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	概要　ＥＡ　
CCA付加酵素は全生物に保存されている酵素であり、鋳型となるDNAやRNAなしできまった塩基配列を合成できるユニークな酵素である。これまで、鋳型非依存性RNA合成酵素反応機構に関しては30年以上謎であった。DNAやRNAの鋳型を用いずにきまった塩基配列のRNAを合成する酵素の分子基盤を明らかにすることを目指して、酵素とRNA鎖の会合、ヌクレオチドの会合、鎖伸長、終結反応に相当する酵素、RNA鎖、ヌクレオチド複合体のX線結晶構造解析を行なった。その結果、「酵素―RNA鎖」の二者複合体では、酵素は「開いた」構造をとっており、RNA鎖の3’末端は酵素の活性触媒部位から離れているので仮に活性触媒部位へC塩基単量体がきても付加反応ができない「不活性型」であった。ところが、その二者複合体へCTPを加えた「酵素―RNA鎖―C塩基単量体」の三者複合体では、酵素は「開いた」構造から「閉じた」構造へと変化しており、それに伴い、RNA鎖の3’末端が「ひっくり返り」C塩基単量体の付加反応が進行できるように酵素は「活性型」へ移行していた。一方、最後のA塩基単量体の付加反応においては、「酵素―RNA鎖-C-C」の二者複合体ですでにRNA鎖の3’末端は活性触媒部位から近いところに位置し、酵素はすでに「閉じた」「活性型」の構造をとっていた。また、活性触媒部位のポケットの形と大きさはA塩基単量体に適したものになっており、ATPがやってくればそのまま付加反応が進行する状態であることがわかった。

これらの結果から、１）CTPの付加反応においては酵素-RNA鎖複合体に、CTPが酵素触媒部位に結合すると、酵素とRNAの複合体の「動的」な変形が誘発され、RNA鎖末端にCTPの付加が行われる。２）最後のATPの付加反応においては、酵素にRNA鎖-C-Cのみが結合した「静的」な状態のままでATPの付加が行われ、反応が終結する、といったユニークな分子機構であることが明らかになった。
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	欧文概要　
CCA-adding polymerase matures the essential 3′-CCA terminus of tRNA without any nucleic-acid template. However, it remains unclear how a correct NTP is selected in each reaction step and how the polymerization is driven by the protein and RNA dynamics. Here we present complete sequential snapshots of six complex structures of CCA-adding enzyme and four distinct RNA substrates with and without CTP or ATP. The CCA-lacking RNA stem extends by one base pair to force the discriminator nucleoside into the active-site pocket, while it tracks back after the first CMP incorporation. Accommodation of the second CTP clamps the catalytic cleft, inducing a reorientation of the -turn, which flips C74 to allow CMP acceptance. In contrast, after the second CMP addition, the polymerase and RNA primer are locked in the closed state, which directs the subsequent A-addition. Between the CTP- and ATP-binding stages, the side chain conformation of Arg224 drastically changes, as controlled by the enzyme global motion and primer terminus position, which is likely to achieve the CTP/ATP discrimination depending on the polymerization stage. Throughout the CCA-adding reaction, the enzyme tail domain firmly anchors the tRNA TC-loop, which ensures accurate polymerization and termination.
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