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１． 研究のねらい 

本研究はマイクロデバイス中でバクテリアを再構成する技術開発を行う。 

バクテリアを自由に再構成できるようになれば、バクテリアと言う生命システムが、個々の細胞

機能を統合し、どのように生物と呼べる状態を作り上げているかを理解できるかもしれない。そこ

で私は、マイクロデバイス中でバクテリアを再構成する方法を開発する。バクテリアを再構成する

にあたり、バクテリアそのものを一度破壊し、その破砕液を用いてバクテリアを再生させることを

試みる。この方法だと、直前まで生きていたバクテリアの構成成分が全て残っているという利点

がある。しかしながら、この破砕液をリポソームなどに閉じこめたとしても、そこからバクテリアが

再生することはない。この原因として、細胞質タンパク質濃度の低下と細胞膜状態の喪失という

2 つの状態変化が原因ではないかと考えた。そこで、これら 2 つの状態を保ちつつ、バクテリアを

破砕する方法を考案した。すなわち、バクテリアの中身を微小な容器の中に放出させ、その容器

内でゲノムなどの分子と混合し、再び脂質二重膜（細胞膜）に覆われた状態の細胞を生み出す

方法である。そこで、その容器をマイクロ加工によって作成する。その形状は、マイクロ流路内に

設置された数マイクロメートルの大きさの容器で、脂質二重膜によってフタができるようになって

いる。この脂質二重膜にバクテリアプロトプラストを融合させ、バクテリアの細胞質成分を容器内

へ放出させる。また、同時にバクテリア膜成分も脂質二重膜に導入される。こうすると、バクテリ

アの構成成分すべてが容器内に保持されることになる。この状態で、容器内の酵素活性や、

ATP の生産レベル、脂質二重膜を介した物質取り込み活性を指標にして、容器内での生命活動

がどの程度安定であるかを調べる。さらに、GFP を発現するプラスミドと一緒に容器内に閉じ込

め、容器内での遺伝子発現についても検討する。また、容器や流路の形状に関しても検討を行

う。ここでできあがったチャンバーとバクテリアプロトプラストの融合物（Hybrid cell）はバクテリア

の構成成分をすべて内包している。つまり、細胞の条件をすべて備えたチャンバーである。この

チャンバーが培養によって、分裂し増殖するかを確認する。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

研究の結果、微小チャンバーアレイに脂質二重膜を作成する方法の開発に成功した

（ALBiC）。さらに、大腸菌のプロトプラストと、ALBiC の融合にも成功した。また、この状態で培

養を継続すると融合細胞が成長して体積を増加させ、分裂するような現象も確認できた。この

ことから、微小チャンバー内でのバクテリアの再成が可能であることを強く示唆している。ま

た、チャンバー内にあらかじめβ-galactosidase をコードしたプラスミドを導入し、大腸菌を融合

させたところ、プラスミドからのタンパク質発現が確認できた。また、その酵素活性から合成さ

れた酵素分子の数を見積もったところ、数十分子の酵素が合成されていることが分かった。こ



 

れらの結果は、バクテリアがマイクロデバイスと融合しているという状態においても、生合成活

性を維持できるということを示している。 

 

（２）詳細 

①バクテリア再構成のためのデバイス開発（達成）（増

額あり） 

デバイスの形状や材質に関して検討を行った。デバイ

ス上面を覆うフッ素樹脂の材質に関して、検討を行った

ところ、488nm の励起光で自家蛍光が発生することが

分かった。そのため、本樹脂の開発企業と自家蛍光に

関して検討を行ったところ、樹脂に含まれるシラノール

基が原因であることが分かった。そのため、それを含ま

ないフッ素樹脂に変えたところ、自家蛍光が大幅に減

少し、解析をより精度高く行うことができるようになっ

た。一方、デバイスの形状に関しては、直径 5μm 以下

のチャンバーで、直径が安定しないという問題点があっ

た。これは、フォトマスクにパターンされた円形が光の

干渉パターンを生むため、パターンの大きさより大きく

露光され、形状が安定しないことが原因であった。そこ

で、露光機に水銀用の g 線フィルターを導入し、露光時

間 7 秒で直径 3μm や 4μm のデバイスを安定して作成

できるようになった。また、微小容器に脂質二重膜でフ

タをする方法の開発に取り組んだ。微小容器上に脂質

二重膜を作成する方法は、従来より知られている張り

合わせ法を転用し、微小容器デバイス上を buffer、脂

質を溶かした溶媒、培地の順に流すことで作成した。こ

の作成された脂質膜でフタをされた微小容器を ALBiC

（Arrayed Lipid Bilayer Chamber）と名付けた（図 1）。さ

らに、本チャンバーの脂質膜が膜タンパク質を再構成

して機能するかを確認した。具体的には、αヘモライシ

ンを ALBiC 上に再構成し､ポア形成がおきればチャン

バー内部の蛍光色素が漏出して蛍光強度の減少が生

じる。その結果、全てのチャンバーにおいて蛍光強度の減少が確認できたため、ALBiC の脂

質二重膜は膜タンパク質を再構成して機能を発揮できることが分かった。（論文 1 参照） 

 

②融合のためのバクテリア調製と ALBiC との融合（達成） 

 
図 1 ALBiC 概略 

 
図 2 巨大化大腸菌 

 
図 3 ALBiC と巨大化大腸菌の融合 

巨大化大腸菌は GFP を発現しており、ALBiC 中には､

蛍光色素（赤）を封入している。下段の図は上段の

白線部分での Z セクション。融合によって、緑と赤

が混ざり、黄色に変化している。 

 
図 4 融合したチャンバーからのリポソーム様細胞

の出芽 

矢印部分が出芽してくるリポソーム様細胞。 

 



 

ALBiC に融合させる大腸菌の調製を行った。大腸菌

は、グラムネガティブ細菌であるため、ALBiC の脂質二

重膜と融合させるためには、外膜とペプチドグリカン層

を取り除く必要がある。また、ALBiC の容量も 20fL と大

腸菌 1 匹の容量（0.6ｆL）と比較しても 40 倍程度大きく、

大腸菌細胞質のタンパク質濃度低下が起きてしまう。

そこで、細胞壁合成阻害剤（アンピシリン）存在下で大

腸菌を培養し、巨大化させることで、この問題を解決す

ることとした。リゾチーム処理により、細胞壁を取り除い

た大腸菌をアンピシリン存在下で培養すると、容易に

直径 10μm 程度に巨大化する（図 2）。一方この巨大化

大腸菌は通常の大腸菌と同様に分裂･増殖が可能か

分からない。そこでこの巨大化大腸菌が元の大腸菌に

戻れるのかを顕微鏡下で、観察を行い検証を行った。

すると、球形の巨大が大腸菌から角状の菌が生えて大

腸菌のような桿菌に戻ることが分かった。さらにこの菌

を回収し、プレート上でコロニー形成を行ったところ、コ

ロニーを観察することができた。このことから、巨大化

大腸菌は元の大腸菌に戻り分裂増殖ができる生きた

システムであることが分かった。次に ALBiC と巨大化

大腸菌を融合させる実験を行った。図 3 は実際の実験

の顕微鏡画像である。巨大化大腸菌は、GFP を発現さ

せているため、緑色の蛍光を発している。また、ALBiC

内部には、赤色の蛍光色素を導入している。このた

め、融合が生じると、その 2 色がマージされ黄色に見え

る。黄色に見える容器が見られることや、Z 方向の断面図でも容器内に 2 色が均一に分布し

ていることから、ALBiC と巨大化大腸菌の融合が生じていることが分かる。 

 

③融合細胞からの再生と分裂（ほぼ達成） 

大腸菌と融合した ALBiC（融合細胞）の観察を継続すると、多くはないが図 4 に示すような、容

器から飛び出して分裂するような現象が見られた。これは、融合細胞が大腸菌へ再生するこ

とを強く示唆している。 

 

④融合細胞の状態計測（ほぼ達成） 

融合細胞のタンパク質合成を GFP の蛍光強度を指標にして計測し、ATP のような化合物を

ALBiC 内にあらかじめ導入することや、初期タンパク質濃度が高いほど、よりタンパク質合成

能が高くなることを見いたした（図 5）。また、融合細胞内の ATP 濃度状態やタンパク質濃度

（論文 2）、膜電位などを計測するシステムの立ち上げに取り組み、ATP 濃度状態や膜電位の

計測はほぼ可能となった。 

 

 
図 5 ALBiC 内の buffer 条件変化による、GFP 合成速

度分布の変化 

横軸は融合直後のチャンバー蛍光強度、縦軸は蛍光強

度変化の傾き。各点は融合したチャンバー1 つに対応

する。ATP の添加によって、GFP 合成速度が増加する

チャンバーが増える。 

 
図 6 ALBiC 内に閉じこめた DNA からの GFP 発現 

a:ALBiC 蛍光画像。時間とともに蛍光が増加する。b:

各チャンバーの蛍光強度変化。プラスミドを入れたも

ののみ融合後に蛍光強度が上昇する。 

 



 

⑤ALBiC 内への遺伝子導入（延長課題）（ほぼ達成） 

ALBiC内にあらかじめGFPをコードするプラスミドを導入し、融合細胞化すると、プラスミドから

の GFP 発現が起こることを見いだした。（図 6）。また、βgalactosidase をコードしたプラスミドに

おいても同様の実験を行ったところ、その発現が確認された。また、融合細胞内で合成された

酵素分子数を見積もったところ、平均で 25 分子の酵素が合成されていることが分かった。本

酵素は 4 量体のタンパク質であるためモノマー換算では 100 分子が合成されたことになる。こ

れ以外にも、プラスチックビーズ（300nm）を融合させることに成功している。今後は、ゲノムレ

ベルの大型 DNA の導入を行うが、現在では 200kb のプラスミド調整に成功しており、今後ど

の導入実験に取り組む予定である。 

 

 

３． 今後の展開 

本研究により、人工物であるマイクロチャンバーから、バクテリアを再生できる可能性がある

ことを示すことができた。このことは、マイクロチャンバー内にあらかじめ物を仕込んでおけば

それをバクテリア内に取り込ませることが可能であると言うことを示唆している。実際に、プラ

スミド DNA を閉じこめておけばそこからタンパク質を発現させることができることも示している。

そうすると、バクテリアのゲノム DNA をチャンバー内に導入することで、元々持っていたゲノム

と交換することができるゲノム入れ替え法への発展が期待される。そのためには、現在再生

頻度が極端に低いため、これを向上させるための改善が必要となる。また、融合細胞内の状

態をモニターして再生頻度との相関を調べる必要があると考えられる。さらには再生してきた

バクテリアを解析し、コロニー形成能やゲノムシークエンスを行う必要もある。このように、バク

テリアを再構成すると言う全く成功するかどうか分からない状態から可能性があることを示す

ことができた。よって、今後もさらなる研究を行う必要がある。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本課題は、大挑戦型として実施された。研究テーマとしても、誰もが不可能であると考えた

バクテリアの再構成を掲げ、萌芽的要素を強く含んだ大挑戦らしいテーマであったと考える。

また、本提案が成功すれば、教科書に載るような研究になるばかりでなく、望みの機能を持っ

たバクテリアを自在に創る研究への発展が見込まれ、世界の産業構造を大きく書き換える研

究の基礎となることが期待される。延長期間を含め、6 年度にわたる研究において、デバイス

の開発からバクテリアの再生までの研究に取り組み、おおむね当初の目的は達成できたと考

えている。しかしながら、未だバクテリア再生に関わる論文発表には至っておらず、早急に論

文発表を行う必要がある。また、研究開発開始後、デバイス開発に関わる内容にて、研究費

の増額を受けた。これにより、現在利用している形のデバイス開発に成功したが、その過程に

おいて、デバイス材料開発企業との協力関係構築にも成功し、現在においてもその関係は継

続されている。研究費の増額によって、研究の進展のみならず産業界との結びつきができたこ

とが非常に助かっている。これらデバイスを利用してバクテリアの再生に道筋を付けることが



 

できた。この結果によって、研究期間の延長と増額が認められた。延長期間においては融合

細胞内への巨大分子導入法の開発に取り組み、通常ではバクテリア内に入れることができな

い 300nｍのビーズの導入や、プラスミド DNA を導入してそこからのタンパク質発現にも成功し

た。これは、今後行うゲノム DNA 導入につながる成果である。現在でも引き続け研究を行って

おり、導入するゲノムの調整やどのように導入するかの研究を進めている。このように、全く何

もなかったところから 6 年度の間にバクテリアの再生ができる可能性を示すことができた。これ

は新しい研究分野の創成に関わる成果であると考え、大挑戦らしい研究成果であると考える。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

バクテリア再構成のためのデバイス開発に取り組み、微小容器に脂質二重膜でフタをする

独自の技術を開発した。さらに、この微小容器を用いて、巨大化大腸菌の融合に成功してい

ることは評価できる。合成生物学のゴードンリサーチ会議において、本成果の発表を行ってい

る。今後は、脂質二重膜については、脂質の組成と膜の安定性、また、ATP 合成酵素など活

性の関係を調べる、巨大化大腸菌の融合のメカニズムの解明など、現象の背景となる原理

への展開も望まれる。 
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