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３ 研究のねらい： 

生体内に侵入した病原性細菌は、通常貪食細胞によって捕捉され、生体内より排除さ

れる。このような貪食細胞は、取り込んだ病原性細菌をファゴソーム内に取り込み、その後にリソ

ソームとの融合を経て消化することにより、病原性細菌の生体からの排除を行っている。ところが

近年、多くの病原性細菌で，非貪食系の上皮細胞などの細胞内に侵入していることが明らかにさ

れてきた。通常好中球などの貪食細胞に補食された病原細菌は、食胞（ファゴソーム）に取り込ま

れ、やがてリソソームとの融合によって消化される。それでは、非貪食系細胞の細胞質内に脱出

した菌はどのように消化・排出されているのであろうか？細胞には、異物の排除機構としてファゴ

ソーム－リソソーム系以外に、通常細胞内小器官を分解するために利用される自食胞（オートファ

ゴソーム）というメカニズム（オートファジー）が存在していることが知られている。本研究では、この

オートファジーが細胞質内に侵入した病原性細菌の排除機構として機能しているのかどうか、ま

たどのようなメカニズムで菌を認識して排除しているのかについて明らかとし、感染防御機構にお

けるオートファジーの役割を明らかにすることを目的とする。 

 

４ 研究成果： 

（１） A 群レンサ球菌に対するオートファジーによる感染防御機構について 

A 群レンサ球菌感染症の発症には本菌の宿主への付着・定着因子が重要であることが

示されているが、宿主細胞への付着・侵入には、菌体表層にある M タンパクや、フィブロネク

チン結合タンパクなどの複数のタンパク成分や、ヒアルロン酸で構成される夾膜が関与してい

ることが報告されている。ところが、A 群レンサ球菌は、細胞内に高頻度で侵入することが報

告されているものの、他の細胞内寄生性細菌の様に細胞内で増殖するという報告は為され

ていない。そこで、A 群レンサ球菌を用いて、細胞内での動態とオートファジーの関与につい

て解析を行った。HeLa 細胞に GAS を感染させたところ、感染後１時間から、オートファゴソー

ムの膜マーカーである LC3 陽性の膜構造に覆われ、経時的に連鎖している菌を包む様に巨

大化した。同時に、オートファゴソーム形成に量が比例することが知られている LC3-II の経時

的な増加が認められた。また、感染後４時間で菌体を含む LC3 陽性膜構造のほぼ全てがリソ

ソームマーカーである LAMP1 陽性となり、リソソーム酵素阻害剤であるロイペプチンの添加

により細胞内の菌数の減少が抑制された。さらに、オートファゴソーム形成に必要な Atg5 遺
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伝子を欠失させた ES 細胞に GAS を感染させたところ、このような LC3 に囲まれる菌は全く観

察されず、かつ Apg5 正常細胞に比較して菌の分解が著しく抑制され約 80 倍の菌が回収され

た。これらの結果は、細胞内に侵入した GAS の多くがオートファゴソーム様構造に取り込まれ、

その後その構造とリソソームの融合によって分解されていることを示唆している。 

 また、オートファジーは細胞質内の分解機構であることから、A 群レンサ球菌が細胞質

内に脱出しているのか否かについて検討を加えた。A 群レンサ球菌は、リステリア菌の細胞

質内への脱出に必須な溶血毒素リステリオリシンOのホモログであるストレプトリシンO(SLO)

が存在する。リステリア菌ではリステリオリシンOによる貪食細胞での貪食胞からの脱出が知

られている。そこで、A 群レンサ球菌でストレプトリシン O の遺伝子破壊株を作製し、細胞質へ

の脱出とオートファジーによる捕獲について検討を加えた。SLO遺伝子破壊株では、感染後3

時間を経過した時点でもエンドソーム内に留まっているのに対して、親株では速やかに細胞

質への移行およびオートファジーによる捕獲が認められた。これらの結果は、A 群レンサ球菌

の細胞質への脱出にはSLOが必須であり、細胞質にSLOを用いて脱出した菌が選択的にオ

ートファジーにより取り込まれることが明らかとなった。 

（２） 黄色ブドウ球菌に対するオートファジーによる認識について 

A 群以外のレンサ球菌、およびブドウ球菌属の菌を用いて細胞内侵入性およびオートファ

ゴソームによる分解が起こりえるのか否かについて検討した。レンサ球菌属では、B 群レンサ

球菌、口腔内レンサ球菌に属する血清型の異なる２０株について検討を加えたが、いずれの

菌も上皮細胞には侵入性をほとんど示さず、オートファジーの誘導は認められなかった。次

にグラム陽性菌の代表菌株である、ブドウ球菌属について同様の解析を行った。ブドウ球菌

は、主に S. aureus（黄色ブドウ球菌）、S. epidermidis（表皮ブドウ球菌）、S. saprophyticus（腐

性ブドウ球菌）に大別される。このうち、S. epidermidis (20 株)、S. saprophyticus (５株)では、

細胞内侵入性が認められなかった。しかし、今回供試した黄色ブドウ球菌 12 株全てで細胞

内侵入性が認められ、いずれも巨大なオートファゴソーム内に菌が捕獲されていた。黄色ブ

ドウ球菌は、ヒトや動物の皮膚、消化管内などの体表面に常在し、通常は無害であるが、皮

膚の切創や刺創などに伴う化膿症や膿痂疹、毛嚢炎、セツ、癰、蜂巣炎など種々の皮膚軟

部組織感染症から、肺炎、腹膜炎、敗血症、髄膜炎などに至るまで様々な重症感染症の原

因となる。今回用いた 12 株の黄色ブドウ球菌は、全て分離場所および発症疾患が異なるも

のを用いているため、黄色ブドウ球菌も細胞内に侵入し、オートファジーのターゲットとなるこ

とを示していると考えられる。 

（３） オートファジーにより認識される細菌成分と細胞因子について 
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A 群レンサ球菌と黄色ブドウ球菌が細胞

内に侵入した後にオートファジーにより捕

獲されたが、なぜ“非特異的”な細胞質

の分解システムであるオートファジーが

“特異的”にこれらの菌を認識して捕獲す

ることができるのかについてさらに検討

を加えた。その結果、A 群レンサ球菌の

菌体表層の細胞壁画分がオートファジー

により認識されていた。A 群レンサ球菌

のトランスポゾンを用いたランダム変異

株を作製したところ、細胞壁合成酵素で

ある MurD、 MurE のプロモーター領域変

異株でオートファジーによる認識が著しく

阻害されることが明らかとなった。そこで、

さらに、この菌体成分を認識してオートフ

ァジーを誘導する細胞成分を明らかにす

るために、細胞質内の菌体成分認識分子である Nod-LRR ファミリー分子に着目してその

関与の解析を行った。Nod-LRR ファミリー分子に網羅的に miR-RNAi によるノックダウン

系を確立した。その結果、Nalp4、 Nalp10 分子のノックダウンにより効果的にオートファジ

ーの誘導の抑制、および菌の分解の抑制が認められたことから、細胞内では菌体の細

胞壁成分を認識してオートファジーが選択的に誘導されていることが明らかとなった（図

１）。 

図 1．Nalp4, Nalp10 は細胞質内の A 群レ

ンサ球菌の細胞壁画分を認識して、ASC

を介した complex を形成することでオート

 

 

５ 自己評価： 

本研究期間内に、A 群レンサ球菌、黄色ブドウ球菌といったグラム陽性菌の代表的な株が細

胞質内に侵入してオートファジーという本来は生理的に重要な分解システムを利用して効率

的に分解されていることを明らかにできた。しかし、当初の目標では、曖昧ながら菌体表層の

何らかのタンパク質成分が関与していると考えていたため、研究中期から後期にかけてその

分離に時間を費やしてしまったことが悔やまれる。 

その後に、細胞壁成分の関与が示唆されたために、その細菌側、細胞側双方からのア

プローチを開始したが、予想外に細菌側の細胞壁成分が認識されていることが明らかとなっ

てきた。残念ながら、細菌の細胞壁成分は、その構成成分や構成単位が明らかとなっている

ものの、本研究ではオートファジーに認識される最小成分の同定には至っていない。これは、

細菌の細胞壁成分の高次構造が非常に複雑な構造のために、人工合成物が MDP 単位まで

しか可能とはなっていないことに由来するが、この点については、さらに種々の変異株を用い
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て明らかにしたいと考えている。 

 また、オートファジーの誘導に関与する細胞側のファクターとして、現在注目を集めてい

る自然免疫系のレセプター群の関与が明らかになってきたのは研究の新たな展開として期

待できると考えている。特に、Nalp の遺伝子群は、ヒト細胞では 20 種類近くがゲノム解析の

結果から報告されているものの、その機能は現時点でもほとんどと言って良いほど明らかと

されていない。これらのレセプター群がなぜ多種細胞内に存在するのか、菌体成分の認識に

より宿主反応をどのように制御しているのか今後さらに研究を続けていきたいと考えている。 

 

６ 研究総括の見解： 

   生体内に侵入した病原細菌が生体内より排除される機構として、従来知られている貪食

細胞による排除機構とは別に、オートファジーと称する機構が存在することが最近明らかに

なってきた。本研究では、A 群レンサ球菌と黄色ブドウ球菌に対するオートファジーによる感

染防御機構について、極めて独創的な重要な新知見を見出し、感染防御機構においてオー

トファジーが重要な役割を担っていることを明らかにした。 
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