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研究成果の概要（和文）：本研究は、進化過程における微生物の表現型・遺伝子型の変化を高精度に解析することによ
り、適応進化のダイナミクスを担うメカニズムの根源に迫ることを目的としている。まず系統的な進化実験を行うため
に、ラボオートメーションを用いた自動培養システムの構築を行い、数百系列の培養を対数増殖期を保つように植え継
ぐことに成功した。そのシステムを用いて、様々なストレス添加条件下での進化実験を行い、その過程における遺伝子
発現量の変化とゲノムへの変異固定を網羅的に定量した。これらのデータを統合することにより、一部の適応的な表現
型の変化はゲノムの変異によって説明できないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Phenotype-genotype relationship in bacterial adaptive evolution still remains uncl
ear. In this study, by using experimental evolution of bacterial cells, we quantified phenotypic change an
d genetic change during adaptive evolution to various stress conditions. For this purpose, first we develo
ped an automated culture system by which we can maintain hundreds of independent culture series of bacteri
al cells. Then, by using this automated system, we performed experimental evolution of E. coli under vario
us stress conditions, including acid, detergent, and antibiotic stresses, to obtain tolerant strains for t
hese stresses. Expression changes and genetic mutations in the tolerant strains were analyzed by microarra
y experiments and next-gen sequencers, respectively. The results demonstrated that a part of adaptive phen
otypic changes cannot be explained by fixed genetic mutations, suggesting that an unknown non-genetic mech
anism plays a role in the dynamics of adaptive evolution. 
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１．研究開始当初の背景 
 生物システムは一般に、環境の変化に応じ
て表現型と遺伝子型を柔軟に変化させ、その
環境に適応することが可能である。その適応
進化の過程における表現型の変化は、ゲノム
変異に起因する進化的な機構と、ゲノム変異
に依らない適応的な機構の双方に依存する。
柔軟かつ頑強な適応進化のダイナミクスを
理解するためには、この２つの機構の相互作
用が本質的であると理論的にも予想される
が、その実験的な解析はほとんど行われてい
ない。これは、現存の生物種の解析からの情
報のみでは、それが現れてきた適応と進化の
ダイナミクスを再構成することがほぼ不可
能なためである。この適応と進化のダイナミ
クスを時系列に沿って詳細に解析するため
には、実験室の制御された環境下で人工進化
実験を行い、その過程における表現型と遺伝
子型の変化を経時的に定量するという構成
的なアプローチが有効となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、人工進化過程における微生物の
表現型・遺伝子型の変化を高精度に解析する
ことにより、適応進化のダイナミクスを担う
メカニズムの根源に迫ることを目的として
いる。その目的のために、ラボオートメーシ
ョン(培養ロボット)を用いた微生物の複数環
境下・複数系列での人工進化実験と、マイク
ロアレイ・次世代シーケンサなどによる表現
型・遺伝子型解析を組み合わせたハイスルー
プットな適応進化ダイナミクス解析システ
ムを構築する。こうした進化実験によって、
環境ストレス耐性や、抗生物質耐性の大腸菌
を取得し、その表現型と遺伝子型の対応を解
析することによって、適応進化ダイナミクス
の詳細なメカニズムを明らかにする。さらに
は、進化実験を生物工学における有用微生物
の育種に応用するために、その基盤となる in 
silico スクリーニングの手法などを開発する。 
 
３．研究の方法 
 多環境・多系列での進化実験は、実験者に
大きな負荷を与える場合がある。実験者の負
担を軽減し、安定に複数環境下・複数系列の
人工進化実験を行うために、クリーンブース
内に設置した自動分注機などを用いて、大腸
菌の長期植え継ぎ培養を可能とするシステ
ムを構築する。 
 このシステムを用いるなどして、様々なス
トレス因子や抗生物質を添加した環境下で
の植え継ぎ培養による大腸菌の進化実験を
行う。得られた耐性株においてどのような表
現型と遺伝子型の変化が生じたかを定量す
るために、超並列シーケンサによるゲノム変
異解析と、マイクロアレイによる遺伝子発現
解析を行う。 
 
４．研究成果 
以下に３つの内容について成果を記す。 

 
①ラボオートメーションによる自動進化実
験システムの構築 
 クリーンブース内に設置した自動分注ロ
ボット(Beckman Coulter製 Biomek NX)と、そ
れに接続したインキュベータ、吸光/蛍光プレ
ートリーダを組み合わせることにより、全自
動で微生物の植え継ぎ培養を可能とする培
養ロボットシステムを構築した。培養は
96-wellプレートを用いる。一定の時間間隔で
吸光度を測定し、それが一定値に達したら次
の well に菌体を植え継ぐという一連の操作
を自動的に行うことによって、対数増殖期を
維持した長期間培養が可能となる。また、微
生物の長期培養においては、大気中や隣接し
た wellからの微生物の流入など、コンタミネ
ーションが問題となる場合がある。このコン
タミネーションが発生していないかを確認
するために、微生物を入れない培地のみの
wellを長期間植え継いだところ、菌体の増殖
は見られず、コンタミネーションが発生して
いないことが確認された（文献 2）。 
 この自動進化実験システムの使用例とし
て、大腸菌の進化実験を酸・アルカリ・界面
活性剤などの 11 種類のストレス環境下にお
いて、それぞれ 10独立系列で行った（図 2）。
約 1000 時間の培養の後、ストレス環境下で
の増殖速度が有意に親株よりも大きいスト
レス耐性株の取得に成功した。これら耐性株
について、超並列シーケンサ Illumina Hiseq
を用いたゲノム変異解析を行ったところ、例
えば高NaClストレスの耐性株には proV遺伝
子に共通に変異が固定されるなど、耐性獲得
に寄与すると予想される変異の同定に成功
した。さらに、マイクロアレイを用いた遺伝
子発現解析を行ったところ、同じストレスに
対する耐性株には共通の発現プロファイル
の変化が見出され、それらの発現量変化は、
例えば RNA ポリメラーゼの σ サブユニット
など、様々な制御因子の発現変化によって説
明可能であることが示唆された。これらの表
現型・遺伝子型の変化がどのように相関する
かを解析することによって、様々なストレス
環境に対する適応進化ダイナミクスにおい
て、ゲノム変異に起因する適応度の変化と、
変異に依らない適応度の変化を定量するこ



とが可能となる。 
 
②抗生物質添加環境下での大腸菌進化実験 
 近年、抗生物質が効かない薬剤耐性菌の出
現が大きな問題となっている。一方で、微生
物がどのようなメカニズムによって耐性を
獲得するか、未だ不明な点が残されている。
そこで本研究では、大腸菌に効果があるとさ
れる 33 種類の抗生物質を添加した環境での
2000時間程度の進化実験を行い、その耐性獲
得ダイナミクスの解析を行った。結果として、
31 種類の抗生物質については最小阻害濃度
（MIC）が親株よりも有意に高い抗生物質耐
性株の取得に成功した。 
 この耐性獲得のメカニズムを理解するた
めに、超並列シーケンサによるゲノム変異解
析を行ったところ、例えばアミノグリコシド
系の抗生物質への耐性株は、電子伝達系に関
与する遺伝子に集中して変異が固定される
など、耐性獲得に寄与すると予想される変異
を多数同定した。また、マイクロアレイによ
る発現解析を行い、同じ薬剤への耐性株は共
通の発現プロファイルの変化が生じている
ことを確認し、例えば βラクタム系の抗生物
質の耐性株はポーリンタンパク質をコード
する ompF の発現量が共通して減少している
ことが明らかとなった。 
 さらに獲得した耐性株の表現型の変化を
解析するために、ある薬剤へ耐性となった株
が他の薬剤への耐性・感受性をどのように変
化させるかを定量した。その結果、交差耐性
と呼ばれるある薬剤への耐性獲得が他の薬
剤への耐性獲得に繋がる現象が広く見出さ
れたのに加え、ある薬剤 A への耐性獲得が、
別の薬剤 Bへの超感受性（親株よりも感受性
となる）を引き起こし、またその逆も成り立
つというトレードオフの関係を持つ薬剤が
見出された。例えば、アミノグリコシド系抗

生物質の耐性株は、クロラムフェニコールな
どの抗生物質に対して超感受性となり、また
その逆も成り立つことが示された。さらに、
こうしたトレードオフの関係にある 2種類の
抗生物質を同時に添加することによって、耐
性株の出現を抑制出来ることが確認された。 
 現在、様々な抗生物質に対する耐性株につ
いて、ゲノム配列と遺伝子発現プロファイル
の変化、そして様々な抗生物質に対する耐
性・感受性について定量したデータを取得し
ており、それらの間の相関を解析することが
可能となっている。そうした相関解析の一つ
として、発現プロファイルから耐性・感受性
を予測する数理モデルの構築を行った。この
手法では、数種類の遺伝子発現量の対数値を
用いた重回帰解析によって、様々な薬剤への
耐性・感受性を予測することに成功した。図
3 にその予測の一例を示すが、8 種類の遺伝
子発現量によって高い精度で薬剤への耐
性・感受性を予測することが可能となってい
る。また、こうした解析に基づき、薬剤耐性
に寄与する遺伝子発現変化を抽出すること
に成功した。 
 さらに、遺伝子発現量の変化などの表現型
の変化と、ゲノムに固定された変異の対応を
解析したところ、β ラクタム系など一部の薬
剤については、変異と表現型変化の相関が見
出せないことが明らかとなった。実際に、β



ラクタム系の抗生物質を用いて短期間（例え
ば 200時間）の進化実験を行ったところ、変
異は一つもゲノムに固定されていないのに
もかかわらず、抗生物質耐性を安定に保持す
る株の取得に成功し、ゲノム変異に依らない
適応的な表現型の変化が、抗生物質耐性株に
おいて見出されることを確認した。こうした
知見は、問題となっている多剤耐性菌の出現
メカニズムに新たな視点をもたらすと期待
され、その分子メカニズムの同定を行う予定
である。 
 
③進化実験の生物工学的応用に向けた in 
silico 解析 
 進化実験を用いて物質生産などに資する
有用微生物を創成するためには、どのような
遺伝子操作を前もって菌株に施しておくか
を決める必要がある。これまでは、研究者の
経験によってそうした遺伝子操作を決めて
いたが、ゲノム情報から代謝ネットワークの
再構成が可能となった現在、より合理的な in 
silicoスクリーニングへの期待が高まってい
る。そこで本研究では、フラックスバランス
解析（FBA）に基づいて、どのような遺伝子
破壊の組み合わせが目的物質の生産性向上
をもたらすか、複数種類の破壊の組み合わせ
まで in silicoでスクリーニングすることが可
能な新たなアルゴリズムの構築を行った（文
献 3）。また、そうしたスクリーニングに基
づき遺伝子操作を加えた大腸菌株を構築し、
3-ヒドロキシ プロピオン酸の高生産株を取
得することに成功した（文献 1）。 
 さらに、こうした進化ダイナミクスの基礎
研究として、細胞モデルを用いた進化シミュ
レーションを行い、エピジェネティクスの効
果などが進化ダイナミクスにどのように寄
与するかを解析した（文献 4、6）。こうした
理論研究は、適応進化ダイナミクスを進化実
験によって理解するための基盤となる。 
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