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生物は外部環境および細胞内の環境変化を感知し，こ
れに応答して遺伝子発現を制御している．自然界には，
このように複雑な遺伝子発現制御を担うシステムが数多
く存在するが，その構成要素である生体分子パーツのい
くつかはすでに同定されており，それらを部分的に抽出
してモデル微生物において人為的に再構成することがで
きる．「合成生物学」の分野では，このような既知の生
体分子パーツを組み合わせて設計・再構成された遺伝子
発現制御システムを「人工遺伝子回路」と呼び，概日リ
ズムや細胞間コミュニケーションなどの生物特有の現象
を担う遺伝子発現制御システムの特性や設計原理の解明
を目的に用いられてきた．一方で，人工遺伝子回路は，
設計次第で標的遺伝子に望みの動的挙動を与えることが
できることから，代謝制御やバイオセンサーの構築など
のさまざまな生物工学分野への応用が期待されている．
本稿では，人工遺伝子回路の物質生産への応用について，
筆者らが構築した自律的な代謝流束制御を行う遺伝子ト
グルスイッチを例にあげて解説する．

合成代謝経路と菌体増殖のトレードオフ

再生可能資源であるバイオマスから，さまざまな有
用化合物をバイオプロセスを用いて生産するバイオファ
イナリーは，持続可能な社会づくりのために，その実現
が望まれている．現在，化石資源由来で供給されている
多用な化合物を，自然界に存在する微生物のみで生産す
ることは非常に困難であり，新たな生産菌の構築が望ま
れる．
微生物により生産可能な化合物の拡大に向けては，す
でに多くの「合成代謝経路」の構築が進められている．
合成代謝経路とは，異種生物由来の遺伝子を組み合わせ
て構築される人工的な代謝経路であり，これを大腸菌や
酵母などのホストに導入することで，これまでに多様な
化合物の生産が可能となっている 1)．一方で，工業生産
レベルでこのような化合物を生産するためには，まだま
だ生産性の向上が必要である．
これまでに報告されている合成代謝経路の多くは，解
糖系末端の代謝物であるホスホエノールピルビン酸，ピ
ルビン酸，アセチルCoAなどを起点として構築されて
いる．これらの代謝物は，TCA回路やアミノ酸合成，

脂質合成に利用される中間代謝物であり，菌体増殖に欠
かせない代謝物である．つまり，多くの合成代謝経路は
菌体増殖と直接的競合関係にある．一般的に代謝工学の
分野では，物質生産と競合する経路に関する遺伝子をゲ
ノム上から欠損させることで，目的物質の生産性の向上
を図る．しかし，従来の遺伝子ノックアウトによる代謝
工学では，上記のようにその欠損が著しい菌体増殖の低
下を招く遺伝子は改変対象から排除せざるを得ず，物質
生産と菌体増殖のトレードオフ関係を解消することでき
ない 2)．我々は，人工遺伝子回路を用いた遺伝子発現制
御を行い，「菌体増殖に適した代謝状態」と「物質生産
に適した代謝状態」を人為的に切り替えることでこの問
題を解決することを試みた．

遺伝子トグルスイッチによる遺伝子発現の抑制

対立する2つの異なる代謝状態を培養過程の任意のタ
イミングで切り替えるために，我々は「遺伝子トグルス
イッチ」3)とよばれる人工遺伝子回路に着目した．遺伝
子トグルスイッチとは，λファージの溶原化と溶菌の切
り替えを行う遺伝子発現制御システムを模倣して人為的
に再構築された人工遺伝子回路である．この回路は，二
つのグループの遺伝子発現について，一方のグループの
遺伝子が発現した際は，もう一方のグループの遺伝子発
現は抑制されるように制御される．

TCA回路は，アセチルCoAを利用し，エネルギーや
アミノ酸生産を行う重要な代謝経路であり，最小培地で
は細胞増殖に必須である．このような「TCA回路依存的
な菌体増殖」と「アセチルCoAを利用する物質生産」は，
どちらもアセチルCoAを利用するため，対立する2つ
の異なる代謝状態として考えられる．そこで，我々は，
十分な菌体密度を得た後にTCA回路への代謝流束を遮
断することで，物質生産に利用可能な細胞内アセチル
CoA濃度を向上させるための遺伝子トグルスイッチを
設計した 4)．

TCA回路の初発反応を行うクエン酸合成酵素（citrate 
synthase: CS）の発現量を制御するため，その酵素遺伝
子gltAの発現制御のための遺伝子トグルスイッチを構
築した（図1A）．この回路は，恒常的に発現するリプレッ
サーLacIによって発現抑制されたPLlacO1プロモーター
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の下流に，PLtetO1プロモーターのリプレッサーである
tetRを挿入し，PLtetO1プロモーターの下流にgltAを挿
入してある．このため，IPTG添加前はPLtetO1下流の
gltAが発現し，IPTG添加によってPLlacO1下流の tetR
が発現すると，PLtetO1下流のgltAの発現が抑制される．
さらに，IPTG添加後，速やかなTCA回路の遮断を実現
するために，LAAタグと呼ばれる分解促進配列を付加
した．この回路をgltA欠損株に導入し，gltA制御株とし
た．gltA制御株は IPTG非存在下では野生株と同等の生
育を示した．また，対数増殖期中期（培養開始後9 h；
図1B）に IPTGを添加したところ，速やかにCS活性が
低下し，最終的に野生株と比較して93％以上のCS活性
の低下が認められた（図1C）．この際，TCA回路前半の
代謝物であるクエン酸およびα-ケトグルタル酸濃度は
野生株と比較して96％以上低下し，細胞内のアセチル
CoA濃度は3.2倍に向上した．このように，遺伝子トグ
ルスイッチを用いることで菌体増殖に重要な代謝経路を
培養の任意のタイミングで遮断し，物質生産の起点とな
る目的の中間代謝物濃度を向上させることができた．

代謝トグルスイッチによるイソプロパノール生産

TCA回路の遮断により増加した細胞内アセチルCoA
を実際の物資生産に利用するため，モデルケースとして
イソプロパノール（IPA）生産合成代謝経路 5)をgltA制
御株に導入した．IPAはバイオプラスチックの原料とし
て利用可能なアルコールであり，アセチルCoAを利用
する合成代謝経路によって生産される．IPA生産合成代
謝経路遺伝子をPLlacO1プロモーターの支配下に置くこ
とで，IPTG添加前は，gltA制御株同様にgltA遺伝子が
発現し，IPTGを添加するとgltAの発現抑制と同時に
IPA生産合成代謝経路の遺伝子が発現する設計とした

（図2）．この回路では，グルコースからアセチルCoAを
経てTCAサイクルに流れる代謝流束を，IPTG添加によ
り，IPA生産合成代謝経路への代謝流束に転換すること
が可能となる．この株を代謝トグルスイッチ株とした．
培養過程でのTCA回路の遮断は，菌体あたりの IPA生
産性を高めるが，それ以降の菌体増殖の低下を招くため，
IPTG添加のタイミングが早すぎると十分な菌体量が得
られず，結果として IPA生産量の増加は期待できない．
逆に IPTG添加のタイミングが遅すぎると代謝流束制御
を行わない従来の IPA生産株（コントロール株）と同等
の菌体増殖が期待されるが，IPA生産量では十分な差が
観測されないと予想された．そこで，代謝トグルスイッ
チ株に対してさまざまなタイミングで IPTGを添加し，
IPA生産量を比較した（表1）．培養開始直後に IPTGを
添加した場合では，著しい菌体増殖の低下が見られたも
のの，最終的な IPA生産量はコントロール株の3.3倍ま
で向上した．最適なタイミング（OD600=～1.6）でTCA
回路を遮断した場合では，IPA生産量はコントロール
株の3.7倍，対グルコース収率は3.1倍まで向上した（表
1）．このように，代謝トグルスイッチによる代謝流束
制御は，十分な菌体密度を担保しながら中央代謝経路の
余剰な代謝流束を物質生産に転用するために非常に有用
な合成生物工学的ツールと言える．

図1．遺伝子トグルスイッチによるgltA制御．■：gltA制御株
_IPTG(+)，□：gltA制御株_IPTG(–)，◯：野生株

図2．代謝流束制御のための遺伝子トグルスイッチ

表1．代謝流束制御時の菌体密度と IPA生産性の関係

誘導時間
（h）

誘導時菌体密度
（OD600）

IPA生産量
（mM）

比増殖速度
（h–1）

0 0.1 45.7 0.07

6 0.5 48.3 0.21

9 1.6 50.9 0.20

12 3.6 38.1 0.22

15 5.3 20.5 0.23

コントロール株 0.5 13.7 0.21

The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service



生物工学　第93巻532

特　集

菌体濃度センサーによる自律的代謝流束制御

代謝トグルスイッチを用いた代謝流束制御では，その
効果を最大限に引き出すために，代謝流束制御のタイミ
ングが非常に重要となる．そのために，前出の IPA生産
実験では，菌体密度を指標として代謝流束制御のための
IPTG添加のタイミングを最適化した．しかし，実際の
生産過程においてこの方法を行うためには，菌体密度を
断続的にモニタリングし，誘導剤を添加しなければなら
ない．このような人為的な誘導操作をなくし，大腸菌に
よる自律的な代謝流束制御を実現するために，筆者らは
大腸菌においてクオラムセンシング機構（quorum 
sensing: QS）の再構築と改良に取り組んだ 6)．

QS機構は微生物が互いの菌体密度を感知して相互に
遺伝子発現を制御し合うシステムであり，筆者らはもっ
とも研究されたQSの1つであるVibrio fesheri由来のLux
システム 7)を大腸菌内で再構成した（図3）．Luxシステ
ムでは，LuxIによって合成される自己誘導剤アシルモ
ホセリンラクトン（AHL）が細胞間を拡散し，転写調
節因子LuxRと結合する．このAHL-LuxR複合体がPlux

プロモーターを活性化することで，下流の遺伝子発現が
誘導される．培養液中のAHL濃度は菌体増殖に伴って
増化し，その濃度が閾値に達すると上記の遺伝子発現誘
導が引き起こされる．AHL合成遺伝子である luxIはPlux

プロモーター制御下にあり，ポジティブフィードバック
でその発現が促進される．ただし，Luxシステムを大腸
菌内に構築しただけでは，非常に低い菌体密度で動作す
る回路となることが知られている 8)．そこで，QS依存
的な遺伝子発現が誘導される菌体密度（閾値菌体密度）
を代謝流束制御の最適条件に調整するため，筆者らは
Pluxプロモーターの両端に lacO配列を導入したPluxlacO
プロモーターを構築し，AHL-LuxR複合体によるプロ
モーターへの結合をLacIリプレッサーによる立体障害
により制限した．この合成Luxシステムでは，培養開始

時に異なる濃度の IPTGを添加することで，PluxlacOプ
ロモーター活性およびその制御下にあるAHL合成の速
度が変化するため，QS依存的な遺伝子発現が誘導され
る閾値菌体密度を自由に調整可能な菌体密度センサーと
して利用できる．このシステムを遺伝子トグルスイッチ
のPLlacO1制御系と置換することで，任意の菌体密度で
自律的に代謝流束制御を行う IPA生産大腸菌の構築に成
功した 6)（図4）．このように，在来の環境感知システム
を新規な人工遺伝子回路として再構築・改良することで，
その機能を改変し，人為的な誘導操作に依存しない環境
応答型の遺伝子発現制御・代謝流束制御システムを構築
することができる．

おわりに

本稿で紹介した遺伝子トグルスイッチは，もっとも単
純なON/OFF回路の一つであり，さらに複雑な回路を
利用することで，微生物による物質生産におけるさまざ
まな問題に対して，今までとはまったく異なる解決法を
提案することが可能になると考えている．このような回
路をデザインするには，実際の物質生産に関わる研究者
が直面する課題と経験に基づいたアイデアが不可欠であ
る．一方で，望みの回路を構築するためには，生体分子
パーツを改変するためのタンパク質工学や回路の特性を
予測ためのする数理モデル構築・システム解析の技術な
ど，多分野にわたる専門的知見が必要となる．今後，合
成生物工学が複合的な研究テーマ発展の受け皿となりな
がら，持続可能な社会の形成に寄与していくものと期待
される．
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図4．菌体密度センサーと代謝トグルスイッチによる自律的な
代謝流束制御

図3．Luxシステムを改良した菌体密度センサー回路
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