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研究成果の概要（和文）： 

高度好熱菌 Thermus thermophilusに由来するtRNAメチル化酵素TrmFOの結晶構造を決定し，

TrmFOが葉酸/FAD依存的に tRNA U54をメチル化する反応メカニズムを解明した．好熱性古細

菌 Pyrocuccus horikoshiiと Mehtanococcus jannaschiiに由来する tRNA修飾酵素 TYW2の結

晶構造を決定し，TYW2 が S-アデノシルメチオニンのα-アミノα-カルボキシプロピル基を

tRNA imG-14に転移する反応メカニズムを解明した． 

 
研究成果の概要（英文）： 
We solved the crystal structure of Thermus thermophilus TrmFO, providing a structural 
basis for the folate/FAD-dependent methylation of tRNA U54. We also solved the crystal 

structure of Pyrocuccus horikoshii and Methanococcus jannaschii TYW2s, providing a 
structural basis for the S-adenosylmethionine-dependent transfer of the α-amino-α

-carboxypropyl group into tRNA imG-14. 
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１．研究開始当初の背景 
tRNAをはじめとする非コードRNAは遺伝子発
現制御に重要で遺伝暗号翻訳から翻訳抑制
にいたるさまざまな生命現象に関与する．非
コード RNAの多くは転写された後に適切な化
学修飾をうけることで機能的分子へと成熟
する． 

tRNAの U54は通常 5-メチルウリジン（T54）

に修飾されており，T54は tRNAの構造安定化

に寄与する．古細菌，グラム陰性細菌，真核

生物ではメチル化酵素 TrmA が S-アデノシル

メチオニン（SAM）をメチル基供与体として

T54 形成を触媒する一方で，グラム陽性細菌

ではフラビン酵素 TrmFO が 5,10-メチレンテ

トラヒドロ葉酸（MTHF）をメチル基供与体と

して T54 形成を触媒する．しかし，TrmFO が

葉酸/FAD依存的に T54形成を触媒する反応メ
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カニズムは不明だった． 

真核生物の tRNAPheのアンチコドン隣接部位

（37位）には三環構造を有するワイブトシン

yW 塩基が存在し，コドン-アンチコドン対合

を補強することで暗号翻訳の正確性を保証し

ている．yW は５種の酵素（Trm5 と TYW1-4）

が触媒する連続的な反応で生成される．それ

らの酵素のうち，TYW2（tRNA-yW synthesizing 

enzyme-2）は SAM のα-アミノα-カルボキシ

プロピル基（acp基）を yW前駆体である imG-14

の C7位に転移し，yW-86塩基を合成する．通

常のメチル化酵素と異なり，TYW2は SAMのメ

チル基ではなく acp 基を基質に転移するが，

その反応メカニズムは不明だった． 

Piwi-interacting RNA（piRNA）は生殖細胞

特異的に発現する～30塩基の非コード RNAで，

Piwiサブファミリーの Argonauteタンパク質

に結合しトランスポゾン抑制することで生殖

細胞の維持に関与する．piRNA の 3’末端

2’-OH基は特異的な Pimetメチル化酵素によ

ってメチル化されるが，その分子メカニズム

は不明だった． 

 

２．研究の目的 

本研究では非コード RNA が関与する多

彩な生理機能を原子レベルで理解する

ことを目的として，非コード RNA を含む

リボヌクレオプロテイン複合体の X 線

結晶構造解析を目指す． 

 

３．研究の方法 

T. thermophilusに由来する TrmFOを大腸菌

で大量発現させ，熱処理，ヘパリンカラム，

ゲルろ過カラムを用いて SDS-PAGEで単一に

なるまで精製した．精製酵素を用いて結晶化

スクリーニングを行い結晶を得た後，結晶化

条件の最適化を行い，X線回折実験が可能な

大きさの結晶を得た．得られた結晶を用いて

放射光施設 SPring-8と Photon Factoryにて

X線回折データを収集し，SeMet置換体を用い

た MAD法により TrmFO単体の結晶構造を決定

した．さらに，テトラヒドロ葉酸（THF），お

よび，還元型グルタチオン（GSH）存在下で

TrmFOを結晶化し，THF，および，GSHとの複

合体の結晶構造を決定した．in vitro活性測

定系を確立し，立体構造情報に基づいた変異

体解析を行い，TrmFOが触媒する葉酸/FAD依

存的メチル化反応のメカニズムを解明した． 

P. horikoshiiと M. jannaschiiに由来す

る TYW2を大腸菌で大量発現させ，熱処理，

NiNTAカラム，ヘパリンカラム，ゲルろ過カ

ラムを用いて SDS-PAGEで単一になるまで精

製した．精製酵素を用いて結晶化スクリーニ

ングを行い結晶を得た後，結晶化条件の最適

化を行い，X線回折実験が可能な大きさの結

晶を得た．得られた結晶を用いて放射光施設

SPring-8と Photon Factoryにて X線回折デ

ータを収集し，分子置換法により TYW2単体の

結晶構造を決定した．さらに，SAM存在下で

TYW2を結晶化し，SAMとの複合体の結晶構造

を決定した．立体構造情報に基づいた変異体

解析を行い，TYW2が触媒する acp基転移反応

のメカニズムを解明した． 

ショウジョウバエに由来する Pimetを大腸

菌で大量発現させ，NiNTA，陰イオン交換カラ

ム，ゲルろ過カラムを用いて SDS-PAGEで単一

になるまで精製した．精製酵素を用いて Pimet

単独，SAM存在下，SAMと一本鎖 RNA存在下で

結晶化スクリーニングを行った． 

 

４．研究成果 

T. thermophilus に由来する TrmFO の酵素単

体，THF複合体，GSH複合体の結晶構造を決定

した．TrmFO は FAD 結合ドメインと挿入ドメ

インの２つのドメインからなり（図１），ドメ

イン間に正に帯電したクレフトが存在してい

た（図２）．THF複合体中で THFのプテリジン

環は FAD のフラビン環とスタッキング相互作

用していた．THF 複合体構造は葉酸/FAD 依存

性メチル化酵素で初めての葉酸結合型構造で

あり，MTHF のメチレン基が FAD の N5 原子の

近傍に位置することが示唆された．in vitro
活性測定系を用いて，構造情報に基づいた変

異体解析を行い，ドメイン間のクレフトが

tRNA 結合に重要であることを明らかにした．

以上の結果を総合して，MTHFのメチレン基が

U54の 5位に転移した後に FADH2が U54のメチ

レン基を還元し T54 が形成されるという反応

メカニズムが提唱された． 

 
 



 

 

 

 

P. horikoshii と M. jannaschii に由来

する TYW2の酵素単体，および，SAM複合体

の結晶構造を決定した．TYW2の全体構造は

通常のメチル化酵素と類似していたが（図

３），SAMはメチル基ではなく acp基を基質

分子に転移するのに適した向きで TYW2 の

活性部位に結合していた（図４）．M. 
jannaschiiに由来するTrm5-tRNA複合体と

の比較から，TYW2-tRNA ドッキングモデル

を構築し，TYW2の tRNA認識機構，および，

imG-14認識機構を類推し，変異体解析を行

い，TYW2に保存されたアミノ酸残基が acp

基転移活性と imG-14 認識に重要であるこ

とを明らかにした．以上の結果から，TYW2

が SAMのメチル基ではなく acp基を imG-14

に転移する分子メカニズムが明らかにな

った． 

 
 

 
 
ショウジョウバエに由来する Pimet の N 末

端に His タグを付加して大腸菌で大量発現さ

せ，NiNTA カラム，陰イオン交換カラム，ゲ

ルろ過カラムを用いて SDS-PAGE で単一にな

るまで精製し，SAM存在下，および，SAMと一

本鎖 RNA 存在下で結晶化スクリーニングを行

ったが，結晶は得られなかった．そこで，生

物種間での保存性が低くディスオーダーして

いることが予想される C 末端部分を削った

種々のコンストラクトを作製し，大腸菌で発

現を検討し，C 末端を～40 残基削った変異体

が全長と同様に発現することを見出し，単一

になるまで精製した．精製した変異体酵素を

用いて野生型と同様に結晶化スクリーニング

を行ったが，結晶は得られなかった．ショウ

ジョウバエに由来する Pimet に加えて，ヒト

やマウスに由来する Pimet，および，ディス

オ ー ダ ー 領 域 が 少 な い と 予 想 さ れ た

Tribolium castaneum Pimet に関して大腸菌

での発現を検討したが，ショウジョウバエに

由来する Pimet とは異なり，どれも溶解度が

低く精製途中で沈殿した．以上の結果から，

Pimet は分子内の柔軟性が高く結晶化が困難

であることがわかった．この内在的な柔軟性

が配列と長さが異なる様々な piRNA をメチル

化するのに重要なのかもしれない． 
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