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博士論文要旨  

≪氏名≫ 山内  隆寛  

 

≪論題≫  

麹菌 Asperg i l lus  oryzae  RIB40 由来の th iA リボスイッチの  

機能解析と応用に関する研究  

 

≪概要≫  

 リボスイッチとは、ビタミンなどの小分子を直接認識して遺伝子発現を

制御する mRNA で、バクテリアだけでなく、カビや植物などの真核生物

にも存在する。リボスイッチは、小分子化合物の添加によって遺伝子発現

を制御できることから、その応用が期待されており、リボスイッチの遺伝

子制御メカニズムを利用して、天然のリボスイッチにはない新しい機能性

のリボスイッチが開発されている。  

認識する小分子に応じて、様々なリボスイッチがバクテリアで発見さ

れているが、真核生物で見つかっているのはチアミンピロリン酸（ TPP）

を認識するリボスイッチのみである。麹菌 Asperg i l lus  oryzae  RIB40 の

th iA 遺伝子は、チアミン合成系遺伝子の１つで、 th iA の 5 ′側非翻訳領域

（ 5 ′ -UTR）のイントロン内に TPP 結合型リボスイッチ様配列が見いださ

れた。チアミン存在下で A.  oryzae を培養すると th iA の発現が抑制され、

その遺伝子発現制御にこのリボスイッチ様配列が関係していることが明ら

かとなっていたが、このリボスイッチ様配列にチアミンから変換された

TPP が直接結合し、リボスイッチとして機能するかは明確ではなかった。

また、リボスイッチを遺伝子制御ツールとして利用する場合、小分子の添

加によって遺伝子発現を抑制するのではなく、促進するほうが応用の範囲

も広がる。  

そこで本研究では、 t h iA 遺伝子の 5  -UTR に存在するリボスイッチ様配

列の RNA に直接 TPP が結合することを明らかにするとともに、 th iA リボ

スイッチと TPP の結合には、 Mg 2 +が重要な役割を果たしていることを明

らかにした。また、 t h iA リボスイッチによる選択的スプライシングのスプ
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ライシング部位を解明し、その結果を応用して野生型の th iA リボスイッ

チとは逆の制御をする人工リボスイッチの開発を試みた。さらに、 th iA リ

ボスイッチによる選択的スプライシングのメカニズムを解明し、それを応

用して TPP が結合すると遺伝子発現を促進する人工リボスイッチの開発

を試みた。  

  

≪各章の要旨≫  

第 1 章では Asperg i l lus  oryzae 由来の TPP 結合型リボスイッチ様配列に

TPP が結合することを確認するとともに、 TPP が結合する際に重要な

Mg 2 +の役割を解明にした。 20°C における th iA リボスイッチに結合する

TPP の結合定数は、 Mg 2 +の濃度を 0 から 1 .0  mM に増やすと、 1 .2  ×  10 6 か

ら 50 ×  10 6  M - 1 になった。さらにさまざまな条件下での th iA リボスイッチ

の円二色性スペクトル（ CD スペクトル）は、 1 .0  mM Mg 2 +が th iA リボス

イッチの局所的な構造変化を誘発することを明らかにし、これが TPP と

th iA リボスイッチの結合に重要であることが考えられた。これらの結果か

ら、 th iA リボスイッチと TPP の結合を生理学的濃度の Mg 2 +が制御してい

ることが明らかとなった。  

 

 第 2 章では、 th iA リボスイッチによる選択的スプライシング部位を決定

し、その結果を基に人工リボスイッチの構築を試みた。 th iA リボスイッチ

は、 TPP 非結合時はイントロンが完全に切り出されるが、 TP P 結合時は

85 塩基のイントロンが残る。この残ったイントロンには潜在的な翻訳開

始コドンが 3 ヶ所存在し、遺伝子発現抑制することが考えられた。この遺

伝子制御メカニズムに基づいて、遺伝子発現を抑制するイントロン配列を

あらかじめ除去し、 TPP 結合時にスプライシングが行われる ON リボスイ

ッチの設計をさらに試みた。 ON リボスイッチによって制御したレポータ

ー遺伝子アッセイの結果から、 TPP 非結合時はスプライシングが起こらず

に遺伝子発現が抑制されるが、 TPP が ON リボスイッチに結合すると、ス

プライシングが起こり、遺伝子発現を正に制御することが明らかとなっ

た。  
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第 3 章では、 th iA リボスイッチの遺伝子制御メカニズムの解明とその応

用を検討した。 th iA リボスイッチは、 TPP とリボスイッチの結合を介して

mRNA の選択的スプライシングを制御し、タンパク質産生を低下させる。

TPP 結合部位の 3 ′ -側に存在する特定の配列と塩基対を形成する配列を 5 ′ -

スプライシング部位の近傍に見出し、この配列が、 th iA リボスイッチの選

択的スプライシングに重要な役割を果たすことを解明した。さらに、 th iA

リボスイッチによって制御される選択的スプライシングのメカニズムに基

づいて、野生型 th iA リボスイッチのように TPP がリボスイッチに結合す

ると遺伝子発現を抑制するのではなく、逆に遺伝子発現を促進する TPP

結合型 ON リボスイッチを構築した。この ON リボスイッチによって制御

される標的遺伝子は、 A .  oryzae  niaD300 で実用的なレベルで発現すること

が明らかとなった。  

 

以上  
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序論 

 

 生物におけるタンパク質生合成の一般的な流れは、 DNA から mRNA へ

の転写と mRNA からタンパク質への翻訳である。翻訳では tRNA が

mRNA の塩基配列に対応するアミノ酸を運び、リボソームがアミノ酸の結

合を触媒してタンパク質を合成する。このアミノ酸の結合反応の中心的な

役割を担っているのは、リボソームの構成成分である rRNA である。この

ように RNA は DNA にコードされる情報からタンパク質を合成するうえ

で非常に重要な役割を担っているが、あくまでも DNA とタンパク質の仲

介役として働いていると考えられていた。しかし、 1980 年代に、原生動

物 Tetrahymena において、グアノシンと Mg 2 +が存在すれば、酵素の非存

在下でも RNA に転写されたイントロンが自動的に切り出されるリボザイ

ムが発見された（ Kruger  e t  a l . ,  1982）。その後、 RNA を介した新たな遺伝

子発現調節機構である RNA 干渉（ RNAi）が発見された。これは二本鎖

RNA を細胞に導入することにより、相同な塩基配列を持った mRNA に対

合し、切断することで遺伝子の発現を抑制する現象である（ Fire  A e t  a l . ,  

1998）。これらの RNA の新規機能は、さまざまな化学反応に対して見いだ

されていることから、生命の起源は RNA であるという「 RNA ワールド」

（ Gilber t  1986）の概念が広く知られるようになった。  

 Escher ich ia co l i  の mRNA の一部が、ビタミンの一種であるチアミンピ

ロリン酸（ TPP）を直接認識し、遺伝子発現を調節するという全く新しい

遺伝子発現調節機構が 2002 年に発見された（ Winkler  e t  a l . ,  2002a）。この

特殊な RNA （リボ
．．

核酸）は遺伝子発現のスイッチを担っていることから

「リボスイッチ」と呼ばれている。その後、 TPP だけでなく、フラビンモ

ノヌクレオチド（ Winkler  e t  a l . ,  2002b）、 S -アデノシルメチオニン

（ Winkler  e t  a l . ,  2003）、アデニン（ Mandal  e t  a l . ,  2004a）、ビタミン B 1 2

（ Nahvi  e t  a l . ,  2004）、グリシン（ Mandal  e t  a l . ,  2004b）、グアニン

（ Serganov e t  a l . ,  2004）、グルコサミン -6 -リン酸（ Blount  e t  a l . ,  2006）、リ

ジン（ Blount  e t  a l . ,  200 7）を認識する様々なリボスイッチが様々なバクテ

リアで発見された。さらに、真核生物であるカビや植物からも TPP 結合
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型リボスイッチが発見された（ Sudarsan  e t  a l . ,  2003）。興味深いことに、

真核生物における天然のリボスイッチは TPP 結合型リボスイッチのみで

ある（ Wachter,  2010 ,  C l ingman  e t  a l . ,  2013,  Breaker,  2018）。  

 チアミン（ビタミン B 1）はすべての生体系に不可欠であり、チアミン

に２つのリン酸基が結合した TPP は、炭水化物及びアミノ酸代謝酵素の

補因子である。 TPP を合成する微生物は、チアゾール及びピリミジン部位

を生合成し、それらを結合してチアミンモノリン酸を形成する

（ Set tembre  e t  a l . ,  2003）。真核生物である麹菌 Asperg i l lus  oryzae  RIB40 の

th iA 遺伝子は、チアゾール部位である 5 -(2-ヒドロキシエチル ) -4 -メチルチ

アゾールリン酸の生合成に関わっていると考えられている。真菌は転写及

び転写後レベルでチアミン合成を調節することが知られ、 A.  oryzae の

th iA 遺伝子は、チアミン生合成のフィードバックメカニズムとして機能す

る（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）。 th iA の 5 ′ -非翻訳領域（ 5 ′ -UTR）のイントロン

内に TPP 結合型リボスイッチ様配列が見いだされた。チアミン存在下で

A.  oryzae を培養すると th iA の発現が抑制され、その遺伝子発現制御にこ

のリボスイッチ様配列が関係していることが明らかとなったが（ Kubodera  

e t  a l . ,  2003）、このリボスイッチ様配列に TPP が直接結合し、リボスイッ

チとして機能するかは明確ではなかった。そこで、第 1 章では、 th iA の

5 ′ -UTR に存在する T PP 結合型リボスイッチ様配列への TPP の結合性を確

認するとともに、 TP P 結合型リボスイッチに対する Mg 2 +の影響を解明し

た。  

 遺伝子発現の調節や触媒活性を示す天然の機能性 RNA の例が発見され

ることで、それに触発された研究者たちは合成の RNA ベースの遺伝子制

御システムを開発している（ Isaacs  e t  a l . ,  2006）。また、天然の機能性

RNA の遺伝子制御メカニズムを利用して、天然の RNA にはない新しい機

能性 RNA も開発されている。バクテリア由来の TPP 結合型リボスイッチ

の遺伝子制御メカニズムを Fig .  1 に示した。バクテリアのタンパク質翻訳

は、 mRNA 上のリボソーム結合部位である Shine-Dalgarno 配列（ SD 配

列）にリボソームが結合することで始まる。しかし、 TPP がリボスイッチ

に結合することで mRNA の構造が変化し、 SD 配列にリボソームが結合で
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きなくなり、翻訳が抑制される。 Nomura らは、この SD 配列を含む

mRNA の構造変化に着目して、 E.  co l i 由来のリボスイッチとは逆の遺伝子

制御をするリボスイッチを開発した（ Nomura  e t  a l . ,  2007）。第 1 章で TPP

が Mg 2 +を介して結合することが確認された th iA リボスイッチは、真核微

生物を宿主としてチアミンを培地に添加することによって遺伝子発現を制

御できることから、その応用が期待できる。タンパク質を大量生産する際

に、所望の有用タンパク質が宿主細胞の増殖を阻害する場合、そのタンパ

ク質を大量生産することは困難である。この問題を解決する方法として、

有用タンパク質の生産をリボスイッチで制御し、宿主微生物を増殖させる

時はタンパク質の生産を抑え、宿主が十分に増殖した後にタンパク質を生

産させることが挙げられる。しかし、 th iA リボスイッチは、 T PP の結合に

よって遺伝子発現を負に制御する O FF リボスイッチであり、制御のしや

すさという面では TPP の結合によって遺伝子発現を正に制御する ON リ

ボスイッチの方がより望ましい。また、 t h iA リボスイッチはイントロンに

存在し、チアミンの有無によって mRNA の長さが変化したことから、 th iA

リボスイッチはイントロンのスプライシングを制御することが示唆された

が、その詳細は明らかになっていなかった（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）。そこ

で、第 2 章では、 TPP が th iA リボスイッチに結合した時のスプライシン

グ部位を特定し、さらに、そのスプライシング部位を利用して、野生型の

リボスイッチとは逆の遺伝子制御をする人工 ON リボスイッチの開発につ

いて述べる。  

 第 2 章で述べた th iA リボスイッチのスプライシング部位を利用した ON

リボスイッチは、タンパク質を生合成するための遺伝子制御ツールとして

利用するには、遺伝子発現のレベルが低く、 ON と O FF の遺伝子発現量の

差も十分ではなかった。また、 th iA リボスイッチの TPP 結合による選択

的スプライシングのメカニズムの詳細についてはまだ不明な点が多かっ

た。そこで、第 3 章では th iA リボスイッチの TPP 結合部位の 3 ′ -側に存在

する特定の配列と塩基対を形成する配列を 5 ′ -スプライシング部位の近傍

に見出し、この配列が、 th iA リボスイッチの選択的スプライシングにおい

て重要な役割を果たすことを解明した。さらに、この配列を利用し、 TPP
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が結合することで遺伝子発現を促進する人工 ON リボスイッチの開発につ

いて述べる。  

 

 

F ig .  1 バクテリア由来の TPP 結合型リボスイッチによる遺伝子制御メカ

ニズムの概略  

 

はしご付きの円は mRNA のループ構造を示した。  

  



5 

 

第 1 章  

麹菌由来の thiA リボスイッチと  

TPP の結合における Mg2 +の役割の解明  

 

要約  

 本研究では麹菌 Asperg i l lus  oryzae 由来の th iA リボスイッチに対する

TPP の結合性と Mg 2 +の影響を解明した。 20°C における th iA リボスイッチ

に結合する TPP の結合定数は、 Mg 2 +の濃度を 0 から 1 .0  mM に増やすと、

1 .2  ×  10 6 から 50  ×  10 6  M - 1 になった。さらにさまざまな条件下での th iA リ

ボスイッチの円二色性スペクトル（ CD スペクトル）は、 1 .0  mM Mg 2 +が

th iA リボスイッチの局所的な構造変化を誘発することを示唆し、これが

TPP と th iA リボスイッチの結合に重要であることが考えられた。これら

の結果から、 th iA リボスイッチと TPP の結合を生理学的濃度の Mg 2 +が制

御していることが明らかとなった。  

 

1-1  緒言  

 RNA は DNA の遺伝情報からタンパク質を生成するための仲介役だけで

なく、タンパク質と同様に様々な生物学的機能を担っていることが明らか

となっている。例えば、高度好熱菌で発見されたリボソーム RNA はペプ

チド結合形成の触媒に関与し（ Nolle r  e t  a l . , 1992）、トランスファー RNA

の中には複製に関与するもの、イントロンの自己スプライシングに関与す

るもの、翻訳調節に関与するものが知られている（ Giege e t  a l . ,  1998）。ま

た、メッセンジャー RNA（ mRNA）は RNA の寿命を決定し（ Spicher  e t  

a l . ,  1998）、天然及び人工的に進化した触媒 RNA とリボザイムはさまざま

な反応を触媒することができる（ Breaker,  1997,  Okumoto  e t  a l . ,  2002）。さ

らに、アプタマー（ Lee  e t  a l . ,  2004）や RNAi （ Elbash i r  e t  a l . ,  2001）な

どの RNA は新しい機能性分子として知られている。 RNA が多様な機能を

持つ理由として、 RNA が多様な高次構造を持つことが挙げられる

（ Ohmichi  e t  a l . ,  2002）。 RNA を構成するヌクレオチドはリン酸骨格でつ

ながっており、水溶液中では常に負に帯電した状態である。そのため、



6 

 

RNA の高次構造の形成には、正電荷イオンの結合が必要であり、生体内

ではカチオンが重要であることが知られている（ Sugimoto  e t  a l . ,  1996）。

特に、 Mg 2 +は細胞内に最も多く存在する二価カチオンで、 Mg 2 +が RNA の

構造安定性と活性構造の形成を促進するために必要であることが実証され

ている（ Buja lowski  e t  a l . ,  1986）。また、 Mg 2 +はしばしば触媒作用に直接

的な役割を果たすことも知られている（ Koizumi  e t  a l . ,  1991）。したがっ

て、 RNA の構造における Mg 2 +をはじめとするカチオンの役割の定量分析

は、 RNA の機能を理解するために重要である。  

 リボスイッチと呼ばれる機能性 RNA は、いくつかの原核生物の mRNA

の 5 ′ -非翻訳領域（ 5 ′ -UTR）に存在する遺伝子制御システムである

（ Winkler  e t  a l . ,  2002a ,  La i  e t  a l . ,  2003）。他の多くの遺伝子制御システム

と異なり、リボスイッチはタンパク質因子なしで標的代謝物と直接相互作

用し、遺伝子発現の調節をもたらす。リボスイッチの特性の 1 つは、ビタ

ミンなどの小分子が結合することで mRNA の構造を変化させて、遺伝子

発現を調節することである（ Winkler  e t  a l . ,  2002 a ,  La i  e t  a l . ,  2003 ,  

Sudarsan  e t  a l . ,  2003）。 Winkler らは、 in  v i t ro 試験で算出されたリボスイ

ッチとリガンドの相互作用の結合エネルギーは、細胞内の結合エネルギー

とは異なる可能性があると指摘した（ Winkler  e t  a l . ,  2002 a）。これは、生

理学的濃度の Mg 2 +や他の生体内成分がリボスイッチの構造と機能に影響

を与えることが予想されるからである。リボスイッチの機能はその構造変

化によって調節されるので、その三次構造は、他の機能性 RNA に見られ

るように、生体内カチオンに依存する可能性がある。しかし、リボスイッ

チの構造に対する生理学的濃度の Mg 2 +などのカチオンの影響は不明であ

った。  

 麹菌 Asperg i l lus  oryzae  RIB40 の推定チアゾール合成遺伝子である th iA

の 5 ′ -UTR のイントロン内に TPP 結合型リボスイッチ様配列が発見された

（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）。また、チアミン存在下で A.  oryzae を培養すると

th iA の発現が抑制されることを見出した。チアミンは麹菌に取り込まれる

と TPP に変換されること、 th iA の TPP 結合型リボスイッチ様配列の一部

を欠失させると th iA の発現制御が解除されたことから、 th iA の遺伝子発
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現制御にこのリボスイッチ様配列が関係していることが明らかとなったが

（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）、このリボスイッチ様配列に TPP が結合してリボ

スイッチとして機能するかは明確ではなかった。そこで、本研究では、

th iA の 5 ′ -UTR に存在する TPP 結合型リボスイッチ様配列への TPP の結合

性を確認するとともに、 TPP の結合に対する Mg 2 +をはじめとするカチオ

ンの影響を解明した。  
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1-2  方法  

 

1-2-1  DNA の調製  

th iA の 5  -UTR 部位（ Fig .  1 -1）の -233 から -61 に存在する TPP 結合型リ

ボスイッチ様配列の推定 TPP 結合部位の転写用 DNA テンプレートの作製

は、 th iA の -729 から -1 の 5  -UTR を持つ pNGTH ベクター（ Fig .  1 -2）

（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）を鋳型にし、 T7 プロモーター（太字）を付与し

たプライマー 1（ 5  -TAATACGACTCACTATAGGCGTGGGCCGGTGTTCG -

3 ）とプライマー 2（ 5  -GGCATGATCCTTTTCGCTGG -3 ）を用いて Ex Taq 

（ Takara）によってポリメラーゼ連鎖反応（ PCR）を行った。 PCR はサー

マルサイクラー P C-801（ ASTEC）を用いた。 50  L 反応液を 98°C で 3 分

間インキュベートした後に、 98°C で 10 秒、 60°C で 30 秒、 72°C で 60 秒

の PCR を 30 回行い、 72°C で 5 分間アニーリングを行った。増幅 DNA は

3%（ w/v）の SeaKem GTG アガロースゲル（ BMA Biomedica ls）で電気泳

動して精製し、 QIAquick  Gel  Ext rac t ion  Ki t（ QIAGEN）を用いて DNA を

抽出した。精製した DNA の塩基配列は、プライマー 1 とプライマー 2 を

用いて AB I PRISM 310  Genet ic  ana lyzer（ Appl ied  Biosys tems）を用いて確

認した。  
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Fig .  1 -1  th iA 遺伝子の 5 ′ -UTR 部位  

 

太文字は TPP 結合型リボスイッチ様配列の推定 TPP 結合部位。数字は翻

訳開始部位を+1 とした時の塩基配列の場所を示した。  

 

 

Fig .  1 -2 pNGTH ベクター  

 

E .  co l i 由来 GUS 遺伝子である uidA と A .  oryzae 由来 amyB のターミネータ

ーの融合遺伝子を持ち、 uidA の上流にある Sma Ⅰサイトと Sal Ⅰサイトに

th iA の -729 から -1 の 5 ′ -UTR を挿入した。選択マーカーとして Amp r と

niaD を持つ。  
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1-2-2  RNA の調製  

 TPP 結合型リボスイッチ様配列の推定 TPP 結合部位の RNA は、

RiboMAX t ranscr ip t ion  k i t（ Promega）を用いて説明書に従って作製した。

DNA テンプレートを含む 20  L 反応液を 37°C で 4 時間反応させてから、

1  L DNase（ Promega）で 37°C で 15 分間反応させて DNA テンプレート

を除去した。 21  L 反応液をフェノール：クロロホルム：イソアミルアル

コール（ 25： 24： 1）で処理して約 20  L 水相を回収した後に、さらにク

ロロホルム：イソアミルアルコール（ 24： 1）で処理をして水相を回収し

た。水相に含まれる RNA はイソプロパノール沈殿を行ってから、脱イオ

ン水に溶解し、 8%（ w/v）変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分離

した後に、 200  mM NaCl と 1  mM EDTA を含む 10  mM Tr is–HCl（ pH 7 .5）

を用いてゲルから目的の RNA を溶出した。 RNA はエタノール沈殿を行っ

てから脱イオン水に溶解し、 260 nm の吸光度を測定することによって

RNA の濃度を決定した。  

 

1-2-3  円二色性スペクトルを用いた滴定実験  

 円二色性（ CD）スペクトルは、 Jasco J -820  spec t ropola r imete r（日本分

光）を用い、 1  cm 光路長のキュベットで、セル室を窒素置換して測定し

た。  

0 から 3 .0  M TPP に対する RNA の CD スペクトルの測定は、以下の通

り行った。測定時の 1 .5  mL サンプル溶液に対して、終濃度が 10、 100、

1 ,000 mM になるように NaCl あるいは KCl、終濃度が 50  mM になるよう

に 500  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）、終濃度が 0 .2  M になるように  RNA をキ

ュベット内で混合し、 50°C で 3 分間インキュベートしてから、 20°C で 30

分間インキュベートした。そして、終濃度が 0、 0 .2、 0 .5、 1 .0、 10  mM に

なるように 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）に溶解した 100  mM MgCl 2 、あるい

は終濃度が 1 .0  mM になるように 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）に溶解した

100  mM CaCl 2 を加えた。滴定する TPP 溶液には、 NaCl、 KCl、 MgCl 2、

CaCl 2 をそれぞれの実験の濃度と一致するように 50  mM Tr is -HCl（ pH 

7 .0）に溶解し、 10、 100  M の TPP 溶液を調製した。終濃度が 0、 0 .05、
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0 .1、 0 .2  M になるように、 10  M TPP 溶液を RNA 溶液に対して滴定し、

続けて 0 .5、 0 .75、 1 .0、 1 .5、 3 .0  M になるように 100  M TP P 溶液を滴

定した。滴定ごとに 20°C で 30 分間インキュベートしてから、 300 から

220  nm の RNA のモル楕円率（ deg  cm 2  dmol - 1）を測定した。  

0 から 1 .0  mM MgCl 2 に対する RNA の CD スペクトルの測定は、以下の

通り行った。測定時の 1 .5  mL サンプル溶液に対して、終濃度が 10 mM に

なるように NaCl、終濃度が 50  mM になるように 500  mM Tr is -HCl（ pH 

7 .0）、終濃度が 0 .2  M になるように  RNA をキュベット内で混合し、

50°C で 3 分間インキュベートしてから、 20°C で 30 分間インキュベート

した。滴定する 100 mM MgCl 2 溶液は、 10  mM NaCl を含む 50  mM Tr is -

HCl（ pH 7 .0）に MgCl2 を加えて調製した。そして、終濃度が 0、 0 .05、

0 .1、 0 .2、 0 .3、 0 .4、 0 .5、 0 .8、 1 .0  mM になるように  MgCl 2 を RNA 溶液に

滴定した。滴定ごとに 20°C で 30 分間インキュベートした後に、 300 から

220  nm の RNA のモル楕円率（ deg  cm 2  dmol - 1）を測定した。  

 

1-2-4  ネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動  

 ネイティブポリアクリルアミドゲル電気泳動（ PAGE）実施時の 20  L

サンプル溶液に対し、終濃度が 10  mM になるように  NaCl、終濃度が 50  

mM になるように 500  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）、終濃度が 0 .2  M になるよ

うに RNA を混合して、 50°C で 3 分間インキュベートしてから、 20°C で

30 分間インキュベートした。その後、終濃度が 0 あるいは 1 .0  mM になる

ように 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）に溶解した 0 あるいは 10  mM MgCl 2 を

加え、 20°C で 30 分間インキュベートした。 RNA サンプルの 8%（ w/v）

ネイティブ PAGE は、 Tris  /  bora te  /  EDTA（ TBE）バッファー下で、 5  V 

cm - 1 にて 5°C で 10 時間行い、 GelStar®  Nuc le ic  Acid  S ta in（ Takara）で染

色した。  

 

1-2-5  紫外融解曲線  

 測定時の 120  L サンプル溶液に対し、終濃度が 10  mM になるように

NaCl、終濃度が 50  mM になるように 500  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）、終濃度
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が 0 .2  M になるように RNA を混合して、 50°C で 3 分間インキュベート

してから、 20°C で 30 分間インキュベートした。その後、終濃度が 0 ある

いは 1 .0  mM になるように 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）に溶解した 0 あるい

は 10 mM MgCl 2 を加え、 0°C で 30 分間インキュベートした。紫外（ UV）

吸収の測定は Shimazu  UV-1700 を用い、サンプルを 1 .0  cm 光路長のキュ

ベットに入れ、 0 から 90°C に 0.5°C min - 1 の割合で加熱した時の 260 nm

での測定値から、 UV 融解曲線を作成した。  
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1-3  実験結果  

 

1 -3-1  TPP 結合型リボスイッチの構造と配列  

 麹菌の th iA 遺伝子に存在するリボスイッチ様配列の推定 TP P 結合部位

を th iM リボスイッチの TPP 結合部位と比較したものを Fig .  1 -3A に示し

た。チアミン存在下で麹菌を培養すると、 th iA 遺伝子の発現が抑制され

る。 th iA 遺伝子の 5 ′ -UTR のイントロン内に存在する TPP 結合型リボスイ

ッチ様配列の推定 TP P 結合部位の一部を欠失させることで、 t h iA 遺伝子

の発現制御が解除されることが報告されている（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）。

しかし、この th iA 遺伝子の推定 TPP 結合部位に TPP が結合することは報

告されておらず、 TP P が結合することが確認できれば、 th iA 遺伝子が TPP

結合型リボスイッチによって制御されていると言える。一方、 th iM リボ

スイッチは TPP によってチアミン合成系を制御するリボスイッチとして

Escher ich ia  co l i で発見された（ Winkler  e t  a l . ,  2002 a、 Mironov e t  a l . ,  

2002）。原核生物と真核生物は遺伝子発現メカニズムが異なっているにも

関わらず、麹菌の th iA 遺伝子に存在する推定 TPP 結合部位と th iM リボス

イッチの TPP 結合部位の配列は、高度に保存されていた。 th iA 遺伝子に

存在するリボスイッチ様配列の推定 TPP 結合部位を m-fo ld（ Zuker,  

2003）で計算し、その予測二次構造を Fig  1-3B に示した。この二次構造

も th iM リボスイッチと非常によく似ていたが（ Winkler  e t  a l . ,  2002 a）、こ

れら 2 つの配列の P 3 領域の長さは異なった。 Winkler らは P 3 領域の長さ

は遺伝子発現制御には重要ではないことを示しており、真核生物由来の

th iA リボスイッチ様配列での一価及び二価カチオンの影響を調べること

で、原核生物由来の th iM リボスイッチのこれらカチオンの影響も反映で

きると考えた。  
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Fig .  1 -3  麹菌由来 th iA 遺伝子の推定 TPP 結合部位  

 

（ A）麹菌由来 th iA 遺伝子の TPP 結合型リボスイッチ様配列と大腸菌由

来 th iM リボスイッチの TPP 結合部位の配列アラインメント。矢印はステ

ム構造を表し、はしご付きの円はループ構造を表したものである。ステム

を形成するシーケンスは、 P1、 P 2、 P 4、 P5 というラベルの付いた太字で

示した。 P 3 領域は長い（ 95 ヌクレオチド）ため、配列は省略した。（ B）

th iA 遺伝子に存在するリボスイッチ様配列の推定 TPP 結合部位の予測二

次構造。  
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1-3-2  th iA リボスイッチへの TPP 結合における Mg 2 +の役割  

 10  mM NaCl、 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）、 1 .0 mM MgCl 2 を含む溶液中で

の 0 .2  M th iA リボスイッチ様 RNA に TP P を滴定した時の CD スペクトル

を Fig .  1 -4A に示した。 CD スペクトルは、 265  nm 付近に大きな正のコッ

トンバンドを、 240  nm 付近に小さな負のコットンバンドを有しており、

この一本鎖 RNA が、鎖内で水素結合による塩基対を形成した A 型ヘリッ

クス構造をとっていることが確認できた（ Saenger,  1984）。 TP P の滴定に

より、 265  nm 付近のコットンバンドがシフトすることなく強度が弱くな

っていた。そこで、 265  nm のモル楕円率から th iA リボスイッチ様 RNA に

対する TPP の平衡パラメーターを推定できると考えた。 Fig .  1 -4B に 0 も

しくは 1 .0  mM Mg 2 +及び TPP 存在下での th iA リボスイッチ様 RNA の 265  

nm におけるモル楕円率の変化を示した。 TPP 滴定によって引き起こされ

るモル楕円率の変化は、 1 .0  mM Mg 2 +の非存在下よりも存在下で 4 倍大き

く、 Mg 2 +が TPP 結合によって誘導されるリボスイッチの構造変化に重要

であることが明らかとなった。  TPP 滴定中のモル楕円率の変化は、 0 .2  

M TPP までは直線的な変化で、この直線と飽和に達したモル楕円率との

交点は 0 .26  M だった。このことから、 0 .2 M の RNA と TPP は 1:1 で結

合したと考えられた。そこで、結合部位が 1 つであると仮定した時の平衡

パラメーターを推定する下記のモデル式を用いて TPP と th iA リボスイッ

チ様 RNA の結合定数を算出した（ Rippe ,  1997）。  

 

   a (K a [RNA] +  K a [TPP] +  1  −  ( (K a [RNA] +  K a [TPP]  +  1) 2  −  

4K a
2 [RNA][TPP]) 1 / 2 ) /2 K a [RNA] +  b  



a：基準化因子、 b：初期のモル楕円率、 [RNA]： RNA のモル濃度、

[TPP]： TPP のモル濃度、 K a： TPP と RNA の結合に対する見かけの結合定

数  

 

1 .0  mM Mg 2 +での K a 値は 20°C で (50  ±  34)  ×  10 6  M - 1 であり、 TPP が th iA リ

ボスイッチ様 RNA に直接結合したことが明らかとなった。つまり、麹菌
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で発見されたバクテリアの TPP 結合型リボスイッチとの類似配列が TPP

結合型リボスイッチ（ th iA リボスイッチ）として作用することが明確とな

った。興味深いことに、 th iA リボスイッチと TPP との K a 値は、 Mg 2 +の非

存在下で (1 .2  ± 0 .6 )  ×  10 6  M - 1 に減少することが見出され、 TPP と th iA リ

ボスイッチの結合は、 Mg 2 +に依存的であった。さらに TPP と th iA リボス

イッチの結合に対する Mg 2 +濃度への依存性を調べた結果を Table  1 -1 に示

した。 TPP と th iA リボスイッチの K a 値は Mg 2 +濃度の増加と共に増加し、

1 .0  mM Mg 2 +でほぼ飽和した。この結果から、生理学的濃度の Mg 2 +（≦ 1  

mM）が TPP の th iA リボスイッチへの結合に十分であることを実証した。  
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Fig .  1 -4  th iA リボスイッチ様 RNA に TPP を滴定した時の CD スペクトル  

 

（ A） 20°C での 10  mM NaCl、 1 .0 mM Mg 2 +と 0 から 3  M TPP（ 265  nm で

上から下）を含む 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）中の 0 .2  M th iA リボスイッ

チの CD スペクトル。（ B） 20°C での 10  mM NaCl 及び、 0 から 3 .0  M TPP

を含む 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）中の 265  nm での 0 .2  M  th iA リボスイッ

チのモル楕円率。■は 1 .0  mM MgCl 2 の存在下で、●は MgCl 2 の非存在下

でのモル楕円率を示した。  
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Table 1 -1  さまざまな濃度の Mg 2 +を使用した 20°C での th iA リボスイッチ

への TPP 結合の結合定数（ K a  ×  10 - 6 M - 1）  

Mg 2 +  (mM)  K a  ×  10 - 6  (M - 1 )  

0  1 .2  ±  0 .6  

0 .2  5 .0  ±  1 .7  

0 .5  28  ±  6.2  

1 .0  50  ±  34  

10  50  ±  16  

すべての実験は、 50  mM Tr is -HCl バッファー（ pH 7 .0）で行った。  

 

Na +だけでも RNA の特定のサブドメインを安定化させ、 RNA の活性を

誘導できることがあるため（ Downs e t  a l . ,  1996、 Murray e t  a l . ,  1998）、

th iA リボスイッチへの TPP 結合に対する高濃度の Na +の影響を調べた。

Mg 2 +の非存在下で 10、 100、 1 ,000  mM NaCl を含む 50  mM Tr is -HCl  (pH 

7 .0 )での th iA リボスイッチへの 20°C での TPP の結合に対する K a 値は、

それぞれ (1 .2  ± 0 .6 )  ×  10 6、 (3 .7  ±  1 .4 )  ×  10 6、 (2 .2  ± 2 .0 )  ×  10 6  M - 1 であった

（ Table  1 -2）。この範囲の Na+濃度は、 TPP 結合に影響を与えなかったこ

とから、高 Na+濃度でも、 TPP 結合に必要な th iA リボスイッチのアクティ

ブな構造を誘導できないことが考えられた。 1 .0  mM Mg 2 +の存在下での

10、 100、 1 ,000  mM Na +における TPP の結合に対する K a 値は、エラー範

囲内でほぼ同じであり（ Table 1 -2）、リボスイッチへの Mg 2 +結合によって

誘導される TPP 結合が高濃度の Na+によって大きく阻害されなかった。さ

らに RNA の三次構造に Ca 2 +と K+が影響を与える可能性があるため

（ Shiman e t  a l . ,  2000、 Will ick  e t  a l . ,  1973）、 th iA リボスイッチへの TPP 結

合に対するこれらのイオンの影響を調べて、 TPP 結合に対する Mg 2 +の重

要性を確認した。 50  mM Tr is -HCl  (pH 7.0)と 1 .0  mM Ca 2 +を含む 10 mM 

NaCl での TPP 結合の K a 値は、 20°C で（ 1 .7 ±  0 .6） × 10 6  M - 1 であり、こ

れは二価イオンが非存在下の場合と同様だった。 1 .0  mM Mg 2 +（ Table  1 -

1）とは異なり、 1 .0  mM Ca 2 +は、 TPP の結合に必要な th iA リボスイッチの

活性構造を誘導できないと考えられた。さらに、 20°C で 10、 100、 1 ,000  
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mM KCl を含む 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）での th iA リボスイッチへの TPP

の結合に対する K a 値はそれぞれ、 (3 .2  ±  1 .6 )  ×  10 6、 (1 .3  ±  0 .6 )  ×  10 6、 (1 .7  

±  0 .7 )  ×  10 6 で、 Na +と同様に高濃度の K+では、 th iA リボスイッチの活性

構造を誘導できないと考えられた。これらの結果から、 th iA リボスイッチ

への TPP の結合に Mg 2 +の存在が極めて重要であることが明らかとなっ

た。  

 

Table 1 -2  0 または 1 .0  mM Mg 2 +及び 10、 100、 1 ,000  mM Na +存在下におけ

る 20°C での th iA リボスイッチへの TPP 結合の結合定数（ K a  ×  10 - 6  M - 1）  

 Mg 2 +濃度（ mM）  

 0  1 .0  

10  mM Na +      1 .2  ±  0 .6  50  ±  34  

100  mM Na +      3 .7  ±  1 .4  51  ±  41  

1 ,000 mM Na +      2 .2  ±  2 .0  29  ±  13  

すべての実験は、 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）バッファーで行った。  

 

1-3-3  th iA リボスイッチへの Mg 2 +の結合  

 th iA リボスイッチへの TPP の結合に Mg 2 +が必要であることが明らかと

なったので、リボスイッチへの Mg 2 +の結合定数を算出した。 10  mM NaCl

とさまざまな濃度の MgCl 2 を含む 50  mM Tr is -HCl  (pH 7.0 )中の 0 .2  M 

th iA リボスイッチの 20°C での CD スペクトルを Fig .  1 -5A に示した。 265  

nm 付近の大きな正のコットンバンドは、どの Mg 2 +濃度でもシフトしなか

ったので、 265  nm でのモル楕円率からリボスイッチに結合する Mg 2 +の平

衡パラメーターを推定できると考えた。 Fig .  1 -5B に、 20°C で 10 mM NaCl

と 0 から 1 .0 mM Mg 2 +を含む 50  mM Tr is -HCl (pH 7 .0)中の th iA リボスイッ

チの 265 nm でのモル楕円率を示した。 Mg 2 +の結合パラメーターを推定す

るために、データは、協同的 Mg 2 +結合を仮定する下記のモデル式を用い

て解析した（ Rippe ,  1997）。  

 

 aK a
 [Mg 2 + ]  /  (1  +  K a

 [Mg 2 + ] )  +  b   
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 a：基準化因子、 b：初期のモル楕円率、 ： Hil l 係数、 [Mg 2 + ]： Mg 2 +の

モル濃度、 K a： th iA リボスイッチに対する Mg 2 +の見かけの結合定数  

 

このモデル式を用いて算出された推定 K a 値は (6 .1  ±  1 .7 )    10 3  M − 1 で、

Hil l 係数は 1 .3  ±  0 .4 であった。 Hil l 係数の結果から、 th iA リボスイッチが

少なくとも 1 つの Mg 2 +の結合部位を有すること、複数の Mg 2 +結合部位が

存在しても Mg 2 +の結合はそれぞれ独立していることが明らかとなった。

長鎖の RNA 分子には多くの Mg 2 +結合部位が存在している可能性があり、

算出された推定 K a 値は、 th iA リボスイッチ中のいくつかの Mg 2 +結合部位

に対する Mg 2 +の親和性の平均値を表すと考えられた。  
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Fig .  1 -5  th iA リボスイッチに Mg 2 +を添加した時の CD スペクトル  

 

（ A） 20°C での 10  mM NaCl 及び 0 から 1 .0  mM MgCl 2（ 265 nm で下から

上）を含む 50  mM Tr is–HCl（ pH 7 .0）中の 0 .2  M th iA リボスイッチの CD

スペクトル。（ B） 10  mM NaCl 及び 0 から 1 .0  mM MgCl 2 を含む 50  mM 

Tr is -HCl（ pH 7 .0）中の 265  nm での 0 .2  M  th iA リボスイッチのモル楕円

率（ 20°C）。  
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 th iA リボスイッチの構造に対する Mg 2 +の影響を調べるため、ネイティ

ブ PAGE を行った。 Fig .  1 -6A は、 10  mM NaCl、 0 または 1 .0  mM MgCl 2 を

含む 50  mM Tr is–HCl (pH 7 .0 )  での th iA リボスイッチの 4°C におけるネイ

ティブ PAGE を示したものである。 th iA リボスイッチは 0 及び 1 .0  mM 

Mg 2 +でほぼ同じように移動し、 Mg 2 +がリボスイッチの全体的な構造に影

響を与えないことが確認できた。これらの結果は、 th iA リボスイッチが

Mg 2 +の有無にかかわらず A 型ヘリックスを形成していた CD スペクトル

の結果と一致していた。さらに、 th iA リボスイッチの構造の熱安定性に対

する Mg 2 +の影響を調べた。 Fig .  1 -6B は、 260nm における 0 または 1 .0  mM 

MgCl 2、 10  mM NaCl を含む 50  mM Tr is -HCl (pH 7 .0 )  中の 0 .2  M th iA リボ

スイッチの UV 融解曲線を示したものである。 UV 融解曲線の結果から、

1 .0  mM Mg 2 +によって th iA リボスイッチの構造の明確な遷移と安定化を示

す一方で、 th iA リボスイッチが Mg 2 +に関係なく特定の構造を形成するこ

とが明らかとなった。 Serganov らは、グアニン結合型リボスイッチとグ

アニンの複合体が Mg 2 +なしで形成され、 2 .0  mM Mg 2 +が完全な複合体形成

をもたらすことを NMR で示しており、 Mg 2 +に関係なくリボスイッチが適

切に折りたたまれることが示唆された（ Serganov e t  a l . ,  2004）。したがっ

て、 Mg 2 +は th iA リボスイッチの局所的なコンフォメーション変化を誘発

すると考えられた。  
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Fig .  1 -6  th iA リボスイッチのネイティブ PAGE と UV 融解曲線  

 

（ A） 10  mM NaCl（レーン 1）または 10  mM NaCl と 1 .0  mM MgCl 2（レー

ン 2）を含む 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）中の 0 .2  M th iA リボスイッチの

ネイティブ PAGE。（ B） 0  mM MgCl 2（●）あるいは 1 .0  mM MgCl 2（〇）、

10  mM NaCl を含む 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）中の 0 .2  M th iA リボスイッ

チの UV 融解曲線。 UV 融解曲線は、 260nm での吸光度によって記録し

た。  
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1-4  考察  

 

これまで、麹菌 Asperg i l lus  oryzae RIB40 の th iA 遺伝子の 5  -UTR のイン

トロン内に TPP 結合型リボスイッチ様配列が発見された（ Kubodera  e t  a l . ,  

2003）。また、チアミン存在下で A.  oryzae を培養すると th iA の発現が抑

制されることを見出した。さらに、このリボスイッチ様配列の一部を欠失

させることで、 th iA 遺伝子の発現制御が解除されることが明らかとなって

いた。チアミンは麹菌に取り込まれると TPP に変換されることから、そ

の遺伝子発現制御にこのリボスイッチ様配列が関係していることが示唆さ

れたが（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）、このリボスイッチ様配列に TP P が結合し

てリボスイッチとして機能するかは明確ではなかった。この配列を m-

fo ld（ Zuker,  2003）で推定二次構造を算出したところ、 E.  co l i 由来の th iM

リボスイッチの TPP 結合部位と非常によく似ていた（ Winkler  e t  a l . ,  

2002a）。また、 th iA リボスイッチ様 RNA に対する TPP の K a 値は 20°C、

1 .0  mM Mg 2 +存在下で  (50  ±  34)  ×  10 6  M - 1 であり、 TPP が th iA リボスイッ

チ様 RNA に直接結合した。つまり、 th iA リボスイッチ様 RNA は TPP 結

合型リボスイッチとして機能することが明らかとなった。興味深いこと

に、 th iA リボスイッチと TPP との K a 値は、 Mg 2 +の非存在下で (1 .2  ±  0 .6 )  ×  

10 6  M - 1 に減少することが見出され、 TPP と th iA リボスイッチの結合は，

Mg 2 +に依存的であることが認められた。さらに、 RNA の三次構造には一

価や二価カチオンが重要な役割を果たすことが知られているが（ Shiman 

e t  a l . ,  2000、 Will ick  e t  a l . ,  1973）、 th iA リボスイッチと TPP の結合におい

て、 Na +、 K+、 Ca 2 +には Mg 2 +の代替の機能はなかった。一般に、 RNA へ

の Mg 2 +の結合は、 RNA の構造安定性に必要であり、活性構造の形成を促

進する（ Misra  e t  a l . ,  1998）。さらに、グアニン依存性リボスイッチに結合

する代謝物の結合定数は、 Mg 2 +濃度の増加とともに増加することが知ら

れている（ Batey e t  a l . ,  2004）。これらの結果と本研究で決定された定量的

パラメーターから、 Mg 2 +がリボスイッチへの代謝物の結合を制御できる

ことが明確となった。また、 Mg 2 +の濃度変化に対する th iA リボスイッチ

のモル楕円率（ Fig .  1 -5B）と TPP 結合の推定 K a 値の両方が、 1 .0  mM 
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Mg 2 +の存在下で最大に達した（ Table  1 -1）。 Mg 2 +の生理的イオン濃度が

0 .2 から 1  mM 付近であるため（ Batey e t  a l . ,  2004）、これらの結果は、さ

まざまな RNA と同様に、生理的条件下で th iA リボスイッチの構造変化を

制御するために Mg 2 +の結合が不可欠であることが明確となった。  

Serganov らは、 E.  co l i 由来の th iM リボスイッチの TPP 結合部位の結晶

構造解析を行った（ Serganov e t  a l . ,  2006）。 TPP はピリミジン部位とチア

ゾール部位とピロリン酸部位からなり（ Fig .  1 -7A）、 TPP のピリミジン部

位は、 th iM リボスイッチの P2 と P3 の間にあるバルジループと相互作用

し、ピロリン酸部位が P4 と P 5 の間にあるバルジループと相互作用する

ことが明らかとなった。興味深いことに、ピロリン酸部位は 2 つの Mg 2＋

を介して、バルジループと相互作用していた。 Thore らは、真核生物であ

る Arabidops is  tha l iana 由来の TPP 結合型 t h iC リボスイッチの TPP 結合部

位の結晶構造解析を行った（ Thore  e t  a l . ,  2006）。このリボスイッチも

th iM リボスイッチと同様の立体構造を取り、 TPP のピリミジン部位は、

P2 と P 3 の間にあるバルジループと相互作用し、ピロリン酸部位が P4 と

P5 の間にあるバルジループと相互作用していた。一方、ピロリン酸部位

は１つの Mg 2 +を介して、バジルループと相互作用していた点は、 th iM リ

ボスイッチと異なっていた。 th iA リボスイッチへの Mg 2 +結合部位の位置

や数は不明であるが、 E. co l i 由来の th iM リボスイッチや A.  tha l iana 由来

の th iC リボスイッチの報告を参考に、 th iA リボスイッチへの TPP 結合に

おける Mg 2 +の役割を Fig .  1 -7B に示した。このスキームでは、リボスイッ

チの TPP と結合できる構造と結合できない構造の 2 つの構造状態間を生

理学的濃度の Mg 2 +が制御することで、 TPP センサーになることを示し

た。  

今回の発見から、 th iA 遺伝子の 5 ′ -UTR のイントロン内に存在する TPP

結合型リボスイッチ様配列に TPP が直接結合し、遺伝子発現を制御する

ことが明らかとなるとともに、真核生物の th iA リボスイッチにおける

Mg 2 +の 2 つの注目すべき役割が明確となった。まず、高濃度の一価カチ

オンでは誘導されない th iA リボスイッチのアクティブな三次構造は、 1 .0  

mM Mg 2 +で十分に安定化できる。また、 t h iA リボスイッチに結合する
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Mg 2 +は、 th iA リボスイッチと TPP の間の相互作用を制御することができ

る。したがって、リボスイッチの機能は代謝物だけでなく、生理学的条件

下での濃度の Mg 2 +によっても制御できると言える。  

 

 

Fig .  1 -7 チアミンピロリン酸（ TPP）の化学構造と th iA リボスイッチの

TPP と Mg 2 +の関係  

 

（ A） TPP の化学構造。（ B） Mg 2 +によって誘導される th iA リボスイッチ

への TPP の結合の概略図。  
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第 2 章  

thiA リボスイッチの選択的スプライシング部位を  

利用した遺伝子発現を促進するリボスイッチの開発  

 

要約  

 本研究では、麹菌 A .  oryzae 由来の th iA リボスイッチによる選択的スプ

ライシング部位を明らかにし、その結果を基に人工リボスイッチの構築を

試みた。 th iA リボスイッチは、 TPP 非結合時はイントロンが完全に切り出

されるが、 TPP 結合時は 85 塩基のイントロンが残る。この残ったイント

ロンには潜在的な翻訳開始コドンが 3 ヶ所存在し、遺伝子発現を抑制する

ことが考えられた。この遺伝子制御メカニズムに基づいて、遺伝子発現を

抑制するイントロン配列をあらかじめ除去し、 TPP 結合時にスプライシン

グが行われる ON リボスイッチの設計をさらに試みた。 ON リボスイッチ

によって制御したレポーター遺伝子アッセイの結果から、 TPP 非存在時は

スプライシングが起こらず、遺伝子発現が抑制されるが、 TP P が ON リボ

スイッチに結合すると、スプライシングが起こり、遺伝子発現を正に制御

することに成功した。  

 

2-1  緒言  

 バクテリアで機能する天然のリボスイッチには結合するリガンドによ

り、さまざまな種類が存在するが（ Breaker,  2011 ,  Breaker,  2012 ,  Serga no v  

e t  a l . ,  20 1 2 ,  Se rga no v  e t  a l . ,  20 1 3）、真核生物における天然のリボスイッチ

は TPP 結合型リボスイッチだけである（ Wachter,  2010 ,  C l ingman  e t  a l . ,  

2013 ,  Breaker,  2018）。 TPP 結合型リボスイッチのみバクテリアと真核生物

で発見され（ Winkler  e t  a l . ,  2002 a、 Sudarsan  e t  a l . ,  2003）、 Baci l lus  

an thrac is（ Welz  e t  a l . ,  2007）、 E.  co l i（ Lan g e t  a l . ,  2007、 Edwards e t  a l . ,  

2006、 Serganov e t  a l . ,  2006）、 Arabidops is  tha l iana（ Thore  e t  a l . ,  2006）、

Neurospora  crassa（ Cheah  e t  a l . ,  2007）由来の TPP 結合型リボスイッチの

構造や遺伝子調節のメカニズムが詳細に研究されている。バクテリア由来

の TPP 結合型リボスイッチは、 TPP がリボスイッチに結合することで
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mRNA の構造が変化し、 SD 配列にリボソームが結合できなくなり翻訳が

抑制される（ Fig .  1）。一方、真核生物で報告されている TPP 結合型リボ

スイッチの遺伝子制御メカニズムはバクテリアとは異なる。 Cheah らは、

糸状菌 N.  crassa 由来 NMT1 遺伝子の 5  -UTR に存在する TPP 結合型リボ

スイッチが TPP の有無で選択的スプライシングを制御することで、翻訳

を制御することを明らかにした（ Cheah e t  a l . ,  2007）。 A .  oryzae 由来の

th iA リボスイッチの TPP 結合部位も th iA 遺伝子の 5 ′ -UTR のイントロン内

に存在する。最小培地へのチアミン添加の有無によって、麹菌の th iA の

5  -UTR の mRNA の長さが変化したことから、 th iA リボスイッチが選択的

スプライシングを制御することが考えられていたが、スプライシング部位

は特定されていなかった（ Kubodera e t  a l . ,  2003）。  

 A .  oryzae は優れたタンパク質生産能力を持つことが知られており、有

用なタンパク質を大量に生産するための宿主として有用な微生物である

（ Ich ish ima,  2016）。タンパク質を大量生産する際に注意すべき点は、宿

主に対する目的タンパク質の毒性が挙げられる。特に、所望の有用タンパ

ク質が宿主細胞の増殖を阻害する場合、そのタンパク質を大量生産するこ

とは困難である。この問題を解決する方法として、有用タンパク質の生産

を抑制しながら宿主微生物を増殖させ、宿主が十分に増殖した後にタンパ

ク質を生産させることが挙げられる（ Studie r  e t  a l . ,  1990）。つまり、タン

パク質生産のための「スイッチ」を人工的に使用して、いつでもタンパク

質生産を開始できることが望ましい。 th iA リボスイッチを遺伝子制御スイ

ッチとして使用する場合、あらゆる有用なタンパク質の産生を A .  oryzae

によって制御することができる（ Shoj i  e t  a l . ,  2005）。しかし、 th iA リボス

イッチは、 TPP 結合によって遺伝子発現を負に制御する「 O FF リボスイッ

チ」であり、制御のしやすさという面では TPP の結合によって遺伝子発

現を正に制御する「 ON リボスイッチ」の方がより望ましい。   

そこで、本研究では、 th iA リボスイッチのスプライシング部位を明らか

にするとともに、その選択的スプライシングを応用して、 TPP に応答して

遺伝子発現を正に制御することができる「 ON リボスイッチ」の設計を試

みた。  
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2-2  方法  

 

2-2-1   -グルクロニダーゼレポータープラスミドの構築と形質転換  

PCR はサーマルサイクラー PC-801（ ASTEC）を用いた。すべてのプライ

マーの配列は Table  2 -1 に示した。 th iA の -729 から -1 の範囲の 5  -UTR は、

A .  oryzae  RIB40 のゲノム DNA を鋳型にしてプライマー THIA-F と THIA -R

を使用して PCR で増幅した。PCR は KOD-P lus （ Toyobo）を使用し、50  L

反応液は 94°C で 2 分間インキュベートした後に、 94°C で 15 秒、 55°C で

30 秒、68°C で 60 秒の PCR を 30 回行い、68°C で 5 分間アニーリングを行

った。増幅した DNA 産物を TaKaRa  BKL Ki t（ Takara）でリン酸化し、 -グ

ルクロニダーゼ（ GUS）レポータープラスミド pNG1（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）

（ Fig .  2 -1）の Sma I 部位に挿入して、 pNG th iA を得た。 E1 リボスイッチは

pNG th iA を鋳型にして構築した。 E1 リボスイッチの 5 ′ -部位はプライマー

THIA-F と E1-R を使用して PCR によって増幅し、 3 ′ -部位はプライマー E1-

F と THIA-R を使用した PCR によって増幅した。次に、増幅した 5 ′ -及び 3 ′-

部位を混合し、プライマー THIA-F と THIA-R を使用した PCR によって 5 ′

及び 3 ′ -部位を結合して、増幅した。PCR は、KOD-P lus（ Toyobo）を使用し

て実施し、 50  L 反応液は 94°C で 2 分間インキュベートした後、 94°C で

15 秒間、 55°C で 30 秒間、 68°C で 60 秒間の P CR を 20 回行い、 68°C で 5

分間アニーリングした。リボスイッチ E2、E3、E4 は、E1 リボスイッチと

同じ方法で構築した。各 5 ′ -及び 3 ′ -部位の増幅に使用した PCR プライマー

は以下の通りである。E2 リボスイッチの 5  -部位は THIA-F と E2-R で、3 ′ -

部位は E2-F と THIA-R を使用した。 E3 リボスイッチの 5 ′ -部位は THIA-F

と E3-R で、 3 ′ -部位は E3-F と THIA-R を使用した。 E4 リボスイッチの 5 ′ -

部位は THIA-F と E4-R で、 3 ′ -部位は E4-F と TH IA-R を使用した。増幅し

た 5 ′及び 3 ′ -部位を混合し、プライマー THIA-F と THIA-R を使用した PCR

によって 5 '及び 3  -部位を結合して、増幅した。増幅した E1、 E2、 E3、 E4

リボスイッチの DNA 産物は TaKaRa BKL Ki t（ Takara）を使用してリン酸

化し、pNG1 の Sma I サイトに挿入して、それぞれ pNGE1、pNGE2、pNGE3、

pNGE4 を得た。すべての P CR 産物の塩基配列は、 ABI PRISM 310  Genet ic  
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ana lyzer（ Appl ied Biosys tems）を用いてプライマー RT-R と M13RV で確認

した。プラスミドの操作中には宿主として  E.  co l i  DH5a を使用し、A.  oryzae  

n iaD300（ niaD）の形質転換は、 Gomi（ Gomi e t  a l . ,  1987）らが報告した方

法に準じて行った。A.  oryzae  n iaD300（ niaD）を 100  mL デキストリン－ペ

プトン培地（ 20  g /L デキストリン、 10  g /L ポリペプトン、 5  g /L KH 2PO 4、

1  g /L NaNO 3、 0 .5  g /L MgSO 4 -7H 2 O、 pH 6.5）で 30°C、 145  rpm、 20 時間回

転振とう培養後、得られた菌体を滅菌水で洗浄した。この菌体を 10  mL プ

ロトプラスト化緩衝液（ 10  mM リン酸ナトリウム緩衝液  pH6.0、0 .8  M NaCl、

0 .5  mg/mL Yata lase（ Takara））に懸濁し、 30°C、 2 時間、穏やかに振とうす

ることによりプロトプラスト化した。得られたプロトプラストを乾熱滅菌

した 3G -3 グラスフィルターでろ過して残存する菌体を除去した後、20  mL

の 0 .8  M NaCl 溶液で 2 回洗浄した。次にこのプロトプラストを TF1 液（ 0 .8  

M NaCl、 10  mM CaCl 2、 10  mM トリス－塩酸緩衝液、 pH 8 .0）に 2   10 8  個

/mL となるように懸濁後、0 .2 容量の T F2 液（ 40%（ w/v）PEG4000、50 mM 

CaCl 2、50  mM トリス－塩酸緩衝液、pH 8 .0）を加えコンピテントセルを調

製した。 0 .2 mL コンピテントセル液に導入する各プラスミドを 50  mg 加

え、氷上で 30 分静置後、1  mL T F2 液を加えて 15 分間静置した。これに 8 .5  

mL T F1 液を添加後、 1800 rpm、 5 分間遠心分離してプロトプラストを回収

し、再度 0 .2  mL T F1 液に懸濁した。このプロトプラスト懸濁液を再生用下

層最小平板培地（ 20  g /L Glucose、 6  g /L NaNO 3、 1 .52  g /L KH 2PO 4、 0 .52  g /L 

KCl、0 .52  g /L MgSO 4 -7H 2O、0 .8  M NaCl、20  g /L  agar、pH 6 .5）上にのせ、

さらに、あらかじめ 45°C に保温しておいた再生用上層最小培地（下層培地

の agar 濃度を 5  g /L にしたもの）5  mL を重層してプロトプラストを包埋し

た。 30°C、 10 日間培養後、生育してきた形質転換体を釣菌した。  

 

2-2-2 RT-PCR による解析  

 約 5  ×  10 7  個の A.  oryzae 形質転換体の分生子胞子を 100  mL の Czapeck  

Dox 最小培地（ 20  g /L g lucose、 6  g /L NaNO 3、 1 .52 g /L KH 2PO 4、 0 .52  g /L 

KCl、 0 .52  g /L MgSO 4 -7H 2O、 pH 6 .5）に接種し、 10  チアミン添加試験

区と非添加試験区を設けて、 180 rpm で 48 時間振とうしながら 30°C でイ
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ンキュベートした。菌体は 3G-1 ガラスフィルターを使用して培養液から

濾過し、滅菌水で 3 回洗浄して 2 枚の濾紙で挟んで脱水し、液体窒素で凍

結してから乳鉢で粉砕した。  

リボスイッチの RNA の調製と、サーマルサイクラー PC-801（ ASTEC）

を用いた逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ RT-PCR）による解析は、次の通

り行った。粉砕菌体からの全 RNA は、 ISOGEN（ Nippon  gene）を用い

て、製造元の説明書に従って調製した。次に、 Takara One  S tep  RNA PCR

キット（ AMV）（ Takara）を製造元の説明書に従って用い、 1  g のトータ

ル RNA を逆転写及び増幅した。 PCR プライマーは RT-F と RT-R を使用

し、 50  L 反応液を 50°C で 30 分間インキュベート後に 94°C で 2 分間イ

ンキュベートし、 94°C で 30 秒間、 60°C で 30 秒間、 72°C で 2 分間の PCR

を 30 回行った。増幅産物は、 1  ×  TBE バッファー中の非変性 5％（ w/v）

アクリルアミドゲル電気泳動（ネイティブ PAGE）によって分離し、

Gels ta r®  Nuc le ic  Acid  S ta in（ Takara）で染色した。増幅産物の塩基配列の

確認をするため、ゲルから各増幅産物を切り出して滅菌水で抽出後、プラ

イマー RT-F と RT-R を用いてサーマルサイクラー PC -801（ ASTEC）にて

PCR を行った。 PCR は 50 L 反応液で、 Ex Taq（ Takara）を使用し、 94°C

で 2 分間インキュベートした後、 94°C で 30 秒間、 55°C で 30 秒間、 72°C

で 60 秒間の PCR を 30 回行い、 72°C で 5 分間アニーリングした。各 PCR

産物は DNA Liga t ion  Ki t  Ver.2 .1（ Takara）を用いて、製造元の説明書に従

い T-Vector  pMD20（ Takara）に TA クローニングした。 E .  co l i  DH5を用

いて増幅したプラスミドを QIAprep Spin Min iprep  Ki t（ QIAGEN）を用い

て製造元の説明書に従って抽出し、プライマー M13RV と M13M4 を用いて

ABI PRISM 310 Genet ic  ana lyzer（ Appl ied Biosys tems）で塩基配列を確認

した。  

 

2-2-3 GUS レポーター試験  

 約 5  ×  10 7  個の A.  oryzae 形質転換体の分生子胞子を 100  mL の Czapeck  

Dox 最小培地に接種し、 10  チアミン添加試験区と非添加試験区を設け

て、 180  rpm で 48 時間振とうしながら 30°C でインキュベートした。菌糸
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体からの無細胞抽出物は Kubodera らの方法に従って調製し（ Kubodera e t  

a l . ,  2000）、 Jeffe rson らの方法に従って、基質として p -ニトロフェニル - -

D -グルクロニドを使用して GUS 活性を分光的に測定した（ Jeffe rson  e t  a l . ,  

1986）。詳細は以下の通りである。細胞は 3G-1 ガラスフィルターを使用

して培養液から濾過し、滅菌水で 3 回洗浄して 2 枚の濾紙で挟んで脱水

し、液体窒素で凍結してから乳鉢で粉砕した。次に、破壊した細胞 0 .5  g

を、 5  mL の抽出バッファー（ 50  mM NaH 2 PO 4 -2H 2O、 10  mM 2-メルカプト

エタノール、 0 .1％（ w/v） Tri ton  X -100、 10  mM エチレンジアミン四酢酸

(EDTA)-Na、 0 .1％（ w/v） N -ラウロイルサルコシン、 pH 7 .0）に懸濁し、

室温で 1 分間ボルテックスした。  懸濁液を 15,000  rpm で 10 分間遠心分

離し、 0 .05  mL の上清を粗酵素溶液として、 0 .45 mL の GUS 反応溶液（ 50  

mM NaH 2PO 4 -H 2O、 10  mM 2-メルカプトエタノール、 0 .1％（ w/v） Tri ton  

X-100、 1  mM p -ニトロフェニル - -D -グルクロニド、 pH7.0）に加えた。

37°C で 30 分間反応させた後、反応停止溶液として 0 .2  mL の 2 .5  M 2 -ア

ミノ -2 -メチル -1 ,3 -プロパンジオールを混合した。遊離 p -ニトロフェノー

ルの量を測定するために、波長 415  nm での反応溶液の吸光度を測定し

た。また、ウシ血清アルブミン（ BSA）を標準としてタンパク質アッセイ

キット（ Bio-Rad）を使用して、粗酵素溶液のタンパク質量を定量した。

GUS 活性は基質 p -ニトロフェニル - -D -グルクロニドから 1 分間に遊離す

る 1  nmol の p -ニトロフェノールを 1  U とした。  
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Table 2 -1 PCR プライマーの配列  

プライマー  配列  

THIA-F 5 ′ -GGCCCGGGGACAGACGGGCAATTGATTACG -3 ′  

THIA-R 5 ′ -CCGTCGACGTTTCAAGTTGCAATGAC -3 ′  

E1-R 5 ′ -GACGTTACCTAAGATACATTGTCGGTTGGTTTGG -3 ′  

E1-F  5 ′ -CCAAACCAACCGACAATGTATCTTAGGTAACGTC -3 ′  

E2-R 5 ′ -CCAAAGACGTAAGATACATTGTCGGTTGGTTTGG -3 ′  

E2-F  5 ′ -CCAAACCAACCGACAATGTATCTTA CGTCTTTGG -3 ′  

E3-R 5 ′ -CACGCCAAAGACGTTACATTGTCGGTTGGTTTGG -3 ′  

E3-F  5 ′ -CCAAACCAACCGACAATGT-AACGTCTTTGGCGTG -3 ′  

E4-R 5 ′ -GGCCCACGCCAAAGTACATTGTCGGTTGGTTTGG -3 ′  

E4-F  5 ′ -CCAAACCAACCGACAATGTACTTTGGCGTGGGCC -3 ′  

RT-F 5 ′ -TTCCCAAACCAACCGACAAT-3 ′  

RT-R 5 ′ -TGATCAATTCCACAGTTTTC -3 ′  

M13RV 5 ′ -CAGGAAACAGCTATGAC -3 ′  

M13M4 5 ′ -GTTTTCCCAGTCACGAC -3 ′  

 

 



34 

 

 

Fig .  2 -1 . GUS レポータープラスミド pNG1 

 

E .  co l i 由来 GUS 遺伝子である uidA と A .  oryzae 由来 amyB のターミネータ

ーの融合遺伝子を持ち、選択マーカーとして Amp r と niaD を持つ。  
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2-3  実験結果  

 

2-3-1 th iA リボスイッチのスプライシング部位  

 まず、 RT-PCR と DNA シークエンシングによってイントロンのスプラ

イシング部位を特定した。 th iA の 5 ′ -UTR を含むプロモーター -  GUS レポ

ーター遺伝子プラスミド（ pNG th iA）を構築した。このプラスミドを使用

して A.  oryzae を形質転換し、形質転換細胞を 10  M チアミン存在下もし

くは非存在下で培養した。細胞はチアミンを取り込み、それを自発的に

TPP に変換するので（ Kubodera  e t  a l . ,  2003）、外部刺激としてチアミンを

適用することにより、 TPP 結合型リボスイッチの機能を確認できる。全

RNA を細胞から抽出し、 Fig .  2 -2A に示すように、プライマー RT-F と RT-

R を用いて RT-PCR で pre-mRNA とスプライシングされた成熟 mRNA を増

幅した。 RT-PCR 産物を 5%（ w/v）アクリルアミドの非変性ゲルで分離し

て、それぞれのバンドの塩基配列を確認したところ（ Fig .  2 -2B）、チアミ

ン非存在下で培養した時は、 pre-mRNA、イントロンの一部が残った未成

熟 mRNA、イントロンが完全に抜けた成熟 mRNA の 3 種類の mRNA であ

った。一方、チアミン存在下で培養した時は、 pre -mRNA、イントロンの

一部が残った未成熟 mRNA の 2 種類の mRNA が主に確認でき、成熟

mRNA もわずかに存在していた。特に未成熟 mRNA のバンドがチアミン

非存在下に比べて濃くなっていた。チアミン非存在下で生じた成熟 mRNA

は、 5 ′ -スプライシング部位が翻訳開始部位（ +1）に対して -338 の位置で

あることが分かった（ Fig .  2 -1C）。チアミン存在下でも僅かに成熟 mRNA

が見られたことは、チアミン存在下でもタンパク質が発現し、 GUS 活性

が僅かに残存した結果と一致していた。さらに、チアミン存在下で増加し

た未成熟 mRNA は、 5 ′ -スプライシング部位が -253 の位置でスプライシン

グが起こり、結果的に 85 塩基のイントロンが残ることが分かった。この

残存したイントロンには、 -262、 -290、 -299 の位置に 3 つの潜在的な翻訳

開始コドンが存在した（ Fig .  2 -2C）。 N .  crassa  OR74A の TPP 結合型 NMT1

リボスイッチも TPP 結合時にイントロンが残り、その中にある潜在的な

翻訳開始コドンがタンパク質発現を低下させる可能性があると報告されて



36 

 

いる（ Cheah  e t  a l . ,  2007）。 th iA リボスイッチも同様に、 3 つの潜在的な開

始コドンがコドンのフレームシフトを誘発し、タンパク質の不活性化につ

ながったと推察された。以上の結果から、 th iA リボスイッチが TPP の結

合によって 5 ′ -スプライシング部位を変化させる選択的スプライシングに

よって、翻訳を制御していることが明らかとなった。  

 

 

Fig .  2 -2 th iA リボスイッチのスプライシング部位  

 

（ A）プライマー RT-F と RT-R を用いて RT-PCR で pre-mRNA とスプライ

シングされた成熟 mRNA を増幅した。薄い灰色箇所はエキソン、白い箇

所はイントロン、濃い灰色は TPP 結合部位を示した。（ B） RT-PCR 産物は

5%（ w/v）アクリルアミドの非変性ゲルで分離した。レーン 1 と 2 は、そ

れぞれチアミン非存在下と存在下での RT-PCR 産物。（ C） th iA の 5 ′ -UTR

における pre -mRNA と未成熟 mRNA 産物を示した。アスタリスクは翻訳

開始コドンを、数字は翻訳開始部位を +1 とした時の塩基配列の場所を示

した。  
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2-3-2 th iA リボスイッチの選択的スプライシングを利用した ON リボス

イッチの構築  

 th iA リボスイッチの TPP 結合による選択的スプライシング部位に基づ

いて、チアミンに応答して遺伝子発現を正に制御できる ON リボスイッチ

の設計を試みた。チアミンの存在下でのスプライシングによって生成され

るイントロンの 85 塩基に焦点を当て、このイントロン配列を除去するこ

とで、チアミンの存在下で不適切なスプライシングが進行するのを防ぐこ

とができると考えた（ Fig .  2 -3A）。そこで、 th iA リボスイッチのイントロ

ンの 5 ′ -スプライシング部位から 85 塩基を除去した E1 リボスイッチを設

計した。 E1 リボスイッチを含むプロモーター -GUS レポーター遺伝子プラ

スミドを構築して A.  oryzae  n iaD300（ niaD）を形質転換した。チアミンの

非存在下及び存在下で形質転換 A.  oryzae を培養して GUS 活性を測定した

（ Fig .  2 -3B）。チアミンの非存在下でのリボスイッチの GUS 活性を 1 .0 に

標準化し、実際の GUS 活性（ U -mg - 1  p ro te in）は、各棒グラフの上部に示

した。野生型 th iA リボスイッチの GUS 活性は、チアミン非存在下で 3708  

±  15  U-mg - 1  pro te in、チアミン存在下では 106  ±  1 .3  U-mg - 1  pro te in であっ

た。この結果から、外因性チアミンが細胞内に取り込まれて TPP に変換

され、野生型 th iA リボスイッチに TPP が結合し、遺伝子発現が負に制御

されたことが確認できた。一方、 E1 リボスイッチの GUS 活性は、チアミ

ン非存在下で 357  ±  6 .2、チアミン存在下では 450 ±  12 U-mg - 1  pro te in だっ

た。外因性チアミンへの応答は逆になったが、 E1 リボスイッチの GUS 活

性の差は、遺伝子制御という点では不十分であった（ Fig .  2 -3B）。  
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Fig .  2 -3 人工 ON リボスイッチ（ E1）の設計と GUS 活性  

 

（ A）人工 ON リボスイッチ（ E1）は、 t h iA リボスイッチを基にして設計

した。灰色、白色、濃い灰色の長方形はそれぞれ、エキソン、イントロ

ン、 TPP 結合部位を、アスタリスクは翻訳開始コドンを示した。（ B）チ

アミン非存在下（ −）と存在下（ +）での各リボスイッチの GUS 活性。チ

アミンの非存在下でのリボスイッチの GUS 活性を 1 .0 に標準化した。実

際の GUS 活性（ U -mg - 1  p ro te in）は、各バーの上部に示した。  

 

 次に、 TPP の有無による ON リボスイッチの正と負の遺伝子制御差を改

善することを試みた。 pre -mRNA のスプライシング反応は 2 つの化学的ス

テップからなる（ Beggs ,  2002）。最初のステップでは、イントロンの 5 ′ -ス

プライシング部位の 5 ′ -リン酸基が、分枝部位のアデニン（ A）の 2 ′ -OH

基からの求核攻撃によって切断されて、分枝部位の 2 ′ -OH 基と 5 ′ -スプラ

イシング部位の 5 ′ -リン酸基との間で 2 ′ ,  5 ′ -ホスホジエステル結合が形成

される（ラリアット構造）。次のステップでは、 5 ′ -エキソンの 3 ′ -OH 基が

3 ′ -スプライシング部位の 5 ′ -リン酸を攻撃し、 2 つのエキソンのライゲー

ションとイントロンの切除をもたらす。真菌の場合、イントロンの全長と
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5 ′ -スプライシング部位から分枝部位の A までの長さの間には非常に高い

相関関係があることが知られている（ Kupfer  e t  a l . ,  2004）。 th iA リボスイ

ッチの TPP 結合部位は 5 ′ -スプライシング部位と分枝部位の間に存在して

おり、 5 ′ -スプライシング部位と TPP 結合部位の間の長さはスプライシン

グ反応にとって重要である可能性が考えられた。そこで、 5 ′ -スプライシ

ング部位と E1 リボスイッチの TPP 結合部位の間の配列を切り詰めて、 5 ′ -

スプライシング部位と TPP 結合部位の間で長さが異なる E2、 E3、 E4 リボ

スイッチを合成した（ Fig .  2 -4A）。これらのリボスイッチをプロモーター -

GUS レポーター遺伝子プラスミドに挿入し、 A.  oryzae を形質転換して E1

リボスイッチと同様に GUS 活性を測定した（ Fig .  2 -4B）。チアミンの非存

在下でのリボスイッチの GUS 活性を 1 .0 に標準化し、実際の GUS 活性

（ U -mg - 1  p ro te in）は、各棒グラフの上部に示した。 5 ′ -スプライシング部

位と E1 リボスイッチの TPP 結合部位の間を切り詰めたリボスイッチの

GUS 活性は、 E1 リボスイッチよりも低く、 13 塩基を削除した E4 リボス

イッチは GUS 活性が失われた。しかし、チアミン存在下での E2 と E3 リ

ボスイッチの GUS 活性は、チアミンの非存在下での活性よりもそれぞれ

4 .7 倍、 4 .3 倍高くなった。チアミン存在下における E2 リボスイッチの

GUS 活性と th iA リボスイッチの GUS 活性が同等であり、 th iA リボスイッ

チは遺伝子発現抑制時にも GUS 活性が見られた。前述の通り、 th iA リボ

スイッチでは、チアミン存在下でも僅かに成熟 mRNA が確認でき（ Fig .  

2 -2B）、 TPP 存在下においてもタンパク質が発現していることが考えられ

た。一方で、 E2、 E3 リボスイッチにおける GUS 活性の低下は、転写反応

かスプライシング反応に問題があることが考えられた。  

 次に、 RT-PCR を実施して、人工リボスイッチのスプライシング産物の

配列を確認した。スプライシングされた mRNA と pre-mRNA は、野生型

th iA リボスイッチと同様にプライマー RT-F と RT-R を使用した RT-PCR に

よって検出し、 PCR 産物は非変性 5％（ w/v） PAGE で分離した（ Fig .  2 -

4C）。バンド 1、 2、 3 は、それぞれ pre -mRNA、未成熟 mRNA、成熟

mRNA を示す。バンドをゲルから抽出して、塩基配列を確認したところ、

E1 リボスイッチの 5 ′ -スプライシング部位は予想されるスプライシング部
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位の 9 塩基下流にあり、イントロンが 9 塩基多く残ることから E1 リボス

イッチによって生成される成熟 mRNA 由来のバンドは th iA リボスイッチ

によって生成されるスプライシング産物よりもゆっくりと移動していた。

スプライシング部位が 9 塩基下流になった理由は不明であるが、 E1 リボ

スイッチのスプライシング産物の mRNA のバンド強度は、チアミンの存

在下と非存在下で同じであり、チアミンによる効果がなかったことが明ら

かとなった。また、 t h iA リボスイッチに比べ、 E2、 E3 リボスイッチでは

pre-mRNA のバンド強度は強く、成熟 mRNA のバンド強度は弱かった。こ

のことから、 E2、 E3 リボスイッチの GUS 活性の低下は、転写反応ではな

く、スプライシング反応が th iA リボスイッチよりも低下したと考えられ

た。 E4 リボスイッチでのスプライシング産物は、 RT-PCR では検出されな

かった点もスプライシング反応の問題によるものと考えられた。しかし、

チアミンの存在下での E2、 E3 リボスイッチのスプライシング産物は予想

通りの配列であり、そのシグナル強度は、チアミンの非存在下でのシグナ

ルよりも強く、 mRNA がチアミンの存在下で非存在下よりも効率的にスプ

ライシングしたことが確認できた。これらの RT-PCR の結果には定量性は

ないものの、 E2 と E3 リボスイッチの DNA シークエンスと G US 活性の結

果も含め、チアミンによって活性化される「 ON リボスイッチ」の作製に

成功したと言える。  
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Fig .  2 -4 ON リボスイッチの設計と機能解析  

 

（ A） E2–E4 リボスイッチの設計。 E1 リボスイッチの 5 ʹ -側イントロンを

削った。灰色のシーケンスと矢印は、それぞれ取り除いた配列と位置を示

しており、丸で囲まれた A はスプライシングの分枝部位、アスタリスク

は翻訳開始コドンを示した。（ B）チアミン非存在下（ −）と存在下（ +）

での各リボスイッチの GUS 活性。チアミンの非存在下でのリボスイッチ

の GUS 活性を 1 .0 に標準化した。実際の GUS 活性（ U-mg - 1  p ro te in）は、

各バーの上部に示した。（ C）チアミン非存在下（ −）または存在下（ +）

の各リボスイッチのスプライシング産物。スプライシングされた mRNA

と pre-mRNA はプライマー RT-F と RT-R を使用した RT-PCR によって検出

し、 PCR 産物は非変性 5％（ w/v）アクリルアミドゲルで分離した。  バン

ド 1、 2、 3 は、それぞれ pre -mRNA、未成熟 mRNA、成熟 mRNA を示し

た。  
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TPP の結合による人工リボスイッチの遺伝子制御を裏付けるには、細胞

内でチアミンから生成する TPP に対する人工リボスイッチの結合親和性

を th iA リボスイッチと比較することが重要である。さまざまな濃度のチ

アミン存在下での th iA と E2 リボスイッチの GUS 活性の最大値を１に正

規化した結果を Fig .  2 -5 に示した。第 1 章で示したように、 TPP と th iA リ

ボスイッチが 1  :  1 で結合すると考えられたため、また、細胞内でチアミ

ンから生成した遊離の TPP が細胞内のすべての TPP とほぼ同量であると

考えられたため、 th iA と E2 リボスイッチの各データに対し、単一結合部

位を仮定するモデルに基づいて平衡パラメーターを推定する以下の式

（ Rippe ,  1997）に当てはめた。  

 

  =  aK a  [ th iamine ]  /  (1  +  K a  [ th iamine ] )  +  b  

 

：正規化された GUS 活性、 K a：チアミン結合の見かけの結合定数、

[ th iamine ]：チアミンのモル濃度、 a：基準化因子、 b：初期 値  

 

30°C でのこれらのリボスイッチへのチアミンの結合の見かけの結合定数

は、それぞれ (3 .2  ±  1 .1 )  ×  10 6、 (3 .5  ±  0 .6 )  ×  10 6  M - 1 であった。  チアミン

に対するこれら 2 つのリボスイッチの親和性は同一であり、人工リボスイ

ッチが通常の TPP 結合能を有していることが明確となった。  
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Fig .  2 -5 各チアミン濃度での th iA（●）  

及び E2（■）リボスイッチの GUS 活性  
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2-4  考察  

本研究では、 th iA リボスイッチの選択的スプライシングによって生成し

た mRNA 産物から、スプライシング部位を特定し、そのスプライシング

部位を利用して野生型のリボスイッチと逆の遺伝子制御機能を持つ ON リ

ボスイッチの構築を試みた。チアミン添加での th iA リボスイッチのスプ

ライシングで残存するイントロンには、 3 つの潜在的な翻訳開始コドンが

存在する（ Fig .  2 -1C）。 N .  crassa  OR74A の TPP 結合型 NMT1 リボスイッ

チは、 TPP 結合時でのスプライシングで残存するイントロン内に、翻訳開

始コドンが複数存在する。これらの翻訳開始コドンの AUG をすべて AAG

に変換したところ、タンパク質発現が回復したことを報告している

（ Cheah e t  a l . ,  2007）。これと同様に、 TP P 結合時の th iA リボスイッチの

スプライシングでは、残存するイントロンに存在するコドンによってフレ

ームシフトが誘発され、タンパク質の不活性化につながったと考えられ

た。 TPP 結合時でのスプライシングで残存するイントロンを取り除いた

E1 リボスイッチは、チアミン添加時において野生型 th iA リボスイッチよ

りも GUS 活性が約 4 倍高く、翻訳開始コドンを含むイントロンを除去し

た効果が認められた。 E1 リボスイッチの遺伝子制御の差が約 1 .3 倍であ

ったのに対し、 E1 リボスイッチよりも 5 ′ -スプライシング部位と TPP 結合

部位の長さを短くした E2、 E3 リボスイッチの遺伝子制御の差は 4～ 5 倍

であった。真菌におけるイントロンの全長と、 5 ′ -スプライシング部位か

ら分枝部位の A までの長さの間には、非常に高い相関関係があると報告

されており（ Kupfer  e t  a l . ,  2004）、 TPP 結合部位と 5 ′ -スプライシング部位

の間の長さがリボスイッチの TPP 結合時のスプライシング反応に重要で

あることが考えられた。 Fig .  2 -6 に、本研究で作製した ON リボスイッチ

の TPP 有無におけるスプライシングの制御メカニズムの予想図を示し

た。 TPP 非結合時における ON リボスイッチでは、野生型 th iA リボスイ

ッチと同じ位置に 5 ' -スプライシング部位が存在せず、分枝部位の A が攻

撃することができない。一方、 TPP 結合時における 5 ′ -スプライシング部

位は存在することから、スプライシング反応が進むと考えられる。 TPP が

リボスイッチに結合していないときは、スプライシング反応が起こらずイ
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ントロンが残ったままであった。この中には潜在的な翻訳開始コドンが -

202、 -192、 -141、 -132、 -65、 -40、 -35、 -24 の位置に存在することから、

スプライシング反応が起こらない時はコドンのフレームシフトが誘発さ

れ、タンパク質の不活性化につながっていると考えられた。 TPP 結合部位

と 5 ′ -スプライシング部位の長さを短くすることで ON リボスイッチが構

築できたものの、 GUS 活性が低下した。イントロンの長さを短くするこ

とによってリボスイッチ全体の構造が変化し、 TPP 結合性が低下した可能

性が疑われたが、野生型の th iA リボスイッチと比較して、 E2 リボスイッ

チの TPP 結合性は損なわれていなかった。したがって、 GUS 活性の低下

は、 5 ′ -スプライシング部位と分枝部位の A との距離が近くなったこと

で、スプライシング反応の最初のステップであるラリアット構造の形成効

率が低下したことが考えられた。 5 ′ -スプライシング部位とリボスイッチ

の TPP 結合部位の間の長さはさらに最適化する必要がある。  

結論として、 TPP 結合時では O FF リボスイッチである th iA リボスイッ

チの選択的スプライシングを利用して、人工的な ON リボスイッチを設計

することに成功した。しかし、この ON リボスイッチによって制御される

遺伝子発現レベルは低く、タンパク質の生合成を制御するための遺伝子制

御ツールとしての実用化には、さらなる検討が必要である。  
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Fig .  2 -6 ON リボスイッチの推定遺伝子制御メカニズムの概略図  

 

黒線、灰色線、丸に囲まれた A はそれぞれ、エキソン、イントロン、分

枝部位を示した。白丸は th iA リボスイッチにおける TPP 非結合時のスプ

ライシング部位、黒丸は TPP 結合時のスプライシング部位を示した。  
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第 3 章  

thiA リボスイッチの選択的スプライシングメカニズムを  

応用した遺伝子発現を促進するリボスイッチの開発  

 

要約  

 A .  oryzae  R IB40 由来の th iA リボスイッチは、 TPP とリボスイッチの結

合を介して mRNA の選択的スプライシングを制御し、タンパク質の生産

を抑制する。 th iA リボスイッチの選択的スプライシングで重要な役割を果

たすと考えられる配列を見出し、本配列が TPP 結合部位に存在する特定

の配列と塩基対を形成することが選択的スプライシングに重要であること

を解明した。 th iA リボスイッチによって制御される選択的スプライシング

のメカニズムに基づいて、野生型 th iA リボスイッチのように TPP がリボ

スイッチに結合すると遺伝子発現を抑制するのではなく、逆に遺伝子発現

を促進する TPP 結合型 ON リボスイッチを構築した。この ON リボスイッ

チによって制御される標的遺伝子は、 A .  oryzae で実用的なレベルで発現

することが分かった。  

 

3-1  緒言  

第 2 章において、 th iA リボスイッチの選択的スプライシング部位を利用

し、チアミンを培地に添加することで遺伝子発現を促進できる ON リボス

イッチを構築した。この ON リボスイッチは、 th iA リボスイッチに TPP

が結合することによって残るイントロンを除去し、さらに 5 ′ -スプライシ

ング部位の長さを短くして作製した。しかし、この ON リボスイッチによ

って制御される遺伝子発現の ON と OFF の差は十分ではなく、 ON の時の

タンパク質発現レベルも低かった。これは、 5 ′ -スプライシング部位と分

枝部位の A との距離が近くなったことで、スプライシング反応における

ラリアット構造の形成効率が低下した可能性が考えられた。 ON リボスイ

ッチを遺伝子制御ツールとして実用化するためには、チアミンを培地に添

加しない時は遺伝子発現をできる限り抑制し、 TPP を添加した時は、遺伝

子発現レベルが既知のプロモーターによる制御と比較して同レベル以上で
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あることが望ましい。スプライシング効率の低下を防ぐには、野生型リボ

スイッチの 5 ′ -スプライシング部位と分枝部位との距離を変えることな

く、野生型リボスイッチの選択的スプライシングメカニズムを利用するこ

とが重要であると考えた。  

第 3 章では、 th iA リボスイッチの選択的スプライシングに重要な役割を

果たすと考えられる配列を見出し、 th iA リボスイッチの選択的スプライシ

ングのメカニズムを解明した。さらにこの配列と TPP 結合部位の一部が

塩基対を形成する際の安定性を利用して、 TPP が結合することで遺伝子発

現を促進する人工 ON リボスイッチの構築を試みた。  
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3-2  方法  

 

3-2-1 P1 変異リボスイッチの TPP 結合部位の調製  

 P 1 変異（ MP1）リボスイッチの TPP 結合部位の転写テンプレートは、第

2 章で調製した pNG th iA から合成した。サーマルサイクラー PC-801（ ASTEC）

を用いて、プライマー AMP1 と AMP2（ Table  3 -1）を使用した PCR により、

th iA の -233 から -61 の範囲の TPP 結合部位を鋳型にした。 50  L の反応液

に対し、KOD-P lus（ Toyobo）を用いて、94ºC で 3 分間反応させ、生成物を、

94ºC で 15 秒、 55ºC で 30 秒、 68ºC で 60 秒からなる 30 回の PCR サイクル

の後に 68ºC で 5 分間アニーリングした。増幅した DNA 産物は、3％（ w/v）

SeaKem GTG アガロースゲル（ BMA Biomedica ls）を使用したゲル電気泳動

にて精製し、 QIAquick Gel  Ext rac t ion  Ki t（ Qiagen）にて製造元の説明書に

従って転写テンプレートである目的 DNA を抽出した。精製した DNA の塩

基配列は、プライマー AMP1 と AMP2 にて ABI PRISM 310  Genet ic  ana lyzer

（ Appl ied  Biosys tems）を用いて確認した。RNA の合成は、第 1 章に記載し

た方法と同様に、 RiboMAX t ranscr ip t ion k i t（ Promega）を使用して in  v i t ro

転写テンプレートから RNA を調製した。  

 

3-2-2 CD スペクトルを用いた滴定実験  

 MP1 リボスイッチの TPP 結合部位の C D スペクトルは、第 1 章に記載

した通り、 Jasco  J -820  spec t ropola r ime ter（日本分光）を用い、 1  cm 光路

長のキュベットで、セル室を窒素置換して測定した。  

0 から 10 M TPP に対する RNA の CD スペクトルの測定は、以下の通

り行った。測定時の 1 .5  mL サンプル溶液に対して、終濃度が 10  mM にな

るように NaCl、終濃度が 50  mM になるように 500 mM Tr is -HCl（ pH 

7 .0）、終濃度が 0 .2  M になるように  RNA をキュベットで混合し、 50°C

で 3 分間インキュベートしてから、 20°C で 30 分間インキュベートした。

そして、終濃度が 1 .0  mM になるように  MgCl 2 を加えた。滴定する TPP

溶液は、 10  mM NaCl を含む 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）に対し、 10、 100、

500  M になるように TPP を調製した。終濃度が 0、 0 .05、 0 .1、 0 .2  M に
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なるように、 10  M TPP 溶液を滴定し、 0 .5、 0.75、 1 .0、 1 .5、 3 .0  M に

なるように 100  M TPP 溶液を滴定し、 5 .0、 10  M になるように 500  M 

TPP 溶液を滴定した。それぞれ滴定後は、 20°C で 30 分間インキュベート

してから、 300 から 220  nm の RNA のモル楕円率（ deg cm 2  dmo l - 1）を測

定した。  

 

3-2-3 GUS レポータープラスミドの構築と形質転換  

実験で使用したすべてのリボスイッチの構築は、Table  3 -1 に示したプラ

イマーを用いて、PCR で調製した。KOD-Plus（ Toyobo）を使用した PCR と

増幅された DNA 産物の精製方法は、 PCR サイクルが 20 回である点と 1％

（ w/v）SeaKemGTG アガロースゲル（ BMA Biomedica ls）を使用した点を除

いて、 MP1 リボスイッチの TPP 結合部位の調製に記載した方法で行った。

詳細は以下の通りである。  

th iA の 5 ′ -UTR の -729 から -1 の範囲を挿入した GUS レポータープラスミ

ド pNG th iA は、第 2 章で示した方法で取得した。  

 MP1 リボスイッチは pNG th iA を鋳型にした。 -338 から -18 の範囲の MP1

リボスイッチ配列を Fig3-1A に示した。 -729 から -218 の範囲の MP1 リボ

スイッチの 5 ′ -部位はプライマー TH IA-F と MP1-5R で増幅し、-243 から -51

の範囲の MP1 リボスイッチの TPP 結合部位はプライマー MP1-5F と MP1-

3R で増幅し、 -76 から -1 の範囲の MP1 リボスイッチの 3 ′ -部位は、プライ

マー MP1-3F と THIA-R で増幅した。次に増幅した 5 ′ -部位、TPP 結合部位、

3 ′ -部位を混合し、プライマー THIA-F と THIA-R で増幅した。  

配列に変異がある Mリボスイッチは pNG th iA を鋳型にした。 -338 か

ら -18 の範囲の Mリボスイッチ配列を Fig3-1A に示した。-729 から -284 の

範囲の Mリボスイッチの 5 ′ -部位はプライマー THIA-F と MR で増幅し、

-305 から -1 の範囲の Mリボスイッチの 3 ′ -部位はプライマー MF と THIA-

R で増幅した。増幅した 5 ′ -部位と 3 ′ -部位を混合し、プライマー THIA -F と

THIA-R で増幅した。  

ON1 リボスイッチは pNG th iA を鋳型にした。 -338 から -18 の範囲の ON1

リボスイッチ配列を Fig3-1B に示した。 -729 から -336 の範囲の ON1 リボ
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スイッチの 5 ′ -部位はプライマー TH IA-F と ON1-5 ′R で増幅し、 -355 から -

272 の範囲のフラグメント 2 はプライマー ON1-5 ′F と ON1 -3 ′R で増幅し、  

-288 から -1 の範囲の ON1 リボスイッチの 3 ′ -部位は、プライマー ON1-3 ′F

と THIA-R で増幅した。増幅した 5 ′ -部位、フラグメント 2 と 3 ′ -部位を混

合し、プライマー THIA-F と TH IA-R で増幅した。  

ON2 及び ON3 リボスイッチは、 Mリボスイッチと同じ方法で、 ON1 リ

ボスイッチを持つ pNGON1 を鋳型にした。 -338 から -18 の範囲の ON2 と

ON3 リボスイッチ配列を Fig3 -1B に示した。PCR プライマーは次の通りで

ある。 -729 から -272 の範囲の ON2 リボスイッチの 5 ′ -部位の増幅は THIA-

F と ON2R を用いた。 -288 から -1 の範囲の ON2 リボスイッチの 3 ′ -部位の

増幅は ON2F と THIA-R を用いた。-729 から -303 の範囲の ON3 リボスイッ

チの 5 ′ -部位は THIA-F と ON3R を用いた。 -318 から -1 の範囲の ON3 リボ

スイッチの 3 ′ -部位は ON3F と THIA -R を用いた。  

精製した DNA 産物を TaKaRaBKL Ki t（ Takara）を使用してリン酸化し、

pNG1 の Sma I サイトに挿入して、それぞれ pNGMP1、 pNGM、 pNGON1、

pNGON2、 pNGON3 を取得した。 pNGMP1 と pNGMに挿入した PCR 産物

の塩基配列は、プライマー RT-R と M13RV を用いて ABI PRISM 310  Genet ic  

ana lyzer（ Appl ied Biosys tems）で確認し、 pNGON1、 pNGON2、 pNGON3 に

挿入した PCR 産物の塩基配列は、プライマー RT-R と M13RV を用いて、ユ

ーロフィンジェノミクス社の DNA シークエンスサービスにて確認した。

プラスミド操作の宿主に大腸菌 DH5を使用し、 A .  oryzae  n iaD300（ niaD）

の形質転換は、第 2 章と同様に、Gomi らが報告した方法（ Gomi e t  a l . ,  1987）

に従って行った。  

 

3-2-4  GUS レポーター試験  

 GUS レポーター試験は、第 2 章に記載した方法で行った。  

 

3-2-5  RT-PCR による解析  

 約 5  ×  10 7 個の A.  oryzae 形質転換体の分生子胞子を 100  mL の Czapeck 

Dox 最小培地（ 20  g /L g lucose、6  g /L NaNO 3、1 .52  g /L KH 2PO 4、0 .52  g /L KCl、
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0 .52 g /L MgSO 4 -7H 2O、 pH 6 .5）に接種し、 10 チアミン添加試験区と非

添加試験区を設けて、 180  rpm で 48 時間振とうしながら 30°C でインキュ

ベートした。細胞は 3G-1 ガラスフィルターを使用して培養液から濾過し、

滅菌水で 3 回洗浄して 2 枚の濾紙で挟んで脱水し、液体窒素で凍結してか

ら乳鉢で粉砕した。  

 MP1 と Mリボスイッチの RNA の調製と RT-PCR による解析はサーマル

サイクラー PC-801（ ASTEC）を用い、下記の通り行った。粉砕菌体からの

全 RNA は ISOGEN（ Nippon  gene）を用いて、製造元の説明書に従って調製

した。 Takara One S tep RNA PCR キット（ AMV）（ Takara）を製造元の説明

書に従って、 1  g のトータル RNA を逆転写後に増幅した。 PCR プライマ

ーは RT-F と RT-R を使用し、 50  L 反応液を 50°C で 30 分間インキュベー

ト後に 94°C で 2 分間インキュベートし、 94°C で 30 秒間、 60°C で 30 秒

間、 72°C で 2 分間の PCR を 30 回行った。増幅産物は、 1  ×  TBE バッファ

ー中の 5％  （ w/v）ネイティブ PAGE によって分離し、Gels ta r®  Nuc le ic  Acid  

S ta in（ Takara）で染色した。増幅産物の塩基配列を確認するため、ゲルか

ら各増幅産物を切り出して滅菌水で抽出後、プライマー RT-F と RT-R を用

いてサーマルサイクラー P C-801（ ASTEC）にて PCR を行った。 PCR は 50  

L 反応液で、Ex Taq（ Takara）を使用し、94°C で 2 分間インキュベートし

た後、94°C で 30 秒間、55°C で 30 秒間、72°C で 60 秒間の P CR を 30 回行

い、72°C で 5 分間アニーリングした。各 P CR 産物は DNA Liga t ion  Ki t  Ver.2 .1

（ Takara）を用いて製造元の説明書に従い、T-Vector  pMD20（ Takara）に TA

クローニングした。 E.  co l i  DH5を用いて増幅したプラスミドを QIAprep  

Spin  Min iprep Ki t（ QIAGEN）を用いて製造元の説明書に従って抽出して、

プライマー M13RV と M13M4 を用いて ABI PRISM 310 Genet ic  ana lyzer

（ Appl ied  Biosys tems）で塩基配列を確認した。  

 ON1、ON2、ON3 リボスイッチの RNA の調製と RT-PCR の解析はサーマ

ルサイクラー Gene  At las  G02（ ASTEC）を用い、下記の通り行った。粉砕菌

体からの RNA の調製は、NucleoSpin RNA（ Takara）を用いて、製造元の説

明書に従って実施した。次に Takara One  S tep  RNA PCR キット（ AMV）

（ Takara）を製造元の説明書に従って、1  g のトータル RNA を逆転写後に
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増幅した。 PCR プライマーは RT-F と RT-R を使用し、 MP 1 と Mリボスイ

ッチの時と同条件で RT-PCR を行った。ポリアクリルアミドゲル EHR-T15L

（ ATTO）を用いて、 1  ×  TBE バッファー中で電気泳動を行って増幅産物を

分離し、臭化エチジウムを使用して染色した。増幅産物の塩基配列の確認

をするため、ゲルから各増幅産物を切り出して滅菌水で抽出後、プライマ

ー RT-F と RT-R を用いてサーマルサイクラー Gene  At las  G02（ ASTEC）に

て PCR を行った。PCR は 50  L 反応液で、Ex Taq（ Takara）を使用し、94°C

で 2 分間インキュベートした後、 94°C で 30 秒間、 55°C で 30 秒間、 72°C

で 60 秒間の PCR を 30 回行い、 72°C で 5 分間アニーリングした。各 P CR

産物は DNA Liga t ion  Ki t  Ver.2 .1（ Takara）を用いて製造元の説明書に従い、

T-Vector  pMD20（ Takara）に TA クローニングした。 E .  co l i  DH5を用いて

増幅したプラスミドを抽出して、プライマー M13RV と M13M4 を用いて、

ユーロフィンジェノミクス社の DNA シークエンスサービスにて塩基配列

を確認した。  
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Table  3 -1 PCR プライマーの配列  

プライマー  配列  

AMP 1   5 ′ - TA ATAC G AC TC AC TATA G GC C G TAC G GC C G G T G TTC G T TC C C - 3 ’  

AMP 2  5 ′ - C C GC AC ATC C T T TTC GC T G G TAT T- 3 ’  

TH I A- F  5 ′ - G GC C C G G G G AC A G A C G G GC A AT T G AT TAC G - 3 ’  

MP 1 -5 R  5 ′ - A AC AC C G GC C G TAC G G A A A G A C G TTAC C TA A G A - 3 ’  

MP 1 -5 F  5 ′ - TA A C GTC T T TC C GTA C G GC C G G T G T TC G TTC C C -3 ’  

MP 1 -3 R  5 ′ - A AC G A G A G A A C C GC AC ATC C T T T TC GC T G G TAT- 3 ’  

MP 1 -3 F  5 ′ - C G A A A A G G AT G T GC G G T TC TC TC G T TC T TC C T G - 3 ’  

TH I A- R   5 ′ - C C GTC G A C GT T TC A A G T T GC A AT G A C - 3 ’  

MR  5 ′- AT TC C TT G A C TAC C AT G G TAT G - 3 ’  

MF  5 ′ - C ATAC C AT G G TA G TC A A G G A AT- 3 ’  

O N 1 -5 ’ R  5 ′ - TA G AT T G TC G G TT G G T TT G G - 3 ’  

O N 1 -5 ’ F  5 ′ - C C A A AC C A AC C G AC A ATC TA A ATAC AC - 3 ’  

O N 1 -3 ’ R  5 ′ - C C A GC C A A A A G TATT C C TT G A C T TC C T TC GTAT GC - 3 ’  

O N 1 -3 ’ F  5 ′ - G G A ATAC T T T T G GC T G G AC TC TC AC A A A G AT C A A G - 3 ’  

O N 2 R  5 ′- C C A GC C A A A A G TATT TC T T GC C T TC C T TC G TAT GC - 3 ’  

O N 2 F  5 ′ - G A A ATAC T T T T G GC T G G AC TC TC AC A A A G AT C A A G - 3 ’  

O N 3 R  5 ′- TC T TC C T GT T G AT G G ATAATC G A G G A G T G TAT T TA G - 3 ’  

O N 3 F  5 ′ - TC C ATC A AC A G G A A G A AC G A A G G A A G G C A A G A - 3 ’  

RT- F  5 ′ - T TC C C A A AC C A A C C G AC A AT- 3 ’  

RT- R  5 ′ - T G ATC A ATTC C AC A G T TT TC - 3 ’  

M1 3 RV  5 ′- C A G G A A AC A GC TAT G AC - 3 ′  

M1 3 M 4  5 ′- G TT T TC C C A G TC AC G AC - 3 ′  
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Fig .3 -1 設計したリボスイッチの塩基配列  

 

（ A） th iA、 MP1、 Mリボスイッチの塩基配列。 MP1 と Mリボスイッチ

は、変異のある重要な配列のみ示した。太字の塩基は th iA リボスイッチ

からの置換を、数字は翻訳開始部位（ +1）に対する相対的な位置を示し

た。灰色でマークされた塩基は推定 と  ′配列を、両矢印は P 1 と P1 ′を示

した。イントロンのスプライシング部位を下線、 3 つの潜在的な翻訳開始

コドンを二重下線で示した。（ B） th iA、 ON1、 ON2、 ON3 リボスイッチの

配列。 ON1、 ON2、 ON3 リボスイッチは、変異のある重要な配列のみを示

した。太字の塩基は th iA リボスイッチからの置換を、数字は翻訳開始部

位（ +1）に対する相対的な位置を示した。灰色のマークは 、 、 、
  と  ′を示し、点線は  ′を、両矢印は P1 と P 1 ′を示した。イントロン

のスプライシング部位を下線、 3 つの潜在的な翻訳開始コドンを二重下線

で示した。  
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3-3  実験結果  

 

3-3-1 th iA リボスイッチの選択的スプライシングに必要な推定ヌクレオ

チド配列  

 第 2 章では、 th iA リボスイッチの選択的スプライシングの部位を明らか

にした。 TPP が結合していない場合、 th iA リボスイッチの 5 ′ -スプライシ

ング部位は -338 位にあり、成熟した mRNA を生成した。一方、 TPP がリ

ボスイッチに結合すると、 5 ′ -スプライシング部位は -253 位にあり、未成

熟な mRNA には 85 塩基の残存イントロンが含まれていた。 t h iA リボスイ

ッチへの TPP の結合の際、 P1 と P 1 ′部位の塩基対形成により、 3 ′ -側のス

プライシング部位と -253 位のスプライシング部位が -338 位のスプライシ

ング部位よりも近くなり、 -253 位でスプライシングが起こると仮定する

と、 -338 位でスプライシングする際は、同様に TPP 結合部位の P 1 ′と -338

位の近傍で塩基対形成することが考えられた（ Fig3-2A）。 P 1 ′と塩基対を

形成できる可能性のある配列を調べたところ、 -287 位から -302 位に見出

した（ Fig3-2B）。 Li らは、 N .  crassa  OR74A の TPP 結合型リボスイッチ

（ NCU01977 リボスイッチ）に TPP が結合していない場合、 TPP 結合部位

の 3 ′ -配列「  ′」は、 5 ′ -スプライス部位の近くにある保存配列「 」と塩

基対（長距離塩基対）を形成し、選択的スプライシングを制御することを

見出した（ Li  e t  a l . ,  2013）。 th iA リボスイッチも NCU01977 リボスイッチ

と同様のメカニズムで選択的スプライシングを制御している可能性が高い

と考えられ、 th iA リボスイッチの選択的スプライシングメカニズムの仮説

を検証するため、 th iA リボスイッチの -287 位から -302 位に存在する推定 

配列と TPP 結合部位の P 1 ′配列を含む推定  ′配列との塩基対形成を確認し

た。  
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Fig .  3 -2 th iA リボスイッチによる推定遺伝子制御メカニズムの仮説  

 

（ A）白い長方形は P 1 ′、黒い長方形は P 1 ′と塩基対形成をする配列を示し

た。 TPP が結合すると、 P 1 と P1 ′は塩基対を形成し、 3 ′ -側のスプライシン

グ部位と -253 位のスプライシング部位が近くなる。一方、 TPP が結合し

ていない場合、 TPP 結合部位の P 1 ′と -338 位の近傍で塩基対形成すると 3 ′ -

側のスプライシング部位と -338 位のスプライシング部位が近くなる。

（ B） -287 位から -302 位に P1 ′と塩基対を形成できる可能性のある配列を

見出した。  

 

3-3-2 th iA リボスイッチの選択的スプライシングメカニズム  

 th iA リボスイッチの 5 ′ -側で見つかった推定 が選択的スプライシングに

関与するかを確認するため、 th iA リボスイッチの TPP 結合部位の P 1 と

P1 ′に焦点をあてた。推定  ′には P 1 ′が含まれているため、 P 1 と P 1 ′を入れ

替えると、 P1 を含む変異  ′は推定 に結合できなくなると考えた。そこ

で、 P 1 と P1 ′ステムを交換してリボスイッチを構築した（ Fig .  3 -3）。仮説

に基づき、この P 1 と P 1 ′ステムを交換したリボスイッチ（ MP1 リボスイ

A
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ッチ）に TPP は結合できるが、 TPP が結合しない場合は推定 と変異  ′の

間の塩基対形成が阻害され、 TPP 結合の有無に関わらず遺伝子発現は抑制

されると予測した。  

 

 

Fig .  3 -3 th iA リボスイッチと MP1 リボスイッチの TPP 結合部位と MP1

リボスイッチの推定制御メカニズム  

 

th iA リボスイッチの TPP 結合部位の P1 と P 1 ′ステムを入れ替えた MP 1 リ

ボスイッチの推定二次構を示した。 MP1 リボスイッチでは、推定 と変異

 ′の塩基対形成が阻害されることが考えられた。  
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 Fig3 -4A は、 10  mM NaCl、 1 .0  mM MgCl 2 及び、さまざまな濃度の TPP

を含む 50  mM Tr is -HCl（ pH 7 .0）中の 0 .2  M MP1 リボスイッチの TPP 結

合部位の 20°C での CD スペクトルを示した。 TPP 結合部位に結合する

TPP の平衡パラメーターは、 265 nm でのモル楕円率の変化から評価でき

るので（ Fig3 -4B）、第 1 章と同様に、 th iA リボスイッチの TPP 結合部位

が 1 つであると仮定したときの平衡パラメーターを推定するモデル式を用

いて、 TPP と MP1 リボスイッチの TPP 結合部位の結合定数を算出した

（ Rippe ,  1997）。 MP1 リボスイッチの TP P 結合部位に結合する TPP の見か

けの K a 値は、 20°C で（ 5 .0  ±  1 .5）×  10 6  M - 1 だった。第 1 章の研究で

は、 1 .0  mM Mg 2 +での th iA リボスイッチの TPP 結合部位の T PP 結合の K a

値は 20°C で（ 50  ±  34）×  10 6  M - 1 であり、 P 1 と P1 ′の交換によって、 TPP

と MP1 リボスイッチの結合の親和性は TPP と th iA リボスイッチよりも低

くなった。結合親和性は元の値と比較して低下しているが、 MP1 リボス

イッチへの TPP の結合の K a 値は、細菌の TPP 結合型 th iC リボスイッチ

の K a 値（ 25°C で 1 .7  ×  10 6  M - 1）と類似していた（ Winkler  e t  a l . ,  

2002a）。このことから、 MP1 リボスイッチの TPP 結合部位が、天然に存

在する th iC リボスイッチと同等の TPP 結合性を有することが考えられ

た。  

 MP1 リボスイッチの機能を検証するために、 th iA の 5 ′ -UTR と MP1 リボ

スイッチの TPP 結合部位を含む GUS レポーター遺伝子プラスミド

pNGMP1 を構築した。 A .  oryzae  n iaD300 を pNGMP1 で形質転換し、形質

転換した細胞を 10  M チアミンの添加あるいは非添加の条件で 30℃で培

養した。 A .  oryzae はチアミンを取り込み、自発的に TPP に変換するの

で、外因性チアミンの添加を介して TPP 結合型リボスイッチの活性化を

可能にする。チアミンの存在下と非存在下での th iA リボスイッチの GUS

活性は、それぞれ 112  ±  5、 2585  ±  13  U-mg - 1  p ro te in で、 MP1 リボスイッ

チの GUS 活性は、それぞれ 22  ±  0.1、 68  ±  2  U -mg - 1  p ro te in だった（ Fig .  

3 -4C）。 th iA リボスイッチと異なり、チアミンの非存在下において、 MP 1

リボスイッチの GUS 活性は低下したことが確認できた。  
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 次に、 MP1 リボスイッチの機能によって生成したスプライシング産物

の配列を確認するために、 RT-PCR 解析を行った。 Fig .  3 -4D は、転写産物

に由来する増幅 DNA のネイティブ PAGE の結果を示したものである。ゲ

ルからバンドを抽出してシークエンスを行ったところ、チアミンの存在下

では、 th iA リボスイッチの 5 ′ -スプライシング部位は -253 位にあり、 MP1

リボスイッチでも同様に -253 位でスプライシングが起こった。しかし、

チアミンの非存在下では、 th iA リボスイッチの 5 ′ -スプライシング部位は -

338 だったのに対し、 MP1 リボスイッチの 5 ′ -スプライシング部位は -253

位であり、 MP 1 リボスイッチでは成熟 mRNA を産生するスプライシング

が阻害された。 TPP の非存在下で MP1 リボスイッチのタンパク質翻訳阻

害による GUS 活性の低下が確認されたが、推定 と P 1 を含む変異  ′の間

の塩基対形成が阻害されたためと推察した（ Fig .  3 -3）。以上の結果から、

th iA リボスイッチの P1 と P 1 ′が選択的スプライシングにおいて重要な役

割を果たしていることが確認できた。  
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Fig .  3 -4 MP1 リボスイッチの機能解析  

 

（ A） 20ºC での 10  mM NaCl、 1 .0 mM MgCl 2、及び 0−10  M TPP（ 265 nm

で上から下へ）を含む 50 mM Tr is -HCl（ pH 7.0）中の 0 .2  M MP1 リボス

イッチの CD スペクトル。（ B） 20  ºC で 10  mM NaCl、 1 .0  mM MgCl 2、及

び 0−10  M TPP を含む 50 mM Tr is -HCl（ pH 7.0）中の 265  nm での 0 .2  M 

MP1 リボスイッチのモル楕円率。（ C）チアミンの存在下（ +）と非存在下

（−）での th iA と MP1 リボスイッチの GUS 活性。（ D）チアミンの存在下

（ +）と非存在下（−）での th iA 及び MP1 リボスイッチからの RT-PCR 産

物を、 5％（ w/v）ネイティブ PAGE によって分離した。リボスイッチの

pre-mRNA とスプライシングされた mRNA は、 RT-PCR を使用して増幅し

た。灰色と白の長方形はそれぞれエキソンとイントロンを、黒の長方形は

それぞれ推定 、推定  ′（ th iA）、または変異  ′（ MP1）を示した。  
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変異  ′は th iA リボスイッチの機能を阻害することが明らかとなったの

で、 配列のうち -300 位の G を C に、 -294 位の A を U に、 -289 位の U を

A に置き換えた 変異リボスイッチ（ Mリボスイッチ）を作製し、  ′と変

異 が塩基対形成を阻害するか確認した（ Fig .  3 -5A）。 th iA リボスイッチ

の推定 及び  ′と、 Mリボスイッチの変異 及び  ′の塩基対形成の最小自

由エネルギー変化は、 RNAsof t（ Andronescu  e t  a l . ,  2003）によって、 30ºC

でそれぞれ -14 .5、 -4 .1  kca l  mol - 1 と計算された。変異 を用いて th iA の 5 ′ -

UTR を含む GUS レポーター遺伝子プラスミド pNGMを構築し、 A .  

oryzae  n iaD300（ niaD）を pNGMで形質転換後に形質転換細胞を 10  M

チアミンの存在下もしくは非存在下にて 30℃で培養した。チアミンの存

在下と非存在下での th iA リボスイッチの GUS 活性は、それぞれ 39 ±  2、

1766  ± 72  U-mg - 1  p ro te in だった（ Fig .  3 -5B）。一方、チアミンの存在下と

非存在下での Mリボスイッチの GUS 活性は、それぞれ 12  ± 0 .5、 155 ±  6  

U-mg - 1  p ro te in で、 th iA リボスイッチと異なり、チアミン非存在下におけ

る Mリボスイッチの GUS 活性は低下した。  

次に、 Mリボスイッチの機能により生成したスプライシング産物の配

列を確認するために、 RT-PCR 解析を行った。転写産物に由来する増幅

DNA のネイティブ PAGE 結果を Fig .  3 -5C に示した。ゲルからバンドを抽

出し、各バンドの塩基配列を確認した。チアミンの存在下または非存在下

で、 Mリボスイッチの 5 ′ -スプライシング部位は -253 位にあり、成熟

mRNA を産生するスプライシングパターンの阻害を示していた。これらの

結果から、 th iA リボスイッチに見られる推定 が th iA リボスイッチによっ

て誘導される遺伝子制御に重要であることが明確となった。チアミン存在

下での Mリボスイッチは、 th iA リボスイッチと同じように作用したと考

えられたが、チアミン非存在下での Mリボスイッチは、タンパク質の翻

訳阻害による GUS 活性の低下が確認され、  ′と変異 との塩基対形成の阻

害によるものと考えられた。 TPP 濃度に応じた MP1 と Mリボスイッチの

挙動に基づいて、 th iA リボスイッチに見られる推定 と  ′は、選択的スプ

ライシングに関与していることが明らかとなった。  
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Fig .  3 -5 Mリボスイッチの設計とその機能解析  

 

（ A） th iA と Mリボスイッチの推定二次構造。太字の塩基は、野生型

th iA リボスイッチからの置換を示した。（ B）チアミンの存在下（ +）と非

存在下（−）での th iA と Mリボスイッチの GUS 活性。（ C）チアミンの存

在下（ +）と非存在下（−）での th iA と Mリボスイッチの RT-PCR 産物

を、 5％（ w/v）ネイティブ PAGE を使用して分離した。灰色と白の長方形

は、それぞれエキソンとイントロンを示し、黒の長方形は推定 （ th iA）、

変異 （ M）、推定  ′を示した。  
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3-3-3 th iA リボスイッチの選択的スプライシングメカニズムを応用した

人工 ON リボスイッチ  

 TPP 非結合時では、 th iA リボスイッチの と  ′の長距離塩基対形成によ

り -338 位の 5 ′ -スプライス部位と -18 位の 3 ′ -スプライス部位が近接し、ス

プライシングに有利になる（ Fig .  3 -6A）。一方、 TPP が結合すると、 th iA

リボスイッチの P 1 ステムの形成によって と  ′が分離して、 -253 位の 5 ′ -

スプライス部位と -18 位の 3 ′ -スプライス部位が近接し、選択的スプライシ

ングに有利になる。 t h iA リボスイッチによる選択的スプライシング制御の

メカニズムに基づいて、 TPP に応答して遺伝子発現をアップレギュレート

できる ON リボスイッチの構築を試みた。 -262、 -290、 -299 位の 3 つの潜

在的な翻訳開始コドンと -338 位の 5 ′ -スプライス部位を別の塩基で置換し

て機能を失わせ、 th iA リボスイッチ ON1 を設計した（ Fig .  3 -6A）。 ON1 リ

ボスイッチの 1 と  ′の塩基対形成の最小自由エネルギー変化は、 30ºC で -

11 .1 kca l  mol - 1 と算出されたが、 th iA リボスイッチの と  ′の最小自由エネ

ルギー変化は -14 .5  kca l  mol - 1 と算出された。 ON1 リボスイッチの変異 1

と  ′の間の塩基対の安定性は、 th iA リボスイッチのそれと比較して十分で

はない可能性が考えられた。そこで、 1 と  ′の塩基対の安定性を改善す

るために、 1 に変異を追加した ON2 リボスイッチを構築した（ Fig .  3 -

6A）。 ON2 リボスイッチの 2 と  ′の塩基対形成の最小自由エネルギー変

化は、 30ºC で -18 .9  kca l /mol と算出された。 TPP が結合した場合、 -262、 -

290、 -299 位の 3 つの潜在的な翻訳開始コドンが除去されているため、

ON1 と ON2 リボスイッチは -253 位でスプライシングが起こっても翻訳が

開始できる。一方、 TPP が結合しない場合では、 ON1 と ON2 リボスイッ

チは 1 と  ′、 2 と  ′の間でそれぞれ塩基対を形成するが、 -338 位の 5 ′ -ス

プライス部位が除去されているため、スプライシングが阻害されると考え

た（ Fig .  3 -6B ）。  
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Fig .  3 -6 人工 ON リボスイッチの設計  

 

（ A） th iA、 ON1、 ON2、 ON3 リボスイッチの推定二次構造。太字の塩基

は、野生型 th iA リボスイッチからの置換を示した。（ B） TPP の結合時と

非結合時での人工 ON リボスイッチの予想される遺伝子制御。  
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ON1 と ON2 リボスイッチを含むプロモーター -GUS レポーター遺伝子プ

ラスミドを構築し、形質転換 A .  oryzae を作製した。チアミンの存在下と

非存在下での ON1 リボスイッチの GUS 活性は、それぞれ 2983  ±  10、

2352  ± 2  U-mg - 1  p ro te in であり、チアミン存在下と非存在下での ON2 リボ

スイッチの GUS 活性はそれぞれ、 3676  ±  20、 2724 ±  22  U -mg - 1  p ro te in だ

った（ Fig .  3 -7A）。 ON1 と ON2 リボスイッチのタンパク質発現レベルは十

分に高く、元のリボスイッチ（ 2591 ±  21 U-mg - 1  p ro te in）と同等レベルだ

ったが、チアミンの存在下と非存在下でのタンパク質発現は大きく変化し

なかった。つまり、 ON1 と ON2 リボスイッチは、チアミン非結合時で

は、遺伝子発現を抑制しなかった。 ON1 と ON2 リボスイッチの TPP 非依

存性は、 TPP 非結合時での ON1 と ON2 リボスイッチの 1 と  ′、 2 と  ′

のそれぞれの塩基対形成において、十分な熱安定性がなかった可能性が考

えられた。次に ON1 と ON2 リボスイッチによって生成したスプライシン

グ産物の配列を確認するために RT-PCR 解析を実施した。転写産物に由来

する DNA のネイティブ PAGE の結果を Fig .  3 -7B に示した。各バンドをゲ

ルから抽出して塩基配列を確認した。チアミン存在下と非存在下での

ON1、 ON2 リボスイッチの未成熟 mRNA は、チアミン存在下での th iA リ

ボスイッチと同様に -253 位でのスプライシング産物であり（ Fig .  3 -7B）、

ON1 と ON2 のリボスイッチが設計された位置でスプライシングしている

ことを確認した。したがって、 ON1 と ON2 リボスイッチは、長距離塩基

対形成の安定性が不十分な点を除いて、スプライシング部位は問題がない

と考えられた。  
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Fig .  3 -7 ON1 と ON2 リボスイッチの機能解析  

 

（ A）チアミンの存在下（ +）と非存在下（−）での th iA、 ON1、 ON2 リボ

スイッチの GUS 活性。（ B）チアミンの存在下（ +）と非存在下（−）での

th iA、 ON1、 ON2 リボスイッチからの RT-PCR 産物を、 15％（ w/v）アクリ

ルアミドゲルでのネイティブ PAGE を使用して分離した。リボスイッチの

pre-mRNA とスプライシングされた mRNA は、 RT-PCR を使用して増幅し

た。灰色と白の長方形はそれぞれエキソンとイントロンを、黒の長方形は

それぞれ 、 1、 2、  ′を示した。  
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 ON1 と ON2 リボスイッチの GUS 活性は、チアミン非存在下よりも存在

下でそれぞれ 1 .27、 1 .35 倍高かった。 1、 2 は 16 塩基長で、 1 と  ′、

2 と  ′の長距離塩基対形成の最小自由エネルギー変化は 30ºC においてそ

れぞれ -11 .1、 -18 .9  kca l  mol - 1 だった。このことから、チアミン存在下と非

存在下での ON リボスイッチの GUS 活性の差は、塩基対相互作用の安定

化を通じて増加すると考えられた。人工 ON リボスイッチにおいてチアミ

ン（細胞内では TPP）非存在下でのスプライシングの阻害を誘発するため

には（ Fig .  3 -6B）、 2 と  ′の塩基対よりも大幅に安定した塩基対が必要で

あると考えた。この仮定に基づき、 2 の 2 倍の長さになるように 2 から

上流に 16 塩基の追加の相補的塩基（ 3）を持つ ON3 リボスイッチを構築

した（ Fig .  3 -6A）。  

 ON3 リボスイッチの 3 と 3 ′の塩基対の最小自由エネルギー変化は、 30  

ºC で -51 .4 kca l  mol - 1 と算出された。チアミン存在下と非存在下での th iA

リボスイッチの GUS 活性を測定したところ、それぞれ 32  ±  1、 1545  ±  21  

U-mg - 1  p ro te in で、 ON3 リボスイッチの GUS 活性は、それぞれ 737  ±  16、

53  ±  0.3  U-mg - 1  p ro te in だった（ Fig .  3 -8A）。つまり、 ON3 リボスイッチの

GUS 活性は、チアミン非存在下よりも存在下で 14 倍高かった。転写産物

に由来する DNA のネイティブ PAGE の結果を Fig .  3 -8B に示した。 ON1

と ON2 リボスイッチと同様に、 ON3 リボスイッチはスプライシング部位

の問題はないことが確認できた。チアミン非存在下で、 ON3 リボスイッ

チの未成熟 mRNA に対応するバンドが検出されたが、チアミンの非存在

下でわずかな GUS 活性が観察されたので、わずかに存在した未成熟

mRNA を RT-PCR で検出したと考えられた。 RT-PCR の結果に定量性はな

いが、チアミンの非存在下での未成熟 mRNA のバンド強度は、チアミン

の存在下と比較して弱く、 RT-PCR の結果が GUS 活性の結果と一致してい

た。これらの結果から、 ON3 リボスイッチが TPP 結合時にタンパク質発

現を誘導することが明らかとなり、野生型 th iA リボスイッチの と  ′の間

の長距離塩基対形成を利用することによって、 ON リボスイッチの開発に

成功した。  
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Fig .  3 -8 ON3 リボスイッチの機能解析  

 

（ A）チアミンの存在下（ +）と非存在下（−）での th iA、 ON3 リボスイッ

チの GUS 活性。（ B）チアミンの存在下（ +）と非存在下（−）での th iA、

ON3 リボスイッチからの RT-PCR 産物を、 15％（ w/v）アクリルアミドゲ

ルでのネイティブ PAGE を使用して分離した。灰色と白の長方形はそれぞ

れエキソンとイントロンを、黒の長方形はそれぞれ 、 3、  ′を示した。  
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3-4  考察  

 本研究では、まず、 th iA リボスイッチの選択的スプライシングのメカニ

ズム解明を試みた。 t h iA リボスイッチに TPP が結合すると TPP 結合部位

の P1 と P 1 ′部位の塩基対形成により、 3 ′ -側のスプライシング部位と -253

位のスプライシング部位が -338 位のスプライシング部位よりも近くな

り、 -253 位でスプライシングが起こると仮定すると、 -338 位でスプライ

シングする際は、同様に TPP 結合部位の P1 ′と -338 位の近傍で塩基対形成

することが考えられた。 P 1 ′と塩基対を形成できる可能性のある配列を調

べたところ、 -287 位から -302 位に見出した。 Li らは、 N .  crassa  OR74A の

NCU01977 リボスイッチに TPP が結合していない場合、 TPP 結合部位の

3 ′ -側配列「  ′」は、 5 ′ -スプライス部位の近くにある保存配列「 」と塩基

対（長距離塩基対）を形成し、選択的スプライシングを制御することを見

出した（ Li  e t  a l . ,  2013）。そこで、 th iA リボスイッチの -287 位から -302 位

に存在する推定 配列と TPP 結合部位の P1 ′を含む推定  ′配列との塩基対

形成を確認した。チアミンの非存在下では、 th iA リボスイッチは高い

GUS 活性を示したが、 th iA リボスイッチの推定  ′と推定 の変異によって

設計された MP1、 Mリボスイッチの GUS 活性は低下した。 RT-PCR によ

る解析で、チアミンの非存在下では、 th iA リボスイッチのスプライシング

部位が -338 位に対し、 MP1 と Mリボスイッチのスプライシング部位は -

253 位であることが明らかとなった。 th iA リボスイッチの推定 と推定  ′

のハイブリダイゼーションの自由エネルギー変化は、 30ºC で -14 .5  kca l  

mol - 1 で、 MP1 リボスイッチの推定 と変異  ′、及び Mリボスイッチの変

異 と推定  ′の塩基対形成の自由エネルギー変化は、 30  ºC でそれぞれ -9 .8

と -4 .1  kca l  mol - 1 だった。これらの熱力学的パラメーター、及び GUS 活性

と RT-PCR 解析の結果から、 MP1 リボスイッチの推定 と変異  ′間と、 M

リボスイッチの変異 と推定  ′間で、それぞれ塩基対形成が阻害され、 -

338 位でのスプライシングが起こらなかったことが確認された。つまり、

th iA リボスイッチの選択的スプライシングには と  ′の長距離塩基対形成

の熱力学的安定性が重要であることが明らかとなった。 th iA リボスイッチ

の選択的スプライシングメカニズムの詳細を理解するためには、この塩基
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対形成の自由エネルギー変化だけでなく、 TPP 結合時と非結合時での th iA

リボスイッチ全体の熱力学的安定性に関するさらなる研究も必要である。  

 th iA リボスイッチによって制御される選択的スプライシングのメカニズ

ムに基づいて、野生型 th iA リボスイッチのように TPP がリボスイッチに

結合すると遺伝子発現を抑制するのではなく、逆に遺伝子発現を促進する

TPP 結合型 ON リボスイッチの構築を検討した。 ON3 リボスイッチの

GUS 活性は、チアミン非存在下よりも存在下で 14 倍高かった。 Nomura

らは、大腸菌の TPP 結合型 th iM リボスイッチを改変し、チアミン非存在

下よりも存在下において約 13 倍遺伝子発現量が高くなる ON リボスイッ

チを構築した（ Nomura  e t  a l . ,  2007）。つまり、 ON3 リボスイッチによる遺

伝子発現レベルの ON と O FF の差は、バクテリアで開発された ON リボス

イッチの遺伝子発現の差と同レベルであった。 ON3 リボスイッチの遺伝

子発現が促進された際の GUS 活性は、 th iA リボスイッチでの遺伝子発現

が促進された際の GUS 活性の約半分であった。窪寺らは、 th iA リボスイ

ッチを含む th iA プロモーターの遺伝子発現量をアミラーゼ遺伝子の amyB

プロモーターやグルコアミラーゼ遺伝子の glaA プロモーターと比較した

ところ、それぞれ、 2 .5 倍、 5 .5 倍高かった（窪寺ら ,  2003）。つまり、

ON3 の制御下での遺伝子発現量は、 A .  oryzae の一般的なプロモーターと

比較して遜色ないことが明らかとなった。第 2 章では、 th iA リボスイッチ

のスプライシング部位に基づいて ON リボスイッチである E2、 E3 リボス

イッチを構築した。 E2 と E3 リボスイッチの GUS 活性は、チアミンの非

存在下よりも存在下で、それぞれ 4 .7 倍、 4 .3 倍高かったが、 GUS 活性が

低いという問題があった。 E2 と E3 リボスイッチは、 th iA リボスイッチに

おいて TPP 結合時に残るイントロンを除去した ON リボスイッチで、選

択的スプライシングのメカニズムを利用していなかった。 ON3 リボスイ

ッチでは、選択的スプライシングに重要な配列 に焦点を当て、 th iA リボ

スイッチの選択的スプライシングメカニズムを利用して人工リボスイッチ

を構築した。さらに、 ON1、 ON2、 ON3 リボスイッチの結果から、 TPP 結

合部位における P 1 ステム形成と と  ′の塩基対形成の安定性が、リボス

イッチが TPP 結合型 ON リボスイッチとして機能するために重要である



72 

 

ことが明らかとなった。 ON リボスイッチにおける P 1 ステム形成と と  ′

の塩基対の安定性を最適化するには、 ON リボスイッチの高次構造を知る

ことが重要である。また、最適化された ON リボスイッチを構築するに

は、 ON リボスイッチの細胞内における熱力学的安定性を知ることも重要

である（ Nakano  e t  a l . ,  2014）。  

結論として、 th iA リボスイッチの選択的スプライシングメカニズムを解

明し、そのメカニズムを利用して人工 ON リボスイッチの作製に成功し

た。小さな化合物によって標的遺伝子の発現を誘導するリボスイッチは、

目的タンパク質の発現を制御するための実用的なツールとしての可能性を

秘めている。今回作製した TPP 結合型 ON リボスイッチは、培地にチア

ミンを添加すると遺伝子発現を促進できるため、タンパク質の生産はいつ

でも開始できる。 A .  oryzae は日本を代表する微生物として「国菌」と呼

ばれており（松島 ,  2014）、歴史的に食品として安全に食べられてきたこ

とから米国食品医薬品局（ FDA）でも Genera l ly Recognized  As  Safe

（ GRAS）のリストに掲載され、安全性が認められている（柏木 ,  2010）。

したがって、有用なタンパク質を生産する宿主微生物として安全性が高い

といえる。 A .  oryzae はバクテリアや酵母で用いる液体培養だけでなく，

固体培養も可能である。固体培養は細胞を液体培養よりも高密度で培養で

きるという利点があり（秦 ,  2002）、 A .  oryzae はタンパク質の生産におい

てバクテリアや酵母よりも高い効率を有する（ Ich ish ima,  2016）。有用な

タンパク質を生産するために，宿主細胞を工場と見なす「細胞工場」とい

う概念がある。また，増殖に必要な最小単位のゲノムを持つ微生物が開発

され（ Hutch ison  e t  a l . ,  2016）、このような微生物は増殖と目的タンパク質

の生産のみに特化した「細胞工場」として利用できる可能性がある。最小

のゲノムを持つ A .  oryzae を開発できれば、究極の細胞工場として利用す

ることができる。リボスイッチと A .  oryzae のそれぞれの研究が発展する

ことで、リボスイッチと A .  oryzae は有用なタンパク質生産のための有効

な組み合わせとなると考えられる。さらに、設計した ON リボスイッチは

イントロンのスプライシングを制御することから、他の真核生物で機能す
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る可能性があり、これらのリボスイッチの用途は哺乳類の遺伝子制御にま

で拡大されることが期待できる。  
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総括と結論  

 

麹菌 A.  oryzae  RIB40 の推定チアゾール合成遺伝子である th iA の 5  -UTR

のイントロン内に TP P 結合型リボスイッチ様配列が見いだされ、チアミ

ン存在下で A.  oryzae を培養すると th iA の発現が抑制された（ Kubodera e t  

a l . ,  2003）。チアミンは A.  oryzae に取り込まれると TPP に変換されるこ

と、 th iA の TPP 結合型リボスイッチ様配列の一部を欠失させると th iA の

遺伝子制御が解除されたことから、 th iA の遺伝子発現制御にこのリボスイ

ッチ様配列が関係していることが示唆された（ Kubodera e t  a l . ,  2003）。し

かし、このリボスイッチ様配列に TPP が直接結合してリボスイッチとし

て機能するかは明確にはなっていなかった。  

 

第 1 章では、 th iA の 5  -UTR に存在する TPP 結合型リボスイッチ様配列

の推定 TPP 結合部位の RNA を合成し、 TPP との結合性を定量化した。 1 .0  

mM と 0  mM Mg 2 +の条件下での合成 RNA の TPP の結合性を C D スペクト

ルデータから算出したところ、 1 .0  mM Mg 2 +存在下での合成 RNA に対す

る TPP の K a 値は (50  ±  34)  ×  10 6  M - 1 であり、 TPP が th iA リボスイッチ様

RNA に直接結合したことが確認できた。つまり、 A.  oryzae で発見された

バクテリアの TPP 結合型リボスイッチとの類似配列が TPP 結合型リボス

イッチとして機能することが明確となった。興味深いことに、 th iA リボス

イッチと TPP との K a 値は、 Mg 2 +の非存在下で (1 .2  ±  0 .6 )  ×  10 6  M - 1 に減少

することが見出され、 TPP と th iA リボスイッチの結合は、 Mg 2 +に依存的

であることが明らかとなった。さらに TPP と th iA リボスイッチの結合に

対する Mg 2 +濃度への依存性を調べたところ、 TPP と th iA リボスイッチの

K a 値は Mg 2 +濃度の増加と共に増加し、 1 .0  mM Mg 2 +でほぼ飽和した。これ

は、生理学的濃度の Mg 2 +（≦ 1  mM）が TPP のリボスイッチへの結合に十

分であることを実証していた。さらに、 RNA の三次構造には一価や二価

カチオンが重要な役割を果たすことが知られているが、 th iA リボスイッチ

と TPP の結合において、 Na +、 K+、 Ca 2 +には Mg 2 +の代替の機能はないこと

が明らかとなった。  
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th iA リボスイッチの構造に対する Mg 2 +の影響を調べるため、ネイティ

ブ PAGE を行ったところ、 0 及び 1 .0  mM Mg 2 +でほぼ同じように移動し、

Mg 2 +がリボスイッチの全体的な構造に影響を与えないことが明確となっ

た。さらに、 th iA リボスイッチの構造安定性に対する Mg 2 +の影響を確認

するため、 th iA リボスイッチの UV 融解曲線を調べたところ、 1 .0 mM 

Mg 2 +によって誘導される th iA リボスイッチの構造の明らかな遷移と安定

化を示す一方で、 th iA リボスイッチが Mg 2 +に関係なく特定の構造を形成

することが明らかとなった。  

E.  co l i と A.  tha l iana 由来の TPP 結合型リボスイッチの結晶構造解析の

結果、 TPP のピリミジン部位は、 TPP 結合部位の P 2 と P3 の間にあるバル

ジループと相互作用し、ピロリン酸部位が P4 と P 5 の間にあるバルジル

ープと Mg 2 +を介して相互作用することが明らかとなった（ Serganov e t  a l . ,  

2006 ,  Thore  e t  a l . ,  2006）。この結晶構造解析の結果と本研究結果から、

th iA リボスイッチも同様に TPP のピロリン酸部位が Mg 2 +を介して、 P4 と

P5 の間にあるバルジループと相互作用している可能性が考えられ、生理

学的濃度の Mg 2 +が、 th iA リボスイッチと TPP の結合を制御していること

が解明された。  

 

th iA リボスイッチの TPP 結合性について定量化できたため、第 2 章で

は、 th iA リボスイッチの遺伝子制御メカニズムの解明とその応用について

検討した。 th iA リボスイッチの TPP 結合部位は、 th iA の 5 ′ -UTR のイント

ロン内に存在する。最小培地で A.  oryzae を培養する際のチアミン添加の

有無によって、 th iA の 5-UTR の mRNA の長さが変化したことから、 th iA

リボスイッチが選択的スプライシングを制御することが考えられていた

が、スプライシング部位は特定されていなかった（ Kubodera  e t  a l . ,  

2003）。リボスイッチは、小分子化合物の添加によって遺伝子発現を制御

できることから、その応用が期待されている。タンパク質を大量生産する

際に、所望の有用タンパク質が宿主細胞の増殖を阻害する場合、そのタン

パク質を大量生産することは困難である。この問題を解決する方法とし

て、有用タンパク質の生産をリボスイッチで制御し、宿主微生物を増殖さ
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せる時はタンパク質の生産を抑え、宿主が十分に増殖した後にタンパク質

を生産させることが挙げられる。しかし、 th iA リボスイッチは、 TPP 結合

によって遺伝子発現を負に制御する「 O FF リボスイッチ」であり、制御

のしやすさという面では TPP の結合によって遺伝子発現を正に制御する

「 ON リボスイッチ」の方がより望ましい。そこで、 th iA リボスイッチの

スプライシング部位を明らかにするとともに、その選択的スプライシング

を利用して、 TPP に応答して遺伝子発現を正に制御できる「 ON リボスイ

ッチ」の設計を試みた。  

 th iA の 5 ' -UTR を含むプロモーター -  GUS レポーター遺伝子プラスミド

（ pNG th iA）を構築し、形質転換した A.  oryzae  niaD300（ niaD）を 10  M 

チアミン存在下もしくは非存在下の最小培地で培養した。そこから mRNA

を抽出してスプライシング部位を確認したところ、チアミン非存在下で生

じた成熟 mRNA は、 5 ' -スプライシング部位が翻訳開始部位（ +1）に対し

て -338 の位置であることが確認できた。さらに、チアミン存在下で増加

した未成熟 mRNA は、 5 ' -スプライシング部位が -253 の位置で起こり、結

果的に 85 塩基のイントロンが残っていることが明らかとなった。この残

存したイントロンには、 -262、 -290、 -299 の位置に 3 つの潜在的な翻訳開

始コドンが存在した。 Cheah らは、 N .  crassa  OR74A の TPP 結合型 NMT1

リボスイッチで観察された潜在的な翻訳開始コドンがタンパク質発現を低

下させる可能性があると報告しており（ Cheah  e t  a l . ,  2007）、 t h iA リボス

イッチも同様にコドンのフレームシフトを誘発し、タンパク質の不活性化

につながっていると推察された。以上の結果から、 th iA リボスイッチは

TPP の結合によって 5 ' -スプライシング部位を変化させて、翻訳を制御し

ていることが明らかとなった。  

 th iA リボスイッチの TPP 結合による選択的スプライシング部位に基づ

いて、チアミンに応答して遺伝子発現を正に制御できる「 ON リボスイッ

チ」の設計を試みた。  特に、 TPP が th iA リボスイッチに結合した際の選

択的スプライシングによって生成されるイントロンの 85 塩基に焦点を当

て、このイントロン配列を除去することで、チアミンの存在下で不適切な

スプライシングが進行するのを防ぐことができると考えた。そこで、 th iA
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リボスイッチのイントロンの 5 ' -スプライシング部位から 85 塩基を除去す

るとともに、 5 ' -スプライシング部位と TPP 結合部位の間の長さを調整し

た ON リボスイッチを作製した。 E2 と E3 リボスイッチの制御下におい

て、チアミン存在下の GUS 活性は、チアミンの非存在下での活性よりも

それぞれ 4～ 5 倍高くなり、 ON リボスイッチの作製に成功した。しか

し、 ON リボスイッチによる遺伝子発現が ON の状態での GUS 活性は、野

生型 th iA リボスイッチによる ON の状態に比較して低く、遺伝子制御ツ

ールとしての実用化にはさらなる改良が必要であることが確認できた。イ

ントロンの長さを短くすることによってリボスイッチ全体の構造が変化

し、 TPP 結合性が低下した可能性が疑われたが、 th iA リボスイッチと比較

して、 ON リボスイッチの TPP 結合性は損なわれていなかった。したがっ

て、 GUS 活性の低下は、 5 ' -スプライシング部位と分枝部位の A との距離

が近くなったことで、スプライシング反応の最初のステップであるラリア

ット構造の形成効率が低下したことが推察された。  

 

 スプライシング部位に基づいた ON リボスイッチの構築を試みたが、実

用化にはさらなる検討が必要であったため、第 3 章では、 th iA リボスイッ

チの選択的スプライシングメカニズムを利用して ON リボスイッチの構築

を試みた。 TPP が th iA リボスイッチに結合していない場合、 TPP 結合部

位の 3 ′ -側に存在する P 1 ′部位を含む  ′が、 5 ′ -スプライス部位の近傍にある

と塩基対を形成することが明らかとなった。つまり、 TPP 非結合時で

は、 th iA リボスイッチの と  ′の塩基対形成により -338 位の 5 ′ -スプライス

部位と -18 位の 3 ′ -スプライス部位が近接し、 -338 位でスプライシングが

起こった。一方、 TPP の結合時では、 th iA リボスイッチの P 1 ステムの形

成によって と  ′が分離して、 -253 位の 5 ′ -スプライス部位と -18 位の 3 ′ -ス

プライス部位が近接し、 -253 位でスプライシングが起こった。この th iA

リボスイッチによる選択的スプライシング制御のメカニズムに基づいて、

ON リボスイッチの構築を試みた。 -262、 -290、 -299 位の 3 つの潜在的な

翻訳開始コドンと -338 位の 5 ′ -スプライス部位の塩基を置換してその機能

を失わせるとともに、 と  ′の塩基対形成の安定性を調整した。 TPP 結合
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部位における P1 ステム形成と と  ′の塩基対形成の安定性が、リボスイ

ッチが TPP 結合型 ON リボスイッチとして機能するために重要であるこ

とが明らかとなり、開発した ON3 リボスイッチの GUS 活性は、チアミン

非存在下よりも存在下で 14 倍高くなった。また、遺伝子発現が ON の状

態での ON3 リボスイッチで制御した GUS 活性の結果から、 A .  oryzae の一

般的なプロモーターと比較して遜色なかった。以上の結果から、 th iA リボ

スイッチの選択的スプライシングメカニズムを応用することで、実用レベ

ルで遺伝子制御可能な TPP 結合型の ON リボスイッチの作製に成功し

た。  

 小さな化合物によって標的遺伝子の発現を誘導するリボスイッチは、目

的のタンパク質の発現を制御するための実用的なツールとしての可能性を

秘めている。今回作製した TPP 結合型の ON リボスイッチは、培地にチ

アミンを添加すると遺伝子発現を促進するように制御できるため、タンパ

ク質の生産はいつでも開始できる。 A .  oryzae は、優れたタンパク質生産

能力を持つことから、日本では伝統的に醸造微生物として利用されてき

た。つまり、 A.oryzae はタンパク質生産に適した宿主であり、 ON リボス

イッチと A .  oryzae は、目的タンパク質の大量生産に効果的な組み合わせ

であると期待できる。さらに、設計した ON リボスイッチはイントロンの

スプライシングを制御することから、他の真核生物で機能する可能性があ

り、これらのリボスイッチの用途は哺乳類の遺伝子調節にまで拡大される

ことが期待できる。  
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