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研究成果の概要（和文）： 

 tRNAの 3’プロセシングに関与するtRNaseZは、大腸菌において、他種のtRNase Zと異なり、
成熟 tRNA の 3’末端 CCA 配列を分解した。また、大腸菌 tRNase ZS は、アミノアシル tRNA の 3’
末端を切断し、その切断により生育を制御している可能性も考えられた。ドメイン構造が大腸
菌と異なる酵母 tRNase ZL は、成熟 tRNA を基質とせず、前駆体 tRNA をディスクリミネーター
塩基で切断した。ドメイン構造の違いが、基質認識及び切断に関与するかもしれない。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In most organisms, tRNase Z is thought to be essential for 3′ processing of tRNA 
molecules. The Escherichia coli tRNase ZS gene, however, appears to be dispensable under 
normal growth conditions. Here we intensively examined various (pre-)tRNAs for good 
substrates of E. coli tRNase ZS in vitro, and found that the enzyme can nibble off the 
3′ terminal CCA residues from mature tRNAs. Furthermore, we discovered that E. coli 
tRNase ZS, when sufficiently expressed in the cell, shuts down growth by removing amino 
acids from aminoacyl-tRNAs. The current data suggest that tRNase ZS may help modulate 
a cell growth rate by repressing translation under some stressful conditions. We also 
examined 3′ processing activity of recombinant yeast tRNase ZL against various yeast 
pre-tRNAs in vitro. The recombinant yeast tRNase ZL was able to cleavage yeast pre-tRNAs 
efficiently after the discriminator nucleotide. Taken together, we speculate the 
difference of tRNase Z domain structure between E. coli and yeast might lead to the 
specificity of substrate recognition and cleavage site. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 tRNA 分子は翻訳において mRNA と蛋白質を
繋ぐアダプター分子として中心的な役割を
担っている。一般的に tRNA は 5’と 3’端に
伸長配列を持つ長い RNA として転写される。
前駆体 tRNA の 5’伸長配列の除去の反応は、
真核生物、古細菌、真正細菌で共通であり、
endoribonuclease の RNase P によって行わ
れるが、前駆体tRNAの3’端プロセシングは、
真核生物、古細菌、真正細菌の間で、さらに
は生物種によって異なることが多いため不
明な点が多い。tRNase Zは真核生物、古細菌、
一部の真正細菌において tRNA の 3’端プロセ
シングに関与する endoribonuclease で、前
駆体 tRNA の 3’伸長配列を discriminator 塩
基で切断する酵素である。tRNase Z は大きさ
により tRNase ZL(800-900 アミノ酸)と
tRNase ZS(280-360 アミノ酸)に分けられ、
tRNase ZL は真核生物のみに存在し、tRNase 
ZS は真正細菌、古細菌、ヒト、植物に存在す
る。tRNase Z をコードする遺伝子が 2002 年
に初めて取得されてから、様々な生物種の
tRNase Z 活性が in vitro で証明されたが、
in vivo 解析はほとんど行われておらず、
tRNase Z の生理学的意義、機能を正確に把握
するためには in vivo 解析も必須課題である。
現在まで、我々は大腸菌以外の真正細菌及び
古細菌の 3’端プロセシングについて研究を
重ね、原核生物の tRNase ZS が前駆体 tRNA
の 3’端プロセシングを行うことを明らかに
してきた。Bacillus subtilis などの tRNase 
SZ は真核生物の tRNase ZL と同様に、CCA 配
列を持たない前駆体 tRNA を discriminator
の直後で切断したが、Thermotoga maritima
の tRNase ZS は例外的に CCA 配列を持つ前駆
体 tRNA を CCA 配列の直後で切断した。また、
現在まで我々を含めた３つのグループが B. 
subtilis, T. maritime, Escherichia coli
それぞれの tRNase ZS の結晶構造を明らかに
している。B. subtilis, E. coli tRNase ZS
の結晶構造は非常によく似ているが、in 
vitro 前駆体 tRNA 切断活性は B. subtilis 
tRNase ZS が非常に高いにもかかわらず、 E. 
coli tRNase ZS はほとんど前駆体 tRNA を切
断しない。また、B. subtilis で tRNase ZS
は生育に必須であるにも関わらず、 E. coli
の tRNase ZS は生育に必須ではない。すなわ
ち、E. coli tRNase ZS はどのような基質を
切断することができるのか、さらには細胞内
ではどのような働きをしているかは不明な
まま残されている。また、真核生物特有の
tRNase ZL は生育に必須な遺伝子であること
もあり、細胞内の tRNase ZL の解析はアメリ
カのグループによるショウジョウバエの解
析のみだけである。我々は、2003 年にいち早

く、真核生物のモデル微生物である酵母
Saccharomyces cerevisiae の tRNase ZL をク
ローニングし、in vitro における前駆体 tRNA
切断活性を検出することに成功しているこ
ともあり、さらに細胞内における tRNase ZL
の解析を通して tRNase ZL の生理学的意義を
明らかにすることができると考えている。 
 

２．研究の目的 

 

 本研究では、まず、真核生物特有のtRNase ZL
とその性質が異なることが予想され、遺伝子
工学的研究の重要なモデル微生物大腸菌の
tRNase ZS を in vitro, in vivo における解
析により細胞内における機能を明らかにす
る。また、真核生物である酵母の tRNase ZL
の C 末側半分は tRNase ZS 全体と高い相同性
を持つが、N 末側半分は tRNase ZS に相当す
る部分はなく、tRNase ZL に特徴的な部分で
ある。真核生物のモデル微生物酵母tRNase ZL
の tRNase ZL の N 末側半分のドメインの役割
及び tRNase ZS の性質との違いに注目し、
tRNase ZL の機能を明確化する。 
 

３．研究の方法 

 
(1) 大腸菌 tRNase ZS の細胞内における機能
解析 
①大腸菌 tRNase ZS の発現及び精製 
 大腸菌発現用プラスミド pQE80L (QIAGEN)
のクローニングサイトに大腸菌 tRNase ZS を
コードする遺伝子 elaC を PCR で増幅後、導
入し pQE/elaC(HIS)を構築した。大腸菌 DH5
αに pQE/elaC(HIS)を形質転換した株を培養
し、IPTG により elaC を発現誘導させ、ELAC
を大量に細胞内に生産させた。その ELAC に
付加されている His-tag を利用して、アフィ
ニティーカラム(nickel-agarose beads)で精
製を行った。 
②大腸菌 tRNase ZS の基質となる各種 tRNA
の作製 
 基質の tRNA 及び前駆体 tRNA の作製は、化
学合成 RNA を鋳型にして T7 RNA polymerase
による in vitro 転写で作製した。これらの
tRNAの 5’末端側をフルオレセイン蛍光ラベ
ルし、ゲル精製を行い、基質調製を行った。 
③大腸菌 tRNase ZS の in vitro RNA 切断ア
ッセイ 
 大腸菌 tRNase ZS と蛍光ラベルした tRNA
を反応させ、切断活性を調べた。0.2 pmol 基
質 tRNA と大腸菌 tRNase ZS(10 pmol)を反応
溶液(10 mM Tris-HCl(pH 7.5), 1.5 mM DTT, 
25 mM NaCl, 5 mM MgCl2)に加え、50 oC で 10 
min 反応を行った。切断部位は、8M 尿素-10%
ポリアクリルアミドシークエンスゲルを用
い、端に RNA アルカリ分解ラダーをサンプル



 

 

と同時に流し、5’側切断断片の長さを測定
することにより決定した。 
④RNA の回収 
 大腸菌からの totalRNA の回収は、RNeasy 
kit (QIAGEN)を用いて行った。また、アミノ
アシルtRNAの回収は、集菌した菌体をbuffer 
(0.3 M CH3COONa (pH 4.5), 10 mM EDTA)で懸
濁し、同じ buffer で平衡化されたフェノー
ルを用いて、totalRNA を抽出した。その後、
エタノール沈殿によりアミノアシル tRNA を
調製した。 
⑤ノーザン解析 
 非アミノアシル化 tRNAの分析においては、
低分子画分の RNA 解析用の 8M 尿素-15%ポリ
アクリルアミドゲルで tRNA を分離し、Hybond 
N+ membrane (GE Healthcare)に転写後、FITC
ラベルされたそれぞれのtRNAに相補的なDNA
をハイブリダイズさせ、CDP-star detection 
sysytem (GE Healthcare)により、検出を行
った。 
 アミノアシル tRNA と非アミノアシル tRNA
を含む画分の分析においては、8M 酸尿素-15%
ポリアクリルアミドシーケンスゲルを用い
て分離した。その後の転写及び検出は、上記
システムと同じであった。 
 tRNase ZS mRNA の分析においては、
totalRNA を 1%ホルムアルデヒドアガロース
ゲルで分離し、Hybond N+ membrane (GE 
Healthcare)に転写後、DIG ラベルされた
tRNase ZS に相補的な DNA をハイブリダイズ
させ、DIG system (Roche Applied Science)
を利用して、検出した。 
⑥ウエスタン解析 
 Buffer (50 mM Tris-HCl (pH6.8), 2% SDS, 
10% glycerol, 100 mM DTT)で溶解した細胞
抽出液を 12%SDS ポリアクリルアミドゲルで
分離し、Hybond ECL membrane(GE Healthcare)
に転写後、抗 His-tag 抗体を用いて、大腸菌
tRNase ZS の検出を行った。 
 
(2) 酵母 tRNase ZL の細胞内における機能解
析 
①酵母 tRNase ZL の発現及び精製 
 大腸菌発現用プラスミド pGEX-6P-1(GE 
Healthcare)のクローニングサイトに酵母
tRNase ZL をコードする遺伝子 TRZ1 を PCR で
増幅後、導入し、pGEX-6P-1/TRZ1 を構築した。
大腸菌DH5αにpGEX-6P-1/TRZ1を形質転換し
た株を培養し、IPTG により TRZ1 を発現誘導
させ、Trz1p を大量に細胞内に生産させた。
その Trz1p に付加されている GST を利用して
アフィニティーカラム（Glutatione 
Sepharase 4B）に結合させた後、Prescission 
protease を一晩作用させ、GST-tag を除去し
て、精製を行った。 
②酵母 tRNase ZL の基質となる各種 tRNA の
作製 

 基質の前駆体 tRNA の作製は、化学合成 RNA
を鋳型にし、[α-32P]UTP 存在下で、T7 RNA 
polymerase による in vitro 転写で作製した。
転写された前駆体 tRNA は、ゲル精製を行っ
た。 
③酵母 tRNase ZL の in vitro RNA 切断アッ
セイ 
 大腸菌の場合と同様に行った。 
④RNA シーケンシング 
 非ラベル前駆体 tRNA を酵母 tRNase ZL で
反応させたサンプルをフェノール/クロロホ
ルム抽出により、RNA 画分を抽出した。抽出
した RNA の 3’末端を[5’-32P]pCp と T4 RNA 
ligase で標識した。標識したサンプルを
chemical RNAシーケンシング法で解析するこ
とにより、切断部位の同定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌 tRNase ZS の細胞内における機能
解析 
①大腸菌 tRNase ZS は、成熟 tRNA の 3’末端
CCA 配列を少しずつ除去する 
 
 大腸菌由来の前駆体tRNAが、大腸菌tRNase 
ZS の直接の基質となるかどうかについて、大
腸菌前駆体 tRNAPhe, 前駆体 tRNAArg を利用し
て、大腸菌 tRNase ZS の in vitro 切断活性
を調べた。その結果、大腸菌前駆体 tRNAPhe, 
前駆体 tRNAArgは、大腸菌 tRNase ZS の直接の
基質であり、その切断効率は、前駆体 tRNA
の 3’トレーラーの長さが短ければ短いほど
上昇した（図１）。さらに、3’末端が CCA で

終わっている tRNA F-L7T3, R-L7T3 に対して
大腸菌 tRNase ZS を作用させたところ、驚く
ことに3’末端CCA配列が除去された（図１）。
次にこの 3’末端 CCA 配列が、その切断効率
に必要かどうかについて、3’末端 CCA 配列
が異なる変異型 tRNA を作製して調べたとこ
ろ、この CCA 配列は、その切断効率に必須で
はないことが明らかとなった。さらに 5’リ
ーダー配列のない成熟 tRNA に大腸菌 tRNase 
ZS を作用させたところ、大腸菌 tRNase ZS は、
成熟tRNAの 3’末端CCA配列を少しずつ除去
することが明らかとなった（図２）。 



 

 

 
 
②tRNA プロセシングにおける tRNase ZS の関
与 
 
 細胞内において tRNase ZS が、成熟 tRNA
の 3’末端配列 CCA を除去しているのなら、
tRNase ZS 欠失株においては成熟 tRNA が増加
することが予想された。そこで tRNase ZS 欠
失株を作製し、野生株と成熟 tRNA の発現レ
ベルをノーザン解析により調べた。その結果、
野生株と tRNase ZS 欠失株の間で顕著な成熟
tRNA の発現レベルの差は見られなかった。野
生株において、tRNase ZS の発現がウエスタ
ン解析で検出できなかったことから、一般的
な生理条件下における tRNase ZS の細胞内発
現が非常に少なかったため、tRNA プロセシン
グに効果が見られなかったと推測される。 
 
③tRNase ZS 過剰発現大腸菌は、成熟 tRNA の
CCA 末端を除去することにより、生育阻害を
起こす 
 
 大腸菌 tRNase ZS が細胞内で過剰に発現す
ると何が起こるかを調べるため、IPTG 誘導型
遺伝子発現システムを利用して、大腸菌
tRNase ZS の誘導発現を行った。その結果、
大腸菌 tRNase ZS が細胞内で過剰に誘導発現
すると、その大腸菌の生育は、ほとんど停止

した。これは、細胞内で過剰発現した tRNase 
ZS が、成熟 tRNA の 3’末端 CCA 配列を除去
し、成熟 tRNA のレベルが減少したことが推
測された。そこで発現誘導後の株について、
５種類の tRNA 種のレベルをノーザン解析し
た結果、調べた全ての種の tRNA の 3’末端は
欠けていた（図３）。その 3’CCA 末端の除去
程度及びタイプは、それぞれの tRNA 種ごと
に異なっていた（図３）。これらの結果は、
大腸菌 tRNase ZS が成熟 tRNA の CCA 末端を
除去することにより、成熟 tRNA のレベルが
減少し、生育を停止させたことを示唆してい
る。 
 
 
④大腸菌 tRNase ZS は、アミノアシル tRNA
からアミノ酸を除去する。 
 
 対数増殖期の大腸菌細胞内の成熟 tRNA は
のほとんどは、アミノアシル化され、アミノ
アシル tRNA として細胞内に存在している。
すなわち、tRNase ZS は、アミノアシル tRNA
の 3’末端 CCA 配列を除去することにより、
アミノ酸をアミノアシル tRNA から除去して
いる可能性が考えられた。そこで大腸菌
tRNase ZS を過剰発現させた株におけるアミ
ノアシル tRNA 及び tRNA のノーザン解析を行
った結果、3’CCA 末端が短くなり、アミノ酸
が除去された tRNA が検出された。また、ア
ミノアシル tRNA を作製し、大腸菌 tRNase ZS
を作用させたところ、細胞内の場合と同様に
3’CCA 末端が短くなり、アミノ酸が除去され
た tRNA が検出された。すなわち、大腸菌
tRNase ZS は、アミノアシル tRNA の 3’末端
CCA 配列を切断することにより、アミノ酸を
除去することが可能であることが分かった。 
 アミノアシル tRNA 及び成熟 tRNA を切断す
るために十分量まで tRNase ZS の発現が上昇
する条件を見つけようとして、様々な抗生物
質添加後の tRNase ZS の mRNA レベルを解析
した結果、蛋白質合成阻害剤のカスガマイシ
ンとクロラムフェニコール添加後に mRNA レ
ベルの上昇が見られたが、tRNase ZS の蛋白
質量の増加は見られなかった。栄養飢餓や温
度、pH、浸透圧、UV などのストレスなどの何
かの条件下で十分量の tRNase ZS の発現が誘
導され、アミノアシル tRNA からアミノ酸を
除去して、生育を調整する可能性があるかも
しれない。 
 
(2) 酵母 tRNase ZL の細胞内における機能解
析 
 大腸菌の場合と同様に、酵母由来の前駆体
tRNA が、酵母 tRNase ZL の直接の基質となる
かどうかについて、酵母前駆体 tRNAPhe, 前駆
体 tRNAser,前駆体 tRNALeu, 前駆体 tRNATrp, 前
駆体 tRNAProを利用して、酵母 tRNase ZL の



 

 

in vitro 切断活性を調べた。その結果、どの
種の前駆体 tRNA に対しても酵母 tRNase ZL
は切断活性を持ち、discriminator 塩基で切
断した。また、成熟 tRNA は基質としなかっ
た。 
 大腸菌の tRNase ZS は、成熟 tRNA を基質
として認識し、その切断様式からエンドヌク
レアーゼ活性のみでなく、エキソヌクレアー
ゼ活性を持つことが考えられたが、酵母の
tRNase ZL は、前駆体 tRNA を基質とするが、
成熟 tRNA は基質でなく、さらにその切断様
式からエンドヌクレアーゼ活性のみを持つ
と考えられた。すなわち、酵母 tRNase ZL の
N 末端部分は、認識基質及びその切断部位の
特異性を厳格に行うのに必要な領域でない
かと推測される。 
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