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研究成果の概要（和文）：申請者は、本研究において、サイトゾルでの硫黄運搬の中心となるタ

ンパク質 Uba4のロダネース部位が硫黄の授受に重要な役割を果たすこと、この部位が真核生物

における硫黄運搬に特有であることを明らかにした。また、Uba4 が硫黄を受け渡す Urm1 はユ

ビキチン様タンパク質(Ubl)であるがこれは、共通のβgrasped structure と、C 末端にグリシ

ン残基を有することが特徴である。申請者は、サイトゾルでの硫黄運搬に関わる酵母 Uba4 と

Urm1においても、この Ubl特有のカルボキシル末端のグリシンへのチオカルボキシル基形成が、

その後ターゲットとなる分子に硫黄を付加するのに必須であることを見いだした。 

 

研究成果の概要（英文）： We found that ubiquitin-like protein Urm1 and ubiquitin-activating 

enzyme-like protein Uba4 were strictly required for the s2 modification. The 

carboxyl-terminal glycine residue of Urm1 was critical for the s2 modification, indicating 

direct involvement of the unique ubiquitin-related system in this process. We also 

demonstrated that the s2 and mcm5 modifications in cytosolic tRNAs influence each other’s 

efficiency. Taken together, our data indicate that the s2 modification of cytosolic tRNAs 

is a more complex process that requires additional unidentified components. 
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１．研究開始当初の背景 

酸素と同族の第三周期の元素である

「硫黄」は、生体に不可欠な微量元素

の一つで、タンパク質構造の保持や酸

化還元反応に利用される以外に、チア

ミン・ビオチン・モリブデンコファク

ターなどの『含硫コファクター』や、

鉄と結合した『鉄硫黄クラスター』の

構成成分として存在し、また『硫黄修

飾 tRNA』としても存在する。特に

tRNAUUU(Lys)や tRNAUUC(Glu)のアン

チコドン一番目(wobble 位)のウリジ

ンの硫黄修飾は、翻訳効率の維持に寄

与する。 

サイトゾルの鉄硫黄タンパク質形成に

はミトコンドリアの硫黄供給酵素 

Nfs1とサイトゾルの CIAタンパク質群

が必要である。一方、サイトゾルの硫

黄修飾 tRNA（cy-tRNA）の生成にも、

ミトコンドリアの Nfs1とサイトゾル

の CIAタンパク質群がいくつかのタン

パク質が必要である事が知られている。

一方、しかしながら、ミトコンドリア

からの硫黄の運搬経路やサイトゾル内

での cy-tRNAへの硫黄運搬•付加の全

容は明らかではない。特にミトコンド

リア Nfs1は、基質システインから硫黄

原子を切り出して相手方の分子に受け

渡す機能を持ち、その分配先の小分子

によって受け渡し先の経路が異なるが、

酵母ではミトコンドリア tRNA の硫黄

修飾やミトコンドリア内の鉄硫黄クラ

スターへのみならず、サイトゾルの鉄

硫黄クラスターや修飾される cy-tRNA

へもの供給される。しかしながら Nfs1

が供給する硫黄が、これらのサイトゾ

ルの含硫小分子の生合成過程でどのよ

うに運搬されるか、また、どのように

分配されるかについて 

その機構は不明である。これらの知見

をふまえ、硫黄の細胞内分配、運搬が、

細胞内オルガネラー細胞質間でどのよ

うに行われているかを明らかにするた

めには、まず、細胞内のそれぞれの硫

黄運搬タンパク質の構造と硫黄運搬と

いう機能の相関関係を明らかにする事

が求められている。 

 

２．研究の目的 
 

本研究は、「真核生物における、生体内含

硫小分子への硫黄運搬•分配機構の解明」

という全体構想の一環として行われるも

のである。ミトコンドリアに存在する硫黄

供給酵素 Nfs1から硫黄原子の供給を受け

るサイトゾルの様々な含硫小分子の中で

も、特にリジンまたはグルタミン酸をコー

ドするサイトゾル tRNA (cy-tRNA) に硫黄

を運搬する機構の解明、また、同じく Nfs1

に由来する硫黄を構成成分として保持す

る、サイトゾルの鉄硫黄クラスターへの硫

黄運搬経路との関連の解明を目的とする

ものである。 

 
３．研究の方法 
 

申請者はパン酵母 Saccharomyces 

cerevisiaeを用いて、ミトコンドリア、

サイトゾル双方における、鉄硫黄クラスタ

ーと硫黄修飾 tRNA の形成に関わる遺伝子

の変異株を多数作製した。これらの遺伝子

変異株にたいして、様々な変異を導入した

遺伝子の機能相補実験を行い、硫黄運搬能

力やタンパク質の性質をかいせきするこ

とによって、目的とするタンパク質の機能



と構造相関を解析した。 

 
４．研究成果 
 

申請者は、硫黄供給酵素 Nfs1 から硫黄原

子の供給を受けるサイトゾルの tRNAと鉄

硫黄クラスターへの硫黄運搬経路の解明

をめざし、硫黄運搬タンパク質 Uba4の生

理機能解明を通して、サイトゾル内での硫

黄運搬経路、ならびにミトコンドリアから

サイトゾルへの硫黄運搬経路を明らかに

することを本研究課題に掲げている。その

解析の中心となるタンパク質 Uba4は、

MoeBドメインと呼ばれる ATP アデニル化

活性部位と硫黄付加に関わるロダネース

部位を持ち、双方が硫黄の受取、硫黄付加

タンパク Urm1への受け渡しに必要である

と考えられる。そこで、まず、酵母のサイ

トゾル tRNA への硫黄付加の初期段階に関

わると考えられる、非致死遺伝子 UBA4 の

欠損株に、部位特異的変異を導入した

Uba4タンパク質を発現させた株を複数種

類作成し、それぞれの変異 Uba4の tRNA

チオ修飾能力の回復の程度を解析した。こ

の結果、Uba4の二つのドメイン構造がと

もに tRNAチオ修飾には必要であることが

明らかとなった。これにより Uba4の硫黄

付加に関わるロダネース部位が硫黄の受

取、硫黄付加タンパク Urm1 への受け渡し

に必要であることを明らかにした。次に、

Uba4が硫黄を受け渡す先となっている

Urm1などのタンパク質についての解析に

着手した。Urm1 はユビキチン様タンパク

質(Ubl)で、Ubl 特有のカルボキシル末端

のグリシンへのチオカルボキシル基形成

が、その後、ターゲットとなる分子に硫黄

を付加するのに必須であることから、他の

Ublタンパク質に比べて Urm1 に特徴的な

部位を予測し Uba4 に対するアフィニティ

ーを解析した。真核生物にはユビキチン以

外にも多種類の Ubl タンパク質が存在し、

いずれも、βgrasped structure と、C 末

端にグリシン残基を有することが特徴で

ある。この C 末端グリシン残基は、例えば

ユビキチンの場合は相手方タンパク質シ

ステイン残基の硫黄原子との間にチオカ

ルボキシル結合を作ることで両者が反応

するために、重要である。申請者らは、サ

イトゾルでの硫黄運搬に関わる酵母 Uba4

と Urm1においても、この Ubl 特有のカル

ボキシル末端のグリシンへのチオカルボ

キシル基形成が、その後ターゲットとなる

分子に硫黄を付加するのに必須であるこ

とを見いだした。他の Ublタンパク質との

比較も踏まえ、Urm１—Uba4間の機能—構造

相関関係についても新たな知見を得てい

る。 
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