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要旨 

 

1. 緒言 

 細菌感染症は抗菌薬の開発により治療可能となったが、既存抗菌薬が効かない薬剤耐性菌の出現が新た

な問題となっている。これに対応するには、既存抗菌薬とは作用機序の異なる新規抗菌薬の開発が必要と

なる。Ⅲ型分泌装置（T3SA）は緑膿菌などのグラム陰性細菌が保有する注射器型タンパク質分泌装置であ

り、細菌感染に重要なエフェクタータンパク質の分泌に関与する。そのため、T3SAは新規抗菌薬の作用

標的として有望であるが、T3SAのエフェクター分泌機構、特にニードル内でのエフェクター輸送機構は

現時点では解明できていない。 

T3SAは細菌べん毛と高い構造類似性を示す。また、T3SAを介したエフェクター分泌はべん毛回転と同

様にプロトン駆動力を必要とする。このようなT3SAとべん毛の構造・機能性の両面における高い類似性

に基づき、著者は「T3SAはプロトン駆動力を

利用して回転することで、エフェクター輸送の

駆動力を産出するのではないか」という仮説を

立てた（図 1）。しかし、これまでにT3SAの回

転を観察したという報告はない。そこで本研究

では日和見感染菌として臨床上の重要性が高い

緑膿菌をモデル細菌としてT3SAの回転評価系

を新たに構築し、T3SAが回転することの立証

を試みた。さらにエフェクター分泌過程におけ

るT3SA回転の関与についても検討を行った。 

 

 

2. Ⅲ型分泌装置の回転運動評価系の構築 

 T3SAニードルは細くて短いため、その

動きを直接顕微鏡で観察することは難しい。

また、T3SAは複数のサブユニットからな

る複雑な装置であり、機能性を保持して人

工膜に再構成することも困難である。そこ

で、本研究では緑膿菌細胞膜上のT3SAに

回転観察用プローブとしてストレプトアビ

ジンコート蛍光ビーズを特異的に結合させ

ることで、T3SAの動きをビーズの動きと

して観察できる評価系を構築した（図 2）。 

この評価系で観察を行ったところ、エフェクター分泌条件でビーズがゆっくりと反時計回りに回転する

様子が観察できた。この回転はプロトン駆動力を減少させるプロトノフォアの添加により停止した。以上

より、エフェクター分泌条件下でT3SAがプロトン駆動力を利用した回転運動を行うことが示唆された。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

 

図 2. T3SAの回転運動評価系 

図 1. 細菌べん毛との類似性に基づいた 
Ⅲ型分泌装置のエフェクター分泌機構仮説 
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3. Ⅲ型分泌装置の回転-エフェクター分泌相関の検討 

 本章では、第 2章にて観察されたT3SA回転がエフェクター分泌過程に関与するか否かを検討した。第

2章で構築した評価系を用いて高粘性のPEG8000はT3SA回転を阻害するが低粘性のPEG200は回転に影

響しないことを見出し、T3SA回転が粘性抵抗の増大により物理化学的に阻害されることを確認した。こ

の際のエフェクター分泌量を評価したところ、回転を阻害したPEG8000はエフェクター分泌量を減少させ

たが、回転を阻害しないPEG200は分泌にも影響しなかった。さらに、PEG8000の分泌抑制効果は培地粘

性と高い相関を示した。一方で、PEG8000よりも高い粘性を示すが、粗いネットワーク構造を形成するポ

リビニルピロリドンやポリビニルアルコールはエフェクター分泌を抑制しなかった。以上より、T3SA回

転がエフェクター分泌過程に重要な役割を担っており、回転を物理化学的に阻害することでエフェクター

分泌が抑制されることが示唆された。 

 

4. 高粘性環境におけるⅢ型分泌装置の回転阻害を介したエフェクター分泌制御に関する可能性の検討 

 緑膿菌の生活環に関わる天然高分子アルギン酸やムチンは菌表面に吸着する。したがって、これらを主

成分とするバイオフィルムやムチン層といった天然の高粘性環境ではT3SA回転の阻害を介してエフェク

ター分泌が抑制されている可能性が考えられた。この可能性について検討したところ、アルギン酸、ムチ

ンともにT3SA回転を阻害するとともにエフェクター分泌を抑制することを見出した。さらに、アルギン

酸やムチンは培地粘性を増大させるだけでなく、T3SAニードルと静電的相互作用を介して強く結合する

ことで、より強力にエフェクター分泌を抑制していることが示唆された。以上より、バイオフィルムやム

チン層といった天然の高粘性環境ではT3SA回転の物理化学的阻害を介してエフェクター分泌が抑制され

ている可能性を見出した。 

 

5. 総括 

本研究において、T3SAの回転運

動評価系を構築し、その回転を観察

することに世界で初めて成功した。

この評価系を用いることで、観察さ

れた回転がプロトン駆動力依存的で

あること、さらにはこの回転がエフ

ェクター分泌過程に重要な役割を担

うことを見出した。これらの結果か

ら、T3SAがプロトン駆動力を利用

した回転運動を行うことでエフェクター分泌の駆動力を産出していることが示唆された（図 3）。さらに、

バイオフィルムやムチン層といった天然の高粘性環境ではT3SA回転の物理化学的阻害を介してエフェク

ター分泌が抑制される可能性も見出した (図 3) 。これらの知見はT3SAの回転を観察することで初めて得

られた重要な情報であり、Ⅲ型分泌機構の解明に大きく寄与すると考えられる。 

本研究で得られた知見に基づいて、今後さらに研究を進めることで、Ⅲ型分泌機構の解明が大きく進展

するとともに、T3SAを標的とする新規抗菌薬の開発に重要な知見が数多く得られることが期待される。 

図 3. エフェクター分泌過程におけるT3SA回転の関与と 
これを利用したエフェクター分泌の抑制 
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第 1章 緒言 

 

1-1. 細菌感染症と抗菌薬の現状 

かつて世界中で多くの人々を死に至らしめた細菌感染症は、1929年のフレミングによるペニシリンの発

見以降、数多くの抗菌薬が開発されて普及したことにより、一時は完全に克服されたかのように思われた。

しかしながら、近年、日本を含む先進諸国では抗菌薬の過剰投与等によりメチシリン耐性黄色ブドウ球菌 

（MRSA）や多剤耐性緑膿菌（MDRPA）、カルバペネム耐性腸内細菌（CRE）などの既存抗菌薬が効かな

い多剤耐性菌が出現し、細菌感染症は再び猛威を振るい始めている。また、抗菌薬が十分に普及しておら

ず、衛生環境整備も不十分な発展途上国においてはコレラやペストなどの強毒性細菌が未だに存在してお

り、細菌感染症による死亡は今なお世界の死因別死亡率の上位を占めている。さらに、飛行機などの交通

手段が発達して国際交流が盛んとなった現在では細菌が大陸を超えて拡散しうる。これにより、先進諸国

で発生した多剤耐性菌と発展途上国に現存する強毒性細菌が接触すると、ファージ感染やプラスミド伝播

を介して薬剤耐性遺伝子の水平伝播が起こり、既存抗菌薬が効かない強毒性細菌が出現する危険性がある。

この様な細菌が世界中に拡散すれば、かつてのペスト大流行を凌ぐ大規模なパンデミックが起こり、非常

に重篤な事態となることが予想される（図1-1）[1-3]。また、遺伝子工学的手法が発達した現在では種々

の抗菌薬に対する耐性を持つ強毒性細菌を人為的に作製することも可能である。このような細菌を用いた

バイオテロが行われれば、現時点で有効な対応策はなく、世界中に大きな打撃を与えることになる。 

このような事態に備えるためには既存抗菌薬とは異なる作用機序を有する抗菌薬の開発が重要である。

本研究では新規抗菌薬のターゲット候補として細菌感染に重要な役割を担うⅢ型分泌装置に着目し、新規

抗菌薬を開発する上での手がかりを得ることを目的に、その機能メカニズムの解析を試みた。 

図 1-1. 細菌感染症の現状と予想される抗菌薬耐性強毒性細菌の出現 
：現在、先進諸国では多剤耐性菌が出現し、発展途上国では未だに強毒性細菌が現存する。国際交流が盛んな現
代ではこれらの細菌が接触して既存抗菌薬が効かない強毒性細菌が出現し、世界的に拡散する危険性がある。 
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1-2. Ⅲ型分泌装置の機能と未解決の問題 

 Ⅲ型分泌装置 （Type III secretion apparatus; T3SA）は緑膿菌や赤痢菌などのグラム陰性細菌が保有する注

射器型タンパク質分泌装置である。T3SAを保有する細菌は外膜から露出するニードルの先端部を宿主細

胞膜に挿入し、エフェクターと呼ばれる一群のタンパク質を宿主細胞質内に直接注入する [4, 5]。細菌が

産生するエフェクターの種類は菌種や菌株により異なるが、いずれも宿主細胞内で個々の機能（細胞骨格

の再重合促進作用、アポトーシス誘導作用など）を発揮することで細菌感染・毒性発現に重要な役割を担

う（図 1-2）[6, 7]。T3SAを欠損させた細菌ではエフェクター分泌能および細胞毒性が著しく低下すること

から、T3SAは新規抗菌薬の作用標的として有望である [8]。 

しかしながら、Ⅲ型分泌の分子メカニズムは現時点で完全には解明されていない。Ⅲ型分泌は、①菌体

内でのエフェクターの産生、②T3SAへのエフェクターの装填、③エフェクターのT3SAニードル内輸送、

および④宿主細胞内に到達したエフェクターの機能発現、という過程を経て起こる（図 1-3）。このうち、

①、②、④の各過程に関わるエフェクター遺伝子の発現制御機構 [5. 9]、細胞質内シャペロンによるT3SA

へのエフェクター装填機構 [10, 11]、および個々のエフェクターの機能性 [6, 7]については従来の研究で重

点的に調べられており、詳細な分子機構が解明されつつある。一方で、③のエフェクターのT3SAニード

ル内輸送機構に関してはほとんど調べられていない（図1-3）。これは従来のⅢ型分泌に関する研究が、主

に個々のⅢ型分泌関連タンパク質の機能性や分子間相互作用に着目して行われてきたためである。T3SA

は多数の構成タンパク質から成る精巧で複雑な超分子ナノマシンであり、エフェクターのニードル内輸送

はT3SA全体が一つの装置として協同的に機能することで実行されると考えられる。そのため、従来の研

究方法ではこの過程に関する情報がほとんど得られなかった。そこで、本研究ではT3SAの機能性につい

て超分子ナノマシンとしての観点から調べることで、T3SAニードル内でのエフェクター輸送機構の解明

を試みた。 

図 1-2. Ⅲ型分泌装置の作用機序 

：Ⅲ型分泌装置は宿主細胞にエフェクタータンパク質を直接注入するために用いられる 
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図 1-3. Ⅲ型分泌機構によるエフェクター分泌の過程 

：Ⅲ型分泌は、①転写因子によるⅢ型分泌関連遺伝子群の発現、②細胞質内シャペロンによるエフェクター
のT3SAへの装填、③エフェクターのニードル内輸送、④宿主細胞質内でのエフェクター機能の発現、の
各段階からなる。このうち、③のエフェクター分子の輸送機構についてはほとんど調べられていない。 
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1-3. T3SAニードル内でのタンパク質の移動に関するシミュレーション実験 

T3SAニードル内でのタンパク質の移動に関して、2010年にRathinavelanらが興味深いシミュレーショ

ン実験を行っている [12]。彼らは赤痢菌 Shigella flexneriのT3SAニードル構成タンパク質MxiHの結晶構

造からニードル構造モデルを構築し、ニードル形成反応時にMxiHモノマーがニードル内を輸送される様

子をSteered Molecular Dynamics（SMD）法にてシミュレーション解析した。この解析の結果、T3SAニー

ドル構成因子間で菌種を超えて高度に保存されているアミノ酸配列Trp10がニードル内で螺旋状に配列し

ており、輸送基質であるMxiHモノマーはこの螺旋に沿って回転しながらニードル内を前進することが示

された (図 1-4)。さらに、このTrp10の変異はT3SAニードルの形成に影響することなく、エフェクター

分泌を著しく阻害することも見出された [12]。以上の結果から、ニードル内部のTrp10螺旋がエフェクタ

ー輸送のレールとして機能しており、この螺旋とエフェクターとの相互作用がニードル内部でのエフェク

ター輸送を引き起こすことが、この研究において示唆された。 

 

しかしながら、SMDシミュレーションでは、① 観察対象であるMxiHモノマー以外は固定されて動か

ない、②MxiHモノマーをニードル外に牽引する任意の外力を加える、という 2つの重要な仮定が成され

ている。この任意の外力により、シミュレーションでは輸送基質がニードル内を一方向性に輸送された。

そのため、エフェクター分泌がシミュレーションで示唆された機構で起こるとすれば、ここで想定されて

いる外力が自然界ではどのようにして発生するのか、が問題となる。 

T3SAニードルは筒状のホモポリマー複合体である [8, 12]。したがって、ニードル構成因子がコンフォ

図 1-4. T3SAニードル内でのタンパク質の移動に関する
SMDシミュレーション 

A. 赤痢菌のT3SAニードル構成因子MxiHの結晶構造から
構築したニードル構造モデルの内部. ニードル構成因子間
で高度に保存されているアミノ酸残基Trp10が螺旋状に配
列している。 

B. ニードル形成反応時のMixHモノマーのT3SAニードル内
輸送に関するSMDシミュレーション. 輸送基質である
MxiHモノマーがT3SAニードル内をTrp10の螺旋に沿っ
て回転しながら前進することが示唆された。 
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メーション変化を起こさないのであれば、螺旋上のいずれのTrp10も同じエフェクター親和性を示すと考

えられる。このとき、n番目のTrp10に結合しているエフェクターが次に（n+1）番目のTrp10に結合する

確率と（n-1）番目のTrp10に結合する確率は等しいことから、ニードル内のエフェクターは前後に等確率

で移動することになり、先のシミュレーションで想定されているようなエフェクターを一方向に牽引する

外力は発生しないだろう (図 1-5 A)。 

レールに沿ってエフェクターを一方向性に牽引する力を発生させるためには、ニードルの内側から外側

に向かってエフェクター親和性が高くなるようにニードル構成因子のコンフォメーションを規則的に変化

させる必要があるだろう（図 1-5 B）。MxiHの結晶構造には 2種類のコンフォメーションが報告されてい

ることから、このような機構によるエフェクター輸送が実際に起こっている可能性は高い [13]。しかしな

がら、タンパク質のコンフォメーション変化を誘起するためにはATP結合や構成アミノ酸のプロトン化な

ど何らかの外的要因が必要であるが、ニードル構成因子のコンフォメーション変換を誘起する要因は未だ

に同定されていない [4, 13]。それでは、T3SAニードルの規則的なコンフォメーション変化を誘起してエ

フェクターを牽引する力を発生させうる外的要因とはいったい何であろうか？ 

 

図1-5. ニードル構成因子のコンフォメーシ
ョン変化によるエフェクター輸送モデル 

 
A. T3SAニードル構成因子がコンフォメー
ション変化しない場合、エフェクターを
一方向に牽引する力は発生せず、その輸
送は確率論的なものになる。 

B. T3SAニードル構成因子が外側に向かっ
てエフェクター親和性が高くなるように
規則的なコンフォメーション変化を起こ
す場合、エフェクターを一方向に輸送す
る駆動力が発生する。 
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1-4. 細菌べん毛との類似性に基づいた T3SAの回転の可能性と本研究の目的 

 T3SA は細菌の遊泳運動に関わるべん毛と構造的および機能的に高い類似性を示すことが知られている。

1998年にKuboriらによりSalmonella Typhimurium由来T3SAが単離され、その複合体構造が電子顕微鏡に

て初めて観察された [14]。これによると、T3SAは外膜表面から露出した長さ約 80 nm, 幅 13 nmの筒状の

ニードルと、外膜および内膜を貫通する基部体（直径約 40 nm, 高さ約 40 nm）で構成される注射器型複合

体であった 。また、S. Typhimuriumのべん毛構造は 1985年にAizawaらにより撮影され、内膜と外膜を貫

通する基部体（直径約 40 nm, 高さ約 40 nm）と外膜から突出したフック、およびフックから伸びる長さ数

µm, 幅 25 nmの長いフィラメントから構成されることが確認されている [15]。このように、T3SAと細菌

べん毛は外膜からの露出部が細くて短いニードルか、太くて長いフィラメントかの違いはあるものの、基

部体の構造やサイズは類似している（図 1-6）。さらに、2003年に行われた遺伝子系統樹解析では、T3SA

と細菌べん毛の基部体構成因子が塩基配列およびタンパク質構造レベルでも高い相同性を示すことがわか

り、両者が共通の祖先タンパク質複合体から分岐進化したものである可能性が示唆されている [16]。この

ように、T3SAとべん毛は複合体レベルでも個々の構成因子レベルでも高い構造類似性を示す（図 1-6）。 

また、機能性の面においてもT3SAが細菌べん毛と共通性を示すことが知られている。細菌べん毛は細

胞膜内外のプロトン濃度勾配により発生するプロトン駆動力を利用してフィラメントを回転させる [17]。

このプロトン駆動力がT3SAを介したエフェクター分泌にも利用されていることが2004年にWilharmら

図 1-6. Ⅲ型分泌装置と細菌べん毛の類似性 
:T3SAおよび細菌べん毛の電子顕微鏡画像とこれを基に構築したモデル図、および両装置の既知の類似性. 
両者の基部体は構成タンパク質および複合体の両レベルで高い構造類似性を示し、いずれの装置もプロト
ン駆動力をエネルギーとして機能する。 
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により報告された（図1-6）。彼らはプロトン駆動力を消失させる試薬であるプロトノフォア CCCP

（Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone）を添加することでエフェクター分泌が停止すること、さらに

細菌べん毛においてプロトン駆動力からべん毛回転トルクを産出するMotAB複合体を欠損させてもエフ

ェクター分泌には影響がないことを見出し、T3SAがMotAB非依存的な機構でエフェクター分泌にプロト

ン駆動力を利用していることを示した [18]。 

 以上のようにT3SAと細菌べん毛が構造・機能性の両面で高い類似性を示す複合体であることに基づい

て、著者は「T3SAがプロトン駆動力を利用した回転運動を行っており、この回転運動がニードル内での

エフェクター輸送の駆動力を産出しているのではないか」という仮説を立てた（図 1-7）。ニードルの回転

は周期性のある運動であるため、1-3節で想定したような規則的なニードルコンフォメーション変化を誘

起しうる。このことから、T3SAは化学エネルギーであるプロトン駆動力を用いてニードルを回転させ、

規則的なニードルコンフォメーション変化を誘起することでエフェクターのニードル内輸送に必要な駆動

力を産出しているのではないか、と著者は考える。 

近年ではT3SAの 1種であるべん毛タンパク質輸送装置が、ATPを加水分解して回転する F1-ATPaseと

高い構造類似性を示すことも報告されており、T3SAが回転運動を行う可能性は高いと考えられた [19, 20]。

しかしながら、これまでに T3SAの回転運動を実際に観察したという報告はない。また、現時点では細菌

べん毛の MotAB 複合体に相当するユニットが T3SA では発見されていないことから、構造生物学者等の

間では T3SAは回転運動を行わず、別の機構でエフェクターを輸送しているのではないかとする意見もあ

った [21]。T3SA が回転するのか否かを明らかにするためには、実際に T3SA の動きを観察するのがよい

だろうと著者は考えた。そこで、本研究では T3SA の運動を観察するための評価系を構築し、T3SA が回

転運動を行うか否かについて検討することにした。さらに、エフェクター分泌と T3SAの回転運動との相

関を評価することで、エフェクター分泌過程におけるT3SA回転運動の関与について検討することにした。 

図 1-7. Ⅲ型分泌装置のエフェクター分泌機構に関する仮説 
：T3SAと細菌べん毛の高い類似性に基づき、「T3SAはプロトン駆動力をニードルの回転運動に変換する
ことでエフェクターのニードル内輸送に必要な駆動力を産出しているのではないか」と考えた。 
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第 2章 Ⅲ型分泌装置の回転運動評価系の構築 

 

2-1. 序論 

図 1-7に示した仮説を検証するため、まずはT3SAがプロトン駆動力を利用した回転運動を行うか否か

について調べることにした。これまでに回転運動が観察されている分子モーターとしては細菌べん毛と

F1-ATPaseの 2つがある [22-24]。そこで、これらの回転観察に用いられている方法を参考にしてT3SAの

回転運動評価系を構築し、実際に観察することでT3SAが回転することの立証を試みた。 

細菌べん毛の回転は 1974年にSilvermanらにより、べん毛フィラメントを基板上に固定した際の菌体の

動きを顕微鏡で観察することで初めて検出された（Tethered cell法；図2-1A）[22]。2000年には“Sticky Filament” 

という通常よりも高い疎水性を示すべん毛フィラメントを有する大腸菌株（fliC
st変異株）を用い、静電的

相互作用を介して菌体をスライドグラスに固定後、Sticky Filamentにポリスチレンビーズを結合させるこ

とでべん毛回転をビーズの動きとして検出する方法がRyuらにより開発された（Stuck cell法；図2-1B）[23]。  

しかしながら、これらの方法をT3SAの回転観察にそのまま適用することは困難である。Tethered cell法

では、検出される回転運動の半径は基板上に固定されていないフリーのフィラメント部分の長さで決まる。

べん毛フィラメントは数μmと十分に長いため、一部を基板上に固定してもなおフリー部分が十分な長さ

を有するので、この方法でも回転運動が検出できた。しかしながら、T3SAニードルは約 100 nmと短いた

め、これを固定して菌体の動きを観察しても回転半径が小さすぎて動きが検出できないか、あるいは菌体

が基板と衝突して回転が阻害されてしまうだろう。また、Stuck cell法の場合にはビーズを観察対象に特異

的に結合させる必要があるが、T3SA変異株でSticky Filament変異株に相当する“Sticky needle”変異株のよ

うなものは見つかっておらず、如何にビーズをT3SA特異的に結合させるかが問題となる。

図 2-1. 細菌べん毛の回転運動評価系 
: A. Tethered Cell法. べん毛フィラメントを基板上に固定して細菌の動きを 

顕微鏡で観察する。T3SAではニードルが短すぎるため、この方法の 
適用は難しい。 

 B. Stuck Cell法. 疎水性の高いべん毛フィラメント (Sticky-Filament) 
を有する細菌を用い、これにビーズを吸着させることで、べん毛回転 
をビーズの動きとして検出する。T3SAではどのようにしてビーズを 
ニードル特異的に結合させるかが問題となる。 
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 F1-ATPaseの回転は、1997年にNojiらによって初めて観察された [24]。彼らは大腸菌発現系を用いて回

転に必要なα-, β-および γ-サブユニットを単離精製し、これらを混合することで基板上にF1-ATPaseを再構

築した。F1-ATPaseはβ-サブユニットに修飾されたHisタグを介してNi-NTAコートカバーガラスに固定さ

れた。回転子である γ-サブユニットはサイズが小さく、そのままでは動きを検出できない。そこで、彼ら

は γ-サブユニットをビオチン化し、ストレプトアビジン-ビオチン結合を介してRhodamine-Phalloidin染色

ビオチン化アクチンフィラメントを結合させることで、γ-サブユニットの回転をアクチンフィラメントの

回転として蛍光顕微鏡で観察した（図2-2）。これにより、F1-ATPaseがATPを加水分解して回転する分子

モーターであることが立証された [24]。この方法で回転分子モーターの動きを観察するには、① 回転に

必要なサブユニットが明らかであり、② これが単離精製でき、③ サブユニットを混合するだけで複合体

が機能を保持したまま再構成される、ことが必要である。T3SAは複数のサブユニットから成る複雑な構

造体であり、その機能発現には装置だけでなく、細胞内シャペロンなどとの協同的反応が必要になる。そ

のため、機能を保持した状態でT3SAを基板上に再構成することは非常に困難である。 

このように、従来の分子モーターの回転運動観察系をそのままT3SAの回転観察に適用することは難し

い。そこで、本研究ではこれらの方法を参考に、T3SAの回転運動観察に適した評価系を新規に構築する

ことにした。研究には日和見感染菌として臨床上の重要性が高く、Ⅲ型分泌に関する情報が豊富な緑膿菌

PAO1株をモデル細菌として用いることにした。機能を保持した状態でのT3SAの単離方法は確立されて

いないため、本研究では生菌細胞膜上のT3SAの動きを in situ評価系で観察することにした。in situでT3SA

図 2-2. F1-ATPaseの回転運動評価系 
：回転に必要なサブユニットを精製し、基板上でF1-ATPaseを再構成する。その後、回転子である γ-サブユニッ
トに蛍光標識アクチンフィラメントを結合させることで、回転運動をフィラメントの動きとして検出する。
T3SAでは装置の再構築が困難であるため、この方法は適用できない。 
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の動きを観察する場合、細菌を基板上に固定してブラウン運動を抑制しておく必要がある。このために基

板にはポリリジンコートスライドグラスを用い、菌体との静電的相互作用を介して基板上に細菌を固定し

た。T3SAニードルは通常の顕微鏡では観察できないサイズ（約100 nm）であるため、その動きの観察に

はニードルに回転観察用プローブを修飾する必要がある。緑膿菌のT3SA先端部にはエフェクター分泌制

御に関わるPcrVタンパク質がチップと呼ばれるリング状構造を形成して結合する [25, 26]。そこで、この

PcrVにストレプトアビジン高親和性のタグ配列であるStrep tagII [27]を遺伝子工学的手法により修飾する

ことで、回転観察用プローブとしてのストレプトアビジンコート蛍光標識マイクロビーズをStrep tagII-ス

トレプトアビジン結合を介してT3SA先端部に特異的に結合させることにした。プローブには通常の光学

顕微鏡でも十分に観察可能な平均粒子径1 μmのビーズを用いた。これにより、T3SAの動きをマイクロビ

ーズの動きとして顕微鏡で観察できる評価系を構築することにした（図 2-3）。 

以上のコンセプトに基づいたT3SAニードル回転観察系の概略図を図2-3に示す。本章では、この回転

運動評価系の構築とこれを用いたT3SA回転運動の観察、および観察により明らかとなったT3SAの特性

について述べる。 

図 2-3.T3SAニードルの回転運動を検出するための新規評価系 
：T3SAの回転観察にはT3SAニードル先端部に結合するPcrVタンパク質にストレプトアビジン高親和性の

Strep tagIIを修飾した菌株 (PAO1 Strep株)を使用する。PAO1 Strep株を静電的相互作用を介して基板上に固
定後、ストレプトアビジンコートビーズをStrep tagIIを介してT3SA先端部に結合させることでT3SA回転
をビーズの動きとして検出する。 
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2-2. 実験方法 

 

2-2-1. 材料・試薬 

 Luria-Bertani（LB）brothはFunakoshi Co. Ltd.（Tokyo, Japan）より購入した。Ca
2+キレート剤ethylene glycol 

tetraacetic acid（EGTA）はDojindo Molecular Technologies, Inc.（Kumamoto, Japan）より購入した。プロトノ

フォアcarbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone（CCCP）はWako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan)

より購入した。その他、本章で用いた試薬は全て特級であり、それ以上精製することなく使用した。 

 

2-2-2. 使用した細菌株およびプラスミド 

 本研究ではゲノム配列が既知の緑膿菌PAO1株（PAO1 WT）を使用した [28]。本研究で使用したプライ

マーの塩基配列は表 2-1に示した。pcrV遺伝子欠損PAO1株（PAO1 ∆pcrV）は自殺ベクターpEX18Tcを

用いて以下の手順で作製した [29]。ゲノム上pcrV遺伝子の上流および下流約500 bpの配列をそれぞれプ

ライマーペアPA1706FF+ PA1706FRおよびPA1706BF+ PA1706BRを用いたPolymerase Chain Reaction（PCR）

法にて増幅した。精製した2種類のPCR産物を混合し、fusion PCR法にて両者が融合したDNA断片を作

製した。このDNA断片を pEX18Tcの制限酵素サイトEcoRI-BamH1に挿入することで pcrV遺伝子欠損株

作製用プラスミド∆pcrV-pEX18Tcを作製した。このプラスミドをヒートショック法にて大腸菌S17-1株に

形質転換後、PAO1 WTと混合することで、接合により∆pcrV-pEX18TcをPAO1 WTに導入した。これに

より、プラスミド-ゲノムDNA間での相同組換えを利用してゲノム上 pcrV遺伝子が欠損したPAO1株

（PAO1 ∆pcrV）を作製した。作製したPAO1 ∆pcrVはテトラサイクリン（80 µg/ mL）含有BM2 agar上で

分離培養を行うことで単離した。pcrV遺伝子相補PAO1 ∆pcrV株（PAO1 ∆pcrV/ pcrV）および pcrV-strep tagII

遺伝子相補PAO1 ∆pcrV株（PAO1 Strep）はPAO1 ∆pcrVおよびプラスミドベクターpME6032を用いて作

製した [29]。pcrVおよび pcrV-strep tagII遺伝子断片はPAO1 WTのゲノムDNAを鋳型とし、それぞれプ

ライマーペア PA1706F+ PA1706RおよびPA1706F+ PA1706RSを用いたPCRにて増幅した。これらのDNA

断片を pME6032のEcoR1-NcoIサイトに挿入することで、PcrVおよびPcrV-Strep tagII発現プラスミドをそ

れぞれ作製した。作製したプラスミドをエレクトロポレーション法にてPAO1 ∆pcrV株に形質転換するこ

とで、PAO1 ∆pcrV/ pcrVおよびPAO1 Strepを作製した。 

 

Primer Sequence 

PA1706FF 5′-GCAGGAATTCAGCGGATTGGCCAATCCATTCGC-3′ 

PA1706FR 5′-ATGGATACCTCGTGATTCCTCAGATCAACAAGCC-3′ 

PA1706BF 5′-AGGAATCACGAGGTATCCATGAACCAGCCGACC-3′ 

PA1706BR 5′-GGCAGGATCCCGCGTTCAAGCGTTATCGGATTC-3′ 

PA1706F 5′-AGGAGAATTCATGGAA GTCAGAAACCTTAATGC-3′ 

PA1706R 5′-ATGGCCATGGCTAGATCGCGCTGAGAATGTC-3′ 

PA1706RS 5′-TGCTCCATGGCTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTAG 

-CGATCGCGCTGAGAATG-3′ 

表2-1. 本研究で使用したプライマーの塩基配列 
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2-2-3. SDS-PAGEおよびウエスタンブロッティング法によるPcrV-Strep tagIIの発現評価 

 PAO1 ∆pcrV/ pcrV および PAO1 Strep における PcrV および PcrV-Strep tagII の発現は以下の手順で

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside（IPTG）を添加することで誘導した。各菌株をLB brothにて一晩培養後、

この菌液をCa
2+キレート剤EGTA（5 mM）および IPTG（125 µM）を含む high-salt LB broth（LB broth + 200 

mM NaCl, 0.5 mM CaCl2, and 10 mM MgCl2）にて 300倍希釈し、37 
o
Cで5 時間振とう培養した。培養後の

菌液をSodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）で分画し、PcrVおよびPcrV-Strep 

tagIIの発現を評価した。Strep tagIIの有無は検出試薬であるStrepTactin-horseradish peroxidase（HRP）（IBA 

GmbH, Göttingen, Germany）を用いたウエスタンブロッティング法にて評価した。 

 

2-2-4. ウエスタンブロッティング法によるエフェクター分泌活性の評価 

 PAO1 のエフェクター分泌活性の評価はエフェクタータンパク質 ExoT の分泌量をウエスタンブロッテ

ィング法にて評価することで行った [30]。LB brothで一晩培養したPAO1菌液を 5 mM EGTA含有 high-salt 

LB brothで 300倍希釈し、37 
o
Cで2.5 時間振とう培養した。この培養液 1.5 mLをマイクロチューブに分

取し、遠心分離（9000 rpm x 3分間, 4 
o
C）にて菌ペレットを得た。上清はS1画分として別のマイクロチュ

ーブに回収した。菌ペレットは各種試薬を含むhigh-salt LB broth 1 mLで再懸濁後、さらに37 
o
Cで 2.5時

間培養した。培養後、遠心分離（9000 rpm x 3分間, 4 
o
C）にて培地上清を回収し、これを S2画分とした。

菌ペレットはリン酸緩衝生理食塩水（PBS）1 mLにて再懸濁し、OD600を測定した。S1およびS2画分中

のタンパク質は10 %トリクロロ酢酸を用いて沈殿させた後、1x SDS Sample bufferにてサンプル間のOD600

値が等しくなるように再懸濁した。この再懸濁液を95 
o
C, 5分間熱処理後、ウエスタンブロッティング法

によりPAO1が分泌したExoT量を評価した。1次抗体には anti-ExoT rabbit IgG、2次抗体には anti-rabbit goat 

IgG-HRP をそれぞれ使用した。バンドの検出には、ECL Prime Western Blotting Detection Reagents（GE 

Healthcare UK Ltd., Little Chalfont, UK）を用いた。検出されたExoTのバンド強度は画像解析ソフト Image J

（U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を用いて数値化した。各サンプルにおけるS2画分の

バンド強度をS1画分のバンド強度で補正し、コントロールサンプルのバンド強度を1.0としたときの各サ

ンプルの相対バンド強度をグラフに示した。 

 

2-2-5. コロニーカウント法による生菌数の測定 

 各試薬処理による生菌数への影響はコロニーカウント法にて行った。2-2-4と同様の方法で培養した各菌

液をPBSにて希釈後、これをLB agar上にプレーティングした。37 
o
Cで一晩培養後に生じたコロニー数

を計数し、Colony-forming units (CFUs/ mL)を算出した。 

 

2-2-6. Strep tagIIに対するストレプトアビジン-fluorescein isothiocyanate (FITC)の結合特異性評価 

 LB brothにて一晩培養したPAO1の菌液を high-salt LB brothにて 300倍希釈し、37 
o
Cで 5時間振とう培

養した。OD600= 0.3に相当する菌ペレットを回収し、これを10 µg/mLのストレプトアビジン-FITCを含

むPBSにて再懸濁し、室温にて 30分間インキュベートした。その後、遠心分離（9000 rpm x 3分間, 4 
o
C）

にて菌ペレットを回収し、PBSで再懸濁した菌液のFITC蛍光強度（励起波長/ 蛍光波長＝450 nm/ 518 nm）

をマイクロプレートリーダーInfinite 200（Tecan Group Ltd., Männedorf, Switzerland）を用いて測定した。 
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2-2-7. 原子間力顕微鏡（AFM）を用いたストレプトアビジンコート蛍光標識マイクロビーズのPAO1 Strep

への結合評価 

 AFM画像はNanoscope IIIa tapping mode atomic force microscope（Digital Instruments Inc., Santa Barbara, CA, 

USA）を用いて取得した。OD600= 0.25に相当する菌液 20 µLあるいは 2000倍希釈したマイクロビーズ懸

濁液 20 µLをマイカ上にスポットし、室温にて30分間放置して風乾させた。これを大気中でタッピングモ

ードにてスキャンすることでAFM画像を取得した。 

 

2-2-8. T3SA回転運動の観察 

 T3SAの回転運動の観察はフローセル中で行った [24]。フローセルは poly-L-lysine（PLL）コートスライ

ドグラス（75 x 75 mm
2
; Matsunami Glass Ind., Ltd., Osaka, Japan）、カバーガラス（25 x 60 mm

2
; Matsunami Glass 

Ind., Ltd., Osaka, Japan）、および両面テープを用いて 5 mm幅で作製した。LB brothにて一晩培養したPAO1 

Strep菌液を 5 mM EGTAおよび 125 µM IPTGを含む high-salt LB brothにて 300倍希釈後、37 
o
Cで 5時間

振とう培養した。この菌液をOD600= 0.1になるようにPBSで希釈後、フローセルにアプライした。室温

にて 30分間インキュベート後、PBSで洗浄し、3 % BSA in PBSをフローセルに導入して室温で 30分間イ

ンキュベートした。PBSで洗浄後、PBSにて 2000倍希釈したマイクロビーズ懸濁液（Streptavidin Fluoresbrite 

YG Microspheres, 1.0 µm; Polyscience, Inc., Warrington, PA, USA）をフローセルにアプライした。室温にて30

分間インキュベート後、PBSにて洗浄し、5 mM EGTA含有 high-salt LB brothをフローセルにアプライして

37 
o
Cで 30分間インキュベートした。30分後、マイクロビーズの動きを蛍光顕微鏡（IX-71 microscope; 

Olympus, Tokyo, Japan）を用いて観察した。 

 

2-2-9. T3SA回転運動の軌跡解析 

 観察されたビーズ運動の軌跡は軌跡解析ソフトAdobe After Effects Cs3（Adobe Systems Inc., San Jose, CA, 

USA）を用いて解析した。数値化された軌跡データはMicrosoft Office Excel 2007（Microsoft, Redmond, WA, 

USA）を用いてグラフ化した。 



16 

 

2-3. 結果 

 

2-3-1. PcrV-Strep tagII 発現緑膿菌株 (PAO1 Strep株)の作製 

図 2-3に示すT3SA回転運動評価系を構築するため、まずはPcrVタンパク質にストレプトアビジン高親

和性タグ配列Strep tagIIを修飾した緑膿菌株（以下、PAO1 Strep株）を作製した。PAO1 Strep株の作製は、

① PAO1 WTのゲノム上pcrV遺伝子を相同組み換えにより欠損させた緑膿菌株（PAO1 ∆pcrV）を作製し、

② これにPcrV-Strep tagII発現プラスミドを形質転換して、③ IPTG添加によりプラスミドからのタンパク

質発現を誘導する、という手順で行った（図2-4）。 

作製したPAO1 Strep株に対してSDS-PAGEおよびStrep tagIIの検出試薬であるStrepTactin-HRPを用いた

ウエスタンブロッティングを行うことでPcrV-Strep tagIIの発現を評価した。その結果、IPTGを添加した

PAO1 Strep株において、PcrV-Strep tagIIに相当するサイズ（約34 kDa）に SDS-PAGEバンドおよびStrep tagII

由来のウエスタンブロッティングバンドが認められた（図2-5 A, B）。このことから、作製したPAO1 Strep

株に IPTGを添加することでPcrV-Strep tagIIの発現が誘導できていることが確認できた。 

 次に、Strep tagIIの修飾がPcrVの機能を阻害していないかについて検討を行った。T3SAニードル先端

部に結合したPcrVリングはCa
2+濃度が高い条件では閉口してエフェクター分泌を抑制するが、EGTAの

添加などによりCa
2+濃度が低下すると開口してエフェクター分泌を誘導する [25, 26, 30]。pcrV遺伝子の欠

損は高Ca
2+濃度条件でのエフェクター分泌漏れを引き起こすことが報告されている [30]。これに基づいて、

pcrV遺伝子の欠損で起こる分泌漏れがPcrV-Strep tagIIの発現により抑制されるか否かを検討することで、

発現させたPcrV-Strep tagIIがPcrVとしての機能を保持しているかを評価した。その結果、pcrV遺伝子欠

損PAO1 株（∆pcrV）において認められた高Ca
2+濃度条件でのエフェクター分泌漏れはPcrV-Strep tagIIを

発現させる（∆pcrV/ pcrV-strep tagII)ことで抑制されることが確認できた（図2-5 C）。このことから、発現

させたPcrV-Strep tagIIがPcrVとしての機能性を保持していることが確認できた。 

 以上の結果より、本研究で作製したPAO1 Strep株ではT3SAの機能に影響することなく、T3SA先端部

にStrep tagIIが修飾されていることが確認できた。以降の実験では、このPAO1 Strep株を用いてT3SA回

転運動評価系の構築を試みた。 

図 2-4. PAO1 Strep株の作製 
：PAO1 Strep株の作製は、①相同組換えを利用してゲノム上pcrV遺伝子を欠損させた後、②PcrV-Strep tagII発
現プラスミドを形質転換し、③プラスミドからPcrV-Strep tagIIの発現を誘導した。 

PcrV 
Strep tagII 
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図 2-5. 作製したPAO1 Strep株におけるPcrV-Strep tagIIの発現および機能性の評価 
A. SDS-PAGEによるPcrV-Strep tagIIの発現評価. PcrV-Strep tagII発現株において、PcrVタンパク質の 
サイズに相当する約34kDaの位置にバンドが認められた。 

B.ウエスタンブロッティングによるStrep tagIIの検出. PcrV-Strep tagII発現株においてのみ、Strep tagII 
由来のバンドが検出された。 

C.エフェクター分泌漏れからのPcrVの機能性評価. PcrV-Strep tagII発現株において、∆pcrV株で認められた
Ca

2+存在下での分泌漏れが抑制されていた。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 
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2-3-2. ストレプトアビジンコート蛍光標識マイクロビーズの Strep tagII特異的結合性の評価 

 T3SA の動きをプローブの動きとして捉えるためには、プローブが T3SA 特異的に結合している必要が

ある。そこで、本研究にて回転観察用プローブとして用いるストレプトアビジンコート蛍光標識マイクロ

ビーズがPAO1 Strep株のStrep tagIIに対して特異的に結合するかについて検討を行った。 

 はじめに、ストレプトアビジンが PAO1に対して非特異的に結合するか否かを蛍光標識ストレプトアビ

ジン（ストレプトアビジン-FITC）を用いて確認した。ストレプトアビジン-FITCとPAO1との結合は、両

者を混合後、遠心分離した際の細菌ペレット中 FITC 蛍光強度を測定することで評価した。結果として、

PAO1 WTではFITC蛍光がほとんど確認できなかったのに対して、PcrV-Strep tagII発現PAO1（PAO1 Strep; 

IPTG (+)）ではWTの約 10倍の蛍光が検出された（図 2-6）。このことから、ストレプトアビジンはPAO1

に非特異的には結合せず、Strep tagII特異的に結合することが確認できた。 

 

次に、ストレプトアビジンコート蛍光標識マイクロビーズがPAO1 Strep株に結合することを確認するた

め、菌液とビーズ懸濁液を混合し、室温にて30分間インキュベートした後、その混合液を原子間力顕微鏡

（Atomic Force Microscope; AFM）を用いて観察した。緑膿菌をAFMで観察すると、長径約 2 µm, 短径約

1.5 µm, 高さ約 500 nmのラグビーボール型構造体として認められ、観察条件によっては細菌の一端から長

く伸びるべん毛まで観察できた（図 2-7 A）。また、マイクロビーズは、直径 1.5- 2 µm, 高さ 250-500 nm程

度の球体として観察できた（図 2-7 B）。両者の混合液をAFMで観察したところ、ラグビーボール型のPAO1 

Strep株（長径約3 µm, 短径1.5µm, 高さ約300 nm）の先端に球形のマイクロビーズ（直径2 µm, 高さ 250nm）

が結合している様子が観察できた (図 2-7 C)。このことから、回転観察用プローブであるストレプトアビ

ジンコート蛍光標識マイクロビーズがPAO1 Strep株に結合していることを確認できた。 

以上の結果より、ストレプトアビジンコート蛍光標識マイクロビーズがStrep tagII―ストレプトアビジン

結合を介してPAO1 Strep株のT3SA特異的に結合することが確認できた。これにより、図2-3に示す評価

系を構築することでT3SAの動きをマイクロビーズの動きとして観察できることが示唆された。 

図 2-6. ストレプトアビジン-FITCのPAO1への結合性評価 
：T3SA先端部をStrep tagII で修飾したPAO1 Strep株では、未修飾のWTに比べて約10倍量の 
ストレプトアビジン-FITCが結合した。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 
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2-3-3. T3SA回転運動の観察 

2-3-2項において、ストレプトアビジンコート蛍光標識マイクロビーズがPAO1 Strep株のT3SA特異的

に結合することが確認できた。そこで、図2-3で示した観察系を実際に構築し、T3SA回転運動の観察を試

みた。NojiらによるF1-ATPaseの回転観察で用いられた方法を参考に、T3SA回転運動の観察はポリリジ

ンコートスライドグラスとカバーガラス、および両面テープを用いて作製したフローセル中で行うことに

した [24]。フローセルを用いることで観察対象を乾燥させることなく溶液中での動きを観察できるととも

に、毛細管現象を利用してフローセル内部の溶液を交換することで種々の試薬を添加した際の回転運動へ

の影響を評価することが可能となる。 

図 2-7. 原子間力顕微鏡によるマイクロビーズの 
PAO1 Strep株への結合観察 

A. PAO1 Strep株培養液の観察. PAO1 Strep株は長径約2 
μm, 短径約1.5 μm, 高さ約500 nmのラグビーボール
型の構造体として観察できた（灰色矢印）。 

B.マイクロビーズ懸濁液の観察. マイクロビーズは直
径1.5- 2 µm, 高さ250-500 nmの球体として観察でき
た（白色矢印）。 

C. PAO1 Strep株とマイクロビーズの混合液の観察. 
PAO1 Strep株 (灰色矢印)の先端部にマイクロビーズ 
(白色矢印)が結合している様子が観察できた。 
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 まずは、フローセルに添加する細菌量およびビーズ量の検討を行い、T3SAの動きを観察するのに適し

た条件の確立を試みた。添加細菌量が多すぎると細菌同士が重なり合うため、T3SAの動きが干渉されて

しまう。適切な添加細菌量を決定するためにPAO1 Strep培養液を種々濃度で希釈してフローセルに導入し

たところ、5 mm幅のフローセルにOD600= 0.1の菌懸濁液を 30 µL添加した場合に、細菌が適度な距離を

保ってスライドグラス上に固定されることが確認できた（図2-8. 明視野）。ビーズ添加量についても同様

に検討を行ったところ、作製したフローセルにビーズ懸濁液を導入すると細菌の有無に関わらずビーズが

スライドグラスに非特異的に吸着することがわかった。これは、スライドグラスに固定されているポリリ

ジン（正電荷）とビーズにコートされているストレプトアビジン（負電荷）とが静電的相互作用により非

特異的に結合したためと考えられた [24]。そこで、この非特異的吸着を抑えるためにビーズを添加する前

に 3 % BSA溶液（負電荷）を添加してフリーのポリリジンをマスクし、その後、2000倍希釈したビーズ

懸濁液を添加したところ、ビーズの非特異的吸着が十分に抑制できることが確認できた。以上の条件で

PAO1 WTおよびStrep株をスライドグラスに固定してビーズ懸濁液を添加したところ、固定されている細

菌数は同程度にも関わらず、PAO1 Strep株ではWTの約 5倍量のビーズが観察された（図 2-8）。このこと

から、上記の観察条件であれば、PAO1 Strep株のT3SA先端部に結合したビーズの動きを効率よく観察で

きると考えられた。

図 2-8. 光学顕微鏡による細菌の固定とマイクロビーズの結合評価 
：明視野…細菌およびビーズの結合評価、蛍光…ビーズ蛍光の観察。WTとStrep株で同程度の細菌が固定され
ているにも関わらず、Strep株でWTの約5倍量のビーズが認められた。スケールバー= 20 µm.  
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 確立した観察条件でエフェクター分泌条件におけるT3SAの回転運動を実際に観察したところ、観察さ

れたビーズの約 30-50個のうち 1-2個程度の割合で、一定の位置で振動するように動くビーズが認められ

た。ブラウン運動を行うビーズは数十秒～数分の間にランダム方向に大きく移動するのに対して、これら

のビーズは数分経過しても定位置から大きく外れることはなかった。したがって、このビーズの動きはブ

ラウン運動とは異なり、T3SAの動きを反映したものであると考えられた。さらに、観察されたビーズの

中には稀に 2つのビーズが吸着したものが認められたが、このようなビーズが定位置でゆっくりと揺らぎ

ながら反時計回りに回転する様子も観察できた（図2-9）。このときのビーズの回転は約 25秒間で 1回転

という、細菌べん毛やF1-ATPaseの回転と比べると非常にゆっくりとした動きであった。 

 以上の結果より、T3SAの回転運動評価系を構築し、これを用いてエフェクター分泌条件におけるT3SA

の回転運動を観察することに世界で初めて成功した。これにより、エフェクター分泌条件下でT3SAが回

転運動を行う可能性が強く支持された。 

 

図 2-9. T3SA回転運動の顕微鏡観察 
：2つの吸着したビーズの回転観察結果を示す。エフェクター分泌条件において、ビーズがゆっくりと
揺らぎながら反時計回りに回転する様子が観察できた。スケールバー＝2.5 µm. 
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2-3-4. 回転運動の軌跡解析 

 2-3-3項において、エフェクター分泌条件でビーズが定位置で揺動する様子、さらには2つの吸着したビ

ーズが反時計回りに回転する様子（図 2-9）が観察できた。観察されたビーズの動きの大部分は前者であ

ることから、この動きがT3SAの動きを反映している可能性が高い。しかしながら、定位置でのビーズの

揺動が図 2-9 のビーズの動きと同様に回転運動であるのかについては観察結果だけでは判断できなかった。

そこで、ビーズ運動の軌跡を解析することで、これが回転運動であるか否かを検討することにした。軌跡

解析にはAdobe SystemのAdobe After Effects Cs3を使用した。この解析の結果、観察されたビーズの揺動

もまた回転運動であることが確認でき、T3SAが回転運動を行う可能性が強く支持された（図 2-10 A）。  

一方で、この軌跡は正円形ではなく楕円形をしており、ビーズの中心点をプロットした軌跡は一定範囲

内で揺らいでいることがわかった（図 2-10 B）。通常、ある一点を軸とする回転運動の軌跡はF1-ATPase

の回転軌跡でも認められているように、回転軸を中心としたドーナツ型の軌跡となる [24]。したがって、

本研究で観察されたビーズ運動では運動中に回転中心が揺らいでいると考えられた。 

図 2-10のような中心点が揺らぐ軌跡は、Tethered cell法で観察されたべん毛フックの軌跡においても認

められている。この軌跡パターンからHashimotoらは、べん毛フックが回転に伴って撓む、柔軟な構造体

なのではないかと推察している [31]。さらに、T3SAニードル構成因子はべん毛フィラメントよりもべん

毛フックの構成因子に類似した物理化学的性質を示すことも報告されている [32]。以上の報告に基づき、

著者は図 2-10の結果が、べん毛フックと同様にT3SAニードルも回転運動に伴って撓む柔軟な構造体であ

る可能性を示唆していると考えた（図 2-11）。 

 

 

図 2-10. 観察されたビーズ運動の軌跡 
A. 短時間内でのビーズ運動の軌跡. 観察されたビーズ運動が回転運動であることが示唆された。 
B. 観察時間内におけるビーズ中心の全プロット. T3SAの回転時にはビーズの中心が一定範囲内で楕円形
に揺らいでいることが示唆された。 
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2-3-5. T3SA回転運動のプロトン駆動力依存性評価 

Yersinia enterocoliticaのⅢ型分泌にプロトン駆動力（Proton Motive Force; PMF）が必要であることが

Wilharmらにより報告されている [18]。PMFは細菌べん毛の回転エネルギーとしても利用されていること

から、T3SAが PMFをエネルギーとしてニードルを回転させることでエフェクターを分泌しているのでは

ないかと著者は考えた。しかしながら、本研究で用いたP. aeruginosaのⅢ型分泌にもPMFが関与するかに

ついては、これまでに報告されていない。そこで、まずはP. aeruginosaのⅢ型分泌におけるPMFの関与に

ついて検討を行った。PMFを低下させる試薬であるプロトノフォアCCCP（Carbonyl cyanide m-chlorophenyl 

hydrazone）を種々濃度で添加した際のPAO1 WTのエフェクター分泌量を評価したところ、CCCP濃度依

存的なエフェクター分泌量の減少が認められた（図 2-12）。このことから、PAO1のエフェクター分泌にも

PMFが利用されていることが確認できた。 

 

 

図 2-11. ビーズ運動の軌跡から推察されるT3SAニードルの柔軟性 
: 本研究で観察されたビーズ運動は明確な中心のない楕円形の軌跡を描いた（図2-10）。同様の軌跡はべん
毛回転時のフックの軌跡においても認められており、この結果からフックは柔軟な構造体であることが推
察されている。また、T3SAニードル構成因子の物理化学的性質はフックと類似していることも報告され
ている。したがって、図2-10の軌跡はT3SAニードルが柔軟な構造体であり、回転に伴って撓む可能性を
示唆しているものと考えられる。 
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次に、T3SA回転運動のPMF依存性を検討した。2-3-3項の方法でビーズの動きを観察した後、観察培

地を 10 µM CCCP＋5 mM EGTA含有 high-salt LB brothに置換したところ、ビーズの運動が速やかに停止し

た（図 2-13 A, B）。このとき、エフェクター分泌量の減少も同時に認められた（図 2-14）。このことから、

T3SAの回転運動がPMF依存的な運動であること、さらに、この回転運動とエフェクター分泌が相関して

いる可能性が示唆された。また、ビーズとCCCPを同時添加した場合にはエフェクター分泌量が相乗的に

減少することも確認できた（図 2-14）。これはCCCPによる化学的なT3SA回転阻害に加えてビーズ結合

により物理化学的にも回転運動が阻害されたためと考えられる。したがって、本研究で観察されたT3SA

の回転運動がべん毛回転と同様にPMFをエネルギーとする運動であり、エフェクター分泌過程において

重要な役割を担っている可能性が以上の結果から示唆された。 

 

 

 

 

図 2-12. PAO1のⅢ型分泌におけるプロトン駆動力依存性評価 
: PMFを低下させるCCCPの濃度依存的にエフェクター分泌量が減少したことから、PAO1のⅢ型分泌が
PMFを必要とすることが示唆された。データは平均値±標準偏差の値を示す (n=3)。P* < 0.05, P** < 0.01.  
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図 2-13. PAO1 Strep株のT3SA回転運動におけるPMF依存性評価 
: CCCP添加前 (A)および添加後 (B)のビーズ運動の軌跡. (i) 観察時間におけるビーズ中心のプロット. 
 (ii) 短時間におけるビーズ運動の軌跡. (iii) 観察時間内のビーズ位置のx座標およびY座標の経時的変化. 
 10 µM CCCPの添加によりビーズ運動の停止が認められた。 
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図 2-14. PAO1 Strep株のⅢ型分泌におけるPMF依存性評価 
:マイクロビーズ存在下でのPAO1 Strep株のエフェクター分泌に対するCCCPの影響. 
PAO1 Strep株のⅢ型分泌もプロトン駆動力に依存すること、およびビーズ共存下では
CCCP単独よりもさらに分泌が抑制されることが確認できた。 

 CCCPは10 µMの濃度で使用した。データは平均値±標準偏差の値を示す (n=3)。 
P* < 0.05, P** < 0.01.  
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2-4. 考察 

本章において、T3SAの回転運動評価系を新規に構築し、エフェクター分泌条件でT3SAが回転する様

子の観察に世界で初めて成功した。また、回転の軌跡解析結果からT3SAニードルが回転に伴って撓む柔

軟な構造体である可能性を見出した。さらに観察されたT3SAの回転運動がPMFに依存したものであり、

エフェクター分泌過程に関与している可能性が示唆された。以上より、T3SAがPMFをエネルギーとして

ニードルを回転させることでエフェクター分泌の駆動力を産出している可能性が示唆された（図2-15）。 

しかしながら、今回構築した評価系では、観察された全ビーズのうち回転運動を示したビーズは数%程

度と非常に少なかった。この原因としてはビーズの立体障害による回転の阻害など実験系の問題も考えら

れるが、仮に実験系に問題がないとすれば、この結果が何を意味するのかを考察してみる。細菌感染時に

は、通常1宿主細胞に対して 1細菌のみが付着するということはなく、多数の細菌が同時に宿主細胞に付

着する。このとき、全ての細菌が一斉にエフェクターを注入する必要はなく、一部の細菌が宿主細胞にエ

フェクターを注入し、他の細菌はその反応を利用して感染する方が効率的である。例えば、緑膿菌はT3SA

を介してエフェクターExoSを上皮細胞に注入し、タイトジャンクションを破綻させて細胞間隙を開口する

ことで生体内に侵入するが [6]、ExoSを注入する細菌と開口した細胞間隙を通過する細菌は同一である必

要はなく、両者が分担されている方が感染効率は良いと考えられる（図 2-16）。この様な役割分担が実際

に存在するとすれば、エフェクターを分泌しない細菌に結合したビーズは動かず、エフェクター分泌を担

う細菌のT3SA回転だけが検出される。したがって、一部のビーズしか回転しなかったという本研究の結

果はこれを反映している可能性が考えられる。これについては現時点で推測の域を出ず、今後より詳細に

解析する必要があるが、もしこれが事実であれば、未知の細菌間コミュニケーションの存在を示唆する非

常に興味深い知見である。 

また、図 2-9で観察されたビーズの回転速度は細菌べん毛やF1-ATPaseの回転速度と比べると非常に遅

かった。この原因としては、2つのビーズが結合したことによる回転抵抗の増大など実験的要因による可

能性の他、エフェクター分泌のためのT3SAの回転運動は、細菌の駆動力を産出するためのべん毛回転や

ATP合成時のATP合成酵素の回転ほどの速度を必要としないという生理的要因に起因する可能性も考えら

れる。しかしながら、本研究で構築した回転運動評価系ではサイズが大きくて球状のマイクロビーズを回

図 2-15. プロトン駆動力を利用したT3SAの回転運動とエフェクター分泌 
: 本章の結果から、T3SAがプロトン駆動力を利用した回転運動を行うこと、および 
この回転運動がエフェクター分泌過程に関与する可能性が示唆された。 
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転プローブとして用いているので回転速度の定量評価は困難である。そのため、現時点ではT3SAの回転

速度についてこれ以上踏み込んで議論することはできない。T3SAの回転速度については、今後、回転プ

ローブを金ナノロッドや量子ロッドなど異方性かつ回転抵抗の小さいものに変更することで定量的に評価

できることが期待される。さらに、長さの異なるプローブを用いた場合や、培地粘性を変化させた場合の

回転速度変化を解析すれば、生理的条件におけるT3SAの回転速度を算出することも可能だろう [24]。

T3SA回転速度の定量的評価法の確立は今後の重要課題の一つである。 

本章の最後にT3SAの回転運動がどのような機構でエフェクターのニードル内輸送に必要な駆動力を産

出しているのか、について考察する。第1章で述べたように、T3SAニードルはホモポリマー複合体であ

ることからニードル内でエフェクターが一方向性に輸送されるためには、ニードルに不均一なコンフォメ

ーション変化を誘起する必要がある（図 1-5）。赤痢菌 Shigella flexneriのT3SAニードル構成因子MxiHの

結晶構造には構造中のC-末端α-へリックスが折れ曲がったコンフォメーション (Form A)と真っ直ぐなコ

図 2-16. 緑膿菌感染時の菌間での役割分担の可能性 
：緑膿菌が感染する際、細菌間に役割分担が無ければ、細菌は宿主細胞内にエフェクターを分泌した後、宿
主細胞から解離し、その後、細胞間隙から生体内に侵入することになる。一方、エフェクターを分泌する
細菌と生体内に侵入する細菌が別であれば、細胞間隙に集積した細菌が細胞間隙の開口とともに速やかに
生体内に侵入できる。 
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ンフォメーション (Form B)の 2種類が報告されている (図 2-17) [13, 33]。緑膿菌のニードル構成因子PscF

では 1種類のコンフォメーションしか報告されていないが、ニードル構成因子間の構造類似性は高いこと

から、PscFにも 2種類のコンフォメーションが存在する可能性は高い [13]。また、コンフォメーションの

違いはタンパク質間相互作用に影響することから、両コンフォメーションではエフェクター分子に対する

親和性が異なると推察される。 

しかしながら、両コンフォメーションがどのような条件で相互変換されるのかについては明らかにされ

ていない。このコンフォメーション変化を誘起する要因として、本研究で見出した T3SAの回転運動に伴

うニードルの撓みが寄与しているのではないかと著者は考えている。ニードルが撓むとニードル内に屈曲

した領域と伸長した領域が生じる。これに伴う物理的な力によって屈曲領域では曲がったコンフォメーシ

ョンであるForm Aが、伸長領域では真っ直ぐなコンフォメーションであるForm Bがそれぞれ優位になる

のではないかと予想される (図 2-18)。実際に、AFM 探針を利用してタンパク質を牽引するなど、物理的

な力でタンパク質のコンフォメーション変化を誘起できる [34-36]ことから、細菌がこのようなメカニズム

でエフェクター輸送の駆動力を産出している可能性は十分にありうるだろう。しかしながら、物理的な力

によるコンフォメーション変化の誘起が自然界で起こるという例はこれまでに報告されていないことから、

この点については今後、慎重に検討する必要がある。 

さらに、回転に伴うニードルの撓みは屈曲領域と伸長領域を周期的に相互転換する。このような周期性

のあるニードルコンフォメーションの変化は、Trp10螺旋上でのエフェクターの結合-解離の繰り返しを誘

起するのではないかと予想される。さらに、Trp10螺旋の向きとT3SAの回転方向が逆向きであれば、Trp10

螺旋から解離したエフェクターは、ニードルの回転に伴って Trp10 螺旋に沿ってニードル外方向へと輸送

されるだろう。そして、ニードルコンフォメーションが再び変化すれば、エフェクターは Trp10螺旋に再

結合する（図 2-19）。これを繰り返すことで、1-3 節で述べた SMDシミュレーションで示されたような一

方向性のエフェクター輸送が実現されているのではないかと著者は考えている。残念ながら、現時点では

T3SAニードル構成因子の配列が右巻きか左巻きかは明らかにされていないことから、Trp10螺旋の方向も

定かではない[37, 38]。また、本研究で構築した回転運動評価系ではT3SAの回転方向を正確に評価するこ

     図 2-17. ニードル構成因子の 2種類のコンフォメーション 
: 赤痢菌のT3SAニードル構成因子MxiHでは、C末端α--へリックスの位置が 
異なる2種類の結晶構造が報告されている。 
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とは困難である。したがって、この機構でのエフェクター輸送が実際に起こりうるか否かについては現時

点では評価できない。今後、これらの問題が解決されて Trp10螺旋の方向および T3SAの回転方向がわか

れば、この仮説の妥当性についてより詳細な検討が可能になるだろう。 

  

図 2-18. ニードルの撓みに伴う物理的なコンフォメーション変化の誘導 
: T3SAの回転に伴うニードルの撓みは、物理的な力によってニードル構成因子の不均一なコンフォメーション
変化を誘起しうると考えられる。 
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図 2-19. T3SAの回転によるエフェクターのニードル内輸送仮説モデル 
: T3SAの回転に伴うニードルの撓みはTrp10螺旋からのエフェクターの解離を誘発しうる。さらに、
T3SAの回転方向とTrp10螺旋の向きが逆であれば、T3SA回転に伴い、解離したエフェクターはニー
ドル内をTrp10螺旋に沿って一方向に輸送されると考えられる。 
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第 3章 Ⅲ型分泌装置の回転-エフェクター分泌相関の検討 

 

3-1. 序論 

第 2章にてT3SAがプロトン駆動力を利用した回転運動を行うことを見出した。さらに、この回転運動

がニードル構成因子のコンフォメーション変化を誘起することでエフェクターのニードル内輸送に必要な

駆動力を産出している可能性が示唆された。この可能性を検証するために、本章では T3SAの回転運動と

エフェクター分泌との相関性についてより詳細な検討を行うことにした。 

T3SA の回転運動がエフェクター分泌の駆動力を産出しているのであれば、回転運動はエフェクター分

泌過程に必須であり、これを阻害すれば分泌も抑制されると考えられる（図 3-1）。実際に 2-3-5 項ではプ

ロトン駆動力を低下させることで T3SAの回転運動を阻害すると、エフェクター分泌量が減少することを

確認した（図 2-13, 2-14）。この際のエフェクター分泌の抑制がT3SAの回転運動の停止に起因するのであ

れば、他の方法で回転運動を阻害した場合にも同様に分泌の抑制が認められるだろう。 

細菌べん毛や F1-ATPaseといった既知の分子モーターの回転運動は高粘性高分子を添加して粘性抵抗を

増大させることで物理化学的に阻害できる [37, 38]。したがって、細菌べん毛と類似の機構で回転すると

予想される T3SAの回転運動もまた高粘性高分子により物理化学的に阻害できると考えられた。この際に

エフェクター分泌の抑制も認められれば、T3SA の回転運動がエフェクター分泌過程に関与することが強

く支持される。この考えに基づき、本章では高粘性高分子の T3SA回転運動およびエフェクター分泌への

影響を評価することで、エフェクター分泌過程における T3SA回転運動の関与について検討を行った（図

3-1）。 

高粘性高分子としては、細胞毒性が低く、重合度により粘性等の物理化学的性質が変化する直鎖状の非

荷電性親水ポリマーであるポリエチレングリコール（Polyethylene glycol; PEG）の高粘性重合体 PEG8000

を中心に用い [39]、これがT3SAの回転運動およびエフェクター分泌に与える影響を他の高分子と比較す

ることで、T3SA回転運動の物理化学的阻害がエフェクター分泌に及ぼす影響を評価することにした。 

図 3-1. T3SA回転運動の物理化学的阻害によるエフェクター分泌の抑制 
:T3SAの回転運動がエフェクター分泌の駆動力を産出しているのであれば、この回転運動を
物理化学的に阻害することでエフェクター分泌は抑制されると考えられる。 
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3-2. 実験方法 

 

3-2-1. 材料・試薬 

PEG8000はMP Biomedicals（Tokyo, Japan）より購入した。PEG200およびポリビニルピロリドン（平均

分子量 360,000）は Sigma-Aldrich（St Louis, MO）より購入した。ポリビニルアルコール（平均重合度

1,500-1,800）はWako Pure Chemical Industries, Ltd.（Osaka, Japan）より購入した。その他、本章で用いた試

薬は全て特級であり、それ以上精製することなく使用した。 

 

3-2-2. 使用した細菌株 

 本章で使用した菌株は第 2章にて使用したものと同一である。 

 

3-2-3. ウエスタンブロッティング法によるエフェクター分泌活性の評価 

 エフェクター分泌活性は2-2-4と同様の方法にて評価した。ポリビニルアルコールおよびポリビニルピ

ロリドンを用いた実験ではサンプル中タンパク質をメタノール-クロロホルム沈殿法にて沈殿させた。 

 

3-2-4. コロニーカウント法による生菌数の測定 

 生菌数の測定は 2-2-5と同様の方法で行った。 

 

3-2-5. T3SA回転運動の観察と軌跡解析 

 T3SAの回転運動は2-2-8と同様の方法で観察した。回転運動の軌跡解析は2-2-9と同様の方法で行った。 

 

3-2-6. 溶液粘性および浸透圧の測定 

 各高分子溶液の粘性はSV-10 vibroviscometer（A&D Company, Tokyo, Japan）を用いて 35 
o
Cの条件で測定

した。浸透圧はVAPRO Vapor Pressure Osmometer 5600（Wescor, South Logan, UT）を用いて室温で測定した。 

 

3-2-7. リアルタイム Reverse Transcription-PCR法による exoT遺伝子発現レベルの評価 

 PAO1 WTをLB brothにて一晩培養後、培養液を5 mM EGTA含有high-salt LB brothで300倍希釈し、37 
o
C,  

2.5 時間培養した。培養後の菌液3 mLを遠心分離（9000 rpm x 3分間, 4
o
C）し、菌を回収した。菌ペレット

を5 mM EGTA+20 % PEG8000含有high-salt LB broth 3 mLで再懸濁し、37 
o
C, 2.5 時間培養した。培養後、遠

心分離にて細菌を回収し、RNeasy Plus mini kit（Qiagen, Tokyo, Japan）を用いてTotal RNAを抽出した。この

RNAを鋳型にランダムプライマーnonadeoxyribonucleotide mixture; pd (N)9（Takara Bio, Shiga, Japan）および

逆転写酵素Super Script III Reverse Transcriptase（Takara Bio, Shiga, Japan）を用いて逆転写PCR反応を行った。

合成したcDNAを鋳型とし、Step One real-time PCR System（Applied Biosystems, Foster City, CA）およびSYBR 

Premix Ex Taq II（Tli RNase H Plus）（Takara Bio, Shiga, Japan）を用いてreal-time PCR反応を行った。内部標

準にはDNAジャイレースサブユニットB遺伝子 (gyr B)を使用し、2
-∆∆Ct法にて相対的mRNA発現量を評価し

た。exoT遺伝子の増幅には5’-TCTCAGCAGAACCCGTCTTTCGTGGCTGAG-3’および5’-AGCATCATCTGC 

TTGATCTCGGCGGCAGAG-3’、gyrB遺伝子の増幅には5’-TGCTGAAGGGGCTGGATGCCGTACGCAAGC 

-3’および 5’-TATCCACCGGAATACCGCGTCCATTGTCGC-3’をそれぞれプライマーとして使用した [40]。 
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3-3. 結果 

 

3-3-1. ポリエチレングリコールのT3SA回転運動およびエフェクター分泌への影響評価 

まずは、T3SA の回転運動が培地粘性の増大により、物理化学的に阻害できるか否かについて検討を行

った。短鎖で低粘性のPEG200および長鎖で高粘性のPEG8000をそれぞれ添加した際のT3SA回転運動へ

の影響を評価したところ、PEG200 は回転運動に影響しなかったが、PEG8000 は回転運動を阻害すること

が確認できた（図 3-2, 3-3）。PEG200とPEG8000は同一%濃度では同数のモノマーユニット（エチレング

リコール）を含むため、水素結合形成能やファンデルワールス相互作用などのエチレングリコール単位に

由来する化学的性質は両者の間で同一であり、粘性等の物理化学的性質だけが異なる [41]。したがって、

図 3-2および 3-3の結果はPEG8000が培地粘性を増大させることでT3SAの回転運動を物理化学的に阻害

したことを示唆すると考えられる。さらに、この条件でのエフェクター分泌量を評価したところ、T3SA

の回転運動に影響しなかった PEG200 はエフェクター分泌にも影響しなかったが、回転運動を阻害した

PEG8000はエフェクター分泌量を有意に減少させた（図 3-4）。 

以上の結果より、2-3-5項で示したように PMFを低下させて化学的にT3SAの回転運動を阻害した場合

だけでなく、粘性抵抗の増大により物理化学的に回転運動を阻害した場合にもエフェクター分泌が抑制さ

れることがわかり、T3SA の回転運動がエフェクター分泌過程において重要な役割を担っている可能性が

示唆された。 

 

図 3-2. PEG200のT3SA回転運動への影響 
: PEG200添加前(A)および添加後(B)のビーズの軌跡. (i) 短時間内におけるビーズ運動の軌跡. (ii) 観察時間における
ビーズのx座標(上)および y座標(下)の変化. 5 % PEG200添加前後でビーズの動きに大きな変化は認められない。 
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図 3-3. PEG8000のT3SA回転運動への影響 
: PEG8000添加前(A)および添加後(B)のビーズの軌跡. (i) 短時間内におけるビーズ運動の軌跡. (ii) 観察時間に 
おけるビーズのx座標(上)およびy座標(下)の変化.  5% PEG8000の添加によりビーズの動きが阻害された。 

図 3-4. PEG200およびPEG8000のエフェクター分泌への影響 
：PEG200およびPEG8000のエフェクター分泌への影響評価.  回転運動に影響しないPEG200は分泌も抑制
しなかったが、回転運動を阻害したPEG8000は分泌も有意に抑制した。 
各PEG溶液は5%の濃度で使用した。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。P* <0.05, P*** <0.001. 
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3-3-2. PEG8000のエフェクター分泌抑制効果における Strep tagIIおよびマイクロビーズの影響評価 

 3-3-1項においてT3SAの回転運動がエフェクター分泌過程に関与している可能性が示唆された。しかし

ながら、この実験ではT3SA先端部にStrep tagIIが修飾された緑膿菌PAO1 Strep株を用いており、これが

エフェクター分泌に影響している可能性も考えられた。この可能性を検討するため、野生型PAO1（PAO1 

WT）のエフェクター分泌に対するPEG200およびPEG8000の影響を評価した。 

 各PEG溶液を 0-20 %濃度で添加したところ、PEG8000溶液では生菌数の有意な減少は認められなかっ

たが、10 %以上のPEG200溶液では生菌数が著しく減少した（図 3-5 B）。これが分子数により変化する束

一的性質である浸透圧の上昇に起因するのではないかと考え、各PEG溶液の浸透圧と生菌数との相関を評

価したところ、両者が高い相関性を示す（相関係数= -0.969）ことが確認できた（図 3-5 C）。そこで、浸透

圧による生菌数への影響を排除するために生菌数あたりのエフェクター分泌量を算出し、これに対する

PEG200 および PEG8000 の影響を比較した。その結果、PAO1 Strep 株を用いた場合と同様に、低粘性の

PEG200はエフェクター分泌に影響しなかったが、高粘性のPEG8000は添加濃度依存的にエフェクター分

泌を抑制していた（図 3-5 D）。このことから、PEG8000によるエフェクター分泌の抑制にはStrep tagIIの

有無は無関係であり、PEG8000はPAO1 WTの分泌に対しても抑制効果を示すことが確認できた。 

図 3-5. PAO1 WTのエフェクター分泌に対するPEG200およびPEG8000の影響 
A. PEG200およびPEG8000添加時のエフェクター分泌量への影響. B. PEG200およびPEG8000添加時の生菌数
への影響. C. PEG 溶液の生菌数と浸透圧の相関図. D..生菌数あたりのエフェクター分泌量に対する PEG200
およびPEG8000の影響.  データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。P* <0.05, P** 0.01, P*** <0.001 
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3-3-3. PEG8000のエフェクター分泌抑制効果と培地粘性との相関性評価 

 PEG8000 によるエフェクター分泌の抑制が培地粘性の増大に起因することを確かめるため、各 PEG 溶

液の粘性を測定してエフェクター分泌量との相関性を評価した。その結果、PEG8000のエフェクター分泌

抑制効果は培地粘性の増大と高い相関性を示す（相関係数= -0.944）ことが確認できた（図 3-6；PEG8000）。

さらに、エフェクター分泌を抑制しない0-20 % PEG200溶液の粘性は 5 % PEG8000溶液の値よりも低いこ

とも確認できた（図 3-6；PEG200）。したがって、PEG8000 によるエフェクター分泌抑制効果には培地粘

性の増大が大きく寄与していることが示唆された。 

 本研究で構築した T3SA回転運動評価系では回転運動の有無は評価できるが、回転速度の変化まで評価

することは困難である。そのため、T3SA の回転速度が培地粘性の増大に伴って減少しているかどうかは

現時点では評価できない。しかしながら、細菌べん毛や F1-ATPaseといった既知の分子モーターの回転速

度は粘性抵抗の増大に伴って低下する [37, 38]ことから、T3SAの回転速度もまた培地粘性の増大に伴って

低下している可能性は高い。したがって、図 3-6の結果はPEG8000によるエフェクター分泌の抑制が培地

粘性の増大による T3SA回転運動の物理化学的阻害を介して起こった可能性を支持するものと考えられる。 

図 3-6. PEG200およびPEG8000の培地粘性とエフェクター分泌抑制効果の相関図 
：エフェクター分泌を抑制しないPEG200添加時の培地粘性は低く、PEG8000添加時
の培地粘性とエフェクター分泌量は高い相関性を示した（相関係数＝-0.944）。  
データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 
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3-3-4. 菌体内エフェクター量に対するPEG8000の影響 

これまでの結果から、T3SA の回転運動がエフェクター分泌過程に関与しており、PEG8000 はこの回転

運動を物理化学的に阻害することで分泌抑制効果を示す可能性が示唆された。しかしながら、PEG8000の

エフェクター分泌抑制効果には回転運動の阻害以外の他の要因が寄与している可能性も考えられた。その

うちの一つとして、PEG8000がエフェクター遺伝子発現を抑制した結果、菌体内エフェクター量が減少し

てエフェクター分泌速度の低下が引き起こされた可能性が挙げられる（図3-7）。この可能性について検討

するため、PEG8000がエフェクター遺伝子発現および菌体内エフェクター量に及ぼす影響を評価した。 

始めに、PEG8000がエフェクター（ExoT）遺伝子の発現に及ぼす影響を real-time RT PCR法にて評価し

たところ、PEG8000を添加することで exoT mRNA量が増加することが確認できた（図 3-8）。このことか

ら、PEG8000はエフェクター遺伝子の発現を抑制するのではなく、むしろ亢進させることが示唆された。 

さらに、PEG8000添加時の培地上清中および菌体内エフェクター量をウエスタンブロッティング法にて

評価した。その結果、PEG8000非存在下では菌体内にエフェクターがほとんど検出されず、大部分は培地

上清中に分泌されていたが、20 % PEG8000存在下では上清中エフェクター量が顕著に減少するとともに、

菌体内エフェクター量が顕著に増加することが確認できた（図 3-9）。また、合計のエフェクター量は

PEG8000を添加することでやや増加することも確認できた（図 3-9）。このことから、PEG8000は菌体内で

のエフェクター産生を阻害しておらず、PEG8000により分泌が阻害されたエフェクターは菌体内に蓄積し

ていることが確認できた。 

以上の結果より、PEG8000のエフェクター分泌抑制効果は菌体内エフェクター量の枯渇に起因するもの

ではないことが示唆された。 

 

図 3-7. PEG8000のエフェクター分泌抑制効果における遺伝子発現抑制の寄与の可能性 
: PEG8000がエフェクター遺伝子の発現を抑制する場合、菌体内エフェクター量が減少して
エフェクター分泌速度が低下すると考えられる。 
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図 3-8. リアルタイムRT-PCR法による exoT遺伝子発現に対するPEG8000の影響評価 
: PEG8000が exoT遺伝子の発現に及ぼす影響を real-time RT PCR法にて評価した。その結果、20% PEG8000
の添加は exoT遺伝子の発現を亢進させることが確認できた。 
データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。PEG8000添加前後の exoT遺伝子の発現量に統計的な有意
差は認められなかった。 

図 3-9. ウエスタンブロッティング法によるPEG8000添加時の菌体内エフェクター量の評価 
 : PEG8000添加時の菌体内エフェクター量をウエスタンブロッティング法にて評価した。その結果、PEG8000
により分泌が阻害されたエフェクターは菌体内に蓄積していることが確認できた。 
菌体内画分は20 % PEG8000処理後に回収した細菌ペレットを1mg/ mlリゾチームで処理し、SDS-Sample 
bufferを添加して95 

o
C, 5 分間熱処理をすることで調製した。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 
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3-3-5. PEG8000のT3SA傷害性の検討 

 PEG8000がT3SAを傷害している場合にもエフェクター分泌は停止する。この場合、PEG8000によるエ

フェクター分泌の抑制は不可逆的であり、PEG8000を除去しても分泌は回復しないと予想される（図3-10）。

一方、PEG8000がT3SAを傷害することなく、回転運動を阻害することで分泌を抑制しているのであれば、

PEG8000を除去するとT3SAが再び回転してエフェクター分泌量は元通りに回復するだろう。 

PEG8000がT3SAを傷害しているか否かを検討するため、PEG8000を添加してエフェクター分泌を抑制

した後、これを除去した際のエフェクター分泌量をウエスタンブロッティング法にて評価した。その結果、

PEG8000の添加により抑制されていたエフェクター分泌はPEG8000を除去することで著しく回復するこ

とが確認できた（図 3-11）。このことから、PEG8000によるエフェクター分泌の抑制は可逆的なものであ

り、PEG8000はT3SAを傷害することなくエフェクター分泌を抑制していることが示唆された。 

図 3-10. PEG8000のエフェクター分泌抑制効果におけるT3SA傷害の寄与の可能性 
: PEG8000がT3SAを傷害している場合、エフェクター分泌は不可逆的に抑制される。 

  

図 3-11. PEG8000のエフェクター分泌抑制効果の可逆性検討 
: PEG8000により抑制されたエフェクター分泌はPEG8000を除去することで著しく回復した。PEG8000除去画分
は20 % PEG8000で処理後の菌ペレットをhigh-salt LB brothにて3回洗浄後、5 mM EGTA含有high-salt LB broth
で再懸濁し、37 

o
C, 2.5 時間培養後の上清を回収することで調製した。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 



41 

 

3-3-6. PEG8000以外の高粘性高分子のエフェクター分泌抑制効果の検討 

 PEG8000が培地粘性を増大させることでエフェクター分泌を抑制しているのであれば、PEG8000と同程

度の粘性を示す他の高粘性高分子を添加した場合にも同様のエフェクター分泌抑制効果が認められるだろ

うと考えられる（図 3-12）。そこで、この可能性を検討するため、PEG8000 と同様に高い粘性を示し、細

胞毒性の低いポリビニルアルコール（Polyvinyl alcohol; PVA）およびポリビニルピロリドン（Polyvinyl 

pyrrolidone; PVP）のエフェクター分泌への影響を評価した。PVAおよびPVPはPEG8000と同じく直鎖状

の親水性ポリマーであるが、それぞれヒドロキシル基およびピロリドン基を側鎖として有するなど化学構

造はPEG8000と異なる（図 3-17）。 

 5 % PVA（約 30 mPa･s）および 5% PVP（約50 mPa･s）は 20 % PEG8000（18.6 mPa･s）よりも高い粘性

を示すことから、本研究ではPVAおよびPVPを 0-5 %の濃度範囲で使用した。その結果、PVAおよびPVP

をこの濃度範囲で添加した場合には 20 % PEG8000添加時とは異なり、エフェクター分泌が抑制されない

ことが確認できた（図 3-13, 3-14）。このことから、PEG8000によるエフェクター分泌の抑制には単に培地

粘性の増大だけが寄与しているわけではなく、PVAや PVPとは異なり PEG8000だけが有する他の物理化

学的特性も関与していることが示唆された。 

 

図 3-12. 培地粘性の増大によるエフェクター分泌の抑制 
: 高分子によるエフェクター分泌の抑制が培地粘性の増大に起因するのであれば、   
同程度の粘性を示す高分子は同程度のエフェクター分泌抑制効果を示すと予想される。 
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図 3-13. ポリビニルアルコールのエフェクター分泌抑制効果の検討 
: 20% PEG8000以上の粘性を示す5 %濃度であってもPVAはエフェクター分泌を
抑制しなかった。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 

ExoT 

図 3-14. ポリビニルピロリドンのエフェクター分泌抑制効果の検討 
: 20% PEG8000以上の粘性を示す5 %濃度であってもPVPはエフェクター分泌を
抑制しなかった。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 

ExoT 
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3-4. 考察 

 本章において、高粘性高分子であるPEG8000が培地粘性を増大させることでT3SAの回転運動を物理化

学的に阻害するとともにエフェクター分泌を抑制することを見出した。また、PEG8000は菌体内エフェク

ター量の減少やT3SAの傷害は引き起こさなかったことから、エフェクター分泌抑制効果にこれらの要因

は寄与していないことも確認できた。したがって、第 2章で見出したT3SAの回転運動はエフェクター分

泌過程に重要な役割を担っており、PEG8000はこの回転運動を物理化学的に阻害することでエフェクター

分泌を抑制している可能性が強く支持された（図 3-15）。 

しかしながら、PEG8000と同程度の粘性を示すPVAやPVPではエフェクター分泌は抑制されなかった

（図 3-13, 3-14）。また、T3SAへのマイクロビーズの結合は回転抵抗を増大すると予想されるが、ビーズ

を添加してもエフェクター分泌量の減少は認められなかった（図 2-13 Cおよび図 3-4）。これらの結果は、

T3SAの回転運動がエフェクター分泌過程に関与する、という結論と一見矛盾するように思われる。それ

では、「T3SAの回転運動がエフェクター分泌過程に関与する」という前提のもとで、これらの結果はどの

ように説明できるのか？ この点について以下に考察する。 

① PVAやPVPは何故エフェクター分泌を抑制しなかったのか？ 

同程度の粘性条件においてPEG8000はエフェクター分泌を抑制したがPVAやPVPは抑制しなかったこ

とから、PEG8000によるエフェクター分泌の抑制には培地粘性の増大に加えてPVAやPVPとは異なり

PEG8000だけが有する他の物理化学的特性も関与していることが示唆された。これまでに、細菌の遊泳運

動などµmオーダー以下の物体の高分子溶液中での運動には溶液粘性だけでなく高分子が形成するネット

ワーク構造も影響することが報告されている [42, 43]。例えば、PVPやメチルセルロースなどの線状高分

子を添加すると、通常の濃度域では添加濃度依存的に培地粘性が増大してべん毛回転速度が低下すること

図 3-15. エフェクター分泌過程におけるT3SA回転運動の関与とこれに基づいたエフェクター分泌の抑制 
: 本章の結果より、エフェクター分泌過程にT3SAの回転運動が重要な役割を担っており、PEG8000は 
この回転運動を物理化学的に阻害することでエフェクター分泌を抑制している可能性が示唆された。 
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で細菌の遊泳速度も低下する。しかしながら、低濃度域では培地粘性の増大に伴ってべん毛回転速度が低

下しているにも関わらず、遊泳速度は上昇するという一見奇妙な現象が認められる [42]。この現象はべん

毛が膜に覆われているスピロヘータでは特に顕著であり、培地粘性が増大するほどに遊泳速度は上昇する 

（図 3-16）[43]。この現象に対する理論として、1979年にBergらが「スケーティングバクテリア仮説」を

提唱し [44]、2002年にはMagariyamaらがその妥当性をシミュレーションにて検証した [45]。この仮説に

よると、低濃度域ではPVPやメチルセルロースが疎なネットワーク構造を形成しており、これが細菌の移

動におけるレールの役割を果たす。その結果、べん毛1回転あたりの細菌の一定方向への移動効率が向上

するため、べん毛回転速度が低下しても見かけ上の細菌の遊泳速度は上昇したと考えられている（図3-16）。

この仮説により、高分子溶液中でのµmオーダー以下の物体の運動には溶液全体の粘性だけでなく、高分

子が形成するネットワーク構造も大きく影響することが示唆された。                                 

図 3-16. 高分子の添加による細菌の遊泳速度への影響とスケーティングバクテリア仮説 
: 高分子化合物が形成する網目構造が菌体サイズよりも大きい場合、これがレールの役割を果たして細菌
の移動方向が限定される。その結果、べん毛1回転あたりの移動効率がよくなり、見かけ上の細菌の遊
泳速度が亢進する（スケーティングバクテリア仮説）。 
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 この考えに基づくと、PEG8000とPVAおよびPVPのエフェクター分泌に対する影響の違いはこれらの

高分子が形成するネットワーク構造の違いに起因するのではないかと考えられる。PEG8000は側鎖をもた

ない直鎖状ポリマーであり、分子内および分子間での立体障害が小さいことから、個々の分子鎖の柔軟性

が高く、密なネットワーク構造を形成できると推察される。そのため、PEG8000はT3SAニードル近傍で

密なネットワーク構造を形成することでT3SAの回転運動を効率的に阻害した結果、エフェクター分泌を

有意に抑制したのではないかと考えられる（図3-17上）。これに対して、PVAやPVPはそれぞれヒドロキ

シル基やピロリドン基というかさ高い側鎖を有するため、分子内および分子間での立体障害が大きい。そ

のため、分子鎖の柔軟性は低く、分子間での立体障害により粗いネットワーク構造しか形成できないと推

察される。このような粗いネットワークではT3SAニードルのような 100 nm程度の物体の回転運動には十

分に干渉できなかったため、PVAやPVPはエフェクター分泌を抑制できなかったのではないかと考えら

れる (図 3-17下)。つまり、高分子によるエフェクター分泌の抑制には、溶液全体の粘性よりもT3SAニー

ドル近傍の局所粘性を増大させることによる T3SA回転運動の物理化学的阻害が重要な役割を担っており、

PVAやPVPは溶液全体の粘性は増大させるものの、T3SAの回転運動には十分に干渉できなかったため、

エフェクター分泌を抑制できなかったと考えられる。 

図 3-17. 高分子ネットワーク構造の違いから推察されるPEG8000とPVAおよびPVPの 
エフェクター分泌に対する影響の違い 

上. PEG8000は側鎖を持たないため、T3SAニードル近傍で密なネットワークを形成できる。これによりT3SA
回転を効率的に阻害した結果、エフェクター分泌抑制効果を示したと考えられる。 

下. PVAやPVPはかさ高い側鎖を有するため、ニードル近傍で疎なネットワークしか形成できない。このよ
うなネットワークではT3SAの動きに干渉できなかったため、分泌抑制効果を示さなかったと考えられる。 
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② T3SAへのマイクロビーズの結合がエフェクター分泌を抑制しなかったのは何故か？ 

 T3SAへのマイクロビーズの結合は回転運動の抵抗を増大させるにも関わらず、ビーズを単独で添加し

た場合にはエフェクター分泌量の有意な減少は認められなかった (図 2-14, 図 3-4)。この原因として、著

者はエフェクター分泌が抑制される回転速度に閾値が存在しており、T3SAの回転速度がこの値を超えて

低下しない限り、エフェクター分泌には影響しないのではないかと考えている（図3-18）。これを支持す

る結果として、CCCPやPEG8000をマイクロビーズとともに添加した場合、これらを単独で添加した場合

に比べてエフェクター分泌量がより減少したということが挙げられる（図2-14, 図3-4）。これらの結果に

ついて、T3SAの回転速度とエフェクター分泌との相関性の間に閾値が存在するという仮定のもと、以下

に説明を試みる。マイクロビーズをT3SAに結合させた場合にはT3SAの回転速度は低下するものの、そ

の速度は依然として閾値を超えていたため、エフェクター分泌量の減少は認められなかったと考えられる。

一方、CCCPやPEG8000の添加は単独でも閾値を下回る速度にまでT3SAの回転運動を阻害しているため、

エフェクター分泌量の有意な減少が認められたと予想される。したがって、CCCPやPEG8000とマイクロ

ビーズを同時に添加した場合には、各試薬の添加によりT3SAの回転速度が閾値以下にまで低下している

状態でビーズの結合により回転速度がさらに低下した結果、エフェクター分泌量の相乗的な減少が認めら

れたのではないかと考えられる（図 3-18）。 

本研究で構築したT3SAの回転運動評価系では回転速度までを評価することは困難であるため、T3SA

の回転速度とエフェクター分泌量が直接的に相関しているのか、またこの相関にどの程度の閾値が存在す

るのかについては現時点では検討できない。ここで述べた可能性を検討するためには、今後、T3SAの回

転速度まで評価可能な系を構築し、エフェクター分泌量との相関をより詳細に調べる必要があるだろう。 

図 3-18. T3SAの回転-分泌相関における閾値の存在の可能性 
: T3SA回転速度とエフェクター分泌量の相関性の間に閾値が存在する場合、ビーズ単独での回転阻害で
はエフェクター分泌量を減少させるのに不十分であったのに対して、PEG8000を併用することで回転が
閾値以下まで阻害された結果、相乗的な分泌抑制効果が認められたと考えられる。 
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以上のように、エフェクター分泌に対する高分子化合物やマイクロビーズの一見不可思議な影響も

T3SAの回転-分泌相関に基づいて考えることで理論的に説明することが可能である。T3SAの回転-分泌相

関を検証するためには、今後、これを 1細菌レベルでより詳細に解析していく必要があるだろう。しかし

ながら、少なくとも本章で得られた結果はT3SAがプロトン駆動力を利用した回転運動を行うことでエフ

ェクターのニードル内輸送に必要な駆動力を産出している可能性を強く支持しているものと思われる。 

本研究ではExoTをモデルエフェクターとし、その分泌量から緑膿菌のエフェクター分泌能を評価した

が、この知見がExoT以外のエフェクター（ExoS/ Y/ U）やニードル構成因子（PscF）などの分泌にも適用

されうるかどうかは不明である。この点については今後、実際に調べる必要があるだろう。しかしながら、

エフェクターのニードル内輸送機構はエフェクターの種類によらず普遍的なものである可能性が高い。Ⅲ

型分泌ではどのタイミングでどのタンパク質が分泌されるのか、その分泌ヒエラルキーは厳密に制御され

ているが、これはSorting Platformと呼ばれるT3SAの細胞質内ユニットと、菌体内分子シャペロン（T3SS

シャペロン）の相互作用を介したT3SAへのエフェクター装填過程で行われている [4, 10, 11, 46]。そのた

め、この次の段階であるニードル内輸送過程ではエフェクターの種類により分子機構を変更する必要性が

ないことから、一旦エフェクターがT3SAに装填されれば、その後はいずれのエフェクターも同一の分子

機構でニードル内を輸送されると考えられる。したがって、本研究で得られたT3SAの回転-分泌相関に関

する知見はExoTだけでなく、他のエフェクターのⅢ型分泌においても適用されうる普遍的なものである

と思われる。 
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第 4章 高粘性環境におけるⅢ型分泌装置の回転阻害を介した 

エフェクター分泌制御に関する可能性の検討 

 

4-1. 序論 

 第 3章にてT3SAの回転運動がエフェクター分泌過程に重要な役割を担っており、この回転運動を物理

化学的に阻害できる高分子化合物はエフェクター分泌抑制効果を示すことを見出した。著者は「このよう

なT3SAの回転-分泌相関を利用したエフェクター分泌の制御が自然界の高粘性環境でも行われているので

はないか」と考えた。 

細菌の生活環には様々な高分子を主成分とする高粘性環境が密接に関与している。本研究でモデル細菌

として用いた緑膿菌の場合にはバイオフィルムやムチン層といった高粘性環境が関与する。バイオフィル

ムは口腔内やカテーテルなどあらゆる場所を基盤として細菌が集合することで形成される高粘性構造体で

ある。バイオフィルム中では細菌コロニーが細胞外多糖であるアルギン酸に包まれており、この中で細菌

は抗菌薬や免疫機構の影響を回避しつつ徐々に増殖する [47, 48]。ムチン層はヒト腸管上皮細胞や角膜上

皮細胞などが産生する糖タンパク質ムチンを主成分とする粘液層であり、細菌感染に対する宿主側の防御

因子として機能する。細菌が感染する際にはこれを突破して宿主細胞に到達する必要がある（図 4-1） [49]。 

 これまでに報告されているエフェクター分泌制御機構としてはCa
2+濃度依存的な制御機構がある [30, 

50]。緑膿菌培養液にEGTAなどのキレート剤を添加してCa
2+濃度を低下させると、Ⅲ型分泌関連遺伝子

群の発現が亢進する [50]とともに、T3SAニードル先端に結合したリング状のチップが開口する [30]こと

で、エフェクター分泌が誘導される。バイオフィルムの主成分であるアルギン酸やムチン層の主成分ムチ

ンはEGTAと同様にCa
2+をキレートする [51, 52]ことから、エフェクター分泌がCa

2+濃度でのみ制御され

ているのであれば、バイオフィルムやムチン層内でも分泌が誘導されると考えられる。実際に、バイオフ

ィルム中の緑膿菌ではエフェクター遺伝子の発現が亢進していることも近年報告されている [51]。しかし

ながら、少なくともこれまでに報告されているエフェクターはいずれも宿主細胞内で機能を発揮すること

から、それ以外の場所での分泌はエフェクター分子やエネルギーの浪費に繋がることが予想される。この

ような浪費は細菌が生存する上で致命的になりうる [47, 53, 54]ことから、これを回避する機構を細菌が備

えているのではないかと著者は考えた。 

図 4-1. 緑膿菌の生活環に関わる高粘性環境 
：緑膿菌の生活環には細菌が集合して形成するバイオフィルムや宿主細胞の感染防御因子であ
るムチン層などの高粘性環境が関与する。 
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このような機構の一つとして、T3SAの回転-分泌相関に基づいたエフェクター分泌の抑制が寄与してい

る可能性が考えられる。アルギン酸とムチンはともに高い粘性を示す高分子であり、細菌表面に吸着する

ことから [55-57]、これらの高分子はT3SA近傍の局所粘性を増大させてT3SAの回転運動を物理化学的に

阻害できると思われる。したがって、バイオフィルムやムチン層内では、主成分の天然高分子が T3SAの

回転運動を物理化学的に阻害することでエフェクター分泌が抑制されているのではないかと著者は考えた

（図 4-2）。この可能性について検討するため、本章では天然高分子アルギン酸およびムチンを添加した際

のT3SA回転運動およびエフェクター分泌への影響を評価した。 

 

 

4-2. 実験方法 

 

4-2-1. 材料・試薬 

 アルギン酸ナトリウムおよびウシ顎下腺ムチンはSigma Aldrich（St Louis, MO）より購入した。サケ精液

由来硫酸プロタミンはCalbiochem（La Jolla, CA）より購入した。その他、本章で用いた試薬は全て特級で

あり、それ以上精製することなく使用した。 

 

4-2-2. 使用した細菌株 

 本章で使用した菌株は第2章にて使用したものと同一である。 

 

4-2-3. ウエスタンブロッティング法によるエフェクター分泌活性の評価 

 エフェクター分泌活性は2-2-4と同様の方法で評価した。サンプル中タンパク質はメタノール-クロロホ

ルム法にて沈殿させた。 

 

4-2-4. コロニーカウント法による生菌数の測定 

 生菌数の測定は 2-2-5と同様の方法で行った。 

図 4-2. 高粘性環境におけるT3SAの回転-分泌相関を利用したエフェクター分泌制御の可能性 
：バイオフィルムやムチン層といった高粘性環境では主成分である天然高分子が細菌表面に吸着して 
T3SAの回転運動を物理化学的に阻害することでエフェクター分泌が抑制されている可能性がある。 
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4-2-5. T3SA回転運動の観察と軌跡解析 

 T3SAの回転運動は2-2-8と同様の方法で観察した。回転運動の軌跡解析は2-2-9と同様の方法で行った。 

 

4-2-6. 溶液粘性の測定 

 各高分子溶液の粘性は3-2-6と同様の方法で測定した。 

 

 

 

4-3. 結果 

 

4-3-1. アルギン酸およびムチンのT3SA回転運動およびエフェクター分泌に対する影響評価 

 アルギン酸やムチンが T3SA回転阻害効果およびエフェクター分泌抑制効果を示すか否かについてまず

は検討を行った。バイオフィルム中の正確なアルギン酸濃度は不明であるが、非ムコイド型緑膿菌 PAO1

株に 1 %アルギン酸を外部から添加した際のエフェクター遺伝子の発現亢進やアルギン酸の分布パターン

が、肺線維症患者から単離されたバイオフィルム形成能を有するムコイド型緑膿菌FRD1株のパターンと

類似していることが報告されている [51]。そこで、本研究ではアルギン酸を0-2 %の濃度範囲で用いるこ

とにした。また、ヒト腸管上皮でのムチン濃度は非感染時に2 %程度であり、細菌感染時にはさらに上昇

する。したがって、ムチンは0-2 %の濃度範囲で使用した [58]。 

 まずは、PAO1 Strep株のT3SA回転運動およびエフェクター分泌に対する各天然高分子の影響を評価し

た。その結果、いずれの高分子もPEG8000と同様にT3SAの回転運動を阻害するとともにエフェクター分

泌を強力に抑制することが確認できた（図4-3、4-5）。さらに、PAO1 WTのエフェクター分泌に対する影

響も評価したところ、アルギン酸、ムチンともにPAO1 WTのエフェクター分泌を添加濃度依存的に抑制

することが確認できた（図4-4、4-6）。 

以上の結果から、アルギン酸やムチンもPEG8000と同様にT3SAの回転運動を阻害するとともにエフェ

クター分泌を抑制できることが確認できた。したがって、これらの高分子を主成分とするバイオフィルム

やムチン層では T3SA回転運動の物理化学的阻害を介してエフェクター分泌が抑制されている可能性が示

唆された。 
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図 4-3. アルギン酸のT3SA回転運動 
およびエフェクター分泌への影響評価 

A, B. 1 %アルギン酸添加前（A）および添加後（B）
のT3SA回転運動の軌跡. (i) 短時間内における
ビーズ運動の軌跡. (ii) 観察時間内におけるビ
ーズのx座標および y座標の変化.  
アルギン酸の添加によりT3SA回転運動が阻害
された。 

C. T3SA回転観察条件におけるエフェクター分泌
量の評価. アルギン酸によりT3SA回転運動が
阻害された条件ではエフェクター分泌量の有
意な減少が認められた。 
アルギン酸は1%の濃度で使用した。データは
平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。P** <0.01, 
P*** < 0.001. 

図 4-4. アルギン酸による分泌抑制効果の濃度依存性検討 
A. PAO1 WTのエフェクター分泌に対するアルギン酸の影響評価. アルギン酸濃度依存的に分泌が抑制された。 
B. アルギン酸の生菌数への影響評価. 2%以下のアルギン酸は生菌数には影響しないことが確認できた。 
データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。P* <0.05, P** <0.01, P*** <0.001. 
 



52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-5. ムチンのT3SA回転運動および 
エフェクター分泌への影響評価 

A, B. 1 %ムチン添加前（A）および添加後（B）
のT3SA回転運動の軌跡. (i) 短時間内におけ
るビーズ運動の軌跡. (ii) 観察時間内におけ
るビーズのx座標および y座標の変化.  
ムチンの添加によりT3SA回転運動が阻害さ
れた。 

C. T3SA回転観察条件におけるエフェクター分
泌量の評価. ムチンによりT3SA回転が阻害
された条件ではエフェクター分泌量の有意
な減少が認められた。 
ムチンは1%の濃度で使用した。データは平
均値±標準偏差の値を示す（n=3）。P* <0.05. 

図 4-6. ムチンによる分泌抑制効果の濃度依存性検討 
A. PAO1 WTのエフェクター分泌に対するムチンの影響評価. ムチン濃度依存的に分泌が抑制された。 
B. ムチンの生菌数への影響評価. 2%以下のムチンは生菌数には影響しないことが確認できた。 
データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。P* <0.05, P*** <0.001. 
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4-3-2. 天然高分子のエフェクター分泌抑制効果と培地粘性との相関性評価 

 PEG8000の場合と同様に、アルギン酸やムチンによるエフェクター分泌の抑制も培地粘性の増大に起因

するのかを確かめるため、これらの溶液の粘性を測定し、エフェクター分泌量との相関を評価した。その

結果、アルギン酸やムチンによるエフェクター分泌抑制効果も培地粘性と高い相関性を示す（相関係数＝

-0.819 [アルギン酸]、-0.981 [ムチン]）ことが確認できた。一方で、同一粘性においてはアルギン酸やムチ

ンはPEG8000よりも強力にエフェクター分泌を抑制していた（図 4-7）。培地粘性の増大効果だけがエフェ

クター分泌の抑制に寄与しているのであれば、高分子の種類によらず、同一粘性では同程度の分泌抑制効

果が認められるはずである。したがって、この結果からアルギン酸やムチンによる分泌抑制効果には培地

粘性の増大効果に加えて他の要因も関与している可能性が示唆された。 

図 4-7. アルギン酸およびムチンの培地粘性とエフェクター分泌抑制効果の相関図 
：アルギン酸およびムチンの分泌抑制効果はPEG8000の場合と同様に培地粘性と高い相関性を示したが、
同一粘性においてはPEG8000よりも強力にエフェクター分泌を抑制していた（相関係数＝-0.944 
[PEG8000], -0.819 [アルギン酸], -0.981 [ムチン]）。このことから、アルギン酸やムチンの分泌抑制効果には
培地粘性の増大に加えて他の要因も寄与することが示唆された。 
データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 
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4-3-3. 天然高分子のエフェクター分泌抑制効果におけるT3SAニードルとの静電的相互作用の影響評価 

 4-3-2 項にて、アルギン酸やムチンのエフェクター分泌抑制効果には培地粘性の増大効果に加えて他の要

因も関与していることが示唆された。この要因について、PEG8000とアルギン酸およびムチンの構造を比

較することで考察した。ここで、PEG8000は電荷的に中性であるのに対してアルギン酸やムチンは構造中

に負電荷を有しており、その負電荷密度の大きさがエフェクター分泌抑制効果の強さと対応していること

に着目した（図 4-8）[39, 59, 60]。2012年にはT3SAニードル構成因子のN末端NH2基がニードル表面に

露出しており、ニードル表面が正電荷を帯びている可能性がLoquetらにより示唆されている [61]。したが

って、アルギン酸やムチンはT3SAニードルと静電的相互作用を介して結合することで、PEG8000よりも

強力にT3SAの回転運動を物理化学的に阻害した結果、PEG8000よりも強いエフェクター分泌抑制効果を

示したのではないかと予想された（図 4-8）。 

 そこで、天然高分子のエフェクター分泌抑制効果における T3SAニードルとの静電的相互作用の寄与に

ついて検討することにした。正電荷ポリマーであるプロタミンは約 30アミノ酸からなるアルギニンに富む

ペプチドであり、アルギン酸と静電的相互作用を介して複合体を形成する（図 4-9A）[62-64]。したがって、

アルギン酸のエフェクター分泌抑制効果にニードルとの静電的相互作用が関与しているのであれば、アル

ギン酸によって分泌が抑制された細菌をプロタミン含有培地で洗浄することで、プロタミンとの静電的相

図4-8. アルギン酸およびムチンのエフェクター分泌抑制効果におけるT3SAニードルとの静電的相互作用の関与 
：アルギン酸およびムチンはPEG8000とは異なり、構造中に負電荷を有する。また、T3SAニードル表面は正電
荷を帯びている可能性が示唆されている。したがって、アルギン酸やムチンはT3SAニードルと静電的相互作用
を介して結合することでPEG8000よりも強力にエフェクター分泌を抑制した可能性が考えられた。 
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互作用により T3SAからアルギン酸が外れてエフェクター分泌が有意に回復すると考えられた。これを実

験で確認したところ、アルギン酸の添加により抑制されたエフェクター分泌は細菌を単に LB 培地で洗浄

しただけでは回復しなかったが、プロタミン含有 LB 培地で洗浄すると顕著に回復することが確認できた

（図 4-9B）。この結果から、天然高分子、少なくともアルギン酸のエフェクター分泌抑制効果においては

培地粘性の増大効果に加えて T3SAニードルとの静電的相互作用が関与している可能性が強く示唆された。 

 

図 4-9. アルギン酸により抑制されたエフェクター分泌のプロタミン添加による回復の検討 
：A. 実験に用いたプロタミンのアミノ酸配列. B. アルギン酸によるエフェクター分泌の抑制とLB培地
（左）またはプロタミン含有LB培地（右）で洗浄した際の分泌の回復. アルギン酸により抑制された分泌
はLB培地での洗浄では回復しなかったが、プロタミン含有培地で洗浄することで顕著に回復した。 
Wash画分は0.5%アルギン酸添加後2.5hr培養した菌のペレットを0.25%プロタミン含有もしくは非含有
high-salt LB brothにて3回洗浄後、5 mM EGTA含有high-salt LB brothで再懸濁し、37

o
C, 2.5時間培養後の

培地上清を回収することで調製した。データは平均値±標準偏差の値を示す（n=3）。 
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4-3. 考察 

本章において、アルギン酸やムチンといった天然高分子がPEG8000と同様にT3SAの回転運動およびエ

フェクター分泌を阻害することがわかった。さらに、天然高分子の場合には、エフェクター分泌抑制効果

に培地粘性の増大だけでなく、静電的相互作用を介した T3SAニードルへの吸着も寄与することで、その

効果が増強されていることが示唆された。以上の結果から、アルギン酸やムチンを主成分とするバイオフ

ィルムやムチン層内では、これら高分子がT3SAの回転運動を積極的に阻害することでエフェクター分泌

が強力に抑制されている可能性が示唆された。 

このようなT3SAの回転-分泌相関を利用したエフェクター分泌制御機構の存在は細菌にとってどのよう

な利点があるのであろうか？ この制御機構の存在意義についての考察を以下に述べる。 

一つには 4-1 節で述べたように、バイオフィルムやムチン層内でのエフェクター分泌はエネルギーやエ

フェクター分子の浪費につながるため、このような浪費を回避するための機構として機能していることが

考えられる（図 4-10）。この機構での分泌抑制は単にT3SAの回転運動を物理化学的に阻害するだけのシン

プルなものであることから、高分子が除去されれば T3SAが再び回転し始めてエフェクター分泌が速やか

に誘導されるだろう。したがって、この機構での分泌制御は細菌が宿主細胞に到達するまではエフェクタ

ーを貯蔵しておき、到達すると速やかに分泌を誘導することを可能にすることから、エフェクター分泌の

効率的な誘導に適していると考えられる（図 4-10）。 

また別の観点からも、この分泌制御機構は宿主細胞へのエフェクター注入の効率化に寄与しうる。近年、

バイオフィルム内ではアルギン酸がCa
2+をキレートして、菌体内でのエフェクター産生を亢進させること

が報告されている [51]。この報告と本研究で見出したアルギン酸が物理化学的にエフェクター分泌を抑制

するという知見を併せて考えると、「アルギン酸は分泌を停止させた状態でエフェクター産生を亢進するこ

とで、菌体内にエフェクターを貯蔵させている」と考えられる（図 4-10）。EGTAによりエフェクター分泌

を誘導すると、分泌は速やかに開始するのに対してエフェクター遺伝子の発現亢進にはタイムラグが存在

することからも、菌体内に予めエフェクターが貯蔵されている可能性は示唆されている [50]。また、バイ

オフィルム内では、細菌が抗菌薬や免疫系の影響を回避しつつ安定に増殖できる [47, 48]ことから、この

ような環境下でエフェクターを蓄積しておくというのは合理的である。したがって、T3SAの回転-分泌相

関を利用した分泌抑制機構は、バイオフィルム内において細菌が宿主への感染に備えて予めエフェクター

を蓄積しておくための機構としても機能しているのかも知れない（図4-10）。 

 細菌が宿主細胞に感染するためには宿主の感染防御因子であるムチン層を突破して宿主細胞に到達する

必要があるが、この際にはべん毛の回転運動に依存した細菌の遊泳運動が重要な要因の一つとなる [65, 

66]。T3SA と細菌べん毛はともにプロトン駆動力をエネルギーとして利用する [17, 18]ことから、著者は

「ムチン層内では T3SAの回転運動が物理化学的に阻害されることで、細菌は T3SAに利用していたプロ

トン駆動力を細菌べん毛に回してべん毛回転力を亢進させ、ムチン層を効率的に突破しているのではない

か」と考えている（図 4-10）。近年ではプロトン駆動力を利用して機能するATP合成酵素を欠損させた細

菌では遊泳運動能が亢進していることが Terashima らにより報告されていることから [67]、分子装置間で

のプロトン駆動力の譲受は実際に起こりうる。このような譲受は限られたエネルギーを効率的に利用する

上で重要であることから、細菌がこれを可能にするように進化したというのは合理的である。 

それでは細菌がムチン層を突破して宿主細胞に到達した後、エフェクター分泌はどのようにして誘導さ
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れるのだろうか？近年、ムチン層における粘性勾配の存在が示唆されている。腸上皮細胞は重炭酸イオン

を分泌するが、ムチンはこのイオンの透過を妨げるため、ムチン層内では管腔側から腸上皮近傍に向かっ

て pHが上昇する pH勾配が生じている [68, 69]。また、ムチンの粘性は pHの上昇に伴って低下する [70]。

したがって、ムチン層の粘性は腸上皮に近づくほどに低下することが予想された。この可能性は別の実験

でより直接的に示唆されている。2007 年に Swidsinski A.らは、近位結腸における腸管常在菌 Enterobacter 

cloacaeの分布からムチン層の粘性分布を評価した。その結果、細菌の大部分はムチン層の腸管腔側境界域

に留まっており、一部の細菌だけが腸陰窩の基底部に観察された。このとき、ムチン層の中間層には細菌

がほとんど認められなかったことから、ムチン層は腸管腔側が最も粘性が高く、腸上皮近傍の粘性は低い

ことが示された [71]。この粘性分布に従えば、細菌がムチン層に侵入した最初の段階ではT3SAの回転運

動が阻害されているが、ムチン層を突破して腸上皮に近づくにつれて回転運動が徐々に回復し、宿主細胞

に到達するとT3SAが完全に回転してエフェクター分泌が誘導されるということが起こりうる（図 4-10）。 

以上のように、T3SAの回転-分泌相関を利用したエフェクター分泌制御機構は、細菌感染の効率化に大

きく寄与しうると考えられる。しかしながら、本研究では浮遊状態の細菌にアルギン酸やムチンを添加し

ているため、実際のバイオフィルムやムチン層とは環境面でいくつか異なる点がある。例えば、バイオフ

ィルム中の細菌は固相表面に付着して集合体の状態で存在しているが、本研究の実験系では分散された浮

遊状態で存在する [47, 48]。また、天然のムチン層は上皮細胞側と管腔側とでpHや粘性が異なることが報

告されているが、本研究の実験系はこれを再現できていない [68-71]。したがって、本研究の結果だけでは、

天然のバイオフィルムやムチン層でもT3SAの回転-分泌相関を利用したⅢ型分泌の制御が行われていると

は断定できない。バイオフィルムやムチン層については未だ不明な点が多いが、近年、既知の特性を再現

できるように工夫された様々な実験系が構築されている [72-74]。今後、このような実験系を用いた場合で

も本研究と同様の結果が認められるかを検討し、さらに in vivoでの検討を行うことで、上記の考察の妥当

性について検証する必要があるだろう。 

しかしながら、このような機構が存在する可能性を見出せたのは、本研究にて T3SAが回転運動を利用

してエフェクターを分泌することを示した故である。今後、回転-分泌相関の観点からT3SAを調べること

で、今まで解明できなかった他の問題についても解決できるかもしれない。 
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図 4-10. T3SAの回転-分泌相関を利用したエフェクター分泌制御機構の存在意義 
：バイオフィルムやムチン層ではエフェクター分泌は不要であるため、エネルギーやエフェクターの浪費を防
ぐためにT3SA回転運動の物理化学的阻害を介して分泌が抑制されているのかもしれない。さらに、バイオフ
ィルム中ではエフェクターの菌体内への貯蔵、ムチン層内ではべん毛回転の亢進にもこの機構は寄与しうる。 
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第 5章 総括と今後の展望 

 

5-1. 本研究の成果 

 本研究ではⅢ型分泌の重要な過程の一つであるエフェクターの T3SAニードル内輸送の分子機構を解明

すべく研究を行った。第 1 章では、T3SA ニードル内でのタンパク質輸送に関するシミュレーション実験

での報告および T3SA と細菌べん毛の高い類似性から「T3SA がプロトン駆動力をエネルギーとする回転

運動を行うことで、エフェクターのニードル内輸送に必要な駆動力を産出しているのではないか」という

仮説を立てた。この仮説を検証すべく、第 2章ではT3SAの回転運動を観察するための評価系を新規に構

築し、実際にエフェクター分泌条件で T3SAが回転する様子の観察に世界で初めて成功した。さらに、こ

の回転運動がプロトン駆動力をエネルギーとすることも見出した。第3章では、この回転運動を物理化学

的に阻害することでエフェクター分泌が抑制されることを見出し、観察された T3SAの回転運動がエフェ

クター分泌過程に関与していることを示した。さらに第4章では、バイオフィルムやムチン層など天然の

高粘性環境では、主成分である高分子が T3SAの回転運動を物理化学的に阻害することでエフェクター分

泌が抑制されている可能性を示した。以上の結果から、T3SA がプロトン駆動力を利用してニードルを回

転させることでエフェクター分泌の駆動力を産出していること、さらに自然界では T3SAの回転運動を物

理化学的に阻害することでエフェクター分泌が抑制されている可能性が示唆された（図 5-1）。 

図 5-1. 本研究の結果から推察されるT3SAのエフェクター分泌機構とこれを利用した分泌の制御 
：本研究において、T3SAがプロトン駆動力を利用して回転することでエフェクターを分泌していること、
および自然界の高粘性環境ではT3SAの回転運動が物理化学的に阻害されることでエフェクター分泌が
抑制されている可能性が示唆された。 
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 T3SAの回転運動を示唆する間接的な情報は結晶構造解析も含めてこれまでにも報告されていた [12, 18, 

20]が、実際に回転運動を観察したという報告はなかった。また、これまでに解析されたT3SAの構造中に

回転駆動力を産出しうるユニットが見つかっていないことから、T3SA は回転しないのではないかという

意見もあった [21]。したがって、T3SAの回転運動を観察することに世界で初めて成功し、これによりT3SA

が回転運動を行うことを示したという点で本研究の意義は大きい。T3SA の回転駆動力を産出するユニッ

トについては、今後、構造生物学的手法が発展し、より高感度での構造解析が可能になることで発見され

ることが期待される。 

本研究で得られた知見を基に、著者は T3SAニードルにおけるエフェクター輸送機構として、プロトン

駆動力を利用した T3SA の回転運動がエフェクター輸送の駆動力を産出するという「回転-分泌機構仮説」

を新たに提唱する（図 5-2）。この仮説では、①化学エネルギーであるプロトン駆動力を利用してT3SAが

回転すると、②これがニードルの撓みという物理現象を誘起する。これにより、③ニードル構成因子の不

均一なコンフォメーション変化が力学的に誘起され、④ニードル内壁-エフェクター分子間相互作用の不均

一性を生み出す。このコンフォメーション状態が回転に伴い、周期的に変化していくことで⑤ニードル内

をエフェクターが輸送されていき、⑥最終的にエフェクターが分泌される、と考えている。この仮説を検

証するためには、今後、回転-分泌相関についてより詳細に解析するとともに、回転に伴ってニードルが撓

むことを立証する必要があるだろう。 

図 5-2. Ⅲ型分泌装置の回転-分泌機構仮説 
: これまでに得られた知見を基に、Ⅲ型分泌機構仮説として新規に「回転-分泌機構仮説」を提唱する。 
①プロトン駆動力を利用してT3SAが回転する。これにより、②T3SAニードルが撓み、③ニードル構成因子
の不均一なコンフォメーション変化が物理的に誘起される。その結果、④ニードル内壁-エフェクター間相互作
用に不均一性が生じ、さらに⑤T3SA回転に伴って、このコンフォメーション状態が周期的に変化することで
ニードル内にエフェクター輸送の駆動力が発生する。そして最終的に⑥エフェクターが菌体外に分泌される。 
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 さらに、T3SA の回転運動を 1 菌体レベルで実際に観察することで、T3SA ニードルの柔軟性や回転-分

泌相関における回転閾値の存在、細菌感染過程における菌体間での役割分担の存在の可能性など、これま

で見出されていなかった興味深い知見を得ることができた。今後も、回転-分泌相関について調べていくこ

とで、従来の研究では得られなかった知見が数多く得られることが期待される。 

 以下 3節では、回転-分泌機構仮説に関連した、特に重要と思われる 3つの命題について考察する。 

 

5-2. 回転-分泌機構仮説は緑膿菌以外のⅢ型分泌やべん毛タンパク質輸送においても成立するのか？ 

 本研究ではモデル細菌として緑膿菌を用いて T3SAの回転運動がエフェクター分泌過程に関与する可能

性を示した。T3SA の構造や機能性はべん毛と同じく菌種を超えて高い相同性を示すことから、本研究で

得られた知見は基本的には他の細菌の T3SA においても成り立つと推察される [4]。しかしながら、腸管

病原性大腸菌 (EPEC)や腸管出血性大腸菌（EHEC）、植物病原菌（Pseudomonas Syringaeなど）といった一

部の細菌のT3SAでは外膜露出部の構造が緑膿菌T3SAとは異なる。EPECやEHECのT3SAでは長さ100 

nm前後のニードルの先端に、60-700 nmの鞘状構造体が結合している [75]。また、植物病原菌のT3SAで

はニードルが長さ約 2 µmのHrp piliに置換されている（図5-3）[76, 77]。このようなT3SAにおいても回

転-分泌機構仮説は成立しうるのだろうか？  

また、べん毛フィラメント形成時にはフィラメント構成因子であるフラジェリンがⅢ型分泌と同様に細

菌べん毛内を輸送される [19, 20, 78]が、この輸送においても回転-分泌機構仮説は成り立つのであろうか？ 

図 5-3. 様々な細菌のⅢ型分泌装置と細菌べん毛の構造 
一部の細菌のT3SAでは外膜露出部が特徴的な構造を示す。EPEC
やEHECのT3SAではニードル先端に長い鞘状構造が結合してい
る。植物病原菌ではニードルの代わりに長いHrp piliが存在する。 
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 これらの問題について、べん毛フィラメント形成時のフラジェリン輸送に関する報告を基に考察する。

従来、フラジェリンの輸送はATPをエネルギーとして起こると考えられていたが、2008年にMinaminoら

はATPがべん毛タンパク質輸送装置にフラジェリンを装填する段階でのみ利用されており、その後のフラ

ジェリンのべん毛内輸送には主にプロトン駆動力が利用されていることを報告した [78]。また、べん毛フ

ィラメント内でのフラジェリン輸送機構については 2011 年に Tarner らが押し出しモデルを提唱し、シミ

ュレーション実験にてその妥当性を示した [79]。このモデルではフラジェリンが基部体からフィラメント

内へ次々と送り込まれることにより、押し出されるような形でフィラメント内を輸送される（図5-4B）。 

しかしながら、フラジェリン輸送においてプロトン駆動力がどのような形で利用されているのかは不明

であり、また、押し出しモデルではべん毛フックにおけるフラジェリン輸送は考慮されていない。べん毛

フックは長さ約 55 nm の柔軟な構造体であり、T3SA ニードルと類似した物理化学的性質を示す[32]（図

5-3）。以上の報告と本研究で得られた知見に基づき、著者は「べん毛タンパク質輸送におけるプロトン駆

動力はフック領域でのフラジェリン輸送に利用されており、この部分ではT3SAと同じく回転-分泌機構に

よりフラジェリンが一方向性に輸送されているのではないか」と考えている（図 5-4B）。もし、フラジェ

リンがべん毛装置全体に渡って押し出し機構にて輸送されるのであれば、基部体が停止すると輸送途中の

フラジェリンが逆流してしまうだろう。そのため、フラジェリンを輸送するには基部体がフラジェリンを

常に送り続けなければならない。一方、フラジェリンが基部体によりフックの入り口に装填された後、回

転-分泌機構にてフック内をフィラメントの入り口まで運ばれ、その後、押し出し機構にてフィラメント内

を輸送されるのであれば、基部体でのフラジェリン装填が停止しても一度送り込まれたフラジェリンはフ

ィラメント入口で留まり、逆流することはないだろう（図 5-4B）。したがって、輸送効率を考慮すると、

フック領域ではフラジェリンが回転-分泌機構により輸送されている可能性は十分にありうるだろう。 

 同様の方法で、EPECやEHECなどの鞘状構造を有するT3SAにおける回転-分泌機構の関与についても

説明できる。これらの T3SAが有する鞘状構造は、粘液層を突破して T3SA先端部を宿主細胞に到達させ

るための構造であると考えられている [75]。そのため、鞘状構造はニードルとは異なり、粘液層を貫くた

めに比較的硬い構造をしていると推察される。このような硬い構造体では回転-分泌機構仮説で想定されて

いるような撓みは生じにくいため、少なくともこの部分でのエフェクター輸送は回転-分泌機構には依らな

いと思われる。しかし、鞘状構造の根本には通常の T3SAニードルに相当するネックと呼ばれる領域が存

在する [75]。したがって、鞘状構造を有するT3SAの場合には、ネック部分では緑膿菌T3SAと同様に回

転-分泌機構にて一方向性にエフェクターが輸送され、鞘状構造内ではべん毛フィラメント内と同様に押し

出し機構にてエフェクターが輸送されるのではないかと考えられる（図5-4C）。 

 植物病原菌の T3SAの場合にはフックやニードルに相当する領域が現時点では発見されていないことか

ら、回転-分泌機構が適用されうるのか否かについては不明である [76, 77]。今後、植物病原菌由来 T3SA

の構造解析が進展してニードルに相当するユニットが発見されれば、EPECや EHECの T3SAと同様に一

部回転-分泌機構を適用している可能性が考えられる。このようなユニットがなければ、植物病原菌のT3SA

は動物病原菌のT3SAとは異なる分子機構にて機能している可能性が示唆されるだろう。 

 以上の考察に対する実験的根拠は現時点ではほとんどない。しかし T3SAは菌種を超えて高い相同性を

示すことから、著者はT3SAの回転-分泌機構は緑膿菌だけでなく、他の細菌においても共通する分子機構

であろうと考えている。回転-分泌機構の普遍性については今後詳細に検討していく必要がある。 
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図 5-4. 回転-分泌機構仮説に基づいた 
Ⅲ型分泌およびフラジェリン輸送の分子機構モデル 

A. 本研究において、緑膿菌などのⅢ型分泌はプロトン 
駆動力（PMF）を利用したT3SAの回転を駆動力と 
して起こることが示唆された。 

B. べん毛フィラメント形成時のフラジェリン輸送に 
おける回転-分泌機構の関与の可能性. べん毛フック 
でのフラジェリン輸送は回転-分泌機構で起こり、続 
くフィラメント内輸送は押し出し機構で起こるのか 
もしれない。 

C. 鞘状構造を有するT3SAにおける回転-分泌機構の 
関与の可能性. 鞘状構造を有するT3SAの場合、べん 
毛のフラジェリン輸送と同様に、ネック部分では回
転-分泌機構、鞘状構造内では押し出し機構によりエ
フェクターが輸送されるのかもしれない。 

A. 
B. 

C. 
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5-3. Ⅳ型分泌装置の回転運動の可能性 

 細菌のタンパク質分泌装置として現在 I～VII型の 7種類が知られている [80]。そのうち III型（T3SA）

と IV型（T4SA）は多くの病原細菌に存在し、いずれもエフェクターの宿主内注入に関与する [4, 81]。T4SA

はT3SAと同じく内膜および外膜を貫通する 2つのリングと外膜から露出するニードル（ただし、T4SA

では約 2 µmの長い線毛様構造）から成る注射器型複合体であり、T3SAと類似のサブユニット構成を示す

（図 5-5 A）[81-83]。一方で、T3SAはべん毛と起源を同じくするがT4SAは接合線毛と高い相同性を示す、

T4SAはエフェクター以外にDNAも分泌し、外来DNAの菌体内取り込みにも関与するなど、起源や機能

性はT3SAと一部異なる [4, 81]。このようなT4SAはT3SAと同様に回転-分泌機構で機能するのだろうか？ 

T4SAはサイズが大きくてコピー数が少ないので単離精製が難しく、構造学的研究はあまり進展してい

ない。そのため、構造学的見地からT4SAの機能メカニズムを推察することは現時点では難しい。しかし、

近年、T4SAと起源を同じくするF-線毛が線維の伸長-縮退反応時に回転する様子が観察され、線毛が回転

すること、さらに線毛線維が柔軟で回転に伴って撓むことが示された [84]。このような特性は本研究で見

出した回転-分泌機構を適用する条件を満たす。したがって、回転メカニズムまでT3SAと共通するかは不

明であるが、少なくともT4SAが回転-分泌機構にて物質輸送を行う可能性は十分にあり得ると思われる。

もしこれが事実であれば、他細胞へのDNA注入と外来DNAの菌体内取り込みというT4SAの相反する 2

つの機能の切り替えは単に回転方向を切り替えるだけで実現できるため、非常に効率的である（図5-5 B）。 

T4SAが回転-分泌機構を適用しているか否かは超分子ナノマシンの運動-機能性相関を考える上で非常

に興味深い。本研究で用いた手法をT4SAに適用すれば、T4SAが回転運動を行うか否かは評価できるこ

とから、今後、T4SAの分泌機構に関する研究も進展していくことが期待される。 

 

図 5-5. Ⅳ型分泌装置の構造と回転-分泌機構仮説に基づいた機能モデル 
A .Ⅳ型分泌装置の構造モデル（参考文献82より引用）.内膜と外膜を 
貫通する2つのリング状構造と外膜から露出する長い線毛から成る。 

B. Ⅳ型分泌装置のエフェクター/ DNA輸送が回転-分泌機構で起こる 
場合の輸送モデル. Ⅳ型分泌装置が回転-分泌機構を適用していれば、 
回転方向を切り替えるだけで物質輸送の方向を切り替えられる。 



65 

 

5-4. 抗T3SA抗体のワクチン効果とT3SAの回転阻害 

 T3SAを介して宿主細胞内に注入されるエフェクターは細菌の病原性に深く関わることから、T3SAは抗

菌薬開発の標的として注目されている。特に、T3SAニードルの先端部に結合し、細菌と宿主細胞をつな

ぐ孔を形成するV抗原（緑膿菌ではPcrV）は高いワクチン効果を示すことが知られており、ヒト化抗PcrV

抗体などは現在臨床応用に向けて研究が進められている [85, 86]。抗PcrV抗体の作用機序としては、① 

PcrVのニードル先端部への結合を阻害する、② PcrVのリング状構造形成を阻害する、③ 宿主細胞膜上

のトランスロケーションポアとPcrVリングとの結合を阻害する、などのメカニズムが考えられているが、

現時点では不明である。また、近年ではYersinia属細菌のT3SAニードル構成因子YscFで免疫したマウス

が Yersinia pestis感染に対して抵抗性を示すことも報告されている [87]。 

本研究の結果を踏まえると、これらの抗体が T3SA回転の物理化学的阻害を介して機能している可能性

が考えられる。また、T3SAの回転-分泌相関に基づけば、これらの抗体に長鎖PEGなど回転抵抗の大きい

ものを結合させると、抗体自体の効果に加えてT3SAの回転運動が物理化学的に阻害されることにより抗

体の治療効果が向上することが期待される（図5-6）。これにより抗体の投与量を低減化できれば、抗体医

薬の問題点の一つである大量投与の必要性とそれに伴う高コスト化が回避できるかもしれない。このよう

に、本研究で見出した「T3SA回転運動の物理化学的阻害がエフェクター分泌を抑制する」という知見は

今後の抗菌薬開発の手がかりとなりうるだろう。 

 

図 5-6. T3SAの回転-分泌相関に基づいた抗T3SA抗体の作用増強の可能性 
：抗V抗原抗体や抗ニードル抗体はT3SAの外膜露出部に結合する。したがって、T3SAの回転-分泌相関 
に従えば、これらの抗体にPEGなどのT3SAの回転運動を阻害しうる物質を結合させれば、抗体本来の 
T3SA阻害効果に加えてT3SA回転の物理化学的阻害によりエフェクター分泌が抑制されることで、抗体効 
果の向上が期待される。これにより、抗体の投与量を減らすことができれば、抗体治療の低コスト化が実 
現できるかもしれない。 



66 

 

5-5. 現在のT3SA回転運動評価系の問題点と今後の改善策 

以上のように、T3SAの回転-分泌機構仮説は既知の知見に対しても大きく矛盾する点はないことから、

妥当性の高い仮説であると思われる。また、この仮説に基づいて考察することで、いくつかの興味深い新

たな問題が提起されるとともに新規抗菌薬開発の手がかりとなりうる知見も得られた。しかし、T3SA の

回転-分泌機構仮説を立証するためには本研究の結果だけでは不十分である。このためには今後、T3SAの

回転速度および分泌速度を1菌体レベルで正確に定量評価する方法を確立し、その相関性について生物物

理学的手法により詳細に解析していく必要があるだろう。この目的を達成する上での現在の T3SA回転運

動評価系の問題点とその改善策について以下に述べる（図 5-3、5-4）。 

 

① 細菌の固定方向が制御できていないため、T3SA回転運動の観察方向が一定ではない。 

本研究では菌体表面が負に帯電していることを利用して、正電荷をもつポリリジンをコートしたスライ

ドグラス上に静電的相互作用を介して細菌を固定した。しかしながら、細菌表面の電荷には特定の偏りが

ないため、この方法では固定方向の制御ができていない。そのため、観察方向に対して T3SAニードルが

必ずしも真上を向いているとは限らず、動きを観察しているニードルの向きが観察ごとに異なっている可

能性が高い（図 5-3）。これはビーズ運動の軌跡がいずれも円形～楕円形ではあるものの、軌跡の分布範囲

の大きさや形状が観察ごとに異なることからも推測される（図2-13, 3-2, 3-3,4-3, および 4-5）。 

 回転速度や回転方向を正確に観測するためには常に同一方向から対象の動きを観察する必要がある。こ

のような固定を実現するために、著者は極部局在性膜タンパク質を利用することを考えている。近年、一

部の膜タンパク質の細胞膜上での分布には偏りがあることが報告されており、緑膿菌では IV 型線毛など

が菌体極部に局在している [88, 89]。したがって、IV型線毛に対する抗体をコートしたスライドグラスを

用い、その上に緑膿菌培養液を添加すれば、IV型線毛を介して細菌が方向性を制御した状態で固定される

ことが期待できる（図5-3）。 

T3SAを一定方向から常に観察するためには、細菌を一定方向で固定するだけではなく、T3SA自体も一

定の位置に局在している必要がある。しかしながら、T3SA が細菌べん毛と同様に PAO1 極部に局在して

いるのか、それとも非選択的に細胞表面に分布しているのかは現時点では不明であり、また1菌体あたり

の T3SAの本数も定かではない。そのため、単に細菌の固定方向を制御するだけで T3SA回転運動の観察

方向を制御できるか否かは現時点では不明である。今後、これらの情報が得られれば、より厳密に T3SA

の方向性を制御して細菌を固定することが可能になるだろう。 
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図 5-3. 現在のT3SA回転観察系の細菌の固定法における問題点とその改善策 
: 本研究で構築したT3SA回転運動観察系では菌体とポリリジンとの静電的相互作用を介して細菌を固定して 
いるため、固定方向の制御はできていない。この改善策として、今後、Ⅳ型線毛など極部局在性膜タンパク質 
を介して細菌を固定することで、方向性を制御した細菌の固定を試みる。 
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②マイクロビーズは回転方向や回転速度を評価するためのプローブには適さない。 

本研究で回転観察用プローブとして用いたマイクロビーズは、表面積が大きいので Strep tagIIに結合し

やすい、μm オーダーのサイズなので通常の光学顕微鏡でも観察できるという利点がある。そのため、今

回構築した系では特殊な操作や装置を必要とせず、簡便にT3SAの回転運動の有無を検出できた。一方で、

T3SA の回転運動を生物物理学的により詳細に解析するためには、プローブとしてマイクロビーズを用い

ることは不適切であると思われる。その理由としては、①球形であるため、回転方向や回転速度の評価が

難しい、②ビーズのサイズが大きすぎるため、T3SA の動きにビーズの粘性抵抗が影響している可能性が

ある、という点が挙げられる（図5-4）。 

そこで、T3SA の回転運動に関してより詳細な解析を行うためには、回転観察用プローブを異方性のあ

る、より小さなものに変更する必要がある。このようなプローブとして著者は近年報告されている量子ロ

ッドに着目している。量子ロッドは蛍光プローブとして近年広く用いられるようになった量子ドットを棒

状に成形したものであり、数十 nm と非常に小さいサイズでありながら高い量子収率を示し、高輝度かつ

長時間蛍光を発することができるプローブである [90-92]。さらに量子ロッド表面にはタンパク質などをコ

ーティングできることから、ストレプトアビジンをコートすればStrep tagIIを介してPAO1 Strep株のT3SA

先端部に量子ロッドを特異的に結合させることが可能である [93, 94]。このような高輝度、小サイズかつ

異方性のある蛍光プローブを用いることで、T3SAの回転速度が評価可能になることが期待できる（図5-4）。 

 

このように本研究で構築した T3SA回転運動評価系については改善すべき点がいくつかある。今後、こ

れらの点を改善することで、速度論的解析を含めたより詳細な T3SA回転運動メカニズムの解析が可能に

なるだろう（図 5-3、5-4）。また、本研究で用いたエフェクター分泌の評価方法についても改善すべき点が

ある。本研究ではT3SAの回転運動は顕微鏡にて 1菌体ごとの動きを観察しているのに対して、エフェク

ター分泌量はウエスタンブロッティング法にて統計的に評価している。そのため、CCCPやPEG8000等の

試薬処理により T3SAの回転速度が低下した細菌においてエフェクター分泌量が減少しているのかについ

ては厳密には評価できていない。T3SA の回転-分泌相関についてより直接的に調べるためには、1 菌体あ

たりのエフェクター分泌量を評価できる系を構築し、T3SA回転運動評価系と組み合わせることで、回転-

分泌相関を 1菌体レベルで評価していく必要がある。今後、これらの問題点を解決した 1細菌レベルでの

T3SA の回転-分泌相関解析系を構築することで、T3SA の機能メカニズムに関する研究は大きく進展する

だろう。さらに、この解析系を用いて緑膿菌以外の細菌のⅢ型分泌についても検討を行うことで、T3SA

を標的とした幅広い抗菌スペクトルを示す新規抗菌薬の開発に有益な知見が得られることが期待される。 

 

 

以上、本研究においてT3SAが回転運動を行う様子の観察に世界で初めて成功し、この回転運動がT3SA

ニードルにおけるエフェクター輸送の駆動力を産出している可能性を見出した。さらに、自然界で T3SA

の回転-分泌相関を利用してエフェクター分泌が制御されていることも示唆された。T3SAの回転-分泌相関

に関する研究がさらに進展することで、Ⅲ型分泌機構について従来の研究では見いだせなかった新たな知

見が多数得られるとともに、これに基づいた新規抗菌薬が開発されることが期待される。 
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図 5-4. 現在のT3SA回転観察系の回転観察用プローブにおける問題点と改善策 
: 本研究で構築した T3SA 回転運動観察系では回転観察用プローブとして球形でサイズの大きいマイクロビーズを
用いているため、回転方向や速度の評価は困難である。この改善策として、今後、プローブを小さいサイズでも
十分な蛍光を示す棒状の量子ロッドに変更することで、回転方向および速度の評価を試みる。 
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