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研究成果の概要（和文）：実験室高温適応進化により最小培地で48℃以上で安定増殖（世界最高温度での安定増
殖）する、至適増殖温度45℃の高温菌の特性を持つ2系統の大腸菌の構築に成功した。
この進化過程の大腸菌をゲノム解析した結果、変異率は進化と共に上昇し進化後半で頭打ちになり、GC含量は進
化に伴い漸減していた。プロテオスタシスネットワーク因子遺伝子領域は、その他の領域に比べて塩基置換の変
異率が3倍程度高かった。高温適応進化で必須遺伝子の一部は、高温菌と同じアミノ酸に変化する変異が固定さ
れ、groL変異は大腸菌進化系統での先祖返り変異であった。高温適応進化ではプロテオスタシスネットワークの
変化の重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research, we have developed two independent thermophilic E. coli 
strains by experimental thermo-adaptive evolution  and analyzed them. Genome analyses showed that 
mutation rate of strains increased and peak out  later in evolution.Interestingly, GC contents of 
genome DNA were gradually decreased with evolution. In the gene region of proteostasis network 
factors, mutation rate was about 3 times higher than in other regions.All 4 essential genes in 
proteostasis network were mutated in thermo-adaptive evolution. A part of mutations in essential 
genes of thermo-adapted E. coli included the change to the same amino acid with the homologous genes
 of thermophilic bacteria. These essential genes were global regulator genes.  Mutation of groL 
(coded chaperonin GroEL) was  throwback mutation in E. coli species evolution. 
These results indicated that proteostasis network change was important for E. coli thermo-adaptive 
evolution.

研究分野：分子細胞進化学

キーワード： 高温適応進化　大腸菌　ゲノム解析　必須遺伝子　プロテオスタシス　シャペロニン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、細菌の高温適応進化戦略の一端が明らかになる。また、本研究で得られた高温適応進化大腸
菌と、好熱菌・超好熱菌のゲノム情報と比較解析することで、進化の普遍性、可逆性、多様性に関する知見が得
られる。今回明らかとなった大腸菌高温適応戦略をもちいて、更なる高温で安定増殖し、遺伝子操作可能な物質
生産宿主等としての高温適応大腸菌の創出が可能となる。本研究成果に、他のストレス適応進化させた大腸菌の
情報を統合することで、様々な外部ストレスへの適応戦略が考察可能となり、新しい抗生物質ターゲットの探索
等が可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生命は、これまでの解析から「高温環境で誕生し進化した」と考えられている。近年のゲ

ノム解析技術の発展により、高温環境で進化した好熱菌・超好熱菌の解析から、高温環境で
生育するための特性が明らかにされている（GC含量，タンパク質の疎水性コア安定性や表
面電荷の増加，ゲノム安定化遺伝子等）。また、
一度、低・中温菌まで進化した後、再度好熱菌
に適応進化したと考えられる細菌も存在する
（図１）。このような、再び高温適応進化した
細菌には、どのような特性が獲得されるの
か？好熱菌・超好熱菌への逆行進化が起こる
のか？等、興味深い命題が提示される。しか
し、これらの命題に対する実験進化研究は、ほ
とんどなされていなかった。 
 
２．研究の目的 
研究代表者はこれまでに、大腸菌高温適応進化系を構築し、致死温度とされる 43℃を超

える 47℃以上で安定増殖可能な、至適増殖温度が 41℃以上の大腸菌の作製に成功し、現在
も進化実験を継続している。本研究では、高温適応進化した大腸菌のゲノム解析・遺伝子発
現解析を行い、自然界で高温適応進化したと考えられる細菌との比較解析を行う。これらの
情報をまとめ、高温適応進化ゲノムネットワークを構築し、細菌の高温適応戦略を解析する。 
 
３．研究の方法 
 本研究を実施す
るにあたり、図２に
示す解析で、本研究
目的である高温適
応進化ゲノムネッ
トワークの解明を
目指した。 
(1) 大腸菌高温適

応進化：高温適
応進化大腸菌の創出においては、従来の方法を用いた（Kishimoto, et al., PLOS Genet, 6, 
e100614, 2010）。44.8℃完全適応株 (Kishimoto, et al., PLOS Genet, 6, e100614, 2010)
から２系統に分けて独立して高温適応進化を行った２系統を本研究期間においても継続し
て高温適応進化させた。 

(2) Thermal Nitch 解析：44.8, 46.0, 47.0, 47.3, 47.4, 47.9℃の各温度に完全適応した高温
適応進化大腸菌（47.3℃は第一系統、47.4℃は第二系統のみ）を用いて、mM63 最少培地で 15
〜50℃での増殖速度を測定した (n=3, ２回)。測定に際して、グリセロールストックから起
こした大腸菌を 43℃（先祖株のみ 37℃）で前培養し、対数増で OD600=0.1〜0.4 の大腸菌を
用いて、植菌後24時間後にOD600=0.1〜0.4になるように希釈して植菌し、24時間後のOD600
を測定し、増殖速度を求めた。非常に増殖が悪いもしくは増殖できない温度では、OD600=0.1
で植菌し、OD600=0.2〜0.6 の状態で OD600 を測定し、増殖速度を求めた。増殖速度は、
µ=ln(C1/C0)/T (C1：24 時間培養後の OD600, C0：植菌時の OD600, T：培養時間)で求めた。 

(3) ゲノム解析・遺伝子発現解析：Thermal Nitch 解析に用いた大腸菌株について次世代シーク
エンサーを用いたゲノム解析を行った。また、47.9℃株以外の株について、RNA seq 解析を
行った。 

(4) 高温菌との相同性解析：ゲノム情報が取得可能な真正細菌の高温菌候補 158 種類から至適増
殖温度、ゲノム配列情報などを基に、13 種類の細菌に絞り込み、高温適応進化大腸菌の変異
必須遺伝子と相同な遺伝子配列を取得した。この遺伝子配列を基に、大腸菌必須遺伝子の野
生型および変異型配列を COBALT により高温菌の相同部位配列と比較した。 

 
４．研究成果 
(1) 高温適応進化大腸菌の創出 

これまで報告されている高温適応進化は、最少培地で 48℃未満 (Blaby et al., Appl. Env. 
Microbiol., 78, 144〜145, 2012) であるが、本研究により、 48.0℃完全適応株 (µ>0.35 
1/hr) の樹立に成功した。これは、最少培地で世界最高温度で安定増殖可能な大腸菌を高温
適応進化で樹立に成功したことを示している。本研究期間終了時には、48.1℃で µ>0.3 
(1/hr) まで進化が進んでおり、培養を継続することで適応度の増加が観察されることから、
今後も更に進化が進むと考えられる。今後は、LB などの栄養培地での安定増殖が可能な株を
構築し、本高温適応大腸菌を高温での物質生産などに応用する可能性検討などを行う予定で
ある。 
 

(2) 高温適応進化大腸菌の解析 



高温適応進化大腸菌がどのような進化をしてきたかを表現型レベルと分子レベルで解析し、
進化により大腸菌の特性がどのように変化したかを知ることは重要である。さらに進化によ
り生じた変化が現在地球上に存在する高温菌と似る方向に進化しているのか、それとも全く
異なる高温菌に向けて進化してゆくのかなど、非常に興味深い。本研究では、高温適応進化
により、① 大腸菌の増殖温度特性がどのように変化したか (Thermal Nitch 解析)、② 高
温適応進化大腸菌の各進化段階での変異蓄積の解析（ゲノム解析）、③ 高温適応進化大腸菌
の遺伝子発現変化の解析（RNA seq 解析） を行った。得られた結果を用いて、④ 高温菌と
の比較解析を行い、高温適応進化によるゲノムネットワーク進化について検討を行った。 
①  Thermal Nitch 解析では、下記の結果が得られた。15〜50℃の増殖速度を進化株で比

較した結果、47.9℃適応株の第二系統は、至適増殖温度がほぼ 45℃となり、高温菌の特
性を有することが示された。最高増殖温度は、47℃で増殖し 48℃では増殖しなかった。
実際には、47.9℃完全適応株は、進化において完全適応達成翌日には、48.0℃で増殖し
ている。この差は、48.0℃培養直前の大腸菌の生育温度が、進化では 47.9℃、Thermal 
Nitch 解析では 43℃であることが影響していると考えられる。また 47.9℃完全適応株
第一系統は、43〜45℃でほぼ増殖速度が同じで最も高いため、ほぼ高温菌と考えても良
い状況であった。この結果より、47.9℃株第二系統は、高温菌として、後の比較解析を
検討可能であると考えた。現在は、物質生産への応用なども考え、栄養培地での Thermal 
Nitch 解析を検討している。次に、44.8〜47.9℃適応進化株の比較解析で、15℃、20℃
の低温域では、高温適応進化に伴い適応度が漸次的に減少した。逆に 43℃以上の通常
の大腸菌では生存ができないとされる高温域では、高温適応進化に伴い、第一系統の
43℃以上で、第二系統の 46℃以上で適応度が漸次的に増加した。以上のことから、高温
適応進化による高温域での適応度獲得と低温域の適応度喪失はトレードオフの関係に
あることが示された。これまでの研究で、因果関係のはっきりしたトレードオフが計測
された例はほとんどない。 

② 44.8℃〜47.9℃適応株のゲノム解析を行い、下記の結果が得られた。本研究の高温適応
進化は、44.8℃適応中に mutH 変異により高変異率化し進化が継続してきたものである。
高温適応進化に伴い、47.5℃までの進化では、両系統ともに塩基置換から求められる変
異率は、漸次増加していた。しかし、両系統ともに 47.9℃までの進化過程では、変異率
が若干低下し、頭打ちとなっていた。この結果は、高温適応進化が起こるには、ある程
度の変異率の上昇は有益だが、進化を促進する変異率の上昇には上限があることを示唆
している。長期間の継続進化において、変異率の上限を示唆するデータが得られたのは、
初めてである。 
変異固定数に関して、47.5℃までの進化では、それぞれの系統で 723, 984 箇所の塩基
置換が固定されていた。この時点までは両系統に SNP では共通の塩基置換はなかった
が、47.9℃までの進化で両系統に共通の塩基置換が出現した。この変異は、シャペロニ
ン GroEL に生じた V126A 変異であった。この結果は、偶然の一致か、GroEL V126A が高
温適応進化に重要な機能を有する可能性があるか、現在解析を継続している。 
高温における DNA の安定性と高温適応性の議論は、ゲノム GC 含量を中心としてこれま
でも多くなされている。しかし、全く異なる種間のゲノム DNA の比較であり、直接的な
事実はない。また、高温菌は、ゲノム DNA の GC 含量が高いものから低いものまで多様
であることがわかっており、GC 含量との比較はできない。高温菌は、Reverse Gyrase
と呼ばれる DNA のリンキング数を増加させる酵素が存在し、GC 含量に依存しない DNA
二重螺旋安定化機構が備わっている。そこで、高温適応進化大腸菌の進化過程における
ゲノム DNA の GC 含量の変化傾向を解析した。その結果、先祖株から 47.9℃適応株に至
るまで、両系統で GC 含量は単調減少することがわかった。この結果は、大腸菌が高温
に適応進化する際には、GC 含量が低下するような選択圧がかかっている可能性を示唆
した。今後、GC 含量低下に関わる要因の解析を実施予定である。 
細胞内でネットワークを構成している遺伝子に関してどのネットワークに変異が蓄積
しているかを解析したところ、プロテオ
スタシスネットワークの因子が他の領
域より３倍以上変異率が高く、８遺伝子
中４つの必須遺伝子がすべて進化過程
で変異していた。この結果は、プロテオ
スタシスネットワークの進化が高温適
応進化で重要であることを示唆してい
る。 

③ 高温適応進化により固定された変異に
関して高温菌との比較解析を行った。解
析対象として主観を超えて保存されて
いる可能性の高い、必須遺伝子の変異に
注目した。高温菌としては、真正細菌の
高温菌に着目し、その中でも種内で高温
適応進化が生じたと思われる系列を含
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Thermotoga maritima , Thermotoga petrophila 種内高温進化の可能性有り
Radhey S. Gupta. Antonie van Leeuwenhoek (2011) 100:1–34より抜粋（改変） 
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図３　本研究で検討した高温真正細菌の系統樹



めて対象を選択した（図３）。また
中温菌から高温適応進化して高
温菌の性質を持つようになった
菌 も 対 象 と し た （ 図 ４ ： B. 
licheniformis）。選んだ高温菌の
大腸菌必須遺伝子相同遺伝子を
データベースより抽出し、高温適
応進化で生じた変異部位の比較
解析を行った。 
その結果からアミノ酸配列比較
をして、変異により高温菌で普遍
的なアミノ酸に変化するものを
検索、3 つの必須遺伝子変異 
(rpoC, rho, groL) を発見した。 
rpoC  (RNA polymerase subunit 
β'遺伝子)は、変異型アミノ酸が、解析に使用したすべての高温菌のアミノ酸と一致し
た。rho(transcription termination factor Rho 遺伝子)は、Pseudothermotoga の 1 種
を除いて、Thermotoga, Thermosipho, Kosmotoga, Pseudothermotoga, Thermus のアミ
ノ酸と変異型アミノ酸が一致した。野生型アミノ酸は、全く一致しなかった。groL(シ
ャペロニン GroEL 遺伝子)は、Pseudothermotoga のうち 1種, Thermosipho, Thermus の
アミノ酸と変異型アミノ酸が一致した。野生型のアミノ酸は、Bacillus 属のアミノ酸
と一致した。これらの結果は、高温菌に似る変異が生じた 3 つの必須遺伝子は、転写 
(rpoC)、転写終結 (rho) とタンパク質の折りたたみ(groL)に関する Grobal regulator
系の遺伝子であった。またここでも、groL 遺伝子変異が高温菌と相関することが示唆
され、高温適応進化とプロテオスタシスネットワーク進化が機能的に相関している可能
性をより強める結果となった。また、groL 変異は、先の解析で２系統で同じ変異が発生
した GroEL V126A であり、大腸菌の系統内進化で DH1 の先祖が分岐する直前にアラニン
からバリンに変化していた（DH1 はバリン）。このことは、高温適応進化における GroEL 
V126A 変異は、すなわち先祖返りの進化が生じていることとなった。 
逆に gyrA (DNA gyrase 遺伝子) では、野生型アミノ酸が今回使用したすべての高温
菌・中温菌のアミノ酸と一致し、変異型アミノ酸のみが異なる結果となった。この結果
は、DNA gyrase の変異部位は、中温菌、高温菌で非常に高く保存されている部位であ
り、重要な機能に関わっている可能性が高いことを示している。また変異により、その
機能が損なわれる可能性が高いことも示唆している。この変異により、DNA の二重らせ
んリンキング数を減少させ、二重らせんをほどく DNA gyrase の機能が低下することは、
細胞内で二重らせん構造がほどけにくくなる可能性を示唆しており、高温菌で reverse 
gyrase が存在する代わりとなる変異になっている可能性がある。 
以上のとおり、高温適応進化大腸菌の系統解析と高温菌との比較解析により、大腸菌は、
ランダムに変異蓄積して進化しているが、グローバルレギュレーターを中心に高温菌に
似る変異が蓄積し、特にシャペロニンなどを介しタンパク質安定性を向上させるプロテ
オスタシスネットワークに変化が生じて、進化が進んだと考えられた。 
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Escherichia.coli(DH1)           37℃
Parageobacillus caldoxylosilyticus                                  65℃ 

Bacillus cereus                                              25-35℃

Bacillus subtilis                                                25-35℃
Bacillus licheniformis (DSM 13 = ATCC 14580)     51℃

Thermus aquaticus                         65-70℃
Kosmotoga pacifica                      70℃
Kosmotoga olearia

Thermosipho melanesiensis         70℃ 

Thermosipho africanus                 75℃
Thermotoga petrophila                 80℃
Thermotoga maritima                   80℃

Pseudothermotoga lettingae  65℃
Pseudothermotoga hypogea       70℃

0 0.3 0.4 0.5 0.60.1 0.2

至適増殖温度

branch length
Bacillus licheniformis (DSM 13 = ATCC 14580) 種内高温進化が起こっている

図４　本研究で配列比較した中温菌・高温菌の系統樹
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