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研究成果の概要（和文）：一連の代謝遺伝子群を連結した人工オペロンをどのようにデザインすればよいかを、特に遺
伝子の人工オペロン内の連結順序に着目して、大腸菌が本来生産しないカロテノイド・アントシアニンといった色素性
物質の代謝経路を具体例に取り上げて検証した。
　その結果、グルコースからカロテノイドまでの一連の代謝経路を連結した人工オペロンプラスミドによりカロテノイ
ドを生産する大腸菌の創出に成功した。また、in vitroの酵素反応で最適な酵素比率を求め、これに基づいたアントシ
アニンの人工オペロンを構築し、大腸菌に導入したところ、アントシアニンの生産に成功した。これらの結果より、人
工オペロンの設計指針を示すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to elucidate how to design artificial polycistronic 
operon, especially in terms of gene order in the operon. We used carotenoid and anthocyanin biosynthetic 
pathway which don't exist in Escherichia coli.
 As a result, we succeeded in construction of artificial carotenoid operon plasmid that is fully 
responsible for carotenoid production starting from glucose. We also succeeded in construction of 
artificial anthocyanin operon that is designed using information of optimal ration of responsible 4 
enzymes by in vitro experiment. Through these case studies, we propose possible rule for construction of 
artificial operon.

研究分野： ゲノムデザイン学

キーワード： ゲノムデザイン　遺伝集積　オペロン　遺伝子発現制御　代謝工学

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
生命活動は一次代謝経路（＝基本代謝）、

および二次代謝経路（＝ヒトが利用できる生
産物）に大別される。それぞれの経路はおお
むね 10 を越える遺伝子で構成される。それ
ぞれの代謝系を構成する遺伝子はゲノム中
に経路ごとに整然と並んでいることは少な
く、位置も方向もばらばらである。このばら
ばらな遺伝子群をひとまとめにして、それぞ
れの発現を最適化して別の適切な生産系に
移植できれば、その応用展開は計り知れない。
この方向性は、全く新しい遺伝子を組み合わ
せる合成生物学でのボトムアップ的アプロ
ーチである。 
しかしながら現在の大腸菌を宿主とした

遺伝子工学技術で同時に取り扱える遺伝子
数はせいぜい数個にとどまっている。従って
多数の遺伝子を効率よく集合させ実際に DNA
として構築すること自体が困難であり、異な
る宿主に経路ごと移植するのは至難の業で
ある。しかし柘植らが独自に開発した枯草菌
の遺伝子集積技術 OGAB 法（引用文献①、雑
誌論文①）はこのステップにブレイクをもた
らした。 
 
２．研究の目的 
OGAB 法を基盤技術として、細胞中(in vivo)
で実際に機能する人工遺伝子回路を合成生
物学的観点でデザインする技術を発展させ
ることを目的とした。特に、細胞中の代謝経
路のような多因子の遺伝子が関与する複雑
系において、各遺伝子の協調的な発現調節に
より定常的な代謝経路を機能させるための
手法の確立を目標とした。具体的には大腸菌
には本来存在しない代謝経路を対象に取り
上げ、これらの代謝経路を構成する一連の遺
伝子群を人工オペロン化し異種宿主細胞中
で協調的に機能させるようにするための遺
伝子の発現調節法の模索を行った。特に色素
性化合物の（１）カロテノイド、（２）アン
トシアニンをアウトプットとしてモニター
することにより、その生産量の増大を指標に
評価した。最終的に代謝経路の人工的な遺伝
子回路のデザイン技術を確立めざした。 
 
３．研究の方法 
代謝経路ごとに、バクテリアのゲノム中に良
く見いだされる複数の遺伝子が１つの転写
単位で転写されるポリシストロニックオペ
ロン構造を人工的に設計するためにどのよ
うにしたらよいかを検討した。特に、人工オ
ペロン内で、遺伝子断片を、唯一のプロモー
ターの下流にどのような順序で連結すれば
よいかを調べるという観点で行った。そのた
めに、様々に単位遺伝子断片の連結順序を変
更した人工オペロンを構築して、その機能性
を評価した。これらの複雑な人工オペロンの
構築については、枯草菌のプラスミド形質転
換法で、一度に 50 個以上の DNA 断片が連結
可能な OGAB 法により効率的に行った。 

 具体的な人工オペロンの題材については、
その機能性の評価が容易な点から、大腸菌が
本来生産しない色素性化合物の、（１）カロ
テノイドと、（２）アントシアニンを取り上
げ、以下のように行った。 
 
（１）カロテノイド 
大腸菌はカロテノイドを生産しないが、その
反応前駆体であるイソペンテニル２リン酸
（IPP）までの代謝経路は存在するため、こ
れ以降のカロテノイド代謝経路の５つの遺
伝子を大腸菌に導入することでカロテノイ
ドの一種である、ゼアキサンチンを生産する
ことが可能になる。一方、本来カロテノイド
を生産しない大腸菌では、全ての代謝経路、
具体的にはグルコースなどの炭素源から IPP
に至るまでの解糖系と非メバロン酸経路が、
カロテノイドの生産に最適化されていると
いうことはないので、これらの２つの代謝経
路と、カロテノイド経路の３つの代謝経路に
関わる一連の遺伝子群をカロテノイドの生
産に適した形へのデザインを目指した。 
 まず、大腸菌の解糖系の各代謝経路の遺伝
子を、文献データベースなどから選択した。
複数のアイソザイム酵素が存在する代謝ス
テップについては、最も主要な働きをすると
考えられる酵素遺伝子１つを選択する方法
で、一連の代謝酵素遺伝子１０個を選択した。
これらの１０個の単位遺伝子断片を、野生型
の大腸菌中の対象遺伝子のmRNA量を参考に、
転写量の多い順に、ラムダファージ由来の Pr
プロモーターに近くなるように OGAB 法を用
いて連結した人工オペロン（mRNA 量順オペロ
ン）を持つプラスミドを構築した。 
 構築した人工オペロンプラスミドを野生
型の大腸菌に導入し、その後、大腸菌のゲノ
ムDNA中に存在するアイソザイムを含む全て
の解糖系遺伝子を削除する方法により、ゲノ
ム中の解糖系遺伝子が全くなく、プラスミド
中の解糖系遺伝子により生存する大腸菌を
構築した。 
 解糖系の遺伝子の連結順序を変更した人
工オペロンについては、上述のゲノム中の解
糖系遺伝子を全て削除した大腸菌の解糖系
オペロンプラスミドを新しいオペロンと置
換(スワッピング)する方法により得た。 
 また、大腸菌ではなく、真核生物である出
芽酵母の解糖系遺伝子についても、同様の方
法により、１１個の一連の遺伝子群を選抜し、
酵母人工解糖系オペロンを構築し、上述のゲ
ノム中の解糖系遺伝子を全て削除した大腸
菌の解糖系オペロンプラスミドとスワッピ
ングすることにより得た。 
 非メバロン酸経路についても解糖系オペ
ロンと同様に、代謝経路から９個の遺伝子を
選択し、mRNA 量順オペロンを構築後、野生型
の大腸菌に導入したのち、対応する反応ステ
ップの全ての遺伝子を削除することにより
行った。 
 大腸菌の非メバロン酸経路に対応する、酵



母のメバロン酸経路についても９個の一連
の遺伝子群を選抜し、人工酵母メバロン酸経
路オペロンを構築し、上述のゲノム中の非メ
バロン酸経路遺伝子を全て削除した大腸菌
の人工非メバロン酸経路オペロンプラスミ
ドと人工酵母メバロン酸経路オペロンプラ
スミドをスワッピングすることにより得た。 
 カロテノイドの人工オペロンについては、
既に作成済みのものを利用した（引用文献
②）。 
 これらのオペロンを連結して１つのプラ
スミドにする工程も OGAB 法により行った。
得られたオペロンプラスミドをまず、ゲノム
中の解糖系遺伝子を全て削除した大腸菌に
導入後、非メバロン酸経路遺伝子群を完全に
削除することにより行った。 
 
（２）アントシアニン 
アントシアニンは植物のみが合成し、一次代
謝産物であるフェニルアラニンからアント
シアニンの一種であるペラルゴニジンに至
る経路には9段階の生合成ステップで合成さ
れる。途中の中間代謝物質としてナリンゲニ
ンが知られているが、ナリンゲニンまでを生
産する大腸菌は既に構築されており、ナリン
ゲニンを境として、前半と後半の代謝経路に
分割して取り組んだ。 
 ナリンゲニンからペラルゴニジン－O－グ
リコシドまでの経路は、４つの酵素（F3H, DFR, 
LDOX, 3-GT）が必要であるがこれらの酵素の
必要量比が不明なため、まずはこれを求める
ために、シロイヌナズナから対応遺伝子をク
ローニングし、大腸菌でタンパク質を生産さ
せ、これらを精製した。様々な量比で 4つの
酵素を in vitro 反応系に導入し、最終産物
のペラルゴニジン－O－グリコシドと、その
代謝ステップ手前の産物であるペラルゴニ
ジンの生産量を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）カロテノイド 
大腸菌遺伝子を用いた人工解糖系オペロン
の遺伝子の連結順序の異なるオペロンを１
７０種類以上構築し、ゲノム上の解糖系遺伝
子群を全て削除した大腸菌に導入した。得ら
れた大腸菌株を、グルコースを唯一の炭素源
とする培地での比増殖速度を指標にオペロ
ンの機能性を検証した。その結果、最初に構
築した mRNA 量順の人工解糖系オペロンが野
生株とほぼ同等の比増殖速度を示したのに
対して、その他の配列のうち、mRNA 量順と近
い順番で連結されている一部のものが、同じ
ように野生株並みに増殖するという例外を
除いて、概ね、野生株で mRNA 量が多い遺伝
子がプロモーターから遠い場所に動くほど
に増殖速度が遅くなる傾向が観察された。 
 この現象を詳細に調べるために、人工オペ
ロンを持つ各大腸菌株の解糖系遺伝子の
mRNA 量とタンパク質量を詳細に調べたとこ
ろ、プロモーターから離れるにしたがって概

ね単調に減少することが確認され、また、
mRNA とタンパク質の量との間では、遺伝子の
種類ごとにではあるが、ほぼ正比例すること
が判明した。また、mRNA 量順の人工解糖系オ
ペロンを持つ大腸菌の解糖系タンパク質の
量は、他の人工解糖系オペロンのタンパク質
量に比較して極めて野生株大腸菌の解糖系
のタンパク質量に近い存在量を示し、野生型
に近いタンパク質の発現量に制御すれば、野
生型大腸菌と同じように機能させることが
可能であることが判明した。 
 解糖系は、生物にとって広く普遍的な代謝
経路であるため、大腸菌以外の遺伝子であっ
ても、人工オペロンの知見を利用して、各酵
素の発現量を最適化できれば大腸菌以外の
遺伝子からなる解糖系を大腸菌中に再現可
能であると考え、真核生物である酵母遺伝子
による人工解糖系オペロンの構築を試みた。
酵母内の各遺伝子の発現量を文献により調
べたところ、対応する大腸菌遺伝子とほぼ同
等の発現順位であったため、大腸菌の mRNA
量順と同様の遺伝子連結順序の酵母人工解
糖系オペロンを OGAB 法により構築した。こ
れをゲノム中の解糖系遺伝子を全て削除し
た大腸菌の解糖系オペロンプラスミドとス
ワッピングすることにより得て、グルコース
を唯一の炭素源とした最少培地で増殖した
ところ、比増殖速度で野生株大腸菌の半分程
度ではあったが、解糖系として機能すること
が判明し、人工オペロンの有効性を示すこと
に成功した。 
 次に、大腸菌の非メバロン酸経路の９遺伝
子についても、mRNA 量順に遺伝子を連結した
人工オペロンを構築し、これを用いて遺伝子
削除を行った。しかしながらゲノム中の遺伝
子のうち dxr遺伝子については、mRNA 量順の
人工オペロンを持ってもゲノムから削除で
きなかったため、dxr 遺伝子の発現量が少な
いためであると考え、mRNA 量順の８番目の位
置にある dxs遺伝子を先頭に移動することで
発現量の増強を期待した準 mRNA 量順オペロ
ンを作製したところ、こちらは全てのゲノム
中の非メバロン酸経路遺伝子の除去を完了
することができた。 
 このように作成したゲノム中の全ての非
メバロン酸経路遺伝子を削除した大腸菌を
用いて、途中経路は異なるが、最終代謝産物
が同一となる、酵母のメバロン酸経路に変換
するべく、解糖系と同様に酵母のメバロン酸
経路についてオペロンを構築した。複数の人
工オペロンの試行を経て、最終的に野生型の
大腸菌とほぼ同等の機能性を示す、酵母人工
メバロン酸経路オペロンを構築すること成
功した。 
 大腸菌の人工解糖系オペロンと非メバロ
ン酸人工オペロンと、人工カロテノイドオペ
ロンを連結して、一連の代謝経路からなる人
工オペロンプラスミドを構築して、その後対
応するゲノム中の遺伝子を全て欠損した。グ
ルコースを唯一の炭素源とした最少培地で



培養したところ、特にプラスミドの保持のた
めの抗生物質などの選択圧を入れることな
く培養しても、人工オペロンプラスミドが脱
落することなく、ゼアキサンチンを生産した。 
 その後、大腸菌の遺伝子のオペロンを全て
酵母の遺伝子のオペロンに置換することを
試みた。しかしながら、酵母人工解糖系オペ
ロンを有する人工オペロンプラスミドは増
殖が非常に遅かったため、ゼアキサンチン生
産用宿主としては、大腸菌人工解糖系オペロ
ンと、酵母人工メバロン酸オペロン、人工カ
ロテノイドオペロンを連結したオペロンプ
ラスミドを持つ大腸菌を選択した。 
 大腸菌の非メバロン酸経路と、酵母のメバ
ロン酸経路の最終代謝産物は IPP であるが、
出発物質が異なっており、非メバロン酸経路
では、ピルビン酸とグリセルアルデヒド３リ
ン酸を用いるのに対して、メバロン酸はピル
ビン酸からさらに反応したアセチルCoAと異
なっている。この時点で存在する大腸菌は、
非メバロン酸経路を利用するにあたっては、
ゲノム中の遺伝子を使うことなく、人工オペ
ロンプラスミド中の遺伝子に頼ってゼアキ
サンチンを生産するが、メバロン酸経路を利
用する場合は、宿主ゲノムのピルビン酸デヒ
ドロゲナーゼ遺伝子群を利用しているので、
この遺伝子群についても、人工オペロンプラ
スミドに搭載し、その後、ゲノムから削除し
た。 
 得られた大腸菌は、ゲノム中のグルコース
からアセチル CoA を経由して、IPP に至る一
連の遺伝子群を欠損し、大腸菌解糖系オペロ
ン、酵母メバロン酸経路オペロン、大腸菌メ
バロン酸デヒドロゲナーゼオペロン、カロテ
ノイドオペロンの一連の２８遺伝子からな
る人工オペロンにより生育し、カロテノイド
を生産した（図１）。その生産量は過去の論
文 で 知られ る 最大生 産 量に匹 敵 す る
2mg/dcw-g 程度のゼアキサンチンを生産し、
多数の遺伝子の発現量を協調的に制御する
ことに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ グルコースからゼアキサンチンまで
の一連の代謝経路を人工オペロンプラスミ
ドに持つ大腸菌 
 
 
（２）アントシアニン 
 アントシアニンの生産に必要な、後半経路
の遺伝子群のそれぞれの発現量のデータが
なかったため、in vitro 試験により、最適な
酵素比率を求めることを行った。まずは、４

つの酵素（F3H、DFR、LDOX、3-GT）を精製し、
人工オペロンでのプロモーターからの距離
が遠くなるほどに発現量が減少する様子を
まねるために、最も量の多い酵素のモル比率
を 100％としたときに、２番目以降の酵素の
モル比が順次 80%となるように等比的に減少
させる in vitro 反応系２４個を準備した。
ここに基質となるナリンゲニンを加えて反
応を行い、ペラルゴニジン－O－グリコシド
とその一つ手前の色素のペラルゴニジンに
ついて生産量を調べた。何れも、F3H、DFR、
LDOX、3-GT の順番に連結するものが最も生産
量が多いことを確認した。 
 この結果を検討したところ、3-GT がなくと
も色素のペラルゴニジンを生産することか
ら、反応系を簡単にするために、3-GT を除い
て、F3H、DFR、LDOX の順にプロモーターに連
結した人工オペロンを構築し、これを発現誘
導可能な大腸菌により遺伝子発現したとこ
ろ、ペラルゴニジンの生産により菌ペレット
をわずかに赤く染めることに初めて成功し、
人工オペロンの有効性を示すことに成功し
た（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ in vitro解析より得られた結果を元に
構築したアントシアニンオペロンによるア
ントシアニン生産の確認 
 
  次に、ここで作成した人工オペロンを鮒
らが作成した５遺伝子によりチロシンから
ナリンゲニンを生産する大腸菌（引用文献
③）に導入したところ、ごく微量のペラルゴ
ニジンを検出した。この低生産の理由を３種
類のプラスミドが１つの大腸菌の中に共存
することであると考え、これらの３つのプラ
スミドに分散している遺伝子８個を、OGAB 法
により１つの人工オペロンプラスミドに集
積したが、残念ながら、顕著なペラルゴニジ
ンの生産は認められなかった。 
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