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研究成果の概要（和文）：リステリア actA変異株のオートファジー認識の起点となるユビキチ
ン化メカニズムを解明するため、ユビキチン化される菌側の因子および宿主側のユビキチン修

飾系因子の同定を試みた。その結果、宿主側因子について４種、菌側因子については２種の候

補が得られた。菌側因子のリコンビナントタンパク質を作製し、in vitroユビキチネーション
アッセイを行ったところ、このうち１種類の菌体側分子が直接ユビキチン化を受けることが分

かった。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Ubiquitinated ActA-deficient Listeria monocytogenes (∆actA) were 
recognized by autophagy. To elucidate the mechanism of Listeria ubiquitination, we 
attempted to explore the bacterial ubiquitinized molecules and the host ubiquitination 
factors. As a result, two candidates of bacterial ubiquitinated molecules and four candidates 
involved in host ubiquitination system were identified by LC-MS/MS analysis. The 
recombinant proteins of Listeria candidate molecules were examined by in vitro 
ubiquitination assay, and one of the two candidates in Listeria was received ubiquitination 
directly.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 リステリアは汚染された食品や水を媒介
として感染し、リステリア症を起こす。リス
テリア症は、健康な成人では無症状のまま経

過することが多いが、高齢者や免疫機能の低
下した患者では、化膿性髄膜炎および敗血症
などにより高い致命率を示す。特に妊婦では、
胎児に垂直感染が起こり、流産や死産の原因
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となる。経口的に腸管に達したリステリアは
非貪食性細胞にも貪食を誘起して侵入し、菌
体外に分泌した LLO によりファゴソーム膜
を溶解して細胞質へ脱出する。その後、リス
テリアは、菌体表面の ActA タンパク質によ
り Arp2/3複合体および VASPなどの宿主タ
ンパク質を菌体周囲に集積させる。そして、
菌の一極にアクチン重合を促進することで
得られた推進力を利用して、リステリアは細
胞内を運動し、隣接細胞へと感染を拡大する。 
	
 オートファジーは de novoで生成されたオ
ートファゴソーム膜が細胞質成分や細胞内
に侵入した細菌を隔離し、これがリソソーム
と融合することにより内容物を分解する経
路である。これまで、リステリアは細胞内運
動によりオートファジーから「逃げて」いる
ものと考えられていた。しかし、研究代表者
らはリステリアが ActA により宿主タンパク
質の菌体表面への集積させることでオート
ファジーを回避し、この回避は菌の細胞内運
動には依存しないことを明らかにした。 
	
 一方、宿主タンパク質を集積できない actA
変異株においては、菌体表面が直接ユビキチ
ン化され、次にオートファジー依存的に分解
される p62/SQSTM1 (p62)タンパク質がポリ
ユビキチン鎖とオートファジーのマーカー
タンパク質である LC3 の間を繋ぎ、actA 変
異株が選択的にオートファジーの基質とし
て認識・分解されることを明らかにした(図
１)。 

	
 細 胞 質 へ と 侵 入 し た Salmonella 
Typhimurium の場合も、菌体がユビキチン
化を受け、宿主タンパク質を集積できないリ
ステリア actA 変異株と同様の機序で、オー
トファジーにより捕捉されることが報告さ
れている。さらに、リステリアや赤痢菌と同
様にアクチン重合により細胞内で運動性を
示し、主に魚類および両生類に、時にヒトに
も非定形抗酸菌症を起こす Mycobacterium 
marinum の場合は、マクロファージ内で菌
体がユビキチン化され、リソソーム様の小胞
内に隔離されるが、その前に菌はユビキチン
化された細胞壁を脱落させることで隔離か
ら逃れることが報告されている。 
 
 
 

２．研究の目的 
	
 細胞内分解系のユビキチン・プロテアソー
ム系とオートファジーは、細胞の恒常性の維
持に協調的に機能していることが知られて
いる。 p62 を介したリステリアや S. 
Typhimurium に対する宿主のオートファジ
ー認識は、プロテアソームで分解不可能な神
経変性疾患の原因となる、ユビキチン化変性
タンパク質凝集体に対するオートファジー
認識と同様の機構である。しかし、グラム陽
性菌のリステリア、グラム陰性菌の S. 
Typhimurium およびミコール酸からなる脂
質層を持つ抗酸菌のM. marinumは、それぞ
れ菌体の表層構造がかなり異なる。そのため、
菌体表面のいずれの分子がユビキチン化さ
れるかについて解明することは、様々な細胞
内寄生菌に対する宿主の自然免疫による感
染防御を考える上で極めて重要である。しか
しながら、その機序は未だ明らかでない。そ
こで本研究では、ユビキチン修飾系の宿主細
胞の自然免疫システムにおける役割を明ら
かにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) リステリア actA 変異株のユビキチン化
は感染 MDCK 細胞内で高頻度に観察さ
れる。リステリア actA 変異株の菌体表
面を効率よくユビキチン化させるため、
MDCK 細胞溶解液やウサギ網状赤血球
溶解液を用いた in vitro ユビキチネーシ
ョンアッセイ (図２)、または培養細胞や
初代培養肝細胞へ actA 変異株を感染さ
せた。 

(2) ユビキチン化された actA 変異株を回収
し、界面活性剤処理により菌体表面の分
子を菌体から遊離させた。 

(3) ユビキチン化された分子を含む可溶性画
分を遠心分離により得た後、LC-MS/MS
法に供する。菌体表面のユビキチン化さ
れた菌側の因子およびユビキチン化され
た菌側因子と結合している宿主側のユビ
キチン化反応系因子を網羅的に解析した。 

(4) (3)にて得られた菌側因子について、過剰
発現株や遺伝子欠損株を作製する。また、
宿主側因子については発現をプラスミド



ベクターなどによる遺伝子導入や RNAi
法により増減させた細胞を作製した。 

 
 
４．研究成果 
  まず、リステリアactA変異株の菌体表面を
ユビキチン化させるため、in vitroユビキチネ
ーションアッセイを行った。MDCK細胞溶解
液を用いるよりも、ウサギ網状赤血球溶解液
を用いた方が、より効率よくactA変異株ユビ
キチン化が起こることがわかった。 
	
 ユビキチン化された菌体を界面活性剤処理
し、ユビキチン化された菌側分子を含む可溶
性画分をLC-MS/MS法に供して、菌体表面の
ユビキチン化された菌側の因子およびユビキ
チン化された菌側因子と結合している宿主側
のユビキチン化反応系因子の同定を試みた。
その結果、菌側因子については２種の候補が
得られた。宿主側因子について、これまでに
ユビキチン修飾系に直接関与するとの報告が
ある分子が14種、その他に16種の宿主側分子
が得られた。 
	
 このうち、2種類のユビキチン化を受けるリ
ステリア菌体側の候補分子および既にユビキ
チンリガーゼ(E3)であると判明している4種
類の宿主側の候補分子に注目し、actA変異株
のユビキチン化の解析を行った。 
	
 まず、宿主側の4種類のE3分子について、
RNAi法にてそれぞれ発現をノックダウンさ
せたMDCK細胞にリステリアactA変異株を
感染させ、ユビキチン化される菌体の割合を

測定したが、コントロールと比べ、有意な差

はなかった。また、それぞれの哺乳類細胞強

制発現ベクターを作製し、恒常的に発現させ

たMDCK細胞を作成したが、こちらも有意な
差はなかった。 
	
 現在、これらの候補分子の HA や Myc な
どのタグを付加した強制発現ベクターを作
製している。 
	
 また、菌体表面で起こるユビキチン化が菌
側分子を基質としたものではなく、菌側分子
と強く結合する宿主側因子がユビキチン化
されている可能性もあることから、対象を
E3 などのユビキチン修飾系の分子に限定せ
ず、RNAi 法も含めて検証し、リステリアの
ユビキチン化に対する機能の検討を行う予
定である。 
	
 次に、リステリア菌体側の２種類の候補分
子の哺乳類細胞強制発現ベクターを作製し
たが、MDCK 細胞内での発現はいずれも観
察されなかった。そこで、HA タグを付加し
たリコンビナントタンパク質を作製し、ウサ
ギ網状赤血球溶解液を用いた in vitroユビキ
チネーションアッセイをそれぞれ行ったと
ころ、このうち１種類の菌側分子が直接ユビ
キチン化を受けることが分かった。 
	
 現在、この候補分子の感染時における機能

を明らかにするため、GFPとの融合タンパク
質や Myc などのタグを付加した発現ベクタ
ーを構築し、培養細胞に導入して細胞内での
局在などの表現型およびユビキチンとの共
局在の観察を行っている。 
	
 また、遺伝子欠損株や actA との二重欠損
株およびプラスミドによる過剰発現株を作
製し、菌の形態や増殖の速度などに対する影
響を解析する予定である。 
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