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研究成果の概要（和文）：アラニン（Ala）要求性大腸菌変異株を100～0.1 ug/mlのAla添加最少培地で培養し対数後期
に達した細胞集団に占めるAla非要求性サプレッサー変異株の割合を調べた結果、サプレッサーの出現頻度は添加したA
la量に依存して低下した。また、培養開始後経時的にサプレッサーの出現をモニターした結果、培養開始約30時間後か
らサプレッサーの出現が観察された。以上より、Ala飢餓ストレスを感知した細胞が、未知のシグナル伝達系を介して
細胞内の代謝変化を起こた結果、突然変異が蓄積し最終的にAla飢餓環境下で選択されることによってサプレッサー変
異株が出現したものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：When an Escherichia coli alanine auxotroph was grown at 37 degrees C in minimal 
medium containing varying concentrations of alanine (0.1-100 ug/ml) to the late log-phase, the number of 
suppressors that have no requirement for alanine decreased as the amount of alanine added in medium 
increased. These alanine-non-requiring suppressors appeared after 30 hours of incubation in minimal 
medium without alanine supplementation. In addition, individual suppressor clones isolated independently 
showed different levels of growth recovery in minimal medium. On the basis of these results, we could 
speculate the following scenario leading to appearance of suppressors: i) sensing of alanine deficiency, 
ii) metabolic change caused by an unknown signal transduction cascade, iii) introduction of random 
mutation(s) in the chromosome, and iv) selection of suppressors under the alanine-deficient conditions.

研究分野： 動物微生物学

キーワード： 大腸菌　アラニン要求変異株　サプレッサ-変異株　突然変異　アラニン飢餓ストレス　ストレス誘導性
突然変異　多剤耐性
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１．研究開始当初の背景 
 ペニシリン発見以来各種抗生物質が見い
だされ、かつて人類を苦しめた細菌感染症は
もはや制圧されたかの幻想を人々は抱くに
至った。しかし、過剰な抗菌剤の使用の結果、
多剤耐性緑膿菌、メチシリン耐性黄色ブドウ
球菌(MRSA)を始めとした多剤耐性菌が出現
し、これらの多剤耐性菌による細菌感染症を
制御することが不可能になるのではないか
との危機感から、多剤耐性菌の出現は大きな
社会問題となっている。これらの細菌感染症
の脅威に対抗するためには、新規抗菌剤の研
究開発が必須であり、また社会的にも強く求
められている。 
 これまでの抗菌剤は、細胞壁合成、タンパ
ク質合成、そして DNA 複製など細菌の生存
に必須の諸機能をターゲットとしているた
め突然変異による耐性化は避けられない。こ
の突然変異株出現のメカニズムについて、抗
生物質暴露前に細胞集団内に存在する自然
突然変異株が抗生物質に曝されることによ
って選択され集団内に広がることがその原
因であると考えられている。ところが最近、
ストレス環境下に置かれた細菌の突然変異
頻度が上昇するストレス誘導性突然変異
（stress-induced mutagenesis）という現象
が見いだされ、変異頻度上昇に至る分子メカ
ニズムが注目されるようになった。抗生物質
も細菌にとってはその生存を脅かすストレ
ス源であり、実際、抗菌剤であるシプロフロ
キサシンに曝された大腸菌の突然変異頻度
が、ストレス誘導性突然変異により上昇する
ことが近年報告されている。 
 一方で細菌が生存する上で外部ストレス
となり得る環境は抗菌剤に限らない。我々は、
これまで未知であった大腸菌の L-アラニン
(L-Ala)合成経路の解明を試みる過程で、遺伝
学的手法を用いて初めて本菌のL-Ala要求性
変異株の取得に成功した。そして、この L-Ala
要求株をL-Ala非含有最少培地に接種すると、
自然突然変異頻度よりはるかに高い頻度で
L-Ala 非要求性サプレッサー変異株が出現す
ることを見いだしている。この現象は、
“L-Ala 飢餓”というストレスに応答して、
サプレッサーの出現頻度が上昇するストレ
ス誘導性突然変異のモデルシステムと捉え
ることができる。 
 
２．研究の目的 
 抗菌剤という外部ストレスに暴露される
ことによって突然変異頻度が上昇し、その結
果として抗生物質耐性菌の出現頻度が上昇
するという事実は、突然変異頻度の上昇を阻
止することができれば耐性菌の出現を抑制
できることを意味している。我々は、上述し
たように大腸菌の L-Ala 要求性変異株を
L-Ala 飢餓ストレス環境下で培養すると、自
然突然変異頻度よりはるかに高い頻度で
L-Ala 非要求性サプレッサー変異株が出現す
ることを見いだしている。このシステムは、

抗菌剤ストレスとは異なるストレスである
“L-Ala 飢餓”ストレス下に置かれた細菌が
環境変化に応答して突然変異頻度を上昇さ
せる新規なストレス誘導性突然変異を評価
することができるシステムである。そこで本
研究では、この L-Ala 非要求性サプレッサー
変異株が高頻度で出現する評価系をモデル
システムとして、ストレス誘導性突然変異の
分子メカニズムを明らかとし、抗菌剤暴露に
よる突然変異頻度の上昇を抑える新規抗菌
剤の開発を目指すための基盤研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) L-Ala 要求性変異株 Triple-1 を最少寒天
培地で培養したときに出現するL-Ala非要求
性コロニーの計測 
 L培地で一夜 37℃にて前培養したTriple-1
細胞を生理食塩水で 2回遠心洗浄し同溶液に
懸濁した後、最少寒天（1.5% w/v）培地（22 
mM glucose, 7.5 mM (NH4)2SO4, 1.7 mM 
MgSO4, 7 mM K2SO4, 22 mM NaCl and 100 
mM sodium phosphate (pH 7.1)）に約 108

〜109 cells 塗布し 37℃にて培養した。2 日目
以降、日毎に新たに出現するコロニーを
L-Ala 非要求性のコロニーと判断しこのコロ
ニー数を計測した。 
 
(2) L-Ala 非要求性サプレッサーの出現頻度
に及ぼす L-Ala 添加の影響 
 L 培地にて一夜前培養した L-Ala 要求株
Triple-1 を 2 回生理食塩水で洗浄後、同溶液
に懸濁した細胞を 1〜100 µg/ml L-Ala を含
む最少培地に接種（0.1% v/v）し 37℃にて振
盪培養した。対数後期（OD660=0.8〜1.0）に
達した細胞を集菌後、上記同様に生理食塩水
で 2 回洗浄し同溶液で適宜希釈した細胞を、
6.25 µg/ml ゲンタミシンと 6.25 µg/ml カナ
マイシンを含む L 寒天培地（全細胞数）およ
び最少寒天培地培地（L-Ala 非要求性サプレ
ッサー数）に塗布し 37℃にて培養した。全細
胞数は 1 日後、L-Ala 非要求性サプレッサー
数は 2 日後に計測した。 
 
(3) L-Ala 非要求性サプレッサー出現の経時
変化 
 L 培地にて一夜前培養した L-Ala 要求株
Triple-1 を 2 回生理食塩水で洗浄後、同溶液
に懸濁した細胞を新しい最少液体培地に接
種（0.1% v/v）し、37℃にて振盪培養した。
その後、6 時間ごとに細胞を回収し、6.25 
µg/mlゲンタミシンと 6.25 µg/mlカナマイシ
ンを含む L 寒天培地（全細胞数）および最少
寒天培地培地（L-Ala 非要求性サプレッサー
数）に塗布し 37℃にて培養した。全細胞数は
1 日後、L-Ala 非要求性サプレッサー数は 2
日後に計測した。 
 
(4) トランスポゾン(Tn)挿入変異 
 トランスポゾン pNKBOR をカナマイシン
マーカーを除去したL-Ala要求株#4-3-1にエ



レクトロポレーション法を用いて形質転換
し、30℃で 2 時間培養してトランスポゾンマ
ーカーであるカナマイシン耐性遺伝子を活
性化後、6.25 µg/ml ゲンタミシンと 6.25 
µg/ml カナマイシンを含む最少培地に平板あ
たり約150コロニーとなるように塗布しマス
ター平板を作製した。その後、両抗菌剤を含
む最少寒天培地と両抗菌剤と20 µg/ml L-Ala
を含有する最少寒天培地にビロード布を用
いてレプリカし、37℃で 2〜4 日培養し最少
寒天培地でコロニー形成能を失った、あるい
はコロニー形成が対象株である#4-3-1 より
遅延するコロニーを選抜した。 
 
(5) サプレッサー変異株のゲノム解析 
 典型的なL-Ala非要求性サプレッサークロ
ーンをランダムに選びそのゲノム DNA を定
法にしたがい抽出した後、親株である
Triple-1 のゲノム DNA をレファレンスとし
て両株のゲノムシーケンスを SOLiD5500XL
（Life technologies 社）を用い、バーコーテ
ィングによるフラグメントライブラリーを
作製して行った。 
 
４．研究成果 
(1) 最少寒天培地でのL-Ala非要求性サプレ
ッサー変異株の出現  
 L-Ala 要求株 Triple-1 を約 108〜109 cells
最少寒天培地に塗布し経時的にコロニーの
出現を計測した結果、培養日数とともに出現
するコロニーの数が増加した（図１）。 

出現したこれらのコロニーがL-Ala非要求性
のサプレッサーかどうか検証するために、培
養 2 日目、3 日目および 4 日目のコロニーを
複数純化しそれらのL-Alaを含まない最少培
地での生育を評価した。その結果、これらの
クローンはTriple-1よりも生育の立ち上がり
が早く、また、その程度はクローンによって
多様性があった（図２）。このことから、こ
れらのクローンは個々に異なる変異をもつ
L-Ala 非要求性サプレッサーであることが強

く示唆された。そして、図１に示したように、
これらのクローンは培養時間に伴い出現す
るコロニー数が増えたことから、L-Ala 飢餓
ストレスに応答して生じるストレス誘導性
突然変異の結果出現したサプレッサー変異
株であると考えられた。 

 
(2) L-Ala 非要求性サプレッサーの出現頻度
に及ぼす L-Ala 添加の影響 
 L-Ala 要求変異株 Triple-1 は最少培地に添
加したL-Alaの量に応じてその生育が回復す
る（図３）。この条件で Triple-1 を培養した
場合、2日目以降に生育してくる細胞はL-Ala
非要求性のサプレッサーであると考えられ
る。そこで、このサプレッサー変異株の出現

に及ぼす L-Ala の影響を調べた結果、L-Ala
を含まない最少寒天培地で生育可能なサプ
レッサーの割合は、最少培地に添加した
L-Ala 量に反比例して減少した（図 4）。これ
は、“L-Ala 飢餓”というストレスを感知した
L-Ala 要求株が未知のシグナル伝達系を活性
化し、そのシグナルが DNA に変異を生じさ
せるような代謝変化を起こし、最終的に
L-Ala 非要求性サプレッサー変異株が選択さ



れてコロニーを形成したと解釈することが
できる。 
 興味あることに、L-Ala 非添加最少培地で
生育してきた細胞群に占めるサプレッサー
の出現頻度は約 32％であり、最少寒天培地で
２日培養後に出現するコロニー数を計測す
る判定基準では、細胞集団のすべてがサプレ
ッサーとは判定されなかった。このことは、
対数後期に達したTriple-1細胞集団がヘテロ
な性質をもつ集団であることを意味してお
り、L-Ala 飢餓ストレスに遭遇した Triple-1
のゲノム上に様々な変異が生じ蓄積した結
果であると考えられる。事実、図１に示すよ
うに最少寒天培地上で培養３日目以降に出
現するサプレッサーは本実験条件の判定基

準から外れ、コロニー計測から漏れることに
なる。また、本実験は図４に示すように L-Ala
非添加最少培地上でのサプレッサー出現頻
度が実験ごとにデータのばらつきが大きい
という特徴があった。これは、L-Ala 飢餓ス
トレス以外の微妙な環境要因の影響も加味
され、それがサプレッサー出現頻度のデータ
のばらつきとなって現れたものと考えら得
る。実際、最少寒天培地に使用する寒天の製
造元が異なるとサプレッサー出現頻度が異
なることが認められた（data not shown）。 
 
(3) L-Ala 非要求性サプレッサー出現の経時
変化 
 L-Ala 要求株 Triple-1 を最少液体培地に接
種後振盪培養を開始し、経時的に全菌数と
L-Ala 非要求性サプレッサー変異株の数を計
測した結果、約 30 時間以降に最少寒天培地
上にコロニーが出現し、その後、サプレッサ
ー数は増加した（図５）。一方、全菌数は約
60 時間後までは増加がほとんど認められな
かった。培養開始時の接種菌数（106〜107の

オーダー）に比べ、30〜60 時間に出現した
サプレッサーの数は著しく少なく、全菌数へ
の寄与は測定誤差範囲であると考えられる。
しかし、この時間帯に出現したサプレッサー
数の全菌数に占める割合は、時間とともに上
昇した。これらのことから、培養開始後 30
時間までの間に、L-Ala 要求株 Triple-1 の細
胞内で何らかの代謝変化が生じ、その変化が
染色体 DNA の突然変異として蓄積した結果、
L-Ala 非要求性サプレッサー変異株が出現し
たものと考えられた。 

 
(4) トランスポゾン(Tn)挿入変異 
 Tn がゲノム上に挿入したカナマイシン耐
性クローンライブラリーから、最少寒天培地
での生育が親株であるL-Ala要求株#4-3-1に
比べ著しく遅延するクローンを一次スクリ
ーニングした結果、22 クローンを選抜するこ
とができた。 
 最少寒天培地上で生育不可あるいは生育
遅延が認められるクローンは、増殖に必要な
栄養素の生合成経路の変異がその原因にな
りうる。しかし、マスター平板を作製した段
階で最少寒天培地上での増殖に必要な遺伝
子が仮に Tn 挿入変異により機能消失した場
合、それらのクローンは本実験条件下では原
理的に除去される。したがって、今回選抜し
た22クローンにおいてTn挿入が生じた遺伝
子を同定することによって、L-Ala 非要求性
サプレッサー変異株が生じるために発動す
る情報伝達カスケードに関連した因子を見
いだせる可能性がある。 
 
(5) サプレッサー変異株のゲノム解析 
 典型的なL-Alaサプレッサー変異株の変異
部位を同定するために、最少寒天培地上で２
日後に出現したサプレッサークローン#5-1
のゲノム配列を親株である L-Ala 要求株
Triple-1 をレファレンス配列としてシーケン



ス解析を行った。その結果、ピルビン酸脱水
素酵素複合体を構成するピルビン酸脱水素
酵素 E1 サブユニットをコードする aceE 遺
伝子の開始コドンから数えて775番目のアデ
ニンがグアニンに置換した変異（A775G）で
あることが明らかとなった。この塩基置換は
E1 サブユニットである AceE タンパク質の
259 番目のアルギニンがアスパラギン酸へ置
換するミスセンス変異（Arg259Asp）である
ことが判明した（表１）。 
 
表１ L-Ala 非要求性サプレッサ−#5-1 のゲ
ノム解析 
塩基の置換 Adenine 775>Guanine 
コドン変異 AAC>GAC 
アミノ酸置換 Arginine 259>Aspartate 
塩基の番号は開始コドンからの位置を示す。 
アミノ酸の番号は開始コドンであるMetから
の位置を示す。 
 
 ピルビン酸脱水素酵素複合体は解糖産物
であるピルビン酸を酸化的に脱炭酸してア
セチル CoA を生成する酵素である（図６）。
通常ミスセンス変異をもつ変異誘導体はそ
の酵素活性の低下が起こることが考えられ
ることから、このサプレッサー#5-1 のピルビ
ン酸脱水素酵素の活性も低下しているもの
と考えられる。 

 想定されるシナリオは、本酵素活性の低下
に伴いピルビン酸からアセチル CoA への代
謝フローが制限され、その結果、細胞内ピル
ビン酸レベルの上昇が起こることが期待さ
れる。 
 大腸菌のL-Ala合成は３つの主要なアラニ
ンアミノトランスフェラーゼ（AvtA, YfbQ, 
YfdZ）によって触媒されることを我々は最近
明らかとした（Biosci. Biotehnol. Bioche. 75, 
930-938, 2011）。アミノトランスフェラーゼ

は比較的基質特異性が低く本来の基質とは
異なる基質アナログも弱いながら酵素反応
の基質として利用することが知られている。
実際、上記の３つのアミノトランスフェラー
ゼ遺伝子（avtA, yfbQ, yfdZ）を欠損した
L-Ala要求株Triple-1にL-セリン合成に関与
するアミノトランスフェラーゼをコードす
る serC 遺伝子をマルチコピーベクターに載
せ導入すると、Triple-1 は L-Ala を含有しな
い最少培地で生育できることが知られてい
る。しかしながら、この Triple-1 のゲノム上
には１コピーの野生型 serC 遺伝子が存在す
るにもかかわらず、コロニーを形成するのに
必要な L-Ala を合成することができず L-Ala
要求性を示す。 
 これらのことから、ピルビン酸脱水素酵素
E1 サブユニットに変異をもつサプレッサー
クローン#5-1 は、酵素活性の低下に伴う細胞
内ピルビン酸レベルの上昇によって、ピルビ
ン酸を弱いながら基質としうるL-Ala合成と
は本来関係のない複数のアミノトランスフ
ェラーゼの関与のもと細胞増殖に必要な
L-Ala を供給したものと考えられる。 
 今後さらに多くのサプレッサー変異株の
ゲノムシーケンスの解析、そしてこれらのサ
プレッサーで見いだされた変異酵素の活性
評価と細胞内外のピルビン酸レベルの測定
をすることによって、L-Ala 非要求性サプレ
ッサー変異株出現のメカニズムを解明する
ことが期待される。また、トランスポゾン挿
入によって最少寒天培地での生育が遅延し
たクローンの挿入遺伝子を今後同定するこ
とによって、“L-Ala 飢餓”ストレスに応答し
てL-Ala非要求性サプレッサー変異株が出現
する分子メカニズムを解明する足がかりを
つかむことが期待される。 
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