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研究成果の概要（和文）：細菌のATP分泌機構を解析した。使用した腸球菌属23菌種中、最も大量にATPを分泌するEnte
rococcus mundtiiを用い、グルコースがATP分泌に必須の成分であること、解糖系がATPの分泌に重要な役割を果たして
いることを示した。菌体内ATPを枯渇させた静止菌体にグルコースを添加すると、対数増殖期の菌体は定常期の菌体よ
りも多くのATPを分泌した。定常期では、ATPを分泌しないとされていた大腸菌や黄色ブドウ球菌などを含む6菌種全て
が対数増殖期にATPを分泌していた。以上より、種々の細菌が増殖期依存的にATPを分泌し、細菌間または細菌-宿主間
の相互作用を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：ATP modulates immune cell functions. We recently reported that Enterococcus gallin
arum, isolated from mice and humans, secretes ATP. We have since found and characterized several ATP-secre
ting bacteria. Of the tested enterococci, Enterococcus mundtii secreted the greatest amount of ATP after o
vernight culture. Glucose, not amino acids and vitamins, was essential for ATP secretion from E. mundtii. 
Analyses of energy-deprived cells demonstrated that glycolysis is the most important pathway for bacterial
 ATP secretion. Furthermore, exponential-phase E. mundtii and Enterococcus faecalis cells secrete ATP more
 efficiently than stationary-phase cells. Other bacteria, including Pseudomonas aeruginosa, Escherichia co
li, and Staphylococcus aureus, also secrete ATP in exponential but not stationary phase. These results sug
gest that various gut bacteria, including commensals and pathogens, might secrete ATP at any growth phase 
and modulate immune cell function.
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１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎は大腸の粘膜を侵し、しばしば
びらんや潰瘍を形成する原因不明のびまん
性非特異的炎症性腸疾患である。特定疾患
（難病）に認定されており、国内における患
者数は 2008年では 10.4万人で、若年層を中
心に毎年増加の一途を辿っている。治療法と
しては、重症度に応じて、薬物による内科的
治療（5-アミノサリチル酸製剤、副腎皮質ス
テロイド剤、免疫抑制剤）や大腸の全摘手術
が行われる。症状には一旦寛解がみられるも
のの、多くの症例で再発を繰り返し、長期化
すると大腸がんの発生率も上がることが知
られている。発症には遺伝的要因と環境要因
とが指摘されており、粘膜免疫系に異常が認
められるとの報告もなされている（Hibi T. et 
al. J. Gastroenterol. 2006）。この腸管免疫系
の異常をもたらす原因のひとつとして、腸内
細菌叢を形成する菌の中に CD4+T細胞の機
能を亢進あるいは抑制するものの存在が報
告されているが、起因菌や発症機序の詳細に
ついてはいまだ不明である（Sarkis K. et al. 
Nature 2008）。 
近年、腸管粘膜固有層に存在する CD4+T 細
胞の新しいサブセット、Th17 細胞の関与に
注目が集まっている。潰瘍性大腸炎では、正
常時と比較して Th17細胞から炎症誘導性サ
イトカインである IL-17が多く産生されてい
ることが報告され、疾患への関与が示唆され
ている（Kobayashi T. et al. Gut 2008）。さ
らに腸管に投与されたATPがTh17細胞の分
化を誘導し、炎症を引き起こすことが示され
た（Atarashi K. et al. Nature 2008）。この
ATP は腸内細菌が産生していることが示唆
されたがその詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 アデノシン三リン酸（ATP）は生体におけ
るエネルギー通貨として長らく認識されて
きたが、英国の Burnstockらを中心とする多
くのグループの精力的な研究の結果、現在で
はエネルギー通貨としてだけでなく、神経伝
達物質としての働きなど様々な作用を持つ
ことが報告されている。また、腸内細菌由来
のATPが腸管粘膜固有層におけるTh17細胞
の分化を誘導した結果、マウスの大腸炎を悪
化させる可能性が示唆された。しかしながら、
腸管内のどの細菌が ATP を分泌しているか
は不明であった。 
 我々は、マウスの腸内細菌叢より ATP を
分泌する細菌を単離し、腸球菌の一種
Enterococcus gallinarumと同定した。同菌
はヒトの糞便からも検出され、マウスから単
離された菌株と同様に ATPを分泌した。 
炎症性腸疾患の原因究明のためにも細菌に
よる ATP 分泌機構の解明は重要であると考
えられるが、これまで細菌の ATP 分泌に関
する報告はほとんどなされていない。そこで、
本研究では細菌による ATP 分泌機構につい
て解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) 菌株と培地 
使用菌種は Enterococcus 属菌 23 株、
Pseudomonas aeruginosa、Escherichia coli、
Staphylococcus aureus各々1株ずつである。
細菌の培養には RPMI 1640 培地、Nutrient 
Broth (NB) 培地、Luria Bertani (LB) 培地、
Tryptic Soy Broth (TSB) 培地、 Heart 
Infusion (HI) 培地、Brain Heart Infusion 
(BHI) 培地を使用した。 
 
(2)培養条件 
各種細菌を BHI培地で 37°C、16時間、好気
条件下で振盪培養後、培養液を遠心分離し、
回収した菌体を RPMI 1640培地で再懸濁し
た。懸濁液を 660 nm における吸光値 
(OD660) が 0.1になるように RPMI 1640培
地へ接種し、37°C、16 時間、好気条件下で
振盪培養した。嫌気培養を行う場合は、嫌気
ジャーならびにアネロパックを用いて 37°C、
16時間振盪培養した。細菌の増殖はデジタル
比色計簡易 OD モニターを用いて計測した。
細菌の ATP 分泌への培地の影響を調べるた
め、NB培地、LB培地、TSB培地、HI培地、
BHI培地、調整RPMI1640培地を使用した。
調整RPMI1640培地は市販のRPMI 1640培
地の構成成分に従って作製するとともに、ア
ミノ酸類を添加しない RPMI (アミノ酸類欠
損 RPMI) 培地、ビタミン類を添加しない
RPMI (ビタミン類欠損 RPMI) 培地、グルコ
ースを添加しない RPMI (グルコース欠損
RPMI)  培地を作製した。また、ATP分泌へ
のグルコースの影響を確認するため、NB 培
地、LB 培地、TSB 培地、HI 培地、BHI 培
地に0.2% (w/v) もしくは1% (w/v) グルコー
スを添加した培地を作製した。 
 
(3) 菌体内外の ATP濃度の測定 
振盪培養後の菌液を 4°C、4,000 × g、10分
間遠心分離し、上清を孔径 0.2 µmのメンブ
レンフィルターを用いて滅菌した。この溶液
100 µL を 同 量 の Bac Titer-Glo ATP 
measurement reagentと混合し、ルミノメー
ターを用いて化学発光値を測定した。標準
ATP 溶液の化学発光値をもとにして作成し
た検量線を用いて、菌体外 ATP 濃度を算出
した。菌体内 ATP 濃度は、培養液と Bac 
Titer-Glo ATP measurement reagentを直接
混合することで ATP 濃度を測定し、その値
より菌体外 ATP 値を差し引くことにより算
出した。 
 
(4) 静止菌体を用いた菌体内外 ATP 産生量
の経時変化と解糖系阻害の影響 
BHI 培地で振盪培養した対数増殖期 
(OD660: 0.6) と定常期  (16 時間培養) の
Enterococcus mundtii NBRC 100490Tを遠
心分離 (4°C 、4,000 × g、10分) により回
収した。その後、PBSで二回洗浄し、遠心分



離 (4°C 、4,000 × g、10分) により得られ
た菌体ペレットを PBSに再懸濁した。次に、
菌体内 ATP を枯渇させるため、菌懸濁液に
0.5 mMのジニトロフェノールを加え、37°C
で 30 分間処理し、静止菌体を作製した。ジ
ニトロフェノール処理後、3回PBSで洗浄し、
遠心分離 (4°C 、4,000 × g、10分) により
得られた菌体ペレットをグルコース欠損
RPMI 1640 培地に再懸濁した。静止菌体懸
濁液にグルコースを添加し、37°C で 2 時間
培養し、菌体内外の ATP 濃度を経時的に測
定した。 
また、解糖系を阻害するために、グルコース
添加 60 分後に 10 µM のヨード酢酸を E. 
mundtii NBRC 100490Tの静止菌体へ加え、
その後の菌体内外の ATP 濃度を経時的に測
定した。 
 
(5) 細菌の生死判定 
E. mundtii NBRC 100490Tの対数増殖期の
静 止 菌 体 を LIVE/DEAD® BacLight 
bacterial viability kit™ によって染色し、蛍
光顕微鏡で観察することにより、細菌の生死
判定を行った。70%イソプロパノール処理を
した細菌を死菌サンプルとして用いた。 
 
(6) キャピラリー電気泳動時間飛行型質量分
析 (CE-TOFMS) による代謝物の定量 
E. mundtii NBRC 100490Tの対数増殖期静
止菌体をグルコース欠損 RPMI 1640培地で
再懸濁した後、グルコースを加え、37°C で
10分間インキュベートした。その後、懸濁液
上清と菌体を回収し、代謝物の定量に用いた。
菌体内外の代謝産物の解析は、ヒューマン・
メタボローム・テクノロジーズ(HMT) へ委
託し、CE-TOFMS により代謝産物の濃度を
測定した。 
 
(7) 統計解析 
計測データは Student の t 検定 (Microsoft 
Excel 2007) により解析し、P 値<0.05 を有
意差ありとした。 
 
４．研究成果 
 (1) 腸球菌による ATPの分泌 
 我々はマウス、ヒトに常在する腸球菌の一
種E. gallinarumがATPを分泌することを報
告した。本研究ではまず、E. gallinarum以
外の腸球菌による ATP 分泌の可能性を検証
するため、National Institute of Technology 
and Evaluation Biological Resource Center 
(NBRC) より入手可能な菌株を含む 22 株の
腸球菌の ATP 分泌能を調べた。その結果、
新たに 7 株の ATP を分泌する腸球菌
Enterococcus cecorum NBRC 100674T、
Enterococcus faecium NBRC 100485T、
Enterococcus gilvus NBRC 100696T、E. 
mundtii NBRC 100490T、 Enterococcus 
saccharolyticus NBRC 100493T 、
Enterococcus sulfureus NBRC 100680T、

Enterococcus thailandicus NBRC 101867T
を発見した。中でも E. mundtii NBRC 
100490Tは以前報告したE. gallinarumより
も安定して大量の ATP を分泌することが判
明したので、本菌を細菌の ATP 分泌機構の
解析に使用した。 
 
(2) ATP分泌における培地の影響 
現在まで我々は、細菌による ATP分泌の評
価に RPMI 1640培地のみを使用してきた。
ATP分泌への培地成分の影響を調べるため、
RPMI 1640培地に加えて、一般的に細菌培
養に使用される NB培地、LB培地、TSB培
地、HI培地、および BHI培地を使用した。
E. mundtii NBRC 100490Tを各培地にて
37°C、16時間振盪培養した後、菌体外 ATP
を測定したところ、RPMI 1640培地以外の
培地では菌体外 ATPは検出されなかった。
このことから、RPMI 1640培地のみに含ま
れる培地成分が細菌による ATP分泌に必須
であることが示唆された。 
RPMI 1640 培地は完全合成培地であり、全
ての構成成分が判明しているため、自由に改
変することが可能である。そこで、E. mundtii 
NBRC 100490Tによる ATP分泌に最も重要
な成分を特定するため、調整 RPMI培地 (ア
ミノ酸類欠損 RPMI、ビタミン類欠損 RPMI、
グルコース欠損 RPMI) を作製した。各種培
地にて E. mundtii NBRC 100490Tを 37°C、
16時間振盪培養したところ、グルコース欠損
RPMI のみ ATP 分泌がみられなかった。ア
ミノ酸類欠損 RPMI培地では ATP分泌に影
響を認めず、ビタミン類欠損 RPMI培地では
多少の影響を認めるのみであった。これらの
結果から、グルコースが ATP 分泌に最も重
要な成分であることが強く示唆された。 
さらに、E. mundtii NBRC 100490Tによる
ATP 分泌へのグルコースの重要性を明確に
するため、NB 培地、LB 培地、TSB 培地、
HI培地、BHI培地にそれぞれ 0.2% (w/v) も
しくは 1% (w/v) のグルコースを添加し、
37°C、16 時間振盪培養した。その後、菌体
外 ATP を測定したところ、全ての培地で E. 
mundtii NBRC 100490Tによる ATP分泌を
認めた。これらの結果から、グルコースが細
菌による ATP 分泌を促していることが示さ
れた。 
 
(3) ATP分泌への酸素の影響 
一般的に、ATPはグルコースなどの糖を基質
として解糖系、TCA回路、電子伝達系で合成
される。これらの ATP合成経路のうち TCA
回路と電子伝達系は酸素の影響を受けやす
い。そこで、ATP分泌への酸素の影響を確か
めるため、E. mundtii NBRC 100490Tを好
気培養ならびに嫌気培養し、ATP分泌量を比
較した。その結果、好気培養と嫌気培養で
ATP分泌量に差は認められなかった。以上よ
り、本菌による ATP 分泌には酸素は不要で
あり、酸素の有無によって活性が影響を受け



ない解糖系が重要な役割を果たしているこ
とが示唆された。 
 
(4) 静止菌体を用いたグルコース依存的 ATP
分泌 
ATP 分泌における解糖系の重要性を明らか
にするため、F1Fo-ATPaseによる ATP合成
を阻害するジニトロフェノールを添加して、
菌体内ATPを枯渇させた状態 (静止菌体) の
E. mundtii NBRC 100490Tを作製し、菌体
内外の ATP 量の変化を計測した。対数増殖
期の E. mundtii NBRC 100490Tから作製し
た静止菌体にグルコースを添加すると、ただ
ちに菌体内 ATPの増加を認めた (図 1A)。一
方、菌体外 ATP はグルコース添加 5 分後よ
り徐々に増加した (図 1C)。興味深いことに、
解糖系の阻害剤であるヨード酢酸をグルコ
ース添加 60分後に加えると、菌体内 ATPは
速やかに減少し、菌体外 ATP の増加は停止
した (図 1A、C)。これらの結果から、細菌の
ATP 分泌に解糖系が重要な役割をしており、
さらに、解糖系により産生された ATP が菌
体外へ分泌されている可能性が示唆された。
次に、定常期の E. mundtii NBRC 100490T
から作製した静止菌体を用いて、菌体内外の
ATP量の変化を計測した。グルコース添加後
ただちに菌体内 ATP は増加し、対数増殖期
の静止菌体の菌体内 ATP よりも高い水準ま
で増加した (図 1B)。しかしながら、菌体外
ATP の量は対数増殖期の静止菌体よりも少
なかった (図 1D)。以上より、ATPの分泌は
増殖の時期によって変動し、対数増殖期の細
菌は定常期の細菌よりもより多くの ATP を
分泌することが示された。 
これらの実験で検出された菌体外 ATP は溶
菌によって漏出したものであるのか、それと
も何らかの分泌機構 (トランスポーターな
ど) により選択的に分泌されているのかを明
らかにする必要がある。ここでは、前者の可
能性を検証するため、グルコース添加前後 2
時間での生菌数を測定した。その結果、どち
らも生菌数に差はなかった。また、
LIVE/DEAD® BacLight bacterial viability 
kit™を用いて対数増殖期の静止菌体を染色
したが、死菌はほとんど認められなかった。
さらに、ATP以外の代謝産物 (ADP、AMP、
NAD+) が菌体外に漏出しているか否かを調
べたところ、菌体内にはADPやAMPはATP
の約 2/3、NAD+は約 1.5倍存在したが、菌体
外にはこれらの代謝産物は検出されなかっ
た。これらの結果より、今回使用した実験条
件において細菌は正常な状態にあり、菌体外
ATP が溶菌に起因するものではないことが
示された。 

 

 
 

(5) 増殖期依存的な細菌の ATP分泌 
細菌による ATP 分泌はこれまで、一晩培養
した後の培養上清を使用して評価されてき
たが、対数増殖期の細菌が定常期の細菌より
も多くの ATP を分泌することを先の実験で
示した (図 1)。そこで、ATP分泌能がないと
評価されてきた細菌も、ある特定の増殖期に
は ATP を分泌する可能性を考慮し、E. 
mundtii NBRC 100490T、E. faecalis CG110、
E. faecium NBRC 100485T、Pseudomonas 
aeruginosa Ishii、Escherichia coli MC4100、
Staphylococcus aureus JCM2874の増殖と
それに伴う菌体外 ATP の産生を調べた (図
2)。E. mundtii NBRC 100490Tは対数増殖
期から定常期前期まで、大量の ATP を分泌
していた。驚いたことに、E. faecium NBRC 
100485Tは、対数増殖期後期から定常期前期
までは E. mundtii NBRC 100490Tよりも大
量の ATP を分泌することが判明した。E. 
faecalis CG110 は一昼夜培養では菌体外
ATPが検出されないにも関わらず、量こそ少
ないが、対数増殖期に ATP を分泌した。P. 
aeruginosa Ishii、E. coli MC4100、S. aureus 
JCM2874も同様に対数増殖期にのみATPを
分泌した。さらに、これらの細菌はグルコー
ス欠損RPMI 1640ではATPを分泌しなかっ
た。これらの結果より、様々な細菌がグルコ
ース存在下では増殖期依存的に ATP を分泌
する能力を持つことが明らかとなった。 

 

図 1 グルコース添加後の菌体内外 ATP量 

図 2 細菌の増殖（●）と菌体外 ATP濃度（○） 
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