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研究成果の概要（和文）：本課題では、様々な微生物由来の遺伝子を均等発現する大腸菌宿主を創成することを目標に
、開始コドンやORF内部の翻訳律速要因の特定と、翻訳開始因子IF3、リボソームの改良による発現改良を試みた。その
結果、異種IF3等による開始コドン変異体の発現亢進、16S rRNA置換変異により創成された変異リボソームを含む大腸
菌により、翻訳特性を改変できることを見出した。今後は,実メタゲノムを用いたスクリーニングに応用展開していく
予定である。

研究成果の概要（英文）：We have applied translational engineering approach to solve the problem in heterol
ogous expression problem in Escherichia coli. Initiation factor 3 as well as the ribosome was engineered t
o alter the translational profile and variants that showed enhanced expression of genes having non-AUG ini
tiation codon were identified. Also, mutant ribosome that have 16S rRNA from non-E. coli bacteria showed a
ltered, or enhanced expression of reporter gfp genes, that were not efficiently expressed in wild type E. 
coli.
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１．研究開始当初の背景	
 
環境中の微生物の大半が培養できないとい
う事実が判明して以来,	
 個々の微生物を分
離培養することなく,	
 微生物群集を集団の
まま直接ゲノム解析するメタゲノミクスと
いう研究手法が誕生した。腸内細菌や海洋・
土壌など,	
 環境と生物の関わり合いを遺伝
子レベルで解析する新たな学問領域として,	
 
近年急速な展開をみせている。一方,	
 メタゲ
ノミクスは,	
 自然環境中に眠る未利用遺伝
子資源の活用技術としても注目されている。
分離培養できない微生物から取り出したゲ
ノム断片を大腸菌等の宿主に保持させ,	
 組
換えライブラリーをスクリーニングするこ
とで有用遺伝子を発掘しようという試みで
ある。究極的な目的は,	
 有用遺伝子を活用し
た生物プロセスの革新である。このように次
世代遺伝子探索技術として有望視されるメ
タゲノミクス技術であるが,	
 大きな問題も
抱えている。多様な生物由来の異種遺伝子を
単一の宿主で発現させることが極めて困難
なのである。これまでにも活性ベースのスク
リーニングで得られた多くの遺伝子が取得
されてきているが,その大半が宿主（大腸菌）
と近縁な微生物に由来するものと推定され,	
 
大腸菌と系統的に離れた微生物由来の遺伝
子は取得されにくいという傾向にある。環境
DNA を直接クローニングすることで「培養」
の問題を回避することができるものの,	
 「異
種発現」という新たな問題が生じたのである。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
ゲノムワイドな変異やリボソーム工学の手
法により,異種遺伝子発現特性の異なる変異
大腸菌ライブラリーを作出し,レポーター遺
伝子などを用いて変異株を分離,様々な生物
種由来の遺伝子をバイアスなく発現する宿
主を創出する。こうして得られた変異株をメ
タゲノムライブラリーの探索用宿主として
活用する。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
ゲノム解析が完了している各種微生物（枯草
菌,	
 放線菌など）のコドン特性に合わせ,	
 ア
ミノ酸配列は同一ではあるが塩基配列の異
なる GFP 遺伝子を数種類全合成する。系統的
に離れた微生物ゲノムをモデルにすること
で,	
 実環境中の微生物多様性を再現した「模
擬メタゲノム」とする。大腸菌変異ライブラ
リーの作成法としては,	
 大腸菌がもともと
保有する内在性翻訳因子の変異による発現
亢進株を取得する方法,	
 メタゲノム遺伝子
を共発現する宿主を用い,	
 外来性の発現増
強因子を探索する方法の両面からアプロー
チする。難発現性遺伝子の発現を亢進する変
異株や外来因子を同定すると共に,	
 育種を
重ねる。発現効率の向上が一定の段階に達し
た時点で,	
 実メタゲノムを用いて効果を検
証する。	
 
	
 

４．研究成果	
 
まず,当研究室内で行ったメタゲノムライブ
ラリーのスクリーニング実験を通じて得た
様々な遺伝子配列を解析した結果,スクリー
ニング対象となった遺伝子そのものについ
ては,例外なく AUG を開始コドンに持ち,プリ
ンリッチなリボソーム結合部位を有してい
たのに対し,直接のターゲットとならなかっ
た遺伝子については,必ずしもこのような特
徴を有していないことが判明した。このこと
は,広く使われる大腸菌の特徴として,開始
コドンとリボソーム結合部位に強いバイア
スがかかっており,メタゲノムライブラリー
中に含まれる遺伝子の中には,配列の特徴上、
効率的に翻訳し得ないものが含まれるので
はないかということが示唆された。そこで,
本課題ではまず第一に,メタゲノム遺伝子の
特徴の一つとして開始コドンに着目
し,AUG,GUG,UUG を開始コドンとする緑色蛍
光タンパク質（GFP）遺伝子を合成した。ま
た,開始コドン認識に深く関わるとされてい
る翻訳開始因子に着目し,その構成成分の一
つである IF3 を対象に,これらのレポーター
遺伝子の発現特性が改変できないかについ
て検討した。	
 
	
 まず,大腸菌 IF3 の機能を精密に検証する
ために,ゲノム上に存在する IF3 遺伝子を完
全欠失させることを試みた。IF3 は必須遺伝
子であるため,ただ単にゲノム上から欠失さ
せることはできない。そこで,IF3 を含む様々
な遺伝子断片を組み込んだレスキュープラ
スミドを構築し,本プラスミドで生育を相補
しながらゲノム上の IF3 の欠失を行った。そ
の結果,IF3 だけではなく,その前後領域を含
む遺伝子断片を用いたレスキュープラスミ
ドを用いた場合にゲノム上の IF3 遺伝子を完
全欠失させることができた。以後の実験では,
本欠損株と上述の開始コドン置換型 GFP 遺伝
子を用いて様々な IF3 の機能を検証した。	
 
	
 野生型大腸菌では AUG>GUG>UUG の順序の強
い発現バイアスが観察された。完全欠失株に
対し大腸菌 IF3 をプラスミドで相補した株で
も同様のバイアスが確認された。次いで放線
菌等の異種生物由来の IF3 を組み込んだ変異
宿主を創成したところ,生育を相補させるこ
とができた。これらの変異株の生育は,大腸
菌由来のIF3で相補した場合と比較して37℃
では大差なかったが,外来 IF3 によっては低
温感受性（25℃）を示した。また,AUG/GUG-GFP
遺伝子の発現レベルを向上させる IF3 も同定
された。このように,IF3 の置換変異が生育状
態や翻訳特性に大きな影響を及ぼすことが
推察された。	
 
	
 次に,変異 PCR 法により大腸菌 IF3 遺伝子
のランダム変異ライブラリーを構築し,増殖,
開始コドンの異なる GFP の発現レベルを比較
した。その結果,増殖には大きな影響を与え
ずに,GFP(AUG)や GFP(GUG)の発現を 1.5-2 倍
程度向上させる変異体が得られた。	
 
	
 上記研究では開始コドンに着目した研究



を行ったが,これに加え ORF 内部の翻訳律速
因子にどのようなものがあるかを検索する
研究を行った。GFP の ORF 配列を様々な生物
種のコドン特性に合わせ遺伝子を数種類全
合成した。これらを実際に大腸菌に導入した
結果,大腸菌以外の生物種に最適化した遺伝
子については,予想通り,低い蛍光値しか示
さないことを確認した。さらに,発現レベル
が大腸菌型 GFP と比較し 1/10 程度であった
枯草菌型 GFP を進化工学的に高発現型に改変
することを試みた。得られた変異体を詳細に
解析した結果,開始コドン周辺の二次構造が
翻訳効率に強く影響することを見出した。こ
うして得られた「難発現性」の遺伝子をレポ
ーターとして,以後の改良型リボソームのス
クリーニングに用いた。	
 
	
 リボソームを改変する方法としては,大腸
菌の16S	
 rRNA完全欠損株を異種由来16S	
 rRNA
で生育相補させる方法により行った。その結
果,大腸菌の近縁種のみならず,綱レベルで
異なる遠縁の細菌由来の 16S	
 rRNA が大腸菌
のリボソーム成分と強調して機能するとい
う画期的な発見をした。異種 16S	
 rRNA は大
腸菌の生育を相補するものの,コロニーや細
胞の形態,増殖速度,また異種遺伝子発現な
どにおいて,野生型とは異なる性質を示した。
また異種 16S	
 rRNA を含む変異株において,い
くつかのGFP遺伝子を10-20%程度高発現する
ことも判明した。	
 
	
 上記の通り,翻訳開始因子を用いた異種遺
伝子発現脳の強化や 16S	
 rRNA 遺伝子置換と
いう方法により,大腸菌内で発現効率の低い
レポーター遺伝子について高発現する宿主
の創成に成功した。「模擬メタゲノム」とも
言えるレポーターの発現を確認した現在,今
後は,実メタゲノムを用いたスクリーニング
に応用展開していく予定である。	
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