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研究成果の概要（和文）：真核生物や古細菌では、タンパク質の生合成で主要な働きをするtRNAの遺伝子にイントロン
が含まれている場合がある。このイントロンが除去され、成熟したtRNAが生成されるためには、RtcBという酵素がイン
トロンが除去された後のRNA断片を結合すると考えられるが、その際、イントロンを環状化していることが確かめられ
た。環状イントロンの働きは未知数であるが、環状イントロンはメタン生成古細菌 Methanosarcina acetivorans の細
胞内で安定に存在することがわかった、またイントロンを持たないバクテリアにもRtcBは存在するので、このような環
状RNAの機能についてさらに理解を深めたい。

研究成果の概要（英文）：In Archaea and Eucarya, some tRNA genes contain introns. Since the precursor tRNA 
(pre-tRNA) is not functional in protein biosynthesis, exact removal of introns must be essential. Recently
, it was found that the RtcB catalyzes the ligation of exons derived from the pre-tRNA. RtcB also seems to
 catalyze the circulation of intron from pre-tRNA. In fact, we found the circularized intron in methanogen
ic archaeon, Methanosarcina acetivorans, cells. Whereas the circularized intron has any function or not, w
e believe it would be functional because of the following facts. First, the circularized intron was stable
 in M. acetivorans cells. Second, RtcB even exists in bacterial cells that any tRNA gene does not contain 
intron. In future, we would like to discover the functions of small circularized RNAs.
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１．研究開始当初の背景
　 タンパク質の生合成において重要な働きを
する tRNA は、前駆体 RNA として転写され
た後、多段階のステップを経て成熟 tRNA と
なる。真核生物の tRNA 遺伝子の中にはイン
トロンを持つものが存在するが、tRNA のス
プライシングが正しく行われなければ正常な
成熟 tRNA が生じないため、タンパク質合成
が正しく進行せず細胞の生育に大きなダメー
ジを与える。したがって tRNA スプライシン
グ機構を完全に理解することは、重要な研究
課題の一つだと考えられる。
　研究開始当初、酵母においてのみ tRNA の
スプライシング機構が解明されていた。まず
スプライシングエンドヌクレアーゼによりイ
ントロンが切り出された後、tRNA リガーゼ
によってエキソンが連結される。当初、問題
とされたのは、真核生物全体でスプライシン
グエンドヌクレアーゼ遺伝子は保存されてい
るのに、酵母 tRNA リガーゼ遺伝子のオルソ
ログがヒトを含む動物には見つからないこと
であった。酵母の tRNA スプライシング機構
が解明されて以降 30 年、おそらく多くの研
究者が動物の tRNA スプライシング機構の解
明を試みていたと推測されるが、なかなか伸
展しなかったことを鑑みると、おそらく菌
類・植物と動物で tRNA のスプライシング機
構がかなり異なっているものと予想してい
た。そこで、我々は動物 tRNA リガーゼ遺伝
子を同定するためには、おそらくバイオイン
フォマティックス的なアプローチは効果的で
なく、生化学的なアプローチを用いることが
必須であると考えた。そのために単純なモデ
ル生物として、遺伝子数が約 4,000 と少ない
メタン生成古細菌 (M. acetivorans) を動物細胞
のミニマムモデルとして用いることにした。
　古細菌は第３の生物ドメインを構成する原
核生物であるが、複製、転写、翻訳などのメ
カニズムは真核生物と共通するものが多いこ
とが知られている。実際、tRNA 遺伝子の一
部には、真核生物同様のイントロンが存在
し、スプライシングエンドヌクレアーゼ遺伝
子のオルソログ (endA) も見つかる。しかし
酵母 tRNA リガーゼ遺伝子のホモログは、や
はり存在せず、tRNA スプライシング機構も
当時、明らかとなっていなかった。したがっ
て、我々は､M. acetivorans の tRNA スプライ
シング機構を解明することで、ヒトを含む動
物の tRNA スプライシング機構の解明に繋げ
られると期待して研究を開始した。

２．研究の目的
　前述のように、古細菌の tRNA 遺伝子の一
部には、真核生物同様のイントロンが存在す
るが、そのスプライシング機構は明らかとな
っていなかった。我々は､試行錯誤の上、M. 
acetivorans のリットルスケールの培養を確立
しており、当時より、そのフレッシュな細胞
抽出液中に強いスプライシングエンドヌクレ
アーゼの活性と微弱な連結 tRNA 連結活性を

見い出していたので、その活性をたよりに 

tRNA リガーゼを精製し、質量分析を利用し
て、tRNA リガーゼ遺伝子を同定することで
動物の tRNA スプライシング機構の解明にア
プローチすることを目的としていた。

３．研究の方法
　 古典的な方法ではあるが、我々は M . 
acetivorans のフレッシュな細胞抽出液を調製
することが可能なので、スプライシングエン
ドヌクレアーゼで得られる tRNA 断片を基質
として観察される tRNA リガーゼ活性 (図１) 
を頼りに、tRNA リガーゼを濃縮し、その遺
伝子を同定することを試みた。
　平行して、イントロンを含む tRNA 前駆体
に結合するタンパク質を M. acetivorans の細
胞抽出液から釣り上げる実験を行い、得られ
たタンパク質から tRNA リガーゼの候補とな
るタンパク質を探索する実験も行った。
　 tRNA リガーゼの候補遺伝子が得られた場
合は、その遺伝子のオルソログが一般的に動
物にも見られるかデータベースを検索する。

図１：M. acetivorans の細胞抽出液にはスプラ
イシングエンドヌクレアーゼ活性も tRNA リ
ガーゼ活性も存在する

４．研究成果
(1) M. acetivorans  の細胞抽出液からの tRNA 
リガーゼの調製
　M. acetivorans の細胞抽出液を種々のカラム
クロマトグラフィー用の担体を用いて分画す
ることを試みたが、いずれの樹脂を用いても 

tRNA リガーゼ活性はブロードに溶出され、
その活性を濃縮することができなかった。ま
た、スプライシングエンドヌクレアーゼ活性
に比して微弱な tRNA リガーゼ活性を高める
ために、ATP や GTP を加えたり、金属イオ
ンにより活性化されないか等の条件検討も行
ったが、活性を高める条件を見いだすことは
できなかった。
　一方、細胞抽出液から tRNA 前駆体に結合
するタンパク質を探索した結果、tRNA の 15 
位を archaeosine に修飾する最初のステップ
を触媒する ArcTGT と 55 位をプソイドウリ
ジンに修飾する Pus10 という tRNA 修飾酵素
が得られたが、tRNA リガーゼの候補と思わ
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れるタンパク質を得ることはできなかった。
　 こうした実験を行っているさなか、HeLa 
細胞抽出液から RNA を環状化する活性を持
つ画分に見いだされるタンパク質のうち、そ
の発現を RNA 干渉により不活化すると RNA 
リガーゼ活性が失われる遺伝子として RtcB 
というタンパク質が同定された (Popow, J. et 
al., Science, 331, 760-764,2011).。またメタン
生成古細菌 M. kandleri 細胞抽出液から、
tRNA リガーゼとして、そのオルソログであ
る RtcB が同定された (Englert, M. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci.  USA, 108, 1290-1295, 2011)。古
細菌の tRNA リガーゼを同定することで動物
の tRNA リガーゼに迫るという我々の戦略は
間違っていなかっただけに、非常に残念なこ
とである。しかしながら上記の論文では、in 
vitro で効率的な tRNA 連結反応を十分に再現
できていなかったので、ここからは RtcB に
よる tRNA の成熟反応を再構築することにし
た。
(2) M. acetivorans RtcB の大腸菌による過剰発
現
　我々が培養することが可能な M. acetivorans 
でも RtcB 遺伝子は存在していたので、大腸
菌で過剰発現させることにした。しかしなが
ら RtcB は発現はするものの、いかなる発現
ベクターを用いても、いかなる発現条件でも
完全に不溶化し、可溶性画分に得ることはで
きなかった。不溶性画分のリフォールディン
グも試みたが、可溶性の RtcB を得ることは
できなかった。マルトース結合タンパク質 

(MBP) との融合タンパク質として RtcB を発
現させた場合は、一部の融合タンパク質が可
溶性に得られたが、融合タンパク質には 

tRNA リガーゼの活性はなく、MBP を除去す
ると RtcB は不溶化してしまい、活性評価を
行うことはできなかった。M. acetivorans の 

RtcB は非常に不溶化しやすいタンパク質
か、または未知のサブユニットを必要とする
ためであると考えられる。
(3) 環状イントロンの存在証明
　 RtcB は、真核生物、古細菌ばかりかバク
テリアにも普遍的に存在している。バクテリ
アの tRNA 遺伝子にはイントロンが存在しな
いため RtcB の主たる機能が、スプライシン
グの際、エクソンを連結する tRNA リガーゼ
として働くことであると結論するのは早すぎ
ると考えている。スプライシングの際、切り
出されたイントロン由来の RNA は環状化さ
れると報告されているが、環状化された 

RNA は末端がないのでエキソヌクレアーゼ
の作用を受けず通常の RNA よりも安定に存
在できると考えられる。もし細胞内に環状 

RNA が存在しなければ、環状 RNA を選択的
に分解する経路が存在するのであろうし、安
定に存在するなら、何らかの機能を持つこと
も有り得る。そこで、M. acetivorans の tRNA 
のイントロンに由来する RNA が環状で存在
するか調べることにした。

　M. acetivorans の tRNA の中では tRNATrp, 
tRNAMet, tRNATyr, tRNAArg の４種類の 

tRNA 遺伝子中にイントロンが見られる。こ
のうち tRNATrp のイントロンは 118 nt と最
も鎖長が長く、ノーザンハイブリダイゼーシ
ョンで検出できると思われた。そこで M. 
acetivorans の未分画 RNA を陰イオン交換カ
ラムクロマトグラフィーで分画し、イントロ
ン由来の RNA が存在しないか調べたとこ
ろ、tRNATrp の存在量に比べて、少なからず
存在していること、電気泳動での移動度が、
線状の RNA と比べて大きく遅れているこ
と、アルカリ加水分解を行うと線状 RNA と
同じ鎖長の RNA が現れること (図２) から、
すべて環状の RNA として存在していること
がわかった。

図２：M. acetivorans の RNA 画分から得られ
た tRNATrp のイントロン由来の RNA は環状
である

次に最も鎖長の短い (20 nt) tRNAArg のイン
トロンが存在するか調べるため、T4 RNA リ
ガーゼを用いて tRNAArg のイントロンと同じ
配列の RNA を環状化し、ハイブリダイゼー
ションで検出できるか検討した。予想通り 

20 nt の環状 RNA では、構造に無理がありハ
イブリダイゼーションしないことが示された 

(図３)。

図３：短鎖の環状 RNA はハイブリダイゼー
ションでは検出できない

そこで、ゲル濾過クロマトグラフィーで RNA 
を分画し、人工的に作製した環状 RNA と同
じ溶出画分を回収し、質量分析装置によっ
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て、その画分に含まれる RNA を分析したと
ころ、環状となった tRNAArg のイントロン由
来の RNA の質量と一致するピークを見いだ
すことができた。今後、配列が不明な環状 

RNA を分析するためには、環状 RNA を濃縮
する手法を確立する必要があるだろう。バク
テリアにも環状 RNA が存在しないか調べて
みたいと考えている。
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