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緒　言

　哺乳類における高次機能システムは非常に複雑な制御を受けており、これらの破綻が様々な病態に関与すると考えら
れている。Messenger RNA（mRNA）、transfer RNA（tRNA）、ribosomal RNA（rRNA）の代謝機構や、近年注目
されている non coding RNA は様々なストレス環境に応じて高度に調節され、遺伝子発現やタンパク質の生合成調節
に関与している。またこれらの分子機構が神経変性疾患や発癌等の疾患に関与しているという報告が相次いでおり、新
たな病態機構の解明と治療への応用が期待される。我々は、2007 年に哺乳類で初めて報告された RNA キナーゼ CLP1
に着目し、その機能解析を進めてきた１）。その結果、CLP1 は tRNA 前駆体スプライシング酵素複合体中で分子間をつ
なぐアダプターとしての役割を持ち、そのキナーゼ活性は tRNA 前駆体の成熟化に重要であることが判明した。さら
に生体内における RNA キナーゼ活性の役割について解析するため CLP1 キナーゼ活性欠損ノックインマウスを樹立
したところ、このマウスは進行性の神経変性病を発症した。このマウスでは異常な tRNA 断片が細胞内に蓄積してお
り、これにより神経細胞の酸化ストレスに脆弱となり神経細胞死に至ることが示唆された２）。 しかしながら、その病
態分子機構については未だ不明な点が多い。これまでの研究から、細胞ストレスを惹起して神経細胞死の原因となる細
胞内に蓄積する tRNA 断片種の可能性として、tRNA 前駆体から生じる Tyrosine tRNA 前駆体の 5'exon 断片と
3'exon 断片、さらに Isoleucine tRNA 前駆体の intron 断片の 3 種の RNA 断片が報告されたが、実際に生体内で神経
細胞ストレスを惹起するかは不明であった２-４）。本研究において、マウス胎児線維芽細胞およびヒト神経芽細胞腫細胞
株に各 tRNA 断片を導入して酸化ストレスまたは神経分化における各 RNA の作用を解析し、その結果 5'exon 断片が
p53 の活性化を増強して細胞の生存に影響を与えることが判明した。

方　法

１．マウス線維芽細胞 MEF とヒト神経芽細胞腫細胞株 SH-SY5Y への核酸導入
　in vitro transcription 法（MEGAscript RNA kit）で各 tRNA 断片を合成した。tRNA 断片の細胞内導入には、リポ
フェクション法（Lipofectamine RNAiMAX）を用いた。リポフェクション試薬と各 tRNA 断片を混合して培養細胞中
へ添加し、24 時間後に細胞を過酸化水素（100μM）で 1 時間刺激した。その後継時的に p53 の活性化および生存細胞
数を調べた。SH-SY5Y の分化については、tRNA 断片を細胞に導入して 24 時間後レチノイン酸（15μM）で 48 時間
刺激して神経分化を誘導した。CRISPR/Cas9 システムによる細胞株のゲノム編集には、pX459 プラスミド

（addgene）に標的配列のガイド RNA を挿入し、エレクトロポレーションにて導入した。SH-SY5Y にプラスミドを導
入した後、24 時間後にピューロマイシンで 2 日間薬剤選択を行った。その後、限界希釈法にて遺伝子改変細胞をクロ
ーン化した。

２．tRNA 断片結合タンパク質の同定
　12C6 または、13C6 L－リジンと L－アルギニンを含む培地で培養した SH-SY5Y を破砕し（12C6 または 13C6 タン
パク質破砕液を、それぞれ、light 破砕液、heavy 破砕液とする）、タンパク質濃度を調整した。Tyrosine tRNA 3'側断
片と Tyrosine tRNA 5'側断片をそれぞれ light 破砕液と heavy 破砕液に添加し、プロテアーゼで消化した。それぞれ
の液を等量ずつ混合し、15% SDS-PAGE によって分離した。銀染色 によりタンパク質断片を検出し、バンドを切り出
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した。切り出したタンパク質断片は、還元アルキル化及びトリプシン消化して、Nano LC/MS/MS により分析を行っ
た。軽いアミノ酸及び重いアミノ酸でラベルされたペプチドは化学的に同一であるので、 逆相クロマトグラフィーに
おいて同時に溶出され、同時に MS 分析される。得られた MS スペクトルにおける両タンパク質に由来するペプチド
のピーク強度の比率から、実験試料中のタンパク質の発現量 の変化を検出した。

結果および考察

　CLP1 の RNA キナーゼ活性欠損マウスは神経変性病を発症するが、そのマウスの細胞内には Tyrosine tRNA 5'側断
片が主に蓄積しており、その結果、酸化ストレスによる p53 の活性化が増強されると報告されている２）。また、トル
コで発見されたヒト CLP1 変異の患者では、マウス同様、進行性の先天性神経変性疾患である橋小脳低形成を発症し、
細胞内には Isoleucine tRNA intron 断片が多く蓄積していた３）。一方、Schaffer らは Tyrosine tRNA 3'側断片の細胞
内蓄積が神経変性疾患を惹起する主な原因であると報告した４）。これらの報告から、実際にはどの tRNA 断片が最も
p53 を活性化するか、またどの tRNA 分子が最も病態発症に関与するのかを検証するため、まずマウス胎児線維芽細
胞（MEF）に tRNA 断片を導入し、酸化ストレスに対する細胞反応について解析した。その結果、Tyrosine tRNA 5'
側断片を導入した細胞において酸化ストレスによる p53 の活性化が増強した。

図 1． tRNA 断片を導入した MEF 細胞における酸化ストレス応答
マウス胎児線維芽細胞株（MEF）に、Arginine tRNA 5'側断片（Control）、Tyrosine tRNA
5'側断片（Tyr 5'）、Tyrosine tRNA 3'側断片（Tyr 3'）の各 RNA を導入し、24 時間後に過
酸化水素（100μM）で刺激した。ウエスタンブロットにて経時的に p53 のリン酸化（S18）
を解析した。

　
　この tRNA 断片の細胞内蓄積が、神経の分化の際に細胞ストレスを惹起するか確認するため、SH-SY5Y に tRNA 断
片を導入し、レチノイン酸で分化を誘導した。ウエスタンブロットにて経時的に p53 の活性化を調べたところ、
Tyrosine tRNA 5'側断片を導入した細胞において p53 の活性化増強を認めた。
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図 2． tRNA 断片を導入した神経細胞株の分化誘導に伴う p53 の活性化
　SH-SY5Y に、Arginine tRNA 5'側断片（Control）、Tyrosine tRNA 5'側断片（Tyr5'）の
各 RNA を導入し、24 時間後にレチノイン酸（15μM）で分化を誘導した。その後、ウエ
スタンブロットにて経時的に p53 のリン酸化（S15）を解析した。

　この結果より、Tyrosine tRNA 5'側断片の細胞内蓄積が神経の分化の際に p53 を活性化することにより細胞死を惹
起している可能性が示唆された。さらに tRNA 断片を導入した SH-SY5Y に対し、レチノイン酸による神経分化を誘導
して 48 時間後に生存細胞数を計測したところ、Tyrosine tRNA 5'側断片を導入した細胞のみ時間経過とともに有意に
細胞数が減少した。また、p53 遺伝子をノックアウトした SH-SY5Y 細胞においては Tyrosine tRNA 5'側断片の細胞
分化および生存に対する影響は認めなかったため、p53 経路が関与しているものと考えられた。

図 3． tRNA 断片を導入した神経細胞株における分化誘導と細胞死
SH-SY5Y に、Arginine tRNA 5'側断片（Control）、Tyrosine tRNA 5'側断片（Tyr5'）、
Tyrosine tRNA 3'側断片（Tyr3'）、Isoleucine tRNA intron の各 RNA を導入し、24 時間後
にレチノイン酸（15μM）で分化を誘導した。48 時間後、細胞数を計測し、Control に対
する割合を算定した。Error bar: SD. ＊: P = 0.004（ANOVA）
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　これらの結果より、細胞ストレスを惹起する可能性が示唆されていた Tyrosine tRNA 5'側断片、 Tyrosine tRNA 3'
側断片、Isoleucine tRNA intron 断片のうち、実際に p53 の活性化を増強し細胞死に影響を及ぼす tRNA 断片は
Tyrosine tRNA 5'側断片であることが明らかになった。
　次に、Tyrosine tRNA 5'側断片がどのような分子機構によって細胞ストレスを増強するのかを明らかにするため、
直接結合するタンパク質の探索を行った。Tyrosine tRNA 5'側断片と SH-SY5Y の細胞破砕液を混合し、プロテアーゼ
処理した試料を SDS page で電気泳動した。その結果、Tyrosine tRNA 5'側断片に量依存的に結合するタンパク質を
認めたため現在プロテオーム解析を施行している。

図 4． 5' tyrosine tRNA 断片に結合するタンパク質の同定
Tyrosine tRNA 5'側断片と SH-SY5Y の細胞抽出液を混合し、さらにプロテアーゼ処理を行
い SDS-PAGE にてタンパク質を分離した。Asterisk: Tyrosine tRNA 5'側断片と反応させ
た試料において RNA 断片と結合していると思われる特異的なタンパク質を認めた。

　近年、miRNA や lncRNA などタンパク質をコードしない様々な RNA の発見とその機能が注目されている。tRNA
においても、次世代シークエンサーの技術革新により生体内には tRNA を由来とする小 RNA が大量に存在しているこ
とが知られており、その役割について関心が持たれている。Tyrosine tRNA 5'側断片は正常の細胞においても酸化ス
トレスにより細胞内に蓄積することを確認しており、細胞ストレス機構の一端を担っている可能性があると思われた。
　本研究では、３種の tRNA 断片のうち最も細胞ストレスを惹起する RNA 種を同定するとともに、in vivo において
も神経変性等の病態の原因となることを証明する予定である。現在、生体が透明であり卵ふ化後より発生段階が容易に
追跡できるという利点を備えた小型魚類モデルを用いて解析を進めている。本モデルにより、Tyrosine tRNA 5'側断
片が真の神経変性の原因であることを証明するとともに、他の RNA 代謝異常が原因となりうる疾患のモデルを作製
し、これらの疾患の全容解明を目指したい。
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