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研究成果の概要（和文）：AdoMetを補酵素とするメチル基転移酵素の一部には、AdoMetの代わりに人工官能基を
持つAdoMet類似体を使用することで、生体高分子の特定の位置にプローブを導入することが可能になる。この研
究で、超好熱性真正細菌Aquifex aeolicusのメチル基転移酵素TrmIを使用し、tRNA分子のT-Loop部位にCy3、Cy5
やローダミンなどの蛍光色素を導入する技術を開発した。SPring-8のマイクロフォーカスビームライン・BL32XU
に蛍光・レーザー装置を設置し、Ｘ線測定に使用するゴニオステージ上で、複合体の結晶から実際に蛍光を検出
し、構造解析用の位相回復に成功した。

研究成果の概要（英文）：We utilized a chemical biology approach to develop a site-specific DNA/RNA 
labeling method, in which nucleic acids can be covalently modified at nucleotide precision using 
engineered methyltransferases and synthetic analogs of their cofactor, AdoMet. By conjugating 
fluorescent probes such as Cye3, Cy5, and rhodamine into the extended group of the synthetic AdoMet,
 we successfully developed the core technologies to incorporate fluorescent labels into 
microcrystals of complexes of tRNA/DNA and their related protein enzymes. The fluorescence and laser
 system were installed at the microfocus beamline BL32XU of the SPring-8 synchrotron, and the 
fluorescence was actually detected from the crystal of the complex on the BL32XU gonio stage. The 
X-ray phase recovery for structural analysis was successfully achieved.

研究分野：構造生物学

キーワード： 生物・生体工学　バイオテクノロジー　結晶構造　タンパク質　メチル基転移酵素　tRNA　人工補酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
最適化された非天然官能基を有するAdoMet類似体が多くのメチル基転移酵素に適用できるならば、汎用的な生体
分子工学に応用できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1)【マイクロビームライン】タンパク質など生体高分子の X線結晶構造解析において、高フラ
ックス・ビームラインの利用により、結晶サイズや回折強度の問題で解析できなかった結晶への
対応など、構造決定技術が急激に進歩を遂げている。理化学研究所 SPring-8の高輝度放射光で
は、30μm サイズの結晶からの構造決定が一般化されている。また、新世代マイクロビームラ
イン・BL32XUにおいては、10μmサイズの微小マイクロ結晶から新規構造決定が可能となっ
た。疾病の原因を含む多くの生命現象で重要な役割を担っている膜タンパク質や核酸・タンパク
質複合体については、発現・精製・結晶化が非常に困難であり、微量のサンプルから 10μm以
下の超微小結晶やクラスタ状の結晶しか得られない場合も多い。微小マイクロ結晶は、多くの場
合、ダメージの原因となるクライオ保護を使用せずとも測定できるというメリットもあり、より
小さな結晶で効率良く構造解析を実現する手法が待ち望まれている。 
(2)【メチル基転移酵素の非天然官能基プロービング】AdoMetを補酵素とする DNAメチル基転
移酵素の一部には、有機合成した AdoMet 類似体から、メチル基の代わりにエチル基やプロピ
ル基などの非天然官能基を導入する能力がある。我々は、RNAメチル基転移酵素を用いて、こ
れらの非天然官能基の転移が、エチル基などの低分子官能基だけでなく、通常は立体障害のため
転移が困難と思われる、GABA などの分子量の大きな官能基にも適用できることを発見した。
この技術は、プローブを分子の特定位置に導入することを可能とする。我々は、tRNA分子にア
ミノ基を含む高分子非天然官能基を取り込ませて、結晶にダメージなく、TAMRA、AF488、Cy3
等の蛍光ラベルを導入する技術を独自に開発した。 
(3)【ミトコンドリアの翻訳システム】動物ミトコンドリアの翻訳系は、他の全ての生物（バクテ
リア、動植物細胞の細胞質、植物のオルガネラ）のものと比較して顕著な特徴を持っている。す
なわち、異常な２アーム型 tRNAが存在し、変則的な遺伝暗号を使用する。また、リボソーム等
の RNA・タンパク質複合体では、構成要素の RNA が縮小し、その空隙を肥大化したタンパク
質が補完している。このような異端な翻訳系も、通常生物の翻訳系と同様の機能を有するが、そ
の分子メカニズムは、ほとんど分かっていない。立体構造を基盤とする検討もこれまで数少ない。 
２．研究の目的 
マイクロビームライン・BL32XU では、数ミクロンサイズのサンプル結晶に数ミクロンサイズ
の X 線ビームを照射するため、極めて正確な結晶のセンタリングが必要になる。結晶を蛍光標
識できれば、多数のマイクロ結晶を同時にゴニオセットし、ダメージの原因となるＸ線の代わり
に同軸レーザーで追尾させることで、データセット取得の完全自動化が実現可能となる。そこで、
本研究で、可視光では判別困難なマイクロ結晶に対し結晶に蛍光標識を導入する技術、および結
晶に導入した蛍光を検出する装置の開発を進める。また、BL32XUの特性に合わせて、tRNAな
ど核酸・タンパク質複合体を標的化し、マイクロ結晶の立体構造解析を実施する。このため、多
くのメチル基転移酵素の結晶構造を分析し、非天然官能基の転移に適した基質結合ポケットの
特徴を分析する。また、非天然プローブのバリエーションを増やし、クリスタルコンタクトを破
壊しない縮小型官能基の開発も進める。鎖長の短い２つのアームからなる異常構造を持つミト
コンドリア tRNA も、リボソームに正しくエントリするためには、L 字型に類似した立体構造
をとり、両末端間の距離が通常の tRNAのものと同じであることが予想される。変則 tRNAが
如何に折りたたまれて機能分子となるかを X線結晶解析で検証する。 
３．研究の方法 
(1)【メチル基転移酵素の構造解析・非天然基質最適化】tRNAメチル基転移酵素の立体構造から
補酵素位置を特定し、転移に成功した非天然官能基が、酵素・基質複合体において立体障害を回
避する分子メカニズムを分析する。AdoMet複合体構造が得られていない酵素については、補酵
素複合体の結晶構造解析を試みる。さらにメチル基転移酵素と非天然 AdoMet 類似体複合体の構
造を決定し、非天然官能基の結合方向について考察する。エチル基やプロピル基に直接アミノ基
を繋ぐ有機合成は難しいので、炭素 4 原子単位で AdoMet 類似体を準備する。求核反応を促進
させるため、AdoMet のイオウ原子付近で sp2 混成軌道が含まれるように工夫する。複数の
AdoMet類似体の取込み活性を整理し、酵素の分類群との相関を探索する。得られた構造データ
を分析し、高分子官能基転移反応の一般化に取り組む。天然型のメチル基でないと潜在的な活性
が得られない一部の酵素群を予想し実験候補から除外する。 
(2)【放射光施設における蛍光・レーザー装置の最適化】現在、BL32XUビームラインに設置可
能な蛍光・レーザー装置を使用し、生化学実験に一般的に用いられる TAMRA(ローダミン)、
AF488(FITC相当)、Cy3を使った蛍光マイクロ結晶を観察する。マイクロ結晶の微弱蛍光を検
出するためには、CCDの検出限界による白色ノイズと照射励起光の漏れによる蛍光ノイズをシ
グナル強度以下にする必要がある。励起光と蛍光の波長バンド幅の大きな蛍光試料を準備し、網
羅的なデータ収集を行う。紫外線(UV)域の蛍光検出が出来れば、追尾測定自動化に向けて、可
視光と同時観察が可能になる。レーザー強度の調整により、蛍光試料の安定性を確保し、蛍光結
晶の退色比率をまとめる。X線照射により、通常結晶と蛍光結晶の回折安定性を比較し、データ
セット撮影法を最適化する。 
(3)【ミトコンドリア tRNA・タンパク質複合体の構造・機能解析】ミトコンドリアでは変則的な



２アームから構成される tRNA が存在し、これらを使用した翻訳の独自システムの多くは謎の
ままである。変則的な tRNAは分子として不安定であり、結晶が成長しない要因と考えられる。
特に、Dアームを欠いた mt・tRNA は熱的安定性が乏しく RNA 単体の結晶化は困難である。
ミトコンドリア・アミノアシル tRNA合成酵素（mt・aaRS）と mt・tRNAの複合体を調製し
共結晶化を行う。構造解析の位相決定のためには結晶改良を必要とする。mt・tRNAにどのメチ
ル基転移酵素が反応するか、その取込み活性を調べる。tRNAとメチル基転移酵素双方を改変し、
効率的な非天然官能基の取込みを実現する。蛍光微結晶に放射光実験ハッチ内でレーザー照射
し蛍光量を調べ、マイクロ結晶に自動追尾Ｘ線照射出来るかを検討する。また、DNA修復酵素
の蛍光マイクロ結晶を作成し、核酸・タンパク質複合体結晶の蛍光センタリング法を一般化する。 
４．研究成果 
(1)【メチル基転移酵素の構造解析・非天然基質最適化】 
超好熱性真正細菌 Aquifex aeolicusのメチル基転移酵素 TrmIを使用して、tRNA分子の T-Loop
部位に非天然官能基を取り込ませることに成功した。非天然官能基の末端に位置するアミノ基
に Sulfo-NHS-Biotin試薬を反応させて、tRNA分子に結合した人工官能基の末端をビオチン化
した。また、TrmIの触媒部位の立体構造を分析し、結晶化用に非天然官能基の長さを最適化し
た。アミノ基の代わりにビオチンを末端に持つ AdoMet類似体もデザインし、tRNA分子に直接
ビオチンを転移させることが可能になった。それぞれ、ビオチン化された tRNA 分子は、スト
レプトアビジンを使用したゲルシフトアッセイ電気泳動実験の結果から、十分な反応効率であ
ることが確認された。さらに、tRNA分子に取り込ませた非天然官能基の末端に Cy3や Cy5な
どの蛍光色素を導入することにも成功した。作製した蛍光化 tRNA 分子の修飾基が立体障害し
ないように、T-Loop 部位を認識しない tRNA 結合タンパク質を選定して、tRNA・タンパク質
複合体の結晶化を試み成功した。得られた複合体結晶が導入した蛍光を発することが確認され
た。 
(2)【放射光施設における蛍光・レーザー装置の最適化】 
SPring-8のマイクロフォーカスビームライン BL32XUは、マイクロ結晶から回折データを得る
ために開発されたビームラインである。この BL32XUに蛍光・レーザー装置を設置し、Cy3を
導入した tRNA・タンパク質複合体の蛍光結晶から、実際に X 線測定に使用するゴニオステー
ジ上で蛍光の検出に成功した。開発した蛍光・レーザー装置を高度化し、Cy3や Cy5蛍光色素
の他にローダミン蛍光色素も検出できるようになった。BL32XU ビームラインのゴニオステー
ジにて、それぞれの蛍光色素について蛍光結晶の退色が起こらないレーザー強度を調べた。さら
に、UV波長により励起する蛍光色素も検出できる条件を見出した。それぞれの蛍光色素につい
て蛍光結晶の退色が起こらないレーザー強度を調べたところ、UV波長の蛍光は可視光に比べて
強度が若干弱く、実用とするには改善が求められることが分かった。 
(3)【ミトコンドリア変則型 tRNAの構造・機能解析】 
バクテリア由来の tRNA・タンパク質複合体のマイクロ結晶に非天然官能基を導入する条件を最
適化し、BL32XUの特性を生かす蛍光マイクロ結晶を作製した。BL32XUにて、この tRNA・
タンパク質複合体の蛍光マイクロ結晶から、構造解析用の X 線回折データセットの取得し、位
相回復に成功した。ミトコンドリア tRNA・タンパク質複合体については、マイクロ結晶のＸ線
回折データが効率的に取得できるようになったものの、回折分解能が不十分で位相回復が出来
なかった。引き続き結晶改良に努めている。マイクロ結晶のメチル基転移酵素による非天然官能
基蛍光プロービング法を一般化するために、DNA修復酵素のマイクロ結晶化と、BL32XUにて
蛍光検出にも成功した。SACLAの XFELにも使用できるマイクロ結晶から、高分解能のＸ線回
折データが得られる実験条件を見出した。 
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第56回日本生物物理学会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

上田雅美、和田千惠子、別所義隆、和田明
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International workshop on “50th anniversary of Thermus thermophilus discovery”（国際学会）
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SACLAでの生体溶液試料XFEL回折イメージング手法の開発

大腸菌リボソーム蛋白 L31 と L36 およびそれらのパラログ(YkgM, YkgO)の機能解析

XFEL analysis of light-mediated pyrimidine dimer repair by DNA photolyase

XFEL Diffractive Bio-Imaging at SACLA/SPring-8
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2017年度生命科学系学会合同年次大会 (ConBio2017)（招待講演）
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第39回日本分子生物学会年会（招待講演）
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8th International Conference on Proteomics and Bioinformatics（招待講演）（国際学会）
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大腸菌リボソーム蛋白L31, L36パラログはzur変異によって恒常的に発現する

タンパク質生合成系遺伝子群の成立と進化

Advanced X-ray bioimaging technology for structural genomics

遺伝暗号の初期進化とtRNA修飾酵素の役割
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第39回日本分子生物学会年会
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大腸菌リボソームの翻訳活性は従来の測定値より40％高い：L31蛋白損傷の影響を排除する


