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研究成果の概要（和文）：ハエのトランスグルタミナーゼ（TG）に関する本研究により、以下の点が解明され
た。１）TGは形態形成、体液凝固、感染微生物の包囲化に重要な役割を果たす。２）転写因子Relishを阻害する
ことで腸内細菌に対する過剰な反応を制御している。３）腸管においては、キチン結合タンパク質を架橋するこ
とで強固な囲食膜の形成に関与している。４）腸管の常在菌に対する恒常性維持に深く関与している。また、TG
遺伝子から選択的スプライシングにより、TG-AとTG-Bの２種類のアイソフォームが産生されることを明らかにす
るとともに、TG-AのみがＮ末端の脂質修飾により、細胞外へ分泌されるという新しい分泌機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We obtained following findings through the project on Drosophila TG 
supported by this grant. TG (i) plays an important role in cuticular morphogenesis, hemolymph 
coagulation, and entrapment against invading pathogens, (ii) suppresses the immune deficiency 
pathway to enable immune tolerance against commensal bacteria through the incorporation of 
polyamines into the NF-κB-like transcription factor Relish as well as through the protein-protein 
cross-linking of Relish, (iii) forms a physical matrix in the gut through cross-linking of 
chitin-binding proteins, and (iv) is involved in the maintenance of homeostasis in microbiota in the
 gut. In addition, we found the evidence that TG-A, one of alternative splicing-derived isoforms of 
Drosophila TG, is secreted through an endoplasmic reticulum/Golgi-independent pathway involving 
exosomes and fatty acylations. 

研究分野： 生化学、節足動物の自然免疫

キーワード： 腸内細菌叢　囲食膜　トランスグルタミナーゼ　タンパク質間の架橋　キチン結合タンパク質　ポリア
ミン　ノトバイオートハエ　遺伝子ノックダウウン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 TG は、グルタミン残基とリジン残基の側鎖

をイソペプチド結合で架橋する酵素である。

ヒトでは 8 種類の TG が同定されており、細

胞外基質や皮膚の形成、フィブリン架橋など

に関与する。一方、黄色キイロショウジョウ

バエ（ハエ）には 1 個の遺伝子しか存在せず、

TG の機能解析には最適の動物モデルである。

申請者らは、ハエ TG をノックダウン

（TG-RNAi）すると、生存率が低下すること、

翅の水疱形成や腹部の模様の消失を引き起こ

すことなどを報告した。ハエの自然免疫系に

は Toll と Imd の経路が存在し、腸管では Imd
経路が発現している。Imd 経路のペプチドグ

リカン受容体は、細菌細胞壁のペプチドグリ

カンを認識する受容体であり、下流で働く

NF-κB 様転写因子の Relish が抗菌ペプチドの

産生を促す。そのペプチドグリカン受容体は、

常在細菌にも応答するため、常在細菌に対す

る過剰な免疫応答を抑制する機構が存在する

はずである。ヒト肝障害の細胞においては、

TG2 が転写因子 Sp1 を架橋することで、受容

体遺伝子 c-Metの転写を抑制すること、また、

ガ ン 細 胞 で は 、 転 写 因 子 HIF-1
（hypoxia-inducible factor-1）依存的に発現した

TG2 が、カスパーゼ 3 を架橋して失活させ、

NF-κB 経路を活性化してアポトーシスを抑制

することが報告されていた。 
 私たちは、通常飼育条件下において、ハエ

TG が Relish を架橋により不活性化し、腸内細

菌に対する過剰な抗菌ペプチド産生を抑制し

ていることを明らかにした。事実、TG-RNAi
を行うと TG による転写抑制が解除され、抗

菌ペプチド産生が著しく亢進した。興味深い

ことに、TG-RNAi は、ハエの生存率低下を引

き起こした。 
 また、私たちは、ハエ TG が腸管の囲食膜

形成に関与することも見出した。囲食膜は、

昆虫の腸管内腔を覆うキチンとキチン結合性

タンパク質から成る構造体である。囲食膜は、

哺乳類腸管のムチン層に相当し、微生物や異

物が腸管上皮に接触することを防御している。

申請者らは、囲食膜の構成タンパク質である

ドロスクリスタリンとペリトロフィン 15b 
(Pin15b) を TG の基質として同定したがその

機能は不明であった。 
 以上のように TG は細胞の内外で機能して

いるが、分泌に必要とされる通常の分泌シグ

ナル配列は存在しない。ハエ TG には、mRNA
の選択的スプライシングの結果、TG-A と

TG-B の 2 種類が存在するが、それらの機能の

差異や局在性は不明である。TG-AとTG-Bは、

共通の C-末領域（730 残基）にそれぞれ 46 残

基と 38 残基の異なる配列が N-末側に付加さ

れたものである。申請者らは、TG-A の N-末
端配列にN-ミリストイル化に対するコンセン

サス配列が含まれていることを見出した。こ

の脂質修飾が TG の局在性に関与することを

示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 私たちは、ハエ TG が、通常飼育下におい

て、抗菌ペプチド産生を担う転写因子を架橋

により不活性化し、腸内細菌に対する過剰な

免疫応答を抑制することで、腸内細菌の数と

多様性の維持に働いていると推定した。つま

り、TG 遺伝子のノックダウンにより、抗菌ペ

プチドの過剰産生が腸内細菌叢を変化させ、

活性酸素分子種（ROS）の産生を亢進し、腸

管上皮のアポトーシスを誘導する可能性が高

い。本研究では、ノックダウン前後の腸内細

菌を同定するとともに、単離した腸内細菌を

単一で定着させたノトバイオートハエを作成

して、TG による自然免疫の応答制御と腸内細

菌に対する共生成立の分子機構を明らかにし

たい。また、 TG は細胞内だけでなく細胞外

でも機能しており、TG の腸管上皮からの分泌

機構、および腸管の防御壁としての囲食膜の

形成に及ぼす TG の役割を解明したい。 
 
３．研究の方法 
(1) 腸内細菌の16S rRNAやゲノム解析を行っ

て、野生型と TG-RNAi の腸内細菌を同定し、

腸内細菌を単離培養する。腸内細菌を定着さ

せたノトバイオートハエを用いて、TG-RNAi
で誘導される生存率低下の原因となる腸内細

菌を同定するとともに、原因物質の同定を行

う。 
(2) TG-RNAi による腸管の抗菌ペプチドの産

生の経時変化を追跡するとともに、同時に

TG-RNAi で惹起される ROS 産生系との相関

について解析する。TG は Ca2+依存性の酵素で

あり、腸管上皮の細胞内 Ca2+濃度を Ca2+反応

性蛍光試薬で測定する。TG-RNAi の腸管での

ROS 活性を定量し、ROS 反応性の蛍光色素を

用いて組織染色を行う。 
(3) 囲食膜の TG 基質をノックダウンして感



染菌に対する生存率の変化を解析する。囲食

膜破壊を引き起こす感染菌の毒素成分を同定

し、基質や毒素成分の組換え体を機能解析す

る。 
(4) N-ミリストイル化の修飾と TG-A の分泌と

の関係をノックダウンハエにより解析する。

TG-A遺伝子を導入した S2細胞のN-ミリスト

イル化転移酵素のノックダウンを行って、

TG-A の局在性の変化を調べる。無細胞タンパ

ク質合成系を用いて、TG-A のミリストイル化

を調べる。ハエの感染時における TG-A、TG-B
の組織発現や内局在性の変化を調べる。 
 
４．研究成果 
(1) ハエ TG は囲食膜のドロソクリスタリン

を架橋し、繊維状構造を形成した。未架橋の

ドロソクリスタリンは、病原細菌の分泌プロ

テアーゼにより、容易に分解された。さらに、

TG-ノックダウンハエに病原性細菌を経口感

染させた結果、腸管上皮細胞が高頻度で死滅

し、ハエは短命となった。以上の知見により、

TG によるドロソクリスタリン繊維の安定化

は、感染微生物の分泌するプロテアーゼによ

る囲食膜の破壊を防ぎ、細菌や毒素の腸管上

皮細胞への侵入を遮断していることが明らか

となった (発表論文 1, 5)。 
 

 
図 1. 囲食膜の構造と腸管防御の仕組み 
 
(2) ハエ腸管には、10～50 種、約 500 万個の

腸内細菌が常在しており、宿主の自然免疫系

により管理されている。ハエ TG が、抗菌ペ

プチド産生を担う NF-κB様転写因子を化学架

橋することにより阻害し、腸内細菌に対する

過剰な免疫応答を抑制することで Symbiosis
関係を生み出していることを見出した。次世

代シークエンサーを用いて、腸内細菌叢の16S 
rRNA（V4 領域）の解析を行った。羽化後 0.5
日目の野生型ハエではアセトバクター属が

92％を占め、残り 8.0％をプロビデンシア属が

占めた。一方、TG ノックダウンハエでは、全

体の 77％がプロビデンシア属、22％がアセト

バクター属であった。また、それらの菌株を

無菌バエに移植したノトバイオートハエの作

成に成功した。実際に、野生型のショウジョ

ウバエの腸内細菌叢が酢酸菌属でほとんど占

められている事実は、推定外の驚くべきこと

であった。 
 腸管から単離した 4 種の細菌株（SK1～
SK4）の抗菌ペプチドと活性酸素に対する耐

性を比較するとともに、SK1～SK4 を腸管に

取り込ませたノトバイオートハエ（gnotobiotic 
flies）の性質を解析した。さらに、無菌バエ

に SK1 と SK4 を 1：1 の比率で感染させると

菌を単独で感染させたハエよりも短命となる

ことが判明した (発表論文 2, 5)。 
 

 
図 2. TG による IMD 経路の負の制御による

恒常性維持機構 
 

図 3. TG ノックダウン後の腸内細菌叢の変

化 
 
(3) TG 合成基質ダンシルカダベリン (DCA) 
と質量分析を用いて、Relish の TG 架橋部位の

6 個 Gln 残基を同定した。それら全ての Gln
残基は、Relish の DNA 結合に重要なドメイン

に含まれていた。さらに、Relish の DNA 結合

実験より、TG によって DCA を取り込ませた

RelishはDNAの結合能力が低下することが明

らかとなった。生体内の解析においては、ポ

リアミンの 1 つであるスペルミンを摂食させ

たハエにおいて、抗菌ペプチドの 1 つである



Diptericin の発現量が減少した。一方で、TG
ノックダウンハエにおいては、スペルミンに

よる免疫応答抑制が起こらなかった。生体内

において、TG の基質となるポリアミンが

Relishに架橋されることでRelishのDNA結合

性を低下させ、転写因子の活性を抑制してい

ると考えられた (発表論文 3, 5)。 
 
(4) ハエTGの 2種類のスプライスバリアント 
(TG-A および TG-B) のうち、TG-A の N-末端

領域はN-ミリストイル化および S-パルミトイ

ル化の修飾を受けること、さらに両脂質修飾

により細胞内局在が変化し、細菌感染依存的

な分泌が引き起こされることを見出した。さ

らに TG-A は細胞内の多胞体 (MVB) を介し

てエクソソーム小胞として分泌されることも

判明した (発表論文 4, 5)。 
 

 
図 4. TG-A の N-末端領域の脂質修飾 
 

 
 
図 5. TG-A のエクソソームを介した分泌の
分子機構モデル 
 
(5) Pin15b は、キチン結合性ドメインを有して

いること、また腸管での mRNA の発現量が高

いことから、本タンパク質は囲食膜を構成し

ていることが推定された。そこで Pin15b 抗体

を用いた免疫染色を行ったところ、囲食膜に

繊維状に Pin15bが存在していることが示され

た。続いて Pin15b の生体防御への役割を調べ

る目的で、Pin15b のノックダウンを行った。

Pin15b-RNAi ハエはコントロール系統と比較

して囲食膜の透過性上昇が観察され、病原性

細菌の経口感染により有意に生存率が低下し

た。また、ウエスタンブロットによる解析の

結果、Pin15b は囲食膜上で TG により架橋さ

れること、さらには高度な O 型糖鎖修飾が起

こっていることが明らかとなった (未発表)。 
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