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研究成果の概要（和文）： 環境中の細菌は、細胞間で交信し、集団として環境悪化に対応する

。異なった役割を果たしている細菌細胞の個性解明を目標に、「単一細胞観測装置」を開発し、

単一細胞での転写の動態観測に初めて成功した。一方、環境に応じたゲノム転写パターン決定機

構解明を目標に、大腸菌の300種類転写因子の全てについて、制御支配下遺伝子群の同定と調節

機能の解析を実施した。本研究の成果を基盤に、新分野『細胞個性学』の確立を目指す。 

 
研究成果の概要（英文）： The model bacterium, Escherichia coli, is able to survive under 
various stressful conditions in nature by forming the bacterial community, in which each 
cell plays a different physiological role. For search of the role each plays, single-live 
cell observation systems were developed using newly constructed cell chips, and 
transcription in individual cells was analyzed. Towards understanding the regulation 
mechanism of genome transcription, we also performed the systematic analysis of 
regulatory roles of a total of 300 transcription factors from E. coli.  
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１．研究開始当初の背景 
 分子生物学は、ゲノム遺伝子数が少なく、

純粋細胞集団が得られるとの理由から、大腸

菌をモデル生物として勃興し興隆した。多く

の研究室が、実験室培養の対数増殖期の大腸

菌を共通の素材として実験を行い、現代生命

科学の基盤概念、特に遺伝情報伝達に関する

基礎知識は、大腸菌の研究で得られた。ゲノ

ム全構造の解析と平行して、大腸菌の自然界

での生存様式とりわけ環境応答への関心が

高まると、自然界では、単細胞の細菌も集団

を形成し、個々の細胞が種の生存のために、
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異なる役割を果たしている可能性が示唆さ

れ始めた。我々は、実験室培養の大腸菌も、

培養条件の悪化に伴い、異質細胞が生まれ、

環境適応を行っていることを示唆し、細胞集

団を、密度勾配遠心法で物理的に分画するこ

とに成功した。この初歩的成功を基盤に、細

菌単一細胞での、ゲノム転写を観測すること

を目標に、本特定領域研究を提案した。 
 
２．研究の目的 
ゲノム全遺伝子の転写包括制御は、転写装置

の遺伝子間での配分制御で行われることを、

石浜は提唱してきた（図１）。モデル実証を目

標に、大腸菌の「均質細胞集団」や「単一細

胞」を対象に、ゲノム全遺伝子の転写の動態

を定量的に計測する技術及び装置を開発し、

開発装置を利用して、細菌細胞ごとの局所環

境の変動に伴うゲノム転写応答の包括制御機

構を解明することを目的とした研究を展開し

、新たに『細胞個性学』の確立を目指す。 

 

図１ 転写装置の機能分化モデル 

 

３．研究の方法 
(１) 大腸菌転写因子の制御標的遺伝子同定

の Genomic SELEX 法： 大腸菌全 300 種転写

因子を精製し、純化転写因子とゲノム DNA 断

片混合物から複合体を単離し、転写因子認識

配列の分析から制御標的遺伝子を予測する

実験システムを開発した（図２）。 

(２) 転写プロモーター活性測定の TFP ベク

ターの開発： 試験プロモーターを GFP（緑

色蛍光蛋白）、標準プロモーターを RFP（赤色

蛍光蛋白）に結合し、同一プラスミドに挿入

し,GFP/RFP 比からプロモーターの活性と制

御を定量する TFP ベクターを構築した（図３）。

大腸菌凡そ 2,000 種プロモーターをこれに挿

入し、大腸菌プロモーターコレクションを構

築した。 

(３) 単一細胞観察装置の開発：細菌培養液

に感熱性アクリルアミドを加え、自作微小細

胞チップに還流し、局所を加熱してゲル化す

る装置を開発し、ゲル中に固定された細菌生

細胞を長時間観察する装置を開発した（図

４）。 

 

図２ Genomic SELEX 法 

 

 

図３ プロモーター強度測定ベクター 

 

 

図４ 大腸菌単一細胞観察装置 

 

４．研究成果 

大腸菌単一細胞でのゲノム全遺伝子の転写

包括制御機構の解明を目指し、下記の研究成

果を得た。 

(１) 大腸菌ゲノム全プロモーターの強度の

定量的計測： 大腸菌約 2,000 種プロモータ

ーの強度測定 TFP ベクターコレクションを作
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製し（図３）、大腸菌各種培養条件、各種増

殖相での、プロモーター活性の実測に成功し

た。また、環境変動に伴うプロモーター活性

変化の系統的解析を実施した。 

(２) 大腸菌全転写因子の支配下遺伝子群の

同定： 本研究で開発したGenomic SELEX法

（図２）を利用し、大腸菌転写因子約300種

の支配下遺伝子群の同定と転写制御機構の

解析を実施した。研究期間中に機能未知転写

因子100種を含め、約200種転写因子について

制御標的遺伝子群を同定した（表１）。 

(３) 大腸菌機能未知転写因子群の制御機能

の同定： Genomic SELEX解析で、YcdC (RutR

と命名), YdhM (NemRと命名),YgiP (Danと命

名)など、多くの機能未知転写因子の制御標

的遺伝子群を同定し、制御機能を発見した（

図５）。 

(４) 多因子制御プロモーターの発見： 多

数転写因子の制御標的の同定によって、多種

類の転写因子で支配されるプロモーターの

存在を発見した。多因子支配プロモーターは

、バイオフィルム形成統合制御遺伝子や、べ

ん毛形成の統合制御遺伝子など、多種類環境

要素・要因に応答する遺伝子群の転写制御に

関わっていた（図６）。 

(５) 多遺伝子制御転写因子の同定： 多数

遺伝子・多数オペロンの転写制御に関わる、

Cra, Crp, RutRなどの包括制御転写因子

(Global Regulator)群の同定に成功した。 

(６) 転写因子制御ネットワークの解明： 

多因子制御プロモーター、多遺伝子制御転写

因子を同定した結果、転写因子の支配・被支

配の壮大ネットワークが形成されているこ

とが判明した。 

(７) 大腸菌ゲノム上の転写因子作動部位の

同定： 大腸菌菌体中のDNA-蛋白質共有結合

形成処理をし、細胞破砕後、転写因子抗体を

利用して、転写因子-DNA複合体を回収し、DNA

塩基配列から、転写因子作動部位（制御遺伝

子）を推定するNIP法を開発し、主要転写因

子についてのゲノム作動部位を系統的に同

定した（図７）。 

 

表１ 大腸菌転写因子の機能分析 

 

 

図５ 新規核様体蛋白 Dan の発見 

 

 
図６ バイオフィルム形成マスター制御因子 

CsgD を巡るネットワーク 

 

図７ ピリミジン合成・分解遺伝子群転写因子

RutRの支配標的全遺伝子(A)と対数増殖期細胞内

制御遺伝子(B) 
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図８ 細菌単一細胞観察装置による大腸菌gcl 

プロモーター発現誘導の実測 

 

(８) 大腸菌転写因子の細胞内濃度と活性制

御の解析： 転写因子特異抗体を作製し、定

量的ウエスタン法を利用して、転写因子約

150種に関して細胞内濃度を計測した。一方

、形質分析アレイ(Phenotype Microarray)を

利用し、転写因子の活性を調節するエフェク

ターまたは環境要因の網羅的探索を行った。 

(９) 大腸菌「均質細胞集団」の分離とプロ

モーター強度と制御の観測： Percoll密度

勾配遠心法で、大腸菌増殖相の異なる細胞集

団への分離法を開発し、均質細胞集団のゲノ

ム発現パターンの差を解析した。 

(１０) 大腸菌「単一細胞観察装置」の開発

とプロモーター強度と制御の観測： 本研究

で開発した大腸菌「単一細胞」観察装置（図

４）を利用して、大腸菌生細胞をゲル中に固

定し、大腸菌各種プロモーターの活性を連続

長時間観測する画期的成果を得た（図８）。 

 
 ひとつの大腸菌細胞のすべての遺伝子の
転写制御機構の解明を目指した本研究で得
られた成果を基盤に、細菌細胞にも個性があ
ることが実証された。研究成果を基盤に、新
たに『細胞個性学』分野の確立の展望が得ら
れた。 
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