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可逆的なRNAリン酸化修飾による tRNAの構造安定化と生物の耐熱化

大平 高之，蓑輪 恵一，鈴木 勉

1. はじめに

リボ核酸（ribonucleic acid：RNA）には多様な転写後修
飾が含まれており，これらがRNAの発現量や機能を調節
することで，さまざまな生命現象と密接に関わっている．
最近，RNA修飾の研究はエピトランスクリプトミクスと
呼ばれ，生命科学のさまざまな分野から脚光を浴びてい
る 1, 2）．
同じ核酸であるDNAには，わずか数種類の修飾塩基が
含まれているのに対して，RNAには，現在までに約150種
類にも及ぶRNA修飾がさまざまな生物種から見つかって
いる 3）．これらは，塩基やリボースのメチル化，アセチル
化，水酸化，脱水環化，硫化，セレノ化，還元，異性化，
アミノ酸や糖の付加など，化学的にバリエーションに富ん
でいる．RNA修飾の機能は多様であり，未知の部分も多
く残されている．物理化学的な側面において，RNA修飾
は塩基やリボースの構造変化や，局所的な疎水場や親水
場の提供を行うことでRNAの高次構造の安定性や機能調
節に寄与している 4）．生化学的側面としては，RNA結合タ
ンパク質との相互作用，RNA分解酵素からの保護，遺伝
暗号の解読，翻訳調節などに寄与している 1）．また，RNA
の自己と非自己の識別にRNA修飾が関わることが知られ，
新型コロナウイルスのmRNAワクチンに含まれている
1-メチルシュードウリジンは，自然免疫応答を軽減するこ
とで抗原タンパク質の合成効率を高めている 5）．図1に生
物三界に分布するRNA修飾を示す．全生物界に共通して
いるRNA修飾よりも，生物界固有のRNA修飾の方が多い
ことがわかる．多様なRNA修飾は，生物が進化の過程で

獲得したRNAの機能と遺伝子発現制御機構の存在を示し
ている．近年においても新規のRNA修飾が次々と発見さ
れ，RNA修飾のケミカルスペースは拡大し続けている 1）．

RNA修飾の欠損はヒトの疾患の原因になることが知ら
れている．筆者らのグループは，ミトコンドリア病の原
因が tRNAの修飾欠損を原因としていることを世界で初め
て突き止め，RNA修飾病（RNA modopathy）という疾患
の新しい概念を提唱している 1, 6, 7）．その後，多くの疾患が
RNA修飾の欠失や異常によって生じることが明らかとな
り，RNA修飾は新しい創薬や治療の標的として注目され
ている．

2. 好熱性生物と tRNA修飾

生物は，地球上のさまざまな環境に適応し，独自の生態
系を築いている．熱水噴出孔や温泉の源泉といった高温環
境にも生物は生息している．これら好熱性生物のうち，至
適生育温度が80°Cを超える生物は超好熱性生物と呼ばれ
る．超好熱性生物の多くは古細菌（アーキア）という生物
界に属しており，進化系統樹の根本に位置することから，
原始生命体に近いと考えられている．これら好熱性生物で
は，タンパク質，ゲノムDNA, RNA，膜脂質などの分子は
熱によって変性しないようさまざまな方法により熱耐性を
獲得している 8‒10）．
転移RNA（transfer RNA：tRNA）は，タンパク質合成の
場であるリボソームにアミノ酸を運び込み，自身の持つア
ンチコドンを介して伝令RNA（messenger RNA：mRNA）
上のコドンを特異的に認識し，アミノ酸に対応づけるア
ダプター分子である．tRNAのアンチコドン領域やコア領
域にはRNA修飾が集中しており，コドン解読の正確性や
tRNA構造の安定性に寄与している．高温環境下で tRNA
は容易に変性しうるのだが，好熱性生物の tRNAは，グア
ノシンとシチジンの含量が多く，さまざまなRNA修飾に
よって高い耐熱性を獲得している 8, 11）．興味深いことに，
環境温度に応じて修飾率がダイナミックに変動するRNA
修飾が知られており，tRNA構造の柔軟性を調節すること
で，その環境温度におけるタンパク質の合成効率を最適化
している 12）．このようにRNA修飾は，好熱性生物の生存
戦略に大きく関わっている．本稿では，筆者らが好熱性
生物から見いだした可逆的なリン酸化修飾による tRNAの
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構造安定化機構と，生物の耐熱性との関連について紹介す
る 13）．

3. 2′-リン酸化ウリジン（Up）修飾の機能と生物学的意義

1） Up修飾の発見
Sulfurisphaera tokodaiiは，大島泰郎博士らによって大分

県別府温泉から単離された生育至適温度が75～80°C，生
育至適pHを2.5～3とする好熱好酸性アーキアである 14）．
筆者らは，S. tokodaiiから単離精製した tRNAについて高精
度質量分析（RNA mass spectrometry：RNA-MS）による構
造解析を行った結果，可変ループの47位に新規ウリジン
修飾体を見つけ，生化学的な解析により，2′位がリン酸化
された2′-リン酸化ウリジン（Up）であることを明らかに
した（図2A, B）．Up修飾は，可変ループの長さが5塩基長
のすべての tRNAにみられ，82～100％と高い修飾率で導
入されていた．意外なことにRNA内部領域におけるリン
酸化修飾の報告はなく，驚くべき新発見であった．

2） Up修飾は tRNAの立体構造を安定化する
Up修飾の機能を調べるため，Up修飾を酵素的に脱リン

酸化した tRNAを調製し，融解温度を調べた．その結果，
Up修飾を持つ tRNAは持たない tRNAと比較して，6.6°Cも
融解温度が高いことが判明した（図2C）．また，Up修飾を

持たない tRNAは高温条件下でRNA分解酵素に対する感受
性が上がることが判明した（図2D）．これらの結果は，Up

修飾が tRNA構造を安定化していることを示している．さ
らに，Up修飾による tRNAの安定化機構をより詳細に解析
するため，単離した tRNAを結晶化し，X線結晶構造解析
を行い，1.9 Åの高分解能の立体構造を得た．興味深いこ
とに，一つの結晶格子中にコア構造の異なる二つの tRNA
分子（Molecule A：Mol. AとMolecule B：Mol. B）がみら
れた．どちらの構造においてもUp修飾の2′-リン酸基は溶
媒側に突出し，反対にウラシル塩基は tRNAのコア領域側
を向いていた（図2E）．また，Mol. Aが標準的なコア構造
を持っていたのに対し，Mol. BではコアからG46が離脱
しUp47のウリジン塩基とスタッキングしていた．さらに，
抜けたG46の代わりに下層からC9が持ち上がり，準安定
なコア構造が形成されていた．これら二つの構造から，
Up47は主鎖の回転を防ぐことで，G46を受け止め，準安定
なコア構造を安定化し tRNAの熱変性を防いでいることが
示唆された．すなわち，Up修飾は，tRNA構造を頑強に固
めるのではなく，準安定な構造をとれるようにすることで
tRNAの熱変性を食い止め，再び標準的なコア構造に戻る
機会を増やす，いわば南京錠のように働いていると考えら
れる（図2E, F）．

図1 生物三界におけるRNA修飾の分布
各修飾の記号はMODOMICSデータベース 3）に従った．文献 15）をもとに，本稿で紹介する2′-リン酸化ウリジン
（Up）を加えて作成した．
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3） Up修飾酵素ArkIはATP依存的に tRNAをリン酸化する
Up修飾の生理学的な機能を明らかにするためには，Up

修飾酵素の特定が不可欠である．筆者らは，さまざまな
生物種におけるUp修飾の有無を調べ，比較ゲノム解析を
行った．その結果，機能未知のタンパク質リン酸化酵素が
候補遺伝子として絞り込まれた．そこで，超好熱性アーキ
アThermococcus kodakarensisにおけるこの候補遺伝子の破
壊株を作製し，LC/MS解析によりUp修飾の有無を調べた
ところ，Up修飾が消失していることが確認され，この遺
伝子がUp修飾酵素であることが判明した．筆者らは，こ
の遺伝子がアーキアに広く分布するRNAリン酸化酵素で
あったことからarkI（Archaeal RNA kinase）と命名した．
次に，ArkIによる tRNAリン酸化機構を解明するため，

T. kodakarensis由来のArkI（TkArkI）を精製し，Up修飾の
試験管内再構成を行った．その結果，TkArkIはアデノシ
ン5′-三リン酸（adenosine 5′-triphosphate：ATP）をリン酸

基供与体として tRNAをリン酸化することが判明した．反
応速度論的解析から，TkArkIは tRNAに対して高い親和性
（Km値97 nM）を持つのに対し，ATPに対する親和性が特
に低い（Km値1.2 mM）ことが明らかとなった．この結果
は，TkArkIが細胞内のATP濃度を感知して tRNAをリン酸
化することを示唆する．さらに，TkArkIを結晶化し，そ
のX線結晶構造を1.8 Åの解像度で取得した．TkArkIは二
つのローブからなり，真核生物のタンパク質リン酸化酵素
に類似していた．TkArkIの活性中心には，ATP結合モチー
フやリン酸基転移に関与するモチーフが観察された．ま
た，活性中心の周りは正電荷の表面で覆われており，これ
らの正電荷は tRNAとの結合に必要であることが示唆され
た．

4） Up修飾は好熱性アーキアの高温適応に寄与する
好熱性生物の生存におけるUp修飾の重要性を調べるた

図2 Up修飾は tRNAに熱安定性とRNA分解酵素に対する耐性を付与する
（A） S. tokodaii tRNAVal3の二次構造．47位のUp修飾を赤字，15位のアーケオシン（G＋）修飾を緑字で示す．（B） Up

修飾の化学構造．2′-リン酸基を赤字で示す．（C） S. tokodaii tRNAVal3の融解曲線．Up修飾を持つものを赤線，持た
ないものを青線で示す．（D） S. tokodaii tRNAVal3のRNA分解酵素に対する感受性．（E） Up修飾による tRNAコア領域
の安定化モデル．tRNAの熱変性はコア領域の崩壊から始まることから，Ψ13-G22-G46からなるベーストリプルか
らのG46の離脱は，熱変性の中間状態とみなすことができる．Up修飾が主鎖の回転を制限することでコア構造の安
定化に寄与するだけでなく，コアから解離したG46をスタッキングによって受け止め，Ψ13-G22-C9からなる準安
定なコア構造を安定化することで熱変性による tRNAの崩壊を防ぐとともに，再び標準的なコア構造に戻る機会を
増やすと考えられる．（F） Up修飾は tRNAにある程度の柔軟性を担保しながら主鎖の回転範囲を制限し，tRNAの崩
壊を防ぐ南京錠のように働く．
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め，野生株とarkI遺伝子欠損（ΔarkI）株の生育速度を比
較した．その結果，野生株と比較してΔarkI株は87°Cと
91°Cでは生育速度が低下しており，弱い高温感受性を示
した．さらに，tRNAコア領域に剛直性を与えるアーケオ
シン修飾（archaeosine：G＋）を担うqueE遺伝子の欠損と
arkI遺伝子の欠損を掛け合わせた二重遺伝子欠損株では，
87°CにおいてΔarkI株よりも顕著な高温感受性を示し，Up

修飾がG＋修飾と協調して超高温環境下での生育に必須の
役割を担うことが示された．“南京錠”のように働くUp修
飾に対して，G＋修飾は tRNAを剛直に固定するいわば“ネ
ジ”のような働きがある．この結果は，tRNAが作用機序の
異なる二つの tRNA修飾によって協調的に安定化されてい
ることを示している．

5） Up修飾は可逆的なRNA修飾である
ArkIを持つ生物には，2′-リン酸転移酵素であるKptAを

同時に持つものが存在する．これは，これらの生物にお
いてUp修飾は可逆的である可能性を示唆する．そこで筆
者らは，T. kodakarensis由来のKptAを取得し，生化学的お
よび反応速度論的解析を行った．その結果，KptAはUp修
飾を脱リン酸化する高い活性を持ち，tRNAに対するKm値
がTkArkIと同程度であることが判明した．次に，KptAが
細胞内でUp修飾を脱リン酸化するかどうかを調べるため，
大腸菌内でArkIを発現し tRNAにUp修飾を導入した状態

で，T. kodakarensis由来のKptAの発現を誘導したところ，
期待どおり，Up修飾はKptAの発現に応じて減少し，KptA
が細胞内でイレーサーとして機能することが示された．こ
の結果は，タンパク質が可逆的なリン酸化による制御を受
けているように，tRNAも可逆的なリン酸化による機能調
節を受けているというエピトランスクリプトミックな遺伝
子発現調節機構の存在を示唆する（図3）．超好熱性アー
キアのような極限環境生物において，Up修飾の可逆性は，
tRNA構造の柔軟性をすばやく変化させることができるた
め，急激な環境温度の変化などに応じた遺伝子発現の調節
に貢献していると考えられる．

4. おわりに

RNAは医薬開発における新しいモダリティとして注目
されており，特にmRNAワクチンをはじめ siRNAやアプ
タマーなどに代表される核酸医薬が次々と実用化されてい
る．RNA修飾は，細胞内におけるRNA医薬の安定性や自
然免疫の回避などの重要な機能が知られている．本研究で
報告したUp修飾は，RNAの立体構造を局所的に安定化す
ることができるため，将来的なRNA創薬への展開が期待
される．

図3 ArkIとKptAによる可逆的な tRNAのリン酸化
tRNAはArkIによりUp修飾（南京錠のマーク）を導入されることでコア構造がロックされ安定となる．一方，KptA
がUp修飾を外すことでコア構造が柔軟になる．ArkIはATPをリン酸基ドナーとして用い，tRNAをリン酸化する．
その際，ADPが副産物として生じる．KptAはニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（nicotinamide adenine dinu-
cleotide：NAD＋）をリン酸基アクセプターとして用いる．NAD＋はUp修飾から脱離したリン酸基と反応するとADP-
ribose 1″,2″-cyclic phosphate（Appr＞p）とニコチンアミド（nicotinamide：NA）を生じる．
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■研究テーマと抱負 RNA修飾の機能や真核生物における
tRNAの成熟化機構に関する研究を行う．多様な生命現象に貢
献するエピトランスクリプトミクスの分子メカニズムを紐解
き，遺伝子発現制御機構と生命進化の理解に繋げたい．
■ウェブサイト http://rna.chem.t.u-tokyo.ac.jp/
■趣味 散歩，コーヒー．
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会社員．博士（工学）．
■略歴 1994年神奈川県に生まれる．2017年東京大学工学
部化学生命工学科卒業．19～22年日本学術振興会特別研究員
DC1．22年東京大学大学院工学系研究科化学生命工学専攻修
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