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研究成果の概要（和文）：長期定常状態、非致死濃度の抗生物質あるいは細胞毒性を持つ化学物質を含む培地中
の個体数変動を、分子バーコード欠失株の混合培養での定量法を確立した。培養3週間の約4000遺伝子欠失株の
個体数変動を定量し、予想以上の変動を確認した。細胞毒性を持つ抗生物質や化学物質を含む培地中での欠失株
の変動解析により、遺伝子と各種薬剤との高効率な相互作用解析を可能にし、その細胞毒性の分子機構解明に対
して非常に有効であることを実証した。さらに二重欠失株による非必須遺伝子の網羅的遺伝的相互作用解析及び
CRISPRiによる必須遺伝子を含めた遺伝的相互作用解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：We have constructed the single gene knockout library of E. coli with 20nt 
random sequence as molecular bar-code. And we have established the method to monitor the population 
changes of each of single gene deletion strains in variety of growth condition using molecular 
bar-code and NGS technologies. Out of 4000 genes, two independent knockout isolates of 3600 genes 
using lambda RED method had been constructed. 7000 deletion strains carrying different bar-codes 
were mixed and grown in variety of different condition, such as long time incubation in LB up to 
three weeks, sub-lethal level of antibiotics or toxic compounds in LB to monitor their population 
changes. We successfully showed the valuableness of this new bar-code deletion library to monitor 
their population changes. And the quantitative trace method of each of genes’ knockout strains in 
the mixed culture opened the door to the novel analysis way to the resistance, persister or toxicity
 mechanisms of cells and chemical compounds.

研究分野： システム生物学

キーワード： 大腸菌　分子バーコード　population dynamics　混合培養液　遺伝的相互作用　CRISPRi　必須遺伝子
　網羅解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
全ての欠失株の混合培養による生育モニター手法の確立を行なった。この基盤技術は、これまでの大腸菌の研究
の蓄積を活用し、さらに抗生物質や毒性を示す化合物と遺伝子欠失との相互作用解析が可能になったことで、薬
剤や毒性物質の細胞内分子機構解明への新たな研究開発の展開を可能にした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞の生育の大半は定常期であり、その生活環の中で対数増殖を行う時期は非常に限定され

ている。さらに単独で生育しているわけではなく、絶えず周辺の他生物種との相互作用を繰り
返す。この環境を生延びる為に、「どのように増殖が始まり、何故増殖が止まるのか」は、生命
活動を考える上で非常に重要であるにもかかわらず、意外なほど注意が払われてこなかった。 
自然界での生活環は、増殖と非増殖の繰り返しであり、自然界での微生物の役割、宿主生命体
との共生関係や病原性の研究、物質生産効率化等、細胞増殖時以外の生命活動解明は、古いが
きわめて新しい問題である。 
定常期とその前後では遺伝子発現変化のみならず、タンパク質分解や修飾の重要性も考えら

れる。そして定常期では増殖速度を表現型とした変異株の解析が出来ない。さらに解析対象物
質の安定性、量的確保の難しさ、機器の感度の問題もあるが、近年の測定技術の進歩は目覚ま
しい。このような状況の中、細胞内における機能ネットワークの分子基盤の上で、生物及び化
学環境との相互作用の解析を可能にしたい。 
 
２．研究の目的 
自然環境下での生命は、化学的、物理的環境変動の中を、周辺に共存する生物種と競合、協

調など絶えず相互作用を繰り返し生存する。大腸菌は、その名の由来の様に本来の生存の場は
哺乳動物の腸内と考えられるが、実際には、土壌、湖沼等広く分布し、動物体内との間を循環
している。その間、宿主生物との相互作用のみならず、周辺のファージや微生物種との相互作
用を繰り返し、環境を生き抜く。自然環境下の生命の生存戦略を考える上で、対数増殖期は非
常に短く、分裂をしない期間が続くことは、全ての生命に当てはまる。「細胞とは」という基本
問題は、全ての細胞増殖期における他生物種との相互作用による生理機能ネットワーク変動の
解析である。これまでの機能ネットワーク解明の取組み及び解析技術の格段の進展により、細
胞分裂開始から対数増殖期、定常期、死滅期、長期定常期を経て分裂再開する細胞の定量的な
解析が可能になった。開発済み網羅的リソースを活用し、種内及び種間の相互作用を、大腸菌
遺伝的背景の違いによる相互作用の定量解析を可能にし、その分子基盤の解明を可能にする基
盤確立を行い、細胞内機能ネットワークの動態解析と繋げ、細胞の普遍的生存戦略に迫る。 
 
３．研究の方法 
(1) 分子バーコード欠失株を用いた網羅解析 
 20 塩基のランダム配列を薬剤耐性遺伝子断片上に導入した大腸菌一遺伝子欠失株ライブラ
リーの構築を行った。そのライブラリーを、それぞれ独立に一晩培養したものを等量ずつ混和
し、混合培養液を作製し、グリセロールストックとして保存する。この混合培養液を用いて、
目的に応じた生育環境で培養を行う。分取したサンプルから染色体 DNA を回収し、バーコード
領域のみを増幅する primer により調整する。primer の持つ配列決定用アダプターから配列決
定を Illumina HiSEQ を用いてバーコード領域の頻度を計算する。その頻度を用いて、各培養液
における欠失株の population 分布の解析を進める。 
(2) 遺伝的要因の細胞生育に与える影響の High-throughput 測定 
 初年度に同定した変異を、親株に移す作業を進め、責任変異の同定を進める。モデル化グル
ープとの連携で、変異の知見をモデルに反映する作業を共同で進める。2 重欠失による遺伝的
ネットワーク解析を継続し、データの蓄積と解析を着実に進める。炭素源の違う環境では、100
遺伝子と全遺伝子との組合せを終了予定とする。 
(3) 宿主腸内環境及び異種間競合時における遺伝的要因が生育に与える影響の測定 
 作製したバーコード欠失株にStreptomycin耐性能を持つrpsL変異を、接合により導入する。
バーコード欠失株と同じ宿主に rpsL 変異を P1 transduction 法を用いて導入する。その後 CIP
（我々が開発した宿主大腸菌の性制御プラスミド）を染色体に挿入することで Hfr 化を行う。
この rpsL 変異を持つ Hfr 株とバーコード欠失株を接合させ、rpsL 変異による Sm 耐性及びバー
コード欠失株の Cm耐性の二重選択により rpsL 変異を効率的に導入する。その後単一コロニー
を選択し、染色体構造を PCR で確認することで Sm 耐性を持ったバーコード欠失株ライブラリー
の構築を行い、Mouse を用いた in vivo 解析に供する。 
 
４．研究成果 
(1) 分子バーコード欠失株による細胞生育に与える影響の網羅解析 
 これまで 20塩基の分子バーコードを導入した一遺伝子欠失株ライブラリーの構築を行い、そ
の混合培養液中の各欠失株の量的変動をシーケンサーを用いて解析を可能にし、長期定常期、
化学物質を含む培地及び非致死的な濃度での抗生物質を含んだ LB 培地中の各欠失株の変動解
析を行った。 
① LB 培地中 3週間という長期間の定常期での培養中の各遺伝子欠失の量的変動解析 
修復関連の遺伝子欠失株を除く全バーコード欠失株を混合し、LB 培地に殖菌し、培地交換せ

ず 37℃3週間培養を続ける。その間経時的に培養液を分取し、その半量から細胞を遠心で集菌
し染色体 DNA を精製を行い、分子バーコード領域を PCR で取得する。残る半量を新しい LB培地
に希釈し、OD600=1 になるまで培養を行い、同様に染色体 DNA を精製し、バーコード領域を取
得する。図に示すように、欠失を作る際の薬剤耐性断片に存在し、分子バーコードの両端は全



ての欠失株で同じ配列を持つため、一つの primer セットでバーコード領域を増幅することが可
能である。 
増幅したバーコード領域をシーケンサーで読み、予め決定しているバーコード配列と比較する
ことで、欠失株の培養液中での population を定量する。その結果、定常期中においても各欠失
株の population の変動を観察することが可能となった。 
 
② 化学物質を含む培地での欠失株の変動 

①と同様に、混合培養を、非致死性の濃度の各化学物質を含む培地で一定時間培養後、バ
ーコード領域を調整し、シーケンス解析により頻度
分布の解析を行う。クラスター解析を行い、図で示
す結果を得ている。現在は 200 を超える化学物質で
の解析結果を得た段階である。また試験的に NIH の
抗がん剤等に利用される化学物質ライブラリーを用
いて、選択した欠失株ライブラリーを用いて同様の
実験を行なっている。結果を得られて来ており、現
在解析を進めている段階である。一部、チリにおい
て深刻な鉱山汚染の原因の一つとなっているテルル
の細胞毒性機構の解明にもバーコード欠失株ライブ
ラリーでのスクリーニングを行い、その細胞死を引
き起こす分子機構の解明を行った（文献）。 
 
③ 薬剤を含む培地での欠失株の変動 
Gentmycin, Kanamycin, streptomycin, 
Tetracyclin, Ciprofloxacin, Nalidixic Acid 及
び Tripethopurim を含んだ LB 培地で、IC50 で 24
時間の population 変動を、さらに IC50 で培養し
た 24 時間後の培養液を高濃度の薬剤を入れた培
地に移し、耐性株の変動の解析を行った。結果は
図に示す。 
 
以上、分子バーコード欠失株ライブラリーの有用
性を示すことができ、現在はその解析を進めてい
る。 
さらに Mouse を利用した in vivo 解析を計画して   

おり、全てのバーコード欠失株に、Mouse の無菌化
において使用される Streptomycin の耐性を持たせ
る必要がある。その為、現在 Streptomycin 耐性を示
す rpsL 変異を、接合により移動させている。 
 
 
(2) 二重欠失株による遺伝的相互作用解析 
二重鎖切断能を持たない変異型 Cas9 を利用して、

必須遺伝子の knockdown 株作製を行った。接合移動
型 Plasmid から、発現誘導型プロモーターによる発
現制御可能な dCas9 及びターゲット遺伝子の N 末側
に設計した gRNA を構成的に供給する系の開発を行

った。誘導剤である aTc の量に応じて dCas9 の存在量が増え、その結果必須遺伝子の発現が抑
えられる。これらの plasmid を、一遺伝子欠失株ライブラリーである Keio collection と接合
でシステマティックに組合せ二重変異株を得る。その後、dCas9 の供給量を調整することで、
網羅的な必須遺伝子の遺伝的相互作用解析を可能にした。 
最初の24必須遺伝子の解析が終了し、現在、残る約300の必須遺伝子の解析を順次進めている。 

 
(3) 代謝モデル最適化手法の開発及びグリコーゲン
合成のシミュレーションによる解析 
 ① 動的モデルによる局所モデルと制約モデルに
よるグローバルモデルとの統合化を進め、その結果
は国際共同研究として公表した。大腸菌は PTS 経路
を利用してグルコースを外部より取り込む。Petri
ネットを利用し、PTS 経路の動的モデルを記述した。
その上で、各中間代謝物質の量を、グローバルモデ
ルである Palsson らの FBA モデルの対応する物質の
入力とすることで、動的モデルと制約モデルによる
シミュレーション実験を行い、統合化モデルの有用



性を示した。 
 
②近年の合成生物学的技術の発達に伴い、有用化合物を生産する最小の代謝ネットワークのデ
ザインが非常に重要になる。そこで、細胞の成長率と目的化合物の生産率に関する制約を小さ
なグリッドを用いて表現し、グリッドごとに最小の代謝流束分布を計算して、最適な代謝のデ
ザインを見つける手法の開発を行った。 
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