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１．はじめに
　tRNA は mRNA のコドンと対応するアミノ酸をリボソー
ムへ運ぶことで，タンパク質の合成に関与する，生命に
必須な構成要素である。tRNAは DNA から転写された後，
化学修飾を含む様々なプロセシングにより成熟化して機
能する。現在 100 種類以上の修飾が発見されており [1,2]，
修飾部位に応じて，tRNA の三次構造の安定化 [3]，紫外線
ダメージからの防御 [4]，翻訳時のリーディングフレーム
の維持 [5]などに寄与している。中でも tRNAのアンチコ
ドン部位には最も多様かつ高頻度に修飾が見つかってお
り，コドン認識に影響するため，タンパク質合成における
正確かつ効率的なコドンの解読に寄与している [6]。
　生命における必須な “毒” であるセレン [7]を利用した
塩基修飾として，5-メチルアミノメチル -2-セレノウリ
ジン（mnm5Se2U）と 5-カルボキシルメチルアミノメチ
ル -2-セレノウリジン（cmnm5Se2U）修飾が見つかってい
る。これらの修飾は真正細菌 [8,9]，古細菌 [10]，真核生
物 [11-13]の生物ドメイン全てで発見されており，グルタ
ミン酸，グルタミン，リジンを運搬する tRNA（tRNAGlu，
tRNAGln，tRNALys）のアンチコドン 1位で同定されてい
る。(c)mnm5Se2Uは硫黄修飾を受けた前駆体ウリジン
（mnm5S2U，cmnm5S2U）から合成され，mRNAのコドン
と tRNAのアンチコドンの親和性を変化させることで，タ
ンパク質の翻訳効率を制御すると考えられている [14,15]
（Fig. 1）。
　本研究対象である 2-セレノウリジン合成酵素（酵素 S，
Enzyme S）は tRNAのセレン修飾を触媒する酵素であり，
近年酵素 Sによる Se修飾の反応中間体として S-ゲラニル
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Abstract
　tRNAは転写後修飾を含む様々な成熟化を受けて機能を発揮する。2-セレノウリジン合成酵素（酵素 S）は超疎水性の
S-ゲラニル中間体の形成を経て 3種類の tRNA（tRNAGlu，tRNAGln，tRNALys）のアンチコドン 1位のウリジンをセレン修
飾する酵素である。これまで酵素 Sの構造は未知であり，酵素 Sが全く性質の異なる 2段階の反応を触媒できる分子機構
も明らかではなかった。本研究では，tRNAとの共発現系を用いた複合体の調製や予測構造を利用した分子置換法によって，
酵素 Sと tRNAの複合体の構造決定に成功し，反応機構に関する知見を得ることができた。

誘導体（mnm5geS2U，cmnm5geS2U）の存在が明らかに
なった [16]（Fig. 2）。この発見より，酵素 Sは，ゲラニル
二リン酸（GePP）を用いてウリジン 2位の硫黄をゲラニ
ル化して (c)mnm5geS2Uを合成し，その後，セレノリン酸
（SePO3）を基質として，脱離基状態のゲラニル化硫黄（geS）
を Seに置換するという 2段階の反応で Se修飾を触媒する
と考えられる [17-19]（Fig. 2）。
　また，この 2段階反応に対応して酵素 Sは，N末端のロ
ダネーゼドメインと P-loopを含む機能未知の C末端ドメ
インの 2つのドメインから構成されている [20]（Fig. 2）。
両ドメインとも触媒活性に必要であるが [21]，各ドメイン
がどのように協調的に機能し，全く性質の異なる 2種類の
リガンドを利用して，セレン修飾反応を触媒しているのか
は明らかではない。そこで本研究では，酵素 Sと tRNA複
合体の構造解析による 2段階の反応機構解明を目的として
実験を進めた。

Figure 1	 Affinity change between mRNA codons and tRNA anticodons 
by tRNA Se modificatio.
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に成功し，3.7 Å分解能の結晶を得た。また，結晶化の添
加物スクリーニングにより，10 % (v/v) の propyleneglycol
を添加することで結晶の質が改善されることが分かり，最
高分解能 3.1 Åの複合体結晶の作製に成功した（Fig. 3）。

３．酵素 S-tRNA 複合体の構造解析の位相問題
　タンパク質のＸ線結晶構造解析では，回折実験で失わ
れるパラメータである位相を計算する必要がある。現在
最も一般的な計算方法である分子置換法は，類似構造を
サーチモデルとして利用し，位相を計算する手法である。
酵素 Sは N末端ドメインしか構造が解けておらず，類似
タンパク質構造も存在しないことから，Molrepや Phaser
などのプログラムを利用した分子置換法による位相決定
は難航していた。さらに，セレノメチオニンで標識した
酵素 Sと tRNAの複合体サンプルは，ネイティブの酵素 S
で得られていたほとんどの条件で結晶化しなかった。ソー
キングや共結晶化による重原子導入でも，結晶が損傷し，
位相決定に利用できる良質な回折データを得ることがで
きなかった（Fig. 4）。

４．AlphaFold2 による予測構造を利用した位相決定およ
び精密化
　2021年 7月にタンパク質の立体構造を非常に高精度
で予測するプログラム AlphaFold2が公開された [22]。
AlphaFold2の予測構造を分子置換法に利用することで
位相決定に成功したという報告 [23]を参考に，我々も
AlphaFold2から予測される酵素 Sの構造を分子置換法に
利用することを試みた。AlphaFold2で予測した酵素 Sは
予測の信頼値である pLDDT値が全体的に高く，高精度な
予測が期待された（Fig. 5）。酵素 Sの予測モデルをサー
チモデルとして，Molrepを利用して位相計算した時点で

２．酵素 S-tRNA 複合体の大量調製および結晶化
　はじめに，酵素 S-tRNA複合体を構造解析するために，
サンプルの大量調製に取り組んだ。酵素 Sは tRNAと強く
結合してほとんど解離しないという特徴を持ち，精製時
には生体内で 3種類の tRNA（tRNAGlu，tRNAGln，tRNALys）
が酵素 Sに結合するため，高純度の複合体精製が困難であ
った。そこで，tRNAGlu，tRNAGln，tRNALysとの共発現系を
利用し，生体内で特定の tRNAの存在比を偏らせることで，
高純度複合体の精製を試みた。そのうち，tRNAGlnとの共
発現系から Niアフィニティクロマトグラフィ，ゲルろ過
クロマトグラフィ，陰イオン交換クロマトグラフィの 3段
階で精製した酵素 S-tRNA複合体のサンプルのみで結晶化

Figure 2	 To p :  2 - s e l e n o u r i d i n e  s y n t h e s i s  b y  E n z y m e  S .  R 
represents a methylaminomethyl  g roup  (mnm)  or  a  
carboxymethylaminomethyl  group (cmnm).  	

	 Bottom: Sequence analysis of Enzyme S from E. coli.

Figure 3	 Enzyme S-tRNA complex crystals and crystallographic 
statistics. The values for the highest-resolution shells are 
shown in parentheses.

Figure 4	 Introducing heavy atom into crystals by soaking or co-
crystallization.
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Rf/sig 7.96（Tf/sig 7.48）となり，tRNAに特徴的な塩基対
の電子密度を確認できた。これにより，タンパク質 1分子
の予測モデルから tRNAとの複合体の位相決定が可能であ
ることが明らかになった。その後，構造再構築と精密化
を進めることで Rfree値を 0.3以下まで下げることができた
（Fig. 6)。

５．酵素 S-tRNA の複合体構造
　今回構造決定に成功した tRNAとの複合体は，酵素 Sの
初めての分子構造であり，基質 tRNAとの相互作用様式を
明らかにした。まず，酵素 Sと tRNAは分子全体で結合す
る構造をとっており，酵素 Sと tRNAがほとんど解離しな
いという実験結果を解釈することができた。また，得られ
た複合体の構造では，tRNAが tRNAGlnであり，そのアン
チコドン 1位のウリジンはゲラニル化されていた。従って，
結晶構造は反応中間体であることが明らかになった。

６．まとめと今後の展望
　tRNAとの共発現系を利用した高純度複合体精製や
AlphaFold2の予測モデルを分子置換法に利用すること
で，世界で初めて酵素 Sおよび tRNAとの複合体構造を

明らかにできた。このことより，AlphaFold2を含む Deep 
Learningを用いた構造予測の技術革新は目覚ましいもので
あることを改めて実感した。現時点の構造情報から考えら
れる反応機構は複数あり，正確な反応機構を提唱するため
にはさらなる実験が必要である。今後は構造から推定した
重要残基に変異を加えた変異体を作製する。そして，ITC
による基質との相互作用解析や，HPLCを利用した酵素活
性測定によって重要残基を同定し，tRNAのセレン修飾の
反応機構を解明したい。
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