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研究成果の概要（和文）：翻訳因子であるtRNA種の個別の量的制御機構は未だ判っていない。酵母を用いた分子
遺伝学的手法でこの機構を検討するため、tRNA遺伝子（tDNA）のプロモータ活性測定系の構築を目指した。まず
はイントロンを含む前駆体tRNAのRT-qPCRを用い、同義遺伝子中、イントロン配列に特徴のあるtDNA由来の前駆
体tRNAの量を特異的に分析できることを示した。次に、RNAiにおけるshRNAをtDNAをプロモータとして発現さ
せ、標的であるEGFPの発現抑制でtDNAプロモータ強度を定量できるか検討した。しかし、異なるtDNAを用いても
全て強くレポーターを押さえてしまい、定量比較には不向きであった。

研究成果の概要（英文）：Accumulating pieces of evidence revealed that tRNAs, essential for 
translation, is under transcriptional regulation, but their regulatory molecular mechanism has been 
obscure. To analyze this problem using yeast molecular biological technique, we tried to construct 
ways for analyze promoter activity of tRNA genes, or tDNAs. First, we adopted RT-qPCR to measure 
pre-tRNAs with an intron, a primary approximation of transcriptional activity of the corresponding 
tDNA. Second, we constructed RNAi system where an shRNA against EGFP mRNA is expressed from the tDNA
 promoter, and tested whether extent of suppression of EGFP expression is correlated with tRNA 
expression. However, all of our constructs so strongly suppressed EGFP expression that promoter 
activity of various tDNAs could not be compared.

研究分野：分子生物学、細胞生物学

キーワード： tRNA　転写制御　転写因子　tRNA検出因子　tRNAレパートリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は今まで知られていなかった個別tRNA遺伝子の発現制御を解析するための研究基盤の構築を試みた。学術
的には、生理条件に応じた個別のtRNA遺伝子の発現制御を検出することはできたが、本来の目的である遺伝学的
なスクリーニングに耐えるプロモータ活性の測定計の構築には至らなかった。RNAiやCRISPRiに用いられる低分
子non-coding RNAの発現をベースとした検出系では、レポーターmRNAの発現量をかなり正確に調製する必要があ
る。今後は、tDNAプロモータで転写される機能性RNAが直接検出できる系での検討が必要であろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 tRNA は、そのアンチコドン配列と結合するアミノ酸残基で分類され、通常ゲノム当たり 50 種

類以下の isoacceptor tRNA（アンチコドン配列による分類）で 61 種のコドンをカバーする。各

isoacceptor tRNA の量比はその tRNA 種をコードする同義遺伝子数でおよそ決まると考えられ、

また、ゲノム上に出現するコドン全体の頻度にもある程度対応している。このため、tRNA の発

現は、生理条件や発生段階等に依存しない静的なものと考えられていた。しかし、近年、tRNA
種毎の存在量が生理的・人為的ストレス、疾患等の内的・外的要因で変化することが、酵母から

ヒトに至る生物種で報告された[1–3]。これは、ある条件下の細胞の tRNA の量的関係の総体

（tRNA レパートリー）が能動的・可塑的に保たれること意味する。 
 本課題では、分子遺伝学的・生化学的解析に適した出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を材料

に、この tRNA レパートリー変化を可能にする制御機構の解明を目指す。具体的な tRNA の量

的・機能的制御点としては、tRNA 遺伝子（tDNA）の転写に加え、tRNA 前駆体の修飾、核—細

胞質間の tRNA 輸送、tRNA の特異的分解、の 4 点が想定される。現時点で、前 3 者は、栄養飢

餓等の生理条件で制御されることが判っている。例えば、tDNA の転写は TORC1 系の制御下に

あり、この下流にある保存された転写因子 Maf1 が RNA polymerase III（Pol III）の機能を抑える

ことで、栄養飢餓時の転写を抑制する[4]。生理条件の変化で個々の tDNA の転写活性が異なる

ことは、Pol III サブユニットの ChIP や CRAC（新生 RNA 鎖解析の一種）による網羅的解析で明

らかになってきた[5,6]。他方、tDNA 周辺は基本的に nucleosome-free なので[7]、転写領域のクロ

マチン構造は制御されようがないが、その両側に存在する nucleosome の状態をクロマチン再編

因子が調整することで、tDNA の転写状態が左右される [8]。同じく栄養飢餓時には tRNA は細

胞質から核へ移動することで細胞質の tRNA濃度が下がるが、これは TORC1 系と cAMP-protein 
kinase A 系といったシグナル伝達系で調節されている[9]。こうした研究では、あくまで、tRNA
全体の転写・細胞内分布の調節機構が研究されているのみで、個々の tRNA 種の能動的な量的調

節機構に関する報告は未だ無い。 
 
２．研究の目的 
 本申請では、tRNA レパートリー制御の初発段階である tDNA の転写制御に着目した研究を計
画した。特に、アンチコドンで特定される isoacceptor単位での tRNA の量的制御に関わる転写制
御系の実態を明らかにすることを目指す。tDNA の発現制御を考える際に、標的 tDNA にどのよ
うな転写因子が作用するか、いかに細胞内の tRNA の機能量を検知するか、が問題となる。本研
究では特に前者の探求を目指し、まずそのために必要な、tDNA の転写状態あるいはプロモータ
ー活性を簡便に測定できる解析系を検討した。今回は、イントロンを含む遺伝子から転写される
tRNA の場合、イントロン部分の 
 
３．研究の方法 
3.1 tRNA 前駆体の RT-qPCR による定量 
 酵母では一つの isoacceptor に属す tRNA の配列はほぼ単一である。しかし、イントロンを含む
tRNA 遺伝子の中には、同義遺伝子座間でイントロン配列の異なるものがある。ここでは、
tRNALeuCAAをコードし、全 10 同義遺伝子中、同一の配列をもつ 5 同義遺伝子 tL(CAA)G2/G3/K/M/N
の前駆体および他とイントロンの配列に2 ntの違いがある tL(CAA)Dの前駆体、やはり tRNAPheGAA

をコードする全 10 同義遺伝子中、同一の配列をもつ 6 同義遺伝子 tF(GAA)F/G/H1/H2/P1/P2 の前
駆体、他とイントロン配列に 2 nt の違いがある tF(GAA)D の前駆体をそれぞれ特異的に増幅でき
る primerセットを用いたRT-qPCRで定量した。逆転写は Superscript III（Thermo Fisher Scientific）、
qPCR は TB Green® Premix Ex Taq™ II（Takara Bio）を用いて反応を組み立てた。反応条件は、メ
ーカーのマニュアルに従い、リアルタイム PCR装置 Thermal Cycler Dice TP860（Takara Bio）を
用い定量を行った。 
 なお、サンプルとなる酵母は W303-1A 株を用い、YPD（富栄養発酵培地）あるいは、YPGly
（富栄養呼吸培地）で対数増殖期まで培養したものを用いた。また、必要に応じて 30°C から 37°C
への熱ショック、終濃度 0.5 mM H2O2の添加、2 µg/mL rapamycin の添加といったストレスを付
与した。こうした酵母より 50 mM NaOAc [pH 5.2]、10 mM EDTA、1.0% SDS を用いたホットフ
ェノール法で調製した RNA を RT-qPCR 等に用いた。 
 
3.2 RNAi の shRNA を tDNAプロモーターより発現させる系 
 tDNA のプロモーター活性を測定する系として酵母内で発現させた EGFP レポーターを RNAi
でノックダウン（KD）する際の shRNA を様々な tDNA をプロモータとして発現させる系を検討
した。S. cerevisiae には RNAi 系が存在しないので、Argonaut と Dicer のみから成る S. castellii の



RNAi 系の遺伝子（ScaAGO1、ScaDCR1）を構成的な S. cerevisiae の TEF1プロモータ下につない
だプラスミドを構築、W303-1A株に導入して RNAi 活性な S. cerevisiae株とした。これに、レポ
ーターとしてやはり構成的な ADH1 プロモータより EGFP レポーターを発現するプラスミドを
導入した。レポータープラスミドは定コピーベクターに ADH1p::EGFP ユニットを 2つ載せたも
のと、多コピーベクターに ADH1p::EGFP ユニットを 1 つ載せたものを用いた。最後に、各種
tDNA（tT(CGU)K、tY(GUA)J2、tR(UCU)K、tM(CUA)J1、tC(GCA)B）の各成熟体 tRNA コード部
分の 3'末端に、EGFP ORF の 5'領域に 90 bp部分に対する shRNA を挿入したプラスミドを導入
した。EGFP の発現は蛍光顕微鏡で確認すると共に、対数増殖期にある酵母培養液から回収した
酵母細胞中の EGFP 量を定量的な western blotting で検討した。 
 
４．研究成果 
3.1 tRNA 前駆体の RT-qPCR による定量 
 tDNA のプロモーター活性を近似する生細胞中のパラメーターとして前駆体 tRNA に着目し
た。特にイントロンを含む tDNA から転写される tRNA の場合、イントロン部分を指標とするこ
とで前駆体を特異的に検出できる。また、tRNA を定量する際、成熟体 tRNA は強固な 2次構造
と様々な修飾が逆転写を阻害するために逆転写が難しいが、前駆体 tRNA は修飾が進んでいない
こと、修飾がほとんどないと考えられるイントロン部分を主に逆転写することから、むしろ、転
写初期に近い状態の前駆体がより効率的に RT-PCR で増幅されると期待できる。 
 ここでは、遺伝子レベルでの tDNA の転写状態をモニタすることを考慮して、出芽酵母題材
に、イントロンを含む tDNAの中でもイントロン配列に SNPの見られる tRNALeuCAAや tRNAPheGAA

に着目した。ゲノム上 tRNALeuCAAは 10 個の同義遺伝子のうち、tL(CAA)G2/G3/K/M/N の計 5 遺
伝子は全く同一のイントロン配列を持つが、tL(CAA)D や tL(CAA)L はこれらとは 2 nt 配列が異な
っており、これら由来の前駆体を特異的に増幅する PCRプライマーが設計可能である。そこで、
5 遺伝子由来の前駆体 tRNALeuCAAを合わせて増幅できるプライマーと tL(CAA)D由来の前駆体の
みを増幅できるプライマーを設計し、RT-qPCR で前駆体 tRNA の定量を行い比較した。予備的な
実験で、Pol III を含めた転写阻害剤 thiolutin を用いたチェイス実験では前駆体のみが急速に失わ
れることが判っており、前駆体量は転写の強さを反映していることが示唆された。 

 我々が行った tRNATrpCCA

網羅的欠失組み合わせ変異
の解析では、各同義 tDNA 遺
伝子の tRNATrpCCA 供給への
寄与は全て等価だったこと
から、tRNALeuCAA同義遺伝子
についても同様のことが期
待された。これは、tDNA の
ほとんどがほぼ同様に Pol 
III で占有されているという
ChIP 解析のデータとも一致
する[11]。しかし驚いた事に、
図 1 にあるように、富栄養発
酵 培 地 YPD 中 で は

tL(CAA)D 由来の前駆体 tRNA は tL(CAA)G2/G3/K/M/N 由来の前駆体の 1/27、富栄養呼吸培地
YPGly では 1/34 しか存在せず、遺伝子数効果から予想される 1/5 より遙かに少ない転写量であ
る 可 能 性 が示さ れ た 。 同 様 の こ と は 、 tRNAPheGAA の 同 一 配 列 の 6 同 義 遺 伝 子
tF(GAA)F/G/H1/H2/P1/P2 より転写される前駆体と、他と異なるイントロン配列を持つ tF(GAA)D
の間でも見られた。これらの遺伝子の Pol III占有率は ChIP 解析で差が見られていないので、転
写状態は ChIPだけでは推定できない可能性がある。 
 次に、出芽酵母に様々なス
トレスを与えた際の前駆体
量の変化について検討した
（図 2）。30°C から 37°Cへの
熱ショック、および、H2O2に
よる酸化ストレスを与えた
ときの前駆体 tRNAPheGAA 量
の時間変化を検討したとこ
ろ、酸化ストレスの際には、
tF(GAA)F/G/H1/H2/P1/P2の6
遺伝子由来の前駆体 tRNAの
挙動と tF(GAA)D由来の前駆
体の挙動は一致した。しか
し、熱ショックの場合、
tF(GAA)F/G/H1/H2/P1/P2 の 6 遺伝子由来の前駆体 tRNA は 20 分から 60 分にかけて一過的に増
えた後、120 分では明確に下がるのに対し、tF(GAA)D 由来の前駆体はこの時間枠内ではあまり

図１ イントロン配列を利用した前駆体 tRNA の定量 

図 2 ストレス負荷時の tRNALeuCAA遺伝子の転写状態変化 



変化しなかった。即ち、多数の tRNAPheGAA 遺伝子は熱ショックで一過的に転写が高まるがその
後 2 時間程度で転写が抑えられるのに対し、tF(GAA)D ではこうした転写変化がほぼ起きないこ
とが示唆された。 
 
3.2 RNAi の shRNA を tDNAプロモーターより発現させる系 
 前駆体 tRNA で転写活性をある程度見積もる方法が得られたが、tDNA 遺伝子の発現状態を明
らかにするためには、まずは様々な tDNA のプロモータ強度や、特定の tDNA のプロモータ活性
の様々な生育環境下での変化を調べる解析系が必要である。Pol II で転写されるタンパク質遺伝
子のプロモータ活性は、ORF 上流のプロモータ領域の下流に適当なレポーター遺伝子（b-
galactosidase 遺伝子である lacZ、luciferase 遺伝子、GFP 遺伝子等）を融合し、そうした酵素／タ
ンパク質の持つ活性の定量などを介して、簡便に測定することが可能である。しかし、Pol III が
比較的短い RNA の転写に特化していること、Pol III の転写産物は Cap や Poly(A)といった mRNA
の翻訳に深く関わる末端修飾を受けないことから、tDNA のプロモータ活性を同様の方法で測定
することは難しく、何らかの機能性低分子 non-coding RNA をレポーターとして用いる系を構築
する必要がある。ここでは、RNAi における siRNA の下となる shRNA の供給を目安にした系の
構築を試みた。ただし、S. cerevisiae には RNAi 系は存在しない。そのため、近縁種である S. castellii
の持つ Dicer と Argonaut のみからなる RNAi 系を導入し[12]、標的認識に関わる siRNA（small 
interference RNA）のソースとなる shRNA（short hairpin RNA）を tDNAプロモータから発現させ
ている。レポーターとして ADH1プロモータから構成的に発現する EGFP を標的とすることで、
tDNA のプロモーター活性に関して、用いる tDNA の違いや生理的条件の変化による転写制御の
検出を試みた。shRNA は成熟体 tRNA のコード領域の 3'末端に、Pol III の転写集結シグナルとし
て働く T7 配列を付加された状態で挿入されており、tRNA-shRNA として転写される。転写後は
tRNA の 3' trailer 配列の切除に働く RNase Z により tRNA部分と切り離される。EGFP ORF の 5'
末端 90 bp 領域の shRNA を融合すると効率の良い EGFP の発現抑制が見られることが確認でき
ているので、この shRNA を。tRNAThrCGU 遺伝子 tT(CGU)K、tRNATyrGUA 遺伝子 tY(GUA)J2、
tRNAArgUCU遺伝子 tR(UCU)K、延長用 tRNAMetelongator遺伝子 tM(CUA)J1、tRNACysGCA遺伝子 tC(GCA)B）
に挿入した融合遺伝子をプラスミド上に構築し、S. castellii の Ago1、Dcr1、そしてレポーターの
EGFP を恒常的に発現する酵母株に導入した。これらの tRNA は、それぞれ tRNA の 1 遺伝子あ
たりの現存量が高いもの（ tRNAThrCGU、0.080 pmol/µg RNA/gene）、比較的平均に近いもの
（ tRNAArgUCU、0.034 pmol/µg RNA/gene： tRNATyrGUA、0.035 pmol/µg RNA/gene）、低いもの
（tRNACysGCA、0.016 pmol/µg RNA/gene：tRNAMetelongator、0.021 pmol/µg RNA/gene）としてピック
アップした。 
 他方、本系では、EGFP の発現の抑制の強さで shRNA の発現量、さらには、tDNAプロモータ
の強さを定量するため、
EGFP mRNA の発現量と
レポーターに対する
shRNA を含む RISC の比
率が重要となる。そこ
で、レポーター側は、発
現量を確保するために、
ADH1p::EGFP ユニット
を 2つ持つ低コピープラ
スミド、あるいは、
ADH1p::EGFP ユニット
を 1つもつ多コピープラ
スミドの 2種類のレポー
ター発現系を用いた。 
 EGFP の発現状態を、
抗 GFP 抗体を用いた
western blotting で定量した結果を図 3 に示す。低コピーベクターに 2つの ADH1p::EGFP ユニッ
トを載せたレポータープラスミドが導入された宿主を用いた場合、全ての tDNA プロモータで
極めて強い EGFP の発現抑制が見られ、shRNA を発現していないコントロール株の 6%以下の
EGFP しか検出されず、定量的な実験をするには EGFP mRNA と shRNA との比率が不適切であ
る事が判った。次に、より多くの EGFP mRNA の発現量が期待できる、多コピーベクターに
ADH1p::EGFP ユニットを載せたレポータープラスミドが導入された株を用いて実験を行った。
すると残存 EGFP 量はコントロールの 15〜30%であり、抑制効果の違いを図るダイナミックレ
ンジに近づくことができたが、tRNA の現存量に対応したレポーターの発現抑制を定量的に見る
条件の確立には至らなかった。 
 この他、CRISPRi [13]による EGFP レポーターの発現抑制の為の sgRNA の供給を、tDNAプロ
モータを用いて行う系などを試したが、良好な結果は得られていない。RNAi、CRISPRi 何れも
レポーターの発現抑制の度合いを定量的に検出使用とする系であるのでレポーターと抑制用
non-coding RNA の発現比率を至適化する必要があり、系の構築の fine-tune が難しいということ
が明らかとなった。現在、tDNA をプロモータとして RNAだけで働く蛍光アプタマー[14]を発現

図 3  shRNA 発現系を利用した tDNAプロモータ強度解析 



する系で、同様の系が構築できないか検討を進めている。 
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