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研究成果の概要（和文）：本課題は、複数のサブユニットからなる複合tRNA修飾酵素の基質tRNA認識機構の解明
を目的とした。酵母tRNA10位を2-メチルグアノシンに修飾するTrm11-Trm112複合体は、細胞内に存在する43種の
tRNAのうち、20種類しかメチル化しない。研究代表者らは、Trm11-Trm112が、G10-C25塩基対、CCA末端、5ヌク
レオチドバリアブル領域、38位周辺の糖リン酸骨格を認識することを発見した。この他、４－チオウリジンの新
たな検出法や次世代DNAシーケンサを併用したRNA修飾酵素解析法を考案し、それらのプロトコールを公開し、
THUMPドメインに関する総説をまとめた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is the clarification of tRNA recognition 
mechanisms of multiple subunit tRNA modification enzymes.  Eukaryotic tRNA methyltransferase complex
 (Trm11-Trm112 complex) methylates only 20 tRNA molecular species among 43 tRNA species.  We have 
clarified the recognition sites in tRNA of Trm11-Trm112 complex, namely the G10-C25 base pair, CCA 
terminus, regular size (5 nt) valiable region, and phsphate-ribose backbone around position 38 in 
tRNA.  Furthermore, we have developed a new 4-thiouridine detection system and a new analysis method
 for tRNA modification enzymes using a next generation DNA sequencer.  Moreover, the procols for the
 later method have been described in Methods in Enxymology.  In addition, the knowledges concering 
THUMP domain has been summarized in a review.

研究分野： 機能生物化学

キーワード： 酵素　核酸　タンパク質　RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
21世紀に入り、tRNAの修飾ヌクレオシドと修飾酵素の欠損が50種類以上のヒト遺伝病と関係することが判ってき
た。したがって、当該領域は、遺伝病の病態の理解、新たな遺伝子診断法や遺伝子治療法の開発に直結する分野
となっている。また、tRNA中の修飾ヌクレオシドや修飾酵素は、コレラ菌、チフス菌、レトロウイルスなどの感
染必須因子である。ゆえに、tRNAの修飾ヌクレオシドと修飾酵素の研究は感染性微生物防除の観点からも重要で
ある。複合tRNA修飾酵素は精製酵素による解析が難しく、未解明な問題が多い分野であったが、本研究では複合
tRNAメチル化酵素の基質tRNA認識機構を明らかにすることができた。

※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 

tRNA の各所には様々な修飾ヌクレオシドが存在する。これら修飾ヌクレオシドの第一義的な
機能は、タンパク質合成系を制御することであるが、プロセシング、スプライシング、RNA の
細胞内輸送、RNA 干渉などともリンクし、ストレス応答、発生・分化、感染・免疫、発がん等
の高次生命現象にも影響を与える。 

tRNA 中の修飾ヌクレオシドの合成酵素を tRNA 修飾酵素と総称するが、これらは作用する
tRNA の種類や作用部位が異なれば、別の酵素が作用することが大原則である。 

21 世紀に入り、複数のサブユニットからなる複合 tRNA 修飾酵素が真核生物およびアーキア
から多数発見されている。これらの中には、結合するサブユニットによって、修飾する tRNA の
種類や修飾部位、合成される修飾ヌクレオシド自体が変化するものさえある。しかしながら、複
合 tRNA 修飾酵素は精製が難しく、その分子メカニズムの解析が困難な分野となっている。 
酵母の tRNA の 10 位の 2-メチルグアノシンは、複合 tRNA メチル化酵素（Trm11-Trm112 複合

体）により合成される。Trm11-Trm112 複合体は、酵母 tRNA43 種類のうち、20 種類にしか作用
しない。これまで、研究代表者および欧州の複数の研究グループが、Trm11-Trm112 複合体の基
質 tRNA 認識機構の解明に挑んできたが、trm11 や trm112 遺伝子破壊株の解析だけでは限界があ
り、精製タンパク質標品による解析が必要であった。 
また、複合 tRNA 修飾酵素の性質を既存の手法だけで解析するのは限界があり、新規な RNA

分析法の開発が待ち望まれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、Trm11-Trm112 複合体をはじめとする複合 tRNA 修飾酵素の基質認識機構を明らか

にすることを目標とした。また、その過程で、新たな修飾ヌクレオシド検出法や次世代 DNA シ
ーケンサを併用した tRNA 修飾酵素解析手法の開発にも着手した。 
 
３．研究の方法 
酵母 Trm11-Trm112 複合体は、大腸菌で大量発現させ、精製した。60 種類以上の変異 tRNA 転

写産物のメチル基受容活性を測定し、Trm11-Trm112 複合体の認識部位を探索した。また、酵母
野生株および trm11 遺伝子破壊株から tRNAVal

AAC1 を精製し、これらを解析することによって、
10 位のメチル化頻度を調べた。最終的に得られた Trm11-Trm112 複合体の tRNA 上の認識部位を
tRNA の L 字型立体構造上にマップし、欧州のグループが構築した Trm11-Trm112 複合体の構造
モデルと合わせ、分子モデルを提案した。 
 また、タンパク質のシステイン残基の化学修飾試薬・MTSEA biotin-XX が RNA 中の 4-チオウ
リジンと特異的に反応することを見出した。有機化学合成した 4-チオウリジンを含む RNA を用
い、MTSEA biotin-XX 検出システムの定量性と検出限界を検討した。高度好熱菌 Thermus 
thermophilus の野生株および 4-チオウリジン合成酵素遺伝子（thiI）破壊株から tRNA 画分を調製
し、その修飾ヌクレオシド特異性について調べた。さらに、大腸菌 ThiI およびシステインデス
ルフラーゼ（IscS）を精製し、これらを組わせて、MTSEA biotin-XX が tRNA 内で 4-チオウリジ
ンが合成される経時変化を追跡できるか検討した。加えて、MTSEA biotin-XX が真核生物細胞で
新規合成 tRNA の検出に利用できるか検討した。 
 さらに、修飾ヌクレオシドが存在すると逆転写酵素反応が阻害（もしくは遅滞）することを利
用して、次世代 DNA シーケンサを併用した tRNA 修飾酵素の解析システムの開発を検討した。
モデル酵素として、好熱菌 Geobacillus stearothermophilus の tRNA メチル化酵素・TrmK を用い
た。TrmK は、tRNA の 22 位のアデノシンを 1-メチルアデノシンに変換する酵素である。1-メチ
ルアデノシンは、ウリジン（もしくはチミジン）とワトソン・クリック型塩基対を形成せず、逆
転写酵素の反応が阻害される。ここで、人工的に改変されたヌクレオチド認識の緩い逆転写酵素
を作用させると、相補鎖の 1-メチルアデノシンとの対合部位に、チミジン以外のヌクレオシド
が挿入され、これを次世代 DNA シーケンサで読み込めば、修飾頻度を明らかにすることができ
ると考えた。 
 

  



４．研究成果 
酵母 Trm11-Trm112 複合体の基質 tRNA 認識部位は、G10-C25 塩基対、5 ヌクレオチドからな

るバリアブル領域、CCA 末端、アンチコドン・ループの 38 位周辺のリボース・リン酸骨格の 4
か所であり、これらのうち、どれか 1 つが欠けても Trm11-Trm112 複合体は基質 tRNA として認
識しなくなることを明らかにした。また、酵母野生株および trm11 遺伝子破壊株から精製した
tRNAVal

AAC1 を解析し、従来、この tRNA は Trm11-Trm112 複合体によってメチル化されていない
と報告されていたが、実際はその 10～15％が細胞内で Trm11-Trm112 複合体によってメチル化さ
れていることも発見した。すなわち、国内外の研究者が、Trm11-Trm112 の基質 tRNA 認識機構
の解明に挑んできたが、誰も成功しなかった理由の一つに、tRNAVal

AAC1 は細胞内でメチル化さ
れていない（実際、85%以上の tRNAVal

AAC1 はメチル化されていない）という先行研究があり、
これが解析を困難にしていた。また、研究代表者らが明らかにした Trm11-Trm112 複合体の tRNA
上の認識部位を tRNA の L 字型立体構造上にマップし、欧州の研究グループが提案した Trm11-
Trm112 複合体モデルに重ね合わせると、Trm11 の THUMP ドメインが tRNA の CCA 末端を捕ま
え、ロスマンフォールド型メチル化酵素ドメインがスイングすれば、Trm112 が tRNA のアンチ
コドン・ループの 38 位近傍に接触することが判り、Trm112 は RNA のループ領域に結合するサ
ブユニットであるという分子モデルを提案できた。これらの研究成果は、Nishida et al. Int. J. Mol. 
Sci. (2022)に報告した。また、Trm11 を含む THUMP ドメインを持つ tRNA 修飾酵素に関する総
説を発表した Hori Genes (2023)。 

MTSEA biotin-XX を使用する 4-チオウリジン検出システムは、2-チオウリジン誘導体には全く
反応せず、極めて特異性が高く、定量性もあることが判った。したがって、このシステムを用い
れば、真核生物細胞内で新規合成された tRNA を特異的に検出できる。これらの研究成果は、
Sugio et al. RNA (2023)に報告した。 
 次世代 DNA シーケンサを併用した tRNA 修飾の基質 tRNA 特異性解析システムを開発した。
実際に、このシステムを利用して tRNA メチル化酵素・TrmK の基質認識機構を明らかにした
（Yamagami and Hori, J. Biol. Chem. (2023)）。これまで次世代 DNA シーケンサを利用した tRNA
の解析システムが幾つか発表されているが、それらは tRNA の種類、修飾部位を特定できるでけ
で、修飾頻度まで解析できるのは、現時点で、研究代表者らのシステムのみである。また、この
システムでは新たなコンピュータープログラムも開発したので、それらを合わせて、詳細な解析
プロトコールを Yamagami and Hori, Methods Enzymol. (2023)として公開した。 
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