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研究成果の概要（和文）：深海の好圧性細菌は高水圧への適応を果たしている。細胞膜は物質透過とエネルギー生産に
重要だが、一般に高圧や低温によって機能阻害される。本研究では細胞膜の物性の観点から、好圧性細菌における高圧
適応機構を解析した。様々な深度から単離されたShewanella属、Moritella属およびPhotobacterim属の細菌を培養後、
蛍光偏光試薬TMA-DPHを用いた時間分解蛍光偏光解消法を行って、膜の秩序因子とアシル鎖の回転拡散係数Dを測定した
。その結果、より高い圧力に適応した種ほど膜が剛直であることがわかった。このことは、好圧性細菌の細胞膜は柔軟
であるという従来のイメージとは大きく異なるものである。

研究成果の概要（英文）：Deep-sea piezophiles have adapted to high-pressure environments. The cell 
membrane is important for substrate transports and energy production, and its functions are generally 
sensitive to high pressure. This study investigates the microbial adaptation to high pressurein terms of 
membrane dynamics. Deep-sea isolates of Shewanella, Moritella and Photobacterim were subjected to 
time-resolved anisotropy measurement using TMA-DPH as a polarization probe to measure the membrane order 
and the rotational motion of the acyl chains. I found that bacterial strains isoalted from deeper 
habitats had more rigid cell membrane. This view is distinct from common belief that deep-sea microbes 
have more fluid cell membrane.

研究分野：分子遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 数百気圧の高圧環境は深海を特徴づける

因子であり、一般に大気圧下（0.1 MPa）の生

物には阻害的である。高圧は脂質二重層の流

動 性 を 低 下 さ せ 秩 序 を 高 め る 。

Dipalmitoylphosphatidylcholine 膜のゲル／液

晶相転移温度は 0.1 MPa で 42°C だが、100 

MPa では 64°C である。人工膜とのアナロジ

ーから加圧に伴う様々な膜タンパク質機能

の失陥は、高圧による脂質の物性変化のため

と解釈されている。しかし、高圧下で生細胞

の膜物性を計測した例はこれまでなかった。

我々は出芽酵母を材料とし、細胞膜の動的構

造を in vivo解析する技術を開発してきた。単

一光子計数法による蛍光寿命測定で蛍光偏

光解消法を行うものである（以下、時間分解

蛍光偏光解消法）。この手法により、酵母エ

ルゴステロール合成変異 erg2株では、膜の剛

直性が失われシクロヘキシミドに超感受性

を示すこと、また抗真菌剤フルコナゾールの

投与で蓄積する 14α-methyl-3,6-diol（C6 位に

余分な OH基を持つためかさ高い）が、細胞

膜の剛直性を劇的に低下させることを明ら

かにした。 

 琉球海溝深度 5,110 m から単離された

Shewanella violacea DSS12株は、30 MPa, 8°C

を至適とする好圧性細菌で、細胞膜にエイコ

サペンタエン酸 (EPA, C20:5) を有する。EPA

やドコサヘキサエン酸（DHA, C22:6）など多

価不飽和脂肪酸（PUFA）は人工膜の相転移

温度を下げるので、生体膜では流動性を高め

るとされている。確かに低温や高圧環境から

PUFA を高率で含む細菌が数多く単離される。

しかし、高圧・低温適応における PUFAの関

与については議論が分かれる。Photobacterium 

profundum SS9は 28 MPa, 9°C を至適とする

好圧性細菌だが、EPAを欠損しても野生型と

同様、高圧下で増殖する。ところが一価不飽

和脂肪酸（MUFA）の cis-バクセン酸（C18:1）

を欠くと高圧感受性を示す。一方、20 MPa, 

20°C を至適とする Shewanella piezotolerans 

WP3 では EPA 欠損が高圧下での増殖遅延を

引き起こす。低温菌 Shewanella livingstonensis 

Ac10 は EPA を欠損すると細胞が異常伸長す

る。こうして EPA や MUPA の重要性は次々

と明らかになるものの、それらが膜の動的構

造におよぼす効果が高圧下で実測された例

はなかった。我々は最近、高圧時間分解蛍光

偏光解消測定（High-Pressure Time-Resolved 

Fluorescence Anisotropy Measurement; 

HP-TRFAM）システムを開発し、次のことを

明らかにした。S. violacea DSS12株では、EPA

を欠損すると（pfaA）50 MPaにおける増殖

が阻害された。意外にも野生株の膜は EPA欠

損株よりむしろ剛直で、アシル鎖の回転ブラ

ウン運動も遅いことがわかった。さらに、150 

MPa まで加圧しても野生株の膜はほとんど

変化しないのに対し、EPA欠損株の膜は過度

に圧縮され、高圧による摂動を受けることが

わかった。これは、PUFA 含量が高ければ高

圧・低温適応に有利であろう、という既成概

念への反証であり、むしろ加圧しても膜の状

態が変化しないことが重要である、という新

たな概念を提起するものである。 
 
２．研究の目的 
 深海に棲息する好圧性細菌は、EPAや DHA

などの多価不飽和脂肪酸を有し、高圧・低温

下で膜機能を調節している。生体膜の流動性

や剛直性の維持は、化学物質の膜透過性や膜

タンパク質機能に重要であり、微生物の環境

適応を理解する上で不可欠である。しかし膜

の動的構造は脂質分析のみで明らかにする

ことはできず、膜物性そのものを実測しなけ

ればならない。本研究は、我々が開発した高

圧時間分解蛍光偏光解消測定システムを基

盤とし、海洋の様々な深度から得られた細菌

について、膜の特性と多価不飽和脂肪酸の役

割を解明するものである。Shewanella 属細菌

は浅海から 10,000 m の深海まで海洋に幅広

く棲息し、生体膜の圧力適応を理解するのに



最適な材料である。実験には Shewanella 属の

ほか、同じ-プロテオバクテリアに属する

Moritella 属と Photobacterim 属の細菌、およ

び大腸菌 Escherichia coliを用いた。 
 
３．研究の方法 
 実験材料として、常温菌 S. oneidensis（0 m）、

低温菌 S. livingstonensis（0 m）、好冷好圧菌

S. violacea（5,110 m）、S. benthica（6,356 m）、

M. marina（1,200 m）、M. abyssi（2,815 m）、

M. profunda（2,815 m）、M. japonica（6,353 m）

および大腸菌 E. coli（0 m）を用いた。なお、

括弧内は分離された深度で、0 mは大気圧下

で棲息することを示す。E. coliを除く菌株は、

研究代表者が海洋研究開発機構の招聘上席

研究員だった際に同機構から分譲されたも

のである。用いた低温菌と好冷好圧性細菌は、

10°C以下であれば大気圧（0.1 MPa）下での

培養が可能である。そこでまず、これらのう

ち低温菌と好冷好圧菌については Marine 

Broth 2216を用いて大気圧下、10°Cで振とう

培養した。常温菌については、LB 培地を用

いて S. oneidensisは 30°C、E. coliは 37°Cで

振とう培養した。また、高圧条件下で培養し

た際の膜物性の変化を調べるため、各菌体を

ポリプロピレンチューブに封入し、高圧容器

内で 0.1, 30および 50 MPa、10°Cで終夜培養

した。そして遠心分離によって菌体を回収し

解析に用いた。蛍光偏光解消法のための標識

試薬としては、主に TMA-DPH と DPH が用

いられている。正電荷を持つ TMA-DPHは膜

の極性頭部付近に、非極性の DPH は膜の中

央部に局在する。ただし DPH は細胞内で非

特異凝集を示す場合があるため、蛍光顕微鏡

下で標識の妥当性を評価した。菌体を TE（10 

mM Tris, 1mM EDTA, 1 M NaCl, pH 7.0）で 2

回洗浄し、OD600=0.3~0.6になるよう懸濁した。

HP-TRFAMにおいては、蛍光標識菌体を高圧

光学セルに封入し、0.1~100 MPaまでの圧力

を段階的に負荷し、375 nmのパルスレーザー

で励起したときの蛍光偏光を時間分解測定

した。 

 蛍光偏光解消はナノ秒オーダーの時間変

化を反映するため、個々の分子動態に重要な

示唆を与える。遷移モーメントを持つ

TMA-DPHや DPHを偏光で励起すると、特定

方向を向いた分子だけ選択的に励起される。

励起光の偏光に平行な蛍光偏光成分を IH、垂

直な成分を IVとしたとき、 

  r (t) = [IH(t) – GIV(t)] / [IH(t) + 2GIV(t)] 

で定義される量が蛍光異方性（Fluorescence 

anisotropy）である。t は励起後の時間、G は

装置関数である。r0が最大で TMA-DPHでは

0.395、回転運動が激しければ減衰が速い。本

法はピコ秒パルスレーザーを用いて数ナノ

秒の蛍光寿命を測定する手法で、脂質アシル

鎖の回転ブラウン運動速度や回転角などを

計測することができる。次式から導かれる回

転相関時間 (ns)がナノ秒の分子の振る舞い

を反映する。 

  r (t) = r0 exp(–t/)  

ここで無限時間経過後の異方性を r∞とした

とき、秩序因子 S と回転拡散係数 Dwは次式

で表される。膜が乱雑なほど Sは低く、アシ

ル鎖の分子運動が激しいほどDwは高くなる。 

  S = (r∞/ r0)1/2 

  Dw = (r0 – r∞)/6 r0 

本研究では、Sと Dwによって細胞膜の物性を

評価した。 
 
４．研究成果 

 0.1 MPa, 10°C で各菌株を培養し、

TMA-DPHあるいは DPHで標識を行った。蛍

光顕微鏡で菌体を観察したところ、0.5 M 

TMA-DPH では細胞膜と思われる領域に蛍

光が検出された。しかし、DPHでは 5 Mま

での濃度下でほとんど蛍光が検出されず、緩

衝液中に凝集物が出現した。DPHを溶解する

方法をいくつか検討したが、凝集物の出現を

押さえることはできなかった。よって、DPH

の使用は不適切と判断し、本実験では

TMA-DPH を用いることにした。一般に細菌



細胞膜の脂肪酸組成は増殖期の細胞密度に

より大きく変化する。従って、本実験では対

数増殖期にある菌体を用いた。 0.5 M 

TMA-DPH で菌体を標識し、0.1 MPa, 10°Cで

蛍光偏光解消測定を行った。各菌株の膜の秩

序因子 S とアシル鎖の回転拡散係数 Dwが、

各細菌が分離された深度とどのような関係

にあるのかを調べた。その結果、S 値は

0.65~0.75の値を示し、分離深度とは明確な相

関が見られなかった。一方、Dw値は分離深度

が深いほど小さな値を示した。すなわち、よ

り深部に棲息する細菌ほど、0.1 MPa, 10°Cの

条件下でアシル鎖の回転速度が遅く、膜が剛

直であることが示唆された。ただし、M. 

japonica のみ相関関係から除外された。同じ

測定結果を至適増殖圧力に対してプロット

した。なお、各菌株の至適増殖圧力は能木ら

の報告に準じた。S には至適増殖圧力との相

関は見られなかったが、Dw値については M. 

japonica を含め明確な相関が見られ、至適増

殖圧力が高いものほど小さな値を示した。す

なわち、より高い圧力を好む細菌ほど、0.1 

MPa, 10°Cの条件下でアシル鎖の回転速度が

遅く、膜が剛直であることが示唆された。Dw

と脂肪酸組成の関係についてまだ私たちは

調べていないが、能木らの詳細な解析結果

（能木裕一、私信）を見る限り、多価不飽和

脂肪酸の割合や不飽和脂肪酸全体が占める

割合と Dwの間に明瞭な関係性は見いだされ

なかった。Shewanella 属の好冷性細菌は、超

長鎖多価飽和炭化水素 C31:9へントリアコン

タノナエン (hentriacontanonaene) を持つこと

が報告されている。こうした炭化水素はリン

脂質の脂肪酸アシル鎖の隙間を埋め、回転運

動を抑制するものと考えられる。今回用いた

深海性細菌が C31:9へントリアコンタノナエ

ンを含有するかどうかは不明であり、今後ガ

スクロマトグラフィーによる分析で明らか

にする予定である。一方、膜タンパク質の存

在はアシル鎖を束縛し、生体膜を剛直化する

方向に作用する。よって、脂質に対する膜タ

ンパク質の比が、より深部から得られた細菌

ほど高い可能性も考えられる。いずれの要因

にしても、より高い圧力環境に適応した深海

性細菌では細胞膜が剛直なことから、さまざ

まな膜タンパク質の機能が、流動性の低い膜

環境に適応した設計になっているのかもし

れない。 

 次に、培養時の圧力が膜物性にどのような

影響を及ぼすのかを検討した。各菌体を 0.1, 

30および 50 MPaで終夜培養後、除圧して大

気圧下で膜物性を測定した。ところが S. 

violacea において、同じ 0.1 MPa であっても

振とう培養と密閉容器を用いた静置培養と

で Dw値に大きな差異が生じ、後者の条件で

Dw値が著しく高くなることがわかった。今の

ところその原因は不明だが、膜に対する高圧

効果を議論するに十分な比較対照とは言え

ない。Moritella 属の菌株においては、30ある

いは50 MPaでの高圧培養後の菌体と0.1 MPa

におけるそれとの間で、Dw値に統計的に有意

な差は見られなかった。 

 HP-TRFAMを用いて、各菌株の膜物性が加

圧に応答してどのように変化するのかを調

べた。ところが、TMA-DPH で標識した菌体

の蛍光強度が低く、高圧光学窓付きセルに入

れると測定に十分な強度が得られないこと

がわかった。TMA-DPH の濃度を上げると蛍

光強度は増大するが、同時に偏光解消にアー

ティファクトを生むことを既に私たちは報

告している。よって、今後は各菌株から膜画

分を調製し、相対的な膜量を増やして測定を

行う予定である。そこで本研究では、

TMA-DPH で標識した大腸菌を用いて

HP-TRFAM を行った。37°C で培養した大腸

菌を 0.5 M TMA-DPHで標識し、100 MPaま

での圧力条件下、15°Cと 37°Cの温度条件で

測定を行った。その結果、大腸菌の細胞膜の

S値は 37°Cで 0.78であるのに対し、15°Cで

は 0.88 に上昇した。また、Dwは 20.9 s–1か



ら 8.1s–1に低下した。このことは温度低下

により膜が剛直化することを示している。

TMA-DPHの蛍光寿命<>値は 37°Cで 5.1 ns

であるのに対し、15°Cでは 6.3 nsに増大した。

<>値は TMA-DPH 分子周辺の誘電率を反映

するので、温度低下に伴い、わずかながら膜

の脱水が進むものと考えられる。いずれの温

度条件でも、100 MPaまでの加圧によって S

値は上昇し、Dw値は低下した。ただし、Sと

Dwの変化量は 37°Cで非常に顕著だったのに

対し、15°C では比較的小さなものであった。

従って、中温菌である大腸菌の細胞膜は、至

適増殖温度である 37°C で加圧すると著しく

圧縮され、膜タンパク質機能が損傷されるも

のと考えられる。<>値は 37°Cで 100 MPaま

で加圧しても大きな変化が見られないのに

対し、15°Cでは低下が見られた 

 膜の動的構造は膜タンパク質の機能に大

きな影響を及ぼす。とりわけアミノ酸等の輸

送体は栄養源摂取に不可欠であり、細菌から

高等動植物まで広く保存されたタンパク質

である。細胞膜の動的構造との関連で、深海

微生物のアミノ酸やペプチドの輸送体は今

後重要な研究対象となる。そこで、今後の展

開を見据えた基礎的知見を蓄積するため、当

初 計 画 に は な か っ た が 出 芽 酵 母

Saccharomyces cerevisiaeをモデルとした解析

も行った。酵母のアミノ酸やペプチドの輸送

体は、細胞膜に局在する 12 回膜貫通型タン

パク質である。しかしながら、基質の選択性

や輸送のメカニズムの詳細は明らかになっ

ていない。本研究ではエラープローン PCRを

用いたランダム変異導入法により、トリプト

ファン輸送体 Tat2の膜貫通領域に 15個の重

要なアミノ酸残基を同定した。大腸菌のアル

ギニン・アグマチンアンチポーターAdiCの立

体構造を鋳型とした構造モデリングにより、

これら 15 個のアミノ酸残基の多くは基質の

透過経路と考えられる領域や、細胞膜中での

構造転移に重要な部位に見いだされた。また

ロイシン輸送体 Bap2 では、基質認識におい

て個々の遊離アミノ酸の構造的特徴はあま

り重要ではなく、それらの LogP（水−オクタ

ノール分配係数）が重要であることを明らか

にした。すなわち、ロイシン、イソロイシン

あるいはフェニルアラニンのような LogP が

ゼロに近い疎水性アミノ酸は Bap2 の疎水性

基質ポケットに分配されやすく、高親和性基

質となることを示した。トリプトファン輸送

体 Tat1とペプチド輸送体 Ptr2については、そ

れぞれの細胞質末端におけるユビキチン化

部位を同定し、いずれも Rsp5 ユビキチンリ

ガーゼ依存的な分解制御を受けることを明

らかにした。 

 HP-TRFAM を用いて膜の動的構造を調べ

たところ、酵母細胞膜は極めて剛直であり、

秩序因子 S値は 100 MPaまで加圧して大きく

変化することはなかった。アシル鎖の回転拡

散係数 Dwは加圧とともにやや低下すること

がわかった。酵母細胞膜の剛直性は多量に存

在するエルゴステロールによって支えられ

ており、その合成系変異株が多数知られてい

る。さらに酵母では、グリセロリン脂質やス

フィンゴ脂質の合成系変異株も数多く報告

されている。よって、細胞膜の動的構造の観

点から高圧適応機構を理解する上で、酵母は

優れたモデル生物と言える。 
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