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研究成果の概要（和文）：深海底熱水活動域における細胞外膜小胞の生態学的・進化学的機能を把握するため、
イプシロンプロテオバクテリア綱の化学合成独立栄養細菌が産生する細胞外膜小胞に内包される遺伝情報を明ら
かにした。分離したイプシロンプロテオバクテリアの単離株のうち、細胞外膜小胞の産生能が高い株を代表株と
して細胞外膜小胞内から精製した核酸をシーケンス解析した結果、細胞外膜小胞内にゲノム全体がほぼ均等に内
包されていることが明らかとなった。したがって、イプシロンプロテオバクテリアにおいて細胞外膜小胞を介し
た遺伝子伝播機構が存在する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To understand the ecological and evolutional functions of extracellular 
outer membrane vesicles in deep-sea hydrothermal environments, we analyzed the DNA content of 
membrane vesicles released by chemolithoautotrophic microorganisms which belong to the class 
Epsilonproteobacteria. We choose the strain which produces the most abundant vesicles as the 
representative strain from Epsilonproteobacterial isolates, and sequenced DNA purified from the 
membrane vesicles. We revealed that the strain released DNA within vesicles, which encoded broadly 
distributed regions of the genome. This suggests that membrane vesicles could have important 
implications for mechanisms of horizontal gene transfer in deep-sea hydrothermal ecosystems.

研究分野： 微生物生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、初期生命の誕生場所として考えられている熱水生態系で一次生産を駆動するイプシロンプロテオバ
クテリアにおいて、それらの産生する細胞外膜小胞があらたな遺伝子伝播因子として生態学・進化学的に重要な
役割を担う可能性を示しており、原始生命の進化プロセスに果たしてきた細胞外膜小胞の寄与の理解に繋がるこ
とが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 細菌の中でもグラム陰性細菌は、細胞外に直径約 20〜300 nm の膜小胞と呼ばれる小型・球
形の構造体を恒常的に分泌する。この際、細胞内に存在する様々なタンパク質・脂質・核酸など
が膜小胞内部に取り込まれ、他の細胞へ輸送・伝達されるため、物質輸送媒体として生物学的・
生態学的に重要な機能を担っている。特に、核酸の輸送は、異種細菌間における遺伝子水平伝播
により、受容菌への薬剤耐性やあらたな代謝機構の獲得をもたらすことから、細菌の環境適応や
多様化・進化において非常に重要な役割を担っている。 
 イプシロンプロテオバクテリア（綱）の化学合成独立栄養細菌は、世界各地の深海底熱水活動
域において、重要な一次生産者として最も普遍的に優占している系統群である。熱水環境に生息
するイプシロンプロテオバクテリアは、株レベルで多様なエネルギー代謝能を有しているが、そ
の多様な代謝能は系統関係を反映しないことから、代謝遺伝子が水平伝播により獲得されてき
たとの見方が有力である。上述の通り、細胞外膜小胞は近年、あらたな遺伝子伝播因子として注
目されており、イプシロンプロテオバクテリアにおいても細胞外膜小胞を介した遺伝子伝播機
構が存在する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、深海底熱水活動域において、多様なエネルギー代謝経路を持ち、ダイナミックな
熱水環境に適応したイプシロンプロテオバクテリア綱の化学合成独立栄養細菌について、細胞
外膜小胞に内包される遺伝情報の特徴を明確化した。 
 
３．研究の方法 
 
 イプシロンプロテオバクテリアを深海底熱水活動域から単離し、系統学的分類データを付与
することで培養株の整備を行うとともに、次世代シーケンサーを用いたシーケンス解析により
ドラフトゲノム配列を取得した。次に、単離菌株から細胞外膜小胞画分を分離し、細胞外膜小胞
の産生能の有無を明らかにするとともに、得られた細胞外膜小胞について形態学的特徴を明ら
かにした。細胞外膜小胞の産生量が多かった単離菌株を代表株とし、細胞外膜小胞に内包される
遺伝情報の特徴を明らかにした。 
 
４．研究成果 
 
(1) 深海底熱水活動域からのイプシロンプロテオバクテリアの単離・培養 
 沖縄トラフに位置する深海底熱水活動域から採取したチムニーやバクテリアマットなどの
様々な試料を用いて、分子系統レベルや代謝能が異なる多様なイプシロンプロテオバクテリア
計 38 株を単離した。このうち、より系統学的に分岐が早いと考えられる Nautilia 属 1 株, 
Nitratiruptor 属 6 株の計 7株のドラフトゲノム配列を決定した。 
 
(2) 細胞外膜小胞の産生能とその形態学的特徴 
 ドラフトゲノム配列を決定した単離菌株の培養液から、Optiprep を用いた密度勾配遠心法に
より細胞外膜小胞画分を分離・精製し、ネガティブ染色後、電子顕微鏡下で観察し、各単離菌株
の細胞外膜小胞の産生能の有無を調べた。その結果、調べた 7株のうち、Nautilia sp. YY08-34
株、Nitratiruptor sp. SB155-2 株, YY08-10 株, YY08-14 株および YY09-18 株においては、ウ
イルス粒子とは明らかに異なる不均一な大きさの球形の細胞外膜小胞が確認された(図 1、2)。
なかでも Nautilia sp. YY08-34 株は非常に多くの細胞外膜小胞を産生することが明らかとなっ
た。一方、残りの 2株である Nitratiruptor sp. YY08-13 株および YY08-26 株においては、上述
の球形の細胞外膜小胞に加え、細胞外膜小胞が鞘のような構造体に包まれており、nanopods や
nanotube と呼ばれる構造体と非常に類似していることが確認された(図 2)。株間で細胞外膜小
胞の産生量や形態に違いがみられたものの、調べた 7 株全てにおいて細胞外膜小胞の産生が認
められたことから、イプシロンプロテオバクテリアの生活史において細胞外膜小胞が重要な働
きを持っていると考えられた。 

 



図 1. Nautilia sp. YY08-34 株の細胞外膜小胞のサイズ分布 
 

             
図 2. Nautilia sp. YY08-34 株（左）および Nitratiruptor sp. YY08-13 株（右）の細胞外膜小
胞のネガティブ染色像。 
 
(3) 細胞外膜小胞内の遺伝情報解析 
 イプシロンプロテオバクテリアの単離株のうち、細胞外膜小胞の産生能が高い Nautilia sp. 
YY08-34 株を代表株として用い、精製した細胞外膜小胞から DNA を抽出した。微量核酸を増幅す
る方法として、① REPLI-g Mini Kit を用いて微量核酸増幅後にライブラリ作製、② KAPA 
HyperPrep kit を用いて微量 DNA からのライブラリ作製、の 2種類の異なる方法によりライブラ
リを作製し、次世代シーケンサーを用いてシーケンス解析を行った。その結果、どちらのライブ
ラリ作製法においても、Nautilia sp. YY08-34 株のドラフトゲノム配列と一致する配列が得ら
れ、細胞外膜小胞内に DNA 断片が内包されていることが明らかとなった。さらに、得られた配列
リード数から各機能遺伝子の含有量を定量化したところ、特定の領域に偏ることなく(プロファ
ージ領域を除く)、ゲノム全体がほぼ均等に細胞外膜小胞内に内包されていることが明らかとな
った。したがって、イプシロンプロテオバクテリアにおいても他の細菌と同様に細胞外膜小胞を
介した遺伝子伝播機構が存在することが示唆された。 
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