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研究成果の概要（和文）：常温性のシアノバクテリアが突然変異の蓄積によりどこまでの高温耐性を獲得できる
のかという命題に挑むため、3年に及ぶ長期間の寒天培地上での高温順化培養により、シアノバクテリアS. 
elongatus PCC 7942の通常の生育限界温度である43℃を大きく超えた株群を得ることに成功した。これらの高温
耐性突然変異株群について、ゲノム上の突然変異部位を次世代シーケンサーを用いてゲノムワイドに同定し、さ
らに遺伝子組換えを用いた実験から高温耐性に寄与した変異遺伝子座を概ね明らかにした。この高温耐性突然変
異株では、高温下での転写産物プロファイルや細胞形態、生育速度などに大きな違いが見られた。

研究成果の概要（英文）：The cyanobacterium Synechococcus elongatus PCC 7942 is the mesophilic 
photosynthetic organism. We tried long-term adaptive evolution to obtain mutants which are able to 
proliferate more than a growth limit of high temperature, 43℃. We successfully obtained several 
mutants which are able to growth more than 45℃ on the BG-11 agar plate. These mutants showed unique
 transcriptional profile comparing to that of wild-type cells. We identified all spontaneous mutated
 loci in the genome of the mutant cells by resequence analysis using NGS technology. By verification
 of the mutations, We found that two genes are associated to the phenotype of cellular 
thermo-tolerance.

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 一般的に、常温性の微生物は 45℃を超える
と生育できない(引用文献①)。 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、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」、50℃以上でしか生育できない微
生物を「高度好熱菌」と呼ぶ。 シアノバク
テリアは約 27 億年前に地球上に現れたとさ
れる生物であり、その後、進化により好熱性、
常温性など多様な種に分岐した。例えば、淡
水性の好熱性シアノバクテリアとして知ら
れる Thermosynechococcus elongatus BP-1
の至適生育温度は 57℃である。一方、同じ淡
水性の Synechococcus elongatus PCC 7942
は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)。45℃での高温ストレス処理実験の報
告例もあるが(引用文献②)、この条件では細
胞は分裂異常によりフィラメント状になり、
細胞増殖は抑制される。また僅か 20 分間、
50℃に曝しただけでも細胞の生存率は 50％
まで低下する。これまでにシアノバクテリア
において、DnaK, GroESL, HtpG, HspA など、
高温で発現が誘導されるタンパク質群は数
多く発見されているが、遺伝子組換え実験を
用いてもなお 45℃以上での連続培養に成功
した例は存在しない。 
 このように、同じシアノバクテリアの中で
も種による生育温度範囲の境界は明瞭であ
るが、では一体どれほどの突然変異が積み重
なれば、ある生物種の生育温度範囲の壁を超
えることができるのか、といった生物学の根
本的な疑問に挑むような研究は様々な技術
的制約・時間的制約のために、実施するのは
極めて困難であった。しかし近年、大腸菌で
示された長期間に及ぶ適応進化実験の研究
例から、長期間の連続培養により驚くべき表
現型の突然変異株が多数生じ得ることが分
かってきた(引用文献③④)。また近年の次世
代シーケンシング技術の発展により、マルチ
コピーゲノムを持つシアノバクテリアであ
っても、ゲノム上の変異遺伝子座を高精度に
同定することが可能となった(引用文献⑤)
ことから、微生物分野においてはこのような
実験室進化実験がついに挑戦可能な時代と
なってきた。 
 
２．研究の目的 
 
 そこで研究代表者はシアノバクテリア S. 
elongatus PCC 7942 において、高温順化を繰
り返しながらの長期高温培養により「45℃の
壁」を越える突然変異株を新規単離すること
を思い立った。 BG-11 寒天培地用い上限生育
温度での長期培養をおこなった結果、驚くべ
きことに、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。これまでにない高温での連続培養が可能

なこの高温耐性突然変異株がどのような変
異を持ち、どのような高温耐性機構を獲得し
たのかは全く不明であり、また過去の知見か
らも説明できない。 
 そこで本研究においては、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
うことを目的とする。 また、本研究により、
常温性のシアノバクテリアが突然変異の蓄
積によりどこまでの高温耐性を獲得できる
のかという命題に挑戦する。 
 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
に実験をおこなっている。 
 
３．研究の方法 
 
１）高温耐性突然変異株のリシーケンス解析 
 BG-11 寒天培地上での長期間の高温順化培
養により自然突然変異株群を取得する。培養
開始温度として S. elongatus PCC 7942（TUA
株）の生育限界温度である 43℃を起点とし、
長期間の高温培養を実施する。生育上限温度
の上昇が見られるたびにフリーズストック
を作製し、途中段階で生じた変異を次世代シ
ーケンサーMiseq を用いた全ゲノムリシーケ
ンス解析により同定する。変異部位の同定に
はこれまでに確立してきた、複数の変異同定
プログラムを併用する高精度な変異部位同
定法を活用する。 
２）野生株と高温耐性突然変異株の増殖速度
の温度依存性を調べ、至適生育温度の上昇が
起きたかどうかを比較する。これにより突然
変異により獲得した高温耐性が生育条件の
トレードオフを引き起こすものであったか
どうかを検証する。その他にも株間で生理的
な違いが無いかを調べる。 
３）S. elongatus PCC 7942 は相同組換えが
容易である。これを利用し、高温耐性突然変
異株で検出された突然変異部位や変異様式、
変異遺伝子の機能などを詳細に検討し、親株
であるTUA株に同様の変異を個別に人為的に
導入する。遺伝子組換えに成功した場合は、
寒天培地や液体培地中で高温耐性試験をお
こない、どの突然変異が高温耐性に寄与した
かを検証する。 
４）TUA 株と高温耐性突然変異株の比較トラ
ンスクリプトーム解析をおこない、細胞内の
ゲノムワイドな遺伝子発現プロファイルが
どのように影響を受けたのかを調べる。これ
により、突然変異が入った遺伝子の機能の解
明に必要な情報を蓄積する。 
５）TUA 株と高温耐性突然変異株の細胞形態
や細胞構造レベルの観察から高温耐性突然
変異株に生じた変化を明らかにする。 
 



４．研究成果 
 
 3 年に及ぶ長期間の寒天培地上での高温順
化培養により、シアノバクテリア S. 
elongatus PCC 7942 の通常の生育限界温度で
ある 43℃を超えた株群を得ることに成功し
た。本研究開始時点において、既に 43℃を超
えた温度で生育できる突然変異株が得られ
始めていたが、長期間の高温順化培養によ
り通常の生育限界温度である 43℃を超え
た温度(45℃、48℃、50℃)でもプレート上
で維持可能な株群が得られた。これは常温
性のバクテリアから、自然突然変異の累積
のみで中等度好熱菌にも比肩しうる高温適
応バクテリアの作出に成功した新奇の事例
である。生育温度の明らかな上昇が確認で
きた段階ごとに冷凍保存株を作製しており、
途中段階からの再現実験も考慮した菌株整
理をおこなった。一方、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
なかったことから、培養条件による生育限
界温度の差についてさらに調べる必要があ
ることも明らかとなった。 
 これらの高温耐性変異株群について、ゲノ
ム上の突然変異部位を、次世代シーケンサー
MiSeq を用いてゲノムワイドに同定した。そ
の結果、50℃耐性株（HT50）ではゲノム上に
3 つの変異部位を生じていることが明らかに
なった。それらは、DNA ヘリカーゼ様タンパ
ク質、FUR ファミリー転写因子、RNA 結合タ
ンパク質、をコードする遺伝子への変異であ
った。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が、これら以
外の遺伝子座への変異は見つからなかった
ことから、極めて少数の変異により、このよ
うな前例の無い高温耐性の獲得も可能であ
ることが明らかになった。またこれらの変異
遺伝子座が高温耐性に関わるという報告は
無かった。このことは、本実験のような長期
にわたる適応進化実験系により未知の環境
ストレス耐性機構を発見できる可能性を示
している。 
 原因遺伝子の絞り込みについて、２つの遺
伝子は挿入欠失型の変異により遺伝子が破
壊されていると推測された。そのため相同組
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、遺伝子破壊株を作出する
ことができた。これらの株について、寒天培
地、液体培地で TUA 株との生育比較をおこな
ったところ、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。 
 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 HT50 株を 43℃で培養し、
次世代シーケンサーを用いたトランスクリ
プトーム解析をおこなった。NGS 解析用汎用
ソフトウェアである CLC genomics workbench
を用いてリードの quality check、trimming, 

mapping などを実施した。その結果、TUA 株
と HT50 株では遺伝子発現パターンが大きく
異なっていることが明らかとなった（図 1）。
このことから高温耐性突然変異により、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。トランスクリプトーム解析の結
果は再現性も良好であったが、他の温度での
測定・比較を追加する必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. 転写産物レベルでのTUA株と高温耐性
突然変異株(HT50 株)の比較結果 
 
 
 顕微鏡を用いてTUA株と高温耐性突然変異
株の細胞形態を調べたところ、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、HT50 株などではその傾向が緩和されてい
た。また電子顕微鏡観察の結果からも同様の
結果が確認できた。このことから、高温耐性
突然変異株は高温条件下でも、ストレスを感
じていない可能性が示唆された。これについ
ては引き続き検証をおこなう。 
 これら以外に、関連した好熱性シアノバク
テリアの新規ゲノム解析や S. elongatus PCC 
7942 の高温誘導性遺伝子の発現制御機構に
関する研究もおこない、高温耐性の獲得や高
温適応に関わる情報の収集に努めた。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。 
 また本研究で整備した長期高温培養系で
の試験は引き続き継続中で、試験的なリシー
ケンス解析の結果からは、さらに突然変異の
蓄積が観測されている。これらについての解
析は、今後の課題であるが、バクテリアの生
育限界温度の変動が思った以上に短期間に
起こることが確認できたことから、今後ます
ます実験室進化実験やそれを利用した応用
研究が盛んにおこなわれていくことが予想
される。 
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