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研究成果の概要（和文）：超好熱性古細菌（Pyrococcus horikoshii）由来リボ核タンパク質酵
素・RNase P の構成タンパク質は、蛍光共鳴エネルギー移動法による解析から、RNA アニーリン
グ促進活性と RNA シャペロン活性を有している事が明らかになり、これら両活性が RNase P の
触媒活性の活性化に関与していることを示唆した。さらに、PhoRpp38 と PhopRNA の相互作用
を熱力学的に解析した。その結果、それらの結合定数は 1.56 x 107 M-1で、PhoRpp38 は 2 つの
ステムループ構造に同等の親和性により結合することが分かった。 以上の結果より、
PhopRpp38 の PhopRNA への結合が、C ドメインと S ドメインの適切な配置をもたらし、さら
に PhopRNA の塩基スタッキングを増加していることを示唆した。  
 
研究成果の概要（英文）：The ribonuclease P (RNase P) in the hyperthermophilic archaeon Pyrococcus 
horikoshii comprises RNA (PhopRNA) and five proteins. We analyzed the RNA binding mode of the 
proteins, using a pair of complementary fluorescence-labeled oligoribonucleotides. Fluorescence 
resonance energy transfer (FRET)-based assays suggests that the RNase P proteins assist PhopRNA in 
attaining a functionally active conformation via a distinct mode of binding. Moreover, Thermodynamic 
analysis revealed that PhoRpp38 and PhopRNA interact with each other with an association constant 
(Ka) of 1.56 x 107 M-1. It was further found that PhoRpp38 simultaneously binds two stem-loop 
structures in PhopRNA approximately with an equal affinity. On the basis of the results, it was 
suggested that the simultaneous binding of PhoRpp38 to SL1 and SL2 makes an appropriate orientation 
of the S and C domains and that PhoRpp38 binding stabilizes base pairing, which increases base staking 
in PhopRNA. 
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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の 5’末端余剰配列の切断に関与するエ

ンドヌクレアーゼで RNAとタンパク質から構

成されている。大腸菌を代表とする真正細菌

の RNase P は、Mg2+高濃度下では RNA 分子の

機関番号：１７１０２ 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22380062 

研究課題名（和文） リボ核タンパク質複合体酵素の構造活性相関と耐熱性 

                     

研究課題名（英文） Structure-activity relationship and thermostability of 

 ribonucleoprotein enzyme 

研究代表者 

木村 誠（KIMURA MAKOTO） 

九州大学・農学研究院・教授 

 研究者番号：10204992 



 

 

みで活性を持つリボザイムとして知られて

いる。一方、古細菌や真核生物の RNase P は

RNA のみで活性を持つことはなく、RNA とタ

ンパク質の相互作用により RNAの触媒活性が

活性化される。このような性質から、古細菌

及び真核生物 RNase P は機能性 RNA のタンパ

ク質による触媒活性の活性化機構を解明す

るためのモデル酵素と考えられ、当研究室で

は真核生物の RNase P に比べてタンパク質数

が 少 な い 超 好 熱 古 細 菌 （ Pyrococcus 
horikoshii）の RNase P を研究対象として、

その構造と活性に関する研究を進めている。

既に、超好熱古細菌 RNase P は触媒活性を持

つ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ことが明らかになって

いた。また、タンパク質 PhoPop5 と PhoRpp30
及び PhoRpp21 と PhoRpp29 がそれぞれ複合体

を形成し、PhopRNA の触媒（C）ドメイン及び

特異性（S）ドメインの活性化に関与してい

ることを明らかにしていた。さらに、分光学

的 な 実 験 に よ り 、 タ ン パ ク 質 複 合 体

PhoPop5-PhoRpp30 と PhoRpp21-PhoRpp29 が

PhopRNA の塩基対を解くのに対して、

PhoRpp38は PhopRNAの 2本のステムループ構

造に特異的に結合し、塩基対を形成すること

で温度安定性に寄与していることが明らか

になっていた。 

 
２．研究の目的 
 本申請研究では、超好熱性古細菌リボ核タ

ンパク質複合体酵素・PhoRNase P の構造活性

相関と耐熱性の構造基盤を解明するために、

RNA サブユニットのタンパク質による構造形

成機構と耐熱性獲得機構について検討した。 

 
３．研究の方法 
 RNase P の構成タンパク質の RNA 作用様式

は、蛍光共鳴エネルギー移動法により解析し

た。また、RNase P 構成タンパク質 Rpp38 と

RNA の相互作用を等温滴定カロリメトリーに

より解析した。 

 

４．研究成果 

まず、P. horikoshii RNase P 構成タンパ

ク質の RNAに対する作用様式を明らかにする

ために、タンパク質の存在下または非存在下

で、Cy3 もしくは Cy5 で蛍光標識した２本の

相補的塩基配列を持つ RNA（Oligo-1 と-2、

各 21 nt）を室温で混合後、日立蛍光分光光

度計により Cy3 を励起波長 λ=535nm で照射

し、λ=590nm の蛍光強度の減少を測定するこ

とによりアニーリング促進活性を評価した。

続いて、上記の系に Cy3-RNA と同配列を持つ

未標識 RNA を加え、λ=590nm の蛍光強度の回

復を測定することにより解離促進活性（RNA

シャペロン活性）を評価した。その結果、タ

ンパク質非存在下では、Oligo-1 と-2 のアニ

ーリング反応の半減期は 185 秒であった。し

かし、タンパク質（PhoPop5, PhoRpp21, 
PhoRpp29, PhoRpp30）の存在下では、アニー

リング反応の半減期が約 1/10 に短縮されて

いることから、これら 4種のタンパク質はア

ニーリング促進活性をもつ事が示唆された。

一方、タンパク質 PhoRpp38 の存在下では、

Oligo-1と-2のアニーリング反応に影響を与

えず、PhoRpp38 はアニーリング促進活性を有

していない事が示唆された。続いて、未標識

の RNA を添加すると、PhoPop5, PhoRpp29, 
PhoRpp30 は Oligo-1 と-2 の解離反応を促進

し、その半減期はそれぞれ326秒, 268秒, 166

秒であった。この結果より、これら 3種のタ

ンパク質は RNAシャペロン活性を有すること

が示唆された。一方、PhoRpp21 と PhoRpp38
はOligo-1と-2の解離反応を促進しなかった。 

次に、PhopRNA と PhoRpp38 の相互作用を検

討するため、PhopRNA、P12 を欠損させた変異

体ΔP12、P16 を欠損させた変異体ΔP16、P12

断片および P16 断片を作成し ITC を測定した。

その結果、PhoRpp38 と PhopRNA の結合定数

(Ka)は1.56×107M-1で結合比(N)は1:1であっ

た。ΔP12 とΔP16 の Ka を見ると、それぞれ

6.71×106M-1と 5.08×106M-1であり PhoRpp38

は両ステムループ構造に同等の結合親和性

を持つことがわかった。この結果より、

PhoRpp38は P12およびP16へ同等の強さで同

時に結合し、P12 を含む特異性(S)ドメインと

P16 を含む触媒(C)ドメインをコンパクトに

折りたたみ構造を安定化することよって

PhopRNA の耐熱性を向上させると推定された。

また、結合比(N)を比べると、PhoRpp38 は

PhopRNA とΔP12 に対しては 1:1 であったが、

ΔP16 および P12 に対しては 1:2 であった。

これより、PhoRpp38 には P12 と P16 のそれぞ

れの結合部位があり、P12 は P16 の結合部位

にも結合できることが推定された。以上の結

果より、PhopRpp38 の PhopRNA への結合が、C

ドメインと Sドメインの適切な配置をもたら

し、さらに PhopRNA の塩基スタッキングを増

加していることを示唆した。  
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