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研究成果の概要：非貪食細胞内に侵入した A群レンサ球菌(GAS)は，オートファゴソームに取り

囲まれ，リソソームと融合して分解されるが，本研究では細胞内で病原微生物の表面構造物

(PAMPs)を認識する因子である NLR ファミリー遺伝子のうち，オートファジーを誘導する NLR

を見出した．また，炎症応答などとの関連など，宿主免疫におけるオートファジーの役割を明

らかとした．さらに，オートファジーを強く誘導する箘体表層構造を明らかとした． 
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１．研究開始当初の背景 
 オートファジー（自食作用）は，細胞質内
の小器官や巨大タンパク質を非特異的に分
解する自己成分分解機構であり，飢餓状態で
大幅に亢進して分解産物を生存の糧とし，ア
ミノ酸レベルを保持するために機能する．も
とは酵母で発見された機構ではあるが種々
の生物でオートファジーは同定されており，
特にほ乳類においては，飢餓応答のみならず
異常タンパク質蓄積を伴う神経変性疾患，心
筋症，免疫応答，肝機能の維持，細菌感染，

細胞死など多くの病態・現象に関与している
ことが明らかになっており，近年注目を集め
ている．我々のグループでもこれまでに非貪
食細胞内に侵入した A群レンサ球菌(Group A 
streptococci; GAS)がオートファゴソームに
よって取り囲まれ，その後リソソームと融合
して分解されることを報告した． 
 
 しかし，オートファジーに関与する遺伝子
が明らかになる一方で，オートファジーの制
御に関する研究はあまりすすんでいない．さ
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らに，細菌感染の場合では，細菌がどのよう
に細胞質内で異物として認識されているの
かについては全く分かっていない．生体内で，
侵入した細菌やウイルスなどの病原体に対
し，リポ多糖やペプチドグリカンのような固
有のパターンを認識し免疫応答を起こさせ
る因子として，NLR 遺伝子群がある．その機
能は現在までのところ，NF-kB の活性化や抑
制，アポトーシスの誘導といったところが報
告されているのみであるが，本研究ではこの
NLR 遺伝子群によって細菌が認識されること
によりオートファジーの誘導，抑制が生じる
のではないかと考え，レンサ球菌の代表種で
もある GASを用いて非貪食細胞におけるオー
トファジー形成のメカニズムに対する NLR遺
伝子の関与を解析するものである． 
 
２．研究の目的 
GAS をはじめとする病原性細菌はエンドソー
ムを介して宿主細胞内に侵入するが，電子顕
微鏡を用いた形態学的な観察からはそのま
まエンドソーム内で消化されず細胞質内に
脱出していると考えられる菌が認められる．
そのことが我々のグループでエンドソーム−
リソソーム系以外にもオートファジーによ
って細菌を除外する機構があることの解明
につながったが，生理的状態では細胞内にオ
ートファゴソームはほとんど見当たらず，オ
ートファジーの誘導は菌を認識する特異的
な分子である NLR 遺伝子の一部によって，き
わめて厳密に制御されていると考えている．
また，細菌などが感染した際に起こる免疫応
答としては NF-kBの活性化に代表される種々
の炎症病態の発症，アポトーシス，そしてオ
ートファジーの誘導が挙げられるが，これら
の応答が感染の種類，程度によって互いに抑
制，協調をおこなっているのではないかと推
察している．オートファジーを誘導する遺伝
子の解析後，アポトーシスや炎症応答を制御
するタンパクへの影響についても検討する．
このような内容の研究は現在までなされて
いなかった． 
 
３．研究の方法 
本研究は概ね以下の手順で行った． 
a． nacht-LRR 遺伝子ノックダウン RNAi，過
剰発現プラスミドの作製 
b． 細胞内侵入性細菌の細胞内での動態の評
価 
c． GAS の細胞内侵入によるオートファジー
誘導シグナル伝達系の解析 
d． 免疫応答としてのオートファジーと，
NF-kB の活性化やアポトーシスとの関わり 
 
細胞内には細菌やウイルスの表層構造のパ
ターンを認識するとされる nacht-LRR遺伝子
群がファミリーを形成している．現在確認さ

れているこれらの遺伝子群について shRNAを
設計しクローニングした．得られたプラスミ
ドは HeLa 細胞やヒト単核球細胞(THP1)にト
ランスフェクションを行って発現抑制効率
を確認した．トランスフェクションはリポフ
ェクション法で行い，発現プラスミドと合わ
せて培地に加え 48 時間後に細胞の RNA を回
収して reverse-transcription (RT)-PCR 法
により発現の抑制を評価した．次に， レン
サ球菌の代表種である GAS を用い，shRNA 導
入 HeLa 細胞への感染を行った．オートファ
ジー誘導を観察するため，オートファゴソー
ムの膜マーカーである Light chain 3 (LC3)
に，緑色蛍光タンパク質 EGFP を付した融合
タンパク質(EGFP-LC3)の発現系を用いた． 
GAS 菌株としては主に JRS4 株を使用し，HeLa
細胞の培地に加えて 1時間培養する．その後
抗生物質を含む培地に交換して細胞内に侵
入していない菌体を処理し，1~4 時間後に順
次 HeLa 細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固
定する．核酸の染色後，共焦点レーザー顕微
鏡を用いて観察を行いオートファゴソーム
の形成が認められる細胞の割合を算出した． 
 オートファジー誘導への関与が認められ
る NLR 遺伝子については，各ドメイン別の発
現プラスミドを作製した．NLR 遺伝子は，お
おまかに PYD または CARD，NACHT，LRR と呼
ばれる 3つのドメインからなるが，各断片を
発現するプラスミドを HeLa 細胞に導入し，
GAS 感染時のオートファジー誘導を観察する
ことで，最終的にオートファジーの形成を誘
導するためのシグナル伝達経路を活性化さ
せるドメインを明らかにした． 
 オートファジーの誘導促進時の NF-kBの活
性化やアポトーシスといったほかの免疫応
答への影響を検討した．非感染時，感染時に
おいて，オートファジー関連遺伝子の抑制，
または過剰発現を行った際の炎症性サイト
カイン IL-1，caspase-1，またアポトーシス
に関与する caspase-3の発現をウエスタンブ
ロット法または ELISA 法で検出し，遺伝子導
入を行っていない細胞と比較した．NF-kB の
活性化については，遺伝子抑制・過剰発現の
プラスミドとともにルシフェラーゼレポー
ター遺伝子を組み込んだ NF-kB遺伝子を含む
プラスミドを細胞に導入し，GAS 感染時のレ
ポーター遺伝子活性の変化を比較した．また，
GAS の菌株や感染量を変化させた場合の免疫
応答で，オートファジー，NF-kB の活性化，
アポトーシスのそれぞれの関与がどのよう
に影響を受けるかを検討した． 
 
４．研究成果 
JRS4 株の感染によって HeLa 細胞の約 60％で
オートファジーが誘導され，細胞内の菌はオ
ートファゴソーム膜に捕獲されリソソーム
との融合によって分解された．しかし，グラ



ム陽性菌の菌体成分細胞内レセプターと目
される NOD2 の shRNA 遺伝子導入細胞でも
InsC 変異遺伝子を導入したドミナントネガ
ティブ変異細胞でも GAS感染時のオートファ
ゴソーム形成率は変化しなかった．また，グ
ラム陰性菌の菌体成分認識レセプターであ
る Nod1 でも同様にオートファゴソーム形成
には変化は認められず，GAS 感染によるオー
トファジーの誘導には NOD1,NOD2は関与して
いないことが推測された．一方で Nalp4, 
Nalp10を強発現した細胞ではGAS感染により
約 80％の細胞でオートファジーが誘導され，
PYD, LRRの各領域を欠失させたプラスミドで
も同様の傾向が見られた．しかし，いずれか
の遺伝子の NACHT領域を欠失させたプラスミ
ドではオートファゴソーム形成率が約 35％
に減少し，NF-κB 活性は GAS 感染によって特
に著しい上昇を示した．Nalp4, Nalp10 が
NACHT ドメインを介して協調することにより、
炎症誘導を抑制し、オートファジーの誘導に
関わることを示唆している．また，オートフ
ァゴソームを形成する PAMPsについて検討し
たところ，供試した菌体構造物を培地中に添
加した場合は，オートファジーの誘導が認め
られなかった．一方，マイクロインジェクシ
ョンにより細胞質内に直接導入した場合で
はペプチドグリカンや iE-DAP 結合蛍光ビー
ズを取り囲むオートファゴソームの形成が
顕著に誘導された．しかし NOD2 で著明な炎
症誘導を引き起こす MDPではオートファジー
の誘導は認められなかった． 
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