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研究成果の概要（和文）：細菌はシグナル分子AI-2を介して周囲の細菌と情報交換を行なっている。本研究室で
は以前、原生生物と細菌を共培養するとAI-2濃度が上昇する現象を発見し、微生物間相互作用においてAI-2量の
変動が起こることを明らかにした。一方、AI-2が原生生物に対してどのような影響を与えるかは知られていな
い。本研究ではAI-2添加下でアメーバおよび繊毛虫を培養し、非添加下と性状を比較した。その結果、固体（寒
天培地）上ではアメーバの運動速度が上昇することが明らかとなり、アメーバはAI-2濃度を感知して自身の運動
性を上昇させることが示された。

研究成果の概要（英文）：AI-2 is a bacterial signal molecule which is used for bacterial closs talk. 
In our previous studies, we reported that co-cultivation of bacteria and protozoa causes the raise 
of AI-2 concentration in the solution. However, the effect of AI-2 on protozoa was not reported. In 
this study, we compared phenotypic characteristics of protozoa under the presence or absence of 
AI-2. Our results showed that AI-2 causes the raise of mobility of amoeba cells in a concentraion 
dependent manner on solid agar surfaces. This suggests that amoeba can detect AI-2 concentration and
 control its mobility. We showed cross-Kingdom effect of AI-2 on protozoa for the first time. 
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１．研究開始当初の背景 
細菌由来のシグナル分子 AI-2 は、細菌同

士の情報伝達システム「クオラムセンシン
グ」を担っており、微生物の共通言語と目さ
れている。細菌は AI-2 を介してクオラムセ
ンシングを行なうことで、バイオフィルムの
形成や協調的移動（スウォーミング）などを
効率的に制御しており、感染症発生時の病原
性にも直結している。 
本研究室では以前、微生物間相互作用を探

る実験の中で、大腸菌と原生生物（繊毛虫）
を共培養すると、培養液中の AI-2 濃度が有
意に上昇することを明らかにした。一方、自
然界において原生生物と細菌の間には捕食
‐被食関係があることから、AI-2 は原生生物
にも何らかの影響を及ぼすと予想されるが、
AI-2 が原生生物に与える影響はこれまで全
く知られていなかった。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、細菌由来のクオラムセンシン
グ分子 AI-2 が、繊毛虫やアメーバなどの原
生生物に与える影響を検証することで、原生
生物と細菌の間で生じる微生物間相互作用
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) まず、既報のデータを再現できるかを確
認するために、薬剤耐性菌と繊毛虫の相互作
用を検証した。臨床上の意義が大きいカルバ
ペネム耐性大腸菌(NDM-5産生株およびIMP-1
産生株)をドナーとし、①大腸菌の近縁細菌
（カルバペネム感受性大腸菌・サルモネラ）、
または②大腸菌と遠縁の細菌（カルバペネム
感受性エロモナス[Aeromonas caviae])への
接合伝達実験を、繊毛虫の存在下・非存在下
でそれぞれ行ない、結果を比較した。 
 
(2) AI-2が原生生物の増殖速度に与える影響
を検証するため、AI-2 (4,5-Dihydroxy-2,3- 
pentandione, OMM Scientific製) 0uM - 100uM
添加時のアメーバおよび繊毛虫の増殖速度
を培養法で算出した。 
 
(3) AI-2が原生生物の貪食作用に与える影響
を検証するため、AI-2 0uM - 100uM 添加下で
アメーバと繊毛虫を培養しておき、FITC 標識
ビーズを添加して、細胞内に取り込まれたビ
ーズ数をカウントした。 
 
(4) AI-2が原生生物の運動性に与える影響を
検証するため、AI-2 0uM - 100uM 添加下でア
メーバを培養し、アメーバ細胞の移動性を液
体培地中で観察した。また、同様の実験を固
体培地上でも観察し、移動距離を算出した。 
 
４．研究成果 
(1) 繊毛虫の存在が薬剤耐性遺伝子の接合
伝達に与える影響を検証した。図 1A・1B に
示す通り、繊毛虫(Tth, Tsp の 2 種類)の存在

下では非存在下と比べてカルバペネム耐性
遺伝子(blaNDM-5)の接合伝達頻度が有意に
上昇した。この結果は本研究室の既報の再現
ではあるが、繊毛虫が臨床的意義の高いカル
バペネム耐性遺伝子についても接合伝達を
促進することが改めて示された。 

 
 また、大腸菌から遠縁なエロモナスへとカ
ルバペネム耐性遺伝子(blaIMP-1)の接合伝
達を行ない、さらにこの過程で作出したカル
バペネム耐性エロモナスから大腸菌への接
合伝達実験を行なった。図2A,2Bに示す通り、
いずれの場合においても繊毛虫(Tth, Tsp の
2 種類)の存在下では非存在下と比べて有意
に伝達頻度が上昇した。このことから、繊毛
虫は耐性遺伝子の異菌種間伝達を双方向に
促進することが示された。繊毛虫とエロモナ
スは河川や湖沼などの水系環境に広く存在
する環境微生物でもある。そのため、いった
ん野外環境に薬剤耐性遺伝子が拡散した場
合、繊毛虫が仲介して環境細菌に耐性遺伝子
が蔓延し、さらにそれが大腸菌などの病原性
細菌にも広まってしまうおそれが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) AI-2が原生生物の増殖速度および貪食作
用に与える影響を検討した。アメーバ・繊毛
虫ともに液体培地（PYG 培地または Page’s 
Amoeba Saline[PAS]）で、100uM まで濃度を
上昇させて観察を行なったが、陰性対照と比
較して有意な差は認められなかった。 
 
(3) AI-2が原生生物の運動性に与える影響を
アメーバ・繊毛虫ともに液体中で観察したが、
100uM まで濃度を上昇させても影響はみられ
なかった。 
 
(4) 上記(2)(3)に述べたように、液体中にお
いては AI-2 が原生生物に与える影響をみる
ことができなかったため、固体上での検証に
切り替えた。アメーバを AI-2（0uM - 100uM）
に曝露してから寒天培地上にスポットし、30
秒ごとのタイムラプス撮影で細胞の移動距
離を算出した。AI-2 に曝露した後のアメーバ
細胞を観察したところ、その形態には差がみ
られなかった(図 3、DPD は 4,5-Dihydroxy- 
2,3-pentandione の略称で AI-2 のこと)。 



 
 アメーバ細胞の移動距離を算出したとこ
ろ、添加量を増やすについて濃度依存的に移
動距離が増加した(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このことから、アメーバは細菌由来の AI-2
を認識して運動性を上昇させることが示さ
れた。原生生物にとって細菌は捕食対象であ
り、AI-2 は「獲物のニオイ」に相当する。そ
のため、AI-2 を感知したアメーバは運動性を
上昇させ、細菌を盛んに探すようになった、
という仮説が想起された。 
 一方、(2)(3)に示した通り、この作用は液
体中では観察されないものであった。アメー
バは野外環境では主に土壌などの固体条件
に付着して生息していることから、液体中で
の実験系は本来の反応を観測するのに適し
ていない可能性がある。その一方、アメーバ
と細菌の相互作用を検証した過去の研究は、
ほぼ全てが実験上の利便性向上のために液
体中での実験で行なわれてきた。本研究の成
果は、微生物間相互作用を検証するためには
実験を固体上でも行なう必要性があること
を示している。 
 
(5) (4)の通り、アメーバと細菌を固体上で
相互作用させると、これまでにない知見が得
られる可能性が示された。そこで、アメーバ
と細菌(GFP 発現サルモネラ)の混合液を寒天
培地上にスポットし、そのまま培養して経過
観察した。その結果、培養時間が経過するに
つれて、培地上に細菌が拡散し、花が開くよ
うなパターンが描出された(図 5) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 また、このように
培養したアメーバの
細胞表面を電子顕微
鏡で観察したところ、
アメーバ表面に多数
の細菌が付着してい
る様子が観察された
(図 5)。このことから、
細菌を付着させたア
メーバが寒天培地上
を移動し、その際に培地に播種された細菌が
発育して、先に示した花のようなパターンが
描出されたと考えられた。同様の現象は緑膿
菌や Stenotrophomonas maltophilaなど、他
のグラム陰性菌でも観察することができた
が 、 Staphylococcus aureus や Bacillus 
subtilis などのグラム陽性菌では再現でき
なかった。 
 
 以上の結果から、 
① 主目的であった AI-2 が原生生物に与える

影響の検証については、固体においてアメ
ーバの運動性を上昇させる効果が見いだ
された。メカニズムの検証には至らなかっ
たが、アメーバ運動は細胞骨格アクチンの
移動に依存することが知られていること
から、AI-2 濃度は何らかの経路を介して
アメーバのアクチン発現に影響を及ぼし
ていると予想された。 

② また、アメーバと細菌を混合してから寒天
培地上にスポットすると、細菌が独特の発
育をすることが明らかになった。この現象
自体が興味深いのに加え、これまでの研究
で用いられてこなかった「固体上での原生
生物の挙動」を対象とする実験により、全
く新しい微生物間相互作用に光を当てる
ことができる可能性が示された。 

③ 繊毛虫に関しては、アメーバと異なり固体
上での培養ができないため、アメーバのよ
うな検証方法で AI-2 の影響を調べること
はできなかった。一方、既報の再現を兼ね
て行なった薬剤耐性菌の接合伝達試験に
より、繊毛虫の存在は近縁菌種間のみなら
ず異菌種間でも接合伝達を促進させるこ
とが明らかになった。水系環境に耐性菌・
耐性遺伝子がいったん散逸した場合、繊毛
虫を介した細菌間伝播により、耐性遺伝子
が広範に拡散してしまうことが危惧され
る。これまでの薬剤耐性菌モニタリングは
ヒトや家畜などの生体試料のみで実施さ
れているが、今後は環境中の耐性菌モニタ
リングも必要だと考えられる。 
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