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は じ め に

タンパク質合成系はセントラルドグマにおける，mRNA

上の遺伝情報をタンパク質へ変換するシステムであり，地

球上に存在する全ての生命の根幹をなすシステムである．

タンパク質合成系に関する研究は分子生物学の成長ととも

に飛躍的に進展し，現在では，リボソームおよび tRNA以

外の全ての因子を組換え体タンパク質へと置き換えた生体

外タンパク質合成システムが構築されるまでになってい

る１）．タンパク質合成系において，tRNAは mRNA上の遺

伝暗号を，それに対応するアミノ酸へと変換する際のアダ

プター分子である．tRNAは多種多様なプロセスを経て成

熟化され，タンパク質合成工場であるリボソーム上で機能

する．tRNAの成熟化には５′あるいは３′側の余分な RNA

の切断，またヌクレオシドの修飾や校正（エディティン

グ），さらに機能しない未成熟 tRNAを除去する品質管理

等が含まれる．とくに修飾，エディティング等は tRNAの

機能を拡張する役割を担っている．本総説ではタンパク質

合成系において，鍵となる tRNAの成熟プロセスを簡潔に

概説するとともに，最近の筆者らが行ってきた tRNAの末

端の成熟化に関する研究を紹介する．tRNAの成熟化の分

子機構解明，およびそれらを用いた機能性 tRNAの創生

は，現存する無細胞タンパク質合成システムと融合するこ

とにより，さらに洗練された高度無細胞翻訳システムを構

築する技術要素となりうると期待される．

１． tRNAの成熟化システム

tRNAに関する研究は歴史が長く，その存在が明らかに

なってから，既に４０年もの年月が過ぎた．tRNAは転写

後，多岐にわたるプロセスを受けて，機能をもった分子と

して成熟化される．さらに，プロセスがうまくいかなかっ

たときに生じうる欠陥 tRNAは，品質管理を受け，ポリア

デニル化を介した分解経路によって除かれる（図１）．

まず，転写された前駆体 tRNAの５′リーダー配列および

３′テール配列が除去される．５′リーダー配列の除去は RNA

を構成成分として含むリボヌクレオプロテイン（RNP）複

合体であるエンドヌクレアーゼ，RNasePの作用によって

行われる２）．真正細菌の場合には，このエンドヌクレアー

ゼ触媒活性は RNP中の RNA成分である RNaseP RNAに

存在し，タンパク質成分はその触媒活性を補助する役割を

果たしていることが明らかにされている．一方，３′テール

配列の除去は複数のリボヌクレアーゼの作用によって協奏

的に行われる．真正細菌の場合には，まず，３′テール配列
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中でエンドヌクレアーゼである RNaseIIIや RNaseEの作用

によって，ある程度の長さのテールへと切断され，つづい

てエキソヌクレアーゼである RNaseT，RNasePH，RNaseII，

RNaseBNなどの作用によって，tRNAの末端の CCA配列

（tRNAのヌクレオチド位置７４，７５，７６）の下流までトリ

ミングを受ける３）．また tRNA遺伝子に CCAがコードされ

ていない真正細菌，あるいはほとんど全ての真核生物の場

合には，エンドヌクレアーゼである RNaseZによって識別

ヌクレオチド（tRNAのヌクレオチド位置７３）の下流で切

断され４），その後，CCA付加酵素によって CCA配列が付

加される．これらのプロセス後，（あるいは途中で）tRNA

はヌクレオシドの塩基部分，あるいはリボース部分の修飾

を受ける．全ての tRNAが全く同じ様式で同じヌクレオシ

ドの修飾を受けるわけではなく，それぞれの tRNAによっ

て，修飾の種類，修飾の位置は異なっている．これらの修

飾をつかさどる酵素群は最近の真正細菌，真核生物，古細

菌のゲノム配列が解析されたことと，遺伝学的解析，生化

学的解析を通して明らかになりつつある．また，ある

tRNAの場合には RNA校正（エディティング）を受ける．

以上の適切な tRNAの成熟化プロセスを経なかった tRNA，

すなわち欠陥 tRNAは品質管理システムによって分解除去

されることが知られている．酵母などでは，修飾が欠失し

た tRNAは核内において，ポリ Aポリメラーゼである

Trf４／Air２複合体によって３′末端にポリ A配列が付加さ

れ，核内 RNAデグラソーム（分解複合体）で分解される

ことが知られている５）．本稿では，特に tRNAの３′末端に

普遍的に存在する CCA配列を合成するユニークな CCA

付加酵素に関する筆者らの最近の研究成果を中心にその分

子機構，進化に関して紹介する．

２． tRNA末端を修復する CCA付加酵素

全ての生物の tRNAの３′末端には普遍的に CCA配列（ヌ

クレオシド位置７４，７５，７６）が存在する．CCA配列は，

アミノアシル tRNA合成酵素による tRNAの３′末端へのア

ミノ酸の付加に必須であることが明らかにされている６）．

また，アミノアシル tRNAあるいはペプチジル tRNAの３′

末端の CCA配列はリボソーム RNAと相互作用すること

が知られており，この相互作用はリボソーム上でのペプチ

ド結合形成反応に必須であることも明らかにされている７）．

CCA配列は，CCA付加酵素［ATP：CTP-tRNA nucleotidyl-

transferase］とよばれる鋳型非依存的な RNA合成酵素に

よって合成，あるいは修復される８）（図２）．tRNAの３′末

図１ tRNAの成熟化プロセス
tRNAの成熟化プロセスは多種多様な因子が協奏的に作用して行われる．成熟した tRNAはタンパク質合成
系で機能を発現する．また，成熟化プロセスが機能しなかった欠陥 tRNAは品質管理システムで分解除去
される．

図２ CCA付加反応
CCA付加酵素は tRNAの３′末端に普遍的に存在する CCA配列を鋳型非依
存的に修復，合成する．tRNAの D（ヌクレオシド位置７３）は識別ヌク
レオシドと呼ばれ，tRNAによってヌクレオシドの種類が異なる．PPiは
ピロリン酸を示す．
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端への CCA付加活性は，真正細菌，真核生物，古細菌の

すべてに見いだされ，進化的に保存された活性である９）．

多くの真正細菌，全ての真核生物，古細菌では tRNA遺伝

子の３′末端には CCAがコードされておらず，この場合，

tRNAの３′末端の CCAは３′プロセス後に CCA付加酵素に

よって付加される．一方，大腸菌のような，全ての tRNA

遺伝子の３′末端に CCAがコードされている場合には，ヌ

クレアーゼ等によって削られた tRNAの３′末端の修復が

CCA付加酵素によって行われている１０）．

CCA付加酵素は，唯一，核酸性の鋳型を用いることな

く定まった配列（CCA）を定まった RNA（tRNA）の３′末

端へ付加するユニークな鋳型非依存性 RNA合成酵素であ

る．また，tRNAの３′末端の様式を厳密にモニターし，必

要に応じて CCAを再構築（再合成）する．CCA付加酵素

が核酸性の鋳型を用いずに定まった配列を合成する分子機

構に関して，この三十年もの間，いくつかのモデルが提唱

されてきたが詳細な分子機構は未解決であった１１）．

３． CCA付加酵素の分類と進化

およそ十年前に，古細菌の CCA付加酵素が精製され，

その遺伝子が分離された．この古細菌の CCA付加酵素の

アミノ酸一次配列を真正細菌，真核生物の CCA付加酵素

のアミノ酸配列と比較したところ，古細菌 CCA付加酵素

は真正細菌，真核生物の CCA付加酵素とは相同性が非常

に低いことが明らかになり，CCA付加酵素が二つのクラ

スに分類されることになった９）．

古細菌の CCA付加酵素はクラス Iに属し，真正細菌／

真核生物の CCA付加酵素はクラス IIに属するとされた

（図３）．クラス I，IIの CCA付加酵素は全く同じ反応を触

媒し，また tRNAの交換も可能であるにも関わらず，その

アミノ酸配列の相同性は低く，触媒残基の周辺のせいぜい

十数残基に保存性が認められるのみである．なお，クラス

Iには真核生物のポリ Aポリメラーゼ（PAP），クラス II

には真正細菌の PAPが含まれる．

また，CCA付加酵素は，その酵素活性が発見されて以

来，１種類の酵素によって CCAが tRNAへ付加されると

考えられてきた．実際，ほとんどの真正細菌，真核生物，

古細菌において，１種類の酵素によってその反応は触媒さ

れる．しかしながら，数年前に進化的に古い真正細菌にお

いて，tRNAへの CCA付加がクラス IIに属する CCを付

加する CC付加酵素と Aをつける A付加酵素の独立した

二つの酵素で行われていることが筆者らによって明らかに

された１２）．この二つの酵素による CCA付加反応は，CC付

加酵素と A付加酵素の協奏的反応によって進行し，tRNA

の末端に CC付加酵素によって CCが付加された後，

tRNAは CC付加酵素を離れ，A付加酵素へ結合し最後の

Aが付加されるということも明らかになった．これらの二

つに分断された CCA付加活性が進化的に非常に古い真正

細菌でみられることから，もともと，（少なくとも）真正

細菌においては CCを付加する酵素と Aを付加する酵素

の二つへ分断されていた可能性が示唆された．さらに真正

細菌の CCA付加酵素，CC付加酵素，A付加酵素のアミ

ノ酸配列をもとにした系統樹から，現在の真正細菌の

CCA付加酵素は CC付加酵素よりもむしろ A付加酵素に

近いことが示されている．したがって，現在の CCA付加

酵素は A付加酵素を起源としていると考えられている１３）．

数年前に，筆者らのグループおよび他のグループによっ

て，クラス Iの古細菌 CCA付加酵素，およびクラス IIの

図３ CCA付加酵素はクラス Iとクラス IIへ分類される
クラス Iには，TdT（ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ），polβ（DNAポリメ
ラーゼベータ），kanNT（カナマイシンヌクレオチジルトランスフェラーゼ），真核生物 PAP（ポリ
Aポリメラーゼ）が含まれる．また，クラス IIには進化的に古い真正細菌由来の CC付加酵素，A
付加酵素，さらに真正細菌由来 PAPが含まれる．
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真正細菌，および真核生物の CCA付加酵素の単体の X線

結晶構造が報告され，クラス Iの CCA付加酵素とクラス

IIの CCA付加酵素は一見全く異なった三次元構造をとる

ことが明らかになった（図４）１４～１７）．

クラス Iは N末端，セントラルドメイン，C末端ドメイ

ンによって囲まれた U字型構造をとり，テールドメイン

が C末端ドメインに挿入されている（図４A）．一方，ク

ラス IIはヘッド，ネック，ボディそしてテールの四つの

ドメインからなるタツノオトシゴで言い表せる構造をとっ

ている（図４B）．しかしながら，活性触媒残基を含むアミ

ノ末端領域の立体構造（クラス Iでは N末端ドメイン，

クラス IIではヘッドドメイン）は互いに似通っており，

五つの βシートと二つの αへリックスからなる．これら
の活性ドメンン構造は DNAポリメラーゼ β，TdT（ター

ミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ），ポ

リ Aポリメラーゼを含むヌクレオチジルトランスフェ

ラーゼ（nucleotidyltransferase：NTR）ファミリーに保存さ

れているものであった１８）．さらにクラス Iおよびクラス

IICCA付加酵素における三つの活性触媒残基の地理的な位

置は二つのクラスで保存されている．これらのことから，

クラス I，IIともに同じ NTRの共通祖先から派生し，分岐

後，それぞれ独立して進化をとげたと考えられている１４）．

４． CCA付加の分子機構

最近，クラス Iの古細菌の CCA付加酵素および筆者ら

によるクラス IIの真正細菌の A付加酵素と，RNAプライ

マーおよびヌクレオチド（あるいはヌクレオチドアナログ）

の三者複合体の構造が，X線結晶構造解析によって明らか

にされた１９，２０）．先に記したように，クラス Iとクラス

IICCA付加酵素では，アミノ酸の一次配列の相互性が低く

（図３），さらに全体の三次元構造も全く異なっている（図

４）．これらの解析より，正確なヌクレオチドの選択に関す

る分子基盤はクラス Iとクラス IIとでは異なることが示唆

された（図５）．クラス Iの CCA付加酵素では付加される

ヌクレオチドの塩基（シトシンの４位のアミノ基，アデニ

ンの６位のアミノ基）が RNAプライマーの３′末端のリン

酸主鎖と水素結合を形成しており，また，さらに塩基（シ

トシンの３位の N，アデニンの１位の N）は酵素のアミノ

酸残基（Arg２２４）で認識されていた（図５A）１９）．一方，ク

ラス IIの A付加酵素では付加されるヌクレオチド（ATP）

の塩基部分は酵素のアミノ酸（Asp１４９および Arg１５２）と

のワトソン―クリック対合で認識されており，さらに塩基

部分は，RNAプライマーの３′末端ヌクレオチドの塩基と

スタッキング相互作用をしていた（図５B）２０）．すなわち，

クラス IIの酵素は，クラス Iの酵素と比して，より酵素依

存したヌクレオチド認識機構を採用しているということが

示された．

これらの異なる二つのクラスの三者複合体構造解析か

ら，「付加されるヌクレオチドの結合ポケットがプライ

マーの３′末端のヌクレオチドと酵素の協同で形成される」

ということが，両方のクラスに共通したこととして明らか

になった２１）．これは，これまで提唱されてきた幾つかの

CCA付加モデルのうち，ヌクレオチドの鋳型が酵素だけ

ではなく，RNAと酵素の複合体（リボヌクレオプロテイ

ン；RNP）の協同で行われるとする“タンパク質と RNA

の協調的な鋳型”モデルの本質を示すものであった２２）．

５． CCA付加の動的反応機構

特異性切り替えの分子機構に関しては，先のクラス

ICCA付加酵素の２種類の反応ステージを表した三者複合

体解析１９）（酵素，RNA，CTPからなる三者複合体と酵素，

RNA，ATPからなる三者複合体）から，「動きやすい N末

端ドメインを３′末端にヌクレオチドを付加した RNAが外

側へ押し出し，その過程で RNAとタンパク質の協同的な

ヌクレオチド結合部位の“大きさ”と“形”が変化して CCA

が付加される」というモデルが提唱された１９，２３）．一方，ク

ラス IIに関しては，１種類の反応ステージの三者複合体解

析から，筆者らは，鋳型依存的な RNA合成酵素のよう

に，「酵素の開いた構造から閉じた構造への動的な動きに

伴った，塩基認識に関わるアミノ酸のコンフォメーション

変化によって特異性が変化して CCAが付加される」とい

うモデルを提唱した２０）．

ごく最近，筆者らは，クラス I古細菌の CCA付加酵素

と RNA，ヌクレオチドの CCA付加反応の開始，伸長，終

結反応を表した連続した複数の構造を X線結晶構造解析

によって決定し，クラス ICCA付加酵素による RNAへの

CCA配列の付加反応における酵素，RNA，そして付加さ

れるヌクレオチドの動的分子基盤の全貌を明らかにし

た２４）．

その結果，C付加反応においては酵素と RNAの二者複

合体の酵素は CTPによって N末端ドメインが“開いた”

構造から“閉じた”構造へと変化し（図６A），それに伴っ

て RNAプライマーの３′末端ヌクレオチドがひっくり返

り，反応が進行する活性型へ移行し，CTPが付加される

ことが明らかになった（図７A）．これは RNAプライマー

が酵素へ結合した時点（二者複合体）ではヌクレオチド特

異性が決定されておらず，ヌクレオチドによって誘導され

る酵素，RNAの動的要素によって特異性が決定されてい

ることを示唆する．一方，二つ目の C付加反応後は，酵

素は“閉じた”活性型構造に固定化され（図６B），ATP

が結合すればそのまま反応が進行することが明らかになっ

た．ATP付加反応は，動的な CTP選択反応とは対照的に，

RNAプライマーが結合することによってのみで ATPの選

択性が決定されていることが明らかになった（図７B）．さ
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らに，CTPと ATPとの識別，特異性の切り替えは，先に

述べたクラス Iで提唱されているモデルとは異なり，鍵と

なるアミノ酸残基（Arg２２４）のコンフォメーションが酵

素全体の動的な CTPの取り込みの時と，静的な ATPの取

り込み反応では異なっていることによって行われているこ

とも明らかになった（図７C）．

お わ り に

本稿ではタンパク質合成システムにおける重要な分子

tRNAの成熟化プロセスのうち，CCA付加酵素に関する最

近の筆者らの研究内容を概説した．先に述べたように，近

年，tRNAの成熟化に関与する酵素群が遺伝学的手法，生

化学的な手法によって明らかになってきている．また，そ

の分子メカニズム解析に関しても，生化学的，構造生物学

的手法を用いて明らかになってきている．翻訳システムに

おける重要な分子である機能性 tRNAができるまでの過程

の詳細な分子機構を解明することにより，これらの分子基

盤を無細胞タンパク質合成システムへ組み込むことによっ

て，さらにチェーンアップしたシステムが構築されること

を期待したい．

図４ クラス I，クラス IICCA付加酵素の三次元全体構造
A. クラス Iは U字型構造，B. クラス IIはタツノオトシゴ構造をとる．クラス Iおよびク
ラス IIの CCA付加酵素の活性触媒部位を含むドメイン（クラス IN末端ドメイン，クラス
IIヘッドドメイン）はヌクレオチジルトランスフェラーゼに共通してみられる構造をとっ
ている．

図５ クラス ICCA付加酵素，クラス IIA付加酵素の RNAとの複合体におけるヌクレオ
チド選択

A. クラス Iでは ATPの６位の NH２が RNAのリン酸骨格と水素結合，さらに ATPの N１
が Arg２２４と水素結合．B. クラス IIでは ATPの６位の NH２が Asp１４９と水素結合，N１は
Arg１５２と水素結合．
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図６ クラス ICCA付加酵素による RNA重合反応における酵素の動き
A. CTP付加反応では開いた構造から閉じた構造へ変化．赤；二者複合体，青；三者複合
体．B. ATP付加反応では閉じた状態のまま固定化されている．赤；二者複合体，青；三者
複合体

図７ クラス ICCA付加酵素による，CTP付加，ATP付加反応における酵素，RNAの動
きと CTPと ATPの識別機構

A. CTPによって RNAの３′末端ヌクレオシドがひっくり返り活性化構造になる．B. ATP
は RNA３′末端ヌクレオシドの構造変化を誘起せず，二者複合体の状態で活性型構造であ
る．C. CTPと ATPの識別は Arg２２４のリオリエンテーションによって制御されている．
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