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１． 研究のねらい 

DNA からＲＮＡへと遺伝情報が転写された後、ＲＮＡは多岐にわたるプロセスを経て機能し

うるＲＮＡへと成熟化されます。この成熟化プロセスにおいて、多くのＲＮＡの３’末端にはＤＮ

Ａ上にコードされていない配列が鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素によって合成付加されます。こ

のＲＮＡ３’末端配列は、ＲＮＡの翻訳、分解、品質管理等、遺伝子発現に重要な役割をはた

しています。本研究では、鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素(CCA 付加酵素、ポリＡ付加酵素)に

注目し、これらのＲＮＡ合成酵素が核酸の鋳型を用いずに特定の配列を付加する分子機構

を解明し、核酸の鋳型としての役割が蛋白質へと写し取られた過程の分子進化基盤を探る

ことを目指します。また、ＲＮＡの３’末端領域の配列は、ＲＮＡをゲノムとして有する太古生命

体においては、自分自身のＲＮＡゲノムの複製、保存のために必要な現在のテロメアとして

の機能を有していたという仮説があります。したがって、ＲＮＡの末端へ鋳型非依存的にＲＮ

Ａを合成付加する酵素は現在のテロメラーゼに相当すると考えることもできます。本研究では、

これら仮説に基づき、ゲノムＲＮＡの３’末端領域を認識して、自分自身のゲノムの複製、転

写を開始するＲＮＡウイルス由来鋳型依存的ＲＮＡ合成酵素（Ｑβレプリカーゼ）にも注目し、

このＲＮＡ合成酵素のＲＮＡ合成の分子メカニズムを解明し、ウイルスＲＮＡ合成酵素複合体

の進化基盤を探ることをも目指します。 

 

２． 研究成果 

鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素の分子機構 

ｔＲＮＡの３’末端に普遍的に存在するＣＣＡ配列（位置：７４、７５、７６）はＣＣＡ付加酵素に

よって核酸の鋳型を用いずに合成、付加されます。ＣＣＡ付加酵素は二つのクラスに分類さ

れ、古細菌型ＣＣＡ付加酵素はクラスＩ、真正細菌、真核生物型ＣＣＡ付加酵素はクラスＩＩに属

します。クラスＩとクラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素は全く同じ反応を触媒するにも関わらず、そのアミノ

酸配列の相同性は低いことが知られています。また、真核生物のポリＡ付加酵素はクラスＩに、

真正細菌のポリＡ付加酵素はクラスＩＩに属します。クラスＩＩに属するＣＣＡ付加酵素とポリＡ付

加酵素はそのアミノ酸配列、特にＮ末端側の２５ＫＤａ領域の相同性が高く、アミノ酸配列から

では、その酵素活性を予測するのが不可能です。本研究では鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素

に関して、以下の[1] ～[3]の研究を行いました。 

[1] クラスＩ ＣＣＡ付加酵素が正しい配列合成を維持する分子メカニズム 

クラスＩ ＣＣＡ付加酵素の特異性の切り替えの分子基盤は、これまで研究者らおよびアメ

リカのグループによって精力的に研究が進められ、その動的な反応分子基盤は明らかにさ

れています。クラスＩ ＣＣＡ付加酵素では鋳型がＲＮＡと蛋白質複合体の共同で形成されてい

ることが明らかになりました。具体的にはＡＴＰの６位およびＣＴＰの４位のアミノ基がＲＮＡの

リン酸骨格と水素結合することによって部分的に認識されていることが明らかになりました。

一方で、古くから、ＣＣＡ付加酵素は間違ったヌクレオチドをＲＮＡに付加した際に、間違ったヌ

クレオチドを除去する校正機構を有さないことが知られていました。しかし、ＣＣＡ付加酵素が

正しいヌクレオチドを選択する方法以外に、正しい配列（ＣＣＡ）をもつ tRNA のみを生産する

分子基盤は明らかにされていませんでした。 

本研究では、クラスＩ ＣＣＡ付加酵素とＲＮＡの３’末端（７４、７５位）に変異を導入した tＲＮ

Ａの二者複合体、さらにその複合体にヌクレオチドを加えた三者複合体、合計十一種類のＸ

線結晶構造解析を行い、さらに変異ＲＮＡ（計二十種類）を用いた生化学的解析を行うことに
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よって、ＣＣＡ付加酵素が間違ったヌクレオチドを付加したときに、３’末端が間違った配列を

もったｔＲＮＡが生産されないようにする忠実性維持の分子機構を明らかにしました。 

クラスＩ ＣＣＡ付加酵素はｔＲＮＡの７４位に間違ったヌクレオチドを付加しても、それを間違

いと認識できず、次の７５位にＣを付加してしまいます。これは、７４位にＣ以外のヌクレオシド

が存在しても、酵素は次の７５位にＣを付加できる活性型へ移行しうることに起因することが

構造的に明らかになりました。しかし、７４、７５位に間違った（Ｃ以外の）ヌクレオチドが付加さ

れている場合には、ＲＮＡの末端構造がＲＮＡ合成が進行するために必要な活性型構造をと

ることができず、最後の７６位へのＡの付加反応が進行しないことが構造的に明らかになりま

した。すなわち、最終反応の際に、７４、７５位のヌクレオシド組成を酵素が認識していること

が最後の７６位へＡを付加するために必要であることが明らかになりました。したがって、クラ

スＩ ＣＣＡ付加酵素は、正しいヌクレオチドを特異的に選択的する以外に、合成されたＲＮＡ

の３’末端配列を厳密にモニターし、間違った配列をもつＲＮＡが合成できないような通常のＤ

ＮＡ/ＲＮＡ合成酵素とは全く異なった”Ｐｒｏｏｆｒｅａｄｉｎｇ”機能を有していることを明らかになりま

した。なお、本成果は EMBO J （２００８）に本研究者を論文責任者として発表を行いました。 

[2] クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素がＲＮＡ合成伸長、終結を規定する分子メカニズム 

これまで、クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素に関して、研究者らおよびアメリカのグループによって精

力的に研究が進められてきました。アメリカのグループによって、クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素単

体、ＣＴＰ、ＡＴＰの複合体構造が解析され、ＣＴＰもＡＴＰも同じヌクレオチド結合ポケットで認

識され、ＣＴＰ、ＡＴＰともに同じアミノ酸（ＡｓｐとＡｒｇ）とワトソンークリック様水素結合を形成す

ることによって認識が行われていることが示唆されました。また、研究者らによって、クラスＩＩ

のＡ付加酵素と tRNA、ＡＴＰアナログの三者複合体の構造が解析され、その結果、ＡＴＰはア

ミノ酸（Ａｓｐ、Ａｒｇ）とワトソンークリック様水素結合を形成して認識されていることが明らかに

されました。これらのことから、クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素ではクラスＩとは異なり、蛋白質がヌク

レオチドの鋳型であると考えられました。しかしながら、クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素の特異性切り

替えの分子機構、酵素が付加するヌクレオチドの数を規定し、正しい数のヌクレオチドが付加

された後反応を終結する分子機構は明らかにされていませんでした。そこで、Ａ付加酵素と

非常にアミノ酸配列の相同性が高く、進化的に近類のＣＣＡ酵素に注目し、その構造と機能

を、研究者らが解析したＡ付加酵素と比較することによって、クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素の分子

機構を解明することを目指しました。 

本研究ではクラスＩＩ Ａ付加酵素と近類のＣＣＡ付加酵素単体およびＣＴＰ、ＡＴＰとの複合体

の X 線結晶構造解析を行い、構造を決定しました。高分解能でのクラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素の

構造決定、および、A 付加酵素とＣＣＡ付加酵素の三次元構造比較を元にしたキメラ酵素の生

化学的、遺伝学的解析から、クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素内の、付加するヌクレオチドの数、特異

性を規定する部位、さらにＲＮＡ合成を終結させる部位を明らかにし、クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素

の分子機構を提唱しました。 

アメリカのグループが報告していたように、ＡＴＰもＣＴＰも酵素のヌクレオチド結合部位の同

じアミノ酸によって認識されており、蛋白質性の鋳型によってヌクレオチド選択が行われている

ことが示唆されました。しかし、高分解能での構造解析から、活性触媒ドメイン内の可変ルー

プが伸長してきたＲＮＡの７４、７５位のＣＣ配列を認識し、その結果、ヌクレオチド結合部位特

異性を決定するアミノ酸のコンフォーメションがＡTP のみに適したように固定化されて７６位に

Ａが付加されて、合成反応が終結することが明らかになりました。また、構造を基にしたＡ付加

酵素とＣＣＡ付加酵素のキメラ酵素の遺伝学的、生化学的解析から、付加されるヌクレオチド

の数、特異性は、ヌクレオチド結合ドメイン背後のヘリックス間水素結合と活性触媒ドメインと

の動的な共同で行われていることが示唆されました。クラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素の鋳型は当初、

蛋白質であると考えられてきましたが、今回の解析から、正確な分子機構はクラスＩとクラスＩＩ 

ＣＣＡ付加酵素では異なりますが、少なくともクラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素による７６位へのＡ付加反

応はＲＮＡと蛋白質が共同的に特異性を決定していることが明らかになりました。また、特異性

の切り替えは酵素の活性触媒ドメインとヌクレオチド結合ドメインの動的な共同によって行わ

れていることが明らかになりました。なお、本成果は EMBO J （２００９）に本研究者を論文責
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任者として発表を行いました。 

[3]クラスＩＩ ポリＡ付加酵素の基質特異性を規定する分子メカニズム 

クラスＩＩのＣＣＡ付加酵素と、ポリＡ付加酵素はそのアミノ酸配列の相同性が高く、ＣＣＡ付

加酵素においてＣＴＰとＡＴＰの認識に関与するアミノ酸（Ａｓｐ、Ａｒｇ）もポリＡ付加酵素では保

存されています。しかし、ポリＡ付加酵素が、ＣＴＰを基質としてもちいず、ＡＴＰのみを特異的

に基質として認識する分子機構は明らかにされていませんでした。そこで、クラスＩＩのポリＡ付

加酵素の構造を決定し、それをこれまで解析されたＣＣＡ付加酵素のそれと比較してＣＣＡ付

加酵素とポリＡ付加酵素のヌクレオチド選択の分子基盤の違いを明らかにすることを目指し

ました。 

本研究ではクラスＩＩ 真正細菌由来のポリＡ付加酵素単体およびＡＴＰとの複合体のX線結

晶構造解析を行い、構造を決定しました。この構造をクラスＩＩ ＣＣＡ付加酵素の構造と比較、

および生化学的解析を行うことにより、ポリＡ付加酵素のヌクレオチド特異性の分子基盤、ク

ラスＩＩ酵素群の特異性の違いの分子基盤を明らかにしました。 

クラスＩＩ ポリＡ付加酵素の活性触媒ドメイン、ヌクレオチド結合部位の構造はＣＣＡ付加酵

素のそれと非常に似通っていましたが、ヌクレオチド結合部位内のヌクレオチド認識に関わる

アミノ酸（Asp, Arg）の構造が異なっていました。ポリＡ付加酵素ではこれらのアミノ酸が、活性

部位の他のアミノ酸と分子内水素結合を形成し、ヌクレオチド結合部位が固い構造をとって

いました。その結果、ヌクレオチド結合ポケットの形と大きさがＡＴＰのみに適したものになって

おり、保存されたふたつのアミノ酸のうちひとつのアミノ酸（Ａｒｇ）のみがヌクレオチドの塩基認

識に用いられていることが明らかになりました。さらに、ポリＡ付加酵素の、固いヌクレオチド

結合ポケット構造の維持は、ヌクレオチド結合ドメインとＲＮＡ結合ドメインとの相互作用によ

ることが示唆されました。また、ポリＡ付加酵素のＣ末端側領域が、ＣＣＡ付加酵素とは異なり

一定の構造をとりえないＲＮＡ結合部位であることを明らかにし、この領域は、ポリＡ付加酵

素があらゆるＲＮＡをプライマーとして用いて、ＲＮＡプライマーをＲＮＡ合成過程において転移

させる機能を有することを明らかにしました。 

本研究から、ポリＡ付加酵素のＡ付加の特異性とＣＣＡ付加酵素のｔＲＮＡの７６位のＡ付加

の特異性の分子基盤が異なることが明らかになり、ポリＡ付加酵素では純粋な蛋白質が鋳

型となっていることが明らかになりました。なお、本成果はＳｔｒｕｃｔｕｒｅ （２０１１）に本研究者を

論文責任者として発表を行いました。 

鋳型依存的ＲＮＡ合成酵素に関する研究 

Qβウイルスは一本鎖の RNA をゲノムとして有するウイルスであり、Qβレプリケースによ

ってそのＲＮＡゲノムの複製・転写を行います。Qβレプリケースは Qβウイルスゲノム RNA

上にコードされているＲＮＡ依存的ＲＮＡ合成酵素（βサブユニット）、宿主由来の翻訳伸長因

子ＥＦ-Tu、ＥＦ－Ｔｓ、およびリボソームタンパク質Ｓ１から構成されます。Qβレプリケースに

よるＲＮＡ複製・転写活性にはβサブユニットと宿主由来の翻訳因子ＥＦ-Tu、ＥＦ－Ｔｓとが三

者複合体を形成することが必要であることが知られています。しかしながら、これらの翻訳因

子の、翻訳伸長過程における確立した機能を越えた役割、すなはち、ＲＮＡ合成における役

割は明らかにされていませんでした。本研究では以下の[４]の研究を行いました。 

[4]ウイルス由来ＲＮＡ合成酵素（Ｑβレプリカーゼ）の複合体形成分子メカニズム 

Qβレプリケースのコア複合体（βサブユニット、宿主由来の翻訳伸長因子ＥＦ-Tu、ＥＦ－

Ｔｓ）の複合体形成分子機構を解明するために、コア複合体の X 線結晶構造解析を行い、構

造を決定しました。この解析から、ＥＦ-Tu、ＥＦ－Ｔｓはβサブユニットと疎水的相互作用し、

その結果、コア複合体の中のβサブユニットの活性触媒コアの構造が維持されていることが

明らかになりました。また、生化学的解析から、ＥＦ-Tu、ＥＦ－Ｔｓとβサブユニットの相互作

用は、コア複合体形成に必要であることを示し、ＥＦ-Tu、ＥＦ－Ｔｓがシャペロン機能を有して

いることを明らかにしました。鋳型ＲＮＡ、合成されたＲＮＡ、付加されるヌクレオチドのコア複

合体活性部位へのモデル構築から、ヌクレオチドおよび鋳型ＲＮＡの活性部位へ通じるトンネ

ルを同定しました。また、このモデルから、コア複合体内のＥＦ-Tu が、ＲＮＡ合成のプロセッシ

ブなＲＮＡ伸長反応を促進する“Ｍｏｄｕｌａｔｏｒ”としての、翻訳過程での役割を越えた、新たな
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機能を有する可能性を提示しました。本成果はＰＮＡＳ（２０１０）に本研究者を論文責任者と

して発表を行いました。 

 

３． 今後の展開 

本研究をさらに遂行し、鋳型非依存的なＲＮＡ合成酵素の動的な反応分子基盤の詳細を

提示すると同時に、これらの解析から鋳型非依存的なＲＮＡ合成酵素群の分子機構の全貌

を明らかにしていきたいと考えています。また、最近、鋳型非依存的なＲＮＡ合成酵素群が多

種多様な遺伝子発現、ＲＮＡの分解、品質管理、ＲＮＡの発現制御に関与していることが報告

されてきています。今後、これらの新規な鋳型非依存的なＲＮＡ合成酵素の反応分子機構、

制御機構をも、構造生物学的、生化学的、分子細胞生物学的手法を相補的に用いて明らか

にしていきたいと考えています。さらに、鋳型依存的ＲＮＡ合成酵素についても、特にウイル

ス由来のＲＮＡ合成酵素複合体による動的な反応分子基盤の全貌を明らかにし、宿主由来

の蛋白質のＲＮＡ合成における役割を明らかにし、ウイルスゲノムＲＮＡの複製装置の機能

構造解析を進めていきたいと考えています。 

 

４． 自己評価 

鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素である CCA 付加酵素の研究から、ＲＮＡと蛋白質の共同的

なＲＮＡ合成忠実性の維持分子機構や、基質特異性を決定する分子機構を明らかにできた

と考えています。さらにＲＮＡと蛋白質の共同的な機能発現という点から、これらの鋳型非依

存的ＲＮＡ合成酵素の機能発現様式は、ＲＮＡ－蛋白質ワールドの分子化石の状態を示した

ものであると考えます。また、鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素であるポリＡ付加酵素の研究から、

ポリＡ付加酵素ではＲＮＡの助けを借りずに蛋白質のみが機能発現に関与していることが明

らかになり、進化的にＣＣＡ付加酵素からポリＡ付加酵素が派生してきたという考えを提唱で

きたと考えています。また、ウイルスＲＮＡ合成酵素複合体解析から新たな翻訳因子の役割

を提唱でき、太古生命体における翻訳因子はＲＮＡ複製補因子であって、現在の翻訳システ

ムはＲＮＡ合成システムから、それらの因子を譲り受けたという翻訳因子の進化、起源につい

ての理解が深まったと考えています。これらの一連の研究は研究者らが主体となって、構造

解析、生化学的、遺伝学的解析を相補的に用いて、他の研究グループ等と共同研究なしに

独自に遂行したものであり、研究目標に向かって確実に研究を遂行できたと考えています。 

 

５． 研究総括の見解 

本研究は、構造生物学、生化学、分子細胞生物学的な研究手法を駆使し、鋳型非依存的

RNA 合成酵素である、CCA 付加酵素およびポリ A 付加酵素の反応の分子基盤の詳細を明ら

かにしたものである。CCA 合成の忠実性が RNA と蛋白質の共同的作用で維持される分子機構

を明らかにし、ポリ A 合成酵素との構造比較から基質特異性を決定する分子機構を解明した。

さらに、Qβファージ RNA 合成酵素複合体の解析から、翻訳因子の新たな役割も提唱した。こ

れらの結果は、RNA ワールドからの分子機構が現在も働いていることを示し、翻訳因子の進化

や起源についての説明ともなっている。非常に、詳細な構造生物学であるが、生物学全体へ波

及する影響を持ち、創造性の高い研究である。非常に高く評価できる。 

 

６． 主要な研究成果リスト 

 

（１） 論文（原著論文）発表 

1. Toh Y, Numata T, Watanabe K, Takeshita D, Nureki O, Tomita K＊. 

Molecular basis for maintenance of fidelity during the CCA-adding reaction by a CCA-adding 

enzyme. 

EMBO J. 2008 ; 27, 1944-1952. 

2. Toh Y, Takeshita D, Numata T, Fukai S, Nureki O, Tomita K＊. 

Mechanism for the definition of elongation and termination by the class II CCA-adding enzyme. 
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EMBO J. 2009; 28, 3353-3365. 

3. Takeshita D, Tomita K* 

Assembly of Qß viral RNA polymerase with host translational elongation factors EF-Tu and –Ts.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 ; 107, 15733-15738. 

4. Toh Y, Takeshita D, Nagaike T, Numata T, Tomita K＊ 

Mechanism for the alteration of the substrate specificities of template-independent RNA 

polymerases 

Structure, 2011 ; 19 (2), 232-243. 

 

（２）特許出願 

なし 

 

（3）その他（主要な学会発表、受賞、著作物等） 

 

(招待講演) 

1. ２０１０年 １１月 第３９回 日本環境変異原学会年会 （つくば）

「鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素の性質と、そのＲＮＡサーベイランス機構における役割」 

2. ２００８年 １２月 第３１回日本分子生物学会年会 （神戸） 

第６回 日本分子生物学会三菱化学奨励賞 講演 

「鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素の進化・分子機構に関する研究」 

3. ２００８年 ２月 千里ライフサイエンスセミナー （大阪）

「鋳型なしＲＮＡ合成酵素の進化・分子機構「生命機能を支える生体超分子の高次構造と機能」 

 

（受賞） 

1. ２０１０年 文部科学大臣表彰 科学技術分野（研究部門） 受賞 

「酵素反応の動的分子機構の構造的研究」 

2. ２００８年 日本分子生物学会 第６回 日本分子生物学会三菱化学奨励賞 受賞 

「鋳型非依存的ＲＮＡ合成酵素の進化・分子機構に関する研究」 

(Mechanism and evolution of template-independent RNA polymerases) 

3. ２００７年  茨城県科学振興財団 第１７回つくば奨励賞若手研究者部門 受賞 

「鋳型を用いないＲＮＡ合成酵素の分子構造基盤研究」 

 

（総説、著書） 

1. 富田耕造、沼田倫征 

４章 生命現象の理解に迫る構造生物学研究 4.3 翻訳 担当 

「入門 構造生物学」 －放射光Ｘ線と中性子で最新の生命現象を読み解く－ 

高エネルギー加速器研究機構 構造生物学研究センター 編 2010 共立出版 

2. 渡邉和則、董雪松、 富田耕造 

アミノアシル tRNA 蛋白質転移酵素の基質認識、反応触媒の分子機構の解明 

生化学, 2009; 81(4): 294-298 日本生化学会 

3. 董雪松、 富田耕造

鋳型非依存的RNA合成酵素，CCA付加酵素のRNA合成忠実性維持の分子基盤

実験医学, 2008; 26(19): :3058-3061羊土社出版 

4. 渡邉和則、 富田耕造

tRNA を使うリボソームによらないペプチド結合形成反応 

蛋白質核酸酵素, 2008; 53(9):1152-1157. 共立出版 
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（プレス発表等） 

1. プレスリリース「鋳型なしRNA合成において正しい配列を維持するための分子機構を解明

２００８年７月８日 (独）産業技術総合研究所発表 

２００８年７月９日（水）日刊工業新聞、２００８年７月９日（水）日経産業新聞、２００８年７月１８日

（金）科学新聞、に掲載 

2. 産業技術総合研究所HP「主な研究成果」掲載 

真正細菌の鋳型なしRNA合成酵素の反応の分子機構を解明－新たなRNA合成酵素による機能

性RNA研究へ－

２００９年１０月５日 (独）産業技術総合研究所発表 

3. プレスリリース「ウイルスRNA合成酵素と宿主翻訳因子との複合体の構造を解明－新たな抗

RNAウイルス薬開発へ期待－」 

２０１０年８月２４日 (独)産業技術総合研究所と(独)科学技術振興機構との共同発表 

２０１０年８月２４日（火）化学工業日報、２０１０年８月２４日（火）日刊工業新聞に掲載 
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