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研究成果の概要（和文）： 

 本研究においては、進化工学に基づき長期植え継ぎ培養を行って、5%濃度のエタノールに耐
性を示す大腸菌の細胞 6 株を取得した。DNA マイクロアレイを用いてストレス耐性株と親株の
遺伝子発現量を網羅的に比較した。全ての遺伝子の発現量データを主成分解析したところ、ス
トレスに耐性を示す株は共通的にアミノ酸合成に関与する遺伝子の発現量が特徴的に変化して
いることが確認された。培地中にこの遺伝子発現変化に基づくアミノ酸を添加したところ、ス
トレス環境下において、増殖速度が大きくなることが示された。また、全ゲノム一塩基レベル
の変異解析を行ったところ変異の数は大きくなくまた独立に得られた進化株に共通性がないこ
となどから、変異のストレス耐性への寄与は大きくないことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We performed experimental evolution under (5%) ethanol stress condition in Escherichia 
coli and six ethanol stress tolerant evolved strains were independently obtained. 
Transcriptomic analysis of evolved strains was performed. As a result of principal 
component analysis (PCA) , gene expression in biosynthesis pathways of some amino acids 
were extracted and these are commonly up-regulated in the tolerant strains, suggesting 
that activating these pathways were involved in the achievement of ethanol tolerance. 
In support of this hypothesis, the supplementation of these amino acids to the culture 
medium increased the specific growth rate under ethanol stress. Mutational analysis was 
also performed by high-density oligonucleotide microarray and it was suggested that 
mutation does not significantly contribute to ethanol stress tolerance because there few 
common mutations among evolved strains.  
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１．研究開始当初の背景 
持続可能な社会の構築を目的として微生

物によるバイ化成品やバイオ燃料の生産に
対する期待が高まっている。これらの生産に
おいては、生産物濃度の蓄積が宿主細胞への
ストレスとなるため、ストレス耐性能を有す
る細胞の構築法の確立は工学的に重要であ
る。ストレス環境下で生物の持つ進化や適応
といった特性を利用して増殖能の高い株を
取得し、さらに、細胞状態変化を追跡する技
術の開発が望まれている。従来の変異育種に
おいては優れた形質をもつ株を選択する際
に、多くの変異、細胞内状態変化が同時に引
き起こされるものであったため、得られた株
を解析しても、どの変化が有用形質付与のた
めに重要であったかを解析することは困難
であった。本研究では、大腸菌の進化実験に
基づく長期植え継ぎ培養よってエタノール
ストレス耐性株を取得し、その進化過程を高
密度タイリング DNAマイクロアレイを用いて
一塩基レベルで変異を検出および遺伝子発
現量の変化を検出することにより、明らかに
しようとした。変異検出においては高速シー
クエンサの技術革新が目覚ましい状況を受
けて、研究途中から高速シークエンサによる
解析も行うこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、大腸菌によるバイオエタノー

ル生産に向けて、進化実験により、5%エタノ
ールストレス環境下で細胞を長期間植え継
ぎ、優れた株（増殖速度の高い株）を選択的
に取得する方法を開発することを初期目的
とした。次に、複数独立に得られた株を用い
て、高密度タイリング DNAマイクロアレイに
より遺伝子配列や遺伝子発現がどのように
変化したかを解析し、ストレス耐性能賦与の
ためにどのような変化が必要であったのか
を議論することを目的とした。また、ストレ
ス耐性能を有する株の全ゲノム変異解析と
網羅的遺伝子発現解析を行い、重要因子を探
索することを目的とした。変異検出において
は、高密度タイリングアレイによる方法の評
価を行うとともに、高速シークエンサの技術
革新が目覚ましい状況を受けて、研究途中か
ら高速シークエンサによる解析も行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、5%エタノールを含む合成培地

(M9培地)で大腸菌 Escherichia coliW3110株
の長期植え継ぎ培養を行って、このストレス

条件で比増殖速度を上昇させる進化株の取
得を行った。進化実験により、得られたスト
レス耐性株を一塩基レベル変異解析、DNAタ
イリングマイクロアレイにより遺伝子発現
解析を行った。 

 
４．研究成果 
(1) エタノールストレス耐性株の進化工学
による取得 
本研究では、大腸菌 Escherichia coli W3110
をストレス非存在条件に対して適応させた
株を親株として用い、5%エタノールストレス
環境下において、6 系列の異なる大腸菌植え
継ぎ培養を長期間行った。培養開始直後に比
較して増殖速度の高い株をいずれの系列に
ついても取得することに成功した。比増殖速
度の変化は植え継ぎ期間に対して図１．に示
すように緩やかに上昇した。得られた株のう
ち、ストレス適応進化株（A、F 株）、非スト
レス適応株（親株）の比増殖速度の比較を図
２．に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．進化実験における適応株（A-F 株）の
比増殖速度の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．ストレス適応株（A、F 株）、親株の比
増殖速度の比較 
 
 
 



得られたすべてのエタノールストレス耐性
株(A 株-F 株)および親株（P 株）について網
羅的遺伝子発現解析、および 6耐性株のエタ
ノールストレス耐性株に対して全ゲノム変
異解析を行った。 
(2) 取得されたエタノール耐性株の網羅的
遺伝子発現解析 
取得された 6株のエタノールストレス耐性

株(A 株-F 株)および親株（P 株）の合計 7 株
についてエタノールストレス環境下、非環境
下において DNAマイクロアレイにより網羅的
遺伝子発現解析を行った。得られた遺伝子発
現データを主成分分析（PCA）に供し、エタ
ノール耐性に関与する因子の探索を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図.3 取得された 6株のエタノールストレス
耐性株(A 株-F 株)および親株（P 株）の PCA
解析結果。アルファベットは株名を、0 は非
ストレス環境下、5 は 5%エタノール環境下に
おけるデータを示す。第一主成分（PC1）は
エタノールストレスに対する応答を示して
おり、第二主成分（PC2）はエタノールスト
レス環境下における長期進化適応による変
化を示していることが分かる。 

 
この解析結果から、PCA により、エタノー

ルストレスに対する応答とエタノールスト
レス環境下における長期進化適応を別々に
捉えることに成功していることが分かる。進
化適応に対応する第二主成分のローディン
グスコアが高い遺伝子を調査したところ、ト
リプトファン、ロイシン、イソロイシンとい
ったアミノ酸合成に関する遺伝子の発現が
進化株において、ストレス環境下、非環境下
いずれにおいても上昇していることが明ら
かとなり、この発現上昇がエタノールストレ
スの耐性に何らかの関与を示すものと考え
られた。 

 
(3) アミノ酸添加によるエタノール耐性の
賦与 
前項で得られた解析結果をもとに、トリプ

トファン、ロイシン、イソロイシンをそれぞ
れ培地に添加した培養を行い、5%エタノール
ストレス環境下において親株の増殖速度を
上昇させる効果があることが明らかとなっ
た。進化適応株にこのアミノ酸添加を行って
も効果は無く、進化適応株は、すでにこれら
のアミノ酸合成経路の遺伝子発現上昇によ
る代謝の強化がストレス耐性をもたらして
いるものと考えられた。 
図４．に一例として、5%エタノールストレ

ス環境下においてイソロイシンを添加した
際の比増殖速度の比較を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．イソロイシンを添加した際の親株

（P）と進化株（A 株）の比増殖速度の比較。 
 
比増殖速度はそれぞれ、イソロイシンを培

地に添加した時としない時の比として表し
ている。進化株にはストレス環境下において
アミノ酸添加の効果は無いが親株ではアミ
ノ酸の添加時にエタノールストレス環境下
で増殖速度を上昇させることからこのアミ
ノ酸の添加がストレス耐性に寄与している
ことがわかる。また、エタノールストレス非
環境下では増殖速度の上昇がみられないこ
とから、栄養源としての効果でないことが分
かる。 

 
(4) 取得されたエタノール耐性株の全ゲノ
ム変異解析 
 取得された 6株のエタノールストレス耐性
株(A株-F株)の全ゲノムリシーケンスにより
変異解析を行った。 
 研究当初は、高密度タイリング DNAマイク
ロアレイを用いて、変異解析を行った。その
後、次世代シークエンサを用いた変異解析を
行った。発見された変異の個所はサンガー法
により確認を行った。高密度タイリング DNA
マイクロアレイを用いて発見された一塩基
置換は、高速シークエンサおよびサンガー法
により同一であることが確認され、この方法
が精度良く一塩基置換を発見できる方法で
あることが確認された。同定された全ゲノム
変異を表１にまとめて示す。 



表１．高速シークエンサによる全ゲノム変異
解析 
 

Type of 
mutation 

A 
株 

B
株 

C
株 

D
株 

E
株 

F
株 

Single base 
substitution 

119 4 5 5 5 5 

Insertion 0 1 1 1 1 0 
Deletion 2 0 1 0 0 0 

 
 
進化適応した 6株に共通して起きた変異は少
なく、進化適応に対する変異の寄与は大きく
ないことが示唆された。A 株の変異数が他の
株に比べて多いのは、1800 時間付近の A株の
大きな比増殖速度の変化と関連性があると
考えられ、今後、比増殖速度の時系列変化と
細胞内の遺伝子配列、遺伝子発現、代謝物質
濃度の高次元システムの時系列変化との関
係を詳細に解析していくことにより微生物
のストレス環境適応メカニズムが明らかに
なっていくものと期待される。 
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