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研究成果の概要（和文）：20塩基分子バーコードを持つ大腸菌一遺伝子欠失株ライブラリー構築を行い、1)全欠失株混
合培養液の長期定常期中のpopulation変動、2)薬剤を含んだ培地中の各欠失株のpopulation変動解析、3)宿主のBW3802
9株のゲノム配列の決定と遺伝的背景の確認を行った。長期定常期における解析は、LB培地を用いた混合培養液中の各
欠失株の相対的populationをバーコードシーケンスで決定した。さらに各サンプリング中の細胞の再生育能の違いを、
取得各サンプルをLB培地で希釈し再増殖後、バーコードシーケンスで再生育能を調べた。バーコード株混合培養液での
システマティック解析の有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive single gene knockout strain collection with 20nt molecular bar-code 
of E. coli was constructed. The 20nt random bar-code sequences were determined after validation of the 
target gene deletion by genomic PCR. About 3600 genes out of 4100 ORF genes were established as knockout 
strain with bar-code. To prove the value of this collection, we performed analysis 1) to monitor 
population dynamics during the long term stationary phase in LB up to three weeks, 2) profile analysis in 
medium containing sub-lethal level of toxic compound. We also determine the host strain genome to confirm 
its genetic background. For the analysis of the population dynamics in the long term stationary phase, at 
each of samplings time, half of each of the samples were diluted with the fresh LB medium and re-grow up 
to OD600 = 2.0. Then re-grown samples were performed bar-seq analysis to quantify the growth ability of 
each of deletion strains after the passage of stationary phase.

研究分野：システム微生物学

キーワード： E. coli　bar-code　deletion collection　population dynamics　chemical genomics　stationary ph
ase　deep sequencing
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１．研究開始当初の背景 
	 バクテリアの自然界における生育の大半
は定常期であり、その生活環の中で対数増
殖を行う時期は非常に限定されている。定
常期の細胞代謝は対数増殖期とは大きく異
なり、対数増殖期に蓄積した増殖阻害物質
や栄養源枯渇などのストレス、長期定常期
においては適応変異を導入し、その遺伝的
背景を変えながら生存を可能にしていると
考えられる。しかし、技術的な制約から、そ
の知見は非常に限られてきた。 
• 大腸菌では、定常期において、DNA 結合
タンパク質による核様態構造の変化、RNA
ポリメラーゼサブユニットの Sigma70 か
ら SigmaS へのスイッチにより、定常期に
おける転写が制御される(1)。リボソームは
2 量体を形成し、100S リボソームと呼ば
れる構造を取り、翻訳活性が制御される(2)。
我々のグループはリボソームによる翻訳
状態のプロファイル取得を可能にし、発現
プロファイルと同時に、翻訳プロファイル
取得による新たな発現活性状況の定量解
析を可能にしている。 
• 対数増殖期から定常期への遷移時期に

90%以上の細胞がコロニー形成不能とな
る(3)。このコロニー形成能を持たない細胞
の少なくとも一部は、SigmaE 依存的に溶
菌を起すことが、分担者らの研究により明
らかにされた(4)。この事から、バクテリア
細胞のプログラム細胞死の可能性が示さ
れ(5)、SigmaE 依存の transcriptome 解析も
行われた(6)。一方、Sigma因子依存的に発
現が減少する遺伝子に、Mg イオン取り込
みに関わるポリンの関与が示唆されたが、
その発現制御に、 non-coding sRNA や	
RNA シャペロンである Hfq の関与が明ら
かにされた(7)。 
• 定常期、長期定常期を経て VBNC 細胞が
出現し、pH など環境変動で分裂を再開す
るなど、病原性の観点からもこれらの生理
機能解析は非常に重要である。さらに長期
定常期後の分裂再開時の生理機能も不明
であるが、我々は、定常期に入る飢餓状態
の違いに依存すること可能性を示唆して
いる(8)。  
	 このように「細胞の一生」に関して、長年
の研究にもかかわらず全体像の把握には遠
いのが現状である。RNA調整や死菌による
サンプル量の確保の難しさなど、技術的な
障壁による omics 解析の難しさが全体像把
握への道を閉ざしてきた。これに対して、
我々のグループは、ゲノムプロジェクト以
降、網羅的実験リソース整備(9-11)、リソー
スを活用したマイクロアレイ開発とその解
析(12, 13)、タンパク質相互作用ネットワー
ク解析(14)を世界に先駆けて進めてきた。 
	 2008年には、接合を利用した高効率２重
欠失株作製方法の確立と遺伝的相互作用解
析の有用さを示した(15, 16)。現在では、大
腸菌全遺伝子の全組合せ(1600 万組合せ)を

可能にするリソースと方法論の開発を終え
た(17)。新たに整備した欠失株には 20塩基
の分子バーコードを導入しており、長期定
常期における欠失株の population 動態をシ
ーケンス解析で定量的に可能にした(18)。こ
の研究リソースにより、ライブラリーの混
合培養液を利用した競合実験により、定常
期から死滅期、長期定常期における遺伝子
欠失株の動態の定量解析が可能であること
を示した。  
	 一方、単一の遺伝子欠失のみでは、その表
現型が出ないことが非常に多い。細胞は遺
伝子機能欠損や環境の変化などの外因性・
内因性の撹乱に対して非常にロバストであ
るからである。我々は、中心代謝経路ネット
ワークにおいて、そのロバスト性を転写・翻
訳・代謝の複数のネットワークレベルで示
してきた(19)。開発した全遺伝子組合せの２
重欠失株作製法により、研究期間内には大
腸菌全遺伝子 4000の２重欠失組合せ、1600
万株の作製とその解析が可能であると考え
ている(17)。すでにシステマティックな多重
欠失による中心代謝経路の未同定酵素反応
の同定にも成功しており、その有効性は証
明済である(20)。モデル生物である大腸菌の
全遺伝子を対象とした定量的生理状態動態
解析、システマティック遺伝的ネットワー
ク解析とイン・シリコ解析により、細胞内全
生理機能ネットワークに迫れる目処が立っ
てきた。 
 
２．研究の目的 
自然環境下での生命は、対数増殖を繰り返
す期間は非常に短く、分裂をしない期間が
最も長い。これは、真核、原核、単細胞、多
細胞を問わず、全ての生命に当てはまる。対
数増殖後の定常期、死滅期、長期定常期を経
て、分裂再開に至る過程の解析は、これまで
解析自体に多くの困難を伴い、未解明のま
まである。細胞の基本的な生理機能の解明
という点から、「細胞とは」という根本的な
疑問のみならず、長期定常期での VBNC
（Viable but Non-Culturable）細胞の出現は病
原性という観点からも重要な問題である。
特に死滅期以降は、対象の細胞数の激減か
ら技術的に研究が難しかったが、2000年以
降の研究リソースの整備、解析技術の高度
化により解析が可能になりつつある。Bar-
code 欠失株は、解析感度を劇的に改善する
ものであり、長期定常期及び再分裂期のき
わめて少量の細胞数にその力を発揮する。
これまで非常に難しい研究対象であった長
期定常期及び分裂再開の細胞内動的機能ネ
ットワークを定量的に解析し、細胞の普遍
的生存戦略に迫る。 
その為に、 
1)	 分裂を止める定常期以降死滅期、長期
定常期を経て分裂再開に至る生存期間にお
ける細胞集団の生理変動と population 動態
の視覚化。 



 

 

2)	 細胞集団生存に重要な遺伝的背景の解
析(bar-code解析) 
3)	 全遺伝子網羅的２重欠失株による遺伝
的ネットワークの定量解析情報の蓄積 
4)	 戦略的ノックアウト実験のための技術
開発と実施 
5)	 上記網羅的定量情報に基づく計算モデ
ルの構築とシミュレーション 
6)	 遺伝子変異が表現型に与える影響の網
羅的解析(omics解析) 
7)	 転写・酵素・代謝物・表現型からなる多
層ネットワークモデルの構築と解析 
8)	 ネットワークモデルから得られる知見
に基づく仮説とその実験検証 
9)	 創薬、育種等医学・薬学・工学への応用
可能性への提言 
を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) bar-code 欠失株ライブラリーの確立とシ
ステマティック解析に適した形での保存 
	 これまでに構築を行った 20 塩基のラン
ダム配列を bar-code として持たせた欠失株
候補株群の評価を行い、各遺伝子に対して
独立２候補株の選定を行った。その後、欠失
を確認した株のbar-code配列の決定を行い、
bar-code欠失株候補株とした。評価を通過し
た bar-code 株のみを選び、96well format の
マイクロタイタープレートに並べ直しを行
い、最終的に独立２クローンのグリセロー
ルストックを作製した。これをオリジナル
ストックとして、96 deep well plateを用いて
各遺伝子欠失株を独立に一晩培養を行い、
マイクロタイタープレートに分注後、グリ
セロールストックコピーの作製を行い、そ
の後の実験に供した。 
 
2) bar-code欠失株混合培養液の長期培養 
   独立に培養したbar-code欠失株混合培養
液等量を混合し、よく混和後終濃度 15%に
なるようにグリセロールを加え、よく混和
後 1ml ずつエッペンドルフ型チューブに分
注し、-80oCで保管を行った。その際、事前
に行った pilot test から、2 週間を超える混
合培養ではmutH及びmutLの欠失株がその
ほとんどを占め、サプレッサー変異の導入
促進が考えられたため、mutator遺伝子の欠
失株は除いた。この混合培養液を 300 ml の
LB 培地による 3 週間のバッチ培養を行っ
た。その間、経時的にサンプリングを行い、
半量を bar-seq解析に、残る半量を再生育さ
せ、各サンプリング時における生育能を、同
様に bar-seqを行い解析した。 
 
3) bar-code断片の調整 
	 bar-codeは PS(Priming Site)1と PS16に挟
まれた構造を取るため、回収した培養液 1ml
より chromosome DNA を精製し、sequence 
adaptorと各実験を区別する identifierとして
の bar-code 配列を付加した PS1 及び PS16

で bar-code 領域の増幅を行う。その際の
PCR反応は 18サイクルで行った。各サンプ
ルを混合し、アガロースゲル電気泳動によ
る増幅段片の精製後、各サンプルからの
read数を合さるための配列解析をMySeqを
用いておこなった。 
各サンプルからの増幅段片をMySeqで配列
読み取りを行い、各サンプルからの read数
を 100Kになるように、各サンプルから分注
後、すべての DNAサンプルを混合し、アガ
ロースゲル電気泳動により精製を行った。
その後、HiSeqによる bar-seqを行った。 
解析方法を模式的に図に示す。 

 
4) 各サンプルの再生育と bar-code断片調整 
	 図に示したように、各サンプルを LB 培
地で 100倍希釈を行い、OD600=2になるま
で再生育をさせた。その後、chromosome 
DNAの回収を行い、3)と同様に bar-code領
域の調整を行い、bar-seq解析を行った。 
 
6) bar-seq解析 
得られた配列から、PS1及び PS16の配列を
見つけ出し、その間の配列を bar-code 配列
とし、そのリストを作成する。その後、各
bar-code配列として得られた配列から、各遺
伝子欠失株の bar-code と比較して、欠失さ
れている遺伝子との対応関係を得る。プロ
グラムは基本的に pythonによる同時のプロ
グラムで解析を行った。 
 
４．研究成果 
1) 新規 bar-code欠失株ライブラリー構築 
	 bar-code 欠失株の構造と評価方法、bar-
code領域の構造を図に示す。 

	 Bar-code 欠 失 株 は 、 Keio 
collection(Datsenko and Wanner 2000)を作成
した作成した際の primer set を用い用いた。
したがって、欠失領域は Keio collectionと一
致しており、対象遺伝子の開始コドンと C



 

 

末側 6 アミノ酸を残して Cm 耐性遺伝子と
置換した構造を取る。部位特異的組換え部
位の FRT1 のすぐ下流に PS1 と PS16 の
priming site に挟まれた構造で 20 塩基のラ
ンダム配列を bar-code として導入した。欠
失株の各候補株は、図中オレンジ色で示し
たプライマーを用いて、欠失株の構造確認
を行い、そのうち down側の増幅段片を用い
て、bar-code配列の決定を行った。すべての
欠失遺伝子に対して、独立の 2 クローンを
取得し、保管した。一部の遺伝子に関して
は、独立 2 クローンを取得することができ
なかった。最終的に、7259 株を取得した。
すべての欠失株は bar-code 配列を決定し、
その遺伝子欠失との対応を取り、データベ
ース化した。 
2) bar-seqによる欠失株 population変動 
	 図に、各サンプルの遺伝子欠失株の
populationの変動を相対値で示した。 

各サンプルは全 7500 程の遺伝子株の混合
培養液中の相対値で示した。図から分かる
ように、3日目より一部の欠失株が有意にそ
の populationの蓄積を示した。5, 6日目のサ
ンプルに見られるようにオレンジ色の株が
急速にその population を増やしている。そ
の後 7 日目には急速に減少し、その後は再
び増えてくることは観察されなかった。 
3) 各サンプリング時の欠失株の生育能 
各サンプルの再生育後の bar-seq解析結果を、
同様に相対値で示した。 

図からわかるように、長期定常期を経た混
合培養液における欠失株の再生育能は大き
く違う。10日後に大半を占める株は cspC欠

失株で、tanscription antiterminationに機能す
る遺伝子の欠失である。これら変動する生
物学的意義については、今後の解析が必要
であるが、いずれにせよ、混合培養液を利用
して、populationの変動を定量的に解析する
方法の確立することができた。 
4) Chemical genomics解析 
population 変動変動と同様の実験を、20 種
類の細胞に対して毒性を示す薬剤を含んだ
培地中で行い、遺伝子と薬剤との相互作用
関係のシステマティックな解析を行った。
結果を heat mapに示す。 

 
6) 今後の可能性 
bar-code欠失株ライブラリーの確立を行い、
最初の例として長期定常期での各欠失株の
population変動の解析を行国債協働い、その
有用性を実証した。また、国際共同研究とし
て Wisconsin 大学のグループと同リソース
を用いた Chemical Genomics解析を行い、同
様にその有用性を証明することができた。
これまで研究の難しかった長期定常期での
細胞内 pH などの生理状態及び溶存酸素量
など環境状態の定量化を可能にしてきた。
これら新規リソース及び測定技術を活用す
ることにより、自然界あるいは自然界に近
い状態での細胞あるいは細胞集団の振る舞
いについての解析が急速に発展するものと
期待される。 
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