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研究成果の概要（和文）：本研究ではtRNA末端を合成するCC-、A-、CCA-付加酵素、翻訳因子と複合体を形成す
るRNA合成酵素の反応分子機構を明らかにした。CC付加酵素では、tRNAがCC合成過程で酵素上を回転し、転移す
ることによって１つの活性部位で２つのCが付加される機構を明らかにした。また、A付加酵素はtRNA上腕部の長
さを測ることによって、末端のAが欠けたtRNAのみにAを付加する機構を明らかにした。また、CCA付加酵素には
成熟tRNAと未成熟tRNAを識別する機構があることを明らかにした。さらに、S1蛋白質と複合体を形成するRNA合
成酵素では、S1がRNA合成開始に必要である分子基盤を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we focus on the molecular mechanism of RNA polymerizations 
by CC-, A- CCA-adding enzymes and by RNA polymerase complexed with S1 protein. We clarified the 
mechanisms of CC-addition and A-addition by CC-adding and A-adding enzymes, respectively. We also 
clarify the mechanism by which CCA-adding enzyme discriminates mature tRNA from immature tRNA. We 
also clarified the molecular basis of replication initiation by using S1 protein in RNA polymerase 
complex.

研究分野： 分子生物学、構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
本申請課題では、蛋白質合成因子と

複合体を形成して機能するウイルス RNA合成

酵素複合体、および、tRNA 末端を修復、合成

する鋳型非依存的 RNA合成酵素複合体の X線

結晶構造解析と機能解析を行い、これらの

RNA 合成酵素群の反応分子基盤の全貌を明ら

かにする。これらの解析を通して RNA の機能

が蛋白質へ委譲された分子進化基盤、RNA 合

成システムから蛋白質合成システムへの分

子進化基盤を提示し、生命進化における RNA

ワールドから現在の DNA/蛋白質ワールドへ

至る分子進化過程を記述することを目指し

た。 

 

２．研究の目的 
本申請課題では、I）Qβ ウイルス由

来の RNA依存性 RNA合成酵素複合体（ホロQβ

複製酵素複合体）の X 線結晶構造解析、機能

解析を行い、リボゾーマル蛋白質の RNA 合成

における役割、ウイルスゲノム RNA の複製、

転写の全解明を目指す。また、II）真正細菌

由来の鋳型非依存的 RNA合成酵素である CC- 、

A-、CCA-付加酵素の tRNA との複合体の X 線

結晶構造解析、機能解析を行い、CC- 、A-、

CCA-付加酵素の RNA合成の動的分子基盤全貌

を明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

本申請課題では以下の I）、および

II）の研究を計画した。I) Qβ ウイルス由

来の RNA依存性 RNA合成酵素(RdRp)であるホ

ロ Qβ 複製酵素複合体の X 線結晶構造解析、

機能解析を行い、リボゾーマル蛋白質の RNA

合成における役割、ウイルスゲノム RNA の複

製、転写の全解明を目指す。また、II) 真

正細菌・真核生物由来の鋳型非依存的 RNA 合

成酵素である CCA 付加酵素（CC 付加酵素）の

tRNA との複合体の X 線結晶構造解析、機能解

析を行い、CCA 付加酵素の RNA 合成の動的分

子基盤全貌を明らかにした。 

 
４．研究成果 

以下の研究成果が得られた。 
（１）本研究では CC 配列合成過程を表した
複数の酵素―RNA複合体の X線結晶構造解析、
そして、それらをつなぎ合わせることによる
CC 付加反応の動画の作成を 行った。長年、
鋳型非依存的な tRNA の 3’末端の CC 配列の
合成反応過程において、生化学的解析から
tRNA は酵素上を動いたり、回転することはな
いと 示唆されてきた。今回の解析から、CC
酵素が CC 配列を合成、付加していく過程で
の各反応ステージごとに、tRNA 分子は酵素の
表面を動き、回転すること が明らかになっ
た。酵素上を RNA が動いて、回転をすること
によって、ひとつの活性触媒ポケットを利用

して 1 番目の C 付加反応と、2 番目の C 付加
反応が同じ反応機構で進行することも明ら
かになった。さらに、CC 配列が合成された後、
tRNA がさらに後ろへ動き、回転することによ
って、tRNA はもはや酵素に結合することが
できず、酵素から解離することにより RNA 合
成が終結することも明らかになった。 
（２）A 付加酵素による RNA 合成（A 付加反
応）を表した酵素および酵素-tRNA 複合体な
どを含む十二種類の構造を解析し、得られた
構造を基に機能解析を行った。その結果、酵
素には tRNAの結合部位が一か所のみ存在し、
L字構造をとる tRNAの肘の部分が酵素上のく
ぼみに結合することがわかった。そして、こ
の酵素のくぼみを起点として酵素が tRNA の
上部の RNA へリックスの長さを測り、3’末
端のＡがかけた tRNA のみに一つのＡヌクレ
オシドのみを付加することができることが
明らかになった。 
（３）真正細菌由来の CCA 付加酵素と末端に
CCA配列をもつ成熟 tRNAの複合体の構造を解
析した。その結果、tRNA の酵素への結合様式
は少なくとも２モード有り、末端が未成熟な
tRNA と成熟化した tRNA とでは、酵素に対し
て異なる様式で結合することがわかった。こ
れらの解析から、真正細菌由来の CCA 付加酵
素には末端が成熟した tRNA と未成熟の tRNA
を識別する機構が存在することが明らかに
なった。 
（４）リボゾーマル蛋白質 S1 を含む、ウイ
ルスゲノム複製能力を有するウイルス RNA合
成酵素複合体の構造を解析した。生化学的な
解析をも行うことによって、S1 蛋白質はその
N 末端側で、RNA 合成酵素と結合しているこ
と、さらに RNA 合成酵素と相互作用しない S1
蛋白質中の RNA結合ドメインがウイルスゲノ
ムの特定の領域を認識していることが明ら
かになり、複合体中の S1 蛋白質のウイルス
ゲノム複製開始における役割の分子基盤が
示唆された。 
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