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研究成果の概要（和文）： マイクロ流路を使って、大腸菌の細胞伸長に関わる３つの要因を解

析した。（仮説１）「捕食回避説」、（仮説２）「低密度良好説」、（仮説３）「環境ストレス説」で

ある。各要因を、単独および複数を組み合わせて検証することにした。まず、増殖しすぎた細

胞を自動的に取り除けるように工夫した 1 細胞計測系を構築した（特願 2011-156767）。この計

測系を捕食者テトラヒメナ・被食者大腸菌の混合培養系に応用したところ、テトラヒメナ用の

二種類の標準的な培地 1/10PYG、および CDM 最小培地中では、テトラヒメナが存在しなくても

大腸菌が伸長してしまうことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Using the on-chip one cell micro fluid system, we analyzed three 
potential factors affecting the cell filament formation of Escherichia coli ; (1) the enemy 
avoidance hypothesis, (2) the cell performance enhanced at a low density, and (3) the 
environmental stress. Either one factor or their combinations has/have been analyzed. 
First of all, we developed the device, so that too many growing cells can be automatically 
removed from the incubating area (Patent 2011-156767). Applying the device to the 
Tetrahymena -E. coli co-incubation system, we observed that the cell filament of E. coli 
forms when we used for two standard mediums for Tetrahymena  (1/10PYG and CDM), 
even though we did not add Tetrahymena’s pheromones at all .  
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１． 研究開始当初の背景 
 
ある細菌種では、低密度で栄養条件がよくな

ったり、捕食者の原生動物と共に培養すると、

細胞の長さが通常の４～５倍にも伸長する

現象（フィラメントの形成）が集団中 20%ほ

どの細胞で観察されている。この細胞伸張は

表現型可塑性であると考えられているが、従
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来は細胞集団の 1匹ごとの定量的データは取

得できなかった。マイクロ流路長期培養系の

技術を利用すれば、大腸菌 1 匹ごとの個体変

異のデータが取れるので、これにより細菌の

表現型可塑性と環境変化への反応基準を観

測する。さらに反応基準の大きな差を示す細

菌株を確立することで、表現型可塑性の遺伝

的順応（West-Eberhard 2003）や促進的変異

理論（Kirshner & Gerhart 2005）の手掛か

りを得たい。いくつかの細菌種では、ストレ

ス環境に置かれたり、低密度で栄養条件がよ

くなったり、捕食者の原生動物と共に培養す

ると、細胞が通常の４～５倍にも伸長する現

象（フィラメントの形成）が集団中 20%～50%

の細胞で観察されている。このメカニズムは

３つの仮説に分けられる。 

 

 

 

 

 

 

 

（仮説 1）捕食者の原生動物が存在してい

ると、その分泌物がカイロモンとなって、

細菌が細胞を伸長し食われにくく変えて

いる。つまり、細菌のフィラメント形成

は、対捕食への誘導防御として進化した
表現型可塑性である（Corno and Jurgens, 
2006）。･･････「捕食回避説」 

（仮説 2）ケモスタットで培養液置換率を 2

倍に上げると、フィラメント形成が促された。

長い細胞の方が増殖率が高く（メカニズムは

不明）、相対的に低密度で栄養条件が良くな

ることで生起された表現型可塑性である

（Hahn et al, 1999）。･･････

（仮説 3）環境にストレスを与えると、大

腸菌は簡単に細胞を伸長する。これは、

多くの大腸菌の細胞生物学者が示してい

る。･･････「

「低密度良好

説」 

 

環境ストレス説」 

個々の細胞でどんな代謝過程や遺伝子発

現の変異がフィラメント形成に関与してい

るかは、細菌集団の平均値の変化を見ていて

も、長くなったメカニズムは分からない。細

胞伸張を理解するときには、細菌 1匹 1 匹の

定量的なデータが大量に必須である。よって

今回はマイクロ流路長期培養系の自動計測

技術を導入して、大腸菌伸長の表現型可塑性

の解析を行う。 

国内・国外の動向としては、多くの分子細

胞生物学者がレーザー微細加工を用いたマ
イクロ流路による 1 細胞培養計測系を急速に
使い始め、確率的遺伝子発現（stochastic 
gene expression）や不等分裂などの 1 細胞計
測のデータを発表し始めた。しかし、進化生
態学者はほとんど無関心である。 
 本研究が斬新なアイディアやチャレンジ

性を有しているかについては、以下が挙げら

れる。 

(1)レーザー微細加工技術（マイクロファブ

リケーション）を利用して、我々のグル

ープの若本研ではスライドグラス上に

マイクロ流路長期培養系を構築し、長期

的（現時点で百数十世代まで可能、1 週

間程度）に大腸菌クローンの個体ごとの

データを取得する系を開発した（特許申

請中）。これによって、表現型可塑性と

してクローン内の細菌 1 匹ごとの差異、

環境条件の違いを組み合わせた遺伝子

型ごとの反応基準を、定量的データとし

て記録できる。進化生態学でこの技術を

使った研究は、世界でも例がない。 
(2)培養液を新鮮にした時や貧栄養の環境

に置くと大腸菌は伸長することを分子

生物学者や細胞生物学者はしばしば観

察しているが、単なる環境変異として気

に留めていなかった。一方、マイクロコ

ズムの実験生態学者は、大腸菌と捕食者

テトラヒメナを混合培養すると、大腸菌

の伸長（フィラメント構造）が触発され

ることをしばしば観測していたが、彼ら

は大腸菌1匹1匹の振舞いがどのように

異なるのかを観測する技術を持ってい

なかった。大腸菌のフィラメント構造の

進化的研究は、世界でも２～３のグルー

プが細々と行っていたに過ぎず、彼らは

マイクロ流路長期培養系の技術をまだ

導入してはいない。 
 
２．研究の目的 
 
マイクロ流路長期計測系で、環境条件を組

み合わせて大腸菌の細胞伸長の表現型可塑

性と反応基準を解析し、細胞伸長にかかわる

変異株と野生株とを比較して遺伝子発現の

調節機構を明らかにする。 

これにより、マイクロ流路による 1 細胞培

養系での細菌の表現型可塑性の機構が解明

されると、細菌を用いた実験進化に大きな変

革がもたらされると期待される。 

図１ 伸長した大腸菌と通常の大腸菌 



 

 

 
３．研究の方法 
 
 本研究課題で使うのは、以下のマイクロ流
路である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ マイクロ流路長期培養系の構成 

スライドグラスの表面にレーザーでマイクロ流路
の溝が切ってある。フレームチャンバーをこのマ
イクロ流路の上に乗せて、フレームチャンバー
に培養液を流すと、セルロースメンブレンを通し
て培養液が直下の観測台（17μm の高さ）に置
かれた大腸菌にも浸透するので、そこで大腸菌
が増える。増え過ぎた大腸菌は細胞排出溝に
流れ落ちて行く。 
 
（仮説１）「捕食回避説」（Corno and Jurgens, 
2006）･･･捕食者のテトラヒメナと共に培養
すると、同様に、細胞の長さが通常の４～
５倍にも伸長し、細胞伸長（フィラメント
形成）を示す現象が見られる。よって、テ
トラヒメナの細胞だけ除去した培養液をマ
イクロ流路長期培養系に流せば、テトラヒ
メナ分泌の化学物質がカイロモンとなり、
大腸菌が細胞を伸長させ、食われにくくす
る誘導防衛が発揮されるデータを取れる。 
（仮説２）「低密度良好説」（Hahn et al, 
1999）･･･大腸菌の連続培養系（ケモスタッ
ト）で培養液置換率を上げてやると、集団
中の 20%～50%もがフィラメント形成（細
胞は 2 倍くらいに伸長する）し始める傾向
があるが、培養液置換率をあげると栄養条
件が良好になるようだ。よって、マイクロ
流路長期培養系で細胞伸長のデータを取る。 
（仮説３）「環境ストレス説」（多くの大
腸菌研究者の考え）･･･貧栄養条件や温度上
昇などストレス環境に置くと、容易に４～
５倍の伸長を持つフィラメント形成が生起
される報告が多い。マイクロ流路長期培養
系でストレス環境下でのデータを取る。 
 
４．研究成果 
 
捕食者テトラヒメナのカイロモンがバク

テリアの形状などの表現型に及ぼす影響を
調べるための 1 細胞計測系を構築した。当初

の計画では、ガラス基板上に微細加工により
作製したマイクロチャンバ中にバクテリア
を閉じ込めることを計画していた。しかしこ
の方法では、細胞の増殖によりチャンバ中の
細胞密度が上昇し、長時間の影響評価が難し
いことから、増殖しすぎた細胞を自動的に取
り除けるように工夫した 1細胞計測系を構築
した（特願 2011-156767）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
この計測系は、細胞の輪郭を計算して自動的
に細胞伸長のデータを格納するものである。  

この計測系を、捕食者テトラヒメナ・被食
者・大腸菌の混合培養系に応用したところ、
テトラヒメナ用の二種類の標準的な培地
1/10PYG、および CDM 最小培地中では、テト
ラヒメナが存在しなくても大腸菌が伸長し
てしまうことを明らかにした。これらの標準
培地ではカイロモンの影響評価が難しいた
め、改変培地の作製に取り組み、1/10PYG に
0.5% NaCl を加えた培地では大腸菌の伸長を
抑えられることを確認した。 
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図３ マイクロ流路長期培養系での大腸菌
の増加・排出の様子と細胞伸長の自動計測法 
 
マイクロ流路で培養液を流すと、グロースチ
ャネル内で大腸菌が増え、増え過ぎた細胞は
排出用流路に落ちて行く（上図）。グロース
チャネル内での細胞は、自動的に輪郭を抽出
して（下図）データが格納される。 
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