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研究成果の概要（和文）：バクテリアが増殖停止から増殖再開に至るメカニズムを解明すること

を目的として、様々な生育状態にある細胞を使った microarray 解析を進めた。研究には大腸

菌をモデル生物として使用した。本研究の結果、増殖再開の初期に多くの遺伝子が発現してい

ること、栄養環境の違いによって増殖停止期の適応状態が異なり、増殖再開期の遺伝子発現プ

ロファイルも互いに違っていること、などが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：To reveal the mechanisms to restart the proliferation of the bacterial 
cells from the growth suspending, I have performed the microarray analysis of the cells of 
various states through the cell cycle, using Escherichia coli cells as the model bacteria in 
this study. The results showed that many genes are transcribed in the early period of the 
restarting growth after the inoculation of the cells of stationary phase into the fresh 
medium, and that the physiological states, as well as the profiles of the gene expressions, of 
the cells of nonproliferation periods are varying according to the nutrient environments. 
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１．研究開始当初の背景 
大腸菌は、対数増殖期から定常期への移行過
程（図１①→②）で、様々な生理的変化を示
す。DNA 様態、RNA 合成、タンパク合成な
ど、遺伝子発現に関わる重要な生命システム
も、機能構造が大きく変化することが知られ
ている（Nair,S. and Finkel,S.E. (2004) J. 
Bacteriol., 186, 4192-4198、Somalinga,R.V., 
et al. (2004) J. Bacteriol., 186, 8499-8507、

Wada,A., et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87, 2657-2661）。 
一方、定常期の菌体は、生育環境が改善する
と増殖を再開する。しかし実際の増殖開始ま
でには、lag phase と呼ばれる増殖準備期を
必要とする（図１②→③）。この期間はゲノ
ム DNA の複製に必要と考えられる時間を大
きく超えて、一時間以上を必要とすることが
過去の予備実験から明らかとなった。すなわ
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ちこれは「増殖→増殖停止」の過程（図１①
→②）で、増殖に関わる機能構造の一部が失
われて増殖できなくなっていること、逆に
「増殖停止→増殖再開」の増殖準備期の過程
（図１②→③）ではこれらが再構築されて増
殖能を再獲得していることを示している。し
かし、この時期に注目した研究は少なく、増
殖の停止から再開に至る課程で必要とされ
る遺伝子群についての知見は乏しかった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、栄養飢餓環境で増殖を停止
した大腸菌が、栄養源供給により増殖を再開
するまでの細胞応答を、主に遺伝子発現の観
点から、経時的、空間的に追い、様々な細胞
内機能構造の変化を明らかにすることで、細
胞増殖に関わる生命システムの再構築とそ
の機能を解明することである。 
 
 
３．研究の方法 
研究に用いた大腸菌株は、日本における大腸
菌ゲノムプロジェクトの対象となった K-12
の野生株 W3110 を選択した。菌体を異なった
栄養条件の培地で培養し、様々な培養時間の
菌体をサンプリングした（図２）。得られた
菌体から total RNA を抽出し、マイクロアレ
イ用プローブのテンプレートとした。使用し
たマイクロアレイは、大腸菌ゲノムに含まれ
る 4000 以上の ORF を網羅してスポットされ
たスライドガラスを用いた。 

 
４．研究成果 
(1) 定常期（Stat）、準備期初期（5 min、15min）、
対数増殖期（Log）、それぞれの細胞から RNA
を抽出して microarray 解析を行った。その
結果、増殖再開の準備期に強く発現する遺伝
子群が存在することが明らかとなった（図
３）。 

このような lag phase 発現遺伝子の欠損株を
様々な条件で培養し、その増殖曲線が野生株
と比べて有意に遅く、または早くなるものを
スクリーニングすることで、増殖再開に重要
な役割を果たす遺伝子の探索を続けること
が今後必要と考えている。 
 
(2) 大腸菌の持つ遺伝子それぞれについて、
いつ必要とされて発現するのか、大腸菌の生
活環全体を通して網羅的に解析された例が
なかった。そこで、増殖期、定常期初・中・
後期、増殖再開初期、といった生活環の全過
程の大腸菌をサンプルとして RNA を抽出し、
microarray 解析の結果を得た。機能分類した
もののうち、遺伝情報の複製と発現に関連す
る遺伝子群の変動パターンを図４に示す。こ
こに見られるように、同じ機能分類の中でも
発現する時期は異なっていることがわかっ
た。リボソームタンパク遺伝子の発現パター
ンに注目すると、多くが植え継ぎ後数分で急
激に発現量を増しているのに対し、SRAや RMF
など、定常期特異的であることが明らかにな
っている遺伝子については、定常期にさしか
かった頃にピークを迎えており、過去の個別
研究データと矛盾しない結果であった。この
ことは、本研究のデータ処理方法が妥当であ
ることも示している。機能別に見ると、翻訳
に関わるリボソームタンパク質の発現時期
が総じて早いことから、増殖再開には翻訳装
置の再構築が重要であると考えられた。これ
に対し、RNA polymerase 関連のなかでも σフ
ァクターとして機能する遺伝子の場合は、転
写産物量のピークを示す時期がまちまちで
あり、菌体や培地環境の状況変化に応じて、
必要とされる因子の種類が変化していく様
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図１ バクテリアの増殖停止と増殖再開の模式図 
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図２ 遺伝子発現解析用菌体のサンプリング時期 
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図３ Lag phase 初期に発現する遺伝子群の分類 



 

 

子が示された。このように機能で分類する GO
解析や、発現パターンで分類するクラスター
解析等によって、増殖再開に関わる遺伝子群
のスクリーニングと機能解析を進めること
が、今後の課題である。 
 
(3)バクテリアの増殖に必要な栄養素は一つ
ではなく、増殖の停止と再開のメカニズムは
不足または再供給される栄養素によって異
なっていることが予想される。大腸菌におい
ても、増殖停止の要因となる枯渇栄養源は、
培地条件によって異なる。そこで、含まれる
栄養素の組成をコントロールすることを目
的に、無機塩類とグルコースのみから構成さ
れる最少培地を用いて、窒素(N)、リン酸(P)、
グルコース(C)を欠乏させた場合の増殖停止

期と、再供給したときの増殖再開期の細胞に
ついて、遺伝子発現のプロファイルを調べ、
各栄養素の違いによるパターンを比較する
実験を行った。長期培養の様子から、枯渇栄
養素の違いによって増殖停止期の細胞の寿
命が異なっていることが明らかとなった。図
５に模式的に示すように、栄養源供給後の増
殖再開までの時間も培養条件によって異な
っており、飢餓環境への適応がそれぞれで違
っている可能性が明らかとなった。また遺伝
子発現についても、枯渇栄養素が違うと異な
る発現プロファイルとなることが示された。
図６に、各培地条件でのリボソームタンパク

質遺伝子の発現プロファイルを例示する。こ
れらの結果は、経験する栄養源枯渇条件ごと
に、増殖再開メカニズムも異なっている可能
性を示唆していると考えられる。今後は特徴
的な発現パターンを示す遺伝子を探索し、遺
伝子破壊株の表現型観察やプロテオーム解
析、蛍光融合タンパク質による細胞内局在の
観察などから、その機能解析を進めていく予
定である。 
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図４ 大腸菌の生活環を通した遺伝子発現解析 
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図５ 栄養条件の違いによる増殖パターンの模式図と
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