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研究成果の概要（和文）： 

 生物進化メカニズムをゲノム変異、遺伝子発現、タンパク質機能と相関させたゲノムネット
ワークレベルで解明するために、大腸菌耐熱進化過程を題材とし、高温環境への耐熱進化大腸
菌の創出、耐熱進化過程の大腸菌のゲノム変異解析、遺伝子発現解析、発現タンパク質解析を
行い、高温適応進化過程においての変異率上昇による自然選択から中立進化への変遷、遺伝子
発現の揺らぎの増大と収束、タンパク質耐熱化を伴わない細胞レベルの耐熱化等が耐熱進化に
寄与していることを明らかとした。 
研究成果の概要（英文）： 
For elucidation of the mechanism of evolution, we have developed thermo-tolerant E.coli 
and analyzed mutation of genome DNA, gene expression (transcriptome), and protein 
expression and thermo-stability (proteome) of several strains of E. coli through 
thermo-tolerant evolution process.   Whole-genome sequence analysis revealed the 
transition from positive to neutral in mutation fixation, accompanied with a considerable 
escalation of spontaneous substitution rate in the late fitness recovery phase.  Moreover, 
transcriptome analysis revealed transition from increase to convergence in fluctuation 
of gene expression, and proteome analysis revealed that no remarkable change in 
thermo-stability of expressed proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
生物は外部環境変化に対し連続的に適応進化
し今日に至っている。バクテリアにおいては
Woose の研究により（Woose et al.,PNAS, 
87,4576-4579, 1990） 全バクテリアの共通祖
先である子もノートから真正細菌と古細菌が
分かれ、その後古細菌からカビにという方向

で進化したと考えられるが、実際の進化要因
となった細胞内部の変化内容の詳細やその変
化量は不明である。このような進化要因の同
定と定量解析には、実験室進化系を用いた進
化の再現と各種細胞内因子の解析と変化の定
量が必須である。しかしながら研究開始当初
の背景は以下のようなものであった。 



 生命進化と分子進化の相関解析に関して
は、多種類の生物ゲノム遺伝子データからの
系統解析例が多数報告されているが、生物種
分化の断絶をまたいだ分子進化結果解釈で
あり、温度１℃の耐熱化に必要とされる平均
変異量といった連続的進化での分子レベル
の変化量は不明である。 
 ストレス適応時の分子進化の解析に関し
ては、ゲノム中の中立な変異の出現と自然選
択で進化が進むと考えられているが、ストレ
ス適応時に機能する部分（転写領域等）の進
化速度は他の部分とどう異なるか？タンパ
ク質機能による選択によらない転写レベル
で進化速度は変化するのか？等、未解析の領
域が多数存在している。 
 遺伝子変異によるタンパク質機能変化と
生命システム進化の相関に関しては、様々な
遺伝子変異とタンパク質機能進化は多数報
告されているが、タンパク質機能変化の集積
で生命進化を説明可能か？代謝産物等を含
む外部環境因子が進化後の生命機能に影響
を与えているか？等のタンパク質機能以外
の進化要因解析や、転写レベル，システムレ
ベルでの進化機構解析は例がない。 
 実験室進化系で用いられる生物種で 2-3年
という研究期間で連続的に進化を観察でき
るものは、大腸菌以外には考えにくく、実際
に大腸菌での連続進化過程の報告は Lenski
らによる 37℃での長期間継代解析 (Lenski 
RE., et al.,PNAS, 91,6808-14,1994) があ
るのみで、耐熱進化に関しては温度上昇に対
する進化形質を比較解析したものはある 
(Bennett AF., et al.,EXS,83,135-154,1997) 
が、温度等の環境ストレスに対する連続的進
化過程をゲノムワイドに網羅的解析を行っ
た例はない。研究分担者は、39,41,43,45℃
に連続的に適応・進化した大腸菌を創出・保
有し、現在も更なる高温適応・進化を継続中
であり、これら連続進化大腸菌の網羅的解析
が可能な状況である。 

 研究技術面では、ゲノムワイドな解析を網
羅的に多検体で行うには DNA チップ等の High 
Through Put な系が必要であるが、ゲノム配列
解析と発現解析を共に可能とする DNA チップ
の開発・進化解析への応用例はない。また、
高温適応進化した大腸菌の発現解析，ゲノム
解析はそれぞれ特定の細胞株で行われている 
(Riehle MM., et al., PNAS,98,525-530,2001 
& Physiol. Genomics,14,47-58,2003, Cooper 
TF., et al,PNAS,100,1072-77,2003) が、連
続進化系を用いたゲノム解析とトランスクリ
プトーム解析の複合解析例はない。近年申請
者は、大腸菌のゲノム点変異と遺伝子発現解
析の両方を一塩基レベルで詳細に解析可能な
新たなタイリングアレイと解析プロトコール
を開発しており、研究分担者の連続進化大腸
菌との組み合わせでこれまでに例のない連続

進化の網羅的解析系の構築が可能な状況であ
る。 
以上のような背景より本研究が採択されを
開始した。 
２．研究の目的 
まず一次情報として以下のことを明らかと
する。 
・未知の 45℃以上に適応した大腸菌の創出。 
・ 高温適応進化過程における大腸菌の増殖

速度、細胞形状、細胞構造、細胞あたりの
タンパク質発現等の生理学的情報を１細
胞レベルで取得し、細胞集団としての統計
解析により平均値としての集団特性と分
散から得られる集団特性の揺らぎ情報を
取得する。 
 

・ 現 在 保 有 の 全 高 温 適 応 大 腸 菌
（39,41,43,45℃）を用い、 

(1) 全ゲノム配列解析、トランスクリプ
トーム解析を行い、全変異情報,発
現遺伝子情報,進化速度,GC 含量等
の網羅的情報 

(2) 各温度適応大腸菌において特徴的
に発現するタンパク質、温度安定性
の向上したタンパク質のプロテオ
ーム解析情報  等をデータベー
ス化する。 

・ 各温度適応株をより高温状態におきスト
レス条件下においた時の大腸菌を用い 

(1) ゲノム変異情報、発現遺伝子のトラ
ンスクリプトーム解析情報 

(2) 耐熱化タンパク質の高温ストレス
耐性のプロテオーム解析情報等を
取得する。 

以上の結果より二時情報として、 
・ ストレス受容期から進化後の安定増殖期

における発現遺伝子変化とゲノム変異の
相関 

・ ゲノム変異と遺伝子発現量,パターンの
相関 

・ ストレス受容期、安定増殖期等の様々な
大腸菌における進化速度 

・ 遺伝子変異とタンパク質機能相関 等を
明らかとし、温度１℃あたりの進化に必要
な変異量等の進化における定量的情報を
明らかとする。 

また総合検討として、「ストレス受容期〜耐
熱進化までの遺伝子発現,タンパク質発現の
質的・量的変化がゲノム変異（進化）と質的・
量的にどのように相関し、細胞機能進化,生
理状態変化にどのように関わるかを解析す
ることで分子進化とシステム進化の動的相
関を明らかとし、実際のバクテリアの進化で
生じたことが説明きるかを検証する。」 
３．研究の方法 
(1) 耐熱進化大腸菌の構築 
 進化の出発大腸菌として DH1 



ΔleuB::(gfpuv5-kmr) を用いた。培養の培
地は、modified M63 medium (62 mM K2HPO4, 
39 mM KH2PO4, 15 mM ammonium sulfate, 1.8 
mM FeSO47H2O, 15 mM thiamine hydrochloride, 
0.2 mM MgSO47H2O, and 22 mM glucose)に 2 mM 
leucine (Wako) , 25 mg/mL of kanamycin 
sulphate (Sigma)を加えたものを使用した。
培養は、各温度で 24 時間後の OD600 が
0.1~0.2 となるよう対数増殖を維持しながら
毎日継代培養を行った。24時間で 0.1 を超え
ない場合は、更に 24 時間培養を行った。43℃
以上で 2日以上増殖がみられない場合は、24
時間 37℃に戻して培養し、菌数が増えた後、
適応温度での培養を再開した。増殖速度は、
μ(1/h)=ln(OD600 at 24 he)/OD600 at 
0h)/culture time (h) にて算出した。 
(2) 耐熱進化大腸菌のゲノム解析 

高密度ＤＮＡタイリングアレイによるゲ
ノムリシーケンスを行った。タイリングアレ
イの設計としては、野生型大腸菌 W3110 のゲ
ノム配列情報を参考に、１塩基ずつずらした
21 塩基長さのＰＭプローブと 11 番目が異な
った塩基を持つＭＭプローブの合計 18.6 
million 個プローブを 3枚ジーンチップに載
せた。進化過程の各大腸菌株のゲノムを抽出
して、3枚のジーンチップにかけた。実験手
順は Affymetrix 社のプロトコールに従って
実行した。変異検出のアルゴリズムに関して
は、maximum likelihood estimation で評価
した。詳細は別論文でまとめた。検出された
ゲノム変異の中では、RNA が含まれていない。 
(3) 発現解析 

3 枚ジーンチップのうち 1枚を使って、細
胞内全遺伝子の転写レベルを定量した。指数
増殖期にいる大腸菌を回収し、total RNA を
抽出した。逆転写反応から cDNA を取得し、
断片化した。Biotin ラベル、hybridization
などは Affymetrix 社のプロトコールに従っ
て実行した。シグナルデータから mRNA 濃度
までの変換は、ＦＨモデルを利用した。各実
験条件を 3回ずつ行って、それらの平均値を
使って評価した。 
(4) タンパク質解析 
 タンパク質解析は、各対象となる菌株スト
ックを適応温度で２オーバーナイト継代培
養した後、適応温度で 100ml 培養（mM63 培
地を使用）し、24 時間後集菌した。 
 回収した菌体は、菌体量の 20 倍の溶解バ
ッファーに懸濁し、氷上で超音波破砕した。
破砕液を 30000rpm 4℃ 1 時間 (Beckman 
50.2Ti roter) で遠心分離し、不溶性分画と
可溶性分画に分けた。それぞれをBCA Protein 
Assay にてタンパク量を定量した。可溶性分
画は、40, 50, 60℃にて 30 分間〜2時間熱処
理した後、SDS-PAGE にてタンパク質組成を分
析した。発現量の変動が大きいタンパク質に
関しては、トリプシン処理後 Magic 200-LCQ 

Deca (ThermoFisher Scientific)の質量分析
システムを用いてタンパク質同定を行った。 
４．研究成果 

(1) 大腸菌耐熱進化株の連続的創出と細胞レ

ベル解析 

①研究開始当初、45℃適応大腸菌の創出に成

功していたため、45℃適応大腸菌を出発細胞

として更なる大腸菌耐熱進化株の作製を試み

た。大腸菌耐熱進化株の連続的創出に関して

は、45℃適応大腸菌に+0.2もしくは+1.0℃上

昇による高温適応進化を実施し、46.6〜47.0

℃に適応した３株の大腸菌の構築に成功した

(図１)。 

 
図１ +0.2℃進化系による大腸菌耐熱進化株

の構築 

  上図：＋0.2℃進化株−１ 

  下図：＋0.2℃進化株−２ 

②進化系譜における大腸菌をフローサイトメ

ーター（FACS）により解析した結果、適応温

度の上昇と共に細胞サイズ (Forward 

scatter : FSC)と細胞の複雑性(Side scatter 

: SSC)が増加するが、細胞の大きさあたりの

複雑性は減少する傾向が見られた。このこと

は、高温適応進化により細胞の増大と内部環

境変化が一定の方向性で生じている可能性が

示唆された。 

(2) 耐熱進化株のゲノム,トランスクリプト

ーム解析 

45℃適応過程の大腸菌に関してゲノム解析お

よび増殖度解析を行い以下の結果を得た。 

解析に使用した株は、進化前の先祖株(Anc), 

37℃で長期培養した株(37L), 41℃適応し43

℃に培養温度を変化させる直前の分岐点株

(41B), 43℃適応し45℃に培養温度を変化さ

せる直前の分岐点株(43B), 45℃で88日培養

し45℃にかなり適応した株(45A), 45℃に完



全に適応した最終適応株(45L)を使用した。こ

れらの株の系譜を図２に示す。 

 
図２ 解析に使用した耐熱進化と解析対象株 

 

これらの株の耐熱進化過程における増殖速度

の変遷を図３に示す。全ての過程で、培養温

度変化後初期の早い増殖速度の回復過程とそ

れに続くゆっくりとした増殖速度の増加を示

す過程が存在することが確認された。 

 
図３ 大腸菌高温適応進化過程での増殖速度

の変遷 

赤の印はそれぞれ解析に使用した株を示す。 

 

これらの株の培養温度による増殖特性を解析

した結果、45℃適応45L株では45.9℃までの増

殖を確認し、進化前の先祖株Ancに対し4.7℃

の耐熱性を獲得していることを確認した（図

４）。 

 
図４ 解析使用株の培養温度依存的増殖特性 

 

以上の株を用いてゲノム解析を行いその辺胃

部位を特定し、進化学的考察を行った。 

① タイリングアレイの変異解析結果を生デ

ータレベルで統計的再解析し、サンガー

法も用いて全変異に対してシーケンスを

行って、ゲノム変異を確定した。１塩基

置換以外に、挿入と欠損配列も同定した

。 

 
  図５ 進化過程の世代数と変異数の相関 

 

 その結果、耐熱進化過程では37℃での長期

培養に比べ変異の数が増加しているが、45A

から45Lの過程において非常に変異が増加し

ていることが明らかとなった。 

これをまとめたのもが Table 1 である。 

 
 

② 突然変異率上昇に関しては、ゲノム変異

解析だけではなく、遺伝学的に薬耐性の

プレート実験により突然変異率が２桁上

昇したことを検証した。そのため、45℃

に耐熱進化した大腸菌株がmutatorであ

ることが証明された。 

③ 耐熱進化過程では、37℃から43℃までの

進化過程では、Ka/Ks値（分子進化の指標

）が１より大きいため、正の選択がかか

っていることに対し、45℃での適応進化

の過程では、Ka/Ks値がほぼ１であるため

、中立的であることが分かった。これは

、初めての実験的な証拠であると考えら

れる (Table 2)。 



 
④ 中立的進化過程にもかかわらず、適応度

の指標である増殖速度が持続的に増加し

ていることが初めての発見である 

(Table 3)。 

 
 

これらの結果から、中立進化と適応進化

の渡し橋が見つかることが期待される。 

以上の結果は、PLoS Genetics vol.6 e1001164

に掲載された。 

ジーンチップを用いて、耐熱進化株のトラ

ンスクリプトーム解析を行った。耐熱進化過

程の各大腸菌株をそれぞれの適温条件下での

遺伝子発現を調べたところ、シグマ７０因子

による転写制御が変わっていることが分かっ

た。各大腸菌のゲノム配列を解析した結果、

高温適応に際して僅かなゲノム変異数で達成

されていることが分かった。特にプロモータ

ー領域の変異がトランスクリプトーム解析の

遺伝子発現と正の相関がみられた。また各耐

熱大腸菌のゲノムGC含量を計測し、耐熱進化

に伴いGC含量が変わっていないことが明らか

となった。耐熱化に伴う正の選択から中立進

化への変化も観察された。 

(3) 高温ストレス条件下の大腸菌のゲノム,

トランスクリプトーム解析 

進化分岐点の大腸菌を含む37,39,41,43,45℃

適応株をそれぞれ瞬間的な高温に暴露した時

、ヒートショックストレス応答がどんな株で

も観察された。瞬間応答の仕組みは耐熱進化

に影響されていないことが分かった。発現遺

伝子領域の発現レベル変動とゲノム変異が正

の相関がみられた。発現量の高い遺伝子がよ

り有意に変異が入ったことが分かった。 

(4) 耐熱大腸菌特異的タンパク質,耐熱性獲

得タンパク質等のプロテオーム解析 

 41℃、43℃、45℃と徐々に高温適応した大
腸菌株について、その進化過程の途中の株の
可溶性細胞抽出液のタンパク質組成を電気
泳動にて分析し、45℃で発現の上昇や消失が
見られるタンパク質および 60℃２時間処理

に耐性を有するタンパク質を数種類見いだ
し、質量分析によるタンパク質同定を行った。
その結果、分子シャペロン(GroEL)や細胞内
酸化ストレスに関与するタンパク質、解糖系
酵素を同定した。しかしながら、高温処理へ
の耐性に優れた耐熱化されたタンパク質は
検出されず、大腸菌の耐熱化は、個々の構成
タンパク質の耐熱化によるものではなく、細
胞内部のネットワーク全体として高温環境
へ適応した結果と考えるのが妥当であると
考えられた。 
 先の検討より、高温環境適応株では、分子
シャペロン GroELの高発現が見られることが
確認された。しかもゲノム解析により、45℃
適応過程において GroL への変異導入が確認
された。そこで 45℃適応過程で GroL 変異前
後の適応過程の大腸菌株に関して、変異率と
大腸菌内の可溶性・不溶性タンパク質の解析
を行い、GroL 変異前後では大きな変異率の変
動は無く 45℃変更直前の 43℃適応株と 45℃
完全適応株の中間の変異率を示すこと、その
期間中の可溶性・不溶性タンパク質の組成に
大きな変動が無いことを確認した。 
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