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研究成果の概要（和文）：PRIP(PLC-Related catalitically Inactive Protein) はオートファジーマーカーLC3と相互
作用し、アミノ酸飢餓によるオートファジーを調節する分子である。本研究では、黄色ブドウ球菌感染時におけるオー
トファジーにおけるPRIPの機能を解析した。その結果、PRIP遺伝子欠失（Prip-KO）ではオートファゴソーム数の増加
を認め、細菌を包含する未成熟なオートファゴソームが蓄積することが分かった。
以上の結果より、PRIP はオートファゴソームのリソソーム融合過程に関与し、オートファジーを介した細菌感染防御
機構を調節していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：PRIP (PLC-related catalytically inactive protein) interacts with both LC3 and 
GABARAP which are modulators of autophagy. We previously reported that PRIP regulates autophagic pathway 
triggered by amino-acid starvation.
In this study, we explored autophagic pathway in PRIP-deficient (Prip-DKO) cells infected with 
Staphylococcus aureus. LC3-positive autophagosome-like vacuoles (SAcAVs) in Prip-DKO cells enclosed more 
S. aureus than wild-type cells, suggesting that S. aureus proliferates in the SAcAVs of Prip-DKO cells. 
Then, autophagic flux was analyzed using an RFP-GFP-tagged LC3 and a lysosomal dye. Autophagosome 
maturation, the fusion between autophagosome and lysosome, was significantly inhibited in Prip-DKO cells.
These data indicate that PRIP mediates the fusion of SAcAVs with lysosomes and is a novel autophagy 
modulator which combats infection of pathogenic bacteria in host cells.
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１．研究開始当初の背景 
近年、非貪食性の細胞に細菌が侵入すると、

オートファジー系で捕獲・分解されるという

新たな異物排除機構が明らかとなり新たな

免疫機構として注目を集めている。オートフ

ァジーでは、不要になった細胞小器官等細胞

自身の一部または細胞内に侵入した病原体

等が、哺乳類では LC3（microtubule associated 
protein light chain 3）を含む二重膜からなるオ
ートファゴソームによって包まれ、それがリ

ソソームと融合して分解される。その一方、

Staphylococcus aureus（黄色ブドウ球菌）を含
む一部の病原体は、オートファゴソームに取

り込まれると、そこを自己増殖の場として利

用し、オートファジーの本来の分解排除機構

とは逆の結果を招くこともあり、様々な疾患

の原因となりうる可能性も示唆されている。

そのため、新しい感染防御機構を考える上で

その機序解明が切望されている。 
申請者らの研究グループが解析を進めて

いる PRIP（PLC-related catalytically inactive 
protein）は、新規の イノシトール 1,4,5- 三
リン酸[Ins(1,4,5)P3] 結合タンパク質である。
この分子は、ホスホリパーゼ C（PLC）-１
と類似の一次構造を有するが、PLC活性を持
たなかった。PRIP は InsP3/Ca2+シグナル調節

や、GABARAPと結合して GABAシグナリン
グに関与する。さらに我々は、GABARAP分
子が LC3 のホモログであることに着目して
調べたところ、PRIP と LC3 は結合すること
が分かった。 
そこで、我々は PRIP がオートファジーを
制御している可能性に気付き、まずアミノ酸

飢餓刺激によるオートファジーと PRIP の関
係をしらべた。その結果、PRIP 遺伝子欠失
（Prip-DKO）細胞では飢餓刺激によるオート
ファゴソームが増加していることが分かっ

た。しかし、その変化がオートファジーのど

の段階の違いによるものなのかは不明なま

まであった。さらに、細菌感染によるオート

ファジーと PRIP との関係については、まだ
研究されておらず、解明する必要があったの

で、本研究により明らかにすることにした。 
 
２．研究の目的 
 PRIPのターゲットが S. aureus感染刺激に
よるオートファジー経路のなかで何処にあ

るか明らかにする。 

まず、PRIPにより、オートファジーを介し
た細菌排除に変化があるか調べる。さらにそ

の変化がオートファジーのどの段階で生じ

ているか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Prip-DKO MEFの調整 
野生型、Prip-DKO マウスより各々胎児繊
維芽細胞（MEF）を調整して実験に使用した。 
(2) オートファゴソーム形成・成熟過程の可
視化 

RFP-LC3、RFP-GFP tandem-tagged LC3 を
MEFに一過性に発現させ、オートファゴソー
ム形成・成熟過程の可視化した。RFP-GFP 
tandem-tagged LC3を発現させた細胞では、オ
ートファゴソームの蛍光の変化によりオー

トファゴソームが可視化できる。細胞への遺

伝子導入は Amaxa Nucleofector 4D（Lonza, 
Basel, Switzerland）を使用した。 
(3) S. aureus感染実験 

15% FBS/DMEM/抗生剤不含培養液で培養
したMEFに対し、Trypcase Soy Brothにて振
とう培養した S. aureusを培養液に添加し、細
胞と共培養した。途中感染開始から 1.5 時間
後、培養液を 100 g/ml ゲンタマイシン含
/15% FBS/DMEMに変え、細胞外の細菌を不
活化してさらに培養を続けた。培養後の細胞

の固定には 4% パラホルムアルデヒド含有
リン酸緩衝生理食塩水を使用した。細菌の可

視化には DAPI、酸性オルガネラの検出には
LysoTracker（Life Technologies, Carlsbad, CA）
を各々使用した。 
(4) 細胞の観察 
固定した細胞の観察には、共焦点レーザー

顕微鏡（FV10i、オリンパス、東京）を用い
た。生細胞のタイムラプス観察時には、細菌

感染開始から 1.5 時間後に細胞外の菌体を
Lysostaphin（和光純薬、大阪）で除去した後、
フェノールレッド不含 DMEM/15% FBSに培
養液を交換し、蛍光顕微鏡（BZ-9000、キー
エンス、大阪）を用いて観察した。観察結果

解析には FV10-ASW （オリンパス、東京）、
BZ analyzer（キーエンス、大阪）を用いた。 

 

４．研究成果 

(1) Prip-DKO 細胞ではオートファジーによ
る S. aureus 排除は抑制されている。 



Prip-DKO MEFにRFP-LC3を遺伝子導入し
て発現させ、S. aureus感染によるオートファ
ジー誘導実験を行うと、細菌を含む RFP-LC3
陽性の autophagosome-like vacuoles（SAcVs）
は野生型 MEF に比べて巨大化し、１細胞あ
たりの細胞内の細菌数も増加していた（図

１）。すなわち、PRIP遺伝子が欠失すると S. 
aureusの排除が抑制され、細胞内で増殖する
ことが分かった。 

図１：1細胞内の S. aureusの数（上）と 1細胞あ
たりの SAcAV の中にある S. aureusの数（下）の
グラフを示す。Prip-DKO MEF では、細胞あたり
の細菌数が多く、SAcAVにふくまれる細菌数も多
いので、オートファジーによる菌の排除が抑制さ
れ、細菌内で増殖している（Harada-Hada et al., 2014
より引用）。 

(2) Prip-DKO 細胞では SAcVsとリソソーム
との融合の障害により酸性化が抑制される。 

次にMEFに RFP-GFP LC3を発現させ、タ
イムラプス観察を行なった。野生型細胞では、

LC3陽性 SAcVsのGFP蛍光が 60分程度で消
光し、オートファゴソームがリソソームと融

合することが分かった。しかし、Prip-DKO 
MEFでは、GFPの消光は 2–3時間経っても観
察出来ず、SAcVsとリソソームとの融合が著
しく障害されることが分かった（図２）。ア

ミノ酸飢餓刺激時において、Rab7 はオート
ファゴソームとリソソームの融合を促すと

いわれている。今回、Prip-DKO MEF では
Rab7が野生型MEFよりも SAcVsに多く局

在していた。また、LysoTrackerを用いて酸性
オルガネラ（リソソーム）を可視化すると、

Prip-DKO MEFでは、SAcVsの酸性化が抑制
されていることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２：右・オートファゴソームの GFPシグナルは
野生型MEFでは成熟して pHが下がると消失する
ため、黄色のオートファゴソームが赤色に変化し
てオートリソソームになる。一方、Prip-DKO MEF
ではオートファゴソームのままである。図内の白
い矢尻はオートファゴソーム、アスタリスクはオ
ートリソソームを示す（Harada-Hada et al., 2014よ
り引用）。 

以上の結果より、PRIP はオートファゴソ
ームのリソソーム融合過程に関与し、オート

ファジーを介した細菌感染防御機構を調節

していることが明らかとなった。今後はオー

トファゴソーム成熟過程にターゲットを絞

り、その分子メカニズムを解明していく。 
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