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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　好熱性真正細菌および古細菌由来のRNA修飾システムの分子レベルでの解明を目指し、以下のことを明らかにした。

（1）高度好熱性真正細菌Thermus thermophilus由来のtRNA (Gm18) methyltransferase [TrmH]をもとに、TrmHファミリーにのみ保存されている塩基性アミノ酸残基に着目し、系統的なアラニン置換実験を行った。その結果、保存されている塩基性アミノ酸残基が役割分業することにより、触媒反応が進行することがわかった。判明した役割は以下のとおりである。(i) 活性中心 Arg41残基　(ii) tRNAの初期結合部位 Lys90, Arg166, Arg168, Arg176残基　(iii) 触媒回転の進行に必要なtRNA結合部位 Arg8, Arg19, Lys32　(iv) S-アデノシル-L-ホモシステインの解離にも関与する構造因子 Arg11-His71-Met147相互作用　(v) 補助的なリン酸結合部位 His34　(vi) 機能不明 Arg109。

　これらのアミノ酸残基をX線結晶構造解析の結果にあてはめると、(i)および(iii)に関与する残基はtRNAとのドッキングモデル上でtRNAのD-アーム, T-アーム会合領域に集中すること、および(ii)に関与する残基はtRNAの3D-コア領域に集中することがわかった。

（2）超好熱性真正細菌Aquifex  aeolicus由来tRNA (m1G37) methyltransferase [TrmD]の基質認識機構をさまざまなtRNA転写産物を用いて調べた。その結果、本酵素は大腸菌酵素に比べて効率よくA36G37配列をもつtRNA転写産物をメチル化できること、アンチコドンアームのみからなるマイクロヘリックスRNAを基質にすることなどを見いだした。Aquifex  aeolicus TrmDは、アミノ酸配列自身も他の真正細菌由来TrmDとはかなり異なっており、特殊なRNA認識は真正細菌TrmDの起源酵素の性質を宿しているかもしれない。

この他、超好熱性真正細菌Aquifex  aeolicus　由来tRNA (m7G46) methyltransferaseのドメイン構造の解析および真核生物由来酵素との比較、高度好熱性真正細菌Thermus thermophilusの修飾酵素量の培養温度に依存した変動等についても研究を行い、成果を発表した。
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	欧文概要　ＥＺ

We have investigated RNA modification systems from thermophilic eubacteria and archaea, and reported the results as follows.

(1) Transfer RNA (Gm18) methyltransferase [TrmH] catalyzes the methyl-transfer from S-adenosyl-L-methionine (AdoMet) to the 2’-OH group of the G18 ribose in tRNA.  To identify amino acid residues responsible for the tRNA recognition, we have carried out the alanine substitution mutagenesis of the basic amino acid residues that are conserved only in TrmH enzymes and not in the other SpoU proteins.  We analyzed the mutant proteins by S-adenosyl-L-homocysteine affinity column chromatography, gel mobility shift assay, and kinetic assay of the methyl-transfer reaction.  Based on these biochemical studies and the crystal structure of TrmH, we find that the conserved residues can be categorized according to their role, (i) in the catalytic center (Arg41), (ii) in the initial site of tRNA binding (Lys90, Arg166, Arg168, and Arg176), (iii) in the tRNA binding site required for continuation the catalytic cycle (Arg8, Arg19, and Lys32), (iv) in the structural element involved in release of AdoHcy (Arg11-His71-Met147 interaction), (v) in the assisted phosphate binding site (His34), or (vi) in an unknown function (Arg109).

(2) We investigated the RNA recognition mechanism of Aquifex aeolcius tRNA (m1G37) methyltransferase [TrmD].  We found that TrmD from Aquifex aeolicus methylates tRNA transcripts possessing an A36G37 sequence as well as tRNA transcripts possessing a G36G37 sequence.  In contrast, tRNA transcripts possessing pyrimidine36G37 were not methylated at all.
Furthermore, we have reported the domain structure of A. aeolicus TrmB and compared its RNA recognition mechanism to that of eukaryote Trm8-Trm82 complex.
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