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研究成果の概要（和文）： 

自然界のバクテリアは、その生育の大半は定常期である。定常期の細胞代謝は対数増殖期とは
大きく異なり、対数増殖期に蓄積した増殖阻害物質や栄養源枯渇などのストレスに対処し、生
存を可能にしていると考えられる。分子 bar-codeを導入した欠失株ライブラリーを構築し、全
て株の混合培養液での競合培養中の各遺伝子欠失株の population 変動を次世代型シーケンサ
ーで定量解析を可能にした。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Organisms in nature spend most of their life time in stationary growing phase. 
Cellular metabolisms in stationary phase are largely different to those in log phase. 
During long-term stationary phase, organisms might survive against variety of 
stresses, such as starvation of nutrient. To clear the physiological network during 
stationary phase, we have constructed the comprehensive bar-coded single gene 
deletion library of E. coli. Using this new resource, we have developed the method to 
quantitatively monitor the population dynamics of each of deletion strains during 
long-term stationary phase. 
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１．研究開始当初の背景 
バクテリアの自然界における生育の大半は
定常期であり、その生活環の中で対数増殖を
行う時期は非常に限られたものと考えられ
る。定常期の細胞代謝は対数増殖期とは大き

く異なり、対数増殖期に蓄積した増殖阻害物
質や栄養源枯渇などのストレスに対処し、生
存を可能にしていると考えられる。しかし、
対数増殖期から定常期への遷移期、及び定常
期における代謝の変動の知識は非常に限ら
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れている。大腸菌では、定常期において、DNA
結合タンパク質による核様態構造の変化、
RNA ポリメラーゼサブユニットの から

へのスイッチにより、定常期における転
写が制御される。リボソームは 2量体を形成
し、100S リボソームと呼ばれる構造を取り、
翻訳活性が制御される。さらに対数増殖期か
ら定常期への遷移時期に 90%以上の細胞がコ
ロニー形成不能となる。このコロニー形成能
を持たない細胞が、 依存的に溶菌を起す
ことが、分担者らの研究により明らかにされ
た。この事から、バクテリア細胞のプログラ
ム細胞死の可能性が検討され、 依存の
transcriptome 解析も行われた。一方、最近
の研究より、 依存的に発現が減少する遺
伝子に、Mgイオン取り込みに関わるポリンの
関与が示唆されたが、その発現制御に、
non-coding sRNAや RNAシャペロンである Hfq
の関与が明らかにされた。 
長年にわたる研究が進められたが、全体像の
把握には遠いのが現状である。RNA 調整や死
菌によるサンプル量の確保の難しさなど、技
術的な障壁により、transcriptome 解析や
proteome解析などのomics解析の少なさが全
体像把握への道を閉ざしている。 
これに対して、我々は bar code 配列を挿入
した一遺伝子欠失株ライブラリーを構築し、
全体像把握への道を切り開いた。我々は既に
Keio collection と名付けた一遺伝子欠失株
ライブラリーを構築し、広く公開を行ってき
た。そのライブラリーに続き、20塩基の特異
的な配列を挿入し、遺伝子欠失と bar code
配列と対応可能な新規の一遺伝子欠失株ラ
イブラリーの構築を行った。この研究リソー
スにより、ライブラリーの混合培養液を利用
した競合実験により、定常期における遺伝子
欠失の生育への影響の定量的解析を可能に
した。これは、対数増殖期から遷移期を経て、
定常期、さらに長期の定常状態を維持した後
の細胞集団の各遺伝子欠失細胞の集団中の
population を bar code 配列を新世代型シー
ケンサーで読み取ることによってその頻度
を計算する。 
一方で単一の遺伝子欠失のみでは、その表現
型が出ないことが非常に多い。このことは、
細胞は遺伝子機能欠損や環境の変化などの
外因性・内因性の撹乱に対して非常にロバス
トであることを示しており、生命の本質であ
る。我々は、中心代謝経路ネットワークにお
いて、そのロバスト性を転写・翻訳・代謝の
複数のネットワークレベルで示してきた。こ
れに対して、一遺伝子欠失の補償経路を同時

に破壊することで、明確な表現型の観察が可
能になる。この２重欠失による解析は、合成
致死解析と呼ばれ、実績のある方法である。
しかし、大腸菌の遺伝子数は 4000 を超え、
２重欠失の組合せは膨大である。我々は、こ
の問題に対して、新規の bar code 欠失株ラ
イブラリーとこれまでの Keio collectionを
利用した接合による網羅的な２重欠失株作
製の系を完成させた。bar codeスクリーニン
グ法とシステマティック合成致死解析、及び
イン・シリコ解析により、定常期細胞内生理
機能ネットワークを明らかにできる可能性
が生まれた。 
 
２．研究の目的 
以下の各項目を目的とする。 
1) 対数増殖期から遷移期を経て、定常
期、さらに長期の定常期の生育における一遺
伝子欠失株の、細胞集団中の population の
変動解析から定常期に重要な機能を持つ遺
伝子群の探索 
2) 選択された遺伝子欠失に対して、網
羅的２重欠失株作製による遺伝的ネットワ
ーク解析 
3) クラスター解析によるネットワー
ク構造の解明 
4) 1)及び 2)より得られるデータから
の仮説構築とそのモデル化 
5) 3)で得られたネットワーク構造及
び 4)のモデルのペトリネットを利用したシ
ミュレーションへの実装 
6) シミュレーションによるデータマ
イニング 
7) 各仮説の実験検証 
 
３．研究の方法 
1) bar code遺伝子欠失株ライブラリーセッ
トの確立 
   平成 21年度に構築した bar code
欠失株ライブラリーを、bar code配列の確認
（重複や反復配列など、問題になりそうな配
列を持つ候補株の選定）を行った後、適当な
候補株を選択し、欠失株ライブラリーセット
として確立する。 
 確立した欠失株ライブラリーから、
独立に、全ての欠失株を生育させた培養液を
調整し、等量ずつ混合し、1ml程度ずつ分注
したグリセロールストックとして保管する。
この混合培養液を種菌として、以降の実験に
用いる。作製した 2種類の欠失株の構造を図
に示す。 



2) 生育状況に応じた遺伝子欠失による
population変動の定量的解析 
   細胞の生育の lag phase, log 
phase、遷移期を経て定常期の各生育フェー
ズでの、各遺伝子欠失の populationの変動
を、bar code欠失株の混合培養を利用して行
う。植菌時の populationを初期状態として、
その後経時的に、2週間程度の定常期を経る
まで適当量（通常 1ml）の培養液のサンプリ
ングを行う。染色体を抽出し、図で示すよう
に、bar code領域を挟む共通領域を用いて、
bar code領域の増幅を行う。この増幅断片を
次世代型シーケンサーを用いて配列決定を
行う。得られた bar-code配列を用いて、各
遺伝子欠失株の頻度を計算する。図に示す様
に、全ての遺伝子欠失株は、PS1及び PS16と
名付けたプライミングサイトを持つ。この配
列を利用して、bar code配列を増幅するプラ
イマーの設計を行う。プライマーの blueの
部分は、シーケンス反応に利用するアダプタ
ー配列であり、yellowの領域は数ベースの
identifier として特定の配列を挿入する。
これはシーケンス反応のコストダウンを狙
ったものであり、特定の配列を導入すること
でサンプリングの時間の違いなど、違うサン
プルを一度にシーケンスし、解析後に区別を
行うことが可能になり、大幅にコストを抑え
ることが可能である。我々はすでに 3塩基の
identifierを導入し、12以上の実験サンプ
ルを区別可能であることを確認した。 

3) 定常期での種々の生育条件による
population変動解析 

 定常期では、σSや global 
regulatorとして知られるLrpの変異により、
growth advantage in stationary phase 
(GASP)の表現型が現れることが知られてい
る 1。これまで、この表現型は生理機能状態
の全体的なゆらぎが原因であろうと言われ
ているが、その全体像の把握には至っていな
い。我々の bar code欠失株ライブラリー及
び２重欠失株による遺伝的ネットワーク相
互作用解析により、一気に全体像に迫れるこ
とが期待される。すでに 2週間という長期の
定常期を経た 200遺伝子欠失株の細胞集団に
よる評価実験を行い、良好な結果を得た。こ
の実験を全遺伝子欠失株に広げ、population
変動解析を進める。これにより、GASP表現型
を示す遺伝子欠失群、及び逆に感受性を示す
遺伝子欠失の同定を進める。 
 
４．研究成果 
1) bar code 遺伝子欠失株ライブラリーセッ
トの確立 
  平成 21年度に構築した bar code欠
失株ライブラリーを、bar code配列の確認（重
複や反復配列など、問題になりそうな配列を
持つ候補株の選定）を行った。 
各遺伝子欠失候補株のゲノム構造を図に示
す方法で、該当遺伝子が薬剤耐性断片と置換
されているかどうかを PCRにより確認を行う
が、その増幅断片を Sanger 法による配列決
定で、bar-code領域の配列を確認した。この
方法で、最初の約 2000遺伝子の bar-code配
列を決定することができた。一方、欠失が確
認できない遺伝子を対象とした 2回目のシス
テマティックな欠失株作製を進めたが、その
際は、bar-code配列決定の効率化と低価格化
を進める為に、候補株 4 株の中から、1 番目
と 2番目の全遺伝子欠失候補株を混合し、下
流側に位置する遺伝子配列との対応関係か
ら、各欠失株の bar-code 配列を次世代シー
ケンサーを用いて、一度に解析を進めた。そ
の結果、薬剤耐性と PCRによるゲノム構造の
確認を終えた約 3500 遺伝子の取得候補株全
ての bar-code 配列の決定を行うことができ
た。 
その後、bar-code配列同士あるいは染色体ゲ
ノム上の相同配列の有無、高次構造の存在、
連続塩基の有無、等の確認を行い、bar-code
として不適切な物を除外し、bar-code欠失株
ライブラリーの候補株の確定を行った。 
その後、評価を終えた欠失株候補株のみを
Cherry Picker分注機を用いて、選択を行い、
遺伝値欠失株セットとして確立を行った。 
現在、リソースセンター等への寄託を含めて、
公開の準備中である。 
2) 生育状況に応じた遺伝子欠失による
population変動の定量的解析 
  細胞の生育の lag phase, log phase、



遷移期を経て定常期の各生育フェーズでの、
各遺伝子欠失の population の変動を、
bar-code 欠失株の混合培養を利用して行う
為に、混合培養液における population 変動
のパイロットテストを行った。方法は上述の
図に示した通りである。パイロットテストに
は 200 遺伝子、800 候補株を利用し、再現性
を含めて、検討を行った。 
まず、各欠失候補株をそれぞれ独立に一晩培
養した菌液を等量ずつ混合し、初期混合培養
液の作製を行った。その混合培養液を新しい
LB培地に植え、競合培養を開始し、各時間に
おけるサンプルを取得し、ゲノム DNAを精製
した。精製ゲノム DNAを鋳型にし、シーケン
ス用アダプター配列とそれぞれのサンプル
を区別する為の identifier を導入したプラ
イマーを用いて、目的の bar-code 領域を増
幅を行った。増幅断片の精製後、シーケンサ
ーで配列解析を行った。配列解析には、
Illumina 社のシーケンサーを用い、解析は
Pythonでプログラムを作成して行った。 
その結果、bar-code配列をシーケンサーで読
むことで poopulationの変動を定量的に解析
することが可能であることを確認した。また、
４候補株の変動もその多くが共通の変動を
見せ、再現性も確認した。一方、mutLや mutH
など mutator遺伝子等、修復に関与する遺伝
子群が、長期混合培養後に population の大
半を占めてしまうことが判明した。このとき
に観察されたことは、４候補株の中で、ある
一株だけが急激に増加していたことが観察
された。これは、おそらく mutator遺伝子の
欠失により、修復活性の減少から、adaptive 
mutation の増加速度の向上で一時的な生育
促進が原因と考えられた。 
3) 定常期での種々の生育条件による
population変動解析 
 定 常 期 で は 、 σ S や global 
regulator として知られる Lrp などの変異に
より、growth advantage in stationary phase 
(GASP)の表現型が現れることが知られてい
る。これまで、この表現型は生理機能状態の
全体的なゆらぎが原因であろうと言われて
いるが、その全体像の把握には至っていない。
我々の bar code 欠失株ライブラリー及び２
重欠失株による遺伝的ネットワーク相互作
用解析により、一気に全体像に迫れることが
期待される。上記パイロットテストの結果を
踏まえ、現在取得できている全遺伝子欠失株、
3500 遺伝子に広げ、population 変動解析を
進めた。上述の様に、mut遺伝子群は除外し、
それ以外の欠失株を、それぞれ独立に一晩培
養を行った。培養液を等量ずつよく混和し、
初期混合培養液とした。それらを新しい LB
培地 2 Lに植え、37度で振盪培養を 3週間続
けた。その間、増殖を開始した直後の Lag 
phase、対数増殖期の log phase、stationary 

phase、death phase、その後 3 週間後まで、
サンプルを取得し、ゲノム DNA を CTAB 法に
て精製を行い、パイロットテストと同様に各
サンプルを区別する identifier とシーケン
スアダプターを付加したプライマーを用い
て、配列解析を行った。解析プログラムはパ
イロットテスト時と同様に、Pythonによる自
作プログラムでそれぞれの遺伝子欠失の頻
度計算を行った。それぞれのサンプリング時
における population の相対値を図に示す。
3500 遺伝子、各 2 独立欠失株の全 7000 株の
変動を示している。X 軸はサンプリングタイ
ムを、Y軸は%を示す。この図から分かること
は、最初は全ての欠失株がほぼ均等な
populationを持っているが、生育が進むこと
により、ある遺伝子欠失が増減することを示
している。このように、個々の遺伝子欠失株
の population 変動を混合競合培養により個
別に、その変動を定量的に解析を行うことが
可能になった。 
現在は、この定量データを用いて、クラスタ
ー解析と GO データベースから、細胞生理的
ネットワーク解析を進めている。 
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