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研究成果の概要（和文）：tRNAのアンチコドン周辺に存在する修飾ヌクレオシドは、遺伝暗号の正確な解読において重
要な役割を担っている。また、ミトコンドリアtRNAにおける修飾の欠損はミトコンドリア病の原因となる。本研究では
、tRNA修飾機構の解明の一環として、N6-スレオニルカルバモイルアデノシンの環化反応を触媒するtRNA修飾酵素の結
晶構造を解析した。さらに、立体構造に基づいた変異体解析とあわせ、触媒反応に重要なアミノ酸残基などを同定した
。

研究成果の概要（英文）：Post-transcriptional modifications at the tRNA anticodon loop are essential for 
precise decoding of the genetic code. The modification defects in mitochondrial tRNA are the main cause 
of the mitochondrial dysfunction. In this study, I determined the crystal structure of the tRNA 
modification enzyme, which is responsible for synthesizing the cyclic form of 
N6-threonylcarbamoyladenosine, as part of elucidating the tRNA modification mechanisms. Together with the 
structure-based mutational experiments, the amino acid residues crucial for the reaction were also 
identified.

研究分野：構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
転写された後、tRNAは様々な化学修飾を
受けることが知られている。特に、tRNAの
アンチコドン 1字目（34位）とアンチコドン
3字目の 3’側に隣接した部位（37位）には多
様な修飾ヌクレオシドが確認されている。こ
れらアンチコドン周辺に見られる修飾ヌク
レオシドは、正しいコドンの認識を可能にし、
遺伝暗号の正確な解読を保障するという重
要な役割を担っている。したがって、tRNA
のアンチコドン周辺の修飾が欠損すると、タ
ンパク質合成反応に大きな影響を与えるこ
とが知られており、特に、ミトコンドリア
tRNAにおける修飾欠損は、ミトコンドリア
病と総称される様々な重篤な疾患の原因と
なる。よって、tRNAの転写後修飾機構の解
明は、基礎科学および医学的な見地からも非
常に重要な研究課題である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、tRNAの転写後修飾を触媒す
る酵素や酵素と tRNAとの複合体の結晶構造
解析および立体構造に基づいた機能解析を
行い、酵素が tRNAを修飾するしくみを原子
分解能レベルで解明することを目指してい
る。tRNAには多様な修飾ヌクレオシドが見
出されており、本研究では、修飾ヌクレオシ
ドの一つである N6-スレオニルカルバモイル
アデノシン（t6A）の環化反応を触媒する酵
素 TcdA の機能構造解析から、本酵素の作動
原理の解明を目指した。 

t6A は、ANN コドンを解読する tRNA の
37位に存在する修飾ヌクレオシドで、ほぼ全
ての生物に保存されており、tRNAのアミノ
アシル化やコドンの正確な認識など、タンパ
ク質合成過程において重要な役割を担って
いると考えられていた。しかしながら、最近
になり、t6A はさらに脱水環化されサイクリ
ック t6A（ct6A）として存在していることが
分かり、ct6Aが遺伝暗号の解読過程において
重要な役割を果たすことが明らかとなって
いる。 

TcdAは ATP依存的に t6Aを脱水環化して
ct6Aを形成する酵素であり、そのアミノ酸配
列はユビキチン活性化酵素 E1 とよく類似し
ている。ユビキチン活性化酵素 E1は ATPを
用いてユビキチンの C 末端をアデニル化し
活性化する。したがって、TcdA は類似した
しくみで t6Aを活性化すると推定される。し
かしながら、TcdA が基質 tRNA を認識する
しくみや反応機構などはよく分かっていな
い。本研究では、ct6Aの形成機構を解明する
ことを目的に、TcdA の結晶構造を解析し、
立体構造に基づき機能解析を行った。 

 
３．研究の方法 
大腸菌 BL21-CodonPlus (DE3)-RIL 株を
宿主として、TcdA の組換えタンパク質を調
製した。得られたサンプルを用いて、結晶化
条件をスクリーニングし、TcdA 単独の結晶

を得た。大型放射光施設フォトンファクトリ
ーにおいて結晶のX線回折データを測定した。
まず、ユビキチン活性化酵素 E1 をサーチモ
デルとした分子置換法によって、結晶の位相
を決定しようと試みたが、この方法ではTcdA
の結晶構造を決定することはできなかった。
そこで次に、大腸菌 B834(DE3)株を宿主とし
て、セレノメチオニン標識タンパク質を調製
した。ネイティブタンパク質と同様の条件で、
セレノメチオニン標識タンパク質の結晶を
調製し、単波長異常分散法によって結晶の位
相を決定した。最終的に、ネイティブデータ
を用い、分解能 2.0 Åで TcdA単独の結晶構
造を決定した。続いて、TcdAの結晶を、ATP
を含んだリザーバー溶液に浸潤し複合体を
形成させ、TcdA-ATP複合体の結晶構造を分
解能 1.9 Åで決定した。 

 
４．研究成果 
構造を解析した結果、TcdA はシングルド
メインタンパク質であり、2 量体を形成する
ことが判明した。TcdAの構造は N末端領域
および C末端領域に分割することができ、N
末端領域はユビキチン活性化酵素E1のN末
端側の構造と非常に類似していることが明
らかとなった。また、このN末端側の領域は、
ユビキチン活性化酵素 E1と同様に、TcdAの
2 量体化に関わっている。一方、TcdA の C
末端領域の構造は、ユビキチン活性化酵素
E1 の C 末端領域の構造とは全く類似性を示
さなかった。したがって、TcdA は、本酵素
に特有の C末端領域を用いて、基質 tRNAと
特異的に相互作用することが推定された。 

ATP との複合体の結晶構造を解析した結
果、N末端領域に存在するグリシンリッチモ
チーフの近傍に ATP が結合しており、ユビ
キチン活性化酵素E1と同じ位置でATPと相
互作用していた。TcdAにおける ATPの結合
様式は、ユビキチン活性化酵素 E1が ATPを
認識するしくみとよく類似していた。したが
って、TcdAはユビキチン活性化酵素 E1と同
様、基質 tRNAの目的部位をアデニル化して

活性化することが強く示唆された。 
 
図 1: TcdAの結晶構造． 

(a): TcdAの 2量体構造． 
(b): TcdAと ATPとの相互作用機構． 
 
ATP と相互作用していたアミノ酸残基に
変異を導入し、変異体の活性を測定した結果、
ct6A の形成活性が大きく低下することが判
明し、これらアミノ酸残基の重要性を確認し



た。また、ATP結合部位以外についても、変
異体を作製し、触媒反応に関わる重要なアミ
ノ酸残基を同定した。 
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