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植物由来脂肪酸不飽和化酵素遺伝子を哨乳動物細胞において高発現させるための

コドン使用頻度の最適化
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近年、冠動脈疾患や癌などに対する n-3系脂肪酸の予防効果が知られるようになり、これらの摂取が推

奨されている。我々の研究室では、ホウレンソウ由来の s12脂肪酸不飽和化酵素遺伝子 FAD2をブタに導

入することで、植物由来の遺伝子が哨乳動物内で機能的に発現することを実証した。そこで新たに n-3系

脂肪酸の α・リノレン酸を合成する ω・3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子四D3を家畜に導入し、ヒトの健康に寄

与する家畜の作出を考えた。すでにアマから FAD3cDNAを単離し酵母菌で酵素活性を確認したが、その

発現量は高くなかった。これらの疾患を予防するために必要なαJノレン酸量は 5・10%とされており、そ

のため FAD3の発現量を高める必要があると考えた。異種間で導入遺伝子発現を上げる方法としてコドン

使用頻度の最適化がしばしば利用されている。そこで、本研究でもH甫乳動物細胞での発現量を高めるため、

アマ由来 FAD3cDNAのコドン使用頻度の最適化を試みた。

アマ由来 FAD3cDNAとヒトのコドン使用頻度の比較を行い、ヒトのコドン使用頻度に近くなるように

塩基配列の変更を行った。それをもとにプライマーを設計し、 PCR法を用いて再構築したところ、設計し

た配列を得ることができた。その配列は全塩基 1202bpのうち 83bpが変更されていた。

1 .緒論

晴乳動物は s12およびω・3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子を欠いているため、リノール酸(l8:2n-6)とαーリ

ノレン酸(l8:3n-3) を合成することはできないが、これら脂肪酸は晴乳動物において正常な成長に欠くこ

とのできない必須脂肪酸である(1，2)。そのうち、 α・リノレン酸 (18:3n-3)やエイコサペンタエン酸 (EPA，

20:5n-3)、 ドコサヘキサエン酸 (DHA，22:6n-3)などの n-3系多価不飽和脂肪酸 (n-3PUFAs)には、抗アトピ

ー性皮膚炎、抗血栓性疾患、抗ガン等の生活習慣病に低減効果があることが報告されている (3-6)。しかし、

これら n-3P旧 Asは魚、海草などの海産物や、亜麻仁油や紫蘇油などの植物由来の乾性油に多く含まれ、

陸生生物の含量は低率である(7)。そのため、現在の先進国で見られるウシやブタなどの畜肉やノぐーム油な

どの植物油に代表される陸生生物由来食品の過剰摂取と、海産生物の摂取不足などの偏った食生活ではn・3

PUFAsは摂取されにくい(8)。我々はブタにホウレンソウ (Spinaciaolerancea)根部由来のリノール酸

(18:2n-6)の生成に関わる s12脂肪酸不飽和化酵素をコードする遺伝子FAD2(fa町 aciddesaturation 2)を導入

することでブタにおいてリノール酸(l8:2n・6)が新規に合成されることを実証した(9)。そこでさらに ω・3脂

肪酸不飽和化酵素遺伝子 FAD3仰向， acid desaturation 3)を家畜に導入して発現させれば、ヒトの健康に寄与

できる n・3PUFAsを多く含む食肉や乳製品を供給できるものと考えた。すでにαJノレン酸(l8:3n-3)の

生成に関わる ω・3脂肪酸不飽和化酵素をコードする遺伝子 (fattyacid desaturation 3， FAD3)をアマ科の植物
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ベニバナアマ (LinumgrandiflOl・um)の幼弱種子から単離し、遺伝子の晴乳動物細胞への導入および導入遺伝

子の細胞内での機能的発現を n・3PUFAs量を調べることで検討した。その結果、 n・3PUFAsの増加は認め

られたもののその量は低かった。n-3PUFAsの心筋梗塞や血栓性疾患の予防に効果を発揮させるためには、

その割合が食餌中脂質の 5-10%必要と言われている(10)。したがって、 n-3PUFAsの含量を高めるためには、

FAD3遺伝子の発現効率を高めることが極めて重要と考えた。

異種遺伝子の日甫乳動物細胞での発現が低量であることの原因として、コドン使用頻度の大きな差によっ

てその遺伝子発現が妨げられていることがあげられている。64種類のコドンが 20種類のアミノ酸に対応

しているため、必然的に縮重があり、メチオニンやトリプトファンを除いたアミノ酸は 2から 6つの同義

コドンをもっている。同義コドンは生物種ごとに一様に使われておらず、特定のコドンに偏りがみられ、

この偏りのパターンは生物種が類似であれば類似であること、発現量の多い遺伝子ほど偏りが強し、傾向が

あること、また偏りの大きさと tRNAの量に相闘があることが報告されている(1ト14)。とれらのことから、

異種間で導入遺伝子発現を上げる方法と して導入する異種遺伝子のコドン使用頻度を晴乳動物細胞のコド

ン使用頻度に最適化することが報告されている(15-17)。 しばしばレポーター遺伝子として用いられるオワン

クラゲの緑色蛍光タンパク質 (GFP)もコドン使用頻度をヒトの高頻度コドンに最適化されている(18)。そこ

で、植物遺伝子のコドン使用頻度を最適化することで晴乳動物細胞内での発現効率をあげられるのではな

いかと考えた。そこで本研究では日甫乳動物細胞において植物由来FAD3cDNAを効率に発現させるために、

FAD3cDNAのコドン使用頻度をヒトで高頻度のコドンに最適化した。

2. 材料と方法

2.1 コドン使用頻度を改変した再構築遺伝子の設計

日甫乳動物(ヒト)のコドン使用頻度とアマ由来脂肪酸不飽和化酵素遺伝子日D3のコドン使用頻度を

Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codorのを用いて比較した(表 1)。太字はコドンの縮重のある

アミノ酸においてもっとも高い割合を示し、ヒドおよびアマ由来 FAD3の偏りの違いを示した。例えば、

アルギニンにおいてヒトでは CGCの使用頻度が高いが、 FAD3では低く代わりに AGAの頻度が高いこと

が示される。また、アスパラギンにおいてヒトでは AAUが78%を占めるが、 ι4D3では 54%ととやや低く

なっている。これらの偏りの違いを表の hFAD3(humanized FAD3) に示すように改変した。また、再構築

遺伝子の 5'末端と 3'末端にはそれぞれ HindllIとBamHIサイトを、開始コドンにはコザック配列(19)を配

した。このヒトのコドン使用頻度に近づけた再構築遺伝子を humanizedFAD3 (hFAD3)とし塩基配列を設計

した。再構築遺伝子は、 Sinc1airら(20)とKimら(16)のPCR法に従い作製した。作製方法を図 1に示した。

2.2 PCRプライマーの設計と作成

設計した hFAD3 の塩基配列を基に 、 70~90 ベースずつの PCR プライマーを設計した。 それらのプライマ

ーは相互に補足するよう、 15~20 ベースをオーバーラップさせ、 10 組 20 個の合成オリゴヌクレオチドを

作製した (Sigma，Missouri， USA)。それらプライマーの配列を表 2に示した。

2.3 再構築遺伝子の PCR法による合成

設計したプライマーを用い、 PCR法で hFAD3遺伝子の合成を行った。

まず、それぞれのプライマーセットにおける PCRの条件検討を行った。400ngのアマ由来 FAD3cDNA 

を鋳型とし、表 2に示したそれぞれのプライマーNO.lとNO.2、 NO.3とNo.4、 NO.5とNO.6、 NO.7と

NO.8、 NO.9とNo.10、 No.11とNO.12、 No.13とNO.14、 NO.15とNO.16、 No.17とNo.18、およびNO.19



表 1 ヒト、 アマ由来 FAD3cDNAおよび humanizedFAD3のコ ドン使用頻度

H.sapiens FAD3 hFAD3 H.sapiens FAD3 hFAD3 

Ala GCU 17 28 17 Gln CAA 12 17 17 Cys UGU 

C 53 48 52 G 88 83 83 C 

A 13 17 14 Glu GAA 25 54 23 Phe uuu 
G 17 7 17 G 75 46 77 C 

Arg CGU 7 8 8 Gly GGU 12 4 8 Ser UCU 

C 37 8 38 C 50 29 50 C 

A 6 。 8 A 14 21 8 A 

G 21 8 23 G 24 46 6 G 

AGA 10 46 8 His CAU 21 40 20 AGU 

G 18 31 15 C 79 60 80 C 

Asn AAU 22 46 23 Ile AUU 18 26 26 Thr ACU 

C 78 54 77 C 77 68 68 C 

Asp GAU 25 52 24 A 5 5 5 A 

C 75 48 76 Lys AAA 18 39 17 G 

Leu CUU 5 11 6 G 82 61 83 Tyr UAU 

C 26 40 25 Pro CCU 19 39 18 C 

A 3 9 3 C 48 7 53 Val GUU 

G 58 29 57 A 16 39 14 C 

UUA 2 3 3 G 17 14 15 A 

G 6 9 6 G 

太字は最も頻度の高いコドン使用頻度を示す。

hFAD3: humanized FAD3 アマ由来 FAD3cDNAの最適化後の使用頻度を示す。

H.sapiens FAD3 
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hFAD3の再構築に用いたプライマー表 2
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1 :デーAAGCTTCCACCATGTCCCCTCCAAACTCCATGGGAATGGAAGCTGCTCATCCAACCGCCGCCAGCAACGGCGTCGACG-3'

2:デーTCTTGAACGGGGGAGCCTCGCTGGGGTCGAAATCGGGTTTCGCGGCGGCGCCGTTCGTCACGTCGACGCCGTTGC~3'

3:デーAGGCTCCCCCGTTCAAGATCGCCGACATCCGCGCCGCCATCCCTCCGCACTGCTGGGTGAAGAATCCCTGGCGGAGCC目 γ

4:デーAGCTTGAGTGCCACGGCGGCGAATGCCAGAATGACCACGGCGTCCCGAAGCACGTAGCTGAGGCTCCGCCAGGGATTC-3'

5:デーCCGTGGCACTCAAGCTGGACCTCTGGGCTCTGTGGCCGCTCTACTGGGTCGCGCAGGGGACCATGTTTTGGGCTGT-3'

6:デーTGTTCAGCCAATAGCTGTCCGAGAAGCTACCATGGCCACAGTCGTGGCCGAGAACGAAGACAGCCCAAAACATGGT-3'

7:デーAGCTATTGGCTGAACAACGTGGTTGGCCATGTCCTGCACTCTGCAATCCTGGTGCCTTACCACGGATGGCGCATCA-3'

8:デーGCGGCACCCATGACTCATCTTTCTCCACATTGCCGTGATTCTGGTGGTGGGTCTTGTGGCTGATGCGCCATCCGTGG~γ

9:デーTGAGTCATGGGTGCCGCTGCCTGAGAAGGTGTACAAGAACCTGGACACAAGCACCAAGTTCATGCGGTTCACTATCC-3'

10:デーGGGAACCTTTCTTGCCTGGGCTTCGCCTCCACAAGTAGATGGGATACGCAAACATGGGGAGGGGGATAGTGAACCGCATG-3'

11:デーCCCAGGCAAGAAAGGTTCCCATTTCAACCCCTACAGTGACCTGTTCGCCCCCCAGGAGAGGAAATCAGTCTTAGT-3'

12:デーGAAGGAGGCGTAGAGCAGGATTAGGGCCATGGAGATCCAAGAGATGGTGGACACTAAGACTGATTTCCTCT-γ

13:デーCTGCTCTACGCCTCCTTCCTGTTTGGTTTCCTGACTGTGTTCAAGGTGTATGGCGTCCCCTACCTGATATTTGTGGCG~3'

14:デーGTACCAGGGCAGCTTCTCCTCGTGCCCGTGGTGGTGCAGGTACGTCACCATGTCCAGCCACGCCACAAATATCAGG~3'

15:デーAAGCTGCCCTGGTACCGCGGGAAGGAGTGGAGCTACCTGCGTGGAGGCCTGACCACCGTAGATAGAGACTACGGCA-3'

16:デーGATTTGGGGGAAGAGGTGGTGAATCACGTGGGTGCCGATGTCGTGGTGGATGTTGTTGATAATGCCGTAGTCTCTATC-3'
(
N
C
C

∞)
 

17:デーACCTCTTCCCCCAAATCCCCCACTACCATCTCGTAGAGGCGACAAAGGAAGCCAAGTCGGTGCTGGGGAAGTAC-3'

18:デーTTGTCGAACAGGTGGAAGGGGAAAGGCCCTGACTTCTTGGGCTCGCGGTAGTACTTCCCCAGCACCGAC~3'

19:デーCCCTTCCACCTGTTCGACAACTTGGTGCGCAGCCTTGGCGAAGACCACTATGTGAGTGACGCAGGGGATGTCGTGTTC~3'

20:5' -GGATCCTTATCAGGCAGACTTGGACTTGGACTTGGAAAACTGGAAGATATCTGGGTCTGACTGATAGAACACGACATCCCCT-3' 

太 で示したのはクローニングのときに用いるための制限酵素サイトである
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図 1 hFAD3再構築の方法

A: FAD3配列を鋳型としてそれぞれのプライマーの組合わせで、PCR反応を行った。

B:ファース トPCR産物全てを鋳型とし5'末端側のプライマーNO.lと

3'末端側プライマーNO.20で、PCR反応を行った。

C:増幅された産物の配列を確認し、 hFAD3とした。

とNO.20の組み合わせの各 10サンプノレに、4μ110 X ExTaq Buffer、3.2μ1dNTP mix、0.2μ1Taq polymerase 

(TaKaRa Ex Taq， TaKaRa， Shiga， Japan)、0.5pmol/μ1primerをそれぞれ加え、全量 40μlの反応液を作製した。

それを 10μlずつ 4本の PCRチューブに分注し、それぞれのアニーリ ング温度を 55
0
C、58

0
C、60

0
Cおよび

63
0
Cに設定し、 94

0
Cで 10分間反応させた後、94

0
Cで 30秒、各アニーリ ング温度で 30秒、72

0
Cで l分を l

サイクノレとして お サイクノレ行った。PCR反応後、PCR産物を 4%agar/TAEを用い 1XTi岨 中で 25分間泳

動 した。泳動後、エチジウムブロマイド (EtBr)で染色 し、 uvトランスイノレミネーターで DNAの泳動パ

ターンを観察した。泳動ノ タ々ーンにおいて、約 100bpの位置により明確なバン ドを示したサンプルでのア

ニー リング温度を最適条件とした。作製のために組み合わせた各プライマーの最適アニーリ ング温度は表

3に示した。

次に 100ngのアマ由来 FAD3cDNAを鋳型と し、lμ110 X ExTaq Bu百er、0.8μ1dNTP mix、0.05μ1Taq 

polymerase、0.5pmol/μ1primerに全量 10μlになるよう滅菌水で、調整した反応液を作製した。これを 94
0
Cで

10分間反応させた後、 94
0
Cで 30秒、各最適のアニーリ ング温度で 30秒、 72

0
Cで l分を lサイクノレとして

お サイクル行った。PCR反応後のそれぞれの産物 3.5μlずつを新しい PCRチューブに回収 し、そこへ 5μl

10 X ExTaq Buffer、4.0μ1dNTP mix、0.25μ1Taq polymerase、2.5μlの NO.lとNO.20のプライマー (表 2)

を加え全量 50μlの反応液を調整した。94
0
Cで 10分間反応させた後、94

0
Cで 30秒、58

0
Cで 30秒、 72

0
Cで

l分を 1サイクルとして、 35サイクル反応させた。PCR反応後、PCR産物の電気泳動を行い、

置のバンドを確認した。

1.2kbのイ立
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表 3 hFAD3の再構築のためのアニーリ ング温度

プライマーの組合わせ アニーリング温度

1 and 2 60
0
C 

3 and 4 630C 

5 and 6 60
0
C 

7 and 8 55
0
C 

9 and 10 55
0
C 

11 and 12 63
0
C 

13 and 14 63
0
C 

15 and 16 58
0
C 

17 and 18 63
0
C 

19 and 20 58
0
C 

1 and 20 58
0
C 

2.4 PCR産物のサブク口ーニング

目的とした 1 .2kb のバンドを DNA抽出キット (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit， GEへノレス

ケアバイオサイエンス株式会社，Tokyo，Japan)を用いて回収した。エタノール沈殿を行い、 5μlTEに懸濁し

た。

回収した PCR増幅断片を DNAligation Kit Ver2 (TaKaRa， Shiga， Japan)を用いて pGEM-TEASYベクター

(Promega， Wisconsin， USA)へ TAクローニングした。クローニング産物を E.coliJM 1 09 competent cell 

(TaKaRa， Shiga， Japan)に形質転換し、カノレペニシリン(和光純薬， Osaka， J apan) LBプレート(ナカライテ

スク， Kyoto，Japan)を用いて選択培養した。生育したコロニーを LB/Car培地で 37
0

C、一晩振とう培養し、

アノレカリプレップ法によりプラスミドを精製した。

2.5 取得したクローンの塩基配列解析

得られたプラスミドを EcoRlで消化し、電気泳動により目的のサイズ、のバンドがサブクローニングされ

ていることを確認した。確認されたプラスミドのポリエチレングリコール沈殿を行い、濃度を測定した。

200ngのプラスミドDNAに0.8μ12.0μMM13 Primer M4プライマー(最終濃度 1.6μM)、0.5μ1Big dye premix 

(Applied Biosystems， Tokyo， Japan)、 l.5μ1 5 X sequencing buffer (Applied Biosystems， Tokyo， Japan)を加え滅菌

水で、 10μlにした後， 96
0
Cで l分の後、 96

0
Cで 10秒、 50

0
Cで 5秒、 60

0
Cで4分を lサイクルとして、 25サ

イクルの PCR反応を行った。反応後、 PCR産物のエタノール沈殿を行い、乾燥させたペ レットに 15μ1Hi-Di 

formamide (Applied Biosystems， Tokyo， Japan)を加えた。撹持して溶解した後、 95
0

Cで3分間の変性処理を行

い、その後氷上で急冷して 3170DNA Analyzer (Applied Biosystems， Tokyo， Japan)により塩基配列を調べた。

塩基配列は、設計した hFAD3の配列と比較することで確認した。

3.結果

アマ幼弱種子から単離した FAD3cDNAの日甫乳動物細胞での発現効率を向上させるため、アミノ酸配列

自体には変更を加えることなく遺伝子のコドン使用頻度が哨乳動物細胞で最適となるよう塩基配列の変更

を行った。アマ由来 FAD3cDNAの塩基配列を、ヒ トのコドン使用頻度に近づけた塩基配列(ヒト化 FAD3，

hFAD3) を設計した。また、開始コドンにはコザック配列を配した。その結果、意図したとおりの再構築

遺伝子 hFAD3が構築できた。得られた hFAD3の配列はもとの FAD3cDNAの全塩基 1202bpのうち 83塩基

が変更されていた。この hFAD3の塩基配列とアマ由来の FAD3cDNAを図 2に示した。
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アマ由来 FAD3cDNAと再構築した hFAD3遺伝子の比較

l段目:アマ由来 FAD3のアミノ酸配列。四角はヒスチジンクラスターを示している。

2段目:アマ由来 FAD3cDNAo 3段目 :再構築した hFAD3遺伝子配列。

黒字は変更された塩基を示す。

図2
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4.まとめ

本研究において、植物由来の遺伝子を ヒト の高頻度コ ドンに変更することに成功した。最適化のためコ

ドン使用頻度を変更する方法と しては PCR法が用いられている (15，16， 20-22)。本研究の使用頻度の最適化は

1202bpのうち 83bpを変更し、変更する塩基は一部の配列に集約せず、全体に均等に配置させた。また、

界の異なる遺伝子の最適化のため、一部の配列だけでなく全長を再構築することに した。そのため、FAD3

cDNAの全長と 70-90塩基の長鎖の合成オ リゴを複数もちい、11回の PCRを要した。このことから、変更

する塩基を数カ所に集めること 、PCRだけでなく特異的な制限酵素サイト を用いることなどで、もっと効

率良く最適化ができるのではなし1かと考えられた。

今後は、本研究で得られた再構築遺伝子の発現効率を検討するために、日甫乳動物細胞における hFAD3の

酵素活性について検討していく考えである。
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英文抄録

Codon Optimization of Plant Fa句1Acid Desaturase (F AD3) 
to Enhance Expression in Mammalian Cells 

Yoriko lndoh 1， lwane Suzuki2， Kazuya Matsumoto1ム4，Y oshihiko Hosoi 1ムペ

Norio Murata5， Ak廿alritani 1，3，4 and Kazuhiro Saeki 1ム4

Recently， long chain n-3 fatty acids such as eicosapentaenoic acid (EPA， 20:5n-3) and docosahexaenoic acid 

(DHA， 22:6n-3) are considered desirable in human diets because they can lower the risk of coronary artery disease， 

cancer and inf1ammatory diseases. We have isolated an FAD3 gene 企omimmature seeds of scarlet f1ax and examined 

its functional expression in transgenic yeasts and mammalian cells， but the expression level of the FAD3 was 

extremely low. In this study， to enhance the expression level of the FAD3 gene， codon usage of f1ax FAD3 cDNA was 

optimized to human high-frequency codon usage. The sequence of optimized FAD3 (humanized FAD3; hFAD3) was 

designed to correspond to human high-企equencycodon usage. Twenty primers for optimization of the FAD3 were 

synthesized based on hFAD3 sequence (70-90 bp for each合agment).The optirnization of FAD3 was carried out by 

PCR (11 reactions). As a result， we obtained the optimized FAD3 cDNA. The hFAD3 contains 83 silent mutations， 

leaving the amino-acid sequences identical to the original FAD3 cDNA企omf1ax seeds. 
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