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研究プロジェクト優秀論文推薦のことば
'

 ヒ トか らバ クテ リア まで全て の生物 にとって、tRNAは 必須 の分子で あ り、tRNA

の量 を調節す る機構が存在すれ ば、それ は生命活動 にとって 大きな意 味を持 ち ます。

新 原 さんは、コン ピュー タを用 いてtRNAがnon-coding RNA(ncRNA)と い う物質

によ って大規模 に制御 されて いるとい う新たな機構 を予測 しま した。そ して現 在 ま

でに見つか って いる86個 すべて のtRNAに 関 して網羅 的な実験 を行 うことで、実

際 にその機構が存在す る事 を初 めて示唆 しま した。本研究 はコ ンピュータ解析 と生

物実験 を組み合わせた極 めてユニー クな もので あ り、優秀論文 に推薦 します。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝



    Analysis of Gene Expression for
Novel anti-tDNA transcripts in Escherichia Coli

 環境情報学部3年 新原 温子

政策 ・メディア研究科1年 松井 求

要旨

 tRNA遺 伝 子 は タ ンパ ク質 生合 成 の 際 に必 須 で あ り,tRNA分 子 が担 って い る翻訳 機 構 は

どの 生物 種 で も大 変 良 く保 存 され て い る.Escherichia coli(E. Coli)に お い て は21種 の ア ミ

ノ酸 に 対応 す る86個 のtRNA遺 伝 子 が知 られ て い る.一 方 で, Non-coding RNA(ncRNA)は

タ ンパ ク質 に翻 訳 され る領域 を持 た な い転 写 産物 の総 称 で あ り,様 々 な機 能 を有 す る多 く

のncRNAが 近 年報 告 され て い る.本 研 究 で はE.coli K12株 の 全86 tRNAに 対 してNorthem

Blottingを 用 い た網 羅 的 なantisense RNAの 発 現解 析 を行 っ た.ま た, tRNA遺 伝 子そ れ ぞ れ

に対 して,antisense RNAの 有 無 生 育 に必 須 で あ るか否 か,コ ドン使 用頻 度,発 現 量 のデ

ー タ を付 加 し
,antisense RNAの 有 無 に どの よ うな 特徴 が 存在 す る か観 察 した.そ の結 果,

Northern Blottingに お い て は86個 中44個 のtRNAに 対 してantisense RNAの 存 在 が示 唆 され

た.ま た,必 須 遺 伝 子 か 否 か,コ ドン使 用 頻 度 の 高 低,発 現 量 の高 低 とantisense RNAの 有

無 に強 い 関係 が観 察 され なか った 事 か ら,antisense RNAは 個 々 に役 割 が異 な って い る こ と

が示 唆 され た.こ こで,antisense RNAのNorthem Blottingの バ ン ドパ ター ン の傾 向 か ら,

200bp--400bpのantisnese RNAの 存 在 が 示 唆 され た た めtRNAの オ ペ ロン に注 目 して 解 析 し

た結 果,オ ペ ロ ン を組 ん で い るtRNAのantisense RNAで 類 似 した バ ン ドパ ター ン が観 察 さ

れ た.特 にval V-va1Wオ ペ ロ ンで300bpのantisense RNAが 存 在 し, valutの 発 現 量 を抑 制,

調 節す る こ とで,生 物 に不 利 な状 態 に陥 る事 な くtRNAva且2の 量 を調 整 して い る こ とが 示 唆

され た.
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1.序 論

 タンパ ク質 は生物 の体 を構成す る最 も重要 な成分 の1つ で ある.主 な タンパ ク質 と して

酵素,コ ラーゲン,ケ ラチ ンな どがあげ られ,生 命活動 を担 うタ ンパ ク質は10万 種類 以上

もあるこ とが知 られ てい る.こ こで,タ ンパク質 はア ミノ酸が連 なってで きた分子であ り,

その順序 によって形状や性質が決 ま るため,ア ミノ酸 の運搬役であるtransfer RNA(tRNA)

はタンパ ク質合成過程 にお いて重要 な役割 を担 ってお り,ま た必須の分子で ある.タ ンパ

ク質合成 にお けるtRNAの 役割は, messenger RNA(mRNA)と 合成 され るポ リペプチ ドの両

方に結合す るア ダプター分子 としての働 きである(Frank et al.,2005).こ の連結 に より,遺

伝 コー ドを用いてmRNAの 塩基配列 に書 き込まれ た通 りにポ リペプチ ドのア ミノ酸配 列 を

合成す ることができ る.ま た合成 され たポ リペ プチ ドが折 りた たみ,切 断や化学修飾 な ど

の プ ロセ シン グを うけ る こ とに よって,タ ンパ ク質 と して機 能 を発揮 す る.こ こ で,

Escherichia Coli(E. coli)Kl2株 においては,40個 のアンチコ ドンを有す る45種 類,全86個

のtRNAが 知 られている(Withers M et al.,2006),こ れ らのtRNAは,41個 が他のtRNAと,

ll個 がribosoma1 RNA(rRNA)と,7個 がmRNAとpolycystronicオ ペ ロンに組み込まれてお

り,27個 が単体で発現す る(Blattner et al.,1997).ど のtRNA遺 伝子 について も,最 初 はtRNA

遺伝子前駆体(pre-tRNA)と して転写 され,5'13'の 両末端 にある成熟tRNAに は観察 され な

い余分 な配列が複数 の リボヌク レアーゼ(RNase)に よる一連のプ ロセシングによって切断

され るこ とで機能 を持つ成熟tRNAが 合成 され る.近 年, tRNA遺 伝子のプ ロセシングにつ

いて大規模 に研究 されてい るが,オ ペ ロンご とにプ ロセ シングパ ター ンが違 うことな どか

ら,ま だ解明 されていないことも多い(Mohanty and Kushner.,2007;Li and Deutscher,2002).

また,ゲ ノム規模 でのtRNAの 転写開始調節制御 として,プ ロモー タ とオペ ロンに よる制御

が知 られ てい る(Lamond et al.,1985;Dittmar et al.,2004).し か しながら, tRNAの 量を調節

す る大規模 な転写機構 の存在はあま り報告 されていない.tRNA遺 伝子 の転写が大規模 に抑

制又は活性化 され,tRNAの 量を調節す る機構 が存在すれ ば,そ れ は生命活動 に とって大 き

な意味を持つ ことが考え られ る.

 上述 したよ うに,mRNAと い うタンパ ク質 に翻訳 され るRNAが ある一方で,こ れまで不

要な生成物 である と考 え られて きたタンパク質 に翻訳 され ない転写産物 であるNon-coding

RNA(ncRNA)が 予想以上 に多 く存在 し,重 要な機能 を持つ こ とが近年次第 に明 らかになっ

てきてお り,そ の役割 の解 明が重要 な課題 となってい る.こ れ までに知 られ ている数 多 く

のncRNAは20mer前 後 か ら1000merに いた るまで様 々な形状 をとる事や,遺 伝子発現制御,

染色体不活性化,rRNA修 飾 な どの様 々な機能 をもつ ことが知 られ てお り,そ の特徴や働 き

を さらに知るために活 発に研 究が行われ ている(Eddy,2001).特 に,且co〃 においては,バ

イオイ ンフォマテ ィクスを用いた網羅的なncRNAの 予測や(Chen et al.,2002;Rivas et al.,
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2001),マ イ ク ロア レイ を用 い たsmall sNon-coding RNA(sRNA)候 補 の 発現 解 析(Tjden et

a1.,2002;Wassarman et al.,2001)と い った先 行 研 究 が 存在 し,様 々 な方 法 で新 規ncRNAが

予 測,同 定 され てお り(Vogel and Sharma,2005),現 在 ま で にE.Coliに お い て は80個 のsRNA

が 同 定 され て い る(Gottesman,2005;Storz et al.,2005).ま た,ncRNAの 一 種 で あ るantisense

RNAで は,代 表 的 な機 能 と してsense鎖 と2本 鎖 を形 成 しRibonuclease m(RNase m;Portire

et al.,1987)の ター ゲ ッ トとな る こ とに よ る制御 機 構 等 が 知 られ て い る(Vogel et al.,2003;

Afonyushkin T et al.,2005).ま た, RNase皿 だ け で な くRNase Eに よ る制 御 機 構 も知 られ て い

る(Masse et al.,2003).

 そ こ で,本 研 究 で はE.coli K 12株 の 全86 tRNAに 対 してNorthem Blottingを 用 いた 網 羅 的

なantisense RNAの 発 現 解 析 を行 っ た.ま た, tRNA遺 伝 子 それ ぞ れ に対 して, antisense RNA

の 有 無,生 育 に必 須 で あ るか 否 か,コ ドン使 用 頻 度,発 現 量 のデ ー タ を付加 し,antisense RNA

の 有 無 に どの よ うな特 徴 が存 在す るか観 察 した.そ の結 果,Northem Blottingに お い て は86

個 中44個 のtRNAに 対 してantisense RNAの 存 在 が示 唆 され た.ま た,必 須 遺 伝 子 か 否 か,

コ ドン使 用頻 度 の 高低,発 現 量 の 高低 とantisense RNAの 有 無 に強 い 関係 が観 察 され なか っ

た事 か ら,antisense RNAは 個 々 に役 割 が 異 な っ て い る こ とが 示唆 され た.こ こで, antisense

RNAのNorthem Blottingの バ ン ドパ ター ンの傾 向 か ら,200bp-400bpのantisnese RNAの 存

在 が 示 唆 され た た めtRNAの オ ペ ロ ン に 注 目 して 解 析 した 結 果,オ ペ ロ ン を組 ん で い る

tRNAのantisense RNAで 類 似 したバ ン ドパ ター ン が観 察 され た.特 にvalV-valWオ ペ ロ ン

で300bpのantisense RNAが 存 在 し, valutの 発 現 量 を抑制,調 節 す る こ とで,生 物 に 不 利

な状 態 に陥 る事 な くtRNAva12の 量 を調 整 して い る こ とが 示 唆 され た.
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2.対 象 と手 法

Sequence Data

 本 研 究 の 対象 生物 種 はE.coli K12株MG1655で あ り,ゲ ノム配 列 及 び 既 知 遺伝 子 の ア ノ

テー シ ョン情報 はGenbank(http:〃www.ncbi.nlm.nih.gov/;2007年9月26日)か ら得 た.ま た,

オ ペ ロ ンの 情報 はRegulonDB 5.8(http://regulondb.ccg.unam.㎜!;2007年11月20日)か ら得

た.

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

 E.coli K 12株 に お い て は86個 のtRNAが 知 られ て お り,40個 の ア ン チ コ ドン を有 す る45種 類

に よっ て構 成 され て い る-本 研 究 で は,全86個 のtRNAに 対 してオ リゴヌ ク レオチ ドをデ ザ

イ ン した.ま ず,45種 類 のtRNAに 対 して,そ れ ぞ れantisense鎖 の 発 現 の様 子 が観 察 で き

る よ うに,tRNAの 開 始 位 置 を+1と した 時 の+1か ら+35ま で の35bpを そ のtRNAの オ リゴヌ ク

レオ チ ドと した.次 に,86個 のtRNAに 対 して, Blast(Altschul et a1.,1990)に よ る相 同性 検 索

やclustalw l.83(Chenna et al.,2003)に よ るア ライ メ ン トを行 い,他 の どの領 域 の35bpを と っ

て も全 く同 じ配 列 が な い よ うな特 異 的 な 配 列 をデ ザ イ ン した.ま た,tRNAと オ ペ ロン を組

ん でい るrRNAとCDSに 対 して も 同様 に オ リゴ ヌ ク レオ チ ドをデ ザ イ ン した.オ リ ゴヌ

ク レオ チ ドは 北海 道 シ ステ ム ・サ イエ ン ス社 に発 注 し,簡 易 カ ラム 精製 に て生 成 され た も

の を使 用 した.デ ザイ ン した オ リゴヌ ク レオ チ ドの 全配 列 はSupplementary Table S 1に ま と

めた.

RNase皿 変 異 株

 RNase皿 は2本 鎖RNAを 特 異 的 に切 断 す るendonuclease酵 素 で あ る(Robertson and Dunn,

1975).ま た,Keio Collectionと はF_.coli K 12株BW25113の 全 通 り遺 伝 子 破 壊 株 で あ り,そ

の 中の1つ で あ るRNase mを コ ー ドして い るrnc遺 伝 子 破壊 株 をRNase皿 変 異 株 と して用

いた(Baba et al.,2006).

Total RNAの 調 整

 E.coli K 12株BW25113のWild TypeとRNase皿 変 異株 それ ぞれ をM63培 地(5×M6320mL,

40%glucose l mL, Thiamine・HCI&MgS04・7H20100ul, Mili Q 78・9mL)10mLと15mLに そ れ

ぞ れ に植 菌 し,0/Nで プ レカル チ ャー を行 っ た.次 に10mLで プ レカル チ ャー を行 っ た培 地

に関 してRNA安 定 化 処理(RNAprotect Bacteria Reagent;Qiagen社)を 行 い,こ れ を定 常 期 の

試 料 とした.さ らに15mLの 培 地 を300mLのM63培 地 に入 れ, OD600=0.68に な る ま で震 盤 培

養(0RBITAL INCUBATOR MIR-220R;SANYO社)を 行 った 後,先 と同様 にRNA安 定 化 処
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理 を行 い,こ れ を対 数 増 殖 期 の試 料 と した.そ して試 料 に つ い てRNeasy mini kit(Qiagen社)

の プ ロ トコル に 従 っ てRNAを 回 収 し, DNase I(TAKARA社)でDNase処 理 を行 な っ た.

Northern Blotting

 4μg等 量 のTotal RNAに つ い て8M Urea 6%polyacrylamide gelで 電 気 泳 動 を行 い,ナ イ ロ ン

フ ィル ター(Amersham Biosciences社)に 転 写 し274nmのUVに て ク ロス リン ク を行 な っ た.

次 にBiotin 3/End DNA Labeling Kit(PIERCE社)を 用 い て オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの3'末 端

を ビオ チ ンで標 識 し,ULTRAhyb-Oligo hybridization buffer(Ambion社)の 中 で30min,室 温

でハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン を行 な っ た.そ の後,BrightSter Bio Detect Kit(Ambion社)を 用 い

て室 温 も しくは42℃ で 洗 浄 してECF基 質(GE Healthcare社)を 添 加 した 後,検 出器(Bio

Rad社)で 解 析 を行 な った.

Biocomputational analysis

 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 が 生 育 に 必 須 で あ る か 否 か に つ い て の デ ー タ を,デ ー タベ ー ス

Profiling of E.Coli Chromosome ver.4(PEC;http:〃www. shigen.nig.ac.jp/E.coli/pec/index.jsp)か ら

得 た.ま た,E.coli K12株MGI655の4294個 の 遺 伝 子 で の コ ドン使 用頻 度 を計 算 した.45

種 のtRNAに 対 す る発 現 量 のデ ー タは, tRNA配 列 を プ ロー ブ と して 用 い た マ イ ク ロア レイ

デ ー タ を Gene Expression Omnibus (GEO; Platform GPL 1746 ;

http:〃www.ncbi.nlm.nih.govlprojectslgeo/)か ら得 た(Dittmar et al・・2004)・ 同 じプ ロー ブ を 用 い ・

かつ,同 じ条 件 で デ ー タ を と って い る もの に関 して は そ れ らの 平 均 値 を発 現 量 のデ ー タ と

した.ま た,86個 のtRNA全 て の 発 現量 のデ ー タや, tRNAと オ ペ ロ ンを組 んで い るrRNA

やCDSの 発 現 量 のデ ー タ は,長 さ50merで 計382177領 域 につ い て デ ザ イ ン され て い る プ

ロー ブ を用 い たTiling arrayの デ ー タ をGEO(Platform GPL4458)か ら得 た.プ ロモ ー タ予 測

は,σ70の 重 み行 列 を用 い た解 析 ツー ル で あ るpftools(Bucher et al.,1996)を 用 い て行 っ た.

ま た,タ ー ミネー タ予 測 は,2次 構 造予 測 ツー ル で あ るRNAmotif(Macke et al.,2001)を 用

い る こ とに よっ て ρ因 子 非 依 存性 ター ミネ0タ を予 測 した.
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3.結 果

3.1全86tRNAの 網 羅 的発 現解 析

 21種 のア ミノ酸 に対応す る86個 のtRNA全 てについてオ リゴヌ クレオチ ドをデザイ ン し,

Northern Blottingに よる発現解析 を行 った(図1).そ の結 果,16個 のtRNAに おいては明確

かっ特異的なバ ン ドが観 察 され,28個 のtRNAに おいて はスメア又は弱い又 は不明瞭 なバ

ン ドが観 察 され,42個 のtRNAに お い て はバ ン ドが観 察 され なか つた. Northern B lottingに

用 い た オ リゴ ヌ ク レオ チ ドはSupplementary Table S2に ま とめ た.
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86個 のtRNAそ れぞれ に対 して特異的

なオ リゴヌ ク レオチ ドをデザ イ ン しよ う

と試み たが,tRNA自 身 とそ の周辺配列 は

類似 性 が高 い た め,gltW, gltV, gltU, gltT

で は 特 異 的 な オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを デ ザ

イ ンす る ことがで きなかった.ま た,同 様

にileV, ileT, ileUに お い て と,alaV, alai,

alaUに おいて も特 異的なオ リゴヌ ク レオ

チ ドをデザイ ンす ることがで きなか った,

そ の他 のtRNAに っ い て は, tRNA内 又 は

そ の周辺 配列 で特異 的なオ リゴヌ ク レオ

チ ドをデザイ ンす る事ができ,そ れぞれ の

tRNAに 対 して発現解析 を行 うことができ

た.Northem Blotting解 析 に お い て,同 じ

オ リゴヌ ク レオ チ ドを用 い て も,洗 浄 の温

度 に よつてバ ン ドパ ター ンが異 なる結果

が観 察 された.

 図1:全86tRNAの 網 羅 的 発 現 解 析

 全86tRNAのantisense RNAに 対す る, Northern

Blottingに よ る網 羅 的発現 解析 の結 果 を,コ ー ドす る ア

ミノ酸 ご とに ま とめた.バ ン ドパ ター ン ご とに色 を区別

し(上 部;定 常期,下 部:対 数増 殖 期),[RNA遺 伝 子名

とア ンチ コ ドン も示 した.全 くバ ン ドが観 察 されな か っ

た もの は 白色,ス メ ア又 は不 明瞭 又は 弱い バ ン ドが観 察

され た もの は灰 色 明確で 特 異的 なバ ン ドが観 察 され た

ものは濃 い灰 色 で塗 りつ ぶ した.同 じtRNAに 対 して行

った解析 で,室 温 で洗浄 した場 合 と,42℃ で洗 浄 した場

合 で,バ ン ドパ ター ンが異 な る もの に関 しては,不 明瞭

な バ ン ドで あ る とみ な した.ま た,そ れ ぞれ のtRNAに

対 して,他 の どの領域 の35bpを とって も全 く同 じ配 列

が な い よ うな特 異 的 な オ リゴ ヌク レオ チ ドをデ ザ イ ン

で きた もの を黒 色の枠 で,特 異的 なオ リゴをデ ザイ ン で

きなか った もの は青 色 の枠で 示 した,
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3.2情 報 解 析

 tRNAの 種 類 ご とに, Northem Blottingに よ る発 現 解 析 と生 育 に 必須 な遺 伝 子 で あ る か否

か,コ ドン使 用 頻 度,発 現 量 のデ ー タ をそれ ぞ れ 統 合 し観 察 した(Supplementary Table S2)。

生 育 に必 須 で あ るtRNAか 否 か を デー タベ ー スPECよ り得 た.そ の 結 果,86個 中argX, argU,

cys7▼, glyT, hisR, leuU, leuW, leuZ, proM, ser7▼, serV, thrU, trpTの13個 が 生 育 に 必 須

で あ る遺 伝 子 で あ った.そ の うちNorthem Blottingに お い て 明確 なバ ン ドが観 察 され た の は

leuW,ス メ ア 又 は弱 い 又 は不 明 瞭 な バ ン ドが観 察 され た の は, argX, argU, gtyT, sert/で

あ っ た.次 に,Northern Blottingに よ っ てバ ン ドが観 察 され た もの44個 と,観 察 され な か っ

た もの42個 を そ れ ぞ れ グル ー プ に分 け,x軸 に コ ドン使 用 頻 度, y軸 に 発 現 量 を と り,生

育 に 必 須 の遺 伝 子 には*印 をつ け る こ とに よ つて,antisense RNAの 有 無 と コ ドン使 用 頻 度,

発 現 量 に どの よ うな関係 が存 在 す る のか観 察 した(図2).そ の 結 果,antisense RNAの 有 無

とコ ドン使 用頻 度 の高 低 で 分布 の偏 りは観 察 され なか つ た.ま た,antisense RNAの 有 無 と

発現 量 の高 低 で分 布 の偏 りは観 察 され なか った.さ ら に,コ ドン使 用 頻 度 と発 現 量 の 分 布

に相 関 は観 察 され な か つ た.一 方 で,生 育 に必 須 で あ る遺 伝 子 は コ ドン使 用 頻 度 が低 い傾

向 が観 察 され た.
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 図2:antisense RNAの 有無 と コ ドン使 用 頻 度 と発 現量 の関係 性

騰 覧讐族鴨主甚撫 じ懇響慧営窩管麗題謬奪這灘1;銑貿脈磐と1
を示す-生 育 に必須 の遺 伝子 に は*を つ けて い る.x軸 は コ ドン使 用頻 度(%;千 分 率), y軸 は

発 現量 で ある.
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3.3オ ペ ロ ン解 析

 Northem Blottingに よ る発 現解 析 の結 果 をオ ペ ロ ン ご とに ま とめ た(Supplementary Table

S3).そ の 結果, antisense RNAのNorthem Blottingの バ ン ドパ ター ン は全 体 の傾 向 と して,

200bp-400bpの 長 さのantisnese RNAの 存 在 が示 唆 され た た めtRNAの オ ペ ロン に注 目 した.

そ の結 果,オ ペ ロン を組 ん で い るtRNA遺 伝 子 のantisense側 に お い て,明 確 かつ 特 異 的 な

バ ン ドで あ り,さ らにバ ン ドパ ター ンが類 似 してい るvalV-va1Wオ ペ ロン が観 察 され た .

 valVとvalutは2つ の遺 伝 子 で オペ ロン を組 ん で お り,σ70プ ロ モ ー タ で あ るvalVpに よ

っ て転 写 が 開始 され,ρ 因 子 依 存性 ター ミネ ー タに よっ て転 写 が 終 結 す る こ とが 知 られ て

い る(図3-A).一 次 転 写 物 は約400bpで あ る こ とが知 られ て い るが,ρ 因子 依 存 性 タ ー ミ

ネー タで あ るた め,明 確 な 転写 終 結 位 置 は 知 られ てい な い.

 valVとvalutの 遺 伝 子 が存 在 す るsense側 と,antisense側 の 両方 につ い てNorthem Blotting

を 行 った.そ の結 果,sense側 で は図3-Cのa)とb)の よ うにバ ン ドが 観 察 され た. a), b)共

に100bp付 近 か らス メ ア のバ ン ドが観 察 され,77bpに 成 熟tRNAが 観 察 され た.ま た,約

60,50,20bp付 近 に もそ れ ぞ れバ ン ドが 観 察 され た.こ こで, b)よ り もa)の 方 が 成 熟tRNA

の バ ン ドは濃 く,b)で は,約60,50,20bp付 近 のバ ン ドが濃 く観 察 され た.ま た, antisense

側 で は 図3-Bに 示 した オ リゴヌ ク レオチ ドをそれ ぞれ 用 い た.図3-Bの 上 段 がc)anti-valV

の オ リゴ ヌ ク レオ チ ドで あ り,下 段 がd)anti _valWの オ リゴヌ ク レオ チ ドで あ る.こ れ らの

オ リゴヌ ク レオ チ ドは,赤 い箱 で 示 した2塩 基 の 違 い が存 在 す る.Northern Blottingの 結 果,

図3-Cのc)とd)の よ うにバ ン ドが観 察 され,c)とd)で は バ ン ドパ ター ンが 一 致 した.ま た,

図3-Dは,antisense側 の200～500bp付 近 を 引 き延 ば してNorthern Blottingを 行 った 結果 で あ

る.図3-Dでc)とd)の 同 じオ リゴヌ ク レオ チ ドを用 いた とこ ろ,図3-Cのc)とd)と バ ン ド

パ タ ー ン が一 致 した た め,再 現性 が とれ て い る こ とが 確認 され た.野 生株 の対 数 増殖 期(E)

と 定 常期(S)で は バ ン ドパ ター ンが 異 な り,Eで は300bpに 濃 い バ ン ドが観 察 され るの に

対 して,Sで は500bp付 近 に薄 い ス メア が,ま た300bpにEよ り薄 いバ ン ドが,さ らに275bp

付 近 に バ ン ドが観 察 され た.ま た,野 生株 とRNase皿 変 異株 を比 較 す る と,Eで はRNase皿

変 異株 で のみ500bp付 近 に ス メア が観 察 され た. Sで は,野 生 株 で は275bp付 近 に明確 な バ

ン ドが観 察 され た が,RNase皿 変 異 株 で は観 察 され な か つた.

 一 方 で,valVとvalutのantisense側 で プ ロモ ー タ とター ミネ ー タ を探 索 した.そ の 結 果,

pftoolに よ って,ス コア が46.72で あ る σ70プ ロ モ ー タ配 列1と,ス コア が46.13で あ る σ

70プ ロ モ ー タ配 列2が 同定 され た.し か しなが ら,RNA〃iotifに よ って ター ミネ ー タ配 列 は

同定 す る こ とが で きな か っ た(図3-A;図4).
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        図3:valV-va1Wオ ペ ロ ン のNorthern Blotting解 析

 valV-valWオ ペ ロンに対 してNorthern Blottingに よ る発 現解 析 を行 っ た結果. A)valV-valWオ ペ ロ ンの

様子 と,Northern Blotting解 析 に用 いた オ リゴ ヌク レオチ ドの位 置 を→ で示 してい る(a:sense_va1V, b l

sense valW, c:anti-valV, d:antLva1W).プ ロモー タは矢 印で,タ ー ミネー タ は● で示 して い る.下 段

には「考 え られ るantisense RNAの バ ン ドパ ター ンの 長 さを示 してい る(nt). B)オ リゴヌ ク レオ チ ドcと.

dの 相 同性 を示 してい る,上 段 がc:anti_va1V,下 段 がd:anti_vaDWで ある.同 じ塩 基 の場合 は*で,異

な る場 合 に は空 白で示 してい る.さ らに,異 な る塩 基 の場 合 は 赤 い箱 で囲 まれ て い る.                                          C)Northern

Blottingに よ る発現解 析 の結 果. Oliginは コー ム の位 置 を, y軸 は バ ン ドの長 さを示 して い る(bp).こ れ

らのNorthern Blottingは42℃ で洗 浄 した もの であ る. Eは 対数 増殖 期, Sは 定 常期 を示 してい る. Wild

は野 生株,mc:TnはRNasem変 異株 であ る.洗 浄 は42℃ で行 った, D)Northem Blottingに お いて 長 い

RNAが 観 察で き るよ うに,8M Urea 6%polyacrylamide gelで 電気泳 動 を行 う際 に通 常 は55分 の と ころ,

200分 電気泳 動 した もの を用 いた.洗 浄 は42℃ で行 った.
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             図4:valV・va1Wオ ペ ロ ン の 配 列

 valVとvalutの オペ ロンの配 列.上 段 がsense鎖,下 段 がantisense鎖 で ある.+1は 転写 開始 点 で ある.

赤 い文 字 で示 して い るのが,そ れ ぞれvalVとvalut遺 伝 子.青 い文 字 で示 して い るのが, pfroolに よっ て

予 測同 定 され たantisense RNAの プ ロモー タ配 列 であ る.

9



4.考 察

4.1全86tRNAの 網 羅 的 発 現 解 析

 21種 のア ミノ酸に対応す る全86個 のtRNA全 てについてオ リゴヌ クレオチ ドをデザ イン

し,Northem Blottingに よる発現解析 を行った結果,16個 のtRNAに おいては明確 かつ特異

的なバ ン ドが観 察 され,28個 のtRNAに おいてはスメア又は弱 い又 は不明瞭なバ ン ドが観

察 され,42個 のtRNAに おいてはバ ン ドが観察 されなかった.以 上 よ り,E.coli K 12株 にお

いては86個 中44個 のtRNAにantisense RNAが 存在す る ことが示唆 された-16個 の明確 か

っ特異的なバ ン ドが観察 された ものにつ いては,42℃ で の洗浄 な どで再現性 を取 り直 し,

さらには5'-RACEを 行 ってantisense RNAの 位 置同定を行 いたい と考 えている.28個 のス

メア又は弱い又 は不明瞭なバン ドが観察 され たtRNAに ついては,42℃ で洗浄す る,再 現性

を とるな どの必要 がある.ま た,特 異的なオ リゴヌ クレオチ ドがデザイ ンできなかった10

個 にっいては全てrRNAと オペ ロンを組 んでお り,rRNAと その周辺配列の類似性 も高 い事

より,antisense RNAが 存在 してい ると仮定 した場合, trans型 のantisense RNAの 存在 が示

唆 され る.

4.2情 報 解 析

 Northem Blottingに よるantisense RNAの 有無 に,生 育に必須 の遺伝子で あるか否 か,コ

ドン使 用頻度,発 現量のデータを付加す る事で,antisense RNAの 有 無に どの よ うな傾 向が

存在す るのか観 察 したが,特 に傾 向は観 察 され なかった.こ こで,生 育 に必須の遺伝子 は

コ ドン使用頻度が低い とい う傾 向が観 察 されたが,こ れは,生 育に必須 であるか否 かを判

定す る ときの"tRNAを コー ドす る遺伝子が1つ である場合必須遺伝子 とす る"と い う条件

が影響 を与 えているこ とが示唆 され る.以 上 より,tRNAにantisense RNAが 存在 し,さ ら

にantisense RNAに 機能 があると仮 定す る と, tRNA全 体に対 して同 じ機 能を持 ってい る と

い うわけではな く,個 々に働 きが異なるこ とが示唆 され る.

4.3valV.valWオ ペ ロ ン

 val V-valutオ ペ ロ ンのantisense鎖 に つ い て, Northern B lottingに よ る発 現 解析 を行 っ た と

こ ろ,対 数 増 殖 期 で300bpの バ ン ドが,定 常 期 で は500bp付 近 にス メ ア と300bp,275bp付

近 に バ ン ドが観 察 され た.図3-Cと 図3-Dか ら,異 な るフ ィル ター を用 い たNorthern Blotting

でantisense鎖 に お い て 同一 のバ ン ドパ ター ンが観 察 され た 事 か ら再 現 性 が 確認 され た.以

上 よ り,valVーvalWオ ペ ロ ンにantisense RNAが 存 在 す る こ とが示 唆 され た.ま た, pftool

に よ って,2つ の プ ロモ ー タが予 測 され た.こ の プ ロモ ー タ と,Northem Blottingで 観 察 さ

れ た バ ン ドの長 さか ら,antisense RNAの 位 置 は図5に 示 した よ うな2通 りが仮 定 され る.
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図5:antisense RNAの 位 置 予 測

Phoo'に よ って予測 された プ ロモー タの位 置 と, Northern Blottingに よって観 察 され たバ ン ドの長 さか
ら予測 され た,2通 りのantisense RNAが 存在す ると考 え られ る位 置 を示 した.                             A)予測 され た プ ロモー

タ1(P1)か ら転 写が始 まる と仮 定 した時, P1か らsense鎖 のプ ロモ ー タまで の長 さが298bpで あ る.黒

い四角 がantisense RNAが 存 在す る と予想 され た位置 を示 してい る-ま た,三 角 はRNase皿 を示 してお

り,P1か ら, sense鎖 のvalVのY末 端 ま での長 さが281bpで あ る-こ の位 置 でRNase mに よつ て切断

され る こ とに よ り,281bpの バ ン ドが観 察 され る と予想 され る.B)予 測 され た プ ロモー タ2(P2)か ら転

写が始 まる と仮 定 した 時,P2か ら, sense側 のvalVの3'末 端 まで の長 さが293bpで あ る.黒 い 四角 が

antisene RNAが 存在 す る と予想 され た位 置 を示 してい る,ま た, Northern Blottingよ り,RNase皿 で切断

され た275bpの 断片が観 察 され てい るた め,三 角 で示 した位 置 でRNase lllによって切 断 が され て い るこ

とが 予想 され る.

 プ ロ モ ー タ1(Pl)か ら転 写 が 開始 され る と仮 定 した 時,図5-Aの 黒 い 箱 で示 した よ うな

antisense RNAの 存 在 が示唆 され る.ま た,プ ロモ ー タ2(P2)か ら転 写 が 開始 され る と仮 定

した時 に は,図5-Bの 黒 い箱 で示 した よ うなantisene RNAの 存 在 が示 唆 され る.ま た,RNase

皿 変 異 株 と野 生株 でバ ン ドパ ター ン を比 較 した 時,野 生 株 のSで は観 察 され た約275bpの

バ ン ドが,変 異株 で は観 察 され な い 事か ら,野 生株 で は300bpの バ ン ドがRNase皿 に よ っ

て切 断 され る こ とに よっ て275bpの バ ン ドが観 察 され るが,変 異株 で はそ の 切 断 が起 こ ら

ない た めに 観 察 され な い こ とが 示 唆 され る.観 察 され たバ ン ドパ ター ンか ら,RNase m変

異 株 に よ る切 断 は 図5の 三 角 で示 した位 置 で起 こ る こ とが 予想 され る.

 こ こ で,valVとvalutは,ア ン チ コ ドン5'-GAC-3'を 有 して お り,こ の コ ドン を認識 す る

こ とが 可 能 なtRNAは こ の2つ だ けで あ る た め,ど ち らか一 方 が機 能 す る事 が 可能 で あれ ば

どち らか一 方 は生 育 に必 須 で はな い が,ど ち ら も欠 失 して しま うと生物 は 生 存 す る こ と が

で き な い と考 え られ る.よ って,図5-Aの よ うにantisense RNAが 存 在 した 場 合 に は, sense

鎖 遺 伝 子 と2本 鎖 を組 む 事 で,遺 伝 子 を抑制 して しまっ て い て は生 物 に致 命 的 で あ る た め,

tRNA遺 伝 子 の 成熟 の た めの プ ロセ シ ン グ を活 性 化 して い る又 はsense鎖 遺 伝 子 の 分解 を保

護 して い るな どの機 能 が予 想 され る.ま た,図5-Bで は,valutに の みantisense RNAが 結 合

し2本 鎖 を形 成 す る こ とが考 え られ る こ とよ り,valutの 抑 制 とい う機 能 が 予 想 され る.こ

こで,図5-Bの よ うにantisense RNAが 存 在 して い た時 に,図3で 用 いたc)anti va1Vの オ

リゴヌ ク レオ チ ドを 用 い たNorthern Blottingで もバ ン ドが 観 察 され る とい うこ とに 矛盾 が 生

じるが,こ れ は,図3-Bで 示 した よ うに,c)とd)の オ リゴ ヌ ク レオ チ ドに は2塩 基 の違 い

しか な い た め に,c)antLvalVはd)anti-vaDWよ りはsense鎖 遺 伝 子 と二本 鎖 を形 成 しに くい
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がハイブ リダイズ して しまっている ことが考え られ る.実 際に,図3-C,Dど ち らにお いて

も,c)の 方がd)よ りもバ ン ドが薄 く観 察 されてい る.今 後 は,現 在Nolthem Blottingで は

洗浄 を42℃ で行 ってい るが,洗 浄の温度 を上 げてい くことでハイブ リダイズの条件 を しぼ

ってい く必要がある.さ らに,図3-C,Dよ り, antisense RNAの バ ン ドパ ター ンが対数増

殖期 と定常期で異なっていた.こ れ は,antisense RNAが 対数増殖期 と定常期で発現パ ター

ンを変化 させ るこ とによって,sense鎖 の遺伝子の発現量 を調節 している ことが示唆 され る.

この事 は,対 数増殖期 と定常期で生物が必要 とす る蛋 白質量 も異 なるこ とか らも示唆 され

る.現 在は,SとEの2地 点 でのみ観 察を してい るが,0D600を 細か くとる事で,ど の地点

でバ ン ドパ ター ンが変化す るのか を観察 したい と考えてい る.

 一方で,sense鎖 遺伝子のバ ン ドパ ター ンに注 目す ると, valVで は77bpに 成熟tRNAが

観察 され るが,valutで は成熟tRNAよ りも短い約60,50,20bpの バン ドが観察 される事 よ り,

valut遺 伝子がantisense RNAに よって抑制 されてい ることが示唆 され る.実 際 に, valVと

valut遺 伝子の発現量 を比較す ると, valVの 発現量が9796.48で あ るのに対 して, valutの

発現 量は9037.32と 低 か った(SupPlementary Table S3参 照).以 上 よ り,本 研 究で は図

5-Aの よ うなsense鎖 遺 伝子 を活性 化又 は保 護す るよ うなantisense RNAで は な く ,図

5-Bの よ うにvalutに のみかぶ さるよ うなantisense RNAが 発現 して お り,valutと2本

鎖 を形 成す るこ とに よって,valut遺 伝 子 の発現 量 を抑制 してい る ことが示唆 され た.

valutの 発 現量 を調 節す るこ とに よっ て生物 に不利 な状態 に陥 る事 な く,結 果 的 には

tRNAval2の 量 を調整す るこ とができるのではないか と考 えられる.

 今後 の展望 としては,5'-RACE法 によ りantisense RNAの5'末 端 を同定 し,プ ロモー タの

位置 を同定 したい と考 えてい る.antisense RNAの 位置が明確 になった ら, antisense RNAを

過剰発現,ま たは ノックダウンさせ ることに よる,valVとvalut遺 伝子への影響 を観察す る

ことによる機能解析 を行いたい と考 えてい る.antisense RNAの 過剰 発現では,発 現誘 導剤

の量 を調節す る事 で発現誘 導 し,sense鎖 遺伝子へ の影響 を観察 したい と考 えている.

4.4結 論

 E.coli K 12株 で は全86個 中44個 のtRNAに お い てantisense RNAが 存 在 し,こ れ らの

antisense RNAの 有 無 と,必 須 遺 伝子 か否 か,コ ドン使 用 頻 度 の 高低,発 現 量 の高 低 に 強 い

関係 が観 察 され な い事 か ら,antisense RNAは 個 々 に役 割 が 異 なっ て い る こ とが 示 唆 され た.

ま た,val V-vaDWオ ペ ロ ン にお い て は300bpのantisense RNAが 存 在 し, valutの 発 現量 を抑

制,調 節 す る こ とで,生 物 に 不 利 な状 態 に 陥 る事 な くtRNA"aｺ2の 量 を調 整 して い る こ とが

示 唆 され た.
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Supplementary Table  SI 

Northern Blotting   y 1

ID Gene Target Oligo Name
Left

Position 

bo Riaht
Oligo sequence

74 IvsY antisense RNA a IvsY 779777 -> 35 779811 tcattaactca ttaataaaacaatt acttt

84 IvsY tRNA IvsY-l 779777 <- 35 779811 aaaat coact ctctaccaactaa ctaacaaccc

93 IvsY tRNA IvsY-2 779797 <- 35 779831 aacctac accaatt attaaaa tcaactactct

144 IvsY antisense RNA a IvsY-l 779799 -> 35 779833 aacaatt acttttaatcaattaatcaca tic

145 IvsY antisense RNA a IvsY-2 780188 -> 35 780222 tcaacaac cccata caaacaaaacaaatca

146 IvsY antisense RNA a IvsY-s 780587 -> 35 780621 catataaatcatta ctca ttaataaaacaatt

147 IvsY antisense RNA a IvsY-4 780687 -> 35 780721 taaaaaacataaa ataacattac ttaacaac

152 tRNA lys antisense RNA a full_IysY 779777 -> 76 781051 gggtcgttagctcagttggtagagcagttgacttttaatc 
aattggtcgcaggttcgaatcctgcacgacccacca

153 IvsT antisense RNA a IvsT 779853 -> 35 779887 atcactaa taaaaacaata taaaacataaa

154 IvsW antisense RNA a I sW 780242 -> 35 780276 aataacaat tic taaaaata tttataata

155 IvsZ antisense RNA a IvsZ 780668 -> 35 780702 atttaaaaat ttact taaaaaacataaaaaa

156 ivsZ antisense RNA a IvsZ 2 780765 -> 35 780799 catcctaaat attaaaaca cataatcccacaa

157 asnT,W,U,V antisense RNA a ash 1 2042573 -> 35 2042607 tcctct taattcaatcaata aacaacaaactat

158 InX,V antisense RNA a gInX,V 695693 <- 35 695727 t tatcaccaa caataa caccaaattct

159 InW,U antisense RNA a cilnW,U 696019 <- 35 696053 t tatcaccaa caataa caccaattttt

160 cvsT antisense RNA a cvsT 1 1989977 <- 35 1990011 cacattaacaaa caattatataac attaca

161 hisR antisense RNA a hisR 1 3980532 -> 35 3980566 taactata ctca ttaataaaaccct att

162 troT antisense RNA a traT 1 3944980 -> 35 3945014 a cata ttcaatt taaaacaccaatctcc

163 seIC antisense RNA a seIC 1 3834245 <- 35 3834279 aaaatc tcatctcc taaaacaactaaactt

177 aIaV,T,U antisense RNA a alaV,T,U 225500 -> 35 225534 ctata ctcaact aaaacacctacttt

178 alaX,W antisense RNA a alaX,W 2516104 <- 35 2516138 ctata ctcaact aaaacacttacat

179 aspU,V,T antisense RNA a as 228928 -> 35 228962 aacaata ttcaatc ttaaaatacctacct

180 ItW,V,T,U antisense RNA a aft 2727432 <- 35 2727466 tccccttc tctaaa cccaaaacaccaccctt

181 heV,U antisense RNA a phe 3108388 -> 35 3108422 cccaaataactca tcaataaaaca attaa

182 IyW,V,X,Y antisense RNA a glyW,V,X,Y 1990107 <- 35 1990141 caaaaataactca ttaataaa cacaaccttac

183 IvU antisense RNA a alvU 2997045 <- 35 2997079 c cataattcaataata aacaaaaacttccc

184 IvT antisense RNA a alvT 4173696 -> 35 4173730 caaacatc tataat ctattacctca ccttc

185 ileV,T,U antisense RNA a ileV,T,U 225381 -> 35 225415 aaacttataactca taatta aacacacccct

186 i leY antisense RNA a ileY 2783825 <- 35 2783859 ccctttaactca taatta aacaaacaactca

187 ileX antisense RNA a ileX 3213620 -> 35 3213654 ccccttaactca taatta aacaaacaactca

188 leuW antisense RNA a leuW 696236 <- 35 696270 c aataacaaaattaataaac cacca attt

189 IeuZ antisense RNA a IeuZ 1989891 <- 35 1989925 acc ataataaaatcaata acacaa attt

190 IeuU antisense RNA a IeuU 3320146 <- 35 3320180 ccaaaataataaaattaata acacactacctt

191 leuT,V,P,Q antisense RNA a IeuT,V,P,Q 3980629 -> 35 3980663 caaaaataac aatt taaacacacta cttc

192 leuX antisense RNA a leuX 4494428 -> 35 4494462 ccaaaataacaaaatc taaacacaatt attc

193 metU,T antisense RNA a metU,T 695929 <- 35 695963 ctacataactca ttaatta aacacatcactc

194 metZ,W,V,Y antisense RNA a metZ,W,V,' 2945409 -> 35 2945443 cac taaaacaacct taactcatc etc

195 roL antisense RNA a_proL 2284233 -> 35 2284267 caacac taacacaacctaataac caccatcat

196 proM antisense RNA a roM 3980758 -> 35 3980792 caacaaataacacaactt taaCaCaaCt tit

197 roK antisnese RNA a roK 3706681 <- 35 3706715 caataatt cacaacct taacacacttc tic

198 araU antisense RNA a araU 563946 -> 35 563980 Caccctta ctca ttaaataaa caac aCCtt

199 ar W antisense RNA a ar W 2464331 -> 35 2464365 tcctctta ttaaat atataac aacccctcc

200 argQ,Z,Y,V antisense RNA a argQ,Z,Y,V 2815848 <- 35 2815882 catccata ctca ctaaata aatactc eta

201 ar X antisense RNA a ar X 3980398 -> 35 3980432 Caccc taactca ctaaata aacact ccctc

202 serW,X antisense RNA a serW,X 925160 <- 35 925194 taaaatatccaaataactaaaaaa cacacct

203 serT antisense RNA a serT 1030901 <- 35 1030935 aaatataaccaaacaattaaa CQCC tctt

204 serU antisense RNA a serU 2041547 <- 35 2041581 aaaaataccaaaacaact aacaaacc tctc

205 serv antisense RNA a serv 2816633 <- 35 2816667 taaaataaccaaaaaaCtaaaaaCactcccct

206 thrW antisense RNA a thrW 262095 -> 35 262129 ccaatata CtCa ttaataaaacaacacattc

207 thrV antisense RNA a thrV 3421643 <- 35 3421677 ctaatat ctca ttaataaaacacaccctt

208 thrT antisense RNA a thrT 4173777 -> 35 4173811 ctaatata ctca ttaataaaacacaccctt

209 thrU antisense RNA a thrU 4173411 -> 35 4173445 ccaactta ctca taaataaaacaact actt

210 vaIT,Z,U,X,Yantisense RNA a valT,Z,U,X, 779988 -> 35 780022 taatta ctcaact aaaacacctccctta



211  valV antisense RNA a valV 1744459 -> 35 1744493 cattcataactcaatt ita aacaccacctt

212 valW antisense RNA a valW 1744540 -> 35 1744574 catccataactca ttaattaaa caccacctt

213 rV,T,U antisense RNA a tvrV,T,U 1286517 <- 35 1286551 t ttcccaaac ccaaa aacaaact

214 alaX antisense RNA a alaX 1 2516139 <- 35 2516173 ti cacccaacaaactt fac taaac catcat

215 alaX antisense RNA a alaX 2 2516028 <- 35 2516062 aatttccaaccctcact caaaac tttttt

216 alaW antisense RNA a alaW 2516254 <- 35 2516288 ataccacccatcaactc acaa ctttacataac

217 asoU antisense RNA a aspU 229005 -> 35 229039 cttattaaaaaacctc aattaac etc aaattt

218 as V antisense RNA a _aspV 237008 -> 35 237042 ctattcactcat aaaataa ttcaaaaaaccaca

219 as T antisense RNA a aspT 3944972 <- 35 3945006 ccctaatta cataattcaattaataaa cac

220 ItW antisense RNA a QItW 2727327 <- 35 2727361 cctcaatatctcaaaaca act ttaa tcttatt

221 ItT antisense RNA a QItT 4166489 <- 35 4166523 aaa tcaccaaccttaatatctcaaaactcatctt

222 heV antisense RNA a pheV 3108353 -> 35 3108387 caaaacaaaacaaatca tttaatac ccccatt

223 pheU antisense RNA a pheU 4360650 <- 35 4360684 caaaatatacaaattac tttaatac ccccatt

224 IvW antisense RNA a QIvW 1990031 <- 35 1990065 tttaaaaaacatcaac tcaa caaat tctaac

225 IvV antisense RNA a QIvV 4390348 -> 35 4390382 aatacaaaaattacaaaa caaaattaaata fac

226 IvX antisense RNA a aIvX 1 4390459 -> 35 4390493 aaatttaaaaaatact caaa coca accaccca

227 IvX antisense RNA a QIvX 2 4390571 -> 35 4390605 aaatttaaaaatactataa coca accacccaa

228 IvY antisense RNA a alvY 4390682 -> 35 4390716 aattcttctctcaataaaatatccacaacaacac

229 leuT antisense RNA a leuT 3980594 -> 35 3980628 ccatta ccaccccattatta aaattataacaat

230 IeuV antisense RNA a IeuV 1 4604067 <- 35 4604101 attatctttacttcctttctt tttcttccttaat

231 IeuV antisense RNA a IeuV 2 4604189 <- 35 4604223 aoac aaacaatatcaaaaaaa taaaat act at

232 leuP antisense RNA a leuP 4604310 <- 35 4604344 cacaccaaaaaccac ttaatatt etc cact

234 IeuQ antisense RNA a IeuQ 4604425 <- 35 4604459 ccataata caattctttttaa aatt ataatat

235 metU antisense RNA a metU 1 695852 <- 35 695886 aattctaaatatatc octet tic caaattca

236 metU antisense RNA a metU 2 695964 <- 35 695998 aatccaaatacccca ccatc aaaaaacaatct

237 metT antisense RNA a metT 1 696245 <- 35 696279 tctttttttac aataac aaatt taaacac

238 metT antisense RNA a metT 2 696357 <- 35 696391 ccacaacaccaataa tatcac aaaaaaaaaat

239 metZ antisense RNA a metZ 2945374 -> 35 2945408 aaaac caaacaaaatata fac catccacaaa

240 metW antisense RNA a metW 2945486 -> 35 2945520 attaaaattt ataaaataaa caatacaataac

241 metV antisense RNA a metV 2945706 -> 35 2945740 attattaaacaccctaac tattttttt tttc

242 metY antisense RNA a metY 3316312 <- 35 3316346 ttacccaaaac aataaaattt cccc tttca

243 InX antisense RNA a alnX 1 695618 <- 35 695652 cattaaaaaaactc cttc caaacttttt cit

244 InX antisense RNA a QInX 2 695728 <- 35 695762 ttattcaa acacttacctt taaat cacccaat

245 Inv antisense RNA a aInV 695840 <- 35 695874 atcaaatatattc caaattcaaaaccaatttat

246 1nW antisense RNA a QInW 1 695944 <- 35 695978 tcaaaaaaacaatct ctac taactca ttaat

247 InW antisense RNA a QInW 2 696054 <- 35 696088 atcttcttcaaataa caattcacc acc ttat

248 InU antisense RNA a alnU 696163 <- 35 696197 cctccc caccattcacca aaa catt tacaaa

249 araQ antisense RNA a araQ 2815883 <- 35 2815917 tatcaatatcaacaata aataa ttttcccaat

250 araZ antisense RNA a araZ 2816158 <- 35 2816192 tatcaatatca caataaaataaatttcccaat

251 araY antisense RNA a araY 2816297 <- 35 2816331 tatcaaaaaatct caataaa tea tttcccaat

252 araV antisense RNA a araV 2816572 <- 35 2816606 catcc tic aatcccc cctcacc ccattt

253 serW antisense RNA a serW 925195 <- 35 925229 ttaccacccat aaattt taacaaaacaattt

254 serX antisense RNA a serX 1096876 <- 35 1096910 taacacccattccaacaa ace cac acaattt

255 valT antisense RNA a valT 779953 -> 35 779987 ctaacataatta ttataatatcca cata tatc

256 valZ antisense RNA a valZ 780256 -> 35 780290 caataaaaataattt taatatcca cacaatatc

257 valU antisense RNA a valU 2518918 -> 35 2518952 ttaaactctccctataat caactccacacaac

258 vaIX antisense RNA a vaIX 2519038 -> 35 2519072 tata tctccaccatata cac aaatt aaaaat

259 valY antisense RNA a valY 2519160 -> 35 2519194 ctaaatttctt taaaaat taaaatacc aaat

260 rV antisense RNA a tvrV 1286552 <-35 1286586 atctcaa cattacctcaaaattt aattacccct

261 IT antisense RNA a tvrT 1286846 <- 35 1286880 ataaaaaaacaaacca taaaaa cattaccccat

262 IU antisense RNA a tvrU 4173460 -> 35 4173494 ccaattcaattcc taatcaacaccatcaa tec

263 asnT antisense RNA a asnT 2042538 -> 35 2042572 taccactaa taatattc cccc ttcacacaat

264 asnW antisense RNA a asnW 2056127 <- 35 2056161 t cata ctaatattc cctc ttctcacaat

265 asnU antisense RNA a asnU 2057840 -> 35 2057874 atttttcaccattaa atatacctcaacaacaat

266 asnV antisense RNA a asnV 2060249 -> 35 2060283 tacact ccattaatatac cccc ttcacacaat

267 alaV,T,U tRNA alaV,T,U 225500 <- 35 225534 caaa caaacactctccca ctaa ctata cccc

268 alaX,W tRNA alaX,W 2516104 -> 35 2516138 ccatacaa cactctccca ctaaactata cccc

269 IyW,V,X,Y tRNA IyW,V,X,Y 1990107 -> 35 1990141 COO tcatactctaccaact aactattcccac

270 ileX tRNA ileX 3213620 <- 35 3213654 taaatc cat ctctaaccactaa ctaa cc

271 leuW tRNA leuW 696236 -> 35 696270 aaatct tacatctaccaatttc ccactcccac

272 leuT,V,P,Q tRNA leuT,V,P,Q 3980629 <- 35 3980663 aaacta cacatctaccaattcc ccaccttcac

273 metU,T tRNA metU,T 695929 -> 35 695963 aataatatactctaaccaact aactacataacc

274 metZ,W,V,Y tRNA metZ,W,V,Y 2945409 <- 35 2945443 aacccaacaaactacca ctactccaccccac

275 roL tRNA roL 2284233 <- 35 2284267 cataacaatacactacca ctacactacatacc



27fi proK tRNA roK 370fifi81 ->35 370fi 715 aacaaaatacactaccaaactacaccaatcacc

277 fnX,V tRNA InX,V 695693 ->35 695727 caaaatccaataccttaccacttaacaatacccca

27a InW,U tRNA InW,U 696019 ->35 696053 caaaaaccaataccttaccacttaacaatacccca

279 araW tRNA araW 2464331 <-35 2464365 a CtCQttAtQtCCUtttQQCtQQaQAQAC

284 argQ,Z,Y,V tRNA argQ,Z,Y,V 2815848 ->35 2815882  taaccaaatactctatccaactaaactacaaatac

281 arQX tRNA araX 3980398 <-35 3980432 a CQQCQCtCtOtCCUaCtQQQCtQC CQC

282 serti tRNA se rti 2041547 ->35 2041581 aaaccaatccattcaaccactccaacatctctcc

283 sert/ tRNA sert/ 2816633 -》35 2816667 CQ aacaccttcaacctctcaaccacctcacc

284 th rW tRNA th rW 262095 <-35 262129 caaatacactactctaccoactaaactatotc

285 thrV tRNA thrV 3421fi43 ->35 3421fi77 CCOQ tacactctaccaactaaaccatatca

♂
二

C

28fi thrT tRNA thrT 4173777 く一35 4173811 CCaa tacactctaccaoctaaactatatcaac

287 valV tRNA valV 1744459 <-35 1744493 caaaataatactctaaccaactaaactataaacac

288 va lut tRNA va lut 1744540 く-35 1744574 CaQ  t  t ctctaoc=coact α CtQC  a( (

..

tI tRNA tl 2727432 ->35 2727466 AO CQQtQtCCt cctctaaacaaa ac

290 self tRNA self 3834245 <-35 3834279 aaatccaaccacctcaccaaaaacaacaatcttcc

291 rrs antisense RNA arrs 223771 -》35 223805 aaattaaaaaatttaatcataactcaaattaaac

292 rrl antisense RNA a rrl 225759 ->35 225793 ttaaacaactaaacatacacaataaataccct

293 rrf antisense RNA a rrf 22875fi ->35 228790 tacctaocaaccataacacaataatcccacctaac

294 hbC antisense RNA a vhbC 1 3315576 <-35 331561Q atatccaaaaaacaaacctaattccccacttttao

295 nusA antisense RNA a nusA i 3314061 <-35 3314495 cccataatatttactaattcaataacaaaacataa

296 infB antisense RNA a inf6 1 33113fi4 <-35 3311398  tcaaaatcatcaaaatccaacataccattacttaa

297 rbfA antisense RNA a rbfA 1 3310799 く.35 3314833 tcatattaacccaaacaacaacaaaaaaaactaa

298 trug antisense RNA a trug 1 3309855 く一35 3309889 ⊂ {=t=tc tC CCt  t  tt acta⊂ ⊂C  C taa

299 rsO antisense RNA a r sO 1 3309437 く一35 3309471 ⊂CCO ⊂tcotc O ⊂ ⊂ct tctacatcactaa

300 n antisense RNA a ana 1 3307055 <-35 3307089 caccaaaaactccaactactaaaca cQaataa

312 ileV,T,U tRNA ileV.T.0 225381 く-35 225415 CO tacactctaaccocctaaactacaaacct



Supplementary Table  52

Biocomputational Northern Blotting 4` 1 6sMfilafroDMA A Li-L.

Soecies Gene Anticodon Classification Cod on Usa e tRNA aria Lo Stat 42°C

Sel-Cvs seiC UCA nonessential 0.002 0.443 163 ++ 163 ++ 163 ++

Cvs cvsT GCA essential 11.168 0.881 160 160

T troT CCA essential 14.758 1.173 162 162

His hisR GUG essential 21.901 0.461 161 161

Phe pheV 
oheU

GAA
nonessential 

nonessential
37.577 1.251

222 

223

222 

223

Tyrl 

Tvr2

tyrV 

tyrT 

tvrU

GUA

nonessential 

nonessential 

nonessential

27.319 1.057

260 

261 

262

260 

261 

262

prot 

Pro2 

Pros

proK 

proL 
oroM

CGG 

GGG 

UGG

nonessential 

nonessential 

 essential

22.751 

11.968 

8.134

0.427 

0.426 

0.448

197 

195 

196

197 

195 

196

Asp

aspT 

aspU 

asoV

GUC

nonessential 

nonessential 

nonessential

49.586 0.838

219 

217 

218 ++

219 

217 

218

++ 

++

Ash

asnT 

asnU 

asnW 

asnV

GUU

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential

37.658 0.938

263 

265 

264 

266

++ 

+

263 

265 

264 

266

++ 

+

GIu2

gltW 

gltV 

gitU 
altT

UUC

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential

55.777 1.229

180 

180 

180 

180

+ 

+ 

+ 

+

180 

180 

180 

180

+ 

+ 

+ 

+

180 

180 

180 

180

+ 

+ 

+ 

+

Thrl 

Thrs 

Thr2 

Thr4

thrV 

thrT 

thrW 

thrU

GGU

CGU 

UGU

nonessential 

nonessential 

nonessential 

 essential

31.333

13.985 

6.618

1.116

0.837 

0.843

207 

208 

206 

209

++ 

++ 

+

207 

208 

206 

209

++ 

++ 

+

GInl

GIn2

glnW 

ginU 

glnX 
alnV

UUG

CUG

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential

14.854

28.065

1.108

1.048

246/247 

 248 

243/244 

 245

++ 246/247 ++ 

+ 248 + 

-- 243/244 --

-- 245 --

159 

159 

158 

158

++ 

++ 

++ 

++

Seri 

Ser2 

Sers

Sets

serT 

serU 

serv 

serX 

serW

UGA 

CGA 

GCU

GGA

 essential 

nonessential 

 essential 

nonessential 

nonessential

6.739 

8.651 

23.877

16.429

0.79 

0.48 

0.898

1.001

203 

204 

205 

254 

253

+ 

++

203 

204 

205 

254 

253

+ 

++

Ilel

lle2

ileV 

ileT 

lieti 

ilex 

ileY

GAU

CAU

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential

54.058

3.939

1.524

1.628

185 

185 

185 

187 

186

++ 

++ 

++ 

+ 

+

185 

185 

185 

187 

186

++ 

++ 

++ 

+ 

+

185 

185 

185 

187

Alai B

Ala2

alaV 

alaT 

alaU 

alaX 

alaW

UGC

GGC

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential

52.528

39.632

0.432

0.517

177 

177 

177 

215 

216

++ 

+

177 

177 

177 

215 

216

++ 

+

177 

177 

177

Metm

Metfl

Metf2

metT 

metU 

metZ 

metW 

metV 

metY

CAU

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential

26.972

1.194

1.782

237/238 

235/236 

 239 

 240 

 241 

 242

++ 

+

++

237/238 

235/236 

 239 

 240 

 241 

 242

++ 

+

++

193 

193 

194 

194 

194 

194

++ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+

Lys

lysT 

lysW 

lysZ 

lysY 

lysQ 

IvsV

UUU

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential 

nonessential

42.407 1.281

74/144- 

147/152/ 
153-156

74/144- 
147/152/ 

153156



Glyl

Gly2

Gly3

glyU

glyT

glyW

glyY

glyV

IvX

C

C

C

C

C

U

GCC

nonessential

 essential

nonessential

nonessential

nonessential

nonessential

10.674

7.553

53.035

1.081

1.175

1.089

183   -    183   -

184  +  184  +

224  -  224

228  -  228

225  -  225

226/227  -  226/227  一

Arg2

Arg3

Argo

Aras

argQ

argZ

argY

argV

argX

argU

araW

ACG

CCG

UCU

CCU

nonessential

nonessential

nonessential

nonessential

 essential

 essential

nonessential

45.346

5.141

1.843

1.018

1.401

1.207

1.227

0.734

249  -  249

250  -  250

251  -  251

252  +  252

201  +  201

198  +  198

199  +  199

十

+  201

十

Val1

Va12A

Va12B

valT

valZ

valY

valu

valX

valW

valV

UAC

GAC

nonessential

nonessential

nonessential

nonessential

nonessential

nonessential

nonessential

35.879

32.578

1.777

1.718

1.655

255  -  255

256  -  256

259  -  259

257  -  257

258  +  258

212   ++   212

211   ++   211

一

十

++  212  ++

++  211  ++

Leu1

Leu2

Leu3

Leu4

Leu5

leuQ

IeuT

IeuV

IeuP

IeuU

IeuW

IeuZ

IeuX

CAG

UAG

CAA

GAG

UAA

nonessential

nonessential

nonessential

nonessential

 essential

 essential

 essential

nonessential

51.735

3.739

13.176

21.412

13.297

1.297

1.524

1.327

1.674

1.338

 234  一

 229  -

230/231

232

190

188

189

192

十

十

十

十

十十

 234  -

 zzs

230/231

232

190

188

189

192

十

十

十

十

++  188  ++

Spieces

 tRNAは45種 類 に分 類 され てい る.

Gene

 E.co(i K 12株MG1655に お け るtRNA遺 伝 子 名.

Anticodon

 そ れぞ れ のtRNAが 有 してい るア ンチ コ ドン.

Classification

 デ ー タ ベ ー スPEC(http:〃www。shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/index.jsp)よ り得 た.生 育 に 必 須 で あ る 遺 伝 子 の 場 合essential,

必 須 で な い 場 合nonessentialと 記 載 し て い る,

Codon Usag

 E.coli K 12株MG 1655の4294個 の遺伝子 で の コ ドン使 用頻 度 を計 算 した(千 分 率).通 常 の アンチ コ ドンCAUに よ ら

ない開 始 コ ドン,Metが0.296%存 在 した.ま た,通 常 の終 止 コ ドンで ない もの が31349%存 在 した.

tRNA array

 tRNAの 種類 ご との 発現 量の デー タ.

Log

 対数 増殖 期 のNorthern Blottingの 結 果.用 いた オ リゴヌ ク レオチ ドのID(S1と 対応)を 左 側 に,結 果 を右 側 に記 載 し

てい る.以 下 の結果 の 見方 は,Statと42℃ に も共 通で あ る.++が 明 確か つ特 異的 なバ ン ド,+が ス メア又 は弱 い又 は 不

明瞭 なバ ン ドが 観察 され た場 合 であ る。一はバ ン ドが観 察 され たか不 明瞭 な場 合,一-は 明確 にバ ン ドが観 察 され なか っ た

こ とを しめ して い る.

Stat

 定 常 期 のNorthern Blotting結 果-

42℃

 LogとStatが 室 温 で洗浄 してい るの に対 して,42℃ で 洗浄 したNorthern Blottingの 結果.



SunnlementaryTableS3_

E.coli K12株MG1655の オ ペ ロ ン情報 とN01them Blottingに よ る発 現解 析 の結 果 を統 合 し

た.さ らに,Tiling arrayデ ー タ よ り計 算 した遺 伝 子 ご との発 現 量 のデ ー タ と,オ ペ ロ ン ご

とに計 算 した 発 現 量 のデ ー タ を統合 した.

Qperon ID  Gene   Type しofヒStrand&Length Right Expression Log Stet 42°C

1

rrsH

ileV

alaV

IT量H

酬

rRNA

tRNA

tRNA

rRNA

rRNA

223771

225381

225500

225759

22875fi

+1542

+77

+7fi

+2904

+120

225312

225457

225575

zzgssz

228875

        339891.71

        140219.94

323714.52  88605.40

        343556.27

        278003.18

291

185

177

292

293

十

-

一一

+

291

185

177

292

293

十十

十

185

177

293 十十

2 aspU tRNA 228928 +77 229004 79fi55.53 79655.53 217 217 十十

3 aspV tRNA 236931 +n 237007 50332.42 50332.42 218 十十 218 十十

4 thrW tRNA 262095 +76 262170 8028.56 8028.56 tos 十 Zos

5 argU 電RNA 563946 +77 564022 3822.79 3822.79 198 十 198

s

glnX

glnV

metU

ginVll

glnU

teuW

metT

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

695653

sss7ss

695867

fi95979

.・.i::

696186

696280

一75

-75

-77

-75

-7s

-85

-77

695727

sss$3s

sssss3

696053

fi96162

696270

sss35s

11527.37

134$6.45  243/244

12014.13    245

9739.53   235/236

10807.48  2461247

14428.25    248

10499.18   188

8577.17   237/238

一 243/244 -

一一  Za5  ‐

+  235/23fi  +

++  246/247  ++

+  248  +

++  188  ++

++  2371238  ++

158

158

193

159

159

188

193

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

7

IysT

valT

呼sW

tRNA

tRNA

tRNA

779777

779988

780066

+76

+76

+76

779852

7800s3

780941

19883.23

2343fi.92

17390.73

21297.96

*1

255

 1

ホ1

255

 1

噂

8
valZ

lysY

tRNA

tRNA

780291

780370

ハ0

の0

7
8

7
5

十

十

780366

78Q445
2141p,89

19712.66

20907.22

の
0

1

P
O

 
.

2

一

β
0

1

民
》

 
8

2

9 lySZ tRNA 780592  7s 780667 15990.99 1599 .99 1 1

10 IysQ tRNA 780$00 +76 780875 1fi578.93 16578.93 1 1

11 ser1N  tRNA 925107  :: 925194 26303.09 28303.09 253 253

12 serT tRNA  1030846  :: 1030935 5322.87 5322.81 203 203 0

13 serX tRNA   1096788  :: 1096875  30107.91 30107.91 254 十十 254 十十

14

tpr

騨

tyrT

CDS  1286310

iRNA   1286467

tRNA  1286761

一90

-85

-85

128fi399

12ss551

1286845

7913.78

3752.D4

12443.04

124Q2,fi 1

∩U

」1

6

6

内∠

9
凸

*2

0

1

6

6

2

A∠

15
vaN   tRNA  1744459

valut  tRNA 1744540

7
-

7
-

7

■

7
-

十

十

1744535

1744fi l fi
9151.40

9796.48

9037.32

-

∩
∠

1

4
ー

∩∠

う
」

十

十

十

十

」
ー

ウ
6

1

4
.I

?
●

ワ
一

十

今

十

十

噌
曜

月∠

4
1

1

丙
∠

う
畠

十

十

十

十

76

IeuZ   tRNA  1989B39
cysT   tRNA   1989938

glyW   tRNA  1990066

一$7

-74

 7s

1989925

1990011   15158.86

1990141

20488,06

15898.09

42719.52
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*1tRNALy・ の遺伝 子 に対 して のNorthern Blotting解 析 はID 74 ,144～147,152,153～156の 複 数 のオ リゴヌ ク レオ

チ ドを用 いた.

*2*3そ れぞ れ オ リゴヌ ク レオチ ドをデザ イ ン して い ないた め,ま だ実験 を行 っ てい ない.



Analy

sis of Gene Expression for Novel anti-tDNA transcripts in Escherichia coli

2008”N2ŒŽ28“ú’˜ŽÒ•‰”Å”­•s•VŒ´‰·Žq•A•¼ˆä‹•ŠÄ•C”­•s•y“c•Ÿ•A‹àŽq•º•v慶應

義塾大学 湘南藤沢学会
〒252-081 6 神奈川県藤沢市遠藤5322

TEL:0466-49-3437Printed in Japan印刷

・製本

ワキプリントピアSFC-SWP 2007-A-001



＼

夢

-
本
論
文
は
研
究
会
に
お
い
て
優
秀
と
認
め
ら
れ
、
出
版
さ
れ
た
も

の
で
す
。


