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研究成果の概要（和文）：本研究では，既知IRESの高活性化や，新規な高活性IRESの探索，あるいはIRES活性に
影響する酵母内在・外来の因子をスクリーニングし， 「オペロン型の遺伝子発現」が可能な酵母遺伝子発現系
の開発をおこなった。汎用の遺伝子発現系としての確立にはさらなる検討が必要であるが，IRES活性の向上のた
めの工学指針を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Gene expression tools are fundamental in any biotechnological project. In 
this project, we established a gene expression system using an internal ribosomal entry site (IRES) 
to realize efficient polycistronic gene expression in eukaryotic yeast. We developed a screening 
system for the evaluation of IRES-dependent translation efficiency in yeast. By using this screening
 system, we could find several requirements for the efficient IRES-dependent translation in yeast. 
Leveraging the findings, further engineering of the IRES-dependent translation can be performed in 
yeast.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子発現は生物機能の根幹であり，その制御系の充実は生物機能の工学自由度に直結する。その点で，1つの
RNAから1つの遺伝子しか発現できない真核生物では，原核生物に比べ遺伝子発現系構築の自由度が低い。本研究
の目的は，真核生物の酵母に，1つのRNAから複数遺伝子を発現できる「オペロン型の遺伝子発現系」を構築する
ことであり，人工遺伝子発現ネットワークの構築や有価物質生産のための代謝経路構築などを加速すると期待さ
れる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

原核生物では，一つの RNA から複数の遺伝子が発現する「オペロン型の遺伝子発現」が可能で

あり，その工学スピードは早い。一方，真核生物である酵母では，RNA からタンパク質への効

率のよい翻訳に RNA 末端の”cap 構造”が必要なため，一つの RNA から一つの遺伝子しか発現で

きず，遺伝子発現の制御ツールの不足がボトルネックになっていた（図 1a）。Internal ribosome 

entry site (IRES)と呼ばれる mRNA 配列上の高次構造へのリボソームの結合を介して二つ目以降

の遺伝子の発現を促す方法もあるが，IRES を使用した遺伝子発現は通常のそれに比べ非常に弱

いことが課題であった。もし高活性な IRES を多数創出できれば，酵母にもオペロン型の遺伝子

発現系（図 1b）が構築できると考え，本課題の着想に至った。 

 

 

図 1. 酵母における IRES を用いたオペロン型遺伝子発現は発現量の向上が最大の課題. a.酵母

の遺伝子発現では通常，RNA 末端の cap 構造へのリボソームの結合を介してタンパク質への翻

訳が開始されるため，遺伝子ごとに転写ユニットが必要である. b. IRES を利用したオペロン型

の遺伝子発現系では，リボソームが RNA 上の IRES に結合できるため，cap がなくても遺伝子

を翻訳できる.  

 

２．研究の目的 

本研究では，既知 IRES の高活性化や，新規な高活性 IRES の探索，あるいは IRES 活性に影響す

る酵母内在・外来の因子をスクリーニングすることにある。得た知見を集積し，酵母工学の最重

要課題の一つである「オペロン型の遺伝子発現」を実現することを目的とした。 



３．研究の方法 

"T7 ファージ由来の遺伝子発現系"を利用した IRES 活性評価法 

T7 ファージの RNA ポリメラーゼ（T7 RNAP）とそのプロモータ（T7p）を用いた T7 ベースの

遺伝子発現系は， T7 RNAP が T7p下流から転写する RNA は IRES 配列がなければ全く翻訳さ

れないため，T7 ベースの遺伝子の発現量は IRES の機能をそのまま反映する（図 2）。また，T7 

RNAP 不在時に起こる遺伝子発現があれば，それは IRES 機能と無関係である。このように，IRES

の「活性」を，T7 RNAP 発現の有無に応答して ON/OFF する遺伝子発現の変化量として直接評

価できる評価系を確立し，本手法を用いて IRES 活性に影響する因子を探索した。 

 

図 2. T7 RNAPに依存した遺伝子発現の量は IRES活性を反映する 

 

４．研究成果 

(1) 酵母内 IRES 活性のスクリーニング 

酵母 Saccharomyces cerevisiaeでの機能が知られている 7種の IRES の酵母内活性について，図 2

に示す IRES 活性評価系を用いて評価した。予想通り IRES の活性は低く，7 種のうち 1 種のみ

で活性が検出された。活性のみられなかった IRES のいくつかはその転写量自体が低いことが明

らかになったが，転写量に差が見られないにも関わらず活性が検出できない IRES も見られた。 

 

(2) IRESへのランダム変異導入 

IRES配列の繰り返しの使用は，相同組み換えを誘発するため，異なる配列の高活性IRESを多数

取り揃えることは，遺伝子発現ベクターの設計自由度に影響する重要な要素の一つである。IRES

の配列多様化を狙い，酵母で活性を示したIRESの配列全体にランダム変異を導入し，作製した

ライブラリを導入した酵母ライブラリについて，IRES活性を示す変異体を探索した。活性が野

生型よりも高い変異体は単離できなかったものの，野生型の39–93%の活性を保持する変異体を

複数単離できた。配列解析を実施したところ，塩基対形成部位の変異がいくつかの変異体で観察

された。このような塩基対形成のペアを変える変異を繰り返し導入することで，活性を維持した

ままIRESの配列を多様化し，IRES同士の配列相同性を低減できる可能性が示唆された。 

 

まとめと今後の展望 

酵母内で活性を示すIRESやその変異体を見出した。今後は本課題で構築したIRES活性の評価系

（図2）を用いて，IRES活性を高める因子を探索し，汎用の遺伝子発現系としての確立を目指す。 
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