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研究成果の概要（和文）：RNAのリン酸化酵素としてClp1が知られている。Clp1の大規模分子進化解析の結果、
計3,577件のClp1関連タンパク質を検出した。その多くは真核生物やアーキアに由来し、バクテリアには限られ
た種にしか存在しなかった。Clp1のキナーゼドメインは、全てのClp1関連タンパク質に共通であり、N 末端やC
末端領域には生物種やファミリーに特徴的なドメインが保存されていた。また、1,000アミノ酸残基以上の巨大
なClp1関連タンパク質を122個検出した。さらに、Thermus scotoductus Clp1組換え体酵素を用いて、バクテリ
アClp1のリン酸化活性を世界で初めて実験科学的に検証した。

研究成果の概要（英文）：We conducted a large-scale molecular evolutionary analysis of the Clp1 
family proteins, a polyribonucleotide 5'-hydroxyl kinases. In total, 3,557 Clp1 family proteins were
 detected in the three domains of life, Bacteria, Archaea, and Eukarya. Many were from Archaea and 
Eukarya, but a few were found in restricted, phylogenetically diverse bacterial species. The domain 
structures of the Clp1 family proteins also differed among the three domains of life. Although the 
proteins were, on average, 555 amino acids long (range, 196-2,728), 122 large proteins with > 1,000 
amino acids were detected in eukaryotes. The polyribonucleotide kinase activity of Thermus 
scotoductus Clp1 was characterized experimentally. We propose a comprehensive assessment of the 
diversification of the Clp1 family proteins and the molecular evolution of their functional domains.

研究分野： 分子進化学、分子生物学

キーワード： 分子進化　ポリヌクレオチドリン酸化酵素　情報学的解析　実験検証　巨大タンパク質

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAキナーゼであるClp1に関して、タンパク質のドメインレベルで、特に真核生物において機能の分担をしなが
ら分子進化していく様相を明らかにできた。この研究過程で、Clp1のキナーゼドメインを有した巨大タンパク質
 (Clp1様タンパク質)を見出した。Clp1はヒトで遺伝病の原因遺伝子となっていることから、今回見出したClp1
様タンパク質も遺伝病に関わる可能性がある。また、バクテリアで初めてとなるClp1分子を同定し、その生化学
的な活性に関して検証した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

RNA のリン酸化を行う酵素として、ポリヌクレオチドリン酸化酵素 Clp1 が知られ

ている。この酵素は、主に前駆体 tRNA のスプライシングや、mRNA 3’末端の形成に関わっ

ている。Clp1 タンパク質ファミリーとして一部の真核生物では、Nol9 や Grc3 といった酵素

があり、主に前駆体 rRNA プロセシングに関与している。しかしながら、Clp1 タンパク質

ファミリーの大規模な系統学的な分布や、その多様性は明らかとなっていなかった。 

 

２．研究の目的 

Clp1 タンパク質ファミリーの大規模な系統学的分布や、その多様性を網羅的な分

子進化解析を行うことによって明らかにする。この過程で得た、分子の構造と活性に関する

知見に基づき新しい特異性をもったポリヌクレオチドキナーゼをデザインする。ここで、後

半の目的である「キナーゼのデザイン」は、分子進化の研究過程で、バクテリアの単純化さ

れた Clp1 様分子を発見するに至って、同バクテリア分子の活性検証を当面の目的とし、部

分修正を行った。「キナーゼのデザイン」は本申請研究を終了後に引き続き行っている。 

 

３．研究の方法 

Clp1 の分子進化研究では、生物の三大ドメインであるバクテリア、アーキア、真

核生物のタンパク質配列が登録された公共データベースを用いて、大規模な解析を行った。

生物ドメインごとの存在比の計算には、完全長のゲノム配列を用いた。実験科学的な解析で

は、まず、Thermus scotoductus Clp1 (Ts-Clp1)のタンパク質コード領域のコドンを大腸菌のそ

れに最適化した合成遺伝子を構築した。これを用いて、Ts-Clp1 を大腸菌で発現させた後、

これを SDS 存在下のポリアクリルアミドゲル電気泳動で主要なタンパク質となるまで精製

した。精製した Ts-Clp1 の酵素学的なパラメータを測定した。 

 

４．研究成果 

(1) 分子進化解析の結果、合計で 3,577 件の Clp1 関連タンパク質が検出され、その多くは真

核生物やアーキアに存在したが、バクテリアには限られた種に少数しか存在しなかった。ま

た、リン酸化に重

要な Clp1 のポリ

ヌクレオチドリン

酸化ドメインは、

すべての Clp1 関

連タンパク質に共

通であり、N 末端

や C 末端には生物

種やファミリーに

特徴的なドメイン

が保存されていた 

(図 1)。 

         図 1 Clp1 タンパク質ファミリーのタンパク質ドメインレベルでの進化

（緑色は保存されたキナーゼドメインを示す。詳細は参考文献を参照） 
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(2) Clp1 関連タンパク質のアミノ酸長を算出すると平均が 555 アミノ酸残基であったが、真

核生物において 1,000 アミノ酸残基以上の巨大な Clp1 関連タンパク質 122 個検出された 

(図 2)。これらの新規タンパク質では、Clp1 のポリヌクレオチドリン酸化ドメインと様々な

機能ドメインが保存されており、その 80%以上が真菌類や、前口動物由来のものであった。 

 

図 2 マルチドメインを有する巨大な Clp1 関連タンパク質の例 

ドメイン番号 1 (Clp1_P)で表された緑のシンボルが Clp1 のキナーゼドメインに対応する。

aa は各タンパク質を構成するアミノ酸の数。１x、６x 等は同じ構造を有する遺伝子が今回

解析したデータベース上に幾つ存在するかを表している。 

 

(3) Ts-Clp1 組換え体タンパク質を用いて、バクテリア Clp1 のリン酸化活性を世界で初めて

実験科学的に検証した。Ts-Clp1 は一本鎖 RNA をリン酸化し (ATP に対する Km 値、 2.5 

µM)、高濃度の酵素を添加することで一本鎖 DNA のリン酸化も促進した。 

 

参考文献： 

Saito, M., Sato, A., Nagata, S., Tamaki, S., Tomita, M., Suzuki, H., and Kanai, A. (2019) Large-scale 

Molecular Evolutionary Analysis Uncovers a Variety of Polynucleotide Kinase Clp1 Family Proteins 

in the Three Domains of Life. Genome Biology and Evolution 11(10): 2713-2726. 
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