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緒論 

 

tRNA研究の背景 

 

2003年から今日まで、僅か 10年足らずの間に、細胞内の tRNA動態に関する

様々な論文が相次いで発表された。2003年、名古屋大学の吉久らのグループは、

出芽酵母において tRNAのスプライシング酵素がミトコンドリア表層に局在して

いることを明らかにした[1]。動物細胞とのアナロジーから、出芽酵母においても

tRNA の成熟化が核で起こるであろうと考えられていたため、この発見は意外で

であった。その数年後、吉久らとオハイオ州立大学の Hopperらのグループは、

出芽酵母や動物細胞において、tRNA が細胞質から核へと再移行することを、そ

れぞれ報告した[2-4]。これは、核内で転写された後、細胞質でその一生を終える

と考えられていた tRNA動態の常識を大きく覆す報告であった。この tRNAの核

内輸送は複数の輸送担体を介して能動的に行われている[2, 3]。塩基修飾の欠損で

不安定化した tRNA は核内に存在するヌクレアーゼ複合体 exosome で分解さ

れることや[5]、CCA付加酵素の変異株で 3! 末端の短縮化が進んだ tRNAが核内

に蓄積することなどの報告があることから[2]、吉久らのグループは核内で tRNA

の品質管理が行われると主張している[6]。一方 Hopper らは、出芽酵母を特定

のアミノ酸欠乏条件に曝すと、そのアミノ酸に対応する tRNAが核内に蓄積する

ことを見出しており[3]、アミノ酸飢餓の際に細胞質の tRNA量を調節することで、

細胞全体の翻訳活性を制御しているのではないかと予想している[7]。また 2007

年には、細胞がDNA損傷を受けると、未成熟 tRNAの核から細胞質への移行が

阻害され、これを介して細胞周期の G1 期停止が起こることが出芽酵母において

報告された[8]。これは tRNAの生合成が細胞周期制御と関連していることを明ら

かにした極めて革新的な報告であった[9]。 
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さて、tRNA研究の歴史が幕開けしたのは、およそ 50年前のことである。1953

年の DNA の二重らせん構造の発見から 2 年後、Crick は遺伝暗号とアミノ酸の 

“adapter” となる分子の存在を提唱した[10]。そしてその翌年、Zamecnikらのグ

ループは、ラット肝臓抽出液を用いた試験管内タンパク質合成系を用いた実験に

おいて、標識アミノ酸と結合する低分子 RNA を見出した[11]。これが tRNA の

最初の発見である。以降、Holleyらによる出芽酵母 tRNAAlaの塩基配列の決定[12]、

KlugやRichらのグループが競合して取り組んだ酵母 tRNAPheの結晶構造解析な

ど[13, 14]、tRNAの機能や構造に関する研究が盛んに行われた。また、1970年

代からHinnebuschらのグループを中心に酵母や哺乳類におけるアミノ酸飢餓時

の代謝応答についての研究が精力的に行われていたが、2000年になって、アミノ

酸飢餓時に非アミノアシル化 tRNAとGcn2キナーゼが直接結合することで、ア

ミノ酸生合成系の酵素群の転写が活性化されることが報告された[15]。これによ

り tRNAは、遺伝暗号をアミノ酸へと変換するアダプター分子としてだけではな

く、細胞内での情報伝達におけるシグナル分子として働くことが明らかとなった。 

近年、タンパク質をコードしない機能性低分子 RNA、いわゆる non-coding 

RNA の研究が最盛期を迎えている。tRNA は最も古くから知られている 

non-coding RNA の一つであるが、アダプター分子以外の機能についての発見が

遅れた理由として、第一に、細胞内での存在量の多さが挙げられるのではないだ

ろうか。栄養源の豊富な環境で増殖している細胞では、TOR 経路の活性化によ

り tRNA や rRNA の転写が活発に行われており[16]、細胞内全転写産物のうち

mRNAが僅か 3-5%であるのに対し、tRNAは 10-15%、rRNAは 70-80%を占め

ている。第二に、tRNA が細胞内に比較的安定に存在する分子であることが考え

られる。tRNA は、L 字型と呼ばれるコンパクトな立体構造を取っており、且つ

様々な塩基修飾を持つため、安定性が高められている。このように、tRNA の存

在量の多さと安定性のために、機能に障害がある tRNA が部分的に出現しても、
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細胞への影響は極めて小さく、表現型として捉えられることが無かったのではな

いだろうか。また tRNAは、「wobbleの法則」により 40-50種類ほどしか存在し

な い が 、 tRNA 遺 伝 子 の 数 は 、 The Genomic tRNA Database 

(http://gtrnadb.ucsc.edu/) によれば、ヒトでは 622個、出芽酵母では 275個、大

腸菌では 88個もあり、これらが染色体上の様々な場所に点在している[17]。この

ことは、既に述べたように膨大な量の tRNA の供給を可能にしていると同時に、

特定の領域で生じた変異に因る影響を最小限に保つために効果的であると考えら

れる。しかしこうしたことが、tRNA 遺伝子の遺伝子工学的な手法による改変を

困難にしており、研究の発展を妨げる一因となったかもしれない。 

 

tRNA 研究の新展開 

 

冒頭で述べたように、細胞内の tRNA動態が明らかにされつつある一方で、こ

れまであまり良く知られていなかった tRNAの分解に関する論文も相次いで報告

された。2005年、核内の RNA分解 exosomeである TRAMP complexの構成が

明らかにされ[18]、この TRAMP complexによって不安定化した tRNAが分解さ

れることが明らかとなった[18, 19]。これらの論文では、tRNA修飾酵素の温度感

受性変異株において、塩基修飾を失わせて人工的に不安定化させた tRNAが分解

されることが報告された。 

また、2005年のテトラヒメナでの報告を皮切りに[20]、細胞内で自発的に起こ

る tRNAの切断現象が次々と明らかにされた[21]。テトラヒメナでは必須アミノ

酸の欠乏時に、また放線菌や麹菌では、抗生物質産生時や形態分化の際に細胞内

に切断された tRNAが蓄積することが報告された[20, 22, 23]。更に、出芽酵母や

シロイヌナズナ、HeLa 細胞においては、酸化ストレスが tRNA切断を誘導する

ことが明らかとなった[24]。また、血管新生に関与するとされ、tRNA 切断活性
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を持つ angiogeninがストレスに応答して tRNAを切断することが、ヒト骨肉腫

細胞株であるU2OS細胞やヒト肝癌細胞株であるHepG2細胞などを用いて明ら

かにされた[25]。こうして約 5 年間のうちに、これまで殆ど知られていなかった

tRNA の分解や切断に関する多くの現象が急速に明るみに出た。特に、ストレス

に応答して起こる tRNA 切断は生物に普遍的な現象であることが示唆されたが、

その分子機構の解明は、tRNA 切断の生物学的意義を知るための重要な課題であ

る。 

 

出芽酵母における tRNA切断 

 

出芽酵母における RNA切断現象を紐解いて行く。Thompsonらは、出芽酵母

を酸化ストレスに曝すと、細胞内に tRNA断片が蓄積することを報告した[24]。

また、tRNA切断を誘導するストレスは、酸化ストレスだけに限定されておらず、

熱ショックやアミノ酸飢餓、或いは定常期での長期培養でも起こることを示した

[24]。一方、UV 照射やグルコース飢餓、窒素飢餓では起こらなかった。更に同

グループにより、通常は液胞に局在する Rny1p が、酸化ストレスに応答して細

胞質へと放出され、tRNAを切断することが示された[26]。Rny1pは出芽酵母に

唯一存在する RNase T2型リボヌクレアーゼとして、2001年に同定された[27]。

RNase T2は分泌性リボヌクレアーゼであり、一本鎖 RNAを非特異的に切断す

る活性を持つ。生物に普遍的に存在することからその重要性が指摘されているが、

例えば植物の不和合性への関与など[28]、ごく少数の例を除き、その意義につい

ては殆ど明らかにされていない。酸化ストレスによって生じた tRNAの切断片は、

そのサイズから、アンチコドンループの辺りで起こっていると考えられる。一本

鎖RNAを非特異的に分解すると考えられるRny1pによりアンチコドンループが

切断される理由は、tRNA のこの領域が分子の外側に剥き出しになっているから
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だと推測される。Thompsonらは、Rny1pが酸化ストレス下での細胞死を誘導し

ていると主張している。RNase活性を失わせた変異体でも細胞死は起こることか

ら、tRNA 切断が細胞死の直接の原因とはならないとしながらも、彼らは、切断

された tRNA断片が何らかの機能を持つ可能性も想定している。偶然にもほぼ同

時期に、動物細胞に tRNAの 5!切断片を人為的に導入すると、タンパク質合成が

阻害されるという論文が報告されている[29]。 

また時を同じくして、上述したストレス誘導性 tRNA切断とは全く異なる出芽

酵母の tRNA切断についても報告された。酵母には、他の酵母を殺すタンパク質

を細胞外に放出する株が存在する。この株をキラー酵母と呼び、タンパク質はキ

ラートキシンと呼ばれる。これまでにキラー酵母として様々な酵母が見つかって

いるが、殺菌活性の正体については未だ分かっていないものが多い。酵母

Kluyveromyces lactisが生産するキラートキシン zymocinは3量体のタンパク質

で、出芽酵母の細胞壁を分解するキチナーゼ活性を持つ "-subunitと、疎水性に

富んだ #-subunit、及び $-subunitからなる[30, 31]。"-subunitと #-subunitの

働きで毒性の本体である $-subunit が感受性菌の細胞内へと侵入し、細胞周期の

G1期停止を引き起こすことが古くから知られているが[32, 33]、その標的が何で

あるかは、長らく不明であった。そして 2005年、zymocinが同定されてから 20

年以上を経て、$-subunitが tRNAGluUUC, tRNALysUUU, tRNAGlnUUGを特異

的に切断する活性を持つことが報告された[34]。また、酵母 Pichia acaciaeが生

産するキラートキシン PaTは、出芽酵母に対しDNA損傷や細胞周期の S期停止

を引き起こすことが知られていたが、やはり殺菌活性の正体は不明であった[35]。

しかし、2008 年、Meinhardt率いるドイツのグループが、出芽酵母 tRNAGlnUUG

を切断することを突き止めた[36]。 
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コリシン Dによる tRNAノックダウン 

 

コリシンは、大腸菌またはその近縁種が持つ Colプラスミドより生産されるタ

ンパク質性毒素であり、同種のプラスミドを持たない大腸菌に対して殺菌活性を

示す。これまでに二十数種類のコリシンが発見され、作用機構などについての研

究が行われている[37]。所属する研究室では、このうちコリシン E5, コリシンD

が、tRNAに特異的なリボヌクレーゼであることを発見し[38, 39]、生化学的な解

析や結晶構造の決定を行ってきた。特に、コリシンDは、tRNAのアンチコドン

ループ内の特定の塩基に加え、tRNAの立体構造を巧みに認識することで、RNA

の中でも tRNAに対して高い特異性を示す[40, 41]。 

コリシン Dは 697アミノ酸からなる分子量約 7万 5千のタンパク質であり、

リボヌクレアーゼ活性ドメインは C末端側に存在する。特に、Asp532以降の 166

残基からなるドメインが、コリシンDの全長と同じ基質認識能及び tRNAの分解

活性を保持していることから[42]、N 末端より 532 番目以降の活性ドメインを

D-CRD (Colicin D C-terminal Ribonuclease Domain) と名付けた。D-CRDは、

大腸菌に対しては tRNAArgの 4種類のアイソアクセプター (それぞれアンチコド

ンを添えて、以降、tRNAArgICG, tRNAArgCCG, tRNAArgUCU, tRNAArgCCUと

表記する) を切断する[39]。当研究室のこれまでの研究により、D-CRDは tRNA

のアンチコドンループ中、36位の Gや 36位の Uを好んで認識することが分か

っている[40, 43]。これに加えて、D-CRDのN末端が tRNAのD-armと相互作

用し、tRNA の構造を認識していると考えられる[41]。そして、38 位と 39 位の

間のリン酸結合を切断し、2!, 3!-cyclic phosphate 及び 5!-OH を形成する

(Fig.0-1A) 。 D-CRD は 、 tRNAArgICG, tRNAArgCCG, tRNAArgUCU, 

tRNAArgCCU のうち、細胞内存在量が最も多い tRNAArgICG を優先的に切断す

る[39]。zymocin, PaTが第一標的とする tRNAGluUUC, tRNAGlnUUGも、それ



 7 

ぞれ細胞内存在量が最も多いものであることから、このことが、少なくとも tRNA

を標的とした毒素の共通した戦略であると考えられる。 

さて、大腸菌と出芽酵母の tRNAArgICGのアンチコドンループ配列は、塩基の

修飾を除くと全く同じである (Fig. 0-1A)。従って、コリシン Dは少なくとも出

芽酵母由来の tRNAArgICGを切断し、出芽酵母における tRNA切断モデルを構築

することが出来ると考えた。これを確かめたところ、in vitro で tRNAArgICG, 

tRNAArgUCU, tRNAArgCCUが切断された (Fig. 0-1B)。そこで、D-CRDを出芽

酵母の細胞内で発現させると、同種の tRNA の切断が起こり (Fig. 0-2B)、コロ

ニー形成が阻害されることが分かった (Fig. 0-2A)。また、コリシン Dの生産菌

内で発現しており、コリシンDの活性ドメインと結合することで自殺を防ぐタン

パク質である ImmD を同時に発現させると、コロニー形成の阻害は抑制された 

(Fig. 0-2A)。 

そこで、"細胞である TM142株において、D-CRDを高コピープラスミドから

発現させて tRNA切断を誘導し、これに応答して発現変動する遺伝子をDNAマ

イクロアレイを用いて網羅的に解析した。D-CRD による tRNA 切断を誘導する

と、宿主酵母の静菌的な増殖停止を引き起こした (Fig. 0-3)。コリシンDは大腸

菌に対して殺菌的に働くことを考えると、出芽酵母における tRNA切断は少なく

とも細胞死は誘導しないと考えられた。またマイクロアレイ解析の結果からは、

非常に限定された数の遺伝子のみが発現変動していることが分かった (Table 

0-1)。そしてこのとき、宿主として " 細胞を用いたにも関わらず、転写が抑制さ

れているはずの a 細胞特異的遺伝子転写が活性化することを見出した (Table 

0-2)。 

既に述べたように、出芽酵母にとって、tRNA 切断は自然の環境下で起こる普

遍的な現象であることが明らかにされた。しかし、zymocin, PaT による tRNA

切断は、感受性酵母にとって生育が阻害される現象であるのに対し、ストレス誘
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導性の tRNA切断は、作用機構は不明であるが、ストレスに対する適応の一環で

あると想像される。従って、キラートキシンによる tRNA切断は、ストレス誘導

性の tRNA切断とは生理的意義が本質的に異なると考えられる。キラートキシン

に対しては、感受性出芽酵母は細胞周期停止という応答を示すが、酸化ストレス

などによる tRNA切断に対しては、どのような細胞応答を起こすのであろうか？

本博士論文研究が始まった当初は、ストレス誘導性 tRNA切断現象が、出芽酵母

を含めた様々な生物で見られることがようやく分かってきた頃であり、tRNA 切

断を担う因子は明らかにされていなかった。tRNA 切断に対する細胞応答の解析

を目的として、例えば細胞を過酸化水素水に曝したり、アミノ酸飢餓条件下で培

養したりすると、それらのストレスに対する応答に隠れてしまい、tRNA 切断に

依存した細胞応答を抽出するのは不可能だと考えられる。コリシンDを用いた出

芽酵母の tRNA切断は、このようなストレス誘導性 tRNA切断のモデルとするこ

とが出来るかもしれない。 

 

本研究の目的 

 

本研究は、様々な生物種で普遍的に見られる tRNA切断現象を理解するために、

出芽酵母において tRNA切断に対する細胞応答を明らかにすることを目的とした。

D-CRD による tRNA 切断については、上述した結果に続く解析を行うことで、

tRNA ノックダウンが誘導する細胞応答の全容を明らかにすることを目指した。

またこれに加えて、細胞周期停止を引き起こすことが分かっている酵母キラート

キシンである zymocin, PaTに由来する tRNA切断酵素を用いることで、D-CRD

による tRNAノックダウンと、キラートキシンによる tRNA切断との細胞応答を

比較し、tRNA切断の生物学的な意義を見出したい。 

以上を踏まえ、本論文は以下の構成を取る。第 1章では、D-CRDによる tRNA
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ノックダウンに対する細胞応答の解析について、続く第 2章では、D－CRDと、

キラートキシン由来の tRNA切断酵素に対する細胞応答について述べる。また第

3章では、第 2章で得られた結果より着想した、キラートキシン PaTの作用機構

の解析について述べる。そして各章で得られた成果を、総論で総合的に考察する。 
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第 1章 D-CRD発現株における細胞応答の解析 

 

1-1. 序 

 

修士論文研究では、D-CRD により出芽酵母の tRNAArgICG, tRNAArgCCU, 

tRNAArgUCU が切断されることを見出したが、これ以外の tRNA が切断される

可能性については検討していなかった。緒論でもふれたが、これまでに見つかっ

ている tRNA切断性トキシンには、細胞内含有量の多い tRNAを標的とするとい

う共通した特徴がある[43]。コリシンDについては、大腸菌において Argを指定

する tRNAの中で最も遺伝子数が多く、コドン使用頻度も高い tRNAArgICGに対

し、最も高い切断効率を示す[39]。またコリシン E5 も、その標的である、アン

チコドンの一文字目と二文字目に QU (Q は G の修飾塩基) を持つ tRNATyr, 

tRNAHis, tRNAAsn, tRNAAsp は、同じアミノ酸を指定するそれぞれの tRNA 

isotypeの中で、特に遺伝子数の多い tRNAである。K. lactisが生産する zymocin

の第一標的である tRNAGluUUC、そして、P. acaciae が生産する PaT の標的で

ある tRNAGlnUUGも、出芽酵母のそれぞれの tRNA isotypeの中で遺伝子数、コ

ドン使用頻度共に最も多い tRNAである (Fig.1-1)。なお、tRNAの細胞内含有量

は、遺伝子量効果により、その遺伝子数に比例する[44, 45]。それでは、出芽酵母

内で発現させたD-CRDは、これらの tRNA切断性トキシンの様に、細胞内含有

量の多い tRNAを高い効率で切断するのであろうか。これを検証するために、出

芽酵母の tRNAをD-CRDで切断し、この切断片の配列を網羅的に調べた。 

また、修士論文研究において、出芽酵母の "細胞内で D-CRDを発現させ、こ

れにより発現変動する遺伝子を、DNA マイクロアレイを用いて解析した。その

結果、接合に関与する遺伝子群が発現上昇すること、また、" 細胞内では通常発

現が抑制されている a細胞特異的遺伝子 (a-cell specific gene; asg) の転写が活
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性化することを見出した。これらの遺伝子群の変動は顕著であり、何らかの生理

的意義がある可能性があると考え、解析を行った。 
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1-2. 材料と方法 

 

D-CRD による in vitro での出芽酵母 tRNA 切断アッセイ 

 

出芽酵母からの total RNAの調製はホットフェノール法により行った。反応溶

液の組成は 20 mM Tris-HCl pH7.5, 10 mM MgCl2, 100 µg/µL BSAであり、

D-CRDの希釈にもこのバッファーを使用した。100 µLの反応溶液に対し 43 µg

の出芽酵母 total RNAを加え、3分間、70℃でインキュベーションして RNAの

refoldingを促進し、その後 50 pmolのD-CRDを加えて 37℃で 20分間インキュ

ベーションした。反応後、速やかに 2×loading solution (9M urea, 0.02% XC, 

0.02% BPB) を等量加え氷上に静置することで、反応を停止させた。なお、D-CRD

は当研究室の高橋が精製したものを使用した[41]。 

 

tRNA 切断片のクローニングと解析 

 

D-CRD と反応させた出芽酵母 tRNA を、10%ポリアクリルアミド変性ゲルに

て電気泳動した。その後、ゲル上での tRNAの切断片の位置をUV照射法により

確認し、目的の断片をゲルから切り出した。このゲルに超純水を加えて 37℃で一

晩振盪することで、ゲルから RNA を溶出した。翌日、室温にて 5,000rpm で 1

分間遠心した後、上清を 0.22 µm口径の膜でフィルタリングし、エタノール沈殿

により RNAを得た。 

この RNAに対し、small RNA Cloning Kit (TaKaRa) を用い逆転写反応及び

pUC19へのクローニングを行った。詳細は添付のプロトコールに従った。以下に

簡潔に手順を示す。調製した RNA断片に対し、プロトコールに従って BAP処理

を行った後、3!末端に、逆転写の際の足場となるアダプターDNAをライゲーショ
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ンした。このアダプターDNA の更に 3!末端にはビオチンが結合しており、これ

を用いてストレプトアビジン結合マグネットビーズへ吸着させ、アダプターをラ

イゲーションさせた RNA–DNA 断片を回収した。続けて 5!末端にもアダプター

DNA をライゲーションした後、アダプターDNA に相補的なプライマーを用い、

逆転写酵素M-MLVにて逆転写を行った。得られた cDNAをマグネットビーズを

用いて再度回収した後、両アダプターに相補的なプライマーを用いて PCR を行

った。両末端のアダプター配列には制限酵素 Sse8387I による認識配列が導入さ

れており、Sse8387Iで消化した PCR産物を、PstI消化した pUC19へとクロー

ニングした。得られたコロニーを LB培地で終夜培養した後、PureYield Plasmid 

Miniprep System (Promega) を用いてプラスミドを精製し、シークエンス解析

に用いた。シークエンス分析は株式会社ファスマックに外注した。 

 

tRNA を検出するためのノザンハイブリダイゼーション 

 

tRNAを検出するためのプローブは、目的とする tRNAの 39位から variable 

loop もしくは T-stem までの配列に対して相補的な配列となるようなオリゴ 

DNA を使用した。オリゴ DNA は全て OPERON 社に依頼し作成した。DIG 

Oligonucleotide 3! -End Labeling Kit, 2nd Generation (Roche) を用いてオリゴ

DNAの 3!末端をDIG-ddUTPで標識し、これをプローブとして使用した。 

電気泳動には 10%ポリアクリルアミド変性ゲル (7M urea, 1×TBE) を用いた。

TBEの組成は 49 mM Trizma base, 49 mM boric acid, 1 mM EDTA (pH8.0) と

した。次に 1×TBE を用いて泳動後のゲルから一晩かけてナイロンメンブレン 

(Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biotech) へ RNAを転写した。UV照射に

より RNA をメンブレンへ固定した後、プリハイブリダイゼーションバッファー 

(6×SSC, 5×Denhardt’s solution, 0.1% SDS) 中に浸して37℃で6-8時間インキ
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ュベートした。続いてバッファーをハイブリダイゼーションバッファー (900 

mM NaCl, 90 mM Tris-HCl pH7.5, 6 mM EDTA pH8.0, 0.3% SDS) へと交換し、

10 pmolのオリゴDNAプローブを加え、37℃で一晩インキュベートした。ハイ

ブリダイゼーションバッファーの作製に使用した 20×SSCの組成は 3M sodium 

chloride, 300 mM sodium citrateで、 100×Denhardt’s solutionの組成は 2% 

BSA, 2% Ficoll 400 (Amersham Pharmacia Biotech), 2% polyvinylpyrolidone

である。ハイブリダイゼーション後、メンブレンを 6×SSC で室温にて 15分間

浸すことで洗浄し、これを 2回行った。続いて 3×SSCで 30分間、37℃で洗浄

した。洗浄後、DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II 

(Roche) 及び CDP-Star (Roche) を用いて発光操作を行い、LAS-1000plus (FUJI 

FILM) を用いてバンドを検出した。 

なお、in vitroでアッセイを行ったサンプルは RNA 3 µg 分のサンプルを電気

泳動に供し、in vivoでの tRNAを観察する場合には 5 µg、イントロンを検出す

る際には 8 µgの total RNAを泳動した[46]。 

 

出芽酵母における D-CRD の発現 

 

出芽酵母内で D-CRD を発現するプラスミドは、当研究室の木戸が作製したも

のを使用した[47]。細胞内で、高コピーで保持される 2µ プラスミドを vector と

して使用しており、野生型或いは変異型 D-CRD をコードする遺伝子領域を組込

んだ。変異型 D-CRDとは、活性触媒残基である His611を Tyrへと変異させた

ものを指し、以降H611Yと表記する。これらのプラスミドにはMET3プロモー

ターと ADH1ターミネーターを導入しており、培地中のメチオニンが欠乏するこ

とで発現が誘導される[48, 49]。プラスミドDNAによる出芽酵母の形質転換は全

て酢酸リチウム法により行った。 
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二倍体である TM143株は、互いに isogenicである TM142株と TM141株を

接合させて作出した。遺伝子マーカーが同一であるため、これらのマーカーには

含まれない、ade欠損株である TM220株, TM221株と接合しないことで二倍体

であることを確認した。TM142, TM141, TM143を各プラスミドで形質転換し、

Metを添加した SD培地 (以下、SD-Metと表記する) にて 36時間振盪培養した

後、培養液を新たな SD-Metへ 1%接種し、一晩培養した。660 nmにおける濁度

が0.5に達したら5,000 rpmで遠心して集菌し、滅菌蒸留水で細胞を2回洗浄後、

Metを含まない SD培地に懸濁し、振盪培養を再開し経時的に細胞をサンプリン

グした。 

 

Gene Ontology Term Finder によるマイクロアレイデータ解析 

 

SGD の  Gene Ontology Term Finder (http://db.yeastgenome.org/cgi 

bin/GO/goTermFinder.pl) を用いて、マイクロアレイにより得られたデータの解

析を行った。解析の手順を以降に簡潔に記す。発現量が 2 倍以上変化した遺伝

子を抽出し、発現量の変化値について p<0.01 のものを統計学的に優位差有りと

判断した。これらの遺伝子群を、SGD の  Gene Ontology Term Finder 

(http://db.yeastgenome.org/cgi bin/GO/goTermFinder.pl) を用いて各遺伝子が 

属する cellular process によって分類した。データを簡素化するため、10 以上

の遺伝子を含む GO term のみをグラフにした。 

 

定量 PCR による転写解析 

 

D-CRDの発現誘導後 4時間の細胞を集菌し、ホットフェノール法で total RNA

を調製した。この total RNA 10 µg を DNase I (Deoxyribonuclease I, 
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Amplification Grade, Invitrogen) で処理することで混在するゲノム DNAを消

化した後、1 µg分の RNAを取り、逆転写反応により cDNAを得た。逆転写には

ReverTra Ace - " - (TOYOBO) を用い、添付のOligo (dT) 20 (5! -(dT)20-3!) をプ

ライマーとして使用した。cDNA は超純水で適宜希釈して鋳型に用いた。定量

PCRの反応には LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche) を

用い、解析には LightCyclerクイックシステム 350S (Roche) を使用した。 

定量した各遺伝子の発現比の算出方法は次の通りである。目的遺伝子の転写量

を ACT1 mRNA量により normalizeした。変異型 D-CRD発現株における「目

的遺伝子のmRNA量／ACT1 mRNA量」に対する、野生型D-CRD発現株での

「目的遺伝子のmRNA量／ACT1 mRNA量」を、tRNA ノックダウン誘導時の

発現変動率とした。 

 

ウエスタンブロッティングによるリン酸化 Fus3p/Kss1p の検出 

 

タンパク質の調製はガラスビーズ (Glass beads, acid-washed, SIGMA) と

Tissue Lyser (QIAGEN) を用いて行った。菌体を Extraction Buffer P (50 mM 

Tris-HCl (pH7.5), 10% glycerol, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 50 

mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate, 50 mM #-glycerol phosphate, 5 mM 

sodium pyrophosphate, 5 mM EDTA pH7.5, 1 mM PMSF) に懸濁し、同体積の

ガラスビーズとプロテアーゼ阻害剤 (protease inhibitor cocktail for fungal and 

yeast, SIGMA) を必要量加えた後、Tissue Lyserで最高速度 (frequency 250/s) 

で 8分間破砕した。破砕終了後、遠心分離して得た上清をタンパク質溶液とした。

調製したタンパク質の濃度は BIO-RAD PROTEIN ASSAY(BIO-RAD) を用いて

Bradford法により測定した。 

得られたタンパク質のうち 12 µgを、分離ゲル濃度を 10%とした SDS-PAGE
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により電気泳動を行った。泳動後、3 種類のトランスファーバッファー (バッフ

ァーA：300 mM Tris, 5% methanol、バッファーB：25 mM Tris, 5% methanol、

バッファーC：25 mM Tris, 5% methanol, 40 mM 6-aminocaproic acid) を用い

て Immobilon PVDF (MILLIPORE)へとタンパク質を転写した。一次抗体である 

Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) Rabbit mAb (Cell Signaling 

Technology) を用いて 4℃で一晩反応させた後、Goat Anti-Rabbit IgG, HRP 

conjugate (Upstate) で二次抗体反応を行った。抗体反応後、ECL-plus 

(Amersham Pharmacia Biotech) により化学発光を行い、LAS-1000plus (FUJI 

FILM) を用いてバンドを検出した。TM141 (MATa) 株にフェロモン因子である 

" -factor ペプチド  (Trp-His-Trp-Leu-Gln-Leu, SIGMA) を添加したものを

positive controlとした。 

 

mRNA を検出するためのノザンハイブリダイゼーション 

 

STE2, STE3 mRNAを検出するためのプローブは、PCR DIG Probe Synthesis 

Kit (Roche) を用いて作成した。電気泳動には 1% アガロースゲルを使用し、そ

の組成は 2% ホルムアルデヒド、1×MOPS (20 mM MOPS (pH7.0), 5 mM 

sodium acetate, 1 mM EDTA) とした。各レーン当たり 8 µgの RNAを用い、

MOPSバッファーを用いて電気泳動を行った。泳動後、10×SSCで RNAをナイ

ロンメンブレンへ転写し、UV 照射により RNA をメンブレンへ固定した。DIG 

Easy Hyb Granules (Roche) を用いて 37℃ でプリハイブリダイゼーションをし

た後、25 ng/mL となるようにプローブ溶液を加えてハイブリダイゼーションを

行った。ハイブリダイゼーション後の洗浄は、DIG High Prime DNA Labeling 

and Detection Starter Kit II (Roche) に添付されているプロトコールに準じて

行った。 
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ヒストンアセチル化抗体によるクロマチン免疫沈降 

 

D-CRD 発現誘導後の培養液に最終濃度 1% となるようにホルムアルデヒドを

加え、室温で 15分間緩やかに振盪した。続いて 125 mMとなるようにグリシン

を添加して 5 分間、同様にインキュベートした。集菌後、冷やした PBS で細胞

を 2回洗浄し、プロテアーゼ阻害剤 (protease inhibitor cocktail for fungal and 

yeast, SIGMA) を含む冷やしたMGH (500) buffer (50 mM Hepes-KOH pH7.5, 

500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton-X100, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% 

SDS) に懸濁した。このとき、各サンプル間で細胞濃度が均一となるように加え

る MGH (500) bufferの量を調節し、以降の操作にはそこから同量のサンプルを

分注したものを用いることで、サンプル間の細胞数を統一した。ガラスビーズを

用いて細胞を破砕した後、超音波処理により染色体 DNA を断片化し、得られた

lysateを 4℃ で 15分、15,000 rpmにて遠心し、上清をwhole cell extractとし

た。 

whole cell extractに anti-H4-K16Ac antibody (Upstate) を 5 µL加え、4℃で

3時間、緩やかに回転させながらインキュベートした。その後、膨潤させた Protein 

A Sepharose CL-48 (Amersham Pharmacia Biotech) を加え、更に 1時間イン

キュベートした。遠心によりビーズを回収し、MGH (500) bufferで 3回、WashII 

(LiCl) buffer (10 mM Tris-HCl pH8.0, 250 mM LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% sodium 

deoxycholate, 1 mM EDTA) で 1回、TEで 1回、ビーズを洗浄した。ビーズを 

TE/1% SDSに懸濁し、65℃ で 10分間インキュベートした後 vortexし、遠心に

より上清を得た。 

この上清を IP DNAサンプルとして、whole cell extractの一部を input DNA

として、以降の操作を並行して行った。サンプルを 65℃ で終夜インキュベート

した後、0.8 mg/mLの RNase A, 0.8 mg/mL proteinase Kでそぞれ 30分、2時
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間処理した。この溶液を phenol/CHCl3で処理し、上清をエタノール沈殿させる

ことでDNAを回収し、定量 PCRを行った。 
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1-3. 結果と考察 

 

1-3-1. D-CRDによる出芽酵母 tRNAのノックダウン 

 

D-CRD により切断される出芽酵母 RNA  

 

トキシンの進化の過程には、細胞内で多数を占める因子を標的とすること、或

いは細胞内のより少ない因子を標的とすることと云う、の二つの戦略が存在する

と考えられる。前者の場合、それだけ多くの因子を分解、もしくは不活化する必

要があるが、その分、これら標的因子が関与する多くの作用点で異常を誘発でき

る。後者の場合は、異常の誘発点は限定されるが、効率良く標的を捕えることが

出来る。従って、コリシンDなどの tRNA切断性トキシンは、前者の戦略をとっ

たと考えられる。つまりコリシンDで言えば、細胞内で多数を占める tRNAArgICG

を優先的に切断することで、mRNA上の、tRNAArgICGと対合する膨大な数のコ

ドンでリボソームをストールさせることが出来る。この視点で考えると、D-CRD

が出芽酵母でトキシンとしては作用しないならば、出芽酵母で多数派を占める

tRNAを優先的に切断していないと考えられる。 

cDNA fragmentがクローニングされた pUC19を保持する大腸菌として、200 

個以上のコロニーを取得し、このうち 84 個のコロニーからプラスミドを精製し

た。これらのシークエンス解析を行ったところ、20個のプラスミドには 2種類の

cDNAが、4個のプラスミドには 3種類の cDNAが、アダプター配列を挟んでタ

ンデムにクローニングされており、合計で 112 種類の配列情報を得るに至った 

(Fig. 1-2A)。 

解析した RNA配列のうち、約 9割が tRNAで、約 1割が rRNAであった (Fig. 

1-2B)。なお rRNA 配列のうち D-CRD による切断箇所が重複するものは無かっ
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た。D-CRDは、tRNAのアンチコドンステムループ部分 (ASL, anticodon stem 

loop) のみを人工合成したオリゴ RNAを切断することも出来るため[50]、rRNA

がステムループ構造を取っていれば切断されると考えられる。そこでこれらの

rRNAの配列より、5!側上流の約 200 nt及び 3!側下流の約 200 ntを含む合計で

約 500 ntの rRNA配列を Saccharomyces Genome Database  (以下、SGDと表

記する) (http://www.yeastgenome.org/) より取得した。次いでこの配列について

Vienna RNA package version 2.2.0 (http://rna.tbi.univie.ac.at/) の RNAfold 

serverを用いて二次構造予測を行ったが、構造上では切断箇所はランダムに起き

ており、構造依存的な法則性を見出すことは出来なかった。基質とした total RNA

のうち rRNA の含有比が約 80%、tRNAが約 15%であるのに対し、取得したRNA

のうち 9割が tRNAであることから、D-CRDの、tRNAに対する特異性の高さ

が伺える。またこのことから、RNA を取り扱う操作の過程で rRNA の非特異的

な分解が起きたのではないかと考えられる。また仮にD-CRDが rRNAを切断す

るのだとしても、細胞内では rRNAは多くのリボソームタンパク質によりコーテ

ィングされているため、切断される可能性は低いと考えられる。 

次に 98個の tRNA配列について、その内訳を示した (Fig. 1-2B)。98個のう

ち 49個は tRNALysCUU, tRNAAspGUC, tRNAHisGUGで占めていた。また 48個

の tRNA は 38 位と 39 位の間で切断されていた (Fig. 1-2C)。これは大腸菌 

tRNAArgの切断部位と同じである。また4つ以上のcDNA配列が取得されたtRNA

について、切断されていた位置とその数の関係を Table 1-1に示したが、切断部

位は必ずしも 38 位と 39 位の間ではなく、tRNA の種類によって異なっており、

tRNAAspGUC は 36 位と 37 位の間で、 tRNAAlaAGC やミトコンドリア

tRNAAlaUGC は 37 位と 38 位の間で切断されていると考えられる。なお、ミト

コンドリア tRNAも、rRNAと同様に、in vivoでは切断されないと考えられる。 

98個のうち、26個は二分された tRNAのうち 5!側の配列が取得されていた。
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pUC19へのクローニングを行う際、プロトコールに従い BAP処理を行った。し

かし、D-CRDによって切断された tRNAの 3!側断片は、両末端ともに水酸基で

あるため、本来なら脱リン酸化は必要なく、そのままアダプターDNA をライゲ

ーション出来る。一方、5!側断片のうち、5!末端はモノリン酸であるから BAPに

より脱リン酸出来るが、3!末端は 2!, 3!-cyclic phosphateを形成しているため、本

来ならこの処理では脱リン酸出来ない。しかし、実際には 5!側断片が得られてい

る。これについて詳細は不明であるが、BAPは精製の過程で他の酵素の混入が認

められることが経験的に知られており、そこに 2!, 3!-cyclic phosphateを脱リン

酸化出来る酵素が入っていた可能性がある。もしくは BAP 処理のためにアルカ

リ条件にしたために 2!, 3!-cyclic phosphateが開裂し、これに BAPが作用したの

かもしれない。実際に 26 個の配列を見てみると、38 位と 39 位の間で切断され

てクローニングされていた配列は僅か 4 個であり、更に、他の 20 個は、全てア

ンチコドンループ内の何れかの箇所で切断された配列であった。このことからも、

D-CRDにより 38位と 39位の間で切断された後に、何らかの原因により 5!側断

片の 3!末端が削られたと推測できる。 

 

D-CRD により切断される tRNA の種類に関する考察 

 

取得した配列のうち約半分は 3種類の tRNA由来のもので占めていると述べた

が、本質的にこれらの tRNAがD-CRDにとっての第一標的であるのか、或いは

細胞内全 tRNA に対してこれら 3 種類の tRNA 量が多いために高い重複度で

cDNAクローンが得られたのかについて、区別する必要がある。個々の tRNAが

D-CRD によってどれだけ切断されるかというのは、各 tRNA に相補的なプロー

ブを用いて行ったノザンハイブリダイゼーションの結果より知ることが出来る 

(Fig. 1-3A)。 
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Fig. 1-1を見てみると、本実験で取得した tRNAの多くは、細胞内に豊富に存

在するものであることが分かる。しかし、tRNAAspGUC や tRNATrpCCA, 

tRNAArgUCUなどはノザンハイブリダイゼーションの結果を見る限り、切断され

ていない元の tRNA 量があまり減少していないことから (Fig. 1-3A)、積極的に

切断されているのでは無いと言える。なお、tRNA のノザンハイブリダイゼーシ

ョンにおいて、切断された tRNAの方がバンドのシグナルが強く出ているものが

多く見られる。これは切断片の方がハイブリダイゼーション効率が高いためであ

り、切断片のバンドの強弱によって切断効率を議論することは出来ない。一方で、

tRNAHisGUG や tRNAArgICG は、細胞内含有量は高くないが、ノザンハイブリ

ダイゼーションの結果を見ると効率良く切断されていることが分かる (Fig. 0-2, 

1-1, 1-3A)。 

またこのクローニングでは、細胞内含有量の多い tRNAに由来する切断片が数

多く得られることから、取得されなかった tRNAのうちの幾つかについて、ノザ

ンハイブリダイゼーションを行った。なおこの時のサンプルには、酵母の細胞内

で D-CRDの発現誘導を 3時間行った細胞より抽出した total RNAを使用した。

この結果を見てみると、tRNAIleAAU, tRNASerAGA, tRNAValAACは切断されて

いなかったが、tRNACysGCA, tRNALysCUU, tRNAMetCAUでは元の tRNAの量

の減少や切断片が観察された (Fig. 1-3B)。このうち特に tRNACysGCAは、元の

tRNAのバンドがかなり薄くなっており、細胞内含有量がかなり少ない tRNAで

あるが、高効率で切断されたことが分かった (Fig. 1-1, 1-3B)。 

 

D-CRD による tRNA 切断の意義付け 

 

D-CRD は大腸菌においては tRNAArgを第一義的な標的としているが、出芽酵

母 tRNAを用いた場合には、少なくとも細胞内存在量が多い tRNAが優先的に切
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断されている様子は見られなかった。寧ろ、tRNAHisGUG や tRNAArgICG, 

tRNACysGCAなど、細胞内含有量の少ない tRNAに効率よく切断されるものが見

出された。またこれに加え、D-CRD は実に様々な種類の出芽酵母 tRNA を切断

することが分かった。ストレス誘導性の tRNA 切断では、tRNALysCUU や

tRNAAspGU, tRNAHisGUGなどの tRNAが観察されており、特定の tRNAのみ

が切断される訳ではない。従ってD-CRDによる tRNA切断は、キラートキシン

による tRNA切断ではなく、どちらかと言えばストレス誘導性 tRNA切断に似た

現象であると言える。 

 

1-3-2. tRNAノックダウン誘導後の tRNAの観察 

 

切断された tRNA の細胞内での追跡 

 

修士論文研究において、D-CRDを発現させている間、宿主の viabilityは低下

しており、発現誘導 4時間から 6時間にかけては増殖も細胞死もせず、静菌的で

あることを報告した (Fig. 0-3)。この時、細胞内では tRNAが切断され続けてい

るのか、また、切断された tRNA断片が TRAMPなどのような機構により品質管

理されたりしているのかを調べるため、tRNAの切断片の様子を経時的に調べた。

すると、D-CRDの発現誘導後 2時間から 6時間にかけて、ほぼ同じ程度の量の

tRNAの切断が見られた (Fig. 1-4)。また、5!側プローブで検出した結果を見てみ

ると、tRNAArgICG, tRNAPheGAA共に、2本の切断片が出ている。大腸菌細胞内

では、コリシン Dにより 38-39位間で切断が起こった後、更にコリシン Dに非

依存的に 33-34 位間で切断が起こることが分かっている[39]。出芽酵母において

も、これと同じことが起きていると考えられる。更にこの 5!側プローブによる検

出結果では、発現誘導 2時間の点においては 2本の切断片のうち、長い切断片の
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方が多く、4 時間、6 時間においては長い切断片の方が量が少ない。このことか

らも、4 時間、6 時間におていは D-CRDによる tRNA の切断は停滞しており、

切断片は分解を受けることも無く細胞内に蓄積していることが分かった。 

なお、tRNAのアンチコドンループ周辺は tRNA分子の外に露出しているため、

RNAを抽出する作業過程においても細胞内の RNaseにより切断されやすく、ま

た物理的に切れやすい。従って、変異型D-CRD発現株において tRNAArgICGの

3! 側に結合するプローブで検出された tRNA切断片は、このようなことが原因で

生じたものだと考えている。 

 

tRNA ノックダウンによる tRNA の新規合成系への影響 

 

緒論の中で、DNA 損傷により前駆体 tRNA が核に蓄積し、これを介して細胞

周期停止が制御される報告や、アミノ酸飢餓により tRNAが核に退避するという

報告について述べた。これらの現象は、環境変化に応答して tRNAの局在を変化

させると云う生理的な応答である。本実験ではD-CRDによる tRNAノックダウ

ンという人工的な現象の追跡を行っていることからも、もしこれに伴って細胞内

tRNA の動態が変わる様子が見られれば、細胞が潜在的な応答を示していると言

えるのではないかと考えた。また、特定の tRNAが切断されることがフィードバ

ックとなり、tRNA 合成全体が抑制される可能性も考えた。そこで、tRNA のイ

ントロンに結合するプローブを用いることで、D-CRD 発現誘導後の、新規合成

された核内の tRNAの様子を観察することとした。出芽酵母の tRNAのうち、イ

ントロンを持つものは全部で 10 種類あり [51]、そのうち tRNALeuCAA, 

tRNALysUUU, tRNAPheGAA, tRNAIleUAU のイントロンに対するプローブを作

製し、ノザンハイブリダイゼーションを行った。また、このうち tRNALeuCAA, 

tRNALysUUU, tRNAPheGAAがD-CRDにより切断されることを、これらの成熟



 30 

tRNAの 3!側に結合するプローブを用いてノザンハイブリダイゼーションを行う

ことで示した (Fig.1-5B)。なお、tRNAIleUAUについてもD-CRDによる切断の

有無を調べたが、作製したプローブがハイブリダイズせず、検出されなかった。 

イントロンに結合するプローブを用いた結果、tRNALeuCAA, tRNALysUUUで

は発現誘導の直後から新規に転写される tRNA 量が減っており、tRNAPheGAA, 

tRNAIleUAU では発現誘導 2 時間後から徐々に減っている様子が見て取れた 

(Fig. 1-5A)。tRNALeuCAA, tRNALysUUUはどちらも細胞内含有量の多い tRNA

であるのに対し、tRNAPheGAA と tRNAIleUAU は対応するコドンの使用頻度が

低く、細胞内含有量の少ない tRNAである。tRNA遺伝子はその種類によって異

なる転写調節を受けているとは考えにくいが、少なくともこの結果からは、切断

された tRNAの種類によって転写系に与える影響が異なる様子が伺えた。野生型

D-CRD 発現株では細胞内に存在する切り出されたイントロンの量が増加してい

るが、切断された tRNAも細胞内に留まっていることから (Fig. 1-4)、RNAの分

解系が追いつかず、蓄積しているかの様に見えるのだと考えられる。 

また、D-CRDによる tRNA切断に伴って細胞内 tRNAの動態が変わる様子は、

残念ながら捉えられなかった。 

 

1-3-3. 接合型依存的な細胞応答の比較 

 

修士論文研究において、DNA マイクロアレイにより、D-CRD の発現による

tRNA ノックダウンで発現変動する遺伝子を網羅的に解析した。そしてこの解析

結果として、"細胞における tRNAノックダウンで、接合に関わる遺伝子群の転

写が活性化すること、及び、本来は転写されることの無い a細胞特異的遺伝子が

発現することを報告した (Fig. 0-3)。そこで本項では、"細胞に加えて a細胞、

a/"細胞で tRNAノックダウンを誘導し、接合関連遺伝子や接合型特異的遺伝子
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の転写変動を調べることで、a 細胞、a/" 細胞でも接合関連遺伝子の活性化が見

られるかを調べた。 

 

発現変動遺伝子のプロファイリング 

 

マイクロアレイ解析に用いたサンプルは、Fig. 0-3に示すグラフにおいて経時

的に viability を測定した際の細胞より調製した。この使用した株は一倍体の" 

細胞である。解析では、変異型 D-CRD を発現させたときの遺伝子発現量を基準

とした、野生型D-CRDの発現誘導後 1, 2, 4, 6時間の発現変動を算出し、グラフ

に示した (Fig. 1-6)。 

発現上昇したものには、sexual reproduction, response to pheromone, 

response to pheromone during conjugation with cellular fusion など、酵母の接

合に関わる遺伝子群を示す GO term が多く含まれていた。また発現が低下した

遺伝子群を見ると、その多くは細胞内の様々な代謝を表す GO term であり、そ

の他に translation, transport などがあった。これらは、tRNAノックダウンに

より細胞内の代謝系全体やタンパク質合成が抑制されている様子を捉えた結果だ

と言える。 

 

tRNA ノックダウンにより " 細胞では接合シグナル伝達系が活性化する 

 

マイクロアレイ解析の結果から、tRNA ノックダウンにより接合に関連した遺

伝子の発現量が上昇することが分かった。そこで、リン酸リレーにより活性化さ

れる接合シグナル伝達系が活性化しているかどうかを、"細胞、a細胞、a/"細胞

において調べることとした。これに先立ち、" 細胞、a 細胞、a/" 細胞における

tRNA 切断の様子、及び tRNA ノックダウン誘導時の生育を比較した。
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tRNAArgICG, tRNAPheGAA に結合するプローブを用いてノザンハイブリダイゼ

ーションを行ったところ、"細胞と a細胞ではほぼ同程度に tRNAが切断されて

いたのに対し、a/"細胞では検出された切断片の量がやや少なかった (Fig. 1-7B)。

D-CRD は 2µ プラスミドより発現させており、D-CRD の細胞内での発現量は、

一倍体と二倍体で大きく違うことはないと思われる。これに対し、二倍体の方が

細胞内 tRNAの絶対量が多いため、一倍体と比較して tRNA切断が起こりにくく

なったように見えるのではないだろうか。これを反映するように、a/" 細胞の方

が "細胞, a細胞よりも固体培地上での生育が良かった (Fig. 1-7A)。 

続いて、接合シグナル伝達系の活性化のレポーター遺伝子である FUS3, FUS1, 

FIG1の転写量を調べた[52]。これらの遺伝子は接合シグナル伝達系の活性化に伴

い転写量が 5 倍以上増えることが分かっている[53]。", a, a/" 細胞において、

tRNAノックダウンを誘導した後、定量 PCRにより FUS3, FUS1, FIG1の転写

量を測定した (Fig. 1-8A)。その結果、FUS3, FUS1, FIG1の転写量が増加して

いるのは "細胞だけであることが分かった。 

次にFus3p, Kss1pのリン酸化状態をウエスタンブロッティングにより調べた。

Fus3p, Kss1p は、接合シグナル伝達系の下流でリン酸化され、最終的に転写因

子である Ste12pをリン酸化する[53]。そしてこの Ste12pにより、接合に必要な

遺伝子の転写が活性化される。Fus3pとKss1pは共にMAPキナーゼであり、シ

グナル伝達系において redundantに働くとされているが、接合シグナル伝達系の

活性化には Fus3pが必須である[54, 55]。リン酸化した Fus3p, Kss1pに特異的

な抗体を用いてウエスタンブロッティングを行ったところ、Fus3p のバンドは

TM142 において野生型 D-CRD の発現誘導を行ったサンプルでのみ特に強く表

れていた (Fig. 1-8B)。以上の結果から、"細胞内でのみ、tRNAノックダウンに

より接合シグナル伝達系が活性することが分かった。 

接合シグナル伝達系が活性化すると、細胞周期の G1 期停止が起こる。このこ
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とから、少なくとも " 細胞においてはこの伝達系が活性化するために細胞周期が

停止し、Fig. 0-3 に示すように静菌的となった可能性が示唆された。しかし

D-CRDを発現させた" 細胞とa細胞との間には生育に差が見られなかった (Fig. 

1-7A)。また特に、接合シグナル伝達系の下流で細胞周期停止を行う CDK 

inhibitorであるFAR1遺伝子の破壊株でもD-CRDに対する感受性が変化しなか

ったため、接合シグナル伝達の活性化は、静菌的な生育停止に寄与していないと

判断した。 

 

a 細胞特異的遺伝子の転写により " 細胞内でシグナル伝達系が活性化する 

 

緒論の中で、tRNAノックダウンにより "細胞内で a細胞特異的遺伝子の転写

が活性化することを述べた。そこで、tRNA ノックダウンを誘導した際の、" 細

胞、a細胞、a/"細胞における a細胞特異的遺伝子 (asg) 及び " 細胞特異的遺伝

子 (!sg) の転写を調べることとした。そのレポーターとして、STE2, STE3遺伝

子を選択した。STE2は "細胞が放出する性フェロモンである "-factorを受容す

るレセプターをコードしている a細胞特異的遺伝子であり、STE3は a細胞が放

出する a-factorを受容するレセプターをコードする " 細胞特異的遺伝子である。 

それぞれの mRNA に結合するプローブを用いてノザンハイブリダイゼーショ

ンを行ったところ、" 細胞内で野生型D-CRDの発現を誘導した株において STE2

の転写が亢進している様子が再現された (Fig. 1-9)。しかし、a細胞内では野生型

D-CRDを発現させても STE3の転写は起こらず、また a/"細胞では STE2, STE3

の何れも発現しなかった。これは、接合シグナル伝達系の活性化の結果と一致し

ている。即ち、" 細胞では a細胞特異的遺伝子の転写が亢進するため、自己の細

胞内でシグナル伝達系の活性化が起きてしまったのだと考えられる。一方、a 細

胞内では " 細胞特異的遺伝子の転写は起こらないため、シグナル伝達系の活性化



 34 

も起こらなかったと結論付けた。 

接合型特異的遺伝子の転写は接合型によって異なる機構によって調節されてい

る (Fig. 1-11)。a細胞では、" 細胞特異的遺伝子は積極的な転写抑制は行われて

おらず、転写を活性化する因子 "1 が発現していないために、転写が起こらない。

これに対し " 細胞では、a細胞特異的遺伝子は、細胞内でグローバルに働く転写

抑制因子であるTup1p-Cyc8p complexにより積極的な転写抑制が行われている。

従って、tRNAノックダウンにより " 細胞内でこの複合体の形成が阻害されたた

めに、a細胞特異的遺伝子の転写が亢進したのではないかと考えられる。 

 

tRNA ノックダウンにより HML 領域がユークロマチン化する 

 

マイクロアレイ解析の結果から、接合型特異的遺伝子と同様に tRNAノックダ

ウンにより転写が活性化する遺伝子として CHA1に注目した。CHA1は、L-セリ

ンや L-スレオニンを分解するデアミナーゼをコードしており[56]、第 III 染色体

上の HML 領域の 3!側近傍に位置している。HML 領域はサイレンサータンパク

質である Sir1-4p (Sir1p, Sir2p, Sir3p, Sir4p) によりヘテロクロマチン化されて

おり、この影響で CHA1 遺伝子も通常は発現が抑制されている[57]。しかし、

tRNAノックダウンの誘導 4時間後の時点で、CHA1遺伝子の転写量が約 9倍に

上昇していた。HML, HMRは、一倍体細胞の接合型を決定するMAT locus の両

側に存在する遺伝子領域である (Fig. 1-10A)。相同組換えにより MAT locus に

HMLが入ると "細胞に、HMRが入ると a細胞になる。CHA1遺伝子が転写さ

れていたことから、tRNAノックダウンは HML領域のヘテロクロマチン形成を

阻害すると予想した。 

ヒストンH4の Lys16残基がアセチル化を受けると、ヘテロクロマチンが解か

れ、クロマチンは開いた状態になる[58]。なお、先に述べたサイレンサータンパ
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ク質のうち、Sir2pが Lys16残基のアセチル化を取り除くヒストン脱アセチル化

酵素である[59]。そこで、アセチル化したヒストン H4 Lys16残基に特異的に結

合する抗体を用いてクロマチン免疫沈降 (ChIP) を行った。なお、定量 PCR に

よるHMR, HMLの検出は、各領域に含まれるサイレンシングエンハンサー領域

と呼ばれる DNA 配列を標的として行った (Fig. 1-10A)[60]。また、このとき使

用した "細胞内において、野生型D-CRDの発現により STE2が転写されている

ことを、定量 PCRにより確認した (Fig. 1-10C)。その結果、HML領域ではアセ

チル化が亢進しており、ヘテロクロマチン形成が阻害されていることが分かった 

(Fig. 1-10B)。図中の Y"領域にコードされている "1, "2の転写量がそれぞれ 1.5

倍、2.2 倍に上昇していたことがマイクロアレイにより示されており、これは

HML領域のヘテロクロマチン形成が阻害されたためだと言える。HMR領域でも

アセチル化が促進しているかの様に見えるが、マイクロアレイのデータを見ると、

Ya領域中の a1は転写されていなかった。この実験において、ヘテロクロマチン

形成のコントロールとして、テロメア領域のクロマチン形成の様子を同時に調べ

た。具体的には、第 VI 染色体の右腕の末端から約 0.6 kbpのところに位置して

おり、通常へテロクロマチン化されていることが分かっている領域を標的として、

ChIP解析を行った[61]。ところがこの領域は、tRNAノックダウンを誘導しても

アセチル化の程度には影響しなかった。テロメア領域のサイレンシングには

Sir1p や、また Abf1p などのタンパク質は関与せず[62]、この様なヘテロクロマ

チン形成に必要な因子の微妙な違いが、tRNA ノックダウン誘導時のヘテロクロ

マチン形成への影響にした可能性がある。rDNAもテロメアと同じで Sir2-4pに

よってサイレンシングされていることから、これと比較することで少なくともク

ロマチン形成の解除がHML領域に特異的な現象であるかどうかが分かる。 
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タンパク質合成を阻害すると " 細胞で a 細胞特異的遺伝子が転写される 

 

tRNAノックダウンに起因する、"細胞における a細胞特異的遺伝子の転写活

性化が、tRNA切断に特異的な現象であるか、もしくは tRNA切断を介したタン

パク質合成の低下が原因かを明らかにするため、cycloheximide で処理した細胞

において接合型特異的遺伝子の転写量を定量 PCRにより調べた。cycloheximide

はリボソームの60Sサブユニットに結合してペプチド鎖の伸長を阻害する抗生物

質である。 

その結果、cycloheximide添加後 1時間において、" 細胞内で a細胞特異的遺

伝子の転写が活性化した (Table 1-2)。また a/" 細胞においても、" 細胞ほどで

はないが、a 細胞特異的遺伝子が若干転写されていることが分かった。" 細胞と

a/"細胞では、a細胞特異的遺伝子の転写抑制機構は Tup1p-Cyc8p complexを介

する点で共通している  (Fig. 1-11)。タンパク質合成の低下によりこの

Tup1p-Cyc8p complexの存在量が減ったために、a細胞特異的遺伝子が転写され

たと考えられる。a/" 細胞では、tRNA ノックダウンによる a 細胞特異的遺伝子

の活性化は見られなかった。これは tRNAノックダウンと cycloheximide 処理と

では、タンパク質合成阻害の程度が違い、後者の方がより強く阻害するため、通

常 " 細胞よりも細胞内タンパク質量の多い a/" 細胞においても、Tup1p-Cyc8p 

complexが不足し、a細胞特異的遺伝子が転写されたのではないだろうか。 

また興味深いことに、cycloheximide処理では、a細胞や a/"細胞での "細胞

特異的遺伝子の転写が僅かに活性化していた。これらは普段積極的な転写抑制は

行われていないことから (Fig. 1-11)、leakyに転写されているmRNAの分解が、

タンパク質合成の低下により阻害されたためではないだろうか。 

以上の結果から、tRNAノックダウンにより引き起こされた "細胞内での a細

胞特異的遺伝子の転写活性化やそれに伴う接合シグナル伝達系の活性化は、タン
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パク質合成の低下により、転写抑制機構として働く Tup1p-Cyc8p complexの細

胞内含有量が低下したためであると結論付けた。Tup1p-Cyc8p complexは、接合

型特異的遺伝子の他にも、細胞内の様々なプロセスに関わる数多くの遺伝子の転

写を抑制する複合体であり、標的遺伝子群のプロモーターに特異的に結合する

様々なDNA binding repressorと結合するため、このDNA binding repressorを

介して転写が調節されている (Table 1-11)[63-66]。また、Tup1pはヒストンH3

やH4と結合することで、Cyc8pはヒストン脱アセチル化酵素をリクルートする

ことで、ヘテロクロマチン形成が促進される[67]。 

D-CRDの発現誘導時の Tup1p-Cyc8p の標的遺伝子の転写量を、マイクロアレ

イ解析のデータより抽出し、Table 1-11 に示した。これを見てみると、

Tup1p-Cyc8pによって抑制される標的遺伝子の殆どは、野生型D-CRDを発現し

ても転写に影響を受けていない。a 細胞特異的遺伝子のみが顕著に発現している

理由として、"2が非常に不安定なタンパク質であるためと考えられた。"2はそ

のN末端側にDeg1と呼ばれるタンパク質の不安定化に寄与するアミノ酸配列を

有しており、通常は Tup1-Cyc8p complexが結合し、この領域をマスクすること

で細胞内での安定性が保たれている[68]。"2 が単体で細胞内に存在する場合の

half-life は 5 分以下であると推定されている[69]。このことから、Tup1-Cyc8p 

complexの存在量が減少すると "2の分解が速やかに起こり、結果として a細胞

特異的遺伝子の転写という現象が捉えられたのではないだろうか。これは tRNA

ノックダウンに対する特異的な細胞応答ではなく、タンパク質合成の低下に対す

る応答であったが、接合型特異的遺伝子の調節機構の複雑さに起因する、接合型

依存的な応答であることが明らかにされた。 
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12604

1758
9869

148
1020

324
26684

6180
1921

GAL1

RNR1
NRG2
NRG1
SUC2
GAL4

ANB1
RNR3
RNR2

STE2
AHP1
GRE1

BAR1
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第 2章 tRNAを切断するキラートキシンに対する細胞応答の解析 

 

2-1. 序 

 

いわゆる酵母とされる真菌の中には、他の酵母の生育を阻害する物質を生産す

るものが数多く見出されており、このような毒素を総称してキラートキシンと呼

んでいる。キラートキシンの多くは、他の酵母の細胞内に侵入するために必要な

キチン分解活性やグルカン、マンナン等に結合するドメインを持っている点で共

通するが、トキシン本体の作用機構や遺伝子の構造は実に様々である。かつては

キラー酵母やキラートキシンの醸造への応用が期待され注目されたこともあった

ようだが、研究の最盛期を過ぎた現在では、多くのキラートキシンの作用機構が

不明のままである。コリシン E5, Dの酵素活性を明らかにした経緯から我々は微

生物由来の tRNA特異的リボヌクレアーゼに兼ねてから注目していた。そのよう

な背景の中で、本研究を遂行中に酵母Kluyveromyces lactisが生産するキラート

キシン zymocinが tRNAを標的とすることが報告された[34]。そしてこれに続き、

酵母 Pichia acacieが生産するキラートキシン PaT も、tRNAを切断することが

明らかにされた[36]。これらは真核生物の中で初めて見つかった tRNA切断性ト

キシンである。 

zymocin、PaTは共に、キラー産生株の細胞質に存在する 2 種類の線状プラス

ミドから生産される (Table 2-1)。zymocinを生産するK. lactisに存在するプラ

スミドが pGKL1と pGKL2、PaTを生産する P. acaciaeに存在するプラスミド

が pPac1-1と pPac1-2 である[70, 71]。これらのプラスミド上には、トキシンの

本体以外に、トキシンに対し免疫性を発揮し産生株自身の自殺を防ぐ immunity 

protein、トキシンの発現に必要なDNA polymeraseや RNA polymerase、その

他プラスミドの保持に必要な遺伝子等がコードされている (Fig. 2-1) [31, 72]。
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zymocinは三量体タンパク質で、exochitinase活性を持つ "-subunit、細胞内へ

の侵入に必要な #-subunit、細胞内に侵入するトキシンの本体である $-subunit

という 3つのサブユニットから構成されている。一方、PaTも多量体であること

が分かっているが、キチンに結合するOrf1p、キラートキシンの本体であるOrf2p

以外の構成については不明である。前述の論文では、zymocin の $-subunit が

tRNAGluUUC, tRNALysUUU,  tRNAGlnUUG を特異的に切断する活性を持つこ

とが報告された [34]。これらの tRNAのアンチコドン一文字目には修飾塩基であ

るmcm5s2Uが存在しており、$-subunitはこの修飾塩基を特異的に認識し、tRNA

を切断する。また PaTの Orf2pも tRNAGlnUUGや tRNAGluCUGを切断するこ

とが報告され、PaTの場合にはアンチコドン一文字目のmcm5Uが切断に必要で

ある[36]。どちらも tRNA切断性トキシンであることが明らかとなったが、そも

そも zymocin は感受性酵母の細胞周期を G1期で、PaTは S期で停止させる作

用があると知られていた。PaTに関しては tRNA切断に加えてDNA損傷やアポ

トーシスを引き起こすことも知られている[73]。その他、これまでに報告されて

いる両トキシンの作用機構や、出芽酵母から得られたトキシン耐性株の違いなど

について Table 2-1にまとめた。特に zymocinは、これまでに様々な耐性株など

が得られているが、その殆どは、zymocinが細胞内へ侵入するのに必要なタンパ

ク質や、zymocinによる認識に不可欠な tRNAの修飾を行う酵素などの遺伝子破

壊株である。Table 2-1 には、このような株を除き、現時点においてキラートキ

シンに耐性や超感受性を付与する原因が明らかとなっていないものを記載した

[74-79]。 

これらのキラートキシンは、感受性菌に対して細胞毒となるため、生存戦略の

一環であると予想されるストレス誘導性 tRNA 切断とは本質的に異なる。更に、

tRNA切断性サブユニットである zymocinの $-subunit、PaTのOrf2pを細胞内

で発現させても、細胞周期の G1 期、S 期停止がそれぞれ起こることにも注目し
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た[35, 80]。どちらも tRNA を切断するにも関わらず、宿主に対して異なる細胞

応答を引き起こす原因は何であろうか。また、PaTが感受性菌に対して DNA損

傷を誘導するのに対し、zymocinにはそうした作用を引き起こすことは報告され

ていない。本章では、こうした差異に注目し、その原因を探ることにした。これ

を調べるにあたり、キラートキシンの活性ドメイン（以降、tRNase と表す）の

みを細胞内で発現させた。キラートキシン本体以外のサブユニットも感受性菌に

対して影響を与えてしまうためである。前述の耐性株や超感受性株も、tRNA 切

断に応答する因子ではなく、キラートキシンによる tRNA切断以外の作用に対す

る細胞応答に関与するものも含まれていると考えられる。 
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2-2. 材料と方法 

 

eclipse assay によるキラートキシンの活性評価 

 

indicator strainとする出芽酵母の培養液の濁度を一様に揃え、YPD固体培地

上へスポットした。その円周上の 1点に、爪楊枝を用いてキラー生産菌のコロニ

ーを植菌した。培養後に見られる生育阻止円の大きさで定性的に生育阻害活性の

有無を判断した。 

 

キラートキシンの調製と生育阻止アッセイ 

 

YPDで 30℃ にて 12時間以上培養したK. lactis, P. acaciaeの培養液を 6,000 

rpmで 5分間、室温で遠心し、培養上清を得た。再度同様の条件で遠心し、キラ

ー生産菌の混入を最小限に抑えた。この培養上清を Vivaspin (3,000 MWCO, 

Viva science) を用いて 5,500 rpm, 4℃ で遠心し、これをキラートキシン濃縮液

とした。遠心は、K. lactisの培養上清は約 2時間、P. acaciaeは約 2時間半行っ

た。 

生育阻止アッセイは 24 穴プレートを用いて以降の手順で行った。指示菌とし

て TM142を用い、YPDでの培養液の 660 nmにおける濁度を 0.8に合わせた。

これを YPD で更に 10 倍希釈したものを指示菌液とし、24 穴プレートに分注し

た。各ウェルに適宜希釈したキラートキシンン濃縮液を加え、30℃で静置培養し

つつ、経時的にサンプリングして濁度や生菌数を測定した。 

 

フローサイトメーターによる細胞周期解析 
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キラートキシンを作用させた出芽酵母の細胞周期解析には、FACSCalibur 

(BD) と、解析ソフトウェアとして CellQuest (BD) を用いた。これらは東京大学

分子細胞生物学研究所染色体動態研究分野のものを使わせて頂いた。 

サンプルの調製方法は以下の通りである。集菌した細胞を PBS で 1 回洗浄し

た後、70% エタノール中で-20℃ にて一晩固定した。これを集菌後、PBS で 2

回洗浄し、400-600 µLの PBSに再懸濁し、10-15秒間超音波処理した。続いて

終濃度 0.5 mg/mL となるように RNaseAを添加して 30℃ で一晩静置した後、

0.025 mg/mL となるように propidium iodideを加え、遮光して 4℃ で 10分間

インキュベートした。最後に細胞を PBSで 1 回洗浄し、適当量の PBSに再懸濁

したものを FACS解析に用いた。 

 

D-CRD, $-subunit, Orf2p 発現株の作製 

 

はじめに、D-CRD, $-subunit, Orf2pをコードする遺伝子を PCRで増幅し、2µ

プラスミドである pGML20の XbaI, SacIサイトに組込んだ。$-subunit, Orf2p

の PCRには、それぞれK. lactis, P. acaciaeから抽出したプラスミドDNAを鋳

型として用いた[81]。続いてこのプラスミドを、GAL1 プロモーターと、挿入し

た遺伝子、及び ADH1ターミネーターを含むように SphIと EcoRVで消化し、

染色体組込み型プラスミドである pAUR101 (TaKaRa) の SphI, SmaIサイトへ

クローニングした。完成したプラスミドで CG379 を形質転換し、0.5 µg/mL の

Aureobasidin Aを含む YPD上でコロニーを選択した後、コロニーPCRにより目

的遺伝子が染色体上に挿入されていることを確認した。形質転換の方法は

pAUR101に添付のプロトコールに従った。 
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D-CRD, $-subunit, Orf2p の発現誘導 

 

使用した培地の組成は論文の最後にまとめて記載した。本実験では galactose

により発現が誘導されるGAL1プロモーターを tRNaseの発現に使用しているた

め、前培養液には raffinoseを、発現抑制には glucoseを、発現誘導には galactose

をそれぞれ使用した。 

2µ プラスミドである pGML20 から発現させる場合は、SRaff 培地にて前培養

を行ったのち、SD 培地若しくは SG 培地上に、順次 5 倍希釈したものをスポッ

トした。或いは、SRaff培地での培養液に、終濃度 2%となるように glucoseまた

は galactoseを添加した。 

tRNase 遺伝子を染色体へ組換えた株での発現方法は次の通りである。各

tRNase 発現株を YPD で終夜培養したのち、YPRaff 培地へ 1% 接種した。6-8

時間振盪培養後、OD660=0.2-0.3の時に、2% galactose を加えることで、tRNase

の発現を誘導した。液体培地上で発現させる時は、YPRaff 液体培地で培養した

株を、順次 5倍希釈して YPDや YPGal培地へスポットした。 

 

ヒストン H2A Ser129 残基の特異的リン酸化の検出 

 

タンパク質の調製方法やウエスタンブロッティングの方法は 1-2に記した通り

である。ヒストン H2A のリン酸化を検出するために、Rabbit polyclonal to 

Histone H2A (phospho S129) (Abcam)を使用した。またコントロールとしてヒス

トンH2Aを検出するために、anti-Histone H2A (BioLegend) を使用した。二次

抗体には何れも  Anti-Rabbit IgG, HRP-conjugate (Upstate) を使用し、

ECL-plus (Amersham Pharmacia Biotech) 及び LAS-1000plus (FUJI FILM) 

によりバンドを検出した。 
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また、この実験に使用した zymocinは、共同研究者である北本らがキチンカラ

ムを用いて精製したものであり、TM142の培養液に対して 1/1500量の zymocin

溶液を添加し、振盪培養を行った。zymocin溶液の添加量は次のような予備実験

に基づいて決定した。200 µL の YPDに TM142の培養液 1 µLと、zymocin溶

液添加し、静置培養を行った。16 時間後、感受性菌の濁度が zymocin を加えて

いないサンプルの 10分の 1以下になるときの、培地に対する zymocin希釈率が

1/1500であった[35]。 
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2-3. 結果と考察  

 

2-3-1. 出芽酵母の実験室株に対するキラートキシンの作用 

 

キラー酵母は実験室株に対しても生育阻害を引き起こす 

 

キラー酵母の研究には、その表現型の追い易さから、感受性の高い出芽酵母株

が用いられている。例えば LS20株, LL20株, KY117株などの出芽酵母株がそれ

に相当する。またGS1731株は、対数増殖期の初期において一度に複数出芽する

性質 (multi-budding) を持っており、やはりキラー酵母への感受性が高いことか

らこれを好んで使う研究グループもある[82]。株によって感受性の強さが異なる

原因を追究した報告は無いが、GS1731 のような株の性質から見ると、細胞壁中

のキチンの含有量が多いと感受性が高くなるのだと考えられる。従って、キラー

トキシンが引き起こす生育阻害や細胞周期停止は、それらの株に起こる限定した

現象である可能性がある。そこで先ず、出芽酵母の標準的な実験室株にキラーを

作用させ、その表現系を調べた。 

指示菌として、TM142, BY4742, CG379, GS1731を使用した。各株の遺伝子

型については本論文の最後に記した。TM142 は、出芽酵母のゲノム解読に用い

られた S288Cの派生株である[83]。また BY4742は、EUROSCARF (European 

Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis) により全非必須遺伝

子についてその一遺伝子破壊株が作出されたことから、実験室株として広く使用

されるようになった。CG379については 2-3-2で詳しく述べる。 

これらの株のキラー感受性を eclipse assayにより調べた結果、K. lactisは、

指示菌として用いた全ての株に対して halo を形成した (Fig. 2-2A)。一方 P. 

acaciaeは GS1731対しては明らかな haloを形成したが、BY4742と CG379に



 60 

対しては、ごく僅かに形成する程度であった。P. acaciaeはK. lactisより殺菌活

性が低いと思われる。 

P. acaciaeは eclipse assayで判断する限りでは、TM142に対して生育阻害活

性を示さなかった。但し eclipse assayは、感受性菌がコロニーを形成するまで培

養を続ける必要があり、作用させてから早い段階で一過的に生育阻害効果がある

場合には、eclipse assayでは haloは見られない。そこで、液体培地にキラート

キシンを添加することで、短時間での生育阻害の有無を定量的に見られるのでは

ないかと考えた。キラートキシン濃縮液として、K. lactisの培養上清を約 28倍

に濃縮したもの、及び P. acaciae の培養上清を約 11 倍に濃縮したものを、それ

ぞれ zymocin溶液、PaT溶液とした。このトキシン溶液を、TM142の YPD希

釈液に対して 1/25から 1/100量となるように接種し、6時間後の濁度を測定した。

その結果、PaTの添加によって TM142の生育が阻害されていることが確認でき

た (Fig. 2-2B)。 

 

zymocin, PaT は TM142 に対しても細胞周期停止を引き起こす 

 

次に、感受性株として TM142を用い、キラートキシン添加後の viabilityを測

定したところ、zymocin, PaTの添加により viabilityが低下することが確認され

た (Fig. 2-3A)。なお、zymocinは、約 28倍に濃縮したものを培地に対して 1/50

量、PaTは約 11倍に濃縮したものを培地に対して 1/11量添加した。この実験に

おいて PaT による生育活性は zymocin よりも低かったが、一時的ではあるが

TM142 の生菌数が下がっているため、トキシンとして働く上ではニッチを獲得

するのに充分な活性を保持していると考えた。 

続いて、経時的に viabilityを計測した細胞についてFACS解析を行った。FACS

のヒストグラムは、縦軸が細胞数を、横軸が核染色に使用した propidium iodide
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の蛍光強度を表す。その結果、zymocinを与えてから 9時間後の TM142では、

細胞周期の特異的な停止が見られた (Fig. 2-3B)。ピークの位置がやや右にずれて

いるのは、核の蛍光強度が高くなっていることを表している。このとき、顕微鏡

で観察してみると出芽していない細胞が集団の殆どを占めているため、これは

G1期停止である[84]。細胞の形態としては G1期で停止しているが、DNA複製

を開始した直後に細胞周期が停止しているのではないかと考えられる。またこの

ときの解析データについて、細胞の大きさを表す前方散乱光の強度を横軸にした

ものを Fig. 2-3Bに示す。これを見ると、細胞のサイズが大きくなっていること

が分かる。一方、PaTを作用させた細胞では、S期で細胞周期が停滞している傾

向は見られたものの、完全な S期停止では無かった。PaTによる S期停止を最初

に報告している論文では、キラー感受性株として古くから使われている KY117

が使用されており[35]、TM142 はこれに比べて感受性が低いたために完全な S

期停止が起こらなかったのではないだろうか。 

以上の実験により、zymocin, PaTによる生育阻害及び細胞周期停止が実験室株

においても再現されたことから、以降の解析を行った。 

 

2-3-2. tRNA切断性サブユニット発現株の細胞応答の比較 

 

$-subunit 発現コンストラクトの検討 

 

$-subunitの N末端側には、生産菌内において細胞外分泌経路へソーティング

されるために必要な、分泌シグナル配列がついている (Fig. 2-4A)[31]。この分泌

タグは、細胞内発現のためには不要であり、更には疎水性であるため、$-subunit

の発現に阻害的に影響する可能性が考えられた。またウエスタンブロッティング

を行うために、Flag tag (DYKDDDDK) を付加する必要があった。そこで、分泌
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シグナル配列や Flag tagの有無、Flag tagをN末端と C末端の何れに付加させ

るかについて、幾つかの組み合わせによるコンストラクトを作製し、実際に発現

させて生育を比較することで評価した。この実験には、2µ プラスミドである

pGML20にクローニングしたものを用いており、SD培地及び SG培地上で生育

を調べた。なお、過去に $-subunit の細胞内発現による G1 期停止を報告してい

る論文では、分泌シグナル配列を含む完全長のものを、epitope tag等を付加せず

に発現させている[80]。 

Flag tagを持たず、且つ分泌シグナル配列を持つ完全長のもの、及び、Flag tag

も分泌シグナル配列を持たないコンストラクトは、SG 培地上で互いに同程度の

生育阻害活性を示した (Fig. 2-4B)。これに対し、シグナル配列を欠失させ、N末

端に Flag tagを付加したコンストラクトの生育阻害活性は若干低下した。逆に、

に、シグナル配列を欠失させ、C末端に Flag tagを付加すると、僅かな差ではあ

るが生育阻害活性が高まった。しかしながら、この改変 $-subunit 発現株では

tRNA 切断活性が見られなかった。この理由は分からないが、発現させた

$-subunitの refoldingが正しく行われおらず、タンパク質の凝集が起こり、これ

が細胞毒性を示しているのではないかと考えている。また完全長の $-subunit の

C末端に Flag tagを導入した株では、生育阻害が殆ど見られなかった。C末端側

に tagを付けると、活性が阻害されることが分かった。 

以上の結果から、N末端に Flag tagを持ち、シグナル配列を欠いたコンストラ

クトを、以降の実験に用いることとした。 

 

Orf2p 発現コンストラクトの検討 

 

Orf2pについても $-subunitと同様に、シグナル配列の有無や Flag tagについ

て発現コンストラクトの最適化を行った。Orf2pの N末端側にも、$-subunitと
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同様に、生産菌内において細胞外分泌経路へソーティングされるために必要な分

泌シグナル配列がついている (Fig. 2-4A)。Orf2pの分泌シグナル配列は N末端

から数えて 13 番目の Gly までであると推定されているが[35]、シグナルペプチ

ド の 配 列 予 測 プ ロ グ ラ ム で あ る SignalP 3.0 Server  

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) で独自に検証したところ、18 番目の

Cysまでと予測された。そこで、N14から始まるもの、そして L19から始まるも

のと、Flag tag配列を組み合わせたコンストラクトを作製し、生育を調べた。そ

の結果、N19から始まるコンストラクトは、N末端に Flag tagを付けた場合も C

末端に Flag tagを付けた場合も生育阻害活性が低かった (Fig. 2-4C)。一方N14

から始まるコンストラクトでは、Flag tagの有無によらずほぼ同程度に生育が阻

害されていた。また Flag tagを付加していないN19コンストラクトも、僅かで

はあるが N14 と比較して生育阻害活性が低かった。このことから、C 末端側に

Flag tag を付加した N14 から始まるコンストラクトを以降の実験に使用した。

なおOrf2pについては、分泌シグナル配列を含む完全長のものを細胞内で発現さ

せた例は無い。 

 

tRNA の切断によりコロニー形成が阻害される 

 

2µ プラスミドである pGML20に各 tRNase遺伝子を組込み、これを TM142

へ導入した株について、tRNase を発現させた際の生育を固体培地にて調べた。

すると、D-CRD, $-subunit, Orf2pの発現誘導により、コロニー形成が阻害され

た (Fig. 2-5A)。このうち、$-subunitによる生育阻害の程度は、D-CRD及びOrf2p

発現株に比べるとやや低かった。ところがこれらの株について、液体培地にて発

現誘導を行い、12 時間後の細胞を用いて FACS 解析を行ったが、何れの細胞に

おいても細胞周期停止が見られなかった (Fig. 2-5B)。なお、これらの株において、
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tRNaseが発現していること、及び tRNAの切断が起こっていることは、それぞ

れウエスタンブロッティング、ノザンハイブリダイゼーションにより確認してい

る。 

そこで次に、$-subunit の発現で細胞周期停止が起こることが報告されている

CG379 の染色体に各 tRNase 遺伝子を組込み、同様にコロニー形成能の比較と

FACS解析を行った。CG379は galactoseの資化性が良いと言われている実験室

株であり、$-subunitの細胞内発現では、発現誘導 12時間後にG1期停止が起こ

ると報告されている[80]。また zymocin を酵母に与えた場合も、細胞周期の G1

期停止が起こるまでに 8-10時間を要することが分かっている[32, 80]。GAL1プ

ロモーターは発現誘導を行ってから実際に目的タンパク質が発現するまでの時間

が比較的長いと言われていることから[85]、galactose資化性の高い CG379が使

われたようである。なお、TM142 と CG379 の液体培地での増殖を比較したが、

YPGal培地だけではなく、YPD培地においても CG379の生育速度は速かった。

はじめに、tRNase 発現株の生育を固体培地上で比較したところ、Orf2p 発現株

とD-CRD発現株のコロニー形成はほぼ完全に抑制されていた (Fig. 2-6A)。とこ

ろが、$-subunit発現株では、コロニー形成の阻害の程度は僅かであった。また、

この実験では分泌シグナル配列を含む完全長の $-subunit, Orf2pを発現する株も

使用した。するとこれらの株では、固体培地上の生育阻害が全く起こらなかった。

$-subunit については、分泌シグナル配列を含む完全長のものを発現させても生

育阻害が起こることが報告されていることから、N末端側の Flag tagとその直後

に分泌シグナル配列を持つことで活性を持たなくなってしまったと考えられる。

Orf2pも、Flag tagと分泌シグナル配列を両方持つことで活性が無くなってしま

ったが、分泌シグナル配列自体が活性を失った原因である可能性も考えられる。

以降は、分泌シグナル配列を含む完全長の $-subunit, Orf2p発現株は使用してい

ない。 
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D-CRD, $-subunit, Orf2pの発現により、標的とする tRNAをそれぞれ切断し

ていることを、ノザンハイブリダイゼーションにより確かめた (Fig. 2-6B)。興味

深いことに、tRNA 切断の経時的なパターンが何れの株も異なっていた。

$-subunit発現株では発現誘導後 8時間と 12時間の時に tRNAが多く切断されて

おり、D-CRD発現株では 4時間のときに tRNA切断が最も多く観察された。一

方Orf2p発現株では、発現誘導後4時間の時にのみ tRNAの切断片が検出された。

なお、ウエスタンブロッティングでは各 tRNase の発現は確認出来なかった。

D-CRD を低コピープラスミドから発現させた時もウエスタンブロッティングで

D-CRDのバンドを検出することが出来なかったことから[86]、発現量が低いため

だと考えられる。 

 

$-subunit, Orf2p の発現により細胞周期停止が起こる 

 

液体 YPGal培地にて発現誘導を行った後、発現誘導 8時間後と 12時間後の細

胞について FACS解析を行った (Fig. 2-7A)。野生型D-CRD及び変異型D-CRD

発現株のヒストグラムは、tRNase遺伝子を導入していない CG379野生株と同じ

であり、特定のフェーズでの細胞周期停止は見られなかった。これに対し

$-subunit 発現株は、発現誘導 12 時間後の時に G1 期停止していた。なお、

$-subunitの発現によるG1期停止は、宿主をTM142とした場合にも観察できた。

一方Orf2p発現株は、PaTを培養液に加えたときと同様で、完全な S期停止は見

られなかったが、S期やG2/M期にある細胞の数が増えている様子は捉えられた。 

次に、FACS 解析に使用した細胞について、エタノール固定する前のサンプル

を光学顕微鏡で観察したものを Fig. 2-7Bに示した。これを見ると、$-subunitの

発現株では細胞のサイズが増大した状態で G1 期停止していることが分かる。こ

れは、zymocin 溶液を与えた時に観察された結果と同じである (Fig. 2-3C)。
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zymocin や $-subunit により G1 期停止した細胞では細胞サイズが増すことは既

に報告されており、それ故、tRNA が切断されてもタンパク質合成の低下が起こ

らないと言われている[32]。 

 

Orf2p 発現株では a 細胞特異的遺伝子の転写が起こる 

 

各 tRNase発現株の発現誘導 12時間後の顕微鏡画像を見ると、D-CRD発現株

とOrf2発現株では細胞が凝集しているように見えた (Fig. 2-7B)。第 1章で報告

したように、D-CRDを " 細胞で発現させると a細胞特異的遺伝子の転写が活性

化するため、これは接合の際に起こる性的凝集ではないかと考えた。そこで、こ

れらの発現株における STE2のmRNA量を定量 PCRにより算出した。これに先

立ち、CG379 の染色体に tRNase 遺伝子を組込んだ株において、発現誘導後に

STE2の転写量が最も高くなる点を、野生型D-CRD及び変異型DM-CRD発現株

より調製した RNAを用いて調べた。その結果、D-CRDの発現誘導後 4時間の時

に転写量が最も高くなることが分かった (Table 2-2)。この結果より、発現誘導 4

時間後に各 tRNase発現株より RNAを調製し、STE2の転写量を調べた。CG379

野生株における ACT1 の転写量に対する STE2 の転写量を 100 としたところ、

D-CRD発現株では STE2発現量が最も高く、また Orf2p発現株でも転写活性化

が認められた (Table 2-3)。しかし、$-subunit発現株では STE2の転写活性化は

起こらなかった。なお、ノザンハイブリダイゼーションにより、D-CRD, $-subunit, 

Orf2p発現株において発現誘導 4時間後のときに tRNA切断が起きていることを

確認しているが (Fig. 2-6B)、STE2の転写に関してはこのような違いがあること

が分かった。 

" 細胞における a 細胞特異的遺伝子の転写活性化は、cycloheximide で処理し

た細胞でも起こることから (Table 1-2)、タンパク質合成の低下に対する細胞応答
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である。このことから、$-subunitの発現は、tRNAを切断してもタンパク質合成

阻害を引き起こさないか、引き起こしたとしても極めて低い程度なのではないか

と考えた。これの裏付けとして、tRNA 切断がタンパク質合成の低下を引き起こ

すと、tRNase 自身の発現量も低下するため、tRNA の切断が次第に起こらなく

なるはずである。実際に、D-CRD を発現させた場合には、発現誘導をかけた初

期の方が tRNAの切断量が多いことがノザンハイブリダイゼーションの結果より

見て取れる (Fig. 1-4, 2-6B)。これに対し、$-subunit発現株では tRNAの切断は

発現誘導を行っている間、次第に増えている (Fig. 2-6B)。また顕微鏡による観察

でも、$-subunit発現株では細胞のサイズが少し大きくなっていた (Fig. 2-7B)。

STE2 mRNAの定量は、D-CRD発現株での結果を基準としたことから、発現誘

導 4 時間後のサンプルのみ解析を行った。従って、$-subunit では発現誘導 8 時

間後や12時間後にSTE2の転写が活性化する可能性も考えられる。しかし、tRNA

切断が常に観察されるというノザンハイブリダイゼーションの結果から、

$-subunit自身の発現が滞っていないことが分かり、従って $-subunitはタンパク

質合成を阻害しないと考えた。 

$-subunitを 2µ プラスミドから発現させた場合と、ゲノムから発現させた場合

では、コロニー形成の阻害の程度が異なっていた (Fig. 2-5A, 2-6A)。ゲノムから

発現させた場合、完全培地 (YPGal) で発現誘導を行うと G1 停止が起こるが、

最少培地 (SG) では細胞周期停止が起こらないことを確認している。2µ プラスミ

ドから発現させる場合には、プラスミドを保持させるために最少選択培地で培養

する必要があり、このために細胞周期停止が起こらなかったと考えられる。つま

り、細胞周期停止が起こらない条件では固体培地でのコロニー形成能が低く、細

胞周期停止が起こる条件では固体培地上での生育が良いと言える。これは、キラ

ートキシンに対して細胞周期停止という応答を示すことが出来ると、結果として

固体培地上で生存することができることを表しているのではないだろうか。DNA
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損傷が起きた場合、細胞周期を停止できない株では DNA 修復が行えず、やはり

固体培地上での生育が悪くなる。従って zymocinによって引き起こされるG1期

停止は、感受性出芽酵母が獲得した防御機構であると考えることが出来る。 

 

Orf2p の発現により DNA 損傷が起こる 

 

これまでの実験結果より、(1) D-CRDの発現ではタンパク質合成が低下し、細

胞周期の特異的なフェーズでの停止は起こらない (2) $-subunit の発現ではタン

パク質合成は低下しないが、G1 期停止が起こる (3) Orf2p の発現ではタンパク

質合成が低下し、細胞周期は S期で停滞する という、三者三様の応答を示すこ

とが分かった。D-CRD と Orf2p では共にタンパク質合成が低下するが、a 細胞

特異的遺伝子の転写量には数倍の違いがある (Table 2-3)。PaT は、感受性酵母

に対し DNA 損傷を引き起こし、これにより DNA 損傷チェックポイントである

Rad53pのリン酸化が起こることが報告されている[73]。また、DNA二重鎖切断

修復に関わる Rad52p、DNA一本鎖修復における塩基除去修復に関わる Apn1p, 

Apn2p をコードする遺伝子を破壊すると、zymocin, PaT に高感受性となる 

(Table 2-1) [79]。PaTが tRNA切断性トキシンであることを報告したMeinhardt

のグループは、これらの報告と併せ、tRNA の切断が引き金となって副次的に

DNA 損傷が引き起こされたり、或いは tRNA 切断に対する細胞応答に DNA 損

傷修復因子が関わっているのではないかと主張している[36, 77, 79]。そこで

D-CRD,  $-subunit, Orf2p発現株においてDNA損傷が起こるかどうかを、ヒス

トンH2A Ser129のリン酸化を指標として調べた。一般にヒストンのリン酸化は

DNA損傷の直後に最も早く起こる応答で、損傷を与えてから 30分以内に観察さ

れる[87]。出芽酵母においては、損傷部位周辺のヒストンH2AがMec1pや Tel1p

などのキナーゼによりリン酸化され、これが損傷修復のための目印となり、他の
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損傷修復タンパク質がリクルートされる[88, 89]。リン酸化されたヒストン H2A 

Ser129 に特異的に結合する抗体を用いてウエスタンブロッティングを行ったと

ころ、Orf2p 発現株でのみ強いバンドが検出された  (Fig. 2-8A)。D-CRD, 

$-subunit 発現株ではリン酸化は起こらなかったことから、これは Orf2p に特異

的な応答であり、tRNA 切断に付随して起こる普遍的な現象では無いと考えた。

寧ろ、Orf2p は DNA 切断活性を有していると推測された。これについては第 3

章で検証する。 

一方、DNA修復系のうち non-homologous end joining (NHEJ) において切断

されたDNAの末端に結合するタンパク質 Yku70p, Yku80pをコードする遺伝子

を破壊すると、zymocin, PaT に対して低感受性となることが報告されている 

(Table 2-1) [36, 77]。これらのメカニズムは明らかにされていないが、少なくと

も $-subunitやOrf2pを細胞内発現させた場合には共通の細胞応答は示さないこ

とから、キラートキシンを外から与えた場合には DNA 損傷の誘導という共通し

た現象が起こるのではないかと考え、zymocinについてこれを検証した。その結

果、zymocinを添加して 2時間後には、ヒストン H2Aのリン酸化が起こってい

ることが分かった (Fig. 2-c)。zymocin の生育阻害活性の本体である $-subunit

は DNA損傷を引き起こさないことから、zymocinを構成するその他のサブユニ

ットに DNA 損傷を起こす活性を持つものが含まれるのだろうか。zymocin の

#-subunit の機能や感受性細胞内での $-subunit の局在が明らかとなっていない

ため、この可能性を否定することは出来ない。しかし、北本らによれば、zymocin

を高濃度で与えると細胞周期の G1 期停止が起こらず、また同時に propidium 

iodide で DNA を染色して観察すると、核内の DNA が断片化している様子が見

られると言う。このことから、zymocinを高濃度で与えると、アポトーシスによ

るDNA断片化が起こり、これに対する部分的な応答としてヒストンH2Aのリン

酸化が起こるのではないかとも考えられる。 
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第 3章 キラートキシン PaTによる DNA損傷誘導機構の解明 

 

3-1. 序 

 

第 2章の結果より、PaTのOrf2pはDNA切断活性を持つのではないかと考え

た。PaT Orf2pの標的が tRNAであることを明らかにしたMeinhardtらは、Orf2p

の標的となる tRNAGlnUUG, tRNAGluUUC を同時にプラスミドで供給すること

で、PaTに曝しても生育阻害が起こらなくなると報告しているが、このときのデ

ータを見てみると、完全耐性とはなっていない[36]。また、Meinhardtらが、DNA

損傷はあくまでも tRNA切断によって引き起こされる現象だと主張している理由

として、Orf2pが細胞質に局在していることが挙げられる。彼らは、GFPを融合

した野生型Orf2pを細胞内発現させると、細胞質に局在することを確かめている

[36]。ところがこのコンストラクトには幾つかの問題点がある。先ず、Orf2p の

サイズは 38 kDaであり、これに 27 kDaもあるGFPを融合することで、細胞内

局在に影響する可能性は充分考えられる。また、野生型Orf2pの発現はタンパク

質合成を低下させるため、Orf2p自身の発現量も低下し、顕微鏡下で検出しにく

くなる。更に、Fig. 2-6Bに示すノザンハイブリダイゼーションの結果では、tRNA

切断が発現誘導 8時間以降には検出されなくなっていた。これは、Orf2pが核内

へと移動したことを想起させる。そこで本項では、生育阻害活性を持たない変異

体Orf2pを取得し、これを用いて細胞内発現株の細胞応答、及び細胞局在を調べ

た。更に、精製した Orf2p を用いることで、DNA を切断する活性を持つかどう

かを in vitroで検証した。 
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3-2. 材料と方法 

 

Orf2p 変異体の作成 

 

変異体は、2-2 で作製した pGML20 に ORF2 を組込んだものを鋳型にした

site-directed mutagenesisにより作製した。CG379の染色体への組込みも 2-2 に

示した方法で行った。 

 

免疫染色法による Orf2p の細胞内局在の観察 

 

顕微鏡サンプルの調製手順は次の通りである。培養後の細胞を PBS で 1 回洗

浄した後、4% パラホルムアルデヒド溶液中で 30 分間インキュベートし、細胞

を固定した。再度 PBSで洗浄し、1.2 M sorbitol in PBS w/ 0.1 M DTTで懸濁し

た。これに lyticaseを加えて 37℃でインキュベートし、細胞壁を分解した。50 mM 

NH4Cl 入りの 1.2 M sorbitol in PBSで洗浄した後、1.2 M sorbitol in PBSに再

懸濁した。スライドガラス上に細胞懸濁液を滴下して室温で 30 分静置した後、

-20℃に冷やしたメタノールに 10 分、-20℃に冷やしたアセトンに 2 分、この順

番で浸して、細胞をスライドガラスに固定した。続いて、PBST (PBS, 0.1% 

Tween20) に溶解した 3% skimmilkでブロッキングし、1% skimmilk in PBST

で洗浄後、一次抗体として anti-FLAG M2 Antibody (SIGMA) を、その次に二次

抗体として Alexa Fluor 594 F (ab!)2 fragment of anti-mouse IgG (invitrogen) 

を加えて抗体反応を行った。抗体反応の前後には 1% skimmilk in PBSTを用い

て 20分以上洗浄した。最後に 0.1 µg/mL DAPIで核染色を行った後、mounting 

solution (90% glycerol, 25 µM NaOH in PBS) で封入した。顕微鏡には、

Olympus FV500 (倒立顕微鏡 IX81) を使用し、100×対物レンズ (Olympus) を
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用いた。また画像解析ソフトには Fluoview ver. 5.0 (Olympus) を使用した。 

 

Orf2p-His6 の精製 

 

Orf2p-His6 及び Orf2p-H299A-His6 は、当研究室の田中が精製したものを使

用した。手順を以下に簡潔に記す。pET-24d (+) (Novagen) に ORF2 をクロー

ニングし、BL21 (DE3) (Novagen) を形質転換した。この株を 25℃で培養し、1 

mM IPTGを加えることで発現を誘導し、8時間後に集菌した。破砕後、HiTrap 

Chelating HP 5ml (GE Healthcare) を用いて精製し、10 mM Tris-HCl pH7.5

を用いて透析した。最後に Vivaspin (5,000 MWCO, Viva science) を用いて濃縮

したものをアッセイに用いた。精製したタンパク質のうち 1 µgを、アクリルアミ

ド濃度を 14%とした SDS-PAGE により分離し、SimplyBlue SafeStain 

(Invitrogen) で染色してバンドを確認した。 

 

RNA を基質とした in vitro Orf2p アッセイ 

 

反応溶液の組成は 10 mM Tris-HCl pH7.5, 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 1 

mM DTT とした。反応溶液に total RNAを入れた後、70℃で 5分インキュベー

トすることで RNAの refoldingを行った。室温に戻るまで静置した後、Orf2pを

添加し、30℃で 20 分間インキュベートした。反応後、速やかに 2×loading 

solution (9M urea, 0.02% XC, 0.02% BPB) を等量加え氷上に静置することで、

反応を停止させた。切断される RNAを網羅的に調べるためのアッセイの際には、

42 µLの反応溶液中で 12 µgの total RNAと 50 pmolのOrf2pを反応させた。な

お一部の実験には、コントロールとして当研究室の高橋がHiTrap Chelating HP 

5ml (GE Healthcare) 及び Mono Q カラム (GE Healthcare) を用いて精製し
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た $-subiunitを使用した[41]。反応溶液の組成は、10 mM Tris-HCl pH7.5, 10 mM 

MgCl2, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.1 mg/mL BSAである。補足として、出芽酵

母の total RNAのうち、tRNAが約 15%含まれていると仮定すると、total RNA 

1 µg中に含まれる tRNAは約 8 pmolである。 

 

RNA 切断片のクローニング 

 

Orf2pにより切断される RNAの同定は、1-2に示す方法で行った。但し、BAP

による脱リン酸化処理の操作は行わなかった。 これにより、tRNAの 3! 側断片

のみを取得することとした。 

 

ホルムアルデヒドゲルによる rRNA の電気泳動 

 

rRNA の電気泳動は、1-2 に示す方法で行った。但し泳動後は、ゲルを超純水

に 1時間浸すことでホルムアルデヒドゲルを抜いたのち、エチジウムブロマイド

によって染色した。 

 

DNA を基質とした in vitro Orf2p アッセイ 

 

反応溶液の組成、及び反応条件は RNA を基質としたアッセイの時と同じであ

る。但し、基質の refoldingは行わず、また反応時間は 30分とした。 

基質の調製方法は次の通りである。Lambda DNA (Klenow fragment treated) 

(ニッポンジーン) を StyIで消化し、7743 bp、及び 6223 bpの断片をそれぞれア

ガロースゲルより切り出した。また 7743 bp のバンドについては、3!側半分、5!

側半分をそれぞれ PCRで増幅し、pUC19へクローニングした。このプラスミド
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で大腸菌の DH5", GM33, GM199 を形質転換し、プラスミドを精製した後、

EcoRI, PstI でインサートを切り出し、アガロースゲルから抽出した。出芽酵母

からの染色体 DNA の精製には、Wizard Genomic DNA Purification Kit 

(Promega) を使用した。精製方法は添付のプロトコールに従った。また基質とし

たDNAは、その種類によらず 300-500 ngを使用した。4000 bpのDNAを基質

として 400 ng使用した場合、これは約 0.15 pmolに相当する。 
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3-3. 結果と考察 

 

3-3-1. 変異体Orf2pを用いた in vivoでの解析 

 

Orf2p の活性触媒残基は His299 である 

 

$-subiunit と Orf2p の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は 、 ClustalW2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) によると 15.0%であった  (Fig. 

3-1A)。$-subiunitについては、活性触媒残基として、His209が候補に挙げられ

ている[90]。また、RNase Aや RNase T1、そしてD-CRDもその触媒残基はHis

である[39, 91, 92]。このことから、Orf2pの RNaseとしての触媒残基もHisで

ある可能性が高い。そこで、Orf2pのアミノ酸配列中の 4つのHisであるHis99, 

His150, His234, His299をそれぞれ Alaに置換した変異体を作製した。このプラ

スミドで TM142 を形質転換し、SG 培地上での生育を調べたところ、

Orf2p-H299Aを導入した株において生育阻害が完全に抑制された (Fig. 3-1B)。

このことから、H299は RNase活性の触媒残基であることが示唆された。 

 

Orf2p-H299A 発現株では tRNA 切断及び DNA 損傷が起こらない 

 

CG379の染色体にORF2及びORF2-H229Aを導入した株について、液体培地

で発現誘導を行った後、RNA を抽出してノザンハイブリダイゼーションを行っ

た。その結果、野生型 Orf2 発現株では tRNAGlnUUG の切断が見られたが、

Orf2p-H299A発現株では tRNAの切断は起こらなかった (Fig. 3-2A)。また、抽

出したタンパク質を用いてヒストンH2A S129のリン酸化特異抗体によるウエス

タンブロッティングを行ったところ、Orf2p-H299A 発現株ではリン酸化が見ら
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れないことから、DNA損傷が起きていないと判断した (Fig. 3-2B)。更に発現誘

導 12時間の細胞を用いて FACS解析を行うと、Orf2p-H299A発現株のヒストグ

ラムは CG379野生株と同じ波形を示した (Fig. 3-2C)。以上のことから、His299

は少なくとも tRNaseとしての触媒残基であることが分かった。しかし、DNaseI

にも見られるように、His残基はDNaseの触媒残基としても用いられるため[93]、

Orf2pがHis299によりDNase活性を持つ可能性も考えられる。従って、以上の

結果だけでは、Orf2pが tRNAと DNAの両方を分解する活性をもつのか、或い

はDNA損傷は tRNA切断に付随して起こるのかは判断出来ない。そこで、以降

の in vitroの実験でこれを検証する。 

 

Orf2p は核に移行する 

 

Orf2p がゲノム DNA を切断するためには、核に移行しなければならない。そ

こで、タンパク質の細胞内局在予測プログラムである PSORT WWW server 

(http://psort.hgc.jp/form2.html) で核に局在する可能性について調べたところ、

D-CRD, $-subiunit, Orf2pの結果はそれぞれ 52.2%, 43.5%, 56.5%であった。な

お、$-subiunit, Orf2pの局在予測に際しては、分泌シグナル配列は生産菌内でプ

ロセシングを受けることが分かっているため、これらの配列を除いたアミノ酸配

列を用いた。また、同プログラムでは Orf2p のみ NLS (nuclear localization 

signal) があると推定され、それは Lys169から Lys186であった。また、核膜に

存在するタンパク質輸送担体である importin-" (出芽酵母では Srp1p) に特化し

た NLS 予 測 プ ロ グ ラ ム で あ る cNLS Mapper 

(http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi) にて同様に

NLSを推定したところ、Asp182から Thr213となった。このことから、NLS領

域を欠いた Orf2p を作出し、DNA 損傷が起こるかどうかを調べることも検討し
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たが、予測した NLS がアミノ酸配列の中央に位置することから、断念した。特

に、Orf2pには Cys18, Cys329という 2つのシステイン残基が存在するが、2-3-2

で作製したN末端から分泌シグナル配列として 18アミノ酸欠いたL19というコ

ンストラクトでは、生育阻害活性を引き起こさなかった (Fig. 2-4C)。このことか

ら、Cys18は活性に必要であり、且つ分子内或いは分子間でこのシステインがジ

スルフィド結合していると推測している。分子内でジスルフィド結合を形成して

いれば、NLSと予測される中央の十数残基を除いたり、置換したりすることは立

体構造に大きな影響を及ぼすと考えたため、NLS配列を置換する実験は行わなか

った。 

液体培養にてOrf2pを発現誘導した後、FLAG tagに対する抗体を用いてウエ

スタンブロッティングを行ったところ、Orf2p-H299A 発現株ではバンドが確認

された (Fig. 3-3A)。このときの発現誘導 12時間の細胞を用いて免疫染色を行っ

たところ、発現させた Orf2p-H299A は核に局在している様子が見られた (Fig. 

3-3B)。野生型Orf2pを発現させた場合には、発現誘導 12時間の時には tRNA切

断が見られないが、DNA損傷は起きていることから (Fig. 3-2A, 3-2B)、核に局

在してDNAに直接作用すると考えた。 

 

3-3-2. in vitroでのOrf2pの生化学的解析 

 

Orf2p の tRNA 切断活性の触媒残基は His299 である 

 

total RNAとOrf2pを反応させ、ノザンハイブリダイゼーションを行ったとこ

ろ、Orf2pによって tRNAGlnUUGが切断されるが、Orf2p-H299Aでは tRNAの

切断は見られなかった (Fig. 3-4B)。これにより、His299が tRNaseとしての触

媒残基であることが、in vitroで実証された。また、SYBR Green IIによる染色
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の結果では、Orf2pの添加量が最大の時にRNAがスメアしていることが分かり、

rRNAも切断している可能性が考えられた。 

 

Orf2p の基質となる RNA の同定 

 

Orf2pは、tRNAの塩基修飾欠損株 trm3が PaT耐性になるという zymocinと

のアナロジーから、tRNAを切断することが明らかにされた[36]。TRM9は tRNA

をメチル化するトランスフェラーゼをコードしており、tRNAArgUCU や

tRNAGlnUUC などの tRNA に対し、wobble 位である 34 位の cm5U 

(5-carboxylmethyluridine) に メ チ ル 基 を 付 加 し 、 mcm5U 

(5-methoxycarbonyl-methyluridine) へと変換する[94, 95]。34位に mcm5Uを

持つ tRNA のうち、tRNAGlnUUG 遺伝子を高コピープラスミドで供給させた場

合に PaTに対して耐性となったことから、これが PaTの第一標的であることが

明らかにされた。trm9欠損株では、tRNAGlnUUGの 34位はmcm5Uとならず、

cm5Uのままであると考えられるが、この tRNAは PaTにより切断されない。更

に、34位のUを Cへ置換した tRNAGlnCUGは切断されなくなる[36]。これらの

ことから、PaTによる認識にはmcm5Uが必須であると考えられるが、34位に同

じ修飾塩基を持つ tRNAGlyUCCや tRNAArgUCUは標的となっていない。そこで、

第 1章で行った RNA断片を網羅的に解析する実験手法を用いて、Orf2pにより

切断される RNAを調べた。 

Orf2pによる RNA切断アッセイの後、total RNA 3 µg に相当する反応溶液を

電気泳動したものを、Fig. 3-5Aに示す。Orf2pの添加により tRNAの切断片と

思われる 2本の薄いバンドが確認できた。最終的に cDNA化した RNA切断片が

クローニングされた pUC19を保持する大腸菌を 46個取得した。このうち 3つに

は cDNAがタンデムに並んで挿入していたため、合計として 49個の配列を得た 
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(Fig. 3-5B)。更に、このうち 27個の tRNAについてその内訳を Fig. 3-5Cに、3

つ以上のクローンとして重複して得られた tRNAに関して、その切断部位と取得

したクローン数の関係を、Table 3-1に示した。 

tRNAGlnUUGは、Orf2pの第一標的であり、本実験においても最も多くのクロ

ーンが取得された。またその全てが 35 位以降の 3! 側の配列であったことから、

tRNAGlnUUGに対しては、34位の mcm5Uを認識し、34位と 35位の間で切断

する可能性が高いと言える。tRNAGluUUCは 34位に mcm5s2Uを有しており、

PaT による第二の標的であると報告されているが、切断効率は極めて低い[36]。

実際、ノザンハイブリダイゼーションを行った結果からは、切断は見られなかっ

た (Fig. 3-6A)。tRNAGluUUC は細胞内含有量がかなり高い tRNA であるため 

(Table 1-1)、切断効率が低いにもかかわらず、RNA断片としては多くのクローン

が取得されたと考えられる。またその他の tRNA も、tRNAProUGG 以外はノザ

ンハイブリダイゼーションで切断片は検出されなかった (Fig. 3-6A)。この

tRNAProUGGについて見てみると、37位と 38位の間で切断されたものが 2クロ

ーン、39位と 40位の間で切断されたものが一つ、得られている (Table 3-1)。後

述するが、Orf2pはメチル基を認識している可能性が考えられる。tRNAProUGG

の37位はm1G (1-methylguanosine) であるため、37位と38位の間での切断に、

このm1G が関与している可能性がある。tRNAGluUUCと同様に、tRNAAspGUC

と tRNAIleAAUについては、細胞内含有量が比較的高いことから複数クローン得

られたと考えられるが、切断部位がばらばらであったこと、またノザンハイブリ

ダイゼーションでは切断が再現されなかったことから、これらがOrf2pによる特

異的な切断を受けたと保証することは出来ない。 

次に、rRNAの配列が 14個得られたことから、Orf2pが rRNAを切断する可

能性について考察する。Fig. 3-4Bで行った in vitroの切断アッセイ後の RNAを

見てみると、Orf2pを 100 pmol入れたサンプルでは、全体がスメアしている様
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子が見られたことから、やはり rRNAが切断されると考えられた。total RNA 36 

µg を 10 pmo, 50 pmolのOrf2pと反応させ、ホルムアルデヒド含有 1%アガロ

ースゲルで泳動後の写真を見ると、50 pmolのサンプルにおいて、僅かにスメア

しているように見えた (Fig. 3-6B)。なお、バンドが 2本見られるのは、上から順

に 25S rRNA (3396 nt), 18S rRNA (1800 nt) であると考えられる。しかし、Orf2p

を細胞内発現させた株より抽出した RNA を同様にホルムアルデヒド含有 1%ア

ガロースゲルで泳動したところ、25S rRNA及び 18S rRNAが分解している様子

は見られなかった (Fig. 3-6C)。ところが驚くべきことに、35S rRNA (6858 nt) と

思われるバンドが、Orf2p-H299A 発現株から抽出した RNA では観察されたが、

野生型 Orf2p 発現株からのものでは消失していた。rRNA は、プロセシング後、

修飾を受けることが知られているが、この中で特に多いのがメチル基修飾である

[96]。Orf2pが前駆体 rRNAのメチル基を認識し、これを分解したのではないだ

ろうか。また、成熟体である 25S, 18S rRNAが分解されなかった理由は、これ

らがリボソームタンパクと複合体を形成することで、Orf2pによる認識を受けづ

らくなったためではないかと考える。 

以上の結果からまとめると、Orf2p は tRNAGlnUUG に対して特異性が最も高

く、これを 34位と 35位の間で切断すること、これに加え、tRNAProUGGも 37

位の m1G を認識してその 3! 側を切断する可能性があることが分かった。また、

前駆体 rRNAも、メチル基修飾により分解を受けることが示唆された。 

 

Orf2p は DNA に結合する 

 

Orf2pがDNAに作用するかどうかを調べるため、はじめに、% phage DNAと

Orf2pを混合し、37℃で 30分間インキュベートした。これを 0.8％アガロースゲ

ルで泳動したところ、Orf2pを 500 pmol添加したサンプルにおいて、DNAのバ
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ンドが上にシフトしているのが見られた (Fig. 3-7A)。% phage DNAを StyIで消

化したもの (%/StyI) を基質とした場合にも、上から 2本目、3本目のバンドが消

えており、レーンの上方にバンドがシフトしていた。この様なバンドのシフトは、

$-subunitを添加した場合には起こらなかった。%/StyIを基質とした時、上から 2

番目と 3番目の断片 (それぞれ 7743 bp, 6223 bp) が特にシフトしていた。そこ

で 3番目のバンドをアガロースゲルから切り出したものを基質とし、Orf2pとイ

ンキュベートしたところ、Orf2pを 10 pmol加えるとバンドが消失した。このサ

ンプルにおいては、バンドのシフトや、DNA がスメアしているような様子は見

られなかった。 

 

Orf2p が DNA 切断活性を持つ可能性についての検討 

 

次に、Orf2pと結合したDNAが分解されるのかどうかを調べるために、Orf2p

とOrf2p-H299Aをそれぞれ出芽酵母の染色体DNAと反応させてこれを調べた。

Orf2p と染色体 DNA を反応させた後、反応溶液の半分を phenol/CHCl3で処理

することで Orf2p を除去し、エタノール沈殿後の DNA を泳動した。その結果、

Orf2p, Orf2p-H299Aを加え反応させた直後のサンプルでは、やはりバンドがシ

フトしている様子が認められた (Fig.3-7B)。しかし、phenol/CHCl3 処理により

タンパク質成分を除去して泳動すると、Orf2p と混合した DNA のバンドが薄く

なり、一方 Orf2p-H299A と混合した DNA はバンドの量は減っていなかった。

また$-subunitと反応させた場合には染色体DNAを基質としてもバンドシフトが

起こらなかった。このことから、Orf2p は His299 を介して DNA を分解してい

ることが間接的に認められた。また His299 は DNA への結合には関与しないと

言える。最も代表的なDNA分解酵素であるウシ脾臓由来のDeoxyribonuclease I

や、コリシンのうち DNAを標的とするコリシン E9は、やはり His残基を一般



 92 

酸塩基触媒として利用している[93, 97]。従ってOrf2pのHis299がDNA分解を

担っていることは自然であるが、構造の異なる RNA と DNA を共通する残基

His299を介してどのように分解しているのかは、不明である。RNAを基質とし

た場合と比較し、Orf2p の DNA 分解活性があまり高くないことから、二重らせ

んが解けて一本鎖 DNA になっている箇所や、切断され部分的に一本鎖になって

いる箇所に結合し、切断する可能性も考えられる。 

 

Orf2p の DNA 切断機構についての検討 

 

%/StyIの上から 2本目、及び 3本目の断片がOrf2pと結合することが分かった

ことから、基質を大量に調製するため、同じ配列を PCR により増幅した。とこ

ろが興味深いことに、この PCR増幅して得たDNAは、Orf2pと混合しても電気

泳動においてバンドのシフトが起こらなくなり、Orf2pと結合しないことが分か

った。この実験に使用した % phage DNAは、DNA methylase を持つ dam+, dam+

の大腸菌より調製されたものであることから、Orf2p と DNA の結合には DNA

の修飾を必要とするのではないかと考えた。そこで、メチル化修飾された DNA

断片の大量調製を目的とし、%/StyIマーカーの 2番目のバンドを中央付近で分断

するようにそれぞれ PCRし、pUC19へクローニングした。分断するように二つ

に分けて PCR した理由は、クローニングや基質を調製する上でサイズが小さい

方が扱い易いためである。これを大腸菌DH5"へ導入し、プラスミド精製後にイ

ンサート部位を切り出し、基質とした。Orf2p と反応後、電気泳動すると、5!側

の断片ではバンドのシフトが見られなくなり、3! 側の基質ではバンドが無くなっ

ていた (Fig. 3-7C)。そこで、3! 側のDNA断片について、大腸菌のDH5" (dam+, 

dcm+), GM119 (dam–, dcm–), GM33 (dam–) を用いて再度DNA断片を調製する

ことで、メチル化のパターンが異なる DNA を取得した。これをそれぞれ Orf2p
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とインキュベートすると、DH5"より調製した DNAでは反応後にバンドが消失

しており、GM 119やGM33より調製した基質では、バンドが薄くなった (Fig. 

3-7C)。このことから、Orf2pの DNAとの結合には、DNA上のメチル基が必要

であることが示唆された。Damは塩基配列 GATC中の Aを、Dcmは CCWGG

中の 2番目の Cをメチル化する酵素である。基質に用いた 5! 側断片には、Dam

によるメチル化部位は 17箇所、Dcmによるメチル化部位は 4箇所ある。また 3! 

側にはそれぞれ 8箇所、6箇所ある。3!側の方が Orf2pと反応し易いと云うこと

は、Orf2p は Dcm によるメチル化部位を認識する可能性があるが、同じ dam+

である DH5" と比較した時に、GM33 から調製した 3!側断片も感受性が落ちて

いることから、これは否定される。これらの結果から、Orf2p は DNA にメチル

基が存在するとより強く認識し、切断すると考えられるが、この結果には矛盾点

が残る。出芽酵母は DNA methylaseを持っておらず、染色体 DNAは修飾され

ていないと考えられているためである[98]。分裂酵母は DNA methylase である

Dnmt1遺伝子が存在するのに対し[99]、出芽酵母ではDNA methylaseが同定さ

れていない。しかし、ヒトに比べると酵母の DNA の修飾については報告が少な

く、出芽酵母、分裂酵母ともに若干のメチル化修飾があるとも言われている。な

お、PaTは分裂酵母にも作用するかどうかを eclipse assayにより調べたが、halo

は観察されなかった。しかし、出芽酵母 TM142の eclipse assayでも haloは殆

ど作られていないのに対し、液体培地では生育阻害が観察されたことから、分裂

酵母が PaT感受性である可能性は否定できない。 
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総論 

 

本研究では、微生物由来の様々な tRNaseを出芽酵母の細胞内で発現させ、そ

の細胞応答を解析した。これにより、ストレス誘導性の tRNA切断とキラートキ

シンによる tRNA切断の違いや、また tRNA切断そのものの生物学的意義を明ら

かにすることが、本研究の目標であった。ストレス誘導性に自己の細胞内で起こ

る tRNA切断は、生存戦略の一環であると想像される。これに対し、キラートキ

シンである zymocin, PaTによる tRNA切断は、感受性菌にとっては生育を阻害

される tRNA切断である。ところが、大腸菌由来の tRNA特異的リボヌクレアー

ゼであるD-CRD、キラー酵母K. lactisが生産する zymocinの tRNA切断性サブ

ユニットである $-subunit、そして P. acaciaeが生産する PaTの Orf2pは、宿主

の酵母に対してそれぞれ異なる細胞応答を引き起こした。 

 

第 1章では、D-CRDを発現する tRNAノックダウン細胞を用いて、tRNA切

断に対する細胞応答を調べた。我々は、毒素としての tRNA切断は、細胞内存在

量の多い tRNA を優先的に切ることであると考えている。これは、コリシン D、

コリシン E5、zymocin、PaT が標的とする tRNA が、それぞれの感受性菌にお

いて細胞内存在量の極めて高いグループに含まれることに基づいている[50]。

D-CRD は出芽酵母に対しては、細胞内含有量が比較的少ない tRNAArgICG や

tRNACysGCAなども効率良く切断した。従って出芽酵母内でのD-CRDの発現は、

トキシンによる tRNA切断ではなく、ストレス誘導性の tRNA切断に類似してい

ると考えられた。 

細胞内で tRNAの切断片は、意外にも安定に存在していることが分かった。異

常 tRNA の分解を行う TRAMP complex は、tRNA の folding に基づいて正常

tRNAと異常 tRNAを識別している[100]。D-CRDによってアンチコドンにニッ
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クが入っただけでは、tRNAの高次構造は維持されており、TRAMPに認識され

ないのかもしれない。また未成熟 tRNA量の変化の様子が tRNAの種類によって

違っていたことから、切れる tRNAの種類によっては転写や生合成系に何らかの

フィードバックがかかることも考えられた。 

マイクロアレイ解析により、tRNAノックダウンが "細胞において a細胞特異

的遺伝子の転写活性化を引き起こすことを見出した経緯から、" 細胞、a 細胞、

a/"細胞で tRNAノックダウンを誘導した際の接合型特異的遺伝子の転写量を比

較した。その結果、a細胞では tRNAノックダウンを誘導しても "細胞特異的遺

伝子の転写は起こらず、また a/"細胞でも a細胞特異的遺伝子、"細胞特異的遺

伝子は発現しなかった。cycloheximide で処理した細胞について同様の実験を行

った結果から、これらは tRNA切断そのものに対する特異的な現象では無く、タ

ンパク質合成が阻害されたことによって生じる現象であることが分かった。しか

し、タンパク質合成の低下が接合型によってにこれほど異なる影響を及ぼしたこ

とは意外であり、接合型特異的遺伝子の転写が巧みな調節機構によって制御され

ているが故に、接合型に依存してタンパク質合成阻害の影響を顕著に受けてしま

うことが分かった。また、"細胞での tRNAノックダウンは、HML領域のヘテ

ロクロマチンのアセチル化を促進することが分かった。これはヒストン脱アセチ

ル化酵素である Sir2p のタンパク質量が減少したためであると考えられるが、

Sir2p の他のターゲットであるテロメア領域ではアセチル化が起こらなかった。

原因を明らかにするためには更なる解析が必要であるが、接合型特異的遺伝子の

ように、tRNAノックダウンはゲノム上で局所的に異常を引き起こしたと言える。 

酸化ストレスやアミノ酸飢餓などにおいても、tRNA 切断はタンパク質合成の

低下を引き起こすであろう。Thompsonらは、酸化ストレス時の tRNA切断によ

って細胞死が促進されると主張するが、D-CRD による tRNA ノックダウンでは

宿主の生育停止は静菌的であり、細胞死は起こらない。寧ろこの時の細胞は、増
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殖を開始できる状態になるまで、ただじっと待機しているようにも見える。アミ

ノ酸飢餓や熱ショック、定常期培養で見られる tRNA切断は、酸化ストレスと同

様に細胞死を促進するための応答であるのか、或いはそのストレスに順応するた

めにタンパク質合成を一時的に停止させているのかを明らかにすることは、

tRNA切断の生物学的な意義を明らかにする上で、非常に興味深い課題である。 

 

第 2章では、キラートキシンという細胞毒による tRNA切断に対する細胞応答

を解析した。当初は $-subunit とのアナロジーから、D-CRD による tRNA ノッ

クダウンでも細胞周期の G1 期停止を引き起こすのではないかと予想していた。

ところがD-CRD発現株ではG1期停止は見られなかった。これは、D-CRDとキ

ラーとでは、tRNA 切断の細胞に対する影響が異なることの証左であり、切断す

る tRNAの種類や量に依存している可能性がある。当研究室の妻鳥らは、コリシ

ンDによる tRNA切断が、大腸菌に対してプログラム細胞死を引き起こすかどう

かを調べることを目的とし、非許容温度で失活する温度感受性コリシンDを作製

した[101]。この温度感受性 D-CRD を出芽酵母で発現させた場合に細胞周期の

G1 期停止が起こるかどうかを調べることで、細胞周期停止が tRNA の切断量に

依存して起こるのかどうかについて検証できると考えられる。またキラートキシ

ンは、感受性菌に対して細胞周期停止を引きこすことで、周りの酵母が生育を一

時的に止めている間にニッチで優勢となると考えていた。ところがこの実験では、

細胞周期停止出来る株の方が結果として固体培地上でのコロニー形成能が高いこ

とが分かった。このことから G1 期停止は感受性側の株が積極的に行っている応

答であり、tRNA切断から回復するメカニズムを有すると考えられた。 

PaTが tRNA切断活性を持つと報告されてから、tRNAとDNA損傷修復の関

連を追跡していた。DNA修復系の一つである非相同末端接着 (Non-homologous 

end joing) に必須の YKU70, YKU80遺伝子の破壊株や、相同組換えの中核とな
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る遺伝子群である RAD52 epistasis group のうちの一部の遺伝子の破壊株が、

zymocin や PaT に抵抗性を示すことが報告されていたからである[78]。PaT が

tRNaseであると明らかにされたことから、これらの遺伝子が tRNA切断に対す

る応答に関連するかもしれないと考えた。そこでBY4742を親株として作られた、

相同組換え修復、非相同末端接着修復、DNA損傷チェックポイントを担う 40数

種類の破壊株に D-CRD 発現プラスミドや $-subunit 発現プラスミドを導入し、

固体培地や液体培地での生育を調べた。ところが $-subunit を導入した株でも、

生育が変化する破壊株を取得することはできなかった。今となっては選択培地上

では $-subunit を発現させても細胞周期停止を引き起こさないことが分かってい

るため、完全培地でこの実験を行っていたら、感受性の変わる破壊株を取得でき

ていたかもしれない。 

 

第 3章では、PaTがDNA損傷を誘導することに関して、Orf2pが tRNA切断

と、DNA 切断の二つの活性を持つと仮定して、これを検証した。先ず Orf2p の

tRNase活性を持たない変異体としてH299Aを取得した。この変異型Orf2pは、

細胞内でDNA損傷を誘導しなかったことから、in vitroで実際にDNA切断活性

があるかどうかを調べた。その結果 Orf2p には、DNA と結合し、切断する活性

を持つことが示唆された。また興味深いことに、His299を変異させると、tRNA

だけではなく DNA の切断も起こらなくなった。Orf2p による DNA の切断機構

は明らかになっていないが、弱いながらも DNA を切断する活性があると考えて

いる。今後は一本鎖 DNA や分裂酵母のゲノムなど用いて DNA の切断機構を明

らかにしたい。PaT が本当に DNase 活性を有しているとすれば、これまでに例

の無い新しい作用機構を有したトキシンを発見したことになる。また PaT Orf2p

が、タンパク質中のどのようなモチーフやドメインを介して、tRNA や DNA の

認識・切断を行っているのかを明らかにすることことで、キラートキシンとして
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だけではなく、酵素学的にも新しい発見があるのではないだろうか。 

 

おわりに 

 

tRNA の切断は、ここ数年の間に明らかにされたばかりの新しい細胞内現象で

ある。その生物学的意義を知るためには、各生物種における tRNA 切断機構と、

tRNA 切断によって引き起こされる現象とをそれぞれ明らかにする必要がある。

本研究では、コリシン Dという tRNAを特異的に切断する酵素を用いることで、

細胞内における tRNA切断現象をいち早く再現することが出来た。また、出芽酵

母を題材とし、zymocin, PaTという tRNAを切断するキラートキシンと、コリ

シン D による tRNA 切断とを比較することで、一概に tRNA 切断と言っても、

それを引き起こす要因、或いは切断される tRNAの種類や量によって細胞はそれ

ぞれ異なる応答を示すことが明らかとなった。所属する研究室では現在、ストレ

ス条件下で tRNA切断を行う Rny1pの機能解析が行われている[102]。これと併

せて、自然界で起こる tRNA切断に対する細胞の潜在的な応答機構や、切断現象

の生物学的意義が今後さらに明らかにされていくことを期待する。 

また、コリシン D と zymocin に対する異なる細胞応答を見出したことから、

これを糸口とすることで、長年不明であった zymocin によって引き起こされる

G1 期停止のメカニズムを解明することが出来るかもしれない。zymocin や PaT

による tRNA切断に対する細胞応答は、トキシンによってのみ引き起こされる特

異的なものであるかもしれない。しかし、細胞内に豊富に存在する tRNAのうち、

特定の tRNAにのみ生じた異常事態を細胞がどのように認識し、応答するかを明

らかにすることで、細胞内の tRNAプールを保つような、或いは翻訳系を制御す

るような、重要なメカニズムが存在することを示すことが出来るだろう。 
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実験材料についての補足 

 

使用菌株 

 

Saccharomyces cerevisiae 
Strain Genotype Source 

TM142 MAT" ura3 leu2 trp1 his3 ※1 

TM141 MATaura3 leu2 trp1 his3 ※1 

TM143 MATa/" ura3 leu2 trp1 his3 This study 

BY4742 MAT"; his3!1; leu2!0; lys2!0; ura3!0 EUROSCARF 

TM220 MATa ade8 ※1 

TM221 MAT" ade8 ※1 

CG379 (BY24966) MAT" ade5 can1 leu2 trp1 ura3 GAL+ NBRP 

GS1731 MATa, ade1, his  

※１…東京大学分子細胞生物学研究所前田達哉准教授より恵与された 

 

Kluyveromyces lactis 
Strain Genotype Source 

IFO1267 MATa [pGKL2+ pGKL1+] JCM 

 

Pichia acaciae 
Strain Genotype Source 

NRRL Y-18665 [pPac1-1+ pPac1-2+] ARS Culture Collection 
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Escherichia coli 
Strain Genotype 

DH5" F#, "80d lacZ$M15, $(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, 

 hsdR17(rK- mK+), phoA, supE44, %#, thi-1, gyrA96, relA1 

GM33 F#, dam-3 sup-85 (Am) 

GM119 F#, dam-3 dcm-6 metB1 lacY1 galK2 galT22 tonA31 tsx-78 supE44 

 mtl-1 (thi-1) 

 

使用したプラスミド 

Plasmid Experiment 

pUC19 small RNA cloning, % phage DNAの cloning 

pRS326[103] D-CRDの発現 

pYO316[104] D-CRDの発現 

pGMT10[105] ImmDの発現 

pGML20[105] tRNaseの発現 

 

使用した培地 

培地 組成 
LB 1% Bacto tryptone, 0.5% Bacto yeast extract, 0.5% NaCl 

YPD 1% Bacto yeast extract, 2% Bacto pepton, 2% glucose 

YPGal 1% Bacto yeast extract, 2% Bacto pepton, 2% galactose 

YPRaff 1% Bacto yeast extract, 2% Bacto pepton, 2% raffinose 

SD 0.67% Bacto yeast nitrogenbase w/o amino acids, 2% glucose 

SG 0.67% Bacto yeast nitrogenbase w/o amino acids, 2% galactose 

SRaff 0.67% Bacto yeast nitrogenbase w/o amino acids, 2% raffinose 
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tRNAのノザンハイブリダイゼーションに用いたオリゴ DNA 

Name Sequence 

Y-tRNA-Tyr TCTCCCGGGGGCGAGTC 

Y-tRNA-ArgICG GGACTTGAACCTGGAATCTTCTG 

Y-tRNA-ArgUCU GTCGAACCCATAATCTTCTG 

Y-tRNA-ArgCCU CTCGAACCCGCAGTCTTCT 

Y-tRNA-ArgCCG ACTCGAACCCGGATCACAG 

Y-tRNA-AspGUC AATTGAACCCCGATCTGGCA 

Y-tRNA-CysGCA TCGAACTAAGGACCAACAG 

Y-tRNA-GlnUUG ATTCGAACCGGGGTTGTCCG 

Y-tRNA-CysGCA TCGAACTAAGGACCAACAG 

Y-tRNA-LysUUU GCTCGAACCCCTGACATTT 

Y-tRNA-LeuCAA TCTTGCATCTTACGATACCTG 

Y-tRNA-GlyGCC TCGAACCGGGGGCCCAACG 

Y-tRNA-GluUUC AGTCGAACCCCGGTCTCCACG 

Y-tRNA-AlaAGC GGAATCGAACCGGAGACCT 

Y-tRNA-ValAAC TCGAACTGGGGACGTTCTG 

Y-tRNA-ProUGG TTGAACCCAGGGCCTCTCG 

Y-tRNA-CysGCA TCGAACTAAGGACCAACAG 

Y-tRNA-GlnUUG ATTCGAACCGGGGTTGTCCG 

Y-tRNA-GlyGCC TCGAACCGGGGGCCCAACG 

Y-tRNA-HisGUG CCTAGAATCGAACCAGGGTTT 

Y-tRNA-LysCUU TCGAACCCCTAACCTTATG 

Y-tRNA-MetCAU TCGATCCGAGGACATCAG 

Y-tRNA-ProUGG TTGAACCCAGGGCCTCTCG 

Y-tRNA-ValAAC TCGAACTGGGGACGTTCTG 

tRNAArgICG-5half GCCAGACGCCGTGACCATT 

tRNAPheGAA-5half GTCTGGCGCTCTCCCAACT 
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Lys_intron ATCCTTGCTTAAGCAAATGCGCT 

Ile_intron CCTGTTTGAAAGGTCTTTGGCACA 

Leu_intron CCCACAGTTAACTGCGGTC 

Phe_intron AACTTGACCGAAGTATTT 

Mt-tRNA-LysUUU GTTGAACCAAGCATGGGTTG 

tRNA-GlyCCC AATCGAACCCGGGCCTCATG 

Mt-tRNA-AlaUGC ACTTGAACTCATATTAAATGC 

ProUGG-intron TGCTTTGTCTTCCTGTTTATTCAGGAAG 

tRNA-SerUGA AACAGATTTCAAGTCTGTC 

 

PCR プライマー 

Name Sequence 

tADH-NaeI AAAGGCGGCCATGCCGGTAGAGGTGTGGTCAA 

Cter-ImmD-SacI CGGGAGCTCTTATAATTTAAATTTTTCCAAGATAGATCGG 

Flag-D-CRD532-XbaI AAATCTAGAATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGACAG
GTAATCATCAACCCGTTCCG 

Nterm-ImmD-BamHI AAAGGATCCATGAATAAGATGGCAATGATCGATTT 

tADHnewFw ATACGCTTAACTGCTCATTG 

Y-STE2-F TCACCGGATTTCCTCAGTTC 

Y-STE2-R AACTCGTAGGTGTGGGCAAC 

Y-STE3-F ATGGACGAAAATCGTCAAGG 

Y-STE3-R TCGACATAGAAATGCGCTTG 

Y-FUS3-F2 ATAAAGTCGCTTCCCATGTACC 

Y-FUS3-R2 GTTTCTTGAGGTCTTTCGTCGT 

Y-ACT1-F1 TTGACCAAACTACTTACAACTCCA 

Y-ACT1-R1 TTGTGGTGAACGATAGATGGAC 

Y-STE2-F2 GCTGTCTAGCTTTCAAACTGAT 

Y-STE2-R2 AACTTTCTGGCTTCCTCATC 
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Y-STE3-F2 TGTCGACTATAGGATTCCAGATG 

Y-STE3-R2 TGAGCTTGAATTCTCTTCTTTTG 

Y-FIG1-F1 AGTTTTGACATGGGGTATTGGT 

Y-FIG1-R1 TGCAATGTAGATGAATCCGAAG 

Y-FUS1-F1 TTGTCACGTTCTAAACCATTGC 

Y-FUS1-R1 GAGACAGTCACCAGGCACAAT 

ACT1-F2 CTGAAGCTCCAATGAACCCTAAA 

ACT1-R2 TGGAACGTTGAAAGTTTCAAACAT 

Tel-VI-R0.6-F GCCTCCTATATTTAGCCTTTTTTGATAT 

Tel-VI-R0.6-R CCGAACGCTATTCCAGAAAGTAG 

HMR-E-F CCCGTCCAAGTTATGAGCTTAATCT 

HMR-E-R GGAGTCTTAATTTCCCTGATTTTAGTTTAG 

HML-E-F TTTTTCGCCTTTTATACAGACTTCAA 

HML-E-R ACTTAAGAAATTACATTCCATTGCGATAC 

gamma-SacI-R1 CGGGAGCTCTTATACACATTTTCCATTCTG 

XbaI-gamma-sig-F1 AAATCTAGAATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGAAGA
TATATCATATATTTAGTG 

XbaI-gamma-F1 AAATCTAGAATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGCAG
CTACTACTGCGAGAGAGGAG 

Met/seq-primer CTTGGTTCTTTTTTAGCTTGTGATCTC 

XbaI-PaT_ORF2-sig-F1 AAATCTAGAATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGTATTT
ATTATTCTTCTTGA 

XbaI-PaT_ORF2-F1 AAATCTAGAATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGTTAAA
TGAAGGTGCTATTGG 

PaT_ORF2-SacI-R1 CGGGAGCTCCTAAACCTTACATGT 

PGAL1-F1 TCGGTTTGTATTACTTCTTATTC 

XbaI-PaT_ORF2-F2 GCTCTAGAATGAATCCTACTACATGTTT 

XbaI-PaT_ORF2-F3 GCTCTAGAATGTTAAATGAAGGTGCTAT 

PaT_ORF2-SacI-R2 GCGAGCTCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCAACCTT
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ACATGTAATACTTTT 

PaT_ORF2-SacI-R3 GCGAGCTCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCAACCTT
ACATGTAATACTTTTGATTTTACTGTCAG 

BamHI-G-sig-F1 CGGGATCCATGAAGATATATCATATATT 

BamHI-G-F1 CGGGATCCATGGCAGCTACTACT 

G-FLAG-SacI-R1 GCCGAGCTCTTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCTACAC
ATTTTCCATTCTGTAGATTATTC 

MATalpha2-F1 CAAGGGCCTAGAGAATCTAATGA 

MATalpha2-R1 ATTCTGGAGCGATTGTTATTGTT 

ORF2-H99A-F1 ATATTAACGGAGCTGATAATGTTTATTA 

ORF2-H150A-F1 ATCTTAAAGTAGGAGCTTCAGATTTATTA 

ORF2-H234A-F1 CGATGCAAATGGAGCTGATTTACTGAAAA 

ORF2-H299A-F1 GGAAGCATAAGAGATGCTGCAAAATTAATAG 

ORF2-H99A-R1 TAATAAACATTATCAGCTCCGTTAATAT 

ORF2-H150A-R1 TAATAAATCTGAAGCTCCTACTTTAAGAT 

ORF2-H234A-R1 TTTTCAGTAAATCAGCTCCATTTGCATCG 

ORF2-H299A-R1 CTATTAATTTTGCAGCATCTCTTATGCTTCC 

lambda2-F1 CTTGGCAACCTTTTTTATATCCCTT 

lambda2-R1 CATGGCAATCTCTGCATCTTG 

lambda2-internal-R1 GCTCCTTTCAGTCCGAACTTAG 

lambda2-internal-F1 AAGTGTATGACGGGCAAAGA 
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論文題目 

 
出芽酵母における tRNA 切断と細胞応答の解析 

 

 

 

tRNAは、mRNA上の遺伝暗号を対応するアミノ酸へと変換するアダプター分子であ

る。1955年に Crickによりその存在が予言され、その翌年に実体が発見されて以来、ア

ダプター分子としての構造や機能の研究が盛んに行われてきた。ところが最近になって、

これまでのアダプター分子としての機能とは異なる全く新しい生理現象に関する報告が

相次いでなされている。それらの中で特に注目すべきこととして、ヒト培養細胞やシロ

イヌナズナ、テトラヒメナ、出芽酵母、放線菌など幅広い生物種において、アミノ酸飢

餓、酸化、高温など種々のストレスに応答して tRNA の切断が誘導されることが明らか

にされた。このことから、tRNA 切断が生物にとって普遍的な現象であることが示唆さ

れている。そこで本研究では、出芽酵母において人工的に tRNA をノックダウンし、こ

れに対する細胞応答を解析した。一方で、キラー酵母と呼ばれる Kluyveromyces lactis

が生産する zymocinや、Pichia acaciaeが生産するPaTが、それぞれ出芽酵母の tRNAGlu, 

tRNAGln を切断するトキシンであることが明らかにされた。感受性出芽酵母に対して、

zymocinはG1期で、PaTはS期で細胞周期を停止させる。これらのトキシンによる tRNA

切断は、感受性菌の増殖阻害を目的として引き起こされるため、ストレスに対する応答
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としての tRNA 切断とは、生理的意義が本質的に異なると考えられる。そこで、キラー

酵母による tRNA切断に対する細胞応答についても解析した。 

 

第 1 章 D-CRD 発現株における細胞応答の解析  

過酸化水素水による酸化ストレスの誘導や、生育に必要なアミノ酸を欠いた培地を用

いるアミノ酸飢餓の再現では、それらのストレスへの応答に埋もれてしまうため、tRNA

の切断に対する細胞応答を追跡することは困難であると考えた。そこで本研究では、コ

リシンDのC末端側にあるリボヌクレアーゼドメイン (D-CRD) を出芽酵母内で発現さ

せることで、tRNA を人工的にノックダウンし、その細胞応答を解析した。コリシン D

は大腸菌群の Col プラスミドにコードされるタンパク質性毒素であり、大腸菌に存在す

る 4種類の tRNAArg (tRNAArgICG, tRNAArgCCG, tRNAArgUCU, tRNAArgCCU) を標的と

する。 

これまでに、" 細胞において D-CRD により tRNA をノックダウンし、これにより発

現変動する遺伝子を、DNAマイクロアレイを用いて網羅的に解析した。その結果、接合

に関与する遺伝子群が発現上昇することを明らかにした。またこのとき、" 細胞内では、

通常転写が抑制されているa細胞特異的遺伝子の発現が活性化していることを見出した。

そこで、"細胞、a細胞、a/"細胞を用いて tRNAをノックダウンした際の "細胞特異的

遺伝子 (!sg) 及び a細胞特異的遺伝子 (asg) の転写量の変化を調べた。すると、"細胞

での asg の転写活性化は再現されたが、a 細胞では !sg は転写されず、また a/" 細胞で

も !sg, asg共に発現は見られなかった。一方、cycloheximideで処理した細胞において

接合型特異的遺伝子の転写量の変化を調べたところ、やはり "細胞での asgが活性化し

た。従って、"細胞においてasgの転写を抑制しているTup1p-Cyc8p complex の形成が、

タンパク質合成の低下に伴って阻害されたために、この様な現象が起きたと結論づけた。

接合型特異的遺伝子の転写抑制は、細胞の恒常性を保つ上で重要であるが、接合型によ

ってその抑制機構が異なるために、タンパク質合成の低下に対して接合型依存的な脆弱

性を示すことが分かった。 

 

第 2 章 tRNA を切断するキラートキシンに対する細胞応答の解析  

キラートキシンである zymocin, PaT の tRNA 切断に対する細胞応答を解析するため
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に、zymocinおよび PaTの tRNA切断活性を持つサブユニットである $-subunit, Orf2p

をそれぞれ酵母内で発現させ、D-CRDが誘導する tRNA切断に対する細胞応答と比較し

た。また、tRNAを切断するにも関わらず、zymocinは G1期で、PaTは S期で感受性

酵母の細胞周期を停止させる。そこで、こうした違いが生じる原因についても併せて解

明することとした。$-subunit, Orf2pをコードする遺伝子を GAL1プロモーターに繋ぎ、

出芽酵母の染色体に組込んで発現誘導を行った。その結果、$-subunit, Orf2pによりそれ

ぞれ tRNAGlu, tRNAGlnが切断され、これによる生育阻害が確認された。但し、$-subunit

の発現による生育阻害の程度は、Orf2p と比較して低かった。また FACS を用いた解析

で、$-subunitの発現により宿主の細胞周期が G1期で、Orf2pの発現により S期でそれ

ぞれ停止することも観察された。一方で、コントロールとして D-CRD 発現株の細胞周

期解析も行ったが、特定のフェーズでの細胞周期停止は観察されなかった。PaT は感受

性酵母に対し DNA損傷を引き起こすことが報告されている。そこで、ヒストン H2Aの

特異的リン酸化状態を指標として、$-subunit, Orf2p発現株における DNA損傷誘導の有

無について検証した。その結果、Orf2p発現株でのみヒストンのリン酸化が観察された。

このことから、zymocinとPaTとの間で細胞周期停止のフェーズが異なるのは、PaTが、

tRNA切断活性に加えて DNA損傷を誘導する活性を持つためであることが示唆された。

また、これらの株 (" 細胞) において asg の発現量を調べたところ、Orf2p 発現株では

D-CRD 発現株の場合と同様に転写量が上昇していたが、$-subunit 発現株では転写の活

性化は見られなかった。このことから、$-subunit発現株ではタンパク質合成の低下に対

する応答とは異なる細胞応答を示していると考えられた。 

 

第 3 章 キラートキシン PaT による DNA 損傷誘導機構の解明  

第 2章で得られた結果から、PaTは tRNA切断と DNA損傷の誘導という二つの活性

を持つことが示唆された。しかしながら一方で、PaT による tRNAGlnの切断が DNA 損

傷を誘導する可能性も否定出来ない。そこで、in vivo, in vitroにおいて tRNA切断活性

を失った Orf2p の機能を調べることで、これを明らかにすることとした。tRNA 切断活

性に関与するアミノ酸として、Orf2pに存在する 4つの His残基に注目した。これらを

Ala に変異させた変異型 Orf2p を作出し出芽酵母で発現させた結果、Orf2p-H299A は、

宿主の生育阻害及び tRNA 切断を起こさなかった。また Orf2p-H299A 発現株では、ヒ
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ストン H2A のリン酸化も見られなかった。このことから、H299 が tRNA 切断活性と

DNA切断活性の両方に共通した触媒残基である可能性を考えた。また Orf2pの免疫染色

を行った結果、核に局在している様子が見られたことから、Orf2p は細胞質で tRNA を

切断するだけでなく、核に移行して DNAと直接作用することが示唆された。次に、精製

した野生型 Orf2p及び Orf2p -H299Aを、in vitroで出芽酵母の染色体や % phage由来

の DNA断片と反応させ、電気泳動を行った。その結果、野生型 Orf2pは、DNAとの結

合能を持つことが分かった。一方で、Orf2p-H299Aは DNA結合能を消失していた。ま

た、基質 DNAの修飾が、Orf2pとの相互作用に影響することが示唆された。現在、Orf2p

が DNA切断活性を持つ可能性を検討している。 

 

総括  

本研究では、D-CRDを用いて tRNAノックダウンモデル細胞を構築し、細胞質 tRNA

の切断に対する細胞応答を解析した。また、tRNA切断性キラートキシンである zymocin

や PaTによって引き起こされる tRNA切断と、D-CRDによる tRNAノックダウンに対

する細胞応答を比較した。D-CRD及び Orf2pの発現による接合型特異的遺伝子の抑制機

構の解除は、tRNA 切断に特異的な現象では無く、タンパク質合成の低下が原因である

と考えられた。今後は、D-CRDの発現では特異的な細胞周期停止が起こらず、$-subunit

発現株では G1 期停止が起こることが、切断される tRNA の量や種類に起因するかを検

証していくことで、tRNA と細胞周期制御の関連を明らかにしていきたい。一方 Orf2p

は、tRNA切断活性に加え、DNAと直接相互作用することで、細胞周期の S期停止を誘

導することが分かった。このことから、PaTが tRNAと DNAの両方を標的とする極め

て新規性の高い毒素である可能性が示された。 
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