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研究成果の概要（和文）：　イントロンによる遺伝子発現増強メカニズムを明らかにするために酵母
Saccharomyces cerevisiaeとコドンが異なる2つのルシフェラーゼ遺伝子を用いて解析を行った。
　発現増強をするためのイントロン配列には，スプライシングに必須の配列を有している必要があるものの，ス
プライシング自体はできなくても発現増強できることを明らかにした。発現増強を受ける遺伝子は，そのコーデ
ィング配列中の特定領域の配列に依存して発現が抑制されており，イントロンを与えることで増強を受けること
がわかった。イントロンによる発現増強に必要な遺伝子，および，イントロンを持たない場合の発現抑制に関わ
る遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：   The essential sequence in an intron for, a sequence in a expressed gene 
related to, and genes involved in intron-mediated enhancement (IME) were analyzed in Saccharomyces 
cerevisiae.
   Most of mutations in the sequences conserved among introns in S. cerevisiae lost IME. These 
conserved sequences are essential for splicing. However, a mutation in the 3’ conserved sequence 
showed IME comparable to wild-type sequence. An RT-PCR analysis revealed that the 3’ mutant was not
 spliced. In addition, other several deletions in a non-conserved region showed IME but were not 
spliced. These results indicated that splicing is not necessary for IME. The genes involved in IME 
including basal repression of gene expression were screened using a knockout strain collection of S.
 cerevisiae. As a result, several genes were identified. Some of the genes affected mRNA 
accumulation but the others did not, indicating that the genes function in different steps of gene 
expression process.

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により，発現増強にとって必ずしもスプライシングが必要ないことを明らかにした。また，発現増強機
能の解明には関わる遺伝子を同定しそれら遺伝子の機能を明らかにすることが必要であり，本研究で発現増強お
よび基本的な発現抑制に関与する遺伝を同定したことで，IMEのメカニズムの一端が明らかになり，さらなる解
明を進めることが可能になった。
　現在，人工設計した合成遺伝子を用いた物質生産細胞の構築が盛んになってきている。遺伝子設計において，
設計遺伝子が発現することは必須である。本研究で明らかにした発現抑制配列は，その完全な理解には至ってい
ないものの，今後の遺伝子設計にとっての重要な知見である。

※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 

真核生物ゲノムに存在するイントロンの機能は，進化における遺伝子の多様性への貢献と選
択的スプライシングによる 1遺伝子からの複数タンパク質の発現が最もよく知られている。こ
れらに加え，動物や植物では遺伝子発現を増強することが知られており，Intron-Mediated 

Enhancement（IME）と呼ばれている。ところが，動植物と同じ真核生物でありながら，酵
母のイントロンによる発現増強はほとんど扱われておらず，酵母でのイントロンの発現への関
与，特に異種遺伝子に対しては IME の作用が明確ではなかった。私は酵母 Saccharomyces 
cerevisiae においてもイントロンが異種遺伝子の発現を増強することを明らかにした。同時に，
5’-UTR にイントロンを持つプロモーターの発現能が高いこと，さらに既知の高発現プロモー
ターの 3’末端と発現遺伝子の開始コドンの間にイントロンを挿入することで，分泌性ルシフェ
ラーゼ yCLucの発現を 50倍にも増強できることを明らかにした(Hoshida et al.， Appl. Mol. 

Biotechnol.， 2017)。一方で，関連する実験結果から 3つの課題が浮かび上がった。 

(1)イントロンによる発現増強は発現させる遺伝子に依存する。 

 赤色蛍光タンパク質 yEmRFPでは発現増強効果が全くなかった。これはイントロンによ
る発現増強には，発現させる遺伝子側の配列も重要であることを示している。しかし，イン
トロンによる発現増強に必要な発現遺伝子側の配列要因は全く知られていない。 

(2)増強に必要なイントロン側の配列因子はなにか。 

増強は種々のイントロンで効果があった。これらのイントロンはスプライシングに必須の
5’末端’配列，ブランチポイント，3’末端配列がほぼ完全に保存されているが，それ以外の配
列に保存性は無い。このことから，発現増強に真に重要な配列は何か，さらにそれがスプラ
イシング必須配列と一致するのかという疑問が生じる。 

(3)翻訳レベルで発現を増強する機構が存在する。 

ガラクトース誘導性プロモーターの系では，mRNA 量を全く変化させないまま，タンパ
ク質量が 10倍に増加した。これは翻訳時には除去されているはずのイントロンが，翻訳効
率を変化させることを示唆する。イントロンが翻訳効率を変える現象自体は，過去に植物や
動物でいくつか報告があるが，その機構は全く解明されていない。 

 

２．研究の目的 

(1)発現増強に必要な発現遺伝子側の配列を決定し，増強のための遺伝子設計を可能にする。 

(2)発現増強に必須のイントロン中の配列を明らかにする。同時に発現増強にスプライシングが
必須かどうかを決定する。 

(3)翻訳レベルで発現増強に関わるタンパク質の同定と翻訳レベルの増強機構を提案する。 

 

３．研究の方法 

(1)発現増強に必要な発現遺伝子側配列の決定 

 分泌性ルシフェラーゼをコードする 2つの異なる遺伝子配列を用いる。一つは酵母コドン
に最適化した yCLuc 遺伝子で，もう一つは野生型の CLuc 遺伝子である。これら 2 つの遺
伝子の塩基配列は異なるが，コードするアミノ酸配列は全く同じである。さらに，発現レベ
ルとイントロンの効果が全く異なっており，yCLucは CLucに比べて発現が低いが，イント
ロンによる発現増強を受ける。これに対して CLucは発現レベルが高いがイントロンによる
増強は受けない。これら 2つの遺伝子を組み合わせたキメラ遺伝子を構築し，その発現レベ
ルとイントロンによる発現増強効果を評価した。これにより，発現の大小に関与する配列，
および，イントロンによる増強に関与する配列を決定した。 

 

(2)発現増強に必須のイントロン配列の決定と，スプライシングと発現増強の関係 

①発現増強に必須のイントロン配列の決定 

これまで発現増強に用いていたイントロン配列に変えて，短いイントロンに変えた時の増
強効果を調べ，増強効果のあった短い配列からさらに削除した配列による IME の効果を評
価し，発現増強に必要な，最短の配列を決定した。 

 

②スプライシングと発現増強の関係 

イントロンの 5’末端 2塩基，ブランチポイントの A，3’末端 2塩基は真核生物で完全に保
存されており，スプライシングに必須の配列である。さらに，酵母 S. cerevisiae ではイン
トロンの 5’末端 6塩基，ブランチポイントを含む周辺 8塩基，3’末端 3塩基の保存性も非常
に高い（図 1）。これらの配列に変異を入れた時の増強のレベルを測定し，スプライシング
必須配列が発現増強に必要かどうかを明らかにした。 

 

(3) 翻訳レベルで発現増強に関わるタンパク質の同定と翻訳レベルの増強機構を提案 

 IME全般の機構自体もよくわかっていないが，翻訳レベルでの発現増強機構は全く未解明
である。そこで，IMEに必要な遺伝子群を探索し，これら遺伝子の産物であるタンパク質が
転写レベルで影響しているか転写後のステップで影響しているかを調べた。遺伝子の探索に
は酵母遺伝子破壊株セットとこれに対する網羅的形質転換法（Hoshida et al.， Appl. Mol. 

Biotechnol.， 2013）を用いた。さらに，これらのタンパク質について既に知られている機



能から，翻訳レベルの増強メカニズムを推定した。 

 

４．研究成果 

(1)発現増強に必要な発現遺伝子側配列の決定 

 酵母コドン最適化 yCLuc 遺伝子と CLucのキメラ遺伝子を作製し，これらをイントロンの
ある場合とない場合の 2つの系で発現させ，分泌性ルシフェラーゼの活性としてそれぞれの
ルシフェラーゼ遺伝子の発現，および IME の効果を調べた。まずは，両遺伝子を組換える
位置を大きく変化させ，活性評価の後，さらに領域を絞っていった。その結果，以下のこと
が明らかとなった。 

① yCLucが通常は発現抑制を受けており，イントロンによってその抑制が解除される。 

② yCLucの N 末端側に存在する 50 bp 程度の領域が抑制を起こしている。 

③ その 50 bp の抑制配列の一部でも，活性低下がみられ，CLuc と比べ異なる塩基が多く
なるほど抑制の程度が大きくなる。 

 これまでから，IMEを受ける遺伝子とそうでない遺伝子があることは知られていたものの，
同じタンパク質をコードしている遺伝子では知られておらず，キメラ遺伝子を利用した解析
はできなかった。本研究で同じルシフェラーゼをコードする 2 つの遺伝子で IME が異なっ
たことにより，IMEを引き起こす配列がその遺伝子の一部であることが明らかになった。ま
た，IMEは，通常は発現抑制を受けている遺伝子の発現を増強していることが明らかとなっ
た。 

 

(2)発現増強に必須のイントロン配列の決定と，スプライシングと発現増強の関係 

①発現増強に必須のイントロン配列の決定 

 発現増強に必須のイントロン配列を決定するために，イントロンの削除解析を行った。ま
ず，S. cerevisiaeが持つイントロンから 100 bpより短いイントロンを集め，これらを 5’-UTR

に配置した時の発現増強効果を調べた。その結果いずれのイントロンでも増強効果が見られ
た。これらのイントロンから QCR10遺伝子のイントロン（63 bp）を選び，削除解析を行っ
た。その結果，26 bp が IMEを引き起こす最小のイントロン配列であることが分かった。 

 

②スプライシングと発現増強の関係 

 スプライシングと発現増強の関係を調べるために，QCR10 イントロン中の真核生物での
保存配列及び S. cerevisiae での保存配列に変異を入れた時の IME を解析した（図 2）。そ
の結果，5’-GT，ブランチポイントの A，3’-AG のどの変異においても IMEが見られなくな
ったことから，IMEにとってスプライシングは必須であるように思われた。なお，これらの
変異を導入した時に，QCR10 イントロンのスプライシングができていないことも逆転写
PCRで確認した。また，S. cerevisiae で保存されている 5’配列に変異を入れた場合にも IME

が起こらなくなった。 

一方で，先に決定した最小のイントロン配列において，保存配列に変異を導入したところ，
5’-GT，ブランチポイントの A，S. cerevisiae で保存されている 5’配列の変異では IMEはほ
とんど起こらなくなった。これに対して，3’-GTに変異を入れた場合には，IMEを示す配列
が存在した。そこで，この変異配列のスプライシングを調べてみると，スプライシングされ
ていないことが分かった。この配列の他にもスプライシングを受けずに IME を起こす配列
を得ており，IME にとってスプライシングは必ずしも必要ではないことが明らかになった。
5’-UTR にイントロンを配置したことでスプライシングが生じなくても，ルシフェラーゼを

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 S. cerevisiae イントロンの保存配列 

S. cerevisiae のイントロンの各部分の配列の頻度をグラフに示した。GT-AG 

rule とブランチポイントの Aはすべての真核生物で保存されている。 



発現させられることで，スプライシングできない配列による IMEの効果を明らかにできた。 

 

(3) 翻訳レベルで発現増強に関わるタンパク質の同定と翻訳レベルの増強機構の提案 

 IMEの機構解析，特に翻訳レベルでの機構解析に向けて，酵母遺伝子破壊株セットにイント
ロンを持つ yCLuc発現プラスミドを形質転換し，ルシフェラーゼ活性が低下する株を探索した。
活性が低下した株の破壊遺伝子が IME を引き起こしている可能性が考えられる。その結果，
4464株の形質転換体が得られ，再活性測定，再形質転換，および破壊遺伝子の相補実験を行っ
た結果，ルシフェラーゼ活性が約半分に低下した株を得た。この株でイントロンを持たない
yCLuc を発現させた場合には活性にほとんど変化がなかったことから，この遺伝子が IME に
関与していることが明らかになった。 

 また，このスクリーニング過程で，予想に反して活性が高まる株もいくつか得られた。これ
らの破壊株でイントロンを持たない yCLucを発現させると，イントロンを与えていないにもか
かわらず活性が大きく上昇し，野生株でイントロンを与えた場合と同レベルの 60 倍程度にま
で活性を高める破壊株も存在した。これらの遺伝子は，yCLucの発現抑制に関与していると考
えられたことから，ほかの発現抑制にかかわる遺伝子を得るために，イントロンを持たない
yCLuc発現ベクターを遺伝子破壊株セットに導入し，得られた形質転換体のルシフェラーゼ活
性の上昇を調べた。スクリーニング後，同様に再形質転換等を行い最終的に，yCLuc の発現を
高める 14株を得ることができた。 

 これら計 15 株での mRNA 量を測定した結果，IME に関与する 1 遺伝子では，破壊株にお
いて mRNA 量が低下しておらず，むしろ 1.5 倍程度に増加していた。つまり，この遺伝子は
翻訳レベルで IME に関与していると考えられる。しかし，この遺伝子の既知の機能は転写に
関与するものであったことから，未知の機能を有している可能性が示唆された。さらに，yCLuc

の発現抑制に関与する 14株中，6株ではmRNA量にほとんど増加がみられなかった。つまり，
これらの遺伝子も翻訳レベルで yCLucの発現を抑制していると考えられる。既知の遺伝子機能
を調べてみるとリボソーム関連タンパク質，RNA 輸送，タンパク質分解の機能を持つタンパ
ク質が含まれていたことから，yCLucの発現抑制が，転写以降で引き起こされていることが考
えられた。つまり，イントロンはこれらの遺伝子による抑制を解除していることになるので，
翻訳レベルで IME が機能していると推定される。これらの遺伝子の機能を詳細に解析するこ
とで，配列依存的な遺伝子発現の抑制機構及び IMEの機構を明らかにすることができる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 ScQCR10イントロンの保存配列の変異による IME の変化 

QCR10 イントロンによる発現増強強化に対する、保存配列の変異の影響を
yCLucの発現量変化として定量した。 
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