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研究成果の概要（和文）：クロレラ・大腸菌・テトラヒメナから構成される合成生態系を作成し13年間の培養を
行なった。解析の結果，以下が明らかになった． (i) クロレラには集塊を形成するタイプ(大腸菌と共生しやす
い)とテトラヒメナに取り込まれやすい分散タイプが進化した， (ii) 細胞が長くなる非共生型の大腸菌が存在
し，この形質の遺伝子を特定した，　(iii)アミノ酸要求性の大腸菌がクロレラ集塊に入り込むことにより生存
繁殖できること，　(iv) 5, 6, 8, 13年培養のクロレラ分離株と祖先株の計28株の全ゲノム解読を行い，集塊形
成に関与する可能性のある遺伝子群を特定した．

研究成果の概要（英文）：A synthetic ecosystem composed of Chlorella (Micractinium sp.), a bacterium 
(E. coli), and a ciliate (Tetrahymena thermophila) has been cultured for 13 years to understand the 
origin and evolution of symbioses. In analyzing the isolates and their co-cultures, we revealed the 
following processes and their mechanisms: (i) Chlorella evolved two different types: one forms cell 
aggregates incorporating E. coli cells, and the other enters Tetrahymena cells forming an 
endosymbiotic association. (ii) A filament-cell type of E. coli has evolved, not forming a symbiotic
 association with Chlorella. The gene that cause this phenotype was identified. (iii) E. coli 
isolates that require amino acids can survive and reproduce by being incorporated into a Chlorella 
cell aggregate. (iv) The whole genome sequences of the ancestral Chlorella and isolates from 5, 6, 
8, and 13-year-old cultures were determined, and genes that can be possibly related to the 
cell-aggregation formation were identified. 

研究分野： 進化生態学，理論生物学

キーワード： 共生　実験進化　生態系　ゲノム　クロレラ　大腸菌　テトラヒメナ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、実験合成生態系の13年間の長期培養を解析し光栄養生物(藻類)と従属栄養生物(細菌及び繊毛虫)との
間の共生の進化過程をを実証的に解析したものである．このような解析は国内外で他に例がない.従来の研究が
共生をすでに進化させた生物を用いた解析であるのに対し，本研究ではこのモデル生態系において構成種間に共
生が起源し，進化する過程を追跡した.このモデルは、進化対象を切り取って解析するのではなく，分子，細
胞，個体群，生態系過程全体を捉え，各階層間関係の中で構成種の進化を明らかにするという全く新しい手法で
ある．この手法は還元主義的方法と全体論的方法を統合した検証可能な新しい進化研究手法となるだろう．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

微生物を用いて進化を実験的に解析する手法は，進化研究の重要な手法として用いられてい

るが，従来の研究では，進化の諸条件を実験者が設定してコントロールする方法によって行わ

れてきた．しかし，生物進化は生態系内の要素間の直接・間接の相互作用の結果生じる過程で

あり，進化の諸条件は生態系が生成している．本研究は，生態系は構成種が進化する諸条件を

生成し，彼らの進化を制約し誘導するという視点から共生の進化にアプローチする． 本研究の

報告者は，クロレラ（Micractinium sp.  Ehime）・大腸菌（Escherichia coli）・テトラヒメナ

（Tetrahymena thermophila）の 3 種で構成された合成生態系“CET マイクロコズム”を約 13 年

間培養し，個体群・群集動態（開始から 3 年間）及び分離株を用いた形質や相互作用（培養 5, 
6 年後）を解析した結果，共生関係になかった種間で共生が進化したことを明らかにした．  
先行研究では，主に長期培養前半（〜6 年）からの分離株を用いて，上記の①〜③について形

質や種間相互作用を明らかにしたが，培養後半（6〜13 年）の進化過程は不明であり，DNA レ

ベルの変化の実態については，大腸菌を除いて全培養過程で不明である（大腸菌は祖先株，6, 
8, 13 年目分離株各 15 株の全ゲノム解読が終了）．  
 
２．研究の目的 
（１）大腸菌の進化におけるフィラメント化の遺伝子の解析 

これまでの研究により，クロレラ（Micractinium sp. Ehime）と大腸菌との細胞集塊形成によ

る共生の進化において興味深い分離株が見つかった．その一つA10グループ（A10株はその一つ

で培養5年に分離）は栄養培地を用いた単独培養では正常細胞形態であるが，無機塩培地で集塊

形成型のクロレラと共培養すると集塊の隙間に入り込み，成長過程でフィラメント化する．こ

れにより集塊に強固にからみ，テトラヒメナの衝突によっても集塊から脱落しない効果がある

と仮説的に考えられる．  

また，E. coli分離株の中には，単独培養においてフィラメント化するタイプCグループ（イソ

ロイシン要求C６株はその一つで培養5年分離）が見つかった．これは集塊形成型のクロレラと

共培養すると細胞が長いのでクロレラ集塊の隙間に入りにくく共生ができないと考えられる．

このCグループはデトリタスを利用しフィラメント化により捕食を回避する戦略と考えられる．

これの仮説を図１にまとめた．クロレラ集塊に正常型細胞が入り込む形で共生が進化し，次の

段階でA10グループのような集塊侵入前は正常サイズであるが侵入後にフィラメント化する戦略

が進化した．一方，Cグループの

ようにクロレラと共生せず，フ

ィラメント化する形で天敵（テ

トラヒメナ）からの捕食を回避

する戦略も進化した． 

上記の生態学的な進化過程にお

いて細菌のフィラメント化は重

要な形質である．そこで，E. 

coli C6 とA10 の両株のフィラ

メント化に関わる遺伝子を全ゲ

ノム配列結果から推測し，それ

ぞれの遺伝子を形質導入法で野

生型に戻した株の形質を調べる

ことにより，両者の遺伝子の特

定を試みた． 

図１ 大腸菌のフィラメント化の進化の仮説 

①弱い相互作用，①捕食回避；②集塊型藻類の出現；③C集塊への

E. coli の参加；④CE集塊の増加；⑤藻類・細菌の共進化：集塊形

成率，利益供与率の高い株が選択され共進化が進む 
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（２）共培養試験によるクロレラ分離株の形質の解析と種間関係の解析 

上記の課題（１）における大腸菌 A10 株（5年分離）はアミノ酸要求性を示さないが，大腸菌

個体群は 13年の長期培養過程で経過年に対しアミノ酸要求性を示す分離株の割合が高まること

が明らかになった．そこで，アミノ酸要求性もつ大腸菌はクロレラ集塊に入り込むことにより

クロレラが分泌するアミノ酸を利用し，生存・繁殖しているという仮説を立て，13年培養の大

腸菌株としてアミノ酸要求性がありかつ集塊型クロレラと共培養時にフィラメント化するもの

を選び，これと 13年分離のクロレラ株で単独培養時に集塊形成するものとを共培養し，両者が

集塊を形成し，この大腸菌株が内部で生存できるかを検証する． 
（３）全ゲノム DNA配列の決定と共生の起源の解析 

クロレラ祖先株といくつかの代表的な分離株の全ゲノム DNA の解読を行う．これにより，これま

で形質のみの違いをもとに理解した進化過程を DNA レベルで理解するこれらの情報を参考にし

て，本研究で見出された株の変異箇所に関わる遺伝子を同定し，共生の進化の初期段階に関わる

クロレラの突然変異を明らかにすることを目指す． 

（４）主要分離株の外部機関への寄託 
CETマイクロコズムの 13年間の培養で用いた祖先株およびこの培養系から分離されたクロレ

ラ，大腸菌，テトラヒメナの特徴的な形質を進化させた株を当研究室から保存・分譲を業務と

する外部機関に寄託した．これにより，他の研究者が本研究の仮説の検証，結果の追試，更な

る解析が可能になる．また，本研究とは異なる視点での研究材料として活用が可能になる． 

 
３．研究の方法 
（１） 大腸菌の進化におけるフィラメント化の遺伝子の解析 

(i) 単独培養でフィラメント化する分離株 E. coli C6：分裂時の細胞中央の狭窄に関与する Z

リング（FtsZ タンパク質繊維が集まってできる）のアンカー機能を持つタンパク質 ZipA が知

られている．全ゲノム解読した先行研究から C6株 zipA の５５番目が停止コドンに変化してい

たため，これをコードする遺伝子 zipA をフィラメント化の原因遺伝子の候補とした． 

(ii) 単独培養では正常サイズだが集塊形成型クロレラと共培養するとフィラメント化する大

腸菌 E. coli 分離株 A10（培養 5年）の原因遺伝子を cpdA とした（A10 株はこの遺伝子に非同

義変異を持つ）．これは c-AMP分解酵素の遺伝子であるが，先行論文によると，c-AMP 濃度が高

くなることにより大腸菌がフィラメント化する． 

P1 ファージを用いた形質導入により C6および A10 の遺伝子 zipA と cpdA のそれぞれを野生型

配列に置き換えた株，C6_KAK914と A10_KAK918を作成した．これらを用いて，以下の実験で原

因遺伝子の検証を行なった． 

(i) 大腸菌分離株 C6とその形質導入株（C6_KAK914）をそれぞれ栄養培地で単独培養し，細胞

長を計測することで，zipA が細胞フィラメント化に及ぼす効果を調べた．また，それぞれをク

ロレラ Micractinium L1（6年分離）と無機塩培地で共培養した場合でも細胞長を計測した． 

(ii) A10 株およびその形質導入株（A10_KAK918）を用い，それぞれ集塊形成能を持つクロレ

ラ Micractinium L1 と無機塩培地で共培養し，大腸菌細胞長を計測して cpdA が細胞フィラメン

ト化に及ぼす効果を調べた． 

なお，形質導入実験は国立遺伝学研究所の秋山光太郎研究員および仁木宏典教授の協力を得て

行なった． 

（２）共培養試験によるクロレラ分離株の形質の解析と種間関係の解析 

以下の分離株を用いて共培養実験を行い検証した． 

大腸菌については，13年培養後に分離の大腸菌の１つ，13-3株を用いた．これは Cysteine 要

求性があり，集塊型クロレラと共培養時にフィラメント化することがわかっている． 
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クロレラについては，13年培養で分離したクロレラの２株，Y1-14と Y1-27を用いた．いずれ

も単独培養時に集塊を形成する．比較対象として，長期培養に使用したクロレラ祖先株

（OriM）を用いた．また，上記の３つのクロレラ株は無機塩培地で増殖させた後の培養濾液を

高速アミノ酸分析機で分析しアミノ酸の含有を解析した． 

（３）全ゲノム DNA配列の決定と共生の起源の解析 

大腸菌との共生が推察される集塊形成型のクロレラ株，テトラヒメナとの共生が推察される分

散型のクロレラ株の中から代表株を選定し，それらの全ゲノム DNA を次世代シークエンサー

（DNBSEQ）で解読し，配列の解析を行った．ゲノム DNA抽出および配列の解析は，それぞれ，

長浜バイオ大学の保科亮助教および小倉淳教授の協力をえて行なった．シーケンシングは BGI

ジャパン（株）に委託した．配列をもとに，集塊形成することに関与する遺伝子群の特定や，

テトラヒメナに延命効果をもたらす遺伝子の推定を行った． 

（４）主要分離株の外部機関への寄託 
クロレラ，大腸菌及びテトラヒメナの分離株の中で，今後の研究において重要な役割を持つ株

を選定し寄託受入可能な機関を探した．  

 
４．研究成果 

（１） 大腸菌の進化におけるフィラメント化の遺伝子の解析 

(i) 大腸菌分離株 C6とその zipA 導入株（C6_KAK914）を栄養培地で培養し，72 時間後に細胞

長を計測した．その結果を図 2に示す．C6と

C6_KAK914の平均細胞長はそれぞれ 24.5±2.8 

µm，4.2±0.2 µm であった(n=3)．頻度分布と

写真が示すように，導入株は細胞長が祖先株の

ような正常サイズの細胞がほとんどであった．

この結果から，C6のフィラメント化は主に

zipA の変異が原因であることが示された．無

機塩培地でクロレラ L１と共培養した場合は，

いずれの株も集塊共生は示さなかったが，増殖

した細胞の分布を計測したところ，平均細胞長

はそれぞれ 16.95µm，8.89µm(n=3の平均)であり，zipA の復帰した C6_KAK914は細胞長が短く

なった（図には示していない）．しかし，C6_KAK914は祖先株より長いものが多かったのは，ク

ロレラとの共培養という貧栄養環境では zipA 遺伝子以外の変異遺伝子の効果も細胞長に影響を

及ぼす可能性を示唆している． 

(ii) A10 株およびその cpdA 導入株

（A10_KAK918）を用い，それぞれ集塊形成能を

持つクロレラ Micractinium L1（6年分離）と

無機塩培地で共培養し，大腸菌細胞長を計測す

ることで細胞形態の変化を調査した．共培養

30日後の結果を図 3に示す．cpdA 導入株もク

ロレラ集塊に入り込みフィラメント化したこと

を示している．この結果は，A10 株のフィラメ

ント化には cpdA の変異は関与していないか，

それ単独では起きないことを示している． 

図 2 大腸菌 C6 と C6_KAK914の細胞長分布 
（栄養培地での単独培養：72 時間後） 

図 3 大腸菌 A10 と A10_KAK918の細胞長分布  
（無機塩培地でのクロレラ L1 との共培養：30 日後） 
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（２）共培養試験によるクロレラ分離株の形質の解析と種間関係の解析 

培養 8年，13年藻類分離株の培養濾液から Cystein を含む多種類のアミノ酸が検出され Y1-27

及び Y1-14からも Cystein の含有が確認された．また，共培養実験の結果から，大腸菌 13-3は

OriM との共培養では数が減少するが，Y1-27あるいは Y-14との共培養では安定した数を維持し

た．45日目の顕微鏡観察ではクロレラと 13-3が集塊形成していることが示された．また，

OriM との共培養ではこのような集塊は観察されなかった． 
（３）全ゲノム DNA配列の決定と共生の起源の解析 

表１に全ゲノム DNA配列を行なった株のリスト（それぞれの分離時までの培養年数，ストレプ

トマイシン耐性能，増殖率，集塊形成率）を示す．集塊形成率は程度に応じて 3つのグループに

分けた：低（青）：0—30 %；中（黃）：31—60 %：高（橙）：61—100 %．祖先株に対し，ほとんどの

株は増殖率（無機塩培地での単独培養の

結果）が低下している．また，同じ培養

年で見ると，集塊形成率が高いほど増殖

率は低い傾向が見られる．これは，集塊

形成による高密度化で種内競争が強まる

負の効果が現れていると解釈できる．も

し大腸菌が集塊内に入れば，クロレラ代

謝物（死細胞を含む）の分解産物（CO2,

無機塩，その他化合物）の供給により，

集塊形成に参加しているクロレラ細胞の

生存率や増殖率は，集塊非形成状態より

も高いと考えられる． 

これらの全ゲノム DNA配列をもとに，

それぞれの株について祖先株から変異を

起こした遺伝子を特定した．また，集塊

形成率の値の高い株に共通の遺伝子変異

を特定した．詳細は，現在解析中であ

る． 

（４）主要分離株の外部機関への寄託 

【クロレラ】祖先株および 5〜13年培養

後に分離した以下の主要 9株（表１赤表

示）を独立行政法人製品評価技術基盤機

構 バイオテクノロジーセンターに寄託

した．【大腸菌】祖先株(国立遺伝学研究

所保存 ME7767株)から進化した 6，8，13年培養後に分離した主要株（各年 15 株，計 45 株）を

国立遺伝学研究所ナショナルバイオリソースプロジェクト(NBRP)「大腸菌」に寄託した．【テト

ラヒメナ】祖先株(接合型の異なる２クローン）と CETマイクロコズム７〜8年培養後に分離し

た１１株を山口大学共同獣医学部ナショナルバイオリソースプロジェクト(NBRP)「ゾウリム

シ」に寄託した．  
 

表 1 全ゲノム DNA配列を決定した株のリスト 
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