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研究成果の概要（和文）：大腸菌の翻訳機能の革新を目的に、異種23S rRNAを環境メタゲノムよりPCR増幅し
た。発現ベクターに当該遺伝子を組み込み、大腸菌の23S rRNA遺伝子欠損株を宿主に相補性スクリーニングし、
さらに増殖速度の速い変異体を集積した。こうして得られた異種23S rRNA遺伝子配列に、以前発見した
Rhodothermus marinusの23S rRNA遺伝子に含まれるホーミングエンドヌクレアーゼ（HE）を含むイントロンを相
同箇所に挿入した。BL21(DE3)を宿主としてHE活性に基づくゲノム内の伝播を目指したが、大腸菌23S rRNAを置
き換えるには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：To innovate the translational function of E. coli, heterologous 23S rRNA 
gene was PCR amplified from the environmental metagenomes. The amplicon was incorporated into an 
expression vector, and E. coli strains deficient in the 23S rRNA gene were screened by means of 
genetic complementation as, and mutants with faster growth rates were accumulated. The 23S rRNA gene
 sequence was inserted at a homologous site with an intron containing a homing endonuclease (HE) in 
the 23S rRNA gene of Rhodothermus marinus, which was discovered previously, but failed to replace 
the E. coli 23S rRNA genes in the genome.

研究分野： 生物工学

キーワード： リボソーム　ホーミングエンドヌクレアーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バクテリアイントロンはほとんど報告がないが、本研究提案の基礎となる23S rRNA遺伝子中のホーミングエンド
ヌクレアーゼを含むイントロンの発見も極めてユニークであり、高い意義がある。大腸菌のもつ23S rRNAより高
性能の23S rRNAのスクリーニングを行い、宿主の増殖を良化する遺伝子の獲得には成功し、大腸菌リボソームに
改良の余地があることが示されたことは高い意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
大腸菌は異種遺伝子用の宿主として最も頻用される宿主微生物である。異種発現効率の向上の

ため、「転写」の改良については集中的に研究され、誘導剤の種類やプロモーター強度の異なる

様々なプロモーターが開発されてきた。これに対し「翻訳」についてはほとんど手付かずである。

タンパク質をコードする遺伝子には、アミノ酸配列を規定する情報とともに、どのタイミングで、

どれだけの量を発現するか、といった発現調節情報が書き込まれており、翻訳装置であるリボソ

ームは、これらの情報を読み取り、適切なタイミングと量で目的タンパク質を発現するよう進化

してきた。そのため、宿主との共進化関係を築いてこなかった遺伝子の発現――異種遺伝子発現

――においては、宿主翻訳装置と供与体遺伝子の間に「情報ギャップ」が生まれる。異宿タンパ

ク質の発現が一筋縄ではいかないのは、このギャップに起因する。レアコドンの補給という非常

に単純化された解決方法も提案されているが、複数の因子が複雑に絡み合った翻訳問題に対し

て、その効果は限定的である。この問題の抜本的解決には、翻訳の担い手であるリボソームの改

変を行うのが最も直接的であるが、そうした試みは皆無であった。 

 

 ではなぜ翻訳機能の中枢を担うリボソームに直接メスが入ることがなかったのか？ それは

ひとえにその複雑性による。リボソームは 3つの RNA と 50 余りのタンパク質から構成される極

めて精巧かつ複雑な超分子複合体である。特に中心骨格を占める 16S/23S rRNA は種固有性が高

く、その配列は進化系統解析の分子マーカーにも用いられている。リボソームは変異に対して極

めて脆弱なため、積極的な分子改良（改変）の対象としてみなされておらず、そのための手法も

なかった。 

 これに対し私は、大腸菌ゲノムに含まれる 7つの rRNAオペロンを全欠損した変異株Δ7株を

宿主に、環境ゲノム由来の 16S rRNA 遺伝子を機能スクリーニングしたところ、進化系統的に門

レベルで異なる極めて遠縁の 16S rRNA 遺伝子が生育相補することを発見した（Kitahara & 

Miyazaki, Nature Commun, 2011; Kitahara et al., PNAS, 2012; Tsukuda et al., Sci Rep, 

2018）。この結果は、rRNA の種固有性の分子基盤 Complexity Hypothesis を否定するとともに、

rRNA の種間入れ替えという手法がリボソームの大規模改変に有効であることを示した。 

 さらに 16S rRNA に加えて 23S rRNA の種間互換性も確認したが、翻訳効率に与える影響は 16S 

rRNA よりも顕著であった。例えば、大腸菌 Δ7 株の生育倍加速度を劇的に短縮する変異株が得

られている（元株 40 分に対し、変異株では 28分）。一方、Δ7株は rRNA の機能検証用に特化し

た特殊な株であり、組換え実験や工業用生産で利用される汎用的な大腸菌株ではない。このため、

rRNA の機能解析という学術目的には極めて有効であるが、これまでの大腸菌に関する研究蓄積

やツールをフル活用できないという欠点があった。逆に、リボソーム改変技術を汎用的な大腸菌

株に拡張することができれば、翻訳にまつわる諸問題を解決できるのではないかと考えた。 

 私は、有馬温泉から単離した好熱菌 Rhodothermus marinusの 23S rRNA 遺伝子内にイントロ

ンを発見した（図１）。ゲノム配列が明らかになっている R. marinus 基準株にはイントロンは

なく、有馬温泉株に特徴的であった。このイントロンが大腸菌でも機能するかどうかを検証する

ため、大腸菌 23S rRNA の相当部位にイントロンを挿入し（Eco23SInt）、Δ7株に導入したところ、

生育相補が確認された。セルフスプライシングによりイントロンが切り出され、活性な 23S rRNA

が生成されたと考えられた。イントロンの切り出しにはイントロン中にコードされたホーミン

グエンドヌクレアーゼが関与する（図１, (i)-(iii)に対応）。 



 

 

 

(i) イントロンに含まれるホーミングエンドヌクレアーゼ（I-RmaI）が大腸菌内で発現し、 

(ii) I-RmaIにより23S rRNA遺伝子が切断される。 

(iii) 細胞内での二重鎖切断修復の過程で、Eco23SIntが相同組換えの鋳型となり、Eco23Sにイン

トロンが挿入される。 

 

 ゲノム上の全ての 23S rRNA 遺伝子にイントロンが行き渡った後は、I-RmaIによる切断部位は

消失する。こうした利己的振る舞いを活用することで、生物種を問わず様々なバクテリアゲノム

上の 23S (LSU) rRNA 遺伝子を一括編集できる見込みを得た。これを環境から単離される高性能

23S rRNA 遺伝子と組み合わせることで、ゲノム上の 23S rRNA 遺伝子を高機能型にアップグレー

ド、すなわち高速増殖や異種遺伝子発現効率の向上が期待できると考えた。 

 rRNA は多くの生物種でゲノム上にマルチコピー存在する（例えば大腸菌では 7コピー）。ゲノ

ム上に散在する遺伝子を逐一改変するのは非常に手間であるが、I-RmaI の利己的振る舞いによ

り、切断配列が消失するまで連続的に編集は続く。イントロン挿入部位は 23S rRNA の保存領域

にあり、環境から得られる 23S rRNA 遺伝子のほぼ全てが切断領域を含む。このため、天然の遺

伝子を加工することなくそのまま利用可能である。I-RmaI の認識配列は数十塩基対と非常に長

く、23S rRNA以外に切断が起こらないのも、他のゲノム編集方法で懸念されるリスク（オフタ

ーゲット）に対する利点である。 

 以上の背景を踏まえ、本研究では、rRNA の種間互換性の発見をベースに、R. marinusの 23S 

rRNA 遺伝子配列中に見出された I-RmaI を含むイントロンを活用し、23S rRNA 遺伝子の編集と

リボソームの高機能化を試みる。 

 
２．研究の目的 
rRNA の生物種互換性と 23S rRNA 遺伝子に見出された I-RmaIをコードするイントロンを組み合



 

 

わせ、大腸菌ゲノム上に存在する 7コピーの 23S rRNA 遺伝子を連続的に編集し、タンパク質合

成機能を革新することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究は、（１）高性能 23S rRNA 遺伝子の取得、（２）イントロンの機能解明と改良、（３）ゲノ

ム工学から構成される。 

 

（１）高性能23S rRNA遺伝子の取得 

大腸菌で機能する高機能23S rRNA遺伝子を取得するため、大腸菌のリボソームオペロン完全欠

失Δ7株を宿主として、異種23S rRNAを生育相補性に基づきスクリーニングした。23S rRNA遺伝

子は16S rRNA遺伝子とは異なり遺伝子両末端の配列保存性が低いため、系統ごとに８種のプラ

イマーセットを設計した。遺伝子の分離源としては、イントロンを組み込む23S rRNAの相性を想

定し、R. marinusの生育環境と類似した高温環境をメインターゲットとし、その他の一般土壌も

含めた環境メタゲノムを用いた。なお、環境サンプリングの際には好熱菌の単離なども行い、ゲ

ノム解析を行った。 

 

（２）イントロンの機能解明と改良 

イントロンに含まれるホーミングエンドヌクレアーゼI-RmaIの大腸菌発現系を構築した。I-RmaI

遺伝子は、Native配列のものと大腸菌型にコドンを合わせて全合成したものを用いた。精製用の

Hisタグ位置、培養温度、誘導のタイミング等を検討した。生化学解析を行い、想定される基質

であるイントロンを含まないR. marinus 23S rRNA遺伝子を基質に切断部位の認識配列について

検討した。有馬温泉から単離したR. marinusについては、今回使用する株以外にも複数の株を分

離していた。これら同時に単離した株についても23S rRNA遺伝子の解析を行い、イントロンの分

布・多様性について解析した。 

 

（３）ゲノム工学 

環境メタゲノムから得られたいくつかの23S rRNA遺伝子にイントロンを組み込み、プラスミド

に保持させた。これを大腸菌宿主内で境内培養し、イントロンが転移する様子を観察した。 

 

４．研究成果 

（１）高機能 23S rRNA 遺伝子の取得 

環境メタゲノムを鋳型に８種類のプライマーセットを用いて23S rRNA遺伝子をPCR増幅した。各

アンプリコンを発現系に組み込み、JM109を宿主として大規模なライブラリーを構築した。寒天

培地上のJM109ライブラリーからプラスミドを回収し、Δ7株を形質転換し、生育相補性に基づく

機能スクリーニングを行った。得られたコロニーから23S rRNA遺伝子領域の遺伝子解析を行う

とともに、変異株の増殖速度を算出した。その結果、大腸菌23S rRNA遺伝子により相補された株

より高速に増殖する株を得た。こうした遺伝子はタンパク質合成に優れていると考えられ、大腸

菌リボソームの機能改良に用いることとした。 

 

（２）イントロンの機能解明と改良 

ホーミングエンドヌクレアーゼI-RmaI遺伝子の発現プラスミドを大腸菌BL21(DE3)に導入し、異



 

 

種タンパク質発現を行った。ORF配列の違い（Nativeのものとコドン至適化した全合成遺伝子）

Hisタグ位置（N末端、C末端）や誘導プロモーター、培養温度（30~42°C）など、種々の条件検

討を行った結果、タグ位置によらず、T7プロモーターでの誘導、42°Cで最も高い発現を確認し

た。ORF配列の違いについても大きな差はなかった。一方、I-RmaIは好熱菌酵素であるにも拘ら

ず、大腸菌から抽出した粗酵素液は70°C, 20分程度の熱処理で部分変性し、冷蔵保存すると失

活しやすい性質も判明した。 

 次いで、異種発現させたI-RmaIを、ターゲット配列と予測されるイントロンを含まないR. 

marinus 23S rRNA遺伝子に対し作用させたところ、23S rRNA遺伝子配列の断片化が確認された。

得られた断片についてサンガー法により配列を決定したところ、予想通り、I-RmaI遺伝子の挿入

部位が切断箇所であることが判明した。 

I-RmaIは好熱菌由来であり、ゲノム編集ツールとして有効利用するには、I-RmaIが大腸菌の倍

加時間内に速やかに発現し、反応する必要がある。そこで、進化工学的な低温適応などの実験系

構築に向け、蛍光基質を用いた活性スクリーニング系の構築を目指した。ターゲット配列を含む

配列を化学合成し、5’, 3’末端に蛍光色素による修飾を行い、切断前後で蛍光共鳴エネルギー

移動（FRET）が解消される仕組みを用い、酵素反応のリアルタイム測定やエンドポイントでの活

性スクリーニングを試みた。 

23S rRNA遺伝子を基質とした際には切断後の生成物をアガロースゲル電気泳動により確認し、

切断を確認することができた。一方、二本鎖の短鎖基質を用いた際には、同じ反応条件でも蛍光

の変化が見られなかった。他のホーミングエンドヌクレアーゼで報告がある通り、酵素反応後に

切断産物が酵素に結合したまま乖離しにくいことが知られている。この知見を踏まえ、反応後に

界面活性剤等の変性剤の添加や加熱処理を試みたが、蛍光シグナルを観察する限り期待通りの

変性効果は見られずハイスループット系の構築は困難であった。 

 有馬温泉からは今回材料として使用した２株以外に８つの株を単離していた。これらについ

て 23S rRNA 遺伝子を PCR増幅したところイントロン含有型遺伝子と同じ長さのアンプリコンが

得られた。全長シーケンス解析の結果、全 10 株がイントロン入りの 23S rRNA 遺伝子を保持し

ていた。ゲノム中には 1 コピーのみ存在することから、R. marinus 株中で本イントロンが活性

であり、かつ R. marinus 株間に蔓延していることが判明した。同じ環境からは他の好熱菌も単

離されているが、種を超えたイントロンの伝播は確認されていない。 

 

（３）ゲノム工学 

高機能 23S rRNA にイントロンを挿入したコンストラクトを多数構築し、まずΔ7株に導入した

が、生育相補が確認されることはなかった。イントロンの挿入位置は高度に保存されているが、

イントロンの切り出しは、配列だけでなく二次構造などの影響も受けると考えられ、正しいプロ

セッシング、23S rRNA の生成に至らなかったためであると結論された。 

 

以上の通り、環境から高性能 23S rRNA の単離を行い、I-RmaIの生化学的解析を行った。一方、

それらを組み合わせて大腸菌の 23S rRNA 遺伝子を編集するという当初の目標には至らなかった。

I-RmaI の温度適応などに鑑み、異種での in vivo 発現を達成すべく、今後は、好熱菌 Thermus 

thermophilusを宿主に、２コピー存在する 23S rRNA 遺伝子の１つにイントロンを移植するなど

して、ホーミングエンドヌクレアーゼをツールとした 23S rRNA 遺伝子の編集を実現したい。 
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