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研究成果の概要（和文）：高濃度エタノールストレス下での優先的翻訳機構について解析を進め、BTN2の優先的
翻訳にRbp26などのRNA結合タンパク質が不可欠であることを見出した。また、高濃度エタノールストレス下で
Rbp26に結合するmRNAを解析し、BTN2と同様に優先的に翻訳される遺伝子を新たに同定した。さらに、優先的に
翻訳される遺伝子がストレス処理時間とともに変動することを見出した。Rbp26に結合するmRNAを分析すること
で優先的に翻訳される遺伝子を効率的に同定することや経時的な変動を把握することが可能であり、高濃度エタ
ノールストレス下での遺伝子発現に関して有効な解析手法が確立できたと考えている。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of preferential translation under high 
concentrations of ethanol stress and found that RNA-binding proteins such as Rbp26 were essential 
for the preferential translation of BTN2. We also analyzed mRNAs that bind to Rbp26 under high 
concentrations of ethanol stress and identified new genes that are preferentially translated in a 
similar manner to BTN2. Furthermore, we found that the preferentially translated genes varied with 
stress treatment time. Analysis of Rbp26-binding mRNAs allowed us to efficiently identify 
preferentially translated genes and to understand their variation over time. In this study, we 
succeeded in establishing an effective experimental method for gene expression under translational 
repression by high concentrations of ethanol.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、翻訳抑制ストレス下（高濃度エタノールストレス下）で優先的・選択的に酵母の遺伝子（mRNA）が
翻訳される際に、特定のRNA結合タンパク質が重要な役割を担うことを初めて明らかにした。また、このRNA結合
タンパク質に結合するmRNAの分析を通じて、優先的に翻訳される遺伝子の効率的な同定を可能にする方法を新し
く提示した。本研究の成果は、翻訳が強く抑制される日本酒やワインの醸造過程終盤の酵母の生理、とりわけス
トレスに対する対処能力を解明するうえで有力な手段及び情報を提供するものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高濃度エタノールやグルコース飢餓、バニリンなどのバイオマス由来発酵阻害物質は酵母の翻
訳活性を極端に低下させる。そのため、多くの遺伝子は転写が活性化されても翻訳産物の新規合
成が行われず、その発現は抑制されてしまう。これらの翻訳抑制を引き起こすストレス下では、
不要不急の mRNAが細胞質中の P-bodyや stress granuleに隔離される一方で、ストレスへの対処
に必要とされるごく一部の mRNA は優先的・選択的にリボソームで翻訳されることが知られて
いる。これまでに Harvard大学のグループによって、グルコース飢餓条件下の酵母では HSP26や
HSP30の mRNAが優先的に翻訳されることが報告されている(Zid and O’Shea, Nature, 2014)。ま
た、高濃度エタノールやバニリンなどによる翻訳抑制下で優先的に翻訳される mRNA (BTN2, 
ADH7, BDH2, VIE1 など)については、我々が世界ではじめて同定に成功している(Nguyen et al., 
Front. Microbiol., 2015; Yamauchi and Izawa, Front. Microbiol., 2016; Ishida et al., Front. 
Microbiol., 2016; Ishida et al., J Biotechnol., 2017; Nguyen et al., Yeast, 2018)。興味深いことに翻訳抑
制下での優先的翻訳は、転写産物 mRNA上の塩基配列ではなく、プロモーター領域内の DNA塩
基配列(cis-エレメント)に依存したものである (Zid and O’Shea, Nature, 2014)。そのため、ADH7, 
BDH2, BTN2, VFH1各遺伝子のプロモーターを用いて新たな遺伝子発現系を構築し、翻訳抑制ス
トレス下で他の遺伝子の発現を誘導することに我々は成功している。翻訳されるか否かという
転写後の mRNAの運命までもがプロモーターによって左右されるのは一見不可解だが、RNA結
合タンパク質(RBP)が介在することで合理的な説明が可能である。事実、3 種類の RBP 欠損株 
(rbp1, 2, 26∆)では、高濃度エタノールによる BTN2の優先的な翻訳が行われないことを我々は確
認している。cis-エレメントへの転写因子の結合などを合図に RBP が核内で標的 mRNA と結合
し、さらに細胞質側の翻訳装置へと RBPが mRNAを運ぶことで、翻訳抑制下における優先的・
選択的な翻訳を実現していることが示唆されている(Vera et al., eLife, 2014)。これらの背景を踏ま
え、本研究では rbp26∆株を足がかりに優先的翻訳の分子機構解明に取り組み、醸造・発酵分野
におけるその有用性を実証する。優先的翻訳の分子機構はほぼ未解明のため、本研究の成果は真
核細胞のストレス適応戦略に関する理解を飛躍的に深めるとともに、発酵能の強化や優良酵母
の分子育種などにも大きく貢献すると考えている。 
 
 
２．研究の目的 
先述のように、真核細胞の翻訳活性を抑制するストレス下では、ストレスへの対処に必要な一部
の mRNA だけが優先的・選択的に翻訳されることが知られている。このような翻訳抑制下の優
先的翻訳はストレスへの適応応答において重要な意義を持つと考えられるが、その分子機構は
不明である。一方応募者らは、三種類の RNA 結合タンパク質(RBP)欠損株で優先的翻訳が誘導
されないことを酵母で確認している。そこで本研究では、これらの RBPの標的 mRNAや相互作
用因子などの同定・解析を通じて、優先的翻訳の分子機構解明に取り組む。 
本研究では、優先的翻訳を誘導する上で不可欠な Rbp26 を足がかりに、優先的に翻訳される

mRNAに共通する特徴を明らかにする。また、Rbp26とともに優先的翻訳に関与する因子の機能
や作用機序の解明に取り組む。 
（1）優先的に翻訳される mRNAに共通する特徴の解明  
翻訳抑制下で Rbp26と結合する mRNAを解析し、優先的に翻訳される新たな遺伝子を同定する。
同定した遺伝子に共通する cis-エレメントや Rbp26結合領域の塩基配列を明らかにして、それら
が優先的に翻訳する遺伝子を選別する際の「目印」として機能するのか検証する。また、ゲノム
横断的に cis-エレメントと Rbp26結合配列を持つ遺伝子の発現を解析し、翻訳抑制ストレス下で
行われる優先的翻訳によってどのような適応応答が細胞内で誘導されているのかを明らかにす
る。 
（2）Rbp26以外の関連因子の同定と作用機序の解明  
rbp26∆株は高濃度エタノール、グルコース飢餓、バニリンのいずれの条件下でも優先的翻訳の不
全を示す。そこで、各ストレス下で Rbp26と相互作用する因子を同定・解析し、優先的翻訳に関
与する因子の全容を明らかにする。また、Rbp26や相互作用因子がどのように複合体を形成する
のかを解析し、優先的翻訳において各因子が担う役割や作用機序を明らかにする。 
（3）優先的翻訳機構を利用した発酵能の改善  
すでに構築した翻訳抑制下でも機能する発現系を用いて、抑制された遺伝子発現を誘導・強化し、
醸造過程終盤で低下した発酵能が改善されるか検証する。エタノール合成やリボソームの組み
立て、ストレス耐性などに関与する遺伝子を組み合わせて発現させ、発酵能改善に最も効果的な
組み合わせを明らかにする。発酵能の改善を実現することで、優先的翻訳機構が醸造分野などで
有用であることを実証する。 
 
 
３．研究の方法 



本研究では以下の手法で優先的翻訳機構の解明と醸造分野での有用性の検証に取り組んだ。 
我々は、優先的翻訳に関与する 3つの RBPを以下の実験で同定している。酵母の非必須遺伝子
破壊株ライブラリーのうち RNA結合タンパク質の欠損株 205株を対象に、10% (v/v) エタノー
ルストレス下での BTN2の優先的翻訳を検討した結果、3種類の破壊株 (rbp1, 2, 26∆) で Btn2タ
ンパク質の合成が誘導されなかった。さらにそのうち１株 (rbp26∆)では、高濃度バニリンやグ
ルコース飢餓による翻訳抑制下での ADH7や HSP26の優先的翻訳も誘導されなかった。いずれ
の欠損株も転写活性化能は野生株とほぼ同様であったため、RNA結合タンパク質 Rbp26が翻訳
抑制ストレス下での優先的翻訳に共通して働く因子と考えられた。これを踏まえて以下の解析
を実施する。 
 
(1) 優先的に翻訳される新たな遺伝子の同定 
各ストレス下で Rpb26と結合した mRNAを免疫沈降法で回収し、マイクロアレイ解析で遺伝子
の同定に取り組んだ。同定された遺伝子が、各ストレスによる翻訳抑制下でも実際に優先的に翻
訳されるのかWestern blotで検証を行った。翻訳産物をWestern blotで検出するために、FLAG tag
を融合したゲノム組込型プラスミドを各遺伝子ごとに構築した。翻訳抑制下でもタンパク質レ
ベルが上昇したものについては、Rbp26を介して優先的に翻訳される新たな遺伝子として、以降
の解析対象とした。 
 
(2) Rbp26結合配列の同定 
優先的に翻訳される mRNA に共通する特徴の手掛かりを得るために、上記の解析で同定したそ
れぞれの mRNA上の Rbp26が結合する配列の同定に取組んだ。プロモーター領域の塩基配列を
比較したほか、PAR-CLIP法などで検討した(Yokoshi et al., Mol. Cell, 2014)。Rbp26が mRNAの 1
次配列のみを認識するのか 2 次構造を認識しているのかは現時点で不明なため、同定した配列
と解析ソフトで予測される 2 次構造の情報をもとに、優先的に翻訳される mRNA に共通する
Rbp26結合配列の絞り込みを行った。 
 
(3) cis-エレメントと Rbp26結合配列のゲノムワイドな解析 
優先的翻訳を行うか否かはプロモーター領域内の cis-エレメントに左右されることが知られて
いるが、エタノールやバニリンストレス下でその役割を担う cis-エレメントは未だ不明である。
そこで上記解析で同定した優先的に翻訳される遺伝子のプロモーターを解析し、共通するモチ
ーフの探索を行った。見つかったモチーフについては配列の改変などを通じて cis-エレメントと
して機能することを検証中である。また、絞り込みを行った Rbp26結合配列とともに cis-エレメ
ントを任意の遺伝子に導入した場合、その mRNA も優先的に翻訳されるようになるのか検証し
た。これらの解析を通じて、翻訳抑制下でも優先的に発現する遺伝子を選別する際の「目印」を
検討中である。さらに、同定した cis-エレメントと Rbp26結合配列を持つ遺伝子がゲノム上にい
くつあるのかを網羅的に調べ、各ストレスへの応答時にどのような遺伝子の発現が必要とされ
るのかを考察した。 
 
４．研究成果 
優先的翻訳の分子機構について解析を進め、BTN2の優先的翻訳に Rbp26などの RNA結合タン
パク質が不可欠であることを明らかにした。また、高濃度エタノールストレス下で Rbp26 に結
合する mRNAを RIP-assayで解析し、BTN2と同様に優先的に翻訳され発現量が増加する遺伝子
を新たに見出した。これらの内容については学会発表を行ったほか、論文投稿を準備中である。 
さらに興味深いことに、エタノールストレス処理直後では BTN2 mRNA が Rbp26 に多く結合
するのに対し、処理3時間後ではBTN2 mRNAの結合量が減少し、優先的に翻訳される別のmRNA
の結合量が著しく増加し、優先的に翻訳される遺伝子がストレス処理時間とともに変動するこ
とを見出した。そのため、翻訳抑制を引き起こす高濃度エタノールストレス下では、重要度・必
要性に応じて優先的に翻訳される遺伝子を入れ代えていることが強く示唆された。 
以上の経緯から、Rbp26に結合する mRNAを分析することで、優先的に翻訳される遺伝子を
効率的に同定することや経時的な変動を把握することが可能となり、これまで解析が困難だっ
たエタノールによる翻訳抑制下での遺伝子発現に関して有効な実験法を確立することに成功し
た。現在、醸造過程にも研究対象を広げ、醸造過程後期に優先的に翻訳される遺伝子の同定及び
その機能解析を行なっている。 
また、優先的に翻訳される Btn2の機能についても解析し、高濃度エタノールによって蓄積す



る変性タンパク質を隔離する deposition siteの形成に重要な役割を担うことを明らかにした。Btn2
欠損株では高濃度エタノールによって蓄積した変性タンパク質の処理が滞り、ストレス除去時
の回復に遅れが生じることや、アルコール発酵効率の遅延が認められた(Kato et al., Appl. 
Microbiol. Biotechnol., 2018; Kato et al., FEMS Yeast Res., 2019)。 
加えて、熱ショックによる BTN2 の翻訳は Rbp26 に依存しないことや、通常核に局在する

Rbp26-GFP が高濃度エタノールストレス下では、mRNA の核外輸送に共役して細胞質側へと運
ばれることを見出した（Ishida et al., 投稿準備中）。その他、関連する新たな知見を複数、学術論
文として報告した(Homoto and Izawa, J. Cell Sci., 2018; Yoshimoto et al., J. Biosci. Bioeng., 2019; 
Fukuda et al., J. Biosci. Bioeng., 22019)。 
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