
１． はじめに

RNAは DNAから転写反応により生成される核酸分子で
あるが，転写されたたままの状態では正確に機能すること
はできず，適切な修飾を受けて初めて機能を発現できるよ
うになる．これまでに，メチル化やアセチル化，チオ化な
ど１００種類以上の RNAの修飾が報告されており１），各々
の修飾は，それに対応する RNA修飾酵素により特異的に
導入される．報告されている RNA修飾の多くはトランス
ファー RNA（tRNA）の修飾である．tRNAは約７６塩基の
RNA分子で，タンパク質合成の際にメッセンジャー RNA
の遺伝暗号に対応するアミノ酸をリボソームに運搬する重
要な役割を持つ．６１種類のコドンに対応するために大腸
菌は４８種類の tRNAを持っているが，導入される修飾の
種類や位置は tRNAの種類により異なる．したがって，
RNA修飾酵素は修飾を入れるべき tRNAを特異的に認識
し，目的の修飾を目的の位置に正確に導入する．しかし，
その一方で，ほぼすべての tRNAに普遍的に導入される修
飾も存在する．２０位付近のウリジン（U）が還元されたジ
ヒドロウリジン（D），５４位の Uがメチル化されたチミジ
ン（T），５５位の Uが修飾されたシュードウリジン（）で
ある．tRNAはクローバーリーフ構造と呼ばれる特徴的な
立体構造を形成しているが，これらの修飾がほぼすべての
tRNAの決まった位置に導入されていることから，２０位付
近は Dループ，５４位付近は Tループ（もしくは TCルー
プ）と呼ばれている．特異的に修飾を導入する酵素とは異
なり，これらの普遍的な修飾を導入する酵素は，構造の異
なるさまざまな tRNAに修飾を導入しなければならない．
本稿では，ジヒドロウリジン合成酵素（dihydrouridine syn-
thase：Dus）に着目し，Dusがどのようにしてさまざまな
tRNAを認識して D修飾を導入するのかを，筆者らの研究

成果を中心に紹介する．

２． D修飾と Dus

D修飾が導入されると RNAの柔軟性が向上することが
示されている一方で２），悪性腫瘍から抽出した tRNAに多
くみられるなど，D修飾は疾患との関連性も示唆されてい
る３，４）．D修飾はウラシル塩基の C５―C６間の二重結合に水
素を二つ付加して還元することにより合成される（図１）．
Dusはフラビンモノヌクレオチド（FMN）の還元力を利
用して，このウラシル塩基の還元反応を触媒する．酵母に
おいては，D修飾は tRNAの１６，１７，２０，２０A，２０B，４７
位に発見されているが，どの位置に D修飾が導入される
かは tRNAの種類により異なる５）．これらの異なる位置の
D修飾を導入するために，酵母は４種類の Dus（Dus１p，
Dus２p，Dus３p，Dus４p）を持っており，Dus１pは１６，１７
位，Dus２pは２０位，Dus３pは４７位，Dus４pは２０A，２０B
位の D修飾を担当する．それぞれの Dusは複数の種類の
tRNAを認識し，各々の酵素が担当する位置に D修飾を導
入する５，６）．
さらに，Dusは D修飾以外の修飾を受けた tRNA，すな

わちある程度成熟した tRNAのみを基質として認識すると
いう興味深い性質を有する７）．一般に tRNA修飾酵素の研
究には in vitro で合成された RNAが用いられるが，この
興味深い性質により Dusの研究では合成 RNAを用いるこ
とができない．そのため，D修飾という普遍的な修飾を導
入する酵素であるにも関わらず，Dusの研究の進度はほか
の tRNA修飾酵素に比べて遅かった．D修飾の存在は
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１９６５年には報告されていたが８），２００２年に大腸菌のノック
アウト株を用いて Dusが同定されるまで，３７年もの時間
を要したことからもその遅さが伺える９）．

３． Dus-tRNA複合体の構造解析の経緯

Dusの結晶構造は，２００４年に Parkらのグループにより
タンパク質の立体構造を網羅的に決定するプロジェクト
（構造ゲノム科学プロジェクト）の一環として決定され
た１０）．明らかになった構造は，-バレル構造の N末端ドメ
インと，ヘリックスバンドル構造の C末端ドメインの二
つのドメインから構成されており，N末端ドメインの中心
に存在するくぼみの底には FMNが結合していた．これら
の構造的特徴から，N末端ドメインが機能ドメインで C
末端ドメインが RNA結合ドメインと推察された．その
後，Dusが tRNAをどのように認識して結合するのかを明
らかにするため，我々は Dusと tRNAの複合体の構造解析
を目指したが，長きにわたり結晶を得ることはできなかっ
た．２００８年になり，上述した「Dusは修飾を受けた RNA
だけを基質として認識する」ということが報告され，複合
体の結晶が得られない理由がわかった．我々は，基質とし
て認識されない in vitro で合成した RNAを用いて複合体
の結晶を得ようとしていたのである．当時，結晶構造解析
を得意とするいくつものグループが Dus-tRNA複合体の結
晶化にチャレンジしていたが，どこも成功しなかった．お
そらく，同様の手法でトライしていたためだろう．その
後，我々は，安定な tRNA複合体を形成できる Dusを求
め，さまざまな生物由来の Dusを調製したのだが，その
過程で偶然にも Thermus thermophilus 由来の Dusを大腸菌

に過剰発現させると，菌体内で自発的に Dus-tRNA複合体
を形成するということを発見した１１）．後にわかることだ
が，この複合体は tRNAの修飾塩基である U２０と Dusの
活性残基である Cys９３とが共有結合で連結された複合体
であり，この安定な複合体を用いることで我々は Dus-
tRNA複合体の結晶構造を初めて決定することができた１２）．

４． Dus-tRNA複合体の構造

tRNAは Dusの Nおよび C末端ドメインの間に挟まれ
る形で結合していた（図２A）．その際，Dusは tRNAの D
ループ（D-loop）と Tループ（T-loop）の領域を主に認識
していた．Dループと Tループは二次構造を記した際に
は遠く離れているが，実際はループ同士が kissing loop相
互作用と呼ばれる相互作用を複数の塩基間で形成し，近接
して存在している．Dusは正に帯電したドメイン間のくぼ
みを使ってこの領域を認識していた．そして，N末端ドメ
インに存在する活性ポケットには，修飾を受ける塩基（U
２０）が深く挿入されていた．
tRNAが結合しても Dusにはそれほど目立った構造変化

はなかった．一方，Dusに結合した tRNAの構造をフリー
の tRNAの構造と比較すると，基質塩基である U２０を含
む Dループの領域に大きな構造変化がみられた（図２B）．
まず，基質となる U２０が Dusの活性部位に入るために大
きく外に飛び出していた．さらに，U１６，U１７が大きく外
に飛び出し Dusと結合していた．驚いたことに，U２０，お
よび U１６，U１７がこれほどに大きな構造変化をしていたに
も関わらず，その間に存在する G１８，G１９は kissing loop
相互作用を形成したままであった．過去の報告によると，

図２ Dusと tRNAの複合体の結晶構造
（A）T. thermophilus Dusと tRNA複合体の構造．表面が表示されている分子が Dusで，リボン表
示の分子が tRNAである．（B）tRNAの構造変化．Dusと結合した tRNAを黒で，フリーの tRNA
分子を灰色で表している．
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この Dループと Tループ間の相互作用は tRNAに種々の
修飾が導入されることにより安定化される１３，１４）．上述のと
おり，Dusは修飾を受けてある程度成熟した tRNAだけを
基質として認識し，結合することができることを考え合わ
せると，Dusは種々の修飾により安定化される Dルー
プ／Tループ間の相互作用を目印として用い，適切に修飾
された tRNAだけを選別して結合していると考えられる．
修飾が導入されていない tRNAの場合は，U２０を活性部位
へと引っ張り込んだ際に kissing loop相互作用が崩壊し，
Dusと安定な相互作用を形成できないのだろう．興味深い
ことに，Trm５という，これもまた修飾された tRNAのみ
を特異的にメチル化する酵素も，Dusと同様に，修飾によ
り安定化された Dループ／Tループ相互作用を認識す
る１５）．この領域の安定化を修飾の有無の目印として用いる
のは Dusに限った話ではなく，もしかしたら類似したタ
ンパク質が共通に用いる，普遍的な戦略なのかもしれな
い．

５． 活性部位の詳細な構造と反応機構

Dus-tRNA複合体の結晶構造からは，Dusがある程度修
飾を受けた tRNAだけを認識する分子機構がわかった．し
かし，構造解析の分解能は３．７５A°と低く，この構造をもと
に詳細な反応機構を記述することはできなかった．そこで
我々は，Dus-tRNA複合体を RNaseAで消化して Dusと
tRNA断片の複合体を調製し，その結晶構造解析を行っ
た．結合する tRNAが小さくなったことにより，結晶の分
解能は１．９５A°まで改善され，これにより活性ポケット中
で，基質 RNAがどのように認識されるのかを知ることが

できた．
明らかになった構造には，G１８～A２１の４塩基の tRNA

の断片が結合していた（図３A）．驚いたことに，基質塩基
である U２０の C５は Dusの Cys９３の側鎖と共有結合を形
成していた（図３B）．一般に，tRNAに結合するタンパク
質は厳密に tRNAを認識するため，ある程度の大きさを
持った RNA断片でなければタンパク質には安定に結合し
ないが，Dusの場合は期せずして形成された U２０と Cys９３
の間の共有結合により，４塩基まで細分化された後もしっ
かりとタンパク質の活性部位に捕捉されていたのである．
活性ポケット中で基質塩基 U２０は，ウラシル環を FMN補
因子のイソアロキサジン環と平行に配向させる形で FMN
と Cys９３の間に結合し，周辺に存在する Asn９０，Arg１７８
が水素結合を形成して U２０を認識していた．しかし，U２０
と直接相互作用を形成したのはこれらの残基および FMN
だけで，活性ポケット内部には大きな空間が残されてい
た．興味深いことに，この空間は，L字形の謎の電子密度
によって埋められていた（図３B）．この謎の分子は，U２０
のウラシル塩基と相互作用する一方で，活性ポケットに存
在する残基とも相互作用していた．すなわち，Dusは L字
形の謎の分子を介して間接的に U２０を認識していたので
ある．その後，我々は大腸菌由来の DusAの結晶構造解析
を行ったが１６），同様に活性部位中には有意な大きさの電子
密度が観測され，この謎の分子を介した相互作用は Dus
ファミリータンパク質に共通に用いられているものと推察
される．
Dusの酵素活性発現機構を理解するために，活性部位の

残基の変異体を作製し，その酵素活性を野生型と比較し
た．ここでは，その詳細の記述は避けるが，変異体解析に

図３ Dusと tRNA断片の複合体の高分解能の結晶構造（分解能１．９５A°）
（A）Dus-tRNA断片複合体の構造．Dusはリボン図で表示し，tRNA断片は stickで表示している．黒
い stickは FMNを表す．（B）活性部位の拡大図．U２０と Cys９３は共有結合を形成していた．L字形の
謎の分子の電子密度は U２０とポケット内の残基（R１３４，H１６４）の間に結合していた．
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より得られた各々の残基の役割と，結晶構造中での基質塩
基と FMNおよび活性残基の位置関係を考え合わせ，図４
のような活性発現機構が提案された．変異体解析の詳細は
文献７を参照されたい．

６． まとめと残された課題

以上の一連の結晶構造解析と変異体解析をまとめると，
（i）Dusは Tループと Dループ間の相互作用の強さを目印
にして，種々の修飾が導入された tRNAのみを認識して結
合する．（ii）活性ポケット中で基質塩基は Asn９０，Arg１７８
により水素結合を形成して直接認識されるほか，L字形の
謎の分子を介して間接的に認識される．（iii）Cys９３が C５
位へのプロトン供与体，還元型 FMNが C６位へのヒドリ
ド供与体として働く．
残された課題は，謎の分子の同定と，なぜ Cys９３と U２０

が共有結合を形成していたのかを解明することである．
Dusと類似したウリジンの酸化・還元反応を触媒する酵素
においては，ウラシル塩基はアスパラギン，セリンにより
認識されていることから１７），謎の分子はアミド基やヒドロ
キシ基を有する分子と予想される．今後，NMRなどを用
いて同定したいと考えている．Cys９３-U２０間の共有結合に
ついては，提唱された反応機構中では，このような分子が
形成されることはないため，この構造は反応中間体ではな

いと考えられる．一度この共有結合が形成されると，これ
を切断することはできず，反応がさらに進むことはない．
おそらく，T. thermophilus 由来の Dusを大腸菌で発現させ
たことにより，tRNAの認識・結合までは適切に行われた
ものの，本来は起こらないような反応が活性部位中で起
こったのだと考えられる．事実，大腸菌由来 Dusを大腸
菌中で大量発現させても，このような共有結合は形成され
ない．本来とは異なる反応が起こり，それにより偶然形成
された tRNAと Dusの安定な複合体を利用することによ
り，長きにわたり得られなかった複合体の結晶構造が得ら
れ，分子機構を理解できた．人によってはこの複合体を
アーティファクトと呼ぶかもしれないが，上記の一連の研
究結果は，このような予期せぬ結果をうまく生かせば生命
現象を深く理解することができることを示す良い例である
と思う．
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図４ 結晶構造と変異体解析から提案された Dusの反応様式
（i）まず，還元型 FMNの N５位からウラシル環の C６位にヒドリドイオンが転移する．（ii）これにより，C５―C６間の二
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