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Ⅰ研究の成果(1000字 程度)

常温菌ではtRNAの54位 は通常リボチ ミジン(rT)であるが、高度好熱菌 Thermus thermophilus

では培養温度が高くなるにつれて更にこのrT残 基の2位 の0がSで 置換された2-チ オ リボチ ミ

ジン(s2T)に変換 されることによりtRNAが 耐熱化 される。 しかしながらs2T(54)の 生合成経路に

関 しては、その硫黄の供給体および合成酵素は未だ同定 されていない。大腸菌tRNAに は硫黄を

含む修飾塩基が5種 類存在するが、それ らの生合成にシステインデスルフラーゼIscSタ ンパク

が関与していることが知られている。T thermophilus の IscS のホモログ遺伝子を破壊 した株を作

成 し、そのtRNAの 修飾塩基をLC/MSを 用いて解析 した結果、s2T含 量は野生型 と同等である

こ とがわかった。これ に よ り T. thermophil のs2Tの 生合成は他の硫黄を含む修飾塩基の生合成

とは別 経路で あるこ とが示唆 された。35S-シ ステ ィン、メチオニ ン、硫酸イオ ンを用いたin vivo

標識 の実験に よ り、s2Tの 硫 黄原子 は培地 中のシステ インお よび硫酸イオ ン由来であ ることが、

tRNA分 解物 のHPLC解 析 に よ り明 らかになった。 次に、 T. thermophilus の細胞抽出液をもちい

てtRNAの2-チ オ化反応の in vitro 再構成を試みたところ、ATPの 存在下においてtRNAの54位

に特異的 な2-チ オ化 が検出 された。 この反応 は、強い温度依存性 を示 した ことか ら、in vivoで

のs2T含 量の変化が2-チ オ化酵 素の性質 に よるものであるこ とをは じめて明 らかに した(下 図)。

また、in vitroの 再構成系 を用いた実験 に よ りs2T合 成 にはtRNAの58位 に存在す る1-メ チルア

デ ノシン(m1A)が 必要 であるこ とが示 された。そ こで、T. thermophilus のm1A58合 成酵素の候補

遺伝子を破壊 したところ、m1Aの 欠損とs2T含 量の顕著な低下(野 生型の約15%に 減少)が 観

測された。また、この株は高温感受性を示 し、tRNAのTm値 も野生型に比べて約2℃ 減少 して

いた。m1AはtRNAの 熱安定性には寄与 しないことがすでに示されているので、s2Tの 高温環境

での役割が明確に示された。
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Ⅱ(1)学 術雑誌等 に発表 した論文A(掲 載 を決定 されたものを含む.)

共著の場合、申請者 の役割 を記載す ること.

(著者、題名 、掲載誌名、年月、巻号、頁を記入)
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