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研究成果の概要（和文）：本研究では、ショウジョウバエを用いて、3つの研究項目（１）新規受容体Gyc76Cとその内
因性リガンドによる恒常性維持機構の解明（２）病原体センサーPGRP-LEにより恒常的に誘導されている自然炎症の制
御機構の解明、（３）病原体センサーPGRP-LEによるオートファジー誘導に見られる動的移行機構の解明を行い、病原
体センサーが病原体成分に限らず自己由来内因性リガンドにも応答し、恒常性維持機構としての自然炎症を誘導してお
り、その破綻が病態へつながることを示すと共に、その分子的基盤の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the molecular mechanisms of homeostatic inflammatio
n focusing on three items (1) new receptor, Gyc76C, and its endogenous ligand, (2) pathogen sensor, PGRP-L
E,-dependent induction of homeostatic inflammation, and (3) PGRP-LE-dependent autophagy induction, using D
rosophila as a model system. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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）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（Nature 1997）。一
方ショウジョウバエでは、Toll 受容体は自
己由来内因性リガンドであるSpzを認識し、
直接病原体を認識するセンサーの存在は
不明であった。 
 研究代表者は、ゲノム機能を利用した変
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 を同定した（PNAS 2002）。
PGRP-LE は、グラム陰性菌などが有するジ
アミノピメリン酸型ペプチドグリカンを
特異的に認識し、グラム陰性菌の感染など
によって活性化される細胞内シグナル伝
達系（imd 経路）を活性化することで抗菌
ペプチド産生を誘導すると共に、体液中で
メラニン化を誘導する（PNAS 2002）。時を
同じくして、海外の研究グループから、同
じ PGRP ファミリーに属する PGRP-SA が、
imd 経路と異なる細胞内シグナル伝達系で
ある Toll 経路を介して、グラム陽性菌の
感染によって誘導される抗菌ペプチドの
産生に関わること（Nature 2001）、また
PGRP-LC が、PGRP-LE と同様に、imd 経路の
活性化に関わることが示された（Nature 
2002, Science 2002）。これらにより、シ
ョウジョウバエでは PGRP ファミリーが一
群の病原体センサーとして機能すること
が明らかとなった。 
 PGRP-LE が活性化するメラニン化は、シ
ョウジョウバエにおける急性炎症反応で
あり、体液中のフェノール酸化酵素前駆体
（proPO）が活性化することで誘導される。
この proPO の活性化は、セリンプロテアー
ゼ群（MP1, Sp7, PPAE）が行うが、セリン
プロテアーゼインヒビターである Spn27A
により制御されている。Spn27A の変異体で
は、病原体の感染がなくとも持続的なメラ
ニン化が観察されること（Dev. Cell 2002）
から、この経路は、非感染時においても恒
常的に活性化しているが、その反応は制御
されていると考えられる。研究代表者は、
この Spn27A 変異体で観察される持続的な
メラニン化が、PGRP-LE の変異により抑制
されることを見いだした（EMBO J. 2004）。
これらの結果は、PGRP-LE は非感染時にお
いても恒常的に活性化されているが、その
反応は Spn27A により制御されている事を
示している。この結果に呼応して、ショウ
ジョウバエでPGRP-LEを過剰発現しこの制
御を破綻させると、非感染時においても過
度なメラニン化が誘導され、致死となる
（PNAS 2002）。これらの結果は、病原体セ
ンサーである PGRP-LE が、病原体成分に限
らず自己由来内因性リガンドにも応答し、

持続的に炎症反応を誘導すること、さらに、
その破綻が個体死を招くことを示唆して
いる。これはまさしく、本新学術領域研究
が提唱する自然炎症と、その破綻による病
的炎症の誘導の典型例であり、本研究では、
その自然炎症の制御機構を分子レベルで
明らかにすると共に、その破綻から病態へ
移行する過程を明らかにすることにした。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、 
（１）PGRP-LE を介して恒常的に誘導され
ている自然炎症の制御機構の解明 
（２）オートファジー誘導に見られる動的
移行機構の解明 
（３）内因性リガンドに対応する新たな生
体防御機構の解明 
を行い、病原体センサーが病原体成分に限
らず自己由来内因性リガンドにも応答し
自然炎症を誘導しており、その破綻が病態
へつながることを明確に示すと共に、その
分子的基盤を理解し、そこに存在する自然
炎症の基本原理を浮き彫りにする。 
 本研究で、焦点を当てる自然炎症の３つ
の局面は、いずれも研究代表者のオリジナ
ルな研究成果に基づき初めて明らかとな
ったもので、きわめて独創的である。それ
と同時に、本研究では、それらの分子機構
の解明という縦糸の解析に、横糸を紡ぐよ
うに自然炎症の基本原理を探る。これによ
り初めて自然炎症という概念が、その分子
基盤を伴って理解されることとなり、当該
領域の新たなブレークスルーへ発展する
ことが期待できる。 

 
３．研究の方法 
 
 病原体センサー PGRP-LE は、非感染時に
おいても恒常的に活性化しているが、その
炎症反応は制御されている。ところが、そ
の制御が破綻すると、感染がなくとも過度
な炎症反応が誘導され個体死に至る。本研
究では、この恒常的に誘導されている自然
炎症の制御機構を明らかにするために、二
つの遺伝学的スクリーニングを行った。第
一のスクリーニングは、PGRP-LE の過剰発
現で誘導されるメラニン化を抑制する染
色体欠失変異体のスクリーニングであり、
第二のスクリーニングは、第二のスクリー
ニングは、RNA-i により発現抑制を行った
際に、感染が無くともメラニン化を誘導す
る遺伝子の探索である。 
 また本研究では、オートファジー誘導に
見られる動的移行機構の解明のために、
PGRP-LE. Ref(2)Pタンパク質の機能ドメイ
ンの同定を行った。 
 さらに、新規受容体 Gyc76C の下流のシ
グナル伝達機構を明らかにするために、ゲ
ノムワイドなRNA-iスクリーニングを行っ



た。 
 また、過剰発現により感染非依存に自然
炎症を制御するNF-kB経路を活性化する遺
伝子を同定するために、GAL4/UAS システム
を用いた機能獲得型スクリーニングを行
った。ショウジョウバエの NF-kB 経路であ
る Toll 経路と imd 経路の活性化を検出す
るために、それぞれの経路で制御されてい
る抗菌ペプチドDrsと Dipの発現をモニタ
ーできるレポーター遺伝子を用いた。 
  
４．研究成果 
 
平成２１年度 
 ショウジョウバエを用いた機能獲得型
ゲノムワイドスクリーニングにより、自然
免疫を制御する新規受容体を同定してい
る。本研究では、この新規受容体とこれま
で明らかとなっている自然免疫機構､特に、
哺乳動物では病原体センサーとして機能
し、ショウジョウバエでも自然免疫受容体
として機能する Toll 受容体が制御してい
る機構との関係を調べた。その結果、新規
受容体は、Toll 経路で働く dMyD88, Tube, 
Pelle, Drsal/Difを介して抗菌ペプチドの
産生を誘導しているものの、Toll 受容体そ
のものとは独立して機能していることが
明らかとなった。また、その際、cGMP を介
して作用していることも明らかとなった。
さらに、DNA マイクロアレイの解析により、
新規受容体は、抗菌ペプチドだけでなく、
セリンプロテアーゼなど他の多くの遺伝
子の発現誘導を制御していることが明ら
かとなった。これらの結果は、自然免疫を
制御する cGMP を介した新規なシグナル伝
達系が存在していることを示している。本
研究で同定した新規シグナル伝達経路も
Toll 経路と同様に、種を超えて存在し、自
然炎症の制御を行っている可能性を指摘
できた。 
 
平成２２年度 
 病原体センサー PGRP-LE は、非感染時に
おいても恒常的に活性化しているが、その
炎症反応（メラニン化）は制御されている。
ところが、その制御が破綻すると、感染が
なくとも過度な炎症反応が誘導され個体
死に至る。本研究では、この恒常的に誘導
されている自然炎症の制御機構を明らか
にするために、二つの遺伝学的スクリーニ
ングを行った。第一のスクリーニングは、
PGRP-LE の過剰発現で誘導されるメラニン
化を抑制する染色体欠失変異体のスクリ
ーニングであり、第 2染色体左腕 88％、第
２染色体右腕82％、第 3染色体左腕88％、
第３染色体右腕 85％の領域を欠失する染
色体欠失変異体ライブラリー158 系統をス
クリーニングした。これにより 11 系統を
同定した。さらに、これらの系統で欠失し
ている領域内の、より小さな欠失を有する

変異体 46 系統を解析し、同様の抑制がみ
られる４系統を同定した。これらの領域に
は、55 遺伝子が存在しており、原因遺伝子
の同定を進めた。第二のスクリーニングは、
RNA-i により発現抑制を行った際に、感染
が無くともメラニン化を誘導する遺伝子
の探索である。これにより、大腸菌の DnaJ
（Hsp40）様のシャペロン DroJ2 と、それ
と相互作用するHsc70-4が負の調節因子と
して自然炎症を制御している可能性が示
唆された。さらに PGRP-LE が JAK/STAT 経
路と協調的に働いていることも明らかと
なった。 
 
平成２３年度 
 哺乳動物でオートファジーの誘導に関
わる事が示されているp62のホモログであ
る Ref(2)P は、酵母の two-hyblid 系で
PGRP-LE と相互作用する。本研究により、
PGRP-LEと Ref(2)PがショウジョウバエS2
細胞内で複合体を形成することが明らか
となった。さらに、免疫染色により、S2細
胞内で、感染したリステリア菌、PGRP-LE、
Ref(2)P、ユビキチン化タンパク質、そし
てオートファジーのマーカーであるLC3が
共局在することが明らかとなった。加えて、
Ref(2)P が、PGRP-LE 依存のオートファジ
ー誘導に必要であり、さらに細胞内寄生細
菌リステリア菌に対する宿主の感染抵抗
性の発現に重要であることを明らかにし
た。これらの結果は、PGRP-LE によるオー
トファジー誘導において、Ref(2)P が重要
な役割を果たしていることを示しており、
Ref(2)P がアダプター分子として機能して
いる可能性を示唆している。オートファジ
ーは、ウイルスに対する感染抵抗性にも重
要であることが示されている。本研究によ
り、Ref(2)P が、細胞内寄生細菌のみなら
ず、ウイルスに対する宿主の感染抵抗性の
発現に重要であることが明らかとなった。
したがって、Ref(2)P は細胞内感染による
オートファジー誘導のプラットフォーム
として機能している可能性が考えられた。 
 
平成２４年度 
 Gyc76Cの内因性リガンドを同定するため
に、Gyc76Cを発現しているS2細胞を用いて、
Gyc76Cを活性化しcGMPの産生を誘導する活
性を指標に、ショウジョウバエ個体から内
因性リガンドを生化学的手法により精製す
ることを試みた。さらに、PGRP-LEとRef(2)P
の相互作用がPGRP-LEのオートファジー誘
導に必要なアミノ酸の置換により減弱する
ことが明らかとなった。この結果は、
Ref(2)Pがオートファジー誘導に特異的に
働くアダプター分子として機能しているこ
とを示唆している。また、細胞内で、感染
したリステリア菌、PGRP-LE、Ref(2)P、そ
してオートファジーのマーカーであるLC3
が共局在することを明らかにしているが、



リステリア菌へのRef(2)Pの集積が、
PGRP-LEに依存していることが明らかとな
った。さらに、リステリア菌へのPGRP-LE
の集積も、Ref(2)Pに依存していることが明
らかとなった。これらの結果は、PGRP-LE
とRef(2)Pが、相互依存的に感染したリステ
リア菌に集積することを示している。 
 
平成２５年度 
 Gyc76C は、Toll 受容体と同様に、グラ
ム陽性菌に対する感染抵抗性の発現に必
須である。本研究により、Gyc76C が MyD88
を介して抗菌ペプチド産生などの液性免
疫応答を発動させるだけでなく、MyD88 を
介さずにマクロファージ（体液細胞）の増
殖を誘導（細胞性免疫応答）することが明
らかとなった。そして、これらの二つの応
答は、Gyc76C によりそれぞれ異なる経路で
制御されていることが明らかとなった。す
なわち、液性応答は、Gyc76C が産生する
cGMP が介在する新規 cGMP 経路により制御
されており、細胞性応答は、cGMP に依存し
ない経路により制御されている。さらに、
研究代表者は、この新規 cGMP 経路を制御
する cGMP 依存性プロテインキナーゼを同
定した。Toll 経路は、哺乳動物においても
TLR 経路として存在している。研究代表者
は、ヒト細胞培養系で、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
ことを見いだした。この結果は、ショウジ
ョウバエで見いだした新規 cGMP 経路がヒ
トにおいても存在していることを示唆し
ている。さらに、Gyc76C が cGMP 非依存に
誘導する細胞性免疫応答に必要な Gyc76C
のドメインを同定した。この領域は、
Gyc76C が cGMP 依存に誘導する液性免疫応
答に必要なドメインとは異なることが明
らかとなった。また、恒常的に自然炎症を
誘導する DroJ2 の哺乳動物ホモログも、シ
ョウジョウバエと同様にNF-kB経路の活性
化に関わる事が明らかとなった。 
 
 このように本研究では、ショウジョウバ
エを用いて、3 つの研究項目（１）新規受
容体 Gyc76C とその内因性リガンドによる
恒常性維持機構の解明（２）病原体センサ
ーPGRP-LE により恒常的に誘導されている
自然炎症の制御機構の解明、（３）病原体
センサーPGRP-LE によるオートファジー誘
導に見られる動的移行機構の解明を行い、
病原体センサーが恒常性維持機構として
の自然炎症を誘導しており、その破綻が病
態へつながることを示すと共に、その分子
的基盤の一端を明らかにした。 
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