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研究成果の概要（和文）：出芽酵母における末端が未成熟なtRNA前駆体の細胞内輸送に関わる新規の輸送因子の探索し
、成熟化に影響を与える核外輸送因子を特定した。また、5'リーダー配列を持ったtRNA前駆体の5'末端に見出された5'
キャップ修飾（pre-tRNA capping）の生合成および生理的機能について解析を行い、既知の5'キャップ形成機構によっ
て作られること、tRNA前駆体を5'エキソヌクレアーゼによる分解から保護し安定化していることが示された。これはpr
e-tRNA cappingはtRNA成熟化をサポートしていることを示唆する。

研究成果の概要（英文）： We explored novel transporters required for tRNA maturation via alternative 
pathway in budding yeast, in which tRNA precursors (pre-tRNAs) with immature ends are exported to the 
cytoplasm for splicing and then imported back to nucleus to be end-matured, and identified the exportin 
which was required for normal tRNA maturation. In addition, we also analyzed the biosynthetic mechanism 
and the physiological function of 5'-capping formed at the 5'-termini of pre-tRNAs with 5'-leader 
sequences (pre-tRNA capping), and revealed that which was formed by a canonical capping machinery and 
stabilized the pre-tRNAs by preventing 5'-exonucleolytic degradation, indicating that pre-tRNA capping 
supported the tRNA maturation.

研究分野： 分子生物学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
生物は自身が必要とするタンパク質を過

不足なく正確に合成し続ける必要があり、そ
のためには mRNA 上の遺伝暗号を厳密に読み
取ることができる機能的に成熟した tRNA が
細胞内に十分量存在していなければならな
い。真核性物において tRNA は機能的に未熟
な前駆体（tRNA precursor: pre-tRNA）とし
て核内で合成された後、様々な転写後プロセ
シングを受けることで成熟体となる。転写後
プロセシングには 5’末端および 3’末端の
トリミング、イントロンの切り出し、メチル
化やアセチル化などの転写後修飾（RNA 修飾）
の導入がある。これらプロセシングを行う酵
素はそれぞれ様々な細胞内区画に局在して
いることから、tRNA の成熟化は細胞内をダ
イナミックに移動しながら遂行される。しか
しながら、成熟機構には未だわかっていない
ことが多く、例えばどのように成熟化が開始
するのか、RNA 修飾が成熟過程のどのタイミ
ングで、細胞内のどこで導入されるか、とい
った基本的な問題も残されている。 
このような背景から申請者は、tRNA 研究

の材料として昔から用いられ、かつ遺伝学的
手法などの様々な解析法が確立されている
出芽酵母を用い、tRNA の成熟機構について
研究を行っており、新規の tRNA 成熟経路
（Alternative 経路）が存在することを発見
した(図 1b)。通常の成熟経路（Classical 経
路）では pre-tRNA は末端が成熟した後、細
胞質へと輸送されるのだが、Alternative 経
路では末端が成熟する前の pre-tRNA が細胞
質へと輸送され、細胞質でスプライシングを
受けた後、再び核に戻って末端の成熟が行わ
れる(図 1a)。また、申請者は Alternative 経
路から生じる末端未成熟の pre-tRNA の 5’
末端を調べたところ、一部にメチル化グアノ
シンキャップが付加されていることを発見
し、この現象を pre-tRNA capping と命名し
た(図 1b)。 
さらにこれらの発見について解析を行っ

たところ、Alternative 経路において末端未
成熟のpre-tRNAを細胞質へ運ぶ輸送因子は、
Classical 経路で働く既知の輸送因子とは異
なることが判明した。また、これら２つの
tRNA 成熟経路の選択機構を明らかにするた
め、それぞれの成熟経路から生じる pre-tRNA
を単離し LC/MS 解析により各 RNA修飾の導入
率を調べたところ、Alternative 経路から生
じる pre-tRNA は、Classical 経路のものと
比べて一部のRNA修飾の導入率がやや低いこ
とが判明し、RNA 修飾が成熟経路の選択に影
響することが示唆された。さらに 5’キャッ
プについては、tRNA の種類によって 5’キャ
ップの導入率が異なることや、5’末端のト
リミングを行う RNase P の活性を阻害し、末
端未成熟の pre-tRNA を蓄積させると、5’キ
ャップを持つものが顕著に増加することが
判明した。これは 5’キャップが積極的に
pre-tRNA に付加されており、tRNA によって

異なる制御を受けていることを示唆する。 
 

２．研究の目的 
本研究では、①Alternative 経路において

必要となる核外・核内輸送因子の同定及び、
２つの tRNA 成熟経路の選択機構を明らかに
し、tRNA 成熟機構をより詳細に理解すること、
②pre-tRNA cappingの生合成機構および機能
を明らかにし、tRNA 成熟化の観点からその意
義を理解することを目指すと共に、これら解
析を通して RNA の成熟や代謝制御研究にお
ける新しい概念を築くことを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) Alternative 経路に関わる pre-tRNA 輸
送因子の探索 
Alternative 経路では、末端未成熟の

pre-tRNA を細胞質へ運ぶ核外輸送因子と、
再び核内に運ぶ核内輸送因子が必要となる。
出芽酵母における Importin-βファミリータ
ンパク質は全部で 14 種ある。この内、Los1p 
と Msn5p は Classical 経路における tRNA の
核外輸送に関わることが知られているが、
Alternative 経路には必要ないことがこれま
での解析から判明している。そこで、これら
以外の核外輸送因子の関与について調べる。
一方、核内輸送因子であるMtr10p が tRNA 成
熟体の核内輸送に関与することが示されて
いる(文献①)。また、Hsp70 ファミリーに属
するSsa2p もtRNA成熟体 の核内輸送に関与
することが報告されている(文献②)。そこで
核内輸送因子については、まずはこれら 2種

図 1．出芽酵母における tRNA 成熟化機構。
Classical 経路（a）と Alternative 経路（b）。
Alternative 経 路 で は 末 端 未 成 熟 な
pre-tRNA が生じる（図中のユニークな tRNA
前駆体）。また、この経路では 5’キャップ
（●：黒丸）を持つ pre-tRNA が確認された。 



が Alternative 経路に関与するか調べる。具
体的には、解析対象とした核内・核外輸送因
子の遺伝子欠損株あるいは発現制御株を作
成し、pre-tRNA の輸送阻害が見られるかどう
かノーザン解析により確認することで特定
する。複数の輸送因子が関与している可能性
も考えられるので、二重あるいは三重遺伝子
発現制御株を作成することも検討している。 
輸送因子を特定することが出来たら、実際

にどのように pre-tRNA を認識し、輸送して
いるのか解析を行う。まずは特定した輸送因
子が pre-tRNA と直接相互作用しているのか
調べるため、アフィニティタグを付加した輸
送因子を細胞内で発現させ、アフィニティ精
製により評価する。また、輸送因子が単独で
pre-tRNA と相互作用できるか調べるため、精
製した輸送因子と pre-tRNA を用いゲルシフ
トアッセイを行うことで評価する。さらに、
輸送因子のアミノ酸置換変異やドメインを
欠失したものを作成し、pre-tRNA の認識に必
要な領域を特定する。また、pre-tRNA を認識
する際にパートナータンパク質が必要かど
うかといった点についても検証を行う。 
 
(2)tRNA 成熟経路の選択機構の解析 
Alternative 経路から生じる末端未成熟

の pre-tRNA は、Classical 経路から生じる
前駆体と比べてRNA修飾の導入率が部分的に
低かった点に注目し、tRNA 成熟経路の選択
と RNA 修飾の関係について解析を行い、tRNA 
成熟経路の選択におけるRNA修飾の影響を明
らかにする。 
RNA 修飾酵素の遺伝子を欠損した出芽酵母

株を用い、それら株において成熟経路の選択
に変化が見られるかノーザン解析により調
べる。修飾率の低い前駆体ほど Alternative
経路に流入すると考えられるので、RNA 修飾
の遺伝子欠損株では末端未成熟の pre-tRNA 
の定常状態量が増加していると考えられる。
この解析を通し、成熟経路を決める RNA 修飾
が特定の修飾によるものなのか、あるいは修
飾の組み合わせやパターンによるものかを
明らかにする。 
次に、RNA 修飾が、tRNA 輸送因子の認識に

影響するのか解析を行う。RNA 修飾を欠いた
pre-tRNA に対する tRNA 輸送因子の親和性を
ゲルシフトアッセイおよび免疫沈降により
評価する。基質とする pre-tRNA は、RNA 修
飾酵素の遺伝子欠損株から単離したものを
用いる。本解析によって、輸送因子が RNA 修
飾の導入率の低い pre-tRNA を好んで結合す
るという結果が得られれば、この輸送因子と
RNA 修飾が成熟経路を決める上で重要な因子
であることを示すことが出来ると考えてい
る。 
 
(3) Pre-tRNA capping の生合成機構の解析 
研 究 目 的 の ②  に 関 連 し 、 pre-tRNA  

capping の生合成に関わる因子を同定するた
め、まずは既知の 5’キャップ形成に関わる

遺伝子群（CET1, CEG1, ABD1, TGS1, SWM2）
の欠損株あるいは発現制御株を作成し、それ
ら株において pre-tRNA capping の形成が阻
害されるか、pre-tRNA を単離し、LC/MS 解析
による構造解析を行う。しかしながら、野生
株では pre-tRNA は極微量で解析が困難であ
るため、pre-tRNA を蓄積させることができる
RNase P の発現抑制株(tetO7-POP4 株)を親株
とすることで量的な問題をクリアする。もし、
pre-tRNA cappingの形成阻害が見られなかっ
た場合は、未知の酵素が pre-tRNA capping
の形成に関与していると考えられるので、そ
の際はキャップ付加能を持つと思われる酵
素を絞り込み、その遺伝子欠損株を作成し、
pre-tRNA capping形成が阻害されるか解析を
行う。 
また、tRNA の種類や成熟の程度 によって

pre-tRNA cappingの形成率に違いが見られた
原因についても解析を行う。これまでの解析
から、pre-tRNA の末端の構造的安定性が 5’
キャップの形成効率に影響していると考え
ており、これを検証するため、いくつかの
pre-tRNA を実際に単離し、LC/MS 解析による
末端の構造解析から、pre-tRNA capping の形
成効率との関係性を明らかにする予定であ
る。 
 
(4) Pre-tRNA capping の機能解析 
tRNA の成熟化における pre-tRNA capping

の機能を調べるため、(3)で作成した 5’キャ
ップの形成阻害株を用い、この株における
pre-tRNA の定常状態量、細胞内局在、プロセ
シング効率を調べる。まずは、pre-tRNA 
capping の阻害により、pre-tRNA の定常状態
量や前駆体と成熟体との比率に変化が見ら
れるかノーザン解析を行う。Pre-tRNA の蓄
積量の減少が見られた場合は、5’キャップ
は pre-tRNA を分解から保護していると考え
られる。その場合は、分解機構を明らかにす
るため分解酵素の特定を行う。分解は 5’エ
キソヌクレアーゼである Xrn1p あるいは
Xrn2p によると考えられるので、5’キャッ
プ形成阻害株を親株とし、これら 5’エキソ
ヌクレアーゼの遺伝子欠損株を作成し、これ
ら株における tRNA についてノーザン解析を
行い、pre-tRNA の蓄積量が回復するか確認
する。Pre-tRNA が 5’エキソヌクレアーゼに
よって分解されているという報告はこれま
でになく、本研究が初めての試みとなる。 
Pre-tRNA capping の 阻 害 に よ っ て 、

pre-tRNA は増加したが、成熟体は減少した
といったパターンの変化が確認された場合
は、5’キャップは tRNA の成熟を促進してい
ると推測される。これを確かめる場合は、5’
末端および 3’末端のプロセシングを行う
RNase P と Trz1p をそれぞれ調製し、これら
によるプロセシングが 5’キャップによる影
響を受けるのか in vitro において調べる。 
Pre-tRNA capping が pre-tRNA の細胞内局

在を制御している可能性について検証する



場合は、pre-tRNA 特異的に結合する DNA プ
ローブを用い、in situ ハイブリダイゼーシ
ョンにより評価する。Pre-tRNA capping の阻
害により細胞内局在に違いが見られた場合
は、局在化を制御する因子を同定するため、
5’キャップを持つ pre-tRNA と結合するタン
パク質の探索を行う。具体的に述べると、ま
ず、5’キャップを持つ pre-tRNA と 5’キャ
ップを持たない pre-tRNA をそれぞれ用意し
担体に固定化する。次いで、調製した担体と
出芽酵母の細胞抽出液を混合し、5’キャッ
プを持つ pre-tRNA を固定化した担体にのみ
特異的に結合したタンパク質を特定する。そ
して、特定したタンパク質の遺伝子欠損株を
作成し、細胞内局在の変化が見られるか、
pre-tRNA について in situ ハイブリダイゼ
ーションによる確認を行う。 
 
(5) Pre-tRNA capping の進化的保存性 
出芽酵母以外の生物種（ヒト、マウス、植

物、分裂酵母など）においても pre-tRNA が
キャップされているか調べ、進化的保存性と
いう観点からその重要性を明らかにする。解
析対象とする tRNA はこれまでの結果から、
5’キャップされやすそうなものを選択し、
抗キャップ抗体を用いた IP-ノーザン解析ま
たは、実際に pre-tRNA を単離し LC/MS 解析
から 5’キャップの有無について調べる。 
 
４．研究成果 
(1) Alternative 経路に関与する核外・核内
輸送因子の解析 
核外輸送因子の温度感受性株を非許容温

度で培養した時の tRNA についてノーザン解
析を行ったところ、発現抑制により pre-tRNA
の輸送阻害が起こる輸送因子を特定した。ま
た、この輸送因子に FLAG タグを付加した株
を構築し、アフィニティ精製により tRNA 前
駆体と細胞内において相互作用しているこ
とを確認した。 
核内輸送因子については未だ解析中であ

り特定には至っていない。 
 
(2) tRNA 成熟経路の選択機構の解析 
tRNA 修飾酵素遺伝子を欠損した酵母株に

おける tRNA についてノーザン解析を行った
と こ ろ 、 RNA 修 飾 を 欠 損 す る こ と で
Alternative 経路への流入が増えることが確
認された。さらに、(1)で特定した輸送因子
との遺伝的相互作用について解析を行った
ところ、修飾酵素遺伝子を欠損したことによ
る生育速度の低下が、この輸送因子を過剰に
発現することで若干回復することが確認さ
れた。これは tRNA 修飾が輸送効率に影響し
ていることを示唆している。 
  
(3) Pre-tRNA capping の生合成の解析 
mRNA などの 5’キャップ形成を担う既知の

酵素群の遺伝子欠損株や発現制御株を構築
し、それら株における pre-tRNA capping を

調べたところ、キャップ形成が阻害されてい
ることを確認した。これは pre-tRNA capping
が既知の 5’キャップ形成機構によって作ら
れることを示す（図 2）。 
ま た 、 pre-tRNA capping の 導 入 率 と

pre-tRNA の末端の構造的安定性との関連に
ついて解析を行ったところ、末端構造が緩く
不安定な前駆体ほどキャップされ易く、逆に
末端構造が固い前駆体はキャップをほとん
ど付加されないことが分かった。これはキャ
ップ付加酵素であるCeg1pは末端構造が緩い
方を基質として好むことを示唆する。 
通常、5’キャップは mRNA など RNA pol II

の転写産物の 5’末端に転写と共役して導入
される。そこで RNA pol III の転写産物であ
る tRNA がどのようにキャップを付加される
のか、あるいは RNA pol II によって転写さ
れているのか、といった点について RNA pol 
III の温度感受性株を用い検証した。解析の
結果、RNA pol III の活性を抑制すると、5’
キャップを持つ pre-tRNA 前駆体が減少する
ことが確認された。この結果は、RNA pol III
によって転写された pre-tRNA が転写後にキ
ャップされていることを示す。この発見はキ
ャップ形成に関する従来の考えを覆す驚く
べき発見であった。 
 

(4) Pre-tRNA capping の機能解析 
(3)で構築したキャップ付加酵素 Ceg1p の

温度感受性株を非許容温度で培養した時の
tRNA についてノーザン解析を行ったところ、

図 2．Pre-tRNA capping の生合成 
キャップ付加酵素 Ceg1p の過剰発現株と温
度感受性株（上側）と TGS1 と SWM2 遺伝子欠
損株（下側）から単離した pre-tRNAIle の
LC/MS による 5’末端の構造解析。 



pre-tRNA の蓄積量は顕著に減少したのに対
し、成熟体量はほとんど影響が見られなかっ
た（図 3a）。そこで、met22 遺伝子欠損によ
る 5’エキソヌクレアーゼ活性の間接的な阻
害や 5’エキソヌクレアーゼの１つである
Xrn1p の遺伝子欠損株を構築し、それら株に
おける tRNA についてノーザン解析行ったと
ころ、pre-tRNA の蓄積量の増加が見られた
(図 3b,c,d)。これら結果は、pre-tRNA は 5’
エキソヌクレアーゼにより分解されており、
pre-tRNA capping はこの分解から pre-tRNA
を保護していることを示唆している。これら
の結果は、pre-tRNA capping は成熟過程の
pre-tRNA を分解から保護することで成熟化
をサポートしていることを示唆する。 
Pre-tRNA capping が pre-tRNA の細胞内局

在や末端のトリミング等の他のプロセシン
グ反応に与える影響については現在解析中
である。 
 

(5) Pre-tRNA capping の進化的保存性 
ヒト子宮頸癌細胞 HeLa を用い、ヒト細胞

においても pre-tRNA capping がみられるの
か、いくつかの tRNA について抗キャップ抗
体を用いた IP-ノーザン解析を行ったとこ
ろ、出芽酵母と比べると導入率は少ないが、
5’キャップを持つ pre-tRNA の存在が確認
された。この結果は、pre-tRNA capping が
真核生物においては広く保存された現象で
あることを示唆している。 
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図 3．Pre-tRNA capping は 5’エキソヌクレ
アーゼによる分解から pre-tRNA を保護して
いる。 
（A）キャップ付加酵素 Ceg1p の過剰発現株
と温度感受性株における tRNA のノーザン解
析。（B, C）met22 遺伝子欠損株における tRNA
のノーザン解析と成熟体に対する前駆体の
割合を示した棒グラフ。（D）xrn1 遺伝子欠損
株における tRNA のノーザン解析。 


