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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　　アミノアシルtRNA合成酵素は、特異的なtRNAにアミノ酸を結合することで、リボソームにおけるタンパク質合成の材料であるアミノアシルtRNAを合成する。メチオニルtRNA合成酵素（MetRS）は、他のaaRSに比べ、極めてシンプルなドメイン構造を持ちながら、initiatorおよびelongatorの２種の異なるtRNAMetをアンチコドンだけをたよりに厳密に認識している。我々は、Aquifex aeolicus由来のMetRSとelongatorのtRNAMetとの複合体の結晶構造を2.4Å分解能で決定し、アンチコドンの厳密な認識機構を解明した（Nat. Struct. Mol. Biol., 2005）。また、　tRNAIle2のアンチコドンは、未修飾のままではCAUであり、メチオニンのコドンAUGと対合する。この場合、未修飾のtRNAIle2はMetRSによって認識され、メチオニンを運搬するため、問題は生じない。細胞内では、tRNAIle2のアンチコドン１次目のCはリシジン（L）に修飾されており、アンチコドンLAUはイソロイシンのコドンAUAを認識する。さらに修飾されたtRNAIle2は、イソロイシルtRNA合成酵素（IleRS）に認識され、イソロイシンを運搬する。すなわち、このC34からL34への修飾により、tRNAIle2のコドン特異性とアミノ酸特異性がメチオニンからイソロイシンへ同時に切り替わる。我々は、tRNAIle2のアンチコドン１次目のCをリシジン（L）に修飾するリシジン合成酵素（TilS）の結晶構造を2.4Å分解能で決定した（Pro. Natl. Acad. Sci. USA, 2005）。TilSのN末端の触媒ドメインはN型ピロリン酸分解酵素と類似した構造を持ち、TilSはC34のC2をアデニル化し、活性化されたリジンがこのC2を求核攻撃することによってリシジンに修飾されることが示唆された。　　

　また、tRNAGluやtRNALysのアンチコドン１字目のU34は２位のカルボニル基がチオ化された修飾を受けており、このチオ基は正確なコドンの認識および特異的なaaRSによる認識に必須である。tRNAへのチオ基の導入は、酵素IscSがシステインからチオール基を受容し、酵素MnmAがtRNAにチオ基の修飾を行うが、最近の遺伝学的な解析によって、この２つの酵素の間にTusA、TusBCD、TucEという新規の酵素群が介在し、硫黄をリレー方式にIscSからMnmAまで受け渡すことが明らかになった。我々は、大腸菌のTusBCDの結晶構造を2.1Å分解能で決定することに成功し、硫黄転移機構を明らかにした（Structure, 2006）。さらに我々は、MnmAとtRNAGluとの複合体の結晶構造解析に成功した（Nature, 2006）。その結果、MnmAはU34をフリップアウトさせ、ATPを用いてこれをアデニル化した後、活性化した硫黄が求核攻撃することでチオ化が起こることを明らかにした。また、MnmAの触媒ドメインはアンチコドン３塩基を特異的に認識している一方で、中央ドメインのループがtRNAのDステムヘリックスのマイナーグルーブに入り込み、タンパク質の主鎖とRNAの主鎖が密接な水素結合を形成すると言う特徴的なRNA認識機構を持つことが明らかとなった。我々は3種類の複合体の結晶構造を解析することによって、この３つの構造が、tRNAの初期結合段階、前反応段階、アデニル化中間状態に相当し、これらの3ステップを通じて、活性部位付近のαヘリックスが構造変化してβシートとループ構造になり、U34をさらに活性ポケットの奥に押し込んで、これをアデニル化中間体にするメカニズムを解明した。
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	欧文概要　ＥＺ

  tRNA is aminoacylated by the cognate aminoacyl-tRNA synthetase to supply the ribosomal substrate.  Methionyl-tRNA synthetase (MetRS) acylates initiator and elongator tRNAMet (tRNAMetf and tRNAMetm, respectively) that have very different nucleotide sequences, based on the strict recognition of the tRNA anticodon. In the 2.7 Å-resolution crystal structure of MetRS in complex with tRNAMet and a methionyl-adenylate analog, the tRNA anticodon loop is distorted to form a novel triple base stack comprising C34, A35, and A38.  A tryptophan residue stacks on C34 to extend the triple base stack. In addition, C34 forms Watson-Crick type hydrogen bonds with Arg357.  This structure resolves the long standing question of how MetRS specifically recognizes tRNAMet. Lysidine, a lysine-combined modified cytidine, is exclusively located at the anticodon wobble position (position 34) of eubacterial tRNAIle2, and not only converts the codon specificity from AUG to AUA but also converts the aminoacylation specificity, from recognition by MetRS to that by isoleucyl-tRNA synthetase (IleRS). We report here the crystal structure of lysidine synthetase (TilS) from Aquifex aeolicus at 2.42 Å resolution. The structure elucidated how TilS creates the lysidine modification only on tRNAIle2 isoacceptor.

  Uridine at wobble position 34 of tRNALys, tRNAGlu and tRNAGln is exclusively modified into 2-thiouridine (s2U). The 2-thio group is not only essential for the codon recognition but also for recognition by proteins such as aminoacyl-tRNA synthetase. Recent Escherichia coli genetic studies revealed that the products of five novel genes, tusABCDE, function in the s2U modification. Here, we solved the 2.15-Å crystal structure of the E. coli TusBCD complex, a novel sulfur transfer mediator, forming a heterohexamer composed of a dimmer of the heterotrimer. At the last step of the sulfur incorporation to form the s2U34, it remains unclear how the enzyme incorporates reactive sulfur into the correct position of the uridine base. Here, we present the crystal structures of the MnmA thiouridylase-tRNA complex in three discrete forms, which provide snapshots of the sequential chemical reactions during RNA sulfuration. Upon enzyme activation, an -helix overhanging the active site is restructured into an idiosyncratic -hairpin-containing loop, which crams the flipped-out U34 deeply into the catalytic pocket and triggers the activation of the catalytic Cys residues. The adenylated RNA intermediate is trapped. Thus the active closed conformation of the complex ensures accurate sulfur incorporation into the activated uridine carbon, by forming a catalytic chamber to prevent solvent from accessing the catalytic site.
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