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研究成果の概要（和文）：超好熱アーキアから新規酵素を発見しEndoQ、EndoMSと命名した。EndoQは塩基の脱ア
ミノ化、EndoMSはミスマッチ塩基対に対する修復酵素と予想される。これらの発見は、アーキアのDNA修復系理
解のBreakthroughである。Pf-EndA、Pf-RtcB、Pf-Archaease、前駆体tRNA を用いた試験管内再構成系を構築し
たことで、tRNAプロセッシングの反応機構の理解が大きく進んだ。リボソームに結合性を示す新規の翻訳制御因
子として、PF0374、PF0560を発見し、それぞれの具体的な機能を解明した。これら新規の発見によって極限環境
下の遺伝情報維持機構の理解が大きく進んだ。

研究成果の概要（英文）：We discovered novel repair enzymes from hyperthermophilic archaea and named 
them EndoQ and EndoMS. EndoQ works for deaminated base repair. EndoMS is expected to be a repair 
enzyme for mismatched bases. These findings are the breakthrough for understanding of DNA repair 
systems in Archaea. By constructing an in vitro reconstitution system using PfEndA, PfRtcB, 
PfArchaease, and precursor tRNA, understanding of the reaction mechanism of tRNA processing has 
greatly progressed. PF0374 and PF0560 were discovered as novel regulation factors in the translation
 process. Their ribosome-binding property and each specific function were elucidated. With these 
discoveries, understanding of the mechanisms for genome integrity under extreme environments has 
greatly advanced.

研究分野： 生物分子化学
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１．研究開始当初の背景 
	 
	 遺伝情報の維持と発現の分子機構は、DNA
二重らせん構造の発見から始まった分子生
物学の中心的課題として活発な研究がなさ
れ、全て理解されたように錯覚されるが、実
際に生物が種々の環境下で生命を維持して
行くためには複雑かつ巧妙な遺伝情報維持
の制御機構を備えており、それらを解明しな
いかぎり理解されたとは言えない。例えば、
正確な DNA 複製のためには、鋳型 DNA 上の
種々の障害を克服しながら複製を進行させ
るための巨大分子複合体が形成され、これに
は複製と協調して働く DNA 修復能が付随して
いる。転写過程も巨大分子複合体として進行
するし、転写後の RNA プロセッシングとして、
知られていなかった現象が最近次々と発見
されている。さらにリボソームのもとでの翻
訳の正確性を維持するための分子機構も遺
伝情報の正確な発現のために極めて重要な
現象であるにも関わらず、その分子機構の詳
細は未だ理解されていない。	 
	 本研究では、極限環境下に生息する超好
熱性アーキアの遺伝情報系の研究者が協力
し、DNA 複製装置の基本原理、RNA 代謝に関
する研究、翻訳装置に関する研究を通して、
初めて極限環境下の遺伝情報安定性維持の
システム機構を明らかにするための提案で
ある。地球上の生物は、細菌、真核生物、ア
ーキアの３つのグループに分かれ、独立に進
化してきた（３ドメイン説、図１）本研究は
アーキア生物学の最先端研究である。	 
	 
２．研究の目的 

	 
	 本研究計画は、極限環境下における生命維
持現象の解明を目指すものである。すなわち、
100℃の熱水中で生息する超好熱性アーキア
がどのようにして、厳しい環境下に適応して

遺伝情報を維持し、子孫に伝達していくのか
という仕組みを明らかにする。アーキアは真
正細菌とも真核生物とも異なる進化的に独
立した第三の生物であり、太古の地球から現
在まで生息してきた。本研究は、代表的な超
好熱性アーキアである	 Thermococcal 目のア
ーキア株を用いて、遺伝学的手法と生化学的
手法を融合させながら、さらにオミックス手
法を加えて、遺伝情報維持と正確な伝達機構
をシステマティックに解明するという、世界
初の研究提案である。本提案の研究は、超高
温という特殊環境での生命現象の解明と同
時に、他の生物ドメインとの比較生物学によ
って、生物が獲得した遺伝情報複製、修復、
転写、翻訳装置の作動原理に迫ることができ
る。	 
 
３．研究の方法 
	 
超好熱性のアーキアは、化学的に見て非常に
厳しい環境下で遺伝情報を安定に維持し、太
古の時代から今日までその生命を維持して
きている。しかし、その分子機構について、
我々は殆ど理解できていない。本計画は４名
の超好熱アーキア研究者が協力して、極限環
境下におけるアーキア細胞の修復、転写、翻
訳の基本原理の解明に向けた研究に加え、環
境変化から如何に遺伝情報を守るかという
点に展開し、環境に適応するメカニズムを複
製・修復、転写プロセッシング、翻訳の三段
階で解析する。この計画によって、複製・修
復、転写プロセッシング、翻訳の間で協調し
た制御機構の発見が期待できる。	 

	 
４．研究成果	 
超好熱性アーキアのゲノム安定性維持に含
まれるタンパク質のうち、特に高温下で起こ
りやすい塩基のアミノ化に対する修復で働
く新規酵素を発見し、Endonuclease Q (EndoQ)
と命名した。この酵素はそれまで知られてい
た EndoVとは異なり、脱アミノ化塩基が存在
するヌクレオチドの 5′側を切断する性質を有
したので、3′側を切断する EndoV と協調的に
働くのか、独立してはたらくのかを調べたと
ころ、独立に働くことが示唆された。また、
先行して解析が進んでいた超好熱性アーキ
ア特有のエキソヌクレアーゼ I (ExoI) の構造
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と機能の解析が進んだ。ExoI の結晶構造を決
定し、その作用機構を推定することに成功し
た。未だ具体的な機能の解明には至っていな
いが、重要な役目を担っていると考えられる。
さらに、塩基対にミスマッチが生じた時に、
それを認識して切断する新規酵素を発見し
て解析した成果は大きい。この酵素は 
Endonuclease MS と名付けた。この酵素の生
化学的性質解析、構造解析を活発に進め、新
たなミスマッチ修復経路の提唱を行った。ま
た細胞内での機能解析を進めるために、分担
者によって、これらの酵素遺伝子を破壊した
菌株の単離を行った。各遺伝子の破壊株の表
現型を比較するために、詳細な解析を続けて
いる。増殖に影響が出ているが、未だ具体的
な結論は出ていない。 
	 RNAプロセシング及び分解活性を担う複合
体の分子同定を目的として、新規因子の同定
を目指した。全タンパク質抽出液を、系統的
かつ生化学的に分画し、rRNA前駆体のプロセ
シングや分解活性を調べて、活性に関わるタ
ンパク質（複合体）の部分精製分画を複数種
得た。さらに、部分精製分画のLC-MS/MS解
析を行い、活性の一つがアーキアのRNA分解
に関わるExosomeの複合体に依る可能性を突
き止めた。そこで、Exosomeのサブユニット
遺伝子をクローニングすると共に、組換え体
タンパク質を用いた再構成系を構築した。ま
たrRNA前駆体のプロセシングに関し、真核生
物でNob-1とDim2と命名されたタンパク質の
アーキアホモログ (Pf-Nob1及びPf-Dim2)を同
定した。これも、組換え体を用いた再構成実
験によりPf-Nob-1は16S rRNA前駆体の3’末端
を切断し、Pf-Dim2はこれを抑制することを明
らかにした。さらに、この再構成系を用いる
ことで、Pf-Nob1及びPf-Dim2の協調的な制御
機構が，rRNA前駆体のプロセシングのみなら
ずタンパク質翻訳制御にも関与している可能
性を示した。 
	 3 種の組換え体タンパク質よりなる試験管
内の前駆体 tRNAスプライシング系を構築し
た。用いたタンパク質は tRNAスプライシン
グエンドヌクレアーゼ (Pf-EndA)、tRNAリガ
ーゼ (Pf-RtcB)、そして tRNAリガーゼ活性促
進タンパク質 (Pf-Archaease)である。アンチ
コドンループ領域にイントロンを一つ含ん
だ前駆体 tRNA Met (CAU)を基質として用い、
一つのチューブ内で 3種類の酵素を共存させ
た反応系で解析したところ、70℃で１時間反
応することにより前駆体 tRNA Met は
Pf-EndAにより 2つのエキソンと 1つのイン
トロンにほぼ完全に切断された。ここで、切
断されたイントロンは Pf-RtcB によるライゲ
ーション反応で環状化し、Pf-Archaease はこ
の環状化を促進した。一方で、断片化した
tRNA エキソンの連結は非常に効率が悪かっ
た。以上は、未同定の因子が tRNAエキソン
の連結に必要であることを示唆している。 

また、本再構成系を用いて、tRNAメチル化酵
素の一つがPf-EndAによるtRNAイントロンの
切り出しを促進することが明らかとなった。 
	 翻訳過程における分子解析では、アーキア
のリボソームストークタンパク質aP1のC末端
部位と翻訳因子aEF1Aの複合体の結晶構造を
解明した。生化学的機能解析と合わせて、aP1
のC末端部位の機能として、EF1aとEF2をリボ
ソームの機能中心に運び込む役割を明らかに
した。さらに、超好熱性アーキアのリボソー
ム結合タンパク質を網羅的に解析し、翻訳に
関わる既知の因子8種類に加え、プライマーゼ
を含む5種類のDNA合成関連因子、2種類の
RNA合成関連因子、32種類の機能未知の因子
を検出した。これら機能未知因子のうち4種類
について、精製リボソームとの再結合性を確
認した。この中からPF0374とPF0560に特に注
目し、両因子の機能面の解析を行って、次の
ような知見を得た。PF0374はリボソーム大亜
粒子のストークタンパク質の保存されたＣ末
端と結合し、リボソームおよびtRNAに依存し
たGTPase/ATPase活性を示す翻訳制御に関わ
る新規因子であること、一方PF0560は、
Pyrocossus属のアーキアに特異的に見られる
因子で、リボソーム小亜粒子を効率よく二量
化し翻訳を抑制する因子であることことを解
明した。 
	 以上、本研究は、超好熱性アーキアである
P. furious, T. Kodakarensisを主な実験モデル生
物として、遺伝情報の複製、転写、翻訳過程
のプロセスに関わる多くの新規タンパク質の
同定と、分子機構の提唱ができた。本研究成
果は、今後のアーキア細胞の生命維持および、
極限環境下の生命現象を理解に向けて、大き
く前進したことであり、我が国が世界をリー
ドしていくことができる基盤がしっかりと構
築できた。本研究グループは我が国では唯一
であり、世界先端研究として今後も精力的に
継続していく。今後はさらに密接な協力関係
の基に、遺伝情報の発現機構の全体像に迫っ
て行く。 
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