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研究成果の概要（和文）：当初は酵母 tRNATyr と tRNATyr転写物をそれぞれ限定分解して得た 5’-
および 3’-半分子を交換再結合した 2 種のキメラ tRNA (T5N3, N5T3), および原材料の 2 種の
tRNATyr, 計 4 種類の tRNATyrについて Tm 測定や酵素プローブ法を用いて立体構造の安定性と
修飾塩基構成との相関について検討する予定であった。しかし，キメラ tRNA の合成収率が低
下したため，測定に十分な tRNA 標品を確保することに困難が生じた。そこで，最近当研究室
で開発されたアンチコドンヌクレアーゼ VapCを利用して tRNAを 5’-半分子と 3’-半分子に分
割する方法で同様の実験を行った。そのため tRNAは大腸菌の tRNALeuに変更した。調製した
計 4 種類の tRNA の熱融解曲線を測定することで，tRNALeu 転写物＜T5N3＜N5T3＜天然型
tRNALeuの順で安定性を増すこと，したがって修飾ヌクレオチド，特に 5’-半分子に含まれる修
飾ヌクレオチドには tRNAの構造を安定化する効果があることが分かった。しかし，Mg2+非存
在下では天然型の方が転写物よりも構造が不安定になるという予想外の結果が得られた。修飾
塩基はおそらくMg2+との相互作用次第で tRNAの高次構造の安定化にも不安定化にも寄与し得
るという点で興味深い。 

研究成果の概要（英文）： Originally, it was planned that two types of chimeric tRNA 
(T5N3, N5T3) were synthesized by exchanged re-union of 5’-and 3’-half fragments obtained through 
limited digestion of yeast tRNATyr and tRNATyr transcript and used for the analyses on the relationship 
between the modified base-content and the stability of three-dimensional structure of tRNA. However, it 
was turned out to be difficult by technical reasons. Therefore, similar experiments were performed by 
using the anticodon nuclease VapC which was recently developed in our laboratory and E. coli tRNALeu. 
The result of Tm-measurement showed that the heat-stability of tRNAs increased in the order of 
tRNALeu transcript＜T5N3＜N5T3＜native tRNALeu, indicating that the modified bases, especially those 
contained in the 5’-half fragment (N5) have the effect of stabilizing three-dimensional structure of tRNA. 
However, unexpected result was also obtained that the native form of tRNALeu is less stable than the 
transcript tRNA in the absence of Mg2+. It is interesting in a sense that the modified bases can contribute 
to both of the stability and instability of the higher-order structure of tRNA depending on the state of 
interaction with Mg2+.  
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１．研究開始当初の背景 
  tRNA はタンパク質生合成過程においてア
ミノ酸をリボソームの A-siteにあるコドンに
運ぶ役割を担っている。この RNAは鎖長 80
ヌクレオチド前後の低分子 RNAであるにも
かかわらず，1分子あたり平均 10～15残基も
の修飾塩基（通常の A,C,G,Uがメチル化等の
転写後修飾を受けたもの）を持つことが特徴

である。この修飾塩基の生理的機能について

は，長年にわたる研究にもかかわらず，個別

の機能が解明されたのはごく例外的である。

一般にアンチコドン 1文字目に修飾を受ける
と wobble対合を制御することでコドン認識
に関わるものが多い。tRNA分子中には，m1G
や m2Gなどのメチル化塩基が比較的多く含
まれているが，これらの生理的機能について

は「全体として tRNAの立体構造の安定化に
役立っている」という説から，「単なるメチ

ル基の保管場所に過ぎない」という説まで両

極端の説がある。 
 我々は長らく酵母 tRNATyrのアミノ酸受容

特異性 (tRNA identity) 決定の分子機構に関
する研究を行ってきたが，その関連で酵母チ

ロシル-tRNA合成酵素のアミノ酸基質特異性
の遺伝子工学的改変に成功し，さらに大腸菌

のタンパク質生合成関連の因子や酵素類を

純化し，それらを再調合することで 安定な
生体外タンパク質合成系を構築することに

も成功した。それらの利用により非天然アミ

ノ酸であるチロシンアナログをタンパク質

に組込むことが可能になってきたが，その際 
酵母 tRNATyr 由来のアンバーサプレッサー 
tRNA 転写物を利用してきた。しかし，この
ような “修飾塩基を全く含まない tRNA 転写
物” が天然の tRNAと同等の忠実度 (fidelity) 
や効率で遺伝情報の翻訳に機能しているの

かについては常に疑念を持ってきた。 
 そこで，今回は 酵母チロシン tRNA の修
飾塩基の役割について検討することを計画

した。特定の修飾塩基だけを持つ（あるいは

持たない）tRNA を通常の転写法で作成する
ことはできないが，我々が長年培ってきた

RNA の分子整形技術を利用すればそれが可
能になる。 
 
２．研究の目的 
 平成 22～24 年度の 3 年間に以下のような目
標を設定する。 ①修飾塩基含量の異なるキメ
ラ tRNA の作成： 天然の酵母 tRNATyr（修飾

塩基を分子内に 16個持つ）と in vitro で作製
した tRNATyr 転写物（修飾塩基を全く含まな

い）を出発原料とし，RNAの分子整形技術を

利用してキメラ分子を作製することで修飾塩

基含量の異なる tRNATyr 分子を調製する。② 
修飾塩基構成と立体構造の安定性との相関性

の検討： ①で得られた修飾塩基含量の異なる
4種類の tRNATyrについて種々のイオン環境・

温度下に，Tm測定や酵素プローブ法による構
造解析を行い，修飾塩基含量と tRNA 構造の
安定性との相関性について検討する。③

tRNATyrのアンチコドン内に含まれるΨの意義
の検討： 分子整形技術を利用してアンチコド
ン一文字目の Gを Ψ やU に，二文字目の Ψ 
を U に置換した tRNATyr分子を作成し，その

コドン解読特性を天然型のアンチコドン配列

を持つものと比較する。 
 
３．研究の方法 
 天然の酵母 tRNATyr と RNAポリメラーゼ
による転写法で作成した tRNATyr転写物を出

発原料とし，それぞれのアンチコドン内で

RNaseT1により限定分解して作成した 5’-お
よび 3’-半分子を交換再結合した 2種のキメ
ラ tRNA (N5T3, T5N3)を調製する (下図)。 
 

これらのキメラ tRNAはそれぞれの分子内の
5’-半分子に 8個，あるいは 3’-半分子に 8個
の修飾塩基を含む。 
 種々のイオン環境下に Tm測定や酵素プロ
ーブ法による高次構造解析を行って立体構

造の安定性と修飾塩基構成との相関につい

て検討する。また，無細胞タンパク質合成系

中でこれら修飾塩基含量の異なる tRNATyr分

子によるタンパク質合成を行い，生じたタン



パク質/ポリペプチドのプロテアーゼ分解断
片を質量分析することでコドン翻訳時のデ

コーディング忠実度を解析する。 
 

４．研究成果 

 ① 修飾塩基含量の異なるキメラ tRNA の
作成：当初の予備実験では計画どおり酵母

tRNATyr と tRNATyr 転写物をそれぞれ限定分

解して得た 5’-および 3’-半分子を交換再結合
して2種のキメラ tRNA (T5N3, N5T3) が作成
できていた。ところが大量調製して熱融解曲

線(Tm) 測定や酵素プローブ法による構造解
析を実行する段階でキメラ tRNAの合成収率
が低下し，測定に十分な tRNA標品を確保す
ることが困難になった。そこで，最近当研究

室で開発された好酸好熱古細菌 Sulfolobus 
tokodaii 由来のアンチコドンヌクレアーゼ 
VapC を利用することで同様の実験を行うこ
とにした。そのため tRNAは VapCの基質に
なり易い大腸菌 tRNALeuに変更した（下図）。 
 

 
 
 大腸菌 tRNALeu と tRNALeur転写物をそれぞ

れ VapCで切断して得た 5’-および 3’-半分子
を交換し RNAリガーゼで再結合して 2種の
キメラ tRNALeu (N5T3, T5N3) を作成した結
果を下図に示す。 
 

 

 ② 修飾塩基構成と立体構造の安定性との
相関性の検討：調製した計 4種類の tRNAの
熱融解曲線を 10mM MgCl2中で測定すること

で，tRNALeu 転写物＜T5N3＜N5T3＜天然型
tRNALeu の順で安定性が増すこと，したがっ

て修飾ヌクレオチド，特に 5’-半分子に含まれ
る修飾ヌクレオチドには tRNA の立体構造
を安定化する効果があることが示唆された

（下図）。 
 

 
 
しかし，同様の測定を 0.1mM EDTA中 (Mg2+

非存在下) で行うと，天然型の方が転写物よ
りも構造が不安定になっているという予想

外の結果が得られた（下図）。 
 

 
 
 今回は研究途中で実験材料を酵母 tRNATyr

から大腸菌 tRNALeuに変更せざるを得なかっ

たため，残念ながら酵素プローブ法などの手

段で高次構造の変化を追跡することができ

なかったが，修飾ヌクレオチドはおそらく

Mg2+との相互作用次第では tRNAの高次構造
の安定化にも不安定化にも寄与し得ること

を示唆する結果が得られたことは興味深い。 
 また，アンチコドンヌクレアーゼ VapCを
用いることで高収率かつ安定的に tRNAの5’-
および 3’-半分子を調製することができるこ
とが示されたので，今後 tRNAの構造-機能相
関やスプライシング機構を研究する上で有

力なツールとなるであろう。 
 
 ③ tRNATyr のアンチコドン内に含まれるΨ
の意義の検討： 酵母 tRNATyrのアンチコドン

2 文字目には Ψ35が含まれているが，このこ



との生理的意義を探るため， Ψ35を U35 に改
変した tRNATyr (GU35A) を調製することを計
画した。その過程で対照として作成した,ア

ンチコドン 1 文字目の G34を U34に改変した 
tRNATyr (U34Ψ35A)のコドン認識が Crick の提
唱した wobble説に反するという，予想外の知
見が得られたため，アンチコドン 1文字目の

G34を U34や C34，Ψ34に改変した tRNATyr

を作成した。大腸菌由来の生体外タンパク
質合成系を用いて oligo(UAN)11 (N=U,C,A,G) 
を鋳型とし，上記 3種の tRNAおよび比較の
ために天然型の tRNATyr (G34Ψ35A)を加えた
4 種の tRNA によるオリゴチロシン合成反応
を行った。因みに oligo(UAA)11が Ochreコド
ンに，oligo(UAG)11が Amberコドンに，oligo 
(UAU)11と oligo(UAC)11は tyrosineコドンに対
応している。4種の tRNA×4種の鋳型 = 16 
通りの反応の結果をまとめたものを下図に

示す。縦軸は各図上部に示すそれぞれのアン

チコドンを持つ 4 種の tRNA が 4 種の鋳型
（青色は oligo(UAU)11，赤色は oligo(UAC)11，

橙色は oligo(UAA)11，緑色は oligo(UAG)11）

に対応して合成したオリゴチロシンの相対

量である。 
 一見して天然型 tRNATyr (G34Ψ35A) (図左

上)が UAU および UAC コドン（すなわち正
規の tyrosinコドン）に対応してオリゴチロシ
ンを合成したことがわかる。Amberサプレッ
サーである tRNATyr (C34Ψ35A) (図右下) は確
かに UAG (amber)コドンにのみ対応している。
本研究で合成した tRNATyr (Ψ34Ψ35A) （図右
上）は期待通り UAA (ochre)コドンにのみ対
応し，UAGコドンには対応しないので Ochre 
サプレッサーを創成できたといえるが，正規

の tyrosineコドン（特に UAC）への対応性も
若干残している。問題の tRNATyr (U34Ψ35A)（図
左下）は主として UAA (ochre)コドンに対応

するものの，若干 UAG (amber)コドンにも対
応し，さらに正規の tyrosine コドンである
UAUにも対応できることがわかった。すなわ
ち，アンチコドン 1字目の Uは Crickの提唱
どおり wobbleしていることになる。この結果
は左記の「予想外の」結果とは整合性がなく，

tRNATyr (U34Ψ35A)を再調製して実験をやり直
す必要性があるが，上述のように現在は残念

ながら酵母 tRNATyr変異体の調製には技術的

困難が生じている。おそらく分子整形技術に

使用する RNAリガーゼあるいは RNaseT1の
純度の問題であると思われるので，この問題

解決のため鋭意努力中である。 
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