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研究成果の概要（和文）：微生物の多くは互いにコミュニケーションを取り合うことで複雑な構造と機能を持つ共生シ
ステムを形成することが知られている。本研究ではこうした微生物共生システムが成立する条件の理解のため、実験者
による制御、解析が容易な人工相利共生システムを合成生物学的手法を用いて構築した。まずは適切な機能を持つ遺伝
子部品を組み合わせて、細胞間コミュニケーション分子を介して抗生物質耐性遺伝子の発現を誘導し合うことでお互い
の生存を助け合う相利共生関係を形成させる人工遺伝子回路を設計、構築した。さらに大腸菌を用いた培養実験と数値
シミュレーションの両方で、構築した人工相利共生システムが安定して存在しうることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Many microbes are living by forming symbiotic systems that have complex 
structures and functions by communicating with other microbes. In order to understand the design 
principle of these symbiotic systems, we constructed a synthetic mutualistic system that is easy to be 
controlled and analyzed with the synthetic biological approach. Firstly, we designed and constructed 
synthetic genetic circuits that make E.coli cells to form a mutualistic system in which two types of 
cells help the other’s survival by inducing expression of antibiotic resistance genes through cell-cell 
communication molecules. Furthermore, we confirmed that the synthetic mutualistic system can exist stably 
with culture experiments and numerical simulations.

研究分野：合成生物学

キーワード： 人工遺伝子回路　微生物共生系
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１． 研究開始当初の背景 
微生物の多くは互いにコミュニケーショ
ンを取り合うことで複雑な構造と機能を持
つ共生システムを形成することが知られて
いる。こうしたシステムの性質を知るために
は、システムの一部を改変したり、摂動を与
えたりした時に、システムがどのような挙動
を示すかを調べることが有効である。しかし、
天然のシステムを改変することは、その系の
複雑さから困難である。一方合成生物学では、
実験者がタンパク質コード配列や制御配列
を組み合わせて構築する人工遺伝子回路を
用いることで、系内の相互作用の強さが変化
したシステムを構築することが容易である。 
合成生物学では人工遺伝子回路を導入す
ることで、細胞に所望の機能をプログラムす
るという手法が用いられてきた。この手法を
用いてこれまで様々な成果が出ている。物質
生産の研究としては、抗マラリア薬前駆体の
合成系遺伝子群を微生物に組み込むことの
実現がある。ネットワーク制御に関する研究
では、抑制タンパク質三種類を組み合わせた
制御系遺伝子回路によって大腸菌が点滅す
る大腸菌発振子の構築などの成果がある。制
御系の研究では特に、電子回路のように、シ
ンプルな部品を組み合わせて、大規模な人工
遺伝子回路を構築していこうという動きが
さかんである。またシミュレーションを用い
て、構築した回路が設計した通りに作動する
かの予測も行われている。さらに、細胞間通
信の機能を利用して複数の細胞を共同的に
働かせる人工遺伝子回路も構築されている。
大腸菌集団に空間パターンの同心円縞模様
を構築させた研究や、集団に同期した振動を
起こさせた研究では、同じ人工遺伝子回路を
導入された大腸菌の集団が相互作用するこ
とによって複雑なダイナミクスを再現して
いる。また、二種類の異なる人工遺伝子回路
をそれぞれ導入した大腸菌に相互作用させ
ることで、positive feedback システムや
Lotka Volterraモデルなどの構築も行われて
きた。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、人工遺伝子回路を導入 
した大腸菌集団を用いて人工的な共生シス
テムを作製し、シミュレーションとともにそ
の挙動を解析することで、共生システムの実
現に必要な条件を導き出すことである。自然
界では多くの微生物が、お互いにコミュニケ
ーションを取り合うことで複雑な機能を持
つ共生システムを形成しているが、この設計
原理については不明な点が多い。本研究では、
実験者がゼロから構築した人工遺伝子回路
を用いて、大腸菌で相利共生系を構築し、シ
ミュレーションと合わせた解析を行うこと
で、共生システムの設計原理に関する知見を
深める。 
 
３． 研究の方法 

(1) 人工遺伝子回路の設計と構築 
本研究では、人工遺伝子回路を用いて二種
類の大腸菌が、お互いが存在するときのみ生
存が可能となる共生システムを作製し、この
挙動を調べるという手法を採った。 

図 1 人工相利共生システム 
 
この人工相利共生システムの概念図を図 1
に示す。このシステムでは、異なる人工遺伝
子回路を導入された大腸菌同士が、細胞間コ
ミュニケーション分子を介してお互いの状
態を感知し合い、相手からのシグナル分子が
存在するときのみ生存が可能になる。このた
めに、以下の３条件を満たした人工遺伝子回
路を大腸菌に導入した。1.) 二種類の大腸菌
Aと Bは異なるシグナル分子を合成する。2.) 
細胞 A は細胞 B の合成するシグナル分子β
（Signal β）を感知して、シグナル分子α
（Signal α）の合成を行う。同様に、細胞 B
は細胞 A の合成するコミュニケーション分
子αを感知して、シグナル分子βを合成する。
3.) 細胞 A内では、シグナル分子βによって
抗生物質耐性遺伝子（CmR）の発現が誘導さ
れる。同様に細胞 B内では、シグナル分子α
によって抗生物質耐性遺伝子の発現が誘導
される。この人工遺伝子回路の働きにより、
細胞 Aと Bが、お互いが存在するときのみ抗
生物質存在下で生存が可能となる共生シス
テムが形成される。 
 
(2) 数理モデリング 
 設計した人工相利共生システムの挙動を
数値シミュレーションにより解析するため、
次に示す数理モデルを構築した。 



 

 

 
４． 研究成果 
(1) 人工遺伝子回路の実装のための遺伝子 
部品の選定 
 人工相利共生システムを実装するための
遺伝子部品の選定と性質の確認を行い、人工
遺伝子回路の設計を行った。研究当初は、細
胞間コミュニケーションを実装するために
Las 系と Lux 系の転写活性化タンパク質とシ
グナル合成酵素の遺伝子を使用することを
考えていたが、予備実験の結果、Lux 系の転
写活性化タンパク質 LuxR が、Las 系のシグナ
ル分子 3OC12HSL と結合してしまうことがわ
かった。この性質のため、LuxR と LasI を導
入した細胞B内で自己フィードバックがかか
り、細胞 Aがいなくても生存してしまうとい
う問題が起きた。このため、Las 系のシグナ
ルとのクロストークがないことを確認した
Rhl 系の遺伝子を Lux 系の遺伝子の変わりに
使用することにした。Las 系と Rhl 系の遺伝
子群を用いて設計した人工遺伝子回路と、こ
れを導入して形成される人工相利共生シス
テムを図 2に示す。 
 

 
図 2 人工相利共生システムを実装するため
の人工遺伝子回路 
 
(2) 人工相利共生システムの形成の確認 

細胞Aと細胞Bを抗生物質存在下で共培養

することで、増殖率が上昇することを確認し

た。図 2の人工遺伝子回路を導入した細胞 A

と細胞 Bを共培養した結果を図 3に示す。細

胞Aと細胞Bを初期菌密度 0.005ずつ 1:1の

割合で植菌して共培養をすることで、単独で

培養したときと比べて、増殖率が上昇するこ

とが確認された。この結果は、細胞 Aと細胞

Bがお互いの増殖を促進する相利共生の関係

にあることを示している。 

図 3 共培養による増殖率の変化の確認 
 
(3) 遺伝子部品の改良 
図 3で示した結果から、人工遺伝子回路を
導入した細胞Aと細胞Bが設計通り相利共生
の関係を持つことが示されたが、細胞 Aは単
独でも少し増殖してしまうという傾向がみ
られた。これは抗生物質耐性遺伝子の発現の
リークが原因であると考えられる。リークの
影響を軽減するため、抗生物質耐性タンパク
質に、細胞内での分解率を上昇させるタグ配
列を付加するという改良を行った。タグ配列
の効果を確認するため、タグなしの抗生物質
耐性タンパク質とタグ付の抗生物質耐性タ
ンパク質それぞれの ORF を小分子誘導が可
能なプロモーターの下流に導入し、大腸菌に
導入した。これらの大腸菌を抗生物質存在下
で培養すると、タグなしの抗生物質耐性タン
パク質を導入した大腸菌ではリークにより
誘導がなくても増殖してしまったが、タグ付
きの抗生物質耐性タンパク質を導入した大
腸菌では増殖が見られなかった。この結果は、
タグ付の抗生物質耐性タンパク質を用いる
ことで、細胞 Aの単独での増殖を抑制できる
ことを示唆している。 
 
(4)  数値シミュレーションによる人工相利 
共生システムの解析 
数理モデルをもとに安定性解析を行った
結果、今回作製した共生システムは、どのよ
うな初期菌密度から始めても、あらかじめ定
めた細胞比率に収束するという結果が得ら



れた。図 4左図は、人工遺伝子回路で作製し
た共生関係をもつ細胞 Aと細胞 Bがある細胞
比率で安定に共存することを示している。一
方、図 4の右図は二種類の細胞の間に共生関
係がないと、細胞 Aと細胞 Bは安定に共存し
えないことを示している。この結果から、本
研究で用いた手法により、一定の細胞比率を
持った安定な共生システムを作製できるこ
とが確認された。 

図 4人工相利共生システムの安定性の確認 
 
 人工相利共生系の細胞比率の制御可能性
を確認するため、数値シミュレーションを行
った。図 5は細胞 Aの抗生物質耐性遺伝子生
産効率を変えることで細胞 Aと細胞 Bの比率
が変わることを示している。 

図 5 細胞比率の制御可能性の確認 
 
抗生物質耐性遺伝子の生産効率を変化させ
ることは、プロモーターやリボソーム結合サ
イト（RBS）の配列といった遺伝子部品の強
さを変えることで実現可能であるため、この
ような細胞比率の制御は妥当な方法である
といえる。 
 
(5) マイクロ流体デバイスの開発 
本研究では、人工遺伝子回路を用いて微生
物の性質を変化させることで共生システム
を成立させるという手法をとったが、共生シ
ステムの形成には環境条件の制御も重要に
なってくる。そこで、大腸菌を微小環境中で
様々なパラメータを制御しながらの培養が
可能なマイクロ流体デバイスの作製を行っ
た。 
 
(6) 研究成果のまとめ 
本研究では、人工遺伝子回路を用いて二種
類の大腸菌がお互いの生存を助け合う相共

生系を構築してその挙動を解析することで、
微生物共生システムの実現に必要な条件を
知ることを目的とした。このために、細胞間
コミュニケーション分子を介して抗生物質
耐性遺伝子の発現を誘導し合うことでお互
いの生存を助け合う機能を持った人工遺伝
子回路を、適切な遺伝子部品を組み合わせて
構築した。さらに構築した人工遺伝子回路を
大腸菌に導入して作製した細胞 A と細胞 B
が設計した通り、抗生物質存在下で共存する
ことを確認した。なお、抗生物質耐性遺伝子
の発現リークにより細胞 A が単独でも若干
増殖してしまうという問題が見られたが、抗
生物質耐性タンパク質に分解タグを付加す
ることで発現リークを抑えることができる
ことを確認した。また人工遺伝子回路の数理
モデルを作成し、数値シミュレーションによ
り、設計した共生システムの安定性や比率の
制御可能性を確認した。さらに共生システム
の形成に適した環境条件の制御のため、微小
環境内での細菌の連続培養が可能なマイク
ロ流体デバイスの開発を行った。 
 
(7) 今後の展望 
今後は、遺伝子部品を調節することでより
安定な人工相利共生システムの構築を目指
す。まず発現リークを抑えることができると
確認された分解タグ付の抗生物質耐性タン
パク質を人工遺伝子回路に組み込むことで、
単独では増殖がみられない、絶対相利共生の
関係をもつ人工共生システムを構築する。続
いて、システムの一部を変更したときシステ
ムの挙動がどのように変わるかを確認する。
この解析によって、作製した共生システムが
どのような条件下で成立するのかを確認す
る。さらに、相利共生系以外の片利共生や競
争といった関係をもつ共生システムも、同様
の手法により作製し解析を行う。 
本研究では、人工遺伝子回路を用いことで
遺伝子発現量や抗生物質耐性などの生物学
的パラメータを操作に制御を置いたが、共生
系の成立には培養環境のサイズや栄養の流
入量，増えすぎた微生物の排出量などの環境
パラメータの制御も重要だと考えられる。本
研究で作製したマイクロ流体デバイスは、こ
うした環境パラメータを制御することが可
能なデバイスである。今後は人工遺伝子回路
を導入して作製した微生物共生システムを
マイクロ流体デバイス上で連続培養するこ
とで、生物学的パラメータと環境パラメータ
の両方を制御しながら微生物共生システム
の成立条件を調べていく予定である。 
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