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研究成果の概要（和文）：NF-κB経路は抗菌ペプチドやサイトカインの産生を制御するシグナル伝達経路として、自然
免疫における中心的な役割を担っている。これまでに、生物に普遍的な自然免疫制御機構の新たな一面を明らかにする
ため、ショウジョウバエ幼虫における過剰発現スクリーニングを行い、抗菌ペプチドDiptericinの発現を誘導する新規
遺伝子であるCG8863を同定している。そこで本研究では、CG8863ノックダウン個体を用いた細菌感染実験により、CG88
63のNF-κB経路への関与を示した。さらにCG8863のほ乳類ホモログがIκBαのリン酸化を制御することでNF-κB経路の
活性化に寄与している可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：The NF-κB pathway is a phylogenetically conserved signaling pathway that has a 
central role for inflammatory and immune responses. Ｗe demonstrated that a co-chaperone protein CG8863 
is involved in the activation of the canonical NF-κB signaling in flies and in human cultured cells. 
Overexpression of CG8863 induced an antimicrobial pepide expression in Drosophila. Conversely, knockdown 
of CG8863 resulted in the reduced expression of antimicrobial peptides and higher susceptibility to 
Gram-negative bacterial infection in flies. Similarly, Toll-like receptor-stimulated IκB phosphorylation 
and NF-κB activation was supressed by the knockdown of human CG8863 in HEK293 cells. IKK-overexpession 
induced NF-κB phosphorylation was also compromised in the CG8863-knockdown cells. Our study reveals a 
novel conserved regulator of the NF-κB pathway acting at the level of IκB phosphorylation.

研究分野：自然免疫学

キーワード： NF-κB
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 NF-κB は，炎症誘導・免疫寛容・細胞死
抑制・二次リンパ組織の形成・発癌など，き
わめて多くの生理的・病理的現象に深く関与
する転写因子である．それゆえ，NF-κB の
活性化を導く刺激は多岐にわたり，その細胞
内シグナル伝達機構も複雑であるため，いま
だNF-κB活性化機構の全貌は把握されてい
ない．私たちは，NF-κB の活性化機構を明
らかにするため，ショウジョウバエを用いて
研究を行っている．細菌感染時における NF-
κBの活性化機構はショウジョウバエからヒ
トまで進化的に保存された経路である．ショ
ウジョウバエは，細菌感染時に NF-κB依存
的に抗菌ペプチドを産生することが知られ
ており，その NF-κB活性化を導く受容体と
して 1996年に Tollが同定されている．この
発見が哺乳類Toll-like receptor (TLR)の発見
へとつながって大きく研究が展開した．しか
し，受容体活性化から NF-κBの活性化にい
たる細胞内シグナル伝達機構はまだ充分に
解明されていないことから，私たちは約
10000系統の遺伝子過剰発現ショウジョウバ
エ系統を用いて，抗菌ペプチド発現誘導を指
標とした機能獲得型スクリーニングを行っ
た．それにより，新規遺伝子 CG8863を見出
した．すなわち，CG8863の過剰発現を行っ
たショウジョウバエ個体において，NF-κB
依存的な抗菌ペプチド発現が誘導される．そ
の結果に一致して，CG8863の機能欠損ショ
ウジョウバエにおいては，細菌感染時に誘導
される 抗菌ペプチド発現が有意に減弱する．
そしてその変異個体は，通常は致死性のない
大腸菌などの感染に対して致死性を示す．
CG8863遺伝子は進化的に保存されたコシャ
ペロン遺伝子であり，哺乳類にもそのホモロ
グが存在することから，申請者らはその遺伝
子をmCG8863と命名している．興味深いこ
とに，哺乳類培養細胞においても，TLR刺激
によるNF-κBの活性化にmCG8863が必要
であることが私たちの実験によりわかった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，mCG8863が NF-κB経路の
活性化にどのように関与しているのか，その
分子機構を明らかにすることを目的として
研究を進めた． 
 
３．研究の方法 
 (1) mCG8863 RNAi 細胞における NF-κB 経
路因子のリン酸化状態の検討 
 NF-κB経路のシグナル伝達は，経路を構成
する因子が順番にリン酸化されることでシ
グナル伝達が行われる．具体的には，TLR5 に
刺激が入るとアダプター分子である MyD88，
IRAK1（Interleukin-1 receptor associate 
kinase 1）, IRAK4（Interleukin-1 receptor 
associate kinase 4），TRAF6（TNF receptor 
associated factor 6）などのリン酸化が誘
導され，最終的に IKK（Inhibitor kappa B 

kinase）複合体がリン酸化され，活性化状態
となる．NF-κB：RelA ヘテロ二量体と結合す
ることで核移行を阻害し，細胞質にとどめて
いる IκBα（Inhibitor kappa Bα）は活性
化状態の IKK 複合体によりリン酸化され，ポ
リユビキチン化を受けると共にプロテアソ
ームによる分解へと誘導される．IκBαが分
解されることで抑制の外れた NF-κB：RelA
ヘテロ二量体は核移行シグナル（NLS）が露
出することで核移行が可能になり，さらに
RelA がリン酸化などの翻訳後修飾を受ける
こと転写活性が上昇し，転写が行われる．こ
のようなシグナル伝達において，mCG8863 が
NF-κB 経路の活性化に寄与する因子である
場合，mCG8863 の RNAi によって活性化のシグ
ナルを抑制するとmCG8863より下流のNF-κB
経路を担う因子のリン酸化が抑制されると
考えられる．そこで，mCG8863 の RNAi を行っ
た HEK293 細胞においてフラジェリン刺激後
の NF-κB 経路を担う因子のリン酸化状態を
ウエスタンブロッティングにより検討した． 
本実験では，siRNA のトランスフェクション
により mCG8863 の RNAi を行い，フラジェリ
ンで刺激した HEK293 細胞から調製した細胞
溶解液を NF-κB 経路因子の抗体を用いたウ
エスタンブロッティングで解析した．NF-κB
経路因子のリン酸化が抑制されないコント
ロールとして，Non-Target siRNA を導入した
細胞の溶解液，NF-κB経路因子のリン酸化が
抑制されるコントロールとしてMyD88のRNAi
を行った細胞溶解液を用いた． 
 
 (2) mCG8863 RNAi 細胞における IKKβ過剰
発現時の NF-κB 経路因子のリン酸化状態の
検討 
 前節での解析により，mCG8863 の RNAi を行
った細胞では，フラジェリン刺激を行った際
の IκBαのリン酸化および減少が抑制され
ること，RelA（NF-κB p65）のリン酸化が抑
制されることが明らかとなった．しかし，I
κBαより上流の因子に関しては，フラジェ
リン刺激による内在性分子のリン酸化状態
の変化がウエスタンブロッティングで検出
ができなかった（データ示さず）ため，
mCG8863が IκBαのリン酸化を抑制出来るよ
うな NF-κB 経路上流のどこで作用している
かは明らかになっていない．そこで，mCG8863
が NF-κB 経路活性化のどの段階で作用して
いるのかを示すため，mCG8863 の RNAi を行っ
た細胞で IκBα上流の因子の過剰発現実験
を行う事とした．通常，NF-κB経路の因子を
過剰発現した場合，下流の因子にシグナルが
伝達され，NF-κB が活性化される．しかし，
mCG8863 の RNAi が同時に行われていた場合，
過剰発現した因子がmCG8863の下流で活性化
に関与している因子であれば NF-κB 活性化
は通常通り起こるが，mCG8863 の上流または
同段階で活性化に関与している因子であれ
ばNF-κB活性化は抑制されると考えられる．
本実験では，mCG8863 の RNAi と NF-κB 経路



の因子の過剰発現を組み合わせることで
mCG8863のNF-κB活性化への関与段階の決定
を試みた． 
本実験は前節同様の方法で mCG8863 の RNAi
を行った後に NF-κB 経路因子の過剰発現ベ
クターを導入した HEK293 細胞から調製した
細胞溶解液を NF-κB 経路因子の抗体を用い
たウエスタンブロッティングで解析した．コ
ントロールとして Non-Target siRNA を導入
した細胞の溶解液，過剰発現する因子の上流
の RNAi を行う（過剰発現による下流因子の
活性化が抑制されない）コントロールとして
MyD88 の RNAi を行った細胞溶解液を用いた． 
 
(3) フラジェリン刺激時の細胞における NF-
κB経路因子による免疫沈降 
 前節までの解析で，mCG8863 の RNAi により
IκBαのリン酸化が阻害されることや IKKβ
過剰発現時にも NF-κB 経路の活性化が抑制
されることが明らかとなった．これらの実験
結果から，mCG8863 は NF-κB 経路において，
IKK複合体がIκBαをリン酸化する段階でそ
れらの因子のもとにリクルートされ，何らか
の寄与をしている可能性が考えられる．そこ
で，本実験では mCG8863 と IκBαなどの因子
が NF-κB 経路活性化時に相互作用している
ということを示すため， NF-κB 経路因子の
抗体を用いた免疫沈降を行い， mCG8863 との
相互作用について検討した． 
本実験ではフラジェリン刺激により NF-κB
経路を活性化した HEK293 細胞のタンパク抽
出液において NF-κB 経路因子の抗体を用い
た免疫沈降を行い，NF-κB 経路活性化時の
mCG8863 との相互作用について検討した．コ
ントロールとしてはフラジェリン刺激をし
ていない HEK293 細胞のタンパク抽出液を用
いた． 
 
４．研究成果 
 (1) mCG8863 RNAi 細胞における NF-κB 経
路因子のリン酸化状態の検討 
 mCG8863 の RNAi を行った細胞溶解液では，
コントロールの細胞溶解液と比べてフラジ
ェリン刺激後の IκBαのリン酸化が顕著に
抑制されており，加えて IκBα自体の量の減
少や RelA（NF-κB p65）のリン酸化も抑制さ
れていた． 
この結果から，mCG8863 は IκBαのリン酸化
より上流で NF-κB 経路の活性化に寄与して
いる可能性が示唆された． 
 
 (2) mCG8863 RNAi 細胞における IKKβ過剰
発現時の NF-κB 経路因子のリン酸化状態の
検討 
 mCG8863 の RNAi を行った細胞溶解液では
IKK 複合体のキナーゼ活性を担うサブユニッ
トである IKKβを過剰発現した際に，IKK 自
体のリン酸化状態はコントロールと比べて
変化しないにもかかわらず，RelA（NF-κB 
p65）のリン酸化状態はコントロールと比べ

て顕著に抑制されていた． 
この結果から，mCG8863 は IKKβの下流で NF-
κB の活性化に寄与している可能性が示唆さ
れ、前節の結果と合わせて考えると，mCG8863
は IκBαのリン酸化に必要な因子である可
能性が高いと考えられる． 
 
(3) フラジェリン刺激時の細胞における NF-
κB経路因子による免疫沈降 
 IκBαの免疫沈降により，mCG8863 が共沈
降され，その共沈降はフラジェリン刺激依存
的に増大した．  
この結果から，mCG8863 と IκBαの物理的相
互作用は NF-κB 経路活性化時に増強される
可能性が示唆された．また，前節までの結果
を合わせて考えると mCG8863 が NF-κB 経路
の活性化により IκBαのもとにリクルート
され，IKK 複合体によるリン酸化を補助して
いるという可能性が考えられる． 
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