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研究成果の概要（和文）：ランダム変異導入による「適度な」不安定化によって，任意の酵素をバイオセンサの
素子にすることができる．本研究では，この方法で作出したバイオセンサーをつかった酵素・生合成・宿主の改
良技術を完成させるとともに，　，複数の酵素・タンパク質を融合し，Ligand-induced foldingという現象をト
リガーとした，融合パートナー間のプロテオミックな相互制御機構の付与にも成功した．さらには，
Ligand-induced foldingという作動原理を経ることが，センサー機能の進化を加速することも明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We recently found that almost any enzyme can become biosensor component by 
moderately destabilized through random mutations. In this study, we have developed the technology to
 improve enzymes, biosynthetic pathways, and mocrobial hosts using biosensors. Also we have also 
succeeded in fusing multiple enzymes in the ways where fusion partners are mutual regulating to each
 other. Furthermore, we have demonstrated that temporary becoming ligand-induced folder allows 
protein biosensors to rapidly access to the novel sensor functions. 

研究分野：バイオプロセス

キーワード： 進化工学　合成生物学　バイオセンサー　タンパク質　フォールディング　安定化

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，「Ligand-induced folding」という現象が，ランダム変異の蓄積によって，酵素を含むあらゆるタン
パク質に頻出する現象であることを改めて示すとともに，これが代謝工学や宿主工学，そして酵素工学のための
有効なスクリーニングツールを提供できることを明確に示すことができた．また，自然界で起きているタンパク
質の機能進化において，これまで見過ごされてきた要素を提示するとともに，より複雑なタンパク質の協働機能
の設計学，Protein Computingやタンパク質機能への制御機構の埋め込み技術としての新しい可能性を示すこと
ができた．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
微生物細胞は，炭素・窒素固定やバイオマスの糖化，有価物質の全生合成，健康診断・治療，環
境監視や浄化など，さまざまな機能を一ミクロンの袋の中に不足なく格納した万能のマイクロ
マシンである．これらを高度に遺伝子レベルで分子「プログラミング」堅牢かつ高効率に運転す
るためには，「増殖するフラスコ」としての微生物内部の状態を非破壊，リアルタイム，かつ一
細胞レベルでモニタリングすることが肝要である．任意の代謝物の変動を監視し，変異や環境変
化に応じておこる内部状態の変動をハイスループットに把握できれば，細胞のデジタル育種や
高度利用が飛躍的に加速すると期待される． 

自然界のバイオセンサは，標的分子との結合に伴い構造を変化させ，これが機能部位の性能調
節をもたらす．この「アロステリシティ」の自在なデザインは未だタンパク質工学者にとって，
難問中の難問のひとつである．一方で，標的分子との結合によって例外なくもたらされる「見え
ない」変化が，じつはひとつだけある．それは，親和性に応じた系の安定化（ΔGBIND =RTlnKd〜
RTlnKM）である．我々は，この ligand-induced stabilizationという現象に着目し，その安定化効果
の「見える化」技術を開発した（研究番号 18H01791：ランダム変異蓄積によるスイッチ機能の
創発と高度化）．ここでは，(1) ランダム変異導入による「適度な」不安定化によって，任意の酵
素を，基質結合がなければフォールディングできないよう作り変えられること，(2) これに転写
因子を連結すると，その酵素の基質メタボライトに対する選択的なバイオセンサ系（図 1a）が
驚くほど簡単に構築できることを示した．本手法は，構造変化デザイン（アロステリシティデザ
イン）を必要としないため，極端に短い工期で，いくつものセンサを同時につくれる．また，そ
の安定化の度合い（ΔGBIND）は結合親和性の対数（lnK）に比例するため，高親和性（KD 〜1nM; 
ΔGBIND ~50 kJ/mol）から低親和性（KD 〜1mM; ΔGBIND ~10 kJ/mol）のものまで，代謝マップに乗
っている代謝物なら（それを基質とする酵素があるなら），およそどんな代謝物もセンシング可
能である． 本研究では，この技術をさらに深化させ，さまざまな有用なバイオセンサーを開発
するとともに，それを利用した生合成経路や酵素・タンパク質の育種，宿主開発などに応用する
ための道筋をつけることを目的とした． 

 

図 1. 酵素の安定化を指標とした生合成中間体の網羅的センシング技術 

 
 
２．研究の目的 

どんな酵素でもセンサ素子化できるのであれば，生合成経路に関わる全ての中間体を「見える
化」できる可能性が出てくる．代謝工学に資する様々な中間体センサーを開発し，それを巧みに
利用して生合成経路あるいは酵素の改良を実現することが第一の目標である．もう一つの目標
は，ただ細胞内の代謝物の検出・測定のためのツール開発からさらに一歩踏み出して，細胞外の
成分の検出技術への展開を果たすこと，さらには，この Ligand-induced Folding という現象を利
用して，酵素やタンパク質の機能を「その場」でオンオフする技術への展開に挑戦することであ
る． 
 



３．研究の方法 

さまざまなタンパク質（特に酵素）の遺伝子を転写因子などレポータ機能を示すことのできるタ
ンパク質の遺伝子と in frame融合し，プラスミドにて大腸菌（宿主）に導入した．必要に応じて
その部分配列をランダム化してライブラリを調製した．転写因子各種の標的プロモータの下流
に蛍光タンパク質や選抜マーカー遺伝子を配置し，その基質・リガンド応答性を評価した． 
 
 
４．研究成果 

(1) 転写因子型センサーのノイズキャンセリング機構の開発：転写因子型のバイオセンサーの欠点
として，その出力が転写および翻訳リソースの変動に敏感である点が挙げられる．通常，転写因
子型バイオセンサーは，標的分子との結合によって構造変化をおこし，そのオペレータ配列への
結合親和性を変化させ，これがレポータ遺伝子の転写頻度の変化をひきおこす．続く翻訳過程，
フォールディング過程，さらには細胞増殖による希釈過程が一定ならば信頼おける振る舞いを
するが，とくに翻訳リソース（tRNAやリボソームプール）が細胞間で大きく異なるため，それ
が〜２桁にもおよぶ出力分布となる．我々のバイオセンサーは転写因子の構造変化ではなく，標
的結合に拠る安定性変化，すなわち細胞内の実効濃度の変化に翻訳することによってレポータ
遺伝子の発現量を変える点で従来の転写因子と作動メカニズムは異なるが，その出力に翻訳過
程が含まれる点では同じ問題を抱えている．せっかく「なんでもセンサにでき」ても，その出力
が細胞生理を反映した大きなノイズを含むならば，その応用の場は大きく制限されてしまう． 

そこで我々は，転写因子型バイオセンサーのためのノイズリダクションの機構を考案した．こ
こで応用したのは，転写干渉（transcription interference）という現象である．２つの異なる蛍光タ
ンパク質の遺伝子を，対向する２つのプロモーターの制御下に配置する（図 2）。この形式では、
2 つの蛍光タンパク質の転写イベントが互いに干渉（抑制）しあうため、一方の蛍光タンパク質
（GFP）の転写の亢進は、もう一方の蛍光タンパク質（RFP）の転写量の低下をもたらす。その
ため両者の出力強度比ををとることによって，バイオセンサーとしての出力ダイナミックレン
ジ（あるいは Signal-to-Noise比）を上げることができる． 

 

図 2：転写干渉を用いたバイオセンサーのノイズリダクション 

この「比をとる」ということにはさらに重要な意義がある．それは，対向しあうレポータ遺伝
子の個々の発現は細胞の翻訳リソースの変動による影響を受けるものの，両者が同じ細胞にあ
るため，両者（分子と分母）の変動はほぼ完全に同調することになる．結果として，その出力比
はたがいにキャンセルしあい，出力は飛躍的に堅牢化する． 

実際に我々は，S-アデノシルメチオニン（SAM）のレベルを反映して遺伝子転写をオン・オフ
できる転写スイッチ系を構築した。SAM は細胞の主たるメチル化源であるため，その濃度の変
動は宿主の生理状態に大きな影響を与え，デフォルト状態からの SAM濃度のずれは，細胞の翻
訳リソースの大きな変動源となる．我々は，SAM 誘導性リプレッサーの制御下に GFPを，それ
と対向するプロモータの下流に RFP を配置し，細胞内の SAM 濃度を変動させながら，その蛍
光変化を測定した．はたして，RFP/GFP と GFP/RFP のいずれをとっても，RFP, GFP の単独出
力をモニタリングするよりもはるかに変動係数が低く，そして高い出力ダイナミックレンジを
与えることがわかった．この原理は，我々の追求する ligand-induced foldingという作動原理のみ
ならず，アロステリック型を含めてすべての転写因子型センサー・制御装置に適用できる普遍的



なノイズキャンセリング技術になり得る．センサー・遺伝子制御系に本原理が使われることによ
って，さまざまなセンサーや遺伝子回路の動作安定化が実現するものと期待される． 

(2) バイオセンサーを使った酵素改良：ある酵素の生産物に対して特異的なセンサーが構成できれ
ば，その活性のスクリーニングが可能となるため，進化工学の標的とすることができる．本研究
では，任意性高くさまざまな酵素を入力装置（分子検出装置）として利用することができるため，
その酵素が基質とする代謝物を産する酵素改良が可能となるはずである．本研究では，以下２つ
の酵素工学への応用を達成した． 

改良型 DOXP合成酵素（dxs）の開発：イソプレノイド・テルペノイドの微生物生産において，
その前駆体の供給経路の育種努力がなされてきた．とくに大腸菌などが持つ非メバロン酸経路
は，真核生物が持つメバロン酸経路と比べて，２５年間のあいだほとんど生産性の向上が果たさ
れてこなかった．我々は，その生産物である DOXPを基質とする次のステップの酵素，DOXPレ
ダクトイソメラーゼ（DXR）を転写因子 LuxRに in-frame融合した．２ラウンドの進化工学によ
って安定性チューニングしたところ，性能はよくないが Dxs の過剰発現にわずかに応答するセ
ンサーが得られた．そこで dxs遺伝子全域にランダム変異を導入し，この Dxr-LuxRセンサーを
発現する大腸菌株に導入した．LuxR制御下に配置した GFPの蛍光がとくに高いコロニーの中か
ら，複数の高活性な dxs変異体を得た．これら dxs変異体の発現は，カロテノイドやモノテルペ
ンの生産量をそれ単独で１０倍近く向上させる効果があることが明らかになった． 

SAM合成酵素の改良： モルヒネをはじめ様々な有価物質の生合成に欠かせないメチル化源で
ある SAMの供給力を高めることは，それらの微生物生産系を開発する上では非常に重要である．
そこで，宿主の SAM合成酵素の機能改良を目指した．SAM合成酵素の構造遺伝子全域に error-
prone PCRによってランダム変異を導入してライブラリを作製した．このライブラリを，上述の
転写干渉によって高性能化された SAMバイオセンサーとともに，細胞に導入した．とくに蛍光
値が野生型と異なるクローンを単離したところ，はたして，その中から，わずかながら確実に
SAM供給力の向上した SAM合成酵素変異体が得られた． 

以上，生合成経路の中間体や重要代謝物のセンサーを構成しさえすれば，そのセンサーの出力
を羅針盤とした生合成工学・酵素工学が可能であることを明らかにすることができた． 

(3) 酵素/タンパク質の「相互制御」の創発技術：合成生物学分野では，誘導型の転写因子を多用し
て細胞内の蛋白質機能のオン・オフ制御をすることが多い．この２０年，そのパーツのラインナ
ップと性能の改良によって，細胞操作の自由度は飛躍的に向上した．しかしこの「発現調節」に
はいくつかの欠点がある．ひとつには，命令入力から出力までに，蛋白質機能の発現（出力）ま
でに検知→オペレータの状態変化→転写開始頻度の変更→翻訳量の変更→機能構造をもつタン
パク質実効濃度の変化，という多段階のプロセスを経るため，その応答に相当（数分以上）の遅
延が生じる点である．もう一つには，それぞれの素過程は純粋な多成分の相互作用に依存する分
子協働であるため，増殖（体積変化）や代謝変動による細胞内の要素濃度の変化によってその振
る舞いは大きな影響を受ける．ある状況で正しく動作していたシステムも，細胞の種類や環境を
変えると動作不良を起こしてしまう． 

この問題を軽減するためには，細胞内で働く酵素や蛋白質が労働環境の変化を自ら感知し，そ
の性能（スペック）を自律的に変更できることが望ましい．デバイスとしての振る舞いの決定因
子から「濃度項」をへらすことによって，より堅牢，かつ遷移時間の短い制御が可能となる．我々
は，この「Protein Computing」ともいえる制御埋め込み技術のひとつの動作原理として，本研究
で注目する Ligand-induced Stabilization という現象を利用して，遺伝子レベルで融合した 2 つの
タンパク質にプロテオミックな相互制御関もたせる技術の開発を目指した．具体的には，一方の
タンパク質 Aをもう一方のタンパク質 Bのループ部に in-frame挿入し，ランダム変異を導入す
る．低分子リガンド（酵素であれば基質）との相互作用よってタンパク質 Bが安定化しすると，
融合パートナータンパク質 A の機能構造の形成が許され，他方のフォールディング効率に正の
影響を与えるためである． 

全く機能的に無関係な２つのタンパク質，糖応答型の転写因子 AraCとアセチル転移酵素 CAT
をさまざまなリンカーによってさまざまな部位で融合させたキメラを作出した。ランダム変異
を与えたところ，得られた変異体集団の一部が、AraC のアンタゴニストとして知られるフコー
スを加えるころによって、その CAT 活性を大きく変化させることがわかった。フコース添加で
活性が上がるもの（Fucose-ON型）、逆に下がるもの（Fucose-Off型）のいずれも、数世代にあた
るランダム変異導入プロセスによって、簡単にその Signal-to-noise比を拡大してゆき，切れ味の
よいスイッチとなった（図 3）。この結果は、融合したタンパク質が、ランダム変異の蓄積によ
って極めて容易に相互制御関係を得ることを示している。なお、十分に「切れ味進化」を遂げた
Fucose-ON 型 CAT、Fucose-Off 型 CAT の遺伝子全域にランダム変異を導入すると、頻繁にその
逆の振る舞いをする変異体が現れることがわかった。 



複数のタンパク質遺伝子が遺伝子レベルで融合し、多機能「ドメイン」型のタンパク質を構成
することは、自然界でも散見される。これら「互いに繋がれたタンパク質機能」の進化は、生理
学的には、協働するタンパク質どうしの時空間的な共局在を保証する効果があると認知されて
いるが、じつは連結状態にあるタンパク質は、互いにより積極的な相互調節機能を果たしている
のかもしれない。これは，タンパク質機能の外的調節技術となり得るものであり，そもそもタン
パク質の高度な制御・被制御ネットワークがどのように生まれてきたのか，その来し方について
も，構成的で客観的な情報をたくさんあたえてくれるものと期待される． 

 

 
図 3. Ligand-induced folding による融合パートナー活性の(a) 正および(b) 負の制御 

 

(4) Ligand-induced Folding はセンサー機能の進化を加速する：我々は，本研究で注目する「Ligand-
induced folding」という原理で作動するバイオセンサーが，いわゆるアロステリック型センサーよ
りもはるかに高頻度に新しいセンサー機能を獲得できることを見出した． 

先行研究において、アラビノース応答型転写因子 AraCのリガンド認識部位をなす５つの残基
に変異を導入すると、サリチル酸応答センサーとして働くことが報告されている。この５つの残
基置換「有無」の全パターン（25=32）を網羅した AraC変異体セットを用意し、そのサリチル酸
センサーとしての機能を「アロステリックモード」「非アロステリックモード」の２つの作動原
理において比較した。アロステリックセンサーではその５つの変異全てがなければサリチル酸
応答機能は得られなかったが、非アロステリックモード（Ligand-induced foldingモード）では３
２変異体の大多数がサリチル酸センサーとして機能した。つまりアロステリックセンサーにく
らべて、非アロステリックな作動原理で働くセンサーの進化能は圧倒的に高いことが示された。 

自然界には AraCをはじめ、高度なアロステリック機構によってセンサー機能を発現するタン
パク質が数多く知られている。本研究の結果は、このアロステリック機構を損なうことなく、タ
ンパク質は高頻度に「Ligand-induced folder」としての性質を簡単に帯びることができることを明
確に示す結果となった。Ligand-induced folderはリガンド結合による安定化効果を自らの folding
エネルギーに算入することによって ligand 依存的な機能スイッチングを示す。ランダム変異の
蓄積によりこの特質を帯びることによって、アロステイックタンパク質は高い進化能を一時的
に獲得し、新規特異性を得るのかもしれない。 

(5) 総括： 本研究は，「Ligand-induced folding」という現象が，ランダム変異の蓄積によって，酵
素を含むあらゆるタンパク質に頻出する現象であることを改めて示すとともに，これが代謝工
学や宿主工学，そして酵素工学のための有効なスクリーニングツールを提供できることを明確
に示すことができた．そしてこの現象によって，融合した全く無関係な２つのタンパク質どうし
が，簡単に互いの機能を制御しあう関係を構築することをみいだした．さらには，この Ligand-
induced foldingという作動原理ではたらくバイオセンサーは，新しい分子への応答性を超高速に
獲得できることを示した．これらは，自然界で起きているタンパク質の機能進化において，これ
まで見過ごされてきた要素を提示するとともに，より複雑なタンパク質の協働機能の設計学，
Protein Computing やタンパク質機能への制御機構の埋め込み技術としての新しい可能性を示す
ことができた． 
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