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内容梗概  
	
 

多くの生物集団では、変異率が高い個体（mutator）が少数であるが存在する

ことが知られている. 変異率の上昇に伴い, 適応に有益な変異を獲得する確率が増加す
るため, mutator は集団の適応進化を促進する役割があるとされている. 従って、生物
集団の適応進化の予測や制御をする上で, mutator の存在は軽視できず, その増殖能や

変異率の特性を明らかにすることが求められる. これまでの先行研究から, mutator の
変異率と増殖能は一定ではなく, 栄養条件依存的に変化することが指摘されている. こ
れは, mutatorが適応進化を促進できる栄養条件が限られている可能性を示唆している. 

しかしながら, 多くのmutatorが同様の特性を有しているかは未知である. そこで本研
究では、様々な mutator について増殖能と変異率の栄養条件依存性を明らかにするこ
とを目的とした. 

本学位論文は第 1章から第 4章により構成される. 
第 1章では本研究の背景と目的について記述した. 
第 2 章では, 野生型大腸菌から変異修復関連遺伝子を欠損させることで 17 種

類の mutatorを作製し, 3つの栄養条件における変異率と増殖速度を測定した. 野性株
の増殖速度と比較したところ, 全体の傾向として栄養依存的に増殖速度が変化してい
た. また変異率は, 栄養条件によらず一定の変異率を示す株もあったが, 全体の傾向と

して栄養依存的に変異率が変化していた. 
しかし, 上記の変異率は、薬剤耐性獲得という表現型から間接的に変異率を測

定しており, 一部の mutator で観察された栄養依存的な変異率がゲノム上の塩基変異

のレベルでどの程度合致するかは不明である. そこで第 3章では, ゲノム全体の変異数
から変異率を測定し, 栄養依存的な変異率の変化が見られるかを確かめた. 具体的には, 
変異の種類に対する選択がほとんどかからない状況で変異を十分に蓄積させ, 全ゲノ

ムに入っている変異を特定した. その結果, 第 1 章の結果と同様な, 栄養条件依存的な
変異率の変化を観察することができた. また, 栄養条件による塩基置換の種類の偏りは
観察されず, 塩基置換の種類によって栄養条件依存的な変異率の違いが発生している

ということは無かった. 
第 4 章では, 本研究で得られた知見をまとめ, 栄養条件が豊富な方が適応進化

を促進できることを示唆していることについて述べた. すなわち, mutator を含む集団

の適応進化の予測や制御は栄養条件を対応付けて把握することで, 効果的に行うこと
が可能になると考えられる. 
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第1章	
 序論  
 
1-1 研究の背景 
1-1-1 生物集団内に存在する高変異率変異体 mutator 

生物は, DNAの複製時のエラーや DNAの損傷によって, ある確率で変異が生
じ, 祖先と異なる DNA 配列を獲得する. この変異が生じる確率は変異率と呼ばれ, 例

えば野生株の大腸菌では, 一世代あたりに 1010 塩基に 1個程度の塩基置換変異が生じ
ることが知られている [1]. これは, 修復機構を持たないウイルス等に比べると非常に
低い値である. 一方で, 多くの生物集団内には, 変異率が低い野生型生物だけでなく, 

mutator と呼ばれる高変異率変異体が存在していることが知られている[2]. 変異率は
次に述べる要因によって高くなることが知られている. DNA 複製時のエラーや DNA
の損傷によってできた塩基変異は, 通常ミスマッチリペア（MMR）機構[3]–[5] やプル

ーフリーディング機構 [6], [7]などの変異修復関連遺伝子の働きによって, 修復される
(図 1-1). ところが, この修復遺伝子自体に変異が生じ, その機能が欠損すると, 変異を
修復できなくなり, 変異率が上昇する. したがって, mutator が増殖すると変異体がよ

り多く発生する(図 1-2). 大腸菌の場合, MMRの変異によって約 100倍から約 1000倍
まで変異率が上昇することが知られている. 同様に, プルーフリーディング機構の関
連遺伝子の変異からは約 1000 倍も変異率の高い mutator が生じることが報告されて

いる [8]. また, 酵母ではMMRとプルーフリーディング機構の変異を組み合わせると, 
約 10,000倍も変異率が上昇することも報告されている[9]. mutatorはこれらの研究の
ように人工的に遺伝子変異を導入することで生じるだけでない. Mutatorは, 自然の生

息環境 [10], [11] や実験室内の培養環境  [12], [13] でも頻繁に集団内に発生するこ
とが知られている. また, 大腸菌のみならず, 哺乳類のガン細胞集団内にも存在するこ
とが示されている [14], [15]. このように, mutatorは生物集団内に頻繁に出現する.  
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図 1-1 MMRと DNAポリメラーゼのプルーフリーディング機構の概要図.  
(A) MMRの概要図. 変異箇所（DNA中の赤色部分）をMutSが認識し, MutL

との複合体を形成するとMutHの活性によって DNAが切断される. 切断部分
からエキソヌクレアーゼがDNAを分解し, 分解されたDNAはDNAポリメラ
ーゼによって正しい塩基（DNA中の青色部分）を含む鎖が複製される. (B) プ

ルーフリーディング機構の概要図. DNAポリメラーゼは DNAを合成する際に
誤った塩基（DNA中の赤色部分）を挿入すると, 自身の 3’→5’エキソヌクレア
ーゼ活性で誤りを訂正し, 正しい塩基（DNA中の青色部分）を挿入する.  
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図 1-2 mutatorの発生を示す概念図.  
変異率が低い Wild typeからは変異体が生じにくい. 対照的に, 変異修復関連

遺伝子が破壊された Mutator からは変異率が高いため, 変異体が生じやすい. 
Wild typeは対比として nonmutatorと呼ばれる. 色の濃淡は異なる変異体を
意味している.  

 
1-1-2 高変異率による環境適応の促進作用  

高い変異率を持ち, より多くの変異体を発生させるmutatorは, 生物集団にど

のような効果を与えるのだろうか. 変異は生物の遺伝情報を変化させるため,	
 変異体
の中には, 祖先とは異なる性質を獲得するものが現れる. この異なる性質の中には, 生
息環境の中で個体数を高める能力（適応度）を向上させる有益な効果を持つものがあ

る. このように有益な効果をもたらす変異は有益変異と呼ばれている. 生物集団の中
に有益変異を獲得した変異体が発生し, 変異体の個体数の増加によって集団の適応度
が増加すると, その集団は, その生息環境で生存・繁栄する能力がより高まった状態

（高い適応状態）に移行する. この現象は一般に適応進化と呼ばれ, 様々な生物進化で
観察されている[16]. 図 1-3 の実線は, 典型的な適応進化の初期の様子を示している. 
有益変異によって高い適応度をもつ変異体が発生すると, 世代を経るごとに集団がそ

の変異体に置き換わっていく. つまり, 低い適応度をもつ個体で構成された初期の集
団が, 高い適応度をもつ変異体で構成された集団に変化し, 集団の適応度は増加して
いく.	
 このような適応進化は, 実験室内進化 (高温などのストレス環境下での増殖能

変異修復遺伝子の破壊

Wild type (Nonmutator) Mutator 

変異体が多い変異体が少ない

増殖 増殖
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力の増加や貧栄養環境での増殖能力の増加 )で頻繁に観察されている  [17], [18]. 
mutatorを含む集団では, 図 1-3の破線のように, 適応進化が加速されること（適応促
進）が知られている [12], [13], [19]–[22]. 変異率が高いmutatorは, 増殖の過程で様々

な変異体が生じるため (図 1-2), 有益変異が生じて高い適応度を獲得した変異体が高
頻度に出現するためである. このことは理論的にも裏づけられている[2], [23]. しかし
ながら, mutatorが集団内に存在しさえすれば, どのような状況でも適応促進できると

いうわけではない [19]. mutator の変異率が低ければ, 高い適応度を獲得した変異体
が出現しにくい. また, mutatorの集団内での存在頻度が極端に低ければ, mutatorか
ら生じる変異体の数も減少してしまう. このような状況では, 適応進化が促進されに

くく, 野生株 (もしくは nonmutator) の適応進化と類似した適応進化が生じると考え
られる. このように, 生物集団の適応進化は, mutator の存在頻度および変異率に依存
する側面がある. この二つの因子が, どのような条件によって変化するかは, 十分にわ

かっていない. つまり, 図 1-3で模式的に示した実線と破線を左右するmutatorの存在
頻度と変異率が, どのような条件依存性を示すかは明らかとなっていない. mutatorを
含む生物集団の適応進化の理解 [22] や, mutatorの活用 [19] のためには, mutatorの

変異率や存在頻度がどのような条件でどう変化するかを理解する必要がある. 変異率
を最大化させる条件を理解し, 実現させることができれば, これまで発見できなかっ
た希少な遺伝子変異を探索することができるかもしれない. また, mutatorの存在頻度

や変異率を抑制させる条件を発見できれば, 有害な変異を持つ変異体の出現を抑える
ことができるかもしれない. 
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図 1-3 mutatorによる適応進化の促進効果を示す模式図.  
実線は変異率の低いWild typeのみで構成される集団や, mutatorの割合や変
異率の高さが不十分な集団の適応進化を示している. 破線は mutator の割合

や変異率が十分高い集団の適応進化を示している. mutatorが十分な割合で初
期集団内に存在し, 十分高い変異率を有している場合は, mutator から適応度
の高い変異体が出現する確率が高くなるため, 集団の適応度の上昇が促進され

る. ここでの適応度は, 増殖速度に限らず, 細胞の形態や運動性など個体数の
増減・繁栄に関わる能力値を示している.  

 
1-1-3 高変異率に伴う増殖への負荷  

変異は有益変異だけではなく, そのほとんどが中立か有害変異であるため, 変
異率の増加に伴って増殖速度に負荷が生じることが , 様々な生物で示されている 

[24]–[29]. 有害変異が蓄積することは増殖速度低下や生存率の低下（増殖負荷）を招く
ため, 生物集団にとっては負担となる [30]–[33]. 変異率の非常に高い mutatorにとっ
ては, 高い変異率は有益変異を獲得しやすいとともに増殖速度低下や絶滅の危機に曝

されることになる [8], [9]. 野生株は変異率が低いため, 有害変異による増殖速度の低
下はほとんどないと考えられるが, 変異率の高い mutator は変異によって増殖速度が
低下することが想定され, 野生株に比べたときの増殖速度の低下を本研究では増殖負

荷であると定義する. mutatorは集団内に低頻度で存在し, 大多数存在する野生型の個
体との生存競争が起きているので, mutatorの増殖負荷が大きくなると生物集団内の割
合が低下し, 野生株との競争に負けてしまう. その結果, mutator による適応促進効果

適
応
度

世代

Mutatorの割合・変異率が
十分高い集団の適応進化

Wild Typeの集団
Mutatorの割合・変異率
の高さが不十分な集団
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が無くなり, 結果的に生物集団の運命を左右することになる.  

 
1-1-4 mutator の増殖負荷と変異率を把握することの重要性  

従って , 生物集団の適応進化の進行を予測し , さらに制御する上では , 
mutator の変異率及び増殖負荷の特性を把握する必要がある. この特性を理解してい
ないと, 予測範囲や制御の範囲が限定されてしまう. もし, 環境が変化したときにそれ

らが一定でなく, 変異率が低くなったり, 増殖負荷がより大きくなり集団内の割合が
低下したりすると, 環境に対する適応は促進されないことが考えられる. つまり, 環境
が変化したときに変異率や増殖速度が変化し得るのかを明らかにすることは, mutator

を含む生物集団の適応進化の予測範囲を広げる上で必須であると言える.  

 
1-1-5 変異率の栄養依存性  

一方で, 先行研究から変異率は一定ではなく, 環境の栄養条件に依存して（栄
養が十分に存在する富栄養培地と, 最小限の栄養しか含まれない貧栄養培地の違いに
依存して）変化することが一部の mutator (dnaQ変異株)で示されている [34]. 栄養条

件は環境中で容易に変化し得るものあり, 生物の生存に大きな影響を与える重要な要
因である. もし, 変異率が環境変化に応じて高くなっていれば, 予測したよりも適応の
促進スピードを速めることになる. 逆に, 変異率が低くなっていれば mutator は野生

株との競争に負けて消滅し, 適応促進効果は全く見られないことになる.  

 
1-1-6 増殖負荷の栄養依存性  

さらに, 増殖負荷の栄養条件依存性に関しては, 変異がいくつか蓄積した酵母
（mutatorではない）で, 増殖負荷の大きさが栄養条件に依存していたと示した先行研
究がある [35]. さらに多くの変異が蓄積する mutator で、同様の性質が観察されると

予測できる. しかし, 変異を発生させた細胞で増殖負荷を調べた場合, 栄養条件を変化
させても変化しなかったと報告している先行研究もある [36]. また, mutator で増殖
負荷の栄養条件依存性を確かめた先行研究は無く, ストレスのある環境の方が増殖負

荷が大きい, 又は小さいことを示す論文しかない [37], [38]. 増殖負荷が変化する場合
も, 栄養条件の変化という環境変化が起こった場合, 増殖速度が変化することから集
団中の mutator の頻度が低くなる, 又は高くなる可能性があり, 正しく予測できない

ことが考えられる.  
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1-1-7 mutator の栄養依存性の解明の意義  
このように , 変異率とそれに伴う増殖負荷の栄養依存性が不明であると , 

mutator を含む生物集団の適応進化の予測や制御が困難になる. 予測や制御ができな

いと, 学術研究や工学分野の発展において, 様々な問題が生じる可能性がある. 例えば, 
先行研究で mutator によって適応促進された例が報告されているが, 変異率や増殖速
度が栄養依存的に変化することを無視した状態では, 適応にかかる時間を見誤る可能

性がある. または, 病原菌は変異によってその性質を変化させ, 薬剤が効かなくなるこ
とが問題とされているが, mutatorがどの環境でも一定の変異率や増殖速度であると仮
定していると, その耐性菌の出現速度や存在頻度の誤った予測をし, 耐性菌や, 有害な

変異を持つ細胞の蔓延を招く可能性がある [39]. また, ゲノムの縮小を引き起こす変
異の探索に mutator が使用されており, 栄養条件を変化させることで変異率を高める
ことができれば, それを探索できる可能性が上がることが予想される [31]. さらに, 

進化工学による手法によって, 新規の物質を探索する研究が広く行われている. 例え
ば, モノクローナル抗体の探索などが行われている [40]. この探索に mutator を使用
し, さらに栄養条件を変化させることで変異率を上昇させることができれば, より高

確率に目的の細胞•物質が得られるであろう. このように, 適応について正確に理解す
るためには, mutatorの変異率や増殖速度の栄養依存性を解明することは必須なのであ
る.  

 

1-2 本研究の目的 
これまで, mutatorは環境が変化しても変異率や増殖速度が一定であると仮定

し, 集団の適応進化の予測や制御を行なおうとしてきた. しかし, mutator は環境条件
によって変異率や増殖負荷が変化する可能性があり, その性質によって集団全体の挙
動が変わることが予想される. 従って, 変動環境での mutator の適応促進の効果を理

解する上で, それらの変異率や増殖速度の栄養依存性の解明は必須である. これらが
解明できれば, mutatorの種類から, その集団が異なる栄養条件でどのような挙動をす
るのかを予想でき, 制御することも可能になると予想される. 現在までに, mutator の

増殖負荷や変異率は一定でなく, 栄養条件依存的に変化することが一部の mutator で
示唆されているが, 様々な mutator においても同様の傾向が見られるのかはわかって
いない. 栄養条件は環境中でも容易に変化し得るものであり, この変化が与える影響

を明らかにすることは重要であると考えられる. そこで, 本研究では先行研究で用い
られた種類と同じ遺伝子型の mutator 大腸菌も含め, 様々な遺伝子型を持つ mutator
大腸菌を調べ, 増殖負荷と変異率が栄養条件依存的にどのように変化するかを解明す
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ることを目的としている. 栄養条件は, 先行研究と同様に富栄養培地である LB培地と
貧栄養培地, さらに野生株でそれらの培地で培養したときの中間の速度で増殖するこ
とがわかっている培地（貧栄養培地に 20アミノ酸を加えた培地）を使用する. また, 先

行研究では特定の遺伝子（抗生物質耐性遺伝子など）に発生する変異から生じるとさ

れる表現形の変化の頻度から変異率を測定していたが, ゲノムの位置によって変異率
が異なることが先行研究によって明らかになっており [41]–[43], 抗生物質耐性遺伝子

だけでなくゲノムに実際に発生した変異の数を測定することで, ゲノム全体の変異率
を測定する必要がある. そこで, ゲノムシークエンスによって変異率を測定し、特定の
遺伝子の表現形が変化する確率から求めた変異率と一致するのかを確かめることも目

的とした.  

 

1-3	
 本論文の構成 
第 1章では, mutatorの性質と適応進化における役割を紹介し, mutatorの変異

率および増殖負荷の栄養条件依存性を解明することの意義を述べた. 本研究では, 適
応進化の予測や制御を, 異なる栄養条件でも行えるようにするため, mutatorの変異率

と高変異率に伴う増殖負荷の栄養依存性を明らかとすることを目的とする.  
第 2章では, 複数のmutatorにおいて, 変異率と増殖負荷が栄養の貧富に依存

して変化することを示した. mutator を多数作製し, 野生株と比較することで, 先行研

究で示唆された栄養条件依存性を支持する結果を得た. 一方で, 先行研究とは違い, 栄
養条件非依存的な変異率を示す mutator の存在も明らかにした. 変異率の測定には, 
特定の抗生物質（ナリジキシン酸）を用い, 抗生物質感受性表現型から耐性表現型へ変

化する確率を指標にした伝統的な方法を踏襲した. また, 野生株と mutator が共存す
る状態で培養した場合, 栄養条件が良いほど, mutatorの集団に占める割合が大きくな
り, 変異率が高くなることから, 有益変異を獲得しやすくなっていることを示した.  

第 3 章では, 変異率の栄養条件依存性が, ナリジキシン酸耐性に関わる少数遺
伝子の表現型でのみ現れるのではなく, ゲノム全体の遺伝子に波及し, 遺伝子型の変
異すなわち塩基変異として現れることを示した. つまり, 第 2章の結論が, 塩基変異及

びゲノムレベルで担保されていることを確認した. また, 栄養条件依存的な変異率の
違いが, 選択の効果で低い変異率の個体が選ばれているという仮説だけでは説明でき
ず, 分子機構として変異率が栄養条件依存的に変化していることを示した. 異なる栄

養条件で継代し, 十分に変異を蓄積した複数の mutator を用意し, ゲノムシークエン
スによってゲノム上に生じた変異の数・種類を観測することでゲノム変異率を測定し

た.  
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第 4 章では, 目的に対する答えとして, 豊富な栄養が存在する条件の方が栄養
の乏しい環境よりも変異率が高く, 増殖負荷が小さくなることを示した. この結論は, 
栄養条件が豊富な方が適応進化を促進することを示唆している. すなわち, mutatorを

含む集団の適応進化の予測や制御をするためには, 栄養条件を把握することが重要で
あると言える. 栄養条件を豊富にすることで変異率を最大化させ, これまで発見でき
なかった希少な遺伝子変異を探索することを可能にするだろう. また, 貧栄養条件に

することで, mutatorの存在頻度や変異率を抑制させ, 有害な変異を持つ変異体の蔓延
を抑えることが可能になるだろう. 
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第 2 章  増殖速度と変異率の栄養条件依存性の解明  
 
2-1 緒言 

多くの生物集団では, mutator が少数であるが存在することが知られている. 
変異率の上昇に伴い, 適応に有益な変異を獲得する確率が増加するため, mutator は集
団の適応進化を促進する役割があるとされている. 従って, 生物集団の適応進化の予測

や制御をする上で, mutator の存在は軽視できず, その増殖能や変異率の特性を明らか
にすることが求められる. 先行研究から, mutator の変異率と増殖能は一定ではなく, 
栄養条件依存的に変化することが示唆されている. これは, mutator が適応進化を促進

できる栄養条件が限られている可能性を示唆している. しかしながら, 多くの mutator
が同様の特性を有しているかは未知である. そこで本章では, 様々なmutatorについて
増殖能と変異率の栄養条件依存性を明らかにすることを目的とした. 本研究では, モデ

ル生物として大腸菌を使用した. 大腸菌は分裂が速いので変異を短時間で蓄積させや
すく, ゲノムの情報や遺伝子工学の技術が十分に発達していることから, 研究に用いや
すいという利点がある. 大腸菌の中でもMG1655という名称の株を使用した. MMR関

連遺伝子であるmutS, mutL, mutHとpolIIIのプルーフリーディング機構を担うdnaQ
の遺伝子は, 変異が発生することで mutator となることが先行研究でわかっており, 
mutator を作製する際に一般的に使用される遺伝子なので, これらの遺伝子を, 単体, 

または複数組み合わせて欠損させることで, 17 株の mutator 大腸菌を作成した. また, 
これらのｍutator の中には先行研究で用いられたｍutator (dnaQ)も含まれている. そ
れらの増殖速度と変異率を 3つの栄養条件（LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地）

で測定した. 先行研究でも富栄養培地と貧栄養培地が用いられていたためにこれらの
培地を選択した. また, mM63+20AA培地はそれら 2つの培地の中間の増殖速度を野生
株が示していたので, mM63+20AA 培地でも測定を行った. それぞれにおいて WT と

mutator の差を相対化し, 栄養条件に依存した変異率, 増殖速度の違いを評価した. ま
た, 野生株とmutatorを貧栄養条件と富栄養条件で共培養することで, それらの割合の
変化と, 有益変異の獲得しやすさの違いを観察した.   
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2-2 実験材料及び方法 
2-2-1 使用菌株  

野生株として、Escherichia coli (E. coli) MG1655株を用いた. さらに, この株

から派生した 17株 mutator (MG1655ΔmutS::Cm, MG1655ΔmutL::Cm, 

MG1655ΔmutH::Cm, MG1655ΔdnaQ::Cm, MG1655ΔmutΗΔmutL::Cm, 
MG1655ΔmutLΔmutH::Cm, MG1655ΔmutLΔmutS::Cm, MG1655ΔmutSΔmutL::Cm, 

MG1655ΔmutΗΔmutS::Cm, MG1655ΔmutSΔmutH::Cm, 
MG1655ΔmutΗΔmutSΔmutL::Cm, MG1655ΔmutHΔdnaQ::Cm, 
MG1655ΔdnaQΔmutH::Cm, MG1655ΔmutLΔdnaQ::Cm, MG1655ΔdnaQmutL::Cm, 
MG1655ΔmutSΔdnaQ::Cm, MG1655ΔdnaQΔmutS::Cm)を使用した.  

 
2-2-2 使用培地  

本研究では, 富栄養培地として一般的に用いられる培地の一つであるLB培地と, 
生存に必要最低限の栄養しか含まない最小培地として一般的に用いられる培地の一つ

である M63 培地を改変した mM63 培地 [44], それらの中間の増殖速度（E. coli 
MG1655株の場合）を示す mM63+20AA培地を使用した. mM63+20AA培地は mM63
培地に 20個のアミノ酸を添加したものである. それらの組成は表 2-1に示している.  
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表 2-1 増殖速度測定に使用した試薬. 

 
 
 
 

培地の種類 成分

LB培地 Bacto Tripton 1%

Yeast Extract 0.5%

NaCl 1%

mM63培地 K2HPO4 61.5 mM

KH2PO4 38.5 mM

(NH4)2SO4 15.1 mM

FeSO4・7H2O 1.8 µM

Thiamine HCl 15 µM

MgSO4 0.2 mM

Glucose 22.2 mM

mM63+20AA培地 K2HPO4 61.5 mM

KH2PO4 38.5 mM

(NH4)2SO4 15.1 mM

FeSO4・7H2O 1.8 µM

Thiamine HCl 15 µM

MgSO4 0.2 mM

Glucose 22.2 mM

19 amino acids* 0.05 mM
Tyrosine 0.02 mM

* 19 amino acidsは, Glycine, Alanine, Asparagine, 
Glutamine, Leucine, Isoleucine, Methionine, Serine, 
Proline, Threonine, Valine, Phenylalanine, Tryptophan, 
Aspartic acid, Glutamic acid, Arginine, Histidine, 
Lysine, Cysteineで構成される.
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2-2-3 mutator 作製方法  
設計したオリゴ DNA をプライマー（表 2-2）として, さらにプラスミドである

pKD32 [45] をテンプレート DNA としてクロラムフェニコール耐性遺伝子を含む

DNA断片をPCRによって増幅した. 組換え酵素の遺伝子が配置されたプラスミドであ
る pKD46 [45] を使用し, λ-red homologous recombination法 [45]–[47] によって, 作
製したDNA断片と染色体上の欠損させたい目的遺伝子の相同組換えを行った (図 2-1). 

組換えた DNA 断片にはクロラムフェニコール耐性遺伝子がコードされており, これを
選択マーカーとしてクロラムフェニコールを含む培地で組み換え体の選択を行った. 
遺伝子の 2 重欠損株, 3 重欠損株を作製する場合は, 組換え酵素の遺伝子が配置された

別のプラスミドである pCP20 [45] を使用した FLP-FRT recombination 法によって, 
染色体上に残ったクロラムフェニコール耐性遺伝子を除去した後に [45], 上記の手順
を繰り返すことによって作製した.  

表 2-2 設計したプライマー一覧. 

欠損させる遺伝子 プライマー  

mutH 5’-AATCAAGGTATCATGACATGTCCCAACCTCGCCCA
CTATGATTCCGGGGATCCGTCGACC-3’ 
5’-GCAGGTCAAAGCGATGGCTACTGGATCAGAAAATG

ACTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ 

mutS 5’-ATGAGTGCAATAGAAAATTTCGACGCCCATACGCC
CAATGATTCCGGGGATCCGTCGACC-3’ 

5’-TTACACCAGGCTCTTCAAGCGATAAATCCACTCCA
GCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ 

mutL 5’-ATGCCAATTCAGGTCTTACCGCCACAACTGGCGAA
CCAATGATTCCGGGGATCCGTCGACC-3’ 
5’-CTTTCAGGGCTTTTATCGCCGGATGTAAATCAACA

GATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ 

dnaQ 5’-ATGAGCACTGCAATTACACGCCAGATCG
TTCTCGATACCGATGATTCCGGGGATCCG

TCGACC-3’ 
5’-TTATGCTCGCCAGAGGCAACTTCCGCCTTTCTTCT
GCATGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ 
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図 2-1 ゲノム相同組換えによる組換え体の作製概略図. 
mutator 作製に係る手法の概略を示している. pKD32 からクロラムフェニコ
ール耐性遺伝子を複製し, その断片を pKD46 を保持している大腸菌のコンピ

テントセルに形質転換する. 大腸菌内部で相同組換えが起こり, クロラムフェ
ニコール耐性遺伝子と目的遺伝子が組み換えられる. 図中の黒色の大きい矢印
はクロラムフェニコール耐性遺伝子を, 黒色の小さい矢印はプライマーを（実

線部分は pKD32 との相同配列, 破線は組換えに必要な相同配列）, 赤色部分
は遺伝子修復関連遺伝子を示している. 

pKD32

クロラムフェニコール
耐性遺伝子（Cm）

プライマー

E. coli (コンピテントセル)

pKD46

pKD46形質転換によって
DNA断片を挿入

相同組換えおよび
pKD46の喪失

遺伝子の組み換えに成功

遺伝子修復関連遺伝子

ゲノムDNA

増幅

プライマー
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2-2-4 変異率の測定方法  
5 mlの液体培地に大腸菌株のグリセロールストックを添加し, それを 37 ºCで

160 rpmの条件で一晩振とう培養することで, 前培養液を得た. 菌体が十分に増殖した

ことを確認した後, 5 mlの新たな液体培地 20本に 102 cells/mlから 105 cells/mlの初期
細胞濃度になるように前培養液から菌体を植菌した. これ以降の方法を図 2-2に示した. 
37 ºC, 160 rpmで 6〜48時間振とう培養した後, 培養液を遠心 (7500 rpm, 5 min) し

て上清を除いた. 沈殿した菌体を, 抗生物質（80 µg/mlナリジキシン酸 100 µg/mlリフ
ァンピシン）を含む LB寒天培地に撒き, 37ºCで 2日間静置培養した. 変異率の計算は
次の P0 法を使用した [48]. 植菌した寒天培地当たりの細胞数 (A), 全ての寒天培地の

枚数 (NM) 及び抗生物質耐性コロニーが出現しなかった寒天培地の枚数 (No) を求め
式 2-1によって薬剤耐性変異の変異率m (NalR 	
 mutations/replicationもしくは RifR 
mutations/replication)を求めた. 

 
ここで, NalRはナリジキシン酸耐性を, RifRはリファンピシン耐性を意味する. Ntは 20

である.  

         

 
図 2-2 変異率測定方法. 
20本の試験管で, 大腸菌を 37ºCで 6時間から 30時間培養し, 抗生物質を含む

寒天培地に撒いた. 寒天培地は 37ºCで 48時間培養し, 変異率をP0法に従って

測定した. P0法は式 2-1によって変異率が計算される. 

 

抗生物質含むLB寒天培地で培養

20本

37℃, 6–30 h 37℃, 48 h

… … … …

抗生物質含まない培地で培養

植菌

… …
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P0法の原理について次に記す. 変異率を調べるとき, 集団中に存在する変異体
の数を数え, 集団中の割合を出すことで変異率を計算することはできない. なぜなら, 
変異体が培養途中で分裂すると, 変異体の数と変異が発生した回数が一致しないため

である. 従って, P0 法では変異の数を数えて変異率を測定するのではなく, 変異が発生
しない確率について着目する. 図 2-2 のように, 複数の試験管で大腸菌を培養し, その
細胞集団を抗生物質を含む寒天培地に撒くことで, 抗生物質耐性を持つ変異体を獲得

したコロニーの存在する寒天培地と存在しない寒天培地を得る. ここで, 変異体の数は
上で述べた理由からポアソン分布に従わないが, 変異が発生しない確率はポアソン分
布に従う. 従って, 1つの集団内（ここでは 1本の試験管内）で生じた変異の数が k, 生
じた変異の平均値がMである確率 P (x)は, 

 

となる. ここで, k = 0である確率は, 

 
ここで 1本の試験管の中で起こった分裂の回数は（細胞数 A）−1だが, 細胞数は十分に
大きいため（105~109 cells）分裂の回数は細胞数 Aと一致すると考え, 1回分裂すると
きに変異体が生じる確率を変異率とすると, 変異率を求める式として式 2-5 が得られ

る.  

 
P0は式 2-6のように記述できるので, 式 2-5に代入し, 式 2-1が得られる. 

 
本論文では, 20本あればポアソン分布に従うだろうと考え, 20本の試験管で培養した.  

 
2-2-5 増殖速度の測定方法  

図 2-2の抗生物質を含まない培地の培養液について, 増殖速度 µ (h-1)を以下の

方法で求めた. 前節 2-2-4 に記した方法で前培養液および本培養液を得た. 前培養液の
細胞濃度を測定し, 本培養培地への植菌量から初期細胞濃度 (Co, cells/ml) を求めた. 
前培養液の細胞濃度および本培養液の最終細胞濃度 (Ct, cells/ml) は, フローサイトー

ター (FACSCanto™II, Becton, Dickson and Company) を使用して測定した. フロー
サイトメーターで測定する際には, 菌液は約 106 cells/ml になるように希釈してから, 
より正確な値を測定した . 測定時に濃度既知の蛍光ビーズ  (Floresbrite YG 
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Microspheres, 3 µm, Polysciences) を混合した (容積比は適宜調節した). 蛍光ビーズ
の濃度と混合時の容積比及び測定結果として得られる蛍光ビーズ個数と大腸菌の個数

から, 測定時の細胞濃度菌体の細胞数を測定し, 大腸菌の希釈倍率を乗じることで細胞

濃度求めた.	
 本培養における初期細胞濃度 Co, 最終細胞濃度 Ctおよび培養時間 t (h)
から, 式 2-2に従って増殖速度 µを求めた. 

 
式 2-7はマルサス増殖モデル (Malthusian Growth Model) に基づいており

[49], バクテリアの指数増殖に対して良いフィットが得られることが知られている.  

 
2-2-6 mutator と野生株の共培養  

グリセロールストックから野生株とΔmutS を LB 培地, mM63 培地に植菌し, 

飽和濃度まで培養した. それぞれの株を, 96ウェルプレートに 200 cells/mlとなるよう
に, 200 µlの培地に植菌し, 37ºCで静置培養した. 使用した培地は前培養と同じもので
あり, それぞれの株で 5 ウェルずつ植菌した. 飽和濃度まで培養したあと, それぞれの

ウェルの株を新しい 200 µlの培地に 200 cells/mlになるように植菌した. さらに 37ºC
で静置培養し, 飽和濃度に達したところで, 濃度が 100 µg/mlのクロラムフェニコール
を含む LB培地の寒天培地, 80 µg/mlナリジキシン酸を含む LB培地の寒天培地, 抗生

物質を含まないLB培地の寒天培地にそれぞれ100 µl ずつまいた. このとき, ナリジキ
シン酸寒天培地には原液のままで, クロラムフェニコールの寒天培地と抗生物質を含
まない寒天培地には 106 倍希釈したものをまいた.  
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2-3 結果 
	
 

2-3-1 mutator の作製  

変異率と増殖速度の関係性を調べるために, 遺伝子修復関連遺伝子を単独, も
しくは複数欠損させて mutator 大腸菌を作製した. 欠損させた遺伝子は MMR に関与
するmutS, mutH, mutLと, polIIIのプルーフリーディング機構に関与する dnaQであ
る. これらの遺伝子を欠損させると DNA 複製の精度が低下し, 変異率が上昇すること
が知られているため[8], これらの遺伝子を欠損させることで多数の mutator を作成す
ることにした. 遺伝子を欠損させることで得られたmutatorの遺伝子型は表 2-3に示し

た. また, 以降は表にある株名で記載することにする. 欠損させる遺伝子は全組み合わ
せで行っており, 二重欠損株に関しては, 欠損させる遺伝子が同じでも順番が異なる場
合は異なる株として扱うことにする. 例えば, mutSと mutLの欠損株では ΔSLとΔLS
が存在し, ΔSLはmutSを先に欠損させ, あとからmutLを欠損させている. 逆に, ΔLS
では mutLが先に欠損されており, あとから mutSが欠損されている. 同じ遺伝子を欠
損してはいるが, 異なる変異が蓄積していると予想されるので異なる株であると考え

た. 結果として, 17株の mutator株を作製した. 以降は表 2-3にある株名で記載する.  
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 表 2-3 作成した mutatorの株名と遺伝子型. 
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2-3-2 変異率の測定	
 
作製した mutator を使用して, 3 つの栄養条件で増殖速度を測定した (図 2-3). 

変異率の測定は Luria-Delbrück fluctuation testを使用し, ナリジキシン酸とリファン

ピシンに対する耐性を獲得する割合を検出した [48], [50]. 栄養の豊富さが与える影響
を調べるため, 富栄養培地の一つとして一般的に用いられている LB 培地, 最小限の栄
養源しか含まれていない, 貧栄養培地の一つとして一般的に用いられている mM63 培

地, LB培地と mM63培地で野生株を培養したときの増殖速度のちょうど中間あたりの
増殖速度を示した培地である, mM63+20AA培地（貧栄養環境にアミノ酸を加えた培地）
を使用した. 野生株の変異率は 5×10-9 mutations/replication よりも低いのに対し, 

mutatorは 5×10-9 mutations/replicationよりも高く, 全ての mutatorにおいて野生株
よりも高い変異率を示していた. そして, 栄養条件に依存して変異率が異なることを確
認した (図 2-3BCD). LB培地での変異率はほとんどの mutatorにおいて 3つの栄養条

件の中で一番高かった. LB培地とmM63+20AA培地を比較すると, LB培地の方が変異
率が高い傾向がみられるが, 有意ではなかった (図 2-3C). mM63培地と mM63+20AA
培地の変異率はほとんど違いは無かった(図 2-3D). また, mM63 培地や mM63+20AA

培地では増殖できない株があったが（図 2-4中の†）, LB培地では全ての株で増殖が見
られた. これは, 変異率が高いことによる増殖負荷が大きいことを示唆している.  
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図 2-3 3つの栄養条件での変異率. 
(A) LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地で培養したときの変異率を示して

いる. 緑色のバーはLB培地, 紫色はmM63+20AA培地, 赤色はmM63培地で
の結果である. それぞれ, 3回の測定の平均値を示しており, エラーバーはその
ときの標準偏差である. †は増殖せず, 測定できなかったものである. アスタ

リスクは t検定によって有意差があったものを示している (p=0.05). 黒いアス
タリスクはLB培地とmM63+20AA培地の比較, 濃いグレーのアスタリスクは
LB 培地と mM63 培地の比較, 薄いグレーのアスタリスクは mM63+20AA 培

地と mM63培地の結果を示している. (B)-(D) それぞれの培地での変異率を比
較している . (B) LB 培地と mM63 培地の比較 . p=0.04 (C) LB 培地と

mM63+20AA培地の比較. p=0.67 (D) mM63+20AA培地とmM63培地の比較. 

p=0.21  
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2-3-3 増殖速度の測定  
作製した mutatorを用いて, 指数増殖期の増殖速度を測定した（図 2-4, 2-5）. 

野生株を含めて 3 つの栄養条件で増殖速度を測定できたもの（10 株）に関しては, 全

ての株において LB 培地での増殖速度が一番大きく, mM63+20AA 培地と mM63 培地
の増殖速度を比較すると 10 株中 8 株で mM63+20AA 培地での増殖速度の方が大きか
った . また , LB 培地では全ての株において増殖速度を測定できたのに対し , 

mM63+20AA 培地では 5 株, mM63 培地では 8 株で増殖しないために測定することが
できなかった. これは, 栄養条件が貧しいほど増殖負荷が大きい可能性を示唆してい
る.  

  	
 	
 	
             

図 2-4 大腸菌の増殖曲線.  

野生株, ΔS , ΔH の約 30 時間の間の増殖曲線を示している. 約 10 時間後まで指数
増殖し, その後飽和して一定の細胞濃度となる. 赤色が野生株, 青色がΔS, 緑色が
ΔHの増殖曲線である. エラーバーは 3回の測定の標準偏差を示している. 
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図 2-5 3つの栄養条件での増殖速度. 
LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地で培養したときの増殖速度を示して
いる. 緑色のバーは LB培地, 紫色はmM63+20AA培地, 赤色はmM63培地

での結果である. それぞれ, 3回の測定の平均値を示しており, エラーバーは
そのときの標準偏差である. †は増殖せず, 測定できなかったものである. 
アスタリスクは t 検定によって有意差があったものを示している(p=0.05). 

黒いアスタリスクは LB培地とmM63+20AA培地の比較, 濃いグレーのアス
タリスクは LB 培地と mM63 培地の比較, 薄いグレーのアスタリスクは
mM63+20AA培地と mM63培地の結果を示している.  
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2-3-4 変異率と増殖速度の関係  

測定した変異率と増殖速度から, それらに相関があるのかを調べた（図 2-6）. 
その結果, 変異率の高い株ほど増殖速度が低くなった. これは, 変異率が高い株ほど増

殖負荷が大きいことを示している. 有意に相関があるのか評価するために, スピアマン
の順位相関係数を使用した結果, LB 培地 (r=-0.65; P-value=0.003) と mM63 培地 
(r=-0.64; P-value=0.05) では有意に負の相関があった. 一方で, mM63+20AA培地でも

負の相関が見られたが , 相関係数の大きさから強い相関ではなかった  (r=-0.52, 

P-value=0.10).  

さらに, LB 培地でも変異率と増殖速度には強い負の相関関係が見られるが, 

野生株よりも変異率が高くなった株全てで増殖速度が低下するわけではないことが見

て取れる. 10-10から 5×10-8 NalR mutations/replication の株では野生株と増殖速度に
それほど大きな違いは無く, それ以上の変異率になると増殖速度が低下する傾向があ

る. 一方で, mM63+20AA 培地と mM63 培地では野生株よりも変異率が高いほとんど
の株で増殖速度が低下している. つまり, LB培地では他の培地に比べて, 変異率の上昇
が許容されていることを示唆している . また , この結果から , 幅広い変異率を持つ

mutator を作製できたことがわかった. 生存するためには超えてはならない変異率が
あると予想されるが, 今回作製した mutator の変異率が一番高い株は限りなく増殖速
度が 0 に近く, 最大の変異率に限りなく近いと予想される. また, 増えることのできな

かった株も存在したので, それらは最大の変異率以上だったために生きることができ
なかったのではないかと予想される. 
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図 2-6 増殖速度と変異率の相関関係. 

野生株と 17株のmutatorのうち測定できたものの変異率と増殖速度を示して
いる. それぞれ 3 回の測定の平均値と標準偏差を示している. 緑色のプロット
はLB培地, 紫色はmM63+20AA培地, 赤色はmM63培地での結果である. ど

の培地の結果も , 一番変異率が低いプロットが野生株であり , その他は
mutatorである. 
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2-3-5 栄養条件依存的増殖負荷  
次に, 栄養条件が異なると野生株も増殖速度, 変異率が変化するので, 野生株

と mutator の値の差を評価することで, 栄養条件が増殖負荷にどれくらい影響を与え

ているのかをより定量的に評価した. mutatorの増殖速度と野生株の増殖速度の違いを
αと定義する. αは以下のように表すことができる(式 2-8, 図 2-7).  

 
LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地でのαをそれぞれαLB, αAA, α63と定義し, それ
ら 3 つのαをそれぞれ比較した. また, 含まれる栄養物質の数によって栄養の豊富さを

定義し, LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地の順に栄養量が低下していく. 2つの
栄養条件を比較したとき, 栄養量のより多い環境のα（αrich）よりも, 栄養の少ない環境
のα（αpoor）のαの方が大きいとき, 富栄養培地が増殖負荷を緩和していると言える. 逆

にαrich よりもαpoor の方が小さいとき, 富栄養培地は増殖負荷を大きくしていると言え
る.  

      	
 	
    
図 2-7 αの定義を示す概念図. 

野生株とmutator の 3つの栄養条件での増殖速度と, αが指す部分について模式的に示
した. 縦軸は増殖速度を logに変換したものを示している. 黒色のバーはLB培地, 濃い
グレーのバーは mM63+20AA培地, 薄いグレーのバーは mM63培地の結果である. 赤

い矢印はαLBを, 青い矢印はαmM63を示している.
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LB培地と他 2つの栄養条件のαを比較した場合, ほとんどの株（LB培地, mM63培地
では 9株中 6株, LB培地, mM63+20AA培地では 12株中 8株）でαpoor<αrichであった (図
2-8 A, B). また, 全体での傾向もそれぞれ有意にαに差があった (p=0.01). 一方で, 

mM63+20AA培地, mM63培地のαを比較した場合は, 有意に差があった株は 9株中 1
株であり, どちらかに偏っていることは無かった (図 2-8 C). 全体の傾向も, t検定によ
って有意なαの差が無いことが確かめられた（p＝0.69）. これらの結果は, 十分な栄養

が存在する場合は, mutatorの増殖負荷が栄養によって緩和されていることを示してい
る. アミノ酸の増殖負荷への影響は, 株の種類に依存しており, 株によっては栄養が
mutatorの増殖負荷を悪化させ得ることがわかった.  

 

 
図 2-8 αrichとαpoorの比較. 
横軸はαrichを, 縦軸はα poorを示している. エラーバーは 3回の測定の平均であ
る. 白色のプロットは mutator, 黒色のプロットは野生株である. (A) LB培地

と mM63 培地でのαの比較. t 検定により(p=0.05), mutator のデータのうち, 
６株は有意に差があった. (全 9 株) 全体の傾向は t 検定により有意にαに差が

あった. (p=0.01) (B) LB培地と mM63+20AA培地でのαの比較. t検定により

(p=0.05), mutatorのデータのうち, 8株は有意に差があった. (全 12株) 全体の
傾向は t検定により有意にαに差があった. (p=0.01) (C) mM63+20AA培地と
mM63培地でのαの比較. t検定により(p=0.05), mutatorのデータのうち, 1株

は有意に差があった. (全 9 株) 全体の傾向は t 検定によりαの有意な差は無か

った. (p=0.69) 
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次に, 富栄養条件では貧栄養条件に比べて, 栄養によってどの程度増殖負荷が
緩和されるのかを評価するために, それぞれの遺伝子型におけるαrich-αpoor を計算した. 
LB培地とその他の 2つの培地における差は 0以上 1以下であり, これは LB培地が他

の栄養量の少ない 2 つの培地に比べて, 増殖負荷を約 10 倍近く緩和することが出来る
ことを示している (図 2-9).  

 

                    

図 2-9 αrichとαpoorの差. 
縦軸は株の数, 横軸はαrich とαpoor の差を示している. 上の図は LB 培地と
mM63 培地でのαの差, 真中の図は LB 培地と mM63+20AA 培地でのαの差, 

下の図は mM63+20AA 培地と mM63 培地でのαの差を示している. 破線は０
の位置を示している. 
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2-3-6 栄養条件依存的変異率  
増殖速度の場合と同様に, 変異率の栄養条件に対する依存性について調べた. 

mutatorの変異率と野生株の変異率の違いをβと定義する. βは以下のように表すことが

できる(式 2-9, 図 2-10).  

 
LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地でのβをそれぞれβLB, βAA, β63と定義し, それら
3つのβをそれぞれ比較した. 2つの栄養条件を比較したとき, 栄養量のより多い環境の
β（βrich）よりも, 栄養の少ない環境のβ（βpoor）の方が大きいとき, 貧栄養培地の方が, 野

生株に比較してmutatorの変異率がより大きく上昇していると言える. 逆にβrichよりも

βpoorの方が小さいとき, 富栄養培地の方が, 野生株に比較してmutatorの変異率がより
大きく上昇していると言える.  

	
 	
 	
 	
  	
 	
              
図 2-10 βの定義を示す概念図. 
野生株と mutator の 3つの栄養条件での変異率と, βが指す部分について模式
的に示した. 縦軸は変異率を log に変換したものを示している. 黒色のバーは

LB培地, 濃いグレーのバーはmM63+20AA培地, 薄いグレーのバーはmM63
培地の結果である. 赤い矢印はβLBを, 青い矢印はβmM63を示している. 
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LB培地と mM63培地の栄養条件のβを比較した場合, 約半数（9株中 4株）の
株でβ63<βLBであった(図 2-11 A). また, 全体の傾向も t検定から有意にβに差があるこ

とが確認された(p=0.02).さらに, LB培地と mM63+20AA培地の栄養条件のβを比較し

た場合, ほとんどの株（12 株中 7 株）でβAA<βLBであった(図 2-11 B). また, こちらも
全体の傾向も t 検定から有意にβに差があることが確認された (p=0.02). 一方で , 
mM63+20AA培地, mM63培地のβを比較した場合は, 有意な差があったのは 9株中 3

株であり, β63<βAAとβ63>βAAのどちらも存在していて偏りは観察されなかった(図 2-11 
C). また, 全体的な傾向も有意な差は無かった (p=0.30). mM63 培地に 20 個のアミノ
酸を添加することは, 変異率に対してほとんど影響を与えていないと考えられる. 9 株

のうち 1株では有意にβ63<βAAとなっており, この株 (ΔQS) は dnaQが欠損した株であ
る. 他のdnaQ欠損株はmM63培地では培養することができなかった. 他の 4株 ( ΔLH, 
ΔSH, ΔS) は有意にβ63>βAAであり, 残りの株はアミノ酸を添加しても同程度のβであっ

た. 従って, アミノ酸の添加が与える変異率への影響力は, 遺伝子型に依存しているこ
とを示している.  

 
図 2-11 βrichとβpoorの比較. 
横軸はβrich を, 縦軸はβpoor を示している. 白色のプロットは mutator, 黒色の

プロットは野生株である. (A) LB培地とmM63培地でのβの比較. t検定により
(p=0.05), 全 9株のmutatornのデータのうち, 4株は有意に差があった. また, 
全体の傾向も t 検定により有意にβに差があった. (p=0.02) (B) LB 培地と

mM63+20AA培地でのβの比較. t検定により(p=0.05), 全 12株の mutatorの
データのうち, 7株は有意に差があった. また, 全体の傾向も t検定により有意
にβに差があった. (p=0.02) (C) mM63+20AA培地とmM63培地でのβの比較. t

検定により(p=0.05), 全 9株のmutatorのデータのうち, 4株は有意に差があっ
た. 全体の傾向は t検定によりαの有意な差は無かった. (p=0.30) 
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2-3-7 有益変異の出現頻度の栄養条件依存性  
富栄養条件よりも貧栄養条件の方が, 増殖負荷が大きくなることが 2-3-5 で示

された. そのため, 野生株と mutatorが同一集団内に存在し, mutatorは野生株よりも

増殖速度が低い場合は , 集団内の割合が低くなるはずである . そこで , 野生株と
mutatorの一つであるΔSを 1：1で混合し, LB培地と mM63培地で約 47世代培養し
たあと, 抗生物質を含まない寒天培地とΔS のみが耐性を持つクロラムフェニコールを
含む寒天培地にまいた. ここでΔSを選んだ理由は, LB培地では野生株と増殖速度が大
きく変わらないのに対し, mM63 培地では野生株と差はあるものの, その差は他の
mutator に比べると一番小さいので, 培地による集団内のmutatorの割合の差がΔS で
観察されれば, 野生株に比べてより mM63 培地での増殖速度が低下している他の
mutator では, より顕著に集団内のmutatorの割合の差が観察されるだろうと考えたた
めである. ΔSの増殖速度は, 富栄養培地では野生株と比べて大きな違いは無く, 貧栄養

培地では野生株に比べて約 20％低下しているので (図 2-5), ΔS の割合が貧栄養培地の
方が低くなることが予想された. 実験の結果, LB培地ではΔSの割合が 56％であったの
に対し, mM63培地では 8％となり, 大きな違いが観察された (p=0.055) (表 2-4). 増殖

速度から計算される予測値は, LB 培地ではΔS の割合が 17％であり, mM63 培地では
0.5％となるはずであった. LB培地での差は誤差範囲内であるが, mM63培地では有意
に実験値の方が約 16倍ΔSの割合が高かった. この差を生み出した原因については考察

の章で述べる.  
                	
 	
 表 2-4 共培養した場合の野生株とΔSの割合	
 	
 	
 	
  

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
    

 
さらに, 貧栄養培地では富栄養培地よりも集団内の割合と変異率が低下するこ

とから, 有益変異を獲得する確率が低下することが予想される. これを確かめるために, 

野生株とΔSを 1：1で混合し, LB培地と mM63培地で約 47世代培養したあと, 抗生物
質を含まない寒天培地と, 耐性変異を獲得した変異体のみが生えることのできるナリ
ジキシン酸を含む寒天培地にまいた. その結果, mM63培地で培養したものは 5枚の寒

天培地のうち 1 枚しかコロニーが現れなかったのに対し, LB 培地で培養したものは 5
枚すべてにコロニーが現れた(図 2-12A). また, それぞれの寒天培地に生えたコロニー
の数から, 集団中に占めるナリジキシン酸耐性を持つ変異体の割合を求めた. その結果, 
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LB培地ではその割合が 5.8×10-8だったのに対し, mM63培地では 1.5×10−9となって
いた (p=0.030) (図 2-12B). この差は, ΔSのみを培養したときの LB培地とmM63培地
での値の差よりも大きい (1.1×10-7（LB培地）, 1.7×10-8（mM63培地）, p=0.001). ま

た,	
 変異率,	
 集団内の細胞数から計算すると,	
 培養開始から終了までに集団内で 1〜8
回しか変異が発生していないはずであり, 偶然に変異率を変化させる変異が発生して
いる可能性は限りなく低いと考えられる. さらに, 変異率から予測される値は LB 培地

では 4.2×10-8, mM63培地では 5.5×10−9であり, 実験結果と予測値がよく一致してい
た. これらの結果から, mutatorを含む集団では, 富栄養条件であるLB培地よりも貧栄
養条件である mM63 培地の方が, 有益変異を獲得する確率が低下していることが示さ

れた. すなわち, 十分に高い変異率を持つmutatorが十分な割合で存在していなければ, 
有益変異を獲得する確率が低下するために, 効果的に集団の適応を促進できないこと
を示している. 	
 

 

図 2-12 抗生物質耐性を持つ変異体の出現頻度の栄養条件依存性. 
野生株とΔSを 1：1で混合し, 培養した後での変異体の出現頻度を示している. 

赤いバーはLB培地で培養したときの値, 青いバーはmM63培地で培養したと
きの値である. (A) 5 枚の寒天培地のうち変異体の現れた寒天培地の割合. (B) 
集団中の変異体の割合. エラーバーは 5回の実験の標準偏差である. 
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2-4 考察 
本章では, 複数の mutator を使用した実験から, 増殖負荷と変異率に栄養条件

依存性があることを明らかにした. 大腸菌の野生株において, 変異修復関連遺伝子を単

独又は複数欠損させ, 17 種類の mutator を作製した. それらの増殖負荷と変異率を, 3
つの栄養条件（LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地）で測定し, 野生株の値と比較
した. それによって, 栄養が豊富なほど変異率が高く, 増殖負荷が小さくなる傾向があ

ることがわかった.  
栄養条件が豊富なLB培地では, 変異率がある程度高くなっても増殖速度は野生

株に比べて低下しておらず, 変異率が 10-7 くらいまで高くなると増殖速度が低下した. 

一方でmM63培地やmM63+20AA培地では, もっと低い変異率から増殖速度が低下し
た. これは栄養が増殖負荷を緩和しているためであると考えられる. 

ミスマッチリペアの遺伝子 (mutS, mutL, mutH) を欠損させたmutatorと, プ

ルーフリーディング機構の遺伝子 (dnaQ) を欠損させたmutatorを比べると,	
 先行研
究の結果と同様にプルーフリーディング機構の遺伝子 (dnaQ) を欠損させた mutator
の方が変異率は高くなっていた [8]. さらに二重欠損株や三重欠損株に着目してみると, 

必ずしも二重欠損株や三重欠損株の方が一重欠損株よりも変異率が高くなるというこ

とはなかった. しかし, 一重欠損株では貧栄養培地で増えることができない株は無かっ
たのに対し, 二重欠損株, 三重欠損株になると増殖できない株が生じた. ミスマッチリ

ペア遺伝子だけの二重欠損株では, 6株中 2株が貧栄養培地で増えることが出来なかっ
た. mutS, mutL, mutHは同じミスマッチリペアに関わる遺伝子なので, 1つの遺伝子
が欠損しても 2 つの遺伝子が欠損しても与えるダメージは大きく変わらないことが予

想されたが, 二重欠損株で増えない株が増えていたため, 1 つの遺伝子が欠損しても他
の遺伝子が補うことが出来るためダメージが大きくならなかったのに対し, 2つや 3つ
の遺伝子が欠損すると補うことのできる遺伝子も欠損しているために, ダメージが大

きくなるのではないかと考えられる. また, dnaQの欠損のある二重欠損株では 6株中 5
株が貧栄養培地で増殖出来なかった. 二重欠損株になっても変異率は大きく上昇する
わけではないが, 増えることのできない株が増えているということは, 二重欠損株や三

重欠損株になることで一重欠損株よりも分子機構としては変異率が高くなっているが, 
変異が発生し, 偶然に変異率が低くなったものだけが増えてきている, つまり選択の効
果が働いている可能性が考えられる. また, ミスマッチリペアの遺伝子だけの二重欠損

株よりも, ミスマッチリペアとプルーフリーディング機構の遺伝子の両方が欠損して
いる二重欠損株の方が増殖できなくなる株の割合が高いのは, 1 種類の遺伝子修復機構
が欠損するより 2種類の遺伝子修復機構が欠損した方が, ダメージが大きいためである
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と考えられる.  
増殖負荷が栄養条件に依存していた理由は, 栄養が変異による増殖負荷を緩和

しているためだと考えられる. しかし栄養が豊富に含まれている LB培地でのみ緩和は

観察され, 20アミノ酸の添加では緩和されていなかった. 限定された種類の栄養分では
増殖負荷を緩和できないのに対して, 豊富な栄養分では, 様々な変異から生じた代謝に
関わる負荷負荷を緩和できることを示唆している. これは, 栄養が豊富な条件よりも乏

しい条件の方が, 生存に必要な遺伝子の数が多くなることを示した先行研究と一致し
ている [46]. しかし, 変異が発生すると様々な影響を与えることが予想され, 必ずしも
代謝に悪影響を与えるとは限らない. 例えば, 変異がタンパク質の立体構造に変化を及

ぼすような影響を与えた場合, 栄養成分がその悪影響を補うことはまれであるだとう
と予想される. また, 栄養条件とは異なるストレスである酸によるストレスが加わった
とき, そのストレスは変異による増殖負荷の大きさを小さくしたと示す先行研究もあ

る [51]. それにも関わらず, 豊富な栄養が変異による増殖負荷を緩和することを複数
のｍutator で定量的に測定したことは驚くべき新しい発見であると言える. 本研究は, 
細胞には様々な機能がある中で, 悪影響を与える変異のうち大部分が代謝と関係して

いることを示唆している. 
また, 変異率が豊富な栄養条件で高くなることを複数の mutator で定量的に測

定したことも新しい発見である。変異率が栄養条件に依存していた理由は, 選択の効果

や, 変異が発生すると致死に至る塩基の数が栄養条件によって異なること, 変異修復関
連遺伝子の働きの効率の違いなどが考えられる. 以下にその詳細を示す.  

一つ目の可能性として（仮説 1）, 集団内の個体によって変異率が異なり, 貧

栄養培地では変異率の低い個体が選択されることによって, 集団の平均の変異率が低
くなっていることがあげられる (図 2-14). 集団内に様々な変異率を持つ個体が存在す
る場合, それらの平均をもって変異率として測定される. 栄養が乏しい培地では低い変

異率を持つ個体の方が生存に有利であるとすると, 変異率が低い個体に正の選択がか
かるため, 平均の変異率が富栄養培地よりも低くなることが予想される. これについて
は, 3章で再び論じることにする.  
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図 2-14 栄養条件による選択の概念図. 
異なる培地で大腸菌を培養している図である. 左の試験管は貧栄養培地, 右の

試験管は富栄養培地である. 大腸菌は, その濃淡で変異率の違いを示している. 
富栄養培地の入った試験管では高変異率から低変異率まで様々な変異率を持

つ個体が生きられることを, 貧栄養培地の入った試験管では低い変異率の個体

が選択されていることを示している.  

 
仮説 2として, DNA修復関連遺伝子の活性や酵素の発現量が栄養条件に依存し

て変化している可能性が考えられる. この説を示唆する先行研究も存在する [52]. 発
生した変異は遺伝子修復関連遺伝子によってほとんどが修復される. それらの酵素の
活性が上昇したり, 細胞内の量（発現量）が増加することでより多くの変異を修復する

ことができ, 変異率が低下することが考えられる. 貧栄養培地の方が酵素活性の上昇や
発現量の増加が見られれば, 貧栄養培地の方が変異率は低くなる現象が観察されるだ
ろう. この仮説についても, 3章で改めて議論する.  

そして仮説 3 として, 変異が入ると致死になる領域が富栄養条件ほど小さくな
り, その大きさの違いが変異率に影響を与えている可能性がある. 図 2-15のように, ゲ
ノムのうち変異が発生することで致死をもたらす領域と, 中立な領域に分ける. 個体に

よって変異が入る部位は異なり, 赤で示した致死領域に発生するとその個体は死に, 黒
で示した中立な領域に変異が入っても生き続けることができる. また, 緑色で示した部
位に変異が発生すると抗生物質の耐性を獲得する. 2 章で測定した変異率はこの緑色の

領域に変異が発生する確率を求めていた. ここで, 実際にゲノムに変異が発生する確率
（実際の変異率）を mとし, 全ゲノムのうちの致死領域の割合を fと定義する. 抗生物
質耐性によって測定された変異率を m’（見かけの変異率）とすると, 致死領域に変異が

入った個体は実験では検出されず, 抗生物質耐性を獲得した個体の数は本来よりも少
なく検出されるため, 見かけの変異率は以下の式のように表すことができる.  
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栄養条件によって致死領域の大きさは異なることが予想され, その大きさによって見

かけの変異率 m’は大きく変化することが考えられる. LB培地と mM63培地の m’をそ
れぞれ mLB’, m63’, また, fを fLB, f63と定義する. この仮説では, mは LB培地と mM63
培地で同じ値である. それぞれの値を代入すると, 以下の式が得られる.  

 
0<fLB<1 であることを考慮すると, 0.8718<f63<1 が得られる. この f 値は, ゲノム全体
のうち, 9 割弱の塩基配列に変異が発生すると致死となることを示すが, 致死領域がこ

れほど広範囲に存在しているとは考えにくく, 妥当ではないと考えられる. そのため, 
仮説 3では変異率の栄養条件依存性を説明できない.  

 

         

図 2-15 致死領域と変異率の関係. 

6 匹の大腸菌とそのゲノムの模式図である. 赤部分は致死領域, 黒部分は中立
領域とする. 緑色部分に変異が入ると抗生物質に対する耐性を獲得する. 黄色
で変異の発生を表している. 富栄養培地と貧栄養培地で変異の発生箇所は同じ

だが, 致死領域の大きさが異なる.富栄養培地では耐性を獲得し, かつ生存で
きている個体は富栄養培地では 2 匹なのに対し, 貧栄養培地では 1 匹になる. 
このように, 致死領域の大きさが耐性を獲得した個体の検出に影響し, 栄養条

件によって変異率に差が出ることが予想される.  
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そして仮説 4 として, 栄養条件によって細胞内の遺伝子の複製スピードが異な
ることで, 変異による影響が変化する可能性が考えられる. 栄養が豊富な方が複製起点
の数が多くなることが知られており, 一つの細胞内に存在する一時的な遺伝子のコピ

ー数が多くなることで, 変異が発生してもコピーの遺伝子が存在するために致死にな
る可能性が低くなると示唆している先行研究も存在する [53]. この場合は, 変異を修
復する効率は変化していない. しかし, 本研究で mM63+20AA培地では mM63培地よ

りも増殖速度が大きくなっていたにも関わらず, 変異率はそれらの培地で大きな差が
無かった. 従って, この説だけでは変異率の違いは説明することはできないと考えられ
る. mutator (ΔS)と野生株を共培養した実験において, 集団中のΔSの割合が予測値では
0.5%だったのに対し, 実測値は 8%であった. 野生株とΔSのどちらか, もしくはどちら
も増殖速度が変化していることが予想される. 共培養することで相互作用し, 互いの増
殖に影響を与えているのかもしれない. 例えば, 野生株が生成した物質が細胞外に漏れ, 

それを mutatorが取り込むことで速く増殖できるようになっていることが考えられる.  
mutatorは変異率が高いにも関わらず, どのようにして生き延びているのだろ

うか. 有益変異を獲得できない限りは, 有害な変異が蓄積しすぎると死滅してしまうこ

とが富栄養条件での方が知られている [30]–[33]. 変異率が高かったため, 富栄養条件
ではより環境適応を促進する効果が強いことが予想される. もし変異率が高いまま維
持されているならば, いずれ変異の蓄積で集団中の全ての mutator が死滅してしまう

可能性が高い. 一方で, 栄養条件に対応するように変異率が変化しているならば, 有害
変異による悪影響を最小限にすることで生き延びることを可能にしているのかもしれ

ない. 逆に, 栄養が豊富な環境では変異による増殖負荷が小さいので, 変異率を最大化

し, 有益変異の獲得を促進したり多様性を拡大させることで, 環境適応や進化に貢献し
ているだろう. 本研究は, 栄養条件の変化に対応して変異率を変化させることの重要性
を示唆している.  

次に, 図 2-6のように, 変異率が上昇すれば増殖速度が低下するという現象が,  
計算から求められるかについて議論する. 先ほどと同様に, 塩基当たりの変異率を mb 

[error/bp/replication] とする. 図 2-15の赤領域に変異が x個入る確率を P(x)とする. また, 

ゲノム中の赤領域の割合を fd(<1)とする. 今から赤領域に変異が入らない確率 P(x=0) 

を求める. P(x) は、成功（変異が入れば成功とする）確率が mbで、試行回数が G･fdに

対応する二項分布に従うと考えられるので, 以下の式が得られる.  

𝑃 𝑥 ==! 𝐶!×𝑝!(1 − 𝑝)!!! = 𝐵𝑖𝑜𝑛𝑜𝑚(𝑥,𝑚! ,𝐺×𝑓!)           (式 2-12) 

𝑃 𝑥 = 0 = 𝐵𝑖𝑜𝑛𝑜𝑚 𝑥 = 0, 𝑝 = 𝑚! , 𝑛 = 𝐺×𝑓! = (1 −𝑚!)!×!!  (式 2-13) 

以下のように値を導入する. 
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𝐺 = 4×10! [bp] 
𝑓! = 1  𝑜𝑟  0.1  
𝑚! = 10!"~10!  [error/bp/replication] 
1010は野生株を想定している. その結果, P(0)を増殖速度であると考えると, 図 2-16が得

られた. Fdを 1に設定しても, 変異率が 10-8 (mutations/bp/replication) 以上にならなけれ

ば増殖速度は低下しない. したがって, 実際の測定値よりも変異率が上昇したときの増

殖速度の低下がみられないことになる. 今回の計算で用いたパラメータだけでは, 変異

による増殖速度の低下は説明できないことを示している. 計算では, 変異は致死か中立

しか想定していないので, 変異が発生することで増殖速度が低下することを考える必

要があるのだろうと予想している. 

             

図 2-16 変異率が上昇したときの増殖速度の低下の予測 
変異率が上昇したときの増殖速度の低下の様子を計算で求めた結果を示している. 

赤は fdを１に, 青は fdを 0.1に設定したときの結果を示している. 

 
ここで, 変異率は抗生物質耐性という形質の変異（表現型の変異）から間接的

に求めたものであり, ゲノムに実際に発生する塩基変異（遺伝子型の変異）の確率と必
ずしも一致するとは限らない. なぜなら, 先行研究から,ゲノムの部位によって変異の
発生しやすさには差があることがわかっているため [41]–[43], 抗生物質耐性遺伝子に

よる変異率とゲノム全体の変異率が一致しない可能性があるためである. 知りたいの
はある特定の遺伝子での変異率ではなく, ゲノム全体での変異率である. また, 形質の
変化しか観察できていなかったため, 実際に塩基に変異が生じているとは限らない. 

DNA に変異は生じていないが, 形質だけが変化している可能性も考えられる. そこで
3 章では, ゲノムに実際に入っている変異から直接変異率を求め, 抗生物質耐性から求
めた変異率と比較する. 
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2-5 結論  
本章では, 複数の mutator について増殖負荷と変異率に栄養条件依存性があ

ることを明らかにした. 野生型大腸菌の変異修復関連遺伝子を欠損させることで 17 種

類の mutatorを作製し, 3つの栄養条件（LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地）に
おける変異率と増殖負荷を測定した. 野性株の増殖速度との違いを定量化し, 栄養条件
間でその値を比較した. その結果, 一部の株は栄養条件に依存せず増殖速度の変化量は

一定であったが, 大半の株においては栄養量の多い LB培地では他の培地に比べて変化
量が大きくなっていた. 変異率も同様に, 野生株の変異率との違いを栄養条件間で比較
したところ, その変化量は栄養条件によらず一定の変化量を示す株もあったが, 約半数

の株では他の培地に比べて LB 培地での変異率の変化量が大きかった. つまり, 多くの
ｍutator で栄養条件が豊富な方が変異率が高く, 増殖負荷が小さいことを新しく発見
した. また, その一方で, 依存性の無い mutatorも同時に存在することを新しく発見し

た. また, LB培地の方がｍM63培地よりも集団内で mutatorの占める割合が高くなり
やすく, 変異率も高いことから有益変異を獲得しやすいことを示した. 変異率の測定方
法としては, ナリジキシン酸という抗生物質を用い, 抗生物質感受性表現形から耐性表

現形に変化する確率を指標にした, 伝統的な方法を使用した.  

 
	
  



40 
 

第 3 章  ゲノムシークエンスによる変異率の測定  
 
3-1 緒言 

第 2 章において, 栄養条件依存的に変異率が異なる株があることが示された. 
しかし, これは抗生物質耐性から間接的に求めた変異率である. 先行研究から, ゲノム
の部位によって変異率が異なることが示されているため [41]–[43], ゲノム全体におい

ても, 抗生物質耐性遺伝子と同程度の変異率で変異が発生しているかは定かではない. 
また, 形質から判断しているため塩基置換が実際に予想される確率で発生しているか
はわからない. そこで, 3章では 17株ある mutatorのうち, 代表としてΔSとΔSQを用
いて, mutation accumulation experiment [31], [54], [55] という方法で大腸菌ゲノム
に変異を十分に蓄積させ, ゲノムシークエンスによってその変異の数を特定すること
で, 変異率を直接求めた. ΔSとΔSQを選んだ理由には 2つある. 1つ目に, それぞれ栄

養条件依存的に変異率が変化する株と変化しない株であること. 2 つ目に, ミスマッチ
リペアとプルーフリーディング機構という異なる遺伝子修復機構に関わる遺伝子が欠

損していることである. このように, 異なる性質, 遺伝子型を持つ株であるため, これ

ら 2 つの株を選んだ . 2 章までは試験管内で大腸菌を培養していたが , mutation 
accumulation experimentでは集団内の個体数が大きいため, 有利な変異を獲得したも
のが選択され生存競争に勝ち残りやすくなる. つまり選択の効果によって蓄積する変

異の種類や数が変化し得る. mutation accumulation experiment では, 固体培地で大
腸菌を培養する. 固体培地では細胞の集団であるコロニーができ, このコロニーを複数
回植えついでいく. コロニーでの植継ぎは 1細胞を植継いでいくことができるが, 液体

培地で植継ぐときには 1細胞を植継ぐことは難しい. 1細胞で植継ぐときにはどの変異
が発生した細胞を選択するかは偶然によるが, 1細胞以上の細胞集団で植継ぐときには, 
細胞間で選択がかかり, 有利な変異が発生した細胞が大多数を占めやすくなる. このた

め, コロニーでの植継ぎは液体培地の植継ぎよりも容易に選択をかけずに植継ぐこと
ができるのである [54]. 寒天培地での植継ぎでは,致死となる変異以外は悪影響を与え
る変異であっても固定されると考えられる. この条件で植え継ぐことで, 実際に発生し

た変異のほとんどをゲノム中に固定させることができる. 植え継いで十分に変異が蓄
積したところでゲノム配列を解読して変異を特定した. 変異の数と植継ぎが終了する
までに経験した世代数を使用して同義置換の変異率を計算し, 抗生物質耐性という形

質から間接的に求めた変異率と比較した. ゲノムシークエンスの結果から Ka/Ks [56] 

を計算し, 同義置換と非同義置換の発生確率が同じであったかと, 選択をかけずに変異
を固定させることができたのかを確かめ, 同義置換と同じ確率で非同義置換が発生し
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ていたのかを確認した. Ka は変異が発生すると非同義置換になる塩基数にたいする実
際に観測された非同義置換数の割合であり, Ks は変異が発生すると同義置換になる塩
基数にたいする実際に観測された同義置換数の割合である. 変異の種類に選択の力が

働いておらず, 発生確率に同義置換と非同義置換に差が無い場合, 非同義置換と同義置
換は同じ確率で固定されるはずである. 従って, Ka/Ksは 1に近いほど選択の力が働い
ていないと言える. また, 塩基置換の種類である transitionと transversionの割合を算

出し, 発生する変異の種類に栄養条件依存性があるのかを確かめた. transition はプリ
ン塩基間, もしくはピリミジン塩基間の変異のことで, transversionはプリン塩基から
ピリミジン塩基, もしくはピリミジン塩基からプリン塩基への変異のことである.  

 

3-2 実験材料及び方法 
3-2-1 mutation accumulation experiment 

mutation accumulation experimentによって大腸菌に多数の変異を蓄積させ
た [54], [31], [55]. ΔS とΔSQを LB培地, mM63+20AA培地又は mM63培地の寒天培
地に撒き, 37ºC で一晩培養した. この時点での寒天培地を No.0 とした. 生えたコロニ

ーのうち 1つを選び, 新しい LB培地, mM63+20AA培地又はmM63培地の寒天培地に
撒き (図 3-1), 37℃で一晩培養した. 生えてきたコロニーは植え継ぎを 1回経験したこ
とになり, このときの寒天培地は No.1 とカウントする. 同様に, この操作を繰り返す

ことで寒天培地が No.33 になるまで繰り返した. それぞれの株, 培地で 3 系列行った. 
コロニーの成長が遅い場合は 2日から 3日培養してから植え継いだ. 選択したコロニー
は, 他のコロニーと接することのない, 寒天培地上に分離されているものを使用した. 

途中でコロニーが生えなくなった場合は, 保存していた一つ前の寒天培地に戻り, 異な
るコロニーを撒くことで植継ぎを続けた.  
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図 3-1 mutation accumulation experimentの実験概要図. 

それぞれの株を 3種類の培地（LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地）からな

る寒天培地で, 最大約 800世代植え継いだ. それぞれの株, 培地で, 3系列ずつ植え
継いだ. 植え継ぎの過程で変異が蓄積していく. 図の上部分で植え継いでいる寒天
培地の図を, 下部分に植継ぎの過程で大腸菌内に変異が蓄積していく過程を示し

ている. 大腸菌の中にゲノムがあり, 線が 1本入ると変異が 1つ発生していること
を示している. 

 
3-2-2 ゲノム抽出  

ゲノムを抽出したい大腸菌を5mlのLB培地に植菌し, 飽和濃度まで培養したあ
と, The Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp.) を使用してゲノム抽出を行

った. 抽出したゲノムは NanoDrop ND-1000 Spectriphotometer (Thermo Fisher Scientific, 

Inc.) によって濃度を測定した.  

 
3-2-3 次世代シーケンサーによるリシーケンス  

抽出したゲノムの塩基配列は, 大阪大学微生物研究所の中村昇太先生に依頼し, 
次世代シーケンサー（NGS）（Miseq, Illumina, Inc.）[57]で解読して頂いた. 次世代シ

ーケンサーでは, まず抽出したゲノムを精度良く大量並列シーケンスをするために短
い DNA 断片に切断し, ライブラリーを作成する. 各断片の単位はリードと呼ばれ, こ
のリードをリファレンス配列の相同部分にマップし, リファレンス配列と異なる塩基

を変異であると判断する解析（リシーケンス解析）を行った (図 3-2).  
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図 3-2 次世代シーケンサーの概要図. 

抽出したゲノム DNA を断片化し, 各断片の配列をシークエンスする. シーケ
ンスから得られた各リードをリファレンス配列にマップし、リードの共通配列

からゲノム DNAの配列を得る. 図では二種類の緑色でゲノム DNAの断片を, 

黒色でリファレンス配列, 青色でリード断片を示している. 
	
 

3-2-4 コロニーの大きさによる世代数の計算	
 

3-2-4-1 コロニーの大きさと細胞数の検量線の作成  
LB培地, mM63培地, mM63+20AA培地で作成した寒天培地でΔS, ΔSQを培養

し, コロニーを得た. それぞれ 2〜5個のコロニーを寒天培地から切り取り, miliQに懸

濁させてフローサイトメーターで濃度を測定した. また, それぞれのコロニーの大きさ
を測定した. それぞれのコロニーの細胞数とコロニーの大きさのデータから, 縦軸が細
胞数, 横軸がコロニーの大きさになるように検量線を作成した.  

 
3-2-4-2 植え継いだコロニーの細胞数の計算  

植継ぎに使用したコロニーの写真を撮影し, 画像処理によってコロニーの半径 

(pix) を求めた. 実際に測定したコロニーの大きさ (mm) と画像処理から求めた大き
さ (pix) には, 10 (mm) = 245 (pix) の関係にあったので, 画像処理で求めた大きさか
らミリメートルの単位に換算し, コロニーの面積を計算した. コロニーの面積から, 3-

-2-4-1の検量線から得られた近似線を用いて細胞数を算出した.   

 
3-2-4-3 世代数の計算  

細胞が一定の間隔で分裂して増殖するとき, 集団内の細胞の総数は 2 倍ずつに
なるため, 初期細胞数から最終細胞数まで増殖するまでに経る世代数は, 最終細胞数を
Nt, 初期細胞数を Noとするとき, log2(Nt/No)で表すことができる. 1 匹の細胞が増殖し

て 1つのコロニーが形成されるので, Noは 1であり, Ntは 3-2-4-2から求めたものを使
用することで, 世代数を計算した.  
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3-2-5 次世代ゲノムシークエンスデータの解析	
 
変異解析用のソフト（主に Burrows-Wheeler Aligner（BWA）と Samtools）

を用いて, 次世代シーケンサーで得られるデータから変異を抽出した [58], [59]. この

とき, Phredクオリティスコア（Q）を 100に設定して検出される変異を選抜した. Phred
クオリティスコアとは, シーケンシングするときに発生するエラーの生じる確率を
Perrorとすると, 以下の式 3-1で表される数値のことである [60], [61].  

 

これは, シーケンシングエラーが生じる確率は 10-10 ％であるから, 読み取られた塩基

の信頼度は 99.9999999999%であることを示している. 言い換えると、1010リードのう

ち 1リードの確率で、間違っているものが含まれることを示している。 

 
3-2-6 Ka/Ks の計算  

Ka/Ksは選択の力の大きさを数値化するためのものであり, Kaは変異が発生す
ると非同義置換になる塩基の総数のうち, 実際に発生した非同義置換の数であり, Ks

は変異が発生すると同義置換になる塩基の総数のうち, 実際に発生した同義置換の数
を示している [56], [62]. もし選択の力が働いておらず, 同じ確率でどの塩基にも変異
が発生するなら, KaとKsは同じ確率になるはずである. 従って, Ka/Ksは 1になる. し

かし実際は, 同義置換と非同義置換でコドンの使用頻度や, それぞれの種類の塩基で変
異の発生しやすさが異なっている. そのため, Ka/Ksは式 3-2のように表すことができ
る. Nsynは非同義置換の数, Synは同義置換の数, P(syn)は同義置換の発生する確率で
ある.  

 
次に, P(syn)の導出について説明する.  
i番目の塩基置換を subi, 検出された塩基置換が subiである確率を P(subi), k番目のコ
ドンを ck, ckの出現頻度を P(ck), ckに subiが起こりうるパターン数を n(subi | ck), ckに

subiが起こったときに同義置換になるパターン数を n(syn| subi∩ck)と定義する. また, 
今回考える変異はコーディング領域無いの同義置換, 非同義置換のみとする. 
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(式 3-­‐4). 

式 3-4 では塩基置換のパターンを 16 個にしているが, これを 6 個にまとめ, さらに計
算すると式 3-5が得られる. 

                                                                                                            	
                    
Kは式 3-6で表され, コドンの使用頻度を示している. NCBI-GenBankのデータを使用

して Kを生成した. 

  

コドンバイアスと塩基置換のバイアスに関しては, 先行研究を参考にして計算した

[63]. 

 
3-2-7 植継ぎ株の増殖速度の測定  
mutation accumulation experiment によって植え継いだ株は , プレートリーダー 

(TECAN infinite F200 pro) によって増殖速度を測定した. 96マイクロウェルプレート
の各ウェルに 200 µlの培地（植継ぎ時に使用した培地と同じ種類）を分注し, グリセロ
ールストックとして保存していた植継ぎ株を植菌した. プレートリーダーで 1時間毎に

吸光度を測定し, 増殖曲線を得た. その結果から最大増殖速度を算出した. それぞれの
株は 3回ずつ測定し, その平均を求めた.  
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3-3 結果 
 
3-3-1 植継ぎ回数  

mutation accumulation experimentを行い, ゲノムシークエンスによって植継
ぎ株の変異数や変異の種類を調べた. 最大 33 回植え継ぎ, グリセロールストックとし
て冷凍保存していたが, 再び増殖することができない株があった. そのため，植継ぎ途

中の株を使用することにした. 使用した株は表 3-1の通りである.  

 
表 3-1 使用した植継ぎ株. 

培地の種類 LB mM63+20AA mM63 

系列番号 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

ΔS 
ΔSQ 

33 
33 

33 
29 

33 
14 

33 
14 

33 
15 

33 
15 

33 
33 

33 
33 

33 
33 

ΔSとΔSQを, LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地で 3系列ずつ植え継ぎ, それぞ

れの植え継いだ回数を示している.  

 
3-3-2 コロニーの大きさによる世代数の計算  

3-3-2-1 検量線の作成  
コロニーの面積から細胞数を計算するために, ΔS, ΔSQ のコロニーの大きさと

細胞数を測定し, 検量線を作成した (図 3-3). 培地の種類を無視して, ΔS, ΔSQ の細胞
数とコロニーの面積の大きさの検量線を作成したところ, どちらの株においてもコロ
ニーの面積と細胞数に強い相関があったので (図 3-3A), 培地の種類によるコロニーの
大きさの違いは無視できるものと考えた. 一方で, それぞれの株ごとの近似線には傾き

に差があったので, ΔS, ΔSQでそれぞれの近似線を使用してコロニーの面積から細胞数
を計算した. また, 植継ぎ後のコロニーの大きさと細胞数の関係が, 植継ぎ前と変化し
ている可能性があるため, 植継ぎ後のコロニーの大きさと細胞数も測定した. 植え継い

だコロニーの面積は平均が約 0.5 mm2であったので, 1 mm2までの面積のコロニーだけ

で測定した. 結果は図 3-3B, Cに示している. 植継ぎ前と植継ぎ後で大きな差が無かっ
たので, 植継ぎを行った全てのコロニーで, 植継ぎ前のコロニーから作成した検量線を

使用した. 
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図 3-3 細胞数とコロニーの面積の検量線. 
コロニーの面積から細胞数を求めるための検量線. 縦軸は細胞数, 横軸はコロ
ニーの面積である. (A) 赤色のプロットはΔS, 青色のプロットはΔSQ である. 

数式はそれぞれの近似線を示している. (B) ΔSの植継ぎ前と植継ぎ後のコロニ
ーの面積と細胞数を示している. 塗りつぶしたプロットが植継ぎ前, 網掛けの
プロットが植継ぎ後である. (C) ΔSQの植継ぎ前と植継ぎ後のコロニーの面積
と細胞数を示している. 塗りつぶしたプロットが植継ぎ前, 網掛けのプロット
が植継ぎ後である. 

 
3-3-2-2 コロニーの面積の測定  

植継いだコロニーの面積を画像処理によって測定し, その結果を表 3-2, 表 3-3, 
表 3-4に示した.  

 
3-3-2-3 面積から世代数の計算  

それぞれの株の検量線を用いて, 各系列のコロニーの細胞数を計算した. 1 匹か
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ら一定間隔で 2倍ずつに増殖して 1つのコロニーを形成すると考えて, 細胞数から世代
数を計算した. 1匹の細胞から 1つのコロニーを形成するまでに経る世代数を表 3-5, 表
3-6, 表 3-7に示した.  
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表 3-2 LB培地で植え継いだコロニーの面積 (mm2). 
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表 3-3 mM63+20AA培地で植え継いだコロニーの面積. 
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表 3-4 mM63培地で植え継いだコロニーの面積. 
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表 3-5 LB培地で植え継いだ場合の世代数. 
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表 3-6 mM63+20AA培地で植え継いだ場合の世代数. 
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表 3-7 mM63培地で植え継いだ場合の世代数. 
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3-3-3 ゲノムシークエンスの結果解析  
3-3-3-1 抽出したゲノム DNA の精製度  

mutation accumulation experimentによって植え継いだ株のグリセロールスト

ックを使って大腸菌を培養し, ゲノム DNA を抽出した. その際のゲノム量は表 3-8 の
通りであった.  

 
              表 3-8 抽出ゲノム量 (ng). 

            
           

 
3-3-3-2 リード数の評価  

シーケンスの解像度は, シーケンスのカバレッジによって設定できる. ここで

のカバレッジとは, ある生物のゲノムのシークエンスを調べる場合, その生物のゲノム
サイズの何倍量の情報が得られたのかという意味である. 例えば, ゲノムに対して平均
20倍のカバレッジで解析する場合は, 各塩基に対応するリード数が平均 20個あること

を意味する. ある特定の領域を高解像度で解析したい場合は 1000 倍ものカバレッジを
要することがあるが, ゲノム全体を調べたい場合は低いカバレッジで複数のサンプル
を解析することが多い. 植え継いだ大腸菌株の塩基あたりの平均のカバレッジは, 図

3-4と表 3-9に示した. 全サンプルで平均 10以上のカバレッジを示していた. Phredク
オリティの値を 100に設定しており, これは 1010個の塩基のうち, 1個の確率で不正確
な塩基が含まれているという意味であるため, カバレッジが 10 以上あれば十分に正確

な解析ができると考えたためである. また, 解析にはさらに, 全リードのうち 90%以上
のリードに変異が発生しているとされた塩基しか使用していないため, 10 リード以上
あれば正確な解析はできていると考えられる. さらに, 平均カバレッジ数が一番小さか

った株において, 読めていなかった塩基数のうち変異であった可能性のある塩基数を
計算し, その後の解析には影響を与えないほどの小さい値であったことを確認してい
る. また, リード長の平均値を表 3-10に示した. 
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図 3-4 カバレッジの頻度. 
1 塩基あたりのカバレッジ数を示している. 横軸がカバレッジの値, 縦軸が頻
度である. (A) ΔSのカバレッジの頻度. (B) ΔSQのカバレッジの頻度.  
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表 3-9 塩基あたりのカバレッジの平均値.  

 
 
表 3-10 リード長の平均値. (bp) 
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3-3-3-3 検出された変異  
ゲノムシーケンスの結果, 検出された変異は表 3−11 の通りである. リードの

うち、どれか一つにでも参照配列と異なる塩基があれば、それは変異であるとしている。

Phredクオリティスコアは 100に設定した.  

 
    表 3-11 ゲノムシークエンスにより検出された変異の個数. 
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3-3-3-4 コンタミネーションの有無の確認  
mutation accumulation experimentによって大腸菌を植え継いだが, 植継ぎの

途中で異なる株が混在してしまっている（コンタミネーション）可能性がある. コンタ

ミネーションの有無を確認するため, それぞれの株で共通する変異の数を評価した (表
3-12, 3-13). また, 祖先株から受け継いでいる変異の数も特定した. もしコンタミネー
ションがあれば, 祖先株から受け継いでいる変異を除いた場合の, 共通する変異の数が

多く存在するはずである. 結果は, ΔSQにおいて, LB培地の系列 2と mM63培地の系
列 2 において共通する変異が 1791 個あり, そのうちΔSQ の祖先株と共通する変異は
188個であったため, これら 2つの系列はコンタミネーションしていることが考えられ

る. 以降の解析では, この 2つの株は除いている.  
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表 3-12 ΔSにおける各植継ぎ株における共通する変異の数. 

 
 
表 3-13 ΔSQにおける各植継ぎ株における共通する変異の数. 
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3-3-3-5 使用するデータの選出  
解析に使用するデータの選定を行うために, 全てのリードのうち, どれくらい

の割合で変異の入ったリードが検出されているのかを調べた (図 3-5). その結果, ほと

んどが 0.9以上であったが, 0.4−0.5の変異の数も多かった. これは, ゲノム抽出の際に
はいった変異であると考えられる. より正確な解析を行うため, 0.9 以上の値を示す変
異のみを以降の解析で使用した. また, 0.5 以上のデータを使用しても以降の解析で同

様の結果が得られている.  
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A 
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B 

    
図 3-5 リードの割合の分布. 横軸は全てのリードのうちの, 変異が入っていたリードの
割合, 縦軸は変異の数を示している. (A) ΔS. (B) ΔSQ. 数字は系列番号である. 
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3-3-3-6 変異率  
ゲノムシークエンスで得られた変異の数と植継ぎ期間中の経過世代数から, 同

義置換の変異率を算出した. 同義置換から変異率を測定する方法は一般的であり, 選択

がかかっていないと考えられるため, 正確に変異率を計算できる方法として知られて
いる. 変異率は, 選択が掛からない状態での値が知りたいので, 全ての変異の情報では
なく同義置換の情報のみを使用した. 変異率を算出した式は以下の通りである. 変異率

を m, 同義置換の数を Syn, 同義置換の発生する確率を Psyn, 全ゲノムに対する遺伝子
がコードされている割合を R, 世代数を G, ゲノムサイズを Sとする. 

                                                                                        
結果を図 3-6Aに示す. 赤はΔSを, 青はΔSQを示している. ΔSQは栄養条件間で有意な
違いは見られなかったのに対し, ΔS は LB 培地での変異率が mM63+20AA 培地と

mM63培地での変異率に比べてどちらも 2.7倍高かった. 抗生物質耐性から求めた変異
率は図 3-6Bに示す. ΔSQは栄養条件間で有意な違いは見られなかったのに対し, ΔSは
LB培地での変異率が mM63+20AA培地に比べて 11.1倍高く, mM63培地と比べた場

合は 6.9 倍高かった. 差の大きさは異なっていたが, 栄養条件に対する変異率の変化の
傾向はとても良く似ていた. また, 変異率の大きさは, それぞれの測定方法で単位が異
なるため, 直接比較することはできない. 
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図 3-6 同義置換の変異率. 

横軸は植継ぎ時の栄養条件を, 縦軸は変異率を示している. 赤のバーはΔS, 青
のバーはΔSQの結果である. (A) ゲノムシークエンスによって測定した変異率
の結果を示している. p値はΔS では, LB培地と mM63+20AA培地では 0.05, 

LB培地とmM63培地では 0.03, mM63+20AA培地とmM63培地では 0.89で
ある. ΔSQではそれぞれ, 0.28, 0.23, 0.62である. (B) 抗生物質耐性を獲得する
頻度によって測定した変異率の結果を示している. p値はΔS では, LB培地と

mM63+20AA 培地では 0.03, LB 培地と mM63 培地では 0.03, mM63+20AA
培地と mM63培地では 0.06である. ΔSQではそれぞれ, 0.19, 0.63, 0.01であ
る. 
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3-3-3-7 Ka/Ks 
次に, 変異率は同義置換から求めているが, 本研究で重要なのはゲノム全体の

平均的な変異率である. そのため, 非同義置換でも同じ確率で変異が発生し, 固定され

たのかを確かめる必要がある. そこで, 本研究では同義置換と非同義置換が同程度の確
率で発生し, 固定されたのかを確かめるために, ゲノムシークエンスの結果から Ka/Ks
を算出した [56]. 1よりも大きい場合は非同義置換の方が発生確率が高いので, 正の選

択が働いている. 逆に, 1 よりも小さい場合は同義置換の方が発生確率が高いので, 負
の選択が働いていることを示す. ゲノムシークエンスから得られた結果から算出した
Ka/Ksは図 3-7に示している. どちらの遺伝子型も, 栄養条件にかかわらず Ka/Ksは 1

に近く, 有意に Ka/Ksに差のあったものは無かった. 従って, 非同義置換と同義置換で
変異の発生確率に違いは無く, 選択がかからずに変異が固定されたことを確かめるこ
とができた. つまり, 同義置換での変異率だけでなく, 全ゲノムの平均的な変異率に, 

栄養条件に対する依存性を確認できた.  

               
図 3-7 Ka/Ks. 

横軸は植継ぎ時の栄養条件を, 縦軸はKa/Ksを示している. 赤のバーはΔS, 青
のバーはΔSQの結果である. p値は LB培地とmM63+20AA培地では 0.25, LB
培地と mM63 培地では 0.48, mM63+20AA 培地と mM63+20AA 培地+20AA

では 0.03である. ΔSQではそれぞれ, 0.26, 0.11, 0.89である.  
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3-3-3-8 transitions と transversions 
変異率が栄養条件によって異なっていたが, 発生した変異に偏りがあるのか, 

それとも変異の種類に関係無く, どの変異も同様に変異率が変化しているのかはわか

らない. もし変異の種類に栄養依存的な偏りがあれば, それが原因で栄養条件依存的な
変異率の違いが観察された可能性がある. そこで, 発生した変異に偏りがあるのかを調
べるために, transitionと transversionの割合をゲノムシークエンスの結果から算出し

た. transitionと transversionは塩基置換の種類であり, DNAの塩基はプリン塩基とピ
リミジン塩基に分けられるが, 同じ種類の塩基に変化する塩基置換は transitionと呼ば
れ（例えば, プリン塩基であるアデニンからグアニンへの塩基置換）, 異なる種類の塩

基に変化する塩基置換は transversionと呼ばれる（例えば, プリン塩基であるアデニン
からピリミジン塩基であるシトシンへの塩基置換）(図 3-8). 変異の種類に偏りがあれば, 
それらの割合は栄養条件に依存した違いが観察されるはずである. 結果は, 図 3-9 に示

しているように, 栄養条件の違いに依存した有意な違いは見られなかった. 従って, 塩
基置換に偏りは無く, transitionと transversionは同程度ずつ栄養条件に依存して変異
率が変化しているのだと考えられる.  

	
 	
 	
 	
 	
  
図 3-8 transisionと transversion. 

プリン塩基同士, ピリミジン塩基同士の塩基置換は transition と呼ばれ, プリ
ン塩基とピリミジン塩基間で起こる塩基置換は transversion と呼ばれる. ア
デニンとグアニンはプリン塩基, シトシンとチミンはピリミジン塩基である. 
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図 3-9 全ての塩基置換のうちの, transitionが占める割合. 
横軸は植継ぎ時の栄養条件を, 縦軸は全ての塩基置換中の transition の割合

を示している. 赤のバーはΔS, 青のバーはΔSQの結果である. p値はΔS では, 
LB 培地と mM63+20AA 培地では 0.96, LB 培地と mM63 培地では 0.25, 
mM63+20AA培地と mM63培地では 0.33である. ΔSQではそれぞれ, 0.13, 

0.60, 0.09である.   
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3-3-4 植継ぎ株の増殖速度	
 
植え継いだ株の形質が変化しているのかを確かめるために, 増殖速度を測定し

た. ΔSはそれほど大きな変化は無かったが, ΔSQは, 植継ぎ株は祖先株に比べて増殖速

度は大きく低下していた(図 3-10). 変異が多く発生したために増殖速度が低下したのだ
と考えられる.  

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  

図 3-10 植継ぎ株の増殖速度. 
上図はΔSを, 下図はΔSQの増殖速度を示している. 濃い赤のバーはLB培地で

植え継いだ株, 薄い赤のバーは mM63+20AA 培地で植え継いだ株, ピンク色
のバーはmM63培地で植え継いだ株の結果である. 網掛けは祖先株を, 数字は
系列番号である. エラーバーは３回の実験の標準偏差である.  



70 
 

3-4 考察 
2 章で栄養条件によって変異率が異なることが明らかとなったが, その変異率

は抗生物質耐性を獲得するときに関与する遺伝子の形質でしか観察できていない. ゲ

ノム全体に発生する変異の変異率でも同様の傾向が得られるのか, また, 形質から間接
的に変異率を測定しているため, 実際に塩基配列に変化が起こっているのかはわから
ない. そこで本章では, 変異を十分に蓄積させた大腸菌 （ΔS , ΔSQ） を用い, ゲノム

シークエンスによって蓄積した変異の箇所を特定することで変異率を測定した. その
結果, ΔS では LB培地での変異率が他 2つの培地よりも高く, ΔSQでは栄養条件依存性
は観察されなかったというように, 栄養条件に対する依存性は一致していた (図 3-6). 

従って, 抗生物質耐性から得られた変異率が, 塩基変異及びゲノムレベルで担保されて
いることが示された. また, 塩基置換の種類である transitionと transversionの割合を
調べたところ, 培地間の有意な差は見られなかった (図 3-9). そのことから, transition

や transversion のどちらかの変異率ばかりが大きく変化するということはなく, ラン
ダムに変異率が栄養条件に依存して変化していることが示唆された. 

Mutation accumulation experimentによってコロニーを植継いだが, 植継ぎ過

程で変異が生じることで変異率自体が変化している可能性も考えられる. まず, ΔS は
植継ぎ後の株で変異率を測定したが, 植継ぎ前の値と有意な差は無かった. 変異率に差
がなければ, 変異はランダムに起こるので線形に変異は蓄積していると考えられる. 

ΔSQ に関しては, 変異率を測定できなかったが, 計算上は変異率が変化していないと
考えている. 例えば, 変異率を大きく見積もって 10-6 (bp/replication)としたとき, ある
塩基で 1世代に変異が起こる確率は 10-6 である. 800世代（本研究では最大約 800世

代植継いだ）植継ぐと, その塩基に変異が起こるのは 10-6 ×800 なので, 8×10-4とな

る. 従って, 変異が発生すると変異率を変化させる塩基が仮に 1/(8×10-4)=1.25×103個

あれば, 確率的に植え継いでいる間に変異率を変化させる変異が 1つ発生していること

になる. しかし, 実際は変異率を変化させる遺伝子座が 1 ゲノムの中に 1.25×103個あ

ることは考えにくいため, 本実験で植え継いでいる間に変異率が変化する可能性は低
いと考えられる.  

変異率の大きさや培地間の差には変異率の測定方法による違いがあった. なぜこのよ
うな違いが生じたのであろうか. まず, ΔSの培地間での変異率の差に着目する. ゲノム
シークエンスで求めた変異率は, LB培地と他 2つの培地の変異率の差は 2.7倍だったの

に対し, 抗生物質耐性で測定した場合は LB 培地での変異率が mM63+20AA 培地に比
べて 11.1倍高く, mM63培地と比べた場合は 6.9倍高かった. つまり, ゲノムシークエ
ンスの方がLB培地と他の培地との変異率の差が小さくなった. これは, 2章の考察で記
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述した選択の効果（1 つ目の仮説）によって生じた差である可能性がある. 抗生物質耐
性で変異率を測定したときは, 集団の大きさが大きいために選択の効果が働いていた
ことが予想されるが, mutation accumulation experimentでは選択がほとんどかかっ

ていないことが予想され, 実際に選択の効果は見られなかった（図 3-7）. つまり, 抗生
物質耐性で測定したときは, 選択の効果によって LB培地に比べて他 2つの培地の方が
変異率の低い個体が選択され, 集団の平均の変異率が結果的に低く測定されたのでは

ないかと考えられる. また, 抗生物質耐性遺伝子と, ゲノム全体の遺伝子で, 栄養条件
依存性の強さがそもそも異なるということも考えられる. そして次に, 変異率の大きさ
について議論する. 2 章の変異率と 3 章の変異率は, 単位が異なるので全く同じもので

あるというわけではない. 2 章の変異率の測定方法では, 変異が発生することで抗生物
質耐性をもたらす遺伝子座が複数あることが考えられ, その数については諸説あるた
め, 1 回分裂するときに塩基あたりに発生する変異率としては正確に求めることができ

ない. 3章での変異率は, 1回分裂するときに塩基あたりに発生する変異率であり, 2章と
3章の変異率の絶対値は対応しておらず, 絶対値で比較することはできない.  

変異率が栄養条件によって異なることの要因として, 4つ考えられることを 2章

の考察で記した. そのうち仮説１と仮説 2 について, 3 章で得られた結果を用いて考察
する. 1 つ目の仮説は, 集団内の個体によって変異率が異なり, 貧栄養培地では変異率
の低い個体が選択されることによって, 集団の平均の変異率が低くなっている可能性

があるという仮説である. 2つ目は, DNA修復関連遺伝子の活性や酵素の発現量が栄養
条件に依存して変化している可能性である.  

まず 1 つ目の仮説から検証する. もし変異率の違いによる選択が働いている場

合, 高変異率の個体は増殖速度に対して悪影響を及ぼす変異が入り, 低変異率の個体で
はそのような変異が入りにくいため, 低変異率の個体が競争に勝つという現象が起こ
っていると考えられる. さらに, 栄養条件が貧しい mM63培地や mM63+20AA培地で

は LB 培地よりも, 負の選択が大きくなっているはずである. 逆に, もし選択のかから
ない環境で培養すれば栄養条件に依存して変異率に差は見られないことが予想される. 
mutation accumulation experimentで選択が働いているのかを示す指標である Ka/Ks

では, 本研究ではどの栄養条件でも 1に近かったため, ほとんど選択の効果は働いてい
ないと考えられる（図 3-6）. 従って, 変異率の栄養条件依存性が選択の効果から生じ
ているのであれば, mutation accumulationとゲノムシークエンスから求めた変異率に

は栄養条件依存性は見られないはずである. しかし, 実際に得られた結果には, 栄養条
件依存性が観察されたため, この仮説では説明できないことがわかった.  

次に仮説 2 について考察する. DNA 修復関連遺伝子のうち, ミスマッチリペア
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がうまく機能しない場合, 塩基置換のうち transversion に比べて transition の変異の
割合が多くなることが先行研究から示唆されている [52]. もしミスマッチリペアの発
現量が栄養条件に依存して変化するのであれば, 栄養条件に依存した transitionの割合

の違いも観察されるだろうと考えた. また, ミスマッチリペア以外の変異修復関連遺伝
子の活性が変化しても transition や transversion の変異の入り方にバイアスがかかる
可能性もある. そこで, ゲノムシークエンスの結果から transition の割合を算出した. 

その結果, transition の割合に栄養条件依存的な違いは観察されなかった (図 3-9). 従
って, ミスマッチリペアの活性や酵素の発現量が栄養依存的に変化していることは無
いことがわかった. しかし, ミスマッチリペア以外の変異修復関連遺伝子の活性や発現

量が変化することで栄養条件依存的な変異率が観察されている可能性は考えられる.  
以上より, 仮説 1は妥当ではなく, 仮説 2のみが栄養依存的変異率の違いの原因

としての可能性が残っている. 変異修復関連遺伝子の活性や発現量が変化している可

能性をより追求するためには, ウエスタンブロッティングでタンパク質の発現量を調
べたり, 変異修復活性を調べる必要がある.  
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3-5 結論 
本章では, 栄養条件依存的な変異率が, ナリジキシン酸耐性の獲得に関わる遺

伝子の表現形の変化として現れるだけでなく, ゲノム全体において塩基変異が同様の

栄養条件依存性をもって現れることを示した. つまり, 第 2章の結論が塩基変異及びゲ
ノムレベルで担保されていることを示した. また, 選択の効果によって変異率が栄養条
件依存性を持っていたのではなく, 分子レベルで変異率が変化していることを示した. 

方法は, 異なる栄養条件（LB培地, mM63+20AA培地, mM63培地）で継代し, 十分に
変異を蓄積させたあと, ゲノムシークエンスによって蓄積した変異の数と種類を特定
することでゲノム変異率を測定した. この実験には, 栄養条件に依存して変異率の異な

るΔSと, 栄養条件が違っても変異率は同じであったΔSQを使用した.  
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第 4 章  結言  
 

生物集団の適応進化の予測や制御を目指す上で, mutatorの増殖負荷や変異率

の理解は必須である. mutator の変異率は一定でなく, 栄養条件依存的に変化すること
が一部のｍutator で示されているが, 様々な mutator においても同様の傾向が見られ
るのかはわかっていない. さらに, 増殖負荷も栄養条件によって変化し得ることが示唆

されているが, 不明なままである. また, 先行研究では特定の遺伝子に発生する変異か
ら生じる形質の変化から変異率を測定していたが, その方法ではゲノム全体で同じ確
率で変異が発生するとは限らず, 実際に塩基置換が起こっているかも不明である. そこ

で, 本研究では様々なmutator大腸菌を調べ, 増殖負荷と変異率が栄養条件依存的にど
のように変化するのかと, ゲノムシークエンスで変異の位置を特定することで正確な
変異率を測定し, 疑問を解明することを目的とした.  

 
第 2章では, 複数のmutatorにおいて, 変異率と増殖負荷に栄養条件依存性が

あることを示した. ミスマッチリペアやプルーフリーディング機構などの変異を修復

する遺伝子を, 単独または複数欠損させることで, 17種類のmutatorを作製した. それ
らの変異率と増殖速度を栄養条件の異なる 3つの培地 （LB培地, mM63+20AA培地, 
mM63培地）で測定し, 野生株の値との違いを定量化した. その値を栄養条件間で比較

し, mutatorの増殖速度と変異率の大きさが栄養条件依存的に変化しているのかを評価
した. ここでは変異率の測定方法は伝統的なものを採用しており, 抗生物質（ナリジキ
シン酸）に対する耐性を獲得する確率を指標にしたものである. その結果, 増殖速度に

関しては, LB 培地とその他 2 つの LB 培地よりも栄養が少ない培地を比較した場合, 
mutator の富栄養条件における増殖速度の低下は貧栄養条件に比べて小さくなってい
た. 細胞を個体別にみると, 中には, LB培地は他の培地に比べて, mutatorの増殖速度

低下が約 10分の 1近くにまで抑えられているものがあった. また, mM63+20AA培地
とmM63培地を比べた結果, ほとんど差が無かったことから 20アミノ酸の添加は増殖
速度の低下にほとんど影響を与えていないと言える. つまり, 豊富な栄養は変異による

悪影響を緩和する効果があることが示唆された. 有害変異が必ずしも代謝に関与する
とは限らないにも関わらず, 有害変異が栄養によって緩和され, 増殖負荷が小さくなる
ことを示したことは本研究による新たな発見である. 有害変異の多くが代謝に関わっ

ていることを示唆している. また, アミノ酸の添加だけでは代謝プロセスに対する関与
が弱いことも示唆された. 次に, 変異率に関しては, LB培地とその他 2つの栄養条件を
比較した場合, 富栄養培地である LB培地での方が変異率の上昇が大きくなっているこ
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とがわかった. また, 変異率の場合も 20 アミノ酸の添加は増殖速度の低下にほとんど
影響を与えていなかった. つまり, 先行研究で示唆されていたように, 大きな傾向とし
ては mutator の変異率は栄養条件に依存して変化するが, 個体を個別にみてみると栄

養条件に依存しないmutatorもいることを本研究で初めて示した. また, 栄養条件によ
って増殖負荷が増減するのか, 変化しないのか, 一般的に言えることは先行研究では明
らかになっていなかったが, 本研究によって mutator の場合は大きな傾向として栄養

条件が豊富になるほど増殖負荷が現状していることが明らかになった. さらに, 貧栄養
条件の方が mutator の増殖負荷が大きくなることから, 野生株と共存している場合は
mutator の割合が貧栄養条件ほど小さくなり, 富栄養条件よりも有益変異を獲得しに

くくなることを示した.	
 つまり, 同じ種類の mutator でも栄養条件が異なれば, 集団
の適応を促進する効果には差が生じることを示している. 十分に高い変異率を持ち, 集
団内に十分な頻度で存在する mutator が現れる富栄養条件では, そうではない貧栄養

条件に比べて, 有益変異を獲得する確率が高いために, 集団全体の適応を促進する効果
が大きいことが示された.  

 
第 3章では, 変異率が栄養条件依存的に変化することを, ナリジキシン酸耐性

に関わる遺伝子の表現形の変化でのみ現れるのではなく, 実際にゲノム全体に塩基変
異が入る確率からも示した. ゲノムの位置によって変異の発生確率が異なると報告さ

れているが , その影響はほとんど無いと考えられる . 3 つの栄養条件（LB 培地 , 
mM63+20AA培地, mM63培地）において, ΔS とΔSQ の 2種類の mutatorを継代培
養し, 十分に変異を蓄積させたあと, ゲノムシークエンスによって変異の数や種類を特

定した. ゲノムシークエンスの結果からゲノムの同義置換の変異率を算出したところ, 
ΔSでは LB培地での変異率がほかの 2つの培地での値に比べて有意に高く, ΔSQでは
栄養条件に関わらず変異率は一定であった. つまり, 変異率の栄養条件に対する傾向が

一致していた. そのため, 形質から間接的に求めた変異率は, ゲノムに実際に発生して
いる変異の発生確率の栄養条件に対する傾向を反映していると考えられる. この変異
率は同義置換の変異率であり, 本研究ではゲノム全体の変異率を求めることが重要な

ので, 非同義置換と同義置換が同確率で発生していたのかを確かめる必要がある. そこ
で, Ka/Ks の値を求めた. Ka/Ks は, 同義置換と非同義置換が発生する確率が一致して
おり, それら変異が選択がかからず固定されていれば 1 となる. 結果は, どの環境, 遺

伝子型でもほとんど 1であり, 発生した同義置換と非同義置換の確率は同じであり, 選
択の力もほとんどかかっておらずほとんどの変異が固定されていたことが確かめられ

た. また, 発生した置換に栄養条件依存的な違いがあるのかを調べるため, transition
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と transversionの割合を算出した. その結果, 栄養条件に依存した置換の種類の変化は
観察されなかった. したがって, 栄養条件によって変異率は変化する株があるが, 発生
する置換の種類によってその発生確率が異なるということはなく , transition も

transversionも同程度ずつ変異率が変化していることが明らかになった.  

 
以上の 2章および 3章の結論をまとめると, mutatorの栄養条件依存性につい

て以下の 2 つのことが導き出せる. 第一に, mutator 全体の傾向から, 富栄養条件の方
が, 変異率が高いmutatorが集団内で高い頻度で存在できると考えられる. 高い変異率
の証拠として, 貧栄養条件に比べて富栄養条件では変異率が高くなる muatorが多く観

察された（2 章）. この性質は, 指標とした薬剤耐性の表現型においてのみ見られる特
殊なものでなく, ゲノム上の多くの遺伝子に当てはまっていた（3章）. さらに, 栄養条
件によって変異率が異なるのは, 塩基置換バイアス（transition と transversion の比

率）のみが変化するという事象によるものではなく, 塩基置換変異が生じる確率が増加
するという単純な性質によるものであるという実験結果を得た（3 章）. 集団内の
mutator の高い存在頻度を支持する実験証拠としては, 野生株と比較したときの増殖

負荷の大きさが, 富栄養環境では小さくなることを観察している（2 章）. これらのこ
とから, 貧栄養条件よりも富栄養条件の方が, mutator の変異率が高くなり, 増殖負荷
のそもそも少ない野生株が混在した集団内でも, 絶滅しにくく高頻度で存在できるこ

とが示唆された. 第二に, mutator個別の性質から, 適応を促進できる mutatorは環境
によって異なる可能性が考えられる. その根拠として, 栄養条件の違いによる変異率の
変化量は一定ではなく, mutatorごとに大きく異なっていた (2章, 3章). また, mutator

によっては, 栄養条件によらず, ほぼ同じ変異率を示していた(2 章, 3 章). 栄養条件の
違いによる増殖負荷の変化量もやはり一定ではなく, mutatorごとに大きく異なってい
た (2 章). つまり, 全体の傾向はみられるものの, 増殖負荷と変異率の栄養条件の違い

による変化量は, いずれも mutator によって大きく異なっていた. この個別の違いは, 
集団内でのその mutator の役割を少なからず左右すると考えられる. 増殖負荷の大き
さは mutator の存在頻度を, 変異率の大きさは有益変異の発生確率をそれぞれ左右す

るであろう. 従って, どの mutatorも一様に適応を促進できるわけではなく, 十分な存
在頻度・変異率をもつ mutatorのみが, その環境での適応進化を促進できると考えられ
る. すなわち, 適応を促進できる mutator は環境によって異なる可能性が示唆される. 

以上の二点から, 集団の適応に果たす mutator の役割としては, 富栄養条件の方がｍ
utator による適応進化を促進するが, その程度は mutator の種類に依存することが推
察される.  
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本研究で得られた結果は, 生物集団の適応進化の予測や制御を目指す上で軽

視できないと考えられる. 本研究で作成した mutator の多くで, 栄養条件が豊富なほ

ど増殖負荷が小さく, 変異率が高かった. 栄養条件が豊富な方が適応進化を促進できる
ことを示唆している. つまり, 栄養条件を調節することでこれまで発見出来なかった希
少な遺伝子変異の探索や, 有害な変異を持つ変異体の出現を抑えることが可能になる

と考えられる. 例えば, 進化工学と呼ばれる分野では, 変異がランダムに発生すること
を利用して出来るだけ多様な機能や性質を持つ変異体を作り出し, その中から欲しい
機能を獲得している変異体を単離することで, 有益物質が作成されている. しかし, 変

異率の低い野生株を使用していては長い時間がかかる. そこで mutator を使用すれば, 
変異率は 10倍〜1000倍高いため, 10倍〜1000倍高い可能性で目的物質を得ることが
できる. 変異を 2つ以上獲得しなければ目的物質を得られない場合はなおさら大きな効

果があるだろう. 本研究で, mutator は栄養条件が豊富な方が増殖負荷が小さく, さら
に変異率も高いことが明らかになったため, より効果的に mutator を使用する条件を
発見できた. 進化工学でmutatorを使用する場合, 出来るだけ栄養条件を豊富にすれば, 

変異率を最大化させ, 増殖負荷を最小化することができるため, 効率的に目的の変異を
獲得した細胞を得ることができるだろう. また, メタゲノムという分野でも応用するこ
とができると考えている. 環境中から採取した生物集団の構成を調べる際, その集団の

遺伝子が培養中に変化してしまっては, 正確な解析をすることができない. そこで, 本
研究の結果を応用し, なるべく栄養条件を乏しくしておけば, 変異率を低く保つことが
でき, 増殖速度も低いのでゲノムの複製回数も少なくて済み, 変異が発生しにくくなる. 

そうすれば, 解析は容易になると予想される. また, 抗生物質耐性菌が生じたとしても, 
変異率を低く抑えることでその蔓延を抑えることが期待される. このように, 本研究の
結果から, 培地の栄養条件を調節することで, 生物集団の適応進化の予測や制御に貢献

できると考えられる. 

 
最後に, 今後の課題について述べる. 栄養条件に伴う増殖速度や変異率の変化

量は, mutator の遺伝子型毎に異なっていた. その中には, 増殖速度の変化量は小さい
が変異率が大きく変化するタイプ（A）や, 変異率はほとんど変化しないが増殖速度が
大きく変化するタイプ（B）が存在した (図 4-1). Bタイプは, 貧栄養条件になると大き

く増殖能が低下してしまうために, 適応を促進する前に集団内で淘汰されてしまう危
険性が高い. 一方で A タイプは, 淘汰される危険性が低いが, 貧栄養に環境が変化する
と変異率は低下してしまう. このmutatorごとの特性を無視すると, 変異率が非常に高
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い mutator を含むはずの集団の方が, 変異率が余り高くない mutator を含む集団より
も進化速度が遅くなるなどの予期せぬ結果が得られるであろう. どのような要因によ
ってこのような個体差が生じるのかはまだ明らかではなく, その要因を解明すること

でさらに広範囲の条件で集団の進化速度を予測し, 制御できるようになると期待され
る. また, 本研究では貧富の栄養条件に限定して mutatorの性質を調べたが, 栄養以外
の環境因子でも mutator の能力を左右する可能性はもちろん想定される. これらが今

後の課題であると考えられる. 

 
図 4-1 mutatorのタイプ例. 
横軸が野生株に対する変異率, 縦軸が野生株に対する増殖速度である. 白抜
きのプロットは貧栄養培地での結果, 塗りつぶしたプロットは富栄養培地で

の結果, 丸いプロットは変異率が大きく変化するタイプである A, 四角いプ
ロットは増殖速度が大きく変化するタイプである Bを示している.  
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