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トランスファーRNAメチル化酵素の分子進化＊
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２００４年１０月現在までに、さまざまなＲＮＡ分子種から１０２種類におよぶ修飾ヌクレオシドが

発見されている。既知の修飾ヌクレオシドはすべて、転写後修飾により生合成されるが、その

うち７０％以上にメチル基転移反応が関与するものと推定される。ＲＮＡ修飾ヌクレオシド生合成

に関わるメチル化酵素は、その遺伝子が未発見なものも多い。しかしながら、それでも３０００以

上もの遺伝子がRNAメチル化酵素（候補）遺伝子としてデータバンクに登録されている。

これほど多様に細分化されたＲＮＡメチル化酵素群を包括的にとらえ、その概念を統一するこ

とは可能であろうか？また、その分子進化を追跡できないであろうか？このような観点から、

我々はｔＲＮＡメチル化酵素をモデルとして構造・機能解析を進めてきた。ＲＮＡ修飾ヌクレオシド

はｔＲＮＡ中にもっとも多く、タンパク質合成系を円滑かつ正確に動作させるために必須の因子で

ある。ゆえに、ｔＲＮＡ修飾は、タンパク質合成系とならんで、もっとも起源の古い生命現象のひ

とつだと考えられている。よって、ｔＲＮＡメチル化酵素の解析は、ＲＮＡ修飾系のもっとも基本的

な形態を解明することにつながるであろう。

本稿では、ｔＲＮＡメチル化酵素の分子進化について最新の知見を加えて、解説する。

KEywoｱ2s:ｍＲＮＡｍｅ山y１粒ansferase,RNAmodimcation,Molecularevolution,ＲＮＡⅡ℃Cognition

１．はじめに

これまでに、さまざまなＲＮＡ分子種から１０２種類におよぶ修飾ヌクレオ

シドが報告されているが、その大部分はトランスファーRNA（tRNA）中に発

見されてきた[''2]･事実､データベース（http://medlib,med・utah・ edu/RNAmQd部）

を検索すると、８１種類の修飾ヌクレオシドがｔＲＮＡで確認され、うち５９種

類がｔＲＮＡでのみ発見されていることがわかる。これらの修飾ヌクレオシドは、

翻需源雲霞砺鰯溌霊羅溌職端
メチル化酵素の構造と機能の変遷」の発表内容を加筆しました。
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すべて、転写後修飾により導入される函。なかでも、メチル化はもっとも基本

的な修飾形態のひとつであり、複雑な修飾ヌクレオシドでもメチル基転移がそ

の生合成経路として関与することが多い同。図１に代表的なメチル化ヌクレオ

シドの塩基部分をしめした。生体内でのメチル基転移反応は、メチル基供与体

の種類にもとづいて分類することが可能である回。メチル化ヌクレオシド生合

成の場合、真正細菌の一部にみられるｍ５Ｕの修飾をのぞけば、すべてメチル基

供与体にＳ－アデノシルーL-メチオニン（AdoMet）を用いているp鋤。すなわち、

ほぼすべてのＲＮＡメチル化酵素は、AdoMet依存性メチル基転移酵素である。
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図１代表的なメチル化塩基。ヌクレオシドのうち、塩基部分を構造で示した。
修飾ヌクレオシドには、塩基部分の修飾のほかに糖（リボース）部分の修飾が
存在し、塩基・糖の両方がメチル化されているものもある。名称とその略号を
表記した。Ａ：修飾前のRNAに含まれる4つの塩基Ｂ：代表的なメチル化塩基。
修飾部位は、ハーフトーンで示した。



トランスファーRNAメチル化酵素の分子進化

RNAメチル化酵素は基質ＲＮＡ選択性が厳密であるので、同じメチル化ヌクレオ

シドでもＲＮＡ分子種や修飾部位が異なれば、別の酵素によって生合成されるこ

とが多い。したがって、生体内に存在するすべてのメチル化ヌクレオシドを維

持するためには、非常に多くの遺伝子が必要である。事実、真正細菌ゲノムで

は、その１％以上がＲＮＡ修飾酵素をコードするために使われており、ＲＮＡメチ

ル化に関連した遺伝子群がもっとも多い〔3'4]。

それでは、これほど多様化・細分化したＲＮＡメチル化酵素は、どのように

分子進化してきたのであろうか？本稿ではとくにtRNA修飾に視点をおき、最

新の知見を概説する。

２．ＲＮＡメチル化酵素群に発見された新規触媒ドメイン

先に述べたように大部分のＲＮＡメチル化酵素は、AdoMet依存性メチル基転

移酵素である。従来、AdoMet依存性メチル基転移酵素は基質によって分類さ

れるのが通例であった。たとえば、ＲＮＡメチル化酵素の場合、ｔＲＮＡメチル化

酵素、rRNAメチル化酵素、Ｃａｐメチル化酵素などと分類することが多かった回。

これは、どの酵素も同じ触媒ドメインをもち、共通の反応機構でメチル基を転

移していると信じられていたからである。実際、１９９０年代後半までに解析され

蝋1両_ｚ＝ １『{詞,国一
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トレフォイル・ノット構造 古典的ロスマン・フォールド

(7:them7qphj1UsTrmH(SpoU)） （CatechoI-O-methyItransferase）

図２ＲＮＡメチル化酵素にみられる二種類の触媒ドメイン両者の差異を明確に

するために、トポロジーモデル図であらわした。四角・矢印は、α-ヘリックス。β

‐シート構造を各々表している。Ａ:ＴｒｍＨの触媒ドメイン。ノット部分はハーフトー

ンで表してある。Ｂ:カテコールー0-メチル化酵素の古典的ロスマンフオールド型触媒

ドメイン

AnnualJoumalofEng.，
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た幾つかのAdoMet依存性メチル基転移酵素は、共通の触媒ドメイン（現在で

は古典的ロスマンフォールド型ドメインと呼ばれている）をもち、活性中心は

いずれも、システイン残基であった回。

ところが、２００２年以降、我々 を含めた内外の研究グループが、ｔＲＮＡ(Gml8）

methyltrans企rasemmH],'１】、ｔＲＮＡ（m1G37）methyltIanshasemmD]【'２'41,23S

iRNA(Gm2251)methyltIansfeIase[RrmA]【's】などのＸ線結晶構造解析を行ったと

ころ、これらの酵素は全く新規な触媒ドメイン（トレフォイルノット型ドメイ

ン）をもっていることが明らかとなった。すなわち、ＲＮＡメチル化酵素のなか

には、従来知られていたメチル化酵素とは、異なる起源をもつメチル化酵素が

含まれていたのである。現在では、トレフォイルノット型構造の触媒ドメイン

をもつＲＮＡメチル化酵素群は、SPOUT（SpOUJIimDSupeFfamily）と呼ばれて

いる【'６１．図２に、トレフオイルノット構造と古典的ロスマンフオールド構造を

トポロジーモデルで比較した。

さらにアミノ酸配列を比較してみたところ、トレフォイルノット型ドメイン

をもつＲＮＡメチル化酵素群（SPOUT）は、ＳｐｏＵファミリー侭'z'81とＴＴｍＤファ

ミリー【'少23】に大別できることがわかった（図３)。ＳｐｏＵファミリーは、ｎｍＨ

やRrmA、RmlB、ＴＳＲなどを含むＲＮＡリボースのメチル化酵素群で、ＴＩｍＤ

ファミリーは、現在ＴＩｍＤのみが既知のグアニン塩基のメチル化酵素である。
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図３ＳＰＯＵＴ酵素群の分類各酵素の大きさとアミノ酸配列・

ドメイン構造をモデル化して表示した。名称を濃く表示してある酵

素は、我々のグループが解析した。
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トランスファーRNAメチル化酵素の分子進化

ＳｐｏＵフアミリーの原型はどうやら、ｔＲＮＡ(Gml8)methyltIanshaserTrmH]ら
しい(図３)。いくつかのrRNAメチル化酵素は､このtRNAメチル化酵素にＲＮＡ

結合ドメインが結合することによって、基質ＲＮＡ選択性が変化して分子進化

したと考えることができる。また、真核生物に見られるＴＩｍ３【群〕は、真正細菌型

酵素のＮ末端に膜貫通領域が結合し、細胞内での局在性が制御されたタイプと

解釈することができるだろう。さらに、我々はＳｐｏＵファミリーの原型を探る

目的で、生命進化のもっとも初期に分岐した真正細菌、Ａ９"舵Jraeojjc砥のＴｒｍＨ

を分析してみたp]・意外なことに、この酵素は、基質選択性の狭いタイプⅡ型

酵素であった（図３)。なぜ、原始的な細菌が特定のtRNAをメチル化する酵素

をコードしているのか？あるいは、この基質選択性はタンパク質構造のどこに

由来するのか？という問題はいまだに解決していない。

３．sPCUファミリーとＴｒｍＤファミリーの比較

それでは、ＳｐｏＵファミリーとＴｒｍＤファミリーの起源はどちらが古いので

あろうか？この疑問に答えるべく、我々 はＡ９"舵Jmeo此晒をはじめとする超好

熱菌ゲノムにコードされる遺伝子群の機能を比較検討しているが、現在までの

ところ、明確な答えは得られていない。両ファミリーに含まれる酵素群は、少

なくとも、かつて地球環境が高温であった時代には、タンパク質合成に必須の

因子であったはずであり、おそらくとも両者とも化学進化の過程で獲得された

ものであろうと筆者は考えている。

そこで、機能以外にタンパク質構造の視点からも、ＳｐｏＵファミリーとＴｒｍＤ

ファミリーを比較することに着手した。
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図４TrmHのAdoMet結合部位Ａ:TrmHのリボンモデル上に、AdoMetを
ボール．アンド・スティックモデルで表示した。プロテイン・ノット
は濃い色で示した。Ｂ：AdoMetと直接、会合している残基を表示した。
残基番号をアミノ酸略号とともに表記した。

AnnualJoumalofEng.，

EhimeUniv.，Ⅲ.，Mar.，２００５
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図４は、ＴＩｍＨのAdoMet結合部位を単一サブユニットの上に表示したもの

であるＩ１ｏ１６ＡｄｏＭｅｔ結合部位は、トレフォイルノット（プロテイン･ノット）

構造の上に位置する（図４Ａ)。また、結合したＡｄｏＭｅｔは、フリーのＡｄｏＭｅｔ

に比べて、アデノシン部分とメチオニン部分が反った形になっており、酵素へ

の結合に伴って、構造が規定されていることがわかる。これらは、海外のグル

ープが報告したＴｒｍＤの解析結果と全く同じであった【'2''3】。このようなＡｄｏＭｅｔ

の結合様式は、古典的ロスマンフォールド型酵素で発見されておらず、おそら

くSpOUT酵素群に特徴的なものと考えられる。しかしながら、AdoMet結合部

位を構成するアミノ酸残基は、ＳｐｏＵファミリーとＴＩｍＤファミリーで全く異

なっていた。図４Ｂは、ＳｐｏＵファミリーに含まれるＴｒｍＨのAdoMet結合部位

のアミノ酸残基を表示したものであるが、ほとんど水素結合がなく疎水的相互

作用によってポケットを構成していることがわかる。このような結合様式は、

高温環境下ではとくに有利に働くはずであるが、アミノ酸配列の比較から、大

腸菌や酵母、ヒトなど常温生物でも保存されていることがわかっている侭'１．１句。

さらに、ＴｒｍＨのＲＮＡ結合部位を推定するためにドッキングモデルを作成し

てみると驚くべくことがわかった（図５）Ｉ１ｏＩｏＳｐｏＵファミリーとＴｒｍＤファミ

リーのＲＮＡ認識部位は全く異なっていたのである。
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図５ＴｒｍＨ二量体構造とtRNAのドッキングモデルＡ:ＴｒｍＨ二量体のリボンモデ

ル上に、tRNAをおいたドッキングモデル。tRNAはリポース・リン酸骨格を薄い灰

色で示してあり、Ｄ-アーム部分を太く描いてある。Ｂ:TrmH-tRNA複合体の概念図
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トランスファーRNAメチル化酵素の分子進化

このドッキングモデルは、また、ＴｒｍＨが従来知られていなかった触媒機構を

もつことを提案した（図６）［'０．１１】◎

AdOMet結合サブユニット

Ｓ;『,5｡_｡/Ｈ
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図６ＴｒｍＨの推定触媒メカニズム。tRNA結合にともなって、グアノシン１８の

5,-リン酸基が活性中心のアルギニン41残基に接近し、活性化する。活性化された

アルギニン４１残基は、AdoMet結合ドメインのセリン150残基に方向を規定され

ており、グアノシン１８のリボース２，位を脱プロトン化する。脱プロトン化された

2'位酸素原子は、AdoMetのメチル基を求核攻撃し、メチル基転移がおこる。

この我々が提案した触媒メカニズムでは、ＲＮＡ自身が脱プロトン化のトリガ

ーとなる。これまで、種々の変異酵素を用いて解析をおこなったが、これ以上

に有力な仮説はみつかっていない。また、試験管内分子進化の手法（インピト

ロ・セレクション）の手法をもちいて、結合ＲＮＡを単離したところ、よい親

和性を示すＲＮＡほど良い基質となることがわかった【2s】。この事実も、この触

媒メカニズムとよく整合する。基質自身がトリガーとなる触媒メカニズムは、

ＴｒｍＤはもちろん、他のいかなるＲＮＡメチル化酵素にも見あたらない。活性中

心のアルギニン残基はＳｐｏＵファミリーに保存されているので、おそらくＳｐｏＵ

AnnualJoumalofEng.，

ＥｈｉｍｅUniv.，Ⅲ.，Mar.，２００５
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ファミリーに共通かつ特有の反応メカニズムであろう侭10,11,1‘】・一方、海外のグ

ループが明らかにしたＴｒｍＤファミリーの活性中心は、アスパラギン酸残基で

あった''2,13】ｏｎｍＤがメチル基を転移するグアニン塩基の１位の窒素原子は比較

的、反応性が高く、おそらくアスパラギン酸残基で脱プロトン化することが可

能なのであろう同。

これらの研究を通して、次のようなことがわかった。まず、従来、ＲＮＡメチ

ル化酵素の触媒ドメインは共通で、その反応機構も同じであると信じられてき

たが、実はそうではなく、様々なバリエーションがあることがわかった。すな

わち、すべてのメチル化酵素の起源は同じではない。また、トレフォイルノッ

ト型構造に代表される新規触媒ドメインをもつＲＮＡメチル化酵素群も、触媒

機構やＲＮＡ結合メカニズムの全くことなる複数のファミリーからなっている

ことが判った。機能から推定すると、これらのファミリーが分岐した年代はか

なり古く、生命進化がおこる以前の化学進化の過程ではなかったかと推定され

る｡

４．古典的ロスマンフオールド型ＲＮＡメチル化酵素の分子進化

SPOUT酵素群の発見以来、古典的ロスマンフォールド型のＲＮＡメチル化酵

素についても、その触媒メカニズムや基質ＲＮＡ認識メカニズムを見直そうと

いう動きが盛んになりつつある。

我々は、ｍ７Ｇの修飾に着目した。修飾塩基ｍ７Ｇは、tRNAのみならず、mRNA、

IRNA、snRNAなどの機能性ＲＮＡすべてに含まれており、これらの修飾酵素間

になんらかの関連があるかもしれない['ﾕ】。そこで、ｍ７Ｇ修飾の起源を探るべく、

A9J舵raeoJjc“のゲノムを捜索し､aqO65遺伝子がtRNA(m7G46)methyltIansferase

をコードしていることを発見した（図７）【26]。

我々が遺伝子同定を報告するよりも早く、海外のグループに大腸菌の該当遺

伝子（yggH）を報告されてしまった【z7】のは残念であったが、Ａ卯椛ｘａｅｏ"c“の

aqO65遺伝子産物と大腸菌ＹｇｇＨではタンパク質の大きさや相同配列の位置が

全く異なることが判った。相同配列は、おそらくAdoMet結合部位を含む触媒

ドメインの一部であろう【Ｚｎ。この意外な事実は、真正細菌のｔＲＮＡ（m7G46）

methyltransfeIase間でさえも、構造的な分子進化が起こったということを示して

いる。さらに、mRNACap-m7G-methyltIansfemseと比較したところ、ｔＲＮＡの修

飾酵素とは直接的な因果関係はなさそうであることも判った[z7]。つまり、古典
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図７AqUjfexaeo"cusaqO65と大腸菌（ＥＣＯ〃)YggHのアミノ酸配列の比較。大腸

菌YggHはtRNA(m7G46)methyItransferaseであることが、ＤｅＢｉｅらによって報告された

[27]・相同性の高い三つのアミノ酸配列モチーフ（A)と、タンパク質中での位置（B）を比較し

た。この図は、Okamoto,Ｈ・ｅｔａノノ・Bjoﾉ.Ｃｈｅｍ･印刷中(2004)[26]のFig.１をもとに改変
して作成した。

的ロスマンフォールド型ＲＮＡメチル化酵素群にも相当複雑な構造的バリエーシ

ョンが存在することが明らかとなった。今後は、Ｘ線結晶構造解析を含めて、

詳細な検討をおこなうことにより、これらのメチル化酵素群の進化的系統関係

が明らかとなってくるであろう。
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