PGRP-LEは、
細胞質内でも病原体センサーとして機能し
（Nature Immunol. 2006, JBC 2010）、オー
トファジーを誘導して細胞内寄生細菌を排
除することを明らかにした（Nature 
Immunol. 2008）。 
 PGRP-LE を同定した機能獲得型変異体ス
クリーニングは、ゲノムワイドに遺伝子を
過剰発現させ、それにより、感染が無くと
も、自然免疫応答が活性化される遺伝子を
同定する。PGRP-LE を同定した、このスク
リーニングを一万系統以上にまで拡大し、
受容体型グアニル酸シクラーゼ Gyc76C を
同定した。Gyc76C は、Toll 受容体とは独
立して機能しているが、Toll シグナル経路

において Toll 受容体の下流に位置してい
る dMyD88 からのシグナルを活性化し、抗
菌ペプチド産生などの液性免疫応答を誘
導する。このことから、少なくともショウ
ジョウバエでは、Gyc76C は Toll 受容体と
双璧をなす自然免疫受容体であることが
わかる。実際、Gyc76C の変異体は、Toll
受容体の変異体と同様に、グラム陽性菌に
対する感染抵抗性を失う。研究代表者は、
受容体型グアニル酸シクラーゼである
Gyc76C が cGMP を産生し、その産生された
cGMP により活性化される cGMP 依存性プロ
テインキナーゼが dMyD88 からのシグナル
を活性化することを明らかにした。さらに、
ヒト細胞株を用いた解析から、ショウジョ
ウバエと同様に、cGMP キナーゼが、MyD88
依存のNF-kBの活性化を増強することを見
いだした。これらの結果は、cGMP により介
在される新規自然免疫シグナル経路が存
在し、さらにその cGMP 経路が、ショウジ
ョウバエとヒトにおいて共通に存在して
いることを示唆している。さらに研究代表
者は、Gyc76C が cGMP 経路で液性免疫応答
を誘導するだけでなく、cGMP 経路非依存に
細胞性免疫応答であるマクロファージの
増殖誘導を引き起こすことを明らかにし
ていた。 
 

２．研究の目的 
 上述した知見を踏まえ、本研究では、ヒ
トとショウジョウバエの系で、自然免疫応
答を制御する新規 cGMP 経路の分子機構を
明らかにすると共に、Gyc76C が cGMP 非依
存に細胞性免疫応答を引き起こす分子機
構を明らかにすることを目的とした。 
 そのために、次の４つの項目を推進した。 
（１） cGMP 依存性プロテインキナーゼに
よる cGMP シグナル伝達経路の解明 
（２） ヒト細胞培養系での新規 cGMP 経路
の解明 
（３） Gyc76C が活性化する cGMP 非依存経
路の解明 

 
３．研究の方法 
（１） cGMP 依存性プロテインキナーゼによ

る cGMP シグナル伝達経路の解明 
 Gyc76C は、過剰発現により液性免
疫 応 答 で あ る 抗 菌 ペ プ チ ド
（Drosomycin）の産生などを誘導する。
この Gyc76C 依存の抗菌ペプチドの産
生誘導は、Toll 受容体そのものや、
Toll 受容体のリガンド Spz の変異で
は影響を受けない。その一方で、Toll
経路の Toll 受容体の下流に地位する
dMyD88, Tube, Pelle, DIF/Dorsal の
変異により著しく減弱する。このこと
は、Gyc76C が、Toll 受容体とは独立
して機能しているものの、Toll 経路
において Toll 受容体の下流に位置し
ている dMyD88 からのシグナルを活性



化し、液性免疫応答を誘導することを
示している。さらに、この dMyD88 の
活性化に cGMP 依存性プロテインキナ
ーゼが関わることが明らかとなった。
dMyD88 の C 末端側には、cGMP キナー
ゼによりリン酸化を受けるコンセン
サス配列が存在しており、cGMP 依存
性プロテインキナーゼが直接 dMyD88
をリン酸化し、dMyD88 からのシグナ
ルを活性化する可能性が高い。そこで
本研究では、cGMP 依存性プロテイン
キナーゼが dMyD88 を直接リン酸化し
ているかどうかを調べた。その結果、
cGMP 依存性プロテインキナーゼによ
る dMyD88 依存の抗菌ペプチド産生の
増強には cGMP 依存性プロテインキナ
ーゼのリン酸化活性が必要であるが、
dMyD88 は直接的な基質ではないこと
が示唆されたため、DL1 細胞を用いた
ゲノムワイド RNAi スクリーニング系
を確立し、cGMP 依存性プロテインキ
ナーゼによる dMyD88 依存の抗菌ペプ
チド産生の増強に必要な因子を網羅
的に同定した。 
 
 

（２） ヒト細胞培養系での新規 cGMP 経路
の解明 

 ヒト細胞株を用いた解析から、ショ
ウジョウバエと同様に、cGMP 依存性
プロテインキナーゼが、MyD88 依存の
NF-kBの活性化を増強することが示唆
されている。この点を確認すると共に、
ショウジョウバエで同定した cGMP 依
存性プロテインキナーゼによる
dMyD88 依存の抗菌ペプチド産生の増
強に必要な因子のホモログが、ヒト細
胞株における cGMP 依存性プロテイン
キナーゼによるMyD88依存のNF-kBの
活性化の増強に必要かどうか調べた。 
 

（３） Gyc76C が活性化する cGMP 非依存経
路の解明 

 Gyc76C は、抗菌ペプチド産生など
の液性免疫応答を誘導する一方で、
細胞性免疫応答であるマクロファー
ジの増殖誘導をも引き起こす。それ
らはそれぞれ異なった機構で制御さ
れていることが明らかとなっている。
すなわち、Gyc76C 依存の抗菌ペプチ
ド誘導は、Gyc76C により産生される
cGMP、それを介在するcGMPキナーゼ、
そして dMyD88 より下流の Toll 経路
の因子が関わるのに対して、Gyc76C
依存のマクロファージの増殖誘導に
は、全くそれらの因子は関与しない。
そこで、本研究では、Gyc76C が活性
化するcGMP非依存経路の分子機構を
明らかにするために、マクロファー
ジの増殖誘導に関わることが知られ

ている因子が、この経路に関わるの
かどうか調べた。そのために、
Ras/MAP キナーゼシグナル経路に着
目し、特に低分子量 G タンパク質を
中心に解析を進めた。まず、Gyc76C
依存のマクロファージの増殖誘導に
対する RNA-i による低分子量 G タン
パク質の発現抑制の影響を調べた。
低分子量 G タンパク質の RNA-i によ
り、Gyc76C 依存のマクロファージの
増殖誘導が抑制されため、Gyc76C 依
存の抗菌ペプチド誘導は影響を受け
ないことを確認した。 

 
４．研究成果 
（１） cGMP 依存性プロテインキナーゼによ

る cGMP シグナル伝達経路の解明 
 ショウジョウバエ DL1 細胞を用い
て、dMyD88 依存の抗菌ペプチド産生
が、CGMP 依存性プロテインキナーゼ
の過剰発現により増強されることを
確認した。そして、この CGMP 依存性
プロテインキナーゼによる dMyD88 依
存の抗菌ペプチド産生の増強に CGMP
依存性プロテインキナーゼのリン酸
化活性が必要であることを、リン酸化
活性に必要なアミノ酸を置換した変
異体 CGMP 依存性プロテインキナーゼ
を用いて示した。dMyD88 の C 末端側
には、cGMP キナーゼによりリン酸化
を受けるコンセンサス配列が存在し
ており、CGMP 依存性プロテインキナ
ーゼが直接 dMyD88 をリン酸化し、
dMyD88 からのシグナルを活性化する
可能性が高いと予想したが、dMyD88
のリン酸化を受けるコンセンサス配
列は必要ないことが明らかとなった。
そこで、Gyc76C による抗菌ペプチド
産生誘導に必要な因子を同定するた
めに、DL1 細胞を用いたゲノムワイド
RNAi スクリーニングを開始した。そ
のゲノムワイドスクリーニングから、
プロテインフォスファターゼ（PP）複
合体を同定した。そして、PP 複合体
は、Gyc76C に依存した抗菌ペプチド
の発現誘導と、Gyc76C や cGMP 依存性
プロテインキナーゼと同様に、グラム
陽性菌に対する宿主の感染抵抗性の
発現に必要であった。この結果は、PP
複合体が、cGMP 依存性プロテインキ
ナーゼと同様に、新規 cGMP 経路の制
御に関わっていることを示している。 
 

（２） ヒト細胞培養系での新規 cGMP 経路
の解明 

 ヒト細胞株を用いて、ショウジョウ
バエと同様に、cGMP 依存性プロテイ
ンキナーゼが、MyD88 依存の NF-kB の
活性化を増強することを確認した。さ
らに、ショウジョウバエで同定した



cGMP 依存性プロテインキナーゼによ
る dMyD88 依存の抗菌ペプチド産生の
増強に必要な因子 PP 複合体のホモロ
グが、ヒト細胞株における cGMP 依存
性プロテインキナーゼによる MyD88
依存の NF-kB の活性化の増強に必要
かどうか調べたところ、それを示唆す
る結果を得た。 

 
（３） Gyc76C が活性化する cGMP 非依存経
路の解明 

 Gyc76C 依存のマクロファージの増
殖誘導に対する低分子量 G タンパク
質の発現抑制の影響を調べたところ、
低分子量 G タンパク質の RNA-i によ
り、Gyc76C 依存のマクロファージの
増殖誘導が抑制された。一方で、低
分子量 G タンパク質の RNA-i により
Gyc76C 依存の抗菌ペプチド誘導は影
響を受けなかったことから、低分子
量 G タンパク質は、Gyc76C が活性化
するcGMP非依存経路に関わる事が明
らかとなった。 
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