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研究成果の概要（和文）：　複数の同義遺伝子にコードされるtRNAにおいて、個々の遺伝子がどう制御されるか
に興味が持たれている。本研究では、まず、各種のtRNA量を正確に測定する系を開発し、異なる生理条件下の酵
母におけるtRNAの発現状態を計測した。次に、遺伝子座固有の前駆体tRNA定量法を構築、同義遺伝子間で発現調
節が異なる例を明らかにした。さらに、tRNA-Trpの網羅的な遺伝子欠失株シリーズを構築し、個々の遺伝子座が
このtRNAの発現にほぼ同等に寄与し、かつ、遺伝子数の減少を補正するような発現調節は起こらないことを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：Recently, transcriptional regulation of tRNA, mostly encoded by multiple 
synonymous genes, has been gathering researchers' interest. In this study, we devised a new method 
to quantify absolute amount of tRNA, and analyzed tRNA repertoires of yeast cells under various 
physiological conditions. Next, we measured expression of individual genes encoding the same tRNA 
via analyzing gene-specific pre-tRNA amounts, and found that some of the synonymous tRNA genes are 
regulated individually. Finally, we constructed a complete set of deletion strains with various gene
 numbers of tRNA-Trp. This set enabled us to show that each of the genes contributes almost equally 
to production of tRNA-Trp, and that no compensatory regulation occurs to increase expression of 
tRNA-Trp per gene when the gene number of tRNA-Trp is reduced.

研究分野： 分子生物学・細胞生物学

キーワード： tRNA遺伝子　同義遺伝子　tRNAレパートリー　転写制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は今まで知られていなかった個別tRNA遺伝子の発現制御を解析するための研究基盤の構築を行った。学術
的には、生理条件に応じた個別のtRNA遺伝子の発現制御が酵母の様な単純な生物でも見られたことから、広く生
物間で保存された新規なtRNAの転写機構の発見につながると期待される。他方本研究では、今まで正確な測定が
難しかったtRNAの新規絶対定量法を確立した。tRNA組成の変化は様々な疾患でも見られることから、医療面等で
の応用につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質合成の制御は、主に、そのタンパク質をコードする mRNA の転写制御・安定性制
御と、翻訳開始の制御で成り立っている。これに加えて、mRNA の翻訳は読み枠に登場するコ
ドンの選択でも影響を受ける。同じアミノ酸に対する異なったコドンの利用頻度には、生物種特
有の片寄り＝コドンバイアスがある。他方、コドンバイアスに従った mRNA の翻訳効率を高め
る形で、コドンを読み取る tRNA の組成も片寄っている。特定のコドンに対応したアンチコド
ンを持つ tRNA＝isoacceptor tRNAの多寡は、タンパク質の翻訳量を支配する要因なのである。
今まで、tRNA レパートリーは生物種毎に一定だと考えられてきた。しかし、近年のトランスク
リプトーム解析から、同一生物種でも、環境や組織、発生段階で tRNA レパートリーが変化す
ることが明らかとなってきた[1-3]。即ち、特定の環境、組織におけるプロテオーム形成において、
tRNA レパートリーの改変も翻訳制御の一端を担う可能性が示唆されているのである。 
 tRNA は、短い RNA 専用の RNA polymerase III（Pol III）で転写され、その制御には Maf1
という抑制因子が関わる。Maf1 は出芽酵母からほ乳類まで保存されており、TOR シグナル伝達
の制御下にある[4]。しかし、TOR/Maf1 系は Pol III 全体の活性を制御し、個々の isoacceptor 
tRNA に対応した tRNA 遺伝子の転写制御を担うとは考えられない。多くの tRNA はゲノム上
の多数の同義遺伝子から供給されるが、同じ isoacceptor tRNA に対する同義遺伝子でも、遺伝
子座によって転写状態が異なる例が見つかってきた[5]。我々も、出芽酵母ゲノム上に 6 座位存
在し、配列が全く同一の tRNA-TrpCCA 遺伝子の多重欠失株解析を通じ、同義遺伝子間に機能差
のあることを明らかにした[6]。しかし、このことは、tRNA 遺伝子のプロモーターが tRNA の
コード領域内にあり、tRNA 遺伝子の周辺領域がヌクレオソームフリーであること、即ち、同義
tRNA遺伝子間でプロモーター近傍のDNA配列やクロマチン状態にあまり差違が無いことと一
見矛盾する。今まで同義 tRNA 遺伝子が個別に制御されること自身が想定されておらず、tRNA
遺伝子座毎の機能・転写の違いといった「個性」がどう実現されているかは、解析されてこなか
った。 
 
２．研究の目的 
 今まで真核生物では、RNA polymerase II で転写される mRNA 遺伝子等に関しては、転写制
御の研究が盛んに行われてきた。事実、タンパク質をコードする個別遺伝子の転写制御に関わる
転写因子や cis 配列の種類は、真核生物の体制の複雑化に伴って顕著に増加する。他方、多数の
同義遺伝子からの並行した転写によってそのプールが形成される tRNA に関しては、コドンバ
イアスに応じた isoacceptor tRNA の組成は、各 tRNA をコードする同義遺伝子の数で決まると
漠然と考えられていた。近年、Pol III のサブユニットの ChIP 解析や、同義遺伝子の系統的欠
失解析から、遺伝子座毎に機能性に違いがある例が明らかとなってきた [1,2,6]。しかし、同義
tRNA 遺伝子の転写の個性がどのような機構で成り立っているのか、さらには、内的外的条件に
応じて isoacceptor tRNA の組成を変化させる際、その制御はどのような機構の下で行われるの
かは、非コード RNA のトランスクリプトーム形成機構の理解における未踏の新大陸と言って良
い。こうした研究が難しかったもう一つの理由は、前述のように tRNA が多数の同義遺伝子か
ら供給されるため、ゲノム上の多数の遺伝子座を同時に操作しないと、in vivo での解析系が構
築できないことである。相同組換えでかなり自由に染色体が編集できる出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae においてさえ、tRNA 遺伝子自身の分子遺伝学的研究は労力の必要
な研究として敬遠されてきた。 
 そこで本計画では、同義 tRNA 遺伝子の個別の転写制御という新概念の検証を目指した。具
体的には出芽酵母を用いて、tRNA-LeuCAA等の多数の同義遺伝子より転写される tRNA を対象
にした個別遺伝子の転写状況のモニタ系を構築し、isoacceptor tRNA の必要量維持に対する
個々の遺伝子座の関与を明らかにする実験系の確立を目指した。その上で、培養環境で tRNA の
組成が変化する条件を見つけ出し、そうした isoacceptor tRNA の必要量の変化に伴って個別の
遺伝子座での転写が制御されるのかを検討した。他方、6 つの同義遺伝子から転写される tRNA-
TrpCCA を材料に、網羅的な同義遺伝子欠失シリーズを構築、tRNA の最低限の必要量と、各遺
伝子座の tRNA 発現量に対する寄与を持つ持った。加えて、tRNA の絶対定量法を新規に開発
し、こうした解析において必要となる各生育環境における正確な「tRNA レパートリー」を計測、
個々の tRNA 遺伝子の発現制御の総体の解析を行った。 
 我々のグループは、tRNA 遺伝子に見られるイントロンの生理的役割を解析するため、特定の
isoacceptor tRNA に対するゲノム上の全ての同義遺伝子を逐次的にイントロン欠失型に変える
といるプロジェクトを進めてきた。実際、出芽酵母においてイントロンを持った前駆体として転
写される全 10 種類の isoacceptor tRNA について、各々全ての同義遺伝子のイントロンを欠失
した酵母株セットの構築を進めるなど、多数の同義遺伝子をシステマティックに扱うノウハウ
を持っている[6, 7]。こうした経験を強みに、tRNA 遺伝子の個別転写制御という、今まで想定
されていなかった概念の検証を目指した。 
 
３．研究の方法 
3.1 tRNA の絶対定量法 
 我々は、tRNA の 3'末端に近い部分の配列多様性を利用し、個々の isoacceptor 毎に tRNA の絶
対量を定量出来る手法（Oligonucleotide-directed Three prime Terminal Extension of RNA：OTTER）



を開発した。この手法では、tRNA の 3'-末端と相補対を形成し、かつ、その 5'側に 5 塩基の 1 本
鎖部分を形成する oligo DNA probe を用い、tRNA を RNA primer、oligo DNA の 5'-突出末端を鋳
型として Klenow enzyme による tRNA の伸長反応を行った。この際、鋳型 1 本鎖部分には 1 カ所
のアデノシン以外全てチミジンの oligo DNA probe を用い、dATP と tetramethylrhodamine-dUTP
（TMR-dUTP）の存在下で伸長反応を行うことで、各 isoacceptor tRNA 特異的に 1 分子の TMR
を取り込ませた。反応後に urea-PAGE で展開、蛍光スキャナーでシグナルを読むことで、蛍光強
度から tRNA の絶対量を測定した。なお、tRNA の修飾や高次構造の安定性の違いによって tRNA
と probe との相補対形成効率は変化する。そこで、反応産物を Northern blotting で解析すること
で伸張効率を求め、真の tRNA 量を計算する際の補正に用いた。 
 
3-2 tRNA の転写状況の解析 
 各 tRNA 遺伝子の転写状態を個別に見積もる系を検討した。mRNA の網羅的転写解析では、
一般に当該遺伝子座の RNA polymerase II の占有状態で転写の強さを見積もるが、そもそも Pol 
III の占有率が高い tRNA 遺伝子の場合、これを補う手法が必要となる。酵母では一つの
isoacceptor に属す tRNA の配列はほぼ単一である。しかし、イントロンを含む tRNA 遺伝子の
中には、同義遺伝子座間でイントロン配列の異なるものがある。例えば、tRNA-LeuCAA をコー
ドする全 10 個の同義遺伝子のうち、tL(CCA)A、tL(CCA)D、tL(CCA)G1、tL(CCA)L の 4 遺伝
子のイントロン配列はそれぞれがユニークなので、スプライシング前の前駆体 tRNA の qRT-
PCR によって個別の tRNA 遺伝子の発現状態を予想出来ると考えられる。なお、多くの tRNA
は逆転写を阻害する修飾箇所を含むため、primer ligation によって tRNA 全長の配列を逆転写
するのでは無く、イントロン部分を含む領域のみを逆転写する遺伝子特異的 primer セットで逆
転写を行い、限られた RNA 群内での目的 tRNA の転写量推定を行った。 
 これと並行して、各 tRNA-LeuCAA遺伝子座の Pol III の占有状態は、Pol III の活性中心サブユ
ニット Rpc160 に FLAG タグを導入した株を用いた ChIP-qPCR により検討した。 
 
3-3 tRNA-TrpCCA 遺伝子欠失シリーズの構築 
 当研究室では出芽酵母のゲノム上に 6 つある tRNA-TrpCCA 同義遺伝子（tW(CCA)G1、
tW(CCA)G2、tW(CCA)J、tW(CCA)K、tW(CCA)M、tW(CCA)P）全てをそれぞれ別のマーカー
遺伝子との置換で破壊し、その致死性をプラスミド上の野生型遺伝子（tW(CCA)K）で相補した
株を構築している[6]。この株と野生株の間のヘテロ二倍体を構築し、この二倍体株を用いたラ
ンダム胞子解析によって、全ての組み合わせである計 64 通りをカバーする網羅的な同義遺伝子
欠失変異シリーズを構築した。この際、一倍体の選択には劣性薬剤耐性マーカー（野生型遺伝子
とヘテロになると薬剤耐性が失われ、一倍体でのみその表現型である薬剤耐性が現れる）として
canavanine 耐性を示す can1∆と thialysine 耐性を示す lyp1∆を利用し、両者に同時に耐性とな
ることを一倍体の指標とした。得られた一倍体株は、tW(CCA)K 遺伝子と URA3 マーカー遺伝
子を持つ多コピープラスミドを有しているので、この株を ura3 変異株のみ生育可能となる 5'-
fluoroorotic acid（5'-FOA）を含む培地で選択することで、どの組み合わせの tRNA-TrpCCA遺伝
子が残っている時に酵母が生育可能かを判断した。 
 
3-4 tRNA-TrpCCA 遺伝子の残数が 2 である全ての株での tRNA 発現量比較 
 tRNA-TrpCCA 遺伝子の残数が 2 である組み合わせは 6C2 = 15 種類存在する。これら及び野生
型の酵母株から全 RNA を調製し、Northern blotting によって tRNA-TrpCCA 量を定量した。こ
の際、遺伝的に影響を受けないはずの異なる tRNA（tRNA-LeuCAA）の量を内部標準として用い
た。 
 
４．研究成果 
4-1 培地炭素源の変化に伴う tRNA レパートリーの変化–新規 tRNA 定量法 OTTER を用いた
解析 
 我々は、tRNA の 3'末端に近い部分の配列多様性を利用して、個々の isoacceptor 毎に tRNA
の絶対量を定量出来る手法 – OTTER 法 –を開発し、これを用いていくつかの生理的条件下で
の培養した出芽酵母の isoacceptor tRNA の絶対量を比較・検討した。この中で、我々は１）標
準的な出芽酵母の富栄養発酵培地である YPD（炭素源はグルコース）で対数増殖期まで生育さ
せた酵母における tRNA 量は、0.030〜0.73 pmol/µg RNA と見積もられ、最も少ない tRNA-
LeuGAGと tRNA-AspGUC で 24 倍の違いがあった。また、各 isoacceptor tRNA においてその同
義遺伝子が tRNA 現存量に対して全て同等に寄与すると仮定した場合、1 遺伝子あたりの発現
寄与は最低で 0.016 pmol/µg RNA/gene（tRNA-CysGCA）、最高で 0.080 pmol/µg RNA/gene
（tRNA-ThrCGU）と 5 倍の違いがあることが判った。 
 次に異なる生理条件下での tRNA 量を比較したところ、対数増殖期の酵母と定常期の酵母で
は、平均して定常期の方が約 2.7 倍の tRNA を含むこと、また、増え方も isoacceptor tRNA 間
で 1.6 倍（tRNA-ArgCCG）〜3.8 倍（tRNA-GlyCCC）の開きがあることが判った。他方、発酵培
地（YPD）と呼吸培地（YPGly：炭素源はグリセロール）で tRNA レパートリーには変化があ
り、YPD に比べて tRNA-AspGUC は約 42%に減少するのに対して、tRNA-TrpCCA は 183%に増
加していた。ここで取り上げた 2 つの tRNA は何れも、1 種の isoacceptor で 1 つのアミノ酸の



コドンを全てまかなうものである（Trp に関しては元々コドンが 1 種のみ）。面白いことに、同
じアミノ酸の異なる isoacceptor tRNA 間でも違いがあり、tRNA-Leu の場合、全体では YPD
中で 0.82 pmol/µg RNA から YPGly では 0.69 pmol/µg RNA へと 16%減少するのに対して、4
つある isoacceptor のうちのマイナーコドンに対応する tRNA-LeuGAGのみ 0.030 pmol/µg RNA
から 0.059 pmol/µg RNA へと約 2 倍の増加を見せている。このように、酵母の tRNA は、生理
的な条件下でも、isoacceptor レベルで数倍の幅で現存量の調節が行われ、とりわけ、tRNA-Leu
などでは同じアミノ酸に対するコドン読み取りやすさが制御されている可能性が明らかとなっ
た。 
 以上のように、isoacceptor レベルでは、tRNA の発現制御は生理的培養条件下では数倍程度
であり、おそらく個別遺伝子における発現制御もこれを大きく逸脱しない変化幅での制御が主
であると予想される。従って、以下の解析において、検出すべき転写に関わる測定値の変化幅が
この程度であることを考慮して解析を進める必要があると結論づけた。 
 
4-2 各 tRNA 遺伝子の発現状態の検討 
 本研究では、10個の同義遺伝子にコードされる tRNA-LeuCAAの遺伝子（tL(CAA)A、tL(CAA)C、
tL(CAA)D、tL(CAA)G1、tL(CAA)G2、tL(CAA)G3、tL(CAA)K、tL(CAA)L、tL(CAA)M、
tL(CAA)N）に着目して、各々の転写状態の比較を行った。なお、我々が用いた出芽酵母親株
（BY418）の系統は、そもそも tL(CAA)C 遺伝子を含む染色体領域に欠失を持つ株であり、
tL(CAA)C 以外の遺伝子座のみについて検討を加えた。これら 9 遺伝子座のイントロン配列を比
較すると、tL(CAA)A、tL(CAA)D、tL(CAA)G1、tL(CAA)L の 4 遺伝子座のイントロン配列は
その他の遺伝子座のものに加え、この 4 者間相互にも異なる SNP を含んでいる。これを利用し
て上記 4 者のイントロンを含んだ前駆体 tRNA 特異的に増幅できると予想される PCR primer
をデザインした。また、上記遺伝子座以外の 6 遺伝子座由来の前駆体 tRNA を増幅できる PCR 
primer もデザインした。なお、上記 4 者の遺伝子座の単独欠失株をコントロールとした検討か
ら、tL(CAA)G1 に対するプライマーは他の前駆体 tRNA-LeuCAA との交叉相補対形成が無視で
きなかったため、解析対象から除外した。tL(CAA)A、tL(CAA)D、tL(CAA)L の 3 者に対する
primer set を用いた半定量 PCR によって、培地中の炭素源変化に伴う tRNA の転写状態変化を
検討した。面白いことに、炭素源を発酵を促すグルコースから呼吸での生育が必要となるグリセ
ロールに変更すると tRNA-LeuCAA の現存量は 0.39 pmol/µg RNA から 0.28 pmol/µg RNA へと
約 30%減少する。これと呼応するように、tL(CAA)A、tL(CAA)D、tL(CAA)L 以外の tRNA-
LeuCAA遺伝子座から発現する前駆体 tRNA 量はおよそ 50%減少した。ところが、上記 3 者の前
駆体 tRNA の量はそれぞれ約 72%、約 88%、約 78%とより大きく減少しており、特定の遺伝子
座の転写状態が他の遺伝子座のそれより環境要因に対してより敏感に応答することが示された。
なお、発酵培地中での RNA Pol III の活性サブユニット Rpc160 の各 tRNA-LeuCAA 遺伝子座の
占有状態を ChIP-qPCR で比較したところ、tL(CAA)G2 遺伝子座と tL(CAA)M 遺伝子座の占有
率が他に比べて多少高いものの、その他の遺伝子座における Rpc160 の占有状態に大きな違いは
見られなかった。 
 
tRNA-TrpCCA 遺伝子欠失シリーズの構築 
 出芽酵母のゲノム上に 6 つある tRNA-TrpCCA 同義遺伝子（tW(CCA)G1、tW(CCA)G2、
tW(CCA)J、tW(CCA)K、tW(CCA)M、tW(CCA)P）全てをそれぞれ別々のマーカー遺伝子との
置換で破壊し、その致死性をプラスミド上の野生型遺伝子（tW(CCA)K）で相補した株を利用し
たランダム胞子解析で、全ての組み合わせである計 64 通りをカバーする同義遺伝子数減少変異
シリーズを構築した。「3. 研究の方法」で示した様に、得られた一倍体株は、染色体上の tRNA-
TrpCCA 遺伝子の欠失による生育悪化の可能性を、URA3 マーカーを持つ多コピープラスミドに
載せた tW(CCA)K 遺伝子で相補しているので、染色体上の全 tRNA-TrpCCA遺伝子が欠失した株
もほぼ問題無く生育した。これらを野生型 tW(CCA)K 遺伝子の載ったプラスミドが欠失して
ura3となった株を特異的に選択できる 5'-FOA培地に展開して、生育が可能か検討したところ、
株の残存遺伝子数が 2 以上の場合、野生株に近い生育を示した。もちろん、以前報告したとおり
6 同義遺伝子すべてを欠失した株は生育できなかったが[6]、残りが 1 遺伝子である株（5 重欠失
株）は全て非常に生育が悪かった。しかし、その生育には遺伝子座毎に違いがあり、tW(CCA)G1
あるいは tW(CCA)G1 のみを持つ株の生育が最も良く、ついで tW(CCA)K あるいは tW(CCA)P
のみを持つ株はある程度のコロニーが形成できたが、tW(CCA)J あるいは tW(CCA)M のみを持
つ株は、以前の四分子分析による報告通り[6]極めて生育が悪かった。 
 相対的には生育の良い tW(CCA)G1 あるいは tW(CCA)G2 のみを持つ株を含めてこれらの全
ての株の生育状態は詳細な解析に用いるのは難しかったため、染色体上の残存 tRNA-TrpCCA 遺
伝子が 2 である計 15 種類の 4 重欠失株に着目した。これらを全て比較することで、生育や tRNA
産生に対する個別の同義遺伝子の寄与に関する情報が得られると期待して解析を進めた。富栄
養発酵液体培地（YPD）中での対数増殖期におけるこれら 15 株の分裂時間を生育曲線より計算
したところ 124〜137 min で、かなり野生株（125 min）に近い生育速度を示した。また、特定
の 1 遺伝子座が残存している 5 種の 4 重欠失株の分裂時間の平均を比較しても 129 ± 4 min〜
135 ± 3 min で、特定の遺伝子座の残存で他より有意に分裂時間の平均値が変化するような結果
は得られ無かった。 



 これら 15 種の 4 重欠失株中の tRNA-TrpCCAの野生株に対する相対量を Northern blotting で
比較したところ、0.29 ± 0.04〜0.39 ± 0.11 の範囲にあり、その平均は 0.36 ± 0.03 であった。ま
た、特定の 1 遺伝子座が残存している 5 種の 4 重欠失株の平均も、0.33 ± 0.04〜0.37 ± 0.06 と
大きな際は認められなかった。これらの値はほぼ遺伝子数が野生型の 6 遺伝子から 2 遺伝子に
減った比率（0.33）に対応しており、tRNA-TrpCCA に関しては各同義遺伝子の tRNA 量に対す
る寄与はほぼ同じだと判断された。 
 こうしたことを総合すると、残存遺伝子数が 1 の場合の生育の差は、各遺伝子座から供給さ
れる tRNA-TrpCCA の量に依存するものではない可能性が高い。tRNA-TrpCCA の遺伝子は、イン
トロンを含んでいるが、6 つの同義遺伝子間では、イントロンとおよび最終的に tRNA 分子に組
み込まれる部分の配列は全く同じであり、転写領域内にプロモーターを持つ tRNA 遺伝子の特
徴を考えると、6 者の間で発現に違いが無いことと対応するものと思われる。また、tRNA-TrpCAA
については、生育に大きな影響がない 4 重欠失変異までは、遺伝子数相応の tRNA が発現して
おり、野生型レベルまで不足分を補おうとする発現補正のような現象は起きないことも判った。
しかし、これが更に生育に影響を及ぼすほど低下したときに、残りの遺伝子において転写の亢進
が起きる可能性は別途解析する必要がある。また、野生株の 1/3 まで tRNA-TrpCCA が減って
お増殖が盛んな状態を維持できる（＝必要な翻訳レベルを維持できる）ことは驚きであり、何故、
最低限必要量の 3 倍もの tRNA を供給できる遺伝子数が維持できるのかには興味が持たれる。 
 では、前述の 5 重欠失変異の生育の違いは何によるのだろうか？tRNA 量の違いでないとす
れば、tRNA-TrpCCA の遺伝子がその座位から失われたことによって（あるいは、遺伝子組換えを
確認する選択マーカー遺伝子に置き換わったことによって）、周囲のクロマチン環境、ひいては
近傍の遺伝子の発現に影響した結果の積算である可能性がある。しかし 6 つの tRNA-TrpCCA 遺
伝子の直近には必須遺伝子はなく、1 kb 以上離れるか、別の転写ユニットを挟まないと必須遺
伝子が現れないことから、具体的にクロマチン構造にがどう変化し、どの近隣遺伝子の発現が影
響されたかについて今後解析を進める必要がある。ただし、先に述べたように 5 重欠失変異の
生育は非常に悪いので、これらを用いた解析は必ずしも現実的でないのが難点である。 
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