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研究成果の概要（和文）：自然免疫は、植物、昆虫から動物に至るまで普遍的に保存された感染

の第一線で働く免疫系のひとつである。当研究室で同定されたペプチドグリカン認識タンパク

質ファミリーのひとつである PGRP-LE は、細胞内および細胞外の両方に局在し、自然免疫シ

グナル伝達経路のひとつである Imd 経路およびメラニン合成経路の活性化に寄与する。さらに

近年、細胞内に存在する PGRP-LE は、Toll 経路および Imd 経路とは独立的に機能して、タン

パク質分解系のひとつであるオートファジーを介して細胞内寄生細菌を排除することが示され

た。多機能型 PGRP-LE を介した新規宿主防御因子群を同定するため、ルシフェラーゼ恒常発

現リステリア菌を作製して、PGRP-LE 依存的な菌感染の条件検討を行った。さらに、もう一

つの研究計画として提案したマイクロアレイ解析によって、同定した新規抗菌ペプチド

Listericin のさらなる機能解析を行い Listericin が、PGRP-LE および JAK-STAT 経路の両方

によって協調的に発現制御されること、分泌型 Listericin を含む培養上清が、グラム陰性菌お

よびリステリア菌に対して抗菌様活性があることを示した。さらに、In vivo における Listericin
過剰発現個体は、リステリア菌感染に対して抵抗性を示した。以上の結果から、Listericin は、

自然免疫経路を制御する新規抗菌ペプチド様活性を有する遺伝子である可能性が示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Innate immune system is one of the first-line defense system that is 
highly conserved from plants, insects and mammals. Peptidoglycan recognition protein 
(PGRP) – LE firstly identified in our laboratory is functioning on both intracellular and 
extracellular space and responsible for the activation of one of the innate immune signaling 
pathway, Imd pathway, and melanin synthesis pathway. Furthermore, PGRP-LE plays a 
crucial role to eliminate intracellular pathogens using one of the general protein 
degradation system called “Autophagy”, which is independent on the Toll and Imd pathway. 
Therefore, to identify further novel host defense factors invoved in this multi-functional 
PGRP-LE, I set up the system where the growth of Listeria can be monitored by 
constitutive Luciferase expressing Listeria strains. Using this Listeria strain, the infection 
condition where we can see the effect of PGRP-LE was scrutinized. As an alternative 
strategy, I also conducted DNA microarray and identified a novel antimicrobial-like peptide 
named Listericin. Further analysis of Listericin using protein purification, RNAi and 
overexpression studies demonstrated that the expression of Listericin is cooperatively 
regulated by both PGRP-LE and the JAK-STAT pathway, as a secreted form, it exibits 
bacteriocidal activities against gram-negative bacteria and Listeria strain. Furthermore, in 
vivo approach using Listericin overexpressing transgenic flies showed that they exhibit 
resistance against Listeria infection in the surival test. Taken together with these results, 
we can show that Listericin is a novel antimicrobial peptide on Drosophila innate immune 
response. 
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１．研究開始当初の背景 
   
 研究開始当初は、ショウジョウバエの自然

免疫シグナル伝達経路に関しては、真菌およ

び多くのグラム陽性菌の感染防御に寄与す

る Toll 経路と多くのグラム陰性菌の感染防

御に寄与する Imd 経路が知られていた。また

JAK-STAT 経路の存在も発生過程の研究に

おいてはそのシグナル因子群の解析もなさ

れていた。またこの JAK-STAT 経路がウイ

ルス感染の抵抗性に寄与することも示され

て い た 。 し か し 、 自 然 免 疫 に 関 す る

JAK-STAT 経路の詳細な分子基盤について

は不明な点が多いのが現状である。また解析

が進みつつある Toll 経路および Imd 経路の

いずれの場合においても、研究対象のほとん

どが細胞外で感染する病原体を利用してお

り、細胞外免疫防御系を回避して感染を成立

させる細胞内寄生細菌の宿主防御戦略につ

いては、依然として不明な点が多かった。こ

のような状況の中、当研究室で同定されたペ

プチドグリカン認識タンパク質である

PGRP-LE が、細胞外および細胞内の両方で

自然免疫の活性化に寄与し、細胞内では Toll
経路および Imd 経路とは独立的に働くタン

パク質分解系であるオートファジーの機構

を使って、細胞内寄生菌の排除を行っている

ことが示された。近年、哺乳類において、細

胞内センサーである NOD 受容体も細胞内病

原体の認識に寄与し、さらにオートファジー

の機構を使って、感染防御を行っているとい

う報告がなされている。またこれらの分子群

はクローン病との関連も指摘されている。

PGRP-LE (細胞内センサー)を介した細胞内

寄生病原体に関する宿主防御機構の解明に

注目が集まっている。 
 

２．研究の目的 
 
本研究は、様々な遺伝学的手法（UAS-GAL4

システムを用いた異所的発現系、P 因子を用

いた変異体作製）や培養細胞における簡便な

RNAi 法および過剰発現系が確率されている

モデル生物であるショウジョウバエを用い

て、ペプチドグリカン認識タンパク質

PGRP-LE を介した新しい宿主防御因子群の

同定を目的とした。また様々な疾病を引き起

こす原因菌である細胞内寄生細菌に対する

新規宿主防御因子群の同定は、哺乳類の相同

因子群の単離に繫がる可能性も非常に高い。

ゆえにこの研究計画は、将来の感染症治療の

礎、あるいはまだ上市がほとんどなされてい

ない自然免疫制御薬の開発をも視野（＝研究

目的）に入れた研究である。 
 
３．研究の方法 
 

 ペプチドグリカン認識タンパク質 PGRP-LE

を介した新しい細胞内寄生病原体に対する

新規宿主防御因子群を同定することを目的

として、大きく分けて２つのアプローチで研

究を計画した。すなわち、研究計画 1) 恒常

的ルシフェラーゼ発現リステリア菌を用い

た宿主 RNAi スクリーニング、および 研究計

画 2) DNA マイクロアレイ法を用いた PGRP-LE

依存的宿主発現変動遺伝子群からの防御因

子群のスクリーニングである。 

 研究計画 1)に関しては、細胞内寄生細菌で

ある Listeria monocytogenes および

Listeria ivanovii のゲノム上の tRNA

ARG

部位

に luxABCDE オペロン（発光に必要な全ての

基質、酵素などの遺伝子群を含むため、ルシ

フェリンなどの基質を添加することなく自

家発光が可能）が挿入された組み替え体を作



製した。L. monocytogenes に関しては、4種

類の組み替え体、すなわち、プロモーター無

し（コントロール）、Listeriolycin O (LLO)

プロモーター、SecA プロモーターおよび Help

プロモーターの下流に luxABCDEオペロンが

挿入された相同組換え体を全て単離して、そ

れらのルシフェラーゼ活性を測定した。Help

プロモーターが最も強力なルシフェラーゼ

活性を有していたため、L. ivanovii の場合

には、Help プロモーターのみの組み替え体を

作製した。その後、これらの自家発光リステ

リア菌をショウジョウバエ胚血球細胞由来

培養細胞である S2 細胞および PGRP-LE を発

現させた S2 細胞へと感染させることによっ

て、ルシフェラーゼ発現を指標とした菌増殖

および S2および PGRP-LE-S2 での増殖率の変

化について検討を行った。 

 研究計画 2)では、L. monocytogenes に対

する防御因子を探索するために DNAマイクロ

アレイ法を利用した解析を行った。すなわち、

前述したショウジョウバエ胚血球細胞由来

培養細胞である S2 細胞が、PGRP-LE をほとん

ど発現していないという事象を利用して、S2

細胞と PGRP-LE を低レベルに発現させた S2

細胞（YFP-LE）細胞にリステリア菌をそれぞ

れ感染させ、その遺伝子変動を DNA マイクロ

アレイ法により解析した。さらに感染には、

野性型リステリア菌に加えて、リステリア菌

が細胞内に侵入する時に必要な

Listeriolysin O を欠損させた変異型リステ

リア菌を用いることにより、宿主細胞内への

侵入特異的な誘導遺伝子群の同定を試みた。

また感染時間についても感染後 2時間および

8 時間後のサンプルにおける遺伝子変動を解

析し、早期反応および遅期反応についての差

異についても検討した。このように同定した

遺伝子群から、候補遺伝子を絞り込み、その

後培養細胞を用いた RNAi 法および過剰発現

実験等を行うことによって、この遺伝子の自

然免疫シグナル伝達経路における関与、およ

び生化学的な解析を行うことによって、詳細

な遺伝子機能を解析した。さらに、ショウジ

ョウバエの遺伝学を利用することによって、

in vivoにおける機能解析も遂行した。 

 

４．研究成果 

  宿主細胞内でのリステリア菌の増殖を

簡便にモニタリングすることが可能な検出

系を構築するために、luxABCDEオペロンがリ

ステリア菌のゲノム上に挿入された組み替

え体を作製した。特異的プライマーを用いて

正しい位置にベクターが挿入されているこ

とおよびルシフェラーゼの恒常的な発現を

確認した。L. monocytogenes を用いた組み替

え体の解析から、Help (highly expressed 

listeria promoter)プロモーターが、最も高

いルシフェラーゼ活性を示したため、同様の

ベクターを L. ivanovii 株にも導入した。L. 

monocytogenes-help-luciferase 株および L. 

ivanovii-help-luciferase 株を用いて、ショ

ウジョウバエ培養細胞への感染実験および

そのルシフェラーゼ活性をモニタリングし

たところ、PGRP-LE 発現 S2 細胞では、S2 細

胞よりもそのルシフェラーゼ活性の減弱が

観察された。RNAi スクリーニングを開始する

ための系が確立した。 

 戦略的 DNA マイクロアレイ解析により、

PGRP-LE 依存、野生型リステリア菌感染依存

的に発現上昇する 68 個の遺伝子群を抽出し

た。この中でも発現変動率が大きく新規性の

高い Listericin と命名した遺伝子について、

さらなる機能解析を行った。Listericin は、

PGRP-LE 存在下で、しかも野生型リステリア

菌が感染した時のみ発現すること、細胞内に

侵入することができない LLO 因子を欠損させ

たリステリア菌感染では、その発現は誘導さ

れないことが確認された（図１）。 

 次に、Lisitericin の発現誘導が、ショウ

ジョウバエのどの自然免疫シグナル伝達経

路によって制御されているのか検討を行っ

た。Toll 経路、Imd 経路、JAK-STAT 経路それ

ぞれに決定的な寄与をする因子群を RNAi 法

によってノックダウンさせ、リステリア菌感

染による Listericin の発現を検討した。そ

の結果、JAK-STAT 経路の転写因子である

Stat92E を RNAi で遮断した場合にのみ、

Listericin のリステリア菌感染に対する発

現誘導が顕著に抑制された。一方、Toll 経路

および Imd経路を遮断してもその発現抑制は

観察されなかった（図２）。さらに過剰発現

系を利用して、Toll 経路、Imd 経路および

JAK-STAT 経路を活性化させたところ、図２と

一致して、PGRP-LE 存在かかつ JAK-STAT 経路

を活性化させた場合にのみ、Listericin の顕

著な発現誘導が観察された（図３）。 

 Listericin のさらなる生化学的分子機能

を解析するために、Listericin 安定過剰発現

S2 細胞株を作製した。Western 解析の結果か

ら、Listericin は細胞外へプロセスされた形

で 分 泌 さ れ る こ と 、 ま た そ の 分 泌 型

Listericin はグラム陰性菌である E.coli 

K12 および DAP 型ペプチドグリカンを有する

L. monocytogenesに対して菌増殖抑制効果を

有することが観察された。この効果は、グラ

ム陽性菌である S. saprophyticus に対して

は観察されなかった（図４）。またこの培養

上性 400 ml から Ni-NTA カラムを用いたタン

パク精製およびその N末端配列をエドマン分

解 法 に よ っ て 決 定 し た 。 そ の 結 果 、

Listericin は 49 番目のアルギニン残基部位

で限定分解された型で細胞外へ分泌される

ことが明らかとなった。 

 さらに In vivo における Listericin の分

子機能を解析した。異所的発現系である



UAS-GAL4 システムを用いて、まず Listericin

の発現を免疫担当器官である脂肪体および

血球細胞で抑制した RNAi 個体を作製した。

定量 PCR 法により Listericin の発現量は約

70%程度低下していることを観察した。そこ

でこの Listericin-RNAi個体にリステリア菌

を感染させ生存率の検討を行ったところ、こ

のトロールとして用いた野生型と比べて、生

存率の有意な減少は観察されなかった。この

結果は、Listericin の RNAi の効果が十分で

なかった可能性、あるいは複数種類ある抗菌

ペプチドの機能重複性によるものと考えら

れる。そこで、次に Listericin 過剰発現個

体を作製して、リステリア菌の感染実験を行

った。その結果、Listericin 過剰発現個体は、

リステリア菌感染に対して、有意な抵抗性を

付与した（図５）。さらにコロニー形成法を

用いた解析から、Listericin 過剰発現個体は、

注入したリステリア菌およびグラム陰性菌

の体内での菌増殖を顕著に抑制した（図６）。

感染抵抗性の付与が、体内での菌数の減少に

よる可能性が示唆された。 

 これまで同定されているショウジョウバ

エの抗菌ペプチドのほとんどは、Toll 経路あ

るいは Imd経路によって発現が制御されるこ

とが知られている。今回、私が同定した

Listericin は、JAK-STAT 経路によって制御

される抗菌活性を有するペプチドとしては

初めての報告である。抗菌ペプチドは、抗生

物質に比べて、その作用点が広範囲であるた

め耐性菌が出来にくいと言われている。また

元来、これらの抗菌ペプチドは生体内に存在

するペプチドであるため、環境汚染をする可

能性は少ない。今後の感染症治療への応用に

期待が持てる。 
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