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研究成果の概要（和文）：近年大きな問題となっている抗生物質耐性菌の出現を抑制するためには、その進化ダ
イナミクスを理解し、制御する必要がある。そこで本研究では、複数の抗生物質を同時に添加した環境下での大
腸菌の進化実験を行い、その進化ダイナミクスを解析した。結果として、耐性進化が抑制される組み合わせや、
逆に促進される組み合わせが存在することが見出された。また、酸・アルカリ・界面活性剤などさまざまなスト
レス環境下での大腸菌進化実験を行い、そうした薬剤耐性進化の抑制や促進を引き起こし得るストレス環境のス
クリーニングを行い、その候補の同定に成功した。こうした結果は、抗生物質耐性進化をコントロールするため
の基盤になる。

研究成果の概要（英文）：The emergence of multidrug-resistant bacteria is a growing concern for 
global public health. To suppress the emergence of antibiotic resistant bacteria, it is important to
 understand its evolutionary dynamics. In this study, we performed laboratory evolution of 
Escherichia coli under addition of two antibiotics and analyzed its evolutionary dynamics. As a 
result, we identified drug combinations by which resistance acquisition was suppressed and 
accelerated. In addition, to screen stress environment which can cause suppression or acceleration 
of drug-resistant evolution, we performed laboratory evolution of E. coli under various stress 
conditions, including an addition of acid, alkali, and so forth. As results, we successfully 
identified some candidate for the suppression of drug resistance evolution. These results provide 
the basis for controlling antibiotic resistance evolution.

研究分野： 進化生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年、抗生物質が効かない耐性菌の出現が

大きな問題となっている。新たに開発した抗
生物質であっても、それらの投与を続けるこ
とにより、耐性を獲得した菌が出現し、健康
被害を引き起こす感染をもたらしてしまう。
この耐性菌の出現プロセスは適応進化のダ
イナミクスに他ならず、つまりは耐性菌の出
現を抑制するためには、その進化のダイナミ
クスを制御する必要がある。適応度地形を何
らかの環境摂動によって変形させ、高い適応
度（＝耐性）を持つ表現型への遷移を抑制す
ることが重要となるが、その抑制のための合
理的手法が開発されているとは言い難い。医
療現場でしばしば行われる、複数の薬剤添加
による耐性株出現の抑制は、この適応度地形
を変化させることに対応する。しかし、あく
までもの経験的な投与として行われており、
それら複数薬剤の添加がどのように耐性能
の進化ダイナミクスを変化させるか、その機
構の多くは明らかにはなっていない。 
そこで本研究では、抗生物質を添加した環

境での進化実験と、超並列シーケンサなどに
よる大規模解析を統合することにより、進化
ダイナミクスにおける表現型・遺伝子型変化
を高精度で解析し、その進化ダイナミクスが
どのように制御可能かを検証する。特に、複
数の環境摂動を付与した場合の進化ダイナ
ミクスに注目し、それら摂動によってどのよ
うに進化の軌跡が影響を受けるか、そのメカ
ニズムを解析する。それらのデータを統合す
ることによって、適切な環境摂動によって抗
生物質耐性の進化ダイナミクスを制御する
手法を開発し、また新規抗生物質開発のため
の基礎情報の提供を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究では、抗生物質を添加した環境での

進化実験と、超並列シーケンサなどによる大
規模解析を統合することにより、進化ダイナ
ミクスにおける表現型・遺伝子型変化を高精
度で解析し、その進化ダイナミクスがどのよ
うに制御可能かを検証する。特に、複数の環
境摂動を付与した場合の進化ダイナミクス
に注目し、それら摂動によってどのように進
化の軌跡が影響を受けるか、そのメカニズム
を解析する。それらのデータを統合すること
によって、適切な環境摂動によって抗生物質
耐性の進化ダイナミクスを制御する手法を
開発し、また新規抗生物質開発のための基盤
を構築する。 
 
３．研究の方法 
研究代表者のグループでは先行研究とし

て、10 種類の抗生物質をそれぞれ添加した
環境下での大腸菌の進化実験を行い、薬剤耐
性株を取得している。また、それら薬剤耐性
株について、次世代シーケンサを用いたゲノ
ム変異の同定している（Suzuki et al., Nature 
Comm. 2014）。本研究では、これら耐性株の

データを基盤として、その進化ダイナミクス
の性質を理解し、制御をするために以下の解
析を行った。 
①複数の薬剤を同時添加した環境下での進
化実験：トレードオフの関係にある薬剤ペア
などを含んだ複数の組み合わせについて、2 
種類の薬剤を同時添加した環境下での進化
実験を行い、進化ダイナミクスが単独添加の
場合の単純な足し合わせで説明できるか、何
らかの非加法性が見出されるかを解析する。 
②新規の環境摂動による薬剤耐性進化の制
御：これまでの研究で見出されてきた薬剤耐
性におけるトレードオフの関係は、耐性菌出
現の抑制に重要な役割を果たすと期待でき
る。そこで代謝反応の阻害剤など様々な摂動
と抗生物質を同時添加した環境下で進化実
験を行い、耐性能の進化ダイナミクスに影響
を与える環境摂動をスクリーニングし、そう
した環境摂動による進化ダイナミクスの制
御を試みる。 
 
４．研究成果 
①複数の薬剤を同時添加した環境下での進
化実験 
 研究代表者のグループによる抗生物質耐
性進化に関する先行研究において、アミノグ
リコシド系のタンパク質合成阻害剤への耐
性株は、異なるタイプのタンパク質合成阻害
剤であるクロラムフェニコールなどへの耐
性能が親株よりも低くなり、その逆も成り立
つという耐性能の間のトレードオフが見出
されている。この結果などを背景として、複
数の抗生物質を同時に添加した場合の耐性
進化ダイナミクスがどのような性質を持つ
か興味が持たれていた。 
そこで本研究では、図 1 に示すように 96

ウェルプレートにおいて 2 種類の抗生物質の
濃度をそれぞれ変化させた環境において大
腸菌の進化実験を行い、その耐性進化ダイナ
ミクスが単独の薬剤を添加した場合とどの
ような差異があるかを解析した。この実験で
は、植菌の 24 時間後に細胞増殖が確認でき
たウェルのうち、2 つの薬剤の対数濃度の和
が最大となったウェルから菌体を回収し、再
び同じ 2 種類の薬剤を添加したプレートへ植
菌する。この植え継ぎ操作を繰り返すことに
より、2 種類の薬剤に同時に耐性を持つ方向



へ選択圧をかけることが可能となり、その耐
性能を 2 種類の抗生物質に対する最小阻害濃
度（MIC）として評価することが出来る。本
研究では、アミノグリコシド系タンパク質合
成阻害剤であるアミカシン（AMK）、タンパ
ク質合成阻害剤であるクロラムフェニコー
ル（CP）、そして DNA ジャイレース阻害剤で
あるエノキサシン（ENX）の 3 種類の抗生物
質を用い、その 3 通りの組み合わせで図 1 に
示す 2 次元で濃度勾配を構成した環境での進
化実験を行うとともに、それぞれを単独で添
加した場合の進化実験も対照実験として行
った（Suzuki et al. BMC Genomics 2017/業績欄
雑誌論文⑨）。 
図 2 に 2 種類の抗生物質を添加した環境で

の進化実験結果を示す。図では、2 種類の薬
剤に対する MIC が、29 日間の植え継ぎ培養
でどのような軌跡を描いたかをプロットし
ている。また、対照実験として行った、それ
ぞれの抗生物質を単独添加した場合の MIC
を上書きしている。結果として、耐性能がト
レードオフの関係にある AMK と CP を同時
に添加した進化実験では、耐性能（=MIC）の
上昇が抑制されることが見出された。これは、
AMKへの耐性を獲得した株はCPへ感受性と
なり、その逆も成り立つために、両方への耐
性能を同時に上昇させることが出来ないこ
とに起因すると考えられる。この結果は、耐
性能がトレードオフの関係にあるような適
切な組み合わせの薬剤を同時に添加するこ
とにより、耐性進化を抑制することが可能で
あることを示している。 
この研究において見出されたもう一つの

興味深い結果は、ENX と CP を同時に添加し
た進化実験において、CP への耐性獲得が単
独進化の場合と比較して有意に促進された
点である。この促進のメカニズムを明らかに
するために、超並列シーケンサ Illumina Miseq
を用いて得られた耐性株のゲノム変異解析
を行った。結果として、ENX と CP を同時に
添加した進化実験で得られた耐性株では、単
独添加の場合と比較して固定された変異の

数が有意に多いことが示された。また、同定
された変異を親株のゲノムに導入すること
により、変異間の相互作用（エピスタシス）
を解析したところ、それぞれの変異は耐性能
に対して相加的に作用し、有意なエピスタシ
スは観察されなかった。これらの結果は、
DNA ジャイレースの阻害剤である ENX を添
加することにより、突然変異衣率が上昇し、
その結果として CP への進化速度が上昇した
ことを示唆している。 
②新規の環境摂動による薬剤耐性進化の制
御： 
 耐性能がトレードオフの関係を持つ複数
の抗生物質や環境ストレスの組み合わせを
系統的に探索するために、抗生物質に加えて
酸・アルカリ・界面活性剤など合計で 96 種
類のストレス環境において大腸菌の進化実
験を行い、それぞれの環境に対する耐性株が、
他のストレス環境に対する耐性能をどのよ
うに変化させるかを定量した。このような大
規模な進化実験を行うために、我々のグルー
プで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（図 3）を用いた。
このシステムは、クリーンブース内に設置さ
れたオートメーションシステムと、それに接
続されたマイクロプレートリーダとインキ
ュベータから構成され、384 ウェルプレート
を用いることで、合計で 16,000 程度の独立培
養系列を全自動で維持することが出来る。こ
のシステムを用いて、約 30 日間の植え継ぎ



培養による進化実験をそれぞれの環境につ
いて 4 つの独立培養系列で行った。結果とし
て、86 種類の環境について耐性能（MIC）の
有意な上昇が観察された。 
得られた耐性株のそれぞれについて、他の

ストレス環境に対する耐性能を定量したと
ころ、有意な耐性能の変化がさまざまな組み
合わせにおいて見出された。例えば、例えば、
DNA 複製阻害剤であるノルフロキサシンの
耐性株は、ある種のヒドラジド化合物に超感
受性を示した。こうしたストレス耐性の間に
ある関係性を定量的に評価することは、抗生
物質耐性の進化を抑制する新たな手法の構
築の基盤となる。今後、ゲノム変異解析とト
ランスクリプトーム解析の結果と統合する
ことにより、上記のような超感受性を生み出
すメカニズムの理解と、それに基づく耐性出
現抑制が可能になると期待できる。 
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