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研究成果の概要： 動物ミトコンドリア(mt)のタンパク質合成系は、より短い機能性RNAを用い

る。我々は、短縮化したmt tRNAを持つ種と持たない種が混在する節足動物で、短縮化したtRNA

を持たない昆虫の２つのEF-Tuのうちの1つが、短縮化したtRNAと結合できることを示した。

また、植物寄生性線虫ミトコンドリアで遺伝子が未同定だったtRNAのうち１種の発現を同定し

た。このtRNAは発現が確認された中で最も短い。 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質合成系で働く転移 RNA(tRNA)は、
従来、種を通じて保存性が高いと考えられて
いた。一方、多細胞動物ミトコンドリア(mt)
内の tRNAは、種の間でその構造に大きな多
様性がある。その中で、クロマドレア綱線虫
（寄生性線虫ブタ回虫、線虫 C. elegansな
ど）ではすべてのtRNAの鎖長は著しく短く、
その二次構造も単純化している。我々は、ア
ミノアシル tRNAと結合し、これをリボソー
ムに運ぶ必須のタンパク質であるペプチド
伸長因子EF-Tuに注目した。我々は線虫など
が二つの異なる EF-Tuを持つこと、二種の
EF-Tuは二次構造の異なる二つのタイプの

tRNAのどちらか一方のみと結合すること、二
種のEF-TuはC末端にバクテリアの因子には
無い新たな延長配列を獲得し、これらが、従
来知られていたバクテリアEF-Tuとは異なる
様式で tRNAを認識し複合体を形成すること
を示した。一方、線虫類の中でも、エノプレ
ア綱に属する寄生性旋毛虫 mtは Tアームの
ない tRNA、Dアームのない tRNAに加えて、
一般的なクローバーリーフ型の tRNAも持っ
ている。我々は、旋毛虫も２種のEF-Tuを持
つことを示した。しかし、ブタ回虫などと異
なり、旋毛虫の EF-Tu1は３つの二次構造の
異なるタイプの tRNAすべてと結合できた。
もう一方のEF-Tu2はDアームのないtRNAと
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のみ結合した。これらの性質は、他の多細胞
動物からブタ回虫などの状態に至る、進化的
な中間段階に相当すると考えられた。以上の
結果は、進化の過程で mt DNAにコードされ
ていた機能性 RNAが縮小していくのに伴い、
核ゲノムにコードされているタンパク質合
成に関わるタンパク質因子がRNAの機能や構
造を補っていった例と考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1) 動物mt tRNAのTアームの欠失を促した
要因は何かを探るため、線形動物とは異なり、
Tアーム欠失型tRNAを持つ生物種とTアーム
欠失型 tRNAを持たない生物種が混在する節
足動物において、mt EF-TuのTアーム欠失型
tRNAへの結合能を解析する。 
 
(2) 植物寄生性線虫 Xiphinema americanum
ミトコンドリアDNAでは、タンパク質合成に
最低限必要なtRNA種のうち、3種の遺伝子が
未同定である。これらの未同定 tRNA遺伝子
を推定し、その発現を確認する。 
 
３．研究の方法 
(1) ショウジョウバエ mt EF-Tuのアミノア
シルtRNAへの結合能の解析 
組換えショウジョウバエ mt EF-Tu、旋毛虫
mt EF-Tuおよびアミノアシル tRNA合成酵素
は大腸菌で発現させ、金属アフィニティクロ
マトグラフィーにより精製した。mt tRNAは
試験管内転写法により調製した。アミノアシ
ル tRNAは、放射性標識したアミノ酸と tRNA
から、アミノアシル tRNA合成酵素により調
製した。EF-TuのアミノアシルtRNAへの結合
能は、アミノアシル tRNAの弱アルカリ性条
件化でのアミノアシル基の加水分解速度の、
EF-Tuの有無による速度変化を観測する加水
分解保護実験により評価した。 
 
(2) 植物寄生性線虫のtRNA発現解析 
未同定 tRNA遺伝子の予測は、アンチコドン
アーム候補領域の周辺の推定二次構造に基
づき行った。tRNA発現解析は、未同定 tRNA
の末端領域の配列が遺伝子配列と異なって
いる可能性が推定されたため、RNAリガーゼ
によるtRNAの自己環状化、および環状化RNA
の逆転写、cDNAのPCR増幅によりtRNA末端
領域の配列決定（同時に発現確認）を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) ショウジョウバエmt EF-Tuの、Tアーム
欠失型アミノアシルtRNAへの結合能の解析 
Tアーム欠失型tRNAのモデル基質として旋毛
虫 mt tRNACysを用いた。対照としてとして、
旋毛虫mt EF-Tu１（Tアーム欠失型tRNA、お
よび短いTアームを持つクローバーリーフ型
tRNAに結合可能）と、EF-Tu2（Dアーム欠失

型セリル tRNAのみに結合可能）を用いた。
その結果、ショウジョウバエ mt EF-Tu1は、
旋毛虫 mt EF-Tu1と同程度に旋毛虫 mtシス
テイニル tRNACysに結合できることが示され
た。これは、Tアーム欠失型 mt tRNAを持た
ない生物由来の EF-Tuが、Tアーム欠失型ア
ミノアシル tRNAと結合できることを示した
最初の例である。ショウジョウバエmt EF-Tu2
はTアーム欠失型tRNAと結合できなかった。
Tアーム欠失型mt tRNAを持つ節足動物には、
少なくともTアーム欠失型アミノアシルtRNA
に結合できるEF-Tuが必要である。これらの
結果は、節足動物の共通祖先において、すで
にmt EF-Tu1はTアーム欠失型アミノアシル
tRNAへの結合能を獲得していたことを示唆
する。従来は、tRNAの構造と EF-Tuの tRNA
結合能の共進化が推定されていたが、この結
果は、tRNAの構造変化の前に、EF-TuのtRNA
結合能があらかじめ変化していたことを示
唆する。 

図１ 旋毛虫 mtシステイニル tRNACysを用い
た、各種EF-Tuの加水分解保護実験。Dm; シ
ョウジョウバエ、Tb; 旋毛虫 
 
(2) 自己環状化tRNA検出条件の最適化 
共同研究者から入手した植物寄生性線虫由
来のRNAは総RNA画分として µgオーダーで
あった。一方、報告されている自己環状化
tRNAの検出には、最低10 µgの低分子RNA画
分（総RNA画分100 µgに相当）が出発材料
として用いられていた。そこで、培養可能な
自由生活性線虫C. briggsaeの総RNA画分を
モデル材料として、環状化条件のスケールダ
ウンを試みた。その結果、総RNA画分を直接
環状化に用いて、出発材料を100分の1まで
減らせた。さらに、逆転写条件を検討するこ
とにより、鋳型RNAの量を従来の20000分の
１相当まで減らせた。これらの結果、最低1 mg
の総RNAを環状化に用い、このうち最低500 
pgを逆転写に用いて、自由生活性線虫の環状
化mt tRNA由来のcDNAを検出できた。 
 
(3) 植物寄生性線虫の未同定遺伝子由来の
mt tRNAの検出 
上記（２）の結果を元に、植物寄生性線虫の
総RNAの自己環状化を行い、このRNA中のmt 



tRNAの検出を試みた。その結果、従来はタン
パク質コード領域と重なっていたため未同
定だったtRNASer(UCN)遺伝子産物由来のcDNA
を検出できた。このtRNAは鎖長が51ヌクレ
オチドと推定され、従来発現が確認された
tRNAとしては最も短い。 

図２ tRNASer(UCN)遺伝子（左）と、cDNA（右）
の配列。従来は、ND5タンパク質遺伝子領域
との重なりが推定されていた（左、矢印から
先）。矢印をつけた領域はプライマー由来の
配列（右）。3’末端に、遺伝子配列には存在
しない、全tRNAの共通配列であるCCA配列
が存在することが示唆された。 
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