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研究成果の概要（和文）：共生関係等の生物間相互作用はどのような場合にどのように生じ安定な状態へ発展す
るのだろうか。上の問いへの答えは現存の生物をそれらが経験したことがない未知の相互作用の状態に置き、ど
う変化するのかという過程を解析する中から抽出可能だと考えられる。特に、未知の相互作用の状態に置かれた
生物が増殖可能となるように系を構築する段階は元とは異なる新たな遺伝子間や種間等の相互作用が現れる時で
あると考えられる。そこで、本申請では、大腸菌と大腸菌に感染する溶菌性RNAファージQβを用い、大腸菌の増
殖にQβもしくはそのRNAゲノムが不可欠となるようにデザインに取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：When and how do biological interactions such as symbiotic relationships 
occur and develop into a stable state? One of the methods to obtain an answer to the above question 
is that we observe the process from the unstable relationship to stable relationship. In particular,
 when an organism placed in an unknown interaction state becomes able to reproduce stably, it is 
considered that new interactions such as between genes and species will appear.
Therefore, in this study, Escherichia coli and lytic RNA phage Qβ that infects Escherichia coli are
 used. We worked on the design so that Qβ or its RNA genome is essential for their growth.

研究分野：実験進化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、国内外では、自然界で観察される共生関係がいかに安定に維持されているのか、ということに対する研究
は多くなされている。一方、本研究は、そのような関係がいかに創出され得るのか、また、それらが安定に発展
し得るのか、という創出原理を明らかにしようとしている点で他の研究とは大きく異なる。本研究成果は、寄生
関係にある大腸菌と溶菌ファージによる共存系を実験室内で合成生物学の手法で構築した。本システムを長期間
継代することにより、生物間相互作用の創生やそれが持続発展するしくみが明らかになることは、現存する生物
解析から得られることとは違う視点で、生物の自然法則に知見を与えることに貢献するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
新しい生物間相互作用はどのような場合にどのように生じ安定な状態へ発展するのだろうか。
生物は遺伝子間、細胞間や種間等あらゆる階層で相互作用し、それらが連鎖したシステムである。
そのため、新たな生物間相互作用の創生やそれが持続発展するしくみを知ることは生物を構成
する自然法則に対する知見を与える。上の問いへの答えは現存の生物をそれらが経験したこと
がない未知の相互作用の状態に置き、そこからどう変化するのかという過程を解析する中から
抽出可能だと考えられる。特に、未知の相互作用の状態に置かれた生物が増殖可能となるように
系を構築する段階は、元とは異なる新たな遺伝子間や種間等の相互作用が現れる時であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
本申請では、単独で増殖可能な大腸菌と大腸菌に感染後大腸菌のタンパク質合成機能等を使
い子孫を作り、大腸菌を死滅させる
溶菌性ファージを用い、大腸菌の増
殖に溶菌性ファージもしくはその
ゲノムが不可欠となるようにデザ
インする。つまり、寄生関係にある
両者をそれらの増殖に互いが不可
欠となる環境に置く。本申請ではこ
のモデル実験系の構築と両者が新
しい安定な状態へ発展、移行する過
程を実験科学として示す(図 1)。そ
して、上の問いに対する知見を得る
ことを目的とする。 
 
本申請期間内において、次の 2点
を明らかにすることを目的とした。 
１． 大腸菌の増殖に溶菌性 RNA ファージもしくはそのゲノムが不可欠となる系の構築 
２．１．で得られた系の独立複数系列での継代とその動態解析 

 
３．研究の方法 
本申請では、大腸菌と大腸菌に感染する溶菌性 RNA ファージ Qβを用い、大腸菌の増殖に Qβ
もしくはその RNA ゲノムが不可欠となるようにデザインした。 
Qβ複製酵素は、Qβ由来のβサブユニットと大腸菌由来の因子（EF-Tu, EF-Ts, S1）とが会合
して機能を持つ。そこで、βサブユニットの供給源として(1)プラスミドからβサブユニットを
供給する系と(2)Qβファージからβサブユニットを供給する系を構築した。 
(1) Qβファージが自身のRNAゲノム複製に用いているRNAを鋳型としてRNAを複製するRNA複
製酵素によって大腸菌の増殖に必要な遺伝子（図 2の geneA）が複製され、大腸菌が増殖で
きるようになる系を構築した（図 2-(a)）。 

 
(2)(1)では、βサブユニットの供給をプラスミド DNA 上のβサブユニット遺伝子から供給した。
次に、このβサブユニットの供給を Qβファージとなるようにデザインした（図 2(b)）。そのた
めには、以下の①～②の準備を行った。①Qβファージ感染の第一段階として、Qβの RNA ゲノム

 
図 1.概要 
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図 2. Qβ複製酵素依存的大腸菌の増殖 



に対する cDNA からβを供給することによって、大腸菌が増殖するようになるのか、を解析した。
②Qβファージ感染には、geneA のタンパク質をコードした鎖の相補鎖を転写するプラスミド（図
2(b)のプラスミド）を持ち、且つ、F繊毛を持ち Qβファージ感染が生じる大腸菌を作製した。 
 
４．研究成果 
(1) Qβ複製酵素の認識配列間に目的とする遺伝子がタンパク質をコードしている向きの総補
鎖として転写されるように挿入したプラスミドを作製した(センサープラスミド)。この目的と
する遺伝子は、この
遺伝子から翻訳され
たタンパク質が大腸
菌の増殖に必須であ
る遺伝子を用いた
（論文を投稿中であ
るため、geneAとして
具体的な遺伝子名を
明らかにすることは
控えた）。図 3に示し
たようにβサブユニ
ットを供給した場合
だけ、大腸菌の増殖
が観察された。つま
り、大腸菌内で転写された geneA の転写産物は、
タンパク質をコードしている鎖の相補鎖（（―）
鎖）であるが、βサブユニットが供給された大腸
菌では、大腸菌由来の 3 因子とβサブユニット
が会合し Qβ複製酵素が作られ、それによって、
（―）鎖からタンパク質をコードしている鎖
（（＋）鎖）が複製され、そこから翻訳によって
geneA のタンパク質が生じ、大腸菌の増殖が確認
されたものである。 
 
(2) ①Qβの RNA ゲノムの cDNA を持つプラスミ  
ド DNA からβサブユニットを供給した。この場 
合、大腸菌内ではβサブユニットが供給される
だけでなく、Qβファージも生じる系である。そ
の結果、21℃～30℃において、大腸菌の増殖が観
察された（図 4）。温度と比増殖速度の関係から、
通常の Qβの増幅にとっての最適温度である
37℃では、大腸菌の増殖が見られていない。この
ことから、菌体内で生じた子ファージによる大
腸菌の溶菌と大腸菌の増殖とがせめぎあってい
る可能性が示唆された。 
 
②センサープラスミドを持つ F-大腸菌株と F+大
腸菌を接合し、センサープラスミドを持ち、且つ
F+の大腸菌株を作製した。この大腸菌が Qβの宿主になり得るかどうかを調べるため、geneA に
コードされたタンパク質がなくても増殖可能な培地で、調べた。その結果、このセンサープラス
ミドを持ち、且つ F+である大腸菌で、Qβは感染後 5 時間で約 100 倍の増幅量を示した。Qβの
宿主として通常用いる A/λ株を用いた場合と比べて、約 10000 倍小さい値ではあるが、今回作
製した大腸菌は、宿主となり得ることが分かった。 
 次に、この F+株を使い、Qβ感染によって大腸菌が増殖するか否かを調べた。その結果、図 5
の灰色で示したように大腸菌の増殖が見られなかった。これは、大腸菌の増殖と、Qβによる溶
菌とのせめぎあいによるものではないかと仮定を立てた。Qβの溶菌は、Qβが持つ溶菌タンパク
質 A2 がペプチドグリカン層合成を阻害することによって生じる。また、Bernhardt らは Qβによ
る溶菌耐性株を単離し、それはペプチドグリカン合成系を触媒する MurA への 1アミノ酸置換に
よるものであることを示した（Bernhardt et al., Science, 2001）。そこで、MurA を大腸菌内

 

図 3. βサブユニット供給による大腸菌の増殖 

 
図 4. QβRNA ゲノムの cDNA 供給による大腸

菌の増殖 



で発現し、Qβ増幅による溶菌を抑制
できるのではないかと考えた。その
結果、MurA 発現株では、Qβ感染によ
って大腸菌が増殖することが示され
た（図 5●と▲）。 
 次に、この MurA 発現株で Qβ感染
によって増殖可能となった大腸菌を
継代した。その結果、大腸菌とは Qβ
は約 800 時間共存し得ることが示さ
れた（図 6）。この中で、Qβを保有す
る大腸菌と放出された Qβともに、継
代系から Qβは wash out されず、ま
た、大腸菌も継代しても系から wash 
out されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のように、本研究によって、本研究開始時の目標としていた１． 大腸菌の増殖に溶菌性
RNA ファージもしくはそのゲノムが不可欠となる系の構築、及び、２．１．で得られた系の独立
複数系列での継代とその動態解析の解析に成功した。 
 
現在、国内外では、自然界で観察される共生関係がいかに安定に維持されているのか、という
ことに対する研究は多くなされている。一方、本研究は、そのような関係がいかに創出され得る
のか、また、それらが安定に発展し得るのか、という創出原理を明らかにしようとしている点で
他の研究とは大きく異なる。本研究成果は、寄生関係にある大腸菌と溶菌ファージによる共存系
を実験室内で合成生物学の手法で構築した。本システムを長期間継代することにより、生物間相
互作用の創生やそれが持続発展するしくみが明らかになることは、現存する生物解析から得ら
れることとは違う視点で、生物の自然法則に知見を与えることに貢献するものである。 
 
 
＜引用文献＞ 
Thomas G. Bernhardt1, Ing-Nang Wang1, Douglas K. Struck, Ryland Young, A Protein 
Antibiotic in the Phage Qβ Virion: Diversity in Lysis Targets, Science, 2001 
 
 

 

図 5. Qβ感染による大腸菌の増殖 

 
図 6. Qβ感染によって増殖する大腸菌を継代した時の個体群動態 

420 時間、600 時間、695 時間で新鮮な培地に培養液の一部を植え継いだ。 
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