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研究成果の概要（和文）：リボヌクレアーゼ P（RNase P）は前駆体tRNA（pre-tRNA）のプロセシングを触媒す
るエンドヌクレアーゼで、触媒残基を持つRNAと補助因子であるタンパク質から構成されるリボ核タンパク質酵
素である。本申請研究では、超好熱性アーキアRNase Pを研究対象として、その構造と機能を解明するととも
に、超好熱性アーキアRNase P構成タンパク質を用いた塩基置換検出法の開発を目指した。

研究成果の概要（英文）： Ribonuclease P (RNase P) is a ribonucleoprotein that cleaves off 5´ leader
 sequences from tRNA precursors in all living cells and consists of a catalytic RNA and protein 
cofactors. In this study, I performed the structure and functional study of RNase P from the 
hyperthermophilic archaeon Pyrococcus horioshii and also examined potentiality of the RNase P 
proteins for bioanalytical application where precise hybridization of nucleic acids is needed.

研究分野： 生物化学
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  ２版
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１．研究開始当初の背景 

リボヌクレアーゼ P（RNase P）は前駆

体 tRNA（pre-tRNA）の 5’末端余剰配列の

プロセシングを触媒するリボ核タンパク質

複合体で、その全体構造と RNA のタンパ

ク質による活性化の観点から興味が持たれ

ている。最近、真核生物の RNase P は前駆

体 tRNA のプロセシングに加え、様々な機

能性 RNA（ncRNA: non-coding RNA）の

プロセシングを触媒するとともに、 RNA

合成酵素 I と III の転写調節因子としても

機能していることが報告されているが、そ

の詳細は未解明である。 申請者は、超好

熱 性 ア ー キ ア (Pyrococcus horikoshii) 

RNase P の RNA サ ブ ユ ニ ッ ト

（PhopRNA）が、それ自身では触媒

活 性 を 示 さ ず 、 5 種 の タ ン パ ク 質

（ PhoPop5 、 PhoRpp21 、 PhoRpp29 、

PhoRpp30、PhoRpp38）との相互作用

により活性化されることを見出し、

各 サ ブ ユ ニ ッ ト の 構 造 と 機 能 に 関

する研究を進めてきた。この研究過程

で、PhoRpp38 を除く４種のタンパク質が

RNA の解離会合を促進することにより

RNA の構造形成を補助する“RNA シャペ

ロン”であることを明らかにした。さらに、

アーキア RNase P の新機能解明を目指し

て、遺伝子操作系が確立されている超好熱

性アーキア(Thermococcus kodakarensis) 

RNase P RNA 遺伝子に変異を導入するこ

とにより、pre-tRNA のプロセシング活性

が低下した T. kodakarens 異株を調製した。 

 

２．研究の目的 

超好熱性アーキア RNase P を研究対象

として、その構造と機能を解明するととも

に、超好熱性アーキア RNase P 構成タンパ

ク質を用いた塩基置換検出法の開発を目指

した。 

 

３．研究の方法 

本申請研究では、リボ核タンパク質複合

体酵素・アーキア RNase P の構造と機能の

全容を、生化学的解析、結晶構造解析、電

子顕微鏡構造解析、および次世代シークエ

ンサーによるトランスクリプトーム解析に

より解明した。さらに、P. horikoshii 

RNase P 構成タンパク質の RNA 解離会合

促進活性（RNA シャペロン活性）を応用

した塩基置換検出法（遺伝子検査技術）を、

Cy3 と Cy5 標識オリゴヌクレオチドを用

いた蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)によ

る開発を目指した。 

 

４．研究成果 

超 好 熱 性 ア ー キ ア （ Pyrococcus 

horikoshii）RNase Pの再構成実験から、

それが RNA（ PhopRNA）と 5 種のタン

パク質（ PhoPop5、PhoRpp21、PhoRpp29、

PhoRpp30、PhoRpp38）から構成されている。

本申請研究では、タンパク質 PhoPop5 と

PhoRpp30 は四量体を形成し、PhoPop5 の C

末端に位置するαへリックスが、PhopRNA

の触媒ドメインに含まれる 2本のヘリック

ス（二本鎖構造）を架橋することにより触

媒部位の構造を形成していることを明らか

にした。一方、PhoRpp21 と PhoRpp29 は二

量体を形成し、PhoRpp21 の分子表面に広く

存在する塩基性アミノ酸残基を介して

PhopRNA の P11 と P12 を結ぶ一本鎖領域に

結合し、PhopRNA の基質結合部位の構造形

成に関与するとともに、PhoRpp29 の C 末端

αへリックスが PhopRNA の P12 を安定化し

ていることを明らかにした。5 番目のタン

パク質 PhoRpp38 は PhopRNA に存在する

K-turn モチーフに結合し、その耐熱性向上

に関与していることを明らかにした。さら

に、以上の結果を総合して構築した超好熱

性アーキア RNaseP の高次構造モデルを作

成するとともに、構造既知の真正細菌

RNase P との比較についても考察した。 

一方、超好熱性アーキア RNase P を構成

する 4 種の RNA シャペロンの DNA 会合解

離促進活性に与える影響を FRET で測定し



たところ、すべての RNA シャペロンにお

いてDNAの会合解離促進活性が認められ、

これら 4 種の RNA シャペロンは DNA にも

作用する核酸シャペロンであることが確認

された。次に、各 RNA シャペロンを用い

て DNA の一塩基変異の検出能を同様に

FRET で検討したところ、一塩基変異を含

む DNA 鎖（G10→A、G4→C、A18→T）は

21 mer DNA と比較して、鎖交換反応速度お

よび相対蛍光強度が低下した。さらに、塩

基の欠失/挿入の変異 DNA 鎖（Del AG, Ins C, 

Del T）も同様に 21 mre DNA と比較して、

鎖交換反応速度および相対蛍光強度の低下

が認められた。この結果は、超好熱性アー

キア RNase P を構成する 4 種の RNA シャ

ペロンの遺伝子の塩基配列置換検出法への

有効利用の可能性を示した。 
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