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研究会優秀論文推薦のことば

 村上君は極限環境 とよばれる深海の熱水噴出孔や地下250～1000mに おける温泉の泉

源等 に生育する細菌群 の遺伝子解析 を行 いま した.そ の結果,こ れ までほとん ど知 られ

ていない古細菌の存在 を明 らかにし,ま た新 しい転移RNA(tRNA)遺 伝子のタイプを見

出す ことにな りま した.本 研究は,1人 の学生が実験材料のサンプ リング,遺 伝子解

析実験か らコンピュータを用いたデータ解析 までを一貫 して行ってお り,生 物学的 と

情報科学の両面性 を持ったすば らしい研究です。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝



極限環境 に生息する微生物のRNA遺 伝子解析

環 境 情 報 学 部 3年

  村 上 慎 之 介

要旨

 地球上には多種多様な生物が生息 してお り,そ れ らは真核生物,バ クテ リア,古 細菌の3つ に

大別できる-中 でも古細菌は深海や温泉の源泉のような高温 ・高圧 ・低pHな どの極限環境を好

む微生物であ り,原 始生物の様相を今なお残 していると考えられていることから,古 細菌の研究

を行 うことは生物の起源や進化を解明す る上で非常に重要である.ま た,転 移RNA(transfer

RNA,tRNA)は ゲノムに記録 されているタンパク質の設計図からタンパ ク質を合成する際に必要

不可欠な分子であり,地 球上の全生物が共通 してもっている重要な遺伝子であるが,古 細菌tRNA

の遺伝子構造は多様性に富んでいる.す なわち,通 常は単一の遺伝子 としてゲノムにコー ドされ

ているが,古 細菌では複数のィン トロンを含むものや,別 々の2,3の 遺伝子に分断されてコー ド

されるものがある.古 細菌で複雑に分断されたtRNA遺 伝子が発見されたことで, tRNA遺 伝子

の特徴を再解析す る必要が出てきたが,現 在ゲノム情報が公開 されている古細菌はわずかに60

種程度であり,既 存のゲノム情報か ら古細菌のtRNA遺 伝子について議論す るには情報量が圧倒

的に不足 している状況である.そ のためゲノム情報が未知な古細菌が生息 していると思われる環

境サンプルか ら,tRNA遺 伝子だけを選択的かつ網羅的に取 り出 し,そ の特徴を探 ることに した.

 我々は環境サンプルとして沖縄 トラフ深海底土,及 び山形県鶴岡市にある湯野浜温泉の源泉水

の2つ を用いた.ま ずサンプル中に存在する生物種を16S rRNA遺 伝子の解析によって調査 した

ところ,沖 縄 トラフ深海底土には海洋性古細菌のグループに属す ると考えられるゲノム未知な古

細菌が多種類生息 していることが示唆 された.一 方湯野浜温泉源泉水には南アフリカの金山で発

見されたゲノム未知な古細菌 と同じ古細菌が生息 している可能性が示唆 され,地 球規模で相同な

古細菌が見つかるとい う興味深い結果を得た-こ れ らのゲノム未知な古細菌が多数生息 している

ことがわかったサンプルから網羅的にtRNA遺 伝子の系統解析を行ったところ,古 細菌の遺伝子

のように分断されていながらバクテ リアの遺伝子に近いtRNA遺 伝子を発見 した.ま た,ど の既

存の古細菌のtRNA遺 伝子 よりもバクテ リアの遺伝子と相同性の低いtRNA遺 伝子 も発見するこ

とができた.

Keywords:tRNA,メ タ ゲ ノ ム,古 細 菌,系 統 解 析
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1.序 論

 tRNA(transfer RNA)はmRNA(messenger RNA)を タンパ ク質 に翻訳す るために必要不可欠 な

non-coding RNAで ある.多 くのtRNA遺 伝子 は70～80塩 基のtRNAを 直接 コー ドしてい るが,真

核 生物 と古細菌 ドメイ ンで はスプライ シングエ ン ドヌ ク レァー ゼで切 り取 られ るタイ プのイ ン ト

ロンが,真 正細菌 ドメイ ンでは グループ1ィ ン トロンを介在す るtRNAが 知 られてお り[1],特 に

古細菌 ドメイ ンでは複数 のィ ン トロンが様々 な箇所 に介在 しているtRNAやsplit tRNAと 呼 ばれ

る2つ 以上 の異 なる遺伝子 にtRNAが コー ドされてい るユニー クな例が発見 され てい る[1～4].ま

たtRNAは 翻訳装置 である リボ ソームに取 り込まれ るた めにクローバー リー フ構造 とい う独特 な

立体構 造 を形成す る必要 があ ると考 え られてお り[5],既 存のtRNAは 全 てク ローバ ー リー フ構造

を形成 す るこ とが可能 である.し か しtRNAに 関連す る酵素 の多 くはtRNAの 上 半分 でtRNAを 認

識 してい るた め[6],tRNAは クローバー リー フ構造 を取 らな くて も機能す る可能性 があ る[71.ま

た,Drosophilaに お いて細胞 内で大 きな2つ のヘア ピンループ構造 とクローバー リー フ構 造 を行

き来す るtRNA分 子 も発見 され てお り【8],こ の よ うなtRNAの 構造 と機能 に関す る新 しい情報 の

蓄積 に よ り,あ らた めてtRNAの 原型 は どの よ うな形 を していたのか とい うこ とが議論 され てい

るI

 そ こで,我 々は この議論 に一石 を投 じるべ く,既 知のゲ ノム情報か らtRNAの 議論 を行 うの で

はな く,環 境 サ ンプル 中(沖 縄 トラフ深海底 土 と湯 野浜 温泉源 泉水)か ら網羅的 にtRNA遺 伝 子

の配列 を得 ることで,tRNAの 配列,イ ン トロン,ク ローバー リーフ構造 おけ る特徴 を考察 し,tRNA

の進化的 な多様性 か ら原型 を類推 してみ る ことに した.中 で も古細菌はtRNA遺 伝子 の様 々な位

置 にイン トロンを含む唯一 の ドメイ ンであるため,tRNAの 多様性 を議論 す るには古細菌 に着 目す

るこ とが適切 で ある と考 えてい る.ま た,既 知 のゲ ノム情報 を利 用 しない理 由はゲ ノムが解読 さ

れ た古細菌 が2008年7月 の時点 でわず か52種[9】 であ り,既 存 の知 見か ら古細菌 について の議 論

を行 うには圧倒 的に情報量が少 ない こ とも挙 げ られ る.そ のため我 々は16S rRNA(ribosomal RNA)

遺伝子 に よる系統解析 によって,ゲ ノムが未知 の種 を含 み多様 な古細菌が存在す る と考 え られ る

サ ンプル か らtRNA遺 伝 子 を特異的 にシー クエ ンスす ることで,ィ ン トロン介在型 をは じめ とす

る新規tRNAを 多数発 見でき ると考 えた.

 我 々の これ までのメ タゲ ノム解 析 によ り,464種 に及ぶ古細菌の16S rRNA遺 伝 子配列 を用 いた

系統解析 の結 果か ら,沖 縄 トラフ深海底 土 と湯 野浜温泉源 泉水 の両サ ンプル にはタ ウムアー キオ

ー タ門 を中心 とす る多様 な古細菌の存在が示唆 され ている(図1) .そ こで これ らの古細菌 由来 の

tRNA配 列 を得 るべ く,手 始 め にtRNAの 中で も特 に古細菌全般 に広 くまたがって高い相 同性 を示

してい るtRNAん9(CCT)に 対す るプ ライマー を設 計 し,こ れ らのサ ンプル か らtRNA遺 伝 子 のシー

クエ ンス を試みた.そ の結果30本(21種)のtRNA遺 伝 子 と思 われ る塩基配列 を取得 できたた め,

tRNAscan-SE[10]に よって これ らの塩 基配列 が ク ローバー リー フ構造 を形成 し うるかを検 証す

る と共に,ア ンチ コ ドンを予測 した.今 回はシー クエ ンス されたtRNAの 塩基配列 とその系統解

析 の結果 について報告す る.
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図1:16S rRNA遺 伝 子 による系統樹

沖縄 トラフ深 海底 土か らシー クエ ン ス され た 配列 を青色,湯 野浜 温 泉源 泉水 か らシー クエ ンス され た配 列 を ピン

ク色,ゲ ノムが既 知 の古 細菌 の配 列 を緑 色 で示 す.色 が付 いて い な い ものはRDB(Rib0somal Data Base)[11]か ら

取得 した環境 サ ン プル か らシー クエ ン スされ た16S rRNA遺 伝 子 配 列で あ る.ゲ ノム が既 知 の古細 菌 の 分布(緑

色)は 偏 っ てい るが,沖 縄(青 色)と 湯 野 浜(ピ ンク色)の サ ン プル 中に は多 様 な古 細菌 の存 在 が伺 える.

2.対 象 と方 法

 本研 究には沖縄 トラフ深海底 土 と湯 野浜温泉源泉水 の2種 類 のサ ンプル を用いた.沖 縄 トラフ

深海底 土は独立行政法 人海洋研 究開発機構(JAMSTEC)の 有人潜水調査船 「しんかい6500」 が

2007年3月D6日 に行った1001回 目の航行 で,沖 縄 トラフ南部 に位 置す る鳩 間海 丘の深海1526m

にあ る熱水噴 出孔付近 か ら採 取 した ものであ る.湯 野浜温泉源泉水 は有限会社湯野浜温 泉源 泉 の

協力の下,2009年2月10日 に採取 した もの である-湯 野 浜温泉の源 泉 は8か 所 か ら汲み上 げて

お り,そ の深 さは250m～1000mで ある.本 研 究で使用 したサ ンプル はそれ ら8か 所 か ら汲み上 げ

られた源 泉水 を混合 した貯水 タ ンクか ら採取 した ものであ るた め正確 な深 さの特定は困難 で ある

が,地 中250m～DO00mの 問か ら採 取 され た ものであ ることがわか つている,ま た,こ の源 泉水 は

濾過等 の処理 は されて いない.

 まず両サ ンプルか らMOBIO社 製Power Soil DNA Isolation Kitを 用いてDNAを 抽出 した.続 い

て我 々が独 自に設計 した古細菌のtRNA恵9(CCT)に 対す るプ ライマー を用 いてPCRを 行 った.プ ラ

イマーの設計には図2の 古細菌tRNA43本 のア ライ メン トか ら得 られ た コンセ ンサス配列情報 を

踏 ま え,表1の よ うにF0rwardプ ライマ ーは2種 類, Reverseプ ライマー は1種 類 を設計 した.
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表1:tRNA`4rgプ ラ イ マ ー 配 列

プライマー名 配列

Forward

F1(CCT)

F2(CCT)

S'-GGGCCCGTRGCCTAG-3'

5'-GGGCCCGTAGCTCAG-3'

Reverse RI(CCT) 5'-GGGATTYGAACCC-3'

5⇒ 古細菌 のtRNA蝋cσ 「)遺伝 子

♂覊C??塾T桑鵜 ξ驫3'
 1(bp)      15

/ ＼

75

纈3'

3鰯AτT暴:鴻CCG3'
 65          53

図2:独 自 に 設 計 し た 古 細 菌tRNAA`g(CCT)遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー

Forwardプ ライマ ー を青 い 矢印, Reverseプ ライマ ー を赤 い矢 印で 示 して い る. Reverseプ ライマ ー は アン チセ ンス

鎖 の配 列 を示 して い るが,5'側 を左 に してい る関係 で左 右 が入 れ替 わ って い る.

 設計 したプライマー を用 いたPCRの 条件 は,ア ニー リングの温度 や 時間を変 えて試行 し,表2

の条件で行 うこ ととした.た だ し, 1回 のPCRで 増幅 が不十 分な もの に関 してはセ カン ドPCR

を行 つた.セ カ ン ドPCRの 条件 も 玉回 目(表2)と 同様 に した.

                   表2:PCR条 件

← 40cycle‐ 〉

幽

94°C

1:00

98°C

o:io

40°C

0:04

60°C

O:02

55°C

5:00

4°C

αD

幽

 PCR産 物 はPROMEGA社 製pGEM-T Easy Vectorと 大腸菌DHSa株 を用いてサブ クロー ニ ング し

た.LB寒 天培地のプ レー トにはあ らか じめIPTGとX-galを 塗布 してお り,青 白選択 にてPCR産

物 が クmニ ングできている コロニー を選 別 した.白 いコ ロニー を一晩液体培養 した後プ ラス ミ

ドを抽 出 し,ABI3100に てシー クエ ンスを行 った.

 以上 の よ うな行 程でサ ンプルか ら得 られたtRNAと 考 え られ る配列 を用 い,既 知 のtRNA配 列

と合 わせ てア ンチ コ ドンごとに系統解析 を行 った.既 知 のtRNA配 列 は全ゲ ノムが解読 され てい

る古細 菌45種 前後(ア ンチ コ ドンによって異 な る)と,16S rRNAに よる古細菌の系統解析 の際

習慣的 にア ウ トグル ープ として用 い られ る2種 のバ クテ リア(AquifexpyrophilusとThermotoga

maritima)の もの を用いた.ま た,本 研 究に用いたサ ンプル には16S rRNA遺 伝子 による系統解

析 の結果,タ ウムアー キオー タ門の古細菌 が多 く存 在 してい るこ とが示唆 され ていたた め,tRNA

の系統解析 にタ ウムアーキオータ門の古細菌由来のtRNA配 列 を可能 な限 り利 用す るこ とが望ま
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れ た.し か し現段階 でゲ ノムが解 読 されて いるタ ウムアー キオータ門はわずか に3種 のみ(図1)

であ り,さ らにtRNA配 列が既知の種 は1種 のみ であつた,そ こで本研 究会 の博士学生 で あ り,

古細菌 のtRNA遺 伝子予測 ソフ トウェア 「SPHTS」 の開発者 であ る菅原 潤一氏 に ご協力 頂 き,

最新 の未発 表デー タであ るN■trosop umilusのtRNA遺 伝子配列 を利用 させ て頂いた.

 tRNAM・t(CAT)に 関 しては得 られ た配列 が開始 メチ オニ ンか通 常の メチ オニ ンか を区別す るた

めに,開 始メチオニ ン(iMet)と 通常 のメチオニン(Me七)のtRNAを 混ぜ て解析 を行 った.

 系統解析 にはClustalW(1-83)[12】 を用いた.そ の際パ ラメー タはrRNAやtRNAな どのRNA

配 列 のア ライ メン トに最適 とされ るGap Open Penalty=22.5, Gap ExtensiQn Penalty=

0-83[13]を 用 い,Bootstrap 100回 試 行 で 系 統 樹 を 作 成 し た-系 統 樹 の 描 画 に はiTOL

(http:〃itoLembLdeノ)[14]を 用 いた.

3.結 果

 まず沖縄 トラフ深海底土と湯野浜温泉源泉水から抽出したゲノムDNAの 電気泳動図を示す(図

3)両 サンプル共に問題なくゲノムDNAが 得 られていると考えられる,

base

23130-*

9476

6557I.-.--

4361一

M

2322

2027
利F     gy'7

Y:湯 野 浜

Y

0=沖 縄

図3:サ ンプル か ら抽 出 されたゲ ノムDNA

O M D

15000

〔L鄒ges量band}

一一-5000

  ・11!

龝 一3000

醐 一2000

軸 一1000

M:マ-カ ー

泳 動条 件 は1%ア ガ ロー ス ゲル で100V,沖 縄 の サ ンプル は30分,湯 野 浜の サ ンプ ル は35分,バ ン ドの検 出 はEtBr

染 色 にて 行 った.

 古細菌 のtRNAA「g(CCT)に 共通す る配列 を基 に作成 したプラィ マーを用いて沖縄 トラフ深海 底土

と湯野浜温泉源 泉水 か ら抽 出 したDNA配 列 に対 してPCRを 行 った.そ の結果,深 海底 土及 び温

泉水 ともに70bp付 近 に増 幅が確認 された(図4).こ れ はイン トロンを含 まないtRNAの 全長 配列

(約72nt)と 一致す る.ま たFlに 比べF2プ ライマー を用 いた方が効 率 よくDNAが 増幅 されて

いるこ とが確認 できた.
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a

bose

180?

140

M  L4 2A 3A 4A
-一一一

B

1B2B3B4BM
D

ll
  iSA160

  140

100

80

60

40

プ ラィマ ー サンプル  アニー リング エ ロ ン ゲ ー シ ョ ン

1  Fl-Rl(CCT)

2  F1-Rl(CCT)

3  F2-R1(CCT)

4  F2-Rl(CCT)

沖縄

湯野浜

沖縄

湯野浜

40°C4sec

40°C4sec

40°C4sec

40°C4sec

60°C2sec

60°C2sec

60℃2sec

60℃2sec

M20bp Ladder

図4:tRNA特 異 的 プ ラ ィ マ ー を 用 い た 環 境DNAか ら のPCR結 果

A:表2の 条件 でPCRを 行 った結 果  B:Aの サ ン プル を表2の 条件 でセ カ ン ドPCRを 行 った結 果.

泳 動条 件 は3%NuSieveア ガ ロー ス ゲル で100V,45分,バ ン ドの検 出はEkBr染 色 にて 行 った.

沖 縄:沖 縄 トラ フ深海 底 土 由来 のゲ ノムDNAを 鋳 型 に使 用

湯 野浜:湯 野 浜温 泉源 泉水 の ゲ ノムDNAを 鋳型 に使用

 表3に シー クエ ンスによって得 られ たtRNAの 詳細 を示す.こ れ らはtRNAscan-SEに よっ'

予測 された アンチ コ ドンを元 に分類 している.

            表3:シ ー クエ ンス によって得 られ たtRNA

ア ミノ酸 ア ンチ コ ドン 種類 本数

Ala
GGC

TGC

-

1

l

l

Lys
TTT

CTT

3

つ
J

つ
」

3

Arg

TCT

ACG

TCG

へ
∠

∠
0

1

へ∠

5

1

His GTG 12 4

Met CAT 1 1

合計 21 30
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 既 知の古細菌 のtRNA配 列 を用 いて作成す る系統樹 と,既 知 の古細菌 の16S rRNA遺 伝 子 を用

いて作成す る系統樹 は数本 の例 外 を除いて 目の レベル まで類似す る[15].従 ってtRNA配 列 を用

いた場合 で も16S rRNA遺 伝子 を用 い る場 合 と同様 に系統解析 を行 うこ とができ,シ ー クエ ンス

された配列が どの ような生物種 由来であ るか を 目の レベルで議論す るこ とができ る.

 系統解 析の結果,tRNALy・(TTT)・tRNALy・(CTT)・tRNAA・9(TCT)の 配列 は古細菌 由来 であ るこ

とが示唆 された(図5・ 付録)た め,ク ラス タ リング された近縁種 を表4に ま とめた,他 の配列

は系統解 析 の結果 どの既知の古細菌 よりもバ クテ リア に近い位置ヘ クラス タ リング された た め,

現時点で古細菌 由来 の配列 とはい えない.こ れについては 「4議論」 の項 で触 れ る.

表4:古 細菌 のtRNAと 思 われ る配列 のクラスタ リング結果

ア ミノ酸 ア ンチ コ ドン 目尸 目 由来するサンプル

TTT Euryarchaea Methanococcales 沖縄

Lys

CTT

Euryarchaea

Crenarchaea

Thermoplasmatales

Thermoproteales

湯野浜

沖縄

Arg TCT Crenarchaea Thermoproteales 沖縄

 続 いてア ンチ コ ドンご との系統解析 の結果 を系統樹 として図5に 示す-9種 の系統樹が あるが,

ここで は特 に注 目 して頂 きたい4種 のみ を掲載 した.残 りは巻末 の付録 を参 照 して頂 きたい,

 なお,既 知 の古細菌のtRNAに アンチ コ ドンがACGで ある配列 は存在 しなかったため, ACG

のみ はシー クエ ンス された配列 とア ウ トグルー プのバ クテ リア1種(も う1種 はACGを 持 たな

い)の み である.

 tRNAM・t(CAT)は 開始 メチオニ ンの グルー プ と通 常のメチオニ ンの グループ の大 き く2つ に分

かれた.シ ー クエ ンス され た配列 は通常の メチオニ ンのグル ープに入 ってい るため,開 始 メチ オ

ニ ン として用 い られ るtRNAで はな く通 常のメチオニ ンを転移 す るtRNAで あ る と考 え られ る .
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A:tRNALys(CTT)

沖縄 深 海 底 土 由来 の

tRNAが ク レンアー キ

オ ー タ門 サ ー モ プ ロ

テ ウス 目 に ク ラ ス タ

リン グ され て い る.

(黄 色 と緑 色 の 間 に

位 置す る青色2つ)

B:tRNAArg(TCT)

沖 縄 深 海 底 土 由 来 の

tRNAが ク レンアーキ

オ ー タ門 サ ー モ プ ロ

テ ウス 目に ク ラス タ

リ ン グ され て い る.

(黄 色 と灰 色 の 間 に

位 置す る青色2つ)

Euryarchaea

Crenarchaea

  Thaumarchaea

Nanoarchaea

  Okinawa

圏Yunohama
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C:tRNALys(TTT)

沖 縄 深 海 底 土 由 来 の

七RNAが ユ ー リアー キ

オー タ門 メ タ ノコ ッカ

ス 目に クラス タ リン グ

され てい る.(緑 色 の中

に位 置す る青色1つ)

また,ど の グルー プに も

属 さないtRNAも 得 ら

れ た-(緑 色の端 にある

青色2っ)さ らにこの

うち1つ はイ ン トロン

を介在 して いる-

D:tRNAH・s(GTG)

沖縄 ・湯野浜 の両サンプ

ルか ら配列が得 られ

た.沖 縄 の うち1つ

はイン トロンを介在

してい る-

図5(A～D):

アンチ コ ドン ごとの

古 細 菌tRNA系 統 樹

シー クエ ン ス に よ っ て

得 た配列(青 色 と ピン ク

色)と 既 知 の 古 細 菌 の

tRNA配 列(そ の他 の色)

を合 わせ,ア ンチ コ ドン

ご とに系 統 樹 を描 い た,

ア ウ トグル ー プ と して

用 い た2種 の バ クテ リア

に は 色 を付 け て い な い

が,他 は凡例 の通 り.

辮.

凄 泊  播疆

攀糠

磯

、、
 
 
饗

㌦

鬻薪
   」幡麟摯臨臓

    窃辱爵鼈

毒.

綴

攤讐
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4.議 論

 サ ンプルか らシー クエ ンス され た配列 は5種 のア ミノ酸に対応す る9種 のアンチ コ ドンを持っ

グループ に分類 できたが,こ れ らは古細菌 のtRNAA・g(CTT)に 対 して設計 した同一のプ ライマー

を用 いて増 幅 され たDNA断 片 であ る.こ の結果は, tRNAは 対応 す るア ンチ コ ドンや ア ミノ酸

が異 なっていて も相 同な領 域 を持 って いる場合 がある ことを示 してい る-tRNAの5'側 の半分 と3'

側 の半分 は異 なる進化 的なバ ック グラウン ドを有 してい る との指摘 もあ り[15],そ れな らばア ン

チ コ ドンや ア ミノ酸 のみな らず生物種 を超 えて相同 な領域 が存在 す ることも納得で きる.

 tRNAの アクセ プターステム と呼ばれ る部分 は通常7塩 基対 になるが,tRNAsean-SEを 用 いて

今 回得 られ た配列 の構造予測 を行 うと,い ずれ もア クセ プター ステムが7塩 基 対にな らな い.こ

れ はtRNAの5'末 端 にForwardプ ライマー を設計 してい る影響 と, Reverseプ ラィマー はTア

ー ム付近 に設計 しているため構造 予測 を行 う際に3'末 端 の8塩 基は5'末 端 の配列 を見なが ら相補

的 に補 っている影響 である と考 え られ る.こ の点 に関 しては,今 後予定 している転 写 され たtRNA

配列 にタグを付 け逆転写PCRを 行 い,プ ライマー非依存 にtRNA全 長 をシー クエ ンスす る方法

で解決 できる と考 えてい る.

 図5よ り,シ ー クエ ンス され たtRNALy・(CTT)・tRNA舟9(TCT)・tRNALy・(TTT)の 配列 はア ウ ト

グルー プ として用 いたバ クテ リア よ りも古細菌 の近 くに クラス タ リング され てい るこ とか ら古細

菌由来で ある と考 え られ る.特 に沖縄深海底 土由来のtRNALy・(CTT)とtRNA舟9(TCT)は 共 に ク レ

ンアー キオー タ門 サーモ プ ロテ ウス 目にクラスタ リング されたが,同 じ生物種 のア ンチ コ ドンが

異な るtRNAが 同一のプ ライマーで増幅 された こ とは興味深 い.そ れ ぞれ のア ンチ コ ドンで シー

クエ ンス された配列 とサーモプ ロテ ウス 目の配列は図6に 示す よ うに非 常に類似 してい る.

ACTT

,   惣曲喰 曲額r窟敦 叡嘘, 弛嘘鷺瞭櫓「9「麁r雲需嚢雪・ 虫紫

  伽 ・騨・・ξ耀:1
玄h罍㎜OP=o魯 聖置≧q5α τ

B:TCT

ほ難 ・轍 勲 驚髄 蜘 塗勲

  く激 ユn魯蟹a鷙 薯ごτ_i

,_。 濫 熏 笥

図6:シ ークエ ンス された配列 とサーム プロテ ウス 目の配列 のア ライ メン ト

サ ーモ プ ロテ ウス 目に ク ラス タ リン グされ た シー クエ ン ス配 列 と,実 際 のサ ー モプ ロテ ウス 目のtRNAの 比 較 . A

は ア ンチ コ ドンがCCTの 配列, Bは ア ンチ コ ドンがTCTの 配 列 .

 しか しtRNAに よる系統解析 の結 果存在 が示唆 された種(表4)を16S rRNA遺 伝 子に よる系

統解析(図1)に 照 らし合わせてみ る と一致 しない ことがわか る.

 系統解析 の結果 は沖縄深海 底土由来のtRNAが メタノコ ッカス 目とサーモプ ロテ ウス 目に近縁

だ と示 しているが,16S rRNA遺 伝 子の系統樹では メタノ コッカス 目とサーモプ ロテ ウス 目に近

縁 な沖縄深海底 土由来の配列 は存 在 しない-こ の結果 は16S rRNA遺 伝 子の配列がサーモ プ ロテ

ウス目 と類似性 の低 い種 がサーモ プ ラズマ 目と類似性の高 いtRNA遺 伝子 を有 してい るか,あ る

いは16S rRNA遺 伝子 のシー クエ ンスでは発 見 されなか った種が存在 しているかの どち らか であ
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る.先 行研究(図1)で は合計24本 の16S rRNA配 列 しかシー クエ ンス していないた め,結 論 を

導 くのは難 しい が,現 時点で は16S rRNA遺 伝子 に対す るメ タゲ ノム とtRNAに 対す るメ タゲ ノ

ムでは結果 の表 れ方が異 な るとい うこ とがわかった.こ れ につ いては 「5展 望」で述べ るが,次

世代 シー クエ ンスに よって十分 な量 のシー クエ ンス を得 る ことで新 たな知見が得 られ る もの と考

えてい る.

 表4に 示 した配列以外 は系統解析 の結 果,古 細菌 よ りもバ クテ リアの近 くにクラスタ リング さ

れた.し か しこの結 果は これ らの配列 がバ クテ リア 由来で あるこ とを示 す もので はない.先 述の

よ うに古細菌 は52種 しかゲ ノムが解 読 されてい ない ため,サ ンプル 中に既知 の どの古細菌 よ りも

バ クテ リア に近縁 な新種 が存在 してい る可能性があ り,そ のよ うな種 のtRNAを シークエ ンス し

ていた とす る と,古 細菌 由来 の配列 で もバ クテ リアの近 くに クラス タ リング され る可能性 もあ る.

 さ ら に 興 味 深 い 点 は,バ ク テ リア の 近 く に ク ラ ス タ リン グ され たtRNAAI・(GGC)・

tRNAH・s(GTG)の 配列 がイン トロンを介在 していた こ とで ある-ま たtRNALy・(TTT)と して得 られ

た配列 は メタノコ ッカス 目に クラスタ リング され た配 列の他 に,バ クテ リア とも古細菌 とも異な

るグル ープ にクラスタ リング され た配列 があ るが,さ らにその うちの1配 列 もイ ン トロン を有 し

てお り,こ ち らも大変興味深い.こ れ らイ ン トロンを介在す る塩基配列 を表5に 示す.

 なお,tRNA舟9(ACG)は122bpの 配列 であつたため 当初ィ ン トロンを持つ と考え られ たが,考

察 の結果 これは2つ のtRNAがPCRの 過程 で合体 して しまった もので ある可能性が高 く,ィ ン

トロンを含 む もので はなか った.

表5:ィ ン トロンを介在 していた配列

[★]はィ ン トロン介在 位 置.各 々2段 目にBHB形 成 配 列 を示す.小 文字 部 がイ ン トロン.

Okinawal

tRNAAIa(GGC)

GGGCCCGTAGCTCAGCTTGGTAGAGCGCCTG[*]TTTTACCTTAATG

CAGGAGGTCGTGGGTTCAAATCCCACCGGGCCC

31/32 TTGGTAGAGCGCCTGcttggcaattttatggcatgaatgccaTTTTACCTT

Okinawas

tRNAxls(GTG)

GGGCCCGTAGCTCAGGTGGTGGAGCGCCAGGTTGTGGCCCGTAGC

TCA困CGCGGGTTCAAATCCCGCGGGCCC

48小49 GGGCCCGTAGCTCaggtggtggagcgccaggttgtggcccgtagctcagCCTGGCTA

Okinawa12

tRNALYs(TTT)

GGGCCCGTAGCTCAGCCTGGCAGAGCACTGGACTTTTAL*IATCCAG

GTGTCGAGGGTTCAAATCCCTCGGGCCC

38/39 CACTGGACTTTTAgcgaaggattttcgtgaagatATCCAGGT

 バ クテ リア にお いては37塩 基 目と38塩 基 目の間(37/38)に セル フスプラィ シ ングに よって切 り

出 され るイ ン トロンを介在 してい るtRNAは 報告 されてい るが,そ の他 の位置 にイン トロンを介

在す るtRNAは 報告 がない-し か し,表5に 示 した配列 はいずれ もイ ン トロン介在位置 が37/38

ではないた め興味深い.
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 また,古 細菌 のtRNAに 介在 しているイ ン トロンはBHB(bulge-helix-bulge)モ チー フ と呼 ば

れ る特殊 な2次 構造 を形成 す るこ とが知 られ てお り[16],我 々の グループで はこの知見 を利 用 し

て古細菌 のイン トロン介在 型tRNAやsplit tRNAを 発 見す るソフ トウェア, SPLITSを 開発 して

いる[17].そ こで,今 回 シー クエ ンスによって得 られ た配列 がBHBモ チー フを形成す るイ ン トロ

ンを介在 しているかを検証 した ところ,図7に 示す よ うに全てBHBモ チー フを形成 しうるこ と

が わか った.教 科書 的 な きれ いなBHBモ チー フで は ない ものの,近 年 サ ーモ プ ロテ ウス 目

(Pyrobaculum)のtRNAエ ン ドヌ クレアーゼはBHBモ チ ーフの認識 が とて も曖昧 であ り,バ ル

ジが3塩 基で な くて もイ ン トロンを切 断 で きるこ とがわ かって い る[18】た め,こ れ らの配 列 も

BHBモ チー フ として十分機 能す るもの と考 え られ る.

 tRNA舟 ・(GGC)の 配列 につい てはBHBモ チー フを考慮す る前 にtRNAscan・SEで 予測 したア ン

チ コ ドンはGGCで あつた が, BHBモ チー フを考慮 した ところ クローバー リー フ構造 は形成 す る

ものの,ア ンチ コ ドンが不 明 となって しま った.そ のた め図7で は何 のアンチ コ ドンのtRNAか

を明記 しない こ ととした,

Okinawal tRNA

辮 辮 ダ馬 〆Au㌔
CCAUツ ぜGU㌦

ACGG♂

GGCCCGT-一 一一一A
●● ●●●●●

UUGGGC磐

Okinawas tRNAHK(GTG)

Gc》GG♂ 縛 、
 ・ ・s   ・・      A

GGA U釦A～
UUU評

OkinawalZ tRNA頃(TTT)

CTGGA_℃UUUUA毳 ㈱G
●●●●●  ●●●●  ●●●●●●●A

GACCUqgGAAG-一 一一一UGCUUUU

図7:シ ー ク エ ン ス され たtRNAの イ ン トロ ン のBHBモ チ ー フ 模 式 図

黒字 は エ キ ソン,赤 字 は イ ン トロ ンを示 す.矢 印 は切 断 位置 を示 して い る-

 図7に 示 す よ うに,表5の 配列 のイン トロンがBHBモ チー フを形成 でき ることか ら,こ れ ら

は系統解析の結果バ クテ リア の近 くにクラスタ リング されてい たが古細菌 由来のtRNAだ と考 え

られ る-こ れ は極 めて興味深 く,我 々が用 いたサ ンプル 中 に既知 の どの古細菌 よ りもバ クテ リア

に近い新種古細菌が存在 してい るこ とを示唆す る ものであ る.さ らにtRNALy・(TTT)に おい ては,

図5の 系統樹に示す よ うにバ クテ リア の近縁 で もな く古細 菌の グルー プに も属 さない独 立 した配

列がBHBモ チー フを形成で きるイ ン トロンを有 していた こ とにな る,こ ち らも極 めて興味深 く,

これ は逆に既 知の どの吉細菌 よ りもバ クテ リアか ら遠縁 であ る古細菌 の存在 を示唆 してい る.
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5-展 望

 今 回の結 果か ら,沖 縄深海底 土 と湯 野浜温泉源 泉水の どち らか らも非 常に興 味深 いtRNA遺 伝

子配 列 を得 るこ とができた と考 えてい る.し か し現状 で はシー クエ ンスの量が十分 でな く,ま た

プ ライマー を用いてtRNA遺 伝子 の増幅(PCR)を 行 つてい るこ とで様 々な不都合 が生 じている

ため,今 後 はそれ らを解 決すべ く次世代 シークエ ンス を行いサ ンプル 中か ら網羅 的にtRNA配 列

全長 を取得 す ることを目指す.

 具体 的には湯 野浜温泉源泉水 を再度 サ ンプ リングし,Ambion社 のmirVana miRNA isolation

キ ッ トを用 いて20～200bpのsmall RNA分 画 を得 る.そ の後,図8の よ うにTakara社 のsmall

RNA cloning kitを 用 いてcDNAラ イ ブラ リー を構築す る. cDNAラ イブ ラ リーか ら数本 の シー

クエ ンスを行 い,問 題 がな けれ ばcDNAラ イブ ラ リー をR0che DiagnosticsのGS FI.X(454)

を用 いて シー クエ ンス し,1万 リー ドの塩基配 列 を得 る.得 られ た配列 を解析す る ことで今回 の

報告以上 の興味深 い知見が得 られ るもの と期待 してい る.

small RNA

5'P 3'

BAP

3'但qr=adaptor ligatio冂

   趨 轢 鄰 灘 財 ヂ ン

磁 性 ピー ズ に よ る回 収

5'側 「=adaptor-isation

   灘  萇

Kination

・… ◎
  Streptavidin

  結 虐「蹴 性 ピースI

欝 …◎
RT

     RT primer

一 本 鎖cDNAの 回 収

・… ◎

図8:Takara社 のsmall RNA cloning kitに よ るcDNAラ イ ブ ラ リー 構 築 の 模 式 図

画 像 引用:タ カ ラ バ イ オ(http:〃catalog.takara・bioーco.jp小pr0duct小basic_info.asp?unitid=U100005071)
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