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付録:tRNA修飾酔ポ研究の歴史的概観
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塾主主
DNA deoxynuc1eic acid 

RNA nbonuc1eic acid 

tRNA transfer RNA 

rRNA ribosomal RNA 

mRNA mess制1gerRNA 

PAGE poly acry1amide gel electrophoresIs 

HPLC high P町 fo田 制cetiquId chromatograpby 

TLC 山inlay町 chr司matograpby

SAM S-adenosyl・L-methionine

SAH S-adenosy1・L-bomocysteine

この1也 SDS.TEMED、EDTAなどもE番号表記したが.文章の最初に正式名祢を付した.

fiVJ;の表~について

A、C、G、T、Uはt主基、ヌクレオシド.ヌクレオチドの可能性がある.特にどれであ

るかを治摘する必要がある協合のみ、文章中に表記した.デオキシ体とリボ{本の区別は文

脈上明かな場合がほとんどであったので特に明記していない.なお.rTはm
5
Uと表記した.

また、プリン盗事EはPu、ピリミジン短蕊は町、{壬意の自基はNと表記した.

1iJ1T!の軍事号について

修飾1，1!基の2各号はBjork らのt'~説(1)にしたがった.そのため、 ー紋によく用いられてい

る以下の活基略号は各々.省のような淡記になる.

T IrT m
5
U 

Y yW 

L k
2
C 

V cmo
5
U 

mV mcmo
5
U 

z io
6
A 

修飾泡iiは同じ構造であってもtRNA上の部位が異なれば.ほとんどの湯合、別の毒事素

による修飾と考えられている.その点を考慮して.tRNA上のポジションを併記した.

例:Gm(18) ポジション18の2・0・methyl-guanosine

修飾百事務のヨ各号について

修飾語事繁もこの表記を流用した.また、修飾部位が綾数あることが明かな酵素(例 ¥1' 

syn山町nse1. bisTge回 product)についてはそのつど記議した.さらにmetby11r:l1lsferaseはメチ
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ラーゼとaaした.

係自前1おぶ略 E子京i

m1A トmcthyladenosine

m2 A 2-mcthyladenosine 

m6A N6・methyladenosine

i6A N6・d.2・isopentenyl-ndenosine

2，6 
ms.iVA 2・methyltio・N6-d.2-isopentenyl-adenosine 

t6 A N-[N-(9 ~・D-ribofuranosyl・purine-6・yl)c的amoyl)threolÚnc
2-6 ms.ioV A cis 2 mcthylthio吋bosylzealin

26 ms.tV A 2・methyltio・N-[N-(9-rl・D-ribofuranosyl-purine-6-yl )carbarnoyl]thrconi ne 

Cm 2'-0 methylcytidine 

m3C 3・rncthylcytidine

m
5
C 5 rncthylcytidine 

ac 4C N4 acetylcytidine 

s2C 2-thiocytidine 

k
2
C lysidine-4-馴 inoふ(N6・Iysino)・1φD-ribofuranosyl)cytidine

o dihydrouridine 

Gm 2・-0・methylgu制。sine

m 1 G 1 methylgunnosi ne 

m
2
G N2・methylgunnosine

m22G NZJ42・dimethylguanosine

m
7
G 7・methylgunnosine

.nos.ne 

m 11 1 methylinosine 

Q queuine-7・(3，4・trnns-4，5-cis-dihydroxyl-l-cycJopcnten-3-y加 ninomcthyl)ー7・

deazagu肌 ine

manQ ~・0・mnnnosylqueuine

Um 2'・0・rncthyluridine

s4U 4・thiou吋dine

iu 2・thiou吋dine

52 
m町n-s.U 5 rncthylruninomcthyl-2-thiouridine 

52 
nm-s.U 5・町ninomethyl-2-thiouridine

f冒~Z

勺

ー
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cmo
5
U 5・c的 oxyme山oxyuridine

mcmo5U 5・mclhy1c的 oxymethoxyuridine

52 
cmnm sし 5・carboxymelhy1aminomelhyl-2-thiouridine

52 
mcm-s-U 5・methoxycati:onylm目byl-2-山iourid回 e

5~ 2 
mnm-Seじ 5・mc凶y1a瓜 inome山y1・2・s町奪回uridine

m
5
U 5・melhy1urid Ule~ribolhi血idine

52 
m-s-U 5・me凶y1・2・山iouridine

acp3U 3・(3・amino-3・但均oxypropy1)山idine

¥11 pseudouridine 

¥11m 2'-o-me山y1pseudouridine

m1'11 1・metby1pseudouridine

yW wyeosine 

【・‘・.
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色体内から何等かの約貨を取りとし.その性質を調べ.生命のしくみを分

子レベJレで究明することは、生{ヒ竿の自僚のひとつであるが.この中には‘

タンパク貨がいかにして他の生体正r，分子を認織し、信担能するのかという問題

も当然のことながら含まれる . この泌総する相手方の 5主体向分子が~ðJtであ

る場合.これを特に絞酸!刈i!l!タンバク質とよぶが.表 1のごとくその種類は

多く. .~写.翻訳、総裂といった生物が活動し j自殖するための似滅的現象か

ら‘発生‘分{ヒといった防次の飼自白にいたるまであらゆる生命現象にたずさ

わっている.

t~般のなかで、 lRNAは小型でその佐賀や権造がもっともよく研究されて

いる分子伎のひとつであるが、分子内に l!i基対からなるステム帰洛や一本鎖

からなるループ構造があり、これらが組み合わさってL:字型情i1iが形成され.

)~4\的には二重らせん情巡のみからなる DNAにはない、立体十島 i訟をもってい

る.したがって .lRNA を :z:放するタンパク質も DNAを~:殺するタンパク貨

とは'ft.なった分子~:議俄備をもっている可能性があり、また、 jûJ じ lRNA を

~総するにしても tRNAのどこを:2lf.iするかで災なったパターンを待ってい

ることが予想される.

このように、篠酸関連タンパク賞のなかでも、 lRNM宝飾E事裁はHs質認識

t.! f轟の研究に絡好の素材なのであるが、先のlRNA修飾奇書汲研究の歴史的奴

制でも述べたように、実際に研究された例はきわめて少ない.表2は 1994年 3

灯までに基質認識について報告された修飾酵紫の一覧表であるが、たった数

19の記述しか存在しない愉文を含めても、わずか 15磁まnの同事務についての研

究があるだけである(10・13，15，16，39，44，45，52，62，63，67，70). 波中でin

vilro， in vivoは各々、試験管内および生体内のいずれで研究がなされたか

を示しており、 invicroのp.purifiedは部分続製療品を則いた研究であるこ

とを、また， purifiedはSDS・ゲルf電気泳動上で単一バンドを与える均一僚品

をmいた研究であることを示している.

生体内から特定物質を締製し.その性質を究明することは生化学の基本的

方法であるが、実際にはtRNA修飾i'i~紫が微量醇紫であり失汚しやすいため、

311分的製僚品を用いてなされた研究が大半となっている.とくに部分精製係

品の中には、ほとんど細胞租州出液に近く、複数の~n持活性を問時に測定し

ていると考えられる鈴文もある.
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一方、invivoの研究で2志賀認誌に言及した詩文はすべてマイクロインジエ

クションの手法を用いている .マイクロインジエクション法は滋賀tRNAを

lなj皇、細胞内に注入するという手法であるため.その絡巣は生きている細胞

内で現災に起こっている現象を反映しているという長所がある.また. A事務

自身が紛建立されておらず、その性質や滋賀が不明であっても分析が可能であ

る.例えば、 manQ(34)の修飾on!は生化学的手法で税務活性がj足えられた

ことがなく、マンノース供与体についても確認されていないが、その生成の

111子はマイクロインジエクション法でl足えられている (70).しかしながら.

マイクロインジェクション法にも短所がある.後数の画事務が関与する修飾系

{例えばmanQ(34)) では、その個々の番手紫反応を解析できない.また、そ

の商事務然的パラメーターが解析できないのでタンパク化学的知l見を集積する

ことができず、タンパク貨がいかにして核駿をm織するかという命題に対し

てさらに検討を加え発展させていく余地が少ない.さらに、マイクロインジ

ェクションが可能なのはアフリカツメガエル卵母細胞のような大山の細胞に

限るため. f也の生物縫.特に遺伝学的、隣策学的知見の然倒されている細菌

での研究が図録である.そしてまた.漉紙あるいは薄l吾クロマトグラフィー

をほ飾laAの分析手段として{史mするため検出可能な減価が狭<. IRNA1分

子中に 100分の l程度までの修飾しか分析できない.そしてさらに、常に細胞

内における分解にさらされるため、各注入IRNA分子磁の半減JYlを考慮、せず

に定設的~~拾を展開することが凶純であるといった技術的Hll !uiも存在する .

マイクロ インジェクション法の倹山限界については、 invicro 、invivoの

双)jから研究が進められている IRNAトランスグリコシダーゼ(Q(34)ー

enzymc)に一例を見ることができる. Curnow(71)や中西(72)らは Q(34)の修

飾がIRNAのアンチコドンアームだけからなるミニヘリックス RNAでも起こ

りl{I.ることを証明しているが.マイクロインジエクション t去を j幕府した

EdquvISlら(39)はQ(34)のほ飾がD・アームのt主義配列に強く彫惨されるとい

うtf!告念行なっており.一統すると両者の主強にはかなりのへだたりがある

ように思われる.しかしながら.マイクロインジェクション法の検出限界を

移慮すれば.両者のま強にはいささかの矛盾もない.中西らによると IRNA

トランスグリコシダーゼのミニヘリックスRNAに対する KcsdよIRNA
His

転
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1] 1t 1切に対する KC8lとさほど変らないが.その Kmは約 1001合であり.従って

ミエヘリックス RNAに対する 1Mus i官役反応の初速は約 100分の 1である. -

)j、 Edquviれらの研究では D・アーム改変体の修飾頻度は数パーセントまでし

か検出されておらず.マイクロインジエクション法では、 ~RNA会{事情 i盆に

jじ紋してヌクレアーゼに対する感受性が向く、しかも 11i")l; illl.免のおこりにく

いミエヘリックス RNAをus貨としてQ(34)の生成を倹出することは困難であ

ると j陸定される.つまり.マイクロインジェクション法では、 Curnowや中

西らのjnvitroの研究のように ~RNA・酸素鎮合体形成の初発過程を省略し、

より品事務反応の本質的部分を銅山しようとするような試みは不可能である.

もちろん. Edquviれらの研究は理想状態の辞書緊反応ねを意図したものではな

く、生理学的には意義深い研究であり、マイクロインジエクション法は川

vilro の生化学的研究と迎燃することによって、これからも lRNA修飾番手議TVf

3Eの手法ーとして用いられ続けるにちがいない.

このようにtRNA修飾際紫の Us質~織に関する研究は少なく、かつ、分析

手法や隊紫の種類、 ll'i製純度の述いにより必ずしも今までえられた章者泉は一

放するものではないが. rタンパク質がいかなる分子際情によって他の生体

部分子を認滋しているのか. Jという問題は、 I生体内で生じている化学現

象をいかに合理的にとらえるか. Jという生化学の基本命組のひとつである.

さて、 ~RNA修飾百事務の Hs質 :Z:r.H1僚の研究はこの Hs*命lUIに属するとは

いえ. DNA結合タンパク質や抗体の認識鈴とはー織を箇する俗務反応紛上の

1:"胞が付随する.すなわち. tl事務はただ!Iiに結合することによって生辺機能

を発仰するのではなく.何毒事かの化学反応を触媒せねばならない.多くの場

合. !J'-鎖反応には、 E事務ータンパク貨のt骨造変化が伴う. ~RN At:t:飾毒事紫の場

合、滋賀が~RNA という筋分子であるため、基質側の hti造変化も起こり得る.

J)! に本Z童文で取り級う高度 ~t然凶のGm-メチラーゼの修飾部位 G 18のリボー

ス環の2 ・ -OH は tRNAの高次情i~PP. 0・ループと T-}レープの会合部俊に 属し.

分子茨簡には露出して必らず、したがって醇素の活性中心がm近するために

4よus貨であるtRNAの情造変化が必要である. この務総・tRNA総合体が形成

される過程において、商事紫の~RNA~:議部位が終始一貫して変化しないとい

う保証はどこにもない.むしろ、 応終的に安定な桜合体となった時点では

tRNA分子表面には露出していなかった修飾部位を包総しているのであるか

7 



-
ら. IRNAのt.iu変化を行なう過程と扱終的な番手索・IRNA彼合体ではその忽

::grl{立が'ftなっていると考えるほうが自然である.そしてまた .IE飾を終え

たd'~!は、五占質 tRNAの f"巡がメチル基 1 j問分しか変化していないにもかかわ

らず、初和性を減少させ.組合体~~事局置させねばならない.このような迎続

した「動き j は、結合することのみが目的の抗体や総合性タンパク貨にはあ

りえ必い.

このi盟続した I動き Jをlドう!'i1-;，}!の動的傍造解析には.中性子非弥位散乱

tょや時間分割ラウエ法など級新鋭の方法が考案されつつある現在でも.古典

的なti，~医学的パラメーターを追う分 t1T ?去が基礎的情報そ与える手段となりう

る.すなわち. IRNAのt.iu変化あるいはIRNA-ti事務双方の情逃変化会伴い

~，. ;!-IRNA複合体がある安定した状態へ至るまでの:Q~V;海の巡隠は Kmで

J'f側主れ、その組合体で;k隙に化学反応が行なわれるt恭子は KC81もしくは

Vmtlxで議論される.さらにまた.滋賀とならない RNA分予もこれが|辺容物

質となりうるのならば、そのI!ll~I!} I調式を分析することによ ってti1-;特・飽合体の

形成過程やメチル基転移のtllf-を制べることができる.

しかしながら、これまでのほ NA修飾番手素の研究で滋ポ常的パラメーター

を細かく吟味した報告はきわめて少ない.これは先に述べたように. lRNA 

1長飾a1-議のN;質zg訟の研究において、長手索学的パラメーターがおお可能なほ

どw製された醇紫をmいた例が少ないということも理由のひとつであるが、

ltlられた限表学的パラメーターの肝価がきわめてむずかしいという問題点も

ある.

例えば、 Kmが初期会合から:Qil!l!湾海への過程を:o:o，取するバラメーターで

あるという大前綬は是としても、これが何段階からなる反応であるかを後論

することは困簸であり‘この 1::)wiに立ち入らねば.およそ分子レベルのメカ

ニズムを解析しているとは2いをEいであろう.また、 tRNAは日分子であり、

どこか一部を遺伝子工学的手法で己主変したとしても、その究IJ*が局ifrに限定

されるのか、あるいは会f事情逃に及ぶのかといった問題が?ifにつきまとう.

つまり. IRNAのどこかに変74を羽入し、その結果として IRNAのある部分の

1" i告が変化し、それがtRNA会体の I~ 逃に波及するとすれば、自事務-IRNA f:契

合体が形成されにくくなり.おそらく .Kmは大きく変化するであろうが、

変呉海入部位が酵素の直後の辺鋭部位である保証はない.さらに宮えば、

2 
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Kmが大きく異なる基質問lでKCRIや VmRXにも差がある渇合.KCBIや VmBXの

JfIIltiは償却Iに取り扱う必要がある.また、厳禁の直後の:z::l3s (立は湿器部分

のみとは限らない. ~RNAの f，.ilHよその一次t，.造すなわち Iぷu配列によって

すべてが決定され、したがって遺伝子工学的手法による変!ftはあらゆるバタ

戸ンのtRNA改変体を生み山すことができるとは言え.災際にはt¥'iやリン M

の1')'f哲郎分がいかなる陥i送金とりうるかを完全に予泡!することは不可能で、

これらの修道を監事務が~:故していた場合には結果が鍵解なことが多い . 羽$ ~庭、

lRNAt基飾品事務より研究の~んでいるアミノアシル~RNA合成防副長の分野では.

大防聞のクラスlllRNAの訟日1)にエクストラアームのtG.リン政1't絡が強い~

v;力を j寺つことが指嫡されている(73).当然、 lRNA修飾品1識の分野でも分

子認1議機憾の研究が進むにつれてI.l;.リン~什絡を主な:z総 g(1 位とする例が

発見されてくるであろう.

このよう な問題が税務学的バ ラメーターの分析にはっきまとうため、 HJ.ら

れたtB呆を合理的に説明することが凶縫な場合もある. 1~1) えば.大脇磁の

m1
G(37)ーメチラーゼは香事務学的解析の進められた激少ない隊紫のひとつで

あるが.数多くのはNA変災体が分怖されたにも関わらず. G37が島事務 j毒性

に必須という以上の愉仰は 1!~ られていない(63)

しかしながら.それでもなお、 ti1.~医学的バラメーターを銅ベ、基礎的な穆

J~反応VH'fの情報を集めておく作業は必裂である . x 線総 I\~ t荷造解析やNMR

スベクト ルの測定といった、 現在.タンパク質のflh造解析に I芯JT);されてい る

手法も.そ こから得られた W~f!~より合理的に理解するためには必然的に基

礎的な砂繁反応給を参照せねばならない.そしてまた逆に.それらの分析に

よって1l}られた結集は醇潟与やタンバク質化学の分野にフィードバックし.

fi~~がいかにして生体高分子を認践し機能するのかという恨滅的命題に対す

る埋解も深まっていくことだろう.

q 
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表1 絞酸関連タンパク質

酵素

ヌクレアーゼ

ポリメラーゼ

キナーゼ

リガーゼ

トランスフエラーゼ

デヒドロゲナーゼ

トポイソメ ラーゼ

ヘリカーゼ

DNA結合タンパク質

ヒストン
転写制節因子

複製制御因子

RNA結合タンパク質

リボソームタンパク質

スプライソソームタンパク賀
翻訳制御因子

(0 
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表2 tRNA修飾両手索の基質認識に|刻する報告

modification in Vl tro ln V1VO 

m2G (6) ロllCrOlI1J cc tlOn 

Gm(18) purified 

m2G(26) p. purificd mlCrOlnjCctlOn 

m22G(26) p. purified ロllCrOifljcc tlOn 

Q(34) purified ロllCrOlnjcc tlOn 

manQ(34) mlCrOlnj cc tlOn 

Gm(34) microinj cction 

'P(35) p. purified mlCrOlnjCctlOn 

mlG(37) p. purified 

t6A (37) microinj ec tion 

'P(38-40) 日llCrOlnjcc tlOn 

m5C(48) p. purified 区lIcroinjec tlOn 

m5C(49) mlcrOlnJ ection 

m5U(54) purified microinj ection 

mlA(58) Durified / 
p. purified 



ク
ロ
ー
パ
ー
リ
ー
フ
型

2
次

構
造

L
型

3
次

構
造

ア
ン
チ
コ
ド
ン

ス
テ
ム

T
ル
ー
プ

T
ス
テ
ム

ア
ン
チ
コ
ド
ン
ル

ー
プ

一
般
的
な

t
R
N
A
の
2
次
構
造
は
ク
ロ
ー
パ
ー
の
葉
の
よ
う
な
形
を
と
る
。
こ
の
様
造
は
さ
ら
に
折
れ
畳
ま
れ
L
字

型
の

3
次
構
造
を
形
成
す
る
。

G
m
-
メ
チ
ラ

ー
ゼ
は

G
1
8
が
未
修
飾
で
あ
れ
ば
、
ほ
と
ん
ど
す
べ
て
の

一
般
的
な

t
R
N
A
を
メ
チ
ル
化

す
る
こ
と
が
で
き

る
。
つ
ま
り
、

G
m
-メ

テ
ラ
ー
ゼ
の
認
識
部
位
は
こ
の
構
造
の
ど
こ
か
に

潜
ん
で
い
る
は
ず
で
あ
る
。
ま
た
、
メ
チ
ノ
レ
基
の
直
接
的
な
ア
ク
セ
プ
タ

ー
で
あ
る

G
1
8
の
リ
ボ
ー
ス
の

2
'
-
O
H基

は
t
R
N
A
の
表
面
に
は
露
出
し
て
い
な
い
。
こ
の
た
め
、

G
m
-
メ
チ
ラ
ー
ゼ
の
活
性
中
心
が
接
近
す
る
た
め
に
は

何
ら
か
の
ぼ
N

A
の
桃
造
変
化
が
必
要
で
あ
る
。

ト
J
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高度好熱菌 Thermusthermophilusの
tRNA修飾とポジシ ョン番号

1':~J.nj(熱 1:fJ T. (hermophilus lRNAにイバ上することが確認された修飾
品VI~をひとつのクローパーリーフ構造にまとめた。正:j).[9f-?Mli t RN A 
は大半が出2，~配列未決定なため、修前iJ益基の留i釘iはさらにWIえると忠
われる。塩基、ポジション若干り-のAAMはBjorkらの総説に従った。

13 
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G
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の
保
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G
1
8
の
リ
ボ
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'
-
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第1部I t~ J.岐 H然的のI84をと Gm・メチラーゼの判事1



..._ 
、-

1.ぬl鉱H然協のt83主

()it)l) 

J出 1~~f'1: は基本的には平合成J1~J也(4) をJIlいた。

1.1.借地

i:Sljf H熱的・のtg4査は合/~mJ也(5 ， 6) もしくは半合成I白地を JIJ いた. 特別な月Li金で

r，H~するのでなければ!I~合成I白地のほうが仰の成ff もよく作製も nîi似である.

合成J11地の1場合は Tablc 1. 1 ・ l の~IL/ぷを 水801に溶解してWJIJする.

‘ド合成J白J自の場合は Tablc1. 1 -2の*ILJ~ を /1<80 Iに前例して似川する.

いずれの場合もNaOIlで出iMドp117.5に」問挫する.この防j也を70'Cに加熱する

とpllは7.0・7.1になるが仰のl必ずfには支隊ない.また、 l泌を}i:1ii' JUJまで椛養した

場合lとは生産する老廃物のため pll は1\ltt.I: に傾くが、.ìtli 1れま後 jUI .tH~j旬結 JUJまでに

~~iするので災際的に問閣になったことはなかった.定 '/i\'JUIまでJt1';をする.lJ，.1合には

~JJ ?ê p 11は8.0位が妥当であるかもしれない.

o.J，瓜J1.i:I'Jiやビタミ ンは 水もしくは0.01Nfolf倣(暗記政欽の場合)に総かし総i必滅Lii

したものを川いる.プレートを 11;~する J.. l合は;政天の淡1交を5%れ!J.真にしたものを

111いる.

1.2.liij Jti';主

ジャーファーメンターによるみ;前兆に先立ち、 81 ~ff地 (5 1エーレンマイヤー

フラスコに的地21を入れたもの4本)によるiiijJg袋を行なうのが通常の}i?l;であ

るが、合/1.幻自1iliを似:JIJしたJ'!'lfiなどで必の成ffIJ>.不良であろうと j，:¥UされたIl与には、

z 

16 
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ジャーの"Jに前回培養の!(J災被101NI.交を残し、そのまま IjijJtf.;をi伎とすることも

1rl.ょっ?乙.

1.3.A，;t(f1~ 

特別なIJ的の府議をのぞいては、 Jff~ i~lJ.!lは 74)交を以仰とした.終的は対数m

見直JUJの"1JÞlから後JUlで行なった.クレット他は250から300~rM庄である.

1.4.ポリアミン分析

þf熱仰の場合、 J出必 i&JJ.!lが，':lji~l のため650C以上でmJをしているかぎり、ほかの

バクテリアがil~入することはまずないが、 H熱uiのぬ・総を 1\11}ifする 1:でボリアミン

分析はイjj)な手段である. /~11 えば、 I I ß8.j1~と 11 827株を区別する )iU; はポリアミ ン

分桁(8)の{むにはプラスミドのイi世l¥を1Mベる (HB8にはプラスミドがイiαする(4))

か、 Gm-メテラーゼを*，'/製しil.l/.!ll火作性を剥ベる(9，10)かしかない.

~U体 1 gを試験管にとり5m1の5%TCAiwì~で懸濁llh山する. 15分IIIJ、室温で

j広れした後、 2000r p m、 10分1111、資i以下でill心しよII'/を奴lIilする.このよir'/を

ì~'ll" 、 5から20/自に符釈し、 11 PしCによ って分析する。 HPしCはi必.tLlカラム C

K-IO Sを)11い、 i'/.i迷30m1 /1I~i で50 mM酢目立ナトリウム (p I 15 .0) 約i伎で浴山さ

せる.

1(J 
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2. Gm-メチラーゼの判事1

(}j法1

)，~ 4>:的には熊谷らのJiW(I，3)を附鈍した.

2.1. t R NAメチラーゼの沼↑1・ m'J~W

Tab1e2.I-lの組成の反応j伎を作製し、これに試料溶液そ加えて反応を開始する.

65/.lrで11時間反応させた後、 Whatman3MM泌紙に吸収させ、 5%TCAi制伎で3閥、

冷エタノーJレ/エーテル混合i伎で 11"1、冷エーテJレで11"1洗浄後、十分乾燥させ、 ト

ルエンシンチレータ-I)~でi佼休シンチレーシヨンカウンターにより j氏射活1'1: を m'J~

する.なお、本.，沿文，'，ではIu nItlよ111年川あたり lnmo1cのメチルJ占をbi.l，e;il，l/Jt 6 5・c

Ph で防隊tRNArneに転移する n~ ，MI，lと定める.'"主質が特殊な場合には反応ilul/Jl'は目

的にあわせてial主変吏した.

2.2. S・100(1!ii分の剥製

ì~d k{i ~ If( 1i1の2倍程度の般化アルミエウム(創JJJ'包J必砕川)を加え、.(i川式らい域

機 1とより Ui~を JØ~IIもする.初'J ?ê ~~ l gあたり2.5m 1 のど~I~tV!級術協

(50mMTrIsHC1(pH7.5)， IOrnMMgCI
2
， 6mM s-メルカプトエタノール、 50mM

KCI)を加えて懸濁し、低迷~心して的~残泊とアルミナを除去する.この時、

DNaselをImg/lの割合で}JIIえて縦il.lrを泌としてもよい.ついで.<<!j成心機で100k g 

を3.51時川以上かけ、リボソーム組II~}を除去して S -100嗣分を得た.

4 
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2.3 DE52カラムクロマトグラフィーと

CMセファデックスC-50カラムクロマトグラフィー

s・100!削分は硫'!i:分間 (30・60%飽.fll)の後、十分なあ，':{仰1級主将il主に対して透析し

DI2AEセルロースカラムクロマトグラフィーにかけた. 0111・メチラーゼはこのカ

ラムには l汲 tl されず、 ，k:巡りの 1111]分に i硲 111 される.この(lh)分を~め、 KCI itUn:を

IOOmMに尚めた後、 CMーセファデックスC・50カラムクロマトグラフィーにかけ

た.0 m・メチラーゼ活性は250・300mM KCI'鋭敏に浴Ulされる.なお、大B続的

水分 (t1i)tRNAを基質として活性ìJli以~が吋能な他のtRNA修飾1I~，k;の 1 つである

I RNA( ad e n i n c-1-) mc I h yl t ra n s fc rase(以下、 m1A・メチラーゼと燃する)

(14，15，16，18) 
は 0111・メチラーゼよりやや低温汲JJJ:'~IIJ にrr: tllèされる.

2.4. アフイニテイカラムクロマトグラフィー

s -ァデノシルホモシステイン(SAlI)・セフアロース4BはIzzoの)j法(2)によって

作製した.この方法はPharmacia祉のカタログ中に記絞されたん・法と同じである.

CM・セファデックス C ・50カラムからお~IU された活性I~可分をこのアフィエテイカラ

ムにかけ、熊谷らの方法(1 )でi制11した.2.2の各クロマトグラフィーを合めて際

取t'，1I'Il'1の*，n/JJ:'は常にSDS-PAOEによってモエターした.

2.5. 2次元i\~府クロマトグラフィーによる修飾復基の検出

Gmを合めメチル化静楽のi'o!i性のl.iJ~じは2 次;r:. t，~Å"lクロマトグラム lζIU J.lì.したス

ポットをwt析することによって行なった.1.~'l'1 となる IRNA (0 m・メチラーゼの

場合、大)j易的・米分闘IRNAで..f) 1 ̂260unilを0111・メチラーゼ2unil，14C-SAMを

5 
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JIIいてt':!lq!緩衝液中で65度、 11時1111処.IIJ!し、フエノール/クロロホルム処理を行なっ

14 
た後、エタノ-/レ沈殿し、 Cで級将したtRNAを得た.このtRNAをヌクレアー

ゼPIでヌクレオチドに完全分解しi¥H'1クロマトグラフィーにかけた.iW ̂ '1の展開

i作銚系はli次元|ヨがイソ目指1¥史:itlアンモニア71<:水 (66: 1 : 33) 、2次J乙Hがイソ

プロピノレアルコール・波極限:ノド (70: 15 : 15) を主にsl!J1Iした.このiwA集系で

はpGmのスポットはpCのスポットと隣様する位低lこ移動するので5・-~ø舗を32p採

ねしたヌクレオチオドを分析する41f'i Iこは2次元自を100mMリン目立ナトリウム

(pil6.8) :続安 n-プロパノール (100: 60 : 2 I v : w : v) で以IJilすることも

行なった.締約プレートは初JUI にはアピセルiWfl'"Î プ レ ートを、 JI~近はフナセルi\~J.，.1 

プレート(いずれもフナコシ社製)を似JIlした.JJQ IJ:Jを終えた紛糾プレー トはフル

オログラムをとるか、イメージアナライザーにかけるかして分析した.

2.0 
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(結*および考終)

]. j';'li/支 ~f 非!\必のN討を

本1;11をの結果、 801のt:j.l:t!!あたり liUP20gの泌必休を111た。クレッ卜111(は380

であった。通常の条件下で前後し、タレットイ11(300以下で~Ujすると 400 g程度の

滅的体をえることができた。イ ーストエクストラクトやパクトトリプトンはDifco

社製のものをもちいた場合、他社のものに比べて闘の成長が後分はやかった。ボリ

アミン分析は他のバクテリアの泌入のチェックやじ白.株の判定にmいた。現在までに

知lられているとt物:f1f!のなかで尚皮好熱的に特布と考ーえられているサーミン、サーモ

スペルミンあるいは原核生物では高度好熱闘にのみ存イ正治~j_~1 られているカルジンな

どのボリアミンが{泊:泌できた(8)。また、 HB27~ドでは H B8お~fこ比較してサーミ

ンの相対的合111が少ないこともliiti泌できた(7)。

2. G m-メチラーゼのtJi製

sカラムクロマトグラフィーの結果は別表に示した。 CM・セファデックスC・50

のカラムクロマトの後、Gm・メチラーゼとmlA・メチラーゼの分離が良くないと11'IJ

1析した場合は再度、 CM-セファデックスC・50による分離を行なった.アフイエテ

イカラムによる分縦を以来濃度勾配による治山にかえる等のi試みはあまり良好な結

果を得ることができなかった。初発的tf>:400g から 100~lgïjíj後のGm・メテラーゼを

智通、*，'1製することができた.えられた IRNAメチラーゼがGm・メチラーゼであ

ることの日ilI認はSDS・PAGEによる分子日の隊泌の他に滞府クロマトグラフィー

を川いたが、日常的なチェックには基質として形ほtRNA
Phe

を似mすれば他のメ

チラーゼの活性を給うことがなく、十分倒的を述成することができた.図2.5.1は

2/ 



Ph 1 
目m手R陪hRN八 ei逃忠{伝ぷ子を s紛JJ~\<l旬としたT7 RNA po)旬ymeras巴による RNA転，ηiσF戸応花物をy人4

14 fiとして、 C・メチル化泊以 (5・-モノヌクレオチド)を分桁した結.*である.こ

のようにタンパクflとしても li¥-でI!Hi活性としても他のtRNAメチル化両手政のiM

入のない試料を4ゆることができた.

之之



Gm-メチラーゼの精製

海121体 400gi ……/ 町叩……I(刷刷山(ω刷山11川Iげ7+以司叩琳1広i緩舗誕汲波k主[ 1叩omM  M~Cα12 
1000 ml t;.~........， .:_____ 

(> mM  2-mercaptocthanol 
50 mM  KCI 

懸削

↓ 
↓ 
I:m 

イ{川式らい地機で倍砕

低述i卓心

j 組述心

UI'l 

i 組述心

S-10011可分

↓ 硫安分別沈澱30-60%

i DE52 
flow through 

JCM山 dexω か
CM-Sevharose Cし 6B

活性l国分! s山叩harose4B 

活性副分

↓ 透析泌総

-200C保存

ぇ1
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sucrose 1.6 kg 

sodiurn glutamate 1.6 kg 

K
2
HP04 45 g 

KH2P04 15 g 

NaCI 160g 

(NH4)2S04 40 g 

biotin 10 mg 

thiamine 100 mg 

NaMo02'2H2
0 96 rng 

VOS04
・xH

2
0 10 rng 

ZnS04
・7H20 1.2 mg 

CuS04
・5I-Iz0 0.3 mg 

CoCI
2
・6円。 64mg 

NiCl2'6H20 0.4 rng 

日 S04・7HzO 48 rng 

MgCI2
・6H20 2.5 g 

CaCI2'2H20 500 rng 

Table 1.1・1完全合成町地 80 I HJの組成



Z号

yeast cxtract 2.4 kg 

polypeptonc 4.0 kg 

glucosc 0.8 kg 

NaCI 1.6 kg 

FcS0
4
・711

2
0 48mg 

MgCI
2
・611

2
0 2.5 g 

CaCI2 ・ 21~0 5∞mg 

biotin 10mg 

thiamine 1∞mg 

Tablc 1.1・2 ‘1~17JぷJ:'f.l1!! 801 mの組成

10 
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50 mM Tris-HCI (pH7.5) 

10mMMgCI
2 

6 mM s-mercaptoethanol 

50mMKCI 

14 5μM 4~C-S-adenosyl-methionine 

Table2.1・1 メチラーゼ活性測定反応液の組成

上記組成金品50μlに基fXtRNAO.I0D2ωunitを力11えて斤jいる.

之6
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A280 

8 

6 

4 

2 

。

Gm-methylase activity 

18:}∞ 

。 20 40 60 80 

Fraction Number 

Fig2.3 Gm-メチラーゼのCM-Sephadex
C-50による泊予山パターン

cpm 

2000 

1000 

。
100 

カラム内結15mm、以さ450mm、CM・SephadexC-50容も，'l80mlのカ ラム
を川い、 DE52flow lhroughl11lj分(6.2A280units/mlx 462ml)をKCl泌j主を
100mMに市めてから級幻させた。ぉ1lHは100・500mM(500・500ml)KCII山
総浪度勾 配により流速O.4ml/minで行ない、 1フラクシ ヨンは15mlずつ分取
した.

28 
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LP~匂山也
ー婦。 10 20 30 

Fraction Number 

Fig 2.4 Gm-メチラーゼの
SAH・Sepharose4Bによる溶出パターン

カラム内経5mm、長さ250mm、SAH-Sepharose4B容'118mlのカラム
にCM-SephadexC-50溶出活性回分(O.64A280/mlx 240ml)をKCl濃度
はそのままでl敗訴させ、 20mlの50mMKCI 1St. buffer、60mlの2M
KCI/St. bufferで順次洗った後、 2MKCl/6M urea/St. buf[erで溶山さ
せた。治山|時の疏速は1.5ml/min、1フラクションは4mlずつ分取した。
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-司固匝~

1. G m-メチラーゼはtRNAのどこと会合するのか

(目的)

G m-メチラーゼは慈賞としてほNAの会情遣を必婆としない，tRNAの一部のみで

も基質としうることはこの研究を開始した時点ですでに松本らによって報告されて

いた(10.17}. この事実はすなわち、 Gs1-メチラーゼの本質的基質tJ'tRNAのごく

限られた領I或のみであることを示。愛している.tRNA-メチラーゼの2品質認識に関す

るt計舎には歴史的に2つの考え方があった. 1つはソ迎のBeyevらによって従|弘され

た仮説(11) でtRNA-メチラーゼは基質としてtRNAの会情 i遣を必~としており、そ

の部分締巡のみではもはや基質 とはなりえないというものである.一方、西村らは

tRNA-メチラーゼの~質認識にはtRNAの金権逃が必裂かもしれないが、メチル化

反応自身はその部分~造でもおこりえるという説(12)を主張していた.際水らの研

究はこの相反する2つの仮説のうち、前者を完全に否定するものであり後者を修正

するものであった.現往では大防医im5U (54 )-methyltransfcrase( 1 3)や高度好熱 ~j

m lA(58)-methyltransferase(14.15.16)でも Gs1-メチラーゼ同憾の現象が報告され

ており、 tRNA-メ チル lt静索が基質としてtRNAの会情ìù を必~としないという性

質は一般に認知されつつある.

それでは Gs1-メチラーゼが本質的に必裂とするtRNAの一部分とはいったい、ど

こなのであろうか.:;js:i;iでは、フッ トプリンテイングの手法を用い、まず、おおま

かな Gm・メチラーゼのtRNAとの会合lllll.立を示したのち、 T7RNA polymerase に

よる転写産物の解析などを通して必~最小限なRNAフラグメン卜を将定する作業

をおこなった.
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Gm-メチラーゼのメチル化できる基質とできない基質

G m-メチラーゼがメチル化できる

共通配列018019をもっほとんどすべてのlRN八

/ 大j蹴助仰州4々1叫

J 11e 
/ 大!品場~I仰為潟jlRNA

民I核't物く大!以前lRN烏lu

l 大}防的lRN);YS

I'i綱11的 一一一一一 IIaJ/ococcus 

ドhじ*
J'.Ç抜~t~物一一一一 再予防 lRN八 ν

Val *本
名Ij'，¥: t:lilRNA 

]'hr * * t'j '，¥: tWlR NA 

M'，!向RNA'
YS * * 。Iv

hlj '，!t:litRNA" 

Mcl 
IRNA i 

Dアーム椛泌をもっtRN八フラグメント

** * 大JL州 lRN八十I 5・.半分 f

1・hc ** * 師事件 lRNA ν 5・.半分[-

[Ie 
人1ωu4lRNA"- 5'-'1';分子

G m・メチラーゼがメチル化できない

共通配列 018019がすでにメチル化されているtRNA

••• ( 00  

く poly(O)

刈I.H子熱的lRNA* 
λ:J防l:JilRN人I'yr * *本*

1/4分ー子診**

+3/4分 r

t 00瓜!，.1Jを合むベンタマー以下のRNAフラグメン卜

無向lはこの治文;ではじめて発ぶしたデータである。
哨iっきはド，fJの，論文:を引川lした。

・文献(3) ・・ 火:~(17) ••• メ;献(61) ...・文献(10)

、4‘
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1.1 フットプリンテイング

(材料)

大腸菌tRNAMetfは小山淳氏より函分をいただき、 BD-cellu1ose，RPC-5カラムク

ロマトグラフィー.ポリアクリ ルアミドゲル電気泳動 (7Murea)により綿製した. 卜

Jレラ叡母5S rRNAは西川一八1導土より いただいた. Bacteria1 alkaline phosphatase 

(BAP)AI9とT4polynuc1eotide kinase(PNK)AI9は宝滋造より購入した.y_[p32J・

ATP(3000Cilmmol)はアマシ ャム社より購入した.

(方法)

5・.末端僚総tRNAを作製し、 15%ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (7Murea)に

よってli'i製した.これらの方法は下記のように別途記載する.ただし、ク'ルからlal

出したtRNAをエタノール沈殿する際には、 トルラ酵母5S rRNAをキ-¥.リアーとし

てtRNAO. 8pmoleに対して22prno1eの制合で加えた.これは Gm-メチラーゼをキ.¥'

1)アーtRNAに奪われないようにするための処援である.

こうして得た5・ー標織大腸凶tRNA
Mct

0.8prnoleに対して Gm-メチラ ーゼを

3.5pmoleの制合で加え、 10mM Tris-HC1 (pH7.5)， 5mM MgC1
2
， 0.3mM s-

mercaptoethanol， 2，5mM KCl *'Ji.釘液20μl中で37・C. 30分rur反応させ、 tRNAMct

とGm・メチラーゼ組合体を形成させた.RNaseTIによる古1$分分解は上紀後合体を含

む溶液に対して、 RNascTlを0.3もしくは3units、0・C、30分間作用させることに

よって行なった.反応はフエノ ール処理によって停止させ‘ 20%ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動(7Murea)によって分析した.ただし、ここでは泳動中の発熱に

15 
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よ り}~ ンドが曲るのをふせぐため.ゲルおよび泳動級1m夜はO.SxTBE綴 jjj Ìll をも ち

いた.ゲルはオー トラジオグラフイ }をと ったi炎、各バンドを切り:1lし、チこに レン

コフ法によ って紋身.fi首位を測定した.

tRNAの5・ー末消際誠一

(1) tRNA O. IA260ulliLを減凶水 10，，1に溶解する.

(2) (1)の試料に 10xBAP UHlJi夜1.2111を力11える.

(3) E. coli s t，'a川 AI9baclerial alkalillc phosphalaseを0.02ullilJJUえる. (:31 il爵i釜

で市販されている務索は0.2unilfμlなので使用直前に滅菌ノiくで希釈する.) 

(4) 37'C. 30分間 インキユベー 卜する.

(5)滅菌水 40ltlを加える.

(6) 1~ i:まにしたがい‘フエノールークロロホルム処攻、クロロホルム・イソアミル

アルコール処理の後、 3M酢酸ナ トリ ウムをS，'IJJIIえエタノール沈澱する.

(7) 沈i療を風乾する.

(8) 沈澱に滅菌*81，1をくわえてとかす.

(9) 10xPNK *道徳川夜 lμlを加える.

32 
(10) y.(P......).ATP(3000Cifmmol)1 ドlとT4polynucleolidc kinase (6山 tilf，tl)を1，'1を
IJIIえる.

(11) 37・C.40分間インキユベー 卜する.

(12)反応停止はローデイング色素液 を加えることにより行ない、 5'-京消を係

議したRNAは15%ポリアク リルアミ ドゲル (7M 尿紫)で分島制目撃唱する.

10xBAP 緩1.III夜

100 mM  Tris-HCI (pH8.0)， 10 mM  MgC1
2・10m M  ZIIC1

2 
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10xPNK *J.H釘i夜

500 m M  Tris-HC1 (pH7_6)， 100 mM  MgC1
2・

10mM  2・mercapLOelhano1

ローデイング色素液

. .・..
2xTsE 緩衝j夜 、0.02%トルイジンブルーO. 0.02%プロムフエ

ノールブルー. 8M 尿紫

ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (7M探索)・

(1) 40%アクリルアミド浴j阪の別製

アクリルアミドモノマー380gとどスアクリルアミド20gを脱イオン水 11に溶解し

451lmのフィルター縦過する.4・Cに保存する.

(2) 泳動月Hi1itii夜の[l:J製

泳動用Wi釘j夜はIxTBE緩衝液.-... .をもちいた.

(3) ゲル保存治液の作成

40%アクリルアミド溶液を使用汲皮になるように 1xTBE緩衝液、 7MJf買紫で希釈す

る. (今回は終演&15%である. ) 4'Cに保存する.

(4) ゲルの囲め方

ゲル保存溶液10mlにたいして20%過硫酸アンモエウム 10μlとN，N，N'，N'ーテ トラメ

チルエチレンジアミン 10μlを加え図まらないうちに泳動用ガラス板に注ぎこみ.政

資して固める.

'"・ 1xTBE級i釘i夜

45 mM  Tris base 

45 mM boric acid 

1 mM  EDTA 

き守
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上記純tr&.を混ぜると i邑'ii¥"P 118.3になるのでそのまま使用する.

(結果)

オー トラジオグラフ ィーの紡巣はFig1・1にまとめた.また.参考として紙本氏の

デ♂夕 (17 共事まの論文よ り転車~)もあわせて載せた.図 r11. 丸でかこった復基が辞

表が総合することによって RN aseT1の分解を受けにくくなった箇所で、 i韮に凶角

でかこった庖基は分解を受けやすくなった箇所である.RNaseT1による分解そ受け

にくいと言うことはその包装の近傍に俄~~が存在 し立体 Ir.:t 1!~となっていることを示

している.また、分解を受けやすくなった箇所は際緊が絡会することによって

tRNAのたi次総 i盗がほどけ復基が~出していると解釈できる.なお . このような解

l1e 釈はイソロ イシルtRNA合成際緊と tRNA の複合体でも示されており、 tRNA総合

務系がtRNAと後合体を形成することによ ってtRNAの一昔11がほどけるのは散見され

る現象である.

より定量的な鰍鈴を可能と するため、切り取ったゲルの放射活性のデータは

Fig 1・2'こ示した.図は酸素を加えなかった場合のRNaseT1感受性を 1とし、よ I?分

!H受けやすくなった場合には上方向に、逆に分解を受けにくくなった協会には下

方向にカウントの相対比で示しである.実際のtRNAはL字型の日次情造をと って

いる.Fig 1 -3はし手:型 t書道上で分解をう~けにくくなった部分と受けやすくなった

部分を示している.

，~，，-， 
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(考祭)

G m-メチラーゼの総合によって、分解を受付にくくなる部分は、 0-ループ周辺、

すなわち、滋索が直援基質として:1i!%放するべき、ごく限られた領践のみであること

がわかった.

遂に分解を受けやすくなる領域はlRNA全体にかなり広範に分布している.なかで

もアミノアシルステムの5・.末端寄りはlRNAの磁類を変えても~もよく分解を受け

る.この~，~震は、 G m-メチラーゼが結合するとアミノアシルステムがほどけてし

まうことを怠味している可能性が強い.たとえ水務総合が切断されていなくてもス

テム全体の傍iiはかなりゆるんでしまっていることはまちがいない.また、エクス

トラループやTステムの GI怠器もよく切断されるようになる.このことは Gm・メ

チラーゼがlRNAと結合すると tRNAが本釆形成している Dループと Tループの会合

やDループとエクストラループの会合は切断されてしまうことを:ti.味している.さ

らに大腸菌のtRNA
Met

を基質として使用した場合にはアンチコドン l文字自の Cで

の切断が観察された.この Cはu遇、 RNaseT1では全く切断されない館所である.

どのようなメカニズムで分解を受けやすくなっているのかはわからないがほNA全

体の情造のゆがみの影響がアンチコ ドンループにまで及んでいるのは硲かである.
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( b) 

Figl・1大腸菌メチオニンtRNAを使用したフットプリンテイン
グの結呆

各レーンは(C)control. enzyme-、(Tl)RNaseTlによるGラダ
ー、 (L)アルカリラダ一、(1)RNaseTl O.3units、(2)RNaseTl 
O.3units+Gm-methylase、(3)RNaseTl 3units、(4)RNaseTl 
3units+Gm-methylase 
クローパーリーフ構造でOで、四った塩基はRNaseTl分解か

らプロテク 卜された塩基、口で囲った出基は逆に分解が促進
された塩基をしめす。
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司闘世-

(参考)
醇母フェニルアラニンtRNAを使用したフットプリンテイング
松本 |後同士との共蒋論文(17)より'1則氏した。
各レーンは(C)control enzyme-、(し)アルカリラダ一、(1'1)RNaseT1に
よるGラダ一、 (1)RNaseT1 O.3units、(2)RNaseTl 
O.3units +Gm-methylase 100pmole、(3)RNase1'1 
O.3units +Gm-methylase 2∞pmole 
Oで聞った塩基はプロテクト部位、 口で聞ったlj，X;JJ;はRNaseT1による
分解を受けやすくなった部位である。
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Figl・3.フットプリンテイングの結県をL字型構造上にプロットした図
L字型tRNAは静IIJ;フェニルアラニンtRNAをもとにしており、ポジション
需号・もそれに従った。図で県ムは再静干母フエニルアラニン
}解秤エンハンス淵部iイ位立、 白ムは大腸菌メチオニンtRNAのRNaseTl分Wf.エンハン
ス部位である。プロテクトされたiii{:Miは黒Oでしめした。両者のプロテクシ
ヨン部位は斜線でi監をかけた。
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I 2. 4 チオウリジンH)~の It";Q}姉と分子内然 l品

{目的}

Gm-メチラーゼはIRNAの限定分解フラグメン ト (5・半分子)をも基貨と するこ

とができる. 1~分子フラグメントはIRNA全体が存在する時に織成されるじ主:盟情

造をもはや形成しえない.この‘112たはGm-メチラーゼの基質~!議で必要不可欠な要

素にはL:子:明Il;Uが合まれておらず.IUH¥己71J自身やステムーループ情j盆なとのより

低次の 1書道が水質的に必~であることを怠味している.

そこで.半分下フラグメン卜に合まれる情造のうち.一次情;Uで、かつ今まで611

認されたGm-メチラーゼの器質すべてに共通なU8を修飾してその効果を検討する

ことにした.

!j'.保仔配列U8は大RIH1itRN A 1'>1 etfなど一部のIRNAではs4U8に修飾されている.

S4Uは反応性が向く jjjV{的に化学修飾を行なったり.分子内架橋を形成させること

が可能である.ここではSbcnzyllhioisolhioureaをもちいて化学修飾を行なうか.

祭外線照射により分子内製loflを形成させるかして.s 4U8を選択的に修飾し、 G m

メチラーゼのJ/;1t:z滋におけるとド保存記子lJU8の意義を検討した.

{材利)

s・bcnzyllhiois olhiourcaは;J.!吉i噂士よりいただいた.大関菌IRNAMc1fは1.1取に

記述した}J法でM到した.

7 
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(方法)

4・チオウリジンの特異的な化学修飾試薬S-ben zyltbioisothiourea (s B TI Uと絡す)

はFig1. 3・1に示す反応により可逆的に4ーチオウリジン残基を修飾する.大腸菌

tRNAMetf 50 A260unitsを100mM リン~*華街液 (p H 7.3) 500μlにj容解し、これ

にエタノール250~lIに溶解させたsBTIU 2.5 mgを室温下で激しく i発鉾しながら5分

間反応させた.ついでエタノール沈殿を3回繰り返してなるだけ朱反応の試薬をの

ぞき. B D・セルロースカラムクロマトグラフィーによって修飾されたtRNAを初裂

した.この化学修飾反応は可逆反応であり、トメルカプトエタノールによって容易

に化学修飾試薬は除去される .そこで、 0・メルカブトエタノールを終iaJJt100 mM  

になるように係準緩衝液に溶解させた化学修飾tRNAに加え室沼下で2時間j反応さ

せた後エタノール沈殿して回収し、還元してもとどおりになったほNAも作製した.

4・チオウリジンの架橋反応はマナスルライトを使用し365nmの然外線を照射する

ことによって行なった.50mM TrisIltCI(pH7.5). 10mM MgCI
2
. 200mM KCI緩衝

液Imlに大腸菌tRNAMetf 10.1 A260unitを溶解させ、これを経時的に分取してあと

でCD-スベクトルを測定することによって祭備反応のi並行状況を調べた.

半分子tRNAの作製方法は2.1.ままの方法に準じた.ただし、使用したリボヌクレ

アーゼは、 RNaseU2をfflいた.

Gm・メチラーゼの苦手3持活性の測定はs-メルカプトエタノールをのぞいた棟準緩

衝液を使用したが.原則的には従来の方法と会く同じである.

mlA-メチラーモの続製法および部分紛製したアミノアシルtRNAシンセターゼ

( s・100回分)の調製は文献に従った.

(*古巣)

BD・セルロースカラムによる修飾tRNAの浴出パターンはFigl.3-2に図示した.
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修飾tRNAはsBTIUが結合することによって疎水伎が政くなり.大目品関tRNAMetfが

本来j容出されることのないエタノール領域にj容出される.来反応のtRNAはエタノ

ールを含まない領域に溶出される.

この修飾tRNAがメチオニンtRNAであることはアミノ酸受容活性を測定すること

によって確怨した.化学修飾tRNAのアミノ酸受容能は文献どおり米修飾tRNAのそ

れと変わらないことも硲認した.この化学修飾反応は可逆反応であり.13-メルカブ

トエタノールによる還元反応によって容易に修飾試薬が除去される.除去後のアミ

ノ放受容活性も変化しないことを確認した.

4・チオウリジン残基の分子内架橋は CD・スベクトルの分子術円単のシフ卜する

も調子でモニターしたが、 3時IIIJの照射でほぼすべての4・チオウリジン残基が反応を

終えることがわかった.このようすはFig1.3-3に示した.

sBTIUI苦飾tRNA‘ 13-メルカプトエタノール還元tRNAおよび4ーチオウリジン架fi¥1

tRNAを基質とした Gm-メチラーゼおよびmlAメチラーゼのメチル1ヒ反応の初速は

Table 1. 3・1にまとめた. G m-メチラーゼは泡度感受性の異なる HB 8型と H527型

の両方を測定した.いずれの G m・メチラーゼもsBTIU修飾tRNAに対してはその初

速を60%前後減少させることがわかった.一方、 m
1
A_メチラーゼはその活性がわ

ずかではあるが上昇する傾向にあり.メチル化反応自身は阻容を受けなかった.ア

ミノ酸受容活性自身は先に述べたようにほとんど変化がない.。ーメルカプトエタノ

ール還元tRNAのメチル化古事務の基質としての特性は化学修飾を加える昔ijのtRNAと

まったく変わらない.4-チオウリジン架橋氏NAはGm・メチラーゼの基質として

sBTIU修飾tRNAよりさらに劣悪であり、そのメチル化活性の初速は70%前後減少

する.なお、このほNAもアミノアシルfti首位は変化がない.

これら4・チオウリジン修飾tRNAの半分子フラグメントの10%ポリアクリ Jレアミ

9 
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ドゲJレ沼気7*動(7Murea)でのm~託泳動パターンは Fig 1. 3-4に示した.化学修飾

tRNAMetfの3・半分子は0.240D.4-チオウ リジン梨偽tRNAMetfの5・ー半分子は

O.16A260unitを初発tRNA1. OA260unitから1lJ.ることができた.なお、この半分子フ

ラグメントの作製は数次に波って繰り返し行なったが、収量はほぼ上述の1i!iと変わ

らなかった.

H B 27 G 111・メチラ 日ゼの静素学的パラメーターを測定 した結果はTablel.3-2に

まとめた.この結泉‘ sBTIU修飾lRNAでは何の処理もほどこさなかったtRNMこ比

絞してKm備が大きく上昇しており、これが初速に対 して大きな影響を与えている

ことがわかった.一方、 4・チオウ リジン架橋lRNAではKm備は架橋反応を行なう前

のtRNAとほとんど変わらないがVmax悩が大きく減少しており 、これが結果的に初

速に反映されることがわかった.また‘半分子フラグメントでは各フラグメン トfUJ

のKm悩、 Vmax1a買の差はそれほどなくなり 4チオウリジン残基を修飾した効果は

tRNAの会fRi誼が存在したH寺に級も発飢されることがわかった.

10 
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(考祭)

ここではこ巡りの方法で4-チオウリジンを修飾し.ぞれがメチル化活性にどのよ

うな影響を及ぼすかを制ベた.初i患の測定ではssTIU化tRNAも4-チオウリジン製

橋tRNAも天然のtRNAに比較してメチル11::されにくくなっていることが示されたが、

その税務学的バラメーターを測定すると両者の基貨としての特性はまったく~.~なる

ことがわかる.すなわち‘ ssTIU化tRNI¥はKml自が大きくなっており滋紫と lRNA

との主!凶]伎が低下することによってメチル化されにくくなっているし、一方、 4-チ

オウリジン梨陥lRNAはYmax協が減少しておりそれが直俊メチル化活性の低下に反

映されていた.この実験結果は酸繁反応が少なくともこつのステップにより術成さ

れていると考えれば合理的に説明することができる.まず、第一のステッブは隊~

が器質であるlRNAを認識し結合する段階である.ここで認識される情巡は天然の

tRNAが通常'とっている L字型機逃が最適である.s sTIUII::されたtRNAは4・チオ

ウリジンと Dループとの水務総合が切断されており、当然、そのし字型俗巡は本来

の形とは爽なったものになってしまっているにちがいない.それ故、 G01-メチラ

ーゼと ssTIUll::tRNAの貌和カが低下しているのだろう.4・チオウリジン製機tRNA

はこの*~終結合によって形成されるべき D ループの機itiが共有結合によって固定さ

れており、その叙杭l性自身には彩殺が現われていないのであろう.第二のステッブ

は移素がlRNAの締逃をときほぐし活性中心を慈賞にすりあわせ、実際にメチル~

ti移を行なう段階である.この段階までくると ssT山 Il::lRNAは突然のtRNMこかな

り近い基質として処理される.Ymaxl直は4・チオウリジン製機lRNAほどは減少せず、

もはや、 4・チオウリジン残基と Dループ|切に7/<紫総合が存在したかどうかはl問題に

ならなくなっている.つまり、天然のlRNAにおいてもこの段階では4・チオウ リジ

ン残基と Dループの会合は断たれていることをこの給巣は示している.ssTIU化

tRNAのVmaxli1iの減少は化学修飾試薬による立体l際答の彩響があらわれているもの

23 
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と考えるのが妥当であろう .松本らの C0-スベクトル解析(10)によると，般家ー

lRNAtl1合体において4・チオウリジン残基は運動性の自由j立が{歪めて制限された狭

い空間に閉じ込められている.ここにさらに余計な楕i1iが割り込むのであるから、

傍若;が直後4・チオウリジン残基と総合しているかどうかは日IJとして、何らかの形で

立体隊答の彩智が生じても不恩給ではない.一方、小チオウリジン梨愉tRNAには

この段階で初めて問題が生じてくる. ~.y.~誌と tRNAとの一次的な会合にはなんら支

隊とはならなかった4チオウリジンと C13との問の結合であるが、活性中心を Dル

ープの的硲な昔日位にすりあわせるのには足仰となっているのであろう.結泉として

vmaxfi1iの減少として現われる.

この鈴子は5・.半分子フラグメントのE事務学的パラメーターのi!!IJ定によってさら

に浮き彫りにされてくる.ssT山 fttRNAはtRNA全分子の状態では際渓との紋手口性

が減少していたのが、 5'-半分子フラグメントではそのKm@がほとんど来修飾分子

と変わらず貌利性に影響が出ていないことがわかる.これはすなわち 、5・-半分子

フラグメントの状態では4・チオウリジン残廷と Dループ問の7](紫総合は存在しない

ことを示している.さらに Gm・メチラーゼが第ーま量的に認識しているほNAの高次

修造、つまり L字型情i1i中のDアーム昔15分のtilfi1iには共通百è~IJU8の存在が重大な

影響を与えていると j失震することも可能であろう.また， 4・チオウリジン烈愉

lRNAの5'-半分子フラグメントのKmfi1iが天然のtRNAよりさらに小さいのは、こ

の梨協の彩~!J.が本来tRNA金分子中で D ア}ムが形成する情i釜を固定する方向に{動

きプラスの効果として現われるからであろう.
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2 最小慈賞は何か

2. J. AJ母フエニルアラニンtRNAと大拘留メチオニンtRNAの半分子のメチル11:

~J BìフエニルアラニンtRNAと大防mメチオニンtRNAの半分子は短SÙR NAのm

j震活性を測定する上で保裕必貨として1itにl吏mした.また、 Gm・メチラーゼの U

7卜t貧乏を行なううえでも僚滋基貨として使用した.

(材料)

~~ HJ:フエニルアラニンtRNAはベー リンガ一社製の傑品をポリアクリルアミドク'

ル浴室u*動でli1烈しでもちいた.大脳wメチオニンtRNAは小山淳氏よりいただい

た面分を sD・・ヒルロースおよびRPC・5カラムクロマトグラフィーにより綿製した.

RNaseAおよびRNaseU2はファルマシア社より購入した.

{方法)

半分子フラグメントの作製

5・半分子フラグメントの作~}Hまは原 lllJ的に西川、松本の方法(10.65)を怠考に

した.予備尖験としてほぶの刀法に従い、大腸菌メチオニンtRNA10.0A260unitに

対してRNaseA20118を50mM トリスーliM(pH7.5). 20mM庖化マグネシウムUiili

液 100Illrl'で 0・C.30分1111 反応させてみたところ. tRNAがほとんど消化されて

しまい.目的とする半分子フラグメン トが得られないことがわかった(おそらく.

RNaseのロット辺によると思われる. ) .そこで.RNaseの扱iGl吏JfJ1ilを検定する

ことにした.

まず、大腸出iメチオニンtRNA10.0A260unitを50mM トリス.I.lii.M (p 117.5). 

20mM liJ化マグネシウム.ijli町液 100μiにi'ii解させた試料を3*m窓した.各々をコ二
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ッベンドルフ型iSl心管に分注しアルミブロック上で70'C， 5分間 i呆氾した 1炎、~r:n原

を切り 40・C以下まで自然冷却させアニーリング操作をおこなった.ついで.この

試料を氷冷したのち、各々にRNaseA 100ng， 300ng， 1μgを加え40分間インキユ

ベートし続けた.反応停止はフェノールークロロホルム処理により、 1Î~ 7.去にしたが

ってエタノール沈澱でRNA菌分を集めた.部分分解したRNAはその一部を 10%ポ

リアクリルアミドゲル沼気泳動で分析しRNaseの級過使用量を検定した.分析を終

えた後、 1式市ヰすべてを分取用 10%ポリアクリルアミドゲル沼気i*動にかけ、 F254

蛍光阪上で波長260nmの然外線を照射し核被の吸収をそヱタ } しつつ対応するバン

ドを切り出した.切り出したゲル切片をゲルitI出緩衝液200，'1に浸し37'Cで終夜、

i曲出i草作を行なった. fl~出したRNAはエタノール沈澱によって回収した後、滅菌

水で 10.0A260unit/mlの滋疫に希釈した.

鮮母フェニルアラニンtRNAの半分子フラグメン卜の作製方法も原則的に上記問

機であるが、 RNaseAの代りにRNaseU2を用いた. RNaseU2は酸性条件下で活性を

示すので、アニーリング操作をおこなった後、終濃度 100mMになるように酢絞ア

ンモニウム (pH5.7)そ加えpHを設えた.RNaseU2はファルマシア社製のものを

使用したが同社製品は~~l 自の俄索活性ユニットを使用しているので活性を定量して

から実験に用いた.

RNAのIgU;配列決定法

RNAの t且U; ~è，可決定法は Donis- Keller7.去の西川による変法(23)を用いた.
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Vonis・Kclleri去の河川による変法 一

(1) %;i;HRNAの惨倫

lãlJs配 ~IJ を決定するRNAは5・ー求 2おか3・-末絡を P 32でt震設する必要がある.ここ

では5 ぷ g~ を係践した . bacteria1 alka1ine ph os phatase( BAP )による脱リ ン ð~lt と

T4 po1ynuc1eotide kinase(PNK)によるリン酸化は1.1 i宮に記述した.また.リン政

Itフラグメン トのポリアクリルアミドゲル電気泳動についても1.11，tの方法に従つ

た.

ゲjレからl1i1Liしたも者U~RNAIよチエレンコフ法で比j毒性を測定した後.

IMcpm/A260unitとなるようにコ}ルドのRNAをキャ リアーとして加え、エタノ ー

ル沈澱で回収し20Kcpmlμlになるように滅菌水に滋解し・20'Cでi保存した.以降.

この前液をラベルro液と 粉:する.

(2) M;.fi反応とアルカリ分解反応

2・1. RNaseT1. U2. PhyMfflにUrea.カクテル・を500'11. RNaseCL3用にTris.Urea.

カクテル ・・ ~ 100'11 作る.

2-2 ラベルro液2μ1. Na2C03(pIl9.0)8111をよく混和し. 90・C 、 90抄加熱して:~.

冶する.これにUrea.1Jクテル 10m1を加え.アルカリラダー液とする.

2・3. ラベル溶液5μlにUrea・カクテル45111を加える.

H. 2-3 .ìl~~ 10'11ずつ5等分する.

2.5. 2-4. il夜.各々を90・C. 3分111]、加然し.急冷してi高次情迭をほぐす.

2・6. 2・5.1夜.各々に別々のti~Ji (RNaseT1'... Uγ ・・'.PhyM・・‘・・)をJJIIえる.

あまった2亦;はコントロール (Mぷマイナス)と予備とする.

2.7. 2・6.1夜.各々を55・c‘20分1111. 酸素反応させる.
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2・8. 2・7.i波を急冷し.ik '1'に保存する.

2・9. ラベルiV液1μlにTris-Urca・1Jクテル5，.1を加える.

2・10 2 ・9 . 液に RNaseCL3 ・・ ・・ ・・ ~I ，川j日える.

2・11. 2・10.液を55.C、20分111). tif，;r.反応させる.

2・12. 2-ll.iIlを:;!.冷し.氷'1'に保存する.

• Urea-カクテル

1M Na-citrale (pl!4.5)， 0.1 M EDTA， 1 ~高 BPB・ 1 %XC， 9M urea 

Tris-U rcaーカクテル

1M Tris・l!CI(pl!7.6)， 196sJ's・I%XC.9Murea

RNascTI 

O.'unit/f" 100mM Na cilratc(pIl4.5)， ImM EDTJ¥ 

RNascU2 

lunit/fll 100mM Na-citrntc(pl!4.5)， ImM EDTJ¥ 

RNnscPhyM 

lunit".1 100mM Na citratc(pl!4.5)， ImM EDTA 

RNaseCL3 

lunit".1 50mM Tris・IICI(pIl7.6) 

(3)電気泳動

(2) で作成したコントロール(税務マイナス).アルカリラダー減、 2・8.液、

2・12.液を 15%もしくは20%ポリアクリルアミドゲルで同時にm気泳動し分析する.

この務では宿泊配列を分析するRNJ¥のtlH走が短いので15%ゲルを用いている.

G r11-メチラーゼによるメチルlヒ治性の測定

反応温度を50.Cとする他は前iAの方法に従った.
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半分子フラ グメン卜の作製

大腸磁メチオニンtRNAの半分子iヒではtRNAIO.OA260unitに対してRNaseAIμg 

を作用させるのが歳過であった.Fig2.I-lに大腸菌メチオニンtRNAをRNaseAで吉11

分分解し、その殺;m使用意を検定した 10%PAGE(7Murea)の泳動バターンを示して

おく.また.Fig2.1・2にポリアクリルアミドゲルによって初製した半分子フラグメ

ン卜の泳動パターンを示しておく.大腸菌メチオニンtRNA10.0A260unilを初発材

料として5・-半分子フラグメントは1.19A260unit. 3'-半分子フラグメントは

1.78A260unit銅製するこ とができた.

MHJフェニルアラニンtRNAをRNaseU2でflfl分分解して作製した5'-半分子フラグ

メントも問機の方法で作製し締製した.RNaseU2の使用量はlRNA10.0A260unilに

対して27unitが最適であった.番手母フェニルアラニンtRNAの5・ー半分子フラグメン

れまtRNA10.0A260u且itより 2.38A260unit銅製することができた.なお.ファルマ

シア社のユニット定義は一般の定議の 10001音であると思われる.

RNAの僅主主i'Je列決定

務母フエニルアラニンtRNAのRNaseU2による切断部位は緩衝液のpHによって異

なるこ とが西川によって報告されているが、 10mMTris-HC1(pH7.5)， 5mM MgC1
2 

緩衝液中でアニールさせ、これに終演皮 100mMになるように酢酸アンモニウム

(pH5.7) を加えた反応系ではほとんどの分子がアンチコドン3文字目のA36の3・側

で切断されていることを盗基配列の上で確認した.Fig2.1・3にそのオートラジオグ

ラムを l~げておく.このオートラジオグラムではA35の 3 ・ 仰jで切断された分子の存

在も確認さ れたのでゲルからパン ドを切り取りチエレンコフ法によってその放射活

性を測定し、両者の比をもとめた.その結果、 A36の3・側で切断された分子が94%
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を占めていることがIil:認された.

G m・メチラ ーゼによるメチル化活性の測定

Gmメチラー1:の5・.半分子フラグメン卜に対する動力学的パラメーターは

Table2.1・1にまとめておいた.

{是m)

5・.半分子フラグメントがC mメチラーゼの滋質となりうることを級tJJに発見し

たのは総本隆氏である(10，17) したがってここでの誠治はすでに舷窓氏が総局し

た内容を含んでしまうのでそのn!1分は必猿股小l岐にとどめたい.

tRNM~~稲田事ぷの必質!2:駄に lRNAのどの 311分が必要かという問題はlRNAに修飾

I，H占が発見されて以来ずっと 1需給されてきたlRNA修飾滋楽研究の命題のひとつで

ある.

初期の研究はtRNAの情i1Hと決定することが修飾自主紫の研究でもあった.どうい

うlRNAにはいかなるほ飾出必がどのように存在しているのか、そのこと臼休が未

知であった.やがてある佼j史， J話 N:s配~IJの情報が蓄積してくると比絞生化学の研究

が行なわれるようになった. ð~ぷ自身は不明であってもその j毒性の痕坊は修飾凶器

としてのこる.ほとんどすべてのほ飾にI刻して調査されてきたが.そのなかでむむ

っとも注nをひいたのはHl々 なポジションに修飾の起こるVと

mlAであろう . \1' も mlAも ;J~ ジションが!j~なれば移紫が異なるらしいということが

少しづっ明かになっていった(25，26)し. ¥1'にいたってはポジション38，39，40のm

家は同じらしい(43)という逆に珍しい別級も明らかになった.比較生化学的研究の
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なかで. ~れこ m1 A(58)についてはGillsbergらが滋母とラット肝では画事務の慈賞包ぬ 67 

が14なっているであろうという興味深い予想も行なっている(27). 

こういう下地があって. 1970年代からは修飾酵素自身をとらえてその活性を訓

ベる直後的手法がとられるようになった.そのなかでかなり大きな問題となったの

は修飾務ぷが包滋しているのはほNAの全体術進なのか、局所構造なのかという問

題である.

2_ • _ _ 
口!t.西村らはラッ トnfのm-G・メチフーゼがtRNAの半分子をメチル化可能であ

ると報告した(12)，一方、 BllyevらはラットH干のm2G_メチラーゼの基質犯織につい

て fJi1tのよく 似たtRNA同志を比絞してその阻~~J来を調べ、 m2G ・メチ ラー'l!の

IRNAl~:議昔日位はtRNA上に散在しており、従ってIRNAの会情造がメチル lヒには必

須であるとま古扮づけた(11)， 

両者の尖験にJTIいた西事務はまったく同じ模索であり、両者の見解は全く対立する

形となった.ロ野らの報告は直後的に酸素活性を測定したのであるから給鈴は明白

であるのだが.ヨーロッパを中心とする学会ではBayevらの考え方が広く受け入れ

られたため.ある修飾M~憶が存在するとすればその酸素はIRNAの部分t書道を修飾

するかどうかは長く践蛤されつづけ(44) 今でもなお.修飾酵素研究の基本事項の

ひとつとなっている(13，14，15，45)，

実際にIRNAの短鍬フラグメントをJTlいて実験を行なうと.そのメチル化活性は

IRNA会体情遣がある時に比べると慨して低く.画事紫と基質との叙手[)f主が低下して

いる(13，14，15，16)，今まで矧告された穆絡のなかで、もっとも短鎖フラグメント
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に対する活性の強いと Jfえられる大腸必m5U(54)ーメチラーゼですら. Kmfiqが5W

l:上Jl.する(13)• 

おそらく大部分のほ飾11';f，の第一義的会合にはtRNAの全体帰途があったほうが

より効態的なのであろうが. llL合体が形成されtRNAと毒事務の扱過なフィテイング

が行なわれる段階では会情i1iU必要なく.その後直後メチル基転移が行なわれる時

脅ではBlI分情i査で十分なのであろう.

この考え方ならば、織りjの会合で阻¥1j:活性を調べるBeycvの実験方法の結果をう

まく解釈することが可能であゐ.また.同憾の方法で災験を行なうと Gm・メチラ

ーゼでも強)Jなl泊叫がかかるので、もちろん.G sl-メチラーゼにもこの考え)H.1

述J1l可能である.

しかしながら.修飾的ぷのなかには短鎖フラグメントでは活性を検出不可能なも

のも存在する(44.45) このような併設;(m5C(48)・メチラーゼや¥11(38.39.40)・合成

bf議}のUi~:Z:誌は.その~A!が認i議している領域がtRNAのあちこちに点在して

おり、しかもそれらが:1.'::111]的にjQ切に配置されてなければならないと考えるべきで

あろう .tRNAの全保i告を必須とするような厳密伎はその酵素が2志賀としない他の

RNA分子同と不必裂な総合体会形成しないようにする上でおおいに役に立つだろ

う.

しかるに. G m・メチラーゼはtRNAの会情遣を必要としない.この際訟の場合.

lIi貨として認泌するポイントが Dアーム領域近l労に密集しているのだろうが.いっ

たいどこまで総l分化したRNAを器質とすることができるのであろうか.そして、

そのような滋賀a削機仰で水米. G m・メチラーゼがメチル化すべきはNAと他の

RNA分子鴎を判別することができるのであろう か.

lil本氏の研究はこれらの疑問に対するいくつかの手がかりを与えてくれていゐ.
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要点をまとめておくと

(1) G m-メチラーゼが応終的に慈賞とするのは共通配列G18G19のG18のリ水

戸ス~の2・ -OH 葛であるが. G m-メチラーゼ自身はGG.po1y(G).GGを含むベンタ

マー以下のオリゴマーを必貨とすることができない.

(2) G m-メチラ-{!は5・.半分子フラグメントを基質とすることができるが.

それは殻良の器質ではなく. tRNA会情造のほうがはるかに良い2志賀となる.つま

り.tRNA会t身近の形成する向次情遣は Gm・メチラーゼの器質:.f!誌にとって必'llf:rR

14ではないが、放火なi交WIJ会はたしている.

(3) D・ステム&ループHti立会!ui1別させたtRNAはたとえすべてのl畠滋がそろっ

ていても、もはや、必貨とはなりえない.つまり、 (2) で言うところのほNA会情

ìùのなかでも D ・ステム&ループ情逃が水質的に:m~である. D-スチム&ループ情

遣は3・*分子フラグメント'1'にも包/，1;されていることは言うまでもない.
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，;; 醇母tRNベBilef-半分子の塩基配列の決定

レーン1: 00 eozyme 

レーン2:OHラダー

レーン3: RNaseTl 

レーン4; RNaseU2 

レーン5: RNasePhyM 

レーン6; RNaseCL3 
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22大"WiイソロイシンtRNAのヌクレア-{!S 1によるとド分子化

(目的)

2.1では、比4史的I益2主将災性の向いリ ;Nヌク レアーゼ併を使用して5'.!I!分子フラ

グメントを作製しその2志賀としての10ft..!:を制ベた.このリボヌクレアーゼの代わり

にヌクレアーゼ SIを利用すれば、アンチコドンループ部分を完全に欠失させた半

分子を作製することが原理上.可伎である. (注:l遅々のtRNAをmいでこの尖験

をl'fなったが.アンチコドンループ部分を完全に欠失させた半分子を作製すること

ができたのは大腸磁イソロイシンtRNAのみである.この理由についてはJ7祭の間

でJ~泌する. )このヌクレアーゼ S1半分子をus貨としてメチルItiHtを測定すれ

ば GIlt-メチラーゼの基質認識にアンチコドンル}ブの-1}f1が必裂かどうかがわ

かる.

mm 
大問ì1ìイソロイシンtRNAは ~tH [l也 I!~士よりいただいた.ヌクレアーゼ S Iはフ

7ルマシア社より 賊入した.

{方法}

大』略的イソロイシンtRNA5 A260unitをImMZnCI
2・5mMNaOAc(pH4.4)級ili

nにifJかした試料を4*m:a:し .ヌクレア-{!S Iを各々に50.250.1000.2500units 

加え、 37・Cで30分間反応させた.反応の仰止はフエノール処理によって行ない.

liHl;にしたがってエタ ノール沈殿後、10% ポリアク リルアミドゲルtlt$¥0ホ動によ

りli1~~した.回収したヌクレア ーゼ S 1処理フ ラグメントはリボヌクレアー-l!処理

フラグメントと問機の方法でメチルiヒi毒性をaw定した.

?タ
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(結果)

ヌクレアーゼ SIによる限定分解の怜子を抑ベた 10% ポリアクリルア ミドゲル電

気I.!I動 (7Murca)の泳動パターンはFig2.21に図示した.また、電気泳動でM裂し

た1去の5・.フラグメン トの総動バターンはFig2.2-2に示した.Fig2-1の拭料中筋3レ

戸ンのS'・フラ グメントは回収に失敗したのでFig2.2-2のゲルに泳動バタ ーン を示

すことができ なかった.Fig2.2-2のもっとも長いフラグメン卜の第 Il式uとも っと

も短いフラグメントの第4試料を各々 3 ・--*~;;分析した結果.第 1 :式料はアンチコド

ン3文字目のU36，第4試科はアンチコドンステムの付け恨のC31であるとわかった.

このこつのフラ グメン トに対する Gm・メチラ ーゼのメチル化活性を測定しその熱

力学的バラメーターの測定備をTable2.2・lにまとめておいた.

(勾f.t)

ヌクレア戸ゼ SIによる限定分解の試みは大腕菌メチオニンtRNAやM母フェニル

7ラニンtRNAに対しても行なったが.これらのほNAでは目的とするフラグメント

を作ることができなかっ た.これらのほNAはC32がCm32にメチル1ヒされており.

限定分併の段通条件を発見するのが図鈍であった.それに対して大脇Mイソロイシ

ンIRNM;I:アンチコ ドンループの5・末的似1)にヌクレアーゼ S1が切断しにくい修飾i出

~が存αせず、分解反応が定量的に進行してくれた.

こうして得た二つのフラグメントの都賀としての符性はTable2・1にあるように本

質的には変わらない.つまり、 Gm・メチラ 戸-eの基質m織にとってアンチコドン

ループに属する湿基は必要ではないことがわかった.
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3: Nuclease S1 

4: Nuclease S1 
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50 unit 

250 unit 

2500 unit 

Fig2.2-1半分子化の条件検討

0: intact tRNA 

1: Nuclease S1 

2: Nuclease S1 

4: Nuclease S1 
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2.3. T7 RNAボリメラー'l! 伝写産物による解析

天然のlRNAを何らかの以tØ.分斜面'- ~で限定分解しそのフラグメントを初製して

メチル化活性を測定する手法には限界がある.いかに寸・ぐれたり 'J~性を待った語FJ; 

を l虫則しても天然のほNA~nlll 自在に限定分解することはでさえ=いし、たとえそ

れが可能になったとしてもm'llな手l慣を経なければ目的のRNAフラグメン卜を得

ることができない.

その点.近年さかんになったRNAボリメラーゼを利JfJする方法

(39.57.58.59.60.62.63 )は、 RNAポリメラー'l!の特性のゆるす関山lでは.自分のデ

ザインしたフラグメントを ，IJ!.い ìif!り に I~i !'i~すること ができる . え泣かでもT7 RNA ;J: 

1) メラーゼは特異性の向いブ日モーター配列を I，~ち . ðJ務自身のA1it~~現系がは立

されている毒事の利点がある(41.42).

そこでGm・メチラ--I:!の必賞特異性や級小J占質分析の目的にT7RNA;f~リメラ ー

ゼの転写系を利JIlすることに した.

~I 
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T7RNAポリメラーゼ転写産物を利用する実験系の流れ

1 :τワプロモーターの卜.協にtRNA辿伝子を接続したプ
ラスミ ドを構築する。

TI RNA po)ymerase promoter tRNA gene 

突然変異を導入するか?

Yes No 

プラスミドは一本鎖
DNAを制製できる
タイプか?

るす換

。

交

N
1
4v
を
1
14
v

・タみノ。へ

突然変民.を導入する。 (Kunke)法)

J 
2:PCR法により鋳型DNAを刷幅する。

一一寸 「一一一一一
司骨………・…・ 4 ーーーへ

tRNA gene primer2 ........... 17 RNA po)ymerase promoter 

適当な制限酔素で切断する必2l!があるか?

Yes No 

↓ ω ページに続く)i 
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(つづき)

Yes 

j 
制限酔事長で分解する。

i 
日的の断片を車内製する。

適当な制限酔素で切断する必裂があるか ?

No 

3 : T7 RNA polymeraseによる転写反応をおこなう。

〉~閃凶…01
n RNA polymerase promOler tRNA gene 

転び産物をfi'j製する。

↓ 
4:転コメt'f物をもちいてメチノレ化活性を調ベる。

ο? 

~).~ 
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2.3.1. tJi型プラスミドの作製

{目的}

T7 RNA ボリメラーゼがRNAを伝写するためにはT7プロモーターの下流にUi~

tなるDNA配列が必褒である.このため鋳型となるべきプラスミドを作製した.

(材料)

pUCI9はl刈誠氏よりいただいた.pUClI8，119(19)は有同学|専土よりいただいた.

プラスミド俗銭のためのDNAはアブライドパイオシステム社のDNA合成機モデル

381Aで合成した.的IJ I!JHí事紫およびDNAIr多飾M~誌は宝酒造もしくは ト ーヨーボ}よ

り，.A入した . 自11位指定変911露発の方法は Kunkelの方法(21 ，22)に従い、バイオラ ~J~

社製のキット (Muta-GenePhllgemid 1且 VilroMutagenesis Versio且 2)を使用した.

本法で使用する大腸菌CJ236，MVI190，ヘルパーファージM13K07はこのキットに

あわせてバイオラボ社より賜入した.tíH主~i!列決定に使用したシークエナーゼ

ver.2.0はト戸ヨーボーより購入した.

{方法}

pUCI9，118(Fig2.3.1・0に締遣を示す)もしくは 119 (pUC118とマルチクローニ

ングリンカーが逆向きになっているが.基本符絡は伺じ)のマルチクローニングリ

ンカーに合成DNAを組み込み、 ~J母フエニルアラニンtRNAの一昔日もしくは全部会

T7 RNAボリメラーゼプロモータ}の下流にコードするプラスミドを作製した.令

工程で17種類の合成DNAと3lli史liのプラスミドを使用 した.pYFOI，02，04はpUCI9

のEcoRl・Kpnlサイト IIJJに合成DNAを州入して作成した.pYF03はpUCI9のEcoRl・

37 
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Pstlサイト間に合成DNAを州入して作成した.これら4種類のプラスミドはいずれ

も務録フエニルアラニンIRNA遺伝子の一部のみをコードしている (くわしい配?IJ

I!Fig2.3.1.ーHこ表記した). 

完全長のtRNA遺伝子を作成するために.まずpYF05を梅築した.pYF05は

pYFOIを材料としてKpnl-samHIサイト間に合成DNA4;.f¥をくみこんだ.pYF05の

ヨF ドするIRNAl宣伝子は完全長ではあるが係入サイトのKpnIサイトがそのま ま残

っており.番手母フェニルアラニンtRNAの正しい庖基配列を有していない.

そこで古rs位 l日定~YU元発により出必配列を修正するため.プラスミドののせかえ

を行なった. K unkelの方法は-*triDNAの銅製が必須であるが. pUC19には一本

fADNA生産のための後烈開始領械がコードされておらず、プラスミ ドを一本釘{

DNA~担製開始傾械をコードするファージミ ド型ベクターpUC119に役袋せねばなら

なかった.なお. Kuは elの方法については後述する.pUC19とpUC119は全く同じ

マルチクローニングリンカーをそなえているが、 MflまフェニルアラニンlRNAj宣伝

子lこはEcoRIサイトがふくまれており本来の沖入サイトであるEcoRIサイトが使用

できず、 i唱入断片は合成DNAにデザインしておいたXholサイトとマルチクローニ

ングリンカー上のHindIIlサイトを利用した.

このDNA断片をpUCl19のSall-Hindlllサイト問に伸入しpYF06を情築した.な

お. Xbol と Sallは迎 *ti反応が可能なコヘシヴ末箔をもっコンパーチブル制限~，がで

ある.

っき・にpYF06をトランスフ才ームした大腸菌CJ236にヘルパーファージM13K07

を感染させー木鎖DNAを制製し ms位儲定変!ft続発を行なった. ~呉プライマーは

YFANTCをmいた.YFANTCの配列は5・-GCGCCAGACTGAAGATCTGGAGGT-3'

である . 還のよいことにこのプライマー~è~IJ中には偶然、 ßgllIサイト (AGATCT)

が含まれる.変~・1先発の!ìUÆ~まKpnlサイト (GGTACC:pYF06のアン チコドンill!紡

38 
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~位}の泊失と Bglllサイトの生成で行なったが.最終的にはジデオキシ法 (24 )

による t1iUi~~列島平析を行ない、正しい 11i&~~列をもち完全長のtRNA遺伝子そコー

ドしているプラスミ ドをpYF07と命必した.さらに一本鎖DNA後製開始領域の方

向がpYI'07と逆になるようにSac!.Hind!J1サイト!日lの挿入断片をpUCl18のSacI.

HlndIlIサイト聞に組み込み直しpYF08-a:情築した.級終的には傍築したすべての

プラスミドの復基配列決定を行ない目的どおりの配列を有することをR:Zした.

{プラスミド傍祭の流れ図はFig2.3.1.・2にまとめる)

合成DNAの脱保護、精製、アニーリング、プラスミドの初裂、制限隊ぷ分解、

修飾~J淡処理、 DNA連絡反応、大開磁の取り f及い . トランスフ才一メーション、

トランスフエクション等で、 f寺町すべきと思われた窃項はもれなく記述したつもり

であるがそれ以外の桜項は成舎 (28) を谷考にした.

5;も
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l(unkelの方法{部位符契約突然変異説発)(21.22)__ 

(1) Kunkelの方法の綴念

IJl{E までに紛告された昔日位特'R:的突然変~'U先発の方法(29.30 ， 3 1 .32.33 ， 34)はす

べて、なんらかの鋳型一本鎖DNAに対して変災i先発の合成DNAブライマ-i:アニ

ーリングさせiJlvitroで二本鎖化の反応をおこない、最終的にはホスト凶内で変災

ml分のギャップを修復させる手法をとっている.多くの方法が考案されているが.

それらは変災:先発の頻度をたかめたり~ ~~係の同定を筒使にすることを目的とし

て工夫されたものであり、線本的な慨念は共通である.

Kunkclの方法の特徴は大腸箇CJ236(35)そもちいることによってウラシルを含む

tIJ型DNAを1{}..二本鎖化の反応をおこなう点にある.ウラシルを合むDNAは正常

なDNA修復百事務系をもっ大腸菌内ではウラシルがチミンにii役される.この時、

変:YH:もたないウラシル鎖は分解され.~~をもっin vicro合成鎖を今度はtIJ型と

してDNA修復がおこなわれる.それ紋.変JU先発の効率が既存の方法に比絞して

数倍以上であるといわれている.また. ['iJじく高い変異混入率をもっEkslcinの方

法(34)では原理E上、欠t員型の変災仁u事入不可能であったが、 Kunkc1のJi?去は可能で

ある.

(2)大問凶CJ236(35)の準備

大紛凶CJ236はdu!.ungの復帰不能表現型を有しており.合成されるDNAはチミ

ンの代りにウラシルが縛入される.ウラシルを含む一本鎖DNAをwるためには、

77 ージ由釆の一本鎖DNA秘書品開始 ílíU泌をもっW~プラスミ ド (ファージミ ド )

で大目品目白iCJ236を形質転換し、さらにへルパーフ 7ージを感染させーぶij1DNAを含

40 
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むウイルス総子を放出させる傑作が必要である.

へJレバーフ 7ージMI3K07が感染するためにはホスト大腸菌がF'綬毛を保符し

ていなければならない.I妥合を行なわない条件下で縫代培養を繰り返すと大sIHiiLt

ffi毛形成の遺伝子を容易に脱活させてしまう.CJ236はF・鞭毛形成の遺伝子をコ

戸ドするプラスミド(pCJ105)上にクロラムフエニコール耐性遺伝子を同時にコー

ドしており.薬剤耐性によって鞭毛保待閣を選択することができる.さらに、殺'e

形成は3S.C以下の温度では行なわれない.赦にCJ236は必ず.37・Cでクロラムフェ

エコールを含むLstl}地で府議する.

CJ236の遺伝子製:duc， UJlg， c/)j， relA; pCJ 1 OS(Cmr) 

(3)コンビテントセルの作成

大問箇CJ236のコンビテン トセルの作成はカルシウム法(19，36)をもちいた.

3・1一晩、クロラムフエエコールを含む5mlLB培地で僚とう t音養したCJ236を翌日.

5mlt音I釦こ 1%他wする.

3・2. 600nmの倣乱光を測定し、 0.500600に逮したら、遠心し祭菌する.

3・3. t音1色をすて.氷冷しt.:50mMCaCI溶液を l血 l加え、懸渇する.・ 2

3・4. 氷冷し20分間、微量する.

3・5. 遠心してからCaCI
2溶液をのぞく .

3・6. 50mMCaC12~液200μI~加え、懸渇する .

3・7 氷冷し211寺l1(j以上、叙位してできあがり.48時間程度は形質転換に使用でさ

る.

(4) 大腸忍jの形質転i央
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FJ~転換の方法は書籍(1 9)およびßlo-Rad祉のマニュアルを怠考に した.

(5) へJレバーファージの感染

5・1. 11的のフ 7ージミドで形策転換した大勝目白CJ236をクロラムフエニコールを

含む5mlLs培地で一晩、銀とう陪獲する.

ふ2. 翌日. 100m1LBt告総{温度50mg/1でクロラムフェニコールを含む)に 1%摘

笛する.

8 
5・3. 0.0.600が0.3に逮したら、 2x1 OQ pfu/ml (多霊感染率 : MOI・20)になる

ようにヘルパーファージM13K07を加える.ヘルパーファージス トックの感染怒は

あらかじめ測定しておく.

5・4. 37.C、1時間t音獲を続ける.

5・5. カナマイシンを終滋度70μg/m1になるように加える.

5・6. 一晩、 37.Cで綴とう情義を絞ける.

pfuとはプラークフォーミングユエットのe&. 1m1あたり何個のプラ ーク形成が

みられるかを通常、評価する.

H 多m感染擦とはtf悶の細胞に対して1"1仰のフア戸ジが感染する糸1牛かを示す.

ここでは、すべての細胞がヘルバ F フ7 -ジに感染するのが望ましいので多1在感染

率が大きな条件に22定してある.

(6) フ7ージ綾子の回収

6・1. (5) のt脅養液を 17000)(gで15分1¥1]. 4.Cで遠心する.

6・2. 上消を新 しいm心管に移し、再度、 6・1.の条件で遠心する.

6・3. 上川 100mlに対して500μgの倒合でRNaseAを加える.
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6.4.室温で30分間、数置する.

6・5 氷冷し、 4分の1;震の20%PEG・6000/3.5M酢酸アンモニウムを加え.よくま

ぜる.

6ふ 17000xgで15分間、遠心し沈澱を集める.

6・7. ìl心管の内~をキムワイブなどでぬぐって完会にPEGをのぞく. (ファ ージ

11子はn%のPEG存在下で沈滋するので.わずかでもPEGが残ると68.以除の操作

がやりにくくなる.) 

6・8. 沈iflを200μlのHighSa1t Buffcr(300mM NaC1. 100mM Tris-HC1 (pH8.0). 

1mM EDTA)に懸渇する.

6・9 エッベンドルフ型遠心管に移し、氷冷し30分間おく.

6・10.4・C、15000rpm、Z分間、i;;!心し上111をとる.この上清をファ ージ粒子スト

γクとして4.Cで保存する.

(7) -*鎖DNAのフ 7ージ佐子からの嫡出

DNAのj白出法はフェノール.クロロホルム処理によったが.フ 7-ジ位子は大脇

簡などよりも俗浴が図いため.よりlI'fltOをかけて反復して仙出する必裂がある.

DNAはコニタノール沈澱によって回収し、 20μlのTE1J1i.li液に溶解した.このM料lμl

に含ま れる DNA~置は濃度既知の分子量マーカーとともにアガロースゲル沼気波動

をおこない検定した.試料は最終的にTE級iJi液で200ng/ft1になるようにお釈した.

(8 ) 変!#:・プライマーの5-リン酸化

ブライマーのリン酸化はT4ボリヌクレオチドキナーゼ(PNK)を使用した.PNK 

によるリン酸化は1.1ままで記述した方法をもちいた.ただ し、 BAPによる脱リン酸

化の工程は必妥ない.
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(9) ln Vitro 突然変異続発反応

9・1. エッ ベンドルフ述心管に一本ii1DNA200ng分 (1μ1) . 5・-リン酸化プラ イマ

_6pmole分(1 μ1)、10xアニーリングw術淑 1μlを加え、滅菌7l<で全震を 10μ1にする.

9・2. 9・1の溶液を70・Cで5分間加氾したのち、自然冷却させアニーリングの操作

をおこなう .

9・3 アエーリングさせたDNA-プライマー溶液を氷冷する.

9.4 10xSynlhesis Buffer を1μl加える.

9.5. T4 DNA Ligase 3unit(lfll)、T7DNA Po1ymerase 0.5unit(1μ1)を加える.

9・6. そのまま 5分間、氷冷する.

9・7. 25'Cで5分IIlJ、あたためる.

9・8. 37'Cで90分l旬、反応させる.

9・9 9-8.の反応液をそのまま.大脳WMV1190の形質転換に使用する.もし.保

存するならば、 -20'Cで凍結する.

・10xアニーリング緩衝液

20mM Tris-HC1 (pH7.4). 2mM MgC1
2・50mMNaC1 

• 10x Synthesis Buffer 

O.4mM dATP. 0.4mM dGTP， 0.4mM dCTJ>， 0.4mM dTTP. 0.75mM ATP. 17.5mM 

Tns・HC1(pH7.4).3.75mM MgC1
2・0.5mMDTT 

( 10)大腸箆jMV1190の形質転役

大防出jMV 1190(37)の形質転換はi也のwt!車を鍛うのと全くおなじである.コンピ

テントセルは力ルシウム法((3)の方法)以外にルピジウム法(38)をよく mいた
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が.どちらでも良好な成績をえられる.

大I~凶 M V 1 1 90の遺伝子~: D.(Il1c-proAB)， thi， svpE， D.(srJ・

rfcA)306: :Tn 1 O(tetr)[F' :traD3 6. proAB. Jaclq ZD.M 15) 

(11) 変災係の選択

このま置で作成したプラスミド pYF07は惑いなことに制限番手索サイトの消失と生成

がiドうので、その一次選択はそれを白紙とすればよく、比事史的容易であった. しか

しながら、次滋以降で作成した変災株の多くはDNAの復基喜è91J ~史5:Ëを 一次巡択の

方法とするしかなく、この変災総選択の工f1がもっとも時間と労力を漉した.コロ

ヱーハイプリダイゼーション(28)もほとんどあたりのコロニーがないゆ合は併用し

たが、プロープ作成やコロニーうちかえの手聞がかかる上、最終的には1.a2Mie列決

定の操作を行なわねばならず、かえって時111)がかかることも多かった.

また、 tRNA遺伝子は一本鎖DNAが向次情巡を形成しやすく変1U4入彩が慨して

低かった. とくに欠消変災の幼合は ~!I~~草入 E容が数 100分の l という似合もあり、

たったひとつの変契株をひろうために 1カ月以上かかったこともあった.

Ir.i'~ ) 

目的どおりにすべてのプラスミドを修築した.
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pYF系プフスミド 13 

名前 vector コ・ドするtRNAの~i域

pYFOl pUC19 1・32

pYF02 pUC19 1・26

pYF03 pUC19 4-26 

pYF04 pUC19 10-26 

pYF05 pUC19 全長*

pYF06 pUCl19 
全長倉

pYF07 pUCl19 企長

pYF08 pUC118 全長

-アンチコドンがKpnIsiteになっている。

。YFOl・04の制限醇必マップ

1ワRNA閃 Iymerase
promoler 

n 

pYF05-08の制1M俳ぷマップ

1ワRNApolymerase 
promoler 

Phe yeaSI IRNA ..-geneの一部

ー一ーー一一一ーー

Phe yeast tRNA ..-gen巴

1 
Kpnl (pYFOl，02，α1) 
PSII (p YF03) 

BamHI Hindlll 



1'$1'11')1') 

Avall 1837 
sglI 1813 

G~lll 17品』

CfrlOI 1779 

町刈 1766

pUC19 
2686 bp 

pUC118 
3.20 Kb 

Fig.2.3.1.・0 μJC19とpUC118の副限醇葉地図
pUCl18は一広銀DNA笹塑回蛤領蟻(M13IG)を除くと

pUC19t同巴構造をしている.
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232 PCR法による鋳型DNAのj!H~

(目的)

T7 RNAボリメラーゼによる転写反応は2.3.1で作製したプラスミドそそのまま

使用しでも可能であるが、そのt易合、次のような欠点がある.

(1 ) 大量銅製したプラスミドを大量消貸しなければならない.

(2) RNase隠寄AlJを使用しなければならない.

(3) ホスト大腸菌のDNAメチル It を考慮せねばならず、制限~~;，I~ ßstNIのよ

り安価なアイソシゾマーMvalを使mしにくい.

(4) 一つのプラスミドから-f.感知の転写EE.物を得ることしかできない.

(5) 転写終結点に何らかの制版画事ポサイトをデザインせねばならず.場合に

よっては思い通りの転写産物を得ることができない.特に今回、干支々が則いた実験

系lこはこの点が1ft大な足釘となる.

そこで一度PCR法により目的遺伝子部分を得偏した後、転写反応を行なうことに

した.この方法は上記の欠点を解消することができるが、新たに次の問題点が生じ

てくる.

(1) プラスミ ド 自身をßU量鋳型にした場合.惚さき~ê~IJ の lí1ilmはDNAレベルで

11なって 1::1泌ないが、 PCR産物をm~にした場合、予定通りの転写1宝物が1lJ.られて

いるかどうかチェックするためにRNAレベルの温基記列の確認が必要である.

(2) 金工程数が長くなる.一倍ßiの'i1J:lÉl~を最終的に得るためにはm気泳

~だけでも扱低7図必要である . プラスミドを鋳型にした協合ならば、 fS気泳動は

最低4回ですむ.

このような欠点も派生してくるが、 PCR法令利用する長所はそれをおざなってあ

まりある.汲大の利点は、ブライマーの級み合わせによってー磁来日のプラスミ ドか
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らたくさんの償支Iiの転写産物そえることができる点である.

{方法}

PCR法は朕JIIJQ~に文献(40)に従った.プライマーのデザインはその互役伎を考慮

して251主基以上のアニール部位を待つことをs¥p.1Jとした.アニール温度はブライ

マーの組み合わせにより変化させたが.副反応をも重力おさえるため、 50もしくは

55・Cで行なった.遺伝子解析などに利用されているPCR反応との最大の速いはブ

ライマーの相対還が多い点である.下geに典型的なブロトコールの例を示しておく .

また、ブライマーのデザインおよびその組み合わせはTable2.3.2.-1にまとめてお

iJj型DNAのPC R (例)

IOx Taq pol. buffer 10μl 

5血MdNTP mix. 8μi 

primer 1 100pmol 

primer 2 100pmol 

pl師団id 3pmol 

IOOmM MgC1
Z 

2μi 

Ampli Taq DNA polymerase 1μi 

上記組成に水を加え 100μlとする.

これをアエーリング温度50・55'C、院議反応igl:i[n'C、変性温度94'Cで25サイク

ルt則自する.

初lOJに似mしたブロトコ戸ルは遺伝子解析用のもの(40)であったので、その時間

プログラムはアニーリング90秒、~~紫反応2分、変性 l分であったが、短mなtRNA
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遺伝子では鯵索反応時間が短くても十分であることがわかり酵素反応90秒に短絡

したプログラムを後JUJでは使用した.

u古巣)

偲々の実験例のなかにはブライマーのデザインが適切でなかったり、アニール温

度の選択が適当でなかったり して失敗したこともあったが、最終的に 目的とする

PCR産物がえられないということはなかった.Fig2.3.2・1.および2.3.2.-2に具体例

を示してお く.

160 
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Fig 2.3.2-1 PCRプライマーの塩基配列

YFT 7052 5' GGCGCTCTCCCAACTGAGCT AAA 3' 

YFT 7062 5' CGCTCTCCCAACTGAGCTAAA 3' 

YFT7111 5' CTGGCGCTCTCCC 3' 

YFT7121 5' CAGTCTGGCGGCTCTCCC 3' 

Yeast tRNAhe 
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Table 2.3.2.-1 鎖長改変体用 P C Rの
プライマー.プラス ミドの組み合わせ

fragment plasmid primer1 primer2 

1・34 pYF 01 YFT7121 

1・30 pYF 01 YFT7111 

1・28 pYF 01 YFT7052 

1・26 pYF 02 YFT7062 

4-34 pYF 03 YFT7121 

4・30 pYF 03 YFT700 YFT7111 

4・28 pYF 03 YFT7052 

4・28+ pYF 03 YFT7052 

4・26 pYF 03 YFT7062 

10・34 pYF 04 YFT7121 

10圃 30 pYF 04 

' YFT7111 

fCl. 
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1 2 3 4 5 

Fjg 2.3.2-2 PCR版物の~tJ~I ， tを8%未変tl:PAGEでチェックした例
1上:t川r悶anscα訂ωrυ'jゆptけ1-3叩O転y勾王川a叙鮪i々1)明l型~DNA 2: lr陥ans芯scαnゆpt川4-344転ほ写川鉛型DNA 3上: 

;!?陥a納制ns附s
!anmscmrn叩l巾p臥tIω0-3叩011阪伝ψ'J!メ川a鈍i必j型DNA 千各守2却O分の11吊J誌iを1屯立気泳動した。
各々のPCRJ)j'~物の~!11iは57、 58、 54 、 52、 48bpであり、 11取包l必a主Eのj糸兵も分析析.でき

:汲:汲没;変:tC悶:切校問12岱;3;殺5詑r;併;跨字詑2rγf?!州1パ1
b砧申転正ii1写F産物はくわしくは2.3.5.21抗;江tを参Jt附!(悶(日{されたい。
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/C'1 

] 2 3 4 

Fig 2.3.2-3 ね製したPCR産物の8%未変性PAGEによる分析

: transcripl 4・26J1 1鉛)~~DNA、 2 : lranscripl4-28)1]鋳型DNA、3: lranscript 1 ・26川
崎型DNA、4: lranscri pt 1・28川鈍担DNA 各々、!日収品の20分の1I.tを泳動した。
初のPCR沌物の制民は53，55， 56， 58bpである。各レーンともPCRプライマーや
j産物がうまく|徐けているととがわかる。

rApolymeraω1u;:I f.反応には、通常この5間程度のDNAを鈍型としてもち
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? 3.3. T7 R N A;!:リメラーゼによる転写反応

IHW 

T7 R NAボリメラーゼは大I~ 11i発事lシステムßL2 I1pARI219(41)より紡~した.

ニのシステムはF.William Studicrl導土よりいただいた.

{方法}

T7 RNA71!リメラーゼの初製はJ.J.Dunnの鈴文(42)に原則的にしたがったが.

力ラムクロマトグラフ ィーで用いるWD:iはtt用品をもちいた.下旬にJ是々のi史JIJし

たT7RNAボリメラーゼの締~t去をしるす.

5'・半分子アナログをもっとも大電に転写できた時のブロトコールをTab1e2.3.3.

1にあげておく.スペルミジン浪皮とマグネシウムイオン猿度が転写震に影響する

が.それ以上に彫容を与えるのは転写産物自身の信基l'le?，lJ.長さである.T7 RNA 

ボリメラーゼによる転写反応でJllUi以の短いRNAを効率よく転写するプU トコー

ル1;未だに完成していない.一般に短鎖の転写産物を目的とする場合には.スペル

ミジン濃度を上昇させたほうがよいが転写産物の3・ー末箔に Cが付加した副産物の

生威霊も j~加する. t幸に t孟~G20以下のRNAを転写させようとすると単一の C が

付加した副産物だけでなく.ボリ Cが付加した副産物が生じ.これが収皐の低下の

『図となる.そこで半分子以下のRNAを転写させるには反応系をtRNAを転写させ

るときの 10倍以上にスケールアップする必要がある.

'f，写産物は 10%ポリアクリルア ミドゲル電気泳動 (7M尿素)で?器製した.

また.プラスミ ドからi立娘、."写させる場合には制限古事紫による分解

(PYl'OI，02.04-Kpnl， pYF03・I'stI. pYF05，06.07，08・sstNI(Mva1))をおこなった後.
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i&型DNAとしてl吏HIした.

T7 RNMI~ リメラーゼの綿製一一ー

(1)大問菌BL211pARI219の取り i泣い

原則的には1也の大腸菌株とおなじ取り扱いをしてかまわないが、 T7RNAボリメ

ラーゼの大倉発JJ!を目的とする場合、 T7RNA7J{リメラーゼ遺伝子がJacUV5プロモ

日夕ーの下流に接続されているので遺伝子産物が リークするのを|功ぐためグルコー

ス効果に よるカタボライト抑制をかけておいたほうが、磁の生育がよく、プラスミ

Fも安定に保持される(41)• 

それ故、T7RNAボリメラーセ.の大量発現の場合はt音地はM9TB t音地を使用し

~t9'[・ B t告地 (1Iあたり)

Bactotryptone 

:-!aC1 

3・
20x M9 sa1ts 

20% glucose 

1M MgSu
4 

10g 

5g 

50ml 

20m1 

Iml 

20x M9 sa1ts (1.5g KH
2
P0

4・3gNa
2
HPu

4・0.5gNH
4
CIをII tことかす}

上記組成のうち. 20xM9 salts， 20% glucose， 1M MgS0
4
は別途、オートクレ ー

ブ滅菌しておき後で混合する.

大腸菌BL21の遺伝子型 derivedstrain B， [" ， l1sdS， ompT， rB-m
B
-

(2) T7 RNAポリメラーゼの誘導

50 
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M 9 T B I:'f Jl!!~こ I%M(/i した BL21 /pAR1219の生育を600nmの百世話l:光でモニター 10'/ 

L 0.5にi主したところでIPTG(isopropylfI・D-lhio・galaclopyranoside)を終汲皮

loMになるように加え. lacUV5プロモーターをデリプレスしT7RNMgリメラーゼ

を:fiiJ干した.

(3) i詩的

3・I (2) でT7RNMt~ リメラーゼをお導したBL21/pARI219は2時間後.遠心し

て楽的ずる.

3・2. 1到を氷冷したLB級i衡液 (PMSF Img、leupeplin 100μgを合む)24111 I 

に ~Ji易ずる .

3・3. 1.5mg/ml 卵白リゾチームを6rn1JJ(Jえ.20分おく.

3・~ . 0.8%デオキシコール目立ナトリウムを2.5mllJUえ、さらに20分おく .

上記傑作でほぼ完全に BL21/pARI219はffi菌するが、これ以降の録作を楽にする

ため、下記の操作会おこなう .

3・5 氷冷しつつソニックを 15抄かける.

3-6 21¥1節目立アンモエウムを5ml加える.

'LB緩衝液 50mM Tris-IICI(pIl8.1)， 20mM NaCl， 2mM EDTA， lm"l DTT 

・・PMSF phenylmclhylsulfonylfluoride イソプロピルアルコールに20mg/mlに

活かしてi史用する.

・・・Jeupeplin 5mg/mlに水にffiかして使用する.

(4 )ボ リミンPによる脱抜目立と硫安沈澱

4・1白 10%Polymin p' 5mlをゆっくりかきまわしつつ加える.

51 
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4.~. 20分1111.氷冷する.

4・3. 39000gで4'C、15分1111.遠心し上清をとる.

付。氷冷した飽和硫酸ナ トリウム浴i夜 を上j背の0.82張、ゆっくりと加える.

4・5. 11<冷しつつ 15分間、彼持する.

4・6.沈澱をま長め、 BufferC (20mg11のi'llj合でPMSI?を含む)に対して透析する.

• Polymin P 10%溶液を HC1でpH8にあわせておく.

飽和硫酸ナト リウム溶液 室温で飽和させTris' baseでpH7に ~J整し.

0.45μmのフィルターにとおす.

，・. buffer C 20mM sodium phosphate(pI!7. 7). ImM EDTA. 1mM DTT. 5% 

glycerol に原則として 100mMNaCIを合む.NaCli.度度は精製のステップによって

は変化する.

(5 ) カラムクロマトグラフィー

透析したT7RNAボリメラーゼ函分はSP.Toyopearl、 CM-Toyopear1、 DEAE・

Toyopearlの各カラムクロマトグラフ ィーによってSDS-ポリアク リルアミドゲル電

気泳動上で単一バン ドをあたえる まで初製した.

なお、 CM-Toyopeariはフロースルー薗分をもちいるのでDEAE-Toyopeariのブレ

カラムとして使用し、 綿製時!日jを短縮した.また、JJj(幸日(42)では各々のカラム樹脂

It、TrisacryトSP、 TSK-CM、 DE52を使用している.

(6) T7RNA;f， リメラーゼの保存

(5 )で純度を検定したT7RNAボリメラーゼは殺終的に50%グリセロールを含

trbuffee Cに対して透析滋絡し・20'Cに保存した.

52 
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u占:l!l:l
各力ラムクロマ 卜グラフィーによる精製パターンはFig2.3.3.・1、2'こしめす.続

裂したT7RNAボリメラーゼのSDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動のパターンは

Fig2.3.3.・3にしめす.

収$の問題こそあれ、最終的に 目的とするT7RNAボリメ ラーゼ転写産物が待ら

れないということはなかった.Fig2.3.3.-4と2.3.3・5に典型的な転写例を示してお

53 
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97400 
ーーーー -~ 圃『ーーー』町ーー

66200 .圃圃.

45000 自臨噛

轟圃4・
31000 

.・4

輔 島 一一

Fig2.3.3-3 T7 RNA polymeraseの精製純度を
10%SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動で、
確認した。
1 :分子量マーカー、 2:硫安沈澱上清、 3:
CM-Toyopearlにかける前の試料、 4:最終精
製標品(500ng)
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1.3.4. Donis - Kcller法によるRNAlä)Eljè~IJの確認

mO~) 

pCRi去で突然変'ftを場入したDNAを UJ~ としてT7 RNA7r-リメラー'lHi1J:反応を

Ijなうゆ合には、 DNAの t怠~Uè列6'U~のステッブがないので、 1~ られた転写産物

が目的通りのla21百e9'IJをもっていることを61:認する必要がある.

(Jji却

原J!lJ的に Donis-K ellerの際線(23)に従った.tiHii活性の調!ê~事は西川の方法に従

い.吉成L'i;のな見に従った.くわしい方法は2.11，'(に記述した.

m果}

T7 RNA;g リメラーゼによる転写iï1~のうち、 PCRプライマーで変7~ を羽入した

ものはすべて.その信基記列の決定を行なった.その結果、転写反応の条件によっ

ては3. ぷ~;;;に C もしくはボリ C が付加した副産物が生成することを見いだした .

これら剛庖物の中には Gm ・メチラ ーゼの~貨として利月l可能なものもめった . ま

た、 3')H，月の Cの付加以外は転写産物の自己列が予想外であったことはなく. T7 

R !'l A;J~ リメラーゼの転写反応はRNAの ta巡にかかわらず正硲に行なわれているこ

どが筏認でさ た.Fig2.3.4.・1にJ[;本となるE聖母tRNA
Phe

の5・ー半分子に対応する転

写建物のオー トラジオグラムをあげておく .

11; 
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l.3S T7RNAボリメラーゼ転写産約の Gm メチラーセ・によるメチル化

2.3.5. I . 目聖母フェニルアラニンtRNA5'・*分子とT7RNAボリメラーゼ転写産物

の比政

I:ni，去)

メチル化活性の測定は2.1:1置で述べた方法にしたがった.ただし、スペル ミジン

を添加してその活性を比較することも行なった.T7 RNAボリメラ --l!転写産物の

作製法は2.3，3，j誌と 2.3.4.1まと同じである.なお、目的とするT7RNAボリメラー

ゼ転写底1却をえるプラスミドとブライ マーの組み合わせは何逃りか考えられるが、

この災級ではui型とするプラスミドはpYFOI~. 合成DNAプライマーは

YFT700. YFT709を使用した.くわしいプラスミドとブライマーの組み合わせは

2.3.2.取に3己iiEした.

( *Ii~) 

IJJi虫の測定結果とえられた酵系学的パ ラメーターはFig2.3.5.1・1とTable2，3，5.1・

1にま とめる.

(JH語i

~IU フェニルアラニンtRNA5・ー半分子とそれに対応するT7 RNA7r-リメ ラーゼ

1~写産1\J (以下、 unmodificationと表記する)の仮本的な遠いは修飾山越の省無で

ある.G m・メチラーゼはtRNA修飾自事務のなかでは比較的、基質特興住がiほく. D 

1レーブ 111に共通記~J G 18G 19をもっtRNAならば、その砲基配列が決定的に作用す

"c; 
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ることは々いと考えられていた. しかゐにunmodificalionに対するメチル化活性

よU1めて ほい. その初速は醇母フエ エルアラ ニン tRNAS ' -半分子に比.~して20 'l-. . 

全i世fH:もつ天然のIRNAと比鮫すると 5%しかない.この理由はつまるところ、 I2

151g)f.のイT.W:.に帰する.君事母フェニルアラ ニンIRNA5'-半分子にはsH郊の修飾I怠

基が6箇所に入っている.その内. Cm32とGrn34はアンチコドンループに仲人され

た，~舗であり . 2.2.i置ですでに述べたようにアンチコドンループ飢分はその出t!;配

列はもちろん.その存否すら Gm _メチラーゼのM索活性に彩写を与えない.それ

飲.Crn32，Gm34の欠償がこれほどのメチル化活性の低下をまねいたのではない.

つまり. I自の 3#重だ1の修飾復基の効M~のて~1軍が G m-メチラーセ'のメチル化活性の低

下として現われているのである.それでは、これら‘ H重刻lの修州出)};はいったい.

いかなる j杉でその効果を発鐸しているのだろうか. 各々の修飾iぶl.~についてその役

討を徹底的に追及した研究はいまだにない.しかしながら.修飾温M;の存住する位

置やJät!;自身の佐賀からtRNAの向次情ì1iが形成される上で筒怪的な役;~4 を.mたし

ているのであろうと類縫されている.このことから考えて.これらのほ飾Jii基は

IRNAS'-半分子においてすらも帰途の保持に何らかの影響を与えているのであろう.

~Jl1}フエニルアラニ ン tRNAS' ・半分 J~ と unmodificationの越貨としての特性差が

RNAI!J身の締iliの安定性に帰すると予15されたので、次にスペル ミジンを反応溶

液中に加えてその効果をみた.スペルミジンは‘ IRNAに絡会してその立体構造の

俣liに只秋するボリアミンの一慢である.その結果はFig2.3.5.1.・1にあるように

ふとんと彫容を与えなかった.tRNA全t書道が存在すれば形成されるボリアミンの

t!合サイトは半分子RNAでは形成されないと考えられる.

上記の 母娘は動力学的パラメーターを汲玲ずることによって?肉強される.

Tablc2.3.5.1.・1.にあげたようにunmodificUliollのKIIII自は齢母フェニルアラエン

tRNA5・南下分子のKm憶に比べて4倍以上大きい.つまり、画事務と RNAとの叙利性が
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かなり低下している.一方、 Vmaxltflはそれほど低下しておらず、両:r，の会合伎の

低さがそのまま.メチル化活性のIlt下として現われているものと解釈できる.

23 5.2. 尚々の設さのT7RNA;j~リメ ラーゼ転写産物のメチル It

{日的}

本f，fの日的は Gm・メチラーゼがメチルIt可能な最小基貨を明らかにし.本際主誌が

本質的に必要とする部位を明らかにすることにある.

(}j法)

2.3.5.1.躍の方法とおなじである.

u自然)

作製したRNAフラグメン卜はFig2.3.5.2・1に一覧表としてまとめる.また、メチ

}t..化j居住のりJi!!!をTabJe2.3.5.2・1にまとめる.

(暗然)

Grn・メチラーゼが基質とする扱小のRNAフラグメントは4-28であった.このフ

ラグメントは叡母フ ェニルアラ ニンlRNAのG4から C28までに対応しており 、ア

ミノアシルステムの半分とアンチコドンステムの一部を加えた 0-アーム会鎖域を

含んでいる.これより短鎖のフラグメントは現在.我々が用いているメチル化反応

のシステムではメチル化活性を検出することができなかった.この災験結巣は非常

~:予忽!外であっ た.この実験を行なうにあたって.我々は Gm ・メチラーゼがlli 1't

として水質的に認識している郎iまは 0-アーム鱗械のみであろうと予怨していた.

しかしながら予恕は裏切られ. G 111-メチラーゼがその酵素活性を発jiJlするには D・
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7戸ム飢械を含む.ある程度まとまった設さのフラグメントが必要であった.

この紡;!J~を解釈する方法は 2illi り .IJ えられる.ひとつはRNAが水漏結合を形成し

Dアームらしい."i造をとるには、ステム &Jレープを形成する間基以外にかiらかの

1m助となるl.l.l認が必袈であるとする考え")iである.もうひとつのJ7え)HJG lll-メ

チラーゼが直後、慈賞として:z泌するサイトが D-アーム領域以外にも存在すると

いう 1Jえ)jである.言うならば.前.lfはRNA仰に原因があるとすゐ与えJjで後者

:!t1M側に目立図があるとする考え方である.どちらの解釈が正しいのであろうか.

前rr~rl1i強する実験的事実は多い.まず. wild (T1 RNAボリメラ ーゼ転写産物)

!:MHiフエエルアラニンtRNA5'-半分子のメチル化活性の~いが喰げられる.こ

の二つの民NAフラグメントの木質的なm述点はすでに述べたように修飾瓜必の得

否のみである. しかるに基質としての特性は圧倒的に説母フェニルアラ ニンlRNA

5 ・.'f~分子のほうがすぐれている . MHiフエエルアラニンtRNA5'・半分子にはステ

ムのIHt般にメチル基をもっf到着出Jlsが存住するが.このほ飾がたとえ .~分子にな

ろうとも D・アーム徳造の保貯にがjいているのではないだろうか.これはすなわち.

D・アームfJia以外の泡基がステム&ループの形成に一役かっている可能性を示し

ている.さらに.フットプリンチイングの災験結巣も前者の考え方を支持している.

フットプリンテイングの実験では惚訴がカバーする領域はD・アームを含むごく限

られた~Jl械であった.けっしてG4 ・C28などという広い範闘ではない.ただし.こ

こでさらに3完治しておくべき点がないわけではない. G lll-メチラーゼがlRNAに絡

会した01にアミ ノアシルステムやアンチコドンステムをときほぐすような大規悦な

傷造変化合ともなうとすれば、ステムに通常は埋もれていてリボヌクレアーセ・の攻

援を受けにくかった信基の反応性は当然たかまるであろう .そのような出必自身も

しくはその近傍が Gm-メチラーゼの~総古ll(立であった場合、フットプリンテイン

クの尖験結泉のみですべてを然ねすることは困鎚になってくる.つまり、フットブ

58 

II~ 



リンテイングでリボヌクレアーゼによる分解を受けにくくなった銅版はUJIらかに援

活によってカバーされていると古ってよいが、逆に分解反応が促進占れた領域に関

Lてはd'~特が総合していないとは断~でさないのである.特に Gm ・メチラーゼの

場合.フ ットプリンテイングのデータでアミノアシルステムのGクラスターの反応

性がtn~に上汗しており、アミノアシルステムがほどかれている可能性i: ~lt諭して

おく必裂がある. もし、アミノアシルステムがその情造を保持したままであり .D 

・7・4・ムに Gm・メチラーゼが総合しているとすると、当然‘リボヌクレアーゼは D

.アームの反対側から銭近せざるを仰す、 *t.J艮としてアミノアシルステムのGクラ

スターの反応性に差が生じるはずである.つま り.アミノアシルステムもらせん倍

i~をとっているならば、 G 111-メチラー'l!と反対側にある出墓古11分が係先的にリボ

Rクレアーゼ分解を受けることになる.それでは実際のデ}タはどうであろうか.

M母フェニルアラニンtRNAに対するフットプリンテイングではtRNAの出u;配列上

の開制でこの点をlif認することができないが.大腸菌tRNAMetfに対するフットプ

リンテイングの実験結果ではG5，G6，G7の反応性に明らかに遂が生じている.この

点を巧Iさすれば.少なくともG5・G7はステム情i査をi呆侍していると考えられる.と

くに 0-アーム仰jにあり、これらのJjJl!sのなかでは Gm・メチラーゼにもっとも後近

しているG7のリボヌクレアーゼ感受性のI!S;さはこの考え方を強力に支持している.

つまり. G 111・メチラ・ゼが総合しても G5・G7の関与するアミノアシルステム部分は

.1どかれず.フットプリンテイングの尖験結果はステムの1m!裂を助祭せずに評価す

ることができ.少なくとも賀I4i訪日から第7番目の温基と Gm-メチラーゼは直後会

合していないと結論づけられる.さて.ここでもう一度議論をもとにもどそう. G 

m・メチラ-'l!の最小基質が4-28となる理由がRNAの情mに起因するという:与え方

を jm~虫1・る証拠を もうひとつ、 ~~げておこう.あるRNAフラグメントがf7.1J.し、

そのなかにステム&ループ情i1iが存在するとする. {注:今凶.災験で川いたすべ
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てのフラグメントは.少なくとも一次情造上.この例にあてはまる.)もしそのと

~ . ステム&ループ傍迭と他の1m分との相互作用がないとすれば.級九ミ~::;の Ili&1ま

別として、ステム&ループt荷造以外のiぷ必のヌクレアーゼに対する感受性は原則的

に等価なはずである . しかるに今回、~験で用いたフラグメントを 1呆作していると

非常に不思問な現象が生じる.U8での切断が優先的に生じるのである.)1..クレア

戸ゼによる感受伎を議論する湯合は.その前後の1忌基百i!71Jを考慮しヌクレアーゼ自

身の特性をIIIJ~袋せねばならないので.このJJl ß!のみから明ilな結おをïJ l 主出すこと

はでさない.しかしながら. 7関所あるUのなかでU8の反応性のみが?干しく向いと

いうことは.ステム&ループt書道以外の出tJ;1lI!分にも何らかの定まった情itiが存在

していることそ意味しているのではないだろうか.

このように.ステム&ループ情iu以外のRNAil¥の情逃よの問題がG1I1・メチラー

ゼの級小基質:zruにおいて決定的な役割IJをはたしているとする概念には文持すべき

笥が多いが. G 111・メチラーゼ自身がステム&ループ徳造以外のRNAmと直後.会

合する可能性は全面否定されたわけではない.

ステム&ル戸ブf書道以外のRNAi良が.たとえ半分子以下のフラグメン卜中であ

っても何らかの摘itiを保持し、それがステム&ループt車道をより D・アームらしく

演出する上で重要な機能をはたしているとすれば、その忠~ì'ii.!列を変化させるとメ

チルIt活性に影響をおよほすにちがいない.とりわけ、ミトコンドリアtRNAなど

の例外を除けば.すべてのはNAで保存されている共通泡基U8.Pu9.J>u26の存在は

注目に他する.それらのI.aAの効果・については3.2.41置で取り i及うことにする.
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鎖長改変体のメチル化活性の比較

name 

Phe yeast tRNA . .._ 5・-half

yeast tRNA Phe 5・-half transcript 

1-34 

1-30 

1-28 

1-26 

4-34 

4-30 

4・28

4-28+ 

4-26 

10-34 

10-30 

cpm 

1442 

354 

305 

381 

220 

55・
315 

195 

171 

212 

94・

-馬予防フェニルアラニンtRN八に対する初述が0.5%以下なので、この論文で
はメチル化活性が検出限界以下であると、取り肱った。

・I~~ 1士、メチル化活性が全く検/(¥できない。
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2.4. 化学合成RNAによるメチル化

(目的)

T7RNA;gリメラーゼによる転写系は矧鎖RNAの合成には向いておらず、また、5・

末~は G である必袈がある.そこでD・ア-ム釧域のみからなるフラグメントは化学

合成し.そのメチル化活性を鈎ベた.

!H科)

合成D-arm 18mer.および19mer(Fig.2.4)は石川正英|事土 Wl.:東京工波大)

と平厄-!!Il fl~土(現東京薬糾大)により合成されたものをわけていただいた.

(方法)

2.3f，iの方法に滋ずるが、ここでは酵ぷ反応の温度を30・Cとし 18時間以上.反応

させるなどの方法も試みた.

(*IiJl!.と J7奴)

合成D・arm 18m町、および19merはいずれも G m・メチラーゼの滋賀 とはならな

かった.また、 低温下で長時11月反応させてもメチル慈の取り込みはau実されなかっ

た.この紡巣は先のT7RNAボリメラーゼ転写産物による解析と矛盾せず. 0-アー

ム修造のみではさ正貨 となりえないことが具体的に証明された.

[2.{， 
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Fig2.4 介成 D-arm18mer，
19merの;慌基配列

~ [U1 
UUA 

U- "'CUCG 
G .!..! GAGC GGA 

D-arm18merはポジション9-26に対応しており、
19merは8・26に対応する。
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~;三部 Gm-メチラーゼのより効E私的なメチノレ化に必
必なtRNAの柿造

I"l.S 



3.1. 0・アーム構造は必要か?

(目的)

GIII・メチラ}ゼのメチル2lSi.阜入自11位は0-ア戸ム上に存在する共通配71JG 18のリ

ポ戸ス羽である.したがって. 0-アーム情i遣はメチルItにとって必須であるとか

んがえられる.しかしながら、 T7RNAポリメラ}ゼの転写系が発i笠するまでは D

Phe 、
7-ム情遣のない酵母tRNA のi!，!(~体を lU る」とができず.もっとも直接的か

っM4\O~な証明がなされていなかった.まず. .. 0-アーム情iûは必~である"と

いう I~ 々のかつての作業仮説を絞lリlする.

(ij法}

D・アームtJ巡のない酵母tRNA
Phe

の改変体 (OD-arm) を作成し.そのメチルIt

活性を測定することにした.óD-nrmはFig3 . 1.ー 1 の i主Æ~HIJを有する.

lJi型プラスミドpoD-armはKunkell.去(21，22)によって作成した. RN八の転写.M

~. G 111・メチラーゼの際索活性の検出君事は2.3.I託と同じである.

Wi県と考察)

T7 RNAボリメラーゼ転写産物oD-nrmは会くメチル化されなかった. G m・メチ

ラーゼのM貨として D・アームtJiuは必要である.

12(1 
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l 2 1孟J/;仮設したT7RNA ;gリメ ラーゼ転写産物のメチルft

3，2.1. 大防磁tRNA
Ser

3とそのT7RNA ;gリメラーゼ転写産物のメチルiヒ

l目的)

続々が尖験に使用している Gm-メチラ ーゼは向皮好然m由来の画事訴であるが.

G18からGm18へのメチル11:は氏以生物.以後生物といった生物情の大作会こえて

広〈分布している{ただし.古紛l習には発見されていない. ) (48，49，52，54).大

I~ 凶も ま た f~J;~ではなく、 Gm18の修仰をもっ生物の一同であり. G 111・メチラ ーゼ

をもっている(49，53，55) 大防&!iG 111・メチラ ーゼは純度好熱i41jの Gm・メチラ ーゼ

のよ うにほとんどすべてのほN八分子凶会メチル化できるわけではなく.組く J!Jiら

れたIUCiのほNAのみを慈賞としている.つま り.厳密に言えば、まっ たく月!Jの酸

素なのであるが、 G18をメチルftする Gm・メチラ ーゼであるという 点は共通して

おり. その越質:f訟のパターンは日fJBf罪名前の Gm ・メチラーゼのNs~泌総Ilt揮を

~11tする上でよい参考になる . 波辺、松木らはこの点に最初に着目した側告をおこ

なっている(10)• 

大問 lfÎの Gm ・メチラーゼが必~とするIRNMよどのようなIRNAであろうか.ざ

っと列祭してみよう.

Oln. ."".....Gln... _n....， ...Leu. .nlt.1....Lcu"， .Ol..TALeu'IIIID' ID)"I A~1el_ tDMASer IRNAV 1s 1 ，tRNA V Ill2，lRNA ..."u 1 ，IRNA "，，，u2 ，IRNA "'~U(UUR) ， IRNA'''~'m ， IRNA~ 

l，tRNATyrl，IRNATyr2.ただし， tRNAMe1mのt~A請は1iJI分的である.

これらのtRNAに共通した特徴は例か.まず、第一にロイシン.セリン.チロシ

ンといったIRNAはエクストラ ループの民いクラス 11タイプのIRNAである.クラス

117イプのIRNAはエクストラループが設いという{曲、 D-ステムが311J.l占対で情成

63 
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~亨

されることが多い. 0-ループが91"，&以上の長さがある毒事の特徴を待っている.

Glo. ."........Gln... ........ ..MCl L.~"- ~ _ I ___ 
tRNAV "'I.tRNA

VW

2. tRNA"'~'mはエクストフループが短かく 、クラス Iタイプの

tRNAに属しているが、やはり、 D・ループが設いき事の特徴は共通している.ただし、

tRNAMctmの修飾は吉11分的である.

それでは、上記の特徴を持ちながらGm18の修飾を受けないtRNAはないのだろ

うか.たったひとつの例外ではあるが.tRNA
Ser

3はクラス11タイプのtRNAに属し

ながらGm 18の t~飾を受けない.このほNAはなぜ、 jd品i1í Gm ・メチラーゼの&質

となりえないのであろうか. より J占質12%設の相の広いと考えられる~r，1.箆好然aGm

-メチラー-l!は、はたしてこのほNAをメチル化することができるのであろうか.

{方法}

A'~:ì6伎の測定およびtRNAの分析は lìíl ìÆの方法に従った.また. j;:J地凶

tRNASer3ì!伝子を T7プロモーター下流に I~絞したプラスミド pES3は姫野依Ä同

士より いただいた.

大防í~jIRNAScr3のT7RNA ボリメ ラーゼ転写産物は前述の方法に従って制 ~il し

た.大目時閣IRNA
Ser

3は林宣宏氏よりいただいた.

!*a泉)

大RI~ 凶 tRNASer3~こ対するメチル必'H;反応の結果はFig3.2 . 1.・ 11こ示した . また.

このほNAに対するT7RNA ;I~ リメ ラ戸'l! 'i2手産物のメチル It活性も測定したが.

現在使用している分析手段ではその活性をとらえることができなかった.

64 

I.P 



---r-

(考古n

Fig3 .2.1・・1に示した大勝菌tRNA
Scr

3tこ長lするメチルfti毒性は緩めて快!l!Jであり.

このほNAが本当にメチル化されうるのかどうかは結稔づけることができなかった.

天然の次分画IRNAを初発材料として綿製されたtRNAを完全に単一保品にすること

よ非常にむずかしく、この微弱なメチルfti居住が.わずかに混入している他の

tRNAに 111* している可能性を否定することはできない. 大II~WtRN^Scr3が共通配

列GI8019をもっtRNAのなかでは Gmメチラーゼにとっていままでになく劣思な

JHtであることは間違いないが、このほNAILIJ:tが本当にメチル化されるかどうか

をはかめるためT7RNA ボリメラー'L!fiり径約の解析を行なった.その*.';~~.メチ

ルfti活性会とらえることができず、少なくとも生理的にZ主義のあるレベルでメチル

化反応は巡行しないことがわかった.

それでは大防菌tRNA
Ser

3がGm・メチラーゼの基質として逃していない理由は何

Ser _._ 
であろうか.大勝菌tRNA--'3んはその 0-ル戸ブの庖基記列が話似したアイソアク

セプターtRNA、tRNASer(CGA)、IRNAScr (GGA). IRNA Ser(UOAトカ4イf白;寸A ゐ.

これらのほNASerは018がOml8にゆ飾金受けており、 IRNA
Ser

3と比車交することに

よって大防凶 Gm ・メチラーゼのi!i~l2JJ機備を頬役することができる. また.こ

nを ~r， 1凌好然必 G m-メチラーゼのN;質:2;;J;11U革にまで拡張することも可能かも知

ねない.tRNASer3が他のアイソアクセプターと異なる点は. 018のほ飾の布無の

l世に 17百十"の包装の差がある.つまり.IRNA
Scr

3はAげ GI8G19となっているのに

対して‘ 1也の
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可申，

dt:-lA
Scr

はPyl7GI8GI9となっている.通'iit.17番目の担uはピリミジンであり.

IRNAScr3のようにプリンが配置されることは非常にまれである . 大>>111~iIRKAでは

GI 
他にIRNAI.JIU(UUC)があるのみで、オルガネラで機能しているはN A併をi除けば、

生11界全体を見回しても古細菌の-1lI1のIRNAや真核生物のtRNAl\lclの- ~IIに散見

される程度である.また 、 AげGI8GI9の出~1:t絡をもち. GI8がGml8にメチルiヒ

占れているのは、ホウレンソウのミトコンドリアtRNAValが唯一、例外的に匁lられ

ているのみである(56). このような点会与!，ttすると. G mーメチラ-{!がu;nとし

てa:ルfるため必須な一次椛iaはl'yl7G180 19という百e9"l/では必いだろうか.
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Fig 3.2.1-1大腸菌tRNASer3

いままでメチル化を試みた天然のlRNAのうち、 Gm-メチラーゼがもっともメ
チル化しにくかったtRNAである。 A~~的なJ七辿配列はすべてイバどしているが
‘長大なエクストラループをもち、 D-ループも大きい。



Fig3.2.1-2 大腸菌tRNASer3の転写産物
T7 RNA polymeraseによる転写産物の最終紡製標品
O.02A260unitsを10%変性PAGEにかけて分析した。
塩基配列はDonis-Kcllcr法で確認した。
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tRNA compiration Data bankに枝録されている、 11mーのAI7Gml8配列をもっ
tRNAである。オルガネラtRNAとしては共iul配列がよく保イがされているが、
A17はエクス トラ抑入(position17・1)である。



32 2. D - )レーブ部分の泊基置伎の量~!{j.

(目的)

般小}/;'j電4-28フラグメン卜にふくまれるt構造のうち D-ループ部分は出娘、 Gm-

メチラーゼと会合する.まずD-ループllIS分の復基を置換して必要な傍ii'iをl閃かに

する.とくにG18.G19の共通配列の役割と 3.2.1窓で指摘したポジションげの温基

の役割を明かにする.

{方法)

SJi型DNAの部位特呉的突然変災犠入にあたってはKunkelの方法(1iij述)を用い

た.

R N Aの転写及び精製. G m・メチラーゼの活性測定等は前述の方法・にしたがった.

Wi~) 

この宣言で使用した改変体とえられた，~京学的パラメーターは Fig 3.2.2.1.にまと

める.図中で ーの印はメチル1Ui移の初巡が野性型の0.5%以下であることをしめ

す.

1.共通配列 G18G 19について

共通配列 G18G 19の両方、あるいはいずれか片方を他の泡Æ~こ信銀すると G m-

メチラーゼによるメチルA転移反応は測定不可能なほど減少した.また.この共通

配列の位置をずらしでもメチル化活性は検出されなかった.

2 .ポジション 17の信基~è~Ji霊銀に l刻して

I ~1 



ポジションげのU をプリン 11:i!~に ml尖ずると KCRd穫が大きく減少することがわか

った.また.ピリミジン泡基であるCにdkZEした筋合はメチル化活性にほとんと影

響がで々かった.

3.そのほかの滋基置換について

D -ループの泡基 ~?9IJのうち、 AI3 と A21 はほとんどすべてのtRNAで保存されて

いるl孟u;であるが.これらを他の凶器にiRl尖してもメチル化活性にはほとんとE35

がでなかった.G 15をCに世役した改変体はKCRd直が減少を示した.U 16.G20の

改2E体はその効果がほとんどメチル化活性に影響を与えなかった.

(1HiO 

1 j~j並 ~è91J G 1 8 G 1 9について

まずn初に共通記91JG18G 19を含む G18G 19G20をU18U 19U20にi従役した改

変体 (GGG/UUU) を作製した. この転写i:11 1~は全くメチル It されず， 0-ループ

部分のt.äU配~H立本質的に G m-メチラーゼの基質認識に影響を与えることがわか

った.また、問憾に共通ife初iJG 18 G 19のi立mを16，げのポジションにずらした改

変体(L-RV)も会 くメチル1ヒされず，G m・メチラーゼ{まこの共通de9"IJ百11分のループ

中でのi立訟を認識していることが示唆された.

そこで D ・ループに含まれるすべての出基に変~を滋入することにした. そのま吉

思.まずG18または G19のいずれか一方でも G以外のt1:iAに電設した均合，メチ

ルIt活性は検出できないレベルまで低下することがわかった.すなわち， G m・メ

チラーゼの基質認識にとって GI8および GI9は必須である.このような性質は2'-

0・メチル型のメチル基転移税務としてはじめてであり、従来報告されていた両級紙

のGm(34)・メチルIヒ酸素(67)とはかなり災なった基質認鋭機備を待っていることが



。かった.

2 ;1:ジションげの包装置i!?"IJi置換に|閉して

次に通常，ピリミジンl.aJ.&が ~~il( されることが多いポジションげをプリン t!i

基でi従i災した己主変体をmいて尖験を行った.その結果， K /11 h1iはさほど変化が比ら

れなかったが，Kc創価が大きく減少することがわかか大問図tRN八日cr3で見られ

f
 

l
 

E
 1

 

た傾向を11lIl}tRNA
Pheのアナログを用いて検証することができた.この似[JJとし

て.四つの可能性が考えられる.

まず第一にtl1-素自身がii1f妥.ポジション 17のl_a基を認、lliしている可能性次にプリ

ン111)Sのほうがピ リミジン出基よりも尚日いので立体i母容を形成し， "-~. J;の活性ア

ミノ fiH~必と リボース環との会合が妨げられる可能性.そしていl じ 立休問え!}でも院

議との純合体形成ではな く、 tRNAI:J Hのお次構造がゆがめられる可能代.~らにポ

ジション17とポジション 18の1111のスタッキングが強まり辞表がメチル)，r;."移会す

るためお貨の機i1i変換をする際.このi虫度が減少させられる可能性.の阿つである.

もちろん.これらの原因が純合していることも考えられる.ま ず第ーの1fT能性に

あげた防泌自身がw:授、 f宝飾を行なわないIII)};やI務援するIg;1;ljも:f叫すゐJJL[ftは

tRN^fl~ß南西YJ1 、とくにアンチコドンの f~ßffil'i~ポでは短めて一般的に知l られたりUf~

(48 ， 51 ， 62 ， 63 ， 64)である. 第二の可能性にあげた立体隊等の形成は).~nアナログを

用いて II~滋反応.を解析する上では必ず:号l主せねばならない問題であろう .hI三の可

rt性のtRNA白身のf'.l次情遣がゆがめられるJJt1Hi研究の進んでいるγミノ γシル

tRNA合成E控訴iのグループで近年‘よく.;~~ーされている問題点のひとつである

157 ， 58.59 ，60). 第四のスタッキング効 'l~ がどれだけ滋素反応に担~~'~を Jえばずかに

ついては全くわからない.



3.そのほかの信基盤投について

A13. 1¥21およびU8は相互に水がまliて?を形成する共通配列であり. D ループの構

造を決めるよでm~な役省1) をH!っている.AI3、A21のii!突は当然、メチル!と活性

に量~'!H:及ぼすであろうと予想されたが、驚くべきことにGm メチラーゼの酸素活

性にはほとんど影響がでなかった. Gmメチラーゼはループ会体を:z除しているの

ではなく.ごく局所すなわちポジション 17. 18. 19のみを認設しているらしい.

しかしながら、その局所がきを間的にとこに位置するかを決定するよで. tRNAのi自

のf;s分との相互作用が重要であることは疑いようがなく、問題はそれがとの包装と

どの I1，iUiの川に形成される *1~*:j合であるかということである . 。アームの各泡

u;はIRNAのi也の部分と数多くの水ぷ結合会形成する.A13. A21およびU8の71<ぷ

総合はそのひとつであるが.T-ループ、エクストラーループなどに ~1返する沢山の

共通記~I)にも変異を導入し解析することの必要さが再認益された.なお‘これらの

改変体に|測しては3.2.41;iで取り{及う .

なお. G 15は多くのはNAでプリン11，i1.sが配置されるポジションであり C48との

間に水ぷ結合を形成する.

-このな以除で:11:脅する君事母IRNI¥PhCの23次f書道については主としてX線紡品情造

t.i1fr (46.47)および醇母フエニルアラニルIRNA合成諺索の器質~Llに l泌する文秋

(66)を主主考にしました.



Table3.2-1 部位指定突然変異プライマー
一覧表 (Kunkel法) その 1

且aole seqaence 錆型pb.smid

U8A 5' CAGTCTGGCGCTCTCCCAACTGAGClif' AATCCGC 3' 

U8G 5' CAGTCTGGCGCTCTCCCAACTGAGC示。AATCCGC3' 

U8C 5・CAGTCTGGCGCTCTCCCAACTGAGC京mAATCCGC3・

T17A 5' AGTCTGGCGCTCTCCC ii'ACTCACCTAAATCC 3' 

T17G 5' AGTCTGGCGCTCTCCC@ACTCACCTAAATCC 3' 

G18A 5・AGTCTGGCGCTCTCC'iiAACTCACCTAAATCC 3' 

G18C 5' AGTCTGGCGCTCTCC@AACTCACCTAAATCC 3' 

G18T 5' AGTCTGGCGCTCTCCM ACTCACCTAAATCC 3' 

G19A 5' AGTCTGGCGCTCTC(J'CAACTCACCTAAATCC 3' 

G20A 5' AGTCTGGCGCTCTU'CCAACTCACCTAAATCC 3' 

G26A 5' CAAGGTCTGGifGCTCCTCCCAACTGAAGCT 3' 

G26T 5' CAAGGTCTGG~GCTCCTCCCAACTGAAGCT 3' 

G45C 5' AAGA TCTGGA~GTCCTGTGTTC 3' 

G46C 5・AGATCTGGAG@TCCTGTGTTCG 3' 

C48A 5' CTGGAAGGT&CTGTGTTCGA T 3' 

T54A 5' GAAGGTCCTGTG免.TCGATCACAG3' 

T54G 5' GAAGGTCCTGTG@TCGATCACAG 3・

T54C 5' GAAGGTCCTGTGm-CGATCACAG 3' 

T55A 5' GTCCTGGTGT~CGA TCCACAGAA 3' 

C56G 5' GTCCTGTGTT@GATCCACAGAA 3' 

A58G 5・ CCTGTG了TC~TCCACAGAA 3' 

pYF 08 

pYF 07 
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3.2.3. D ステム部分の信基配列低役の影~

([J的)

D-ステムはiiit小基質4・28フラグメン トのPlf-.取り得る二次情i1iであゐ.この

スチム h~iûには tRNAに保存されている共通t構造も含まれており、多くのアミノア

シjレtRNA合成rin震では基12認おi;)[11まとして機能しているし(68.69) f目指E聖誕では

ポジシヨン26のメチル11:バターンのさりかえに関与することか指鈍されている(39)• 

これらがメチル基転移反応に及ぼす~野を ~jベる.

(方法)

T7RNAボリメラーゼ転写系による俄母フエニルアラニンtRNAアナログの作成と

Ill~. U!lli!プラスミドの作成、およひGm・メチラーゼの怒~;i6伎の測定は3 . 2.2. 1.I

の方法に従った.

(結果および考察)

この T置で i史 月] した改変体と m られたti~J!学的パラメーターは Fig 3.2.3・1にまと

める.

GCUC/AAAA 

まず.lI)初に D-ステム傍iZiをI表すようにG1 OC 11 U 12C 1 3の配列をすべてAに置

役した改変体GCUC/AAAAを作成した.この改変{卒を用いて Gmメチラーゼによ

るメチル化活性を測定したところ.活性は全く検出されなかった.このことより.

Gm・メチラーゼが基質とするためにはD・ステム情逃が必裂であるとわかった.
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RV  

D"ステムの配列のうち、 U12・A23のIlWi対はすべての原絞生約のエロンゲータ

-tRNAにおいてピリミジン 1 2・プ リ ン 2311J.~対として保存されている共通i'l~~IJであ

る.この共通部分を含むCII-G24，υ12A23を逆転させAII・U24，G 12 C23とした

改変体 RVを作成した.

RV より l'~ られた G m-メチラーゼの醇誠学的パラメーターはKcncflfiが減少する

もののKm他も小さくなり、 ri~ .J~反応のMi虫はほとんど変化ないか.やや小さくな

るという後継なバターンを示した.H体的にいかなる理由によってこのような現象

が生ずるのか不明であるが. 0 ・ステムの配~IJによっては滋紫と )i~11 の税，f[J性や醇

ぷの処J1jl;創立自身も数i音桜j立は変動することが示され、 0-ステムと俄..1;がi立娘、

会合している可能性もあると巧えられる.

S R 

先に1'.たRVの結果を滋まえ.さらに改変体 SRを作成した この己主変体ではピ

リミジン 12-プリン23注基対はもちろん.すべての 0-ステムI1.iUiMか入れ変ってい

る.このため.エクストラループに作αずるG45.G46と0-ステムとの水自信紡合も

JI~1ぷされないと考えられる .

S R に対する Gm・メチラーゼのr;~..?!常的パラメーターは RVに比絞してもとの

ðH}tRNAPheに対するパラメーターに近い.ステム部分の~è.列ば完全に i盆 i尖して

いることから. G m-メチラーゼの認民はH:aの配列に対してはないと与えられる.

以上をまとめると G m・メチラーゼの越11認滋において D・スチムnfl分は.ステム

IJi造の形成自身が本質的に必~な混ぷであり.その底辺;~è.列は tí~ >?~の~JI.f日性や活性

に多少の変動を与えるものの本氏的には彰寝しないことがわかった.
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32.4. 級小.ll1~に合まれない共通俗;J;溢 i尖の影響

{目的}

2.3 . 5.J~で述べたように沿小1/; n4・28フラグメントに含まれる係迭はtR:-::¥の1m

の部位との1:11に敬多くの，JI:，.1;結合を形成する.また.*~i結合にあすからなくても

保存されているIIi1/;がある.

lU小フラグメントや5・.半分子のメチル化活性はtRNA会体修造に比べてかなり 111

く ~J皐的なメチル It反応にはこれらの~~Iiが関係していると考えられる . との出

基.と'の水ぷ結合カ(，li災であるか金調べた.

(方法)

このなでi吏mした方法は3.2.2.来の方法と同じである.

ここで作成した改変体はまとして3illiりに大別できる.すなわち、 D-スチムのf.J

!t仮に位iをするIII)t~ ‘エクストラループの温基、 Tループの燈基の3つである (FI&

3.2.4. ・ 1). この他にtRNAの J~jjfi I孟1/;としてはアンチコドンループのピリ ミジン31.

U32などがあるが2.21置で示したようにこれらの庖基は存在すらメチル化活性に ~J

容を与えず.かつ0-アーム領域となんら会合することもないので改変体は作成し

なかった.

m来}

1早られた!'i~"係学的パラメーターはTable 3.2.4・1にまとめる.
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{考奴)

1. D・ステムのiせり恨に位i置する1ぷ-M;

この傾切にはU8. A9. G26Q)三つの保f+ui!?"IJが存在する.U8!立1.2なでi:!・べた

ように貯時tRNAPhcはもちろん、それ以外のtRNAでもAI4と水i終結合を形成しか

アームI"i査に彫慢を与えていると考えられている.一方、 9番のポジションはほと

んどの場合. A. まれにGかそのほ飾復基もしくはUの{列車窓基が位読する.dHi 

tRNAPheのIl)}合. A9~よU I 2 ・A23 との 1111に氷点結合を形成し、やはり D アーム情iit

に~~"f.を与えていると考えられている.また、ポジシヨン26は天然のIRNAではメ

チル 1ヒされたG. もしくは米t} 仰のAが位遣しており 、 tRNAのL字型例;uに;拶 'M~ 'j. 

えていると .. ，lJえられている.

とくに U8の ;g ジシリンはr~々が化学13飾や紫外線による分子内製怖をJll いて前

析し活日した古11{立であり、 Gm-メチラーゼの辞表j毒性にかなりの影響を与えるもの

と予:Ii~された . 結集はTable3.2.4・ 1 にあるように KC8L備はほとんど変化しないが

Km{配ま大きくなるという化学I凶器や紫外線による分子内架橋の采験で示された傾

向を符現する形になった . しかしながら、 Kmf直の増大や初速の減少は化浮 f~飾や

祭外線による分子内会，HP!の尖放ほと'大きくなく.化学tJ飾ではベンゼン1尽を付加し

たことによる立体!な~の彰3が桜台して現れていたものと考えられる .

A9はUに配役しても全く~~駁がでなかった . これは改変体 RVの解析による .IM

l去生1.，エロンゲーターtRNAの共通Cie9lJピリミジン 12-プリン23のIg必対はGm内メチ

ラーゼの西空453活性にぶ質的影轡を与えないという結果とあわせて、 A9-Py12-Pu23

の水素結合はdhHのJ占1't:s. 1，'.1.に一切、関与していないとほ測される.

G26はAにi位決しでも会く彩管がでなかった.しかしながら、Uに悦役すると Km，

KC8lともに動さ、 *ti瓜として初巡は4分のlに減少した.これは .Uにiii:l免ずること
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によってエクストラループとのIUIにワトソン・クリック型の水素総合が形成主れゐ

ようになり IRNAの会体締法がかなり変化してしまうためであろう .

2. エクストラループの出基

この鋭校にはG45.G46 .C48 といったクラス I型[RNA~こ共通な出!1s配 9'1が存在す

る.iifJ J箆好然的の C111-メチラーゼはクラスI型IRNAのみならず、エクストラルー

プのi占いクラス1I~IRNA~ もメチル Itするので、この領岐には必須な~~列はない

と予怨された.しかしながら、いずれの出基もかアーム領践との水務紡 fT形成に

関与しておりメチル化の効取には関与する可能性があった.

G45は0-スチムのGl0・C251.i.H占対とまた. G46~まC13-G221J1t;!;声!と C48はG15と

各々‘;J<ぷ*llifiを形成する.

G45~Cに i7i:1.失した改変{本G45Cは興味深いことに傍潔との貌'H1性が若!人減少

傾向を示した.0-ステムのG10 C251怠iEMを世主役した改変体 SRでも同はの傾向

があり、 G45・G10 -C25の会合はかなり弱いながらも番手素と IRNAの線合体形成にZ'~

wを与えているかも知れない.

G46をCにI官役した改変体G46Cは箆いたことにかなりの緩和性の低下を引き起

こした.G46は天然のIRNAでは通話im
7
G. まれにAであるがC13・G22と水京総合

を形成する. 0 ステム改変体から 1~}た結果からはこれほどの苦手索活性の低下は樫

終しがたく、 ti，~民自身が [.'UJL G46と会合する可能性も再考される.

C48をAにi訟役したi!lc1rf本C48Aはほとんど、活性に変化が見られなかった.C48 

~;tG 15 と I~.. 終結合を形成するが.日文1rf本G15Uで示されたようなKcndiliの派少はな

し従って、 C48・G15の/1<Jl *.'i合はI'l~ ，~~の慈賞認識に関与しないことが示された.

3. Tル}ブの I.1.UI~

75 

ち(，



TループにはIRNAのし中担保遣を決める上で重要な役討をもっυ5斗U55C56配タIJ

が存在する.天然のIRNAではこの ~~?'Jはわずかの例外をのそいてT54I.J'55C56 もし

くはそのまIH事のほ飾がほどこされ(48.53.54)、1.J155・G18、C56・G19の聞に水14i結合

が形成される.この配列および修飾がIRNAの熱安定住をiiif妻、決定することも};II

られている.また.OBhRNAPhCではU54とA58の問!こも水素絡会か形成され.こ

の結合はTループの."j1(のi忌nに関与していると考えられている.

結果』よ己主変{本U55A. C56Gともに滋荻との貌和性が大きく減少し、初述もそれ

に準じて減少した.立体H4iu上ではこれらのlii2JiはD-ループのG18G 19fte?IJにもっ

とも近く、 Kcnlh!iの減少も予想されたが、 C56Gにわずかな減少傾向がみられただ

けで、 E宇品;はU55.C56とはl!I!皇、会合していないことが再確認でさた.

また.保存配ダ"JU54をAに位決した己主変体U54Aにも酵ボとの貌HI性の低減カ<tJl

t完され、 IRNAの耐熱機十揮で怜じられているようにポジション54のI1，U占は|鴻怨する

US5. CS6がD-ループと水治結合を形成するのにある程度、影響を与えることがわ

かった.

さらに保存lIU'JA58をGに母役した改変体も作成したが、これはほとんど際緊活

性に影響を与えなかった.U54・A58の水議結合は酵素の基11認識に閃与しないとわ

かった.
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3.2認のまとめ '<;7 

T7 RNAボリメラ・ゼによる出港波紋転写ll1f~の醇索活性解析の結果を '.~I着する .

Gmメチラーゼのメチル化活性は

1) D・アームtli査を必要とする.

2) D ョループ中の共通百ê~IJGI8GI9~ 必~とする .

3) D ル}ブ中の共通~è~JAI4 .A2 1 を必要としない.

4) ;1:ジション 17がピリ ミジンであったほうがよい.

5) ポジション 15のf1.i.基に多少.彰容を受ける.

6) 0ステム傍遣を必要と する.

7) D・ステムの復基配列によって多少変動するものの.絶対に必袋とすゐ配列は

ない.

8 ) ポジション8は共通配列Uのままでめったほうがよい.

9 ) ポジション26はプリンのほうがよい.

10) 共通配列G45.G46の置倹によって低下する.

11) 共通配列U55.C56の置換によって大きく低下する.

12) 共通自己~IJU54の遊漁によ って少し低下する .

13) J~)並配列C4 8 . A58の能換に令く彰司!i!{をうけない .

さらに D・アーム領岐に形成される*~*I;合についてまとめると

もっともlfc婆なのはG18・U55.G19C56であり.G 10-C25・G45.CI3 G22・G46は

弱い必がらも影響があるかもしれない.U8-AI3. A9-UI2-A23. G15・C48は彩容を

与えない.

Gm・メチラーゼが効率よく財務活性をしめすためには上記条件がひと つでも多
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くクリアされることが必要なのだろう.
lぢF
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， C; '1 

塩基置換の影響

transcrtpt Km (nM) Kcat (s-1 ) 

unmodified 80 5.8 

U8A 240 5.0 

U8G 170 4.6 

U8C 280 5.4 

A9U 80 6.0 

A14C 110 4.6 

G15U 90 2.3 

U16C 80 5.6 

U17A 60 0.2 

U17G 60 0.1 

G18A 

G18C 

G19A 

G20A 100 3.9 

A21C 90 4.7 

G26A 70 5.5 

G26U 130 3.3 

G45C 210 4.8 

G46C 520 4.4 

C48A 110 5.1 

U54A 160 5.7 

U55A 440 5.3 

C56G 840 4.6 

A58G 110 6.3 
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3.3 D-ループ釧iミ改変{本のメチルIt

{目的}

3.1 f，fと3.2'1置で Gmメチラーゼはループ内における GI8GI9記911の位債をかな

り厳衝に認識していることが示された.この点について最適配7'IPyGGを合む

Ilkなt員長政変体をもらいで険証する.

(方法)

3.11宮、 3.2滑に1危う. $lH毛改~(*はループ部分の長さが4からはまでの5巡り

(Fig.3.3)をffi:aし、これとループ白日分の長さ '/)(8のunmodifiedi-比絞した.

(*古来)

mられた初ill!はTable3.3にまとめた.

(考祭}

非常に驚いたことに.すべての改変体はメチル{とされた.これは. G m-メチラ

戸ゼはある程度のフレキシピリテイをもってループ中のGGtH'1を~訟しうること

を示している.尖験を以みた己主変体はすべて基本的にはGG百H'IのS' 側に欠尖も

しくは州入を鴻入したが. G m・メチラーゼは D・ループの3・側から認識すること

が示峻される.また、 unmodifiedよりループ部分の長さを短くした変異体はいずれ

も十分なí'lJ~持活性を示したが. 3.2.21置で示したように Gm・メチラーゼの D ルー

プ内のU(%縫古1St立は応大でも GIS・G19のSIl!t.liであり.おそらくわずか4111必からな

る L4FAでもループnJ~分の~総 nlll立 としては十分機能するのであろう .
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3.4 非メチルIt型転写産物による活性阻害

(目的)

非メチル化型転写産物であるG18C、G18A. G19A、LRV、t.D-armについて辞表

に対する鋭利性をunmodifiedに対する問答効果で検討する.

(方法)

G18C、G18A、G19A、LRY、t.D-arm~ unmodjfjedに対してモルtl:;で 1 1もしく は

1 : 2で共存させ、初速を測定する.

(ま吉泉と考察)

結果はTable3.4にまとめた.G18C、G18A‘ G19AのIIll答は予想巡りで、これら

転写産物は KC8tが減少することによってメチル化されなくなっていることが示され

た.しかしながら、 LRV、t.D-armによる阻害は怠外であった.特に Gm・メチラー

ゼの慈賞認識苦11位のほと んどすべてを欠くt.D-armにより、ある程度の阻答がかか

る事実は、 Gm-メチラーゼの初期会合における貌和性は、メチル基転移のために

必要な認総部位に対する鋭利性ではなく、もっと漠然としたtRNAt苦情i1iであるこ

とを示している.また.このm笑は G 111 -メチラ ーゼの~質~織が多段階から成立

していることを示してもいる.この1牛に関しては、あらためて論文の総まとめの意

で考察することにする.
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;{q高文では高度好然閣の Gm・メチラーゼの基質A21誌について. M'!，'lした税

紫といろいろなtRNAアナログをmいて In vltrOでの研究を行なった.

手Lが研究を開始した当初、本辞表の 4志賀~織に|刻しては次のことが明かで

あった.

1 ) 米修飾の保存配ヂIJG 18 G 19を持つtRNAであれば.原t夏、口ffo.のいずれ

の生物由来であるかを問わず、すべてのtRNAが修飾可能であること.

2) tRNAを半分子化した RNA分子も基質となりうること.

3) 模索活性と tRNAの数点の IIIJには相関関係があり. tRNAの L字型情逃

がii)il.i起しはじめるとともに、 E手首長 j活性が11&下すること.また、 tRNAの t~ i訟

を安定化させるボリアミンやマグネシウムイオンの存在によって酵素活性が

増強されること .

笑験~開始するにあたって、これらの知l 見のうち、 1 )に関しては割合、

素直に解釈することができた.すなわち. G 111 - メチラーゼの:~:議する情mは、

すべてのtRNAに共通な構造である. G m 18の修飾が、好然菌の中でほぼ'I.J

道的におこっていることからも、これは納得できる.

それでは、共通な椛逃とは何か? これが本論文の中心命題である .まず‘

第一に G 111-メチラーゼは半分子 tRNAを修飾司自主なのであるから、必須な締

造はこの半分子tRNAに含まれることになる.この必須な M分を 1111出する作

業がフットプリンテイングであり‘化学合成RNAや T7RNAí~ リメラーゼに

よる鎖長己主変{卒転写産物による実験である.これらを過して、 G 111-メチラー

ゼは4・28絞写産物を殻少とする. 0-アームとそれに付随する数也選の締ili

を本質的に必要とすることが、明かとなった.

それでは、このステムーループ情巡の泡装置e9"'Jは. G m・メチラーゼの活性

と関係があるのであろうかつこの 0-アームを含む傾岐には、 U8. A14、

GI8、G19、A21といった保存配列が散在しており、これらの配列が G 111-メ

チラーゼの:2:議吉11位となっているのではないだろうか?

それを分析したのが、 T7RNAボ リメ ラーゼ転写産物による 0-ループと D・

ステムの泡基俊倹の実験である.そのま吉泉、保存配91JG18G19が必須である

こと、また、 17脅のポジションはピリミジンであるのが級適であること. 0 

-ステム吉I1分の I益基配列は認滋してはいないが.ステムが形成されていること

が必須であることなどが明かとなった.また 、Q外なことに 0-ループ中の係
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存配列 AI4、A21は他のtgt.lSに掻換しても稼索活性に全く影響を与えず、そ

のE事務学的バラメーターも変化しないことから、 Gm・メチラーゼのループ中

の認識昔日i立は最大でも G 15・G 19のわずか5tI，i 基であることが判明した.その

』ー方で、 U8は化学修飾や分子内架備、あるいは i怠基霞換のいずれでも鮮鋭活

性を低減させること、 G26はピリミジンに変換した場合、傍3医学的パラメー

ターの変動を伴うことなどから、最小基質が4・28フラグメントであることと

あわせて、 tj~左 ~lylJ を芭t菱総総してはいないが、ステム構造とその付け恨の

部分の締i釜も Gm-メチラーぜは認識していることも明かとなった.

ここまでは、 Gm-メチラーゼが水質的に活性に必要としている認識部位の

同定であった が、その一方で、半分乎LRNAをはじめとする短鎖の基貨に対

する j首位がtRNA会体分子に比べて.何故、著しく i低いのかという問題も浮

上してきた.

この点を究明することは.私の前任者である松本隊問土の残した失n見 2) 

と3)をも統ーして理解する作業でもある.

半分子でもメチルItできる.水質的に必要な.If造は.その中に含まれる G

18 G 19をもっ D-アーム締造である.ここまではよい.

それでは 、何が足りないから半分子に対する活性が低いのか? あるいは

鯵索活性がtRNAの熱敵解に依存してi低下する根源的理由は何か? さらに

言えば、我々はtRNAの L字型傍巡の存在が効率よいメチル化に必要と漠然

と主張してきたが 、 lr~ ~実上は、どの庖述書è?"IJ 、あるいは水紫総合の存在が俄

索活性に影響を与えるのか?

この点を明かにしたのが、 T7RNAボリメラーゼによる共通 ~è?11改変体の実

設である.

その結果、本酵素にとって最大の影響を与えるのは、 T-ループ部分と D・

ループ部分の会合を断つ改変であることがわかった.また、 D-アームとエク

ストラループとの問に形成される水紫総合も、 T-ループ・・ D・ループIlIjの水

素結合ほどではないが、影響力をもつことも示峻された.

そしてさらに‘メチル化活性を示さない改革E体全用いて、 unmodified

(wild type) に対する滋索活性の問答を捌ベた.保存配列 G 18_ G 19の改

変体は予想巡り、強力なj毒性問答を示したが、それ以上に驚いたことはルー

プ部分の Gm-メチラーゼの認識配列をすっかり 滋換したLRVや D・アームさ
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え.取り払ってしまったt.D-アームですら、ある?皇居Eの閉筈をみせるという

現象である.これは本務蒸が最終的にメチル越を転移しないまでも tRNA除

のRNAにはある程度以上の鋭利性で結合してしまうことそ示している.

これらを総合して、判断される Gm・メチラーゼの基質認識機怖とはいった

い.いかなるものなのであろうか?

手Lは、この酵素の基質認識が多段附から t~ 成されてると考えると、これら

の現象を統ーして理解できるのではないかと考える.

まず.級初の会合は百事紫学の基礎概念に基づいて、単純衝突によるとしよ

う.この衝突が生じたl時、相手がtRNA仰の締造を{来降していれば、 Gm-メ

チラーゼはある程度の叙和性でトラップする.この時点での毅和性がどうい

ったものかはわからない.また、 lRNA憾の十海道のどこを見ているかも不明

である.ただ!j!にリン酸骨絡をもったある一定以上の大きさを持った分子と

いったようなレベルなのかも知れない.

そこで貴重初の開門は L 字型 t~ ;査が保持されているかどうかである.ここで、

T・ループと D・ループの会合を欠いているような分子砲は、貌和伎が弱く、

次の段階には.i!!みにくい.しかしながら、 In vIlroで他に競合するような基

貨がなく、しかも Kmをクリアするに足る十分な j康度があれば、 半分子のよ

うな基質でも酵素反応は検出可能なレベルで進行する.すなわち、この第一

関門は絶対ではない.

次の関門は D-ステムとその付け恨の数思基が存在するかどうかである.こ

の0・ステムに関する判定を首;2関門とするのは. D-ループ部分の変災はいず

れも Km胞を変動させないが、 D-ステムやその近傍の改変は Km I直を変化させ、

sJ紫がJi1終的にメチル基転移を行なう、.li}i遊説滋に至る官Ij段階で活性に影響

を与えていると考えられるからである.この関門は.汲小~1互にま"t する税務

の祭動からみて絶対であり、この条件を泊たさないI{艮り際家反応は進行しな

い. D-ステムとその付け般の数 11，i~走は次の段階で G 18のリボース fj誌の2・

011を空間的に認識するための基準とな っていることも大いに考えられる.

また、この賀~2 関門を通過するまでの過程で‘~紫は芭媛、 D -ステムやそ

の近傍の自己列と会合するので主としてエクス卜ラループとの問に存在してい

た水素結合は切断されるであろうし、 T-ループと D-ループの会合も切断さ

れ、 lRNA分子内部にたたまれていた線的部位の G18のリボース涼の2'-011 

!も官



~が毒事索の活性中心に接近するような修造変換も進行する可能性が正r.い .

そして次の段階は、ループ中の G18. G 19配列を認織してのメチル基転移

反応で、この段階では GI8、GI9および GI8のリボース環のγ -OHが必要で

ある.

さらに際紫反応を殺終段階まで考慮すれば、メチル基を転移された基質は

すみやかに叙和伎を失い、緩合体は解泌するはずであるが、この過程がいか

なるメカニズムによるのかは我々は何も手がかりをもっていない.

このように GII1・メチラーゼの鮮京反応をいくつかの段階に分けて考えると、

これまでに得られた知見のすべてを芳'盾なく解釈することができる.

しかしながら、未だに疑問点も残る.そのなかでも比較的おおきな問題は、

もうひとつの基質である S・アデノシル-L・メチオニンに関する問題である.

手Lの行なった一巡の実験は、あくまではNAのアナログを利用して滋紫の

lRNA~~織を捌べることを閤僚としていたが、 s -アデノシルーしメチオニン

がいつ 、どこで、どのように関与するかを明確にせねば、 トータルの君事紫反

応機織は完成しない.

もっとも簡単で短期間で可能な解析は、古典的な酸素反応機様の解析であ

る.つまり、ランダム.B i-B i機憾なのか、それともピンポン機構によるのか

の解析である. ti移善事紫の場合、いままでに報告された鯵紫はこのいずれか

の反応機縁をもっているのだが、どちらであるかによって S・アデノシルーし

メチオニンの存在下と非存在下でのほNAの認織機構が異なる可能がある.

もし、 G111-メチラーゼの反応機締がピンポン機構であるならば、 s-アデ

ノシルーL-メチオニンは静紫上でtRNAと共存せず、その存否は考慮しなくて

もよいが.逆にランダムーBi・Bi機ぼであった場合はlRNAの構造変化を伴う

どこかの段階で醇繁-tRNA綾合体は停止し、 s.アデノシル-L・メチオエンの

総合を待つ状態になる.これは我々がフットプリンテイングの解析を行なっ

た複合体の状態であるが、もし万一. S-アデノシル・レメチオエンの結合に

よって椛造変化がさらに進むとなると、フッ トプリンテイングから得られた

情報は必ずしも限表がメチル基転移を行なう直前のQ適誘導された複合体の

情報ではないことになる.もちろん、酸素活性の測定をおこなった系はすべ

てS-アデノシルーレメチオニン存在下での基質認識を調べたことになるので.

その点における結果の再考は必要ないが、もうひとつの2志賀である s-アデノ

!レ!



シルーしメチオ ニ ンの存在を f没後まで軽視していたのはうかつであった.

今後もし、 G m-メチラーゼの君事紫反応機憾の解析そ行なうことがあれば.

まず殻初にこのどちらのメカニズムであるかを rVIらかにする必繋があるだろ

う.この点を明確にしておかないと、 x*~ *古品 tJiu解析や NMRによってM
~-基賞後合体の解析を行なっても.その情報を解釈するよでm大な足かせと

なってしまうだろう.また. G m ・メチラーゼはその反応途上で醇索も U~ も

tl i1i変化するであろうから、動的構造解析の格好の素材といえるが、それら

を行なうよでも基礎情報として古典的酔紫反応俄械は解析しておく必要があ

る.
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IRNAt~.崩事ぷ研究の歴史的概観

1主文本文中で引用した文献の背貨についてある程度の説明が

必張と考えられましたのでこの一文を付します.



tRNAの第一義的な憐能はタンパク質合成の際.アミノ般のキャリア ーと

して働くことにある. tRNAは通常、 RNAを偶成する A，U，G，C以外に微々な

修飾復基を含んでいる. (1，2，103，104) 修飾 t1，iUは原核生物で約40槌知、

京以生物で 50f重類以上、その存在が確認されているい)が、当然その各々に

対応する修飾際緊が少なくとも 1つはあるはずと若手えられる.これを i宣伝子

の上で勘案すると莫大なスペースをtRNA修仰のためにさいていることにな

る.たとえば、大紛菌の場合、全ゲノムの 1%がはNA修飾西宮5誌をコードする

ために使用されていると予怨される (2).しかしながら.その遺伝子が特定さ

れたほNA修飾務紫はごく一部にすき・々 ぃ(3，4，5) 現在までに大脇箇の会ゲ

ノムの 60%は何をコー ドしているのか解明されたが.残りの40%中にはほと

んどすべてのはNA修飾拶紫i蛍伝子がふくまれているはずである(2).このよ

うにtRNA修飾静繁の研究がi也の分野に比べて巡れたのは 、自F紫の細胞内含

有立が少ないとか、不安定で失治しやすいというタンパク質上の問題に 1JIIえ、

適当な器質がない、あるいは不明であるため酔索活性自身をとらえることが

できないという核獄、代UI経路上のl問題も大きかった.

これらの問題点を克服するためにはらった先入の努力は膨大である. 1962 

年に tRNAメチル iヒ毒事紫の大部分はメチル基供与体として s-アデノシル・しー

メチオニンを使用することが判明し (7)、 1960年代後半から.米修飾tRNAを

ftl!の生物砲や大脇mの変災f'-f<から供給することによって.数多くのtRNAメ

チ Jレ 1 ヒ ~*繁が研究された.

1970年.口野、西村は締製された大腸菌tRNAを駆使しラット Jlfから

2_，._， 2_，___ 2 _，___ 1 
m"G( I 0)・、m"G(26)・、m-

2
G(26)ー、 Jll'G(おそらく 37)ーメチラ…{!i首位を

検出し.これらのメチル{ヒカ{tRNA分子憾に応じて起こることを報告した(8).

一方、 Baguleyらはラットひ綴よりJll1 A(58)ーメチラーゼ活性を見いだしたが、

この際紫は酵母の細胞内にある番手母mI A(58)ーメチラーゼがメチル ftできな

存 2
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い話事母tRNASerのA(58)をメチル 1ヒでき、同じポジシヨンの同じ 修飾でも生

物援によっては異なる分子認識機併が用いられていることを示した (9). 翌年

の， 971 年には.日野らはラットsFにも m
1
A(58)ーメチラーゼ活性が存在する

ことを見いだし、さらに m
2
G(26)・とm

1
A(58)ーメチラーゼはtRNAの限定分

解フラグメン 卜そも基質とすることを示した(1 0) .また‘ Ginsbergらは ラッ

トH干tRNA
Ser

の情逃を決定したが、その論文のなかで語聖母【RNAとその修飾

を比較し、ラット肝m1 A(58) ・ メチラーゼが~1otとする tRNAには共通な鱗逃

があるだろうと予測したい 1)なお、 Ginsbcrgらはこの論文で lRNA修飾税

5誌のみならず、セリルtRNA合成i'i1.素の:~~議についても言及 して おり興味深

し， . 

これらー迎の報告は現在のtRNAメチルiヒ滋347研究の基礎となるものであ

ったが、実験に用いた自李総はいずれも部分続製された薗分で、ロ野らは

m
2
G(26)とm

2
2G(26)が同ーの際紫による修飾かどうかという点について断

言を避けているし、 Bagu1eyらの m'A(58)ーメチラーゼ国分は細胞制 1111出液な

ので総数の際紫(12，13，19)活性を同時に測定していた可能性もある.また.

Ginsbergらの微念は画期的ではあるが、具体的にどの部分が醇素の認識に関

与するのかを示しておらず、 Baguleyらの示したS聖母とラッ ト肝m1 A(58)・メ

チラーゼの2志賀認識の差災そ説明できてはいない.これらの報告で実際に示

されたデータから判断しでも滋索活性はかなり微弱であり 、当時それ以上の

M裂は困滋であったと思われる.

日野らの報告を受けて立つ研究は Krau sらによってなされた.かれらはポ

ジション26のメチル1ヒに焦点をあて m
2
G(26)・メチラーゼを注意:i家く初裂し、

この酸素随分には m
2
2G(26)ーメチラーゼ活性が検出されないことを示し.

m
2
G(26)とm

2
2
G(26)の修飾は別々の番手楽に由来することを託明した (14).
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しかしながら、かれらのmいた滋禁回分は m
2
G(lO)ーとm

2
G(26)ーメチ ラーゼ

の混合商分であり、これら二つの税務活性の分隊には成功していない.一方、

~~ Hjでは欠lH株を解析することによって rn
2
G(26)とm22G{26)の修簡は別々

の遺伝子に制御されていることが示峻されていたい 5)が滋紫自身そとらえる

試みはなされていなかった.その後、 m
2
2
G(26)ーメチラ ーゼは拶傍欠m株を

解析することによってクローニングされ遺伝子情巡が明か となった (5)が、ふ

たつのメチル遂を同時に転移するという後維な際紫反応は未だに手付かずの

問題として残っている. m2G(26)ーメチラーゼに関しては何故か 1970f(三In:.

ば以降報告がなく、長李総学的研究はもちろん.遺伝学的な研究もなされてい

ない.

一方 、 m 1 A(58)ーメチラーゼは口野らが級住 EII 安沈澱を lì十周する M~?去を

tm発し、 i也のメチラ戸ゼ j活性をほとんど含まないほ品を得ることに成功した

{17). また 、同時!切に Agrisらも般常に硫安沈澱を行なうことによって、 l也

のメチラーゼ活性をほとんど含まない m1 A(58)ーメチラ一七回分を licLa~1ß 胞

より部11tlすることに成功し (96)、両者の綿製した際紫によって. sagulcy、

G insbergらの示した 1既念がほぼ.iEしいことが証明された.

ラッ ト11干の隊紫はさらに後年、Glickらによって比活性8000倍にまで川製

され(1 8)‘均一な傑J78となった数少ない lRNAメチラ ーゼのひとつに数えら

れる. G lick らによると.この自n~ は 20-40mM とい う高濃度のプトレシンで

活性化され、マグネシウムイオンで不活性化されるという特兵な佐賀をもっ.

また、口聖子らの示した lRNAメチラ-ゼが半分子 RNAもメチル 11::可能であ

るとする説に対してはソill!のグループから対立するおiが提唱された.

Gambaryanらは自聖母lRNAを基質としてラッ トIIIを検索し‘新たに rn
5
C(48)ー

2_____ 1 
メチラーゼ活性を見いだし、 m-G(26)ー、 m'A(58)・メチラーゼについても報

告した(1 9) .かれらは修造の類似した tRNA を U~アナログとして問答笑験
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を行ない‘ tRNAメチル化酵素はtRNAの会情造を必裂とすると結 衿づけた .

かれらが実 験に用いた説家は口野らと同じ ラ ットJlfm
2
G(26)ーメチラーゼ 会

合んでおり、両者の fi見は全く対立する総好となった.そのため 、 IR NA I~

飾隣家を研究する上でその静索がtRNAの会情迭を必要とするかどうかは現

在でも:íli:~な争点となっている . この論文でも 示 したが . tRNA修飾酵素の

短鎖 RNAに対する j首位は概 してl民く、 「効率のよいtRNA修飾には tRNAの会

情逃があったほうがよいが、本質的なM索活性自身を示すには tRNAの部分

十~ì釜で十分 J とする考え方が現在では一般的になっている.ともあれ、

Gambaryanらの示した阻窃笑験の結果は従来の比絞的単純な酸素反応拾では

追い切れない、桜維なtRNA修飾着手紫反応の ー絡を示している .

m
5
C(48)ーメチ ラーゼに関する報告例はほとんどないが、唯一 .1980年 に

K eithらが HeLa細胞から部分紡製した報告がある {105). なおこの報告 には、

m5C(48)・メチラ ーゼは大腸iAitRNAの他に po1y(A.C).po1y(A. C ，G， U)、

rRNAをメチル ItするがtRNA半分子はメチル1ヒできないという不可解な性従

が記述されている .

1970年代半ばになると大級菌の mec、rel変異株(20)から供給された部分

修飾 tRNAを基質としてメチル It毒事紫を精製する試みがなされた .Smolarら

は酔傍から m
1
G(9)ー、 m

1
G(37)ーメチラ ーゼ函分を各々部分続裂し.両者 が

別々の毒事紫であることを証明した (2I )不思議なことに彼女らはm2
G(I 0)ー、

1 .. i ，. ，̂ ， ~-= m ~G(26) ー、 m W
2 G(26)ー. m'A(58)ーメチフ ーゼといった 1自の研究者が報告し

たメチル化際索活性は検出不可能であったと報告 しているが、 m
5
U(54)ーメ

チラーゼを同定しており、よい基質が手に入ればそれまで活性犯IJ~ が困難だ

った滋紫も十分、研究対象となりうることを示した.

大腸菌 m
5
U(54)ーメチラ ーゼは小麦s:E芽tRNA

G1y
を基質として Marcuらに

よって均一 棟品に精製され(22)、 さらに Bjorkらによってクロー ニ ング され

て(2)現在では最もよく研究されている酵素 となっている (23，24，25)• 
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5 
~た後年、 Delk らは 8. subli/usとS (secallsの m~U(5'1トメナラーゼを均一

t" 品に初公{した (26.27) カ{これらのI'iJ~i は FAD を 119M ~i として 5 ， 10・メチレ

ンチトラヒドロ策般からメチル)，~収 f$ をする特殊な tRNAメチル It傍ぷであ

り.彼らはこの特殊な tiJ 索活性をlI'i~ にヰIJm した (27)."'1 市l'Ii の 1自の tRNA.

メチラ--{!についてはll'i ~I~J がなく断。?はできないが. Dclkらの示した2次

元必j蛍クロマトグラフィーの結匁(26)からキIJ訴するとテトラヒド 11~ð.lf I氏子手

性は m5U(5'1)・メチラーゼ行'R的で1也のtRNA-メチラーゼにはあてはまらな

いようである.さらに. M. J.ysodeiklicusの23Sィ RNAのm5Uは S アデノ

シルし・メチオニンをメチル)，~I!t ';・1本としているとの報告 (28)もあり.グラ

ム|効性閣のm5U生合成系は削減である.

大目組閣の 111el-. reJ 変 'J~ 株におしをもどすと.このf.l1 分 I} 飾 tRNA を川いた

典型的成1})WJJ ~よ.回矢らの大 ølll'lì m n m 5 s 2 U (3 '1 )ーメチラ一七の1，1別(29)であ

る.かれらは mnmS s 2 U(3'1)・メチラーゼを均一なタンバク貨にW~ し.この

飽憾な t)飾nUlが複数隆史Iiの商事J!によって合成されることを併が学的に明か

5 2 とした.々お. mnm~s.U(3 '1)が削数 Hi 万iの政務によって合成されゐことは

J.:. ~~ I到変 YU本の解 析 により Marinus(30) 、 ßjor k (31) らが II~ 注していたが.災

際に何倍郊のt1lt~長が必~であるかは今必お硲定していない. 11 ngcrvnllらに

5 2..，." .，.... __ ..，. 5 2..，... 5 2 よって mnm~s.U(34)・メチフーゼは cmnm~s.U(3 '1)→ nm~s-U(3 '1)活性をも

あわせもつことが級告され.現 (iでは'11重郊のM緊が級低必混と -了.'怨されて

いる(32)

1970~ltの後半からはメチル It l'i1 必の分:friに i歳~~1寺JHtや納胞内でのおiri: 
tlがあるのではないかという 1JIIr'の仕事む必された.

S nl asらはラット脳に m1 A( I '1)・メチラー-{!i首位を発見し、 この同事ぷは

m I A(58)メチラーゼとは別のタンバク貿であり‘子供の日干1ににのみ5il1)1し

:?C 



ていることを明かにした (12)._fj. Duboisらは高等随竹(Phascolus 

川Igaris) には最低 3磁郊の mlA メチラーセ・が存在し.細胞質向i 分の ~Lfi(ま

mI
A(58)・メチラーゼであるが、ミトコンドリア及び務総体からmた討議薗

分にはm1 A(58)・メチラーゼ活性のi也に m1 A(7)ーメチラーゼ活性が {i.在するこ

とを示した(1 3) .これら Dirhcimcrのグループによってなされた 11:;J~ は.

tRNAt}飾品事渓の発生、分It上でのAJql1P .細胞内局在住について♂Jえしてお

り先駆的である.

tRNAf}飾酸素の発生.分Itの分野での研究は一部のガン細胞に ついては

なされている (33)ものの、ほとんど手付かずのまま取り残されている .ま た.

細胞内J，.)在住については Hoppcrらによって書聖母の紛胞質とミトコンドリア内

のm
2
2G(26)ー、 m

5
U(54)・メチラ -{!が各々同一遺伝子に由来することがi!i

伝学的に証明された (34). さらにやはり君事母でi6A(37)の修飾も細胞質とミ

トコンドリアで同じi!伝子成物に ltt耳をすることがumされた{35}. これらは

細胞質とミトコンドリアで同じI'i'#.が機能している数少ない例として知られ

ているが.タンパク質自身の解析は行なわれておらず.唯一 .m220{26)・メ

チラーゼに関して遺伝学的手法でシグナル配列について議冶されている (5)こ

とをl徐けば.シグナル配9'11の除去や紛送機十島、細胞質とミトコンドリアでの

配分、タンパク貨の修飾などについては米解明である.また.近年.hli物ミ

トコンドリアでは細胞質から輸入された tRNA
Leu

のG18がGm18にメチル{ヒ

与れていることが綴告され(36) Gm(18)ーメチラーゼがミトコンドリアで特

異的に機能しているか、ミトコンドリアへの輸送に関与していると与えられ

ている .

1970年代後半からは、西宮双のM~~ が閃nな UjU 乳類 i綾部からではなく 91 熱

硲や大腕菌、話聖母などからより純度の問い酸素篠品を得る以みがlRNA・メチ

ラーゼ研究の主imとなってきた .
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1zzoらは s.アデノシルー L・メチオ ニン回定化アフィニテイカラムを I¥:I発し.

ニワトリの m2G( 10) ・ メチラ ー -L'の M~に倣Jnした . かれらは 11: ì(~ tt ~ 6200 

1自にa'r，めるという好成績を得たが.ついに l11-t景品とはできなか った (37)• 

熊谷、波辺らは.この論文でとりあげる~'r， ，変好熱閣 Gm( 18)メザ・ラ}ゼの

t，' ~にこのアフィニテイカラム会応 )11 し、 *~J~~ を均ーなタンパク貨として

制裂することに成功した (38). この成功はすぐれたアフィ ニチイ 11ラムを i史

mした以外に， ~子然i1ïタンバク貨が安定で失治しにくいという ~~HJニの長所

!こも，g悶している.

海外ではソ巡の Morozov らがやはり.別 1重の ï~r， J.笠好然mから lRNA回定It

アフィニテイカラム (39)をl史!日して m
1
A(58)ーメチラーゼを iofl分li'I裂 した

(40) .なお、 tRNA悶定化アフィ ニチイカラムは回矢らの mnm
5
s
2
U(34)ーメ

チラー'L'(29)やGreenらのIRNAプソイ ドウリジン合成員事訴 1(後述) (41)の

"1 ~でも使用されており、問定の刀法も現在までに幾 i並りか!日m されている

(42，43) また、 Morozovらによ ると m1 A(58トメチラーゼ以外に m
7
G(46)・

メチラ ーゼも検出したことがtl!告されている (40) かれらが必貨として使m

した大目略的 lRNA
G1u

2によ ってm
7
G(46)ーメチラーゼの自宇奈川悦がどの限度検

7 11¥ iiT飽か疑 1::1 も残るが、~f1特例の少々い m'G(46)ーメチラ ー'L'に|則する ，!己i必

は興味淡い. m
7
G(46)・メチ ラーゼの活性を 検出した例 として、 Aschhoff、

K crslcnらが伯草区ilRNA Melf~ $質として大問凶際訟を白日分M~ した t!l 告が

ある (43).大腸i1im7 G(46)・メチ ラーゼ活性はゲルろかで分子 a:1 0万と 30万

の2つのピークに分員置され.この~Lf.が{也のタンバク~と巨大な 71l合体を形

成しているらしいことが示されている. f.!1々 もまた. rr， J史 ~U~ 11i m 7 G (46)ー

メチラ ー'L'活性をリボソームからのアンモニウム fg 沼 tU 両分に J~ いだしてお

り.この際紫は生体内ではリボソ ームにSlitきしているのではないかと考えて

いる (44)• 
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j(lj&好然磁のm
I
A(58)・メチ ラ-11はその後、山崎.波辺 らに よりほぼ均

ーなタンパク貨としてM製され、このti1議も tRNAの部分徳治会メチル 化し

うることが証明された(45.46.47).

ーブ1.大蛍i脅養が容，Mでi.!il云乍的にも解析の進んでいた大問削{i;初発材料

として tR NA修飾際紫をほぼ J~} - に W ~ した例と して 、 mnm5
s2U (34) (2町、

m5U(54)_(22). mIG(37)・メチラ ーセ(48)、tRNA-グアニンリボシルト ラン

スフエラ ーゼ(tgtgene product Q enzymeと略称される) (49)， tRNA イ ソ

ベンチニルピロリン酸トランスフ エラーゼ(50)などがある.

m
5
U(54)ー、 m

I
G(37)ーメチ ラーゼはともに Bjork、Bystromらのグループ

により大腸磁の泊度感受性変 J~ 十去を仰 ~Iij する形でクローニングされ(3 ， 4) 、大

量発lJ1する形質転換株か らM製与れた (23，48). 符に mIG(37)・メチラ ーゼは

通常細胞あたりの分子数が数 101回しかないと 1ftAEされる健微量的ぷであり‘

このような形質転換株がなければ.5段階にもおよぶカラムクロ マ トグ ラフ

ィーで比活性を 10000倍以上にもたかめる締裂に耐えなかったであろう .

tRNA-グアエンリボシルトランスフエラーゼはこれらより数年早<.附問、

凶1・Iらによって精製 され(49). I包1!;仁Inを入れ換えるとい う特殊々ti，，Ji活性

で注 11された(50). *ti手紫は1去年， Kerslernらのグループと波辺らのグルー

プで各々独立して大量発事i系がは立され(51，52)、より W続々自f，~! 解析が行

なわれつつある.フリーのQI.i.i65は.枯盛iで細胞分化に関写することが知ら

れており (96)、 tRNA・グアニンリボシルトランスフエラ ーゼはそのような生

理活性物質の調節因子として拠能する側面があるかも知れない.

同 .~に生理活性物質を tRNA服飾に川いている例として i 6A ， ms
2
i
6
A (後

述)などが知lられているが、近年. ~1. 1珍 lR N A MetiniciocorでA(64)が0・リン

駁・リボシル Il:されて2・-I "-s -(5'・-P h os P h oryl)-rib 05 y l-Aと必 っている{何

故か絡号はないようである)ことが側告された(原級では5' ぷ治IRIJから正
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確に i長基数を数えているため A(65)となっているが、ここでは一般的なポジ

ション 64を線用する. ) (97). タンバク貨のリボシル化は通常. ADPを結合

しており、解純系の停止、ペプチド釘i11t長因子の修飾によるタンパク質合成

の停止、アデエルfi.l!旬、イクラーセ・のGTP結合サブユニットの修仰によるプロ

テインキナーゼーカスケードの停止、日sまfi縁タンパク貿の修飾による転写lJ，lJ

節系の問答、 RNAポリメラーゼの不活化による RNA合成停止などを引き起こ

し、染色体のヒス トンや非ヒストンタンバク質のボリ ADP-リボシル 1ヒのよ

うに機能未解明なものもある (98). tRN Aのこのリボシル化は ADP昔日分を i半

っておらず.会く異なった反応機械によると考えられ.初発物質が ATPであ

るかどうかも不明である.発見当初、この A(64)の修飾はタンパク fZ合成を

停止させる機憾のひとつではないかと考えられた (97)がアミノアシル化‘タ

ンパク質合成の開始には影響がなく (99)、T-ステムのこの領域は EF・Tuの結

合部位であるので開始tRNAMetiとw長tRNAMeteのア イデンテイテイ決定部

位ではないかと考えられている .Kiesewetterらにより、この修飾のない

tRNAMetjは読み枠途中の Metヨドンでも使用され、 EF-Tuとの叙有1t生がj智力11

することが示されたが(1 1 1 )、この修仰は高等他物(1 1 1 )と駁阪でのみ発見さ

れており、Jl核生物一般のtRNA
Metの使い分けを鋭明するには至っていない.

もちろん、修飾E事言震は未知である.

Itj脅乳類組織を初発材料とする精製の試みで、注目すべき成功例はGreenら

による牛胸腺からのはNA-プソイドウリジン合成俄素1(41) (‘I1 (38・40)・

synth etas c: antico d on中 sy n t h e t a s e : ¥11 s y n t h e t a s e 1)とElliottらによる i昔話芸

がん細胞からのtRNA・7・(3，4-trans-4，5-cis・dihydroxy・1・cyclopenten・3・

ylaminomethyl)ー7-d eaza-g u a n in e rib 05 y ltra ns feras e( J・enzymeと略休され

る) (53)の精製である.

G reenらはイオン交換やゲルろかなどの一般的なカラムを全く使用せず、

アフィニティーカラムのみを 3種類組み合わせて'"!'mし.基質として

SlIlmonella t，Yphimuriumの
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his 7'・ ~~除(54) (his7'はバクテリ γのIRNA-プソイドウリジン (iI，li. r，y ~~ J j五

I~ 71'，)から1!}たlRNAを1史則した.かれらの得た際ぷの比iHlはさわめて

刈く、 0111干し矧*Il織からの商事 J;M î'1~ではこのような方法が Jiilllì かもしれ々い .

一}j， El l io l l らの I - enzymcのM ~~はがん釧胞のようなある f'lJ氏均ーで大 lil t~i 

実可能な糸からの械製で.微I;l:タンバク質の級事n去として JJL(i:では ー紋的な

系になりつつある.また， J enzysncはQ-enzymeとならんで Ig)1; 1'1身を入れ

i史えるという符異な活性をもっていることが示された .

r.y議iのM製が困難であるため.分了生11工学.細胞工学的手法を則いin

v， VOでの修飾を追う手法も発反した.

Grosjeanのグループはアフリカツメガエルの卵に基質lRNAi:マイクロイ

ンジエクションする手法を ~I史し.数々の l多飾 lälliの生成を色体 |λiで阿11平に

追跡することに成功した(55.56 ， 57 ， 58). かれらは修 ß~j l'ilt fiiやその!日li虫11::鴻i

6 ， ，_ _ ， ~ ，，'， 2 
*'03がぶ知lのmanQ(34)、Gm(34)、I-A(37)の他， m~2G(26) ， Q(34)，1(34)、

i 6 A (3 7) _ m 5 C (48)， T (54) ， '1' (55)のl孟基配列1寺災住や生成の終IIJ変化を明

かにし， Q( 3 4)の修飾はスブライシングの後にのみ起こること.‘)1(55)のI2

怖はT(54)の修飾に先んずること必ども報告した.かれらの研究によって

IRNAの修仰にはある程度、 ~n，'(.があることもわかった.この 1'1去では個々

のメカニズムは明かにはならないという批判はあるものの、災IIf，1に'1:体内で

起こっている 別殺を と らえていることはまちがいてc く‘ M~ ftiIi ~~ J!にi則する数

多くの↑n仰をこれからも悦mしていくであろう .

また ，)JS質IRNAをマイク nインジェクションする手法でiJ:1.1ずべき tlHき

としては Mellonらの醇RtlRNA
Tyr

に附するものもある (59). かれらはIRNA

の t::. 飾の~fY. とスプライシングの関係に積回し、ほとんどの t~ 姉 (m I A(58) ，

m5
C(48)、中 (55)、D(46)、D(1 6)) は 5 ・.リーダー配列の l伶)~と CCAÂミ焔の

H JJIIのIJI/に行なわれること， '1' (39)の修仰はスブライシングの途中で行なわ

れることを示した. I去に Johnson， Abelsonはかれらが21主し必かった')1(35) 

と'1'(39)の似仰はイントロンがないと正しい位 il!に入ら必いことを :IE1~1 した
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(60) 

中(39)の修飾は大間菌などでは FI1sT;宣伝子産物に由来する (54)ことが知ら

れており.この醇奈は修飾1生i廷がigジション38、39. 40と可変であろうと-Iy

えられている. ti1-母でのスブライシングとの関係といい.大問mでの不思誌

な:~ぬ I:H置といい‘アンチコドン ψ 合成i')n~ は未知!の!U 1J にあふれている .

1J1は修飾ポジションの非常に多いl!lU;でもあり.生体内にいったい (IIJ!重対iの

d'ぷがあるのかという疑問もっさない.

なお. 1988年には MattoCClaらがマイクロインジエクションのf:i去をJfJい

スブライシング酸素の辺設機怖を創べたが. U8. C56の~~9lJが必須である

ことを械告している (61).

I!m illson. K urlandらはアフィ ニティー電気泳動を開発し、 )d時凶r.kJでの

m )'I~ 修飾 I邑越の生成を測定することに成功した(62). 夜i1町修飾 liJ )，Sはその疏

j貨供与{本が完全には特定されておらず. fま飾毒事素についての解析がほとんど

なされていない分野である.かれらは従来初告のあった S4U(8)の色合成(63)

の他に mnm5 s 2 U (3 4)の生合成速度合測定しており.不明な点の多い政策，~

飾t孟)[;の生合成経路の解"J1に可能性会示した .

なお、 S4U(8)は大脇凶のチアミン袈求除で欠似することから.チアミン(-t

nr ifl ~1-淡群(これらも米知)のサ・ヅユニットのうち幾っか (FaClor Aと

FaClor Cと仮休されている)がIRNAS4U(8)合成際家のサブユニ ットもし

くは?!1iJI)J因子ではないかと考えられている (64).ぞれ故、 IRNAS4U(8)合成

喜子孫i宣伝子はnuvA、nuvCと命名されているが.この領域は複数の説み怜が

111 t;;しているためチアミン代謝F兵器F33i宣伝子と IRNA-S
4
U(8)合成際313遺伝子

がオーバーラップしている可能性も指摘されており (1.90)、市災上 i怠M;~~7'J 

は未知1である.また. IRNA-S 4 U(8)合成ð1-索活性は ATP~;Jt性でおそらく

PメルカブトピルビンuがnのIi!I於供与1-$であると思われるが. Faclor Aと

Faclor Cがどのように的調して働くのかわかっていない

I+ 12 
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(65) 

一方 .mnmSs2U(34)の硫黄転位に |刻する遺伝子 としては 8suEがマップさ

れている (66)が、こちらも砂紫、j宣伝子とも未解明である .

さらに晴乳類tRNALysの分子組の変動はWI胞の分裂伺lUlを規定す るとい う

驚くべき現象が後数のグループで硲認されている (100.101)が、この現象に

はアンチコドン 34の修飾 (mnm5s2U. mcm
5
s
2
Uの類縁体らしい)が関与す

ると考えられている (1.102)，細胞の分裂悶JUlの制御がlRNAの機能自体に由

来す るのか、周辺の代 1~1 系を含んでの 問題なのか不明であるが 、 G IJ切ブロッ

クが起こるハムスタ ーの泊fSf.感受性t音獲却lID包(Ts・694除)はmnm
S
s
2
Uまl1*事{卒

修飾際緊の突然変異株であるらしい(1 02). 代w 系が関与す るならば、%tJ"~. 

シキミ獄、メチル基 I~m 以外にスレオ ニ ン代間1 (ms
2
t
6
A(37):ラッ トJlF

tRNALysSの修飾(102)). 七レン代謝 (mnm5Se2U(34)(2))が附与する可能

性があるかもしれない.また、この実験系は治 j交感受性突然変災株を使用 し

ているので熱ショックタンパク質との抑|測もあるかもしれない.さ らに、防

防でWI胞問JUIを時jlli却する i些伝子のひとつとしてナンセンスサブレッサー

lRNA遺伝子(cdc25)が知られており(1 03)、非常に特殊な tRNA
Lys

が除能し

ている可能性もある.

精製されたlRNA修飾百孝弘;のなかにはその機能が周辺領械の代J41経路の調

節を含むため. t.主 主tt すぎて十分解明されていない I~l もある.

ms2j6 A(37)は彼数の信事索によ って合成されることが大防磁変災株の解析

によって II，ijか となっている，s arlZらは大脇菌から A(37)→j6A(37)の変換を

行なう tRN Aイソベンテヱル ピロリン自主トランスフエラ ーゼを制製し、イソ

ベンテニル基がイソベンテニルピロリン般の形でメバロン酸経路より供給さ

れることを明かにした (67)

Connolly、wjnklerはこの務343遺伝子
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m;BA (68) (旧 upX イソベンチニルl/;の供給系の問題から白くは この名称

がi吏mされた.Cail1etらにより、 rpsLとの筏合変異燃がストレ ブ 卜マイシン

要求性会示すことを儲僚にクロ ーニングされたが、コーデイング If.Aミ決定で

ある .)を中心にトランスボゾン ~n ら込んだ変異体をシリ ー ズで作成し、

miaAがmutレ47KPとオペロンを形成していることを明かとした (69)• 

miaAの~~株は生育巡皮が i低減ずるほか.開訳時のエラ ーが少なくなる

{つ ま り、修飾が存在したほうがエラ戸が多い)、アンチ コ ドンコ ドンの結

合の安定伎が低下する(70)とい ったtRNA修飾に直後起因すると思われる現

後に加え、リボソーム上でのペプチドリリース速度が減少する (71 )、 ストレ

ブトマイシン耐性を示す(i[確には長引型5mPが5m
dになる )(68.72).trp

‘

phcオベロンのアテヱユエーターi'itt I!~下
(73) 芳香絞ア ミ ノ政の"}l輸送の

上川 (74). Jeuオベロンの転'IJ.低下
(75)と数多くの現象がおこることが報告さ

れており 、これはtRNAtま飾A1R.がrJl憾な生体内での調節の一環として俄能

しうることを示している.また .これらの現象は同降に転7J.dれる mυIL・

47K Pの惚能が関与していないことも証明されている (69).

ms
2j6A(37)はj6A(37)からさらに惚数の際緊によって生合成 主れると考え

られている. G efterによって、このまH3では硫黄はシステインJ'Ji村休からメ

チル必は5-アデノシル・し・メチオ ニンから由来することが締約されている

(76)が.自堅議と遺伝子は不明である.何ステップの反応かも不明で‘ どのス

チップに関与するかもわか っ ていないが.芳香族アミノ 5~ 代制欠 m株の解析

からコリスミン~の代倒産物であるエンテロケリンを舗助因子 として必要と

することが示峻されている(77).suclcらによるとこの過程では鉄イオンが必

須であり鉄代jJj系の応I1ilPを受ける (78).鉄代謝系は好気的、嫌気的 11.:141条件

下で切り øわるので必然的に ~L<<分陀による制御も 受けることになる (78)
• 

なお、 Gefterの鈴文ではメチル必飢餓状態の大腸菌CA274 株~ 14
C
_
メチオ
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ニンをmいてプレ ・ラベルし‘ tRNA Tyr を t~ r;;! ‘ 分十月してその修飾品事 ~~ 活性

を測定しているが、あらゆる論文のなかでおそらく Plt-.大腸i1iGm(18)ーメ

チラーゼの活性について言及している (76)• 

総務保iでは、胞子形成n寺には ms2j6A(37)の修飾が行なわれなくなる (79)

が、同憾に ms2t6A(37)の l~ 飾も減少し.これら2つの I益法の~基飾はバクテリ

アの生rrフェイス・にあわせて切り符えられることがわかっている (80).しか

しながら.同じ番手5誌に由来する修飾かどうかは硲認されていないし、どのよ

うなメカニズムで制御されているのかも不明である.

S. lYphimυrivmではms2i
6
A(37)はさらに ms

2
io

6
A(37)ヘ変換 されるが、

この過程も E宣言緊分圧によるflill!却を受ける (81) .この税務も全く未知lである.

また、 cmo5U(34) 、 mcmo5 U (3 4)のIil~飾も同除に芳香 h}lアミノ~~l'tmの捌

節を受 ~t (82)、cmo5U(34)→ mcmo
5
U (34)の変i失にはsupK遺伝子が関与 す

ゐ (83) が、~f.紫自身はとらえら~1.ていない.

tRNA修飾ð~紫の中には、その修飾がt\' ì磁的であったり注目されたりして

いるにも関わらず、ほとんど米解明なものも多い.

DはD-ループを中心に tRNAの|切所に百貨見される普遍的修飾n1J.Jiである

( 1 ，2)が.俳索、遺伝子ともに未知である. Dの生合成は Uが百貨 1ヒされること

によると J思われるが、この百i1~~ がO 2に由来するのか . Ii 20に rl~ 来するのかと

いった酸化酵紫の基本事項についても明かではない. 0 の II~ 飾 i立 i廷 は総数あ

るが、生体内に{可館員(Iの俄務が存在しているかも:rnII~の域をでない.

Y W(3 7)とその治組主体は只核生物 tRNAP heなどに'/.J退的にみられる(! .2.6) 

が、この修飾隣家も不明であり何ステップの反応で合成されるかもわかって

いない.このような大型の修飾は欠j長株による中 1111代m産物の同定によって

反応経路が類11tされることが多いが、 yW(37)は真後生物将兵的であるため

ほとんど解明されていない.放射性問 1立元議を用いたトレ ーサー実験による

と、百字母ではメチオニンの炭紫鎖がJfJ{り込まれ町Ii乳類ではリジンが取り込ま
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れるので、この彼維な環構iaは線数のアミノ酸を原料とするらしい(6). また.

yW(37)!売却車体の生合成系についても不明である.

t6A(37)とその筏導体はあらゆる生物に '1!l遍的であり (1.2.6)、スレオ ニン

代 ~\I 経路から基貨は供与される (8 4 . 85) しかしながら.カルハモイル必が

どこから供給されるか不明であり.緩数の酸素活性がスレオ ニンからの修怖

に必須の可能性もある (86)

k2C(34)は大腸菌tRNA11e maillorに見られ (103) アミノアシル tRNA合成

酸素のus質認識に不可欠な修飾である (88).修飾i益基の存在がア ミノアシル

化に重大な影響そ与える例としては滋母tRNA
Tyr叩 (35)が知られている (89)

が、 k
2
C(34)は認識するアミノアシルtRNA合成辞表が切りそFわる点で特災的

である. しか しながら、 リジンが務質であることはわかっている (87)が、 君事

務に ついては不明である.

渡辺らの発見したm5S2U (54)は、正月皮好熱mに特有で tRNAの耐熱性をm

g裂することが知られている (91). しかしながら、生合成経路は不明である.

低温情義下ではポジション54の修飾は m5Uとなる (91 )ことから、 U(54)→

m5U (54)→m
5S2U(54)と修飾が進むと考えられるが、我々はm

5
U(54)・メチ

ラーゼ活性を 検出していない.

また、疏貧富1¥分は s4U(8)のようにシステインから直後供与する活性がiWJ

定できず、なんらかの繍 D)J因子(I~J えば. ATP. ボリアミン)が必要か、シス

テイン類緑化合物(例えば.十メルカプトピルピン絞) しか基1!tとならない

5 2..，̂ " 2 ， 6. ，.~， _2_6 可能性もある. s 'U(8)、mnmVs-U(34)、ms-jVA(37)、ms-t
V
A(3 7)のよう

に硫策代謝は高次の鯛姉を受けているのが普通であるので、ビタミン B群代

謝、芳香旅アミノ酸代I!I、コリスミン酸.シキミ政代謝、 4失代鵠i系などとの

|均速も調べるべきかも知れない.特にビタミンBft代謝との関述は硫焚転移

のみならず、¥(1(38.39.40・his1・)がピリドキサルリ ン酸(ビタミン B6)生合

i子 16
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成系と同一オベロンに威し芭 I~ 制 llØ される (94)など lRNAt~ 飾仰ヨ;には倣見

される傾向である.またさらに、アミノ酸1七鮒醇潔はビタミン se1 を ~Iij 駁説

とすることも多い.アミノ般は 111必る修飾供与体としてのみではなく 、プリ

ン潟、ピ リミジン1誌の原料でもあり. tgnを作るということ自身が 11・[j虫、ア
ミノ 酸代制と I均速があるのは胃う まで もない.

この他にも原級生物でacp3U(20/47)・s2C(32)、Cm(32)、Um(32).

m2 A(3 7)、mnm5Se2U(34)・ロt主生物でac
4
C(12)‘ m

1
((37)、m

3
C(32/47C)・

Cm(41l3/32134)、 Um(4/32/44ト m5C(38/40172ト ¥IJm (32/39) • m 
5 
U m (54 ) 

などの修飾画事務についてはほとんど ~fl 告がなく、 m 1、
(1(54)・m

2
2G m(26)な

ど~，F !j'~ な 修姉が存狂する古純ITi{Î れでは全くわかっていない (1，2，6，106，109)，

近年、 T7RNAボリメラ 戸・ピによ って RNAを転写する手法がnlJ~a された

(92，107)が、この j支術によって今までmることの出来なかったぷほ州RNAを

1志賀 として供給することが可能となった.さらに遺伝子工学伐材iの進歩によ

り、 îIi 型 DNAを思い~りに改変する (108) こともあたりまえとなった. T7 

RNAボリメラーゼ転写産物を自事務の分子:u品解析に級初に応用したのはアミ

ノアシルlRNA合成滋棄の研究分野であった .修飾l長選のうちアミノアシル

lRNA合r&.!'i1. 紫の認識に必須なものは例外的にしかなく (2，88，89)、T7RNA 

ボリメラ ーゼを使用する方法はも っと も係機的な手法とな った

(100，101，110) 

当然.これら分子生物学的手法は.よい慈賞をtlJることが函館で停滞して

いた lRNA修飾毒事務の研究にも大きな彫響を与えた.

1991年. Gu. SanliはT7RNAボリメラーゼ転写によって大同必.

lRNA Val1の T-アーム傾械を合成し、大D!.l箇 rn
5
U(54)ーメチ ラー-t!のtls質と

なることを 1正明した (23). 1皮らのもちいた T・アーム領域RNAはわずか.

17 merであり.現在までに側告された LRNA修飾際緊の2!s貨としては殻小であ

る.また.そのメチル1ヒi活性はきわめて強〈、天然の lRNAに比較して Kmf直
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が5f合限度、大きいだけであった.マイクロインジェクションをmいた尖数

系ではm5U(54)の修飾は、l'(55)の~飾の後に生じることから、 m5 U(54 ) ・ メ

チラーゼのui質s2識には ¥[1(5 5)が必~ではないかと考えられていたが、少な

くとも大服部餅楽にはあてはまらないようである.

1992年にはSzweykowska・Kulinskll、ocierが前i等植物 Arsbidopsisの

'1之

tRN ATyri宣伝子を鋳型として内々な改革E体を作成し、 ¥1'(35)・シンセターゼ

の活性を測定した(95).、)1(35)の砂防はすでに述べたようにイントロンがな

いと正しい位径に修飾が入らないことが砂母で級告されており (6町、その後、

両tHsの卵細胞でもマイクロインジエクションの手法をもらいて同伐の性質

があきらかとなっていた(96) 彼女らの幸n告は叩(35)の修怖とイント nンの

関係が問符hli物でも成立することのみ必らず、 U33N34U35A36Pu37が

¥1' (3 5)・シンセターゼにとって絶対に必裂な共通配列であることを JltIリlした.

1992年にはまた、 HolmesらがT7RNAボリメラーゼ転写産物を基質とし

て大 R~W m 1 G(37)ーメチラーセの認総惚情について絡告した(93)が.総'*は

きわめて鑓解であり. G(37)が必要という以上のことは臣買えできない.彼ら

は災~にカラムをひとつしか逃していない部分続製務紫をもらいているが、

これが結果を線維にしているのではなかろうか. 1疲らはこのI'iL~l 薗分に 1也の

lRNA-メチルiヒ静3憶がi11入していないことを確認してはいるものの. RNAと

会合しうるタンバク質成分は必ずあるは1・で‘それらがどのような祭動を示

すかはよ子怨できない.

1993年には、 EdqvislらがT7RNMNリメラーゼ転写産物をマイクロインジ

エクションの系に使用し、 lRNAASPの高次*"迭に関与する Ig>>;の変災が修簡

にどう影響するかを調べた (58). これも結集はかなり純 ~It であるが.

m
1
G(37)、。(34)、 manQ(34)の修仰は D・ステム領械の配列に影響されるこ

と、 m
2
G(26)、m

2
2
G(26)の修仰はポジシヨン 10のi盆Ullie列によ って切り替

わること. m
2
G(6)の修飾は少なくとも尖験によって生じた情逃の変化には
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影響されないこと、 m5C(49)の修飾は D-ステム領械の自己列およびエクスト ラ

ループの長さに影響されないことなどが明かとなった.いずれも級告f91Jのな

い新知見であるが、特に Q(3 4)の修飾は、手先々は精製した毒事索を用いた実験

系で.本質的な傍繁のu，質認識にはD-ステム領域は必裂ないという結論を得

ており興味深い.生体内で Q-enzymeが溢質tRNAと後合体を形成する H寺には

何か基質認、織を巧妙にする術因子が存在するのかも知1れない.

といったようにT7RNAボリメラーゼ転写産物を用いた実験系は. tRNAt$ 

飾品事務の未知Iの性質をときあかしつつあり、今後も u$ 質 g~ ~設を研究する上で、

あるいはタンバク質と RNAの会合を抑べるよで、災mな武穏として活路する

であろう.

tRNA修飾で不思設なことは、ある修飾が存在するとすれば必ず何らかの

パターンが存在することである.修飾の役割が合理的に説明できるアンチコ

ドンとその周辺を除外すると 、それ以外の領域には修飾の必然性らしきもの

がない. m 7 Gがあるとすれば必ずポジション46であるし、 m
5
Cがあるとすれ

ばポジション48か49でその他の部伎は希であるが、何飲.そこにその修飾が

必要かとなると構造上の説給以上には踏み込めない. WlJえば、 111
7
G(46)と釆

修飾 G(4 6)の励会を比較すると、 tRNAのエクストラループと D-ステムの会

合が微妙にずれるということはわかっているものの、研究された範凶内では

何の生化学的俄能差も見いだせないしm7 G(46)が来修仰のままでも立派に大

問闘は生きて行ける.ただし、 m
7
G・メチラーゼの欠如株は野性型に比べる

と生脊が遅いので微妙な情造の速いがtRNAの機能の何かに役だっているの

であろう.それでは何故、ポジション46の修飾は m
7
Gなのか、そのほかの修

飾ではいけないのかとなると設も答えを出していない. Jl1
7
G(46)の修飾は生

物の長い逃11::のJIt史のなかで淘汰されずに残ってきた.なんらかの必然性が

あってしかるべきだろう.

似たような例に m
1A(58)がある. 58番のポジションの修飾は例外なく.干手
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αするとすれば mtA(58)である.このt}飾は m
7
G(46)のn飾ほどは生物全体

にn及してはいない.しかしながら‘生物界全体にとびとびに現れる .ある

f重のn性納凶、税母、線形動物、 frm動物.組物、ミトコンドリア.ク ロロ

プラスト.古細菌. Bjorkはその総おiのなかでm
t
A(58)ーメチラ ーゼは共通の

泊先から逃1ヒし部分的に淘汰され、綴れ小ぬのようにあちこちに残ったので

はないかと矧継している.

はたしてそうであろうか ?mt
A(58)ーメチラーゼはlRNA修飾両手泌のなかで、

もっとも多'fJlな生物材料から調べられてきた.そしてまた.解析された説奈

の性質もまた.多微なのである. 0 ag u t cyらの毒事傍とラット ftfの携がが災な

る:~織機情をもっているという lお鍋しかり. G tickらの材製した貯説のボリ

アミン、 ')J チオンに対する準~しかり.これらがもともと、同じタンパク 1:[

にtl!~校ずるのであろ うか? 581!'tのポジションに m1Aの修飾をいれるべく、全

く 'J~ なるタンパク貨が機能 l収れんした結果とは考えられないだろうか?

ぬ能i収れんという観点から宮えば. m
5
U(54)・メチラーゼはどうだろう.

このtl1~~のメチル ui fJ!与{本は少々くともことおりある. S.アデノシル-L・メ

チオニンとふ to.メチレンチトラヒ 1;口業酸である.これらふたつのタイプ

はlリlかに反応仰式そのものが災なる.これも元々、別々のタンバク質であっ

たものが.ポジション54にm
5
U~いれるべきなんらかの必然的必求のために

彼自~JI.i1れんしたのではないだろうか?

修飾111.1占がいったいなんのために作花するかは謎だらけである.この l子治

のなかでは.修飾 f盆基の存在n.~として比絞的よく UH脅されている.コドン・

アンチコドンの対合‘フレームシフトの頻度.翻訳巡皮とそのiE6tさ、

lRNAの情i盆の安定化、アミノアシル化会事の問題についてはあえてほとんど

触れなかった.しかしながら.上記メカニズムで説明できていないほ飾11;1).A 

にもなんらかの役割があるのでは必いだろうか?そうでなければ.生物全体

をjif!して保存されている修飾パターンの説明がつかないのではなかろうか?

かつては「メチル基は生体内の道府物、あまったメチル誌を以般の修飾に

I~ てているのだろう. Jなどという 1需給さえあった.しかしながら.ジーン
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インプリンテイング、 ドーセージコンペンセイションなどのJ.JU裂がみつか る

に及んで、いまや DNAのメチル化は発生、分化、細胞のがん化を制御する因

子として脚光を浴びつつある .tRNAの修飾にも何か必然性があり、 注 目さ

れるような日がいつかくるのではないだろうか.

、，b止
り
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