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プロメガのRibo m 7G Cap Analog（カタログ番号

P 1 7 1 1、 P 1 7 1 2）は、 R i b o p r o b e® S y s t e m ( a )や

R i b o M A XT M Large Scale RNA Production
S y s t e m( a , b , c )で5' m7Gキャップ構造を持つR N A転写産

物を生成するためにご利用いただけます。これらの

キャップ構造は、キャップに結合するタンパク質（翻

訳開始因子またはe I F 4 E）のm R N Aへの結合のため

のアンカーとなり、翻訳を促進します。

真核生物のm R N A分子のほとんどは、5' 7-メチル

グループ（m7G）で修飾された5'-5' 3リン酸に結合

したグアニンを含む特別な5 '構造を持ちます。この

キャップ構造は、R N AポリメラーゼI Iによって合成

された転写産物に核内酵素のグアニリルトランスフ

ェラーゼとメチルトランスフェラーゼによって添加

されます。RNAのキャップ構造は、細胞のいくつか

の機能に影響し、そのなかで翻訳への影響がもっと

もよく研究されています。翻訳開始の主要なステッ

プは、キャップ結合タンパク質（真核生物翻訳開始

因子4E；eIF4E）のRNA m7Gキャップ構造の認識と

それへの結合です。天然のm7Gキャップ構造を持つ

レオウイルスRNAを使った初期の研究により、これ

らのキャップ構造は小麦胚芽抽出液中における効率

的な翻訳に必須であることが示されました。RNAの

m7Gキャップのほかの役割は、核と細胞質中のmRNA
を安定化し、半減期を増加させ、m R N A前のスプラ

イシングを促進し、RNAを核から細胞質へと輸送す

ることです。

はじめに

in vitroでT 7、S P 6、またはT 3ファージR N Aポリ

メラーゼによって作られる R N A転写産物は、 m7 G
( 5 ' ) p p p ( 5 ' ) G（図1）などのキャップアナログが反

応に加えられていると、キャップ構造を持つように

合成できます。これらのファージポリメラーゼは、

翻訳開始のためのヌクレオチドとしてG T Pを必要と

し、m7Gアナログが反応中にG T Pよりも高モル濃度

で存在する場合は特にそれを5 'のヌクレオチドとし

て取り込みます。キャップジヌクレオチドの取り込

みによって、天然のキャップされたRNAや、逆向き

にキャップを持つRNAの種と類似のRNAが生成され

ます。

m7Gキャップアナログを使ってin vitroで生成され

たRNA転写産物は、多くの異なるアプリケーション

で利用できます。例えば、ウサギ網状赤血球や小麦

胚芽から作られたin vitro翻訳抽出液では、キャップ構

造を持つ転写産物からのほうが持たない転写産物か

らよりもより多くのタンパク質が合成されることが

報告されています。最近の研究では、細胞を含まな

い抽出液に付加されたインゲンマメ南部モザイクウ

イルスについて、ゲノムRNAのオープンリーディン

グフレーム2の認識における5'キャップ構造の重要性

が示されています。ウイルスの機能のほかの研究は、

ウイルスの感染性をキャップ構造を持たないRNAで

はなくキャップ構造を持つRNAと関連付けています。

in vitroでm7Gキャップアナログを使って生成された

RNA転写産物は、RNAの安定性、翻訳、および核・

細胞質間の輸送を研究するためにX e n o p u sの卵細胞

にも注入されています。プロメガのRibo m7G Cap
A n a l o g（カタログ番号： P 1 7 1 1、P 1 7 1 2）は、

R i b o p r o b e ® S y s t e m s（カタログ番号： P 1 4 2 0、

in vitro転写のためのキャップ構造

ると考えられます。しかし、これらのデータはキャ

ップアナログがこれらのin vitro転写反応でGTPに直接

代わるものではないことを示唆しています。

m7Gキャップ構造の存在が発現されるタンパク質

量に影響するかどうかを調べるために、キャップ構

造を持つルシフェラーゼ R N Aと持たないR N Aを、

F l e x i® Rabbit Reticulocyte Lysate System( b , f )（カタ

ログ番号：L 4 5 4 0）で試験しました。ウサギ網状赤

血球および小麦胚芽の抽出液に基づく翻訳システム

では、キャップされた転写産物で翻訳効率の増加が

示されました。この実験では、ルシフェラーゼ遺伝

子をコードするDNAテンプレートを、Ribo m7G Cap
A n a l o gの存在下または非存在下で、T7 RNAポリメ

ラーゼの系のR i b o M A XT M S y s t e mで標準の条件下で

転写しました。R N A濃度はO D
2 6 0

における吸光度で

定量されました。

RNA濃度の定量法の信頼性を確認するために、い

くつかの手順が実施されました。転写後、吸光度を

定量する前に、テンプレートRNAを除くために両方

のサンプルをRNase-Free DNase（カタログ番号：

M 6 1 0 1）で処理しました。S e p h a d e x® G - 5 0スピン

カラム（Amersham Pharmacia Biotech）で、フリ

ーのヌクレオチドを選択的に除去しました。

S e p h a d e x® G - 5 0による分離は、R N Aサンプルから

in vitro翻訳反応への残留の可能性のあるフリーのキャ

ップアナログを除く効果もあります。フリーのキャ

ップアナログは、キャップされたm R N Aのin vitroに

おける翻訳を阻害することが報告されています。1µ
ｇのRNAサンプルが、ウサギ網状赤血球抽出液の反

応に加えられました。反応ごとにK C lの濃度を変え

るほかは、標準の反応条件が使われました。in vitro翻

訳反応中のK C lの濃度は、キャップ構造を持つ転写

産物と持たない転写産物の翻訳効率に影響すること

が報告されています。K C l濃度が高いとキャップ構

造を持つ転写産物がより多く翻訳をされます。

in vitro翻訳反応でルシフェラーゼが生産され、その

量がルシフェラーゼアッセイで相対的光ユニット

（RLU）を測定することにより数値化されました（図

4）。キャップ構造を持つ転写産物のほうがキャップ

構造を持たない転写産物よりもどのK C l濃度でも高

いタンパク質の発現量を示しています。さらに、こ

の特定のキャップ構造を持つ転写産物から翻訳され

たタンパク質の量は、試験されたK C lの範囲では比

較的一定していました。その一方で、対応するキャ

ップ構造を持たない転写産物から生産されるタンパ

ク質の量はK C lの濃度が増加するにしたがい減少し

ました。最大の翻訳効率を得るために、翻訳反応の

抽出液中で、各々の特定の転写産物についてキャッ

プ構造を持つ転写産物と持たない転写産物の効果を

比較することと、様々な濃度のK C lを試験すること

をお薦めします。

Ribo m7G Cap Analogは、5' m 7Gキャップ構造を

持つRNA転写産物を作るためにRiboprobe® Systems
やRiboMAXTM Large Scale RNA Production Systems
と組み合わせて使うことができます。キャップされ

たRNA転写産物は、in vitro翻訳のアプリケーション

のほかに、スプライシング、RNAプロセシング、細

胞内輸送、ウイルスによる感染性と翻訳などのプロ

セスにおける細胞内RNAの機能の研究にご利用いた

だけます。

まとめ

キャップアナログ、
KClはin vitro翻訳に影響する
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図1. Ribo m7G Cap Analogの化学構造

図2. R N Aのキャップ付加による網状赤血球抽出液での翻訳効率の上昇
T7 RNA PolymeraseをR i b o M A XT M S y s t e m ( P 1 3 0 0 )に用いて
R N Aを合成した。直鎖状のT7-Luciferase DNAを鋳型として用
いた。『No Cap』の反応では最終濃度 7.5mM GTP、『C a p
A n a l o g』の反応では最終濃度0.6mM GTPと3mM Riobo m7G
Cap Analogが加えられた。転写反応後、サンプルを R Q 1
RNase-Free DNase(M6101)で処理し、遠心でS e p ha d e x® G -
50 sp in column(Amersham Pharmacia Biotech)を通し、
2 6 0 n mの吸光度により定量した。1µgの各R N AをF l e x i® R a b b i t
Reticulocyte Lysate Translation System(L4540)に加えた。
2.5M KClを最終濃度70mM, 80mM, 90mM, 100mMとなるよう
に加えた。 5 0µl の翻訳反応液から 5 µlをサンプルとして
Luciferase Assay System( f )( E 1 5 0 0 )によりルシフェラーゼ活性
を測定した。光量は L u m i s k a n®ルミノメーター( L a b S y s t e m s )
を使って定量した。グラフではルシフェラーゼタンパク質の
活性を示す相対的な光ユニット (Relative Light Units; RLU)で
表した。C o n t r o lのカラムは1µgのLuciferase Control RNA( b )を
100mM KClとreticulocyte lysateに加えた時に得られたR L Uを
示す。

P1430、P1440、P1450、P1460）およびRiboMAXTM

Large Scale RNA Production Systems（カタログ番

号：P 1 2 8 0、P 1 2 9 0、P 1 3 0 0）で、5' m7Gキャップ

構造を持つRNA転写産物を合成するためにご利用い

ただけます。R i b o p r o b e® S y s t e mは、プローブ用に

ラジオアイソトープでラベルできるRNAを合成する

ようにデザインされています。R i b o M A XT M S y s t e m
は、DNAテンプレートあたりより多量のRNAを合成

するようにデザインされています。

図2は、Ribo m7G Cap AnalogをR i b o p r o b e®

S y s t e m（カタログ番号：P 1 4 4 0）で使って合成さ

れたキャップされたRNA転写産物とキャップされて

いないRNA転写産物の分離を示しています。転写産

物は変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離さ

れました。ジヌクレオチドキャップアナログを取り

込んだキャップされた転写産物は、キャップされて

いない転写産物と比べて大きく、移動もよりゆっく

りです。G T Pの濃度に対するキャップアナログの割

合が増加すると、キャップされた転写産物の割合が

増加します。

キャップアナログを使うときは、in vitro転写反応で

A T P、C T P、U T Pに対して低濃度のG T Pが使われま

す。図3では、G T Pの濃度を減らし、キャップアナ

ログとGTPを様々なモル比で使ったとき（条件下で）

の1 , 9 1 6ヌクレオチドの転写産物の生成量における

その効果を示しています。これらのデータに示され

るように、GTP濃度の減少はRNAの生産量の減少と

対応しています。一定量のG T P濃度におけるキャッ

プアナログのモル比はRNAの生産量にほとんど影響

しません。

キャップジヌクレオチドアナログが、G T Pと同程

度に転写産物の中に取り込まれるとすると、RNAの

生産量は7.5mM GTPのサンプルと、7 . 5 m Mのキャ

ップアナログと0 . 7 5 m MのG T Pを使ったキャップア

ナログとG T Pの比が1 0 : 1のサンプルと同じ程度にな

キャップアナログの効果：
RNA産出量におけるGTPの割合

a, b, c, f：特許に関する記載については Promega Notes No.74 20ページをご覧ください。


