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研究成果の概要（和文）：翻訳伸長因子（EF-Tu）は，乳酸菌をはじめとする多くの腸内細菌において細胞外へ
分泌され，細胞表層にとどまることで腸管定着因子としての機能を発揮するタンパク質である。しかし，これま
でEF-Tuの細胞外への分泌機構はほとんど不明であった。本研究では，EF-TuのC末端に保存される特定のアミノ
酸依存的に膜輸送経路により分泌される，EF-Tuの新たな分泌機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Several cytoplasmic proteins such as elongation factor Tu (EF-Tu), which 
lack a typical N-terminal export signal sequence, have been found to be localized outside the cell 
in several Lactobacillus strains. EF-Tu often exert additional functions as a bacterial adhesion 
factor. However, the mechanism underlying the N-terminal typical signal sequence-independent export 
of these cytoplasmic proteins is largely unknown. Here we identified the secretion of EF-Tu depends 
on the C-terminal sequence containing certain hydrophobic amino acid residues and that the sequence 
contributes to the membrane export processes. This study improves our understanding of the 
Lactobacillus colonization strategy in the intestinal environment.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EF-Tuは腸内細菌の定着因子として注目されてきたが，分泌経路が不明であるため，定着因子としての機能的役
割の解析は，各菌株の現象論の域にとどまっていた。EF-Tuの新たな分泌シグナルの特徴づけと本配列を介した
分泌経路を見出したことは，EF-Tuを介した腸内細菌の定着プロセスを理解するうえで重要な知見を提供する。

※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 
乳酸菌をはじめとするヒト腸内共生細菌にとって，菌体表層の付着因子(アドヘシン)を介した
腸管への定着は，重要な生存戦略のひとつである。アドヘシンの中には，既知の分泌シグナル配
列が無いにも関わらず，細胞外へと分泌されるタンパク質が数多く存在する。これらの多くは，
解糖系やタンパク質合成系ではたらくハウスキーピング因子が該当し，分泌された後に菌体表
層に留まることでアドヘシンとしての機能を発揮する。そのため，本来の機能に加え，異なる役
割を持つことからしばしば多機能タンパク質（ムーンライティングタンパク質）と呼ばれる。と
くに，Lactobacillus 属では，このようなタンパク質が多数同定されており，腸管定着における
関与が示されてきた。しかし，既知の分泌シグナル配列の無いこれらのタンパク質がどのような
分泌機構により細胞外へと移行するか不明であるため，ムーンライティングタンパク質のアド
ヘシンとしての役割は，特定の菌株における現象論の域に留まっており，これらの機能的役割を
正確に理解するためにも，分泌機構の解明が強く求められてきた背景がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では，Lactobacillus reuteri で見出されたアドヘシンのひとつ翻訳伸長因子
(Elongation Factor Tu, EF-Tu)に着目し，乳酸菌におけるシグナル配列非依存的なタンパク質
の分泌機構の解明を目的とした。本課題を立案するにあたり，EF-Tu の分泌機構について予備検
討を行ったところ，EF-Tu の分泌は，ATPase 阻害剤により低下する現象を見出した。さらに，EF-
Tu の C末端領域の欠損によっても分泌は著しく低下した。すなわち，EF-Tu の分泌は，既知の分
泌シグナル配列とは異なる配列またはアミノ酸残基依存的に，能動的な輸送経路により分泌さ
れるとの仮説を立てた。 
本研究は，EF-Tu における分泌シグナルの特徴づけと，EF-Tu の膜透過反応の証明を基盤とし
て，これまで不明であった EF-Tu の分泌機構を明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では，以下に示す研究項目を実施した。なお，当初の研究計画では，(2)に示した膜小胞
を介した分泌経路の評価と EF-Tu の in vivo 機能解析は予定していなかったが，研究課題の遂
行にあたり，科学的に重要かつ興味深い知見が得られると判断したので，追加項目として実施し
た。 
(1) EF-Tu の推定分泌シグナルの解析 
① EF-Tu の推定シグナルが異種タンパク質を輸送可能か評価するため，EF-Tu の C 末端領域
（EF-Tu-C）をβ-lactamase（Bla）に融合したキメラを作製し，Escherichia coli を宿主とし
てタンパク質を発現させ，ウエスタンブロッティングにより分泌を評価した。また，EF-Tu-C の
役割を詳細に評価するため，Bacillus subtilis，E. coli, L. reuteri を宿主として EF-Tu に
FLAGタグを導入した EF-Tu（EF-TuFLAG）を発現させた。次に，EF-TuFLAGのアミノ酸欠損体及び置
換体を作製し，ウエスタンブロッティングにより分泌を評価した。さらに，EF-Tu-C を基質とし
て，プロテオリポソームを用いた膜透過試験を実施することで，EF-Tu の推定分泌シグナルの膜
透過反応における役割を評価した。 
② E. coli を宿主として，複数の膜輸送装置のアミノ酸を置換した変異タンパク質を作製し，
置換システイン到達性評価により EF-Tu-C との相互作用を評価した。 
③ L. reuteri の分泌タンパク質をプロテオミクスにより解析した。L. reuteri JCM1081 野
生株と Sec変異株，各菌株の細胞外タンパク質を SDS-PAGE に供したのち，質量分析により各タ
ンパク質を同定した。 
(2) 膜小胞を介した EF-Tu の分泌と in vivo における機能解析 
① 膜小胞（MV）は，細菌のタンパク質分泌機構のひとつである。E. coli や Bifidobacterium
が産生した MVにも EF-Tu が含まれることを示唆するデータが得られたため，MVによる EF-Tu の
分泌についても検討した。さらに，MVによる EF-Tu の分泌と EF-Tu-C との関連性についても，
EF-Tu-C のアミノ酸変異体を用いた実験により評価した。 
② EF-Tu は乳酸菌のアドヘシンとして注目されてきたが，腸内でどのように機能するか明確
な結論は得られていない。そこで，蛍光ビーズに EF-Tu タンパク質を固定した疑似細菌をマウス
に投与し，組織透明化処理することで腸内での EF-Tu 固定蛍光ビーズの局在を評価する実験を
設定した。 
 
４．研究成果 
(1) EF-Tu の推定分泌シグナルの解析 
① Bla に EF-Tu-C を付加したキメラを E. coli に導入した。EF-Tu-C 依存的に Bla の分泌が確
認され，さらにE. coliにアンピシリン耐性を付与した。次にEF-TuFLAGを B. subtilis, E. coli，
L. reuteri に導入し，EF-Tu-C の欠損が分泌に及ぼす影響を確認したところ，いずれの菌株にお
いても EF-Tu-C の欠損は，EF-TuFLAGの分泌を著しく低下させた。すなわち，EF-Tu-C はグラム陽
性菌・陰性菌において共通した役割を持つことが推察され，さらに異種タンパク質の分泌シグナ
ルとしても機能することが明らかとなった。 
次に，EF-TuFLAGの特定のアミノ酸をアラニンまたはグリシンに置換した実験により，EF-Tu-C に
含まれる塩基性または疎水性のアミノ酸の置換体は，EF-TuFLAGの分泌を著しく低下させた。さら



に，プロテオリポソームを用いた膜透過試験から，EF-Tu-C に含まれるこれらのアミノ酸が膜透
過反応に必要であることが示された。 
② Secファミリーと EF-Tu の相互作用を評価したところ，上記で見出した EF-Tu-C のアミノ酸
が膜輸送装置との相互作用に寄与することが示された。 
③ L. reuteri野生株と Sec変異株のプロテオミクスにより分泌タンパク質を比較したところ，
既知の N末端分泌シグナル配列を有するタンパク質に加え，EF-Tu以外の細胞内タンパク質の分
泌にも影響を与えた。さらに，これら複数のタンパク質において，EF-Tu の推定シグナルと似た
配列的特徴を見出すことができた。 
 以上より，EF-Tu-C に含まれる特定のアミノ酸の電荷と疎水度が分泌シグナルとしての機能
に関与しており，その機構は，EF-Tu-C を介した細胞膜および膜輸送装置との相互作用のもとに
成立することが考えられた（図１）。 

(2) 膜小胞を介した EF-Tu の分泌と in vivo における機能解析 
①  E. coli や Bifidobacteriumは，特定の培養条件において MVを産生する。MV 画分を回収し
プロテオミクスを行なったところ，同定されたタンパク質の中に EF-Tu が高頻度で含まれた。
(1)で作製した EF-Tu-C変異タンパク質を用いて，MVへの EF-Tu の移行度について検討したとこ
ろ，EF-Tu-C の欠損により，MV中での EF-Tu の検出率は顕著に低下した。本領域は，細胞膜との
相互作用に密接にかかわることから，MV への EF-Tu の移行にも特定のアミノ酸領域が深く関与
すると推察された。すなわち，これらのことから，EF-Tu-C が寄与する EF-Tu の分泌経路は複数
存在することも示された。 
②  EF-Tu は pET システムなど大腸菌を用いた組換えタンパク質として比較的容易に精製する
ことができる。この性質に着目し，表面にカルボキシ基を導入した緑色蛍光ビーズに，組換え EF-
Tu タンパク質を固定することで擬似細菌を作製した。さらに，蛍光ビーズを投与したマウスの
腸を組織透明化処理し，マウス腸内での継時的な蛍光ビーズの移動を可視化することに成功し
た。蛍光ビーズの局在は，固定されたタンパク質に依存し，特に EF-Tu固定化ビーズは，投与後
24 時間でも腸内に留まった。このことは，EF-Tu が生体内においてもアドヘシンとして機能する
ことを強く支持しており，ムーンライティングタンパク質の機能を生体内で評価可能な実験系
を構築した（図２）。 
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