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研究成果の概要（和文）：微生物を細胞工場として高度化するためには、バイオプロセスにおいてストレスに耐性を賦
与することが重要である。本研究では、大腸菌の長期植え継ぎ培養自動化システムを開発し、バイオ化成品生産のため
のストレスに対して耐性を獲得した進化株を取得する方法を開発した。進化株と親株をマルチオミクス解析し、両株の
細胞内状態の解明を行った。また、ゲノムスケールの代謝反応モデルを用いてin silico予測された目的物質生産のた
めの代謝経路デザイン株をバイオプロセス環境に適応進化させることにより、生産最適化株を創製する。こうした研究
を統合的に進めることにより、バイオ燃料・化成品生産のための大腸菌細胞工場を創製する。

研究成果の概要（英文）：One of the important factors to produce biochemicals and biofules is to create 
stress tolerant strains under sever environmental conditions in bioprocesses. Experimental evolution is a 
powerful technique to create stress tolerant strains under severs environmental conditions through long 
term cultivation. In this study, experimental evolution under stress conditions in Escherichia coli were 
performed by using an automated serial-transfer culture system. Genome-wide multi-omics analysis was 
conducted in evolved strains to clarify important factors to confer stress tolerance. In silico design of 
multiple gene deletions for improvement of target compounds productivity was performed based on a genome 
scale metabolic model. Designed strains were genetically engineered, and then those strains were evolved 
by long term cultivation. Integration of rational design of metabolic pathways and evolution engineering 
was successfully performed for creation of useful microbial cell factories.

研究分野：代謝工学

キーワード： 進化工学　マルチオミクス　ストレス耐性　物質生産　ゲノムスケールモデル
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１．研究開始当初の背景 
生物機能を利用した生産プロセスは古く
から発酵、食品、醸造、医薬品製造などに利
用されてきた。今日、石油資源の枯渇や地球
規模の二酸化炭素問題が叫ばれる中、再生可
能資源からのバイオ化成品、バイオ燃料生産
プロセスの開発が注目されている（Lee et al., 
Curr Opin Biotechnol 2011 ）。微生物を細胞
工場として高度化するためには、バイオプロ
セスにおいて生産性を維持しつつストレス
に耐性を賦与することが重要である（Alper 
et al., Science 2006）。従来、変異処理とスク
リーニングを利用した方法で有用微生物が
多く取得されてきた。しかし、この方法では、
どの変異が優れた形質をもたらしたかを特
定することが容易ではないため、得られた微
生物のさらなる改良や有用形質の他の株へ
の新規導入が難しいという短所が存在する。 
この点を克服するために、導入された変異
や細胞状態の変化を追跡することが可能な
方法を構築する必要がある。生物は、ストレ
ス環境下において細胞の内部状態を変化さ
せ、その環境に適応進化することが可能であ
る。本研究においては、大腸菌を用いたバイ
オ化成品生産プロセスにおいてストレス環
境下で耐性を持った大腸菌を実験進化によ
り取得すること、生産性とストレス耐性を連
動させる菌株を育種する方法を開発するこ
とを目的とした。 
 
２．研究の目的 
バイオプロセスで化成品を生産する際に
発生するストレス環境を実験室で再現する
ため、環境を制御し、長期植え継ぎ培養を自
動で行えるシステムを開発する。このシステ
ムにより取得された耐性株の進化過程をゲ
ノム、遺伝子発現、代謝の多階層でオミクス
解析することによって、ストレス耐性賦与に
とって重要な親株との細胞内部状態の差異
を抽出する。多種類の生産物のストレス環境
において耐性を有する大腸菌株を獲得する
ことを目的とする。具体的には、(1)長期植え
継ぎ培養自動化システムによる進化実験法
の開発、(2)取得された進化株のマルチオミク
ス解析、(3)代謝改変と進化工学を統合した代
謝進化最適生産株の創製を本研究の目的と
した。最終的には、(4)ストレスに強く物質生
産能を持った細胞工場を創製することが本
研究の目的である。 

 
３．研究の方法 
(1)長期植え継ぎ培養自動化システムによる
実験進化法の開発  
進化過程を追跡可能で、かつ、多種のスト
レスに対する進化実験をハイスループット
に実施可能な長期植え継ぎ培養自動化シス
テムを開発する。 
(2)マルチオミクス解析よるストレス耐性メ

カニズムの解明 
 多種のストレス環境下で耐性能を持った
株を実験進化により獲得後、得られた進化株
について次世代シークエンサーを用いたゲ
ノムのリシークエンスによる全ゲノム一塩
基変異解析、DNA マイクロアレイによる網羅
的遺伝子発現解析、ガスクロマトグラフ質量
分析計（GC/MS）やキャピラリー電気泳動質
量分析計（CE/MS）によるメタボローム計測
に基づく代謝フラックス解析を行い、遺伝子
型、細胞内状態の変化が表現型にもたらす影
響について詳細に解析を行った。 
(3)代謝改変と実験進化と統合した代謝進化
最適生産株の創製 
 我々の研究グループでは、ゲノムスケール
の代謝モデルを構築し、これを用いて、有用
物質生産のための、遺伝子改変デザインを行
うプラットフォームを構築してきた。本研究
では、遺伝子削除に伴う代謝改変を行って細
胞の状態を変化させた際に細胞が新しい環
境に適応する過程と物質生産を連動する方
法の開発を目指した。本研究では、生産物を
最大生産するために設計された遺伝子改変
株を長期植え継ぎ培養により進化させるこ
とにより、目的とした物質生産に適した細胞
内部状態へ移行させることを試みた。 
(4)バイオケミカル生産のための細胞工場の
創製 
 上記の研究成果を統合し、耐性賦与と代謝
最適化を統合した大腸菌細胞工場を創製し、
バイオ化成品生産を行うことを目指した。 
 
４．研究成果 
(1)長期植え継ぎ培養自動化システムによる
実験進化法の開発  
様々な環境ストレスに対する耐性メカニ
ズムを理解するためには、多系列の進化実験
を実施することが必要となる。そうした進化
実験を効率的かつ正確に行うために、本研究
ではラボオートメーションを用いたハイス
ループットの植え継ぎ培養自動化システム
を開発した。このシステムは、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)、インキュ
ベーションシステム、吸光プレートリーダー
などから構成され、1 台のコンピュータによ
って制御されている。インキュベーションシ
ステムには 44枚の 96あるいは 384ウェルマ
イクロプレートを格納することが可能であ
り、最大で 384×44=16896 の独立環境での培
養を全自動で行うことが可能となった（図
１）。 
このシステムを用いた培養では、植菌の 6
時間後に吸光度がターゲットとして設定し
た値になるように植菌量を制御した。こうし
た制御を行うことにより、対数増殖期を保つ
ように培養を続けることが可能となった。 



  
図１．長期植え継ぎ培養自動化システムの概
要 
 
長期にわたる多系列の進化実験を行う場
合、培養系列間のクロスコンタミネーション
が問題となる可能性がある。そこで、初期条
件として菌体を入れないウェルを植え継ぎ、
周囲のウェルからのコンタミネーションが
生じるかを検討した。結果として、420 時間
以上にわたり菌体を入れないウェルからの
増殖は確認されず、クロスコンタミネーショ
ンが生じる可能性は低いことが確認された。
これらの結果より、この培養自動化システム
を用い、様々なストレス環境下での多系列の
進化実験が実現可能であることが示された。 
 
(2)マルチオミクス解析よるストレス耐性メ
カニズムの解明とストレス耐性株の創製 
進化実験によって得られたストレス耐性
株について、マイクロアレイによるトランス
クリプトーム解析、ガスクロマトグラフ質量
分析計（GC/MS）、キャピラリー電気泳動質
量分析計（CE/MS）を用いたメタボローム解
析、次世代シーケンサを用いたゲノム変異解
析などを行うことにより、ストレス耐性付与
をもたらした細胞内状態の変化の抽出を行
った。 
 まず先行研究で得られたエタノール耐性
大腸菌の 6株について、上記のマルチオミク
ス解析を実施した。結果として、6 株中 4 株
に relA遺伝子への変異が同定され、エタノー
ル耐性との関与が示唆された。relAはストレ
ス応答に関与する遺伝子で、この変異によっ
てストレス応答が緩和され、活発な増殖をす
る状態が回復することが予想された。この
relA変異による表現型変化を解析するために、
親株ゲノムに同定された変異の一つを導入
したところ、エタノールストレス環境下での
増殖速度の有意な上昇が観察され、relA変異
のエタノール耐性への寄与が確認された。一
方で、一つの耐性株で同定された変異をすべ
て親株ゲノムに導入したところ、耐性株で示
されたエタノール耐性を示すに至らず、ゲノ
ム変異に依らない多階層ネットワークの複
雑な影響が示唆された。 
 次に、(1)で構築された培養自動化システム
を用いて、酸・アルカリ・界面活性剤など 11

種類のストレス環境下での大腸菌進化実験
を行い、それぞれの環境に対する耐性株を取
得した（図 2）。それらの耐性株についてマル
チオミクス解析を実施し、それら耐性が出現
するメカニズムの同定を試みた。トランスク
リプトーム解析の結果からは、それぞれのス
トレス耐性に特異的な遺伝子発現パターン
の変化が見出され、例えば抗生物質耐性に関
与する制御遺伝子として知られる marR が、
ブタノール耐性株と界面活性剤の耐性株に
共通で発現低下していることが見出され、こ
れらの耐性への関与が示唆された。また、次
世代シーケンサによるゲノム変異解析の結
果から、同じストレスに対する耐性株に共通
に固定されている変異が同定され、ストレス
耐性への関与が示唆された。例えば、5 株の
メタクリル酸耐性株の全てに、解糖系に関与
する pykF 遺伝子への変異が同定された。ま
た、その変異を親株ゲノムに導入したところ、
メタクリル酸への耐性が上昇し、pykFのメタ
クリル酸耐性への寄与が確認された。同様に、
9 種類のストレスに対してはストレス耐性に
関与する遺伝子変異が同定され、親株への変
異導入によりその寄与が確認された。加えて
トランスクリプトーム解析とゲノム変異解
析の相関を解析し、一部の発現変化はゲノム
変異によって説明できることが確認された。
こうしたマルチオミクス解析を実施するこ
とにより、ストレス耐性のメカニズムの詳細
を明らかにすることに成功した。 

 
図 2.培養自動化システムを用いた進化実験。
(a) ストレスなし、(b) NaCl、 (c) Na2CO3 、
(d) 乳酸、(e) クロトン酸、(f) メチルグリオ
キサールをそれぞれ添加した環境下での植
え継ぎ培養を行い増殖能力が上昇する進化
株を取得できた。他に KCl、 CoCl2 、リンゴ
酸、メタクリル酸、 n-Butanol、塩化アセチ
ルピリジニウムについても進化株を得た。 



(3)代謝改変と実験進化と統合した代謝進化
最適生産株の創製 
 化学量論式を基盤としてゲノムスケール
の代謝モデルを構築し、これを線形計画法を
用いて、有用物質生産のための、遺伝子改変
デザインを行う Flax Balance Analysis (FBA) 
プラットフォームが構築されてきた。コリネ
型細菌（Shinfuku et al., Microb Cell Factory 
2009）、光合成微細藻類 (Yoshikawa et al., Appl 
Microb Biotech 2011) のゲノムスケール代謝
反応モデルは与えられた環境条件において
代謝フラックスの状態を精度良く予測する
ことが可能であることが実証されてきた。し
かし、これらのシステムを用いて予測された
有効な遺伝子削除、導入を行ってもすぐに代
謝改変に効果が得られない場合も存在する。
これは、細胞内状態のデザインが、増殖最大
化を指標に探索されたものであり、実際に構
築された組換え体ではそのような状態に速
やかに移行しないこともあるためと推測さ
れる。また、この株がストレス環境において
予測された生産性を発揮できるかどうかも
不明である。生産物を最大生産するために設
計された遺伝子改変株を進化させることに
より、目的とした物質生産に適した細胞内部
状態へ移行させることを試みた。 
ここでは、上記の問題を解決するために、
①多数の遺伝子削除による目的物質生産の
改良方法プラットフォームの開発、②物質生
産を目的とした遺伝子削除の実践、③目的物
質生産のための遺伝子削除物質生産株の進
化による生産性の増大の三段階に分けて研
究を行った。 
①多数の遺伝子削除による目的物質生産の
改良方法プラットフォームの開発 
フラックスバランス解析（FBA）法では、
微生物の代謝を量論的に表現することによ
って代謝反応を統一的に表現することを可
能とした。この方法では、細胞が置かれた環
境条件や遺伝子削除による状態に応じて細
胞が自身で増殖を上昇させるであろうとい
う仮定に基づいてその際に得られる物質生
産を予測する。今まで、物質生産のための合
理的な代謝経路の改良法として効果的であ
ることが確認されているが、多重経路破壊に
よる生産性の改良には限界があった。そこで、
シャドウプライスを利用した方法を適用す
ることにより、10 以上の遺伝子の破壊まで探
索可能な方法 (FastPros) を開発し、シミュレ
ーションによって 25 破壊までの有効な遺伝
子削除探索を行うことを可能とした。 
②物質生産を目的とした遺伝子削除の実践 
上記に示した方法を含め、目的物質生産の
ための代謝改変デザインの多重遺伝子破壊
を実施し、その有効性を確認した。ここでは、
大腸菌の 3 ヒドロキシプロピオン酸（3HP）
生産において FBAにより 3HP生産にとって
有効な複数遺伝子破壊を標的物質の有効性
を確認した。 
大腸菌に 3HP 合成経路を構築すべく遺伝

子を導入した後、その大腸菌に対して、3HP
生産性を向上させる遺伝子を探索した。その
結果、3 遺伝子を破壊することで、3HP 生産
が向上することが予測された。そこで、3 破
壊を実際に行って、3HP生産が、顕著に上昇
することが確認された。このように、細胞の
増殖を上昇させると生産物の向上が見込め
るような代謝破壊を施すことが物質生産に
とって有効であることが実証された。これを
細胞の増殖と 3HP 生産の関係を示す図にプ
ロットすると図 3のようになる。遺伝子を破
壊して自由度を制限することで 3HP 生産の
収率が上昇することが分かった。しかし、計
算最適値には到達していないことも明らか
となった。 

図 3 遺伝子破壊前後の増殖と目的物質生
産の関係 
 
③目的物質生産のための遺伝子削除物質生
産株の進化による生産性の増大 
 これらの結果を踏まえて、さらに、目的物
質生産のための遺伝子削除による株創生と
進化による生産性の増大を試みた。ここでは、
大腸菌に目的物質生産をさせるための遺伝
子破壊の探索と株の構築、さらに構築株の長
期植え継ぎ培養による生産性の向上を行っ
た。野生株に目的物質生産を効果的に行う破
壊候補遺伝子を FBAにより探索し、多重遺伝
子破壊株を構築した。さらに、これらの株を
繰り返し植え継ぎ培養を実施した。その結果、
目的物質生産が、親株、破壊直後の株に比較
して増殖に連動して向上する株を得られる
ことが実験的に確認された。 
 
(4)バイオケミカル生産のための細胞工場の
創製 
本研究では、化学物質や燃料を生産する微
生物の開発を目指して、長期植え継ぎ培養を
用いた進化工学による化学物質や燃料に耐
性を有するストレス耐性細胞工場の創製、マ
ルチオミクス解析によるストレス耐性因子
の解明、in silico代謝改変により得られた物質
生産細胞の進化工学による細胞増殖に伴う
物質生産能の向上を目指し研究開発を行っ
た。 
長期植え継ぎ培養においては、多種のスト
レスに対する進化実験をハイスループット
に実施可能な長期植え継ぎ培養自動化シス
テム開発を行った。開発された培養自動化シ
ステムを用いて 11 種類の化学物質やストレ



ス環境における長期植え継ぎ培養を実施す
ることが可能となった。11種すべてのストレ
ス環境において進化株が取得され、ハイスル
ープットなストレス耐性株の創製が可能と
なった。このシステムを用いて得られたスト
レス耐性株に対して、マルチオミクス解析を
実施した。エタノールストレス耐性に対して
は、ゲノム、トランスクリプトーム、メタボ
ローム解析を行い、一部ストレス耐性を付与
するための遺伝子の変異が明らかとなった。 
また、自動化システムによって得られた乳
酸・ブタノールなど 11 種の環境ストレスに
対して耐性を持つ大腸菌株について、同様に
解析し、その耐性獲得メカニズムの理解を試
みた。その結果として、ストレス耐性に寄与
する因子を同定することに成功した。また、
長期植え継ぎ培養によるストレス耐性能の
付与については、大腸菌ばかりでなく光合成
微生物におけるバイオ燃料に対する耐性の
付与についても有効であることが明らかと
なった。また、抗生物質に対する大腸菌の耐
性についても知見が蓄積された。 
さらに、遺伝子削除を行ったのち、目的物
質生産能と増殖能を連動させて上昇させる
ことを目的として、FBAによる遺伝子破壊と
長期植え継ぎ培養を実施した。多重遺伝子破
壊の探索を可能とする探索システムを開発
し、これによって目的物質生産能力を向上さ
せる多重遺伝子破壊を調査することが可能
となった。この遺伝子破壊を物質生産株で実
施することで物質生産を向上させることが
明らかになった。さらに、長期植え継ぎ培養
による進化を実施することで、物質生産能力
が向上することが明らかとなった。 
以上のように、本研究では、その生産物質
や生産環境で発生するストレスに強く、高い
物質生産能を持った細胞工場を創製するた
め、進化工学の自動（ハイスループット）化、
マルチオミクス解析によるストレス耐性能
獲得過程の解明、遺伝子削除と進化工学の統
合を実施し、新しい細胞工場の創製法の開発
に関する道筋を明らかにした。 
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