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１．研究計画の概要
リボソームは翻訳の基幹装置であり，その

生合成機構の解明は，生命現象解明の中心的
課題である．本研究では，rRNA の成熟過程を，
アセチル基転移酵素とガイド snoRNA の複合
体解析を通して解明することを研究目的と
している．連携研究者の鈴木勉（東大・院工）
は，近年，真核生物において rRNA の Helix45
のアセチル化に関与する必須遺伝子を同定
したが，この遺伝子は我々が構造解析したヘ
リカーゼ機能を持つ tRNA アセチル基転移酵
素 TmcA のホモログをコードしている．我々
はこれらの事実から，この TmcA ホモログは
備え持つヘリケースドメインにより Helix45
の 2 次構造を解きつつ，U13 をガイドとして
pre-18SrRNA に結合し，アセチル化を施して
いるという新しい概念を持つに至った．本研
究では，この TmcA ホモログ（RAT：RNA
AcetylTransferase）が U13 をガイドとして
pre-18SrRNAを認識し，その2次構造を解き，
アセチル化を行う分子機構を解明し，次いで，
そのアセチル化を認識した rRNA 切断酵素が
pre-18SrRNA をプロセシングするまでの分子
機構を解明する．

２．研究の進捗状況
平成 20 年度は，真核生物由来 TmcA の発

現・精製系の確立を目指して研究を進めた．
そのためマウス由来の TmcA のホモログ
(mTmcA)をコードする遺伝子を含むベクター
を購入し，PCR により増幅した．mTmcA は
115kDa を超えるタンパク質であり，可溶化，
精製が困難であるため，GST との融合タンパ
ク 質 と し て 発 現 さ せ る 系 を 構 築 し ，
QuikChange キットを用いて，GST と mTmcA の

間に His-tag を挿入した．mTmcA の発現を確
認したところ，不溶性画分に発現が確認され
た．次いで酵母 Pchia を用いた mTmcA の発現
系を構築し，アフィニティークロマトグラフ
ィーにより，GST 融合している mTmcA を調製
することができた．精製過程を最適化するこ
とにより，大量に調製することが可能となっ
た．さらに，精製された mTmcA の ATPase 活
性を確認した．一方，バイオインフォマティ
クスを用いて mTmcA と相互作用する分子群を
探索した結果，mTmcA はリボソーム rRNA18S
の生合成に関連する因子 UTP7，UTP22，KRR1，
ENP1，ENP2，NOP4 と相互作用し，rRNA18S の
生合成に関与する可能性を示唆した．

平成 21 年度は，RNA 複合体の調製系を構
築することを目指したが，酵母により発現
された mTmcA の安定性が著しく低く，その
原因が C 末端領域にあることがわかったの
で，C 末端領域の欠失変異体の調製系を構築
した．野生型よりも安定な分子として精製
できることが分かり，また，それらの ATPase
活性も確認できた．アセチル基転移活性に
ついては，連携研究者の拠点（鈴木研究室）
との共同研究により，質量分析装置を用い
て評価したが，十分な活性は確認されなか
った．活性を有する溶媒条件を引き続き検
討するとともに，各変異体の結晶化条件の
スクリーニングを開始した．
平成 22年度は，前年度までに調製した種々

のマウス由来 RAT（mRAT）の活性を，連携研
究者の拠点（鈴木研究室）との共同研究によ
り，質量分析装置で評価した．種々の溶媒条
件にて活性を評価した結果，特定の塩濃度の
条件下で Helix45 周辺の RNA フラグメントに
アセチル基を転移する活性を発現すること
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が明らかになった．結晶構造解析に向けては，
種々の mRAT 変異体を調製し，結晶化スクリ
ーニングを行ったが，解析可能な良好な結晶
を得ることは出来なかった．また，酵母由来
の RAT の大量調製系を構築し，得られたタン
パク質の ATPase 活性を確認した．さらに，
その結晶化スクリーニングを開始した．

３．現在までの達成度
②おおむね順調に進展している．
(理由)
タンパク質合成の基幹装置，リボソームの成
熟機構に関与すると仮説を立てたTmcAホモロ
グ（RAT：RNA AcetylTransferase）タンパク
質の分子機構解明を目指して，115kDaを超え
るタンパク質の発現，精製の系を確立すると
ともに，仮説どおり，ATPase活性とアセチル
基転移活性を確認した．

４．今後の研究の推進方策
機能解析を終えたマウス由来の RATについて
は，結晶構造解析を目指して，アセチル基転
移活性の確認された基質フラグメントとの
複合体の結晶化をすすめるとともに，酵母由
来の RATについてもまずはアセチル基転移活
性を確認し，同様に結晶化実験へと進める．

５. 代表的な研究成果
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）
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