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研究成果の概要（和文）：髄膜炎菌GltT-GltMグルタミン酸トランスポーターによるグルタミン酸の取り込みが髄膜炎
菌の宿主細胞の侵入における作用機序に関して分子遺伝学的及び細胞生物学的解析を行なった。その結果、髄膜炎菌の
GltT-GltMトランスポーターは宿主細胞へ接着・侵入する際に自身の環境中（マイクロコロニー内）のグルタミン酸濃
度を一過的に低下させて髄膜炎菌の細胞侵入を促進している可能性を見出した。さらには細胞接着時のみに宿主細胞内
の抗酸化物質として作用するグルタチオンの髄膜炎菌内での量が増加することも見出し、GltT-GltMの病原因子として
のマルチな機能を解明した。

研究成果の概要（英文）：We found that, 1) the ΔgltT-ΔgltM invasion defect in assay medium (AM) was 
alleviated in AM without 10% FBS [AM(-S)], 2) the alleviation disappeared again in AM(-S) supplemented 
with 500 μM glutamate, 3) glutamate uptake by the ΔgltT-ΔgltM mutant was less efficient than that by 
the wild type strain, 4) both the GltT-GltM-dependent invasion and accumulation of ezrin were more 
pronounced when N. meningitidis formed larger colonies on human brain microvasocular endothelial cells 
(HBMEC). These results suggested that GltT-GltM-dependent meningococcal internalization into HBMEC might 
be induced by the reduced environmental glutamate concentration upon infection. We also found that the 
amount of glutathione within the ΔgltT-ΔgltM mutant was much lower than that within the wild type Ν. 
meningitidis strain only upon HBMEC infection, and was correlated with intracellular survival, showing 
that L-glutamate uptake via GltT-GltM plays multiple roles.

研究分野：細菌学、分子生物学

キーワード： 髄膜炎菌　Neisseria meningitidis　グルタミン酸　トランスポーター　細胞侵入
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研究成果の概要（和文）：髄膜炎菌 GltT-GltMグルタミン酸トランスポーターによるグルタミン

酸の取り込みが髄膜炎菌の宿主細胞の侵入における作用機序に関して分子遺伝学的及び細胞生

物学的解析を行なった。その結果、髄膜炎菌の GltT-GltMトランスポーターは宿主細胞へ接着・

侵入する際に自身の環境中（マイクロコロニー内）のグルタミン酸濃度を一過的に低下させて

髄膜炎菌の細胞侵入を促進している可能性を見出した。さらには細胞接着時のみに宿主細胞内

の抗酸化物質として作用するグルタチオンの髄膜炎菌内での量が増加することも見出し、

GltT-GltMの病原因子としてのマルチな機能を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that, 1) the gltT-gltM invasion defect in assay medium (AM) was 

alleviated in AM without 10% FBS [AM(-S)], 2) the alleviation disappeared again in AM(-S) 

supplemented with 500 M glutamate,  3) glutamate uptake by the gltT-gltM mutant was less 

efficient than that by the wild type strain, 4) both the GltT-GltM-dependent invasion and accumulation 

of ezrin were more pronounced when N. meningitidis formed larger colonies on human brain 

microvasocular endothelial cells (HBMEC). These results suggested that GltT-GltM-dependent 

meningococcal internalization into HBMEC might be induced by the reduced environmental glutamate 

concentration upon infection. We also found that the amount of glutathione within the gltT-gltM 

mutant was much lower than that within the wild type meningitidis strain only upon HBMEC 

infection, and was correlated with intracellular survival, showing that L-glutamate uptake via GltT-GltM 

plays multiple roles. 
 
研究分野：細菌学 
 
キーワード：髄膜炎菌 宿主細胞侵入、グルタミン酸、トランスポーター 
 
１．研究開始当初の背景 

（1）髄膜炎菌は数%〜数十%のヒト健康保菌

者の鼻咽頭上皮細胞に定着しているが、未

解明の要因が作用した場合に髄膜炎菌は上

皮細胞層、血管内皮細胞層を通過して血液

内に侵入して敗血症を引き起こし、さらに

血液脳幹門を通過して髄液に侵入して髄膜

炎を引き起こす。 

これまでに分子疫学的手法 (Multilocus 

sequence typing; MLST)を用いて日本の臨

床分離株を解析し、海外流行株や患者由来

株は特定の遺伝子型（ST）に分類されるこ
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とを見出しており（Takahashi et al., J. 

Med. Micribiol., 2004）、ヒト培養細胞を

用いたin vitro感染実験においても海外流

行株や患者から高頻度で分離される高病原

性 ST-2032 株は健常者からのみ分離され

る低病原性株に比べてヒト培養細胞に対す

る接着能・侵入能が非常に高いことも明ら

かにした（Takahashi et al., FEMS Immun. 

Med. Microbiol., 2008）。 

（2）髄膜炎菌の病原性機構をさらに解明す

る目的で高病原性 ST-2032 株に対して

signature tag mutagenesis(STM) 法を適用

した、病原性因子の網羅的な探索を行なっ

た（H21-23 科研費 若手研究 B）。その結果、

髄膜炎菌の宿主細胞侵入において

GltT-GltM transporter を介した一過的な

グルタミン酸の取込みが必須であることを

明らかにした(Takahashi et al., Infect. 

Immun, 2011)。この結果から髄膜炎菌の細

胞侵入には GltT-GltM transporter を介し

たグルタミン酸の取込みを一つのコンポー

ネントとするシグナル伝達系が関与する可

能性が強く推測された。 
 
２．研究の目的 

髄膜炎菌が宿主細胞へ侵入する際の

GltT-GltM transporter を介したグルタミン

酸の取込みに伴って発生する様々な髄膜炎

菌内の変化を野生株、gltT-gltM 変異株を用

いて、1）遺伝子発現レベル、2）タンパク発

現レベル、3）代謝産物レベルを比較解析す

ることにより宿主細胞への侵入機構におけ

る髄膜炎菌内の質的・動的変化を網羅的に

探索し、その細胞侵入機構に関与するシグナ

ル伝達系の因子を同定し、その分子機構を解

明する。 
 
３．研究の方法 

髄膜炎菌の宿主細胞への侵入に関与する

GltT-GltM transporter を介したグルタミン

酸の取込みを一つのコンポーネントとする

シグナル伝達系の解明のために、ヒト脳内皮

血管細胞(HBMEC)に in vitro で感染させた

野生型株と gltT-gltM 変異株を回収し、その

の 1）RNA、2）タンパク、3）細菌抽出液を精

製し、RNA は RNAseq、タンパクは Tandem Mass 

Tag(TMT)をラベル及び LC-MS/MS による相互

比較、グルタチオン濃度を測定した。さらに

は各種条件下で髄膜炎菌の宿主細胞内侵入

効率や感染状態を免疫染色を利用した顕微

鏡観察で確認した。 

 

４．研究成果 

(1)トランスクリプトーム解析及びプロテオ

ーム解析 

髄膜炎菌が宿主細胞へ侵入する際の

GltT-GltM transporter を介したグルタミン

酸の取込みに伴って発生する転写制御を解

析するために、HBMEC に感染した野生株

HT1125、gltT-gltM 変異株 HT1414 の遺伝

子発現及びタンパク発現の変化を検証した。

その結果、RNA レベルでは感染した HT1125 と

HT1414 の遺伝子発現量を比較すると、100 以

下の遺伝子が数倍の範囲でしかその発現量

が変化しておらず、タンパクレベルに至って

は 61 の因子のタンパクの 2 倍以下の変化し

か観察されなかった。この結果から

GltT-GltM 依存的な細胞侵入に伴う発現制御

はない可能性が示唆された。 

（2）メタボローム解析を実施する予備実験

にて見出された変化 

メタボローム解析を行うための予備実験を

行なう過程で、FBS を添加しない培地 AM(-S)

でも GltT-GltM依存的な髄膜炎菌の宿主細胞

侵入が認められるかを検証した。その結果、

通常培地(AM)では gltT-gltM 欠損株 HT1414

は野生株 HT1125 に比べ、約 1/100 までの細

胞侵入能

の低下が

認められ

るが、驚

いたこと

に血清を

抜いた培

地

[AM(-S)]



ではその細胞侵入能の低下の程度が約 1/10

まで軽減されていた。その欠損は 500M のグ

ルタミン酸の添加で約1/100まで戻ることが

確認された（図1）。以上の結果からGltT-GltM

依存的な髄膜炎菌の宿主細胞侵入は髄膜炎

菌-HBMEC を取り巻く環境中のグルタミン酸

濃度の変化に起因する可能性が見出された。 

 

（3）培地中のグルタミン酸濃度の測定 

前項の実験結果から環境中のグルタミン酸

濃度の低下度が高い場合には髄膜炎菌の

HBMEC への侵入能が高いことが推測され、そ

れをGltM-GltTトランスポーターを介して行

っていることが推測された。この仮説からす

れば AM と AM(-S)に含まれるグルタミン酸濃

度に差異が認められるはずである。そこで、

アッセイ後の各培地中のグルタミン酸濃度

を測定した。その結果、AM に比べて AM(-S)

の方がグルタミン酸濃度の低いことがあき

らかとなった。 

 

（4）GltT-GltM 依存的な細胞侵入は宿主細胞

上のコロニーが大きい場合には最大効率を

示す 

宿主細胞上のコロニーの大きさと GltT-GltM

依存的な細胞

侵入の効率の

相関性を観察

した。その結

果、Multiple 

of infection 

(MOI: 宿主細

胞に対する細

菌の数)を高

くすると髄

膜炎菌の宿

主細胞上の

コロニーの

大きさが大

きくなり、

その大きさ

が大きいほどGltT-GltM依存的な細胞侵入の

効率が高いことがあきらかとなった（図 2,3）。

この結果から髄膜炎菌は宿主細胞上でコロ

ニーを作り、そこで GltT-GltM 依存的にグル

タミン酸の欠乏状態を作り出し、それにより

宿主細胞への侵入をより効率的にしている

可能性が示唆された。 

(5)環境中のグルタミン酸濃度、細胞侵入効

率及び HBMEC の ezrin 集積の相関性 

ezrin の集積は髄膜炎菌の宿主細胞侵入に必

須の現象であることが明らかとなっている

ため、環境中のグルタミン酸濃度、細胞侵入

効率及び HBMEC の ezrin 集積の相関性に関し

て解析を行なった。その結果、グルタミン酸

の環境中の濃度が低下した時にGltT-GltM依

存的な細胞侵入が影響を受け、それは ezrin

集積度と非常に相関していることが明らか

となった。 

 

(6)GltT-GltM によって取り込まれたグルタ

ミンはグルタチン合成及び、細胞内生存に寄

与する 

さらにGltT-GltM依存的な細胞侵入の現象を

解明するため、グルタチオン合成酵素遺伝子

を欠損した株で HBMEC への感染を検証した。

その結果、グルタチン依存的な細胞侵入の現

象が認められ、それは AM 及び AM(-S)の両培

地で確認された。一方で、グルタチン非依存

的な細胞侵入は AM(-S)においては優位に観

察出来なかった。このことから、GltT-GltM

依存的な細

胞侵入には

グルタチオ

ン依存的及

び非依存的

の両機構が

関与してお

り、グルタ

チオン非依

存的な細胞

侵入機構は

環境中のグルタミン酸濃度に影響されるこ

とが明らかとなった。 



さらにグルタチオン依存的な細胞侵入の現

象を解明するために細胞内での髄膜炎菌の

生存率を測定した。その結果、野生株に比べ、

gltT-gltM 変異株は優位に生存率が低く、そ

の低さはグルタチオン合成酵素欠損株と同

様であった（図 4）。 

さらにはグルタチンの合成量は髄膜炎菌感

染時に増強されることも確認された。 

このことから、髄膜炎菌は GltT−GltM トラン

スポーターからグルタミン酸を取り込み、そ

れをグルタチオンに合成することにより、細

胞内の生存率を高めている機構が明らかと

なった。 

(9)GltT-GltM は細胞侵入の際にマルチプル

な機能を果たしている。 

本研究により、髄膜炎菌 GltT-GltM グルタミ

ン酸トランスポーターは 

1） 宿主細胞接着時に局所的にグルタミン酸

濃度を低下させて宿主細胞侵入効率を向

上させる 

2） グルタミン酸の取込とリンクしたグルタ

チオンの合成量の増加により細胞内是依

存率を向上させている 

3） 転写及び翻訳の制御機構には影響しない 

ことが明らかとなり、GltT-GltM を介した髄

膜炎菌の細胞侵入機構の分子機序を解明し

た。さらに、 

4） GltT-GltM を介して取り込まれるグルタ

ミン酸を栄養源として細胞内増殖をサポ

ートしている（引用文献①）。 

も明らかとなっており、GltT-GltM グルタミ

ン酸トランスポーターのマルチプルな機能

を発揮して、髄膜炎菌の宿主細胞侵入に関与

していることも明らかとなった（図 5）。 
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