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研究成果の概要（和文）：　出芽酵母においてタンパク質の生産性を向上させる高活性ターミネーターのうち上位5種
類の特性を調べたところ、プロモーター、上流ORF、培地の炭素源、生育時期、親株を替えても、標準ターミネーターP
GK1tの2倍以上の活性を有することが判明した。DIT1ターミネーター（DIT1t）は、上位５種類のターミネーターの中で
最も高い活性を示し、代謝工学に用いるのに最も適していることを明らかにした。
　続いて、DIT1tの上流ORFのタンパク質蓄積を活性化する特異的な分子機構が存在し、これにDIT1tの特定のcis配列、
NAB6、PAP1が関与することを遺伝学的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　In Saccharomyces cerevisiae, the activity of the top 5-ranked terminator 
regions to increase the protein accumulation of the upstream ORF conferred about twice the relative 
activity as the standard PGK1 terminator under two promoters and three upstream ORFs, under various 
mediums with a different carbon source, under various growth conditions, and in several yeast strains. 
Among the terminators in S. cerevisiae, the DIT1 terminator (DIT1t) had the highest activity and was the 
most versatile for metabolic engineering.
 In addition, we discovered the molecular mechanism to increase the protein accumulation of the ORF 
upstream the DIT1t region, and found that NAB6 and PAP1 were genetically involved in this process via the 
specific cis element within the DIT1t region.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1)代謝工学的な手法を用いて、バイオ樹脂
原料やバイオ燃料を生産する遺伝子組換え
酵母を開発するには、目的物質の代謝に関わ
る酵素遺伝子を導入し、強力に発現させるこ
とが求められる。そのための基本的な手段と
して、強力なプロモーターが探索・改良され、
用いられてきた。 
 
(2)プロモーターとターミネーターは相乗的
に作用すると考えられるが、強力なプロモー
ターの探索が中心的に行われていたので、タ
ーミネーターの探索や開発は進んでいない。
研究代表者らは、GFP 遺伝子をレポーターと
して用い、真核生物において初めて、タンパ
ク質の生産量を増減させるターミネーター
活性を網羅的に評価した①。 
 
２．研究の目的 
(1)網羅的評価により同定された、標準ター
ミネーターPGK1t の 2 倍以上の活性を有する
上位5種類の高活性ターミネーター（RPL41Bt, 
RPL15At, DIT1t, RPL3t, IDP1t）の特性を明
らかにする。 
 
(2)高活性ターミネーターの作用原理として、
高活性ターミネーターの 3-UTR 領域に含ま
れる cis配列、及びこれに結合して作用する
RNA 結合タンパク質（trans因子）が存在し、
cis-transの相互作用を通じたmRNA分解の抑
制や翻訳効率の向上が考えられる。そこで、
cis配列及び trans因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1)5 種類の高活性ターミネーターについて、
培地の炭素源、生育時期、親株等が上流に配
置した導入遺伝子のタンパク質生産（蛍光タ
ンパク質及びセルラーゼ）に与える影響を調
べる。 
 
(2)最も活性の高いターミネーターについて、
外側からデリーション・クローンを作製し、
活性向上に必要十分なターミネーター領域
を同定する。 
 
(3)同定されたターミネーター領域を TDH3プ
ロモーターとGFP遺伝子の下流に組み込んだ
コンストラクトをゲノムに挿入した遺伝子
組換え酵母を作製する。この株を親株として、
出芽酵母ゲノムの 95%をカバーした Yeast 
genomic tiling collection を導入したライ
ブラリーを作製し、GFP 蛍光を指標として、
ターミネーター活性を向上させるゲノム領
域を探索する。続いて、この領域から trans
因子候補遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 5 種類の高活性ターミネーターは、全て
プロモーター(TDH3 promoter から ADH1 
promoter)や蛍光レポーター遺伝子(GFP から

mKO2)を交換しても、標準の PGK1t よりも約 2
倍高い活性を有していた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ プロモーター及びレポーター蛍光遺
伝子の交換がターミネーター活性に与える
影響。白：RPL41Bt、斜め線：RPL15At、黒：
DIT1t、薄い灰色：RPL3t、灰色：IDP1t。 
 
また、培地の炭素をグルコースに替えて、
酢酸、エタノール、ガラクトース、グリセロ
ールを用いた場合でも約2倍高い活性を有し
ていた。また、異なる 5種類の親株において
も、PGK1tに対して約 2倍の活性を示した。 
 興味深いことに、対数増殖期から定常期へ
と移行する間に、DIT1t の活性のみ、2 倍以
上高まることが発見された。この結果より、
DIT1t 特異的にターミネーター活性をさらに
高める遺伝子が存在する可能性が強く示唆
された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 生育期によるターミネーター活性の
変化。●：DIT1t、○：RPL41Bt、□：RPL3t、
■：IDP1t、△：RPL15At。 
 
 蛍光レポーター遺伝子の替りにTrEG2セル
ラーゼ遺伝子を用いて、ターミネーター活性
を比較したところ、DIT1t が最も高い活性を
示した。 



(2) DIT1t に含まれる cis 配列を絞り込むた
めに、デリーション・クローンを作製し、
250bp まで短くしても活性が変わらないこと
を明らかにした。 
 
(3) 16 種類に分割したライブラリーの合計
1536 株について、GFP 蛍光を指標とし、DIT1t
活性を高めるゲノム領域の一次スクリーニ
ングを行い、13 の候補領域を得た。再現性を
確認し、8 種類の領域まで絞り込んだ。これ
ら8種類のゲノム領域の末端の塩基配列を決
定し、最終的に 4種類のゲノム領域まで絞り
込んだ。 
それぞれのゲノム領域に含まれる遺伝子

を、1 種類ずつ多コピー型プラスミドにクロ
ーニングした後、DIT1t 株に形質転換した。
GFP 蛍光を指標として、DIT1t 活性を高める
原因遺伝子を、それぞれの領域から独立に、
合計 4種類同定した。 
 
(4)4 種類の遺伝子の中に、作業仮説にある
RNA結合タンパク質として報告のあるNAB6と
PAP1 を解析対象とした。NAB6(Nucleic acid 
binding protein 6)は、mRNA に結合する結合
することが知られており、PAP1(Poly(A) RNA 
polymerase 1)は、mRNA に polyA を付加する
酵素として同定されている②。さらに、Nab6p
と Pap1pが物理的に相互作用することも報告
されている③。 
 続いて、遺伝学的な解析を行うため、nab6
破壊株を作製した。nab6 破壊株においては、
PAP1 過剰発現の効果が失われ、Nab6p と
Pap1p が DIT1t 活性化に関して、同じ経路で
働くことが示された。 
 
(5) DIT1t の内部デリーション・クローンを
作製し、DIT1t を活性化する RNA 結合性タン
パク質が結合する cis領域の存在を明らかに
した。 
まず、250bp の DIT1t領域のうち、20bp お

きに 10bp 欠損した 6 種類の変異 DIT1t（d1
～d6）を設計した。続いて、これらの変異
DIT1tを TDH3プロモーターとGFP遺伝子の下
流に組み込んだコンストラクトをゲノムに
挿入した変異 DIT1t株を作製した。これらの
変異 DIT1t株において NAB6及び PAP1の過剰
発現株をそれぞれ作製し、DIT1t 活性化作用
を野生型 DIT1tと比較したところ、d2株にお
いてのみ、NAB6 及び PAP1 による DIT1t 活性
化作用が両方とも失われていた。これらの結
果より、d2 領域近傍に cis配列が存在する可
能性が高いと考えられた。 
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