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研究成果の概要（和文）：グルタミン酸、グルタミン、リジンの tRNA のアンチコドン 1 文字

目のウリジンは、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン

に修飾されている。この修飾は正しいコドンの認識に不可欠であり、

忠実な蛋白質合成を可能にしている。ウラシル塩基 5 位のカルボキ

シメチルアミノメチル化修飾には、二種の酵素（GidA と MnmE）

が関与する。本研究では、GidA と MnmE の結晶構造を決定し、立

体構造に基づいた変異体解析と併せ、新規な反応モデルを提唱した。 
 
研究成果の概要（英文）：The uridine at the first position of the tRNA anticodon (U34) in 

tRNAGluUUC, tRNALysUUU, tRNAGlnUUG is modified to 
5-carboxymethylaminomethyl-2-thiouridine (cmnm5s2U), which is 
crucial for the precise decoding of the genetic code. In eubacteria, 
two conserved proteins, GidA and MnmE, are responsible for 
adding the cmnm5 group to the 5-position of U34. Here we report 
the crystal structures of GidA and MnmE. Together with the 
mutational study, we propose a novel mechanism for the cmnm5U 
modification process.  
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１．研究開始当初の背景 

遺伝情報の発現過程において、mRNA 上のコ

ドンは tRNA を介して対応するアミノ酸へと

翻訳される。つまり、tRNA はコドンというヌ

クレオチド配列の情報をアミノ酸配列の情

報に変換するためのアダプター分子として



機能している。従って、遺伝情報を正確に発

現させるためには、tRNA アンチコドンが対応

するコドンのみを忠実に認識する必要性が

ある。tRNA によるコドンの認識は、コドン-

アンチコドン間の塩基対の形成により遂行

されるが、その際、tRNA のアンチコドン領域

に存在する修飾ヌクレオシドが、正確なコド

ンの認識に重要な役割を果たす。特に、tRNA

のアンチコドン 1文字目に存在する修飾ヌク

レオシドは、コドン第三塩基と対合すること

から、コドンの縮重（揺らぎ）と密接に関わ

っている。本研究では、グルタミン酸、リジ

ン、グルタミン等のアミノ酸に対応する tRNA

のアンチコドン1文字目に存在する5-カルボ

キシメチルアミノメチルウリジン修飾に関

わる酵素の構造機能解析を行った。 

グルタミン酸、リジン、グルタミンに対応

するコドン(Glu:GAAとGAG, Lys:AAAとAAG, 

Gln:CAAとCAG)では、コドン第三塩基がAもし

くはGである。従って、これらのコドンを正

確に解読するためには、tRNAアンチコドンが

コドン第三塩基にプリン環を持つコドンの

みを認識し、逆にピリミジン環を持つコドン

を排除する必要性がある。このプリン環特異

的認識を可能にするのが、tRNAアンチコドン

1 文字目のウリジン(U34)の 5-カルボキシメ

チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2- チ オ ウ リ ジ ン

(cmnm5s2U)修飾である。つまり、cmnm5s2U は

遺伝情報を正確に発現させるために不可欠

な修飾である。cmnm5s2Uは、ウラシル塩基 5

位がカルボキシメチルアミノメチル化、また、

2 位が硫黄化された複雑な化学構造を有する。

これまでに我々は、ウラシル塩基 2位の硫黄

化修飾に関して、硫黄化修飾酵素MnmAの構造

解析および機能解析から、tRNAに硫黄が導入

される仕組みを明らかにしている。一方、ウ

ラシル塩基 5位のカルボキシメチルアミノメ

チル化修飾には、二種の酵素（GidAとMnmE）

が関与する。両酵素は複合体を形成すること

が知られており、さらに、葉酸（THF）化合

物由来の炭素原子とグリシンがカルボキシ

メチルアミノメチル基の骨格を形成するこ

とが推定されていた。しかしながら、その詳

細な修飾反応メカニズムについては理解さ

れていなかった。 

 
２．研究の目的 

本研究では、GidA と MnmE の X 線結晶構造

解析および立体構造に基づいた機能解析か

ら、カルボキシメチルアミノメチル化修飾反

応における両酵素の役割と酵素反応機構を

解明することを目的としている。 

 

 
３．研究の方法 

GidA および MnmE の大腸菌内における大量

発現系を構築し、各種クロマトグラフィーを

用いた精製スキームを確立した。精製した酵

素を用いて結晶化条件をスクリーニングし、

GidAとMnmEそれぞれ単独の結晶を得た。GidA

については単波長異常分散法によって、一方、

MnmE については分子置換法によって結晶構

造を決定した。全ての X線回折実験は、高エ

ネルギー加速器研究機構（KEK）の大型放射

光施設 Photon Factory にて行った。 

 

４．研究成果 

（1） GidA にはフラビンアデニンジヌクレオ

チド（FAD）が補酵素として結合しており、

変異体解析と併せ FADのフラビン環結合部位

周辺が GidA の活性部位であることが明らか

となった。FAD 結合部位近傍には種間で高度

に保存されたシステイン（Cys48）が存在し

ていた。Cys48 をセリンに置換した変異体を

作製し、gidA 欠損大腸菌変異株を用いた in 

vivo 相補実験から、Cys48 がカルボキシメチ



ルアミノメチル化反応において触媒残基と

して機能することを明らかにした。 

カルボキシメチルアミノメチル化反応に

は GidA および MnmE が関与し、両酵素は複合

体を形成することが報告されている。しかし

ながら、tRNA が両酵素とそれぞれ相互作用す

るのか、また、どちらか一方の酵素のみと特

異的に相互作用するのかは明らかではない。

そこでゲルシフト解析を行ったところ、tRNA

が GidA と強固に相互作用することが明らか

となり、GidA と MnmE が形成する複合体にお

いて、GidA が主に tRNA との結合に関わるこ

とを示唆した。GidA には活性部位を中心とし

た広範な塩基性領域が存在しており、変異体

解析から、この塩基性領域が tRNA との結合

に関わることが明らかとなった。これらの結

果から、修飾反応過程において tRNA のアン

チコドン一文字目のウリジンが、触媒に関わ

る Cys48の近傍に配置されることが予想され、

GidA がチミジル酸合成酵素と類似の反応メ

カニズムでウリジンの 5位を修飾することを

示唆した。 

 

（2） MnmE は三つのドメイン（N末端ドメイ

ン、ヘリカルドメイン、GTPase ドメイン）か

ら構成されており、N 末端ドメインを介して

二量体化することが明らかとなった。立体構

造の相同性から、MnmE の二量体化した N末端

ドメインの構造は、THF 結合モジュールと類

似することが明らかとなった。構造を詳細に

解析した結果、N 末端ドメイン同士が会合す

る分子境界付近に、深いクレフトが形成され

ており、そのクレフトに強い電子密度が観察

された。N 末端ドメインが THF 結合モジュー

ルと類似していること、さらに、カルボキシ

メチルアミノメチル化修飾には THF誘導体が

炭素源として利用されることを考慮すると、

この電子密度の正体がカルボキシメチルア

ミノメチル化修飾に利用される THF化合物で

あることが推定された。そこで、質量分析法

によって、MnmE に結合している化合物を解析

したところ、5,10-メチレン THF 及びその分

解産物である THF が検出された。これらの結

果より、カルボキシメチルアミノメチル化修

飾には 5,10-メチレン THF が基質として利用

されることを示唆した。また、MnmE の結晶を

5,10-メチレン THF を含む溶液に浸潤させ、

複合体の結晶構造を決定するとともに、mnmE

欠損大腸菌変異株を用いた in vivo 相補実験

から、5,10-メチレン THF 近傍に位置する保

存されたリジン残基が、カルボキシメチルア

ミノメチル化修飾に不可欠であることを示

した。 

 

 

（3）これまでに、カルボキシメチルアミノ

メチル化修飾に関わる GidA と MnmE は複合体

を形成すること、また最近になって、カルボ

キシメチルアミノメチル基の骨格は 5,10-メ

チレン THF由来のメチレン炭素とグリシンか

ら構成されることが報告されている。しかし

ながら、如何にして tRNA アンチコドン１文

字目のウリジンに、このような非常に複雑な

側鎖を導入しているのかといった機構は明

らかではない。本研究における GidA と MnmE

の構造機能解析から、(i) 主に GidA が tRNA

との相互作用に関わること、(ii) GidA の触

媒部位においてチミジル酸合成酵素と類似

の反応メカニズムでウリジンの 5位を修飾す

ること、(iii) MnmE に 5,10-メチレン THF が

結合することが明らかとなっている。これら

の結果から、(a) MnmE がカルボキシメチルア

ミノメチル基前駆体を合成すること、(b) カ

ルボキシメチルアミノメチル基前駆体が

GidA の活性部位に輸送されること、(c) GidA

によって活性化された U34にカルボキシメチ



ルアミノメチル基前駆体が取り込まれ修飾

反応が完了するという新規な反応モデルが

推定された。 
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