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緑膿菌線毛関連遺伝子のCaco-2細胞単層を介したバクテリ
アルトランスロケーションおよびキイロショウジョウバエ

に対する病原性への関与

はじめに

　Pseudomonas aeruginosa（緑膿菌）は，土壌，水系な
ど自然界に広く分布するグラム陰性の細菌である．本菌
は日和見病原体であり，免疫機能の低下した入院患者に
局所感染や播種性感染を引き起こす．本菌によって引き
起こされる肺への感染症はこれらの患者の主な死因であ
る．さらに，腸管に病原性の高い緑膿菌株が存在するこ
とも，免疫機能が低下している患者の菌血症と死亡の主
な原因であり 1–3），腸管に定着した緑膿菌の腸管粘膜バ
リアを介した血液へのトランスロケーションは，本菌に
よる敗血症など重篤な感染症の発症経路として非常に重
要と考えられている．
　我々は最近，ヒト結腸癌由来細胞（Caco-2 細胞）層透
過活性評価系およびトランスポゾン（Transposon：以

下Tn）挿入変異株を用いて，緑膿菌 PAO1 株の Caco-2
細胞層透過活性に関与する 21 の遺伝子を同定した 4）．
これらの遺伝子は大きく，べん毛関連遺伝子（flgE，
flgK），線毛関連遺伝子（chpA，fimV，pilB，pilC，
pilD，pilF，pilM，pilQ，pilR，pilS，pilV，pilY1）， 熱
ショックタンパク質遺伝子（dnaK），解糖経路関連遺
伝子（fruK），生合成経路関連遺伝子（suhB，serA，
aroA，purL，aceE）の 5 つに分類することができた．
さらに我々は，これまでに Caco-2 細胞層透過との関連
性が報告されていないserA 遺伝子およびdnaK 遺伝子
に着目し，serA 遺伝子およびdnaK 遺伝子の不活性化
が，Caco-2 細胞層を介した緑膿菌の透過を有意に抑制
し，さらにキイロショウジョウバエに対する病原性も減
弱させることを明らかにした 4, 5）．また，serA 遺伝子
がコードしている d-3-phosphoglycerate dehydrogenase 
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　我々は以前，Caco-2 細胞層単層を介した緑膿菌 PAO1 株のバクテリアルトランスロケーション
に関与する 21 の遺伝子を同定した．この研究では，線毛関連遺伝子とCaco-2 細胞層透過活性との
関連が不明なままであるため，線毛関連遺伝子トランスポゾン挿入変異株に焦点を当てた．緑膿
菌 PAO1 株および 12 の線毛関連遺伝子変異株を用いて，Caco-2 細胞層透過活性試験，IV型線毛
タンパク質 PilA の検出，Caco-2 細胞への付着実験，およびキイロショウジョウバエに対する病原
性試験を行った．すべての線毛関連遺伝子変異株は，PAO1 株と比較して Caco-2 細胞層透過活性
の有意な低下を示した．さらに，線毛関連遺伝子変異株では Caco-2 細胞への付着，およびキイロ
ショウジョウバエに対する病原性の減少がみられ，細胞表面の IV型線毛タンパク質 PilA の喪失
が観察された．これらの結果は，IV型線毛を介した機能が，Caco-2 細胞への細菌の付着，その後
の Caco-2 細胞層への透過，およびキイロショウジョウバエにおける細菌の病原性に不可欠である
ことを示唆している．線毛関連遺伝子の変異は，細胞表面の PilA の喪失を引き起こし，Caco-2 細
胞層への透過に大きな影響を及ぼし，その結果，緑膿菌の病原性を低下させる可能性がある．

緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa），線毛関連遺伝子（pili-associated gene），
ヒト結腸癌由来細胞（Caco-2），バクテリアルトランスロケーション（bacterial 
translocation），キイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）
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（PGDH）の酵素活性の Caco-2 細胞層透過活性への関
与についても報告した 6）．
　線毛関連遺伝子が関わる IV型線毛は，細菌にみられ
る糸状の表面複合体であり，付着，バイオフィルム形
成および固体表面上を移動する twitching 運動性などに
関与する長くて細いタンパク質繊維である 7）．緑膿菌で
は，IV 型線毛の組立や調節に関わるタンパクとして，
外膜において線毛繊維が押し出される孔の形成に関わる
PilQ および PilF，線毛繊維の伸長と収縮のためにエネ
ルギーを提供する 3つのATP アーゼ（PilB，PilT およ
び PilU），線毛繊維の主要構成タンパク質 PilA，PilA と
相互作用する PilVWX，PilY1，PilE および FimU，内膜
のプラットフォームタンパク質 PilC および PilMNOPな
どが知られている 8）．線毛繊維は数百のサブユニットか
らなるらせん状のフィラメントであり，PilA はその主要
なサブユニットである 8）．
　本研究では，我々の先行研究により Caco-2 細胞層透
過との関連性が示唆された 12 の線毛関連遺伝子に着目
し，これらの遺伝子の Caco-2 細胞層を介した透過活性
との関連性および病原性への影響について解析を行っ
た．

方　法
1. 使用菌株
　菌株は緑膿菌 PAO1（研究室保有株）および大腸菌
DH5α（研究室保有株）を使用した．緑膿菌 PAO1 は上
皮細胞層を透過する標準株として，大腸菌 DH5αは上
皮細胞層を透過しない対照として使用した 4, 9）．また，
線毛関連遺伝子Tn挿入変異株として，chpA 遺伝子Tn
挿入変異株，fimV 遺伝子 Tn 挿入変異株，pilB 遺伝子
Tn 挿入変異株，pilC 遺伝子 Tn 挿入変異株，pilD 遺伝
子 Tn 挿入変異株，pilF 遺伝子 Tn 挿入変異株，pilM 遺
伝子 Tn 挿入変異株，pilQ 遺伝子 Tn 挿入変異株，pilR
遺伝子 Tn 挿入変異株，pilS 遺伝子 Tn 挿入変異株，
pilV 遺伝子 Tn 挿入変異株およびpilY1 遺伝子 Tn 挿入
変異株の 12 株を使用した 4）．

2. 増殖試験
　緑膿菌 PAO1 および線毛関連遺伝子変異株 12 株の増
殖試験を行った．96 穴プレートに Luria-Bertani（LB）
ブロスを 175 μL 分注し，各菌株の一晩培養菌液を 5 μL
接種し，プレートミキサーで 30 秒混和した後，37℃で
培養を開始した．培養開始後，0，1，3，6，18，および
24 時間時点の波長 610nmにおける光学濁度（OD610）値
を測定した．

3. Caco-2 細胞層透過試験
　既報の方法に従って 4），トランズウェル（コーニン
グ）上に形成された Caco-2 細胞層単層を用いてMOI
（multiplicity of infection）100 で透過試験を実施した．
緑膿菌 PAO1 および大腸菌 DH5αをそれぞれ陽性対照

および陰性対照として使用した．

4. IV 型線毛タンパク質 PilA の検出
　細胞表面 PilA タンパク質および細胞内 PilA タンパク
質の検出は既報の方法に従って行った 5）．細胞表面タン
パク質サンプル（10 µL）または細胞内タンパク質サン
プル（15 µg）を SDS-PAGE（ゲル濃度 18%）で分離後，
ニトロセルロース膜（GEヘルスケア・ジャパン株式会
社）に転写し，抗 PilA ポリクローナル抗体（ウサギ由来，
株式会社スクラム）により PilA を検出した．

5. Caco-2 細胞付着実験
　既報 4）に少し変更を加えた以下の方法を用いて行っ
た．Caco-2 細胞を 4 ウェルチェンバースライド（サー
モフィッシャーサイエンティフィック）内に播種し増
殖させた．Caco-2 細胞上に細菌をMOI 200 で接種し，
37℃，5%CO2 の条件下で 1 時間静置した．非付着細菌
を除去するために，Caco-2 細胞をサプリメント（1 mM 
CaCl2，2 mM MgCl2，20 mM HEPES）を加えたハンク
ス平衡塩溶液（Hank’s Balanced Salt Solution; HBSS）
1mL で 4 回洗浄した．2.5% グルタルアルデヒドで 4℃
で一晩固定し，次に 5%ホルムアルデヒド，5%氷酢酸，
70% メタノールで 1 時間固定した後，ギムザ染色で 10
分間染色した．1000 倍の倍率で光学顕微鏡を用いて観
察し，異なる領域において細胞数および細菌数を数え，
Caco-2 細胞あたりの細菌数を算出した．

6. キイロショウジョウバエ生存実験
　病原性の評価には，緑膿菌の病原性評価に利用できる
ことが過去に報告されているキイロショウジョウバエを
用いた昆虫感染モデルを使用した 4, 5）．既報 4）に少し変
更を加えた以下の方法を用いて行った．プラスチック容
器に入った 20 ～ 64 匹のキイロショウジョウバエ（7～
10 日齢）に，細菌の一晩培養菌液を含む 5%ショ糖懸濁
液を滅菌した濾紙に染み込ませて与えた．ハエは 25℃
で飼育し，25 時間後まで生存状態を観察した．

7. 統計分析
　キイロショウジョウバエ生存実験の統計分析は，EZR
統計ソフトウェアバージョン 1.36 を使用してログランク
検定を行った 10）．その他の試験の統計分析は両側t 検定
により行った．

結　果
1. 増殖試験
　全ての時点で，PAO1 とpilF 遺伝子変異株を除いた
11 の線毛関連遺伝子変異株の増殖の間に有意な差はみ
られなかった（ p > 0.05）．一方，培養開始後 6，18，お
よび 24 時間の PAO1 とpilF 遺伝子変異株との増殖には
有意な差がみられた（ p < 0.05）（図 1）．
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2. Caco-2 細胞層透過試験
　12 の線毛関連遺伝子変異株はすべて，PAO1 と比較し
て感染後 6時間における透過菌数の有意な減少を示した
（ p < 0.05）（図 2）．
 
3. IV 型線毛タンパク質 PilA の検出
 　細胞表面 PilA タンパク質は 12 の線毛関連遺伝子変
異株すべてにおいて検出されなかった．一方，細胞内
PilA タンパク質はpilR 遺伝子変異株を除いた 11 の線毛
関連遺伝子変異株では検出されたが，pilR 遺伝子変異株
では検出されなかった（図 3）．

4. Caco-2 細胞付着実験
　12 の線毛関連遺伝子変異株はすべて，Caco-2 細胞へ
の付着が PAO1 と比較して有意に減少していた（ p < 
0.05）（図 4）．
 
5. キイロショウジョウバエ生存実験
　12 の線毛関連遺伝子変異株のすべてにおいて，PAO1
と比較してキイロショウジョウバエに対する病原性の有
意な減少がみられた（ p < 0.05）（図 5）．
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細胞表面PilA，Cell-associated PilAは細胞内PilAを表す．細胞表面PilAは
WTでは検出されたが，線毛関連遺伝子変異株では検出されなかった．細
胞内PilAはpilR :: Tnのみ検出されなかった．

図3　ウエスタンブロットによるPilAの検出
緑膿菌 PAO1 および各線毛関連遺伝子 Tn 挿入変異株における細胞表面および細胞内 PilA タンパク質を抗 PilA ポリクローナル抗体を
使用して検出した．緑膿菌 PAO1 を WT，各線毛関連遺伝子 Tn 挿入変異株をchpA :: Tn，fimV :: Tn，pilB :: Tn，pilC :: Tn，pilD :: 
Tn，pilF :: Tn，pilM :: Tn，pilQ :: Tn，pilR :: Tn，pilS :: Tn，pilV :: Tn，pilY1 :: Tn とする．Cell surface PilA は細胞表面 PilA，Cell-
associated PilA は細胞内 PilA を表す．細胞表面 PilA は WT では検出されたが，線毛関連遺伝子変異株では検出されなかった．細胞内
PilA はpilR :: Tn のみ検出されなかった．
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考　　察

　腸管内の上皮細胞バリアを介した緑膿菌のトランスロ
ケーションには，上皮細胞に到達するための運動性，上
皮細胞への付着，上皮細胞を介した透過，透過後の血液
中での生存と増殖など多くの細胞機能が必要である．

我々はこれまでに，緑膿菌による Caco-2 細胞層単層を
介した細菌の透過と 2つの遺伝子すなわちserA 遺伝子
およびdnaK 遺伝子との関係を報告し，緑膿菌の病原性
とべん毛や線毛を介した上皮細胞への付着との間には
重要な関係があると推測してきた 4, 5）．実際，以前に報
告した Caco-2 細胞層単層を介した緑膿菌 PAO1 の透過
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図5 キイロショウジョウバエ生存率
緑膿菌PAO1をWT，各線毛関連遺伝子Tn挿入変異株をchpA :: Tn，
fimV :: Tn，pilB :: Tn，pilC :: Tn，pilD :: Tn，pilF :: Tn，pilM :: Tn，
pilQ :: Tn，pilR :: Tn，pilS :: Tn，pilV :: Tn，pilY1 :: Tn，大腸菌DH5αを
DH5αとする．プラスチック容器内のキイロショウジョウバエに各種菌
株の一晩培養菌液を含む5%ショ糖懸濁液を与え，経時的に観察した生
存率を示す．すべての線毛関連遺伝子Tn挿入変異株においてWTとの間
に有意な差がみられた．

図 5 キイロショウジョウバエ生存率
緑膿菌 PAO1 を WT，各線毛関連遺伝子 Tn 挿入変異株をchpA :: Tn，fimV ::Tn，pilB :: Tn，pilC :: Tn，pilD :: Tn，pilF :: Tn，pilM :: 
Tn，pilQ :: Tn，pilR :: Tn，pilS :: Tn，pilV :: Tn，pilY1 :: Tn，大腸菌 DH5α を DH5α とする．プラスチック容器内のキイロショウジョ
ウバエに各種菌株の一晩培養菌液を含む 5% ショ糖懸濁液を与え，経時的に観察した生存率を示す．すべての線毛関連遺伝子 Tn 挿
入変異株において WT との間に有意な差がみられた．
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DH5αの付着菌数の割合の平均値を示す．エラーバーは標準偏差を表す．
すべての線毛関連遺伝子Tn挿入変異株およびDH5αにおいてWTとの間に有
意な差がみられた．
n=6， * p < 0.05．

図4　Caco-2細胞への付着細菌数の比較
緑膿菌 PAO1 を WT，各線毛関連遺伝子 Tn 挿入変異株をchpA :: Tn，fimV ::Tn，pilB :: Tn，pilC :: Tn，pilD :: Tn，pilF :: Tn，pilM :: 
Tn，pilQ :: Tn，pilR :: Tn，pilS :: Tn，pilV :: Tn，pilY1 :: Tn，大腸菌 DH5α を DH5α とする．
WT の付着菌数を 100% としたときの各線毛関連遺伝子 Tn 挿入変異株および DH5α の付着菌数の割合の平均値を示す．エラーバーは標
準偏差を表す．
すべての線毛関連遺伝子 Tn 挿入変異株および DH5α において WT との間に有意な差がみられた．
n=6， * p < 0.05．
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に関連する 21 の遺伝子には，2 つのべん毛関連遺伝子
（flgE およびflgK）および 12 の線毛関連遺伝子（chpA，
fimV，pilB，pilC，pilD，pilF，pilM，pilQ，pilR，
pilS，pilV，およびpilY1）が含まれていた 4）．これは，
Caco-2 細胞層単層を介した緑膿菌の透過に対するべん毛
と線毛の重要性を示唆している．本研究では，線毛の重
要性を確認するために，12 の線毛関連遺伝子変異株を
用いて，Caco-2 細胞層透過活性，IV 型線毛タンパク質
PilA の検出，Caco-2 細胞への付着性，およびキイロショ
ウジョウバエへの病原性に対する線毛関連遺伝子の影響
について解析を行った．
　まず，線毛関連遺伝子の増殖への影響を調べた結果，
pilF 遺伝子変異株において，PAO1 と比較して細菌の増
殖に有意な差がみられた．緑膿菌 PilF は緑膿菌の IV型
線毛の生合成に不可欠であり，セクレチン PilQ の局在
化および多量体形成に必要なピロチンとして報告されて
いるタンパク質である 11）．しかしながら，どのような
機序で PAO1の増殖に影響を与えたかについては現時点
では明らかではなく，機序を明らかにするためにはpilF
遺伝子の null 変異株を用いた解析を行うなど今後の研究
が必要である．
　12 の線毛関連遺伝子変異株を用いた Caco-2 細胞層透
過試験では，すべての変異株において PAO1 と比較して
有意な透過活性の減少がみられた．このことは，これら
12 の線毛関連遺伝子が緑膿菌 PAO1 による Caco-2 細胞
層の透過に重要な役割を果たしていることを示唆してい
る．
　IV型線毛タンパク質 PilA の検出では，pilR 遺伝子変
異株のみ細胞内 PilA タンパク質が検出されなかった．
緑膿菌において，Boyd らはpilA 遺伝子プロモーターの
活性化に PilS/PilR を介したシグナル伝達が関与してい
ることを報告している 12）．このことから，pilR 遺伝子
変異株においてはpilA 遺伝子のmRNAレベルが低下し
ている可能性が考えられた．
　これまでに，緑膿菌のヒト上皮細胞への付着について
は，ヒト頬膜上皮細胞（buccal epithelial cells; BECs），
ヒト気管上皮細胞（tracheal epithelial cells; TECs），
およびヒト肺腺癌由来上皮細胞（A549 細胞）への付着
には，IV 型線毛が必要であることが報告されている 13, 

14）．また，Heiniger らは緑膿菌とA549 細胞との相互作
用には線毛関連タンパク質 PilY1 が必要であることを報
告している 15）．本研究で行った Caco-2 細胞への付着実
験では，pilY1 遺伝子変異株を含む 12 の線毛関連遺伝
子変異株すべてにおいて，PAO1 と比較して Caco-2 細
胞への付着の有意な減少を示した．このことは，これら
12 の線毛関連遺伝子が緑膿菌 PAO1 による Caco-2 細胞
への付着に必要であることを示唆しており，すなわち緑
膿菌がヒト結腸上皮細胞に付着するためにも IV型線毛
が必要であることを示唆している．しかしながら，pilA
遺伝子変異株はCoco-2細胞への付着の低下を示さなかっ
たという報告もあり 16）， IV 型線毛タンパク質 PilA と

Coco-2 細胞への付着との関係については，さらに検討が
必要である．
　キイロショウジョウバエを用いた緑膿菌の病原性試験
を行った結果，12 の線毛関連遺伝子変異株すべてにおい
てキイロショウジョウバエに対する病原性が PAO1と比
較して有意に低下していた．過去にD’Argenio らは緑膿
菌 PAO1 について，線毛関連遺伝子がキイロショウジョ
ウバエに対する病原性に関与していることを報告してい
る 17）．D’Argenio らの背側胸部への針の穿刺による接種
方法とは異なり，経口投与を用いた今回の我々の研究に
おいても同様に，12 の線毛関連遺伝子が緑膿菌 PAO1
によるキイロショウジョウバエに対する病原性に関与し
ていることが示唆された．
　以上の結果を要約すると，12 の線毛関連遺伝子
（chpA，fimV，pilB，pilC，pilD，pilF，pilM，pilQ，
pilR，pilS，pilV およびpilY1）変異株は，PilA タンパ
ク質の細胞表面への発現を欠き，さらに Caco-2 細胞へ
の付着，Caco-2 細胞層を介した透過およびキイロショウ
ジョウバエに対する病原性が，野生株 PAO1 と比較して
減少していた．このことは，12 の線毛関連遺伝子の関
与する IV型線毛を介した機能が，Caco-2細胞への付着，
Caco-2 細胞層を介した透過，緑膿菌のキイロショウジョ
ウバエに対する病原性に不可欠であることを示唆してい
る．
　本研究により，緑膿菌 PAO1 について，Caco-2 細胞
への細菌の付着，Caco-2 細胞への透過能力およびキイロ
ショウジョウバエへの病原性における 12 の線毛関連遺
伝子の重要な役割が明らかとなった．しかしながら，IV
型線毛を介した機能には物理的に IV型線毛を形成する
成分だけでなく，環境の信号を感知しそれに応じて線毛
の運動性を調節する多くの調節タンパク質も関わってお
り 8），本研究で明らかとなった Caco-2 細胞層透過活性
の低下，細胞表面 PilA の欠失，Caco-2 細胞付着性の低
下およびキイロショウジョウバエに対する病原性の低下
における 12 の線毛関連遺伝子それぞれの寄与の詳細な
メカニズムについては，今後さらなる研究が必要である．
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　We have previously identified 21 genes involved in the bacterial translocation of the 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 strain through Caco-2 cell monolayers. In this study, we focused 
on transposon insertion mutants of the pili-associated gene because the association of this gene 
with the penetration activity of Pseudomonas  through Caco-2 cell monolayers is not clear. 
Using P. aeruginosa PAO1 and 12 pili-associated gene mutants, we investigated the adherence 
of Pseudomonas to Caco-2 cells, its permeability through the cell monolayers, detection of type 
IV pilus protein PilA, and bacterial pathogenicity to Drosophila melanogaster . Our results 
indicate that all of the P. aeruginosa pili-associated gene mutants showed significant repression 
of bacterial penetration through Caco-2 cell monolayers. In addition, the pili-associated gene 
mutants showed reduced adherence to the monolayers as well as low virulence in flies. The 
mutants also displayed a loss of the type IV pilus protein PilA on their cell surface. These results 
suggest that type IV pilus-mediated function is essential for primary bacterial adherence to Caco-
2 cells, subsequent penetration of Caco-2 cell monolayers, and pathogenicity of P. aeruginosa in 
Drosophila melanogaster . Further, mutation of the pili-associated gene caused loss of the cell 
surface protein PilA, which might significantly affect bacterial penetration of the Caco-2 cell 
monolayers, consequently reducing the pathogenicity of P. aeruginosa .
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