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近年の 1 細胞解析技術の進展によって、同一条件で培養したクローン細胞集団であっても個々の細胞レベルの表現型は均一でないことが明らかと
なってきた。そのような 1 細胞レベルの表現型の不均一性がクローン集団内に機能的多様性と柔軟性を生み出し、集団全体のストレス耐性や物質
代謝など様々な環境適応能力を促進させることも報告されている。このようなクローン集団内の表現型の不均一性は、遺伝子発現レベルが細胞間
でばらつくこと ( ノイズ ) によって生じるが、そのノイズを制御する機構を網羅的に明らかにしようという試みは少ない。そこで、本研究では大
腸菌および緑膿菌をモデルとして、遺伝子発現ノイズの制御因子をゲノムワイドに同定し、その制御機構の解明に繋げることを目的とした。

背景と目的

方法

結果と考察

P. aeruginosa PAO1

遺伝子発現ノイズレポーター株の作製
一般モデル生物の大腸菌 (Escherichia coli MG1655) と病原菌モデルの緑膿菌 
(Pseudomonas aeruginosa PAO1) のゲノムから必須遺伝子と非必須遺伝子をそれ
ぞれ複数選び、緑色蛍光タンパク質遺伝子 (gfp) との転写融合レポーター株を
構築した。個々の細胞の遺伝子発現を正確に定量するために、レポーター断片
は mini-Tn7を用いて染色体の同一部位に 1コピーとなるように挿入した。

遺伝子発現ノイズ進化株のスクリーニング
各レポーター遺伝子の 1 細胞レベルの発現量ならびに細胞集団内のノイズ 

(Coefficient of Variation) は、セルソーターを用いて同一培養条件・同一成長期の
約 10 万細胞から測定し、これを野生株の値とした。次に、遺伝子発現ノイズ
に選択圧をかけた進化実験を行い ( 未発表データのため詳細は割愛 )、ノイズが
野生株の値から変化した進化株の取得を試みた。

遺伝子発現ノイズ制御因子の同定
進化株の全ゲノムリシーケンスならびに野生株ゲノムとの比較によって変異部
位を抽出した。抽出された変異を相同組換えによって野生株 (MG1655 および
PAO1) に再導入し、遺伝子発現ノイズの変化が再現されることを確認すること
で、遺伝子発現ノイズの制御因子の同定とした。

進化株の全ゲノムをリシーケンスし進化前ゲノムと比較したところ、
各進化株のゲノムに複数の点変異または欠失が見つかった。そこで、
これらの変異の中から非同義置換や明らかに影響がないと考えられ
る非コード領域の変異等を除き、遺伝子アノテーション情報を精査
したところ、興味深いことに、各進化株に特異的な変異だけでなく、
複数の進化株に共通するオルソログ遺伝子 (すなわち普遍的に遺伝子
発現ノイズを制御すると考えられる因子 ) にも変異が認められた。
これらの中から実際に遺伝子発現ノイズに影響を与えている変異を
同定するため、野生株において各変異を個別に相同組換えによって
導入した再変異株の作製に成功した。現在，これら再変異株の遺伝
子発現ノイズをセルソーターおよび time-lapse顕微鏡により測定して
おり、ノイズ制御因子の同定を試みている。

進化株のスクリーニング
30 日間の進化実験を経て、E. coli 

MG1655 株から非必須遺伝子 F の発現
ノイズが低下した進化株が 3 株、P. 

aeruginosa PAO1株から必須遺伝子 Iの
発現ノイズが低下した進化株が 1 株、
ならびに非必須遺伝子 Kの発現ノイズ
が上昇した進化株が 1株得られた。な
お、15 日間では進化株が得られなかっ
たことから、本実験系では 30 日程度
が必要最小期間と考えられた。

例として PAO1 株において進化前後で
遺伝子発現ノイズが変化した遺伝子 I

および K の結果を示す。遺伝子 I は野
生株に比べ進化株でノイズが低下し、
遺伝子 Kは逆にノイズが上昇した。一
般的に必須遺伝子は発現ノイズが低
く、非必須遺伝子は高い傾向にあるた
め (Silander, 2012, PLoS Genetics)、本結
果は妥当と言える。また、全体的にノ
イズが上昇した進化株は遺伝子 Kでの
み得られたことも、非必須遺伝子が発
現ノイズの変化を起こしやすいことを
示唆している。
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