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研究成果の概要（和文）：エキソソームは細胞から分泌される多層膜の小胞で、その成分は

細胞の生育状態、生育環境、そして細胞が貪食する物質により変化する。細胞内寄生細菌

が感染している細胞から分泌されるエキソソームの成分を調べるための技術の開発、およ

び細胞内寄生細菌が細胞感染を行った場合の宿主応答、特にエキソソームの分析を行うこ

とを研究目的として研究を行った。細菌に感染した細胞が分泌するエキソソームに存在し

うる修飾型 LPSの分析技術を開発した結果、アミノアラビノース修飾型の検出に優れたマ

トリクスを見つけることができた。また、リピド A脱アシル化酵素 LpxRがサルモネラの細

胞内増殖に重要な影響を与えていることを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：Exosomes are composed of proteins and lipids, which are secreted 

from cells including those infected with bacteria.  In order to examine the structure of 
lipid A portion of LPS, which is potentially involved in the exosomes, we developed a 
method for mass spectrometry analysis of lipid A.  We found that 2, 5-dihydroxybenzoic 
acid matrix was preferable for the detection of aminoarabinose modification.  Salmonella 

Typhimurium LpxR potentially detoxifies lipid A by 3’-O-deacylation; however, the involvement of 

deacylation in its adaptation to host cells remains unclear.  Intracellular replication assay demonstrated 

that growth of the lpxR-null strain was lower than that of the wild-type strain, indicating that lipid A 

3’-O-deacylation is beneficial for intracellular growth. 
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１．研究開始当初の背景 

エキソソームは細胞から分泌される多層

膜の小胞で、その成分は細胞の生育状態、

生育環境、そして細胞が貪食する物質によ

り変化すると考えられていた。エキソソー

ムの構成成分、及びその機能については不

明な点が多くあった。エキソソームはその

存在の普遍性、及び応用の可能性から研究

の対象とするべき脂質小胞であると考えら

れた。一方、哺乳動物の生体防御ではさま

ざまな感染病原体に由来する脂質成分を

Toll-like receptor をはじめとする受容体

によって認識して免疫応答を惹起すること

が重要であることが明らかとなってきてい

た。本研究では細胞内寄生細菌が感染時に

引き起こす宿主細胞の変化、すなわち免疫

応答にエキソソームの視点を加えて研究を

行うこととした。 

 
２．研究の目的 

本研究では（１）細胞内寄生細菌が感染

している細胞から分泌されるエキソソーム

の成分を調べるための技術の開発、（２）細

胞内寄生細菌が細胞感染を行った場合の宿

主応答、特にエキソソームの分析を行うこ

とを研究目的としている。 

 
３．研究の方法 

（１）細胞内寄生細菌が感染している細胞

から分泌されるエキソソームの成分を調べ

るための技術の開発では、エキソソーム中

の LPS 修飾を解析する目的で、多数のマト

リクスを質量分析計MALDI-TOF MSで試して

LPS 修飾ごとに適切なマトリクスが存在す

るか解析を行った。 

（２）細胞内寄生細菌が細胞感染を行った

場合の宿主応答解析ではサルモネラ菌を利

用してマクロファージ様培養細胞に感染さ

せる実験系を確立して、そこで見られる応

答の生化学的解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）エキソソーム成分の分析に必要な

解析技術に関する研究ではリポ多糖修飾の

検出技術の開発を行った。細胞内寄生細菌

であるサルモネラ菌の外膜表面はリポ多糖

と呼ばれる糖脂質で覆われている。リポ多

糖は哺乳動物細胞にしか存在しないこと、

リポ多糖は免疫系活性化作用があることな

どから、サルモネラ菌に感染した細胞が分

泌するエキソソームにはリポ多糖成分が存

在し、宿主の生体防御に影響を与えている

可能性が考えられる。これまで、リポ多糖

の活性本体であるリピド A部位の構造は質

量分析計MALDI-TOF MSにより容易に構造分

析されたが、アミノアラビノース修飾型の

リピド A 検出は容易でなかった。リピド A

の調整法と分析に使うマトリクスを変更し

たところアミノアラビノース修飾型のリピ

ド A検出できるようになった。一方、新し

い方法ではホスホエタノールアミン修飾型

のリピド Aは検出できなくなった。このこ

とから、いくつかの分析法を併用して解析

することによりエキソソーム中のリポ多糖

分析が可能になることがわかった。 

 （２）細胞内寄生細菌であるサルモネラ



菌はマクロファージなどの貪食細胞や非貪

食細胞で細胞内増殖を行う。この際に外膜

に由来するリポ多糖やペリプラズムに存在

するペプチドグリカンなどの免疫系を賦活

する働きのある物質が細胞内で部分的に消

化されて、そのあとでエキソソームに輸送

される可能性がある。そこで、まずサルモ

ネラ菌の細胞内寄生・増殖系の確立をおこ

なった。細胞内増殖系はマウスマクロファ

ージ由来のＲＡＷ細胞と非貪食細胞である

ヒトＨＥＫ293 細胞で確立できた。そこで

様々な LPS リピド A 部位修飾変異株を感

染・増殖させて増殖に対するリピド A修飾

の効果を検討した。このうち、リピド A脱

アシル化酵素 LpxR が細胞内増殖で果たす

役割について特に解析を行った。解析の結

果、まずサルモネラのリピド A 3’-O-脱ア

シル化を行う修飾酵素である LpxR は細菌

増殖の定常期(Stationary Phase)に細菌の

膜に蓄積して脱アシル化を行うことを見出

した。さらに、この増殖定常期のサルモネ

ラ野生株と LpxR 欠損株をマウスマクロフ

ァージ由来のＲＡＷ細胞株に感染させると

LpxR 欠損株は野生株よりも細胞内増殖の

レベルが低かった。この結果から 3’-O-脱

アシル化はサルモネラの細胞内増殖に有利

に働くことがわかった。 
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