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研究成果の概要（和文）：超好熱性アーキアThermococcous kodakarensis(Tko)tRNATrpの配列を決定したとこ
ろ、21個の修飾ヌクレオシドが存在していた。そのうち、m22G10修飾の責任酵素遺伝子であるtrm11が、Tkoの95
℃以上の生育に必須であることが示唆された。また、既知のtrm14が、m2G67修飾の責任酵素遺伝子であることも
判明した。一方、tRNATrpの15位に存在するアーケオシンの合成は、既知のアーケオシン合成酵素ArcSとラジカ
ルSAM酵素RaSEAが協調して行うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We determined the complete sequence of tRNATrp, one of the substrate tRNAs 
for archaeal Trm11 essential for m22G10 formation from Thermococcus kodakarensis (Tko), a 
hyperthermophilic archaeon. In Tko tRNATrp, we identified 15 types of modified nucleoside at 21 
positions. Our genetic analysis suggests that trm11 gene is  required for Tko survival at high 
temperatures over 95 ℃. We also demonstrated that trm14 gene is responsible for m2G67 formation. On
 the other hands, we suggest that Archaeosine synthase ArcS requires a racial SAM enzyme RaSEA for 
archaeosine synthesis at 15 position in the Tko tRNA. 

研究分野：構造生物化学

キーワード： tRNA modification　thermotolerant RNA　tRNA modification enzyme　Archaea

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　原始地球に生息した初期生命体は、高温環境下で生命活動を維持するために、修飾ヌクレオシドによりRNAを
耐熱化する必要があったと考えられる。また、RNAの耐熱化に関わる修飾ヌクレオシドの合成経路を世界で初め
て決定することができた。さらに、RNAを安定化する修飾ヌクレオシドも判明し、部位特異的にRNAを標識する技
術開発やRNA創薬開発に新たな方向性を示すこととなった。今後、これらの研究成果を基盤に研究を継続するこ
とで、より発展的にRNAを安定化する革新的アイデアが生まれると期待している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  
成熟 tRNA中の塩基や2´-O-リボース原子には、tRNA修飾酵素によってメチル基等が付加され、
修飾ヌクレオシドが形成される。tRNAの修飾ヌクレオシドは、tRNA自身の高次構造の安定化、
遺伝暗号解読の安定性や正確性を付与する役割などが判明しており、タンパク質合成系を正確
にかつ円滑に進めることに直結している。3つの生物ドメイン（真正細菌、アーキア（古細菌）、
真核生物）のうち、アーキアと真核生物の tRNA修飾酵素は構造・機能的に酷似していることが
多く、両生物が共通祖先から分岐したことと関連している。したがって、両生物で共通した多数
の修飾ヌクレオシドが tRNA中の同じ部位に見られる。しかしながら、それらの修飾ヌクレオシ
ドの機能は未だに不明なものも多く、「RNAワールド」の観点からすると(by Thomas, CR)、「な
ぜ、生命誕生の初期段階に存在していた tRNAに修飾ヌクレオシドが必要であったのか？」とい
う tRNA修飾がタンパク質合成系に寄与するすべての役割を解明したわけではない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis(Tko)をモデル微生物とし、修飾ヌク
レオシドによる tRNA 耐熱化機構を分子レベルで解明する (1)。また、tRNA の耐熱化に関わる
アーケオシン合成経路の解明も目指した (2)。 

 
 
３．研究の方法 
   
  (1) Tkoを大量に嫌気培養し、10g程度の湿菌体を得た。AGPC法によりトータル RNAを抽出
後、固相化 DNAプローブ法により、0.2 OD260 unit の Tko tRNATrpを単離した。次に LC/MS解
析と衝突活性化解離法(CID)解析を組み合わせて、Tko tRNATrp配列を決定した。また、各修飾ヌ
クレオシド形成に関わる責任酵素遺伝子を欠損させた Tko株も構築した。各遺伝子欠損株から、
固相化 DNAプローブ法により、tRNATrpを単離し、LC/MSおよび CID解析を行った。 
 

(2) アーケオシンは、アーキア tRNAの 15位に存在し、Tkoの高温環境下の生育に重要である
ことが知られている。アーケオシン tRNA グアニントランスグリコシラーゼ(ArcTGT)は、tRNA 
15 位グアニル酸残基のグアニンと、アーケオシン前駆体 preQ0 塩基を入れ替える反応を触媒す
る。また、アーケオシン合成酵素(ArcS)は、tRNA 中のアーケオシン前駆体 preQ0 からアーケオ
シン合成を触媒する。Tkoの arcS遺伝子を欠損させ、好熱性アーキア Thermoplasma acidophilum 
(Tac)arcS遺伝子を導入後、Tko+Tac arcS変異株からトータル tRNAを抽出した。抽出したトータ
ル tRNAから逆相クロマトグラフィーにより、preQ0反応中間体を単離し、LC/MS解析を行った。
アーキアの比較ゲノム解析から、アーケオシン合成に必要な第三の酵素 RaSEA を見出し、
ArcTGT、ArcSおよびRaSEAの各組換え体タンパク質を作成した。嫌気条件下において、ArcTGT、
ArcS、RaSEA、tRNA 、S-アデノシルメチオニン(SAM)、preQ0およびリジンを混合し試験管内で
反応させた。Tko をベースに RaSEA遺伝子破壊株を作成し、トータル tRNAを抽出し、LC/MS
解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
 (1) 修飾ヌクレオシドを含む Tko tRNATrp

の塩基配列を決定した(図 1)。興味深いこと
に、21個の修飾ヌクレオシドが存在し、既
知の修飾ヌクレオシドが新規ポシジョンの
9箇所に見られた。7個の 2´-O-メチル化修
飾が見られ、おそらく、tRNAの熱安定化に
寄与しており、Tko の高温生育に重要であ
ると考えられた。また、10位の m2

2G形成
の責任酵素である Trm11 は、Tko が 95 ℃
以上で生育するのに必須であることが分か
った。新規ポジションに存在する m2G67修
飾の責任酵素は不明であったが、既知の
Trm14 であることが判明した。Trm14 は、
6 位の G をメチル化酵素であるが、6 位と
相補する 67位が Gの場合にメチル化するマルチ特異性を有することが示唆された。今回の研究

図 1. 



結果と既知の報告から、超好熱性アーキア tRNAは m5s2U54+2´-O-メチル化修飾+硫黄修飾+アセ
チル化修飾のコンビネーションによって、 耐熱化されていることが予想される（Hirata, A et al. 
Journal of Bacteriology. (2019)）。 
 

(2)  図２のように、岐阜大学横川教授らとともに、世界で初めてアーケオシン合成経路を解明
した（Yokogawa, T et al. Nature Chemical Biol. (2019)）。まず、ArcTGTにより、tRNAの 15位の
グアノシンが preQ0に置換され、ArcS がリジンを preQ0に付加し、最後に、RaSEA がラジカル
SAM作用によって、アーケオシンを合成することが判明した。RaSEAは、ArcSと複合体を形成
し、鉄硫黄クラスターを含むことから、一連の合成反応は、無酸素下であることが必須だった。                             
 
 

 

図 2.アーケオシン合成経路 
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