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〈要 約〉

　結び目構造をもつタンパク質は構造の自由度が低い．そして，結び目をもつタンパク質が空間的にへだてられた部位とのあいだでシグナルを伝達するのに十分なダイナミクスをもつのかどうかは知られていない．結び目構造をもつタンパク質のひとつに，S-アデノシルメチオニンを基質としてtRNAの37位のGにメチル基を転移する酵素TrmDがある．TrmDによりメチル化修飾されたtRNAはリボソームにおけるフレームシフトの防止において重要である．この研究において，構造生物学，反応速度論，シミュレーションの3つの観点から，構造的に束縛の大きいTrmDの結び目構造はその酵素活性に必須であることが示された．予想に反して，結び目構造に含まれるアミノ酸残基はS-アデノシルメチオニンとの結合にともない複雑な挙動を示すことがわかった．S-アデノシルメチオニンとの結合にともなう自由エネルギーの変化がシグナルとして伝達し，tRNAとの結合を安定化し活性中心が形成されていた．この研究により，タンパク質の結び目構造は基質との結合により生じる自由エネルギーをとらえ酵素活性を促進する巧妙な構造であることが示された．

はじめに

　タンパク質の生合成においてtRNAは重要な役割をはたす．tRNAはその3’末端にて対応するアミノ酸と共有結合したのち，mRNAのもつコドンに対応してリボソームに取り込まれ，tRNAと結合したアミノ酸は新生するペプチド鎖に連結される．tRNAが正常に機能するためには，転写されたのちさまざまに修飾される必要がある．tRNAにはこれまで100をこえる修飾が知られており，37位のGのN1位におけるメチル化修飾はタンパク質の生合成において正確性を保つために非常に重要である．tRNAの37位はmRNAと結合するアンチコドン領域のすぐとなりに位置し，そのメチル化修飾は多くの機能をはたす．これまでの研究により，古細菌においてはtRNACysのアミノアシル化を促進すること1)，出芽酵母においてはtRNAAspがArgとまちがって結合するのをふせぐこと2) が知られている．そして，もっとも重要な役割は，リボソームにおいてtRNAがmRNAと結合する際にフレームシフトを防止することである．GのN1位におけるメチル化はWatson-Crick塩基対の形成を阻害するので，アンチコドン領域のすぐとなりの37位の塩基がmRNAのコドンのとなりの塩基と結合しなくなり，4つの塩基があやまって1つのコドンとして読まれることがふせがれる．これまでに，tRNAの37位のGのN1位におけるメチル化修飾が存在しない場合はフレームシフトが起こりやすくなることが示されている3)．このメチル化修飾は全生物界において保存されており，既知のtRNA修飾酵素のうち，37位のGのN1位におけるメチル化修飾を担う酵素の欠損のみが細菌および出芽酵母において致死性を示す4,5)．tRNAの37位のGにメチル基を転移する酵素は，真正細菌においてはTrmD，真核生物および古細菌においてはTrm5である．TrmDとTrm5は，S-アデノシルメチオニンをメチル基の供与体として用いてまったく同じ化学反応を触媒するにもかかわらず，1次構造および3次構造に相同性はなく，それぞれ異なる祖先から進化したものと考えられている（図1）．

　細菌においてTrmDは高度に保存されており，N末端側にS-アデノシルメチオニン結合ドメイン，C末端側にtRNA認識ドメインをもつ単量体からなるホモ二量体として機能する6)．一方で，Trm5は比較的最近になり同定され，その結晶構造も報告された7,8)．Trm5は単量体として機能する．TrmDは細菌にしか存在せず，その欠損は細菌にとり致死性であることから，副作用の心配のない新規の抗生物質の標的として魅力的である．TrmDのみを選択的に阻害する物質を探索するためには，TrmDとTrm5の基質認識機構の違いを理解することが重要である．

　最近，TrmD，tRNA，S-アデノシルメチオニンの不活性アナログであるsinefunginからなる三者複合体の結晶構造が報告された9)．TrmDはホモ二量体を形成し，その結合面に活性中心を形成していた．二量体の一方（A）と結合したS-アデノシルメチオニンが他方（B）と結合したtRNAと反応し，このとき，Bと結合したS-アデノシルメチオニンは不活性化していた．しかし，2箇所の活性部位がどのようなしくみより互いにシグナルを伝達し，不要なほうのS-アデノシルメチオニンを不活性化するのかは明らかではなかった．この研究においては，この機構の解明のため，構造生物学，反応速度論，コンピューターシミュレーションと複数のアプローチにより解析した．

1．TrmDの結び目構造と結合したS-アデノシルメチオニンの向きの重要性

　TrmD，tRNA，sinefunginからなる三者複合体の結晶構造をもとに，結び目構造の付近のダイナミクスを計算した．分子動力学シミュレーション法を用いて結び目構造と結合したS-アデノシルメチオニンの構造ゆらぎを比較したところ，活性化しているほうはもう一方と比べゆらぎが格段に小さかったことから，TrmDホモ二量体のそれぞれの結び目構造は非対称であることがわかった．また，活性化しているS-アデノシルメチオニンの構造ゆらぎはTrm5の活性部位と比較しても小さかった．

　さらに，シミュレーションの結果から，S-アデノシルメチオニンが折れ曲がって結合した場合，そのメチル基と標的であるtRNAの37位のGのN1位とのあいだの距離は3.5Åとメチル基の転移に望ましい距離であったのに対し，S-アデノシルメチオニンがまっすぐな状態では4.3Åと離れてしまっており，しかも，α炭素原子はtRNAと立体障害を生じていた．したがって，TrmD三者複合体の結晶構造と同様に，TrmDによるtRNAへのメチル基の転移においてはS-アデノシルメチオニンは折れ曲がった構造をとることが必須であることがわかった（図2，PDB ID：4YVI）．

2．変異体の解析による基質との結合のシグナル伝達の解明

　TrmDファミリーにおいて高度に保存されている15個のアミノ酸残基を選び，これをAlaに置換した変異体を作製して酵素活性を速度論的に解析した．S-アデノシルメチオニンおよびtRNAに対する結合定数，および，メチル基の転移における速度定数を評価し，その活性の低下を自由エネルギーの損失として算出しTrmDにマッピングした．その結果，S-アデノシルメチオニンとの結合に重要なアミノ酸残基とtRNAとの結合に重要なアミノ酸残基とのあいだにはある程度の相関があり，tRNAとの結合においてもっとも重要なアミノ酸残基はメチル基の転移にも直接に関与することがわかった．この結果から，S-アデノシルメチオニンとの結合にともなうエネルギーの変化が順に伝達していくと考えられ，S-アデノシルメチオニンとの結合→tRNAとの結合→メチル基の転移，とシグナルが伝達するようすが明らかにされた．

　tRNAとの結合能およびメチル基の転移活性が顕著に損なわれたTyr115をAlaに置換したTrmD変異体を用いて，基質との結合のシグナル伝達について検討した．このTrmD変異体について分子動力学シミュレーションをしたところ，C末端ドメインの構造が変化しS-アデノシルメチオニンとの水素結合が減弱していることが示唆された．くわえて，メチル基の転移に重要なArg54とtRNAの37位のGとの距離が大きくなり，S-アデノシルメチオニンからのメチル基の転移が阻害されていた．そして，結び目部位における自由エネルギーの分布において，野生型のTrmDにおいてはエネルギーの極小が2つあったのに対し，Tyr115をAlaに置換したTrmD変異体ではエネルギーの極小は1つであった．以上の結果から，Tyr115をAlaに置換したTrmD変異体においてホモ二量体が非対称ではなくなっていると考えられた．一方で，TrmDのTyr115の変異により1つのTrmDホモ二量体に対し2つのtRNAが結合するようになることが実験的に確認され，この可能性が裏づけられた．これらの結果から，TrmDホモ二量体を構成するおのおのの単量体のわずかな構造の違いから生じる非対称性がシグナルの伝達を担うと考えられた．
3．S-アデノシルメチオニンとの結合を引き金とした活性中心の形成およびtRNAの安定化

　TrmDのさまざまなAla置換変異体における酵素活性の低下について詳細に検討した．Gly55をAlaに置換したTrmD変異体においてはtRNAとの結合能が顕著に低下しており，S-アデノシルメチオニンとは直接に相互作用していないにもかかわらずS-アデノシルメチオニンとの結合能も低下していた．この変異の影響をシミュレーションしたところ，S-アデノシルメチオニンと直接に結合するアミノ酸残基との相互作用が減弱していた．この結果から，TrmDとtRNAとの接触を阻害するとS-アデノシルメチオニンとの結合能が低下することが示された．つぎに，S-アデノシルメチオニンのメチオニン部位と相互作用するアミノ酸残基に着目した．なかでも，Ser170をAlaに置換したTrmD変異体においてS-アデノシルメチオニンとの結合能，tRNAとの結合能，メチル基の転移活性のすべてが低下していた．169番目のアミノ酸残基はメチル基の転移にかかわる一般塩基としてはたらき，171番目のアミノ酸残基はS-アデノシルメチオニンとの結合にともない構造を安定化することから，S-アデノシルメチオニンとの結合が活性中心の形成の引き金になることが示唆された．

　TrmDのAsp169はtRNAの37位のGのN1位，TrmDのArg154はtRNAの37位のGのO6位とそれぞれ相互作用しtRNAの37位のGを安定化する．Arg154をAlaに置換したTrmD変異体およびAsp169をAlaに置換したTrmD変異体は，tRNAとの結合能およびメチル基の転移活性が大幅に低下していたが，S-アデノシルメチオニンとの結合能に影響はなかった．これらの結果から，tRNAの37位のGと結合することがtRNA全体の安定化に寄与し，ひとたびtRNAの37位のGが安定化すればS-アデノシルメチオニンの位置をさらに微調整することなくメチル基の転移は進むと考えられた．

おわりに

　筆者らは，現在まで，ヒトそのほか哺乳類に影響のない抗生物質の開発をめざしてTrmDおよびTrm5の特性を評価してきた10,11)．この研究における特筆すべき点は，TrmDのみを特異的に標的とする戦略に新たな知見をあたえたことである．S-アデノシルメチオニンがTrmDの結び目構造と結合することがシグナル伝達の起点であったことから，TrmDの理想的な阻害剤は，結び目構造を標的とし，折れ曲がったS-アデノシルメチオニンの代わりにピッタリと入り込むようなものであると考えられる．このような阻害の様式は，S-アデノシルメチオニンを基質とするTrm5を含むほかの酵素への影響が少ないと予想される．筆者らの研究室においては，別途，TrmDを選択的に阻害する物質をスクリーニングしており，これらの知見が総合的に新規の抗生物質の開発に資することを目標としている．
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〈図説明〉

図1　TrmDとTrm5の比較

（a）TrmDはホモ二量体を形成し，S-アデノシルメチオニンとの結合部位の付近は結び目構造をとる．
（b）Trm5は3つのドメインからなる単量体として活性をもつ．S-アデノシルメチオニンとの結合部位は核酸結合タンパク質によくみられるRossmannフォールドをとる．

水色の丸はαへリックス，黄色の三角はβストランドを示す．

図2　TrmDによる基質の認識に重要な結び目部位の結晶構造

S-アデノシルメチオニンの不活性アナログであるsinefunginは折れ曲がった構造をとり，標的であるtRNAの37位のGと近接している．
