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研究成果の概要（和文）：tRNAHis guanylyltransferase (Thg1)は自然界で唯一、RNAを逆方向(3′-5′方向)に
塩基伸長する酵素である。Thg1の逆方向塩基伸長活性は一般的なポリメラーゼでは不可能な5′末端への修飾塩
基の導入などに応用が期待されている。本研究では、Thg1が２本鎖に分断したtRNAも認識できることを見出し、
Thg1の逆方向塩基伸長活性を１本鎖RNAへ拡張することに成功した。さらに、Thg1はこれまで報告されていた細
胞質tRNAHisのみだけでなく、ミトコンドリアtRNAHisの成熟にも関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The tRNAHis guanylyltransferase (Thg1) is a unique enzyme which catalyzes a 
reverse (3'-5' direction) polymerization. It is expected that the reverse polymerization activity of
 Thg1 is applied to a novel nucleotide modification or elongation technologies. In this study, we 
successfully constructed a two-stranded tRNA molecule composed of a primer and a template strand by 
dividing the parent tRNAHis. It allows Thg1 to incorporate a nucleotide triphosphate onto the 5′
-end of single-stranded RNA in the 3′-5′ direction. Furthermore, we demonstrated that human Thg1 
catalyzes the nucleotide addition reaction for both human cytosolic tRNAHis and mitochondrial 
tRNAHis.

研究分野： 構造生物学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸を伸長する酵素(ポリメラーゼ)は、生体外においても容易に核酸の複製や修飾ができることから、遺伝子の
解析や組換えなどの技術に幅広く活用されており、生命科学の発展に欠かせないものとなっている。ポリメラー
ゼの１種であるThg1は自然界で唯一他のポリメラーゼとは逆方向に核酸を伸長する能力があることから、これま
でにない遺伝子解析や組み換え技術開発への応用が期待されている。本研究ではThg1の機能解析から、Thg1をよ
り多様な核酸に適用できる可能性を見出した。本研究成果を元に、今後Thg1を利用した新たな核酸合成・修飾技
術開発が期待される。



様	 式	 Ｃ－１９,	Ｆ－１９－１,	Ｚ－１９,	ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
生体内で遺伝情報をタンパク質に正確に変換するためには, アミノアシル tRNA 合成酵素

(aaRS)が各アミノ酸に対応する tRNA を厳密に識別することが必須である．ヒスチジンの
tRNA(tRNAHis)の場合, 通常の tRNAよりも 5′末端側に 1 塩基分伸びたグアニン塩基(G-1)が存在
し , aaRS の識別に利用される．真核生物においてこの G-1 を付加する酵素が tRNAHis 

guanylyltransferase (Thg1)である．興味深いことに, Thg1は G-1の付加だけでなく, tRNAHis変異体
に対し 3′-5′方向に鋳型依存的な塩基伸長活性を有することが生化学実験から明らかになった．
さらに驚くべきことに, Thg1の立体構造解析の結果, Thg1は一般的なDNA/RNAポリメラーゼと
共通の活性部位構造を有していた．これまで, すべての DNA/RNAポリメラーゼは 5′-3′方向に塩
基伸長することは定説であった．そのため, 逆方向への塩基伸長活性を有し, DNA/RNA ポリメ
ラーゼと構造相関がある Thg1は自然界で唯一の逆方向ポリメラーゼとして脚光を浴びた． 
一般的な 5′-3′方向の核酸伸長酵素は長年の機能解析により明らかになった特性を元に, 核酸増
幅技術, 配列解析技術, 核酸標識技術など多種多様な用途へ応用されており, それらは現在の生
命科学研究には欠かせない技術になっている。一方, Thg1の 3′-5′方向塩基伸長活性を活用する技
術開発が期待されているが, 機能解析が不十分であり特性解明までに至っていない。特に, Thg1
の 3′-5′方向塩基伸長活性は tRNAのみ限定されているため, 多様な RNAへ対象を拡大する技術
が求められている． 

 
２．研究の目的 
本研究では，既存の構造情報を利用し，tRNAのみならず多様な RNAに対し 3′-5′方向への塩基
伸長を可能とする手法を確立し，全く新しい研究ツールへの応用に繋げる．さらに, 研究が進ん
でいないミトコンドリア tRNAHisをターゲットとした Thg1の構造機能解析を行い, 新規 RNA認
識機構を解明する． 
 
３．研究の方法 
	 新規の核酸伸長技術を開発する足がかりとして，既存の構造情報を基盤とし, 基質 tRNAを 2
本鎖に分断した Split tRNAの作成を試みる．その後, 分断部位や相補差領域の長さを最適化する
ことによって, 自然界では tRNAに限定されている 3′-5′方向の RNA伸長活性をより多様な RNA
に応用する手法を確立する．加えて, ミトコンドリア tRNAHisを調製し, Thg1が基質として認識
できるか生化学実験により解析する． 
	
４．研究成果	
(1) Thg1の 3′-5′方向塩基伸長活性を 1本鎖 RNAへ拡張する技術の開発 
Thg1 活性を保持したまま tRNA を
ガイドRNAと基質RNAに分断する
ためには, タンパク質との相互作用
には影響せず, かつ tRNA の 3 次元
構造を維持する必要がある．その条

件を踏まえ，これまで解析に成功し

た Thg1-tRNAHis 複合体構造に基づ

き, まず tRNAの Dループでの分断
を試みた．その結果, ガイド RNAに
Dループ構造を保持した場合に最も
高活性を示すことを明らかにした．

更に，ガイド RNA を熱力学的によ
り安定になるよう配列置換したとこ



ろ，大幅に活性が上昇することを見出した．今後, 最適化したガイド RNA の配列を改変するこ
とで, 3′-5′方向塩基伸長反応を任意の基質 RNAへ適応することが期待される． 
 

(2) Thg1の伸長塩基の分子認識機構の解析 
Thg1はポリメラーゼとほぼ同様の活性部位構造を持つにも関わらず, 塩基伸長時の鋳型塩基に
依存して, 伸長する塩基の数が異なることが報告されている．特に, 生体内では細胞質 tRNAHis

に対し一塩基のみ選択的に伸長して停止することから, 伸長反応を制御する機構が存在すると
考えられる．そこで, 先ず Thg1 の伸長塩基数の制御機構を明らかとするために, 基質となる塩
基の認識機構の解析を試みた．具体的には, 真菌由来の Thg1 を利用して, 伸長反応の基質とな
るリボヌクレオチドの誘導体（官能基を変えた分子）と, 鋳型塩基の全てのパターン（AUGC）
において反応率, 反応速度, 伸長塩基数などを解析した．その結果, ポリメラーゼとは異なり
Thg1 は, 伸長する塩基と鋳型塩基を含めた塩基対として認識していること, および生体内では
ミスマッチ塩基対を高効率で形成することで伸長を停止することを明らかにした． 

 
(3) ヒト Thg1の機能解析 
近年, ヒトを含む哺乳類では, 真菌とは異なり Thg1 が細胞質だけでなくミトコンドリア(mt)に
も存在し, mt-tRNAHis の成熟に関与している可能性が示唆されている．mt-tRNAHis は細胞質
tRNAHis とは鋳型塩基や構造が大きく異なることから, ヒト Thg1 には真菌とは異なる伸長制御
機構が存在すると考えられる．候補者はその制御機構を解析するためにヒト Thg1の機能解析に
取り組み, 真菌とは異なる機構で伸長塩基を認識し, 塩基対ではなく 5′末端のリン酸基の分解に
より伸長反応を停止している可能性を明らかにした． 
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