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研究成果の概要（和文）：tRNA の動態に依存した細胞周期停止機構の解明を目的とし、出芽酵

母において、リボヌクレアーゼを用いて tRNA を人工的にノックダウンし、解析を行った。当

初目的とした分子機構の解明には至らなかったが、切断された tRNA が、tRNA スプライシン

グ機構を介して修復される可能性などの有意義な情報が得られた。また、ストレスに応答して

tRNA を切断する RNase である Rny1p の細胞周期停止機構を明らかにするために、Rny1p の

活性化に応答して発現変動する遺伝子を、DNA マイクロアレイにより解析した。 

 
研究成果の概要（英文）：To examine the mechanism of cell cycle regulation depending on 

tRNA status, tRNA knock down was carried out with tRNA-specific RNase, colicin D, in 

Saccharomyces cerevisiae. Furthermore, Rny1p, which is newly revealed to cleave tRNA 

resulting in cell cycle arrest during oxdative stress, was expressed in S. cerevisiae, and 

gene expression profile was comprehensively analyzed by DNA micro array. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 細胞の増殖にはタンパク質合成が不可欠
である。一方で、タンパク合成には莫大なエ
ネルギー消費を伴う。こうしたことから、エ
ネルギーの浪費を防ぐために、細胞は外的環
境に応じて翻訳を調節し、細胞周期制御を行

っている。タンパク合成においては、リボソ
ームと tRNA とが「両輪」としての役割をな
しており、それぞれが制御を受ける。rRNA

に関する制御機構については様々な研究が
なされている。一方、tRNA に関する制御機
構については、ほとんど手をつけられていな
い。この理由のひとつとして、tRNA 遺伝子
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は染色体上に多数点在するため、遺伝子工学
的手法による解析が困難であるためと考え
た。そこで、申請者は tRNA を特異的に切断
するリボヌクレアーゼであるコリシン D を
用い、出芽酵母(Saccharomyces cerevisiae)

において、細胞内の tRNA をノックダウンす
る方法を検討した。コリシン D の C 末端活
性ドメイン（D-CRD: colicin D C-terminal 

Ribonuclease Domain）を細胞内で発現させ
たところ、酵母 tRNAArg の特異的切断が見ら
れ、酵母の生育を生菌的に阻害した。 

 次に、D-CRD を発現させて細胞内 tRNA

をノックダウンし、これに応答して発現変動
する遺伝子を、DNA マイクロアレイ法を用
いて網羅的に解析した。その結果、D-CRD

による tRNA 切断に応答して、非常に限定さ
れた遺伝子群の発現変動が見られ、特に
STE2, AFR1 遺伝子等、細胞内では本来発
現が抑制されるべき a 細胞特異的遺伝子
(asg: a-cell specific gene)の発現上昇が見ら
れた。一方、同様の実験を a 細胞内で行って
も細胞特異的遺伝子 (sg: -cell specific 

gene)の発現上昇は見られなかった。細胞内
での asg の発現は、転写仲介因子（コリプレ
ッサー）である Ssn6p および Tup1p 複合体
により抑制されている。Ssn6p-Tup1p 複合体
はグローバルなコリプレッサーであり、出芽
酵母では、グルコース飢餓や種々のストレス
等、幅広い生命現象に応答して標的遺伝子に
リクルートされ、基本転写因子の機能を「仲
介」することで発現抑制に関与している。以
上から、細胞内 tRNA 量の減尐に応答し、
Ssn6-Tup1が asg抑制複合体から解離した可
能性が高いと判断した。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究の目的は、細胞質 tRNA を人工的に
ノックダウンし、これに伴う細胞周期制御の
分子機構を、出芽酵母をモデルとして網羅的
に解明することである。「１．研究開始当初
の背景」で述べた通り、本研究の前段階とし
て、tRNA の切断が転写仲介因子（コリプレ
ッサー）である Ssn6p および Tup1p の挙動
に影響を与えることが示唆されていた。そこ
で、本研究では、この情報を足がかりに更に
詳細な解析を行うこととした。そこで、細胞
質 tRNA量に依存した細胞周期制御のメカニ
ズムを(1)翻訳制御 (2)細胞周期制御 の二つ
の段階に分け、特に Ssn6p-Tup1p の挙動を
足がかりに、分子レベルで網羅的に解析する
ことを目指した。 

 

３．研究の方法 

 

(1) asg の発現抑制解除の分子機構の解明 

 tRNA 切断による asg の発現抑制解除の分

子機構を、Ssn6p-Tup1p の動態を足がかりに

検討することを試みた。これまでの成果から、

この抑制解除は、Ssn6p-Tup1p が asg 抑制複

合体から解離したことが原因であると考え

られた。そこで、免疫共沈降法により、tRNA

を 切 断 し た 時 と 切 断 し な い 時 と で 、

Ssn6p-Tup1p 複合体と asg 抑制複合体との

間の相互作用に変化が見られるかを比較解

析することを目指し、以下の実験を計画した。

まず、C 末端に Myc タグを付加した Ssn6p

を発現する低コピープラスミドを構築し、

SSN6 遺伝子破壊酵母細胞に導入する。得ら

れた形質転換株において D-CRD の発現誘導

により細胞内 tRNA を切断させた後、タンパ

ク質を抽出する。抗 Myc 抗体を用いて Ssn6p

を免疫沈降させる。得られた沈殿を泳動し、

asg 抑制複合体を構成する因子(MATa2)に対

する抗体を用いてウエスタンブロットを行

う。Ssn6p-Tup1p が解離していれば、MATa2

が共沈しなくなると考えられる。 

 

(2) tRNA 依存的生育停止に関与する遺伝子

の同定 

 tRNA 依存的細胞周期停止を抑制する遺伝
子を、マルチコピー抑制法により同定するこ
とで、細胞周期停止に係わる遺伝子を推定し
た。pAUR101(TaKaRa)に D-CRD 発現カセ
ットを挿入し、出芽酵母に導入することで、
ゲノムに D-CRD 発現カセットをインテグレ
ートさせた。また、D-CRD のインヒビター
である ImmD を、GAL1 プロモーター下で発
現誘導するプラスミドも導入した。作製した
D-CRD 発現株に対して、高コピーYEp13 ベ
クターをベースにした出芽酵母ゲノムライ
ブラリーを導入すると共に、D-CRD を発現
する培地プレートに塗布した。D-CRD によ
る生育阻害が抑制された結果、コロニーを形
成した株をスクリーニングした。得られた株
よりライブラリープラスミドを調製し、挿入
された配列を決定し、更にその抑制機構を解
析した。 

 
(3) Rny1p のストレス応答性 tRNA 切断の意
義の解明 

 本研究の進行中に、出芽酵母において、ス
トレスに応答して tRNAを切断する原因因子
が RNase T2 ファミリーに属する Rny1p で
あり、これにより細胞周期停止を誘導するこ
とが明らかにされた。そこで、この分子機構
の解明を目的とし、Rny1p 過剰発現により発
現変動する遺伝子を、DNA マイクロアレイ
を用いて網羅的にスクリーニングし、解析を
行った。GAL1 プロモーター下で野生型およ
び活性中心変異型 Rny1p を発現するプラス
ミドを作製した。これらプラスミドを導入し



 

 

た出芽酵母において Rny1p を発現させ、1 時
間が経過した段階で 0.4 mM H2O2を添加し
た。その後、1, 3, 11 時間の段階（Rny1p 発
現後からは、2, 4, 12 時間後に相当する）で
集菌し、RNAを調製した。得られたRNAを、
出芽酵母 8X15K アレイ(Agilent)に供した。
RNY1遺伝子を挿入していないベクターをコ
ントロールとし、二色法により、Rny1p 発現
後、0, 2, 4, 12 時間経過時に発現変動した遺
伝子を解析した。 

 
４．研究成果 
 
 当初、tRNA の切断による Ssn6p-Tup1p

の動態変化に注目し、実験を進めることを計
画していたが、Ssn6p-Tup1p の動態変化が明
確に観察出来なかった。そこで、tRNA 切断
による細胞周期停止を抑制する遺伝子をス
クリーニングし、これに基づいて解析を進め
ることを中心に実験した。本来の目的達成に
は至らなかったが、D-CRD により切断され
た tRNA が、tRNA スプライシング機構によ
り再度連結されることが示唆された。スプラ
イシング機構は、決まった部位のみを連結す
るのではなく、柔軟な基質認識を行っている
可能性が考えられた。更には、酵母の tRNA

スプライシングが、スプライシング後の
tRNA 断片の連結以外の機能にも関与するこ
とが示唆された。また、本研究の後半であら
たに注目した Rny1p の分子機構について、
アレイ解析を通して、細胞周期制御に関わる
有用な情報が得られた。 

 

(1) asg の発現抑制解除の分子機構の解明 

 細胞において、tRNA の切断による a 細
胞特異的遺伝子群(asg)の発現抑制解除の分
子機構解明を目的とし、tRNA 切断の有無で、
Ssn6p-Tup1p 複合体と asg 抑制複合体との
間の相互作用に変化が見られるかを免疫共
沈降法により解析することを試みた。しかし、 

C 末端に Myc タグを付加した Ssn6p では効
率よく免疫沈降出来なかった。現在、タグの
デザインを変更して再度実験を試みている
が、Ssn6p-Tup1p 複合体と asg 抑制複合体と
の相互作用に変化が見られるような結果は
まだ得られていない。また、DNA 損傷にお
けるチェックポイント因子である Mec3p の
遺伝子を破壊すると、tRNA 切断による細胞
周期停止が若干抑制されることが分かった。
酵母キラー因子である zymocin は、tRNAGlu

を特異的に切断するが、DNA 損傷のチェッ
クポイント関連遺伝子の破壊株では、同様に
生育阻害が低下することが報告されている。
DNA 損傷に応答して Ssn6p-Tup1p がリク
ルートされることが分かっていることから、
tRNA 切断が、DNA 修復機構を介して
Ssn6p-Tup1p の動態変化を誘導し、asg の発

現抑制解除を行っている可能性が考えられ
る。 

 

(2) tRNA 依存的生育停止に関与する遺伝子
の同定 

 tRNA 依存的細胞周期停止を抑制する遺伝
子を、マルチコピー抑制法によりスクリーニ
ングした。その結果、tRNAArg 遺伝子、TPT1, 

GAL4, SAN1 が、D-CRD 発現による生育阻
害を抑制することが分かった。D-CRD が出
芽酵母の tRNAArg を切断することから、
tRNAArg遺伝子が得られたことは、細胞内の
ターゲット tRNA を増やすことで、生育阻害
を回避していると考えられた。GAL4 につい
ては、この遺伝子が高コピーで導入されるこ
とで、発現誘導を行っていない ImmD

（D-CRD のインヒビター活性を持つ）遺伝
子発現が活性化されることが分かり、このた
めに D-CRD の活性が阻害されることが原因
であった。Tpt1p は、イントロンを持つ tRNA

がスプライシングされ、ライゲーションされ
た後、2位に残されたリン酸基の除去を触媒
する。D-CRD の切断部位は、tRNA のスプ
ライシング部位の 3側に一塩基だけずれてい
るが、切断後の末端形状は同一である。この
ことから、D-CRD により切断された tRNA

が再度ライゲーションにより修復された結
果、生育が回復する可能性が考えられた。そ
こで、スプライシング後の tRNA 断片を連結
するリガーゼである Trl1p の遺伝子を TPT1
遺伝子と同時に高コピーで導入したところ、
TPT1 遺伝子のみを高発現させた場合に比べ、
更に抑制度が上昇した。現在、切断された
tRNA が実際に連結されているかを調べてい
る。San1p は RING 型ユビキチンリガーゼで
あり、核内移行シグナルを持つ。近年、この
San1p が核内の異常タンパク質の分解を行
うことで、タンパク質の品質管理に関与する
ことが報告された。San1p の核移行シグナル
の欠失およびユビキチンリガーゼの触媒残
基への変異導入により、生育阻害の抑制効果
は消失した。したがって、D-CRD による生
育阻害の抑制には、San1p の核移行、および
ユビキチンリガーゼ活性が必要であること
が分かった。このことから、tRNA 切断によ
り、核内に異常タンパク質が蓄積した結果、
細胞周期が停止するが、これに対して San1p

を高発現させることで、細胞周期停止が解除
される可能性を期待した。しかし、San1p の
高発現により、D-CRD が不安定化すること
が分かった。D-CRD が San1p により直接ユ
ビキチン化された結果、D-CRD の分解が起
こったと考えている。しかし、いずれにして
も、これらは全て tRNA 切断自体を避ける現
象であり、目的としていた生育停止機構の解
明には至らなかった。 

 



 

 

(3) Rny1p のストレス応答性 tRNA 切断の意
義の解明 

 本研究の進行中に、出芽酵母において、ス
トレスに応答して tRNAを切断する原因因子
が、RNase T2 ファミリーに属する Rny1p で
あり、これにより細胞周期停止を誘導するこ
とが明らかにされた。この論文によると、通
常、Rny1p は液胞に局在しているが、H2O2

等のストレスに曝露されることで細胞質に
分泌され、tRNA の切断、細胞周期停止、更
には細胞死を誘導することが示された。この
現象は、ストレスに応答して自身の tRNA を
切断し、細胞周期制御を行う、まさに tRNA

動態に依存した細胞周期制御の一例ではな
いかと考えた。RNase T2 ファミリーに属す
る RNase は、生物に普遍的に存在し、かつ
重要な生理的役割を担っていると考えられ
ているが、機構についてはその大部分が不明
である。そこで、Rny1p による細胞周期制御
の分子機構の解明を目的とし、ストレス条件
下での Rny1p の発現に応答して発現変動す
る遺伝子を、DNA マイクロアレイを用いて
網羅的に解析した。野生型および活性中心変
異型 Rny1p を発現させ、一時間後に H2O2

を作用させることで、発現変動する遺伝子を
調べた。発表された論文では、変異型 Rny1p

も野生型 Rny1p と同様に細胞周期を停止さ
せることから、細胞周期停止には RNase 活
性は必要でないことが主張されたが、今回の
アレイの結果から判断すると、変異型 Rny1p

に応答した遺伝子変動は、野生型 Rny1p の
ものに比べて尐なかった。このことから、
Rny1p による細胞周期停止には、やはり
RNase 活性が必要ではないかと考えている。
野生型 Rny1p の発現を誘導し、H2O2を作用
させることで、リボソームタンパクなど、リ
ボソームの構成に必要な因子の発現が一過
的に低下し、その後、再度活性化されていた。
また、トランスポーターに関与する遺伝子の
発現が上昇していた。 
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