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１．はじめに
　運搬リボ核酸（tRNA）は遺伝暗号に従ってアミノ酸を
運搬し，タンパク質の生合成に関与する重要な分子であ
る。tRNAは伝令 RNA(mRNA)同様に DNAから転写によ
り合成されるが，転写直後の未成熟 tRNAは正しく機能で
きない。そのためスプライシング，3’ 末端への CAA付加，
塩基修飾などの転写後修飾による成熟化過程を必要とす
る [1]。その中でも塩基修飾はメチル化，アセチル化，チ
オ化など 100種類以上が知られている [2,3]。
　チオ化修飾は真正細菌・古細菌・真核生物の 3つの生物
ドメイン全てでおこる普遍的な生命現象であり，tRNAの
熱安定性向上 [4,5]，近紫外線感知 [6,7]，翻訳の正確性向
上 [8-10]を担う。また，コドン 3文字目を決める tRNA34
位（Wobble位）のチオ化修飾欠損は，筋力低下や脳卒中
様の症状を伴う難病であるミトコンドリア病（MERRFや
MELAS）の発症に繋がる [11,12]。したがって，チオ化は
普遍的かつ重要な修飾である。
　チオ化修飾はこれまでに 16種類発見されており，主に
2-チオウリジン，4-チオウリジン，2-チオシチジン，2-
メチルチオ -N6-メチルアデノシンの 4種類に分類される
[13]。さらに，チオ化修飾酵素は ATPを用いるタイプと
S-アデノシルメチオニン（SAM）を用いるタイプの 2つ
に大別できる。前者はさらに，MnmA型と TtuA型に分類
される [14]（Fig.1）。MnmA型はペルスルフィド（R-SSH）
と ATPを利用して tRNAに硫黄を転移する酵素であり，
アデニル化 tRNAとの中間体構造および活性測定による
重要残基の同定から，反応機構が解明されている [15,16]。
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Abstract
　tRNAがタンパク質の生合成を担うためには，チオ化などの転写後修飾によって成熟化される必要がある。TtuAは硫黄
ドナータンパク質 TtuBと共に tRNAをチオ化修飾する酵素であり，酸化に対して脆弱な「鉄硫黄クラスター」を補因子
に持つ。これまで，TtuAは TtuBから硫黄原子を受け取ることは知られていたが，鉄硫黄クラスターの役割についての詳
細は明らかではなかった。そこで本研究では，TtuAの酵素活性に重要な残基を解明し，TtuAの詳細な反応機構を提唱した。

一方で TtuA型は「鉄硫黄クラスター」と ATPを用いて硫
黄を転移する [17,18]。しかしながら，その反応機構の詳
細は未だ明らかでない。
 
２．2- チオウリジン合成酵素 TtuA と Ncs6 の類似性
　ヒト tRNA34 位のチオ化修飾を担う Ncs6（別名 : 
Ctu1）は鉄硫黄クラスターが関与する TtuA型酵素であ
る [19,20]。Ncs6は硫黄ドナータンパク質 Urm1の C末端
から硫黄を受け取り，3種類の細胞質 tRNA（tRNAGln(UUG), 
tRNAGlu(UUC), tRNALys(UUU)）へと転移する（Fig. 2 left）[21-

Figure 1	 tRNA thiolases and those products (left: MnmA-type, right: 
TtuA-type). MnmA, ThiI, TtuA and Ncs6 are responsible for 
formation of 2-thiouridine at position 34 of tRNA (s2U34), 
4-thiouridine at position 8 of tRNA (s4U8), 5-methyl-
2-thiouridine at position 54 of tRNA (m5s2U54), and 
5-methoxycarbonylmethyl-2-thiouridine at position 34 of 
tRNA (mcm5s2U34, -R = -CH2COOCH3), respectively.
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Figure 3	 Structure of catalytic center of TtuA. The [4Fe-4S] cluster is 
shown as ball-and-stick models (PDBID: 5B4F).

23]。Ncs6は翻訳の正確性に関わる重要な酵素だが，鉄硫
黄クラスターが容易に酸化崩壊することも相まって [24]，
Ncs6の構造は明らかでない。そこで我々は，鉄硫黄クラ
スターを用いる tRNAチオ化修飾酵素の中で，唯一Ｘ線構
造が既知の 2-チオウリジン合成酵素（TtuA）に焦点を当
てた [14,25]。
　TtuAは Ncs6の原核生物ホモログであり，好熱菌の
tRNAを硫黄修飾することで塩基の構造変化を起こす。こ
の修飾により Dループと Tループとの相互作用が強ま
り（tRNAの熱安定性が高くなり），高温環境下で生存で
きるようになる [25-28]。TtuAはチオカルボキシル型硫黄
ドナータンパク質 TtuB（Urm1ホモログ）と共に，基質
tRNA54位に存在する 5-メチルウリジンの 2位の酸素原子
を硫黄原子に置換する反応を触媒する（Fig. 2 right）。ま
た，TtuAと Ncs6，それらに硫黄を渡す TtuBと Urm1，お
よび遊離システインから TtuB（Urm1）への硫黄運搬に関
わるTtuCとUBA4のアミノ酸の配列類似性は高い（Table1）
[29,30]。したがって本研究では構造情報がある TtuAに着
目し，鉄硫黄クラスターを用いる tRNAチオ化修飾の反応
機構を解明することで，Ncs6の反応機構までも議論する。

３．TtuA の構造および硫黄転移反応機構仮説
　先行研究のＸ線構造解析により，TtuAの活性部位には
4つの鉄原子と 4つの硫黄原子から成る [4Fe-4S]型鉄硫黄
クラスターが存在することが解明された [17,18]。この複
合体構造では鉄硫黄クラスターを構成する 4つの鉄原子の
うち 3つがシステインモチーフ（CXXC…C）に結合して
おり，残りの 1つのむき出しの鉄（ユニーク鉄）は TtuB
と結合すると考えられた（Fig. 3）。そして，ユニーク鉄が

TtuBから硫黄を受け取り，基質 tRNAへ硫黄を転移する
という新たな tRNAチオ化修飾反応が提唱された。そこで
本研究では，TtuA,TtuBによる tRNAチオ化修飾機構の証
明を試みた（Fig. 4）。

４．TtuB からの硫黄の受け取り
　第一に，電子スピン共鳴法（ESR)で鉄周りの構造を解
析し，溶液中で鉄硫黄クラスターが TtuBの C末端を結合
するかを確認した。(i).TtuA単独，(ii). (i)に TtuB-COOH
を混ぜたもの，(iii). (i)に Na2Sを混ぜたもの，(iv). (i)に
TtuB-COSHを混ぜたもののシグナルを比較すると，(iii)と
(iv)の線形，g値が一致し，(iv)の信号強度が 10倍であった。
これらは，TtuBの C末端にある硫黄原子がユニーク鉄に
効率的に結合して，鉄硫黄クラスターの構造変化を引き起
こすことで，酸化還元電位が変化したことを示唆している
（Table2）（投稿中）。

Figure 2	 tRNA thiolation catalyzed by TtuA-type enzymes and sulfur donor proteins (left: Ncs6-Urm1, right: TtuA-TtuB). The objects colored in 
brown (iron) and yellow (sulfur) are iron-sulfur clusters ([3Fe–4S] for Ncs6 and [4Fe–4S] for TtuA). TtuB and Urm1 are thiocarboxylate 
sulfur donors (R-COSH) at the C-termini.

Table 1	 Sequence similarity between TtuA-related proteins from 
Thermus thermophilus and Ncs6-related proteins from Homo 
sapiens.

Figure 4	 Proposed sulfur transfer mechanism. S-tRNA and Ade-tRNA 
mean m5s2U54 and adenylated tRNA, respectively.
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　次に，反応溶液中の硫黄を追跡できる水銀ゲル電気泳
動（APM-SDS-PAGE）を行い [31-33]，「TtuBを持つ真正
細菌の TtuA」は TtuA，TtuB，tRNA，ATPがそろった時
に，TtuBの硫黄をユニーク鉄が受け取ることを確認した
（Fig. 4）。「TtuBの代わりに無機硫黄 S2−を用いる古細菌の
TtuA」でも [4Fe-4S]型鉄硫黄クラスターのユニーク鉄が
硫黄を受け取るため [18]，TtuBの有無や生物ドメインに
依らず，TtuAはユニーク鉄を用いて tRNAをチオ化修飾
すると結論付けた（投稿中）。 

５．酵素活性に重要なアミノ酸残基とその役割の同定
　次に我々は，TtuBの C末端からユニーク鉄へと硫黄が
渡される際，TtuAのどのアミノ酸残基が関わるかを解明
するために，Ｘ線結晶構造に基づいて T. thermophilus TtuA
の変異体を 10種類作製した。さらに高速液体クロマトグ
ラフィー（HPLC）を用いた生化学実験により，変異体の
2-チオウリジン合成活性を評価した。その結果と構造情
報を合わせ，tRNAを活性化する TtuA残基と，TtuBから
の硫黄の受け取りに関与する TtuA残基を同定した（投稿
中）。
　ここで真正細菌および古細菌（それぞれ TtuBを持つも
のと持たないもの）の TtuA，ヒトおよび出芽酵母の Ncs6 

の合計 6種類についてアミノ酸残基の配列比較を行った
（Fig. 5）。その結果，前述の重要残基がいずれも保存され
ていたことから，Ncs6も同じ残基を用いて tRNAの活性
化や硫黄運搬を行うと推定された。

６．鉄硫黄クラスターの電荷変化に伴う TtuA の構造変化
　鉄硫黄クラスターを持つタンパク質では，クラスター
の電荷によって構造が変化することがある。たとえば
NADHなどの電子ドナーが関与するヒドロゲナーゼ，ニ
トロゲナーゼ，キノンオキシドレダクターゼが挙げられる
[34-36]。一方で，電子ドナーを必要としないアコニターゼ
のように，ユニーク鉄が酸化還元反応を触媒せずに基質
を配位する鉄硫黄クラスタータンパク質も存在する [37]。
TtuAの鉄硫黄クラスターはアコニターゼと同様の機構で
基質を配位していると考えられているが [18] ，さらに理
解を深めるために還元型 TtuAの結晶構造解析を行った。
　得られた分解能 3.3Åの非還元型（+2価，S = 0のた
め ESRで検出できない）と分解能 3.5Åの還元型（+1
価，S = 1/2のため ESRで検出可能）の構造を重ねて比
較した結果，構造変化は観察されなかった（全体構造
（Cα）: RMSD = 0.160 Å，活性部位の重要残基 7つ（Cα）: 
RMSD = 0.119 Å）。したがって，ESR測定に必要なジチオ
ナイト還元処理は TtuAの鉄硫黄クラスターの性質や構造
を変化させないと結論付けた（Fig. 6）。

Table 2	 Structures around the of iron-sulfur cluster of TtuA in 
solution.

Figure 5	 Sequence alignment of TtuAs and Ncs6s. The completely conserved residues and highly conserved residues are highlighted in red and 
yellow, respectively. The residue numbers are indicated in our target protein, TtuA from T. thermophilus. The anchor residues of the iron-
sulfur cluster are underlined. 

Figure 6	 Structural comparison of TtuAs in the two redox conditions. 
[4Fe-4S]2+ TtuA (left) are reduced to [4Fe-4S]1+ TtuA (right) 
by dithionite in the anaerobic chamber. 2Fo-Fc map contoured 
at 2.0σ (blue).
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７．まとめと今後の展望
　本研究は分光学・生化学・構造生物学の手法を組み合わ
せることで，TtuBの硫黄が TtuAの鉄硫黄クラスターへと
運搬されることを証明した。また，TtuB由来の硫黄が鉄
硫黄クラスターに転移するためには，ATPと基質 tRNAも
必要であること，そしてその際に関与する TtuAの残基を
明らかにした。さらに，これらの結果を統合することに
より，tRNAが活性化した後に TtuBの硫黄原子がユニー
ク鉄に転移する詳細な反応機構を提唱した。Ncs6はユニ
ーク鉄を持たない [3Fe–4S]型の鉄硫黄クラスターを持つ
という ESR報告がある [19]。一方で本研究では，TtuAと
Ncs6の共通性から両者がユニーク鉄を持つ [4Fe-4S]型の
鉄硫黄クラスターを用いた，共通の反応機構で tRNAチオ
化修飾を行う可能性を見出した。
　今後は [4Fe-4S]-TtuA-TtuB-tRNA-ATP5者複合体のＸ線
結晶構造解析に挑戦し，[4Fe-4S]型の鉄硫黄クラスターが
担う tRNAチオ化修飾の反応機構を完全に解明したい。さ
らに，厳密に酸化還元状態を制御した上で人工的に [3Fe-
4S]型酵素を作製し，tRNAチオ化修飾酵素の酵素活性と鉄
硫黄クラスター構造の関係性解明を目指したい。
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