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研究成果の概要（和文）： 

 真核生物のエンド型リボヌクレアーゼ tRNase Z は、discriminator 部位において前駆体 tRNA
の 3’側を特異的に切断する酵素である。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae は、ただ１つの
tRNase Z を持っている。その組換え酵母 tRNase Z は、試験管内 3’tRNA プロセッシング活性
を持っていた。酵母 tRNase Z は、核内に局在し、生育に必須であった。酵母 tRNase Z の温度
感受性変異株を用いて前駆体 tRNAのプロセシング解析をしたところ、3’端非プロセシング産
物の蓄積が見られた。すなわち、SctRNase Z は、前駆体 tRNAの 3’端プロセシングに必要であ
ることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Endoribonuclease tRNase Z catalyzes the generation of the mature 3' end of tRNA 
precursors through specific endonucleolytic cleavage at discriminator site in eukaryotic 
organisms. The budding yeast Saccharomyces cerevisiae has a single long form of tRNase 
Z. The recombinant yeast tRNase Z protein possesses precursor tRNA 3’-processing 
activity in vitro. The yeast tRNase Z protein localizes to the nucleus and is essential 
for growth. Temperature-sensitive (Ts) mutants of yeast tRNase Z exhibit the accumulation 
of 3′-unprocessed pre-tRNAs. Thus, our findings suggest that the sctRNase ZL may be 
required for the 3′ end processing of pre-tRNAs. 
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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、
真正細菌に存在し保存された蛋白質である
が、その１次構造の大きさから 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
ドする遺伝子が初めてクローニングされた
のは 2002 年とごく最近のことであるが、遺
伝子が取得されたことにより急速に tRNase Z
の知見が得られる結果となった。現在まで、
様々な真核生物、古細菌、真正細菌の 3’端
プロセシングについての in vitro の研究結
果が報告され、tRNase Z が前駆体 tRNA の 3’
端プロセシングを行うことが明らかになっ
てきた。また、真核生物のヒト及び酵母
tRNase ZL は、前駆体 tRNA を基質とするだけ
でなく、これに類似した 2分子 RNA 複合体を
も基質とすることを見出されている。これは
tRNase ZS にはない真核生物 tRNase ZL 特有
の機能である。様々なストレス条件下の酵母
細胞内では、細胞質に 5’-half-tRNAなどの
切断断片が蓄積し、その断片が特異的な mRNA
の切断に関与するというモデルが Thompson
らにより提唱されている。すなわち、tRNAの
切断断片と mRNAが tRNase ZL の認識可能な 2
分子 RNA 複合体を形成することにより、
tRNase ZL 依存的な RNA レベルにおける新し
い細胞内制御機構を推測することが可能で
ある。しかしながら、tRNase ZL は生育に必
須な遺伝子であることもあり、真核生物にお
ける細胞内の 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及び分裂
酵母の解析のみだけである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、真核生物のモデル生物の出芽
酵母 Saccharomyces cerevisiae を題材とし
て、その酵母 tRNase Z の前駆体 tRNA の 3’
端プロセシング活性だけでなく、その tRNA
構造の認識、切断部位についても明らかにす
る。さらには、温度感受性変異株を作製し、
酵母細胞内における tRNase Z の解析を通し
て tRNase Z の生理学的意義を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1) 酵母 tRNase Z 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 S. 
cerevisiae の tRNase Z 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 Z 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、ゲル濾過精製を
行い、未反応[α-32P]UTP を除去した。 
 
(3) 酵母 tRNase Z の in vitro 前駆体 tRNA
切断アッセイ 
 酵母 tRNase Z とラジオアイソトープラベ
ルした tRNAを反応させ、切断活性を調べた。
0.2 pmol 基質 tRNAと酵母 tRNase Z (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、30 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。 
 
(4) RNAシーケンシング 
 非ラベル前駆体 tRNAと酵母 tRNase Z を反
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。 
 
(5) RNAの回収 
 酵母からの totalRNA の回収は、ISOGENII
（日本ジーン）を用いて行った。 
 
(6)ノーザン解析 
 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、ラジオアイソトープ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、検出を行った。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) 酵母 tRNase Z の様々な構造の前駆体
tRNAの認識及びその切断活性 
 酵母 tRNase Z の基質として、酵母 S. 
cerevisiae のイントロンを持つ Ser, Phe の
前駆体 tRNA とイントロンを持たない Leu, 
Pro, Trp の前駆体 tRNA を作製した。それぞ
れの前駆体 tRNAには、適当な長さの 5’リー
ダー配列及び 3’トレーラー配列が付加され
ている。Ser, Phe の前駆体 tRNAの他に、5’
リーダー配列が除去されたもの（RNase P の
作用後を想定）、イントロン配列が除去され
た前駆体 tRNAも作製した。また、Leu, Pro, 
Trpの前駆体 tRNAについては、それぞれ 5’
リーダー配列が除去された前駆体 tRNA を作
製し、合計 14種類の様々な構造の前駆体 tRNA
を作製し、以下のように名前をつけた。3’
トレーラー配列のみを有する前駆体 tRNA 
(Ser1, Phe1, Leu1, Pro1, Trp1)、5’リー
ダー配列及び 3’トレーラー配列を有する前
駆体 tRNA(Ser2, Phe2, Leu2, Pro2, Trp2)、
イントロン配列及び 3’トレーラー配列を有
する前駆体 tRNA(Ser3, Phe3)、5’リーダー
配列、イントロン配列及び 3’トレーラー配
列を有する前駆体 tRNA(Ser4, Phe4) (Fig. 1)。 
 これらの様々な構造の前駆体 tRNAに、大
腸菌を利用して作製した組換え酵母 tRNAを
作用させ、in vitro 前駆体 tRNA切断アッセ
イを行った。Table1 に示すように、様々な構
造の前駆体 tRNAに対する切断効率は異なっ
たが、エンド型の切断様式は全て同じであっ
た(Fig. 1)。また、切断部位も全て
discriminator 塩基のあとで切断され(data 
not shown)、非常に特異性の高い酵素である
ことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 様々な構造の前駆体 tRNA における酵
母 tRNaseZ の切断活性 
 
 
 
 
 



 

 

また、様々な構造の前駆体 tRNA に対する
酵母 tRNaseZ の切断効率について Table1 に
まとめた。全体的に 5’リーダー配列が除去
されている前駆体 RNA を基質としたとき、そ
の切断効率は非常によい。これは 5’リーダ
ー配列と 3’トレーラー配列が共存するとき
には、5’リーダー配列と 3’トレーラー配列
の間で水素結合による RNAの二本鎖が形成さ
れ、通常よりも長いアクセプターステムが形
成されることにより、酵母 tRNaseZ の基質の
認識及び結合が困難になるからであると考
えられる。特に Leu2, Trp2 の前駆体 tRNA を
みると分かるが、discriminator 塩基が 5’
リーダー配列側の塩基と対をなし、さらに
5’リーダー配列と 3’トレーラー配列の間
で形成させる水素結合の数が多いほど、切断
効率が悪くなる。これは、5’リーダー配列
と 3’トレーラー配列の間で水素結合により
RNAの二本鎖を形成する前駆体 tRNAの割合が
多くなり、酵母 tRNaseZ の認識、結合できる
構造の前駆体 tRNA の割合が少なくなるから
であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

イントロン配列の有無に関する酵母
tRNaseZ の前駆体 tRNA の切断効率は、イント
ロン配列を持つ前駆体 tRNA のイントロンの
構造に関係があると考えられる。Phe 前駆体
tRNA の持つイントロン配列のように水素結
合により二本鎖を形成し、アンチコドンアー
ム付近がコンパクトになっているものはあ
まり、イントロン配列の切断効率への影響が
見られないが、Ser前駆体 tRNAの持つイント
ロン配列のようにアンチコドンアーム付近

が大きく膨らむような構造をもつ基質に対
しては切断効率が落ちると考えられる。 
 
(2) 酵母 tRNase Z の細胞内における機能解
析 
 上記(1) 酵母 tRNase Z の様々な構造の前
駆体 tRNA の認識及びその切断活性の結果よ
り、酵母 tRNaseZ は、前駆体 tRNAの 3’トレ
ーラー配列を切断、除去する機能を持ち、
tRNA の成熟化機構に関与していることが示
唆された。そこで、実際に酵母細胞内で tRNA
の成熟化機構に関与しているかどうかにつ
いて調査を行った。酵母 S. cerevisiae の
tRNaseZ は生育に必須であることが分子遺伝
学的解析により明らかとなっている。そこで
大腸菌テトラサイクリン耐性オペロンの転
写調節に働く Tet リプレッサーと Tetオペレ
ーター配列の特性を利用した転写制御シス
テムを利用して、酵母 tRNaseZ をコードする
TRZ1 遺伝子の発現を調節し、tRNA 成熟化へ
の影響を調べようとしたが、ドデキシサイク
リン添加後の TRZ1 遺伝子の発現制御がうま
くいかずにこのシステムの利用を断念した。 
 次に酵母 tRNaseZの切断活性に重要なヒス
チジンモチーフ上に存在する 537番目のチロ
シンがロイシンに置換された変異型 tRNaseZ 
(Y537L)及び 538 番目のロイシンをリシンに
置換した変異型 tRNaseZ (L538K)は温度感受
性を示すことから、これらの酵素を導入し、
染色体上の TRZ1 遺伝子を欠失させた株、
W303/∆TRZ1-TRZ(Y537L) 及 び
W303/∆TRZ1-TRZ(L538K)を作製し、酵母細胞
内における tRNaseZ の tRNA 成熟化機構に関
する解析を行った。それぞれの変異株が温度
感受性を示すのは、至適生育温度の 30℃から
低温の 25℃或いは高温の 37℃に温度をシフ
トしたときである。特に 30℃から 25℃に温
度をシフトしたときにその感受性の程度が
大きかったことから、この条件における
tRNaseZの tRNA成熟化機構についてトリプト
ファン tRNA を指標に解析を行った。ノーザ
ン解析の結果、野生株は 30℃のときでも 25℃
のときでも tRNA 成熟化機構に変化はなく、
成熟 tRNA を検出することができた (Fig. 2)。
しかしながら、W303/∆TRZ1-TRZ(Y537L)及び
W303/∆TRZ1-TRZ(L538K)の温度感受性変異株
は、30℃のときは tRNA 成熟化に変化はみら
れなかったが、25℃のときは、両変異株とも
に成熟 tRNA を示すバンドがほとんどなくな
り、逆に 3’トレーラー配列を付加した前駆
体 tRNA を示すバンドがメインとなった。ま
た、その上流には、イントロン配列と 3’ト
レーラー配列を付加した前駆体 tRNA を示す
バンドが検出された(Fig. 2)。これらのこと
から、酵母 tRNaseZ は、酵母細胞内で tRNA
の成熟化機構に関与し、特に 3’トレーラー
配列の切断除去に大きく関与していること



 

 

が示唆された。また、主なバンドではないが、
イントロン配列と 3’トレーラー配列を付加
した前駆体 tRNA が検出されたことから、こ
れらの変異株では、前駆体 tRNAの 3’端プロ
セシングの前に、イントロンのスプライシン
グがある可能性が考えられた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 野生株及び温度感受性変異株の酵母
細胞内の前駆体及び成熟 tRNA 
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