
広島国際大学・薬学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３５４１３

若手研究

2021～2020

Aeromonas属菌のbiofilm形成における分子メカニズムの解明

Study of molecular mechanism in biofilm formation of Aeromonas spp.

９０８０６２７５研究者番号：

清家　総史（Seike, Soshi）

研究期間：

２０Ｋ１６２５５

年 月 日現在  ４   ５ １２

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：　これまでの研究で，Aeromonasが形成するbiofilmのマトリックス中には多くの外膜
小胞 (OMVs)が含まれていることを見出していたが，その機能は不明であった．本研究では，biofilmに含有され
るOMVsはbiofilmの形成促進因子として機能していることを見出した．また，それだけではなく，biofilmに含ま
れる外膜小胞が宿主細胞に作用し，細胞毒性を示すことを見いだした．本菌が遊離する外膜小胞が，菌の生存
(biofilmを形成し，感染源となる)に関わること，さらに，宿主に対して病原性を示す手がかりを得た．

研究成果の概要（英文）：  Previous study has shown that Aeromonas biofilm contain many outer 
membrane vesicles (OMVs), but their functions have been still unknown. In this study, it was found 
that the OMVs contained in biofilm facilitate biofilm formation. In addition, this study also 
revealed that the OMVs induced cytotoxicity to host cells. It is therefore considered that the OMVs 
released from Aeromonas involved in both bacterial survival and pathogenicity to host.
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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，本菌が遊離するOMVsがAeromonasのbiofilm形成を促進するだけでなく，病原性発現にも関与して
いることを見出した．OMVsの作用は多岐にわたるが，その作用の詳細は未知な点が多い．本研究が更に進展し，
菌とOMVsの相互作用，OMVsの宿主細胞に対する詳細な毒性メカニズム等が明らかになれば，感染症の克服の一助
になると期待できる．

※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 

Aeromonasは河川や汽水域に広く棲息するグラム陰性桿菌であり，A. sobriaやA. hydrophila
は食中毒起因菌に指定されている．しかし，これらの Aeromonas属菌は食中毒のみならず，癌
や肝硬変などを基礎疾患にもつ患者において，四肢の壊死を伴う劇症型感染症例も数多く報告
されている．このような劇症型感染症においては適切な治療法がなく，予後も不良となるケース
が多い．また，本菌は，あらゆる環境で強い接着能を示し，biofilmを形成することが報告され
ていることから，本研究では，菌の定着・重症化の引き金になっていると考えられている biofilm
形成とそれに関わる外膜小胞(OMVs)に着目し，新たな抗菌戦略を模索する． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，Aeromonasの biofilm形成と病原性発現に至る過程において，本菌の biofilm
内で遊離される OMVs の性状解析することを皮切りに，詳細な分子機構の解明を進め，その成
果から本菌感染症劇症化に対抗する新たな治療戦略を打ち立てる研究基盤を構築することであ
る． 
 
３．研究の方法 
1) OMVsによる biofilm形成促進作用の解析 
本菌が形成する biofilmから密度勾配超遠心法を用いて OMVs (bOMVs)の精製を行なっ
た．調整後の Aeromonasに精製・単離した bOMVsを添加し，変化する biofilmのバイオ
マスをクリスタルバイオレット染色法を用いて解析を行なった．また，bOMVsのどの成分
が biofilm形成に影響を与えているかを検討した． 

 
2) より強い biofilm形成力を有する菌株を用いた解析 
 Aeromonas属菌で biofilm形成力が異なる近縁の 3菌株を使用し，bOMVsによる biofilm
形成促進作用について，より詳細に解析した．種々の菌株の biofilmから精製した bOMVs
を，精製した菌株とは異なる菌株に処理し，bOMVsが biofilm形成にどのような影響を与
えるかを解析した． 
 

3) OMVsによる宿主細胞に対する細胞毒性の検討 
本菌由来の精製 bOMVsを，感受性細胞である Raw 264.7細胞に作用させ，細胞毒性を
解析した．  

 
４．研究成果 
1)   Biofilmから精製した bOMVsを菌体へ作用させると，プレートへの菌の付着量が増加し
た．しかし，菌が biofilmを形成せず，プレートへの菌の付着（接着）が増加しているだけ
の可能性が考えられたため，biofilmマトリックスの主要成分と報告されている eDNA，タ
ンパク質，N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）を蛍光染色し，biofilmが形成されているか
否かを解析した．その結果，bOMVsの添加により種々の成分（eDNA, GlcNAc）の蛍光量
が有意に増加したことから，bOMVs処理により菌の biofilm形成が促進されたと考えられ
た．次に，bOMVsのどの成分が biofilm形成を促進させたのかを明らかにするため，タン
パク質に着目した．bOMVsに Proteinase K（PK）を処理し，外膜上のタンパク質を分解
した bOMVs(PK-bOMVs)を作成し，菌へ作用させた．その結果，本菌が形成する biofilm形
成量が低下した． 
以上の結果より，bOMVsの膜上に存在しているタンパク質が，本菌の biofilm形成の促
進に関与している可能性が示唆された． 

 



2)   最も biofilm 形成力が強く，bOMVs による biofilm 形成促進作用の影響を強く受ける菌
株の ECM 成分を解析した結果，bOMVs の作用を増強する可能性のある因子を見出した．
これまでは，bOMVs の成分に着目し，bOMVs による biofilm 形成促進作用の解析を行っ
ていたが，この bOMVsの成分に加え，bOMVsが作用する菌体の性質も，大きな影響を与
えることを見出した．この因子は biofilm 形成力が弱い他菌株では検出されなかったため，
この因子はbiofilm形成促進の一つの因子である可能性が示唆された．今後は，この因子と，
bOMVs の関係についても更に詳細に解析し，bOMVs による biofilm 形成促進作用メカニ
ズムを明らかにする． 

 

3)   bOMVs の宿主細胞に対する細胞毒性を解析した．bOMVs は浮遊菌から精製した
planktonic OMVs (pOMVs)と含有成分が異なる．ゆえに，bOMVsは pOMVsとは異なる
細胞毒性を有する可能性が示唆された．これまでの報告では，pOMVsによる細胞毒性の報
告がほとんどで，biofilmから精製した bOMVsの細胞毒性については未知であった．本検
討により，bOMVsは biofilm形成を促進することで，本菌の生存戦略の一つの選択肢とな
っているが，その一方で，病原性を発現するために必要な因子である可能性が示唆された． 
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