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1 序論

1.1 本論文の背景

ある環境での細胞の表現型を遺伝子型がどれだけ厳密に決定づけるかについて理解することは古くから現

在まで研究されている遺伝学研究の重要な問題の一つである。遺伝についての研究、あるいは推論は遺伝子

型や表現型の概念が定義されるよりもずっと前から行われてきた。知られている最古の例は古代ギリシャの

Hippocratesの仮説である [1]。どうして親と子の性質は似るのか、親あるいは祖先から子へどのように特徴や

形質が伝わるのかという問題に対して、Hippocratesは体の様々な部位から物質を生成し、それが生殖器に集ま

り結合することで生殖物質が形成され、伝達されると考えた [1, 2]。このような考え方は C. Darwinのパンゲネ

シス (“pangenesis”)仮説にも見られる [2]。ただしここでは遺伝する物質と形質の間に明瞭な区別はなかった。

遺伝因子と形質や特徴を区別した初期の有名な研究が G. Mendelの “Versuche über Pflanzen-Hybriden”

(邦訳: “雑種植物の研究”)である [3, 4]。G. Mendelはエンドウマメ (Pisum sativum)を交配させることで、種

子の形、胚乳 (子葉)の色、種子の皮の色、完熟した莢の形態、未熟な莢の色、花の配置、茎の長さの 7つの形

質がどのように変わるかを調べた。この研究の中で示されたのが有名なMendelの遺伝の法則 (分離の法則、独

立の法則、顕性 (優性)の法則)である。G. Mendelはエンドウマメのそれぞれの形質について純系同士を交配

させた雑種第一代を自家受粉させるとその後自家受粉を繰り返した時に形質が不変になるエンドウマメが現れ

ることを示した。この結果から、このようなエンドウマメが作られるには胚細胞と花粉細胞のそれぞれに全く

等しい因子が働いていると考えた。さらにこの顕性あるいは潜性になる因子が雑種の胚細胞や花粉細胞におい

て統計上同数作られていると仮定し、エンドウマメの各形質が現れる割合を見事に説明した。ただし、Mendel

のこの研究は、よく知られるように H. De Vries、C. Correns、E. Tschermakらに “再発見”されるまで日の目

を見なかった [5, 6, 7]。

このような遺伝する因子と、観察できる形質、特徴を分離し、1900年代初頭に表現型や遺伝子型の概念を定

義したのはW. Johannsenである。彼の定義によると、表現型 (“phenotype”)とは “All “types” of organisms,

distinguishable by direct inspection or only by finer methods of measuring or description ...”[2]、すなわち直

接見ることができるか、あるいはより詳細な測定や記述の方法によってのみ区別することができる形質あるい

は特徴のことを意味する。表現型はこのように実在するものであり、形や構造、大きさや色などの無数の表現

型がその時代から記述されてきた。一方で表現型と対立する概念として遺伝子型 (“genotype”)があり、遺伝子

型は “A “genotype” is the sum total of all the “gene” in a gamete or in a zygote.”[2]、すなわち接合子や配偶

子に含まれる遺伝子 (“gene”)全体を意味する。この遺伝子とは現在の分子生物学で用いられているようなタン

パク質 (酵素)の一次配列に対応するような情報ではなく、メンデルの研究における因子 (“factor”)に対応する

ものであり、遺伝因子と形質の対応を想定していた。

このような遺伝子型と表現型の概念の分離の重要性をW. Johannsenはマメの長さの分布を用いて説明した

[2]。彼は純系の遺伝的に同一であると考えられるマメであっても環境の要因の違いによって豆の長さが揺らい

でいることを示した。また、逆に複数の純系のマメを混ぜた時にある長さの一つのマメがどの純系のマメかを

見分けることがほとんど不可能であることも述べた。これらの結果は単一の遺伝子型であっても複数の表現型
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をとりうるし、単一の表現型であっても異なる遺伝子型に由来している可能性があることを意味する。表現型

のばらつきの要因を遺伝する因子と外部要因とに分離するため、遺伝子型という概念を表現型と区別したと考

えられている [8]。

G. Mendelから現代に至るまで多くの研究者はこの遺伝子型と表現型の対応関係を “遺伝子型がどの表現型

に対応するか”ではなく、“遺伝子型の違いは表現型の違いにどのような影響を及ぼすか”ということから探索

してきた [2, 3, 8, 9]。実際W. Johannsenは “We do not know a “genotype”, but we are able to demonstrate

“genotypical” differences or accordances.”[2]と述べている。この遺伝子型の違いと表現型の違いの対応は G.

Mendelのエンドウマメの実験の 7つの形質のように一つの遺伝子が一つの形質を決定するような単純な対応だ

けではなく他の遺伝子やW. Johannsenの述べるように気温などの外的環境などと共に考える必要があった。

その一つの例が 1907年にW. Batesonによって提唱された “epistasis”と呼ばれる現象である [10]。彼はラッ

トの体色がグレー (agouti)、黒、茶色 (cholorate)になることをグレーになる遺伝子と黒になる遺伝子の 2つの

遺伝子を用いて、黒色の遺伝子の有無によらずにグレーになる遺伝子を持っていればグレー、グレーの遺伝子

がない時に黒色の遺伝子を持っていれば黒色、どちらの遺伝子も持たないとに茶色になると説明した。グレー

になる遺伝子、黒色になる遺伝子という二つの遺伝子の関係を記述する際に顕性や潜性という言葉を用いるこ

とは、顕性や潜性が厳密には対立遺伝子でのみ定義される関係であるため不適切である。そのため、Bateson

は表現型が現れるグレーになる遺伝子を “epistatic”、表現型が現れない黒色の遺伝子を “hypostatic”という言

葉で表現した [10]。現代では “epistasis”という言葉は今述べたような優性上位と呼ばれる現象だけでなく、一

つの遺伝子座の遺伝子型の違いが表現型に及ぼす影響が他の遺伝子の遺伝子型によって変化する現象全体に対

して使われている [9, 11]。広義の “epistasis”現象についてはG. Mendelもインゲンの花の色の形質を説明する

際に似たようなことを推測していた [3]。インゲンの花の色は白色または紫紅色であるのだが、白色と紫紅色を

交配した雑種第二代では花の咲いた 31株のうち 1株だけが白色であった。もし一つの因子で花の色が説明でき

るのであれば 4つに 1つは白色の花のインゲンが得られるはずであるため、この白色のインゲンが得られる割

合と大きく異なっていた。そこで G. Mendelは 2つまたはそれ以上の因子が花の色に関与していると想定し、

この複数の因子の少なくとも一つが顕性であれば紫紅色になるというのちに epistasisの中でも同義遺伝子と呼

ばれる現象を考えていた。これに基づくと 2つの因子を仮定した場合には 16株に 1株、3つの因子を仮定した

場合には 64株に 1株のみが白色の花になると説明した。

遺伝子型と表現型の対応関係の複雑さは “genetic canalization” あるいは “表現型バッファリング”と呼ば

れる現象でも観察される。genetic canalizationあるいは canalizationは遺伝子や環境の摂動をバッファし、表

現型レベルでは違いが観察されなくなるという 1940 年代に C. Waddington によって提唱された概念である

[12]。C. Waddingtonは野生型の生物の発生の恒常性から遺伝子型の違いがあったとしても発生過程に違いが

現れることなくバッファすることができると洞察した [12]。さらに近年、Hsp90と呼ばれる分子シャペロンが

遺伝子型の違いが表現型に現れることを抑制していることがわかった。分子シャペロンはタンパク質のフォー

ルディングを補助するタンパク質である [13]。Hsp90に変異を与える、あるいは Hsp90を抑制する薬剤の投与

によって、Drosophila の発生が影響を受け、それまで抑制されてきた遺伝子型のばらつきの影響が表現型に現

れた [14]。その結果として、翅の血管の発生や、目の形成などが変化した。Hsp90のような分子シャペロンを
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介した canalazationあるいは遺伝子型のばらつきに対するバッファリングは広く他の生物種でも調べられてい

る [14, 15, 16, 17]。

epistasisや canalizationのように、遺伝子型-表現型の対応関係は他の遺伝子や環境など複数の要因が関与

しており、その複雑さのため現在でも完全には理解されていない。確かに 20世紀の分子生物学の発展は遺伝学

にも大きな影響を及ぼした。遺伝子が染色体にあり、遺伝子の本体が DNAであること、また遺伝子がタンパ

ク質 (酵素)の一次配列情報を有しているおり、DNAの塩基配列とタンパク質の対応 (コドン表)が作られたこ

となど、その例は枚挙にいとまがない [5, 6, 7]。その中で遺伝子という概念も、ある特定のタンパク質をコー

ドする情報という意味でも使われるようになってきている [5, 18]。しかしながら、それでもなお遺伝学の本質

的な課題はG. Mendelから今に至るまで変わらず遺伝子型の違いが表現型の違いにどのように現れるかという

点である [8, 9]。それは “We sometimes seem to have forgotten that the original question in genetics was not

what makes a protein but rather ‘what makes a dog a dog, a man a man.”[19]という D. Nobleの言葉にも表

されている。また、遺伝子や遺伝子型は発生のような表現型を決める要素の一つではあるものの、遺伝子だけ

で表現型が決まる “blueprint”というわけではない [19, 20, 21, 22]。だからこそ一部の生物において全塩基配列

が決定できるようになった今であっても、この遺伝子型と表現型の対応関係の理解は道半ばであり、現在でも

模索され続けている。

先述したとおり遺伝子型-表現型の対応関係は遺伝子型の違う細胞の表現型の違いを調べることによって模

索されてきた。特に近年では、ノックアウトや突然変異といった方法で遺伝子型に変化を与えた細胞と元の遺伝

子型をもつ細胞の表現型を比較することが行われている [23, 24]。この比較を行うためには塩基配列を読む技術

や意図した遺伝子変異 (遺伝子除去、遺伝子挿入、点突然変異 etc.)を与えるための遺伝子組換え技術、ゲノム

編集技術の発展が不可欠である。ゲノムシーケンス技術としては 1970年代に開発されたサンガーシーケンス法

[25, 26]が、現在までよく用いられている。また、近年では次世代シーケンスと呼ばれる技術が発達し、サンガー

法に比べてより多くの配列を同時に読むことで大量の塩基配列情報を読むことができるようになった [27, 28]。

このような発展の中で、大腸菌をはじめとして [29]、多くの生物種のゲノムが決定されてきた。一方で、遺伝

子組換え技術も急速に発展してきている [30]。例えば 2000年に K. Datsenkoと B. Wannerによって発表され

た遺伝子組換え手法 [31]は大腸菌の遺伝子組換えにおいて今でもよく用いられる手法の一つである [32, 33]。こ

の手法を用いて開発された大腸菌の一遺伝子ノックアウトライブラリー (Keioコレクション [34])は目的の表

現型に関わる遺伝子のスクリーニングに活用されている [35, 36, 37]。また近年では CRISPR/Cas9システム

[38, 39]を利用した遺伝子組換え技術も発展し続けている。これらの方法では、元の遺伝子型を持つ細胞株に対

して変異を与え、目的の遺伝子変異が起こった細胞を選択的に取得し変異株を樹立している。

また、遺伝子型-表現型の対応関係の探索には遺伝子組換え技術と同様に様々な表現型を測定する技術も必

要不可欠である。測定できる表現型として古くから用いられてきたものとしては細胞やコロニーの形態、色な

どが挙げられる。さらに近年では技術の発展によってマイクロアレイや RNA-Seqによる遺伝子の発現量 [40]

やマススペクトロメーターによるタンパク質量の測定 [41]など、細胞内の分子情報を網羅的にはかるオミクス

データも得られるようになってきた。また、全く同じ遺伝子型を持つ細胞であっても細胞ごとの各遺伝子の発

現が揺らぐことが 1細胞レベルの観察によって明らかにされている [42, 43, 44, 45, 46, 47]。そのため近年では
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遺伝子型-表現型対応を考える際にも従来の集団レベルでの解析だけでなく一細胞レベルでの解析、比較も行わ

れている [23, 24, 48]。

このような遺伝子組換え技術、細胞の表現型を測定する技術の発展は遺伝子型-表現型の対応関係の決定に

貢献してきた。しかしながら、この対応関係の評価では遺伝子型に変異を与えてから十分時間がたった、表現型

が安定した細胞集団を樹立し、その集団の表現型を変異を与えていない細胞集団の表現型と比較している。そ

のため、遺伝子型に変化を与えてから新たな安定表現型が得られるまでに細胞がどのような状態変化過程を辿

るかという知見は限られている [49, 50, 51, 52, 53]。

遺伝子型に変化を与えてから、表現型に変化が及ぶまでの遅れ時間について焦点を当てた研究の一つは S.

Luria とM. Delbrückの研究である。S. Luria とM. Delbrück の研究では大腸菌におけるファージ耐性の出現

頻度の分布から、耐性が突然変異によってもたらされることを示したが、その研究の中で表現型の遅れについて

議論していた。彼らは、もし突然変異が起こってから耐性が形質として現れるまで n世代かかるのならば、2n

個の倍数の細胞が耐性を持った状態で現れると予想した。しかし実際の結果では突然変異の出現個数が 1つと

なるようなものが多かったため、彼らは表現型の遅れはほとんどない (n≃0)と結論づけた [49]。一方、近年の

研究において L. Sunらは大腸菌のゲノム DNAの倍数性により変異遺伝子がホモになるまでに数世代かかり、

その結果、表現型の遅れが生じることを示した [52]。1つのゲノムに対して潜性変異が入ったとしても、初期で

はその変異は他のゲノムの同じ遺伝子には存在しないため、その影響が表現型上には現れてこない。そこで彼

らは、薬剤耐性遺伝子を導入したあとすぐに耐性表現型を得た細胞の割合と、一度薬剤のないプレートにまい

た後で薬剤ありのプレートにまいた時に耐性を持つに至った細胞の割合の比を組換えからの時間を変えて評価

した。すると平均して組換えから 3∼5回の複製、分裂の後から薬剤耐性表現型が現れることを示した [52]。実

際、現在分子生物学で用いられる遺伝子組換えの手法では、通常遺伝子組換えした後数時間培養しその後に選

択マーカー入りの培地に曝す必要がある [31]。このことは遺伝子を組換えてから表現型が現れるまでに一定の

時間を要することを示唆している [52]。

また、L. Sunらの研究では遺伝子変化直後の細胞をアガーにまいて顕微鏡観察することによって表現型変

化を一細胞レベルでも観察した [52]。彼らはナンセンス突然変異が入った yfp 遺伝子を持つ細胞に対して、変

異を修正する DNAを電気穿孔法によって導入し、30分間 LB培地で回復させた後観察したところ、一部の細

胞系列で観察開始の 4∼5世代後から YFPの蛍光が観察されることを示した。

遺伝子型の変化が表現型の変化へ波及する様子を一細胞レベルで観察した他の研究としては接合による遺

伝子の水平伝播の観察が挙げられる [53, 54]。S. Nolivosらは tetA-mcherry 遺伝子を持たせたプラスミドがレ

シピエントの大腸菌に入ってからのmCherryの蛍光を観察した。この時プラスミドの水平伝播はGFP蛍光を

用いた parS/ParB結合システム [55]を用いて確認した。mCherryの蛍光は 30分後に観察されたが、これは

mCherryのフォールディングにかかる時間 (t50 = 22 分 [56])を考慮するとプラスミドを獲得してから数分以内

に発現が始まっていることを示唆している [53]。

これらの近年の研究は遺伝子型に対する摂動が表現型に及ぶ様子を一細胞レベルで観察した研究であり、遺

伝子型変化と表現型変化の時間差を明らかにしているが、いくつかの問題点を抱えている。L. Sun et al.では遺

伝子組換えで一本鎖 DNAを導入 [57]して点突然変異を誘起している [52]。そのため、遺伝子の挿入や除去と
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いった組換えには用いることが難しい。また、電気穿孔法での導入は遺伝子組換え効率があまり高くなく最終

的な組換え率は 1%から 0.1%のオーダーであった [52]。さらに電気穿孔法によってフィラメント状の細胞が出

現することも過去の研究で知られており、細胞の生理状態に影響を与える [52, 58]。その上、電気穿孔法を行う

ことから遺伝子組換え前の細胞の状態を調べることは困難である。また、S. Nolivosらの研究ではゲノム上の

変化ではなく、プラスミドの水平伝播を用いて観察をしている。そのため遺伝子を追加すること以外は困難で

あり、遺伝子の欠損や点変異の影響を調べることができない。そして、ドナー細胞とレシピエント細胞の両方

を同じ場所で観察する必要がある。ドナー細胞とレシピエント細胞を見分けるために異なる蛍光タンパク質遺

伝子を用いる必要があり、その結果として遺伝子型状態のプローブとして用いることのできる蛍光タンパク質

の種類が限られてしまう。さらに、どちらの研究でも細胞の状態変化を数時間までしか観察できていない。こ

れまで述べてきたように遺伝子型摂動から表現型が変化し始めるまでの時間は 0世代から 4∼5世代と必ずしも

一定ではなく、そのため安定化するまでの時間も導入手法や与える遺伝子変異によるだろう。また、安定した

表現型が数世代周期の振動を示すこともある [59]ため、長期観察が求められる。また、これまで挙げてきた研

究では、組換え前の一細胞レベルでの表現型がその後の表現型にどのような影響を与えるかについては議論さ

れていない。

一方で、直接的に遺伝子型に摂動を与えていないものの、遺伝子発現を誘導する、あるいは抑制した後の

細胞の表現型変化を観察した例は多く行われてきた。これらの観察から得られる知見は遺伝子型-表現型の対

応関係を理解するために有用であるかもしれない。しかしながら、ある遺伝子の転写あるいは翻訳を抑制した

場合とその遺伝子を除去した場合のとりうる表現型は必ずしも一致するわけではない。その例として “genetic

compensation (遺伝子補償)”と呼ばれる現象が挙げられる。遺伝子補償とは変異した遺伝子またはその遺伝子

に関連した遺伝子の RNA、タンパク質レベルを変化させることで遺伝子変異による細胞機能の喪失を補償で

きる現象のことである [60]。この遺伝子補償と呼ばれる現象では変異が入った遺伝子の mRNAの分解によっ

て配列の似た遺伝子の発現量が増加するというメカニズムが明らかになっている [61, 62]。一方でこの現象は

CRISPRiによる抑制では観察されず、遺伝子変異を与えた場合と異なる表現型になった [61]。

また、成長に必須な遺伝子の発現を抑制した場合に、抑制している環境にもかかわらず、その遺伝子の発現

を回復するような適応現象があることも知られている [63, 64]。この結果は遺伝子を持ってさえいれば発現でき

る状態を見つけられることを示唆している。このような研究を考慮すると、誘導系を用いた結果と遺伝子型に

摂動を与えた際の結果を同一視することは必ずしも適当ではない。

1.2 本論文の目的

これまでの遺伝子型-表現型の対応関係探索における背景を踏まえて、本博士論文ではこれまでほとんど観

察されてこなかった遺伝子型が変化した直後からの細胞の表現型の変化を追尾観察することを目指した。特に

一細胞レベルで追尾観察を行うことで、全く同じ遺伝子変異を与えた際に表現型の変化過程がどの程度異なっ

ているのかということが明らかにできるだろう。これは従来の、遺伝子型に変異を与えてから十分時間が経っ

た細胞の表現型を比較することでは得られない情報である。また、このような一細胞レベルでの追尾観察を用

いることで、これまでは遺伝子組換え株を樹立することができなかった致死的な変異に対しても、変異を与え
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てから生存、増殖ができなくなるまでの細胞の表現型変化の様子を観察することができると考えられる。さら

に、遺伝子型-表現型の対応関係を考える上で重要な要因である他の遺伝子の発現量や細胞の生育環境の影響に

ついて、遺伝子型に変異を与える前の遺伝子発現の違いや細胞が遺伝子変異を与えられる前後でさらされてい

た環境の違いが遺伝子組換えをした後の表現型にどのような影響を与えるのかを明らかにすることを目指した。

そのため、本研究では一細胞追尾観察している細胞に対して、遺伝子組換え、特に遺伝子の除去という摂動を与

え、その後の細胞の表現型変化を観察する実験系を構築した。この実験系を用いて薬剤環境下で薬剤耐性遺伝

子を除去する実験を行った (2章)。この薬剤耐性遺伝子除去実験によって、従来の遺伝子型-表現型の対応関係

からは予想されないような、耐性度を十分下げる遺伝子変異に対する細胞の履歴依存的な適応現象を発見した。

また、1.1 本論文の背景でも述べたように、遺伝子組換え技術は細胞の遺伝子型の違いを生み出すという点

で遺伝子型-表現型の対応関係を調べるために現在では不可欠な技術である。従来、細菌によく用いられている

方法では意図しない配列 (スカー配列)が残存することや、導入可能な遺伝子配列の長さが短いという欠点が

あった。また、近年開発された方法では導入できる配列長の短さや意図しない配列の残存といった欠点は克服

できたものの、遺伝子組換え部位によっては効率が低いという問題が残っていた。組換え効率が低いと組換え

に成功した細胞を取得するために多くの時間や手間を割くことになってしまう。そのため、本研究では今後の

遺伝子型-表現型の対応関係探索に有用な新たな高効率遺伝子組換え技術の構築を目指した。蛍光タンパク質を

利用し、遺伝子組換え効率が低い組換えであっても蛍光の有無から組換えに成功した細胞を効率よく識別する

手法を構築した (3章)。

1.3 本論文の構成

2章では、細胞の生存あるいは成長に関わるような薬剤耐性遺伝子を除去し、その後の細胞の振る舞いを観

察した。本研究では静菌剤として広く知られるクロラムフェニコール (Cp)[65]を用いて実験を行なった。この

実験では、遺伝子型変化によって生じる一細胞レベルでの表現型の変化を追尾観察するため、マイクロ流体デバ

イスと光で遺伝子組換え酵素を制御する光遺伝学のシステムを組み合わせた。これらの実験系を用いて、あらか

じめ蛍光タンパク質遺伝子 mcherry でタグ付けしたクロラムフェニコール耐性遺伝子である chloramphenicol

acetyltransferase (cat)遺伝子 [66, 67]を大腸菌のゲノム上に導入し、この遺伝子を除去した時の細胞の挙動を

明らかにすることを目指した。

mcherry-cat 遺伝子を導入した大腸菌に対し、Cp環境下でmcherry-cat 遺伝子を除去したところ、25%の系

列で耐性遺伝子が失われた。このうち 40%の耐性遺伝子を失った細胞系列では、耐性遺伝子なしに Cp環境下

で分裂を継続した。一方で遺伝子除去を薬剤のない環境で行い、10時間以上経った後に Cpを投与した場合こ

のような Cpに対する適応は見られなかった。

適応できた細胞とできなかった細胞の違いを明らかにするため、蛍光タンパク質遺伝子を用いて、Cpの標

的であるリボソームの大サブユニット、小サブユニットタンパク質 (RplS、RpsB)、及び細胞のグローバルな

発現制御に関わる因子である guanosine 5’-diphosphate 3’-diphosphateおよび guanosine 5’-triphosphate 3’-

diphosphate(まとめて (p)ppGpp)のレポーター RpoSの変化を観察した。リボソームのデュアルレポーター株

を用いた実験では、Cp環境下で cat 遺伝子を失った細胞では RplSと RpsBの量比が崩れることを見出した。
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しかし、分裂を継続する細胞ではこの量比が成長の回復とともに回復する事を確認した。また、RpoSレポー

ター株を用いた実験では耐性遺伝子の除去によって RpoSの発現量が減少した一方で、分裂を継続する細胞で

は分裂を停止した細胞より RpoSの量が多いことを確認した。これらの結果は耐性遺伝子の除去に対しても細

胞が耐性遺伝子以外の遺伝子発現状態を変化させながら適応的な状態を見つけることができることを示してい

る。一方で適応的な状態に至れるかどうかは細胞内の発現状態や遺伝子除去のタイミングと細胞がさらされる

環境の履歴によって変化することを示唆している。

次に 3章では、既存の遺伝子組換え技術を改良して、より効率よく遺伝子組換えに成功した細胞を取得する

方法の開発を目指した。大腸菌のゲノムにスカー配列を残さずに遺伝子組換えを実現する手法としてH. Tasら

が開発した λ-Redと I-SceIを用いた方法がある [68]。しかしこの方法は遺伝子組換え部位によっては組換え効

率が低いという問題があった。そこで本研究では遺伝子組換えに失敗したコロニーと成功したコロニーを蛍光

の有無で識別できる手法を構築することで、組換え効率が低い場合でも選択的に遺伝子組換えに成功した細胞

を取得できるようにすることを目指した。

実際、構築した手法を用いたところ、組換え効率が 1% ∼ 5%程度であっても、高い効率 (80% ∼ 100%)で

組換えに成功したコロニーを選択することに成功した。この手法では遺伝子の導入だけでなく、スカーレスな

遺伝子除去にも成功した。さらにH. Tasらの研究と同様に 7 kbp程度の長い配列の遺伝子も導入できることを

確認した。これらの結果から、蛍光を利用することで高い効率で遺伝子組換えに成功したコロニーを取得する

手法を確立した。このような遺伝子組換え手法の改良は遺伝子型-表現型対応関係の理解の深化に寄与しうる。

4章ではこの博士論文のまとめと今後の展望を行う。
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2 耐性遺伝子の除去に抗した薬剤に対する大腸菌の履歴依存的な適応

2.1 本章の要約

本章では、大腸菌のゲノム上に導入したクロラムフェニコール (Cp)耐性遺伝子を Cp環境下で除去し、そ

の後の細胞の成長や遺伝子発現の変化を観察した。一細胞レベルでの表現型の変化を追尾観察するため、マイ

クロ流体デバイスmother machineと青色光で遺伝子組換え酵素を制御する Photoactivatable Cre (PA-Cre)シ

ステムを組み合わせた。あらかじめクロラムフェニコール耐性遺伝子である cat 遺伝子を大腸菌のゲノム上に

導入し、この実験系を用いて遺伝子を除去した時の細胞の挙動を明らかにすることを目指した。

まず Cpのない環境下でこの実験系の評価を行った (2.4.1-2節)。mcherry-cat 遺伝子を導入した大腸菌を用

いて 30分の青色光照射したところ、25%の系列でmcherry-cat 遺伝子が失われた。また、青色光の照射や耐性

遺伝子の有無は細胞の成長に影響を及ぼさなかった。

次にCp環境下でmcherry-cat 遺伝子を除去した (2.4.3節)ところ、耐性遺伝子を失った細胞系列のうち 40%

の細胞系列では、耐性遺伝子なしに Cp環境下で 60時間以上分裂を継続した。この Cpに対する適応は適応的

な追加変異によるものではなかった。一方で遺伝子除去を薬剤のない環境で行い、10時間以上経った後に Cp

を投与した場合このような適応は見られなかった (2.4.4節)。

この耐性遺伝子の除去に抗した適応は耐性遺伝子の産物 CATの残留では説明できない。そのため、cat 遺

伝子以外の細胞の発現状態の変化が必要である。適応できた細胞とできなかった細胞の違いを明らかにするた

め、Cpの標的であるリボソームの大サブユニット、小サブユニットタンパク質 (RplS、RpsB)の発現量変化を

観察した (2.4.5節)。リボソームのデュアルレポーター株 (rplS-mcherry、rpsB-mvenus)を構築し、Cp環境下

で cat 遺伝子を除去したところ、25%程度の耐性遺伝子を失った細胞系列が得られた。耐性遺伝子を失った細

胞では成長の低下とともにRplSとRpsBの量比が崩れた。しかし、分裂を継続する細胞ではこの量比が成長の

回復とともに回復する事を確認した。

さらにリボソームの発現に関与し、細胞のグローバルな発現制御に関わる因子である (p)ppGppのレポー

ターである RpoSの発現量変化を観察した (2.4.6節)。この RpoSレポーター株 (rpoS-mcherry)を用いた実験

により Cp環境下で cat 遺伝子を失うと RpoSの発現量が低下することを確認した。耐性遺伝子を失っても分

裂を継続する細胞では分裂を停止した細胞に比べて適応途中の段階で RpoSの発現量が多かった。ここで観察

された RpoSの量の関係はリボソームレポーターでの観察結果から予想される挙動と一致していた。

これらの結果は耐性度を下げ、従来の遺伝子型-表現型対応で考えた場合成長ができなくなるような遺伝子

変異に対しても細胞が適応的な状態を見つけることができることを示している。一方で適応的な状態に至れる

かどうかは細胞内の発現状態や遺伝子除去のタイミングとそれ以前に細胞が経験する環境の履歴によって変化

することを示唆している。
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2.2 序論

2.2.1 本研究の背景

自然界において細菌は外部環境および遺伝的な摂動に常に曝されている。生存、増殖するために細胞はこれ

らの摂動に対し適応できる、あるいは頑健である必要がある。環境摂動の例として栄養枯渇が挙げられる。栄

養枯渇の際、大腸菌および近縁の細菌は RpoSと呼ばれるストレス環境の際に誘導される σファクターを発現

し、これを介して細胞自身をストレスから守るために細胞内の代謝産物や遺伝子発現のプロファイルを変化さ

せる [69]。アミノ酸産生の遺伝子が発現される一方で増殖に必要な因子や転写翻訳のためのタンパク質の発現

は抑制される [70, 71]。その結果成長を抑制し、アミノ酸を生成することで限られた栄養環境の中で細胞自身を

守っている。

また、紫外線 (UV)の照射や複製の際のエラーは SOS応答を誘起し、DNAの修復系と突然変異の両方を

誘導する [72]。DNAの修復系では SOS応答によって誘導される UvrABCDによって、ヌクレオチド除去修復

が行われる。ヌクレオチド除去修復では DNAの歪みを認識しその部分を切断し、DNA鎖を作り直すことで

DNAの損傷を修復する。一方で SOS応答によって活性化した RecAタンパク質により UmuCDタンパク質が

活性化する。活性化した UmuCDは結合して DNAポリメラーゼ Vとなる。この DNAポリメラーゼは損傷乗

り越え合成をするため、変異が入りやすいポリメラーゼである [73]。そのため変異が生成される。

もし必須な遺伝子配列に遺伝子変異が生じ、修復されなかったら、その影響は細胞の表現型に影響を及ぼ

し、時として細胞死の原因ともなる。遺伝子変化によってどのくらい迅速に表現型が変化するか、また、ある環

境で同じ遺伝子変化が生じた場合、常に同じ表現型になるのかという問いは遺伝学において重要な問題である。

F. Ryanや L. Sunの研究では遺伝子型の変化から表現型の変化までの時間を議論している [51, 52]。F. Ryan

の研究では UVの照射によって出現するペニシリン耐性の頻度が、UV照射直後にペニシリンに曝す場合より

も、UV照射後ペニシリンのない環境で 12世代ほど培養した後にペニシリンに曝した場合の方が増加すること

を確認した [51]。F. Ryanはこのペニシリン耐性細胞が出現する頻度の上昇の原因を遺伝子型の変化が表現型

の変化に反映されるまでに時間がかかるという考えだけでなく、複数の仮説を提案した。例えば、L. Sunらの

研究のように細胞内に染色体が複数コピー存在しそのうちの一つに潜性変異が入ったため耐性表現型が現れる

までに複数回分裂が必要だったという仮説や、あるいはペニシリン耐性変異を得た細胞が野生型よりも成長率

が高かったといった仮説を立てて、F. Ryanの研究で見られた遺伝子型の変化から表現型の変化までの時間が

説明できることを指摘した [51]。しかしながら、多くの遺伝学の研究においては遺伝子型-表現型対応の時間依

存性や対応の冗長性という点についてはほとんど考慮されていない [52]。

一方で、細胞内の生理調整システムによって遺伝子変化の影響を和らげる、あるいは補償できることがわ

かっている。その一例が 1.1 本論文の背景で説明した表現型バッファリングを担うタンパク質のフォールディ

ングを助けるタンパク質、分子シャペロンである。全ての遺伝子変異の影響をバッファすることができるわけ

ではないものの、分子シャペロンによって一部の遺伝子変異の影響が表現型に顕在化することを妨げているこ

とが知られている [74]。突然変異を蓄積した大腸菌に対して分子シャペロンの一つである GroEを過剰発現さ

せると適応度が上昇することがわかっている [15, 75]。一方でショウジョウバエの分子シャペロン Hsp90を阻

害すると羽や眼の形が野生型と異なる物が多く現れる [14]。このような現象は細菌やショウジョウバエだけで
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なく酵母 [17, 76]、植物 [16]などでも知られており、分子シャペロンによる表現型のバッファリングは原核生

物、真核生物問わず幅広く保存されている。

また、多くの生物で、変異した遺伝子またはその遺伝子に関連した遺伝子の RNA、タンパク質レベルを変

化させることで遺伝子変異による細胞機能の喪失を補償できることが知られている [60]。この遺伝子補償と呼

ばれる現象では変異が入った遺伝子の mRNAの分解によって配列の似た遺伝子の発現量が増加するというメ

カニズムが明らかになっている [61, 62]。

また、枯草菌において、変異した芽胞生成の制御因子の発現ノイズによって芽胞形成表現型に対する影響が

部分的にしか浸透しないという現象 (partial penetrance)も知られている [77]。このような多種の生物にまたが

る観察結果から、遺伝子変異によって引き起こされる表現型変化は、環境や細胞の生理的状態に基づいて変化

しうることが示唆される。それによって生物の生存や進化が促進されているかもしれない。

これまで触れてきたような先行研究がある一方で、薬剤環境下で薬剤耐性遺伝子を除去するような遺伝子変

異に対して細胞が生き残る術があるのかという問題に対してはいまだに十分に調べられていない。さらに、遺

伝子変異直後に細胞がどのような反応を示すのか、また、より長時間のスケール (数十世代以上)で見たときに、

細胞の生理状態あるいは表現型的な状態はどのような変化過程を辿るのかという点についてもほとんど理解さ

れていない。これらの問題を解決するためには、制御されたタイミングで意図した遺伝子変異を発生させるこ

とと、変異前からの表現型の変化過程や最終的に行きつく表現型を明らかにするために、変異が起きた細胞を

一細胞レベルで長時間追跡することが必要である。

2.2.2 光を利用した細胞反応の制御

意図した遺伝子変異を意図したタイミングで誘導する方法の一つとして光を用いた細胞内反応の操作を利

用することが考えられる。光を利用した細胞内反応の操作は元々神経伝達制御の分野で発展したものであるが

[78]、近年遺伝子発現制御 [79, 80, 81, 82, 83]やタンパク質相互作用のスイッチング [84, 85]、シグナル伝達の

制御 [86, 87]などにも応用されている。光を利用した遺伝子組換えについても Cas9や Creと呼ばれる遺伝子組

換え酵素を制御する形で近年開発がいくつもなされている [88, 89, 90, 91, 92]。

その中で本研究では佐藤守俊研究室で開発された PA-Creシステムを用いた (Fig. 1)[92]。PA-Cre遺伝子組

換えシステムは CreCおよび CreNと呼ばれる遺伝子組換え酵素 Cre[93]の断片に、p-Magnet (p-Mag)および

n-Magnet (n-Mag)をそれぞれ２アミノ酸リンカーを用いて結合したタンパク質からなる。p-Magと n-Magは

アカパンカビの光受容体タンパク質 Vivid由来のタンパク質であり、青色光の照射によってヘテロ二量体を形

成する [85]。そのため、PA-Creシステムを発現している細胞に青色光を照射することによって pMag-CreCと

nMag-CreNが結合し、Creが遺伝子組換え活性を回復する。青色光照射のタイミングを制御し、あらかじめ意

図した遺伝子組換えを引き起こせるように Creの認識配列である loxP配列を導入することによって、意図した

遺伝子組換えを意図したタイミングで誘起することができるようになる。
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Blue light
(BL)

Dark
CreN CreC

n-Magnet p-Magnet
Inactivated Cre Activated Cre

Recombination
PLtetO1

loxP loxP
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Pos9-1 (RGB).pdf
241 x 97

Pos9-2 (RGB).pdf
241 x 97

catmcherry

Fig. 1: PA-Cre 遺伝子組換えシステム. 青色光の照射によって p-Mag及び n-Magのヘテロ二量体が形成され

る。これによって Creが組換え活性を取り戻し、目的遺伝子mcherrry-cat を除去する。下の画像は位相差像と

mCherry-CATの蛍光像の重ね合わせである。左の画像と右の画像はそれぞれ青色光の照射前の大腸菌と照射

後の大腸菌の画像である。
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2.2.3 一細胞観察のためのデバイス

一細胞レベルで細胞の状態を長時間追跡する方法は、この 20年で数多く開発されている [94, 95, 96, 97, 98]。

その中でも特に多くの研究で用いられている方法は “mother machine”と呼ばれるデバイスである (Fig. 2)[94]。

mother machine は P. Wang らによって発表されたマイクロ流体デバイスであり、新鮮な培地が一定の流速

で流れるメイン流路と、細胞がトラップされその内部で分裂成長する観察チャンネルからなる。観察チャンネ

ルの一方の端はメイン流路に接続されており、ここから常に栄養が供給される。もう一方の端は閉じられてお

り、行き止まりになっている。そのため、閉じられた端にいる細胞が分裂成長をするとメイン流路側に他の細

胞を押し出していき、押し出された細胞は最終的に培地の流れによって排除される。一方で、閉じられた端に

いる細胞自身は常に一番奥に残るため、この細胞は長期間にわたり観察チャンネルの中にとどまる。この細胞

を観察することで細胞の表現型の変化を長期間追跡することができる。この mother machineデバイスは当初

は大腸菌の計測に用いられていた [94, 97, 99, 100, 101, 102]が、現在では枯草菌 (Bacillus Subtilis)[103]、酵

母 (Schizosaccharomyces Pombe)[104]、培養細胞 [105]などにも用いられている。また、mother machineを応

用した類似の形状のデバイスも多く作られるなど発展を続けている [106, 107, 108]。

2.2.4 本研究について

本研究では意図したタイミングで意図した遺伝子変異を与え、その後の細胞の表現型変化を追尾観察するた

め、PA-Creシステムおよびmother machineを組み合わせた。大腸菌 (Escherichia coli)の染色体上に蛍光タ

ンパク質遺伝子でラベルした薬剤耐性遺伝子を、遺伝子の上流および下流に loxP配列を入れた形で導入した。

この大腸菌をmother machineにトラップし、青色光を照射することで意図した薬剤耐性遺伝子の除去をデバイ

ス内で誘導した。薬剤環境下で耐性遺伝子を失った細胞は 5-7世代のうちに成長速度が減少した。しかし、耐

性遺伝子を失った細胞の一部は、新たな薬剤耐性を付与する遺伝子変異を得ることなく、徐々に成長を回復し

た。対照的に、薬剤のない環境で耐性遺伝子を除去し、10時間以上経ったのちに初めて薬剤を投与した場合、

耐性遺伝子を失った細胞は全て成長を続けることができなかった [109]。

さらに耐性遺伝子を失ってもなお Cpに対して適応する細胞の耐性遺伝子以外の変化を観察するため、Cp

の標的であるリボソームや、リボソーム遺伝子を含むグローバルな遺伝子制御に関与する (p)ppGppのレポー

ターRpoSについて観察した。その結果、耐性遺伝子の除去によってリボソームタンパク質の量比が崩れた。一

方で分裂を継続した細胞では量比の崩れが回復することがわかった [109]。さらに RpoS レポーターを用いた実

験からリボソームレポーターの結果から予想される挙動と一致する形で (p)ppGppが減少することがわかった。

これらの結果から細菌は薬剤環境で耐性度を下げるような遺伝子変異であっても、cat 遺伝子以外のグロー

バルな遺伝子発現プロファイルを変化させることによって適応できることを示した。しかしながら、適応状態

に至るかどうかは細胞が経験する環境や遺伝子除去の履歴に依存していることを示唆している。
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観察チャンネル

メイン流路

培地の流れ

Fig. 2: Mother Machine マイクロ流体デバイスの概略図. mother machineは観察チャンネルとメイン流路

からなる。観察チャンネルには細胞が捕捉されておりメイン流路から常に新鮮な培地が供給されることで成長

分裂を安定に繰り返す。観察チャンネルの一方の端はメイン流路に繋がっており、こちらの端に近い細胞は培

地の流れによって排出される。一方で逆の端は閉じられているため、観察チャンネル奥の細胞は長時間チャン

ネル内に留まり続ける。
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2.3 方法

2.3.1 細胞株の構築

細胞株の構築の際には、特に指定のない限り Luria Bertani (LB、Difco) 液体培地を用いて 37◦Cで震盪培

養した。また、顕微鏡の観察を含むいくつかの実験においてはM9最小培地を用いた。M9最小培地はM9 salt

(Difco)、2 mM MgSO4 (Wako)、0.1 mM CaCl2 (Wako)、0.2% (w/v) glucose (Wako)および 0.2%(v/v) MEM

amino acid (50×) solution (Sigma)から構成される。必要に応じて以下の薬剤および他の化合物を添加した。使

用した濃度は特に記述のない限り、以下の通りである。ampicillin (Amp、Wako); 50 µg/mL、kanamycin (Km、

Wako); 20 µg/mL、chloramphenicol (Cp、Wako); 15 µg/mL、isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG、

Wako); 0.1 mM。

プラスミドおよび細胞株の構築に使用した、細胞株、プラスミド、プライマーはそれぞれ Table S1、S2、S3

に記載されている。プラスミドは PRIME STAR (Takara) もしくは KOD-PLUS-Neo (TOYOBO)を用いて増

幅した PCR産物を DNA ligase (T4 DNA ligase、Takara)で接着するか、ExoIII クローニング [110]の手法

を用いて構築した。このようにして構築したプラスミドは大腸菌 JM109コンピテントセルにヒートショック

(42◦C、45 sec)を用いて導入し、適切な薬剤を含む LB寒天培地で選択した。現れたコロニーについてGoTaq

(Progmega) を用いたコロニー PCRによってプラスミドの有無を確認し、LB培地で一晩 37◦C培養したもの

をグリセロールストックにして-80◦Cで保存した。

mcherry-cat 遺伝子および cat 遺伝子は λ-Red リコンビネーション [31]を用いて大腸菌 F3ゲノム (W3110

∆fliC ::FRT ∆fimA::FRT ∆flu::FRT [96]) の intC 部位に導入した (YK0080、YK0116、YK0134、YK0135、

YK0147)。同様に蛍光ラベルされたリボソームタンパク質レポーター遺伝子 (rplS-mcherryおよび rpsB-mvenus

または rplS-mvenusおよび rpsB-mcherry)の構築についてもλ-Redリコンビネーションを用いて大腸菌BW25113

株に導入した (MUS3、MUS13)。これらのリボソームタンパク質レポーター遺伝子はP1ファージを用いた形質

転換で F3株に導入した (MUS5、MUS6、MUS16)。これらのリボソームレポーター株は若本研究室特任助教の

梅谷実樹博士が構築したものを頂いた。これらの遺伝子組換えを行ったコロニーはKmを含む LB寒天培地で選

択し、コロニー PCRによって遺伝子組換えの有無を確認した。遺伝子組換えに成功した細胞は pCP20プラス

ミドを用いた flp-FRT組換えによってKm耐性遺伝子を除去した [31]。これらの loxP に挟まれたmcherry-cat

遺伝子または cat 遺伝子を持つ細胞に対して電気穿孔法を用いて pYK022プラスミドを導入し、遺伝子組換え

実験に用いる大腸菌株 YK0083、YK0118、YK0136、YK0137、YK0148を構築した。

耐性遺伝子を失った細胞株 (YK0085、YK0138、YK0139、YK0149) の構築のために、耐性大腸菌YK0083、

YK0136、YK0137、YK0148をそれぞれAmpを含んだ 2 mLの LB液体培地で一晩培養した。培養液 10 µLを

Ampおよび IPTGを含む 2 mLのM9合成培地に加えた。この培養液を 3時間 37◦Cで震盪培養し、PA-Cre

の発現を誘導した。その後、この試験管に対して青色 LED (CCS) を 24時間照射した。この時の照射強度は

6.8 mWであり、これは顕微鏡下でのデバイス上における照射強度と同一になるようにした。この培地を 100

µg/mL Ampを含んだ LB寒天培地に塗布し、一晩 37◦C で培養した。生えてきたコロニーの耐性遺伝子の有

無はコロニー PCRによって確かめた。意図した遺伝子長を持つコロニーを Ampを含む 2 mLの LB液体培地

で一晩 37◦Cで培養し、グリセロールストックとして-80◦Cで保存した。
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作製したプラスミドおよび遺伝子を組換えた細胞株については、それぞれ PureYieldTM Plasmid Miniprep

System (Promega) および Wizard R⃝ Genomic DNA Purification kit (Promega) を用いて抽出した。プラスミ

ドおよびゲノム上の改変部位については PRIME STARを用いて PCRで増幅した。増幅した塩基配列は外注

によってサンガー法で確認した (FASMAC)。

2.3.2 遺伝子組換え効率の測定

大腸菌株 YK0083を Ampを含んだ LB液体培地で一晩培養した。100 µLの培養液を 21,500 × gで遠心分

離し (CT15E、himac、Hitachi)、上清を捨てたのち、1 mL M9培地で懸濁した。“IPTG” 条件では Ampおよ

び IPTGを添加した 2 mLのM9培養液の中に懸濁液を加えた。“no IPTG” 条件では Ampを添加した 2 mL

のM9培養液を用いた。試験管にはアルミホイルを巻き、意図しない光の照射を防いだ。培養開始時の OD600

は 0.001になるようにした (分光光度計; UV-1800、Shimadzu)。PA-Creの発現誘導のため 3時間 37◦Cで震盪

培養したのち、試験管のアルミホイルを取り除き、37◦Cで震盪培養しながら LEDから青色光を照射した。こ

の時の照射強度は 6.8 mWになるように調整した。青色光照射時間は Fig. 4の条件に対応させた。培養時間を

一定にするため、照射時間が 6時間に満たない試験管については、照射時間を過ぎたあとは再度アルミホイル

で試験管を覆い 37◦Cで震盪培養を続けた。

耐性遺伝子を失った細胞の割合を調べるため、照射開始から 6 時間後に震盪培養を停止させ、培養液を

OD600 = 1.0×10−6となるように薄めた。希釈した培養液 150 µLを 100 µg/mL Ampを含んだ LB寒天培地に

塗布し、寒天培地を入れたシャーレごとアルミホイルで覆った。この培地を 37◦Cで 18時間培養した。培養後、

培地に生えてきたコロニーの数および、蛍光を発するコロニーの数を倒立顕微鏡を使って、白色光照射条件と蛍

光タンパク質mCherryの励起光照射条件で数えた (stereomicroscope: Olympus SZ61; LED光源: NIGHTSEA

SFA-GR)。耐性遺伝子を失った細胞の割合は蛍光を発しないコロニー数を全コロニー数で割ることで求めた。

蛍光の有無と耐性遺伝子の除去の関係を検証するために蛍光を発するコロニー、発しないコロニーのそれぞれ

についてコロニー PCRを行い、cat 遺伝子の有無と蛍光の有無が対応することを確認した。

2.3.3 MIC測定における細胞の培養

グリセロールストックに保存された細胞をAmpを含む 2 mLの LB培地 (Fig. 7、17と 26)またはM9培地

(Fig. 10)に植菌した。この培地を 37◦Cで一晩 200 rpmで震盪培養した。100 µLの培養液を 1.5 mLチューブ

にとり、21,500 × gで 3分間遠心分離した。上清を廃棄したのち、新たに 1 mLのM9培地でペレットを懸濁し

た。この培地の濁度を測定し、Ampを含んだ 2 mL M9培地に加えた。培養開始時の OD600 は 0.01になるよ

うにした。3-4時間、37◦Cで震盪培養した後、この培地を新たなM9培地にOD600が 0.001になるように加え

た。この培地には 0.1 µg/mLから 1000 µg/mLの範囲の濃度で Cpを投与した (Fig. 7、10、17と 26)。23時

間、37◦Cで培養した後、この培地の濁度を分光光度計 (Fig. 7、17と 26)またはプレートリーダー (FilterMax

F5、Molecular Devices; Fig. 10)で測定した。
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2.3.4 デバイス作製

初めにメイン流路と観察チャンネルを転写するためのフォトマスクを、レーザー描画装置 (DDB-201-TW、

Neoark)を用いてマスクブランクス (CBL4006Du-AZP、Clean Surface Technology)に描画し作製した。マス

クブランクス上のフォトレジストは NMD-3 (Tokyo Ohka Kyogo)によって現像し、溶解した部分のクロム層

はMPM-E30 (DNP Fine Chemicals)によって取り除いた。アセトン (Wako)を用いて残りのフォトレジスト

を取り除き、MilliQ水でリンスした後ブロアーを用いて乾燥させた。

mother machineのための鋳型はシリコンウェハー (ID447、ϕ=76.2 mm、University Wafer)の上に作製

した。まず、SU8-2 (MicroChem)をウェハー上に 1.2 µmの高さになるようにスピンコーターを用いて塗布し

た。塗布したウェハーを 65◦Cで 1分、その後 95◦Cで 3分加熱した。このウェハーに対して観察チャンネルの

フォトマスクを使い、マスクアライナー (MA-20、Mikasa)で UV光を三回照射した (各照射 1.7 ミリ秒、22.4

mW/cm2)。照射後、ウェハーを 65◦Cで 1分、その後 95◦Cで 3分加熱し、SU8 developer (MicroChem)で

SU8を溶解した。ウェハーは 2-プロパノール (Wako)でリンスし、乾燥させた。

次に SU8-3025 (MicroChem)を用いてウェハーに高さ 25 µmとなるように塗布した。塗布したウェハーを

65◦Cで 3分、その後 95◦Cで 7分加熱した。このウェハーに対してメイン流路のフォトマスクを使い、マスク

アライナーでUV光を三回照射した (各照射 30 秒、22.4 mW/cm2)。照射後、ウェハーを 65◦Cで 3分、その後

95◦Cで 10分加熱し、SU8 developerで SU8を溶解した。ウェハーは 2-プロパノールでリンスし、乾燥させた。

ポリジメチルシロキサン (PDMS)の基質およびエージェント (Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit、Dow

Corning)を 10:1の割合で混ぜて、アルミホイルで作ったトレイで覆われた SU-8の鋳型に流し込んだ。真空引

きによって気泡を取り除いた後、65◦Cで 1時間以上加熱した。固まった PDMSのデバイス部分を切り出し、

メイン流路の両端に穴 (ϕ=2.0 mm)を開けた。この PDMSデバイスを 2-プロパノールで洗い、65◦Cで 30分

以上乾燥した。

PDMSに貼り付けるカバーガラス (厚さ: 0.13-0.17 mm、24 × 60 mm、Matsunami)については、10倍希

釈したコンタミノン溶液 (Contaminon R⃝ LS-II、Wako)で 30分、99.5% エタノール (Wako)で 15分、そして

0.8 M NaOH溶液 (8 M NaOH (Wako)を 10倍希釈したもの)で 30分間超音波洗浄した。洗浄溶液を変える

各ステップ毎にカバーガラスはMilliQ水でリンスした。洗い終わったカバーガラスは 140◦Cで 1時間乾燥さ

せた。

作製したPDMSデバイスと洗ったカバーガラスを貼り付けるため、コンパクトエッチャー (FA-1、SAMCO)

を使い、表面に酸素プラズマを照射した (O2: 20 mL/分、RF Power: 25 W、照射時間: 10 秒)。貼り付けた後

65◦Cで 5分加熱した。その後、PDMSの穴にシリコンチューブ (内径: 1 mm、外径: 2 mm、Tigers Polymer

Corporation)を差し込み、穴とチューブのつなぎ目に少量の固まっていない PDMSを塗った。65◦Cで一晩加

熱し、チューブと PDMSデバイスを固定した。

2.3.5 顕微鏡観察のための細胞培養と手順

グリセロールストックに保存された細胞を Ampを含む 2 mLの LB培地に植菌した。この培地を 37◦Cで

一晩 200 rpmで震盪培養した。200 µLの培養液を 1.5 mLチューブにとり、21,500 × gで 3分間遠心分離し
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た。上清を廃棄したのち、新たに 1.5 mLのM9培地でペレットを懸濁した。希釈した培養液を Ampを含んだ

50 mL M9培地に初期 OD600 が 0.01となるように加え、37◦Cで 5-6時間、200 rpmで震盪培養した。この培

養液 50 mLを 50 mLチューブに移して、2,350 × gで 5分間遠心分離機 (CT6E、himac、Hitachi)で遠心分離

した。遠心分離してできた細胞のペレットを 200 µLのM9培地で再懸濁した。

mother machineデバイスに細胞を詰める前に、シリンジを用いて、デバイスの観察チャンネルおよびメイ

ン流路を 99.5% エタノール、M9培養液、1%(w/v) bovine serum albmin (BSA、Wako)の順番に 0.5 mLず

つ流して洗った。洗浄後に細胞の懸濁液をデバイスに導入し、37◦Cで 1-2時間培地を流すことなく暗所に静置

することで観察チャンネルに細胞が入ることを促した。細胞がチャンネルに入ったことを確認した後、0.1 mM

IPTGおよび 0.1% BSAを添加したM9培地を 2 mL/hで流し始めた。Cp環境下での遺伝子除去実験の場合、

培地を流し始めた段階から 15 µg/mL Cpも培養液に添加した。mother machine内で一晩培養した後、タイム

ラプス撮影を開始した。一細胞計測実験において、指定したタイミングで青色光を 30分照射した。培地の流

速は 2 mL/hを維持し、メイン流路に細胞が凝集し詰まることを抑止するため、1日に 1-2回程度 30分間、5

mL/hに増加させた。

2.3.6 一細胞計測した細胞画像の取得と解析

タイムラプス撮影は、蛍光顕微鏡 ECLIPSE Ti (Nikon)に 100× 油浸対物レンズ (Plan Apo λ、NA 1.45、

Nikon)、デジタル CMOS カメラ (ORCA-frash、Hamamatsu Photonics)、蛍光の励起のための LED 光源

(DC2100、Thorlabs) を取り付けたもので行った。位相差像の撮影には、ND フィルターおよび赤色フィル

ターを通した透過光を、mcherry-cat の除去実験の際には 20ミリ秒、リボソームのレポーター株、RpoSレポー

ター株を用いた cat の除去実験の際には 50ミリ秒照射した。赤色フィルターは意図しない PA-Creの活性化を

防ぐために導入した。蛍光画像の撮影は適切なフィルターキューブ (mVenusの蛍光撮影; YFP HQ (Nikon)、

mCherryの蛍光撮影; TxRed (Nikon))を通して行った。mcherry-cat 遺伝子除去実験では、mCherryの蛍光画

像は 2分毎に 500ミリ秒間の露光時間で撮影した。リボソームレポーター株の除去実験においてはmVenusお

よび mCherryの蛍光画像を 10分毎に露光時間 100ミリ秒で撮影した。RpoSレポーター株の除去実験におい

てはmCherryの蛍光画像を 10分毎に 250ミリ秒間撮影した。意図しない遺伝子除去を避けるため、青色光照

射後からは IPTGを培養液から除いた。

遺伝子除去実験における顕微鏡下での青色光の照射は顕微鏡と独立して制御した。青色光の光源にはテープ

LED (7.2 mW、波長;464-474 nm、60 LED/m、LED PARADISE)を用いて、mother machineデバイスの周

りに取り囲むように設置した。LED照射の ON/OFFはタイマー (REVEX)で制御した。

画像解析には ImageJ Fiji (http://fiji.sc/) を利用した。mother machine 画像の位置合わせには mother

machine Analyser (MoMA)マクロ内の HyperStackRegを利用した [97]。細胞の輪郭抽出には位相差像を用い

て半自動的に行い、細部の修正を iPad Pro の Sidecarを用いて手動で行った。細胞の輪郭抽出と、追跡のため

のマクロは過去に報告されたものを用いた [96]。遺伝子の除去はmCherry-CATの蛍光 (mcherry-car 遺伝子除

去実験)または伸長率 (cat 遺伝子除去実験)から判断した。耐性遺伝子を失った細胞のうち分裂を続けた細胞系

列 (growth-restored)と続けなかった細胞系列 (growth-halted)の分類は青色光照射と Cp投与の遅い方から 50
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時間後から 60時間後までの 10時間に分裂をしているかで分類した。

ImageJ Fiji から取得した一細胞系列のデータは Python3 (https://www.python.org/) および Numpy

(https://numpy.org/)、Scipy (https://www.scipy.org/)、pandas (https://pandas.pydata.org/)、Mat-

plotlib (https://matplotlib.org/)、seaborn (https://seaborn.pydata.org/)、FastDTW [111]、Jupyter-

Lab (https://jupyterlab.readthedocs.io/en/latest/)のライブラリを用いて解析した。

階層クラスタリング (Fig. 18)においては、一細胞系列のmCherry-CATの蛍光輝度値および細胞の伸長率

の推移を分類した。この解析には実験全体の一細胞系列のデータを用いた。各時系列の組み合わせの一致度は

dynamic time warpingと呼ばれる尺度を用いた [111]。クラスタリングには凝集型階層クラスタリングを用い

た [112, 113]。複数の時系列のクラスターと一つの時系列、またはクラスター同士の一致度はクラスター内の各

要素の時系列の一致度の平均から算出した。

2.3.7 mother machineデバイスからの細胞サンプリングと全ゲノム解析

mother machineデバイスでのタイムラプス撮影の後、培地を 0.1% BSAを含むM9培地に交換し、Cpを除

いた。6時間以上培養を続けることで、耐性遺伝子を失った状態で成長を回復した細胞系列の成長をさらに回

復させた。その後、mother machineデバイスから排出される廃液を 1.5 mLチューブに集めてOD600を分光光

度計で測定した。細胞溶液をM9培地で薄め、OD600 が 3.3 ×10−9 に対応する濁度まで薄めた。200 µLの希

釈溶液を 96穴プレートの各穴に入れた。200 µLの希釈溶液に入っていると想定される細胞の個数 kはポアソ

ン分布 P (k) = λke−λ/k!に従うと想定した。実験で P (0) = 0.58という値が得られたため、平均 λ = 0.54と

算出した。そのため P (1) = 0.31、P (2) = 0.085、かつ P (k ≥ 3) = 0.018となる。96穴プレートはアルミホイ

ルで遮光しつつ、37◦Cで二晩 200 rpmで震盪培養した。細胞が現れた穴に対して、PCRを行い、cat 遺伝子

の有無を確認した。cat のある細胞およびない細胞の両方を選択し、37◦Cで一晩震盪培養した。これらのサン

プルを-80◦Cでグリセロールストックとして保存した。

回収した大腸菌の mCherry-CATの蛍光輝度値の測定のため (Fig. 10)、グリセロールストックに保存さ

れた細胞を Amp を含む 2 mL の M9 培地に植菌し、37◦C で一晩 200 rpm で震盪培養した。この培養液 10

µLを新たに Ampを含んだ 2 mL M9培地に加え、37◦Cで 4時間震盪培養した。細胞培養液 0.3 µLを 1.5%

(w/v)の寒天 (Wako)で固めたM9寒天培地の上に添加し、カバーガラスで挟んだ。蛍光の撮影には、蛍光顕

微鏡 ECLIPSE Ti (Nikon)に 100× 油浸対物レンズ (Plan Apo λ、NA 1.45、Nikon)、デジタル CCDカメラ

(ORCA-Rs、Hamamatsu Photonics)、蛍光の励起のための LED光源 (DC2100、Thorlabs)を取り付けたもの

で行った。位相差像の撮影では一回の撮影あたり 50ミリ秒ハロゲンランプ光を照射した。mCherryの蛍光画

像の撮影には TxRedのフィルターキューブを用いて 500ミリ秒の励起光照射を行った。

次に、回収した細胞の全ゲノム解析を行った。グリセロールストックに保存された細胞を 5 mLのM9培

地に植菌し、37◦Cで一晩 200 rpmで震盪培養した。分光光度計を用いてこの培養液の濁度を測定した。その

後 rifanpicin (Wako)をこの培養液に最終濃度が 300 µg/mLとなるように添加した。3時間 37◦Cで静置した

後、これらの細胞のゲノムを DNeasy Blood and Tissue kit (QIAGEN)を用いて抽出した、その後、TruSeq

DNA PCR Free kit (illumina)を用いて全ゲノムシークエンスのライブラリ調整を行なった。このライブラリを
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Fig. 3: 大腸菌 YK0083株の概略図.　 YK0083株は染色体上の intC 部位に青色光の照射によって除去可能

なmcherry-cat 遺伝子を持つ。このmcherry-cat 遺伝子は恒常発現プロモーター PLtetO1の下流にある。また、

PA-Creシステムのための遺伝子 (creN-nmag 遺伝子及び pmag-creC 遺伝子)を発現する低コピープラスミド

pYK022を持っている。CreN-nMag、CreC-pMagは IPTGによって発現誘導される。

NovaSeq (illumina)を用いてシーケンス情報を取得した。ライブラリ調整およびシーケンスはMacrogen Japan

(Tokyo、Japan)に外注した。シーケンスデータは breseqを用いて解析した [114]。

2.4 結果

2.4.1 バッチ培養における遺伝子組換え

薬剤耐性遺伝子の除去に対する一細胞レベルでの応答を調べるため、蛍光タンパク質mCherryと融合させ

たChloramphenicol acetyltransferase (CAT)タンパク質を発現する大腸菌株を構築した (Fig. 3)。CATタンパ

ク質は Cpをアセチル化することで不活化する耐性タンパク質である [66, 67]。mcherry-cat 遺伝子は大腸菌の

染色体上に導入した。導入した遺伝子の上流および下流には組換え酵素 Creの認識配列である loxP配列も導入

した。Creを制御するため、PA-Cre システムを用いた。このシステムに必要な pmag-creC、creN-nmag はも

ともと真核細胞に対してデザインされたものである。大腸菌で使用するため、低コピープラスミド pMW118に

pmag-creC、creN-nmag 遺伝子を移し、上流に IPTGで誘導可能な PLlacO1プロモーターを挿入し、pmag-creC

と creN-nmag 遺伝子のリンカーとなっていた P2Aペプチド [115]を除去したプラスミド pYK022を作製した。

mcherry-cat 遺伝子を導入した大腸菌に pYK022を導入したこの構築した細胞株を YK0083と名付けた。

まず、大腸菌内における PA-Creシステムの評価を行った (Fig. 4)。YK0083株を試験管内で培養し、0∼6
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Fig. 4: バッチ培養での青色光照射による耐性遺伝子除去. (A)青色光照射後にまいた大腸菌 YK0083のコロ

ニー画像。この YK0083 株は 1 時間の青色光照射後に LB アガーに塗布した。コロニーは白色光 (左) 及び、

mCherry-CAT蛍光の励起光 (右)で撮影した。mcherry-cat 遺伝子を持つ細胞のコロニーは励起光下で見分ける

ことができる (矢印のコロニー)。(B)青色光照射時間とmCherry-CAT蛍光を発しない細胞の割合の関係。点は

平均を表している。エラーバーは 1.96倍の標準誤差を示している。no IPTG 条件 (黒三角)では細胞は IPTG

のないM9培地で培養しながら青色光照射を行った。0.1 mM IPTG 条件 (青丸)では細胞を 0.1 mM IPTGを

投与したM9培地で培養しながら青色光照射を行った。(N = 239 (no IPTG、0 h); N = 328 (no IPTG、2 h);

N = 364 (no IPTG、6 h); N = 327 (0.1 mM IPTG、0 h); N = 335 (0.1 mM IPTG、0.25 h); N = 373 (0.1

mM IPTG、0.5 h); N = 344 (0.1 mM IPTG、1 h); N = 350 (0.1 mM IPTG、2 h); N = 296 (0.1 mM IPTG、

4 h); N = 209 (0.1 mM IPTG、6 h))

時間青色光 (λ = 470 nm、6.8 mW)を照射した。この培養液を LB寒天培地に塗布し蛍光を失ったコロニーの

割合を測定した (Fig. 4A、B)。その結果、青色光照射時間が長くなるほど蛍光を失う細胞の割合が増加し、4

時間の照射で 100%(n = 296)の細胞が蛍光を失った (Fig. 4B)。一方で IPTGを投与していない場合、青色光

を 6時間照射した後であっても 57±5%の細胞は蛍光を発していた (Fig. 4B)。コロニー PCRの結果から、蛍

光の消失とmcherry-cat 遺伝子の除去が対応することも確かめられた (Table 1)。また、cat 遺伝子が Creによ

る除去後に細胞内のゲノム上の他の部位に残っているかを確かめるため、intC 部位および cat 遺伝子内の配列

を増幅するようなコロニー PCRを行ったところ intC 部位での遺伝子除去の有無と cat 遺伝子の有無が完全に

一致した (Table 2)。この結果は Creによる除去後、cat 遺伝子が残存したり、ゲノム上の他の部位に残ってい

ないことを示唆している。

2.4.2 クロラムフェニコールのない環境における耐性遺伝子の除去

次に Cpのない培養条件においてmother machine内での遺伝子除去を行った。顕微鏡下で青色光を照射す

るため、卓上の LED照射装置 (λ = 464∼474 nm、観察場所における LEDの強度;6.8 mW)を自作した (Fig. 5)。
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Table 1: mcherry-cat 遺伝子の除去. mCherry-CAT蛍光と cat 遺伝子の存在の対応関係。FL+及び FL-は

目で見て mCherry-CATの蛍光が確認された/確認されなかったコロニーを表している。cat+及び cat-はコロ

ニー PCRによって cat 遺伝子が確認された/確認されなかったコロニーを表している。蛍光が確認されなかっ

た細胞は全て cat 遺伝子を失っていた。また、1つのコロニーを除き全ての蛍光を確認したコロニーは cat 遺伝

子を有していた。

FL + FL -

cat + 19 0

cat - 1 20

Table 2: mcherry-cat 遺伝子の除去. コロニー PCRで intC 部位および cat 遺伝子内を増幅させた時のコロ

ニーの数。intC 部位に PLtetO1loxP-mcherry-cat-loxp遺伝子を導入した細胞株YK0118に対して 1時間青色光

を照射した後、LBプレートにまいて一晩培養して出てきたコロニーを調べた。cat +は cat の PCRバンドが

確認されたコロニー、cat -は cat の PCRバンドが増幅しなかったコロニーを表す。また、intC::PLtetO1 loxp-

mcherry-cat-loxpは intC 部位の遺伝子除去がされていないコロニーであり、PLtetO1 loxpは遺伝子除去に成功

したコロニーを表す。全ての intC 部位で遺伝子が除去されていたコロニーが cat 遺伝子を失っていることか

ら、cat 遺伝子がゲノム上の他の部位に残ることがないことを確認した。

cat+ cat-

intC::PLtetO1 loxp-mcherry-cat-loxp 19 0

intC::PLtetO1 loxp 0 21

30分間の青色光照射により 25%の細胞系列 (50/200)がmCherry-CATの蛍光を失った (Fig. 6A)。これらの細

胞では mcherry-cat 遺伝子が除去されたと考えられる。mCherry-CATの蛍光シグナルは mCherry-CATタン

パク質が細胞の成長分裂で希釈されることによって 4-5世代で観察されなくなった (Fig. 6B)。また、30分間

の青色光照射や遺伝子組換えは細胞の成長に影響を与えなかった (Fig. 6C)。一方で青色光を照射しなかった場

合、蛍光を失う細胞は現れなかった (0/422 (観察時間; 30時間))。これは青色光照射が耐性遺伝子の除去を誘

導していることを示している。

2.4.3 クロラムフェニコール投与下における耐性遺伝子の除去に抗した部分的な成長の回復

次に常に 15 µg/mL Cpを含む培地を流し続けつつ、mother machine内でYK0083株の耐性遺伝子mcherry-

cat の除去を誘導した。この濃度の Cpは耐性遺伝子を持つ YK0083株の最小生育濃度 (minimum inhibitory

concentration; MIC、100 µg/mL)に比べて十分小さく、細胞の成長にも大きな影響を与えない (Fig. 7)。一方

で、15 µg/mL Cpは耐性遺伝子をあらかじめ失っている細胞株YK0085のMICの 1.5倍の濃度である (Fig. 7)。

YK0085株は YK0083株をバッチ培養中に青色光を照射し、選択した細胞株である (2.3.1を参照)。そのため、

この濃度の Cp環境下では、mother machine内で耐性遺伝子を除去されたYK0083株の成長は停止すると予想

された。
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Fig. 5: 顕微鏡ステージ上での LEDを用いた青色光照射. (A) 顕微鏡と LED照射装置の概略図。マイクロ流

体デバイスに青色光を照射するための自作の LED照射装置を顕微鏡のステージ上に配置した。照射のタイミ

ング、照射時間は顕微鏡とは独立に制御されたタイマーを用いた。(B) マイクロ流体デバイスとステージ上の

LED照射装置の画像。
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Fig. 6: 遺伝子除去に対する細胞応答の一細胞計測. (A) 遺伝子除去実験のタイムラプス画像。上下の画像はそ

れぞれ位相差像と、mCherry-CAT蛍光画像を表している。観察チャンネルの閉じられた端に位置する細胞系列

(画像内の白線で囲われた細胞)を追尾観察した。30分の青色光照射 (-0.5 hから 0 h)によってこの細胞系列で

はmCherry-CATの蛍光が失われた。(B) 耐性遺伝子を失った細胞系列 (resistance-gene-deleted cell lineages;

赤)及び耐性遺伝子を失わなかった細胞系列 (non-deleted cell lineages;青)の mCherry-CAT蛍光輝度値の変

化。線及び影の領域はそれぞれ中央値と 25-75%幅を表す。シアンの破線は mCherry-CATの蛍光輝度値が分

裂ごとに半分になると仮定したときの想定される蛍光輝度値の減衰を表す。また水平に引かれた黒点線と灰色

の領域はそれぞれ親株W3110∆F3をmother machine内で観察した時の蛍光輝度値の中央値および 25-75%幅

(バックグラウンドレベル)を表す。(C) 耐性遺伝子を失った細胞と耐性遺伝子を持っている細胞の青色光照射

前後 10世代の世代時間。箱髭図の中心線、両端はそれぞれ世代時間の中央値、25-75%領域を示す。髭は外れ

値を除いた最小値、最大値を表す。点は外れ値を表している。青色光照射前後、耐性遺伝子の有無で細胞系列

を分けて世代時間を比べたところ、有意水準を 0.01としたときに有意な差は観察されなかった。(p = 0.47 (青

色光照射前の耐性遺伝子を失った系列と失わなかった系列)、p = 0.027 (青色光照射後の耐性遺伝子を失った系

列と失わなかった系列)、p = 0.055 (青色光照射前と照射後の細胞系列)、Mann-Whitney U test)。
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Fig. 7: MIC test. 灰色の点は対応する Cp濃度のM9合成培地で 23時間各細胞株を培養した時の OD600 の

値である。OD600 が 0.01以下になる最小の Cp濃度を各細胞のMICとして用いた。タイムラプスの実験では

15 µg/mL の Cp濃度を用いた (破線)。この計測は少なくとも三回行った。

30分間の青色光の照射は 24.5% (343/1399)のYK0083細胞にmcherry-catの除去を誘導した (Fig. 8A)。耐

性遺伝子を失わなかった細胞系列 (non-deleted cell lineages)は細胞の世代時間もmCherry-CATの蛍光輝度値

にもあまり変化が見られなかった (Fig. 8B、C)。一方で、耐性遺伝子を失った細胞系列 (resistance-gene-deleted

cell lineages)は徐々に成長速度が減少した (Fig. 8D-G)。これらの系列のmCherry-CATの蛍光輝度値は 4-5世

代ほどでバックグラウンドレベルに低下し (Fig. 8D、F、9A)、それに対応して、世代時間が増加した (Fig. 8E、

G、9B)。耐性遺伝子を失った細胞系列のうち 62.7% (163/260)が成長を停止させた (resistance-gene-deleted

cell lineages (growth-halted))一方で、残りの 37.3% の細胞系列は成長、分裂を回復、継続し、cat 遺伝子なし

に計測時間内で最大 30世代以上安定に分裂を続けた (resistance-gene-deleted cell lineages (growth-restored);

Fig. 9A、B)。これらの成長を続けた細胞系列では Cpの投与が継続しているにもかかわらず、細胞の世代時間

が 6.3時間 (6-9世代での中央値)から 3.2時間 (15-30世代の中央値)に回復した (Fig. 9B)。細胞の伸長率につ

いても、成長の回復と同様に複数世代にまたがって回復した (Fig. 9C)。

私たちはこの Cp投与下での成長の回復が、mCherryタンパク質との融合から放れ独立して発現するに至っ

た cat 遺伝子が残存している、あるいは耐性を付与する新たな突然変異を獲得したことによるものではないか

と考えた。この仮説を調べるため、mother machineデバイスで観察した際に排出される廃液を回収し、限界希

釈法を用いて 1個程度のごく少数の細胞から培養することで intC 部位においてmcherry-cat を失った細胞集団

を複数獲得した (Fig. 10A、詳細は 2.3.7参照)。PCRと蛍光輝度値の測定から、intC 部位において耐性遺伝子

を失った細胞では cat 遺伝子もmCherry蛍光も失っていることを確かめた (Fig. 10B)。さらにこれらのサンプ

ルに対して全ゲノムシーケンスを行ったところ、5つの細胞サンプルのうち 4サンプルには突然変異は確認さ

れなかった (Table. 3)。1つのサンプルについては点突然変異が確認されたものの、この点突然変異を持つ細胞

サンプルは他の 4サンプルや事前に耐性遺伝子を除去した細胞 YK0085と同様にMICに変化が見られなかっ

た (Fig. 10C)。そのため、Cp環境下での成長の回復の理由としてこの遺伝子変異の影響はないと考えられる。

また、細胞内に残存するmCherry-CATタンパク質の影響で成長が維持されている可能性もないと考えられ

る。なぜなら、遺伝子欠損によって新たな生産が停止したタンパク質の場合、30回の細胞分裂によってその量
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Fig. 8: Cp環境下でのCp耐性遺伝子除去実験. (A) Cp環境下でCp耐性遺伝子を失っても成長、分裂を続けた

細胞のタイムラプス画像。上下の画像はそれぞれ位相差像と、mCherry-CAT蛍光画像を表している。観察チャ

ンネルの閉じられた端に位置するの細胞系列 (画像内の白線で囲われた細胞)を追尾観察した。30分の青色光照

射 (-0.5 hから 0 h)によってこの細胞系列ではmCherry-CATの蛍光輝度値が失われた。スケールバー、5 µm。

(B-G) 一細胞系列のmCherry-CAT蛍光輝度値と細胞サイズの推移。 (B、C)耐性遺伝子を失わなかった細胞

系列 (Non-deleted cell lineages) (D、E) 耐性遺伝子を失って分裂を停止した細胞系列 (Resistance-gene-deleted

cell lineages (growth-halted))。 60 h付近での細胞サイズの減少は細胞がCp投与環境下で収縮したことによる

ものである。 (F、G)耐性遺伝子を失ったにもかかわらず分裂を続けた細胞系列 (Resistance-gene-deleted cell

lineages (growth-restored))。
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Fig. 9: Cp環境下で Cp耐性遺伝子を除去した細胞の世代ごとの表現型の変化. (A) mCherry-CATの蛍光輝

度値。(B)細胞の世代時間。(C)細胞の伸長率。線と影の領域はそれぞれ中央値と 25-75%の領域を表す。赤色

は耐性遺伝子を失わなかった細胞系列に対応する。青色は耐性遺伝子を失ったにも関わらず分裂を継続した細

胞系列に対応する。グラフの横軸は細胞の青色光照射後の世代に対応する。
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Fig. 10: mother machineから排出された細胞サンプルでのmCherry-CAT蛍光とmcherry-cat 遺伝子

除去の関係. (A) mother machine の廃液から耐性遺伝子を失った細胞を回収する方法の概略。耐性遺伝子

を失った細胞を取得するためにMother machineから排出された培養液を回収した。この培養液を新鮮なM9

培養液で段階的に希釈し、限界希釈した培養液を 96穴プレートに入れて培養した。(B) 耐性遺伝子の除去と

mCherry-CAT蛍光の有無の対応関係。細胞は 96穴プレートで培養して増殖した細胞を用いた。mcherry-cat

遺伝子の除去は PCRによって intC 部位及び cat 遺伝子を調べることで確認した。サンプル 1-5において intC

部位においてmcherry-cat 遺伝子が確認されないこと及び cat 遺伝子が存在しないことを確認した。サンプル 6

では mcherry-cat 遺伝子を確認した。下のプロットは各サンプルをM9アガーにまき、顕微鏡を用いて撮影し

たmCherry-CATの蛍光輝度値である。 (C) MIC test。サンプル 1-6及びYK0083、YK0085を 23時間、対応

する Cp濃度で培養した際の OD600 の値である (開始 OD600、0.001)。このMIC testは 96穴プレートで行っ

た。背景がオレンジ色の場所はOD600 > 0.04に対応する。サンプル 1-5では耐性遺伝子をあらかじめ除去した

細胞株 YK0085と比べてMICの上昇は観察されなかった。

は 230 ≈ 109 倍に希釈される。大腸菌一細胞を構成する全タンパク質数ですら 106-107 個程度と見積もられて

おり、30世代の間、細胞質にmCherry-CATタンパク質が残り続けるとは考えにくい [116]。

成長を停止した細胞系列と成長を続けた細胞系列の間には青色光照射前のmCherry-CATの蛍光輝度値に有

意な差は見られなかった (Fig. 11A)。さらに耐性遺伝子の除去の成功/失敗にもこの青色光照射前のmCherry-

CATの蛍光輝度値に有意な差は見られなかった (Fig. 11A)。同様にして、青色光照射前の大腸菌の伸長率につ

いても耐性遺伝子の除去や除去後の細胞の運命との相関がなかった (Fig. 11B)。これらの結果から、Cpを継続

的に投与する実験条件では遺伝子除去のタイミングにおけるmCherry-CATの量や細胞の伸長率は cat 遺伝子

除去の起こりやすさや成長を停止するか回復するかという細胞の運命決定に影響を与えないことがわかった。
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Fig. 11: 青色光照射前の mCherry-CAT タンパク質の発現量や伸長率は耐性遺伝子除去後の運命に影響を

与えない. (A) 青色光照射前の mCherry-CAT 蛍光輝度値。各点は細胞系列の青色光照射前、1 時間平均の

mCherry-CATの蛍光輝度値を表している。青色は耐性遺伝子を失ったにもかかわらず分裂を継続した細胞系列

に対応する。青色は耐性遺伝子を失って分裂を停止した細胞系列に対応する。青色は耐性遺伝子を失わなかっ

た細胞系列に対応する。p = 0.30 (耐性遺伝子を失った細胞のうち分裂を継続した細胞系列としなかった細胞系

列の比較); p = 0.85 (耐性遺伝子を失った細胞系列と失わなかった細胞系列の比較)、Welchの t検定。(B) 青

色光照射前の伸長率。各点は細胞系列の青色光照射前、1時間の細胞の伸長率を表している。各点の色の対応に

ついては (A)と同様である。p = 0.12 (耐性遺伝子を失った細胞のうち分裂を継続した細胞系列としなかった

細胞系列の比較); p = 0.35 (耐性遺伝子を失った細胞系列と失わなかった細胞系列の比較)、Welchの t検定。
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Table 3: 全ゲノムシーケンスを用いた突然変異の探索. mother machineから排出された細胞を限界希釈し、1

から数個の細胞由来の耐性遺伝子を失った細胞集団サンプル 1-5を獲得した。このサンプルのうちサンプル 3

において 1つの点突然変異を確認した。また、他のサンプルでは突然変異は確認されなかった。

Sample No. Mutation Position Base Annotation

Sample 1 no mutation

Sample 2 no mutation

Sample 3 mutation in leuC site 80471 G ->T A132S

Sample 4 no mutation

Sample 5 no mutation
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2.4.4 遺伝子除去から時間が経った後にCpを投与すると成長の回復が阻害される

耐性遺伝子を持たない細胞株 YK0085 のバッチ培養での MIC が 15 µg/mL より十分低いため、mother

machine内で YK0083株の耐性遺伝子を除去した際にも全ての細胞が成長を停止すると予想された。しかしな

がら、実際には 40%の細胞が Cpの投与下でも成長、分裂を続けた。このような齟齬が mother machineデバ

イスを利用したことによって Cpが十分に効いていないことによるのかどうかを調べるため、Cp耐性遺伝子を

除去した細胞株 YK0085をmother machineに導入し、Cpなしの環境で成長させた後 15 µg/mL Cp を投与す

る実験を行った (Fig. 12A-C)。YK0083の耐性遺伝子除去実験の結果とは異なり、Cpの投与によって全ての細

胞が成長、分裂を停止した (“Pre-deleted”; Fig. 12C)。この結果から、mother machine内という特別な環境条

件でも今回用いた Cp濃度は感受性株の成長を停止させるのに十分な濃度であることがわかった。そのため Cp

耐性遺伝子の除去に抗した適応が mother machineという特別な環境によるものであるという仮説は否定され

た。一方で、この結果は細胞が耐性遺伝子なしに Cpの投与に耐えて、成長を回復するためには遺伝子除去の

タイミングが重要であることを示唆している。

この遺伝子除去のタイミングについてさらに調べるために、耐性株 YK0083をmother machine内で Cpな

しで成長させ、青色光の照射によって遺伝子を除去してから Cpを投与する実験を行った (Fig. 12A)。青色光

の照射から Cpの投与までの時間は Tc とし、0時間から 10時間まで変化させた (Fig. 12A)。Tc を変化させた

実験において、mcherry-cat を失った細胞の割合は 24-28%であり、この割合は Cp環境下で耐性遺伝子を失っ

た細胞系列の割合 (24.5%)と比べて変化しなかった (Fig. 12B)。青色光照射後すぐに Cpを投与した場合、ま

た、照射した 3時間後に Cpを投与した場合、成長を続けた細胞系列の割合は Cp環境下で青色光を照射した場

合の割合とほとんど一致した (Tc = 0時間; 38.0% (93/245)、 Tc = 3時間; 44.8% (78/174); Fig. 12C)。一方で

Tc = 6時間の時、成長を続けた細胞の割合は 18.5% (34/184)に減少した (Fig. 12C)。さらに青色光を照射し

た 10時間後に初めて Cpを投与したところ、成長を回復した細胞系列は観察されなかった (0/195; Fig. 12C)。

Tc = 0時間および Tc = 3時間の場合において事前に Cpを投与していた細胞と同程度の割合の細胞系列が成長

を続けられたことから、耐性遺伝子除去前から Cpが投与されていることが耐性遺伝子除去に反して成長を続

けることに必要であるという仮説は否定される。

成長を続ける細胞の割合が Tc の違いによって変化したという結果から、Cp投与開始時に細胞内に少量の

mCherry-CATタンパク質が存在することがその後のCp環境下で成長を継続するために必要ではないかと推測

した。実際にmcherry-cat 遺伝子の除去後 Cpの投与時までに、細胞の成長に合わせて細胞内のmCherry-CAT

の蛍光輝度値は減少している (Fig. 13A、B)。細胞ごとの mCherry-CATのタンパク質量が成長の回復に与え

る影響を調べるため、各 Tcにおける耐性遺伝子を失った細胞系列を Cp投与時のmCherry-CATの蛍光輝度値

の上位 50%と下位 50%の二つのグループに分けた (Fig. 14)。Tc = 0時間および Tc = 3時間の場合には二つの

グループ間での成長を回復する細胞の割合に有意な差は見られなかった (Fig. 14)。一方で、Tc = 6時間につい

てはmCherry-CATの蛍光輝度値が上位 50%のグループが下位 50%のグループと比べて成長を続ける細胞の割

合が 2.4倍高かった (Fig. 14)。Tc = 10時間では細胞の蛍光輝度値は耐性遺伝子をもたない YK0085細胞株と

ほとんど差がなく (Fig. 13A、B)、上述の通り成長が回復した細胞系列が観察されなかった (Fig. 12C)。これ

らの結果は耐性遺伝子なしに成長を続けるためには Cp照射時に少量のmCherry-CATタンパク質が必要であ
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Fig. 12: 履歴依存的なCp耐性表現型の維持. (A) Cp耐性遺伝子の除去タイミングと Cp耐性表現型の関係性

を測定する実験の概要。青色光照射終了後からCp投与開始までの時間 (Tc)を 0 h-10 hまで様々に変化させた。

Tc ≪ 0は青色光照射前から継続的に Cpを投与している実験を表す。“Pre-deleted”はあらかじめmcherry-cat

遺伝子を除去した YK0085細胞株を用いた実験の結果を示す。YK0085を用いた実験では他の耐性遺伝子除去

実験と耐性遺伝子を持つ細胞が同等になるようにあらかじめ 7:3の割合で YK0083株を mother machineに入

れて行い、青色光を照射しなかった。(B) 異なる Tc条件におけるmcherry-cat 遺伝子の除去に成功した細胞系

列の割合。全ての細胞系列のうちの耐性遺伝子を失った細胞系列の数は棒グラフの上に示した。エラーバーは

得られた確率が二項分布に従うとしたときの標準誤差である。(C) 異なる Tc条件における耐性遺伝子を失って

も分裂を継続した細胞系列の割合。全てのmcherry-cat 遺伝子を失った細胞系列のうちの成長を続けた細胞系

列の数は棒グラフの上に示した。エラーバーは得られた確率が二項分布に従うとしたときの標準誤差である。

耐性遺伝子を失った細胞系列の数が (B)と異なるのは、いくつかの細胞においてmCherry-CATの蛍光が失わ

れたことを確認した後観察チャンネルから細胞が流出し、細胞系列の分類が決定ができなかったことによる。
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Fig. 13: Cp投与時におけるmCherry-CAT蛍光輝度値の分布. (A、B) 異なる Tc 条件における Cp投与タ

イミングでの耐性遺伝子を失った細胞系列のmCherry-CAT蛍光の輝度値分布。 (A)ヒストグラム。 (B)箱髭

図。mother machineの観察チャンネル内に耐性遺伝子mcherry-cat を持つ細胞が混ざり、蛍光が移りこんだ細

胞系列及び Cp投与タイミング時に蛍光のバックグラウンドノイズが大きかった細胞系列については正確な蛍

光強度の評価ができないため除外した。

ることを示唆している。しかしながら、mCherry-CATタンパク質の量が多くても必ずしも安定に成長を続け

られるわけではなく、耐性遺伝子なしに Cpを照射された細胞系列が成長を続けられる最大の割合は 40%であ

ると考えられる。

2.4.5 成長の回復に伴って、耐性遺伝子を除去された細胞はリボソームタンパク質のストイキオメトリーを回

復する

前節では耐性遺伝子を除去した後、細胞内に残存したmCherry-CATがCp環境下での成長の回復に重要であ

ることについて示した。しかし、細胞の成長、分裂によってmCherry-CATは希釈されてしまうため、遺伝子を

失ってから数世代を超えて成長を継続、回復した細胞系列では残存したmCherry-CATが直接的にCpを不活化

したとは考えられない。Fig. 8F、9Aに示すように耐性遺伝子を失っても成長を回復した細胞のmCherry-CAT

の蛍光輝度値は検出限界以下である。そのため、成長の回復にはmCherry-CAT以外の細胞の生理的な変化が

必要であると推測した。

クロラムフェニコールは細菌の 50Sサブユニットを標的としている [65]。そのため耐性遺伝子の除去から成

長の回復までにリボソームの状態が変化したと考えた。リボソームの状態変化を調べるために、2つのリボソー

ムタンパク質RplSおよびRpsBに翻訳レベルで蛍光タンパク質mCherry、mVenusを融合したRplS-mCherry、
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Fig. 14: Cp投与時におけるmCherry-CATの蛍光輝度値に依存した分裂を続ける細胞系列の割合. 青色とオ

レンジ色の棒グラフはそれぞれ Cp投与時のmCherry-CATの輝度値が中央値よりも高い細胞系列と低い細胞

系列における増殖を続けた細胞の割合を表す。エラーバーは得られた確率が二項分布に従うとしたときの標準

誤差である。Tc = 10 hと “Pre-deleted”条件では成長を続ける細胞系列が確認されなかった。mCherry-CAT

蛍光の上位 50%と下位 50%の間の割合の違いは Tc = 6 hの条件のときにのみ統計的に有意であった。 (p =

0.86 (Tc = 0 h); p = 0.28 (Tc = 3 h); p = 8.6× 10−3 (Tc = 6 h)、two proportional z-test).
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RpsB-mVenusを発現するリボソームレポーター細胞株 YK0136、および蛍光タンパク質を反転させた RplS-

mVenus、RpsB-mCherryを発現する Cp耐性細胞株 YK0137を構築した (Fig. 15)[117]。RplS、RpsBはそれ

ぞれリボソームの 50Sサブユニット、30Sサブユニットのタンパク質である。この 2つのリボソームタンパク

質はリボソーム構築の際に最後の方に組み込まれ、それぞれフィードバック制御を受けているため過剰に作ら

れることがないという性質を持った必須タンパク質である [118, 119]。そのため先行研究において、リボソーム

のサブユニットの量比を調べるためにこの二重蛍光レポーター株が用いられた [117]。YK0136株とYK0137株

にはリボソームレポーター遺伝子に加え、上端および下端に loxP 配列を有する cat 遺伝子を染色体上の intC

部位に導入し、また、PA-Cre遺伝子組換えシステムのためのプラスミドを導入した (Fig. 15)。今回の実験で

はmCherry蛍光タンパク質を RplSもしくは RpsBに融合しているため、cat 遺伝子にはmcherry 遺伝子を結

合させなかった。また、YK0136株および YK0137株に対してそれぞれ青色光を照射し、耐性遺伝子を除去し

た大腸菌株 YK0138、YK0139を作製した (2.3.1参照)。

これらの YK0136-YK0139株についてバッチ培養したところ、YK0137、YK0139株の成長率が YK0136、

YK0138、リボソームレポーター遺伝子をもたない親株と比べて減少していた (Fig. 16)。そのため、YK0137、

YK0139株のリボソームレポーターの配列は細胞の成長や生理的性質により影響を及ぼしていると判断して、そ

の後の実験にはYK0136株とYK0138株を用いた。YK0136株の Cpに対するMICは YK0083株のMICと同

等であった (Fig. 17)。

また、cat 遺伝子が Creによる除去後に細胞内に残っているかを確かめるため、バッチ培養中に青色光を照

射し、一部のYK0136細胞に遺伝子の除去を誘導したところ、mcherry-cat 遺伝子の除去と同様に intC 部位で

の遺伝子除去の有無と cat 遺伝子の有無が完全に一致した (Table 4)。この結果は Creによる除去後、cat 遺伝

子が残存したり、ゲノム上の他の部位に残っていないことを示している。

Table 4: cat 遺伝子の除去. コロニー PCRで intC 部位および cat 遺伝子内の配列を増幅させた時のコロニー

の数。intC 部位に PLtetO1 loxP-cat-loxp 遺伝子を導入した細胞株 YK0118に対して 1時間青色光を照射した

後、LBプレートにまいて一晩培養して出てきたコロニーを調べた。cat +は cat の PCRバンドが確認された

コロニー、cat -は cat の PCRバンドが増幅しなかったコロニーを表す。また、intC::PLtetO1 loxp-cat-loxp は

intC 部位の遺伝子除去がされていないコロニーであり、PLtetO1 loxpは遺伝子除去に成功したコロニーを表す。

全ての intC 部位で遺伝子が除去されていたコロニーが cat 遺伝子を失っていることから、cat 遺伝子がゲノム

上の他の部位に残ることがないことを確認した。

cat+ cat-

intC::PLtetO1 loxp-cat-loxp 14 0

intC::PLtetO1 loxp 0 54

YK0136株を用いて、mother machine内で Cp環境下の細胞に対して青色光を照射し、Cp耐性遺伝子の

除去実験を行った。今回の実験ではmCherry-CATではなく CATタンパク質のため、mCherry蛍光の減少か

ら耐性遺伝子の除去を判別することができない。Cp環境下での mcherry-cat 遺伝子の除去実験では耐性遺伝

子を失った細胞系列は成長速度が大きく減少したため、リボソームレポーター株の耐性遺伝子除去実験におい
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Fig. 15: 大腸菌YK0136、YK0137株の概略図.　 (A)YK0136株は染色体上の元の位置から蛍光タンパク質

を融合したリボソームタンパク質 (RplS-mCherryおよび RpsB-mVenus)を発現する。(B)YK0137株は染色体

上の元の位置から蛍光タンパク質を融合したリボソームタンパク質 (RplS-mVenusおよび RpsB-mCherry)を

発現する。さらに染色体上の intC 部位に青色光の照射によって除去可能な cat 遺伝子を持つ。この cat 遺伝

子は恒常発現プロモーター PLtetO1 の下流にある。また、PA-Creシステムの遺伝子 (creN-nmag 遺伝子及び

pmag-creC 遺伝子)を発現する低コピープラスミド pYK022を持っている。CreN-nMag、CreC-pMagは IPTG

によって発現誘導される。

YK0136 YK0137 YK0138 YK0139 W3110
0

0.5

1.0

G
ro
w
th

ra
te
(h
-1
)

Fig. 16: リボソームレポーター株ごとの細胞の成長率の比較. リボソームレポーター株 YK0136-YK0139株及

び親株であるW3110∆F3の成長率を比較した。箱髭図の中心線、両端はそれぞれ世代時間の中央値、25-75%

領域を示す。髭は外れ値を除いた最小値、最大値を表す。点は外れ値を表している。
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Fig. 17: リボソームレポーター株におけるMIC test. 灰色の点は対応する Cp濃度のM9合成培地で 23時間、

各細胞株を培養した時のOD600の値である。OD600が 0.01以下になる最小の Cp濃度を各細胞のMICとして

用いた。タイムラプスの実験では 15 µg/mL の Cp濃度を用いた (破線)。この計測は少なくとも三回行った。

ても、青色光照射後の成長速度の減少に基づいて耐性遺伝子の除去の有無を判断した。この基準の正当性を確

かめるためにmcherry-cat 遺伝子の除去実験におけるmCherry-CAT蛍光輝度値の推移と伸長率の推移を階層

クラスタリングの手法を用いてそれぞれクラスタリングした (Fig. 18)。1つの細胞系列を除いて、蛍光輝度値

によって分類した耐性遺伝子を失った細胞系列のクラスターと伸長率によって分類した耐性遺伝子を失った細

胞系列のクラスターが一致したため、伸長率を除去ができたかどうかの基準として用いた。Cp環境下での 30

分間の青色光の照射によって 28.6% (452/1587)の YK0136株が耐性遺伝子を失った。この割合は Fig.8での

mcherry-cat 遺伝子の除去割合と変化が見られなかった。

YK0083を用いた実験と同様に、45.9% (158/344)の cat 遺伝子を失った細胞が、15 µg/mL Cpの環境下

で耐性遺伝子を失った直後の成長の低下から徐々に成長を回復した (Fig. 19、20A、21)。一方で耐性遺伝子を

もたない YK0085株に対して Cpを投与した場合と同様に、同濃度の Cpを mother machine内で cat 遺伝子

をあらかじめ除去した YK0138細胞株に投与した場合には同じような成長の回復は見られなかった (0/1138;

Fig. 20A)。

Cp環境下で cat 遺伝子を除去したところ、RplS-mCherryとRpsB-mVenusのどちらにも蛍光輝度値の上昇

が観察された (Fig. 20B、C)。この上昇は RplS-mCherryで特に大きかった (Fig. 19D、G、20B)。同様にリボ

ソームのサブユニットバランス (RplS-mCherry/RpsB-mVenus比率)は崩れ、およそ 3倍に増加した (Fig. 20D、

22)。この初期におけるサブユニットバランスの崩れは成長を回復した細胞系列と成長を停止した細胞系列のど

ちらでも観察された (Fig. 20D、22)。しかし、成長を回復した細胞系列ではこの比率が耐性遺伝子除去前の状

態まで戻った一方で、成長、分裂を停止した細胞系列では崩れたままであった (Fig. 20D、22)。この結果はリ

ボソームタンパク質の発現バランスの回復と Cp環境下での成長の回復に相関があることを示唆している。

Fig. 11と同様に青色光照射前の細胞の状態とその後の細胞系列の運命の関係について調べた。細胞の伸長

38



27
02

15
11

15
02

00
11

09
11

36
02

05
13

16
01

30
13

03
13

14
11

08
11

06
11

38
14

35
12

34
16

30
02

15
03

00
12

02
12

31
01

36
01

19
11

12
13

27
03

10
01

34
11

09
12

11
12

19
02

03
04

13
13

03
11

04
13

20
12

05
15

34
03

31
13

02
15

10
13

34
04

35
01

34
02

04
22

03
22

08
22

00
23

14
22

17
21

05
22

12
21

27
21

05
24

38
23

02
24

05
21

38
21

09
23

04
21

13
21

38
22

11
21

02
23

07
22

07
21

20
21

34
25

20
23

12
22

02
21

30
21

13
22

21
22

31
22

06
22

19
23

10
22

21
21

29
21

29
22

Result No.

0

20

40

60

D
yn
am

ic
tim

e
w
ar
pi
ng

(a
.u
.)

27
02

19
11

05
13

31
13

15
11

30
13

08
11

38
14

34
11

09
11

05
15

06
11

36
02

03
11

34
16

14
11

20
12

10
13

02
15

13
13

12
13

35
12

03
13

15
03

30
02

10
01

04
13

36
01

34
04

27
03

02
12

35
01

34
03

03
04

15
02

34
02

16
01

11
12

00
12

31
01

09
12

19
02

00
11

38
21

30
21

03
22

29
22

04
22

09
23

06
22

00
23

05
22

02
23

38
23

04
21

31
22

27
21

08
22

38
22

20
23

17
21

05
21

10
22

21
22

02
24

21
21

02
21

20
21

11
21

05
24

13
21

07
21

07
22

12
21

29
21

12
22

34
25

19
23

14
22

13
22

Result No.

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

D
yn
am

ic
tim

e
w
ar
pi
ng

(h
-1
)

A

B

Fig. 18: 細胞の伸長率の時間変化によってCp環境下で耐性遺伝子を失った細胞を判別することができる. (A)

mCherry-CAT蛍光輝度値の時間変化に基づいた細胞系列の階層クラスタリング。クラスタリングには計測の全

期間のmCherry-CAT蛍光輝度値のデータを用いた。細胞系列ごとの違いの尺度として dynamic time warping

尺度を用いた。横軸に書いてある数は細胞系列の IDを示している。IDの背景色は細胞系列の運命に対応する

色をつけたものである: 青色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列に対応する。緑色は耐性遺伝子

を失って分裂できなくなった細胞系列に対応する。赤色は耐性遺伝子を失わなかった細胞に対応する。(B) 細

胞の伸長率の時間変化に基づいた細胞系列の階層クラスタリング。クラスタリングには計測の全期間の細胞の

伸長率のデータを用いた。青色の破線及び赤色の破線で囲まれた細胞系列は二つの主要なクラスターでありそ

れぞれ耐性遺伝子を失った細胞系列と耐性遺伝子を持っている細胞系列に対応する。耐性遺伝子を失った細胞

系列のうち、誤って耐性遺伝子を失っていない細胞のクラスターに振り分けられている細胞系列は 1つ (0011)

だけであり、他の細胞系列は正しく振り分けられていた。そのため細胞の伸長率は Cp環境下で高い精度で耐

性遺伝子を失った細胞系列と耐性遺伝子を持つ細胞系列を区別することができる。
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Fig. 19: Cp 投与下におけるリボソームレポーター株を用いた耐性遺伝子除去実験の一細胞系列例. (A-I)

一細胞系列の RplS-mCherryと RpsB-mVenus蛍光輝度値と細胞サイズの推移。 (A-C)耐性遺伝子を失わな

かった細胞系列 (Non-deleted cell lineages) (D-F) 耐性遺伝子を失って分裂を停止した細胞系列 (Resistance-

gene-deleted cell lineages (growth-halted))。(G-I)耐性遺伝子を失ったにもかかわらず分裂を続けた細胞系列

(Resistance-gene-deleted cell lineages (growth-restored))。

率、RplS-mCherryおよび RpsB-mVenusの蛍光輝度値、また、RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光の比率の

いずれも耐性遺伝子の除去の起こりやすさや耐性遺伝子を失った細胞系列の中で成長を回復するかどうかといっ

た運命に大きく影響してはいなかった (Fig. 23)。

耐性遺伝子をもたないYK0138細胞株に対して 15 µg/mL Cpを投与した際、YK0136の耐性遺伝子をCp環

境下で除去した時と同様にRplS-mCherryの蛍光輝度値は上昇した (Fig. 20B)。一方でYK0136の耐性遺伝子を

除去した場合とは反対にRpsB-mVenusの蛍光輝度値は減少した (Fig. 20C)。この結果は先行研究で野生型の大

腸菌に対してCpを投与した際に観察された結果と一致していた [120]。このCp投与初期からのRpsB-mVenus

の蛍光輝度値の減少はリボソームタンパク質のバランス (RplS-mCherry/RpsB-mVenus)をより迅速に増加さ

せた (Fig. 20D)。この比率の上昇に合わせて、Cpの投与によって YK0138の伸長率は YK0136の耐性遺伝子

除去よりも早く減少した (Fig. 20A)。

YK0136 の耐性遺伝子除去の実験や、YK0138 に対して Cp を投与する実験から、RplS-mCherry/RpsB-

mVenus の蛍光の比率の増加と細胞の伸長率の減少には相関がありそうである。そのためこの二つについて

YK0136の実験のうち耐性遺伝子を失った系列、および YK0138の実験結果から相関を調べたところ負の相関

が観察された (Spearman ρ = -0.58、95%信頼区間 [-0.62、-0.53]; Fig.24)。青色光の照射前、リボソームバラン

スの比率は狭い範囲に収まっている (95%区間: 0.84-1.18; Fig. 22、24)。Cp耐性遺伝子の除去や Cpの投与に

よって蛍光輝度値の比率はこの幅を超え、同時に細胞の成長は抑制された (Fig. 22)。これらの結果は、Cp耐

性遺伝子なく成長、分裂を回復する細胞ではリボソームタンパク質のバランスの回復も伴っていることを示唆

している。
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Fig. 20: Cp投与下におけるリボソームレポーター株を用いた耐性遺伝子除去実験. (A) 細胞の伸長率の時間変

化。線は各時間における伸長率の中央値を表し、影の領域は細胞系列を 1000回リサンプリングして得られた

中央値の 95%領域を表している。赤色は耐性遺伝子を失っていない細胞系列を示している。緑色は耐性遺伝子

を失って分裂を停止した細胞系列を表す。青色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列を表す。灰色

はあらかじめ耐性遺伝子を除去した YK0138細胞系列を示す。色と細胞系列の対応は (B-D)でも同様である。

(B)RplS-mCherry蛍光輝度値の時間変化 (C)RpsB-mVenus蛍光輝度値の時間変化 (D)RplS-mCherry/RpsB-

mVenusの蛍光比の時間変化。RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光輝度値の比は青色光照射前の蛍光輝度値の

平均値で規格化した。
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Fig. 21: Cp耐性遺伝子除去後の細胞の世代時間とRplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光輝度値の比の世代

ごとの変化. (A) 世代時間の世代ごとの推移。(B) RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光輝度値の比の推移。線

及び影の領域はそれぞれ中央値と 25-75%幅を表す。赤色は耐性遺伝子を失っていない細胞系列を示している。

青色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列を表す。灰色はあらかじめ耐性遺伝子を除去したYK0138

細胞系列を示す。
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Fig. 22: RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光比の時間ごとの分布. 各時間における細胞系列分類ごとの

RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光輝度値の比。黒い破線は蛍光比が 1の線である。黒い実線は分布の中央

値を示している。
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Fig. 23: 青色光照射前の細胞の表現型と耐性遺伝子除去後の細胞の運命の関係. (A) 青色光照射前の細胞の伸

長率とその後の細胞の運命の関係。青色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列に対応する。緑色は

耐性遺伝子を失って分裂できなくなった細胞系列に対応する。赤色は耐性遺伝子を失わなかった細胞に対応す

る。色と細胞系列の対応は (B-D)でも同様である。各点は細胞系列の青色光照射前、1時間平均の細胞の伸長

率を表している。p = 0.10 (耐性遺伝子を失った細胞のうち分裂を継続した細胞系列としなかった細胞系列の比

較); p = 0.54 (耐性遺伝子を失った細胞系列と失わなかった細胞系列の比較)、Welchの t検定。(B) 青色光照射

前の RplS-mCherryの蛍光輝度値とその後の細胞の運命の関係。各点は細胞系列の青色光照射前、1時間平均

の RplS-mCherryの蛍光輝度値を表している。p = 0.87 (耐性遺伝子を失った細胞のうち分裂を継続した細胞

系列としなかった細胞系列の比較); p = 0.038 (耐性遺伝子を失った細胞系列と失わなかった細胞系列の比較)、

Welchの t検定。(C) 青色光照射前の RpsB-mVenusの蛍光輝度値とその後の細胞の運命の関係。各点は細胞

系列の青色光照射前、1時間平均の RpsB-mVenusの蛍光輝度値を表している。p = 0.60 (耐性遺伝子を失った

細胞のうち分裂を継続した細胞系列としなかった細胞系列の比較); p = 0.010 (耐性遺伝子を失った細胞系列と

失わなかった細胞系列の比較)、Welchの t検定。アスタリスクは有意水準 0.01のとき、有意差があることを表

す。(D) 青色光照射前の RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光比とその後の細胞の運命の関係。各点は細胞系

列の青色光照射前、1時間平均の RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光比を表している。p = 0.098 (耐性遺伝

子を失った細胞のうち分裂を継続した細胞系列としなかった細胞系列の比較); p = 0.15 (耐性遺伝子を失った

細胞系列と失わなかった細胞系列の比較)、Welchの t検定。

43



0 1 2 3 4 5
Fluorescence ratio (a.u.)

Resistance-gene-deleted
cell lineages (growth-restored)
Resistance-gene-deleted
cell lineages(growth-halted)
Pre-deleted cell lineages

-0.5

0

0.5

1.0

El
on
ga
tio
n
ra
te
(h
-1
)

Fig. 24: Cp投与下のRplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光輝度値の比と細胞の伸長率の関係. 小さい点は

各細胞系列での 2時間ごとの平均の RplS-mCherry/RpsB-mVenusの蛍光比と細胞の伸長率を表している。大

きな白抜きの点は蛍光比 0.2 a.u.ごとに区切った中での平均の伸長率である。エラーバーは 1.96倍の標準誤差

を表す。青色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列に対応する。緑色は耐性遺伝子を失って分裂で

きなくなった細胞系列に対応する。灰色は耐性遺伝子をあらかじめ失っている細胞系列に対応する。赤い点線

は青色光照射前の耐性遺伝子を持ち続けた細胞系列の平均 ± 1.96 × (標準誤差)の蛍光輝度値の比の幅を示し

ている。Spearman ρ = -0.58、95%信頼区間 [-0.62、-0.53]。
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2.4.6 相対的に (p)ppGpp量の多い耐性遺伝子除去株が成長を回復する

前節では Cp環境下で Cp耐性遺伝子を失った細胞はリボソームタンパク質の発現バランスが崩れることを

確認した。その上で耐性遺伝子を失いつつも成長分裂を続ける細胞では成長速度の回復とともに当初崩れた発

現バランスが回復することがわかった。リボソームタンパク質の量は rRNAとともにフィードバックによって

制御されている [118, 119, 121, 122]。それに加えて、全体的なリボソーム量は (p)ppGppの量によって変動する

ことが知られている [123]。(p)ppGppは細胞のグローバルな遺伝子発現を直接的、間接的に制御する因子であ

る [70, 124, 125, 126, 127, 128, 129]。(p)ppGppの細胞内の量の制御は細胞の成長率に寄与している [130, 131]。

さらに先行研究から Cpは細胞内の (p)ppGpp量を減少させることがわかっている [132]。

そのため、耐性遺伝子除去後のリボソーム量の変化や成長の回復と (p)ppGpp量の変化が関連していると

考えた。(p)ppGpp量は 32Pのような放射性同位体を用いた薄層クロマトグラフィーなどで測定することがで

きるが [133]、これらは細胞を破壊することが必要である。一方で生細胞の中で (p)ppGpp量を直接測定する方

法は知られていない。この問題を克服するため、σ ファクター RpoSに蛍光をラベルした rpoS-mcherry 遺伝

子を導入した大腸菌 YK0148株を作製し、実験に用いた (Fig. 25)。RpoSは細胞増殖における定常期や栄養の

枯渇などのストレス環境にさらされた際、(p)ppGppが増加することで発現が誘導される σファクターである

[125, 126, 134]。そのため先行研究においても (p)ppGppを間接的にモニターするためにこのRpoSに蛍光タン

パク質を結合させた融合タンパク質が利用されている [135, 136]。YK0148株には RpoSレポーター遺伝子に加

え、上端および下端に loxP 配列を有する cat 遺伝子を染色体上の intC 部位に導入し、また、PA-Cre遺伝子

組換えシステムのためのプラスミドを導入した。今回の実験でもリボソームレポーター実験と同様に mcherry

遺伝子をRpoSに融合しているため、cat 遺伝子にはmcherry 遺伝子を結合させなかった。YK0148株の Cpに

対するMICは YK0083株や YK0136株のMICとほとんど差がなかった (Fig. 26)。

YK0148株を用いて、mother machine内で Cp環境におかれた細胞に対して青色光を照射し、Cp耐性遺伝

子の除去実験を行った。今回の実験でもmCherry蛍光の減少から耐性遺伝子の除去を判別することができない

ため、細胞の伸長率変化から遺伝子除去ができたかどうかを判断した。Cp環境下での 30分間の青色光の照射

によって 40.9% (648/1585)の YK0148株が耐性遺伝子を失った。

25.6% (155/605)の cat 遺伝子を失った細胞が、15 µg/mL Cpの環境下で耐性遺伝子を失った直後の成長

の低下から徐々に成長を回復した (Fig. 27、28A)。一方で耐性遺伝子をもたない YK0085株に対して Cpを投

与した場合と同様に、同濃度の Cpを mother machine内で YK0149細胞株に投与した場合には 1細胞を除き

同じような成長の回復は見られなかった (1/1376)。YK0149株は YK0148株を試験管でバッチ培養し、途中で

青色光を照射することで cat 遺伝子をあらかじめ除去した株である (2.3.1参照)。

Cp環境下で cat 遺伝子を除去したところ、耐性遺伝子を失った細胞系列において RpoS-mCherry蛍光輝度

値の減少が観察された (Fig. 27C、E、28B)。この減少は野生型の大腸菌に Cpを投与すると (p)ppGppが減少

するという先行研究と一致する [132]。RpoS-mCherry蛍光輝度値の推移から成長を回復する細胞では成長分裂

を停止した細胞に比べて RpoS-mCherryの蛍光輝度値が高いことがわかった (Fig. 28B)。

また、ppGppの減少はリボソームの発現を誘導し、一方で RpoSの量を減少させる [70]。さらに先行研究

において Cpの濃度を上げると細胞の成長率が減少し、翻訳されるタンパク質に占めるリボソームの割合が増
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Fig. 25: 大腸菌YK0148株の概略図.　YK0148株は染色体上の元の位置から蛍光タンパク質を融合したRpoS

タンパク質 (RpoS-mCherry) を発現する。さらに染色体上の intC 部位に青色光の照射によって除去可能な

cat 遺伝子を持つ。この cat 遺伝子は恒常発現プロモーター PLtetO1 の下流にある。また、PA-Cre システム

の遺伝子 (creN-nmag 遺伝子及び pmag-creC 遺伝子)を発現する低コピープラスミド pYK022を持っている。

CreN-nMag、CreC-pMagは IPTGによって発現誘導される。
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Fig. 26: RpoSレポーター株におけるMIC test. 灰色の点は対応する Cp濃度のM9合成培地で 23時間各細

胞株を培養した時のOD600の値である。OD600が 0.01以下になる最小の Cp濃度を各細胞のMICとして用い

た。タイムラプスの実験では 15 µg/mL の Cp濃度を用いた (破線)。この計測は少なくとも三回行った。
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Fig. 27: Cp投与下におけるRpoSレポーター株を用いた耐性遺伝子除去実験の一細胞系列例. (A-F) 一細胞

系列の RpoS-mCherry蛍光輝度値と細胞サイズの推移。 (A、B)耐性遺伝子を失わなかった細胞系列 (Non-

deleted cell lineages) (C、D)耐性遺伝子を失って分裂を停止した細胞系列 (Resistance-gene-deleted cell lineages

(growth-halted))。(E、F)耐性遺伝子を失ったにもかかわらず分裂を続けた細胞系列 (Resistance-gene-deleted

cell lineages (growth-restored))。
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Fig. 28: Cp投与下における RpoSレポーター株を用いた耐性遺伝子除去実験. (A) 細胞の伸長率の時間変

化。線は各時間における伸長率の中央値を表し、影の領域は細胞系列を 1000回リサンプリングして得られた

中央値の 95%領域を表している。赤色は耐性遺伝子を失っていない細胞系列を示している。緑色は耐性遺伝

子を失って分裂を停止した細胞系列を表す。青色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列を表す。灰

色はあらかじめ耐性遺伝子を除去した YK0149細胞系列を示す。色と細胞系列の対応は (B)でも同様である。

(B)RpoS-mCherry蛍光輝度値の時間変化。YK0149の系列 (灰色)が青色光照射後 50時間から 60時間の間で

急激に減少しているが、これはこのタイミングで多くの細胞系列が溶菌したためである。
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Fig. 29: RpoS-mCherry蛍光輝度値と細胞の伸長率の関係. 小さい点は各細胞系列での 2時間ごとの平均の

RpoS-mCherryの蛍光と細胞の伸長率を表している。大きな白抜きの点は蛍光輝度値 5 a.u.ごとに区切った中

での平均の伸長率である。エラーバーは 1.96倍の標準誤差を表す。(A)耐性遺伝子を持っている細胞の細胞の

伸長率と RpoS-mCherryの蛍光輝度値の関係。赤色は青色光照射前の耐性遺伝子を持ち続けた細胞系列に対応

する。Spearman ρ = -0.15、95% 信頼区間 [-0.21、-0.09]。(B)耐性遺伝子を Cp環境で失った細胞の細胞の

伸長率と RpoS-mCherryの蛍光輝度値の関係。青色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列に対応す

る。緑色は耐性遺伝子を失って分裂できなくなった細胞系列に対応する。Spearman ρ = 0.53、95% 信頼区間

[0.49、0.58]。

加することも知られている [137]。そのため、耐性遺伝子を除去した RpoSのレポーター株 YK0148の成長率

と RpoSの発現量が正の相関を持つことが予想される。RpoS-mCherryの蛍光輝度値と細胞の伸長率の相関関

係を調べたところ、耐性遺伝子を持っている細胞株ではほとんど相関がない (Spearman ρ = -0.15、95% 信頼

区間 [-0.21、-0.09]; Fig. 29A)のに対して、耐性遺伝子を失った細胞では正の相関が得られた (Spearman ρ =

0.53、95% 信頼区間 [0.49、0.58]; Fig. 29B)。これらの結果は cat 遺伝子を失った細胞が Cp環境下で増殖を続

けるためには RpoS-mCherryの蛍光輝度値の減少が少ない、すなわち (p)ppGppの減少が小さいことが重要で

あることを示唆している。

Fig. 11、23と同様に青色光照射前の細胞の状態とその後の細胞系列の運命の関係について調べた。細胞の

伸長率と RpoS-mCherryの蛍光輝度値のいずれも耐性遺伝子の除去の起こりやすさや耐性遺伝子を失った細胞

系列の中で成長を回復するかどうかといった運命に大きく影響してはいなかった (Fig. 30)。

あらかじめ cat 遺伝子を除去した株 YK0149に対して Cpを投与したところ、YK0085、YK0138細胞株と

同様にmother machine内で Cp投与環境下で耐性遺伝子を除去された時に比べ、急激に細胞の成長が停止した

(Fig. 28A)。一方で興味深いことに RpoS-mCherryの蛍光輝度値の減少は mother machine内で耐性遺伝子を

失った細胞よりも緩やかであった (Fig. 28B)。これは急激に成長が止まったために成長による希釈の影響が弱

かったこと、およびRpoSはプロテアーゼによって積極的に分解制御されるタンパク質 [69, 134]であるが、この
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Fig. 30: 青色光照射前のRpoSレポーター株のRpoS-mCherryの発現量と伸長率は耐性遺伝子除去後の運

命に影響を与えない. (A) 青色光照射前のRpoS-mCherry蛍光輝度値。各点は細胞系列の青色光照射前、1時間

平均の RpoS-mCherryの蛍光輝度値を表している。青色は耐性遺伝子を失ったにもかかわらず分裂を継続した

細胞系列に対応する。青色は耐性遺伝子を失って分裂を停止した細胞系列に対応する。青色は耐性遺伝子を失

わなかった細胞系列に対応する。p = 0.58 (耐性遺伝子を失った細胞のうち分裂を継続した細胞系列としなかっ

た細胞系列の比較); p = 0.91 (耐性遺伝子を失った細胞系列と失わなかった細胞系列の比較)、Welchの t検定。

(B) 青色光照射前の伸長率。各点は細胞系列の青色光照射前、1時間の細胞の伸長率を表している。各点の色の

対応については (A)と同様である。p = 0.57 (耐性遺伝子を失った細胞のうち分裂を継続した細胞系列としな

かった細胞系列の比較); p = 0.52 (耐性遺伝子を失った細胞系列と失わなかった細胞系列の比較)、Welchの t

検定。
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Fig. 31: Cp投与下におけるRpoS-mCherryの生産率の時間変化. 線は各時間における生産率の中央値を表

し、影の領域は細胞系列を 1000回リサンプリングして得られた中央値の 95%領域を表している。赤色は耐性

遺伝子を失っていない細胞系列を示している。緑色は耐性遺伝子を失って分裂を停止した細胞系列を表す。青

色は耐性遺伝子を失っても分裂を継続した細胞系列を表す。灰色はあらかじめ耐性遺伝子を除去した YK0149

細胞系列を示す。生産率は (c(t+∆t)v(t+∆t)− c(t)v(t))/v(t)∆tで算出した。ただし tは時刻、∆tは撮影の

時間幅 (1/6 h)、c(t)は時刻 tにおける細胞内平均の RpoS-mCherryの蛍光輝度値、v(t)は時刻 tにおける細胞

のサイズを表す。そのため c(t)v(t)は時刻 tにおける細胞内の全 RpoS-mCherryの輝度値を表す。

分解の機構もCpの投与によって急激に停止したためだと考えられる。実際、YK0149細胞株のRpoS-mCherry

の生産率は Cp投与後すぐに 0以下に減少していた (Fig. 31)。

2.5 考察

様々な環境や遺伝的な背景の中で遺伝子型-表現型の対応関係を明らかにすることは遺伝学研究の重要なア

プローチである。しかし従来の研究では遺伝子変化から十分時間が経った、安定した終状態の表現型に基づい

てこの対応関係を模索している。そのため細胞の過去の履歴が終状態の表現型にどのように影響を及ぼすか、

また、遺伝子変化によって起こる表現型変化や終状態の表現型の一細胞ごとの違いについての知見は限られて

いる [50, 51, 52]。本研究では Cp環境下で Cp耐性遺伝子である cat 遺伝子を除去するという実験を行い、従

来の遺伝子型-表現型対応の知見を考慮すると成長できなくなるような耐性度を下げる遺伝子変異であっても大

腸菌が適応することを示した (Fig. 8、9)。さらにこの適応は何らかの新たな耐性遺伝子の獲得によっている訳

ではないことも確認した (Fig. 10、Table 3)。しかし、Cpを投与するよりも十分前にこの耐性遺伝子を除去し

た場合、このような適応は見られなかった (Fig. 12)。そのためこれらの結果は、細胞が耐性遺伝子を失っても

なお耐性状態になるかどうかは、耐性遺伝子除去のタイミングと細胞が置かれた環境の履歴に依存しているこ

とを示唆している [109]。

Cp環境下での耐性遺伝子 cat の除去によってリボソームタンパク質 (RplSと RpsB)の化学量論的なバラン

スが崩れ、成長を回復する細胞系列ではこのバランスが回復することを明らかにした (Fig. 20)。細胞の伸長率
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とリボソームタンパク質の蛍光強度比 (RplS/RpsB)は強く相関していた (Fig. 24)。その上、早く成長している

耐性遺伝子を有している細胞株ではこのバランスの幅が狭く強く制御されていた (Fig. 22)。また、RpoSのレ

ポーターを用いた実験から、Cp環境下で耐性遺伝子を失った細胞では RpoS-mCherryの蛍光輝度値が減少す

るものの、分裂を継続した細胞系列では停止した細胞系列より適応途中の段階の RpoS-mCherryの蛍光輝度値

が高かった (Fig. 28)。Cp環境下で耐性遺伝子を失った細胞では RpoS-mCherryの蛍光輝度値と細胞の伸長率

が正の相関を持っていた (Fig. 29)。これらの結果はリボソームバランスの回復や RpoSを制御する (p)ppGpp

のレベルを維持しておくことと耐性遺伝子を失った後に Cpに適応することの関連を示唆している。

リボソームタンパク質の発現バランスの回復について、どのような機構によって発現バランスを回復するか

は明らかにはなっていない。考えられるシナリオの一つはリボソームタンパク質遺伝子の複数の階層にまたが

るフィードバック制御である。多くのリボソームタンパク質は rRNAに結合するだけでなく、自身の mRNA

にも結合することができる [138, 139, 140, 141, 142, 143]。あるリボソームタンパク質が過剰発現すると rRNA

に結合できなかった余剰リボソームタンパク質が自身の mRNAに結合し、このリボソームタンパク質、およ

び同一オペロン内の遺伝子の翻訳を阻害する [138, 139]。リボソームタンパク質の rRNAとmRNAとの競合は

リボソームの構成要素のストイキオメトリーを制御すると考えられている [141]。例外的に、rplS 遺伝子が含ま

れる trm オペロンではこのmRNAに結合するフィードバック制御は機能していない [118]。rplS 遺伝子は先行

研究から翻訳レベルでの制御を受けていることがわかっている [144]。これらのリボソーム量に対する転写レベ

ル、翻訳レベルでの制御を耐性遺伝子の成長を回復するためにを利用していると考えられる。また、リボソー

ムオペロンにはリボソームタンパク質の遺伝子だけでなく、RNAポリメラーゼのサブユニット、翻訳の開始因

子や伸長因子、膜貫通型トランスポーターの遺伝子も含まれている [141, 142]。そのため、リボソーム関連遺伝

子のフィードバック制御によってグローバルな遺伝子発現プロファイルが変化する。このグローバルな変化は

Cp環境下で細胞が成長できる発現状態を探す一助になる。

さらにリボソームタンパク質遺伝子を制御する因子として (p)ppGppがある [133]。栄養枯渇やヒートショッ

クのようなストレス環境において、ストレスの種類に合わせて (p)ppGpp 合成酵素である RelA[145] または

(p)ppGppの合成分解の両機能を持つ酵素である SpoT[146, 147]の発現が誘導され (p)ppGppの量が増加する

[127]。(p)ppGppの増加は RNAポリメラーゼの転写開始を制御することで遺伝子発現プロファイルを変化さ

せる [70, 71, 124]。その結果としてリボソームやDNA複製因子の発現は抑制され、一方でアミノ酸合成酵素の

発現は誘導される。また、逆に (p)ppGppの減少はリボソームの発現が誘導され、アミノ酸の合成酵素の発現

が抑制される。そのため (p)ppGppを合成することのできない細胞 (∆relA∆spoT ; (p)ppGpp0 細胞株)はアミ

ノ酸の添加されていない環境では生育できない [147]。さらに (p)ppGpp合成酵素の過剰発現や分解酵素の過剰

発現によって (p)ppGpp量に摂動を加えると細胞の成長速度が低下する [131]。

Cpを含む多くの翻訳阻害剤を野生型の大腸菌に投与すると (p)ppGpp量を減少させる [132]。(p)ppGppの

減少はリボソームの発現を誘導する点から、Cpの投与または cat 遺伝子の除去によってリボソームタンパク質

の発現が誘導される本研究の結果とも一致する。また、(p)ppGppの摂動によってリボソームタンパク質遺伝子

の転写量は変化するもののその変動は必ずしもタンパク質複合体の化学量論に沿った変動ではない [124]。その

ため (p)ppGpp量の変動はリボソームタンパク質のバランスが崩れた原因の一つと考えられる。その後成長分
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裂を回復した細胞では (p)ppGppの量が少量ながらも多く細胞内に残存したため、リボソームタンパク質のバラ

ンスや成長を回復できた一方で、成長を回復できなかった細胞ではより (p)ppGppが減少したためより強くリ

ボソームのバランスが崩れ成長できなくなったと推測される。分裂を継続した細胞において (p)ppGppの量が

多かったことは耐性遺伝子除去後の RpoS-mCherryの蛍光輝度値が高かったこととも一致している (Fig. 28)。

また、(p)ppGppは RNAポリメラーゼだけでなく、転写因子、翻訳因子、DNA複製因子、cyclic di-GMPと

cyclic di-AMPを直接的、間接的に影響を及ぼす [129]。そのため、(p)ppGppは細胞の発現状態をグローバル

に変化させ、この変化はリボソームのフィードバック制御と同様に Cp環境下で細胞が成長できる発現状態の

探索に役立つと考えられる。

Cp環境下で Cp耐性遺伝子を失っても成長分裂を続けた細胞では、一度成長がほとんど停止し、その後変

異を得ることなく部分的に成長が回復するという細胞の表現型の変化が観察された (Fig. 9)。Cpのような翻訳

阻害剤は低温ストレスタンパク質 (Cspタンパク質群)を誘導する [148, 149, 150, 151]。また、大腸菌に対して

低温ストレスを与えると (p)ppGppも減少することも知られている [152, 153]。興味深いことに低温ストレスに

置かれた細菌は、タイムスケールこそ異なるものの一度数時間成長を停止してから、その後成長を部分的に回

復する acclimationと呼ばれる現象が知られている [148, 154, 155]。この過程で細胞の翻訳速度が減少すること

もわかっている [148, 155, 156]。さらにリボソームプロファイリング [157, 158]を用いた研究によって、低温に

さらされた大腸菌では成長が停止している段階においてリボソームを含むタンパク質複合体の量比が崩れると

いうことも示されている [155, 159]。この類似性から Cpに対する適応と低温ストレスに対する適応ではストレ

スの種類が異なるもののタンパク質の翻訳の阻害を起点に、同じ反応経路が使いまわされているかもしれない。

このような複数のストレス反応で (p)ppGppを介して同じ反応経路を用いているのは、高温ストレス、アミノ

酸や炭素、窒素の枯渇、浸透圧ストレスのような異なるストレスがどれも (p)ppGppの増加を引き起こすこと

[129, 160]や、(p)ppGpp濃度が上昇した細胞が Ampや DNAの複製阻害剤であるキノロン系の薬剤ストレス

に対して強くなること [161]にも観察される。そのため、低温ストレス下での細胞の反応や性質の変化を理解

することは、今回の Cpに対する耐性遺伝子のない適応について理解を深めるきっかけになるだろう。例えば、

低温ストレス下で発現する Trigger Factorは分子シャペロンであり、低温下での発現量が生存と関連すること

が知られている [151]。このようなタンパク質が翻訳阻害剤存在下でのタンパク質のフォールディングを助けて

いるかもしれない。また、CspAやそのホモログは RNA/DNAシャペロンとして働いている [156, 162, 163]。

また、Cp投与のタイミングで少量のCATタンパク質が残存していることが適応に必要だったこと (Fig. 12-

14)はかろうじて耐えられる細胞の生理状態を経験することが表現型的な耐性を獲得するために必要であるとい

うことを示唆している。生死を分けるような危機的な状態を経験することが生存に寄与する現象は、細胞を低

濃度の薬剤に曝すと耐性度が上昇する “adaptive resistance”と呼ばれる現象と類似している [164]。A. George

らの研究では低濃度の Cp環境に 200世代晒した細胞を培養したところ、野生型のMICの 10倍以上の濃度の

Cpに対しても耐性を示した [164]。また、この耐性度の上昇は遺伝子の変異によるものではなかった [164]。ま

た、細胞を低濃度の薬剤に曝した後、致死を超える高濃度の薬剤を与えた際に薬剤に耐える “persister”細胞の

出現頻度が上昇する現象も知られている [165, 166]。T. Dorrらの研究では大腸菌に低濃度の ciprofloxacinを投

与することで SOS応答に関わる遺伝子を事前に発現することでその後のMIC以上の ciprofloxacinから耐えて
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いるとしている [165]。さらに、近年の研究では低濃度の薬剤に曝す代わりに飢餓ストレスによって (p)ppGpp

を誘導することでも persister細胞が増加することが確認されている [167]。今回の研究では RpoS-mCherryの

蛍光輝度値は減少しているものの、cat 遺伝子を失っても分裂を継続した細胞では比較的高い RpoS-mCherry

の蛍光輝度値であったため SOS応答に関わる遺伝子が関与している可能性がある。事前に低濃度の薬剤にさら

された場合と同様に、耐性タンパク質量が減少している状態で Cpにさらされることによって遺伝子発現状態

が変化しているのかもしれない。細胞内部の変化と環境の変化に対する適応に相似的な機構が関与しているか

どうかは調べる価値があるだろう。

一方で、cat 耐性遺伝子を失い、Cpを投与された際、どんなに多くのCATタンパク質があったとしても、成

長分裂を続けられる細胞の割合はおおよそ 40%で頭打ちである。全ての細胞が成長分裂を続けられる状態を見

つけることができない理由は定かではないが、適応できる遺伝子発現状態に到達できるかどうかが確率的なの

だと考えられる。それに加えて、細胞内の環境のわずかな違いが寄与している可能性がある。mother machine

の観察チャンネルの幅や長さの違いは細胞の物理状態 (細胞サイズや世代時間)が変化することがわかっている

[168]。また、最近の研究から個々のチャンネルごとに異なる微細環境が作られていることもわかってきている

[59, 169, 170]。これらの先行研究の結果は栄養の富んだ環境条件で得られたものであるが、薬剤環境でも同様

にチャンネルごとの違いが生じている可能性がある。このような違いはあらかじめ cat 遺伝子を失っている細

胞を成長させるほど大きくはないものの、Cp環境下で分裂を続けられるかどうかが決定する際に影響を与えて

いるかもしれない。

致死的な遺伝子変化に対して履歴依存的に適応するという実験的な証拠は限られているものの、本研究で示

した光遺伝学を利用した遺伝子組換えシステムとマイクロ流体デバイスを用いた一細胞追尾観察の組み合わせ

は cat 遺伝子以外の遺伝子や、大腸菌や他の細菌に限らず、酵母やヒトのような真核生物にも適応可能である。

このアプローチは薬剤耐性を持つ細菌や癌細胞の出現に新たな知見を与えるかもしれない。遺伝子変異だけに

よらない耐性の進化を理解することは、薬剤耐性の広がりを抑えるあるいは制御するための新たな薬剤の使用

戦略を考えるための役に立つだろう。
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3 蛍光タンパク質を利用したスカーレスなゲノム組換え法の効率化

3.1 本章の要約

本章では蛍光タンパク質を利用した λ-Redと I-SceIを用いたスカーレスな遺伝子組換え法の効率化について

述べる。まずは遺伝子組換えの中間体の細胞が持つ tetA遺伝子に gfp遺伝子またはmcherry 遺伝子を付与した

細胞を構築し、その性質を調べた (3.4.1節)。この中間体を用いて蛍光タンパク質mcherry 遺伝子や gfp遺伝子

をゲノム上の 6か所にスカー配列なく組換える実験を行い、組換えの効率を測定した (3.4.2節)。さらに、遺伝

子の除去に対しても同様の手法が適応できるかを確かめるため、スカーレスな遺伝子除去を行った (3.4.3節)。

これらの実験の中で、遺伝子の導入が起きていないにも関わらず、中間体の細胞が持っていた tetA-gfp 遺

伝子が失われた細胞が多く生じた。この細胞がなぜ出てくるかを確かめるために、組換え遺伝子がない状態で

λ-Redと I-SceIを誘導して中間体を培養した (3.4.4節)。組換え遺伝子がないにもかかわらず、多数の tetA-gfp

遺伝子が失われた細胞が確認されたことから、ゲノム同士が結合したことが示唆された。さらにこの意図しな

いゲノム同士の結合は λ-Redが関与していることを明らかにした。

さらに H. Tasらの研究では 7 kbp近い長い配列の導入に成功していた。本手法でも同程度の長さまで遺伝

子導入できるかを確かめるため、lacZ 遺伝子、lacZYA遺伝子、lac operon (lacIZYA)遺伝子の導入を intC、

attB、galK に対して行った (3.4.5節)。どの場合にも遺伝子組換えに成功した細胞が得られ、また、興味深い

ことに遺伝子組換え効率は必ずしも組換え配列の長さに逆相関しなかった。

3.2 序論

3.2.1 本研究の背景

2章まででも記したように遺伝学における重要な問題の一つは遺伝子型-表現型の対応関係を理解すること

である。従来、この対応関係は二つに大別される手法、順遺伝学と逆遺伝学によって調べられてきた。順遺伝

学とは目的の表現型を示す細胞を出発点として、他の細胞と比べてどのような遺伝子が異なっているのか、ど

のような遺伝子変異が原因となっているのかという点に注目して遺伝子の役割を明らかにする手法である。例

として薬剤耐性に関わる遺伝子変異の同定が挙げられる。細菌の転写を阻害する薬剤 rifanpicinに対して薬剤

耐性を持つ大腸菌株を取得するために、様々な濃度の rifanpicin環境下で大腸菌を生育すると、多くの大腸菌は

rifanpicinによって成長できなくなるものの、ごく一部 (1-数個)の大腸菌が生き残る [171, 172]。このような方

法で取得した rifanpicin耐性の大腸菌の遺伝子型を調べることで rifanpicinの耐性を付与する遺伝子変異 (rpoB

遺伝子; RNAポリメラーゼの β サブユニット)が特定されている [173, 174, 175]。この例のように表現型から

その原因となる遺伝子型変異を明らかにする手法が順遺伝学である。

一方で順遺伝学とは反対に、目的の遺伝子に変異を生じさせる、あるいは特定の変異を導入して発現させ、

その後の表現型変化から遺伝子の働きを推定する手法が逆遺伝学である。例えば、順遺伝学的手法で得られた薬

剤耐性の候補遺伝子を野生型の細胞に導入し、その後、実際に薬剤耐性が得られたか、また、ある遺伝子ネット

ワークに関与していると考えられる遺伝子をノックアウトすることによってその制御が働かなくなるかといっ

たことを確認する手法である。近年では大腸菌のようなモデル生物に対して、致死遺伝子以外の一遺伝子をノッ
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クアウトしたライブラリを作成し [34]、目的の現象に関与する遺伝子を網羅的に探し出すような研究も行われ

ている [35, 36, 37]。さらに、このライブラリの細胞 (∼4000 種類)の表現型 (e.g. 成長率や細胞サイズ)を網羅

的に調べるといった研究も行われている [24]。このように遺伝子変異から表現型の変化を観察し、遺伝子の役

割を明らかにする手法が逆遺伝学である。逆遺伝学的手法を行うためには自由に遺伝子の除去や導入ができる

必要があり、このためには遺伝子組換え技術が必要不可欠である。

細菌における遺伝子導入のもっとも簡便な方法は目的遺伝子を持ったプラスミドの導入である。プラスミド

とはゲノム DNAではない自己複製可能な環状の DNAであり、通常ゲノムサイズにくらべてとても小さい (数

千 ∼数万 base pair)。このプラスミド内に目的の遺伝子 (e.g. 変異を持った遺伝子や、野生型が持っていない

遺伝子)を導入することで目的遺伝子を細胞内で発現させることができる。これによって細胞内での目的遺伝子

の働きを調べることができる。しかしプラスミドを用いた方法にはいくつか欠点がある。1つ目はプラスミド

のコピー数にはばらつきがあり、細胞集団内で目的遺伝子のコピー数が異なってしまうことがあるという点で

ある。2つ目は遺伝子の除去が表現型に及ぼす影響は調べられない点である。3つ目は複数のプラスミドを利用

する場合、不和合性を考慮する必要がある点である。4つ目はプラスミド、特に高コピープラスミドについて

は細胞に負荷をかけ細胞の成長や表現型に影響を及ぼす点である [176]。最後に、細胞内にプラスミドを維持す

るために薬剤を必要とし、薬剤はMICレベル以下でも遺伝子発現や成長に影響を与える可能性がある点である

[177]。このような欠点から、プラスミドを用いる場合だけでなく、細菌のゲノムに直接遺伝子導入、改変する

場合も多い。大腸菌のゲノムに遺伝子変異を与える際、もっともよく利用されている方法の一つに 2000年に

K. Datsenkoと B. Wannerによって発表された λ-Red組換え酵素を用いた方法があげられる [31]。

3.2.2 λ-Red組換え酵素を用いた遺伝子組換え法

K. Datsenkoと B. Wannerの方法では目的遺伝子を増幅した PCR産物を電気穿孔法で細胞内に挿入し、組

換え酵素によって挿入した産物をゲノム上に組換える [31]。まず、目的遺伝子および上端と下端に FRT配列を

持つ薬剤耐性遺伝子 (彼らの論文の中ではカナマイシンまたはクロラムフェニコールを利用した。)を PCRに

よって増幅する。この時 PCRに用いるプライマーには 36-50 bpの導入先の遺伝子配列の相同配列を付加する。

予め λ-Redシステムの発現を誘導した細胞内に電気穿孔法を用いて PCR産物を導入する。数時間から 1日ほ

ど SOC培地で回復させたのち、適切な薬剤を含んだ寒天培地に細胞をまく。出現したコロニーは多くの場合、

目的の遺伝子がゲノム上の特定位置に挿入された細胞である。その後、Flippaseを発現するプラスミドを導入

し、Flp-FRT反応によって FRT配列に挟まれた薬剤耐性遺伝子を除去する。Flippase発現のプラスミドおよ

び λ-Redシステムを発現するプラスミドは温度感受性のため、42◦Cで培養することで取り除くことができる。

これによって目的の場所に目的遺伝子を持つ細胞を作製することができる。

この遺伝子組換え法は先述のノックアウトコレクションライブラリーをはじめとして、もっとも多く使われ

ている遺伝子組換え手法の一つである。しかしこの方法では 3 kbpを超えるような配列の導入確率が悪いこと

がわかっている [178]。さらに、この手法では目的遺伝子だけでなく FRT配列も一つ染色体上に残ってしまう。

このような意図していない配列をスカー配列と呼ぶ。大抵の研究ではこの FRT配列の影響は調べられておら

ず、無視されている。しかし、この λ-Red組換え酵素を用いた遺伝子組換え法を繰り返し利用する際に、残存
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した FRT配列によって、誤った場所に遺伝子組換えされることや Flippaseによって意図しない FRT配列間の

遺伝子を取り除いてしまうことが起こりうる [178]。また、近年の研究からランダムな配列であってもプロモー

ター活性を持ってしまうことがあることがわかってきた [179]。Flp-FRTのような系を必要とするのは目的遺伝

子とともに薬剤マーカーを導入するからである。そのため、薬剤耐性マーカーを目的遺伝子と同時に導入しな

い遺伝子組換え法 [178]や FRTのようなスカーが残らない遺伝子組換え法 [68, 180]の開発が進められている。

3.2.3 λ-Red組換え酵素と I-SceIメガ制限酵素を用いた薬剤耐性マーカーレス遺伝子組換え法

マーカーレスな遺伝子組換えは近年開発が進んでいる手法である。その一つとして T. Kuhlmanと E. Cox

により開発された λ-Red組換え酵素と I-SceIメガ制限酵素を用いた遺伝子組換え法が挙げられる [178]。I-SceI

メガ制限酵素は 18 bpの配列を認識する制限酵素である [181]。この 18 bpの配列は回文配列ではなく、野生型

の大腸菌には存在しない配列である。

この方法は大きく２段階に分けられる。第一段階としてゲノム上の目的部位にテトラサイクリン (Tc)耐性遺

伝子 (tetA)を λ-Red組換え酵素を用いて導入する (Fig. 32)。isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)で

制御したλ-Red組換え酵素遺伝子とアラビノースで制御した I-SceIメガ制限酵素遺伝子をプラスミド (pTKRED)

から発現することができる細胞に対して、電気穿孔法を用いて tetA遺伝子配列を導入する。その際、tetA遺伝

子の上端、下端に I-SceI認識配列を導入し、さらにその外側にそれぞれ 25 bpの landing pad配列を挿入する。

この landing pad配列は大腸菌のゲノム上にない配列を用いたものである。組換えに成功した細胞を Tcで選択

する。

第二段階ではまずこの細胞に対して目的遺伝子を持つプラスミド (pTKIP)を導入する (Fig. 32)。この時

目的遺伝子の上端および下端にはゲノム上と同じ landing pad配列があり、さらにその外側に I-SceI認識配列

が挿入されている。pTKIPプラスミドを導入した細胞に対し、IPTGおよびアラビノースを添加した培地で培

養することで I-SceIを誘導し、pTKIPプラスミドおよび tetA周りの I-SceI認識配列を切断する。λ-Red組換

え酵素の働きによってプラスミドから切り離された目的遺伝子配列上端下端の landing pad配列とゲノム上の

landing pad配列が結合されることで目的遺伝子が導入された細胞が得られる。この時、遺伝子の導入に失敗し

た細胞は環状ゲノムが切断された状態になるため増殖できないあるいは遅くなる。そのため遺伝子組換えした

細胞が得られる。この方法では目的遺伝子を導入する際に薬剤マーカーを必須とはせず、また、最大 7 kbpま

で導入することができる点で B. Wannerの方法よりも優れている [178]。一方で、この方法では目的遺伝子の

両端に 25 bpずつの landing pad配列が残ってしまうという点でスカー配列が残ってしまう。また、I-SceIの

切断とその後の細胞増殖の阻害は完全なものではなく、組換えの部位によっては遺伝子組換えに失敗した細胞

も生き残ってしまい、出現したコロニーの数%、λ-Red組換え酵素を利用しても 20%以下のコロニーしか目的

遺伝子をもたない部位もあるなど必ずしも高い成功率ではない [178]。

3.2.4 λ-Red組換え酵素と I-SceIメガ制限酵素を用いたスカーレス遺伝子組換え法

薬剤耐性マーカーレスな遺伝子組換えを応用して、近年、スカーレスな遺伝子組換えが発展している [68, 180]。

H. Tasらの研究では薬剤耐性マーカーレスな遺伝子組換えの際に用いた landing pad配列の代わりに導入先の
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Fig. 32: T. KuhlmanやH. Tasらの遺伝子組換え方法の概略図. この図では tetA遺伝子を持った中間体を作

成したのち、この遺伝子と入れ替わりに目的遺伝子 (図の中の gene)を導入している。I-SceIメガ制限酵素およ

び λ-Redを発現する pTKREDプラスミドおよび組換え遺伝子を持つ pTKIPプラスミドを有している。水色

の長方形は T. Kuhlmanと E. Coxの方法では 25 bpの landing pad配列と呼ばれる配列であり [178]、H. Tas

らの方法ではゲノムの末端部分の配列になる [68]。
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末端のゲノム配列を用いることで λ-Red組換え酵素と I-SceIメガ制限酵素によってスカー配列を出すことなく

遺伝子組換えできることを示した [68] (Fig. 32)。また配列の工夫次第で遺伝子の挿入だけでなく除去もできる

ことを確認した。

この方法では対抗選択なしだと遺伝子組換え部位によって 6-97%、対抗選択ありの場合だと 50%以上の細胞

で遺伝子組換えが成功した。しかし、彼らの研究の中では 3か所の遺伝子部位の組換え効率の評価しか行って

おらず、全てのゲノム位置で同等の高い確率で遺伝子組換えができるかは不明である。実際、T. Kuhlmanと

E. Coxの研究では数%から 10数%の組換え効率の場所も存在する [178]。そのため、どの遺伝子組換え部位に

おいても遺伝子組換えに成功した細胞を効率的に取得する方法が求められる。

また、近年発展してきた CRISPR/Cas9システムを利用して、薬剤マーカーレス、スカーレスに遺伝子組換

えを行う手法も同様に開発が進んでいる [38, 182]。しかし CRISPRを利用した方法でも、B. Wannerらの方法

と同様に長い配列の導入効率が低下した [38]。また、野生型の大腸菌ゲノムを切断しないことがわかっている

I-SceIメガ制限酵素 [181]と異なり、CRISPR/Cas9システムでは guideRNAのオフターゲットの影響により、

意図しない遺伝子切断が誘導されることがある [183]。そのため、I-SceIよりもより慎重に設計を行わなければ

ならない。

3.2.5 本研究について

DNAは高次構造を持っており、構造によって酵素の反応のしやすさは異なる。これによって遺伝子組換え

効率自体も染色体上の位置によってバラバラであり、全ての位置で高い効率で遺伝子組換えを行うことは困難

である。また、染色体上の位置によって遺伝子発現量は変化する [184, 185]。そのため、tetA遺伝子の発現を

利用した対抗選択が全ての遺伝子部位で適応できるかわからない。実際、われわれの予備実験では tetA遺伝子

に対するフザリン酸を用いた対抗選択において intC 部位に導入した場合ではMICが野生型よりも小さくなる

が、galK 部位に導入した場合では等しいことがわかっている (Fig. 33)。

組換え効率の低い遺伝子組換えでは、遺伝子組換えに成功した細胞を得るためにより多くのコロニーを確認

する必要があり、時として確認のためのコロニー PCRや遺伝子組換え実験自体を繰り返す必要がある。この

過程は時間および費用のかかる過程である。

そのため本研究では λ-Red組換え酵素と I-SceIメガ制限酵素を用いたスカーレス遺伝子組換え法に対して、

たとえ組換え効率が低くとも、高速にコロニーをスクリーニングする方法を開発した。この方法はプラスミド構

築における青白選択 [186, 187]を応用したものである。青白選択は lacZ遺伝子の α因子を利用している [188]。

これが存在すると LacZが機能し X-galと呼ばれる物質を分解することで青色に、これが発現しない場合はコ

ロニーが白色になる [186]。この α因子をベクタープラスミドのクローニングサイトに入れることで、クローニ

ングサイトを利用して遺伝子を挿入した場合は α因子の遺伝子が破壊され、白色のコロニーになる。一方でベ

クターだけのプラスミドが細胞に入った場合は青色になる。この結果、コロニーを見ただけで目的のプラスミ

ドを持つ細胞を選択することができる。この青白選択はプラスミドを形質転換する細胞の lacZ 遺伝子に変異

が入っていることが必須であるため、使える細胞は限られていた。この点を乗り越える方法として、近年では

lacZ遺伝子の α因子の代わりに GFPのような蛍光タンパク質を利用する方法も開発されている [189]。
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Fig. 33: tetA遺伝子を導入した細胞のMIC test. 灰色の点は各細胞株における 23時間、対応する FA濃度の

MOPS RDM培地で培養した時の OD600 の値である。青四角は galK 部位に tetA遺伝子を導入した細胞を表

す。水色三角は intC 部位に tetA遺伝子を導入した細胞を表す。黒四角は tetAを導入していない親株を表す。

OD600 が 0.01以下になる最小の FA濃度を各細胞のMICとして用いた。この計測は少なくとも三回行った。

本研究でも蛍光タンパク質を利用して遺伝子組換えに成功したかどうかを判別することを目指した。そこ

で本実験では遺伝子組換え部位としてよく用いられる attB[190]、intC、galK [44]に加え、先行研究から染色

体上の位置の違いから発現量が異なるとわかっている 3か所 aslB、tam、yqeC [184]の 6か所に対して遺伝子

組換えを行った。λ-Red組換え酵素と I-SceIメガ制限酵素を用いたスカーレス遺伝子組換え法では tetA遺伝

子を導入した中間体が存在する。この段階に tetA遺伝子の代わりに転写的に融合した tetA-gfp 遺伝子または

tetA-mcherry 遺伝子を導入した。このようにした後に２段階目のスカーレスな遺伝子組換えを行うと、遺伝子

組換えがうまくいかなかった細胞ではGFPまたはmCherryの蛍光が観察される一方で、遺伝子組換えが成功

した細胞では蛍光が観察されなくなると予想される。この方法を用いることで、遺伝子組換えに成功したコロ

ニーの割合が 2%のような部位でも 90%を超える確率で遺伝子組換え細胞を選択できることがわかった。また、

先行研究では低確率であるため無視されていた pTKIPプラスミドが残存したコロニーについても蛍光を用い

て選択的に確実に除外することができるようになった。

3.3 方法

3.3.1 プラスミドの構築

構築した細胞、プラスミドおよびプラスミド作製に用いたプライマーはそれぞれ Table S4、S5、S6を参照。

プラスミドの構築には ExoIIIクローニングを用いた [110]。まずバックボーンとなるプラスミドベクターお

よび必要ならば挿入配列をKOD Plus Neo (TOYOBO) または Prime STAR (Takara Bio)で増幅した。増幅し
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た PCR産物をWizard R⃝ SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)を用いて精製したのち、DpnI (New

England Biolab)で処理した。DpnIを加えて 2時間以上 37◦Cで温めた後、再度精製を行った。精製した PCR

産物 (ベクターのみの場合 8 µL、ベクターと挿入配列の場合それぞれ 4 µL)を ExoIII酵素で 14◦C、1分間処

理し、その後 50 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA、Wako)を加え反応を停止させた。この産物を

カラム精製した後、55◦C、37◦Cの順に 3分ずつ温めた。その後全量を 100 µLの JM109コンピテントセルに

加え、30分間氷上に静置した。42◦Cで 45秒ヒートショックを与えた後、再度氷上に 2分間静置した。1 mL

SOC培地を加え、溶液を試験管に移し、37◦Cで 2時間以上培養した。目的プラスミドを選択するマーカーが

ampicillin (Amp、Wako)の場合は最後の培養の過程は省いた。この溶液を必要な薬剤を持つ LB (Difco)寒天

培地 (1.5%(w/v); Agar (Wako))にまき、37◦Cで一晩静置培養した。寒天培地に用いた薬剤と薬剤濃度は以下

の通りである。Amp: 100 µg/mL、chloramphenicol (Cp、Wako): 20 µg/mL。

プレートに現れたコロニーは GoTaq (Promega)を用いた PCRにより目的プラスミドの保持の確認を行っ

た。目的のプラスミドを持っているコロニーを、選択薬剤を添加した 2 mL の LB液体培地 (用いた薬剤濃度

Amp 50 µg/mL、Cp 20 µg/mL)に植菌し、37◦Cで一晩培養した。培地の一部をグリセロールストックにし

て-80◦Cで保存し、残りを使ってPureYieldTM Plasmid Miniprep System (Promega)でプラスミドを精製した。

Prime STAR酵素を用いた PCRで ExoIII処理をしてつなぎ合わせた部位および挿入配列の塩基配列を増幅し、

ゲル精製をした。精製した産物を外注によってサンガー法で確認した (FASMAC、Genewiz(現在は Azenta))。

3.3.2 pTKREDプラスミドの導入

遺伝子組換えを行う大腸菌をグリセロールストックから取り、2 mL LB液体培地に植菌した。この培地を

37◦Cで一晩 200 rpmで震盪培養した。10 µLの培養液をとり、新たに 2 mL LB培地に加え、37◦Cで震盪培

養した。3時間の培養後、氷上に 30分静置した。冷えた培養液を 1.5 mLチューブにとり、4◦C、21,500 × g

で 1分間遠心した (CT15E、himac、Hitachi)。上清を捨てたのち、10%グリセロール溶液 (Wako)で 1 mLで

懸濁して 4◦C、21,500 × gで 1分間遠心した。グリセロールでの洗浄を 2回繰り返した後、50 µLの 10%グ

リセロール溶液で懸濁し、1 µLの PTKREDプラスミドを加えた。0.1 cm幅のキュベット (Bio-rad)に全量

入れ、電気穿孔法によってプラスミドを導入した (∼1.8kV、∼5.5 ms; Micro Pulser エレクトロポレーター、

Bio-rad)。電気ショック後すぐに 1 mLの SOC培地を加え、30◦Cで 2時間以上震盪培養した。培養液を 50

µg/mL Storeptomycin (Sm、Wako)を添加した LB寒天培地に塗布し、30◦Cで一晩静置培養した。出現したコ

ロニーを 50 µg/mL Smを含む 2 mL LB液体培地に加え 30◦Cで一晩震盪培養した。この培養液をグリセロー

ルストックにして-80◦Cで保存した。

3.3.3 tetAおよび蛍光タンパク質遺伝子の導入

挿入する塩基配列 tetA-gfp 遺伝子および tetA-mcherry 遺伝子は Prime STARを用いてそれぞれ pYK057、

pYK056をテンプレートとして PCRで増幅した。PCR産物はゲル精製を行い、その後 DpnI処理した。37◦C

で 2時間以上静置した後、再度精製した。

グリセロールストックとして保存した pTKREDプラスミドを導入した細胞を 50 µg/mL Smを含む 2 mL
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LB培地で一晩、30◦Cで震盪培養した。この培養液 500 µLを 2 mM IPTGと 50 µg/mL Smを含む 50 mL LB

培地を入れたフラスコに加え、3時間、30◦Cで震盪培養した。50 mLチューブにこの培養液を移し、氷上で 30

分間冷却した。その後 2,480 × gで 7分間遠心分離し (CT6E、himac、Hitachi)、上清を廃棄した。1 mLの

10% グリセロール溶液で懸濁し、4◦C、21,500 × gで 1分間遠心し (CT15E)、上清を捨てる操作を 3回繰り返

した。500 µLの 10% グリセロール溶液で懸濁し、350 µLの懸濁液を 50 µLの精製した PCR産物に加えた。

この溶液を 0.2 cm幅のキュベット (Bio-rad)に入れ、電気穿孔法によって塩基配列を導入した (∼2.6 kV、∼3.8

ms; Micro Pulser エレクトロポレーター)。即座に SOC培地を加え、30◦Cで 2時間以上震盪培養した。この培

養液を全量 50 µg/mL Smおよび 20 µg/mL tetracycline hydrochloride (Tc、Wako)を含んだ LB寒天培地に

塗布し、30◦Cで一晩以上培養した。Tcの分解を防ぐため、作業時を除いて寒天培地はアルミホイルで覆った。

寒天培地上に現れてきたコロニーに対し、適切なフィルターで蛍光を目視でチェックし、目的の蛍光を発

するコロニーに対し GoTaqを用いてコロニー PCRを行った。目的遺伝子の導入が確認できたコロニーを 50

µg/mL Smおよび 20 µg/mL Tcを含む LB培地 2 mLに加え、一晩、30◦Cで震盪培養した。この培養液の一部

をグリセロールストックとして-80◦Cで保存した (tetA-gfp; YK0194、YK0195、YK0200、YK0209、YK0217、

YK0218、tetA-mcherry ; YK0196、YK0201、YK0208、YK0210、YK0211、YK0220)。また残りの培養液から

Wizard R⃝ Genomic DNA Purification kit (Promega) を用いてゲノム DNAを抽出した。Prime STAR酵素を

用いた PCRで導入配列の塩基配列を増幅し、ゲル精製をした。精製した産物を外注によってサンガー法で確

認した (FASMAC)。

3.3.4 tetAおよび蛍光タンパク質遺伝子の除去およびスカーレスな遺伝子の組換え

まず目的遺伝子およびゲノム配列に相同な 25bpずつの配列を持つ pTKIPプラスミドを導入した。I-SceI

認識配列で挟まれた tetA-gfp 遺伝子および tetA-mcherry 遺伝子および pTKREDプラスミドを持つ細胞のグ

リセロールストックを 50 µg/mL Smを含む LB培養液 2 mLに加え、一晩、30◦Cで震盪培養した。培養液 10

µLを 50 µg/mL Smを含む 2 mLの LB培養液に加え、3時間、37◦Cで培養した。3時間の培養後、氷上に 30

分静置した。冷えた培養液を 1.5 mLチューブにとり、4◦C、21,500 × gで 1分間遠心した (CT15E)。上清を捨

てたのち、10%グリセロール溶液 (Wako)で 1 mLで懸濁して 4◦C、21,500 × gで 1分間遠心した。グリセロー

ルでの洗浄を 2回繰り返した後、50 µLの 10%グリセロール溶液で懸濁し、1 µLの目的遺伝子およびゲノム配

列に相同な 25bpずつの配列を持つ pTKIPプラスミドを加えた。0.1 cm幅のキュベットに全量入れ、電気穿

孔法によってプラスミドを導入した。電気ショック後すぐに 1 mLの SOC培地を加えた。培養液を 50 µg/mL

Smおよび 100 µg/mL Ampを添加した LB寒天培地に塗布し、30◦Cで一晩静置培養した。

出現したコロニーを I-SceIおよび λ-Redを用いて遺伝子組換えを行った。培養液として 0.5%(v/v) グリセ

ロールおよび 0.4%(w/v) アラビノースを含むMOPS EZ rich defined medium(MOPS RDM; Teknova)を用

いた。コロニーを 2 mM IPTGおよび 50 µg/mL Smを含む 5 mL MOPS RDMに加え、濃い濁度になるまで

30◦Cで震盪培養した (通常二晩)。この培養液をMOPS RDMで 1.0× 10−6希釈し、100 µLを LB寒天培地に

塗布し、37◦で一晩静置培養した。ただし、繰り返しスカーレス遺伝子組換えをする場合、100 µLを 50 µg/mL

Smを含む LB寒天培地に塗布し、30◦Cで一晩から二晩静置培養した。培養して出現したコロニーを蛍光チェッ
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クし (方法は 3.3.6参照)、蛍光を失ったコロニーに対して GoTaqを用いたコロニー PCRを行って意図した遺

伝子組換えの有無および pTKIPプラスミドが除去できていることを確認した。

3.3.5 pTKREDプラスミドの除去

pTKREDプラスミドは温度感受性プラスミドのため高温培養することで除去される。T. Kuhlmanらが開

発した組換え手法と同様に、目的遺伝子を持つコロニーを 2 mL LB培地に加え、一晩 42◦Cで震盪培養した

[178]。100 µLの培養液を LB寒天培地に勾配をつけてまいた。出現したコロニーに対して再度コロニー PCR

を行い目的遺伝子の有無を確認した。目的遺伝子を持つコロニーを 2 mLの LB培地で 37◦Cで一晩震盪培養し

た。この培地の一部をグリセロールストックとして保存した。また残りの培養液からWizard R⃝ Genomic DNA

Purification kit を用いてゲノム DNAを抽出した。Prime STAR酵素を用いた PCRで導入配列の塩基配列を

増幅し、ゲル精製をした。精製した産物を外注によってサンガー法で確認した。

pTKREDプラスミドの有無の確認としてコロニーを 2 mLの LB培地で 37◦Cで一晩震盪培養する際に、同

じコロニーの一部を 50 µg/mL Smを含む 2 mLの LB培地で 37◦Cで一晩震盪培養した。この溶液が培養でき

ないことをもって、pTKREDの除去を確認した (Fig. 34)。

3.3.6 遺伝子組換え効率の測定

意図した遺伝子組換えに成功した細胞の割合を調べるため、スカーレス遺伝子組換えを行った細胞をまいた

LBプレートのコロニーの数を調べた。コロニーの計数は LBプレートを 37◦Cで 24時間静置培養した後に行っ

た。培養後、培地に生えてきたコロニーの数および、蛍光を発するコロニーの数を倒立顕微鏡を使って、白色

光と蛍光タンパク質 GFPまたは mCherryの励起光の条件で数えた (stereomicroscope: Olympus SZ61; LED

光源: NIGHTSEA SFA-BL (GFP用)/SFA-GR (mCherry用))。観察された蛍光が pTKIPプラスミド由来か

tetA-gfp 遺伝子または tetA-mcherry 遺伝子由来かは目視における蛍光の強度の違い、または白色光でのコロ

ニーの色の違いから見分けた。遺伝子組換えに成功した細胞の割合は蛍光を発しないコロニーの数を全コロニー

の数で割ることで求めた。また、スカーレスにmcherry 遺伝子または gfp 遺伝子を導入した場合、導入した蛍

光遺伝子の有無も確認した。導入したmcherry 遺伝子または gfp 遺伝子由来の蛍光を発するコロニーの数をそ

れぞれ tetA-gfp 遺伝子または tetA-mcherry 遺伝子由来の蛍光を発しないコロニーの数で割ることで、真の遺

伝子組換えに成功した細胞の割合を求めた。

蛍光の有無と遺伝子組換えの成功を検証するために蛍光を発するコロニー、発しないコロニーのそれぞれに

ついてコロニー PCRを行い、導入した遺伝子の有無と対応することを確認した。また、同じコロニーに対し

て、プラスミドの有無が蛍光で予測されたものと一致するかもコロニー PCRによって確認した。

さらに、各遺伝子組換えに対して塩基配列の確認も行った。まず、コロニー PCRで導入遺伝子が確認され

たコロニーをそれぞれの遺伝子組換え部位に対して 5つずつ 2 mLの LBで 37◦Cで一晩震盪培養した。一部

の培養液をグリセロールストックとして保存し、残りを 1.5 mLチューブに移し、21,500 × gで 3分間遠心分

離して上清を捨てた。-20◦Cで一晩以上保存した後、600 µLの滅菌水で懸濁し、PCRのテンプレートに 1 µL

を用いた。Prime STAR酵素を用いた PCRで導入配列の塩基配列を増幅し、ゲル精製をした。精製したDNA
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Fig. 34: pTKREDプラスミド除去. galK 部位に遺伝子を導入した細胞が pTKIPプラスミドおよび pTKRED

プラスミドを失っていることを確認した。42◦Cで培養する前は pTKREDプラスミドを有しているため Sm環

境下で培養可能である。ただしこのタイミングでも pTKIPプラスミドは失われているためAmp環境では生育

できない。42◦Cの培養後の細胞を同じ濃度の薬剤環境で培養した場合、Sm環境でも生育しなかった。no AB:

no antibiotics。
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の配列を外注によってサンガー法で確認した (FASMAC、Genewiz (Azenta))。

3.3.7 MIC測定における細胞の培養

グリセロールストックに保存された細胞を 50 µg/mL Smを含む 2 mLの LB培地に植菌した。この培地を

30◦Cで一晩 200 rpmで震盪培養した。50 µLの培養液を 1.5 mLチューブにとり、21,500 × gで 3分間遠心

分離した。上清を廃棄したのち、新たに 1 mLの LB培地あるいはMOPS RDM (0.5% グリセロール)培地で

ペレットを懸濁した。この培地の濁度を測定し、50 µg/mL Smを含んだ 2 mL LB培地あるいはMOPS RDM

(0.5% グリセロール)培地に加えた。培養開始時の OD600 は LB培地の場合 0.001、MOPS RDM (0.5% グリ

セロール)培地の場合は 0.01になるようにした。3-4時間、30◦Cで震盪培養した後、この培地を新鮮な同じ培

地 200 µLにOD600が 0.001になるように 96穴プレートの各ポジションに加えた。この培地には薬剤なし、お

よび 0.3125 µg/mLから 320 µg/mLの範囲で 2倍ずつ 11段階で設定した濃度の Tcまたは 0.1875 µg/mLか

ら 192 µg/mLの範囲で 2倍ずつ 11段階で設定した濃度のフザリン酸 (FA、Wako)を投与した (Fig. 33、37、

39)。23時間、30◦Cで培養した後、この培地の濁度をプレートリーダー (FilterMax F5、Molecular Devices)

で測定した。MICには 23時間後の OD600 が 0.01を超えない最小の薬剤濃度を用いた。

3.3.8 tetA-gfp 遺伝子または tetA-mcherry 遺伝子を持つ細胞の成長測定

グリセロールストックに保存された細胞を 50 µg/mL Smを含む 2 mLの LB培地に植菌した。この培地を

30◦Cで一晩 200 rpmで震盪培養した。50 µLの培養液を 1.5 mLチューブにとり、21,500 × gで 3分間遠心

分離した。上清を廃棄したのち、新たに 1 mLのMOPS RDM (0.5% グリセロール)培地でペレットを懸濁し

た。この培地の濁度を測定し、50 µg/mL Smを含んだ 2 mL MOPS RDM (0.5% グリセロール)培地に加え

た。培養開始時の OD600 は 0.01になるようにした。3-4時間、30◦Cで震盪培養した後、この培地を新鮮な同

じ培地 200 µLにOD600が 0.001になるように 96穴プレートの各ポジションに加えた。この培地には条件に合

わせて、0.4% アラビノース及び 2 mM IPTGを投与した (Fig. 43、44)。30◦Cで培養しながら、この培地の

濁度を 5分ごとにプレートリーダー (Epoch2、BioTek)で測定した。lag timeの算出には OD600が 0.2を超え

る時間を用いた。

3.4 結果

3.4.1 蛍光遺伝子を発現するスカーレス遺伝子組換え中間体の作製

序論で述べた方策に従って、蛍光によって判別するスカーレス遺伝子組換え法を用いて遺伝子の導入を行っ

た。遺伝子の導入する部位として前述の通り attB、intC、galK、aslB、tam、yqeC の 6か所を用いた。これ

らの場所と働きは Fig. 35および Table 5に記した。

T. Kuhlmanらの研究で用いた pTKS/CSプラスミドを改変し tetA遺伝子と I-SceI認識配列の間にmcherry

遺伝子あるいは gfp遺伝子を転写レベルで導入したプラスミド pYK056、pYK057を構築した。pYK057をPCR

のテンプレートとして増幅した tetA-gfp遺伝子を attB、intC、galK、aslB、tam、yqeC に導入した 6種類の細

胞を構築した (YK0194、YK0195、YK0200、YK0209、YK0217、YK0218)。これらの細胞は野生型のW3110
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4,646,332 bp

tam
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Fig. 35: 遺伝子組換え部位の染色体上の位置. attB、intC、galK、aslB、tam、yqeC の 6つの遺伝子と複製開

始地点 oriC、複製停止位置 ter の場所を記している。
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Table 5: 遺伝子組換え部位の大きさと働き.

Name Position Length Product

galK 789253-790401 1148 galactokinase

attB 807750-807765 15 phage attachment site

tam 1609060-1609818 758 trans-aconitate methyltransferase

intC 2471991-2473148 1157 predicted prophage CPS-53 integrase

aslB 3652488-3653723 1235 predicted regulator of arylsulfatase activity

yqeC 3012943-3013713 770 conserved hypothetical protein

と比べて高いGFP蛍光を発していた (Fig. 36)。また、GFP蛍光の強度は組換え部位によって有意に差があっ

た (Fig. 36)。先行研究と同様に [184, 185]、この強度の差は導入した遺伝子の oriC からの位置だけで説明でき

るものではない。

次にこれらの細胞の薬剤に対する応答を調べた。Tcに対する薬剤応答を調べたところ、どの細胞も野生型

(MIC: 1.25 µg/mL)に比べて高い MIC(≥ 80 µg/mL)であったが、細胞ごとに MICが異なり、GFP蛍光の

最も高かった aslB 部位ではMICも最も高かった (320 µg/mL; Fig. 37A)。tetAは対抗選択としてフザリン酸

(FA)を用いることができることが知られている [191, 192]。しかしながら、FAについてMICを測定したとこ

ろ、今回の細胞では野生型細胞のMICと変化がなかった (48 µg/mL; Fig. 37B)。そのため、今回の組換えで

は T. Kuhlmanの手法と同様に tetAによる対抗選択は用いなかった。これらの結果は tetA-mcherry を導入し

た細胞 (YK0196、YK0201、YK0208、YK0210、YK0211、YK0220)を用いた場合でも同様であった (Fig. 38、

39)。

3.4.2 スカーレスな遺伝子の導入

まずは蛍光タンパク質遺伝子 mcherry 遺伝子をスカーレスに導入する実験を行った。遺伝子組換えの中間

体として gfpを tetAとともに発現させた細胞を用いて、各導入部位の 25 bpの相同配列に挟まれたmcherry 遺

伝子を持つ pTKIP-TCプラスミド (Table S5)を導入した (Fig. 40)。この細胞を I-SceIおよび λ-Redを誘導

しながら培養したところ全ての組換え部位でスカーレスに mcherry 遺伝子が導入されている細胞が得られた。

mcherry 遺伝子の導入頻度を求めるために得られたコロニーに対しmCherryの蛍光を確認した (Fig. 41)。導

入に成功した細胞は mCherryの蛍光を発し、失敗した細胞では mCherryの蛍光は観察されないはずである。

そのため導入の頻度は (mCherry蛍光を発するコロニー数)/(総コロニー数)で算出した (Table. 6 Correct %)。

この頻度は出現したコロニーをランダムに選択したときに目的のコロニーを取得できる確率を表している。た

だし、Fig. 41の白色光の画像にあるように一部のコロニーでは高コピープラスミドである pTKIP-TCプラス

ミドが残存していると考えられる蛍光を強く発するコロニーが現れた (Fig. 41: 矢印 1)。このような細胞は先

行研究でも 1%程度観察されていた [178]。実用上 pTKIP-TCプラスミドは失われて欲しいため、このようなコ

ロニーはmCherry蛍光を発するコロニー数から除外した (Table. 6 Plasmid +)。Table 6が示すように、遺伝

子組換え効率は組換え部位によって様々であり、3.8% (8/209、attB)から 98.9% (463/468、galK )まで様々で
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Fig. 36: tetA-gfp 遺伝子を導入した細胞の蛍光輝度値. M9アガー上にまいた細胞のGFP蛍光を撮影した。黒

点は各細胞の平均の蛍光輝度値、エラーバーは 1.96倍の標準誤差を表している。controlは tetA-gfp 遺伝子を

導入していない親株での蛍光輝度値を表す。
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Fig. 37: tetA-gfp 遺伝子を導入した細胞のMIC test. 灰色の点は (A)対応する Tc濃度の LB培地あるいは

(B)対応する FA濃度のMOPS RDM培地で 23時間各細胞を培養した時の OD600の値である。OD600が 0.01

以下になる最小の薬剤濃度を各細胞のMICとして用いた。各色はそれぞれ組換え位置に対応する。ただし黒

色は tetA-gfp 遺伝子を導入していない親株を表す。組換え中間体作製では 20 µg/mL の Tc濃度を用いた (破

線)。この計測は少なくとも三回行った。
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Fig. 38: tetA-mcherry 遺伝子を導入した細胞の蛍光輝度値. M9アガー上にまいた細胞のmCherry蛍光を撮

影した。黒点は各細胞の平均の蛍光輝度値、エラーバーは 1.96倍の標準誤差を表している。controlは tetA-gfp

遺伝子を導入していない親株での蛍光輝度値を表す。
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Fig. 39: tetA-mcherry 遺伝子を導入した細胞のMIC test. 灰色の点は (A)対応する Tc濃度の LB培地あ

るいは (B)対応する FA濃度のMOPS RDM培地で 23時間各細胞を培養した時のOD600の値である。各色は

それぞれ組換え位置に対応する。ただし黒色は tetA-gfp遺伝子を導入していない親株を表す。OD600が 0.01以

下になる最小の薬剤濃度を各細胞のMICとして用いた。中間体作製では 20 µg/mL の Tc濃度を組換え用いた

(破線)。この計測は少なくとも三回行った。
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Fig. 40: スカーレスな遺伝子導入方法. 今回の遺伝子組換え法の概略図。この図では tetA-gfp 遺伝子を持った

中間体を作成したのち、この遺伝子と入れ替わりにmcherry 遺伝子を導入している。左側に示されている細胞

の背景色は予想される蛍光の色である。I-SceIメガ制限酵素および λ-Redを発現する pTKREDプラスミドお

よび組換え遺伝子を持つ pTKIP-TCプラスミドを有している。

あり、染色体上の位置などの傾向は見られなかった。

遺伝子組換えをした細胞が中間体のGFP蛍光を用いて効率良く抽出できているかを確かめるため、得られ

たコロニーに対して GFPの蛍光を確認した。導入に失敗した細胞では gfp 遺伝子および tetA遺伝子が残存し

ているため、コロニーはGFPの蛍光が観察される一方で、導入に成功した細胞ではGFPの蛍光は観察されな

いはずである。そのためGFPの蛍光の結果から (mCherry蛍光を発するコロニー数)/(GFP蛍光を発しないコ

ロニー数)を求めた (Table. 6 Correct after GFP check %)。この頻度は GFP蛍光の情報を用いて GFPのな

いコロニーを選択した際に目的のコロニーが得られる確率である。Table 6によると全ての組換え部位において

遺伝子組換えに成功した細胞を選べる確率が向上し、特に attBではランダムに選択した場合では 3.8% (8/209)

しか目的のコロニーを選択できないのに対し、GFPの情報を用いると 88.9% (8/9)に向上した。しかしながら

galK、aslB 部位を除いて、100%の精度ではなく、一部の細胞ではmCherry蛍光も、GFP蛍光も観察されな

い細胞が現れた。この細胞の出現頻度も部位によって様々で、特に intC 部位においてはGFP蛍光を発しない

細胞のうち 22.0% (54/245)でこのような細胞が見られた。これらの細胞では部位依存的な意図しない遺伝子組
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Fig. 41: スカーレスに mcherry 遺伝子を導入したコロニー画像. 中間体の細胞には tetA-gfp 遺伝子が入っ

ている。(A) 白色光画像。(B) mCherry蛍光画像。(C) GFP蛍光画像。GFP蛍光の観察されなかった細胞で

は mCherry蛍光が観察された (矢印 4)。また、白色光の画像の中に赤く見えるコロニーがあるがこれは高コ

ピープラスミドである pTKIP-TCプラスミドを有している細胞である。1; pTKIP-TCプラスミドの残留した

コロニー。2、3;mcherry 遺伝子の導入に失敗して GFP蛍光が残っているコロニー。4; GFP蛍光が失われて

mCherryの蛍光が観察されるコロニー。4のコロニーの右半分は GFP+のコロニーが混ざっている。

換えが起こっていると考えられる。このような意図しない遺伝子組換えは過去の I-SceIおよび λ-Redを用いた

遺伝子組換えでも観察されていた [68, 178]。

次にこれらの蛍光を用いた遺伝子組換えの有無が正しいのかを確認するために一部のコロニーに対して、コ

ロニー PCRおよびサンガーシーケンス法を用いた配列の確認を行なった。GFP蛍光を発するコロニー、発し

ないコロニーに対してコロニー PCRを行なったところ、全ての部位を合計して 97.2%のコロニーがGFPの蛍

光から予想される PCR産物が観察された (Table 7)。GFP蛍光を発しないにもかかわらず、導入した遺伝子

産物のバンドが見られなかった細胞はmCherryの蛍光が観察されなかった細胞と一致した。pTKIPプラスミ

ドの一部を増幅するプライマーを用いて PCRを行ったところ、蛍光から識別したプラスミドの有無と完全に

一致した。さらに I-SceIの制限酵素反応によって生じた gfp 断片が意図せず染色体上に組換えられていないこ

とを確認するため遺伝子組換えに成功した細胞に対して PCRを行ったところ、全ての細胞で中間体が持って

いた gfp 遺伝子断片が失われていた (0/30)。

スカーレスな遺伝子組換えが一塩基レベルで意図した遺伝子配列になっているかを確かめるため、各遺伝子

部位について目的の遺伝子産物がコロニー PCRで確認されたコロニーを 5コロニーずつ選択し、細胞を培養

した。PCRによって培養した細胞の遺伝子組換え部位の配列を増幅し、配列をサンガーシーケンスで調べたと

ころ、96.7% (29/30)の配列が意図したものだった (Table 8)。残りの 1つは tam 部位に点突然変異が入ってい

た。これらの結果から、GFPの蛍光を用いることでスカーレスに遺伝子組換えした細胞を精度高く選択できる

ことが確認された。

これまでの実験はスカーレス遺伝子組換えの中間体として gfp 遺伝子を用いていたが、複数の遺伝子組換

えを行った細胞では既に gfp 遺伝子が導入されていたり、gfp 遺伝子を最終産物として導入することもありう
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Table 6: GFP蛍光を利用した遺伝子組換え成否の判別. 各遺伝子組換え部位において、プラスミドを持つコ

ロニー、GFP蛍光を発するコロニー、GFP蛍光を発しないコロニーのうちmCherry蛍光を発するコロニー、

mCherry蛍光を発しないコロニーの数を示している。Correct %は (mCherry蛍光を発するコロニー数)/(総コ

ロニー数)で算出したランダムにコロニーをピックアップしたときの mCherry蛍光を発するコロニーの割合、

Correct after GFP check %とは (mCherry蛍光を発するコロニー数)/(GFP蛍光を発しないコロニー数)から

求めた GFP蛍光を発しないコロニーのうちのmCherry蛍光を発するコロニーの割合を表している。

Site Plasmid+ GFP+
GFP-

Total Correct%
Correct after

GFP check%mCherry- mCherry+

galK 1 4 0 463 468 98.9 100.0

attB 22 178 1 8 209 3.8 88.9

tam 2 1 13 394 410 96.1 96.8

intC 11 158 54 191 414 46.1 78.0

aslB 66 0 0 547 613 89.2 100.0

yqeC 23 0 12 546 581 94.0 97.8

る。そのため、gfp 遺伝子以外の蛍光タンパク質遺伝子でも同様の操作ができることを確認するため、gfp 遺伝

子の代わりに mcherry 遺伝子を tetA遺伝子とともに導入してスカーレス遺伝子組換えを行った。今回は最終

的に導入する遺伝子を gfp 遺伝子とした。pTKIP-TGプラスミド (Table S5)を用いて I-SceIおよび λ-Redを

誘導しながら培養したところ全ての組換え部位でスカーレスに gfp 遺伝子が導入されている細胞が得られた。

mcherry 遺伝子を導入した場合と同様に、遺伝子組換え効率の測定を行なった。GFPの導入頻度を求めるため

に得られたコロニーに対しGFPの蛍光を確認した。導入に成功した細胞はGFPの蛍光を発し、失敗した細胞

では GFPの蛍光は観察されないはずである。そのため導入の頻度は (GFP蛍光を発するコロニー数)/(総コロ

ニー数)で算出した (Table. 9 Correct %)。この頻度は出現したコロニーをランダムに選択したときに目的のコ

ロニーを取得できる確率を表している。Table 9が示すように、遺伝子組換え効率は組換え部位によって様々で

あり、3.8% (7/189、attB)から 100% (470/470、aslB)まで様々であり、確率の高さはmcherry 遺伝子を導入

する際と同じ傾向であった。

次にこちらについても蛍光を用いた遺伝子組換えの有無が正しいのかを確認するために一部のコロニーに対

して、コロニー PCRおよびサンガーシーケンス法を用いた配列の確認を行なった。mCherry蛍光を発するコ

ロニー、発しないコロニーに対してコロニー PCRを行なったところ、全ての部位を合計して 97.2% (140/144)

のコロニーがmCherryの蛍光から予想される PCR産物が観察された (Table 10)。また、mCherry蛍光を発し

ないにもかかわらず、導入した遺伝子産物のバンドが見られなかった細胞は GFPの蛍光が観察されなかった

細胞と一致した。さらにスカーレスな遺伝子組換えが一塩基レベルで意図した遺伝子配列になっているかを確

かめるため、各遺伝子部位について目的の遺伝子産物がコロニー PCRで確認されたコロニーを 5コロニーず

つ選択し、細胞を培養した。PCRによって培養した細胞の遺伝子組換え部位の配列を増幅し、配列をサンガー

シーケンスで調べたところ、90.0% (27/30)の配列が意図したものだった (Table 11)。残りの 3つは点突然変
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Table 7: GFP蛍光の有無とPCRにおける増幅. 各遺伝子組換え部位において、Table 6で現れたコロニーの

うち GFP+、GFP-のコロニーがそれぞれ tetA-gfp 遺伝子、mcherry 遺伝子の長さのバンドが観察されるかを

確認した。オレンジ色の背景は蛍光の有無から予想される PCRの結果と一致する場所を示している。

galK PCR band + PCR band - intC PCR band + PCR band -

GFP+ 0 4 GFP+ 0 12

GFP- 20 0 GFP- 10 2

attB PCR band + PCR band - aslB PCR band + PCR band -

GFP+ 0 16 GFP+ 0 0

GFP- 7 1 GFP- 24 0

tam PCR band + PCR band - yqeC PCR band + PCR band -

GFP+ 0 1 GFP+ 0 0

GFP- 22 1 GFP- 24 0

TOTAL PCR band + PCR band -

GFP+ 0 33

GFP- 107 4

異が tam 部位に入っていた。これらの結果から、GFPの蛍光を用いることでスカーレスに遺伝子組換えした

細胞を精度高く選択できることが確認された。
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Table 8: スカーレスに導入したmcherry 遺伝子の配列確認. 各遺伝子組換え部位において、Table 6で現れた

コロニーのうちコロニー PCRでmcherry 遺伝子の長さのバンドが観察されたコロニーを 5つづつサンガー法

によって配列を確認した。

site Sample Correct

galK 5 5

attB 5 5

tam 5 4

intC 5 5

aslB 5 5

yqeC 5 5

Table 9: mCherry蛍光を利用した遺伝子組換え成否の判別. 各遺伝子組換え部位において、プラスミドを持つ

コロニー、mCherry蛍光を発するコロニー、mCherry蛍光を発しないコロニーのうちGFP蛍光を発するコロ

ニー、GFP蛍光を発しないコロニーの数を示している。Correct %は (GFP蛍光を発するコロニー数)/(総コロ

ニー数)で算出したランダムにコロニーをピックアップしたときのGFP蛍光を発するコロニーの割合、Correct

after mCherry check %とは (GFP蛍光を発するコロニー数)/(mCherry蛍光を発しないコロニー数)から求め

た GFP蛍光を発しないコロニーのうちのmCherry蛍光を発するコロニーの割合を表している。

Site Plasmid+ mCherry+
mCherry-

Total Correct%
Correct after

mCherry check%GFP- GFP+

galK 0 1 0 534 535 99.8 100.0

attB 0 182 0 7 189 3.7 100.0

tam 0 0 17 547 564 97.0 97.0

intC 0 76 91 216 383 56.4 70.4

aslB 0 0 0 470 470 100.0 100.0

yqeC 0 1 23 577 601 96.0 96.2
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Table 10: mCherry蛍光の有無と PCRにおける増幅. 各遺伝子組換え部位において、Table 9で現れたコロ

ニーのうちmCherry+、mCherry-のコロニーがそれぞれ tetA-mcherry 遺伝子、gfp遺伝子の長さのバンドが観

察されるかを確認した。オレンジ色の背景は蛍光の有無から予想される PCRの結果と一致する場所を示して

いる。

galK PCR band + PCR band - intC PCR band + PCR band -

mCherry+ 0 1 mCherry+ 0 12

mCherry- 23 0 mCherry- 10 2

attB PCR band + PCR band - aslB PCR band + PCR band -

mCherry+ 0 17 mCherry+ 0 0

mCherry- 7 0 mCherry- 24 0

tam PCR band + PCR band - yqeC PCR band + PCR band -

mCherry+ 0 0 mCherry+ 0 1

mCherry- 24 0 mCherry- 21 2

Total PCR band + PCR band -

mCherry+ 0 31

mCherry- 109 4

Table 11: スカーレスに導入した gfp 遺伝子の配列確認. 各遺伝子組換え部位において、Table 9で現れたコロ

ニーのうちコロニー PCRで gfp遺伝子の長さのバンドが観察されたコロニーを 5つづつサンガー法によって配

列を確認した。

site Sample Correct

galK 5 5

attB 5 5

tam 5 2

intC 5 5

aslB 5 5

yqeC 5 5
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Table 12: GFP蛍光を利用した遺伝子除去成否の判別. 各遺伝子組換え部位において、GFP蛍光を発するコ

ロニー、GFP蛍光を発しないコロニーの数を示している。Correct %は (GFP蛍光を発しないコロニー数)/(総

コロニー数)で算出したランダムにコロニーをピックアップしたときのGFP蛍光を発するコロニーの割合を表

している。

Site GFP+ GFP- Total Correct%

galK 3 387 390 99.2

attB 107 6 113 5.3

tam 31 320 351 91.2

intC 132 90 222 40.5

aslB 39 287 326 88.0

yqeC 0 284 284 100.0

3.4.3 遺伝子の除去

さらにこの蛍光を利用した遺伝子組換えの検出法を利用して、遺伝子の除去を行なった (Fig. 42)。蛍光遺伝

子の導入において、pTKIPプラスミドが残存しているコロニーが確認されたため (Table 6)、pTKIPプラスミ

ドが除去されていることを担保するため、pTKIPプラスミドの I-SceI認識配列の外に gfp 遺伝子を恒常発現す

る pYK071プラスミドを構築した (Fig. 42)。この pYK071プラスミド内の 2つの I-SceI認識配列の間に遺伝子

除去をした際に残したい配列の両端 25bpずつを挿入したプラスミド pTKIP-del (pYK72-pYK077、Table S5)

を６か所の遺伝子部位それぞれに対して構築した。

このプラスミドを tetAおよび gfp 遺伝子を染色体に導入した細胞に対して導入した。遺伝子の挿入の際と

同様に、I-SceIおよび λ-Redを誘導しながら培養したところ全ての組換え部位でスカーレスにそれぞれの遺伝

子が除去された細胞が得られた (Table 12)。今回の場合、プラスミドにも染色体にも gfp 遺伝子が含まれてお

り、遺伝子の除去に成功して pTKIP-delプラスミドを失った細胞でのみGFP蛍光が観察されないはずである。

そのためGFPの蛍光を失っている細胞の割合を調べた。遺伝子部位ごとに割合は異なり、5.3% (6/113、attB)

から 100% (284/284、aslB)まで様々で遺伝子挿入の時と割合は似ていた (Table 12)。

蛍光から得られた遺伝子組換えの成否が予測通りであるかを確かめるためにコロニー PCRを行なった。コ

ロニー PCRと GFP蛍光による予測は 86.1% (124/144)で一致していたが、intC、tam、yqeC では GFPを

失っているにもかかわらず意図した PCRバンドが増幅しない細胞が現れた (Table 13)。さらにスカーレスな遺

伝子組換えが一塩基レベルで意図した遺伝子配列になっているかを確かめるため、各遺伝子部位について目的の

遺伝子産物がコロニー PCRで確認されたコロニーを 5コロニーずつ選択し、細胞を培養した。PCRによって

培養した細胞の遺伝子組換え部位の配列を増幅し、配列をサンガーシーケンスで調べたところ、93.3% (28/30)

の配列が意図したものだった (Table 14)。残りの 2つは点突然変異が tam 部位に入っていた。これらの結果か

ら、GFPの蛍光を用いることで場所によって精度に違いはあるもののスカーレスに遺伝子除去した細胞を精度

高く選択できることが確認された。
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Fig. 42: スカーレスな遺伝子除去の概略図. Fig. 40で用いた tetA-gfp 遺伝子を持った中間体を用いた。残した

い染色体の両端の配列 A、Bを持つ pTKIP-delプラスミドを利用し、この部分を I-SceIで切断する。切断され

た DNA断片が λ-Redによって組換えられることでスカーレスに遺伝子除去を行う。
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Table 13: GFP蛍光の有無とPCRにおける増幅. 各遺伝子組換え部位において、Table 12で現れたコロニー

のうちGFP+、GFP-のコロニーがそれぞれ tetA-gfp遺伝子、遺伝子が除去された場合の長さのバンドが観察さ

れるかを確認した。オレンジ色の背景は蛍光の有無から予想される PCRの結果と一致する場所を示している。

galK
del - and/or

plasmid +

del + and

plasmid -
intC

del - and/or

plasmid +

del + and

plasmid -

GFP+ 3 0 GFP+ 11 1

GFP- 0 21 GFP- 4 8

attB
del - and/or

plasmid +

del + and

plasmid -
aslB

del - and/or

plasmid +

del + and

plasmid -

GFP+ 19 0 GFP+ 9 0

GFP- 0 5 GFP- 0 15

tam
del - and/or

plasmid +

del + and

plasmid -
yqeC

del - and/or

plasmid +

del + and

plasmid -

GFP+ 8 0 GFP+ 0 0

GFP- 8 8 GFP- 7 17

Total
del - and/or

plasmid +

del + and

plasmid -

GFP+ 50 1

GFP- 19 74

Table 14: スカーレスに遺伝子除去した配列の確認. 各遺伝子組換え部位において、Table 12で現れたコロニー

のうちコロニー PCRで遺伝子が除去された後の配列の長さのバンドが観察されたコロニーを 5つづつサンガー

法によって配列を確認した。

site Sample Correct

galK 5 5

attB 5 5

tam 5 3

intC 5 5

aslB 5 5

yqeC 5 5
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3.4.4 遺伝子組換え部位に依存した組換え

前節までにおいて、蛍光を用いて６か所の遺伝子組換え部位においてスカーレスな遺伝子組換えあるいは遺

伝子の除去に成功した細胞を高効率で取得することに成功した。組換え効率や蛍光を発しないコロニーの出現

頻度は導入する遺伝子部位によって大きく異なっていた (Table 6、9、12)。一方で一つの組換え部位における

蛍光を発しないコロニーの出現頻度パターンは gfp 遺伝子やmcherry 遺伝子を導入する場合も遺伝子を除去す

る場合も似た傾向であった (Table 6、9、12)。そのため、この I-SceIおよび λ-Redを用いた遺伝子組換えの成

功確率は組換え部位に依存しているのではないかと考えた。

そこで、各遺伝子組換え部位に tetA-gfp 遺伝子、または tetA-mcherry 遺伝子を持つ中間体の細胞の性質と

その後の遺伝子組換え効率の関連を調べた。まず、tetA-gfp遺伝子、または tetA-mcherry 遺伝子を持つ細胞を

IPTG (λ-Redの誘導)、アラビノース (I-SceIの誘導)の有無の条件を変化させて培養した。培養した細胞の成

長が見られ始める lag timeを各条件で取ったところ、I-SceIの誘導をしない場合では tetA-gfp 遺伝子、または

tetA-mcherry 遺伝子を持つ細胞と野生型W3110の間に差がなかった (Fig. 43A、B、44A、B)。一方で、I-SceI

を誘導すると tetA遺伝子を導入した細胞の方が有意に lag timeが大きくなった (Fig. 43C、D、44C、D)。そ

れぞれの遺伝子組換え部位の lag timeについては I-SceIを誘導しない場合、λ-Redの誘導によって差は見られ

なかったが、I-SceIの誘導をした場合、λ-Redの誘導によって lag timeが短くなった (Fig. 43C、D、44C、D)。

各遺伝子組換え部位における lag timeの長さは tetA-gfp 遺伝子の場合と tetA-mcherry 遺伝子の場合で似通っ

ており、attBや intC で小さく、aslB、tam で大きかった (Fig. 43、44)。

次に、pTKIPプラスミドを持たせずに IPTGとアラビノースを添加して tetA-gfp 遺伝子を持つ細胞を培養

した際に、GFP蛍光を発する細胞が現れるのかGFP蛍光を発しない細胞が出現するのかを調べた。pTKIPプ

ラスミドを導入した細胞にスカーレスな遺伝子組換えを行う方法と同様の方法でそれぞれの細胞を培養し、LB

プレートにまいた。出てきたコロニーを計数したところ、これまでの結果と同様に attB、intC では多くのGFP

蛍光を発するコロニーが現れた (attB: 99.6%、intC : 86.3%; Table 15)。これらのGFPを持つコロニーの多い

細胞では I-SceI誘導下の lag timeが小さかった。これらの結果は attBや intC のような部位では I-SceIの切断

効率が悪いため tetA-gfpを持つ細胞も育つことができるために lag timeが短くなるということを示唆している。

一方でどの遺伝子部位においても pTKIPプラスミドを持たせていないにもかかわらず、GFP蛍光を発しな

いコロニーが現れた。このようなコロニーが中間体の蛍光を発しないにもかかわらず、目的の遺伝子が得られな

い細胞に対応していると考えられる。これまでの結果 (Table 7、10、13)から、このようなコロニーは pTKIPプ

ラスミドがある場合は多くは出現しなかった　 (コロニー PCRを行ったGFP-コロニーのうちそれぞれ 4/111、

4/113、19/93)。この結果は pTKIPを介した組換え細胞の方が早く出現した、あるいは多く出現したためでは

ないかと考えられる。
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Fig. 43: tetA-gfp 遺伝子を持つ細胞の lag time. スカーレス遺伝子組換えを行う細胞の中間体である tetA-gfp

遺伝子を持つ細胞を (A) MOPS RDM (0.5% グリセロール) (B) MOPS RDM (0.5% グリセロール + 2 mM

IPTG) (C) MOPS RDM (0.5% グリセロール + 0.4% アラビノース) (D) MOPS RDM (0.5% グリセロール +

0.4% アラビノース　+ 2 mM IPTG)で培養した時の平均の lag time。lag timeは 96穴プレートリーダーを用

いて測定した OD600 が 0.2を超えた時間を用いた。エラーバーは 1.96倍の標準誤差を表す。
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Fig. 44: tetA-mcherry 遺伝子を持つ細胞の lag time. スカーレス遺伝子組換えを行う細胞の中間体である

tetA-mcherry 遺伝子を持つ細胞を (A) MOPS RDM (0.5% グリセロール) (B) MOPS RDM (0.5% グリセロー

ル + 2 mM IPTG) (C) MOPS RDM (0.5% グリセロール + 0.4% アラビノース) (D) MOPS RDM (0.5% グ

リセロール + 0.4% アラビノース　+ 2 mM IPTG)で培養した時の平均の lag time。lag timeは 96穴プレー

トリーダーを用いて測定した OD600 が 0.2を超えた時間を用いた。エラーバーは 1.96倍の標準誤差を表す。
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Table 15: pTKIPプラスミドのない細胞での I-SceIの誘導. 各遺伝子組換え部位において、GFP蛍光を発す

るコロニー、GFP蛍光を発しないコロニーの数を示している。fraction of GFP + colony (%)は (GFP蛍光を

発するコロニー数)/(総コロニー数)で算出した。

Site GFP + GFP- Total fraction of GFP + colony (%)

galK 172 935 1107 15.5

attB 256 1 257 99.6

tam 26 1031 1057 2.5

intC 220 35 255 86.3

aslB 181 941 1122 16.1

yqeC 19 843 862 2.2
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3.4.5 大型遺伝子の導入

さらに挿入遺伝子の長さと遺伝子組換え割合の関係を調べた。先行研究ではおよそ 7 kbpまでの遺伝子の挿

入に成功している [68, 178]。今回の研究では lacZ 遺伝子、lacZYA遺伝子、lac operon(lacI-lacZYA)遺伝子の

導入を行った。これらの遺伝子の長さはそれぞれ 3.3 kbp、5.4 kbp、6.5 kbpである。これまでの研究で組換え

効率が異なることがわかっている intC、attB、galK の 3部位に対してこれらの遺伝子を挿入することを目指

した。

それぞれの挿入部位における pTKIP-delプラスミドをバックボーンにして大腸菌W3110ゲノム由来の lacZ

遺伝子、lacZYA遺伝子、lac operon 遺伝子を 25 bpごとの相同配列の間に導入した pKTIP-lacZ (pYK081、

pYK082、pYK085)、pKTIP-lacZYA (pYK083、pYK086、pYK088)、pKTIP-lac operon (pYK084、pYK087、

pYK089)プラスミドを構築した。このプラスミドを用いて I-SceIおよび λ-Redを誘導しながら培養した。そ

れぞれの遺伝子組換えについて蛍光を用いて GFPを発するコロニー、GFP蛍光を発しないコロニーを計数し

た。これまでの場合と同様に lacZ 遺伝子、lacZYA遺伝子、lac operon 遺伝子のいずれの場合も attBへの導

入において GFP蛍光を発したコロニーの割合がもっとも多かった (lacZ : 98.8%、lacZYA: 98.2%、lac operon

: 55.3%、Table 16)。

また、これらのGFP蛍光を失った細胞について実際に意図した遺伝子組換えが行われているかを確認する

ためにコロニー PCRを行った。intC、attB、galK の全ての部位について、lacZ 遺伝子、lacZYA遺伝子、lac

operon 遺伝子の導入に成功した (Table 17)。lacZ 遺伝子の導入では intC、galK への導入はほぼ全てのコロ

ニーで遺伝子の導入に成功した (intC : 49/51、intC : 47/48、Table 17)。一方で attBでは GFP蛍光を失った

10コロニーのうち 2つしか目的の遺伝子を持つコロニーが得られなかった。lacZYA遺伝子の導入ではどの部

位でも遺伝子組換えの成功率が低く、GFP蛍光を発しないコロニーのうち、galK 部位でも半分程度 (26/48)、

intC 部位や、attB部位ではほとんどのコロニーが組換えに失敗していた (intC : 4/34、attB: 2/13、Table 17)。

興味深いことに、lacZYA遺伝子よりも長い lac operon 遺伝子ではどの組換え部位であっても lacZYA遺伝子

より組換え効率が高かった (intC : 34/43、attB: 34/41、galK : 41/48、Table 17)。この結果は遺伝子組換え効

率が必ずしも導入遺伝子長が長くなるほど悪くなるわけではないことを示している (Fig. 45)。また、これらの

細胞のうちのいくつかを培養した。PCRによって培養した細胞の遺伝子組換え部位の配列を増幅し配列をサン

ガー法で調べたところ、全ての塩基配列が意図したものだった。
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Fig. 45: 遺伝子組換え長と組換え効率の関係. tetA-gfp 遺伝子を持たせた中間体の細胞に対して pTKIPプラス

ミドを用いて遺伝子組換えをした場合の intC、attB、galK 部位の組換え効率。組換え効率は GFP-コロニー

の割合とGFP-のコロニーの中で目的遺伝子長の PCRバンドが得られた割合の積で求めた。ただし、mcherry

遺伝子を導入した場合は mCherry蛍光を発するコロニーの割合を用いた。エラーバーは 1.96倍の標準誤差を

表す。
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Table 16: GFP蛍光を利用した遺伝子除去成否の判別. 各遺伝子組換え部位において、lacZ 遺伝子、lacZYA

遺伝子、lac operon 遺伝子について GFP蛍光を発するコロニー、GFP蛍光を発しないコロニーの数を示して

いる。Correct %は (GFP蛍光を発しないコロニー数)/(総コロニー数)で算出したランダムにコロニーをピッ

クアップしたときの GFP蛍光を発するコロニーの割合を表している。

lacZ

Site GFP+ GFP- Total Correct%

intC 86 794 880 90.2

attB 807 10 817 1.2

galK 14 799 813 98.3

lacZYA

Site GFP+ GFP- Total Correct%

intC 328 581 909 63.9

attB 805 15 820 1.8

galK 192 559 751 74.4

lac operon

Site GFP+ GFP- Total Correct%

intC 21 820 841 97.5

attB 203 164 367 44.7

galK 123 729 852 85.6
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Table 17: GFP蛍光の有無とPCRにおける増幅. 各遺伝子組換え部位において、Table 12で現れたコロニー

のうちGFP+、GFP-のコロニーがそれぞれ tetA-gfp遺伝子、遺伝子が除去された場合の長さのバンドが観察さ

れるかを確認した。オレンジ色の背景は蛍光の有無から予想される PCRの結果と一致する場所を示している。

lacZ lacZYA

intC lacZ - lacZ + intC lacZYA - lacZYA +

GFP+ 10 0 GFP+ 10 0

GFP- 2 49 GFP- 30 4

attB lacZ - lacZ + attB lacZYA - lacZYA +

GFP+ 18 0 GFP+ 11 0

GFP- 8 2 GFP- 13 2

galK lacZ - lacZ + galK lacZYA - lacZYA +

GFP+ 8 0 GFP+ 8 0

GFP- 1 47 GFP- 22 26

lac operon

intC lac operon - lac operon +

GFP+ 8 0

GFP- 9 34

attB lac operon - lac operon +

GFP+ 11 0

GFP- 7 34

galK lac operon - lac operon +

GFP+ 8 0

GFP- 7 41
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3.5 考察

本研究では細胞に蛍光タンパク質をもたせることで、コロニーの蛍光を測定し、スカーレスに遺伝子組換え

を行う方法を開発した。この方法は特に元々遺伝子組換え効率の悪い染色体部位において、蛍光の情報を用い

なかった場合に比べて組換え細胞の取得効率を大幅に改善した。例えばmcherry 遺伝子の導入においては intC

部位では 46.1%から 78.0%、attBにおいては 3.8%から 88.9%に向上した (Table 6)。3.8%から 88.9%への向上

は、組換えに成功したコロニーを得るために平均的に 26個以上のコロニーを調べていたところから、1-2個の

コロニーだけを調べれば良いということであり、時間や試薬の使用量の削減にもつながる。

このようなコロニーの色を用いた遺伝子組換えの判別はプラスミドにおける青白選択がよく知られている

[186, 187]。青白選択では lacZ 遺伝子の産物が X-galを分解することでコロニーが青くなることを利用してい

る [186]。そのため、完全な lacZ 遺伝子がゲノム上に存在する場合、用いることができないという制約がある。

一方で遺伝子組換えにおいて本手法は特定の遺伝子を欠失させるなどの制約は持たないため、I-SceI、λ-Redを

用いることのできる細胞で適応可能である。遺伝子組換えを行いたい細胞に既に蛍光タンパク質遺伝子が存在

する場合には異なる蛍光タンパク質によって代替可能である (例えば gfp遺伝子があるあるいは組換える場合は

tetA-mcherry 遺伝子を用いることができた; Table 9-11)。このような制約の少なさはこの方法の有用性の一つ

である。

遺伝子組換え部位の中で配列を確認したところ tam 遺伝子部位に高頻度で点突然変異が見られた。この原

因を調べるために、点突然変異周りの配列を調べた。すると、pTKIPの I-SceI認識配列の末端と tam 遺伝子

の末端の間に 6 bpのうち 5 bpが一致していた (Fig. 46)。全ての点突然変異において、この tam 遺伝子の末

端の一致していなかった 1塩基が I-SceI認識配列の塩基配列に変異していた。そのため、突然変異の多さは一

般的なものではなく、tam 遺伝子部位や同様の似た配列を持つ部位に対して遺伝子を導入、除去する場合に発

生すると考えられる。これに対しては pTKIPプラスミドの相同配列を長くすることなどで対処することがで

きると考えられる。

遺伝子導入の際にどれだけ効率よく GFP-のコロニーが出るかはこの手法において重要な問題の一つであ

る。これまでの遺伝子挿入、除去の結果は染色体上の位置に依存してGFP+のコロニーの出現率が決まってい

ることを示唆している (Table 6、9、12および 16)。pTKIPを導入していない tetA-gfp 遺伝子を持った細胞に

対し、I-SceIと λ-Redを誘導して得られたコロニーに関してもこの傾向が確認された (Table 15)。さらに、多

く tetA-gfp 遺伝子、あるいは tetA-mcherry 遺伝子が残る attBや intC 部位では I-SceI誘導下で lag timeが短

かった (Fig. 43、44)。これらの結果は I-SceIによる切断のされやすさが、遺伝子組換え部位によって異なるこ

とを示唆している。

一方で 6か所しか調べていないものの、このGFP+のコロニーの残存確率は oriC からの距離といった、大

域的なゲノムの位置には依存していないようである。例えば galK と intC は oriC から見て対称な位置に存在す

る (Fig. 35)[44]。しかしながら galK ではGFPコロニーはほとんど観察されないのに対し、intC では 20-60%

のコロニーがGFP蛍光を発していた (Table 6、9、12)。また、近い距離にある galK (61◦)と attB (63◦)につ

いて比較すると galK ではGFPコロニーはほとんど観察されないのに対し、attBではGFP蛍光を発するコロ

ニーが 90%を超えて現れた (Table 6、9、12)。これらの結果は大域的なゲノム上の位置には依存していないこ
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とを示唆している。また、同様に tetA-gfp 遺伝子や tetA-mcherry 遺伝子を持っている細胞の発現量とも相関

していない (Fig. 36、38)。

従来の K. Datsenkoと B. Wannerの方法では PCR産物を細胞内に導入し、λ-Redを用いて組換えていた

[31]。この方法では 2 kbpを超えるDNA配列を導入する際に組換え効率が低下するという制約があった [178]。

近年では λ-Redを二回繰り返すことで tetA遺伝子の対抗選択に加えて、sacB 遺伝子のスクロースに対する対

抗選択を用いてスカーレスに遺伝子組換えする方法が開発されている [193]。しかしこの方法でも λ-Redを用

いて電気穿孔法で PCR産物を細胞内に入れているので、K. Datsenkoと B. Wannerの方法と同様に組換え配

列の長さに制約が出てしまう。そのため、T. Kuhlmanらによって、I-SceIメガ制限酵素を用いて細胞内でプ

ラスミドを切断することで組換える方法が開発された [68, 178, 180]。この方法では 7 kbp程度の長い DNA配

列でも導入することができる。H. Tasらが開発した手法ではスカーレスに遺伝子導入することに成功している

が、本研究の attB部位への遺伝子組換えのように、遺伝子組換え部位によっては組換え効率が悪い場所が存在

する。H. Tasらは対抗選択を用いて効率を高めていたが、必ずしも対抗選択がうまくいくわけではない。その

上、対抗選択の中には遺伝子除去を必要とする場合もある [194, 195]。本研究では最終的に除去される tetA遺

伝子に蛍光タンパク質遺伝子を導入することで、例え組換え効率の悪い遺伝子組換え部位であっても、効率よ

く組換えに成功した細胞を得られることを示した。さらに本研究の手法においても T. Kuhlmanらの研究や H.

Tas らの研究と同様に長いDNA配列でも一度に導入することに成功した (Table 16、17)。この研究によって、

これまでより自由に遺伝子組換えを行うことができるようになるだろう。

また、Keioコレクション [34]をはじめとして、多くの研究で用いられているK. Datsenkoと B. Wannerの

方法では数十 bpのスカーが残っていた [31]。このスカーが細胞の表現型、周囲の遺伝子の発現やゲノムの局所

的な構造に与える影響はほとんどの研究で無視されてきた。簡便なスカーレス遺伝子組換え方法の発展はこれ

まで無視されてきたスカーの影響を調べる契機となりうる。また、スカーレスな遺伝子組換えは進化の過程の

再現に相性が良い。進化実験などで獲得した変異を持つ細胞に対して、得られた変異が本当に目的の表現型に

影響を与えているかを調べるために、その変異を元の細胞にスカーレスに導入することで遺伝子変異の影響を

正確に見積もることが可能となる。

一方で I-SceIを用いた遺伝子組換えでは意図しない組換え細胞が現れることが知られている [178]。このよ

うな細胞は本手法を用いても intC 部位を中心に現れた　 (Table 6、9のGFP-かつmCherry-のコロニー)。さ

らに、pTKIPプラスミドを持たない tetA-gfp遺伝子を持つ細胞を I-SceIと λ-Redの誘導下で培養するとGFP

蛍光が観察されない細胞が観察された (Table 15)。そのため、この蛍光を発しないにもかかわらず遺伝子組換

えに失敗した細胞は pTKIPプラスミドなしに I-SceIによる切断から修復できた細胞だと考えられる。また、

λ-Redの有無で I-SceI誘導下の lag timeが異なることから (Fig. 43、44)、この修復には λ-Redが関与してい

ると推測される。DNAの二本鎖切断に対して、λ-Redを介して修復できることはプラスミドで実際に確かめら

れている [196]。このような修復がゲノム上で起きることで意図しない遺伝子組換え細胞を生み出していると考

えられる。

このような意図しない細胞の出現は I-SceIを用いた組換えの効率を下げる。この細胞は蛍光による選択では

取り除くことができない。そのため、どれだけ多くのコロニーが意図した遺伝子変異を持つかはそれぞれの遺
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伝子組換えの効率とそれぞれの組換えを持った細胞の増殖速度に依存する。本研究の結果から、意図しない遺

伝子組換えの頻度は場所ごとの依存性が大きい。例えば intC 部位ではどの組換えにおいても数十%のコロニー

で意図しない遺伝子組換えが蛍光、PCRの結果から観察された (Table 6、9、13)。一方で galK や aslB では

蛍光遺伝子の導入や遺伝子除去の際には全く観察されなかった (Table 6、9、13)。細胞の増殖速度の点に関し

ては出現した細胞では細胞の成長速度は野生型のものとあまり変わらなかったことから、成長を阻害するよう

な遺伝子の導入については効率が悪くなる可能性がある。

本手法は蛍光の有無が遺伝子の組換えと対応しているという点でこれまでの遺伝子組換え手法と異なる。そ

のため、pTKREDプラスミドを持たせていれば、fluorescently-activated cell sorting (FACS)を用いてコロニー

を介さずに遺伝子組換えを行うことが可能である。これまでの手法では、遺伝子組換えを行った後の細胞は寒

天培地にまいて、必要に応じて薬剤などの選択を行うことで目的の細胞を取得してきた [31, 68, 178, 180, 193]。

しかしながら、本論文の 2章で見たように細胞の遺伝子組換え前後の環境によって細胞の表現型が異なること

がある。寒天培地で培養することは栄養へのアクセスのしやすさといった点で液体培養とは異なる環境であり、

また、液体培地では増殖できるが、コロニー形成ができない細胞も存在する [197]。本手法を FACSと組み合わ

せることで、コロニー形成できない遺伝子型の細胞であっても遺伝子組換えを行うことができるようになる。

また、常に液体培地の環境で遺伝子組換えをした場合、あるいは液体培地を継ぎ足すことで常に対数増殖期に

おいた細胞と従来の寒天を用いた選択において同じ遺伝子組換えを行った際に表現型がどのように変化するの

か、同じ表現型に到達するのかといった点を調べることが可能になる。そのため、この手法は単に遺伝子組換

え手法の改良という点だけでなく、履歴に依存した遺伝子型-表現型対応の探索においても活用できる。
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⼤腸菌ゲノムのtam部位 5'-atatcacgtcagctggtaatgacgTCGGGAagaatttttgctg-3'

tam部位導⼊のための
pTKIP プラスミド

tam部位導⼊⽤
homolog配列

⽬的
遺伝⼦

tam遺伝⼦の下流領域

I-SceI 認識配列
5'-atatcacgtcagctggtaatgacgTAGGGAtaacagggtaat-3'

Fig. 46: tam 遺伝子における点突然変異. 大腸菌ゲノム上の tam 遺伝子の下流配列と tam 配列に遺伝子組換え

をするための pTKIPプラスミドの I-SceI認識配列の末端の比較。5’末端からの 25 bp (5’-atat ∼ gacg-3’)は

tam 部位に導入するための homolog配列。その下流の 6塩基の配列 (大文字かつ太字)が、大腸菌ゲノムでは

TCGGGAであるのに対して I-SceI認識配列では TAGGGAと 5’ 末端から数えて 2塩基目の Cが Aとなって

いる (赤字)以外同じ塩基である。そのため、Cから Aへの意図しない点突然変異が入りやすい。
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4 まとめ

4.1 本論文のまとめ

ある環境における細胞の表現型が遺伝子型によってどの程度決定されるのかは遺伝学における基本的な問い

である。多くの研究では遺伝子変化を与えた細胞と元の野生型の細胞の表現型を比較することでこの対応関係

を探索している。この方法では意図した遺伝子組換えを与えられる技術の発展が不可欠である。これまでの研

究では意図しない配列が残ったり [31, 178]、必ずしも高い組換え効率を得られないといった問題があった。

そこで本博士論文の 3章では組換え効率の低さを補うため、蛍光タンパク質遺伝子を利用した組換え法を開

発した。この方法では既に開発されていた I-SceIと λ-Redシステムを利用したスカーレス遺伝子組換え [68]を

基にして、組換えの中間体としての細胞に対して gfp 遺伝子または mcherry 遺伝子を付与することによって、

tetA遺伝子が抜けたかどうかをコロニーの蛍光から確認できるようにした。この手法によってランダムにコロ

ニーを選択した場合では 3.8%の確率でしか目的のコロニーが得られなかった染色体位置の組換えでも GFPの

蛍光を利用することで、目的のコロニーを得られる確率が 88.9%へとが向上した (Table 6)。このように効率的

に目的遺伝子型を持った細胞が得られることは遺伝子の除去 (Table 12、13)やより長い配列の導入 (∼ 7 kbp;

Table 16、17)においても確認した。

一方で遺伝子型-表現型の対応関係を明らかにする際に従来の研究では、3章の遺伝子組換え手法のような遺

伝子変化から十分時間が経った、安定した終状態の表現型に基づいてこの対応関係を探索している。そのため

細胞の過去の履歴が終状態の表現型にどのように影響を及ぼすか、また、遺伝子変化によって起こる表現型変

化や終状態の表現型の一細胞ごとの違いについてはよく調べられていない。

そこで本博士論文の 2章では大腸菌に対する静菌剤である Cpの耐性遺伝子 cat を除去し、その後の一細胞

レベルの表現型の変化を CATタンパク質やリボソームタンパク質、大腸菌のグローバルな発現制御因子として

知られる (p)ppGppのレポーターとして RpoSの発現量を追跡することで観察した。この観察のため、われわ

れの研究ではmother machineマイクロ流体デバイス [94]と青色光照射によって遺伝子組換え酵素を制御でき

る PA-Creシステム [92]を組み合わせた [109]。この実験系を用いた観察によって、Cp環境下で cat 遺伝子を

除去するという遺伝子変異に対して、40%程度の大腸菌が新たな遺伝子変異を獲得することなく適応できるこ

とを示した (Fig. 8、12)。このような適応は cat 遺伝子を失ってから十分時間が経った後に Cpを初めて投与し

た場合には観察されなかった (Fig. 12)。Cp投与のタイミングを変化させた実験から、Cpを投与するタイミン

グに少量の CAT耐性タンパク質があることは耐性遺伝子なく Cpに適応するために重要であることも示された

(Fig. 14)。そのため、この耐性遺伝子除去に抗した適応は細胞が置かれた環境の変遷や遺伝子組換えのタイミ

ングに依存していることがわかった。

さらに、cat 遺伝子の除去によってリボソームタンパク質 (RplS、RpsB)の量比が崩れることがわかった

(Fig. 20)。Cpに適応して分裂を継続した細胞では成長率の回復を伴ってこの量比の崩れが回復した (Fig. 20、

22)。また、RpoSのレポーターを用いた観察から、分裂を継続する細胞の方が分裂できなくなった細胞よりも、

適応途中での RpoSの量が多く、リボソームの結果と整合した結果が得られた (Fig. 28)。リボソーム遺伝子は

いくつかのオペロンによって構成されており、RNAポリメラーゼのサブユニットや翻訳の開始因子や成長因子
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が含まれている [141, 142]。また、RpoSを制御している因子 (p)ppGppは RpoSやリボソームだけでなく直接

的、間接的にグローバルに遺伝子発現を変化させる [70, 124, 127, 129, 130]。そのため、これらの結果は cat 遺

伝子の除去によって細胞内の遺伝子発現プロファイルが変化しており、その結果として一部の細胞で適応的な

状態に辿り着いたことを示唆している。

4.2 今後の展望

4.2.1 耐性遺伝子を失ってもCpに適応する機構の理解の深化

本論文では Cpの耐性遺伝子 cat を失ったにもかかわらず、野生型の細胞では生育できない Cp濃度に適応

する細胞が現れた。この細胞では RpoS-mCherryが減少し、一方でリボソームタンパク質が増加して発現量の

バランスが崩れていた。2章の考察の中では、これらの現象と (p)ppGpp、低温ストレスとの関連を指摘した。

(p)ppGppは栄養飢餓の際に細胞内に多く存在する因子 [70, 198]であり、RNAポリメラーゼのプロモーター

結合性を変化させ、タンパク質の安定性や活性を制御する役割を担っている [127, 128, 129]。RpoSも (p)ppGpp

によって制御されている因子の一つであり、(p)ppGppの増加によってより安定になることが知られている [69]。

また、発現についても (p)ppGppの量に応じて発現量が変化することがわかっている [69]。そのため、今回の

RpoS-mCherryの結果は cat 遺伝子の除去によって (p)ppGpp量を減少させた一方で、耐性遺伝子を失っても

分裂を続けた細胞系列では分裂を停止した細胞系列と比較して高い (p)ppGppを有していることを示唆してい

る。(p)ppGppの変化がグローバルな遺伝子の発現変動を引き起こしていること [70, 124, 130]を踏まえると、

(p)ppGppの変化は細胞が Cpへの適応状態を見つけるために必要である可能性がある。

この仮説を検証するためには (p)ppGpp の量に対して摂動を与えることが必要である。大腸菌において

(p)ppGppの量は relA遺伝子 [145]および spoT 遺伝子 [146, 147]によって制御されている。過去の研究におい

て (p)ppGppの過剰発現はプラスミドを用いて relA遺伝子を加えることによって行われていた [147]。一方で

(p)ppGppの減少については spoT遺伝子が (p)ppGppの分解だけでなく合成も行う酵素であるため、∆relA∆spoT

のように (p)ppGppを合成できない細胞以外で検証することは難しかった。しかし、近年の研究で、mesh1 遺伝

子と呼ばれるDrosophila melanogaster の (p)ppGpp分解酵素が (p)ppGpp合成能をもたずに大腸菌でも機能す

ることがわかった [131]。そのため、relA遺伝子およびmesh1 遺伝子を誘導することで大腸菌内の (p)ppGppに

摂動を与えることができる [131]。このシステムを用いれば、cat 遺伝子を Cp環境下で除去した後に (p)ppGpp

の量を増加させることで Cpに適応して分裂を続けられる細胞の割合が増える、あるいは、(p)ppGppを減少さ

せることで Cpによって成長分裂できなくなる細胞が増加することを示すことができるかもしれない。

また、(p)ppGppが制御する遺伝子のうちどのような遺伝子/遺伝子群が重要であるのかという問いはより

詳細にこの適応を理解するために肝要である。その遺伝子の候補の一つが低温ストレス時に発現誘導される遺

伝子群だと考える。なせなら低温ストレスにさらされた細胞では、(p)ppGppが減少する [152, 153]、成長が一

旦急激に遅くなった後 (acclimation期)、遅いながらも成長が回復する [155, 162, 163]、複合タンパク質のスト

イキオメトリーが acclimation期に崩れる [155, 159]、低温によって翻訳が阻害される [155]といった今回の Cp

環境下で cat 遺伝子を失った後、Cpに適応して分裂を再開するまでと類似した現象が多く見られているため

である。さらに Cpの投与が低温ストレス時に誘導される csp 遺伝子群や Trigger Factor (TF)を誘導するこ
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とが知られており、この点からも低温ストレス遺伝子群の Cpに対する適応の役割を調べることは重要である

と考える [150, 151]。特に低温ストレスで発現が誘導される TFは分子シャペロンとして働くことが知られて

いる [151]。分子シャペロンはタンパク質のフォールディングを助けることで、遺伝子型の点突然変異のような

摂動が表現型に現れにくくする働きが原核生物、真核生物のどちらでも知られている [14, 15, 16, 75]。今回の

実験では cat 遺伝子自体は除去されたため、分子シャペロンがあったとしても機能する CATタンパク質が得

られるわけではない。しかしながら Cpによって翻訳が途中で阻害された不完全なタンパク質のフォールディ

ングを助けることで細胞の生存、分裂を助けているかもしれない。また、CspAタンパク質やそのホモログは

RNAシャペロンとして働くタンパク質であり、mRNAの二次構造に関与することで翻訳を助けることができ

る [155, 156, 162]。cspA遺伝子をはじめとした csp 遺伝子群や TFと今回の適応の関連を調べるためには今回

のリボソームやRpoSのような蛍光タグを融合したレポーターあるいはプロモーターライブラリー [199]を用い

た転写レポーターを構築し、cat 遺伝子を除去する実験を行うことで csp 遺伝子と Cpに対する適応の関連が調

べられるだろう。また、csp 遺伝子群や TFの遺伝子 tig は cspAをはじめとして Keioコレクションが構築さ

れている遺伝子である [34]。そのため、∆cspAや∆tig などの細胞株での cat 遺伝子除去実験や Cpの耐性度測

定などのデータも役に立つかもしれない。

4.2.2 遺伝子組換えした細胞の一細胞観察の応用可能性

過去の環境によってその後の細胞の表現型が変化することは集団レベルでの研究で確認されている。例え

ば、事前に低濃度の薬剤にさらされた細胞において、耐性度が上昇する adaptive resistanceと呼ばれる現象が

知られている [164]。また、事前に同種、または異種の低濃度の薬剤、あるいは栄養飢餓にさらされた場合に、

致死の薬剤を投与されたときにごく一部の割合で生き残る persister細胞の割合が増加することがわかっている

[165, 166, 167]。

細胞のさらされている環境やその履歴は遺伝子組換え時にも重要である。例えばK. DatsenkoとB. Wanner

の遺伝子組換えの方法は遺伝子組換えしてから数時間後に薬剤 (カナマイシンや Cp)を投与する [31]。組換え

直後にカナマイシンや Cpを投与すると、組換えた遺伝子に耐性遺伝子が含まれていたとしても、先に薬剤の影

響で翻訳が阻害されてしまい耐性を発揮できないためである。このような現象は S. Nolivosらの研究でのプラ

スミドの水平伝播でも確認されている。∆acrAB のような細胞に対して Tcのない環境とある環境でプラスミ

ドの水平伝播によって tetA-mcherry 遺伝子を導入したところ、接合から 8時間後 Tcのない環境ではmCherry

の蛍光が確認されたのに対して、Tcのある環境では耐性遺伝子を導入しているにもかかわらずmCherryの蛍

光が確認されなかった [53]。水平伝播時の環境の依存性は Tc環境だけでなく、Cpやエリスロマイシンのよう

な翻訳阻害剤でも確認された [53]。

しかしながら、致死的な遺伝子変異に対する履歴依存的な細胞の適応を調べた研究はいまだ限られている。

特に、知る限り一細胞レベルで調べた研究は存在しない。2章ではmother machineと呼ばれるマイクロ流体デ

バイスと、光で遺伝子組換え酵素を制御できる PA-Creを組み合わせることで一細胞レベルで遺伝子変異を引き

起こしその前後の環境や細胞のばらつきがどのように遺伝子組換え後の表現型に波及するかを明らかにした。こ

の組み合わせは今回用いた大腸菌だけでなく、他の生物種に対して用いることが可能である。mother machine
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のようなマイクロ流体デバイスは幅や高さなどを自由に変更できるため、生物種に合わせたデバイスを作成す

ることが可能である [94, 103, 104, 105]。また、PA-Creは元々真核生物で使うために作成されたシステムであ

るため [92]、こちらも生物種を問わずに利用可能である。さらに Creを用いた遺伝子組換えについても今回は

cat 遺伝子の除去しか行わなかったが他の遺伝子の除去や遺伝子の発現のON/OFFを入れ替えるといった自由

な遺伝子組換えパターンが可能である [92]。そのため薬剤耐性に限らない幅広い応用が可能であり、遺伝子型

摂動に対する表現型の変化や適応についてより詳細な理解が得られるようになるだろう。

4.2.3 本研究で得られた手法が遺伝子型-表現型対応関係に与える影響について

mother machineと PA-Creの組み合わせは、決まった環境で同じ遺伝子組換えを数十から数百の細胞系列

に引き起こすという点で同じ進化条件を何回も繰り返した際にどれだけ同じ表現型に収束するのかを確かめる

フレームワークともなりうる。また、この方法では遺伝子組換えの際の環境も実験者が自由に設定できる。現

実に耐性菌が出現し広まる際の環境は必ずしも遺伝子組換えを行うような薬剤のない環境ではない [200]。細菌

感染症にかかった患者から耐性菌が発生する場合には薬の服用によって薬剤の濃度が周期的に変化しているだ

ろう。また、致死ではない低濃度の薬剤においても野生型に比べて耐性菌が広まりやすいこともわかっている

[177]。そのため、薬剤環境下で直接遺伝子組換えできることは耐性菌の進化のような現象に対して新たな知見

を得ることにつながりうる。

一方で 3章で開発した効率的に選択できるスカーレスな遺伝子組換え方法では、実験室進化などで得られ

た遺伝子変異を再現することができる。耐性度の上昇のような実験室進化では多くの遺伝子変異が得られるこ

とがわかっている [201, 202]。K. Datsenkoと B. Wannerの方法では耐性遺伝子を除去するために使った FRT

配列が残存する [31]ため完全な再現ではなかった。このような進化の再現をできることで、進化によって得ら

れる性質 (耐性度の上昇 etc.)が遺伝子の変化のみで得られるのか、遺伝子の変化に加えて環境に対する表現型

レベルでの細胞のグローバルな遺伝子発現の適応にもよっているのかを明らかにすることができる。このよう

な遺伝子変化と表現型の適応を分けるためにこの手法が有効である。

さらに 3章の考察で述べたように FACSを利用することで液体培地だけで組換えを続けて行うことができ

るようになれば、寒天培地にコロニーを形成することなく遺伝子組換えを行うことができるようになる。この

ような手法によってこれまでの大腸菌の遺伝子組換えのほとんどで行われてきた寒天培地上のコロニーで選択

するという手順に由来する影響を評価することができる。2章で見たように細胞が経験した過去の環境によっ

て同じ遺伝子組換えをした細胞を同じ環境においても表現型が異なることがわかった。液体培地と寒天培地を

行き来する事による履歴が遺伝子組換えた細胞の表現型を変化させることもあるかもしれない。同様に、液体

培地の量を工夫することで stationary phaseに入らずに細胞の遺伝子組換えを行うこともできるかもしれない。

このような従来の研究では遺伝子組換えの際に意図せずとも入っていた環境の履歴がなくなった際に細胞の表

現型にどのような変化が起こるかを確認することはより詳細な遺伝子型-表現型の対応関係や、遺伝子組換えに

対する細胞の履歴依存性を理解することにつながるだろう。
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[177] Gullberg E, Cao S, Berg OG, Ilbäck C, Sandegren L, Hughes D, et al. Selection of re-

sistant bacteria at very low antibiotic concentrations. PLoS Pathogens. 2011;7(7):e1002158.

doi:10.1371/journal.ppat.1002158.

[178] Kuhlman TE, Cox EC. Site-specific chromosomal integration of large synthetic constructs. Nucleic

Acids Research. 2010;38(6):e92–e92. doi:10.1093/nar/gkp1193.

[179] Yona AH, Alm EJ, Gore J. Random sequences rapidly evolve into de novo promoters. Nature Com-

munications. 2018;9(1):1530. doi:10.1038/s41467-018-04026-w.

[180] Yang J, Sun B, Huang H, Jiang Y, Diao L, Chen B, et al. High-efficiency scarless genetic modification

in escherichia coli by using lambda red recombination and I-SceI cleavage. Applied and Environmental

Microbiology. 2014;80(13):3826–3834. doi:10.1128/AEM.00313-14.

[181] Colleaux L, D’Auriol L, Betermier M, Cottarel G, Jacquier A, Galibert F, et al. Universal code

equivalent of a yeast mitochondrial intron reading frame is expressed into E. coli as a specific double

strand endonuclease. Cell. 1986;44(4):521–533. doi:10.1016/0092-8674(86)90262-X.

[182] Zhao D, Yuan S, Xiong B, Sun H, Ye L, Li J, et al. Development of a fast and easy method for Escherichia

coli genome editing with CRISPR/Cas9. Microbial Cell Factories. 2016;15(1):1–9. doi:10.1186/s12934-

016-0605-5.

[183] Zhang XH, Tee LY, Wang XG, Huang QS, Yang SH. Off-target effects in CRISPR/Cas9-mediated

genome engineering. 2015;4(11):e264. doi:10.1038/mtna.2015.37.

[184] Bryant JA, Sellars LE, Busby SJW, Lee DJ. Chromosome position effects on gene expression in

Escherichia coli K-12. Nucleic Acids Research. 2014;42(18):11383–11392. doi:10.1093/nar/gku828.

[185] Scholz SA, Diao R, Wolfe MB, Fivenson EM, Lin XN, Freddolino PL. High-Resolution Mapping of

the Escherichia coli Chromosome Reveals Positions of High and Low Transcription. Cell Systems.

2019;8(3):212–225.e9. doi:10.1016/j.cels.2019.02.004.

[186] Messing J, Gronenborn B, Mueller-Hill B, Hofschneider PH. Filamentous coliphage M13 as a cloning

vehicle: insertion of a HindII fragment of the lac regulatory region in M13 replicative form in vitro.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 1977;74(9):3642–

3646. doi:10.1073/pnas.74.9.3642.

[187] Yanisch-Perron C, Vieira J, Messing J. Improved M13 phage cloning vectors and host strains: nu-

cleotide sequences of the M13mpl8 and pUC19 vectors. Gene. 1985;33(1):103–119. doi:10.1016/0378-

1119(85)90120-9.

109



[188] Ullmann A, Jacob F, Monod J. Characterization by in vitro complementation of a peptide corresponding

to an operator-proximal segment of the β-galactosidase structural gene of Escherichia coli. Journal of

Molecular Biology. 1967;24(2):339–343. doi:10.1016/0022-2836(67)90341-5.

[189] Speltz EB, Regan L. White and green screening with circular polymerase extension cloning for easy

and reliable cloning. Protein Science. 2013;22(6):859–864. doi:10.1002/pro.2268.

[190] Landy A, Ross W. Viral integration and excision: Structure of the lambda att sites. Science.

1977;197(4309):1147–1160. doi:10.1126/science.331474.

[191] Bochner BR, Huang HC, Schieven GL, Ames BN. Positive selection for loss of tetracycline resistance.

Journal of Bacteriology. 1980;143(2):926–933.

[192] Maloy SR, Nunn WD. Selection for loss of tetracycline resistance by Escherichia coli. Journal of

Bacteriology. 1981;145(2):1110–1112.

[193] Li XT, Thomason LC, Sawitzke JA, Costantino N, Court DL. Positive and negative selection using the

tetA-sacB cassette: Recombineering and P1 transduction in Escherichia coli. Nucleic Acids Research.

2013;41(22):e204–e204. doi:10.1093/nar/gkt1075.

[194] Warming S, Costantino N, Court DL, Jenkins NA, Copeland NG. Simple and highly efficient BAC

recombineering using galK selection. Nucleic Acids Research. 2005;33(4):1–12. doi:10.1093/nar/gni035.

[195] Wong QNY, Ng VCW, Lin CCM, Kung HF, Chan D, Huang JD. Efficient and seamless DNA recom-

bineering using a thymidylate synthase A selection system in Escherichia coli. Nucleic Acids Research.

2005;33(6):1–9. doi:10.1093/nar/gni059.

[196] Takahashi N, Kobayashi I. Evidence for the double-strand break repair model of bacteriophage λ

recombination. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.

1990;87(7):2790–2794. doi:10.1073/pnas.87.7.2790.

[197] Nosho K, Yasuhara K, Ikehata Y, Mii T, Ishige T, Yajima S, et al. Isolation of colonization-defective

Escherichia coli mutants reveals critical requirement for fatty acids in bacterial colony formation. Mi-

crobiology. 2018;164(9):1122–1132. doi:10.1099/mic.0.000673.

[198] Seyfzadeh M, Keener J, Nomura M. spoT-dependent accumulation of guanosine tetraphosphate in

response to fatty acid starvation in Escherichia coli. Proceedings of the National Academy of Sciences

of the United States of America. 1993;90(23):11004–11008. doi:10.1073/pnas.90.23.11004.

[199] Zaslaver A, Bren A, Ronen M, Itzkovitz S, Kikoin I, Shavit S, et al. A comprehensive library

of fluorescent transcriptional reporters for Escherichia coli. Nature Methods. 2006;3(8):623–628.

doi:10.1038/nmeth895.

110



[200] Andersson DI, Hughes D. Microbiological effects of sublethal levels of antibiotics. Nature Reviews

Microbiology. 2014;12(7):465–478. doi:10.1038/nrmicro3270.

[201] Toprak E, Veres A, Michel JB, Chait R, Hartl DL, Kishony R. Evolutionary paths to antibi-

otic resistance under dynamically sustained drug selection. Nature Genetics. 2012;44(1):101–105.

doi:10.1038/ng.1034.

[202] Baym M, Lieberman TD, Kelsic ED, Chait R, Gross R, Yelin I, et al. Spatiotemporal microbial

evolution on antibiotic landscapes. Science. 2016;353(6304):1147–1151. doi:10.1126/science.aag0822.

111



謝辞

本論文は筆者が東京大学大学院総合文化研究科広域科学専攻博士課程に在籍中の研究成果をまとめたもので

ある。同専攻若本祐一准教授には指導教官として本研究の実施の機会をいただき、研究の遂行の際には熱心に

ご指導賜った。また、本論文の作成にあたっても多くの助言をいただいた。深謝の意を表する。同専攻佐藤守

俊教授には本研究の実施に不可欠であった PA-Cre システムを提供していただき、また研究結果について議論

していただいた。深謝の意を表する。同専攻金子邦彦教授、澤井哲教授、市橋伯一教授、ならびに岡山大学学

術研究院環境生命科学学域農生命科学専攻守屋央朗准教授には本博士課程論文を精読していただき、大変貴重

な意見をいただいた。深謝の意を表する。

本研究室特任助教梅谷実樹博士には本研究について議論していただいたのみならず、リボソームレポーター

株の提供をしていただいた。感謝の意を表する。本研究室技官大倉玲子氏には筆者が本学教養学部統合自然科

学科の卒業研究で本研究室に加入した時から、分子生物学実験の初心者であった私に一から実験技術をご指導

いただき、技術面で多くの助言をいただいた。感謝の意を表する。研究室のスタッフ、先輩方、同期、後輩の

皆様には本研究の遂行にあたり、幾度となく議論していただき、数多くのご助言、ご指摘をいただいた。感謝

の意を表する。

本研究を遂行するにあたって、日本学術振興会特別研究員奨励費 JP19J22506の助成をいただいた。

112



Supplemental Data

Supplemental Tables

Table S1: 2章の細胞株リスト.

mCherry-CAT 除去のための細胞

Name Ancester Genotype Plasmid Resistance Source

F3 W3110 ∆fliC∆fimA∆flu(∆F3) [96]

YK0083 W3110
∆F3 intC::PLtetO1-loxp-

RBS4-mcherry-cat-loxp
pYK022 Amp, Km, Cp This study

YK0085 W3110 ∆F3 intC::PLtetO1-loxp pYK022 Amp, Km This study

リボソームレポーター細胞

Name Ancester Genotype Plasmid Resistance Source

MUS3 BW25113 rplS-mcherry-FRT-kan-FRT Km Miki Umetani

MUS13 BW25113 rpsB-mvenus-FRT-kan-FRT Km Miki Umetani

MUS5 W3110 ∆F3 rplS-mcherry-FRT Miki Umetani

MUS6 W3110
∆F3 rplS-mcherry-FRT

rpsB-mvenus-FRT
Miki Umetani

MUS16 W3110
∆F3 rplS-mvenus-FRT

rpsB-mcherry-FRT
Miki Umetani

YK0118 W3110
∆F3 intC::PLtetO1-loxP-

RBS4-cat-loxP
pYK022 Amp, Km, Cp This study

YK0134 MUS6 intC:: PLtetO1-loxP-RBS4-cat-loxP Amp, Km This study

YK0135 MUS16 intC:: PLtetO1-loxP-RBS4-cat-loxP Amp, Km This study

YK0136 MUS6 intC:: PLtetO1-loxP-RBS4-cat-loxP pYK022 Amp, Km, Cp This study

YK0137 MUS16 intC:: PLtetO1-loxP-RBS4-cat-loxP pYK022 Amp, Km, Cp This study

YK0138 MUS6 intC::PLtetO1-loxP pYK022 Amp, Km This study

YK0139 MUS16 intC::PLtetO1-loxP pYK022 Amp, Km This study
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RpoSレポーター細胞

Name Ancester Genotype Plasmid Resistance Source

W3110 ∆F3 rpoS-mcherry Wakamoto lab

YK0148 W3110
∆F3 rpoS-mcherry intC::

PLtetO1-loxP-RBS4-cat-loxP
pYK022 Amp, Km, Cp This study

YK0149 W3110
∆F3 MUC2 MUC8 intC::

PLtetO1-loxP
pYK022 Amp, Km This study
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Table S2: 2章のプラスミドリスト.

λ-Red ゲノム導入 [31]

Name Backbone Gene Resistance Sourse

pKD46 Amp CGSC

pCP20 Amp CGSC

PA-Cre プラスミド

Name Backbone Gene Resistance Sourse

pcDNA3.1
pCMV-lox2272-loxp-inverse-mvenus-

lox2272-loxp
Amp, Neo, Km Sato lab

pcDNA3.1 pCMV-rfp-pmagcrec Amp, Neo, Km Sato lab

pcDNA3.1 pCMV-rfp-nmagcren Amp, Neo, Km Sato lab

E. coli 用 PA-Cre プラスミド

Name Backbone Gene Resistance Sourse

pTmCherryK3 pMW118 PLtetO1-RBS3-mcherry-FLP-kan-FLP Amp, Km Wakamoto lab

pLVK4 pMW118 PLlacO1-RBS4-mvenus-FLP-kan-FLP Amp, Km Wakamoto lab

pTVCK4 pMW118 PLtetO1-RBS4-mvenus-cat-FLP-kan-

FLP

Amp, Km Wakamoto lab

pKK1 pMW118 PLlacO1-rfp-pmagcrec-FLP-kan-FLP Amp, Km This Study

pKK2 pMW118 PLlacO1-rfp-nmagcren-FLP-kan-FLP Amp, Km This Study

pYK001 pMW118 PLlacO1-RBS3-pmagcrec-FLP-kan-

FLP

Amp, Km This Study

pYK002 pMW118 PLlacO1-RBS3-nmagcren-FLP-kan-

FLP

Amp, Km This Study

pYK016 pMW118 PLlacO1-RBS3-pmagcrec-FLP-kan-

FLP

Amp, Km This Study

pYK017 pMW118 PLlacO1-RBS3-crennmag-FLP-kan-

FLP

Amp, Km This Study

pYK018 pMW118
PLlacO1-RBS3-crennmag-

pmagcrec-FLP-kan-FLP
Amp, Km This Study

pYK022 pMW118
PLlacO1-RBS3-crennmag-

pmagcrec-FLP-kan-FLP
Amp, Km This Study
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floxed mcherry-cat/cat 遺伝子構築

Name Backbone Gene Resistance Sourse

pYK006 pMW118
PLtetO1-RBS3-lox2272-mvenus-loxp-

FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK007 pMW118
PLtetO1-RBS3-lox2272-mcherry-loxp-

FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK008 pMW118
PLtetO1-RBS3-lox2272-mcherry-loxp-

FLP- kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK009 pMW118
PLtetO1-RBS3-lox2272-mcherry-loxp-

FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK010 pMW118
PLtetO1-RBS4-lox2272-mcherry-loxp-

FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK011 pMW118
PLtetO1-lox2272-RBS4-mcherry-loxp-

FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK023 pMW118
PLtetO1-loxp-RBS4-mcherry-loxp-

FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK028 pMW118
PLtetO1-loxp-RBS4-mcherry-loxp-

FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK029 pMW118
PLtetO1-loxp-RBS4-mcherry-cat-

loxp-FLP-kan-FLP
Amp, Km, Cp This Study

pYK035 pMW118 PLtetO1-loxp-RBS4-cat-loxp-FLP-kan-

FLP

Amp, Km, Cp This Study

リボソームレポーター構築

Name Backbone Gene Resistance Sourse

pMU1 pMW118
PLlacO1-RBS4-mcherry-FLP-kan-

FLP
Amp, Km Miki Umetani

pMU2 pMW118
PLlacO1-RBS4-mvenus-FLP-kan-

FLP
Amp, Km Miki Umetani
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Table S3: 2章のプライマーリスト.

PA-Cre　プラスミド構築

No Sequence Construct

pLVK

pTVK F

CAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCA

GTC

ExoIIIクローニングを用いた pKK1、pKK2

構築用プライマー。pLVK3を pLVK pTVK F

& pLVK3 pTVK3 Rで増幅。

pCMV-rfp-pmagcrecを L3 TagRFP F &

Crec Term Rで増幅。pCMV-rfp-nmagcren

を L3 TagRFP F & 141031-nMagCreN-Rで

増幅。

pLVK3

pTVK3 R

GGTACCTTTCTCCTCTTTAATGTTTTC

GG

L3

TagRFP F

GGACGCACTGACCGAAAACATTAAAGA

GGAGAAAGGTACCATGGTGTCTAAGG

GCGAAG

Crec

Term R

CCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTT

TATTTGATGCCTGTTAGTCCCCATCTT

CGAGCAG

141031-

nMag

CreN-R

TTCGTTTTATTTGATGCCTGTTAGTTC

AGCTTGCACCAGG

YKp0001 ATGCATACTCTTTATGCCCCCGG pYK001、pYK002構築用プライマー。pKK1

と pKK2のそれぞれをテンプレートとして gfp

遺伝子を除去した。

YKp0002 GGTACCTTTCTCCTCTTTAATG

YKp0053 AACAGGAAATGGTTCCCTGCTGAACC pYK016構築用プライマー。pYK001をテン

プレートとし、リンカーを変えた。YKp0054 GGTACCTTCTGTTTCGCACTGGAATC

YKp0022 GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
ExoIII クローニングを用いた pYK017構築用

プライマー。pYK002を YKp0022 &

YKp0052、YKp0049 & YKp0056、YKp0055

& YKp0057でそれぞれ増幅し、nmag と cren

の順番を変えた。

YKp0049 AAGAGGAGAAAGGTACCATGACCTCTG

ATGAAGTCAGG

YKp0052 CATGGTACCTTTCTCC

YKp0055 CATACTCTTTATGCCCCCGGTGG

YKp0056 GCATAAAGAGTATGGGTACCGTTCAGC

TTGCACCAG

YKp0057 CTCCAGCCTACACTTATTCTGTTTCGC

ACTGGAATC
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YKp0058 TTATTCTGTTTCGCACTGGAATCCC ExoIII クローニングを用いた pYK018構築用

プライマー。pYK016を YKp0059 &

YKp0060、pYK017を YKp0022 & YKp0058

でそれぞれ増幅し、pmag-crec と cren-nmag

を同一プラスミドにのせた。

YKp0059 GCGAAACAGAATAAAGGAGAAAGGTAC

CATGCATAC

YKp0060 GCTCCAGCCTACACTTAGTCCCCATCT

TCGAGCAGC

YKp0006 CAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCA

GTCG

ExoIII クローニングを用いた pYK022構築用

プライマー。pYK001を YKp0006 &

YKp0052、pYK018を YKp0049 & YKp0061

でそれぞれ増幅し、ターミネータを加えた。

YKp0061 TTATTTGATGCCTGTTAGTCCCCATCT

TCGAGCAGC

floxed cat プラスミド構築

No Sequence Construct

YKp0026 CGTTTTATTTGATGCCTGATAACTTCGT

ATAGCATAC

pYK006構築用プライマー。pCMV

lox2272 loxp inverse-mvenus lox2272 loxpを

テンプレートとした。YKp0027 CATTAAAGAGGAGAAAGGTACCATAACT

TCGTATAGGATAC

YKp0029 CTTATTAGAATTCGCCGCCATGGTGAGC

AAGGGCGAG

ExoIII クローニングを用いた pYK007構築用

プライマー。pTmCherryK3を YKp0029 &

YKp0030、pYK006を YKp0031 & YKp0032

でそれぞれ増幅し、mvenus をmcherry に変

えた。

YKp0030 CATTATACGAAGTTATCTCGAGTTATCC

ACGCGTGAGC

YKp0031 CTCGAGATAACTTCGTATAATG

YKp0032 GGCGGCGAATTCTAATAAGG

YKp0035 ATAACTTCGTATAAAGTATCCTATACGA

AGTTATGGTACC

pYK008構築用プライマー。pYK007をテン

プレートとし、スペーサー配列を取り除いた。

YKp0036 ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAAC

ATGGCCATCATC

YKp0037 TAACTCGAGATAACTTCGTATAATG pYK009構築用プライマー。pYK008をテン

プレートとし、SacIとMluIを取り除いた。YKp0038 CTTGTACAGCTCGTCCATGC

YKp0039 GAAAAAAATAACTTCGTATAGGATAC pYK010構築用プライマー。pYK009をテン

プレートとし、RBSを変えた。YKp0040 CTCCTCTTTAATGTTTTCGGTCAGTGCG

YKp0041 GAAGTTATAGGAGGAAAAAAATGGTGA

GCAAGGGCGAGGAGG

pYK011構築用プライマー。pYK010をテン

プレートとし、RBSと loxPを入れ替えた。

YKp0042 GTATAAAGTATCCTATACGAAGTTATCT

TTAATGTTTTCGGTCAGTGCG
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YKp0069 CCGAAAACATTAAAGATAACTTCGTATA

GCATACATTATACG

pYK023構築用プライマー。pYK011を

YKp0041 & YKp0069で増幅し、lox2272を

loxPに変えた。

YKp0083 ATACATTATACGAAGTTATCAGGCATCA

AATAAAACG

pYK028構築用プライマー。pYK023をテン

プレートとし、loxPの方向を変えた。

YKp0084 GCTATACGAAGTTATCTCGAGTTACTTG

TACAGCTC

YKp0072 CGAGCTGTACAAGGAGCTCGAGAAAAA

AATCACTGG

ExoIII クローニングを用いた pYK029構築用

プライマー。pYK028を YKp0072 &

YKp0089、pTVCK4をYKp0075 & YKp0083

でそれぞれ増幅し、cat 遺伝子を加えた。

YKp0075 CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGCCGGT

GG

YKp0089 CGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATC

TCGAGTTATCCAC

YKp0109 GAGAAAAAAATCACTGG pYK035構築用プライマー。pYK029をテン

プレートとし、mcherry を取り除いた。YKp0110 CATTTTTTTCCTCCTATAAC

λ-Redを用いたゲノム導入

No Sequence Construct

intC

PtetO1

F3

AGTTGTTAAGGTCGCTCACTCCACCTT

CTCATCAAGCCAGTCCGCCCATCCCT

ATCAGTGATAGAGATTG

λ-Redで floxed mcherry-cat-FRT-kan-FRT

(pYK029)または cat-FRT-kan-FRT

(pYK035)を intC 部位に導入するためのプラ

イマー。intC R CCGTAGATTTACAGTTCGTCATGGTTC

GCTTCAGATCGTTGACAGCCGCAATT

CCGGGGATCCGTCGACC

oMU94 ACCTGCGTGAGCGTACTGGTAAGGCT

GCTCGTATCAAAGAGCGTCTTAACGT

GAGCAAGGGCGAGGA

pMU1をテンプレートに

mcherry-FRT-kan-FRT を rplS に融合する。

oMU107 GCCAGCCAATTGGCCAGCCCTTCTTAA

CAGGATGTCGCTTAAGCGAAATCTTG

TGTAGGCTGGAGCTGCT

oMU92 GTTCTCAGGATCTGGCTTCCCAGGCG

GAAGAAAGCTTCGTAGAAGCTGAGGT

GAGCAAGGGCGAGGA

pMU2をテンプレートに

mvenus-FRT-kan-FRT を rpsB に融合する。
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oMU108 TTGCCGCCTTTCTGCAACTCGAACTAT

TTTGGGGGAGTTATCAAGCCTTATTG

TGTAGGCTGGAGCTGCT

シーケンス確認のためのクローニングプライマー

No Sequence Construct

M13F CAGGAAACAGCTATGAC

pM1 pVT

seq primer1

GGCACCCCAGGCTTTAC

pMW118由来のプラスミドのクローニングプ

ライマー

intC

check F

GATCGATACTTGCTGTGGTTGATG

intC

check R2

CCTCTTAGTTAAATGGATATAACGAGCC

CC

intC 部位のクローニングプライマー

oMU96 TCCAGACTCACTCTCCGGTAGT

oMU110 GACAAATTCCACGCAGCAATCTCAC
rplS 部位のクローニングプライマー

oMU26 AAGCAAACAACCTGGGTATTCCGGT

oMU28 CTCGCTCATCCCGGTCACTTACTGA
rpsB 部位のクローニングプライマー

rpoS

check F

ATCGGCGGAACCAGGCTTTTGCTTG

rpoS

check R

AAAGGTCCGATGGGCATCGGACCTT
rpoS 部位のクローニングプライマー
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Table S4: 3章の細胞株リスト.

親株及び PCRテンプレートゲノム

Name Ancester Genotype Plasmid Resistance Source

F3 W3110 ∆fliC ∆fimA ∆flu (∆F3) [96]

F3 intC::

TmCherry6 F3 intC::PLtetO1-RBS4-mcherry-FRT Wakamoto lab

F3 galK::

TmCherry6 F3 galK::PLtetO1-RBS4-mcherry-FRT Wakamoto lab

landing pad-gfp を持つ遺伝子組換え中間体

Name Ancester Genotype Plasmid Resistance Source

YK0194 W3110 ∆F3 galK::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0195 W3110 ∆F3 intC::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0200 W3110 ∆F3 yqeC::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0209 W3110 ∆F3 attB::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0217 W3110 ∆F3 aslB::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0218 W3110 ∆F3 tam::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

landing pad-mcherry を持つ遺伝子組換え中間体

Name Ancester Genotype Plasmid Resistance Source

YK0196 W3110 ∆F3 galK::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0201 W3110 ∆F3 aslB::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0208 W3110 ∆F3 intC::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0210 W3110 ∆F3 attB::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0211 W3110 ∆F3 tam::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study

YK0220 W3110 ∆F3 yqeC::landing pad-gfp pTKRED Sm, Tc This study
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Table S5: 3章のプラスミドリスト.

λ-Redと I-SceIを用いた遺伝子組換えプラスミド [178]

Name Backbone Gene Resistance Source

pTKRED Sm [178]

pTKIP Amp, Km [178]

pTKS/CS Tc, Cp [178]

蛍光遺伝子を追加した pTKS/CSプラスミド

Name Backbone Gene Resistance Source

pTmCherryK6 pTKS/CS PLtetO1 mcherry FRT kan FRT Amp, Km Wakamoto lab

pUA66-GFP pTKS/CS rpsL-gfp Km Wakamoto lab

pYK056 pTKS/CS tetA mcherry Tc, Cp This Study

pYK057 pTKS/CS tetA gfp Tc, Cp This Study

mcherry 導入用プラスミド (pTKIP-TC)

Name Backbone Gene Resistance Source

pYK051 pTKIP PLtetO1 mcherry FRT for intC Amp This Study

pYK052 pTKIP PLtetO1 mcherry FRT for galK Amp This Study

pYK053 pTKIP PLtetO1 mcherry for intC Amp This Study

pYK054 pTKIP PLtetO1 mcherry for galK Amp This Study

pYK061 pTKIP PLtetO1 mcherry for aslB Amp This Study

pYK062 pTKIP PLtetO1 mcherry for tam Amp This Study

pYK063 pTKIP PLtetO1 mcherry for yqeC Amp This Study

pYK068 pTKIP PLtetO1 mcherry for attB Amp This Study

122



gfp 導入用プラスミド (pTKIP-TG)

Name Backbone Gene Resistance Source

pYK064 pTKIP PLtetO1 gfp for intC Amp This Study

pYK065 pTKIP PLtetO1 gfp for aslB Amp This Study

pYK066 pTKIP PLtetO1 gfp for tam Amp This Study

pYK067 pTKIP PLtetO1 gfp for yqeC Amp This Study

pYK069 pTKIP PLtetO1 gfp for attB Amp This Study

pYK070 pTKIP PLtetO1 gfp for galK Amp This Study

遺伝子除去用プラスミド (pTKIP-del)

Name Backbone Gene Resistance Source

pYK060 pTKIP PLtetO1 mcherry Amp This Study

pYK071 pTKIP PLtetO1 gfp Amp This Study

pYK072 pYK071 deletion for attB Amp This Study

pYK073 pYK071 deletion for tam Amp This Study

pYK074 pYK071 deletion for aslB Amp This Study

pYK075 pYK071 deletion for galK Amp This Study

pYK076 pYK071 deletion for intC Amp This Study

pYK077 pYK071 deletion for yqeC Amp This Study

lac 遺伝子導入用プラスミド (pTKIP-lac)

Name Backbone Gene Resistance Source

pYK081 pYK071 lacZ for attB Amp This Study

pYK082 pYK071 lacZ for intC Amp This Study

pYK083 pYK071 lacZYA for intC Amp This Study

pYK084 pYK071 lac operon (lacIZYA) for intC Amp This Study

pYK085 pYK071 lacZ for galK Amp This Study

pYK086 pYK071 lacZYA for galK Amp This Study

pYK087 pYK071 lac operon for attB Amp This Study

pYK088 pYK071 lacZYA for attB Amp This Study

pYK089 pYK071 lac operon for galK Amp This Study
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Table S6: 3章のプライマーリスト.

蛍光を追加した pTKS/CSプラスミド構築

No Sequence Construct

YKp0205 TAGGGATAACAGGGTAATGATGGCGCC

YKp0206 CTAAGCACTTGTCTCCTGTTTACTCCCC

YKp0207 GGAGACAAGTGCTTAGAGGAGGAAAAA

AATGGTGAGC

YKp0208 TACCCTGTTATCCCTATTACTTGTACAG

CTCGTCCATG

ExoIIIクローニングを用いた pYK056構築用

プライマー。 pTKS/CSを YKp0205 &

YKp0206で増幅。pTmCherryK6を

YKp0207 & YKp0208で増幅。

YKp0211 TAGGGATAACAGGGTAATGATGGCGCC

TCATCCCTG

YKp0212 TTTTTTCCTCCTCTAAGCACTTGTCTCC

YKp0213 TAGAGGAGGAAAAAAATGAGTAAAGGA

GAAGAACTTTTC

YKp0214 ACCCTGTTATCCCTATTATTTGTATAGT

TCATCCATGC

ExoIIIクローニングを用いた pYK057構築用

プライマー。 pTKS/CSを YKp0211 &

YKp0212で増幅。 pUA66-GFPを YKp0213

& YKp0214で増幅。

landing pad-mcherry/gfp 導入用プライマー

No Sequence Construct

YKp0201 AGGTCGCTCACTCCACCTTCTCATCAA

GCCAGTCCGCCCATAGGGATAACAGG

GTAATGTACCATTTACG

intC 部位に landing pad-mcherry/gfp を導入

するためのプライマー。 mcherry : YKp0201

& YKp0215、gfp: YKp0201 & YKp0217。

homolog配列を伸ばし導入効率を上げるため

に PCR産物を YKp0221 & YKp0222で再増

幅した。

YKp0215 CAGTTCGTCATGGTTCGCTTCAGATCG

TTGACAGCCGCAATTACCCTGTTATC

CCTATTACTTGTACAGC

YKp0217 ACAGTTCGTCATGGTTCGCTTCAGATC

GTTGACAGCCGCAATTACCCTGTTAT

CCCTATTATTTGTATAG

YKp0221 GTGCTATTCGATAGTTGTTAAGGTCGC

TCACTCCACC

YKp0222 CAAGCATTCCGTAGATTTACAGTTCGT

CATGGTTCGC
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YKp0203 TCAGCGACAGCTTGCTGTACGGCAGG

CACCAGCTCTTCCGTAGGGATAACAG

GGTAATGTACCATTTACG

galK 部位に landing pad-mcherry/gfp を導入

するためのプライマー。 mcherry : YKp0203

& YKp0216、gfp: YKp0203 & YKp0218。

YKp0216 GTCAGCGATATCCATTTTCGCGAATC

CGGAGTGTAAGAAATTACCCTGTTAT

CCCTATTACTTGTACAGC

YKp0218 AGTCAGCGATATCCATTTTCGCGAAT

CCGGAGTGTAAGAAATTACCCTGTTA

TCCCTATTATTTGTATAG

YKp0225 AAACAACTTTTTGTCTTTTTACCTTCC

CGTTTCGCTCAAGTAGGGATAACAGG

GTAATGTACCATTTACG

attB部位に landing pad-mcherry/gfp を導入

するためのプライマー。 mcherry : YKp0225

& YKp0226、gfp: YKp0225 & YKp0227。

homolog配列を伸ばし導入効率を上げるため

に PCR産物を YKp0270 & YKp0271で再増

幅した。

YKp0226 TCCGGGCTATGAAATAGAAAAATGAAT

CCGTTGAAGCCTATTACCCTGTTATCC

CTATTACTTGTACAGC

YKp0227 CTCCGGGCTATGAAATAGAAAAATGAA

TCCGTTGAAGCCTATTACCCTGTTATC

CCTATTATTTGTATAG

YKp0270 GAAAATGTGTTCACAGGTTGCTCCGGG

CTATGAAATAG

YKp0271 GGTATCACTTAAAGGTATTAAAAACAA

CTTTTTGTCTT

YKp0228 CCTTAACGTATTGAAGGATGACTTCAG

GCAAGGAGCGACCTAGGGATAACAGG

GTAATGTACCATTTACG

aslB 部位に landing pad-mcherry/gfp を導入

するためのプライマー。 mcherry : YKp0228

& YKp0229、gfp: YKp0228 & YKp0230。

homolog配列を伸ばし導入効率を上げるため

に PCR産物を YKp0268 & YKp0269で再増

幅した。

YKp0229 CGCCGCATCCGGCAATCAACCGCAGGC

GGCCGCCGATTTATTACCCTGTTATCC

CTATTACTTGTACAGC

YKp0230 ACGCCGCATCCGGCAATCAACCGCAGG

CGGCCGCCGATTTATTACCCTGTTATC

CCTATTATTTGTATAG

YKp0268 GCCCCACGGTATGATTTCGCCCTTAAC

GTATTGAAGG
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YKp0269 GTAGGCCGGATAAGGCGTTTACGCCGC

ATCCGGCAATC

YKp0231 TTATCTACAATTGGGGTAACGCGCTGA

CGGGAGTAAAAAATAGGGATAACAGG

GTAATGTACCATTTACG

tam 部位に landing pad-mcherry/gfpを導入す

るためのプライマー。mcherry : YKp0231 &

YKp0232、gfp: YKp0231 & YKp0233。

homolog配列を伸ばし導入効率を上げるた

めに

PCR産物を YKp0272 & YKp0273で再増幅

した。

YKp0232 AAAAATTCTTCCCGATCGTCATTACCA

GCTGACGTGATATATTACCCTGTTAT

CCCTATTACTTGTACAG

YKp0233 AAAAATTCTTCCCGATCGTCATTACCA

GCTGACGTGATATATTACCCTGTTAT

CCCTATTATTTGTATAG

YKp0272 GTGAGGCGAATTTATCAATTTTATCTA

CAATTGGGGTAAC

YKp0273 GATGAAGCCGAAATTCCAGCAAAAATT

CTTCCCGATCG

YKp0234 AAGTTGGGGATAATTTATCCCAGAGAG

GTCATAAAGACTCTAGGGATAACAGG

GTAATGTACCATTTACG

yqeC 部位に landing pad-mcherry/gfp を導入

するためのプライマー。 mcherry : YKp0234

& YKp0235、gfp: YKp0234 & YKp0236。

homolog配列を伸ばし導入効率を上げるた

めに

PCR産物を YKp0274 & YKp0275で再増幅

した。

YKp0235 TCAATGGATATCCTTTCAGTAACCCGG

AATACCCGGGCCGATTACCCTGTTAT

CCCTATTACTTGTACAG

YKp0236 TCAATGGATATCCTTTCAGTAACCCGG

AATACCCGGGCCGATTACCCTGTTAT

CCCTATTATTTGTATAG

YKp0274 GAAAATATTCATACCAACCTCAATGGA

TATCCTTTCAG

YKp0275 GCGTTACTTCCTGATGGATTAAGTTGG

GGATAATTTATC

pTKIP-TC プラスミド構築

No Sequence Construct

YKp0183 CGATCTGAAGCGATAGGGATAACAGGG

TAATGCAGGATGC

ExoIIIクローニングを用いた pYK051構築用

プライマー。 pTKIPを用いて YKp0183 &

YKp0184、 W3110 intC::Tmcherry6 ゲノム

を用いて YKp0185 & YKp0186でそれぞれ増

幅

YKp0184 CTTGATGAGAAGGATTACCCTGTTATC

CCTAAGGTGGCAC
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YKp0185 ATCCTTCTCATCAAGCCAGTCC

YKp0186 TATCGCTTCAGATCGTTGACAG

YKp0187 GGATTCGCGAAAATAGGGATAACAGGG

TAATGCAGGATGC

ExoIIIクローニングを用いた pYK052構築用

プライマー。 pTKIPを用いて YKp0187 &

YKp0188、 W3110 galK::Tmcherry6 ゲノム

を用いて YKp0189 & YKp0190でそれぞれ増

幅

YKp0188 TGCCTGCCGTACAATTACCCTGTTATCC

CTAAGGTGGCAC

YKp0189 ATTGTACGGCAGGCACCAGCTC

YKp0190 TATTTTCGCGAATCCGGAGTG

YKp0180 TGCGGCTGTCAACGATCTGAAG

YKp0181 TAGAAACGCAAAAAGGCCATCCG

YKp0182 TTCTTACACTCCGGATTCGCG

pYK053、pYK054構築用プライマー。

pYK051を YKp0180 & YKp0181で増幅した

(YKp053)。 pYK052を YKp0182 &

YKp0181で増幅した (YKp054)。

YKp0256 CCTGCGGTTGATTAGGGATAACAGGGT

AATGCAGGATGCTGCTGGCTAC

ExoIIIクローニングを用いた pYK061構築用

プライマー。 pYK053を用いて YKp0256 &

YKp0257、 YKp0258 & YKp0259でそれぞれ

増幅

YKp0257 CTGAAGTCATCCATTACCCTGTTATCCC

TAAGGTGGCACTTTTCGGGG

YKp0258 ATGGATGACTTCAGGCAAGGAGCGACC

TCCCTATCAGTGATAGAG

YKp0259 TAATCAACCGCAGGCGGCCGCCGATTT

TAGAAACGCAAAAAGGCC

YKp0260 TGGTAATGACGATAGGGATAACAGGGT

AATGCAGGATGCTGCTGGCTAC

YKp0261 TCAGCGCGTTACATTACCCTGTTATCC

CTAAGGTGGCACTTTTCGGGG

ExoIIIクローニングを用いた pYK062構築用

プライマー。 pYK053を用いて YKp0260 &

YKp0261、 YKp0262 & YKp0263でそれぞれ

増幅

YKp0262 ATGTAACGCGCTGACGGGAGTAAAAAA

TCCCTATCAGTGATAGAG

YKp0263 TATCGTCATTACCAGCTGACGTGATATT

AGAAACGCAAAAAGGCC

YKp0264 CCGGGTTACTGATAGGGATAACAGGGTA

ATGCAGGATGCTGCTGGCTAC

ExoIIIクローニングを用いた pYK063構築用

プライマー。 pYK053を用いて YKp0264 &

YKp0265、 YKp0266 & YKp0267でそれぞれ

増幅

YKp0265 CTCTCTGGGATAATTACCCTGTTATCCC

TAAGGTGGCACTTTTCGGGG

YKp0266 ATTATCCCAGAGAGGTCATAAAGACTCT

CCCTATCAGTGATAGAG
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YKp0267 TATCAGTAACCCGGAATACCCGGGCCGT

AGAAACGCAAAAAGGCC

YKp0277 TTCATTTTTCTATAGGGATAACAGGGT

AATGCAGGATGCTGCTGGCTAC

ExoIIIクローニングを用いた pYK068構築用

プライマー。 pYK053を用いて YKp0277 &

YKp0278、 YKp0279 & YKp0280でそれぞれ

増幅

YKp0278 GGAAGGTAAAAAATTACCCTGTTATCCC

TAAGGTGGCACTTTTCGGGG

YKp0279 ATTTTTTACCTTCCCGTTTCGCTCAAGT

CCCTATCAGTGATAGAG

YKp0280 TATAGAAAAATGAATCCGTTGAAGCCTT

AGAAACGCAAAAAGGCC

pTKIP-TG プラスミド構築

No Sequence Construct

YKp0024 CAGGCATCAAATAAAACGAAAGG ExoIIIクロークングを用いた pTKIP-TGプラ

スミド構築用のプライマー。 各 pTKIP-TC

プラスミドを YKp0024 & YKp0040で増幅。

pUA66-GFPを YKp0247 & YKp0276で増幅

した。

YKp0040 CTCCTCTTTAATGTTTTCGGTCAGTGCG

YKp0247 ACATTAAAGAGGAGGAAAAAAATGAGT

AAAGGAGAAGAAC

YKp0276 TTATTTGATGCCTGTTATTTGTATAGTT

CATCCATGCC

pYK071 プラスミド構築

No Sequence Construct

YKp0142 CACATTTCCCCGAAAAGTGC ExoIIIクローニングを用いた pYK060構築用

プライマー。 pTKIPを YKp0244 &

YKp0245で増幅。 pTmCherryK6を

YKp0142 &YKp0243で 増幅してmcherry を

導入した。

YKp0243 CGCGGAACCCCTATTTG

YKp0244 AATAGGGGTTCCGCGTTACTTGTACAG

CTCGTCCATGC

YKp0245 TTTCGGGGAAATGTGTCCCTATCAGTG

ATAGAGATTGAC

YKp0040 CTCCTCTTTAATGTTTTCGGTCAGTGC

G

ExoIIIクローニングを用いた pYK071構築用

プライマー。 pYK060を YKp0040 &

YKp0243で増幅。 pUA66-GFPを YKp0246

&YKp0247で 増幅してmcherry を gfpに入れ

替えた。

YKp0246 AATAGGGGTTCCGCGTTATTTGTATAG

TTCATCCATGCC
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pTKIP-del プラスミド構築

No Sequence Construct

YKp0283 AAATCGGCGGCCGCCTGCGGTTGATTA

GGGATAACAGGGTAATGCAGGATGCT

GCTGGCTAC

pYK075構築用プライマー。pYK071をテン

プレートとした。

YKp0284 GGTCGCTCCTTGCCTGAAGTCATCCAT

TACCCTGTTATCCCTAAGGTGGCACT

TTTCGGGG

YKp0285 AGGCTTCAACGGATTCATTTTTCTATAG

GGATAACAGGGTAATGCAGGATGCTG

CTGGCTAC

pYK072構築用プライマー。pYK071をテン

プレートとした。

YKp0286 CTTGAGCGAAACGGGAAGGTAAAAAAT

TACCCTGTTATCCCTAAGGTGGCACT

TTTCGGGG

YKp0287 TTCTTACACTCCGGATTCGCGAAAATA

GGGATAACAGGGTAATGCAGGATGCT

GCTGGCTAC

pYK073構築用プライマー。pYK071をテン

プレートとした。

YKp0288 CGGAAGAGCTGGTGCCTGCCGTACAAT

TACCCTGTTATCCCTAAGGTGGCACT

TTTCGGGG

YKp0289 TGCGGCTGTCAACGATCTGAAGCGATA

GGGATAACAGGGTAATGCAGGATGCT

GCTGGCTAC

pYK076構築用プライマー。 pYK071をテン

プレートとして YKp0289 & YKp0290で増幅

した。 作られたプラスミドに変異が入ってい

たため、 YKp0295 & YKp0296で増幅し修正

した。

YKp0290 TGGGCGGACTGGCTTGATGAGAAGGAT

TACCCTGTTATCCCTAAGGTGGCACT

TTTCGGGG

YKp0295 CCGCCCATGCGGCTGTCAAC

YKp0296 CAGCCGCATGGGCGGACTGG

YKp0291 ATATCACGTCAGCTGGTAATGACGATAG

GGATAACAGGGTAATGCAGGATGCTG

CTGGCTAC

pYK074構築用プライマー。pYK071をテン

プレートとした。

YKp0292 TTTTTTACTCCCGTCAGCGCGTTACATT

ACCCTGTTATCCCTAAGGTGGCACTT

TTCGGGG
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YKp0293 CGGCCCGGGTATTCCGGGTTACTGATA

GGGATAACAGGGTAATGCAGGATGCT

GCTGGCTAC

pYK077構築用プライマー。 pYK071をテン

プレートとして YKp0293 & YKp0294で増幅

した。 作られたプラスミドに変異が入ってい

たため、 YKp0297 & YKp0298で増幅し修正

した。

YKp0294 GAGTCTTTATGACCTCTCTGGGATAAT

TACCCTGTTATCCCTAAGGTGGCACT

TTTCGGGG

YKp0297 GGTTACTGATAGGGATAACAGGGTAAT

GCAGGATGCTGCTGGCTACCCTG

YKp0298 CCCTATCAGTAACCCGGAATACCCGGG

CCGGAGTCTTTATGACCTCTCTG

pTKIP-lac プラスミド構築

No Sequence Construct

YKp0315 CGGAAGAGCTGGTGCCTGCCGTAC ExoIIIクローニングを用いた pYK085、

pYK086、pYK089構築用。 pYK075を

YKp0182 & YKp0315で増幅する。 インサー

ト配列はW3110ゲノムを YKp0316 &

YKp0317 (lacZ )、 YKp0316 & YKp0318

(lacZYA)、YKp0319 & YKp0318 (lac operon

(lacIZYA))で増幅した。

YKp0316 GCACCAGCTCTTCCGGCGCAACGCAAT

TAATGTGAGTTAG

YKp0317 TCCGGAGTGTAAGAATTATTTTTGACA

CCAGACCAACTGG

YKp0318 TCCGGAGTGTAAGAAGGCATGATGCGA

CGCTTGTTCCTGC

YKp0319 GCACCAGCTCTTCCGGACACCATCGAA

TGGCGCAAAACC

YKp0320 TGGGCGGACTGGCTTGATGAG ExoIIIクローニングを用いた pYK082、

pYK083、pYK084構築用。 pYK076を

YKp0180 & YKp0320で増幅する。 インサー

ト配列はW3110ゲノムを YKp0321 &

YKp0322 (lacZ )、 YKp0321 & YKp0323

(lacZYA)、YKp0324 & YKp0323 (lac operon

(lacIZYA))で増幅した。

YKp0321 AAGCCAGTCCGCCCAGCGCAACGCAAT

TAATGTGAGTTAG

YKp0322 TCGTTGACAGCCGCATTATTTTTGACA

CCAGACCAACTGG

YKp0323 TCGTTGACAGCCGCAGGCATGATGCGA

CGCTTGTTCCTGC

YKp0324 AAGCCAGTCCGCCCAGACACCATCGAA

TGGCGCAAAACC

YKp0325 AGGCTTCAACGGATTCATTTTTC ExoIIIクローニングを用いた pYK081、

pYK087、pYK088構築用。 pYK072を

YKp0325 & YKp0326で増幅する。 インサー

ト配列はW3110ゲノムを YKp0327 &

YKp0326 CTTGAGCGAAACGGGAAGG

YKp0327 CCCGTTTCGCTCAAGGCGCAACGCAAT

TAATGTGAGTTAG
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YKp0328 AATCCGTTGAAGCCTTTATTTTTGACA

CCAGACCAACTGG

YKp0328 (lacZ )、 YKp0327 & YKp0329

(lacZYA)、YKp0330 & YKp0329 (lac operon

(lacIZYA))で増幅した。YKp0329 AATCCGTTGAAGCCTGGCATGATGCGA

CGCTTGTTCCTGC

YKp0330 CCCGTTTCGCTCAAGGACACCATCGAA

TGGCGCAAAACC

シーケンス確認用クローニングプライマー

No Sequence Construct

YKp0167 ATAAGGGCGACACGGAAATG

YKp0168 AGATGTAGGTGTTCCACAGG

YKp0220 GAAGACCATACGCGAAAGTAG

pTKIPプラスミドのクローニングプライマー

YKp0167 & YKp0168: pTKIPプラスミド;

YKp0220 & YKp0168: pYK071プラスミド

intC 　

check F

GATCGATACTTGCTGTGGTTGATG
intC 部位のクローニングプライマー

intC 　

check R2

CCTCTTAGTTAAATGGATATAACGAGCC

CC

galK 　

check F2

GTCGCACCCCAGTCCATCAG

galK 部位のクローニングプライマー

galK 　

check R2

AATGCTGGCAGAGACCCAGC

YKp0345 CAGAGACCCAGCGAGACC

YKp0248 TGCTGACGCATCTTATCCAG

YKp0249 TTTCTGTGCATTTCGTCACC
aslB 部位のクローニングプライマー

YKp0252 GTGTCGCGAAACTGGAATCT

YKp0253 CCATCTGCAACGCTATTGAA
tam 部位のクローニングプライマー

YKp0254 CTTCGAGTTTTGCAGCCTCT

YKp0255 TCCGGCAGCGGTAATTATAC
yqeC 部位のクローニングプライマー

YKp0281 TCAGAAGGACGTTGATCGGG

YKp0282 TTTTTACCGTTCACGCGCTG
attB部位のクローニングプライマー

YKp0337 GAACGATCGCCAGTTCTGT

YKp0344 AAAAATCCATTTCGCTGGTG
lac 遺伝子のクローニングプライマー

YKp0346 CAATGCTTTGCGAGATACCC

YKp0347 AAAGGGCAGATTGTGTGGAC
gfp 遺伝子のクローニングプライマー
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lac 遺伝子配列確認用プライマー

No Sequence Construct

YKp0332 GATGGCGGAGCTGAATTAC

YKp0333 ATGCTGAATGAGGGCATC

YKp0334 GGCGTTACCCAACTTAATCG

YKp0335 GACGTCTCGTTGCTGCATA

YKp0336 GCCTGTATGTGGTGGATGA

YKp0338 GACATTGGCGTAAGTGAAGC

YKp0339 CAGCAACTGATGGAAACCAG

YKp0340 GCCAGCAGTAGAGGCATTT

YKp0341 CGCTGGAAGTGGTTATTCTG

シーケンス確認用プライマー

lacZ : YKp0334-YKp0337

lacZYA: YKp0334-YKp0341

lac operon: YKp0332-YKp0341
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