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研究成果の概要（和文）：宿主細胞には常在する代謝ネットワークがあり，人工生合成経路の導入は，両者の少
なからぬ相互干渉を生じる。Design-abilityを第一義とする合成生物学では，この相互干渉の最少化のための
様々な技術体系を生み出してきた。ただしこの，一種「アパルトヘイト的」な生合成工学の立場は，生合成経路
の高効率な運転を二の次とするものである。入植者（人工経路）と先住民（宿主の代謝ネットワーク）とのよき
関係を模索する，「融和主義的」生合成リデザイン学を目指し，以下２点における「二次代謝経路の一次代謝
化」に挑戦する。

研究成果の概要（英文）：Mix-and-match of biosynthetic genes, followed by extensive directed 
evolution round has enabled biosynthesis of various non-natural or even extra-natural compounds. To 
improve the titers of these artificial pathways, they should be nicely embedded into the metabolic 
networks of host organisms. In this project, (1)  we tried to co-evolve exogenous terpenoid pathway 
and endogenous precursor pathway to improve both to the unprecedented level. Multi-round evolution 
isolated terpene synthase mutants with improved cellular activity, alongside with greatly improved 
precursor suppliers. Also, (2) we developed technology to create enzyme-based biosensors, which 
enable screening-based pathway design for various natural/unnatural compounds. Based on the 
evolutionary platform for sensors and enzymes, we have established pathways toward more than 50 
novel compounds with unique biophysical/ photochemical properties.

研究分野：進化分子工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高効率なテルペノイドの前駆体の供給経路を完成させることによって，さまざまな稀少テルペンの生合成研究が
可能となるほか，産業的価値が認められる数多くの有価テルペンの高効率生産と社会実装に貢献できた。また，
テルペン酵素そのものの活性改良や機能発散のスキームを完成させたことによって，テルペン生産のもう一つの
ボトルネックである酵素そのものの脆弱性・性能の低さを克服する足掛かりができた。また，任意性の高い生合
成中間体のバイオセンサの製作技術を完成させ，それを使った生合成改良が可能となった。この手法を多用する
ことで，生合成経路の再デザインの歩留まりが大きく高まるものと期待される。

※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 
 
１．研究開始当初の背景 

(1) 天然物（二次代謝物）は微量成分として合成されるため，二次代謝経路をなす生合成酵素は，同種
反応を担う一次代謝酵素とくらべると，じつに平均30倍も活性が低いという（Biochemistry, 50, 4402 
(2011)）。このような「筋目の悪い」酵素を集めて生合成経路を再構成しても，宿主の内在酵素に競り負
けてしまっては効率的な生産は叶わない。このように，二次代謝酵素の活性改良の必要性は頻繁に論
じられるが，実際にそれを実施した例は殆ど例がない。骨格が複雑で各論性の高い天然物の活性スク
リーニング手法の不在により放置されている状況にあった。一方，多様な分子骨格も，その原料レベル
では意外なほど少ない共通の前駆体を経るものである。 

(2) 宿主に導入した人工経路（あるいは酵素）の活性があまりに高すぎると，細胞増殖に必要な前駆体
を吸い上げることになり，基質枯渇毒が生じることになる。この問題を避けながら高出力経路を敷設する
場合は，人工経路の吸い上げぶんを補償できる，より強い前駆体供給経路への逐次的な換装が，同時
に行わねばならないはずである。このような状況はどの経路でも起こり得るはずであるが，現状ほとんど
記述がなく，この想像上の未来課題への対処技術を志向した研究は報告がない。 

(3) 宿主細胞には常在する代謝ネットワークがある。そして人工生合成経路の導入は，前駆体の奪い合
いのみならず，コファクターバランスの崩れやプロダクトへの生理応答，酵素レベルでの副反応など，
様々な相互干渉が生じることになる。予測可能な建設を第一義とする合成生物学では，この相互干渉
の最少化のための様々な技術体系が生み出されてきた。しかし，この一種「アパルトヘイト的」な
立場で行われる生合成工学は，資材とエネルギー供給者である宿主細胞との協奏的・共創的な関
係を構築する要素を排除しており，生合成経路の高効率な運転を二の次とするものであった。高出
力運転を指向した次世代の「生合成リデザイン」には，入植者（人工経路）と先住民（宿主の代謝ネ
ットワーク）とのよき関係を模索する「融和主義的」生合成リデザイン学を目指す必要があるに
違いない． 

 
２．研究の目的 

(1) 特定の生産物ではなく，この共通原料の消費活性を指標とした天然物骨格の合成酵素の汎用的な
活性スクリーニング系によって，前駆体を共有する様々な酵素の活性改良を実現できないか。本研究で
は，テルペノイド・イソプレノイドの前駆体経路の代謝工学を通じて，その前駆体（イソペンテニル二リン
酸）の蓄積毒性による増殖阻害（細胞死）を飛躍的に高めた。ここで実現する前駆体の異常蓄積から宿
主をレスキューする効果をスクリーニング指標として，様々なテルペン骨格形成酵素の活性進化工学を
行うことにした。 

(2) 上の(1)の実験によって高活性化したテルペン酵素（具体的にはイソプレン合成酵素とゲラニオール
合成酵素の変異体）の強制発現によって，テルペノイド原料の枯渇状態を作り出すことができると期待さ
れる。この枯渇状態が強ければ，高い細胞増殖阻害を作り出すことができるだろう。この状態から宿主を
レスキューする能力を指標とした，上流経路の活性に対する選抜系を確立すること，そして，その選抜
系を用いて，実際に各種テルペノイド前駆体供給経路の活性改良を試みる。また，(1)テルペン酵素活
性の進化工学と(2)上流経路の進化工学を交互に実施し，両者の「共進化」によるテルペン活性の超高
効率化に挑戦した。 

(3) 人工経路と宿主の代謝ネットワークの建設的・互恵的関係の進化デザインを歩留まり良い
ものとするためには，(1) 細胞の生理状態を適切に感知し，自らの出力調節を行う機能，(2) 自らの
起動がもたらす代謝ネットワークへの摂動を軽減・補完する機能，の搭載が不可欠である。そして代謝
ネットワークと生合成経路の相互作用は，予測不能かつ多点にわたるため，その「良き関係」は，コンビ
ナトリアル試行のもとでこそ見つかるものと考えられる。本研究では，その第一歩として，細胞の各種内
部状態を検知するセンサの高速開発技術の確立と，様々な重みづけでそれら複合情報を統合する「多
入力演算機能」のシリーズ創出技術を確立した。 
 
 
３．研究の方法 

❶ 上下流経路の共進化によるテルペン生合成経路の活性改良：本研究では，外来（人工）経路と
内在経路の接点に着目し，① 内在酵素に競り勝ち，十分な前駆体を人工経路に引き込めるテル
ペン酵素の進化工学，②テルペン酵素発現がもたらす原料（イソペンテニル二リン酸）枯渇を補
償する高効率な上流経路の進化工学，を交互に行い，両者単独ではなし得ないレベルの高効率な
テルペノイド細胞生産系を確立する。 



❷ 宿主との対話機能を与える生合成リデザイン：一次代謝経路は，ひとつひとつの酵素ステップが
精密かつ多重な制御を受けている。そしてその制御プログラムの秀逸さこそが，高出力な生合成経
路の安定な保有・運転を可能としている。
本研究では，さまざまな代謝分子に対す
る複数のセンサの制御下に生合成経路を
おくと同時に，生合成の起動と連動させ
て細胞生理にはたらきかける遺伝子機
能をコンビナトリアル発現させる。細胞
⇄生合成経路の多様な相互制御様式を生
み出し，力価の高い人工生経路の安定運
転を可能とするものを探索する。 

図 1. 本研究プロジェクトが目指すもの 
 
 
４．研究成果 

(1) テルペン合成酵素と基質供給経路の「共進化」： 
1-1. 基質の異常蓄積解消を指標としたテルペン酵素の活性改良：イソプレノイド上流経路として特
に強いのはメバロン酸経路であり，実際にこの経路を導入した細胞の生育が遅くなることが広く知
られている。しかしこの最大活性の前駆体供給路でも，せいぜいその毒性は増殖速度が低下する程
度であった。我々は，テルペン酵素の基質消費能に対する十分強いスクリーニング系の構築を目指
している。ゆえに，最近報告された，イソペンテニル一リン酸キナーゼ(IPK)を用いたショートカッ
ト経路に着目した。この経路は，ジメチルアリル二リン酸（DMAPP）やイソペンテニル二リン酸（IPP）
を，ジメチルアルコールおよびイソペンテニルアルコールからたった 2 ステップで合成する。IPK
にいくつかのアミノ酸変異を導入し，非常に高い力価を持つDMAOH  DMAPP経路を得た。十分量
のDMAOHを培地添加すると，IPK変異体を発現する細胞が＞104倍もの効率で淘汰できるようになっ
た。これだけ強い淘汰圧があれば，イソプレン合成酵素の活性進化系を構築できる。実際に，イソ
プレン合成酵素について，2 世代にわたる進化工学を実施し，複数の活性変異体を取得することが
できた。 
この基質消費能の選抜系は，生産物特異性を問わずあらゆるテルペン活性（原料消費能）に対して
適用できる。そこで，微生物由来のワンドメイン型のテルペン酵素（シネオール合成酵素）を親と
した各種ランダム変異体ライブラリを作製し，上記スクリーニングによって活性変異体を濃縮する
実験を行なった。案の定，活性を失った「dead mutants」は淘汰され，活性維持あるいは改良され
た変異体だけを濃縮することができた。これらの中から，シネオールとは異なる様々なモノテルペ
ンのピークを与える変異体がみつかった。この実験は，テルペン酵素の高い可塑性を示すとともに，
筋目のよい（安定性が高くkcat/ Kmの高い）親酵素の「機能発散」によって，さまざまな分子骨格
合成酵素を自前でシリーズ開発する道を拓くものである。今後も継続して，テルペン酵素の多世代
機能発散実験を続けてゆく予定である. 

1-2. 基質枯渇解消を指標とした上流経路の活性改良：テルペン酵素の細胞活性改良が度を超すと，細
胞のイソプレノイド原料が枯渇し，細胞のキノンや細胞壁合成が止まり，増殖不能に陥るはずであ
る。実際に我々は，我々が取得したゲラニオール合成酵素の変異体を過剰発現させると，その生存
率が 104分の一以下にまで低下することを見出した。これに DMAPP/IPP の供給力を数倍程度向上す
る遺伝子（idi など）を追加発現すると，細胞増殖能が復活することも確認できた。つまり，前駆
体供給路の活性に対する高効率な選抜系が確立できた。本系を用いて，非メバロン酸経路を構成す
る生合成酵素をシステマチックに進化工学に供し，さまざまな活性変異体を取得した。その力価は，
2021年 3月現在で，野生型オペロンの170倍にまで向上することに成功した。 

以上，テルペノイド酵素の進化工学系(1-1)，上流経路の進化工学系（1-2）を確立することができ
た。これらを交互に繰り返すことによって，両者の段階的「共進化」実験が可能となった。現状で
まだ1ラウンドしか交互進化ラウンドを終えた段階であるが，すでにこれらは単独では強い細胞毒
性を示しており，その安定維持には，互いの存在が必須（互いにaddictした）というユニークな状
況にある。もしかすると，15 年もの間，あまりテルペンの微生物生産に大きな飛躍がない理由は，
我々が今観察している事実に依るのかもしれない。すなわち，上流経路だけの改良，テルペン酵素
だけの改良を独立して試みても，より活性の高い（最も望まれる最大活性の）変異体は，じつは致
死性をもっておりクローニング不可であったり，ライブラリの中から強いカウンター選択によって
淘汰消滅していたりしたのではないか。この先も我々は，この相互依存的に共存できる「強い原料
供給路」と「強いテルペン合成酵素」の共進化実験をっ注意深く続け，いけるところまで両者の活
性を高めてゆきたいと考えている。 



(2) 生合成経路の自律制御機能のパーツラインナップの整備： 

2-1. 転写因子の進化工学技術：人工生合成経路の細胞内での発現を，宿主細胞の生理状態と連動さ
せるかたちでダイナミック調節したい。そのデザイン自由度を確保するためには，数々な内部情報
を感知し遺伝子発現量を調節する人工の転写因子のオンデマンド開発技術が必要となる。この目的
のため，我々は以前から，転写因子の機能選抜技術の改良を続けてきた。さらなる効率化，普遍化，
そして自動化を目指して，転写因子の出力状態に対する選抜系を見直した。まず，ネガティブ選択
における選択率を高めるために，ヌクレオチド代謝遺伝子の欠損と過剰発現をシステマチックに組
み合わせ，従来の 1/10 の選択試薬添加量で遺伝子スイッチ機能の選抜ができる系を確立し，スク
リーニングにおける偽陽性を飛躍的に低減することに成功した。さらに，さまざまな人工ヌクレオ
シドを用いて選択圧を微調節可能とし，偽陰性を飛躍的に低減することに成功した。大腸菌にくら
べて開発プラットフォームの確立が遅れていた酵母での遺伝子スイッチの迅速な進化リデザイン
が可能となった。以上，遺伝子スイッチ（転写因子）の進化工学系は，完成したものと判断した。 

2-2. 転写因子の超高速開発と生合成スクリーニングへの応用：もし，ユニークな生合成中間体すべて
をハイスループットに検出するバイオセンサを作る技術があれば，「稀少な分子をたくさんつくる」
という領域の目標の達成に大きな貢献ができるはずである。最近我々が開発した新しいセンサ機構
を利用すれば，酵素を分子認識素子として使い，それぞれの基質レベルを検知するバイオセンサを
作ることができる。本研究では，コデイン脱メチル化酵素に本技術を適用し，稀少分子テバイン（モ
ルヒネの生合成中間体であり，複数の次世代鎮痛薬の合成前駆体）のバイオセンサを開発した。 

得られた「テバインセンサ」をうまく用いれば，その上流の生合成経路の性能スクリーニングが可
能となるはずである。実際に我々は，サリタルジンからテバインまでの3酵素経路のオペロンライ
ブラリを作製し，テバインセンサの蛍光応答値を指標としたスクリーニングに供した。蛍光出力と
変換効率にはよき相関が見られた。そして，より蛍光出力の強いクローンの中から，サリタルジン
からテバインまでを効率的に変換する人工オペロンを迅速に選抜取得できた（図2）。 

 
図 2. バイオセンサを用いた生合成工学のニューロジック 

このほかにも，イソメラーゼを分子認識素子として用いたIPP/DMAPPセンサ，など，様々な基質代
謝物センサを試作し，それらを使った上流ステップの活性改良スクリーニングが可能であることを
確認した。 

異種環境における生合成酵素の機能不全など，人工生合成経路の敷設と開通を阻む要素は無数にあ
る。本技術は，ステップ毎の中間体レベルをハイスループットにモニタリングするセンサ系を迅速
にオンデマンド提供できるため，1 ステップ下流の酵素を部材としたセンサを使うことによって，
一つ一つの生合成酵素の活性改良を，スクリーニングベースで逐次実施できる可能性がひらけたも
のと考えている。 

2-3. 細胞の内部情報の統合形式2つ：本研究によって，細胞の任意の代謝物のレベルと人工生合成
経路の起動状態を直接リンクさせることが可能となった。我々は，本研究で生み出したセンサ構築
技術が，複数の分子情報を演算・統合し，任意性高く多入力応答する生合成経路を創るのに非常に
適していることを発見した（たとえば図3）。こうして，代謝ネットワークに部分的な摂動を与える
種々の遺伝子機能を多様なかたちで集積した「人工経路→宿主」方向の制御回路をコンビナトリア
ル製作できる素地が揃った。 



 

図 3.二入力演算応答の例 

また，部分重複したオペレータ配列に転写因子が競合作用する，特殊な複合化形式を様々に試し，2-
1 のプラットフォームを用いて様々な機能選抜を実施した。その結果，この形式は，(1) 建設不能とされ
てきた XNOR/ XOR回路などをわずか 100 塩基で実現する画期的なフォーマットが完成し，しかも，(2) 
わずか１〜２塩基置換の導入によって，それが存在し得る全ての論理ゲートに変換できる万能性をもつ
ことを確認した。 

 

(3) 超天然天然物へ？ 

十分な前駆体の供給経路が実現し（1-2），かつ，任意性の高い酵素活性のスクリーニング技術（2-
2）が確立したとなると，自然界に存在しない数多くの非天然天然物の経路が，既知の天然物合成酵
素の進化リデザインによって確立可能となる。本研究では，進化分子工学を駆使することによって，
天然のカロテノイド・トリテルペンなどがカバーする物性限界を超えた様々な非天然天然物 〜こ
れを「超天然（extra-natural）天然物」と呼ぶことにしよう〜 化合物の生合成経路を合計〜50ほ
ど開通させることができた。これらの中には， 
① 蛍光性を持つカロテノイド色素 
② 連続的に細胞外に抽出できるタイプのカロテノイド色素 
③ エネルギー伝達効率の高い，電子分極の大きな非対称カロテノイド色素 
④ 親疎水性に大きな傾斜性をもつ非対称カロテノイド色素 
⑤ 複合化起点としてエポキシ基を持つカロテノイド色素 
⑥ 燃料特性・特殊潤滑油としてのオイル物性の異なる様々なスクアレン・ボトリオコッセ
ン様の炭化水素各種，およびそれらの環化産物群 

などが含まれる。さらには，これらの生合成経路の進化デザインの過程で， 
⑦ 前駆体のサイズによってカロテノイド↔スクアレンをつくり分けるテルペン酵素 
⑧ 前駆体サイズによってボトリオコッセン↔スクアレンを作り分けるテルペン酵素， 

などの構築にも成功した。 
これらはすべて，自然界には見られない新規なものであり，かつ，天然物ラインナップのカバーす
る物理・機能物性を明らかに逸脱したものである。進化合成生物学によって作られるこれら「超天
然物」の生合成経路はすべてDNA配列の中に不足なくScriptingされたものであり，その導入によ
って，微生物に新たな機能や特性を賦与するものである。今後も本研究をさらに発展させ，天然物
経路が提供できる機能空間の指向性高い拡張を目指してゆく予定である。 
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