
バクテリアで見つかつたtRNAとmRNAの

両方の働きをもつRNA

武藤 豊 ・牛田千里 ・姫野俵太

大腸菌で20年 ほど前に見つかった10SaRNAの 機能が最近明らかになった。驚くべき

ことに,こ のRNAはtRNAとmRNAの 両方の働きをもつ。まず,両 末端からなるtRNA

様構造がアラニルtRNA合 成酵素の基質となり,ア ミノアシル化されてリボソームに入

る。次に内部配列がタグとよばれるペプチドをコードするmRNAと して働くことにより,

翻訳途中で中断したmRNAか ら翻訳を受け継いで,で きかけのペプチドのC末 端にタグを

付加する。このmRNAの 切り替えによる新しい翻訳機構はトランス・トランスレーション

(trans-transIation)とよばれ,10SaRNAは その働きからtmRNA(transfer-messenger

RNA)と 新しく命名された。

【tmRNA】 【10SaRNA】 【トラ ン ス ・ トラ ン ス レー シ ョ ン】

【タグペプチ ド】

はじめにRayとApirionは1979年 に大腸菌で沈降定

数約10S付 近 に代謝的に安定なRNAが 存 在すること

を発見 し10SRNAと 名づけた1)。その後の解析から10S

RNAは2種 のRNAの 混合物であることが判明し,そ

れぞれ10Sa,10SbRNAと 名 づけられた。そのうちの

10SbRNAはRNasePの 触媒活性を担うRNA成 分

であることが判明 し,MIRNAま たはRNasePRNA

とよばれるようになって,10Sbと い う呼び名は消えた。

一方
,10SaRNAの ほ うはその機能が不明の ままであ

ったためにその名称でよばれてきた。最近,こ のRNA

がtRNAとmRNAの2つ の機能をもつ ことが明 らか

にな りtmRNAと い う名前が提唱 された。 この名称 は

今 日国際的にほぼ受 け入れられていることか ら,本 稿

ではtmRNAの 名 前を使 うことにする。 ところで,大

腸菌のtmRNAの1次 構造がその遺伝子(ssrA)の 配

列から決定されたのはその発見から10年 後の1989年

で ある2)。その間にもApirionの グループによるいくつ

かの論文 はあるが,こ のRNAの 本格的研究が始まった

のは,そ れ以後1990年 代 に入 ってか らといってよい。

1990～91年 にかけて2種 の細菌からDNA配 列 による

ホモログの報告があったが,い ずれもDNA配 列検索で

偶然見つかったものである。1994年 に筆者 らはマイコ

プラズマ(Mycoplasma capricolum)と 枯 草菌(Bacillus

subtilis)か らtmRNAホ モ ログを単離,そ の構造 を

DNA,RNA両 面 から明 らかにした3)。その後,数 種の

細菌の全ゲノム配列からの検索や偶然見 つかった と思

われる部分配列を含めて,約10種 の配列が出そろった。

またWilliamsとBartelはtmRNAの2次 構造モデル

をつ くる目的で,多 くのグラム陰性菌のtmRNA遺 伝

子のPCRに よる増幅を試み,十 数種の細菌の両末端を

除いた配列を新たに加えた4)。その後の報告 を含めると,

現在 までに30種 以上の細菌でtmRNAの 存在が知 られ
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A Bacterial RNA that Functions Both as a tRNA and an mRNA
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図l tmRNAのtRNA様 構造 とmRNA様 構 造

大腸菌tmRNAの 末端付近の配列 を模 式的に表わ したもの。5'末 端 と3'末 端 でtRNAの アクセプ

ターステ ムとTΨCア ー.ム類似 の配列 をと り(囲み),ア ラニン を受容する。アラニンtRNAの ア

イデ ンテ ィテ ィー決定 にかかわ るアクセプターステムの第3塩 基対 のG-U対 と3'末 端か ら4番

目の塩基 を網で示す。 またtmRNAの5'末 端 か ら45～119塩 基 にわたる領 域には25ア ミノ酸 か

らなる読み枠(open reading frame;ORF)が あ り,そ のC末 端側10ア ミノ酸が タグペ プチ ド

のmRNAと して働 く。ORFの ア ミノ酸配列 を1文 字表記 で,タ グコー ド配列 は下線で示す。 タ

グの最初 のアラニ ン(A)は コー ドされていない。比較 のためア ラニンtRNAを 示 す。

ている。これまでに見つかったtmRNAは すべて真正

細菌(Bacteria)か らの ものであ り,古 細菌(Archaea)

と真 核生物(Eukarya)か らは見つかっていない。真正

細菌ではグラム陽性菌,陰 性菌 ともに広い範囲の系統

に属する種 で見つかっていること,最 小のゲノムを も

ち不要の遺伝子 を進化の過程で捨てて きた と考 えられ

て いるマ イ コプ ラズマの3種(M.capricolacm,M.

genitalium,M.pneurnoniae)に も存在 していることか

ら,tmRNAは 少 なくとも真正細菌には普遍的に存在 し

ていることは確かであろう。 したがって,そ の起源 は

すべての真正細菌の共通の祖先にまでさかのぼること

ができる。

1.tRNA様 構造

tmRNAの 長 さは種によって最短の349(Alcaligenes

eutyophus)か ら最長の411塩 基(M.capyicolum)ま で

分布 し,大 腸菌の ものは363塩 基 である。配列を比較

すると,5'末 端 からの約20塩 基 と3'末 端 の約30塩 基

は種間でよ く保存(類 似度70～90%)さ れ ているが,

中間部の保存性は低い(〈50

%)。 そ の保存 された5'と3'

末端 がtRNA様 の構造 を取 り

うることを筆者 らと井口 らの

グル ー プ は独 立 に見 つ け,

1994年 のほぼ同時期に発表 し

た3,5)。筆者 らはマイコプラズ

マと枯草菌か ら新 しく見つけ

たRNAの 配 列 に基づいた も

ので あり,Komineら は大腸

菌の配列に基づ くものであっ

た。筆者 らよ り前にtmRNA

の構 造を報告 していた3つ の

グループがそれに気づかなか

ったの は(も っ とも,Tyagi

とKingerは,1991年 にMyco-

bacterium tuberculosisの

RNAに は3'末 端 にtRNAの

TΨCア ー ム 類 似 の配 列 が

あることを記載 している6)),い

ずれ もRNAの5'末 端 と3'末

端 のアサインメ ン トが正確 で

はなかったためで,DNA配 列 ばかりでなくRNA自 身

の両端の配列 を正確 に決めることが重要 であったわけ

である。大腸菌の場合,最 初 に決 められた配列 は末端

の位置が不正確だったばか りでな く末端付近の配列 に

も数カ所間違いがあり,Komineら に よるDNA配 列お

よびRNAレ ベ ルでの配列決定が決 め手 となった5)。

図1に 大腸菌のtmRNAの 両末端か らなるtRNA様

構造 を示す。すべてのtmRNAに おいて,tRNAに お

けるCCA(3')末 端 を含むアミノ酸アクセプターステム

およびTΨCア ームがほぼ完全な形で存在する。ちなみ

に枯草菌の3'末 端のCCA配 列 はDNAに はコー ドされ

てお らず,い くつかのtRNAと 同様に転写後 に付加さ

れ る3)。アクセプターステムとTΨCア ームの存在 につ

いては化学修飾および酵素によるプローブ実験で も確

かめられている7)。またtRNAのTΨCア ームに存在す

る共通配列GUUCPuAも すべてのtmRNAに 存在する

し,大 腸菌 においてループ部分にお けるUUか らTΨ

への修飾がtRNAと 同 じように起 きていることを筆者

らは最近明 らかにしている8)。tRNAのDア ームとアン

チコ ドンアームに相当す る構造 は存在 しないが,Dル
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バクテリアで見つかったtRNAとmRNAの 両方の働きをもつRNA 15

一プに相当す る位置にループ構造 は存在 し(Dス テム

に相 当するものはない),tRNAのDル ープ共通配列

GGは すべてのtmRNAの 対応する位置にも見 られ る。

残 りの部分の構造については後述する。tmRNAに お け

る両末端部分の構造上の保存性は,末 端部の機能上の

重要性 を示唆するものであった。

tRNA様 構造 でもう一つ重要なのは,ア クセプター

ステムの第3塩 基対がすべてのtmRNAでG-U対 であ

ることで,こ れはアラニンtRNAの アイデンティティ

ー決定部位(identity　 determinant)と して有名な構造

である9,10)。もう一つのアラニンtRNAの 酵 素認識にか

かわ る塩基である3'末 端から4番 目のA11)も す べての

tmRNAに 保 存 されている(図1)。 そ して,実 際に大

腸菌,枯 草菌のtmRNAは それぞれのアラニルtRNA

合成 酵素による認識 を受け,in vitroで アラニンを受容

す ることが可能である3,5)。また,ア ラニ ン受容 にかか

わるアクセプターステムのG-U対 をA-Uに 変 化させ

たtmRNAは もはやアラニンを結合することがで きな

い。一般 にtRNAは ア ンチコドンを含む広範 な領域が

ア ミノアシルtRNA合 成 酵素(ARS)に よ る認識の対

象になるのに対 し,例 外的にtRNAlaは その認識が極

端 にL型 分子の上半分(ア クセプターステムとTΨCア

ーム)に 偏 ってお り,そ の部分だけの ミニヘ リックス

分子で も認識 を受 けアラニンを結合す ることがで きる

ことが知 られている12)。言 い換えると,こ のようなRNA

で末端 にア ミノ酸の結合 を必要 とするならば,ア ラニ

ンが最 も都合が よいということになる。 この事 実は,

tmRNAに とってアミノ酸を結合すること自体に大 きな

意味があ り,結 合するアミノ酸の種類は必ずしもアラ

ニ ンである必要 はないのではないか ということを想起

させ る。 いずれにせよ,tmRNAは 末 端にtRNA様 構

造をもつばか りでな く,ア ラニンを結合 し,後 述す る

ように70Sリ ボ ソームと結合するというtRNA様 の挙

動 をも示す ことが明 らかになった3)。これは翻訳 レベル

での何 らかの機能 をもつことを予想 させ るものであっ

たが,実 際の具体的機能については最近になるまで謎

のままであった。

Ⅱ.タ グペプチド

tmRNA機 能 の解決の糸口はまった く予想 もしなかっ

た方向の研究からもた らされた。

Tuら はマウスIL-6の 大腸菌での大量発現を,プ ラ

ス ミドに組み込んだIL-6遺 伝 子を用いて試みた13)。そ

の際,完 全長のIL-6産 物 のほかに,そ れより短いさま

ざまな長さのペプチ ドが合成 されているのを見つけ,そ

れらを単離 しアミノ酸配列を決定 した。それ らはIL-6

のN末 端から始 まり,さ まざまな長 さの位置で終了し

てお り,面 白いことにそれ らすべての中断 されたペ プ

チドのC末 端には11ア ミノ酸からなる共通 のペプチ ド

が付加 されていた。付加 されたペ プチ ドをタグ(tag)

とよぶ。 さらに驚いた ことに,そ のタグ配列[Ala-

Ala-Asn-Asp-Glu-Asn-Tyr-Ala-Leu-Ala-Ala

(COOH)]はtmRNAに コー ドされているらしいこと

で あ った。図1に 模 式 的 に示す よ う に,大 腸 菌 の

tmRNAの5'末 端 から45～119塩 基の位置に25ア ミノ

酸からなる読み枠(open reading frame;ORF)が あ

り,そ の後半(C末 端)の10個 の ア ミノ酸配列が,切

断されたIL-6に 見 つかったタグのC末 端10ア ミノ酸

の配列 と一致する。ただ し,タ グの最初 のア ミノ酸で

あるアラニンはIL-6mRNAに もtmRNAのORFに

もコー ドされていないものであった。さらにKeilerら

は,意 図的に終止 コドンを欠いたmRNAを 作製 し,そ

れが大腸菌内で翻訳された ときにで きかけのペプチ ド

のC末 端 にタグがつ くことを実験的に示 した'4)。いず

れの場合にも,コ ー ドするssrA遺 伝 子の欠損変異株で

はタグの付加が起 きないことか ら,こ れ らの結果は少

な くともtmRNAの 一部はタグペプチ ドのmRNAと

して働 くことを示唆するものであった。

Ⅲ.mRNAと しての働き

その ころすでにtmRNAの 大 量発現系の開発に成功

していた筆者らのグループは,量 的にRNA標 品 を得 る

ことが可能になっていたので,Tuら の報告に触発され,

in uitro翻訳 系を使 ってtmRNAがmRNAと しての活

性 をもっているかについて調べてみた15)。大腸菌のタグ

ペ プチ ドには5個 のアラニンが含 まれているので,大

腸菌のssrA欠 損株の細胞抽出液(S-30画 分)を 用いた

いわゆるNirenbergのin uitro翻 訳 系に,ま ず単離 し

たtmRNAを 加 えアラニンの取込みを見た。図2の よ

うにmRNAと してtmRNAだ けを加 えて もアラニン

は蛋 白質にほとんど取 り込 まれず,ORFは このin vitro

系 で は読まれていないことを示す。 ところが面白いこ
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図2 tmRNAのin vitro系 にお け る翻 訳

大腸 菌のtmRNA欠 損株 から調製 したS30画 分 を用いたin　vitro翻

訳 系におけるtmRNAのmRNAと しての活性 を[14C]ア ラニンの取

込みで調べたもの15)。tmRNAだ けでは取込みはないが(●),こ の

系にポ リ(U)を 加えるとtmRNAに 依存 したアラニンの取 込みが見

られる(○)。

とに,mRNAと してポリ(U)を 入 れてポリ(Phe)合 成

が起 きている系にtmRNA加 えると,本 来 ポリ(U)で

起 きるはずのないアラニンの取込みが見 られた。 この

アラニンの取込みはmRNAの 量 に依存して起 きること

か ら,こ の結果はポ リ(U)の 翻 訳が起 きている状態で

のみtmRNAが 翻訳 されることを示すと考えられた。次

に,ほ かのいくつかのアミノ酸の取込みについて も同

様な実験 を行なったところ,大 腸菌のタグ部分に含 ま

れ るチロシン,グ ルタ ミン酸,ア スパ ラギン酸 はポリ

(U)に 依 存 して有意 な取込みが見 られ,こ の3種 の取

込みはいずれ もアラニンの取込みの約1/5で,タ グに

含 まれ る比率 とほぼ一致す る。タグに含まれないバ リ

ン,イ ソロイシン,ア ルギニンなどの取込みは見 られ

ない。 これらはORFの タ グ以外の部分には含 まれてい

るものであるか ら,タ グをコー ドする部分以外 は翻訳

されていないことを示す。

以上の結果 は,こ の系においてin　vivoで 見 られたよ

うに合成されたポ リ(Phe)のC末 端 にタグが翻訳付加

されたことを示唆する。すなわち,何 らかの機構 で翻

訳がポリ(U)か らtmRNAへ と切 り替わったことを示

している。mRNAの 切 替えによるキメラペプチ ドの合
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成 という翻訳機構はこれまで知 られていなかった。 こ

れはいったいいかなる反応なのであろうか?

Ⅳ.ト ランス ・トランスレーション

Keilerら は終止コドンをもたないmRNAが 翻 訳され

るときタグの合成付加が起 き,タ グを もったペプチ ド

は速やかに分解されるというin　vivoで の彼 らの観察を

もとに,タ グ合成の機構を説明するモデルを提唱 し,こ

の新しい翻訳機構 をトランス ・トランスレーション(trans-

translation)と 名 づけた14)。 このモデルは(筆 者 らの

結果 も含めて)Nature誌 とScience誌 の ニュース記事

で紹介され16，17),ほぼ事実 として一人歩 きしている感が

あるが,ま だ不明確な点があることは心 に留めておか

ねばな らない。モデルの概要 は次の とお りである。

mRNAの 翻訳 は開始 コドンで始 まり終止コドンに達

するとペプチ ド解離因子(release　 factor;RF)が 働

いて完成 されたペプチドはリボソームから解離する。 も

し,何 らかの原因で翻訳中のmRNAが 途 中で切断され

た場合,翻 訳 はリボソーム上 にペプチジルtRNAを 残

した状態で停止する。終止 コドンがないためにRFは 働

けず,で きかけのペプチ ドは リボ ソーム上 に凍結され

る。 そのような状態のリボソームにアラニンをチャー

ジしたtmRNAが ア ミノアシルtRNAの ように入 り,

ペ プチジルtRNAか らそのペプチ ドを受 け取 ったのち,

mRNAを 追 い出して自身がmRNAと して働 く。10個

のア ミノ酸(タ グ)を 翻訳したのち,そ れ 自身の終止

コドンを用いてペプチ ドをリボソームから解離させる。

このタグペプチ ドはC末 端 に特異的なプロテアーゼ

(ClpAP,ClpXPな ど)の 基質(タ ーゲ ッ ト)に なるた

め,タ グをもったペプチ ドは速やかに分解 される。つ

まり,tmRNAの かかわるトランス ・トランスレーショ

ン反応の意味 は,mRNAが こわれてで き損 なった(途

中で翻訳が止 まった)ペ プチ ドに印をつけて分解する

機構だ ということである14)。さ らにこの反応の生理的意

義は,立 ち往生した リボソームを リサイクルさせるこ

とにもあると考えられる。

それ と同時に,こ のモデルは2っ のmRNAの 切替 え

により1つ のキメラペプチ ドを合成する というきわめ

てユニークな翻訳機構を提示 してい る。 そして前述 し

た筆者 らの実験 はこの トランス ・トランス レー ション

反応をin　vitroで 再 現 した もの といえる。 ポリ(U)は
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バクテリアで見つかったtRNAとmRNAの 両方の働きをもつRNA 17

終止 コドンのない不完全なmRNAと みなせるから,ポ

リ(U)の3'末 端 まで翻訳が進むとペプチド合成は リボ

ソーム上で立ち往生する。するとアラニルtmRNAが

代 わ りにリボソームに入 ってタグ合成 をひき起 こす と

すればうま く説明できる。このモデルの説得力がある

点 は,ど こにもコー ドされていないタグの最初のアラ

ニ ンをうま く説明できることである。

いずれにしても筆者 らの結果は,少 な くともin vitro

においてtmRNAがtRNAお よびmRNAと しての機

能を果たすことを直接示すものであった。さらにin vitro

の タグ合成系の確立はこのユニークな翻訳反応の分子

メカニズムを解析する有効な手段 となった。た とえば

変異型tmRNAを 作 製 しその活性の変化を調べること

が可能である。tmRNAの2つ の機能の関連 をみるため

に,tmRNAのtRNA様 構造のうちアクセプターステ

ム第3塩 基対のG-U対 をA-U対 に変化させた変異体

tmRNAを 作 製した。 このRNAは もはやアラニンを結

合することができずtRNAと しての機能を失うが,そ

れだけではな くin　vitroの タ グ合成系でもmRNAと

して働 くことはできなかった。この結果は,tmRNAが

mRNAと して機能するためにはtRNAと しての機能が

必須であることを示す15)の みならず,tmRNAに 結 合

したアラニ ンこそが中断されたペプチ ドとタグとの連

結部位に挿入 されたアラニ ンの起源であることを示唆

するものである。 これらの実験結果 はいずれも トラン

ス ・トランスレーションモデルを強 く支持するもので

ある。

V.リ ボソームとの相互作用

tmRNAがmRNAと して働 くためには,当 然 リボソ

ーム との特異的 な相互作用が必要である。事実,細 胞

抽出液 をシ ョ糖密度勾配遠心で分け,ノ ーザ ンハイブ

リダイゼー ションでtmRNAの 分布 をみると,大 腸菌

では約半分,枯 草菌では大部分のtmRNAが70Sリ ボ

ソーム粒子画分に存在することがわかる3,18)。大 腸菌で

のtmRNAは ゲ ノムあた り約1,000コ ピー存在するこ

とから,2～3%の リボソーム(リ ボソームはゲノムあ

た り数万個ある)が このRNAを 結合 した状態であるこ

とを意味する。

ポリ(U)を 用 いたin vitroの タグ合成系の反応液 を

シ ョ糖密度勾配遠心で解析すると.図3の ように外か

図3 tmRNAの リボ ソー ム への 結 合

大腸 菌のin vitroタ グ合成反応溶液 をショ糖 密度勾配遠心 法によ

り分画 し(上 図),各 画分か らRNAを 抽 出 してアガ ロースゲル電

気泳動で分け,ノ ーザンハイブ リダイゼーション法でtmRNAの 分

布 を見 た(下 図)。tmRNAの 一部が70Sリ ボソーム画分に結 合 して

いるこ とがわかる。

ら加えたtmRNAの 一部が70Sリ ボ ソームに結合 して

いる15)。結合 しているのは約10Sの 完全長のtmRNA

だ けなので,タ グ合成 に際 してtmRNAの タグコー ド

領域が切 り出された り,ポ リ(U)と の間にトランス ・ス

プライシングによるRNAど うしが結合 した産物がある

わけで はないことがわかる。 また前述のアラニ ン受容

活性能 を欠いたtmRNAは リボソームに結合すること

ができない。 これ は通常の翻訳系においてア ミノアシ

ル化 したtRNAの み がペ プチ ド延 長因子EF-Tuと

GTPと の三重複合体(ternary complex)を 形成す る

ことで リボソームに入 ることが可能 になることと類似

している。三重複合体の形成 に必要なtRNA上 の構造

はアクセプターステムとTΨCア ームであることが知 ら

れており19),こ れに相当する構造はすべてのtmRNAに

存 在することから,tmRNAも またアラニンを受容する

ことではじめてEF-TuとGTPと で三重複合体 を形成

しリボソームに結合するというシナ リオが予想 される。
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図4 tmRNAと16SrRNAと の 間 の可 能 な 塩基 対

大腸菌tmRNAの タグコー ド領域(太 字)付 近 の配列 と16SrRNAの3'末 端側 の配列を示す。両

者の可能 な塩基対 を円内に拡 大 して示 す。 太字 は タグコー ド配列。

tRNAの 場 合,前 述のEF-

Tuを 介 した相互作用に加 えて

アンチコドンとmRNAの コド

ンとの特異的相互作用が リボ

ソームへの結合 に必要となる。

これに対 してtmRNAの 場 合

は,ア ンチコ ドンに相当する

構造 はない と考え られている

し,A部 位 にmRNAも 存 在

しない。 したがって,リ ボソ

ームに入るためには,エ ネル

ギー的に もtmRNAと リボソ

ーム との間 にコドン ・アンチ

コドン相互作用 に代わる何 ら

かの相互作用がなければなら

ない計算 になる。

筆者 らはtmRNAの タグを

コー ドする初 めの5塩 基 を含

む9塩 基の配列が16SrRNA

の3'末 端 に近い,ち ょうど16Sデ コーディング領域 と

よばれるコドン ・アンチコドン対合が起 こる場所 のす

ぐ3'側 下流 と相補的であることを見つけた(図4)20,21)。

tmRNA上 の この部位はまた16SrRNA上 の上記のす

ぐ上流の部位 とも6個 の塩基対 をつ くりうる。 この部

分はanti-downstream boxと よ ばれ るい くつかの

mRNAの 開始コドンの下流にあるdownstream boxと

塩 基対 を形成す ることで翻訳開始のエ ンハンサーとし

ての働きをもつと考えられている22)。現在突然変異を入

れたtmRNAを 作製 し,こ の部位が実際にrRNAと 塩

基対を組むことがその機能に とって重要であるかどう

かの検証 を行 なっている。

Ⅵ.ト ランス ・トランスレーションとtmRNAの2つ の機

能

図5 トラン ス ・トラ ン ス レー シ ョン モ デル

[文献20,21よ り改変]

図5に 現在筆者 らが考 えているトランス ・トランス

レーションの過程を模式的に示す20,21)。① 終止 コドン

を失ったmRNAの 翻 訳がその3'末 端に達す るとリボ

ソームP部 位にペプチジルtRNAを 残 した形で凍結さ

れる。そのような状態は,何 らかの事故でmRNAが 途

中で切断された場合にも起きうるが,細 菌のmRNAは

早 い速度で回転(turn-over)し ていることから,mRNA
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バクテリアで見つかったtRNAとmRNAの 両方の働きをもつRNA 19

のヌクレアーゼによる切断は常時起 きているとも考 え

られる。② アラニルtmRNAがEF-Tuお よびGTPと

の三重複合体を形成して,P部 位にはべプチジルtRNA

とmRNAが 存 在するが,A部 位にはmRNAの 存 在 し

ない リボソームを認識 してそのA部 位に入 る。 この と

きコ ドンーア ンチコ ドン相互作用の代 わ りに何 らか の

tmRNA一 リボソーム間の相互作用(た とえば前記のタ

グ切替 え領域 と16SrRNA配 列 との塩基対の形成)が

必要 となる。tmRNAが リボソームへ入 るにはA部 位

にmRNAが 存在 しないことが条件であろう。なおA部

位にmRNAが あ る状態で翻訳が停止 した場合(た とえ

ばア ミノ酸飢餓の とき)に は,ア ミノ酸を結合 してい

ないtRNAがA部 位に入 り,リ ボソームはグアノシン

四 リン酸(ppGpp)と グアノシン五 リン酸(pppGpp)

の合成 を行ない緊縮調節(stringent control)が 起 きる

ことが知 られている23)。③ 通常の翻訳 と同様のペ プチ

ド転移反応により,ペ プチジルtmRNAが 形成 され,④

続いて トランスロケーション(translocation)が 起 き

る。おそらく通常の翻訳過程の場合 と同様,EF-Gが 関

与 しGTPの 加 水分解によるエネルギーを利用 して,そ

れ まであった リボソーム との相互作用(た とえば前述

の16SrRNAと の塩基対)が 解消してtmRNAが スラ

イ ドし,結 果 としてタグペプチドの最初のコドン(GCA:

ア ラニン)が30SのA部 位に正確に位置することにな

るのであろう。この過程でP部 位上にあったmRNAは

リボソームか ら遊離する。⑤ タグの最初のコドンを読

むアラニルtRNAがA部 位に入り,ペ プチジルtmRNA

か らペプチ ド転位を受ける。⑥ タグの翻訳が始 まり,10

個 の コドンを読んで終止コドンに達するとRFが 作用し

てキメラペプチ ドをリボソームから放出する。

ここでわかるように,タ グ合成はtmRNAが 結 合 し

た70Sリ ボ ソーム上でのみ起 きる。筆者らは以前,細

胞 内でtmRNAは ポ リソームには結合しておらず,70S

モ ノソーム上にのみ存在することを報告 したが24),そ の

結果 はこのモデルでうまく説明できる。つまり⑤ 以降

は1個 のリボソーム上で起 こる反応である。

以上 の過程 において,tmRNAはtRNAと しての機

能 とmRNAと しての機能 を1つ の分子で果たす。①

～⑤ の過程ではtmRNAはtRNAと して機能し
,⑤ で

はtRNAとmRNAの 両 方の機能を同時 に果たす。 そ

れ以後はmRNAと してのみ働 く。

図6 tmRNAの2次 構 造 モ デル

大腸 菌tmRNAの2次 構造モデル。5'末 端 と3'末 端 でtRNA様 構

造 を とり(図1参 照),タ グ コー ド領域(白 抜 き文 字)を 含 む中間

部 は4個 のシュー ドノツ ト構造(PK1,PK2,PK3,PK4)を もつルー

プ構造 を とる。タグのア ミノ酸配列 は一文字 表記で示 してある。

Ⅶ.tmRNAの 機能構造

大腸菌のtmRNAは 全長363ヌ クレオチ ド,ほ かの

細菌のtmRNAも 約350～410ヌ クレオチ ドとかなり長

い分子である。 このRNAが トランス ・トランスレーシ

ョンの反応過程でtRNAと して働 き,mRNAと して働

くには当然 それぞれの機能 に対応する構造が必要であ

るし,ア ラニンや リボソーム以外に もさまざまな分子

との相互作用が必要なはずである。さらにはそれ らの

機能構造はすべてのtmRNAに 共 通 していることが予

想され る。

筆者 らは,図6の ような大腸菌のtmRNAの2次 構

造モデルをユタ大学のグループとの共同研究で提唱 し

た7,25)。これは① 各種tmRNAの 配 列を比較 して共通

して塩基対を組 む部位を見つける,② プロービング実
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験(塩 基特異的な化学処理,RNase処 理 に対す る感受

性 を調べ る)か ら塩基対 を形成 している塩基 を特定す

る,と いう2つ の方法を組み合わせた結果か らモデル

化 したものである。一方,WilliamsとBartelは 大 腸菌

の近縁種(グ ラム陰性菌)約10種 のtmRNA遺 伝 子の

配列を比較する方法で独自のデルを提唱 した4)。2つ の

モデルは一部を除き全体 として驚 くほど共通 していて,

基 本的に2次 構造は図6の ようなものだ と考えて よさ

そうである。tmRNAは 全体 として2つ の部分に分けら

れ る。ひ とつは5'末 端 と3'末 端 が長い範囲にわたって

塩基対 を形成 している部分で,宋 端がtRNAと して働

く(仮 にtRNA様 ドメインとよぶ)。 もう一つは中間部

のループを形成 している部分で,こ こにmRNAと して

働 く配列(mRNA様 ドメイン)が 存在す る。

このモデルで特徴的なのは5'末 端 と3'末 端 が塩基対

を組むtRNA様 ドメインにはさまれた中間部のループ

構造で,4個 のシュー ドノッ ト(pseudoknot)構 造 が

あ り,そ れがタグをコー ドする領域を取 り巻 く形 に配

置 されていることである(それぞれをPK1,PK2,PK3,

PK4と よぶ)。PK1構 造 は翻訳切替え部位のす ぐ上流

にあ り,mRNAと しての機能に直接関与 していること

が予想 される。 これまで知 られている異常な翻訳,た

とえばフレームシフ ト(frameshift)や リボソーム ジャ

ンプ(ribosome jump)が 起 きるとき,そ の前後にシ

ュードノット構造がある場合が多い26)。こうした複雑な

構造が どの ように機能 と関連するかは興味ある問題 で

ある。tRNA様 ドメインとタグ コー ド領域 を除 いた

tmRNAの 半 分以上をしめる中間部が4個 のシュー ドノ

ッ ト構造か らなっていることも興味深い。 この領域が

2つ の機能 ドメインを結びつける単なるコネクターなの

か,あ るいはそれ らの機能に直接関与す るものなのか

についてはまだ明 らかではない。 またtmRNAは 温 度

勾配ゲルを用いた実験において常温(42℃)前 後 でか

な り大 きな構造変化を起 こす ことが示唆されている7)。

トランス ・トランスレーションの各過程でtmRNAが

い くつかの高次構造変化 を起 こすことがそれぞれの機

能発現 に必要であるという可能性は十分考 えられ る。

機能構造上 とくに重要なのは,mRNAの 切替 えが起

きてタグの翻訳が始 まる位置が何 によって決定 されて

いるのかという問題である。大腸菌の場合,5'末 端 から

90番 目のGが その開始点になるが,正 確にその塩基か

ら読 み始められ るための決定要因はtmRNA上 に なけ

1440

れ ばな らない。 それがタグコー ド領域 の前後 の配列な

のか(た とえ先 に述べた16SrRNAと の塩基対),あ

るいはシュー ドノッ トやステム ・ループな どの構造体

であるのか,ま たその相互作用の本体 は何 であるかが

今後の研究の焦点 となるであろう。 さらに,こ の相互

作用をするにあたって第3の 因子が関与するとい う可

能性 も考えられる。すでにtmRNA一 リボソーム間のク

ロスリンキング実験なども行なわれており,近 い将来,

両 者間の相互作用の実体が明 らかにされるであろう。筆

者 らもタグの翻訳 において通常 とは異なった読み枠 を

読む と考 えられる変異型tmRNAを 得 ており,そ の機

構解明が翻訳開始の位置決定の問題 を解 く鍵 になるの

ではないか と期待 している。

まとめ これまで述べたように,tmRNAは 次 の3つ の

観点か らたいへんユニークなものだ とい える。

第1に,RNA機 能 から見ると,tRNAとmRNAの

機 能を同一分子内にあわせもつRNAと い う点で独特で

ある。 このような2つ の機能をもつことが示されたRNA

は これが初めてであり,transfer-messengerRNAま

た はtmRNAと よばれ るゆえんである。

第2に,翻 訳 という観点からみると,1つ のポリペプ

チ ド鎖が2つ の別々のmRNAの 切 替えでつ くられると

いう,ま ったく新しいタイプの翻訳機構(ト ランス ・ト

ランスレーシ ョン)で ある。 これまでmRNAの 不規則

な翻訳機構は,た とえばフレームシフ トや リボソーム

ジャンプなどが知 られていたが,そ れ らとも異なった

新 しい機構であり,キ メラのペプチ ドをつ くるという

点で独特である。

第3に,前 述の ようにタグペプチ ドは特異的プロテ

アーゼの標的であり,し たがってこの系 は翻訳が中断

された蛋白質にタグという印 をつけてそれを壊す とい

う,た いへん巧妙な新 しい蛋白質分解機構 である。蛋

白質分解機構 としては真核生物 に普遍的に見 られ るユ

ビキチン ・プロテアソーム系が知 られてお り,ペ プチ

ドにユビキチ ンが結合す ることがプロテアソームによ

る分解の目印になるという点で類似 している。

tmRNAま たはその遺伝子はこれまで30種 以上の真

正細菌か ら見つかっていて,す べてにおいて大腸菌 と

ほぼ対応するあた りにタグペプチ ドをコー ドするとみ

られる配列が存在する。そのアミノ酸配列はC末 端が
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すべてアラニ ンであることや全体的に疎水性の高 いア

ミノ酸に富む ことなどの点で生物種の間で保存 されて

い る。 この ことからタグ合成 は少な くとも真正細菌に

は普遍的な機構だと考えられ る。

最後に,tmRNAの 機 能は以上に述べた トランス ・ト

ランスレーションだけなのであろうかという問題が残

る。実はtmRNAが 見 つかってからトランス ・トラン

スレーションのモデルが出るまでの間に,こ のRNAに

関 連 してさまざまな興味深い現象が報告 されて きてい

る。大腸菌のssrA欠 損 変異は常温での増殖 には影響 し

ないが,高 温での増殖や移動性(motility)を 損 なうし5),

λ-P22フ ァー ジ(大 腸菌 λファージとサルモネラ菌の

P22フ ァージのハイブリッド)の増殖を抑える27)。また

Alpプ ロテアーゼ(Lonプ ロテアーゼの働 きを代行 す

る仮想的な酵素)の 合成または活性に阻害的 に働 く28)。

一 方
,tmRNAは λ リプレッサーをはじめい くつか

のDNA結 合 蛋白質と相互作用することによりその働 き

を調節するという報告 もある29)。さらにtmRNAは 塩 基

やアミノ酸合成の中間体 として重要なPRPP(phospho-

ribosyl pyrophosphate)を 合成する酵素の温度感受性

変異や,そ のほかいくつかの温度感受性変異 を相補す

ることも報告 されている30)。以 上のような現象は先に述

べたタグ合成 とトランス ・トランスレー ション,あ る

いは蛋白質分解機構 と結びつけて解釈することは必ず

しも容易ではない。 トランス ・トランスレー ション反

応がペプチ ド分解以外の機能をもつ,あ るいはタグペ

プチ ド自身が別の生理活性 をもつという可能性 も考 え

られる。 またtmRNAが トランス ・トランスレーショ

ン以外の機構 に関与する可能性 も考慮する必要がある

であろう。

最近インターネッ トでtmRNAに つ いての2つ のホ

ームページが相次いで開かれており
,そ こか ら最新の

情報,シ ークエ ンスデータなどを知 ることができる。

●tmRNA Website(Whitehead Institute,M.I.T,

Cambridge/MA)

●tmRNA Database(University of Texas Health

Center at Tyler)

い ずれ もThe RNA World at IMB Jena.(http://

www.imb-jena.de/RNA.htm1)か ら接続で きる。
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千里ライフサイエンス技術講習会 第16回

生体画像の取得 と応用 皿

日 時:平 成10年10月6日(火)13:00～17:00

場 所:千 里ライフサイエンスセンタービル6階(地 下鉄御堂筋線千里中央駅北改札口す ぐ)

内 容:① 顕微鏡による生体観察の基礎 と応用,② 生

体分子の1分 子イメージング・ナノ操作一 分子機械の

動作原理,③ 生体の高速蛍光イメージング装置

講 師:① 山岸聖明・阿部勝行(オ リンパス光学工業),

② 柳田敏雄(阪 大 ・医),③ 宇都宮弘美(オ リンパス

販売)

受講料:3,000円 定 員:30名(先 着順)

申込方法:氏 名,勤 務先,所 属,役 職,所 在地,郵 便 ・

電話・FAX番 号 を明記のうえ,郵 便 またはFAXで 下

記宛お申込みください。受講料は申込後には住友銀行

本店公務部普通預金No.6262財 団法人千里サイフサ

イエンス振興財団口座宛お振込 ください。なお振込者

名の前にG16と ご記入ください。確認しだい,領 収書

兼参加証を送付いたします。

申込先:〒565-0082大 阪府豊中市新千里東町1-4-2

千里ライフサイエンスセンタービル8階

働千里ライフサイエンス振興財団 技術講習会係
Te1.06-873-2001FAXO6-873-2002

英国祭UK98日 英科学シンポジウム

酸化ス トレスと生体抗酸化系の制御

日 時:1998年11月10日(火)・11日(水)

場 所:筑 波大学大学会館特別会議室

プ ロ グ ラ ム:

PlenaryLecturedB.Halliwell(King'sCollegeLon-

don)

AntioxidantEnzymesN.Taniguchi(Osaka

Univ.)/T.Kondo(NagasakiUniv.)/J.D.Hayes

(Univ.Dundee)/M.Yamamoto(Univ.Tsukuba)

(StressProteinsG.E.Mann(King'sCollegeLon-

don)/T.Ishii(Univ.Tsukuba),R.Tyrrell(Univ.

Bath)/S.M.Keyse(ICRF)

【RedoxRegulation】J.Yodoi(KyotoUniv.)/J.

Gutteridge(RoyalBrompton&HarefieldNHS

Trust)/M.Inoue(OsakaCityUniv.)

ポ ス ター発 表:シ ンポ ジ ウム の 期 間 中,ポ ス タ ー セ ッ シ

ョンを行 な い ます 。演 題 を募 集 い た しま す の で,希 望

者 は,A4判 用 紙1枚 に英 語 で 演題,氏 名,所 属,要

旨(200語 以 内)を 記入 して 下 記 まで お送 り くだ さい 。

ポ ス ター発 表 申込 締切:平 成10年10月15日(木)

参 加 費:無 料(懇 親会 費5,000円)

申込 ・問合 せ 先:〒305-8575茨 城 県 つ くば市 天 王 台1-

1-1筑 波 大学 基 礎 医学 系 生 化 学 坂 内 四郎 ・佐 藤 英世

Te1.0298-53-3282FAXO298-53-3039

E-mail:hideyo-s@md.tsukuba.ac.jp
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