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イネ萎縮ウイルス分節ゲノム 10番cDNAからの

ホモポリマー配列の除去

松村 健*・上田一郎・四方英四郎

〔北海道大学農学部植物学教室〕

(*北海道グリーンバイオ研究所〉

(平成2年1月10日受理)

Tailored Removal of Flanking Homopolymer Sequences 

from Rice Dwarf Virus Segment 10 cDNA Clones 

Takeshi MA TSUMURAへIchiroUYEDA and Eishiro SHIKATA 
(Department of Botany， Facu1ty of Agriculture， 

Hokkaido University， Sapporo 060， Japan) 

♂Hokkaido Green-Bio institute， N aganuma 069-13， J apan) 

1.緒 百

通常使用されるクローニング法においては，

cDNA合成方法の手順の中で，二本鎖cDNAの各

3'末端にホモポリマ-DNA鎖の付加が行われ

る2.4，5，7)。この cDNA合成過程の中で付加されたホ

モポリマー配列は，その invitro及び，in vivoの

発現をしばしば阻害することが知られている。即

ち，ホモポリマー配列が付加された cDNAから転

写された RNAを用いて試験管内での蛋白合成を

行った場合，実際の蛋白の発現量に比べて極端に少

ないか，あるいは，異なつた分子量の蛋白が多く合

成されるとしい、寸う報告がある川.1川川1日川1リ}

当研究室では，植物レオウイルスクソレープに属す

るイネ萎縮ウイルスのいくつかの分節ゲノムについ

て，全長に近い cDNAの合成に成功し，その塩基

配列を明らかにした6削 0)。

我々は，これらの cDNAから in vivoまたは，

in vitroにおける発現の研究に使用できる cDNA

を得るため，分節ゲノム 10番の cDNAの両末端に

付加されているホモポリマー配列を除去した完全長

cDNAの作成を行った。

11. 材料と方法

クローン忍びベクターDNA

113 

イネ萎縮ウイルス分節ゲノム 10番のクローンは，

pBR322のPst1部位にその cDNAが挿入されてL、

る。

クローン pRD545は， 5'末端の最初の l塩基か

ら1295番目の塩基までの分節ゲノム 10番の

cDNAを持ち， cDNAの両末端にオリゴ (dA)鎖，

(dC)鎖が付加されている。クローン pRD367は，

制限酵素Sal1切断部位から 3'末端の最後の塩基

までの分節ゲノム 10番の cDNAを持ち， 5'末端に

は，オリゴ (dC)鎖を， 3'末端には，オリゴ (dA)，

(dC)鎖が付加されているo

クローニングベクターにはpUC119を， RNA転

写ベクターにはpGEM4ZfCPromega社〉を用いた。

転写ベクタ-pGEM4Zfによる pRD545，

pRD367のcDNA相補RNAの試験管内合成

分節ゲノム 10番のクローン pRD545とpRD367

を制限酵素Pst1及び，Sal 1でそれぞれ切断し，

得られた cDNA断片を RNA転写ベクター

pGEM4Zfの制限酵素Pst1切断部位にDNA連結

酵素を用いて組み込んだ CFig.l)o DNA連結反応

は， TAKARA DNA Ligation Kitを用いて行っ

た。

組換え体からの試験管内 RNA転写反応は

T7RNAポリメラーゼ CBoehringer社製〉または，

SP6RNAポリメラーゼCBoehringer社製〉を用いて
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行った。即ち，制限酵素 Xba1で切断した組換え

体DNAにはT7RNAポリメラーゼを，制限酵素

Pvu IIで切断した組換え体DNAにはSP6RNAポ

リメラーゼをそれぞれ用い， 40mMトリス一塩酸

緩衝液， pH 7.2， 6mM塩化マグネシウム， 10 

mMジチオスレイトール， 4mMスペルミジン，

0.4mM ATP， GTP， CTP， UTPを含む反応液

中に各DNA1μgと20Uの各RNAポリメラーゼ

を加え， 37'Cで1時間反応させた。反応は，更に

23UのDNase1 RNase-free (Boehringer社製〕を

加えて 37'C，15分間反応させプラスミド DNAを

分解させた。

DNA合成装置によるオリゴDNA鎖プライマー

の合成

ホモポリマー配列を除去したcDNAを得るため

に， 26塩基のプライマーDNA， d (T G C A G C T 
GCAGGT AACTTGCGCCTTT)と57塩

基のプライマーDNA，d (GGTCT AGAT AT  

CAGAATCCCTGCGCAGTGTGGGG 

GCACGCATTAGTAGAACTAAmを

化学合成した。

DNAの化学合成は， DNA合成装置 (Applied

Biosystem 380A)を用い， βーシアノエチルアミダ

イト法により合成を行った。

再置換cDNA合成反応

転写RNAと合成DNAを10mMトリス一塩酸

緩衝液， pH 7.5， 1 mM  EDT A， 100 mM塩化ナ

トリウム溶液中68'Cで10分， 42'Cで2時間の反応

を行いアニーリングさせた後， Amersham社製の

cDNA合成キット "cDNApuls"を用いて逆転写

酵素反応を行った。反応後の DNA-RNAハイブ

リッドは， 0.05 N水酸化ナトリウム 2mMEDTA 

溶液中に溶解し， 65'Cで1時間の加熱による RNA

の分解を行った。この反応液に等量の 0.05N塩酸

を加えて中性に戻した後，エタノール沈澱して

DNAを函収した。

回収したDNAは，滅菌水中で100'C，3分間の

加熱を行った後，等量のホルムアミドを加えて室温

に一晩放置し，合成された+鎖と 鎖のcDNAを

アニールさせた。アニール後，エタノール沈澱によ

り回収した二本鎖cDNAは， 33mMトリス一塩酸

緩衝液， pH 7.9， 66 mM酢酸カリウム， 10mM酢

酸マグネシウム， 0.5mMジチオスレイトール，

0.01%仔牛血清アルブミン， 0.5μM dATP， 

dCTP， dTTP， dGTP， 2U T4DNAポリメラー

ゼ， 2U DNAポリメラーゼ 1Klenow fragmentを

含む反応液中で37'C，1時間反応を行った。

クローンの選抜及び，解析

再置換cDNA合成により得られた二本鎖cDNA

は，制限酵素 Pst 1， Xba 1による切断を行い，

pUC119ベクターのポリリンカ一部位に挿入した

後，大腸菌MV1184株を形質転換させた。

得られた形質転換体から，プラスミド DNAを拍

出後， 1%アガロースゲノレ電気泳動し，完全長分節

ゲノム 10番cDNAをもっクローンを選抜した。

III. 実験結果

試験管内cDNA相補RNA合成

分節ゲノム 10番の cDNAクローン pRD545，

pRD367の両方の cDNAから作成したクローン

pGEMpRD2とpRD545cDNAの制限酵素Pst1断

片をそのまま挿入したクローン pGEMpRD33を得

た (Fig.l)。

両方のクローンを制限酵素 Xba 1または，

Pvu II切断後， T7または， SP6RNAポリメラー

ゼを用いて試験管内 RNA転写反応させた。この試

料を1.5%アガロースゲル電気泳動解析した結果，

pGEMpRD2は，反応前の DNA断片とは異なる位

置に新たなRNAバンドが検出され， cDNAに相

補なRNAが転写されたと推測された (Fig.2A

lane3，5)。転写産物の著しく少なかったpGEM-

pRD33 (Fig. 2A lane4， 6)からも再度反応を行った

結果，明瞭な RNAバンドが得られた (Fig.2B)。

再置換cDNA合成及びクローンの分析

ホモボリマー配列を除去したcDNAを合成する

ために両末端に相補な配列を持ち，更に，ベクター

DNAに組み込むための制限酵素切断配列を付加し

たDNAをDNA合成装置により合成した。

即ち，+鎖cDNA合成のためのプライマ-DNA

は，制限酵素 Pst1認識配列の後に分節ゲノム 10

番の鎖の 5'末端に相補な 17塩基対の配列を付加

したDNAを合成し， 鎖cDNA合成のためのプ

ライマ-DNAは， 3'末端の一部を欠落している

cDNAをもっクローン pGEMpRD33から転写させ

たRNAを用いて cDNA合成が行えるように，制

限酵素 Xba1とEcoRVの配列の後に+鎖の 3'末

端に相補な46塩基対の配列を付加したDNAを合

成した (Fig.3)。
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Fig. 1. Strategy for the synthesis of full length genome segment 10 cDNA， T7 and SP6 

indicated the sequences of T7 promotor or SP6 promotor. Homopolywer frank-

ing sequences were indicated by (A)n， (G)n， (C)n， (T)n・
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Fig. 2. Transcripts form pGEMpRD vectors analyzed on 1.5% agarose gel electrophor-
eSls. 

A: lane 1: pGEMpRD2 non digested. 
lane 2: pGEMpRD2 digested with Xba 1. 
lane 3: pGEMpRD2 digested with Pvu I1. 
lane 4: Transcripts of Xba I digested 
pGEMpRD33. 

lane 5: Transcripts of Xba I digested 
pGEMpRD2. 

lane 6: Transcripts of Pvu II digested 
pGEMpRD33. 

lane 7: Transcripts of Pvu II digested 
pGEMpRD2. 

B: Restriction enzyme digestion of pGEMpRD33 
and it's transcripts analyzed on 1.5% agarose 
gel electrophoresis. 
lane 1: pGEMpRD33. 
lane 2: pGEMpRD33 digested with Xba 1. 
lane 3: pGEMpRD33 digested with Pve I1. 
lane 4: Transcripts of Xba I digested 
pGEMpRD33. 

lane 5: Transcripts of Pvu II digested 
pGEMpRD33. 
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Fig. 4. Steps involved in tailored removal of 
homopolymer franking sequence. Oligonu-
cleotide primers are represented by filled 
and opened boxes. Homopolymer fianking 
sequences are indicated by (A)n， (C)n・

再置換cDNA合成法により得られたクローンは，

プラスミド DNAを抽出し， 1%アガロースゲノレ電

気泳動によって選抜した。その結果，末端に付加さ

れたホモポリマーな配列を除去し，かつ，完全長の

分節ゲノム 10番 cDNAを含むと思われるクローン

?'i' 'i' ， 甲+ ‘ RDVseg.10 
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000110012001300 

3 

Fig. 5. Restriction enzyme analysis of cDNA frag-
ment of pUpRD28. 

A: Analyses of pUpRD28 digested with restric-
tion enymes by 2% agarose gel electrophor-
eSls. 

lane 1: pUpRD28 DNA not digested 
lane 2: pUpRD28 digested with Pst 1 and 
Xba 1. 

lane 3: pUpRD28 digested with Pst 1， Xba 
1 and Sac 1. 

lane 4: pUpRD28 digested with Pst 1， Xba 
1 and Hind II1. 

lane 5: pUpRD28 digested with Pst 1， Xba 
1 and Sph 1. 

lane 6: pUpRD28 digested with Pst 1， Xba 
1 and Bm勿 H1.

lane 7: pUpRD28 digest巴dwith Pst 1， Xba 
1 and Sal 1. 

lane M1: pBR322 digested with Sau 3A 1. 
lane M2: pBR322 digested with的aII. 

B : Physical map of RDV genome segment 10 
Symboles are restriction enzyme cleavage 
sites of Sac I(マ)， Hind III( 0)， Sph 1(.)， 
Bam HI(圏)， Sal I(A.). 

3 

pUpRD28を得た CFig.4)。

クローン pUpRD28から制限酵素Psf 1及び，

Xba 1により cDNA部分を切り出した後， 2%アガ

ロースゲル電気泳動解析した結果，約1320塩基対

のcDNAバンドが検出された CFig.5A lane2)。

このことから pUpRD28は， cDNAの両末端に

付加されていた数十塩基対に及ぶホモポリマー配列

が除去されていることが明らかになった。

また，この cDNA断片を更に，分節ゲノム 10番

を1カ所切断する酵素で-切断した結果，予測される
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cDNA断片(Fig.5B)が検出されたため， pUpRD28 

は，完全長分節ゲノム 10番の cDNAをもっクロー

ンであることが明らかにされた。

IV.考察

一般に用いられる cDNA合成方法により合成を

行って得られるクローンは，その cDNAの末端に

特定されない塩基数のホモポリマー配列を保持して

いる2.4.5，7)。

この cDNAを用いてゲノム RNAの構造及び機

能の解析をすることは，得られた実験結果に対して

cDNAの末端に付加されているホモポリマー配列

の影響を常に考慮しなければならないため不適当と

考えられる。

そこで，本実験においては，既に塩基配列が明ら

かにされているイネ萎縮ウイルス分節ゲノム 10番

のcDNAを用い，その cDNA末端に付加されてい

るホモポリマー配列を除去した完全長cDNAの合

成方法を確立した。

完全長cDNA合成の際に用いる鋳型 RNAには，

RNAポリメラーゼを用いて試験管内で合成した

RNAを鋳型に用いた。その RNA合成反応の結果

は，反応産物の電気泳動解析により，単一のシャー

プな RNAパンドが確認されたことで実際に

cDNA に相補な RNAの合成が行われたことが証

明された (Fig.2A， B)。この結果から，試験管内

RNA合成反応は，鋳型となる cDNAの存在する

オリゴ (dG)鎖及び，オリゴ (dC)鎖の影響を受け

る事なく鋳型cDNA~こ相補な全長の RNA 合成が

行われていることが明らかにされ， cDNA合成の

鋳型として十分使用でき得るものであった。

合成した cDNAに付加されたホモポリマー配列

の除去は，ヌグレアーゼBal31を用いても行うこ

とができると報告されている九

しかし，この酵素は，オリゴ (dG)鎖やオリゴ

(dC)鎖などのホモポリマー配列を分解していく速

度が，ヘテロポリマーな配列を分解していく速度に

比べて遅くなるといわれているへそのため，この

酵素の反応条件を決定すること及び，この方法で

行って得られたクローンからホモポリマー配列が除

去されたクローンを選抜するなどにおいて問題点が

残される。

しかし，今回本実験で用いた方法のように， 3'→ 

5'エキソヌクレアーゼ 5'→ 3'ポリメラーゼの二つ

の酵素活性を同時に持つ酵素と，合成プライマーを

用いることにより，これらの問題点は解決される

(Fig.3)。即ち，エキソヌクレアーゼ反応による

ホモポリマー配列解速度に依存する事なく，期待す

る末端配列を持った cDNAを合成することが可能

である。

本実験においては，制限酵素Pst 1及び，Eco 

RV切断部位を構築することにより分節ゲノム 10

番の 5'末端の最初の一塩基から 3'末端の最後の一

塩基までの cDNA断片を得ることを可能にした。

しかし， T4DNAポリメラーゼはDNAが高次構造

を取る場合，そのエキソヌクレアーゼ活性が阻害さ

れるとし、う報告もあり，本実験においても，再置換

cDNA合成反応において， T4DNAポリメラーゼ

だけで-反応を行った場合，完全長cDNAを得るこ

とができなかった。

そこで，配列の高次構造に関係なくエキソヌクレ

アーゼ活性を示すDNAポリメラーゼ 1 Klenow 

fragmentを同時に反応に用いることにより，完全

長cDNA合成が確認され，イネ萎縮ウイルス分節

ゲノムの完全長cDNA合成方法の確立に成功した。

V.摘要

1.イネ萎縮病ウイルス分節ゲノム 10番のクロー

ンpRD545とpRD367を制限酵素Pst 1及び

5al 1で切断し，ベクターpGEM4ZfのPsf1 

切断部位に組み込み，クローン pGEMpRD2

を得た。

また，クローン pRD545の分節ゲノム 10番

cDNAを制限酵素Psf1切断した断片を同様に

ベクターpGEM4ZfのPst1切断部位に挿入し

たクローン pGEMpRD33も得た。

2.制限酵素 Xba1または，Pvu IIで切断したク

ローン pGEMpRD2及び pGEMpRD33を

T7RNAポリメラーゼまたはSP6RNAポリメ

ラーゼをもちい，試験管内で分節ゲノム 10番

の+鎖またはー鎖RNAにそれぞれ相補な配列

を持つRNAの転写を行った。

3. 一鎖RNAの3'末端に相補な配列と制限酵素

Pst 1認識配列を持つプライマ-DNA及び+

鎖の 3'末端に相補な配列と制限酵素Xba1及

びEcoRVの認識配列を持つプライマ-DNA

をそれぞれDNA合成装置を用いて合成した。

4. DNA合成装置で合成したプライマ-DNAと
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試験管内でクローン pGEMpRD2及び，

pGEMpRD33から転写させた RNAを用いて

再置換cDNA合成反応を行った。反応後，得

られた二本鎖DNAを制限酵素 Pst1及びXba

Iで切断後ベクターpUC1l9に組み込んだ。

5.形質転換反応後，得られた組換え体を制限酵素

切断したcDNA断片を解析した結果， cDNA 

の両末端からホモポリマーな配列を除去された

完全長分節ゲノム 10番cDNAが得られたこと

が証明された。
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Summary 

Commonly used protocols for c10ning cDNA 

copies of mRNAs include steps that add 

homopolymer tailes to the sequence of interest. A 

technical problem often encountered in cDNA 

expression studies involves interference by these 

fianking sequ巴nce. We have obtained cDNA c10nes 

to RDV genome segment 10 and constructed full-

length cDNA that is identical to authentic RDV 

genome segment 10. 

RDV genome segment 10 cDNA fragment of 

pRD545 and pRD367 were subcloned into transcrip. 

tion vector pGEM4Zf and named pGEMpRD2 and 

pGEMpRD33. 

Transcript of each polarity for use as a cDNA 

templete were synthesized from each linearized 

c10ne by using the SP6 and T7 RN A polymerases. 

Synthetic oligonucleotides complementary to the 

cDNA sequences immediately adjacent to the 3'-ter. 

minal homopolymer sequences serve as primers for 

reverse transcription. After replacement cDNA 

synthesis by T4 DNA polymerase， double stranded 

cDNAs that was removed homopolymer franking 

sequences were digested with Pst 1 and Xba 1. Then 

it was subcloned into pUC1l9 vector. We obtained 

complete full length cDNA c10ne of RDV genome 

segment 10 and it was named pUpRD28. 


