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ト特集団 虫の 生体 防御メカニズムの問矧 | 
カーイコをモデル宿主とする

白然免疫・感染症研究の最前線
一昆虫サイト力イン Paralyticpeptideの機能解明を中心lζ-

石井健一 1.浜本洋 2・関水和久 2.事

1 The Salk Institute for Biological Studies 2東京大学大学院薬学系研究科

クパエ Sarcophaga(Natori， et al.， 1999， Okada and Natori， 

1983，1985)，及び大型の鱗麹目毘虫である Cecropia(Boman，

et al.， 1991， Boman， et al.， 1974， Faye， et al.， 1975)の体液

(hemolymph) に含まれる「抗菌ペプチド」の発見を契

機に大きく発展した。抗菌ペプチドは，ヒトを含む幅広

い生物種で多数見出され，液性免疫因子としての殺菌効

果だけでなく，細菌内毒素の中和 (Okemoto，et al.， 2002) 

やガン細胞の殺傷(Akiyama，et al.， 2000， Akiyama and 

Natori， 2003) といった多様な生理活性をもつことが知

られるようになった。 1990年代に入り，ショウジョウ

バエにおいてそれまで匪発生時の背腹軸形成に必要であ

ると報告されていた Toll受容体 (Anderson，et al.， 1985a， 

Anderson， et al.， 1985b))が，細菌 ・真菌感染による抗菌

ペプチド産生を制御することが示される (Lemaitre，et al.， 

1996)と，日南乳動物における Toll様受容体の報告(Hoshino，

et al.， 1999， Poltorak， et al.， 1998， Qur巳shi，et al.， 1999， Yang， 

et α1.， 1998)が相次ぎ，上述した自然免疫系の高度な保

存性が広く提唱されるに至った。さらに，毘虫の体液中

に存在する血球細胞 (hemOCy1es)は，細胞性免疫応答(包

囲または貧食作用)により異物を排除する (Lavineand 

Strand， 2002)。これら個々の自然免疫応答の活性化機構

については， 90年代後半から 2000年前半にかけて，ショ

ウジョウパエ，ゴミムシダマシ，及びカイコ等の昆虫を

用いて盛んに研究され，液性・細胞性免疫の各経路に関

わる分子が多数同定されてきた (Hoffmannand Reichhart， 

2002， Lemaitre， et al.， 1995， Park， etα1.， 2010， Tanaka， et al 

2008)。

宿主生物が効率的に病原性微生物を排除する上で，こ

れらの異なる免疫応答の協調的な誘導が重要である と考

えられる。晴乳動物においては， Iサイトカイン」と呼
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はじめに

生物は，環境中の病原性微生物による感染の危険に常

時晒されている。重篤な感染症は，宿主となる生物に対

し，活動量の低下，恒常性の破綻，または死をもたらす。

従って，宿主生物が健康な状態を維持しながら生存する

上で，感染症から身を守るための「免疫系」は必要不可

欠である。動物の免疫系は， I自然免疫系」と「獲得免

疫系」に大別される。そのうち前者は，感染の初期に働

き，より特異性の高い種々の応答を順次誘導することに

より，病原性微生物の活動を早期に抑え込む。このよう

な自然免疫系の仕組みを解明する乙とは，感染現象を理

解し，それを克服する上で重要であると考えられる。

毘虫は，獲得免疫系を担う「抗体」を産生する器官を

もたず，自然免疫系に依存している。乙の自然免疫系の

構成要素は，毘虫から晴乳動物まで多くの生物種聞で保

存されている。これらを念頭に，我々は，毘虫であるカ

イコをモデル宿生とする自然免疫・感染症研究を通じて，

ヒトの感染症に対する新しい創薬基盤の構築を目指して

いる。本稿では，乙れまでに我々が明らかにしてきたカ

イコの自然免疫制御機構を中心に感染現象を多面的に

とらえた最新の知見を紹介したい。

2. 毘虫の自然免震系とサイト力イン

く
0 

∞ 
.j:>. 

zoω 
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昆虫の自然免疫研究は，遡ること四半世紀以上前，

*干113-0033 東京都文京区本郷7ふ l

東京大学大学院薬学系研究科微生物薬品化学教室

E-mail: sekimizu@mol.f.u-tokyo.ac.jp 

Tel: 03-5841-4820 



SANSHI-KONCHU BIOTEC Vol.84 NO.3 

ばれる一群の分子が免疫細胞聞の情報伝達を担ってい

る。さらに，晴乳動物では，rサイトカインネットワーク」

と呼ばれる情報網が形成され，多岐にわたる免疫応答聞

の複雑な制御老実現している。自然免疫だけに依存する

昆虫において，サイトカイン様分子を同定しその働きを

解明することは，自然免疫系における情報伝達の根幹の

理解に繋がると期待される。しかし， 2000年代後半まで，

「昆虫サイトカイン」の報告例は殆どなく，毘虫におい

て複数の自然免疫応答がどのように統合されているか，

不明な点が多く残されていた。

3.毘虫サイト力イン Paralyticpeptideによる

自然免疫制御機構

3.1. カイコにおける微生物感染と Paralyticpeptide活

性化反応の関係

後述のように，我々はカイコを感染モデル宿主として，

ヒトに対する病原性微生物による病態ならびに抗生物質

の治療効果に関する解析を進めていた (Hamamoto，et 

al.， 2004， Kaito， et al.， 2005)。その過程で我々は，高濃度

の細菌ならびに真菌をカイコ幼虫の体液中に注射する

と，全身の筋肉が収縮し，カイコが麻痔する現象を見出

していた。この細菌・真菌注射によるカイコの麻痔は，

神経伝達物質を直接投与した場合にみられる迅速な筋肉

収縮 (Sekimizu，et al.， 2005) とは異なる一方で，カイコ

のpara1yticpeptide (pp，麻庫ペプチド)により誘導さ

れる緩やかな， 5-10分間で進行する麻痔 (Ha，et al.， 

1999) と類似していた。乙の PPは元来，カイコの体液

を別のカイコに注射した際にみられる麻痔活性を指標と

して精製された生理因子である (Ha，et al.， 1999， Skinner， 

et al.， 1991) 0 PPは，不活性な前駆体として体液中に存

在し，何らかの刺激に応じてタンパク質切断を受けると，

23アミノ酸からなる活性型ペプチドを生じる(Kamimura，

et al.， 2001)。また PPは，血球細胞の伸展や筋肉の収縮

といった生理作用を示す (Nakahara，et al.， 2003) ことか

ら，カイコの生体防御に寄与すると推測されてきたが，

その生理的意義は不明で、あった。

我々は，上述の微生物感染により誘導される，カイコ

の筋肉収縮を伴う麻障に， PPの活性化反応が関与する

との仮説を立て，その検証に着手した。初めに，筋肉収

縮活性を定量的に解析するため，カイコ断頭筋肉標本に

重しを吊るし，試料注射前後の体長変化を測定する実験

系を構築した(図 lA)。乙の系を用いて，細菌と真菌の

細胞壁に含まれる糖鎖構造である peptidog1ycan(PG) 

または beta-g1ucan(BG)が，カイコの筋肉収縮を用量

依存的に誘導することが示された。次に我々は，この反
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応における活性型 PPの関与について検討した。カイコ

断頭筋肉標本に対する抗PP抗血清(活性型 PPの生理

活性を阻害する)による前処理は， PGおよび BGによ

る筋肉収縮の誘導を抑制した。また，これらの微生物由

来因子を生きたカイコに体液内注射すると，その体液中

で活性型 PPの産生が認められた。さらに， PGおよび

BGによる PP活性化反応の誘導には，体液中の生きた

血球細胞の存在，活性酸素種の産生，ならびにセリンプ

ロテアーゼの働きが必要であることが，各種阻害剤によ

る解析により判明した (Ishii，et al.， 2008)。これらの結

果より，微生物感染により体液中で PP活性化反応が誘

導され，それにより生じた活性型 PPがカイコの筋肉収

縮を引き起こすと考えられる(図 IB)。

カイコへの微生物感染により PP活性化反応が誘導さ

れることから， PPが免疫因子としてカイコの感染抵抗

性に関わると推測された。ヒトの日和見感染症の原因と

なる黄色ブドウ球菌をカイコに体液内注射すると，カイ

コは殺傷された。一方，化学合成された活性型PPを菌

液と同時にカイコへ注射したところ，カイコの殺傷が遅

延した。それに対し，抗PP抗血清による処理は，カイ

コの黄色ブドウ球菌による感染死を早めた。これらの結

果より， PP活性化反応が細菌感染に対するカイコの抵

抗性発揮に寄与すると考えられる (Ishii，et al.， 2008)。

3.2. 活性型 Paralyticpeptideにより誘導される液性・

細胞性免痘応答

次に我々 は， PPがどのような仕組みで宿主感染抵抗

性に寄与するか検討した。活性型 PP老体液内注射した

カイコから，主要な免疫組織である脂肪体と血球細胞を

摘出し，マイクロアレイ法による網羅的な遺伝子発現解

析を行った。その結果，多数の機能未知遺伝子と共に，

脂肪体では抗菌ペプチド，並びに血球細胞では貧食作用

に関わる接着因子や細胞内シグナル因子等の免疫関連遺

伝子が，活性型 PPの投与により発現上昇することが判

明した CIshii，etal.， 2010b)。さらに我々は，これら液性・

細胞'性免疫応答への PPの影響在それぞれ検討した。活

性型 PPを体液内注射したカイコの脂肪体において，一

酸化窒素 (NO)合成酵素の遺伝子発現が誘導され，セ

カンドメッセンジャーである NOの体液内濃度が上昇し

た。この NOが，ストレス応答性の細胞内シグナル経路

である p38MAP kinaseの活性化を引き起こし，抗菌ペプ

チド産生を導くことが示唆された (Ishii，etal.， 2013)oNO 

(Fo1巴yand O'Farrell， 2003)及びp38MAP kinase(Shinzawa， 

et al.， 2009)は，昆虫の自然免疫に寄与することが個々

に報告されていたが， NOの産生経路は特定されておら
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守合・・
図 1 病原性微生物により誘導されるカイコ Paralyticpeptideの活性化反応

リンプロテアーゼ群，並びに下流で働く細胞内シグナル

系を解明することにより，多機能な毘虫サイトカインで

ある PPがどのように宿主生物の感染抵抗性へ寄与する

かが明らかとなるであろう。また， PPにより発現変動

を受ける機能未知遺伝子には サイトカイン様因子を

コードするものが複数含まれていた (Ishii，et al.， 2010b)。

さらに， PP遺伝子周辺のゲノム領域は，他に 2種のサ

イトカイン様遺伝子をポリシス トロニックにコードする

ことが報告されている (Kanamori，et al.， 2010)。これら

のPPと関連するサイトカイン様因子を詳細に解析する

ことにより，昆虫でのサイトカインネットワークの存在
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ず (Rivero，2006)，昆虫サイトカインを介して両者が連

携して液性免疫系の情報伝達を担うことは知られていな

かった。また，血球細胞に関して，ln vltroで黄色ブドウ

球菌と血球細胞を共培養したところ， ppの添加濃度に

依存して細胞に取り込まれる細菌数が増大した。この血

球細胞による細菌貧食能の上昇は，in vivoでカイコに pp

を体液内注射した場合にも見られた (Ishii，et al.， 201 Ob)。

これらの結果は， ppが複数の免疫組織において液性・

細胞性免疫応答を活性化することにより，宿主体内から

の病原性微生物の排除が促進されることを示唆している

(図 2)。このように複数の免疫応答を同時に制御しなが

ら，宿主の感染抵抗性に寄与する毘虫サイトカインとし

て， ppは初めての報告例である。

最近，カイコと近縁の鱗麹目昆虫において， ppの相

同因子に関する知見が報告されている。Spodopteraex-

19uaの p1asmatocyte-spreadingpeptide (PSp)は eico-

sanoid類の産生に依存して血球細胞の伸展反応を促進す

る (Srikanth，et al.， 2011)。また，ショウジョウバエにお

ける PP様因子が同定され，抗菌ペプチド産生経路への

寄与が示唆されている (Tsuzuki，et al.， 2014， Tsuzuki， et 

al.，2012)0 PPとそのホモログ因子群は， epiderma1 growth 

factor (EGF)の受容体結合領域と立体構造上の類似性

を示し，哨乳動物の EGF受容体と交差反応する (Aizawa，

et al.， 2002， C1ark， et al.， 2001， Strand， et al.， 2000， Tada， et 

al.， 2003) 0 PPと相互作用する昆虫由来因子の報告があ

る一方で (Ohnishi，et al.， 2001)，これらが機能的な内因

性受容体として働くか，更なる検証が待たれる。推定上

のPP受容体を初めとして 上流で活性化反応を担うセ
zoω 

図2.活性型 Paralyticpeptideにより誘導される自然免疫応
包主
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が示され，自然免疫系における時空間的制御の全体像が

浮かび上がると期待される。

4.セラチア菌による自然免疫抑制と Paralytic
peptideの関係

毘虫は晴乳動物と比べて飼育コストと倫理的障壁が低

いことから，多数の実験動物を必要とする感染症研究に

有用であると考えられる。さらに，カイコには，体サイ

ズが大きいため血球細胞や組織の摘出 CNakahara，et al.， 

2009)や注射等の薬理実験が容易であること CHamamoto，

et α1.， 2004， Hamamoto， et al.， 2009) ，また，圏内での養蚕

業の歴史から飼育環境が整備され，突然変異系統の維持

や遺伝子組み換え技術の開発が盛んになされていること

CKi)叫 etal.， 2014， Osanai-Futahashi， et al.， 2012， Tamura， et 

al.， 2000， Tsubota， et al.， 2014a， Tsubota， et al.， 2014b)，と

いった他のモデ、ル昆虫には無い利点がある。そこで我々

は，カイコをモデル宿主として，ヒトの感染症を引き起

こす種々の病原性微生物に関する病態モデルを構築し，

それらの病原性発現機構の解明 CIshii，et al.， 201 Oa， Kaito， 

et al.， 2005， Kaito， et al.， 2011， Matsumoto， et al.， 2012， 

Matsumoto， et al.， 2010)，並びに治療活性物質の探索

CHamamoto， et σ1.，2015， Orihara， et al.， 2008， Paudel， et al.， 

2012， Paudel， et al.， 2013)を進めている。最近我々は，

乳幼児等の易感染患者に対して重篤な感染症を引き起こ

すセラチア菌 CSerratiamarcescens) について，カイコ

感染モデルを用いた解析を進める過程で，本細菌が自然

免疫応答を抑制することにより病原性老発揮する局面

を捉えることに成功した CIshii，et al.， 2014a， Ishii， et al.， 

2014b， Ishii， et al.， 2012)0 PPを中心とする自然免疫系と

病原性細菌との攻防，また医薬分野におけるカイコの新

しい利用法の一例として，以下に研究成果を紹介したい。

ヒトの感染症を引き起こす病原性細菌をカイコ幼虫の

体液内に注射すると，カイコは数日以内に感染死する。

代表的な病原性細菌である黄色ブドウ球菌，緑膿菌，及

び腸管出血性大腸菌に至るまで， 5齢2日目のカイコ l

匹を殺傷するために必要な菌数は，殆どの場合 10
6から

10
7のオーダーである CKaito，et al.， 2002， Miyashita， et al.， 

2012， Miyashita， et al.， 2014， Miyashita， et al.， 2015)。一方，

カイコに対するセラチア菌の LDso(lethal dose 50;感染

個体の半数を殺傷するのに要する菌数)は 10前後と測

定され，数個の細菌が体液中に侵入すると翌日には個体

が死亡することが判った。一方，セラチア菌の培養上清

をフィルター櫨過してカイコに注射しても，カイコは殺

傷されなかった。これらの結果より我々は，セラチア菌

は宿主の免疫系を回避する能力者E有し，そのために高い
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病原性を発揮できると推測した。

初めにカイコの自然免疫系とセラチア菌の病原性との

関係について解析する中で，セラチア菌と共培養したカ

イコ血球細胞が早期に死滅することが見出された。そこ

で，セラチア菌のゲノム中にトランスポゾンがランダム

に挿入された変異体約 1000株の中から，カイコ血球細

胞に対する殺傷能が低下したものを探索した。その結果，

細菌に特有の表層構造である lipopolysaccharideCLPS) 

と鞭毛の合成遺伝子が，カイコの血球細胞と個体に対す

る殺傷効果に必要であることが判明した CIshii，et al.， 

2012)。上述の PP活性化機構の解析により，病原体由

来成分による PP活性化の誘導には生きた血球細胞が必

要であることが判っていた CIshii，et al.， 2008)。この乙

とから，カイコの血球細胞がセラチア菌により死滅させ

られた場合，免疫刺激による PP活性化が抑制される，

と予想される。そこで，カイコ断頭筋肉標本にセラチア

菌と BGC上述の PP活性化反応を誘導する真菌細胞壁

成分)在共注射したところ， PPの活性化反応を伴う筋

肉の収縮が抑制された。一方，セラチア菌は，活性型

PPによる筋肉収縮を抑制しなかった CIshii，et al.， 2012)。

これらの実験結果は，セラチア菌による血球細胞殺傷が，

宿主の自然免疫系を抑制し，病原性の発揮に寄与するこ

とを支持している(図 3A)。

次に我々は，セラチア菌をカイコに体液内感染させた

際，体液中に遊離している血球細胞の数が大幅に増大す

ることを見出した。この反応はセラチア菌の培養上清の

体液内注射によっても誘導され，注射後 30分以内の早

期にみられた。このことから，セラチア菌が血球細胞の

接着性を低下させる物質を分泌するために，カイコ体内

の組織上から血球細胞が剥離してくる，と予想された。

そこで，生きたカイコの血液中で遊離血球細胞の数を増

大させる生理活性を指標に，セラチア菌培養上清からカ

ラムクロマトグラフィーによるタンパク質精製を行った

ところ， Serralysinと呼ばれるメタロプロテアーゼが同

定された。 Serralysinのリコンビナントタンパク質は，

カイコ体液中の遊離血球数を増大させ，zn Vl仰におけ

る血球細胞の固相面への接着を阻害した CIshii，et al.， 

2014a)。一方，先の遺伝子発現解析により， PPはカイ

コの血球細胞における接着因子の発現を誘導し，細菌に

対する貧食反応そ促進することが示されていた CIshii，et 

al吋 2010b)0Serralysin により invitroで処理した血球細

胞から膜画分を調製し，二次元電気泳動により分析した

ところ，タンパク質の検出パターンに変化が見られた。

これらの Serralysin処理により消失したシグナルを解析

したところ，血球細胞の接着性に関わる因子が同定され
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た。さらに， Serralysinは体液中での細菌の排除を抑制し，

serralysin遺伝子を破壊したセラチア菌変異株ではカイ

コ殺傷能が低下していた CIshii，et al.， 2014a)。従って，

セラチア菌は Serralysinメタロプロテアーゼを細胞外分

泌することにより，血球細胞の接着因子を分解し，宿主

生物の細菌排除能を低下させて重篤な感染症を引き起こ

すと考えられる(図 3B)。
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