
京都大学・化学研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的研究（萌芽）

2020～2018

膜小胞を細胞外に分泌高生産する新奇細菌における膜小胞形成機構の解明と応用

Elucidation of the mechanism of extracellular membrane vesicle production with a
 novel bacterium that abundantly produces vesicles and their application

７０２４３０８７研究者番号：

栗原　達夫（KURIHARA, Tatsuo）

研究期間：

１８Ｋ１９１７８

年 月 日現在  ３   ６   ２

円     4,800,000

研究成果の概要（和文）：細胞外膜小胞高生産性細菌 Shewanella vesiculosa HM13 の膜小胞主要積荷タンパク
質が、Ⅱ型タンパク質分泌装置に類似した装置によって細胞外に輸送され、膜小胞表層の多糖との相互作用によ
って膜小胞に積み込まれることを見いだした。また、膜小胞の主要なリポオリゴ糖の構造を明らかにした。さら
に、膜小胞の生産制御に関与するセンサータンパク質ホモログを同定した。

研究成果の概要（英文）：We found that the major cargo protein of extracellular membrane vesicles of 
a hyper-vesiculating bacterium, Shewanella vesiculosa HM13, is transported to the extracellular 
space by a machinery similar to the type II protein secretion system and is loaded onto the vesicles
 via interaction with polysaccharides at the surface of the vesicles. We also determined the 
structure of the major lipooligosaccharide in the membrane vesicles. Furthermore, we identified a 
sensor protein homolog involved in the regulation of membrane vesicle production.

研究分野： 分子微生物科学

キーワード： 細胞外膜小胞　タンパク質輸送　タンパク質分泌　表層糖鎖

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌が細胞外に分泌生産する膜小胞は、細菌間や細菌-宿主間のコミュニケーション、環境中の栄養素利用、病
原性細菌の病原性発現などを担うことから、近年、大きな注目を集めている。本研究は、そのような膜小胞の生
産機構の一端を明らかにした点で意義深い。また、膜小胞に任意のタンパク質を積み込むことで機能性膜小胞を
作るための基盤となる知見を与えるものであり、応用面でも意義深い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細菌が細胞外に分泌生産する膜小胞は、細菌間や細菌-宿主間のコミュニケーション、環境中
の栄養素利用、病原性細菌の病原性発現など、多岐にわたる生理的役割を担うことが知られてい
る。膜小胞生産は細菌に普遍的に備わった機能であるが、従来、研究対象とされてきた細菌の多
くは膜小胞生産性が低く、そのことが生化学的な解析を難しくし、膜小胞形成の根幹に関わる因
子の解明や、実用レベルでの物質生産等を行う上での障壁となっている。膜小胞生産性に優れた
細菌を用いることで、このような状況を打開できる可能性が考えられる。膜小胞形成機構の詳細、
特に特定のタンパク質が膜小胞に輸送されるメカニズムが明らかになれば、任意の外来タンパ
ク質を膜小胞に積み込むことで様々な機能性膜小胞を創製することにも道が拓かれると期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 独自に見いだした膜小胞分泌高生産性細菌（図 1）を主な対象として、細胞外膜小胞形成の分
子基盤を明らかにするとともに、膜小胞をプラットフォームとした新しい細胞外物質生産場を
構築するための基盤的知見を得ることを主な目的として研究を進めた。特に、特定のタンパク質
が膜小胞に積み込まれる仕組みを明らかにすることを目的として研究を実施した。また膜小胞
生産の制御機構の解明も目指した。 

図 1. 膜小胞高生産性細菌 Shewanella vesiculosa HM13 
左：菌体の電界放出型走査電子顕微鏡観察像、右上：細胞外膜小胞の透過型電子顕微鏡観察像、
右下：細胞外膜小胞の全タンパク質の SDS-PAGE 分析結果 
 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株と培養条件：アジ腸管内容物から分離した膜小胞高生産性グラム陰性細菌 
Shewanella vesiculosa HM13 を研究対象とした。遺伝子破壊実験には、本菌のリファンピシン耐
性変異株 (HM13-Rifr) を親株として用いた。親株と遺伝子破壊株は LB 液体培地にて好気的に
培養した。遺伝子破壊用プラスミドを接合伝達によって HM13-Rifr に導入するためのドナーと
しては、Escherichia coli S17-1/λpir (Nat. Biotechnol. (1983) 1, 784) を用いた。 
(2) 遺伝子破壊法：遺伝子破壊用プラスミドとしては、S. vesiculosa HM13 での自律複製能を持
たない pKNOCK-Kmr (BioTechniques (1999) 26, 824) を用いた。破壊対象とする遺伝子の内部配
列を PCR で増幅して本プラスミドに挿入し、E. coli S17-1/λpir に導入した。接合伝達によって 
HM13-Rifr に導入し、相同組み換えによるプラスミドのゲノムへの挿入によって対象遺伝子を破
壊した。 
(3) 細胞外膜小胞の調製：培養液中の細胞を遠心分離で回収したのち、上清画分を 0.45 µm のポ
アサイズのフィルターを用いて濾過し、得られた濾液を 100,000 x g で 2 時間の超遠心分離に
供することによって膜小胞を調製した。膜小胞を除去した培養上清 (post-vesicle fraction (PVF)) 
も回収した。 
(4) 膜小胞の定量：膜小胞の定量は膜染色性蛍光色素 FM4-64 を用いる蛍光測定、またはナノ粒
子解析システム NanoSight LM10 を用いる方法で行った。 
(5) 主要積荷タンパク質 P49 の局在性解析：S. vesiculosa HM13 の膜小胞の主要積荷タンパク質 
P49 の局在性は、膜小胞、細胞、PVF に対する Western blotting によって解析した。ここでは、
P49 の C 末端領域のペプチドに対する抗体を用いた。 
(6) リポオリゴ糖 (LOS) の構造解析：細胞および膜小胞から phenol/chloroform/light petroleum 
(PCP) 法 (Eur. J. Biochem. (1969) 9, 245) によって LOS を調製した。メチル化処理とアセチル化
処理で得られた糖誘導体とメチルエステル化脂肪酸を GC-MS で分析した。また、インタクト
な LOS、および温和な酸加水分解処理で得られたリピド A を MALDI-TOF MS 解析に供した。
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アンモニアを用いたアルカリ加水分解によって、糖にエステル結合した脂肪酸を除去したリピ
ド A 誘導体についても MALDI-TOF MS 解析を行った。さらに、ヒドラジン処理とアルカリ処
理で脱アシル化した LOS の構造を一次元および二次元 NMR によって解析した。 
 
４．研究成果 
(1) S. vesiculosa HM13 の膜小胞主要積荷タンパク質 P49 の膜小胞への輸送機構 
 S. vesiculosa HM13 のゲノム上で P49 遺伝子の近傍に存在する遺伝子群について、それらの
コードするタンパク質が膜小胞形成や P49 の膜小胞移行に関与するか解析した。P49 遺伝子上
流にはグラム陰性細菌のタンパク質分泌装置として知られる II 型分泌装置 (T2SS) の構成タン
パク質ホモログ遺伝子群が見いだされた。それらのうち 4種（gspD2、gspK2、gspF2、gspE2）を
破壊したところ、いずれの場合も膜小胞の形状には顕著な影響が見られなかった。また、親株の 
40〜75% 程度の膜小胞生産性が見られ、膜小胞生産への必須性も認められなかった。一方、P49 
の局在性は大きく変化した。いずれの遺伝子破壊株でも P49 は膜小胞に移行せず、細胞内に蓄
積したことから、これらの遺伝子がコードする T2SS 様分泌装置が、P49 の細胞外への移行を
担っているものと考えられた。 
 一方、P49 遺伝子の下流には、リポ多糖や多糖などの細胞表層成分の生合成に関与するタンパ
ク質群のホモログが見いだされた。それらのうち 4種（gdpD、lptA、wzx、nfnB）を破壊した。こ
れらはそれぞれ、glycerophosphodiester phosphodiesterase、lipooligosaccharide phosphoethanolamine 
transferase、Wzx flippase、nitroreductase のホモログをコードする。これらのうち Wzx flippase は、
細胞表層リポ多糖や莢膜多糖の前駆体の細胞質からペリプラズムへの移行を担う。4種の遺伝子
破壊株ではいずれも親株の 30〜85% 程度の膜小胞生産性が見られ、膜小胞の形状にも顕著な変
化がなかったことから、いずれも膜小胞構造の形成には必須でないことが示された。一方、P49 
の局在性は著しく変化した。親株においては、細胞画分と膜小胞画分に P49 が存在することが 
Western blot 解析によって示されたが、これらの遺伝子破壊株では、細胞画分と膜小胞画分から 
P49 が消失し、PVF に P49 が局在することが示された。 
 さらに、in vivo での P49 の局在性解析に加えて、単離した膜小胞と精製 P49 との結合能を 
in vitro で評価する実験も行った。P49 遺伝子破壊株より調製した膜小胞と精製 P49 をインキ
ュベートした結果、精製 P49 が膜小胞に積み込まれることが示された。これに対し、wzx の破
壊株から調製した膜小胞には P49 は結合しなかった。 
 以上の結果から、P49 は gdpD、lptA、wzx、nfnB の関与で生合成される表層成分（リポ多糖ま
たは多糖）との相互作用を介して膜小胞に積み込まれるものと考えられた。 
 
(2) S. vesiculosa HM13 の細胞表層糖脂質および細胞外膜小胞糖脂質の構造 
 S. vesiculosa HM13 の細胞および細胞外膜小胞からそれぞれ糖脂質を抽出し、その化学構造を
決定した。その結果、両者は同じ構造を持つ LOS であることが示された。いずれも、糖鎖部分
に glucose、2-amino-2-deoxy-glucose、D-glycero-D-manno-heptose、L-glycero-D-manno-heptose、8-
amino-3,8-dideoxy-manno-oct-2-ulosonic acid を含み、リピド A 部分に C12:0(3OH)、C13:0(3OH)、
C14:0(3OH)、C12:0、C13:0、C14:0、C15:0 を含むことが示された。また、リピド  A が 
phosphoethanolamine で修飾されていることが見いだされた。この修飾様式は Shewanella 属細菌
では報告のない新奇なものである。 
 上述のように、本菌の糖脂質は、細胞から抽出されたものも細胞外膜小胞から抽出されたもの
も O 抗原多糖を持たない LOS であった。従って、本菌においては Wzx flippase が O 抗原多
糖を有するリポ多糖の生合成に関与することは考えにくい。そこで、Wzx flippase が莢膜多糖生
合成に関与することを想定して解析を行ったところ、本菌が多糖を生合成すること、および wzx 
破壊株で多糖が消失することが見いだされた。これらの結果から、P49 は Wzx flippase 依存的
に生合成される表層多糖との相互作用を介して膜小胞に積み込まれるものと考えられた。 
 
(3) S. vesiculosa HM13 の膜小胞生産を制御するセンサータンパク質ホモログの同定 
 細菌の膜小胞生産性は細胞外環境の影響を受ける。環境への応答にはセンサータンパク質の
関与が想定される。そこで、S. vesiculosa HM13 の膜小胞中に見出されたセンサータンパク質ホ
モログ HM1275 に着目して研究を行った。HM1275 は、センサーとして機能する Per-Arnt-Sim 
(PAS) ドメインと、メチル基受容走化性タンパク質のシグナリングドメインと相同性のある領域
を有している。野生株ではリシン濃度依存的に膜小胞生産性が向上したのに対し、HM1275 の遺
伝子破壊株では同等の向上は見られなかった。一方、HM1275 はバイオフィルム分散関連タンパ
ク質 BdlA と配列相同性を有するため、バイオフィルム分散への関与も調べた。リシン添加条件
下で野生株のバイオフィルム形成量は HM1275 欠損株に対して有意に減少した。これらの結果
から、HM1275 が細胞外のリシン濃度を感知し、膜小胞生産およびバイオフィルム分散を誘導す
るものと考えられた。 
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