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要     旨

【緒言】                                          

・近年、transfer RNA（tRNA）由来の断片が一部のヒト疾患の病因に関与することがわかってきた。

・CLP1は tRNA前駆体の成熟化を担う RNAキナーゼである。CLP1キナーゼ活性欠損マウスでは 

 チロシン tRNA前駆体から生じる 5 '側のエクソン断片（5' Tyr-tRF）が蓄積し、p53の活性化による

 進行性の神経変性疾患が起きることが報告されている。

・一方、ヒト CLP1遺伝子変異（p.R140H）による橋小脳低形成 10型の患者線維芽細胞には    

 イソロイシン tRNA前駆体に由来するイントロン部分が最も蓄積（Ile-intron）すると報告された。

・CLP1遺伝子変異患者の細胞を用いた実験では、チロシン tRNA前駆体に由来する 5 '末端がリン酸化

 されていない 3'側エキソン断片（3' Tyr-tRF）が最も毒性が強いことが報告された。       

 しかし、いずれの tRNA断片においても神経変性を起こす病態分子機構は不明なままであった。 

・そこで今回、我々はゼブラフィッシュを用いて tRNA断片により発症する神経変性疾患の     

 病態機構解明を試みた。                                  
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【研究方法および結果】                                   

・tRNA断片がヒト神経細胞に及ぼす影響を調べるため、ヒト神経芽細胞腫細胞株 SH-SY5Yに   

5' Tyr-tRFを含む様々な tRNA断片を導入した。神経細胞への分化誘導時に 5' Tyr-tRFのみが   

 神経細胞死を惹起した。p53ノックアウト SH-SY5Yには 5' Tyr-tRFは毒性を示さなかった。

・5' Tyr-tRFによる in vivoでの影響を調べるため、ゼブラフィッシュ胚に tRNA断片をマイクロイン

 ジェクションした。5' Tyr-tRFをインジェクションされたゼブラフィッシュは小頭と側弯、脊髄に

 おける運動神経細胞の減少が認められた。

・ゼブラフィッシュにおいても 5' Tyr-tRFによる神経変性が p53依存的かを調べるため、p53モルフォ

 リノアンチセンスオリゴを 5' Tyr-tRF と共にゼブラフィッシュ胚にインジェクションした。   

 モルフォリノによるp53ノックダウンにより、5' Tyr-tRFによる神経細胞の減少はレスキューされた。

・5' Tyr-tRFによる神経細胞死の分子機構解明のため、5' Tyr-tRFと結合するタンパク質を DARTS

 およびプロテオーム解析を用いて検索し、PKMを特定した。PKMには PKM1と PKM2というアイ

 ソフォームが存在するが、ゼブラフィッシュに 5' Tyr-tRFとそれぞれの PKM mRNAを同時にイン

 ジェクションすると PKM2 mRNAが特異的に 5' Tyr-tRFの神経細胞死を抑制した。また、プルダウ

 ンアッセイ法で 5' Tyr-tRFが PKM2に直接結合することを確認した。

【考察および結語】

今回の研究では、マウスおよびヒト患者における CLP1変異によって生成される tRNA断片の機能を

調べた。5' Tyr-tRFはヒト神経芽細胞腫細胞株に最も毒性が強く、ゼブラフィッシュに p53を介した神

経異常を引き起こした。また 5' Tyr-tRFの標的分子として PKM2を特定した。PKM2は解糖系で働く

ピルビン酸キナーゼであるが、一部は核内にも存在することがわかっている。最近、核 PKM2 が p53

と直接相互作用することが報告され、本研究からは 5' Tyr-tRFが p53に対する PKM2の干渉を阻害す

ることにより、p53が過剰に活性化して神経細胞死おこす可能性が示唆された。 

5' Tyr-tRFの蓄積は CLP1変異細胞だけでなく、酸化ストレスに応答した野生型細胞でも観察される

ため、5' Tyr-tRFはアルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化症などの他の神経変性疾患の病因にも関与し

ている可能性がある。5' Tyr-tRFは神経変性疾患の診断や予後予測のバイオマーカーになる可能性、さ

らには治療の標的分子になる可能性があると考えられた。


