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研究成果の概要（和文）：大腸菌をモデルとして実験室内進化系を構築し、高温適応進化過程における大腸菌ゲノム進
化に関するメカニズムを明らかにした。高温適応進化過程に固定されたゲノム変異を同定し、細胞内全遺伝子の発現パ
ターンを解析した。45℃下での適応度との相関を評価したところ、特定のゲノム変異の固定に細胞間相互作用が重要で
あり、ゲノム変異による特定の遺伝子発現ネットワークが再編されたことが分かった。高温適応進化の後半に高変異率
を示す中立進化過程においては、遺伝的ヒッチハイクによる変異固定が生じ、非有益変異固定に対してシャペロニンGr
oEL変異が非有益変異を有益変異に変換することで適応度を上昇させていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Experimental evolution with a laboratory E. coli strain was performed, and the res
ultant thermal adaptive E. coli strains were subjected to the further analysis at both genome and transcri
ptome levels. We found that during the rapid fitness-recovering phase in adaptation to the high temperatur
e at 45&ordm;C, cell-cell interaction played an important role in the fixation of genome mutations. In add
ition, a number of gene networks perturbed by the genome mutations showed the significant transcriptome re
organization in comparison to those without genome mutations. In the gradual fitness-increasing phase, the
 E. coli cells showed a high spontaneous mutation rate and experienced the neutral evolution. We found tha
t several non-beneficial mutations were fixed in the genome, due to genetic hitchhiking. Those non-benefic
ial mutations were under the buffering effect attributed to the mutated and highly induced chaperonin GroE
L.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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
進化することで現在に至っている。この進化
においては、ダーウィンの表現型に対する自
然選択や木村の分子レベルの中立進化が広
く知られているが、分子進化と表現型進化を
繋ぐ統一的な実証は殆どなさていていない。
我々は、大腸菌の高温適応進化系を構築し、
図１のように523日間培養で375日以降に変
異蓄積速度（傾き）が 10 倍程度加速される
ことを示した。375 日までは正の選択（非同
義／同義置換数が 10/1）、375 日以降では、
中立的な分子進化（32/12）であった。この
ように適応度（増殖速度）が増加しながらも
中立進化が観察されたことは、有利な変異を
蓄積するだけでなく、遺伝的多様性を増加さ
せることで進化が加速する可能性を示す。こ
のような従来の概念では予測困難な発見は、
本研究が分子進化と表現型進化を実験で繋
いだことに負うところが大きい。 

 そこで本研究では高温適応進化大腸菌を
用いて、分子レベル集団レベルの解析を行い
進化メカニズムを解明することを目的とし
ているが、研究開始当初の学術背景は下記の
通りであった。 
１） 大腸菌の進化実験としては、レンスキー

らの４万世代に及ぶ実験がある。この大
腸菌は最近ゲノムレベルでの解析がな
されている（Barrik AE., et al., Nature, 461, 
1243, 2009）が、常温での進化である。
また高温適応では完全培地で生育限界
温度 3.0℃上昇の進化実験が報告されて
いる（Rudlpf B., et al., JBC, 285, 19029, 
2010）。我々の高温適応実験は代謝経路
がフル活動する最少培地で生育限界温
度 4.7℃上昇という高温適応を実現し 
(Kishimoto T., et al., PLoS Genetics, 6, 
e1001164, 2010)、高温適応過程を明らか
にする格好の材料を与えている。 

２） 分子進化は適応度に殆ど寄与しない中
立な変異の蓄積で進むとした中立説（木
村資生博士提唱、Kimura M., Nature 
217,624,1968）が系統解析の結果から支
持されている。我々の高温適応進化の培
養 375 日以降では、適応度が上昇してい
るにも関わらず、固定された変異の多く
は中立的であった（図１ 375〜523 日の
間）。これは、世界にさきがけた個体レ

ベルの適応度上昇と分子レベルの中立
進化をつなぐ結果であり、今後のメカニ
ズムの解明が待たれる。 

３） 図１培養 375 日目の 45℃適応株にはシ
ャペロニン GroEL の構造遺伝子とその
プロモーター領域の両方に変異が見い
だされた。シャペロニンはタンパク質フ
ォールディングを触媒する酵素として
よく知られており(Thirumalai SL., et al., 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct.,30, 
245, 2001)、GroEL の変異は 45℃という
高温環境でフォールディングが困難に
なったタンパク質に作用し、その機能を
復元させている可能性がある。また、シ
ャペロニンは有害な変異を中和する緩
衝作用が提案されている（Rutherford SL., 
Nat. Rev. Genet., 4, 263, 2004）。タンパク
質フォールディングを困難にする突然
変異をシャペロニンが無害化すること
によって、中立変異として集団に蓄積、
遺伝的多様性を保ち、将来の環境変化に
対応できると議論されている（Tokuriki 
N. & Tawfik DS., Nature, 459, 668, 2009）。
我々の高温適応進化系では、GroEL の
変異後、集団により多くの中立変異が固
定され始め、シャペロニンの有害変異緩
衝効果を検証可能にしている。我々の高
温進化系と GroEL 変異の相関を解析す
ることで、議論の域を出ていないシャペ
ロニンの高温適応進化に及ぼす効果（タ
ンパク質変性凝集抑制、ゲノムでの中立
変異蓄積等）の解明が可能となる。 

 
２．研究の目的 
平成 23 年終了の科学研究費補助金（基盤研
究 (B)）「耐熱化過程におけるゲノムネットワ
ークの解析」において、大腸菌長期培養によ
る高温適応進化過程で、１）シャペロニン
GroEL に変異がおこり、２）分子進化が加速
され、３）集団中への変異の固定化機構が正
の淘汰から中立へ遷移することを明らかと
した(Kishimoto T., et al., PLoS Genetics, 6, 
e1001164, 2010)。本研究では、この 45℃適応
大腸菌を研究材料とし、ゲノム,トランスクリ
プトーム,プロテオーム解析による分子レベ
ル、および細胞・集団レベルでの解析を用い、
以下の進化学上の命題に答え、新たな進化モ
デルの構築を目指す。 
１）変異の適応度への貢献の検証による高温
適応機構を解明する 
２）GroEL 変異によるシャペロニンの有害変
異緩衝作用と分子進化速度の相関を検証す
る 
３）分子進化加速型大腸菌の更なる高温適応
による分子進化と表現型進化の相関を検証
する 
これらを達成するための具体的研究目標と
して、下記の 3 点に設定し実施することとし
た。 
1. 適応の速い時期（図：375 日目まで）に生



じた変異の高温適応への貢献メカニズム解
明 
2. GroEL 変異による有害変異緩衝効果の検
証（新しい中立進化促進メカニズムの検証） 
3. 45℃以上の高温適応進化実験を行い、加速
された分子進化が細胞・集団レベルでの進化
加速に繋がるか（分子進化と表現型進化の関
連性）の検証   
 
３．研究の方法 
 研究目標を達成するために、図2のように、
①「高温適応進化実験」による高温適応大腸
菌の創出、②「細胞・集団レベル解析」によ
る変異の出現・固定解析、③「分子レベル解
析」による大腸菌内部環境変化や変異速度解
析、を組み合わせて推進する。 
 

 
①「高温適応進化実験」による高温適応大腸
菌の創出  DH1ΔleuB::(gfpuv5-kmr)を元
株(Anc株)とした 45℃まで適応進化した大腸
菌株を使用し、2 mM leucine (WAKO), 25 µg/ml 
Kanamycin sulfate (Sigma)を添加した mM63
培地にて培養を行った。培養は、24 時間後に
OD600=0.05〜0.2 となるように希釈継代する
ことで対数増殖を維持した培養を行った。高
温適応進化培養において培養温度は、44.8℃
からはじめ増殖速度が0.4を二日継続して超
えた時点で 0.2℃上昇させた。増殖速度µ (1/
時間)は、µ= ln{(当日の OD600)/(前日の
OD600)*(前日の希釈倍率)}/培養時間 で求
めた。 
②「細胞・集団レベル解析」による変異の出
現・固定解析    高温適応進化大腸菌の
ゲノム配列解析は、次世代シークエンサー
（SOLiD, Applied Biosystems）を用いて解
析した。変異部位の集団レベル解析では、高
温適応進化大腸菌の各培養日の集団から変
異部位を PCR にて増幅し、サンガー法にて変
異部位解析を行った。集団における野生型細
胞と変異型細胞の比率は変異部位での野生
型、変異型塩基のピーク比率から算出した。
細胞レベル解析のために、進化大腸菌集団を
0.1 細胞/ウェルになるように希釈し、96 ウ
ェルマルチプレートにて培養し、得られた細
胞を単独細胞として使用した。変異部位をサ
ンガー法で解析し遺伝子型を確定した。 
③「分子レベル解析」による大腸菌内部環境
変化や変異速度解析  大腸菌内部環境変
化の解析として、トランスクリプトーム解析
では、独自に開発したタイリングアレイを用
いて全遺伝子発現を解析した (Ono, N. et al., 

PLoS ONE, 8, e54571, 2013)。細胞内タンパク
質の解析は、菌体濃度を揃えた大腸菌を
Tokuriki らの方法（Tokuriki N. & Tawfik DS., 
Nature, 459, 668, 2009）に従い凍結融解法にて
破砕し、超遠心分離にて可溶性分画・不溶性
分画に分けて SDS-PAGE にて解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）変異の適応度への貢献の検証による高温
適応機構の解明 
 高温適応実験375日目までの適応度上昇の
速い 45℃適応過程大腸菌を用い、45℃適応
で生じた変異の出現時期の解析を行った。そ
の結果、375 日目までの全変異の導入→固定
の挙動が明らかとなった。45℃培養後の極初
期から fre, oxyR, rnr 変異  →  lon, 
groS/groL promoter 変異 → groL 変異 → 
flu 変異 の順で変異が固定されていること
が判明した（表 1）。 

 そこで、45℃適応初期の大腸菌株より 1 細胞
培養により各変異を保持した細胞株の分離を行
った。その結果、上述の各段階の変異を保持す
る株の取得に成功すると共に、fre, oxyR, rnr, 
lon, rpoH 変異を保持する株が得られ、45℃培
養19日付近では、fre, oxyR, rnr, lon, groS/groL 
promoter 変異株と競合関係にあることが判明し
た。これら変異株の環境適応度となる増殖速度
を測定したところ、変異蓄積毎に増殖速度が増
大し、45℃初期においては、自然選択でより適
応度の高い変異が固定されていったと考えられ
た。これは、これまでの結果を裏付けるものであ
った (Kishimoto et al., PLoS Genetics, 2010)。 
ここで fre, rnr, oxyR がまとまって固定されたのは、
45℃の前の 43℃適応の段階で大腸菌集団に
fre, rnr, oxyR 変異を持つ大腸菌が含まれてい
たため 45℃環境に変化したことにより、より適応
度の高い細胞としてfre, rnr, oxyR変異が集団に
固定した可能性が考えられる。しかし、次の lon, 
groS/groL promoter 変異に関しては、lon, rpoH
変異と競合することからも、lon 変異が固定し次
に groS/groL promoter 変異もしくは rpoH 変異
が生じたと考えるのがもっともらしいが、lon 変異
だけを持つ細胞は単離できなかった。この理由
を知るべく、scarless 法によるゲノム変異組換え
で fre, oxyR, rnr, lon 変異を有する大腸菌を作
製し、その増殖速度を測定した。その結果、fre, 
oxyR, rnr 変異大腸菌の µ=約 0.3 から lon 変異
までを有する大腸菌では µ=約 0〜0.1 へと劇的
に低下した。特に高菌密度(2*107 cell/ml)では
µ=0.1 と増殖可能であったが、低菌密度(2*106 
cell/ml)では、µ=0 と増殖不可能であった。このよ



うに、lon 変異細胞は増殖速度が極端に低下す
るため、集団中に広がることができず変異細胞
取得ができなかった可能性が考えられた。通常
の自然選択による進化過程を考えると適応度が
低下する変異は固定されないため、本当に lon
変異が存在できるのかを確認するため、fre, rnr, 
oxyR 変異大腸菌と fre, oxyR, rnr, lon 変異大腸
菌を 9:1, 1:9 で混合させ 45℃で高菌密度(2*107 
cell/ml)、低菌密度(2*106 cell/ml)で継代培養す
る競合培養実験を行った。その結果、興味深い
ことに高菌密度では菌の混合比率にかかわらず
培養 4 日目にはほぼ検出限界以下まで fre, 
oxyR, rnr, lon 変異大腸菌が減少するが、7 日目
には約20％の比率で維持されるようになった。し
かし低菌密度では、fre, oxyR, rnr, lon 変異大腸
菌は、完全に駆逐された。この結果より、fre, 
oxyR, rnr, lon 変異大腸菌は、高菌密度で頻度
依存的に集団に共存できる相互作用依存的な
存在洋式を示すことが明らかとなった。実際の
45℃適応進化初期では、高菌密度で継代をし
ており、fre, oxyR, rnr, lon 変異大腸菌が存在し
うる環境であった。 
次に lon, groS/groL promoter 変異大腸菌にが
lon, rpoH 変異大腸菌と競合することについても
これらの菌を 9:1, 1:9 で混合させ 45℃で高菌密
度(2*107 cell/ml)、低菌密度(2*106 cell/ml)で継
代培養する競合培養実験を行った。その結果、
高菌密度では rpoH 変異大腸菌が、低菌密度で
は groS/groL promoter 変異大腸菌が優性となり
集団に固定された。実際の 45℃進化培養では、
groS/groL promoter 変異大腸菌が固定される時
期には、継代培養の菌密度が 2*106 cell/ml 以
下になっていることから、進化継代時の菌密度
に よ り 相 互 作 用 環 境 が 変 化 し groS/groL 
promoter 変異大腸菌が固定されたと考えられた。
以上のように大腸菌株よりクローン化され変異が
同定された株について、同時に固定されている
変異についてゲノム変異の復帰細胞を構築し、
各変異の効果を解析し、45℃適応初期には相
互作用による変異選択が重要であることを確認
した。 
 45℃適応初期の大腸菌株のトランスクリプトー
ム解析では、一塩基タイリングアレイを用い、各
過程の大腸菌集団の全遺伝子の mRNA を定量
的に解析した。この解析により、45℃進化過程
において、遺伝子の変異しやすさとその遺伝子
の発現レベルとの関連性を見出した。また、変
異の影響下に、高温適応における細胞内遺伝
子発現ネットワークの変動を観測し、有意に変
化した遺伝子群を同定した。 
特定の変異が起こる前後の大腸菌クローン
に対してトランスクリプトーム解析とゲノム変異
解析を行った。複数クローンに対してゲノム
情報、発現パターンおよび集団適応度(増殖速
度)の相関関係を評価した。これらの解析によ
りゲノム変異による発 現パターンの変化が
見られ高温適応における分子シャペロン群
の発現の切り替えが観測された。機能未知の
遺伝子群など有意に変化した遺伝子群を同
定した。 

 
２）GroEL 変異によるシャペロニンの有害変
異緩衝作用と分子進化速度の相関検証 
 GroEL 変異(groS/groL promoter 変異および
groL 変異)に伴う大腸菌集団中の遺伝的多様
性の変化を解析するため、375-523 日目まで
のゆっくりとした適応度上昇を示す時期の
大腸菌集団を、時系列に沿って 20 日ごとに 1
細胞培養によりクローン化し、有害変異緩衝
効果のみならず分子進化速度解析に必要な
大腸菌クローンプールを作製した。このクロ
ーン大腸菌を用い GroEL 変異に伴う大腸菌
集団中の遺伝的多様性の変化を GroEL の野
生型への復帰細胞を創出し解析することで
検討した。まず高変異率進化をしている培養
523 日（45℃236 日）の大腸菌株からゲノム
解析で同定された変異を全て有するクロー
ン(45L8A)を単離した。また、高変異率化の
原因となるmutH変異が入る直前の fre, oxyR, 
rnr, lon, groS/groL promoter, groL, flu 変異大
腸菌をクローン化(45d7B)した。クローン化した
45L8A, 45d7B株の groS/groL promote 変異お
よび groL 変異を scarless 法により野生型に戻し
た大腸菌を構築した。得られた株について 45℃
での増殖速度を測定した。その結果、GroEL
をコードする groL の二カ所の変異は、
45L8A 株 で 野 生 型 に 戻 し た 場 合
(45L8aPwOw：図３赤左)、45d7B 株で野生
型に戻した株(45d7BPwOw：図３青左)より
増殖速度が低下し、高変異率下で蓄積される
変異は GroEL 変異がない場合、有害変異で
あることが示された。45L8A, 45d7B 株でそ
れぞれ groS/groL promoter 変異だけを有す
る大腸菌（図３PmOw）では、45d7B 大腸菌
では、ほぼ適応度は回復しているが、45L8A
株では、45d7BPmOw 株の適応度にも満たな
かった。しかし groL 変異が入り変異型 
GroELとなった45L8A株は45d7B株より大
幅に増殖速度が速い適応度が高い状態とな
った。以上のことから GroEL の 2 カ所の変
異により高変異率で蓄積された変異の有害
効果が干渉され適応度を上昇させて行く機
能を示すことが確認された。 

 
 また 375-523 日目までのゆっくりとした適
応度上昇を示し高変異率進化である時期の



変異固定様式として、高速かつ高頻度に生じ
ている中立変異固定について遺伝的ヒッチ
ハイクによる変異固定の可能性を検証した。 
先述の通り 375-523 日目まで大腸菌集団を、
時系列に沿って 20 日ごとに 1 細胞培養によ
りクローン化し変異部位を解析した結果、複
数の同義置換を含む変異が集団で同時に固
定される遺伝的ヒッチハイクが起こってい
ることを確認した。このヒッチハイクによる
変異固定により集団で固定される非同義置
換がどのような形式で固定され変異集団を
形成していくかを、scarless 法で変異を野生
型に戻し、また変異を導入しその適応度を測
定し検証した。その結果、ヒッチハイク変異
集団を形成する際に、非同義置換の導入順序
でそれぞれの非同義置換の持つ適応度への
貢献度が異なり、導入時期により有益にも有
害にもなる変異が存在することが確認され
た。 
 
 
３）分子進化加速型大腸菌の更なる高温適応
による分子進化と表現型進化の相関検証 
 分子進化が加速されていた大腸菌株(培養
523 日株)を用いて更に高温適応させること
で、加速された分子進化が適応度等の表現型
進化にどのように関連するか、速い分子進化
が高温適応進化を加速させるか、を検証する
ため、523 日目株を用いて更なる高温適応大
腸菌の創出を行った。その結果、更なる高温
への進化が可能であり、46.6℃での安定増殖
大腸菌の構築に成功した（図４）。 

 
得られた進化大腸菌を用いて 46.0℃適応進
化大腸菌までのゲノム解析を 0.2℃適応ごと
の株を用いて行った結果、45℃培養で見られ
た遺伝的ヒッチハイクによる変異固定が継
続して生じていること、変異蓄積速度はほぼ
一定になっていることが確認された。この結
果は、高変異率細胞はその進化様式を変更せ
ずにより高温まで適応進化が可能であるこ
とを示すと考えられた。また得られた高温適
応進化大腸菌は、更なる高温適応進化メカニ
ズムの良い材料となることが期待される。 
 
 分子進化加速大腸菌株(培養 523日株)を用
いて更に高温適応させることは、高速な遺伝
子変異蓄積による進化が生じることとなる。

その結果、進化過程で大腸菌の形態に予期せ
ぬ変化が生じ、大腸菌の同定が困難となる可
能性が高いと考えられる。そこで加速された
分子進化が適応度等の表現型進化にどのよ
うに関連するか速い分子進化が高温適応進
化を加速させるかを検証することが容易な
大腸菌株の構築を検討した。523 日目株を改
変し高温適応進化過程の大腸菌解析が容易
な大腸菌株の構築することとし改変対象と
なる遺伝子を選定した。これまで進化に用い
てきた DH1ΔleuB::(gfpuv5-kmr)株は、マー
カーであるGFPが単独遺伝子として発現して
おり、大腸菌の機能に関与していないため進
化に対して中立な遺伝子である。このため、
進化過程で脱落しても問題が無く、加速型分
子進化を起こしている大腸菌ではマーカー
としての機能が十分ではないと考えられた。
そこで、大腸菌の栄養要求性等のマーカーと
なりうる遺伝子とGFPを融合させて発現でき
ればGFP発現が継続的にマーカーとして試用
できると考えた。そこで、DH1 株 4483 遺伝
子からマーカー候補の要求性遺伝子380を選
別し、さらに 45℃で高発現している遺伝子、
ASKAクローンでGFP融合遺伝子が発現可能出
ること、遺伝子操作株が進化で使用する最少
培地で増殖可能である、を指標として選択し
たところ thrA, B, C, serC が候補なった。
Anc 株を用いこれらの遺伝子破壊株を構築し
それぞれのGFP融合遺伝子プラスミドを導入
することにより最小培地での増殖がレスキ
ューできるかを確認したところ、thrB が最も
マーカーに適していた。そこで実際に 45L8A
大腸菌株の theB 遺伝子に GFP をゲノム上で
融合しようとしたが、組換え不可能であった
ため、45L8A 株の thrB 破壊株に thrB-GFP 融
合遺伝子を持つ pCA24N プラスミドでレスキ
ューした細胞を用いた進化培養系を検討し
た。これまでに 44℃での培養をまで行ったが、
増殖の安定性が悪く、その理由として、プラ
スミドを使用することによるコピー数の不
安定さ等が考えられた。現在ゲノム上での融
合遺伝子化が必要ではないかと考え検討を
実施中である。 
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