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研究成果の概要（和文）：メタノールによる強力な遺伝子発現能とメタノールを炭素源とする高密度培養法が確
立されているメタノール酵母を生産宿主として用い、メタノール酵母における機能性RNAの微生物生産手法の開
発を最終目的とし、mRNAの貯蔵・分解に関わるRNA顆粒（P-body, SG）の形成と細胞内動態解析、メタノール酵
母で高度に転写されるmRNAの細胞内動態解析を行った。P-bodyは様々なストレス条件下に加え、メタノール培養
時にもその形成が認められたのに対し、SGは高温ストレス時にのみその形成が認められた。また高温ストレス時
には、ストレス応答性制御因子Hog1がSGに共局在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of development of production system for functional RNA from 
methanol using methylotrophic yeasts which have strong methanol-inducible gene expression and can 
grow at high cell density, we investigated formation and dynamics of RNA granules, P-bodies and 
stress granules (SGs), which are involved in storage and degradation of mRNA. We also analyzed 
intracellular dynamics of mRNAs which are highly transcribed during growth on methanol. Formation of
 P-bodies was observed under various stress conditions and during growth on methanol, but SGs were 
observed only under high-temperature condition. Furthermore, we revealed that a stress responsive 
regulator Hog1 is recruited to SGs under high-temperature condition.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 機能性 non-coding RNA（機能性 RNA）は、
タンパク質をコードしない RNA の総称であ
り、近年、発生や分化における遺伝子発現調
節を担う役割が明らかにされ、がん治療や再
生医療における核酸医薬としても注目され
ている。20塩基程度の micro-RNA (miRNA) 
が主な対象となっており、化学合成によって
生産されるが、微生物による生産も検討され
つつある。一方、機能性 RNA の中には、
mRNA型のものがあり、数百から数千塩基の
ものがあることが明らかとなってきたが、こ
のようなmRNA型の機能性RNAを化学合成
で生産するには、時間とコストがかかり、安
定性も問題とるため、低コストで簡便な生産
技術の開発が望まれている。微生物による機
能性 RNA 生産を実現するためには、高い転
写量と転写された RNA の簡便な回収方法を
兼ね備えた生産株を構築しなければならな
い。本研究は、メタノールによって強力に誘
導される転写制御系をもつメタノール資化
性酵母（メタノール酵母）を用いることによ
り、炭素-炭素結合を持たない C1化合物であ
るメタノールから、生体高分子である機能性
RNA を合成的に生産する手法を新たに開発
できるという着想に基づいている。 
	 メタノール酵母は、乾燥重量 100 g/Lを超
える程の高密度培養が可能なため、安価で高
純度に供給可能なメタノールからの有用物
質生産宿主として優れており、特に非常に強
力なメタノール誘導性プロモーターを利用
した異種タンパク質の高生産宿主として広
く利用されている。申請者らはこれまでに、
メタノール誘導性遺伝子の転写制御機構研
究を行うとともに、有用タンパク質のオルガ
ネラ内生産や高分泌発現などに成功してき
た。 
	 RNA 顆粒は、真核生物の細胞内に見られ
る構造体で、非翻訳状態にある mRNA と、
その貯蔵、分解および翻訳制御に関わるタン
パク質の複合体である。代表的なものに
P-body と Stress Granule (SG) があり、酵
母においては Saccharomyces cerevisiae を
用いた研究が進んでいる。これら RNA 顆粒
は、mRNAの翻訳、分解、細胞内局在の制御
において重要な役割を果たしており、細胞の
生育環境に応答してその形成や細胞内動態
が制御されている。一方、メタノール酵母で
はメタノール代謝酵素遺伝子AOD1やDAS1
の発現は、メタノールによって強力に誘導さ
れる一方でグルコースにより抑制され、メタ
ノール濃度が変動する自然環境中でだけで
なく有用タンパク質生産プロセスにおいて
も、その mRNAは RNA顆粒が関与する機構
によって何らかの制御を受けると考えられ
るが、これまでにメタノール酵母における
RNA 顆粒に関する研究は全く報告されてい
ない。 
 

２．研究の目的 
 
	 本研究では、メタノールによる強力な遺伝
子発現能とメタノールを炭素源とする高密
度培養法が確立されているメタノール酵母
を生産宿主として用い、炭素−炭素結合を持
たない C1 化合物であるメタノールから、生
体高分子である機能性 RNA を合成的に生産
する方法の確立にチャレンジするために必
要な基盤的知見として、メタノール酵母にお
いてこれまで明らかにされてこなかった、
mRNA の貯蔵・分解や翻訳制御に関わる
RNA 顆粒と呼ばれる細胞内構造体、および
高レベルに転写される mRNA の細胞内動態
を解析することを目的とした。メタノール酵
母におけるmRNA型機能性RNAの微生物生
産手法の開発を最終目的とし、本研究期間内
では、(1) mRNAの貯蔵・分解に関わる RNA
顆粒の形成と細胞内動態解析、(2) メタノー
ル酵母で高度に転写される mRNA の細胞内
動態解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）メタノール酵母 RNA 顆粒の細胞内動
態解析 
	 メタノール酵母において、mRNAの貯蔵・
分解に関わる RNA顆粒（P-bodyおよび SG）
の形成と細胞内動態を解析するため、まず
RNA 顆粒に含まれるタンパク質と蛍光タン
パク質の融合タンパク質を発現する株を作
成し、P-bodyおよび SGの可視化、およびそ
の動態解析手法を確立した。様々なストレス
条件（飢餓ストレス、酸化ストレス、浸透圧
ストレス）、培養条件（グルコース、メタノ
ール）での各タンパク質の細胞内局在を観察
し、どのような条件で P-body や SG が形成
されるのかを調べた。各構成タンパク質の遺
伝子破壊株を作成し、各種ストレスおよび培
養条件での遺伝子破壊株における RNA 顆粒
の形成の有無や、各種培養条件での生育度お
よび遺伝子発現制御に及ぼす影響を調べた。 
 
（２）メタノール酵母において高度に転写さ
れる mRNAの細胞内動態解析 
	 メタノール酵母において、メタノール培養
時に高度に転写されるmRNAとして、AOD1
を対象とし、培地シフト時の mRNA 量の挙
動を野生株と遺伝子破壊株で比較するため、
AOD1 mRNA の非コード領域に特異的な配
列を付加し、その配列を認識するタンパク質
と蛍光タンパク質の融合タンパク質を発現
するメタノール酵母を構築することで、
AOD1 mRNAの可視化手法を確立した。 
 
４．研究成果	
	
（１）メタノール酵母 RNA 顆粒の細胞内動
態解析 
	 メタノール酵母において、mRNAの貯蔵・



分解に関わる RNA顆粒（P-bodyおよび SG）
の形成と細胞内動態を解析するため、P-body
のマーカータンパク質として Edc3、SGのマ
ーカータンパク質として Pab1 および Pbp1
を用い、それぞれ蛍光タンパク質との融合タ
ンパク質として発現する株を用い、各種スト
レス条件下での各タンパク質の細胞内局在
を観察した。その結果、P-bodyは様々なスト
レス条件下に加え、メタノール培養時にもそ
の形成が認められたのに対し、SG は高温ス
トレス時にのみその形成が認められた。また
高温ストレス時には、ストレス応答性制御因
子 Hog1が SGに共局在することを明らかに
した（論文②）。 
 
（２）メタノール酵母において高度に転写さ
れる mRNAの細胞内動態解析 
	 メタノール培養時に高度に転写される
AOD1 遺伝子および DAS1 遺伝子について、
野生株と転写因子やシグナル伝達因子の遺
伝子破壊株を用い、グルコース培養からメタ
ノール培養へのシフト、あるいはメタノール
培養からグルコース培養へのシフトで、それ
ぞれの mRNA 量がどのように変動するかを
定量的 RT-PCRにより解析した。メタノール
誘導性遺伝子発現に関わる転写因子やシグ
ナル伝達因子の遺伝子破壊株では、mRNA量
が野生株に比べて顕著に低下したが（論文③,
⑤）、P-body および SG の各構成タンパク質
の遺伝子破壊株においては、野生株との明確
な違いは認められなかった。 
	 メタノール培養時に高度に転写される
AOD1 遺伝子および DAS1 遺伝子の mRNA
可視化については、AOD1やDAS1のmRNA
が P-body あるいは SG による制御を受ける
かどうかを検証するため、in situ mRNA ハ
イブリダイゼーションによる mRNA の可視
化解析を進めたが、解析手法の確立には至ら
なかった。そこで、特定のタンパク質によっ
て認識される mRNA 配列を各遺伝子に付加
し、その配列を認識するタンパク質を蛍光タ
ンパク質との融合タンパク質として発現す
るメタノール酵母株を構築することにより、
その可視化に成功した。今後、メタノール誘
導時やその他の培地への変換時の mRNA 動
態の解析を進めて行く。この可視化技術の確
立が難航したため、当初計画していた機能性
RNA生産条件の検討には至らなかった。 
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