
１． はじめに

生命は，多種の生体高分子によって構成される生化学反
応系に支えられている．各々の生化学反応の解析には数理
モデル化が伴い，試験管内や細胞内に達成された各種条件
それぞれの生化学反応のダイナミクスが化学反応式や経験
則から導き出された数式で記述できる．数理モデル化され
た反応式を複数組み合わせることで，より大規模な生化学
反応系について計算機シミュレーションすることも可能で
ある．そして，近年の技術的進歩により，多段階からなる
生化学反応系を，試験管内や細胞内にも構築できるように
なってきた．実験者が構築した生化学反応系の実際の反応

の時間変化を十分に記述できる数理モデルを改良し生化学
に新たな視点を与えることが，生化学の応用分野として
の，人工遺伝子回路研究の目的である．
人工遺伝子回路は，遺伝子発現の時空間パターンがプロ

グラムされた動作を示すように，生化学的な知見に基づい
て遺伝子の組み合わせが設計・構築された，遺伝子の相互
作用ネットワークである．組み合わされる遺伝子の試験管
内の生化学的な性質は多くの場合既知である．必要に応じ
て新たに改変される遺伝子についても，生化学的な性質を
あらかじめ測定する，もしくは，設計に基づいて改変の要
求仕様を知ることが重要である．このため，人工遺伝子回
路の構築は，ネットワーク構造の設計，計算機シミュレー
ションによる設計の評価を含む１）．設計の評価では，生化
学反応として妥当なパラメータで計算機シミュレーション
を行い，所望の機能を実現できるかどうかをチェックす
る．所望の機能が実現できない場合や，実現できるパラ
メータの範囲が著しく狭い場合は，設計をし直す．設計の
評価が終わったら，人工遺伝子回路を部分構造単位で部分
機能のチェックをしながら段階的に構築する．当然，部分
構造どうしをつなぎ合わせるときに，モデルと実際の反応
の差異が蓄積され設計どおりの動作から外れてしまう場合
があるので，遺伝子配列への変異導入によるパラメータ
チューニングが必要になるケースもある．このような工学
的なアプローチによって，同調振動子２）やパターン形成３，４），
論理ゲート５）など多様な機能を実現できている．
人工遺伝子回路でプログラムされた機能の微修正をする

場合，新たな回路構造を構築する以外に，人工遺伝子回路
を「制御」することもできる．人工遺伝子回路の制御は，
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「人工遺伝子回路」の構築とその制御

関根 亮二１，３，木賀 大介１，２

人工遺伝子回路は，宿主の遺伝子発現の時空間パターンをプログラムするように遺伝子の組み
合わせが設計・構築された，遺伝子の相互作用ネットワークである．人工遺伝子回路の設計に
おいて，生化学的な知見に基づいてたてた数理モデルを使った機能予測が重要である．精度の
高い機能予測のための数理モデルへの改良は，遺伝子発現ダイナミクスに関する仮説を提唱ま
たは検証することにつながり，生化学に新たな視点を与えることが期待される．本稿では，筆
者らの研究を例にして，人工遺伝子回路の設計と構築およびより数理モデルの重要性が高い制
御について解説し，その後人工遺伝子回路の設計と構築そして制御に関する近年の研究につい
て解説する．
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静的制御と動的制御とに区別できる．静的制御は遺伝子配
列への変異導入によるパラメータチューニングや，決めら
れた量・タイミングでの外部刺激による発現誘導である．
動的制御は遺伝子発現量の現在の値を観測しながら，適宜
外部刺激のオン・オフパターン，または刺激の大きさを変
えることである．静的制御に関しては，進化分子工学の技
術を使ったパラメータチューニング法６）や，de novo にリ
ボソーム結合配列を設計する方法７）など多岐にわたって研
究が進んでいる．動的制御に関しては，近年いくつかの研
究が発表されている８，９）．人工遺伝子回路の「制御」は，遺
伝子発現に関して所望の時間パターンを持つ摂動を定量的
に与えるという使い方ができる．それゆえに，宿主生物の
目的の遺伝子の働きを調べる上で，遺伝子発現の単純なオ
ン・オフという従来の方法よりも多くの情報を得ることが
期待できる．
本稿では，まず筆者らが行った細胞種多様化研究１０）を例

にして，人工遺伝子回路の構築および静的制御について解
説する．続いて人工遺伝子回路の動的制御の近年の進捗に
ついて紹介したのち，人工遺伝子回路の構築とその制御に
ついて今後の展望と課題を議論する．

２． 細胞種多様化のための人工遺伝子回路（多様化回路）

筆者らは，細胞間シグナル分子濃度を介して細胞種が一
つから二つに多様化する機能（図１A）を大腸菌にプログ
ラムする人工遺伝子回路，「多様化回路」（図１B）を，Wad-
dington地形の概念をもとに構築した．Waddington地形と
は一つだった谷の数が奥から手前に向かって増えるポテン
シャルマップ様の概念図１１）で，それぞれの谷が個々の細胞
種を表す．細胞種多様化は，Waddington地形上に置かれ
た玉を細胞と見立てて，玉が転がるようすで解釈される．
Waddington地形の本質は，安定状態の数が増えることと
いえるので，筆者らは，多様化回路としてシグナル分子の
濃度増加によって安定状態が一つから二つに分岐するよう
な回路を設計した．

多様化回路は相互抑制機構と細胞間シグナリング機構と
からなる．双安定性機構には，２種類のタンパク質 LacI
と CItsによる，合成生物学で頻用される相互抑制構造１２）を
利用した．また，細胞間シグナル分子として，Vibrio
fisheri の Acyl-homoserine lactone（AHL）１３）を採用した．相
互抑制機構は，二つの抑制タンパク質の生産速度の時定数
が近い値の場合は一方の抑制タンパク質が優位に生産され
る安定状態が二つ存在（双安定）し，値に差がある場合は
時定数の値が大きい方の抑制タンパク質が優位に生産され
る状態のみが安定になる，という性質を持つ．我々はこの
性質に着目し，LacI-CIts相互抑制機構のうち CIts生産の
時定数が AHL濃度依存になるような人工遺伝子回路とし
て多様化回路を設計した．
多様化回路は，相互抑制構造のために PL-１conプロモー

ターと Pluxlacプロモーターを持つ．この中で PL-１conは Pluxlacが
発現をつかさどる CItsによって転写抑制される一方で，
Pluxlacは PL-１conが発現をつかさどる LacIにより転写抑制され
る．多様化回路では，抑制タンパク質以外に，AHL合成
酵素 LuxIと細胞種の認識のためのレポータータンパク質
GFP（green fluorescent protein）がそれぞれ PL-１conと Pluxlacに
よって発現される．本研究では，細胞間シグナリング分子
AHLの合成酵素 LuxIと LacIとが多く発現している状態
を High状態，GFPと CItsとが多く発現する状態を Low
状態と定義する（図１C）．
相互抑制構造の構成要素である CIts生産の時定数が細

胞間シグナル濃度依存になるように，Pluxlacはその転写活
性が AHL濃度依存になるように設計されている．よって
多様化回路は，低 AHL濃度下では Pluxlacの下流の遺伝子は
ごく微量発現するのみで High状態だけが安定である．一
方で，この回路は高 AHL濃度下で双安定になる．この仕
組みにより，回路が導入された大腸菌の集団が Low状態
へ誘導されると，誘導解除後に Low状態と High状態に細
胞種多様化するという挙動が実現できる（図１A）．

図１ 細胞種多様化を大腸菌にプログラムする人工遺伝子回路の設計
（A）筆者らが目的とする細胞種多様化の様子．（B）多様化回路のネットワーク
構造．（C）High状態の細胞と Low状態の細胞の細胞内の遺伝子発現の様子．
黒が高発現，灰色が低発現を示す．
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３． 計算機シミュレーション

多様化回路の設計が妥当かどうかを調べるために，多様
化回路を導入した大腸菌集団の挙動を数理モデル化し，計
算機シミュレーションを行った．筆者らは，大腸菌集団に
おいて各細胞内の遺伝子発現にノイズを入れるため，決定
論的シミュレーションではなく，ポアソン -leap法１４）で確
率シミュレーションを行うことにした．このシミュレー
ションのため，我々は以下の簡略化した生化学反応をもと
に数理モデルをたてた．

O／
kx＋（yi）

→LacI，O／
ky＋（xi，z）

→ CIts，O／
kz＋（x１，x２，...，xN，Ntot）

→ AHL，

LacI
kx－（xi）

→ O／，CIts
ky－（yi）

→ O／，AHL
kz－（z）

→ O／．
ここで，xiと yi（i＝１，２，...，N）は，それぞれ i 番目

の細胞内の LacIおよび CIts分子の数を表している．また，
z は培養液内の AHL分子の数を表している．我々は数理
モデルをたてる上で以下の四つの仮定をおいた．（１）各
細胞内に存在する LuxR分子の数は十分に多い．AHLは
LuxRと LuxR-AHL複合体を作り，Pluxlacプロモーターから
の転写を活性化する．LuxR分子が十分に多い場合は，
LuxR-AHL複合体の数は AHL濃度のみの関数と近似でき
るので，Pluxlacプロモーターからの転写は AHL濃度のみの
関数とした．（２）細胞内で生産される AHL分子は即座
に細胞壁を通過し，培養液内に均等に拡散する．AHL分
子が細胞壁を即座に通過することは先行研究１３）で示されて
いるのに加え，想定する実験系では培養液が常に撹拌され
ている状況なので，妥当な仮定である．（３）Vm（リット
ル，L）の培養液に存在する細胞数 Ntotは指数的に増加す
る．この仮定は，実際の実験で対数増殖期と呼ばれる低い
細胞密度の範囲で培養する場合に限って合理的である．
（４）簡単のために，増加する Ntot個の細胞のうち，N 個
の細胞を代表者として注目し，これらの細胞集団を AHL
のみが出入り可能な N 個の化学反応槽としてとらえる．
上記の各反応の propensity function k（＝＋，－および 

＝x，y，z）は，以下の一般的なヒル式をもとにした数式
で表される．

kx＋（yi）＝ x

１＋（ yi
cky）

ny

，

（１）

ky＋（xi，z）＝
（ z
mKz）

nz

１＋（ z
mKz）

nz
y

１＋（ xi
cKx）

nx

，

（２）

kz＋（x１，... ，xN，Ntot）＝NtotN（
N

i＝１
xi）， （３）

kx－（xi）＝dxxi， （４）
ky－（yi）＝dyyi， （５）
kz－（z）＝dzz， （６）

Ntot＝Nini２
t
T． （７）

ここで，xと yはそれぞれ LacIと CItsの最大生産速度
で，は AHL生産の時定数を表している．Kx，Ky，Kzは，
それぞれ LacI，CIts，AHLの対応するプロモーターへの
解離定数を表している．そして dx，dy，dzは，それぞれ
LacI，CIts，AHLの分解率を表している．我々は分子数か
ら濃度に変換するための定数を二つ導入した．一つ目の定
数は，細胞内の分子数を濃度に変換する定数 c＝１．６６×
１０－１５（L）×６．０２×１０２３（mol－１）－～１．０×１０３（分子／M）で
ある．二つ目の定数は，Vm（L）の培養液内の分子数を濃
度に変換する定数 m＝Vm（L）×６．０２×１０２３（mol－１）－～６．０
×Vm×１０１７（分子／M）である．また，細胞数の初期値 Nini
は，初期菌密度 ODiniを使って，Nini＝ODini×Vm×１０１２と計算
できる．
（１）式は，LacIの生産が CItsによって抑制されている
ことを表現している．（２）式は，CItsの生産が LacIによっ
て抑制され，AHLによって活性化されていることを表現
している．（２）式が AHLによる活性化のヒル式と LacIに
よる抑制のヒル式の掛け算で与えられることは，類似のプ
ロモーターを使った先行研究２）で示されている．本数理モ
デルでは，AHL合成酵素 LuxIの数は，同じく PL-１conプロ
モーターに発現調整されている LacIの数と比例関係にあ
るとしている（式３）．したがって，は LacIの数と LuxI
の数の比と，LuxIの AHL合成速度に依存した値になって
いる．（７）式は，細胞数が T 分で２倍に増えることを表
している．我々は，上記の数理モデルに対し，-leap法を
適用して確率シミュレーションをした．シミュレーション
に用いたパラメータリストは表１のとおりである．なお
Pluxlacプロモーターの AHLに対する感度を表す Kzと nzの

表１ シミュレーションに用いたパラメータリスト

パラメータ パラメータ値 単 位

x ６．０×１０－２ M／min

y ０．１０ M／min

nx ２．０

ny ２．０

nz １．８

Kx ５．０×１０－２ M

Ky ５．０×１０－２ M

Kz ９．０×１０－３ M

dx ２．３×１０－２ min－１

dy ２．３×１０－２ min－１

dz １．０×１０－２ min－１

Vm ０．１０ L

ODini ３．０×１０－４

 １．０×１０２ min－１

２０３
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値については，あらかじめとった実験のデータに（２）式
のパラメータをフィッティングする形で得た．なお，大腸
菌の遺伝子発現系において，転写因子がプロモーターへ結
合するのに要する時間スケールは～１秒と，転写や翻訳の
時間スケールである分に比べて短い１５）．したがって，筆者
らは，転写因子による転写活性や転写抑制を表す式をヒル
式に近似した．
図２は，多様化回路を導入した大腸菌集団の細胞種多様

化のようすを LacI-CIts濃度空間上にヒストグラムとして
記述した図である．また，安定性の時間変化を可視化する
ため，注目する変数の時間変化が０である点の集合である
ヌルクライン，および，LacI濃度に関するヌルクライン
と CIts濃度に関するヌルクラインとの交点である安定・
不安定平衡点を，図に併記した．なお，図２で使われたす
べてのパラメータは表１に記した．初期状態としてすべて
の多様化回路細胞を Low状態に培養液の AHL濃度をゼロ
にセットすると，細胞集団は High状態に遷移し始めた（図
２，０分）．High状態への遷移中に，細胞による AHL生産
が徐々に増加していき，AHLがある程度蓄積することで
Low状態の安定平衡点と不安定平衡点が現れる．不安定
平衡点は High状態の安定平衡点に収束する領域と Low状
態の安定平衡点に収束する領域との分水嶺上の点である
（図２，１５７分）．不安定平衡点の位置は，Pluxlacプロモー
ターがほぼ完全に活性化される AHL濃度になるまで，
AHLが蓄積していくに従って変化する（図２，１８０分）．
ここで，もし細胞集団の分布が不安定平衡点をまたいでい
たら最終的に二つの細胞種に多様化する（図２，３６０分）．
もし AHLが蓄積する速度が早いために，不安定平衡点の
位置の変化がなくなったときの細胞集団が Low状態に収
束する領域のみに分布していたら，最終的には Low状態
だけの細胞集団になる．また，High状態についても同様
である．

４． 多様化回路の部分回路の構築および部分回路のシグ
ナル依存の双安定性の確認

前節までで，多様化回路の設計の妥当性を計算機シミュ
レーションによって調べたので，次は多様化回路を段階的
に構築する．多様化回路の設計で最も重要な要素は AHL
濃度依存の安定平衡点の数の変化である．したがって本研
究では，AHL濃度依存の安定平衡点の数の変化を確認す
るために，多様化回路のプロトタイプとして，luxI 遺伝子
の入っていないプラスミド pHT toggleと LuxRを恒常発現
するプラスミド pLuxR（図３A）をまず構築した．そして，
pHT toggleと pLuxRを導入した大腸菌（HT toggle細胞）
の集団に対して外部から AHLを添加した場合の Low状
態，High状態の安定性を調べた．AHLを添加した条件下
では，細胞集団の分布はどちらの細胞種に誘導した場合に
おいてもほとんど変化がなかったので，どちらの細胞種も
安定であることが確認できた．そして，AHLを添加しな
い条件下では，High状態に誘導した細胞集団の分布はほ
とんど変化しなかったが，Low状態に誘導した細胞集団
の分布は時間とともに High状態に遷移した．したがって，
HT toggle細胞は我々が設計したように AHL存在下では両
状態が安定（双安定），AHL非存在下では High状態のみ
安定であることが確認できた（図３B）．また，この実験結
果は AHL濃度が十分に高い場合に細胞種のスイッチング
が起きないことも示している．
計算機シミュレーションから，Low状態から High状態

への遷移途中に双安定になれば細胞種多様化が実現できる
ことが予想された．そこで本研究では HT toggle細胞に
AHLを添加するタイミングを変えて，他律的な多様化が
起こることを確認した（図４A）．予想していたとおり，適
切なタイミング（誘導解除から１２０分）で AHLを添加す
ると High状態への遷移途中の細胞集団が二つに分かれ，
最終的に二つの細胞種に多様化することが確認できた（図
４B）．また，添加のタイミングが早すぎる（誘導解除から
０分）場合はすべてが Low状態に，添加のタイミングが
遅すぎる（誘導解除から２４０分）場合すべてが High状態
へ収束した．この結果は計算機シミュレーションで予測し
ていたように，AHL蓄積速度が細胞種多様化に重要な要
素であることを示している．

５． 多様化回路の構築および多様化回路を導入した細胞
集団における細胞種多様化の確認

筆者らは，pHT toggleに LuxIの AHL合成活性を適切な
量に向上させた変異体 LuxI１．５Cをコードする DNA配列
を挿入する形で，pHT_luxI１．５Cを調製した．多様化回路
として pHT_luxI１．５Cと pLuxRが導入された大腸菌集団
は，培養時間の経過とともに細胞種多様化した（図５）．
多様化回路を導入した大腸菌を Low状態に誘導後，その

図２ 多様化回路を導入した大腸菌集団の細胞種多様化の様子
のシミュレーション

中抜きの丸と四角はそれぞれ High状態と Low状態側の安定平
衡点，三角は不安定平衡点を表す．
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誘導を解除すると，大腸菌集団は AHL濃度が低いことに
起因して，High状態に遷移し始める．誘導解除から１８０
分後では，両状態の中間にまで遷移した細胞集団が二つの
集団に分かれ始める．３６０分後には，さらに集団間の差が
広がり，それぞれの集団の蛍光強度値がこれ以上変わらな
くなる．

６． 多様化回路の静的制御による分化比の調節

さらに筆者らは，計算機シミュレーションと図４の結果
とから，AHL蓄積速度の静的制御によって最終的な細胞
種の比率を調節できると予想した．AHL蓄積速度は，１

図３ 多様化回路のプロトタイプ HT toggleにおける，AHL濃度に依存した安定平衡点の数の変化
（A）HT toggleのネットワーク構造．（B）AHL濃度に依存した安定平衡点の数の変化．

図４ HT toggleを双安定にするタイミングを変えた場合の，細胞種多様化の様子の変化
（A）実験の概念図．（B）対応する実験結果．
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匹あたりの生産量と細胞密度との二つの実験条件によって
静的制御できる．地形の傾きを変える一つ目の実験条件で
ある１細胞あたりの AHL生産量は，AHL合成酵素 LuxI
の反応速度定数に依存する．本研究では，luxI 遺伝子の適
切な点変異により，pHT_luxI１．５Cよりも AHL合成活性の
低い luxI 変異体遺伝子を持つ pHT_luxI１Aと，AHL合成
活性の低い luxI 変異体遺伝子を持つ pHT_luxI２Aとを調製
した．それぞれのプラスミドを入れた大腸菌集団の多様化
後の GFP蛍光強度のヒストグラムは，図６A，B，Cに示
されたとおりである．pHT_luxI２Aに関しては，AHL合成
速度が大きいため，ほとんどの細胞が Low状態になった．
また，pHT_luxI１Aに関しては，AHL合成速度が小さいた
め，ほとんどの細胞が High状態になった．次に，地形の
傾きを変えるもう一つの実験条件である細胞密度の操作と
して，誘導を解除した HT_luxI１．５C細胞を含む菌液の添
加量を変化させ，多様化後の GFP蛍光強度のヒストグラ
ムを測定した（図６D，B，E）．使用している遺伝子配列
セットが同一であるにも関わらず，初期菌密度が高いもの
は Low状態の比率が増え，低いものは High状態の比率が
増えた．

７． 試験管内での人工遺伝子回路の構築

人工遺伝子回路の構築は，細胞内のみならず，試験管内
でも進められている．試験管内の生化学反応ネットワーク

は細胞内のものよりも，内容物を研究者が完全に把握する
ことができるため，モデル化に際しての利点が大きい．た
とえば，筆者らは，各種生物由来の酵素群を適切に組み合
わせることで，同一試験管に加えられた分子に依存してあ
らかじめプログラムされた一連の反応が生じた結果とし
て，出力 RNAの転写を活性化する種々の反応モジュール
を開発している１６，１７）．その中で，２種類の入力 RNAが共存
した場合にのみ転写が活性化する反応モジュールについて
は１８），入力分子の量比が，転写の立ち上がりの速さや最大
速度に与える影響について，モデルと実際の反応系それぞ
れの挙動が一致することが示されている．あるモジュール
の出力 RNAを次のモジュールの入力とすることも可能と
なっており，複数モジュールを接続したシステムのモデル
化に基づいた大規模反応系の構築が目指されている．試験
管内の反応系であるがゆえ，内容物がすべて判明している
ことに加え，天然の細胞・生体という環境の制約を超えた
反応条件を用いることができる点も活用されていくことに
なるだろう．

８． 人工遺伝子回路の動的制御

細胞内の遺伝子発現における予期しない摂動や初期状態
のずれが原因で，静的制御では遺伝子発現の詳細な制御に
対応できない場合がある．そこで，現在の遺伝子発現量の
観測値を元にして，外部刺激のオン・オフパターンまたは

図５ 多様化回路を導入した大腸菌集団の細胞種多様化

図６ AHLの蓄積速度を操作した場合の，最終時刻における細胞種比率
の変化

（A，B，C）LuxIの AHL合成活性を操作した場合の変化．（D，B，E）植
菌量を操作した場合の変化．
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大きさを逐次変える動的制御で遺伝子発現量の詳細な制御
をする方法がある．人工遺伝子回路の動的制御は，回路設
計や制御理論，観測装置および入力装置といった複数の要
素からなる．特に，入力された外部刺激を細胞内の遺伝子
発現に伝える遺伝子パーツが重要な要素である．たとえ
ば，赤色光刺激と近赤外線刺激とで酵母における GFPの
蛍光強度を制御したMilias-Argeitisらの研究８）では，赤色
光，近赤外線に応答して Galプロモーターの転写の促進お
よび抑制ができる素子を新たに設計，構築した．この素子
は，Galプロモーターへの結合ドメインに PhyB（フィト
クロム B）が融合したタンパク質と，Galプロモーターの
転写活性化ドメインにフィトクロム相互作用因子 PIF３が
融合したタンパク質の二つからなる．PhyBは，赤色光下
で PIF３に結合する構造になり，近赤外線下で PIF３に結合
しない構造になる．したがって，赤色光下で Galプロモー
ターの転写活性化ドメインが Galプロモーターにアクセス
してプロモーターからの転写が促進される一方で，近赤外
線下では転写が止まる．この研究では，このような素子を
使い，モデル予測制御という制御理論を使って，フローサ
イトメーターで得た酵母集団における蛍光強度の平均値を
目標値に追従させることに成功した．ほかには，マイクロ
流体デバイスで培養している酵母の GFPの蛍光強度を蛍
光顕微鏡によって１細胞レベルでタイムラプス観察をしな
がら動的制御をした Uhlendorfらの研究もある９）．この研
究では，浸透圧刺激を入力とするため，浸透圧刺激によっ
て Hog１がリン酸化され，下流の遺伝子発現を促進する天
然の HOGカスケードの下流に yfp 遺伝子を配置した人工
遺伝子回路が構築されている．以上のように複数の要素技
術の組み合わせによって，人工遺伝子回路の動的制御の方
法が開発され始めている．今後は，動的制御のしやすさを
指標とした人工遺伝子回路の設計，構築が進むだろう．

９． まとめ

本稿では，人工遺伝子回路の構築および静的・動的制御
について解説をした．宿主の遺伝子発現を操るこれらの技
術は，細胞工場における有用物質の生産スケジュールの最
適化といった工学的な応用をはじめ，注目する遺伝子に任
意の時間パターンを持つ摂動を与えて応答を調べるといっ

た理学的な応用が期待される．一方で，これらの応用に
は，数理モデルを使った人工遺伝子回路の機能予測が必須
である．十分に精度の高い予測が可能な数理モデルへの改
良が，生化学反応ネットワークがつくり出す遺伝子発現ダ
イナミクスに関する仮説を提唱または検証することに繋が
り，生化学に新たな視点を与えることになるだろう．
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