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研究成果の概要（和文）：近年、同一環境下で培養したクローン細胞集団であっても個々の細胞レベルでは表現
型に多様性があり、それが細胞集団全体の機能やフィットネスにアドバンテージをもたらすことがわかってきて
た。本研究では細菌のクローン培養集団を用いて、このような表現型の不均一性を自然環境下で観察・モニタリ
ングし、その進化生物学的意義の解明に挑んだ。解析に必要な顕微鏡システム、画像解析手法を独自に確立し、
特定の自然環境中で発現のばらつきが高い遺伝子を複数見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Resent studies have revealed that an isogenic bacterial population can 
contain phenotypically distinct subpopulations, which benefit the survivability and fitness of the 
population. We here aim to visualize and detect such heterogeneity in a clonal bacterial population 
in natural ecosystems. By developing time-lapse microscopy and automated image analysis system, we 
found that specific bacterial genes of which expression levels were highly variable among cells in a
 particular natural environment.

研究分野： 微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
土壌や海水、動植物体内などいわゆる環境中の微生物研究は、特定の遺伝子やゲノム情報を利用したオミクス解
析、あるいはFISH (Fluorescence in situ hybridization) 法など固定試料を使ったスナップショットの解析が
中心で、ダイナミックな微生物集団の動態をリアルタイムに解析した例はほとんどない。本研究成果はまさにこ
の微生物生態学のギャップを埋め、自然環境中の細菌一細胞およびそこから派生するクローン細胞集団の動態を
定量的かつリアルタイムに観察し、表現型の不均一性が微生物の進化・適応に及ぼす影響の解明に綱がる極めて
重要な内容といえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
同一環境で培養したクローン細胞集団であっても、一細胞レベルで精密に観察するとその表

現型 (遺伝子発現、形態、酵素活性等) には必ず個体差が存在する (図 1)。この「表現型の不
均一性」は、個々の細胞の生理反応効率が細胞内成分 (タンパク質、mRNA 等) の濃度や状態
に依存して確率論的にばらつくことが原因で起こり、
全生物に共通する現象である (Elder. 2010. Nature)。微
生物学においてもクローナルな単細胞生物集団の中で
個性的な挙動を示すサブ細胞集団の存在が徐々にわか
ってきており、申請者の先行研究である遺伝子水平伝
播に関する不均一性 (Miyazaki et al. 2012. PLoS Genet, 
Reinhard et al. Curr Biol) を筆頭に、遺伝的変異を伴わ
ない抗生物質耐性菌の出現  (Lewis. 2010. Annu Rev 
Microbiol, Wakamoto et al. 2013. Science) や、胞子形成に
関わる遺伝子発現のばらつき  (Locke et al. 2011. 
Science) などの研究がハイランクジャーナルに発表さ
れている。また、病原菌の感染過程においても、宿主
の免疫応答に対応するサブ集団と、組織内での増殖を
担当するサブ集団の分業システムが報告されている 
(Ackermann et al. 2009. Nature)。しかし、これらの研究
は、実験の定量性・解像度・再現性を担保するために
実験室環境のモデルシステムで行われており、実際の
自然生態系において表現型の不均一性がどの程度微生
物集団の進化・適応に貢献しているのか、その真偽と
実態は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
上述の背景をふまえ、本研究では顕微鏡システムとマイクロデバイスを統合した独自の定量

的ライブイメージング法を構築し、実際の自然環境下におけるクローナルな細菌集団内の表現
型の不均一性をモニタリングする。さらに、本システムを用いたゲノムワイドなスクリーニン
グ系と不均一性を操作した変異株の作製により、実環境下の一細胞レベルで不均一な発現を示
す遺伝子を網羅的に同定し、それら遺伝子発現のばらつきが集団全体の生存・適応に与える影
響を解明する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、多様な生態系に生息することが知られ、かつ全ゲノム配列が解読されている

Pseudomonas aeruginosa (緑膿菌) を環境細菌のモデルとして用いることとした。緑膿菌の生息
が確認されている生態系のうち、本研究で用いるマイクロデバイスの設置に適した海水、湖底
汚泥、および哺乳類培養細胞 (気管支上皮細胞) の 3 種を環境サンプルとして用いる。 
まず、発現レベルのばらつきを測定する遺伝子プロモーターの下流に蛍光タンパク質遺伝子 

(egfp) を連結させたレポーターコンストラクトを緑膿菌に導入する。このレポーター細胞集団
を希釈し、m3スケールの micro-well が約 105並んだ micro-chip (8 x 35 mm) に供し、各 well に
一細胞ずつ格納する (図 2)。本 micro-chip は、well 底部に直径約 0.2 m の特殊な微細管加工が
無数に施されている。chip を環境サンプル上に設置して培養することで、各 well に格納された
単一細胞は chip底部から毛細管現象によって吸い上げられた栄養素や環境因子を取り込んでク
ローナルに増殖することができる。本 chip を固定基盤とともに海水、湖底汚泥、培養した気管
支上皮細胞の上に設置して培養し、共焦点レーザー顕微鏡を用いた長時間 time-lapse イメージ
ングにより各 well のレポ
ーター細胞の増殖および
遺伝子発現をモニタリン
グする。なお、chip の構造
上、環境サンプル自体の自
家蛍光は遮断される。また、
構成的に発現する別の蛍
光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 
(mcherry) を同細胞に導入
し、レポーター細胞の検出
とトラッキングを簡便化
する。 
次に、画像解析ソフトと統計ソフトRで作製した独自のプログラムで蛍光画像の解析を行い、

遺伝子発現のばらつき (CV: coefficient of variation) を算出し、その値が全 well の平均
CV より顕著に大きい well を探索する。当該 well からマイクロキャピラリーを用いてレポータ
ー細胞を回収・培養し、ゲノム DNA を抽出してレポーター領域をシーケンシングし、不均一な
発現を示す遺伝子 (プロモーター) を同定する。 

図 1: 表現型の不均一性の例。III
型分泌系の遺伝子発現を蛍光ラベ
ルした緑膿菌の共焦点レーザー顕
微鏡像。同一環境で増殖するクロ
ーン集団でも、個々の細胞では遺
伝子発現レベル (細胞の明暗) が
異なる。 

図 2: 本研究で用いた micro-chip の構造。約 W40 x D40 x H10 
m の micro-well が約 105並ぶ。レポーター株の培養液を希釈
し、1 cell/well となるように格納する。 



最後に、上記のスクリーニングで得られた遺伝子が、実際に自然環境中のクローン集団の中
で不均一に発現することで細菌の生存戦略に貢献するかどうかを検証する。具体的には、当該
遺伝子発現のばらつきを遺伝学的操作によって変化させた変異株を作製し、上記のスクリーニ
ングで用いた環境サンプルに直接接種して、その増殖や生存率を野生株と比較する。さらに、
野生株と変異株を等量同時に接種した環境サンプルも用意し、両者の生存競争をモニタリング
する。本研究の「自然生態系において微生物は表現型にばらつきを持たせることで生存・適応
している」という仮説が正しければ、変異株の成長速度や生存率は低く、野生株との生存競争
に敗れるはずである。なお、遺伝子発現のばらつきが変化した変異株の作製は、当該遺伝子の
発現を制御する制御因子のコピー数を増減させることで可能となることが申請者の先行研究で
明らかになっている (Miyazaki et al. 2012. PLoS Genet)。この原理に従い、本研究ではスクリー
ニングで得られた遺伝子の中から、アノテーション情報に基づいてその発現制御機構が十分明
らかになっている遺伝子に焦点を絞り、それら制御因子のゲノム上のコピー数を相同組換えま
たはミニトランスポゾンで増加させた変異株を作製する。作製した変異株の遺伝子発現のばら
つきは、上記の time-lapse イメージングで確認する。また、環境サンプル中での野生株と変異
株の増殖・成長率・生存競争は、両者に特異的な遺伝子を鋳型とした qPCR で経時的に測定、
あるいは両者を異なる蛍光タンパク質で標識し、同じく time-lapse イメージングシステムでモ
ニタリングする。 
 
４．研究成果 
まず予備実験として、緑膿菌の III 型分泌系遺伝子のプロモーターと構成的に発現するプロ

モーターを別々の蛍光タンパク質遺伝子と連結し、同一細胞内で両者を検出するためのレポー
ターコンストラクトをミニトランスポゾン上に作製した。本コンストラクトを導入したレポー
ター株を作製し、micro-chip に配置した後、海水、湖底汚泥、および気管支上皮細胞 (培養細
胞) の上で培養したところ、湖底汚泥を用いた場合に最も安定してレポーター株の挙動を顕微
鏡観察することができた。そこで、III 型分泌系遺伝子プロモーターの代わりに、緑膿菌の推定
プロモーター領域を網羅的に導入したレポーターライブラリーを構築し、湖底汚泥上で同様の
実験を行なった。time-lapse イメージングの過程で、一部レポーター株の成長遅延や環境サンプ
ルの自家蛍光などの問題点が見られたが、培養条件等を変更することで克服した。また、画像
解析アルゴリズムにも改良を重ね、半自動的に time-lapse イメージを解析することが可能とな
った。レポーター遺伝子の発現のばらつきが全集団の平均よりも高いクローンを選び、標的遺
伝子の配列を確認したところ、再現性高くスクリーニングされる遺伝子が複数得られた。現在
は、当該遺伝子の発現制御系を分子生物学的手法により操作し、遺伝子発現のばらつきの人為
的操作を試みているところである。 
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