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優秀修士論文推薦のことば

 遺伝暗号 はあ らゆる生命現象を達成す るための基本 となるよ うな根本的なルールであ り、

普遍的な ものとして様々な生物で共通す るものだと考え られてきました。 しか し浜島君は

線虫 と呼ばれる生物にお いて、 この遺伝暗号ルール の例外が存在することを明 らかに しま

した。そ の研 究 内容 は国 内外 の学会 発表 で注 目を浴 び、 国 際学術 誌(Nucleic Acids

Research)に も採択 され るなど高い評価 を得 ました。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝



修士論文2011年 度(平 成23年 度)

線虫において新規に獲得されたtRNA分 子の

進化および機能の解析

慶應義塾大学大学院 政策 ・メディア研究科

     浜島聖文



修士論文2011年 度(平 成23年 度)

[題目]

線虫において新規 に獲得 されたtRNA分 子の進化および機能の解析

[論文要 旨】

 遺伝 暗号 の実体 は塩基 の種類 とその並 び方 によって規 定 され,3塩 基 ずつの組 み合わ

せ で20種 類 のァ ミノ酸 を指定 しタンパ ク質 を コー ドす る とい う生命 の大原則 は多 くの

生物 で共通 であ る.転 移RNA(Transfer RNA;tRNA)は 遺伝 暗号 を解読 す るァダ プター

分子 であ り,20種 類 のァ ミノ酸 に対応 して,少 な くとも20種 類のtRNAと そのア ミノァ

シル化 を行 う酵素 が存在 す る.多 くのtRNAは 共通 して クローバ ー リー フ型 の二次構造

を とるが,厳 密 にはそれ ぞれ に特異的 な塩基パ ター ンや モチー フ構造 が存在 し,こ れ を

各酵素 が認識 す ることで正確 なァ ミノアシル化 は達成 され る.ゆ えに,こ のtRNAと 酵

素 の対応 関係 は,遺 伝 暗号 に従 った確実 な翻訳 を行 う上 で"普 遍"で なけれ ばな らい.

 本研 究で は,通 常 ロイシ ンまた はセ リン用 のtRNAの みに観 られ る可変 ァー ム構造

(variable a㎜;V一 ㎜)が,線 虫 にお いて他 のァ ミノ酸用(グ リシ ンや イ ソロイシ ン)の

tRNAに も存在 す る ことに着 目 した.そ こで, in vitroで ァ ミノァシル化再構成実験 を行

った ところ,こ れ らのtRNAは 普 遍暗号 に対応 す るァ ミノ酸で はな く,ロ イ シン用 の酵

素 に より『ロイ シンを変則的 にチ ャージす る ことがわか った.こ れ らのtRNAは 生体 内で

発現 してお り,線 虫で広 く保 存 され てい るこ とか らnematodeーspecific V-arm containing

tRNA(nev-tRNA)と 命名 した.ま た,in vitroでnev-tRNAが タンパ ク質合成 に使用 され る

ことも確認 した.以 上 の結 果 は,線 虫 にお いて グ リシ ンや イ ソロイシ ンか らロイシ ンへ

の暗号 の変換 が可能で あ る ことを示唆 して い る.高 等真核 生物 にお いて普遍 暗号 に よ

らない翻訳 を生 じ得 るtRNAが 発見 され たのは極 めて異例 の こ とで,遺 伝 暗号の起 源や

進化の更 なる理解 に繋が ることが期待 され る.

[キ ー ワ ー ド]

Transfer RNA,遺 伝 暗 号,進 化,ァ ミ ノ ァ シ ル 化,variable arm,線 虫
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       Abstract of Master's Thesis Academic Year 2011 

[Title] 

Functional analysis of nematode-specific tRNAs and their evolutionally 

background

[Summary] 

Class II  transfer RNAs (tRNAs), including tRNALe° and tRNAs", have an additional stem and 

loop structure, the long variable arm (V-arm). Here, I describe class II tRNAs with a unique 

anticodon corresponding to neither leucine nor serine. Because these tRNAs are specifically 

conserved among the nematodes, I have called them "nematode-specific V-arm-containing 

tRNAs" (nev-tRNAs). The expression of nev-tRNA genes in Caenorhabditis elegans was 

confirmed experimentally. A comparative sequence analysis suggested that the nev-tRNAs 

derived phylogenetically from tRNALeU. In vitro aminoacylation assays showed that 

nev-tRNAG`3' and nev-tRNAlle are only charged with leucine, which is inconsistent with their 

anticodons. Furthermore, the deletion and mutation of crucial determinants for leucylation in 

nev-tRNA led to a marked loss of activity. An in vitro translation analysis showed that 

nev-tRNAG`y decodes GGG as leucine instead of the universal glycine code, indicating that 

nev-tRNAs can be incorporated into ribosomes and participate in protein biosynthesis. These 

findings provide the first example of unexpected tRNAs that do not consistently obey the 

general translation rules for higher eukaryotes.

[Keywords] 

Transfer RNA, genetic code, evolution, aminoacylation, variable arm, nematode
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第1章 序論

第1章 序論

 生 物 の 遺 伝 情 報 はDNA上 に刻 まれ て お り,こ れ を元 に あ らゆ る生命 活 動 に必 須 の

様 々 な タ ンパ ク質 が 合 成 され る.DNAの 構 成 要 素 で あ る ヌ ク レオ チ ドの塩 基 は, A, T

(U),C,G,の4種 類 で あ り,一 方 で タ ンパ ク質 を構 成 す る主 要 な ァ ミノ酸 は20種 類 で あ

るた め,3個 ず つ の塩 基 が1セ ッ トとな って ァ ミノ酸1個 に対 応 す る形 で タ ンパ ク質 を

コー ドして い る.こ の 対応 関係 は,遺 伝 暗 号,遺 伝 コー ド(genetic code)な ど と呼 ば れ,

基 本 的 に は多 くの生 物 で 共 通 で あ る.い わ ゆ る普 遍 暗 号 は,大 腸 菌 の 系 を用 い て1965

年 頃 に確 立 され,1968年Crickに よ り図1の よ うに ま とめ られ た(Crick,1968).こ の 暗 号

ル ー ル は,ま った く異 な っ た 生 物 種(酵 母 や 脊椎 動 物,ウ イ ル ス な ど)に お い て も同一

で あ った た め,す べ て の生 物 で共 通 の普 遍 暗号 で あ る と し,「 現在 の 生 物 で 遺 伝 暗 号 が

変化 す れ ば致 死 的 とな るか,非 常 に強 く選 択 除去 され るた め,暗 号 は決 して 変化 し得 な

い.全 生 物 の共 通 祖 先 で 偶 然 に決 定 し,凍 結 され た もので あ ろ う.」 とい う偶 然 凍 結 説 を

唱 えた.

 と ころが,1979年 に な る と脊 椎 動 物 の ミ トコ ン ドリァで は普 遍 暗 号 とは異 な り,AUA

を メ チ オ ニ ン と して,UGAを トリ プ トフ ァ ン と して 利 用 して い る こ とが 発 見 され た

(Barrell et al.,1979).ミ トコ ン ドリァ の 暗 号 は普 遍 暗号 へ の進 化 の前 段 階 に存 在 した 原

始 暗 号 の 名残 りで は な いか(Hasegawa and Miyata,1980),も し くは ミ トコ ン ドリア の ゲ

ノム は核 ゲ ノ ム と比 べ 著 し く小 さ く,合 成 す る タ ンパ ク質 の 数 も数 十 と少 な いた め,遺

伝 暗号 の 変化 に"例 外 的 に"寛 容 だ っ た の で は な い か(Jukes,1981),と い っ た主 張 が な さ

れ た が,1985年 に核 ゲ ノ ム に お い て も普 遍 暗 号 か ら逸 脱 した 暗 号 が 発 見 さ れ た.

Mycoplasma capricolumで はUGAを トリプ トフ ァ ン と して(Yamao et al.,1985),繊 毛 虫

類 の い くっ か の 種 で はUAA/UAGを グ ル タ ミ ン と して(Caron and Meyer,1985;

Helftenbein,1985;Horowitz and Gorovsky,1985;Preer et a1.,1985),酵 母 のCandida

cylindraceaと そ の近 縁 種 で はCUGを セ リン と して利 用 して お り(Kawaguchi et al.,1989;

Ohama et al.,1993),遺 伝 暗号 は決 して"普 遍"で は な く,ま た凍 結 も され て い な こ とが 明

らか とな っ た.む しろ,現 存 の遺 伝 暗 号 は,単 一 の 祖 先 の細 胞 で使 用 され て い た い わ ゆ

る普 遍 遺 伝 暗 号 を 起 源 に,生 物 の 多 様 化 と共 に変 化 ま た は拡 張 さ れ る もの だ と捉 え る

こ とが で き る.

7



第1章 序論

 遺 伝 暗 号 の翻 訳 時 の ァ ダ プ タ ー分 子 に対 応 す るRNAと してTransfer RNA(tRNA)が

見 つ か っ た の は1960年 代 の こ とで あ る(Zamecnik,1969).同 時 に,20個 の ァ ミノ酸 に対

応 して 少 な くて も20種 類 のtRNAが 存 在 しな けれ ば な らない た め,各 ア ミノ酸 に対 応

して ァ ミノ ァ シル 化 を行 う酵 素(aminoacyl-tRNA synthetase;aaRS)の 存 在 が 示 唆 され た.

また,単 一 の ァ ミノ酸 に対 して 一 般 に1種 類 以 上 のtRNAが 存 在 す る こ と も明 らか とな

った.tRNAは70-85塩 基 か ら構 成 され る小 分 子 で,共 通 して ク ローバ ー リー フ型 の 二 次

構 造 を と り,L字 型 の立 体 構 造 を形 成 す る.ゆ え に,各aaRSは 非 常 に類 似 した二 次 構…造

と三次 構 造 を もつtRNA群 の 中か ら,そ のaaRSに 対 応 す るtRNAだ け を他 のtRNAか ら

区別 して認 識 しな けれ ば な らな い.あ る コ ドンの 正確 な翻 訳 は ァ ミノ ァ シル化tRNAの

ァ ンチ コ ドンに よっ て遂 行 され るた め,aaRSに よ る特 定tRNAへ の対 応 す るァ ミノ酸 の

正 しい付 加 は必 要 不 可 欠 の重 要 な プ ロ セ ス とな る(Freist,1989).

 対 応 す るaaRSに よって 認 識 され る各tRNAの 特 徴 的 な 要 素 はtRNAァ イ デ ン テ ィテ

ィ と呼 ば れ,こ れ を決 定 す るた め の実 験 が1980年 代 後 半 か ら現 在 にか けて 多 くの研 究

者 に よっ て な され て き た.多 くのtRNAの ァイ デ ンテ ィ テ ィ要 素 は,基 本 的 に ァ クセ プ

タ ー ス テ ム とァ ンチ コ ドン領 域 に集 約 され る(McClain,1993).た だ し,tRNAku, tRNAse「,

バ クテ リァ のtRNATy「 の み は,こ れ らのtRNAに 特 異 的 な構 造 で あ るバ リァ ブル ア ー ム

(variable a㎜;V-arm)上 にaaRSの 識 別 因 子 が 存 在 す る場 合 が 多 く(Breitsch0pf et al.,

1995;Soma et al.,1999;Biou et al.,1994;Yaremchuk et al.,2002),ァ ンチ コ ドン は認 識 に お

いて さ ほ ど重 要 で な い こ とが 知 られ て い る(Saks et al.,1994).こ れ らの 特徴 に よ り,前

者 はClass I tRNA,後 者 のV-a㎜ を もつtRNAはClass II tRNAと 呼 ばれ る(図2)(Sp血zl

et al.,1998).tRNA短uとtRNAse「 のV-armは 動 物 の ミ トコ ン ドリァ を 除 い た すべ て の生 物,

オ ル ガ ネ ラで保 存 され て い るが,tRNATy「 のV-a㎜ は3ド メイ ン分 岐 後 にバ ク テ リアで は

残 存 し,真 核 生 物 と古 細 菌 で は失 わ れ た と考 え られ て い る(Achsel and Gross,1993).

 現存 の生物 にお けるtRNAの 多様性 を探求す るために,我 々 はこれ まで主 に古細 菌や

原始 的 な真核 生物 を対象 に した解析 を進 め,多 種 多様 な形 でゲ ノム に コー ドされ て い

るtRNAの 発見 に成功 して きた(Sugahara et al.,2009).主 にクレンァー キオー タ門 に属

す る古細 菌種 か らは,1つ か ら最 大3つ の イ ン トロン を介在 す るイ ン トロ ン介在 型

tRNAが 多数同定 された(Sugahara et al.,2006;2007;2008).進 化 的 に古細 菌 と近 い起源

を持 つ と考 え られ てい る真核 生物 の原始 紅藻 シ ゾ ンや その近 縁種 にお いて は,本 来 転

写 され るべ き順列 とは逆順列 で遺伝子領 域 の前半 と後 半が2つ に分 断 され,そ の順 序
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が逆転 した配列 を持つPermuted tRNAが 発見 された(Soma et al.,2007;Mamyama et al.,

2009).2009年 には,3つ に分 断 されゲ ノム上 の離れた位 置 に存在 す るtRNAの 断片 が,そ

の組 み合 わせでチ ャージす るァ ミノ酸 を変化 させ るとい う機能 を もったTh-split tRNA

がみつか った(Fujishima et al.,2009).そ の0方 で高等真核生物 では,古 くか ら知 られ る

イ ン トロンをァンチ コ ドンの1塩 基 下流 の位置(37/38)に 介在す るtRNAの 発見 のみ に

留 ま り(Marck and Gr0sjean,2002;Sugahara et a1.,2009),主 に古細菌 で観 られ るような

tRNAの 多様性 は存在 しないか に思われていた.

 そ こで私 は,学 部時代 に主 に高等真核 生物tRNAを 対 象 にした大規模 な コンピュー タ

解析 を試 みた.こ れ によ り,1)機 能 して いるか どうか は不明 だが,高 等真核 生物 におい

て も様 々な位置 に介在配列 を もつtRNAが 存在 す ること,2)レ トロエ レメン トな どのゲ

ノム上 に複 数散在 す る可動 因子 に よってtRNAの 断片化 が引 き起 こされて い る可能性

があ るこ と,3)線 虫で はセ リンや ロイシ ン以外 に対応 す るァンチ コ ドンを もつtRNAに

もV-arm 造が ある こと,を 明 らか に した.な かで も3に つ いて は,同 様 の ことが2002

年 にGrosjeanら によって報 告 されてお り(Marck and Grosjean,2002),遺 伝暗号 とtRNA

の進 化 を扱 う上 で興 味深 い知 見で あ る.こ れ まで述 べて きた よ うに,V-arm介 在 型 の

Class II tRNAの ァ ミノァシル化 にはァンチ コ ドンはさほ ど影響 しないた めに,本 来セ リ

ンや ロイシ ン以外 のァ ミノ酸 に対応 す るア ンチ コ ドンを持 ちなが ら,aaRSに よるV-arm

構造 の認 識 を介 してセ リン も し くは ロイ シ ンがチ ャー ジ され る可能性 が あ るわ けだ.

さらに,こ の変則 的 にア ミノ酸 をチ ャージ したtRNAが タ ンパ ク質合成 に用 い られ ると

すれ ば,遺 伝暗号 の翻訳 の"例 外"が 生 じることにな る.

 本論文で は,こ の変則 的なV-arm介 在 型tRNAに 着 目 し,そ の進化 と機 能 の解明 に向

け情報 解析 と実験 の両 ァプローチか ら遂行 した一連 の研究結果 を報 告す る.3.1及 び3.2

で はtRNAの 配列特徴 やその進化 的保存性 について,3.3で はCaenorhabditis elegansに お

ける発 現 について,34で はtRNAのin vitroァ ミノァシル化 について,3.5で は無 細胞系

を用いた翻 訳実験の結果 につ いて述べてい る.ま た,第4章 で は,普 遍遺伝 暗号 に与 え

る影響 につ いて も言及 し,遺 伝 暗号 の進化 を考 えた上 で線虫 において この遺 伝子 が獲

得 された理 由,さ らにはそ こか ら類推 され る生体 内にお ける役割 につ いて議論 した.本

研 究 によ り,tRNAァ イデ ンテ ィテ ィ とそのァ ミノァシル化機構 の更 な る理解 と,遺 伝

暗号 の起 源や生命の進化 を扱 う分野 の発展 を期待 す る.

9



第1章 序論
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図1.1968年 にCrickに よ ってま とめ られた大腸 菌の遺伝 暗号表.こ の暗号 は,酵 母や脊椎動物,ウ イ ルス

にも共通だ つたた め,"普 遍"と 考 え られ た.
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Basic Structure

 (Class I tRNA)

    3'

m

tRNALe°'se「, bacte-ial tRNA"1ソ ー

    (Class II tRNA)

        3'
 

 

図2.tRNAの 二 次構 造 とアイデ ンテ ィテ ィを決定す るヌ クレオチ ドの分布. tRNAは バ リァブル領域 の構造

の違 いに よって2つ のクラス に分類 され る.多 くのtRNAが 属 するClass I tRNAの それ は4-5塩 基 程度 のル

ープであ り
,ア イデンティティ要素 はアクセ プターステムや ァンチコ ドンに多 く存在 する.tRNA㎏ 嘘 「(例外

としてバ クテ リアのtRNA恥 はCIass IhRNAに 属 し,15-20塩 基 程度 のステムループ構造(V-arm)を もつ.

aaRSに よ るClass II tRNAの 認 識 にはァンチ コ ドンはさほど重要で はな く,V-armや3'末 端 塩基がtRNAの

ァ イデ ンテ ィ要素で ある ことに注意,よ り強 くァイ デンテ ィテ ィを示す ヌクレオチ ドを色の濃淡や円 の大

きさで強調 している.
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第2章 対象 と手法

2.1.tRNA遺 伝子の進化系統解析

 C.elegans, Caenorhabditis brenneriに お け る す べ て の 成 熟tRNAの 配 列 をGen0mic

tRNA database(Chan and Lowe,2009)よ り取 得 した.Pristionchus pacificusのtRNA配 列 情

報 は,University of Califomia Santa Cmz(UCSC)Genome Bioinformatics database(Fujita et

aL,2010)よ り ゲ ノ ム 配 列 を 取 得 し,デ フ ォ ル トパ ラ メ ー タ ー でtRNA scan-SE(Lowe and

Eddy,1997)を 実 行 し,予 測 す る こ とで 取 得 し た.真 核 生 物tRNAの 多 くは マ ル チ コ ピ ー

で あ る た め,重 複 した 場 合 は 除 去 し た.ClustalW(Thompson et al.,1994;Larkin et al.,

2007)を 用 い てnon-redundantな 成 熟tRNA配 列 のneighborjoining treeを 作 成 し,iTOL

(Letunic and Bork,2007)を 用 い て 系 統 樹 を 可 視 化 し た.

2.2.Total RNAの 調 製

 本 研 究 で 用 い た 線 虫N2株 な ら び にEscherichia coli OP50株 はCaenorhabditis Genetics

Center(fund by NIH Nati0nal Center for Research Resources)よ り提 供 して 頂 い た.本 研 究

で 対 象 と し たC.elegansのtotal RNAは,20。Cで4-5日 間 大 量 培 養 し たmixed-stage(eggs,

larvae 1-4, adults)よ り,TRIzol Reagent(Invitr0gen, Carlsbad, CA, USA)を 用 い て 添 付 の 説

明 書 の 手 順 に 従 い 抽 出 し た.Acid-urea polyacrylamide gel electr0phoresis(PAGE)/northern

blot解 析 用 のRNAサ ン プ ル は,0.2 M Tris-HCl(pH 95)で37。C,2時 間 イ ン キ ユベ ー ト し,

tRNAの 脱 ァ シ ル 化 処 理 を 行 っ た.

23.Northern blot解 析

1qμgのtotal RNAを6%polyacrylamide 8M urea変 性 ゲ ルで 電 気 泳 動 し,エ レ ク トロ ブ
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ロ ッ テ ィ ン グ 法 でHybond-N+membranes(GE Hea1thcare , Buckinghamshire, UK)に ト ラ

ン ス フ ァ ー した.続 い て,Biotin 3'-End DNA Labeling Kit(Pierce Biothechnology, Rockford,

IL, USA)を 用 い て ビ オ チ ン 化 し た プ ロ ー ブ(表1)を 使 用 し,ULrRAhyb-01ig0

Hybridization B uffer(Ambion, Austiin, TX, USA)に よ り室 温 に て ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ

ン 反 応 を行 っ た.反 応 後,メ ン ブ レ ン は5×Wash Buffer(Ambin)を 用 い て 室 温 で 洗 浄 し
,

Bri ghtStar BioDetect Kit(Ambion)とEnhanced ChemiFluorescence(ECF)substrate(GE

Healthcare)に よ り抗 体 反 応 を 行 っ た.最 終 的 な シ グ ナ ル は, Molecular Imager FX Pr0

(Bi0-Rad Laboratories,Hercules,CA,USA)に よ り可 視 化 した.

2.4.RT-PCR解 析 と塩基 配列決定

 ReverTra Dash及 びKOD EX(Toyobo Biochemicals, Osaka, Japan)を 用 い てReverse

transcription(RT)-PCR反 応 を 行 っ た. nev-tRNAG'"(CCC)以 外 の 候 補 は,98。C(10s)ー

55。C(3s)-74。C(6s)の30サ イ ク ル で 増 幅 し,nev-tRNAG'Y(CCC)に 関 して は,98。C(10s)

-74/72/70。C(6s)を5サ イ ク ル ず つ 行 っ た の ち
,98。C(10s)-60。C(6s)を15サ イ ク ル 行

う と い う ス テ ッ プ ダ ウ ン法 に よ り増 幅 した.PCR産 物 は3%NuSieve 3:1 agar0se gel

(Cambrex Bio Science, Rockland, ME)で 電 気 泳 動 し,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染 色 し た

の ち,M01ecular Imager FX Pr0(Bio-Rad Laboratories)に よ り撮 影 し た.ま た,PCR産 物 は

Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit(GE Healthcare)を 用 い て ゲ ル か ら切

り 出 し精 製 し,pCR-Blunt II-T0PO vector(Invitrogen)ヘ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ した.そ し て,

ABI PRISM 3100 DNA Sequencer(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)に よ りイ ン

サ ー トDNAの 塩 基 配 列 を確 認 した.な お,こ の解 析 のPCR反 応 で 用 い た プ ラ イ マ ー 配

列 の 情 報 は表2に ま とめ た.

2.5.組 換 え体 ア ミノアシルtR.NAシ ンセ ターゼの精製

 C.elegansよ り 抽 出 し たtotal RNAを 鋳 型 に,RTPCRに よ り4種 の ァ ミ ノ ァ シ ルtRNA

シ ン セ タ ー ・ビ(aminoacy1-tRNA synthetase;aaRS):グ リ シ ルtRNAシ ン セ タ ー ゼ

(glycyl-tRNA synthetase;GzyRs,GenBank accession n0. NP_871640.1),イ ソ ロ イ シ ルtRNA

シ ン セ タ ー ゼ(isoleucyl-tRNA synthetase;IleRS,GenBank accession no. NP _501914.1),ロ
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イ シ ルtRNAシ ン セ タ ー ゼ(leucyl-tRNA synthetase;LeuRS, GenBank accessi0n no.

NP_497837.1),セ リルtRNAシ ン セ タ ー ゼ(seryl-tRNA synthetase;SerRS, GenBank

accessi0n no. NP _501914.1)の 遺 伝 子 配 列 の増 幅 を行 った.RT-PCRはReverTra Dash及 び

KOD FX(Toyobo Biochemica1s)を 用 い て 行 い,増 幅 産 物 はpET-23b expression vect0r

(Novagen, Madison, WI,USA)ヘ クロ ー ニ ング した.こ れ に よ り,作 成 され た ベ ク タ ー に

は それ ぞ れ のaaRSの 全 長 とC'末 端 に は6×Hisの タ グが コー ドされ て い る.イ ンサ ー ト

DNAの 配 列 決定 はABI PRISM 3100 DNA Sequencer(ApPlied Biosystems)を 用 い て 行 い,

デ ー タベ ー ス に登 録 され て い る もの と同一 で あ る こ とを確 認 した.な お,こ こで の ク ロ

ー ニ ン グ に用 い た プ ライ マ ー 配 列 や切 断 に用 い た 制 限酵 素 の情 報 は表3に 示 した .

 作成 した 発 現 ベ ク ター は,IleRS及 びLeuRSに 関 して はE. coliのBL21(DE3)pLysS株

へ,GlyRS及 びSerRSに 関 して はHMS 174(DE3)pLysS株 へ 形 質 転 換 した.形 質 転 換 体 は

SOUg/mlア ン ピシ リ ン及 び35μ9/mlク ロ ラム フ ェニ コー ル のLuria‐Bertani培 地 にて37。C

で 対数 増 殖 期初 期 まで培 養 し,0.1-0.4mMのis0propy1一 β一Dーthiogalactopyranosideを 加 え

16。Cで さ らに0晩 培 養 した.50008,5分,4。Cで 遠 心 分 離 し細 胞 ペ レ ッ トを 回 収 し,

10mM Imidaz01eを 含 ん だ1×phosphate bufferd saline(PBS)に 懸 濁 し3分 間 ソニ ケ ー シ ョ

ン処 理 を行 った.続 い て120008,10分,4。Cで 遠 心 分 離 し壊 死 組 織 片 を 除去 し,Pr0teus

IMAC Protein Purifi cation Kit(Pro-Chem, Littleton, MA, USA)に よ り組 換 え体 タ ンパ ク質

を部 分 精 製 した.Buffer A(SOmM Tris-HCI[pH 8.0】,1mM EDTA,0.02%Tween 20,7mM

2-mercaptoethanol,10%glycerol)を 用 い てHiTrap column(GE Healthcare)で 脱 塩 処 理 も

行 っ た.

2.6.In vitroア ミノ ア シル 化 ァ ッセ イ

 ァ ッセ イ時 に鋳 型 とな るtRNAはT7 RNA polymeraseに よっ てin vitroで 合 成 し,精 製

した 組 みi換え体aaRSを 用 い て 試験 管 内 ァ ミノ ァ シル化 再 構 成 実験 を行 った.反 応 溶 液

は,50mM Hepes(pH 7.2), SOmM KCI,4mM ATP,15mM MgC12,3mM dithiothreitol,15mM

ァ ミノ酸(グ リシ ン,イ ソロ イ シ ン,ロ イ シ ン,セ リン),3μgtRNA,1μgaaRS(lleRSの み

ァ ミノ ア シル 化 効 率 が 悪 か っ たた め 助g使 用 した)のtotal 25μ1の 系 で,室 温 で0,2.5,5,

10,20,30,60分 間 の タ イ ムス ケ ール で 反 応 を行 った.等 量 のacidーurea stop buffer(K6hrer

and Raj bhandary,2008)を 加 え る こ とで反 応 を停 止 させ, acidーurea 6.5%p01yacrylamide

gelに よ りア ミ ノ ァ シ ル化tRNAの 電 気 泳 動 分 離 を 行 っ た.SYBR Green II(Lonza,
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R0ckland, ME, USA)で ゲ ル 染 色 後,Molecular Imager FX Pro(BioーRad Laboratories)に て

i撮影 し た.

2.7.Acidーurea PAGE/northern blot解 析

 100yc gの ァ ル カ リ処 理 済 み のtotal RNA(2.2.Total RNAの 調 製 を参 照)を 鋳 型 に,精 製

した組 み 換 え体LeuRSま た はGlyRSを 用 い てin vitroァ ミノ ァ シ ル化 実 験 を行 った.

aaRSはOD1μgか ら1μgの タイ トレー シ ョン をふ り,室 温 で1時 間反 応 させ た.続 い て,

反 応後 の サ ン プル をacidーurea 65%poiyacrylamide gelで 分 離 し,ノ ザ ン プロ ッ ト解 析 に

よ って 特 定 のtRNA分 子 を検 出 した.

2.8.無 細胞翻訳用 の発現ベ クターの作成

 In vitro翻 訳 解 析 用 の 発 現 ベ ク タ ー と し て,PF1549タ ン パ ク 質(RNA

3'-terminal-phosphate cyclase of Pyrococcus furiosus, GenBank accession no. NP _579278)

(Sato et al.,2011)ま た はfirefly luciferase(GenBank accession no.ACF93193.1)を ク ロ0ニ

ン グ し た2種 の 発 現 ベ ク タ ー を用 意 した.ま ず,P. furiosusの ゲ ノ ムDNA配 列,luciferase

ICE T7 Control DNA(Promega, Madison, WI, USA)を そ れ ぞ れ 鋳 …型 に,KOD FX(Toyobo

Biochemicals)を 用 い てPCR増 幅 を 行 っ た.増 幅 産 物 はpF25A ICE T7 Flexi Vector

(Promega)に ク ロ ー ニ ン グ した.こ れ に よ り,作 成 さ れ た ベ ク タ ー に はC'末 端 に6×His

タ グ が 付 加 さ れ たPF1549ま た はluciferaseの 遺 伝 子 が コ ー ドさ れ,T7 promoterに よ り発

現 誘 導 さ れ る.イ ン サ ー トDNA配 列 の 塩 基 配 列 はABI PRISM 3100 DNA Sequencer

(Applied Biosystems)に よ り決 定 し,い ず れ も デ0タ ベ ー ス 上 の も の と同 一 で あ る こ と

を確 認 し た.な お,こ れ らの ク ロ ー ニ ン グ に用 い た プ ラ イ マ ー 配 列 と制 限 酵 素 の 情 報 は

表3に 示 して い る.

2.9.In vitro 訳 解 析

本研究 で行 った無細胞系 にお けるタンパ ク質発現 は,T7 pr0moterに よ り誘導 され る
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転 写 と翻 訳 が 共 役 した反 応 で あ る.1つ の反 応 系 あ た り401の 昆 虫 の 翻 訳 系Spodoptera

frugiperda Sf21 cell line(Promega)を 用 い,4μgのT7発 現 ベ ク タ ー(PF 1549タ ンパ ク質 ま

た はfirefly luciferase)と4μ9のin Vlli"O転 写 に よ る合 成tRNA(Leu(AAG)ま た は

nev-Gly(CCC))を 加 え たtotal 4(功1の 反 応 系 で29。C,4時 間 イ ンキ ユベ ー トした.反 応 後,

Polytron sonicator(Kinematica, Bohemia, NY, USA)で1分 間,細 胞 抽 出液 の超 音波 処 理 を

行 っ た.PF1549のin vitro 訳 を行 っ た サ ン プル に 関 して は,80。Cで15分 間 イ ン キ ユベ

ー トす る こ とで 内在 性 の昆 虫 タ ンパ ク質 を破 砕 した .111;,10分 間,4。Cで 遠 心 分 離 し

壊 死 組 織 片 を 除 去 し,Talon Magnetic B eads Buffer Kit(Clontech Laboratories, Mountain

View, CA,USA)に よ りHisタ グで標 識 され た 組 み 換 え体 タ ンパ ク質 を精 製 した.

2.10.NanoLCリMS/MS解 析

 精 製 し た タ ンパ ク 質 は12mM sodium deoxycholate(SDC),12mM sodium lauroyl

sarcosinate(SLS)を 含 ん だ100mM Tri s-HCI(pH 9.0)に 再 懸 濁 し,10mM dithi0threitolで 室

温,30分 間 イ ン キ ュペ ー トした後,55mM iodoacetamideで 遮 光 状 態 で 室 温30分 間 ア ル カ

リ処 理 を行 っ た.5倍 量 の50mM ammonium bicarbonateで 希釈 した後, MS-grade lysyl

end0proteaseで 切 断 し,さ らに一 晩 トリプ シ ン に よ る切 断 処 理 を行 っ た. Ethyl acetateを

加 えSDC及 びSLSを サ ン プル よ り除 去 した 後(Masuda et aL,2008;2009),05%

trifluoroacetic acidを 加 え1分 間 振 と う し酸 性 処 理 を行 い,157008,2分 間 遠 心 分 離iを行 つ

た.そ して,水 層 をC18Empore Diskを 用 い たStageTips(Rappsilber et al.,2003)で 脱 塩 し

た.

 Nano liquid ch「omatograPhy-tandem mass spectrometry(nanoLCーMS/MS)計 測 に は,

nanoLC interface(Nikky0 Technos,Tokyoo,Japan)を 装 備 し たLTQ-Orbitrap(Thermo Fisher

Scientific, B remen, Germany)とFLM-3000 flow manager(Dionex, Germe血g,Germany)に

よ る Dionex Ultimate3000 pump と HTC-PAL autosamp1er(CTC Analytics, Zwingen,

Switzerland)を 用 い た.C18シ リ カ カ ラ ム(3μm;Dr Maisch, Ammerbuch, Germany)は カ

ラ ム ロ ー ダ ー(Nikkyo Technos, Tokyo, Japan)を 用 い て 窒 素 ガ ス でself-pulled needle

(150mm length,375 m OリD.×100ycm I.D.)を 充 填 す る こ とで 作 成 し た(lshihama et al.,

2002).流 速 は500nl/minで あ る.移 動 相 は,(A)05%acetic acid,(B)0.5%acetic acid/80%

acetonitrileか ら成 り,5-10%B(5m),10ー-40%B(60m),40-100%B(5m),100%B(10m)の3

ス テ ッ プ の リニ ア グ ラ ジ エ ン トを 用 い た.キ ャ ピ ラ リ ー の 電 圧 は2400Vを 適 用 し た.
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MSス キ ャ ン レン ジ はOrbitrap analyzerで30(〉 ー1500 m/Zと し,MS/MSのi0n trap検 出 時 に

はt0p 10 precursor ion法 を選 択 した.

 生 デ ー タ よ り ピ ー ク リス トを 作 成 す る た め に 主 に フ ラ グ メ ン トイ オ ン をMass

Navigator v 1.2(Mitsui Knowledge Industry, Tokyo, Japan)を 用 い て解 析 した.ペ プチ ドは

Mascot v2.2(Matrix, Science, London, UK)を 用 い て 同定 し,そ の 際 比較 に使 用 した タ ン

パ ク質 のデ ー タベ ー ス はPF1549, luciferase,ケ ラチ ン タ ンパ ク質 及 び トリ プシ ン配 列 と

した.プ リカ ーサ ー イ オ ン は3ppmの 質 量 誤 差 範 囲 内,こ れ よ り得 られ た フ ラ グメ ン ト

イ オ ン は0.8Da以 内 に設 定 し,ト リプ シ ンの ミス切 断 は2箇 所 以 内 と した(Olsen et al.,

2004).シ ス テ イ ン残 基 の カ ル バ ミ ドメ チル 化 は"fixed modification"と し,メ チ オ ニ ン残

基 の 酸 化 は"variable modification"と した.そ れ ぞ れ の ペ プ チ ドのidentity scoreよ り

mascot scoreの 信 頼 性 が99%と 判 断 され た もの に関 して は 除外 した.False-p0sitive rateは

Masc0t Perl programとMatrix Scienceを 用 い て 作成 した ラ ンダ ム デ ー タベ ー ス との 比 較

を行 うこ とで 算 出 した.

 なお,前 処 理 以 降 のnan0LC-MS/MS計 測 な らび に そ の デ ー タ解 析 に つ い て は,慶/7 u

塾 大 学先 端 生 命 科 学研 究所 増 田崇 氏 に よ る.

2.11.Gene Ontology解 析

 解 析 対 象 と し た 遺 伝 子 はC.elegans, Trichinella spiralis, Brugia malayi, Drosophila

melanogaster, Homo sapiensに 共 通 なオ ー ソ ロガ ス遺 伝 子 で あ る.C. elegansの 全 遺 伝 子

21,205に つ いてKEGG Orthology(Kanehisa et al.,2004)情 報 を参 照 す る こ とで,こ の6種

に共 通 な1,609の オ ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 を得 た.こ れ ら の 遺 伝 子 の ア ミ ノ酸 配 列 を

ClustalW(Thompson et al.,1994;Larkin et aL,2007)を 用 いて ァ ラ イ メ ン トす る こ とで,

他 で は ロ イ シ ン に保 存 され て い るがC.elegansの み で グ リシ ンGGGや イ ソ ロイ シ ン

AUAに 変 異 して い る箇 所 な らび に そ の遺 伝 子 を抽 出 した.な お,Clusta1Wは デ フ ォ ル ト

パ ラ メ ー タ で 実 行 し た.こ れ ら の 遺 伝 子 のGene Ontology(GO)解 析 はDAVID

Bioinformatics Resources 6.7(Huang, Sherman, and Lempicki,200ga;2009b)に よ り行 い,

その 際 に使 用 したGO termはGO FATで,Pvalue<0.01を 閾値 と した.
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表1.ノ ザ ン プロ ッ ト解 析 に用 いた オ リゴヌ クレオ チ ド.

acid-urea PAGE/northern blot解 析 で用 いた プロー ブであ る.

ァスタリス クは主に図10に 結果 を示 した

T e Anticodon Length Sequence-5'to 3'

Control Giy(GCC)

Ile(UAU

ハ0

Ω
U

ハO

Q
U

CCCGGGCCGCCCGCGTGGCAGGCGAGCATTCTACCA

TATAAGTACCACGCGCTAACCGACTGCGCCAATGGGGC

nev-tRNA Gly(CCC)

Gly(CCC)
*Gly(CCC)

Ile(UAU)

Ile(UAU)

Lys(CUU)

rO

Fb

3

Q
り

60

8

6

ハ0

ハ◎

3

∩0

3

CTCTGTTACCAGAATAGGATCGGGAGTCCTACGCC

TCGAACCCGCGCTCTGTTACCAGAATAGGATCGGG

TGCGGTGGACGGGATTCGAACCCGCGCTCTGTTACCAGAATAGGATCGGGAGTC

CTACGCCTTCACCGCTCGGCCACCACCGC

ACTGGTTTAACCCAATGAGATCATAAGTCTCACGCC

TCGAACCCGCGACTGGTTTAACCCAATGAGATCATA

TCGGTTAGAACCGTTTGAGATCAAGTGTCTCATGCC

*for acid-urea PAG E/northern b{ot analysis
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 2

 *  2.RTPCRt  6c.

Tvoe Anticodon Strand Seauence - 5' to 3'

Control GIy(GCC) 

GIy(GCC) 

Ire(UAU) 

IIe(UAUI

 sense 

antisense 

 sense 

antisense

GCATCGGTGGTTCAGTGGTAGA 

TGCATCGACCGGGAATCGAACC 

GCCCCATTGGCGCAGTCGGTTAGC 

TGCCCCATGCCAGGCTCGAACTG

nev-tRNA G ly(CCC) 

GIy(CCC) 

IIe(UAU) 

IIe(UAU) 

Lys(CUU) 

Lys(CUU)

 sense 

antisense 

 sense 

antisense 

 sense 

antisense

GCGGTGGTGGCCGAGCGGTC 

TGCGGTGGACGGGATTCGAACC 

GCCCCGGTGGCCGAGCGGTCGAAG 

TGCCCCGGGCGGGATTCGAACCC 

GACACGGTGGCCGAGTGGTTT 

TGACACGGGCAGGATTCGAACC
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 2.* naLit

it 3. fOloitt

Gene Name
   Providing 

Restriction Enzyme Strand Seauence - 5' to 3'

GIyRS

IIeRS

LeuRS

SerRS

Noe I 

Not I 

Nhe I 

Xho I 

Noe I 

Not I 

Nhe I 

Xho I

 sense 

antisense 

 sense 

antisense 

 sense 

antisense 

 sense 

antisense

TAACATATGGCTACTCCGGAAATTGA 

TAAGCGGCCGCTTCAGTTGCGCTCGCTTC 

TAAGCTAGCAGCGGCCTTTCGACCGT 

TAACTCGAGTCGTACGAGTTGAAGAGTCT 

TAACATATGTCGAAAATCAATAAGGA 

TAAGCGGCCGCGTTTTCTGGGACGTTAGC 

TAAGCTAGCGTTCTCGACATTGACAT 

TAACTCGAGTTTCTTTCCTGTCGCCTTTT

PFls4g

luciferase

Sgt I 

pine I 

Sgt I 

pine I

 sense 

antisense 

 sense 

antisense

TAAGCGATCGCCATGATAATAATAGACGGAAG 

TAAGTTTAAACTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCCAGGCTTTCCTAACTACTC 

TAAGCGATCGCCATGGAAGACGCCAAAAACAT 

TAAGTTTAAACTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAACCAATTTGGACTTTCCGC
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3.1.線 虫 特 異 的 な新 規Class II tR.NA

 数 あ るtRNAの な か で もtRN A Ser及 びtRNAku(例 外 と して バ ク テ リ ァ の 場 合 は

tRNATyr)は バ リア ブル ア ー ム(variable arm;V-a㎜)を 介 在 す る こ とか らClass II tRNA

と呼 ばれ(Sp血zl et al.,1998),こ の構 造 の違 いがClass II tRNAの ァイ デ ンテ ィテ ィ に深

く関 与 す る こ とが 知 られ て い る(Breitsch0pf et a1.,1995;S0ma et al.,1999;Biou et al.,

1994;Yaremchuk et al.,2002).と ころが,こ れ まで に私 は,線 虫 で は ァ ンチ コ ドンCCCや

UAUと い った普 遍 暗号 に従 え ば グ リシ ンや イ ソロ イ シ ン に対 応 す るで あ ろ うtRNAに

もV-a㎝ 構 造 が 存在 す る こ とを明 らか に した.

 そ こで,こ こで は まず,こ の特 殊 なtRNAの 真 核 生 物 に お け る一 般 性 とそ の進 化 的保

存 性 を明 らか にす るた め に,44種 の真 核 生 物 にお け る計49,872のtRNA配 列 をGenomic

tRNA Database(Chan and L0we,2009)よ り取 得 した.ま た,Caenorhabditis/aponica及 び

P.pacificusの ゲ ノ ム 配 列 をUniversity of Califomia Santa Cmz(UCSC)Genome

Bioinformatics database(Fujita et al.,2010)よ り取 得 し,tRNAscan-SE(Lowe and Eddy,

1997)の デ フオ ル トパ ラメ ー タ に よっ て 計2,138のtRNAを 予 測 し取 得 した.こ れ ら

52,010のtRNAの 内 よ り,先 行 研 究(Sprinzl et al.,1998;Marck and Grosj ean,2002)で 報

告 され て い る以 下 のtRNAの 基 本 構 造(7 bpァ クセ プ ター ス テ ム,3-4 bp Dス テ ム,5bp

ァ ンチ コ ドン ス テ ム,5bp Tス テ ム,7ntTル ー プ,7ntァ ンチ コ ドンル ー プ)に 従 わ な い

Pseud0 tRNAを 除 去 した後, Class Iァ ンチ コ ドン を持 ち な が らV-a㎜ 構 造 を もつ変 則 的

なtRNAを 最 終候 補 と して取 得 した.そ の結 果, C. brenneri, C. briggsae, C. elegans, C.

ノ'aponica, C. remanei, P. pacificusの6種 の線 虫種 よ り計1l5の 候 補 の抽 出 に成 功 した(付

録1).す べ て の候 補 が線 虫 よ り見 つか り他 の生 物 種 で は見 つ か らな か っ た た め,こ れ ら

の変 則 的 なClass II tRNAをnematode-specific V-arm containing tRNA(nev-tRNA)と 名 付

けた.

線 虫 に お け るnev-tRNAの 数 の 分 布 に 着 目 し て み る と,C. remanei, C. briggsae, C.
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brenneriに 多 く存 在 し,特 にC. brenneriで は56のnev-tRNAが ゲ ノム に コー ドされ て い

る こ とが分 か る(図3).C. brenneriは 他 の線 虫種 と比較 して 計1156コ ピー とtRNAが 豊

富 に コー ドされ て い る種 で はあ るが,そ れ を考 慮 した と して もnev-tRNAG`y(CCC)の22

コ ピー な どこの種 で爆 発 的 に増 え て い るnevーtRNAが 観 察 され る.一 方 で,C. elegans, C.

japonica, P. pacificusと い った種 に は6-8程 度 のnev-tRNAし か存 在 しな い.こ れ らの3

種 は全6種 の 中 で は進 化 的 に早 め に分 岐 した線 虫種 で あ るた め,nev-tRNAの 数 や ア ンチ

コ ドンの多 様 性 は線 虫進 化 の過 程 で増 大 して い っ た傾 向 にあ る と言 え る.

 nev-tRNAは 様 々 な ア ンチ コ ドン に対応 して い るが,中 で もア ンチ コ ドンCCC, UAU

を もつnev-tRNAは 線 虫 にお い て 広 く保 存 され て お り,そ の数 も多 コピ ーで あ る.興 味

深 い こ とに,C. briggsae, C. brenneri, C. elegansで はnev-tRNAG且y(CCC)が ゲ ノム上 に存

在 す る唯一 の ァ ンチ コ ドンCCCのtRNAと な って い る(図3赤).ァ ンチ コ ドンUAUの

場 合 は,イ ン トロ ン介 在 型 のClass I tRNAi且e(UAU)も 存 在 して い るが,存 在 比(コ ピー

数)で はnev-tRNAIIe(UAU)が 勝 って い る(図3黄). C. brenneriで は, PrO(GGG), Arg

(CCU),Arg(UCU)に お いて もnev-tRNAが ドミナ ン トに存 在 して お り,nev-tRNAの 数 や

進 化 的 保 存 性 を考 慮 す れ ば,こ れ らが 細 胞 内 プ ロ セ ス で 何 らか の重 要 な役 割 を担 っ て

い る こ とが 示 唆 さ れ る.こ こ で,nev-tRNAIle(UAU)は す べ て の 線 虫 種 で 観 ら れ る

nev-tRNAで あ るた め,線 虫 にお い て進 化 的 に初 期 に獲 得 され た もの で あ る可 能 性 が 高

い こ とは注 目だ.

22



第3章 結果

    Isotype:Gly Ile Pro Arg Arg Val Ala Gly
    Anticodon: CCC UAU GGG CCU UCU CAC CGC GCC

 灘騰'醗6灘 器 市

 犠 
類雪獲

謹
口㎝一口1願口顧髄願顧ー

                   Ratio of nev-tRNAs

Lys  Thr Trp  Val
CUU UGU CCA  UAC

翻灘 叢
 彫■ F㍉「

門 襯 ,

1/9

囹
・團回  曲

国
圃
-1/11 11/18 1 1/6 1

i  i  i

離100% z50%口 く50%口0%

図3.線 虫 にお けるnev-tRNAの 進 化 的保 存性.そ れ ぞれの線虫種 において,各 ァ ンチ コ ドンに対応 す る

tRNAの 内nev-tRNAが 占 める割合 を色で示 した. ioo%が 赤,50%以 上 が黄,そ れ以下が 白で ある-ゲ ノムに

コー ドされてい る全tRNA数 を生物種名の隣 に示 した,た とえばC. elegansのlle(UAU)で は ァンチ コ ドン

UAUを もつtRNA全7種 の うち,4コ ピ ーがnev-tRNAで あ り,残 りの3コ ピーが標準的 なClass l tRNA(た

だ し,こ の場合 はイ ン トロ ン介在 型tRNA)で あ るこ とを意味す る.
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3.2.ne▼ ・tRNAの 配 列 特徴 とそ の起 源

 これ まで 線 虫 にお け るnev-tRNAの 進 化 的保 存 性 や そ の傾 向 を観 て きた が,こ こで は

さ らにnev-tRNAの 起 源 や 進 化 を類 推 す る た め に,線 虫 に お け る代 表 的 なtRNA配 列 を

用 いて 進 化 系 統 解 析 を行 った.こ こで は対 象 を絞 る た め に,3種 の線 虫種,c. brenneri(線

虫 にお いて 最 も多 くのnev-tRNAが 存 在 す る), C. elegans(本 研 究 にお い て実 験 対 象 と し

て い る),P. pacificus解 析 対 象 の計6種 の うちで,進 化 的 に一 番 早 く分 岐 して い る)を 選

択 した.13種 のnevーtRNAを 含 め た計151本 のnon-redundantなtRNAエ キ ソ ン配 列 を用

い て,Neighborjoining法 に よ り系統 樹 を作 成 した後iT0L(Letunic and Bork,2007)に よ

り描 画 した(図4).

 興 味深 い こ とに,nev-tRNAの うちIle(UAU), Gly(CCC), Arg(CCU), Lys(CUU)は

Class Il tRNAの ク レ ー ドに属 し,中 で もtRNAku(UAA)フ ァ ミ リー と進 化 的 に近 い こ と

が 分 か っ た.む しろ,こ れ らのnev-tRNAの 同義 に あ た るClass I tRNAIle(UAU)や

tRNAG'"(GCC)と は全 く別 に ク ラス タ ー化 さ れ た. nev-tRNAI'e(UAU)やnev-tRNAG'Y

(CCC)が 多 くの線 虫種 で保 存 され て い る こ とを考 慮 す れ ば,こ れ らの 結 果 は少 な く と

も主 要 なnev-tRNAに 関 して は,同 義tRNAの 遺 伝 子 重 複 に よ る もので は な く,Class II

tRNAを 起 源 に派 生 して き た可 能 性 が 高 い こ とを示 唆 す る.し か し,別 のClass I tRNA

フ ァ ミ.リー に クラス タ ー化 され たnev-tRNA(C. brenneriの6種, Pro(GGG)な ど)も 存 在

す るた め,nev-tRNAの 獲 得 はtRNA進 化 の 過 程 で独 立 に二 度 生 じた 可 能 性 が あ る.な お,

c.brenneriに は2種 のtRNA玩u(UAA)が コー ドされ て い るが,0方 はnev-tRNAA㎎(CCU)

との配 列 類 似 性 が91.6%と 高 い た め(も う0方 は55.9%),nev-tRNAか ら派 生 した もの だ

と考 え られ る(図4ァ ス タ リス ク).

 続 い て,nev-tRNAの 配 列 と二 次 構 造 の特 徴 を 同義tRNA及 びtRNA'-e°(UAA)と 比 較 す

る こ とで 分 析 した(図5).こ こ で はnev-tRNAG'"(CCC), nev-tRNAIIe(UAU), Class I

tRNAG'y(GCC), Class I tRNAIle(UAU), tRNALe"(UAA)を 対 象 と した.そ れ ぞ れ の

nev-tRNAは 標 準 的 な ク ロ ーバ ー リー フ型 の二 次 構 造 を形 成 し,真 核 生物tRNAに お い

て広 く保 存 され て い るA・b0x(5'-TGGCNNAGTGG-3'), B-box(5'-GGTCGANNCC-3')と

呼 ばれ る内在 性 プ ロ モ ー タ(Galli et al.,1981)を もち,15ー16塩 基 か らな るV-armを 介 在

す る とい う特 徴 が あ る.ま た,(大 き くは違 わ な い が)そ れ ぞ れ の 同 義tRNAと の配 列 類 似

性(56.3%ま た は64.9%)よ りもtRNAku(UAA)と の配 列類 似 性(64.3%ま た は ・・1%)
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が 高 く,こ の 結 果 は図4の 進 化 系 統 解 析 の結 果 と関 連 す る.中 で もnevーtRNAIIe(UAU)

とtRNA㎏u(UAA)と の 配 列 類 似 度 は約70%と 高 くV-armな ど二 次 構i造上 も類 似 して お

り,こ の こ と は,進 化 保 存 性 の 解 析 結 果(図3)と 合 わ せ,nev-tRNAIIe(UAU)が

nev-tRNAの 起 源 で あ り,tRNA聡u(UAA)を 元 に派 生 した可 能 性(た とえ ば遺 伝 子 重 複 後

に ァ ンチ コ ドン3塩 基 目 に変 異 が 入 る な ど)を 示 唆 す る.さ らに,重 要 な こ と として は,

tRNA恥u(UAA)のV-armやD-am1上 に存 在 す るLeuRSの 認 識 サ イ トと して知 られ る部

位(Breitsch0pf et al.,1995;S0ma et al.,1999)は,こ の二種 のnev・tRNA上 に も存 在 して

い る こ とが 挙 げ られ る.tRNAkuと の 配 列 及 び構 造 の類 似 性 か ら推 測 す る に,nev-tRNA

は 自身 の ァ ンチ コ ドン に対 応 す るァ ミ ノ酸 で は な く,LeuRSに よ る認 識 を受 け,ロ イ シ

ンを チ ャー ジ す る可 能 性 が あ るの だ-
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図4.線 虫tRNAの 進 化 系 統 樹. c. elegans, c. brenneri, P. pacificusに お け る 全 種 のtRNA配 列 の

Neighborjoining法 に よ る進 化 系 統 樹 をClustalW(Thompson et al.,1994;Larkin et al.,20(n>を 用 い て 作 成 し,

iTOL(Letunic and Bork,2007)に よ っ て 描 画 し た,nev-tRNAは 赤,tRNAh"及 びtRNAse「 は 黄,nev.tRNAと 同 義

ア ン チ コ ドン を も つtRNAは 青,そ の 他 を 黒 で 示 した.nev-tRNAに 関 して は コ ピ ー 数 を 表 示 し た.黒 い 点 は

ブ ー トス ト ラ ッ プ 値 が80以 上 の も の で あ る.C. brenneriは2種 のtRNA鳳(UAA)を も つ が,一 方 は

nev-tRNA"`g(CCU)の 配 列 に 酷 似 し て い る た めnev-tRNAと して カ テ ゴ ラ イ ズ さ れ て い る(ア ス タ リ ス ク).
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図5.nev・tR.NAと 関 連tRNAと の 塩基配列及び二次構造の比較. nev-tRNAGIy(CCC)とClass I tRNAG1y(GCC)

間 で の み保存 されて いる塩基 を青で,nev-tRNAIIe(UAU)とClass I tRNAne(UAU)間 で のみ保存 され てい る

塩基 を黄で,二 種のnev-tRNAとtRNAku(UAA)間 で 保存 されて いる塩基 を赤で示 した. V-a㎜ 介 在型 の3

っ のtRNA間 で 共通 す る塩基 は四角で囲った.そ れ ぞれ のtRNA間 の 配列類似度 はパーセ ンテージで示 して

い る.

27



第3章 結果

3.3.C. elegansに お い てnev-tRNAは 低 発 現 して い る

 これ まで の0連 の バ イ オ イ ン フ ォマ テ ィ クス解 析 に よ り,nev-tRNAはtRNAkuを 起 源

に派 生 した 可 能 性 が 高 く,線 虫 に お い て広 く保 存 され て い る こ とが 示 唆 され た.し か し,

nev-tRNAが 実 際 に生 体 内 に お い て 発 現 し,機 能 して い るか ど うか は未 だ明 らか に な っ

て い な い.そ こで,C. elegansを 対 象 にnorthem blot解 析 を行 う こ とで そ の発 現 レベ ル を

検 証 した.用 い たRNAサ ン プル はmixed-stage(egg,larvae 1-4, adults)よ り調 製 したtotal

RNAで,ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン に用 い た プ ロー ブ は表1に 示 した.そ の結 果,低 発 現

な が らnev-tRNAGly(CCC)及 びnev-tRNAlle(UAU)の 発 現 を確 認 す る こ とが で きた(図

6).し か し,nev-tRNALys(CUU)の 発 現 は確 認 で きな か った.そ こで, northem blot解 析 と

比 べ 高 感 度 に トラ ンス ク リプ トを 同定 す る こ とが 可 能 なRr-PCR解 析 を行 っ た と こ ろ,

nev-tRNAL"3も 含 め た全 種 のnev-tRNAの 発 現 な らび に その 配 列 を確 認 す る こ とが で きた

(図7).

 図6か らも明 らか な ようにnev-tRNAは 非常 に低発現で ある.nev-tRNAL"Sに 至 って は

no曲ern blot解 析で は検 出す る ことがで きず, Rr-PCR解 析 でや っ ととい う発 現 レベルで

あ る.そ もそ もtRNAの 発現解析 は, no曲em blotに して もRTPCRに して も成熟tRNA

上 に数 多 く存在 す る修飾塩 基が,ハ イブ リダイゼー シ ョンや ァニー リング反応効 率 を

低 下 させ るた め一般的 に難 しい とされて い る.こ の こ とを考慮 した として も,概 算 で少

な くとも10倍 以上 は通 常のtRNAと 比べ その発現 は低 い.前 節 で述 べた ように内在 性

の プロモー タの存在 は確認 して いるが,今 後,遺 伝子の上流 に存在 す るで あ ろうプロモ

ー タ配列 の解析 も行 うこ とで
,こ の低発現 の理 由の一端 を考 察す る必要が あ る.例 えば,

ヒー トシ ョックや外 的ス トレス誘導型 のシ グナル配列が存在 す る可能性 な ども考 え ら

れ る.

 図7に おいて,nev-tRNAの レー ンで70塩 基程度 のバ ン ドが観察 されなか った こ とに

も注 目したい.neV-tRNAのV一 ㎜ は本来存在 す るべ きでないtRNAG`yやtRNAIleに 介 在す

るもので あ るた めに,転 写後 にス プライシ ングアウ トされ るイ ン トロン配 列 なので は

ない か と考 え る こ ともで き る.尤 も,真 核 生 物 で は ァ ンチ コ ドン のす ぐ下流 の位 置

(37/38)以 外 にイ ン トロンを介在す るtRNAの 報 告例 はないが,古 細菌で は45/46の 位置

な どにイ ン トロンが介在 して い る例 な どが あ る(Marck and Grosjean,2002;Sugahara et

al.,2009).nevーtRNAに 介在 す るV-armを イ ン トロン とした場合, Rr-PCRを 行 うとイ ン ト
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ロン介在 時の前駆体tRNA(85塩 基程度)と 切 り出され た後 の成熟tRNA(70塩 基程度)

の2種 のバ ン ドが観察 され るはずであ る.と ころが,図7が 示す ところそれが観 察 され

ない とい うことは,V-armが イン トロンで あ るとい う仮説 は完全 に棄却 され, tRNAの 一

部 として機 能す る構 造で ある ことが強 く示唆 され る.
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図6.(∴elegansに お け るnev-tRNAのnorthern blot解 析. c. elegansよ り見 つ か っ たnev-tRNA"y(CCC),

nevーtRNAne(UAU), nev-tRNA恥(CUU)と コ ン トロ ー ル に こ れ ら の 同 義tRNAに あ た るtRNAGiy(GCC)と

tRNAIle(UAU)のnorthem blot解 析 の 結 果 を 示 し た.黒 三 角 で 情 報 解 析 に よ っ て 予 測 さ れ た 転 写 物 の サ イ ズ

の 位 置 を 示 し た.nev-tRNALysは,1レ ー ン あ た り のtotal RNAの 量 を3qμgま で 上 げ て も検 出 で き な か っ た.

な お,nev-tRNAの シ グ ナ ル は 濃 く焼 い て い る.
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Control nev-tRNA
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図7.C. elegansに お けるRT・PCR解 析 によるnev-tRNAの 発現確認C. elegansに お いて予測 された3種 の

nev-tRNA及 び その同義tRNA(Control)の 発 現 レベル をRr-PCRに よって同定 した.ネ ガ ティブコン トロー

ル と して用い た逆転写酵素無添加(RTー)で はバ ン ドは観察 され ず,逆 転写酵素依存 にその発現が確 認 で き

る(Rr+),期 待 され るサイズの位置 を赤 い ドッ トで示 してい る.な お,コ ン トロール として用い たtRNAUe

(UAU)は イ ン トロ ン介在型tRNAで あ るため,前 駆体/成 熟tRNAの2種 のバ ン ドが観察 された.
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3.4.nev-tRNAG'y及 びnev・tRNAneは ロイ シ ンヘ ァ ミノァ シル 化 され る

 nev-tRNAの ァ ン チ コ ドン は普 遍 遺 伝 暗 号 表 にお い て は グ リシ ンや イ ソ ロイ シ ン に対

応 す るに も関 わ らず,こ れ らのtRNA上 に はVーarmや3'末 端 のA塩 基 とい ったLeuRS

の認 識 部 位 が広 く保 存 され て 存 在 して い る.そ こで,細 胞 内 に お け るnev-tRNAの 機 能

につ い て さ らに言 及 す るた め に,続 い てnev-tRNAが チ ャー ジす る ァ ミノ酸 の種 類 を決

定 した.そ の た め に,C. elegansのaaRS4種 類, GlyRS,IleRS,SerRS,LeuRSの 遺伝 子 を ク

ロー ニ ン グ し,大 腸 菌 にて 過 剰 発 現 し,Hi sTagの ピー ク として精 製 した(図8).こ れ ら

の 組換 え体aaRSとin vitroで 転 写 し合 成 したtRNAを 用 い て ァ ミノァ シ ル化 試 験 管 内再

構 成 実験 を行 った.ま ず コ ン トロ ール と して 用 い たtRNAは,ァ ンチ コ ドン に対 応 す る

ァ ミ ノ 酸 が,対 に な るaaRSに よ っ て チ ャ ー ジ さ れ た(図9A左).同 一 条 件 で,

nev-tRNAGIy(CCC)やnev-tRNAi'e(UAU)に つ い て も ァ ッセ イ した と ころ,い ず れ の 場

合 も対応 す る ァ ミノ酸(そ れ ぞ れ グ リシ ン,イ ソ ロイ シ ン)や セ リン は付 加 され な か っ

た.と こ ろが,予 想 した 通 りLeuRS存 在 下 に ロイ シ ンの チ ャー ジが 観 察 され た(図9A

右).ァ ミ ノァ シ ル化 効 率 や その 特 異 性 を タイ ム ス ケ ー ル で 観 察 した と こ ろ,nev-tRNA

の ロ イ シ ル化 はtRNAku(AAG)の それ の効 率 に は劣 る もの の,GlyRSやIleRSに よ る ァ

ミ ノァ シ ル化 はほ ぼ受 けな い こ とが 示 唆 され た(図9B).

 前 述 の通 りtRNA上 に は多 くの転 写後 修 飾 が存 在 し,こ れ ら修 飾 塩 基 の 存在 がaaRS

に よ るtRNA認 識 に 影 響 を 与 え る こ とが 知 ら れ て い る(Stem and Schulman,1978;

Szweykowska-Kulinska et al.,1994). in vivoで 修飾 を受 けたnev-tRNAも 同様 に ロイ シ ン を

チ ャ ー ジ す るのか?こ の こ とを検 証 す るた め に,total RNAを 鋳 型 に ァ ミノ ア シル 化 ァ

ッセ イ を行 った 後 に,northem blot解 析 を行 い 目的 の ネ イ テ ィ ブなnev-tRNAの ァ ミ ノ ァ

シ ル化 の検 出 を試 み た.と ころが,nev-tRNAの 発 現 レベ ル が 非 常 に低 い た めか,こ れ ま

で用 いて いた プ ロー ブで の検 出 は困 難 で あ っ た.そ こで,nev-tRNAG`yの 完 全 長 に相 補 的

な 比 較 的 長 鎖 のオ リゴ ヌ ク レオ チ ドプ ロー ブ(表1ァ ス タ リス ク)を 設 計 す る こ とで,

そ の検 出 感 度 の 向 上 を試 み た.た だ し,プmブ 配 列 は長 くす る こ とで感 度 を上 げ る こ

とが で き る反 面,非 特 異 的 な転 写 物 に もハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン しや す くな る場 合 が

あ る.そ こで,当 プ ロ ー ブ を用 い てin vitroで 合 成 したnev-tRNAG且y, tRNAGly(GCC),

tRNAku(AAG)に 対 して50,55,60,65。Cの4条 件 で ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョンを行 っ た

と こ ろ,50。Cで はtRNAku(AAG)に 対 す る非 特 異 的 結 合 が観 られ るが,55。C以 上 で は

そ れ はほ とん ど観 られ な か っ た(図10A).65。C以 上 に な る とnev-tRNAGIy(CCC)に 対 す
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る結合 力 も落 ちて しま うた め,こ こで は60。Cで 実 際 の反 応 を行 う こ と とした.そ の結

果 が 図10Bで あ る.Total RNAに 対 してLeuRSを 加 えて 反応 させ た サ ン プル か ら は ァ ミ

ノ ァシ ル 化nev-tRNAG'Yが 検 出 され た が, GlyRSを 加 え て反 応 させ た サ ン プル か ら は検 出

され な か った.こ の こ とは,in vivoで 修 飾 を受 け たnev-tRNAGIyも 同様 にLeuRSに よ りロ

イ シ ン をチ ャー ジ し,GlyRSに よ る グ リシ ンの チ ャ0ジ は受 け ない こ とを示 唆 して い る.

ゆ え に,nev-tRNAはin vivoに お い て もin vitroに お い て も特 異 的 にロ イ シ ンを チ ャー ジ

す る こ とが 明 らか に な った.

 LeuRSに よ る認 識 を受 け るnev-tRNA上 の ポ ジ シ ョン(=nev-tRNAの ァ イ デ ンテ ィテ

ィ要 素)を 決 定 す るた め に,い くつ か の認 識 サ イ トに変 異 を入 れ たnev-tRNAGI"(CCC)

バ リ ア ン トを作 成 し,更 な る ァ ミ ノ ァ シ ル 化 ァ ッセ イ を 行 っ た.繰 り返 しに な る が

V-a㎜ 領 域 はClass II tRNA認 識 の 主 要 な決定 因 子 で あ り(Breitschopf et al.,1995;S0ma et

al.,1999;Biou et al.,1994;Yaremchuk et a1.,2002),Pyrococcus horikoshiiのLeuRS-tRNA蜘

複 合 体 のX線 構造 解 析 に よ る とLeuRSと 突 出 したC末 ドメ イ ンがV-a㎝ の先 端 の数 塩

基 を認 識 す る こ とが 知 られ て い る(Fukunaga and Y0koyama,2005). C. elegansはtRNA玩u

の ァ イ ソア クセ プ ター を5種 もつ が,nev-tRNAのV-armと 一 番 類 似 した配 列 を もつ の が

tRNABu(UAA)で あ り,V-armの 先 端 の2塩 基(U47b,A47c)はtRNA蜘u(CAA)で も共 通

で あ る(図11A).変 異 体 を用 い た ァ ミノ ァ シル 化 実 験 に よ る と,nev-tRNAG'"のV-armは

完 全 に 欠 如 す る とロイ シ ル化 効 率 は著 し く低 下 し(図11B,Ml),先 端 の2塩 基 をGGに

置 換 す る と2倍 弱 効 率 が 低 下 す る こ とが わ か っ た(図11B, M2).こ れ ら の 結 果 は

tRNA蜘 の 認 識 とほぼ 同様 に, nev-tRNAの ロイ シル化 の 決 定 を担 って い る部 位 が先 端2

塩 基 を 中 心 と したV-armで あ る こ とを示 唆 して い る.

 tRNA玩 ・の認 識 に お い てV・armと 並 ん で 決 定 的 な要 素 で あ るポ ジ シ ョン73のAの 塩

基(A73)は,E. coli(Asahara et a1.,1993)か らyeast(Soma et al.,1996),human(Breitsch0pf

et al.,1995)に か けて 広 く保 存 され て い る.C. elegansに お いて も同様 で5種 のtRNAku

は すべ てA73を もち,反 対 にtRNASerはG73を もつ(図11A).こ こで,線 虫 にお け る

nev-tRNA115種 の すべ て がA73で あ る とい う点 は注 目に値 し,実 際 にnev一tRNAをG73

に置 換 す る とロ イ シ ル化 は ほ ぼ起 こ らな い(図11B, M3)。 これ らnev-tRNA上 に強 く保

存 され て い るA73とV-arm構 造 の存在 は, nev-tRNAがLeuRSに 認 識 され る よ うに進 化

圧 を受 け て い る可能 性 を示 唆 して い る.

Total RNAを 鋳 型 にァ ミノ ァ シル 化 ァ ッセ イ を行 う こ とで, in VIVOで 修 飾 を受 け た
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tRNAの ァ ミノァシル化 を観察 す るこ とは可能 であ る.た だ し,total RNA中 には様 々な

tRNAが 混在 す るため に,特 定の ア ミノァシル化tRNAの みを検 出 したい場合 はnorthem

blot解 析 を間 に挟 む必要が あ り,実 際 に図10に おいて もこの コンビネ ーシ ョンに よ り

ネイテ ィブなnev-tRNAGIyの ァ ミノァシル化 を観察 した.Northern blot解 析 を行 うためや

は り目的のtRNA以 外の もの も混在 して しまい,今 回 はハイ ブ リダイゼ ーシ ョン と洗浄

の温度 を60。Cま で上 げ るこ とで その可能性 を極力下 げ るよ うに努 めたが,わ ずか に

tRNAkuと の 結 合 も存 在 して い る とい うの が厳 密 な解 釈 で あ る(図10A).特 に,

nev-tRNAの 発現 はtRNAkuの 発現 に比べ圧倒的 に劣 るた め,nev-tRNAの ァ ミノァシル化

を観て い るつ も りで非特異的 に結合 したtRNA恥uの それを観 てい る可能性 もあ る.よ り

明確 にnev-tRNAが 特異 的にロイシ ンをチ ャージす るとい うことを示 すには,1)ス トレ

プ トァピジンカ ラムな どを介 して 目的のネイ ティブなnev-tRNAを 単離 した後 にァ ミノ

ァシル化 ァ ッセイ を行 い,2)LC-MSに よってtRNA上 に存在 す る修飾 をすべて同定 す る,

な どの工夫が必要で ある.

 ァ ミノァシル化実験 で用 いたaaRSは すべてC末 にHisTagを 付加 し精製 した組 み換

え体 タンパ ク質であ る.こ こも厳密性 を要求す るな らば,N末 にHisTagを 付加 した もの,

もし くはHisTagを 精製後 に除去 した ものを用 い るべ きで あ る.古 細菌 と高等真核 生物

ではその様 式が異な るこ ともあ るが,Pyrococcus horikoshiiのLeuRS-tRNABuの 複合体 の

X線 構造解析で明 らか にされて い るように,aaRSのC末 の ドメインが そのア ミノアシル

化効率 に深 く寄与 してい る場合 があ るか らで あ る(Fukunaga and Yokoyama,2005).
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C.e/egans Rec-aaRS
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図&('.elegansの 組 換 え体aaRSのSDS-PAGE.NiZ+の ア ガロース樹脂 のス ピンカ ラムを用 いてHis-tagの 組

換 え体aaRS酵 素 を精 製 した後,ゲ ル ろ過 を行 った(対 象 と手法 参照).サ ン プル は10.20%勾 配 ゲ ルの

SDS-PAGEを 行 いCoomassie Brilliant Blue(CBB)で 染 色 した.精 製 した 目的 のaaRSの 位 置 は赤で示 した.
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図9。nev-tRNAの ア ミ ノ ァ シ ル 化 ア ッ セ イ.(A)In vitro転 写 に よ り合 成 し た4種 のcontrol tRNA, nev-tRNAGIy

(CCC)及 びnev-tRNAIIe(UAU)の ァ ミ ノ ァ シ ル 化 を4種 の 組 み 換 え 体aaRS(GlyRS,IleRS,SerRS,LeuRS)を

用 い て 行 っ た.ァ ミ ノ ア シ ル 化tRNA(aminoacylated tRNA;aa-tRNA)はacid-urea PAGEで 電 気 泳 動 分 離 し,

SYBR Green IIで 染 色 した,(B)nev.tRNAの ア ミ ノ ア シ ル 化 効 率 を0,25,5,10,20,40,60分 の タ イ ム ス ケ ー

ル で 測 定 し た.LeuRSに よ るtRNA勘(AAG),tRNAs。 「(CGA),2種 のnev-tRNAの ロ イ シ ル 化(左),GlyRSに よ

るtRNAG旦y(GCC)とnev-tRNA61y(CCC)の グ リ シ ル 化(中 央), IleRSに よ るtRNAne(UAU), nev-tRNAi㎏

(UAU)の イ ソ ロ イ シ ル 化(右)を そ れ ぞ れ 示 し て い る.
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図10.ネ イ テ ィブなnev-tRNAαy(CCC)を 用 いたacid-urea PAGE/Northern blot解 析.(A)nev-tRNAGIy

(CCC)の 全 長 に対 して相補的 なプロー ブを用 いた際のハイ ブリダイゼ ーシ ョンのス トリンジ ェンシ ーの検

討.ハ イ ブリダイゼー シ ョン と洗浄 を50,55,60,65。Cの4条 件 で行 い,そ れ ぞれ の条件 におけるIn vitro転

写 に よ り合 成 したnev-収NAGly(CCC), tRNAG'Y(GCC), tRNAku(AAG)の 検 出 を試 みた.(B)acid-urea

PAGE/Northern blot 析 に よるネイテ ィブnev-tRNAαyの ァ ミノアシル化 の検 出.ア ミノァシル化 ァッセイ

は,o.oiか らlye gの タ イ トレーシ ョンつ けたLeuRSも し くはGlyRSを 用 いて室温で60分 行 った.
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図11.nev-tRNAG且Y(CCC)上 のLeuRSの 認 識 サ イ トの 変 異 実 験.(A)Cすelegansに お け るnev-tRNAも 含 め た
          「、、.

Class II tRNAのV-arm配 列 と3'末 端 塩基(ポ ジ シ ョン73)を ア ライメ ン トした もの.ア ライメ ン ト上部 に

は ヌクレオチ ドポ ジシ ョンを示 して お り,こ れ は先行研究 で定 め られ た ものに よる(Sprinzl et alす,1998),

(B)本 研 究で使用 したnev-tRNAGIy(CCC)の バ リァン トの概 略図(左).コ ン トロール としてtRNAt.eu(AAG),

ワ イ ル ドタイプのnev-tRNAGIy(WT),3種 のnev-tRNAGlyバ リアン ト(Ml-3)の ロイ シル化効率(右).な お,

そ れぞれのァ ッセイは2回 以上 ずつ行 い再現性 を確認 してい る.
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3.5.nev-tRNAG'yはin vitroで タ ンパ ク質 合 成 に用 い られ る

 これ までの一連 の解析 に よ り,nev-tRNAは 自身 のァンチ コ ドンには対応 しないァ ミ

ノ酸(ロ イシ ン)を チ ャージす る特性 があ ることは分 かったが,実 際に このtRNAは タ

ンパ ク質合成 に用 い られ るのだ ろ うか?仮 にタンパ ク質合成 に用 い られ るとす るな ら

ば,そ れ は線 虫 で 普 遍 遺 伝 暗 号 に従 わ な い翻 訳 が 生 じて い る こ とにな る.た だ,

nevーtRNAの 発現 は通常 のtRNAと 比べ非常 に低 いため,プ ロテオー ムを単 に分 析 した

として もnev-tRNAを 介 したロイシ ンの取 り込み を高感度で検出す るこ とは難 しい と想、

定 され る.そ こで,nev-tRNAが 少 な くとも リボ ソームに取 り込 まれ,翻 訳 に用 い られ得

るのか どうか検証 す るために,こ れ らnev-tRNAと 無細胞系 を用 いてin vitro 訳 を行 い,

MSに よる合成 されたペ プチ ド配 列の同定 を試 みた.こ こで は合成 す るタンパ ク質 とし

て,PF1549(Sato et a1.,2011)と ホタルルシ フェ ラーゼ の2種 を選択 した.こ れ らの

mRNA配 列 にはnevーtRNAG`Y(CCC)が デ コー ドす ることが可能 なGGGコ ドン(普 遍暗

号 だ とグ リシ ンに対応 す る)が6-8個 存在 し,PF1549に つ いて は超 好熱 性 古 細 菌

Pyrococcus furiosusの タンパ ク質で あるため熱処理 で容易 に精製 す るこ とが可能 で あ る

か らだ.

 In vitro翻 訳 反 応 は 昆 虫 の無 細 胞 翻 訳 シ ス テ ム を 利 用 し,in vitroで 合 成 した

nev-tRNAGIyも し くは コン トロール としてtRNAh"(AAG)を 加 えた.マ グネ ッ トビーズ

に よる部分精製後,SDS/PAGEに よ りそれぞれの タンパ ク質 が 目的のサイズで合成 され

て い ることを確認 した(図12).続 いて,nevーtRNAGIyを 加 えた無細胞系で,GGGコ ドンが

ロイシンに翻訳 されたペ プチ ドが合成 されてい るか どうかnanoLC-MS/MSに よ り分析

した(同 定 された全ペ プチ ド情報 は付録2を 参 照).そ の結果,PF1549の 場合 もルシ フェ

ラーゼの場合 もnev-tRNAG'yを 加 えた時 にのみ, GGGコ ドンが ロイシ ンに翻訳 されたペ

プチ ドが検 出 された(表4,図13).MSで はロイシ ン とイ ソロイシ ンを区別 す るこ とは

で きないが,in vitroァ ミノァシル化 の結果 よ りnev-tRNAG'yは イ ソロイシ ンをチ ャー ジ

しない ことが示唆 されて い るため,こ れ らの残基 はロイシ ンで ある可能性が高 い.ま た,

GGGコ ドンが グリシ ンへ翻訳 され たペ プチ ドも検 出 されてい るが,こ れ は無細胞 系由

来の昆虫のtRNAG'Y(UCC)のG-Uゆ らぎ塩 基対(Varani and McClain,2000)に よる認識

によるものだ と考え られ る.以 上の結果 は,少 な くともin vitroレ ベ ルではnev-tRNAG'"

は真核 生物 の リボソーム に翻訳 時 に取 り込 まれ,mRNA上 のGGGコ ドンを認識 しロイ

シ ンへ翻訳 で きるこ とを強 く示唆 してい る.
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 今 回,無 細胞 系 に外 部 か ら加 え たnev-tRNAG'"はin vitro転 写 に よ り合成 した もの で あ

る.当 然3'末 端 に ァ ミノ酸 は付加 され て い な い た め,こ こで の 結 果 はnev-tRNAが 昆 虫

の翻 訳 系 で 実 際 に ロ イ シ ン に ァ ミノ ア シ ル 化 され た こ と を示 して い る.た だ し,C.

elegansの 生 体 内で修 飾 を受 けたtRNAを 用 い て い るわ けで はな い た め,1)そ の よ うな

場 合 もロイ シ ン をチ ャー ジ す るの か,2)ァ ン チ コ ドン に修 飾 やRNA editingな どが 起 き

て 別 の コ ドン を デ コ ー ドす る こ とは な い の か,と い っ た 点 に つ い て は 未 解 決 で あ る.

nev-tRNAGlyの 場 合 は ァ ンチ コ ドンがCCCで あ るた め どん な修 飾 が 入 っ た として も ロ イ

シ ン コ ドンを読 む こ とは不 可 能 で あ るが,nevーtRNAlle(UAU)の 場 合 は ァ ン チ コ ドン未

修 飾 で あ る と開始 コ ドンAUGも 読 む こ とが 可 能 で あ る た め,修 飾 の有 無 に よっ て デ コ

ー ドす る コ ドンの種 類 が変 わ っ て くるか らだ .コ ドンAUAの デ コー ドは,イ ソ ロ イ シ

ン3(AUU, AUC,AUA):メ チ オ ニ ン1(AUG)と い う不 均 ー一に割 り当 て られ た コ ドン ボ

ッ クス で あ る こ とも理 由 して複 雑 で あ り,古 細 菌 で はtRNAne(CAU)の1塩 基 目が ァ グ

マ チ ジ ン(agm2C)に 修 飾 され る こ とでAUGコ ドンの誤 読 を 回避 して い る こ とな どが

知 られ て い る(Terasaka et al.,2011;Osawa et al.,2011).
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図12.In vitro翻 訳 で合成 した タンパ ク質の精製 とそのSl)S-PAGE.His-tagを 付加 した組 み換 え体 タ ンパ ク

質 を,無 細胞翻訳系で合成 した後 にマグネ ッ トビーズで精製 した(対 象 と手法 参照),サ ンプルは10-20%の

勾 配 ゲルでSDS-PAGEを 行 い,CBBで 染色 した.レ ーン1-2がin vitroで 翻 訳 したPF1549(37kDa)で,レ ー

ン3-4が ル シフェラーゼ(61kDa)で あ る.翻 訳反応 で外部 か ら加 えたtRNAは,レ ー ンl,3がtRNA恥

(AAG),レ ー ン2,4がnev-tRNAG'y(CCC)で あ る.赤 い点で精製 した組み換 え体 タンパ ク質の位置 を示 して

いる。
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表4ゼnev・tRNAGIyを 用 いた ∫πvitro翻 訳解 析. PFI549も し くはLuciferaseをtRNALeu(AAG)/nev-tRNAaiY

(CCC)存 在 下でin vitro 訳 に より合成 した.GGGコ ドン由来の残基(赤)が 含 まれたペ プチ ドのみ を示 し

てい る.nev-tRNAを 加 えた時 にのみ検出 されたペ プチ ド配 列 とそのMascot Scoreを 灰 色のバ ックグラウン

ドで示 した.な おMascot Scoreは4回 の計測 の うち一番高 かった ものを採用 した.
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図13.GGGコ ドン由来の残基 を含 んだペプチ ドのMS/MSス ペ ク トルの比較. tRNA㎏u(AAG)も し くは

nev-tRNAGIy(CCC)を 含 んだ無細胞系において合成 したルシ フェ ラーゼ由来のペ プチ ドSTLIDKYDLSNLH

EIAS(G/L)GAPLSKを 比 較 した,こ の解析 において検 出され たフラグメン トイオンを示 してお り,GGGコ ド

ン由来 の残基 の位置 は赤で表示 した.
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第4章
≡…孟 …込

盲我 百冊

 現 在,遺 伝 暗号 の変 化 の機構 と して有 力 な説 とされ るの が コ ドン捕獲 説 で あ る

(0sawa and Jukes,1989).暗 号変化 が中間状 態を経 ず に直接 的 に起 きれば,塩 基 配列 は変

化 しないが タ ンパ ク質上 のあ るァ ミノ酸 が0斉 に変化 して しま うた め,Crickが 偶 然凍

結説 で主張 した よ うに細胞 に とって有害 で あ り,こ うした置換 は致死的 だ と考 え られ

る.そ こで コ ドン捕獲説で はまず,Ar圧 やGC圧 な ど方向性の ある変異圧 な どに よ り,

あるコ ドンは適 当な同義 コ ドンに置 き換 えられ非指定 コ ドン とな り(Kano et al.,1991),

消失 した コ ドンに対応 す るtRNAは 不要 とな り変異が蓄積 しPseudo tRNAと な る.続 い

て,先 ほ どとは逆方 向の変異圧 に よ り再 び非 指定 コ ドンがゲ ノム上 に現れた時,同 時 に

その コ ドンを翻訳 可能なtRNAが 遺伝子重複 な どで 出現すれ ば,消 失前 とは別 の意 味が

その コ ドンに与 え られ るこ とにな る.例 えば,そ の新 し く出現 したtRNAが ロイシ ン用

であ った らその コ ドンはロイシ ンに"捕 獲"さ れ るわ けだ.そ の結果,塩 基配 列 は変化 す

るが,タ ンパ ク質の ァ ミノ酸配列 は変化 しない.コ ドン捕獲説 での ポイ ン トは一連 の無

害 な 中立的 な変化 を伴 うとい うこ とで,1)ァ ミノ酸 コ ドンの同義 コ ドンへ の変換 に よ

る0時 的なゲノム上か らの消失 と,2)そ の コ ドンを翻訳 す るtRNAの 消失が必要 とされ

る.

 これ らの こ とを考慮 した上 で本研 究 のケ ース を振 り返 る と,二 点 の大 きな疑 問点 が

挙 げ られ る.1つ 目は,同 一 コ ドンをそれ ぞれ異 な るァ ミノ酸へ翻訳可能 な2種 以 上の

tRNAが 存在 して いる ことで ある.nev-tRNAGIy(CCC)の 場合 はGGGコ ドン翻訳用 であ

るが,Class I tRNAG`y(UCC)もG-Uゆ らぎ塩 基 対 に よって デ コー ド可 能 で あ る.

nev-tRNAi'e(UAU)の 場合 はAUAコ ドン翻訳用 であ るが,こ ち らはさ らに話が単純 で同

ー・アンチ コ ドンを もつClass I tRNAIIe(UAU)が 存在 してい るのだ .前 述 した通 り,暗 号

変化 の際 には変更前の ァ ミノ酸へ翻訳 す るtRNAは 消失 していな ければ成 り立 たず,同

一 コ ドンを翻 訳可能なtRNAが 競合 す ることはあ り得 ない .仮 にGGGやAUAコ ドンが

非指定 コ ドンで あれ ば,暗 号変化 の中間状 態であ る可能性が ないわ けで はない.し か し

実 際 は,比 較 的マイ ナー コ ドンであ る傾 向 は示 す もの の非 常 に稀 とい うほ どで は な く

(表5),C-elegansで は全23,801のCDS中GGGは16,704の,AUAは18,849のCDS上 に

存在 す る.
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 2つ 目は,ロ イシン コ ドンか らそれ ぞれ の コ ドンへ の再割 り当て を起 こす のが相 当 に

難 しい ことであ る.コ ドン捕獲説で主張 されて い るように,非 普遍 暗号 を含 む と考 え ら

れ る遺 伝子 の ァ ミノ酸 配列 は,自 身 の重複遺伝 子 もし くは普遍 暗号 を使用 す る生 物種

の同 じ遺伝子 のァ ミノ酸配列 と等 しい.ゆ えに,こ のケースでGGGコ ドンやAUAコ ド

ンが ロイ シ ンをコー ドす る ようにコ ドンの再割 り当て を起 こす た めには,遺 伝子 上 の

ロイ シン コ ドンの位置がGGGやAUAコ ドンに変化 しな ければな らい.ロ イ シンコ ドン

か らGGGコ ドンへの変化 で は,ど の よ うなステ ップを経た として もい くつか コ ドンを

中継 して いか なけれ ばな らない.こ の ような変異 は常 に負の選 択圧 に曝 され るため,複

数の変異ス テ ップを経 なけれ ぼな らないロイ シンコ ドンか らGGGコ ドンへの再 指定 は

考 えに くい.一 方で,ロ イシ ンコ ドンか らAUAコ ドンへの変化 は比較的容易 に思 え る.

た とえば,UUAコ ドンの一塩基 目がAに 変化 すれ ば良いのだが,こ の ような方向性 の あ

る変 異 は存在 す るだ ろうか?

 ゆえに,線 虫 にお けるnevーtRNAの 存在 は普遍遺伝 暗号 の変化 も しくはその中間状態

を捉 えた もので もない と考 え る.で は一体nev-tRNAは どの ように獲得 され,何 のた め

に存在 す るのだ ろうか?そ もそ もnevーtRNAG1y(CCC)は タ ンパ ク質配列 中の グリシ ンを

無差 別 に ロイ シ ンに変異 させ るため,生 物 に とって有害で あ り強 い負の選択圧 に曝 さ

れて きた と考 えるのが 自然で ある.そ れが逆 に,線 虫進化 の過程で遺伝子数 が増大 す る

ような ことがあ るの だか ら(図3),そ こには何 らか の意 味の あ る機 能が あ るに違 いな

い.

 nev-tRNAは 様 々 な コ ドンに対応 し得 る多様 な ァ ンチ コ ドンを もつ が,そ の 中で も

nevーtRNAne(UAU)が その起 源であ る可能性 が ある.neVーtRNAlle(UAU)は 対象 に した線

虫種6種 すべて に存在 し,そ の数 は3か ら最大19コ ピー-であ る(図3).tRNA勘 との配列

類似度 も高 く(図5),た とえばァ ンチ コ ドンUAAのtRNAB"か らはアンチ コ ドンの三塩

基 目に変異が入 る ことで ァンチ コ ドンUAUと な るこ とは可能で あ る.通 常,変 異が入

る ことでPseudo tRNAと な るこ ともあ るが,こ の場合 は淘汰 され る どころか増 えて い る

の だか らそ こに何 らかの意味 を もった可 能性 があ る と考 え る方 が 自然で あ る.偶 然 に

も,イ ソロイシ ンか らロイ シ ンの変化 はプロテオー ムに それ ほ ど影響 を与 えない こ と

か ら,細 胞 の生存 に影響 しない とされ寛容 に受 け入れ られ たのか もしれ ない.nev-tRNA

が非常 に低 発現(図6)と い うの も関係 してい るか も しれない.nev-tRNAの 発現 が競合

す るtRNAの それ と比べ格段 に弱いために,ま れ にnev-tRNAに よって ロイ シンが取 り

込 まれた として も,そ れ はタ ンパ ク質合成 時 のエ ラー率 と同等 も しくはそれ以下 の無
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視 で き る程 度 の もので あ る可 能 性 が あ るか らだ.

 いず れ の場 合 もnev-tRNAIle(UAU)の ァ ン チ コ ドン上 の修 飾 の有 無 は重 要 とな る.3.5

で も論 じた よ うに,ァ ンチ コ ドンUAUの 一塩 基 目 は リシ ジ ン な どに修 飾 され な くて は

な らず,未 修飾 の ま まで は コ ドンAUGも デ コー ド可 能 で あ る.AUGコ ドン翻 訳 用 の

tRNAはinitiatOr tRNAMet(tRNAiMet)とel0ngatOr tRNAMet(tRNAeMet)の2種 存 在 し,翻 訳 開

始 に使 わ れ るtRNAiMetは そ の構 造 の違 い に よ りリボ ソー ム の小 サ ブユ ニ ッ ト と結 合 し,

翻 訳 開 始 部 位 に運 ばれ る こ とが で き る(Basavappa and Sigler,1991;Drabkin et aL,1998).

nev-tRNAI'e(UAU)の ァ ンチ コ ドンが未 修 飾 で あ り,小 サ ブ ユ ニ ッ トへ の 結 合 性 を持 ち

合 わ せ る の で あ れ ば,翻 訳 開 始 を妨 げ る とい う役 割 が あ る の か も しれ な い.し か し,

nevーtRNAの ァ ンチ コ ドンがCCCやGGGへ 多 様 化 して い っ た理 由 は不 明 で あ り,こ の

立場 を とった場 合 に説 明 で きな い矛 盾 点 は 多 い.

 す べ て の遺 伝 子上 のGGGな い しAUAコ ドンが ロイ シ ンへ 翻 訳 され るので は な く,あ

る特 殊 な コ ンテ クス トに あ る コ ドンの み が ロイ シ ンへ"捕 獲"さ れ て い る可 能 性 は あ る.

21番 目の ァ ミノ酸 と して知 られ るセ レ ノシ ス テ イ ン は,1986年 に大 腸 菌 の ギ酸 脱 水 素

酵 素 とげ っ 歯 類 の グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ タ ー ゼ で 見 つ か り(Zinoni et al.,1986;

Chambers et al.,1986),細 胞 内 で微 量 に存 在 す るァ ンチ コ ドンUCAを もつ特 殊 なtRNAsec

に よっ て コ ドンUGAへ 挿 入 され る(Leinfelder et al.,1988).真 核 生 物 の 場合,本 来 終 止

コ ドンで あ るUGAに セ レ ノシ ス テ イ ンを挿 入 す るた め に は3'UTRに 特 異 的 なス テ ム

ル ー プ構 造 が必 要 で(Berry et al.,1991;1993;Farabaugh,1993), EFーTuに 代 わ る特 殊 な ペ

プ チ ド鎖 延 長 因子 と複 合 体 を形 成 したtRNAsecが これ を認 識 す る こ とで, mRNA上 の ど

の部 位 に あ るUGAと も対 合 す る こ とが 可能 とな る(Berry et al., l 993).こ の こ とを本 研

究 の ケ ー ス に 当 て は め る と,ほ とん どの遺 伝 子 上 の コ ドンGGG, AUAは 普 遍 暗 号 に従

い通 常 通 り翻 訳 され るが,3'UTRに 特 殊 な 二 次構 造 な ど を もつmRNA上 の コ ドン は例

外 的 に ロ イ シ ンへ 翻 訳 され る,と 考 え る こ とが で き る.

 近 縁 種 で は ロ イ シ ン に保 存 され て い るが線 虫 で は そ の位 置 が 変 異 して い る よ う な遺

伝 子 の傾 向 を分 析 す る こ とで,nev-tRNAが 作 用 す る条 件 や そ の よ うな遺 伝 子 の 周 辺 の

コン テ クス トが 観 え て くる可能 性 は あ る.そ こで,近 縁 種 とオ ー ソロガ ス遺 伝 子 の ァ ミ

ノ酸 配 列 を比 較 し,近 縁 種 で は ロ イ シ ン に保 存 され て い るがC.elegansでGGG(グ リシ

ン)やAUA(イ ソ ロイ シ ン)に 変 異 して い る よ うな箇 所 の 特 定 を試 み た.ま ず, KEGG

0rthl0gy(Kanehisa et al.,2004)情 報 を 参 照 してC. elegans, T spiralis, B. malayi, D.

melanogaster, H. sapiensで 共 通 の オ ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子1,609を 取 得 した.続 い て,
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ClustalW(Thompson et al.,1994;Larkin et al.,2007)を デ フ オル トパ ラメ ー タで 実行 しァ

ラ イ メ ン トを行 い変 異 箇所 を抽 出 した.そ の結 果,ロ イ シ ンか らGGGへ 変 異 した箇 所

は2箇 所,AUAへ 変 異 した箇 所 は98箇 所 同定 す る こ とが で き,重 複 を除 いた 計93の 遺

伝 子 のGene 0ntology(GO)解 析 を 行 っ た(表6).傾 向 と し て は 「reproductive

developmental process」 や 「embryonic develoment/morphogenesis」 な どの生 殖 系列 の遺

伝 子 が 多 く,こ の こ とはC.elegansでnev-tRNAGIy(CCC)の 発 現 が成 長 につ れ て増 大 す

る こ と と関 連 が あ るか も しれ な い(data not shown).ま た,GGGやAUA由 来 の ロ イ シ ン

が 特 徴 あ る ヌ ク レオ チ ド と して,輸 送 シ グナ ル な ど と して 機 能 して い る可 能 性 も考 え

られ るの で,mRNA上 の これ らの コ ドン の位 置 に着 目 した解 析 な どが今 後 期 待 され る.

た だ し,nev-tRNAは 構 造 的 にEFーTuに よ る認 識 を受 け る可 能性 が 高 い の で,セ レノ シ ス

テ イ ン よ うな シ ス テ ム を そ の ま ま適 用 で き るか ど うか は疑 問 で あ る.

 nev-tRNAの ァ ンチ コ ドンは特別 な意 味 を もた ない可 能性 が あ る.言 い換 えれ ば,

nev-tRNAは ロイ シンへ翻 訳す るtRNAで ある とい うこ とが重要 であ って,あ る特定 の

コ ドンをデ コー ドしな ければな らない とい う制約 はない ので はないか?こ の こ とを示

唆す る傾 向 として は,nev-tRNAの アンチ コ ドンの可変性が挙 げ られ る.nev-tRNAの 主要

なァンチ コ ドンはCCCやUAUで あ るが,他 に もGGGやCCUな どが存在 し,C. brenneri

に至 って は最大 の8種 存在 す る(図3).本 来tRNAの ァ ンチ コ ドンの変 異は,翻 訳 の正

確性 の確保 とい う点 か ら非常 に強い選択圧 で排 除 され るはず なのだ.し か しこれ は表

裏一体で,逆 に必要 のないtRNAだ か らァンチ コ ドンに変異が入 って も排 除 されず残 っ

て い る とい う可能性 もあ る.た だ,ァ ンチ コ ドンには変異が入 る一方で,他 の構造(例

えばア クセ プタース テムや ァンチ コ ドンス テムな ど)を 崩す ような変異 はほ とん ど観

察 され ない とい う傾 向が存在 す る.図14に この傾 向が明瞭 に現 れてい るC.japonicaの

例 を紹介 す る.3種 の異 な るァ ンチ コ ドンTrp(CCA),Val(TAC),Thr(TGT)を もちなが ら,

互 い に配列類似 度 は90%以 上 と非常 に高 い こ とか ら,進 化 的 に比較 的最 近 に遺伝 子重

複 した ものだ と考 え られ る.変 異 はすべて ァンチ コ ドンアームに集 中 してい るが(こ の

こ とは逆転 写 によ り遺伝子 重複が発生 した可能性 を示 唆す るが詳細 は後述),注 目 した

いの はア ンチ コ ドンの変動 が大 きい こ ととステム構 造 を崩 す よ うな変異 はな い こ とで

あ る.前 者 はそれが選択 的に起 きたか どうかは不 明だが,後 者 は逆 に二次構造 を崩 す よ

うな変 異 はPseudo化 を引 き起 こす とい うこ とで,安 定 した構 造がnev-tRNAの 機能性 に

重要 であ る可能性 を示 唆 してい る.

 ほ乳類細胞 で は,酸 化 ス トレス応答 としてメチオニ ン用 で はないtRNAも メチオニ ン
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を ミス チ ャー ジ し,メ チオ ニ ン を多 く含 ん だ タ ンパ ク質 が 合 球 され る こ とが 知 られ て

い る(Netzer et al.,2009;Jones et a1.,2011).そ の機 能 につ いて は まだ 詳 細 に明 らか に な

って はい な い が,翻 訳 の 正 確 度 を下 げ る こ とで ス トレス 時 の タ ンパ ク質 合 成 を負 に制

御 して い るの で は な いか とされ て い る.nev-tRNAの 場 合 で は,ァ ミノ酸 の種 類 はメ チオ

ニ ンで は な くロ イ シ ン と異 な るが,様 々 な コ ドンの 誤 読 を引 き起 こ しタ ンパ ク質 凝 集

や ァ ポ トー シ ス な どの ス トレス応 答 を誘 発 す る役 割 を担 っ て い るの か も しれ な い.こ

の ほか に も,ス トレス時 にtRNAが 様 々 な機 能 を担 う とい う こ とは近 年 報 告 され て お り

(Thompson and Parker,2009),植 物 で はァ ンチ コ ドンに ニ ッ クの 入 っ たtRNAが,ほ 乳 類

細胞 で は ァ ンチ コ ドンで 切 断 を受 けたtRNA断 片 が 翻 訳 を(後 者 は翻 訳 開始 を)阻 害 す

る例 な ど もあ る(Zhang et al.,2009;Yamasaki et al.,2009;Ivanov et al.,2011).現 段 階 で は

nevーtRNAの 発 現 の 生 理 条件 は不 明 だ が,今 後,様 々 な ス トレスや 発 生 段 階,組 織 別 に発

現 を"VIJ鰍す る こ とで, nevーtRNAに 秘 め られ た 新 しい 機 能 が 観 え て くる可 能 性 が あ る.

nev-tRNAが 核 や 細 胞 質 で働 く とは限 らず,ミ トコ ン ドリァ へ の 移 行 な どが 観 察 され れ

ば そ れ も面 白い.

 tRNAが あ た か もsiRNAやmiRNAの よ うなsmall RNA(sRNA)と して遺 伝 子 発 現 制

御 に 関 わ っ て い る例 も報 告 され て い る(Thompson and Parker,2009).1孟54ρ'θ 〃∫で は プ ロ

セ シ ン グ を受 け たtRNA由 来 のsRNAが 標 的 遺 伝 子 の発 現 を減 少 させ る こ とが知 られ て

お り(Haussecker et al.,2010),D.〃zelanogasterや ラ ッ トで はArgonoteやPiwiと 複 合 体 を

形 成 し標 的mRNAを 切 断 す る こ とが報 告 さ れ て い る(Kawamura et al.,2008;Lau et al.,

2006).aaRSを コー ドす るmR-NAの3'UTRに 結 合 し,そ の発 現 を制 御 す る とい う特 殊 な

tRNAも 存 在 し(RudingerーThirion et al.,2011),翻 訳 時 の ァ ダ プ タ ー と して で は な い

tRNAの 役 割 とい うのが 近 年 一 つ 注 目 され て い る.nev-tRNAに も この よ うなsRNAと し

て の 機 能 が あ る の か も しれ な い と期 待 が 集 ま る と こ ろ で あ る が,C. brenneriの

nev-tRNAGly(CCC)で22コ ピー(図3)と い っ た多 コ ピーで あ る必 然 性 は考 えづ ら く,

その 点 の 論理 性 に欠 け る.

 この よ うに考 えて い る と,ど の よ うな機 構 で こ こまでnev-tRNAは 数 を増 や した の か,

とい う点 は興 味 深 い論 点 で あ る.一 一般 的 にtRNAの 遺 伝 子 重 複 は逆 転 写 に よ る も の か,

組 換 え イ ベ ン ト,も し くは レ トロ トラ ンス ポ ゾ ンの 転 移 に よ る もの だ と考 え られ て い

るが,nev-tRNAは ゲ ノム上 に広 く散 在 す る傾 向 に あ るた め,組 換 え よ りも逆 転 写 に よっ

て 増 幅 して い っ た 可 能 性 が 高 い.ァ ン チ コ ドン は構 造 上 突 出 して お り一 番 外 部 か らァ

クセ ス しや す い部 位 で あ るた め,細 胞 内 で機 能 して い る間 に変 異 が 入 っ た もの が 逆 転

写 に よ り重 複 し多様 性 を獲 得 した可 能 性 が あ り,こ の こ とは前 述 のnev-tRNAの ァ ンチ
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コ ドンの可変 性(図14)と 関連 して くるのか もしれない.一 方 で,レ トロ トランス ポゾ

ンの転 移 に よる もので あ る可 能性 もあ る.短 鎖散 在配 列(SINE)の5'末 端 に は度 々

tRNA様 構 造が存在 す るこ とが知 られてい るが(Ohshima et al.,1993),こ のイベ ン トと

無関係か どうかはnev-tRNAの 上流 または下流領域 の比較解析 を行 えばおそ ら く容 易 に

分か るこ とであ る.い ずれ に して も,nev-tRNAの 数やバ リエーシ ョンが爆発 的に増 えた

C.brenneriが すべて の鍵 を握 って い るように思 え,今 後 この生物 を対象 に した実験 を行

うことが期待 され る.
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表5.線 虫及 び近縁種 におけ るコ ドンGGG/AUAの 使 用頻度.100コ ドンあた りにそれぞれの コ ドンが 出

現 す る頻度(%)と 各 ァ ミノ酸 ご とで それ ぞれ の コ ドンが 占め る割 合(Ratio)を 示 した.(A. thaliana:

Arabidopsis thaliana)

GGG Codon Usage AUA Codon Usage(%)

%1 Ratio2 % Ratio

C.elegans

C.briggsae

B.malayi

T.spiralis

D.melanogaster

H.sapiens

A.thaliana

0.45

0.45

0.40

0.46

0.47

1.63

1.01

11:

11:

0.07

11・

0.07

0.24

0.15

1.00

0.79

1.85

1.36

1.00

0.76

1.33

0.16

0.13

0.29

0.24

0.zo

O.17

0.24

%represents the average frequency this codon is used per 100 codons.
2Ratio represents the abundance of that codon relative to all of the codons for that particular amino acid.
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表6.線 虫特異的なコドンGGG/AUAを 含む遺伝子の傾向.近 縁種ではロイシンに保存されているが,線

虫で はGGG/AUAに 変 異 した ような箇所 をもっ遺伝子のGene Ontology(GO)解 析 の結果 を示 した.な お,P

Value<0.Olの も の を 表 示 し て い る.

Category GO Term PValue

  Fold

Enrichment Count

Biological process 60:0003006

GO二〇009792

60:0007548

60:0048806

60:0048598

60:0040035

60:0006259

60:0045927

60:0040008

60:0002009

60:0060429

60:0048729

60:0040010

60:0040009

GO:ooaoo2a

60:0009057

60:0044265

60:0007369

60:0006396

60:0030183

60:0016568

GO:0006357

reproductive developmental process

embryonic development ending in birth or egg hatching

sex differentiation

genitalia development

embryonic morphogenesis

hermaphrodite genitalia development

DNA metabolic process

positive regulation of growth

regulation of growth

morphogenesis of an epithelium

epithelium development

tissue morphogenesis

positive regulation of growth rate

regulation of growth rate

Bauer larval development

macromoリecule catabolic process

cellular macromolecule catabolic process

gastrulation

RNA processing

protein catabolic process

chromatin mod cation

re uリation of t『anscri lion from RNA d merase Il romoter

3.29E-06

9.50E-06

1.29E-05

3.62E-05

6.59E-05

1.10E-04

1.29E-04

1.34E-04

2.63E-04

3.97E-04

4.51E-04

5.63E-04

6.84E-04

6.91E-04

1.15E-03

1.19E-03

1.94E-03

1.95E-03

6.02E-03

6.94E-03

8.24E-03

1.00E-02

87

74

83

85

42

73

84

82

77

60

桝

45

79

78

唱

19

43

61

18

06

45

糾

2

1

2

2

6

2

5

1

1

3

3

3

1

1

7

4

4

6

4

4

9

5

4

6

2

0

9

9

9

5

5

2

2

2

1

1

6

9

8

6

7

7

4

5

2

4

2

2

 

1

 

3

3

1

1

1

3

3

Molecular function 60:0003887

60:0003677

60:0034061

60:0016779

60:0000166

reproductive developmental process

DNA binding

DNA polymerise activity

nucleotidyltransferase activity

nucleotide bindin

2.45E-04

3.50E-04

3.53E-04

2.96E-03

6.72E-03

30.95

2.49

27.51

8.15

1.81

4

8

4

5

0

 

1

 

 

 
2

Celiur compomant 60:0044451

60:0005654

60:0031981

60:0000151

60:0043233

60:0070013

60:0031974

60:0005829

reproductive developmental process

nucleoplasm

nucリea「lumen

ubiquitin ligase complex

organelle lumen

intracellular organelle lumen

membrane-enclosedリumen

 OS0リ

5す39E-05

7.95E-05

3.26E-04

1.51E-03

1.67E-03

1.67E-03

1.94E-03

9.74E-03

22.74

20.60

14.33

49.45

9.29

9.29

8.91

19.30

5

5

5

3

5

5

5

3
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図14.C.japonicaの3種 のnev・tRNAの 配 列パター ンとその二次構 造. C.japonicaに お ける互い に高 い配列

類似度 をもっ3種 のnev-tRNAT甲(CCA),nev-tRNAv田(UAC), nev-tRNA""(UGU)の 配 列 を比較 したもの.ハ

イ ライ トした箇所 が互いに異な るヌクレオチ ドをもつ位置で,他 の位置 はすべて同一 ヌクレオチ ドをもつ.
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 本研究 では,本 来ClaSs II tRNA(tRNAse「, tRNABu,例 外 としてバ クテ リァのtRNAn'r)

のみが もつ とされ るV-arm構 造が,線 虫で は他 の異 な るァ ミノ酸 に対応す るtRNA上 に

存在 す るこ とに注 目 し,そ の進化 的 な背 景 と機能 性 につ いて情報学 と実験学 の両方 面

か ら解析 した.線 虫特異 的 に見っか ったた めnematodeーspecific V-arm containing tRNA

(nev-tRNA)と 名 付 け られ た この遺伝子 は,線 虫進化 の過程 でその数 を増大 してい った

傾 向にあ り,ァ ンチ コ ドンの タイ プ も非常 に多種 多様 で ある.線 虫tRNAの 進化系統解

析 に よ りtRNAhuを 起源 に派生 した可能性が示唆 され,発 現解析実験 によってC. elegans

におけ る発現 が確認 された.

 線 虫において特 に広 く保存 されてい るnev-tRNAGIy(CCC)及 びnev-tRNAne(UAU)を

用 いたin vitroの ァ ミノァシル化再構成実験 に よ り,興 味深い こ とにこれ らのtRNAは ア

ンチ コ ドンに対応 す るグ リシ ンや イ ソロイシ ンで はな く,ロ イ シ ン用 の ァ ミノアシル

化酵 素に よ りロイ シンを変則 的 にチャージす ることが示 唆 された.ま た,無 細胞系 を用

いたin vitroの 翻訳 解析 によ り,nevーtRNAGly(CCC)の リボ ソームへ の取 り込 みが確認 さ

れ,普 遍 暗号 の グ リシ ンコ ドンGGGを ロイ シンへ解読す る ことが確認 された.こ れ ら

の結果 は,線 虫ではnev-tRNAを 介 した普遍暗号か らロイシ ンへ の暗号 の変換が可能 で

あ ることを示 して い る.生 体 内でnevーtRNAが 果 たす生物学的役割 は現段階で は明 らか

となっていないが,変 則 的な翻訳 を生 じ得 るtRNAが こうして線虫進化の過程で淘汰 さ

れず保存 されて い ることか らも,何 らかの重要 な機能 を有 してい ることが期待 され る.
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