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古細菌の tRNA修飾とその機能 
 
	
 地球上に存在する全ての生物は、真正細菌、古細菌、真核生物の 3つのドメインに分

類される[1]。 多くの古細菌は、高温、高圧、低温、など我々には想像もつかないよう

な極限環境下で生育しており、一見独自の進化を経た生物のように思える。実際、真核

生物と古細菌では、核の有無・細胞膜の構造・エネルギー産生機構・異化代謝・生合成

機構など多くの点で違いが見られる。しかしながら、Woese等が小サブユニット rRNA 

(原核生物では 16S rRNA、真核生物では 18S rRNA)を解析した結果、古細菌は真正細菌

や真核生物とは別のグループを形成しているが、古細菌の祖先と真核生物の祖先が途中

で分岐していることが判った(図 1)[1]。 そのため、古細菌は真正細菌よりも真核生物に

近い生化学的特徴を持っていることが多く、古細菌の研究は真核生物の進化の謎を解く

鍵を握っていると思われる。 

 

	
 Thermoplasma acidophilumは、至適生育温度が 56℃、至適 pHが 1.9の好熱好酸性古

細菌である[2]。 この古細菌の特徴は、細胞壁をもたないため細胞は不定形をしており

(図 2)、約 1500 の遺伝子しかないにもかかわらず、DNA と結合するヒストンに似たタ

ンパク質があり、限られた遺伝子産物でプロテアソームやシャペロニンなどの巨大複合

体を形成している[3-11]。 また、真核生物の起源ではないかという仮説もある。この他

にも多角的な角度から T. acidophilumの研究が行われているが、RNAに関する知見はあ

まりなかった[12-15]。 しかし、近年 T. acidophilum tRNALeu
UAGのヌクレオチド配列が決

定され(図 3)、一般的な修飾ヌクレオシドから古細菌で初めて発見されたもの(s4U9, 

ncm5U34)や新規ポジションに存在する修飾ヌクレオシド(G+13, m7G49)などが報告され

た[16]。 

 

	
 RNAには、tRNA, mRNA, rRNA, miRNA, piRNAなど数多くの種類が存在し、全てDNA

から転写され生成されるが、多くの RNA は転写後に修飾を受ける。中でも tRNA にお

ける修飾ヌクレオシドの種類は一際多く、2015年 12月現在、RNA全体で発見されてい

る 112種類の修飾ヌクレオシドのうち 93種類が tRNAに存在している[17, 18](The RNA 

Modification Database : http://mods.rna.albany.edu/mods/modifications/search)。これら修飾ヌ

クレオシドは、塩基部分にメチル基が転移されたものや酸素原子が硫黄原子に置換され

たもの、多段階反応によって合成されるものや嵩高い官能基が付加したものなどがあり

(図 4)、真正細菌、古細菌、真核生物の 3 つドメインに共通して存在するものや、各々

のドメインや 2つのドメイン間にのみ存在するものがある(図 5)。また、tRNA修飾酵素



 3 

も多様化しており、1種類で機能するものや、複数の酵素で多段階反応を行うもの、同

じ修飾でも部位によって異なる酵素が機能するため、tRNA 修飾酵素は 93 種類以上存

在する。 

 

	
 tRNAは、RNAとアミノ酸間のアダプター分子でアミノ酸をリボソームに運ぶ役割を

担っている。tRNA修飾が多様化しているのは、効率よくタンパク質合成を行うためで

ある。1 つの tRNA に複数の修飾ヌクレオシドが存在しているが、これらの修飾には、

tRNAの構造の安定化や tRNAの種類に対応したアミノ酸の結合、mRNAのコドンを読

み取る際の正確な読み枠の決定など様々な役割がある。また、極限環境に生息する生物

にとって、tRNAの安定化は極めて重要である。温度だけに着目すると、地球上には高

温な場所もあれば低温の場所もあり、短時間で高温から低温に低温から高温に変化する

環境もある。生物はこのような環境にも対応して絶えずタンパク質合成を行わなければ

ならない。そのため、構造の安定化を決定する tRNA修飾は生物にとって必要不可欠な

ものである。 

 

	
 RNAが生命の誕生をもたらしたとする「RNAワールド仮説」[19]があるように、RNA

の起源は古く、生命と共に進化してきたと考えられ、それと並行して RNA修飾酵素群

も進化することで目まぐるしく変化する環境に対応してきたと思われる。そのため、

RNA修飾酵素は、分子進化を議論する上で注目されつつある。 

	
 そこで、RNA修飾を通して古細菌と真核生物の RNA成熟システムがどのような分子

進化の道筋を経ていったのか議論するため、まずは T. acidophilumの tRNALeuに存在す

るアーケオシンの研究を行った。 

 

	
 アーケオシン (G+)は、2段階反応で合成される修飾ヌクレオシドであり、1段階目で

アーケオシン tRNA-グアニントランスグリコシラーゼ (ArcTGT) によってグアニン塩

基と preQ0塩基が交換され、さらに preQ0塩基からアーケオシン合成酵素 (ArcS)によっ

てアーケオシンが合成される(図 6A)[20-24]。 アーケオシンは、特徴的な構造をした 7-

デアザグアニンと呼ばれる塩基で構成されており古細菌のみが持っているが[25]、真核

生物と真正細菌にもこの塩基を利用したキューオシン (Q)が存在する。 

	
 真正細菌のキューオシンはアーケオシンと同様の多段階反応によって合成され、1段

階目でキューオシン tRNA-グアニントランスグリコシラーゼ (QueTGT) によってグア

ニン塩基と preQ1塩基が交換され、その後 S-アデノシル-L-メチオニン tRNA リボシル

トランスフェラーゼイソメラーゼ  (QueA)とエポキシキューオシンレダクターゼ 
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(QueG)によって preQ1塩基からエポキシキューオシンを経てキューオシンが合成される

(図 6B)[26-29]。また、真核生物では栄養源として取り込んだキューオシンが真核生物

TGTによって直接グアニン塩基と交換されキューオシンが形成される[30, 31]。キュー

オシンは、GUNアンチコドンをもつ tRNAAsp, tRNAAsn, tRNAHis, tRNATyrの 34位に存在

しており(図 7A)、コドン-アンチコドン対合の強化とフレームシフトエラーを防ぐ機能

を担っている[17, 32-34]。  

 

	
 一方、アーケオシンは初め T. acidophilumの tRNAMet
mから未知の修飾ヌクレオシドと

して発見され [35]、その後 Haloferax volcanii [36], Thermoproteus neutrophilus [37], 

Sulfolobus acidocaldarius [28], Haloarcula marismortui [38, 39]などで発見された。特に H. 

volcanii では 33 種類の tRNA が分析されており、このうち 16 種類の tRNA でアーケオ

シンが検出され、どの tRNAでも 15位にのみ存在していることが判っている(図 7A)。 ま

た、バイオインフォマティクスによって G+15 は、G15-C48 の塩基対合を強くし tRNA

の L 字型構造の安定化に寄与していると推測されている(図 7B) [17, 40]。 しかし、T. 

acidophilum tRNALeu
UAGでは、アーケオシンが 15 位だけでなく 13 位にも存在しており

[16]、これまで G+13 に関する報告はない。そこで、本研究では 2 カ所のアーケオシン

が導入される生合成経路並びに機能を明らかにするため、まずは 1 段階目で働く

ArcTGTが G13と G15のグアニン塩基を交換するメカニズムを解明することにした。 

 

	
 ArcTGTが tRNALeuの 13位と 15位を認識する機構は 3つ考えられ、1つは tRNAに要

因があり、tRNALeuの G13 が G15 に位置するような構造的平衡が引き起こされるなら

15位特異的な ArcTGTが 13位のグアニン塩基も交換してしまうのかもしれない(図 8)。

ArcTGT と tRNA との複合体の構造は既に解かれており、ArcTGT が tRNA を認識し結

合すると tRNA の L 型構造がλ-form に変化することが報告されているため[41]、T. 

acidophilumの tRNALeuのD-loopが図 8のような構造的平衡を持つ可能性も考えられる。

そこで、第 1章で T. acidophilum tRNALeuの構造的平衡の有無を検証した。 
 

	
 また、酵素側の影響も考えられ 13位と 15位で部位特異性の異なる 2種類の ArcTGT

によって 2カ所のグアニン塩基が交換されるか、はたまた両方に作用するマルチサイト

特異性をもった ArcTGTによって交換されるのかもしれない(図 8)。tRNA修飾酵素は基

本的に部位特異的に反応するため、修飾部位が異なるとたとえ同じ修飾でも異なる酵素

が働く。一例を挙げると、古細菌 tRNA には m2G (N2-メチルグアニン) が存在するが、

6位(m2G6)に導入する時にはTrm14が[42]、10位(m2G10)に導入する時はTrm-G10が[43]、
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そして 26 位(m2G26)に導入する時には Trm1 が反応する[44]。しかし例外的に複数の部

位に作用する酵素もごくわずかだが存在しており、TrmIは 57位と 58位に m1A (N1-メ

チルアデニン)を導入し[45]、TruAは 38位、39位、40位にΨ (シュードウリジン)を導入

する[46-51]。そして、Aquifex aeolicusの Trm1は、m2
2G (N2, N2-ジメチルグアニン) を

26 位と 27 位に導入することが報告されている[52]。そのため ArcTGT がマルチサイト

特異性をもつ可能性も否定できない。そこで第 2章では、T. acidophilum arcTGT遺伝子

を同定し in vitroの実験を行いマルチサイト特異性を検証しようと試みた。しかし、大

腸菌で組み換えタンパク質を発現させると不溶化してしまうことが判明した。 

 

	
 T. acidophilum に由来するタンパク質を大腸菌で発現させ回収することができなかっ

たので、第 3 章では、同じ古細菌に属し遺伝学的手法が確立している Thermococcus 

kodakarensis の細胞内で異種のタンパク質と tRNA を発現させるシステムを構築し、T. 

acidophilum ArcTGTの tRNALeuに対するマルチサイト特異性を確認した。 
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図 1. 生物の系統樹  

(Brock Biology of Microorganisms, 2006, Pearson Prentice Hall, Inc.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
 図 2. Thermoplasma acidophilum           図 3. Thermoplasma acidophilum tRNALeu
UAG 

(http://www.ls.toyaku.ac.jp/~lcb-7/poster.jpg)  
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図 4. 一部の tRNA修飾塩基 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. 修飾ヌクレオシドの分布 
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図 6. (A) アーケオシンの合成経路。 ArcTGT : アーケオシン tRNA-グアニントランス

グリコシラーゼ, ArcS : アーケオシン合成酵素 (B) 真正細菌におけるキューオシン合

成経路。 QueTGT : キューオシン tRNA-グアニントランスグリコシラーゼ, QueA : S-

アデノシル-L-メチオニン tRNAリボシルトランスフェラーゼイソメラーゼ, QueG : エ

ポキシキューオシンレダクターゼ 
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図 7. (A) tRNA クローバーリーフ構造。 矢印と数字はポジションを表している。(B) 

tRNAの L字型構造。数字はポジションを表しており、破線は塩基同士の相互作用を示

している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. 13位と 15位の 2カ所のグアニン塩基が交換される 3つの仮説。 
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1-1. 序 
 

	
 13 位がグアノシン(G)の tRNA は、古細菌、真正細菌、真核生物の tRNALeu, tRNASer, 

tRNACysで見られるが、古細菌 Halofelax volcaniiのこれらの tRNAでは 13位が未修飾の

Gとなっている[17]。Thermoplasma acidophilumでも tRNALeuに加えて tRNACysが G13と

G15となっているため、T. acidophilumの細胞内では、tRNACysも G+13, G+15に修飾され

ていると予想された。そこで、この tRNAの 13位と 15位の配列を確認するため、精製

し質量分析を行った。 

	
 また、T. acidophilumの ArcTGTが 13位と 15位の 2カ所に作用する原因が図 1-1のよ

うな tRNALeu の構造的平衡にないことを確認した。そのために、Pyrococcus horikoshii

の ArcTGTを T. acidophilum Wild-type tRNALeu (G13 • G15)と 13位 15位のグアノシンを

アデノシンに変えた変異体 tRNAの転写産物と反応させ、グアニン塩基交換活性を測定

した。P. horikoshii ArcTGTは、変異体 tRNAを用いた基質認識機構の生化学的解析や構

造解析が行われており、アクセプターステムからの G15 のリン酸バックボーンを認識

し、G15を位置特異的にかつ配列非特異的に認識していることが報告されている[53, 54]。

もしも、tRNALeuに構造的平衡があるならば、15位にしか反応しない P. horkoshii ArcTGT

でも 13位と 15位の 2カ所に作用すると考えられた。 

 

 

1-2. 試薬・菌株 
 

	
 Guanine hydrochloride [8-14C] (2.19 Mbq/mmol) は Moravek Biochemicals (Brea, CA, 

USA)から購入した。Hitrap Q-Sepharose, Hitrap Heparine-Sepharose、AKTA primeは、GE 

Healthcare (Tokyo, Japan) から購入した。DNAオリゴマーInvitrogen Japan (Tokyo, Japan)

から購入した。その他の化学試薬は、分子生物学用グレードを使った。 

	
 本研究で用いた T. acidophilum strain HO-62の種菌は、山岸明彦博士(東京薬科大学)よ

り譲渡していただいた[4]。 

 

 

1-3. T. acidophilum tRNACysの解析方法 
 
	
 T. acidophilum tRNACysの 13位と 15位がアーケオシンに修飾されているか確認するた

め、T. acidophilumを培養し、培養した菌体から total RNAを回収した後に、固相化 DNA
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プローブ法を行い単一な tRNACysを調製した。そして、tRNACysを RNaseT1 で処理し質

量分析を行った。 

 

1-3-1. T. acidophilumの培養 
 

	
 T.acidophilumの培養は、文献 [4]の方法に従って行った。T.acidophilumは、凍結保存

ができないため、植え継いでから 2ヶ月以内に新しい液体培地に植え継がなくてはなら

ない。また、菌体を回収するために大きい系で培養する際には、前回植え継いでからの

経過時間に注意しなければならない。T. acidophilum の液体培地は、1 L あたり Yeast 

extract 1.0 g, Casamino acid 1.0 g, (NH4)2SO4 1.3 g, NaCl 0.2 g, KH2PO4 0.3 g, MgSO4・7H2O 

0.25 g, CaCl2・2H2O 0.05 gを含んでおり、H2SO4で pHを 1.8にあわせた。オートクレー

ブ後は、暗所にて保存した。試験管で培養する際は、5 mlの液体培地をねじ付きの試験

管に入れ、56℃で静置培養した。大量培養する際は、56℃, 96時間、試験管で静置培養

した菌体を 1 Lの液体培地に全量植え継ぎ、80 rpm , 56℃, 96時間(後期対数増殖期まで)

培養し、6,000 rpm, 4℃, 10分遠心して集菌した。次に、菌体を液体培地から Yeast extract

と Casamino acidを除いた無機培地で懸濁した後、再び 6,000 rpm, 4℃, 10分遠心し、回

収した菌体を-80℃で保存した。 

 

 

1-3-2.total RNAの回収 
 

	
 培養した菌体から Acid Guanidium Phenol Chloroform (AGPC)法を参考にして total 

RNAを回収した。1.0 gの菌体を 10 mlの Denaturing Solution (4 M チオシアン酸グアニ

ジン, 25 mM クエン酸ナトリウム, 0.1 M 2-メルカプトエタノール, 0.5% N-ラウロイル

サルコシンナトリウム)で懸濁し、1 mlの 2 M 酢酸ナトリウム(pH 4.0)を加え、再び懸

濁した。そして、10 mlの milliQで飽和させたフェノールを加え懸濁した後に、5 mlの

クロロホルム／イソアミルアルコールを加え懸濁した。その後、氷上で 15 分静置し、

10,000 g, 15分, 4℃で遠心した。回収した上清に 10 mlの 2-プロパノールを加え懸濁し、

室温で 10分静置した後に、再び 10,000 g, 20分, 4℃で遠心し、遠心後の沈殿物を 500 µl

の miliiQで溶かした。この溶液中に total RNAが溶解している。 
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1-3-3. Q-Sepharoseカラムを用いた高分子 RNAの除去 
 

	
 total RNAに終濃度が 400 mMになるように 5 M NaClを加え、tRNA wash buffer (20 mM 

Tis-HCl (pH 7.6), 400 mM NaCl)で平衡化した Q-Sepharoseカラムにアプライした。この

時、1 ml の Q-Sepharoseの樹脂に対して 30 A260unitsの total RNAをカラムにアプライし

た。次に、tRNA wash bufferをカラムに通し、260nmの吸光度が 0.1 A260unitsを切るま

で洗浄した。その後、tRNA elution buffer (20 mM Tis-HCl (pH 7.6), 600 mM NaCl)で tRNA

を溶出させた。この操作も、260nmの吸光度が 0.1 A260unitsを切るまで行い、溶出させ

た RNAはエタノール沈殿を行い回収した。 

 

 

1-3-4. 固相化 DNAプローブ法 
 

	
 文献[55]を参考にして固相化 DNA プローブ法を行った[56]。低温乾燥機(YAMATO 

DX302)内でHitrap Streptavidin HP (GE Healthcare)に約 5 A260unitsのDNAプローブを結合

させ 71℃に温め、ペリスタポンプ(Pharmacia Biotech)を用いて 500 µl/min の流速で 50 

A260unitsの RNA画分(Q-Sepharose精製後)を循環させた。循環させながら温度を 65℃ま

で下げ、65℃になったところで 20 mM Tris-HCl (pH7.6)を 30分循環させカラムを洗浄し

た。その後、カラムを 65℃で 30分温め、65℃に温めておいた 20 mM Tris-HCl (pH7.6)

を 10分循環させ目的の tRNAを溶出させた。	
  

 

DNAプローブの配列 

	
 プローブは tRNAの 36位から 15位に相補的でTmが約 68℃になるようにデザインし、

3’末端にビオチンを結合させた。22位が m2
2Gに修飾されていると予想し、相補的なヌ

クレオシドを Tとした。 

 

T. acidophilum tRNACys 

5’ – TGCAGTCCCATGCATGACCTC - biotin 3’  Tm=68℃ 
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1-3-5. ゲル切り出しによる精製 
 

	
 固相化 DNAプローブ法で調製した tRNACysには、ビオチン化 DNAプローブが混入し

ていたため、ゲル切り出しで精製した。溶出画分 0.1 A260unitsを用いて 7 M urea 10% 

PAGEを行い、泳動後、ゲルにトルイジンブルーをかけて tRNACys部分のゲルをカッタ

ーで切り出した。切り出したゲルは、Gel elution buffer (500 mM NH4COOH, 10 mM MgCl2, 

1 mM EDTA, 0.1% SDS)に浸し、37℃、6時間以上静置させた。その後、溶液をマイクロ

チューブに移し、フェノール・クロロホルム処理、エタノール沈殿を行い tRNACysを回

収した。Gel elution bufferに多量の塩が含まれているため、エタノール沈殿の時に塩を

加えずに行った。 

 

 

1-3-6. MALDI-MS解析 
 

	
 MALDI-MS 解析は、岐阜大学の横川隆志博士等の御協力のもと行った。ゲル切り出

し後の tRNA 0.1 A260unitsを ZipTipC18に通し、20 mM Triethylamine acetate (pH6.9)で洗浄

した後、20 µl アセトニトリルで溶出させることで脱塩処理を行った。その後、遠心烝

発器で乾燥させ、5 µlの milliQに溶解した。1.5 µlのサンプルと 1.5 µlの RNaseT1溶液

(50 mM Triethylammonium bicarbonate (pH7.0), 4 units/µl RNaseT1)、もしくは RNaseA溶

液(50 mM Triethylammonium bicarbonate (pH7.0), 100 µg/ml RNaseA (Roche))を混ぜ、37℃, 

2時間反応させ、さらに 65℃, 5分と 37℃, 2時間反応させた。そして、1 µlのサンプル

と 1 µlの MALDI matrix (20 mg/ml 3-hydroxypicolinic acid, 5 mg/ml diammonium hydrogen 

citrate in 45% (v/v) acetonitrile, 0.045% (v/v) trifluoroacetic acid)を混ぜ、MALDIプレートに

スポットし、AXIMA ResonanceTM MALDI-QIT-TOF mass spectrometer system (Shimadzu) 

のポジティブイオンモードで分析した。 

 

 

1-4. P. horikoshiiの ArcTGTと変異体 tRNAを用いた解析方法 
 

	
 P. horikoshiiの ArcTGTを T. acidophilum Wild-type tRNALeu (G13 • G15)と 13位 15位の

グアノシンをアデノシンに変えた変異体 tRNA の転写産物を用いてグアニン塩基交換

活性を測定し、T. acidophilum tRNALeuに構造的平衡の可能性があるか調べた。 

	
 ArcTGTの酵素活性測定は、ArcTGTがグアニン塩基と preQ0塩基以外にグアニン塩基
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同士も交換してしまう副反応を利用して、14C-グアニンを反応系に加え、これの取り込

みを測定することで酵素活性を確認できる(図 1-4A)。 

 

 

1-4-1. P. horikoshii ArcTGTの発現・精製 
 

	
 P. horikoshiiの ArcTGT発現用プラスミドは、群馬大学の行木信一博士より譲渡して

いただいた。このプラスミドで E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株(Novagen)を形質転換し、

100 µg/µlのアンピシリンを含んだ LB寒天培地で 37℃, 12時間培養した。形成したコロ

ニーを 250 mlの LB培地に植菌し、37℃, 14時間振盪培養した後、1 Lの LB培地に全

量植え継ぎ 37℃, 2時間(約 0.6 A600まで)培養した。その後、終濃度が 100 mMと 100 µM

になるように IPTGと ZnCl2を加え、さらに 4時間培養した。そして、10,000 g, 4℃, 15

分遠心することで菌体を回収し、-80℃で保存した。 

 

	
 ArcTGTの精製は、文献[53, 57]を参考にして行った。培養したE. coli BL21 (DE3) 

Rosetta2株1 gをEDTA-free protease inhibitor (Thermo Scientific)を含むBuffer A (50 mM 

Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM KCl, 10 µM ZnCl2, 6 mM 2-mercaptoethanol)で懸濁し、氷上で超

音波破砕機(model VCX-500, Sonics and Materials Inc, USA)を用いて破砕した後、16,000 g, 

4℃, 15分遠心した。上清を85℃, 30分熱処理し、再び16,000 g, 4℃, 15分遠心した。次に、

上清をHiTrap Q-Sepharoseに吸着させ、Buffer AとBuffer B (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 1 M 

KCl, 10 µM ZnCl2, 6 mM 2-mercaptoethanol)を用いて直線塩濃度勾配溶出を行い、12.5% 

SDS-PAGEでArcTGTが溶出した画分を確認した。その後、ArcTGTを含んだ画分をBuffer 

Aで透析し、HiTrap Heparin-Sepharoseに吸着させ、Buffer AとBuffer Bを用いて直線塩濃

度勾配溶出を行い、12.5% SDS-PAGEで確認した。ArcTGT溶出画分をBuffer Aで透析し、

Vivaspin 15R MWCO: 30,000 (Sartorius Japan, Tokyo, Japan)を用いて濃縮した後、終濃度

が50%(v/v)になるようにグリセロールを加え、-30℃で保存した。 

 

 

1-4-2. tRNA転写産物の調製 
 

	
 試験管内での tRNA 転写産物の調製は、文献[58]を参考にして行った。以下のプライ

マーを組み合わせ、DNA polymerase (Blend-Taq polymerase (TOYOBO))を用いて PCRを
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行い T7プロモーターを含んだ転写鋳型を作製し、フェノール／クロロホルム処理、エ

タノール沈殿を行い DNA polymeraseを除去した。転写反応は、40 mM Hepes – KOH (pH 

7.6), 5 mM DTT, 10 mM MgCl2, 1 mM Spermidine, 50 µg/ml BSA, 2.5 mM NTPmix, 0.2 

units/µl Recombinat ribonuclease inhibitor, 0.0025 units/µl Pyrophosphatase, 5 units/µl T7 

RNA polymerase, DNA転写鋳型の 200 µlの系で 37℃, 2時間行い、さらに 5 units/µlの

T7 RNA polymeraseを加え 37℃, 2時間反応させた。次に、転写産物のリン酸のマイナス

チャージを利用して強陰イオン交換樹脂 Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)で精製し

た。P1000のチップに滅菌した綿を詰め、milliQで平衡化した 50 µl Q-Sepharose懸濁液

を加え、樹脂を枯らさないようにピペットマンで加圧して水分を落とした。これをカラ

ムとした。次に、Buffer C (20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 400 mM NaCl) で平衡化し、200 µl

の転写サンプルに 5 µlの 5 M NaClを加え、カラムにアプライした。800 µlの Buffer C

でカラムを洗浄し、400 µlの Buffer D (20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 800 mM NaCl)で tRNA

を溶出させ、エタノール沈殿によって tRNAを回収した。10% PAGE (7 M urea)後、トル

イジンブルー(Sigma Aldrich)で染色し、4種類の tRNA (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, 

G13 • A15, A13 • A15)が転写されているか確認した。 

 

使用したプライマー 

 

T.acidophilum tRNALeu (Wild-type (G13 • G15)) 

Forward primer 

5’ - GCG AAA TTT AAT ACG ACT CAC TAT AGC GGA GGT TGT CGA GAC TGG CCA 

AAG GCG ATG GAT TTA GGG TC - 3’ 

Reverse primer 

5’ - TGG TGC GGA GGG AGG GAT TTG AAC CCT CGA ACC CCT TCG GGA ATG GAC 

CCT AAA TCC ATC GCC TTT GGC - 3’ 

 

T.acidophilum tRNALeu (A13 • G15) 

Forward primer 

5’ - GCG AAA TTT AAT ACG ACT CAC TAT AGC GGA GGT TGT CAA GAC TGG CCA 

AAG GCG ATG GAT TTA GGG TC - 3’ 

Reverse primer 

5’ - TGG TGC GGA GGG AGG GAT TTG AAC CCT CGA ACC CCT TCG GGA ATG GAC 

CCT AAA TCC ATC GCC TTT GGC - 3’ 
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T.acidophilum tRNALeu (G13 • A15) 

Forward primer 

5’ - GCG AAA TTT AAT ACG ACT CAC TAT AGC GGA GGT TGT CGA AAC TGG CCA 

AAG GCG ATG GAT TTA GGG TC - 3’ 

Reverse primer 

5’ - TGG TGC GGA GGG AGG GAT TTG AAC CCT CGA ACC CCT TCG GGA ATG GAC 

CCT AAA TCC ATC GCC TTT GGC - 3’ 

 

T.acidophilum tRNALeu (A13 • A15) 

Forward primer 

5’ - GCG AAA TTT AAT ACG ACT CAC TAT AGC GGA GGT TGT CAA AAC TGG CCA 

AAG GCG ATG GAT TTA GGG TC - 3’ 

Reverse primer 

5’ - TGG TGC GGA GGG AGG GAT TTG AAC CCT CGA ACC CCT TCG GGA ATG GAC 

CCT AAA TCC ATC GCC TTT GGC - 3’ 

 

(赤色 : 変異を導入した塩基、緑色 : T7 プロモーター配列) 

 

PCR cycles 

 94℃    2 min 

 94℃   30 sec 

 55℃   30 sec 

 68℃    1 min 

 68℃    1 min 

 20℃    ∞ 

 

 

1-4-3. 14C-グアニン塩基交換活性測定 
 

	
 グアニン塩基交換活性の測定は、ゲルアッセイで行った。1 µgの ArcTGT, 0.1 A260units 

tRNALeu転写産物, 1.69 nmol 14C-グアニンを 20 µlの Buffer E (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 

mM KCl, 5 mM MgCl2, 6 mM 2-mercaptoethanol)の系で 55℃, 30分反応させた。次に、フ

ェノール／クロロホルム処理とエタノール沈殿を行い、5 µlの milliQに tRNAを溶かし

× 25 
cycles 



 19 

た。そして、このサンプルで 10% PAGE (7 M urea)行った。ゲルをメチレンブルー(MB)(ナ

カライテスク)で染色後、水で脱色し、モデル 583 ゲルドライヤー(Bio-Rad)で乾燥させ

た。その後、イメージングプレートに 16~60 時間感光させ、Tyhoon FLA 7000 Laser 

Scanner (GE Healthcare)で検出した。 

 

 

1-5. 結果 
 

1-5-1. T. acidophilumの培養 
 

	
 T. acidophilum strain HO-62は、東京薬科大学の山岸明彦博士に譲渡していただいた。

T.acidophilumは、凍結保存ができないため常に継代培養しており、継代の期間は 2ヶ月

以内としている。 

	
 T. acidophilum の生育はとても遅いため、大量培養する際は継代の期間に注意を払わ

なければならず、前回植え継いでから 2週間以上経過している場合は、一度試験管培地

に植え継ぎ 96時間静置培養した後、また試験管培地に植え継いで 96時間静置培養し、

全量を 1 Lの培地に植え継いで 96時間振とう培養することで大量の菌体を得た。1 L培

養の生育曲線は図 1-2のようになり、96時間の後期対数増殖期に回収することで約 1 g

の菌体を得られた。 

 

 

1-5-2. total RNAの調製 
	
 AGPC法を行い菌体 1 gから約 150〜250 A260unitsの total RNAを調製できるため、数

回同じ操作を繰り返し行い total RNAを大量に回収した。その後、300 A260unitsの total 

RNAを 10 ml Q-Sepharose FFのカラムに通し、tRNA elution buffer (20 mM Tis-HCl (pH 

7.6), 600 mM NaCl)で溶出させ、約 80 A260unitsの RNAを回収した。この画分には、5S 

rRNA と tRNA が主に含まれており、大部分の長鎖 RNA は除くことができたため(図

1-3B)、このサンプルを用いて固相化 DNAプローブ法を行った。 

 

 

1-5-3. 単一な tRNACysの調製 
 

	
 tRNACysの 13位と 15位がアーケオシンに修飾されているか確認するため、まずは単
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一な tRNACysを固相化 DNAプローブ法で回収した[56]。ビオチン化プローブは、tRNACys

の A36-G15と相補になるようにデザインし、3’末端にビオチンを結合させた(図 1-3A)。

これまでは、マイクロチューブサイズの 50 µlの樹脂を用いた系で固相化 DNAプロー

ブ法を行っていたが、tRNACysの発現量は少ないため質量分析に必要な量を回収するの

に時間がかかってしまう。そこで、1 mlの樹脂を用いて行う large-scale purification system

を利用した[55]。Q-Sepharoseカラムで精製した 50 A260unitsの RNA画分を DNAプロー

ブを結合させた Streptavidin カラムに通し、プローブと結合している tRNACysを溶出さ

せた。この操作を 2回行った。溶出画分には、ビオチン化 DNAプローブも混入してい

るため、さらにゲル切り出しを行い単一な tRNACysを精製し、最終的に 0.12 A260unitsの

tRNACysを回収した(図 1-3B)。 

 

 

1-5-4. tRNACysの質量分析 
 

	
 固相化 DNA プローブ法で回収した tRNACysを岐阜大学の横川隆志博士等の御協力の

もと質量分析を行った。tRNACys 0.1 A260unitsを脱塩処理し、RNaseT1と反応させ特異的

に分解した後に、AXIMA ResonanceTM MALDI-QIT-TOF mass spectrometer system 

(Shimadzu) のポジティブイオンモードで分析した。さらに検出されたピークを MSMS

解析し、配列と修飾ヌクレオシドの位置を決定した。 

 

	
 図 1-3Cは、質量分析を行った結果の一部であり質量電荷比が 600-2500の範囲を表し

ている。tRNACysの D-arm は、RNaseT1 で処理すると図 1-3A の矢印で示した位置で切

断されるが、アーケオシンが存在すると RNasseT1で切断できないため 13位と 15位の

切断パターンが修飾の有無によって異なってくる。以下に、修飾の有無によって検出さ

れる断片と質量電荷比の違いをまとめた。 

 

G13, G15の場合  G+13, G15の場合 

CAGp : 998.2  CAG+AGp : 1713.3 

 AGp : 693.1       AGp : 693.1 

 

G13, G+15の場合  G+13, G+15の場合 

  CAGp : 998.2  CAG+AG+AGp : 2418.4 

AG+AGp : 1408.2 
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 図 1-3Cに示すように質量分析の結果、m/z = 998.2と m/z = 1408.2が検出された。こ

の質量電荷比は、それぞれ CAGpと AG+AGpの配列に相当する。さらに、m/z = 1408.2

を MSMSで解析すると図 1-4Dの結果となり、y3, c2, c3の値より、この断片が AG+AGp

の配列であることが判った。以上の結果より tRNACysは、13位が未修飾の Gで 15位に

のみアーケオシンを持つことが判明した。また、tRNACysを RNaseA で処理したサンプ

ルで質量分析を行っても同様の結果を得た。よって、T . acidophilum細胞内での G+13, 

G+15は、tRNALeu特異的であることが示唆された。 

	
 また、この質量分析で Cm32, m1G37, Cm56, m1A58が検出された。 

 

 

1-5-5. P. horikoshii ArcTGTを用いた T. acidophilum tRNALeuの構造的平衡の検証 
 

	
 T. acidophilum tRNALeuの D-armの構造的平衡を検証するのに P. horikoshii ArcTGTと

T. acidophilum tRNALeu転写産物 (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15, A13 • A15)

を反応させるため、まずはそれぞれを調整した。 

 

	
 P. horikoshii ArcTGTは、E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株(Novagen)を用いてタンパク質

発現させ、HiTrap Q-Sepharoseと HiTrap Heparin-Sepharoseのカラムで精製した。精製後

の P. horikoshii ArcTGTは、単一なバンドをあたえる高純度であった(図 1-4 C)。 

 

	
 tRNALeuは 4種類用意した。13位と 15位が GのWild-typeの tRNA (G13 • G15)、 13

位を Aに変えた tRNA (A13 • G15)、15位を Aに変えた tRNA (G13 • A15)、13位と 15

位を Aに変えた tRNA (A13 • A15)である(図 1-4B)。これらの tRNA転写産物は、プライ

マーコンビネーションで調整した。 

 

	
 調整した酵素と tRNA を用いてゲルアッセイ法でグアニン塩基交換活性を測定した。

反応させたサンプルで 10% PAGE (7 M urea)を行い(図 1-4D左)、オートラジオグラフィ

ーで 14C-グアニンの取り込みを確認したところ (図 1-4D右)、 G13 • G15と A13 • G15

の tRNAでグアニン塩基交換活性があることを確認できた。つまり、P. horikoshii ArcTGT

は 15位のグアニン塩基だけを交換していることが判った。 

 

 



 22 

1-6. 考察 
 

	
 13位がグアノシン(G)の tRNAは、tRNALeu, tRNASer, tRNACysで頻繁に見られるが、古

細菌 Halofelax volcaniiのこれらの tRNAでは 13位が未修飾の Gとなっている[17]。し

かし、冨川千恵博士が T. acidophilum tRNALeu
UAGの配列を決定したところ[16]、15位だ

けでなく 13位もアーケオシンに修飾されていた。T. acidophilumでは、tRNACysも G13, 

G15になっているため、2カ所ともアーケオシンに修飾されていると予想された。 

	
 そこで T. acidophilum tRNACysの G13と G15が、細胞内でアーケオシンに修飾されて

いるか確認したところ、15位にのみアーケオシンが合成され 13位は未修飾の Gである

ことが判明した。この結果より、G+13, G+15が tRNALeuに特異的に見られる修飾である

と考えられた。 

 

	
 T. acidophilum ArcTGTが tRNALeuの 13位と 15位の 2カ所のグアニン塩基交換活性を

有する要因が、tRNALeu の構造的平衡にあるか確認するため、15 位にのみ活性をもつ

P. horikoshii ArcTGTと T. acidophilum 変異体 tRNALeuを反応させたところ、P. horikoshii 

ArcTGTは 15位の Gにのみ作用していた(図 1-4D)。ArcTGTが tRNAと結合すると tRNA

の構造がL字型からλ型に変化することが報告されている[41]。そのため、T. acidophilum 

tRNALeuがλ型に変化した際に図 1-1 のような D-arm の構造的平衡の可能性も考えられ

たが、この結果より、そのような可能性はなく、13 位のアーケオシン修飾が tRNA の

構造的平衡によるものでないことが示唆された。 

	
 この結果より、2カ所のグアニン塩基交換は酵素側に要因があると推測された。 

 

	
 実際に T. acidophilum ArcTGTが tRNALeuに対してマルチサイト特異性を持つのか、酵

素側の検証を次章から詳しく述べる。 
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図 1-1. tRNALeu D-armの構造的平衡 

13位と 15位を赤色で示してある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1-2. T. acidophilum培養曲線 
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図 1-3. T. acidophilum tRNACysのG13とG15がArchaeosineに修飾されているか確認した。

(A) T. acidophilum tRNACysのクローバーリーフ構造。DNAプローブは、A36- G15の領

域でハイブリダイズするようにデザインした。矢印は RNaseT1 で切断される位置を示

しており、赤色の矢印は Archaeosine の有無によって切断パターンが変わる。(B) T. 

acidophilum total RNA (左、0.3 A260units)と精製した tRNACys (右、0.015 A260units)で 10% 

PAGE (7 M urea)を行った。(C) 精製した tRNACys (0.03 A260units)を RNaseT1で切断し質

量分析を行った。(D) (C)で検出された AG+AGp (m/z = 1408.2)の配列を MSMS解析で決

定した。 
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図 1-4. P. horikoshii ArcTGTと T. acidophilum tRNALeuを用いて tRNALeuの構造的平衡の可

能性を確認した。(A) ArcTGT酵素活性測定系。14C-標識炭素原子は黄色で示した。(B) 

tRNALeu (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15, A13 • A15)のクローバーリーフ構

造。13 位と 15 位を赤色で示してある。(C) P. horikoshii ArcTGT を精製し 12.5% 

SDS-PAGEを行った。(D) P. horikoshii ArcTGTと T. acidophilum tRNALeuを用いたゲルア

ッセイ法によるグアニン塩基交換活性の測定。 
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第 2章. 組み換えタンパク質を用いた in vitroでの 

マルチサイト特異性の解析 
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2-1. 序 
 

	
 T. acidophilum tRNALeuの 2カ所にアーケオシンが合成される要因が、tRNAの構造的

平衡ではないことが示唆されたため、酵素側からの検証を行うことにした。まずは、T. 

acidophilum S30を用いてWild-typeと 3種類の変異体 tRNA転写産物に対するグアニン

塩基交換活性を測定し、13位と 15位のグアニン塩基が交換されるか確認した。その後、

T. acidophilum arcTGT遺伝子を探索し、大腸菌を用いてタンパク質を発現させ、同様に

2カ所のグアニン塩基交換活性を確認することにした。また、後に T. kodakarensisの細

胞内で T. acidophilum ArcTGTを発現させる実験計画があったため、T. kodakarensisの

ArcTGTがマルチサイト特異性を持っていないか同様の実験を行い確認した。 

 

 

2-2. 試薬 
 

	
 Guanine hydrochloride [8-14C] (2.19 Mbq/mmol)は Moravek Biochemicals (Brea, CA, USA)

から購入した。Hitrap Q-Sepharose, Hitrap Heparine-Sepharose、AKTA prime は、GE 

Healthcare (Tokyo, Japan)から購入した。DNAオリゴマーInvitrogen Japan (Tokyo, Japan)

から購入した。その他の化学試薬は、分子生物学用グレードを使った。 

	
 本実験で用いた T. acidophilum strain HO-62の種菌は、山岸明彦博士(東京薬科大学)よ

り譲渡していただいた[4]。 

 

 

2-3. T. acidophilum S30の調製方法 
 

	
 T. acidophilumの細胞抽出液(S30)は、文献[59]を参考にして調製した。T. acidophilum

の冷凍細胞 0.5 gを 5 mlの milliQで懸濁した後、4,000 g, 4℃, 10分遠心して集菌するこ

とで菌体が保持している培地を除いた。次に、菌体を 1 mlの EDTA-free protease inhibitor 

(Thermo Scientific)を含む milliQで懸濁し、100 µl DNase I buffer (40 mM Tris-HCl (pH 7.9), 

10 mM NaCl, 6 mM MgCl2, 1 mM CaCl2)を加えた後、2 M Trizma baseで pH 7.5に合わせ

た。この時点で溶菌するが、Genomic DNA も細胞から出てくるため、かなり粘性が高

くなっていた。100 unit DNase I (Roche)を加え穏やかに撹拌し氷上で 1時間静置した後、

37℃, 15分反応させることで、Genomic DNAが分解されサンプルの粘性がなくなった。

このサンプルを 30,000 g, 4℃, 1時間の遠心によって上清と沈殿に分離し、上精を細胞抽
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出液(S30)として後記の実験に用いた。 

 

 

2-4. Ta1493遺伝子産物の調整方法 
 

	
 T. acidophilumの arcTGTと arcS遺伝子が未同定であったため、P. horikoshii arcTGT

遺伝子、H. volcanii arcS遺伝子と相同性の高い遺伝子が T. acidophilumのゲノム配列中

に存在するか探索し、arcTGT : Ta1493, arcS : Ta0924を候補遺伝子とした。Genomic DNA

を鋳型にして PCRを行うことでそれぞれの遺伝子を増幅させ、In-Fusion反応で pET30a

に導入し発現用プラスミドを構築した。このプラスミドを用いて大腸菌内でタンパク質

を大量に発現させ、複数のカラムクロマトグラフィーを行い精製を試みた。 

 

 

2-4-1. Ta1493遺伝子産物の発現 
 

	
 In-Fusion反応に必要な配列を含んだ下記のプライマーで Genomic DNAと pET30aを

鋳型に DNA polymerase (KOD-Plus-Ver. 2 (TOYOBO))を用いて PCRを行った。PCRで得

られた Insert : 約 2,000 bp、Vector : 5,400 bpの断片をアガロース電気泳動し、エチジウ

ムブロマイドで染色後目的の断片を切り出した。エコノスピンカラムを用いて切り出し

たゲルから DNA断片を回収し、Insert 200 ng、Vector 50 ngと In-Fusion HD Cloning kit 

(TAKARA)を用いて 50℃, 15分 In-Fusion反応を行った。このサンプルで E.coli DH5αコ

ンピテントセル(TOYOBO)を形質転換し、50 µg/µlのカナマイシンを含んだ LB寒天培

地で 37℃, 12時間培養した。形成したコロニー1つに対して 1本の 3 ml LB液体培地に

植菌し、37℃で一晩振とう培養した。培養した菌体から QIAprep Spin Miniprep Kitの手

法を参考にしてプラスミドを回収し、塩基配列を確認した。塩基配列は、ユーロフィン

ジェノミクス株式会社に依頼し確認した。 

 

 

使用したプライマー 

 

T. acidophilum ArcTGT 

Forward primer : T.a arcTGT F, 

5’ - GGAGATATACATATG AAGATAGAGGAAAGGGACGG - 3’ 
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Reverse primer : T.a arcTGT R, 

5’ - GAATTCGGATCCTCA CTATTTCTCTGATTGATCTCTGCC - 3’ 

T. acidophilum ArcS 

Forward primer : T.a arcS F, 

5’ - GGAGATATACAATG ATTGAAGATCAGGCTCTCTTC - 3’ 

Reverse primer : T.a arcS R, 

5’ - GAATTCGGATCCTCA TCAGCGAACCTTGACGGCAATC - 3’ 

 

pET30a 

Forward primer : pET30a F, 

5’ - TGAGGATCCGAATTC GAGCTCCGT - 3’ 

Reverse primer : pET30a R, 

5’ - CATATGTATATCTCC TTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC - 3’ 

 

下線は、In-Fusion反応に必要な配列である。 

 

  10×KOD buffer       5 µl 

	
 2 mM dNTPs       5 µl 

	
 25 mM MgSO4       2 µl 

	
 T.k arcTGT F (10 pmol/µl)    1.5 µl 

	
 T.k arcTGT R (10 pmol/µl)    1.5 µl 

	
 鋳型 DNA      	
  50 ng 

  KOD-plus- (1.0 u/µl)      1 µl 

  milliQ       33 µl 

  Total                               50 µl 

 

PCR cycles 

 94℃    2 min 

 94℃   30 sec 

 55℃   30 sec 

 68℃    1 min/kb 

 68℃    2 min 

 20℃    ∞ 

× 25 
cycles 
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上記で作製した Ta1493遺伝子産物発現用のプラスミドで E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株

(Novagen)を形質転換し、50 µg/µlのカナマイシンを含んだ LB寒天培地で 37℃, 12時間

培養した。形成したコロニーを 250 mlの LB培地に植菌し、37℃, 14時間振盪培養した

後、1 Lの LB培地に全量植え継ぎ 37℃, 2時間(約 0.6 A600まで)培養した。その後、終

濃度が 100 mMになるように IPTGを加え、さらに 4時間培養した。そして、10,000 g, 4℃, 

15分遠心して菌体を回収し、-80℃で保存した。 

 

 

2-4-2. Ta1493遺伝子産物の精製 
 

	
 Ta1493遺伝子産物の精製は、P. horikoshii ArcTGTの精製(1-4-1) [53, 57]を参考にして

行った。培養した E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株 1 gを EDTA-free protease inhibitor を含

む Buffer A (50 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 10 µM ZnCl2, 6 mM 2-mercaptoethanol)に懸濁し、

氷上で超音波破砕機(model VCX-500, Sonics and Materials Inc, USA)を用いて破砕した後、

16,000 g, 4℃, 15分遠心した。上清を 50℃, 30分熱処理し、再び 16,000 g, 4℃, 15分遠心

した。次に、上清を HiTrap Q-Sepharoseに吸着させ、Buffer Aと Buffer B (50 mM Tris-HCl 

(pH 7.6), 1 M KCl, 10 µM ZnCl2, 6 mM 2-mercaptoethanol)を用いて直線塩濃度勾配溶出を

行い、12.5% SDS-PAGEで Ta1493遺伝子産物が溶出した画分を確認した。その後、こ

の画分を Buffer Aで透析し、HiTrap Heparin-Sepharoseに吸着させ、Buffer Aと Buffer B

を用いて直線塩濃度勾配溶出を行い、12.5% SDS-PAGE で確認した。Ta1493 遺伝子産

物溶出画分を Buffer Aで透析し、Vivaspin 15R MWCO: 30,000 (Sartorius Japan, Tokyo, 

Japan)を用いて濃縮した。 

 

 

2-5. Ta1493遺伝子産物可溶化条件の検討 
 

	
 上記の精製方法以外にも陽イオン交換クロマトグラフィー、疎水性クロマトグラフィ

ー、Ni-NTAアフィニティークロマトグラフィーなど試してみたが、単一な酵素は得ら

れなかった。詳しく調べたところ大腸菌を超音波破砕した段階で、発現したタンパク質

の大部分が沈殿していることが判った。 

	
 タンパク質が不溶化した原因としてタンパク質のフォールディングとタンパク質の

細胞膜との相互作用が考えられた。 

	
 そこで 1 つ目の原因の解決策として、シャペロン様の性質を持つ SUMO タグをコー
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ドした SUMO vector (LifeSensors)と正確にフォールディングできるように低温でタンパ

ク質発現が可能な pCold vector (Takara)を用いてタンパク質発現を行った。2つ目の原因

の解決策として界面活性剤を利用してタンパク質精製を行うことにした。 

 

 

2-5-1. 可溶化ベクターを用いた発現 
 

	
 2-4-1 と同様の操作を行い、In-Fusion 反応に必要な配列を含んだ下記のプライマーと

SUMO vector、pCold vector を用いて Ta1493 遺伝子の発現用プラスミドを構築した。

SUMO vectorの場合は、目的のタンパク質発現後に SUMO-tagを切断できるように tag

と Ta1493遺伝子の間に SUMOプロテアーゼ切断サイトを導入してある。 

 

	
 SUMO vectorのタンパク質発現は、E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株(Novagen)を形質転換

し、形成したコロニーを 250 mlの LB培地に植菌して 37℃, 14時間前培養した後、1 L

の LB培地に全量植え継ぎ 37℃, 2時間(約 0.6 A600まで)培養し、終濃度が 100 mMにな

るように IPTGを加え、さらに 4時間培養した。また、よりタンパク質がフォールディ

ングしやすいように IPTG を加えてから 20℃, 24 時間培養の条件も試した。培養後は、

10,000 g, 4℃, 15分遠心して菌体を回収し、-80℃で保存した。 

	
 	
 pCold vectorのタンパク質発現は、E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株(Novagen)を形質転

換し、形成したコロニーを 250 mlの LB培地に植菌して 37℃, 14時間前培養した後、全

量を 1 Lの LB培地に植え継ぎ 37℃, 2時間 (約 0.6 A600まで)培養した。抗生物質は 100 

µg/µlのアンピシリンを用いた。その後、終濃度が 100 mMになるように IPTGを加え、

さらに 20℃, 24時間培養した。そして、10,000 g, 4℃, 15分遠心して菌体を回収し、-80℃

で保存した。 

	
  

	
 Ta1493遺伝子産物が可溶化するか確認するため、SUMO vectorと pCold vectorで発現

させたタンパク質を以下の操作で回収し SDS-PAGEで分析した。培養した E. coli BL21 

(DE3) Rosetta2株を EDTA-free protease inhibitor を含む BufferAに懸濁し、氷上で超音波

破砕した後、16,000 g, 4℃, 15分遠心した。上清を 50℃, 30分熱処理し、再び 16,000 g, 4℃, 

15分遠心した。遠心後の上清と沈殿で SDS-PAGEを行った。遠心後の沈殿物はそのま

までは電気泳動できないため、沈殿物に 2 × SDS-PAGE サンプルバッファー(100 mM 

Tris-HCl (pH 6.8), 200 mM dithiothreitol, 2.5% SDS, 0.2% bromophenol blue, 20% glycerol)

を加え懸濁し、16,000 g, 4℃, 15分遠心して得た上清を電気泳動に使用した。 
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使用したプライマー 

 

T. acidophilum ArcTGT SUMO 

Forward primer : T.a arcTGT SUMO F, 

5’ – GAACAGATTGGAGGTATGAAGATAGAGGAAAGGGACGG - 3’ 

Reverse primer : T.a arcTGT SUMO R, 

5’ - CCACTAGTGGTCTCATTATTATTTCTCTGATTGATCTCTGCCCT - 3’ 

 

SUMO vector 

Forward primer : SUMO vector F, 

5’ – TGAGACCACTAGTGGTACCGGT - 3’ 

Reverse primer : SUMO vector R, 

5’ - ACCTCCAATCTGTTCGCGGTGA - 3’ 

 

T. acidophilum ArcTGT pCold 

Forward primer : T.a arcTGT pCold F, 

5’ - CACAAAGTGCATATGAAGATAGAGGAAAGGGACGG - 3’ 

Reverse primer : T.a arcTGT pCold R, 

5’ - CTTGAATTCGGATCCTTATTATTTCTCTGATTGATCTCTGCCCT - 3’ 

 

pCold vector 

Forward primer : pCold vector F, 

5’ - GGATCCGAATTCAAGCTTGTCGACCTG - 3’ 

Reverse primer : pCold vector R, 

5’ - CATATGCACTTTGTGATTCATGGTGTATTACCTC - 3’ 

 

下線は、In-Fusion反応に必要な配列である。 

 

 

2-5-2. 界面活性剤を用いたタンパク質精製 
 

	
 膜タンパク質の精製などで利用されている非イオン性界面活性剤の Tween 20 と

Triton X-100を用いて大腸菌を破砕した。1.0% tween 20か Triton X-100を含む Buffer A
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で培養した E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株を懸濁し、氷上で超音波破砕した後、16,000 g, 

4℃, 15分遠心した。沈殿物に 2 × SDS-PAGEサンプルバッファー(100 mM Tris-HCl (pH 

6.8), 200 mM dithiothreitol, 2.5% SDS, 0.2% bromophenol blue, 20% glycerol)を加え懸濁し、

16,000 g, 4℃, 15分遠心して得た上清と先ほどの遠心後の上清で SDS-PAGEを行った。 

 

 

2-6. Thermococcus kodakarensis ArcTGTの発現・精製方法 
 

	
 	
 T. kodakarensisの ArcTGTが、マルチサイト特異性を持っていないか確認するため、

T. kodakarensisの ArcTGT組み換えタンパク質を調製し、試験管内でグアニン塩基交換

活性を測定した。 

 

	
 P. horikoshii arcTGT遺伝子と相同性の高い遺伝子が T. kodakarensisのゲノム配列中に

存在するか探索し、Tk0760 を見出した。In-Fusion 反応に必要な配列を含んだ下記のプ

ライマーを用いて T. kodakarensisのGenomic DNAと pET30aを鋳型に PCRを行い、2-4-1

と同様の操作で ArcTGTの発現用プラスミドを構築した。 

 

	
 このプラスミドで E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株(Novagen)を形質転換し、形成したコ

ロニーを 250 mlの LB培地に植菌して 37℃, 14時間前培養した後、1 Lの LB培地に全

量植え継ぎ 37℃, 2時間(約 0.6 A600まで)培養した。抗生物質は 50 µg/µlのカナマシンを

用いた。その後、終濃度が 100 mMと 100 µMになるように IPTGと ZnCl2を加え、さ

らに 4時間培養した。培養後は、10,000 g, 4℃, 15分遠心して菌体を回収し、-80℃で保

存した。 

 

使用したプライマー 

 

T. kodakarensis ArcTGT 

Forward primer : T.k arcTGT F, 

5’ - GGAGATATACATATGGTCGATTTCAGGTTTGAGGT - 3’ 

Reverse primer : T.k arcTGT R, 

5’ - GAATTCGGATCCTCATAACTACTTCTCGACTCCCCTCCTA - 3’ 
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pET30a 

Forward primer : pET30a F, 

5’ - TGAGACCACTAGTGGTACCGGT - 3’ 

Reverse primer : pET30a R, 

5’ - ACCTCCAATCTGTTCGCGGTGA - 3’ 

 

下線は、In-Fusion反応に必要な配列である。 

 

 

	
 ArcTGTの精製は、P. horikoshii ArcTGTの精製(1-4-1)と同様にHiTrap Q-Sepharose と

HiTrap Heparin-Sepharoseを用いて行い、12.5% SDS-PAGEで単一に精製できたことを確

認した。ArcTGT溶出画分は、Buffer F (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 600 mM KCl, 10 µM ZnCl2,  

6 mM 2-mercaptoethanol)で透析し、終濃度が50%(v/v)になるようにグリセロールを加え、

-30℃で保存した。 

 

 

2-7. in vitroでの酵素と変異体 tRNAを用いた解析方法 
 
	
 T. acidophilum S30と T. kodakarensis ArcTGTが 2カ所のグアニン塩基を交換するか確

認するため、4種類の tRNALeu転写産物 (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15, A13 

• A15) と反応させグアニン塩基交換活性を測定した。また、Ta1493遺伝子産物におい

て、グアニン塩基交換活性の測定を行い、遺伝子の同定並びに、マルチサイト特異性の

確認をすることにした。 

 

今回は、グアニン塩基交換活性を測定するのにゲルアッセイとフィルターアッセイの 2

通りの方法で行った。 

 

ゲルアッセイ 

	
 酵素(1 µgの精製酵素か 30 µgの S30), 0.1 A260unit tRNALeu転写産物, 1.69 nmol 14C-グア

ニンを 20 µlの Buffer E (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 6 mM 

2-mercaptoethanol)の系で 55℃, 30分反応させた。経時変化をみる際は、55℃で 0, 5, 10, 20

分反応させた。次いで、フェノール／クロロホルム処理とエタノール沈殿を行い、5 µl
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の milliQに tRNAを溶かした。そして、このサンプルで 10% PAGE (7 M urea)を行った。

ゲルをメチレンブルー(MB)(ナカライテスク)で染色後、水で脱色し、モデル 583ゲルド

ライヤー (Bio-Rad)で乾燥させた。イメージングプレートに 1日から 1週間感光させ、

Tyhoon FLA 7000 Laser Scanner (GE Healthcare)で検出した。 

 

フィルターアッセイ 

	
 任意の量の酵素, 0.2 A260units tRNALeu転写産物, 1.69 nmol 14C-グアニンを 40 µl の

Buffer Eの系で 55℃, 任意の時間反応させた。反応させたサンプルは、3MM (Whatman)

にスポットし、5%トリクロロ酢酸で 5 回洗浄した後、フィルターを乾燥させ、液体シ

ンチレーションカウンターで 14C-グアニンの取り込み量を確認した。 

 

 

2-8. 結果 
 

2-8-1. T. acidophilum S30を用いたグアニン塩基交換活性測定 
 

	
 T. acidophilum arcTGT 遺伝子を同定してマルチサイト特異性を検証する前に、T. 

acidophilum の細胞抽出液で 13 位と 15 位の 2 カ所のグアニン塩基が交換されるか確認

した。 

	
 培養し冷凍保存した菌体 0.5 gから 22.4 mgの細胞抽出液 (S30)を回収し(図 2-1B)、こ

の S30と 4種類の tRNALeu転写産物 (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15, A13 • 

A15)(図 2-1A)を用いてゲルアッセイを行った。S30を用いてフィルターアッセイ法も行
ってみたが、フィルターアッセイではバックが高く、微弱な酵素活性を検出できなかっ

た。アッセイを行った結果、S30中に 13位と 15位のグアニン塩基交換活性があること

が判った。(図 2-1B)また、当初は 13 位と 15 位は同程度に交換されるか、もしくは 15

位が優先的に交換されると考えていたが、予想に反してA13 • G15での活性がG13 • A15

に対して低かった。そこで、 G13 • G15と A13 • G15と G13 • A15で経時的に反応を見

てみたが、やはり 13位が優先的に交換されていた(図 2-1D)。 

 

 

2-8-2. arcTGT遺伝子の探索 
 

	
 ゲノムシーケンスによって決定された約 1,500 のオペロンの中から BLAST-search に
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よって候補遺伝子として arcTGT遺伝子 : Ta1493と arcS遺伝子 : Ta0924を見出した。

そこで P. horikoshii ArcTGTと Ta1493遺伝子のアミノ酸配列を比較してみると、両者で

98%という高い相同性が見られた。しかしながら、Ta1493 遺伝のアミノ酸配列には、

C1 と C2 ドメインの 3 カ所にインサーションがあり、Zinc 結合サイトである

CXCX2CX22H(CCCH)モチーフがなかった(図 2-2A)。また、グアニン結合サイトである

Gln169周辺のアミノ酸配列が異なっていた。 

	
 P. horikoshii ArcTGTと tRNAの複合体の構造解析より、tRNAは触媒ドメインと C2

ドメインの C 末端領域、そして C3(PUA)ドメインと相互作用していることが判ってお

り[41]、Ta1493遺伝子産物で見られる 3カ所のインサーションは、tRNA結合サイト付

近に位置しないと予想された。さらに、Haloferax volcanii [60], Methanosarcina barkeri [61], 

Methanosarcina acetivorans [62] の ArcTGTは split-typeであり、C1と C2ドメイン間の

連結領域が欠損しているがグアニン塩基交換活性は持っている [60-62]。また、

Pyrococcus furiosusの ArcTGTにおいて C3 (PUA)ドメインを欠失させると、tRNAに対

する親和性は低下するが酵素活性は保持されたままであったことから[61]、C 末端領域

の変異はグアニン塩基交換活性に影響を及ぼさないと考えられた。そして、Zinc結合サ

イトは触媒ポケットと反対方向に位置しているため(図 2-2B)、Zincも触媒反応に関与し

ないと思われた。 

	
 これらの理由から、Ta1493 遺伝子産物は、C1 と C2 ドメインに 3 カ所のインサーシ

ョンがあり Zinc結合サイトが欠如しているが、T. acidophilumの ArcTGTであると推測

した。 

 

 

2-8-3. Ta1493遺伝子産物を用いたグアニン塩基交換活性測定 

 
	
 Ta1493遺伝子産物は、E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株(Novagen)を用いてタンパク質発

現させ、HiTrap Q-Sepharoseと HiTrap Heparin-Sepharoseのカラムで精製した。大量発現

させているにもかかわらず、精製後の SDS-PAGEでメインバンドとして Ta1493遺伝子

産物を確認できなかった。また、P. horikoshii ArcTGTのように単一なバンドにならなか

った(図 2-3 A)。  

	
 大腸菌由来のタンパク質が多く粗精製ではあるが、Ta1493 遺伝子産物(約 72 kDa)に

相当するバンドがみられるため、このサンプルを用いて tRNALeu Wild-type (G13 • G15)

に対するグアニン塩基交換活性を測定した。Controlとして tRNALeuを除いた系を用意し

た。1 時間反応させた時の結果は図 2-3B のようになり、粗精製タンパク質中に 14C-グ
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アニンの交換活性を確認できた。 

	
 この反応系で用いた酵素には、大腸菌由来のタンパク質が含まれているためこの 14C-

グアニンの取り込みが QueTGT による可能性も考えられるが、QueTGT は G34 にのみ

作用し今回アッセイに用いた tRNALeuは 34 位が G でなく U になっている。そのため、

QueTGT によるグアニン塩基交換はない。つまり、この結果より、Ta1493 遺伝子産物

はグアニン塩基交換活性を有することが判った。 

 

 

2-8-4. Ta1493遺伝子産物の可溶化条件の検討 
 

	
 E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株で発現させた Ta1493遺伝子産物がグアニン塩基交換活

性を有することを確認できたので、さらに高純度な酵素を得るために陽イオン交換クロ

マトグラフィー、疎水性クロマトグラフィー、Ni-NTAアフィニティークロマトグラフ

ィー、ゲルろ過クロマトグラフィーを試してみたが、単一な酵素は得られなかった。ま

た、SDS-PAGE を行った時に、Ta1493 遺伝子産物(約 72 kDa)に由来すると考えられる

バンドがメインバンドとして確認できなかった。そのため、発現されたタンパク質が大

腸菌の細胞内でプロテアーゼによって分解されていないか確認したところ、タンパク質

発現の段階では分解されておらず、発現はしていることが判った(図 2-4A)。次に、大腸

菌の破砕や熱処理の段階で分解されていないか確認した。その結果、大腸菌を超音波破

砕した段階で、発現したタンパク質の大部分が沈殿していることが判った(図 2-4B)。タ

ンパク質が不溶化した原因として 2つの理由が考えられ、1つはタンパク質が正確にフ

ォールディングしておらず、疎水性の表面が多くなり不溶化してしまったと考えられた。

また、別の原因として発現したタンパク質が細胞膜と相互作用しており、菌体を破砕す

ることで細胞膜と一緒に沈殿した可能性も考えられた。 

	
 そこで 1 つ目の原因の解決策として、シャペロン様の性質を持つ SUMO タグをコー

ドした SUMO vector (LifeSensors)と正確にフォールディングできるように低温でタンパ

ク質発現が可能な pCold vector (Takara)を用いてタンパク質発現を行った。2つ目の原因

の解決策として界面活性剤を利用してタンパク質精製を行うことにした。 

 

SUMO vector, pCold vector 
 

	
 SUMO vectorと pCold vectorに In-Fusion反応で Ta1493遺伝子を導入し、E. coli BL21 

(DE3) Rosetta2株を用いて 37℃と 20℃培養でタンパク質を発現させた。経時的に回収し
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た菌体を 2 × SDS-PAGE サンプルバッファーで破砕し電気泳動したところ、SUMO 

vectorでは SUMO-tag(約 18 kDa)と Ta1493遺伝子産物(約 72 kDa)を合わせた約 90 kDa

のバンドが経時的に濃くなっているのが確認できた(図 2-5A)。また、pCold vectorでも

Ta1493遺伝子産物(約 72 kDa)が発現していた(図 2-5B)。そこで、発現させたタンパク質

が可溶化するか超音波破砕し 12.5% SDS-PAGEで確認した。その結果、両方とも Ta1493

遺伝子産物が沈殿してしまっており可溶化しなかった(図 2-5A, B)。さらに IPTGによる

タンパク質発現のタイミングや培養温度の条件を複数通り試してみたが、改善が見られ

なかった。 

 

界面活性剤 (Tween 20, Triton X-100) 
 

	
 界面活性剤は、タンパク質を可溶化させることもできるが、作用が強すぎると目的タ

ンパク質の立体構造を壊し、弱いと目的タンパク質を十分可溶化できない。そこで使用

する界面活性剤は、可溶性画分への目的タンパク質の収量が多いことや目的のタンパク

質を失活させないこと、また分析に干渉しないことなどの条件を満たしている必要があ

る。そのため、界面活性剤は慎重に選択しなければならないが、界面活性剤の種類はと

ても多く全てを試すことは難しいので、膜タンパク質の精製で広く利用されている非イ

オン性界面活性剤の Tween 20と Triton X-100を試した。 

	
 実際、界面活性剤を用いて大腸菌を超音波破砕し 12.5% SDS-PAGEを行ったところ図

2-5Cのようになり、界面活性剤を用いても可溶化したタンパク質を回収できなかった。 

 

 

2-8-5. T. kodakarensis ArcTGTを用いたグアニン塩基交換活性測定 
 

	
 第 3章で Ta1493遺伝子産物を T. kodakarensisの細胞内で発現させる計画があるため、

T. kodakarensisの ArcTGTがマルチサイト特異性を持っていないか確認した。まずは P. 

horikoshii arcTGT 遺伝子と相同性の高い遺伝子を BLAST-search で探索し、 T. 

kodakarensis のゲノム中から Tk0760 を見出した。In-Fusion 反応で ArcTGT の発現用プ

ラスミドを構築し、E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株を用いてタンパク質を発現させた。精

製は、P. horikoshii ArcTGTの時と同様に HiTrap Q-Sepharoseと HiTrap Heparin-Sepharose

のカラムを用いて行い、12.5% SDS-PAGEで確認したところ単一なバンドをあたえる高

純度であった(図 2-1 B)。 
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 調整した酵素と 4種類の tRNALeu転写産物(図 2-1A)を用いてゲルアッセイ法でグアニ

ン塩基交換活性を測定した。その結果、図 2-1Bに示すように、G13 • G15と A13 • G15

の tRNA でのみ 14C-グアニンが取り込まれていることを確認できた。よって、T. 

kodakarensis ArcTGTも 15位のグアニン塩基だけを交換しており、マルチサイト特異性

を持っていないことが示唆された。 

 

 

2-9. 考察 
 

	
 既に遺伝子が同定されている P. horikoshiiの ArcTGTと相同性の高い遺伝子を探し、

Ta1493 遺伝子 1 つを見出した。このことから ArcTGT は 1 種類しかなくマルチサイト

特異性を持っていると推測された。そして、これら 2つのアミノ酸配列を比較してみる

と、Ta1493遺伝子産物では Zinc結合サイトが欠如しており３つのインサーションが存

在していることが判明した。 

	
 Zincを持っていない ArcTGTはいくつか存在し、Ferroplasma acidophilumの ArcTGT

もその 1 つである。そのため、Zinc 結合サイトである CCCH モチーフが欠如している

ことは、T. acidophilumに特有のことではない。また、F. acidophilumと T. acidophilum

は、両方とも好酸性古細菌であるので、Zinc結合サイトがないのは酸性条件下での Zinc

の利用が不可能なためではないかと考えられそうだが、ZnSO4 の溶解度はとても高く

20℃で 540 g/L となっており、他の好熱好酸性古細菌である Sulfolobus solfataricus の

ArcTGT は CCCH モチーフを持っている。そのため、酸性条件下でも Zinc は利用可能

で CCCHモチーフがないのは、環境が要因ではないと考えられた。 

	
 一方、インサーションが存在する ArcTGTは多くの生物でみられ、C1や C2ドメイン

の配列は多様性に富んでいることが判った。そのため、Ta1493 遺伝子産物のインサー

ションはマルチサイト特異性に直接寄与しないと思われた。また、T. acidophilum のプ

ロテオーム解析によって、細胞内で多くのタンパク質が巨大な複合体を形成しているこ

とが報告されており、Ta1493 遺伝子産物も可溶性を維持するためにインサーションの

部分で他のタンパク質と相互作用しているのかもしれない。 

	
 P. furiosus ArcTGTは、C3 (PUA)ドメインを欠損させても 15位の厳密な認識に影響が

なく[61]、P. horikoshii ArcTGT が tRNAのアミノアシルステムから D-armにかけてのリ

ボースとリン酸バックボーンを認識していることから[53]、ArcTGT は触媒ドメインと

リボースとリン酸バックボーン間の相互作用が部位特異性に重要なのではないかと考

えられる。P. horikoshii ArcTGT と tRNA複合体の構造を見てみると、12位と 13位間の
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リン酸、13位のリボース、13位と 14位間のリン酸は、それぞれ Glu202, Tyr204, Arg261

によって捉えられており[41]、これらのアミノ酸配列は Ta1493 遺伝子産物や他の

ArcTGTで高く保存されていた。しかしながら、Ta1493遺伝子産物では触媒ポケット近

傍のアミノ酸配列がかなり異なっている(図 2-2A)。そのため、この違いがマルチサイト

特異性に寄与しているのかもしれない。 

 

	
 実際に部位特異性を確認したところ P. horikoshiiと T. kodakarensis ArcTGTでは 15位

にしか作用しなかったが、T. acidophilum S30では 13位と 15位の 2カ所のグアニン塩基

が交換されていた。そこで Ta1493 遺伝子産物がマルチサイト特異性を持つのか、どこ

がマルチサイト特異性に寄与しているのか調べるため、大腸菌を用いて組み換えタンパ

ク質の発現を試みたが不溶化してしまい回収することができなかった。可溶化しない原

因はおそらく C3 (PUA)ドメインにあると思われた。PUAドメインの 561-631aaにかけ

て酸性アミノ酸であるグルタミン酸とアスパラギン酸が連続して存在する箇所があり、

酸性アミノ酸が多い領域は、分子内や分子間など複数箇所と相互作用しふらつくため、

正確にフォールディングしにくいことがある。そのため、Ta1493 遺伝子産物は不溶化

してしまったと考えられた。 

 

	
 また、真正細菌と古細菌のシャペロニンの違いにも注目した。真正細菌のシャペロニ

ンは GroEL であり補因子として GroES が機能しているが、古細菌のシャペロニンは

Hsp60で基本的には補因子を必要とせず補助的に GimCが機能する場合がある。そのた

め、古細菌特有のシャペロニンや因子がないと可溶化しにくいのではないかと考えられ

た。そこで大腸菌ではなく古細菌の細胞内で Ta1493 遺伝子産物を発現させることにし

た。ホストには古細菌である T. Kodakarensisを用いた。T. kodakarensisは日本の鹿児島

県にある子宝島で単離された超好熱菌で、全てのゲノム配列が決定されており、遺伝子

操作技術も開発されている[63-66]。そこで、T. kodakarensis の細胞内で Ta1493 遺伝子

産物と tRNALeuを発現させマルチサイト特異性を調べることにした。 

 

	
 次章で、T. kodakarensis用いた解析について詳しく述べる。 
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図 2-1. T. acidophilum S30と T. kodakarensis ArcTGTが 13位と 15位に作用するか確認し

た。(A) 4種類の tRNALeu転写産物 (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15, A13 • 

A15)のクローバーリーフ構造。13位と 15位を赤色で示してある。(B) T. acidophilum S30

によるグアニン塩基交換活性の確認。(C) T. kodakarensis ArcTGTによるグアニン塩基交

換活性の確認。(D) T. acidophilum S30と 3種類の tRNALeu転写産物を用いた経時的グア

ニン塩基交換反応の測定。 
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図 2-2. Ta1493と P. horikoshii ArcTGTとの比較 (A) T. acidophilum Ta1493遺伝子産物と

P. horikoshii ArcTGT のアミノ酸配列の比較。(B) P. horikoshii ArcTGTの構造。矢印は

Ta1493遺伝子産物のインサーションの位置を示している。 
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図 2-3. Ta1493遺伝子産物粗精製標品での 14C-グアニン塩基交換活性の測定 (A) 

Ta1493遺伝子産物粗精製標品で 12.5% SDS-PAGEを行った結果。矢印は、Ta1493遺伝

子産物に相当するバンド(約 72 kDa)を示している。(B) Ta1493遺伝子産物の粗精製標品

と tRNALeu転写産物を 1時間反応させた結果。Controlとして tRNAを除いた系を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4. Ta1493遺伝子産物が発現しているか確認した。矢印は Ta1493遺伝子産物(約 72 

kDa) を示している。(A) IPTGを加え、0, 1, 2, 3, 4時間毎に菌体の一部を回収し、12.5% 

SDS-PAGE で発現確認を行った。(B) 超音波破砕後に Ta1493 遺伝子産物が可溶化して

いるか確認した。 
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図 2-5. 可溶化条件の検討、矢印は Ta1493遺伝子産物を示している。(A) SUMO vector

を用いたタンパク質発現。経時的タンパク質発現の確認 (左図)。Ta1493 遺伝子産物の

可溶化の確認(右図)。SUMO-tag (約 18 kDa)と Ta1493遺伝子産物 (約 72 kDa)を合わせて

約 90 kDaある。(B) pCold vectorを用いたタンパク質発現。経時的タンパク質発現の確

認(左図)。Ta1493遺伝子産物の可溶化の確認(右図)。(C) Tween 20, Triton X-100を用い

た大腸菌破砕の結果。(D) Tween 20, Triton X-100の構造。 
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第 3章. Thermococcus kodakarensis KUWA株を用いた 

マルチサイト特異性の解析 
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3-1. 序 
 

	
 大腸菌で発現させた組み換えタンパク質は、大部分が不溶化し回収できなかったため、

T. acidophilum の Ta1493 遺伝子産物と tRNALeuを異種の古細菌の細胞内で共発現させ、

細胞内で両者を反応させることにした。そこで、超好熱性古細菌 Thermococcus 

kodakarensis KOD1に着目した。T. kodakarensisは、至適生育温度が 85℃であるが、生

育温度は 60℃から 100℃と幅広く、従属栄養、絶対嫌気性という特徴を持っている［66, 

67］。また、栄養要求性を用いた遺伝子破壊法が開発されており、複数のマーカーを用

いた多重遺伝子操作が可能で、染色体中にマーカー遺伝子を残さずに繰り返し遺伝子破

壊が行える相同組み換え法も開発されている［68-71］。T. acidophilum の酵素が活性を

持つ 60℃で培養が可能であり、遺伝学的手法が確立しているため T. kodakarensis KOD1

をホストとして利用し、T. acidophilum 由来 ArcTGT のマルチサイト特異性を確認する

ことにした。また、当初は T.acidophilum ArcTGT、ArcS、tRNALeuを発現させる計画だ

ったため、ピリミジン生合成経路遺伝子 pyrF (Tk2276 : オロチジン 5’-リン酸デカルボ

キシラーゼ)とトリプトファン生合成経路遺伝子 trpE (Tk0254 : アントラニル酸シンタ

ーゼ)、アグマチン生合成経路遺伝子 pdaD (Tk0149 : アルギニンデカルボキシラーゼ ���)

を破壊したウラシル、トリプトファン、アグマチン要求性である Thermococcus 

kodakarensis KOD1 KUWA株(KUW1の派生株［68, 69］)を用いた。 

	
 in vivoで解析を行うため、まず T. kodakarensis内在の arcTGT遺伝子(Tk0760)を破壊

し、この破壊株のゲノム中に T. acidophilum Ta1493遺伝子を導入した。その後、相補株

を T. acidophilum tRNALeu遺伝子(TA_RS03210)をコードした plasmidで形質転換し、60℃

で培養することで T. acidophilum Ta1493遺伝子産物と tRNALeuを共発現させ反応させた

(図 3-5)。そして、固相化 DNA プローブ法を用いて発現させた T. acidophilum tRNALeu

のみを回収し、ヌクレオシド分析と質量分析を行うことで、13位と 15位の 2カ所のグ

アニンが preQ0かアーケオシンに変換されているかどうかを確認した。この遺伝子組み

換えの実験では、選択マーカーとして arcTGT 遺伝子破壊と Ta1493 遺伝子導入の際に

ウラシルを、そして tRNALeuの発現の時にはアグマチンを利用した。 

	
 また、Ta1493遺伝子産物が ArcTGTであり、T. kodakarensisの細胞内で機能している

ことが確認できたので、Hisタグを付加した T. acidophilum ArcTGTを T. kodakarensisの

細胞内で発現させ Ni-NTAカラムで精製し、試験管内でグアニン塩基交換活性の測定を

行い、マルチサイト特異性を確かめることにした。 
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3-2. 試薬・培地・菌株 
 

	
 Guanine hydrochloride [8-14C] (2.19 Mbq/mmol)は Moravek Biochemicals (Brea, CA, USA)

から購入した。Hitrap Q-Sepharose, Hitrap Heparine-Sepharose、AKTA prime は、GE 

Healthcare(Tokyo, Japan)から購入した。DNAオリゴマーInvitrogen Japan (Tokyo, Japan)

から購入した。その他の化学試薬は、分子生物学用グレードを使った。 

 

	
 本実験で用いた KUWA 株は、当研究室の長野倫子さん等が金井保博士(京都大学)よ

り譲渡していただいた KUW1株から作製した。 

 

 

0.1% Resazurin (50 mlにつき) 

 

	
 Resazurin sodium salt  	
    50 mg 

 

 

0.5% Na2S (50 mlにつき) 

 

	
 Na2S  	
 	
 	
 	
 	
  0.25 g 

 

 

T. kodakarensis 栄養培地 MA-YT培地（100 mlにつき） 

 

	
 Yeast extract  	
 	
 	
 	
 	
 	
 0.5 g 

	
 Tryptone  	
 	
 	
 	
 	
 	
 0.5 g 

	
 Marine art 	
 	
 	
 	
 	
 	
 3.04 g 

	
 0.5% Resazurin（TCI）   	
 	
 	
 	
     5 µl 

	
 Sulfer powder  	
 	
 	
 	
 	
 	
 0.4 g 

	
 0.5% Na2S  	
    17 µl 

オートクレーブした後に Sulfer powderと 0.5% Na2Sを加えた。 
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4 x Artificial sea water （ASW）（1 Lにつき） 

 

	
 NaCl  80 g 

	
 MgCl2 • 6H2O  12 g 

	
 MgSO4 • 7H2O  24 g 

	
 (NH4)2SO4    4 g 

	
 NaHCO3  0.8 g 

	
 CaCl2 • 2H2O  1.2 g 

	
 KCl   2 g 

	
 KH2PO4 1.68 g 

	
 NaBr  0.2 g 

	
 SrCl2 • 6H2O 0.08 g 

	
 Fe(NH4)Citrate 0.04 g 

 

 

2 x Amino acids solution（AA）（1 Lにつき） 

 

	
 Cysteine • HCl • H2O  1000 mg 

	
 Alanine   300 mg 

	
 Arginine • HCl   500 mg 

	
 Asparagine • H2O    400 mg 

	
 Aspartic acid    200 mg 

	
 Glutamine   200 mg 

	
 Glutamic acid   800 mg 

	
 Glycine    800 mg 

	
 Histidine • HCl • H20   400 mg 

	
 Isoleucine   400 mg 

	
 Leucine   400 mg 

	
 Lysine • HCl   400 mg 

	
 Methionine   300 mg 

	
 Phenylalanine   300 mg 

	
 Proline    500 mg 

	
 Serine    300 mg 
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 Threonine   400 mg 

	
 Tryptophan   300 mg 

	
 Tyrosine    400 mg 

	
 Valine   200 mg 

	
 milli-Q水で 1 Lにメスアップした後に、NaOHで pH 8に調整した。 

 

 

Vitamins mixture	
 （50 mlにつき） 

 

	
 Niacin    10 mg 

	
 Biotin     4 mg 

	
 Pantothenate    10 mg 

	
 Lipoic acid     10 mg 

	
 Folic acid       4 mg 

	
 p-Aminobenzoic acid    10 mg 

	
 Thiamine (B1)    10 mg 

	
 Riboflavin (B2)    10 mg 

	
 Pyridoxine (B6)    10 mg 

	
 Cobalamin (B12)    10 mg 

 

 

Minerals solution（50 mlにつき） 

 

	
 MnSO4 • 5H2O   500 mg 

	
 CoCl2   100 mg 

	
 ZnSO4   100 mg 

	
 CuSO • 5H2O      10 mg 

	
 AlK(SO4)2      10 mg 

	
 H3BO3    10 mg 

	
 Na2MoO4 • 2H2O    10 mg 
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Tungsten solution（100 mlにつき） 

	
 Na2WO • 2H2O    30 mg 

 

 

T. kodakarensis 合成培地 (ASW-AA培地)（20 mlにつき） 

 

	
 4 x ASW    5 ml 

	
 2 x AA   10 ml 

	
 Water    5 ml 

	
 0.5 % Resazurin     2 µl 

	
 Vitamins mixture    20 µl 

	
 Minerals solution    5 µl 

	
 Tungsten solution   20 µl 

	
 Sulfer powder    40 mg 

  0.5 % Na2S    3 µl 

Vitamins mixture、Minerals solution、Tungsten solution、Sulfer powder、0.5 % Na2Sはオー

トクレーブ後に加えた。 

 

 

Polysulfides solution（15 mlにつき） 

	
 Na2S • 9H2O    10 g 

	
 Sulfur powder     3 g 

フィルターを用いて滅菌した。 

 

 

ASW-AAプレートの作製（ガラスのシャーレ 4枚分） 

 

	
 メジューム瓶 1に 4 x ASW 25 mlと 2 x AA 50 mlを採り、オートクレーブにかけた後、

Minerals solution 25 µl、Vitamin mixture 100 µl、Tungsten solution 12.5 µlを加えた。また、

培養条件に応じて 5-Fluoroorotic acid（5-FOA） 750 mg、1 M NaOH 4.5 ml (5-FOAを加

える際にのみ加える。)、Uracil 5 mg、Agmatine 0.25 gを加えた。その後、85℃に設定し

たインキュベーターで 1時間保温した。前記の操作と同時に、メジューム瓶 2に蒸留水 

25 mlと Gelrite 1 gを採りオートクレーブにかけた後に、85℃のインキュベーターで 1



 53 

時間保温した。1時間後、メジューム瓶 1と 2を嫌気装置内に入れ、培養に必要な硫黄

を加え、かつ容存酸素を除去するためにメジューム瓶 1に polysulfides solution 200 µlと

0.5 % Na2S 6 µlを加え手早く振り混ぜた。その後、メジューム瓶 1と 2を混ぜ手早く振

り、ガラスシャーレ 4枚に注ぎ込み、培地が白く固まるまで室温で約 1h静置させた。

菌体を撒いたプレートの培養は、嫌気環境を保ちながら培養を行うために脱酸素剤であ

るアネロパック（三菱ガス化学株式会社）が入ったジャーを用いて行った。 

 

 

3-3. arcTGT遺伝子破壊株の作製方法 
 

	
 T. kodakarensis arcTGT遺伝子破壊株は図 3-1Aのように 2段階の相同組み換えで作製

した［72］。まずは、arcTGT 遺伝子の量末端 1000bp の断片を隣接させたプラスミドで

KUWA株を形質転換する。すると、細胞内で 1ヶ所の相同組み換え(シングルクロスオ

ーバー相同組換え)が起こり、プラスミドがゲノム中に入り込む。プラスミドには、ピ

リミジン生合成経路遺伝子 pyrF 遺伝子がコードされているため、ウラシルを除いたア

ミノ酸合成(ASW-AA)培地で培養することで、候補株を単離できる。次に、この株を 5-

フルオロオロチン酸(5-FOA)を含んだ培地で培養すると、PyrF によって取り込まれた

5-FOA から 5-フルオロウリジンモノリン酸(5-FUMP)が合成され、5-FUMP は DNA や

RNA の合成を阻害してしまうため、細胞にとって有毒である。そのため、pyrF 遺伝子

が欠失するように 2回目の相同組み換え(ポップアウト相同組み換え)が起こる。その結

果、目的の arcTGT遺伝子破壊株のみが生存し、単離できる。また、この手法を用いて

遺伝子破壊を行うことで、もう一度ウラシルのマーカーが利用できる。 

 

 

3-3-1. T. kodakarensis KUWA株由来 Genomic DNAの回収 
 

	
 アグマチンを含む MA-YT培地で培養した KUWA株をマイクロチューブに 1.5 ml分

注し、20,000 g, 5 min遠心した。その後、上精を除き、20 µlの milliQと等量のフェノー

ル：クロロホルム：イソアミルアルコール 25:24:1 (ナカライテスク)を加え懸濁した。

再び 20,000 g, 5 min遠心し、水相を回収した。この溶液に Genomic DNAが含まれてい

る。 
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3-3-2. 破壊株作製用プラスミド(pUDΔarcTGT)の構築 
 

	
 まずは、arcTGT遺伝子の量末端に 1000bpを付加した断片を Genomic DNAから PCR

で増幅し、pyrF遺伝子をコードした pUD3 vectorに In-Fusion反応で導入した。その後、

この plasmidを鋳型にして、リン酸化したプライマーでリバース PCRを行いセルフライ

ゲーションすることで、arcTGT 遺伝子の配列を除いた破壊株作製用プラスミド

(pUDΔarcTGT)を構築した(図 3-2)。PCRは、KOD-Plus-Ver. 2 (TOYOBO)を用いて行った。 

	
  

使用したプライマー 

 

arcTGTの上流 1000 bp – arcTGT – arcTGTの下流 1000bp 

Forward primer : T.k ΔarcTGT Up F, 

5’ - CCAGTGCCAAGCTTG TGCTACATAAACTATATAGACACAATA - 3’ 

Reverse primer : T.k ΔarcTGT Down R, 

5’ - ATGATTACGAATTCG ACCTCGACCTCAGGAAATATG - 3’ 

 

pUD3 

Forward primer : pUD3 F, 

5’ - CGAATTCGTAATCAT GGTCATAGCTGTTTCCT - 3’ 

Reverse primer : pUD3 R, 

5’ - CAAGCTTGGCACTGG CCGTCGTTTTA - 3’ 

 

リバース PCR 

Forward primer : T.k arcTGT Reverse F, 

5’ - AAAAAATTATAAACCCTCTCCTTTTTC - 3’ 

Reverse primer : T.k arcTGT R Reverse R, 

5’ - TTTTCTCACCTACCTTGAATTGGAA - 3’ 

 

下線は、In-Fusion反応に必要な配列である。 

 

 

 

 



 55 

PCR mixture 

  10×KOD buffer       5 µl 

	
 2 mM dNTPs       5 µl 

	
 25 mM MgSO4       2 µl 

	
 T.k arcTGT F (10 pmol/µl)    1.5 µl 

	
 T.k arcTGT R (10 pmol/µl)    1.5 µl 

	
 鋳型 DNA         50 ng 

  KOD-plus- (1.0 u/µl)      1 µl 

  milliQ       33 µl 

 Total                                50 µl 

 

PCR cycles 

 94℃    2 min 

 94℃   30 sec 

 55℃   30 sec 

 68℃    1 min/kb 

 68℃    2 min 

 20℃    ∞ 

 

 

	
 PCRで得られた Insert : 約 3700 bp、Vector : 3500 bpの断片をアガロース電気泳動し、

エチジウムブロマイドで染色後目的の断片を切り出した。エコノスピンカラムを用いて

切り出したゲルから DNA 断片を回収し、Insert 200 ng、Vector 50 ngと In-Fusion HD 

Cloning kit (TAKARA)を用いて 50℃, 15分 In-Fusion反応を行った。In-Fusion反応後の

サンプルで E.coli DH5αコンピテントセル(TOYOBO)を形質転換し、100 µg/ µlのアンピ

シリンを含んだ LB寒天培地で 37℃, 12時間培養した。形成したコロニー1つに対して

1本の 3 ml LB液体培地に植菌し、37℃で一晩振とう培養した。培養した菌体を QIAprep 

Spin Miniprep Kitの手法を参考にしてプラスミドを回収し、塩基配列を確認した。塩基

配列は、ユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼し確認した。 

	
 次に、このプラスミドを鋳型にして、リン酸化プライマーを用いてリバース PCR を

行い、arcTGT遺伝子を除いた。プライマーのリン酸化は、Forwardと Reverse別々に行

った。 

 

× 25 
cycles 
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プライマーのリン酸化 

	
 10×T4 polynucleotide kinase buffer     2 µl 

	
 10 mM ATP       2 µl 

	
 T4 polynucleotide kinase (10 U/µl)     1 µl 

	
 Primer (50 pmol/µl)     2.5 µl 

	
 milliQ     12.5 µl 

 Total                                20 µl 

 

 

リバース PCR mixture 

  10×KOD buffer       5 µl 

	
 2 mM dNTPs       5 µl 

	
 25 mM MgSO4       2 µl 

	
 T.k arcTGT F (10 pmol/µl)    1.5 µl 

	
 T.k arcTGT R (10 pmol/µl)    1.5 µl 

	
 pUD3arcTGT         50 ng 

  KOD-plus- (1.0 u/µl)      1 µl 

  milliQ       33 µl 

 Total                                50 µl 

 

 

リバース PCR cycles 

 94℃    2 min 

 94℃   30 sec 

 55℃   30 sec 

 68℃   4.5 min 

 68℃    5 min 

 20℃    ∞ 

 

	
 リバース PCR後のサンプルを DNA Ligation Kit <Mighty Mix> (TAKARA)を用いてラ

イゲーションさせ、このサンプルで再び E.coli DH5αコンピテントセル(TOYOBO)を形

質転換し、培養した。そして、培養した菌体からプラスミドを回収し、塩基配列を確認

× 25 
cycles 
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した。このプラスミドを arcTGT遺伝子破壊株作製用プラスミド(pUDΔarcTGT)とした。 

 

 

3-3-3. ΔarcTGT株の構築 
 

	
 アグマチンを含むMA-YT培地で培養した KUWA株を 2本のマイクロチューブに 1.5 

mlずつ分注し、20,000 g, 5 min遠心することで上精を除いた。それぞれのマイクロチュ

ーブに 100 µlの ASWを加え、沈殿物を懸濁し 30分氷上に置いた。次に、溶液を 1本

にまとめ、3 µg の pUDΔarcTGT を加え、再び 30 分氷上に置いた。その後、85℃で 45

分インキュベートし、10 分氷上に置いた後に、全量をウラシル無しのアグマチンを含

む ASW-AA培地(18 ml)で 85℃, 16時間培養した。翌日、180 µlを新しいウラシル無し

のアグマチンを含む ASW-AA培地(18 ml)に植え継ぎ、85℃, 16時間培養した。この操

作を 2回繰り返し行うことで、シングルクロスオーバーの相同組み換えが起こり、プラ

スミドをゲノムに取り込んだ株を選択的に培養した。 

	
 培養した菌体を 200 µlマイクロチューブにとり、そのうち 100 µlをウラシル、アグ

マチン、5-FOAを含む ASW-AAプレートにまいた。また、残りの菌体 10 µlと ASW 90 

µlを混ぜることで 10倍に希釈し、同様にプレートにまいた。85℃で 14時間培養すると

コロニーが形成される。ここで生育している菌体は、ゲノム中から pyrF 遺伝子が除か

れた菌体である。このコロニーをアグマチンを含む MA-YT 培地に植菌し、85℃で 12

時間培養した。 

 

 

3-3-4. ΔarcTGT株の確認 
 

	
 培養した菌体の arcTGT遺伝子が欠失しているか PCR (図 3-1B)と DNAシーケンシン

グを行うことで確認した。3-3-1と同様の操作でゲノム DNAを回収し、以下のプライマ

ーを用いて 3-3-2と同様の操作で PCRを行った。 

 

使用したプライマー 

 

arcTGTの上流 1000 bp – arcTGT – arcTGTの下流 1000bp 

Forward primer : T.k arcTGT Up F, 

5’ - CCAGTGCCAAGCTTGTGCTACATAAACTATATAGACACAATA - 3’ 
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Reverse primer : T.k arcTGT Down R, 

5’ - ATGATTACGAATTCGACCTCGACCTCAGGAAATATG - 3’ 

 

arcTGT遺伝子 

Forward primer : T.k arcTGT F, 

5’ - GGAGATATACATATGGTCGATTTCAGGTTTGAGGT - 3’ 

Reverse primer : T.k arcTGT R, 

5’ - GAATTCGGATCCTCATAACTACTTCTCGACTCCCCTCCTA- 3’ 

 

 

3-3-5. ΔarcTGT株大量培養 
 

	
 KUWAΔarcTGT 破壊株を大量培養すると、多量のアグマチンを消費してしまう。そ

のため、培養を行う前に、この株を関西学院大学の藤原先生に譲渡していただいた 

pTK02で形質転換した。pTK02は、複製起点とアグアマチン合成遺伝子(pDad)を持って

いるため、プラスミドが細胞内で分解されることなく、アグマチンを合成することが可

能である。 

	
 3-2-3 と同様の操作で pTK02 を用いて KUWAΔarcTGT 破壊株を形質転換し、18 ml 

MA-YT培地で 85℃, 12時間培養した後に、80 ml MA-YT培地に 10%植え継ぎ 85℃, 12

時間培養した。次に、1.6 L MA-YT培地に 0.01 A660になるように植え継ぎ、85℃, 16時

間(0.7 A660まで)培養と 60℃, 約 65時間(0.7 A660まで)培養した。60℃培養では菌体の生

育がかなり遅いため、この温度での培養時のみ培地に硫黄を加えた。培養した菌体は、

11,000 g, 30分遠心して回収し、-80℃で保存した。 

 

 

3-3-6. tRNA混合物の回収 
 

	
 培養した菌体からAcid Guanidium Phenol Chloroform(AGPC法)を参考にして total RNA

を回収し、Q-Sepharose カラムによる精製とゲル切り出しを行い tRNA 混合物を回収し

た。AGPC 法と Q-Sepharose による高分子 RNA の除去は、1-3-2,3 に記載している操作

と同様に行った。 

	
 Q-Sepharoseカラムで精製したRNAから tRNA画分のみを回収するため、7 M urea 10% 

PAGEを用いたゲル切り出しを行った。0.1〜1.0 A260unitsの RNAを用いて 7 M urea 10% 
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PAGEを行い、泳動後、ゲルにトルイジンブルーをかけて tRNA部分のゲルをカッター

で切り出した。切り出したゲルは、Gel elution buffer (500 mM NH4COOH, 10 mM MgCl2, 1 

mM EDTA, 0.1% SDS)に浸し、37℃, 6時間以上静置させた。その後、溶液をマイクロチ

ューブに移し、フェノール・クロロホルム処理、エタノール沈殿を行い tRNA混合物を

回収した。Gel elution bufferに多量の塩が含まれているため、エタノール沈殿の時に塩

を加えずに行った。 

 

 

3-3-7. アーケオシン消失の確認 
 

	
 KUWA ΔarcTGT株の tRNA 混合物中のアーケオシンが消失しているか、ヌクレオシ

ド分析を行い確認した。ヌクレオシド分析は、文献［73］を参考にして行った。標準化

合物として m2
2G は、Trm1［52］によって酵素的に準備した。Trm1 は、当研究室の西

山聖示君より分与して頂いた。また、アーケオシンの溶出時間は、岐阜大学の横川隆志

博士等に質量分析を行って頂き確認した。 

	
 ゲル切り出しで精製した tRNA混合物 2.0 A260unitを 50 mM Tris-HCl pH8.0を含んだ

20 µlの系で 2.0 µg snake venom phosphodiesterase (Sigma)、20 µg RNaseA(Invitrogen)、0.125 

U bacterial alkaline phosphatase (Takara)と 37℃, 12時間以上反応させ、ヌクレオシドにし

た。ヌクレオシドは、逆相カラム C18 (NUCLEOSIL 100 C18; 25 cm x 4.6 mm、7 µm; GL 

Science, Inc)と HPLC (Hitachi L-2000 system)を利用して、流速は 1 ml/minとしマルチス

テップ・リニアグラジエントで分析した。グラジエントプログラムは、以下に示す通り

である。Bufferは、Buffer G (50 mM リン酸ナトリウム(pH 5.1))と Buffer H (50 mM リン

酸ナトリウム(pH 5.1), 70% メタノール)を用いた。 

 

      時間 (分)      Buffer G (%)      Buffer H (%) 

0  97  3 

10  97  3 

25  77  23 

50  65  35 

65  2  98 

75  0  100 

75.1  100  0 

100  100  0 
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3-4. Ta1493遺伝子相補株(KTA1493株)の作製方法 
 

	
 T. kodakarensis細胞内でのタンパク質発現システムは、平田章博士等［74］によって

開発されていたため、この論文を参考に Ta1493遺伝子相補株(KTA1493株)を作製した。

まずは、当研究室で使用していた pCTP を元にマーカーとなる pyrF 遺伝子とフルクト

ース 1,6-ビスフォスファターゼ(FBPase)のプロモーター、そして Ta1493遺伝子を含んだ

pCTTAを作製し、このプラスミドを用いて T. kodakarensis KUWA ΔarcTGT株を形質転

換した。そして、ウラシル無しのアグマチンを含む培地で培養することで、ダブルクロ

スオーバーの相同組み換えが起こり、キチナーゼ (Tk1765)遺伝子部分に Ta1493遺伝子

が導入された KTA1493株を作製した［74］(図 3-3A)。Tk1765遺伝子の破壊は、キチン

が炭素源として使用されない限り生育に影響を及ばさない。また、今回用いた FBPase

のプロモーターは、糖新生条件下でのみ転写活性が ONになるため培養の際は、培地に

ピルビン酸ナトリウムを加える必要がある。 

 

 

3-4-1. 相同組み換え用プラスミド(pCTTA)の構築 
 

	
 3-3-2と同様の操作で Ta1493遺伝子を T. acidophilum genomic DNAから PCRで増幅し、

pCTPの Pro FBPase下流に In-Fusion反応で導入することで pCTTAを構築した(図 3-3B)。

塩基配列の決定は、ユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼し行った。 

 

 

使用したプライマー 

 

Ta1493遺伝子 

Forward primer : Ta1493 pCTP F, 

5’ - CGAATTCGTAATCAT GGTCATAGCTGTTTCCT- 3’ 

Reverse primer : Ta1493 pCTP R, 

5’ - CAAGCTTGGCACTGG CCGTCGTTTTA - 3’ 

 

pCTP 

Forward primer : pCTP F, 

5’ - TGACCCCTCTCTTCTCCTCTTTTGTCCATAAT- 3’ 
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Reverse primer : pCTP R, 

5’ - CATATGAACCACCGGTATTTTTAACCTCTTTTATGC- 3’ 

 

下線は、In-Fusion反応に必要な配列である。 

 

 

3-4-2. KTA1493株の構築 
 

	
 アグマチンを含む MA-YT培地で培養したΔarcTGT株を 3-3-3と同様の操作を行い形

質転換した。この際、3 µgの pCTTAを用いた。形質転換した菌体をアグマチンを含む

ASW-AA培地(18 ml)で 85℃, 16時間培養した。翌日、180 µlを新しい同じ組成の培地(18 

ml)に植え継ぎ、85℃, 16時間培養した。この操作を 2回繰り返し行った。 

	
 培養した菌体を 200 µlマイクロチューブにとり、そのうち 100 µlをアグマチンを含

む ASW-AAプレートにまいた。また、残りの菌体 10 µlと ASW 90 µlを混ぜることで

10倍に希釈し、同様にプレートにまいた。85℃で 14時間培養するとコロニーが形成さ

れ、このコロニーをアグマチンを含む MA-YT培地に植菌し、85℃で 12時間培養した。

培養した菌体に Ta1493 遺伝子が導入されているか、プロモーターとターミネーター部

分と相補するプライマーを用いて 3-3-4と同様の操作で確認した。 

 

使用したプライマー 

 

Forward primer : KTA1493 R, 

5’ - GGCCCCAATTCTGACGCCATAAAG- 3’ 

Reverse primer : KTA1493 R, 

5’ - GGCTCCACATCAACCGCGAGA- 3’ 

 

 

3-4-3. ΚΤΑ1493株の大量培養 
 

	
 ゲノム中に導入した Ta1493 遺伝子由来のタンパク質が発現し機能するか確認するた

め、85℃と 60℃で培養を行った。 

	
 KTA1493株も大量培養を行う前に pTK02で形質転換し、18 ml MA-YT培地で 85℃, 12

時間培養した後に、80 ml MA-YT培地に 10%植え継ぎ 85℃, 12時間培養した。次に、
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ピルビン酸ナトリウムを含んだ 1.6 L MA-YT培地に 0.01 A660になるように植え継ぎ、

85℃, 16時間(0.7 A660まで)培養と 60℃, 約 65時間(0.7 A660まで)培養を行った。60℃培

養では菌体の生育がかなり遅いため、この温度での培養時のみ培地に硫黄を加えた。培

養した菌体は、11,000 g、30分遠心して回収し、-80℃で保存した。 

 

 

3-4-4. Ta1493遺伝子由来タンパク質発現の確認 
 

	
 KTA1493株を 60℃で培養することで、Ta1493遺伝子由来タンパク質がプロテアーゼ

で分解されずに発現されるかウエスタンブロッティングを行い確認した。 

 

3-4-4-1. 抗 Ta1493ポリクローナル抗体の調製 
 

	
 Ta1493遺伝子由来タンパク質を発現させた E. coli BL21 (DE3) Rosetta2株 1 gを超音

波破砕し、16,000 g, 4℃, 15分遠心した。沈殿物に目的のタンパク質が大量に含まれて

いるため、沈殿物を 6 M グアニジン塩酸を含む Buffer I (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM 

KCl, 5 mM MgCl2, 6 mM 2-メルカプトエタノール) 5 mlで懸濁し、16,000 g, 4℃, 15分遠

心した。グアニジン塩酸で処理するとタンパク質の水素結合が切断されるため、不溶化

していたタンパク質が変性し可溶化するようになる。次に、遠心後の上精に 45 ml Buffer 

Iを加えて希釈したところ、再び白い沈殿ができてしまったため、16,000 g, 4℃, 15分遠

心した。再び沈殿物を 6 Mグアニジン塩酸を含んだ Bufferで懸濁しても良かったが、6 

Mグアニジン塩酸を含んだ溶液では抗体を作製できないため、沈殿物に 2 M 尿素を含

んだ Buffer Iを 6 ml加え懸濁した。大腸菌由来のタンパク質も少し見られるが、大部分

が Ta1493 遺伝子由来のタンパク質であるので、北山ラベスに依頼し、このサンプルを

用いて Ta1493 ウサギ抗血清を作製した。抗 Ta1493 ポリクローナル抗体は、Econo-pac 

serum IgG purifyication kit (Bio-Rad)を使って調製した。 

 

3-4-4-2. ウエスタンブロッティング解析 
 

	
 ウエスタンブロッティングは、文献［75］を参考にして行った。60℃と 85℃で 0.7 A660

まで培養したΔarcTGT株と KTA1493株を 250 µlマイクロチューブに分注し、15,000 g, 

4℃, 5 分遠心した。回収した沈殿物に 2 × sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE)サンプルバッファー(100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 200 mM 
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dithiothreitol, 2.5% SDS, 0.2% bromophenol blue, 20% glycerol)を 20 µl加え懸濁し、菌体を

破砕した。その後、サンプルを煮沸させ 20,000 g, 15 minで遠心し、上精を 15% SDS-PAGE

した。セミドライ式エレクトロブロッターを用いて 50 V, 100 mA, 90分泳動し、ニトロ

セルロースメンブレン (Nitro Bind membrane code EP2HY315F5, pore size 0.45mm, 

Osmonics)に転写し、メンブレンを Blocking One (ナカライテスク)でブロッキングした。

超純水でメンブレンを洗浄した後に、抗 Ta1493 抗体を反応させ、PBST で洗浄し 2 次

抗体として Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG (Invitrogen)を反応させた。検出は、Typhoon 

Imager (GE Healthcare)で行った。 

 

 

3-4-5. アーケオシン合成の確認 
 

	
 KTA1493株のtRNA混合物中にアーケオシンが合成されているか確認するため、3-3-6

と同様の操作を行いtRNA混合物を回収し、3-3-7と同様の操作でヌクレオシド分析を行

った。 

 

3-5. KTA1493株でのT. acidophilum tRNALeu (WTと3種類の変異tRNA)の発
現方法 

 

	
 関西学院大学の藤原先生に譲っていただいた pTK02 の NdeI サイトと NotI サイト間

に、[グルタミン酸デヒドロゲナーゼ(GDH)(Tk1431)プロモーター配列] - [T. acidophilum 

tRNALeu遺伝子(TA_RS03210)] – [キチナーゼ(Tk1765)のターミネーター配列]を導入した。

GDHは、T. kodakarensisの細胞内で恒常的に発現しているため、このプロモーターを用

いることで T. acidophilum tRNALeuを大量に発現することが可能となる。T. acidophilum 

ArcTGTが 13位と 15位の 2カ所に作用するか確認するためWild-type (G13 • G15), A13 • 

G15, G13 • A15, A13 • A15の 4種類の tRNALeuを発現させた。 

 

 

3-5-1. T. acidophilum tRNALeu発現用プラスミド(pTK02-tRNALeu)の作製 
 

	
 tRNALeu遺伝子を Genomic DNAから以下のプライマーを用いて PCRで増幅し、pTK02
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の NdeI と NotI の間に In-Fusion 反応で導入することで 4 種類のプラスミド

(TK02-tRNALeu(G13 • G15), pTK02-tRNALeu(A13 • G15), pTK02-tRNALeu(G13 • A15), 

pTK02-tRNALeu(A13 • A15))を作製した(図 3-4)。Forwardのプライマーに GDHのプロモ

ーター配列が、Reverse のプライマーにキチナーゼのターミネーター配列が含まれてい

る。プラスミドの構築は、3-3-2 と同様の操作で行い、塩基配列はユーロフィンジェノ

ミクス株式会社に依頼し確認した。 

	
  

使用したプライマー 

T. acidophilum tRNALeu遺伝子 

Forward primer : Leu WT F, 

5’ – AACCACTTCCATATGGTTTATCGAAAGGTTTATATATGCAAACGCCTAA 

GTTAACCTCGGAATACTATGACAAAAGCGGAGGTTGTCGAGACTGG - 3’ 

Forward primer : Leu A13 F, 

5’ – AACCACTTCCATATGGTTTATCGAAAGGTTTATATATGCAAACGCCTAA 

GTTAACCTCGGAATACTATGACAAAAGCGGAGGTTGTCAAGACTGGC - 3’ 

Forward primer : Leu A15 F, 

5’ – AACCACTTCCATATGGTTTATCGAAAGGTTTATATATGCAAACGCCTAA 

GTTAACCTCGGAATACTATGACAAAAGCGGAGGTTGTCGAAACTGGC - 3’ 

Forward primer : Leu A13 • A15 F, 

5’ – AACCACTTCCATATGGTTTATCGAAAGGTTTATATATGCAAACGCCTAA 

GTTAACCTCGGAATACTATGACAAAAGCGGAGGTTGTCAAAACTGGC - 3’ 

Reverse primer : Leu R, 

5’ – TGCTCGAGCGGCCGCTAGCTGTTTCTCCAATTTCATTATGGACAAAAGA 

GGAGAAGAGAGGGGTCATTACAATAGAAGTGGTGCGGAGGG - 3’ 

 

pTK02 

Forward primer : pTK02 F, 

5’ - GCGGCCGCTCGAGCATGCAT - 3’ 

Reverse primer : pTK02 R, 

5’ - CATATGGAAGTGGTTATCTTCGAG - 3’ 

 

赤字は変異を導入した箇所、緑字は GDHのプロモーター配列、青字はキチナーゼのタ

ーミネーターの配列を示している。 
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下線は、In-Fusion反応に必要な配列である。 

 

 

3-5-2. T. acidophilum tRNALeu発現 
 

	
 アグマチンを含むMA-YT培地で培養した KUWA株と KTA1493株を上記で作製した

プラスミド 3 µgを用いて、3-3-3と同様の操作を行い形質転換した。形質転換した菌体

を MA-YT培地(18 ml)で 85℃, 16時間培養した。翌日、180 µlを新しい同じ組成の培地

(18 ml)に植え継ぎ、85℃, 16時間培養した。この操作を 2回繰り返し行った。 

	
 培養した菌体を ASW-AA プレートにまき、85℃で 14 時間培養した後にコロニーを

MA-YT 培地に植菌し、85℃で 12 時間培養した。3-3-5 と同様の操作を行い、それぞれ

の菌体を 60℃で大量に培養した。培養した菌体は、-80℃で保存した。 

 

 

3-5-3. ノーザンハイブリダイゼーション解析 
 

	
 3-5-2で培養した菌体が T. acidophilum tRNALeuを発現しているかノーザンハイブリダ

イゼーションを行い確認した。コントロールとして tRNA 遺伝子をコードしていない

pTK02で形質転換した KTA1493株の RNAを用いた。 

	
 培養した菌体から 1-3-2に記載している AGPC法で total RNAを回収し、total RNA 0.1 

A260unitsを 10% PAGE (7 M urea)にかけ、セミドライ式エレクトロブロッターを用いて

250 V, 30 mA, 45分泳動した後に、Hybond-N+メンブレン(GE Healthcare)に RNAを転写

した。その後、メンブレンを 30 分乾燥させ、UV を 5 分照射することでメンブレンに

RNA固定した。次に、下記の操作で、T. acidophilum tRNALeuと相補するオリゴ DNAプ

ローブの 5’末端を 32Pで標識した。 

標識したプローブとメンブレンをハイブリダイゼーションバッファー(GE Healthcare)に

入れ、53℃, 16時間保温した。その後、メンブレンを 1 X SSCで 30分洗浄し乾燥させ、

イメージングプレートに１６時間感光させた後に Tyhoon FLA 7000 Laser Scanner (GE 

Healthcare)で検出した。 
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 オリゴ DNAプローブの標識 

	
 下記の組成で 37℃, 1時間反応させ、15% PAGE (7 M urea)を行った後、トルイジンブ

ルーをかけゲルを切り出し、Gel elution bufferで標識されたオリゴ DNAを回収した。 

 

	
 10×T4 polynucleotide kinase buffer     1 µl 

	
 [γ-32P] ATP       1 µl 

	
 T4 polynucleotide kinase (10 U/µl)     2 µl 

	
 オリゴ DNA (100 pmol/µl)    5 µl 

	
 milliQ     1 µl 

 Total                                10 µl 

 

 

オリゴ DNA配列 

T. acidophilum tRNALeu 5’ - CCTAAATCCATTGCCTTTGGCCAGT - 3’ 

 

 

3-5-4. 発現させた tRNALeuの解析 
 

	
 発現させた T. acidophilum tRNALeu (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15, A13 • 

A15 )の 13位と 15位にアーケオシンが合成されているか確認するために、total RNAか

ら固相化 DNAプローブ法で tRNALeuのみを回収し、ヌクレオシド分析を行った。また、

tRNALeu Wild-type (G13 • G15)の 13位と 15位の 2カ所にアーケオシンが合成されている

か確認するため、質量分析を行った。この際、コントロールに KUWA株で発現させた

T. acidophilum tRNALeu Wild-type (G13 • G15)を用いた。ヌクレオシド分析は 3-3-7と質量

分析は 1-3-5と同様の操作で行った。 

 

3-5-4-1. 固相化 DNAプローブ法 
 

	
 それぞれの tRNALeuを発現させた株から 1-3-2, 1-3-3と同様の操作を行い、RNA画分

(tRNA+5S rRNA)を回収し、この画分から文献[55]を参考にして固相化 DNAプローブ法

[56]を行った。低温乾燥機(YAMATO DX302)内で Hitrap Streptavidin HP (GE Healthcare)

に約 5 A260units の DNA プローブを結合させ 71℃に温め、ペリスタポンプ(Pharmacia 

Biotech)を用いて 500 µl/minの流速で 30 A260unitsの RNA画分を循環させた。循環させ
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ながら温度を 66℃まで下げ、66℃になったところで 20 mM Tris-HCl (pH 7.6)を 30分循

環させカラムを洗浄した。その後、カラムを 66℃で 30分温め、あらかじめ 66℃に温め

ておいた 20 mM Tris-HCl (pH 7.6)を 10分循環させ目的の tRNAを溶出させた。溶出画分

には、ビオチン化 DNAプローブが混入しているため、ゲル切り出しを行い単一な tRNA

精製した。 

 

DNAプローブの配列 

プローブは tRNAの 36位から 14位に相補的で Tmが約 68℃になるようにデザインし、

3’末端にビオチンを結合させた。22位が m2
2Gに修飾されていると予想されたので、相

補的なヌクレオシドを Tとした。 

 

T. acidophilum tRNALeu 

5’ - CTAAATCCATTGCCTTTGGCCAGT - biotin 3’ 

T. kodakarensis tRNALeu 

5’- CTAAATCCCGTGCCTTTGGCC - biotin 3’ 

 

 

3-6. 6 x His-tag T. acidophilum ArcTGTを用いた解析 
 

	
 T. acidophilum ArcTGTが T. kodakarensisの細胞内で機能していることが判ったので、

pTK02-tRNALeuの発現システムを利用して 6 x His-tag T. acidophilum ArcTGTを発現させ

精製し、試験管内でグアニン塩基交換活性並びにマルチサイト特異性の確認を試みた。 

	
 pTK02-tRNALeu (G13 • G15)は、GDHプロモーター配列を持っているが SD配列がない

ため、 [gdh遺伝子の上流 200 bp] - [6 x His-tag arcTGT] - [キチナーゼのターミネーター

配列]になるようにプラスミドを再構築した。次に、このプラスミドでΔarcTGT 株を形

質転換し、60℃で培養することで 6 x His-ArcTGTを発現させた。その後、Ni-NTAカラ

ムを用いて精製し、試験管内でグアニン塩基交換活性を測定した。 

 

 

3-6-1. 6 x His-ArcTGTの発現	
  
 

	
 ①のプライマーを用いて T. kodakarensis Genomic DNA と pTK02-tRNALeuを鋳型に

PCRを行った後、In-fusion反応によって[GDHプロモーター] – [GDH]を pTK02-tRNALeu
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の NdeI と[キチナーゼのターミネーター配列]の間に導入した。次に、②のプライマー

を用いて PCRを行い、In-Fusion反応によってプラスミド(pTK02-6 x His-tag ArcTGT)を

構築した(図 3-6)。ArcTGTを精製した後に 6 x His-tagを切断できるように tagと arcTGT

遺伝子の間に HRV3Cプロテアーゼ切断サイトを導入した。プラスミドの構築は、3-3-2

と同様の操作で行った。 

	
 このプラスミドを用いて 3-5-2と同様の操作を行い、ΔarcTGT株を形質転換し、60℃

で培養することで 6 x His-ArcTGTを発現させた。 

 

使用したプライマー① 

 

gdh遺伝子 

Forward primer : gdh F, 

5’ - AACCACTTCCATATGTTTTGTTCAAAACAGACTGTTTTCCA - 3’ 

Reverse primer : gdh R, 

5’ - AGAAGAGAGGGGTCATCACTTCTTCACCCATCCGCG  - 3’ 

 

pTK02-tRNALeu 

Forward primer : pTK02-tRNALeu F, 

5’ - GCGGCCGCTCGAGCATGCAT - 3’ 

Reverse primer : pTK02-tRNALeu R, 

5’ - CATATGGAAGTGGTTATCTTCGAG - 3’ 

 

使用したプライマー② 

 

Forward primer : 6 x His-tag ArcTGT F, 

5’ – AATGAGGTGGTATGAATGCACCATCACCATCACCATCTTGAAGTCCTCT 

TTCAGGGACCCAAGATAGAGGAAAGGGACGGCC - 3’ 

Reverse primer : 6 x His-tag ArcTGT R, 

5’ – AGAAGAGAGGGGTCATTACTATTTCTCTGATTGATCTCTGCC  - 3’ 

 

pTK02-tRNALeu 

Forward primer : pTK02-GDH F, 

5’ - TGACCCCTCTCTTCTCCTCTTTT - 3’ 
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Reverse primer : pTK02-GDH R, 

5’ - TCATACCACCTCATTCGGTAATC - 3’ 

 

(緑色 : 6 x His-tag, 青色 : HRV3Cプロテアーゼ切断サイト ) 

下線は、In-Fusion反応に必要な配列である。 

 

 

3-6-2. 6 x His-ArcTGTの精製 
 

	
 培養した菌体 1 gを EDTA-free protease inhibitor (Thermo Scientific)を含む Buffer J (50 

mM Tris-HCl (pH 7.6), 500 mM KCl, 6 mM 2-mercaptoethanol, 20 mM imidazole)に懸濁し、

氷上で超音波破砕機(model VCX-500, Sonics and Materials Inc, USA)を用いて破砕した後、

16,000 g, 4℃, 15分遠心した。上清を 0.45 µmの minisartシリンジフィルター(Sartorius 

Stedim Biotech)に通して不純物を除き、Ni-NTA Superflow Cartridge (5 ml, Qiagen)にアプ

ライした。25 mlのBuffer Jでカラムを洗浄し、Buffer J : Buffer K (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 

500 mM KCl, 6 mM 2-mercaptoethanol, 500 mM imidazole) = 9 : 1の溶液 10 mlで結合して

いたタンパク質を溶出した。12.5% SDS-PAGEで 6 x His-tag ArcTGTが溶出しているの

を確認し、Buffer A (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 50 mM KCl, 10 µM ZnCl2, 6 mM 

2-mercaptoethanol)に透析した。その後、HiTrap Heparin-Sepharoseに吸着させ、Buffer A

と Buffer B (50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 1 M KCl, 10 µM ZnCl2, 6 mM 2-mercaptoethanol)を用

いて直線塩濃度勾配溶出を行い、12.5% SDS-PAGEで確認した後、6 x His-tag ArcTGT

溶出画分を Buffer Aで透析した。 

 

 

3-6-3. ウエスタンブロッティング解析 
 

	
 HiTrap Heparin-Sepharoseで精製し SDS-PAGEを行ったところ、予想される位置にバ

ンドが確認でき、高純度で 6 x His-tag ArcTGTが精製できていると考えられた。本当に

このバンドが 6 x His-tag ArcTGTに由来するものなのか確認するため、抗 His抗体を用

いてウエスタンブロッティングを行った。 

	
 上記で精製したサンプルを TCA沈殿で濃縮し 12.5% SDS-PAGEを行い、セミドライ

式エレクトロブロッターを用いて 50 V, 100 mA, 110分泳動した。その後、ニトロセル

ロースメンブレンに転写し、メンブレンを Blocking Oneで 1.5時間振とうさせブロッキ
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ングした。次いで、2 ml PBSTと 1 µl Anti-His Antibody (GE Healthcare code : 27471001)

の混合溶液で 30 分, 室温で振とうし、PBST で 3 回洗浄後、10 ml PBST と 1 µl ECL 

Anti-mouse IgG, HRP-Linked F(ab’)2 Fragment sheep (GE Healthcare, code : NA9310-1ML)

の混合溶液で 30分, 室温で振とうした。PBSTで洗浄後 3回洗浄後、Immobilon Western 

Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, code : WBKLS0500)と ImageQuant LAS 

4000mini (GE Healthcare)を用いて検出した。 

 

 
3-7. 結果 
 

3-7-1. ΔarcTGT株の構築 
 

	
 選択マーカーとしてウラシルを利用してシングルクロスオーバーの相同組み換えで

KUWA株の arcTGT遺伝子を破壊した。この方法を用いることで再度ウラシルをマーカ

ーとして利用出来る。遺伝子が破壊できたことを PCRと DNAシーケンシングで確認し

た。PCRの結果(図 3-1B)、KUWA株と比較して arcTGT遺伝子(約 1700 bp)の増幅が見

られず、相同領域の断片が小さくなっていることから arcTGT遺伝子が破壊されたと考

えた。 

	
 そこでこの株を大量培養し tRNA混合物を回収したところ、生育速度や菌体量、tRNA

混合物の回収量とも野生株と遜色なかった。しかし、図 3-7Aに示すように 85℃で培養

した KUWA株の tRNA混合物ではアーケオシンが検出されたが(図 3-7A左)、破壊株で

はアーケオシンに相当するピークが消失していた(図 3-7A右)。 

	
 以上の PCR, DNAシーケンシング, ヌクレオシド分析の結果より、ΔarcTGT株が作成

できたと判断した。 

 

 

3-7-2. ΚΤΑ1493株の構築 
 

	
 ΔarcTGT株の chiA遺伝子部分に Ta1493遺伝子を導入するため、再びウラシルを選択

マーカーとしてダブルクロスオーバー相同組み換えを行い、DNA シーケンシングで

ΚΤΑ1493株が構築されたことを確認した。この株を 60℃と 85℃で大量に培養したとこ

ろ 60℃培養では生育速度がとても遅く、0.7 A660まで約 65時間を要したが、回収した菌

体と RNAの量にそれほど差はなかった。実際に 60℃で培養した KTA1493株で Ta1493
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遺伝子産物が発現されアーケオシン合成に関与しているか、ウエスタンブロッティング

とヌクレオシド分析で確認した。 

 

	
 抗 Ta1493抗体は、大腸菌で発現し不溶化した Ta1493遺伝子産物を 6 M guanidine – 

HCl と urea で処理したサンプルを抗原として調製した。もともと可溶化しておらず

guanidineと ureaで変性させたためか、調製した抗 Ta1493抗体の力価は他の修飾酵素由

来のものと比較して低かった。しかし、ウエスタンブロッティングを行うのには問題な

かったため、60℃と 85℃培養のΔarcTGT 株と KTA1493 株の細胞抽出液で解析した(図

3-7B)。その結果、60℃培養の KTA1493 株では Ta1493 遺伝子産物に由来するバンドを

検出できたが、ΔarcTGT株ではバンドを確認できなかった。また、85℃培養ではKTA1493

株でもバンドを検出できなかった。これは、85℃で培養することで Ta1493 遺伝子産物

が変性し分解されたと思われる。これらの結果より、Ta1493 遺伝子産物は、60℃培養

で発現することが判った。これは T. acidophilumの至適生育温度が 56℃であるのと一致

している[4]。 

 

	
 60℃培養の KTA1493株の tRNA混合物をヌクレオシド分析したところ、KUWA株に

比べてかなり少ないもののアーケオシンが合成されていることが確認できた。しかし、

この株を 85℃で培養するとアーケオシンに相当するピークが検出できなかった。(図

3-7C, D) これらの結果は、ウエスタンブロッティングの結果と相関があり、Ta1493遺

伝子産物は 60℃培養で発現され、アーケオシン合成に関与していることが判った。つ

まり、Ta1493は arcTGT遺伝子であると言える。 

	
 さらに、preQ0のピークが検出されなかったことから、T. acidophilum ArcTGTによる

グアニン塩基交換反応はアーケオシン合成の律速であるように思われる。 

 

 

3-7-3. T. acidophilum tRNALeuの発現と回収 
 

	
 T. acidophilum ArcTGT (Ta1493遺伝子産物)が T. kodakarensisの細胞内で発現し機能す

ることが判ったので、次にマルチサイト特異性を確認するため 4種類の T. acidophilum 

tRNALeu (Wild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15, A13 • A15)を発現させるプラスミ

ドを構築した。今回は、選択マーカーとしてアグマチンを利用するため、プラスミドに

アグマチン生合成経路遺伝子 pdaD がコードされている(図 3-4)。それぞれの tRNAに対

応したプラスミドで KTA1493株を形質転換し 60℃で培養したところ、KTA1493と同じ
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生育をみせ回収した菌体量と RNA量もほぼ同じであった。 

 

	
 60℃培養で tRNALeuが発現されているかノーザンハイブリダイゼーションで確認する

ため、プローブの配列は、tRNALeuの G36-A16と相補になるようにデザインした(図 3-8A)。 

T. acidophilumと T. kodakarensisの tRNALeuの配列はかなり似ているが、幸いにもこのプ

ローブは T. acidophilumの tRNALeuとのみハイブリダイズした。図 3-8Bに示すように、

tRNA の種類によって発現量は多少異なるものの全ての tRNA が発現していることを確

認できた。 

 

	
 発現させた tRNALeuは、固相化 DNAプローブ法で回収した。tRNACysの時よりも全て

の温度を 1℃上げて行った。30 A260unitsの total RNAから以下の量の tRNALeuを回収で

きた。固相化 DNA プローブ法では、tRNALeuを回収する時に少量のプローブも溶出し

てしまうため、この操作を数回繰り返し行い、ゲル切り出しによって単一な tRNAを調

製した(図 3-8C)。 

tRNALeuの種類 A260unit 

Wild-type (G13 • G15) 0.75 

A13 • G15 0.50 

G13 • A15 0.20 

A13 • A15 0.20 

 

 

3-7-4. G+13形成の解析 
 

	
 3-7-3 で調製した 4 種類の tRNALeuのヌクレオシド分析をしたところ、アーケオシン

がWild-type (G13 • G15), A13 • G15, G13 • A15の 3つの tRNAで合成されおり、 A13 • 

A15 の tRNA では合成されていなかった(図 3-8D)。この結果は、アーケオシンが 13 位

と 15位に合成されていることを示している。 

 

	
 次に、KTA1493株で発現させたWild-typeの tRNALeuでアーケオシンがどの位置に合

成されているか MALDI-MS で確認した。この実験では、コントロールとして KUWA

株で発現させたWild-typeの tRNALeuを用意した。 

	
 コントロールの tRNALeuを RNaseAで処理すると矢印で示した位置で切断され、生じ
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た断片の質量を分析し、さらに検出されたピークを MSMS で解析することで配列と修

飾ヌクレオシドの位置を決定した。図 3-9A は質量分析で得られた結果の一部であり質

量電荷比が 1600-1800の範囲を表している。この範囲では、一番高いピークとして m/z = 

1713.2を検出でき、このピークを MSMSで解析すると y3, y4, c3, c4の値より GAG+ACp

の配列をしていることが判った(図 3-9B)。また m/z = 1703.3, m/z = 1672.3も MSMSの解

析により、それぞれ AGm1GGUp (アンチコドンループ), GAGACp (G15が未修飾)である

ことが判った。この結果より、KUWA株で発現させたWild-typeの tRNALeuでは、15位

にのみアーケオシンが合成されていることが判った。これは、T. kodakarensis ArcTGT

のグアニン塩基交換活性の結果と一致している(2-8-5, 図 2-1C)。 

 

	
 一方、KTA1493株で発現させた Wild-typeの tRNALeuを RNaseAで処理し、質量分析

を行ったところ図 3-9Cの結果になり、m/z = 1754.3の新しい質量を検出した。この質量

電荷比は、2 つのアーケオシンを含んだ GAGACp の配列に相当し、MSMS で解析する

と予想通り G+AG+ACp の配列であり、アーケオシンが 13 位と 15 位の 2 カ所の合成さ

れていることが判った(図 3-9D)。これまでの実験結果より、T. acidophilum ArcTGTはマ

ルチサイト特異性を持っており、tRNALeuの 13位と 15位のアーケオシン合成に関与し

ていることが判明した。 

	
 また、m/z = 1713.2は 1つのアーケオシンを含む断片の質量に相当し、これを MSMS

で解析したところ G+AGACp と GAG+ACp の 2 つの断片が存在しており(図 3-9E)、

KTA1493 株で発現させた ArcTGT には 13 位と 15 位に作用する順番がないと考えられ

た。今回は MALDI-MSで解析しているため、質量が同じ断片が 1つのピークとして検

出された。この結果は、T. acidophilum S30によるグアニン塩基交換活性の結果と相関が

ある(2-8-1, 図 2-1B)。 

 

 

3-7-5. KTA1493株における他の tRNAの分析 
 

	
 T. kodakarensisにも G13, G15を持つ tRNALeu
UAGがある。そこで 60℃培養の KTA1493

株で、この tRNAの 13位と 15位がアーケオシンに修飾されているのか確認した。 

	
 固相化 DNAプローブ法で使用した DNAプローブは、tRNALeu
UAGの G36-G18と相補

するようにデザインしたが、T. kodakarensisは tRNALeu
UAGとアンチコドン 1文字目しか

違わない tRNALeu
CAGを持っており、これらを分けるのは難しい(図 3-10A)。そのため、

今回はこれら 2つの tRNALeuを混ぜて回収した(図 3-10B)。これらの tRNALeuの質量分析
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の結果、図 3-10C, Dに示すように予想に反して GAGCp (m/z = 1343.2)の質量しか検出さ

れず、13位と 15位とも未修飾であることが判った。しかし、60℃で培養した KTA1493

株の tRNA 混合物では、少量のアーケオシンが合成されているため (図 3-9)、T. 

acidophilum ArcTGTの酵素活性が弱く、他の tRNAに優先的にアーケオシンが合成され

たと思われる。また、60℃で培養しているため T. acidophilumよりも G-C含有量の多い

T. kodakarensisの tRNALeuの構造を T. acidophilum ArcTGTがλ型に変形させにくいのか

もしれない。 

 

 

3-7-6. 6 x His-tag T. acidophilum ArcTGT精製方法の検討 
 

	
 グルタミン酸デヒドロゲナーゼ(GDH)の下流に 6 x His-tag T. acidophilum ArcTGTをコ

ードしたタンパク質発現用プラスミドを pTK02 を元に構築した。このプラスミドで

KUWAのΔarcTGT株を形質転換し、60℃培養を行うことで 6 x His-tag ArcTGTを発現さ

せた。次いで、Ni-NTA Superflow と HiTrap Heparin-Sepharose カラムを用いて精製し

12.5% SDS-PAGEで確認したところ、ArcTGT の分子量(約 72 kDa)と一致する大きさ付

近にバンドを確認できたため、6 x His-tag ArcTGTが高純度で精製できたと思われた(図

3-11A)。 

 

	
 そこで 6 x His-tag ArcTGT が回収できているか確認するため、Ni-NTA カラムと

Heparin カラムの溶出画分に対する抗 His 抗体の反応をウエスタンブロッティングで確

認した。その結果図 3-11Aに示すように、6 x His-tag ArcTGT (約 72 kDa)だと思われた

バンドは抗体と全く反応しておらず、Ni-NTA溶出画分のレーンで 72 kDaよりも低い位

置にバンドを検出できた。 

 

	
 次に、これらの溶出画分にグアニン塩基交換活性があるか確認するため、2-7 と同様

の操作でゲルアッセイを行ったところ Ni-NTA 画分と Wild-type の tRNALeuを反応させ

た系でのみ交換活性が見られた(図 3-11B)。この実験ではΔarcTGT 株でタンパク質発現

を行ったため、この酵素活性は 6 x His-tag T. acidophilum ArcTGTによるものであると考

えられる。また、ウエスタンブロッティングの結果と合わせて、Heparin カラムの溶出

画分には ArcTGTが存在しないことが判った。 

 

	
 KTA1493の細胞内で T. acidophilum ArcTGTは全長で存在していることが判っている
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ため(図 3-9)、短くなった 6 x His-tag ArcTGT が検出されたのは、おそらく菌体を超音

波破砕した後にプロテアーゼによって切断されたためだと思われた。今後、さらなる精

製方法の検討が必要である。 

 

 

3-8. 考察 
 

	
 この実験で T. acidophilum ArcTGTは、15位だけでなく 13位にも作用するマルチサイ

ト特異性を持っており、13位と 15位のアーケオシン形成に関与していることが判明し

た。また、T. acidophilum の ArcTGT は、マルチサイト特異性を有しているが tRNACys

では 13位に作用しないため、13位と 15位の Gを位置特異的にかつ配列非特異的に認

識しているのではなく、これまでに報告されていない性質を持っているのかもしれない。

もしくは、T. acidophilum ArcTGTと tRNALeuのコンビネーションの時にしか起きない反

応なのかもしれない。ArcTGTのマルチサイト特異性のメカニズムの解明と ArcTGTの

試験管内調製のさらなる研究が必要である。 

 

	
 ArcSは、T. acidophilumではなく T. kodakarensisのものが機能しており、T. kodakarensis

の ArcSも 13位と 15位の両方に作用していることが判った。ArcSによる tRNA認識メ

カニズムは、これまでに報告されていないが、ArcS も幅広い基質認識機構を持ってい

ると予想される。ArcSのアミノ酸配列を見てみると、ArcSは Zinc結合サイト、触媒ド

メイン、C2ドメイン、C3(PUA)ドメインから構成されており、触媒ドメインの位置と N

末端と C1ドメインの長さが ArcTGTと異なっている[22] (図 3-12)。ArcSでは、ArcTGT

における N末端の 70-130アミノ酸が欠けており、ArcTGTにおける C1ドメインが ArcS

では触媒ドメインに置き換わっている。また、P. horikoshii ArcTGTで tRNAの D-loop

と相互作用している Asp95, Ser96, Phe99などいくつかのアミノ酸残基は ArcSで見られ

ない。このような ArcTGTとの違いが ArcSの幅広い基質認識を生み出しているのかも

しれない。 

 

	
 本研究では、T. acidophilum ArcTGTのマルチサイト特異性にのみ焦点を絞り実験を行

ってきたため、T. kodakarensisのΔarcTGT株の phenotypeやアーケオシンの機能につい

て詳細を調べなかった。しかし、この実験条件ではΔarcTGT株の生育速度に変化は見ら

れず、H. volcanii ΔarcTGT株の phenotypeと一致していたため[60]、ΔarcTGT株では tRNA

中のアーケオシンが消失しても他の修飾が補うことで、tRNAの機能を維持しているの
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だと思われる。 

 

	
 また、アーケオシンの機能については、バイオインフォマティクスで検証されており、

L字型構造が解かれている酵母の tRNAPheにおいて G15は C48と塩基対を形成し、G15

の 7 位の窒素原子が Mg2+結合サイトを構成していることが報告されているが[76-78]、

15位がアーケオシンに修飾された場合は Mg2+結合サイトが破壊され、アーケオシンの

ポジティブチャージが Mg2+の役割を果たし、G+15-C48の塩基対を強化していると推測

されている[40]。tRNALeuはバリアブル領域が長く D-arm とバリアブル領域との相互作

用が tRNAPheと異なるうえ(図 3-13A,B)、tRNALeuの構造が解かれていないため G+15 と

G+13 の塩基対形成を議論できない。しかし幸いにも、G13 と G15 を持つ Thermus 

thermophilus tRNAserの構造が解かれているため、これに G+13 と G+15 を置いてみると

G+13 は A22 と G9、G+15 は C48 と D20a と 3 塩基対合をとることになる[81]。T. 

acidophilum tRNALeuでは、G9は s4U9であり D20aは A20であるため実際の塩基対では

ないが、G+13と G+15の 7-formamidino基の位置は予測できる。図 3-13C, Dに示すよう

に、G+13と G+15の 7-formamidino基は、三塩基対合を妨げることなくリン酸基と相互

作用していると思われる。従って T. acidophilum tRNALeuの 13位と 15位のアーケオシン

は、三塩基対合の障害にならず、G+15-C48-A20, A14-s4U8-A21, G+13-A22-s4U9のスタッ

キングを強めていると考えられる。 

 

	
 近年、古細菌の遺伝子操作技術が進歩し、複数の古細菌で遺伝子破壊株が作製できる

ようになっており、 実際に H. volcaniiの遺伝子操作によって arcTGT遺伝子を確認した

実験が発表されている[60, 64, 65, 68, 69, 72, 79, 80]。しかし、T. acidophilumの遺伝子操

作は確立されていないため、本研究では T. kodakarensisを用いて実験した。また、当初

は 13位のアーケオシン合成に T. acidophilumの ArcSや tRNALeuの構造変化を誘発する

未知の因子が必要かもしれないと考えていたため、複数のマーカーを利用した遺伝子操

作ができるように KUWA株を利用し、大腸菌の代わりとなる古細菌でのヘテロ遺伝子

産物発現システムを作製した。この T. kodakarensisのシステムは、tRNA修飾酵素以外

の多くのタンパク質で活用することができるだろう。 
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図 3-1. T. kodakarensis KUWA ΔarcTGT株の作製。 (A) 一段階目の相同組み換えでプラ

スミドがゲノム中に取り込まれる。その後、5-フルオロオロチン酸存在かで培養するこ

とで、pyrF遺伝子が欠失する方向に相同組み換えが起こり、その結果 ΔarcTGT株が作

製できる。(B) PCRによってΔarcTGT株が作製できたことを確認した。 
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図 3-2. pUDΔarcTGTの構築 
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図 3-3. KTA1493株の作製 (A) ΔarcTGT株をホストとして pCTTAを用いて相同組み換

えをした。 pCTTA は、複製起点がないため細胞内で維持されない。Ta1493 遺伝子産

物はピルビン酸ナトリウム存在下で継続的に発現される。(B) pCTTAの構築 
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図 3-4 pTK02-tRNALeuの構築 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-5. T. kodakarensis KUWA株を用いた最終的な実験系。T. kodakarensis arcTGT遺伝子

を破壊し、Ta1493遺伝子を相補した後に T. acidophilum tRNALeuをプラスミドで発現さ

せた。 
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図 3-6. 6 x His-tag ArcTGT遺伝子産物発現用プラスミド (pTK02-6 x His-tag ArcTGT) の

構築 
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図 3-7. (A) KUWA株とΔarcTGT株の 85℃培養における tRNA混合物 0.2 A260unitsとヌク

レオシド分析の結果。 (B) ΔarcTGT 株と KTA1493 株を 60℃と 85℃で培養した時のウ

エスタンブロッティングの結果。(C) 60℃と 85℃培養における KUWA と KTA1493 の

tRNA混合物 0.2 A260unitsを 10% PAGE (7 M urea)で確認した。(D) KUWAと KTA1493

の 60℃と 85℃培養における tRNA混合物のヌクレオシド分析の結果。 
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図 3-8. (A) T. acidophilum tRNALeuのクローバーリーフ構造。ハイブリダイゼーション用

プローブは、G36-A14と相補するようにデザインした。(B) ノーザンブロッティングの

結果。それぞれの tRNAを発現させた KTA1493株から回収した 0.2 A260unitの total RNA

で 10% PAGE (7 M urea)を行い(左図)、32Pで標識したプローブで発現させた tRNAを検

出した(右図)。コントロールとして、空の pTK02で形質転換したKTA1493株の total RNA

を用いた。(C) total RNAから固相化 DNAプローブ法によって単一な 4種類の tRNALeu

を調製し、10% PAGE (7 M urea)で確認した。(D) 精製した 4種類の tRNALeuにアーケオ

シンが存在するかヌクレオシド分析で確認した。 
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図 3-9. T. acidophilum Wild-type (G13 • G15) tRNALeuの MALDI-MS解析の結果 (A) コン

トロールとして KUWA株で発現させたWild-type tRNALeuを RNaseAで処理し質量分析

を行った。(B) (A)で検出した m/z = 1713.2 を MSMS 解析することで配列を決定し

GAG+ACp であることが判った。(C) KTA1493 株で発現させた Wild-type tRNALeu を

RNaseAで処理し質量分析を行った。(D) (C)で検出した m/z = 1754.3を MSMSで解析す

ることで G+AG+ACpであることが判った。(E) (C)で検出した m/z = 1713.2を MSMSで

解析し G+AGACpと GAG+ACpの 2つの断片が検出された。(F) T. acidophilum tRNALeu

のクローバーリーフ構造。矢印は RNaseAで切断される位置を示している。 
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図 3-10. KTA1493株由来 T. kodakarensis tRNALeuの解析 (A) T. kodakarensis tRNALeuのク

ローバーリーフ構造。DNA プローブは、G36-G18 の領域でハイブリダイズするように

デザインした。矢印は RNaseAで切断される位置を示している。(B) T. kodakarensis total 

RNA (左、0.3 A260units)と精製した tRNALeu (右、0.02 A260units)で 10% PAGE (7 M urea)を

行った。(C) 精製した tRNALeu (0.03 A260units)を RNaseAで処理し質量分析を行った。(D) 

(C)で検出した m/z = 1343.2を MSMS解析し GAGCpの配列であることを決定した。 
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図 3-11. (A) 6 x His-tag ArcTGTをNi-NTA SupreflowとHeparin Sepharoseカラムで精製し、

12.5% SDS-PAGEで確認した。(B) 精製したサンプルでゲルアッセイを行った結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-12. P. horikoshii ArcTGTと ArcSのアミノ酸配列の比較 
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図 3-13. T. acidophilum tRNALeuにおける G+13と G+15の予想される三塩基対合 (A) T. 

thermophius tRNASerの三次構造。(B) yeast tRNAPheの三次構造。(C), (D) G+13-G9-A22と

G+15-D20a-C48の三塩基対合。G+13と G+15は赤で、G9, A22, D20a, C48はシアンで表

している。 

 

 



 88 

結論 
 

好熱好酸性古細菌 Thermoplasma acidophilum ArcTGTに関して以下のことを明らかにし

た。 

 

◎	
 Ta1493はアーケオシン tRNA-guanine transglycosylase (ArcTGT)遺伝子である。 

 

 

◎	
 ArcTGT が 13 位と 15 位のグアニン塩基を交換するのは、tRNALeuの構造的平衡が

原因ではないことが示唆された。 

 

 

◎	
 T. acidophilum ArcTGTは、tRNALeuの 13位と 15位のアーケオシン合成に関与する

マルチサイト特異性を持っていることが判明した。しかし、tRNACysでは 15 位に

しか作用しないため、これまで報告されている ArcTGTとは異なるメカニズムで基

質を認識していると予想される。 

 

 

◎	
 T. acidophilumの細胞抽出液では 13位が優先的に塩基交換されるが、KTA1493株

で発現させた tRNALeuを分析すると 13位と 15位のアーケオシン合成に順番はない

ことが明らかになった。また、preQ0塩基が検出されなかったことからグアニン塩

基交換反応はアーケオシン合成の律速であると推測される。 
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T. kodakarensis…Thermococcus kodakarensis 

P. horikoshii…Pyrococcus horikoshii 

E. coli…Escherichia coli 

H. volcanii…Haloferax volacanii 

P. furiosus…Pyrococcus furiosus 

F. acidophilum…Ferroplasma acidophilum 

Tris…Tris-(Hydroxymethyl)-1-aminomethane 

RNase…Ribonuclease 

DNase…Deoxyribonuclease 

HPLC…High performance liquid chromatogramphy 

IPTG…Isopropyl-β-D-thiogaractopyranoside 

SDS…Sodium dodecyl sulfate 

PAGE…Poryacrylamide gel electrophoresis 

CBB…Coomassie brilliant blue 

EDTA…Ethylenediaminetetraacetic acid 

DTT…Dithiothreitol 

BSA…Bovine serum albumin 

IP…Imaging plate 

MB…Methylene blue 

 

Leu…leucine 

m1A…1-methyladenosine 

s4U…4-thiouridine 

ncm5U…5-carbamoylmethyluridine 

m2G…2-methylguanosine 

m2
2G…2, 2-dimethylguanosine 

m1G…1-methylguanosine 

m7G…7-methylguanosine 

G…Guanosine 

G+…Archaeosine 
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Q…Queuosine 

preQ0…7-cyano-7-deazaguanine 

preQ1…7-aminomethyl-7-deazaguanine 
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