
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22年 5月 21日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：超好熱古細菌（Pyrococcus horikoshii）RNase P は、触媒活性を持

つ RNA（PhopRNA）と 5種のタンパク質（PhoPop5, PhoRpp21, PhoRpp29, PhoRpp30, PhoRpp38）

から構成されている。本研究では、タンパク質複合体(PhoRpp21-PhoRpp29)の結晶構造を決定し

た。さらに、タンパク質と PhopRNA の相互作用部位を生化学的手法により検討するとともに、

タンパク質による PhopRNA の構造変化を円二色性（CD）および紫外（UV）吸収スペクトルによ

り検討した。 

 
研究成果の概要（英文）：Ribonuclease P (RNase P) is composed of a catalytic RNA （PhopRNA） and 
five proteins （PhoPop5, PhoRpp21, PhoRpp29, PhoRpp30, PhoRpp38）. In this study, we determined 
the crystal structure of the protein complex composed of PhoRpp21 and PhoRpp29. Furthermore, we 
examined the protein binding sites on PhopRNA by biochemical methods and analyzed the activated 
structure of RNase P RNA (PhopRNA) in Pyrococcus horikoshii OT3 was characterized by circular 
dichroism (CD) and ultraviolet (UV) absorbance spectra. 
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１．研究開始当初の背景 
リボヌクレアーゼＰ (RNase P)は全生物種に存

在する前駆体 tRNA（pre-tRNA）の 5’-末端プロ

セシング酵素であるが、そのサブユニット構成は

進化系統間で著しく異なっている。即ち、真正

細菌のそれは触媒活性を持つ１分子のRNA と１
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分子のタンパク質からなるのに対し、古細菌や

真核生物のそれは１分子のRNAと複数のタンパ

ク質からなっている。既に、大腸菌RNase P に関

する研究から、RNase P RNA(M1 RNA)は触媒活

性に関与するＣドメインと、基質との相互作用に

関与するＳドメインからなり、タンパク質Ｃ５はＣド

メインと相互作用する補因子であることが明らか

にしたが、PhopRNA のタンパク質による活性化

機構は不明であった。 

 

２．研究の目的 
本研究では、タンパク質複合体の結晶構造

を決定するとともに、PhopRNA のタンパク質
による活性化機構の解明を目指した。 
 

３．研究の方法 
タンパク質複合体の結晶を蒸気拡散法に

より調製した。さらに、タンパク質との相互
作用による PhopRNA の構造変化を円二色性
（CD）および紫外（UV）吸収スペクトルによ
り検討した。 
 

４．研究成果 

大腸菌 RNase P RNA（M1 RNA）に、５種の超

好熱古細菌（Pyrococcus horikoshi）RNase Pタン

パク質を添加し、5 mM Mg2+存在下、pre-tRNA

切断活性の有無を検討したところ、いずれのタ

ンパク質も M1 RNA を活性化しなかった。一方、

50 mM Mg2+存在下で大腸菌タンパク質 C5 を古

細菌タンパク質とともに古細菌 RNase P RNA

（PhopRNA）に添加し、C5のPhopRNAへの影響

を検討した結果、C5 タンパク質も古細菌

PhopRNA を活性化しなかった。続いて、M1 

RNA の S および C ドメインと、PhopRNA の S お

よび C ドメインを相互に入れ替え、各タンパク質

の存在下、酵素活性の有無を 10 mM および 50 

mM Mg2+存在下で検討した。その結果、M1 RNA

の S ドメインと PhopRNA の C ドメインからなる

RNAは、古細菌タンパク質PhoPop5とPhoRpp30

の存在下で酵素活性を示した。一方、M1 RNA

の C ドメインと PhopRNA の S ドメインからなる

RNA では、タンパク質 C5 と古細菌タンパク質

PhoRpp21、PhoRpp29 の存在下で活性を示した。

以上の結果より、古細菌タンパク質 PhoPop5 と

PhoRpp30 は PhopRNA の C ドメインの活性化に

関与し、PhoRpp21 とPhoRpp29はPhopRNAのS

ドメインの活性化に関与していることが示唆され

た。 

次に、PhoRpp21とPhoRpp29の複合体の結晶

構造を分解能 2.2 Å で決定した。その結果、

PhoRpp21 と PhoRpp29はヘテロ二量体を形成し、

PhoRpp21のN末端側の２本のα-へリックス（α1
とα2）と、PhoRpp29 の N 末端領域、中央領域
（β2）、C 末端付近のα-へリックス（α3）との間
で相互作用していた。これらの相互作用の重要

性を確認するために、相互作用面への変異の

導入による RNase P 活性への影響を検討したと

ころ、いずれの変異も触媒活性の低下を示した

ことから、PhoRpp21 と PhoRpp29 の複合体形成

が触媒活性に重要であることが検証された。ま

た、複合体の表面電荷を計算したところ、複合

体形成により特定部位に正電荷を帯びた面が

創られ、この面が RNA（pRNA、pre-tRNA）との

相互作用部位であることが示唆された。以上の

結果を踏まえ、PhoRNase P ホロ酵素の全体構

造を推定した。 

 続いて、PhoRpp38 を除く 4 種のタンパク質を

PhopRNA に加えると、PhopRNA の CD スペクト

ルのピーク（265 nm）の楕円率は減少し、UV ス

ペクトルのピーク（260 nm）の吸収は増加した。

次に、PhoRpp38 を含む 5 種のタンパク質を

PhopRNA に加えると、PhopRNA の CD スペクト

ルのピークの楕円率は増加し、UV 吸収スペクト

ルのピークは減少した。この結果より、4種のタン

パ ク 質 （ PhoPop5, PhoRpp21, PhoRpp29, 

PhoRpp30）は、PhopRNA の塩基対を解くことに

よりPhopRNAを活性型構造へと導くRNAシャペ

ロンとして機能していること、5 番目のタンパク質

（PhoRpp38）は PhopRNAの塩基対を増加させる

ことにより、PhopRNA の耐熱性構造を形成して

いることが示唆された。 
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