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研究成果の概要（和文）： 
 
 好熱性真正細菌の tRNA を耐熱化する硫黄修飾塩基の生合成機構を解析した。組換えタンパク

質のみを用いて試験管内での硫黄化反応の再構成に成功した。また好熱菌内で反応を解析し、

硫黄化酵素 TtuA の反応機構を推定した。さらに生合成因子の一つ TtuB が翻訳後修飾因子とし

ても働き、tRNA の硫黄化を制御していることが示唆された。これは原核生物（真正細菌）の新

規なタンパク質機能制御機構であり真核生物ユビキチン系の祖先系であると考えられ興味深い。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
 The biosynthesis pathway of thiouridine found in tRNA of thermophilic bacteria was 
analyzed. An in vitro reconstitution system for tRNA thiolation reaction was constructed. 
By using an in vivo system, a reaction mechanism for the thiolation enzyme TtuA was 
suggested. It was suggested that one of the biosynthesis protein, TtuB, also function 
as a protein modifier, which regulates the thiolation reaction of tRNA. This suggests 
an ancient origin of the eukaryotic ubiquitin system. 
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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塩基が存在す

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のできない機構
である。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
因子の関与する 3段階で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
キャリアタンパク質間を転移され、最終的に
修飾酵素に渡される (活性化硫黄リレー系)。
最後に修飾酵素が tRNA に結合し、標的塩基
に硫黄を導入すると推定されている。 
 ほぼすべての生物種で、硫黄修飾塩基はコ
ドン認識に寄与している。コドン 3文字目が
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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) 
には硫黄修飾塩基 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 2種類に大別できる。 
原核生物では、システイン脱硫酵素と修飾

酵素 MnmA が関与することが知られていた。
私は、システイン脱硫酵素により生成された
ペアスルフィドがキャリアタンパク質 TusA、
TusBCD 複合体、TusE の順に受け渡され、最
終的に MnmA によって tRNA に導入されるとい
う、活性化硫黄リレー系があることを明らか
にした [Ikeuchi Y, Shigi N ら, Mol Cell 
2006] (東大 鈴木 勉教授との共同研究)。こ
の系に関しては立体構造解析に基づき反応
機構が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
カルボキシレートを形成する (カルボキシ
ル基の酸素が硫黄に置換された活性化硫黄
種：R-CO-SH) [Leidel S ら, Nature 2009]。
その後 Ncs6 が Urm1-CO-SH の硫黄を tRNA に
導入すると予想されているが証明はされて
いない。 
さらに好熱性細菌には tRNA の別の位置に

も tRNA の熱安定化に寄与する硫黄修飾塩基
が存在する。常温生物では、54 位は 5-メチ
ルウリジン (5-メチル U) であるが、好熱菌
の tRNA では一部硫黄化され、5-メチル 2-チ
オ U となっている （図 1）。高温環境では硫
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]。Thermus thermophilus でこ
の硫黄修飾を欠損させると高温で生育でき
ない [Shigi N ら, J Biol Chem 2006a]。私
は2-チオU生合成遺伝子を5つ (システイン
脱硫酵素 (IscS と SufS)、TtuA、TtuB、TtuC) 
同定し、硫黄化反応を試験管内で再構成する
ことにより新規活性化硫黄リレー系を解析
した。キャリア TtuB は活性化酵素 TtuC によ
り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。そして低い効率ではあ
るが TtuB-CO-SH の硫黄が修飾酵素 TtuA によ
り tRNA に導入されることを示した [Shigi N
ら, J Biol Chem 2006a, b, EMBO J 2008]。 
ユビキチンは真核生物にのみ普遍的に存
在する翻訳後修飾タンパク質であり、標的タ
ンパク質に結合してその機能を調節し、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。しかし私は原核生物にも同様の
タンパク質修飾がある可能性に気付いた。上
記の好熱菌 tRNA 硫黄修飾塩基の生合成には
TtuB と TtuC
という真核生
物ユビキチン
とその活性化
酵素に類似し
たタンパク質
が関与してお
り  [Shigi N
ら , EMBO J 
2008] 、 TtuB
がタンパク質
翻訳後修飾因
子として働い
ている可能性
が あ る （ 図
2,3）。 
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２．研究の目的 
本研究では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、両者の硫黄修飾系は共
通の起源と反応機構をもつ系であると考え
られる。そこで本研究では好熱性真正細菌
Thermus thermophilusの系をモデルとして用
いて、tRNA への硫黄導入機構を解析する。さ
らに原核生物におけるユビキチンに類似し
たタンパク質翻訳後修飾現象の存在の確認
とその機能解析をおこなう。 
 
３．研究の方法 
 (1) 試験管内 tRNA 硫黄化反応の再構成 
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
程で大部分が不活性化してしまうことが判
明したので、精製後に再活性化させる手法を
確立した。反応条件（反応溶液の組成、温度
など）を検討することにより、高効率な tRNA
硫黄化反応の再構成系を構築した。反応後
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、逆送 HPLC により硫黄修飾塩基の量
を定量した。 
 
 (2) 好熱菌内 tRNA 硫黄化の解析系の構築 
 好熱性真正細菌 Thermus thermophilus の
tRNA 硫黄化修飾塩基の生合成は多数のタン
パク質が関与する複雑な系である。それらの
タンパク質の機能に重要なアミノ酸残基を
簡便に同定するために、生合成タンパク質の
変異体を好熱菌内で発現させ、その株の tRNA
の硫黄修飾塩基の量を定量する系を構築し
た。 
強力なプロモーターを含む薬剤耐性遺伝

子の下流にリボソーム結合サイト(SD 配列)
を含む目的遺伝子を配置した好熱菌内で複
製可能なプラスミドベクターを作成した。必
要に応じて生合成タンパク質に変異を導入
した。生合成遺伝子破壊株を上記発現プラス
ミドで形質転換し、変異体発現株を作成した。
これらの株から tRNA を抽出し（１）と同様
の方法で tRNA 中の硫黄修飾塩基の量を定量
した。 
 
 (3) 好熱菌内 TtuB 翻訳後修飾の解析 
好熱性真正細菌 Thermus thermophilus の

タンパク質の翻訳後修飾因子 TtuB や TtuA、
TtuC に対する特異抗体をもちいて、好熱菌内
において TtuB によるタンパク質翻訳後修飾
現象について検討した。多種の好熱菌変異株

を作成して、ウエスタンブロット、免疫沈降、
質量分析装置を使用して、翻訳後修飾の化学
形態、修飾のおこるしくみについて解析した。
また、脱翻訳後修飾タンパク質を同定するこ
とにより、この翻訳後修飾の機能についても
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 高効率試験管内 tRNA 硫黄化反応の再
構成 
 これまでの構築してきた試験管内 tRNA 硫
黄化反応系 [Shigi N ら, EMBO J 2008] では、
組換えタンパク質以外に好熱菌の細胞抽出
液の添加が必要であった。また基質 tRNA の
1%以下しか硫黄化がおこらず、放射性同位元
素をもちいたトレーサ実験が必要であった。
そこで種々の改良試みた結果、組換えタンパ
ク質のみをもちいて、基質 tRNA の 90%以上が
硫黄化される系の構築に成功した。今後はこ
の系をもちいてより詳細に硫黄化反応につ
いて生化学的解析をおこなう予定である。 
 
(2) tRNA 硫黄修飾酵素 TtuA の反応機構の
推定 
TtuA はほぼ全ての生物種に保存されてい
るタンパク質である。多種の生物種の TtuA
についてアミノ酸配列を比較することによ
り保存されたアミノ酸残基を同定した。さら
に既知の tRNA 修飾酵素の活性中心の保存残
基との比較により、tRNA 硫黄化反応に必要と
考えられる、ATP 結合に必要なアミノ酸残基
と、硫黄の受け渡しに必要な Cys 残基を推定
した。 
そこでこれらの tRNA の硫黄化反応に必要
と考えられるアミノ酸残基に変異を導入し
た TtuAを好熱菌内で発現させる系を構築し、
それらの株から tRNA を抽出、その硫黄化修
飾塩基の量を定量した。その結果 ATP 結合に
必要な PP-loop 上の保存残基と Cys 残基の変
異体では顕著な硫黄化効率の減少が観測さ
れた。これにより、TtuA は ATP をもちいて基
質 tRNA の 54位のウリジンをアデニル化して
活性化したのち、硫黄運搬タンパク質 TtuB
の供給する活性化硫黄種（チオカルボキシレ
ート）をもちいて tRNA に硫黄を転移させる
ことが推測された。この内容については理化
学研究所 横山茂之研究室との共同研究で
行った。 
 
(3) 真正細菌におけるユビキチン類似タ
ンパク質翻訳後修飾現象の発見とその機能
解析 
好熱性真正細菌 Thermus thermophilus の

タンパク質の tRNA の硫黄修飾塩基の生合成
系において活性化硫黄種を供給するタンパ
ク質 TtuB は真核生物ユビキチンに類似した
構造をとることが予想され、タンパク質の翻



 

 

訳後修飾因子としても機能している可能性
がある（図 2,3）。そこでまず TtuB のタンパ
ク質翻訳後修飾因子としての性質について
解析した。TtuB 特異的抗体をもちいて好熱菌
総タンパク質に対すしてウエスタンブロッ
ト解析を行い、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
明した。 
さらに遺伝子欠損株や変異体発現株をも

ちいた解析をおこない、TtuC が TtuB 化の活
性化酵素として働くこと、TtuB のカルボキシ
末端の Gly残基が標的タンパク質との共有結
合に重要であることがわかった。また、特異
的抗体をもちいた免疫沈降とウエスタンブ
ロッティング実験により、TtuB 化の標的タン
パク質として TtuC と TtuA を同定した。さら
に TtuA については、TtuA-TtuB 共有結合体を
好熱菌内で大量発現後、免疫沈降することに
より大量精製し、共有結合の様式を質量分析
装置により解析した（質量分析装置による解
析は東京大学大学院工学系 鈴木勉教授、坂
口裕理子氏により行われた）。この解析によ
り 3 か所の Lys 残基が TtuB 化されることが
明らかになった。さらにそれらの Lys 残基に
変異を導入した TtuA では TtuB 結合体ができ
ないことが確認できた。これらの Lys 残基は
１次構造上、tRNA の硫黄化反応に重要と予想
される Cys 残基の近傍に位置しており、TtuB
による翻訳後修飾が tRNA の硫黄化反応に影
響を与えていることが推測された。以上の解
析によりこの好熱菌で見出した TtuB による
翻訳後修飾は、真核生物ユビキチン系に非常
に類似した機構でおこることが判明した。 
次いで TtuB 化の機能について検討した。

TtuB 破壊株において TtuB 化の標的タンパク
質の一つである TtuC の定常状態量は野生株
と変わらなかったことから、TtuB 化は少なく
とも TtuC タンパク質の安定性や分解には寄
与していないことが推測された。また真核生
物では標的からユビキチンを取り外す脱ユ
ビキチン酵素も、標的のユビキチン化状態を
制御するうえで重要である。好熱菌において
脱 TtuB 化酵素を同定し、その遺伝子破壊株
では TtuC と TtuA の TtuB 化状態が変化し、
tRNA の硫黄修飾塩基の量も変動した。つまり
生合成酵素の TtuB 化修飾が生合成反応を制
御していることが示唆された [Shigi N ら, J 
Biol Chem 2012 に論文発表]。 
本研究結果は原核生物における新規なタ

ンパク質機能制御機構であるとともに真核
生物ユビキチン系の祖先系であると考えら
れ興味深い。本発見は、別系統の原核生物(古
細菌)で最近発見されたユビキチン類似翻訳
後修飾現象 [Humbard MAら, Nature 2010] に
つぎ、真正細菌では初めての発見である。真
正細菌と古細菌の共通祖先に既にユビキチ
ン類似翻訳後修飾現象が存在していたこと

を示唆している。さらにその機能の一つとし
て、TtuB 化修飾により TtuA と TtuC の酵素活
性が制御されていることが本研究により示
唆されたので、今後はその制御機構の詳細、
すなわち TtuB 化修飾による酵素活性を変化
させる分子メカニズムについて明らかにし
ていきたい。またあわせて、多数存在する
TtuA や TtuC 以外の標的タンパク質を同定す
ることにより、tRNA 硫黄修飾塩基の生合成の
制御以外の機能についても検討していきた
いと考えている。 
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