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研究成果の概要（和文）：マイクロRNAは、特定のmRNAと相補的に結合し、mRNAの分解と翻訳抑制を誘導することによ
って、細胞分化やガン化などに関連する多くの遺伝子の発現制御を担っている。RNA結合タンパク質Lin28は、ウリジル
化酵素TUT4をプレマイクロRNAにリクルートし、RNAをポリウリジル化することで分解経路に誘導し生合成を調節する。
本研究では、ウリジル化酵素の立体構造を解明し、反応機構を明らかにすることを目的とした。ヒトポリウリジル化酵
素の活性部位を結晶化し、現在分解能の向上のため、結晶化条件の精密化と測定条件の最適化を行っている。低分解能
のX線回折データを使った分子置換法の解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：Binding of a specific miRNA to the target sequence on an mRNA induces the 
inhibition of its translation. This plays a role for the regulation of gene exression related to cell 
differenciation and cancer, etc. RNA binding protein LIN28 recruits TUT4 to pre-miRNAs to poly-uridylate 
its RNA terminus, which leads to the degradation of the pre-miRNA. The aims of this project are to 
determine the structure of TUT and its complex and to reveal the reaction mechanism. We crystallized the 
catalytic domain of TUT. We are trying to improve the X-ray diffraction pattern for the structural 
determination.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： X線結晶解析
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１．研究開始当初の背景 

 マイクロ RNA は、特定の mRNA と相補

的に結合し、mRNA の分解と翻訳抑制を誘

導することによって、細胞分化やガン化な

どに関連する多くの遺伝子の発現制御を担

っている。そのため、マイクロ RNA を制

御する分子機構を解明することはマイクロ

RNA による代謝機構の理解を深めるだけ

でなく、医薬学の分野においても重要であ

る。 

 RNA 結合タンパク質 Lin28 は、末端ウ

リジル化酵素 TUT4 をプレマイクロ RNA

にリクルートし、RNA をポリウリジル化

することで分解経路に誘導し生合成を調節

する。本研究では、Lin28・TUT4・プレマ

イクロ RNA 複合体の立体構造を解明し、

Lin28 と TUT4 による共同的な RNA ポリ

ウリジル化機構を明らかにする。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、Lin28 依存的な TUT4 によ

る pre-let-7 への 3'末端ポリウリジル化機

構を解明するため、Lin28・TUT4・pre-let-7

複合体の結晶構造を解明し、Lin28 による

RNA 末端への TUT4 のリクルート機構お

よびポリウリジル化の反応機構を解明する。

三者複合体の立体構造から、TUT4 が

Lin28・pre-let-7 複合体を特異的に認識し

て結合する分子メカニズムと、pre-let-7 の

3’末端が TUT4 の活性ポケットへ導入され

る構造基盤が解明できると考えられる。マ

イクロ RNA を標的とした RNA ポリメラ

ーゼの立体構造解析は、これまで報告され

ておらず、新規のマイクロ RNA 認識の分

子メカニズムや、RNA 合成反応機構が解

明できると考えている。 

研究期間内では、プレマイクロ RNA を

ポリウリジル化する反応機構を表す

TUT4・Lin28・プレマイクロ RNA 複合体

の構造決定を達成することを目標とする。

TUT4 は、分子量が大きく結晶化が困難な

ことも予測される。良質な結晶を得るため、

結晶化に用いるタンパク質の領域を検討し、

結晶構造解析を進める。活性を保持した

TUT4 全長と Lin28・プレマイクロ RNA

の結晶構造解析を第一の目標として研究を

進める。また、TUT4 は N 末端領域が

Lin28・プレマイクロ RNA の相互作用に重

要で、C 末端領域がポリウリジル化反応を

担っていることがわかっている。そのため、

TUT4 の N 末端領域・Lin28・プレマイク

ロ RNA 複合体の結晶構造解析、および

TUT4 の C 末端領域・プレマイクロ RNA

複合体の結晶構造解析も同時に取り組む。

それぞれの立体構造を解明することによっ

て、三者の全構成要素を再構成して立体構

造モデルを構築することができると考えて

いる。 

 

３．研究の方法 

 マイクロ RNA の制御機構であるプレマ

イクロ RNA のポリウリジル化反応の分子

機構を解明するため、Lin28・TUT4・プレ

マイクロ RNA 複合体の立体構造解析を行

う。 

(1)まず、Lin28・TUT4・プレマイクロ RNA

からなる三者複合体の精製と結晶化を目指

す。RNA 結合タンパク質 Lin28 と末端ウ

リジル化酵素TUT4を高純度に大量調製し、

pre-let-7 RNA と混合して三者複合体の結

晶化を行う。良質な X 線回折能を有する結

晶を得るため、Lin28 および TUT4 の最適

化領域の検討と RNA 鎖の配列・長さの検

討を行い結晶化する。放射光施設において

X 線回折データを収集し、SeMet 置換体結

晶を利用して位相決定を行う。立体構造を

基にして、タンパク質あるいは RNA の変

異体を作製し、詳細な生化学的実験を行う

ことで、TUT4 複合体の形成機構や、プレ

マイクロ RNA のポリウリジル化の反応機



構を明らかにする。 

(2)上記の三者複合体の結晶化は、TUT4 の

分子量が大きいこと、プレマイクロ RNA

が長く不安定であること、などから困難で

ある可能性がある。そのため、TUT の部分

領域の精製と結晶化も行う。TUT 中の

Lin28 と相互作用する部位、あるいはポリ

ウリジル化反応を触媒する部位は、他のプ

ルダウンアッセイやリコンビナントタンパ

ク質を使った実験から予測されている。ド

メインタンパク質の発現系構築と精製・結

晶化を進め、X 線回折データの収集を行う。 

 

４．研究成果 

 プレマイクロ RNA のポリウリジル化酵素

は、ヒトでは TUT4 および TUT7 の二つが見

つかっている。共に N 末端から、ジンクフィ

ンガードメイン、ポリメラーゼドメイン、ジ

ンクフィンガードメイン、ポリメラーゼドメ

イン、タンデムなジンクフィンガードメイン

で構成されている。TUT4 と TUT7 はそれぞ

れ 1644 残基、1495 残基であり、非常に分子

量が大きなタンパク質である。結晶化に最適

な領域を見出すため、N 末端と C 末端領域を

削った組み換えタンパク質を調製した。その

結果、N 末端のジンクフィンガードメインか

ら C 末端の一つのジンクフィンガードメイ

ンを含む領域のタンパク質が、Lin28 依存的

なポリウリジル化活性に必要であることが

わかった。また、全長のタンパク質調製を試

みたところ、TUT7 は TUT4 に比較して、不

安定であり、結晶化実験には不向きと考えら

れたため、TUT4 を中心として三者複合体の

調製は行った。 

三者複合体の調製のため、以下の試料を調

製した。TUT は、TUT4 の N 末端と C 末端

領域を削ったタンパク質の発現コンストラ

クトを調製し、大腸菌で大量発現させた。ニ

ッケルカラム、ヘパリンカラム、陰イオン交

換カラム、ゲルろ過カラムを用いて、ほぼ単

一バンドになるまで精製を行った。Lin28 に

ついても同様に、N 末端と C 末端領域を削っ

たタンパク質の発現コンストラクトを調製

し、大腸菌で大量発現した。ニッケルカラム、

ヘパリンカラム、ゲルろ過カラムによって精

製し、RNA が混在しない純度が高いタンパ

ク質を調製した。プレマイクロ RNA として

は、合成 RNA と転写した RNA などさまざ

まな長さ、配列のものを調製した。 

TUT・Lin28・プレマイクロ RNA を混合

し、ゲルろ過カラムによって複合体を確認し

た。精製した複合体を用いて結晶化スクリー

ニングを行ったが、結晶を得ることはできな

かった。調製した三者複合体は、揺らぎが大

きいなど結晶化には不向きであると推測さ

れた。 

続いて、TUT の触媒部位に着目し、発現コ

ンストラクトの作製とタンパク質発現精製

を行った。その結果、一つのコンストラクト

で結晶を得ることができ（写真参照）、現在 5

Å程度の分解能のX線回折データを収集して

いる。今後、結晶の改善を行って、構造解析

と生化学的解析による反応機構の解明を行

う。 
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