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1. 要約

　Ro/Y RNPはRoタンパク質とY RNAの複合体であり、ヒト自己免疫疾患における自己抗

体の標的として同定された。Roタンパク質とY RNAはバクテリアからヒトに至る広い生

物種のゲノムにホモログが見つかっており、細胞にとって重要な機能を担っていると予想

される。先行研究から、Ro/Y RNPは5S rRNAやU2 snRNAといったRNAの品質管理に関

わることが示唆されている。また、Roタンパク質の欠損は紫外線や酸化といったストレス

への耐性を低下させることも明らかになっている。しかし、Ro/Y RNPの分子機能とその

異常が引き起こす個体レベルの事象を繋げることはできていない。この問題を解決するた

めには、同一の生物材料を用いて分子機能と生理機能を解析する実験系を構築することが

望ましい。

　本研究では線虫 Caenorhabditis elegansを材料としたRo/Y RNPの機能解析の土台を構

築するため、線虫に存在する1種類のY RNA (CeY RNA)と19種類のY RNAホモログ 

(CeN71-77、CeN133-135、Cel1-3、Cel5-7、Cel7s RNA)の末端配列解析からはじめ、こ

れらのRNAが線虫Roタンパク質ホモログROP-1と複合体を形成しうるのかをin vitroで検

証し、以下の結果を得た。

1) Cel7s RNAはCel7 RNAと比較して5’末端が15ヌクレオチド短い。

2) Cel2 RNAを除く、18種類の線虫Y RNAホモログはin vitroにおいてROP-1と結合する。

3) ROP-1に対するCel7 RNAおよびCel7s RNAの結合の強さはCeY RNAやCeN71 RNAと

比較して弱い。

以上の結果は、これまで予想に留まっていた線虫Y RNAホモログとROP-1の結合について

実験的な証拠を与え、線虫ROP-1/Y RNPを構成しうるY RNAのレパートリーを明らかに

した。

　線虫は遺伝子の機能と個体レベルの現象を結びつける上での良いモデル生物である。本

研究で得たY RNAおよびROP-1に関する知見は、ROP-1/Y RNPが関与する個体の新たな

ストレス応答の仕組みを明らかにすること、未だ謎が多く残されている真核生物のRo/Y 
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RNPによるRNA品質管理のメカニズムの解明に貢献すること、また、その異常が引き起

こす個体レベルの事象を理解することにつながるものと期待される。
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2. 研究の背景

2.1. Ro/Y RNPの発見

　生物は紫外線や外傷、細菌やウイルスといった様々なストレスを常に受けた状態にあ 

る。細胞はこれらのストレスによって生じた損傷の修復や異物を排除するためのメカニズ

ムを備えており、細胞から個体レベルまでの恒常性を維持している。しかし、なんらかの

原因によりそのメカニズムに不備が生じると個体に変化が現れることがある。免疫システ

ムは、外部から侵入した細菌やウイルス、非生物的な微粒子を非自己として認識、排除す

るメカニズムである。自己免疫疾患は、なんらかの原因で免疫メカニズムに不備が生じた

結果、自己が産み出す分子や細胞に対して免疫システムが働いてしまった状態であり、原

因や根本的な治療法が確立されていない。自己免疫疾患として知られる症状は多数報告さ

れているが、非自己として免疫システムから攻撃されている自己由来の分子 (自己抗原)は

複数の症状に対して共通している場合があることから、その種類は症状に対して少ない。

自己抗原は主にタンパク質であるが、このタンパク質の多くは核酸に結合するものであ

り、タンパク質とRNAの複合体 (RNP)が自己抗原として記載されている例も多い [1]。近

年、ヒトの皮膚や口内、腸に存在する常在菌が持つタンパク質に対する抗体がヒトが持つ

オーソログに対しても交差反応を示すことがわかり、自己免疫疾患の引き金の1つとして

注目されている [2]。

　シェーングレン症候群や全身性エリテマトーデスといったヒト自己免疫疾患患者の血液

中には、Roタンパク質に対する自己抗体が健常者と比較して上昇している [3, 4]。Roタン

パク質に対する抗体を用いて免疫沈降を行うと、100ヌクレオチド程度の長さのRNAが同

定された [5-6]。Roタンパク質の細胞内局在が細胞質 (cYtoplasm)にあったことから、この

RNAはY RNAと名付けられた [3, 5, 6]。Roタンパク質およびY RNAはヒトから発見されて
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以降、広い生物種のゲノムにホモログが見つかっているが、未だその機能の全容は明らか

になっていない [7]。

2.2. Y RNA

　Y RNAは、約100ヌクレオチドの長さのncRNAである。ヒト Homo sapiensやマウス 

Mus musculus、アフリカツメガエル Xenopus laevisといった真核生物や200種類以上の真

正細菌のゲノムにホモログが見つかっていることから重要な機能を担っていると予想され

た [7, 8]。真核生物の場合、Y RNAはRNAポリメラーゼIIIによって転写される [6, 9, 10]。

Y RNAの特徴は、5’末端と3’末端に保存性の高い配列を含むことであり、これらの配列は

互いに相補的な配列を含み2つのステム構造と2つのループを形成する。このステムループ

構造のうち、末端に近いものを下方ステム、L1ループ、遠いものを上方ステム、L2ループ

と呼ぶ [11-13] (図1)。

　下方ステムは、Roタンパク質との結合領域であることがアフリカツメガエルY RNA 

(xY3)とRoタンパク質を用いた生化学的実験から明らかになっている[14]。Roタンパク質

との結合に関わるY RNAの領域は、下方ステムとL1ループである。下方ステム構造は5’末

端側にシトシン (C)残基がバルジアウトしており、これを欠損したY RNAはRoタンパク質

との結合が失われる。バルジアウトする残基をシトシン (C)からグリシン (G)、またはウ

ラシル (U)に変えたような変異Y RNAは、Roタンパク質と結合できるがその結合効率は減

少する。バルジアウトしたヌクレオチドから末端側に4ヌクレオチド、L2ループ側3ヌクレ

オチドは、塩基対を維持した形で5’末端側と3’末端側のヌクレオチドを入れ替えた場合、

Roタンパク質との結合が顕著に減少する。したがって、ステム構造のみでなくヌクレオチ

ドそれ自体も重要である。L1ループを欠損させるとRoタンパク質との結合が失われる

が、ループを形成するヌクレオチドを変えてもRoタンパク質との結合に変化は見られな
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い。一方、上方ステムはL2ループから4ヌクレオチドまで、L2ループは全体を欠損させて

もRoタンパク質との結合には変化が見られない。

　上方ステムは下方ステム同様、保存性の高い残基から構成されている。特に、脊椎動物

Y RNAの上方ステムに存在するU-A、G-C塩基対は、DNA複製に関わることがヒトやアフ

リカツメガエルを用いた実験系から示唆されている [15, 16]。L2ループは、各Y RNAごと

に多様性に富んでいる。ヒトY RNA (hY1、hY3、hY4、hY5)間のL2ループ置換実験から、

L2ループはRoタンパク質以外のタンパク質やRNPとの相互作用に関わる。この相互作用

には、特定のY RNAのL2ループが必要であることが示されている [17]。

　Y RNAにはRoタンパク質以外にもタンパク質が結合することがY RNAを担体として用

いたアフィニティー精製実験によって報告されている [18]。4種類あるヒトY RNAを用い

たアフィニティー精製において、Roタンパク質とLaタンパク質はいずれのヒトY RNAを用

いた場合でも検出された。Laタンパク質は、Y RNAを含むRNAポリメラーゼIIIの転写産物

に結合する [19, 20]。一方、特定のヒトY RNAを担体に用いた場合のみ検出されるタンパ

ク質もある。例えば、HNRNPK (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K)はhY1 

RNA、ELAVL1 (ELAV-like protein 1)はhY3 RNA、そして、PUF60 (Poly(U)-binding-

splicing factor)はhY5 RNAを担体として用いた場合により多く検出された [18]。しかし、

これらのタンパク質とY RNAの複合体がどのような機能を担っているのかについては未だ

明らかになっていない。

　近年、エキソソームのような小胞に包まれた形で体液 (血漿、唾液、精液など)に放出さ

れるRNAの1つとしてY RNAが注目されている [21]。また、Y RNAの断片が細胞死や炎症

の誘導に関わることも報告されている [22]。

2.3. Roタンパク質
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　Roタンパク質はY RNAとともに多様な生物種のゲノムにコードされている。Y RNAが1

生物種のゲノムに複数コードされる場合があるのに対して、これまでに見つかっているRo

タンパク質遺伝子は各生物種のゲノムに1コピーのみである。Roタンパク質のアミノ酸残

基は生物種を超えてよく保存されている (図2)。放射線耐性菌 Deinococcus radioduransに

おいて、Rsrが紫外線や熱、飢餓といったストレスに対して機能することが報告されてい

る。Rsrを欠損した放射線耐性菌は紫外線に対する感受性が増加する [23]。また、放射線

耐性菌は定常期に飢餓ストレスを受けるとヌクレアーゼ活性を持つPNPaseがrRNAを分解

するが、この過程はRsrが存在することで促進される [24]。そして、熱ストレス下におい

て、RNase PHとRNase IIとともに23S rRNAの効率的な成熟を促すことが報告されてい

る [25]。この時、Y RNAを欠損させた変異株では、熱ストレスなしにRsrが 23S rRNAの

成熟化に関わることから、Y RNAがRoタンパク質の機能を制御していると考えられる。

また、ネズミチフス菌 Salmonella typhimuriumにおけるRoタンパク質ホモログ Rsrは、Y 

RNA (YrlA、YrlB)、RNAリガーゼ (RtcB)とともにオペロンを組んでいる [26]。

　真核生物においても、Roタンパク質を欠損した細胞は紫外線に対する感受性が増加す

る [27]。マウスES細胞では、紫外線や過酸化水素を加えることでRoタンパク質の局在が

細胞質から核に移行する [27-28]。また、Y RNAを欠損した場合には、紫外線の照射なし

にRoタンパク質の局在が核に移行する [29]。核にあるRoタンパク質がどのように機能す

るかは不明だがY RNAの有無によって局在が変化することは、バクテリアの場合と同様に

Roタンパク質の機能がY RNAによって制御されていることを示す。

　アフリカツメガエルRoタンパク質のX線結晶構造からRoタンパク質とRNAの結合につい

ての知見が得られている [30-31]。Roタンパク質はリング型の構造をとり、大きく2つのド

メイン (Heat repeats、vWFA)で構成される。Heat repeatsドメイン内に存在するヘリック

ス12は、真核生物Roタンパク質のみに保存されており、Y RNAと相互作用するアミノ酸

残基が含まれる [30-31]。ヘリックス12を欠損することでRoタンパク質の局在がストレス

の有無によらず核に移行する [28]ことから、ヘリックス12はRoタンパク質の核局在シグ
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ナルを含み、Y RNAの結合によってこの領域が隠れることでRoタンパク質が細胞質に留

まると想定されている。

　免疫沈降によって得られたRoタンパク質から、Y RNA以外のRNAが同定されている

が、その種類は生物種によって異なる。アフリカツメガエルの卵母細胞では複数の変異を

含み、3’末端が数ヌクレオチド長い5S rRNAやpre-5S rRNA [32-33]が、マウスES細胞では

複数の変異を含んだU2 snRNA [27]が同定されている。アフリカツメガエルRoタンパク質

においては、Y RNAがRoタンパク質の側面に結合するのに対して、変異pre-5S rRNAがRo

タンパク質の中央 (central cavity)に結合することが明らかになっている [30-31]。Y RNAと

変異を含むpre-5S rRNAが相互作用するアミノ酸残基の一部は重複している。よって、Y 

RNAの役割の1つとして、Y RNAのRoタンパク質への結合の有無がRoタンパク質と変異を

含むRNAの結合を制御していると予想されている [30]。また、Roタンパク質は変異pre-

5S rRNAと結合する際、アミノ酸残基はRNAの糖リン酸骨格と相互作用していることも明

らかになっている。よって、Roタンパク質の中央には、変異pre-5S rRNA以外にも構造的

な特徴が一致するRNAであれば結合できると予想されている [31]。

2.4. Ro/Y RNP

　真核生物において、Ro/Y RNPと相互作用する因子が報告されている。例えば、ヒト

hY5 RNAについて、Roタンパク質とhY5 RNAの複合体がリボソームタンパク質L5と変異

5S rRNAの複合体とが相互作用することが報告されている [17]。この時、hY5 RNAのルー

プ構造が重要であり、hY5のループを他のhY RNAのループ構造に置き換えるとRo/Y RNP

はL5-変異5S rRNAの複合体と相互作用しない。また、マウスES細胞からRoタンパク質を

免疫沈降することで、Mov10と呼ばれるRNAヘリカーゼがRoタンパク質と共沈する。マ

ウス mY1 RNAを欠損した細胞を用いて行なった場合、Mov10が共沈しないことから、マ
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ウスRoタンパク質とMov10の相互作用にはmY1 RNAが重要であることが示されている 

[29]。

　放射線耐性菌の場合、in vitroにおいてRsr-Y RNA-PNPaseからなる複合体 (RYPER)の

が報告されている [34]。この複合体ではY RNAがRoタンパク質とPNPaseをつなぐ形にな

っており、Y RNAの下方ステムがRoタンパク質、L2ループがPNPaseとの結合に必要であ

る。Roタンパク質の中央には変異を含むRNAが結合できることから、細胞内ではRoタン

パク質が捉えた変異RNAをPNPaseのヌクレアーゼ活性によって分解していると考えられ

ている。

　以上のことから、Roタンパク質に対するY RNAの結合の有無が、変異RNAとの結合や

他のタンパク質、RNPとの相互作用の有無に影響することが予想される。しかし、Roタ

ンパク質に結合しうるRNAの全容や結合したRNAがその後どのように処理されるのか、そ

してRo/RNPと結合しうる他のタンパク質またはRNPは未だ明らかになっていない。

2.5. 線虫 Caenorhabditis elegansにおけるRoタンパク質とY RNA

　線虫 Caenorhabditis elegansは、代表的なモデル生物である。体長が約1mmであり、体

が透明であることから顕微鏡で容易に体内のつくりを観察することができる。体細胞数が

雌雄同体959個、雄1031個と少ないながら表皮、筋肉、神経、腸、生殖器といった動物に

備わっている基本的な器官をもつ。細胞系譜及び全ゲノム配列がわかっていること、生活

環が約3日と短く培養が容易であること、凍結保存が可能であること等、他の動物モデル

にはない生物材料としての利点をもつ。受精卵から孵化した線虫はL1→L2→L3→L4→成

虫と4回の脱皮を経て成長する。L1からL2に成長する際に飢餓や高温といったストレスに

晒されると耐性幼虫 (dauer)へと移行する [35] (図3)。

　線虫のY RNAは、Roタンパク質線虫ホモログROP-1の免疫沈降実験によって単離さ

れ、CeY RNAと名付けられた [36]。長い間、線虫Y RNAはCeY RNA1種類と考えられてい
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たが、Dengらによるstem-bulge RNA（sbRNA）の単離 [37]、それに続くBoriaらによるコ

ンピュータを用いたsbRNAホモログの解析 [38]により、19種類にまで増えた。Dengら

は、線虫のRNomics解析により、新規のRNAファミリーsbRNAを同定した。sbRNAファ

ミリーにはCeN71, 72, 73-1, 73-2, 74-1, 74-2, 75, 76, 77と名付けられた9種類のncRNAが

含まれる [37]。いずれも5’末端および3’末端によく保存された配列をもち、それらがステ

ム構造を組む。2010年、Boriaらは情報科学的手法を用いて、C. elegansに近縁の線虫類

15種のゲノムから240個のsbRNAを同定した [38]。その際、sbRNAが脊椎動物のY RNAと

非常によく似た特徴を示すことを明らかにし、これらが線虫における新規のY RNAホモロ

グであることを提示した。脊椎動物のY RNAはDNA複製の開始に機能する [13, 39]。その

機能にはY RNAの上方ステムに存在するU-A、G-C塩基対が重要である [15] (図1）。CeY 

RNAにこのU-A、G-C塩基対は存在しない。一方、sbRNAには該当するUG-CA塩基対が上

方ステムに含まれている。BoriaらはsbRNAがY RNAホモログであることを示すと同時

に、線虫ゲノムにさらに６種類の新規sbRNA遺伝子を同定し、これらをCel1, 2, 3, 5, 6, 7 

RNAと名付けた [38]。Boriaらが予想したRNAのうちCel2とCel3 RNAは、Xiaoらによって

実験的に発現が確認されているが、他の4種類については不明であった [40]。Cel7 RNAに

ついては、その一部の配列をもったRNAが、ZemannらによりCe94 RNAとして報告され

ており、C/D snoRNAの1つと位置付けられている [41]。これらの他、Chenらのグループ

によりさらに3種類のsbRNA（CeN133, 134, 135）が報告されている [42]。そのうちの一

つ（CeN134）はCeY2 RNAとして報告されている [8]。以上から、本研究を開始した時点

で線虫 Y RNAホモログは19種類であり、そのうち18種類はsbRNAの特徴を示すが、残り

1種類であるCeY RNAはsbRNAと区別された。

　筆者は修士論文研究において、線虫Y RNAホモログとして報告されていたsbRNAの発現

パターンを明らかにした [43]。Roタンパク質を欠損した細胞においては、細胞内のY RNA

存在量が減少する [27, 44, 45]。線虫 N2 (野生株)と2種類のrop-1変異株 MQ470 rop-1 

(pk93)とRB2032 rop-1 (ok2690) (図4A-4C)から抽出したRNAに含まれるY RNAホモログ
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の存在量を比較すると、CeY RNA、CeN71 - 77, 133 - 135, Cel1, 3 RNAの存在量がrop-1

変異株において減少していた [43]。一方、Cel2 RNAの存在量は、野生株とrop-1変異株の

間で差が見られなかった。そして、Cel7 RNAは長さの異なる産物が検出され、短い産物

がROP-1の有無によって存在量が変化するのに対して、長い産物はCel2 RNAと同様に

ROP-1の有無によって存在量に変化が見られなかった。

　また、線虫の各発生段階 (受精卵、L1 - L4幼虫、成虫)におけるY RNAホモログの発現パ

ターンを明らかにした [43]。線虫Y RNAホモログの発現パターンは4つに分類でき、1) 線

虫が成長するにしたがい存在量が増加するRNA (CeN71, CeN73, CeN74-1, CeN74-2, 

CeN75, CeN76, CeN77, CeN134, CeN135, Cel3, Cel7 RNA)、2) 減少するRNA (Cel1)、3) 

特定の発生時期に発現が上昇しているRNA (CeN133, Cel2)、4) 受精卵で高い存在量を示

すもののL1期で減少し、その後成長するにしたがって再び存在量が上昇するRNA (CeY, 

CeN72)、である。Y RNAの存在量は組織によって異なる [45]。Y RNAホモログの発現パ

ターンが異なることはこれらのRNAが共通した特徴を持ちつつも異なる機能に関わること

を示唆する。線虫Y RNAホモログは、他の生物種で見つかっているY RNAに比べ、種類が

多く予想される二次構造からY RNAのループ構造も多様である。Ro/Y RNPの機能におい

てY RNAの種類が豊富であることは品質管理の対象となりうる変異RNAやそれを含む

RNP、そして、品質管理の対象を実際に処理するであろうヌクレアーゼやヘリカーゼと

いったタンパク質因子が複数存在することが予想される。

2.6. 本研究の目的

　線虫Y RNAホモログとしてCeY RNAおよび19種のsbRNAが報告されていた。これは他

の生物種で見つかっているY RNAが1-4種であることを考えると非常に多い。Y RNAの

ループ構造がRo/Y RNPによるRNAの品質管理に関わることから、線虫におけるROP-1/Y 

RNPが品質管理の対象とするRNAは多岐に渡ることが予想される。sbRNAのうちROP-1
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との結合が明らかであるものは、CeN72 RNAとCel3 RNAの2種類であり、Cel2 RNAにつ

いては、CeN72 RNAやCel3 RNAと比べROP-1との結合が弱いことが示唆されている。残

る16種のsbRNAについてROP-1との結合を示す実験的証拠はない。また、一部のsbRNA

について配列情報が実験的に明らかになっていないことから、細胞内に存在するRNAが報

告されているものと同様であるか確かめる必要がある。ROP-1/Y RNPの機能を解析する

上でROP-1とY RNAの結合の有無を明らかにすることは必須である。本研究は、1) 細胞

内に存在する線虫Y RNAホモログの配列を実験的に明らかにすること、2) ROP-1と線虫

Y RNAホモログの結合を確かめることで、ROP-1に結合するY RNAのレパートリーを明ら

かにすること、を目的とする。 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3. 材料・方法

3.1. 線虫の継代

　本研究には、線虫Caenorhabditis elegans Bristol N2 (野生株)およびMQ470 rop-1 (pk93)

とRB2032 rop-1 (ok2690)を使用した。MQ470とRB2032は、野生株との戻し交雑を7回行

い、無関係な変異の除去と遺伝的バックグラウンドの安定化を行った。これらの株の判別

には、MQ470とRB2032において変異が導入された位置の前後配列に設定したプライマー 

(表1)を用いた。線虫の継代は、NGM固形培地 (NaCl 3 g, Peptone 2.5 g, Agar 17 g, イオ

ン交換水 975 mLを混合しオートクレーブした後、1 M potassium phosphate pH 6.0 25 

mL, 1 M MgSO4 1 mL, 1 M CaCl2 1 mL, コレステロール/エタノール溶液 (5 mg/mL) 1 mLを

添加)に大腸菌E. coli OP50株を塗り広げたものを用いて、20℃で培養した。

　液体培養には、オートクレーブしたS-basal (NaCl 5.85 g, 1 M potassium phosphate pH 

6.0 50 mL, コレステロール/エタノール溶液 (5 mg/mL) 1 mL、イオン交換水で1 Lにメス

アップ) 100 mLに1 M MgSO4 0.3 mL、1 M CaCl2 0.3 mL、1 M クエン酸カリウム (クエン

酸 無水 19.2 gをイオン交換水に溶かし、KOHでpH 6.0に合わせてから、100 mLにメス

アップ、オートクレーブして、室温で保存した。) 1 mL、100x trace metal (disodium 

EDTA 1.86 g, FeSO4 •7 H2O 0.69 g, MnCl2•4 H2O 0.2 g, ZnSO4 •7 H2O 0.29 g, CuSO4 •5 

H2O 0.025 g、イオン交換水で1 Lにメスアップした後、オートクレーブして、遮光して室

温で保存した。) 1 mL、そして大腸菌E. coli W3110株を添加して、20℃で振盪培養 (125-

130 /分)した。

3.2. 線虫の液体培養と受精卵、L1 - L4幼虫、成虫の培養
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　各発生段階の線虫 (受精卵、L1 - L4 幼虫、成虫)の培養は、はじめに線虫 N2を液体培地

を用いて、20℃で6日間培養した。培養3日目から培養を終えるまでの間24時間毎に大腸

菌W3110株を追加した。培養した線虫はアルカリ-ブリーチ法によって受精卵を分離し

た。分離した受精卵は、30%(w/v)スクロースに懸濁し、遠心 (8,400 xg, 4℃, 6分間)して、

液面に浮いている受精卵を回収した。得られた受精卵は、大腸菌OP50株を塗布したNGM

固形培地に置いて、20℃で一定時間培養してから、孵化した線虫を回収した。L1幼虫を

回収するときのみ、受精卵を大腸菌を塗布していないNGM固形培地で孵化させた線虫を

回収した。各発達段階の線虫の回収時間は表2に示した。

3.3. 線虫ゲノムDNAの抽出

　NGM固形培地で培養していた線虫をM9バッファー (Na2HPO4・12H2O 15 g, KH2PO4 3 

g, NaCl 5 g, 1 M MgSO4 1 mLをイオン交換水と混合、1 Lにメスアップした後オートクレー

ブを行った。)を用いて、1.5 mLチューブに回収した。チューブに集めた線虫から大腸菌

を除くため、遠心 (3,300 xg, 4℃, 30秒間)と上清の除去、新しいM9バッファーの追加を上

清が透明になるまで繰り返し行った。チューブ内のサンプルと等量の中性フェノールを加

え、室温で5分間ボルテックスした。サンプルを遠心 (12,100 xg, 室温, 5分間)して、水層

を新しいチューブに回収した。回収した水層と等量のクロロホルムを加え、室温で5分間

ボルテックスした。サンプルを遠心 (12,100 xg, 室温, 5分間)して、水層を新しいチューブ

に回収した。回収した水層の1/10量の3 M 酢酸ナトリウム pH 5.2と1.1倍量の2-プロパ

ノールを加え、転倒混和してから、-30℃に30分間置いた。遠心 (16,400 xg, 4℃, 10分間)

後、上清を捨て冷75%(v/v)エタノールを1 mL加え、遠心 (16,400 xg, 4℃, 5分間)した。上

清を捨て、凍結乾燥機を用いて、沈殿を乾燥させたのち、懸濁した。

　DNAは、NanoDrop 2000c (Thermo Scientific)を用いて吸光度 (A220 - 350)を測定して、

品質を確かめた。
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3.4. RNAの抽出

　NGM固形培地で培養していた線虫をM9バッファーを用いて、1.5 mLチューブに回収し

た。チューブに集めた線虫から大腸菌を除くため、遠心 (3,300 xg, 4℃, 30秒間)と上清の

除去、新しいM9バッファーの追加を上清が透明になるまで繰り返し行った。チューブ内

のサンプルが、0.5 mLになるまで上清を捨て、1 mLのTRIzol Reagent (ambion)を加え、

室温で3分間ボルテックスした後、室温に5分間静置した。クロロホルムを0.2 mL加え、

室温で15秒間ボルテックスした後、遠心 (16,400 xg, 4℃, 15分間)して水層を新しい1.5 mL

チューブに回収した。回収した水層の1/10量の3 M 酢酸ナトリウム pH 5.2と1.1倍量の2-

プロパノールを加え、転倒混和してから、-30℃に1時間置いた。遠心 (16,400 xg, 4℃, 10

分間)後、上清を捨て、冷75%(v/v)エタノールを1 mL加え、遠心 (16,400 xg, 4℃, 5分間)し

た。上清を捨て、凍結乾燥機を用いて、沈殿を乾燥させたのち、懸濁した。

　RNAは、NanoDrop 2000c (Thermo Scientific)を用いて吸光度 (A220 - 350)を測定して、

品質を確かめた。

3.5. ノーザンハイブリダイゼーション

　7 M尿素12%ポリアクリルアミドゲル (尿素 4.2 g, 10x TBE 1 mL, 40% (w/v)アクリルア

ミド/ビス混合液(19:1) 3 mL, イオン交換水 2.5 mL, 10% (w/v) APS 0.1 mL, TEMED 4 μL)

で泳動した。泳動するRNAは、等量のゲルローディングバッファー (95% ホルムアミド、

18 mM EDTA、0.025%(w/v) SDS、0.025%(w/v) キシレンシアノール、0.025%(w/v) ブロ

モフェノールブルー)を混合し、95℃で5分間インキュベートした。ナイロンメンブレン 

(Pall Corporation、Biodyne PLUS 0.45μm)に転写した。プローブは、DIG Oligonucleotide 

Tailing Kit, 2nd Generation (Sigma-Aldrich)とTerminal Deoxynucleotidyl Transferase, 
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Recombinant (Promega)、DIG-ddUTP (Roche)を用いて3’末端を標識したオリゴDNA (表3)

を用いた。ULTRAhyb-Oligo Hybridization Buffer (invitrogen)を用いて、37℃で12 - 16時間

ハイブリダイズした。

　ハイブリダイゼーション後、2x SSC/0.1% SDSを用いて、室温で10分間 (2回)、0.1x 

SSC/0.1% SDSを用いて、37℃で30分間 (2回)洗浄した後、マレイン酸バッファー (0.1 M 

マレイン酸, 0.15 M NaCl、NaOHでpH 7.5に合わせてオートクレーブしてから室温保存し

た。)を加え、室温で5分間、振盪してから、1% (w/v)ブロッキング溶液 (マレイン酸バッ

ファーでBlocking reagent (Roche)を溶かした)に室温、30分間振盪した。ラップを広げ、

ブロッキング溶液で10,000倍希釈したAnti-Digoxigenin-AP Fab fragment (Roche)を滴下し

た所にメンブレンを置いて、室温で30分間静置した。洗浄バッファー (0.1 M マレイン酸, 

0.15 M NaCl, 0.03% (v/v) Tween 20、NaOHでpH 7.5に合わせた。)で、室温、15分間 (2回)

洗浄してから、検出バッファー (0.1 M Tris-HCl pH 9.5, 0.1 M NaCl、オートクレーブして

室温で保存した。)を用いて室温、5分間振盪した。ラップ上に検出バッファーで50倍希釈

したTropix®CDP-Star®Ready-to-Use (Applied Biosystems)を滴下し、メンブレンを置い

て、室温5分間静置した。余分なバッファーを取り除いてから、メンブレンをラップで包

み、ChemiDoc XRS+ システム (BIO-RAD)でシグナルを検出した。

3.6. 線虫抽出物の調製

　NGMプレートで育てた線虫をM9 bufferで回収し、2 mLチューブへ移して上清を除い

た。チューブに500 μLのNET-2 buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% (v/v) 

Nonidet P-40, 0.05 mM DTT, 0.5 mM AEBSF)を加えて15mLチューブへ移した。15 mL

チューブを氷中に固定し、超音波破砕機 (TOMY, UD-201)を用いて10秒間の破砕と50秒間

の休止を10回繰り返した。破砕した線虫をチューブへ移し、遠心 (16,400 xg, 4℃, 1 h)し

た。上清を新しい2 mLチューブへ移した。回収した上清はBradford法でタンパク質量を測
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定した。測定には、Protein Assay (Bio-Rad)をMilliQ水で5倍希釈し、フィルターでろ過し

て使用した。検量線の作成には、BSA (NEB)を用いた。総タンパク質量を測定後、-80℃

で保存した。

3.7. ウェスタンブロット

　10%SDS-PAGEで、線虫抽出物および組換えROP-1タンパク質を泳動した。泳動終了

後、ゲルは、1x transfer buffer (10 mM Tris, 100 mM グリシン, 10%(v/v)メタノール)中で振

盪しておいた。PVDFメンブレン (Amersham Biosciences, hybondP)をメタノールに浸し

て、室温で1分間振盪した。イオン交換水に浸し、室温1分間振盪した。1x transfer buffer

に浸し、15分間室温で振盪した。セミドライトランスファー装置 (BIO CRAFT, BE-300)に

1x transfer bufferに浸したろ紙 (Watman)を6枚重ねておき、その上に、ゲル、メンブレン

の順番に重ねて置き、最後に1x transfer bufferで浸したろ紙を6枚重ねて置いた。1 cm2/

mA、90分間かけてゲルからメンブレンへタンパク質を転写した。転写終了後、メンブレ

ンをTBS-T (20 mM Tris, 135 mM NaCl, 0.1%(v/v)Tween 20)で洗浄してから、ポンソーS溶

液 (5% (w/v) 酢酸, 0.1 % (w/v) ポンソーS)でメンブレンを染色した。

　メンブレンをブロッキング溶液 (スキムミルクをTBS-Tを用いて、5%(w/v)となるように

調製した)に浸して、12 - 16時間、室温で振盪して置いた。

　TBS-Tを用いてメンブレンを室温で5分間、2回洗浄した。TBS-Tで10,000倍希釈した

Anti-ROP-1 antiserum (BioGate, 組換えROP-1を抗原として、ウサギに対して4回免疫して

得られた抗血清)をパラフィルムに滴下、メンブレンを置いて室温で1時間振盪した。

　TBS-Tを用いて、メンブレンを室温で15分間、2回洗浄した。TBS-Tで10,000倍希釈し

たECL Anti-Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase linked whole antibody from donkey (Lot: 

945156, GE healthcare)をパラフィルムに滴下、メンブレンを置いて室温で1時間振盪し

た。
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　TBS-Tを用いて、メンブレンを室温で15分間、2回洗浄した。シグナルの検出には

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Kit (Thermo Scientific)とChemiDoc XRS+ 

システム (BIO-RAD)を用いた。

3.8. プライマーエクステンション

　プライマーとして用いるオリゴDNA (表3, 4)は、5’末端をT4 polynucleotide kinase 

(TaKaRa)を用いてTexas Red標識した。ラベルするオリゴDNA 1 nmolを50 μLとなるよう

に必要な試薬類と混合して (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM MgCl2, 5 mM DTT, 0.8 U/μL 

polynucleotide kinase, 0.2 mM ATPγS, 1 nmol オリゴDNA)、37℃で2時間、80℃で10分

間インキュベートした。8 μLのTexas Red C5 Bromoacetamide溶液 (4 nmol/μL)を加え、

混合して37℃で1時間インキュベートした。

　Texas Red標識したオリゴDNAの精製にはSep-Pak C18 Cartridge (Waters)、以下カー

トリッジを用いた。シリンジを用いて、カートリッジ下側からの滴下速度が1 - 2滴/秒ず

つの等速になる状態で試薬を通した。カートリッジに4 mLのAcetonitrile、次に4 mLの

H2Oを通した。Texas RedラベルしたオリゴDNA全量と50 mM Tri-ethylammonium 

Acetate (TEAA) 950 μLを混合して、カートリッジに通した後、4 mLの50 mM TEAAを通

した。15% Acetonitrile (50 mM TEAAで希釈した。用事調製) 4 mLを通して、未反応のオ

リゴDNAをカートリッジから溶出した。35% Acetonitrile (50 mM TEAAで希釈した。用事

調製) 3 mL (1 mLずつ3回に分けて行った)を通して、Texas Red標識したオリゴDNAをカー

トリッジから溶出した。真空遠心機で、Texas Red標識したオリゴDNA溶液を100 μLにな

るまで濃縮し、エタノール沈殿を行い沈殿を滅菌水に溶かした。

　CeY RNAおよびsbRNAをクローニングしたプラスミドを鋳型として、Texas Red標識し

たオリゴDNAとThermo sequence DNA Polymerase、基質として、dNTP+ddATP、

dNTP+ddCTP、dNTP+ddGTP、dNTP+ddTTP、を用いてDNAマーカーを作製した。反応
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は、サーマルサイクラーを用いて、95℃ - 5分間、<95℃ - 30秒間、55℃ - 30秒間、72℃ 

- 1分間> x50サイクル、行った。反応後、Blue Dextran Dye (10 μg/μL Blue Dextran, 5 mM 

EDTA, 80%ホルムアミド) 2.5 μLを加え、凍結乾燥機に15分間かけてサンプルを濃縮し

た。

　線虫から抽出したRNA 5 μLと1 μM Texas Red標識オリゴDNA 1 μLを混合して、サーマ

ルサイクラーを用いて90℃で５分間インキュベートした後、30分間かけて30℃まで冷や

した。PrimeScript RTase (TaKaRa)と必要な試薬類 6 μLを加え (50 mM Tris-HCl pH 8.3, 

75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 0.5 mM each dNTP, 0.25 U/μL RNase inhibitor, 1.5 U/μL 

PrimeScript RTase / 12 μL)、42℃で1時間、90℃で10分間インキュベーションした。イン

キュベーションが終わったサンプルは、直ちに氷上に移し、Blue Dextran Dye (10 μg/μL 

Blue Dextran, 5 mM EDTA, 80%ホルムアミド) 3 μLを加えた。

　ゲル溶液は、10x TBE (Tris 108 g, ホウ酸 55 g, 0.5 M EDTA pH 8.0 40 mLを超純水に溶

かして、1 Lまでメスアップ、オートクレーブした。) 36 mLと、Urea mix (アクリルアミド

モノマー 8.6 g, メチレンビスアクリルアミド 0.5 g, 尿素 126.2 gにMilliQ水を264 mLまで

加えて、完全に溶けるまで混合した。) 264 mLをフィルター (CORNING, 150mL フィル

ターシステム, 0.22µm 13.6cm² セルロースアセテート, 滅菌済み)に通し、混合しておいた

ものを4℃で保存していた。ゲルを作製する際には、ゲル溶液 30 mLに10%(w/v) APS 150 

μL、TEMED 20 μLを加え、固めた。泳動には、0.6x TBEを用いた。

3.9. 組換えDNAポリメラーゼの発現と精製

　大腸菌の培養および目的タンパク質の発現系は先行研究のプロトコル [46]を参照した。

　大腸菌ラムノースオペロン由来のプロモーター (PrhaB)と改変taq DNAポリメラーゼ遺伝

子 [47]をクローニングしたプラスミドを大腸菌BL21star (DE3)に導入した。プラスミドを

導入した大腸菌は、ZYM5052 (目的タンパク質の発現誘導のために、0.2% ラムノースを
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加えた。0.1 mg/mL Ampicillin)を用いて37℃で24時間培養した。集菌後、破砕バッファー 

(50 mM sodium phosphate pH 7.0, 300 mM NaCl, 20 U DNase I)を加え、大腸菌を超音波

破砕した。遠心(8,400 xg, 4℃, 30分間)し、可溶性画分にDNase I 20 Uを加え、75℃で30

分間可溶性画分をインキュベートした。遠心 (8,400 xg, 4℃, 30分間)し、上清をフィル

ター (MERCK、MILLEX GV Filter Unit 0.22 μm PVDF 33 mm)に通してから、TALON 

metal affinity resin (Clontech)を充填したカラムに通して、バッファー (50 mM sodium 

phosphate pH 7.0, 300 mM NaCl)でカラム内を洗浄してから、溶出バッファー (50 mM 

sodium phosphate pH 7.0, 300 mM NaCl, 150 mM イミダゾール)を用いて、タンパク質を

溶出した。溶出したタンパク質の濃縮とバッファー交換にはAmicon Ultra-15 3K 

Centrifugal Filter Devices (Millipore)を用いて、交換バッファー (53.3 mM potassium 

phosphate pH 7.5, 267 mM KCl, 267μM EDTA, 13.3 mM DTT)でバッファーを交換した。

バッファー交換を終えた溶液に80% (w/v)グリセロールを終濃度50% (w/v)、Nonidet P-40

とTween 20をそれぞれ終濃度0.8%(v/v)となるように加えた。組換えタンパク質は、ブ

ラッドフォード法で総タンパク質量を測定した。測定には、Protein Assay (Bio-Rad)を

MilliQ水で5倍希釈し、フィルターでろ過して使用した。検量線の作成には、BSA (NEB)を

用いた。総タンパク質量を測定後、-80℃で保存した。

　EHTaqを用いたPCR (1x Ampliqon Ammonium Buffer, 0.2 mM each dNTP, 0.2 μM each 

primer, 6.2 ng/μL EHTaq DNA polymerase)は、伸長速度を1 kb/30秒間として行った。

3.10. 5’&3’-RACE

　5’&3’-RACEに用いるcDNAライブラリの調製には先行研究のプロトコル [48]を参照し

た。N2の全RNA、受精卵由来RNA、成虫由来RNAを7 M Urea 12%ポリアクリルアミドゲ

ルで泳動して、60 - 165 ヌクレオチドの長さのRNAをゲルから切り出した。切り出したゲ

ルは、イエローチップを用いて、2 mLチューブの中で破砕した。破砕したゲルの体積に対
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して2倍量のアクリルアミドゲル溶出バッファー (0.5 M 酢酸アンモニウム, 10 mM 酢酸マ

グネシウム4水和物, 1 mM EDTA pH 8.0)を加え、37℃で12 - 16時間、振盪した。上清か

らRNAをエタノール沈殿によって濃縮した。濃縮したRNAはRppH (NEB)と10X NEBuffer 

2 (100 mM Tris-HCl pH 7.9, 500 mM NaCl, 100 mM MgCl2, 10 mM DTT)を用いて37℃で1

時間おいて、RNAの5’末端に存在する三リン酸を一リン酸に変換した。

　使用したアダプターやオリゴDNAは、表5に示した。3’末端アダプター (RA3、5’末端を

リン酸化、3’末端をアミノ基で保護してある)は、RNAへ付加する前にT4 RNA ligase 1 

(NEB)を用いて、5’末端をアデニル化した (50 mM tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCl2, 1 mM 

DTT, 20% PEG8000, 1 mM ATP, 0.15 U T4 RNA ligase 1, 1 nmol RA3/ 100 μL)。RppHで

処理した低分子RNA画分250 ng (11 μLとなるように調製した。)とアデニル化した10 μM 

RA3を95℃に5分間インキュベーションした後、直ちに氷上に置いた。T4 RNA ligase 2, 

truncated (NEB)とバッファーを加え (50 mM tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 

12.5% PEG8000, 1 U RNase inhibitor, 0.5 U T4 RNA ligase 2, truncated, 250 ng RppH処

理済低分子RNA画分 / 20 μL)、18℃に設定したサーマルサイクラーに12 - 16時間置いた。

逆転写プライマー (RT-primer, 10 μM) 1 μLを加え、65℃に20分間、25℃に10分間置いた。

　5’末端アダプター (RA5, 10 μM)を95℃に5分間インキュベーションした後、直ちに氷上

に置いた。RA3を付加したRNAサンプル 21 μLに、RA5 (10 μM) 1μL、10x T4 RNA ligase 

reaction buffer (NEB) 1 μL、RNase inhibitor 40 U/μL (TaKaRa) 0.5 μL、10 mM ATP 2 μL、

T4 RNA ligase 1 (NEB, 10 U/μL) 1 μL、H2O 3.5 μLを加え、18℃に設定したサーマルサイ

クラーに12 - 16時間、置いた。

　5’末端へのアダプター付加反応を終えたRNAサンプルに、10 mM each dNTP mix (NEB) 

2 μL、100 mM DTT 3 μL、5x SuperScript III First Starand Buffer (invitrogen) 9 μL、

SuperScript III Reverse Transcriptase (invitrogen) 1μLを加え、50℃に1時間、75℃に15分

間置いた。
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　cDNAライブラリを鋳型として、Tks Gflex DNA polymerase (TaKaRa)を用いてPCRを

行った。PCRに使用したプライマーは、目的のcDNA配列に対して設計したものとアダプ

ター配列に設定したものを用いた。得られたPCR産物を制限酵素 (EcoR I/Pst Iまたは、

BamH I/Pst I)により切断し、同様の制限酵素で消化したpUC19プラスミドにクローニング

した。末端配列をクローニングしたプラスミドは、大腸菌Mach-1株に形質転換して、LB

固形培地に37℃で12 - 16時間培養してコロニーを得た。精製したEHTaq DNA polymease

とクローニング領域の前後に設定したプライマーを用いてコロニーPCRを行い、得られた

PCR産物のDNA配列をABI3500 systemを用いて確認した。

3.11. RNA-seq

　cDNAライブラリの調製にはTruseq small RNA Library prep kit (illumina)のマニュアルを

参照した。RNAを抽出する線虫は、特定の発生段階に同調させるような操作は行わず、異

なる発生段階の線虫が混在していた。N2、MQ470およびRB2032から抽出した全RNAを7 

M Urea 12%ポリアクリルアミドゲルで泳動して、60 - 165 ヌクレオチドの長さのRNAを

ゲルから切り出した。切り出したゲルは、イエローチップを用いて、2 mLチューブの中で

破砕した。破砕したゲルの体積に対して2倍量のアクリルアミドゲル溶出バッファー (0.5 

M 酢酸アンモニウム, 10 mM 酢酸マグネシウム4水和物, 1 mM   pH 8.0)を加え、37℃で12 

- 16時間、振盪した。上清からRNAをエタノール沈殿によって濃縮した。濃縮したRNAは

RppHを用いて5’末端に存在する三リン酸を一リン酸に変換した。RppH処理に用いるバッ

ファーは、10x NEB Thermopol buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.8, 100 mM (NH4)2SO4, 100 

mM KCl, 20 mM MgSO4, 1% Triton X-100)と10x NEBuffer 2 (100 mM Tris-HCl pH 7.9, 500 

mM NaCl, 100 mM MgCl2, 10 mM DTT)の2種を用い、それぞれについてcDNAライブラリ

を調製してRNA-seqを行なった。

　3’末端アダプター (RA3、5’末端をリン酸化、3’末端をアミノ基で保護してある)は、RNA

へ付加する前にT4 RNA ligase 1を用いて、5’末端をアデニル化した。氷上で、5’末端をア
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デニル化したRA3 10 pmolとRppH処理を行った低分子RNA画分 250 ngを6 μLになるよう

調製、70℃に温めておいたサーマルサイクラーで2分間インキュベーションした。サンプ

ルを直ちに氷上に移し、HML Ligation buffer (illumina, Truseq small RNA Library prep kit) 

2 μL、RNase inhibitor 40 U/μL (TaKaRa) 1 μL、T4 RNA ligase 2, truncated 20 U/μL 

(NEB) 1 μLを加え、ゆっくり混合した。あらかじめ28℃に温めておいたサーマルサイク

ラーに1時間置いて、RNAの3’末端にアダプターを付加させた。Stop Solution (illumina, 

Truseq small RNA Library prep kit) 1 μLを加え、28℃に15分間置いて反応を止めた。

　サンプル数 (N) x 1.1 μLの5’末端アダプター (RA5) を70℃に温めておいたサーマルサイ

クラーで2分間インキュベーションし、直ちに氷上に移した。N x 1.1 μLの10 mM ATPと

N x 1.1 μLのT4 RNA ligase 1 (NEB)をRA5に加え混合した。RA5/ATP/T4 RNA ligase 1混

合溶液 3 μLを、RA3を付加したRNAサンプルに加え、ゆっくり混合し、28℃に温めてお

いたサーマルサイクラーに1時間置いた。

　3’末端と5’末端にアダプターを付加したRNAサンプル 6 μLとRT-primer (illumina, Truseq 

small RNA Library prep kit) 1 μL、5x primerScript buffer (TaKaRa) 4 μL、10 mM each 

dNTP mix (NEB) 1 μL、RNase inhibitor 40 U/μL (NEB) 0.5 μL、PrimeScript Reverse 

Transcriptase 200 U/μL (TaKaRa) 0.5 μL、RNase-free water 7 μLを混合して、42℃に温

めておいたサーマルサイクラーに置いて、42℃に1時間、70℃に15分間置いた。逆転写産

物を鋳型として、Tsk Gflex DNA polymerase (TaKaRa)とアダプター配列と相補的な配列

を含むindex primer (illumina, Truseq small RNA Library prep kit)を用いて、PCRを行った。

使用したindex primerの配列は、表6に示した。

　次世代シーケンサー (illumina、Miseq)を用いて、増幅したDNAを解析した。次世代シー

ケンサーを用いた解析は、千葉工業大学 河合剛太教授に協力していただいた。出力され

たリードの中から、Nucleotide-Nucleotide BLAST 2.7.1+によって、表3にある配列を元に

CeY RNAおよびsbRNAの配列を抽出した。
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3.12. sbRNAのクローニング

　本研究室で、クローニングされていたCeYおよびsbRNA (CeN71, CeN72, CeN73-1, 

CeN74-1, CeN75, CeN76, CeN77, CeN133, CeN134, CeN135, Cel1, Cel2, Cel3, Cel7)の

クローンについては、それらを鋳型とし、表7に示したプライマーでPCRを行い、得られ

た産物をギブソンアセンブリにより結合させクローンを得た [49]。　

　CeN73-2、Cel5、Cel6 RNA遺伝子は、線虫のゲノムDNAを鋳型として表7に示したプラ

イマー (ins)を用いて増幅したDNA断片とベクタープラスミドとプライマー (vec)を用いて

増幅したDNA断片をギブソンアセンブリにより結合させクローンを得た。

　CeN74-2 RNA遺伝子は、線虫のゲノムDNAを鋳型として8に示したプライマー (CeN74-

2-1st)を用いてPCRを行なった後、得られたDNA断片を鋳型に2nd PCRを行なった。得ら

れた2ndPCR産物は、制限酵素処理してpUC19プラスミドに導入した。

　得られたクローンは、ABI3500 systemを用いてDNA配列を確認した。

3.13. 組換えT7 RNAポリメラーゼの発現と精製

　T5プロモーターの下流にバクテリオファージT7 RNAポリメラーゼ遺伝子をクローニン

グしたpQE80Lプラスミドを大腸菌BL21(DE3)に導入した。大腸菌の培養にはZYM5052 

(20 μg/mL chloramphenicol)を用い、37℃で24時間培養した。集菌後、破砕バッファー 

(50 mM sodium phosphate pH7.0, 300 mM NaCl, 0.08%(w/v)デオキシコール酸, 100 μg/

mL AEBSF)を加え、大腸菌を超音波破砕した。可溶性画分をTALON metal affinity resin 

(Clontech)を充填したカラムに通して、洗浄バッファー (50 mM sodium phosphate pH 7.0, 

300 mM NaCl, 10 mM イミダゾール)でカラム内を洗浄してから、溶出バッファー (50 mM 

sodium phosphate pH 7.0, 300 mM NaCl, 150 mM イミダゾール)を用いて、タンパク質を

溶出した。溶出したタンパク質の濃縮とバッファー交換にはAmicon Ultra-15 3K 
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Centrifugal Filter Devices (Millipore)を用いて、交換バッファー (53.3 mM potassium 

phosphate pH 7.5, 266.7 mM NaCl, 0.3 mM EDTA, 26.6 mM DTT, 0.5%(w/v)アジ化ナトリ

ウム)でバッファーを交換した。バッファー交換を終えた溶液に80% (w/v)グリセロールを

終濃度50% (w/v)となるように加えた。組換えタンパク質は、ブラッドフォード法で総タ

ンパク質量を測定した。測定には、Protein Assay (Bio-Rad)をMilliQ水で5倍希釈し、フィ

ルターでろ過して使用した。検量線の作成には、BSA (NEB)を用いた。総タンパク質量を

測定後、-30℃で保存した。

3.14. in vitro転写

　CeY RNAおよびsbRNAをクローニングしたプラスミドを鋳型に、KOD-Plus-Neo 

(TOYOBO)を用いてPCRを行った。プライマーは表8に示した。得られたPCR産物は、中

性フェノール抽出とエタノール沈殿により濃縮した後、12%ポリアクリルアミドゲル(10x 

TBE 1 mL, 30% (w/v)アクリルアミド/ビス混合液(29:1) 4 mL, イオン交換水 5 mL, 10% (w/

v) APS 0.1 mL, TEMED 4 μL)に泳動して、目的のDNAを切り出した。切り出したゲルは、

イエローチップを用いて、2 mLチューブの中で破砕した。破砕したゲルの体積に対して2

倍量のアクリルアミドゲル溶出バッファー (0.5 M 酢酸アンモニウム, 10 mM 酢酸マグネシ

ウム4水和物, 1 mM EDTA pH 8.0)を加え、37℃で12 - 16時間、振盪した。上清からDNA

をエタノール沈殿によって濃縮した。

　in vitro転写は、精製したT7 RNA polymerase (40 mM Tris-HCl pH 8.0, 6 mM MgCl2, 10 

mM DTT, 2 mM spermidine, 3.75 mM each NTP, 5.5 ng/μL T7 RNA polymerase, 10 ng/μL 

鋳型DNA)または、MEGAshortscript T7 Transcription Kit (invitrogen)を用いて行った。反応

は、37℃で12 - 16時間行った。合成したRNAは、7M 尿素 12%ポリアクリルアミドゲル

で泳動してゲルから切り出して溶出、エタノール沈殿により濃縮した。
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　RNAは、NanoDrop 2000c (Thermo Scientific)を用いて吸光度 (A220 - 350)を測定し、

ノーザンハイブリダイゼーションにより細胞内に存在するRNAの長さと比較した。

3.15. 組換えROP-1の発現と精製

　T7プロモーターの下流にintein/chitin binding domain (NEB, IMPACT Kit)とrop-1 cDNAク

ローン (yk1424g08)を導入プラスミドを大腸菌BL21-CodonPlus (DE3) RIPLに導入した。

大腸菌の培養にはZYM5052 (0.1 mg/mL ampicillin, 10 μg/mL trimethoprim, 5 μg/mL 

tetracycline, 20 μg/mL chloramphenicol, 5 μg/mL streptomycin)を用い、OD600 = 0.5になる

までは37℃で培養を行い、それ以降は培養温度を8℃に移行して、OD600 = 2.0になるまで

培養を継続した。集菌後、カラムバッファー (20 mM Tris-HCl pH 8.5, 0.5 M NaCl)を加え

て大腸菌を破砕した。可溶性画分をChitin resin (NEB)を充填したカラムに通して、カラム

バッファーでカラム内を洗浄してから、切断バッファー (0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 

8.5, 50 mM DTT)を通してから、カラムを4℃で72時間静置した。72時間後、切断バッ

ファーをカラムに通して、タンパク質を溶出した。溶出したタンパク質の濃縮とバッ

ファー交換にはAmicon Ultra-15 10K Centrifugal Filter Devices (Millipore)を用いて、交換

バッファー (66.7 mM Tris-HCl pH 8.0, 267 mM NaCl, 8 mM MgCl2, 0.3 mM EDTA, 2.7 mM 

DTT)でバッファーを交換した。バッファー交換を終えた溶液に80% (w/v)グリセロールを

終濃度50% (w/v)となるように加えた。組換えタンパク質は、ブラッドフォード法で総タ

ンパク質量を測定した。測定には、Protein Assay (Bio-Rad)をMilliQ水で5倍希釈し、フィ

ルターでろ過して使用した。検量線の作成には、BSA (NEB)を用いた。総タンパク質量を

測定後、使用量に合わせて分注、液体窒素で凍結させ、-80℃で保存した。

3.16. ゲルシフトアッセイ (EMSA)
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　RNAはバッファー (25 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 

5%(v/v)グリセロール)に懸濁して、サーマルサイクラーを用いて、95℃に5分間置いた後、

一時間かけて20℃まで温度を下げていった。

　RNAとROP-1を混合して(5 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM 

DTT, 5%(v/v)グリセロール, 3 mM MgCl2, 25 ng/μL 酵母tRNA, 0.01%(v/v) Nonidet P-40)、

20℃に設定したサーマルサイクラーに30分間置いてから、8%ポリアクリルアミドゲルを

用いて4℃で100 V (定電圧)、80分間泳動した。セミドライトランスファー装置 (BIO 

CRAFT, BE-300)を用いてナイロンメンブレン (Pall Corporation, Biodyne PLUS 0.45μm)

に4℃で70 mA (定電流)、60分間RNAを転写した。RNAの検出には、DIG Oligonucleotide 

Tailing Kit, 2nd Generation (Sigma-Aldrich)とTerminal Deoxynucleotidyl Transferase, 

Recombinant (Promega)、そしてDIG-dUTP (Roche)とdCTP (TaKaRa)を用いて3’末端を標

識したオリゴDNA (表3)を用いた。CeN76 RNAとCeN77 RNAのみEMSA用のオリゴDNA

を設計した。 

 29



4. 結果

4.1. CeY RNAとsbRNAの末端解析

　CeY RNAとsbRNAの配列は、複数のグループから報告されている。CeY RNAとCeN71-

77、Cel2、そして、Cel3 RNAについてはcDNA配列が得られている [37, 40]。一方、

CeN133-135 RNA、Cel1、Cel5、Cel6 RNAは、既知のY RNAやsbRNAに保存された配列

や、それぞれの遺伝子のプロモーター配列を参考に、情報科学的な手法を用いて同定され

たものである。したがって、実際のRNAレベルでの配列、特に末端の配列は不明である 

[8, 38]。Y RNAのような100ヌクレオチド程度の長さのRNAは、miRNAやsiRNAのような

小分子RNAよりも複雑な高次構造を組んで、機能することが予想される。その構造を検討

する上でRNAの末端配列を把握することは非常に重要である。また、Cel7 RNAについて

は2つの研究グループからそれぞれ長さの異なる配列が報告され、短いものはCe94と名付

けられていた [38, 41]。Cel7 RNAに長さの異なる2つの産物が存在することは、本研究室

において得られていたノーザンハイブリダイゼーションの結果と一致していた [43] (図5, 

6)。しかし、Ce94 RNAについて、先行研究で報告されている配列はRoタンパク質との結

合に必要な下方ステムを構成するヌクレオチドが欠損していた [41]。これに対し、本研究

室で検出したCel7 RNAの短い産物はその存在量がROP-1の有無に影響を受ける [43] (図5)

ことから、細胞中ではROP-1と結合すると予想し、そのために必要とされる下方ステムは

維持されていると考えていた。以上のことから、Cel7 RNAの末端配列を実験的に決定す

る必要があると判断した。末端解析の手法は、プライマーエクステンション、RACE、

RNA-seqを用いた。

4.1.1. プライマーエクステンションによるCeY RNAおよびsbRNAの5’末端の解析
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　　線虫 N2から抽出したRNAに含まれるCeY RNAおよびsbRNAの5’末端配列の解析を試

みた。逆転写反応を行う際に用いるオリゴDNAプライマーは、ノーザンハイブリダイゼー

ションで各RNAを検出する際に用いたものを使用した (表3)。CeN76 RNA、CeN133 

RNA、Ce2 RNA、Cel3 RNA、Cel7 RNAは、プライマーの末端から予想される5’末端まで

の距離が近くなると考え、この実験用にプライマーの設計を行った (表4)。

　逆転写産物が検出できたRNAは、解析を試みた16種類のうち9種類 (CeY RNA、

CeN71、CeN72、CeN73-1、CeN74-2、CeN75、CeN135、Cel1、Cel3 RNA)であった 

(図7, 白三角)。CeY RNAの5’末端は、Van HornらがROP-1の免疫沈降実験で得たCeY 

RNAと同様のものであった [36]。CeN71、CeN72 RNAの5’末端は、Dengらの報告と同様

であった [37]。CeN75、CeN135 、Cel3 RNAについても、Boriaらの報告と同様であった 

[38]。Cel1 RNAは、Boriaらが予想した配列より4ヌクレオチド短い5’末端が検出された。

CeN73-1 RNAは、CeN73-2 RNAと相同性が高く、CeN74-2 RNAはCeN74-1およびCel6 

RNAと相同性が高い。これらのRNAに対して特異的なオリゴDNAプライマーを設計する

のはこんなんであったため、CeN73-1 RNAとCeN74-2 RNAは逆転写産物が確認できた

が、いずれのRNAの末端を検出したのか判別できなかった。

　逆転写産物が検出できなかったのは、CeN74-1、CeN76、CeN77、CeN133、

CeN134、Cel2、Cel7 RNAの7種類であった。Cel2 RNAの解析については、Cel2 RNAの

存在量が受精卵で多いことを考え、受精卵のみを集め抽出したRNAを用いて解析を試みた

が、逆転写産物は検出できなかった (図7, Cel2 RNA 受精卵)。

4.1.2. 5’&3’-RACEによるCeY RNAおよびsbRNAの末端配列解析

　5’&3’-RACEによってRNAの末端配列を解析するために、RNAの両末端へのアダプター

配列の付加と逆転写反応における条件検討を行った。解析対象のCeY RNAとsbRNAは、

RNAポリメラーゼIIIによって転写されることがRNA遺伝子の上流に存在するモチーフから
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予想され [6, 9, 10]、5’末端は三リン酸の形になっているものと考えられる。5’末端に三リ

ン酸が存在する場合、T4 RNA ligase 1によるアダプター配列の付加が進行しない。そのた

め、アダプター配列を付加する前に、RNAをRppHで処理することで、RNAの5’末端を三

リン酸から一リン酸に変換した (図8)。

　アダプター配列 (RA5/RA3)は、RNAへ付加させる前に熱変性させ、二次構造の形成を防

いだ。熱変性の条件は、参考文献に記載されているもの (60℃、30秒間)とより強い条件 

(95℃、5分間)の2つについて検討した。RppH処理によって、RNAの5’末端の三リン酸が

一リン酸へ変換されているのかを確認するために、in vitro転写反応にGMPを混合するこ

とで、5’末端が一リン酸の形になっているRNAを用意した。条件検討の結果、アダプター

の熱変性条件については、2つの条件の間で差は見られなかった (図9)。また、RppH処理

の影響については、RppH処理の有無によってRNAの5’末端に付加するアダプター (RA5)付

加の効率に差が見られた (図9、レーン2, 3、レーン4, 5、レーン8, 9、レーン10, 11)。

　RACEの解析には、線虫 N2の複数の発生段階 (受精卵、L1-L4幼虫、成虫)が混合した状

態、受精卵のみ、成虫のみの3種類の状態を準備してそれぞれからRNAを抽出した。抽出

したRNAの低分子RNA画分 (60-165ヌクレオチド)を精製して、これを元にcDNAライブラ

リを調製した。CeY、CeN72、CeN73-1、CeN74-2、Cel1、Cel2、Cel3は、5’-RACEを行

う際に、5’アダプターのみをRNAに付加して、各RNAに特的なプライマーを用いて逆転写

を行い、その産物をプラスミドにクローニングして配列を解析した。解析したクローン数

は表9に示した。得られた5’末端および3’末端の位置とその割合を図10に示した。

　5’-RACEを行った結果、CeY RNAについてはVan Hornらの報告や、筆者が行ったプラ

イマーエクステンションと同様の5’末端配列が得られた [36]。

　CeN71、CeN75 RNAはDengらと同じ末端が得られ、CeN134 RNAについては、

Perreaultらと同じ5’末端の配列が得られた [8, 37]。

CeN72、CeN73-1、CeN74-1、CeN77は、Dengらの報告に比べ±1ヌクレオチドの差が見

られた。CeN74-2は、Dengらの報告に比べ2ヌクレオチド短い5’末端配列が得られた。
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CeN76は、Dengらの報告に比べ1ヌクレオチド短いものと6 ヌクレオチド短いものが得ら

れた [37]。CeN133は、Boriaらの予想より4ヌクレオチド短い末端が得られた。CeN135

は、Boriaらの予想より6ヌクレオチド短い末端が得られた。Cel1は、Boriaらの予想より2

ヌクレオチド短い末端が得られた [38]。Cel3は、Xiaoらが得たクローンより3ヌクレオチ

ド長い末端が多数を占めた [40]。Cel7は、Boriaらが予想した末端と、15-16ヌクレオチド

短い末端が得られた [38]。ここで得られた短いCel7は、ZemannらがCe94として報告した

ものに比べ10-11ヌクレオチド長かった [41]。ノーザンハイブリダイゼーションからCel7 

RNAには長さの異なる2つの転写産物が存在していることから5’末端の長さが2つの転写産

物の差異であることが示唆された。

　3’末端については、RNAポリメラーゼIIIによって転写される産物は転写終結シグナルで

もあるポリU配列が末端として得られることを予想していた。3’-RACEの解析結果は、予

想されたように各RNA遺伝子の下流に存在するポリU配列のいずれかに収束した。

4.1.3. RNA-seqによるCeY RNAおよびsbRNAの末端配列解析

　Truseq small RNA preparation kit (illumina)を用いて、線虫 N2、MQ470 rop-1 (pk93)、

RB2032 rop-1 (ok2690)から抽出した全RNAからcDNAライブラリを調製した。cDNAライ

ブラリの調製に用いたRNAはアダプター配列を付加する前に、RppHで処理した。RppH処

理を行う際に、2種類の反応バッファー (10x NEB Thermopol buffer、以下Thermopol 

bufferまたは、10x NEBuffer 2以下NEBuffer)を用いた。いずれのバッファーを用いても

RNAの5’末端に存在する三リン酸を一リン酸へ変換するが、Thermopol bufferを用いた場

合のみ、5’末端のキャップ構造を一リン酸へ変換する反応も行われる。RNAポリメラーゼ

IIIの転写産物には、ヒトU6 snRNAのように5’末端にキャップ構造 (γ-モノメチルグアニン)

をもつRNAが報告されている [50]。CeY RNAやsbRNAにおいても、ヒトU6 snRNAのよ

うに5’末端にキャップ構造を持っていた場合、Thermopol bufferとNEBufferを用いて調製
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したcDNAライブラリから得られるCeY RNAおよびsbRNAのリード数に差が見られると考

えた。

　RNA-seqによって出力された総リード数は、Thermopol bufferを用いたサンプルについ

ては、4,201,229リード (N2)、4,757,324リード (MQ470)、4,165,534リード (RB2032)、

NEBufferを用いたサンプルについては、10,392,665リード (N2)、8,479,728リード 

(MQ470)、3,206,249リード (RB2032)であった。Nucleotide-Nucleotide BLAST 2.7.1+を

用いることで、出力されたリードから、CeY RNAおよびsbRNAを抽出した (表10, 11)。

RppH処理の際に用いたバッファーの違いによって、リード数に影響が見られたのは

CeN71 RNAとCel1 RNAであった。いずれもThermopol bufferを用いた場合、NEBufferと

比較してCeN71 RNAは4.8倍、Cel1 RNAは14倍のリードが得られた。CeY RNAおよび

Cel2 RNAとCel7 RNAを除くsbRNAの存在量は、ROP-1の有無によって減少することがわ

かっている [43] (図5)。RNA-seqによって得られたCeY RNAおよびsbRNAのリード数にお

いてもROP-1の有無によって大きな差異があった。RNA-seqによって得られた各RNAの5’

末端配列の出現頻度は、筆者が行った5’-RACEにおいて得られた結果と同様であった。3’

末端の配列については、3’-RACEと同様に長さの異なるポリU配列が得られた。一方で、

5’末端と3’末端の両方で、先行研究で報告されていた末端から20ヌクレオチド以上短い末

端配列も得られた。以上の様な末端配列の出現頻度は、Cel7 RNAを除き、野生株とrop-1

変異株との間で変わらなかった。Cel7 RNAの5’末端配列の出現頻度は野生株とrop-1変異

株で差があった (図10S)。野生株においては、Boriaらが予想した5’末端と、Boriaらの予想

より15ヌクレオチド短い5’末端の2種類が得られた。一方、rop-1変異株においては、Boria

らが予想した5’末端の出現頻度がそれ以外の末端の出現頻度より高い傾向が見られた。こ

の傾向は、ノーザンハイブリダイゼーションによってCel7 RNAを検出した結果と一致す

る [43] (図5)。3’末端の出現頻度は、野生株とrop-1変異株の間に大きな差異は見出せな

かった。本研究で得られた5’末端が15ヌクレオチド短いCel7 RNAは、Ce94 RNAに比べ5’

末端が11ヌクレオチド長かった。本研究で得られた短いCel7 RNAをCe94と区別するため
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に、Cel7s RNAと名付けた。そして、Cel7 RNAとCel7s RNAの差異は5’末端の長さによる

ものであることが明らかになった。

　ZemannらはCeN71、CeN72、CeN74-1、CeN74-2 RNAの4種について、Dengらの報告

と比較して非常に短い配列を報告していた [37-41]。しかし、本研究の解析ではこれらの

配列は得られなかった。また、Cel5 RNAについてはいずれの方法でも配列が得られなっ

た。

4.1.4. RNAの合成とその長さの比較

　末端配列の解析によって得られた結果をもとにCeY RNAおよびsbRNAをT7 RNAポリメ

ラーゼを用いてin vitroで合成した。T7 RNAポリメラーゼによる合成効率を上昇させるた

めに、CeN71、74-1、Cel6、Cel7はGヌクレオチドを2つ、CeN72、73-1、73-2、75、

77、133、134、Cel3、Cel5、Cel7sはGヌクレオチドを3つRNAの5’末端配列に付け加え

た。また、CeN75 RNAについては3’末端の位置が筆者が行った末端解析と先行研究で得

られていた配列との間で18ヌクレオチドの差があったので3’末端の長さが異なる2種類の

CeN75 RNA (先行研究にあったものをCeN75 、筆者が得た配列をCeN75Sとした)を合成

した。Cel5 RNAは末端解析の過程で配列情報が得られなかったため、もっとも相同性の

高いCeN134 RNAの配列を参考に、これと同様の位置から転写が開始すると予想して5’末

端を設定した。3’末端については、先行研究で予想されていたもの [38]に合わせた。

　合成したRNAは、ノーザンハイブリダイゼーションを行うことでin vivoに存在するRNA

と長さを比較した。線虫全RNAに含まれるCeN75 RNAの長さは、3’末端が先行研究で報

告されていたものより18ヌクレオチド短いCeN75S RNAと同様であった。他のRNAについ

ても合成したRNAと細胞内に存在するRNAの長さには大きな差異がないこと確認した (図

11)。
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　Cel7 RNAとCel7s RNAの長さの差が5’末端の長さの違いによるものであることを検証す

るために、Cel7 RNAの5’末端領域 25 ヌクレオチドに結合するプローブ(Cel7-oligo、表3)

を用いたノーザンハイブリダイゼーションを行った (図12)。設計したプローブは、Cel7 

RNAに対しては、25 ヌクレオチド結合するのに対して、Cel7s RNAの5’末端領域に対して

は10 ヌクレオチドのみ結合する (図12A, 白三角)。プローブがCel7s RNAに対して結合で

きる長さが短いことから、メンブレンを洗浄する段階でプローブがRNAから剥離して、

Cel7 RNAのみが検出できると考えた。結果、同じ長さのRNAのみが検出された (図12B, 

右のパネル)。このRNAは、2種のrop-1変異株 MQ470とRB2032それぞれから抽出した全

RNAにおいてもN2と同様に検出できたことから、Cel7 RNAであると判断した。

4.2. CeY RNAとsbRNAのROP-1に対する結合の有無の検証

　線虫sbRNAは、Y RNAの保存された配列と二次構造をもつことから線虫のY RNAホモ

ログである [38]。Y RNAは、ヒトやマウスといった脊椎動物からバクテリアに至るまでの

多様な生物種のゲノムでホモログが見つかっている。各生物種で見つかっているY RNAは

1-4種である。一方、線虫Y RNAホモログとして報告されているRNAは、CeY RNAと19種

のsbRNAの合計20種類であり、他の生物種と比較して非常に多い。そして、CeY RNAと

sbRNAの予測二次構造からY RNAのL2ループに相当するループ領域の構造は多様である 

(図1, 13)。sbRNAがY RNAの一員であり、RNAの品質管理に機能するのであれば、Roタ

ンパク質と結合することが予想される。実際、CeN72 RNAとCel3 RNAについては、これ

らがROP-1と結合することがXiaoらによって示されている。一方で、Cel2 RNAはこれら2

種類のsbRNAに比べるとROP-1に対する結合能が非常に弱いことも示されている [40]。

sbRNAとROP-1の結合の有無を検証するため、ゲルシフトアッセイ (Electro Mobility Shift 

Assay: EMSA)を行うことにした。
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4.2.1. CeY RNAおよびsbRNAのROP-1に対する結合の比較

　RNAとROP-1を結合させる条件については、アフリカツメガエル Y RNAとRoタンパク

質の実験系 [14, 30]を参考に、非特異的競合阻害物質として酵母tRNA、チューブに核酸が

吸着するのを防ぐためにNonidet P-40を加えた。RNAとROP-1を結合させる温度は、線虫

の生育温度である20℃に設定した。また、CeY RNAおよびsbRNAはROP-1と混合する前

に、95℃で5分間、熱変性させた後氷上に移して急冷した。

　ポジティブコントロールとして、すでにROP-1との結合が明らかになっているCeY 

RNAとネガティブコントロールとしてCeY RNAの5’末端10ヌクレオチドを欠損したRNA 

(truncated CeY RNA)を用いた (図14A)。CeY RNAとROP-1を混合した場合、シフトした

バンドが検出できたことから、この反応条件でCeY RNAとROP-1の複合体が形成されて

いると判断した (図14B, 左のパネル 白三角)。一方、truncated CeY RNAを用いた場合、

ROP-1を加えてもシフトしたバンドがわずかであることから (図14B, 右のパネル 白三

角)、形成されている複合体は少なく、CeY RNAの5’末端10ヌクレオチドがROP-1との結

合に貢献することが示された。同様の条件で、sbRNAについてROP-1との結合の有無を検

証した (図15)。Cel2 RNAを除くsbRNAはCeY RNAと同様にROP-1を23.4 nM加えた時点

で、シフトしたバンドが検出できた (図15, 白三角)。Cel7 RNAについては、46.9 nMの

ROP-1を加えた時点で、シフトしたバンドが2本検出できた (図15, Cel7 *1-2)。Cel2 RNA

は、ROP-1を93.6 nMまで加えても検出されるシグナルのパターンは変わらなかった (図

15, Cel2 黒三角)。

　この実験系によって、Cel2 RNAとそれ以外のsbRNAはROP-1との結合の強さに差があ

ることが示唆された。

4.2.2. RNAの熱変性条件の検討
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　　最初に設定した条件では、ROP-1と結合していないRNAのシグナルが異なる位置に複

数検出された。これは異なる高次構造を組んだRNAが混在しているためであると考えられ

る。RNAとタンパク質の結合を論じるために解離定数を算出する場合、RNAとタンパク質

間の結合と解離が見かけ上平衡に達している状態で行う必要がある [51]。しかし、反応系

に複数の高次構造をとったRNAが存在しているような条件では平衡状態を安定して測定で

きないと考え、RNAの高次構造を一定にする条件を検討した。

　先のEMSAに用いたRNAは、95℃で5分間熱変性し、その後、氷上において急冷した。

このRNAの処理方法を変えることで、一定の高次構造を形成したRNAのみを調製すること

ができないか検討した。RNAを95℃で5分間熱変性した後、急冷したものと一時間かけて

20℃までゆっくり温度を下げたもの、2種類の方法を試した。また、RNAの高次構造の形

成には、温度だけでなくMg2+が影響を与える [52]。最初に設定した条件には、RNAを熱

変性させる際に、3 mM MgCl2を加えていたが、これを除いた場合についても検討した。

実験の結果、MgCl2を除いた状態で、熱変性後、1時間かけて温度を下げていく処理を

行ったRNAを用いた場合、それ以外の処理をしたものと比較するとフリーのRNAは一本

のバンドに収束するような結果が得られた (図16, 黒三角)。ここまでの検討で、RNAを熱

変性させる条件は、「MgCl2非存在下において変性後1時間かけて20℃に下げる」という

条件を用いることにした。

4.2.3. EMSAに用いる塩と酵母tRNAの検討

　次に、EMSAに用いる塩とその濃度について検討した。細胞内には、Na+よりK+がより

多く存在する。主に細胞質に局在することが知られているY RNAとRoタンパク質の結合

を検証する実験系に加える塩をNaClからKClに変えることで、どの程度影響があるのか確

かめることにした。0.15 nM CeY RNAと1 nM ROP-1を混合した場合に終濃度100 mM 

NaClまたは100 mM KClを用いてEMSAを行った。 NaClを用いた場合、20℃で2時間イン
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キュベーションした時点で、シフトしたバンドが検出できた。一方、KClを用いた場合、

20℃で1時間インキュベーションした時点で、シフトしたバンドが検出できた (図17, 白三

角)。

　EMSAの反応系に加える塩をNaClからKClに変えた時、ROP-1とRNAの非特異的結合が

強くなっていないことを確かめた。ROP-1と4種類のY RNAホモログ (CeY、CeN71、

Cel7、Cel7s RNA)のいずれかを含む反応系において、非特異的競合阻害剤として加える酵

母tRNAを25 ng/μLから250 ng/μLまで変化させてEMSAを行った (図18)。K+存在下で

ROP-1とRNAの非特異的結合が増加したのであれば、反応系に加える酵母tRNAを増やす

ことで、シフトするバンドの強度が減少すると予想した。反応系に加える酵母tRNAの濃

度を0-250 ng/μLを増加させてもシフトしたバンドの強度に変化はなかった (図18, 白三

角)。この結果から、K+存在下でROP-1とRNAの非特異的結合が増加していないと判断し

た。

4.2.4. CeY RNAとCeN71、Cel2、Cel7、Cel7s RNAのROP-1に対する結合の比較

　新たに設定したRNAの熱変性条件 (95℃で熱変性させた後、1時間かけて20℃まで冷却)

と反応系にKClを加え、CeY RNAとtruncated CeY RNA、CeN71 RNA、Cel2 RNA、

Cel7、Cel7s RNAとROP-1のEMSAを行った (図19)。その結果、CeY RNAとCeN71、

Cel7、Cel7s RNAは、15 nM ROP-1と混合した時点で複合体を形成した (図19, 白矢印)。

一方、turncated CeY RNAとCel2 RNAは、15 nM ROP-1の時点ではROP-1を加えていな

いものと差が見られなかった。Cel2 RNAがROP-1を加えても複合体を形成しにくという

結果は、先行研究と一致する [40]。

　Cel7 RNAとCel7s RNAについては、15 nM ROP-1を加えた時点で両者ともシフトした

バンドが確認できた。加えるROP-1の量を増やすことでシフトしたバンドも濃くなって

いった (図19, Cel7 RNAとCel7s RNA 白矢印)。しかし、CeY RNAやCeN71 RNAの場合と
 39



は異なり、シフトしたRNAのバンドとフリーのRNAのバンドの間にスメアが検出された 

(図19, Cel7 RNAとCel7s RNA *1)。また、Cel7 RNAとROP-1のEMSAではフリーのRNA

が2本検出できた (図19, Cel7 RNA 黒矢印)。

4.2.5. 変異Cel2 RNAの作製とROP-1に対する結合

　Cel2 RNAの特徴として2つ上げられる。1つ目は予測二次構造の下方ステムの3’末端側

にCeY RNAや他のsbRNAには見られないシトシン (C)残基のバルジアウトが存在するこ

と (図20A, 左のパネル 矢印)。2つ目は、5’末端側に他のsbRNAには見られないヌクレオチ

ドがあり、L1ループの一部と塩基対を形成しうることである (図20A, 左のパネル 黒破線

枠)。これらのうち、3’末端側に形成されうるシトシン残基のバルジアウトがROP-1との結

合に影響を与えるのか確かめるため、バルジアウトすると予想したシトシン残基を欠損さ

せた変異Cel2 RNA (Cel2 RNA-del, 図20A 右のパネル)を作製し、ROP-1との結合を確認し

た (図20B-20C)。RNAの調製と反応系は、図15および図19で示したEMSAと同じ方法で

行った。いずれの条件においてもシフトしたバンドは検出できず、フリーのRNAのパター

ンに変化はなかった (図20B-20C, 黒三角)。

4.2.6. 反応系に含まれるCel7 RNAの状態について

　CeY RNAやtruncated CeY RNA、CeN71、Cel2 RNAはEMSAを行った場合、フリーの

RNAは1本のバンドとして検出できた (図19 黒三角)。一方、フリーのCel7 RNAは常に二

本のバンドとして検出できた (図19, Cel7 RNA 矢印)。フリーのCel7 RNAが二本のバンド

として検出できた理由として2つ考えられる。1つ目は、Cel7 RNAが安定に取りうる高次

構造が2種類あり、ネイティブゲルでそれらを分離した場合に、RNAの長さに差がなくと

も形成している高次構造の違いによって二本の異なるバンドとして検出される。2つ目

は、RNAの一部が切断され異なる長さのRNAが検出された、というものである。これら 40



を検証するため、Cel7 RNAとCel7s RNAを図19で示したEMSAと同じ条件で調製し、0-8

時間、20℃でインキュベーションし、ネイティブゲルと、変性ゲルを用いて電気泳動にか

けた。RNAの高次構造の違いがネイティブゲルに泳動した際のバンドのパターンに影響を

与えているのであれば、変性ゲルを用いて同じRNAを電気泳動にかけた場合、同じ位置に

バンドが検出できると予想した。ネイティブゲルでCel7 RNAを泳動した場合、20℃でイ

ンキュベーションしている間に、バンドがCel7s RNAと同程度の位置までシフトした(図

21A, 矢印 *1-2)。Cel7s RNAは、バンドはシフトしなかった。しかし、8時間インキュ

ベーションすると、0-2時間インキュベーションした場合と比べ、バンドの強度が減少し

た (図21A, 矢印 *3)。変性ゲルで分離した場合、8時間インキュベーションした時点でCel7 

RNAとCel7s RNAが同じバンドパターンとして検出できた (図21B, 矢印 *1-3)。これらの

結果から、Cel7 RNAは、反応中に一部が切断されていることが明らかになった。Cel7 

RNAがどのように分解しているのかを観察するために、Cel7 RNAの5’末端から25ヌクレ

オチド (Cel7-oigo_25nt, 図22A 黒三角)または40ヌクレオチド (Cel7-oigo_40nt, 図22A, 白

三角)に相補的な配列をプローブとして検出した。5’末端から25ヌクレオチドをプローブに

用いた場合、インキュベーションの時間が長くなるにつれ、Cel7 RNAが検出できなく

なった (図22B)。一方、5’末端から40ヌクレオチドをプローブに用いた場合、Cel7 RNAが

Cel7s RNAと同程度の長さに切断されている様子が検出できた (図22C, 矢印)。また、8時

間インキュベーションした時点で、Cel7 RNAはCel7s RNAより多くのバンドが検出でき

た (図22C, レーン4とレーン8 *1)。ROP-1とともにインキュベーションした場合でも、

RNAが切断されているのか確認した。図19で示したEMSAと同じ条件でRNAの調製および

ROP-1との混合を行い、変性ゲルで分離した (図23)。CeY RNA、truncated CeY RNA、

CeN71、Cel2、Cel7、そして、Cel7s RNAのいずれでも、切断されているRNAはわずかで

あり、0-60 nMの間でROP-1の量を変化させてもバンドパターンに変化はなかった (図23, 

矢印)。 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5. 考察

5.1. CeY RNAおよびsbRNAの末端配列解析

　本研究においてCeY RNAおよび新たに同定したCel7s RNAを含む19種類のsbRNAの末

端配列をプライマーエクステンション、RACE、RNA-seqによって解析した。これによ

り、これまで予想配列のみが報告されていたCeN133、CeN134、CeN135、Cel1、Cel6、

Cel7、Cel7s RNAの末端配列を明らかにした。RNA-seqにおけるCeN71 RNAとCel1 RNA

のリード数は、RppH処理の条件によって差が見られた (表10, 11)。いずれのRNAにおい

てもThermopol bufferを用いることで、NEBufferを用いた場合と比較してより多くのリー

ドが得られた。NEBufferはRNAの5’末端に存在する三リン酸を一リン酸に変換する。一

方、Thermopol bufferは三リン酸に加え、キャップ構造も一リン酸へ変換する。よって、

この結果はCeN71 RNAとCel1 RNAの5’末端に、キャップ構造が存在することを示唆して

いる。

　筆者が行なった解析によって得られたこれらのRNAの5’末端配列は報告されていた予想

配列と比較して、1-5ヌクレオチド短い産物が最も多く検出された。この傾向はいずれの

方法でも同様であった。また、いずれのRNAにおいても5’末端はプリン (AまたはG)で

あった。CeY RNAおよびsbRNAは、RNAポリメラーゼIIIによって転写されることがRNA

遺伝子の上流に存在するプロモーターモチーフ (TATA Box、PSE)から予想される [38, 53] 

(図24A- 24C)。この転写様式で転写されるRNAは転写開始点 (+1)がプリンであるとき最も

効率よく転写されることが報告されている [54, 55]。ヒトにおいては、転写因子Oct-1/

Pou2f1がRNAポリメラーゼIIIによる転写に関わることが知られ、Oct-1が認識する配列は

DSE (Distal sequence element)と名付けられている [56-58]。例として、ヒトU6 snRNA

は、TATA BoxやPSEに加え、RNA遺伝子の転写開始点から約200ヌクレオチド上流にDSE

が見られる。しかし、CeY RNAおよびsbRNAの上流200ヌクレオチドにはDSEは見つ

かっていない [53]。筆者は各RNA遺伝子の上流500ヌクレオチドまでの配列を精査したが
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DSEに類似した配列を見つけることはできなかった。一方、3’末端配列は複数箇所に検出

され、それらはゲノム上に4-8ヌクレオチド存在するポリチミン (T)配列とその上流であっ

た (図10)。RNAポリメラーゼIIIによって転写される遺伝子の下流に存在するポリT配列

は、転写集結シグナルとして機能する [59]。また、RNAの3’末端に見られるポリウラシル 

(U)配列にはLaタンパク質が結合することでRNAを安定化し、RNAが細胞質に送られた

後、ポリU配列はプロセシングを受けると予想される [19, 20]。これらの知見から、筆者

が検出したCeY RNAおよびsbRNAの3’末端配列は転写直後と3’末端配列がプロセシングを

受けた後の状態を反映したものであると考えられる。なお、解析の過程で得られた末端配

列の中には低頻度かつ複数箇所に検出されるものがあった。これらは相当する短いRNAが

ノーザンハイブリダイゼーションで検出されなかったことから、実験過程で切断されたも

のであると判断した。

　Cel5 RNAはいずれの方法においても末端配列が得られなかった。Cel5 RNAはCeN134 

RNAと相同性が高く、それぞれに対して特異的なプローブを設計することが困難であっ

た。このことから、ノーザンハイブリダイゼーションによってCeN134 RNAを検出する際

には、Cel5 RNAも同時に検出していると考えている [43] (図5, 6)。CeN134 RNAおよび

Cel5 RNAを検出する際には、他のsbRNAに比べより多い全RNAを必要とした。したがっ

て、細胞内に存在するCeN134 RNAとCel5 RNAは他のsbRNAより少なく、Cel5 RNAの末

端配列が得られなかった理由もこのためであると考えられる。興味深いことに、線虫に対

して緑膿菌 Pseudomonas. aeruginosaに暴露させるとCeN134 RNAとCel5 RNAの断片 

(21-26ヌクレオチド)がコントロール (大腸菌 OP50株)と比較して、~ 32倍増加することが

報告されている [60]。しかし、RACEやRNA-seqに用いたcDNAライブラリは、60-165ヌ

クレオチドの長さのRNAを対象としていたため、Mooreらが単離したCeN134 RNAもしく

はCel5 RNA由来の短いRNA断片は検出されなかった。
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5.2. ROP-1に対するCeY RNAおよびsbRNAの結合の有無

　CeY RNAおよび19種類のsbRNAについてEMSAを行い、Cel2 RNAを除くRNAがin vitro

でROP-1と結合することを明らかにした (図14, 15)。RNAをROP-1と混合する前に熱変性

と冷却の操作をMg2+存在下で行った場合、フリーのRNAが異なる位置に複数検出できた 

(図14, 15、図16 レーン1-6)。一方、Mg2+非存在下で熱変性と冷却を行った後に、Mg2+を

加えた場合、フリーのRNAは同じ位置に収束する形で検出できた (図16 レーン7-9, 図17-

20)。Mg2+はRNAの高次構造を安定化させる [52]。フリーのRNAが異なる位置に複数検出

できたことは、複数の高次構造をとったRNAがMg2+によって安定化されたため、また

は、RNAの一部が反応中に切断を受けていると考えられる。

　Cel2 RNAは、検討したいずれの条件においても、CeY RNAや他のsbRNAの場合に検出

されたシフトしたバンドは検出されなかった (図15、図19)。これは先行研究の報告と一

致する [40]。したがって、Cel2 RNAはY RNAに類似した構造を持ちつつもROP-1との結

合が他のsbRNAと比較して弱いことが示唆される。下方ステムに形成されうる2箇所のバ

ルジアウトについては3’末端側の残基を1つ除くことで、下方ステムの構造を他のY RNA

ホモログに近づけた変異Cel2 RNAを作製し、ROP-1との結合を評価した (図20A 右のパネ

ル, 図20B-20C)。しかし、変異を加えたCel2 RNAはROP-1と結合しなかった。5’末端側に

存在するCel2 RNAに特徴的な配列はL1ループの一部と塩基対を形成しうる (図20A, 左の

パネル 黒破線枠)。アフリカツメガエルにおけるxY3 RNAとRoタンパク質の結合の知見か

ら、xY3 RNAのL1ループ領域を欠損するとRoタンパク質に対するが著しく減少する [14] 

(図1)。線虫の場合、このL1ループを構成すると考えられる残基は、CeY RNAが4ヌクレオ

チド、Cel2 RNAを除くsbRNAが6ヌクレオチドである (図13)。しかし、Cel2 RNAにおけ

るL1ループは5’末端側の残基と一部塩基対を形成でき、Cel2 RNAとROP-1の結合効率に

影響を与えることが考えられる (図20A 左のパネル)。
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　Y RNAが複数存在する場合、Roタンパク質に結合するY RNAの種類は、Ro/Y RNPの機

能を考える上で重要である。ヒトRo/Y RNPが、リボソームタンパク質L5/変異5S rRNA複

合体と相互作用する際、hY5 RNAのL2ループが重要である [17]。また、マウスRoタンパ

ク質は結合するY RNAの種類によって、Ro/Y RNPと相互作用する因子が異なる [29]。線

虫Y RNAホモログの種類は、他の生物種と比べて多く、L2ループの予想構造も多様であ

る (図13)。EMSAによって、CeY RNAおよび17種類のsbRNAがROP-1と結合することが

明らかになったことで、線虫ROP-1/Y RNPと相互作用できる因子の種類は他の生物種Ro/

Y RNPより多様である可能性がある。

5.3. ROP-1に対するCel7 RNAとCel7s RNAの結合

　Cel7 RNAとCel7s RNAは、ROP-1と混合することで、フリーのRNAとシフトしたバン

ドの間にスメアが検出できた (図19, Cel7s RNA *1)。スメアが検出できた理由として2つの

可能性が考えられる。1つは、反応系内でRNAが切断を受け、生じた長さの異なるRNAを

検出している可能性である。RNAとROP-1を混合、インキュベーションしている間に元の

サイズより短いRNAが生じていた (図23)。もう1つの可能性は、一度形成されたRNAと

ROP-1の複合体が電気泳動の過程で解離している状態を検出している可能性である。この

場合、スメアが検出されなかったCeY RNAやCeN71 RNAと比較して、RNAとROP-1の結

合が弱いことを示唆している。Cel7 RNAは、ROP-1と混合することでシフトしたバンド

が、Cel7s RNAの場合と同程度検出できた (図19, Cel7 RNA レーン2-4 白三角)。しかし、

本研究で設定した実験条件では、反応系内で一部のRNAが切断されていた (図21-23)。そ

のため、Cel7 RNAとROP-1の混合によって検出されたシフトしたバンドは、切断を受け

たCel7 RNAとROP-1の結合を検出している可能性がある。Cel7 RNAについては、RNAの

5’末端側に結合するプローブを設計することで、Cel7 RNAの5’末端側が切断を受け、

Cel7s RNAと同程度の長さにバンドが検出できた (図21B *1)。Cel7 RNAの5’末端から25
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ヌクレオチドに結合するプローブを用いてノーザンハイブリダイゼーションを行うと反応

時間が長くなるほど、検出されるRNAは減少した (図22B レーン1-4)。この結果から、

Cel7 RNAの5’末端から25ヌクレオチドの範囲に切断を受けやすい箇所があることが示唆

された。in vitroにおいては、ROP-1の有無や量の増減によってCel7 RNAの切断が促進さ

れる傾向は見られなかった (図21B レーン1, 2、レーン5, 6、 図23 Cel7, Cel7s)。

　Cel7 RNA遺伝子の上流500ヌクレオチドまでの配列にはBoriaらが報告した位置以外に

転写モチーフは見つけられなかった [39]。Cel7s RNAはCel7 RNAがプロセシングを受け

たものと考えられる。また、Cel7 RNAはROP-1の有無によって細胞内の存在量が変化し

ない [43]。Cel7 RNAの5’末端は小さいステムループ構造を形成しうることから、この構造

がCel7 RNAの存在量に関わる可能性がある。また、放射線耐性菌においてRoタンパク質

ホモログRsrが23S rRNAのプロセシングを促進することが報告されている [25]。rop-1変

異株においては、ROP-1によって促進されていたCel7s RNAへのプロセンシングが滞った

結果、Cel7 RNAが蓄積している可能性がある (図25)。

5.4. おわりに

　本研究は新たに同定したCel7s RNAを含む19種類の線虫Y RNAホモログの配列を実験的

に解析した。そして、線虫Roタンパク質ホモログROP-1と、線虫Y RNAホモログの結合

を確かめることで、ROP-1に結合するY RNAのレパートリーを明らかにた。Y RNAレパー

トリーを明らかにすることはRo/Y RNPの機能を明らかにする上で極めて重要なものであ

る。Ro/Y RNPに関する研究はヒトやマウス、アフリカツメガエルを材料として行われて

いるがこれらの研究はRo/Y RNPの機能とそれが生物個体に与える影響を繋げることが困

難である。この理由は、用いられている材料が培養細胞のような単一の細胞であるためで

ある。この問題を解決するためには、分子レベルの解析と個体レベルの解析を同一の生物

モデルを用いて行うことが望ましく、線虫はこのような解析に適している。本研究におい
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て得られた結果はこれから線虫を用いてRo/Y RNPの機能解析を行う上で基礎となるもの

である。 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表1. オリゴDNAリスト (N2、MQ470、 RB2032の判別)

配列名 配列 (5’ - 3’)

MQ470-F CCTTGAGCATAGACAGCACG

MQ470-R TTGAAGCTTCCGTACACCGAG

RB2032-F AGAGATGGGTTGGTGTACGG

RB2032-R TGCTCCTTTGATCAATATTGTGATCG
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表2. 線虫 N2におけるL1-L4幼虫、成虫の培養時間

stage 経過時間

受精卵 ———

L1幼虫 17時間26分

脱皮 (1回目) 23時間34分

L2幼虫 27時間42分

脱皮 (2回目) 31時間46分

L3幼虫 36時間27分

脱皮 (3回目) 41時間15分

L4幼虫 47時間24分

脱皮 (4回目) 53時間17分

成虫 65時間5分

同調させた線虫を各時間ごとにDAPI染色することで
発達段階を判断した。
回収する際には、経過時間±1時間で回収した。
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表3. オリゴDNAリスト (ノーザンハイブリダイゼーション)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

CeY-oligo TGAGGTTGGAACCGAGGTTCCTAAAGAAAACACACACACACACAC

CeN71-oligo GTTAGTTCGTATGGGGTGGTTGAGAATT

CeN72-oligo TAGAGGACGGTGAATGTGATCAGCGACGACAAGCACCACAGGAT

CeN73-oligo CGGGTTTGGCATCACAAGGACACCGGGC

CeN74-1-oligo AAATTCCCCGAAGGGAGAGAAATACGATAA

CeN74-2-oligo AAATTCCCGAAGGGAGGCAAACTTGATAA

CeN75-oligo ATGGGGGGGCTTCTCAGATAACCCAC

CeN76-oligo GGGAGGGGGGGTTTCAAAGGTAACCC

CeN76-oligo
EMSA GTTGGTGCCGATGGGAGGGGGGGTTTCAAAGGTAACCCACCGAC

CeN77-oligo ATGGGGGGTTTTGAAAGATAACCCAT

CeN77-oligo
EMSA GTTGTTGTCAATGGGGGGTTTTGAAAGATAACCCATTGAC

CeN133-oligo GGGTAGTTCTTTAAAAGAACAGAGAGAATTCAAT

CeN134-oligo GCATTATTAACCACTGTGAAGCATTGTGAAGAGCATTTGAATCGAGA

CeN135-oligo TGGGGTGGTTTCTTCAGATAACCCA

Cel1-oligo AAGGGATGTCTATGGGGGGATTCAAATGACAATTTTGGTAA

Cel2-oligo GAGGTGTCTGTGGGAGATGGATTCAAGAAATTGGATAACCC

Cel3-oligo ATGAAGAACACGGAGAGATTAACATGAGCGGTACCAAACC

Cel5-oligo GCATTATGAACCATTGTTAAGCATTGTGAAGAAGCATTTGAATCGAGA

Cel6-oligo AATTCCCCGAAGGGAGGCAAACTTGATAA

Cel7-oligo AATGGGAAGTTCCCTGAAGTGGGAATAGGAATGATAACCT

Cel7-oligo-25nt GGACCGATATATAATATTTTTGAAC

Cel7-oligo-40nt TAACCTATTGGCGCCGGACCGATATATAATATTTTTGAAC

U6-oligo CAGGGGCCATGCTAATCTTCTCTGTATTGTTCCAATTTTAGTATA
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表4. オリゴDNAリスト (プライマーエクステンション)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

CeN76-oligo2 AGGGGGGGTTTCAAAGGTAA

CeN133-oligo2 AAAAGAACAGAGAGAATTCAAT

Cel2-oligo2 AGATGGATTCAAGAAATTGGATAA

Cel3-oligo2 ATGAAGAACACGGAGAGATT

Cel7-oligo2 TGAAGTGGGAATAGGAATG
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表5. オリゴDNAリスト (RACE)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

3’アダプター (RA3) TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG

5’アダプター (RA5) GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC

RT-primer GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

RA5+PstI CTGCAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC

RA3+PstI CTGCAGCCTTGGCACCCGAGAATTCC

CeY-5’ GGATCCGGTTCCTAAAGAAAACACACACACACACAC

CeY-3’ GGATCCGTGTGTGTGTGTGTGTTTTCTTTAGGAACC

CeN71-5’ GGATCCGTTAGTTCGTATGGGGTGGTTGAGAATT

CeN71-3’ GGATCCAATTCTCAACCACCCCATACGAACTAAC

CeN72-5’ GGATCCTAGAGGACGGTGAATGTGATCAGCGAC

CeN72-5’ GGATCCGTCGCTGATCACATTCACCGTCCTC

CeN73-5’ GGATCCCGGGTTTGGCATCACAAGGAC

CeN73-3’ GGATCCGTCCTTGTGATGCCAAACCCG

CeN74-1-5’ GGATCCAAATTCCCCGAAGGGAGAGAAATACGATAA

CeN74-1-3’ GGATCCTTATCGTATTTCTCTCCCTTCGGGG

CeN74-2-5’ GGATCCAAATTCCCGAAGGGAGGCAAACTTGATAA

CeN74-2-3’ GGATCCTTATCAAGTTTGCCTCCCTTCGGGAATTT

CeN75-5’ GGATCCATGGGGGGCTTCTCAGATAACCCAC

CeN75-3’ GGATCCGTGGGTTATCTGAGAAGCCCCCC

CeN76-5’ GGATCCGGGAGGGGGGGTTTCAAAGG

CeN76-3’ GGATCCCCTTTGAAACCCCCCCTCCC

CeN77-5’ GGATCCATGGGGGGTTTTGAAAGATAACCCAT

CeN77-3’ GGATCCATGGGTTATCTTTCAAAACCCCCC

CeN133-5’ GGATCCGGGTAGTTCTTTAAAAGAACAGAGAGAATTCAAT

CeN133-3’ GGATCCATTGAATTCTCTCTGTTCTTTTAAAGAACTACCC

CeN134-5’ GGATCCGCATTATTAACCACTGTGAAGCATTGTGAAGAGC

CeN134-3’ GGATCCGCTCTTCACAATGCTTCACAGTGGTTAATAATGC
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表5. オリゴDNAリスト (RACE)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

CeN135-5’ GGATCCTGGGGTGGTTTCTTCAGATAACCCA

CeN135-3’ GGATCCTGGGTTATCTGAAGAAACCACCCC

Cel1-5’ GGATCCTGGGGGGATTCAAATGACAATTTTGGTAA

Cel1-3’ GGATCCTTACCAAAATTGTCATTTGAATCCCCCC

Cel2-5’ GGATCCGTCTGTGGGAGATGGATTCAAGAAATTGG

Cel2-3’ GGATCCCCAATTTCTTGAATCCATCTCCCACAGAC

Cel3-5’ GGATCCAGAGATTAACATGAGCGGTACCAAACC

Cel3-3’ GGATCCGGTTTGGTACCGCTCATGTTAATCTC

Cel7-5’ GGATCCAGTTCCCTGAAGTGGGAATAGGAATG

Cel7-3’ GGATCCCATTCCTATTCCCACTTCAGGGAAC

pUC-vec-F TAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCC

pUC-vec-R CGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG
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表6. オリゴDNAリスト (RNA-seq)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

Index-primer
N2(Thermopol)

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCGATGTATCT
CGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Index-primer
MQ470(Thermopol)

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTTAGGCATCT
CGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Index-primer
RB2032(thermopol)

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATCACGATCT
CGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Index-primer
N2(NEB2)

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCT
CGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Index-primer
MQ470(NEB2)

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTAGCTTATCT
CGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Index-primer
RB2032(NEB2)

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGATCAGATCT
CGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Index-primerに含まれる6ヌクレオチドの識別配列は下線で示した。
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表7. オリゴDNAリスト (CeY RNAおよびsbRNAクローンの作製)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

CeYp-F TCACTATAGGGCTCGGTCCGAGTTTCATG

CeYp-R GACCGAGCCCTATAGTGAGTCGTAT

CeN71-vec-F CTAACTTGACTACCGGAACTATAGTGTCACC

CeN71-vec-R CTATAGTGAGTCGTATTAGGATCCCCGGGTACC

CeN71-ins-F AAAGGATCCTAATACGACTCACTATA

CeN71-ins-R TTCCGGTAGTCAAGTTAGTTC

CeN72-vec-F ACAAATTTGACCGATGTTCTATAGTGTCACC

Common-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN72-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATTATCATCGGTCCGG

CeN72-ins-R AACATCGGTCAAATTTGTG

CeN73-1-vec-F ACCAACTTGACCGTTGTTCTATAGTG

Common-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN73-1-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATTACATCGGTCCGGAG

CeN73-1-ins-R AACAACGGTCAAGTTGGT

CeN73-2-vec-F CTATAGTGTCACCTAAATCTGCAGGCATGC

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN73-2-ins-F TTCTAATACGACTCACTATAGGGACATCGGTCCGGAGTTGATGG

CeN73-2-ins-R AGATTTAGGTGACACTATAGAACAACGGTCAAGTTGGTGTCG

CeN74-1-vec-F TCAACTTGACCGTTGCGT

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN74-1-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATAGTCTCGGTCCGG

CeN74-1-ins-R ACGCAACGGTCAAGTTG

CeN74-2-1st-F CGACTCACTATAGTATCGGTCCGGCGTCAG

CenN74-2-1st-R AGGTGACACTATAGAGCAACGGTCAAGTTGGTGC

CeN74-2-2nd-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATA

CeN74-2-2nd-R AAACTGCAGATTTAGGTGACACTATA
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表7. オリゴDNAリスト (CeY RNAおよびsbRNAクローンの作製)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

CeN75-vec-F CTATAGTGTCACCTAAATCTGCAGGCATGC

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN75-ins-F TTCTAATACGACTCACTATAGGGAATACGGTCCGGAGTCGGTG

CeN75-ins-R AGATTTAGGTGACACTATAGTTTAAAAACTAAAATTTTCATCGGTCA
AGTTGGTG

CeN76-vec-F ACTTGACCGTTCCTGTTTCTATAGTGTCACC

Common-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN76-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATTAGACAGGCGTGGTC

CeN76-ins-R AAACAGGAACGGTCAAGT

CeN77-vec-F CAACAACTTGACCGGCGCTATAGTGTCACC

Common-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN77-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATTAATTCGGTCCGGAG

CeN77-ins-R CGCCGGTCAAGTTGTTG

CeN133-vec-F CAACTTGATCGAAAAACATTTTATAGTGTCACC

CeN133-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGGATCCCCGGGTACC

CeN133-ins-F ATCCTAATACGACTCACTATTATCGGTCCGAAG

CeN133-ins-R AAATGTTTTTCGATCAAGTTGATG

CeN134-vec-F CAACAACTTGACCGAATT

Common-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN134-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATTAGTTCGGTCCG

CeN134-ins-R AATTCGGTCAAGTTGTTGTT

CeN135-vec-F CAACAACTTGACTTCCTGCTATAGTGTCACC

CeN135-vec-R CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

CeN135-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATAGCATAGGTCCGGAG

CeN135-ins-R CAGGAAGTCAAGTTGTTGCC
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表7. オリゴDNAリスト (CeY RNAおよびsbRNAクローンの作製)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

Cel1-vec-F CATCCCTTGACCGGGGGTTATAGTGTCACC

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

Cel1-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATAGACCACCGGTCCGGAG

Cel1-ins-R ACCCCCGGTCAAGGGATG

Cel2-vec-F CTTGACCGGGAAGGTTTTTATAGTGTCACC

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

Cel2-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATAGGCCGTCCGGG

Cel2-ins-R AAAACCTTCCCGGTCAAGG

Cel3-vec-F ACCAACTTGACCGTTGTTTATAGTGTCACC

Common-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

Cel3-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATTACTTCGGTCCGGAGATTATG

Cel3-ins-R AACAACGGTCAAGTTGGTG

Cel5-vec-F CTATAGTGTCACCTAAATCTGCAGGCATGC

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

Cel5-ins-F TTCTAATACGACTCACTATAGGGAGTTCGGTTCGGAGTTGATGAG
T

Cel5-ins-R AGATTTAGGTGACACTATAGAAAAAAAATTCGGTCAAGTTGTTGTT
GATGG

Cel6-vec-F CTATAGTGTCACCTAAATCTGCAGGCATGC

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

Cel6-ins-F TTCTAATACGACTCACTATAGGGTATCGGTCCGGCGTCAG

Cel6-ins-R AGATTTAGGTGACACTATAGTGTAACTGTCAAGTTGATGCCGATG

Cel7/Cel7s-vec-F CACCAACTTGACTGATATTTTTATAGTGTCACC

Common-vec-R2 CTATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

Cel7-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATAGTTCAAAAATATTATATATCGGTCC
GGCGC

Cel7/Cel7s-ins-R AAAATATCAGTCAAGTTGGTGCC
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表7. オリゴDNAリスト (CeY RNAおよびsbRNAクローンの作製)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

Cel7/Cel7s-vec-F CACCAACTTGACTGATATTTTTATAGTGTCACC

Common-vec-R TAATAGTGAGTCGTATTAGAATTCACTGGCCGTCG

Cel7s-ins-F GAATTCTAATACGACTCACTATTATATCGGTCCGGCGC

Cel7/Cel7s-ins-R AAAATATCAGTCAAGTTGGTGCC
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表8. オリゴDNAリスト (in vitro転写)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

pUC-vec-F TAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCC

CeY-R GAGCGGTCAAAGTAGTTTC

CeN75-R TTTAAAAACTAAAATTTTCATCGG

CeN75S-R CATCGGTCAAGTTGGTGT

CeN76-ins-R AAACAGGAACGGTCAAGT

CeN135-ins-R CAGGAAGTCAAGTTGTTGCC

Cel1-ins-R ACCCCCGGTCAAGGGATG

Cel2-ins-R AAAAACCTTCCCGGTCAAGG

Cel2-del-ins-R AAAAACCTTCCCGTCAAGGAGGTGTCTGTG

Cel5-R AAAAAAAATTCGGTCAAGTTGTTGTTGATGG

Cel6-R TGTAACTGTCAAGTTGATGCCGATG

• CeY、CeN75、CeN76、CeN135、Cel1、Cel2、Cel5、Cel6を増幅する際は、T7プロ
モーター上流に設定した共通Forward Primerを用いた。
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表8. オリゴDNAリスト (in vitro転写)

配列名 配列 (5’ -> 3’)

truncatedCeY-F TAATACGACTCACTATAGGGGTTTCATGGTCTCCAATGTG

CeY-R GAGCGGTCAAAGTAGTTTC

CeN71-F AAAGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAATTCCTGCGG

CeN71-ins-R TTCCGGTAGTCAAGTTAGTTC

CeN72-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGATCATCGGTCCGG

CeN72-ins-R AACATCGGTCAAATTTGTG

CeN73-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGACATCGGTCCGGAG

CeN73-1-ins-R AACAACGGTCAAGTTGGT

CeN74-1-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTCTCGGTCCGG

CeN74-1-ins-R ACGCAACGGTCAAGTTG

CeN74-2-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTATCGGTCCGGCGTCAG

CeN74-2-R AGCAACGGTCAAGTTGGTGC

CeN77-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAATTCGGTCCGGAG

CeN77-ins-R CGCCGGTCAAGTTGTTG

CeN133-F AAAGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGATCGGTCCGAAG

CeN133-ins-R AAATGTTTTTCGATCAAGTTGATG

CeN134-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGTTCGGTCCG

CeN134-ins-R AATTCGGTCAAGTTGTTGTT

Cel3-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGACTTCGGTCCGGAGATTA
TG

Cel3-ins-R AACAACGGTCAAGTTGGTG

Cel7-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTTCAAAAATATTATATATCG
G

Cel7s-F AAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGATATCGGTCCGGCGC

Cel7/Cel7s-ins-R AAAATATCAGTCAAGTTGGTGCC

• RNAの転写効率を上げるために付け加えたグアノシン残基を下線で示した。
• CeN73-1とCeN73-2を増幅するプライマーは同じものを用いた。
• Cel7とCel7sを増幅する際、Reverse Primerは同じものを用いた (Cel7/Cel7s-R)。
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表9. 5’&3’-RACEにおいて得られたクローン数

5’-RACE 3’-RACE

全RNA 受精卵 成虫 全RNA 受精卵 成虫

CeY 6 2 1 4 5 2

CeN71 2 — — 2 — —

CeN72 0 5 — 2 0 —

CeN73-1 1 1 — 2 — —

CeN74-1 2 — — 3 — —

CeN74-2 4 2 — 2 — —

CeN75 3 — — 1 — —

CeN76 2 — — 5 — —

CeN77 2 — — 2 — —

CeN133 2 — — 4 — —

CeN134 3 — — 4 — —

CeN135 5 — — 4 — —

Cel1 — 7 — — 6 —

Cel2 — 6 — — 4 —

Cel3 — 1 — 5 — —

Cel7 9 — 0 0 3 3

RACEにおいて得られたクローン数を示した。RACEを行なったがクローンが得
られなかったものは組み合わせは0、RACEを行なっていない組み合わせについ
ては—で示した。
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表10. 線虫 Y RNAホモログのリード数 (Thermopol Buffer使用)

N2  
(リード)

MQ470  
(リード)

RB2032  
(リード)

CeY 62 0 0

CeN71 12040 121 199

CeN72 311 3 4

CeN73-1 204 9 2

CeN73-2 5 0 0

CeN74-1 661 8 51

CeN74-2 340 2 11

CeN75 1 0 0

CeN76 656 7 20

CeN77 67 0 0

CeN133 20 2 0

CeN134 5 0 1

CeN135 2349 6 56

Cel1 1131 9 22

Cel2 0 2 0

Cel3 427 12 27

Cel5 0 0 0

Cel6 1633 10 38

Cel7 45 60 4
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表11. 線虫 Y RNAホモログのリード数 (NEBuffer 2使用)

N2  
(リード)

MQ470  
(リード)

RB2032  
(リード)

CeY 50 0 1

CeN71 2509 3 5

CeN72 247 3 4

CeN73-1 113 4 7

CeN73-2 6 0 0

CeN74-1 470 25 5

CeN74-2 376 3 4

CeN75 2 0 0

CeN76 787 51 0

CeN77 117 0 1

CeN133 55 0 0

CeN134 5 1 2

CeN135 2198 1 0

Cel1 81 3 0

Cel2 0 1 1

Cel3 238 9 17

Cel5 0 0 0

Cel6 812 1 2

Cel7 59 93 11
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図1. Y RNAの予想される二次構造

Y RNAは、5’末端と3’末端に保存性の高い配列を含み、これらの配列は2つのステム構造

(下方ステム:赤と上方ステム:青)を形成する。そして、内部には2つのループ構造(L1とL2)

が形成される。ループ構造を構成する残基はステムに比べて保存性が低い。このうち、
Roタンパク質との結合に影響するのは、下方ステムとL1ループである [11-14]。

下方ステム

上方ステム

L1ループ

L2ループ

DNA複製に関わる
U-A、G-C塩基対

変異を加えることで、
Roタンパク質との結合
に影響を与えた

バルジアウトした
シトシン残基
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Conservation

Low High

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M E X X X X Q X Q P L X E
10 20 30 40 50 60

H. sapiens_P10155 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M E E S V N Q M Q P L N E 13

M. musculus_O08848 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M E G S A N Q L Q P L S E 13

X.laevis_P42700 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M E A T M D Q T Q P L N E 13

C.elegans_Q27274 M A D E L N E F Q E A G N F N E E A L M R L S N V C A R L R R M Q M L E S D V E I T V V D G E L K R V P R Q M E K V K D 60

D.radio_Q9RUW8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M K N L L R A I N P L N R P Q T E R L D E 21

X Q V X N S X G G X V W Q V S D M N R L R R F L C F G S E G G T Y Y I X E Q K L G X E N A E A L I R L I E D G X G C E V
70 80 90 100 110 120

H. sapiens_P10155 K Q I A N S Q D G Y V W Q V T D M N R L H R F L C F G S E G G T Y Y I K E Q K L G L E N A E A L I R L I E D G R G C E V 73

M. musculus_O08848 T Q V V N S E G G C V W Q V T D M N R L R R F L C F G S E G G T Y Y I K E Q K L G L E N A E A L I R L I E D G R G C E V 73

X.laevis_P42700 K Q V P N S E G C Y V W Q V S D M N R L R R F L C F G S E G G T Y Y I E E K K L G Q E N A E A L L R L I E D G K G C E V 73

C.elegans_Q27274 G Q V E N N A G G F V F P V S D E T Q V R R F L I L G S D K G S Y H Q S S E K I T I D N A Q R I I K I I E Q G N G H M V 120

D.radio_Q9RUW8 R Q V R N N A G G F V Y T V S D E S R L T R F L V L G V D G G T F Y A S A Q K H T V Q A T D F V R E L V Q R D A A L A L 81

X Q E I K X F S Q E G R X X K Q E P X L F A L A X C S Q C S D I X T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - K Q A A F X A
130 140 150 160 170 180

H. sapiens_P10155 I Q E I K S F S Q E G R T T K Q E P M L F A L A I C S Q C S D I S T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - K Q A A F K A 114

M. musculus_O08848 I Q E I K S F S Q E G R T A K Q E P L L F A L A V C S Q C A D I N T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - K Q A A F K A 114

X.laevis_P42700 V Q E I K T F S Q E G R A A K Q E P T L F A L A V C S Q C S D I K T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - K Q A A F R A 114

C.elegans_Q27274 L K E L A L I N A E N R N P K M N A M I F T L A I C A R I S T H D T T K K T E C P M L N A Y S D Y I R A L H D S A L D L 180

D.radio_Q9RUW8 R V T L D V V R G Q - R A P K A D P A L L V L A L I A K T A P N A A D - - - - - - - - - - - - - - - - - - R K A A W D A 122

V P E V C R I P T H L F T F I Q F K K D L K E S M K C G - - - - - - M W G R A L R K A V A D W Y N T K X X X X L A L X V
190 200 210 220 230 240

H. sapiens_P10155 V S E V C R I P T H L F T F I Q F K K D L K E S M K C G - - - - - - M W G R A L R K A I A D W Y N E K G G M A L A L A V 168

M. musculus_O08848 V P E V C R I P T H L F T F I Q F K K D L K E S M K C G - - - - - - M W G R A L R K A V A D W Y N E K G G M A V A L V V 168

X.laevis_P42700 V P E V C R I P T H L F T F I Q F K K D L K E G M K C G - - - - - - M W G R A L R K A V S D W Y N T K D A L N L A M A V 168

C.elegans_Q27274 I P E V C R T P T H L F E F V D Y C Q T I S E S T K A G G A K S S T G W G R S M R N A I S K W Y T T K T T E K L A M L L 240

D.radio_Q9RUW8 L P E V A R T G T M L L H F L A F A D A L G G - - - - - - - - - - - - W G R L T R R G V A N V Y E T A D V D K L A L W A 170

T K Y K Q R N G W S H K D L L R L S H X K P X X - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - E G L X X V X K Y X X K G
250 260 270 280 290 300

H. sapiens_P10155 T K Y K Q R N G W S H K D L L R L S H L K P S S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - E G L A I V T K Y I T K G 205

M. musculus_O08848 T K Y K Q R N G W S H K D L L R L S H L K P S S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - E G L A I V T K Y I T K G 205

X.laevis_P42700 T K Y K Q R N G W S H K D L L R L S H I K P A N - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - E G L T M V A K Y V S K G 205

C.elegans_Q27274 T K Y P Q R E G W S H R D L F R L A H P N L M D S R S H G Q S E D R L E R E Q L F R F A V K G D L V K R K R K M S V E E 300

D.radio_Q9RUW8 V K Y K A R D G W S Q A D A L R K A H P K T D D - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A A R N A V L K F M V D G 207

W K E V X E X Y K E K A L S X - - - - - - - - - - E X E K X L K Y L E A X E K V K R T X D E L E X I H L I X E H R L V R
310 320 330 340 350 360

H. sapiens_P10155 W K E V H E L Y K E K A L S V - - - - - - - - - - E T E K L L K Y L E A V E K V K R T R D E L E V I H L I E E H R L V R 255

M. musculus_O08848 W K E V H E E Y K E K A L S V - - - - - - - - - - E A E K L L K Y L E A V E K V K R T K D D L E V I H L I E E H Q L V R 255

X.laevis_P42700 W K E V Q E A Y K E K E L S P - - - - - - - - - - E T E K V L K Y L E A T E R V K R T K D E L E I I H L I D E Y R L V R 255

C.elegans_Q27274 V A E V E K V W D K K A L K L P Y T E E Q L I K E E Q S R A L N L V E A Y L K L K N E Q S E E V I V A A I K K H G L V R 360

D.radio_Q9RUW8 V L P K V D S P - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A L R V I E G H L K A T E A Q T D A A A A A L M Q E Y R L P L 246

E H L L T X H L K S K E V W K A L L Q X - M P L T A L L R N L G K M T A X S V L X P X - X S E V S X V C E R L T N E K L
370 380 390 400 410 420

H. sapiens_P10155 E H L L T N H L K S K E V W K A L L Q E - M P L T A L L R N L G K M T A N S V L E P G - N S E V S L V C E K L C N E K L 313

M. musculus_O08848 E H L L T N H L K S K E V W K A L L Q E - M P L T A L L R N L G K M T A N S V L E P G - N S E V S L I C E K L S N E K L 313

X.laevis_P42700 E H L L T I H L K S K E I W K S L L Q D - M P L T A L L R N L G K M T A D S V L A P A - S S E V S S V C E R L T N E K L 313

C.elegans_Q27274 E H L P T T S L N S K L V W E T L F D V S M P M T A M I R N L A K M T V V G A L D - - - E K R V D N I V K R L T D Q E E 417

D.radio_Q9RUW8 E A V P T - H V R G A E V Y R A A M Q T - N G L T W L L R N L G N L G R V G V L T P N D S A T V Q A V I E R L T D P A A 304

L K K A R I H P F H X L X A L E T Y X X G H G X R G K L X W x P D X X I X X A L D A A F Y K X F K X V E P T G K R F L L
430 440 450 460 470 480

H. sapiens_P10155 L K K A R I H P F H I L I A L E T Y K T G H G L R G K L K W R P D E E I L K A L D A A F Y K T F K T V E P T G K R F L L 373

M. musculus_O08848 L K K A R I H P F H V L I A L E T Y R A G H G L R G K L K W I P D K D I L Q A L D A A F Y T T F K T V E P T G K R F L L 373

X.laevis_P42700 L K K A R I H P F H I L V A L E T Y K K G H G N R G K L R W I P D T S I V E A L D N A F Y K S F K L V E P T G K R F L L 373

C.elegans_Q27274 L R R S R I H P I N L L T A R A V Y A Q G R G D K G S L T W E P N Q K I C D A L E A G F Y K A F V N A P P T G K R Y C L 477

D.radio_Q9RUW8 L K R G R I H P L D A L K A R L V Y A Q G Q G V R G K G T W L P V P R V V D A L E E A F T L A F G N V Q P A N T R H L L 364

A X D V S A S M N Q R V L G S X - - L N A S X V A A A M C M X V X R T E K D S X X V A F X D X M X P X P X T X D M T L X
490 500 510 520 530 540

H. sapiens_P10155 A V D V S A S M N Q R V L G S I - - L N A S T V A A A M C M V V T R T E K D S Y V V A F S D E M V P C P V T T D M T L Q 431

M. musculus_O08848 A V D V S A S M N Q R A L G S V - - L N A S T V A A A M C M V V T R T E K E S S V V A F A C D M V P F P V T T D M T L Q 431

X.laevis_P42700 A I D V S A S M N Q R V L G S I - - L N A S V V A A A M C M L V A R T E K D S H M V A F S D E M L P C P I T V N M L L H 431

C.elegans_Q27274 A L D V S G S M T S R V S S S P - - L S C R E A A T G M S L I N L H N E A E V R C V A F C D K L T E L P F T K D W K I G 535

D.radio_Q9RUW8 A L D V S G S M T C G D V A G V P G L T P N M A A A A M S L I A L R T E P D A L T M G F A E Q F R P L G I T P R D T L E 424

Q V X X X M X X X X X G X T D C X L P M X W A Q K T N T X A D V F I V F T D N E T X A G X V H P A X A L X X Y R X K M G
550 560 570 580 590 600

H. sapiens_P10155 Q V L M A M S Q I P A G G T D C S L P M I W A Q K T N T P A D V F I V F T D N E T F A G G V H P A I A L R E Y R K K M D 491

M. musculus_O08848 Q V L T A M N K V P A G N T D C S L P M I W A Q K T D T A A D V F V V F T D N E T F A G Q V H P A V A L R E Y R K K M D 491

X.laevis_P42700 E V V E K M S D I T M G S T D C A L P M L W A Q K T N T A A D I F I V F T D C E T N V E D V H P A T A L K Q Y R E K M G 491

C.elegans_Q27274 Q V N D Y V N N L D F G R T D C G L P M T W A T E N N L K F D V F I I Y T D N D T W A G E I H P F E A I K K Y R E A S G 595

D.radio_Q9RUW8 S A M Q K A Q S M S F G G T D C A Q P I L W A A Q E R L D V D T F V V Y T D N E T W A G Q V H P T V A L D Q Y A Q K M G 484

I P - A K L I V C G M T S N G F S I A D P D D R G M L D X C G F D X A A L D V I R N F T L D X I
610 620 630 640

H. sapiens_P10155 I P - A K L I V C G M T S N G F T I A D P D D R G M L D M C G F D T G A L D V I R N F T L D M I 538

M. musculus_O08848 I P - A K L I V C G M T S N G F T I A D P D D R G M L D M C G F D T A A L D V I R N F T L D V I 538

X.laevis_P42700 I P - A K L I V C A M T S N G F S I A D P D D R G M L D I C G F D S G A L D V I R N F T L D L I 538

C.elegans_Q27274 I H D A K V I V M A M Q A Y D Y S I A D P S D A G M L D I T G F D S A V P Q I V H E F V T G K I 643

D.radio_Q9RUW8 R A - P K L I V V G L T A T E F S I A D P Q R R D M L D V V G F D A A A P N V M T A F A R G E V 531
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図2. Roタンパク質のアミノ酸配列アライメント

ヒト (H. sapiens_P10155)、マウス (M. musculus_O08848)、アフリカツメガエル (X. 

laevis_P42700)、線虫 (C.elegans_Q27274)、放射線耐性菌 (D.radio_Q9RUW8)のRoタ
ンパク質のアミノ酸配列をUniProt Knowledgebase (https://www.uniprot.org/uniprot/)から

取得し、CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw)を用いてアライメントし

た。A,C,I,L,M,F,W,Vを青、K,Rを赤、E,Dを紫、N,Q,S,Tを緑、Gをオレンジ、Pを黄、

H,Yをシアンで示した。ギャップまたは保存性の低いアミノ酸を白で示した。コンセン

サス配列をアライメントの上部に示した。保存性の高いアミノ酸は赤 (conservation, 

High)、低いアミノ酸は青 (conservation, Low)で示した。マウスRoタンパク質の局在に

関わるとされるヘリックス12を黒枠で示した [28]。
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図3. 線虫の生活環

線虫は、受精卵は体外に産卵されてから約17時間後に孵化する (L1幼虫)。孵化後、約12

時間毎に脱皮を繰り返し、L2、L3、L4幼虫、成虫に発達する。L1幼虫から成虫に発達す
る過程で、生殖腺が成熟する。L4幼虫前期に精子形成が終わり、L4後期から卵形成に移

行、以降は卵形成のみを行うようになる。[35] (図はwormatlasより引用, https://

www.wormatlas.org)

https://www.wormatlas.org
https://www.wormatlas.org
https://www.wormatlas.org
https://www.wormatlas.org
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RB2032は1番目のエキソンの全長とその上流、2番目のエキソンの一部が欠損してい

る。(B) (A)に示した変異の有無は(A)の灰色矢印で示した位置に設定したプライマーを
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清の作成に用いた組換えROP-1 (レーン1)とN2、MQ470およびRB2032 の抽出物(レー
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図5. N2、MQ470およびRB2032におけるCeY RNAとsbRNAの存在量

N2、MQ470およびRB2032から抽出した全RNAに含まれるCeY RNAおよびsbRNAの量

をノーザンハイブリダイゼーションによって比較した。CeN73-1 RNAのプローブで
CeN73-1 RNAと73-2 RNAを、CeN74-1 RNAのプロ ーブでCeN74-1、74-2 RNA、Cel6 

RNA を、 CeN134 RNAのプローブでCeN134 RNAとCel5 RNAのようにY RNAホモログ

の間 でも相同性の高いものについては1種類のプローブで複数を同時に検出している。

目的のRNAの検出に用いた線虫RNA量は、1 μg: CeN71、CeN72、CeN73、CeN74-1、

CeN74-2、CeN76、CeN135、Cel1 RNA、5 μg: CeN75、CeN77、CeN133、Cel2、
Cel3、Cel7 RNA、10 μg: CeN134 RNA。ローディングコントロールとして、U6 snRNA

を検出した [43, 61]。
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各発達段階 (受精卵、L1-L4幼虫、成虫)のN2に含まれるCeY RNAとsbRNAを検出した。

検出に使用したRNA量とオリゴDNAプローブは図5に示したノーザンハイブリダイゼー

ションと同様 [43, 61]。

Cel1

受精
卵

L1 L2 L3 L4 成虫

Cel2

Cel3

U6

U6

U6

受精
卵

L1 L2 L3 L4 成虫Cel7

U6

Cel7s



 

 81

図7. プライマーエクステンションによるCeY RNAおよびsbRNAの5’末端解析
プライマーエクステンションによってCeY RNAおよびsbRNAの5’末端を解析した。逆転

写産物が検出できた位置を白三角で示した。逆転写に用いたRNA量は、1 μg, 2 μg, 4 

μg: CeY、CeN71、CeN72、CeN73-1、CeN74-2、CeN76、CeN135 RNA、2.5 μg, 5 

μg, 10 μg: CeN75、CeN77、CeN133 RNA、2.5 μg, 5 μg, 10 μg: CeN134 RNA。
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図7. プライマーエクステンションによるCeY RNAおよびsbRNAの5’末端解析 (続き)

プライマーエクステンションによってCeY RNAおよびsbRNAの5’末端を解析した。逆転

写産物が検出できた位置を白三角で示した。逆転写に用いたRNA量は、2.5 μg, 5 μg, 9 

μg: Cel1、Cel2、Cel2 (受精卵)、Cel3、Cel7 RNA。
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図8. RACEにおけるcDNAライブラリの作製とクローンの取得方法

線虫から抽出したRNAの5’末端のみまたは、5’末端と3’末端の両方に既知配列 (アダプ

ター)を付加した。RNAの5’末端に三リン酸が存在している場合、アダプターが付加でき
ないのであらかじめRppHを用いてRNAの5’末端を一リン酸の形に変換した。逆転写後、

目的のRNAの末端領域をPCRで増幅して制限酵素 (PstIとEcoRI、またはBamHI)を用い
てプラスミドに導入した。
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図9. RppHの影響とアダプター配列の付加効率

in vitroで合成したCeY RNA (レーン1)を用いて、RppHによるRNA5’末端の三リン酸から

一リン酸への変換の有無と、アダプター配列の付加効率を確認した。RppH処理の有無に

よって末端のリン酸に変化があるのかを検証するため、GMPを加えて合成したCeY RNA

を用意した (レーン6, 7、レーン12, 13)。GMPを加えて合成したCeY RNAの5’末端は一
リン酸の形になっている。また、アダプターを熱変性させる条件についてもL: 65℃ - 30

秒間、H: 95℃ - 5分間の2通り検討した。アダプターが付加しているのかは検出できた

RNAのバンドサイズから判断した。CeY RNAのサイズを白三角、3’アダプターが付加し

た状態を灰色三角、3’アダプターと5’アダプターの両方が付加された状態のものを黒三角
で示した。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

— L L
—
—
—

L
—
—

H
—
—

L
L
+
—

L
H
+
—

L
L
—
+

L
H
—
+

H H H H H H
L H L H L H
—
—

—
—

+
—

+
—

—
+

—
+GMP

RppH処理

3'アダプター

5’アダプター



 

 85

図
10

. R
AC

Eと
R

N
A-

se
qに
よ
っ
て
得
ら
れ
た

C
eY

 R
N

Aお
よ
び

sb
R

N
Aの

5’
末
端
と

3’
末
端
の
位
置
と
そ
の
出
現
頻
度

(A
-P

, R
, S

) 
最
上
段
に

C
eY

 お
よ
び

sb
R

N
A遺
伝
子
の
ゲ
ノ
ム
配
列
、
そ
の
下
に
先
行
研
究
で
報
告
さ
れ
て
い
る
配
列

 (
R

ef
 

[参
考
文
献
番
号

])と
in

 v
itr

oで
合
成
し
た

R
N

Aの
配
列

 (
C

lo
ne

)を
示
し
た

 [8
, 3

6-
38

, 4
0,

 4
1]
。

R
AC

Eお
よ
び

R
N

A-
se

q

で
得
ら
れ
た

5’
末
端
と

3’
末
端
の
位
置
を
グ
ラ
フ
で
示
し
た
。
横
軸
は
最
上
段
の
配
列
と
対
応
し
て
い
る
。
縦
軸
は
各

R
N

Aの

リ
ー
ド
数
　

(表
9-

11
)に
対
し
て
そ
の
位
置
が
末
端
で
あ
っ
た
頻
度
を
示
し
た
。

5’
末
端
を
黒
色
、

3’
末
端
を
白
色
で
示
し
た

 

[6
1]
。

(Q
) 

C
el

5 
R

N
Aは

R
AC

Eと
R

N
A-

se
qで
は
末
端
配
列
が
得
ら
れ
な
か
っ
た
。

in
 v

itr
oで
合
成
し
た

C
el

5 
R

N
Aは
、

C
el

5 

R
N

Aと
も
っ
と
も
相
同
性
の
高
い

C
eN

13
4 

R
N

Aと
同
様
の
位
置
か
ら
転
写
が
開
始
す
る
と
予
想
し
て

5’
末
端
を
設
定
し

た
。

3’
末
端
に
つ
い
て
は
、
先
行
研
究
で
予
想
さ
れ
て
い
た
も
の
に
合
わ
せ
た

 [3
8]
。

(A
) C

eY
 R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

G
en

om
e

T
G

G
G

C
T

C
G

G
T

C
C

G
A

G
T

T
T

C
A

T
G

G
T

C
T

C
C

A
A

T
G

T
G

T
G

T
G

T
G

T
G

T
G

T
G

T
T

T
T

C
T

T
T

A
G

G
A

A
C

C
T

C
G

G
T

T
C

C
A

A
C

C
T

C
A

T
C

T
T

G
A

C
C

T
T

G
A

A
A

C
T

A
C

T
T

T
G

A
C

C
G

C
T

C
C

T
T

T
T

R
ef

 [3
6]

-
G

G
G

C
U

C
G

G
U

C
C

G
A

G
U

U
U

C
A

U
G

G
U

C
U

C
C

A
A

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
U

U
U

C
U

U
U

A
G

G
A

A
C

C
U

C
G

G
U

U
C

C
A

A
C

C
U

C
A

U
C

U
U

G
A

C
C

U
U

G
A

A
A

C
U

A
C

U
U

U
G

A
C

C
G

C
U

C
C

R
ef

 [3
7]

G
G

G
G

C
U

C
G

G
U

C
C

G
A

G
U

U
U

C
A

U
G

G
U

C
U

C
C

A
A

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
U

U
U

C
U

U
U

A
G

G
A

A
C

C
U

C
G

G
U

U
C

C
A

A
C

C
U

C
A

U
C

U
U

G
A

C
C

U
U

G
A

A
A

C
U

A
C

U
U

U
G

A
C

C
G

C
U

C
C

U
R

ef
 [3

8]
-

G
G

G
C

U
C

G
G

U
C

C
G

A
G

U
U

U
C

A
U

G
G

U
C

U
C

C
A

A
U

G
U

G
U

G
U

G
U

G
U

G
U

G
U

G
U

U
U

U
C

U
U

U
A

G
G

A
A

C
C

U
C

G
G

U
U

C
C

A
A

C
C

U
C

A
U

C
U

U
G

A
C

C
U

U
G

A
A

A
C

U
A

C
U

U
U

G
A

C
C

G
C

U
C

C
U

U
U

U
C

lo
ne

-
G

G
G

C
U

C
G

G
U

C
C

G
A

G
U

U
U

C
A

U
G

G
U

C
U

C
C

A
A

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
G

U
U

U
U

C
U

U
U

A
G

G
A

A
C

C
U

C
G

G
U

U
C

C
A

A
C

C
U

C
A

U
C

U
U

G
A

C
C

U
U

G
A

A
A

C
U

A
C

U
U

U
G

A
C

C
G

C
U

C

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0



 

 86

(B
) C

eN
71

 R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

G
en

om
e

C
G

A
A

T
T

C
C

T
G

C
G

G
T

C
C

G
G

A
T

C
G

T
A

T
G

G
G

T
T

A
T

C
A

A
T

T
C

T
C

A
A

C
C

A
C

C
C

C
A

T
A

C
G

A
A

C
T

A
A

C
T

T
G

A
C

T
A

C
C

G
G

A
A

T
T

T
T

G
C

R
ef

 [3
7]

-
G

A
A

U
U

C
C

U
G

C
G

G
U

C
C

G
G

A
U

C
G

U
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
A

A
U

U
C

U
C

A
A

C
C

A
C

C
C

C
A

U
A

C
G

A
A

C
U

A
A

C
U

U
G

A
C

U
A

C
C

G
G

A
A

U
U

R
ef

 [4
1]

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

G
G

A
U

C
G

U
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
A

A
U

U
C

U
C

A
A

C
C

A
C

C
C

C
A

U
A

C
G

A
A

C
U

A
A

C
U

U
G

A
C

U
A

C
C

G
G

A
A

U
U

U
U

R
ef

 [3
8]

C
G

A
A

U
U

C
C

U
G

C
G

G
U

C
C

G
G

A
U

C
G

U
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
A

A
U

U
C

U
C

A
A

C
C

A
C

C
C

C
A

U
A

C
G

A
A

C
U

A
A

C
U

U
G

A
C

U
A

C
C

G
G

A
A

U
U

U
U

C
lo

ne
-

G
A

A
U

U
C

C
U

G
C

G
G

U
C

C
G

G
A

U
C

G
U

A
U

G
G

G
U

U
A

U
C

A
A

U
U

C
U

C
A

A
C

C
A

C
C

C
C

A
U

A
C

G
A

A
C

U
A

A
C

U
U

G
A

C
U

A
C

C
G

G
A

A

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
o 

B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 87

(C
) C

eN
72

 R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

90
10

0
G

en
om

e
T

A
T

C
A

T
C

G
G

T
C

C
G

G
T

G
T

T
G

A
T

G
G

G
T

T
A

T
T

A
T

C
C

T
G

T
G

G
T

G
C

T
T

G
T

C
G

T
C

G
C

T
G

A
T

C
A

C
A

T
T

C
A

C
C

G
T

C
C

T
C

T
A

C
A

C
A

T
C

A
T

C
A

C
A

A
A

T
T

T
G

A
C

C
G

A
T

G
T

T
T

T
G

R
ef

 [3
7]

C
A

U
C

A
U

C
G

G
U

C
C

G
G

U
G

U
U

G
A

U
G

G
G

U
U

A
U

U
A

U
C

C
U

G
U

G
G

U
G

C
U

U
G

U
C

G
U

C
G

C
U

G
A

U
C

A
C

A
U

U
C

A
C

C
G

U
C

C
U

C
U

A
C

A
C

A
U

C
A

U
C

A
C

A
A

A
U

U
U

G
A

C
C

G
A

U
G

U
U

R
ef

 [4
1]

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
C

A
C

A
A

A
U

U
U

G
A

C
C

G
A

U
G

U
U

R
ef

 [3
8]

-
A

U
C

A
U

C
G

G
U

C
C

G
G

U
G

U
U

G
A

U
G

G
G

U
U

A
U

U
A

U
C

C
U

G
U

G
G

U
G

C
U

U
G

U
C

G
U

C
G

C
U

G
A

U
C

A
C

A
U

U
C

A
C

C
G

U
C

C
U

C
U

A
C

A
C

A
U

C
A

U
C

A
C

A
A

A
U

U
U

G
A

C
C

G
A

U
G

U
U

U
U

C
lo

ne
-

A
U

C
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
U

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

U
U

A
U

C
C

U
G

U
G

G
U

G
C

U
U

G
U

C
G

U
C

G
C

U
G

A
U

C
A

C
A

U
U

C
A

C
C

G
U

C
C

U
C

U
A

C
A

C
A

U
C

A
U

C
A

C
A

A
A

U
U

U
G

A
C

C
G

A
U

G
U

U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0



 

 88

(D
) C

eN
73

-1
 R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

G
en

om
e

T
C

A
C

A
T

C
G

G
T

C
C

G
G

A
G

T
T

G
A

T
G

G
G

T
T

A
C

C
A

G
A

T
T

A
A

T
T

C
T

T
C

T
G

C
T

T
G

C
A

G
G

A
G

A
G

C
C

C
G

G
T

G
T

C
C

T
T

G
T

G
A

T
G

C
C

A
A

A
C

C
C

G
T

G
T

T
C

C
T

A
A

C
A

G
A

A
T

A
C

A
A

C
C

C
C

T
T

C
C

C
A

T
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

T
T

G
T

T
T

T
G

R
ef

 [3
7]

-
C

A
C

A
U

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
U

G
A

U
G

G
G

U
U

A
C

C
A

G
A

U
U

A
A

U
U

C
U

U
C

U
G

C
U

U
G

C
A

G
G

A
G

A
G

C
C

C
G

G
U

G
U

C
C

U
U

G
U

G
A

U
G

C
C

A
A

A
C

C
C

G
U

G
U

U
C

C
U

A
A

C
A

G
A

A
U

A
C

A
A

C
C

C
C

U
U

C
C

C
A

U
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

U
U

G
U

U
R

ef
 [3

8]
-

C
A

C
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

C
C

A
G

A
U

U
A

A
U

U
C

U
U

C
U

G
C

U
U

G
C

A
G

G
A

G
A

G
C

C
C

G
G

U
G

U
C

C
U

U
G

U
G

A
U

G
C

C
A

A
A

C
C

C
G

U
G

U
U

C
C

U
A

A
C

A
G

A
A

U
A

C
A

A
C

C
C

C
U

U
C

C
C

A
U

C
G

A
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

U
U

U
U

C
lo

ne
-

-
A

C
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

C
C

A
G

A
U

U
A

A
U

U
C

U
U

C
U

G
C

U
U

G
C

A
G

G
A

G
A

G
C

C
C

G
G

U
G

U
C

C
U

U
G

U
G

A
U

G
C

C
A

A
A

C
C

C
G

U
G

U
U

C
C

U
A

A
C

A
G

A
A

U
A

C
A

A
C

C
C

C
U

U
C

C
C

A
U

C
G

A
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

U
U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0



 

 89

(E
) C

eN
73

-2
 R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

G
en

om
e

C
A

C
A

T
C

G
G

T
C

C
G

G
A

G
T

T
G

A
T

G
G

G
T

T
A

C
C

C
A

G
T

C
A

T
T

C
T

T
C

T
G

C
T

T
G

C
A

G
G

A
G

A
G

C
C

C
G

G
T

G
T

C
C

T
T

G
T

G
A

T
G

C
C

A
A

A
C

C
C

G
T

G
T

T
C

C
T

A
A

C
A

G
A

A
T

A
C

A
A

A
C

C
C

T
T

C
C

C
A

T
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

T
T

G
T

T
T

T
T

R
ef

 [3
7]

C
A

C
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

C
C

C
A

G
U

C
A

U
U

C
U

U
C

U
G

C
U

U
G

C
A

G
G

A
G

A
G

C
C

C
G

G
U

G
U

C
C

U
U

G
U

G
A

U
G

C
C

A
A

A
C

C
C

G
U

G
U

U
C

C
U

A
A

C
A

G
A

A
U

A
C

A
A

A
C

C
C

U
U

C
C

C
A

U
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

U
U

G
U

R
ef

 [3
8]

C
A

C
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

C
C

C
A

G
U

C
A

U
U

C
U

U
C

U
G

C
U

U
G

C
A

G
G

A
G

A
G

C
C

C
G

G
U

G
U

C
C

U
U

G
U

G
A

U
G

C
C

A
A

A
C

C
C

G
U

G
U

U
C

C
U

A
A

C
A

G
A

A
U

A
C

A
A

A
C

C
C

U
U

C
C

C
A

U
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

U
U

G
U

U
U

U
U

C
lo

ne
-

A
C

A
U

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
U

G
A

U
G

G
G

U
U

A
C

C
C

A
G

U
C

A
U

U
C

U
U

C
U

G
C

U
U

G
C

A
G

G
A

G
A

G
C

C
C

G
G

U
G

U
C

C
U

U
G

U
G

A
U

G
C

C
A

A
A

C
C

C
G

U
G

U
U

C
C

U
A

A
C

A
G

A
A

U
A

C
A

A
A

C
C

C
U

U
C

C
C

A
U

C
G

A
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

U
U

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0



 

 90

(F
) C

eN
74

-1
 R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
G

en
om

e
G

T
G

T
C

T
C

G
G

T
C

C
G

G
C

G
T

C
A

G
T

G
G

G
T

T
A

T
C

G
T

A
T

T
T

C
T

C
T

C
C

C
T

T
C

G
G

G
G

A
A

T
T

T
C

C
C

A
T

C
G

G
C

A
T

C
A

A
C

T
T

G
A

C
C

G
T

T
G

C
G

T
T

T
T

G
R

ef
 [3

7]
-

-
G

U
C

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

G
U

A
U

U
U

C
U

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
G

A
A

U
U

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
U

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

C
G

U
R

ef
 [4

1]
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

G
U

A
U

U
U

C
U

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
G

A
A

U
U

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
U

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

C
R

ef
 [3

8]
-

-
G

U
C

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

G
U

A
U

U
U

C
U

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
G

A
A

U
U

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
U

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

C
G

U
U

U
U

C
lo

ne
-

-
G

U
C

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

G
U

A
U

U
U

C
U

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
G

A
A

U
U

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
U

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

C
G

U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

数値軸

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 91

(G
) C

eN
74

-2
 R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
G

en
om

e
A

T
G

T
A

T
C

G
G

T
C

C
G

G
C

G
T

C
A

G
T

G
G

G
T

T
A

T
C

A
A

G
T

T
T

G
C

C
T

C
C

C
T

T
C

G
G

G
A

A
T

T
T

C
T

C
A

T
C

G
G

C
A

C
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

T
T

G
C

T
T

T
T

R
ef

 [3
7]

-
-

G
U

A
U

C
G

G
U

C
C

G
G

C
G

U
C

A
G

U
G

G
G

U
U

A
U

C
A

A
G

U
U

U
G

C
C

U
C

C
C

U
U

C
G

G
G

A
A

U
U

U
C

U
C

A
U

C
G

G
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

C
U

R
ef

 [4
1]

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
C

U
C

A
U

C
G

G
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

C
R

ef
 [3

8]
-

-
G

U
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

A
A

G
U

U
U

G
C

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
A

A
U

U
U

C
U

C
A

U
C

G
G

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

U
U

G
C

U
U

U
U

C
lo

ne
-

-
G

U
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

A
A

G
U

U
U

G
C

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
A

A
U

U
U

C
U

C
A

U
C

G
G

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

U
U

G
C

U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
R

N
A

-s
eq

 N
2 

(N
EB

uf
fe

r 2
)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
R

N
A

-s
eq

 M
Q

47
0 

(N
EB

uf
fe

r 2
)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 92

(H
) C

eN
75

 R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

G
en

om
e

C
A

A
T

A
C

G
G

T
C

C
G

G
A

G
T

C
G

G
T

G
G

G
T

T
A

T
C

T
G

A
G

A
A

G
C

C
C

C
C

C
A

T
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

A
T

G
A

A
A

A
T

T
T

T
A

G
T

T
T

T
T

A
A

A
R

ef
 [3

7]
-

A
A

U
A

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
C

G
G

U
G

G
G

U
U

A
U

C
U

G
A

G
A

A
G

C
C

C
C

C
C

A
U

C
G

A
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
A

U
G

A
A

A
A

U
U

U
U

A
G

U
U

U
U

U
A

A
A

R
ef

 [3
8]

C
A

A
U

A
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

C
G

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

U
G

A
G

A
A

G
C

C
C

C
C

C
A

U
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

A
U

G
A

A
A

A
U

U
U

U
C

lo
ne

-
A

A
U

A
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

C
G

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

U
G

A
G

A
A

G
C

C
C

C
C

C
A

U
C

G
A

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

A
U

G

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 93

(I)
 C

eN
76

 R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

G
en

om
e

C
A

G
A

C
A

G
G

C
G

T
G

G
T

C
C

G
G

A
G

T
C

G
G

T
G

G
G

T
T

A
C

C
T

T
T

G
A

A
A

C
C

C
C

C
C

C
T

C
C

C
A

T
C

G
G

C
A

C
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

T
T

C
C

T
G

T
T

T
T

G
R

ef
 [3

7]
C

A
G

A
C

A
G

G
C

G
U

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

C
G

G
U

G
G

G
U

U
A

C
C

U
U

U
G

A
A

A
C

C
C

C
C

C
C

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
C

C
U

G
U

U
R

ef
 [3

8]
C

A
G

A
C

A
G

G
C

G
U

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

C
G

G
U

G
G

G
U

U
A

C
C

U
U

U
G

A
A

A
C

C
C

C
C

C
C

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
C

C
U

G
U

U
U

U
C

lo
ne

-
A

G
A

C
A

G
G

C
G

U
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
C

G
G

U
G

G
G

U
U

A
C

C
U

U
U

G
A

A
A

C
C

C
C

C
C

C
U

C
C

C
A

U
C

G
G

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

U
U

C
C

U
G

U
U

U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 94

(J
) C

eN
77

 R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
G

en
om

e
C

A
A

T
T

C
G

G
T

C
C

G
G

A
G

T
C

A
A

T
G

G
G

T
T

A
T

C
T

T
T

C
A

A
A

A
C

C
C

C
C

C
A

T
T

G
A

C
A

A
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

G
C

G
T

T
T

T
T

T
R

ef
 [3

7]
C

A
A

U
U

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
C

A
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
U

U
U

C
A

A
A

A
C

C
C

C
C

C
A

U
U

G
A

C
A

A
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

G
C

G
U

R
ef

 [3
8]

C
A

A
U

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

C
A

A
U

G
G

G
U

U
A

U
C

U
U

U
C

A
A

A
A

C
C

C
C

C
C

A
U

U
G

A
C

A
A

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
G

C
G

U
U

U
U

U
U

C
lo

ne
-

A
A

U
U

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
C

A
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
U

U
U

C
A

A
A

A
C

C
C

C
C

C
A

U
U

G
A

C
A

A
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

G
C

G

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70



 

 95

(K
) C

eN
13

3 
R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

G
en

om
e

T
T

C
C

A
T

C
G

G
T

C
C

G
A

A
G

T
T

G
A

T
G

G
G

T
T

A
C

C
A

A
T

T
G

A
A

T
T

C
T

C
T

C
T

G
T

T
C

T
T

T
T

A
A

A
G

A
A

C
T

A
C

C
C

A
T

C
C

C
A

T
C

A
A

C
A

T
C

A
A

C
T

T
G

A
T

C
G

A
A

A
A

A
C

A
T

T
T

T
T

C
R

ef
 [3

8]
C

C
C

C
A

U
C

G
G

U
C

C
G

A
A

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

C
C

A
A

U
U

G
A

A
U

U
C

U
C

U
C

U
G

U
U

C
U

U
U

U
A

A
A

G
A

A
C

U
A

C
C

C
A

U
C

C
C

A
U

C
A

A
C

A
U

C
A

A
C

U
U

G
A

U
C

G
A

A
A

A
A

C
A

U
U

U
U

U
C

lo
ne

-
-

-
-

A
U

C
G

G
U

C
C

G
A

A
G

U
U

G
A

U
G

G
G

U
U

A
C

C
A

A
U

U
G

A
A

U
U

C
U

C
U

C
U

G
U

U
C

U
U

U
U

A
A

A
G

A
A

C
U

A
C

C
C

A
U

C
C

C
A

U
C

A
A

C
A

U
C

A
A

C
U

U
G

A
U

C
G

A
A

A
A

A
C

A
U

U
U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0



 

 96

(L
) C

eN
13

4 
R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

G
en

om
e

C
A

G
T

T
C

G
G

T
C

C
G

G
A

G
T

T
G

A
T

G
G

G
T

T
A

T
T

T
A

T
T

C
T

C
T

C
G

A
T

T
C

A
A

A
T

G
C

T
C

T
T

C
A

C
A

A
T

G
C

T
T

C
A

C
A

G
T

G
G

T
T

A
A

T
A

A
T

G
C

T
T

G
T

T
T

C
T

C
C

C
A

T
C

A
A

C
A

A
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

A
A

T
T

T
T

T
T

T
T

R
ef

 [8
]

-
A

G
U

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

U
U

U
A

U
U

C
U

C
U

C
G

A
U

U
C

A
A

A
U

G
C

U
C

U
U

C
A

C
A

A
U

G
C

U
U

C
A

C
A

G
U

G
G

U
U

A
A

U
A

A
U

G
C

U
U

G
U

U
U

C
U

C
C

C
A

U
C

A
A

C
A

A
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

A
A

U
U

U
U

U
R

ef
 [3

8]
C

A
G

U
U

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
U

G
A

U
G

G
G

U
U

A
U

U
U

A
U

U
C

U
C

U
C

G
A

U
U

C
A

A
A

U
G

C
U

C
U

U
C

A
C

A
A

U
G

C
U

U
C

A
C

A
G

U
G

G
U

U
A

A
U

A
A

U
G

C
U

U
G

U
U

U
C

U
C

C
C

A
U

C
A

A
C

A
A

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
A

A
U

U
U

U
U

U
U

U
C

lo
ne

-
A

G
U

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
G

G
U

U
A

U
U

U
A

U
U

C
U

C
U

C
G

A
U

U
C

A
A

A
U

G
C

U
C

U
U

C
A

C
A

A
U

G
C

U
U

C
A

C
A

G
U

G
G

U
U

A
A

U
A

A
U

G
C

U
U

G
U

U
U

C
U

C
C

C
A

U
C

A
A

C
A

A
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

A
A

U
U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0



 

 97

(M
) C

eN
13

5 
R

N
A

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

G
en

om
e

A
T

C
A

G
G

C
A

T
A

G
G

T
C

C
G

G
A

G
T

C
G

G
T

G
G

G
T

T
A

T
C

T
G

A
A

G
A

A
A

C
C

A
C

C
C

C
A

T
C

G
G

C
A

A
C

A
A

C
T

T
G

A
C

T
T

C
C

T
G

T
T

T
T

G
C

A
T

T
G

T
T

G
G

A
A

T
T

T
G

G
T

G
G

G
C

A
A

G
T

T
G

A
T

T
A

G
A

A
A

G
R

ef
 [3

8]
A

U
C

A
G

G
C

A
U

A
G

G
U

C
C

G
G

A
G

U
C

G
G

U
G

G
G

U
U

A
U

C
U

G
A

A
G

A
A

A
C

C
A

C
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
A

C
A

A
C

U
U

G
A

C
U

U
C

C
U

G
U

U
U

U
C

lo
ne

-
-

-
-

-
G

C
A

U
A

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

C
G

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

U
G

A
A

G
A

A
A

C
C

A
C

C
C

C
A

U
C

G
G

C
A

A
C

A
A

C
U

U
G

A
C

U
U

C
C

U
G

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

R
N

A
-s

eq
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0



 

 98

(N
) C

el
1 

R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

G
en

oe
m

C
C

G
A

C
C

A
C

C
G

G
T

C
C

G
G

A
G

T
T

T
G

T
G

G
G

T
T

A
C

C
A

A
A

A
T

T
G

T
C

A
T

T
T

G
A

A
T

C
C

C
C

C
C

A
T

A
G

A
C

A
T

C
C

C
T

T
G

A
C

C
G

G
G

G
G

T
T

T
T

T
G

C
A

R
ef

 [4
1]

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
G

G
G

U
U

A
C

C
A

A
A

A
U

U
G

U
C

A
U

U
U

G
A

A
U

C
C

C
C

C
C

A
U

A
G

A
C

A
U

C
C

C
U

U
G

A
C

C
G

G
G

G
G

U
U

U
U

U
R

ef
 [3

8]
C

C
G

A
C

C
A

C
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
U

G
U

G
G

G
U

U
A

C
C

A
A

A
A

U
U

G
U

C
A

U
U

U
G

A
A

U
C

C
C

C
C

C
A

U
A

G
A

C
A

U
C

C
C

U
U

G
A

C
C

G
G

G
G

G
U

U
U

U
U

C
lo

ne
-

-
G

A
C

C
A

C
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
U

U
U

G
U

G
G

G
U

U
A

C
C

A
A

A
A

U
U

G
U

C
A

U
U

U
G

A
A

U
C

C
C

C
C

C
A

U
A

G
A

C
A

U
C

C
C

U
U

G
A

C
C

G
G

G
G

G
U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 99

(O
) C

el
2 

R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

G
en

om
e

G
T

G
G

C
C

G
T

C
C

G
G

G
T

C
T

G
G

C
G

T
T

T
A

T
G

G
G

T
T

A
T

C
C

A
A

T
T

T
C

T
T

G
A

A
T

C
C

A
T

C
T

C
C

C
A

C
A

G
A

C
A

C
C

T
C

C
T

T
G

A
C

C
G

G
G

A
A

G
G

T
T

T
T

T
R

ef
 [3

8]
G

U
G

G
C

C
G

U
C

C
G

G
G

U
C

U
G

G
C

G
U

U
U

A
U

G
G

G
U

U
A

U
C

C
A

A
U

U
U

C
U

U
G

A
A

U
C

C
A

U
C

U
C

C
C

A
C

A
G

A
C

A
C

C
U

C
C

U
U

G
A

C
C

G
G

G
A

A
G

G
U

U
U

U
U

R
ef

 [4
0]

-
-

-
G

C
C

G
U

C
C

G
G

G
U

C
U

G
G

C
G

U
U

U
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
C

A
A

U
U

U
C

U
U

G
A

A
U

C
C

A
U

C
U

C
C

C
A

C
A

G
A

C
A

C
C

U
C

C
U

U
G

A
C

C
G

G
G

A
A

G
G

U
U

U
U

U
C

lo
ne

-
-

G
G

C
C

G
U

C
C

G
G

G
U

C
U

G
G

C
G

U
U

U
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
C

A
A

U
U

U
C

U
U

G
A

A
U

C
C

A
U

C
U

C
C

C
A

C
A

G
A

C
A

C
C

U
C

C
U

U
G

A
C

C
G

G
G

A
A

G
G

U
U

U
U

U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 100

(P
) C

el
3 

R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

90
10

0
11

0
12

0
13

0
14

0
15

0

G
en

om
e

T
C

A
C

T
T

C
G

G
T

C
C

G
G

A
G

A
T

T
A

T
G

G
G

T
T

A
T

C
A

A
T

T
T

G
A

C
A

A
T

T
T

C
C

T
G

C
C

A
G

C
A

G
G

A
A

G
C

C
C

T
G

G
T

A
C

C
A

G
G

G
T

T
T

G
G

T
A

C
C

G
C

T
C

A
T

G
T

T
A

A
T

C
T

C
T

C
C

G
T

G
T

T
C

T
T

C
A

T
A

G
A

A
T

A
C

A
A

A
C

C
C

C
T

T
C

C
C

A
T

A
A

T
C

A
C

C
A

A
C

T
T

G
A

C
C

G
T

T
G

T
T

T
T

T
T

G
R

ef
 [3

8]
C

A
C

U
U

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

A
U

U
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
A

A
U

U
U

G
A

C
A

A
U

U
U

C
C

U
G

C
C

A
G

C
A

G
G

A
A

G
C

C
C

U
G

G
U

A
C

C
A

G
G

G
U

U
U

G
G

U
A

C
C

G
C

U
C

A
U

G
U

U
A

A
U

C
U

C
U

C
C

G
U

G
U

U
C

U
U

C
A

U
A

G
A

A
U

A
C

A
A

A
C

C
C

C
U

U
C

C
C

A
U

A
A

U
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

U
U

U
U

U
U

R
ef

 [4
0]

-
-

C
U

U
C

G
G

U
C

C
G

G
A

G
A

U
U

A
U

G
G

G
U

U
A

U
C

A
A

U
U

U
G

A
C

A
A

U
U

U
C

C
U

G
C

C
A

G
C

A
G

G
A

A
G

C
C

C
U

G
G

U
A

C
C

A
G

G
G

U
U

U
G

G
U

A
C

C
G

C
U

C
A

U
G

U
U

A
A

U
C

U
C

U
C

C
G

U
G

U
U

C
U

U
C

A
U

A
G

A
A

U
A

C
A

A
A

C
C

C
C

U
U

C
C

C
A

U
A

A
U

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

C
G

U
U

G
U

U
U

U
U

C
lo

ne
-

A
C

U
U

C
G

G
U

C
C

G
G

A
G

A
U

U
A

U
G

G
G

U
U

A
U

C
A

A
U

U
U

G
A

C
A

A
U

U
U

C
C

U
G

C
C

A
G

C
A

G
G

A
A

G
C

C
C

U
G

G
U

A
C

C
A

G
G

G
U

U
U

G
G

U
A

C
C

G
C

U
C

A
U

G
U

U
A

A
U

C
U

C
U

C
C

G
U

G
U

U
C

U
U

C
A

U
A

G
A

A
U

A
C

A
A

A
C

C
C

C
U

U
C

C
C

A
U

A
A

U
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
U

U
G

U
U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

15
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

15
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

15
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

15
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

15
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

15
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

15
0



 

 101

(Q
) C

el
5 

R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

90
10

0
11

0
12

0
G

en
om

e
C

A
G

T
T

C
G

G
T

T
C

G
G

A
G

T
T

G
A

T
G

A
G

T
T

A
T

T
T

A
T

T
C

T
C

T
C

G
A

T
T

C
A

A
A

T
G

C
T

T
C

T
T

C
A

C
A

A
T

G
C

T
T

A
A

C
A

A
T

G
G

T
T

C
A

T
A

A
T

G
C

T
T

G
T

T
T

C
T

C
C

C
A

T
C

A
A

C
A

A
C

A
A

C
T

T
G

A
C

C
G

A
A

T
T

T
T

T
T

T
T

R
ef

 [3
8]

C
A

G
U

U
C

G
G

U
U

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
A

G
U

U
A

U
U

U
A

U
U

C
U

C
U

C
G

A
U

U
C

A
A

A
U

G
C

U
U

C
U

U
C

A
C

A
A

U
G

C
U

U
A

A
C

A
A

U
G

G
U

U
C

A
U

A
A

U
G

C
U

U
G

U
U

U
C

U
C

C
C

A
U

C
A

A
C

A
A

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
A

A
U

U
U

U
U

U
U

U
C

lo
ne

-
A

G
U

U
C

G
G

U
U

C
G

G
A

G
U

U
G

A
U

G
A

G
U

U
A

U
U

U
A

U
U

C
U

C
U

C
G

A
U

U
C

A
A

A
U

G
C

U
U

C
U

U
C

A
C

A
A

U
G

C
U

U
A

A
C

A
A

U
G

G
U

U
C

A
U

A
A

U
G

C
U

U
G

U
U

U
C

U
C

C
C

A
U

C
A

A
C

A
A

C
A

A
C

U
U

G
A

C
C

G
A

A
U

U
U

U
U

U
U

U



 

 102

(R
) C

el
6 

R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

G
en

om
e

G
T

A
T

G
T

A
T

C
G

G
T

C
C

G
G

C
G

T
C

A
G

T
G

G
G

T
T

A
T

C
A

A
G

T
T

T
G

C
C

T
C

C
C

T
T

C
G

G
G

G
A

A
T

T
T

C
C

C
A

T
C

G
G

C
A

T
C

A
A

C
T

T
G

A
C

A
G

T
T

A
C

A
T

T
T

T
G

A
R

ef
 [3

8]
-

-
-

-
G

U
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

A
A

G
U

U
U

G
C

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
G

A
A

U
U

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
U

C
A

A
C

U
U

G
A

C
A

G
U

U
A

C
A

U
U

U
U

C
lo

ne
-

-
-

-
G

U
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
U

C
A

G
U

G
G

G
U

U
A

U
C

A
A

G
U

U
U

G
C

C
U

C
C

C
U

U
C

G
G

G
G

A
A

U
U

U
C

C
C

A
U

C
G

G
C

A
U

C
A

A
C

U
U

G
A

C
A

G
U

U
A

C
A

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80



 

 103

(S
) C

el
7 

R
AN

A、
C

el
7s

 R
N

A
1

10
20

30
40

50
60

70
80

90
10

0
11

0
12

0
13

0
14

0
G

en
om

e
G

T
T

C
A

A
A

A
A

T
A

T
T

A
T

A
T

A
T

C
G

G
T

C
C

G
G

C
G

C
C

A
A

T
A

G
G

T
T

A
T

C
A

T
T

C
C

T
A

T
T

C
C

C
A

C
T

T
C

A
G

G
G

A
A

C
T

T
C

C
C

A
T

T
G

G
C

A
C

C
A

A
C

T
T

G
A

C
T

G
A

T
A

T
T

T
T

T
G

A
A

A
A

C
T

T
T

G
G

A
G

C
A

A
A

A
T

T
G

A
G

T
T

T
A

A
A

G
A

A
A

C
C

A
A

A
A

T
A

A
A

G
T

T
T

T
R

ef
 [4

1]
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
G

C
G

C
C

A
A

U
A

G
G

U
U

A
U

C
A

U
U

C
C

U
A

U
U

C
C

C
A

C
U

U
C

A
G

G
G

A
A

C
U

U
C

C
C

A
U

U
G

G
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
U

G
A

U
A

U
U

U
U

R
ef

 [3
8]

G
U

U
C

A
A

A
A

A
U

A
U

U
A

U
A

U
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
C

C
A

A
U

A
G

G
U

U
A

U
C

A
U

U
C

C
U

A
U

U
C

C
C

A
C

U
U

C
A

G
G

G
A

A
C

U
U

C
C

C
A

U
U

G
G

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

U
G

A
U

A
U

U
U

U
U

C
el

7 
C

lo
ne

G
U

U
C

A
A

A
A

A
U

A
U

U
A

U
A

U
A

U
C

G
G

U
C

C
G

G
C

G
C

C
A

A
U

A
G

G
U

U
A

U
C

A
U

U
C

C
U

A
U

U
C

C
C

A
C

U
U

C
A

G
G

G
A

A
C

U
U

C
C

C
A

U
U

G
G

C
A

C
C

A
A

C
U

U
G

A
C

U
G

A
U

A
U

U
U

U
C

el
7 S

 C
lo

ne
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

A
U

A
U

C
G

G
U

C
C

G
G

C
G

C
C

A
A

U
A

G
G

U
U

A
U

C
A

U
U

C
C

U
A

U
U

C
C

C
A

C
U

U
C

A
G

G
G

A
A

C
U

U
C

C
C

A
U

U
G

G
C

A
C

C
A

A
C

U
U

G
A

C
U

G
A

U
A

U
U

U
U

R
A

C
E

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (T

he
rm

op
ol

 B
uf

fe
r)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

R
N

A
-s

eq
 N

2 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

R
N

A
-s

eq
 M

Q
47

0 
(N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

025507510
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0

R
N

A
-s

eq
 R

B
20

32
 (N

EB
uf

fe
r 2

)

Frequency (%)

02040608010
0

1
10

20
30

40
50

60
70

80
90

10
0

11
0

12
0

13
0

14
0



 

 104

図11. in vitroで合成したRNAと細胞内に存在するRNAの比較
末端解析で得られた結果をもとにCeY RNAおよびsbRNAを合成した。ノーザンハイブリダ

イゼーションによって線虫から抽出した全RNAに含まれるRNAと長さを比較した。

CeN75 RNAとCeN135 RNAについては、検出できたシグナル強度が低かったため、補正し

た画像も示した。比較に用いた線虫全RNAの量は、図5で示したものと同様。検出に用い

たオリゴDNAは表3に示した。
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Cel7s
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図12. Cel7 RNAとCel7s RNAの比較

(A) Cel7 RNA (左)とCel7s RNA (右)予想される二次構造。

(B)ノーザンハイブリダイゼーションによって、N2、MQ470 (MQ)およびRB2032 (RB)か

ら抽出した全RNAに含まれるCel7RNAおよびCel7s RNAと合成したRNAの長さを比較し
た。Cel7 RNAのループ構造に対して設計したプローブ Cel7-oligo (A, 黒三角)とCel7 RNA

の5’末端から25ヌクレオチドに対して設計したプローブ Cel7-oligo-25nt (A, 白三角)を用

いて検出した [61]。

(B)

(A)
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図13. CeY RNAおよびsbRNAの予測二次構造

末端解析から決定したRNA配列 (図10A-10S、Clone)をもとに予想される二次構造を示し

た。下方ステムおよび上方ステムの二次構造は、先行研究を参考にした [38]。L2ループ
は、二次構造予測ソフトRNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/

RNAfold.cgi)の結果を参考にした。下方ステムを赤、上方ステムを青で示した。

CeY RNA CeN71 RNA CeN72 RNA
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CeN73-1 RNA

図13. CeY RNAおよびsbRNAの予測二次構造 (続き)

CeN73-2 RNA

CeN74-1 RNA CeN74-2 RNA
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図13. CeY RNAおよびsbRNAの予測二次構造 (続き)

CeN75 RNA CeN76 RNA

CeN77 RNA CeN133 RNA
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図13. CeY RNAおよびsbRNAの予測二次構造 (続き)

CeN134 RNA CeN135 RNA

Cel1 RNA
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図13. CeY RNAおよびsbRNAの予測二次構造 (続き)

Cel2 RNA Cel3 RNA
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Cel5 RNA Cel6 RNA

図13. CeY RNAおよびsbRNAの予測二次構造 (続き)
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図14. CeY RNAとtruncated CeY RNAのROP-1に対する結合の比較

(A)CeY RNAの予測二次構造とtruncated CeY RNAを作製するために欠損させた領域。

(B)0.15 nM RNAと23.4-93.6 nM ROP-1を混合して20℃で30分間インキュベーションし

た。RNAはノーザンハイブリダイゼーションによって検出した。RNAのみ (レーン1, 5)のシ

グナルを黒三角、ROP-1を加え (レーン2-4, レーン6-8)、シフトして見えたシグナルを白三
角で示した。

CeY RNA

truncated CeY
5’末端側の10残基を欠損

(A)

(B)
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図15. sbRNAとROP-1の結合の有無

0.15 nM RNAと23.4-93.6 nM ROP-1を混合して20℃で30分間インキュベーションした。
RNAはノーザンハイブリダイゼーションによって検出した。RNAのみ (レーン1, 5)のシグ

ナルを黒三角、ROP-1を加え (レーン2-4, 6-8)、シフトして見えたシグナルを白三角で示
した。
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図15. sbRNAとROP-1の結合の有無 (続き)

0.15 nM  
Cel5 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
Cel6 RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM  
Cel5 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
Cel6 RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM 
CeN133 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
CeN134 RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM 
CeN133 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
CeN134 RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM  
Cel2 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
Cel3 RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM 
CeN135 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
Cel1RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM 
CeN135 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
Cel1RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM  
Cel2 RNA

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
Cel3 RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

0.15 nM 
Cel7 RNA

0.15 nM 
Cel7s RNA

ROP-1 
(nM)— 23

.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

— 23
.4

46
.9

93
.6

5 6 7 8



 

 115

図16. RNAの熱変性条件の検討

RNAをROP-1と混合する前に、3 mM MgCl2存在下において95℃で5分間インキュベー

ションし、氷上においた (レーン1-3)。3 mM MgCl2存在下において95℃で5分間イン

キュベーションいた後、1時間かけて20℃まで冷やした (レーン4-6)。MgCl2非存在下に

おいて95℃で5分間インキュベーションいた後、1時間かけて20℃まで冷やした (レーン
7-9)。いずれの場合も、ROP-1と混合する際に3 mM MgCl2加えた。RNAのみ (レーン

1,4,7)のシグナルを黒三角、ROP-1を加え (レーン2, 3、レーン5, 6、レーン8, 9)、シフト
して見えたシグナルを白三角で示した。

— ROP-1 
(nM)1 10 — 1 10 — 1

1 2 3 4 5 6 7 8
10

9

95℃ - 5分間 
氷上 

＋ MgCl2

95℃ - 5分間 
↓ 1時間 

20℃  
氷上 

＋ MgCl2

95℃ - 5分間 
↓ 1時間 

20℃  
氷上 

0.15 nM CeY RNA
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図17. EMSAに用いる塩条件の検討

EMSAを行う際に、100 mM NaCl (レーン1-4)または100 mM KCl (レーン5-8)を含むバッ

ファーを用いた。RNAとROP-1を混合してから20℃で0、1、2、4時間インキュベー
ションした。RNAのみ (レーン1, 5)のシグナルを黒三角、ROP-1を加え (レーン2-4、レー

ン6-8)、シフトして見えたシグナルを白三角で示した。

反応時間 
(時間)0

100 mM NaCl 100 mM KCl

1 2 4 0 1 2 4

1 2 3 4 5 6 7 8

0.15 nM CeY RNA 
+ 

1 nM ROP-1
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図18. ROP-1とRNAの非特異的な結合の有無

CeY、CeN71、Cel7、Cel7s RNAとROP-1のゲルシフトアッセに加えるyeast tRNAの濃
度を0、25、140、250 ng/μLで検討した。RNAとROP-1は20℃で30分間インキュベー

ションした。フリーのRNAを黒三角、ROP-1を加え (レーン2, 3、レーン5, 6、レーン8, 

9、レーン11, 12)、シフトして見えたシグナルを白三角で示した。

0 4

0.15 nM CeY RNA

15 0 4 15 0 4 15 0 4 15

tRNA (-) tRNA
25 ng/μl

tRNA
140 ng/μl

tRNA
250 ng/μl

ROP-1
(nM)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 4

0.15 nM CeN71 RNA

15 0 4 15 0 4 15 0 4 15

tRNA (-) tRNA
25 ng/μl

tRNA
140 ng/μl

tRNA
250 ng/μl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ROP-1
(nM)

0 4

0.15 nM Cel7 RNA

15 0 4 15 0 4 15 0 4 15
tRNA (-) tRNA

25 ng/μl
tRNA

140 ng/μl
tRNA

250 ng/μl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ROP-1
(nM) 0 4

0.15 nM Cel7s RNA

15 0 4 15 0 4 15 0 4 15

tRNA (-) tRNA
25 ng/μl

tRNA
140 ng/μl

tRNA
250 ng/μl
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—

0.15 nM 
CeY RNA

0.15 nM 
truncated 
CeY RNA

ROP-1 
(nM)15 30 60 — 15 30 60

1 2 3 4 5 6 7 8

—

0.15 nM 
CeN71 RNA

15 30 60

1 2 3 4

ROP-1 
(nM)

図19. CeY RNAとCeN71、Cel2、Cel7、Cel7s RNAのROP-1に対する結合の比較

0.15 nM CeY、CeN71、Cel7、Cel7s RNAと15-60 nM ROP-1を混合して20℃で30分間
インキュベーションした。RNAはROP-1と混合する前にMgCl2非存在下で95℃、5分間

インキュベーションした後1時間かけて20℃まで冷やした。ROP-1と混合する際のバッ

ファーには100 mM KCl、50 ng/μL yeast tRNAを加えた。RNAとROP-1は20℃で30分間

インキュベーションした。フリーのRNAを黒三角、ROP-1を加え (レーン2-4、レーン6-

8)、シフトして見えたシグナルを白三角で示した [61]。

—

0.15 nM 
Cel2 RNA

15 30 60

1 2 3 4

ROP-1 
(nM) —

0.15 nM 
Cel7 RNA

0.15 nM 
Cel7s RNA

ROP-1 
(nM)15 30 60 — 15 30 60

1 2 3 4 5 6 7 8

*1
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—

0.15 nM 
Cel2 RNA-del

23
.4

46
.9

93
.6

1 2 3 4

ROP-1 
(nM)

0.15 nM 
Cel2 RNA-del

ROP-1 
(nM)— 15 30 60

1 2 3 4

(A)

Cel2 RNA Cel2 RNA-del

Cel2 RNAに
特徴的な残基

図20. 変異を加えたCel2 RNAのROP-1に対する結合の有無
(A)Cel2 RNA (左)から黒矢印で示したシトシン残基を欠損させて、Cel2 RNA-del (右)を

作製した。黒破線枠で囲んだ部分はCel2 RNAに特徴的な残基。(B) 0.15 nM Cel2 RNA-

delと23.4-93.6 nM ROP-1を混合して20℃で30分間インキュベーションした (図14, 15と

同条件)。RNAのみ (レーン1)、ROP-1と混合した (レーン2-4)、フリーのRNAを黒三角で

示した。(C) 0.15 nM Cel2 RNA-delと15-60 nM ROP-1を混合して20℃で30分間インキュ
ベーションした (図19と同条件)RNAのみ (レーン1)、ROP-1と混合した (レーン2-4)、フ

リーのRNAを黒三角で示した。

(B) (C)
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1 2 3 4 5 6 7 8

0 0.5 2 8 0 0.5 2 8

0.15 nM 
Cel7 RNA

0.15 nM 
Cel7s RNA

変性ゲル

*1
*2
*3

インキュベーション 
(時間)

1 2 3 4 5 6 7 8

0.15 nM 
Cel7 RNA
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Cel7s RNA

0 0.5 2 8 0 0.5 2 8

ネイティブゲル

*1
*2 *3

インキュベーション 
(時間)

図21. Cel7、Cel7s RNAの分解の有無

Cel7 RNAまたは、Cel7s RNA 1.5 fmolを20℃で0-8時間インキュベーションした。イン

キュベーションする際のバッファーは図16で示したEMSAと同様。インキュベーション

を終えたRNAは、(A) ネイティブゲル (8%ポリアクリルアミドゲル, 5%グリセロール)ま

たは、(B) 変性ゲル (7 M 尿素12%ポリアクリルアミドゲル)を用いて電気泳動した。

(A)

(B)
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Cel7-oligo-40nt

0.15 nM 
Cel7 RNA
0 0.5 2 8

0.15 nM 
Cel7s RNA
0 0.5 2 8

1 2 3 4 5 6 7 8

*1

インキュベーション 
(時間)

0.15 nM 
Cel7 RNA
0 0.5 2 8

0.15 nM 
Cel7s RNA
0 0.5 2 8

1 2 3 4 5 6 7 8

Cel7-oligo-25nt

インキュベーション 
(時間)

図22. in vitroにおけるCel7 RNAの分解過程

(A) Cel7 RNAの予測二次構造と設定した2種類のプローブCel7-oligo-25nt (黒三角)

とCel7-oligo-40nt (白三角)の位置。(B、C) Cel7 RNA (レーン1-4)とCel7s RNA (レー

ン5-8) RNAを20℃で0-8時間インキュベーションした。インキュベーションする際
のバッファーは図16で示したEMSAと同様。インキュベーションを終えたRNAは、

変性ゲル (7 M 尿素12%ポリアクリルアミドゲル)を用いて電気泳動した。

(A)

(B) (C)

Cel7s RNAで 
欠損している領域
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—
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図23. EMSAにおけるRNAの分解の有無
図19で示したEMSAと同様の条件でRNAを熱変性、ROP-1と混合し、20℃で30分間イン

キュベーションした。インキュベーション後、サンプルを変性ゲル (7 M 尿素12%ポリアク

リルアミドゲル)を用いて電気泳動した。
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Alignment of PSE B sequence in C. elegans Y RNA homologs
CeY CeN71 CeN72 CeN73-1 CeN73-2 CeN74-1 CeN74-2 CeN75 CeN76 CeN77 CeN133 CeN134 CeN135 Cel1 Cel2 Cel3 Cel5 Cel6 Cel7

CeY 50 80 80 40 70 70 70 70 80 50 50 70 80 60 70 50 50 50

CeN71 70 40 40 70 70 60 60 60 30 60 70 70 60 70 60 60 70

CeN72 80 80 90 90 80 80 80 70 80 70 100 80 80 80 80 80

CeN73-1 80 90 90 60 60 80 60 60 70 80 80 60 60 80 60

CeN73-2 90 90 60 60 80 70 70 30 80 80 60 70 80 70

CeN74-1 100 70 70 90 80 80 60 90 90 70 80 90 80

CeN74-2 70 70 90 80 80 60 90 90 70 80 90 80

CeN75 90 70 60 60 40 80 60 90 60 80 60

CeN76 70 70 60 40 80 60 80 60 70 60

CeN77 80 70 30 80 80 70 70 90 70

CeN133 80 30 70 60 60 80 80 80

CeN134 30 80 70 60 100 70 90

CeN135 70 50 50 30 40 50

Cel1 80 80 80 80 80

Cel2 60 70 80 70

Cel3 60 80 60

Cel5 70 90

Cel6 70

Cel7

Alignment of PSE A sequence in C. elegans Y RNA homologs
CeY CeN71 CeN72 CeN73-1 CeN73-2 CeN74-1 CeN74-2 CeN75 CeN76 CeN77 CeN133 CeN134 CeN135 Cel1 Cel2 Cel3 Cel5 Cel6 Cel7

CeY 40 30 30 30 30 30 50 40 40 20 30 30 40 30 20 30 30 80

CeN71 50 60 40 70 80 60 70 60 50 40 50 100 90 60 40 80 30

CeN72 60 60 50 40 30 40 30 70 80 50 50 60 50 80 40 20

CeN73-1 60 60 70 50 50 20 50 40 60 60 70 60 40 70 30

CeN73-2 60 50 50 30 30 70 50 40 40 40 40 50 50 40

CeN74-1 90 40 50 50 50 40 40 70 60 40 40 90 40

CeN74-2 30 40 30 40 30 30 80 70 50 30 100 40

CeN75 50 50 50 40 30 60 40 40 40 30 30

CeN76 40 50 50 50 70 70 70 50 40 30

CeN77 30 40 30 60 50 40 40 30 50

CeN133 70 40 50 50 50 70 40 20

CeN134 40 40 50 60 100 30 20

CeN135 50 60 50 40 30 30

Cel1 90 60 40 80 30

Cel2 60 50 70 30

Cel3 60 50 20

Cel5 30 20

Cel6 40

Cel7

(C)

(B)
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図25. Cel7s RNAの成熟過程とCel7 RNAの安定性の安定性
Cel7 RNA遺伝子の上流にRNAポリメラーゼIIIのプロモーターモチーフが見つかっている
ことから、Cel7 RNAはRNAポリメラーゼIIIによって転写される。現在見つかっているプ
ロモーターモチーフは、1つのみであることからCel7s RNAは、Cel7 RNAの5’末端がプ
ロセシングを受けてできると考えられる。Cel7 RNAとCel7s RNAの存在量は、線虫の発
達段階によって異なる。L1からL4幼虫期まではCel7 RNAの存在量がCel7s RNAより多
いが、成虫と受精卵においてはCel7s RNAの存在量がCel7 RNAを越える。この傾向は、
Cel7s RNAが精子もしくは卵母細胞を介して次世代へ持ち越されていることを示唆す
る。Cel7 RNAの5’末端は小さいステムループ構造を形成しうる。この構造がCel7 RNAの
存在量がROP-1の有無に影響を受けないことと関係している可能性がある。
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