
とが明らかとなった．

５． お わ り に

本研究では，サプレッサー tRNAが他の tRNAには見ら

れないような非常に特殊な構造をとっていることを明らか

にし，その特徴的な構造を PylRSが形状相補的に認識す

ることによって直交性が維持される機構を解明することが

できた．近年，サプレッサー tRNAに非天然のアミノ酸を

結合させる aaRS変異体を作製し，非天然型アミノ酸をタ

ンパク質に取り込ませるバイオテクノロジーが盛んになっ

ている．本研究から，自然は３０億年前からこのような遺

伝暗号の読み替えを生命の中で行ってきたことが明らかと

なった．この成果が，さらなる遺伝暗号の拡張と有用な機

能を持ったタンパク質の合成技術の実現への手助けとなる

ことを期待している．
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tRNAの硫黄修飾塩基の機能とその生合成
機構

は じ め に

RNAは転写後にスプライシングや化学修飾などのプロ

セシングを経て成熟し，その機能を発揮する．tRNAはタ

ンパク質合成において mRNAのコドンとアミノ酸を結び

付けるアダプター分子として働く．tRNAには多数の転写

後修飾が存在するが，なかでも硫黄修飾はコドン認識や立

体構造の安定化などの役割を担っている．そのため，

RNAに硫黄を導入する機構は生命の維持にとって欠くこ

とのできない重要な機構である．

１． 硫黄修飾塩基２-チオウリジン（s２U）の機能

現在までに９０種類以上の化学修飾が tRNA分子に発見

されている（http:／／biochem.ncsu.edu／RNAmods／）．修飾の

形態はメチル化，アセチル化，硫黄化，アミノ酸付加，糖

付加など実に様々であるが，本稿ではアンチコドンと

T-ループにある２-チオウリジン（s２U）の機能と生合成に

ついて概説する．

アンチコドンウォブル位（３４位）の修飾はコドンの縮

重を適切に制御し，正確なタンパク質合成に必須である．

グルタミン酸，グルタミン，リジンの tRNAの３４位はほ

ぼすべての生物において，５-メチル-２-チオウリジン誘導体

（xm５s２U）に修飾される１）（図１A）（５位は生物種により異

なる）．かさ高い２-チオ基と２′-水酸基の立体障害により

C３′-endo 型が安定化される２）（図１B）．これによりアンチコ

ドンの xm５s２Uはコドン３文字目の A・Gとの対合を強め，

C・Uと対合するのを防ぎ，２-コドンボックスの正確な解

読が可能になる．ヒトではミトコンドリアリジン tRNAの

修飾欠損によりミトコンドリア病（MERRF）が発症する
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ことからもこの修飾の重要性が示唆されている３）．

さらに一部の好熱性細菌には T-ループにも硫黄修飾が

存在する．常温生物では，ほぼすべての tRNA種で５４位

は５-メチルウリジン（m５U，リボチミジン（rT）とも呼ば

れる）であるが，好熱菌（真正細菌 Thermus thermophilus，

Aquifex aeolicus，古細菌 Pyrococcus furiosus など）の tRNA

では一部硫黄化され，５-メチル-２-チオウリジン（m５s２U，

または s２T）となっている４～６）（図１A）．アンチコドンの硫

黄修飾と同じく，m５s２Uも C３′-endo 型が安定化される

（図１B）．これにより T-ループと D-ループから構成される

図１ tRNAの硫黄修飾
A．硫黄修飾塩基の化学構造と tRNA上の位置．
３４位（アンチコドンウォブル位）はコドンの３文字目と対合す
る．xm５s２U：５-メチル２-チオウリジン誘導体，m５s２U：５-メチル
２-チオウリジン．
B．xm５s２Uの分子内相互作用による構造安定化．
かさ高い２-チオカルボニル基と２′-水酸基の立体障害により C３′-
endo 型が安定化される．
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tRNAの肩領域の構造が安定化され，tRNA全体の熱安定

性が向上する．高温環境では硫黄化 tRNAの割合が増え，

高温適応していると考えられている７）．実際 T. thermophi-

lus でこの硫黄修飾を欠損させると高温で生育できない８）．

長年これらの s２Uがどのように生合成されるかは謎で

あったが，最近の研究から大腸菌・酵母・好熱菌の s２Uの

生合成系は２種類に大別できることが明らかになってきた

（表１）．なお５位の修飾には別の酵素群が関与する．

２． アンチコドンの硫黄修飾塩基 s２Uの生合成（大腸菌）

大腸菌では，s２U３４の生合成にシステイン脱硫酵素 IscS

と，tRNAに結合し硫黄を導入する修飾酵素MnmAが関与

することが知られていた９）．システイン脱硫酵素はピリド

キサルリン酸依存的にシステインを分解し，酵素自身に結

合したペアスルフィド（R-S-SH）を形成する．この硫黄

原子は鉄硫黄クラスターなどの生合成にも使われる．しか

し，IscSとMnmAのみでは tRNAの硫黄化効率は低く，

他の因子の関与が予想されていた．そこで筆者を含む鈴木

勉らのグループでは大腸菌の遺伝子破壊株コレクションの

tRNA修飾を質量分析により網羅的に解析し，五つの生合

成遺伝子を同定した．さらに試験管内の硫黄転移反応の再

構成実験から，システイン脱硫酵素 IscSにより生成され

たペアスルフィドが TusA，TusBCD複合体，TusEの保存

システイン残基に順に受け渡された後修飾酵素MnmAに

渡されるという，活性化硫黄リレー系があることを明らか

にした１０）（図２A）．MnmAは ATPを用いウリジンの２位の

酸素原子をアデニレートとして活性化し，最終的に硫黄を

tRNAに導入する１１）．

３． アンチコドンの硫黄修飾塩基 s２Uの生合成（真核生物）

真核生物ミトコンドリア tRNAの s２U３４生合成にはシス

テイン脱硫酵素 Nfs１と，Mtu１という大腸菌MnmAのホ

モログが関与している１２，１３）．活性化硫黄リレー系は現在の

ところ未同定である．

一方，真核生物細胞質の s２U３４生合成については，まず

システイン脱硫酵素 Nfs１と鉄硫黄クラスターの生合成系

が関与することが報告された１３）．さらに最近複数のグルー

プにより相次いで五つの生合成遺伝子が同定された（出芽

酵母で は TUM１，URM１，UBA４，NCS６，NCS２１４～１６））．分

裂酵母，線虫，ヒト培養細胞でも解析され，真核生物に保

存された系であることが明らかになったが，出芽酵母の系

を例に解説する（図２B）．システイン脱硫酵素 Nfs１に生

成されたペアスルフィドは Tum１，Uba４のロダネーゼ様

ドメイン（RLD）に順に渡される．Urm１（ubiquitin related

modifier１）はユビキチンに類似したタンパク質翻訳後修

飾因子であり，Uba４は Urm１の活性化酵素（E１酵素）と

して標的タンパク質のウルミル化に関与することが報告さ

れている１７）（図２B下側）．Urm１のカルボキシ末端は Uba４

によりアデニル化された後，硫黄原子を受け取りチオカル

ボキシレート（R-COSH：カルボキシル基の酸素が硫黄に

置換された活性化硫黄種）を形成する．その後 tRNAに結

合する修飾酵素複合体 Ncs６／Ncs２が Urm１-COSHから

tRNAに硫黄を導入すると考えられている．

４． Tループの硫黄修飾塩基 s２Uの生合成（好熱菌）

好熱菌 T. thermophilus はゲノムが解読されており，遺伝

子破壊が比較的簡単に行え，またその組換えタンパク質は

表１ ２-チオウリジン（s２U）の生合成系の比較

生 物 種 修飾塩基 tRNA上の位置 機 能 修飾酵素 活性化硫黄種

大腸菌 mnm５s２U ３４位 コドン解読 MnmA型 ペアスルフィド

出芽酵母
（ミトコンドリア）

cmnm５s２U ３４位 コドン解読 MnmA型 ペアスルフィド

出芽酵母
（細胞質）

mcm５s２U ３４位 コドン解読 Ncs６／TtuA型
ペアスルフィド
チオカルボキシレート

好熱菌
（T. thermophilus）

m５s２U（s２T） ５４位 立体構造の熱安定化 Ncs６／TtuA型
ペアスルフィド
チオカルボキシレート

mnm５s２U：５-メチルアミノメチル-２-チオウリジン
cmnm５s２U：５-カルボキシメチルアミノメチル-２-チオウリジン
mcm５s２U：５-メトキシカルボニルメチル-２-チオウリジン
m５s２U：５-メチル-２-チオウリジン
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図２
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非常に安定で生化学的解析が容易である．私たちはこれら

の利点に質量分析による高感度な修飾塩基の解析法を組み

合わせ，s２U５４生合成遺伝子を五つ（システイン脱硫酵素

（IscSと SufS），TtuA，TtuB，TtuC）同定し，硫黄化反応

を試験管内で再構成し解析した８，１８，１９）（図２D）．TtuBのカル

ボキシ末端は活性化酵素 TtuCによりアデニル化された

後，システイン脱硫酵素のペアスルフィド硫黄を受け取

り，チオカルボキシレートになることが明らかになった．

そして低い効率ではあるが TtuB-COSHの硫黄が修飾酵素

TtuAにより ATP依存的に tRNAに導入されることを示し

た．この系は真核生物細胞質の s２U３４の生合成機構と非常

に類似していることが明らかになった．TtuAは Ncs６に，

TtuBは Urm１に，TtuCは Uba４にそれぞれ配列が類似し

ている．そして遺伝子破壊株の解析から，Tum１の好熱菌

ホモログも s２U５４の生合成に関与していることを明らかに

している（鴫直樹ら，投稿準備中）．

５． 他の硫黄代謝系との関連

システイン脱硫酵素は鉄硫黄クラスターなど様々な硫黄

化合物の生合成系にペアスルフィドを供給するが，TusA

と Tum１はシステイン脱硫酵素の活性を促進し，tRNA硫

黄修飾系に硫黄を振り分ける役割がある．Tusタンパク質

のホモログは光合成細菌では硫黄酸化に関与することが報

告されている２０）．Tum１と Uba４にあるロダネーゼ様ドメ

イン（RLD）は種々の硫黄代謝に関与するタンパク質に幅

広くみられる．

酵母細胞質・好熱菌の s２Uの生合成系ではチオカルボキ

シレートが中間体として形成される．硫黄を含む補酵素で

あるモリブデン補酵素とチアミンの生合成にもそれぞれ

TtuB／Urm１と TtuC／Uba４のホモログが関与しチオカルボ

キシレートが硫黄の供与体となる２１）．T. thermophilus のゲ

ノムには TtuC様の ORFは一つしかなく，ttuC の遺伝子

破壊株の解析から，好熱菌では TtuCは tRNA硫黄修飾，

モリブデン補酵素，チアミンの生合成すべてに機能してい

ることが判明した１９）．この結果から tRNAの硫黄修飾と含

硫黄補酵素の生合成系は非常に近縁であり，これらの起源

は同一であることが示唆される．

酵母において，鉄硫黄クラスターの生合成因子の機能破

壊株では細胞質の s２Uの生合成がおこらない１３）ことから，

細胞質の s２Uの生合成系のどこかに鉄硫黄クラスターをも

つタンパク質があることが推定されるが現在のところ未同

定である．修飾酵素 Ncs６は Cys-Xaa-Xaa-Cysからなるモ

チーフを複数もつのでその候補と考えられる．

６． 真核生物ユビキチン系との関連

タンパク質の翻訳後修飾の一つであるユビキチン化は，

細胞周期の進行やシグナル伝達など生体にとって重要な現

象と関連している．このシステムは真核生物においては普

遍的に存在するが，原核生物ではこれまで確認されていな

い．ユビキチンは E１酵素とチオエステル結合体を形成

し，最終的に標的タンパク質に転移され，その機能を制御

する（図２C）．好熱菌 s２U５４の生合成系の硫黄キャリア

TtuBとその活性化酵素 TtuCはそれぞれユビキチンと E１

酵素に配列が類似している．試験管内では還元剤に感受性

の TtuB-TtuC共有結合体が微量に生成され，チオエステル

を介して結合していることが質量分析により判明した１９）．

図２ tRNAの２-チオウリジン生合成系とユビキチン化系の比較
A．大腸菌における s２U３４の生合成系．
システイン脱硫酵素 IscSにより生成されたペアスルフィドが TusA，TusBCD複合体，TusE，修飾酵素MnmAに順に渡される．最終
的にMnmAが硫黄を ATP依存的に tRNAに導入する．
B．酵母細胞質における s２U３４の生合成系．
システイン脱硫酵素 Nfs１に生成されたペアスルフィドは Tum１，Uba４のロダネーゼ様ドメイン（RLD）に順に渡される．Urm１のカ
ルボキシ末端は Uba４によりアデニル化された後，硫黄原子を受け取りチオカルボキシレート（R-COSH）を形成する（中央）．その
後 tRNAに結合する修飾酵素複合体 Ncs６／Ncs２が Urm１-COSHから ATP依存的に tRNAに硫黄を導入すると考えられる．Urm１はユ
ビキチンに類似したタンパク質翻訳後修飾因子であり，Uba４は Urm１の活性化酵素（E１酵素）として標的タンパク質 Ahp１のウル
ミル化にも関与する（下段）．
C．真核生物ユビキチン化系．
ユビキチン（Ub）は E１酵素とチオエステル結合体を形成し，E２および E３酵素により標的タンパク質に転移され，その機能を制御
する．
D．好熱菌における s２U５４の生合成系．
TtuBのカルボキシ末端は活性化酵素 TtuCによりアデニル化された後，システイン脱硫酵素（IscSまたは SufS）のペアスルフィド硫
黄を受け取り，チオカルボキシレートになる（中央）．そして TtuB-COSHの硫黄が修飾酵素 TtuAにより ATP依存的に tRNAに導入
される．酵母細胞質の系（B）との比較から Tum１の好熱菌ホモログも硫黄転移に関与していると思われる．また，試験管内では
TtuB-TtuCチオエステル結合体が形成されることから好熱菌にもユビキチン化に類似したタンパク質の翻訳後修飾系があることが示
唆される（下段）．
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原核生物でこのようなチオエステル体が観測されたのは本

研究が初めてである．この結果から好熱菌にもユビキチン

化に類似したタンパク質の翻訳後修飾系があることが示唆

される（図２D下側）．これは原核生物では全く新しいタ

ンパク質の機能制御機構と考えられるので，現在好熱菌内

で TtuB化されているタンパク質があるのか解析中であ

る．また前述のように真核生物では Urm１がタンパク質翻

訳後修飾因子として機能するとともに，s２Uの生合成因子

としても機能する．それゆえ真核生物のユビキチンによる

タンパク質翻訳後修飾システムは，原核生物にもみられる

チオカルボキシレートが関与する硫黄化合物の生合成系か

ら進化してきたと考えられる．

お わ り に

一見単純そうに思える硫黄修飾塩基の生合成は多数の因

子が関与する複雑な仕組みによって達成されることが明ら

かになってきた．時として生体にとって毒性を示す活性化

硫黄種を安定化させる硫黄キャリアタンパク質の関与がこ

の生合成系の特徴である．これにより反応性の高い活性化

硫黄種を安全に目的の基質とのみ反応させることができ

る．これは硫黄化合物生合成の共通原理であると考えられ

る．今後は各経路による活性化硫黄種（ペアスルフィド・

チオカルボキシレート）の使い分け・その反応性の違い，

キャリアタンパク質間の硫黄転移の分子メカニズムを明ら

かにしていきたい．
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は じ め に

生体は L体のアミノ酸で統一されていると考えられてき
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