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研究成果の概要（和文）：外膜小胞（OMV）は、大腸菌をはじめとする多くのグラム陰性菌が産生する20-250 nm
の細胞外膜由来の小胞であり、内包する様々な細菌由来分子を宿主細胞へと輸送する。一方、OMVをワクチンと
して利用することも可能であり、近年、ワクチン開発への応用面からも注目が集まっている。
本研究では、腸管外病原性大腸菌が有するhlyF遺伝子が、OMVの産生誘導に関与することを明らかにした。ま
た、その形成機構が外膜構成成分のひとつであるリポ多糖の構造に深く関与することが示唆された。本研究成果
から、hlyF遺伝子の誘導によりOMVを大量に産生することで、効率的なワクチン開発が可能となると期待され
る。

研究成果の概要（英文）：The hemolysin F (hlyF) gene is epidemiologically associated with virulent 
strains of avian pathogenic E. coli and human neonatal meningitis-associated E. coli. We 
demonstrated that culture supernatants of E. coli expressing HlyF induced autophagy in eukaryotic 
cells. This phenotype coincided with an enhanced production of outer membrane vesicles (OMVs) by 
bacteria expressing HlyF. The HlyF protein displays a predicted catalytic domain of the short chain 
dehydrogenase/reductase superfamily. This conserved domain was involved the ability of HlyF to 
promote the production of OMVs.
This study is the first evidence that pathogenic bacteria produce a virulence factor directly 
involved in the production of OMVs and expected that HlyF-dependent OMV production could be one of 
the method for the development of vaccine.
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１．研究開始当初の背景 
１）大腸菌は非常に遺伝的多様性に富んだ集
団であるが、一部の菌株のみがヒトや動物に
病原性を示す。これらの病原性大腸菌は、下
痢原性大腸菌と腸管外病原性大腸菌とに大
別されるが、前者は臨床症状・細胞付着様
式・毒素の種類等から５〜６種類の病原型に
分類される。一方、腸管外病原性大腸菌は下
痢原性大腸菌とは異なった病原性を有し、尿
路感染症・敗血症・新生児髄膜炎などの腸管
外感染症の原因菌となる。 
  
２）本研究で解析対象とした新生児髄膜炎起
因大腸菌やトリ病原性大腸菌などの腸管外
病原性大腸菌は約 100 kbp 以上の大型の病原
プラスミドを保有しており、そのプラスミド
上には様々な病原関連遺伝子がコードされ
ている。なかでも、ヘモリジン F 遺伝子
(hlyF)は、それらのプラスミド上に高度に保
存されており、ヒトや動物に対して病原性を
示すことが報告されている（引用文献１）。 
 
３）研究代表者は、HlyF を過剰に産生する大
腸菌を HeLa 細胞に感染させると、その細胞
が多数の空胞を形成したことから（図１）、
当初は細胞毒素としての機能解析を進めて
いたが、その後の解析により、HlyF は空胞形
成に直接的には関与していないことが明ら
かになった。一方で、HlyF 非産生株と比べ、
HlyF 産生株では非常に大量の外膜小胞（OMV）
産生が確認され、HlyF が菌体表面から放出さ
れるOMVの産生誘導に関与していることが明
らかとなった（図１）。HlyF の配列上には
epimerase（糖の異性化酵素）のモチーフ配
列が存在しており、外膜成分のリポ多糖
（LPS）あるいはペプチドグリカン（PG）の
糖鎖などに構造変化を引き起こすことで、
OMV 産生を誘導する可能性が示唆された。 

図１.HlyFによる外膜小胞の産生誘導とHeLa
細胞への空胞形成 

２．研究の目的 
 OMV は大腸菌をはじめとする多くのグラム
陰性菌が産生する 20-250 nm の細胞外膜由来
の小胞である。また、OMV は、内包する様々
な細菌由来分子を宿主細胞へと輸送しうる
ことが報告されており、細菌の生存戦略にお
いては、一種の飛び道具となる（引用文献２）。
一方、OMV をワクチンとして利用することも
可能であり、近年、ワクチン開発への応用面
からも注目が集まっている（引用文献３）。
しかしながら、その詳細な産生メカニズムや
機能、誘導条件などは未だ解明されていない
点が多い。本研究では、研究代表者の先行研
究の成果を基に、HlyF による OMV の産生誘導
メカニズムを明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
１）本研究では、主に、研究代表者がフラン
スでの先行研究で作成した新生児髄膜炎起
因大腸菌 SP15 株の hlyF 遺伝子欠損株およ
びその相補株、K-12 MG1655 の野生株およ
び HlyF 過剰発現株を用いた。OMV は菌体表
面から放出される小胞であることから、HlyF
による OMV の産生誘導もまた、外膜構造の変
化によるものと考えられる。そこで、HlyF 産
生・非産生株における LPS および PG の糖鎖
分析を行い、両者の違いを調べた。また、HlyF
が糖の異性化に関わるepimeraseドメインを
有していることから、部位特異的突然変異
を導入し、糖鎖変化と OMV の産生量への影
響を解析し、HlyF の epimerase 活性の OMV
産生誘導への関与を検討した。さらに、
RNA-seq による網羅的な遺伝子発現解析を行
い、OMV の産生誘導に関与する遺伝子候補の
同定を試みた。 
 
２）HlyFを有する大腸菌K-12株を用いて、
温度、pH、塩濃度、グルコース濃度、HlyF
（または HlyF ホモログ）の発現量などのパ
ラメーターを検討し、OMV 産生誘導の至適
条件を検討した。また、RNA-seq 解析の結
果から、OMV 産生誘導に関連する有用な遺
伝子が同定されれば、それらも培養条件の
パラメーター設定に利用する。 
 
３）OMV は、主に、エンドサイトーシスを介
して宿主細胞に取り込まれると考えられて
いるが、詳細は未だ明らかとなっていない。
先行研究の成果から、OMV が HeLa 細胞への空
胞形成に関与している点も踏まえ、まずは
HlyF 産生株より精製した OMV を HeLa 細胞に
添加し、宿主細胞内での影響、特に、形成さ
れる空胞がオートファゴソームと関連があ
るか否かを検討した。 
 
４．研究成果 
１）先行研究から、hlyF遺伝子および近傍領
域を含む遺伝子群は、腸管外病原性大腸菌お
よびサルモネラ菌が保有する病原プラスミ



ド上に高度に保存されていることが明らか
となった（図２）。さらに、hlyF 遺伝子のホ
モロジーサーチの結果、主に腸内細菌科に属
する細菌属種の染色体上にも hlyF 遺伝子の
ホモログが存在することが明らかとなった
（表１）。そこで、これらホモログも OMV 産
生を誘導する可能性が考えられたため、HlyF
ホモログをクローン化したプラスミドを大
腸菌 K-12 株へ導入し、HlyF ホモログの産
生・非産生株における OMV の産生量を観察
した。しかしながら、両者における OMV 産
生量に大きな違いは確認されなかった。 
 

図２. hlyF遺伝子および近傍領域における遺
伝子群構造 
 

表１.他の細菌属種に存在するHlyFホモログ
の概要 
 
２）HlyF の配列上には、epimerase（糖の異
性化酵素）のモチーフ配列（YxxxK）が存在
しており、外膜成分のリポ多糖（LPS）ある
いはペプチドグリカン（PG）の糖鎖などに構
造変化を引き起こすことで、OMV 産生を誘導
すると考えられる。そこで、まずは、
epimerase ドメインの部位特異的突然変異体
を作製し、OMV の産生量を調べた。その結果、
HlyF 産生株に比べ、ドメイン変異株では OMV
産生量が有意に減少し、HlyF による OMV の産
生誘導は糖の異性化が強く関与しているこ
とが明らかとなった（図３, 引用文献４）。
さらなる知見を得るため、HlyF 産生・非産生
株の菌体もしくは外膜小胞に含まれるLPSの
糖鎖分析（コア多糖部分）を実施したが、両
者における糖鎖の構造に大きな違いはみと
められなかった。一方で、リピド A部分にお
いては、MALDI-TOF MS の結果より HlyF 産生・
非産生株間で大きな質量変化が確認された。
予測される OMV 形成機構の観点から、外膜に
アンカーしているリピド A 部分が HlyF によ

る直接的もしくは間接的な修飾を受け、外膜
の不可逆的な構造変化を誘発し、OMV の産生
誘導に至ったと考えられる。 

 
図３. OMV 産生における epimerase ドメイン
の関与 
 
３）HlyF による OMV 産生誘導に関与する遺伝
子を明らかにするため、HlyF 産生株と
epimerase ドメイン変異株を用い、対数増殖
期における両者の遺伝子発現変動について
RNA-seq を実施した（図４）。 
解析の結果、有意に発現の減少が認められた
のは 59 遺伝子存在し、その半数以上が鞭毛
形成に関与する遺伝子であった。一方、HlyF
産生株において有意に発現の上昇が認めら
れたのは 19 遺伝子存在し、その多くが転写
もしくは代謝に関与する遺伝子群であった
が、OMV 産生に寄与する遺伝子の同定には至
らなかった。また、OMV 産生誘導条件の至適
化を検討するため、培養時の条件（温度、pH、
塩濃度、グルコース濃度）を変更し OMV の産
生量を確認したが、いずれの条件下でも産生
量に大きな違いは確認されなかった。本解析
については、今後、RNA-seq の再解析により
得られた結果を基に再度検討する必要があ
る。 

図４. RNA-seq による網羅的な遺伝子発現解
析 
 
４）OMV はエンドサイトーシスを介して宿主
細胞に取り込まれると考えられる。そこで、
HlyF 産生・非産生株の培養上清を HeLa 細胞
に添加した結果、HlyF 産生株由来の上清にお
いて、明らかなオートファゴソームの誘導が



確認された（図５）。これらの結果から、OMV
がオートファゴソームの形成誘導に関与し
ていることが明らかとなった。しかしながら、
OMV の宿主細胞への詳細な取り込み経路の同
定までは至らなかった。 
 

図５. OMV によるオートファゴソームの誘導 
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