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研究成果の概要（和文）：始原紅藻Cyanidioschyzon merolae 10Dの核ゲノムから、新奇tRNA
遺伝子を発見した。その前駆体tRNAは、RNAモチーフの安定性にしたがってプロセシングを受
ける可能性が高いことが分かった。また、様々な分断構造を有するtRNA遺伝子を同定し、C. 
merolae細胞内では様々なタイプの遺伝子が発現することが分かった。本研究成果は、真核生
物のtRNA遺伝子構造やそのRNAプロセシング機構のバリエーションの大きさを、初めて示した
ものである。 
 
研究成果の概要（英文）：Our analysis of the nuclear genome of Cyanidioschyzon merolae 
10D demonstrated the first evidence of permuted and ectopic intronic tRNA genes. These 
highly-disrupted tRNA genes were shown to be expressed via the sequential processing based 
on the stability of specific RNA motif found at the processing sites. Results revealed 
a greater diversity in eukaryal tRNA genes properties and the processing mechanism. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

交付決定額 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 

キーワード：tRNA、non-coding RNA、RNA プロセシング、イントロン、始原紅藻 

 
１．研究開始当初の背景 深い研究対象である。また、我々の発見をき

っかけに、既存のゲノムデータベースが再解
析され、様々な生物において、あらたに tRNA
遺伝子が数多く発見され、それまで不明であ
った遺伝暗号の翻訳機構が明らかとなった。
したがって、当該遺伝子群の発現機構や形成
過程、生物学的意義など、より詳細な解析が
必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、特に環状 RNA 中間体を介した

RNA プロセシング機構、また、その生物学的
意義や成立過程を解明し、転写やプロセシン
グなど、発現機構との共進化について考察す
る。さらに、未同定のオルガネラ tRNA が細
胞質から輸送されている可能性を検討する

酸性の温泉という極限環境に生息する
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核ゲノムの網羅的解析から、逆転tRNA遺伝
子(permuted tRNA genes)とよばれる新奇
tRNA遺伝子を発見した。これまでの分子生
物学的な解析から、当該遺伝子から転写さ
れた前駆体tRNAは、新奇のRNAプロセシン
グ機構により環状RNAを介して、機能的な
構造をもつ成熟体tRNAとなることが明ら
かになった。このRNAプロセシング機構は
、「RNA配列の前後を入れ換える」という、
それまでにない新しい概念に基づくメカ
ニズムであった。当該RNA遺伝子の構造や
その転写物の成熟化過程は、RNAの研究分
野だけでなく、ゲノム動態の分野でも興味 
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ことを目的とした。 
 これまでの解析から、逆転 tRNA の前駆体
は、既知の tRNA プロセシング機構に関わる
酵素群に依存する可能性が高い。そこで本研
究では、in vitro プロセシングアッセイ系の
構築を行い、様々な基質 tRNA に対する活性
を測定し、その基質認識機構の解明を試みた。
また、様々な変異体 tRNA 遺伝子を C. merolae
に導入し、その影響を調べることで、生物学
的意義の解明を試みた。また、逆転 tRNA 前
駆体のプロセシング部位には、イントロンの
プロセシングに関わる酵素が認識する RNAモ
チーフが見られることから、当該 RNAと、tRNA
イントロンの関連性は非常に高いことが予
想された。そこで本研究では、両 tRNA 前駆
体のプロセシング過程を調べ、その規則性を
探った。 
 
３．研究の方法 

予想されるプロセシング酵素リコンビナ
ントタンパク質と、人工的に合成した基質
tRNA を用いた in vitro tRNA プロセシング反
応を行い、その酵素活性を解析した。また、
C. merolae における逆転 tRNA のプロセシン
グ経路を明らかにするため、逆転写 PCR 法に
より tRNA のプロセシング中間体を増幅し、
その配列をシーケンシングにより同定した。
各中間体の予想される RNA 二次構造のステ
ム・ループ構造の安定性を熱エネルギー計算
から推測した。また、C. merolae 細胞に、人
工的に構築した様々な RNA 遺伝子を導入し、
そこから発現した RNA分子の配列を解析した。
以上の結果をもとに、C. merolae における
様々な tRNA のプロセシング機構の解明を試
みた。また、以上の結果をもとに、tRNA 遺伝
子の形成と、RNA プロセシングを含めた RNA
遺伝子の発現機構の関連性について、進化的
考察を試みた。 
 
４．研究成果 

特に逆転 tRNA 遺伝子から転写された前駆
体 tRNA のプロセシング機構の詳細を明らか
にするため、予想されるプロセシング酵素群
のリコンビナントタンパク質を調製し、in 
vitroで人工的に調製した基質tRNA前駆体に
対する切断活性を調べた。様々な変異体 tRNA
前駆体を用いた in vitro プロセシングアッ
セイの結果、いくつかの酵素の基質認識機構
が分かってきた。逆転 tRNA の成熟化におい
て特徴的な環状 RNA中間体のプロセシングに
は、さらに未知の酵素が関与する可能性も示
唆された。現在、さらに解析を進めている。
本研究結果は論文にまとめ、学術雑誌に投稿
する予定である。 

C. merolae に存在する逆転 tRNA およびイ
ントロンを含む tRNA には共通の RNA モチー
フが見られることから、両者は共通の RNA プ

ロセシング装置で成熟化している可能性が
高いと予想される。そこで、C. merolae の全
RNA を用いた逆転写 PCR 法により、様々な
tRNA のプロセシング中間体を検出し、さらに
その配列をシーケンシングにより解析した。
以上の解析結果をもとに、各 tRNA のプロセ
シングがどのような順番で起きているかを
推察した。その結果、いずれの前駆体のプロ
セシング部位（酵素が認識する RNAモチーフ）
も、構造の安定性に基づく順番でプロセスさ
れている可能性が示唆された。本研究結果は
論文にまとめ、海外の学術雑誌への投稿を

行った。また、国内外の学術会議において口
頭およびポスター発表を行い、一定の評価を
得た。また、学会では情報収集のほか、RNA
プロセシングや RNA遺伝子の研究者たちとの
ディスカッションを行うことで、今後の研究
を進めていく上で、有用な意見をもらうこと
ができた。 
また、C. merolae 細胞内では特殊な tRNA

遺伝子群がどのようにプロセシングされ、な
ぜゲノム上に存在しうるかについて知見を
得るため、C. merolae の細胞に人工的にデザ
イン・構築した様々なタイプの tRNA 遺伝子
を導入し、その産物の解析を行った。その結
果、C. merolae では、これまで真核生物では
報告されていないような、様々な分断構造を
もつ tRNA 遺伝子からでも機能的な tRNA が発
現しうることが分かった。このことは、C. 
merolae が特殊な遺伝子群の形成および維持
してきたことを裏付けている。さらに、当該
遺伝子がゲノムに存在しえた理由として、上
述の特徴的なプロセシング機構の存在が挙
げられる。それに加え、よりシンプルな転写
機構が必要であったと予想される。C. 
merolae の核ゲノの配列解析の結果、転写装
置遺伝子群のレパートリーは非常に少なく、
これまで知られている真核生物に比べて、非
常に単純なシステムを利用している可能性
が示唆されている。以上の研究結果について
さらに詳細な解析を進めながら、論文作成を
行っている。 
オルガネラの tRNA の解析から、細胞質か

らのオルガネラへの RNA輸送の可能性を検討
するため、C. merolae のオルガネラの単離を
試みた。しかし、オルガネラの完全な単離が
困難であり、さらに生化学的解析に必要な両
の RNA サンプルが調製できなかった。オルガ
ネラの単離、および十分な量の RNA サンプル
の調製方法の構築が今後の課題である。得ら
れた知見を生かし、解析を進めていく予定で
ある。 
以上の結果から、tRNA 遺伝子の発現機構・

プロセシング機構が、tRNA 遺伝子の進化にお
けるバリエーションに大きな影響を与えて
きた可能性が示唆された。今後は C. merolae
の細胞を用いた in vivo の実験を行い、この



 

 

可能性をより直接的に検討し、進化的考察を
行っていきたい。 
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