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研究成果の概要（和文）：　E. tardaは養殖魚に感染する魚病バクテリアであるが、その感染メカニズムについ
ては不明な点が多い。本課題では、魚類細胞およびバクテリア上に存在する糖鎖に注目し、バクテリア感染と糖
鎖構造の変化について解析を行った。その結果、1）E. tardaは感染時に宿主細胞の表面の糖鎖をリガンドとし
て使用すること、2）その際にはシアル酸の切除が必要であること、3）遊離したシアル酸はバクテリア体内に取
り込まれ、シアリル化などに使用されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： E. tarda is a fish disease bacterium that infects cultured fish, but the 
mechanism of infection remains unclear. In this project, we focused on the sugar chains on fish 
cells and bacteria, and analyzed the changes in sugar chain structure during bacterial infection. 
The results revealed that 1) E. tarda uses sugar chains on the host cell surface as ligands during 
infection, 2) excision of sialic acid is necessary for this process, and 3) free sialic acid is 
taken up by the bacteria and used for sialylation.

研究分野： 水圏応用生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　E. tardaは細胞内寄生細菌であり、生ワクチンが使用できない養殖現場において、その予防・治療法の開発が
急務である。本課題では、E. tardaの感染制御にはバクテリアおよび宿主細胞におけるある特定の糖鎖構造が重
要であることを明らかにした。この研究成果は、E.tarda感染の予防・治療において、糖鎖が標的分子となるこ
とを示しており、今後は糖鎖合成、および分解酵素の阻害剤などに応用の可能性が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
Edwardsiella tarda（後に E. piscicida に学名が変更）を始めとした細胞内寄生細菌の細胞

内感染のメカニズムについては、これまで免疫細胞を中心に解析が進められてきた。一方、非免
疫細胞へ細胞内寄生細菌が感染する際には、細胞表面にバクテリアの “受容体“として働く分
子が必要である。一方で、細菌やウイルスが宿主細胞に接着する際の認識分子として糖鎖が機能
することが知られていることから、申請者は E. tarda の感染においても同様の機構があると考
え検討を進めてきた。その結果、N型糖タンパク質の糖鎖構造変化が E. tarda 感染促進に関与
していることを見出した。一方、その機作には不明な点も多く残されており、特に糖脂質（ガン
グリオシド）の役割については全く分かっていない。 
 ガングリオシドは、細胞表面のマイクロドメインに多く存在し、哺乳類ではマイクロドメイン
の構造や、そこに局在する糖タンパク質に作用して細胞の性質を変化させることがよく知られ
ている。また Methyl-beta-cyclodextrin(MBCD)処理により E. tarda の感染が著しく低下するこ
とから、おそらく魚類細胞のマイクロドメインでは、ガングリオシドと糖タンパク質の相互作用
が E .tarda の感染能を制御することが予想される。また、宿主細胞の糖鎖リモデリングにはバ
クテリアおよび宿主側のシアリダーゼが関与し、さらに魚類シアリダーゼの発現はバクテリア
の未同定因子により制御されていることが予想される。宿主側シアリダーゼのうち、Neu1 はリ
ソソーム分解系に関与していることから、E. tarda のエンドソーム・リソソーム輸送系からの
逃避には、魚類 Neu1 の発現抑制が重要であることも予想される。 
 
１． 研究の目的 

 
 糖鎖構造の変化とE. tarda感染
の関連性については不明な点が多
い。そもそも E. tarda 側だけでな
く、宿主である魚類にもシアル酸
を分解するシアリダーゼ（Neu1、
Neu3、Neu4）が存在しており、バク
テリアと宿主側のシアリダーゼ
が、糖鎖リモデリングの初発反応
の役割を担っている。 
我々のリコンビナントタンパク

質を使った解析から、E. tarda の
NanA シアリダーゼは、糖タンパク
質以外にガングリオシドも基質と
することが分かっている。しかし、
宿主細胞のガングリオシドの構造
変化が、E. tarda の感染にどのよ
うな影響を与えているのかは全く
分かっていない。さらにシアル酸
で E. tarda を前処理すると、細胞内感染が増強することが分かっていることから、糖鎖リモデ
リングにより生じた遊離シアル酸が、何らかの形で E. tarda で利用されていることが予想され
た。E. tarda のゲノム上には putative なシアル酸トランスポーター、およびシアル酸リアーゼ
様タンパク質が見いだされ、シアル酸の E. tarda への取り込みおよび代謝系が存在することが
予想されるが、実際の代謝経路については分かっておらず、シアル酸の代謝が E. tarda の感染
能にどのように影響しているのかは分かっていない。 
そこで本課題では、1）E. tarda 感染における宿主細胞の糖脂質構造変化の意義、2）E. tarda

のシアル酸代謝機構の解明と感染能との関係、3）宿主シアリダーゼが E. tarda 感染に与える影
響、の 3 つの項目について検討し、魚類糖鎖のリモデリングと E. tarda 感染との関係を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）E. tarda 感染に伴うガングリオシドの構造変化について 
一般にガングリオシドは、細胞膜上のマイクロドメインの構造やそのシグナル伝達系におい

て、重要な働きをしているとされている。そこで、ガングリオシドの変化が E. tarda 感染に与
える影響について、薬剤によるマイクロドメインの除去やガングリオシドの合成阻害などの条
件を組み合わせにより解析する。特に、マイクロドメインにおける E. tarda‐ガングリオシド
の相互作用に注目し、ウエスタンブロットや免疫蛍光染色などの手法により E. tarda 受容体分
子の同定、およびシグナル伝達系への影響について解析する。 
 



 
（2）E. tarda のシアル酸代謝機構の解明と感染能との関係  
連鎖球菌などにおいて、シアル酸を炭素源に変換する代謝経路が知られている。また淋菌など

では、シアル酸を菌体外成分に含むことで免疫系から逃避する機構が存在する。しかしこれまで
E. tarda では、シアル酸の代謝経路や関連酵素についての知見は全く得られていない。一方で、
E. tarda のゲノム情報によると、シアル酸代謝酵素と予想される遺伝子群がゲノム上に複数存
在することが分かっている。本検討項目では、E. tarda を対象にこれらシアル酸関連遺伝子の
クローニング、発現解析および遺伝子変異株作製を行い、E. tarda によるシアル酸利用の可能
性と感染における意義について明らかにする。 
 
（3）宿主シアリダーゼが E. tarda 感染に与える影響 
魚類には Neu1、Neu3 および Neu4 シアリダーゼが存在しており、細胞膜を含む様々なオルガネ

ラで糖鎖リモデリングを制御していることがこれまでの研究により明らかになっている。申請
者は、感染時の宿主細胞の糖質リモデリングが、E. tarda の NanA だけでなく、宿主細胞の Neu1、
Neu3 および Neu4 などの宿主シアリダーゼの活性変化との複合作用によるものであると予想し
た。この仮説を明らかにするため、様々な生理条件下における魚類シアリダーゼの発現変化と E. 
tarda 感染能の変化、シアリダーゼ過剰発現および欠損細胞、およびシアリダーゼ欠損ゼブラフ
ィッシュを用いた感染実験などにより検証する。 
 
４．研究成果 
 
（1）E. tarda 感染に伴うガングリオシドの構造変化について 
 本項目ではまず、E. tarda 感染時のメダカの肝臓、および脾臓における遺伝子発現変化につ
いて解析した。脾臓では ugcg 遺伝子の低下と st3galV 遺伝子の発現上昇が認められるが、肝臓
ではともに低下していた。次に、各組織のガングリオシド組成を解析したところ、脾臓では GD1a
が有意に蓄積するが、肝臓ではわずかに GlcCer が低下していた。また、この際に neu3 遺伝子の
発現も亢進しており、E. tarda 感染とガングリオシド代謝の関係が示唆された。 
 そこで 2 種の魚類培養細胞を用い、in vitro 解析を行った。MBCD 処理を行ったメダカ由来
DIT29 細胞では E. tarda の感染が有意に低下したが、キンギョ由来 GAKS 細胞では MBCD の影響
は認められなかった。この 2 種の細胞では LacCer と GlcCer 含量が大きく異なっており、これ
ら糖脂質を多く含む DIT29 細胞は、E.tarda 感
染に対して高い感受性を示した。さらにガング
リオシド合成阻害剤でその感受性が消失した
ことから、我々は LacCer と GlcCer に注目し、
解析を進めた。Neu3 シアリダーゼを GAKS 細胞
に高発現させたところ、LacCer 量の増加に伴
い、E. tarda の感染が亢進したことから、
LacCer が責任分子であることが強く予想され
た。そこで E. tarda と LacCer の相互作用につ
いて解析したところ、E. tarda は LacCer 
coating plate への高い接着能を示し、また
LacCer とのプレインキュベーションは培養細
胞への感染を有意に低下させた。 
 以上の結果から、E. tarda は宿主細胞上の
LacCer を接着分子として使用し、一方でメダカ
個体は E. tarda 感染から自らを防御するため
LacCer 蓄積を回避するよう代謝系を変化させ
る事が明らかとなった。 
 
（2）E. tarda のシアル酸代謝機構の解明と感染能との関係  
 病原性の異なる複数の E. tarda 株を用意し、その病原性とシアリダーゼ活性の関係について
検討した。その結果、病原性が高い株ほど NanA シアリダーゼ活性が高く、低病原性株に NanA 遺
伝子を導入すると、その病原性が上昇した。この NanA シアリダーゼは菌体外のシアロ複合糖質
からシアル酸を遊離させていたことから、宿主細胞のシアロ複合糖質が NanA の基質であること
が推察された。 
 さらにこの遊離シアル酸は E. tarda 菌体内に取り込まれることが予想されたため、次に E. 
tarda におけるシアル酸代謝系について検討した。シアル酸の代謝経路は主に 2つ存在し、1つ
は NAL によって N-acetylmannosamine に代謝される経路、もう 1 つは CSS により CMP-シアル酸
に合成される経路である。これら 2種の代謝酵素の遺伝子発現は、E. tarda 菌株間で異なって



おり、また高病原性株ほど菌体の糖タンパク質や LPS が良くシアリル化されていた。そこで NAL
を高発現した E. tarda 株を作出してその性状を調べたところ、NAL 発現株ではバイオフィルム
形成能の亢進、および遊泳能の上昇が認められ、さらにゼブラフィッシュ仔魚への高い感染能を
示した。そこで、NAL の下流の代謝系について詳細に解析したところ、UDP-GlcNAc 合成系の遺伝
子発現が活性化しており、菌体中の GlcNAc 含量も実際に増加していた。続いて CSS 高発現株に
ついても解析したところ、NAL 株と同様に、ゼブラフィッシュ仔魚への高い感染能が明らかとな
った。この CSS 株では、宿主細胞への接着能と遊泳能が亢進しており、糖タンパク質と糖脂質の
シアリル化が著しく上昇していた。さらに CSS 株においてシアリル化が亢進する糖タンパク質
の 1つがフラジェリンであり、このシアリル化が E. tarda 病原性を促進していることが示唆さ
れた。 
 
（3）宿主シアリダーゼが E. tarda 感染に与える影響 
 宿主側のシアリダーゼが E. tarda 感染に与える影響を明らかにするため、シアリダーゼの中
で最も発現量が高く、リソソームに局在する Neu1 に着目した。我々が先に樹立した Neu1-KO ゼ
ブラフィッシュの E. tarda 感受性を検討したところ、WTに比べて KOでは生残率が著しく低下
することが明らかとなった。哺乳類ではマクロファージの活性と Neu1 の関与が報告されている
ことから、当初は Neu1-KO におけるマクロファージの活性低下が予想された。しかし、Neu1-KO
のファゴサイトの形成と活性化は WTとほぼ同等であった。しかし、KO ゼブラフィッシュのマク
ロファージではリソソーム蓄積が認められ、これは Neu1 欠損によるシアロオリゴ糖の代謝不全
により引き起こされていた。KO ではオートファジー関連遺伝子の発現も変化しており、以上の
結果から、マクロファージにおけるリソソーム不全が Neu1-KO の E. tarda 感受性の原因である
ことが推測された。 
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