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研究成果の概要（和文）：高温適応進化を促進する相互作用の解析として、(1)相互作用分子の同定・解析、(2)相互作
用に重要な変異の同定、を中心に研究を実施し以下の成果を得た。
(1)45℃高温適応大腸菌の培養上澄みから単離された相互作用物質の乳酸に関し、高温適応進化過程における乳酸合成
系の発現解析を行ったが顕著な機能亢進は見られなかった。乳酸の細胞取り込みに重要なlactate permeaseに変異が導
入されていることを確認した。
(2)45℃適応初期の相互作用が顕著な時期に固定された6カ所の変異を持つ大腸菌の機能解析を行い、菌濃度依存的増殖
に重要な機能を果たす変異候補の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Interaction facilitating growth at high temperature was analyzed by identify of in
teractor, transcriptome and mutation function analyses. We have identified lactic acid as candidate for ma
jor interactor, but we have found that lactic acid production pathway was not activated significantly duri
ng thermo-adaptive evolution by transcriptome analyses, and lactate permease gene, lldP, was mutated in la
te 45 degree adaptation period when interaction diminished. 
Six mutations fixed during early 45 degree adaptation were analyzed by estimating contribution to fitness 
at 45 degree. We found candidate mutations important for interaction appearance and disappearance. These c
andidate mutations were related to cellular protein stability. This study indicated that interaction facil
itating growth at high temperature was achieved by combination of interactor and intracellular protein sta
bility.
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１．研究開始当初の背景 
 相互作用は単細胞生物から多細胞生物へ
の進化等、生物進化において大きな役割を果
たしている。しかし相互作用が進化過程でど
のように生じ、進化にどのように影響してき
たかは明らかではない。進化説はダーウィン
による自然選択、木村による遺伝子中立進化
が一般的であるが、それだけでは相互作用と
進化に関し詳細な説明はできていない。この
ため進化を実験室で再現し、相互作用が進化
にどのように影響するかを解析・考察するこ
とは非常に重要である。 
  我々はこれまでに大腸菌耐熱進化実験
系を構築し、45℃での耐熱進化に成功し、ゲ
ノムレベルでの進化メカニズムの解析を行
い、45℃適応進化過程で正選択による耐熱化
から変異率上昇による中立進化に進化様式
が変化することを見いだした(Kishimoto,T. et 
al.,PLoS Genetics,6, e1001164, 2010, 日経新聞
2010/ 10/23報道)。同時に、45℃適応進化過
程の初期に大腸菌集団内に液性因子を介し
た相互作用が出現し、増殖を促進しているこ
とを見いだした。適応初期（19日目）には増
殖速度が低く、107 cell/mlでの増殖停滞が見
られた（図 1 左：▲上澄なし）。しかし培養
上澄みを添加し培養すると、相互作用による
増殖速度（傾き）増加、107 cell/mlでの増殖
停滞消失等、相互作用による表現型の適応促
進が見られた（図 1 左：●上澄有り）。この
相互作用依存性は、45℃適応進化と共に消失
した(図 1右:236日目)（以上、科学研究費補
助金(基盤 C)「耐熱進化時に発現する新規ク
オラムセンシング機構の解析」成果）。 

 
本研究ではより発展させた形で上述の相互
作用を詳細に解析することで、進化過程での
相互作用の出現とその作用メカニズムを明
らかとし、相互作用が進化に与える意義を検
討することとした。 
 本研究着手時における研究の学術的背景
は以下の通り。 
 生物は外部環境との相互作用や共生を通
じて進化してきたと考えられるが、実際に実
験室進化系を用いた進化過程で生体間相互
作用を検出・解析した例は少ない。四方らは、
細胞性粘菌と大腸菌が栄養飢餓に近い状態
では共生状態を構築し、大腸菌は遺伝子発現
状態を変化させ適応することを報告してい
る (Matsuyama SI, et al., Biosystems, 73, 
163-171, 2004)。柏木らはグルタミン等の栄養
物の分泌・受容を介した「競争的共存」によ

り集団中の遺伝子多様性が保持されること
を報告している (Kashiwagi, A.,et al., J . Mol. 
Evol., 52. 502-509, 2001)。最近、インドールを
介した利他的な抗生物質耐性機構が報告さ
れ、毒物耐性に相互作用が関与していること
が示された(Lee, HH., et al, Nature, 467, 82-86, 
2010)。しかし、環境適応において低分子物質
の分泌→協調的増殖誘導という直接の適応
促進に影響する相互作用に関しては、実験適
応進化系でその獲得を実際に観察・解析した
報告はない。また適応度上昇に働き、適応進
化と共に消失する相互作用の観察・解析例も
ない。 
 我々の発見した相互作用は、クオラムセン
シング類似現象とも考えられる。クオラムセ
ンシングと進化に関しては、クオラムセンシ
ング関連遺伝子の遺伝的系統解析 (Lerat, E. 
& Moran, NA., Mol.Biol.Evol., 21, 903-913, 
2004)はあるが、進化過程での機能獲得の報告
はない。また、ある種の細菌のフェロモン誘
導性反応は、プラスミド依存的な遺伝子の水
平移動によることが示唆されている(Dunny, 
GM., Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Bio. Sci., 
362, 1185-93,2007)。我々の実験系は、プラス
ミドを持たない単一コロニー由来大腸菌の
連続耐熱進化系であり、見いだした相互作用
は耐熱進化過程での純粋な獲得形質であり、
細胞内環境変化と相互作用の相関解析に適
した材料である。 
 相互作用低分子化合物としては、クオラム
センシング分子の Acyl-Homoserine Lactone 
(Fuqua, C., et al., Annu. Rev. Genet., 35, 
439-468, 2001) , Autoinducer-2 (Waters, CM. & 
Bassler,BL., Annu.Rev.Cell Dev. Biol., 21, 
319-346, 2005) , 利他的相互作用分子 Indole 
(Lee, HH., et al, Nature, 467, 82-86, 2010)の他、
アミノ酸等が報告されているが、直接進化に
関連した相互作用物質は報告されていない。 
 大腸菌耐熱進化に関しては、完全培地で生
育限界温度 3.0℃上昇の報告がある（Rudlpf 
B., et al., J .Biol.Chem., 285, 19029, 2010）。我々
の耐熱進化実験は、代謝経路がフル活動する
最少培地で生育限界温度 4.7℃上昇を実現し 
(Kishimoto T., et al., PLoS Genetics,6, e1001164, 
2010)、耐熱進化過程を解明する格好の材料と
なる。また 42℃耐熱進化大腸菌や 37℃長期
継代進化大腸菌のゲノム解析・発現解析は行
われているが  (Riehle, MM., et al., Phisiol. 
Genomics, 14, 47-58, 2003, Barrick, JE., et al., 
Nature, 461, 1243-1249, 2009他)、相互作用の
面からのアプローチ例はない。本研究では、
ゲノム変異既知の 45℃耐熱進化過程の大腸
菌を用い、相互作用による生理状態・遺伝子
発現変化を進化過程で経時的に測定・解析す
ることでゲノム変異を含む進化への相互作
用の影響を明らかとする。 
 
２．研究の目的 
生物進化における相互作用の出現とその役
割（進化促進等）を解明するため、45℃への



大腸菌適応進化過程の初期に見いだされた
集団の適応度向上に働く新たな相互作用に
ついて、その進化過程における機能発現およ
び作用機構を解析する。そのために 
1) 大腸菌相互作用分子の同定・機能解析 
2) 相互作用分子の代謝生合成系の解析 
3) 進化過程における相互作用応答性とゲノ
ム変異との相関解析 
等を中心に検討を実施する。 

 
３．研究の方法 
 本研究は、下図のような解析を組み合わせ、
相互作用と耐熱進化の相関解明を目指した。 
本研究
におい
て、代
表者は、
作製・
保有す
る耐熱
進化大
腸菌を
用いた
相互作用応答解析、プロテオーム解析、生化
学解析、研究総括を担当し、分担者（四方）
は、DNA チップを用いた発現解析、分担者（渡
邊）は、相互作用分子の分析・構造解析・合
成を担当した。 
相互作用分子の同定  
① 相互作用分子の高感度検出系の構築 
45℃適応初期の上澄み依存性の高い大腸菌
を選抜し、上澄みやその精製成分を添加した
培地での増殖速度を計測し、相互作用分子の
検出を行った。 培養上澄みおよび精製分画
はそれぞれ、バイオアッセイにより活性成分
を検出した。その手順は、5ml mM63 培地 (+ 
Leu, Km)を標準培地として用い、バイオアッ
セイ対象は、1ml の培地を抜き取り、代わり
に上澄み 1ml もしくは精製分画を溶解した
mM63 培地 1ml を添加した後、植菌し、24 時
間後の OD600 を測定した。上澄み、精製分画
を添加していない mM63 培地のみで培養した
大腸菌をコントロールとし、培養 24 時間後
の OD600 の相対比率を求め、増殖誘導活性と
した。 
② 相互作用分子の精製、構造解析 
45℃適応初期の大腸菌を mM63 培地（62 mM 
K2HPO4, 39 mM KH2PO4, 15 mM ammonium 
sulfate, 1.8 mM FeSO47H2O, 15 mM thiamine 
hydrochloride, 0.2 mM MgSO47H2O, and 22 mM 
glucoseに 2 mM leucine (Wako) , 25 mg/mL of 
kanamycin sulfate (Sigma)を加えたもの）にて
24 時間 44.6℃で培養後、遠心分離により上
澄みを回収した。回収した上澄みは、0.22 µm
フィルター滅菌を行った後、エバポレーショ
ンにより 100ml まで濃縮した。濃縮後、
Sephadex LH20 (GE Health Science)カラムク
ロマトグラフィー(Bed vol: 150ml)により分画
を行った。活性分画をエバポレーション後、
Gel Permeation Chromatography (GPC)により

分画し最終的な生成物を得た。 
 バイオアッセイにより増殖誘導活性が見
られた分画の 1H NMRおよび 13C NMRを 300 
MHz NMR（Bruker Avance 300）を用いて測定
した。得られたスペクトルから、分画に含ま
れる化合物の構造を推定した。複数の化合物
が候補として考えられたため、市販の試薬の
スペクトルと比較し、最終的に相互作用分子
の構造を決定した。 
相互作用応答解析  
相互作用のパラメーターとして 1)培養上澄
みの有無、2) 培養時の植菌濃度、による相
互作用応答を、増殖速度変化、フローサイト
メーターによる分布変化を計測し解析した。 
変異機能解析 
変異機能解析は、45℃適応初期の特定の変異
を持つ細胞を一細胞培養により取得し、それ
で得られない変異株に関しては、λRed 
recombinaseを用いたscarless法による変異
株作製を行った(図３)。取得した変異株の機
能解析は、相互作用の有無による適応度を測
定することにより行った。 
 

 
４．研究成果 
1)大腸菌相互作用分子の同定・機能解析 
 45℃初期に適応を促進する（適応度を上昇
させる）相互作用分子として、培養上澄みよ
り、カラムクロマトグラフィーにより分画し
た精製画分から増殖速度促進活性が最も強
い分画について構造解析したところ、Lactic 
acidが同定された。乳酸と構造が類似した化
合物として Lactamide, Lactide を比較化合
物として、それぞれの増殖誘導活性を測定し
た所、Lactic acidのみが有意な活性を示した。
しかしその程度は、出発材料の培養上澄みの
30％程度であり（濃度を上げても 30％内外
が限界、
データ示
さず）、他
の上澄み
中の物質
が相互作
用に作用
している
可能性が
示された。
精製過程



で最も活性の高い画分から回収したものが
Lactic acidであったため、今回のカラム法に
よる上澄みからの相互作用分子同定はこれ
までとした。これ以上の活性物質を取得する
には全く異なるアプローチが必要であると
考えられた。本研究で、増殖促進活性の 3割
を担う相互作用分子として Lactic acid の同
定に成功した（学会発表済み）。 
 
2)相互作用分子の代謝生合成系の解析 
 先の解析で、Lactic acidが有力な相互作用
分子として同定された。Lactic acidの生合成
系を検討したが、Lactic acidは嫌気呼吸によ
る乳酸発酵で産生される経路が主である。
Lactic acid特異的な生合成酵素は LDHとな
るため、37，41，43，45℃適応進化した大腸
菌のトランスクリプトーム解析を DNA チッ
プ（タイリングアレイ）を用いて行った結果
より、LDH 発現の変化を解析した。その結
果、LDHは 41℃培養以降大腸菌内での発現
順位が上昇していたが、45℃適応株で特にそ
の発現が上昇してはいなかった。そのため、
Lactic acid 合成が亢進していないと考える
と、45℃環境で細胞内の Lactic acid がより
漏れやすくなるという細胞膜等の物理的変
化が生じ相互作用発生の原因の一つとなっ
た可能性が考えられた。 
 
3)進化過程における相互作用応答性とゲノム
変異との相関解析 
 45℃適応で生じた変異のゲノム解析結果
から Lactic acid に関連する変異を検索した
ところ、lldP 変異が 45℃完全適応までに固
定していることが判明した。lldP 遺伝子は、
lactate permeaseをコードしており、Lactic 
acid の細胞内取り込みに重要な機能を有す
る遺伝子である。このことから、45℃完全適
応過程において Lactic acid 取り込み活性が
変化し、その結果大腸菌の Lactic acid 反応
性が変化した可能性が示唆された。実際の反
応性解析は今後の課題である。 
 次に、45℃適応初期の相互作用が出現し適
応促進に重要な機能を果たしている時期に
は、6 種類の変異が固定されていることがゲ
ノム解析から判明した。1 細胞培養により変
異獲得順を同定したところ、fre, oxyR, rnr 
→ lon，groS/groL promoter → groLの順
で固定していることが判明した。同時に lon, 
rpoH という変異が固定された細胞も得られ
たが、rpoH は最終的に固定されなかったこ
とが判明した。このことから、fre, oxyR, rnr 
→ lon → groS/groL promoter → groLの
順で固定されていると考えられたが、lon 変
異までをもつ細胞の取得ができなかった。そ
の ため、 scarless 法 に より groS/groL 
promoter 変異までを持つ細胞の groS/groL 
promoter 変異を野生型に戻した細胞を作製
した。得られた細胞株を用いて 45℃での増殖
速度を測定した結果、lon 変異株で増殖速度
が大幅に低下し、groS/groL promoter変異が

導入されると fre, oxyR, rnr変異株よりも増
殖速度が高くなり、groL変異が追加されるこ
とでさらに増殖速度が増加した。このことは、
lon 変異株を除けば、適応度が上昇しており、
positive selection で変異固定が行われる進
化が生じたことが判明した。また、1 細胞培
養で lon変異株が取得できなかったのは、適
応度が低いため集団中での存在比率が非常
に低くなり、取得できなかったと考えられた。 
次に、上澄みを添加した相互作用の強い培養
を行ったところ、lon 変異株は非常に強く増
殖誘導されることが判明した。 
以上の結果より lon 変異株で相互作用が強
く適応度を上昇させることが判明した。また、
groS/groL promoter 変異導入により相互作
用による増殖誘導（適応度上昇）は抑えられ
るようになることが判明した。これらの結果
より、45℃適応初期の相互作用出現に強く関
わる変異として lon 変異、相互作用を緩和す
る変異として groS/groL promoter 変異が重
要であると考えられた。Lon遺伝子は、細胞
内のプロテアーゼをコードし、groS/groL 
promoter は、シャペロニン GroESL の発現
に関わっている。これらのことは、45℃初期
に細胞内のタンパク質の分解や構造安定化
が相互作用の出現・消失に重要な要因となっ
ていることを示唆している。今後は、lon 変
異が集団中で残れた原因を相互作用と関連
させ解析していく予定である。 
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