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研究成果の概要（和文）：遺伝子の発現調節において、mRNAの分解はどの生物でも必須な
因子の一つであり、これに異変のある生物は致死的な状態になる危険性がある。mRNAの
分解には様々な RNA切断酵素が働くが、その一つのグループとしてβ-CASP familyタン
パク質が存在する。本研究では、β-CASP familyタンパク質による普遍的な RNA分解系
と、新規な RNA分解系の解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Degradation of mRNA plays an essential role in regulation of gene 
expression in all organisms. Defects in this process lead to potentially fatal defects. mRNA 
degradation is mediated by the concerted action of several ribonucleases including β-CASP 
family proteins. This study revealed the mechanism of RNA degradation by β-CASP 
family proteins and found a novel pathway that involves these proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子の発現調節において、RNAの分解と
プロセシングは必須な因子の一つである。
mRNAの分解を開始する endonucleaseとして、
β-CASP (metallo-β-lactamase-associated CPSF 
Artemis SNM1/PSO2) を利用する生物種が多
いが、大腸菌などでよく知られている RNase 
Eを利用する生物種もある（図１）。 β-CASP 
familyタンパク質には、RNAの分解だけでな
く、RNAのプロセシングや DNAの組換え修
復にも関与するヌクレアーゼが含まれてい
る。β-CASP family タンパク質は生物界に広
く保存されたタンパク質群であるが、反応機
構や細胞機能（註： タンパク質の機能には、
in vitro における分子物性としての「分子機
能」と、タンパク質が存在する細胞内環境に
おいて発揮される機能の「細胞内機能」とが
ある）も不明な点が多かった。 
 そこで、構成タンパク質が安定であるため、
立体構造解析や分子機能解析に適した高度
好熱菌 Thermus thermophilus HB8のゲノム情
報を探索したところ、2 つの β-CASP family
タンパク質が同定された。これら２種類の
β-CASP familyタンパク質である (1) RNase J 
（TTHA1140）と、(2) 機能未知タンパク質
TTHA0252 の立体構造解析および機能解析を
行うとともに、関連するヌクレアーゼの解析
も行い、生物に普遍的な RNA 分解サブシス
テムの解明を目指して研究を行った。 
 
 
２．研究の目的 
(1) RNase J（TTHA1140） 
 RNase J は、多くのタンパク質と複合体を
形成している可能性があると考え、RNase J
の ① RNA 分解複合体を形成するタンパク
質の解析、および、② 生体内における細胞
内機能の解析を行った。 
 
(2) 機能未知タンパク質 TTHA0252 
 β-CASP family はそのアミノ酸配列から、
さらにいくつかのサブグループに分類され
ることが知られているが、TTHA0252 が属す
るサブグループの機能は未知である。そこで、
新規 RNA分解系、および、β-CASP family タ
ンパク質の反応機構解明のため、TTHA0252
の ① 生体内における細胞内機能解析と、② 
生化学的機能解析、③  立体構造解析、④ 
TTHA0252の変異体解析などを行った。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1) RNase J（TTHA1140） 
① 細胞内機能解析 
 相同組み換えによって、T. thermophilus HB8
の RNase J 遺伝子欠損株を作製し、その表現
型から、RNase J の細胞内での役割を解析し
た。 
② 相互作用解析 
 RNase J ウサギ抗体を用い、T. thermophilus 
HB8 の破砕液に対して免疫沈降を行い、
RNase J に結合したタンパク質群を質量分析
法（ESI-Q-TOF MS）で同定した。結合したタ
ンパク質を、別途発現精製しておき、表面プ
ラズモン法を利用して、in vitroで相互作用の
定量的解析を行った。 
 
(2) 機能未知タンパク質 TTHA0252 
① 細胞内機能解析 
 相同組み換えによって、T. thermophilus HB8
の TTHA0252遺伝子欠損株を作製し、その表
現型から、TTHA0252の細胞内での役割を解
析した。 
② 生化学的機能解析 
 TTHA0252を、大腸菌で組換えタンパク質
として発現させ、精製を行った。これを用い
て、RIで放射標識した様々なオリゴヌクレオ
チドに対する活性を調べた。 
③ 立体構造学解析 
 TTHA0252タンパク質を結晶化し、X線結
晶構造解析を行った。さらに、RNAアナログ
を用いて基質複合体の構造解析を行った。 
④ TTHA0252の変異型酵素の解析 
 TTHA0252タンパク質の立体構造解析結果
から活性部位に存在するアミノ酸残基が推
定できたので、それらのアミノ酸を置換した
変異型酵素を作製した。これらを用いて、オ
リゴヌクレオチドに対する活性測定と立体
構造解析を行った。それら変異型酵素の結果
と野生型酵素の結果とを比較することによ
って、TTHA0252の酵素反応機構が明らかに
なった。 
 
 
 

図 1. β-CASPファミリータンパ
ク質と RNase Eの分布  
 



４．研究成果 
 
(1) RNase J （TTHA1140） 
 
① 相互作用解析 
 免疫沈降法で数種類のタンパク質が結合
することが明らかになった。それによって、
in vivoにおいて、RNase Jが複数のタンパク
質と相互作用している可能性が示された。そ
れたタンパク質の中には、RNA degradosome
を構成すると期待されたRNaseも含まれてい
た。それらタンパク質間の相互作用は、単一
精製したタンパク質と RNase J との、in vitro
での相互作用解析でも確認された。 
 
② 細胞内機能解析 
 TTHA1140 遺伝子欠損株作製の過程から、
必須遺伝子であることが示唆された。この結
果は、TTHA1140が T. thermophilus HB8にお
いて必須で、重要な役割を果たしていること
を示している。 
 
 以上の研究結果より、高度好熱菌  T. 
thermophilus HB8 を含む多くのバクテリア間
に、RNA分解を行う RNA degradosome 複合
体が普遍的に存在することが示唆された。 
 
 
(2) 機能未知タンパク質 TTHA0252 
 
① 細胞学機能解析 
 TTHA0252 遺伝子欠損株の mRNA をゲノ
ム全体で解析するトランスクリプトーム解
析を行ったところ、野生株と大きな変化は見
られなかったが、cold shock proteinの mRNA
には増加がみられた。 
 
② 生化学的機能解析 
 TTHA0252 は様々なオリゴヌクレオチドに
対して 5′→3′ exonuclease活性と endonuclease
活性とを示した。また，TTHA0252 は DNA
よりも RNAをより効率的に分解し、2本鎖の
核酸より 1本鎖の核酸基質に対して強い活性
を示した。 
 
③ 立体構造学的解析 
 TTHA0252の X線結晶解析を行い、β-CASP 
family のタンパク質としては初めて、立体構
造を明らかにした (図 2)。それにより、活性
部位に存在するアミノ酸残基が明らかにな
り、酵素反応機構を解析するための重要な手
がかり得られた。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
④ TTHA0252の変異型酵素の解析 
 立体構造解析から得られた情報をもとに
して、活性部位に存在する 5つのアミノ酸残
基を置換した変異型酵素を作製し、それぞれ
の酵素の活性測定と立体構造解析を行った。
その結果、触媒残基の同定することが可能に
なり、活性部位に存在する亜鉛イオンの役割
も明らかになった。 
 さらに、触媒基を変異したことによって酵
素活性がほとんど無くなった変異型酵素を
大腸菌体内で発現させて精製し、結晶化して
立体構造を解析したところ、大腸菌由来の
RNAと結合していることがわかった。その結
果から、TTHA0252 の基質は RNA であるこ
とが示唆された。そこで、合成オリゴヌクレ
オチドを用いた in vitro での実験で、RNAに
対する基質特異性を確認した。 
 さらに、TTHA0252 と RNA アナログとの
複合体の構造解析にも成功した (図 3)。この
立体構造から、TTHA0252が DNAと RNAを
区別する機構と、5′→3′ exonuclease活性を示
す酵素反応機構が明らかになった。 
 以上の研究結果より、生物界に普遍的な
RNaseである β-CASP familyタンパク質の触
媒反応機構が明らかになり、RNA分解サブシ
ステムの解明に向けて、大きな手がかりが得
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

図 3. TTHA0252と RNAアナログの  
  複合体立体構造と基質結合部位  
 

図 2. TTHA0252の立体構造と活性部位  
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