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研究成果の概要（和文）：ゲノムにプロファージを保持している細菌では、集団全体の１％程度の割合で細胞壁
を失った細菌が出現することを我々は見出した。細菌は細胞壁を失うと、通常の細菌とは大きく異なる性質を発
揮することが考えられるが、これまでに検証されてこなかった。本申請課題では、細胞壁を失った細菌の基礎的
性状を明らかにすることを目的とした。細胞壁を失った細菌の出現頻度は低いため、培養条件の最適化を行い、
全体の90%近くの細胞が細胞壁を失って生存する培養系を構築した。このような細胞はグラム陰性菌とグラム陽
性菌の両者で出現することも明らかにし、解析の結果、一種の休眠状態になっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have found that in bacteria that harbor prophage in their genome, cell 
that lose their cell walls appear in about 1% of the entire population. Bacteria that have lost 
their cell walls may exhibit properties that are different from those of normal bacteria. Therefore,
 we aimed to characterize the basic properties of bacteria that have lost their cell walls.Although 
bacteria that have lost their cell walls occur infrequently, in this study, we optimized the culture
 conditions and established a culture system in which nearly 90% of all cells survive without cell 
walls. We also found that such cells appeared in both Gram-negative and Gram-positive bacteria. The 
analysis also suggested that the bacteria are in a kind dormant sate. 

研究分野：微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞壁を失った細胞は通常の細胞とその性質が大きく異なることが予測されるが、そのような細胞が自然界に存
在し、何らかの役割を果たしているとはこれまでにほとんど考えられてこなかった。本成果によって細胞壁を失
った細胞がグラム陰性菌および陽性菌のモデル細菌で出現することが明らかとなり、多くの細菌が環境に応じて
一種の形態分化を行うことが示唆された点で学術的な意義がある。さらに、細菌を失った細菌はある種の抗生物
質への耐性も示しており、微生物制御新たな観点もたらす。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細菌は細胞壁を失うと、通常の細菌とは異なる性質を有するために、これまで分子生物

学の実験ツールとして用いられてきた。しかしながら、こうした細胞が自然界に存在する

かどうかについては、ほとんど研究されておらずその役割も不明である。その一方で、フ

ァージをゲノム上に保持している細菌では、集団全体の1%以下の割合で「細胞壁を失った

細菌」 (以下、Rcell)が出現することを私たちは見出した。Rcellは、メンブレンベシクル

の形成において重要な役割を担っていることが分かっているが、そのほかの生物学的な意

義については不明である。また、Rcellは多くの細菌で形成される可能性があるが、これま

で見過ごされており、その存在すらほとんど知られていない。 

 

２．研究の目的 

本申請課題では、その普遍性が示唆されながらも実態が明らかになっていないRcellの基

礎的な特性を明らかにすることを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1) 使用菌株を及び培養条件 

グラム陰性菌のモデル最近として、主に Pseudomonas aeruginosa PAO1を用いた、ま

た、グラム陽性菌のモデル細菌として、枯草菌を用いた。Rcellは、ホリン-エンドリシン

をコードする遺伝子を誘導プロモーター下に繋げて発現を誘導することで、形成を促進さ

せた。形成させた Rcellが溶菌せずに残る条件を検討した。 

 

(2) Rcell の形態解析 
Rcellの性質を解析するために、蛍光試薬を用いて呼吸活性や膜透過性、ペプチドグリカ

ンの存在を観察した。また、超薄切片を作製して、その微細構造を TEMによって観察し

た。また SEM観察により、細胞の形状を観察した。 

 

(3) 抗生物質感受性 
流体デバイスを用いて、細胞を固体したまま、ライブセルイメージングを行った。抗生物

質として、ナイシンとメロペネムを用いた。 

 

４．研究成果 
 

(1) R-cell の誘導条件検討 
通常の培養条件下では、Rcellが出現する割合が、全体の 1%以下であり解析が極めて困難

となる。そこで、Rcell形成を促進できるように、ホリンおよびエンドリシンの発現を誘

導できる株を作製した。誘導株において Rcell形成が促進されることが確認された。さら

に、培養条件を最適化した結果、細胞全体の 90%以上を Rcell化させることに成功した。

Rcell形成は緑膿菌および枯草菌で確認された。 

 



(2) Rcell の形態解析 
調製した緑膿菌 Rcellの超薄切片を作製して TEM観察を行った結果、外膜を完全に失っ

てはおらずに、部分的に欠失している様子が観察された。また、内膜に関しては大きな欠

失は認められなかった。Fluorescent D-amino acid (FDAAs)である BADAを使用したと

ころ、Rcellにはペプチドグリカン層が残っていることが示された。コントロールとし

て、調製したプロトプラストには、BADAによりペプチドグリカンは検出されなかった。

Live/dead染色によって細胞の膜透過性を検証した結果、ほとんどの Rcellは PIで染色さ

れなかった。TEM観察の結果と合わせると、外膜は部分的に欠失しているものの、内膜

は完全なままであることが示された。その一方で、一部の Rcellのみ呼吸活性を有してお

り、Rcellは形状が似ていても、生理状態が異なることが示唆された。SEM観察の結果、

細胞の表面にメンブレンベシクルと思われる構造も観察され、定量的な解析からもMVを

通常の細胞よりもよく付着することが示唆された。ライブセルイメージングを行うなか

で、Rcellが最増殖する様子も観察されており、今後はその最増殖の条件を明らかにする

必要がある。 

 

(3) 抗生物質感受性 
Rcellの外膜が一部欠失している結果を受けて、外膜を有する最近には殺菌効果を示さな

いナイシンを用いて、緑膿菌 Rcellの抗生物質感受性を調べた。その結果、外膜を人工的

に除いたプロトプラストはナイシン添加後 300 min程度でほぼ全ての細胞が溶菌する様子

が見られたが、Rcell、ナイシン添加後 400 min時点でも生存が確認された。次に、細胞

壁合成阻害であるβ-lactam系の抗生物質、メロペネムを用いたところ、通常の桿菌はメ

ロペネム存在下では、緑膿菌 Rcellが球状になり 6時間程度で溶菌する様子がみられた。

一方で Rcellは、8時間時点でも多くが形態を維持している様子が見られた。このことか

ら Rcellは細胞壁合成阻害の抗生物質であるメロペネム感受性が低いことが示唆されまし

た。 
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