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研究成果の概要（和文）：人工遺伝子回路をつくるこれまでの方法は、手間のかかるtrial and errorの過程が必要で
ある。そのことが、人工遺伝子回路を合成生物学で利用するときに障害となっている。そこで、もっと合理的に人工遺
伝子回路を設計して構築できる方法を、RTRACSと呼ばれるモジュール化されたDNAコンピュータの枠組みを利用して開
発した。この方法を用いて、細胞サイズの小胞に内包した無細胞タンパク質合成系の中に人工遺伝子回路を構築し、動
作させることに成功した。小胞の中につくられた回路は、基本的に、標準的な遺伝子組み換え技術を用いて、生細胞の
中に組み込むことができる。

研究成果の概要（英文）：Conventional methods to construct synthetic gene regulatory networks (GRNs) need 
time-consuming trial and error steps, preventing their use in synthetic biology. Thus, we have developed 
a method to more rationally design and construct synthetic GRNs using the framework of a modular DNA 
computer RTRACS. Using the present method, we successfully built and drove a GRN in a cell-free protein 
synthesis system confined in a cell-sized vesicle. A GRN constructed in a vesicle by the present method 
can be basically integrated into a living cell using standard molecular cloning technology.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 
合成生物学は、人工的につくられた生体分子
システムを生命科学の研究や産業に利用す
ることを目指した学問である。代表的な例の
一つが人工遺伝子回路である。大腸菌内に遺
伝子回路を人工的に構築し、細胞内の遺伝子
回路の機能を調べたり、大腸菌が本来生産し
ない物質を産生したりすることが試みられ
ている。しかし、これまでの設計や構築方法
では、回路の実現に多大な trial and error
が必要であるため、要素数の少ない人工遺伝
子回路でも実現は容易でない。そのため、多
要素からなる、工学的にも利用価値の高い人
工遺伝子回路を合理的に設計して構築でき
る方法の実現が切望されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の第一の目的は、無細胞タンパク質合
成系で動作する、多要素からなる人工遺伝子
回路を、合理的に設計して構築する方法を開
発することである。生細胞より無細胞系の方
が実験操作が容易である。また、無細胞系の
方が反応場に関与する分子の種類を制限し
易い。そのため、ブラックボックスに近い生
細胞と違って、人工遺伝子回路の動作の障害
を取り除き易い。さらに、最終的には生細胞
に組み込む回路であっても、まずは無細胞系
で安定に動作する回路を設計して構築し、そ
の後、細胞内でも動作するように回路の修正
を行う方が効率よく目的の人工遺伝子回路
が実現できると考えられる。 
 本研究のもう一つの目的は、人工遺伝子回
路が宿主細胞の増殖速度に与える影響を明
らかにすることである。人工遺伝子回路を動
作させると宿主細胞の増殖速度が大幅に低
下することが多く、手間のかかる trial and 
error による回路の修正が強いられる。人工
遺伝子回路が宿主細胞の増殖速度に与える
影響の普遍的機構が明らかになれば、それを
考慮することにより、宿主細胞内で動作する
可能性の高い人工遺伝子回路を合理的に設
計できると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 人工遺伝子回路の合理的構築 
 
無細胞タンパク質合成系で動作する、多要素
からなる人工遺伝子回路を合理的に設計し
て構築する方法を開発する研究を行うため
に、DNA コンピュータ RTRACS の仕組みを利用
することにした。 
 多要素からなる人工遺伝子回路の合理的
構築を困難にしている大きな原因は、回路の
構築に利用できる転写因子が限られている
からである。必要な転写制御活性をもち、他
の転写因子と干渉しない転写因子を新たに
設計することは、タンパク質‐核酸相互作用

やタンパク質‐タンパク質相互作用の設計
が容易でないために困難である。 
 この転写因子の数の問題は、DNA コンピュ
ータ RTRACS の仕組みを利用することで解決
できる。RTRACS は入出力 RNA を介して通信す
るモジュールのネットワークを用いて計算
を行う。計算プログラムに対応するネットワ
ークの構造は核酸同士の相互作用で決定さ
れる。モジュールの基本的な反応は、入力 RNA
の配列をモジュールの機能に対応した出力
RNA の配列に変換して転写する反応である。
この反応は、出力 RNA 遺伝子の発現を転写因
子である入力RNAで制御する反応と見なすこ
とができる。核酸同士の相互作用はタンパク
質‐核酸相互作用やタンパク質‐タンパク
質相互作用と比べてはるかに設計が容易で
ある。したがって、RTRACS の仕組みを利用す
ることで、転写因子の数の問題を解決するこ
とができる。 
 RTRACS の仕組みを利用すると、無細胞タン
パク質合成系での人工遺伝子回路の合理的
構築も可能になる。RTRACS は無細胞タンパク
質合成系で使用する溶液条件でも動作する。
また、RTRACS の計算回路はモジュール化され
ているので、合理的に回路を構築する仕組み
をはじめから備えている。 
 RTRACS の仕組みを用いて構築した回路は、
無細胞系での合成生物学に利用できるだけ
でなく、宿主細胞内に組み込んで利用するこ
とも十分に可能である。標準的な遺伝子組み
換え実験の技術を用いて、RTRACS の回路を大
腸菌の中に入れることは可能である。 
 
(2) 人工遺伝子回路の宿主細胞への影響 
 
人工遺伝子回路が宿主細胞の増殖速度に与
える影響を明らかにする研究は、大腸菌の解
糖系の 10 個の遺伝子の発現量を様々に変え
た 143 株の大腸菌を用いて行うことにした。
人工遺伝子回路の動作が宿主細胞に与える
影響は複数の宿主遺伝子の発現量を強制変
化させる摂動に相当すると考えられる。これ
らの大腸菌株を用いると、解糖系の 10 遺伝
子の発現量を強制的に変化させたときの増
殖速度の変化や他の遺伝子の発現量の変化
を調べることができる。 
 研究に使用した大腸菌株は慶応大学の柘
植研究室で OGAB 法を用いて作成されたもの
である。大腸菌の解糖系の 10 遺伝子をポリ
シストロンとして集積したプラスミドを組
み込んだ株で、ゲノム上の対応する遺伝子は
すべてノックアウトされている。 
 
(3) 要素技術の開発 
 
以上の研究を実施するためには、いくつかの
要素技術の開発も必要である。これらの要素
技術は汎用性があるため、合成生物学の研究
において広く利用することが可能である。 
 



４．研究成果 
 
(1) 人工遺伝子回路の合理的構築 
 
無細胞タンパク質合成系で動作する多要素
からなる人工遺伝子回路を、合理的に設計し
て構築する方法を開発する研究については、
合理的な設計と構築により、巨大一枚膜ベシ
クル(GUV)内の無細胞タンパク質合成系で動
作する人工遺伝子回路を実現することに成
功した。 
 GUV は細胞と同程度の大きさをもち、その
膜構造は細胞と同じ一枚膜の閉鎖小胞であ
る。細胞サイズの GUV に遺伝子回路を封入す
ることで、内包分子の少数性、脂質二分子膜
の表面効果、物質の膜透過など、試験管内の
実験には存在しない因子を系に取り込むこ
とができる。 
 GUV 内に構築した人工遺伝子回路は、GUV
外に添加した IPTG で回路の動作を開始させ
る分子スイッチ、二種類の人工遺伝子が同時
に発現すると GFP の mRNA を発現する AND 型
人工遺伝子回路、mRNA から GFP を翻訳する無
細胞タンパク質合成系から構成されている。
遺伝子組み換え実験で使用される誘導分子
IPTG で動作を開始するようにしたのは、今後、
人工遺伝子回路を大腸菌に導入することを
考えてのことである。 
 分子スイッチ部分はプロモーター上流近
傍に Lac-O 配列を配した二本鎖 DNA で、初期
状態では Lac-O 配列に Lac-R が結合して転写
が抑制され、スイッチはオフの状態である。
GUV の脂質二分子膜は、オリゴ核酸やタンパ
ク質のような分子量が大きい分子は透過し
ないが、IPTG のように分子量が小さい分子は
比較的速く透過する。GUV 外から IPTG を添加
すると、しばらくしてスイッチがオンになり、
AND 型人工遺伝子回路が動作する。 
 IPTG添加直後はいずれのGUVからもGFPの
蛍光は見られなかったが、37 ℃で 14 時間経
過すると、発現した人工遺伝子の RNA が GUV
内に存在する場合のみ、約 40％の GUV から
GFP の蛍光が観測された。 
 今後は、生物学的あるいは工学的に価値が
高い、多要素から成る人工遺伝子回路を GUV
内で動作させたい。また、GUV 内で動作させ
た人工遺伝子回路を遺伝子組み換え実験に
より大腸菌に組み込んで動作させる実験を
計画している。 
 試験管内の無細胞タンパク質合成系では
GUV 内よりさらに大きな人工遺伝子回路を合
理的に設計して構築することに成功した。
GUV 内で動作させた人工遺伝子回路は転写ユ
ニットを 2つしか含まない回路である。試験
管内では転写ユニットを6つ含む人工遺伝子
回路を合理的に構築して動作せることに成
功した。この回路は、2 つのグループの遺伝
子が異なる種類の遺伝子を発現したときに
のみ標的遺伝子を発現する人工遺伝子回路
である。 

 
(2) 人工遺伝子回路の宿主細胞への影響 
 
人工遺伝子回路が宿主細胞の増殖速度に与
える影響を明らかにする研究については、影
響を緩和するための普遍的な機構が存在す
ることが実験結果から示唆された。この仕組
みが利用できるように人工遺伝子回路を設
計すれば、宿主細胞の増殖速度を大幅に落と
さずに動作する人工遺伝子回路が実現でき
る。 
 人工遺伝子回路の動作が宿主細胞に与え
る影響は複数の宿主遺伝子の発現量を強制
変化させる摂動に相当すると考えられる。そ
こで、解糖系の 10 個の遺伝子の発現に様々
な摂動を与えたときの宿主細胞の増殖速度
と遺伝子発現量の変化を調べた。 
 実験に使用した大腸菌に導入されたプラ
スミド上には、ゲノムからノックアウトした、
解糖系の 10 種の遺伝子がポリシストロニッ
クなオペロンとして集積されている。ポリシ
ストロニックなオペロン上の遺伝子はプロ
モーターからの距離が大きくなるほど発現
量が小さくなることが知られており、遺伝子
が並ぶ順番を変化させることで各遺伝子の
発現量比を変化させることができる。 
 こうして得た、様々な順番のオペロンを持
つ 143 株の、グルコースを炭素源とする最少
培地での増殖速度は、どれも野生型よりも小
さかったが、幅広い値を示した。また、この
うちの 1 株、解糖系の 10 遺伝子の野生型で
の発現量比の順番にオペロン上で並べたも
の(以下、標準株と呼ぶ)は、比較的野生型に
近い増殖速度を示した。 
 増速速度との相関が最も良くなるように
数値化した摂動の大きさと増殖速度の関係
をみると、摂動の小さいところでは比較的増
殖速度が大きいが、摂動の大きいところでは
幅広い増殖速度を示すような特徴が見られ
た。摂動と増殖速度は単純な関係にはないこ
とがわかった。 
 摂動による株間の増殖速度の違いがどの
ように起きているか調べるために、遺伝子発
現解析を行った。摂動の大きさと増殖速度の
関係が互いに異なるように 17 株選出し、
Photo-DEAN 法でオペロン上の遺伝子と、それ
以外に代謝関連遺伝子 100 種について mRNA
を定量した。 
 摂動によって野生型からどれだけ発現プ
ロファイルが変動しているかを、オペロン上
の遺伝子以外の定量遺伝子について野生型
との発現比の分散でみたところ、増殖速度と
高い負の相関があり、摂動によって増殖速度
が減少する株ほど、摂動による発現プロファ
イルの変動が大きいという関係があること
がわかった。また、5 株について DNA マイク
ロアレイによる全ゲノム解析を行ったとこ
ろ、発現の変動はゲノム上の全遺伝子にわた
っているが、比の分散と増殖速度については
同様の相関関係を示すことがわかった。 



 この関係についてさらに詳しく解析する
ことで、摂動、すなわち、人工遺伝子回路の
動作が宿主細胞の増殖速度に及ぼす影響を
緩和するための普遍的な機構が明らかにな
ると考えられる。その機構が利用できるよう
に人工遺伝子回路を設計すれば、宿主細胞の
増殖速度を大きく落とさずに人工遺伝子回
路を動作させることができると考えられる。 
 
(3) 要素技術の開発 
 
必要な要素技術の開発については、RNA 定量
法である Photo-DEAN 法、GUV 調製法である
PSGH 法、および DNA のハイブリダイゼーショ
ン速度の予測法を新規に開発した。 
 Photo-DEAN 法は、細胞内、ベシクル内で動
作する遺伝子回路で転写される多種類の RNA
の絶対量を同時に高感度・高精度で測定する
方法である。人工遺伝子回路は化学反応系な
ので、その動作を解析するためには転写産物
である RNA の濃度情報が必要である。
Photo-DEAN 法は、バイアスが問題となる逆転
写反応を必要としないので、total RNA から
直接、mRNA の量を決定できる。また、mRNA
と同時にmiRNAの絶対量の測定も可能である。
現在の感度は 15 zmol 程度であるが、さらに
向上させることが可能である。逆転写した
cDNAを介さずに多種類のRNAの絶対量を同時
に高感度で測定できる、現時点では唯一の方
法である。 
 PSGH 法は、膜タンパク質を用いた合成生物
学に適した、オイルを使用しない GUV 調製法
である。最も標準的な GUV 調製法は油中水滴
界面通過法である。しかし、この方法は大量
のオイルを使用するので、オイルが GUV 膜中
に混入する。そのため、膜タンパク質を使用
する場合、GUV 膜中のオイルが膜タンパク質
の機能を阻害する危険性がある。PSGH 法は、
この問題を解決するためのGUV調製法である。
実際に PSGH 法で調製した GUV 内で膜タンパ
ク質を発現して膜に組み込むことができる
かどうかを、細胞膜を貫通するポアを形成す
る膜タンパク質α‐ヘモリシンとGFPの融合
タンパク質を使って調べた。GUV 内で融合タ
ンパク質の遺伝子はきちんと転写され翻訳
された。しかし、発現した融合タンパク質が
どの程度、膜に移行してポアを形成したかど
うかは更なる検証が必要である。 
 核酸のハイブリダイゼーション速度を核
酸配列から予測する方法は、RTRACS の仕組み
を利用した合理的な人工遺伝子回路の設計
に必要である。核酸同士の相互作用が回路の
構造と特性を決定するが、回路は一定温度で
動作するため、その設計には平衡論だけでな
く速度論に基づく核酸相互作用の予測が必
要である。平衡論に基づく予測はすでに核酸
配列の設計に広く用いられている。しかし、
人工遺伝子回路の構築に使用する、平衡論的
には安定な自己二次構造を形成しないよう
な配列については、速度論に基づく予測法は

まったくない。そこで、このような配列につ
いて、多種類の配列のハイブリダイゼーショ
ン実験の結果に基づいて、核酸配列からハイ
ブリダイゼーション速度を予測する方法を
開発した。その方法を用いたハイブリダイゼ
ーション速度の予測が実際に人工遺伝子回
路の設計に役立つことが、回路の設計と構築
の実験により確かめられた。 
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