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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

家蚕(BombyxmQriL)5令 期 の後部絹糸腺のtRNAは この器官で合 成 され る主

要 な蛋 白質 である フィプロイ ンの ア ミノ酸組成 と大 きな相関を示 し,非 常 に偏 った組成を持

つo

この様なtRNAの 器官特異的な適応現象がどの様な機構により発現 しているのかという

問題は,細 胞分化における遺伝子の選択的発現の問題を含め興味深いものである。 従来か

らこの問題は著者達の研究室を含め,い くつかのグループの大きな研究目標であった。 著

者は上述の課題を明らかにするたあには,先 ずこの器官におけるtRNAの 生合成経路を解

明す ることが1つ のステップであると考え,こ れを本研究の目的とした。

tRNAの 生合成において,tRNA分 子が合成される前に中間体(前 駆体)が 存在するこ

とが最初に示 されたのは動物細胞であった。 しか し,こ の点に関 しその後詳細な研究が成

されたのは大腸菌などの系であ り,高 等動物においてはその詳細は不明である。

著者は後部絹糸腺を用いてtRNA前 駆体の存在を示 し,そ の成熟過程の概略を明 らかに

した。 また,こ の過程に関与するリボヌクレアーゼ2種 の存在を高等動物で初めて明らか

にし,そ のうちの1種 については精製を行い,そ の性質を明らかにした。

第H章 家 蚕5令 期 に お け るRNA合 成 能 の 変 化

5令 期 における後 部絹糸腺のRNA

合 成 の概略 を知 る 目的で5令1日 か ら

7日 目までの絹糸 腺の全RNAへ の

3H一 ウ リジンの取 り込みを検討 した。

その結果,RNA合 成 能は3日 目が

最 も高か った(図1)。 そ こで次

に この時期の絹糸腺を選びtRNA前

駆 体 の分 離および同定を行 った。

図1.5令 期 における後部絹糸腺RNAの3H一

ウ リジ ン取 り込み能の変化
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第 皿 章tRNA前 駆 体 の 分 離 お よ び 同 定

tRNA生 合 成 におg・て中間体(前 駆体)が 存在 する とす れば,.そ れ は3H一 ウ リジ ンに

ょ ってtRNAよ り も先に ラベル され,し かもtRNAと 同 じ構造を含む もの であろ う。

この様な前駆体 を同定 す るため に絹糸 腺RNAを3H一 ウ リジンによ って5分 パル スラベ ル

した。

その結果,図2に 示 したよ うにtRNAよ り も先 にラベル され るRNA(4.5S)が 存在

し,し か もそれはチ ェイスによ りtRNAlζ 移行 した 。 このRNAはDNAと の結合 にお

いてtRNAと 競 合 した 。 従 って このRNAはtRNAと よ く似た1次 構造を持つ もので

あ り,こ の ものがtRNAの 前 駆体であ ることを示す。 似 下,1こ のRNAを4.5S前 駆 体

と呼 ぶ ことに した。 これ以外 に上記の性質 を示すRNAは 認 め られなか った。

4.5S前 駆 体 は90-100ヌ ク レオチ ド程度の大 きさを持つ 。 従 って細胞内で こ.の

RNAがtRNA分 子 に成熟す る過程 では何 らかの作用 によ りRNA鎖 の 切断(プ ロセ シン

グ)が 生 じているはず である。 そこで次に この反応に関与す る特異的な リボ ヌク レア ーゼ

を分離 し,成 熟反応の詳細 を検 討す ることに した。

図2,3HFウ リジ ンで5分 ラベル したRNAの ゲ ル電気 泳動パ ター ン(A)

ピノ と
,チ ェイス後 の各RNAの 挙 動(B)
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第W章tRN▲ 前 駆 体 の プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す る り ボ ヌ ク レ ア

ー ゼ の 分 離 お よ び 精 製

3日 目の後部絹糸腺500gを 分 画 し,い くつかのサブ フラクションに分 けた。 これ ら

を4,5S前 駆 体 と反応 させtRNAサ イ ズに切断す る活性 を検索 した結果,こ の活性 は リボ

ソーム洗液中 に認 あ られ た。 そ こで次に この画分を硫安分 画,ハ イ ドロキ シアパ タイ ト,

DEAE一 セ ル ロース,P一 セル ロースあ るいはセ ブアデ ックスG-200の 各 クロマ トに

よって精製 し,RNaseP.Bmoと 命 名 した(表1)。

表1.後 部絹糸腺より前駆体を切断するリボヌクレアーギの精製

精 製 過 程
度

　

製

倍(

精

脇
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活

n
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全白
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全

t
〃

2

3

4

5

リボソーム洗液

硫 安 分 画

ハイ ドロキシアパタイ ト

DEAE一 セ ル ロース

セファデックスG-200

〃(ピ ーク)

606

362

60.5

10.1

5.6

α7

5,029

5,828

4,531

3,612

3,352

672

8.3

16.1

74.9

357.6

598.5

960.5

1.0

1.9

9.0

43.1

72.1

115.7

※1unit:37℃ ,10分 で4SRNA(あ るいは41SRNA)500cpm

を生 成 させ得 る酵素量

4.5S前 駆 体 は この ヌク レア ーゼ によ って切断 され,2つ の産物を与え る(図3)。

1つ はtRNA(4S)よ りも若干 大 き く,他 は10-15ヌ ク レオチ ドの フ ラグメ ン トであ る。

この様 な酵素を ここまで精製 出来 たの は動物細胞で は最初の もの であ り,そ の性質 につ いて

はほ とん ど知 られていない 。 そ こで,RNaseP.Bmoの 切 断様式その他の性質 について

次 章で検 討 した 。
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図3.RNaseP.Bmoに よ って切断 された4.5S前 駆 体

のゲル電気泳動パ ター ン
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第V章RNaseP..Bmoの 諸 性 質

1.4.5S前 駆 体の切断の部位

4.5S前 駆 体の大 きさか ら判断 して,こ の.前駆体 中に存在す るtRNA配 列 以外 の余分 な

部分は末端側 に位置 していると思 われる。5L末 端を32Pで ラベル した4.5S前 駆体 を基

質 と してRNaseP.Bmo反 応 を行 った結果,本 酵 素はこの前駆体 の5'一 側10-15ヌ ク レ

オチ ドを切断す ることが判 明 した。 また,こ の反応によ り生 成 したtRNAよ りも若干 大

きなRNAの5L末 端 を解析 した結果,tRNAの そ れ と良 く一致 した。

従 ってRNaseP.Bmoは4,5S前 駆 体 の5L側 の余分 な部分を完全 に しか も厳密 に切

断 し,正 確 なtRNAの5'一 末 端 を出現せ しめ る作用を もつ と推定 した。

しか しなが ら,上 述の反応産物 はtRNAよ りも若干大 き く(以 後4.1S前 駆 体 とす る)

ま だ余分 な部分 が結合 してい る。 ところが,上 述の よ うに,RNaseP.Bmoに よ って

5L側 は完全 に除去 されてい ることか ら,こ のRNAは 余 分 なヌク レオチ ドは3'一 側 に結合

してい ると思われ る。 この部分の プロセシ ングについては第VI章 で検討 した。
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2.基 質 特 異 性

絹糸腺 か らrRNA,5SRNAお よ びtRNAを 調 製 し,RNaseP.Bmoと 反 応 させ

た 。 その結果,こ れ らに対 しては ほとんど作用 しないことが判 明 した。 また41S前 駆

体 にも作用 しな い。 これ らの結果 は,RNaseP、.Bmoが 高 度 の特異性 を持 つ ことを 示

唆す る。 お そ らく前駆体 の高次構造 を識別 してい るのであ ろう。 実際,ア デ ノシン類縁

体で あるホル マイシ ンを鎖 中に含み,2次 あ るいは3次 構造 に変化 を来 た した と考え られ る

4.5S前 駆 体はRNaseP.Bmoに よ って切断 されに くい ことを明 らかに し,こ の ことが

襯 りzりoで のtRNA合 成 阻害 につなが ることを明 らかに した。

3.イ オ ン要求性お よびpHの 影響

RNaseP.Bmo反 応 の進行 には二価 陽イオ ンとしてMg十 トあ るいはMn十 トが必要 で

ある。Mg+←5mMの 存 在下 でNH≠ あ るいはK:+が 反 応を促進 す る効果 を示 した。

至適pHは8.0-8.2で あ った。

これ らの結果お よびその他 を表2に まとめた 。

表2.RNaseP.Bmoの 諸 性 質

至 適pH

二価陽イオン要求性

一価陽イオ ン活性化剤

切 断 様 式

産 物

基 質

阻 害 剤

分 子 量

8.Q-8.2

Mg十 トあ る い はMn十 ト

NH方 あるいはKナ

エ ン ド型

5'Pを 持 つRNA

4.5S前 駆体 のみ

EDTA

約20万

第VI章 前 駆 体 の プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す るRNaseP.B皿o

以 外 の ヌ ク レ ア ー ゼ

前章 で述べたよ うに,4.5S前 駆 体はRNaseP.Bmo・ に よ って4.1S前 駆 体 にプ ロセ

スされ る。 このRNAはtRNAよ りもやや大 きく,さ らに もう1段 の切断反 応を必要 と

す ることが予想 された 。

事実,こ の4.1S前 駆 体を再度硫安画分の酵素 と反応 させ た所,tRNAと ま った く同 じ

サイズの ものが生成 した 。 しか もこの反応 は末端 ラベル した基質 を用いて3'一 側 の み を

切断す ることが判明 した(図4)。 この画分をDEAE一 セ ル ロースによ って精製 した結
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果,RNaseP.Bmoと は 異な る画分に この活性 が認め られた 。 従 って この反 応に関与す

るヌク レアーゼはRNaseP.Bmoと は異 な るものであ り,RNaseQ.Bmoと 命 名 した。

RNaseQ.Bmoは4.5S前 駆 体 には働 かない。 従 って,4.5S前 駆 体 がRNaseP.

Bmoに よ って切断されたのち,こ の酵累 が作用す るもの と思われる。

図4.5L末 端 を32Pで ラベル した3H-4.1S前 駆体

の4SRNAへ の 切断反応
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第 町 章 前 駆 体 の プ ロ セ シ ン グ と 塩 基 の 修 飾 反 応

一般 にtRNAは そ の配列 中に多 くの修 飾塩 基を持つ。 これ らは転写以後生成 され ると

考 え られてい るが,こ れ らの修飾反応 と,こ れ まで述べて来た前駆体 のプ ロセ シングとが ど

のよ うに関連 を持つのかは興味あ る問題であ る。

著者 は32P正 リ ン酸 あるい は 〔メチル ー14C〕 メ チオニ ンで ラベル した4.5S前 駆 体お

よびtRNAをRNaseT2で 完 全分解 し,修 飾塩基 を解析 した。 その結果,tRNA

生 合 成 の ごく初期 と後 期の2つ の ステ ップで修飾反応 が生 じていることが示唆 された 。 こ

の ことは 説 厄 甜oの 実験 によって も支持 され た。

絹糸 腺よ り硫 安分 画およびDEAE一 セ ルロースによって部分精製 したtRNAメ チ ラー

ゼを用いて4.5S前 駆体 およびtRNAと 反 応 させ た。 その結果,4.1S前 駆 体が最 も有

効な基質で あった。 またRNaseP.Bmoお よ びQ.Bmoに よ って生成 させた4S

RNAも 同 様 に有効で あった64.5S前 駆 体を予め1`C一 メチルで 飽和 させてか ら切断 し

4.1あ る いは4Sと したのちも同様 な取 り込 みが見 られた(図5)。
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図5.ぬ 面 蝕oで の14C一 メ チル の4,5S前 駆 体

へ の取 り.込みの タイム コース
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従 って,こ の ことは4.5S前 駆 体お よび4.1S,4SRNAの 間 で質的に異 なるメチル化

が生 じてい ることを示す もので ある。 これ らは,修 飾酵素の認識部位が前駆体の立体構造

と密接 な関係 を持つ ことを示す もの と言え る。

要 約

家 蚕後 部絹糸腺 にお いて,tRNAは4,5Sお よ び4.1S前 駆 体 と名づ けた中間体を経

て生合成 され ることを,パ ル スーチ ェイス実験,DNA-RNAハ イ ブ リッ ド形成反応およ

び精製 した酵素 によ る切断実験等 によ って明 らかに した。

4,5S前 駆 体は5{一 お よび3仁 両末端側 にtRNA配 列 以外の余分な配列を15-25ヌ ク レ

オチ ド分 程度有 し,ま た シウ ドウ リジン,デ ヒ ドロゥ リジン.その他多 くの メチル化塩基を有

していた。 この前駆体 は最初 にその5'一 末端側の余分 なヌク レオチ ドが切断 されて4.1S

前 駆 体にな り,次 に3'一 側 が除去 されtRNAと 同 し分子量 を持つRNAと な る。 これ ら

の切断過 程 に関与す る特異的 な リボヌク レアーゼはそれぞれRNaseP.Bmoお よび

RNaseQ.Bmoと なず けた2種 である ことを動物細胞で最初 に明 らかに した。 さ らに

RNaseP.Bmoに つ いて は約115倍'に 精製す ることが 出来,そ の諸性質を調べ た。

また,tRNA中 に存在す る種 々の修飾塩基 の生成過程 についても検討 を行 い,3η 覗"o

お よ び 襯 呪 砕oで の実験 の両面 か らそれ らの塩基 が生合成の ごく初期 一恐 らく転写直

後 一お よびRNaseP.Bmoに よ る切断後 の2つ の段階 での反応 によ って生成 され ること

を示 した 。
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以上の実験結果をふまえて第阻章で後部絹糸腺のtRNA生 合成経路およびその調節機構

について考察を行った。
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審 査.結 果 の 要 旨

家蚕後部絹 糸腺中に含 まれ るtRNAの ア ミノ酸種は,こ の器官で合成 される主要蛋 白質である フ

ィプロインの ア ミノ酸組成 と密接に関連している。 このよ うな特異的な器官適応現象を明 らか にする

研究の一環 として,本 研 究では,絹 糸腺におけるtRNAの 生 合成反応について研究を行った。

5令 期家蚕では,3日 目がRNA合 成 能ば もっとも高いので,本 研究では主にこの時期の絹 糸腺 を

用いた。3H一 ウリジンのRNAへ の とりこみ実験 により,tRNAよ り もやや分子量の大 きい4.5

SRNA画 分 に放射能が先づ入 り,つ いで この画分 が4SRNAに 移 行す ることを発 見し,前 者を

tRNAの 前駆体 と結論 した。

ついで4.5S前 駆 体か ら4SRNAに いたる反応を検討 し,こ れに関与す る酵素を2種 須は じめて

分離 し,前 駆体RNAの 切断を触媒す る作用か ら,RNaseP・BIhoお よびRNaseQ・Bmoと

命名 した。RNaseP.Bmoは,4.5S前 駆 体に作用 してその5L末 端部分の ヌク レオチ ド鎖 を切

出す酵 素で,生 成物は4・1S前 駆 体 と10～15ヌ ク レオチ ドの フラグメン トである。RNaseQ・

Bmoは,上 の4.1S前 駆 体に さらに作用 して4SRNAに す る酵素である。 この反応では4.1S前

ノ

駆体の3一 末端部で分解が行われるもの と推定 された。

RNaseP`Bmoを 精製 しその性質を調べた結果,こ の酵素は基質に対す る特異性が極めて高 く,

別 に絹糸腺 より調整 したrRNA,5SRNA,tRNAに は ほ とんど作用 しないこ とが明らかになク

た。 一方,RNaseQ.Bm・ は,4.5SRNAに は 作用せず,4.1SRNAに 特 異的に作用す る

こ とも明 らか にな り,tRNAの 生合成 は,4.5S前 駆 体 →4.1S前 駆 体 →4SRNAの 径 路で進

むものと結論 した。

tRNAの 合 成反応には,さ らに核 酸塩基の修飾反応 も含 まれ るので,上 記 の プロセツシソグ とメ

チル反応 との関係 につ いても検索 し,4.5S前 駆 体お よび4.1S前 駆 体でそれぞれ特異的なメチル化

反応が行われてい ることを明 らかに した。

以上の研究は動物細胞 でははじめて明らかにされた もので,特 に新 しい2種 の酵素の分離は,tR-

NAの 生 合成研究に重要 な知 見を与えるものであ る。本研究は,生 化学分野のみ な らず広 く応用面 に

も貢献するところが大き く,農 学博士の学位 を与えるに充 分な もの と判定す る。
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