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研究成果の概要（和文）： 

 トレオニル-tRNA 合成酵素(ThrRS)は，タンパク質合成系において tRNAThrをアミノアシル化
し，間違えて取り付けたアミノ酸を取り外す編集という重要な機能を担っている．ThrRS は通
常三コのドメイン（編集ドメイン，触媒ドメイン，アンチコドン結合ドメイン）構造によって
構成されている．多くの生物は２０種類のアミノ酸それぞれに対して１種類の ThrRS 遺伝子を
持っている．しかし，クレン古細菌に属する少種類の生物は２種類の異なった遺伝子をゲノム
内に持っていることが見いだされた．ThrRS-1 には C ドメインと A ドメインがあるが E ドメイ
ンがなく，ThrRS-2 には E ドメインと A ドメインがあるが C ドメインがない．これらの生物で
は，ThrRS-1 がアシル化の触媒反応を進め，ThrRS-2 がアシル化後の編集機能を果たすことにな
り，通常は１種類の ThrRS が行なう機能を ThrRS-1 と ThrRS-2 で分担していることを示唆して
いる．本研究では，このような２種類の酵素に機能分担の立体構造を明らかにするために，ク
レン古細菌 Aeropyrum pernix K1 (Ap)と Sulfolobus tokodaii strain 7 (St)それぞれの ThrRS-1 と
ThrRS-2 のＸ線解析を行った．分解能 2.3 Å で解析に成功した ApThrRS-1 の結晶構造から，
ApThrRS-1 には E ドメインがなく，C ドメインと A ドメインで構成されていて，２分子の
ApThrRS-1 が C ドメイン間で会合して二量体を形成していることを明らかにした．この事実か
ら，ApThrRS-1 は cat 型の ThrRS であることが判明した．したがって ThrRS-2 は edt 型の ThrRS
であり，ThrRS-1 と ThrRS-2 の２分子で機能を分担していると結論できる．ApThrRS-2 のアミ
ノ酸配列を他の生物種の ThrRS の配列と比較すると，E ドメインはバクテリアや真核生物の
ThrRS の E ドメインとは相同性がない．真性古細菌 Pyrococcus abyssi の ThrRS の E ドメインと
相同性がある．この真性古細菌の E ドメインの構造は，バクテリアや真核生物とは全く異なっ
ていて，E ドメイン同士で二量体を形成する可能性がある．本研究で行なったゲルろ過実験は
ThrRS-1 が二量体を形成することを実証した．ThrRS-1 同士，ThrRS-2 同士はそれぞれ二量体を
形成することが明らかになった．反応の連携という見地からは，ThrRS-1 と ThrRS-2 の間での
相互作用が期待される．しかし，ThrRS-1 と ThrRS-2 の間の相互作用は観測されず，それぞれ
が独立に機能していることが考えられる．tRNAThr との相互作用も調べた結果，ThrRS-1 と
ThrRS-2どちらも tRNAに結合するが，ThrRS-1の方が強く tRNAThrに結合することがわかった．
おそらく tRNAThrの CCA 末端にアミン酸がアシル化されると ThrRS-2 の方がより強く結合する
ものと推定した．tRNAThrと ThrRS-1 および tRNAThrと ThrRS-2 の複合体結晶の調製に成功した
ので，近い将来 ThrRS-1 と ThrRS-2 の tRNAThrとの結合様式の相違が明らかになるであろう． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Threonyl-tRNA synthetase (ThrRS) plays an essential role in protein synthesis by catalyzing 
aminoacylation of tRNAThr and by editing misacylation. ThrRS is generally composed of the three 
domains, an N-terminal editing domain, a catalytic domain and an anticodon-binding domain. In general, 
an organism possesses one kind of gene for ThrRS. However, it has been recently found that some 
organisms have two different genes for ThrRS in the genome, suggesting that their proteins ThrRS-1 and 
ThrRS-2 function separately and complement each other in threonylation of tRNAThr; one for catalysis 
and the other for editing of misacylated Ser-tRNAThr. From sequence alignment of ThrRS-1 and 
ThrRS-2 with those of other organisms, we have found that the editing domain in ThrRS from archaea 
are different from those in bacteria and eukaryotes. Furthermore, in several creanarchaea including 
Aeropyrum pernix K1 and Sulfolobus tokodaii strain 7, each contains two genes encoding either the 
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catalytic or the editing domains of ThrRS. In order to clarify the structural basis for the evolutionary 
divergence, the two types of ThrRSs from crenarchaea Aeropyrum pernix and those from Sulfolobus 
tokodaii (ApThrRS-1, ApThrRS-2, StThrRS-1 and StThrRS-2) have been overexpressed in Eschericha 
coli, purified and successfully crystallized by the hanging-drop vapor-diffusion method. Diffraction data 
were collected, and the structure of selenomethionine-labeled ApThrRS-1 crystal has been solved using 
the MAD method, and the atomic parameters were refined by the least-squares method at 2.3 Å 
resolution. ApThrRS-1 is a dimeric enzyme composed of two identical subunits, each containing two 
domains for the catalytic reaction and for anticodon binding. The essential editing domain is completely 
missing as expected. These structural features reveal that ThrRS-1 catalyzes only the aminoacylation of 
the cognate tRNA, suggesting the necessity of the second enzyme ThrRS-2 for editing. Since the 
N-terminal sequence of ApThrRS-2 is similar to the sequence of the editing domain of ThrRS from 
Pyrococcus abyssi, ApThrRS-2 has been expected to catalyze deaminoacylation of a misacylated serine 
moiety at the CCA terminus. The tertiary structure of ThrRS-2 was constructed based on the sequence 
alignment with similar protein, based on which the dimer structure formed between the two editing 
domains. Gel shift assay experiments shows that ThrRS-1 and ThrRS-2 do not interact to form a dimer 
and that each forms a self dimer. Furthermore, we have found that tRNAThr interacts to both, but 
ThrRS-1 is strongly bound to tRNAThr. Finally we succeeded to crystallize the complexes between 
tRNAThr and ThrRS-1 and between tRNA and ThrRS-2, respectively. X-Ray analyses of these crystals 
will reveal the interaction geometry from which the specificities of ThrRS-1 and ThrRS-2 to tRNAThr 
will be clarified. 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA⇔RNA→タンパク質という方向に沿
って，遺伝情報に記された設計図どおりに正
確にタンパク質を産生するという翻訳過程
は，生命科学の中心課題のひとつとして，多
くの構造研究が展開されてきた．これを解明
することは，生命の原点と多様化ならびに高
機能化の仕組を理解したいという知的欲望
を満たすだけにとどまらず，疾病の治療や遺
伝子操作，さらに新しい人工分子素材の開発
など，その応用範囲はきわめて広く，諸種の
産業技術の発展に連鎖するものであり，その
波及効果と社会的意義は計り知れない．この
ようなタンパク質合成系において核酸の世
界とタンパク質の世界を橋渡しているのが，
アミノアシル tRNA合成酵素（aaRSと略記，
aa はアミノ酸を表す）である．これらは一
般に20種類のアミノ酸に対応して20種類の

aaRS が存在することが知られている．これ
らの立体構造研究は，日本の Yokoyama と
Nureki グループ，フランスの Moras グルー
プ，Blanquet グループ，Cusack グループ，
米国の Steiz と Soell のグループ，Carter グル
ープ，Schimmel グループらによって激しい
競争が展開された結果，ほとんどがやり尽さ
れたように見えるが，以下に記す例を含めて
解明すべき重要な問題がまだ多く山積の状
態である． 

生命は共通の祖先を原点に進化してきた
と考えられているが，その実態は複雑怪奇で
ある．タンパク質合成系も同様である．上述
した 20 種類の aaRS の存在はほとんどの生
物種で確認されている．しかし，進化的には
ヒトを含む真核生物に近いと言われている
古細菌では事情が異なる．本研究課題で取り
上げるクレン古細菌（Slufolobus tokodaii [St]



と Aeropyrum pernix [Ap])では，20 種類のア
ミノ酸のうち Asn とGln に対する RSの遺伝
子が存在しない．一方，Thr に対する遺伝子
が 2 種類存在する，ということをゲノム解析
によって指摘した．アスパラギニル-tRNAAsn

（以下 Asn-tRNAAsn と略記）の合成では，
AsnRS の代わりに AspRS が tRNAAsp と
tRNAAsnの両方に Asp をアシル化し，その後
ミスチャージした Asp-tRNAAsn の Asp を
GatDE というタンパク質が Asn に変換する．
問題はこの AspRS が tRNAAsp と tRNAAsn の
両方のアンチコドンを認識しなければなら
ないことであり，我々は AspRS のＸ線解析
によって，両方のアンチコドンを認識する仕
組みを明らかにし，同時に進化的な側面も明
らかにした(Acta Cryst., D63, 1042; F63, 608, 
2007）． 

これらの生物種が産生するトレオニル
tRNA 合成酵素（ThrRS）も非常にユニーク
な特徴をもっている．ThrRS は，アンチコド
ン認識ドメイン（A）とアシル化反応を行う
触媒ドメイン（C），そしてミスチャージしたアミ
ノ酸を切除する編集ドメイン（E）の３部分で構
成されることが知られている．しかし，何種類か
のクレン古細菌では，tRNA のトレオニル化
には２種類のトレオニル tRNA 合成酵素
（ThrRS-1 と ThrRS-2）が使われている．こ
れらのアミノ酸配列の比較研究から，ThrRS-1
と ThrRS-2はどちらもA ドメインを保有してい
るが，ThrRS-1 では E ドメインがなく，
ThrRS-2ではC ドメインがないことを我々は，
見いだした．つまり ThrRS-1は触媒機能だけ
を，ThrRS-2 は編集機能だけを保持し，通常は
１種類のタンパク質が行う反応を２種類の
ThrRSで分担し合って相補的に機能すると考え
られる．しかし，それを実証する構造研究はま
だ行われていない．このオリジナリティーを展開
し，上記 2種類のThrRSの立体構造を明らかに
して，機能と反応機構を提言するとともに，進化
的関係も明らかにすることは，タンパク質合成
系の進化的側面を知る上で非常に重要であ
る． 
 
２．研究の目的 
本研究では，クレン古細菌が産生する２種類
のトレオニル tRNA 合成酵素（ThrRS-1 と
ThrRS-2）の構造研究に取り組む．上記 2 種
類の ThrRS の立体構造を明らかにして，機能
と反応機構を提言するとともに，進化的関係
も明らかにすることを，本研究の目的として
いる． 
 
３．研究の方法 
 クレン古細菌 Sulfolobus tokodaii strain 7 の
遺伝子 ST0966 は TheRS-1, 遺伝子 ST2187 は
ThrRS-2 に対応する．一方，クレン古細菌
Aeropyrum pernix K1 の遺伝子 AP0809 は

TheRS-1, 遺伝子 AP0117 は ThrRS-2 に対応す
る．これら４種類のタンパク質のアミノ酸配
列の特徴を明らかにするために，他の生物種
のThrRSのアミノ酸配列との比較を行なった．
上記４種類の遺伝子を大腸菌内で発現させ，
分離精製した．これらのタンパク質を用いて
結晶化条件の検索実験を行い，結晶性の析出
物が得られた条件の近辺で高分解能のＸ線
回折が測定できる良質の結晶を得るために，
条件の最適化実験を行なった．得られた結晶
の質を調べるために，現有の超強力Ｘ線回折
装置を用いてＸ線回折実験を行った．結晶の
質と結晶化条件との関係を検討し，結晶化条
件のさらなる最適化を行った．得られた４種
類の ThrRS 結晶（ApThrRS-1, ApThrRS-2, 
StThrRS-1, StThrRS-2）について，高エネルギ
ー加速器研究機構の放射光を用いてＸ線回
折強度データの測定を行った．位相決定のた
めに，セレノメチオニン誘導体の良質結晶も
同様の方法で調製した．特に St 由来の
ThrRS-2 は他の ThrRS とアミノ酸配列の相同
性が低いので，MAD/SAD 法が必須であると
した．位相決定の確度を補償するために，さ
らに重金属（Co, Zn, Hg）誘導体も調製した． 
 ４種類の ThrRS のうち Aeropyrum pernix の
ThrRS-1 の結晶構造について，MAD/SAD 法
による位相決定に成功した．得られた電子密
度図に合わせてタンパク質分子の六対構造
を組み立て，原子パラメータを最小二乗法で
精密した．ThrRS-2 の構造については，配列
の相同性を利用して立体構造モデルを作製
した．一方，フランス IGBMC の Dino Moras
のグループとの連携研究において，ThrRS-1
と ThrRS-2 の間の相互作用をゲルシフト検定
で調べた．また，これら２種類と tRNA との
間での複合体形成能を調べた． 
 
４．研究成果 

４種類の ThrRS（ApThrRS-1, ApThrRS-2，
StThrRS-1, StThrRS-2）を他の生物種の ThrRS
と比較した結果，ThrRS-1 では E ドメインを
構成する遺伝子が欠落し，ThrRS-2 では C ド
メインの遺伝子が欠落していて，ThrRS-1 と
ThrRS-2 は互いに失われた機能を相補しうる
ことが明らかになった．また，結晶化実験で
は，４種類 ApThrRS-1, ApThrRS-2，StThrRS-1, 
StThrRS-2 の結晶化にも成功した．これらの
結果をまとめた論文を Acta Crystallogr., 
F64, 903-910 (2008)に発表した． 

ApThrRS-1 の立体構造を高分解能 2.3Å で
決定することに成功した．２分子のタンパク
質（サブユニット）が触媒ドメイン同士で会
合して二量体を形成し，アンチコドン結合ド
メイン同士が互いに反対方向に伸びている．
配列比較から議論したように，通常の ThrRS
を構成する３個のドメイン（編集，触媒，ア
ンチコドン結合）のうち，Ap-ThrRS-1 ではシ



ス型編集ドメインが存在していない．触媒ド
メインおよびアンチコドン結合ドメインは
大腸菌由来の Ec-ThrRS と立体構造がよく似
ていて，ThrRS-1 は真正細菌由来の遺伝子か
らできていることが明らかになった．さらに
tRNAThr のアンチコドン認識に必須の保存性
アミノ酸残基を見いだすことができた．以上
の特徴から，ThrRS-2 がトランス型編集の機
能を演じていると予測される．しかし，他の
トランス型 ARS が編集のみの単機能タンパ
ク質であるのに比べると，ThrRS-2 はアンチ
コドン結合ドメインを保持するという新し
いタイプのトランス型編集タンパク質であ
ると言える．そのアミノ酸配列の比較から
ThrRS-2 が古細菌由来の遺伝子であること，
しかし tRNAThr のアンチコドン認識に必須の
保存性アミノ酸残基が真正細菌型と同じで
あるという興味ある事実を見いだすことが
できた．触媒ドメインの活性部位には 1C2H
型の Zn フィンガーが使われているのが明ら
かになった．この触媒部位は Ec-ThrRS のも
のと似ていて，周りのアミノ酸残基もよく保
存されている．アンチコドン結合ドメインも，
Ec-ThrRS のものとよく似ていて，アンチコド
ンに結合する残基が保存されていることが
分った．以上の構造的特徴から Ap-ThrRS-1
は cat 型で，トレオニン以外にセリンも
tRNAThr に結合させる可能性があることが立
体構造から明らかとなった． 

Ap-ThrRS-1 の立体構造については，2008
年 8 月に大阪で開催された国際結晶学連合大
会にて発表した．また 2009 年には，トルコ
のイスタンブールで開催された ECM25（ヨー
ロッパ結晶学会）でも発表した．数多くの申
込みの中から幸いにも Microsymposia の FA1
（オーラル発表）に招待され，講演後は世界
最先端の結果として大喝采を浴びた．これら
の結果を議論した論文が学術雑誌に受理さ
れ出版された [J. Mol. Biol., 394, 286-296 
(2009)]． 

ThrRS-2 結晶については，Se 誘導体およ
び Zn 誘導体結晶を得ることにも成功した．
しかし，いずれの結晶も結晶性が低く，ま
たＸ線回折データの分解能も低いために構
造決定計算では困難を極めた．分解能を向
上させるために，タンパク質の発現系およ
び精製過程を見直し良質の結晶が得られる
ようになった．１次構造の比較から，
ThrRS-2 は古細菌と高い相同性を示すこと
を見出した．ゲルシフト検定実験によって，
ThrRS-2 も ThrRS-1 と同様に二量体を形成
していることを明らかにし，その立体構造
を推定した．ThrRS-2 も二量体を形成して
いるが，その界面は E ドメイン同士の間で
造られていて，C ドメイン間で二量体を形
成する ThrRS-1 の場合とは全く異なってい
ることを明らかにした． 

フランス IGBMC の Dino Moras のグループ
との共同研究では，ThrRS-1 と ThrRS-2 は互
いに結合して複合体を形成するのではなく，
それぞれが独立に存在することを明らかに
した．本研究の次のステップのために
tRNA との複合体形成実験を行い，アシル
化前の tRNA は ThrRS-2 よりも ThrRS-1 に
強く結合し，アシル化後の tRNA を ThrRS-2
が識別して対応しないアミノ酸を脱アシル
化する反応機構を明らかにした．tRNA と
ThrRS-1 あるいは ThrRS-2 との複合体の結
晶化条件を見つけることにも成功した．今
後は ThrRS-2 の構造を決定するとともに，
これら tRNA との複合体結晶の立体構造も
明らかにすることによって，相補的に機能
する２種類のThrRSの反応機構が確立する
と共に，このような２種類の ThrRS を使う
生物種の進化的関連も明らかになるであろ
う． 
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