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研究成果の概要（和文）：　近年、自然免疫系が、病原体成分だけでなく自己成分により影響を受け、慢性炎症
疾患や、ガン転移、生活習慣病などとも深い関わりがあることが明らかとなってきた。したがって、それらの疾
患の理解や創薬を考える際には、自然免疫系調節機構の理解が不可欠である。研究代表者は、自然免疫系の中心
的なシグナル伝達であるNF-κB経路を調節する新規cGMP経路を明らかにしている。本研究では、遺伝学的解析に
優れたショウジョウバエを用いた解析と、これまでの解析結果が蓄積されているヒト培養細胞での解析を組み合
わせ、cGMP経路によるNF-κBシグナルの調節機構の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Innate immunity is involved in chronic inflammatory diseases, cancer 
metastasis, and lifestyle diseases by recognition of self-ligands. Therefore, understanding of 
regulation mechanisms of innate immune system is indispensable for understanding of these diseases 
and drug discovery. We have identified novel cGMP signaling pathway that modulates NF-κB pathway in
 innate immunity. In this study, we investigated modulation mechanisms of NF-κB signaling by novel 
cGMP pathway.

研究分野：生物系薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然免疫系が、病原体成分だけでなく、自己由来のリガンド（内因性リガンド）も認識することが明らかとなっ
てきた。その際、病原体成分では強い反応が一過的に誘導されるのに対して、内因性リガンドでは弱い反応が持
続的に誘導され、慢性炎症となる。したがって、このような自然免疫応答の違いが、どのようにして生じるのか
を理解することが重要である。本研究により、自然免疫系の中心的なシグナル伝達であるNF-κB経路の調節機構
が明らかとなり、自然免疫制御機構の理解に重要な進展が見られた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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（Cell 1996）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

をもたらしてきた。自然免疫の制御に中心的な役割を果たしている NF-κB経路は、種を越え

て保存されている。その NF-κB 経路である哺乳動物の 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、IRAK と Pelle、

NF-κBと Dif/Dorsal）、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。最近では、TLR が自己成分をも認識

し、当初関連性が予想されることもなかった慢性炎症疾患や、ガン転移、生活習慣病などと

も深い関わりがあることが明らかとなってきた。 

 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ペプチドグリカン認識タンパク質（PGRP）

-LEを世界に先駆けて同定した（PNAS 2002）。これまでに、PGRP-LEが、Toll経路とは異なる自

然免疫NF-κB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を同定したスクリーニングを一万系統以上にまで拡大し、Toll経路を活性化する受

容体型グアニル酸シクラーゼGyc76Cを同定した（論文投稿中）。Toll受容体とGyc76Cをそれぞ

れ単独で活性化した場合に比べて、両者を同時に活性化すると、はるかに強い免疫応答が観察

されることから、Gyc76Cは、Toll受容体と協調してNF-κBシグナルを調節する受容体であるこ

とがわかる。さらに、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。これまでに、Gyc76Cが産生するcGMPにより活性化されるcGMP依存性プロ

テインキナーゼ（cGK）と、プロテインフォスファターゼ2A（PP2A）が、Toll受容体の下流に

位置しているdMyd88、Pelleを介してNF-κBシグナルを活性化することを明らかにしている。

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（cGK）が、

MyD88/IRAK1（Pelleホモログ）依存のNF-κBの活性化を増強し、その過程にショウジョウバエ

と同様にPP2Aが関わることを明らかにした。これらの結果は、cGMPが介在する新規自然免疫シ

グナル経路が存在することを示すと共に、このcGMP経路が、ショウジョウバエとヒトにおいて

共通にNF-κBシグナルを調節していることを示唆している。これらの知見を踏まえ、本研究で

は、ショウジョウバエとヒト･マウスの系で、自然免疫新規cGMP経路によるNF-κBシグナルの

調節機構を明らかにすることにした。 

 

２．研究の目的 

 近年、自然免疫系が、病原体成分だけでなく自己成分により影響を受け、慢性炎症疾患や、

ガン転移、生活習慣病などとも深い関わりがあることが明らかとなってきた。したがって、そ

れらの疾患の理解と、それを標的とした創薬を考える際には、自己成分による自然免疫系調節

機構の理解が不可欠である。NF-κB経路は自然免疫を制御する中心的なシグナル伝達系である。



研究代表者は、ショウジョウバエ個体と培養細胞、並びにヒト培養細胞の系において、NF-κB

経路を調節する新規 cGMP 経路を明らかにしている。そこで本研究では、遺伝学的解析に優れた

ショウジョウバエを用いた解析と、抗体などの解析ツールが利用可能であり、これまでの解析

結果が蓄積されている哺乳動物（ヒト）培養細胞での解析を組み合わせ、それぞれの利点を利

用して、新規 cGMP 経路による NF-κBシグナルの調節機構を明らかにすることを目的とした。

加えて、ショウジョウバエにおいて cGMP 経路がどのような局面で活性化され、自然免疫系を調

節するのかを明らかにすることにした。これにより、自己成分によりどのように自然免疫系が

調節されているのか、その分子機構の理解が進むと考えられる。 

 

３．研究の方法 

 これまでに、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、cGK が、MyD88/IRAK1

依存の NF-κBの活性化を増強することを見いだしている。その際、活性化型 IRAK1 であるリン

酸化 IRAK1 の量が増加する。IRAK1 は，TLR 経路の活性化において IRAK4 によるリン酸化を受け

活性化し、TLR 経路のシグナル伝達に関与するが、IRAK1 の自己リン酸化は TLR のシグナル伝達

においては必要でないことが示されている。そこで、IRAK1 の自己リン酸化が、cGMP 経路によ

る NF-κBシグナルの調節に関わるのかどうか検討した。IRAK1 は、セリン・スレオニンキナー

ゼドメインを持ち、キナーゼドメインに存在する ATP 結合性アミノ酸である２３９番目のリシ

ン（Lys239）、並びに触媒アミノ酸である３４０番目のアスパラギン酸（Asp340）の変異によっ

て、自己リン酸化が低下することが示されている。そこで、Lys239 と Asp340 を、それぞれセ

リンに置換した IRAK 変異体（K239S および D340S）、ならびにその両者をセリンに置換した IRAK

変異体（MT）を、cGK と共に、ヒト HEK293 細胞において共発現させた。その後、NF-κB の活性

化を NF-κB レポーター遺伝子を用いて検出した。 

 これまでに、ショウジョウバエでは cGMP 経路が Toll 受容体の下流に位置している dMyd88、

Pelle を介して NF-κB シグナルを活性化することを明らかにしているが、この過程に PP2A が

関わることを明らかにしている。一方、ヒト細胞株を用いた解析から、cGMP 経路が MyD88/IRAK1

依存の NF-κBの活性化を増強し、その過程にショウジョウバエと同様に PP2A が関わることを

明らかにしている。そこで、cGMP 経路による NF-κBシグナルの調節に、PP2A のホスファター

ゼ活性が必要であるのかどうか、ヒト、並びに、ショウジョバエの培養細胞の系で調べた。PP2A

阻害剤として、オカダ酸を用いた。MyD88、もしくは、IRAK1 を cGK と共にヒト HEK293 細胞に

おいて共発現させた。その後、NF-κBの活性化を NF-κBレポーター遺伝子を用いて検出し、 

cGK 依存の NF-κBの活性化増強におけるオカダ酸の影響を調べた。同様に、ショウジョウバエ

DL1 細胞を用いて、dMyD88 を cGK と共に共発現させ、NF-κB の活性化を NF-κB レポーター遺

伝子を用いて検出し、cGK 依存の NF-κBの活性化増強におけるオカダ酸の影響を調べた。 

 これまでに、Gyc76C の変異体が、Toll 受容体の変異体と同様に、グラム陽性菌に対する感染

抵抗性を失うことから、cGMP 経路がグラム陽性菌に対する感染抵抗性の発現に重要であること

を示している。ショウジョバエでは、PGRP-SA とグラム陰性菌認識タンパク質-1が、グラム陽

性菌のペプチドグリカンを認識し、セリンプロテアーゼのカスケードを活性化する。これによ

り、Toll 受容体のリガンドである Spz の前駆体が限定分解を受け、Toll 受容体を活性化し、NF-

κBを活性化する。そこで、ショウジョウバエにおいて cGMP 経路がどのような局面で活性化さ

れ、自然免疫系を調節するのかを検討するために、グラム陽性菌感染で活性化するセリンプロ

テアーゼにより、Gyc76C が活性化するのかどうか調べた。そのために、ショウジョウバエでセ

リンプロテアーゼを過剰発現させ、NF-κB を活性化した際に、Gyc76C 依存に cGMP レベルが上



昇するのかどうか調べた。 

 

４．研究成果 

 cGK が、MyD88/IRAK1 依存の NF-κBの活性化を増強する際、活性化型 IRAK1 であるリン酸化

IRAK1 の量が増加する。そこで、IRAK1 の自己リン酸化が、cGMP 経路による NF-κBシグナルの

調節に関わるのかどうか、Lys239 と Asp340 を、それぞれセリンに置換した IRAK 変異体（K239S

および D340S）、ならびにその両者をセリンに置換した IRAK 変異体（MT）を、cGK と共に共発現

させた。その結果、K239S、ならびに D340S は、野生型 IRAK1 とほぼ同程度に NF-κBシグナル

を活性化し、cGK との共発現においても、野生型 IRAK1 と同様に NF-κB シグナルを増強した。

加えて、Lys239 と Asp340 の両者をセリンに置換した IRAK 変異体（MT）は、野生型 IRAK1 より

強く NF-κB シグナルを活性化し、cGK との共発現においても、野生型 IRAK1 より強く NF-κB

シグナルを増強した。これらの結果は、IRAK1 の自己リン酸化が、cGMP 経路による NF-κBシグ

ナルの調節に関わらないことを示している。 

 これまでに、ショウジョウバエと、ヒト培養細胞の両者において、PP2A が cGMP 経路による

NF-κBシグナルの調節に関わることを明らかにしている。そこで、cGMP 経路による NF-κB シ

グナルの調節に、PP2A のホスファターゼ活性が必要であるのかどうか、ヒト、並びに、ショウ

ジョバエの培養細胞の系で調べた。まずヒト培養細胞で、PP2A のホスファターゼ活性を阻害す

るオカダ酸の影響を調べたところ、cGMP 経路による NF-κB シグナルの増強が阻害されること

が分かった。この結果は、cGMP 経路による NF-κB シグナルの増強に PP2A のホスファターゼ活

性が必要であることを示唆している。そこで、ショウジョウバエの培養細胞系で同じくオカダ

酸の影響を調べたところ、ショウジョウバエ DL1 細胞においても、cGMP 経路による NF-κB シ

グナルの増強に PP2A のホスファターゼ活性が必要であることを示唆され、新規 cGMP 経路によ

るNF-κBシグナルの調節におけるPP2Aの役割が種を越えて保存されていることが示唆された。 

 ショウジョウバエにおいて cGMP 経路がどのような局面で活性化され、自然免疫系を調節する

のかを検討するために、グラム陽性菌の感染により活性化するセリンプロテアーゼにより NF-

κBが活性化した際に、cGMP レベルが上昇するのかどうか調べた。その結果、セリンプロテア

ーゼにより cGMP の産生量が増加し、その増加は Gyc76C に依存していた。一方、Toll 受容体の

変異は、セリンプロテアーゼによる cGMP の増加には影響を与えず、Toll 受容体のリガンドで

ある活性化型 Spz の発現でも、cGMP の産生量は増加しなかった。これらの結果は、グラム陽性

菌の感染により活性化するセリンプロテアーゼにより、Toll 受容体とは独立して、Gyc76C が活

性化されることを示している。これらの知見は、cGMP 経路が、プロテアーゼの活性化により生

ずる自己成分により活性化することを明確に示すと共に、cGMP 経路がグラム陽性菌の感染抵抗

性の発現に重要であるというこれまでの結果を支持するものである。 

 本研究により、新たに同定した cGMP 経路による NF-κBシグナルの調節機構の一端を明らか

に出来たことは、慢性炎症疾患や、ガン転移、生活習慣病などとも深い関わりがあることが明

らかとなってきた自然免疫を標的とした、それらの疾患の理解と、創薬を考える際に重要な

進展と言える。 
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