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細菌 の染色 は種 の同定や細胞 の生理状態 の観 察 を 目的 に広 く用 い られ る手法で ある。

中で も、寒天培 地 に特定の基質や 色素 を加 えて コロニー の呈色 の有無 を評価す る手法

は、’簡便 で あ るこ とか ら多 くの場 面で利 用 され てい る。 しか しなが ら、 これ らの手法

の多 くは呈色 の強 さを 目視 に よる主観的評価 で あ り、定量性 を欠い てい た。

アゾ染 料 の一種 で あ るコン ゴー レッ ドは、生化 学や組 織学 において染色剤 として利

用 され 、バイ オ フィル ム形成 時特 異的に合成 され るア ミロイ ド様繊維 （Curli線 毛）を

赤 く染 め る。 コンゴー レッ ド染色 法はこの特性 を利 用 し、主 に細 菌のバ イオ フィルム

形成能 を判定す るた めに利用 され るコロニー染 色手法で ある。バ イオ フィル ムは、医

療器具 の微生物汚 染や慢性的 な感染症の一 因 とされ るこ とか ら、医療分 野で の研究対

象 になってい る。 ま た、バイオ フィルム を用 いて有用微 生物を 固体表 面 に固定化す る

技術 開発 な ど、生物 工学的応用 を 目指 した研究 も多 く、そ の形成 メカニズ ム解 明の意

義 は大 きい。Curli線 毛 の合成 経路 には多数 の遺伝子 が関与 してい る と考 え られ てお

り、バ イオ フ ィル ム形成 に関わる一群の遺伝子 をゲ ノムワイ ドに検 出す る方法 が望ま

れ てい る。バイ オ フィル ム形成能 の評価 実験 と して実績 のある コンゴー レッ ド染色法

に定量性 を付加 し、 更にゲノム ワイ ドな遺伝子探 索 を可能 に したハイスループ ッ トな

ス ク リーニ ング手法 の開発 は、 医療分野 ・生物 工学分 野 にお けるバイオ フィル ム研 究

に有用 な手法 とな る可能性 が高い。’そ こで本研 究では、 コロニー の画像 情報か ら呈色

を検 出 し、定量化 す るシステ ムの開発、お よび 大腸 菌 の一遺伝子欠失株 ライブ ラ リー

（Keiocollection） を用 いたハ イスルー プ ッ トなス ク リーニ ング手法 の開発 を行 なっ

た。

呈色度 の定量 にっい ては、市販 のスキ ャナー を利用 した方法 の検討 を重 ねた。その

結 果、反射 光撮像 のRGBカ ラー情報 よ り色相 （Hue）、彩度 （Saturation）、明度 （Value）

か らなるHSV色 空 間に変換 し、彩度Sと 明度Vの 値 か ら呈色度 を定量す る方法の開

発 に至 った。

開発手 法 の検証 は、Curli線 毛形成に 関与す る遺伝 子欠失株 （∠c字4，AcsgD，A

cpxR，Arpo5） を用 いて行 なった。また 、Curli繊 毛 タンパ ク質量 と呈色 との相 関にっ

いては 、 ウェス タンブ ロッ ト法 に より検証 を行 な った。

さらに、開発 した方 法を用い て大腸菌 の全遺伝子 を対象 として、新規バイオ フィル

ム合 成 関連 遺伝 子 の探索 を行 なった。そ の結果 、新 た に細胞生育 と呈色 による補正手

法の検討 を行 うことで候補遺伝 子群 を得 た。得 られ た候補遺伝子群 の クラス ター解析 ’

よ り、既知 情報 との整合性 を確 認す ると ともに、既知 代謝ネ ッ トワー ク間 の新 たな相

互 関係 の同定 と機 能未知遺伝子 のCurli線 毛合成経 路へ のマ ッピングに成功 した。
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当研 究室 では、一貫 して網羅性 を持 たせ た解析 技術開発 とそれ に よる解析 を進 めて

きてい る。 また、市販 スキ ャナー を活用 した超 高効率細胞生 育モ ニタ リングシステム

（Colony・1ive）を開発 し、網羅的な遺伝的相互作用 の解析 に活 用 してい る。

申請者 は、新 た に市販スキ ャナーを用い て細胞 色情報 の超高効率 な解析 システムの

開発 を行 った。 具体 的には、博士後期課程 よ り本 システ ムの開発 を始 め、独 自に反射

光 に よ る色 情報 の 定量化 手 法 の確 立 を行 った。 当初 、 ス キ ャナ ー か らのR（lled）・

G（green） ・B（blue）の3原 色情報 をそのまま利用 し、解析 を進 めた。一方 、画像 処理分

野 にお いてHSVの 数値 に変換 して解析 を進 め るこ とが汎用性 を持 たせ るた めに も重

要 であ るこ とを認 識 し、同分野 の研究者 に指導 を仰 ぎ、解析 手法 開発 を進 めた。 これ

に よ り、色 の種別 に限定 され る ことなく、各色 （色相 ）毎の彩度及 び 明度 に よる細胞 の

定量化 システ ムの開発 に至 った。 さらに、開発 手法の大規模化 を行い 、大腸菌 の全遺

伝 子 を対 象 と したス ク リー ニングに よる実証 を行 うこ とで、新 た な知見や重要 な結果

を得 た。

申請者 は、色 情報解析技術 開発 におい て、色 の画像 処理技術 の習得 と解析 システム

へ の実装 を一人 で進 めた。 その結果 、色 を限定す るこ とな く、 どの色 に も対応 可能 な

汎 用性 の高い定 量 システ ムの開発 に成功 した。 また、実証実験 か らは、既知合成経路

間 の新 た な相互 関係 、機能未知遺伝子群 の合成経 路へ の関与 を同定す るな ど、新規知

見 の獲得 に成功 して いる。 開発手法 は、市販 品を利 用 した システ ムで あ り、今 後生物

学 にお け る網羅解 析手法 の一つ として、広 く活用 され るポテ ンシ ャル を備 えた もので

あ る。

以上 の よ うに、本論 文は生物学 において広 く利用 されてい る染色 を定量 的に簡便 か

つ超 高効 率で解析 可能 に した もので、学術上 、応 用上貢献す るところが大 きい。 よっ

て審 査委員 一 同は、本論文 が博士 （バイオサイ エ ンス）の 学位論 文 として価値 あ るも

の と認 めた。


