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研究成果の概要（和文）：高温下での連続継代培養と突然変異の蓄積により常温性のシアノバクテリアが生育限
界温度を超えた高温適応が可能かという命題に挑むため長期間の実験室進化実験を試みた。これまでの研究によ
り、通常の生育限界温度を大きく超えた株のラインを得ることに成功していたが、電子顕微鏡解析により細胞の
構造的な変化を確認できた。また親株と比較した生育可能な温度範囲のトレードオフや高温下での転写産物プロ
ファイルの違いも明らかにすることができた。再現性を確認するため新たなラインの構築をおこない新たに2ラ
インが得られたが、これらの株は既存のラインとは異なる変異を持っていた。

研究成果の概要（英文）：A long-term laboratory evolution experiment was attempted to challenge the 
proposition that mesophylic cyanobacteria can adapt to high temperatures beyond their growth limit 
temperatures. Previous studies had succeeded in obtaining a line of strains that had grown well 
above the temperature limit of the strain. Electron microscopic analysis confirmed structural 
changes in the cells. We were also able to identify trade-offs in the temperature range at which the
 line could grow compared to the parental line. To confirm reproducibility, we have constracted two 
new lines, but these lines had different mutations from the existing lines.

研究分野：微生物学

キーワード： 高温ストレス　シアノバクテリア　適応進化　突然変異　ゲノム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ある生物が、自らの至適生育環境から生育限界を超えた環境条件に適応するのにどれだけの自然突然変異の蓄積
が必要か、どれだけ時間がかかるか、という命題の実験的な証明は微生物の進化機構や環境適応速度を見積もる
上で極めて重要な基礎研究である。また自然突然変異だけで作製された変異株は屋外での培養が可能なため、今
後の有用物質生産株の作出に向けた指標情報としても有用である。また将来的な地球温暖化などでどのように微
生物の表現型が変化していくかを予想する上でも重要な成果である。

※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 
 
シアノバクテリアは約 27億年前に地球上に現れたとされる光合成原核微生物である。長い適応
進化の歴史の結果、種の分化が進み、現在では淡水、海水、土壌など、極めて多様な環境下に棲
息するシアノバクテリアが観測されている。温度についても、温泉に棲息する好熱性の種や南極
に棲息する好冷性の種など、多様なシアノバクテリアが知られている。例えば、好熱性シアノバ
クテリア Thermosynechococcus elongatus BP-1の至適生育温度は 57℃である。一方、分子生
物学的な研究モデルとしてよく用いられる Synechococcus elongatus PCC 7942 は至適生育温
度が 30℃の常温性のシアノバクテリアであり、生育上限温度は 43℃とされている(Stanier et 
al., 1971)。S. elongatus PCC 7942 を 50℃に曝すと僅か 20 分で生存率が半減することから
(Nakamoto et al., 2001)、生育可能な温度範囲が好熱性の種とは明らかに異なることが分かる。
一般的に、常温性の微生物は 45℃付近を超えると生育できなくなる(Bergey, 1919)。至適生育温
度が 45℃以上、あるいは生育限界温度が 55℃以上の微生物は「好熱菌」と呼ばれ(Fukuda and 
Imanaka, 2012)、その中でも 50℃以下でも生育可能な微生物を中等度好熱菌と呼ぶ。常温性の
種がどれほどの突然変異を蓄積すればこの生物学的ニッチの壁を超えることができるのか、ま
たそのためにどれほどの時間がかかるのか、という命題は微生物の進化を考える上で極めて重
要な問いである。しかしこのような生物進化の長期実験系を実験室内で構築することは、時間的
問題や他生物の混入問題、再現性問題などから非常に困難であるため、本研究開始時点では限ら
れた事例しか報告されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
自然突然変異の一般的な発生頻度や不作為性から考えて、一研究者が観測可能な時間の範囲内
で、特定の方向性をもった突然変異の連続的な蓄積を観測できる実験系が構築可能なのは、増殖
速度の早い微生物に限られる(Barrick et al. 2013)。本研究代表者は、増殖速度の早い微生物を
生育限界条件付近に曝して長期継代培養をおこない、生存に不利な突然変異が生じた細胞はす
ぐに淘汰されるという選択圧をかけ続けることで、特定の方向性を持った突然変異の蓄積を観
測することが可能であろうと考えた。生育限界条件での順化を繰り返しながら長期継代培養す
ることで生育限界条件を越える突然変異株を単離できれば、微生物進化における環境適応の分
子機構だけでなく、人為的な遺伝子組換えに依らない育種技術の開発などにも役立つと考えら
れる。特に温度についての知見は、地球温暖化などの環境変動が与える生態系への影響を見積も
る上でも重要である。そこで本研究計画においては、全ゲノム情報が既知であり、かつ常温性の
シアノバクテリア S. elongatus PCC 7942 を材料に、高温適応につながる自然突然変異の蓄積
の観測と、これまでに報告例のない高温耐性を獲得した株の選抜、及びその分子機構の解明を目
的として研究を実施した。これまでの研究により、寒天培地を用い生育上限温度での長期培養を
おこなった結果、意外にも培養開始より 2 ヶ月の段階で「45℃の壁」を超える突然変異株を得
ることが出来たが、このような株の出現に再現性があるかどうかや、さらなる高温での連続培養
が可能かどうか、またこの突然変異株がどのような性質を持ち、どのような高温耐性機構を獲得
したのかは不明であるため、詳細な解析やさらなる連続培養を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、常温性のシアノバクテリア S. elongatus PCC 7942が突然変異の蓄積により生育
限界を超えた高温環境に適応できるかについて研究をおこなう。次世代シーケンス技術を用い
たリシーケンス解析の手法により、高温耐性突然変異株群の原因遺伝子座を同定し、その高温耐
性機構の解析をおこなう。突然変異株や適応進化株を取得する際には、親株となる細胞の全ゲノ
ムリシーケンス解析は必須であるが、本研究においては、これまでの研究により全ゲノム情報を
再解析した、S. elongatus PCC 7942 TUA 株を基準に実験を実施する。 
１）高温耐性突然変異株のリシーケンス解析：長期間の高温順化培養により通常の生育限界温度
を超えた株を定期的にシングルコロニー化し冷凍保存する。これらの株から DNAを抽出し、次
世代シーケンサーによりその全ゲノム配列をリシーケンスする。我々がこれまでに開発してき
た手法を活用し、read mappingと de novo assembly、local read depth情報を組み合わせて新
規突然変異部位の検出をおこなう(Kanesaki et al., 2012)。２）相同組換えによる遺伝子破壊：
前述のリシーケンス解析により同定した変異遺伝子座について、相同組換えにより TUA株の当
該遺伝子破壊し、高温耐性能が変化するかを検証することで、高温適応への寄与度の大きな変異
を明らかにする。可能であれば多重変異株を作成し変異の相乗効果の有無を検証する。さらにこ
れらの遺伝子の機能解析をおこなう。３）高温耐性突然変異株の生理学的性質の評価：TUA 株
と変異株の細胞形態・分裂異常の有無に関して、蛍光顕微鏡と透過性電子顕微鏡を用いて詳細に
観察する。TUA 株と変異株の増殖速度の温度依存性を調べ、至適生育温度範囲の上昇が起きた



かどうかどうかを比較する。その他の生理的活性についてもどのように変化しているか調査す
る。４）トランスクリプトーム解析による高温耐性株特異的な発現遺伝子の同定：高温耐性株に
おいての発現している遺伝子を RNA-seq 解析により網羅的に同定する。この結果を、TUA 株
の高温での発現遺伝子リストを代謝マップなどを活用しながら比較し、生理機能や代謝活性が
どう変化したかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
これまでの研究により、培養開始初年度にはシアノバクテリア S.elongatus PCC 7942 の通常
の生育限界温度を超えた株のライン(ライン A)を得ることに成功していたが、再現性を確認する
ため新たなラインの構築をおこない、これまでと同じ条件で高温継代培養を開始した。その結果、
やはり 1年以内に既知の生育限界温度である 43℃を超えて長期継代培養が可能な株が 2ライン
得られた（ライン B, C）。これら 2株について、次世代シーケンサーMiSeqを用いた全ゲノムリ
シーケンス解析を実施した。Sequencing libraryの Insert DNA lengthを長めに構築し、両端
300 bpをシーケンスした結果、特に問題なく配列情報を得ることに成功した。Phred Scoreに
よる塩基配列情報の品質チェックやアダプター配列のトリミング処理をおこない、その後 BWA, 
MAQ, BeakDancer, CLC Genomics workbench, velvet, MUMmer などのプログラムを併用し
て解析をおこなった。その結果がこれまでのラインとは異なる遺伝子座への少数の突然変異が
観測された。このことは、これまでの研究で見出した変異遺伝子座以外にも SNPや small indel
などの小規模な突然変異により S.elongatus PCC 7942 に高温耐性を付与できる遺伝子が存在
することを示す。また、このことは僅かな突然変異により生育限界条件を超えるだけのポテンシ
ャルが、常温性の株のゲノム情報の中に既に備わっていることを示す。一方で、今回新規に取得
した高適応株 2 株はその後も高温での継代培養を 3 年間継続しているが、既存の高温適応株ラ
インのような継続的な段階的な生育限界温度の上昇は観測されていないことから、最初に入っ
た変異遺伝子の効果により、以降の突然変異にバイアスが生じている可能性が示唆された。今回
の実験計画内ではこれ以上の適応株ラインの構築などの規模拡張はできなかったが、今後より
大規模なライン構築の余地があることが明らかになった。 
 これまでの研究から継続している高温適応株(ライン A)の培養は通算 7 年に達し、TUA 株の
生育限界温度である 43℃を超えた温度(45℃、48℃、50℃)でも寒天プレート上で維持可能な株
群が得られた。しかしそれ以上の生育限界温度の明瞭な上昇は観測されておらず、現在は安定し
た状況にある。これまでと同様に次世代シーケンサーによる定期的なリシーケンス解析を実施
したところ、突然変異の数は継続的に増加していた。これらの変異はフィットネスの向上に寄与
していると推測される。比較のため、常温(30℃)で 7年間、同じ組成の寒天プレート培地で維持
している TUA株に生じた突然変異について、シングルコロニー単離はせずにリシーケンス解析
をおこなった結果、一定数の新規突然変異を確認できたが、その数は高温で維持してきたライン
A よりも少なかった。おそらく 1 細胞レベルでは固有の変異が多数見つかることが予想される
が、集団内に定着する変異という面では、高温ストレスという淘汰圧が及ぼす影響は大きいこと
が示唆された。TUA 株と高温適応株の細胞形態を蛍光顕微鏡、透過性電子顕微鏡を用いて調べ
たところ、高温では TUA株は細胞分裂以上による細胞伸長を示したが、高温適応株ではその傾
向が緩和されていた。 
 一方、これまでに BG-11 液体培地での生育試験では、寒天培地での試験よりも 2℃程度低い
温度までしか生育は確認できなかった点についても追試をおこなったが、この結果は再現でき
たため、プレート培養でバイオマット化した細胞集団のほうがより高温耐性を持つことが確か
められた。液体培養では細胞は均一化するが、プレート上では細胞外多糖による保護やマット化
することによる遮光効果などいくつか可能性が考えられるが、現時点では解明に至っていない。 
 原因遺伝子の絞り込みについて、相同組換えを利用して、親株である TUA 株に薬剤カセット
と共に同様の変異を導入することを試みた。その結果、3つの遺伝子についての個別破壊株と三
重変異株を作製して検証した。2つの遺伝子破壊株では高温ショックに対し TUA 株よりも耐性
を示したが、三重変異株での相乗効果は観察されなかった。これについて遺伝子破壊デザインの
変更などを検討している。 
また転写産物レベルでの違いも調べるため、親株である TUA 株と高温適応株を 37℃で培養
した後、43℃にシフトして、トランスクリプトーム解析をおこなった。その結果、TUA 株とHT50 
株では遺伝子発現パターンが大きく異なる遺伝子群を網羅的に同定できた。現在、KEGG 
pathwayなどのデータベースを活用しさらに詳細な機能解析を進めている。これらの結果から、
突然変異により細胞内の遺伝子発現パターンが変動したことが細胞の高温耐性の向上につなが
ったことが示唆された。当初は、ゲノム全体の構造や GC 含量などに変化が生じるレベルの大
規模な数の変異が蓄積しないと高温耐性の獲得には至らない可能性もあると予想していたが、
実際には非常に少数の突然変異でも既知の生育上限温度を超えることが可能であることが明ら
かになった。 
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