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研究成果の概要（和文）： 
 カイコの昆虫サイトカイン PP が活性化されることにより、脂肪体では p38 MAPK 経路
を介する抗菌ペプチド関連遺伝子の発現上昇が、血球では貪食反応が活性化することを見
いだした。また、PP の活性化において、腸管が細胞壁成分を認識し、活性化因子を放出
するなどの重要な役割を果たすことを見いだした。本研究により、微生物感染における昆
虫サイトカイン PP の活性化機構、及び自然免役活性化機構の全体像の概略を明らかにす
ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Insect cytokine PP (paralytic peptide) induce expression of genes for antimicrobial peptide via p38 
MAPK pathway in fat body, and activate the phagocytic activity of hemocytes. Regarding the activation 
of PP, midgut has important role for recognition of cell wall components of bacteria and secret 
PP-activating factors. In this research, outline of function and activation mechanism of PP in innate 
immunity response was revealed. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物は、微生物などの侵入物に対する防御
のための免疫機構を有しており、個体を健康
に維持し活動させるために極めて重要であ
る。なかでも、自然免疫応答は異物侵入に対
する、生体防御の第一応答として昆虫から哺
乳動物まで高度に保存されている。自然免疫
は、微生物を構成する細胞壁成分などを、
Toll-like receptor(TLR)やペプチドグリカン

認識酵素(PGRP)等が認識し、下流にシグナ
ルを伝達することにより活性化されること
が明らかになっている。一方、我々は、カイ
コにおいて、ペプチドグリカンやβグルカン
などの細菌の細胞壁成分により、セリンプロ
テアーゼが活性酸素種(ROS)により活性化し、
麻痺ペプチド(paralytic peptide、以下 PP)が
活性型に変換され、さらに活性型 PP がサイ
トカインとして細菌感染に対する生体防御
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において重要な役割を果たすという、自然免
疫応答における新たな経路を見いだした。ま
た、カイコ幼虫体液中に抗 PP 抗体を投与し
PP の活性化を阻害すると黄色ブドウ球菌感
染に対し感受性を示し、逆に活性型 PP の投
与により抵抗性を示したことから、PP 活性
化経路は生体防御に重要な役割を果たす新
たな自然免疫応答機構であると考えられる。
しかしながら、PP によって活性化される免
疫関連因子については、いくつかの抗菌ペプ
チドの遺伝子発現の上昇などは明らかとな
っていたが、その全体像や、そのシグナル伝
達経路は全く明らかになっていなかった。さ
らに、ペプチドグリカンやβグルカンの投与
によって引き起こされる PP の活性化機構の
詳細については明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では昆虫サイトカイン PP によって誘
導される免疫反応、そのシグナル伝達経路の
解明を行う。また、微生物の細胞壁成分によ
る PP の活性化メカニズム、及び惹起される
免疫応答について明らかにする。以上の解析
により、PP 活性化経路の入力から出力まで
の一連の経路を明らかにし、本経路の自然免
疫応答における役割を理解することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロアレイ解析 
 活性型 PP を投与前後のカイコの脂肪体や
血球細胞から mRNA を抽出し、農業生物資源
研究所の野田博明先生と共同でマイクロア
レイ解析を行い、遺伝子の発現変動を解析し
た。本解析によって変動が見られた免疫関連
遺伝子について、リアルタイム PCRによって
発現変動率を求めた。 
(2) 貪食アッセイ 
 血球の貪食活性については、カイコに PP
を投与後、蛍光ラベルした黄色ブドウ球菌を
注射し、血球に取り込まれた細胞数をカウン
トした。 
(3) シグナル伝達経路の解析 
 活性型 PPによる p38 MAPK経路の関与に関
する解析においては、p38 のリン酸化体の抗
体によるウェスタンブロット解析を行った。
また、p38 の特異的阻害剤を処理した個体に
おける、脂肪体での抗菌ペプチド遺伝子の発
現変動、及び黄色ブドウ球菌感染に対する生
存率を経時的に測定した。 
(4) 歯周病菌のペプチドグリカンによるア
ポトーシス誘導の解析 
 歯周病菌のペプチドグリカンをカイコに
投与８時間後に、組織全体をホモジナイズし
遠心によりデブリを除いた後、上清に
DEVD-p-nitroanilideを加えOD405を測定しカ
スパーゼ活性を測定した。 

(5) 自然免疫活性化物質の精製と同定 
 植物の熱水抽出物から、エタノール沈殿、
及びイオン交換カラム、ゲル濾過カラム等を
用いて、カイコ断頭標本における筋収縮活性
を指標に精製した。精製した化合物は、HPLC
によって構成糖の解析、及び NMRによって構
造を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) PPによる自然免役の活性化 
カイコ体液中への活性化型 PP の投与前後に
おいて、脂肪体で cecropin A や moricin な
どの抗菌ペプチドの遺伝子、及び血球細胞に
お い て 貪 食 に 関 わ る actin A1 や 、
tetraspanin などの遺伝子の発現上昇が認め
られた(図 1)。これらの結果を基に、血球に
おいては、活性型 PP は、カイコ血球による
細菌の貪食を活性化することを明らかにし
た(図 2)。また、脂肪体における抗菌ペプチ
ドの生産において、p38 MAPK経路が知られて
いるが、PPの処理によって p38が活性化する
ことを見いだした。また、p38 の特異的阻害
剤によって、抗菌ペプチドの遺伝子発現の阻
害、及び黄色ブドウ球菌感染に対する抵抗性
が減弱した。これらの結果は、昆虫サイトカ
イン PP が、貪食という体細胞成分による免
疫応答、及び抗菌ペプチドという液性成分に
よる免疫応答の両方をグローバルに制御し
ていることを示している。 

 
図１ PPによる免疫関連遺伝子の発現上昇 

 
 
 



 

 

図２ PPによる血球細胞の黄色ブドウ球菌貪食の促進 

 
(2) 細胞の細胞壁成分によるカイコの自然
免疫応答 
 昆虫サイトカインは微生物の細胞壁成分
によって活性化される。その活性化において
血球細胞が重要な働きをすることがわかっ
ていたが、その上流については明らかではな
かった。一方で、腸管は経口で摂取した微生
物の侵入から体を守る最前線の臓器である。
そこで、腸管の本経路における役割を明らか
にする目的で、カイコ標本に真菌の細胞壁成
分（βグルカン）を投与したところ、腸管の
除去によって PP の活性化型への変換が起こ
らなくなることを見いだした。そこで、腸管
からβグルカンによって PP の活性型への変
換を引き起こす因子が生産されるのではな
いかと考え、腸管培養系からβグルカンによ
って誘導される PP活性化因子を PPの活性化
反応を指標に部分精製したところ、ペプチド
と考えられる成分を同定した。従って、腸管
が細菌の細胞壁成分を認識して、PP活性化因
子を分泌していると考えられる（図３）。 
 

図３ PP活性化の想定されるモデル 

 

 本研究において、ペプチドグリカンの中で
も、歯周病菌(Porphyromonas gingivalis)の
ものは、他の病原性細菌のものとは異なり、
少量の投与によってカイコが殺傷されるこ
とを見いだした。このとき、PPの活性化も引
き起こされるが、液性免疫と考えられている
血液のメラニン化が強く促進された。さらに、
歯周病菌のペプチドグリカンの投与後、カイ
コ個体の細胞においてアポトーシスが誘導
された。さらにカイコのペプチドグリカン投
与による殺傷が、ラジカル消去剤、及びアポ

トーシス阻害剤によって抑制された。メラニ
ン化はその反応過程で多量のラジカルを生
産することが知られている。従って、歯周病
菌のペプチドグリカンによってカイコが殺
傷されるのは、過剰にメラニン化反応が起こ
る過程でラジカルが生成され、細胞がアポト
ーシスを引き起こすためではないかと考え
られる。自然免疫だけを有する昆虫で、免疫
の過剰活性化によって個体が殺傷される例
は初めての報告である。 
 
(3) カイコ自然免役活性化モデルを用いた
自然免役活性化物質の精製と同定 
 カイコの PP の活性化を伴う、自然免疫の
誘導は、ゆっくりとした筋収縮を伴う。そこ
で、その筋収縮を指標とした自然免疫の活性
化物質の精製ができるか否かを検討した。そ
の結果、お茶やブロッコリーなどの野菜から
筋収縮を指標に自然免疫を活性化する物質
を精製し、それらがペクチンであることを明
らかにした。精製したペクチンは、マウスの
マクロファージにおいても IL-6 の生産を誘
導することから、哺乳類の自然免疫も活性化
すると考えられる。以上の結果は、カイコの
PPの活性化に伴う筋収縮を指標として、自然
免疫活性化物質を同定することができるこ
とを示している。 
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