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研究成果の概要（和文）：γ線を選択圧とした適応進化により大腸菌が放射線耐性という表現型を獲得すること
が示された。また、その進化過程において放射線耐性は漸次的に上昇すること、そして進化した放射線耐性大腸
菌において多くの遺伝子の発現量が野生型大腸菌のそれと異なっていることが明らかとなった。これらのことよ
り、高い放射線耐性を有する細菌等の生物における生体防御機構の進化には、多くの遺伝子の発現量の変化が関
与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Escherichia coli acquired a radioresistant phenotype by adaptive evolution, 
wherein gamma-rays constituted the selection pressure. Furthermore, a gradual increase in the 
radioresistance was noted during the evolution process, and the expression levels of many genes of 
the evolved radioresistant E. coli differed from those of the wild type E. coli. These results 
suggest that changes in the expression levels of many genes are involved in evolution of the 
biological defense mechanism in organisms such as bacteria with high radioresistance.

研究分野：放射線生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線耐性細菌のような極限環境下でも生存可能な生物の高い外的ストレスに対する卓越した生体防御期機構と
その進化の詳細を解明することは、全ての生物の環境適応機構とその進化、および生物の多様性を考察する上で
極めて有益である。本研究により、高い放射線耐性を有する細菌等の生物における生体防御機構の進化には、特
定の遺伝子の変異、発現量の変化だけではなく、多くの遺伝子の発現量の変化が関与していることが示唆され
た。本研究で得られた知見は、生物の環境適応機構の進化、および生物の多様性を考察する上で有意義なものと
言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 自然界には我々の常識に基づくと大変過酷と考えられるような極限環境下においても生存可
能な生物種が存在する。それらの生物の内、ある種の細菌は電離放射線（以下、放射線と記載）
に対して極めて高い抵抗性を有していることが知られている。例えば、代表的な放射線耐性細菌
Deinococcus radiodurans および Rubrobacter radiotolerans の D10（10％致死線量）はそれぞれ 16 
kGy、29 kGyにも達する。このような放射線耐性細菌の放射線に対する卓越した耐性機構は、生
物の環境適応機構を研究する上で極めて興味深い対象である。これまでにこれら放射線耐性細
菌の DNA修復活性およびその修復機構、そして DNA、タンパク質、脂質に対する防護機構に関
して多くの研究が行われてきたが、その放射線耐性機構には不明な点が多く残っている。このよ
うな極限環境下でも生存可能な生物の高い外的ストレスに対する卓越した耐性機構の詳細を解
明することは、全ての生物の環境適応機構、およびその多様性を考察する上で極めて有益である。 
 
２．研究の目的 
 自然界の放射線耐性細菌は進化系統的に広範でランダムな広がりを持って存在している。そ
して、放射線耐性細菌の多くはその遺伝学的、生化学的特性の解明が進んでおらず、取り扱いも
容易でないため、それら細菌を直接実験に用いることには大きな困難が伴う。そこで本研究にお
いては、遺伝学的、生化学的特性の詳細が明らかとなっており取り扱いが容易なモデル生物であ
る大腸菌を、標準的な放射線であるγ線を選択圧として適応進化させ、進化した放射線耐性大腸
菌を解析し、得られた結果を野生型大腸菌での結果と比較検討することにより、高い放射線耐性
を有する細菌、生物の放射線耐性、生体防御の基本的機構を明らかにすること、および関連分子
に対する放射線の影響を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 クローニングした大腸菌 K-12株を対数増殖期まで培養し、培養液を PBS () で置換後、細胞
懸濁液に適当な複数の線量のγ線を照射した後、大腸菌の生存率をコロニー形成法により評価
する。各線量および対応する生存率より大腸菌のγ線に対する生存曲線を求め、その生存曲線よ
りその大腸菌の 1％生存線量を求める。次に、求められた 1％生存線量のγ線を大腸菌に照射後、
生存している大腸菌を増殖させるという選択を行う。さらに、得られた生存大腸菌に対する 1％
生存線量を求め、その線量のγ線による選択操作を繰り返す、という適応進化実験により放射線
耐性大腸菌集団を得る。 
 さらに、野生型大腸菌および適応進化実験によって得られた放射線耐性大腸菌を対数増殖期
まで培養し、培養液より遠心分離により細胞を回収する。その後、回収した細胞から RNAを抽
出、精製した後、RNA-Seq 法により遺伝子の発現量を解析し、野生型大腸菌および放射線耐性
大腸菌間で比較検討する。 
 
4．研究成果 
（1）大腸菌のγ線に対する感受性の評価 
 以下の方法により大腸菌のγ線に対する感受性を評価した。1）クローニングした大腸菌 K-12
株を LB培地中、37℃、200 rpmで振盪培養した。2）初期対数増殖期まで増殖した大腸菌懸濁液
1 mLをプラスチックフチューブに分注した。3）4,000  g、20℃、10分間、遠心分離を行った。
4）上清を除き、チューブに PBS () 1 mLを加え大腸菌を懸濁した。5）大腸菌懸濁液に対し線量
率 22 Gy/min、20 ± 3℃でγ線を照射した。6）照射大腸菌懸濁液を PBS () で適当に希釈後、希
釈液を LB アガープレートにプレーティングした。7）プレートを 37℃で 12 時間インキュベー
トした後、生成コロニーをカウン
トし生存曲線を作成した。8）生存
曲線より大腸菌のγ線に対する D1

（1％生存線量）を求め大腸菌のγ
線に対する感受性を評価した。 
 図 1に得られた生存曲線を示す。
その結果、このクローン大腸菌の
D1は 240 Gyであることが明らかと
なった。 
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図 1. クローン大腸菌のγ線に対する生存曲線 



 
（2）γ線を選択圧とした適応進化実験による放射線耐性大腸菌の作出 
 以下の方法により放射線に対して高い耐性を有する大腸菌を作出した。1）大腸菌を LB 培地
中、37℃、200 rpmで振盪培養した。2）初期対数増殖期まで増殖した大腸菌懸濁液 1 mLをプラ

スチックチューブに分注した。3）4,000 
 g、20℃、10 分間遠心分離を行った。
4）上清を除き、チューブに PBS () 1 mL
を加え大腸菌を懸濁した。5）大腸菌懸
濁液に対し線量率 22 Gy/min、20 ± 3℃
でその大腸菌の D1のγ線を照射した。
6）照射大腸菌懸濁液を 100 mLの LB培
地に加え、37℃、200 rpmで初期定常期
まで振盪培養した。7）大腸菌培養液の
グリセロールフリーズストックを作製
すると同時に、得られた大腸菌のγ線
に対する感受性をコロニー形成法によ
り解析した。8）1—7の選択操作を 20回
繰り返した。 
 図 2に 20回の選択サイクル後に得ら
れた大腸菌集団のγ線に対する生存曲
線を示す。20 回の選択サイクル後に得
られた大腸菌の D1は 1900 Gyとなり、
本適応進化実験により大腸菌のγ線に
対する耐性は野生型大腸菌のそれより
7.9倍上昇した。図 3に選択に伴う大腸
菌のγ線に対する耐性の変化を示す。
このように大腸菌のγ線に対する耐性
は選択回数の増加に伴い漸次的に上昇
することが明らかとなった。これらの
ことより、この耐性の上昇には多数の
遺伝子の変異、発現量の変化が関与し
ている可能性が高いことが示された。 

 
（３）野生型大腸菌および放射線耐性大腸菌の遺伝子発現解析 
 本適応進化実験によって得られた大腸菌のγ線に対する高い耐性には多数の遺伝子の発現量
の変化が関与している可能性が示されたため、放射線耐性大腸菌の遺伝子発現量を以下のよう
な方法により解析し、野生型大腸菌のそれと比較した。1）大腸菌を LB培地中、37℃、200 rpm

で振盪培養した。2）初期対数増殖期まで増殖した大腸
菌懸濁液 20 mL をプラスチックチューブに分注した。
3）4,000  g、4℃、10分間遠心分離を行った。4）上清
を除き、チューブに PBS () 10 mLを加え大腸菌を懸
濁した。5）4,000  g、4℃、10分間遠心分離を行った。
6）上清を除き、細胞ペレットを回収した。7）得られ
たペレットより total RNAを RNAiso Plus（TaKaRa）に
よ り 抽 出 し た 後 、 NucleoSpin RNA Clean-up XS
（Macherey-Nagel）を用いて精製した。8）精製 total RNA
より Ribo-ZeroTM Magnetic Kit (Gram-Negative Bacteria)
（illumina）により rRNAを除去した後、TruSeq Stranded 
mRNA Sample Prep Kit（illumina）により RNA-Seq解析
用のシークエンスライブラリーを調製した。9）
NovaSeq 6000（illumina）および NovaSeq 6000 S4 Reagent 
Kit（illumina）を用い調製シークエンスライブラリーの
シークエンスを行った。得られたリード配列は大腸菌
K-12 株（substr. MG1655）のゲノム配列を用いてマッ
ピングを行い、遺伝子ごとの発現量を算出した。 
 解析の結果、164 の遺伝子の発現量が野生型大腸菌
と放射線耐性大腸菌間で統計的に有意に異なっていた
（n = 3, q < 0.01）。表 1に野生型大腸菌と比較して放射
線耐性大腸菌で発現量が 2 倍以上もしくは 0.5 倍以下
に変化した遺伝子を示す。ここで、損傷乗り越え複製、
損傷乗り越え修復に関与する umuD、umuC、および細
胞分裂の制御に関与する sulA はそれぞれ約 4 倍発現
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図 2. 20 回の選択サイクル後に得られた大腸菌
のγ線に対する生存曲線 
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図 3. 選択に伴う大腸菌のγ線に対する耐性の変化 

表 1. 適応進化により発現量が変化した遺伝子 

− は発現が検出できなかった遺伝子を示す 



量が上昇していた。また、発現量が変化した遺伝子の多くはトランスポーターを始めとした代謝
に関与する遺伝子であった。これらのことより、構成的な損傷乗り換え複製、損傷乗り換え修復
活性の向上、および細胞分裂制御や多くの代謝の状態の変化が、本適応進化実験で得られた放射
線耐性大腸菌の放射線耐性機構に関与していることが強く示唆された。 
 
（4）総括 
 本研究により、γ線を選択圧とした適応進化により大腸菌が放射線耐性という表現型を獲得
するこが示された。また、その進化過程において放射線耐性は漸次的に上昇すること、そして進
化した放射線耐性大腸菌において多くの遺伝子の発現量が野生型大腸菌のそれと異なっている
ことが明らかとなった。これらのことより、高い放射線耐性を有する細菌等の生物における生体
防御機構の進化には、特定の遺伝子の変異、発現量の変化だけではなく、多くの遺伝子の変異、
発現量の変化が関与していることが示唆された。本研究で得られた知見は、生物の環境適応機構
の進化、およびその多様性を考察する上で有意義なものと言える。 
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