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研究成果の概要（和文）：極小アーキア由来ARMAN-2のtRNAスプライシング酵素(EndA)の構造機能解析から、特異的ル
ープがEndAの幅広い基質認識に関与していることが明らかになりました。一方、超好熱性アーキアThermococcus kodak
arensisのtRNAメチル基転移酵素Trm-m2G10/m22G10 (arcTrm11)の構造、生化学、遺伝学的解析を行いました。その結果
、arcTrm11はN末端側にRNA認識に関与するTHUMPドメイン、C末端側にロスマンフォールド型の触媒ドメインで構成され
ていました。また、arcTrm11遺伝子は、高温環境下で生育するのに必須であることがわかりました。

研究成果の概要（英文）：Structural and functional analyses of tRNA splicing enzyme (EndA) from ultra-small
 archaeon, ARMAN-2, revealed that ARMAN-2 specific loop is involved in the broad substrate specificity of 
ARMAN-2 EndA. On the other hands, structural, biochemical and genetic analyses of tRNA (m2G10/m22G10) meth
yltransferase (arcTrm11) in the hyperthermophilic archaeon Thermococcus kodakarensis showed that the cryst
al structure of arcTrm11 consists of two domains, N-terminal THUMP domain which is involved in the RNA rec
ognition and C-terminal Rossman fold-type catalytic domain, and that arcTrm11 gene is essential for cell v
iability at high temperature. 
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１．研究開始当初の背景 
前駆体 RNA は、多くの場合、RNA プロセ

シング、スプライシング、RNA 修飾など、様々
な編集加工の工程を経て、成熟RNAとなり、
その生理機能を発揮する。真核生物、真正細
菌、古細菌（アーキア）の成熟化 tRNA 分子
には、共通する修飾ヌクレオシドが数多く存
在し、修飾酵素も類似性がある。好熱性アー
キアの tRNA 成熟マシナリーは、真核生物と
類似した構造と機能を持つ。好熱性アーキア
の場合、tRNA 成熟マシナリーは、tRNA の耐
熱化に寄与していることが考えられる。おそ
らく、tRNA 成熟マシナリーによって、前駆
体 tRNA 中のイントロンが切断され、修飾ヌ
クレオシドが付与されることで成熟型 tRNA
が耐熱化される。好熱性アーキアの tRNA 成
熟マシナリーのうち、前駆体 tRNA 中のイン
トロンを除去する tRNA スプライシングエン
ドヌクレアーゼと tRNA の G10 の 2 位のアミ
ノ基をジメチル化する tRNA (m2G10/m2

2G10)
メチル基転移酵素(arcTrm11)の動的な基質認
識機構や m2G10/m2

2G10 修飾ヌクレオシドの
生理的意義は未だに解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、好熱性アーキア Candidatus 
Micrarchaeum acidiphilum（ARMAN-2）tRNA
スプライシングエンドヌクレアーゼ(EndA)
および超好熱性アーキア Thermococcus 
kodakarensis tRNA (m2G10/m2

2G10)メチル基
転移酵素(arcTrm11)の基質認識機構および 
arcTrm11 の生理的意義を明らかにするため
に、ARMAN-2 EndA および arcTrm11 の構造
機能解析、armTrm11 の遺伝学的解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) ARMAN-2 EndA の X 線結晶構造解析 
①大腸菌で発現させたレコンビナント
ARMAN-2 EndA をアフィニティークロマト
グラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーを
組み合わせて精製した。精製した ARMAN-2 
EndA の結晶化条件を市販の結晶化キットを
用いて初期スクリニーングを行った。その結
果、PEG イオン系試薬を含む結晶化溶液で蒸
気 拡 散ハン ギ ングド ロ ップ法 に よ り
ARMAN-2 EndA の結晶を得ることに成功し
た。 
 
②ARMAN-2 EndA の結晶を Pt 重原子溶液に
浸し、バックソーキング後、重原子置換体
ARMAN-2 EndA の結晶を作成した。結晶の X
線回折データの収集は放射光施設（Hyogo, 
SPring-8）で行った。重原子置換体 ARMAN-2 
EndAのPt原子の位置をSAD法によりPhenix
プログラムを用いて同定し、ARMAN-2 EndA
の分子構造の位相情報を得ることができた。 
良好な電子密度マップを獲得することがで
き、ARMAN-2 EndA の分子モデルを Coot プ
ログラムを用いて構築し精密化を Phenix プ
ログラムで行った。 

 
③決定した ARMAN-2 EndA の X 線結晶構造
を他のアーキア EndA を比較したところ、
ARMAN-2EndA に特異的なループが見つか
り、このループ上に保存されたリジン残基が
ARMAN-2 EndA の基質認識に重要で可能性
が考えられた。その可能性を検証するために、
ARMAN-2 EndA の変異体解析を行った。 
 
(２) arcTrm11 の X 線結晶構造解析 
①大腸菌で発現させたレコンビナント
arcTrm11 をアフィニティークロマトグラフ
ィー、ゲルろ過クロマトグラフィーを組み合
わせて精製した。arcTrm11 の結晶化条件を市
販の結晶化キットを用いて初期スクリニー
ングを行った結果、高濃度の塩化ナトリウム
試薬を含む結晶化溶液で蒸気拡散ハンギン
グドロップ法により arcTrm11 の結晶を得る
ことに成功した。また、メチル基供与体 S-
アデノシルメチオニン(SAM)を加えた共結晶
arcTrm11-SAM も構築した。 
 
②セレノメチオニン置換体 arcTrm11 を、セレ
ノメチオニンを含む最少培地で培養した大
腸菌に発現・精製し作成した。結晶の X 線回
折データの収集は放射光施設（ Hyogo, 
SPring-8）で行った。セレノメチオニン置換
体 arcTrm11 結晶の X 線回折データと Phenix
プログラムを用いて SAD 法により、Se 原子
の位置情報を得て、arcTrm11 の良好な電子密
度マップを描くことができた。この電子密マ
ップにアミノ酸分子を当てはめ、精密化を行
い arcTrm11 の結晶構造を決定するに至った。 
 
③arcTrm11-SAM の X 線結晶構造に tRNA 分
子をドッキングしたモデルを構築した結果、
arcTrm11 は、アクセプターステム、tRNA の
3 次構造の形成に重要なコア部分、CCA 末端
配列を通じて、基質 tRNA を認識しているこ
とが考えられた。そこで arcTrm11 の変異体お
よび tRNA 変異体分子構築して、それぞれの
メチル基受容活性を測定した。 
 
(３) arcTrm11 の遺伝学的解析 
①ターゲット遺伝子破壊法を用いて
Thermococcus kodakarensis のゲノム DNA か
ら、arcTrm11 遺伝子を選択マーカーに置換し
て、arcTrm11 遺伝子破壊株を単離した。 
arcTrm11 遺伝子破壊株と野生株の生育特性
解析を行った。また、arcTrm11 遺伝子破壊株
から total tRNA および tRNATrpを抽出・精製
してモノヌクレオシド分析を行った。 
さらに、arcTrm11 遺伝子破壊株に arcTrm11
遺伝子を導入して相補実験も行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)ARMAN-2 EndA の X 線結晶構造を 2.25Å
分解能で決定した（図１）。ARMAN-2 EndA
は、3 つのユニット（αN-α-βC）から成るε



がホモダイマー（ε2）を形成し活性型フォー
ムになることが明らかになった。ARMAN-2 
EndA は、幅広い基質認識機構をもつクレン
アーキア EndA の特異的ループ(CSL)と構造
的に似た ARMAN-2 specific loop(ASL)を保持
していた。ASL の機能を調べるために、変異
体解析を行った結果、ASL 上のリジン残基が
RNA 認識部位として機能するために、
ARMAN-2 EndA は幅広い基質認識機構を有
することが分かった。以上の結果から、ASL
は CSL と同じ機能になるように収斂進化し
たものであり、今回の結果はタンパク質と
RNA の共進化を示したものと言える。これら
の研究成果をまとめて、Nucleic acids research 
誌に報告した。 
 
(２)arcTrm11-SAM 複合体の X 線結晶構造を
1.7Å分解能で決定した（図２）。arcTrm11 は、 

N 末端側に RNA 認識に関与する THUMP ド
メイン、C 末端側にロスマンフォールド
(RFM)型の触媒ドメインの二つ部分で構成さ
れていた。SAM は、触媒ドメインに結合して
おり、G6 の 2 位のアミノ基をメチル化する
TrmN と似た結合様式だった。arcTrm11-SAM
複合体と tRNA のドッキングモデルを構築し
たところ、アクセプターステム、L 字型構造
の形成に重要なコア部分、CCA 末端配列を認
識していることが推定された（図３）。実際
に、変異体解析を行った結果、このドッキン
グモデルを支持する生化学的証拠を得るこ
とができた。以上の研究成果をまとめて、国

際的な学術雑誌に報告予定である。 

 
 
(３) 至適生育温度である 85℃と低温の 70℃
において、arcTrm11 遺伝子破壊株は野生株と
同様の生育曲線を示した。しかしながら、
95℃の高温環境下において、破壊株の生育は
見られなかった。破壊株のゲノム DNA に
arcTrm11 遺伝子を導入して相補実験を行っ
たところ、破壊株は野生株と同様に 95℃で生
育した。現在、arcTrm11 遺伝子破壊株の tRNA
分 析 を 進 め て お り 、 今 後 は tRNA の
m2G10/m2

2G10 修飾がなぜ高温環境下の生育
に必須であるのか tRNA の耐熱性に焦点を当
てて研究を進めていく予定である。 
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図 1  ARMAN-2 EndA の X 線結晶構造 
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