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研究成果の概要（和文）：　本研究では、微生物から分泌されたベシクルの標的指向性を解明するとともに、標
的の微生物細胞へ物質を運搬するツールとしてベシクルを利用法できるようその技術基盤を構築することを目的
とした。Enterobacteriaceae科に属する細菌のベシクルは、同属の細菌に選択的に取り込まれる事が示された。
当細菌におけるベシクルの特異的結合メカニズムを解析したところ、ベシクルと細菌間での低い静電的反発力が
示された。さらに、ベシクルに抗生物質を保持させることにより、特定の細菌に対してのみ殺菌効果を示した。
以上の結果から、標的細胞に物質を送達するツールとしてのベシクルの有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：　In this study, the specificity of the membrane vesicle (MV)-cell 
interactions was investigated and the potential of MVs to target bacterial cells for delivery was 
evaluated. MVs derived from the enterobacterium specifically interacted with cells of the parent 
strain, but interacted less specifically with the other species tested in this study. The specific 
interaction of MVs with bacterial cells was explained in terms of interaction energy. Moreover, the 
specific interaction enabled the use of antibiotic-associated MVs to effectively kill target 
bacterial species. Altogether, this study provides the evidence that MVs selectively interact with 
target bacterial cells and offer a new avenue for controlling specific bacterial species using 
bacterial MVs in microbial communities.

研究分野：微生物工学
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１．研究開始当初の背景 
 細菌・古細菌を含めた多くの微生物細胞は
細胞外にナノ粒子であるベシクルを分泌す
る。ベシクルは微生物由来のリン脂質二重層
とタンパクから構成される直径 20 ~ 200 nm
の生体膜小胞であり、DNA、タンパク、低分
子化合物等のシグナル物質が高濃度に含有
されている。そして離れた微生物細胞に物質
を運搬する微生物間情報伝達ツールとして
機能している。 
 ベシクルの分泌に関しては世界中でその
機構解明が行われてきたが、細胞への融合機
構に関して、ほとんど研究が行われていない。
申請者らはこれまでに代表的な 40 細菌株を
対象に、細菌から分泌されたベシクルの微生
物細胞吸着性を解析した。その中で、腸内細
菌科細菌 Buttiauxella agrestis CUETM77167株
は他の微生物細胞に比べて、自身の細胞に高
い吸着性を示す事を見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、微生物分泌性ベシクルの特徴
的な性質を用いて、多数の微生物種が混在す
る複合微生物系において標的の微生物種の
みを制御可能な新規技術の基盤を構築する。
具体的には、自身の細胞へ特異的融合を示す
ベシクルを分泌する腸内細菌 B. agrestis 
CUETM77167株をモデル細菌として用い、そ
の種特異的融合の決定要因を特定するとと
もに、ベシクルに抗生物質を保持させ複合微
生物系内の標的微生物細胞のみを殺菌する
新規技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）微生物の培養 
 各細菌の培養には TSB培地を用いた。 
（２）ベシクルの抽出と精製 
 微生物培養液を遠心した後、その上清をフ
ィルター滅菌し、超遠心することによりベシ
クルを回収した。また、iodixanolを用いた密
度勾配遠心によりベシクルの精製を行った。 
（３）ベシクルの細胞結合度測定 
 ベシクルを膜脂質染色試薬 FM4-64 で染色
し、洗浄したベシクルを各微生物細胞と反応
させた。微生物細胞を洗浄し、プレートリー
ダーで FM4-64 蛍光強度を測定することによ
り細胞に結合したベシクル量を評価した。 
（４）ベシクルの細胞結合の観察 
 蛍光試薬 fluorescein isothiocyanate (FITC)で
標識したベシクルを細胞と反応させ、添加し
たベシクルを FITC 抗体により金コロイド標
識し、透過電子顕微鏡で観察した。 
（５）粒子の物理化学的解析 
 細胞とベシクルの粒子径ならびにゼータ
電位を、Zetasizer Nano ZS を用いて解析した。
また、粒子間の全相互作用エネルギーを
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) 
理論に基づいて算出した。 
（６）ベシクルを介した抗生物質伝達 
 ゲンタマイシン保持型ベシクル (g-MVs) 

を各細菌に反応させ、各々の生育阻害を調べ
る事によりベシクルを介した抗生物質伝達
能を評価した。CUETM77-167 および E. coli 
DH5αを 1:1で混合した懸濁液に g-MVsを反
応させ、ベシクルの細胞選択的な物質運搬能
も検証した。 
 
４．研究成果 
（１）ベシクルの種特異的細胞結合 
 ベシクルと細胞間における結合面での相
互作用を解析するために、蛍光色素 FITC で
ラベルしたベシクルを細胞に反応させ、FITC
を標識する免疫電子顕微鏡法により観察を
行った。その結果、細胞への融合過程と見ら
れるベシクルが金コロイドで標識されたこ
とから（図 1）、CUETM77-167 株のベシクル
は細胞に結合するだけでなく内包物質を運
搬している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 FITC標識したCUETM77-167株由来のベシ
クルと CUETM77-167細菌との相互作用の金コロ
イド標識免疫電子顕微鏡写真。▲は金コロイドを
示す。スケールバー:100 nm。 
 
（２）細胞とベシクルの静電的相互作用 
 細胞-ベシクル間における特異的結合の要
因を解析するにあたり、粒子間の静電相互作
用の影響を評価した。DLVO理論に基づくと、
二粒子間の凝集と分散は静電的反発力とフ
ァンデルワールス力の和で表される。B. 
agrestis が分泌するベシクルおよび数種の微
生物細胞の粒子径・ゼータ電位を測定し、二
粒子間における全相互作用エネルギーを
DLVO 理論に基づき計算したところ、B. 
agrestis 細胞に対する極大エネルギーが著し
く低かった（図２）。以上の結果から、B. 
agrestisにおける特異的なベシクル−細胞結合
の要因の一つとして静電的相互作用が示さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ CUETM77-167 株由来のベシクルと各細菌



との相互作用エネルギー。C. g., Corynebacterium 
glutamicum AJ2247; M. l., Micrococcus luteus 
JCM 1464; B. s., Bacillus subtilis C1; F. j., 
Flavobacterium johnsoniae JCM 8514; R. h., 
Rhizobium halotolerans JCM 17536; R. s., R. soli 
DS-42; H. p., Hydrogenophaga pseudoflava GA3; 
B. a., Buttiauxella agrestis CUETM77-167; E. c., 
Escherichia coli MG1655; E. p., Erwinia persicina 
HK204; P. ae., Pseudomonas aeruginosa PAO1; P. 
al., P. alcaligenes JCM 20561。 
 
（３）Buttiauxella 属細菌におけるベシクル-
細胞相互作用 
 ベシクルと細菌の特異的結合が、他の
Buttiauxella 属細菌にも見られるか検証した。
その結果、本研究で用いた全ての Buttiauxella
属細菌で大腸菌に比べて高いベシクル取り
込み能が観察された。また、DLVO理論に基
づく静電相互作用が低くない細菌種におい
ても高い結合度が見られたことから（図３）、
静電的反発力以外の要因もベシクル-細胞結
合に関与している可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 各細菌における CUETM77-167株由来のベ
シクルの取り込み量と相互作用エネルギー。 
 
（４）ベシクルを介した選択的殺菌効果 
 CUETM77-167 株由来のベシクルにおける
細胞選択的な物質運搬がドラッグデリバリ
ーに適用可能か検証するために、g-MVsによ
る各細菌の殺菌効果を比較した。その結果、
CUETM77-167 株は大腸菌や緑膿菌に比べて
g-MVsによる高い殺菌効果が確認された。ま
た、CUETM77-167 株と大腸菌 DH5α 株の混
合懸濁液において、両者の抗生物質最小生育
阻止濃度に差異は見られないかも関わらず、
g-MVsは CUETM77-167株に対して選択的な
殺菌効果を示した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ B. agrestis CUETM77-167 株と E.coli 
DH5株の混合液におけるゲンタマイシン保持型
ベシクル(g-MVs) による殺菌効果。 
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