
2013年度 SFC研究プロジェクト補助 研究概要報告書 

 

 

研究課題名 

RNAプロセシング過程に関わる複合体群の同定と解析 

 

金井 昭夫 

慶應義塾大学環境情報学部・教授/ 同・先端生命科学研究所・教授 
 

 

1.  研究の背景と目的 

21 世紀になって、塩基配列決定のテクノロージーが高度に発展したことにより、多様

な生物種でゲノムの全塩基配列が解読された。このことにより、各生物種で、タンパク

質をコードする領域のアミノ酸配列が推定され、プロテオーム（遺伝子の集合全体を

ゲノムと呼ぶのに対して、ある細胞に発現するタンパク質の全集合のこと）の基盤情

報として公開されたが、どの生物種においても未だにその 1/3から半数近くのタンパク

質が機能未知であり、システマティックな機能同定法の開発が切望されている。本研

究では個々のタンパク質の機能のみに注目するのではなく、その複合体とその構成

成分を解析することで、遺伝子制御機構におけるシステマティックな生命現象の理解

を目指す。遺伝子の制御に大きく関わるような分子（特定の遺伝子に特化したもので

なく、複製、転写、翻訳などのレベルでの制御に関わるもの）は複合体を形成してい

ることが多いと考えられるからである。 

 

特定の現象に対応するようなトランスクリプトーム（ある細胞に発現する転写物の全

集合のこと）やプロテオームなどを網羅的に解析していくシステム生物学的なアプロ

ーチはここ数年、益々盛んになっているが、真核生物を対象とした場合は原核生物に

比べ、遺伝子の数で 10 倍以上の差があり、例えば、2 種のタンパク質の全相互作用

等を考えるだけで、大雑把に見積もっても約 100倍の組み合わせを計算、実験するこ

とになる。 
 



ここで、我々が研究対象とするアーキア（古細菌）のパイロコッカス  フリオサス 

(Pyrococcus furiosus)はゲノム全体で約 2,000のタンパク質をコードするばかりである。

さらに、同アーキアは 100 に及ぶ高熱環境で生息していることから、由来するタンパ

ク質が耐熱性を有することより、生化学的な解析に適している。また、これまでの多く

のプロテオーム解析は特定の現象に特化した形で行なわれ、本申請研究のように複

合体を系統的に分画するような観点では遂行されていない。現在まで、全プロテオー

ムがどのような複合体クラスをもって具体的に存在しているのかについては、断片的

な知見しかない。本研究では、同アーキアをモデル系にして、全タンパク質をゲル濾

過解析し、その複合体の数を見積もると共に、様々な複合体に対応した「生理的機

能」を明らかにするための基盤を構築することを主たる目的に掲げた。 
 

一方、同アーキアにおいて全ての複合体の機能を単一のグループが実験的に検証

することは、無理があるので、将来的には遺伝子制御に関する機能研究を、日本の

主たる研究グループに割り振り、遂行して行きたい（既に、九州大学、京都大学、新

潟大学などの担当者と共同研究を模索している）。本研究では、近年その重要性が

益々指摘されているRNAのプロセシング過程（RNA分子がその機能遂行のために、

切断、連結、分解、化学修飾などを受ける過程）に焦点を絞り、上記の実験生物学に

加え、情報科学的な解析を併用する形で、研究を遂行した。 

 

2.  研究成果と展望 

2-1. P. furiosus タンパク質複合体の解析 

図は超好熱性アーキア P. furiosus全細胞抽出タンパク質をゲル濾過カラムで分子量

に従って分画した後、そのフラクションを(A)変性条件及び (B)非変性条件で電気泳

動したものである。変性条件では、フラクションは大まかには、分子量の大きさ順にタ

ンパク質が溶出されているが、どのフラクションもいろいろな大きさのタンパク質を含

んでいる。一方で、非変性条件ではゲル濾過カラムのサイズマーカーと良く呼応する

複合体が検出されている。小さな分子が集合することで、ゲル濾過のマーカーに対応

する複合体を作り上げていると考えられる。前述のように、同アーキアゲノムは約

2,000 種のタンパク質をコードするが、全細胞抽出液中には、予備的なプロテオーム

解析から 1,000～1,500種のタンパク質が同定されると考えている。本研究の結果、非

変性条件において、電気泳動上で確認出来る主な複合体バンドは約 50種であること

が明らかとなった。この 50 種の複合体に対して、将来的に様々な遺伝子制御に関わ



る活性（DNA 複製や修復、転写、 RNA プロセシング、翻訳、核酸の分解や品質管

理）とシステマティックに対応をつけていきたい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 超好熱性アーキア P. furiosus 全細胞抽出タンパク質のゲル濾過解析。(A)変性
条件 (SDS存在下)での電気泳動図。(B)非変性条件 (Native条件)での電気泳動。 
 

 

さて、ゲル濾過にて分画した数フラクションを選び、Nano-LC-MS/MS にて、その中に



存在するタンパク質の同定を試みた。その結果、例えば、約 500 kDa の複合体に対

応するフラクションには、DNA ポリメラーゼ、DNA ヘリカーゼ、GINS などの DNA複

製関連タンパク質と共に、数多くの機能未知タンパク質が検出された。これは、複合

体を解析することで、その複合体に存在する機能未知タンパク質の機能を推定してい

ける可能性を示唆している。現状では、ゲル濾過のフラクションをそのままプロテオー

ム解析の対象としているが、将来的には、非変性条件の電気泳動で得られた複合体

のバンドと、それを構成するタンパク質との対応をつけていくことが必要である。 
 

また、前駆体 rRNA（16S-23S rRNA）をプローブに用いて、ゲル濾過で分画したフラク

ションとともにインキュベートすることで、本 RNA 前駆体をプロセスする活性と、分解

する活性を検出することに成功した。これらの活性は、別々のフラクションにピークを

もって現れた。特に 16S rRNAへのプロセシングを担うと考えられる活性は、700 kDa

以上の巨大な複合体に存在していることが示唆され、その分子同定が急がれる。 
 

さらに、これまでに研究蓄積のある tRNA プロセシングに関わる、様々な因子（tRNA

リガーゼ、tRNA リガーゼ C 末端特異的プロテアーゼ、RNA 5’リン酸化酵素等）につ

いて、上記のゲル濾過分画に対しウエスタン解析や、生化学的な活性を検出すること

で、これらのタンパク質が複合体を形成している可能性を示唆した。その詳細につい

ては、今後の解析が必要である。 

 

2-2. 原核生物の RNA及び RNA関連タンパク質に関する情報科学的な解析 

前述の実験科学的な解析と平行しながら、情報科学的に原核生物の RNA や RNA

関連タンパク質をシステマティックに解析していくための基礎的な解析をおこなった。

具体的には、(a) ゲノム情報が既知なアーキア 146 種を用いて、rRNA 遺伝子クラス

ターを対象に、クラスターを形成する rRNA の種類、ゲノム上の位置関係等を解析し

た。その結果、進化過程における、rRNA のクラスター化や、その倍化現象を明らか

にした (小林ら、未発表)。(b) RNA のプロセシング過程に深く関わる Ribonuclease 

(RNA分解酵素)に関して、これもバクテリアやアーキアの約 250種のゲノム情報から、

同酵素に保存されている配列を抽出し、それが新規 Ribonuclease を予測するための

識別配列となるかを検討した (今井ら、未発表)。さらに、(c) 大腸菌で見出された機

能性の低分子 RNA（sRNA）が進化的にどのように保存されているのかを解析した。

この際、ゲノムのシンテニー情報を活用することで、保存性の低い sRNA を効率よく、



検出できることを見出した（牧野ら、未発表）。 

 

2-3. 展望 

本研究を推進していけば、生命を司る物質が分子単体の集合（ここでは、全 2,000

種）という概念から、より階層的に一段高いグループ（メジャーなもので約 50 グルー

プ）の集合体として解釈される。 

 

複合体の内実に関しては、今回に研究対象とした RNA プロセシングに関わるものか

ら、同様の手法を用いて、少なくとも DNA複製、修復、転写、翻訳などの理解の基盤

を因子の集合体として提供することになりえる。 
 

また、本研究は基礎生物学のみならず、将来的に新規の機能を有した有用微生物の

創生や合成生物学的研究において、必須の知見を提供するものになりえる。 
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