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研究成果の概要（和文）：  
 大腸菌由来 tRNA アセチル基転移酵素 TmcA の真核生物ホモログである RAT が，18S rRNA
の特定の部位にアセチル基を転移する活性を持つことを，M.musculus 由来 RAT（mRAT）およ
び S.cerevisiae 由来 RAT（yRAT）を使って，直接的に，証明した．同時に，これらのタンパク
質が ATPase 活性を持つことも確認した．結晶構造解析に向けて，非常に多くの条件をスクリ
ーニングした結果，不安定な C 末端 123 残基を削った S.cerevisiae 由来 RAT（ΔC123-yRAT）が，
大型放射光施設 SPring-8 BL32XU で，9Å の回折を与えることを確認した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Using the proteins from M.musculus (mRAT) and from S.cerevisiae RAT (yRAT), it has been directly 
proved that a eucaryotic homolog of E. coli tRNA acetyltransferase TmcA (RAT) has the activity of 
transferring the acetyl group to the specific site of 18S rRNA. It has also been proved that these proteins 
have the ATPase activity. As a result of crystallization screening, we found that the crystals of RAT from 
S.cerevisiae of which C-terminal 123 residues are truncated (deltaC123-yRAT) diffract X-rays to 9 A 
resolution at BL32XU, SPring-8. 
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１．研究開始当初の背景 
 リボソームの生合成過程は，約 200 種類も
のタンパク質や RNA などのトランス因子が
関与し，大量のエネルギーを消費する壮大な
反応である．これらのトランス因子は RNase，
RNA ヘリケース，RNA シャペロン，RNA 修
飾など様々な機能を持っており，DNA から

転写された直後の 35S pre-rRNA に，切断や
修飾を何段階にもわたり行うことでリボソ
ームを成熟させる．近年，質量分析法の飛躍
的な発展と生合成途中のリボソーム前駆体
の精製法の確立によって，大規模なプロテオ
ーム解析が行われ，非常に多くのトランス因
子が同定された．この結果，リボソーム生合
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成にどのような前駆体が存在し，どのような
過程を経て成熟していくのかが明らかにな
った(1)．しかし，数多くのトランス因子が，
リボソーム成熟過程の各段階で，どのように
働いているのか，その詳細については，殆ど
研究が進んでいない．とりわけ，タンパク質
と RNA が協調して働く酵素作用の分子機構
や，特定の前駆体がプロセスを受ける制御機
構の詳細は，新しい研究分野として今後の研
究に委ねられている． 
 トランス因子の重要な構成因子として，
snoRNA と呼ばれる RNA があり，この
snoRNA をガイドとすることで rRNA の特定
の位置に修飾が施されることが明らかにな
っている(2) snoRNAは rRNAの 2'OHメチル化
とシュードウリジン化に関与し，2'OH メチ
ル化は C/DsnoRNA が，シュードウリジン化
は H/ACAsnoRNA が，その機能を担っている．
しかし，C/DsnoRNA の一つと同定された
U13snoRNA（U13）は，イントロンにコード
されている多くの snoRNA と異なり，独立に
転写され，さらに rRNA と相補的な配列が一
般的な snoRNAと異なる部位に存在している． 
 最近の研究で pre-18SrRNA の 3'末端
（Helix45）と相補的な配列を持つ U13 は，メ
チル化ではなく，pre-18SrRNA のアセチル化
に関与することが明らかになった．同定され
たアセチル化部位はステムループを形成し
ており，どのように U13 が pre-18SrRNA に結
合するかは明らかになっていない．U13 につ
いては，さらに，その機能を阻害すると
pre-18SrRNA のプロセシングに異常が生じる
ことも明らかになっている(3)．pre-18SrRNA
のプロセシングは細胞質で行われることか
ら，核内のみに存在する U13 はプロセシング
に直接関与するのではなく，間接的に関与し
ていることが予想される．このことから，
pre-18SrRNA のアセチル化が，次に起こる
pre-18SrRNA の正確なプロセシングを制御し
ていると考えられる． 
[参考文献] 
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２．研究の目的 
 連携研究者の鈴木勉（東大・院工）は，最
近，真核生物において 18S rRNA の Helix45
のアセチル化に関与する必須遺伝子を新規
同定した．この遺伝子は我々が最近構造解析
したヘリカーゼ機能を持つ tRNA アセチル基
転移酵素 TmcA のホモログをコードしている．
我々はこれらの事実から，この TmcA ホモロ

グは備え持つヘリケースドメインにより
Helix45 の 2 次構造を解きつつ， pre-18SrRNA
に結合し，特定の部位にアセチル基を転移し，
その pre-18SrRNA のアセチル化が，次に起こ
る pre-18SrRNAの正確なプロセシングを制御
しているという仮説を立てた．本研究ではこ
の仮説を検証することを研究の目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
(1)マウス由来 RAT の大量調製 
 マウス由来RATを大腸菌発現系でHis-GST
融合タンパク質として，可溶性画分に大量発
現させ，GSTtag および His-tag によるタンデ
ムアフィニティークロマトグラフィーで高
純度に精製しつつ，あらかじめ組み込んであ
るスロンビン切断サイトをスロンビンで切
断することにより，His-GSTtag を除去する．
精製には高速クロマトグラフィーシステム
を用いる． 
 
(2)活性測定と結晶化に向けた RNA フラグメ
ントの大量調製 
 機能解析と結晶構造解析に必要とされる
RNA は大量かつ高純度に調製しなければな
らない．必要とされる RNA は，T7 RNA 
Polymerase を用いた in vitro transcription によ
り大量調製する．その後，Urea-PAGE を行い
1 本鎖 RNA の状態でアクリルアミドゲルから
切り出しを行い，ゲルからの抽出と同時に 1
本鎖 RNA から 3 次構造をとった RNA に巻き
戻しを行う．この精製法により， in vitro 
transcription で加えられた様々な物質を確実に
除くことができ，純度の高い RNA を得ること
ができる．また，必要ならば陰イオン交換ク
ロマトグラフィーカラムにより更なる精製を
行う． 
 
(3)RAT のアセチル化活性と ATPase 活性の測
定 
 精製した RAT の 18S rRNA に対するアセチ
ル基転移活性測定は，LC-MS を用いて行う．
このための基質 RNA としては，18S rRNA の
3’末端から 50 塩基を使用する（調製法は，上
記）．RAT と基質 RNA をバッファー中で混合
し，37℃で 2 時間インキュベート，その後，
フェノールクロム処理，エタノール沈殿を行
い，さらに RNA を G 毎に切断するエンドヌ
クレアーゼである RNaseT1 処理を行う．この
ようにして得た RNAT1 処理溶液を使って
LC-MS 測定を行う． 
 ATPase 活性測定には，BIOMOL GREEN を
用いて，種々の基質 ATP の濃度で，反応によ
って遊離するリン酸を検出する．コントロー
ルには，既に ATPase 活性を有することが報
告されている，大腸菌由来 TmcA を用いる． 
  



(4)Ｘ線結晶構造解析のための結晶化 
 結晶化の初期スクリーニングは市販のキ
ットを用いた約 600 条件で行う．その際，自
動タンパク質結晶化システムを用いて少量
のサンプル（100nl/condition）で大量の条件を
短時間に自動的にスクリーニングする．何ら
かの初期結晶が得られた場合には，結晶化ス
ケールをアップして，pH，沈殿剤濃度と複合
体の濃度の 3 次元で結晶化条件の最適条件を
探索し，場合によってはサンプル調製法の再
検討を行い，回折実験が可能な良質な単結晶
を作成する．結晶化が難航する場合は，マウ
ス由来 RAT に加えて，酵母など他の生物種か
らの RAT を調製して結晶化を検討する． 
 
(5)RAT 単体および RNP 複合体の X 線結晶構
造解析 
 良質な単結晶が得られた場合には，シンク
ロトロン放射光施設にてクライオ条件下で X
線回折実験を行う．その際の予備実験は，当
研究室に既存の X 線回折装置を用いて行う．
良質な高分解能回折データは播磨科学公園
都市の SPring-8 や，つくば高エネルギー加速
器研究機構の PF などの放射光施設を利用し
て収集する．構造因子の初期位相は，現在得
られている大腸菌由来 TmcA の構造情報を利
用した分子置換法をまず試み，良好な結果が
得られない場合には Se-MetをRATに導入し，
Se-MAD もしくは Se-SAD 法により初期位相
を求める．良好な初期位相が得られた後，本
研究分担者らが開発した自動精密化プログ
ラム LAFIRE を用いて構造精密化を行う．ま
た，全ての計算は，本研究室に既存のワーク
ステーションで行う． 
 
(6)立体構造を元にした変異体解析 
 RAT の RNA 認識に関わるアミノ酸に変異
を導入し，RNA 認識機構の詳細を明らかにす
る．同様に，アセチル CoA および ATP の認
識に関わるアミノ酸にも変異を導入し，それ
ぞれの反応機構を明らかにする． 
 
 
４．研究成果 
 真核生物由来 RAT の発現・精製系を確立す
るため，マウス由来 RAT（mRAT）に加え，
S.cerevisiae など 7 種の生物種の遺伝子を利用
した．mRAT は 115kDa を超えるタンパク質
であり，可溶化，精製が困難であるため，GST
との融合タンパク質として発現させる系を
構築し，QuikChange キットを用いて，GST
と mRAT の間に His-tag を挿入した．mRAT
の発現を確認したところ，不溶性画分に発現
が確認された．次いで酵母 Pchia を用いた
mRAT の発現系を構築し，アフィニティーク
ロマトグラフィーにより，GST の融合した
mRAT を調製することができた． 

一方，バイオインフォマティクスを用いて
mRAT と相互作用する分子群を探索した結果，
mRAT は 18S rRNA の生合成に関連する因子
UTP7，UTP22，KRR1，ENP1，ENP2，NOP4
と相互作用し，18 rRNAS の生合成に関与す
る可能性を示唆した． 
酵母により発現されたmRATの安定性が著

しく低く，その原因が C 末端領域にあること
が判明したので，それぞれの RAT の C 末端
disorder 領域を欠失させた変異体の調製系を
構築した．野生型よりも安定な分子として精
製できることが分かり，また，それらの
ATPase 活性も確認できた．アセチル基転移活
性については，このサンプルを使って，質量
分析装置で評価した．種々の溶媒条件にて活
性を評価した結果，特定の塩濃度の条件下で
Helix45 周辺の RNA フラグメントにアセチル
基を転移する活性を発現することが明らか
になった． 
結晶化のためには，マウス由来 RAT

（mRAT）S.cerevisiae 由来 RAT（yRAT）など，
計 8 種の生物種の RAT をターゲットとし，さ
らに，それぞれの RAT の C 末端 disorder 領域
を truncate した変異体も作成した．その結果，
C末端 123残基を削った S.cerevisiae由来 RAT
（ΔC123-yRAT）が最も高純度かつ収量よく
調製できることが明らかになった．高純度に
調製した ΔC123-yRAT を用いて約 3000 条件
の結晶化スクリーニングを行い，得られた結
晶を用いて大型放射光施設 SPring-8 BL32XU
において X 線回折実験を行った結果，最大分
解能 9Å の回折を得ることに成功した．さら
に，位相決定のための Se-Met 置換体
ΔC123-yRAT の調製及び，結晶化も行った． 
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