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研究成果の概要（和文）：ヒト上皮細胞内に侵入したA群レンサ球菌を分解するオートファジーの制御メカニズムの解
析を行い、新たに4つのタンパク質(Rab9, Rab23, Rab17, Rab30)を細菌分解時のオートファジー制御因子として同定し
た。こうした制御因子は、細胞が自己成分を分解する時のオートファジーでは働いておらず、細菌感染時に特有のメカ
ニズムであることが示唆された。これらの結果は、細菌をターゲットにした対処法ではなく、より根本的な感染制御法
の構築において重要な基盤情報となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We could identify newly 4 Rab GTPases as an autophagy regulator during bacteial in
fection. These Rab proteins were not involved in starvation-induced autophagy, suggesting these regulators
 are responsible for autophagic membrane dynamics for bacteria. 
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１．研究開始当初の背景 
A 群レンサ球菌はレンサ球菌種の分類学上の
分類基準種であり咽頭炎やリウマチ熱、急性
糸球体腎炎など多彩な病態を示し、劇症型 A
群レンサ球菌感染症の起因菌として知られ
ている。本菌は感染時、上皮細胞内部への侵
入を果たすが、その一部は宿主のオートファ
ジ ー （自食 作 用）に よ り分解 さ れ る 
(Nakagawa I, et al., 2004, Science, 140; 
161-166)。この免疫システムとしてのオート
ファジーの分子メカニズムに関する研究は
近年活発に行われており、細胞内に侵入した
菌の認識システムを担う分子群が同定され、
オートファジーの誘導シグナル経路が明ら
かとなってきている。申請者らも以前から、
A 群レンサ球菌感染に対するオートファジー
について研究を行っており、細胞内の病原体
センサータンパク質が菌を認識し、様々な分
子と結合することでオートファジーの誘導
を行っていること、また感染時特異的なオー
トファジー制御因子などを明らかにしてき
た。しかしながら、細胞内で新生されるオー
トファジーの膜成分はどこから派生し、どの
ように病原体周囲まで輸送するのか、また巨
大な菌を取り囲むに足りる膜成分の供給シ
ステムはどうなっているのかといった、オー
トファジーの基本メカニズムが未だ解明さ
れていない。感染に対するオートファジーの 
“膜動態メカニズム”の解明は、今後オートフ
ァジーを制御し臨床研究へ発展させる上で
必須になることから、本研究は学術的に重要
なだけでなく、社会的・経済的にも大きな意
味を持つ、緊急の課題である。 
 膜動態制御の基盤となる細胞内輸送は、機
能分子を選別し、その分子が機能する”場”に
まで輸送するシステムで、輸送の形態として
は小胞輸送と小胞によらない輸送に大別さ
れる。オートファジーの場合、膜動態システ
ムであることから、小胞輸送と似た制御因子
を用いている、もしくは小胞輸送を利用した
機構である可能性が高いと考えられている。 
 小胞輸送を制御する主なタンパク質ファ
ミリーとして、低分子量 G タンパク質 Rab 
GTPase が知られている。Rab タンパク質は、
これまでに 60 種以上が同定されており、細
胞内の特定の膜系に局在し、標的となる膜と
小胞が融合する際に必要とされる。この Rab
タンパク質群が細菌感染時のオートファジ
ーの重要な因子である可能性は高く、実際、
Rab タンパク質群の一つである、Rab7 はオ
ートファジーにおいて細菌感染時特異的な
機能を担っているという報告がある。すなわ
ち、細菌が感染した細胞内における Rab タン
パク質群の挙動をリアルタイムに可視化し、
オートファジーに関わる Rab タンパク質を
同定・機能解析することで、免疫システムと
してのオートファジーの膜動態の全容を解
明できるのではないかと考えた。 
 
 

２．研究の目的 
免疫システムとしてのオートファジーの膜
動態を解明することを目的とし、A 群レン 
サ球菌を分解するオートファジーの膜輸送
を制御する分子群を同定し、その挙動・機能
を明らかにする。特に、細胞内膜輸送を司る
主要なタンパク質群、低分子量 G タンパク
質 Rab に着目し、細菌が感染した細胞内に
おける Rab タンパク質群の挙動をリアルタ
イムに可視化し、オートファジーにおける機
能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究は、免疫システムのオートファジーの
膜動態解析を行うため、Rab ファミリータン
パク質に着目し、下記の項目 1〜6 の順に遂
行する。 
1. Rab の発現系の構築  
哺乳細胞において Rab ファミリータンパク
質は約 60 種が同定されており、細胞内の複
雑な膜輸送系を時間的・空間的に制御して
いることが明らかとなっている。しかし、
オートファジーにおける Rab の機能につい
ては未だ知見が少ない。そこで、網羅的に
Rab の解析を行うため、Rab の可視化を行う
ための GFP 融合発現体、mCherry 融合発現
体の作製や、miRNA-RNAi 発現系を用いたノ
ックダウン系を構築する。発現体の構築は
ヒト上皮細胞ライブラリーや単球由来のラ
イブラリーを用いて行う。 
2. 細菌感染時のオートファゴソームに局

在する Rab の同定  
上記 1 で作製した Rab を発現させた細胞に A
群レンサ球菌を感染させ、形成されるオート
ファゴソーム（マーカータンパク質として
LC3 を使用する）と Rab との局在を、共焦点
レーザー顕微鏡（現有設備）を用いて観察す
ることで、細菌分解オートファジーに関わる
Rab の同定を試みる 
3. Rab のオートファジーにおける機能の

解析  
上記１で作製した Rab の恒常的 GDP 結合型
（ドミナントネガティブ体）および恒常的
GTP 結合体（ドミナントアクティブ体）の変
異体発現系も構築する。こうした変異体およ
び miRNA-RNAi 発現系を用いた条件下で感染
実験を行い、共焦点レーザー顕微鏡観察によ
りオートファゴソームの形成率、面積、リソ
ソームとの融合率を測定することにより、そ
の Rab がオートファゴソームの初期形成、拡
大化、リソソームへの輸送など、どの段階を
制御しているのかを調べる。また、感染後経
時的に細胞溶解液を寒天培地に撒き、コロニ
ー数を測定することで、細胞内生細菌数の推
移を数値化する。 
4. 菌感染生細胞を用いた Rab のオートフ

ァジー制御解析(タイムラップス観察)  
生細胞のまま蛍光観察のできる共焦点レー
ザー顕微鏡（現有施設）を用いて、蛍光タン
パク質を付した Rab やオートファゴソーム



マーカータンパク質を発現させた生細胞に
菌を感染させ、生細胞のままタイムラップス
撮影を行い、実際のオートファジーの膜動態
の制御を可視化する。 
5. Rab の新規エフェクター探索とその機

能解析  
プロテオーム解析によりオートファジー制
御に関わる Rab のエフェクターを同定する。
具体的には、MEF タグ（myc-TEV-Flag タグ）
を付した活性型 Rab を細胞で発現させ、菌を
感染後、免疫沈降法により活性型 Rab を精製
し、共沈してきた相互作用因子を TOF-MAS に
より解析する。非感染細胞の結果と比較する
ことで、感染時特異的なエフェクターの取得
が可能となる。同定されたエフェクター候補
タンパク質については、相互作用解析、ノッ
クダウン解析により機能を明らかとする。 
6. サルモネラ、リステリア、赤痢菌感染モ

デルでのオートファジー解析  
項目 1から 4で明らかとなった機構が他の細
菌に対するオートファジーにおいても共通
の機構であるのかどうかを調べる。サルモネ
ラ感染に関してはマクロファージ様細胞の
RAW264.7 細胞を使用する。A群レンサ球菌感
染時同様に、菌を取り囲むオートファゴソー
ムへの Rab の局在解析、miR-RNAi 発現系およ
びドミナントネガティブ体発現系を用いて
オートファゴソームの形成率、面積、リソソ
ームとの融合率、細胞内生細菌数を測定する。 
 
４．研究成果 
(1)細菌分解オートファジーに関わる Rab 
GTPase の局在スクリーニング 
哺乳細胞でこれまでに同定されている Rab 
GTPase 60 種について、EmGFP 融合タンパク
質をクローニングし、それらと mCherry 融合
オートファゴソームのマーカータンパク質
LC3を発現させたHeLa細胞にA群レンサ球菌
を感染させ、共焦点顕微鏡にて局在観察を行
った。各 Rab タンパク質のオートファゴソー
ムに局在する割合を算出した。栄養飢餓時の
オートファゴソームに局在する割合も算出
した。この結果から、栄養飢餓時にはオート
ファゴソームに局在しないが、細菌感染時に
はこれに局在するRabタンパク質を明らかに
した。 
(2)Rab9A と Rab23 の機能解析 
Rab9A と Rab23 の詳細な局在解析を行った結
果、Rab9A は A 群レンサ球菌を分解するオー
トファゴソーム（GcAV と呼ぶ）に感染後期に
おいてより高頻度で局在していた。さらに
miR-RNAiシステムによりRab9Aの発現を抑制
した結果、菌の侵入率および GcAV の形成率
は変化しなかったが、GcAV のサイズが有意に
減少しており、GcAV とリソソームの融合も抑
制されていた。加えて、菌の分解能も阻害さ
れていた。また、GDP 結合変異体、GTP 結合
変異体を用いて解析の結果、こうした Rab9A
の局在・GcAV 拡大化・リソソーム融合は、
GTPase 活性依存的であることが示された。一

方で、Rab23 は感染前期の GcAV に高頻度で局
在し、GcAV の形成自体への関与が示唆された。
Rab9A と Rab23 はどちらも、栄養飢餓時のオ
ートファゴソームには局在せず、ノックダウ
ンの影響も観察されなかったことから、細菌
分解時のオートファジーの特異的な制御因
子のひとつであることが示唆された（下図）。
この成果は Cellular Microbiology 誌に投稿
した(2012)。 
 

 
(3)Rab17 の機能解析 
Rab17 は GcAV 上でドット状に局在しており、
リサイクリングエンドソーム(RE)のマーカ
ータンパク質であるトランスフェリンレセ
プター(TfR)とこのドット上で共局在を示し
た。生細胞のタイムラプス解析の結果、この
Rab17陽性ドットは成長するGcAVにリクルー
トし、融合していることが示された。また、
Rab17 の活性変異体の発現により、GcAV-RE
融合および GcAV 形成が阻害され、菌の分解
も抑制された。以上の結果から、Rab17 は
RE-GcAV の融合を制御しており、RE は GcAV
の重要な膜成分源の一つであることが示唆
された。加えて、Rab17 の正の制御因子であ
る Rabex-5 も同様に GcAV 上に局在し、ノッ
クダウン解析により、RE-GcAV 融合に関与す
ることが示された（下図）。 
この成果は Cellular Microbiology 誌に投稿
した（2014）。 

 

(4)Rab30 の機能解析 
Rab30 は感染時のみでなく、飢餓時において
もオートファゴソームに局在するRabである
ことが新たに明らかになった。Rab30 は感染
前はゴルジ体に局在し、ゴルジ体の形態維持
に機能する。しかし感染時には、GcAV にリク



ルートし、GcAV 形成に関与していることが示
唆された。Rab30ノックダウンもしくはRab30
の活性変異体発現細胞においては、形成され
たGcAVの形態(LC3の局在バランス)が崩れて
いたことから、Rab30 は GcAV の膜安定化に寄
与していることが示唆された。 
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