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１．グラム染色

　グラム染色はバクテリアの細胞表層の特徴を知ることに
使われている。すなわち，外膜，細胞壁（ペプチドグリカ
ン層），内膜（細胞膜）で構成されているグラム陰性バク
テリアと，外膜を欠き細胞壁と細胞膜で構成されているグ
ラム陽性バクテリアに大きく２つのタイプに分けられてい
る。しかし，例外もあり，例えば，Deinococcusの一部の
種は，細胞表層構造はグラム陰性タイプであるにもかかわ
らず，分厚い細胞壁を持っているため，グラム染色では陽
性となる。細胞表層の構造に関するポイントは，グラム染
色による分類ではなく，外膜を持つか否かということが最
重要である。

２．外膜

　地球に最初に存在したバクテリアには，外膜が存在して
いたであろうか。生命は高温環境下において生じたとする
仮説が有力であり，バクテリアの種の進化系統樹において
は，進化の初期から分岐しているバクテリアの大半が高度
好熱性バクテリアである。温泉や海底火山から分離される
Aquifexは95度においても生育可能であり，グラム陰性であ
り外膜を持つ（Burggraf et al. 1992）。また，Thermotoga

も進化の初期から分岐しているが，この細菌は，極めて特
徴的な細胞表層構造を持っている。すなわち，本バクテリ
アはグラム陰性であり，外膜を有する。しかし，通常のグ
ラム陰性バクテリアとは異なり，桿菌である本バクテリア
の両端は，内膜と外膜が大きく乖離し，広いペリプラズム
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空間を有している（Achengach-Richter et al. 1987）。この
バクテリアの細胞分裂は細胞の中央で生じており，その部
分は外膜，細胞壁，内膜が極めて接近している状態にあり，
細胞分裂のためには，これらの３つの構造体が連携する必
要があることを示唆している。また，両端領域における内
膜と外膜の乖離は，その状態においても細胞として生きて
いることを意味している。
　最近，細胞の形をつくり，それを維持することに，細胞
壁だけではなく，外膜が強く関わっていることが発表され，
外膜の役割が見直されつつある（Rojas et al. 2018）。内膜
と外膜の違いは，脂質２重層における２層の構造非対称性
を外膜が有することにあり，細胞の形の維持や細胞分裂に
おける役割の違いは，この構造的違いによると考えられ
る。すなわち，外膜における外層においては，リポ多糖が
存在している。リポ多糖は，脂質であるリピドAに糖鎖が
結合した構造を持つ。この糖鎖領域は，コア多糖および末
端にＯ抗原を有する構造となっている。リポ多糖は２価陽
イオンであるカルシウムイオンやマグネシウムイオンが結
合して構造を安定化させている（Clifton et al. 2015; Lam 
et al. 2014）。リピドＡが疎水的であるのに対してコア多糖
領域は親水性であるが，カルシウムイオンが結合すること
によって，水分子を外に出す傾向にあることが報告さてお
り，その効果はマグネシウムイオンにはないと報告された

（Clifton et al. 2015）。
　特筆すべきことには，われわれが実験に用いている
Deinococcusの外膜にはリポ多糖が存在していない（Gupta 
2011; Raetz and Whitfield 2002）。
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３．細胞壁

　多くのバクテリアの細胞壁はペプチドグリカンで成り
立っている。よって，リゾチームによってアセチルグルコ
サミンとアセチルムラミン酸の結合が切断され，分解され
る。ペプチドグリカンが分解された細胞は，プロトプラス
トあるいはスフェロプラストと呼ばれるが，それらは細胞
壁を持たないため，構造が不安定となる。
　また，多くのバクテリアは，ペニシリンやホスホマイシ
ンなどの細胞壁合成阻害剤の誘導によって，細胞壁を持た
ない細胞が生じる。このことは，バクテリアの細胞壁を標
的とした抗生物質への耐性バクテリアが，必ずしも耐性を
付与するプラスミドなどの遺伝情報の獲得によるものだけ
ではなく，細胞壁合成を停止させたＬ型バクテリアタイプ
の出現によっても生じることを意味している（Kawai et 
al. 2018）。
　われわれは細胞壁を失ったスフェロプラストを海水の
塩組成を持つマリン培地に細胞壁合成阻害剤を添加した
培地でインキュベートすることによって，細胞壁を持た
ない状況で巨大化させている（Nakazawa and Nishida 
2017a; 2017b; Nishino and Nishida 2017; 2019; Nishino et 
al. 2018a; 2018b; Takahashi and Nishida 2015; 2016; 2017; 
Takahashi et al. 2016; Takayanagi et al. 2016）。この方法
によって，本研究室で巨大化したバクテリアの様子を図1
に示す。

 

４．細胞膜

　細胞膜（グラム陰性バクテリアでは内膜とも呼ばれる）
は細胞の内外を区別し，生物の最小単位である細胞の維持
に最も重要な構造体である。様々なチャネルやトランス
ポーター，電子伝達系など生命活動に極めて重要なシステ
ムが細胞膜に埋め込まれている。
　抗生物質であるポリミキシン類は，外膜のリポ多糖に結

合して，カルシウムイオンやマグネシウムイオンを排除
することによって，外膜構造を不安定にする（Trimble et 
al. 2016）。その後，ペリプラズム空間を渡って，細胞膜に
到達し，そこに結合することによって細胞膜の機能を阻
害し，細胞を死に追いやる（Trimble et al. 2016）。外膜
は，この抗生物質を呼び寄せ，効率よく細胞膜へ導いて
いると考えられる。しかし，グラム陽性バクテリアやリ
ポ多糖を外膜にもたないDeinococcusにおいてもポリミキ
シン類が効くことがわかっている。われわれが行ってい
るDeinococcusの研究は（Morita and Nishida 2018; Morita 
et al. 2018; Nishino and Nishida 2019; Nishino et al. 2018），
この抗生物質の作用機序についての新たな知見をもたらす
可能性がある。
　また，われわれによるバクテリアのスフェロプラストの
巨大化研究より，外膜だけではなく，細胞膜の伸張におい
ても金属イオンが強く影響していることを明らかにしつつ
ある（Mizuma et al. 投稿準備中; Takahashi and Nishida 
投稿中）。グラム陰性バクテリアであるLelliottiaのスフェ
ロプラストの巨大化においては，外膜と内膜の伸張速度が
大きく異なり，その結果，巨大化なペリプラズム空間を持っ
ている（図1参照）。このバクテリアを用いることによっ
て，外膜と内膜の合成のバランスに関する研究を展開でき
ると考えている（後述）。また，Deinococcusの巨大化スフェ
ロプラストにおける巨大化前と巨大化後のリピドミクスを
行ったところ，脂質の組成に違いがあることを示したこと
により，巨大化細胞は単にスフェロプラストが巨大化した
のではなく，秩序を持った巨大化機構が備わっていると考
えられる（Nishino et al. 2018b）。

５．光合成細菌

　当初，われわれは，光合成細菌を巨大化し，その光合成
をパッチクランプによって測定することを目指したが，細
胞膜に光合成装置を有するバクテリアの巨大化には限界が
あり，パッチクランプを行うことができる直径15 μm以
上の細胞を造ることができていない。われわれは当初大き
な失敗を巨大化実験において経験した。それは細胞の確認
を怠ったことによる。通常の２分裂増殖するバクテリアの
形態を顕微鏡で観察し，実験に使用しているバクテリアで
あることを多くのひとは確認している。しかし，そのスフェ
ロプラストやプロトプラストを観察して，それらを確認で
きる研究者はおそらくいないであろう。図1に示している
ように巨大化スフェロプラストにも種多様性があることは
わかる。しかし，その形態的な特徴が変化することもあ
り，形態観察から生物種を確認するためには，相当な経験
を必要とするように感じる。重要なことは，バクテリアの

図1　応用生物情報学研究室において巨大化に成功したバ

　　 クテリアのスフェロプラスト
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スフェロプラストが巨大化した際に，それが実験で使用し
たバクテリアであることを確認する方法を持つ必要がある。
例えば，PCRによるDNA塩基配列に基づくゲノムDNAの
チェックなどが必要となる。
　酸素を発生する光合成はシアノバクテリアにおいて
は，細胞内に光合成装置を持っており，細胞膜における
光合成の測定には向いていない。他方，紅色光合成バク
テリアは，酸素発生型ではない光合成を行っており，細
胞膜における活性を測定できる可能性があった。紅色光
合成バクテリアには，好気性のものと通性嫌気性のもの
が存在している。好気性では，Erythrobacter，通性嫌気
性では，Rhodospirillumのスフェロプラストの（ある程度
の）巨大化に成功した（Nakazawa and Nishida 2017a; 
2017b; Nishino and Nishida 2017; Nishino et al. 2018a; 
Takayanagi et al. 2016）。Erythrobacterは通常，酸素がな
い状況では光合成はしない。しかし，本バクテリアは，ス
フェロプラストにおいては，酸素がない状況で光照射を行
うことによって巨大化することがわかり，酸素がない状況
でも光合成をおこなっている可能性が極めて高いことを示
した（Nakazawa and Nishida 2017a）。また，光の色によっ
てその効果が違うことより，光受容体が機能しているこ
とを示している（Nishino and Nishida 2017; Nishino et al. 
2018a）。
　前述したように，これらの紅色光合成バクテリアのス
フェロプラストをパッチクランプが可能なサイズにするこ
とに成功していない。しかし，Deinococcusのスフェロプ
ラストの巨大化から判明したカルシウムイオンおよびマグ
ネシウムイオンの巨大化への影響（後述）を考慮した条件
を設定することによって，パッチクランプに適した細胞を
創出できる可能性がある。

６．Lelliottia

　Lelliottia amnigenaは 系 統 進 化 上Enterobacterに 近 い グ
ラム陰性バクテリアであり，われわれによる巨大化ス
フェロプラストにおける網羅的転写産物情報など多くの
データの蓄積がある（Takahashi and Nishida 2016; 2017; 
Takahashi et al. 2016）。このバクテリアの巨大化スフェロ
プラストの特徴として，外膜と内膜の大きな乖離をともな
い，巨大なペリプラズム空間を持つことにある（図1参照）。
これは，外膜伸張が内膜伸張よりも速く生じていることを
意味している。さらに，内膜内において液胞様構造体を複
数造る特徴を持つ。この特徴は，グラム陽性バクテリアで
ある枯草菌やグラム陰性バクテリアである大腸菌の巨大化
スフェロプラストにおいても観察されている（図1参照）。
　現在，論文投稿中であるが，インキュベーション時にお

ける金属イオンの組成を調整することによって，内膜と外
膜の伸張を同調的に行うことに成功し，その細胞質への青
色蛍光タンパク質のマイクロインジェクションを成功させ
た（Takahashi and Nishida 投稿中）。われわれの知る限り，
バクテリアの内膜へのチップ先の陥入による，細胞質への
マイクロインジェクションの成功は世界初である。この成
功により，マイクロインジェクションに適した細胞膜を有
するスフェロプラストあるいはプロトプラストの作製が可
能となり，一連のバクテリア細胞の巨大化研究が大きな山
を越えたと感じる。

７．Deinococcus

　われわれの研究室において使用しているバクテリアの多
くは，遺伝子操作ができない（報告されていない）。もち
ろん，必要と判断した場合には，遺伝子操作を確立して，
実施する覚悟はあるが，そうしないまでも多くの興味深い
ことが明らかになっている状況にある。もちろん，われわ
れは，遺伝子操作ができないバクテリアを研究対象として
選んでいるわけではない。Deinococcusは，われわれの研
究室で使用している遺伝子操作が可能なバクテリアである

（Funayama et al. 1999; Nishida and Narumi 2002）。
　Deinococcusの特徴は放射線への抵抗性がまず挙げられ
るが，細胞表層構造（Farci et al. 2014）のユニークさは
特筆に値する。まず，前述したように，外膜はリポ多糖を
持たない（Gupta 2011; Raetz and Whitfield 2002）。さら
に細胞膜には糖脂質や糖リン脂質が含まれ，バクテリアで
は一般的に見られるホスファチジルエタノールアミンやホ
スファチジルグリセロールを欠いている（Anderson and 
Hansen 1985; Huang and Anderson 1989; Nishino et al. 
2018b）。
　また，前述したように，Deinococcus属には，球菌と桿
菌が入り混じっており，さらに，グラム陽性と陰性も入り
混じっている。そこで，Deinococcusに属する種における
桿菌関連遺伝子群の分布に注目して，分子進化学的アプ
ローチによって解析したところ，本属の祖先は桿菌であっ
たと結論付けた（Morita and Nishida 2018）。われわれが
巨大化実験に使用しているD. grandisはグラム陰性の桿菌
であり，細胞壁のアミノ酸成分としてオルニチンを持つ

（Oyaizu et al. 1987）。
　われわれのバクテリア細胞巨大化の方法は，まずはス
フェロプラスト化をしなければならないが，Deinococcus

はそのユニークな細胞表層構造より，リゾチーム処理が簡
単ではなかった。OD600が0.7の細胞を37度で６時間の処理
をしてはじめてスフェロプラストとなった（Nishino et al. 
2018b）。
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　Deinococcusのスフェロプラストは，通常の培地である
TGY（トリプトン，グルコース，酵母エキス）にショ糖
を入れて浸透圧を調整しても巨大化せず，海水の金属塩成
分を有するマリン培地では巨大化した。そこで，TGYに
金属塩成分をショ糖の代わりに加えたところ巨大化したこ
とから，金属塩が巨大化にかかわっていることがわかった

（Nishino et al. 2018b）。詳細に実験した結果，D. grandis

のスフェロプラスト巨大化には，カルシウムイオンあるい
はマグネシウムイオンが必要であることを明らかにした

（Nishino et al. 2018b）。
　バクテリアのスフェロプラストの巨大化には，適当な浸
透圧および金属イオンが必要である。マリン培地の役割
は，その双方にかかわっていたことになる。そこで，カル
シウムイオンおよびマグネシウムイオンのみで濃度を変
えて巨大化への影響を調べた結果，カルシウムイオンに
は，スフェロプラストの外膜を融合させる作用があり，マ
グネシウムイオンにはないことがわかった（Nishino and 
Nishida 2019）。カルシウムイオンにおける外膜融合が生
じる際，内膜は融合せず，融合細胞内には，独立した内
膜（細胞膜）で囲まれた細胞質が複数存在している状況に
なり，共有するものは，外膜とペリプラズム空間となった

（Nishino and Nishida 2019）。この融合細胞は，超巨大化し，
直径が１㎜を超えるものも観察された。現在，浸透圧調整
方法を検討することによって，肉眼で確認できる超巨大化
融合細胞の創出に成功している（Nishino et al. 投稿中）。

８．おわりに

　Deinococcusで発見したスフェロプラストの巨大化への
金属イオンの関与は，Deinococcusの外膜伸張および外膜
融合という結果をもたらしたが，内膜伸張は生じず，内膜
へのマイクロインジェクションはできない。しかし，金属
イオンの影響をLelliottiaに適用したところ，内膜伸張の誘
導を行うことができ，その結果，内膜へのマイクロインジェ
クションに成功した。現在，グラム陽性バクテリアへのマ
イクロインジェクションにも成功している。このシンプル
な実験経緯から多くのことを学ぶことができる。それは，
バクテリアの多様性を研究に活かすという極めて教育的な
事例となっていること，さらに，応用科学は基礎科学に基
づいているということは一側面だけの話であり，実験の現
場では，応用科学から基礎科学が展開し，さらにその基礎
科学から応用科学へフィードバックするということが生じ
ているという事実である。この研究を通して，「微生物は
裏切らない」ということばをしみじみと感じており，微生
物から学ぶ謙虚さが重要であると再認識している。
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