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研究成果の概要（和文）：本研究により、ペプチドグリカン不全により膜小胞の形成を誘発させると、膜小胞内
にはプラスミドDNAの封入効率が向上することが示された。特にグリシン添加は膜小胞形成を格段に増加させる
だけではなく、膜小胞内のプラスミドコピー数が増加した。グリシン添加は細胞膜損傷を引き起こしており、プ
ラスミドDNAの漏出や外膜-内膜小胞形成が膜小胞のDNA封入に関与していると考えられた。さらにグリシン誘導
による膜小胞は他の多くの細菌と結合能を有することが示された。以上の結果から、本研究では膜小胞内への
DNA封入メカニズムの一端を明らかにし、膜小胞の情報伝達ツールとしての開発に大きく貢献した。

研究成果の概要（英文）：The present study showed that peptidoglycan deficiency induced membrane 
vesicle (MV) formation, and that plasmid DNA amounts contained in the resultant MVs were increased. 
In particular, exposure to glycine not only markedly increased MV formation, but also increased the 
plasmid copy number within the MVs. Glycine treatment caused cell membrane damage, and it was 
considered that the leakage of plasmid DNA and the formation of outer membrane-inner membrane 
vesicles are involved in the DNA encapsulation in MVs. Furthermore, it was shown that the glycine 
induced MVs were capable of binding to various types of bacteria. From the above results, a part of 
the mechanisms of DNA encapsulation in MVs was clarified, and it will contribute greatly to the 
development MV-based gene transfer tools.

研究分野：環境微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膜小胞は、全ての微生物が分泌するとされる直径20-200 nmの細胞外小胞で、内部にはDNA、タンパク質、情報伝
達物質などが包含されている。他細胞の細胞膜に融合することから遺伝子を含む情報伝達ツールとして実際に機
能しており、この自然のメカニズムを利用した遺伝子組換えツールの開発が期待されている。しかし、融合過程
についての基礎的な研究が不足しており、ツール開発にはほど遠い状況である。本研究は、特に膜小胞の生成と
他細胞への融合について新知見を与えるものであり、今後の新規遺伝情報伝達ツールの開発に大きく貢献でき
る。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膜小胞(Membrane vesicles)は、全ての微生物が分泌するとされる直径 20-200 nmの細胞外小胞
で、内部には DNA、タンパク質、情報伝達物質などが包含されている。他の微生物細胞の細胞
膜に融合することから、遺伝子を含む情報伝達ツールとして実際に機能しているが、融合過程に
ついての基礎的な研究が不足しており遺伝子組換えツールとしての開発にはほど遠い状況であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、モデル細菌を用いて膜小胞への DNA封入や細菌への融合能を評価し、膜小胞の
遺伝子伝播に関する基礎的データを蓄積する。また、ベクターに載せた外来遺伝子の導入・発現
や破壊用遺伝子カセットを用いた遺伝子破壊等が可能かを、頻度を含めて評価する。これらを通
して、好気・嫌気両条件下での遺伝子組換えツールとしてのポテンシャルを評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）供試菌株と培養方法 
 大腸菌 Escherichia coli BW25113株とその変異株（nlpI, rseA, tolA）を用いて実験を行った。
培養には LB 培地を用いた。膜小胞内へのプラスミド封入は pUC19 を用いて検討した。また、
緑色蛍光タンパク質（GFP）を保持した膜小胞作製には、pCA24Nに目的遺伝子が挿入されたプ
ラスミドを用いた。 
（２）膜小胞抽出と定量方法 
 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、硫酸アンモニウム沈殿によりタン
パク質を濃縮した。緩衝液に懸濁した後、超遠心することにより膜小胞を回収した。膜小胞の定
量には、脂質二重膜染色試薬 FM4-64を用いた。また、膜小胞の個数計測にはナノ粒子トラッキ
ング解析を用いた。 
（３）DNAの定量 
 培養上清中の DNA濃度は PicoGreen を用いて定量した。また、膜小胞外部の DNAを DNase
により分解し、その内部のプラスミド濃度をリアルタイム PCRにより定量した。 
（４）透過電子顕微鏡観察 
 膜小胞はモリブデン酸によりネガティブ染色した後、透過型電子顕微鏡により観察した。また
細菌の膜小胞形成は、急速凍結レプリカ電子顕微鏡法により観察した。 
（５）膜小胞の細菌との相互作用解析 
 GFP を含有する膜小胞の形成には pCA24N 系プラスミドを保持する大腸菌株を使用した。細
菌と膜小胞との相互作用解析にはフローサイトメトリーを使用した。 
 
４．研究成果 
（１）膜小胞過剰形成株における膜小胞への DNA封入 
 これまでに、大腸菌ではnlpI, rseA, tolAの変異株で
膜小胞形成量が向上することが明らかとなっている 1。そ
こで野生株と変異株にプラスミド pUC19 を導入し、各変
異株で形成される膜小胞と細胞外 DNAの放出との関係を
解析した。細胞外 DNA量を測定したところ、野生株に比
べてnlpI 株で細胞外 DNA の増加がみられ、膜小胞を除
去するとその濃度は半減した。そこで各培養液から膜小胞
を抽出し、その内部に存在するプラスミド濃度を定量的
PCRにより測定した。その結果、nlpI株由来の膜小胞に
おけるプラスミドコピー数は他の膜小胞に比べて増加し
ていた（図 1）。一方、細菌のプラスミドコピー数には顕
著な差異は見られなかったことから、nlpI株では膜小胞
内への DNAが効率封入されることが示された。 
 
（２）ペプチドグリカン欠陥による膜小胞への DNA移行 
 nlpI 株ではペプチドグリカン分解が進み膜小胞形成量が向上
することが報告されている 2。一方、グリシン存在下ではペプチ
ドグリカン合成が阻害されるだけではなく 3、膜小胞形成が促進
することが近年明らかとなっている 4。そこでグリシン添加によ
り、プラスミド封入膜小胞の形成量を増加させることが可能かを
検証した。1%グリシン存在により、膜小胞形成は 30倍以上に増
加した。また、培養上清中の DNA 濃度を測定したところ、菌体
あたりの細胞外 DNA量もグリシン添加により増加した。さらに、
膜小胞を抽出して膜小胞内外の DNA量を算出したところ、グリ
シン添加により膜小胞内部の DNA 比率が高まることが示され
た。膜小胞内部のプラスミド濃度を定量的 PCR により測定した
ところ、グリシン添加によりプラスミドコピー数が顕著に増加し

図1．大腸菌野生株および変異株由来の
膜小胞内におけるプラスミドコピー数 

図 2．グリシン添加による膜
小胞内プラスミドコピー数
の変化 



た（図 2）。 
 
（３）グリシンによる細胞膜損傷 
 グリシン添加によりプラスミド含有膜小胞の形成が向上した要因を明らかにするために、グ
リシン添加による生育の影響を評価した。その結果、定常期初期あたりから濁度の低下が観察さ
れた。定常期における細菌を位相差顕微鏡で観察したところ、グリシンを添加した場合では溶菌
が起こっていた。そこで対数増殖期における細菌の生死を LIVE/DEADで解析したところ、30%
近くは死菌あるいは細胞膜損傷を起こしていることが示された。 
 
（４）グリシン存在下における膜小胞形成観察 
 形成された膜小胞を透過型電子顕微鏡により
観察したところ、グリシンを添加した培養液か
ら抽出した膜小胞サンプル内では、リン脂質二
重層である細胞膜が二重となっている膜小胞が
観察された（図 3）。さらに膜小胞形成過程を急
速凍結レプリカ電子顕微鏡法により解析したと
ころ、内膜および細胞質成分を含んだ外膜－内
膜小胞(Outer-inner membrane vesicles)を形成し
ている様子がグリシン添加系で観察された（図
4）。以上の結果から、グリシンを添加すること
で細胞膜の損傷が起こり、細胞内の DNA の漏
出や外膜-内膜小胞の形成によってプラスミド
DNAが膜小胞内に封入されると考えられた。 
 
（５）グリシン存在下による膜小胞の細菌との相互作用 
 グリシン存在下で大腸菌から形成された膜小胞
が情報伝達ツールとして機能するかを検証するた
めに、GFP含有膜小胞を形成させた。外膜タンパク
質 OmpW との融合タンパク質として発現させるだ
けではなく、細胞質タンパク LacAとの融合タンパ
ク質であってもグリシン誘導膜小胞に含まれるこ
とが示された。また、LacA-GFP を含有する大腸菌
膜小胞を多種多様なモデル細菌と反応させ、膜小胞
と細菌との相互作用をフローサイトメトリーで解
析した。その結果、多くの細菌に GFP 含有膜小胞
が結合することが示され、グリシン誘導膜小胞にお
ける遺伝子送達媒体としてのポテンシャルが示唆
された。 
 
（６）総括 
 本研究により、ペプチドグリカン不全により膜小胞の形成を誘発させると、膜小胞内にはプラ
スミド DNAの封入効率が向上することが示された。特にグリシン添加は膜小胞形成を格段に増
加させるだけではなく、膜小胞内のプラスミドコピー数が増加した。グリシン添加は細胞膜損傷
を引き起こしており、プラスミド DNAの漏出や外膜-内膜小胞形成が膜小胞の DNA封入に関与
していると考えられた。さらにグリシン誘導による膜小胞は他の細菌細胞との結合能を有する
ことが示された。以上の結果から、本研究では膜小胞内への DNA封入メカニズムの一端を明ら
かにし、膜小胞の情報伝達ツールとしての開発に大きく貢献した。 
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図 3．グリシン添加
系における二重膜小
胞の透過電子顕微鏡
観察（矢印は細胞膜
を示す） 

図 4．グリシン添加系に
おける膜小胞形成の急
速凍結レプリカ電子顕
微鏡観察（矢印は外膜－
内膜小胞の形成を示す） 

図 5．LacA-GFP を含有する大腸菌膜小胞と枯草
菌との相互作用 
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