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研究成果の概要（和文）：大腸菌の様な桿菌は、古い極の極齢が異なるサブポピュレーションの集合であり、其々は異
なった生理的特徴を有している。本研究では大腸菌細胞の極に局在する走化性レセプターTarに光変換蛍光蛋白質を連
結した融合蛋白質を発現させ、分裂にともなった極齢の可視化に成功した。可視化細胞の分取とトランスクリプトーム
解析を目指した研究を推進し、細胞にダメージを与えない光変換条件を確立した。極齢と細胞の比重に相関を見出した
他、マイクロ流路と顕微鏡・マルチチャンネル分光器からなる自動分取システムを整備した。今後はより多くの細胞を
分取し分裂速度の違いやVBNC化のメカニズムを明らかにしたい。

研究成果の概要（英文）：Rod-shaped bacteria (e.g., Escherichia coli) are the gathering of subpopulations 
with multi-generations of their older poles and their physiological traits are different to each other. 
In this study, we constructed an E. coli with a photoconvertible fluorescent protein conjugated to a 
chemoreceptor protein Tar localized to their poles, and the generations of poles were successfully 
visualized. We have further investigated the method of sorting, and established a protocol of 
photo-labeling without damaging the cells. Specific weight of the cells was found to be a promising 
method for differentiating the subpopulations with different generations of poles. We have also composed 
an automatic cell-sorting system utilizing a microfluidic chip, a fluorescent microscope, and a photonic 
multichannel analyzer for collecting more variety of subpopulations to clarify the mechanisms of 
modulating growth rate and entering VBNC state in the subsequent studies.

研究分野： 環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 環境中の微生物の多くは VBNC（Viable 
But Non-Culturable）と呼ばれる「死滅はし
ていないものの増殖しない状態」で存在して
いる。その中には、培養方法が確立されてい
るにもかかわらず何らかの理由で増殖を停
めている細菌も含まれ、あるきっかけで増殖
を再開する可能性が示唆されている。例えば
VBNC の状態にある大腸菌 O157 や赤痢菌、ビ
ブリオ属細菌等が潜在的な病原体として環
境中に存在しているという仮説が提唱され
ている。実際には実験的にストレスを与えて
増殖を停めた細胞を VBNCのモデルとしたり、
環境サンプルから増殖が遅いものを選別す
るなどの手法を用いて VBNC の研究が行われ
てきたが、客観的な指標をもって細胞のサブ
ポピュレーションを VBNC であると特定し、
VBNC 状態への移行や増殖の再開を研究する
ことは従来の技術では非常に困難であった。 
 
(2) 大腸菌のような桿菌が分裂すると個々
の娘細胞は分裂によって生じた新しい細胞
極と、親細胞から受け継いだ古い細胞極の二
つの細胞極を持つことになる。こうして生ま
れた細胞がさらに分裂を繰り返すことから、
自然により古い細胞極を持つ細胞からより
新しい細胞極を持つ細胞の複数のサブポピ
ュレーションが生じてくる。近年の研究から、
より古い極齢の細胞極を代々受け継いでき
た娘細胞は分裂速度が遅く、VBNC 状態に移行
し易いことが明らかになってきた(引用論文
1)。一方で新しい細胞極の側を受け継ぎ続け
た娘細胞は世代を重ねるごとに分裂速度が
速くなる、いわゆる「若返り」を見せること
も報告されている。しかし、これらの研究で
は顕微鏡を用いたタイムラプスにより分裂
の頻度に関する解析が成されているだけで
あり、サブポピュレーションを分取して実際
に分裂速度の違いや VBNC 状態への移行に関
与する因子を特定するような研究には至っ
ていない状況であった。 
 
２．研究の目的 
(1) VBNCは環境の微生物の動態を知る上でき
わめて重要なテーマである。しかし客観的な
指標をもって細胞のサブポピュレーション
を特定し、VBNC状態への移行や増殖の再開を
研究することは従来の技術では非常に困難
であった。近年の研究により、細胞分裂によ
って生じた極の新旧が細胞の増殖速度や
VBNC 状態への移行に大きく関与することが
明らかになってきた(引用論文 1)。一方で蛍
光観察により生きた細胞を扱う技術が発達
したため、例えば光変換蛍光タンパク質で細
胞極を標識することにより、様々な極齢を持
つサブポピュレーションの細胞を蛍光の違
いを指標に分別することが原理的には可能
になった。そこで挑戦的萌芽研究の助成のも
と、光変換蛍光タンパク質で大腸菌の細胞極
を標識し、様々な極齢の細胞極を持った細胞

を分画してトランスクリプトーム解析を行
うことから増殖速度の違いに関係する遺伝
子の洗い出し、ひいては VBNC への移行や増
殖の再開のメカニズムを明らかにすること
を目的として研究を推進した。 

 
３．研究の方法 
(1) アスパラギン酸の走化性レセプターで
ある Tarは大腸菌の細胞極に局在する蛋白質
である。Tarの C末端に EGFP を融合・発現さ
せた既往研究(引用論文 2)を参考に、本研究
では tar遺伝子に光変換型蛍光蛋白質の一種
である Kaede（http://www.amalgaam.co.jp）
の遺伝子を融合させた。図１に示すように
PCR 増幅した大腸菌 K12 株由来の tar 遺伝子
を終止コドンの位置にイン・フレームで
Kaede 遺伝子が繋がるように pKaede-S1 ベク
ター（Amalgaam・MBL）の BamHI サイトに挿
入し、大腸菌 DH5αに形質転換した。また、
37℃付近の温度帯で良好な蛍光を示すとさ
れる単量体の光変換蛍光蛋白質 mKikumeにつ
いても Tarとの融合蛋白質を発現する大腸菌
株を作成し、同様の検討を行った。 
 

 
 
(2) 初期の実験では、光変換は日立の FL15BL
ブラックライト蛍光灯（ピーク波長 369 nm）
の光照射下、液体振盪培養条件にて行った。
また、培養液を充填したガラスキャピラリー
を用いて光変換の条件を検討した。ブラック
ライトや各種 LEDを照射したさいの距離と照
射時間、緑色蛍光と赤色蛍光を発する極の割
合、退色の速さ、さらに新しい培養液に再接
種した時の成長速度への影響などを調べた。 
 
(3)光変換前後の細胞極の蛍光を観察したほ
か、一様に光変換を行った後一定時間培養を
行い、再び新規な細胞極が形成され細胞が分
裂する過程を観察した。また、細胞の極が示
す蛍光の特徴に従って細胞を分画し、特定の
特徴を示すグループ毎に集める方法を検討
した。観察には Zeiss の LSM 510 META 共焦
点レーザースキャン顕微鏡システムを使用
し、未変換型の緑色蛍光には 488 nm 励起・
505－530 nm 蛍光、変換型の赤色蛍光には 543 
nm 励起・＞560 nm 蛍光の各条件を用いた。  
 



４．研究成果 
(1) 顕微鏡観察により Kaede融合蛋白の緑色
蛍光が細胞極に局在する大腸菌株を取得し、
T3 株と名付けた。T3 株は暗条件で培養する
ことにより緑色蛍光を呈した。また、ブラッ
クライト、または共焦点レーザースキャン顕
微鏡の視野の中で青色レーザー（405 nm）の
励起光を照射することによって Kaedeの赤色
蛍光型への変換が観察された（図２）。 
 

 
またブラックライト照射によって予めすべ
ての細胞極が一様に赤色蛍光を発するよう
にラベルした細胞の成長する過程を観察し
たところ、赤緑両方の蛍光を観察して重ね合
わせることにより、細胞極の新旧が見分けら
れるようになった。例えば図３に於いて赤色
蛍光を発しているのはブラックライトを照
射した時点で存在していた極であり、緑色蛍
光のみを発しているのはその後の分裂によ
って生じた新しい極である。 

 
以上の様にして、従来判別が出来なかった大
腸菌の細胞極の新旧をある程度判別するこ
とが可能になった。 
一方、mKikume を用いた株では、暗所培養を
した段階で細胞極に集まる Tar-mKikumeの融
合蛋白が比較的弱い蛍光しか示さなかった。
また一度光変換により赤色蛍光でラベルし
たはずの細胞極が容易にその特性を失い、緑
色蛍光のみを示すようになる傾向があった。
以上の点から、本研究の目的には使用できず、
以後の研究は Tarと Kaedeの融合蛋白を発現

する T3株を対象に進めることとなった。 
 
(2) 光変換の条件については当初よりブラ
ックライトの照射では効率が悪く長時間の
照射が必要である一方で細胞に毒性を示す
懸念があった。実際に確認したところ完全な
変換には 25 分以上の照射を要し、同時に変
換後の赤色蛍光にも一部で退色が起こって
いることが分かった。また 10～25 分間ブラ
ックライトを照射した細胞は同じ時間暗所
で培養した細胞と比較して新たな培養液に
接種した後の増殖速度が著しく低下してい
ることがわかった。 
より良好な光変換条件を確立するため、新た
に単一波長の照射が可能な高出力 LED光源を
検討した。図４は 385 nm の LED（シーシー
エス、HLV-24UV385-4WNRBT）で 15 cmの距離
から照射後の細胞の蛍光像である。非常に速
やかに緑から赤への光変換が起こるが、５分
間も照射していると緑色蛍光・赤色蛍光とも
完全に退色してしまうことが分かった。 
 

 
 
図５は 405 nm の LED（シーシーエス、
HLV-24VL405-4WHI）に対して同様の検討を行
ったものである。変換の効率は悪いものの、
緑色および赤色いずれの蛍光もほとんど退
色しないことが分かる。405 nmの変換光を照
射した後の培養液を新しい培地に接種して
T3 株の増殖速度の違いを検討したところ、図
６に示すように変換光照射の影響は確認で
きなかった。したがって、当研究の目的では
405 nm LEDによる変換光を照射して細胞極を
一様に赤色蛍光でラベルするという手順が
最も好ましいと考えられる。 
 

 



 

 
 
 
(3)光変換後一定時間培養した細胞には図３
に示したように両方の極が緑、一方の極が赤
でもう一方の極が緑、両方の極が赤の３種類
のバリエーションが含まれている。この３者
の分画を検討したところ、従来型のセルソー
ター（ベクトン・ディッキンソン、 BD 
FACSVantage SE）では十分に分けられないこ
とが判明した。そこで図７に示すようなマイ
クロ流路、顕微鏡、マルチチャンネル分光器
からなる自動分取システムを整備した。まだ
十分な細胞数を分取する性能に至っていな
いが、現在も改良を続けている。 
 

 
 
また光変換後の細胞を一定時間培養し、３種
類の極の蛍光ラベルのバリエーションが共
存する培養液を Percollの密度勾配（30 mL）
に重層して 43,200×g で 30 分間遠心分離を
行った。分離後のサンプルを低密度側から高
密度側まで小量の画分に分けて、含まれる細

胞の極の蛍光を観察したところ、両方の極が
緑の細胞は全体に分布しているのに対し、一
方の極が赤・一方の極が緑である細胞は最も
比重が軽い画分、両方の極が赤である細胞は
最大のピークよりやや軽い比重の画分に局
在する傾向が見られた（図８）。以上のこと
から、分裂にともなって生じる細胞のバリエ
ーションと細胞の比重には相関があり、密度
勾配遠心は細胞の分裂によって生じるサブ
ポピュレーションを分画する一手段として
利用可能であることが示唆された。 
 

 
以上の様にして大腸菌の細胞極を光変換蛍
光蛋白質で標識し、光変換ラベルと培養の後
分画する手法が確立できた。これらの方法を
利用して VBNC 化や増殖速度の違いを探る手
段を得ることが出来た。今後はこの成果を応
用した研究をさらに進める予定である。 
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