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研究成果の概要（和文）：本研究では、周期的に時間変動する環境下で大腸菌の進化実験を行い、どのような表現型と
遺伝子型の変化が出現するかを解析することを目的とした。周期的に変動する炭素源や抗生物質添加といった環境下で
大腸菌を植え継ぎ培養することにより、変動環境に適応した大腸菌の取得を試みた。結果として、2つの抗生物質の添
加を周期的に切り替えた場合に、一方の薬剤には耐性を獲得し、もう一方への耐性獲得は抑制されるという非対称な進
化ダイナミクスが見出された。このことは、環境が時間的に変動することにより、進化ダイナミクスの軌跡に複雑なバ
イアスがかかる場合があることを示している。

研究成果の概要（英文）：In this project, we analyzed evolutionary dynamics of E. coli under dynamically 
changing environment by using laboratory evolution. We cultured E. coli cells under periodically changing 
culture environments (e.g., carbon sources and addition of antibiotics) to obtain adapted cells to such 
dynamic environments. As results, we found that by adding two antibiotics periodically, resistance 
acquisition to one drug was significantly suppressed in comparison with stationary drug addition, while 
resistance acquisition to the other drug was unchanged. The results suggested that evolutionary routes 
can be biased by changing environment over time.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 生物システムの多くは、昼夜サイクルや季
節変動など周期的に変動する環境条件に対
して、動的に内部状態を変化させることによ
り適応をしている。そうした動的な適応は、
環境変動を入力とした単なる応答とは限ら
ず、概日リズムや概年リズムのように、自ら
リズムを作り出すことによって環境変化を
予測し適応する「生体リズム現象」が多くの
生物種で見出されている。しかしながら、こ
うした環境と表現型の動的かつ適切な相互
作用がどのように出現するか、その過程につ
いては理解が進んでいるとは言い難い。動的
に変化する環境下において、どのような表現
型の時間変化が生じることを定量的に解析
することにより、一定の適応度の下でのみ議
論されてきた進化研究に新たな視点をもた
らすと期待できる。また、近年の進化実験技
術の発展は、こうした動的に変動する環境下
での進化ダイナミクスの解析を可能として
いる。こうした背景を踏まえて、本研究では
時間的に変動する環境下での進化実験を行
い、そこでの表現型の変化を解析した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、周期的に時間変動する環境下
で大腸菌の進化実験を行い、どのような表現
型と遺伝子型の変化が出現するかを解析す
ることを目的とした。複数の環境条件と、そ
れぞれ複数の独立進化系列について解析を
行い、変動する環境下における進化ダイナミ
クスが持つ性質を定量する。そうしたデータ
を統合することにより、生体リズム現象など
動的適応のメカニズムを理解する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、時間的に変動する環境条件下
での進化実験を行うために、研究代表者が開
発したラボオートメーションによる全自動
の進化実験システムを用いる（Horinouchi et 
al, 2014; 図 1）。このシステムでは、クリー
ンブース内に設置された自動分注ロボット
(Beckman Coulter 社製 Biomek NX)とインキ
ュベーションシステム、および、吸光プレー
トリーダーを接続している。一定時間間隔で
吸光度により細胞濃度を測定し、適当な植え
継ぎ量を計算することによって、植え継ぎ培
養による進化実験を全自動で行うことが可
能である。インキュベータでは 44 枚の 384-
ウェルプレートを培養することが可能であ
り、合計で 16,000 ウェル以上の独立培養系
列を維持することが出来る。このシステムを
用いることにより、様々に異なるストレス環
境条件や、時間的に変動する環境条件の下で
の大腸菌進化実験が可能となっている。 
  
４．研究成果 
 進化実験で用いる変動する環境条件とし
て、本研究では①異なる炭素源の切り替えと、
②異なる作用機序を持つ抗生物質の切り替

えの 2種類を用いた。 
 ①の異なる炭素源を時間的に切り替える
環境下での進化実験では、最初にグルコース
炭素源環境と酢酸炭素源環境の切り替えを
用いた。素源の切り替えでは、代謝状態の大
幅な切り替え（解糖経路←→糖新生経路）が
生じることが期待できる。菌体植え継ぎ時の
炭素源持ち込みの影響を下げるために、植え
継ぎのタイミングを炭素源の枯渇に近い所
で行った。植え継ぎの時間間隔を 6時間とし
て、環境切り替えの時間間隔を 6～24 時間と
変化させた進化実験を 200 時間程度行った。
当初の期待としては、環境切り替え後しばら
くは、炭素源と細胞の内部状態（例えば、糖
新生経路が活性化されているなど）のミスマ
ッチにより、一時的に増殖速度が落ちること
が期待された。しかしながら、グルコースと
酢酸の環境切り替えでは、そのような環境切
り替え直後の増殖速度の低下は観察されな
かった。環境切り替えを行わない培養（継続
的なグルコースあるいは酢酸炭素源での培
養）と、環境切り替えを導入した培養におい
て、それぞれの環境での増殖の振る舞いはほ
ぼ同一であり、期待した環境切り替えによる
ダイナミックな状態変動や、そうした変動の
進化過程による最適化といった変化を見出
すことが出来なかった。こうした炭素源を切
り替える培養を、様々な異なる炭素源（グリ
セロールや、トリプトファン・フェニルアラ
ニンなどのアミノ酸など）について行ったが、
同様に環境切り替えの影響を見出すことが
出来ず、環境切り替えに対する適応進化のダ
イナミクスを解析することは出来なかった。 
 次に、②の異なる作用機序を持つ 2つの抗
生物質について、その添加を時間的に切り替



えた進化実験を行った。研究代表者による先
行研究として、タンパク質合成阻害剤である
クロラムフェニコール（CP）と、アミノグリ
コシド系のタンパク質合成阻害剤であるア
ミカシン（AMK）は、大腸菌における耐性能
がトレードオフの関係にあることがわかっ
ている。つまり、大腸菌が CP 耐性を獲得す
ると AMK に対して親株よりも感受性となり、
またその逆も成り立つことが示されている
（ Suzuki et al, Nature Communications 
2014）。こうしたトレードオフの関係にある
薬剤を時間的に変動した形で添加すること
により、内部状態を動的に変化させることに
よる環境適応が見出されると期待し、前述の
全自動進化実験システムによる進化実験を
行った。コントロールとして、トレードオフ
の関係にない別の抗生物質であるセフェキ
シム（CFIX）を添加した進化実験を併せて行
った。図 2にその結果の一例を示す。図 2(a)
は、CP と AMK の添加を 24 時間ごとに切り替
えた環境下での進化実験の結果を、単独添加
の進化実験の結果と併せて示している。興味
深いことに、環境切り替えによって、AMK へ
の耐性能の上昇は単独添加の場合とほぼ代
わらないが、CP への耐性能の向上は有意に抑
制されることが見出された。一方で図 2(b)
に示すトレードオフの関係になりAMKとCFIX
の組み合わせでは、そのような環境変動によ
る進化ダイナミクスの変化は見出されなか
った（論文準備中）。 
 このように、時間的に変動する環境下での
進化実験により、一定環境とは異なる進化ダ

イナミクスを観察することに成功した。興味
深いことに、図 2(a)に示す耐性能の上昇は、
トレードオフの関係にある AMK と CP におい
て非対称に現れる。この非対称性の起源とし
て、AMK 適応状態と CP 適応状態の遷移時間の
非対称性が考えられる。そうした適応過程の
ダイナミックな性質が、進化過程に及ぼす影
響を今後解析すべきであろう。トランスクリ
プトーム解析などを用い、どのような適応過
程がこの非対称性を担っているかを検討す
る予定である。本研究では、時間的に変動す
る環境下での進化実験を用いることにより、
環境変動が進化ダイナミクスに与える影響
を解析した。当初予定していた、生体リズム
現象の解析には至らなかったが、動的環境下
での進化ダイナミクスの基盤を構築できた
と考えている。 
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