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研究成果の概要（和文）：本研究は、葉酸依存性RNAメチル化酵素（TrmFO)が、基質である５,１０-メチレンテトラヒ
ドロ葉酸を消費することにより、DNA合成系の制御因子として働くのではないかという仮説を検証しようとするもので
あった。貧栄養条件下では、高度好熱菌trmFO遺伝子破壊株は、野生株よりも生育速度が速く、野生株の生育速度はチ
ミンやチミジル酸添加により加速した。これらの実験結果は、上記仮説を支持するものであった。そこでさらに、TrmF
O、５,１０-メチレンテトラヒドロ葉酸合成酵素、チミジル酸合成酵素の細胞内モル比を決定し、試験管内でTrmFOと５
,１０-メチレンテトラヒドロ葉酸合成酵素が競合することも確認した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this sudy was the validation of our hypothesis, in which the 
folate-dependent RNA methyltransferase (TrmFO) regulates the DNA synthesis via consumption of 5, 
10-methylenetetrahydrofolate. Under nutrient-poor condition, the trmFO gene disruptant strain of 
extreme-thermophilic eubacterium, Thermus thermophilus, grew faster than the wild-type strain. The slow 
growth of wild-type strain was accelarated by addition of thymine or thymidilate. These results supported 
the hypothesis. Furthermore, we determined the molecular ratio of TrmFO, 5, 10-methylenetetrahydrofolate 
synthase and thymidilate synthase. Our in vitro experiment revealed that TrmFO and thymidilate synthase 
compete each other via comsumption of 5, 10-methylenetetrahydrofolate.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 葉酸依存性 tRNA メチル化酵素（TrmFO）
は、2005 年に発見された比較的新しい酵素で
ある。多くの RNA メチル化酵素が、S-アデ
ノシル-L-メチオニンをメチル基供与体とす
るのに対し、この酵素は例外的に、5, 10-メチ
レンテトラヒドロ葉酸をメチル基供与体と
する。生体内で、5, 10-メチレンテトラヒドロ
葉酸を代謝する主要な反応として、TrmFO に
よる tRNA のメチル化以外に、チミジル酸
（dTMP）の合成が知られている。チミジル
酸合成酵素（ThyX）によるチミジル酸合成は、
DNA 合成全体の律速反応であることが知ら
れている。 

TrmFO は、多くの真正細菌（すべてのグラ
ム陽性菌と一部のグラム陰性菌）が保持して
いるが、ヒトを含めた動植物は保持していな
い。TrmFO を保持している真正細菌には、破
傷風菌、レンサ球菌など多くの感染性細菌が
含まれていることから、TrmFO は抗菌剤開発
の有力な標的タンパク質の一つとなってい
る。 

2009 年、研究代表者らは高度好熱菌
Thermus thermophilus の TrmFO の X 線結晶構
造解析に成功し、Proc. Natl. Acad. Sci. USA誌
にその成果を発表した。しかしながら、
TrmFO の定量的な酵素活性測定法はなく、そ
の機能の詳細は未解明の問題であった。また、
高度好熱菌の trmFO 遺伝子破壊株を作成し
たところ、高温環境下で、この破壊株の生育
は野生株より早く、もしかしたら、tRNA の
メチル化システムが DNA 合成系とリンクし
ているのではないか？という本研究の着想
を与えた。さらに、研究代表者らの一連の研
究により、高度好熱菌の tRNA 修飾酵素と修
飾ヌクレオシドはネットワーク（カスケー
ド）を構成し、温度変化に応じて、tRNA 中
の修飾ヌクレオシドの含有量や種類を変化
させることが知られている。しかしながら、
研究開始当初は、TrmFO によってもたらされ
る m5U54 修飾が、このネットワーク上でど
こに位置し、どのような生理機能を担ってい
るのかは全く不明であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、TrmFO が基質であるメチレンテ
トラヒドロ葉酸を奪うことにより、DNA 複製
系に影響を及ぼしているのではないかとい
う仮説を検証することを最終目標とした。 
 この目標を達成するためには、定量的な
TrmFO の活性測定法を開発する、TrmFO の
tRNA 認識機構を明らかにする、trmFO 遺伝
子破壊株の表現型を調べ、tRNA 修飾ネット
ワーク上での機能を明らかにするなどの課
題をクリアする必要があった。 
 
３．研究の方法 
 研究計画は、３年計画とした。 
非常に幸運なことに、初年度に定量的な

TrmFO の活性測定法の開発に成功した。この

活性測定法は、不安定な 5, 10-メチレンテト
ラヒドロ葉酸を、セリンヒドロキシメチルト
ランスフェラーゼ（SHMT）の作用により、
反応系内で合成・供給するシステムである。
この活性測定法は、従来法に比べて、1000 倍
近く感度が高く、かつ、多検体を処理するこ
とができる。すなわち、反応速度論分析や阻
害機構分析が可能となった。初年度は、この
活性測定法を駆使し、かつ蛍光分析、ゲルシ
フトアッセィ法などを併用して、TrmFO の
tRNA 認識機構の詳細を調べることができた。
この研究成果を国際的学術誌（発表論文(1)）
に発表することができたので、研究計画を 3
か月前倒しして、TrmFO、SHMT、チミジル
酸合成酵素(ThyX)を抗原としてポリクロー
ナル抗体の作成に入った。 
２年目には、野生株と trmFO 遺伝子破壊株

の比較実験に着手した。まず、最初に着手し
たのは、TrmFO が tRNA 修飾ネットワーク（カ
スケード）上でどこに位置し、どのような機
能を持っているのかを解明することであっ
た。種々の温度で培養した野生株と trmFO 遺
伝子破壊株から tRNA を単離し、その修飾頻
度を分析した。また、タンパク質合成系への
影響も調べた。その結果、TrmFO によっても
たらされる m5U54 修飾は、Gm18、m2G6、
m1A58 修飾を制御し、タンパク質合成系の低
温適応に必要であることが判った。これらの
実験では、栄養豊富な培地を使用していたが、
葉酸やアミノ酸の供給量がTrmFOとThyXの
消費量を上回ってしまうことも判った。すな
わち、5, 10-メチレンテトラヒドロ葉酸の細胞
内循環（再生）経路からの補給量以上に外部
からの供給量が多い条件では、遺伝子破壊株
と野生株の間に明確な差異を見出せず、DNA
合成系とのリンクを解析することが困難な
ことが判明した。そこで、幾つかの培地を試
し、葉酸およびアミノ酸供給量がぎりぎり生
存可能なレベルを探し、ほぼ 3 か月かけて、
最適な培養条件を探り当てることができた。 
 ３年目には、この貧栄養下で trmFO 遺伝子
破壊株と野生株の生育速度を比較した。その
結果、貧栄養下では、至適温度でも、trmFO
遺伝子破壊株のほうが野生株よりも生育が
速いことが判った。そこで、チミジン、チミ
ジル酸を培地に添加してみたところ、野生株
の生育遅滞が解消されることが判った。これ
らの結果は、目的としていた仮説を支持する
結果である。そこでさらに、同位体セリンを
基質にし、tRNA のメチル化と DNA 合成に消
費されるメチレンテトラヒドロ葉酸の量を
測定してみたところ、2：5 の割合であること
が判った。また、細胞内の SHMT, TrmFO, 
ThyX の量比（モル比）は、5：1：1.5 であり、
この割合で各酵素が存在した場合、テストし
たすべての条件で、TrmFO と ThyX がメチレ
ンテトラヒドロ葉酸を奪い合うことが判っ
た。すなわち、研究の最終目標とした仮説を
支持する結果が得られた。 
 



４．研究成果 
3 の研究の方法欄に、実験結果の一部を記述
したので、なるたけ重複を避けつつ記載する。 
本研究では以下のことを明らかにすること
ができた。 
 
（１） TrmFOは tRNAのU54U55C56配列お

よび G53-C61 塩基対を認識する。 
（２） tRNA 上に A38 配列がある場合は、

TrmFO がアンチコドンループを認識
し、誤ってメチル化するのを防ぐ。 

（３） TrmFO と tRNA の相互作用（結合と
解離速度）は極めて速く、これが反
応速度分析で親和性が低いかのよう
なパラメーターを与える。 

（４） trmFO 遺伝子破壊株は高栄養条件下
でも、低温環境で生育が悪くなる。 

（５） TrmFO によってもたらされる m5U54
修飾は、Gm18、m2G6、m1A58 修飾
を制御し、タンパク質合成系の低温
適応に必要である。 

（６） 貧栄養下で、TrmFO は野生株より速
く生育し、野生株の生育遅滞はチミ
ジンもしくはチミジル酸の添加で解
消される。すなわち、TrmFO が存在
した場合、DNA合成を負に制御する。 

（７） SHMT, TrmFO, ThyX の量比は、5：1：
1.5 であり、定常期には TrmFO の割
合が若干増加する。この割合で各酵
素が存在した場合、テストしたすべ
ての条件で、TrmFO と ThyX がメチ
レンテトラヒドロ葉酸を奪い合う。 

 
（１）～（３）の研究成果は、論文(1)として
発表することができた。研究成果（４）～（７）
については、国際的学術誌に投稿中であるが、
残念ながら、現時点で論文が受理されていな
い。また、学会発表は未発表データの公開を
避け、原則的に発表論文(1)の内容のみにとど
めた。 
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