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研究成果の概要（和文）：RNAは転写後にスプライシングや修飾などのプロセシングを経て成熟し機能を発揮する。本
研究では立体構造の安定化やコドン認識に関わるtRNAの硫黄修飾塩基の生合成機構の解明を目的とした。本研究では好
熱性細菌をモデル系として試験管内での硫黄化反応を再構成し、定量的に反応を解析した。まず硫黄化酵素TtuAには補
酵素が結合し、それが酵素活性に重要であることがわかった。共同研究により補酵素の種類と状態を分光法により決定
し機能を推定した。また変異TtuAタンパク質を用いて、補酵素やATPの結合と硫黄転移反応に必要な残基を特定した。
以上の結果と立体構造情報から新規な反応機構を提案した。

研究成果の概要（英文）：Post-translaional modification of RNA is one of the important features of RNA 
molecules. In this study, the biosynthesis pathway of thiouridine found in tRNA of thermophilic bacteria 
was analyzed. An in vitro reconstitution system for tRNA thiolation reaction suitable for the 
quantitative analysis was constructed. By using this system and information of the three-dimensional 
structure of the thiolation enzyme, a novel reaction mechanism for the thiolation reaction was suggested.

研究分野：分子生物学・生化学
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１．研究開始当初の背景  
 
tRNA には多数の転写後修飾が存在するが、

なかでも硫黄修飾塩基は tRNA の機能に重要
である。そのため RNA を硫黄化する機構は生
命にとって欠くことができない。酸素原子が
硫黄原子に置換されるという、一見単純に見
える修飾反応は、多数の因子により達成され
ることが近年わかってきた。まず遊離システ
インの硫黄原子がシステイン脱硫酵素によ
りこの酵素上でペアスルフィド (R-S-SH) 
という活性化硫黄種となる。次いでこの活性
化硫黄種が硫黄キャリアタンパク質間を転
移され、修飾酵素 (tRNA 硫黄転移酵素) に渡
される (活性化硫黄リレー系)。最後に修飾
酵素が tRNA の標的塩基を活性化し、硫黄を
導入する。 
ほとんどの生物種で、硫黄修飾はコドン認

識に寄与している。コドン 3 文字目が A か G
である 2 コドンに対応する tRNA (Glu、Gln、
Lys) のアンチコドン 1 文字目 (34 位) には
硫黄修飾 2-チオウリジン (2-チオ U) が存在
する [図 1]。未修飾 Uは、コドン 3文字目の
AGCU すべてと対合するが、硫黄修飾により A
と Gのみと対合するように制限され正しいコ
ドン認識が可能になる。(なお塩基の 5 位も
修飾を受け、同様の役割を果たす。) この 2-
チオ Uの生合成は生物種 (原核生物・真核生
物) により二分される。 

原核生物では、システイン脱硫酵素により
生成されたペアスルフィドが 3つのキャリア
タンパク質に順に受け渡され、最後に修飾酵
素 MnmA によって tRNA に導入される 
[Ikeuchi Y, Shigi N ら, Mol Cell 2006]。
立体構造解析によりその反応機構は詳細に
理解されている [Numata Tら, Nature 2006]。
一方、真核生物の細胞質 tRNA の場合は MnmA
とは異なるファミリーの修飾酵素 Ncs6 が関
与する。システイン脱硫酵素由来のペアスル
フィドはキャリア Urm1 に受け渡され、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) を形成する [Leidel S
ら, Nature 2009]。その後 Ncs6 が Urm1-COSH
の硫黄を tRNAに導入すると予想されている。 
好熱性細菌にはアンチコドン以外にも

tRNA の熱安定化に寄与する硫黄修飾がある。
好熱菌のtRNAの 54位は一部が硫黄化され5-
メチル 2-チオ U となっている [図 1]。高温
環境で硫黄化 tRNA の割合が増え、硫黄化に

より tRNA の構造が安定化される [Yokoyama 
S ら, Adv Biophys 1987]。実際好熱性真正細
菌 Thermus thermophilus で硫黄修飾を欠損
させると高温で生育できなくなる [Shigi N
ら, J Biol Chem 2006]。私は生合成遺伝子 
(システイン脱硫酵素、TtuA、TtuB、TtuC) を
同定し、試験管内で新規硫黄化反応系を解析
した [図 2A 上段]。キャリア TtuB は TtuC に
よりそのカルボキシ末端がアデニル化され
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。そして TtuB-COSH の硫黄が硫黄化酵素
TtuA により tRNA に導入される [Shigi N ら, 
J Biol Chem 2006 (2 報), EMBO J 2008]。ま
た TtuA には酸素感受性の補酵素が結合し、
酵素活性に必要であることが示唆されてい
る。 
硫黄キャリア TtuB はユビキチン類似構造
をもつ [図 2B,D]。ユビキチンは真核生物に
普遍的に存在する翻訳後修飾タンパク質で、
標的タンパク質の機能を調節し、細胞周期や
シグナル伝達などの多彩な生命機能に関与
する。ユビキチンは E1 酵素によりその C 末
端がアデニル化され、ついで E1 酵素のシス
テイン残基とチオエステル結合する。最終的
にユビキチンは E2と E3酵素を介して標的タ
ンパク質に共有結合する [図 2C]。最初のア
デニル化反応はユビキチンと TtuB で共通し
ており、E1 酵素と TtuC も相同性がある。そ
こで TtuB が翻訳後修飾因子としても働くの
かを検討したところ、好熱菌内で TtuB が多
数の標的タンパク質に共有結合しているこ
とが判明し [図 2A 下段]、TtuC と修飾酵素
TtuA が TtuB 化されていることがわかった 
[Shigi N, J Biol Chem 2012]。さらに TtuA
の活性中心近傍の 3 か所の Lys 残基が TtuB
化されることを明らかにした。これは真正細
菌でもユビキチン類似分子による翻訳後修
飾がおこるという初めての発見である。TtuB
化はおそらく分解のシグナルではなく、脱ユ
ビキチン化酵素ホモログの変異株では、TtuA
と TtuC の TtuB 化状態が変化し、2-チオ Uが
半減することが判明した [Shigi N, J Biol 
Chem 2012]。つまり 2-チオ U合成系が生合成
因子の TtuB 化修飾により制御されている可
能性を示唆している。 

図 2 A. 原核生物（好熱菌）tRNA硫黄化系 B. 好
熱菌 TtuB の立体構造 C. 真核生物ユビキチン系 
D. 真核生物ユビキチン(Ub)の立体構造 



２．研究の目的 
 
比較的解析が進んでいない RNA硫黄化反応

の 1 つの代表的な系 ―チオカルボキシレー
トと修飾酵素 Ncs6/TtuAファミリーが関与す
る系― の分子基盤の解明をめざす。真核生
物 Ncs6/Urm1 と好熱菌 TtuA/TtuB はそれぞれ
相同タンパク質であり、真核生物でも Urm1
による生合成因子の翻訳後修飾が報告され
ている [Van deer Veen AG ら, PNAS 2011]。  
そこで本研究では好熱菌 T. thermophilus
をモデルに、生合成因子間の硫黄転移と修飾
酵素 TtuA による tRNA への硫黄導入を解析し、
反応の制御の可能性について検証する。具体
的には、複数の生合成因子の硫黄の授受への
関与を解析する。また修飾酵素 TtuA による
tRNA の活性化、硫黄導入機構について、酸素
感受性補酵素の働きに着目し明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 試験管内での硫黄化反応解析法 
 先行研究により試験管内反応の再構成系
を構築しているが、定量性と再現性に問題が
ある。好熱性真正細菌 Thermus thermophilus
の tRNA 硫黄化修飾に関与するタンパク質 4
種（SufS、TtuA、 TtuB、 TtuC）を大腸菌で
大量発現、精製した。TtuA については精製の
過程で大部分が酸素により不活性化してし
まうので、好気下での精製後に無酸素チャン
バー内で再活性化させる。無酸素チャンバー
を新規に導入し、安定に運用する手法を検討
した。この装置内で反応条件を検討すること
により、再現性の高い tRNA 硫黄化反応の再
構成系を構築した。 
反応後にフェノール抽出とエタノール沈

殿により tRNA を回収し、ヌクレアーゼ P1/
アルカリフォスファターゼ処理によりヌク
レオシドに分解した。このサンプルを逆相
HPLC により分離し、硫黄修飾塩基の量を定量
した。 
 
(2) 放射性同位元素を用いた反応解析法 
 上記で構築した無酸素チャンバーは通常
の実験室に設置しているので、放射性同位元
素を用いた実験を行うことができない。その
ため、放射性同位元素使用施設内にも簡易的
な無酸素チャンバーを設置しセットアップ
した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) tRNA 硫黄化酵素 TtuA の反応機構の推定
(菌体内硫黄化活性評価系による) 
横山茂之 上席研究員のグループ（理化学

研究所）が決定した好熱菌 tRNA 硫黄修飾酵
素 TtuA の構造をもとに、活性部位の 3 つの
保存されたシステイン残基や ATP結合部位と

推定される部位について、菌体内での TtuA
変異体解析を共同研究により行った。高度好
熱菌 Thermus thermophilus 菌体内の相補系
を構築して解析し、ATP 結合部位や 3 つのシ
ステイン残基などがいずれも硫黄修飾反応
に重要であることが明らかになった (上記
内容の主要な実験に関しては、先行研究によ
り実施していた。本研究期間には論文執筆と
投稿・改定を行い、共責任著者として
Proteins 誌に発表した)。 
 
(2) 迅速試験管内反応解析法の構築 
迅速かつ再現性の高い試験管内反応解析
法を確立した。まず無酸素チャンバーを新規
に立ち上げ、安定して無酸素状態(酸素濃度 
50 ppm 以下)で実験できる環境をセットアッ
プした。水素ガスとパラジウム触媒により、
残存する酸素を水にして除去するしくみで
ある。水素濃度、触媒交換の頻度、湿度管理、
使用する試薬とマイクロチューブの脱酸素
の方法などについて検討した。(千田俊哉 高
エネルギー加速器研究機構 教授らの助言を
頂いた。) 
放射性同位元素使用施設内にも簡易的な
装置を設置した。上記のようにパラジウム触
媒は使用せず、単純にアルゴンガスで装置内
を置換するしくみである。残存する酸素は
500 ppm 程度であり上記の装置に比べると嫌
気度は低いが、数時間の実験には十分な低酸
素状態を保つことができる。 
また硫黄修飾塩基の HPLC による定量法に
ついては、既存の HPLC システムにオートサ
ンプラとカラムオーブンを導入し、さらに送
液グラジエントプログラムの最適化により、
短時間かつ再現性の高い定量法を確立した。
また数日間自動で測定が可能になった。 
 
(3) 硫黄化反応の基礎的解析 
上記で確立した手法を用いて硫黄修飾反
応の基礎的な性質について定量的に解析し
た。まず修飾酵素 TtuAには補酵素が結合し、
それが酵素活性に重要であることがわかっ
た。また ATP 要求性も確認した。さらに 35S
標識システインを基質に用いた反応では
tRNAに35Sが取り込まれることが確認された。 
また TtuB-COSH を基質として用いて、量論
的に硫黄修飾塩基が生合成されることがわ
かった。（TtuB-COSH はインテイン発現系を用
いて発現系を設計し、田中良和 北海道大学
准教授にサンプル提供して頂いた。） 
さらに硫黄原子の転移に関与する一群の
生合成因子の硫黄化反応に与える影響を定
量的に解析した。全ての因子が揃った条件で、
硫黄化反応が効率的におこることが明らか
になった。 
 
(4) 分光法による補酵素のスペクトル測定 
無酸素下で再活性化した TtuA サンプルを
用いて、無酸素チャンバー内に設置した紫外
-可視分光装置でスペクトルを測定した。ま



た東北大学 齋藤教授との共同研究により電
子常磁性共鳴分光法により測定し、TtuA に
結合している補酵素のスペクトルを得るこ
とができた。 
 
(5) TtuA の機能解析 
変異 TtuA タンパク質を用いて、補酵素や

ATP の結合と硫黄転移反応に必要な残基を特
定した。(変異体 TtuA の一部については田中
良和 北海道大学 准教授に提供して頂い
た。) 補酵素の結合に必要な残基の変異体で
は、補酵素の結合が低下し、硫黄化活性も著
しく低下した。ATP 結合モチーフの変異体も
やはり顕著な活性の低下がみられた。 
さらに 32P 標識 ATP 等を用いた実験から

tRNA が活性化中間体を経て硫黄化されるこ
とが推定された。以上の結果と立体構造情報
から新規な反応機構を提案した。反応に重要
な残基は生物間で保存されており、生物間で
共通のメカニズムであると考えられる。 
 
(6) まとめと今後 
RNA 硫黄修飾の一つの代表的な系の詳細を

明らかにした。他の硫黄化系との比較から、
生体内の硫黄化合物の生合成機構に共通す
る原理を考察し、国際誌総説と日本語解説 2
報を発表した。今後は、今回明らかにした生
合成機構をもとにして、その制御機構の分子
基盤を明らかにしたい。 
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