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研究成果の概要： 

分泌タンパク質を認識して膜外に輸送するシグナル認識粒子（SRP）の立体構造解析を行った．

また，SRP を構成する RNA とタンパク質の相互作用解析を行った．全体構造の決定には至らな

かったが，RNA の部分構造が明らかとなった． SRP の形成のためにその部分構造が重要である

ことが示唆された．さらに，RNA の立体構造はタンパク質と相互作用することによって大きく

構造変化することが明らかとなった． 
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１．研究開始当初の背景 

シグナル認識粒子（Signal Recognition 
Particle; SRP）は，分泌タンパク質がリボ
ソームで合成される際に，そのN末端のシグ
ナル配列を認識し，分泌タンパク質およびリ
ボソームを小胞体膜に移行させる働きを持
つ．しかし，その分泌メカニズムは原子座標
のレベルで明らかにされていなかった．  
 本研究で研究対象としたのは，超好熱性古
細菌 Pyrococcus furiosus 由来の SRPである．
古細菌の SRP については，1 つの SRP RNA と
2 つのタンパク質（SRP19, SRP54）が見つか

っている．これらの SRP 構成因子の中で，シ
グナル配列と結合するのは SRP54タンパク質
である．ヒトの場合，SRP19 タンパク質はヒ
ト SRP の編成に必須な因子であり，SRP54 と
SRP RNA が結合するためには SRP19 と SRP RNA
の結合が必要であることが知られている．し
かし，超好熱性古細菌 P. furiosus の場合に
は，SRP54 は単独で SRP RNA と結合できる．
ヒトの場合になぜ SRP54 タンパク質と SRP 
RNAの結合にSRP19タンパク質が必要であり，
P. furiosus の場合にはなぜ SRP19 タンパク
質を必要としないのかという点について明



らかになっていなかった． 
 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は， SRP19 タンパク質の結合
によって SRP RNA の構造変化がどのように起
こり，その変化が SRP54 タンパク質と SRP RNA
との相互作用，さらには SRP54 タンパク質と
シグナル配列との相互作用にどのように影
響するのかという点について明らかにする
こととした． 
 
 
３．研究の方法 

本研究では,SRP の編成メカニズムを明ら
かにするために，P. furiosus 由来の SRP の
S-domain の立体構造解析およびその構成因
子である SRP RNA の helix 6 および helix 8，
SRP19 タンパク質および SRP54 タンパク質の
相互作用解析を行った． 

 
(1) helix 6 および helix 8 の立体構造解析 
helix 6 および helix 8 のような比較的短

い RNA を調製するためには，鋳型となる DNA
を化学合成し，T7 RNA ポリメラーゼを用いた
in vitro 転写反応によって RNA を合成した．
得られた RNAを変性ポリアクリルアミドゲル
電気泳動（PAGE）によって精製した． 13C お
よび 15N の安定同位体標識についても in 
vitro 転写系を用いた． 

RNA の構造解析に必要な一連の三重共鳴
NMR 測定を行った．Helix 6 については，NMR
シグナルを RNA の各プロトンに帰属し，プロ
グラム Discover を用いて立体構造決定を行
った．また，熱融解曲線を解析し，helix 6
の熱力学的パラメータを調べた． 

 
(2) S-domain RNA の立体構造解析 
helix 6 および helix 8 をつなげたものに

相当する S-domain RNA については，鋳型と
なる DNA を化学合成し，それを PCR によって
増幅して転写反応に用いた．転写反応には，
T7 RNA ポリメラーゼを用いた．得られた RNA
の精製には，S-domain の立体構造を壊さずに
精製するため，ゲルろ過カラムクロマトグラ
フィーを用いた． 

 
(3) SRP19 タンパク質の立体構造解析 
 大腸菌を用いた SRP19タンパク質の大量発
現系によって13Cおよび15Nの安定同位体標識
を行った．ヒスチジンタグの付いた SRP19 タ
ンパク質を Ni-NTA レジンを用いたアフィニ
ティカラムクロマトグラフィーおよびゲル
ろ過カラムクロマトグラフィーを用いて精
製した． 

タンパク質の構造解析に必要な一連の三
重共鳴 NMR 測定を行った．得られた NMR シグ

ナルについてプログラム KUJIRA を用いて帰
属した． 
 
(4) SRP54 タンパク質の立体構造解析 
 SRP54 タンパク質は，N 末端の N domain，
GTPase 活性を持つ G domain，さらに SRP RNA
およびシグナルペプチドと結合するM domain
の 3 つのドメインに分割することができる．
全長の SRP54 タンパク質について，大腸菌に
よる発現系による収量が非常に少なかった
ため，M domain の調製を試みた．M domain
の調製のために理化学研究所の NMR立体構造
解析パイプラインを用いた． 
 
(5) S-domain RNA と SRP19 タンパク質との相

互作用解析 
 S-domain RNA と SRP19 タンパク質の相互作
用をゲルシフト法により解析した．S-domain 
RNA と SRP19 タンパク質が安定な複合体を形
成する条件を調べた後，NMR を用いて相互作
用解析を行った．  
 
 
４．研究成果 
(1) helix 6 の立体構造解析 
超好熱性古細菌 P. furiosus 由来 SRP RNA

の helix 6 のループ部分に相当する 12 残基
の RNA を調製し，その立体構造を NMR 法によ
り決定した（図１）．helix 6 の GAAG ループ
部分は，既に報告している GNRR モチーフと
よく似た特徴を示した． 
 

図１ helix 6 の立体構造 
赤：A，青：G，黄：C，緑：U 

 
GNRR モチーフでは，GとＮの間で主鎖が折

れ曲がり，NRR の塩基がスタッキングし，G
と最後の Rが塩基対を形成する．既に立体構
造を決定しているヒトの GAGG ループと比較
したところ，最後の Gの塩基が副溝側に少し
飛び出していることがわかった．これは，ル
ープを閉じている塩基対がヒトでは GC 塩基
対であるのに対して，P. furiosus では UG 塩
基対となっており，ループ内の GG 塩基対と
のスタッキングが小さいことが原因である



と考えている．さらに副溝側に飛び出してい
る Gは SRP RNA の helix 8 と相互作用するこ
とがわかっており，P. furiosus の SRP RNA
の立体構造形成において，この Gが副溝側に
飛び出すことによって helix 8 と相互作用し
やすくなっていることが示唆された． 

 
 
(2) helix 8 の立体構造解析 

helix 8 に相当する RNA断片を大量調製し，
NMR スペクトルを測定したが，シグナルがブ
ロードで，重なりが激しいため，NMR スペク
トルの解析が困難であった．NMR シグナルが
ブロードになった原因としては，非対称な内
部ループがあるために立体構造が不安定に
なってしまったことが考えられる．シグナル
の重なりが激しかった点については， GC 含
量が多かったためであると考えられる．そこ
で，helix 8 の２つの塩基に対して塩基置換
を施し，良好な NMR スペクトルを得ることを
試みたが，NMR スペクトルの顕著な改善はみ
られなかった． これ以上の塩基置換につい
ては，SRP の活性を失う可能性があるので行
わなかった． 

 
 
(3) S-domain RNA の立体構造解析 

helix 6 および helix 8 に相当する Sドメ
イン RNA を大量調製し，NMR スペクトルを測
定したが，シグナルがブロードで，重なりが
激しいため，NMR スペクトルの解析が困難で
あった．しかし，イミノプロトンシグナルの
解析から，helix 6 と helix 8 の NMR スペク
トルをそれぞれ測定し，それらを足し合わせ
たスペクトルと S-domain RNA の NMR スペク
トルが一致しないことが明らかとなった．こ
れは，helix 6 と helix 8 の間で相互作用し
ていることを示唆している．X線結晶構造解
析によって，他の生物種の S-domain におい
て helix 6 と helix 8 の間に相互作用がある
ことが明らかとなっていたが，P. furiosus
の SRP RNA も同様な相互作用があることが示
唆された． 
 
 
(4) SRP19 タンパク質の立体構造解析 

安定同位体標識した P. furiosus の SRP19
タンパク質の三重共鳴スペクトルの測定に
より，主鎖については約 90％のシグナルを帰
属することができた．しかし，それ以上 NMR
シグナルの帰属は進まず，立体構造決定には
至らなかった．原因は，試料濃度が低かった
ため，十分なシグナルが得られなかったこと
が原因と考えられる．現在，安定同位体標識
した SRP19 タンパク質を再調製し，解析を試
みている． 

一方，部分的ではあるが，化学シフト値を

用いた二次構造解析から，2 つのα－へリッ
クスと３つのβ－ストランドを持ち，既に構
造決定されている他の生物種の SRP19タンパ
ク質とほぼ同じ二次構造を持つことが示唆
された． 
 
 
(5) SRP54 タンパク質の立体構造解析 
大腸菌を用いた大量発現系を用いて SRP54

タンパク質の大量調製を試みたが，非常に収
量が低く，構造解析に十分な量を得ることは
できなかった．そこで，理化学研究所の NMR
立体構造解析パイプラインを利用して，M 
domain を調製し，HSQC スペクトルを測定し
た．しかし，良好な NMR スペクトルは得られ
ず，構造決定には至らなかった． 
 
 
(6) S-domain RNA と SRP19 タンパク質の相互

作用解析 
S-domain RNAとSRP19タンパク質の相

互作用を30℃で解析したところ，イミノ
プロトンシグナルに大きな変化は観測
されなかった．しかし詳細については，
シグナルの重なりとブロードニングの
ため解析できなかった．一方，高温下（
55℃）でS-domain RNAのNMRスペクトル
を測定したところ，非ワトソンクリック
型塩基対であるGU塩基対およびUU塩基
対に由来するシグナルは観測されなか
っ た ． こ れ は ， 温 度 上 昇 に よ っ て
S-domain RNAの運動性が高まったこと，
またイミノプロトンと水との交換速度
が速くなったことが原因であると考え
られる．さらに，S-domain RNAにSRP19
タンパク質を加えたところ，GU塩基対お
よびUU塩基対が観測されるようになっ
た．このことから，SRP19タンパク質の
結合によってS-domain RNAの立体構造が
安定化することが示唆された．さらに，
S-domain RNAの変異体を用いた解析から
，SRP19タンパク質の結合部位から離れ
た部位の非ワトソンクリック型U:U塩基
対が安定化されることが明らかとなっ
た．よって，SRP19タンパク質の結合に
よるSRP RNAの構造変化は大きいもので
あると考えられる．SRP19タンパク質の
結合によってSRP54タンパク質のSRP RNA
に対する結合が促進されることから，今
回観測された大きな構造変化によって，
SRP54の結合部位が安定化していること
が示唆される． 
 
 
(7) SRP19タンパク質に結合するRNAの
解析 
S-domain RNA の NMR スペクトルの解析は困



難であるので，SRP19 タンパク質に結合する
RNA アプタマーを SELEX 法により取得した．
アプタマーの配列および予想される二
次構造は，S-domain RNA のものとは大き
く異なることがわかった．現在，そのア
プタマーと SRP19 タンパク質の相互作用
を NMR で解析することで，SRP19 タンパ
ク質との相互作用に必須の RNA 構造が明
らかになることを期待している． 
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