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論文内容の要旨

申請 者 氏 名NurhezreenbintiMdIqbal

本論文 は、大腸 菌K－12株 一遺伝子Bar－code欠 失株 ライブ ラ リー を用いた混合培養

液 中の各欠失株 の菌体数変動 を次世代 シーケ ンサーで読 み取 る手法 の確 立 と、その手

法 を用 いたバ クテ リアの抗 生物質耐性機構へ の問題 に取 り組 んだ6

1） 一遺伝子Bar・code欠 失株 ライブ ラ リー による菌体数 変動解析 手法の確 立

各欠失株 を独 立に一晩培養 した培養液 を等 量ずつ混合 し、混合培養液 の作製 を行 った。
ト

200遺 伝子 の欠失株 混合培養 での予備 実験 か ら、mutHやmutLな ど修復酵素遺伝子

の欠失 は変 異導入 が加速 され 、生 育が促進 され るサプ レッサー変異 が蓄積 し、2週 間

を経 た段 階でmutator遺 伝子欠失株 が菌体数 の大 半 を 占め るこ とが明 らか となった。

欠失 され た遺伝子 に よる直接 的効果 を見 る ことができない ことか ら、mutator遺 伝子

欠失株 を実験 系か ら除外 し、以 降の検討 を行 った。

LB培 地で、培地交換す るこ とな く連 続で3週 間の長 期培養 を行 い、経 時的に分 取 し

た各 ザ ンプル か らのDNA精 製方法 とバー コー ド領域 のPCRに よる回収方法 、さらに

分取 した培養液 の培 地交換後 、再生 育 させ た培養液 か らのDNA精 製 手法お よびバー

コー ド領域 断片の回収方 法の条件検討お よび最適化 を行 った。

次 いで、得 られ たバ ー コー ド領域 の断片 を次世代型 シー ケ ンサー で配列 を読み 取 り、

各バー コー ド配列 の頻度 をカ ウン トす ることで培養液 中の各欠失株 の分布 を調べ る手

法 を開発 し、得 られ た頻度情報 の統計解析手法 の検討 を行 った。

取得 シー ケンス情報 か ら信頼性 の高いバー コー ド配列 カ ウン トを得 るためのデー タ

フ ィル タ リング手 法、頻度情報 の標準化手法 、可視化手法 、統計解析手法及びマイニ

ング手法 の検討 を行 い、一連 の実験 ・解析手法 の確立 を行 った。解析結果 は過 去 の文

献情報 との比較 を行 い、過去 の知見 との矛盾 は見 られず 、新 たに多 くの長期定常期生

残 にお け る遺伝子候補 を取得す る ことができ、本手法 の優位性 を確認 した。

2）Bar－code欠 失株 に よる抗生物質耐性機 構 に関す るグローバル解析 手法の開発。

抗菌性及び殺菌性 、分子機構 の違 う薬剤7種 を選び 、各薬剤 の非致死 的濃度（IC50）で

24時 間混合培養 後、非致死的で あるが、 よ り高濃度の薬剤 を含 んだ培地 に移 し、各欠

失株 の耐性 の差 を、バー コー ド解析 に よ り行 った。

解析 の結果 、各 薬剤 の各濃度 にお ける菌体数 変動の定量化 を行い、菌体数 を上昇 させ

る遺伝子欠失群 を同定 した。各遺伝子 の機能情報 よ り、エネル ギー産生 に機能す る遺

伝 子群が有意 に非致死 的濃度 の薬剤 中で菌体数 の上昇 が観察 され た。長期定常期 での

解 析 と比較 した ところ、 これ らの欠失株 は長期定常状態 でほ とん ど変動 を示 さない一

定 の菌体数 を保つ集 団であ り、細胞 内エネル ギー状態 の低 下が休眠状態 を誘導 し、そ

れ らが持続生残細胞 として薬剤 を含む環境 中を生 き延び る可能性 を見 出 した。



（別紙2）

論文審査結果の要旨

申請 者 氏 名NurhezreenbintiMdIqbal

当研究室 では、一貫 して大腸 菌網 羅的 リソー スを活用 したシステマテ ィックな解析

技術開発及び そ（p解析 を進 めてきてい る。2006年 に大腸 菌の全予測遺伝子欠失株 ライ

ブ ラ リー を完成 し、広 く国 内外 の研 究者 と共有 し、現在 では世界標準 となってい る リ

ソース であ る。 しか しこの欠失株 は、それぞれ遺伝子欠失 以外 に個 々の株 を区別 す る

方法が無 く、それぞれ単独 で解析す る必 要が ある。二重欠失 での遺伝的相互作 用解析

を開始す るにあた り、混合培養 での解析 を可能 にすべ く新 たに20塩 基長 の分子バー コ

ー ドを導入 した違 う薬剤耐性 を持 つ欠失株 ライ ブラ リーの構 築 を進 めた。 このバー コ

ー ドによ り、個 々 の欠失株 を混合 し、配 列 を読む ことで各欠 失株 の分布 のモニ ターが

可能 と考 え られ る。 ・

そ こで、前任者 と共 にBar－code欠 失株 ライブ ラ リーの評価 及び実験系 の確立 を 目的

として 、長期 定常期 にお ける菌体数 変動 の定量解析 を 申請者 の研 究 の導入 と して本 学

にお ける研究 を開始 した。

まず 、予備実験 と して約200遺 伝子独立4ク ロー ンずつ混合 し、LB培 地で2週 間

培地交換せず に振塗培養 を行 った。経時的 にサ ンプ リング、ゲ ノムDNAの 回収 、PCR

に よるバー コー ド領域 の回収 、増 幅用Primerに 導入す る識別 用配列、次世代型 シーケ

ンサー での配列 読み取 りの各 ステ ップの条件検討 を進 め、実験解析手法 の確 立 を行 っ

た。最終的 に、約3，500遺 伝子 、独 立ク ロニ ン2株 ず つ合 計で約7，000株 を別 々 に一

晩培養 し、等量ずつ混合 した培養液 を作製 した。 この培養液 をLB培 地 で3週 間培養

を続 け、解析 を行 った ものが、博 士論文 の前 半部分 で ある。

論文 の後半 では、博 士後期課程入 学 当初か らの 目的であった薬剤耐性機構 に関す る

研究 にバー コー ド解析 を用 い着手 した。7種 類 の薬剤 を用い、非致死濃度 （IC50） で

生育後、 同 じく非致死濃度 ではあ るが、 よ り高濃度 の薬剤 環境で の生育解析 をバー コ

ー ドの頻度 カ ウン トで行 った。 当初 は、薬剤 に対す る耐性獲 得機 構 を想 定 し研 究 を開

始 した。 しか し解析 の結果 、エネル ギー産生 に関与す る遺伝 子群 の欠失 が優位 に高濃

度 の薬剤 中に観 察 されて きたこ と、それ らの遺伝子群 が長期 定常期 での解析 か らは、

培養 期 間中大 きな変 動 を示 さず一 定の菌 体数 を保っ群 に分類 され た ことが明 らか とな

った。 この2点 を検討 した結果 、耐性獲得 では無 く、持 続生残細胞 に着 目し、博士論

文 として後半で ま とめた。

本研究 の知見 は、持続生残細胞 に関す るこれ まで の知 見 と合致 し、 さらに多 くの新

た な知見 を付 け加 えることがで きた点は、今後 の本分 野にお ける研 究 を加速す るもの

として高 く評価 され るもので あ り、学術 上、応用上貢献す る ところが非常 に大 きい。

よって審査委員一 同は、本 論文 が博 士 （バイオサイエ ンス） の学位 論文 として価値 あ

るもの と認 めた。


