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第 1 章 序論 

 

バクテリアにおける遺伝情報の水平伝播は、その進化の原動力となってきた 1–4。水平

伝播は、プラスミドやウイルスを介して遺伝情報の一部が宿主細胞に取り込まれること

を指す 1,4。これによって、バクテリア種の生態学的および病原性の特徴は効率的に変化

してきた 1。一方、私の知る限りにおいて、これまでにバクテリアのクロモソームが水

平伝播された報告はなく、バクテリア細胞は、異種クロモソームを取り込んだ際にどの

ような振る舞いをするのか、遺伝情報をコントロールできるのかどうか明らかではない。 

これまでの研究では、特定の遺伝子や限られた数の遺伝子を用いた遺伝子工学の方法

を中心とした実験が行われてきており、ゲノム全体を使った実験を行うのは困難であっ

た。プラスミドなど小さいサイズの DNA の導入は、塩化カルシウム法、エレクトロポ

レーション法、パーティクルガン法、プロトプラスト PEG 法といった遺伝子工学的手

法によって行われているが、それらの方法では数 Mbp のような長鎖 DNA を導入でき

ない。ただし、PEG 法によると 1 Mbp までは導入できるが、それが現時点での限界で

ある。一方、バクテリア間の DNA の水平伝播方法として、2 つのバクテリアを融合す

るプロトプラスト融合方法がある。この方法は、主に同属間で用いられており 5–10、異

種属間での融合に成功した報告もあるが、得られた融合株は非常に不安定である 11。ま

た、遺伝物質の DNA だけではなく、細胞膜および細胞質も混ざり合うため、宿主がど

ちらかが明確ではない。 

一方、遺伝子工学の方法を繰り返すことによって、外来性のゲノム DNA を特定のバ

クテリア細胞内に導入する研究は、慶応義塾大学の板谷光泰らによって行われた 12。

2005 年に板谷らは、ゲノムを丸ごと水平伝播させることを目的とし、枯草菌を宿主と

した細胞のゲノム（4.2 Mbp）にシアノバクテリアのゲノム（3.5 Mbp）を挿入したシ

アノバチルス（7.7 Mbp）を創った 12。この研究は、外来 DNA の取り込み能力に長け

ている枯草菌のゲノムをベクターとして用いて、シアノバクテリアのゲノム断片を一つ

一つ組み込ませる方法で達成された 12。しかし、その完成には 7 年の歳月がかかってい
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る 13。また、枯草菌の特徴を活かした形質転換であるため、それ以外のバクテリアへの

導入方法に適用できない。 

また、ポリエチレングリコール（PEG）媒介形質転換方法によって、外来性のゲノム

DNA を特定のバクテリア細胞内に導入する研究は、アメリカの Venter 研究所で行わ

れている 14–16。これらの研究は、生命体の構成を最小限までそぎ落とし、ゼロから生命

体を設計することを目的としている 14–16。2007 年に Carole Lartigue らは、Mycoplasma 

mycoides 由来のインタクトなゲノム DNA（1.08 Mbp）を PEG 媒介形質転換方法によ

って、同属の Mycoplasma capricolum に導入し、M. mycoides の表現型を持つ細胞の創

生に成功した 14。2010 年には、Daniel G. Gibson らによって、M. mycoides の配列に基

づく化学合成した DNA（JCVI-syn1.0、1.08 Mbp）を M. capricolum に導入した人工細

胞が創られた 15。彼らはそれを達成するまでに、約 40億円と 15年の歳月を費やした 15,17。

2016 年には、2010 年に築き上げた方法に基づき、Clyde A. Hutchison III らによって、

M. mycoides の最小ゲノム（JCVI-syn3.0、531 kbp）がデザインおよび合成され、JCVI-

syn1.0 と 3.0 の生育の特徴が比較された 16。このように、Venter 研究所では、ゲノムの

デザイン・構築・テストの 3 つのサイクルが構築され、6 年の間に少なくとも 2 回以上

のサイクルを回している。しかし、この方法は宿主細胞がマイコプラズマに限られてい

るため、それ以外のバクテリアへの導入方法に使用できない。よって、現在、ゲノム移

植が可能なバクテリアは、枯草菌や Mycoplasma のような特定のバクテリア種に限られ

ており、多種多様なバクテリア細胞に適用できない。例えば、枯草菌に大腸菌のゲノム

を導入し、導入ゲノムからどの遺伝子が発現するかを調べることは板谷らの方法で行え

るが、宿主を大腸菌に換えて枯草菌のゲノムを導入し、同様の解析を行う方法はない。 

私は、特定の宿主細胞ではなく、全てのバクテリアを宿主として用い、様々なゲノム

サイズの DNA を導入することを目指した。そのため、どのような宿主にも適応できる

ように、遺伝子操作によって適当な細胞を構築する方法ではなく、物理的に細胞を巨大

化し、その巨大細胞へ DNA をマイクロインジェクションする方法を選択した。 
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マイクロインジェクションは、宿主細胞に対し、DNA 溶液を直接注入でき、一度の

操作で長鎖 DNA の導入が可能であるため極めて有効な方法である。この方法は、マイ

クロマニピュレータ装置を用いて、微小ガラス管を細胞内に挿入する必要があるため、

真核生物の卵細胞など直径が数十 µm を超える細胞に対して行われている。一般的なバ

クテリア細胞の大きさは数 µm であるため、マイクロインジェクション操作に適用でき

なかった。マイクロインジェクションによって DNA や RNA、タンパク質をバクテリ

ア細胞に導入した報告はない。現在、マイクロインジェクション実験は、装置の自動化

が進み、初心者でも扱いやすくなっている。使用する微小ガラス管も販売されており、

用途に合わせて選択することができる。私は、細胞の大きさの課題を乗り越えれば、様々

なバクテリア種に対して適用できる画期的な方法になると考えた。 

バクテリア細胞の巨大化実験は、パッチクランプ法による膜輸送タンパク質の活性測

定などを目的に行われている 18,19。バクテリア細胞をリゾチームやペニシリンで処理す

ると細胞壁が壊れ、球状のスフェロプラストあるいはプロトプラストになる。本研究で

は、細胞膜と外膜で囲まれた細胞をスフェロプラストと呼び、細胞膜のみで囲まれた細

胞をプロトプラストと呼ぶ。これらスフェロプラストおよびプロトプラストをペニシリ

ンなどの細胞壁合成阻害剤を含む、適度な浸透圧下の培地で培養すると巨大化する。こ

の方法により、大腸菌のスフェロプラストや枯草菌のプロトプラストは直径 15 µm 程

度に巨大化し、パッチクランプ法に適用された 18,19。パッチクランプ法は、微小ガラス

管を膜に接触させ、膜電位を計測する方法である。よって、微小ガラス管を細胞内に挿

入し、溶液を注入するマイクロインジェクションとは大きく異なる。パッチクランプ法

に適用された巨大細胞をマイクロインジェクションに適用した報告はないため、微小ガ

ラス管の挿入に耐えられる細胞の大きさや膜の強度などの条件は不明であった。 

本研究では、バクテリア細胞に様々な異種ゲノム DNA を導入し、どのようなゲノム

DNA が宿主の生命活動に影響するのかを調べることを目的とした。そのための効率的

な方法の確立に向けて、マイクロインジェクション可能なバクテリア細胞の作製方法の

確立と巨大細胞へのマイクロインジェクションに取り組んだ。本論文の主要な内容は、
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次の 4 つの章で構成した：第 2 章バクテリア細胞の巨大化方法の確立（細胞巨大化に対

する浸透圧、金属塩の影響）、第 3 章バクテリア巨大細胞の形態と液胞形成（DNA 局

在、巨大化に伴う液胞形成、遺伝子発現解析）、第 4 章バクテリア細胞巨大化と DNA 複

製の関係（スフェロプラスト巨大化に伴う DNA 複製、DNA 複製阻害剤による巨大化

のコントロール）、第 5 章バクテリア巨大細胞へのマイクロインジェクション（蛍光タ

ンパク質溶液の導入、マイクロインジェクション操作による液胞形成、導入溶液の検討、

異種ゲノム DNA の導入）。 
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第 2 章 バクテリア細胞の巨大化方法の確立 

 

2. 1 序論 

バクテリアのスフェロプラストやプロトプラスト（ここでは、バクテリアスフェロ／

プロトプラストと記す）の巨大化は、矢部勇博士を中心とした研究チームのスフェロプ

ラスト培養法を参考にした 18,19。この方法は、リゾチームによって細胞壁を構成するペ

プチドグリカンを溶かし、スフェロ／プロトプラストにした細胞を、細胞壁合成阻害剤

であるペニシリンを含む浸透圧調整した培地で培養する方法である 20。また、スフェロ

／プロトプラスト化は、リゾチームを用いず、ペニシリンのみを用いた方法でも行われ

ている 21–23。スフェロ／プロトプラストは、細胞壁をもたないため、浸透圧に高い感受

性をもち、低浸透圧の水中で破裂する 18,21–23。培地中の浸透圧を調整することによって

スフェロ／プロトプラストの状態を維持することが可能であり、浸透圧の調整には、ス

クロースのような糖や CaCl2、MgCl2、MgSO4、KCl および NaCl といった金属塩が使

用されている 18–23。よって、これまでに報告されている巨大化方法は、浸透圧の調整が

中心であった。この方法によって巨大化した大腸菌や枯草菌のスフェロ／プロトプラス

トは、パッチクランプ法による膜輸送タンパク質の活性測定に用いられた 18,19。一方、

マイクロインジェクション実験を行った報告はなく、バクテリアスフェロ／プロトプラ

ストが微小ガラス管の挿入に耐えられるのかどうか明らかではなかった。また、スフェ

ロ／プロトプラスト培養において浸透圧調整が重要であることは報告されていたが、そ

の他の巨大化に影響を与える因子は明らかになっておらず、細胞の大きさや膜の強度を

調整する方法はなかった。 

本章では、スフェロ／プロトプラストの巨大化をコントロールする方法を知るために、

スフェロ／プロトプラストの培養における浸透圧の影響を詳細に調べた。その際に、浸

透圧の調整を糖で行った場合と金属塩で行った場合を比較することで、金属塩は巨大化

に必要であること、さらに細胞の大きさや膜の強度を調整できることを明らかにした。 
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2. 2 実験方法 

2. 2. 1 培地・バッファー 

本研究において使われた試薬は特に記載のない限り、和光純薬、ナカライテスク社製

を使用した。 

 

MRS 培地 

BD Difco™ Lactobacilli MRS Broth（BD, Franklin Lakes, NJ）：55 g/L 

Proteose Peptone No. 3 

Beef extract 

Yeast extract 

Dextrose 

Polysorbate 80 

10 g 

10 g 

5 g 

20 g 

1 g 

Ammonium Citrate 

C2H3NaO2 

MgSO₄ 

MnSO₄ 

K2HPO4 

2 g 

5 g 

0.1 g 

0.05 g 

2 g 

H2O 1 L 

 

LB 培地 

  LB Broth（BD, Franklin Lakes, NJ）：20 g/L 

Yeast extract 5 g 

NaCl 5 g 

Tryptone 10 g 

H2O 1 L 
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R. rubrum 培地 

Yeast extract 2 g 

Hipolypepton 10 g 

MgSO4・7H2O 1 g 

H2O 1 L 

 

TGY 培地 

Yeast extract 3 g 

Tryptone 5 g 

Glucose 1 g 

H2O 1 L 

 

DMB（Difco Marine Broth） 

Difco Marine Broth 2216（BD, Franklin Lakes, NJ）：37.4 g/L 

Bacto peptone 

Bacto yeast extract 

Fe(Ⅲ)citrate 

NaCl 

MgCl2(anhydrous) 

Na2SO4 

CaCl2 

KCl 

5 g 

1 g 

0.1 g 

19.45 g 

5.9 g 

3.24 g 

1.8 g 

0.55 g 

NaHCO3 

KBr 

SrCl2 

H3BO3 

Na-silicate 

NaF 

(NH4)NO3 

Na2HPO4 

0.16 g 

0.08 g 

34 mg 

22 mg 

4 mg 

2.4 mg 

1.6 mg 

8 mg 

H2O 1 L 
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MMB（Modified Marine Broth） 

Name Components 

MMB0 

MMB1Ca 

MMB1K 

MMB1Mg 

MMB1Na 

MMB2CaK 

MMB2CaMg 

MMB2CaNa 

MMB2KMg 

MMB2KNa 

MMB2MgNa 

MMB3CaKMg 

MMB3CaKNa 

MMB3CaMgNa 

MMB3KMgNa 

MMB 

5 g/L
 
peptone, 1 g/L

 
yeast extract, 0.1 g/L

 
ferric citrate 

MMB0, 16.2 mM
 
CaCl

2
 

MMB0, 7.4 mM KCl 

MMB0, 62 mM MgCl
2
 

MMB0, 333 mM NaCl 

MMB0, 16.2 mM
 
CaCl

2
, 7.4 mM KCl 

MMB0, 16.2 mM
 
CaCl

2, 
62 mM MgCl

2
 

MMB0, 16.2 mM CaCl
2
, 333 mM NaCl  

MMB0, 7.4 mM KCl, 62 mM MgCl
2
 

MMB0, 7.4 mM KCl, 333 mM NaCl 

MMB0, 62 mM MgCl
2
, 333 mM NaCl 

MMB0, 16.2 mM CaCl
2
, 7.4 mM KCl, 62 mM MgCl

2
 

MMB0, 16.2 mM CaCl
2
, 7.4 mM KCl, 333 mM NaCl 

MMB0, 16.2 mM CaCl
2
, 62 mM MgCl

2
, 333 mM NaCl 

MMB0, 7.4 mM KCl, 62 mM MgCl
2
, 333 mM NaCl 

MMB0, 16.2 mM CaCl
2
, 7.4 mM KCl, 62 mM MgCl

2
, 333 mM NaCl 

eMMB3CaKMg MMB0, 62 mM CaCl
2
, 7.4 mM KCl, 16.2 mM MgCl

2
 

※寒天培地には、Bacto Agar（Difco）15 g/L を追加 

※オートクレーブ滅菌：121 度、15 分間 

 

PS バッファー（pH 7.0） 

KH2PO4 4.56 g 

Na2HPO4 4.73 g 

sucrose 171 g 

H2O 1 L 

 

エチレンジアミン四酢酸（EDTA）溶液 

EDTA（Dojindo）を 0.5 M になるように蒸留水に溶かし、水酸化ナトリウムを用い

て、pH を 8.0 に調整した。 
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リゾチーム溶液Ⅰ 

0.1 M EDTA (Dojindo) 6.5 µL 

0.5 M EDTA (Dojindo) 5.6 µL 

lysozyme（Wako） 2.6 mg 

PS buffer 111 µL 

 

リゾチーム溶液Ⅱ 

 0.3 M スクロースを含む 0.1 M Tris-HCl（pH 7.6）にリゾチーム（Wako）を溶かし、

使用。※0.3 M スクロースを含む 0.1 M Tris-HCl は、121 度で 15 分間オートクレーブ。 

 

2. 2. 2 Bacillus subtilis のプロトプラスト培養 

 B. subtilis 168 株を使用した。LB 寒天培地で 30℃で培養し、１～2 日後に生えてき

たシングルコロニーを LB 培地に植菌し、150 rpm、30℃で一晩培養した。一晩培養液

500 µL を 10 mL の LB 培地に植菌し、OD600＝1.4 まで 150 rpm、30℃で培養した。そ

の後、培養液 1 mL を 11,000×g で 1 分間集菌し、得られた細胞を DMB 1 mL で懸濁

した。この懸濁液 40 µL をペニシリン濃度 300 µg/mL を含む DMB 2 mL に加え、室温

（24~25℃）・暗条件下で静置培養した。 

 

2. 2. 3 Deinococcus grandis のスフェロプラスト培養 

 Deinococcus grandis ATCC 43672 株を使用した。TGY 寒天培地で 30℃で培養し、

2～3 日後に生えてきたシングルコロニーを TGY 培地に植菌し、150 rpm、30℃で一晩

培養した。一晩培養液を 10 mL の TGY 培地に植菌し、OD600＝0.7 まで 150 rpm、30℃

で培養した。その後、培養液 6 mL を 7,000 rpm で 5 分間集菌し、PS バッファー6 mL

で懸濁後、7,000 rpm で 5 分間集菌した。上清を捨て、PS バッファー1.2 mL を加え、

懸濁後、リゾチーム溶液Ⅰを加え、穏やかに振盪させた（37℃、60-70 rpm、6 時間） 24。
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その後、8,000 rpm で 5 分間遠心し、得られた細胞を DMB で懸濁した。この懸濁液 10 

µL をペニシリン濃度 300 µg/mL を含む DMB 2 mL に加え、室温（24~25℃）・暗条件

下で静置培養した。DMB の他に、MMB0、MMB および MMB0 にそれぞれ異なった

濃度の金属塩を加えた培地を使用した。また、位相差顕微鏡（OLYMPUS CKX41）観

察写真に基づいて、細胞膜直径を cellSens Standard 1.11 imaging software (Olympus)で

計測した。R（http://www.r-project.org/）でそれぞれの培地における細胞直径のボック

スプロットを作成した。 

 

2. 2. 4 Enterobacter hormaechei のスフェロプラスト培養 

 E. hormaechei NBRC105718 株を使用した。LB 寒天培地で 30℃で培養し、１～2 日

後に生えてきたシングルコロニーを LB 培地に植菌し、150 rpm 、30℃で一晩培養し

た。一晩培養液 500 µL を 10 mL の LB 培地に植菌し、OD600＝1.5 まで 150 rpm、30℃

で培養した。その後、培養液 1 mL を 11,000×g で 1 分間集菌し、得られた細胞を DMB 

1 mL で懸濁した。この懸濁液 2 µL をペニシリン濃度 300 µg/mL を含む DMB 1 mL に

加え、室温（24~25℃）・暗条件下で静置培養した。 

 

2. 2. 5 Enterococcus faecalis のプロトプラスト培養 

 E. faecalis NBRC100480 株を使用した。MRS 寒天培地で 37℃で培養し、１～2 日後

に生えてきたシングルコロニーを MRS 培地に植菌し、37℃で一晩培養した。一晩培養

液 500 µL を 10 mL の MRS 培地に植菌し、OD600＝0.7～0.8 になるまで、37℃で静置

培養した。その後、培養液 1 mL を 11,000×g で 1 分間集菌し、1 mL のラビアーゼ溶

液 25（終濃度 5 mg/mL）あるいは、リゾチーム溶液Ⅱ（終濃度 5 mg/mL）で懸濁し、

37℃で 3 時間静置培養した。菌液を 7,000 rpm で 5 分間遠心し、DMB 1 mL で懸濁し

た。この懸濁液 10 µL をペニシリン濃度 300 µg/mL を含む DMB 2 mL に加え、室温

（24~25℃）・暗条件下で静置培養した。 
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2. 2. 6 Erythrobacter litoralis のスフェロプラスト培養 

 E. litoralis NBRC102620 株を使用した。DMB 寒天培地で 25℃で 3 日間培養した菌

体（1~3 mg）を、1 mL のリゾチーム溶液Ⅱ（終濃度 200 µg/mL）に懸濁し、37℃で 15

分間静置培養した。その後、3,000 rpm で 5 分間遠心し、得られた細胞をペニシリン濃

度 600 µg/mL を含む DMB 1 mL で懸濁した。この懸濁液 2 µL をペニシリン濃度 600 

µg/mL を含む DMB 1 mL に加え、室温（24~25℃）・暗条件下で静置培養した。 

 

2. 2. 7 Escherichia coli のスフェロプラスト培養 1 

 E. coli SCS1 株（strategene）を使用した。DMB 寒天培地で数日間培養した菌体（1~3 

mg）を、1 mL のリゾチーム溶液Ⅱ（終濃度 200 µg/mL）に懸濁し、37℃で 15 分間静

置培養した。その後、3,000 rpm で 5 分間遠心し、得られた細胞をペニシリン濃度 300 

µg/mL を含む DMB 1 mL で懸濁した。この懸濁液 2 µL をペニシリン濃度 300 µg/mL

を含む DMB 1 mL に加え、室温（24~25℃）・暗条件下で静置培養した。 

 

2. 2. 8 Lelliottia amnigena のスフェロプラスト培養（リゾチーム処理あり） 

 L. amnigena NBRC105700 株を使用した。DMB 寒天培地で 25℃で 3 日間培養した

菌体を、OD600=1.0 になるように 1 mL のリゾチーム溶液Ⅱ（終濃度 200 µg/mL）に懸

濁し、37℃で 15 分間静置培養した。その後、3,000 rpm で 5 分間遠心し、得られた細

胞をペニシリン濃度 300 µg/mL を含む DMB 1 mL で懸濁した。この懸濁液 2 µL をペ

ニシリン濃度 300 µg/mL を含む DMB 1 mL に加え、室温（24~25℃）・暗条件下で静

置培養した。 

 

2. 2. 9 Lelliottia amnigena のスフェロプラスト培養（リゾチーム処理なし） 

 L. amnigena NBRC105700 株を使用した。LB 寒天培地で 30℃で培養し、１～2 日後

に生えてきたシングルコロニーを LB 培地に植菌し、150 rpm、30℃で一晩培養した。

一晩培養液 500 µL を 10 mL の LB 培地に植菌し、OD600＝0.7～0.8 まで 150 rpm、30℃
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で培養した。その後、培養液 1 mL を 11,000×g で 1 分間集菌し、得られた細胞を DMB 

1 mL で懸濁した。この懸濁液 2 µL をペニシリン濃度 300 µg/mL を含む DMB 1 mL に

加え、室温（24~25℃）・暗条件下で静置培養した。DMB の他に、MMB0、MMB およ

び MMB0 にそれぞれ異なった濃度の金属塩を加えた培地を使用した。 

 

2. 2. 10 Rhodospirillum rubrum のスフェロプラスト培養 

 R. rubrum NBRC3986 株を使用した。R. rubrum 寒天培地で数日間培養した菌体（1~3 

mg）を、1 mL のリゾチーム溶液Ⅱ（終濃度 200 µg/mL）に懸濁し、37℃で 15 分間静

置培養した。その後、3,000 rpm で 5 分間遠心し、得られた細胞を DMB 1 mL で懸濁

した。この懸濁液 2 µL をペニシリン濃度 12 µg/mL を含む DMB 1 mL に加え、室温

（24~25℃）・明暗条件下（白色光蛍光灯 12 時間照射と照射なし 12 時間の繰り返し）

で静置培養した。 

 

2. 2. 11 膜と DNA 染色 

 細胞膜と DNA を同時に染色するため、D. grandis スフェロプラスト化直後の溶液、

に FM4-64（Invitrogen）と DAPI（Dojindo）をそれぞれ終濃度が 5 µM および 0.5 µM

になるように加え、24℃で 10 分間染色した。位相差および蛍光顕微鏡観察は、Olympus 

BX51（Olympus）を使用した。 

 

2. 2. 12 Lelliottia amnigena の外膜の蛍光ラベル 

緑色の蛍光色素である AlexaFluor 488（Invitrogen）に結合した N-ヒドロキシスクシ

ンイミド（NHS）エステルは、外膜のタンパク質、ペプチドおよび他のアミン含有分子

を架橋することができる 26。外膜のラベル化は、Ranjit と Young26 の方法に従って行っ

た。桿状細胞を PBS（pH 8.0）で一度洗浄した後、NHS-AlexaFluor 488（50 µg/ mL）

を含む PBS（pH 9.0）で再懸濁し、暗所・室温で 10 分間インキュベートした。その後、

細胞を PBS（pH 8.0）で洗浄し、懸濁液を 2 つに分注し、1 つは DMB に再懸濁し、
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OD600 が 1.5 に増加するまでチェイスした。もう一方は、2. 2. 8 の方法に従ってリゾチ

ーム処理を行い、ペニシリン濃度 300 µg/ mL を含む DMB で室温（24~25 度）・暗条

件下で巨大化培養した。細胞は、GFP フィルターセットを用いて顕微鏡（OLYMPUS 

BX51）で観察した。 

 

2. 2. 13 Lelliottia amnigena 巨大化スフェロプラストの DNA 染色 

 2. 2. 8 の方法に従って巨大化した培養液 2 mL に対して、DAPI （Dojindo）1 mg/mL

を 0.5 µL 加え、約 1 時間後、蛍光顕微鏡 BZ-X710（Keyence）で観察した。 
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2. 3 結果と考察 

2. 3. 1 バクテリア細胞巨大化への金属塩の影響 

 本研究では、スフェロ／プロトプラストの培養にペニシリン含有 Difco Marine Broth

（DMB）を使用した。海水には、NaCl をはじめとした複数の金属塩が含まれているた

め 27,28、海水の金属塩組成を再現した DMB は、浸透圧調整が不要であると考え、スフ

ェロ／プロトプラスト用の培地として選択した。その結果、ペニシリン含有 DMB で海

洋性のバクテリアも海洋性ではないバクテリアも巨大化することができた 29–34（図 1）。

一方、同じ培地を使用したにも関わらず、バクテリアの種によって異なる巨大化の形態

を示した。そこで、巨大化したバクテリアの一つである放射線抵抗性、グラム陰性の

Deinococcus grandis を用いて、巨大化に影響を与える因子を調べた。D. grandis は通

常、DMB ではなく、TGY（Tryptone gluose yeast extract）培地で培養している。スフ

ェロ／プロトプラストの浸透圧の調整は、糖と塩で行っているため、TGY 培地にスク

ロースとペニシリンを添加した培地、および TGY 培地に金属塩とペニシリンを添加し

た培地で巨大化培養を行った。金属塩は、DMB に含まれている 4 つの主要な金属塩で

ある CaCl2、KCl、MgCl2 および NaCl を使用した。その結果、スクロースを添加したペ

ニシリン含有 TGY 培地では巨大化せず、金属塩を添加したペニシリン含有 TGY 培地

では巨大化した 33（図 2）。したがって、スフェロ／プロトプラスト巨大化には、浸透圧

だけではなく、金属塩が関与していることが明らかになった。金属塩の影響をさらに調

べるため、金属塩の組成を変化させた Modified Marine Broth（MMB）を用いて、巨大

化の様子を比較した。その結果、D. grandis スフェロプラスト巨大化は、「62 mM の

Mg2+」あるいは「16.2 mM の Ca2+と 333 mM の Na+」を要求することが明らかになっ

た 33（図 3-A）。また、MMB には、Mg2+と Ca2+の二価陽イオンがそれぞれ 62 mM、16.2 

mM と異なる濃度で含まれており、16.2 mM の Ca2+（MMB1Ca）では巨大化しなかっ

たことから、2 つのイオンの濃度を検討した。その結果、16.2 mM の Mg2+では巨大化

せず、62 mM の Ca2+では巨大化した 33（図 3-B）。また、膜染色および DNA 染色より、

MMB1Ca は、 細胞 膜が 破れ てい たの に対し 、 MMB2CaNa 、 MMB1Mg お よび
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MMB2MgNa は細胞膜が維持されていた 33（図 4）。よって、16.2 mM の Ca2+は浸透圧

が低く、細胞膜を維持できなかったこと、および Na＋は浸透圧調整として必要であった

ことが示された。これらの結果から、D. grandis スフェロプラスト巨大化は、Ca2＋ある

いは Mg2＋を要求することが明らかになった。さらに、Ca2＋を含む培地で培養すると、

外膜融合が生じ、この現象は Mg2＋では生じなかった 35,36（図 5）。よって、D. grandis の

外膜の巨大化において、Ca2＋と Mg2＋は、異なる機能を示し、金属イオンが浸透圧調整

とは別に、巨大化において重要な役割を果たしていることを明らかにした。 

 また、スフェロ／プロトプラストの巨大化に伴い、細胞のリン脂質組成は変化し、通

常分裂細胞と巨大化スフェロ／プロトプラストの膜の性質は異なっていることが考え

られる 33。したがって、スフェロ／プロトプラストは、膜合成の制御を伴って巨大化す

ることを明らかにした。すなわち、スフェロ／プロトプラストの巨大化には、浸透圧の

調整が重要だが、巨大化は、単純に水を取り込むことによる膨張ではない。 

 

2. 3. 2 マイクロインジェクション可能な細胞の作製 

 D. grandis スフェロプラスト巨大化への金属塩の影響を調べることにより、金属イオ

ンがスフェロ／プロトプラスト巨大化に重要であることがわかった。一方、D. grandis

スフェロプラストは、外膜の伸張スピードが細胞膜に比べて圧倒的に速く、ペリプラズ

ム空間が巨大化し、それに比べて細胞質の容積の増加はあまりないため細胞質へのマイ

クロインジェクションは困難である 33。本研究室で巨大化に成功したバクテリアの中で、

グラム陰性の Lelliottia amnigena スフェロプラストおよびグラム陽性の Enterococcus 

faecalis プロトプラストは、DMB によってマイクロインジェクション可能な大きさ

（＞ 15～20 µm）に巨大化し、細胞質の容積も増加していた（図 1-B）。よって、これ

ら 2 種類のバクテリアを用いて、マイクロインジェクション実験に取り組んだ。DMB

で巨大化した E. faecalis プロトプラストへのマイクロインジェクションは可能だった 37

（第 5 章参照）。一方、DMB で巨大化した L. amnigena は、微小ガラス管の挿入に耐え

られない細胞膜強度の巨大細胞がほとんどであった。L. amnigena の巨大化スフェロプ



16 

 

ラストは、D. grandis ほどではないが、外膜の伸張スピードが細胞膜に比べて速いため、

巨大なペリプラズム空間を形成した 30,38（図 6）。そこで、D. grandis スフェロプラスト

巨大化で報告された金属塩の影響に基づいて、16 種類の条件下で L. amnigena の巨大

化培養を行った（2. 2. 1 参照）。その結果、MMB3CaKMg において細胞膜の伸張が活性

化され、巨大なペリプラズム空間の形成を阻止した 37（図 7, 8）。また、驚くべきこと

に、MMB3CaKMg における巨大化速度はとても速く、スフェロプラストの崩壊も速か

った。D. grandis スフェロプラスト巨大化において、Mg2+よりも Ca2+の方が影響力が

大きかったことから、L. amnigena スフェロプラスト巨大化における Ca2＋と Mg2＋の濃

度を検討した。その結果、Mg2+よりも Ca2+の方が巨大化し、62 mM および 100 mM の

Ca2+では細胞膜直径 20 µm を超えた（図 9）。そこで、MMB3CaKMg を改変し、新し

く eMMB3CaKMg（62 mM CaCl2、7.4 mM KCl、16.2 mM MgCl2）を作製したところ、

巨大化の促進効果は、eMMB3CaKMg の方が MMB3CaKMg よりも大きかった 37（図 10）。

ま た 、 MMB3CaKMg では、培養 24 時間以内に細胞が崩壊し始めていたが、

eMMB3CaKMg では、培養 24 時間以降も巨大化が進行した（図 10）。さらに、

eMMB3CaKMg で巨大化したスフェロプラストは、微小ガラス管の挿入に耐えること

ができ、マイクロインジェクションが可能であった（第 5 章参照）。これらの結果から、

金属塩の組成は、細胞膜の伸張および強度にも影響することを明らかにした。また、大

腸菌のスフェロプラスト巨大化においても、eMMB3CaKMg は巨大化を促進した

（図 11）。このことは、科レベルの分類グループごとに、金属イオンの影響が似ている

可能性を示唆している。 
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2. 4 小括 

本研究は、特定のバクテリア細胞だけではなく、様々な種類のバクテリアを扱うこと

を目的としているため、それぞれのバクテリアに対し培地の浸透圧を調整する必要があ

ると考えていたが、DMB を用いて複数のバクテリア種を巨大化できた。DMB の組成

を調べることにより、バクテリアスフェロ／プロトプラスト巨大化には、浸透圧および

金属イオンが関与していることが明らかになり、培地中の金属塩の組成を変化すること

でマイクロインジェクション可能な巨大化スフェロ／プロトプラストを作製できた。

L. amnigena 巨大化スフェロプラストは、DMB では微小ガラス管の挿入に耐えられな

かったのに対し、eMMB3CaKMg では可能であった。また、D. grandis においては、

Ca2 ＋を含む培地で培養すると巨大化スフェロプラストの外膜融合が生じた。これらの

結果は、金属イオンが細胞膜および外膜の性状を変化させたということを示唆している。 

 金属イオンに対するスフェロ／プロトプラスト巨大化への影響は、バクテリアの種類

によって異なっていた。グラム陰性の D. grandis のスフェロプラスト巨大化には、Ca2 ＋

あるいは Mg2＋を要求していたが、同じくグラム陰性の L. amnigena のスフェロプラス

ト巨大化は、Ca2＋あるいは Mg2＋あるいは Na＋を要求した。興味深いことに、Na＋を含

む全ての MMB において、L. amnigena 巨大化スフェロプラストは細胞膜と外膜が乖離

し、DMB と同様の巨大化をした。マイクロインジェクション可能な巨大化スフェロプ

ラストを作製した eMMB3CaKMg には、Na＋が含まれていない。これらの結果から、

L. amnigena 巨大化スフェロプラストにおいて、Na＋が細胞膜の伸張抑制に関与してい

る可能性がある。一方、D. grandis および L. amnigena の両方において、Mg2＋より Ca2 ＋

の方がスフェロプラスト巨大化に影響を与えた。しかし、D. grandis では、外膜の伸張

に影響したのに対し、L. amnigena では細胞膜の伸張に影響した。グラム陽性の

E. faecalis のプロトプラスト巨大化には、Ca2＋あるいは K＋あるいは Na＋を要求した 37。

L. amnigena では、Na＋の存在下で細胞膜と外膜が乖離し、細胞膜の伸張が抑制された

のに対し、E. faecalis では、Na＋を含む全ての MMB において巨大化し、細胞膜が伸張

した 37。また、E. faecalis プロトプラストが最も巨大化したのは DMB であった 37。 
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 バクテリアの種類によってスフェロ／プロトプラスト巨大化に影響する金属イオン

が異なっていた一方で、腸内細菌科に属する L. amnigena と E. coli はどちらも

eMMB3CaKMg で細胞膜伸張が促進され、バクテリア種の分類グループごとに、金属

イオンの影響が似ている可能性が示唆された。したがって、それぞれの分類グループか

ら代表的なバクテリアを選択し、最適な金属イオン組成を見つけることで、分類グルー

プと金属イオン組成の対応表を作成できるかもしれない。一方、金属イオンが細胞膜お

よび外膜伸張に影響するメカニズムは明らかではない。 
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第 3 章 バクテリア巨大細胞の形態と液胞形成 

 

3. 1 序論 

第 2 章では、培地中の金属塩組成を考慮することでスフェロ／プロトプラストの巨大

化をコントロールできること、およびバクテリア種によって金属イオンの影響が異なる

ことが明らかになった。一方、金属イオンが細胞膜および外膜伸張に影響するメカニズ

ムや液胞を形成するメカニズムを始めとした巨大化機構は明らかではない。そこで、巨

大化の特徴が異なる 2 種類のバクテリアスフェロプラストを用いて、トランスクリプト

ーム解析を行った。また、L. amnigena のスフェロプラストは、ペニシリン含有 DMB

で培養すると巨大化するが、ペニシリンを含まない DMB で培養すると細胞壁を再合成

し、線維化する 30。このことは、大腸菌のスフェロプラストで観察されたことと一致す

る 29。そこで、脱スフェロプラスト化した線維化細胞と巨大化スフェロプラストの遺伝

子発現パターンの違いを知ることが巨大化機構解明への手がかりになると考え、トラン

スクリプトーム解析から抽出した 10 個の遺伝子に対し、定量 RT-PCR を行った。 

また、DMB で複数のバクテリアを巨大化した際、バクテリアの種によって異なる巨

大化の形態を示した（図 1-B）。一般的なバクテリア細胞や、直径が 6-7 µm の E. litoralis

巨大化スフェロプラストや R. rubrum 巨大化スフェロプラストは液胞を形成しなかっ

たが 31,32,38、直径が 7 µm を超え始めると液胞を形成し始め、15 µm にまで達すると細

胞内には顕微鏡で確認できるレベルの液胞が存在した 18,19,37（図 1-B）。大腸菌および枯

草菌の巨大化プロトプラストは、細胞質に液胞を形成し、液胞内には DNA が存在しな

いことが報告されているが 18,19、巨大化スフェロ／プロトプラストにおける液胞の機能

は明らかではない。マイクロインジェクションによって DNA などの物質を導入する領

域は、細胞質であるため、DNA を持たない液胞はマイクロインジェクション時に不要

である。本章では、巨大化過程における液胞形成について調べ、スフェロ／プロトプラ

スト巨大化における液胞の役割を考察した。 
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3. 2 実験方法 

3. 2. 1 トランスクリプトーム解析 

3. 2. 1. 1 トランスクリプトーム解析用サンプル調製 

L. amnigena と E. litoralis を使用した。L. amnigena は、スフェロプラスト培養 0 時

間と培養 43 時間を使用した。E. litoralis は、スフェロプラスト培養 0 時間と培養 96 時

間を使用した。培養 0 時間のサンプルは、L. amnigena および E. litoralis を DMB 寒天

培地で培養した菌体（1~3 mg）を 1 mL のリゾチーム溶液Ⅱ（終濃度 200 µg/mL）に

懸濁し、L. amnigena は 37℃、E. litoralis は室温（24~25℃）で 15 分間培養したものを

使用した。培養 43 時間および 96 時間のサンプルは、リゾチーム処理後、3,000 rpm で

5 分間遠心し、ペニシリン 600 µg/ml 含有 DMB 1 mL で懸濁した菌液を、L. amnigena

は、6 穴プレートにペニシリン含有 DMB 4 mL と菌液 11 µL を加えたものを 87 ウェル

分作成し、E. litoralis は、角シャーレにペニシリン含有 DMB 50 mL と菌液 150 µL 加

えたものを 19 枚作成し、室温（24~25℃）・暗条件下で静置培養した。 

 各培養時間の細胞から NucleoSpin RNA キット（Macherey-Nagel）を使用し、RNA

を抽出した。次に、RibominusTMTranscriptome Isolation Kit（invitrogen）を使用し、

rRNA を除去した。最後に、NucleoSpin® RNA Clean-up XS（Macherey-Nagel）を使用

し、mRNA を精製した。 

 

3. 2. 1. 2 トランスクリプトーム解析 

 NEXTflex qRNA-Seq kit（BIOO SCIENTIFIC）を使用し、cDNA ライブラリーを作

製し、Agilent 2200 TapeStation の High Sensitivity D1000 で確認した。次に、

Ethachinmate（Wako）を用いたエタノール沈殿を行い、LightCycler Nano system（Roche）

で Kapa SYBR Fast qPCR Kit（KK4824）を用いてライブラリーの濃度を定量した。こ

れらのライブラリーを Miseq（Illumina）で 75 bp のペアエンドシーケンスを行った。 
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3. 2. 1. 3 遺伝子発現レベルの数値化 

 インデックスを基に、QIIME を使用し、Sample ID を振った後、統計ソフト R を用

いて（http://www.r-project.org/）、Sample ID に基づきデータをサンプルごとに分割し

た。次に、CLC Genomics Workbench 7.0.4（CLC bio）を使用し、RNA-Seq Analysis で

マッピングを行った。マッピングの条件を以下に示す。Gene track で指定された領域だ

けでなく、遺伝子間領域にもマッピングした。リードアライメントの条件は、Mismatch 

cost：2、Insertion cost：3、Deletion cost：3、Length fraction：0.5、Similarity fraction：

0.8、Maximum number of hits for a read：10 である。発現レベルは、ペアリードを 2 本

としてカウントし、発現値は、Total counts（non-specific reads を含む、各遺伝子また

はリファレンス配列にマップされた全リード数）とした。 

 E. litoralis のスフェロプラスト作製直後（培養 0 時間）からは 78934 本、巨大化スフ

ェロプラスト（培養 96 時間）からは 62870 本のリード数を得た。全体のリード数から、

rRNA 遺伝子にマップした RNA 配列（スフェロプラスト直後：61767、巨大化スフェロ

プラスト：31412）とゲノム DNA にマップされなかった RNA 配列（スフェロプラス

ト直後：10565、巨大化スフェロプラスト：8902）を除いた。最終的にスフェロプラス

ト作製直後からは 6602 本、巨大化スフェロプラストからは 22556 本の RNA 配列がマ

ップされた。 

 L. amnigena のスフェロプラスト作製直後（培養 0 時間）からは 6921404 本、巨大化

スフェロプラスト（培養 43 時間）からは 957576 本のリード数を得た。全体のリード

数から、rRNA 遺伝子にマップした RNA 配列（スフェロプラスト直後：6532071、巨

大化スフェロプラスト：701391）とゲノム DNA にマップされなかった RNA 配列（ス

フェロプラスト直後：330459、巨大化スフェロプラスト：174806）を除いた。最終的

にスフェロプラスト作製直後からは 58874 本、巨大化スフェロプラストからは 81379

本の RNA 配列がマップされた。 

遺伝子発現レベルを比較するため、RPKM（reads per kilobase of gene per million 

mapped sequence reads）を算出した。rRNA 遺伝子にマップされた配列をすべて除き、



33 

 

全リード数を算出し、各遺伝子におけるリード数をその遺伝子の長さで割った数値を全

リード数で割り、各遺伝子の発現レベル（RPKM）とした。 

 

3. 2. 1. 4 オルソログ遺伝子の同定 

 BLASTp（E-value < 0.001）を用いて Reciprocal Best Hit を行った。E. litoralis と

L. amnigena でアミノ酸配列類似検索を双方について行い、双方ともトップヒットした

ペアを選択した。発現の差は、Fisher’s exact test39 で調べた。E. litoralis および

L. amnigena のトランスクリプトームデータは、accession number：DRA004675 で

DDBJ に登録し、公開した。 

 

3. 2. 2 リアルタイム定量 RT-PCR 

 L. amnigena の通常 2 分裂細胞、繊維化細胞、スフェロプラスト培養 0 時間と 43 時

間を使用した。通常 2 分裂細胞は、DMB 寒天培地で培養した菌体（1~3 mg）を使用し

た。繊維化細胞は、DMB 寒天培地で培養した菌体（1~3 mg）を、1 mL のリゾチーム

溶液Ⅱ（終濃度 200 µg/mL）に懸濁および 37℃で 15 分間培養し、その後、3,000 rpm

で 5 分間遠心し、DMB 培地 1 mL で懸濁した。DMB 培地 1 mL に対し、懸濁液を 4 

µL ずつ加え、室温（24~25℃）・暗条件下で 9 時間静置培養した。スフェロプラスト培

養 0 時間およびスフェロプラスト培養 43 時間は、3. 2. 3. 1 と同様の方法で行い、ペニ

シリン含有 DMB 400 mL と菌液 1 mL を使用して巨大化培養した。全てのサンプルの

mRNA の精製は、3. 2. 3. 1 と同様の方法で行い、BioDrop µLite（Berthold Japan）で

濃度を測定した。全てのサンプルを 0.1 ng/µL に希釈し、2 µL を定量 RT-PCR に使用

した。 

 定量 RT-PCR の内部コントロールとして、トランスクリプトーム解析により、

E. litoralis と L. amnigena の両方において、巨大化に伴い発現レベルが変化しなかった

3-phosphate dehydrogenase をコードしている遺伝子 (g3pd)を用いた 38（表 1）。一方、

トランスクリプトーム解析では、L. amnigena CHS78 に対し、RNA マッピングを行っ
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た。しかし、L. amnigena NBRC105700 のゲノム配列は、L. amnigena CHS78 と同じで

はなかった。そこで、L. amnigena NBRC105700 のゲノム DNA 配列に基づいて、10 個

のプライマーをデザインした（表 1）。mRNA は、LightCycler Nano system (Roche)を

用いて、One Step SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR Kit (TaKaRa)で増幅した。PCRは、

次のサイクル条件下で行った：①逆転写反応（45℃で 300 秒間、95 度で 10 秒間）、②

PCR 反応（95℃で 5 秒間、60℃で 30 秒間）を 40 サイクル、③融解曲線（0.1℃/s で

60℃から 95℃まで）。Cq 値は、Light Cycler Nano Software（Roche）で得た。 

発現した RNA の相対的な量は、Livak と Schmittgen 40による方法を用いて計算した。

また、統計ソフト R を用いて（http://www.r-project.org/）分散分析を行い、ホルム補

正のペアワイズ t 検定を行った。 

 

3. 2. 3 膜と DNA 染色 

 細胞膜と DNA を同時に染色するため、2. 2. 5 の方法に従って巨大化した E. faecalis

および 2. 2. 9 の方法に従って巨大化した L. amnigena の培養液に FM4-64（Invitrogen）

と DAPI（Dojindo）をそれぞれ終濃度が 5 µM および 0.5 µM になるように加え、24℃

で 10 分間染色した。ペニシリン結合タンパク質を染色するため、2. 2. 5 の方法に従っ

て巨大化した E. faecalis の培養液に Bocillin FL penicillin（Invitrogen）を終濃度 10 

µg/mL になるように加え、24℃で 10 分間染色した。位相差および蛍光顕微鏡観察は、

Olympus BX51（Olympus）を使用した。 

 

3. 2. 4 透過型電子顕微鏡観察 

 E. faecalis は、2. 2. 5 の方法に従い DMB で巨大化した培養 65 時間の細胞を使用し、

L. amnigena は、2. 2. 9 の方法に従い eMMB3CaKMg で巨大化した培養 24 時間の細胞

を使用した。サンプル調製は、株式会社東海電子顕微鏡解析の浮遊系培養細胞の固定方

法に従い、解析を株式会社東海電子顕微鏡解析に委託した。透過型電子顕微鏡写真に基



35 

 

づいて細胞膜と液胞の直径および液胞数を計測し、Python で散布図とヒストグラムを

作成した。 
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3. 3 結果と考察 

3. 3. 1 異種バクテリアスフェロプラストのトランスクリプトーム解析 

L. amnigena 巨大化スフェロプラストは、細胞膜と外膜が乖離し、液胞を複数形成す

るのが特徴である（図 12）。他方、光合成細菌 E. litoralis の巨大化スフェロプラストは、

液胞を形成しない 31（図 12）。また、大きさも直径 6-7 µm が最大である 31。そこで、構

造的に大きく異なる 2 種類のバクテリア巨大化スフェロプラストを用いて、全遺伝子の

発現レベルの変動を RNA-seq 法によって網羅的に解析した 38。 

スフェロプラスト化直後と巨大化スフェロプラストの reads per kilobase of gene per 

million mapped sequence reads（RPKM）をそれぞれ計算し、RPKM の比を算出するこ

とで遺伝子発現レベルを比較した。異なる細胞種の遺伝子発現レベルを比較するために、

オルソログ遺伝子を抽出し、アミノ酸配列類似検索で双方ともトップヒットした 1100

ペアをオルソログ遺伝子とした。1100 ペアの中から、E. litoralis（以下 E. l） と

L. amnigena （以下 L. a）共に発現が 2 倍より高くなったものを発現が増加したとし、

0.5 倍より低くなったものを発現が減少したと定義した（図 13）。 

1100 ペアのうち、E. l と L. a で同じ挙動を示したオルソログ遺伝子は、127 個であ

り、全体の約 12%であった。共に発現が増加した 76 個のオルソログ遺伝子のうち、リ

ポ多糖合成・輸送関連およびペプチドグリカン合成関連を含む膜タンパク質をコードし

ている遺伝子ホモログが全体の 33%を占めた（図 14；表 2）。また、共に発現が減少し

た 51 個のオルソログ遺伝子のうち、鞭毛タンパク質を含む、膜タンパク質をコードし

ている遺伝子ホモログが全体の 14%を占めた（図 14；表 3）。この結果は、スフェロ／

プロトプラスト巨大化に伴い、膜の性状が変化することと一致した。 

1100 ペアのうち、E. l と L. a で逆の挙動を示したオルソログ遺伝子は、106 個であ

り、全体の約 10%であった。E. l と L. a で逆の発現をしたオルソログ遺伝子において

も、膜タンパク質をコードしている遺伝子ホモログが全体の 20％（L. a で減少-E.l で増

加）および 39%（L. a で増加-E. l で減少）を占めた（図 14；表 4, 5）。その中でも、細

胞分裂関連遺伝子 ftsA と ftsZ のホモログの発現は、L. a で増加した（ftsA：2.6 倍、
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ftsZ：4.65 倍）が、E. l では減少した（ftsA：0.2 倍、ftsZ：0.32 倍）（表 5）。スフェロ

プラストは、分裂増殖を行わないにも関わらず、L. a では発現が増加した。また、外膜

タンパク質の転位酵素 secA のホモログの発現も、L. a で増加した（secA：8.1 倍）が、

E. l では減少した（secA：0.28 倍）（表 5）。Kuroda らの以前の研究では、Sec 複合体の

主な構成要素の一つである SecY が、大腸菌巨大化スフェロプラストの液胞膜で強く検

出された 18。今回、secY ホモログの発現レベルも、L. a で増加した（1.5 倍）が、E. l で

は減少した（0.84 倍）。L. a は液胞を形成し、E. l は液胞を形成しないことから、L. a の

巨大化に伴い発現が増加し、E. l の巨大化に伴い発現が減少した遺伝子は、液胞形成に

関わる遺伝子の候補であると考える。よって、液胞形成に関わる遺伝子の候補として、

36 の遺伝子を抽出した。 

E. l と L. a で逆の発現をしたオルソログ遺伝子の中には、金属イオンへの応答の違い

を示唆する結果も得られた。例えば、magnesium ion influx-related gene corA は、E. l

で増加した（RPKM：0→185）が、L. a では減少した（0.25 倍）。対称的に、magnesium 

ion efflux-related gene corD は、E. l で減少したが（0 倍）、L. a では増加した（5.43 倍）。

この結果は、E. l スフェロプラスト巨大化の維持に Mg2＋を必要としているが、L. a ス

フェロプラスト巨大化では必要としていないことを示唆している。 

 

3. 3. 2 4 種類の形態の遺伝子発現比較 

 L. amnigena のスフェロプラストは、ペニシリン含有 DMB で培養すると巨大化する

が、ペニシリンを含まない DMB で培養すると細胞壁を再合成し、線維化するため 30、

脱スフェロプラスト化した線維化細胞と巨大化スフェロプラストの遺伝子発現パター

ンの違いを知ることが巨大化機構解明への手がかりになると考えた。桿状細胞からスフ

ェロプラストが作製され、そのスフェロプラストが巨大細胞あるいは線維化細胞へと変

化するため、以上の 4 種類の細胞を用いて、それぞれの形態における遺伝子発現を比較

した 41（図 15）。遺伝子発現比較は、トランスクリプトーム解析から抽出した 10 個の

遺伝子に対し、定量 RT-PCR を行った（表 1, 6）。その際、内部コントロールとして、
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L. aminigena と E. litoralis の双方において巨大化に伴い発現が変動しなかったグリセ

ロール-3-リン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子 g3pd を用いた。スフェロプラストは、細胞壁

を欠き、分裂できないことから、細胞分裂と細胞壁合成に関連した遺伝子に着目した。

また、スフェロプラスト巨大化において DNA 複製は生じていることから、DNA の構

造維持に関わる遺伝子にも着目した。 

 4 つのサンプル間で分散分析を行ったところ、全てのプライマーセットに対し有意差

があった。次に、どのサンプル間で有意差があるかを調べるため、ホルム補正のペアワ

イズ t 検定を行ったところ、ほとんどのサンプル間で有意差があり（p < 0.05）、有意差

がなかったのは 7 組であった（表 7；図 16）。よって、それぞれの細胞形態で異なる発

現パターンを示した。 

 ftsA の発現レベルは、スフェロプラストの巨大化に伴い変動しなかったのに対し、ス

フェロプラストの線維化に伴い減少した。また、ftsZ の発現レベルは、スフェロプラス

トの巨大化に伴い増加したのに対し、スフェロプラストの線維化に伴い減少し、発現パ

ターンは大きく異なっていた。 

 巨大化スフェロプラストと線維化細胞における recA と topA の発現レベルは、共に

スフェロプラスト作製直後の細胞より低かった。一方、hupA の発現レベルは、スフェ

ロプラストの巨大化に伴い減少したのに対し、スフェロプラストの線維化に伴い増加し、

発現パターンは大きく異なっていた。 

 巨大化スフェロプラストと線維化細胞における pspA と spy の発現レベルは、共にス

フェロプラスト作製直後の細胞より低かった。一方、clpB の発現レベルは、スフェロプ

ラストの巨大化に伴い増加したのに対し、スフェロプラストの線維化に伴い減少し、発

現パターンは大きく異なっていた。 

 巨大化スフェロプラストと線維化細胞における ompA の発現レベルは、共にスフェ

ロプラスト作製直後の細胞より低かった。一方、pbp1b の発現レベルは、スフェロプラ

ストの巨大化に伴い変動しなかったのに対し、スフェロプラストの線維化に伴い減少し、

発現パターンは異なっていた。 
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 よって、巨大化スフェロプラストと線維化細胞において発現パターンが大きく異なっ

ていたのは、細胞分裂に関する ftsZ、DNA の構造維持に関する hupA、ストレス応答に

関する clpB、細胞表層に関する pbp1b であり、選択した 4 種類の機能全ての遺伝子が

含まれた。その中でも、最も発現レベルが異なっていたのは、細胞分裂に関する ftsZ で

あった。スフェロプラストは分裂できないにも関わらず、巨大化スフェロプラストにお

ける ftsZ の発現レベルは、線維化細胞の約 8 倍高かった。さらに、ftsZ の発現レベル

は、4 つのサンプル間においても最も高くなり、スフェロプラスト作製直後の約５培、

桿状細胞の約 20 倍であった。FtsZ は、細胞の中心で細胞膜の内側に Z リングを形成

し、細胞分裂を開始するため収縮する 42,43。巨大化スフェロプラストにおいては、細胞

膜の陥入によって液胞を形成した際に Z リングを形成し、細胞膜の陥入を終了するた

めに収縮しているかもしれない。 

 

3. 3. 3 巨大化スフェロ／プロトプラストの DNA 局在 

 DMB および MMB によって様々な種類のバクテリアスフェロ／プロトプラストを巨

大化できたが、その中でも、E. faecalis と L. amnigena の巨大化スフェロ／プロトプラ

ストは、微小ガラス管の挿入が可能である。そこで、マイクロインジェクションによっ

て物質を導入する細胞質の領域を特定するため、DNA を DAPI、細胞膜を FM4-64 で

蛍光標識し、E. faecalis および L. amnigena の巨大化スフェロ／プロトプラストにおけ

る特徴を調べた 37（図 17）。その結果、E. faecalis および L. amnigena は、細胞質に液

胞が存在し、液胞膜が FM4-64 によって細胞膜と同様に染色された。どちらの液胞も

DNA を含まず、DNA は、液胞の外側の細胞質に存在していた。これらの結果は、大腸

菌および枯草菌巨大化プロトプラストにおける特徴と一致した 18,19。よって、細胞質に

様々な物質をマイクロインジェクションするためには、液胞を避けて導入しなければな

らない。一方、Listeria L-form は、局所的なリン脂質の蓄積あるいは膜の陥入によって

細胞質成分（DNA やタンパク質）を含む生存可能な小胞を形成する 44,45。巨大化スフェ

ロ／プロトプラストにおける液胞は、DNA を欠き、リン脂質の蓄積も生じていないた
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め、Listeria L-form における生存可能な小胞とは異なる方法で形成されたことを示唆し

ている。 

 

3. 3. 4 巨大化過程における液胞形成 

 E. faecalis および L. amnigena の巨大化スフェロ／プロトプラストは、細胞質に DNA

を含まない液胞を形成し、マイクロインジェクションの視点から見ると不要な存在であ

る。一方、直径が 7 µm を超え始めると液胞を形成し始め、15 µm にまで達すると顕微

鏡で確認できるレベルの液胞を形成する 18,19,37。そこで、液胞形成は、巨大化機構に関

わる要因の一つであると考え、巨大化過程における液胞形成について調べた。 

L. amnigena は、DMB で巨大化すると複数の液胞を形成していたが、eMMB3CaKMg

で巨大化すると DMB よりもさらに多い数の液胞を形成し、これまでに巨大化したバク

テリアの中で最も多い数の液胞を形成した（図 1-B, 17-B）。他方、E. faecalis 巨大化プ

ロトプラストは、これまでに巨大化したバクテリアの中で最も大きい液胞を形成した 34

（図 1-B, 17-A）。そこで、L. amnigena と E. faecalis のスフェロ／プロトプラスト巨大

化に伴う液胞形成を比較した。透過型電子顕微鏡によって、E. faecalis 巨大化プロトプ

ラストには複数の平板状の構造体が見つかった（図 18-A）。このような構造体は、

L. amnigena 巨大化スフェロプラストや他のバクテリア巨大細胞では観察されなかった

18,19,33（図 18-B）。次に、E. faecalis 巨大化プロトプラスト培養 65 時間および L. amnigena

巨大化スフェロプラスト培養 24 時間の透過型電子顕微鏡観察写真に基づいて、細胞と

液胞の直径、および液胞数を計測し、散布図とヒストグラムで表した 37（図 19）。

E. faecalis では、細胞直径と液胞数(r = 0.46, n = 48)および細胞直径と液胞直径(r = 0.59, 

cell; n = 48, vacuole; n = 82)で相関が見られた。他方、L. amnigena では、細胞直径と

液胞数(r = 0.62, n = 154)で相関が見られたが、細胞直径と液胞直径(r = 0.2, cell; n = 

19, vacuole; n = 506)では相関は低いレベルであった。これらの結果は、スフェロ／プ

ロトプラスト巨大化過程において、E. faecalis の液胞は数および大きさが増加し、

L. amnigena の液胞は数が増加する傾向を示した。 
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また、E. faecalis プロトプラスト巨大化のタイムラプス観察より、後につくられた液

胞（second vacuole）の成長速度が先につくられていた液胞（first vacuole）よりも速く、

最終的に同じ大きさになる様子が観察された 37（図 20）。この結果は、それぞれの液胞

の巨大化のレベルや速度は一定ではないことを意味している。よって、液胞は、細胞膜

の伸張に影響を与えているかもしれない。 

直径が 15 µm を超えるほどに大きくなった巨大化スフェロ／プロトプラストは液胞

を形成するが、その役割は明らかになっていない 18,19,37。考えられている液胞の機能は、

細胞質の体積を減らし、膜の表面積を増やすことである 18。通常は、球の直径が 2 倍に

なると表面積は 2 の 2 乗、体積は 2 の 3 乗増加し、表面積対体積比の値は、球の大き

さが大きくなるほど小さくなる。ほとんどのバクテリアは、細胞膜に存在する ATP 合

成装置で ATP を生産するため、表面積対体積比が小さくなると ATP が不足する。よ

って、表面積対体積比を一定に保つために、細胞膜を増産する必要がある。また、反対

膜構造の液胞膜には、ATP 合成酵素が存在しており、高いプロトン活性を確認できた

ことから 18、もし、これらの ATP 合成が巨大細胞で生じている場合には、液胞内では

なく、細胞質において ATP が生産されることとなる。 

興味深いことに、自然界に存在する巨大なバクテリアも、細胞質に液胞を形成してい

る 46–49。例えば、自然界で最も大きいバクテリアである Thiomargarita namibiensis は、

細胞質に巨大な液胞をもち、液胞内に硝酸を蓄積している 46,47。T. namibiensis と同じ

硫黄細菌である Beggiatoaceae では、液胞内の硝酸の還元によって、液胞膜でプロトン

濃度勾配が生じ、ATP が細胞質で生成されるモデルも提唱されている 50。T. namibiensis

の液胞は、細胞質の希釈防止、表面積対体積比の増加、エネルギー貯蔵および細胞質に

存在する硫黄と硝酸を分ける機能を担っている 46。スフェロ／プロトプラストの巨大化

培地は硫黄を含んでいないため、T. namibiensis の液胞と巨大化スフェロ／プロトプラ

ストの液胞の機能は異なっていることが考えられるが、細胞質の体積を減らし、膜の表

面積を増やすという類似点も見られた。一般的に、通常のバクテリア細胞では液胞は観

察されないが、分裂している巨大バクテリアにおいて液胞が観察されることから、分裂
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の有無ではなく、バクテリアの細胞のサイズが大きくなると液胞が必須となっている可

能性がある。 

次に、液胞の形成が細胞膜由来かどうかを調べるため、細胞膜に存在するペニシリン

結合タンパク質を Bocillin FL penicillin で蛍光標識した 37（図 21）。その結果、液胞膜

にペニシリン結合タンパク質が存在していることが示された。一方、E. faecalis 巨大化

プロトプラストの細胞膜が破れた際、液胞は維持されていたことから、細胞膜と液胞は

つながっていないことが示された（図 21）。また、E. faecalis 巨大化プロトプラストに

マイクロインジェクションによって BFP 溶液を注入すると、細胞内が変化し、小さな

球状の模様が複数現れた（図 22）。電子顕微鏡観察写真で確認できた平板状の構造体が、

マイクロインジェクションによる細胞内の圧力変化によって、一時的に球状化したもの

ではないかと考えている。よって、平板状の構造体は、球状の液胞の前駆体である可能

性が高い。 
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3. 4 小括 

E. faecalis および L. amnigena の巨大化スフェロ／プロトプラストは、細胞質に DNA

を含まない液胞を形成した。液胞膜は、FM4-64 によって細胞膜と同様に染色され、ペ

ニシリン結合タンパク質も検出されたことから、細胞膜由来であることが示唆された

（図 17, 21）。大腸菌および枯草菌の巨大化スフェロ／プロトプラストの液胞膜からも、

細胞膜に存在する呼吸鎖タンパク質や F0F1-ATPase が存在していたことが報告されて

おり、液胞膜の構成成分が細胞膜と同じ、あるいはとても良く似ていることを示した 18,19。

さらに、大腸菌および枯草菌の巨大化スフェロ／プロトプラストは、反転膜であること

が報告されており、液胞は、細胞膜のエンドサイトーシスによって形成されたことが強

く示唆されている 18,19。一方、巨大化スフェロ／プロトプラストからの液胞の単離が可

能であることや E. faecalis 巨大化プロトプラストの細胞膜が破れた際、液胞は維持され

ていたことから、細胞膜と液胞はつながっていないことを示した 18,19,37（図 21）。した

がって、液胞は、細胞膜からつくられ、スフェロ／プロトプラスト巨大化初期の液胞膜

は細胞膜とつながっており、その後、細胞膜から独立して成長することが考えられる。 

E. faecalis プロトプラストと L. amnigena スフェロプラストは、異なる種類の液胞形

成を伴いながら巨大化した。L. amnigena 巨大化スフェロプラストでは、金属塩の組成

を検討することで細胞膜の伸張が活性化されたが、同時に液胞数も増加し、金属塩が細

胞膜伸張だけではなく、液胞形成にも影響することが示された。金属塩の組成を検討す

ることで、異なった形態の液胞形成を誘導できるかもしれない。スフェロ／プロトプラ

スト巨大化の初期では液胞は形成されず、直径が 6-7 µm と小さい Erythrobacter や

Rhodospirillum の巨大化スフェロプラストも液胞を形成しない 31,32（図 1-B）。よって、

液胞形成は、大きさが 15 µm を超えるようなスフェロ／プロトプラスト巨大化に必要

であることが示唆される。また、Listeria L-form においても、L-form のサイズが大き

いほど細胞質に小胞を多く形成し、細胞膜の伸張と小胞膜の合成が関連していた 44。し

たがって、細胞膜および液胞膜の生合成はスフェロ／プロトプラスト巨大化と同調して

いることが強く示唆された。 
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大腸菌巨大化スフェロプラストの液胞は、L. amnigena 巨大化スフェロプラストと形

態的によく似ており、枯草菌巨大化プロトプラストの液胞は、E. faecalis 巨大化プロト

プラストとよく似ている（図 1-B）。グラム陰性細菌かグラム陽性細菌であるかの違い

は、液胞形成に関係しているかもしれない。一方、大腸菌の液胞の数は L. amnigena よ

り少なく、枯草菌の液胞は、E. faecalis より細胞膜を押す力が弱い（枯草菌のプロトプ

ラストはきれいな球状を保っている）。また、グラム陰性の D. grandis は液胞を形成せ

ず、大腸菌や L. amnigena と完全に異なっている。したがって、液胞の種類は、異なる

バクテリア種間で、形態的なバリエーションをもっている。上述したように、細胞膜お

よび液胞膜の生合成は巨大化に伴い同調していることが示唆されたことより、液胞の形

態は細胞膜の特徴に依存しているかもしれない。 

トランスクリプトーム解析より、スフェロプラスト巨大化に伴い、発現変動する遺伝

子が生物種によって異なることがわかった。このことは、細胞膜における脂質組成の変

化と合わせて、制御されながら巨大化していることを示しており、その方法は生物種に

よって異なることを意味している。一方、異種生物間で同じ挙動を示した遺伝子も見ら

れたことより、巨大化する際に共通の制御システムが存在する可能性がある。しかし、

上記の結果からは、巨大化制御における必須遺伝子は特定できなかった。本研究では、

液胞を形成するグラム陰性の L. amnigena と液胞を形成しない E. litoralis の比較をした

ため、比較する生物種（液胞を形成するグラム陽性の E. faecalis や液胞を形成しないグ

ラム陰性の D. grandis など）を追加することで必須遺伝子を絞ることができると考え

る。現時点のデータからは、L. amnigena と E. litoralis の双方において、シャペロンや

DNA 修復に関する遺伝子の発現が巨大化に伴い増加し、アミノ酸合成・代謝関連の遺

伝子の発現が巨大化に伴い減少したことから、巨大化スフェロプラストでは、代謝の速

度を低下し、細胞内の DNA やタンパク質の構造維持を中心に行っていることが考えら

れる。 
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第 4 章 バクテリア細胞巨大化と DNA 複製の関係 

 

4. 1 序論 

第 3 章では、トランスクリプトーム解析より、スフェロプラスト巨大化は、細胞膜に

おける脂質組成の変化と合わせて、遺伝子発現を制御しながら巨大化していることが示

された。また、巨大化スフェロプラストは、細胞質に DNA を含まない液胞を形成して

おり、巨大な細胞の大きさに対し、DNA の領域は限られている。一方、巨大化と DNA

複製の関係は調べられていない。 

細胞壁を壊され、その合成を阻害されたスフェロプラストおよびプロトプラストは、

細胞分裂できない 51。遺伝情報である DNA の複製は、細胞分裂の前に行われるため、

分裂しない細胞における複製は必要ないように考えられる。しかし、大腸菌および枯草

菌の巨大化プロトプラスト内には、数百コピーのクロモソーム DNA が存在していると

報告されている 18,19。また、大腸菌をペニシリン存在下で培養すると、不完全な細胞分

裂面において細胞膜だけで覆われたバルジを形成するが、複製阻害剤の添加によってバ

ルジ形成が抑制される 52。本章では、DNA 複製がスフェロ／プロトプラスト巨大化の

際に必要かどうか調べた。スフェロ／プロトプラストは、分裂できないため、培養して

も細胞数は変化しておらず、全 DNA 量を測定することによって、複製の頻度を知るこ

とができる。そこで、経時的に DNA を抽出し、リアルタイム定量 PCR によって Cq

（Cycle of quantification）値を得ることで DNA 量を測定した。Cq 値が n 減少すると

DNA 量は約 2n 倍に増加する。また、複製阻害剤の添加および除去による巨大化への影

響を調べ、DNA 複製と細胞膜伸張が同調していることを明らかにし、浸透圧と金属塩

に続いて、複製阻害剤も巨大化をコントロールできることがわかった。 
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4. 2 実験方法 

4. 2. 1 Escherichia coli のスフェロプラスト培養 2 

 E. coli SCS1 株（strategene）をプラスミド pHRP31153（14 kbp; GMr, SPr/SMr、IncQ

グループの RSF101054–59 のレプリコンをもつ）で形質転換した株を使用した。ストレプ

トマイシン存在下の DMB 寒天培地で数日間培養した菌体（1~3 mg）を、1 mL のリゾ

チーム溶液Ⅱ（終濃度 200 µg/mL）に懸濁し、37℃で 15 分間静置培養した。その後、

500 µL ずつ分注し、3000 rpm で 5 分間遠心し、上清を除去した。一方は、ペニシリン

濃度 600 µg/mL を含む DMB 500 µL で懸濁し、懸濁液 2 µL をペニシリン濃度 600 

µg/mL を含む DMB 500 µL に添加した。もう一方は、ペニシリンを含まない DMB 500 

µL で懸濁し、懸濁液 2 µL をペニシリンを含まない DMB 500 µL に添加した。その後、

室温（24～25℃）・暗条件下で静置培養した。 

 

4. 2. 2 Escherichia coli スフェロプラストのリアルタイム定量 PCR 

 大腸菌のスフェロプラスト培養 0、3、6、9、12、24 時間において、全培養液 500 µL

から NucleoSpin Tissue XS キット（Macherey-Nagel）を用いて DNA を抽出した（20 

µL、n＝3）。大腸菌クロモソーム DNA を検出するためにシングルコピー遺伝子 uidA を

増幅するプライマーuidA-F、uidA-R60（表 8）およびプラスミド pHRP311 を検出する

ために repA と repC に対して設計したプライマーrepA-F, repA-R, repC-F, repC-R（表 8）

を使用した。DNA 抽出液 5 µL を定量 PCR に使用し、DNA は、LightCycler Nano system

（Roche）を用いて FastStart Essential DNA Green Master キット（Roche）で増幅した。

PCR は、次のサイクル条件下で行った：①最初の変性 95℃で 600 秒間、②変性（95℃

で 10 秒間）、アニーリング（55℃で 10 秒間）、伸張（72℃で 15 秒間）を 45 サイクル、

③融解曲線（0.1℃/s で 60℃から 97℃まで）。Cq 値は、Light Cycler Nano Software

（Roche）で得た。培養時間ごとの Cq 値に対し、統計ソフト R を用いて（http://www.r-

project.org/）分散分析を行い、ホルム補正のペアワイズ t 検定を行った。また、培養 0
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時間の Cq 値からそれぞれの培養時間の Cq 値を引いた値を、ΔCq 値とし、R で散布図

を作成した。 

 

4. 2. 3 Lelliottia amnigena 巨大化スフェロプラストの低張液でのふるまい 

 巨大化は、2. 2. 8 と同様の方法で行った。手動マイクロインジェクターCellTram vario

とマイクロマニピュレータ TransferMan 4r（eppendorf）を使用し、Piezo Drill Tip ES

（eppendorf）で L. amnigena 巨大化スフェロプラストを吸引し、滅菌水中で放出した。 

 

4. 2. 4 Lelliottia amnigena 巨大化スフェロプラスト 1 細胞のリアルタイム定量 PCR 

 巨大化は、2. 2. 8 と同様の方法で行った。培養 0、24、48、72、96 時間の時点で、

CellTram vario と TransferMan 4r を用いて 1 細胞ずつ分注した。培養 0 時間のスフェ

ロプラストは、Piezo Drill Tip Mouse ICSI（内径: 6 µm、eppendorf）で分注し、培養

24、48、72、96 時間のスフェロプラストは、Piezo Drill Tip ES（内径: 15 µm）で分注

した。DNA は、細胞膜に囲まれた部分に存在するため、細胞膜の大きさを一定にし、

直径 9~15 µm の細胞を選択した（培養 0 時間は、1~2 µm）。1 細胞を吸引し、DMB 3 

µL に移動した後、滅菌水 3 µL を分注してある 8 連チューブに移した（水に移すとスフ

ェロプラストは破裂し、DNA が出てくる）。全量 6 µL をリアルタイム定量 PCR に使

用した。全ての細胞を分注する操作時間は、1 時間以内とした。 

 PCR には、クロモソーム DNA の ftsZ に対してデザインしたプライマーftsZ-F, ftsZ-

R を使用した（表 1）。DNA は、LightCycler Nano system（Roche）を用いて FastStart 

Essential DNA Green Master kit（Roche）で増幅した。PCR は、次のサイクル条件下で

行った：①最初の変性 95℃で 600 秒間、②変性（95℃で 10 秒間）、アニーリング（55℃

で 10 秒間）、伸張（72℃で 15 秒間）を 45 サイクル（培養 0、24 時間）or 50 サイクル

（培養 48、72、96 時間）、③融解曲線（0.1℃/s で 60℃から 95℃まで）。Cq 値は、Light 

Cycler Nano Software（Roche）で得た。培養時間ごとの Cq 値に対し、統計ソフト R を

用いて（http://www.r-project.org/）、分散分析を行った。 
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 細胞膜直径および外膜直径は、観察写真を撮影した Olympus DP21 で計測した。細

胞膜および外膜の短軸と長軸を図り、平均値をプロットした。それぞれ分散分析を行い、

細胞膜直径は培養時間で有意差がなく、外膜直径は有意差が出たためホルム補正のペア

ワイズ t 検定をした。ボックスプロットは、R で作成した。 

 

4. 2. 5 全ゲノムリシーケンス 

 L. amnigena を使用し、全 8 種類のサンプルを用意した。通常細胞の対数増殖期（サ

ンプル名：log-phase）および定常期（サンプル名：stationary）をコントロールとし、

スフェロプラスト化直後（サンプル名：DMB0 h）、DMB でのスフェロプラスト巨大化

培養 4、8、24、48、72 時間（サンプル名：DMB4h、DMB8h、DMB24h、DMB48h、

DMB72h）を経時的にサンプリングした。巨大化は、2. 2. 8 と同様の方法で行い、巨大

化培地には DMB をそれぞれ使用した。 

 log-phase は、OD600＝0.7 まで培養したものを使用し（培養約 2～2.5 時間）、stationary

は、15 時間培養したものを使用した。また、log-phase は Nucleo Spin Tissue XS キッ

トを使用し、残りの 7 サンプルは Nucleo Spin Tissue キット（Macherey-Nagel）を用

いてゲノム DNA を抽出した。全てのサンプルは、DNA 抽出前に微分干渉顕微鏡

Olympus IX73 (Olympus, Japan)で観察写真を撮影した。 

log-phase および DMB24h のライブラリー作製およびシーケンスは、株式会社ジー

ンベイの細菌全ゲノムシーケンスを利用し、PCR-Free ライブラリー作製および 150 bp

のペアエンドシーケンスを行った（illumina Hiseq X）。残りの 6 サンプルのライブラリ

ー作製およびシーケンスは、文部科学省科学研究費 新学術領域研究「先進ゲノム支援」

で行い、Nextera DNA Flex Library Prep キット（illumina）によるライブラリー作製お

よび 50 bp のシングルエンドシーケンスを行った（Illumina HiSeq 2500）。 
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4. 2. 6 全ゲノムリシーケンスデータ解析 

 シーケンスリードは、Boetie 261 を用いて、L. amnigena（アクセッション番号：

NZ_CP023529.1）のリファレンスゲノム配列にマッピングした。各サンプルのリード

数とアライメント率を表 9 に示した。また、rrn オペロン内では、高い配列同一性のた

め、リードはランダムに割り当てられるようにした。次に、25 ヌクレオチド領域ごと

にマップされたリード数の平均値を igvtools（IGV_2.3.40）62 で計算し、25 ヌクレオチ

ドごとのシーケンス数を得た。25 ヌクレオチドごとのそれぞれのリード数は、総リー

ド数が 100 万だった場合に補正し（per million mapped reads）、正規化したリード数を

Excel（Microsoft）で視覚化した。その際、ゲノム上の位置 2423677～2424500 の領域

（rpoS から nlpD にまたぐ領域）はマップされなかったため除いて正規化を行った。次

に、oriC 付近と ter 付近のシーケンス数の比を求めるため、マップの山形のトップを

oriC 付近とし、谷型のボトムを ter 付近とした。それぞれを中心とした前後 50 kb の領

域（合計 100 kb）のリード数の平均を oriC および ter のリード数とした。oriC は、全

8 サンプル共通でゲノム上の 3500001～3600001 の領域とし、一方、ter は、log-phase

と DMB24 は 1200001～1300001 の領域、残りの 6 サンプルは 950001～1050001 の領

域とした（ゲノム支援でシーケンスした 6 サンプルはクロモソーム内で組み換えが生じ

ており、マップの様子が異なったため）。また、シーケンスに使用したサンプルの微分

干渉顕微鏡観察写真に基づいて、細胞膜直径を cellSens Standard 1.11 imaging software 

(Olympus)で計測した。さらに、細胞膜直径を計測した観察写真の中で、計測できた細

胞を細胞膜維持細胞とし、計測できなかった細胞を細胞膜損傷および崩壊細胞とし、細

胞全体の割合を調べた。グラフは、Excel（Microsoft）で作成した。 

 

4. 2. 7 Enterococcus faecalis のリアルタイム定量 PCR1 

巨大化は、2. 2. 5 と同様の方法で行った。E. faecalis のプロトプラスト培養 0、24、

48、72、96、120、168、192、216、240 時間において、全培養液 1 mL から NucleoSpin 
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Tissue XS キット（Macherey-Nagel）を用いて DNA を抽出し、定量 PCR を行った。

プライマーは、複製開始点付近に存在する dnaA（chromosomal replication initiator 

protein DnaA）を増幅するプライマーdnaA-F、dnaA-R（表 8）を使用した。DNA 抽出

液 1 µL×3 を定量 PCR に使用し、DNA は、LightCycler Nano system（Roche）を用い

て FastStart Essential DNA Green Master キット（Roche）で増幅した。PCR は、次の

サイクル条件下で行った：①最初の変性 95℃で 600 秒間、②変性（95℃で 10 秒間）、

アニーリング（55℃で 10 秒間）、伸張（72℃で 15 秒間）を 45 サイクル、③融解曲線

（0.1℃/s で 60℃から 95℃まで）。Cq 値は、Light Cycler Nano Software（Roche）で得

た。培養時間ごとの Cq 値に対し、統計ソフト R を用いて（http://www.r-project.org/）

分散分析を行い、ボンフェローニ補正のペアワイズ t 検定を行った。また、位相差顕微

鏡（OLYMPUS CKX41）観察写真に基づいて、細胞膜直径を cellSens Standard 1.11 

imaging software (Olympus)で計測した。R で Cq 値と細胞サイズの散布図を作成した。 

 

4. 2. 8 ノボビオシン添加による DNA 複製阻害 

 巨大化は、2. 2. 5 と同様の方法で行った。培養 24 時間にノボビオシン（終濃度 50 

µg/mL）を添加し、位相差顕微鏡 OLYMPUS CKX41 で経時的に観察した。ノボビオシ

ンの除去は、培養 48 時間で行い、ペニシリン含有 DMB で培養 48 時間の培養液をフ

ィルター滅菌した液で 50 倍希釈した。 

 

4. 2. 9 Enterococcus faecalis のリアルタイム定量 PCR2 

 定量 PCR で得られる Cq 値を細胞数に変換するため、通常細胞を用いて検量線を作

製した。スフェロ／プロトプラストは、分裂増殖しないため、1 細胞あたり 1 クロモソ

ームとし、細胞数を DNA 数として扱った。培養液 1 mL あたりの細胞数を計測するた

め、OD600=0.7 まで培養した培養液を希釈し、コロニー数をカウントした。リゾチーム

処理後、原液、10 倍希釈、100 倍希釈のリゾチーム処理培養液から NucleoSpin Tissue 

XS キット（Macherey-Nagel）を用いて DNA を抽出し、定量 PCR を行った。プライマ
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ーは、複製開始点付近に存在する dnaA とその反対の位置に存在する parC（DNA 

topoisomerase Ⅳ subunit A）を増幅するプライマーdnaA-F、dnaA- R、parC-F、parC-

R（表 8）を使用した。DNA 抽出液 1 µL×4 を定量 PCR に使用し、DNA は、LightCycler 

Nano system（Roche）を用いて MyGo Green Mix Universal ROX キット（ILS）で増幅

した。PCR は、4. 2. 7 と同様の方法で行った。コロニーカウントおよび定量 PCR は、

3 回行った。dnaA と parC のそれぞれのプライマーに対し、検量線を作成し、dnaA は、

y = 4E + 11e-0.697x、parC は、y = 2E + 11e-0.647x となった。 

巨大化は、2. 2. 5 と同様の方法で行った。E. faecalis のプロトプラスト培養 0、24、

48、72、96 時間および培養 24 時間でノボビオシン（終濃度 50 µg/mL）またはマイト

マイシン C（終濃度 25 µg/mL、Sigma）を添加した培養 48、72、96 時間において、全

培養液 1 mL から NucleoSpin Tissue XS キット（Macherey-Nagel）を用いて DNA を

抽出した。定量 PCR は、上記と同様の方法で行った。得られた Cq 値を dnaA と parC

それぞれの式に当てはめ、1 mL あたりの細胞数（DNA 数）を算出した。ボックスプロ

ットは、R（http://www.r-project.org/）で作成し、細胞数は対数で示した。 
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4. 3 結果と考察 

4. 3. 1 スフェロプラスト巨大化に伴う DNA 複製 

 プラスミド pHRP31153（IncQ グループの RSF101054–59 をレプリコンにもつ）を導入

した大腸菌を用いて、巨大化に伴い、クロモソームおよびプラスミド DNA が複製され

るかどうか調べた 29。大腸菌は、ペニシリン含有 DMB およびペニシリンなしの DMB

で 24 時間培養し、培養時間ごとに全培養細胞から DNA を抽出した（図 23）。定量 PCR

は、クロモソーム DNA の uidA とプラスミド pHRP311 の repA、repC を標的として

行った。どちらもスフェロプラスト培養時間が長くなるとともに Cq 値が低下した（表

10, 11）。また、培養 0 時間の Cq 値から各培養時間の Cq 値を引いた値をΔCq 値とし、

プロットした（図 24）。ΔCq 値は、n 増加すると DNA 量は約 2n 倍に増加したことを

意味する。よって、巨大化スフェロプラスト培養に伴い、24 時間で、クロモソーム DNA

は約 8 倍、プラスミド pHRP311 は、約 3～4 倍増加した。このことは、大腸菌スフェ

ロプラストの巨大化とともに、クロモソームだけではなく、導入したプラスミドも複製

したことを示す。ペニシリンなしの DMB では、細胞壁を再合成し、時間とともに線維

化しているため、24 時間でクロモソーム DNA は約 9 倍、プラスミド pHRP311 は、約

5～8 倍増加した。また、プラスミド pHRP311 は、耐性の抗生物質を含まない培地で培

養した細胞内において維持された。プラスミド pHRP311 は、ゲンタマイシン、ストレ

プトマイシン、スペクチノマイシンの耐性遺伝子を保有している。しかし、本実験では、

ペニシリンのみを添加し、上記の 3 つの抗生物質は添加していない。また、ペニシリン

を添加していない条件下でも pHRP311 の DNA 量は増加した。 

 

4. 3. 2 巨大化スフェロプラスト 1 細胞における DNA 複製 

 大腸菌のスフェロプラスト培養 24 時間において、リアルタイム定量 PCR を用い

て、全培養細胞のクロモソーム DNA とプラスミド DNA を定量したところ、DNA 量

はどちらも増加していた 29。一方、大腸菌のスフェロプラスト培養 5 日間における DNA

量を 24 時間おきに調べたところ、DNA 量は時間と共に増加せず、むしろ 3 日目くら
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いから減少した（データ示さず）。巨大化している細胞内で DNA を複製する一方で、

死んでいく細胞もあり、時間の経過とともに細胞死の増加および死細胞の DNA 分解が

進み、全培養細胞から DNA を抽出すると DNA 量が減少したような結果になったと考

えられる。また、培養 24 時間の間では DNA 量が増加しているため、24 時間程度で

DNA を複製し終えたとも考えられる。そこで、巨大化培養 24 時間以降についても DNA

複製は生じているかどうかを明らかにするため、マイクロマニピュレータを用いて、ス

フェロプラスト 1 細胞を単離し、1 細胞における DNA 量を定量した。 

L. amnigena のスフェロプラストは、水中（低浸透圧下）で破裂し、細胞内の DNA が

出てくる（図 25）。よって、分注した細胞は水中に移し、破裂させてから定量 PCR を

行った。また、L. amnigena の巨大化スフェロプラストは、細胞膜と外膜が乖離し、巨

大なペリプラズム空間を形成するが、ペリプラズム空間には DNA が存在しないため、

細胞膜直径に基づいて 1 細胞を選択した。その際に、培養 24 時間から 96 時間にかけ

て、外膜直径は伸張し続けるが、細胞膜直径は伸張が止まり、最大で直径 9-15 µm の細

胞が共通して多く見られたため、細胞膜直径 9-15 µm のスフェロプラストを選択した

（図 26）。 

スフェロプラスト培養 0、24、48、72 時間は 20 個、スフェロプラスト培養 96 時間

は、16 個を単離した（表 12, 13）。培養 0、24 時間の細胞に対しては、45 サイクルの

PCR 反応を行った。理論上、DNA が 1 分子ある場合、Cq 値は 45 程度になる。しか

し、培養 24 時間の時点でも、Cq 値は 40 を超えるものがあった。培養 24 時間で DNA

を複製していることは大腸菌でわかっていたが、48 時間以降は DNA 量が増加する細

胞と減少する細胞、変化しない細胞の存在が考えられたため、サイクル数を増やし 50

サイクルの PCR 反応を行った。その結果、培養 0 時間では 20 個中 0 個、培養 24 時間

では 20 個全て、培養 48、72 時間では 20 個中 16 個、96 時間では 16 個全ての細胞の

DNA 量を測定できた（表 12；図 27-A）。培養 0 時間は、20 個全ての細胞の DNA 量を

測定できなかった。通常、1 細胞あたりの DNA 数は 1~2 分子であるため、培養 0 時間

の 1 細胞においても DNA 分子は、理論上 1~2 分子である。45 サイクルで 1~2 分子の



77 

 

DNA を検出するためには、1 サイクル目に DNA とプライマーが出会い、増幅されな

ければならない。よって、培養 0 時間の Cq 値を検出できなかったため、45 より高いと

判断した。培養 24 時間の Cq 値は、30.8~41.8 であったため、巨大化スフェロプラスト

内において、クロモソーム DNA が培養 24 時間で複製された（表 12；図 27-A）。 

一方、培養 24 時間から 96 時間までの DNA 量には有意差がなかった。このことは、

培養 24 時間以降、巨大化スフェロプラストの DNA 複製が停止したことを示す。しか

し、ボックスプロットを見ると、培養 24 時間の 20 個の細胞だけでも、Cq 値に幅があ

り、DNA 量がばらばらであった。最小値と最大値で Cq 値は約 10 異なり、このこと

は、DNA 量が 2 の 10 乗も異なることを示す。培養 48、72 時間になるにつれてボック

スの幅が広がり、さらに DNA 量にばらつきがでた。培養 96 時間になると、ボックス

の幅が狭くなったが、そもそも細胞を維持している細胞が少ないため、ばらつきが小さ

くなったと考えられる。それぞれの培養時間で分注した 20 個の細胞は、細胞膜直径 9

～15µm の見た目は同じ細胞であるにも関わらず、DNA 量は異なることが 1 細胞の

DNA 量測定より明らかになった（図 27-A, B）。 

巨大化スフェロプラスト 1 細胞における定量 PCR 結果より、培養 24 時間以降、DNA

複製と細胞膜の伸張は停止したにもかかわらず、外膜は伸張し続けた（図 27；表 14；

p < 0.05）。一方、培養 48 時間から崩壊し始める細胞が現れ、培養 96 時間でも 16 個の

巨大化スフェロプラストを単離できたが、ほとんどの細胞は、培養 96 時間までに崩壊

した。巨大化スフェロプラストの観察中、外膜が壊れ、細胞膜のみで囲まれた細胞を多

く観察している。1 細胞のタイムラプス観察からも、細胞膜の伸張は停止し、外膜は伸

張し続け、最終的に細胞が崩壊する様子が捉えられた（図 28）。 

 

4. 3. 3 巨大細胞の全ゲノムリシーケンス解析 

 大腸菌および L. amnigena の巨大化スフェロプラストの DNA 量測定より、巨大化に

伴い DNA 複製は行われているが、ある時間を超えると複製が停止することが明らかと

なった。また、1 細胞における DNA 量測定より、細胞ごとに DNA 量にばらつきがあ
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ることがわかった。本節では、培養時間で細胞を区切り、細胞集団の平均した DNA 複

製の状態をモニタリングし、正常な複製が行われているのか、活発な複製および複製停

止の様子を捉えられるのかどうか調べた。 

 ゲノム塩基配列が公開されている L. amnigena を使用し、全ゲノムリシーケンスを

行った。ゲノム DNA を経時的に抽出し、それらの塩基配列を決定し、シーケンスリー

ドをゲノムにマップすることによって、複製開始点（oriC）および終結点（ter）を示す

方法で取り組んだ。複製が活発に行われている対数増殖期の細胞では、oriC の DNA 量

が ter の DNA 量より多いため、oriC を頂点として V 字（山形）のグラフになり、複製

が活発ではない定常期の細胞では、平らに近いグラフになることが報告されている 63。

予備実験として、L. amnigena の対数増殖期の細胞（サンプル名：log-phase）および DMB

での巨大化培養 24 時間の細胞（サンプル名：DMB24h）のシーケンスを行った。得ら

れたシーケンスリードをリファレンスゲノムである L. amnigena にマップし、ゲノム中

の一定領域ごと（25 ヌクレオチド）のリード数をプロットした。その結果、log-phase

では oriC および ter がそれぞれ 1 つ確認でき、対数増殖期で見られる特徴的な V 字の

グラフが得られた（図 29）。また、log-phase における oriC と ter のリード数の比

（oriC/ter）は、2.61 となり、複製が活発な様子を表す指標を得た。一方、DMB24h で

は、平らなグラフが得られ、定常期を表すグラフに近い様子を示した（図 30）。oriC/ter

も、1.09 となり、oriC と ter の DNA 量はほとんど同じであった。よって、巨大化培養

24 時間の細胞は、複製を活発に行っていないことが示唆され、上述の定量 PCR による

DNA 量測定の結果と一致した。これらの結果から、oriC と ter のリード数の比を調べ

ることによって、DNA 複製の様子をモニターできることがわかった。 

次に、L. amnigena の巨大化に伴う DNA 複製の経時的な変化を捉えるため、追加で

6 サンプルの全ゲノムリシーケンスを行った。追加したサンプルは、定常期の細胞（サ

ンプル名：stationary）、スフェロプラスト化直後の細胞（サンプル名：DMB0h）、DMB

での巨大化培養 4、8、48、72 時間の細胞（サンプル名：DMB4h , DMB8h, DMB48h, 

DMB72h）である。定常期の細胞とスフェロプラスト化直後の細胞は、コントロールと
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して追加した。DMB での巨大細胞は、複製が活発な様子を捉えるため、複製が停止し

ている 24 時間より前の細胞および複製停止後の様子を捉えるため、24 時間より後の細

胞を追加した（4. 3. 2 参照）。 

しかし、シーケンスした結果、前回とはマップの様子が異なり、山が二つに分かれた

ような形になった（図 29, 30）。そこで、不自然な断面を調べたところ、16S-23S-5S の

順に並んだ rRNA のオペロン構造が存在していることがわかった（図 29, 30；rrn1 と

rrn6）。これらの配列は似ているため組み換えが生じたことが示唆された。一方、解析

の目的は、oriC と ter のリード数の比によって複製の活発さを調べることであるため、

それぞれのサンプルの oriC/ter を算出し、培養時間ごとにプロットした（図 31；表 15）。

まず、コントロールである log-phase と stationary の oriC/ter は、それぞれ 2.61 と 1.33

となった。定常期は、細胞全体の中で DNA 複製を行っている細胞数が少ないため水平

に近いグラフになることがわかっているが、DNA 複製を行っている細胞も存在するた

め、完全な水平にはならない。よって、stationary の oriC/ter が 1 より高いことは、

DNA 複製を行っている細胞が一部で存在していることを示している。DMB で巨大化

した細胞の oriC/ter の最大値は、log-phase に及ばず、また、最小値は stationary を下

回った。oriC/ter は培養 4 時間で最大になり、その後、時間の経過と共に減少し、1 に

近づいて行った。また、DMB のマップの様子から、巨大細胞においても通常細胞と同

様に複製開始点および終結点は 1 つであり、正常な複製が行われていることがわかっ

た。一方、スフェロプラスト化直後（DMB0h）の oriC/ter は、0.94 となり、stationary

を下回った。stationary は、培養 15 時間のものを使用し、0 h は、固体培地で 3 日間培

養したものをスフェロプラスト化した細胞である。よって、DNA 複製を行っている細

胞が stationary より少なく、複製を停止した細胞が大半を占めていることを示す。本実

験では、固体培地で 3 日間培養したものをスフェロプラスト化し、巨大化培養した。し

たがって、oriC/ter を調べることによって、DNA 複製を停止していた状態から、活発

な複製を行い、徐々に複製停止に向かっていく様子を捉えることができた。 

また、全ゲノムリシーケンスは、全培養液から DNA を抽出したものを使用している
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ため、各培養時間の細胞膜直径を計測し、細胞サイズの全体の割合を調べた（図 32-A；

表 16）。その際に、細胞膜が維持されている細胞と細胞膜が損傷および崩壊している細

胞の割合も調べた（図 32-B, 33；表 17）。時間の経過とともに、細胞サイズのバリエー

ションが増加し、細胞膜損傷および崩壊細胞も増加した。 

 

4. 3. 4 DNA 複製阻害による巨大化（膜合成）の停止 

 巨大化と DNA 複製の関係をさらに調べるため、培養 24 時間以降も細胞膜が伸張し

続けるグラム陽性の E. faecalis を使用した。まず、E. faecalis の巨大化に伴う DNA 量

の変化を定量 PCR によって調べた。その結果、培養 0 時間から 120 時間にかけて巨大

化および Cq 値が減少し、細胞の巨大化の間、DNA 複製が行われていることがわかっ

た 64（図 34；表 18, 19）。120 時間以降は、Cq 値も細胞直径も変化しなかった（図 34；

表 18, 19）。 

次に、DNA 複製阻害剤であるノボビオシン 65 の添加によって巨大化が停止するかど

うか調べた。ノボビオシンは、DNA ジャイレースを阻害することによって DNA 複製

を阻害する 65,66。また、DNA を分解せず、可逆的な作用であることが報告されている 67。

ノボビオシンは、E. faecalis プロトプラスト巨大化培養 24 時間で添加した。その結果、

ノボビオシンを添加した細胞は、巨大化および液胞形成が停止した 34,64（図 35）。また、

ノボビオシンを除去することによって巨大化および液胞形成が再開された 64（図 36）。

よって、スフェロ／プロトプラスト巨大化において、DNA 量あるいは複製機構は、細

胞膜の生合成と関連していることが強く示唆された。バクテリア細胞では、細胞分裂の

間、DNA は正確に分配されるために細胞膜に結合しており 68–73、DNA の結合が細胞膜

の安定性に関わっている可能性がある。このことは、細胞膜の伸張に合わせて必要な

DNA を複製する必要があると考えられる。しかし、グラム陰性の L. amnigena および

D. grandis のスフェロプラスト巨大化において、ノボビオシンを添加すると外膜伸張も

停止し、複製は外膜伸張にも関与していることが示唆された（データ示さず）。 

次に、ノボビオシンを処理したプロトプラストと別の DNA 複製阻害剤であるマイト
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マイシン C で処理したプロトプラストの経時的な DNA 量を定量 PCR によって測定し

た。ノボビオシンは、DNA ジャイレースを阻害し、DNA を分解しない一方で、マイト

マイシン C は、DNA のアルキル化および架橋形成 74–80、活性酸素による DNA 鎖切

断 80– 85 によって DNA 合成を阻害する。また、マイトマイシン C による DNA の分解も

報告されている 87–95。DNA 分解の原因としては、DNA 分解酵素の活性化が考えられて

いる 93,94,96。その結果、マイトマイシン C を処理したプロトプラストでは DNA が分解

されたのに対し、ノボビオシンを処理したプロトプラストでは DNA が分解されなかっ

た 64（図 37）。よって、巨大細胞におけるノボビオシンとマイトマイシン C の影響は、

通常細胞で報告されているものと一致した。これらの結果から、ノボビオシンは、DNA

を分解することなく複製を阻害することで E. faecalis プロトプラスト巨大化をコント

ロールできることを示した。 

興味深いことに、自然界に存在する巨大なバクテリアは、1 細胞内に複数のゲノムを

もっている 49,97,98。また、枯草菌および Epulopiscium では、細胞サイズとゲノムのコピ

ー数は、正の相関があることが示されている 97,99。前章において、バクテリアにおける

液胞形成が細胞サイズと関連があることを示したように、本章では、複製が細胞サイズ

と関連があることを示した。これらの結果は、細胞膜の伸張（巨大化）が複製および液

胞形成と関連していることを示している。 
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4. 4 小括 

 バクテリアスフェロ／プロトプラストは、分裂増殖できないが、複製を行っているこ

とを経時的な DNA 定量および全ゲノムリシーケンス、DNA 複製阻害剤の添加によっ

て示した。このことは、巨大化スフェロ／プロトプラストの 1 細胞内に複数のクロモソ

ームを保有していることを意味する。まず、プラスミドを導入した大腸菌を用いて、ク

ロモソーム DNA だけではなく、導入したプラスミド DNA も巨大化に伴い複製される

ことを示した。プラスミド DNA は、耐性の抗生物質を含まない環境下において維持さ

れ、クロモソーム DNA と同調して複製されたことが示唆された。この結果は、宿主細

胞の複製システムが認識できる DNA が導入された場合、マイクロインジェクションで

導入する DNA が巨大細胞内で複製される可能性を示した。 

 一方、巨大化の進行および DNA 複製はある時間を超えるとどちらも停止した。

L. amnigena 巨大化スフェロプラスト 1 細胞における DNA の定量結果より、培養 24

時間以降、DNA 複製と細胞膜伸張が停止した。一方、外膜は伸張し続け、最終的に細

胞は崩壊した。また、全ゲノムリシーケンス解析によってもスフェロプラスト培養初期

では通常細胞の定常期よりも oriC/ter が大きく複製を活発に行っていることが示され

たが、スフェロプラスト培養後期になると、oriC/ter が 1 に近づき複製が活発に行われ

ていないことが示され、1 細胞における DNA の定量結果と一致した。さらに、E. faecalis

の巨大化に伴う DNA の定量結果においても、DNA 量の増加は培養 120 時間で停止し

た。これらの結果から、バクテリア種によってタイミングは異なるが、通常細胞の生育

曲線と同様に、巨大化と複製を活発に行う期間から停止期間に入り、最終的に細胞が崩

壊することがわかった。巨大化が進行している間は、複製をはじめとした生命活動が活

発に行われていることが考えられるため、マイクロインジェクションは巨大化途中で行

う必要があると考える。 

スフェロプラスト培養初期の oriC/ter が通常細胞の定常期を上回った一方で、通常

細胞の対数増殖期を下回った。大腸菌のスフェロプラスト巨大化に伴う DNA 量の測定

においても、分裂増殖の場合よりも巨大化の方が複製の速度は低かった。これらの結果
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から、バクテリア細胞は、自身の細胞形態に合わせて複製の速度を調節している可能性

がある。 

DNA 複製と細胞膜伸張の関係をさらに調べるため、グラム陽性細菌である E. faecalis

の巨大化に伴う DNA 量を定量した。その結果、DNA 量の増加と細胞膜の伸張はどち

らも培養 120 時間で停止し、DNA 量と膜伸張が同調していた。また、DNA 複製阻害

剤であるノボビオシンを添加すると、巨大化および液胞形成は停止し、ノボビオシンを

除去するとどちらも再開し、巨大細胞においても通常細胞と同様に可逆的な作用を示し

た。よって、スフェロ／プロトプラスト巨大化において、DNA 量あるいは複製機構は、

細胞膜の生合成と関連していることが強く示唆された。さらに、ノボビオシンとマイト

マイシン C 処理したプロトプラストの経時的な DNA 量測定より、ノボビオシンは DNA

を分解することなく複製を阻害することで、E. faecalis プロトプラスト巨大化の進行を

コントロールできることを示した。 

 上記の結果より、実際に、宿主のゲノムや異種ゲノムを巨大細胞へ導入し、その後の

巨大化の様子を観察することで、DNA そのものが巨大化に影響するのか、複製するこ

とが巨大化に影響するのかがわかると考えた。もし、DNA 分子の増加が巨大化に影響

している場合には、宿主ゲノムを導入すると数が増えるため、巨大化は促進されると予

測した。しかし、複製することが影響している場合には、細胞内のゲノム DNA の急激

な増加による DNA ポリメラーゼの不足や、導入ゲノムと宿主ゲノムのハイブリダイゼ

ーションなどによって複製は停滞すると予測され、その場合には巨大化は抑制されると

考えられた。これらの仮説を実験で確かめるため、同種および異種ゲノム DNA の導入

実験を行った（第 5 章） 
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第 5 章 バクテリア巨大細胞へのマイクロインジェクション 

 

5. 1 序論 

第 2 章では、バクテリア細胞の巨大化方法を確立し、グラム陽性の E. faecalis とグラ

ム陰性の L. amnigena において、微小ガラス管の挿入が可能な巨大化スフェロ／プロト

プラストを作製した。一方、第 3 章では、液胞の存在により、E. faecalis と L. amnigena

巨大化スフェロ／プロトプラストの細胞質の領域は狭く、限られていることが明らかに

なった。本章では、これらの巨大化スフェロ／プロトプラストの細胞質へのマイクロイ

ンジェクションが可能であるかどうかを、蛍光タンパク質溶液の導入によって調べた。 

第 4 章では、E. faecalis プロトプラストの巨大化とゲノム DNA の複製が関連し、複

製が停止すると巨大化も停止することがわかった。この要因としては、2 つ考えられる。

1 つは、複製したゲノム DNA が直接、細胞膜の伸張に関わっている場合である。もう

1 つは、複製のシステムと細胞膜合成のシステムがリンクしており、両者が関連しなが

ら成り立っている場合である。すなわち、前者の場合、E. faecalis 巨大化プロトプラス

トに自身のゲノム DNA が導入された場合、伸張しやすい状況になることが考えられる。

一方、後者の場合、ゲノム DNA の導入によって、宿主細胞の複製システムに影響が生

じると、細胞膜の伸張にも影響することが考えられる。そこで、マイクロインジェクシ

ョンによって、E. faecalis 自身のゲノム DNA および 7 種の異種ゲノム DNA（Bacillus 

subtilis 、 Deinococcus grandis 、 Erythrobacter litoralis 、 Escherichia coli 、 Lelliottia 

amnigena、Lactobacillus curvatus、Lactococcus lactis）を E. faecalis 巨大化プロトプラ

ストに導入し、その巨大化への影響を調べた。 
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5. 2 実験方法 

5. 2. 1 マイクロインジェクションワークステーション 

 マイクロインジェクションワークステーションは、微分干渉顕微鏡 Olympus IX73

（Olympus）に設置されている。顕微鏡には、手動マイクロインジェクターCellTram Air

と CellTram vario あるいはプログラム可能なマイクロインジェクターFemtojet 4i を組

み合わせたマイクロマニピュレータ TransferMan 4r が備わっている。マイクロインジ

ェクション関連の製品は、全て eppendorf 社製のものを使用した。 

 

5. 2. 2 微小ガラス管（フェムトチップⅡ）への BFP 溶液の充填 

 青色蛍光タンパク質（BFP、Wako）溶液を 4℃、11,000×g で 15 分間遠心後、上清

1～2 µL をマイクロローダーで吸引し、フェムトチップⅡ（孔径：0.5 µm）に充填した。 

 

5. 2. 3 BFP 溶液導入のマイクロインジェクション操作 

 巨大化培養液をスライドガラスに添加し、顕微鏡ステージの上に載せた。細胞固定用

として、Piezo Drill Tip ES（内径: 15 µm）を CellTram Air のキャピラリーホルダーに

設置した。フェムトチップⅡに充填した BFP 溶液は、CellTram vario を用いて放出し

た。導入の確認は、スライドガラスを蛍光顕微鏡 BZ-X710（Keyence）に移動し、蛍光

を観察した。 

 

5. 2. 4 導入溶液の検討 

 SP バッファー（25 mM Tris-HCl、pH7.4、0.3 M Sucrose）に ATP（終濃度 5 mM）

を添加したバッファー100（SPA バッファーと呼ぶ）をフェムトチップⅡに充填し、導入

した。導入後、蛍光顕微鏡 BZ-X710（Keyence）に移動し、タイムラプス観察を行い、

巨大化するかどうか確認した。 
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5. 2. 5 導入ゲノム DNA の用意 

 使用した菌は、Bacillus subtilis 168 株、Deinococcus grandis ATCC43672 株、

Enterococcus faecalis NBRC100480 株 、 Erythrobacter litoralis NBRC102620 株 、

Escherichia coli MG1655 株、Lelliottia amnigena NBRC105700 株、Lactobacillus curvatus 

NBRC15884 株、Lactococcus lactis subsp. lactis NBRC100933 株である。D. grandis、

E. faecalis、E. litoralis、E. coli、L. amnigena、L. curvatus、L. lactis は、DNeasy Blood 

& Tissue キット（Qiagen）を用いて DNA を抽出した。溶出液は、SP バッファーを使

用した。 

 B. subtilis の DNA 抽出は、Saito と Miura 由来の方法 101 を改変したもので行った。

LB 寒天培地で 37℃で一晩培養し、生えてきたシングルコロニーを 4 mL の LB 培地に

植菌し、OD600＝0.4~0.7 まで 170 rpm、37℃で培養した。その後、15,000 rpm で 3 分

間集菌した。上清を捨て、1 mg/mL リゾチームと 100 µg/mL RNaseA（Qiagen）を含

む 500 µL の 1×TKE（100 mM Tris、1M KCl、200 mM EDTA、pH 8.0）で攪拌した

後、37℃で 10 分間インキュベートした。その後、10% SDS を 50 µL 加え、よく混ぜ、

70 ℃ で 10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 氷 上 で 冷 ま し た 後 、 300-500 µL の

Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol（Nippon gene）を加え、攪拌した。15,000 rpm で

5 分間遠心し、上清約 400 µL を新しいチューブに移した。上清の 2 倍量（800 µL）の

100%エタノールを加え、攪拌し、15,000 rpm で 10 秒間遠心した。上清を捨て、100%

エタノールを 700 µL 加え、リンスした。その後、15,000 rpm で 1 分間遠心し、乾燥さ

せ、20 µL の SP バッファーに溶解した。 

 抽出したゲノム DNA は、アガロースゲル電気泳動で確認した。 

 

5. 2. 6 微小ガラス管（フェムトチップⅡ）へのゲノム DNA 溶液の充填 

DNA 溶液は、SP バッファーで 100 ng/µL に調製後、ATP（終濃度 5 mM、Thermo 

Fisher Scientific）を添加した。その後、4℃、11,000×g で 15 分間遠心し、上清 1～2 

µL をマイクロローダーで吸引し、フェムトチップⅡに充填した。  
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5. 2. 7 ゲノム DNA 溶液導入のマイクロインジェクション操作 

 E. faecalis 巨大化プロトプラスト培養 48 時間の培養液をカバーガラスに添加し、顕

微鏡ステージの上に載せた。フェムトチップⅡに充填した DNA 溶液は、Femtojet 4i を

用いて 50～100 hPa で放出し、細胞内が変化するまで 10～60 秒間導入した。その後、

カバーガラスを蛍光顕微鏡 BZ-X710（Keyence）に移動し、タイムラプス観察を 1 時間

おきに 20 時間まで行った。 

 

5. 2. 8 ゲノム DNA 導入後のクラスター解析 

 タイムラプス観察写真に基づいて、各細胞の 0 時間から 20 時間までの細胞膜直径を

cellSens Standard 1.11 imaging software (Olympus)で計測した。各培養時間の細胞直径

から 0 時間の細胞直径を引き、細胞直径の変化量を算出した。ゲノム DNA の導入を行

っていないコントロール細胞 20 個と 8 種の異なるバクテリアのゲノム DNA をそれぞ

れ導入した細胞 126 個の合計 146 細胞の細胞直径の増減パターンを、クラスター分析

した。クラスタリングは、R（http://www.r-project.org/）で“dist”と‟hclust”を使用した。

それぞれのバクテリアのゲノム DNA を導入した細胞におけるクラスターの構成を、カ

イ 2 乗検定およびフィッシャー正確確率検定を行った。 
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5. 3 結果と考察 

5. 3. 1 青色蛍光タンパク質溶液の導入 

巨大化スフェロプラストおよびプロトプラストがマイクロインジェクション可能か

どうかを調べるため、マイクロマニピュレータ（エッペンドルフ社製）を用いて、青色

蛍光タンパク質（BFP）溶液をフェムトチップⅡ（エッペンドルフ社製）に充填し、

E. faecalis および L. amnigena 巨大細胞の細胞質に導入した（図 38）。 

 E. faecalis は、DMB で巨大化した細胞を使用した。E. faecalis 巨大化プロトプラスト

は、スライドガラスあるいはカバーガラスに細胞が接着したため、細胞を固定せずに操

作できた（図 39-A）。蛍光顕微鏡観察によって、青色の蛍光を観察し、BFP 溶液を

E. faecalis 巨大化プロトプラストの細胞質に導入したことを確認した（図 39-B）。また、

BFP は、細胞質のみに存在し、液胞は染まらなかった（図 39-B）。 

 L. amnigena は、E. faecalis と異なり、DMB で巨大化したスフェロプラストは、フェ

ムトチップⅡの挿入に耐えられない細胞がほとんどであった。そこで、培地中に含まれ

る金属塩の組成を変化させたところ、eMMB3CaKMg で巨大化した細胞は、フェムト

チップⅡの挿入に耐えられた。よって、L. amnigena は、eMMB3CaKMg で巨大化した

細胞を使用した。スフェロプラストは、浮遊しているため、固定ピペットによって細胞

を固定して操作した（図 40）。巨大化スフェロプラストの外膜をフェムトチップⅡで除

去し、プロトプラストの状態にしたところ、プロトプラストの状態になった細胞は、

E. faecalis 巨大化プロトプラストと同様にガラスに付着したため、細胞を固定せずに操

作できた（図 40, 41-A）。蛍光顕微鏡観察によって、青色の蛍光を観察し、BFP 溶液を

L. amnigena 巨大化プロトプラストの細胞質に導入したことを確認した（図 41-B）。ま

た、BFP は、細胞質のみに存在し、液胞は染まらず、マイクロインジェクション中に崩

壊した細胞も蛍光を示さなかった（図 41-B）。 

 これらの結果は、E. faecalis および L. amnigena の巨大細胞へのマイクロインジェク

ションが成功したことを意味している。これは、バクテリア細胞へのマイクロインジェ

クションの適用として世界初のことであった。  
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5. 3. 2 マイクロインジェクション操作による液胞の形成 

 エンドサイトーシスは、細胞膜の陥入によって細胞外の物質を取り込むシステムであ

る。バクテリア細胞巨大化における液胞もエンドサイトーシスで生成すると考えられて

いる 18,19。L. amnigena 巨大化スフェロプラストの細胞膜に BFP 溶液を放出した際、液

胞が形成された（図 42）。L. amnigena は、MMB3CaKMg で巨大化した細胞を使用し

た。フェムトチップⅡによって外膜を除去した後、BFP 溶液を放出しながらフェムトチ

ップⅡを細胞膜に近づけたところ、細胞膜が細胞質側に陥入し、膨らんでいった（図 42-

A, B, C）。その後、細胞内に液胞が形成された。液胞は、26 秒間で 13.9 µm から 18.8 µm

に大きくなった（図 42-C）。これは、BFP 溶液がフェムトチップⅡから約 0.08 pL/s の

速度で放出されていたことになる。液胞は、フェムトチップⅡを細胞から抜いた後も存

在した（図 42-D）。最終的に、プロトプラストは崩壊した（図 42-E）。しかし、驚くべ

きことに、プロトプラストの崩壊後、液胞は培地中で維持された（図 42-F）。このこと

は、液胞が細胞膜とつながっていないことを示している。また、蛍光顕微鏡観察によっ

て、BFP が液胞内に存在することが確認された（図 42-G）。したがって、MMB3CaKMg

で巨大化した L. amnigena の細胞膜は、内部に陥入して独立した液胞を形成できること

を示した。一方、E. faecalis 巨大化プロトプラストを用いたマイクロインジェクション

実験では、細胞膜の陥入による液胞形成は見られなかった。 

これらの結果から、L. amnigena 巨大化スフェロプラストは、E. faecalis 巨大化プロ

トプラストと細胞膜のリン脂質組成が異なり、強度が異なっていることが示唆された。

電子顕微鏡観察写真からも、E. faecalis 巨大化プロトプラストの膜表層はシャープなの

に対し、L. amnigena 巨大化スフェロプラストの膜表層はゆがんでいる様子が捉えられ、

上記の結果をサポートする。 

 

5. 3. 3 導入溶液の検討 

 巨大化スフェロ／プロトプラストに DNA を導入した際、細胞を殺さないためにどの

溶液に溶かすか重要である。真核細胞へのマイクロインジェクションで DNA の溶液と
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して使われているものは、水、Tris-EDTA、リン酸緩衝液および培地である 102–106。本

研究では、バクテリアプロトプラストと微小容器を融合する実験で使用されている SP

バッファー（25 mM Tris-HCl、pH7.4、0.3 M Sucrose、5 mM ATP）を使用した 100。

生存の確認は、巨大化するかどうかで判断した。全部で 21 個の細胞に対して SP バッ

ファーを導入した結果、12 個巨大化した（図 43）。また、ゲノム DNA を水に溶かした

ものを巨大化培養液中で放出すると、DNA が析出し、フェムトチップⅡがつまったの

に対し、SP バッファーに溶かした方は、つまることなく放出できた。これらの結果か

ら、SP バッファーを DNA の溶液として使用することにした。 

 

5. 3. 4 ゲノム DNA の導入による巨大化への影響 

 E. faecalis プロトプラストの巨大化とゲノム DNA の複製が関連し、複製が停止する

と巨大化も停止することがわかったが、そのメカニズムは明らかではない。要因として、

複製したゲノム DNA が直接、細胞膜の伸張に関わっていること、あるいは、複製のシ

ステムと細胞膜合成のシステムがリンクしていることが考えられる。そこで、実際に、

宿主のゲノムや異種ゲノムを導入し、その後の巨大化の様子を観察することで、DNA

複製が巨大化に影響する要因がわかると考え、マイクロインジェクションによって、

E. faecalis 自身のゲノム DNA および 7 種の異種ゲノム DNA を E. faecalis 巨大化プロ

トプラストに導入し、その巨大化への影響を調べた。 

 マイクロインジェクションに使用したバクテリアのゲノムを表 20 および図 44 に示

した。E. faecalis 巨大化プロトプラストに同種および異種ゲノムを導入しても、大半の

細胞は巨大化を停止せず、巨大化した（図 45, 46）。このことは、E. faecalis 巨大化プロ

トプラストは、ゲノム DNA を導入されてもプロトプラストの状態で生き残ることがで

きることを意味している。次に、ゲノム DNA の導入を行っていないコントロール細胞

20 個と 8 種の異なるバクテリアのゲノム DNA をそれぞれ導入した細胞 126 個の合計

146 細胞の細胞直径の増減パターンをクラスター解析したところ、大きく 3 つのクラス

ターに分かれた（図 47）。そこで、3 つのクラスターの細胞直径の増減パターンの特徴
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を調べた（図 48）。18 細胞からなるクラスター1 は、巨大化のレベルが大きいもので構

成され、48 細胞からなるクラスター2 は、3 つのクラスターの中で巨大化レベルが小さ

いもので構成された（図 48）。20 個のコントロール細胞のうち 16 細胞を含むクラスタ

ー3 は 83 細胞から構成され、クラスター1 とクラスター2 の中間の巨大化レベルを持っ

ていた（図 48）。 

E. faecalis 自身のゲノムを導入した場合、クラスター1 とクラスター3 の数が減少し、

クラスター2 の数が増加したことより、多くの細胞において巨大化が抑制される傾向に

あることを示している。E. faecalis のプロトプラスト巨大化には、DNA 複製が必要で

あり、複製を阻害すると巨大化が抑制されることがわかっている 34,64。その際、ゲノム

DNA が直接、細胞伸張に必要である可能性が考えられたが（例：細胞膜への接着によ

る膜の安定化）、E. faecalis のゲノム導入によって細胞膜伸張は促進されなかった。この

ことは、巨大化における複製が DNA の量産ではなく、細胞膜伸張と DNA 複製が関連

しながら成立しているシステムであり、それぞれが独立に成立していないことを強く示

唆している。よって、導入ゲノムの影響として、E. faecalis のゲノムの複製システムを

阻害した可能性が高いと考えられる。 

また、E. faecalis のゲノム導入によって、急激に細胞内のゲノム DNA が増加し、巨

大化の終期の状況になった可能性もある。しかし、クラスター2 の数がゲノム導入によ

って増加する傾向は、E. faecalis とは異なる種のゲノムに対しても同様の傾向が見られ

たことから、導入したゲノム DNA が宿主のゲノムの複製システムを直接阻害すること

が考えられる。複製システムの阻害原因としては、導入したゲノム DNA が宿主のゲノ

ム DNA とハイブリダイゼーションし、細胞内にもともと存在しているインタクトなゲ

ノムの複製を妨害している場合が考えられる。また、ゲノム DNA は、孔径 0.5 µm の

フェムトチップⅡから放出されるため、細胞内に導入された時には断片化した状態であ

ることが想定される。導入ゲノムの長さによって複製および巨大化への影響が異なるか

もしれない。DNA 断片がある短さを下回ると DNA 伸長の材料として使われ、複製お

よび巨大化が促進され、ある長さを上回るとハイブリダイゼーションする領域が大きく



114 

 

なり、複製および巨大化が停止するといったことが考えられる。 

一方、ゲノム DNA の導入によって巨大化が促進される場合も見られた。コントロー

ル細胞における 15%がクラスター1 に属し、これらの細胞は、その細胞集団の平均より

も高い巨大化レベルを示している。自身のゲノムの導入によって、クラスター1 の割合

は 6%に減少し、巨大化抑制の傾向が表れている。それに対し、B. subtilis のゲノムを

導入した際、クラスター1 の割合は 26.3%と高く、巨大化が促進された細胞がある程度

存在していることを示している。この原因として、導入ゲノムが、ゲノム複製における

ヌクレオチドの供給源として使用され、E. faecalis のゲノムの複製を促進し、巨大化が

促進されたかもしれない。 

 それぞれのバクテリア DNA を導入した細胞におけるクラスターの構成をカイ 2 乗検

定およびフィッシャー正確確率検定を行ったところ、コントロールと有意に違っていた

細胞は、宿主の E. faecalis、グラム陽性の L. curvatus、B. subtilis およびグラム陰性の

E. coli と L. amnigena のゲノムを導入した 5 種であった（表 21, 図 49）。一方、コント

ロールと有意差がなかった細胞は、グラム陽性の L. lactis とグラム陰性の E. litoralis と

D. grandis のゲノムを導入した 3 種であった（表 21, 図 49）。これらのゲノム DNA は、

導入後、細胞内において DNA が凝集し、DNA としての振る舞いができなかった可能

性が考えられる。すなわち、ゲノム DNA の導入によって違いが生じたもの、および違

いが生じなかったもののいずれにもグラム陽性と陰性のものが含まれ、グラム陽性であ

る E. faecalis と進化系統の関係が影響していないという結果であった。 

 また、ゲノム DNA の GC 含量については、E. faecalis の 37.5%に対し、コントロー

ルと有意差があった L. curvatus は 42%、B. subtilis は 43.5%、E. coli は 50.8%、

L. amnigena は 52.9%であり、有意差がなかった L. lactis は 35%、E. litoralis は 65.2%、

D. grandis は 69.9%であった。先のクラスター解析より、ゲノム DNA の導入による巨

大化への影響は、巨大化が抑制される傾向であった。その要因として、大量の導入 DNA

が類似配列領域に交雑したためと考えられる。この考えに基づくと、GC 含量が大きく

異なっている場合には交雑が困難であるため、影響がでないと考えられる。しかし、E. 
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litoralis と D. grandis においてはそのことに合致しているものの、L. lactis については

それに合致していないため、巨大化抑制の機構については、１つの要因だけではない可

能性が高い。 
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5. 4 小括 

DMB で巨大化した E. faecalis および eMMB で巨大化した L. amnigena スフェロ／

プロトプラストは、マイクロインジェクション可能であった。どちらの細胞も BFP 溶

液の導入により、液胞内は青色に染まらなかったことから、液胞膜は、物質選択機能を

有していることが示唆された。一方、E. faecalis と L. amnigena の細胞膜の特徴は異な

っていた。L. amnigena では、液を放出しながらフェムトチップⅡを細胞膜に近づける

と、膜が細胞質に陥入しエンドサイトーシスが生じた。対照的に、E. faecalis では、マ

イクロインジェクション実験中に膜の陥入やエンドサイトーシスは一度も観察されな

かった。巨大化スフェロ／プロトプラストとマイクロインジェクションは、膜の性状に

ついて調べる新しい方法として使える。 

E. faecalis 巨大化プロトプラストに 8 種類のバクテリアのゲノム DNA をそれぞれ導

入し、合計 126 細胞の巨大化への影響を調べ、バクテリア細胞はゲノム DNA を導入さ

れてもプロトプラストの状態で生き残ることができることを示した。一方、ゲノム DNA

導入後の巨大化パターンは、3 つのタイプに分かれた。E. faecalis 自身のゲノムを導入

した場合、巨大化のレベルが小さいグループの数が増加し、多くの細胞において巨大化

が抑制された。このことから、E. faecalis プロトプラストの巨大化とゲノム DNA の複

製が関連している要因は、複製したゲノム DNA が直接、細胞膜の伸張に関わっている

のではなく、複製のシステムと細胞膜合成のシステムがリンクしていることが示唆され

た。 

巨大化抑制の傾向は、E. faecalis とは異なる種のゲノムに対しても見られ、導入した

ゲノム DNA が宿主のゲノムの複製システムを直接阻害することが考えられる。複製シ

ステムの阻害原因としては、導入したゲノム DNA が宿主のゲノム DNA とハイブリダ

イゼーションし、細胞内にもともと存在しているインタクトなゲノムの複製を妨害して

いる場合が考えられる。他方、巨大化に影響を与えなかったゲノム DNA もあった。こ

れらのゲノム DNA は、導入後、細胞内において DNA が凝集し、DNA としての振る

舞いができなかった可能性が考えられる。また、影響を与えたゲノムからは遺伝子発現
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が生じ、影響を与えなかったゲノムからは遺伝子発現が生じていない可能性があるため、

導入ゲノムの遺伝子発現や細胞内動態についてはさらなる研究が必要である。 

また、8 種類のバクテリアのゲノム DNA の導入により、ゲノム DNA の導入によっ

て違いが生じたもの、および違いが生じなかったもののいずれにもグラム陽性と陰性の

ものが含まれ、グラム陽性である E. faecalis と進化系統の関係が影響していないことが

示された。ゲノム DNA は、孔径 0.5 µm のフェムトチップⅡから放出したため、細胞

内に導入された時には断片化され、ゲノムＤＮＡとして認識されていない可能性もある。

環状のインタクトなゲノム DNA を導入すると、ゲノム DNA として認識され、進化系

統の関係が複製および巨大化に大きく影響してくるかもしれない。 
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第 6 章 総括 

 

 本研究では、通常は数 µm のサイズのバクテリア細胞をマイクロインジェクションが

可能な 15～20 µm サイズに巨大化させ、その巨大細胞へのマイクロインジェクション

方法を確立し、遺伝子操作ができないバクテリアへの形質転換を可能とした。 

 第 2 章から第 4 章にかけて、巨大化に影響を与える因子は、浸透圧、金属塩、液胞お

よび DNA 複製阻害剤であることを明らかにした。金属塩の組成は、細胞膜の伸張およ

び強度に影響し、その影響は、進化的に近縁なバクテリア間で似ている可能性を示した。

一方、金属塩が巨大化に必要な理由、および細胞膜の伸張を活性化する機構は明らかで

はない。また、スフェロ／プロトプラストは細胞分裂を伴わない DNA 複製を行い、

DNA 複製は巨大化に必要であることが示されたが、巨大化の進行には限界があり、巨

大化と複製を活発に行う期間、停止期間そして細胞崩壊へと段階があることもわかった。

さらに、E. faecalis において、DNA 複製阻害剤であるノボビオシンを添加すると巨大

化および液胞形成が停止し、ノボビオシンを除去するとどちらも再開し、スフェロ／プ

ロトプラスト巨大化において、DNA 複製は細胞膜の生合成と関連していることが明ら

かとなった。スフェロ／プロトプラストが巨大化する過程は、通常のバクテリア細胞が

細胞周期に従って分裂するように、巨大化周期が存在するかもしれない。 

第 5 章では、バクテリアの巨大化スフェロ／プロトプラストは、マイクロインジェク

ション実験が可能であること示した。L. amnigena では、eMMB で巨大化したスフェロ

プラスト、E. faecalis では、DMB で巨大化したプロトプラストに対し、マイクロイン

ジェクションが可能であった。このように、マイクロインジェクションに適した巨大化

スフェロ／プロトプラストを作製する培地はバクテリア種によって異なっていた。また、

マイクロインジェクション可能な細胞は、細胞質に液胞を形成するため、液胞が導入の

妨げになると考えていた。しかし、実際に操作してみると、液胞は微小ガラス管が刺さ

りにくく、特に問題なかった。 

この方法によって E. faecalis 巨大化プロトプラストに 8 種類のバクテリアのゲノム
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DNA をそれぞれ導入し、合計 126 細胞の巨大化への影響を調べ、短時間・低労力で長

鎖 DNA の導入が可能であることを示した。巨大化に影響を与えたゲノムは、宿主細胞

と進化系統の関係が影響しておらず、また、ゲノム DNA の導入による巨大化への影響

は、巨大化が抑制される傾向であった。その要因として、大量の導入 DNA が類似配列

領域に交雑したためと考えられるが、これを確かめるためには導入ゲノムの細胞内動態

を調べる必要がある。また、影響を与えたゲノムからは遺伝子発現が生じ、影響を与え

なかったゲノムからは遺伝子発現が生じていない可能性があるため、導入ゲノムからの

転写の有無を調べる必要がある。 

しかし、巨大細胞のままの研究では、転写や翻訳を始めとしたすべての実験を 1 細胞

レベルで行う必要があり、難易度が高い。そのため、異種ゲノムを導入した巨大細胞を

脱巨大化して分裂増殖できる細胞へ戻す研究が重要になると考えている。もし、巨大細

胞が分裂増殖できる細胞に戻ることができれば、デザインしたゲノムを搭載したバクテ

リアの創出およびデザインしたゲノムの検証を次々と行うことができる。遺伝子工学で

は、個々の遺伝子の導入であったが、ゲノムレベルになるとそこに搭載されているシス

テムそのものを導入することになるため、そのシステムが宿主細胞において発現し、機

能するかどうかわからない。この方法は、宿主細胞における導入ゲノムの機能の検証を

可能とするため、将来的に、期待する機能をもつバクテリアの創出を実現可能なものに

するだろう。 
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