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〈要 約〉

　タンパク質が翻訳ののちアセチル化されるように，RNAも転写ののちアセチル化されることが知られている．RNAのアセチル化修飾であるN4-アセチルシチジンはtRNAやrRNAに存在する．大腸菌にはtRNAMetのアンチコドン1字目にN4-アセチルシチジン修飾が存在し，修飾酵素TmcAによりアセチルCoAを基質として導入されることが知られていた．この研究において，筆者らは，TmcAのホモログをもたない枯草菌においてもtRNAMetのアンチコドン1字目にN4-アセチルシチジン修飾が存在することを見い出した．比較ゲノム解析による遺伝子の探索の結果，枯草菌をはじめとする一群の細菌には酢酸を基質としてN4-アセチルシチジン修飾を導入するユニークな修飾酵素TmcALの存在が明らかにされた．生化学的な解析および構造生物学的な解析の結果，TmcALはアミノアシルtRNA合成酵素と同じファミリーに属し，tRNAのアミノアシル化と同様の反応機構でアセチル化することが判明した．さらに，遺伝学的な解析から，TmcALがイソロイシンの遺伝暗号の解読に必須なライシジン修飾を担う酵素であるTilSと遺伝学的な相互作用のあることが判明した．TmcALがない状態でTilSのはたらきを抑制すると，tRNAMetによりAUAコドンがまちがってメチオニンとして解読されたことから，N4-アセチルシチジン修飾が正確な遺伝暗号の解読に決定的な役割を担うことが明らかにされた．この研究は，N4-アセチルシチジン修飾の生物学的な役割を解明した最初の報告である．

はじめに

　RNAは転写ののちさまざまな修飾をうけることが知られており，これまでに，140種類をこえるRNA修飾がさまざまな生物から報告されている1)．最近では，エピトランスクリプトームとよばれ，転写後の段階における新しい遺伝子発現の制御機構として生命科学における大きな潮流を生み出している2)．翻訳の過程において遺伝情報をアミノ酸配列へと変換するアダプター分子であるtRNAは多種多様な修飾を含むことが知られ，歴史的にも多くの研究がなされてきた．実際に，これまでに見い出されたRNA修飾の約8割はtRNAからみつかったものである．

　N4-アセチルシチジン（ac4C）はシチジンの4位のアミノ基がアセチル化された修飾塩基であり，細菌，古細菌，真核生物にいたるすべての生物界において幅広くみつかっている．1972年，グラム陰性細菌である大腸菌においてtRNAMetのアンチコドン1字目にac4C修飾が発見された3)．そして，1978年のin vitroにおける生化学的な実験により，ac4C修飾はAUAコドンの誤翻訳を防止することが示されたが4)，その生物学的な機能は明らかにされていなかった．また，ac4C修飾の反応機構についてはながらく不明であったが，2008年，筆者らの研究室において，修飾酵素としてTmcAが同定された5)．TmcAはヒストンアセチル化酵素にみられるNアセチルトランスフェラーゼドメインをもち，アセチルCoAを基質としてATPに依存的にac4C修飾を導入した．しかし，TmcAは一部のガンマプロテオバクテリアにおいてのみみつかっており，グラム陽性細菌である枯草菌などには存在しない．そのため，これまで，枯草菌などTmcAのホモログをもたない細菌にはac4C修飾は存在しないと考えられてきた．この研究において，筆者らは，枯草菌においてもtRNAMetのアンチコドン1字目にac4C修飾が存在することを見い出し，修飾酵素の探索および修飾の反応機構の解明を進めた．

1．枯草菌におけるac4C修飾酵素の発見

　筆者らの研究室においては，さまざまな生物のtRNAを単離精製し，高感度な質量分析法であるRNA-MS法を用いて修飾構造を解析している．枯草菌のtRNAMetを単離精製し修飾構造を解析したところ，これまでの報告に反して，アンチコドン1字目C34にac4C修飾の存在することが判明した．しかしながら，枯草菌には大腸菌にてみつかったac4C修飾酵素であるTmcAのホモログは存在しない．そこで，未知の修飾酵素が存在すると考え，その遺伝子を探索することにした．まず，細菌の系統において枯草菌と比較的近くゲノムサイズの小さい5種のマイコプラズマにおいてac4C修飾の分布を調べた．その結果，ac4C修飾をもつ種ともたない種のあることが判明した．新規の修飾酵素はac4C修飾をもつ生物に共通に存在しac4C修飾をもたない生物はこの修飾酵素をもたないと予想されたことから，これらの情報をもとに，遺伝子データベースIMG/M（URL：https://img.jgi.doe.gov/）を用いて比較ゲノム解析を実施した．その結果，ylbM遺伝子が候補遺伝子として絞り込まれた．そこで，枯草菌においてylbM欠損株を作製し，tRNAMetを単離精製しRNA-MS法により解析したところ，アンチコドン1字目C34のac4C修飾は完全に欠失していた．これにより，ylbM遺伝子は枯草菌におけるac4C修飾酵素をコードする遺伝子であると同定された．

2．TmcALは酢酸を用いてac4C修飾を導入する

　枯草菌YlbMの組換えタンパク質を発現精製し，ac4C修飾のin vitroにおける再構成を試みた．基質となるtRNAとYlbMを混合しATP存在下において反応させると，わずかではあるがtRNAにac4C修飾が導入された．これは，反応液にアセチル基のドナーがわずかに混入していたためと考えられた．この反応系にアセチル基のドナーとしてアセチルCoAをくわえたところ，予想に反して，ac4C修飾は増加しなかった．この結果から，YlbMはアセチルCoAではない，別のアセチル基のドナーを使用する可能性が示唆された．そこで，反応液にATPとともに酢酸ナトリウムをくわえたところ，ac4C修飾が劇的に増加した．安定同位体により標識した酢酸を用いてYlbMによるac4C修飾反応を実施したところ，安定同位体に応じた質量数の増加がみられた．この結果より，酢酸が基質としてac4Cのアセチル基に直接的に取り込まれることが証明された．この反応は，酢酸を使ってRNAをアセチル化するはじめての例であった．以上の結果をふまえて，YlbMをTmcAL（tRNAMet cytidine acetate ligase）と命名した．

　アミノ酸配列の解析から，TmcALはTmcAのもつNアセチルトランスフェラーゼドメインをもたず，代わりに，ATP結合ドメインであるRossmannフォールドをもち，アミノアシルtRNA合成酵素と同じヌクレオチジルトランスフェラーゼファミリーに分類されることが明らかにされた．アミノアシルtRNA合成酵素はATPを用いてアミノ酸を活性化し反応中間体としてアミノアシルアデニル酸を生成したのち，アミノアシル基をtRNAの3’末端に転移する（図1a）．この反応と同様に，TmcALはATPを用いて酢酸を活性化し反応中間体としてアセチルアデニル酸を生成したのち，アセチル基をtRNAのアンチコドン1字目C34の4位のアミノ基に転移することによりac4C修飾を導入すると考えられた（図1b）．実際に，酢酸とATPの代わりに化学合成したアセチルアデニル酸を用いるとac4C修飾が再構成されたことから，TmcALはアミノアシルtRNA合成酵素と同様の反応機構でac4C修飾を導入すると考えられた．

3．TmcALのX線結晶構造解析

　X線結晶構造解析法により枯草菌およびThermotoga maritimaに由来するTmcALの立体構造を決定した（PDB ID：5Y0Q，PDB ID：5Y0T）．TmcALはN末端ドメイン，ミドルドメイン，C末端ドメイン，コイルドコイルドメインから形成されており，二量体として存在した（図2）．N末端ドメインに特徴的なRossmannフォールドがみられ，ここにATPのアナログであるAMPcPPが馬の鞍型に曲がった状態で結合していた．しかし，基質として用いた酢酸の電子密度は観測されなかった．さらに，TmcALの表面電荷を計算したところ，正電荷に富む領域が存在し，この領域がtRNAとの結合に重要な役割をはたすと考えられた．実際に，正電荷を構成する塩基性アミノ酸残基は種のあいだで保存されており，これらのアミノ酸残基を変異させるとac4C修飾の活性は顕著に低下した．

4．細胞におけるac4C修飾の機能

　1970年代に，生化学的な実験からac4C修飾はtRNAMetがAUAコドンを誤翻訳することを防止する役割のあることが報告された4)．しかし，この実験はin vitroにおけるものであり，細胞におけるac4C修飾の役割は不明であった．

　枯草菌のtmcAL欠損株は低温感受性を示したことから，ac4C修飾は低温における生育に重要な役割を担うことが判明した．ac4C修飾はAUAコドンの誤翻訳を防止する役割があることを想定すると，tRNAIle2のアンチコドン1文字目に存在するライシジン修飾とのかかわりが考えられた．実際に，tmcAL欠損株においてライシジン修飾酵素をコードするtilS遺伝子6) の発現を抑制すると顕著な生育の阻害が観察され，tmcAL遺伝子とtilS遺伝子には強い遺伝学的な相互作用のあることが示された．さらに，tmcAL欠損株においてtilS遺伝子の発現を抑制した状態で質量分析法を用いたプロテオーム解析を実施したところ，AUAコドンにMetがまちがって取り込まれたペプチドが多く検出され，実際に，ペプチドの定量により17.5％もの誤翻訳が観測された．この結果から，ac4C修飾はライシジン修飾と協同してAUAコドンの誤翻訳を防止し，タンパク質の合成の精度を維持することが判明した（図2）．

おわりに

　ac4Cは細菌のtRNAにおいて広くみられる修飾であるが，大腸菌を含むガンマプロテオバクテリアにおいてはTmcAがアセチルCoAを基質としてac4C修飾を導入するのに対し，枯草菌やマイコプラズマを含む一群の細菌においてはTmcALが酢酸を基質としてac4C修飾を導入することが判明した．TmcAはヒストンアセチル化酵素にみられるNアセチルトランスフェラーゼドメインをもちアセチルCoAを基質とするのに対し，TmcALはRossmannフォールドをもち酢酸を基質として，tRNAのアミノアシル化と同様の反応機構によりac4C修飾を導入していた．細菌が進化の過程において，まったく異なる機構により同一のtRNA修飾を獲得したことは非常に興味深い．魚とイルカが水中を速く泳ぐために類似の体形を獲得したように，遺伝暗号を正確に解読するため異なる細菌の系統のあいだで同じtRNA修飾が選択された，まさに，分子レベルでの収斂進化といえよう．
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〈図説明〉

図1　TmcALによるac4C修飾とtRNAのアミノアシル化との比較

（a）アミノアシルtRNA合成酵素はATPを用いてアミノ酸を活性化し，アミノアシルアデニル酸を生成したのち，tRNAの3’末端の水酸基にアミノアシル基を転移させる．

（b）TmcALはATPを用いて酢酸を活性化し，アセチルアデニル酸を生成したのち，tRNAMetのアンチコドン1字目C34の4位のアミノ基にアセチル基を転移させる．

図2　ac4C修飾の導入およびタンパク質の合成におけるコドンの解読の精確性

枯草菌を含む一群の細菌においては，TmcALによりtRNAMetのアンチコドン1字目にac4C修飾が導入される．このac4C修飾と，TilSによりtRNAIle2のアンチコドン1字目に導入されるライシジン修飾が，メチオニンのコドン（AUG）とイソロイシンのコドン（AUA）の正確な解読において協同的に重要な役割を担う．
