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　総　　説（特集）

は じ め に

マイクロバイオータとは，複数種類の微生物から構成
される集合体であり，構成する様々な微生物が複雑な相
互作用することで，単独の微生物では持たない機能を発
揮する。マイクロバイオータ内では，異なる微生物間で
代謝物の相互利用が行われ，共通の機能性生体分子を利
用して異なる微生物間で情報を共有し，これらの情報に
基づいた遺伝子発現制御などが行われている。近年，マ
イクロバイオータを構成する微生物の比率とマイクロバ
イオータの持つ機能の関係を解析するために，土壌，海
洋，腸内など，様々な環境中に存在するマイクロバイ
オータのメタゲノム解析などが行われている。
合成生物学では，機能が既知の生体分子を組み合わせ
た人工遺伝子回路を構築することで，二種類の遺伝子の
発現状態を相互に入れ替えるトグルスイッチや周期的に
遺伝子発現量が増減するオシレータなど様々な生命現象
の再構築が行われてきた。近年，合成生物学の分野で
も，異なる人工遺伝子回路を持つ二種類の微生物から構
成され，共通の機能性生体分子を利用し，捕食者－非捕
食者関係を模倣した人工マイクロバイオータの構築など
が行われている。また，目的生産物質を生産するための
長い合成代謝経路を，代謝経路の上流と下流の二つに分
けて，それぞれ別の微生物に導入することで，目的生産
物質を生産する人工マイクロバイオータの構築も行われ
ている。合成生物学は，シンプルな人工遺伝子回路から
より複雑な人工遺伝子回路を作る研究に進んでおり，異
なる人工遺伝子回路を持つ複数の微生物によって構成さ
れる人工マイクロバイオータを実現することは，合成生
物学の次の目標の一つであると考えられる。

微生物を用いてバイオマスから化学物質やエネルギー
を生産することは，持続可能な社会を実現するために重
要である。ところで，バイオマスから化学物質やエネル
ギーを生産する際には，まず，バイオマスを単糖に分解
する糖化プロセスが必要であり，続いて，分解された単
糖から合成代謝経路を導入した大腸菌や酵母を用いて，
目的物質が生産される。合成代謝経路の構築，代謝流束
解析の結果に基づいた遺伝子削除，培養条件の最適化な
ど様々な研究が行われており，単糖から高い生産性で，
様々な目的生産物を生産できるようになってきている。
一方，バイオマスから単糖を得るためには，バイオマス
を構成する多糖類を単糖へと加水分解する糖化酵素の添
加が必要になることが多い。糖化酵素は，微生物による
生産と精製が必要であり，ここで必要とされるコスト
が，微生物を用いてバイオマスから化学物質生産やエネ
ルギーを生産することを難しくする一つの原因となって
いる。このため，糖化酵素を微生物の細胞膜に提示させ
る試みや，目的生産物の生産菌に糖化酵素を生産させ，
細胞外に分泌させる試みがなされている。しかしなが
ら，酵素の提示が上手くいかない場合や，酵素の分泌が
十分できない場合が多い。
異なる人工遺伝子回路を持つ複数の微生物から構成さ
れる人工マイクロバイオータは，それぞれの微生物に
様々な機能を持たせることが可能であり，それらを協調
的に動作させることで，一つの微生物では難しかった機
能を発揮させることができる。このため，人工マイクロ
バイオータは，微生物を用いた物質生産に対しても，今
までは実現できなかったことを行うことができると考え
られる。しかしながら，人工マイクロバイオータを用い
た物質生産では，上記の長い代謝経路を二つに分けた研
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究例がほとんどで，異なる人工遺伝子回路を利用した研
究例は少ない。そこで，本研究では，バイオマスから目
的生産物質を生産するために，異なる人工遺伝子回路持
つ複数の微生物から構成される人工マイクロバイオータ
を構築し，このマイクロバイオータを利用することを試
みた。具体的には，二糖であるセルビオースからグル
コースに変換する糖化酵素を生産し，目的の菌体密度に
達したら，細胞を破壊し，酵素を放出する人工遺伝子回
路を持つ酵素生産大腸菌と酵素生産菌が酵素を放出する
まで増殖すると目的生産物であるイソプロパノール
（IPA）を生産するための合成代謝経路の酵素遺伝子の
発現誘導をする人工遺伝子回路を持つ IPA 生産大腸菌
を構築し，これら二つの細胞からなる人工マイクロバイ
オータを構築し，セルビオースからイソプロパノールの
生産を試みた 1)。なお，通常の大腸菌はグルコースを利
用できるが，セルビオースを直接利用することはできな
い。

実験方法と結果

人工遺伝子回路で溶菌システムを構築するため，T4
ファージが持つ大腸菌溶菌関連の二つのタンパクを用い
ることとした。そのうち，一つは細胞内膜に穴を開ける
Holin で，もう一つは外膜のペプチドグリカン層を破壊
する Endolysin である。これらの遺伝子を溶菌させたい
タイミングで発現させれば良いこととなるが，これらの
遺伝子関わるプロモータのリークにより，予想外の溶菌
が起こる場合がある。このため，一定量の Anti-holin を
発現させることによって，予想外の溶菌を防ぐことがで
きる。Pasotti らが，BioBrickTM の T4ファージ由来の
遺伝子を用いた溶菌システムを利用して，溶菌する大腸
菌を構築していたため，本研究では，彼らの人工遺伝子
回路の一部遺伝子（holin, endolysin, anti-holin）を利用
した 2)。大腸菌自身に，holin と enodolysin を発現させ
て溶菌を引き起こす研究は過去にも行われているが，全
て，それらの遺伝子発現の誘導は，試薬の添加等による
ものである。本研究で提案する共培養システムでは，溶

菌のタイミングは，菌体がある程度増殖して，糖化酵素
を生産した後が好ましいと考えられる。その場合，試薬
添加による誘導だと，経時的に菌体密度をモニタリング
する必要がある。これは，将来的に大規模化し工業生産
等に利用する場合，とても大きな手間となると考えられ
る。ところで，微生物はクオラムセンシング（QS）と
呼ばれる外的環境を感知して，特定の遺伝子発現を行う
能力を持っている。この菌体密度を感知して遺伝子発現
を行う QS を利用して，大腸菌自身が，自律的に溶菌を
引き起こすシステムを構築することとした。Somaらは，
Vibrio fischeri の持つ QS である lux システムを大腸菌
内で構築し，目的の菌体密度に達すると遺伝子発現を行
う，菌体密度センサーの作製に成功している 3)。この菌
体密度センサーは，LuxI によって生産されるオートイ
ンデューサーである Acyl Homoserine Lactone（AHL）
と，AHL によって活性化した LuxR によって転写促進
される plux プロモータから構成されている。なお，
LuxR は PLtetO1によって，発現制御される構造になっ
ており，培養初期に添加する誘導剤 aTc によって発現
する。AHL は，細胞内外に自由に拡散する。従って，
菌体が増えるほど，培養液中の AHL 濃度が上昇するた
め，このシステムは菌体密度センサーとしてみなすこと
ができる。また，本システムでは，ネイティブの plux
プロモータに lacOオペレーターを導入した pluxlacO プ
ロモータを用いている。この様に改変したプロモータを
用いることで，培養開始時に添加した誘導剤 IPTG の濃
度によって遺伝子発現が起こる菌体密度を変化させるこ
とが可能となる。本研究では，この菌体密度センサーシ
ステムを用いて，自律的に溶菌する大腸菌の作製を行
い，その動作を確認することとした（図 1）。このため，
自律溶菌プラスミドを導入した株（TA4291株，以下　
自律溶菌株）を用いて，培養開始時に aTc 50 ng/ml，
IPTG 0.1 mM をそれぞれ添加するあるいは添加しない
LB 培地で培養した（図 2）。その結果，aTc および
IPTG を加えた培地のみ，培養開始約 3時間で，OD600
約 1.2で溶菌が生じた。この結果から，今回作製した自
律溶菌システムはうまく作動していることが証明され

図 1．自律溶菌株の人工遺伝子回路
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た。
この，自律溶菌株に，培養開始時に aTc を添加する
ことにより，セルビオースからグルコースに変換するた
めの糖化酵素 BglC を発現するプラスミドを導入した株
（TA4064株，以下　酵素生産大腸菌）を作製した（図
3）。さまざまなタイミングで溶菌を行わせるために，
IPTG 濃度を変えて実験を行った。その結果，IPTG 濃
度 0 mM，0.025 mMでは溶菌しなかったが，IPTG 濃度
0.050，0.075，0.10，0.25，0.50，1.0 mM では，それぞ
れ異なるタイミングで溶菌した（図 4）。このように，
初発の IPTG 濃度を変えることで，溶菌する菌体密度を
制御することが確認できた。また，溶菌したタイミング
で，BglC が培養液中に放出され，全てのセロビオース

が急速にグルコースに変換される（糖化）ことが明らか
となった。この劇的な糖化の挙動は，BglC が大量に培
養液中に放出されたことを示している。
先に作成した酵素生産大腸菌は，自ら糖化したグル
コースを利用して再増殖してしまうことが明らかとなっ
たので，この株のグルコース取込み系を破壊した新たな
酵素生産大腸菌（TA4222株）を作成した。次に，
TA4222株とグルコースから目的生産物質（IPA）を生
産する物質生産大腸菌とを協調的に培養し，セロビオー
スから直接 IPA を生産する実験を行った。IPA はバイ
オ燃料やバイオプラスチックの原料となる有用物質であ
る。なお，IPA を生産するための合成代謝経路は，大腸
菌の代謝物である Acetyl-CoA を利用する。大腸菌およ

図 3．酵素生産大腸菌の人工遺伝子回路
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び Clostridium acetobutylicum および C. beijerinckii 由
来の IPA 生産合成代謝経路構成遺伝子 thl，atoAD，
adc，adh を物質生産大腸菌に導入した。なお，培養初
期から IPA 生産遺伝子群を過剰に発現させると，これ

らのタンパク質生産に多くの炭素源を消費することにな
り，増殖速度が減少すると考えられる。そのため，物質
生産菌大腸菌の細胞内で AHL 受容体である LuxR を
PLtetO1プロモータで発現させ，酵素生産大腸菌によっ

TA4222

TA4179

図 5．酵素生産大腸菌（TA4222）と物質生産大腸菌（TA4179）の人工遺伝子回路
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図 4．酵素生産大腸菌の培養結果
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て培地中に大量に放出された AHL に応答して IPA 生産
遺伝子群を発現させるようにした（図 5）。このシステ
ムでは，AHL は，酵素生産大腸菌の「増殖」と「溶菌」
の情報を物質生産大腸菌に伝達するシグナル物質である
と捉えることができる。なお，酵素生産大腸菌によるセ
ロビオースの糖化実験の結果より，できる限り多量の酵
素を放出できるタイミングを与えうる初期 IPTG 濃度と
して 0.10 mM を設定することとした。培養液中の細胞
の菌体割合を測定するため，物質生産大腸菌に PLtetO1
で GFPを発現するプラスミドを導入した（TA4179株）。
ここまでに構築した酵素生産大腸菌と物質生産大腸菌を
共培養することとした（図 6）。酵素生産大腸菌と物質
生産大腸菌の合計の菌体密度は，培養開始 3時間目に酵
素生産大腸菌の溶菌によって下がり，溶菌が終わると，
約 4時間目から再び増殖が始まった。この菌体密度の
データをもとに，フローサイトメトリーによって酵素生
産大腸菌と物質生産大腸菌の割合を算出すると，4時間
目以降の培養液中の細胞の 95％以上が物質生産大腸菌
であることが分かった。このことから，共培養を行って
も酵素生産大腸菌はほぼ完全に溶菌し，最終的に生育し
ているのは物質生産大腸菌であることが確認された。ま
た，培地中の糖濃度を測定すると，溶菌した 3時間目に
セロビオースからグルコースへと糖化が行われているこ
とが確認できた。その後，残った物質生産大腸菌がグル
コースを資化して IPA を生産していることが分かった。
酵素生産大腸菌と物質生産大腸菌との共培養により，セ
ロビオースから IPAを生産することが確認できた。

ま と め

本研究では，糖化酵素を細胞内生産し，目的の菌体密
度に達したら，細胞を破壊し，酵素を放出する人工遺伝
子回路を持つ酵素生産大腸菌と，酵素生産菌が酵素を放
出するまで増殖すると目的生産物を生産するための合成
代謝経路の酵素遺伝子の発現誘導をする人工遺伝子回路
を持つ物質生産大腸菌を構築し，これら二つの細胞から
なる人工マイクロバイオータを構築した。なお，このコ
ンセプトを証明するために，モデル基質として単純な構
造を持つセルビオース，モデル生産物質として大量生産
に成功している IPA を選択し，セルビオースから IPA
の生産に成功した。酵素生産株の生産酵素を変更するこ
とでさまざまな基質に，物質生産株の合成代謝経路を変
更することでさまざまな目的物質に対応することができ，
さまざまな物質生産に応用可能であると考えられる。
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図 6．酵素生産大腸菌（TA4222）と物質生産大腸菌（TA4179）の共培養結果


