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研究成果の概要（和文）：本研究は、「RNA成熟システムの全体像を物理・化学的手法で包括的に理解する」ことを目
標とした。申請は、３年間の短期申請で、生命の３つのドメイン（真正細菌、古細菌、真核生物）で起源生物に近い単
細胞生物のRNA成熟システムを中心に調べた。RNA成熟に関わるtRNA修飾酵素、tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ
などについて、X線結晶構造解析、生化学的解析を併用して、その性質を明らかにした。また、遺伝子破壊株解析からR
NA修飾ヌクレオシドと修飾酵素のネットワークの環境応答を明らかにした。さらに、古細菌tRNAの新規修飾をいくつか
発見した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is physical and chemical understanding of RNA maturation
 system.  The study were performed for three years.  We mainly researched the relatively simple organism o
f three domains of life (eukaryotes, archaea and eubacteria).  We chracterized several tRNA modification e
nzymes and tRNA splicing endonulceases by X-ray crystal structural study and biochemical methods.  Further
more, we investigated the network between modified nucleosides in tRNA and tRNA modification enzymes using
 gene disruptant strains.  Moreover, we found distinct tRNA modifications in a thermo-acidophilic archaeon
, Thermoplasma acidophilum. 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 上にコードされた遺伝情報は、RNA
を介してタンパク質へと変換される。合成さ
れた RNA は、そのままでは生理機能を発揮
することは少なく、多くの場合、切断・再結
合・修飾・輸送などのプロセスを経て成熟す
る。 
 21 世紀に入り、多くの生物でゲノムプロジ
ェクトが進行し、RNA 成熟システムは生物
種間で驚くほど多様性があり、遺伝病・発が
ん、発生・分化、感染・免疫など高次生命現
象とも複雑な相関があることが判ってきた。 
 しかしながら、個々の研究は個別に進展し
ているものの RNA 成熟システムの全体像を
物理・化学的手法で包括的に理解することが、
研究を開始した 3 年前はもちろん、現在でも
期待されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、「RNA 成熟システムの全体像を
物理・化学的手法で包括的に理解する」こと
を究極の目標としている。申請は、３年間の
短期申請で、生命の３つのドメイン（真正細
菌、古細菌、真核生物）で起源生物に近い単
細胞生物の RNA 成熟システムを中心に調べ
ることにした。 
 
３．研究の方法 
 主な研究手法は以下のとおりである。 
（１） RNA 成熟に関わる tRNA メチル化酵

素、tRNA スプライシングエンドヌク
レアーゼなどについて、精製標品を
得、その生化学的解析・構造解析を
行なう。 

（２） これまで RNA 成熟システムが十分
に解析されていなかった生物種につ
いて、ゲノム情報を元に RNA や修飾
酵素の分析を行う。 

（３） Thermus thermophilus をモデル生物と
して、RNA 成熟に関わるタンパク質
の遺伝子破壊株を作成し、環境変化
に対応して、RNA 成熟システムがど
う変化し、タンパク質合成系を制御
するのかを調べる。 
 

４．研究成果 
（１）トポロジカルノット型 RNA メチル化
酵素の基質認識問題 
野生型および変異型 TrmH を作成し、トリ

プ ト ファン 残 基の蛍 光 を指標 と し て
TrmH-tRNA 複合体形成の前定常状態速度論
解析を行ない、TrmH の触媒ドメイン自身が
メチル化する・しないという基質 tRNA 認識
に関わっていることを証明し、Ochi et al. J. 
Biol. Chem. (2013) として報告した。 
（２）マルチサイト特異性 tRNA メチル化酵
素の基質認識問題 
Aquifex aeolicus の Trm1 は、マルチサイト特
異性 RNA メチル化酵素である。 
 この酵素の X 線結晶構造解析と生化学的

解析を行ない、マルチサイト特異性がどのよ
うなタンパク質構造に由来するのかを推定
するモデルを構築することができた。この研
究成果は、Awai et al. J . Biol. Chem. (2011) に
報告した。 
（３）葉酸依存性 RNA メチル化酵素の基質
認識 
 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 tRNA修飾酵素TrmFOの
生化学解析を行ない、T-アームの G53-C61
塩基対と U54U55C56 配列を認識することが
判った。この研究成果は、Yamagami et al. J. 
Biol. Chem. (2012) にまとめた。 
（４） tRNA スプライシングエンドヌクレ

アーゼの前駆体 tRNA 認識問題 
 前駆体 tRNA 上には、時々、イントロンが
挿入されていることがある。一部の古細菌は、
「変則的な位置に挿入された変則的なイン
トロンを切断できる」tRNA スプライシング
エンドヌクレアーゼを保持している。A. 
pernix の tRNA スプライシングエンドヌクレ
アーゼの X 線結晶構造解析を行ない、クレン
アーキア特異性ループが変則的な部位に存
在する変則的イントロンの認識に直接関わ
っていることを見出した。この研究成果は、
Hirata et al. Nucleic Acids Res. (2011) に報告し
た。一方、ARMAN-2 の tRNA スプライシン
グエンドヌクレアーゼの X 線結晶構造解析
の結果、この酵素はα-サブユニットとβ-サ
ブユニットがシャッフルされた特異的な構
造をもつことを明らかにした。この研究成果
は、Hirata et al. Nucleic Acids Res. (2012) にま
とめることができた。 
（５） tRNA 修飾ヌクレオチドと修飾酵素

のネットワークの研究 
 高度好熱菌 Thermus thermophilus では、
tRNA 修飾と修飾酵素がネットワークを形成
し、タンパク質合成系を環境変化に適応させ
ていることを発見した。本研究の成果は、
Ishida et al. Nucleic Acids Res. (2011) として
まとめることができた。 
（６） RNA 成熟システムの多様性の検討 
好 熱 好 酸 性 古 細 菌 Thermoplasma 

acidophilum の tRNALeuの構造を決定し、古細
菌で初となる幾つかの修飾ヌクレオシドを
同定した。本研究の内容は、Tomikawa et al. 
FEBS Lett. (2013) として報告した。 
（７） その他 
 本研究を遂行中、国内外の２つの研究グル
ープから、共同研究の依頼があり、本科研費
で購入した機材（インキュベーターやカラム
など、いずれも 50 万円以下）を用いて対応
した。まず、ドイツの免疫学のグループから、
精製 TrmH 標品と発現 plasmid、Gm の標準化
合物の提供依頼があり対応した。この研究成
果は、ドイツのグループにより、Jöckel et al. J . 
Exp. Med. (2013) としてまとめられた。次い
で、岡山大学のグループから、ヒト tRNA 修
飾の分析依頼があり対応した。この研究成果
は、岡山大学のグループにより、Watanabe et al. 



Nucleic Acids Res. (2013) として報告された。 
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