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研究成果の概要（和文）：化合物の生産分野においては、“高生産性細菌株”の樹立は極めて重要である。現
在、細菌の高生産性株は従来の形質転換技術に大きく依存してきたが従来法は、限定された細菌種にしか応用で
きない、低い導入率、かつ煩雑であることが問題視されてきた。本研究は、これらの課題を解決できる膜透過性
ペプチド（CPP）を用いた新規形質転換技術の開発に挑戦した。その結果、CPPは多様多種な細菌に対して高効率
導入可能であることが確認され、従来の形質転換手法と並ぶあるいは超えるような手法に発展可能と大いに期待
できると示唆された。今後、CPPの応用を形質転換しにくい細菌あるいは新規の細菌に適応可能な形質転換技術
に発展したい。

研究成果の概要（英文）：The establishment of highly efficient “bacterial factories” to produce 
important compounds is crucial for industry and pharmaceutics. Nevertheless, we are still highly 
dependent on conventional transformation methods that are tedious, hindered by strain specificity 
and low transformation efficiencies to establish these strains. In this work, we proposed the use of
 cell-penetrating peptides (CPP) as an alternative approach to overcome these difficulties. From our
 results, we showed that CPP can be employed against diverse bacterial strains with high permeation 
efficiency and can be used for characterization and evaluation of proteins in vivo. We hope to 
further optimize the application of CPPs, working towards the transformation and manipulation of 
novel and hard-to-transform bacterial strains. 

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌は様々な有用化合物を産生し、これらの化合物は原料として産業あるいは医療分野により、我々が使用する
日常用品や薬などの生産に繋がる。そこでこれらの商品のデマンドを満たすためにそして新たな商品を提供する
ためにはその原料の供給・生産の向上が必要不可欠である。現在、細菌を遺伝的に操作し有用化合物の産生を向
上させる技術は開発されているが、これらの技術は限定された細菌種にしか応用できない、低い導入率、かつ煩
雑であることが課題となっている。本研究はこれらの課題を解決できるかつ細菌の能力を最大限に活かす新たな
アプローチとして膜透過性ペプチドの利用の検証し、またその可能性を証明した。
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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 

 
細菌は多様多種であり、そして産業にとって多くの有用性化合物を産生できる能力を持つことから、

新規および高品質の物質の生産において重要な資源として大きく注目されている。また、より高効率に

目的の物質の生産を向上するには、“高生産性細菌株”の樹立が極めて重要である。しかし、現在、多
くの“高生産性細菌株”の樹立は主にエレクトロポレーション、接合伝達、コンジュゲーションといった従
来の形質転換技術に大きく依存してきたため、産業で応用可能な細菌種は複数のみに限定されてしま

う。つまり、より多くの細菌種、そしてより簡便に“高生産性細菌株”を樹立できる技術があれば、物質生
産の分野に革命的な影響をもたらすと期待できる。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景を踏まえて、本研究は、１）細菌種を問わない、２）高い導入効率、かつ３）簡便であると

いった 3要素を満たす革命的な形質転換技術の開発に挑戦した。また、CPP-DNA重合体の合成技術
を確立し、高生産性細菌株の作成を試みると計画した。上記の３要素全てを満たす技術を開発するに

は研究実施等は膜透過性ペプチド（CPP）に着目した。CPP は３０以下のカチオン性および疎水性アミノ
酸残基を組み合わさったものからなり、膜タンパク質などを介さずに、多くの細菌が持つ脂質二重膜を

自然に透過できるペプチドである。要するに、CPPは原理的にほとんどの細菌種に対して利用可能であ
り、最も問題とされている様々な細菌への応用性の問題を解決できる。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 多様多種な細菌に対するCPPの導入評価 
初めに、多様多種な細菌対して、CPPの汎用性を証明するために系統的に離れた細菌種を選定し

CPPの導入を行った。本研究では、アエロモナス科から1菌種、コマモナス科から３菌種、腸内細菌科か
ら１１菌種、モラクセラ科から２菌種、スフィンゴモナス科から２菌種、シュードモナス科から２菌種、キサン

トバクター科から１菌種、キサントモナス科から３菌種、シアノバクテリア属から１菌種に加え、形質転換

が難しいパエニバシラス科から１菌種、合計２８菌種に対して評価した。また、CPPは両親媒性やカチオ
ン性のものを２２種類の合成を行い細菌への導入を試みた。 
 
（２） CPPを用いたパエニバシラス科およびシアノバクテリア属の細菌に対するタンパク質の機能解明 
パエニバシラス科やシアノバクテリア属には産業および医療分野において有用化合物を産生できる

多くの細菌種が属している。特にパエニバシラス科の細菌に関しては、今まで多くの菌種は発見されて

いるが、従来の技術により形質転換に成功しているのは１種に限る。本研究では、これらの科・属に属す

る、Paenibacillus sp. YYML68およびSynechocystis sp. PCC6803株に対してCPP-ペプチド核酸（PNA）の
重合体（CPP-PNA）を利用し、細胞内のタンパク質の機能解明の可否を行った。 
 
（３） CPP-DNA重合体の合成 
さらに、高生産性細菌株の樹立の新規技術の開発に向けてCPP-DNAの重合体の合成を試みた。

本研究ではCPP-DNA重合体の合成はジスルフィド結合による合成法を利用した。 
 
４．研究成果 
 
（１） CPPを利用した新たな形質転換アプローチとしての可能性 

CPPを利用した新たな形質転換アプローチとして証明するためには、多様多種な細菌に対して導入
評価実験を行う必要がある。そこで、上記に記載した系統的に離れた２８菌種に対して 1種類の CPP を
導入した結果、一部の細菌種においては８０％以上の導入効率が観察されたものの、一部の細菌種に

おいては、５０％以下の導入効率あるいは CPP の導入が認められなかった。他の CPP を利用した際に
も同様な結果が得られた。この結果より CPP の導入は細菌種によって異なることが示唆され、CPP の導
入は細菌の膜の組成との関連性があると考察した。この考察をもとに、様々なアミノ酸残基からなる CPP、
計２２種類を合成し、再度上記の細菌種に導入を行った。その結果、CPP の種類を使い分けることでほ
とんどの細菌種への導入を６０％以上の高い導入効率が認められた。特に導入しにくいパエニバシラス

科に属する菌に関しては、本研究で合成した CPP は８０％以上の導入効率も確認できた。なお、これら
の細菌中、アエロモナス科に属する Aeromonas salmonicida 株のみにおいては CPP の導入効率は２
０％程度であった。A. salmonicida株の膜組成を調査したところ、この細菌は特殊な膜構造を有し、古細



 

 

菌と似た構造、S レイヤーを持つことがわかった。本研究で合成した CPP はグラム陽性およびグラム陰
性細菌の通常の膜構造に適応できる CPP を利用したため、A. salmonicida 株への導入効率の結果に
関しては説明できた。今後、A. salomicida株のような特殊な膜組成を持つ細菌に導入可能な CPPのデ
ザインおよび合成を行う予定である。 
 
（２） CPPを用いたパエニバシラス科およびシアノバクテリア属の細菌に対するタンパク質の機能解明 
上記の成果から、CPP を利用することで、多様多種な細菌への高効率の導入を評価できたが、形質

転換技術としての可能性を証明するためには、CPP をキャリアとして、生体分子を細胞内への導入の評
価も必要である。本研究では、CPPにペプチド核酸を重合させ、細菌内でのタンパク質の機能解明を試
みた。本研究では、Paenibacillus sp. YYML68および Synechocystis sp. PCC6803株、それぞれに対し
て検証を行った。 

Paenibacillus sp. YYML68 株は大型紅藻から単離され、ポリ多糖であるカラギーナンを分解する能
力を持っている。しかし、YYML68 株からカラギーナンを分解できる酵素はまだ未解明である。そこで、
カラギーナン分解酵素をコードする候補遺伝子に対して CPP-PNA 重合体を合成し、YYML68 株に導
入し、カラギーナン分解アッセイを行った結果、これらの候補遺伝子の中から新たなカラギーナン分解

酵素の発見に繋がった。次に、Synechocystis sp. PCC6803 株では、本細菌が保有する D-乳酸デヒドロ
ゲナーゼ（Ddｈ;D-乳酸変換酵素）をターゲットとし、本酵素の翻訳制御を行った。同様に、Ddｈ酵素をコ
ードする遺伝子に対して CPP-PNA 重合体を合成し、PCC6803 株に導入した結果、Ddｈ酵素の翻訳を
制御することによる新たな現象を発見できた。 

 
（３） CPP-DNA重合体の合成 
本研究では研究項目 1)および 2)が成功したことから、新たな試みとして、高生産性細菌株の樹立を

目的として、CPP-DNA重合体の合成も行った。CPPおよび DNA をジスルフィド結合による合成法を試
して見たが、思うように目的の重合体の合成にはできなかった。 
 
上記の研究項目（１）と（２）の結果から、CPP は多様多種な細菌に対して高効率導入可能であること

が確認され、従来の形質転換手法と並ぶあるいは超えるような手法に発展可能と大いに期待できる。今

後、CPP のさらなる可能性を引き続き追求し、形質転換しにくい細菌あるいは新規の細菌に適応可能な
形質転換技術に発展する。また、本研究期間中に研究項目（３）は成功できなかったため、こちらも引き

続き CPP-DNA重合体の合成を行い、高生産性細菌株の樹立を挑戦する。 
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