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研究成果の概要（和文）：PRIP（PLC-related catalytically inactive protein）を介したオートファジーによ
る細菌増殖調節の分子メカニズム解明が目的の研究である。マウス胎児繊維芽細胞 (MEF) にサルモネラ菌感染
モデルを用いた結果、オートファゴソーム(SCVs) 内の細菌数は、Pripノックアウト (Prip-KO) MEF で野生型よ
りも増加していた。さらに、SCVのautophagic flux は、Prip-KOで野生型よりも抑制されていた。以上より、
PRIPはSCVの成熟を促進させる分子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is an intrinsic host defense system that recognizes and eliminates
 invading bacterial pathogens. We have identified microtubule-associated protein 1 light chain 3 
(LC3), a marker protein of autophagy, as a binding partner of phospholipase C-related catalytically 
inactive protein (PRIP). To disclose the molecular mechanisms of bacterial elimination by autophagic
 pathway, we here examined by using a Salmonella Typhimurium infection assay.　In mouse embryonic 
fibroblasts (MEFs) infected with Salmonella, the number of intracellular Salmonella and Salmonella 
in LC3-positive autophagosome-like vacuoles (SCVs: Salmonella containing vacuoles) were both 
increased in Prip-knockout (KO) MEFs. In addition, we analyzed autophagic flux, and autophagic flux 
in Prip-KO MEFs was impaired. Altogether, impaired acidification in SCVs of Prip-KO MEFs may induce 
abnormality in antibacterial autophagy, resulting in remarkable Salmonella proliferation. 

研究分野： 歯科薬理学

キーワード： オートファジー
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１．研究開始当初の背景 

細胞内分解系であるオートファジーは、細
胞からエネルギー基質を取り出したり、細胞
内の不要タンパク質を分解する等、様々な細
胞機能を制御するシステムである。最近、細
胞内に侵入した細菌がオートファジーによ
って排除されるとして注目されてきている。
研究代表者らは、オートファジーにより細胞
内に侵入した黄色ブドウ球菌が、 PRIP
（PLC-related catalytically inactive protein）に
よって制御されることを明らかにした
（Harada-Hada et al., 2014）。しかし、この現
象が他の細菌でも同様に生じるかどうかは
不明であり、さらにその分子メカニズムは不
明な点が多く、解明が待たれていた。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、PRIP と細菌排除特異的な分
子が協同する新たな分子基盤の解明を目的
として研究を行った。 
 
３．研究の方法 

 タンパク質やイノシトールリン脂質等の
細胞内局在の検出には免疫染色法を用いる
のが一般的である。しかし、黄色ブドウ球菌
を感染させた細胞では、細菌上の毒素が非特
異的に反応して陽性シグナルが発生するた
め困難である。そこで今回は黄色ブドウ球菌
と同じく細胞内に侵入する特徴を持つ
Salmonella Typhimurium を用いてさらに研究
を進めた。 

PRIP ノックアウト（Prip-KO）マウスより
胎児繊維芽細胞（mouse embryonic fibroblast、
MEF）を調整し MEF にサルモネラを感染さ
せてオートファゴソームにマーカータンパ
ク 質 で あ る LC3 （ microtubule-associated 
protein 1 light chain 3）の抗体で免疫染色、
DAPI で細菌 DNA の染色を行い、共焦点レー
ザー顕微鏡による観察で LC3 陽性 Salmonella 
containing vacuoles（SCVs）を検出した。さら
に、RFP-GFP-LC3 の GFP の pH 感受性を利
用して Prip-KO 細胞のオートファゴソーム成
熟を検討した。MEF にサルモネラを感染させ、
成熟して pH が低下した SCVs（GFP+/RFP-）
と未成熟 SCVs（GFP+/RFP+）に含まれる細
菌数を測定し、1 細胞あたりで SCVs に含ま
れるサルモネラのなかで、何％が成熟 SCVs
であるか計算し比較した。 
 
４．研究成果 

 既存研究（Harada-Hada et al., 2014）におい
て、細胞内に侵入した黄色ブドウ球菌は、一
旦オートファゴソームにより被覆され排除
を受けるが、PRIP ノックアウト（Prip-KO）
細胞では、形成されたオートファゴソームが
成熟せず細菌排除機能が低下しているとい
いう結果であった。 

サルモネラにおいても Prip-KO 細胞では、

細胞内菌数、LC3 陽性 SCVs 内菌数ともに、
野生型に比べて増加していた。また、サルモ
ネラ感染時の Prip-KO 細胞では、SCVs にお
ける RFP-GFP-LC3 の GFP シグナル消失が野
生型よりも減少したことから、autophagic flux
が抑制されていることが分かった。 

そこで我々はオートファゴソーム成熟に
かかわる分子ホスファチジルイノシトール
３リン酸（PI3P）に着目し調べたところ、
Prip-KO 細胞では SCVs 上の PI3P が蓄積して
いることが分かった。さらに初期のオートフ
ァゴソーム上に出現し、PI3P と結合する分子
である DFPC1 を用いて黄色ブドウ球菌感染
実験を行った。その結果、Prip-KO 細胞では
DFCP1 陽性の LC3 陽性細菌数が増加し、黄
色ブドウ球菌においてもオートファゴソー
ム上での PI3P 代謝の変調が示唆された。 

以上より Prip-KO 細胞では、細菌感染時の
オートファゴソーム成熟に伴う酸性化が抑
制され、オートファゴソーム上の PI3P が蓄積
し、細菌排除能が低下していた。その結果、
細胞内の細菌増殖が促進していることが示
唆された。これにより、PRIP が細胞内の細菌
増殖を調節する分子であることが明らかと
なった。 
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