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学位論文内容の要旨

    全ての生命で蛋白質翻訳を司るりボソームは，リボソーム蛋白質とりボソ
ームRNA（rRNA）から構成される，リボソームの生合成過程において，rRNA
は切断，巻き戻し，修飾などの過程を経て成熟する．rRNAの修飾は，真核生
物においては，修飾部位周辺と塩基対を形成するガイドRNAの助けにより，
リボースの2’ヒドロキシル基のメチル化やウリジンのシュードウリジル化が
導入される．真正細菌においては，部位特異的に働く修飾酵素の働きにより修
飾が導入される，rRNAの修飾酵素は，1っの酵素がIつの修飾を担当すると
考えられていたが，近年，複数箇所に修飾を導入する酵素も発見され，修飾酵
素の基質認識，修飾酵素の進化の研究が加速しつっある，本研究においては，
黄色ブドウ球菌由来機能未知蛋白質SAV1081を対象として，立体構造を解析
し類似構造との比較から機能の推定を行った．
    SAV1081は，NCBIが蛋白質を機能ごとに分類する目的で作製したCOG
  （Clusters of Orthologous Groups of proteins）データベースのCOG1092に分類
されている．COG1092には機能が明らかとなっている大腸菌由来の2っの
rRNAのメチル基転移酵素YccWとYcbYが属しており，その他の蛋白質もRNA
のメチル化に関与していると類推される．YccWは23S rRNAの1962番目のシ
チジンの5位のメチル化を行う，YcbYは23S rRNAにおける2つのグアノシ
ンのメチル化に関与している．YcbYは2つのメチル基転移ドメインを有し，
N末端側のドメインが23S rRNAの2445番目のグアノシンの2位のメチル化，
C末端側のドメインが23S rRNAの2069番目のグアノシンの7位のメチル基修
飾に関与している，COG1092に属しているのはYcbYのC末端側のメチル基
転移ドメインである，SAV1081はYccW．YcbYとそれぞれ26％．19％の一次配
列相同性を有しているが，SAV1081がどちらの働きを持っかは明らかになって
いない．
    SAV1081は大腸菌発現系で大量発現させ，カラムクロマトグラフィーに
よって精製した．精製した蛋白質を用いて蒸気拡散法にて結晶を作製し，シン
クロトロン放射光施設にてX線回折実験を行った，SAV1081の結晶を用いて
2．iAの回折データ収集し，分子置換法によって構造決定を行った．
    SAV1081の構造は，N末端側からPUAドメイン，EEHEEドメイン，メチ
ル基転移ドメインによって構成されている． SAV1081のメチル基転移ドメイン
にはメチル基転移反応の反応産物であるAdoHcyが結合していた．AdoHcyの
結合サイトには特徴的なBヘアピンが形成されていた，類似構造との比較から，
p^ アピンはメチル基供与体であるAdoMet，もしくは反応産物であるAdoHcy
との結合によって形成されることが判明した．
    SAV1081の全体構造はYccWの構造と非常に類似している．YccWは
SAV1081と同じドメイン構成をしており，全体構造は非常によく重なる．しか
し，YccWは活性部位に触媒残基Cys340を持っのに対して，SAV1081ではこ
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  Crystal structure analysis of putative rRNA

methyltransferases from Staphyめ C〇 CCuSaUreuS

  （黄色ブドウ球菌由来rRNAメチル基転移酵素の結晶構造解析）

    mRNAから蛋白質への翻訳を司るりボソームは，蛋白質とRNA (rRNA)から構成

されている．リボソームの生合成過程において，rRNAは，転写後，さまざまな化学修

飾を経て成熟するが，真正細菌においては，RNA塩基の修飾は，部位特異的に働く修飾

酵素の働きによって行われる．

    大腸菌のYcbY蛋白質は，23SrRNAにおける2069番目のグアノシンと2445番目の

グアノシンの両方のメチル化修飾に関与している．YcbYは2つのメチル基転移ドメイ

ンを持ち，N末端側のドメインが2069番目のグアノシンの7位のメチル化，C末端の

ドメインが2445番目のグアノシンの2位のメチル化を行う．YcbYのように2つのメチ

ル基転移ドメインを保有するRNA修飾酵素は珍しく，真正細菌プロテオバクテリア門

（グラム陰性菌）の一部にしか保存されていない，真正細菌フイルミクテス門（グラム

陽性菌）に属する黄色ブドウ球菌においては，YcbYのN末端側ドメイン，C末端側ド

メインそれぞれのホモログ蛋白質，SAV1444とSAV1081が，ゲノム上に存在するが，

その機能は明らかになっていない．本研究では，黄色ブドウ球菌由来の2つの蛋白質

SAV1444， SAV1081を対 象とし て， 立体 構造 解析と 機能 解析 を行 った，

    SAV1444とSAV1081は大腸菌発現系で大量発現させ，カラムクロマトグラフイー

によって精製した．精製した蛋白質を用いて蒸気拡散法にて結晶化し，シンクロトロン

放射光施設にてX線回折実験を行った．SAV1444とSAV1081それぞれの結晶について

1．6A，2．1Aの回折データ収集し，分子置換法によって構造を決定した．SAV1444の酵

素活性は，3H標識されたメチル基供与体AdoMetを用いて評価した．基質となるRNA

は，invi廿oでRNAポリメレースを用いて合成した，活性測定の結果，SAV1444はYcbY

のN末端側ドメインと同様，23SrRNAの2445番目のグアノシンにメチル基を転移する

活性を持っことが明らかとなった．
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    SAV1444の構造は，N末端側のTHUMPドメインとC末端側のメチル基転移ドメ

インによって構成されており，2つのドメインに挟まれた領域は，分子中央に幅広く浅

い溝を形成していた．SAV1444のメチル基転移ドメインにはメチル基供与体のAdoMet

が結合しており，それは細長い溝の一部に埋没していた．AdoMetが結合している溝は

分子中央の溝とっながっており，また，メチル基の傍らには修飾される塩基が入るのに

十分な空間が残されていた．分子中央の溝には塩基性アミノ酸が密集しており，この溝

がRNA結合部位であることが示唆された．分子中央の溝からは塩基性アミノ酸が密集

する2本の帯が，THUMPドメインを囲むように延ぴており，また，これらの塩基性ア

ミノ酸は保存されていた．THUMPドメインは，RNAの塩基対部分の修飾を導入する酵

素が共通して保有している．SAV1444の基質となる23S rRNAの2445番目のグアノシ

ンも塩基対部分に存在することから，THUMPドメインがRNA塩基対をほどくジッパー

のような役割を担っていることが予想された．

    SAV1081は，YcbYのC末端側ドメインのホモログであると同時に大腸菌のYccW

蛋白質のホモログでもある．YccWは23S rRNAの1962番目のシチジンの5位のメチル

化を行う．SAV1081はYccW，YcbYとそれぞれ26％，19％の一次配列相同性を有してい

るが，SAV1081がどちらの働きを持っかは明らかになっていない．SAV1081の構造は，

N末端側からPUAドメイン，EEHEEドメイン，メチル基転移ドメインによって構成さ

れていた．SAV1081のメチル基転移ドメインには，メチル基転移反応の反応産物である

AdoHcyが結合していた．AdoHcyの結合サイトには特徴的なpヘアピンが形成されてい

た，類似構造との比較から，pヘアピンはメチル基供与体であるAdoMet，もしくは反応

産物であるAdoHcyとの結合によって形成されることが判明した．SAV1081の全体構造

はYccWの構造と非常に類似していたが，YccWは活性部位に触媒残基Cys340を持つの

に対して，SAV1081ではこの残基がAsn333に置換されていた．さらにYccWが触媒す

るシチジン5位のメチル化にはシステインが必須であるが，SAV1081の活性部位周辺に

は代役となるシステインは見っからなかった．またYccWは溶液中で2量体を形成する

ことが知られており，結晶中においても共通の会合様式により2量体を形成している．

一方，YcbYは溶液中で単量体として存在している．SAV1081の結晶中にはYccWに見

られる会合が見られず，またゲルろ過クロマトグラフイーを用いた会合状態の解析によ

って ，SAV1081は 溶液 中で単 量体 とし て存在していることが判明した，

    以上，本研究は，X線結晶構造解析法により黄色ブドウ球菌由来の2つの蛋白質の

解析を行い，SAV1444の構造を解明して，それが23S rRNAの2445番目のグアノシン

にメチル基を転移する活性を持つことを明らかにし，さらにSAV1081についても構造

を決定し，その構造からrRNAメチル基転移酵素としての機能の推定を行ったものであ

る．本研究が生命科学に及ばす貢献には多大なものがあり，よって審査員一同は，申請

者が北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認めた．

― 71―


