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研究成果の概要（和文）：細胞分化のプロセスにおいては確率的であるが、集団レベルでは恒

常的に維持される。本研究は、相互抑制する２つオペロンを大腸菌のゲノム上に設計し、二者

択一的に発現して、二つの表現型であるロイシンまたイソロイシン生産能を確率的に作り出し

た。さらに、表現型間相互作用であるアミノ酸要求性を組み込んでおり、細胞間相互作用を利

用した安定な集団割合の形成が確認された。“分化する大腸菌”の創出に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Cell differentiation is a process of stochasticity in phenotypic 

differentiation but shows the high homeostasis at the population level, i.e., the 
composition of varied differentiated cell types. A mutually inhibitory genetic circuit 
was designed and integrated into the E. coli genome. Also, the requirements for the amino 
acids (leucine and isoleucine) were introduced into the genetic circuit. The E. coli cells 
carrying this genetic circuit were used to mimic the cell differentiation successfully, 
based on the cell-to-cell communication. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞分化に関しては、特異的遺伝子発現ま

たエピジェネティックな制御が知られてい
るが、これらの分子機構の実行は個々の細胞
では確率的である。たとえば、幹細胞の不均
等分裂現象のように、分化因子があってもす
べての細胞が分化するのではない。数の少な
いシグナル分子による分化誘導では、分子拡
散によるので、いつ、どれだけの数の細胞が

分化するかは確率的になるためである。個々
の細胞の表現型の変化が確率的であるにも
関わらず、なぜ細胞集団中の分化した各表現
型の割合がほぼ一定に保たれるのか？各表
現型が一定に保たれること（恒常性）を説明
する細胞間相互作用による分化決定の戦略
が提唱され、真核細胞を用いた研究が行われ
ている。しかし、すでに細胞分化する細胞を
用いているために、確率性と恒常性を持った
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細胞分化の誕生に必須である普遍的ルール
の解明には至っていない。そこで、分化能を
もたない大腸菌に確率的な表現型の変化と
細胞間相互作用の基本ステップだけを含ん
だ実験系を構築し、定量的に細胞間相互作用
の効果を明らかにすることを目的とする。 
本来分化しない細胞を用いて、安定な細胞

分化を引き起こすルールを導く。細胞分化の
研究においては、既存の分化細胞（真核細胞）
を研究対象とした分析的なアプローチが主
流である。しかし、分化能をもつ細胞では、
様々な分子メカニズムと複雑な相互作用が
関わっている可能性があるため、必要最小限
の基礎的なルールを解明することが難しい。
ここで、単細胞（大腸菌）を用いて、構成的
な研究アプローチを試みる。真核細胞の表現
型分化スイッチ機構は、二重フィードバック
制御であることが提案されている。二重フィ
ードバック制御を組込んだ大腸菌は、同一遺
伝型だが二つの表現型は確率的であること
は、異なる複製能と分化能どちらかしか持た
ない前駆細胞と幹細胞を疑似する。このシン
プルな実験系を用いて、定量的に細胞分化の
恒常性を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
細胞分化は、一様な遺伝型を持つ細胞が多

様な表現型を示す細胞への転換である。その
プロセスにおいては、個々の細胞の表現型は
比較的少数の誘導分子によって遺伝的に制
御されているため、その変化、つまり分化は
確率的である。一方で、細胞の集団レベルで
は、様々に分化した細胞がある一定の割合に
到達し、恒常的に維持される。この細胞分化
の恒常性が細胞表現型の確率性と細胞間の
相互作用によって創りだされることを実験
と理論の両面で示す。細胞の種類によらない
分化モデルから、多細胞の誕生に関する基本
的ルールを明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
まず、分化する大腸菌細胞を構築する（図）。 

確率的な分化現象を創り出すには、遺伝子発
現制御の Positive Feedback 系を用いる。CMP 
(common myeloid progenitor) がマイクロフ
ァージと好中球に分化するには、細胞内
Positive Feedback 系のスイッチの働きが知
られている。Positive Feedback の物理的性
質としては、過去の状態（履歴）によって現
在の細胞状態が規定されることである。その
ため、過去に異なるシグナルを受けていれば、
細胞が同じ環境下に置かれたとしても異な
る表現型を示すことが可能である。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
このような複数の表現型が現れることは

CMP の分化スイッチや、Lac オペロンのスイ
ッチオン・オフや、さらに LacI と TetR を導
入した二重フィードバック制御が類似して
いる。ここで、LacI と TetR からなる二重フ
ィードバック回路（図）を大腸菌ゲノム上に
構築し、表現型の多様性を作り出し、個々の
細胞の確率な表現型の変化を模倣する。 
そして、恒常性をもつ分化集団を形成させ

るのに、アミノ酸栄養要求性を相互作用とし
て用いる。大腸菌生存に必要な二種類の栄養
素 aと b によって相互作用を作り出す。アミ
ノ酸合成に関わる遺伝子(gene a, gene b)を
本来のオペロンから二重フィードバック回
路に組み込み、ゲノム再編する。図に示した
設計の RFP-TetR-gene a↔GFP-LacI-gene b 回
路をもつ大腸菌は、生存にはアミノ酸両方が
必須であるが、遺伝子回路の性質（TetR と
LacI により抑え合う）により aまた bのどち
らかしか作れない（例えば、RFP-tetR-gene a
が た ま た ま 少 し 多 く 発 現 さ れ る と 、
GFP-lacI-gene b の発現が抑制され、gene a
側の発現がますます促進され、栄養素 a しか
作れなくなる。）。このように、栄養要求性の
表現型が確率的に変化すれば、栄養を通した
細胞間相互作用が生存に必須となる。つまり、
gene a を発現する（栄養素 a を生産する）細
胞から漏れ出した aが a要求性を示す gene b
を発現する細胞（栄養素 bを生産する）に供
給され、栄養素 bにも逆向きのことが起きた
場合には両細胞は増殖可能となる。このよう
な相互作用により、二種類の細胞集団がある
割合で安定し、機能的に分化した細胞が共存
することが可能である。 
次に、細胞間相互作用による細胞分化モデ

ルを提示する。構築した大腸菌が分化する条
件を見つけ出し、細胞間相互作用による分化
モデルを提案する。安定な細胞分化系の判断
基準は、異なる初期分布からスタートしても
ある同一な最終分布になるとの実験結果で
ある。フローサイトメトリーによる一細胞レ

 



 

 

ベルの観測を主に用いる。遺伝子 a とｂの代
わりに、leuBとilvEを例として説明すると、
ロイシンとイソロイシン存在下では、細胞集
団の初期状態によって最終的集団割合が変
わってくるのに対して、飢餓条件下では、ど
んな初期状態におかれても、必ず二種類の細
胞（ilvE 発現細胞と leuB 発現細胞）に分か
れ、最終的集団割合が一定となる。これは、
飢餓状態の場合のみ、細胞が生存するため機
能（ロイシンまたイソロイシンを作る）の異
なる集団に分化する必要性があり、二集団細
胞の相互作用すること（ロイシンとイソロイ
シンの交換）によって増殖するのである。細
胞分化の恒常性と相互作用との相関を、単独
栄養条件下でアミノ酸濃度を定量的に変化
させることによって実験的に明らかにする。
確率的な遺伝子機構によって表現型が変化
しても相互作用によって安定化することが
証明できる。分化前後の集団ポピュレーショ
ン遷移のダイナミクスを解析し分化モデル
を提案する。確率的に起こる細胞分化の恒常
性を定量的に説明する。 
 
４．研究成果 
二重フィードバック回路（相互抑制するオ

ペロン)を大腸菌のゲノム上に設計した。こ
の細胞は、其々のオペロンが二者択一的に発
現して二つの表現型であるロイシン生産能
（緑色細胞）またイソロイシン生産能（赤色
細胞）を確率的に作り出すことができた（下
図）。さらに、この二つのオペロン内に表現
型間相互作用をする仕組みを組み込んだ。要
するに、それぞれアミノ酸要求性を組み込ん
でおり、緑色細胞はイソロイシン要求性を示
し、赤色細胞はロイシン要求性がある。確率
的分化と細胞間相互作用をもったこのシン
プルな分化モデル実験系を用いて、細胞間相
互作用を利用して、分化した細胞集団が安定
な割合で維持されることを実験的に証明し
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

このように“分化する大腸菌”を創りだす 
ことが初めて成功した。同じ遺伝型を持つ

表現型の異なる大腸菌の初期分布が確率的
に乱れても、恒常的に同一な分化状態（二つ
の細胞集団の割合）が到達できることを証明
した（下図）。この確率的な乱れに対する恒
常性は分化する高等生物細胞に見られる普
遍的特徴であるため、細胞分化の特徴がいか
に作り出されるかを定量的に明らかにし、多
細胞誕生の普遍的ルールを示唆した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のように、複雑で未知な部分の多い真

核生物の細胞間相互作用の代わりに、表現型
の異なる細胞から作り出される必須栄養素
ロイシンとイソロイシンによる相互作用を
用いる。leuB と ilvE はそれぞれロイシンか
イソロイシンしか生産できないため、生存す
るための栄養素のやり取りが必要である。た
とえば、leuB 集団の数が何らかの理由で減ら
されれば、ロイシンの生産能が下がるので、
ilvE の増殖に提供できるロイシンの量が減
少し、ilvE 集団の数が減っていく。一方でイ
ソロイシンに必要な leuB は余るので、leuB
が増殖しやすくなり、leuB 集団の数が元に戻
ろうとする。このようにロイシンとイソロイ
シンによる細胞間相互作用によって、最終的
に leuB と ilvE がある比率に落ち着き、細胞
分化の恒常性を創り出された。このことによ
り、細胞内部の細かな分子機構を問わず、細
胞分化の恒常性えられることが証明された。 
今後、実験室内進化系を構築し、この細胞

間相互作用をさらに強くして、より安定な細
胞分化モデルの確立を目指す。そして、モデ
ル構築過程において、確率的に誕生する変異
株を調べて、iPS など誘導の癌化の解消に役
に立つ情報を提供する。 
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