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研究成果の概要（和文）：病原細菌が細胞外に放出する微粒子「膜小胞」は、感染における重要な病原因子運搬
体として知られている。一方、細菌は宿主細胞に付着した「バイオフィルム」という集合体の状態をとると、膜
小胞を活発に形成する。本研究では、バイオフィルムで放出された膜小胞が、免疫細胞の一つであるマクロファ
ージのサイトカイン産生を誘発し、強い炎症作用を有することが示された。

研究成果の概要（英文）：Membrane vesicles (MVs), nanoparticles released by pathogenic bacteria, are 
important virulence factor carriers in infectious diseases. Bacteria actively release MVs in the 
biofilms, aggregated states attached to host cells. In the present study, MVs released in biofilms 
were found to induce cytokine production by macrophages, one of the immune cells, and to have a 
strong inflammatory effect.

研究分野：分子微生物学

キーワード： 膜小胞　バイオフィルム　緑膿菌　マクロファージ　カルジオリピン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
緑膿菌をはじめとした感染症は国内のみならず世界で重要視される深刻な問題である。胃潰瘍や髄膜炎菌感染な
ど、多くの重篤感染症において、細菌感染初期過程の膜小胞の重要性が知られている。本研究では、バイオフィ
ルムという宿主感染状態となった際に放出される膜小胞が生体に与える影響を解明しており、あらゆる細菌感染
症の治癒に向けた重要な知見である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 細菌は多様な感染機構を有しており、感染メカニズムの理解は病原性制御に必須の情報であ

る。多くの病原細菌は細胞外に直径 20 ~ 400 nm の膜小胞を放出しており、膜小胞は動物・植物

等の細胞へ病原因子を運搬する機能を有している。 

病原細菌はバイオフィルム（微生物とその分泌物から構成される構造体）を形成して上皮細胞

に固着することが知られている。浮遊状態とバイオフィルム状態では遺伝子発現プロファイル

が異なり、あたかも別の細菌かのような表現型を示す。膜小胞はバイオフィルム状態で多量に放

出されることが知られているが、膜小胞を介した宿主細胞への病原性はこれまで扱いやすい浮

遊細菌が放出した膜小胞を対象にして解析されてきた。しかし実際の感染では細菌は宿主細胞

の防御機構を回避しつつバイオフィルムを形成していることから、その状態で放出される膜小

胞による感染機構の理解が、難治感染症の克服のためには極めて重要である。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、細菌−宿主細胞インターフェースにおいて、膜小胞を介した感染がどのような機

構で引き起こされるのかを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）供試菌株と培養方法 

 緑膿菌Pseudomonas aeruginosa PAO1株をモデル細菌として用い、LB培地で 37度で培養した。

500 mL フラスコに入った 100 mL 培地で 200 rpm の振盪培養した細菌を浮遊状態、シャーレに

10 mL の培地を入れ静置培養した細菌をバイオフィルム状態として実験を行った。 

（２）リン脂質の解析 

 細胞膜のリン脂質組成は薄層クロマトグラフィーにより解析した。また、カルジオリピンの生

成の有無は高速液体クロマトグラフィーにより確認した。 

（３）膜小胞の抽出と定量方法 

 細菌培養液を遠心した後、その上清をフィルター滅菌し、超遠心することにより膜小胞を回収

した。膜小胞の定量には、脂質二重膜標識試薬 FM4-64 を用いた。また、膜小胞の精製は密度勾

配遠心法により行った。 

（４）膜小胞のサイトカイン産生誘発能の影響評価 

 精製した膜小胞をマクロファージに添加し、マクロファージのサイトカイン産生をそれぞれ

の遺伝子転写量で評価した。RNA を抽出し逆転写した DNA に対して定量的 PCR を行った。 

 

４．研究成果 

（１）膜小胞放出とカルジオリピンとの連関 

 緑膿菌がバイオフィルム状態で産生する膜小胞の特性理解に向け、

細胞膜の構成成分であるリン脂質の組成に着目した。浮遊状態ならび

にバイオフィルム状態における細菌のリン脂質組成を調べたところ、

バイオフィルム状態でカルジオリピンの比率が高いことが示された。

また、カルジオリピンの細胞内局在を 10-Nonylacridine orange (NAO)

を用いて蛍光顕微鏡で観察したところ、バイオフィルム状態の細菌で

1 μm

図1 緑膿菌の
カルジオリピン局在



は細胞極ならびに膜小胞放出部位に局在していた（図 1）。カルジオリピンは高曲率膜に集積す

る特徴を有することから、カルジオリピンが高濃度に局在することで細胞膜の曲率を高めてい

る可能性が考えられた。 

次にカルジオリピンがバイオフィルム形成時における膜小胞産生増大に関与するかを調べる

ため、緑膿菌のカルジオリピン非合成欠損株の作製を試みた。PAO1 株においてはフォスフォリ

パーゼ D活性を有すると予測される遺伝子が 6 つ存在しており、その 6 重欠損株を作製したと

ころ、カルジオリピン合成が完全に欠失した。さらに各遺伝子の発現プラスミドを作製し 6 重欠

損株に導入したところ、3 つの遺伝子がカルジオリピン合成を担っていた。実際にそれら遺伝子

の 3 重欠損株でもカルジオリピン合成が見られなかった。しかし予想に反し、カルジオリピン非

合成株の膜小胞形成量は野生株と比較して顕著な差が見られなかった。以上のことから、バイオ

フィルム状態の細菌ではカルジオリピンは膜小胞放出部位に集積するものの、そのリン脂質自

体は膜小胞産生量に影響を与えないことが示された。 

 

（２）バイオフィルム由来膜小胞によるマクロファージのサイトカイン産生誘発 

浮遊状態とバイオフィルム状態で形成される膜小胞がマクロファージの免疫応答に与える影

響を解析した。緑膿菌がバイオフィルムを形成した際に放出する膜小胞は、マクロファージの

IL-1b、IL-6、IL-12p40 などのサイトカイン産生を誘発していた（図 1）。リポ多糖の LipidA に架

橋するポリミキンシン B をバイオフィルム状態ならびに浮遊状態の培養液由来の膜小胞と反応

させ、マクロファージに添加してそのサイトカイン活性を定量したところ、その活性はポリミキ

ンシン B 添加により大幅に減少した。一方、野生株とカルジオリピン欠損株の膜小胞とでは、

サイトカイン産生に変化は見られなかった。以上の結果から、バイオフィルム由来の膜小胞のリ

ポ多糖がサイトカイン誘発に大きく寄与することが示された。 

 

 マクロファージの膜小胞認識には細胞膜上の Tol-like receptor が関与すると考えられたため、

リポタンパク質等を認識する TLR2 ならびにリポ多糖を認識する TLR4 の発現を比較したとこ

ろ、バイオフィルム由来膜小胞では特に TLR4 の発現に変動が見られた。本結果においても、バ

イオフィルム由来の膜小胞のリポ多糖がサイトカイン誘発に大きく寄与することが示唆された。 

バイオフィルム由来の膜小胞を熱処理または超音波破砕により物理的崩壊させると、マクロ

ファージのサイトカイン産生誘発効果が高まることが示された。一方、浮遊状態由来の膜小胞に

はそのような傾向は見られなかった。さらに膜小胞を物理的崩壊させてもマクロファージの細

胞傷害性には変化が見られなかった。以上の結果から、バイオフィルム由来の膜小胞は宿主細胞

の免疫を誘発する物質を内包しており、膜小胞の溶解等が起こることで炎症誘発能が高まるこ

とが示された。 
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図2 緑膿菌の浮遊状態由来（p-OMVs）ならびにバイオフィルム由来
（b-OMVs）の膜小胞をマクロファージに添加した際のサイトカイン誘発能



 

（３）総括 

 本研究では、緑膿菌がバイオフィルムを形成した際に細胞膜上のカルジオリピン局在部位か

ら膜小胞形成が活発に行われ、放出された膜小胞は浮遊状態に比べて高い免疫誘発能を有する

ことが示された。 
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