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研究成果の概要（和文）：多細胞生物において細胞が多様化していく様は、同一の遺伝子セットを持った細胞群が、細
胞内・細胞間の分子ネットワークによって自律的に地形を規定し、この地形に沿って状態変化するよう自らをプログラ
ムしていると、とらえることができる。また、細胞間の分子ネットワークは、細胞相互の位置関係も重要な意味を持つ
。本研究では、この現象を追及するために、本質を抽出したシステムとして人工遺伝子回路を研究者が構築し解析する
ことを行った。

研究成果の概要（英文）：Cell diversification in multi-cellular organism can be described by a trajectory 
on a programed landscape which is defied by molecular networks inside and between cells. Especially in 
such networks between cells, allocations of cells are an important parameter of the program. Here, 
artificial genetic circuits constructed in this study are used for pursuing mechanisms in cell 
diversification process.

研究分野：合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
多細胞生物において細胞が多様化してい
く様を抽象的にあわらした図が、エピジェネ
ティック・ランドスケープである。当初は、
安定状態が 1つから多数へと、経時的に変化
するポテンシャルを連続的に記したものと
理解されたこの地形では、球の転がり方は発
生過程での細胞の分化に相当すると考えら
れた。しかし、iPS 化による“逆行”が可能
であることは、地形上での運動は単なる時間
変化では無いことを示している。つまり、同
一の遺伝子セットを持った細胞群が、細胞
内・細胞間の分子ネットワークによって自律
的に地形を規定し、この地形に沿って状態変
化するよう自らをプログラムしていると、と
らえることができる。また、細胞間の分子ネ
ットワークは、細胞相互の位置関係も重要な
意味を持つ。複雑なシステムについての研究
では、あえて、本質を抽出したシステムを研
究者が構築し解析することも有効な手段で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞間シグナル分子の効果を
概念的に示しているWaddingtonの地形を規
定できるように遺伝子を組み合わせた人工
ネットワークを細胞に導入し、細胞の位置関
係に対応してどのようなパターン形成が達
成されるかを、数理モデルと合わせ検証する
ことを目的とする。細胞たちは、自律的にシ
グナル分子を生産しながら、この地形に沿っ
て状態変化することになる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、これまで液体培養での研究に
て細胞間通信に依存した分化の成果を得て
きた人工遺伝子回路を導入した大腸菌を用
いた実験によるパターン形成を検証し、およ
び、哺乳類培養細胞における相同回路の構築
を試みた。 
 大腸菌を用いたパターン形成では、Sekine, 
et al.(2011)によって報告されたものを拡張
したものを用いた。この系では、AHL 送受信
系 と CIts-LacI相互抑制系 を組み合わせる
ことで、人工遺伝子回路を導入された大腸菌
が表現形 L の細胞集団からシグナル分子 AHL
のやり取りを通して表現形Hの細胞集団と表
現形Lの細胞集団へと多様化がなされるよう
にプログラムされている。本研究では、人工
遺伝子回路に RFP の制御を加え、GFP と RFP
を排他的に発現できるようにしたものであ
る。この系では、２つのプラスミドが用いら
れている。片方のプラスミドには L-1 con プ
ロモーター( )、LacI、LuxI、Lux/Lac
プロモーター( )、CIts、GFP のそれ
ぞれの遺伝子を、もう片方のプラスミドには
tet プロモーター( )、LuxR、 、RFP
のそれぞれの遺伝子を含んでいる。遺伝子の
発現誘導状態は、フローサイトメーターによ

る蛍光強度の測定により行った。 
 平面上での大腸菌のコロニー形成と観察
には、菌液をガラスボトムディッシュ上に撒
き、ガラス上で大腸菌が生育できるように上
から LB-agarose ゲルを被せて 32℃の環境下
で培養した。 

 
図１ パターン形成用人工遺伝子回路 
 
哺乳類培養細胞における相同回路の構築
のために、まず、遺伝子発現の相安定性の発
揮の動作検証を、2 種類の回路について行っ
た。 
第一の回路は、を構成する２つの転写抑制
タンパク質は、Streptomyces の Pip と E. 
coli エリスロマイシン・リプレッサーそれぞ
れに、真核生物の転写サイレンサーである
KRAB ドメインを融合させたものである。それ
ぞれの抑制タンパク質が特異的に結合する
配列は、SV40 プロモーター直下に配置してい
る。 
 第二の回路は、二種類の TAL エフェクター
を用い、双方それぞれに、転写活性化ドメイ
ン VP16, 転写サイレンサーである KRAB を結
合させた、4 種類の転写制御タンパク質を用
いた。 

図２ 哺乳細胞用の相安定性回路 
 
 
 
４．研究成果 
まずパターン形成に先立って、RFP の制御
を加えると試験管培養での大腸菌集団の表
現形多様化に影響がないかを調べた。実験の
準備として、IPTG 濃度 2 mM と AHL 濃度 1 μ
M の条件下で一定時間 32 ℃培養することで
大腸菌をすべて GFP 発現側に誘導した。0h 後
の誘導直後のサンプルに対して(図 3右上段)、



2h後のサンプル(図3右二段目)では大腸菌の
GFP 発現の減衰が観察された。4h 後のサンプ
ル(図 3右三段目)では GFP発現集団と RFP発
現集団が分かれ、6h 後のサンプル(図 3 右最
下段)では 4hのときに分裂した 2つの集団が
それぞれ高い蛍光強度で固定されているこ
とが確認された。 

 

図３ 多様化の過程 

続いて、個体培地上でのパターン形成を確認

したところ、細胞が密な場合と疎な場合の、

細胞間の位置の違いによって、多様化のパタ

ーンが異なることを確認した。図４にその概

略を示す。 

GFP発現 RFP発現GFP発現

図４ 細胞の位置に依存したパターン形成 

 

 哺乳細胞内における多様化観察のため、こ
れまでに報告されている論文を参考に、2 種
類の相安定性回路を作成した。Pip とエリス
ロマイシン・リプレッサーを使用した系につ
いては、個々の転写抑制因子の挙動を細胞集
団に対して確認できたものの、相互抑制系を
構築した際の相安定性を確認することはで
きなかった。また、TAL エフェクターを使用
した系につては、活性化および抑制のヒル係
数が１を超える場合は図５のように相安定
性を期待できるものの、係数が１の場合には、
他の報告に反して、相安定性が期待できない
ことを確認した。実際、この相互抑制・自己
活性化系を導入した細胞個々の挙動を蛍光
顕微鏡で観察したものの、単に蛍光タンパク
質の発現を行うプラスミド2種類を導入した
際との明瞭な差を認めることはできなかっ
た。 

 
図５ 遺伝子回路の挙動を示す相図と、 

細胞の応答 
 
 本研究を総合し、哺乳細胞の多様化におけ
る細胞の位置の効果を示すことはできなか
ったものの、そのエッセンスを抽出した系を
大腸菌を使用して構築し、種々の条件での多
様化の結果から考察を進められていること
は（現時点ではデータ非公開）、多様化シス
テムの理解に新たな一面を加えることに成
功できたと考える。 
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