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合成生物工学の隆起
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微生物での生合成による化合物合成

微生物の生合成経路を活用して産業上有用な化合物を
大規模に生産する画期的な手法が切望されている．生合
成経路がすべて判明している場合，つまり酵素反応と酵
素がすべてのステップで判明している場合には，酵素を
コードする遺伝子をすべてそろえて生合成反応の最適化が
行われる．すべてがそろわない場合，あるいは非天然の
化合物を生合成させたい場合には，既存の合成経路の情
報に基づいて，遺伝子予測，遺伝子改変，発現強化が行
われる．このような代謝工学的な操作法には，最近では
合成生物学的なアプローチが頻繁に取りこまれている 1)．
細胞や生命を「眺めて解析する生物学」から「つくっ
て解析する・利用する生物学」を志向する上での合成生
物学的手法はまだ発展段階にある 2,3)．しかし代謝経路
に関していえば，新たな遺伝子回路の設計や，多種の生
物由来の遺伝子を多数組合わせた生合成経路設計など，
従来とは異なる攻め口で有用物質の大量生産に向けた明
確な方向性が強く志向されている．

長鎖遺伝子クラスター

方法論はともかくとして，有用化合物の構造が複雑に
なればなるほどその生合成には，多段階の酵素反応が必
要となる．すなわち，多数の遺伝子を同時に微生物に導
入する必要が生じる．多数の遺伝子導入には，複数のベ
クタープラスミドを用意して逐次的に導入するか，すべ

ての遺伝子をひとまとめにして（遺伝子クラスター化す
ると称する）1個のベクタープラスミドに載せて一度で
導入するかの選択がある（図1参照）．モデル微生物では
複数のベクタープラスミドの利用が可能であるが，産業
微生物では必ずしも複数用意できるとは限らず実践的で
はない．したがって1種類の導入ベクタープラスミドで
すべての遺伝子を組込める工夫が重要である．また遺伝
子のリソースは必ずしも既存の生物の遺伝子に限る必要
はなく，まったく新規に設計されることも今後は頻繁に
行われるであろう．必要な遺伝子をすべてクラスター化
したDNAを合成する手法は，大腸菌を利用する既存の
DNAを対象とするクローニング技術とはまったく様相
が異なる．

長鎖DNAと遺伝子クラスター構築

遺伝子合成は，オリゴDNAから出発して in   vitroで
調製し，大腸菌でクローン化して最終的に配列決定して
得られる．現在の合成技術では，100塩基対程度のオリ
ゴDNAを化学合成し，それらをつなぎ合わせるために
PCR反応で増幅を行う．したがって，PCR増幅過程と
それに続く大腸菌でのクローニング過程でのエラー導入
を除くために，目的クローンの塩基配列決定作業は必須
である．
塩基配列のエラー導入はDNAが長くなればなるほど
高くなるので，設計通りの配列のDNAを高効率で得る
ことと，長いDNAを得ることとはトレードオフの関係
にあり，たかだか数千塩基対のDNA合成でも目的の
DNAを得るには相当の時間とコストがかかる．数万塩
基対のDNA（本稿では長鎖遺伝子クラスターと称する）
の完全合成は特別注文に限定されているようで誰でも簡
単に入手するのは困難である．DNAサイズで見ると，
微生物由来の遺伝子は平均1000塩基対程度であり，数
万塩基対のDNAは数十の遺伝子をひとまとめにするこ
とを可能とする．これだけの遺伝子を含むDNAが安価
に，効率よく入手できればおよそどのような生合成経路
でも一度の操作で微生物に導入できる展望が開ける．
しかしながら，数万塩基対のDNAを in   vitroだけで

調製するのは別の困難さが伴う．長鎖DNA分子は溶液
中では物理的に脆弱になり擦り切れやすくなってしま
い，収率が極端に低下することである．長い直鎖高分子
としての逃れられない物性なので，確実な調製には in 
vivo宿主が必要である．したがって，長鎖遺伝子クラス

長鎖DNAの合成と合成生物工学での活用
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図1．遺伝子クラスター合成の現状DNA
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ターの完全合成には短鎖DNAを地道に連結してゆくの
が常法であろう．だからといって大腸菌を利用する現在
の遺伝子連結技術では一度に連結できる遺伝子数は少な
く，大腸菌だけで数万塩基に達するDNAを迅速に得る
ことは困難である．したがって，設計された遺伝子クラ
スターを①高い信頼性で，迅速に連結する技術，②溶液
で脆弱な長鎖DNAでも安定に保持し，③対象とする宿
主微生物に簡便に組み込むプロセス，を含めた一貫した
手法の開発が必要である．
本稿では，大腸菌での従来技術の改善，改良ではなく，
枯
こ そ う

草菌
きん

を宿主とする新しい遺伝子連結手法を紹介する．
また枯草菌を用いる一貫した手法の将来性として自動合
成にも触れてみたい．

枯草菌のなせる匠の技その1

上述のように長鎖DNAの合成は in   vitroではほぼ不可
能であり，大腸菌だけでも相当困難なので，巨大なDNA
の取扱いに一定の実績がある枯草菌を宿主とする我々
独自の手法を紹介したい．一般的な枯草菌ではなく，実
験室株として利用される枯草菌マールブルグ168株
（Bacillus subtilis Marburg 168）を用いる．この株の利
点は，培養の後期に遺伝的な制御によりDNAを取り込
める状態，つまり自然にコンピテント状態（Natural 
competent）になることである 4)．枯草菌168株の最大
の利点ともいうべきこの性質は一般の認知度が大変低い
ようなのでここでスペースをとって説明しておきたい．
プラスミドベクターへのクローニングを完成するに
は，まず in vitroでライゲーションするステップを踏む．
大腸菌にDNAをとりこませてクローンを得るには，よ
く知られているように in   vitroで環状DNAを作製しな
ければならない．「環状」は大変重要なキーワードなの
で強調しておきたい．In   vitroで環状化したプラスミド
を大腸菌に導入するには，細胞表面を生化学的に処理し
て人工的にコンピテント状態にする（ケミカルコンピテ
ントセル）か，電気刺激を与えて強制的に押し込む（エ
レクトロポレーション）手法が開発されている．
一方，枯草菌にDNAを導入する場合には，大腸菌が

悲鳴をあげそうなこのような野蛮な取扱いをしなくても
よい．枯草菌にはDNAを積極的に取込む固有の遺伝シ
ステムが備わっているからである．図2に示されたよう
に，細胞外のDNAを取りこむためのタンパク質複合体
が細胞表面に安定に形成される．comで始まる枯草菌特
有の遺伝子群にコードされたタンパク質群は「遺伝的に」
制御され細胞膜中に巨大なタンパク質複合体を形成す
る．Natural   competentと称されるこの分子機序では外
液に加えられた2本鎖DNAはランダムに切断され，そ
の部分から片側の1本鎖だけが枯草菌体内に能動的に取
込まれる 4)．
枯草菌で機能するDNA複製開始点を有する場合は修復

されプラスミドとして確立する（図2左側）．一方開始点
を持たないDNA分子はrecA依存的相同組換え系により，
ゲノム中の相同塩基配列を検索して組み込まれる（図2
右側）2)．詳細は我々の文献を参照していただきたい 3,4)．
遺伝子連結に直結するのは図2の左側ルートなので少
し詳しく説明する．複製開始点を持つプラスミドDNA
は，取り込みプロセスでDNAが切断され，さらに1本
鎖DNAを経由するので最終的に菌体内で2本鎖の環状
DNAに修復される必要がある．したがって通常のプラス
ミドの形質転換は困難である．しかしプラスミドの長さ
が2単位以上タンデムに連結されている構造のDNAで
あれば，菌体内の分子内の相同組換えにより容易に環状
化する．すなわち，環状のDNAはまったく必要なく，
直線状のタンデムリピートDNAを用意しさえすればよい．
この枯草菌独特のDNA取り込み様式は，多数のDNA
断片を連結して長鎖DNAを合成するには計り知れない
長所である．多数の遺伝子断片と複製開始点を有するベ
クターを，すべての遺伝子断片のモル数を等しくして in 
vitroでライゲーションすると，それらが一列に連結し
たユニットが繰り返しタンデムにつながった長鎖DNA
が得られる．この連結は，DNA濃度が高ければ高いほ
ど簡単に起こる．あとはこれで枯草菌を形質転換するだ
けで，多数の遺伝子断片が集積した環状プラスミドが得
られる 5)．一方，大腸菌へのプラスミド導入では「環状」
DNAが必須である．多数のDNA断片を連結すると必
然的にDNAが長くなるが，in   vitroでのDNA環状化は
DNAが長くなればなるほどDNAの濃度を下げる必要
がある．したがって，多数のDNA断片の連結と，最終
的な環状化を一回のライゲーション操作で完結させるの
は原理的に無理なのである．
連結する対象のDNA断片の末端に3塩基程度の突出
配列を用意し，この突出配列の相補性により連結する断
片の順序と向きを指定すれば，得られた連結産物を枯草
菌に直線状のまま加えれば目的の連結体が正確に高頻度

図2．枯草菌のユニークなDNA取り込み機構
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で環状プラスミドとして得られる．実際，十数個の遺伝
子でも順序，方向，遺伝子間の配列などを指定してつな
ぎ合わせ，ひとつながりの長鎖DNAとして得られる．
この手法は我々慶応大学のグループがOGAB（Ordered 
Gene Assembly in Bacillus subtilis）法としてすでに報
告している 5–9)．

枯草菌のなせる匠の技その2

一方，複製開始点を持たないDNA断片は菌体内に取
り込まれた後，recA依存の相同組換えシステムに乗っ
てゲノムに組込まれる．あらかじめ枯草菌ゲノム中に一
部相同な領域を用意しておけばその場所に正確に組込ま
れる．すでにゲノムに組込んだDNAと一部相同領域を
持つDNAを新たに加えると相同組換えで連結される．
この相同領域を利用する原理を繰返して長鎖DNAを得
る手法の概略は図3に示した．目的とする長鎖DNAは
小さなDNA断片（ドミノと呼称する）に分割して調製
する．ドミノ断片は両隣のドミノと一部重複するように
設計されており，枯草菌固有のrecA依存的相同組換え
経路で連結させる．そのため，隣のドミノとの相同領域
は最低500   bp以上が必要である．また連結を確実に行
うためにドミノごとに選択マーカーを変えて逐次導入す
る必要がある．一度のライゲーション反応で完結する
OGAB法に比べると迅速性では譲るものの，ゲノム中
に組込まれるおかげで数万塩基を越える長鎖DNAの構
築ではドミノ法に優る手法はない 10)．多様な配列を持つ
長鎖遺伝子クラスターの構築は「枯草菌」ならOGAB法
とドミノ法を併用すればどのようなサイズでも確実に対
応できる．

OGAB法のメリットは，（i）1度のライゲーションで
すべての断片を連結できる，つまり迅速であること，（ii）
断片の両端の3塩基突出を設計することにより遺伝子ク
ラスター内での位置，方向を一義的に設計できる，つま
り設計どおりの配列を持つ長鎖DNAを実際に作り出す
ことができること，（iii）枯草菌での形質転換では塩基

配列のエラーは生じていない，つまり正確な長鎖DNA
が得られることであり，長鎖DNA合成宿主としては枯
草菌以上の宿主はいない．（iii）の特徴について特に言
及しておきたい．図1で示したように，配列まで正確に
決定された遺伝子は容易に用意できる．PCRによる増
幅，クローニングでも，遺伝子合成カンパニーに注文し
てもこのレベルでの塩基配列の確認は当然の作業であ
る．枯草菌OGAB法での連結はPCRは使用しないので，
塩基配列エラーが生じるとすれば枯草菌内で複製後のこ
とである．我々のデータによればOGAB法による十個
程度の遺伝子断片の連結では塩基配列のエラーは観察さ
れていない．この点はOGAB法の汎用化にとって朗報
である．

汎用化への検討項目

長鎖の遺伝子クラスター作製後に有用宿主に速やかに
導入するには，OGAB法での連結を枯草菌と対象宿主
とのシャトルプラスミドベクターで用意すればよい．枯
草菌，大腸菌や酵母では巨大なDNAでも形質転換，形
質導入，接合伝達で送りこむ技術が適用できるが，一般
の有用微生物では個別の遺伝子導入手法を開発しなけれ
ばならない．大変重要な開発項目ではあるが，スペース
がなくなったので別の機会に譲りたい．
本稿で説明した枯草菌を宿主とする遺伝子連結手法 11)

は，もし自動化できれば迅速で汎用的な長鎖遺伝子クラ
スター創出が達成できる．OGAB法は，in    vitroで遺伝
子断片の「モル数」を揃えてライゲーション反応するの
がキーのステップである．そのため，現在手作業で行っ
ているこのステップは自動化できる可能性が高い．一方，
ドミノ法では図3に示すように，遺伝子クラスターをゲ
ノムから環状，線状で回収する手法が必須である．いく
つかの手法がすでに適用されている 6)ので，こちらの自
動化の可能性も別の機会に考えてみたい．
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