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研究成果の概要（和文）：細菌は細胞外に数百ナノメートル程度のメンブレンベシクル(MV)を放出することが知
られている。MVは微生物間コミュニケーションや遺伝子の水平伝播など、細菌の生存や進化で重要な多くのプロ
セスに関与しており、宿主に対する病原性発揮にも関わっていることが報告されている。さらには、免疫誘導性
を示すことからワクチン開発にも利用されており、ガンを標的としたドラッグデリバリーシステムのプラットフ
ォームとして注目を浴びている。MVにRNAが含まれているが、その詳細な解析は行われておらず、機能や生物学
的な意義は未知であった。本研究では、MVに含まれるRNAを解析することにより、MVの新規形成機構を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Bacteria release membrane vesicles (MVs) from their cells that range in 
diameter from 40-400nm. MVs serve various functions, including the transport of virulence factors, 
DNA transfer, and bacterial communication. They are used as technical platforms for applications in 
biomedicine and nanotechnology. One of the common cargo of MVs is RNA which functions has not been 
understood in details. In order to gain insight of the RNA associated with MVs we sequenced the RNA 
isolated from MVs of several bacteria. By focusing on the accumulated mRNA in MVs, this led us to 
discover a gene that is involved in MV biogenesis. This gene encoding a cell wall degrading enzyme 
is well conserved among bacteria. We show showed that this enzyme trigger explosive cell lysis and 
bubbling cell death through which MVs are generated in Gram-negative and Gram-positive bacteria. The
 results provides new concepts in MV research.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外膜小胞は、細菌以外のほとんどの生物が産生することが明らかとなってきており、その機能や応用につい
て注目が集まっている。細菌も50年以上前からメンブレンベシクル(MV)と呼ばれる細胞外膜小胞を形成すること
が分かっていたが、その形成機構については完全に明らかになっていなかった。我々は、世界で初めて細菌間で
共通したMV形成機構を明らかにした。本研究により、MV研究と応用が一気に進むと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 

細菌は細胞外に数百ナノメートル程度のメンブレンベシクル(MV)を放出することが知られて

いる。MVは微生物間コミュニケーションや遺伝子の水平伝播など、細菌の生存や進化で重要な

多くのプロセスに関与しており、宿主に対する病原性発揮にも関わっていることが報告されて

いる。さらには、MV は免疫誘導性を示すことからワクチン開発にも利用されており、ガンを標

的としたドラッグデリバリーシステムのプラットフォームとしても注目を浴びている。MV に

RNA が含まれているが、その詳細な解析は行われておらず、機能や生物学的な意義は未知であ

った。細胞外 RNA(以下 exRNA)の研究は主に動物細胞で進んできており、exRNA が細胞外膜小胞

(エクソソーム)を介して伝達され、機能することが報告されていた。さらには、血中や尿中の

exRNA は特定の病気の診断に使えることも示されている。動物細胞で exRNA の伝達を担うエク

ソソームと、細菌が産生する MV はいずれも膜小胞であり、細胞間物質輸送を担うといった点で

非常に似っている。実際に MVに exRNA 含まれるとの報告はあったが、その中身や機能について

は解析されていなかった。さらに、こうした、RNA がどのように MVに包括されるのかについて

は、長い間疑問となっていた。既存の研究では細胞膜がたわむ(blebbing)ようにして、MV が形

成されることされていた。しかしながら、グラム陰性菌のような、細胞内膜を持つ細菌でどの

ようにして、RNA が MV に包括されるのかについて、その説明がなされないままであった。 

 

２．研究の目的 

細胞外に存在する RNA(exRNA)が細胞間で伝達されることが明らかとなってきていた。細菌に

おける exRNA はその存在すらよく分かっていない未知の分野であったため、本課題では MVに含

まれる RNA を解読し、その生物学的な意義を問うことにした。 

 

３．研究の方法 

(1)MV に付随する RNA の解析 

 細菌の上清から密度勾配遠心方法によって、MVを回収し、精製されたMVからRNAを抽出した。

必要に応じて、細胞の RNA も回収し、MVの RNA プロファイルと比較した。 

 

(2)exRNA の機能解明 

研究成果により、exRNA が MV を形成している細胞の生理状態を反映していることが明らかとな

った。そこで、それぞれの mRNA がコードされている遺伝子欠損させて、その株を解析すること

で、exRNA がもたらす情報の生物学的な意味を明らかにしていった。 

 

(3)イメージング 

MV 形成機構について、共焦点顕微鏡や電子顕微鏡を用いて解析した。 

 

４．研究成果 

MV 細胞と比較して MV に濃縮されている RNA を解析すると、ある特定の mRNA が多く含まれる

ことが明らかになった。そこからヒントを得て解析を進めたところ、緑膿菌において、MV形成

に関わるタンパク質をコードする mRNA が MV に含まれることが明らかとなった。当該タンパク

質は細胞壁の分解酵素であり、その発現によって、細胞壁を分解された細胞が破裂し、破裂し

た細胞の膜断片が再会合する形で、MV形成が行われることを明らかにした。この細胞壁分解酵



素は、通常は全細胞の 1%以下でのみ発現していおり、全細胞を対象にした通常の RNA-seq では

その発現量が平均化され、検出されづらい。しかしながら、MV を用いることで、集団中の 1%

の細胞の転写産物を濃縮し、解析できることが明らかになった。 

こうした成果を受けて解析を進めたところ、特筆すべきものとして、グラム陽性菌である枯草

菌の MV 形成機構を世界ではじめて解明した。MV 研究の多くはグラム陰性菌で行われてきてお

り、グラム陽性菌の MV 形成機構についての知見は皆無であった。前述の通り、MV に含まれる

RNA の解析により、細胞壁分解酵素に着目したところ、枯草菌において、プロファージ領域に

コードされる細胞壁分解酵素が MV形成に関わることを明らかにした。その詳細な機構を解析す

ると、細胞壁分解酵素が枯草菌の厚い細胞壁に穴をあけ、そこから細胞膜が押し出される形で

MV が形成されることが明らかとなった。この機構は細胞死を伴うことから blebbing cell death

と名付けた。本細胞壁分解酵素は多くの細菌に保存されていることから、細菌間で共通した MV

形成機構であると考えられる。 

RNA を含めた核酸がどのようにして MV に包括されるのかについて、疑問となっていたが、グ

ラム陰性菌での細胞破裂や、グラム陽性菌での blebbing cell death での研究成果によって、

その包括経路が説明できるようになった。また、従来では、blebbing 以外の、新たな MV 形成

機構を明らかにしたことで、MVにいくつかの種類があることを示すことができた。MVはこれま

で一緒くたにされて解析されることが多かったが、我々の成果は MVの多様性を明らかにし、種

類に応じてその機能も異なるこを示唆した。MV形成機構については、まだその全貌は明らかに

なっておらず引き続き解析中である。 

MV の機能について、我々は MV が細菌間コミュニケーションに関与することを明らかにしてき

たが、放出された MV が環境中に残存している細菌間コミュニケーション物質を取り込み、運搬

することも明らかにした。細菌間コミュニケーション物質は環境中に排出されると、周囲の細

菌が自由にアクセスできると思われていたが、MV によってその化合物を差し押さえることがで

きることが明らかとなり、細菌間コミュニケーションの新たなモデルを提唱した。 

以上のように本研究事業では、MVに含まれる RNA を解析することによって、MVの新奇形成機

構を明らかにした。本機構によって、blebbing とは異なるタイプの MV が形成されることを明

らかにし、MVの多様性と機能に関する新たな知見を与えた。 
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