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論文要旨 

 

細胞に内在の遺伝子や外来から導入した遺伝子が細胞内で機能していること

を確認・利用するためには、それらの上流遺伝子に対応した下流遺伝子が必須

となる。下流遺伝子は、上流遺伝子と同様の細胞内リソースを利用している。

また下流遺伝子は 1 細胞内で数の限られた上流遺伝子と結合している。 

 本研究では、数理モデル化・シミュレーション・生物実験を組み合わせた合

成生物学的手法により下流遺伝子が上流遺伝子に与える影響を評価した。その

結果、細胞内の様々な分子競合が上流遺伝子の挙動に影響を与えていることを

示した。 

 本研究は内在の遺伝子ネットワークやレポーター遺伝子を導入したときの遺

伝子の動態を制御するために重要である。そのため本研究は広く分子生物学・

細胞生物学に影響する研究となる。 
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第一章：  

序章と現状分析  

 

1.1 背景 

1.1.1 レポーター遺伝子の利用 

 分子生物学・細胞生物学の発展において、細胞内の制御ネットワークにおけ

る遺伝子発現の機能を測定するためにレポーター遺伝子は必須のものとなって

いる[1-3]。上流制御遺伝子に結合した下流レポーター遺伝子は、上流の標的遺

伝子の活性を定量することができる。レポーター遺伝子は二つの部位に分けら

れる。一つ目の部位は上流制御遺伝子タンパク質と結合・認識するプロモータ

ー部位である。二つ目の部位は上流制御遺伝子を定量するコーディング部位で

ある。レポーター遺伝子は制御遺伝子活性の測定しやすさや細胞毒性が少ない

ことが要求される。これらの理由から、一般的なレポーター遺伝子としては、

酵素活性測定を行うための lacZ [4, 5]、薬剤耐性測定を行うための CAT [6, 7]、

蛍光活性測定を行うための GFP[8, 9]が利用されている。特に他分子を必要せず

に光を吸収することから、GFP は多種多様な変異体が作られレポーター遺伝子

として利用されている[10, 11]。コーディング部位として有用な遺伝子の探求は

進められており、近年になり上流遺伝子へのプロモーター部位が与える影響に

ついて検証され始められている。 

 

 

1.1.2 レポーター遺伝子の弊害 

 レポーター遺伝子による定量は遺伝子動態を制御するのに重要となるが、レ

トロアクティビティと呼ばれる下流遺伝子が上流遺伝子の動態に影響を与える

現象が起きる(図 1-1) [12-16]。レトロアクティビティを引き起こす主原因とし

ては DNA 結合サイトの奪い合いとタンパク質分解酵素の奪い合いの２種類が

ある(図 1-2)。 

 DNA 結合サイトの奪い合いは、上流遺伝子タンパク質が上流遺伝子と下流遺

伝子のプロモーター内の DNA 結合サイトに結合・分配されてしまうために、上

流遺伝子の挙動の変化を生じさせる[12-19]。レポーター遺伝子を付加すること

により、１細胞内における制御タンパク質結合サイトの数が増加する。そのよ
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うな増加は制御タンパク質が１つあたりの DNA 結合サイトに結合する確率を

減少させる。その減少した結合確率は上流遺伝子が制御するネットワークを摂

動させる。そしてレポーター遺伝子も摂動した上流遺伝子の影響を受けて摂動

する。 

 タンパク質合成過程における DNA 結合サイトの奪い合いと同様に、タンパク

質除去過程におけるタンパク質分解酵素の奪い合いもまた上流制御遺伝子の動

態に影響を与える[16, 20-22]。特に配列認識型プロテアーゼはタグ付きタンパ

ク質を認識・分解する。そのためプロテアーゼは、タンパク質タグ付き制御遺

伝子タンパク質とタグ付きレポータータンパク質を、限られた数で分解する。

タンパク質除去過程では希釈と同様に、プロテアーゼによる分解が細胞の動態

や生育に影響を与えている[23, 24]。 

 

1.1.3 レポーター遺伝子を用いた合成生物学 

 合成生物学の研究はレポーター遺伝子の測定を通して、人工遺伝子回路の性

能確認を行っている[25-30]。合成生物学では、以下の３つのプロセスを繰り返

すことにより所望の機能の実装が行われている(図 1-3)[31]。1) 実装したい遺

伝子回路を設計し、数理モデルを構築する。2) 構築した数理モデルを基に、計

算機による数値シミュレーションを行う。3) 数値シミュレーションにより実装

可能な値であれば、実際の生物への実装を行う。もし所望の挙動を示さないよ

うであれば、1) の工程からやり直す。そうした過程を経て、これまでの合成生

物学では、抑制型振動子[25]、トグルスイッチ[26]、遺伝子大量発現による細胞

リプログラミング[27]、ワディントン地形[28]、エッジ検出[30]といった機能の

実装が行われている。その中でも人工遺伝子回路は外来の機能既知の遺伝子か

ら成るネットワークを設計するため、数理モデル・シミュレーションによる機

能予測がしやすいという利点がある。 
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1.2 研究目的と論文の構成 

本研究では、一連の合成生物学的手法により下流レポーター遺伝子が上流遺

伝子に与える影響を評価した。その結果、細胞内の様々な分子競合が上流遺伝

子の挙動に影響を与えていることを示した。本論文は四章で構成され、第一章

では、序章として，分子生物学・細胞生物学の発展におけるレポーター遺伝子

の貢献と合成生物学におけるレポーター遺伝子の貢献をそれぞれ述べた。第二

章、第三章では実験の結果と考察を、第四章では総合討論に加え，今後の展望

について論ずる。 
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図 1-1 細胞内における人工遺伝子回路 

人工遺伝子回路内の制御遺伝子群が下流レポーター遺伝子群や下流内在遺伝子

群に影響を与えると同時に、下流レポーター遺伝子群や下流内在遺伝子群が上

流制御遺伝子群に影響を与えている。 

  

下流レポーター
遺伝子群

上流
制御遺伝子群

内在遺伝子群

人工遺伝子
回路

内在遺伝子
ネットワーク
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図 1-2 人工遺伝子回路における制御遺伝子に下流遺伝子が与える影響 

(a)プロモーター内における制御遺伝子群タンパク質結合サイトが制御遺伝子群

タンパク質を奪い合う効果 (b)大量のタンパク質が限られた数のタンパク質分

解酵素を奪い合う効果  

限られた量の
タンパク質
分解酵素

Φ

大量の
タンパク質

タンパク質
分解酵素

(b)(a)

DNA上の
制御遺伝子群
タンパク質
結合サイト

制御遺伝子群
タンパク質
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第二章：  

人工遺伝子回路に下流遺伝子を付加した場合の数理

モデル化・シミュレーション   

 

2.1 導入 

 合成生物学では数理モデル化・シミュレーションを通して、生命現象を理解

することに貢献している[25-28, 32]。細胞を自由自在に制御するためには、in 

silico 実験と in vivo 実験での動態を対応づけることが重要となる。数理モデル

化・シミュレーションをするとき、人工遺伝子回路は上流の制御遺伝子群のみ

をモデル化することが多い。しかし、実際の生命に人工遺伝子回路を導入する

ときには、レポーター遺伝子や内在の遺伝子回路といった下流遺伝子を含むこ

とにより人工遺伝子回路として機能している（図 2-1）。特にレポーター遺伝子

といった下流遺伝子は、生細胞内で人工遺伝子回路を観察・分析・活用すると

きに必須となる。 

 外来のレポーター遺伝子は上流の制御遺伝子に以下の２つの奪い合いにより

影響を与えている。一つ目の奪い合い効果は、制御遺伝子タンパク質をめぐっ

て各プロモーター内の DNA 結合サイトが奪い合う効果である（図 2-2）[19]。

DNA 結合サイトがデコイサイトとして機能する例はウイルス、原核生物、真核

生物へと広範にみられる[33-35]。二つ目の奪い合いは、基質タンパク質がタン

パク質分解酵素を奪い合う効果である。生命のタンパク質分解機構はユビキチ

ン-プロテアソーム系、オートファジー系、カスパーゼ系、γ-セクレターゼ系、

カルパイン系に分けられる[36-40]。そして上流制御遺伝子と下流レポーター遺

伝子が同一のタンパク質分解機構により分解されるとき、タンパク質分解酵素

の奪い合いが生じる。これらの２種類の奪い合い効果は下流レポーター遺伝子

を付加したときの重要な効果である。 

 本項目では、上流制御遺伝子へ下流遺伝子を付加したときの、上流制御遺伝

子の動態の変化を示した。そのために私は Smolen 振動子の人工遺伝子回路[32]

に下流レポーター遺伝子を結合したときの動態を評価した。 
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2.2 下流遺伝子を付加した人工遺伝子回路の設計・構築 

 本項目ではまず上記の設計方針により、２つの下流遺伝子の効果を観察する

ための振動子モデルを構築した（図 2-3）。１つ目は既知の Smolen 振動子モデ

ル[32, 41, 42]である。そして Smolen 振動子に下流レポーター遺伝子 GFP を結

合したときの lac/ara-reporter circuit モデルとした。 

 この系に用いている振動子は Smolen 振動子と呼ばれ、タンパク質分解とタン

パク質合成のフィードバックにより挙動する振動子である。Smolen 振動子はロ

バスト性と調節性が高いことで知られている。Smolen 振動子は、AraC と LacI

がそれぞれポジティブフィードバックループとネガティブフィードバックルー

プを形成している。AraC はアラビノース存在下で活性化されるタンパク質であ

る。また LacI はβ-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)の非存在下で働く抑制タ

ンパク質である。上記の Smolen 振動子モデルと lac/ara-reporter circuit モデル

では、AraC, LacI, GFP 配列に ssrA ペプチドタグを C 末端に付加することによ

り ClpXP プロテアーゼにより特異的に分解されるようにしている[43, 44]。

lac/ara-reporter circuit モデルでは、最も単純な下流遺伝子として GFP を採用し

た。下流遺伝子は生細胞内でかなり複雑であるが、単純化のために GFP を結合

させた。 

そして Smolen 振動子モデルと lac/ara-reporter circuit モデルでのシミュレー

ション結果を比較した。その結果、制御タンパク質のプロモーター内の DNA 結

合サイトの奪い合いとタンパク質分解酵素の奪い合いが下流遺伝子を加えたと

きの影響として現れることを示した。本項目において、私は振動子においてタ

ンパク質合成と同様に、タンパク質分解が重要な役割を果たしていることを示

した。 

 

2.3 材料と方法  

2.3.1 数理モデリングとシミュレーション 

 人工遺伝子回路の動態を予測するために、私はプロモーター間の遷移、タン

パク質合成、タンパク質の分解の動態の化学反応式を基にした数理モデルを構

築した。この数理モデルは Stricker 氏らの論文[32, 41, 42]を基にしたものであ

る。なお公表論文発表時[16]から新たな知見として、LacI 四量体二分子が DNA

のループ構造を形成するのではなく、LacI 四量体一分子が DNA のループ構造

を形成することが判明した[45-47]。またループ構造を形成するときに AraC が
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遊離するとしていたが、実際には今回の実験での 458bp のループ構造を形成す

るときに AraC の遊離は生じづらいことが判明した[48]。そのため公表論文公開

時と新たな知見を踏まえた上での数理モデル、シミュレーション結果の両方を

記述する（図 2-4）。そのためこの章では、公表論文発表時のモデルをそれぞれ

公表時 Smolen 振動子モデル、公表時 lac/ara-reporter circuit モデルと記述し、

新たな知見を踏まえて改良したモデルをそれぞれ新規 Smolen 振動子モデル、新

規 lac/ara-reporter circuit モデルと記述した。また数理モデルに関するパラメー

ターは表 2-1 に記載した。 

 本章で扱う 4 つのモデルでは、LacI 四量体の DNA への結合・解離反応速度

係数は と で表す。同様に AraC 二量体の DNA への結合・解離反応速度係

数は と で表す。過去のルシフェラーゼアッセイの結果や数理モデルからの

解離反応速度係数 と から結合反応速度係数 と を導出した[32, 49]。タ

ンパク質の DNA への結合は以下の(2-1-1), (2-1-2)式で表す。そのときの最大結

合係数と最小結合係数はそれぞれ(  = 0.2 molecules
-1

 and  = 1 

molecules
-1

)と(  = 0.01 molecules
-1

 and  = 0 molecules
-1

)とする。そのとき

と の式は以下のように表す。 

 AraC や LacI をコードする lac/ara プロモーターにおける状態遷移は、AraC

二量体分子の DNA への結合・解離、LacI 四量体分子の DNA への結合・解離、

および DNA のループ構造の形成を基に決定した。プロモーター間の遷移の動態

は以下のような化学反応式により決定した。プロモーター内のタンパク質結合

サイトの相互作用の動態は、 に従って決定した。この式において はプロモータ

ーを表す。はどのタンパク質を発現するかを表し、 のときはアクチベータタン

パク質を、 のときはリプレッサータンパク質を発現している。 と はプロモー
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ターに結合したアクチベータタンパク質とリプレッサータンパク質の個数を表

し、それぞれアクチベータタンパク質の数  {0, 1}、リプレッサータンパク質

の数 {0, 1, 2}となっている。 はプロモーターがループ構造をとっているかを

表し、 ではループ構造を形成していることを では非ループ構造となっ

ていることを表す。また新規 Smolen 振動子モデルと新規 lac/ara-reporter circuit

モデルではプロモーターにおける状態遷移の動態を(2-1-3) - (2-1-8)式で表し

た（図 2-4）。新規 Smolen 振動子モデルと新規 lac/ara-reporter circuit モデルで

はプロモーターにおける状態遷移の動態を(2-1-6) - (2-1-11)式で表した（図

2-4）。 
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加えて公表時 lac/ara-reporter circuit モデルでは動態を(2-1-12) – (2-1-17)式で

表した。また新規 lac/ara-reporter circuit モデルでは動態を(2-1-15) – (2-1-20)

式で表した。 
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mRNA 転写の動態は以下の式により決定した。4 つのモデルでは、mRNA の転
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写の動態を(2-1-21) – (2-1-24)式で表した。このとき はアクチベータ、リプレ

ッサー、下流の mRNA の数を表し、𝑖はそれぞれアクチベータ( : AraC)、リプレ

ッサー( : LacI)、下流タンパク質( : GFP)を発現するプロモーターであることを

表している。 

加えて公表時 lac/ara-reporter circuit モデルと新規 lac/ara-reporter circuit モデ

ルでは以下の(2-1-25) – (2-1-26)式により mRNA の転写の動態を表した。 
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 4 つのモデルでは mRNA から多量体タンパク質の合成は以下の化学反応式

(2-1-27) – (2-1-33)により表した。このとき はアクチベータ、リプレッサー、

下流の mRNA の数を表し、 はそれぞれアクチベータ( : AraC)、リプレッサー

( : LacI)、下流タンパク質( : GFP)を発現するプロモーターを表している。

はアクチベータ、リプレッサー、下流のアンフォールドタンパク質の数を表し、

はそれぞれアクチベータ( : AraC)、リプレッサー( : LacI)、下流タンパク

質( : GFP)のアンフォールドタンパク質を表している。 、 、 はそれぞれフ

ォールドされた一量体タンパク質を表している。 と はそれぞれフォールドさ

れた二量体タンパク質を表している。 はフォールドされた四量体タンパク質を

表している。 
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加えて公表時 lac/ara-reporter circuit モデルと新規 lac/ara-reporter circuit モデ

ルでは以下の化学反応式(2-1-34) – (2-1-35)によりタンパク質の合成を表した。 

 各分子の分解の動態は標的タンパク質となる AraC, LacI, GFP の総量により

決定される。 

このとき公表時 Smolen 振動子モデルと新規 Smolen 振動子モデルでは(2-1-36) 

– (2-1-38)の式を用いる。 
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となり、公表時 lac/ara-reporter circuit モデルと新規 lac/ara-reporter circuit モ

デルでは以下の(2-1-39) – (2-1-42)を用いた。 



19 

 

とした。 

 公表時 Smolen 振動子モデルと公表時 lac/ara-reporter circuit モデルでは各分

子の分解の動態は以下の化学反応式(2-1-43) – (2-1-56)により表した。 

また新規 Smolen 振動子モデルと新規 lac/ara-reporter circuit モデルでは各分子

の分解の動態は以下の化学反応式(2-1-45) – (2-1-58)により表した。 
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加えて、公表時 lac/ara-reporter circuit モデルと新規 lac/ara-reporter circuit モ
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デルではそれぞれ(2-1-59) - (2-1-66)式、(2-1-61) - (2-1-68)式を導入した。 
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とした。 

 導入した DNA のコピー数( )は、以下の式により表した。 

そのとき公表時 Smolen 振動子モデルでは以下の(2-1-69) – (2-1-70)式に従う。

公表時 lac/ara-reporter circuit モデルでは(2-1-69) – (2-1-71)式に従う。 

(2-1-69)

(2-1-70)

(2-1-71)

また新規 Smolen 振動子モデルでは以下の(2-1-72) – (2-1-73)式に従う。新規
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lac/ara circuit モデルでは(2-1-72) – (2-1-74)式に従う。 

+   +  ) (2-1-72)

+   +  ) (2-1-73)

+   +  ) (2-1-74)

 

微分方程式で公表時 Smolen 振動子モデルを表した場合、下記の(2-2-1) – 

(2-2-25)となる。 

(2-2-1)

(2-2-2) 

(2-2-3)

(2-2-4)

(2-2-5)
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(2-2-6)

(2-2-7)

(2-2-8)

(2-2-9)

(2-2-11)

(2-2-12)

(2-2-13)
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(2-2-14)

(2-2-15) 

(2-2-16) 

(2-2-17) 

(2-2-18) 

(2-2-19)

  (2-2-20)

(2-2-21) 
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(2-2-22) 

 

(2-2-23)

(2-2-24)

(2-2-25)

微分方程式で公表時 lac/ara-reporter circuit モデルを表した場合、下記の(2-3-1) 

– (2-3-36)となる。 

(2-3-1)

(2-3-2) 

(2-3-3)
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(2-3-4)

(2-3-5)

(2-3-6) 

(2-3-7)

(2-3-8)

(2-3-9)

(2-3-10)

(2-3-11)

(2-3-12)
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(2-3-13)

(2-3-14)

(2-3-15) 

(2-3-16)

(2-3-17)

(2-3-18)

(2-3-19)

(2-3-20) 

(2-3-21)
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(2-3-22) 

(2-3-23) 

(2-3-24) 

(2-3-25) 

(2-3-26) 

(2-3-27) 

(2-3-28)

(2-3-29)
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(2-3-30) 

(2-3-31) 

 

(2-3-32) 

(2-3-33)

(2-3-34)

(2-3-35)

(2-3-36)

微分方程式で新規 Smolen 振動子モデルを表した場合、下記の(2-4-1) – (2-4-27)

となる。 
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(2-4-1)

(2-4-2) 

(2-4-3)

(2-4-4)

(2-4-5)

(2-4-6)

(2-4-7)
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(2-4-8)

(2-4-9) 

(2-4-10)

(2-4-11)

(2-4-12)

(2-4-13)

(2-4-14)

(2-4-15) 

(2-4-16) 
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(2-4-17) 

(2-4-18) 

(2-4-19)

(2-4-20)

(2-4-21) 

(2-4-22) 
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(2-4-23)

(2-4-24)

(2-4-25) 

 

(2-4-26)

(2-4-27) 

 

微分方程式で新規 lac/ara-reporter circuit モデルを表した場合、下記の(2-5-1) – 

(2-5-39)となる。 

(2-5-1)

(2-5-2)
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(2-5-3)

(2-5-4)

(2-5-5)

(2-5-6)

(2-5-7)

(2-5-8)

(2-5-9)

(2-5-10)
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(2-5-11)

(2-5-12)

(2-5-13)

(2-5-14) 

𝛼

(2-5-15)

𝛼

(2-5-16)

(2-5-17) 

(2-5-18) 



38 

 

(2-5-19) 

 

 

 

 +  

     (2-5-20) 

(2-5-21) 

(2-5-22) 

 

 

 

 

     (2-5-23) 

 

𝜆      (2-5-24) 
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       (2-5-25)

(2-5-26)

(2-5-27)

       (2-5-28)

      (2-5-29)

       (2-5-30)

(2-5-31)

(2-5-32)
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(2-5-33)

(2-5-34)

(2-5-35)

(2-5-36)

(2-5-37)

(2-5-38)
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(2-5-39)

上記の数理モデルから数値解析ソフトウェア MATLAB(MathWorks)による

ode45 ソルバーを用いた決定論による数値シミュレーションを行った[50]。公表

時 Smolen oscillator モデルの初期値は、 

とした。 

新規 Smolen oscillator モデルの初期値は、 
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とした。 

公表時 lac/ara-reporter circuit モデルの初期値は、 

新規 lac/ara-reporter circuit モデルの初期値は、 
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とした。 

 そして以下の手順により線形安定性解析を行い平衡点の安定性を求めた。ま

ず上記の 4 つの微分方程式を、Newton-Raphson 法で線形近似することにより

平衡点を求めた。そして平衡点でのヤコビ行列内の全ての固有値が負の実部を

持つとき、その平衡点は安定であるとした。全ての固有値が負の実部を持つこ

とを確認するためには、ラウスの方法を用いた。 

 そして arabinose、IPTG 濃度の対数グラフにおいて、MATLAB の ODE シミ

ュレーションでの各分子の振幅を MATLAB の疑似カラー“jet”によってプロッ

トした。特に線形安定性解析から安定固定点としたところは黒色でプロットし

た。 
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2.4 結果 

2.4.1 下流遺伝子によるDNA結合サイトの奪い合い効果 

 新規 Smolen 振動子モデルは、arabinose と IPTG の濃度パラメータースペー

スにおいて、新規 lac/ara-reporter circuit モデルよりも広い振動領域を示した（図

2-5）。下流遺伝子の影響を調べるために、私はまず新規 Smolen 振動子モデルと

新規 lac/ara-reporter circuit モデルの間の arabinose と IPTG の濃度パラメータ

ースペースを比較した。そして、制御遺伝子とレポーター遺伝子のプロモータ

ー内の AraC 結合サイトと LacI 結合サイト間の AraC と LacI 制御タンパク質の

奪い合いを決定するために、私は新規 lac/ara-reporter circuit モデルにおいて

GFP 遺伝子のコピー数( )の数を増加したときの濃度パラメータースペースの

変化を比較した（図 2-5 (b)-(d)）。このとき制御遺伝子のコピー数は固定してい

る。結果として、新規 Smolen 振動子モデルは濃度パラメータースペースにおい

て広い振動領域を示した（図 2-5(a)）。同様に、新規 lac/ara-reporter circuit モ

デルにおいて =0 のときにも、広い振動領域を示した（図 2-5 (b)）。そして

GFP 遺伝子のコピー数を大きくするにつれて安定固定点が徐々に広くなってい

った（図 2-5 (c)-(d)）。このとき振動の振幅はコピー数を大きくするにつれて、

徐々に小さくなっていった。これらの図 2-5 の結果は、プロモーター内の DNA

結合サイトが制御タンパク質を奪い合う結果を示唆するもので、同様のことが

遺伝子回路におけるデコイサイトの数を増加したときに起きている[19]。 

 本項目と既知の[19]の研究ではプロモーターといったゲノム・プラスミド内

の制御タンパク質結合サイトの奪い合いを調べたものである。既知の研究のポ

ジティブフィードバックの系では、多数の繰り返しのデコイサイトの DNA 配列

を酵母内に導入することで発現を減らし、アクチベータタンパク質における小

分子の抑制効果を変えることを示した[19]。また他のグループではレトロアク

ティビティという下流システムから上流システムへと情報を受け取る効果を示

した。一般的にレトロアクティビティとは上流システムの情報伝達の遅れをも

たらすと言われている[12-14]。特に私の研究では振動子の周期の違いを下流遺

伝子のコピー数の違いにより変わることを示している。更に私の研究では下流

遺伝子のコピー数の増加が濃度パラメータースペースにおける振動領域を狭く

する効果をもたらすことを示した。 
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2.4.2 下流遺伝子によるタンパク質分解酵素の奪い合い効果 

 同一の arabinose と IPTG の濃度パラメーターセットにおいて、Smolen 振動

子モデルと lac/ara-reporter circuit モデルがともに振動するときに、

lac/ara-reporter circuit モデルは Smolen 振動子モデルよりも長い周期を示した

（図 2-6）。 

 本項目により、lac/ara-reporter circuit モデルにおける長い周期はタンパク質

合成よりもタンパク質分解に由来することを示した。私は AraC 二量体の経時変

化において rising subphase, falling subphase, action phase, resting phase を定義

した（図 2-6 (a)-(d)）。振動周期の総長は action phase と resting phase の和と同

じである。Resting phase は AraC 二量体が 10 分子以下存在するときと定義した。

Action phase は rising subphase と falling subphase の和と同じである。rising 

subphase はタンパク質合成がタンパク質分解を上回っているときと定義した。

一方、falling subphase はタンパク質分解がタンパク質合成を上回っているとき

と定義した。振動周期において決定論シミュレーションにより、Smolen 振動子

モデルと lac/ara-reporter circuit モデルを比較した場合、振動周期の長さを決め

るのは rising subphase や resting subphase ではなく、falling subphase に依存し

て長さが決まっていた（表 2-2）。同様に LacI 四量体の振動周期の長さにおいて

も falling subphase に依存して振動周期の長さが決まっていた。 

 Smolen 振動子モデルよりも lac/ara-reporter circuit モデルにおいて長い周期

falling subphase は小さい分解速度係数によるものである。公表時 Smolen 振動

子モデルにおけるタンパク質合成は公表時 lac/ara-reporter circuit モデルよりも

わずかに大きい（図 2-6 (e)-(f)）（表 2-3）。公表時 Smolen 振動子モデルにおけ

る AraC mRNA の振動周期における面積は 330 であるのに対して、公表時

lac/ara-reporter circuit モデルにおける AraC mRNA の振動周期における面積は

310 である。一方、最終産物である AraC 二量体の振動周期における面積を比較

したところ、公表時 Smolen 振動子モデルでは 43,000 となり、公表時

lac/ara-reporter circuit モデルでは 74,000 となった。新規 Smolen 振動子モデル

におけるタンパク質合成は lac/ara-reporter circuit モデルよりもわずかに大きい

（図 2-6 (g)-(h)）（表 2-3）。また新規 Smolen 振動子モデルにおける AraC mRNA

の振動周期における面積は 650 であるのに対して、公表時 lac/ara-reporter 

circuit モデルにおける AraC mRNA の振動周期における面積は 240 である。 

一方、最終産物である AraC 二量体の振動周期における面積を比較したところ、
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公表時 Smolen 振動子モデルでは 89,000 となり、公表時 lac/ara-reporter circuit

モデルでは 50,000 となった。 

これらの面積値の違いは lac/ara-reporter circuit モデルにおける分解が小さい

ことによるものである。特に両者のモデルでは AraC, LacI, GFP の３種類のタン

パク質が同じタンパク質分解機構を共有していることを想定している。Smolen

振動子モデルでは GFP を含まないため AraC と LacI タンパク質が早く分解され

る。  
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2.5 結果のまとめと考察  

 本項目での結果は人工遺伝子回路設計における制御遺伝子へと下流レポータ

ー遺伝子が与える影響を示した。本項目の数理モデルとシミュレーション結果

は、生細胞内における下流遺伝子のプロモーター内の制御遺伝子タンパク質結

合サイトが制御遺伝子の制御遺伝子タンパク質結合サイトと奪い合う効果、お

よびタンパク質分解機構の奪い合いという２種類の奪い合い効果が生じること

を示した。これらの奪い合い機構はプロテアーゼだけでなく、RNA ポリメラー

ゼ、リボソーム、シャペロンといったタンパク質合成系や他の生体分子にもみ

られると考えられる[51]。そのため生体分子を自身の想定した濃度で加えた in 

vitro の系においても同様に生体分子の奪い合いによる効果が生じる[52, 53]。 

 合成生物学では下流遺伝子が与える影響としては、内在の遺伝子回路との結

合が考えられる（図 2-1）[54-56]。下流遺伝子との結合を通して、人工遺伝子

回路はしばしば細胞の生育や動態に悪影響を及ぼすことがある[57, 58]。人工遺

伝子回路は生育速度に影響を受けている[57]。生育速度が速くなるにつれて、

リプリシレーターでは安定固定点が増加し、振動の振幅は減少し、振動周期が

短くなることが知られている。他の例としては、生育速度もまた人工遺伝子回

路の挙動に影響を与えることも知られている[58]。チロシン代謝を行うトリプ

トファン感受性株とトリプトファン代謝を行うチロシン感受性株の共生系では、

それぞれのアミノ酸代謝はそれぞれの感受性株の生育に依存していた。更に下

流遺伝子だけでなく、お互いが直接制御しているわけではない代謝物もいくつ

かの機構において競合することがわかった。本項目では独立した制御タンパク

質とタンパク質分解機構の奪い合いの効果を示したけども、今後の in vivo での

実験では ChIP(Chromatin Immunoprecipitation)を行うことにより本研究の効

果が示されると考えられる[19]。顕微鏡実験によるタンパク質分解もまた in 

silico によるアプローチにより評価することができる[22]。 

 本項目の数理モデル化・シミュレーション結果からも下流遺伝子の結合が分

岐図における振動領域を変化させたり制御遺伝子の振動周期を変化させたりし

ていた（図 2-5, 2-6）。電気回路では、電気素子間の結合による摂動を出力イン

ピーダンスと入力インピーダンスで表す（図 2-7 (a)）。電気回路は多数の素子か

ら構成されている。制御素子は定電流源により構築されている。電圧は制御素

子の出力インピーダンスと入力インピーダンスにより定義される。下流素子は

入力インピーダンスにより下流の入力で消費される電圧として出力する。制御
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素子の動態は、制御素子における高出力インピーダンスや下流素子における低

入力インピーダンスといった、下流素子との結合により変化する。 

 遺伝子回路も制御タンパク質の数を電圧として扱うことにより、同様の素子

から構成されていると言える。インピーダンスの概念を遺伝子回路に適用する

と、本項目と同様の構成の遺伝子回路を改良するときに、上流 Smolen 振動子の

制御遺伝子の低出力インピーダンスと下流レポーター遺伝子の高入力インピー

ダンスを想定することができる（図 2-7 (b)-(e)）。下流遺伝子との結合による制

御遺伝子の攪乱を減らすために、既知の研究では上流制御遺伝子と下流遺伝子

の間にインスレーターという素子を導入している[12]。インスレーターは制御

遺伝子からの高出力インピーダンスを減らし、下流遺伝子からの低入力インピ

ーダンスを増やすデバイスである。しかし、そのようなデバイスは時間遅れを

生じてしまう。出力インピーダンスを減らすために、私の研究では制御遺伝子

のコピー数や発現量を増やすことを提案する（図 2-7 (b)）。制御遺伝子のコピー

数や発現量を変化させることは制御遺伝子間の動態を変化させうるので考慮す

る必要はある。また入力インピーダンスを増加させるためには下流遺伝子プロ

モーターの DNA 結合サイトの数を減らすことを提案する（図 2-7 (e)）。特に下

流遺伝子の S/N 比が減ってしまうことが想定されるために考慮が必要ではある。

S/N 比の減少を解決するためには-35, -10 配列や RBS 配列を高活性の配列にす

ることや、計測デバイスの感度を上げることを考えるべきである。下流遺伝子

は制御遺伝子の数に正の相関を持ち発現する。また下流コーディング配列も更

に別の下流遺伝子を結合することも考えうる。 

 本項目の結果は下流遺伝子が制御遺伝子に与える効果を示しており、システ

ム生物学や合成生物学の領域に貢献するものである。  
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図 2-1 本章で用いる人工遺伝子回路 

人工遺伝子回路内の制御遺伝子群が下流レポーター遺伝子群に影響を与えると

同時に、下流レポーター遺伝子群が上流制御遺伝子群に影響を与えている。本

章で用いる人工遺伝子回路は外来の遺伝子を用いているため、細胞の内在の遺

伝子ネットワークには影響を与えていない。 

  

下流レポーター
遺伝子群

上流
制御遺伝子群

人工遺伝子
回路
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図 2-2 人工遺伝子回路における制御遺伝子に下流遺伝子が与える影響 

(a)プロモーター内における制御遺伝子群タンパク質結合サイトが制御遺伝子群

タンパク質を奪い合う効果 (b)大量のタンパク質が限られた数のタンパク質分

解酵素を奪い合う効果 

  

限られた量の
タンパク質
分解酵素

Φ

大量の
タンパク質

タンパク質
分解酵素

(b)(a)

DNA上の
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タンパク質
結合サイト
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図 2-3 下流遺伝子の影響を調べるための人工遺伝子回路モデル 

(a) Smolen 振動子モデル (b) lac/ara-reporter circuit モデル AraC と LacI は

Smolen はポジティブフィードバックとネガティブフィードバックのループを形

成している。GFP はこの振動子の下流遺伝子である。ClpXP は ssrA でタグ付け

されたタンパク質(AraC, LacI, GFP)を特異的に認識して分解する。 

 

  

GFP

LacIAraCLacIAraC

Φ

ClpXP

Φ

ClpXP

(a) (b)
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(a)  

図 2-4人工遺伝子回路内のプロモーター遷移図 

(a) 公表時 Smolen 振動子モデル、公表時 lac/ara-reporter circuit モデル内のプ

ロモーター遷移図。公表時 Smolen 振動子モデル内の araC コーディングプロモ

ーター、lacI コーディングプロモーター、および公表時 lac/ara-reporter circuit

モデル内の araC コーディングプロモーター、lacI コーディングプロモーター、

gfp コーディングプロモーターに適用される。 

(b) 新規 Smolen 振動子モデル、新規 lac/ara-reporter circuit モデル内のプロモ

ーター遷移図。新規 Smolen 振動子モデル内の araC コーディングプロモーター、

lacI コーディングプロモーター、および新規 lac/ara-reporter circuit モデル内の

araC コーディングプロモーター、lacI コーディングプロモーター、gfp コーディ

ングプロモーターに適用される。  
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図 2-5 新規 Smolen振動子モデルと新規 lac/ara-reporter circuitモデルにお

ける誘導剤分岐図 

(a)新規 Smolen 振動子モデル  

(b)新規 lac/ara-reporter circuit モデル (GFP 遺伝子のコピー数:  = 0)  

(c)新規 lac/ara-reporter circuit モデル (GFP 遺伝子のコピー数:  = 50)  

(d)新規 lac/ara-reporter circuit モデル (GFP 遺伝子のコピー数:  = 500)  

X 軸：アラビノース濃度、Y 軸：IPTG 濃度、黒色：安定固定点 

全てのモデルにおいて AraC 遺伝子のコピー数  = 50、 

LacI 遺伝子のコピー数  = 25 
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図 2-6 Smolen振動子モデルと Smolen Plac/araモデルにおける決定論シミュ

レーションによる各成分の経時変化 

両モデルにおけるアラビノース濃度 1.0% IPTG 10 mM での AraC 二量体の経

時変化。 

(a) 公表時 Smolen 振動子モデル (b) 公表時 lac/ara-reporter circuit モデル 

(c) 新規 Smolen 振動子モデル (d) 新規 lac/ara-reporter circuit モデル 
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図 2-6(続き) Smolen振動子モデルと Smolen Plac/araモデルにおける決定論

シミュレーションによる各成分の経時変化 

両モデルにおけるアラビノース濃度 1.0% IPTG 10mM での各成分の経時変化。

濃青：AraC 二量体、淡緑：AraC mRNA、濃緑：AraC アンフォールドポリペプ

チド、淡青：AraC 一量体、赤：  araC プロモーター、橙：  araC プロ

モーター 

(e) 公表時 Smolen 振動子モデル (f) 公表時 lac/ara-reporter circuit モデル 

(g) 新規 Smolen 振動子モデル (h) 新規 lac/ara-reporter circuit モデル  
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図 2-7 電気回路と遺伝子回路の間のインピーダンスの関係 

(a)電気回路と遺伝子回路の間のインピーダンスの関係。電気回路では下流の入

力インピーダンスにより電圧を出力する。(b-e)遺伝子回路におけるインピーダ

ンスのモデル。 (b)低出力インピーダンスモデル。 (c)高出力インピーダンス

モデル。 (d)低入力インピーダンスモデル。 (e)高入力インピーダンスモデル。 

AraC と LacI は制御遺伝子を表している。GFP は下流レポーター遺伝子を表し

ている。AraC タンパク質と LacI タンパク質は GFP のプロモーターの結合サイ

トに結合する。また各タンパク質の数は制御タンパク質の濃度を表している。

このとき低出力インピーダンス高入力インピーダンスの場合が制御遺伝子と下

流遺伝子の結合が安定する。  
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表 2-1 本章のシミュレーションに用いたパラメーター 

Parameter name Parameter value Description Units Source 

0.36 transcription rate 

of lac/ara promoter 

min-1 [32] 

7.2 (=α𝑏𝑑 ) transcription rate 

of lac promoter 

min-1 This study 

20 coefficient of active 

promoter 

 [32] 

1.8 Protein and its 

protein-binding site 

dissociation rate 

min-1 [32] 

90 translation rate min-1 [32] 

0.54 mRNA degradation rate min-1 [32] 

0.9 folding rate min-1 [32] 

0.018 multimerization rate min-1molecules-1 [32] 

0.00018 multimer dissociation 

rate 

min-1 [32] 

1.08 loop forming rate 

in new circuit 

min-1 [59] 
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0.036 loop unforming rate 

in new circuit 

min-1 [59] 

0.90 loop dissociation rate 

in new circuit 

min-1 [60] 

0.36 loop forming rate 

in published circuit 

min-1 [32] 

0.18 loop dissociation rate 

in published circuit 

min-1 [32] 

1080 maximum degradation 

rate 

molecules · min-1 [32] 

0.1 dissociation constant molecules [32] 

2.5 coefficient of 

degradation rate of 

AraC and downstream 

free molecule 

 [32] 

0.2 coefficient of 

degradation rate in loop 

promoter 

 [32] 

1 coefficient of tagged 

degradation rate 

 This study 

50 copy number of 

activator gene 

 [49] 

[32] 

25 copy number of 

repressor gene 

 [49] 

[32] 

50 copy number of 

downstream gene 

 [49] 

[16] 

50 copy number of 

downstream decoy site 

 [49] 

0.2 maximum affinity of 

LacI for the 

molecules-1 [32] 



60 

 

protein-binding site 

0.01 minimum affinity of 

LacI for the 

protein-binding site 

molecules-1 [32] 

0–10 IPTG concentration mM [32] 

0.035 correction constant of 

IPTG 

mM [32] 

2 Hill coefficient of 

inhibition by LacI 

 [32] 

1 maximum affinity of 

AraC for the promoter 

molecules-1 [32] 

0 minimum affinity of 

AraC for the promoter 

molecules-1 [32] 

0–2 arabinose concentration % (w/v) [32] 

2.5 correction constant of 

arabinose 

% (w/v) [32] 

2 Hill coefficient of 

activation by AraC 

 [32] 

2 Hill coefficient of 

inhibition by LacI 

 [32] 
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表 2-2 決定論シミュレーションによる Smolen 振動子モデルと

lac/ara-reporter circuitモデルにおける経時変化 

 

 公表時 Smolen 

振動子モデル 

公表時 lac/ara-reporter 

circuit モデル 

Rising subphase 8.0 min 10.0 min 

Falling subphase 16.0 min 27.0 min 

Resting phase 4.0 min 1.0 min 

Total oscillation period 28.0 min 38.0 min 

 

 新規 Smolen 

振動子モデル 

新規 lac/ara-reporter 

circuit モデル 

Rising subphase 7.0 min 8.0 min 

Falling subphase 15.0 min 17.0 min 

Resting phase 4.0 min 3.0 min 

Total oscillation period 26.0 min 28.0 min 

 

上記の数値はアラビノース濃度 1.0% IPTG 濃度 10 mM の場合のシミュレーシ

ョン結果を反映している。 
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表 2-3 決定論シミュレーションによる Smolen 振動子モデルと

lac/ara-reporter circuitモデルにおける経時変化内の各分子の面積値 

 

 公表時 Smolen 

振動子モデル 

公表時 lac/ara-reporter 

circuit モデル 

 promoter  2.1 × 102 1.1 × 102 

 promoter 1.4 × 10 2.2 × 10 

AraC transcription rate 

(  + ) 

4.9 × 102 5.5 × 102 

AraC mRNA 3.3 × 102 3.1 × 102 

AraC unfolding 2.1 × 104 2.1 × 104 

AraC monomer 2.4 × 103 2.7 × 103 

AraC dimer 4.3 × 104 7.4 × 104 

 

 新規 Smolen 

振動子モデル 

新規 lac/ara-reporter 

circuit モデル 

 promoter  3.5 × 102 9.0 × 10 

 promoter 3.1 × 10 1.3 × 10 

AraC transcription rate 

(  + ) 

9.8 × 102 3.5 × 102 

AraC mRNA 6.5 × 102 2.4 × 102 

AraC unfolding 4.5 × 104 1.8 × 104 

AraC monomer 5.0 × 103 2.5 × 103 

AraC dimer 8.9 × 104 5.0 × 104 

 

上記の数値はアラビノース濃度 1.0% IPTG 濃度 10 mM の場合のシミュレーシ

ョン結果を反映している。 
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第三章： 

人工遺伝子回路に様々なプロモーターの下流レポー

ター遺伝子を付加した場合の数理モデル化・シミュレ

ーション・生物実験 

 

3.1 導入  

 レポーター遺伝子は遺伝子発現を測定するために重要であり、分子生物学・

合成生物学の発展に重要な役割を果たしている[1-3]。第一章ではこれまでの分

子生物学や合成生物学におけるレポーター遺伝子の貢献を示した。第二章では

人工遺伝子回路において下流遺伝子の有無により様々な分子競合が生じた結果、

上流の制御遺伝子の挙動が変化することを示した。今後の合成生物学では複雑

な人工遺伝子回路設計が[61, 62]、また分子生物学・細胞生物学では多種多様な

レポーター遺伝子の利用が進展していくことが予想される[63, 64]。そのため本

章ではレポーター遺伝子のプロモーター領域の設計が、生物実験の過程におい

て重要な役割を果たすことを示す。 

 本章における数理モデルとシミュレーションから、制御タンパク質結合サイ

トから制御タンパク質への分子競合とペプチドタグ配列特異的プロテアーゼか

ら標的タンパク質への分子競合が、レトロアクティビティ[12-14]と待ち行列効

果[20, 22]を生じた結果、細胞内のシステムの動態を攪乱させることを示す。私

はこのとき下流レポーター遺伝子における制御タンパク質結合サイト数が異な

る 2 種類の人工遺伝子回路を実装した大腸菌株を、シミュレーション実験とと

もに、顕微鏡により観察した（図 3-1(i)-(ii)）。そして同数の制御タンパク質結

合サイト数を持つが配置の異なる別の人工遺伝子回路をモデル化した(図 3-1(i), 

(iii))。しかし同一の制御タンパク質結合サイト数を持つのにかかわらず、上流

の制御遺伝子の挙動が異なる「連続的レトロアクティビティ」という現象を私

は発見した。この結果は、遺伝子回路の設計において最適なプロモーター領域

の選択が重要であることを示す結果となる。 
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3.2 様々なプロモーターの下流遺伝子を付加した人工遺伝子回路の設計・構築 

下流遺伝子に様々なプロモーターを結合したときの挙動を調べるために、私

は上流部分にポジティブフィードバックとネガティブフィードバックループが

結合した Smolen 振動子と、下流部分に lac/ara プロモーターに GFP 配列が結合

した lac/ara-reporter circuit モデルを用いた（2 章における新規 lac/ara-reporter 

circuit モデルと同一の数理モデル）（図 3-2(a)）[29, 41, 42]。上流制御遺伝子と

して lac/ara プロモーターにより駆動するアクチベーターである araC とリプレ

ッサーである lacI 遺伝子を用いた。このとき 1 分子の lac/ara プロモーターは 1

分子の AraC タンパク質と 2 分子の LacI タンパク質と結合することにより駆動

する(図 3-3) [49](Lutz & Bujard, 1997)。この lac/ara プロモーターは誘導剤で

あるアラビノースとイソプロピルチオガラクトピラノシド(IPTG)により、表

3-1 のように ON 状態と OFF 状態が遷移する。2 章での人工遺伝子回路内の上

流制御遺伝子群に下流レポーター遺伝子を付加した研究のように[16]、本章で

は下流レポーター遺伝子領域の 1 カ所を置換した人工遺伝子回路を比較した（図

3-2）。本章では下流遺伝子として lac/ara プロモーターにより駆動する gfp 遺伝

子を付加した lac/ara-reporter circuit モデルを用いた（図 3-2(a)）[29]。そして

本章では、あらたに lac プロモーターにより駆動する gfp 遺伝子を付加した

lac-reporter circuit モデルを用いた（図 3-2(b)）。 

 

3.3 材料と方法  

3.3.1 数理モデリングとシミュレーション 

 人工遺伝子回路の動態を予測するために、私はプロモーター間の遷移、タン

パク質合成、タンパク質の分解の動態の化学反応式を基にした数理モデルを構

築した。この数理モデルは Stricker 氏らの論文[32, 41, 42]を基にしたものであ

る。なお上記参考文献に加えて、LacI 四量体二分子が DNA のループ構造を形

成するのではなく、LacI 四量体一分子が DNA のループ構造を形成することが

判明した[45-47]。また今回の実験での 458bp のループ構造を形成するときに

AraC の遊離は生じづらいことが判明した[48]。そのため上記の知見を踏まえた

上での数理モデル、シミュレーションを構築した（図 3-3）。この章では、

lac/ara-reporter circuit モデル（前章で用いた新規 lac/ara-reporter circuit モデル）

に加えて新たに lac-reporter circuit モデルと lac-reporter + AraC decoy circuit

モデルを導入した。また数理モデルに関するパラメーターは表 3-2 に記載した。 
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 本章で扱う 3 つのモデルでは、LacI 四量体の DNA への結合・解離反応速度

係数は と で表す。同様に AraC 二量体の DNA への結合・解離反応速度係

数は と で表す。過去のルシフェラーゼアッセイの結果や数理モデルからの

解離反応速度係数 と から結合反応速度係数 と を導出した[32, 49]。タ

ンパク質の DNA への結合は以下の(3-1), (3-2)式で表す。そのときの最大結合

係数と最小結合係数はそれぞれ(  = 0.2 molecules
-1

 and  = 1 

molecules
-1

)と(  = 0.01 molecules
-1

 and  = 0 molecules
-1

)とする。そのとき

と の式は以下のように表す。 

 AraC や LacI をコードする lac/ara プロモーターにおける状態遷移は、AraC

二量体分子の DNA への結合・解離、LacI 四量体分子の DNA への結合・解離、

および DNA のループ構造の形成を基に決定した。プロモーター間の遷移の動態

は以下のような化学反応式により決定した。プロモーター内のタンパク質結合

サイトの相互作用の動態は、 に従って決定した。この式において はプロモータ

ーを表す。はどのタンパク質を発現するかを表し、 のときはアクチベータタン

パク質を、 のときはリプレッサータンパク質を発現している。 と はプロモー

ターに結合したアクチベータタンパク質とリプレッサータンパク質の個数を表

し、それぞれアクチベータタンパク質の数  {0, 1}、リプレッサータンパク質

の数 {0, 1, 2}となっている。 はプロモーターがループ構造をとっているかを

表し、 ではループ構造を形成していることを では非ループ構造となっ

ていることを表す。この章で導入した 2 つのモデルではプロモーターにおける

状態遷移の動態を(3-1-3) - (3-1-11)式で表した（図 3-3）。 
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mRNA 転写の動態は以下の式により決定した。この章で導入した 2 つのモデル

では、mRNA の転写の動態を(3-1-12) – (3-1-16)式で表した。このとき はア

クチベータ、リプレッサー、下流の mRNA の数を表し、𝑖はそれぞれアクチベー

タ( : AraC)、リプレッサー( : LacI)、下流タンパク質( : GFP)を発現するプロモー

ターであることを表している。 
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 この章で導入した 2 つのモデルでは mRNA から多量体タンパク質の合成は以

下の化学反応式(3-1-17) – (3-1-25)により表した。このとき はアクチベータ、

リプレッサー、下流の mRNA の数を表し、はそれぞれアクチベータ( : AraC)、

リプレッサー( : LacI)、下流タンパク質( : GFP)を発現するプロモーターを表し

ている。 はアクチベータ、リプレッサー、下流のアンフォールドタンパク質

の数を表し、 はそれぞれアクチベータ( : AraC)、リプレッサー( : LacI)、

下流タンパク質( : GFP)のアンフォールドタンパク質を表している。 、、 は

それぞれフォールドされた一量体タンパク質を表している。 と はそれぞれフ

ォールドされた二量体タンパク質を表している。 はフォールドされた四量体タ

ンパク質を表している。 
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 各分子の分解の動態は標的タンパク質となる AraC, LacI, GFP の総量により

決定される。このとき lac-reporter circuit モデルでは(3-1-26) – (3-1-29)の式を

用いる。また lac-reporter + AraC decoy circuit モデルでは(3-1-26)と(3-1-28) – 

(3-1-30)の式を用いる。 

      (3-1-26) 

(3-1-27) 

  

     (3-1-28) 
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      (3-1-29) 

𝑖 ∈  {𝑎 𝑟 𝑑}  ∈  {0    } 𝑙 ∈  {0 𝐿}  (3-1-30) 

とした。 

 この章で導入した 2 つのモデルでは各分子の分解の動態は以下の化学反応式

(3-1-31) – (3-1-54)により表した。 
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とした。 

また lac-reporter + AraC decoy circuit モデルでの AraC デコイサイトにおける

AraC 二量体タンパク質の結合・解離、及び分解は以下の化学反応式(3-1-55) – 

(3-1-56)により表した。 
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 導入した DNA のコピー数( )は、以下の式により表した。 

このとき lac-reporter circuit モデルでは以下の(3-1-57) – (3-1-59)式に従う。ま

た lac-reporter + AraC decoy circuit モデルでは(3-1-57) – (3-1-60)式に従う。 

+   +  ) (3-1-57)

+   +  ) (3-1-58)

)

(3-1-59)

       (3-1-60) 

微分方程式で lac-reporter circuit モデルを表した場合、下記の(3-2-1) – 

(3-2-34)となる。 

(3-2-1)
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(3-2-2)

(3-2-3)

(3-2-4)

(3-2-5)

(3-2-6)

(3-2-7)

(3-2-8)

(3-2-9)
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(3-2-10)

(3-2-11)

(3-2-12)

(3-2-13)

(3-2-14) 

𝛼

(3-2-15)

𝛼

(3-2-16)

(3-2-17) 
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(3-2-18) 

(3-2-19) 

 

 

 

 +  

     (3-2-20) 

(3-2-21) 

(3-2-22) 

 

 

 

 

     (3-2-23) 
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         (3-2-24) 

    (3-2-25)

(3-2-26)

(3-2-27)

(3-2-28)

(3-2-29)

(3-2-30)

       (3-2-31)

       (3-2-32)
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(3-2-33)

+       
 

(3-2-34)

微分方程式で lac-reporter + AraC decoy circuit モデルを表した場合、下記の

(3-3-1) – (3-3-35)となる。 

(3-3-1)

(3-3-2)

(3-3-3)

(3-3-4)

(3-3-5)
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(3-3-6)

(3-3-7)

(3-3-8)

(3-3-9)

(3-3-10)

(3-3-11)

(3-3-12)

(3-3-13)
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(3-3-14) 

𝛼

(3-3-15)

𝛼

(3-3-16)

(3-3-17) 

(3-3-18) 

(3-3-19) 

 

 

 

 +  

  (3-3-20) 



82 

 

(3-3-21) 

(3-3-22) 

 

 

 

 

     (3-3-23) 

         (3-3-24) 

    (3-3-25)

(3-3-26)

(3-3-27)

(3-3-28)
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(3-3-29)

(3-3-30)

      (3-3-31)

      (3-3-32)

(3-3-33)

(3-3-34)

(3-3-35)

上記の数理モデルから数値解析ソフトウェア MATLAB(MathWorks)による

ode45 ソルバーを用いた決定論による数値シミュレーションを行った[50]。 

 lac/ara-reporter circuit モデルの初期値は、 
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とした。 

 lac -reporter circuit モデルの初期値は、 

とした。

 lac-reporter + AraC decoy circuit モデルの初期値は、 
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とした。 

 そして以下の手順により線形安定性解析を行い平衡点の安定性を求めた。ま

ず上記の 4 つの微分方程式を、Newton-Raphson 法で線形近似することにより

平衡点を求めた。そして平衡点でのヤコビ行列内の全ての固有値が負の実部を

持つとき、その平衡点は安定であるとした。全ての固有値が負の実部を持つこ

とを確認するためには、ラウスの方法を用いた。 

 そして arabinose、IPTG 濃度の対数グラフにおいて、MATLAB の ODE シミ

ュレーションでの各分子の振幅を MATLAB の疑似カラー“jet”によってプロッ

トした。特に線形安定性解析から安定固定点としたところは黒色でプロットし

た。 

 

3.3.2 フローサイトメーターによるGFP蛍光強度測定 

 GFP の蛍光強度測定は Stricker 氏らの手法[29]にわずかに変更を加えて行っ

た。まず抗生物質を加えた LB 培地に OD590 = 0.1 になるように菌体を希釈し、

37℃で一晩培養した。そして LB で 100 倍希釈のちに誘導剤である 0.1%のアラ

ビノースを添加した場合としない場合で、37℃で 2 時間培養した。培養後、培

養液を 1 mL ずつ遠心分離機で遠心し、LB 培地をリン酸緩衝生理食塩水へと置

換した。そして吸収波長 488mm, 励起波長 515–545 nm でのフローサイトメー

ターでの測定を行った(FACSCalibur; Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

USA)。GFP の蛍光強度測定にはポジティブコントロールとして、GFP が恒常
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発現する Ptet-gfp プラスミドのみを導入した大腸菌株を用いた。またネガティ

ブコントロールとして、GFP が発現しない PBAD/ara プラスミドのみを導入し

た大腸菌株を用いた。 

 

3.3.3 人工遺伝子回路を導入した大腸菌の顕微鏡観察 

 人工遺伝子回路を導入した大腸菌の観察した画像は全て対物レンズ(CFI Plan 

Apo 40x objective lens; Nikon Instruments Inc.)と EMCCD カメラ(iXon3 897; 

Andor Technology Ltd., Belfast, Northern Ireland)を装着した Eclipse Ti-E 顕微

鏡 Eclipse Ti-E inverted microscope (Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan)を用

いて撮影した。顕微鏡画像は NIS-Elements ソフトウェア(Nikon Instruments 

Inc.)を用いて解析した。微分干渉画像はハロゲンランプ(HLL 12V 100W; Nikon 

Instruments Inc.)を用いて撮影し、蛍光画像は水銀ランプ(Intensilight 

C-HGFIE; Nikon Instruments Inc.)と GFP 用のフィルターキューブ(GFP-HQ 

filter cube, EX455-485, DM495, BA500-545; Nikon Instruments Inc.)を用いて

撮影した。 

 撮影する菌体は以下の手順により取得した。まず一晩 LB 培地で培養した大腸

菌を、抗生物質濃度(50 μg/mL ampicillin and 30 μg/mL kanamycin)の新たな

LB 培地 3 mL へと 100 倍希釈で添加した。そして 37℃で大腸菌の濁度が OD590 

= 0.2 になるように培養した（およそ 30~60 分程度）。そして 1 mL の培養液へ

至適の濃度の誘導剤アラビノースと IPTG を加える。そして培養液 400 µL を、

ガラスプレートと 2%のアガロースパッド（直径 12 mm、厚さ 3 mm 程度、至

適濃度の誘導剤を添加している）の間に添加する。顕微鏡用の培養器(Thermo 

Plate; Tokai Hit Co., Ltd, Shizuoka, Japan)で 37℃30 分の培養の後に、顕微鏡で

微分干渉像と GFP 蛍光像を、37℃でそれぞれ 3 分毎に計 3 時間の撮影をした。 

 

3.3.4 大腸菌コロニーを観察するための画像解析 

 大腸菌マイクロコロニーから導入した遺伝子の振動の動態を解析するために、

私は MATLAB ソフトウェア(MathWorks, Natick, MA, USA)と ImageJ [65, 66]

を用いて、大腸菌マイクロコロニーの認識、背景除去、蛍光の定量を行った（図

3-5）。そして結果として 310 個のマイクロコロニーからヒートマップを取得し、

プロットすることができた。それぞれのマイクロコロニーは数個の大腸菌から

増殖した結果、3 時間の測定で最終的に数百細胞の大腸菌を含んでいた。この画



87 

 

像解析では、一つの視野においてそれぞれ 1～3 個のマイクロコロニーを含んだ

微分干渉像を利用した。大腸菌マイクロコロニーの認識では、3 つのフィルター

処理と一つの二値化処理を行った。大腸菌マイクロコロニー領域とその近隣領

域間の認識を行う背景除去では、画像の背景にポアソン分布で存在する光子ノ

イズを除去する目的で行う[67-69]。 

 大腸菌マイクロコロニーの認識の過程では、まず微分干渉像(512 × 512 pixel, 

16-bit)を ImageJ 上でコントラストを増加させることにより細部を強調するシャ

ープネスフィルターをかけた。このとき各ピクセルを周囲 3 × 3 の[−1 −1 −1; 

−1 +12 −1; −1 −1 −1]で重み付けした平均値で置き換えた。そして次にカー

ネル[−1 −1 −1 −1 −1; −1 −1 −1 −1 −1; −1 −1 24 −1 −1; −1 −1 −1 

−1 −1; −1 −1 −1 −1 −1]上で空間的な畳み込みを行った。そして畳み込み

を行った画像に対してガウスフィルターによりぼかしを行った。そして最終的

に大津の二値化法[70]により微分干渉像からマイクロコロニーの形の認識を行

った。なおもし大腸菌マイクロコロニー同士が衝突することがあれば、そのマ

イクロコロニーは以下の過程で利用するマイクロコロニーからは除外した。画

像内の二値化したマイクロコロニーの面積は最終的に 1,000~100,000 pixels 程

度となった。 

 背景除去においては、背景の輝度は元画像から二値化されたマイクロコロニ

ーの形を除去することにより行う。このとき Sternberg 氏の方法に変更を加えて

行った[67]。マイクロコロニー内の背景における蛍光強度を除去するために、

私は二値化したマイクロコロニー領域から 20 pixel ほど広げた「ドーナツ状」領

域を定義した。マイクロコロニーの蛍光強度は隣接した「ドーナツ状」領域の

平均蛍光強度を減算することにより求めることとした。次に蛍光画像全体に 4

回のメディアンフィルター(50, 50, 50, 10 pixels)をかけて各々のマイクロコロ

ニーの背景における蛍光強度を求めた。この背景における蛍光強度を元々の蛍

光画像から減算することにより、マイクロコロニー内の細胞の蛍光強度を算出

した。 

 蛍光強度の定量においては、まずマイクロコロニー内における細胞の増殖に

合わせた時系列ごとの蛍光強度の測定を行った。その結果、以下の過程から最

終的に 273 個のマイクロコロニーから計 15,768 の時系列を得た。蛍光強度の定

量は、マイクロコロニーの生育に合わせたトラッキング過程と時系列決定過程

により構成されている（図 3-4-1）。トラッキング過程においては画像間での共
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通のマイクロコロニーを認識するために、ImageJ のプラグインである MTrackJ

を用いた手動でのバックトラッキングを行った[71]。特にこの方法は一つの画

像に多数のマイクロコロニーが存在する場合やマイクロコロニーが移動する場

合に有効である。マイクロコロニーの生育に合わせた時系列決定の過程におい

ては、マイクロコロニーの面積と重心座標の変化を記録して、細胞の時系列系

譜を決めた。細胞の時系列系譜をバックトラックする最初の座標を得るために、

二値化した微分干渉像の最終時間の画像へとランダムな XY 座標と角度を決め

た 3 × 2 pixel の長方形を配置した。この長方形は大腸菌の一つの細胞の大きさ

に対応するものである。もしこのランダムに配置した長方形が少しでも二値化

されたマイクロコロニー領域から外れた場合、その長方形はその後の解析から

は除外した。もし長方形が二値化されたマイクロコロニー領域内に入っていた

場合、マイクロコロニーの重心座標と長方形の重心座標から距離ベクトルを定

義した。 

 =  + 

( :長方形の重心、 :マイクロコロニーの重心、 :距離ベクトル、n:フレーム番号) 

バックトラックによる長方形の移動は、マイクロコロニーの生育に合わせた現

在のフレームと直前のフレーム間の情報による以下の式により求めた。 

 =  +  =  +  

=  + (  - )  

( : マイクロコロニーの面積) 

もしバックトラックした長方形が同一時系列の同一のマイクロコロニー内にな

ければ、その長方形は解析から除外した。上記のバックトラックアルゴリズム

により、最終的に 2 種類の大腸菌株から全ての誘導剤条件において、15,768 の

時系列データ、そのうち総計で 961,848 の座標データを得て解析を行った。そ

してその座標データを基に蛍光画像から蛍光強度を得て、バックグラウンドを

差し引くことにより各軌道の蛍光強度の時系列データを算出した。 

 蛍光強度の定量における第二の過程は、先の過程において得た蛍光強度の時

系列データから振動の”底”となる点の回数の決定である（図 3-4-2）。まず細胞

内でのタンパク質発現のノイズと振動を区別するために、3 分毎計 180 分の 1

つの時系列において、12 分での移動平均を求めた。そしてその 12 分での移動平
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均から振動の底となる点の回数を数えた。振動の底となる部分を求めるために、

まず一時的な底となる点を、直前と直後の蛍光強度よりも小さくなる点として

定義した。同様に一時的な頂点を、直前と直後の蛍光強度よりも大きくなる点

として定義した。そして、隣接する一時的な頂点の間にある一時的な底となる

点の振動強度が隣接する一時的な頂点の蛍光強度の 0.2 倍以上の場合、振動の底

となる点から除外した（図 3-4-2）。 

蛍光強度の定量における第三の過程は、とある誘導剤条件における振動の底

となる点の回数の累積相対度数の集積・プロットである（図 3-4-3）。時系列間

の振動の底となる点の回数は降順に並べ、累積度数分布図においてプロットし

た。そしてとある誘導剤条件における累積度数分布図から、3 回以上振動の底と

なる点が観察される時系列データの割合を算出した。 

 蛍光強度の定量における最後の過程は、誘導剤条件ごとに 3 回以上振動の底

となる点が観察される時系列データの割合をカラーマップ上での表示である

（図 3-4-4）。誘導剤条件は(アラビノース: 0.01%, 0.1% or 1.0%; IPTG: 0, 0.01, 

0.1, 1.0 or 10 mM)の組み合わせの計 15 条件である。なお疑似カラーとして

MATLAB の組み込みカラーである”jet”を利用して表示した。  
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3.4 結果 

3.4.1 数理モデル化・シミュレーションによる、様々なプロモーターの下流遺伝

子を付加した場合の振動子遺伝子の挙動変化 

 下流レポーター遺伝子から AraC タンパク質結合サイトを取り除いた

lac-reporter circuit モデルのシミュレーションは、lac/ara-reporter circuit モデル

よりも、アラビノースと IPTG の誘導剤濃度のパラメーター領域において狭い

振動領域を示した(図 3-5)。このとき両モデルにおいて、lac/ara プロモーターと

lac プロモーターは同じ最大転写効率になるようにパラメーターを定めた。そし

て私は高アラビノース濃度条件での、lac/ara-reporter circuit モデルと

lac-reporter circuit モデルの ODE(Ordinary Differential Equations）シミュレー

ションの比較を行った(図 3-5(a)-(d))。またアラビノースと IPTG の誘導剤濃度

のパラメーター領域における線形安定性解析から、lac-reporter circuit モデルの

シミュレーションは、lac/ara-reporter circuit モデルよりも、狭い振動領域を示

した(図3-5(e)-(f))。特に高アラビノース低 IPTG 濃度条件において、lac-reporter 

circuit モデルは lac/ara-reporter circuit モデルよりも短い周期の振動を示した

(図 3-5(b), (d), (e), (f))。また高アラビノース高 IPTG 濃度条件において、

lac-reporter circuit モデルにおいては振動しなかったのに対して

lac/ara-reporter circuit モデルにおいては振動していることが確認された(図

3-5(a), (c), (e), (f))。したがって同じ構成の上流制御遺伝子群と同じ最大転写効

率の下流レポーター遺伝子群を持つのに関わらず、lac/ara-reporter circuit モデ

ルと lac-reporter circuit モデルでは違う挙動を示した。これは in silico でのレト

ロアクティビティの例である[12-14]。 

 

3.4.2 顕微鏡観察による、様々なプロモーターの下流遺伝子を付加した場合の振

動子遺伝子の挙動変化 

 

 顕微鏡実験における GFP 観察において、同じ上流制御遺伝子を持っているの

に関わらず、とある誘導剤条件では lac/ara-reporter circuit を導入した大腸菌は

振動しているのにも関わらず、lac -reporter circuit を導入した大腸菌は振動しな

かった（図 3-6(a), (c)）。言い換えるのならば、顕微鏡観察からは下流回路の

DNA 上のタンパク質結合サイトのコピー数が異なっているときに上流の回路

の挙動が変化するというレトロアクティビティを示したと言える[13, 19, 53]。 
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lac/ara-reporter circuit を導入した大腸菌ではとある 2 箇所のアラビノース

-IPTG 条件において振動していたのに関わらず(図 3-6(a), (b))、lac-reporter 

circuit を導入した大腸菌ではその 1 つの条件では振動していたが(図 3-6(d))、

別の条件では振動しなくなっていた(図 3-6(c))。 

 顕微鏡観察の詳細な解析を行う前に、私は lac/ara プロモーターと lac プロモ

ーターの最大転写効率が同一であることを確認した。lac/ara プロモーターは過

去の研究で報告された既知の配列のものであり[49]、lac プロモーターは lac/ara

プロモーターを改変して作成した（図 3-7、付録 1）。lac/ara プロモーターから

AraC タンパク質結合サイトを除き、-35, -10 配列を変更することに作成した。

アクチベーターである AraC タンパク質結合サイトがなくなるために、lac プロ

モーターは-35, -10 配列を変更することにより転写効率を上げるようにした。な

お転写効率を上昇させるための-35, -10 配列は過去の知見を基にデザインした

[72]。そして作成した lac プロモーターと lac/ara プロモーターの GFP 蛍光強度

測定を行い、蛍光強度の違いが 1.3 倍程度であることを確認した(図 3-8)。特に

下流レポーター遺伝子の転写効率を変えたときのシミュレーション結果から

（図 3-9(a), (b)）、lac/ara プロモーターと lac プロモーターの最大転写効率の

1.3 倍の違いは、アラビノース IPTG のパラメーター領域においては振動する領

域にあまり違いは出ないことから、今回ではこの 1.3 倍の違いは無視できる。ま

た lac プロモーターにおける 1.3 倍以上の最大転写効率についても誘導剤濃度領

域において振動する領域にほとんど違いは見られなかった(図 3-9(b)-(d))。以上

の結果から今回作成した lac/ara プロモーターと lac プロモーターは同等の最大

転写効率を持つ。また lac/ara-reporter circuit モデルを導入した大腸菌と

lac-reporter circuit モデルを導入した大腸菌ではシミュレーション結果とも対応

していると考えられる。 

 そして前項目でのシミュレーション結果から予測されるように顕微鏡実験と

画像解析の結果から、lac/ara-reporter circuit モデルを導入した大腸菌と

lac-reporter circuit モデルを導入した大腸菌はアラビノース IPTG パラメーター

領域において異なる振動の挙動を示した(図 3-6, 3-10, 3-11)。振動の挙動を比較

するためにはノイズと振動を区別する必要がある。GFP の定常発現株ではわず

かに GFP の発現量が変動する(図 3-12)[73]。そのため図 3-4 と上述の画像解析

の手法により、振動の底となる点の回数を数えることにより振動の評価を行っ

た。そして数百から数千の時系列データから(図 3-13)、私は 3 分毎計 180 分の
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顕微鏡タイムラプス画像から 3 回以上振動の底を数えた割合を比較した。GFP

定常発現株である Ptet-gfp を導入した大腸菌と既知の論文において振動が観察

される株・条件(lac/ara-circuit を導入した大腸菌、0.7% アラビノース、2 mM 

IPTG)[29]において、3 回以上振動の底を数えた割合はそれぞれ 0.089 と 0.318

と顕著な違いが見られた。上記の GFP 定常発現株と振動株の結果を基に、

lac/ara-reporter circuit を導入した株と lac-reporter circuit を導入した株を様々

な誘導剤条件において撮影した顕微鏡タイムラプス画像から振動の動態を評価

した(図 3-6, 3-10, 3-11)。 

 興味深いことにシミュレーションの結果と顕微鏡実験の結果は一致しており

(図 3-5, 3-6)、振動における誘導剤の効果は同等であると言える。高アラビノー

ス低 IPTG 濃度でのシミュレーションと顕微鏡実験において、lac/ara-reporter 

circuit と lac-reporter circuit は共に振動していた(図 3-5(b), (d)-(f), 3-6(b), (d), 

(f), (h)-(j), 3-10, 3-11)。そして低アラビノース濃度でのシミュレーションと顕

微鏡実験において、両株は遺伝子発現のノイズによる変動と区別できないほど

の低振幅で振動しているか、振動していないままであった(図 3-5(e), (f), 3-6(i), 

(j), 3-10, 3-11)。一方高アラビノース高 IPTG 濃度でのシミュレーションと顕微

鏡実験において(図 3-5(e), (f), 3-6(i), (j), 3-10, 3-11)、lac/ara-reporter circuit

を導入した大腸菌では明らかな振動が観察されたのに対して(図 3-5(a), 3-6(a), 

(e), 3-10, 3-11)、lac-reporter circuit を導入した大腸菌では振動しなかった(図

3-5(c), 3-6(c), (g), 3-10, 3-11)。 

 

3.4.3 奪い合い効果を考慮した数理モデル化・シミュレーションによる、様々な

プロモーターの下流遺伝子を付加した場合の振動子遺伝子の挙動変化 

レトロアクティビティと関連して、DNA 上の多数のタンパク質結合サ

イトの構造を持った遺伝子回路をシミュレーションや顕微鏡で観察した結果、

下流の遺伝子回路において同一数だが異なった構造を持つタンパク質結合サイ

トを持つときに上流の遺伝子回路の挙動が変化する連続的レトロアクティビテ

ィという現象を数理モデル化・シミュレーションすることができた(図 3-14, 

3-15, 3-16, 3-17)。lac/ara-reporter circuit と lac-reporter circuit の間で異なる振

動の動態を示した理由として、細胞内における AraC タンパク質結合サイトのコ

ピー数が異なることが上げられる(図 3-1(a)-(i), (ii))。そのため私は lac-reporter 

circuit に AraC デコイサイトを加えることにより細胞内における AraC タンパク
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質結合サイトのコピー数を同一にした lac-reporter + AraC decoy circuit モデル

を新たに数理モデルとして用いて解析した(図 3-1(a)-(iii))。しかし、

lac/ara-reporter circuit モデルと lac-reporter + AraC decoy circuit モデルは同一

の AraC 結合サイトのコピー数を持つのに関わらず(図 3-1(a)-(i), (iii))、(図

3-14(a), (c))。言い換えると、lac/ara-reporter circuit モデルと lac-reporter circuit

モデルの間の振動の動態の違いは(図 3-14 (a), (b))、遺伝子回路で異なっている

タンパク質結合サイトのコピー数の違いは解消されたのに関わらず、デコイサ

イトを付加したあとでも残ったままであった(図 3-14, (a), (c))。 

そのため上流制御タンパク質からタンパク質結合サイトへの競合(図

3-1(a))と標的タンパク質からタンパク質分解酵素への競合(図 3-1(b))の 2 種類

の分子競合のうちの 1 つずつを除外したときの振動を比較することにより、連

続的レトロアクティビティの原因を探った(図 3-14, 3-15, 3-16, 3-17)。下流の遺

伝子回路から 2 種類の競合を両方取り除いた場合、3 種類の人工遺伝子回路全て

は同じ振動領域と振幅を示した(図 3-14)。下流の人工遺伝子回路から標的タン

パク質からタンパク質分解酵素への競合のみを加えた場合、連続的レトロアク

ティビティが起きることがわかった(図 3-14(d)-(f))。つまり lac/ara-reporter 

circuit モデルと lac-reporter + AraC decoy circuit モデルで同じコピー数の AraC

結合サイトを持つのに関わらず、これらの二つの回路が異なる振動領域を示し

た。また下流の人工遺伝子回路における上流制御タンパク質からタンパク質結

合サイトへの競合のみを加えた場合、振動する領域と振幅にわずかに違いが見

られた(図 3-14(g)-(l))。lac/ara-reporter circuit モデルから AraC タンパク質結

合サイトの数を減らしたときに lac-reporter circuit モデルにおいて安定固定点

がわずかに変化したのに関わらず(図 3-14(g), (h))、lac-reporter circuit モデル

からデコイサイトとして AraC 結合サイトを復帰させた lac-reporter + AraC 

decoy circuit モデルは lac/ara-reporter circuit モデルと同じ安定固定点を示した。

この復帰はタンパク質結合サイトとそこへ結合するタンパク質間での遷移図か

ら説明することができる(図 3-1(a), 3-3)。下流レポータータンパク質である

GFP 生産における lac/ara プロモーターと lac プロモーターの違いはタンパク質

分解酵素の奪い合いの効果で説明することができる(図 3-16(d),(j); (e), (k); (f), 

(l))。下流におけるタンパク質結合サイトの奪い合いとタンパク質分解酵素の奪

い合いの両方がないときに 3 つの回路は同じ挙動を示すが、タンパク質分解酵

素の奪い合いから解放されているために lac-reporter circuit モデルと
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lac-reporter + AraC decoy circuit モデルにおける GFP 生産は(図 3-16(k), (l))、

lac/ara-reporter circuit モデルよりも(図 3-16(j))高い生産量を示した。以上のシ

ミュレーション結果から既存のレトロアクティビティに加えて連続的レトロア

クティビティの存在を示すことができた(図 3-1)。  
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3.5 結果のまとめと考察 

この章における 2 つの発見は、制御遺伝子回路と下流レポーター遺伝子や代

謝回路から構成される遺伝子回路設計における、将来の正確な設計への知見と

なりうる。第一の発見として、同一の上流制御遺伝子をもつ遺伝子回路におい

て下流レポーター遺伝子が異なるタンパク質結合サイトを持つときに、in vivo

において異なる挙動をすることを示した。第二の発見として、同一の上流制御

遺伝子回路に同数のタンパク質結合サイトを持つ下流レポーター遺伝子を持つ

場合では異なる挙動をするという連続的レトロアクティビティの存在を示した。 

上記の発見を示すために、生体を用いた二次元上の状態遷移図において

(図 3-5, 3-6)、AraC アクチベータタンパク質と LacI リプレッサータンパク質の

2 種類の制御タンパク質から構成される上流制御回路をもつ人工遺伝子回路を

構築した。過去の in siclico での研究[12, 13]や in vivo の研究では[14]、単一の

制御タンパク質を用いてレトロアクティビティの存在を示していた。それらの

in silico や in vivo での結果は、遺伝子回路の動態を観察するためには必須でな

い制御遺伝子タンパク質やそれらの結合サイトの数を増減させることによりレ

トロアクティビティの示している[19, 74, 75]。本章での結果は、遺伝子回路の

挙動を示すために必須なレポーター遺伝子による in vivo と in silico のレトロア

クティビティの存在を示した。本章で示したレトロアクティビティは、2 章での

in silico での多種類の制御タンパク質によるレトロアクティビティから発展し

たものである[16]。2 章では制御遺伝子に lac/ara プロモーターで駆動するレポ

ーター遺伝子の有無を比較することにより、制御遺伝子の動態が変化すること

を示した。更に本章では、lac/ara プロモーターや lac プロモーターといった様々

なプロモーターを付加した下流レポーター遺伝子において、2 次元の状態遷移図

の基 in silico と in vivo でのレトロアクティビティを示した。 

本章の数理モデルでは同一数の制御タンパク質結合サイトを持つのに

も関わらず上流制御遺伝子の挙動が変化するという、連続的レトロアクティビ

ティがタンパク質分解酵素の奪い合いにより生じることを初めて明らかにした

(図 3-14)。本章での場合、タンパク質分解酵素の奪い合いは振動における振幅

に影響を与えており振動周期を短くするという効果を与えている(図 3-14(d), 

(j); (e), (k); (f), (l), 3-17)。本章での数理モデルはタンパク質結合サイトの奪い

合いとタンパク質分解酵素の奪い合いの両方の効果が存在しているが(図

3-14(d)-(f))、連続的レトロアクティビティはタンパク質分解酵素の奪い合いに
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よるものである。タンパク質分解酵素の奪い合いは、タンパク質分解酵素の標

的となる分解タグ付けされた制御タンパク質の分解速度定数に、直接影響を与

えている。またタンパク質分解酵素の奪い合いは、ON-OFF 間のプロモーター

遷移の調整に影響を与えており、間接的には振動の動態に影響を与えている(図

3-14(a)-(c))。この間接的効果は、細胞内における AraC の自由分子の数の違い

によるものである(図 3-15)。タンパク質分解酵素の奪い合いによる同様の効果

は、過去の知見では直接的な影響や間接的な影響を区別していないが、タンパ

ク質分解酵素の標的となる分子を他の遺伝子回路から供給された場合にも生じ

ることが知られている[20-22, 75]。 

 本章で示した上流と下流の部位を結合した遺伝子回路における分子競合は、

同じ直流電源を共有する上流と下流の部位が結合した電気電子回路における電

圧の競合に関連付いている(図 3-18(a))。第二章では上流と下流の部位の結合に

より、制御タンパク質から DNA 上のタンパク質結合部位の奪い合いによるレト

ロアクティビティが振動子の動態を変化させることを見いだした[16]。同様に

遺伝子回路におけるインピーダンスを見いだした。本章ではタグ特異的タンパ

ク質分解酵素といった細胞における広範にわたる材料もインピーダンスに関連

付いていることを示す。タンパク質分解酵素の濃度の上昇は標的タンパク質か

らタンパク質分解酵素への奪い合いを回避する(図 3-18(b))。電気電子回路にお

いて直流電流からシグナル増幅回路への十分な電圧供給は、下流の部位が接続

されていても、両方の回路が駆動することを保証する。そして高濃度のタンパ

ク質分解酵素は生きた細胞におけるタンパク質生産の低いコストでの生産があ

ったとしても、直流電流からの低出力インピーダンスでの電圧供給に関連して

いる。一方、タンパク質分解酵素の濃度の減少は直流電源における出力インピ

ーダンスの上昇と関連している(図 3-18(c))。電気電子回路におけるインピーダ

ンス整合のトレードオフと同様に、生きた細胞内の遺伝子回路におけるこれら

のトレードオフは、合成生物学における大規模な遺伝子回路の設計において重

要である。生きた細胞における代謝系のような他の生体分子の共有は電気電子

回路における電源の共有と似ていると言える。 

 本章におけるシミュレーションと顕微鏡観察の結果から、レポーター遺伝子

設計において、同一のコーディング配列を持つ場合が異なるプロモーター領域

を持つ場合に上流制御遺伝子の挙動が変化しうることを示した。特に下流レポ

ーター遺伝子は、制御タンパク質からその結合サイトへの奪い合いと標的タン
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パク質からそのタグ特異的タンパク質分解酵素への奪い合いの混合により、上

流制御遺伝子ネットワークの動態へと影響を与えることを示した。また本章の

結果は、合成生物学だけでなく生物プロセスの分析においてレポーター遺伝子

におけるプロモーター領域の選択が重要な留意点となることを示している。例

えば、高レトロアクティビティは内在の遺伝子ネットワークを攪乱するため、

低レトロアクティビティは内在の遺伝子ネットワークを観察するのに適してい

ると考えられる。分子生物学における低レトロアクティビティの有用性と同様

に、合成生物学を含んだ遺伝子工学での高レトロアクティビティでの設計は自

身の所望の特性を振る舞わせるために重要になると考えられる。   
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図 3-1 人工遺伝子回路における制御遺伝子に下流遺伝子が与える影響 

(a)プロモーター内における制御遺伝子群タンパク質結合サイトが制御遺伝子群

タンパク質を奪い合う効果 (b)大量のタンパク質が限られた数のタンパク質分

解酵素を奪い合う効果 

 

  

(a)

(b)

Φ

(i) (ii)

(iii)
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図 3-2 下流遺伝子プロモーターの変化を調べるための人工遺伝子回路モデル 

(a) lac/ara-reporter circuit モデル (b) lac-reporter circuit モデル 

AraC と LacI は Smolen はポジティブフィードバックとネガティブフィードバッ

クのループを形成している。GFP はこの振動子の下流遺伝子である。ClpXP は

ssrA でタグ付けされたタンパク質(AraC, LacI, GFP)を特異的に認識して分解す

る。 

 

  

(a)

GFP

LacIAraC
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(lac/ara-reporter circuit)
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Φ
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図 3-3人工遺伝子回路内のプロモーター遷移図 

(a) lac/ara プロモーター遷移図。lac/ara-reporter circuit モデル内の araC コーデ

ィングプロモーター、lacI コーディングプロモーター、gfp コーディングプロモ

ーター、lac-reporter circuit モデル内の araC コーディングプロモーター、lacI

コーディングプロモーターに適用される。 

(b) lac プロモーター遷移図。lac-reporter circuit モデル内の gfp コーディングプ

ロモーターに適用される。 

(c) lac プロモーター+AraC デコイ遷移図。lac-reporter + AraC decoy circuit モ

デル内の gfp コーディングプロモーターと AraC デコイに適用される。 
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図 3-4 蛍光の定量から振動における底の回数を数えるための画像解析の過程 

 ノイズが存在している状況で振動の強さを確認するために、以下の 4 つのス

テップを経てパラメーター領域ごとの顕微鏡画像から振動の強さを評価した。

蛍光強度の経時変化は 1 つの誘導剤条件で少なくとも 4 つのマイクロコロニー

から測定した。詳細な画像解析の過程は、材料と方法に記述している。 

1. マイクロコロニーの生育に合わせた細胞のバックトラック。 

2. とある誘導剤条件における各時系列の振動の底の回数の測定。 

3. とある誘導剤条件における振動の底の回数の相対度数の累計度数分布

のプロット。X 軸：降順に並べたときの振動の底の回数の割合。Y 軸：振動の底

を数えた回数。 

4. 全ての誘導剤条件における 3 回以上の振動の底を数えた割合のプロット。 
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図 3-5 様々なプロモーターを持つレポーター遺伝子を付加した振動子の人工遺

伝子回路の数理モデル化・シミュレーション 

(a)-(d)決定論シミュレーションでの経時変化。深緑：AraC 二量体タンパク質自

由分子。橙：LacI 四量体タンパク質自由分子。薄緑：GFP 一量体タンパク質自

由分子。黒：SsrA タグ付けされたポリペプチドの総量。 

(a) lac/ara-reporter circuit モデル、アラビノース(%)/IPTG(mM) = 1.0%/10 mM。 

(b) lac/ara-reporter circuit モデル、アラビノース(%)/IPTG(mM) = 1.0%/0.01 mM。 

(c) lac -reporter circuit モデル、アラビノース(%)/IPTG(mM) = 1.0%/10 mM。 

(d) lac -reporter circuit モデル、アラビノース(%)/IPTG (mM) = 1.0%/0.01 mM。 

(e)-(f)決定論シミュレーションでの振動における LacI の振幅のヒートマップ。

X 軸:アラビノース濃度。Y 軸：IPTG 濃度。黒：安定固定点。 

(e) lac/ara-reporter circuit モデル。 

(f) lac -reporter circuit モデル。  

(e) (f)

C

D

(c)(b) (d)

A

B

arabinose(%)arabinose(%)

IP
T

G
(m

M
)

IP
T

G
(m

M
)

1.00.10.011.00.10.01

3000

1.5x105

Time(min)

m
o

le
c
u

le
s
/c

e
ll

3000

1.5x105

Time(min)

m
o

le
c
u

le
s
/c

e
ll

3000

1.5x105

Time(min)
m

o
le

c
u

le
s
/c

e
ll

(a)

3000

0.5x105

Time(min)

m
o

le
c
u

le
s
/c

e
ll

1.5x105

L
a

c
I

a
m

p
li

tu
d

e

2444

0

Stable

fix

point

L
a

c
I

a
m

p
li

tu
d

e

2444

0

Stable

fix

point

0.3160.03160.3160.0316

lac/ara-reporter circuit lac-reporter circuit

lac/ara-reporter

circuit
arabinose(%)
/IPTG(mM)
=1.0%/10 mM

lac/ara-reporter

circuit
arabinose(%)
/IPTG(mM)
=1.0%/0.01 mM

lac-reporter

circuit
arabinose(%)
/IPTG(mM)
=1.0%/10 mM

lac-reporter

circuit
arabinose(%)
/IPTG(mM)
=1.0%/0.01 mM

1.0x105

0.5x105

1.0x105

0.5x105

1.0x105

0.5x105

1.0x105

10

1

0.1

0.01

0

3.16

0.316

0.0316

0.00316

31.6

10

1

0.1

0.01

0

3.16

0.316

0.0316

0.00316

31.6



106 

 

図 3-6 様々なプロモーターを持つレポーター遺伝子を付加した振動子の人工遺

伝子回路の顕微鏡観察の結果 

(a)-(d)顕微鏡観察での代表的な経時変化。黒：GFP 蛍光強度の元々の経時変化。

赤：GFP 蛍光強度の 12 分移動平均の経時変化。青点：振動の底。 

(a) lac/ara-reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース

(%)/IPTG(mM) = 1.0%/10 mM。 

(b) lac/ara-reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース

(%)/IPTG(mM) = 1.0%/0.01 mM。 

(c) lac -reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース(%)/IPTG(mM) = 

1.0%/10 mM。 

(d) lac -reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース(%)/IPTG (mM) = 

1.0%/0.01 mM。 

(e)-(f)振動の底の回数をプロットした累積度数分布図。X 軸：経時変化から記録

した振動の底の回数を降順に並べたときの割合。Y 軸：振動の底の回数。特に図

の下部に 3 回以上振動したときの経時変化の割合を記述した。 

(e) lac/ara-reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース

(%)/IPTG(mM) = 1.0%/10 mM。 

(f) lac/ara-reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース

(%)/IPTG(mM) = 1.0%/0.01 mM。 

(g) lac -reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース(%)/IPTG(mM) = 

1.0%/10 mM。 

(h) lac -reporter circuit モデルを導入した大腸菌、アラビノース(%)/IPTG (mM) = 

1.0%/0.01 mM。 

(i)-(j)各誘導剤濃度における 3 回以上振動の底を数えた場合のヒートマップ。X

軸：アラビノース濃度。Y 軸：IPTG 濃度。詳細な相対的な振動の底の回数の決

定方法は図 3-4 および材料と方法に記載している。 

(i) lac/ara-reporter circuit モデルを導入した大腸菌。 

(j) lac -reporter circuit モデルを導入した大腸菌。  
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図 3-7 lacプロモーターの設計方法 

長方形：-35, -10 塩基配列。赤色長方形：転写効率の高い-35, -10 塩基配列。赤

色長方形：転写効率の低い-35, -10 塩基配列。O1, O2:LacI 四量体タンパク質が

結合するオペレーター配列。araI1, araI2:AraC 二量体タンパク質が結合するオペ

レーター配列。araIs1, araIs2:スペーサー配列。araI1 ならびに araI2 と同じ G/C 含

有率かつ同一塩基数で設計している。  

TCCCTATCAGTGATAGAGA TTGACA TCCCTATCAGTGATAGA GATACT GAGCCATCAGCAGGACGCACTGACC

O2 O2

-35 -10

tet

promoter

CATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGATCCTAAGC  TTTACA  ATTGTGAGCGCTCACAAT  TATGAT  AGATTC AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA

lac/ara

promoter

O1araI1 araI2O1

CATAAAGAGTATAGCATATGATTAGTGTTCGAGTCGC   TTGACA  ATTGTGAGCCTCACAAT   GATACT  AGATTC AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA
lac

promoter

O1O1 araIs1 araIs2

Operator

position (i) (ii) (iii) (iv)
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図 3-8 プロモーター強度の測定 

AraC 定常発現下における lac/ara プロモーターと lac プロモーターの蛍光強度の

測定。ポジティブコントロールとしての Ptet-gfp 株はアラビノースありなしの

条件において、1000 以上の値を示している。本実験は独立して 4 回以上行い、

エラーバーは標準偏差を示している。  
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図 3-9 下流レポーター遺伝子の転写効率を変えた場合のシミュレーション結果 

決定論シミュレーションでの振動における GFP の振幅のヒートマップ。X 軸:

アラビノース濃度。Y 軸：IPTG 濃度。黒：安定固定点。 

(a)lac/ara-reporter circuit モデル。下流 lac/ara プロモーターの転写効率αbg1=7.2 

min-1 

(b)lac-reporter circuit モデル。下流 lac プロモーターの転写効率 bg2=7.2 min-1 

(c)lac-reporter circuit モデル。下流 lac プロモーターの転写効率 bg2=9.4 min-1 

(d)lac-reporter circuit モデル。下流 lac プロモーターの転写効率 bg2=12.2 min-1 

(e)lac-reporter + AraC decoy circuit モデル。下流 lac プロモーターの転写効率

bg2=7.2 min-1 

(f)lac-reporter + AraC decoy circuit モデル。下流 lac プロモーターの転写効率

bg2=9.4 min-1 

(g)lac-reporter + AraC decoy circuit モデル。下流 lac プロモーターの転写効率

bg2=12.2 min-1  
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図 3-10 lac/ara-reporter circuitを導入した大腸菌の振動の底の回数を数えた

累積度数分布図。 

全誘導剤条件(アラビノース濃度:0.01, 0.1, 1.0%, IPTG 濃度: 0.0, 0.01, 0.1, 1.0 and 

10.0 mM)における lac/ara-reporter circuit を導入した大腸菌の振動の底の回数を

数えた累積度数分布図。X 軸：経時変化から記録した振動の底の回数を降順に並

べたときの割合。Y 軸：振動の底の回数。特に図の下部に 3 回以上振動したと

きの経時変化の割合を記述した。  
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図 3-11 lac-reporter circuitを導入した大腸菌の振動の底の回数を数えた累積

度数分布図。 

全誘導剤条件(アラビノース濃度:0.01, 0.1, 1.0%, IPTG 濃度: 0.0, 0.01, 0.1, 1.0 and 

10.0 mM)における lac-reporter circuit を導入した大腸菌の振動の底の回数を数え

た累積度数分布図。X 軸：経時変化から記録した振動の底の回数を降順に並べた

ときの割合。Y 軸：振動の底の回数。特に図の下部に 3 回以上振動したときの

経時変化の割合を記述した。 
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図 3-12 GFP定常発現株での顕微鏡観察での経時変化 

Ptet-gfp 株の顕微鏡観察。黒：GFP 蛍光強度の元々の経時変化。赤：GFP 蛍光

強度の 12 分移動平均の経時変化。青点：振動の底。  

GFP intensity of Ptet-gfp microscopy experiment
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図 3-13 GFPが振動する条件と定常発現する条件での振動の底の回数をプロッ

トした累積度数分布図 

赤線：振動条件(lac/ara-reporter circuit を導入した大腸菌、アラビノース 0.7%, 

IPTG 2mM)。黒線：定常発現条件(Ptet-gfp を導入した大腸菌)。X 軸：経時変

化から記録した振動の底の回数を降順に並べたときの割合。Y 軸：振動の底の回

数。特に図の下部に 3 回以上振動したときの経時変化の割合を記述した。  
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図 3-14 分子の奪い合いあるなしでの LacI四量体の振動動態のシミュレーショ

ン 

(a)-(l)決定論シミュレーションでの振動における LacI の振幅のヒートマップ。

X 軸:アラビノース濃度。Y 軸：IPTG 濃度。黒：安定固定点。 

(a)lac/ara-reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(b)lac -reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(c)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の

振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(d)lac/ara-reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(e)lac -reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(f)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振

動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(g)lac/ara-reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(h)lac -reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(i)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振

動動態。 
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下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(j)lac/ara-reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(k)lac -reporter circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(l)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける LacI 四量体タンパク質の振

動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。  
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図3-15 分子の奪い合いあるなしでのAraC二量体の振動動態のシミュレーショ

ン 

(a)-(l)決定論シミュレーションでの振動における AraC の振幅のヒートマップ。

X 軸:アラビノース濃度。Y 軸：IPTG 濃度。黒：安定固定点。 

(a)lac/ara-reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(b)lac -reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(c)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の

振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(d)lac/ara-reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(e)lac -reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(f)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の

振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(g)lac/ara-reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(h)lac -reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(i)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の

振動動態。 
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下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(j)lac/ara-reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(k)lac -reporter circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(l)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける AraC 二量体タンパク質の

振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。  
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図 3-16 分子の奪い合いあるなしでの GFP一量体の振動動態のシミュレーショ

ン 

(a)-(l)決定論シミュレーションでの振動における GFP の振幅のヒートマップ。

X 軸:アラビノース濃度。Y 軸：IPTG 濃度。黒：安定固定点。 

(a)lac/ara-reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(b)lac -reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(c)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の

振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(d)lac/ara-reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(e)lac -reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(f)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の

振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(g)lac/ara-reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(h)lac -reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(i)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振

動動態。 
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下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(j)lac/ara-reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(k)lac -reporter circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(l)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける GFP 一量体タンパク質の振

動動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。  
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図 3-17 分子の奪い合いあるなしでの振動における振動周期のシミュレーショ

ン 

(a)-(l)決定論シミュレーションでの振動における振動周期のヒートマップ。X

軸:アラビノース濃度。Y 軸：IPTG 濃度。黒：安定固定点。 

(a)lac/ara-reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(b)lac -reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(c)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(d)lac/ara-reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(e)lac -reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(f)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いあり。 

(g)lac/ara-reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(h)lac -reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(i)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いあり。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(j)lac/ara-reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 
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下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(k)lac -reporter circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。 

(l)lac -reporter + AraC decoy circuit モデルにおける振動周期の動態。 

下流における制御タンパク質から DNA 結合サイトの奪い合いなし。 

下流における標的タンパク質からタンパク質分解酵素への奪い合いなし。  
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図 3-18 本研究で示す電気電子回路と遺伝子回路の関係 

(a)人工遺伝子回路を導入した細胞は電気電子回路のように振る舞う。上層では、

人工遺伝子回路における制御タンパク質から結合サイトへの奪い合いは、電気

電子回路におけるシグナル増幅回路のインピーダンス整合の効果のように振る

舞っている。下層での人工遺伝子回路における標的タンパク質からタンパク質

分解酵素への奪い合いは、直流電源における出力インピーダンスのように振る

舞っている。 

(b)直流電源における低出力インピーダンス。 

(c)直流電源における高出力インピーダンス。  
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表 3-1 本章で用いられているプロモーターの ON/OFF状態の遷移 

 

lac/ara プロモーター 

 IPTG(+ LacI) 

+ - 

アラビノース 

(+ AraC) 

+ ON state OFF state 

- ON state OFF state 

 

lac プロモーター 

 IPTG(+ LacI) 

+ - 

アラビノース 

(+ AraC) 

+ ON state OFF state 

- ON state OFF state 
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表 3-2 本章のシミュレーションで用いたパラメーター 

Parameter name Parameter value Description Units Source 

0.36 transcription rate 

of lac/ara promoter 

min-1 [32] 

7.2 (=α𝑏𝑑 ) transcription rate 

of lac promoter 

min-1 This study 

20 coefficient of active 

promoter 

 [32] 

1.8 Protein and its 

protein-binding site 

dissociation rate 

min-1 [32] 

90 translation rate min-1 [32] 

0.54 mRNA degradation rate min-1 [32] 

0.9 folding rate min-1 [32] 

0.018 multimerization rate min-1molecules-1 [32] 

0.00018 multimer dissociation 

rate 

min-1 [32] 
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1.08 loop forming rate min-1 [59] 

0.036 loop unforming rate min-1 [59] 

0.90 loop dissociation rate min-1 [60] 

1080 maximum degradation 

rate 

molecules · min-1 [32] 

0.1 dissociation constant molecules [32] 

2.5 coefficient of 

degradation rate of 

AraC and downstream 

free molecule 

 [32] 

0.2 coefficient of 

degradation rate in loop 

promoter 

 [32] 

1 coefficient of tagged 

degradation rate 

 This study 

50 copy number of 

activator gene 

 [49] 

[32] 

25 copy number of 

repressor gene 

 [49] 

[32] 

50 copy number of 

downstream gene 

 [49] 

[16] 

50 copy number of 

downstream decoy site 

 [49] 

0.2 maximum affinity of 

LacI for the 

protein-binding site 

molecules-1 [32] 

0.01 minimum affinity of 

LacI for the 

protein-binding site 

molecules-1 [32] 

0–10 IPTG concentration mM [32] 

0.035 correction constant of 

IPTG 

mM [32] 
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2 Hill coefficient of 

inhibition by LacI 

 [32] 

1 maximum affinity of 

AraC for the promoter 

molecules-1 [32] 

0 minimum affinity of 

AraC for the promoter 

molecules-1 [32] 

0–2 arabinose concentration % (w/v) [32] 

2.5 correction constant of 

arabinose 

% (w/v) [32] 

2 Hill coefficient of 

activation by AraC 

 [32] 

2 Hill coefficient of 

inhibition by LacI 

 [32] 
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第四章： 

総合討論 

 

4.1 結果のまとめ 

 本研究では数理モデル・シミュレーション・顕微鏡実験の結果から、多種類

の分子の奪い合いにより誘導剤二次元パラメータースペース上で多種類の振動

子の人工遺伝子回路の動態が変化することを示した。既存の研究では in silico

と in vivo の動態が関連付いていなかったが[29]、本研究では in silico と in vivo

の動態を関連付けて説明することができた(表 4-1)。 

本論文は四章で構成され、第一章では、序章として，分子生物学・細胞生物

学の発展におけるレポーター遺伝子の貢献と合成生物学におけるレポーター遺

伝子の貢献をそれぞれ述べた。 

第二章では、数理モデルとシミュレーション結果から下流レポーター遺伝子

の有無を比較することにより、人工遺伝子回路設計における制御遺伝子へと下

流レポーター遺伝子が与える影響を示した。そして制御タンパク質結合サイト

から制御タンパク質への分子の奪い合い、およびペプチドタグ配列特異的プロ

テアーゼから標的タンパク質への分子の奪い合いという２種類の奪い合い効果

が生じることを示した。 

第三章では、数理モデル・シミュレーション・顕微鏡観察の結果から下流レ

ポーター遺伝子に様々なプロモーターを付加した場合における、人工遺伝子回

路設計での制御遺伝子へと下流レポーター遺伝子が与える影響を示した。更に、

同数の制御タンパク質結合サイト数を持つが配置の異なる別の人工遺伝子回路

をモデル化した。その結果、同一の制御タンパク質結合サイト数を持つのにか

かわらず、上流の制御遺伝子の挙動が異なる「連続的レトロアクティビティ」

という現象を見いだした。この章の結果は、遺伝子回路の設計において最適な

プロモーター領域の選択が重要であることを示した。 
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4.2 考察 

4.2.1 人工遺伝子回路への遡及性の大きい遺伝子導入 

 人工遺伝子回路設計においてレトロアクティビティを増大させるためには、

本研究で示したようにタンパク質分解酵素の数を増やすことにより制御するこ

とができる。本研究では標的タンパクに対するタンパク質分解酵素の特異的で

早い分解が、合成生物学における回路の改良に貢献することを示した[25, 76]。

早い分解はタグ特異的タンパク質分解酵素に依存しているが、それらのタンパ

ク質の細胞内におけるコピー数は数が限られている(ClpA:単一の大腸菌の細胞

において 40–50 分子, ClpP: 単一の大腸菌の細胞において 100 分子, ClpX: 単一

の大腸菌の細胞において 75–100 分子, Lon: 単一の大腸菌の細胞において 160 

分子)[77, 78]。合成生物学の研究において標的タンパク質の過剰な生産は細胞

内におけるタンパク質分解酵素を枯渇させる[20-22]。同様にタンパク質分解酵

素分子の増加は細胞におけるタンパク質分解酵素の枯渇を防ぐことができる

[43]。そのため本研究における 3 つの人工遺伝子回路へのタンパク質分解酵素

の追加は、連続的レトロアクティビティの効果を減らすことができると考えら

れる。一方で、タンパク質分解酵素やこれらに対応する標的タグ配列の欠損は、

振動子の人工遺伝子回路における不均一性を減少させ、振動の維持にもつなが

る[75]。 

 

4.2.2天然遺伝子回路への遡及性の小さい遺伝子導入 

 内在の生体分子への影響をできるだけ少なくすることにより、低レトロアク

ティビティでの内在の遺伝子ネットワークの観察が可能となる。DNA 上のタン

パク質結合サイトの奪い合いによるレトロアクティビティと同様に、遺伝子発

現におけるレトロアクティビティは mRNA やポリペプチドの合成において他の

生体分子の奪い合いが生じている[79]。マイナーコドンを使うことによる翻訳

速度の低下を考慮すると[80-82]、本研究での araC と lacI は大腸菌でのマイナ

ーコドンである AGA コドンを 1 個以下持っている一方で、gfp 遺伝子は酵母の

発現に最適化されているために連続的レトロアクティビティを生じさせる可能

性がある(表 4-2)。また別の側面からは、リボソームや RNA ポリメラーゼのコ

ピー数もまたレトロアクティビティを生じさせる生体分子となりうる[79, 83]。

転写や翻訳の過程におけるレトロアクティビティは、根源的には窒素やリン酸

が不足することに由来すると考えられる[84]。将来の合成生物学において、細
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胞内の生体分子や環境資源の不足によるレトロアクティビティを考慮した遺伝

子回路設計が物質生産をより効率化できると考えられる。 

 

4.3 展望 

 今後の分子生物学や細胞生物学においては多種多色のレポーター遺伝子を導

入することが考えられ、レトロアクティビティの影響を考慮する必要がある。

多色のレポーター遺伝子を導入することによる各細胞周期の観察や[64, 85]、脳

内における神経細胞を赤・緑・青の蛍光タンパク質の比率を変えることにより

100 種類を区別することができている。そうした細胞に対する負荷をならべく減

らして細胞内在の挙動を観察するために、本研究で示したレトロアクティビテ

ィの影響を減らすことが有用であると考えられる。 

 第四章の考察で示したように合成生物学ではレトロアクティビティを増大す

ることにより細胞内の動態を制御することが進められてきた。遺伝子ネットワ

ーク内のレトロアクティビティを制御することにより[75, 86]、分子レベルでの

振動子を制御できることが知られている。生命はミリ秒から年以上の幅広い周

期のリズム[87-90]を活用し、自身の恒常性を保っている。そうした様々な周期

のリズムを活用するためには、生命における様々な階層間をつなぐ振動子が複

数存在する必要がある。実際に細胞は、2 時間の細胞周期を司る p53[91]や 24

時間の概日周期を司る Per2[92]といった、様々な周期のリズムを司る振動子遺

伝子の発現を共存させ、個体レベルでの恒常性を保っている。そのため個体レ

ベルでの振動子の制御を行う上でレトロアクティビティの制御が重要になると

考えられる。レトロアクティビティを時空間的に制御するためには、タンパク

質分解酵素の発現量を、マイクロ流体デバイス[93]やオプトジェネティクス[94, 

95]により自在に制御することが考えられる。 

 本章で示したように本研究は分子生物学といった理学的な研究への貢献だけ

でなく、合成生物学という応用研究にも活かされる研究であると位置づけるこ

とができる。 
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表 4-1 本論文で明らかにした対応関係 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   

既知の研究 

(Stricker, et al. 2008) 

in silico:○ 

in vivo:× 

in silico:× 

in vivo:○ 

in silico:× 

in vivo:× 

本論文の第二章 in silico:○ 

in vivo:× 

in silico:○ 

in vivo:× 

in silico:× 

in vivo:× 

本論文の第三章 in silico:× 

in vivo:× 

in silico:○ 

in vivo:○ 

in silico:○ 

in vivo:○ 

 ：対応付いている関係 
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LacIAraC

Smolen oscillator Smolen oscillator Plac-gfp

(lac-reporter circuit)

Φ

ClpXP

Φ

ClpXP

GFP

LacIAraC

Smolen oscillator Plac/ara-gfp

(lac/ara-reporter circuit)

Φ

ClpXP

LacIAraC

GFP

LacIAraC

Smolen oscillator Smolen oscillator Plac-gfp

(lac-reporter circuit)

Φ

ClpXP

Φ

ClpXP
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表 4-2 本研究で用いた遺伝子のマイナーコドンの使用数 

 

(aa) araC lacI gfp 

AGG 0 0 0 

AGA 0 1 5 

ATA 2 1 0 

CTA 0 0 0 

GGA 4 1 0 

CCC 1 6 0 

total 291 356 197 

 

 

 

  



139 

 

付録 

付録 1 使用した DNAのシークエンス情報 

 

DNA sequence of pPlac-gfp_partial 

 

gfp N-terminal partial sequence 507 bp (green) 

RBS (blue) 

lac promoter (red) 

 

CCCGTGTAAAACGACGGCCAGTTTATCTAGTCAGCTTGATTCTAGCTGATCGTGGA

CCGGAAGGTGAGCCAGTGAGTTGATTGCAGTCCAGTTACGCTGGAGTCTGAGGCT

CGTCCTGAATGATATGCGACCGCCGGAGGGTTGCGTTTGAGACGGGCGACAGATC

CAGTCGCGCTGCTCTCGTCGATCCgtgtctaattttgaagttaactttgataccattcttttgtttgtcagcca

tgatgtaaacattgtgagagttatagttgtattccaatttgtgacctaaaatgttaccatcttctttaaaatcaataccttttaat

tcgattctattaactaaggtatcaccttcaaacttgacttcagctctggtcttgtagttaccgtcatctttgaaaaaaatagttct

ttcttgaacataaccttctggcatggcagacttgaaaaagtcatgttgtttcatatgatctgggtatctagaaaaacattgaac

accataagttaaagtagtgactaaggttggccatggaactggcaatttaccagtagtacaaataaattttaaggtcaattta

ccgtaagtagcatcaccttcaccttcaccggagacagaaaatttgtgaccattaacatcaccatctaattcaaccaaaattgg

gacaacaccagtgaataattcttcacctttagacatggtacctttctcctctttaatgaattctgtgtgaaattgttatccgctca

caattgaatctagtatcattgtgaggctcacaattgtcaagcgactcgaacactaatcatatgctatactctttatggctcgagt

cgacagttcataggtgattgctcaggacatttctgttagaaggaatcgttttccttacttttccttacgcacaagagttccgtag

ctgttcaagtttgtgtttcaactgttctcgtcgtttccgcaacaagtcctcttcagaaatgagcttttgctcctctgcttggacgga

caggatgtatgctgtggcttttttaaggataactaccttgggggccttttcattgttttccaactccgggatctggtcacgcagg

gcaaaaaagctccgttttagctcgttcctcctctggcgctccaagacgttgtgtgttcgcctcttgacattctcctcggtgtccgag

ggccctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacagctagccctagggcggcggatGGTGCGAGCGGATCG

AGCAGTGTCGATCAGTTCTGGACGAGCGAGCTGTCGTCCGACCCGTGATCTTACG

GCATTATACGTATGATCGGTCCACGATCAGCTAGATTATCTAGTCAGCTTGATGTCA

TAGCTGTTTCCTGAGGCTCAATACTGACCATTTAAATCATACCTGACCTCCATAGCA

GAAAGTCAAAAGCCTCCGACCGGAGGCTTTTGACTTGATCGGCACGTAAGAGGTT

CCAACTTTCACCATAATGAAATAAGATCACTACCGGGCGTATTTTTTGAGTTATCGA

GATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTA

TTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGA

AAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGAT

CTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTACGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGAT

GAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGC
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AAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCA

CCAGTCACAGAAAAGCATCTCACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGC

TGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGGCAACGATCGGAG

GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT

GATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCA

CGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTT

ACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGG

ATCACTTCTGCGCTCGGCCCTCCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAG

CCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCC

CTCCCGCATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAA

ATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAATGAGGGCCC

AAATGTAATCACCTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTTGAGGACCTAAATGTAA

TCACCTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGC

TCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGATGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAA

CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCT

CTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGA

AGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGT

TCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCC

TTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACT

GGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA

GAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTAT

CTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGG

CAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGC

GCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATTTTCTACCGAAGAAAGGCCCA 

 

 

DNA sequence of pJS171 

 

araC constitutive expression region (purple) 

gfp (green) 

RBS (blue) 

lac/ara promoter (red) 

 

AATTCGCGGCCGCTTCTAGAGttatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggcacgga

actcgctcgggctggccccggtgcattttttaaatacccgcgagaaatagagttgatcgtcaaaaccaacattgcgaccgacg

gtggcgataggcatccgggtggtgctcaaaagcagcttcgcctggctgatacgttggtcctcgcgccagcttaagacgctaatc
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cctaactgctggcggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgctgtgcgacgctggcgatatcaaaattg

ctgtctgccaggtgatcgctgatgtactgacaagcctcgcgtacccgattatccatcggtggatggagcgactcgttaatcgctt

ccatgcgccgcagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagctccgaatagcgcccttccccttgcccggcgttaatga

tttgcccaaacaggtcgctgaaatgcggctggtgcgcttcatccgggcgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggccag

ttaagccattcatgccagtaggcgcgcggacgaaagtaaacccactggtgataccattcgcgagcctccggatgacgaccgt

agtgatgaatctctcctggcgggaacagcaaaatatcacccggtcggcaaacaaattctcgtccctgatttttcaccaccccct

gaccgcgaatggtgagattgagaatataacctttcattcccagcggtcggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggcctc

aatcggcgttaaacccgccaccagatgggcattaaacgagtatcccggcagcaggggatcattttgcgcttcagccatactttt

catactcactagtagcggccgccatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagct

gataccgctcgccgcagccgaacgccctaggtctagggcggcggatttgtcctactcaggagagcgttcaccgacaaacaac

agataaaacgaaaggcccagtctttcgactgagcctttcgttttatttgatgcctctagcacgcgtctagatcagctaattaag

ctttcacgctgcaagggcgtaattttcgtcgttcgctgcactagttttgtacaattcatccataccatgggtaataccagcagca

gtaacaaattctaacaagaccatgtggtctctcttttcgtttggatctttggataatttagattgagtggataagtaatggttgt

ctggtaacaagactggaccatcaccaattggagtattttgttgataatggtcagctaattgaacagaaccatcttcaatgttgt

gtctaattttgaagttaactttgataccattcttttgtttgtcagccatgatgtaaacattgtgagagttatagttgtattccaat

ttgtgacctaaaatgttaccatcttctttaaaatcaataccttttaattcgattctattaactaaggtatcaccttcaaacttgac

ttcagctctggtcttgtagttaccgtcatctttgaaaaaaatagttctttcttgaacataaccttctggcatggcagacttgaaa

aagtcatgttgtttcatatgatctgggtatctagaaaaacattgaacaccataagttaaagtagtgactaaggttggccatgg

aactggcaatttaccagtagtacaaataaattttaaggtcaatttaccgtaagtagcatcaccttcaccttcaccggagacag

aaaatttgtgaccattaacatcaccatctaattcaaccaaaattgggacaacaccagtgaataattcttcacctttagacatg

gtacctttctcctctttaatgaattctgtgtgaaattgttatccgctcacaattgaatctagtatcattgtgaggctcacaattgtc

aagcgactcgaacactaatcatatgctatactctttatggctcgagtcgacagttcataggtgattgctcaggacatttctgtta

gaaggaatcgttttccttacttttccttacgcacaagagttccgtagctgttcaagtttgtgtttcaactgttctcgtcgtttccgc

aacaagtcctcttcagaaatgagcttttgctcctctgcttggacggacaggatgtatgctgtggcttttttaaggataactacct

tgggggccttttcattgttttccaactccgggatctggtcacgcagggcaaaaaagctccgttttagctcgttcctcctctggcgc

tccaagacgttgtgtgttcgcctcttgacattctcctcggtgtccgagggccctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccaca

caCCTAGGTCTAGGTCCGGCAAAAAAACGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTT

TCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTTATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTC

GCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTA

ATCTCGAGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC

AATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCA

GGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCA

CCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCG

TCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGA

GAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTT

CTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCA
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TCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATC

GCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACT

GCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAAT

GCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGAT

AAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCA

TCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTG

GCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTAT

CGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCC

TCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTA

TGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACA

TCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGT

TGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCA

AAAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCT

CCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTATGAGTCAGCAACA

CCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTT

GGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGGCTGC

ACCGGTGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCTCGCTCACTG

ACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGG

CGGAGATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCG

CGGCAAAGCCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGAAATCTGA

CGCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCC

CCTGGCGGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGTCAT

TCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCGGGTAG

GCAGTTCGCTCCAAGCTGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCT

GCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGAAAGACATGCAAAAGCA

CCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCATGCG

CCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACTGCGCTCCTCCAAGCCA

GTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAGCTCAGAGAACCTTCGAAAAACCGCCCTGCA

AGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAGACCAAAACGATCTCAA

GAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGG

GATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAA

ATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCA

ATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGT

TGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCC

CCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCA

ATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCG
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CCTCCATCCAGTCTATTCCATGGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCAT

GACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATC

CTTAGCTTTCGCTAAGGATGATTTCTGG 

 

DNA sequence of pJS261 

 

araC constitutive expression region (purple) 

gfp (green) 

RBS (blue) 

lac promoter (red) 

 

aattcgcggccgcttctagagttatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggcacggaactcgctcggg

ctggccccggtgcattttttaaatacccgcgagaaatagagttgatcgtcaaaaccaacattgcgaccgacggtggcgatagg

catccgggtggtgctcaaaagcagcttcgcctggctgatacgttggtcctcgcgccagcttaagacgctaatccctaactgctg

gcggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgctgtgcgacgctggcgatatcaaaattgctgtctgccag

gtgatcgctgatgtactgacaagcctcgcgtacccgattatccatcggtggatggagcgactcgttaatcgcttccatgcgccg

cagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagctccgaatagcgcccttccccttgcccggcgttaatgatttgcccaaac

aggtcgctgaaatgcggctggtgcgcttcatccgggcgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggccagttaagccattc

atgccagtaggcgcgcggacgaaagtaaacccactggtgataccattcgcgagcctccggatgacgaccgtagtgatgaatc

tctcctggcgggaacagcaaaatatcacccggtcggcaaacaaattctcgtccctgatttttcaccaccccctgaccgcgaatg

gtgagattgagaatataacctttcattcccagcggtcggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggcctcaatcggcgttaa

acccgccaccagatgggcattaaacgagtatcccggcagcaggggatcattttgcgcttcagccatacttttcatactcactag

tagcggccgccatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgcc

gcagccgaacgccctaggtctagggcggcggatttgtcctactcaggagagcgttcaccgacaaacaacagataaaacgaa

aggcccagtctttcgactgagcctttcgttttatttgatgcctctagcacgcgtctagatcagctaattaagctttcacgctgcaa

gggcgtaattttcgtcgttcgctgcactagttttgtacaattcatccataccatgggtaataccagcagcagtaacaaattctaa

caagaccatgtggtctctcttttcgtttggatctttggataatttagattgagtggataagtaatggttgtctggtaacaagact

ggaccatcaccaattggagtattttgttgataatggtcagctaattgaacagaaccatcttcaatgttgtgtctaattttgaagt

taactttgataccattcttttgtttgtcagccatgatgtaaacattgtgagagttatagttgtattccaatttgtgacctaaaatg

ttaccatcttctttaaaatcaataccttttaattcgattctattaactaaggtatcaccttcaaacttgacttcagctctggtcttg

tagttaccgtcatctttgaaaaaaatagttctttcttgaacataaccttctggcatggcagacttgaaaaagtcatgttgtttca

tatgatctgggtatctagaaaaacattgaacaccataagttaaagtagtgactaaggttggccatggaactggcaatttacc

agtagtacaaataaattttaaggtcaatttaccgtaagtagcatcaccttcaccttcaccggagacagaaaatttgtgaccat

taacatcaccatctaattcaaccaaaattgggacaacaccagtgaataattcttcacctttagacatggtacctttctcctcttt

aatgaattctgtgtgaaattgttatccgctcacaattgaatctagtatcattgtgaggctcacaattgtcaagcgactcgaaca

ctaatcatatgctatactctttatggctcgagtcgacagttcataggtgattgctcaggacatttctgttagaaggaatcgtttt
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ccttacttttccttacgcacaagagttccgtagctgttcaagtttgtgtttcaactgttctcgtcgtttccgcaacaagtcctcttca

gaaatgagcttttgctcctctgcttggacggacaggatgtatgctgtggcttttttaaggataactaccttgggggccttttcatt

gttttccaactccgggatctggtcacgcagggcaaaaaagctccgttttagctcgttcctcctctggcgctccaagacgttgtgt

gttcgcctcttgacattctcctcggtgtccgagggccctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacacctaggtctaggt

ccggcaaaaaaacgggcaaggtgtcaccaccctgccctttttctttaaaaccgaaaagattacttcgcgttatgcaggcttcct

cgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatctcgagtcccgtca

agtcagcgtaatgctctgccagtgttacaaccaattaaccaattctgattagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgca

atttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttcc

ataggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccgactcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaa

taaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagcttatgcatttctttccagact

tgttcaacaggccagccattacgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgcgcctgagcg

agacgaaatacgcgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggcgcaggaacactgccagcgc

atcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgctgttttcccggggatcgcagtggtgagtaaccat

gcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctcatc

tgtaacatcattggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttcccatacaatcgatagattgtc

gcacctgattgcccgacattatcgcgagcccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgcggcctcgagc

aagacgtttcccgttgaatatggctcataacaccccttgtattactgtttatgtaagcagacagttttattgttcatgatgatat

atttttatcttgtgcaatgtaacatcagagattttgagacacaacgtggctttgttgaataaatcgaacttttgctgagttgaa

ggatcagatcacgcatcttcccgacaacgcagaccgttccgtggcaaagcaaaagttcaaaatcaccaactggtccacctac

aacaaagctctcatcaaccgtggctccctcactttctggctggatgatggggcgattcaggcctggtatgagtcagcaacacct

tcttcacgaggcagacctcagcgctagcggagtgtatactggcttactatgttggcactgatgagggtgtcagtgaagtgcttc

atgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggtgcgtcagcagaatatgtgatacaggatatattccgcttcctcgctcactgact

cgctacgctcggtcgttcgactgcggcgagcggaaatggcttacgaacggggcggagatttcctggaagatgccaggaagat

acttaacagggaagtgagagggccgcggcaaagccgtttttccataggctccgcccccctgacaagcatcacgaaatctgac

gctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcccctggcggctccctcgtgcgctctcctgt

tcctgcctttcggtttaccggtgtcattccgctgttatggccgcgtttgtctcattccacgcctgacactcagttccgggtaggcag

ttcgctccaagctggactgtatgcacgaaccccccgttcagtccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaa

cccggaaagacatgcaaaagcaccactggcagcagccactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatgcgccgg

ttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgcgctcctccaagccagttacctcggttcaaagagttggtagctcaga

gaaccttcgaaaaaccgccctgcaaggcggttttttcgttttcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacgatctcaaga

agatcatcttattaaggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaagg

atcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttac

caatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataac

tacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcag

caataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattccatggtgc

cacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggcagaatttcagataaaa
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aaaatccttagctttcgctaaggatgatttctgg 
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First In-Fusion pJS167 forward primer 

AAGAATGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAAC 

 

First In-Fusion pJS167 reverse primer 

GTCCTGAATGATATGGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC 

 

First In-Fusion pPlac-gfp_partial forward primer 

GTTAACTTTGATACCATTCTTTTGTTTGTCAGCCATG 

 

First In-Fusion pPlac-gfp_partial reverse primer 

CATATCATTCAGGACGAGCCTCAGAC 

 

Second In-Fusion forward primer 

ACCCTTAGTGACTCCCTAGACCTAGGTGTGTGGAATTG 

 

Second In-Fusion reverse primer 

ACTAGTAGCGGCCGCCATGTTCTTTCCTGCGTTATCC 

 

Deletion forward primer 

ACTAGTAGCGGCCGCCATGTTCTTTCCTGCGTTATCC 

 

Deletion reverse primer 

GAGTATGAAAAGTATGGCTGAAGCG 

 

Third In-Fusion forward primer 

AAGGATGATTTCTGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGT 

 

Third In-Fusion reverse primer 

GTTTTTTTGCCGGACCTAGACCTAGGTGTGTGGAATTG 
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