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研究成果の概要（和文）：オートファジーを制御するPI3キナーゼの調節因子であるBeclin-1に結合するRab 
GTPaseを免疫沈降法で網羅的にスクリーニングした結果、Rab3B、Rab6C、Rab12、Rab13、Rab26がbeclin-1と結
合していることを明らかにした。Rab26はリソソームに局在していることが明らかになった。また、Rab26ノック
ダウンマクロファージではLPS誘導オートファジーが亢進していることが明らかになった。以上の結果は、Rab26
はRab39aと同様にBeclin-1に結合して、LPS誘導オートファジーを負に制御しているRab GTPaseであることを示
唆する。

研究成果の概要（英文）：We screened Rab GTPase for regulators of LPS-induced autophagy. We have 
already identified that Rab39a binds to Beclin-1, PI3 kinase regulator and negatively regulates 
LPS-induce autophagy In this study, we found that Rab26 binds to Beclin-1 by immunoprecipitation 
analysis. Fluorescence microscopy analysis revealed that Rab26 localizes to lysosomes. Knock-down 
analysis showed that Rab26 negatively LPS-induced autophagy.

研究分野： 感染免疫
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１．研究開始当初の背景 

本研究の目的は、LPS 誘導性オートファジー

を制御する小胞輸送機構を解明することであ

る。敗血症ショックは、グラム陰性細菌細胞

壁成分である内毒素、LPS がマクロファージ

や単球、血管内皮細胞を刺激して、その結果

産生される炎症性サイトカインによって起こ

る過剰反応である。一方で、過剰なサイトカ

イン産生はオートファジーを誘導することに

よって抑制されている。さらに、LPS による

オートファジー誘導機構は、貪食された微生

物の殺菌、分解、および抗原提示能を促進す

ることが知られている。近年、LPS 誘導性オ

ートファジーにおける小胞輸送機構は、古典 

的オートファジー誘導機構とは異なることが

明らかになりつつある。すなわち、LPS 誘導

性オートファジーは、PI3 キナーゼ活性や

Atg5 などの古典的オートファジー経路には

依存的しないが、オートファジーアダプター

タンパク質であるp62/SQSTM1(p62)に依存し

てオートファゴソーム形成が行われることが

明らかになっている。 

これまで、応募者は結核菌感染マクロファー

ジにおける小胞輸送機構の解明を行ってきた。

その過程において、ファゴソーム成熟を制御

するRab GTPase のひとつであるRab39a の

LPS 誘導性オートファジーにおける機能を明

らかにした。 

以上の結果は、Rab39a はBeclin-1 に結合し

て、LPS 誘導性オートファジーを負に制御し

ている因子であることを示唆する。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、LPS 誘導性オートファジー

を制御する小胞輸送機構の解明することであ

る。Small G proteinであるRab GTPaseに着目

手して、オートファジーを制御しているPI3

キナーゼの調節因子であるBeclin-1に結合す

るRab GTPaseをスクリーニングして、

Beclin-1の制御因子を同定する。また、

Beclin1-1に結合するRab GTPaseのLPS誘導オ

ートファジーにおける制御機構を明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

1. Rab GTPase ライブラリーの構築 

Rab GTPase は 60 以上のファミリー遺伝子か

ら構成されている。本研究では GFP 融合 Rab 

GTPase ライブラリーを構築した。 

2. Beclin-1 と結合する Rab GTPase の同定 

GFP 融合 Rab GTPase と HA タグ融合 Beclin-1

を発現する HEK293 細胞を用いて、抗 GFP 抗

体で免疫沈降法を行った。 

3. Rab26 の CRISPER/Cas9 によるノックアウ

トマクロファージ細胞の構築 

LentiCRISPR/Cas9 を用いて、Rab26 ノックア

ウト Raw264.7 マクロファージを構築した。 

4. レジオネラ菌の新規エフェクタータンパ

ク質の同定 

HEK293 細胞でレジオネラ菌のエフェクター

候補タンパク質を発現して、免疫沈降法と

LC-MS/MS によって、レジオネラ菌のエフェク

ター候補タンパク質に結合する宿主タンパ

ク質をスクリーニングした。 

 

４．研究成果 

Beclin-1 と結合する Rab GTPase の同定 

これまでの研究で Rab39a は Beclin-1 に結合

して、LPS 誘導性オートファジーを負に制御

していることを明らかにしている。本研究で

は、新たな LPS 誘導性オートファジーを制御

する Rab GTPase の探索を行った。免疫沈降

法によって、Beclin-1 と結合することが明ら

かになった Rab GTPase として、Rab3B、Rab6C、

Rab12、Rab13、Rab26 が明らかになった。ま

た、これらの Rab GTPase のみを発現した

HEK293 においても、免疫沈降法で Beclin-1

と結合することことも明らかにした。Rab26

は Rab39a と同様にリソソームに結合するこ

とを明らかにした。CRISPR/Cas9 によって、



Rab26をノックアウトしたRaw264.7マクロフ

ァージではLPS誘導オートファジーが亢進し

ていることが明らかになった。以上の結果は、

Rab26 は新たに発見されたリソソーム局在す

るLPS誘導性オートファジーを負に制御する

因子であることを示す。 

本研究過程で、レジオネラ菌の新規エフェク

タータンパク質を宿主標的タンパク質と同

時に同定する方法を開発した。 

Legionella pneumophila（レジオネラ菌）

は、レジオネラ肺炎やポンティアック熱の

原因細菌である。レジオネラ肺炎は乳幼児

や高齢者、易感染性宿主では重症化しやす

く、無治療の場合において死亡率が高い

（10-30%）。レジオネラ菌はマクロファー

ジなどの食細胞に貪食されても、貪食され

た細胞内で増殖できる細胞内寄生性細菌で

ある。レジオネラ菌は感染宿主細胞内でエ

フェクタータンパク質を分泌する。これら

のエフェクタータンパク質によって、レジ

オネラ菌が含まれるファゴソームは小胞体

様に改変されて、増殖ニッチが形成される。

これまでの研究によって、Dot/Icm 分泌装

置と呼ばれる IV 型分泌装置依存的にエフ

ェクタータンパク質がレジオネラ菌体内か

ら宿主細胞内に分泌されていることが明ら

かになっている。レジオネラ菌ゲノム上の

約 3100 遺伝子のうち、400 遺伝子以上が

エフェクタータンパク質であるが、その多

くの機能は明らかになっていない。本研究

では、これまで宿主細胞内で発現すること

が明らかになっている 275のエフェクター

タンパク質の宿主標的タンパク質を探索し

た。HEK293 細胞で FLAG タグ融合エフ

ェクタータンパク質を発現させて、免疫沈

降法でエフェクタータンパク質を精製した。

精製したエフェクタータンパク質のトリプ

シン処理を行い、LC-MS/MS で解析するこ

とによって、エフェクタータンパク質に結

合している宿主タンパク質を同定した。そ

の結果、25 以上の宿主標的タンパク質が明

らかになっていなかった新規エフェクター

タンパク質を明らかにすることができた。

これらの宿主標的タンパク質には小胞体の

小胞輸送に関与するタンパク質である

VCP や COPI 複合体などが含まれる。以上

の結果は、新規レジオネラエフェクタータ

ンパク質候補とその宿主標的タンパク質を

同定できることを示す。 
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