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研究成果の概要（和文）：相利共生は自然界のいたるところに存在し、その成立と進化は生態学

において重要な問いである。生物はいかにして他の生物との初遭遇に適応し、共生を成立させ、

進化するのか？これには実験的に共生の成立と進化を再構成することが効果的である。これま

でに私達は、２種の大腸菌により人工的に相利共生の成立を模倣することで、迅速な表現型変

化が共生成立に寄与しうることを示した。本研究では、この共生成立に寄与する表現型変化の

分子機構解明だけでなく、この相利共生の進化まで実験的に示した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Mutualism is ubiquitous in nature, and its establishment and evolution are 
important issues in ecology. To understand how organisms adapt to the first encounter with another 
organism to establish and evolve mutualism, experimental reconstruction of these processes is a useful 
strategy. Previously, we experimentally simulated the establishment of mutualism using two 
genetically-engineered auxotrophic strains of Escherichia coli, and found that one strain rapidly changed 
its phenotype, eventually leading to the establishment of the mutualism. Here we show not only the 
molecular basis of the observed phenotypic change, but also the experimental evolution of this 
mutualism. 
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１．研究開始当初の背景 

生物はいかにして異種との初遭遇に適応
し、共生関係を成立させるのか？生物の適応
には、(1)自然選択による適応と、(2)環境に
応答した一世代内の適応（特に順応という）
の２種類がある。(1)は主に遺伝子配列の変
化を伴うため、系統解析による研究が進んで
いる。(2)は主に表現型可塑性によるもので

あり、環境変化への迅速な適応として重要な
役割を持つ。また偶然の適応も含め、初めて
の環境変化への順応も注目されている。共生
が成立（両者が継続的に増殖）した後は、主
に(1)によって適応していくだろう。一方、
(1)は増殖に依存するため、継続的増殖が起
こる前の共生成立には、(2)の順応の寄与が
特に重要になるだろう。 
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共生成立に寄与する順応の研究には、以下

の２つの困難さがある。①その寄与を示すに
は、表現型変化と個体群動態の関係を調べる
必要があるが、既に成立した天然の共生系の
成立時は観測できない。②順応の機構は分子
レベルまで掘り下げる必要があるが、表現型
を決める分子機構はとても複雑である。①に
は天然では共生関係に無い２生物により共
生成立を模倣する手法で、また②には極力単
純である大腸菌や酵母をモデルとすること
でアプローチすることができる。 

 
私達はこれまでに、２種の大腸菌栄養要求

性株を用いて共生成立を模倣し、順応が共生
成立に寄与することを示した。具体的には、
Ile を要求する I-株と、Leu を要求する L-
株による、相利の栄養共生であり、少なくと
も一方が順応しなければ絶滅する実験系に
した。結果、共培養後 9 時間以内に L-株の
Ile 漏洩量が 50 倍程度増加するよう順応す
ることで、両者が継続的に増殖(共生成立)す
ることを示した。 
 
 
２．研究の目的 

この L-株の順応は、透過性膜により２種大
腸菌間の直接接触を排除した共培養でも観
察されるため、２種大腸菌間の生化学分子を
介した相互作用が重要と考えられる。よって
本研究では、共培養における２種から漏洩さ
れる分子の測定や、化学合成したそれら分子
を加えたときの大腸菌の挙動を調べること
で、分子機構の解明を目的とした。 
 
さらに、予定より研究が早く進んで上記の

研究開始当初の目的が達成されたため、より
一歩進めて、順応(2)により共生成立が把握
できた後の、相利共生の進化的適応(1)の解
明も目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 図１の実験生態系に関して研究を行った。
２種類の遺伝子組み換え大腸菌が、互いに
Ile と Leu を供給しあって初めて増殖するこ
とができる人工相利共生である（図１左）（遺
伝子組み換えコンストラクトにより発表論
文 2にもつながった）。これを共培養すると、
L-がまだ増殖していない間にL-からのIle供
給量が増加するという表現型変化があり、こ
れによって I-が増殖し、最終的には両者が増
殖した。これは安定に継代培養することがで
き、相利共生が成立したと言える。 

 
図１：用いた実験生態系 

 

 この実験生態系を、図２のように透過性膜
で仕切ることで、２種それぞれを別々に採取
し、DNA microarray によってトランスクリプ
トーム解析を行った。また、培地中成分を測
定するために、液体クロマトグラフィー質量
分析(LC/MS)によってメタボローム解析を行
った。これらに関して、共培養の比較サンプ
ルとして、単独培養も測定した。 

 

図２：透過性膜を用いた分離共培養 

 

 
 
４．研究成果 
私たちはまず、以下の仮説を立てた。２種

類の大腸菌が、代謝反応回路を部分的に結合
させることで、互いに必要な栄養素を供給し
あい、これが最終産物の供給量増加という表
現型変化として観察されるというものであ
る。これは、L-株から相手への Ile 供給量が
増加したという表現型変化は、Ile 供給量が
増加しただけでなく、他の部分も変化してお
り、分子レベルで２種類の大腸菌の代謝回路
を考えれば説明できるという発想である。 

 

図３：分子機構の仮説 

 

具体的には、図３に示すように、I-株は
ilvE を欠損しているため、Ile を合成できず
に、Ile の前駆体-keto—-methylvalerate 
(KMV)まで合成して代謝回路は止まる。しか
し、I-は Ile を不足しているため、酵素阻害
による調整機構（青線）が働かず、大量にKMV



 

 

がたまっていく。大量にたまったKMV は細胞
膜および環境培地を経て、L-株に供給される
（黄線）。L-株はKMV を Ile に変換する酵素
を持っているため、大量に供給されたKMV
は大量の Ile へと変換される。この時、L-で
は Ile が大量に存在するため、Ile 合成を抑
制する、酵素阻害による調整機構が働くが、
それは上流の反応（ilvA が担う反応）に影響
するため、途中から入ってきたKMV を押さえ
ることは無い。つまり、既存の制御機構をか
いくぐって、２種類の大腸菌によって新しい
代謝回路ができ、それが Ile を大量に供給す
るという L-株の表現型変化の分子機構であ
るという仮説である（発表論文 4）。 

 
トランスクリプトーム解析により、L-株の

共培養前後では、Ile や Leu 関連の分子の膜
輸送に関連する ABC輸送系のペリプラズム結
合タンパク質の発現量が有意に（4 倍程度）
高まっているなど、細胞間相互作用が強まっ
ていることが示唆された。これは、上記仮説
を支持している。 

 
また、メタボローム解析により、I-から

KMV が培地環境中に過剰に供給されている
ことが確認された（遺伝子欠損していない株
の 1000 倍以上）。さらに、共培養ではKMV
が培地環境中にあまり存在しないことから、
KMV が L-によって使用されていることが示
唆された。これらのことは、上記仮説を強く
支持している。 

 
そのうえ、上記仮説を検証するために、化

学合成したKMV を L-株の単独培養における
培地環境に加えて、L-からの Ile 供給量の測
定を行うと、加えたKMV の量に比例して、Ile
が供給されることが確認され、量的にも説明
可能であることがわかった。以上により、表
現型変化の分子機構は、上記仮説のように、
２種大腸菌により、新しい代謝回路ができる
というものであることが実験的に強く示唆
された（論文作成中）（相利共生の成立方法
が発表論文 1につながった）。 
  
 予定よりも早く、上記のように研究開始当
初の目的が達成されたため、さらにより一歩
進めて、この迅速な表現型変化による適応
(2)により共生が成立した後の、進化による
適応(1)も実験室内進化によって調べた。相
利共生は自然選択による進化競争において
脆弱であることが知られており、生態学や進
化生物学において相利共生の進化は大きな
問になっている。背景に記述した、(1)自然
選択による適応と、(2)環境に応答した一世
代内の適応において、上述のように(2)を明
らかにしたので、さらに(1)を調べて統合的
に理解することが重要である。 

  
具体的には、図１にある人工生態系を、1,000
世代ほど継代培養した。結果、多くの研究に
より、グループセレクションなどの特殊な機
構のための空間構造などがなければ、相利共
生は進化において衰退していくと予想され
ていたにもかかわらず、実験進化によってむ
しろ発達していくことが示された（図４）（論
文作成中）。 

 

図４：人工相利共生の実験室内進化 

 
自然界には多種多様な生物が存在し、互い

に遭遇することで共生成立の機会を持つ。こ
の共生成立に寄与する表現型可塑性の分子
機構の概要を、初めて実験的に示すことがで
きた。さらにこの進化についても重要な結果
が得られた。人工的であり一例であるが、大
きな意義があり（国際会議受賞）、今後一般
化にも繋がるだろう。 
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