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要旨 
 
	 細菌コロニーの呈色の違いは、種の同定や、細胞の生理状態の指標として有用な情

報である。寒天培地に特定の基質や色素を加える方法は、簡便で感度も良く広く活用

されてきた。しかし、ほとんどの場合、色の有る無しによる細胞の選択に利用される

など、呈色の評価は目視のみで行われており、定量性を欠いた評価法に留まっていた。	  
	 染色剤の一種であるコンゴーレッドは、バイオフィルム形成時特異的に合成される

特殊な線毛（Curli線毛）を赤く染める特性を持つ。コンゴーレッド染色法はこの特性
を利用し、主に細菌のバイオフィルム形成能を評価するために利用される手法である

(Hammar, M., et.al, 1996)。バイオフィルムは、自然環境下での細菌細胞の生存戦略の
一つであり、微生物汚染や慢性的な感染症の原因のひとつであることから、医療分野

で重要な研究対象である(Niba, E. T., et.al, 2007)。また、バイオフィルムを用いて有用
微生物を固体表面に固定化する技術の開発など、生物工学的な応用を目指した研究も

進められており、その形成メカニズム解明の意義は大きい。Curli線毛の合成経路には
多数の遺伝子が関与していると考えられており、バイオフィルム形成に向かう細胞内

機能ネットワーク解明の意義は大きい。 
本研究は、コロニーの画像情報から色を検出し、その呈色を定量する手法の確立を行

い、その方法を用いてバイオフィルム生合成経路の制御機能ネットワーク解明に取り

組んだ。 
	 最初に、コロニー呈色度の定量化手法を開発した。コンゴーレッドを含んだ寒天培

地（Congo red agar : CRA）上のコロニーが赤いほどバイオフィルム量が多い。「赤さ」
の定量表現手法の検討を重ねた結果、以下の３つの手法を確立した。(1)市販のスキ
ャナでコロニーを反射光撮影し、各コロニーの重心座標を中心とした含む5ピクセル
四方の領域（25ピクセル）内の平均RGB値を計算した。(2) 算出した平均RGB値を３
つの色チャンネルに分解し、色相 (Hue)、彩度 (Saturation)、明度 (Value) からなる
HSV色空間に変換した。 (3) 彩度Sと明度Vの値を用いて、CRA上のコロニーの呈色
度を数値化した。 
	 計算値と、肉眼による呈色評価との相関を確認するため、既知の Curli線毛形成に
関与する遺伝子 (csgA、csgD、cpxR)を用いた検証を行なった。CRAにおいてΔcsgA
及びΔcsgDはバイオフィルムの合成量が低下し (Blanco LP, et.al, 2012)。、ΔcpxR(Dudin 
O, et.al, 2014)では上昇することが知られているが、本手法による定量値は良い相関を
示した。 
明度Vは、色の強さだけでなく、その色の明るさ、暗さを示すことから、明度の違い
にによる遺伝子の分類が可能となった。 
	 コンゴーレッドはアミロイド状のCsgAタンパクに結合する事で呈色することから、
得られた呈色定量値とCsgAタンパク質量と相関をウェスタンブロットにより解析し
たところ、非常に強い相関を示した。 
	 本手法をゲノムワイドな呈色度定量解析手法への拡張を行った。大腸菌は、欠失さ

れた遺伝子により、その生育に大きなばらつきがあることが分っている。コロニーの

呈色は、細胞の生育に依存する為、呈色を細胞の生育による標準化手法の開発が必要

である。CRAに高密度で大腸菌一遺伝子欠失株ライブラリー(Keio collection)を植菌
(1536株/plate)し、1時間ごとにコロニーを反射光撮影することでそれぞれの株の経時
的な呈色度変化を記録し、以下の３点を実現する手法の確立を行った。(1)各コロニ
ーの面積を計算し、ゴンペルツ曲線に回帰することで生育曲線を得る、(2)反射光に
よるコロニー表面の反射部分をノイズとして除去する方法の開発、(3)プレート上に
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おけるコロニーの位置情報を考慮した測定データの標準化手法、の各方法を確立した。

この手法により、生育不良な一部の株を除く3902株（全株の94.3%）の高密度に殖菌
されたコロニースキャン画像からの生育曲線取得と呈色度曲線から、コロニーの増殖

ステージを考慮した呈色定量手法を確立した。定常状態到達細胞量を100とした場合
の90%到達時(t90%)において、各コロニーの呈色は飽和していたことから、t90%にお
ける呈色値を用い標準解析手法を確立した。本手法をNibaらにより報告されている
CRAでの呈色結果との比較を行った結果、92%の株（13株中12株）において良い相関
が得られた(Niba, E. T., et.al, 2007)。 
	 本研究により、バイオフィルムの構成成分の一つであるCurli線毛の量を、コロニー
の呈色定量値から高効率に取得可能にした。本研究で得られた新規バイオフィルム合

成関連遺伝子の候補株の機能解析により、バイオフィルム合成機構の更なる解明に繋

がるものである。 
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第一章 バクテリアのコロニーの呈色度を測定する手法の開発 
 

I. 序論 
 

バクテリアを用いた呈色実験の歴史	
 
種の同定や、細胞の生理状態を観察するために、細胞の染色は広く用いられる手

法である。古くは、1884年にデンマークの細菌学者であったGramが細菌を色素によ
って染め分けるグラム染色法を考案している(図１ A)。細菌がもつ細胞壁の構造の違
いにより染色性が異なり、これを利用して細菌をグラム陰性菌とグラム陽性菌の2種
に大別することができる。これまでに複数の変法が考案されてはいるが、現在におい

ても細菌を分類する上で基礎となる技術である。また、寒天培地に特定の基質や色素

を加えてコロニーの呈色の有無を評価する実験系は、手順が簡便であることから多く

の場面で採用されている。DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)は細胞内のDNAを染色
に用いられる蛍光色素であり、膜透過性があるため生細胞にも使用できる（図1 B）。
米国のbiolog社が発売したPhenotype Microarray（PM）は酸化還元反応試薬として
tetrazoliumと、様々な炭素源があらかじめ充填された96穴のマイクロタイタープレー
トを販売している。プレートのウェルに菌を植菌し培養すると、菌の増殖をtetrazolium
の発色によってモニターすることが出来る（図1 C）。 

 
1905年にイギリスの細菌学者MacConkeyが発表したマッコンキー培地は腸内細菌

を分離するために開発された(Macconkey, 1905)。同培地は胆汁酸およびクリスタルバ
イオレッドによる菌生育の抑制作用を利用しており、大腸菌群以外は生育できないよ

うに設計されている。さらに培地組成中にはラクトースとpH指示薬としてニュート
ラルレッドが含まれている。ラクトースを発酵分解できる大腸菌群由来のコロニーは、

pH低下によるニュートラルレッドの反応で赤く呈色するが、サルモネラ属はラクト
ースを分解できないためコロニーは呈色しない。この仕組みを利用して、検体内のグ

ラム陰性菌を呈色度合いによって分類することが可能である（図1 D）。このように
コロニー呈色反応の評価系は初期の細菌分類学や臨床の現場で主に利用されてきた

が、分子遺伝学の発展に伴い遺伝子工学の場面でも用いられてくるようになってくる。

1985年にMessingらによって構築されたpUC19(Yanisch-Perron, Vieira, & Messing, 
1985)はlacZ遺伝子の配列中にMalti Cloning Site（MCS）をもつクローニングベクター
である。MCS中への目的遺伝子導入が成功していればX-galおよびIPTGを含む培地で
白色のコロニー、導入失敗の場合は青色のコロニーとなる。この手法はBlue-White 
selectionと呼ばれており、遺伝子工学には欠かせない。lacZ遺伝子はタンパク質相互
作用を調べる手法であるtwo-hybrid systemにも使われており、X-gal・IPTG存在下のコ
ロニーの呈色の有無によって目的タンパク質とのタンパク質相互作用やその強度を

目視で確認できる（図1 E）。なお、X-galとよく似た構造のいわゆるX-gal variantsは
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これまでに多数開発されており、目的にあわせて検出する色を変えたり、目的遺伝子

の発現量が少ない場合はX-galよりもsensitivityが高いvariantを選択することもできる
(Heuermann & Cosgrove, 2001)。近年ではlycopene合成遺伝子であるcrtEBIをレポータ
ー遺伝子として用いた細菌の代謝ネットワーク改変技術が報告されており(Alper, 
Miyaoku, & Stephanopoulos, 2005)、呈色反応を指標にした実験系の開発は盛んである。
コンゴーレッド染色法もこうしたコロニーの呈色反応を利用した実験系の一つであ

り、細菌学においては主にバイオフィルム形成能を判定するために用いられる。この

手法は、染色剤の一つであるコンゴーレッドがバイオフィルム形成時特異的に合成さ

れる特殊な線毛（Curli線毛）を赤く染色する特性に基づいている。このため、細菌を
コンゴーレッド培地（Congo red agar：CRA）上で生育させると、Curli線毛の合成量
に応じてコロニーが赤く呈色する。本手法はバイオフィルム形成能を簡便に評価でき

ることから、臨床の現場を中心にごく一般に用いられている。 
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図１	 生物学における様々な染色の例。A: グラム染色法によるグラム陽性菌とグラ
ム陰性の鑑別。紫色に染色されているものがグラム陽性菌（黄色ブドウ球菌）、赤色

に染色されているものがグラム陰性菌（大腸菌）。B: 
DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)によるC. ElegansのDNA染色。膜透過性があるため、
生細胞でも染色することができる。C: biolog社が開発したPhenotype Microarray。
Tetrazoliumは細胞が呼吸時する際の電子伝達系から作用を受けることで還元され紫
に呈色する。D: MacConkey agarによる大腸菌群の鑑別。培地中にはラクトースとpH
指示薬のニュートラルレッドが含まれている。大腸菌群がラクトースを分解し周囲の

pHが低下すると赤く呈色する。E: Blue-White selectionによる遺伝子導入の成否判定。
lacZ遺伝子の配列中にMalti Cloning Site（MCS）をもつpUC19ベクターが広く用いら
れている。lacZ遺伝子はβ-galactosidaseをコードしており、寒天培地中のX-galを加水
分解する。加水分解されたX-galは青色を呈する。目的の遺伝子がMCSに挿入されて
いればlacZ遺伝子配列が途中で分断され、寒天培地中のX-galを代謝できずコロニーは
白色となる。 
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バイオフィルムの概要 
 
バイオフィルムとは、細菌が環境中の固体表面へ付着する際に形成する細胞外の

高次構造体のことを指す。バイオフィルムは細菌にとってある種のシェルターのよう

な役割を果たしており、以前から抗生物質や抗菌剤に対する耐性に寄与している

(Costerton, Stewart, & Greenberg, 1999)。また、バイオフィルム内では多数の細菌種が
入り交じって活動しており、これら細菌間での遺伝子の水平伝搬が指摘されている

(Madsen, Burmølle, Hansen, & Sørensen, 2012)。より離れた生物間とのやり取りとして
は、Vibrio fischeriとイカの一種であるEuprymna scolopes間のバイオフィルムを介した
共生関係が研究されている(Shibata, Yip, Quirke, Ondrey, & Visick, 2012)。種によって
様々だが、バイオフィルムは主に次の4つからなる構造物であると理解されている（図
2） 

 
1) exopolysaccharides（EPS）は菌体外に分泌されるゲル状の多糖類の総称で、い

くつかの種類が確認されている。アルギン酸は緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）で
よく知られるEPSの一つである。遺伝性疾患である嚢胞性繊維症（Cystic Fibrosis：CF）
患者はこの菌が原因で細菌感染を引き起こすとされており、臨床の観点から研究が進

められている(Wozniak et al., 2003)。大腸菌（Escherichia coli）においてはcolanic acid、
Poly-N-acetyl glucosaimine(PGA)がそれぞれ知られている。colanic acidはgalactose、
fructose、glucose、glucuronic acidからなる糖鎖で、グラム陰性菌細胞壁外膜構成成分
であるLipopolysaccharide（LPS）の一部を担う。歴史的にはmucoidな表現型を示す株
から発見されたことからM-antigenとも呼ばれ(Grant, Sutherland, & Wilkinson, 1969)、
19遺伝子から構成されるwca(cps)clusterによって合成される(Stevenson, 
Andrianopoulos, Hobbs, & Reeves, 1996)。またこれら遺伝子群はrcs(regulator of capsule 
synthesis)遺伝子群に発現が調節されていること、さらにLonおよびClpYQプロテアー
ゼによる速やかな分解によって、細胞内のRcsAタンパク質の量が低く制御されるこ
とで、colanic acidの過度な生合成を抑制していることが分かっている。colanic acidは
biofilmの構成成分であるが、細胞の表面への付着、あるいは細胞同士の付着には寄与
していない。PGAはN-acetylglucosamineがβ-1,6結合で重合化したもので、もともとは
Staphylococcus epidermidisやS. Aureusにおいて細胞間同士の接着物質（PIA: 
polysaccharide intercellular adhesin）として研究が進んでいた。後に大腸菌においても
細胞間接着および表面への付着に直接寄与している物質であること明らかになって

いる。PGAの生合成にはpgaABCDオペロンが関与しており、その発現はCsr（carbon 
storage regulatory）によって負に制御されている。特にCsrAはpgaABCDのmRNA配列
上の6カ所に直接結合することで転写を阻害しPGA生合成プロセスを抑制する。一方
でCsrはglycolysis、motility、acetate metabolism、バイオフィルムの分解を正に制御し
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ていることから、Csrは細胞がplanktonicな状態からバイオフィルム形成へシフトする
際の重要な因子であると言えよう。 

 
2) extracellular DNA(eDNA)は細胞外にあるDNAで、バイオフィルム中で絡まるよ

うにして存在している。種によって様々だが、eDNAはバイオフィルムを構成する他
の物質と相互作用しており、EPSやDNA結合タンパク質を介した細胞表面、Type IV 
piliとの結合が確認されている。eDNAは様々な菌由来のバイオフィルムに広く存在し
ていることから、eDNAをターゲットとしたバイオフィルム形成阻害を目指した試み
が進められており(Okshevsky, Regina, & Meyer, 2015)少なくとも大腸菌では、DNaseを
利用したバイオフィルム形成阻害の実験が2例報告されている(Nijland, Hall, & 
Burgess, 2010; Tetz & Tetz, 2010)。eDNAはバイオフィルム内の溶菌細胞に由来するも
のや、種によっては細胞外に積極的にeDNAを分泌するものも知られている
(Sanchez-Torres, Maeda, & Wood, 2010)。こういった細胞外核酸がバイオフィルム内で
水平伝搬の一翼を担っている可能性は十分にあるかと思われる。 

 
3)celluloseはglucoseがβ-1,4-結合と呼ばれる結合様式で連結して出来ており、その

生合成にはbcs（bacterial cellulose synthesis）遺伝子群が関与している。bcs遺伝子群は
yhjR-bcsQABZCとbcsEFGの2つのオペロンに分類される。特に、bcsABはinner menbrane
上で複合体を形成しウリジン二リン酸グルコース（UDP-glucose）からcelluloseを合成
する機能を果たす。 

 
4)細胞外タンパク質として主要な位置を占めているのがCurli線毛と呼ばれる特殊

な線毛で、培養温度が30℃以下においてバイオフィルム形成時特異的に生合成される
ことが知られている。線毛を構成しているタンパク質の遺伝子群はオペロンを形成し

ていて、csgBACとcsgDEFGの2つに分かれている(Hammar, Arnqvist, Bian, Olsén, & 
Normark, 1995)（図3,4A）。細胞外でCsgBを核にCsgAが自己重合化することで繊維状
になる。これらタンパク質の細胞外への輸送はCsgGが担っている。CsgDは転写因子
で、csgオペロンの他バイオフィルムに関与する遺伝子群の発現調節に広く関わるタ
ンパク質である。CsgDは菌が定常期に突入した際に発現が上昇するシグマ因子の
RpoSの制御下にある。また、two component systemの一つであるCpxRによって通常負
の制御がされている。Curli線毛の構造解析β-sheet richなアミロイド様繊維の特徴をも
つ(Wang, Smith, Jones, & Chapman, 2007; Wang, Zhou, Ren, Hammer, & Chapman, 2010)。
染色剤の一つであるコンゴーレッドはアミロイド繊維のβ-sheet構造に優先的に結合
し、Curli線毛を赤く染める特徴を有している。このことを利用して、Curli線毛の生
合成の有無をコンゴーレッドによる呈色の程度から言及する研究例が存在する

(Eisert, Felau, & Brown, 2006; Khurana, Uversky, Nielsen, & Fink, 2001)（図3、図4 BC、
図5）。 
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図2	 バイオフィルムを構成する成分の例。細菌は環境中の表面に付着した後、自らが凝集するた

めに、Curli線毛とよばれる短い線毛を合成する。また、Curli線毛の間を埋めるようにEPS（Extracellular 
PolySaccharides）とよばれるゲル状の物質を分泌する。これはバイオフィルム全体を乾燥から防ぐ役目
も果たす。eDNA(Extracellular DNA)はバイオフィルム内で足場の役目を果たす。celluloseはバイオフィ
ルム外部に展開し、機械的強度をもたらす。 
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図3 Curli線毛の形成のモデル図。Curli線毛の主成分はCsgAタンパク質であり、細胞外で自己重合

化することでアミロイド様の繊維を形成する。また、この重合開始にはCsgBタンパク質が必要で、CsgA
ポリマーの核となっている。 

Curli線毛のマスターレギュレーターであるCsgDを除いて、全てのCsgタンパク質はSec依存性の移
行シグナルを持つ。Curli線毛の構成成分の細胞外分泌は、独自のouter membrane secrition systemで達成
されている。CsgGはporeをouter menbraneに形成し、CsgEおよびCsgFと直接結合した状態で存在する。
CsgEはペリプラズム側に局在し、可溶性CsgAタンパク質のCsgGを介した分泌に寄与している。一方、
CsgFは細胞表面に露出しており、CsgBのouter membraneへのアンカリングに寄与している。 
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図4	 csg遺伝子群とその制御関係の図。A: csg遺伝子群が構成するオペロン。csg遺伝子群は7つの

遺伝子からなり、csgDEFGおよびcsgBACの2つのオペロンを構成する。CsgDはCurli線毛生合成のマス
ターレギュレーターでありcsgBACオペロンの転写に必要である。CsgDは菌が定常期に突入した際に
発現が上昇するシグマ因子のRpoSの制御下にある。また、two component systemの一つであるCpxRに
よって通常負の制御がされている。B、C:Curli線毛合成に関与する遺伝子破壊株のmotilityとコンゴー
レッド存在下における呈色の違い。 
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図5	 コンゴーレッドの化学式。Curli線毛の主成分であるCsgAのβシート構造に吸着し赤く染める

特徴をもつ。臨床の現場においては内臓器官や脳に沈着したアミロイド繊維を染色する病理診断等に

用いられる。 

 
 

バイオフィルム合成ネットワークを調べる意義 
	  
バイオフィルムを形成することで、細菌は薬剤や宿主免疫応答に対して抵抗性を示す。

この特性上、バイオフィルムは医療器具の微生物汚染や慢性的な感染症の一因と認識

されているほか、水処理施設ではろ過装置の膜に発生するバイオフィルムの除去が課

題になっている。一方、バイオフィルムを利用し有用微生物を固体表面に固定化させ、

産業に活用しようとする動きがある。近年では、汚染された環境の修復技術である、

バイオレメディエーションへの積極的な応用展開が議論される(ref)など、バイオフィ
ルムは形成の防止・促進の両視点から注目を集めている。 

 
 

本研究の目的 
 
コロニーの呈色状態の観察は研究者の肉眼に頼ったものであり、客観性を欠く。

また、それが理由となって説得力に欠ける実験系に留まっていた。これはひとえに、

呈色度を数値化するための有効なユーザーインターフェースの開発が遅れていたこ

とに尽きる。一方で、遺伝子発現や細胞の生理状態のモニターにコンゴーレッド法を

はじめとした、コロニーの呈色や発光が利用されてきた歴史は長い。したがって、呈

色実験の結果を肉眼ではなく計算機を用いて解析する環境を開発する研究はこれま

で行われてきた実験系の価値を高めるという意味でインパクトがあると考えられる。

こうした点を背景とし画像解析技術に基づくコロニーの呈色度の数値化に関する研

究を着想した。その具体例として臨床的・工業的に研究の価値が高いと思われるバイ

オフィルム形成の有無を呈色度から明らかにすることを目的として、まずはその基礎

的な系の構築を目指した。  
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II. 材料と方法 
 
菌株 

 
遺伝子欠失株は全てKeio collectionを用いた。また、野生株（WT）としてKeio 

collection(Baba et al., 2006)の親株であるBW25113株を使用した（表1）。 

 
 
表1 本研究で使用した株と呈色の有無。これら遺伝子はバイオフィルム形成に関与して

いることが既に報告されている。CRA上での呈色の有無はWTを基準に+と-で表現されてい
る。cpxRはWTよりも呈色がより亢進することが分かっているため、++とした。 

 
青色色素タンパク質の発現実験にはpACTRham-aeBlue(株式会社堀場製作所	 中

山秀喜 博士より譲渡)を保持するBW25113株を用いた。pACTRham-aeBlueはイソギン
チャクの一種Actinia equina由来の青色色素タンパク質をコードしたaeBlueがクロー
ニングされており、同遺伝子はラムノースプロモーターによって発現制御されている

(図6)。 

 
図6	 pACTRham-aeBlueの構造。 
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培地 
 
本章において研究に使用した培地組成を以下に示す。全ての培地は121℃、20分の

高圧滅菌処理後、 終濃度30 ug/L カナマイシン、または終濃度50 ug/Lアンピシリン
を添加した。LB寒天培地の場合は7.5g/Lの寒天を混ぜて使用した。 

 
・LB培地 
 Tryptone   10 g/L 
 Yeast Extract 	 	 	 5 g/L 
 NaCl   10 g/L 
 
・YESCA寒天培地(Hammar, Bian, & Normark, 1996) 
 Cazamino acid 	 	 	 10 g/L 
 Yeast Extract 	 	 	 1 g/L 
 Agar   20 g/L 
 
 
 
・CRA(Congo red agar) plate 
 滅菌後のYESCA培地に終濃度0.004 % コンゴーレッドを添加 
 HEPES pH7.4 	 	 	 25 mM 

 
 
 

培養条件 
	  
	 スポッティング実験に用いる株の前培養は全て5 ml LB培地を用い、30℃で好気的
に16 - 18時間行った。培養後、培養液を96-well plateに100 µlずつ分注し、RoToR（Singer 
Instrument Co.Ltd.、英国）を用いてCRA plateに培養液をスポットし、28℃で好気的に
32時間培養した。 
	 青色色素タンパク質の発現実験に用いた株は37℃で好気的に16-18時間前培養し、
培養後の菌液をラムノースの濃度勾配をつけたLB培地に2 uLずつスポットした。ス
ポット後、37℃で好気的に24時間培養した。 
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SDS-PAGEとウェスタンブロット用の各種試薬 

 
・SDS-PAGE用バッファー 
1M Tris-HCl(pH6.8、pH8.8) 
Tris       121.2 g/L 
HCl       適宜（pH調整用） 
H2O       1Lにfill up 
 
 
・10% SDS溶液(500 ml) 
SDS       50g（終濃度	 10% w/v） 
滅菌水      500ml にfill up 
 
・30% Acrylamide・0.8%Bis混合液（300 ml） 
Acrylamide      90g(終濃度	 30% w/v) 
Bis（N,N’-Methylenebisacrylamide）  2.4g(終濃度	 0.8%) 
滅菌水 300 mlにfill up 
 
・10%APS溶液（10 ml） 
APS（Ammonium persulfate）   1g(終濃度	 10% w/v) 
滅菌水      10ml にfill up 
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・2xSDS Sample buffer(50 ml) 
0.25M Tris-HCl(pH6.8)    25ml 
SDS       2g（終濃度	 4% w/v） 
Sucrose      5g(終濃度	 10%w/v) 
1%BPB      125 µl（適宜変更可） 
超純水      45 mlにfill up 
 
・1%BPB溶液（10 ml） 
BPB（bromo phenol blue）   0.1g（終濃度 1% w/v） 
100% EtOH      10mlにfill up 
 
 
・10x Running buffer 
Tris       30g 
Glycine      144g 
10%SDS      100ml 
超純水      1Lにfill up 
 
 
・15% Separating Gel(30 ml、large gel 2枚用) 
1M Tris-HCl(pH8.8)    	 	 	 12 ml 
60%Glycerol      3ml 
超純水      0.2ml 
10%SDS      0.3ml 
30%AA/Bis      15 ml 
10% APS      0.225 ml 
TEMED      0.035 ml 
 
 
・Stacking Gel(16.3 ml) 
1M Tris-HCl(pH6.8)    	 	 	 1ml 
超純水      12ml 
10%SDS      0.16ml 
30%AA/Bis      0.12ml 
TEMED      0.02ml 
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・ウェスタンブロット用buffer 
10x Transfer buffer(pH8.6) 
Glycine      144g(終濃度1920mM) 
Tris       30g(終濃度250mM) 
超純水      900 mlにfill up 
 
・1x Transfer buffer    
10x Transfer buffer     	 	 	 100ml 
MeOH(またはEtOH)    	  100ml(終濃度 10%v/v) 
超純水      800ml 
 
・10xTBS(pH7.4) 
NaCl       80g(終濃度 1.38M) 
KCl       2g（終濃度 0.027M） 
Tris       30g(終濃度 0.25M) 
超純水      1Lにfill up 
HCl       適宜（pH調整用） 
 
 
・1xTBS・T 
10xTBS      100ml 
Tween20       1ml 
超純水      1Lにfill up 
 
 
・Kpi buffer(pH7.2、500 ml) 
KH2PO4      1.97g(終濃度28.9mM) 
K2HPO4      1.84g（終濃度21.1mM） 
超純水      500mlにfill up 
 
 
・0.25% CBB溶液（300 ml） 
CBB（Coomassie Brilliant Blue R-250） 	 	 	 750mg(終濃度0.25% w/v) 
MeOH      	 	 	 90ml（終濃度30% v/v） 
Acetic Acid      30ml(終濃度10% v/v) 
超純水      300mlにfill up 
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・脱色液（500ml） 
MeOH      	 	 	 150ml(終濃度30% v/v) 
Acetic Acid      50ml(終濃度10%v/v) 
超純水      500mlにfill up 
 
 

CsgAタンパク質の量を測定するウェスタンブロットまでの流れ 
 
	 あらかじめCRA上で32時間培養した菌のコロニーを回収し、1ml Kpi bufferに懸濁し、
OD600が1.0に揃えた。その後、遠心（15,000 rpm、3分）し、上清をすて、70 µlの90%
ギ酸を加えた。再懸濁後10分間室温で静置した。その後SpeedVacで遠心濃縮した（45℃、
30分）。濃縮後、150 µlの2xSDS Sample buffer に再懸濁し、98℃、20分でインキュベ
ーションした。その後、用意していた15%Acrylamide Gel(large gel)し、サンプルをア
プライしてSDS電気泳動を行った（100mA低電流、110分）。泳動後、セミブロッタ
ーを用いてPVDF膜に転写した（30分、24V低電圧）。 
バンド検出にはCan Get Signal(東洋紡)とBCIP-NBT溶液キット（ナカライテスク）の
マニュアルに従った。1次抗体にはrabbit anti-CsgA polyclonal antibody、およびrabbit 
anti-ftsZ polyclonal antibody（慈恵医大・医学部・細菌学講座	 杉本真也講師より譲渡）、
2次抗体にgoat anti-rabbit IgG-AP（Santa Cruz Biotechnology社、米国）をそれぞれ5000
倍希釈で用いた。 
 
 

 
呈色したコロニーの撮影と平均のRGB値の算出 

	 培養後のCRA plateを市販のスキャナとスキャナ専用ソフト（スキャナの型番：
GT-970、専用ソフト：EPSON scan、共にセイコーエプソン株式会社）で反射光撮影
した。スキャナで取得した画像から各コロニーの重心座標を含む5×5=25pixcels領域内
の平均RGB値を算出した。 
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RGB色空間からHSV色空間への変換 
 
	 算出した平均のRGB値を下に、HSV値（色相、彩度、明度）に変換した(図7 A)。
変換には以下の式に従った(図7 B)。Hは色相環において赤を0度としたときの角度で
表現される。Hは360段階，SとVは256段階で表す。色相環の中心を彩度ゼロの点とし
て半径256の円盤を考え，それが明度の段階ごとに256枚並んだ円柱を考えるとわかり
やすい。MaxとMinをそれぞれRGBの3つの最大値と最小値とすると、VはMax – Min
と定義される。Vが大きいほど明るいことを意味する。また、最大値と最小値の差を
最大値で割った値がSになる。Sが大きいほど色が鮮やかになる。Hは「何色っぽい」
のかを360段階で表す。計算方法はVに入るRGBの値によって3通りある。 

 
図7 HSV色空間の概念図とRGB色空間からHSV色空間への変換式。 
 
  



	
 

22 

III.	 結果 
 

RGB色空間における色の表現方法 
	  
一般にコンピュータ上では色を表現する方法として24ビットカラーと呼ばれる方式
が採用されている。この方式では、1ピクセルに24ビットの色情報を持たせており最
大で16,777,216色を表現することができる。また、1ピクセルは赤・緑・青の3色チャ
ンネルが8ビットずつ割り振っており、チャンネルごとに0から255までの256階調で三
原色を表現している（図8 A）。この数値のことをピクセル輝度（Pixcel Intensity: PI）
と呼ぶ。ある物体が赤いということは、赤の波長が反射され、緑・青の波長は吸収さ

れていることを意味する。これをコンピュータ上の24ビットカラー方式で表現すると
赤チャンネルのPIが255、他のチャンネルが0、すなわちRGB：255,0,0となる。あるい
は赤色に近い色は赤チャンネルに対して他の2つの色チャンネルのPIが低いことにな
る。全てのチャンネルのPIが255だった場合、白（RGB：255,255,255）となる。色を
重ねると光の量が増えて明るさが増すので、このような色の混ぜ方を加法混色という

(図8 B)。 

 
 
図8 RGB色空間に基づいたコンピュータにおける色情報の扱い。A:コンピュータ上での色情報の扱い
方。24ビットカラー方式は3つの色チャンネル（R、G、B）が各0-255までの256段階の階調をもつ。B:RGB
の発色方式。光の3原色である赤（Red）、緑（Green）、青（Blue）によって色を表現する。赤のPixcel 
Intensity(PI)は[255,0,0]、緑は[0,255,0]、青が[0,0,255]で表現される。すべての色が混ざった色が白とな
りPIは[255,255,255]となる。このような色の混ぜ方を加法混色といい、色が混ざるほどに明るさが増し、
白に近づく。 
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色検出におけるRGB色空間の問題点とHSV色空間へ変換する利点 
	  
	 RGB色空間による色の表現は直感的に理解しやすいが、色検出を行おうとする際は
煩雑であるため、その問題点について検討した。RGB色空間では色を重ねると光の量
が増え明るくなる加法混色に従っている。つまり、同じ色であっても明るさや鮮やか

さが異なる色を表現するためにはRGB全ての光の強さを細かく調整しなければなら
ない（図9）。一方で、色検出するために都合が良い色空間としてHSV（色相、彩度、
明度）色空間と呼ばれるものがある（図6）。HSV色空間では同じ色（色相H）におけ
る色の変化を数字で捉えることが簡便になる。したがって、呈色の強度が比べやすい

と考えられた。そこで、呈色したコロニーが生じている寒天培地をスキャナで取り込

み、得られたRGB値をHSVに変換して呈色の強度を調べることにした。 
 
 

 
 
図9 色検出におけるRGB色空間とHSV色空間の違い。左から右にかけて明るさのみが異なる赤色

のプロット。上がRGB色空間におけるR,G,Bそれぞれのピクセル輝度。下がHSV色空間に変換した際の
H,S,Vの値。RGB色空間では3つのピクセル輝度が変動しているのに対し、HSV色空間では明度Vのみ
が変動している。 
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実験の流れ 
	  
	 コロニーの呈色を数値化するために、次の流れで実験を行った。図10に大まかな流
れを示す。コンゴーレッド寒天培地(CRA: CongoRedAgar)上に生じたコロニーは市販
のスキャナによって反射光撮影した。スキャナによって検出される色のシグナルは

RGB値である。すなわち、光源からの光を反射したコロニーの色はスキャナに内蔵さ
れたセンサーによってRGBの色チャンネルごとにそれぞれ検出される。検出された
RGB値の合成色が実際のコロニーの色としてコンピュータ上で再現される。HSV値で
コロニーの呈色を評価するにあたり、まずスキャナで検出されたRGB値を解析した。 

 
 

 
 
図10	 スキャナを用いたコロニー呈色の撮影とHSV値取得までの流れ。 
 



	
 

25 

コロニーの実際のRGB値の検出 
	  
	 24ビットカラーで撮影されたスキャナ画像は色分解することで、それぞれの色チャ
ンネルのPIを調べることができる。色分解後の3つの色チャンネルにおけるPIのパタ
ーンを確認することで、実際のコロニーの写真との関係について調べた。実験には既

知のバイオフィルム合成に関与している遺伝子の破壊株を4株選選定した（表1）。WT
とともにこれら遺伝子欠失株を培養液をCRAに5スポットずつ行い、32時間培養した
後にスキャナを用いて培地上に生じたコロニーを撮影した（図11 A-a）。各コロニー
の重心座標を中心に5 × 5 = 25ピクセルずつを切り取り、色チャンネルごとのPIを計算
することでコロニーごとの色情報を計算した。計算された色情報は遺伝子欠失株ごと

にまとめ、欠失株の平均の色を再構成した。再構成した色は元画像と一致しており、

抽出したPIに問題がないことを確認できた(図11 A-b)。 
各欠失株の色チャンネルの平均PIをチャンネル別にプロットした（図11 B、表2）。赤
チャンネルのPIは全てのコロニーにおいてそれほど変化は見られなかった。一方、
緑・青チャンネルのPIは同じような傾向を示していた。5つの株で最も緑・青チャン
ネルのPIが強かったのがcsgDであった。赤チャンネルと緑・青チャンネルのPIの差が
小さいということは、コロニーが白に近い色を呈していることを示す。元画像でもコ

ロニーは白いことが確認できる。反対に、最も緑・青チャンネルのPIが低かったのは
cpxRだった。赤チャンネルに対して緑・青チャンネルのPIが低いということは、観察
している画像領域が赤色であることを示している。実際、cpxRのコロニーは5つの株
のなかで最も赤色の呈色が亢進していた。  



	
 

26 

 

 
 図11  培地上に生じたコロニーから検出されたRGB値。(A-a) Curli線毛合成関連遺伝子の破壊株のコ
ロニー。各株（左からWT：BW25113、csgD、rpoS、cpxR、csgA）の培養液2 µlを寒天培地上に5つスポ
ットし、32時間28℃で培養した。培養後スキャナで反射光撮影した。(A-b) 各株の平均のRGB値で再
構成されたコロニーのイラスト。(B) 各株の平均の色チャンネル別のピクセル輝度（Pixcel Intensity: PI）。
赤：RチャンネルにおけるPI、緑：GチャンネルにおけるPI、青：BチャンネルにおけるPI。エラーバ
ーは各チャンネルにおけるPIの標準偏差を示す。 
 
 

 
 
表2 測定された各遺伝子欠失株の平均RGB値と標準偏差。各遺伝子欠失株ごとに5つのコロニーの平均
RGB値を算出している。 
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RGB値からHSV値への変換 
 
	 得られた欠失株のRGB値をHSV値（色相、彩度、明度）に変換し、コロニーの呈色
を解析した。まず、コロニーの色相Hについて確認した。色相は色の種類を説明する
パラメータである。HSV色空間において、色相Hは0から360°の円状に展開される。
観察した全てのコロニーの色相Hは約30°のあたりに集中していた(図12 A)。赤色の色
相は300 ~ 60°の範囲内とされているので、観察した全てのコロニーの色は赤色の成分
をもっており、呈色の違いは彩度Sと明度Vの違いによるものだということがわかっ
た。 
	 次に、彩度Sと明度Vの関係について調べた。彩度Sは色の鮮やかさを説明するパラ
メータ、明度Vは色の明るさを説明するパラメータである。WTと比して、csgA、csgD、
rpoSではいずれも低い彩度Sを認めた（csgA：0.622、csgD：0.621、rpoS：0.616、いず
れもWTを1.0としたとき）。一方で、cpxRでは彩度Sの値は1.079と、WTよりもわずか
に高い値を示した（図12 B、表3）。これらの値はいずれもコロニーの写真から確認で
きる赤色の強弱関係を上手く表していた。また、明度Vについて見てみると、cpxRは
0.973と、WTに対してわずかであるが低い値であった。これはWTと比べ、より暗い
赤色であることをを示している。過去の文献で、CRA上におけるWTとcpxRの呈色の
強さはそれぞれred、およびdark redといった表現で報告されており、今回の結果と概
ね一致していた。 
	 呈色の強さとCurli線毛の主成分であるCsgAタンパク質の量の関係を調べた。呈色
しているコロニーをKpi bufferに懸濁し、OD600 = 1.0になるように調整したのち、遠
心を行って上精を取り除きペレットのみを回収した。CsgAタンパク質を単量体にす
るため、ギ酸で処理したのちSDS-PAGEで電気泳動を行いウェスタンブロットウェス
タンブロット法によるCsgAタンパク質の検出を行った。インターナルコントロール
として、FtsZを検出している。彩度Sおよび明度Vの値と、CsgAタンパク質の量を比
較したところ、特に彩度Sと実際のCsgAタンパク質の量が一致していることを確認し
た。これら結果から、検出したコロニーの呈色の値は本実験でターゲットとしている

CsgAタンパク質の発現量の変化を捉えていると考えられた。 



	
 

28 

 
図12	 RGB値をHSV値に変換した後の値。A: 各遺伝子欠失株の色相Hのと彩度Sの分布。300~60°

の範囲内であればそのコロニーの色相が「赤」であることを意味している。彩度Sは中心からの距離で
表現されている。B: 各遺伝子欠失株の彩度Sおよび明度Vおよびとコロニーから検出されたCsgAタン
パク質とFtsZタンパク質。いずれの値もWTを1.0としたときの値に変換されている。ウェスタンブロ
ットによるCsgAの検出のため、各欠失株のコロニーをKpi bufferに懸濁後、懸濁液OD600が1.0にそろ
うように調整した。CsgAは細胞外で重合化することでCurli線毛を形成していることから、そのまま泳
動すると正しい分子量（単量体の場合、15.049 kDa）が分からないため、ギ酸によって単量体にした。
エラーバーは各欠失株における彩度Sおよび明度Vの標準偏差を示す。 
 
 

 
 
表3 測定された各遺伝子欠失株の平均の彩度S、明度Vおよびそれぞれの標準偏差。各遺伝子欠失株ご
とに5つのコロニーの平均のS、V値を算出している。 



	
 

29 

 	



	
 

30 

	

他の色の検出と呈色値の算出	
 
本手法が他の色の検出にも応用可能か検証するため、イソギンチャク(Actinia equina)
由来の青色色素タンパク質の発現量をラムノースで制御できるようにした大腸菌株

(BW25113株)を作製し、青色の強度をRGB色空間およびHSV色空間に基づいて評価し
た。 
各コロニーの重心座標を中心に5×5 = 25ピクセルを切り出し、RGB色空間における
赤・青・緑のPIを得た(図13 A-a,b)。色チャンネルごとにPIをプロットしたところ、全
てのコロニーで青チャンネルのPIの変動はみられなかった。一方、赤チャンネルと緑
チャンネルのPIは同じ傾向を示した(図13 B)。青チャンネルに対して、赤・緑チャン
ネルのPIが低いということは、観察している画像領域が青色であることを示している
と考えられた。 
 
次に、各色チャンネルのPIをHSV色空間に変換してコロニーの色の評価を行った。青
色色素タンパク質を発現した全てのコロニーの色相H値は約200°のあたりに集中し
ていた(図14 A)。「青色」を示す色相は180 ~ 300°の範囲内とされており、観察したコ
ロニーの色が青色の成分を持っていることが分かった。 
彩度Sと明度Vの関係を調べたところ、特に彩度Sがラムノースの濃度依存的に変動し
ており、写真上のコロニーの色の変化をよく表現していた(図14 B)。このことから、
本手法が赤色以外の別の色を検出できることが確認できた。
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図13  培地上に生じたコロニーから検出されたRGB値。(A-a)青色色素タンパク質を発現した株のコロ
ニー。同一の寒天培地で右に行くほどラムノースの濃度が濃くなるようにした。培養液2 µlを寒天培地
上に5つスポットし、24時間37℃で培養した。培養後スキャナで反射光撮影した。(A-b) 縦5つのコロ
ニーを同一のラムノース濃度で呈色したコロニーとみなし、平均のRGB値を計算した。得られた平均
RGB値で再構成されたコロニーのイラスト。(B) 各株の平均の色チャンネル別のピクセル輝度（Pixcel 
Intensity: PI）。赤：RチャンネルにおけるPI、緑：GチャンネルにおけるPI、青：Bチャンネルにおける
PI。エラーバーは各チャンネルにおけるPIの標準偏差を示す。 
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図14	 RGB値をHSV値に変換した後の値。A: 各遺伝子欠失株の色相Hのと彩度Sの分布。180 ~ 300°の
範囲内であればそのコロニーの色相が「青」であることを意味している。彩度Sは中心からの距離で表
現されている。B:コロニーの色情報から計算された彩度Sおよび明度V。いずれの値もWTを1.0とした
ときの値に変換されている。 

(A)� (B)�

1												2												3												4													5		�



	
 

33 

IV.	 考察 
	  
	 Curli線毛の主成分はCsgAタンパク質であり、csgA遺伝子領域はcsgBとともにcsgBA
オペロンを形成している。また、csgDはこのcsgBAオペロンの転写因子として、当該
オペロンの発現調整を司る。RpoSはシグマ因子σsとも呼ばれ、栄養飢餓やストレス、
または細胞がstationary phaseに突入すると細胞内に蓄積することが知られている。ま
た、RpoSと強調して働くsmall proteinとしてCrlがある。Curliの名前に由来するこのタ
ンパク質は30°以下の培養条件で菌がstationary phaseに突入した際、細胞内に蓄積する
が37℃ではそれが見られない(Bougdour, Lelong, & Geiselmann, 2004)。蓄積したCrlは
RpoSに結合し、その活性を亢進させる。Crl-RpoSによって発現が制御されている遺伝
子は少なくとも40 遺伝子が確認されており(Pratt & Silhavy, 1998)、CsgDも直接RpoS
の正の制御を受けている。 
今回の実験で得られた5つの株の彩度S、明度Vの値を用いて散布図を描くことで

各株の呈色の違いを可視化した（図15 A）。csgA、 csgD、rpoS株はいずれもCRAにお
いてWTと比べて著しく低い呈色を示すことは既に報告されていたことであったが、
今回の測定系で改めて確認することができた（csgA：0.622、csgD：0.621、rpoS：0.616、
WTの彩度Sを1.0としたときの各遺伝子欠失株の彩度S）。 

cpxARは膜ストレスに応答するtwo component signal transduction pathwayの一つで
ある。CpxAは、外膜上のOmpAからシグナルを受け取り、細胞内のCpxRをリン酸化
（CpxR-P）する。CpxR-Pは通常CsgDの発現を負に制御している(Ma & Wood, 2009)。
したがって、cpxRではCpxR-PによるCsgDの発現抑制がきかないためWTよりも呈色が
亢進したと考えられる。実際に、今回の測定系でもcpxRの彩度Sは1.079と、WTと比
べ亢進していたことを確認できた。また、今回はRGB値をHSV値に変換したことで、
色の明るさ（明度V）をパラメータとして得ることが出来た。特に、cpxRの明度Vは
WTと比べ0.973とわずかに低い値を示した。過去の文献でCRA上におけるWTとcpxR
の呈色の強さはそれぞれred、およびdark redといった表現で報告されている（図15 B）
ことからも、WTとcpxRの彩度Sと明度Vの値は観察者の色彩感覚を上手く説明してい
る値であると言えるだろう。ウェスタンブロットによるCsgAタンパク質の量と彩度S
の値は一致しており、呈色の強さが目的のタンパク質の量を表す数値であることを確

認できた。 
	 HSV色空間に変換することで様々なコロニーの呈色に対応可能かを示すために、青
色色素タンパク質を発現する株を用いて呈色の強度を測定した（図13、14）。色素タ
ンパク質を用いた実験においても、本測定法によって色の種類と色の強度を数字にす

ることができた。HSV色空間という同一の指標で様々なコロニーの呈色を評価するこ
とは、例えば土壌や海水由来の雑多な環境からスクリーニングで呈色の異なる複数の

菌種をオートマチックに検出するような用途への応用が期待できる。 



	
 

34 

	 これらの結果から、スキャナの写真からコロニーの呈色の強さを定量化することは

十分可能であると判断できた。今回の実験ではコロニー表面で生じる光の反射の処理

が課題として残った。光の反射はコロニーの呈色を正しく判定する上で障害となりう

る。ゲノムワイドな呈色データの取得を目指すためには本測定系をハイスループット

化することが必須条件だが、そのためにはコロニー表面の反射領域を適切に処理する

必要性があると思われた。そこで、次章ではこの点を念頭においた上で本測定系に基

づいたゲノムワイド呈色データの取得を試みた。 
 

 
 
図15	 コロニーの彩度Sおよび明度Vの分布。A: スポット実験に用いた株のコロニーの平均の彩度

Sおよび明度Vの2次元プロット。x軸が彩度S、y軸が明度Vの分布を表す。WTとcpxRはそれぞれ赤く呈
色したが（WTの彩度S値を1.0としたとき、cpxRが1.079）、両株の暗さは異なった（WTの明度V値を1.0
としたとき、cpxRは0.973）。B: 過去の文献における呈色の違いを言及した例。WTはred、cpxRはdark red
とそれぞれ表現されているが、今回の実験結果でもその表現型の違いを彩度Sと明度Vの数値として表
現することができた。 
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第二章 ハイスループット化への検討とデータの信頼性 
 

I. 序論 
 

ハイスループットスクリーニング（High-throughput screening）技術とは 
 
ハイスループットスクリーニング技術とは、文字通り一度の実験で数万から数十

万の検体の動態を観察することで目的の機能をもった検体を選択する手法であり、

元々は製薬企業が創薬を目的として積極的に採用してきた技術である。創薬の現場で

は、生理活性が認められる既知の化合物を出発として、理論的にその構造の一部を改

変していくことで、化合物の薬理作用の改良を目指した研究が日々行われている。こ

うした技術をドラックデザインといい、ドラックデザインの出発となる化合物はリー

ド化合物とよばれる。例えば、1928年にイギリスの細菌学者であるAlexander Fleming
によって、世界初の抗生物質であるペニシリンが発見され、以降ペニシリンをリード

化合物として様々な派生化合物が化学合成されている。こうした派生化合物は一般に

誘導体とよばれ、ペニシリン誘導体またはペニシリン系抗生物質は半合成および全合

成されたものも含めて数多く存在する。ペニシリン同様、1943年Selman Abraham 
WaksmanとAlbert Schatzがストレプトマイシン、1945年Benjamin minge duggarがクロ
ルテトラサイクリンを天然由来の抗生物質として発見された。これら抗生物質はそれ

自身がリード化合物となって、その後の様々な誘導体の開発につながった。新規に創

薬するにあたり、こういったリード化合物の発見は大変重要で各製薬企業が行ってい

るハイスループットスクリーニングではしばしばヒット化合物として見いだされる

が、その工程のほとんどが多数のサンプルからわずかな数のヒット化合物、あるいは

それになりうる候補を選択する作業に他ならない。つまり、スクリーニングの成功は

かなりの割合で偶発的なものであり、運に支配されているといっていい。しがたって、

スクリーニングの成功確率を向上させるためにはスクリーニング自体の工程を少し

でも体系立てて、合理的に作業をすすめることが求められる。先に述べた抗生物質の

発見事例も含め、スクリーニングの成功例の影には研究者がこれまで蓄積していた知

識に基づく、ある種の勘による部分が大きい。こうした勘に頼ることなく、目的に適

合したヒット化合物をより高い確率で発見するためには、スクリーニングに供するサ

ンプルの数を膨大にし、かたよりなく網羅性を担保する必要がある。ハイスループッ

トスクリーニング技術とは、こうした点を背景として産まれ、「スクリーニング」と

いうプロセスの合理化を主眼にして発展してきた技術と言える。これを達成するため

にはスクリーニング専用に開発された機械の使用、およびスクリーニングの結果を計

算機で解析することが必須である。言い換えれば、これまで手作業で行ってきた実験

あるいは作業を可能な限りバッチ処理できるように改変する必要がある。生物学にお

いては、ヒトをはじめとした様々な生物種のゲノムが明らかになってきたこともあり、

ゲノムワイドな規模の実験をデザインする基調が広がりを見せている。これに伴い、
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ハイスループットスクリーニングに必要な機械やソフトウェア、それを使いこなすノ

ウハウは製薬会社に留まらず、生物学の基礎研究の分野においても必要なものとして

認識されるようになってきた。 
 
 

大規模表現型解析を見据えたゲノムワイドなクローンセットの作製と表現型解析の

ための手法開発 
大腸菌に先駆け、酵母（Saccharomyces cerevisiae）の全ゲノム情報は1996年に決定

された(Goffeau et al., 1996)。大腸菌のゲノムは1997年に決定されている(Winzeler et al., 
1999)。大腸菌と酵母のゲノム情報が決定されて以降、微生物を対象にした研究現場
では、2000年代の初頭にかけ様々なモデル微生物におけるゲノムワイドなクローンセ
ットの構築が精力的に行われた。構築されたセットを表4にまとめる（(Barker, Farha, 
& Brown, 2010)の表より改変）。大腸菌では2005年に全予測遺伝子のクローニングセッ
トであるcloning library (Kitagawa et al., 2005)、次いで2006年に全予測遺伝子の一遺伝
子欠失ライブラリーであるKeio collection(Baba et al., 2006)（図16）、gfp-promoter fusion
ライブラリーがそれぞれ構築されている。ゲノムワイドなクローンセットの完成は、

それまで各研究者が個別で作製していた株に基づかない、菌株が統一された状態での

議論を提供した。また、複数の菌種でシステマチックな遺伝子欠失株が作製された結

果、生命維持のために必要最低限な遺伝子セット、いわゆる必須遺伝子の概念が産ま

れた。こうした点は、個別の遺伝子を対象にして進められてきた従来のアプローチで

は得ることのできなったことである。薬剤のターゲット遺伝子の同定や作用機序の解

明を進めるために行われるchemical genomics研究においてもゲノムワイドなクロー
ンセットが強力なツールとなった。薬剤が特定の物質の働きを阻害することと、遺伝

子破壊による摂動は互いに相補的な関係であることを利用し、クローンセットに対し

て作用機序の不明な化合物を用いたゲノムワイドなchemical genomicsが報告されて
いる。膨大な数にのぼる表現型の解析をシステマチックに進める手法の開発も併せて

進められてきた。米国のBIOLOG社が発売したPhenotype Microarray（PM）は微生物
を扱う分野における網羅的表現型解析のきっかけとなった。PMはあらかじめ95種類
の炭素源と酸化還元反応試薬としてtetrazoliumが充填された96穴のマイクロタイター
プレートを提供している。プレートのウェルに菌を植菌し、もしその菌がウェル内の

炭素源を代謝できることが出来れば、増殖に伴いtetrazoliumが発色し紫色を呈する（図
1 C）。こうして、注目している微生物の資化性を様々な炭素源に対して検証すること
を実現している。呈色の様子は専用のプレートリーダーがモニターしており、実験者

は各ウェルの増殖曲線を数値情報として取得することが出来るため、得られた数値デ

ータを基に計算機で更なる解析が可能となっている。一方でマイクロタイタープレー

トではゲノムワイドな解析に展開するにはスループットが低いこともあり、固体培地

に生じたコロニーの大きさを指標にした表現型解析の手法も報告されている(Collins, 
Schuldiner, Krogan, & Weissman, 2006; A. Liu et al., 2010; Tamae et al., 2008; Tong et al., 
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2001)。しかしながら、これら手法はいずれも培養開始から一定時間後のコロニーの
大きさを一度だけ計測するのみで、増殖曲線の情報が欠落した手法と成っている。

我々研究室ではこの点に着目し、当研究室は多数の大腸菌の変異株を1枚の寒天培地
に植菌し、経時的なコロニーの成長変化を自動でモニタリングするシステムを構築し

た(Takeuchi et al., 2014)。 
 
 

Organism Reference 

Mutant libraries  
 Bacillus subtilis (Kobayashi et al., 2003) 

 Candida albicans (Xu et al., 2007) 
 Escherichia coli (Baba et al., 2006) 

 Helicobacter pylori (Salama, Shepherd, & Falkow, 2004) 
 Pseudomonas aeruginosa PA01 (Jacobs et al., 2003) 

 Pseudomonas aeruginosa PA14 PMID:16477005 

 Saccharomyces cerevisiae (Giaever et al., 2002; Winzeler et al., 
1999) 

 Staphylococcus aureus (Donald et al., 2009) 

Plasmid close libraries  
 Escherichia coli (Kitagawa et al., 2005) 

 Neisseria gonorrhoeae (Brettin et al., 2005) 
 Pseudomonas aeruginosa (Labaer et al., 2004) 

 Saccharomyces cerevisiae (Gelperin et al., 2005; Hudson et al., 1997) 
 Staphylococcus aureus (Brandner et al., 2008) 

 
表4	 これまでに構築されたゲノムワイドなクローンセット。 
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図16	 Keio Collectionの基本構造。E.coli K12 BW25113株を親株としてオープンリーディングフレ

ーム領域は両端にFLP認識部位（FRT）をもつカナマイシン耐性カセットで置換されている。 

 
Colony-liveの開発 

	  
	 Colony-liveと呼ばれている本システムは寒天培地1枚あたり1536株の密度でKeio 
collectionの株を植菌し、これら遺伝子欠失株のコロニーを最大48の環境条件で同時観
測する(図17)。観測を行うために市販のスキャナ12台がインキュベータ内に設置され
ており、プログラムでコントロールされたスキャナが30分置きに寒天培地を撮影する。
画像解析処理によって、撮影された画像から各コロニーの増殖曲線が算出される。こ

の増殖曲線から3つのパラメーター（lag phase、 log phase、stationary phase）が算出さ
れる。これらパラメーターを菌の増殖特性として扱うことでシステマティックな表現

型解析を行うことが出来る。1536株を寒天培地に精密に植菌するために、植菌専用ロ
ボット（シンガー社）を用いている。一回の実験で得られるデータ数は1536種類×48
条件におよび、約21万のデータを一度に観測することが可能である。また、変異株の
成長過程を数値化することもできる。我々研究室は、現在このシステムを運用するこ

とで大腸菌を用いた全遺伝子間の遺伝的相互作用（Genetic Interaction: GI）解析を進
めている段階である。  
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図17	 Colony-liveの概要。A: Colony-liveを構成する機材。Colony-liveでは市販のスキャナ12台が大

型インキュベータの中にセットされており、これらスキャナは30分おきに透過光撮影するように制御
されている。この制御は2台のLinuxマシンとPythonで実装された制御プログラムによって行われてい
る。B: Colony-liveによって撮影された寒天培地。Colony-liveを構成する各スキャナには高密度（1536
株/plate）に植菌された寒天培地4枚がセットされる。寒天培地はスキャナによって30分おきに透過光
撮影され、自動的に4分割される。分割された画像中の各コロニーを自動認識しコロニーの体積を算出
する。C: Colony liveを用いたコロニーの細胞量の測定。透過光スキャナを用いて、各コロニーの細胞
量を数値化する。撮影時にコロニーに光を当て、どの程度コロニーを光が透過したか（absorbanse）を
調べることで細胞量を決定する。D:経時的なコロニーの増殖曲線。得られた増殖曲線をゴンペルツ曲
線にfittingし、3つの増殖特性（Lag Time of Growth: LTG、Maximum Growth Rate: MGR、Satulation Point 
of Growth: SPG）を得ることができる。 
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Colony-liveの課題 
 
Colony-liveに使用されているスキャナはRGB値の情報を持ったカラー画像で撮影

する。しかしながら、現状のシステムではコロニーの生育度を算出する際に画像を二

値化（白黒）処理を施している。したがって、各コロニーの色情報は解析対象とされ

ていない。もし、この色情報を抽出し数値化することが出来れば、これまで3つに留
まっていたコロニーの増殖特性値を拡張することが可能である。データの次元が増え

ることで解析性の向上が期待できる。 
 
 

バイオフィルム合成ネットワークを網羅的に観測する意義 
csgA遺伝子の発現は多数の遺伝子群の支配下にあることが知られており、これら

の遺伝子が複雑に関与し合った結果、バイオフィルム形成に至る。したがって、バイ

オフィルム形成をより深く理解するためには、csgA遺伝子を含む一群の遺伝子の挙動
を網羅的に捉えることが重要であり、それを念頭においた実験および技術開発が望ま

しい。こうした背景から、現状のColony-liveの設備を拡張する形で、ハイスループッ
トにコロニーの呈色度を測定する系の確立はバイオフィルム合成ネットワークをタ

ーゲットとした研究において意義があるものと思われる。 
 
 

本研究の目的 
 
ハイスループットにコロニーの呈色度を測定する系を開発した上で、Keio 

collectionを本研究に活用し、網羅性を担保しつつ大腸菌のバイオフィルム形成に関与
する遺伝子破壊株のプロファイルを取得する。併せて、取得した呈色値データが統計

的および生物学的に信頼性のあるものかを検証する。 
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II. 材料と方法 
 

菌株 
 
遺伝子欠失株は全てKeio collectionを用いた。また、野生株（WT）としてKeio 

collection(Baba et al., 2006)の親株であるBW25113株を使用した。全てのKeio collection
の株は96ウェルディーププレートを用いてLB培地で一晩培養した後、 グリセロール
ストック化し384 ウェルプレートの形で-80℃で保管した。Keio collectionの全株はお
よそ4000株あるので、384 ウェルプレートの形で作製したグリセロールストックを12
枚用いて全ての株を網羅した。 

 
培地 

 
本章において研究に使用した培地組成を以下に示す。全ての培地は121℃、20分の

高圧滅菌処理後、 終濃度30 µg/L カナマイシンを添加した。LB寒天培地の場合は
7.5g/Lの寒天を混ぜて使用した。 

 
・LB培地 
 Tryptone   10 g/L 
 Yeast Extract  	 	 	 5 g/L 
 NaCl   10 g/L 
 
・YESCA寒天培地(Hammar et al., 1996) 
 Cazamino acid 	 	 	 10 g/L 
 Yeast Extract 	 	 	 1 g/L 
 Agar   20 g/L 
 
・CRA(Congo red agar) plate 
 滅菌後のYESCA培地に終濃度0.004 % コンゴーレッドを添加 
 HEPES pH7.4 	 	 	 25 mM 
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培養条件 
 
1 プレートにつき1536 コロニーを集積させるため3日に分けて培養した。 
1) 1日目：-80℃、384 ウェルプレートの形で保存していたKeio collectionの菌株の

グリセロールストックを室温で溶かした後、RoToR（Singer Instrument Co.Ltd.、英国）
を用いてLB寒天培地に384個/plateの密度でコロニーを植菌した。植菌後37℃にて
16-18時間培養した。 

2) 2日目：RoToRを用いて生えてきたコロニーをピックアップし、LB寒天培地に
コロニーを1536個/プレートの密度で集積化した。植菌後、30℃で12時間培養した。 

3) 3日目：RoToRを用いて生えてきたコロニーをピックアップし、YESCA寒天培
地にコロニーを1536個/プレートの密度で継代培養した。植菌後、28℃条件下のスキ
ャナ上（スキャナの型番：GT-970、セイコーエプソン株式会社）に4枚のYESCA寒天
培地を置き、48時間培養した。培養中、１時間ごとにスキャンをすることでコロニー
の生育をモニターした。 

 
 

経時的なスキャニング 
 
経時的にスキャニングするために自動でスキャンをする環境を開発した。全ての

開発環境はLinux Debian 7.8上で行った。Linuxに接続されたスキャナを自作のプログ
ラム上からコントロールするためにEPSONが提供しているLinux用のスキャンソフト
（iscan）を利用した。作製したプログラムは全てPython 2.7.11を用いて行った。作製
したプログラムと簡単な説明を以下に示す。 
・device.py LinuxマシンにUSB接続されたスキャナを認識するプログラム。

scanning.pyの内部で呼び出される。 
・scanning.py 経時的にスキャナを動作させるためのプログラム。内部で

device.pyが認識したスキャナを呼び出し、1時間ごとに寒天培地を撮影する。 
・cropping.py 撮影されたスキャナ画像から寒天培地が移っている領域のみを

切り取り、実験のIDごとに保存するプログラム。 
・pict2plate.py スキャナ画像の加工に必要な処理をまとめたプログラム。

cropping.pyの内部で呼び出されるようになっている。 
・plate2colony.py 切り取られた寒天培地の画像から、1536個のコロニーの領域を認

識して、呈色値を計算するための処理をまとめたプログラム。 
・main.py 寒天培地上のコロニーの呈色値を計算し、結果をcsvファイルと

して出力するプログラム。内部でplate2colony.pyを呼び出す。 
・config.ini 切り出す寒天培地の座標情報やコロニーの座標を記した設定フ

ァイル。 
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画像の明るさ調整 
 
スキャンされた画像の明るさを調節するために、ターミナル上でImagemagick 

6.8.9-7を用いた。行った命令を以下に示す。 
$ convert -contrast-stretch 1.8% -rotate +90 input_img output_img | echo input_img 
 

コロニーのエッジ検出と呈色値の算出 
 
スキャナによって反射光撮影された画像からコロニーのエッジを検出するため、

次の処理を行った(図18)。まず、測定開始（0h）から48hまでのコロニーが生じた部
分を切り取った。次に、切り取った画像をRGBチャンネルに分解し、0hの時点での画
像をバックグラウンドとして、ピクセルごとの輝度の絶対値を計算することで、背景

差分を行った。0hの画像と比べ、よりピクセル輝度が変化している部分、つまりコロ
ニーが生じている部分ほど赤く見え、培地の部分は青く見える。次に三つの差分画像

を重ね合わせて合成画像を得た。得られた合成画像には、ごま塩ノイズが認められた

ので、画像平滑化処理（中央値フィルタリング）を行ってノイズを除去した。得られ

た画像を二値化処理し、白いピクセルの総数をコロニーの面積とした。また、コロニ

ー面積には白とびの部分が存在したので、適切な閾値の設定によって白とびの領域を

検出した。白とびの部分から４ピクセル左にずらした5x5=25ピクセル内の平均の
RGB値を算出しHSV変換した。得られたHSV値を各測定時におけるコロニーの呈色デ
ータとした。 
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図18	 自動でコロニーのエッジを検出するアルゴリズム。各測定時刻におけるコロニーの写真と植菌
直後(0h)の差分を取ることでバックグラウンドを除去した。この処理を各色チャンネルごとで行い、
得られた画像を合成した。合成画像にノイズが含まれていたので適切なフィルタで除去し、二値化処

理した。得られた二値化画像の白いピクセルの部分をコロニーの面積とした。また、反射している部

分は別に検出した。 

 
 

寒天培地上におけるコロニー面積のブレと補正 
 
寒天培地の端に生じたコロニーは内側のコロニーと比べ栄養の競合が少なく、生

育が良くなる。これはedge effectと呼ばれる現象で、測定値のブレとなってしまう。
そこで、測定されたコロニーの面積をプレートの場所順に並べ、測定値のブレを補正

した。 
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増殖解析 
 
一時間おきに観測されたコロニー面積の経時データをゴンペルツ成長モデルに非

線形回帰し、3つのパラメータ（k,b,c）にまとめた。これらパラメータを用いてゴン
ペルツ生育モデルは次の式(式1)で表される。 
ここで、kは最大到達点、bはx=0のときのy、cは傾きのパラメータである。 
 
 

 
このとき、y=αk（0 < α ≦ 1）となるxは式2となる。ゴンペルツ生育モデルに回

帰させて得られたkをコロニーの増殖曲線の推定される飽和点（100% growth）とした
際の、90 % growthは式3で求めた。 

 
 

 
	  
   式1 

 
 
 
 
 
   式2 
 
 
 
 
 
 
   式3 
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III. 結果 
 

各コロニーの増殖曲線のモニタリング 
 
寒天培地上にKeio collectionの株を高密度（1536株/plate）に植菌後、48時間後まで

1時間ごとにスキャナを用いて寒天培地を透過光撮影した。その後、画像解析によっ
てコロニーのエッジを自動検出し、コロニー面積の経時データを得た（図19 A）。得
られたコロニー面積の経時データにはノイズや、欠損値が含まれていた。得られた経

時データをゴンペルツ生育モデル非線形回帰させた曲線をコロニーの生育曲線とし

た（図19 B）。非線形回帰させることで、植菌直後にコロニーが小さすぎて観測が出
来なかった部分の推定や、欠損値の推定を行うことができた。また、得られた生育曲

線のほとんどは飽和点まで達していなかったが、回帰によって飽和点（100% growth）
を推定することができた。 

 
図19	 各コロニー面積の経時データ。A: 1時間ごとに測定されたコロニー面積の経時データ。植菌

直後や一部データに欠損値が含まれていた。B: ゴンペルツ生育モデルに非線形回帰させて得られた各
コロニーの生育曲線。欠損値だった部分の補完や、測定値のノイズを除去することができている。 
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データの再現性 
 
実験の精度を調べるため4の繰り返し実験おける各欠失株の各測定値の再現性を

散布図行列で確認した。実験間にわたって測定値の傾向は一致していることが確認で

きた（図20）。 
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図20 繰り返し実験の再現性を表す散布図行列。培養開始から48時間後における各測定値を実験間

で比較した（Area: 非線形回帰前のコロニー面積、Gompertz: 非線形回帰後のコロニー面積、H:色相H、
S: 彩度S、V: 明度V）。44 - 49 は行った実験の通し番号。右下がり対角線状に並ぶのは得られた測定
値の密度を表す。 
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各コロニーの生育ステージを考慮した呈色の比較 
 
得られた増殖曲線のデータには、増殖が早いものや遅いものが含まれていた。バ

イオフィルムは細菌が増殖ステージの後半（early stationary phase）にかけて形成され
ることが指摘されていたため、呈色の違いを比べるためには、コロニーの増殖ステー

ジをそろえることが望ましいと思われた。そこで、非線形回帰によって得られた推定

される増殖曲線の飽和点（100% growth）を基準に、各生育曲線の90% growthを算出
し、その時点でのコロニーの呈色を測定することで、全てのコロニーの生育ステージ

を揃えた呈色の比較を行った。一部生育不良なコロニー（185株）を除き、3953株の
生育曲線を得ることが出来た。この内、90% growth点が48時間以内だったのは3902
株だった。最終的に、全体の93.4%(4140株中3902株)を呈色を測定するための解析対
象株とした（図21 A）。解析対象となったほとんどの株の色相Hは348~354°の範囲内
に収まっていたことから、測定された色が赤色であることを確認した（図21 B）。彩
度Sと明度Vの値をプロットすると、ほぼ全ての株が平均0付近に集中しており、対象
株の呈色が同じであることが分かった（図21 C）。一方で、一部株に関して彩度Sや明
度Vの値が著しく変化した株も含まれており、遺伝子破壊によって著しくCurli線毛の
合成量が変化した株の集団だと考えられた。 

 
図21	 コロニー面積から得られた生育曲線の詳細。A: 生育曲線から推定される飽和点（100% growth）
と90% growth点、および90%growthに達した際の時間t90%。 
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呈色スコアの算出 
 
彩度Sと明度Vの関係について詳しく見てみると両値には緩やかな逆相関が見ら

れ、プロットの密度分布からデータにゆがみがあるように見てとれた。（図22 A）。そ
こで、データを最もよく説明できる軸の再設定を行うため、主成分分析（PCA: Principal 

Component Analysis）を行った。主成分分析後、新たに設定した軸に射影した。また、

今後の解析を簡便化するため、第1主成分に射影した値を呈色スコアとして、呈色値
を1次元化した（図22 B）。得られた呈色スコアのランキングを各株の呈色の強さとし
た。 

 
図22	 主成分分析による呈色スコアの算出。A: 彩度Sおよび明度Vの散布図に主成分分析で計算さ

れた第1主成分と第2主成分を重ねた図。赤が第1主成分（PC1）。水色が第2主成分(PC2)。B: 呈色スコ
アの算出。全てのデータを第1主成分に射影することで、一次元のスコアを作成し、これを呈色スコア
とし、スコアが高いほど呈色が亢進した株とした。

���� ����
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候補株の選定（-2σ ~ 2σの範囲内） 
 
	 呈色スコアとコロニー面積の関係を調べるため、まずコロニー面積の分布について

調べた。コロニーの面積をZ変換によって標準化した上で、どのコロニーの大きさの
範囲内を解析対象にするかを検討した。正常と見なすかを正規Q-Q 
(quantile-quantile)plotを用いて検討した（図23）。これはデータが正規分布に従ってい
るかを簡易的に調べることが出来る手法で、理論的な正規分布と比べたいデータを比

較する。今回は標準化したコロニーの面積が-2σから2σの範囲であれば正規分布に従
っているとして、コロニー面積の閾値とした（図24 A）。 
標準化したコロニー面積と呈色スコアの関係を見ると、面積が極端に小さいものは呈

色スコアも下がる傾向にあった（図24 B）。今回は-2σ ~ 2σの範囲内のコロニー面積の
株（生育曲線が得られた3902株中の3605株）のみの呈色スコアを解析することにし、
グループ2とした。また、面積が小さい（-2σ以下）株をグループ1、面積が大きい（2σ
以上）株をグループ3とした。グループ2にカテゴライズされた3605株の呈色スコアの
上位5%と下位5%を計算するとそれぞれ1.659および-1.273であった。そこで、呈色ス
コアが1.659以上だった170株と、-1.273以下の167株をそれぞれ呈色が著しく亢進した
株、呈色が著しく下がった株としてリストアップした（図24 C）。 
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図23 正規Q-Q plotを用いた、コロニー面積の閾値の検討。X軸に正規分布のパーセンタイル、Y軸

に標準化したコロニーの面積をプロットした。もしコロニーの面積が完全に正規分布に従った分布を

とっていれば直線となる。今回の場合はコロニー面積が-2σ~2σの範囲内であれば正常とみなした。赤
線は25パーセンタイルと75パーセンタイルを直線で結んでいる。 
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図24	 コロニー面積と呈色スコアの関係性。A: 正規化後のコロニー面積のランキング。破線は-2σお
よび2σの部分を示す。B: 正規化後のコロニー面積と呈色スコアのプロット。正規化後のコロニー面積
が-2σ以下をグループ1(1)、-2σから2σの範囲内をグループ2(2)、2σ以上をグループ3(3)とした。呈色ス
コアは上位5%（赤）と下位5%（青）でそれぞれ閾値を設定した（上位5%:1.659、下位5%:-1.273）。C: 
コロニー面積が-2σ~2σの範囲内に収まった株のみの呈色スコア。バイオフィルム形成に関与している
と判明しているいくつかの株を選定してプロットしている。 
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結果のvalidation 
 
まず、1章のスポット実験用いている呈色が既知の株（表1、図11）の呈色スコア

について確認した。その結果、予想通りcpxRは呈色が亢進した候補株の群、csgA、csgD、
rpoSは呈色しない候補株の群にそれぞれリストされた（図24 C）。過去に報告された
(Niba, Naka, Nagase, Mori, & Kitakawa, 2007)呈色しない22株のデータと本実験の結果
を比較した。報告されていた22株についてコロニー面積を確認すると、6株が-2σ以下
（グループ1）、13株が解析対象内（グループ2）、2株が2σ以上（グループ3）、1株が検
出不可であった(表5)。解析対象内の13株について呈色スコアを確認したところ、12
株が呈色しない候補株群にリストされた。 

 

 
表5: 過去の報告された呈色が極端に低くなる株の一覧と今回の結果。(Niba et al., 2007)を参考にを

参考に作成した。赤文字が今回呈色スコアの解析対象になった13株（グループ2の株）。グループ1（6
株）およびグループ3（2株）は黒文字で示す。cyaAに関しては本実験では生育曲線が得られなかった。
本実験で呈色が低い（呈色スコア下位5%以下と判定）とされた株をY、そうでないものをN、解析対
象外を－で表す。解析対象内の13株中、12株が本実験でも呈色が下がった株として判定されている。 
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IV. 考察 
 
本章では第1章で検証したコロニーの呈色度を測定する手法をハイスループット

な系に展開することで、バイオフィルム形成に関与する遺伝子破壊株の網羅的な呈色

データを得ることを目的とした。その過程で、寒天培地上に生じた大量のコロニーを

自動で検出することで、コロニーの面積や表面の反射領域を避け、適切な呈色値を算

出できる測定系を新たに開発した。経時的にコロニーの面積や呈色の亢進をモニター

することが出来る点は本測定系の特徴の一つである。経時データであれば欠損値を含

んでいても比較的容易に推定することが可能である。また、適切な数理モデルを採用

することで、多少ノイジーな観測データであってもノイズを取り除くことができるほ

か、観測区間外であっても推定値として算出することが可能である。実際、1時間ご
とにコロニー面積の経時データをゴンペルツ生育モデルに非線形回帰させることで、

植菌直後の小さなコロニーの面積や、増殖曲線の理論上の飽和点を推定することがで

きた（図19、21）。得られた増殖曲線のデータには、増殖が早いものや遅いものが含
まれていた。バイオフィルムは細菌が増殖ステージの後半（early stationary phase）に
かけて形成されることが知られている。したがって、呈色の違いを比べるためには、

増殖ステージがそろっていることが望ましいと思われた。これまでは培養開始から一

定時間経過した後の呈色の度合いしか評価されてこなかったが、これは菌の増殖ステ

ージを厳密には考慮しているとは言えなかった。本章ではこの点に着目し、観測結果

から推定される増殖曲線を基に、菌の増殖を揃えた上での呈色の比較を行った。植菌

した株の内94.3%（4140株中3902株）の生育曲線と呈色のデータを得ることに成功し、
今回は90% growthの時点での呈色を比べることにした。解析対象となったコロニーの
色相Hの分布は赤色の範囲内に収まっており、彩度Sと明度Vの間には緩やかな逆相関
が認められた。 
呈色度が2次元（彩度Sと明度V）に分かれたままでは全株の呈色度を比較する上

で煩雑であったため、一次元のスコアにしてランキングすることにした。PCA解析の
結果から第1主成分に射影した値を呈色度のスコアとして用いた。得られた呈色スコ
アとコロニー面積の関係を見ると、小さいコロニーほど呈色スコアが低かった（図

24A、B）。これまで、CRAを用いたバイオフィルム形成能のスクリーニングでは呈色
の有無のみを示すことがほとんどだったが、呈色の強度に菌の増殖が関係しているこ

とを本実験で確認することができた。本実験ではZ変換後、-2σ ~ 2σの範囲内のコロニ
ー面積の株（生育曲線が得られた3902株中の3605株）のみの呈色スコアを解析するこ
とにした（図24 B）。3602株の呈色スコアの上位5%と下位5%の値はそれぞれ1.659お
よび-1.273であった。この値を閾値として、呈色が亢進した170株と呈色しない167株
の計337株を著しく呈色が変化した候補株とした。得られた呈色スコアのデータが正
しいかを確かめるため、まず1章でコントロールとして用いていた呈色が亢進する株
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（cpxR）と呈色しない株（csgA、csgD、rpoS）の値を確認したところ、予想通りcpxR
は呈色が亢進した候補株の群、csgA、csgD、rpoSは呈色しない候補株の群にそれぞれ
リストされた（図24 C）。次に、過去に報告された呈色しない22株のデータと本実験
の結果を比較した。報告されていた22株についてコロニー面積を確認すると、6株が
-2σ以下（グループ1）、13株が解析対象内（グループ2）、2株が2σ以上（グループ3）、
1株が検出不可であった(表 5)。解析対象内の13株について呈色スコアを確認したと
ころ、12株が呈色しない候補株群にリストされた。CRAスクリーニングの場合、本来
は株が赤くなるような実験系であるため、呈色しなくなる株の情報が目立ち、赤くな

る株の情報はcpxRを除き手に入らなかった。しかしながら、呈色しない株の情報が過
去の報告と概ね一致ししていることから、呈色が亢進する候補株の群も信頼性がある

データであると考えられる。これまでのCRAスクリーニングにおいては、観察が容易
であるという点から、呈色しない株のみがスクリーニングしてきた傾向がある。本章

ではこれまでの報告と一貫性のある呈色しない株の情報に加え、通常よりも呈色が亢

進する株の情報に関しても数値データとして得ることができた。これら呈色が亢進す

る株の情報は本研究における特色の一つであり、何らかの生物学的な共通性を含んだ

データであると思われる。 
本章ではコロニー面積が極端に変化した遺伝子欠失株については解析対象外とし

た。その内の一つ、コロニー面積が小さい欠失株群（グループ1）の遺伝子機能をみ
たところ、エネルギーや核酸合成に関与する遺伝子破壊株が目立った。特に、呼吸鎖

に関係するnuo(NADH:ubiquinone oxidoreductase)遺伝子の欠失株はコロニー面積が極
端に小さかった。nuo遺伝子群は13の遺伝子からなるオペロンを形成しているが、こ
のうち10遺伝子がグループ1に含まれていた。また、プリン合成経路に関与するpur
遺伝子群の欠損株も増殖が著しく悪く、呈色スコアも低かった（図25 A）。こういっ
た生育が極端に悪くなる遺伝子欠失株の呈色スコアは今回測定することが出来なか

った。この結果は、菌の生育状況が呈色に影響していることを意味している。これま

でのCRAスクリーニングでは呈色の強さのみが報告されていた。しかしながら今回の
結果は、従来のスクリーニングの結果の一部には生育不良によって呈色なしと判定さ

れた株も含まれていることを示唆している。 
一方、通常よりコロニー面積が大きい株の一部にはlonなどムコイドになる株がい

た(図25 B)。Lon proteaseは通常、EPS（ExtraPolySaccaride）の一つであるcolanic acid
の生合成に関与しているRcsAを細胞内で速やかに分解している。lonの欠失によって
細胞内のRcsAが過剰になり、過度なcolanic acidの生合成につながったため、ムコイド
の表現型になったと思われる。rfaDはLPS(lipopolysaccharide)生合成に関与しており、
欠失株がムコイドになることが知られている(Karow, Raina, Georgopoulos, & Fayet, 
1991)。したがって、コロニー面積が大きくなっていた株の一部はムコイド状の表現
型によって、見かけ上面積が大きくなって測定されてしまったと考えられる。EPSが
コロニー表面に過剰に分泌してしまうと、本来の呈色スコアを測定することは出来な
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いと考えられたため、したがって今回の解析からは除外した。他方、ムコイド状を示

したコロニーの表面は通常よりも反射領域が大きかった。本測定系では反射領域も検

出していることから、今後この反射領域のデータに注目してムコイドになるコロニー

を検出できる可能性を見いだすことができた。 
 

 
 

図25	 グループ1およびグループ3におけるコロニー面積が極端に異なる株。左が通常のコロニーの大
きさで右が各遺伝子欠失株。 
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第三章	 呈色が著しく変化する遺伝子欠失株に関する情報の整理および新規バイオ

フィルム形成関連遺伝子探索に向けた検討 
 
 

I. 序論 
 
バイオフィルム合成に関連する遺伝子としては、Curli線毛の構成タンパク質をコ

ードするcsg遺伝子群の他に、様々な調節遺伝子が明らかになっている。その中心と
なっているのがCsgDである。CsgDはCurli線毛生合成のマスターレギュレーターであ
りcsgBACオペロンの転写に必要である。これまで多くの研究によってCsgDを中心と
したCurli線毛合成の調節メカニズムが明らかにされてきた。また、Curli線毛の合成
には様々な環境ストレスによってコントロールされている。二章で網羅的検出により

得られたバイオフィルム合成関連遺伝子群には、csg遺伝子群及びそれらを直接的ま
たは間接的に調節する遺伝子群が含まれているものと期待される。これまでに明らか

になっているバイオフィルム合成関連機構について記す。また、csg遺伝子を構成す
る2つのオペロンに対して制御関係が明らかになっている因子に関しては表6にまと
めた。 

 
低温ストレス、stationary phase突入によるバイオフィルムの形成誘導 

 
大腸菌やサルモネラでは低温ストレス時（25℃）σ因子であるRpoSとsmall RNAで

あるDsrAによる遺伝子の発現調節が存在することが知られている。低温時のlog phase
において、RpoSの細胞内濃度はDsrAを介して上昇することがLB培地と最小培地（M63）
の両培地で確認されている(Sledjeski, Gupta, & Gottesman, 1996)。dsrAの転写は低温に
よって上昇し、DsrAはrpoSのmRNAに結合することでその二次構造を変える。これに
よりrpoS mRNAの翻訳効率が上昇し、log phaseにおける細胞内のRpoSの濃度が上昇す
る(Lease & Belfort, 2000; Olsén, Arnqvist, Hammar, Sukupolvi, & Normark, 1993)。これに
伴い、csgB、csgA、csgD、およびdsrBの発現が上昇することが確認されている(Sledjeski 
et al., 1996)。また、低温時に発現されるCrlは30℃以下の培養条件で菌がstationary phase
に突入した際に蓄積し、RpoSに結合することでRpoSの活性を向上させる(Bougdour et 
al., 2004)。同様に、stationary phaseに突入における細胞内のRpoS濃度はcsgDの発現を
促す。 
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浸透圧によるバイオフィルムの形成誘導 
 
浸透圧は様々な微生物のバイオフィルム形成に関与している外的要因である。多

くの場合、高浸透圧下ではバイオフィルムの形成が抑制されるが、その程度は種によ

ってばらつく。例えばP. fluorescensは培地にNaCl またはsucroseを添加することでバ
イオフィルムの形成が阻害される。S.typhimuriumの場合、培地に高濃度のNaClを添加
するとcsgDの転写が抑制される(U Römling, Sierralta, Eriksson, & Normark, 1998)。大腸
菌でも同じような現象が観察されており、100 mM NaClによってCurli関連遺伝子の転
写が抑制される。この制御にはOmpR、CpxRが関与していること、また高濃度のsucrose
ではCpxRによるCurli関連遺伝子の転写抑制は見られず、代わりにH-NSが働いていた
ことが報告されている(Jubelin et al., 2005)。その一方で、200 mM NaClはPoly-N-acetyl 
glucosaimine(PGA)の合成に関与しているpgaオペロンの転写を促進する(Goller, Wang, 
Itoh, & Romeo, 2006)。 

 
 

カタボライトリプレッションによるバイオフィルムの形成阻害 
 
環境中のglucoseがない場合、細胞内にセカンドメッセンジャーであるcyclic 

adenosine 3′,5′-monophosphate (cAMP)の濃度が上昇する。また、これに伴いcAMPは
cAMP受容タンパク質（CRP）と結合し複合体を形成することで、グルコース以外の
糖を代謝する。この抑制をカタボライトリプレッションといい、バイオフィルム形成

においてもこの抑制が関与している。cAMP-CRPはsmall RNAのmcaSの発現を促す。
McaS（Multi-cellular adhesive sRNA）はcsgDのmRNAの5’-UTRに直接結合することで
csgD mRNAが分解されるのを促進する(Thomason, Fontaine, De Lay, & Storz, 2012)。こ
れら遺伝子はそれぞれPGA合成遺伝子および細胞のmotilityに関与している遺伝子で
ある。McaSはその他多くのsmall RNAと同様にRNAシャペロンであるHfqやCsrAを介
してmRNAと結合することで翻訳抑制を行う。Hfqが存在しない場合、細胞内におけ
るMcaSの半減期は著しく下がるが、CsgAはMcaSの安定性に寄与していない
(Jørgensen, Thomason, Havelund, Valentin-Hansen, & Storz, 2013)。 
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Cyclic di-GMPによるバイオフィルムの形成誘導 
CsgDによるバイオフィルム関連遺伝子の発現上昇の一部はbis-(3’,5’)-cyclic 

diguanylic acid（cyclic di-GMP）を介して達成されている。cyclic di-GMPはcyclic di-GMP
合成酵素（diguanylate cyclase）によって作られており細胞内のセカンドメッセンジャ
ーとして、バイオフィルム形成を促進する。cyclic di-GMP合成酵素の一つであるadrA
がCsgDによって正に発現調節されているのは、その例の一つである。逆に、cyclic 
di-GMPがCsgD自身の発現も促進している。rpoSの活性化によるYdaMの発現は、細胞
内のcyclic di-GMP濃度を上昇させ、csgDの発現が活性化される。cyclic di-GMP合成酵
素は活性部位のGGDEFという特徴的なドメインをもつ。反対にcyclic di-GMP分解酵
素（cyclic di-GMP phosphodiesterase）は活性部位としてEALというドメインを共通に
もつ。ドメインベースの配列解析から、大腸菌ではGGDEFドメインを持つタンパク
質が12、EALドメインを持つタンパク質が10、そして興味深いことに両ドメインをい
ずれももつタンパク質が7つあることが確認されている(Hengge et al., 2015)。このよう
にバイオフィルムの形成には複数の遺伝子や外部からの刺激が関わっている。細胞内

のcyclic di-GMPレベルの上昇はcsgDの発現上昇と共にycgRの発現を促す。YcgRは細
胞が動き回るために必要なflagellarを構成するFliGおよびFliMに結合することで、そ
の働きを阻害する(Fang & Gomelsky, 2010; Paul, Nieto, Carlquist, Blair, & Harshey, 
2010)。これにより細胞がplanktonicな状態になるのを抑制する。バクテリアの約85%
はcyclic di-GMPを持っていることから、バイオフィルム内では種を超えたコミュニテ
ィを形成してmotilityとバイオフィルム形成の切り替えを行っていると予想される
(Galperin, 2004; Hengge, 2009; Ute Römling & Amikam, 2006)。 

 
その他のバイオフィルム形成する要因 

バイオフィルム形成のきっかけとなっているその他の要因として栄養飢餓、酸素

分圧、pH、Integration Host Factor(IHF)、H-NS、などが報告されている。これらの刺
激のほとんどは転写因子であるcsgDの発現上昇につながる。CsgDはCurli線毛や
celluloseといったバイオフィルムの構成成分に関与する遺伝子の発現調節に関わって
おり、バイオフィルム形成ネットワークのハブと捉えることができる。 
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Regulator PcsgBAC PcsgDEFG Evidence Reference(s) 

Transcriptional regulators 

RpoS + + Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Arnqvist, 
Olsén, & 
Normark, 1994; 
Bougdour et al., 
2004; Olsén et al., 
1993; Pratt & 
Silhavy, 1998) 

Crl + + 
Interacts with RpoS and 
stabilizes binding to csg 
promoters 

	 (Arnqvist, 
Ols??n, Pfeifer, 
Russell, & 
Normark, 1992; 
Bougdour et al., 
2004) 

CsgD + + Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Hammar et al., 
1995; Ogasawara, 
Yamamoto, & 
Ishihama, 2011) 

MlrA 	  + Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Brown et al., 
2001; Ogasawara, 
Yamamoto, & 
Ishihama, 2010) 

Cra (FruR) 	  + Expression analysis, consensus 
binding site 	 (Reshamwala & 

Noronha, 2011) 

Crp 	  + Expression analysis 

	 (Zheng, 
Constantinidou, 
Hobman, & 
Minchin, 2004) 

RcdA 	  + Expression analysis, consensus 
binding site 	 (Shimada et al., 

2012) 
	  

DNA modifying enzymes 

IHF 	  + Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Gerstel, Park, 
& Römling, 2003; 
Ogasawara, 
Yamada, Kori, 
Yamamoto, & 
Ishihama, 2010) 

H-NS 	  

−/+ (E. 
coli/S. 
typhimuri
um) 

Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Arnqvist et al., 
1994; Gerstel et 
al., 2003; 
Ogasawara, 
Yamada, et al., 
2010; Olsén et al., 
1993) 

Two-component systems 
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CpxA/R − − Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Dorel, Vidal, 
Prigent-Combaret, 
Vallet, & Lejeune, 
1999; Jubelin et al., 
2005; Ogasawara, 
Yamada, et al., 
2010) 

EnvZ/OmpR 	  + Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Gerstel, Kolb, & 
Römling, 2006; 
Jubelin et al., 2005; 
Ogasawara, 
Yamada, et al., 
2010; Ute Römling, 
Bian, Hammar, 
Sierralta, & 
Normark, 1998; 
Vidal et al., 1998) 

RcsA/B − − Expression analysis 

	 (Ferrieres & 
Clarke, 2003; 
Jubelin et al., 2005; 
Vianney et al., 
2005) 

RstB/A 	  

−/+ 
(basic/aci
dic 
condition
s) 

Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Ogasawara, 
Yamada, et al., 
2010; Ogasawara et 
al., 2007) 

ArcA/B 	  + Expression analysis, consensus 
binding site 	 (X. Liu & De 

Wulf, 2004) 

BasS/R 	  + Expression analysis, consensus 
binding site 

	 (Ogasawara, 
Shinohara, 
Yamamoto, & 
Ishihama, 2012) 

	  

Small regulatory RNAs 

OmrA/B 	  − Antisense binding to 5′UTR 	 (Holmqvist et al., 
2010) 

McaS 	  − Antisense binding to 5′UTR 
	 (Jørgensen et al., 
2013; Thomason et 
al., 2012) 

GcvB 	  − Antisense binding to 5′UTR 	 (Jørgensen et al., 
2013) 

RprA 	  − Antisense binding to 5′UTR 
	 (Jørgensen et al., 
2013; Mika et al., 
2012) 

ArcZ 	  + Expression analysis 
post-transcriptional regulation 

	 (Monteiro et al., 
2012) 

SdsR 	  + Expression analysis, 
transcriptional regulation 

	 (Monteiro et al., 
2012) 

 
表6	  PcsgBACおよびPcsgDEFGに対する制御が明らかになっている因子。各プロモーターに対して正
の制御であれば+、負の制御であれば-とした（(Evans & Chapman, 2014)より一部改変）。 
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DAVIDによる候補株のアノテーション 
 

	 機能未知の遺伝子配列やタンパク質に生物学的概念を持つ用語（term）を関連づけ 
ことで、具体性を付加する作業のことをアノテーションという。アノテーション作 
は遺伝子機能がまとめられたデータベースを利用して進めていくのが一般的である。

今回はその中でもDAVID(The Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery  https://david.ncifcrf.gov/)に基づくアノテーションを行った。DAVIDとは
DAVIDはNational Institute of Allergy and Infectious Diseaseが提供するアノテーション
用のデータベースで、2017年7月現在でversion 6.8としている。マイクロアレイやゲノ
ムワイドなスクリーニング実験から得られた候補遺伝子に対し、複数の異なるデータ

ベースによって管理されているtermを引用して関連づけることで具体性のあるアノ
テーションを行うことが出来る点が特徴的なwebベースのツールである。また、アノ
テーション結果を簡便に可視化できる機能も提供している。 

 
 

本研究の目的 
 
上述の通り、バイオフィルム形成に関わる制御ネットワークは複数の遺伝子と環

境要因が関与しており複雑である。このうち、どの遺伝子が今回開発した測定系で検

出できているのかを明らかにすることで、データ全体の生物学的な妥当性を検討する

ことができると考えられる。また、ゲノムワイドなデータにはしばしば既知情報には

ない機能未知の遺伝子が含まれる。こうした遺伝子を既知情報と照らし合わせながら

整理することは機能推定を行う最初のきかっけにつながると思われる。以上を背景と

し本研究では、前章までに得られた呈色データをクラスタリングツールを用いて分類

し、整理することにした。併せて、今後個別の研究につながりうる新規バイオフィル

ム形成遺伝子の探索を行った。 
また、2章で得られた候補株のうち、著しく呈色が変化した一部の株に関しては実

際にクリスタルバイオレット法に基づくバイオフィルム量の測定を行い、コンゴーレ

ッド法のスクリーニングと比較した。 
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II. 材料と方法 
 

菌株	

	

	 バイオフィルム量の測定に用いた遺伝子欠失株は全てKeio collectionを用いた。ま
た、野生株（WT）としてKeio collection(Baba et al., 2006)の親株であるBW25113株を
使用した。2章で算出した呈色スコアが高い順に2以上の87株、呈色スコアが低い順に
87株をそれぞれ選定し、96ウェルディーププレートを用いてLB培地で一晩培養した
後、 グリセロールストック化した。その後-80℃ディープフリーザーで保管した。 
 

培地	
 
本章において研究に使用した培地組成を以下に示す。全ての培地は121℃、20分の

高圧滅菌処理後、 終濃度30 µg/L カナマイシンを添加した。 
 
・LB培地 
 Tryptone   10 g/L 
 Yeast Extract  	 	 	 5 g/L 
 NaCl   10 g/L 
 
・YESCA培地(Hammar et al., 1996) 
 Cazamino acid 	 	 	 10 g/L 
 Yeast Extract 	 	 	 1 g/L 
  

 
	

クリスタルバイオレット法によるバイオフィルム量の測定	
 
	 96ウェルプレートを用いてYESCA培地で28℃、48時間好気的に静置培養した。培
養後、OD600で各ウェルを測定した。その後、培養液を捨て、水で3回リンスし、ウェ
ル内が完全に乾くまで風乾した。その後、0.1%クリスタルバイオレット溶液200 uL
を入れて、20分静置した。その後、溶液を捨て、水で3回リンスし、溶出液（エタノ
ール/アセトン混合液）200 ulでウェルの壁に付着したクリスタルバイオレットを溶出
した。20分静置の後、OD590で各ウェルを測定した。 
Biofilm Index(OD590/OD600)を計算し、WTを1としたときの各株のBiofilm Indexをバ
イオフィルム量とした。 
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呈色が顕著に変化した株のリスト 

 
前章までで得られたゲノムワイドな呈色データから、呈色が亢進した上位5%（170

遺伝子）と下位5%（167遺伝子）を選定した。 
 
 

DAVID使用したtermとcategoryの紹介 
 
DAVIDでは様々なアノテーションデータベースによって各遺伝子に「term」と呼

ばれる、生物学的概念を表す用語を紐付けして遺伝子機能を表現している。代表的な

用語集にGO(Gene Ontlogy http://www.geneontology.org/)やCOG(Clusters of Orthologous 
Groups https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/)、KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes http://www.genome.jp/kegg/)などが挙げられる。注目している遺伝子群をこの
ようなtermによってアノテーションしていき、どのtermが多いのか解析する手法を
enrichment analysisという。DAVIDでは複数のデータベース（DAVIDではCategoryと表
現される）で使用されている「term」を一度に扱うことで、注目している遺伝子をア
ノテーションすることができる。今回、DAVIDで使用したCategoryを以下に示す。 

 

Functinal_Categories COG_ONTROGY, UP_KEYWORDS, 
UP_SEQ_FEATURES 

Gene_ontrogy 
GOTERM_BP_DIRECT, 
GOTERM_CC_DIRECT, 
GOTERM_MF_DIRECT 

Pathways KEGG_PATHWAY 

Protein_Domains INTERPRO, PIR_SUPERFAMILY, 
SMART 
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DAVIDのクラスタリングの方法（kappa係数に基づく類似度計算） 
 
DAVIDでは2遺伝子あるいは2アノテーション間の距離をkappa係数に基づいて定

義している。kappa係数はある基準で評価された2つの評価結果がどの程度一致してい
るかを表す指標の一つで、コーエンのkappa係数ともよばれる。具体的な例と計算方
法を次に示す。 
あるスクリーニング結果で得られた2つの遺伝子にtermをアノテーションしてい

き、その結果を1（既知）、0（未知）で表した際、次の結果になったとする。 

 Cell death Apoptosis Ph 
domain 

Sh2 
domain 

Apoptosis 
pathway 

Membran
e 

geneA 1 1 0 0 1 0 
geneB 1 1 0 1 1 0 

 
geneAとgeneBは次の表のようにまとめることができる。 

  geneA   
  1 0 row total 

geneB 1 3 1 4 

 0 0 2 2 
 col total 3 3 6 

 
このとき、2つの遺伝子間のアノテーション結果が一致した数を総数で割った値は 
(3+2)/6 = 5/6 = 0.83 
となり、これを「見かけ上の一致率（observed degree of agreement）」という。この

一致率は、「偶然による一致率」を考慮していない。つまり、「あるtermにおけるgeneA
とgeneBのアノテーションが偶然1（既知）となる確率」と「あるtermにおけるgeneA
とgeneBのアノテーションが偶然0（未知）となる確率」を差し引かなければならない。
kappa係数はこの点を考慮した一致率の指標である。 
偶然アノテーションが一致した確率は次の式で表される。 
(3/6 × 4/6) + (3/6 × 2/6) = 18/36 = 0.5 
 
kappa係数は次の計算式で定義される。 
 
K = 見かけ上の一致率 - 偶然の一致率/1 - 偶然の一致率 
 
したがってこの例の場合、 
K = (0.83 - 0.5)/1 - 0.5 = 0.66 
となる。  
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実際のDAVIDではユーザーが任意に指定したkappa係数を閾値にして、複数の遺
伝子間のアノテーションの類似度計算を行うことで、遺伝子群の機能別クラスタリン

グが可能である。 
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III.	 結果 
 

DAVIDによる機能分類 

	 前章で得られた呈色が著しく変化した株ついてDAVIDによる機能分類を行った。
kappa係数を0.3に設定して機能のクラスタリングを行ったところ、呈色が著しく亢進
(Red)した170株中65株、呈色が著しく低く(White)なった167株中46株が、それぞれ4
つと5つのクラスターに分類された(呈色が亢進していたクラスター:図26-29、呈色が
低くなっていたクラスター:図30-34)。これら得られたクラスターに含まれる遺伝子に
ついて、これまでの知見も含め生物学的な解釈を検討した。Red Cluster1は
DNA-bindingやTranscriptionといったtermをもつ遺伝子が集まった。その一部にはcsgD
を負に制御するcpxRのほか、motilityに必要なflagellaの生合成に関与するflhCが含まれ
ていた。その他、レプレッサーとしてnanR、nac、exuRがクラスターの一部として入
っている。Red Cluster2にはyhbJが含まれている。yhbJの欠失株がコンゴーレッド染色
によって強く呈色することはすでに報告されている。yhbJはsmall regulatory RNAであ
るglmZを不安定化させることが知られている。Red Cluster3にはATP-bindingやkinase
といったtermが目立った。Red Cluster4は多数の遺伝子からなるクラスターだが、とく
にmembrane/transmembraneといったtermが目立った。 

	 White Cluster1にはkinaseとしてアノテーションされている遺伝子が複数含まれて
いた（fruK、thrB、rbsK、aroK、nagK、nanK）。特に、nagK、nanKはいずれも
UDP-GlcNac(Uridine diphosphate N-acetylglucosamine)合成に必要な経路上にマップさ
れる遺伝子である。White Cluster2にはcsg遺伝子群のcsgBおよびcsgEとともに、biofilm
形成に関与していることが指摘されているbhsAがクラスターを形成していた(Zhang, 
García-Contreras, & Wood, 2007)。これら比較的機能が良く知られている遺伝子ととも
に機能未知のynfBが同クラスターを形成していた。White Cluster3にはadhesion domain
というtermが目立った。csg遺伝子群のcsgAおよびcsgBが含まれ、これらとともにycbU
とybgDが同クラスターを形成していた。いずれもputative fimbriae proteinとされてい
る。White Cluster4にはTranscriptionやDNA-bindingといったtermが多いことから、バイ
オフィルム形成に関与する転写因子のクラスターと解釈した。実際、バイオフィルム

形成に関わる既知の転写因子が複数含まれていたことから（rpoS、 ihfAB、 csgD、
mlrA、gcvA、hipB）、このクラスターに含まれるほかの転写因子もバイオフィルム形
成に関与していることが考えられた。hipBはhipAとともにtoxin-antitoxin systemを構成
している。hipAB欠失によって実際にバイオフィルムの量が低下するという報告があ
る(Korch & Hill, 2006)。その他、バイオフィルム形成に関与しているかは問わず、yieP
を除く他すべてが機能が既知の遺伝子であった。yiePはputativeなtranscriptional 
regulatorと推定されており、現時点で機能未知のいわゆるy-geneであるが、yieP以外
の他の遺伝子の多くがバイオフィルム形成に関与しているという事実から、バイオフ

ィルム形成に関与する何らかの転写因子ではないかと予想された。White Cluster5には
membraneというtermをもつ遺伝子が集まった。 
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図26	 呈色が亢進した遺伝子のクラスター1。DNA-bindingやTranscriptionといったtermをもつ遺伝

子が集まった。PcsgDEFGに対して通常は負に制御しているcpxRやhns、rcsBといった既知遺伝子が含
まれている(表6)。また、motilityに必要なflagella 
の生合成に関与するflhCが含まれていた。 
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図27	 呈色が亢進した遺伝子のクラスター2。 
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図28	 呈色が亢進した遺伝子のクラスター3。 
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図29	 呈色が亢進した遺伝子のクラスター4。 
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図30	 呈色が下がった遺伝子のクラスター1。kinaseとしてアノテーションされている遺伝子が複数含
まれていた（fruK、thrB、rbsK、aroK、nagK、nanK）。 
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図31	 呈色が下がった遺伝子のクラスター2。csgBE、bhsAはいずれもバイオフィルムまたはCurli線毛
合成に関与することが分かっている。ynfBは機能未知遺伝子。 
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図32	 呈色が下がった遺伝子のクラスター3。adhesion domainというtermをもつ遺伝子が集まった。
csgABともにCurli線毛の構成要素。ycbU、ybgDはいずれもputativeではあるがfimbriae proteinとアノテー
ションされている。 
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図33	 呈色が下がった遺伝子のクラスター4。TranscriptionやDNA-bindingといったtermをもつ遺伝子が
集まった。yieP以外は機能が判明している遺伝子。 
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図34	 呈色が下がった遺伝子のクラスター5。membraneというtermをもつ遺伝子が集まった。 
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クリスタルバイオレット染色法によるバイオフィルム量の測定	

	 呈色が亢進した株および呈色しなかった株の中から、特に呈色が変動している87
株（呈色スコアが2以上または-2以下）について、クリスタルバイオレットを用いた
バイオフィルム量の測定を行った（図35、36、表7-8）。バイオフィルムの量はBiofilm 
Index(OD590/OD600)に基づいて評価した。呈色スコアが高かった株の平均Biofilm 
Indexは0.949であった。中でも、hns(BI: 4.923)やcpxR(BI: 1.494)は、これまでの報告と
同じ結果を示した（表6）。その他、ycjU(BI: 1.646)、sufI(BI: 1.385)といった株がWT
と比してバイオフィルム量が上がっていた。 
	 呈色スコアが低かった株の平均Biofilm Indexは0.641であった。特にihfB(BI: 0.364)、
ihfA(BI: 0.393)、pepT(BI: 0.400)はWTと比べて6割もBiofilm Indexが落ちていた。ihfAB
は欠失によってバイオフィルムが下がることが既に確認されており、今回の結果と一

致していた。また、コンゴーレッド法では著しく低い呈色スコアを示すcsg遺伝子群
も軒並み低いBiofilm Indexであった (csgA: 0.497、csgB: 0.668、csgD: 0.567、csgE: 0.509、
いずれもWTを１としたとき)。一方で、WTよりも高いBiofilm Indexを示す株も含まれ
ており、その中にはcsgDを正に制御するrpoSも含まれていた（rpoS: 1.261）。 
 
 
 
 

 
 
 
図35	 クリスタルバイオレット法によるバイオフィルム検出の結果。(A)呈色スコアが2以上の87株。
(B)呈色スコアが-2以下の87株。なお、ldcAは本実験で生育出来なかったためNDとした。 
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図36	 バイオフィルム量をBiofilm Index(OD590/OD600)で算出した結果。実験は独立で３回ずつ行い、
WT(BW25113株)を1としたときのBiofilm Indexを表示している。エラーバーは各株における測定結果の
標準偏差を指す。(A) 呈色スコアが2以上の87株(図35 A)。(B) 呈色スコアが-2以下の87株(図35 B)。 
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pos_num gene OD590/OD600 std 

1 rcsF 0.863129221 0.109836259 

2 idi 0.780922709 0.028355203 

3 purR 0.809490497 0.136713774 

4 yeaG 0.848252513 0.082854651 

5 slt 0.871579312 0.118881383 

6 fldB 0.919665927 0.099940177 

7 ybeF 0.79499171 0.038247839 

8 nac 0.785049312 0.154186003 

9 cysG 0.864017132 0.200763656 

10 ruvA 0.83088333 0.105246935 

11 ruvC 1.008653578 0.248750705 

12 proP 0.941780899 0.131839934 

13 ypfJ 1.012009793 0.156842272 

14 melB 0.709587617 0.066129851 

15 cmtA 0.911541215 0.182176841 

16 hofB 0.949157852 0.199798336 

17 srlB 0.768425309 0.066659851 

18 exuT 0.651930773 0.409704328 

19 nfo 0.714614266 0.28647593 

20 frdB 0.663820067 0.299315298 

21 mrcB 0.735739208 0.239309779 

22 cdd 0.783207415 0.286988245 

23 xapA 0.899306067 0.293638595 

24 nth 0.907172651 0.183990155 

25 glnK 0.989275922 0.232105159 

26 yhbJ 0.810573442 0.215580282 

27 gltK 0.883864417 0.135105575 

28 yiaG 0.814230483 0.142296386 

29 ybbS 1.042423235 0.167483031 

30 recJ 0.717565588 0.068860156 

31 amn 0.868822946 0.122927501 

32 gpmI 0.737020737 0.286502305 

33 adhE 0.694520735 0.23759677 

34 yliK 0.819996955 0.399699278 

35 surE 0.801772534 0.122772831 

36 dgoK 0.831462938 0.108934532 

37 yfaU 0.981231327 0.133896828 
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38 cysI 0.850862069 0.070845239 

39 metL 0.617948507 0.180410108 

40 dicC 0.750687437 0.112675082 

41 cysJ 1.063243489 0.227023959 

42 emrY 0.907934538 0.113062371 

43 xerC 0.859003424 0.249426195 

44 hns 4.942904026 0.688554604 

45 dcuA 1.032944265 0.317644602 

46 tfaS 0.964587862 0.175648157 

47 cld 0.830202858 0.189268126 

48 agp 0.837308007 0.10894813 

49 nlpC 1.07624836 0.204541356 

50 gcvH 0.841523433 0.131082248 

51 smpA 1.012061899 0.208528549 

52 ybcS 0.972041847 0.180536777 

53 yjdL 0.803645595 0.137026953 

54 yihM 0.873146551 0.140359634 

55 ypdA 1.004082946 0.075918806 

56 dedD 1.130425607 0.250904174 

57 nanR 0.995968966 0.131991941 

58 ydcS 1.208128206 0.355544974 

59 yohF 0.89887802 0.143777891 

60 flhE 0.875942988 0.290066399 

61 yaaW 1.037180799 0.200360987 

62 fliN 0.781849667 0.182957641 

63 tdcC 0.85204571 0.276695086 

64 yggN 0.789876373 0.112091351 

65 fliJ 0.765248082 0.337468198 

66 ygjR 0.874715318 0.064810848 

67 astB 0.775526147 0.331328303 

68 ycjU 1.64556564 0.284419234 

69 glvC 0.835864662 0.18683271 

70 ygjF 0.897013313 0.327345982 

71 rumA 1.024174184 0.22716967 

72 sufI 1.385081883 0.517622543 

73 cpxR 1.493698315 0.410170387 

74 sbp 0.896080637 0.22048718 

75 ygiU 1.018301382 0.057684641 
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76 ppdB 0.89782912 0.144010062 

77 glk 0.916697702 0.253555556 

78 deaD 0.871540101 0.153727526 

79 gatD 0.952266481 0.265059969 

80 fumB 0.926000595 0.270798569 

81 rcsB 1.010641699 0.310629105 

82 xerD 0.784830822 0.242289392 

83 malY 1.022860282 0.169702794 

84 glpB 0.926471511 0.155237701 

85 clpP 0.906864009 0.507695982 

86 ybdG 0.989610741 0.282827608 

87 trmH 0.891212724 0.161830227 

88 WT 1 0.048353847 
表 7	 呈色スコアが高かった株(図 33A、図 34A)における Biofilm Index。実験は独立で 3回行い、その
平均の Biofilm Indexを表示している。 
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pos_num gene OD590/OD600 std 

1 fadD 0.609401749 0.076114679 

2 trmU 0.754956985 0.005693707 

3 rbsR 0.667847645 0.060422669 

4 hfq 0.418119066 0.006981576 

5 csgA 0.497220048 0.041250261 

6 csgG 0.524321637 0.09992205 

7 yeeW 0.638200304 0.07496814 

8 nagC 0.603620349 0.184267421 

9 csgE 0.509403631 0.010575664 

10 ydfX 0.709109722 0.268634838 

11 aroK 0.640279386 0.000238698 

12 rpmF 0.616427571 0.067832878 

13 crr 0.66033818 0.120466127 

14 yfdG 0.535415528 0.061404974 

15 ptsH 0.584799207 0.114808851 

16 mutL 0.587207418 0.04900706 

17 pepT 0.400760346 0.027005759 

18 yheL 0.656430166 0.104211668 

19 phoR 0.530796478 0.180698898 

20 rbsK 0.497496787 0.055626184 

21 mlrA 0.553197719 0.149127122 

22 pyrB 1.19226443 0.336495395 

23 yicC 0.517712231 0.008028792 

24 pgi 0.420403161 0.473167622 

25 yhhP 0.756718758 0.003991463 

26 gnd 0.71554895 0.028427103 

27 gadX 0.825273427 0.141985898 

28 ldcA ND ND 

29 hscB 0.494072594 0.087696848 

30 nlpD 0.731264022 0.048751868 

31 ybdN 0.599449247 0.032007824 

32 rfaP 0.520432173 0.01943494 

33 trpD 0.532671856 0.021306909 

34 yfbM 0.646973375 0.199114948 

35 flgD 0.482064016 0.071920066 

36 fruR 0.457224078 0.045842935 

37 csgB 0.574480773 0.104281619 
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38 bipA 0.458541889 0.263179516 

39 ihfB 0.363885548 0.063537445 

40 yieP 0.656950764 0.295677523 

41 rfaF 0.549233233 0.042350323 

42 ompC 0.612017907 0.064771783 

43 php 0.476445586 0.098557354 

44 thrB 0.568658804 0.01830431 

45 fruK 0.473839799 0.082914562 

46 rdgC 0.494322155 0.082837267 

47 ycjS 0.586084686 0.039077807 

48 yccT 0.595144913 0.129132614 

49 ydaN 0.629570513 0.143930296 

50 miaA 0.619581163 0.101431672 

51 nusB 0.832359714 0.026931539 

52 fabF 0.781993666 0.019954886 

53 guaB 1.427947732 0.37441453 

54 essQ 0.657799633 0.107634113 

55 ddpD 0.482840195 0.027259095 

56 hofQ 0.799322034 0.13998605 

57 ihfA 0.392635586 0.013955939 

58 csgD 0.566508972 0.019962089 

59 thrA 0.57929747 0.008906241 

60 gcvA 0.602199045 0.101497256 

61 sspA 0.559224175 0.005917696 

62 yffI 0.570034856 0.065433994 

63 ybgD 0.77941177 0.149854061 

64 yeiR 0.712970726 0.024447444 

65 cytR 0.887091789 0.319513384 

66 yejE 1.33714771 0.450261992 

67 glcE 0.635087363 0.000940194 

68 ydcL 0.702681305 0.032190042 

69 trpE 0.675329436 0.006161547 

70 ydbH 0.655474604 0.046769077 

71 rfaG 0.705308976 0.04811875 

72 yehE 0.633427848 0.181068415 

73 ycfR 0.502343401 0.121499652 

74 kbl 0.578197281 0.039871931 

75 ydaF 0.672121254 0.19979079 
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76 glcD 0.558403472 0.029225386 

77 ugd 0.627312049 0.1403041 

78 uup 0.714057815 0.006701578 

79 rpoZ 0.49550915 0.057503105 

80 gmhB 0.782293863 0.04012376 

81 yeaD 0.819697173 0.078188582 

82 rpoS 1.261597153 0.054259393 

83 rsxE 0.523996813 0.043064142 

84 ybaJ 0.497698913 0.001480273 

85 yccK 1.125498832 0.043493875 

86 yccC 0.422612154 0.122765153 

87 yajC 0.831661141 0.297444306 

88 WT 1 0.179333458 
 
 
表 8	 呈色スコアが低かった株(図 33B、図 34B)における Biofilm Index。実験は独立で 3回行い、その
平均の Biofilm Indexを表示している。 
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IV.	 考察 

 
Red Cluster1にはcsgDを負に制御する因子のいくつかが集まった（cpxR、hns、rcsB、

表6）。その他、motilityに必要なflagellaの生合成に関与するflhCが含まれていた。FlhC
はflagellaのオペロンの転写を調節するマスター転写調節因子として、FlhDと複合体を
形成し機能する。一般に、菌はバイオフィルムの状態と水中を浮遊するplanktonicな
状態では相反する遺伝子発現制御となっている。菌がバイオフィルムの状態の際、

CsgDはflhCDの転写を抑制しており、motilityも見られない(Chambers & Sauer, 2013)。
flhCの欠失によってバイオフィルムの状態がより亢進したことで赤くなった可能性
が考えられる。また、Curli合成への阻害機能が知られているsdiAが含まれていた。sdiA
はCurli合成への阻害機能を持つ(Lee, Maeda, Hong, & Wood, 2009)ことから、こちらも
先行研究に一致する結果が得られた。Cluster1に属する機能未知遺伝子yhaJ、ybeF、
ybdO、ybaOに関しても、転写調節因子としてバイオフィルム形成に関わっている可
能性が示唆される。これらの欠失株について遺伝子発現解析を行うことで、調節関係

を明らかにできる可能性がある。 
	 Red Cluster2に含まれるyhbJはsmall regulatory RNAであるGlmZの不安定化に関与し
ていることが示されている(Kalamorz, Reichenbach, März, Rak, & Görke, 2007)。また、
glmZはRNA chaperoneであるhfqと共にglucosamine-6-phosphate synthase (GlmS)の安定
化に関与している(Göpel, Papenfort, Reichenbach, Vogel, & Görke, 2013; Kalamorz et al., 
2007)。GlcN-6-P(glucosamine-6-phosphate)はバクテリアのcell wallであるpeptidoglycan
やlipopolycaccharide(LPS)を合成する経路における重要な物質である。GlmSは
fructose-6-phosphateとglutamineをGlcN-6-Pとglutamateに変換する役割を果たす
(Kalamorz et al., 2007)。YhbJはRNase Eのadaptor proteinとされ、glmZがRNaseEによっ
て切断されるプロセスを促進する(Göpel et al., 2013)。実際、yhbJの破壊株では細胞内
のGlmSの量が増加することが確認されている(Kalamorz et al., 2007)。また、glmZは
CsgDも制御していることが分かっている。glmZ欠失株ではcsgDのmRNA量が減って
いることまでは判明しているが、詳しいメカニズムは依然として不明である(Gruber 
& Sperandio, 2015)。これらの文献情報から、遺伝子欠失によって呈色が亢進した株の
一部に関しては、細胞内のUDP-GlcNacレベルが上昇したために呈色が強くなったと
考えられる。一方、GlmUSのプロモーター上流にはNagC(N-acetylglucosamine 
transcriptional dual regulator)の結合領域が二つ存在しており、GlmUSの転写を促進して
いる(Plumbridge, 2001)。今回の結果においては、nagC欠失株は呈色が極端に低い株と
して検出されており（図33）、文献情報と照らし合わせても矛盾がない。 
 Red Cluster3、4に関してはそれぞれ頻出したtermは確認できたが、そこから生物学的
な解釈をつけるまでには現時点では至らなかった。ただし、Red Cluster3を構成して
いるtermであるATP-bindingやkinaseはどちらもタンパク質をリン酸化する意味を持
っており、特にudkはピリミジンのサルベージ経路、glkはグリコーゲン分解経路にそ
れぞれマップされるkinaseである。これら経路の遮断が原因でCurliの量に変化が生じ
たと考えられる。Red Cluster4に頻出したtermはmembrane/transmembraneであった。
Curliがouter membraneにアンカリングしている構造体であることを考慮すると、遺伝
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子欠失によって膜の状態が変化したことでCurliの量が通常よりも上昇したと考えら
れる。 

 
	  

 
 
図 37	 GlmSUの転写後発現制御に関与する GlmZおよび YhbJの働き。GlmZは small regulatory RNA
であり、RNA chaperoneである Hfqと共に GlmSの mRNAの安定化と翻訳の促進に寄与している。YhbJ
は RNaseEの adaptor proteinであり、GlmZを切断することで、機能を阻害する。GlmSUのプロモータ
ー上流には NagC結合領域が存在しており、glmUSオペロンの転写に寄与している。 
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	 White Cluster1にはkinaseとしてアノテーションされている遺伝子が複数含まれて
いた（fruK、thrB、rbsK、aroK、nagK、nanK）。このうち、nagK、nanKはいずれも
UDP-GlcNac(Uridine diphosphate N-acetylglucosamine)合成に必要な経路上にマップさ
れる遺伝子である。UDP-GlucNacはpeptidoglycanやlipidAなど、cell wall合成に関わる
経路における重要な物質である。nagK、nanKの欠失はUDP-GlucNacの細胞内レベル
が低下することが予想される。Curliが外膜にアンカリングしていることから考えても、
UDP-GlucNacの細胞内レベルの低下が、cell wallの不安定化を誘導しCurli合成低下に
繋がっているという可能性を想起させる。実際、nagA、nagK、nanK、nanEの欠失株
でCurliの量が低下していることがすでに報告されている(Smith et al., 2017)。また、
nanATEK-yhcH(sialic acid catabolic operon)はnanRと呼ばれるリプレッサーによって負
に制御されている(Kalivoda, Steenbergen, Vimr, & Plumbridge, 2003)。nanR欠失株は呈
色スコアが高くなる株として検出されており（いくつかのリプレッサーを含むRed 
cluster1の一部）、リプレッサーの欠失によってnanKの発現が上昇し、Curliの量が増加
したというモデルが考えられる(図38)。White Cluster2に含まれていたynfBだが、機能
未知ではあるがクラスター内の他の3つの遺伝子はいずれもバイオフィルムに関係す
る遺伝子であることから、ynfBも同様にバイオフィルムに関係していると考えられる。
White Cluster4にはバイオフィルム形成に関与することが既知である転写因子が集ま
った。特に、cra、mlrA、 ihfA、csgDは通常PcsgDEFGを正に制御する因子であるこ
とから、欠失によって呈色が下がるという結果は妥当である。唯一yiePとよばれる機
能未知遺伝子がそのクラスターに含まれていた。yiePのCsgA量を実際にウェスタンブ
ロットで確認したところ、確かにWTよりも著しく下がっていた（図39）。このことか
ら、少なくともyiePがCurli線毛生合成に関して何らかの機能を持っていることは明ら
かである。DAVIDの結果から、yiePは転写因子の可能性が高い。今後はRNAseqなど
の手法を用いて、yiePがどのような制御によって最終的にCurli線毛の合成に関与して
いるのかを探ることが望まれる。 
今回、DAVIDによって遺伝子の機能をクラスタリングしたが、その際にDAVIDの

解析対象外となってしまった（クラスターに入っていない）株がかなりを占めた（Red: 
102株、White: 119株）。これらの株はクラスタリングからはじかれただけであり、Curli
線毛の生合成に関与していないとは限らない。今後、これらはじかれた株の情報につ

いても個別で精査する必要がある。 
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図 38	 nan オペロンと UDP-GlcNac合成経路の概略図。シアル酸代謝に必要な nanオペロンは
NanR(N-acetyl-neuraminic acid regulator)によって負に制御されている。nanR欠失株は今回の実験におい
て呈色が亢進した株として検出された。赤文字で示された酵素をコードする遺伝子欠失株は全て呈色

が著しく低下した株として検出されている。  
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	 いくつかの株に関しては実際にバイオフィルム量を測定した。呈色スコアが高かっ

た87株の平均のBiofilm Indexは0.949(WT比)であり、WTとそれほど変わらなったのに
対し、呈色スコアが低かった87株の平均Biofilm Indexは0.641と低い値を示した（図
33-34）。このことは、コンゴーレッド法でスクリーニングされた呈色が低かった株
は平均してバイオフィルム量も低いということを示している。一方で、コンゴーレッ

ド法で呈色スコアが高い、あるいは低いからといってバイオフィルム量も必ず一致す

るというわけではなかった。特に顕著だったのはrpoSであった。rpoSは本実験では
Biofilm Indexが1.261(WT比)であった。数多くの実験で、RpoSがCsgDを正に制御して
いることは既に明らかにしているが、他方でrpoS欠失株のバイオフィルム量が増加す
る事実は確かに指摘されている(Corona-Izquierdo & Membrillo-Hernández, 2002; Kim, 
Lee, & Kim, 2013)。また、今回の実験においてcsgAを欠失させた株は確かにバイオフ
ィルム量が低下していたが、最も低い値ではなかった。このことは、Curli線毛が欠失
していても大腸菌はバイオフィルムを形成することが出来ることを意味しており、状

況に合わせて巧みにバイオフィルムの構成成分を変化させていると推察される。 
	 本研究ではCurli線毛の量に関して呈色スコアを用いて網羅的に観測することがで
きた。呈色スコアの結果は、概ねクリスタルバイオレット法の結果と一致していたが、

一部遺伝子に関しては異なる傾向を観測した。今後は、網羅的な呈色スコアのデータ

とクリスタルバイオレット法を用いたバイオフィルム量の測定結果の共通点を探し

出し、どの遺伝子がバイオフィルム形成にとってコアになっているのか、そしてどの

遺伝子がバイオフィルムの構成成分に柔軟性を持たせているのかを明らかにできる

可能性と考えられる。 
 
 

 

 
 
図39 ウェスタンブロットによるyiePと他の遺伝子欠失株におけるCsgA量の比較およびCRA上に

各株のコロニーの写真。各株の培養液を2 µlを培地上に滴下し28℃で32時間培養した。 
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