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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、ビブリオ・アルギノリティカスのIII型分泌装置エフェクター分子で
あるVepAによる鉄依存的細胞死メカニズムについて解析を行った。組換えVepAタンパク質をHeLa細胞内にトラン
スフェクションし、誘導される細胞死を観察した。細胞膜透過性の二価鉄キレート剤により菌体感染による細胞
死は完全に抑制されるのに対し、組換えVepAによる細胞死では抑制効果は部分的であった。VepA依存的細胞死誘
導への鉄の関与は否定的となった。また、カテプシン、カルシウムイオン、プロトン、小胞体ストレスの関与も
低いと考えられた。VepA依存的細胞死は新規の細胞死メカニズムが関与している可能性が高い。

研究成果の概要（英文）：Opportunistic pathogen, Vibrio alginolticus induce cell death via effector 
VepA in type III secretion system. I found this cell death depends on intracellular ferrous ion, 
calling this type of cell death ferroptosis. When I transfected recombinant VepA into HeLa cell, I 
observed cell death that is similar with that by V. alginolyticus infection. In this condition, I 
treated the cell with ferrous chelater in the cell death induction by VepA-transfection. Unlike the 
infection experiment, that cell death didn't inhibit by ferrous chelataing. Hence, I deny 
correlation between VepA-dependent cell death and intracellular ferrous ion. I also examined other 
possible mechanism of the cell death such as cathepsin, calcium ion, proton and ER stress. However, 
these factor didn't relate to this cell death. I concluded that novel mechanism hides in 
VepA-dependent cell death.   

研究分野： 細菌学

キーワード： Vibrio alginolyticus　細胞死　鉄
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞生物学において細胞死は大きくネクローシスとアポトーシスに分けられると考えられてきた。近年、この二
分類のみならずさまざまなタイプの細胞死経路が報告されている。病原細菌は宿主であるヒトの細胞に対し多様
な細胞死を引き起こしていると考えられるがその多くは未だ謎のままである。本研究成果は病原細菌がカスパー
ゼ依存的アポトーシスという新しいタイプの細胞死を誘導することを見いだした。細菌学の研究から細胞生物学
の新しい知見が得られるという点は、異分野研究が相互に関与することで科学が進歩するという意義がある。本
研究成果はその一例と考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Vibrio alginolyticus は海水に生息するグラム陰性桿菌で、ヒトに日和見感染を起こすことが
ある。本菌の病原性を研究するために in vivoと in vitroにおける感染モデルが用いられてきた。
マウスを用いた腹腔内接種感染モデルにおいて本菌はマウス致死活性を示すことが知られる。
In vitro では HeLa 細胞にネクローシス様細胞死を誘導することが知られる。In vitro モデル
において細胞死を誘導する病原因子は III 型分泌装置と考えられている。III 型分泌装置はグラ
ム陰性菌が広く保有する注射針様の装置であり、宿主細胞に対しエフェクターと呼ばれるタン
パク質を注入する。細菌種によって様々な機能をもつエフェクターが知られ、代表的なものと
して宿主細胞の細胞死を誘導するエフェクターが知られる。 
 申請者は V. alginolycitusの III型分泌装置エフェクターのうちどれが HeLa細胞の細胞死誘
導に関与するか解析した。その結果、同じ Vibrio 属の V. parahaemolyticus の VepA と呼ばれ
るエフェクターのホモログが細胞死誘導に関与することを見出した（図１A）。 
 V. parahaemolyticus において、VepA はリソソームに小孔を形成することにより細胞死を誘
導することが報告されていた。そこで申請者は、V. alginolyticus において同様の細胞死機構を
示すか解析したところ VepA はリソソームに小孔を形成する可能性が示唆された。デキストラ
ン分子を用いた観察によりこの小孔はタンパク質より少分子を漏出させていることが示唆され
た。これを裏付ける証拠としてリソソーム内システインプロテアーゼであるカテプシンは細胞
死に関与しなかった。リソソーム内の少分子で細胞死を誘導するものとして二価鉄イオン Fe2+

が考えられる。そこで申請者は二価鉄イオンキレーターが VepA による再防止誘導を抑制する
か解析した。その結果、V. alginolyticus の VepA による細胞死誘導は、二価鉄イオン依存的で
あるとの仮説を立てた（図１B）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
申請者がこれまでに得た結果から VepA によりリソソームから漏出する細胞死原因物質は二価
鉄イオン（Fe2+）であると考えた。確かに、リソソームは遊離鉄の貯蔵庫として知られる。本
研究の目的は、VepA 依存的なリソソーム漏出が Fe2+の細胞質への移動を起こすかどうか証明し、
更には通常のフェロトーシスとその特徴を比較解析することで、VepA 依存的細胞死のメカニ
ズムを明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
組換え His-tag VepA タンパク質は大腸菌発現系を用いて発現させ、Ni カラムクロマトグラ

フィーにより精製した。得られた組換え VepA は、センダウイルス・エンベロープベクターを用
いて HeLa 細胞にトランスフェクションし、誘導される細胞死をヨウ化プロピジウム（PI）染色
により観察した。リソソーム膜の透過性を調べるためにニュートラルレッドを細胞内リソソー
ム集積させ色素の消失により漏出を解析した。 
 
 

図１ V. alginolyticus の in vitro 細胞毒性（A）。HeLa 細胞に対して野生株（WT）、III 型分泌装置

遺伝子破壊株（ΔvscC）、VepA 遺伝子破壊株（ΔvepA）のそれぞれを MOI 100 で感染させ、細胞死

を LDH 放出により評価した。V. alginolyticus の細胞死誘導機構の仮説（B）。二価鉄イオンのリソ

ソームからの漏出により細胞死が誘導されると仮説を立てた。 

A) B) 



４．研究成果 
 組換え His-tag 融合 VepA タンパク質生産・精製し純度の高い組換えタンパクを得た。組換え
タンパクを HeLa 細胞に導入したところ、VepA それ単体で細胞死を誘導した（図 2A）。このとき、
リソソームの漏出を確認したところ VepA 依存的にリソソームに集積したニュートラルレッド
が消失した（図 2D）。以上より、VepA タンパク質それ単体でビブリオ・アルギノリティカスの
菌体接種により誘導される細胞死が再現できた。 
 
また、細胞膜透過性の二価鉄キレート剤により VepA 依存的細胞死が抑制されるかどうかを検

討したところ、ビブリオ・アルギノリティカスの菌体感染では完全に抑制されるのに対し、組
換え VepA のトランフェクションによる細胞死では抑制効果は部分的であった。 
 

 そこで、VepA が誘導する細胞死のタイプを解析するため様々な阻害剤を用いて解析を行った。
その結果 VepA 依存的細胞死は、アポトーシスの阻害剤である汎カスパーゼ阻害剤により部分的
に阻害され、さらにカスパーゼ基質の分解を確認した。これはアポトーシスを示唆する。しか
しながら本細胞死は、細胞に対し速やかにヨウ化プロピジウムの細胞内透過をもたらすことも
同時に確認した。S. Yoon ら（2014）の報告では、カスパーゼ依存性のネクローシスというい
わばカスパーゼとネクローシスの中間のような細胞死があり得ることを示している。V. 
alginolyticusのVepA依存性細胞死はこれまでに知られる典型的なアポトーシスまたはネクロ
ーシスとは異なる新しいタイプの細胞死を示すことが考えられる。 
 
 V. parahaemolyticus において VepA の標的分子はリソソーム膜上の V1-ATPase であると報告
されている。リソソーム膜状に於いて VepA は小孔を形成し、タンパク質よりも小さな分子を漏
出させる。このとき漏出する分子が細胞死のトリガーになっていると考えられる。申請者は当
初二価鉄イオンを疑っていたが、結果は否定的であった。そこで、リソソームに貯蔵されてい
ると考えられる二価鉄イオン以外の分子の細胞死への関与についても検討した。その結果、バ
フィロマイシンは細胞死に影響を与えず、プロトンが関与している可能性は低いと考えられた。
その他にも細胞膜透過性カルシウムキレーターでも細胞死に影響がなく、カルシウムイオンが
関与している可能性も否定的であった。リソソーム膜状のナトリウムチャネル阻害剤も同様に
無効化であった。リソソームから漏出してくる少分子について検討したが、本研究ではその分
子を特定するには至らなかった。 
 
 V. alginolyticus の VepA がリソソーム膜だけでなく小胞体膜を傷害している可能性を考え、
各種の小胞体ストレス経路阻害剤を用いて検討した。その結果、いずれの小胞体ストレス経路
も本細胞死には関与していないと考えられた。 
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図 2 センダイウイルスエンベロープを利用してリコンビナント VepA を HeLa 細胞へ導入し細胞死

を観察した結果（A）。細胞死はヨウ化プロピジウム（PI）陽性細胞数で評価した。VepA のトランス

フェクションによるリソソームからのニュートラルレッドの漏出（A, B, C, D）。未導入（B）、ウイ

ルスベクター（C）、ウイルスベクター＋VepA（D）、リソソーム破裂剤 LLOMe 処理（E）をそれぞ

れ示す。 
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