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序論

近年 ， リボザイムの発見などにより， RNA分子が生命現象において果たす

役割の大きさが認識されてきている.これまで， RN  A分子の機能倦造に関す

る知見は， t R N A分子の研究から多く得られてきた. RNA分子で，立体構

造が初めて明らかにされたのも酵母 tR N A Pb. (Kim et al.， 1974; Robertus 

et al.， 1974)であった(図1) .最近は核磁気共鳴 (nuclear magnetic 

resonance， N M R )の手法が充実したことにより水溶液中のヌクレオチドの

「動的構造」が詳しく解析されるようになった.また， tRN Aのアミノ酸特

異性 (tRNA identity)決定のメカニズムも明らかになりつつある.本研究

では，このよ うな状況を 路まえて tRNA分子の機能を分子構造レベルで明ら

かにすることを試みた.

tRNAの機能はおもに次の 3つの要素からなる .

①リボソーム上で mRNA上のコドンを特異的に認識する.

②アミノアシル tRNA合成酵素 (aminoacyl-tR N A synthetase， A R S) 

と特異的に相互作用しアミノ酸を受容する .

③アミノアシル化された後にポリペプチド鎖延長因子 Tu (EF-Tu) ーGTP

と三重複合体を形成する.

第 1主主では ，転写後修飾による tRNAのコドン認識制御のメ カニズムにつ

いて述べる 転写後修飾は， t R N A分子の大きな特徴の 1つであり tRNA

の機能に重要な役割を果たしている (Nishimura，1979; Bjo・rket al.， 1987; 

Muramatsu et al.， 1988; Perret et al.， 1990) そして，転写後修飾の果

たす役割の重要性が初めて示されたのはコドン認識においてであった.アンチ

コドン 1字自には種々の修飾ヌクレシドが存在し，特にアンチコドン 1字自の

ウリジン残基の転写後修飾のタイプとコドン認識パターンには相関があること

が知られていた (Nishimura，1979) .さらに，横山茂之博士らによる NMR

を利用した解析によって，転写後修飾がウリジン・ヌクレオチドのコンホメー

シヨン特性に顕著な影響を与えていることが明らかにされた. 2-チオ化や 2'

-旦メチル化のような転写後修飾は，ウリジン・ヌクレオチドの C3'-旦虫形

を著しく安定化している (Yokoyamaet a 1.， 1985; Kawai et al.， 1992). 

このような「かたい 」修飾は，アンチコドン 1字自(標準的な数え方でtRN A 

の34位)のウリジン残基 (U34)の 'wobbling'を制限することにより， tR N A 

がコドン 3字自として A を効率よく認識する一方で， Uを誤って認識すること

を防いでいると考えられた (Yokoyamaet al.， 1979) 本研究では，コドン

AGA/AGGに対応する大腸菌マイナー tRNAAr.(七RN A!")のアンチコドン

1 



l字自の修飾ウリジンの化学構造を決定し， 5 メチルアミノメチルウリジン

(皿nm
SU )であることを示した さらにコンホメーション解析により 5-メ

チルアミノメチルイじもウリジン・ヌクレオ 7.1<のコンホメーシヨンを「かたく」

することを明らかにした. 3字目がA，Gであるコドンに対応する tRNAの

アンチコドン 1字自に見い出される転写後修飾は， 2-チオ化， 2' -0-メチル

化，およびウラシル環の 5位の置換のみであるので，本研究により，転写後修

飾がU34の 'wobbling' を制限するメカニズムの全貌が明かになった.

第 2章では， tRNA:rK遺伝子における変異が大腸菌の温度感受性を引き

起こすメカニズムについて述べる.これまでにも，特定の tRNA遺伝子の変

異が特定の細胞機能を偉筈することが報告されている (Ohkiand Mitui， 1974; 

Sato et al.， 1979; Chen et al.， 1991; Lawlor et al.， 1987; Leskiw et 

al.， 1991). そのような変異の 1つである大腸菌旦旦也.Q(Ts)変異は，高温で

DNA合成を停止する温度感受性変異株から見い出された( Henson et al.， 

1979 )・旦旦E遺伝子は tRNA ~ << をコードしており， 笠星且.Q(Ts)変異は

tRNA t r •の 5' 末端のグアノシン残基からアデノシンへの置換であることが

報告されている (Chen et al.， 1990) .本研究では.このような置換が，変

異型 tRNAt r • [tRNA~ r< (Ts)J の盟主斗王旦の EF-Tu ・ GTP結合能や，アル

ギニン受容活性に影響していることを示した.一方 ，ノーザン ハイプリダイ

ゼーション実験により， tRNA ~r .(Ts) の紙胞内容在量が， 30.Cでは野生型

t R N A:"の 1割程度であり， 43.Cではほとんど消失することが明らかにさ

れた. EF-Tu . GTPへの結合能やアルギニン受容活性の低下が， tRNAtr'(Ts) 

の細胞内レベルの低下に関係しているかどうかは明らかではないが， t R N A 

~r'(Ts) レベルの低下は，旦旦也.Q(Ts)変異株における AGAコドンの翻訳障害

(Chen et al.， 1990) を説明すると考えられる さらに，相補実験により，

コドン AGAの翻訳障害が旦並立lQ(Ts)変異株における機能障害の原因であると

するこれまでの主張 (Spanjaard et al.， 1990; Chen et al.， 1990) が確認

された.以上のことから.高温で tRNAtr"(Ts)レベルが著しく低下するこ

とが.旦rgU10(Ts)変異株の温度感受性のおもな原因であると考えられる.そこ

で ，第 3章では，旦E亘也.Q(Ts)変異徐に導入した tRNAAroのinviv口のアルギ

ニン受容活性を相補実験により判定する系を用いて，大腸菌tRNAArsiden-

tity決定のメカニズムを解析した.

1988年，績山研究室の村松知成博士(現東京大学理学部生物化学科助手)

らによって，大腸菌 tR N A 1>0のアンチコドン 1字自のヌクレオチド残基が

t R N A 11.のアミノ酸特異性の決定に寄与していることが示された (Murama-

tsu et al.， 1988) .同じ時期に，他のグループからも. A R Sが tRNAの

2 



特定の部分構造を認識することで，コグネートな tRNAをノンコグネートな

tRNAから識別していることが明らかにされた (Normanlyet al.， 1986; 

McClain and Foss. 1988a; Hou and Schimmel. 1988) このような構造は

'identity deter回inant(アイデンテイティー決定因子) ，と呼ばれている.

tRNAのidentityはi旦旦よ旦旦で決定されるものであり，他穫の tR N A. ノ

ンコグネートな ARSとの競合や相互作用が存在するシステムの中で決定され

ている.しかし. tRNA identityを旦旦主旦で解析する適当な系は少な く，

どれも 長一短である (Schulman，1991) .本研究では・ 旦旦旦Q(Ts)変異株を

用いたアツセイ系により!旦 viv旦のアルギニン受容活性を解析した. ただし

i旦主主旦のアッセイにはいくつかの制約があり.これらの点は invitroの反応

速度論的解析により補った さらに，アルキル化剤を用いたフットプリントに

より tRNAAr
<とアルギニル tRNA合成酵素 (ArgRS)との相互作用の解析も

行っている.このように，多角的な解析を行い，結果を突き合せて議論してい

るのが本研究の特長である これまで，大腸菌 tR N A Ar. identityには， D

ループ内の A20，アンチコドン 2字呂の C35が重要な寄与をしていることが明

かにされていた (McClainand Foss. 1988b; Schulman and Pelka. 1989) . 

本研究では，アンチコドン ループ内の A38がアイデンティティー決定因子で

あること. G34 (アンチコドン l字自 )古，! 'negative determinant' であるこ

とを示した 長近になって，アンチコドン 3字自も tRNAAr
< identity に

寄与していることが報告されているので (Tamuraet al.， 1992) .アンチコ

ドンの全ての残基が tRNA Ar • の identity に寄与していることになる.さら

に. t R N Aの共通構造の内の特定の部位 (U8.A14，G18.W55. G19・C

56， T54・A58 の 4 つの塩基対)が tRNA A r • のアルギニン受容活性に必須

であることが示された これらの構造は他の tRNA分子穫にも共通なために

tRNAの識別には役立たない.しかし，アイデン テイティー決定因子 A20を

取り毘むように分布しており.A rgRSがこれらの部位に結合することで a アイ

デンティティー決定因子 (A20)が存在する位置 (20位)を認識することが可

能になっていると考えている. t R N Aに共通の構造の tR N A identityへ

の寄与はこれまで見過ごされてきたが，他の tRNA・ARSのシステムにお

いても，アイデンティティー決定因子の「位置情報」を与えている可能性があ

るだろう.

以上のような tRNAの機能を考える上で. 3つの全く性格の異なる機能が

80ヌクレオチド程度の大きさの中に納められていることは銘記されなければな

らない.コドンの翻訳に働くという共通の機能を持つために，全ての tRNA

はよく似た L字型の立体構造をとる必要がある一方で. AR  Sとは特異的に相

3 



互作用するので，アミノ酸特異性の異なる tRNAは.お互いに異なる構造を

持つことが求められる .このように ，共通の機能に係わる構造と， t R N A分

子種に特集的な構造は tRNA内でモザイク様に存在している.しかし，第 3

章で示されるように， A R Sとの特異的な相互作用を保障する上で共通構造は

重要な役割を果たしていた.一方 z アンチコドンは tRNAのコドン特異性を

担うために塩基配列が多様であるが，そのために， A R Sの認識の主要なター

ゲットでもある (Normanlyand Abelson， 1989; Schulman， 1991; Giege et 

aJ.， 1993) .本研究では，第 1章から第 3章で E 七 RNA機能を分子構造レ

ベルで解析した後，総合討論において ，t RN Aの共通構造と特異的構造のそ

れぞれの役割や，特定の構造が複数の機能を担うことから生じる制約など，本

研究によって新たに提起されたテーマについて議論する .

4 



図 1.酵母 tRNAPhCの 3次構造

(Rich and RaJBhandary. 1976) 
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き受 1 . ニコ ドニ/ 三塁王

UUU UCU UAU UGU 

UUC 
Phe 

UCG UAC 
Tyr 

UGC 
Cys 

UUA UCA 
Ser 

UAA UGA 
Leu 

St空E

UUG UCG UAG 
Stop 

UGG Tf2_ 

CUU CCU CAU 
His 

CGU 

CUC CCC CAC CGC 

CUA 
Leu 

CCA 
Pro 

CAA CGA 
Arg 

CUG CCG CAG 
Gln 

CGG 

AUU ACU AAU 
Asn 

AGU 
Ser 

AUC Ile ACC AAC AGC 

AUA ACA 
Thr 

AAA AGA 

AUG Met ACG AAG 
Lys 

AGG 
Arg 

GUU GCU GAU 
Asp 

GGU 

GUC GCC GAC GGC 

GUA 
Val 

GCA 
Ala 

GAA GGA 
Gly 

GUG GCG GAG 
Glu 

GGG 

B 



第 11主 大腸菌 tRNA!r.のアンチコドン 1字自に存在する修飾ウリジン

mnm5Uのコンホメーシヨン特性とコドン認識制御

1 -1 .序

tRNAのアンチコドン l字自(標準的な数え方で 34位)のウリジン残基

(U 34 )は，ほとんど全てのケースで転写後修飾を受けている (Sprinzl et 

al.， 1991) . U34の転写後修飾のタイプとコドン認識のパターンには相関が

見られる (Nishimura，1979) . 3字自がA，Gである 2つのコドンによって

コードされているアミノ酸(グルタミン，リシン，グルタミン酸など)に特異

的な tRNAの34位には 5ーメチルー2ーチオウリジン誘導体 (xm5s'U，図1-1A)

が存在するが， 1， 2字自が共通の 4つのコドンによってコードされるアミノ

酸(パリン.セリン.アラニンなど)に特異的な tRNAには 5-ヒドロキシ

ウリジン誘導体 (xo5U ，図1-1A)が存在する . t R N A va " t R N A S.ヘ
tRNAAl&の34位のxo5 U残基 (xo5U34)は，コドン 3字目として A，Gに

加えて Uをも効率良〈認識することができる (Ishikura et al.， 1971; "i-

tra et al.， 1979; Samuelsson et al.， 1980; Murao et al.， 1982). fwo-

bble仮説 J (Crick， 1966) によると， U34はコドン 3字自の A，Gのみと権

基対を形成するとされているので，このようなxo'U 34の'刊bbling'は「鉱張

された 'wobbling' (extended wobbling) Jである .これに対して tR N AG 且
D

tRNAL
'.， tRNA Q1 • の 34 位の xm 5 s' U残基 (xm's'U34)は ，コドン 3字

目として Aを効率良く認識するが，これに比べると Gを認識する効率は著しく

小さい (Sekiyaet al.， 1969; Agr is et al.， 1973; Lustig et al.， 1981). 

このような xm5s'U34の 'wobbling'は「強〈制限された 'wobbling'(strong-

ly-restricted wobbling ) J と呼ぶことができる.

そこで， xm's'U， xo5Uの‘刊bbling'の性質の遣いが何に基づくのかを明

かにする目的で ，水溶液中におけるxm's'U ， xos Uヌクレオチドのコンホメー

シヨン特性が NMRを用いて解析された (Yokoyamaet al.， 1979， 1985) . 

その結果，この 2つのタイプの修飾ウリジン ・ヌクレオチドのリボース パッ

カリング特性は対照的であることが明かになった.ウリジン 5'ーモノリン酸

(pU)では z リポース パッカリングの C2'-endo形と C3' -end口形(図1-1B)

の安定性は同程度であるが， xmSs2U 5'ーモノリン酸 (pxm5s'U)では C3'-

en立旦形が著しく安定化され， xo' U 5'-モノリン酸ではむしろ C2'-endo形が

安定であった.アンチコドン 1字自のウリジン残基は，コドン 3字自の A と塩

基対を形成するときには C3' -endo形とるが， Uを認識するには C3' -endo形
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から C2'-e旦止旦形に変化しなければならない (Yokoyamaet al.， 1985， 図1-

lC) .このことを考慮して ，xm's'U， xo'Uヌクレオチドのそれぞれのコンホ

メーション特性が，アンチコドン 1字自における xm5s2U，およびxo'U残基

それぞれの 'wobbling' の性質を決定しているだろうと考えられた (Yokoyama

et al.. 1985) 

このような，転写後修飾により， U34のコンホメーション特性が切り替わる

ことでコドン認識が制御されているというモデルを検証するためには，さらに

転写後修飾のタイプと 'wobbling' の性質との対応関係を検討しなければなら

ない r主主張された 'wobbling'Jを示す修飾ヌクレオシドは，現在までにxo'U 

が知られているだけだが r強く制限された s川 bbling'Jを示すと考えられるも

のは問、'U以外にも 5-メチルー 2'-旦ーメチルウリジン誘導体 (xm'Um)や 5

-メチルウリジン誘導体 (xm'U )が存在する (Sprinzlet al.. 1991) .最近

の研究によって， 2'ーO メチルウリジン(Um) ヌクレオチドでも C3'-endo

形が著しく安定であることが示されているが (Kawaiet al.， 1992) • xm'U 

については，ヌクレオシドの解析しか報告されておらず ，その解析結果による

と， Uからxm'U の修飾はパッカリングに~響しないとされていた (Slerzpu

towska-Gracz et al.. 1987) .むしろ，アンチコドン 1字自のxm5Uの 5位の

置換基は .33位の残基のリボースの 2'ー水酸基と水素結合を形成することで，

アンチコドン l字自のウラシル環を，コドン 3字自のAと塩基対を形成する位

置に固定する役割があるだろうと考えられた (Bermanet al.， 1978; Hillen 

et al.. 1978b) 

本研究では. xm 5 Uのコンホメーション特性を明らかにし，さらに. 33位の

りポースとの水素結合の役割について検討した

1 -2.材料と方法

1-2-[， t R N A~'cの精製，転写後修飾の解析

大腸菌 tRNA~r. は， DEAE-Sephadex A50 (Pharmacia) (pH 7.5)，およ

び benzoylatedDEAE-Cellulose (Boehringer-Mannheim) を用いたカラムクロ

マトグラフィーとヒドロキシアパタイト カラム (HA-I000，Tosoh， Tokyo) 

を用いた HP L C (high-performance liquid chromatography) により，大錫

菌A19株のtRN A粗分画から精製を行った. DEAE-Sephadex A 50カラム (7.5

X145cm) は， 0.365M NaCl-8mM MgCl.を含む20田MTris.HCl (pH 7.5)緩衝液

で平衡化を行ったのち ，150.000 OD..o unitsの tRNA組分画をチャー ジし
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て， 0.375Mから0.525MまでのNaCl濃度勾配によって洛出した. tRNA~.'を含

む画分は， 0.49M NaCl-10mM MgCl.を含む酢酸ナトリウム緩衝液 (pH6.0)によ

って平衡化したbenzoylatedDEAE-Celluloseカラム(1.5x140cm) にチャージ

し.0.5Mから1.25MまでのNaCl温度勾配によって溶出した. tRNi'd r • を含む

函分は，最後にヒドロキシアパタイト・カラムを用いた HPLCによって精製

された.ヒドロキシアパタイト・カラムは60mM リン酸ナトリウム緩衝液(pH 

6.8) で平衡化し，印刷から 160mMまでのリン酸ナトリウム濃度勾配によって溶

出した.得られた tR N A~吋は 100μgであった.ここで得られた tRNA~r.

は，ホルムアミド法 (Kuchinoet al.， 1979)，およびDonis-Keller法(Donis-

Keller et al.. 1977) によりヌクレオチド配列を決定し，報告された遺伝子

の塩基配列 (Mullinet al.， 1984) と一致することを確認した.ホルムアミ

ド法によるヌクレオチド配列の決定の際には~軍麿 Avicel SF celluloseプレ

ート (Funakoshi，Tokyo) を用いた 2次元薄層クロマトグラフィー(Nishimura

and Kuchino. 1983) によりヌクレオチドの分離を行った.さらに，精製さ

れた tR N A!ro (10μg) をリポヌクレアーゼA (50μg， Sigma) ，ホスホジ

エステラーゼ (4μg. Sigma) ，ホスホモノエステラーゼ (0.8μg，Sigma) に

よって完全分解した後， Shim-pack C L C-0 D Sカラム (6.0X 150mm) を装

備した ShimazuLC-4Aクロマトグラフ・システムによる逆相 HPLCによ

りヌクレオシドの分離を行った .溶出の条件は，始めの 15分間は 3% (v/v) 

メタノールを含む2.5田H酢酸アンモニウム緩衝液， p H 5.1 (緩衝液 A) によ

り，続く 60分間 l立，緩衝液A中のメタノール濃度の 3%から 60%までの直線勾

配によって，最後は60%で，流速は 1ml . min-1として溶出を行った.溶出し

たヌクレオシドの UV吸収スベクトルは，フォトダイオード・アレー(Un i on 

Giken MCPD-350PC) によって測定した，

1-2-2.未同定の修飾ヌクレオチドの調製

大腸菌A19株の tRNA粗分箇(10g)を，ヌクレアーゼ P1 (300mg. Yamasa 

Shoyu) によって完全分解して得たヌクレオチド混合物を， Dowex 1カラムクロ

マトグラフィーによって分厳し. mnm5s' U 5'ーモノリン酸 (pmnm's'U) を含

む分画を得た(Yokoya皿aet al.. 1979) .この分画を，続いて Dowex50カラ

ムクロマトグラフィーにかけて分館し. pmnm's'Uの精製物と共に，来同定の

修飾ヌクレオシド N・(100μg) を得た.

1-2-3. mnm5 Uの化学合成

ウリジンはYamasaCo.， Ltdーより購入した.化学合成産物は， 0.1 M 酢酸
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ナトリウム緩衝波 (pH 7.0)中のアセトニトリルの直線濃度勾配によって，

mBondasphereC-18カラムを装備したWatersModel A25を用いた逆相 HPLC

によって分離した

1-2-4.リボース・パッカリング特性の解析

NMR試料lま'H.Oに溶かし. p D (p Hメーターの測定値をそのまま読み

取った)を4.8に合わせて. Brucker AM-400により NMRスベクトルを測

定した pmnm. Uについては25，35，45，55，65，75，85・Cで， mnm5 Uについ

ては， 37，45，55.65，75.Cで測定を行った.リボース・プロトンの同定は 2

次元 C0 S Y (Rance et aJ.， 1983; Shaka et al.. 1983)の測定によって得

られたスベクトルを解析して行った. H l' ， H 2'プロトン間， H 3'， H 4' 

プロトン聞のカップリング定数をそれぞれ Jl' 2' ， J 3・‘とするとき， J ，. 2・

+ l'__a'“= 10と仮定することができる (Altonaand Sundaralingam， 1973) . 

リボース・パッカリングの C2'-_El_旦立旦形の割合( [C2'-endo] ) ， C3'-endo 

形の割合( [C3・ー旦止旦] )は下の計算式によって得ることができる ( Altona 

and Sundaralingam， 1973; Yokoyama et al.， 1979) 

[C2' -旦坐J= l'__" 2' / (l'__" 2・+l'__ 3φ.. ) 

[C3' -旦坐J= 1ー[C2' 旦坐]

リボース パッカリングの平衡定数 [C2' -盟坐J/ [C3'-_El_且旦]を求め，平

衡定数の温度依存性より， 2つのコンホマーの閣のエンタルビー差 (sH)お

よびエントロビー差 (sS) を導出した.

1-2-5. mnm5 Uのグリコシル結合のまわりの二函角の解析

mnm5 Uは2H.Oに溶かして pDを4.8に合わせ， Brucker AMX-5 0 0を用

いてリボース プロトン Hl' ，H2' ，H3' ，H4' .ウラシル環の H6

プロトンの間の N0 E (nuclear Overhauser effect)強度をそれぞれ測定し

た そして， ‘COFLEM' プログラム (Yokoymaet al.， 1981) によって

それらの NOE強度を再現するリボース部分 ，およびウラシル環のコンホメー

ションを計算した.

1-2-6.コンビュータによるヌクレオシドのコンホメーション解析

'AMBER' プログラム (Pearlmanet al.， 1991)を使用して mnm5U ， 

pmnm 5 Uのコンホメーションを解析した.mnm5 U. pmnm5 Uのそれぞれと，それ

らを取り囲む 216備の水分子について，分子動力学的計算を行った 温度は

300 Kまで上げた.初期構造としては.パッカリングを C2' -endo*. または
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C 3'-旦虫形とし.グリコシル結合まわりの二面角 (01'-Cl' -NI-C2， X角)

lま旦E主主形(ー 180. ， -150・， ー120. ) とした Scilicon Graphics IRIS 

-4D/25G コンビュータを用いて計算を行った

1-2-7.アンチコドン 1字目とコ ドン3字自との極基対形成のコンビュータ・シ

ミュレーション

X縁結晶解析により報告されている酵母 tR N A Pheの分子座標 (Quigley 

et al.， 1975) を利用し，アンチコドン 1字自をmnm'Uに置換し.コドン 3字

目 (U，C， A， G) を付け加えた後，エネルギ一極小化の計算を行った.コ

ドンは A-RNA型コンホメーションに固定した. Scilicon Graphics IRIS-

4D/25Gコンビュータを用いて 'AMBER' プログラム (Pearlmanet al.， 

1991 )によって計算を行った.

1 -3.結果

1-3- 1. tRNA ~' .のアンチコ ド ン 1 字自の転写後修飾

t R N A~" のアンチコドンは，遺伝子上では 'T CT'でコードされてい

る (Mullinet a].， 1984) .ホルムアミド訟により，精製された tR N A~" 

のヌクレオチド配列を決定したところ，アンチコドン l字自(34位)のウリジ

ン残基は転写後修飾を受けていることが明らかになった(図1-2A) .アンチコ

ドン 1字自の TLCでは，ウリジン・ヌクレオチド (pU) ，シチジン・ヌク

レオチド (pC)のスポットが見られるが，これらは，それぞれ33位， 35位の

ヌクレオチド残基の混入物である よって，アンチコドン l字自の修飾は 1種

類であることが分かる. この修飾ヌクレオチド (pN')のスポットの位置は，

pmnm's
2
Uのスポットの位置に最も近いが，違っており，天然の他のどの修飾

ヌクレオチドのスポットとも異なる (Nishimuraand Kuchino， 1983) .従っ

て， pN・は未知の修飾ヌクレオチドであると判断された tRNA ~ '.のヌク

レオシド組成分析においては(図 1-3) ，他に未知の修飾ヌクレオ シドのピー

クがないことから判断して， 7. 5 minに溶出されたピークがヌクレオシド N・

である その UV吸収スベクトルは， 265nmに極大値を持ち， 5-メチルウリジ

ン (m'U )の UV吸収スベクトル (Littlefieldand Dunn， 1958) に良〈似て

いるが， 2ーチオウリジン (Shawet a].， 1958) とは全く異なる.m' Uのモル

吸光係数(Clineet al.， 1959) を用いて計算すると，ヌクレオシJ<N潟はがU

や 2ーチオシチジン (S2C )と等モルだけ tR N A!刊に含まれていることが分か
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った.m
5 
Uや52Cは. tRNA:'"に 1残基存在することから，ヌクレオシド

N・の含まれる量も 1残基分となる .このことは，アンチコドン 1字自のウリ

ジン残基は 目部分的にではなく，完全にヌクレオシド N'に転写後修飾されて

いることを示している.

1-3-2.ヌクレ オシ f<N・の化学構造

化学構造を決定するためには十分な量のヌクレオシド N.が必要である.大

腸菌 tRNA混合物のヌクレーアゼ p，分解物から得られた修飾ヌ クレオシド

N'を. tRNA : r •のアンチコドン l 字自のヌクレオシド N' と比較したとこ

ろ.以下の性質について一致がみられた. uv吸収スベクトル(図1-4)が一

致し. 2次元 TLCにおけるスポットの位置が一致した(図1-2B) さらに，

tRNA: r • をリボヌクレアーゼ，ホスホジエステラーゼ，ホスホモ ノエステ

ラーゼにより分解したヌクレオシド混合物とヌクレオシド N'と混合し，逆相

HPLCによって分析したところ，ヌクレオシド N'.N#のピークは完全に重

なった(図1-5) .これらの結果から，ヌクレオシド N.. N #，ま同一物である

と判断され.化学構造決定に十分量 (100μg)のヌクレオシド N・を得ること

ができた.

図1-6にヌクレオチド pN'の400-MHz'H NMRスベクトルを示す リボー

ス・プロトン・シグナルの化学シフトは. pmnm5s'Uと等しく，リボース部分

は転写後修飾を受けていないと判断される.ウラシル環の H6プロトン・シグ

ナルがシングレットとして8.345ppmに観測されるが. H 5プロトン・シグナル

が存在しないことから，ウラシル環の 5位が置換されていることが分かる.メ

チル プロトン ，メチレン プロトンのシグナルは. pmnm5s'Uと同じ化学シ

フトで観測された.さらに. 500-MHz 2次元 N0 E S Y (nuclear Overhauser 

effect and chemical exchange spectroscopy. Jeener et al.. 1979; Kumar 

et al.. 1980; Macura & Ernst. 1980) によるスベクトル(図1-7)において，

H6プロトンとメチレン ・プロト ンの聞に NOEが見出されたことから，ウラ

シル環の 5位にメチレン基が結合していることが分かった 以上の NMRスベ

クトルの解析から，ヌクレオシド N'の化学構造は 5-メチルアミノメチルウ

リジン (mnm5U)であると推定される(図 1-8A) . mnm' Uであると考えれば.

ヌクレオシド N・の UV吸収スベクトルや Dowex1カラムクロマトグラフィ

ーにおいてpmnm's2UとヌクレオチドpN*がほぼ同時に浴出された結果とも矛

盾しない そこで.mnffi 5 Uを化学合成し，ヌクレオシド N'と突き合わせるこ

とにした
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1-3-3. mnm' Uの化学合成とヌクレオ シド N・の推定構造の確認

mnm
5 
Uの化学合成は，東京工業大学生命理学部生命理学科の関根光雄博士の

研究室において佐藤尊彦氏により行われた(図1-8B，Sekine etal.， [993). 

トシル酸存在下で，アセトンジメチルアセタールとウリジンを反応させること

によって 2'，3'-Q-isopropylide口euridine(化合物 1)を得る さらに，ヒド

ロキシメチル化によって 5-hydroxymethyl-2'，3' -Q-iso-propylideneuridine 

(化合物 2)を得た.これを， 60.C，ジオサン中で 5倍量(モル比)のchlo-

rotrimethylsilaneで3時間処理することにより， 5-クロロメチルウリジン誘

導体に変換することができる(化合物 3) .そのままさらにジメチルホルムア

ミド中で 2 倍量(モル比)の~-benzylmethylamine と 2 倍量(モル比)の ethyト

diisopropylamineと室温で25時間反応させることによって化合物 4を得た.化

合物 4は精製後， 80%酢酸と反応させることで，化合物 4から isopropylidine

group を除去して 5 ー [(~-benzyl) methylaminomethylJ uridineを得た(化合物

5) .この方法では，化合物 1から化合物 5を得る収率は60%であった.化合

物 4 は ~-benzylmethylamine と 37% ホルマリン水溶液と反応させることで直

接得ることができるが，このような反応では ，爽雑物が多く混ざった化合物 4

が得られる.化合物 4は精製して ，上記の反応により化合物 5に変換したが z

化合物 1から化合物 5を得る収率は50%であった .化合物 5をPd/ C (パラ

ジウム活性炭)上で水素化することでmnm5Uを得た. 化学合成されたmnm'U 

の400M-Hzプロトン NMRスベクトルを図[-9に示す.このmnm5Uとヌクレオ

シド N・を混合し逆相 HPLCによって分析したところ，両者は完全に 1つの

ピークとして溶出された(図[-10).このように，ヌクレオシド N・の化学構造

がmnm'Uであることが確認された.

ト 3-4.mnm5U，p回目困'Uのリボ ース ・パ ッカ リングの佐賀

25.CでpN・(mnmSU 5'ーモノリン酸， pmnm'U)のリボース パッカリング

はC2' -end旦形が44%，C3'-~旦形が 56 %であった このように. pmnm'U 

では C3'-e旦昼旦形が安定であると考えられるが，さらにmnm5U.pmnm5Uのそ

れぞれについて平衡定数の温度依存性からエンタロピー差(L'>H)，エントロピ

ー 差(L'.主)を求めた.各温度における_，r_，.2 1i直. C 2' 旦旦且%. C 3'-~旦並立

形それぞれの割合，およびリボース・パッカリングの平衡定数 ([C2'-endo形]

/ [C3'ー旦止旦形J)を表 [-1に示す.図 [-11に示すような温度依存性から得ら

れた L'.li値. L'.立値を表1-2に示す これまで tRNA分子中のヌクレオチド

残基のコンホメーションは，L'.互のf直に基づいて議論されてきた( Yokoyama 

et al.， 1986; Agris et al.. [991; Kawai et al.， 1992) ウリジン 5'ーモ



ノリン酸(pU)では ，~H 値はO.ωkcal.mol-' であり， C 2' -endo~ ， C 3'ー

旦白形の安定性はほぼ等しい (Yokoyamaetal.， 1985) . 2-チオウリジン

5'ーモノリン酸 (ps'U )では， /::;互はO.87kcal.mol-'であり， pUの 2-チオ化

により C3'-e旦也形の安定性は O.78kcal.mol-1だけ増加している (Yokoyama 

et al.， 1985). また，ウリジン・ヌクレオチドの 2'ー旦ーメチル化によって，

C 3' -en坐形の安定住が O.77kcal.mol-五増加することが報告されている(Ka-

lI'ai et al.， 1992).本研究では， pUからpmnm'Uへの修飾により C3'-endo

形の安定性がO.56kcal.mol-'だけ増加することが示され， 2-チオ化や 2'-0-

メチル化だけでなく，ウラシル環の 5 位の置換によっても， C3 '-endo~の安

定住が顕著に増加することが明らかとなった また， Uとmnm5U の ~H 値を比

較すると，その差はわずかO.02kcal.mol-'でしかない.すなわち， 5'ーリン酸

基が存在するときに， 5-メチルアミノメチル化による顕著な C3' -endo形の

安定化が起こることが示された.

1-3-5. pmnm5 Uの C3'-endo形安定化のメカニズム

ピリジンヌクレオチドでは，リボース・パッカリングとグリコシル結合まわ

りの二薗角 (x角， 01'一Cl' -N 1ーC2)との聞には相関がみられる (Ts'0 

et al.， 1969) .そこで， pmnms Uの C3'-~旦立旦形の安定化のメカニズムを明

らかにする目的で.mnm'U， pmnm'Uについて z角の解析を行った.

2次元 NOEスベクトルで，皿nm5UのH1'， H 6プロトン聞にはクロス・

ピークが観測されるのに対して (Sierzputowska-Gracz et al.， 1987) 

pmnm' Uでは観測されない(図1-7) このことは， mnm 5 U はグリコシル結合ま

わりのコンホメーシヨンとしてsy旦形をとることができるのに対して， pmnm 5 U 

では旦旦ti形に固定されていることを示している (Yokoymaand Miyazawa， 1985; 

図1-12) .リポース・プロトン. H 6プロトンの閣の NOE強度の解析から

mnm5 Uのz角は，表1-3のように決定された.pmnm5 Uでは，日 2'， H 3'プロ

トンが完全に重なっているために ，それぞれに対する NOEを分離することが

できず .x角を求めることが困難である そこで. p胴nm5Uについては分子動

力学的計算を行って x角を求めた .これに先立って， mnm' Uについても同様の

計算によって実測値と比較し，計算方法の妥当性を確かめた.

計算結果によると， mnm5Uは旦旦ti形をとっているとき， C 2' -endo形に対し

ては x=ー1110
が安定なコンホメーションであり(図ト13A) ， C 3' -endo形

に対しては x=ー154。で安定であった(図1-13B) .いずれも実測値とほぼ一

致し， 5'ー水畿基とウラシJレ環の 6位の炭素原子とのファ ンデルワールス相互

作用によって安定化していると考えられ，リーズナプルなコンホメーションで
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ある. pmnm'U 1ま旦nti Jf~のとき C 2' -end旦形に対して x=ー170・(図1-14A) ， 

C 3'-e旦立旦形では x=ー160・(図1-14B)であった p田nm'Uは C3'-endo形の

とき 5'ーリン酸基と 5位の置換基のアミノ基の聞で水素結合が形成され，さ

らに 5'ーリン酸基とメチルアミノメチル基はファンデルワールス相互作用を

行って，分子全体としてコンパクトな形をとっている. C 2'-旦坐形でもリ ン

酸基と 5位の置換基のアミノ基のと簡で水素結合が形成されているが，このた

めx角が小さく (-170・)なっており，ウラシル環の 2ーカルボニル基とリボ

ース環の 2'ー水酸基位の間に立体障害を生じるので， C 2'-旦邑形と比較して

C3'-endo形の方がより安定である.

このように， mnm' Uでは C2'-e旦do形で生じる 2ーカルポニル基と 2'ー水

酸基の間の立体障害は ，x角を大きくとることで避けることができるのに対し

て， pmnm' Uではリン酸基と 5位の置換基間の水素結合によって x角がー180・

近くに保たれているので避けることができない.このことが， pmnm'Uにおい

C3'-endo形が優勢になる原因であると考えられる.

1-3-6. mnm' U 34の 5位の置豊島基と33位のリボース聞の水素結合の役割

コ Fンと復基対を形成するときのアンチコドン l字自の立体構造をコンピユ

ータ・シュミレーションによって調べた アンチコドン l字自の mnm'U残基

(mnm'U34)がコドン 3字自の A，Gと援基対を形成するときは，リボ ース部

分のパッカリングは C3' -endo形である(図1-15，16) .これに対して， Uと

塩基対を形成するためには，パツカリングが C3' -endo形から C2' -endo%に

変化する必要がある(図1-17) .ところが .51
- りン酸基と 5位の置換基との

残基内水素結合によってmnm'U34の z角がー 180。近くに保たれているために，

既に議論したように C2' -endo形を とることが困難である.よって， mnmsU 34 

はコドン 3字自として Uを認識することができないと考えられる また.コド

ン3字自の Cと復基対を形成しようとすると， mnm'U34のウラシル環が35位の

残基のリボース部分と衝突するので， Cと境基対を形成することもできない.

これまで， t R N A分子中で， 34位のmnmSs2U残基の 5位の置換基が， 33位

のリボースと水素結合を形成するとされてきた (Hillenet al.， 1987b) .本

研究の計算結果によると，このような残基間水素結合は， mnm'U34がAを認識

するときのみ形成され ，mnmsU34のウラシル環を， G， Uと復基対を形成する

ような位置に置いたときには形成されないことが示された(図1-15，16， 17). 

このことから， 33位との残基関水素結合は， mnmsU34の塩基部分がスタンダー

ドなワトソン・クリック型塩基対を形成する位置に固定し 'wobbling' を妨

げる働きをしていると考えられる.
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原核生物やミトコンドリアとは異なり，真核生物の細胞質 tRNAの34位に

存在するxm5s'U，xm5Umの 5位の置換基は a 全て 5-メトキシカルボニルメチ

ル基である (Sprinzlet al.， 1991) . t R N A分子の34位の 5-カルパモイ

ルメチルウリジンの 5位の置換基のカルボニル基が， 33位のリボースの 2'ー水

酸基と水素結合を形成するだろうと援案された (Bermanet al.， 1978) .こ

れに対して， 34位の 5ーメトキシカルボニルメチルウリジン残基何cm5U34)で

は， 5位の置換基とリン酸骨格との間で立体障害が生じるために， 33位のリボ

ースとの水素結合は形成できないだろうとの議論があった( Hillen et al.， 

1987a) .そこで，本研究では. t RN A分子中のmcm5U34の安定なコンホメ

ーションを計算によって求めたが，図1-18のように田cm5U 34の 5位の置換基の

カルボニル基と33位のリボースの 2'ー水酸基との問に.強くはないが水素結合

が形成され得ることが示された.

1-4.考察

1-4-1.アンチコドン 1字 目のxm5U 

5-メチルアミノメチルウラシルの化学合成が既に報告されており(Carbon 

et al.， 1968) ，また，大腸菌の 2 チオ化酵素欠損株ではmn田55'Uの代わり

にmnm5Uが tRNAGluのアンチコドン 1字自の存在するのではないかと推測

されていたので (Sullivanet al.， 1985) ， mnm5Uは全く新規の修飾ヌクレ

オシドとは言えないが，今回，野生型 tRNAには初めて見出された.これま

でに， 5ーメチルウリジン誘導体 (xm5U )としては 5-メトキシカルボニルメ

チルウリジン (mcm5U) ，および 5-カルボキシメチルアミノメチルウリジン

(cmnm5U)の 2f重類の修飾ウリジンが tRNAのアンチコドン 1字自に見出

されている (Sprinzlet al.. 1991; Tanaka et al.， 1991) . mcm5 U は酵母

の tRN AAr.に存在し，コドン AGAを効率良〈認識するが，コドン AGG

はほとんど認識しない (Weissenbachand Dirheimer. 1978) . c田nm5Uは 3字

目がA，Gであるコドンに対応するマイコプラズマ tRNAやミトコンドリア

の tRNAに存在している (Andachiet al.， 1989; Martin et al.， 1990; 

Tanaka et al.. 1991) .すなわち，コドンAGA. AGGに対応する大腸菌

tRNA Ar • の 34位にmnm 5 Uが存在することは，これらのxm5U誘導体のコドン

認識から考えてリーゾナプルである φ また，原核生物 tRNAやミトコンドリ

ア tRNAに存在するX血5S'U.xm5Um， xm5Uのウラシル環の 5位がメチルア

ミノメチル基に置換されているのに対して.真核生物の細胞質 tRNAに存在
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するxm's'U，xm'Uのウラシル環の 5位はメトキシカルボニルメチル基で置換

されている (Sprinzlet al.. 1991) . mnm'Uの 5位の置換基は，このような

ルールとも合致している.

1-4-2. U34の2-チオイじ

大腸菌 tR N A Oln， t R N A L..， t R N A .， uの U34は田nm's' Uに修飾さ

れているが (Sprinzlet al.. 1991) ， t RN A~r. ではmnm 5 Uに修飾されて

いることから， 2-チオ化醇素(旦笠E遺伝子産物 [Sul1ivanet al.， 1985J ) 

はアンチコドン 2 字自の U を認識していると考えられる (tRNA ~ Hではア

ンチコドン 2字自は Cである) .このような 2-チオ化のパターンは，枯草菌

や酵母でも同様であるが，高等動物では tRNA r̂.も 2ーチオ化されている

(Sprinzl et al.， 1991) .こ のことから， 2ーチオ化酵素は進化の過程でア

ンチコドン 2字自が U，Cのいずれの tRNAも基質として認識できるように

なったと想像される.

ト4-3.pmnm5 Uのコンホメーション特性

これまでに種々のモノヌクレオチド，モノヌクレオシドについて ，D. H 11直，

D.S値が求められてきた (Watanabeet a1.， 1979; Yokoyama et al" 1985; 

Agris et al.， 1991; Kawai et al.， 1992) .そして tRNA分子中における

ヌクレオチド残基のコンホメーション特性については， D. S fl直やD.G fi直でなは

くD.H値 に基づいて議論されてきた .なぜなら， D. S値は， C3'-03'，C4'-

CS'. CS'-OS'結合などの‘exocyclicchemical-bond'のまわりの回転運動

を反映しているが， t R N A中ではこのような運動は抑えられている理由によ

って， t RN A中のコンホメーションを議論するときにはD.S値は考慮しなく

て良い (Kawaiet a1.， 1992) さらに， t R N A分子中のヌクレオチド残基

の挙動を議論する際には，ヌクレオシドよりも， 3'ーリン酸基，または 5'ーリ

ンE主義を持つヌクレオシドのコンホメ ーション特性に基づく方がリーゾナプル

である.実際に，リン重量基がxo5UやUmのコンホメーション特性に重要な寄与

をしていることが分かっている( Yokoyama et a1.， 1985; Kawai et a1.， 

1992) .そこ で，本研究ではpmnm'UについてD.H値を求め， mnm5Uとも比較

した その結果， pUの 5-メチルアミノメチル化は C3' -endo形を顕著に安定

化すること，および， C 3' -endo形の安定化には 5' リン酸の存在が必須であ

ることが示された.pUからpmnm5 Uへの修飾による C3' -endo形の安定化の効

果 (O.56kcal'mol-')は. pUからpmnm5S' Uへの修飾による効果(1.0lkcal. 

mol-')と比べて小さい.しかし ，tRN A分子中では.)mnm5s2 U残基の隣はア
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ンチコドン 2字目 (35位)の残基は Uであるのでスタッキングによる安定化は

期待できないのに対して.tRNA ~ r. 中の四日皿'U 残基の C 3' -endo形は C35と

のスタッキングによって安定化される.このように.皿nm'U 34において C3'-

E且旦形を安定化する‘ intrinsic' な効果 lまa 隣接する残基とのスタッキング

によって強められていると考えられる.

xm' U誘導体のコンホメーシヨン特性については，ヌクレオシドのコンホメ

ーシヨンの解析結果に基づいて，ウラシル環の 5位の置換はパッカリングの特

性にほとんど影響を与えないとされたが (Agris et al.. 1991) • pmnm5 Uの

コンホメーション特性に 5'ーリン滋が本質的な役割をしていることを考慮する

と. 5'ーヌクレオチドの解析が必要だろうと考えられる.常温での C2' -endo 

形と C3'-旦旦虫形の存在比に基づいて，既にジヌクレオシド・モノリン酸中の

xm' Uのコンホメーション特性が来修飾のウリジンとほとんど違わないと報告

されている (Agis. 1991). しかし，本研究においても，常温における pmnm'U 

の C2'-~旦形と C 3'-e且旦形の存在の割合の差は小さく. t.旦f直を得て初め

てコンホメーシヨン特性が議論できたという経緯があった その上，そ れぞ

れの温度における C2'-~旦坐形と C 3'-~旦虫形の存在比は， t. Hとt.Sの両方

を反映している.このように，本研究から，ジヌクレオシド・モノリン酸のコ

ンホメーション特性を論じるときにも. t. H値に基づく議論の必要性が提起さ

れる

1-4-4.転写後修飾に よるウ リジン・ヌク レオチドの C3' -endoffi;の安定化の

メカニズム

NMRスベクトルの解析とコンビュータによるコンホメーションの解析によ

って. pmnm5Uの C3' -endoff~が安定化されるメカニズムが明かにされた.そ

れは，グリコシル結合まわりの z角が 180・近くに保たれるために C2'-

endoffi;では 2 カルボニル基と 2'一水酸基の間で立体障筈が生じるからであっ

た. 2-チオ化による C3' -endoffi;が安定化されるメカニズムは， C2'-endo 

形では「嵩だかい J 2 チオカルボニル基が 2' 水酸基と衝突する為であるこ

とが示されている (Yamamotoet al.. 1983) .また. 2'-0ーメチル化につい

ては r嵩だかい J2' 旦ーメチル基と 2-カルボニル基との聞の立体障害による

ことが明かにされている (Kawai et al.. 1992) このように. 2ーチオ化，

2'-旦ーメチル. 5 メチルアミノメチル化は，お互いに全く化学的な性質の異

なる置換であるにもかかわらず. C 2' -endoffi;における 2位 2'位聞の立体

障害のために C3・-endoffi;が優勢になるという共通のメカニズムを持つことが

明かになった(図1-19) .ただし. pmnm5Uが C3' -endoffi;をとるときに. 5-
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メチルアミノメチル基と 5'ーリン酸基と聞でファンデルワールスカが働き，全

体としてコンパクトなコンホメーションになることができる(図1-148) .こ

のことも C3' -endo形の安定化には寄与しているだろう.

コドン 3字自の A，Gに対応する修飾ウリジンに見られる置換主主としては，

他に 5-カルボキシメチルアミノメチル化と 5-メトキシカルボニルメチル化が

ある. cmnm5 Uヌクレオチドや， mc田5Uヌクレオチドのコンホメーシヨン特性

は明かではないが. 5ーカルボキシメチルアミノメチル化は 5-メチルアミノメ

チル化と同織のメカニズムによって C3・-endo形を安定化するだろうと考えら

れる.そこで ，残る皿cm5 U 5'ーモノリン酸 (pmcm5U)のコンホメーション特

性を明らかにすることは.今後の重要な研究課題になるだろう.

5-メチルアミノメチル化による C3' -endo形の安定化の効果が O.56kcal . 

mol→であるのに対して， 2-チオ化の効果は O.78kcal . mol-'である (Yokoya-

ma et al.， 1985) .ところが， pUからpmnm5s'Uへの修飾による効果は1.01 

kcal . mol-'でしかなく. 5位の世銀と 2-チオ化の効果は加算的にならない

このことは， 5ーメチルアミノメチル化と 2-チオ化が共通のメカニズムによっ

てC3' -endo形を安定化しているからだろう .それでも， ps' Uとpmnm5s2U，

S2 Uとmn目、'Uのt.H値をそれぞれ比較すると. 5-メチルアミノメチル化は

2-チオ化に加えて 0.2kcal. mol-1だけ C3'-endo形を安定化することが分か

る (Yokoyamaet al.. 1985) .しかも，この効果は 5'ーリン酸基を必要とし

ない .C 2' -endo形よりも C3' -endo形をとるときの方が 5' 水酸基と 5 メ

チルアミノ基とが近づくので，分子全体としてコンパクトになってより安定に

なるだろう(図1-20) . pmnm's2Uやmnm5s2Uでは. 5位の置換はこのような

効果によって C3'-endo形の安定化に寄与しているのかも知れない また，

tRNAの機能にとっては 2ーチオ化に障害のある大腸菌変異株において

tRNAのアンチコドン 1字目がmnm5s2Uからmnm5Uに変わっても 'in

trinsic' なコンホメーシヨン特性が大きくは変わらないことは，正確なコド

ン認識を保障する上で重要だろう.

1-4-5.皿nm5U 34の「強く制限された 'wobbling' J 

アンチコドン 1字自にmnm5s2Uを持つ大腸菌 tRNAG1uはコドン 3字自と

して効率良 <Aを認識するが. Gを認識する効率は低い (Agriset al.， 1973; 

Lustig et al.， 1981) .すなわち .mnm5s2U 34の 'wobbling' は強く制限

されている ところが. U 34の 2-チオ化に障害のある大腸菌変異株において

は， t R N A Glu はコドン 3字自として Aに加えて Gをも効率良く認識できる

ようになる (Agriset al.， 1973) .この結果から， U 34の 5位の置換よりも
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2-チオ化が「強〈制限された 'wobbling' Jに重要であると考えられた(Agris 

et al.， 1973). しかし，大腸菌 tRNA~" は in vivoでコドン AGAをお

もに認識するが，コドン AGG はほとんど認識しないことが報告されている

( Spanjaard et al.， 1990). このことから， mnm.U34の‘wobbling' も

強く制限されることが分かる.酵母tRN A".のmcm'U 34も「強く制限された

'wobbling' Jを示すので(ileissenbachand Dirheimer， 1978)， r強〈制限

された'町bbling' J は xm5 U 34の一般的な性質であるように思える.この

点を明かにするためには ，さらに多くのxm'U 34について 'wobbling' の性質

が調べられなければならないだろう.

1-4-6. U34からmnm'U 34への転写後修飾によるコドン認識制御

t R N A~'.の 34位の mnm' U残基の「強く制限された 'wobbli日g' J は，リ

ボース パッカリング特性と， 33位との残基間水素結合によって説明すること

ができる 構造計算の結果から ，mnm'U34が，コド ン 3字国の U，A， Gと塩

基対を形成するときに，どのようなコンホメーシヨンをとらなければならない

かが明かにされた. llPち， mnm'U341まA，Gを認識するときには C3' -endo形

をとるが， Uと塩基対を形成するためには C3' -endo形から C2' -endo形に変

化しなければならない.よって， mnm' U3 4のリボースの C3' -endo形が著し〈

安定であることは， mnm. U 34が，セリン・コドンの 3字目である Uと塩基対を

形成することを防寸と同時に，アルギニン ーコドンの 3字目である A ，Gを効

率よく認識することに寄与していると考えられる.一方， mnm'U34の 5伎の置

換基中のアミノ基と33位のリボースの 2'ー水酸基の問の水素結合は ，回nm'U34

のウラシル環をコドン 3字自の Aと境基対形成する位置に固定する働きをして

いる(図1-15) .既に.このような33位のリボースとの水素結合が 1 mnm5s2U 

34によるコドン 3字自の Gの認識を妨げるだろうと提案されていたが (Hillen

et al.， 1978b) ，本研究によって， Gだけでなく Uとの塩基対形成をも阻害

する働きをしていることが示された

以上のことを総合して考えると，コドン 3字目としてノンコグネートな Uを

認識することは， mnm'U34のリボース・パッカリングの特性，および 5位の

置換基と33位の残基との水素結合形成によって二重に妨げられている.また，

コグネートな Gの認識は，水素結合によって Aの認識と効率において差がつけ

られていると考えられるが.むしろ， Uの認識を妨げるためのメカニズムが結

果として Gの認識効率を低下させてしまっていると考えても良いのかもしれな

い 34位のxm's2U残基， xm. U m残基， 2' -0-メチルウリジン(Um)残基の

コドン認識についても，これらの残基における C3'-endo形の著しい安定住に
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基づいて説明されてきた (Yokoymaet al.， 1979， 1985; Agris et al.， 1991; 

Kawai et al.， 1992) .これらの修飾ウリジンの 5位の置換基は，原核生物や

ミトコンドリアでは 5-メチルアミノメチル基であるので (Sprinzl et al.， 

1991) ，5位の置換基と 33位のリボースとの水素結合の機能について， mnmsU 

34のケース同様の議論が成り立つだろう.

一方，真核生物の細胞質 tRNAにおいては， xmss2U34，xmsU34の 5位の

置換基 lま5-メトキシカルボニルメチル基(mcms基)であり，酵母 tR N A"6 

の皿cm'U 34が「強く制限された 'wobbling' Jを示すことが報告されている

(Weissenbach and Dirheimer， 1978) . mcm'U34は， 33位のリボースと強く

はないが水素結合を形成することが可能である(図1-18) .この水素結合は，

xm's2U34， xm'U34のコドン認識において， mnmsU34の 5位の置換基の残基間

水素結合と同様の働きをしているかも知れない.一方， mcm!l基の，コンホメー

ション特性への 'intrinsicJ な効果については ，mcm' Uの解析から否定的な

報告がされていたが (Sierzputowska-Graczet al.， 1987) ， pmcm' Uのコン

ホメーション特性を解析することが必要だろう.

1-4-7. 'wobbling' を制限する転写後修飾の多様さ

ほんの 2，3年前迄は，コンホメーション特性の制御によって '1010b b li ng' 

を制限する転写後としては， 2-チオ化が知られているだけであった 最近に

なり， 2'-0ーメチル化も問機の効果を持つことが報告され (Kawaiet al.， 

1992) ，本研究によっては 5ーメチルアミノメチル化のような 5位の置換によ

っても C3・-endo形の安定化が達成されることが示された r鉱大された

， wobbl ing' Jを示す修飾ウリジンはXO
SUのみであるのに対して 'wobbl

ing' を制限す る転写後修飾の多様さは目を引く この多様性を考えるうえで

留意しなければならないのは， C 3' -endo形の安定性の違いである.例え1;1:，

pmnm's.UのL'>.H値 (1.01kcal'mol-')は， pmnm' U (0. 56kcal . mol →)と比べ

て大きい 大腸菌では， mnm' s 2 Uは tRNAG1D，tRNAL，"， tRNA01U  

に存在するので，大きな L'>.H値は， U 35がほとんどスタッキングしないことを

補っているように見える.そこで，転写後修飾は個々のケースの必要に応じて

多様化したと考えることも可能である.しかし，このような立場に立つ時.マ

イコプラズマでは tR N AA吋も， t R N A Ghなども xm'U 34を持つこと，し

ばしばxm'Um34を持つ tR N A L.uでは34位， 35位のスタッキングは強いこと

などの説明が困難である.ただし， 1つの生物穫で， t R N A分子穫の構成，

アンチコドンの l字自の修飾が全て明らかになっている例はごく少数であるの

で，この仮説の検証のためには，さらに多くの生物種で U34の修飾のパターン
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が明らかにされる必要があるだろう.

多様性の別の解釈は，進化の過程における転写後修飾の変遷を想定すること

である. 5位の置換と，それ以外の修飾(2ーチオ化と 2'-0-メチル化)とは

少し性格が異なるように思われる. 1つは，ミトコンドリア tRNAも含め ，

少数の例外を除くと，これまで知られているほとんどのケースで z コドンNNAI

NNGに対応する tRNAの U34は5位に置換基(cmnm'，mnm5， mcm'のいずれか)

を持つ.そして， 2ーチオ基も 2'-旦ーメチル基も持っていないタイプの修飾ウ

リジン (xm'U)であることも少なくない (Sprinzlet al.， 1991) .つまり，

2 チオ化や 2'ー0-メチル化と比べて， 5位の置換が最も基本的な修飾である

ように見える.さらに， cmnm S • mnm5， mcm 5の置換基は U34に特異的であるのに

対して， 2-チオ化や 2'-0 メチル化は34位以外の様々な残基に見出される.

これらの状況から，もともと xm5 U 34のみであり， 2-チオ化や 2・-0-メチル

化は他の部位に起こっていたのが a 特異性の変化した修飾醇素が U34をも 2-

チオ化や 2'一0-メチル化するようになったと想像できる.どの tRNA分子

穫の U34が 2ーチオ化(または 2'ー旦ーメチル化)されるかは，修飾静素の特異

性の問題であって，特に必然性はないのかもしれない.ただし， xm'U34が 2-

チオ化，または 2'ー♀ーメチル化されることは， xm'U34の 2位， 2'位聞の立

体障害を強めることで C3' -e旦担形をさらに安定化するので，タンパク質合

成系にとって有益であったと考えられる .この仮説は，修飾酵素が tRNAの

特定の部位をどのように特異的に認識しているか，その特異性はどのようにし

て変化し得るかという筒題と関係している.現在のところ， t R N A修飾酵素

については充分な知見が蓄積しているとは言い難く，修飾酵素の特異性の変遷

について論じられる状況ではないが.上の仮説は，修飾酵素の研究に対する 1

つの問題提起になるだろう.
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図 1-1 . 

A) 5-ヒドロキシウリジン誘導体 (XO
sU )の化学構造(上)

5-メチル 2 チオウリジン誘導体 (xm5s2U)の化学繕造(下)

B) リボース・パッカリングについてのC3' 旦虫形と C2' 旦1旦形の 2つの

コンホマ の立体構造

C) アンチコドン l字自のウリジン残基(U34)とコドン 3字自の A. Uとの塩

基対形成. U 34はA を認識するときはC3'一旦旦立旦形をとるが(上)， Uを認認す

るときにはC3'-endo形からC2'-旦坐形へパッカリングが変化する(下)

(Yokoyama et al.. 1985) 
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自里・E・-圃E雪円

syn form 

αnti form 

図 1-1 2. pmn田'Uのグリコシル結合まわりのコンホメーション

syn~では H 1 .と H 6の間で NOEのクロスピークが観測さ

れる.



厚里 -- 雪円

.A . 

13 

図 1-1 3. A) mnm' Uのコンホメーシヨン(C 2' 旦立旦形)

B) mnm'Uのコンホメーシヨン (C3'-旦虫形)

点描でファンデルワールス半径を示す .
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ー雪国 -- 雪円

A. 

B 

図 1-1 4. A) pm n m 5 Uのコンホメ シヨン (C2' -g_旦止旦汗三)

B) pmnmsUのコンホメーシヨン (C3'-旦虫形)

点描でファンデルワールス半径を ，~車線で水素結合を示す 。
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厚里園田E・E雪円

34 34 

図 1-1 5 .コドン 3字自の Aと寝基対を形成しているときのmnm
5
U残基

( 34位)と隣接する33位のウリジン残基の立体構造

破線lま水素結合を示す.下段は立体視図 .
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図 1-1 6 コドン 3字自の Gと塩基対を形成しているときのmnmSU残基

( 34位)と隣接する 33位のウリジン残基の立体構造.

破線は水素結合を示す ，下段は立体視図 .
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自里ー・E・-ー

34 

図 1-1 7 .コドン 3字自の Uと塩基対を形成しているときのmnm5U残基

( 34位)と隣接する 33位のウリジン残基の立体構造 .

破線は水素結合を示す .下段は立体視図 .
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目里堕園ーー雪

図 1-1 8 . 34位のmcm'U残基と 33位のリボースとの水素結合形成

アンチコドン l字自のmcm'U残基は C3'-旦坐形で安定なコンホメーシヨン

をとっている このとき， mcm'U34の 5位の置換基中のカルボニルの酸素原子

( 051) とU33の 02'の聞の距離は3.16Aであり， 02'ーH (051) ー051

のなす角度は 13γ である 051とU33の 02'の問で，弱いかもしれないが水

素結合が形成されている可能性がある 構造計算は，酵母の tRNA
P hC の摩

擦 (Quigley et al.， 1975) を利用して 'NMRgraf' プログラム (B io-

Design) により Silicon Graphics IRIS-4D/25Gを用いて行った.
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必凶

C2'-endo C3、-eれdo

図 1-19.3字自が A，GであるコドンのM応する tRNAの U34見い出さ

れる3つのタイプの転写後修飾 (5ーメチルアミノメチル化 [上]

2-チオ化 [中] ， 2' -0 メチル化[下] )は，いずれもウラシル

壕の 2位 ，リボースの 2'位の簡に立体障害を生じさせることによっ

て， C 2' -endoMを不安定にし，一方の C3' -endo形を侵勢にする 1

4 1 



供 h
コ

A
 

B
 

図
1
-
2
0
.

mn
m

5
U

の
5
'
-
水

酸
誌

と
5
位

の
置

換
基

と
の

位
鐙

関
係

と
リ

ボ
ー

ス
・

パ
ツ

カ
リ

ン
グ

と
の

栂
関

を
示

す
モ

デ
ル

・
ビ

ル
デ

イ
ン

グ
(

特
に

構
造

計
算

は
千

子
な

っ
て

い
な

い
)

C
 3'
 -
en
do
JB
 
[
A
 J
の

と
き

は
C
2'

-f
?
_
旦
立
旦
形
[
B
 J

の
と

き
と

比
べ

て

5
位

の
自

主
換

訟
は

シ
ー

水
酸

基
lと

よ
り

近
い

位
置

を
占

め
て

い
る

.



厚里 ーーー雪

表 1-1 各温度におけるmnm'U，pmnm'U の ~l' 2' I ~3' 4'および

C2・endo形と C3'-E日d口形の存在比

園田'U

J，・ 2・ J 3' 4' [C2'-endo形] [C3' -endojf;J 

37.C 4.180 5.820 41. 8% 58. 2% 

45.C 4.232 5.778 42. 3% 57. 7 % 

55.C 4.277 5.723 42. 8% 57. 2% 

65.C 4.323 5.677 43. 2% 56. 8% 

75.C 4.368 5.632 43. 7 % 56. 3% 

pm日m'U

J l' 2・ J 3'・ [C2' -e口do形] [C3'-endo形]

25.C 4.118 5.882 41. 2 % 58. 8% 

35.C 4.210 5.790 42. 1 % 57. 9 % 

45'C 4.240 5.760 42. 4% 57. 6 % 

55・c 4.392 5.608 43. 9 % 56. 1 % 

65.C 4白423 5.577 44. 2% 55. 8% 

75.C 4.484 5.516 44. 8% 55. 2% 

85.C 4.575 5.425 45. 8 % 54. 2 % 
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厚里・E ・園田ー司

表 1-2. mnmsU. pmnm'UO)I'>H， I'>S(I直

I'>H (kcal'mol-') 

pmnmsU 0.64(0.04) 

冊目mSU 0.39(0.06) 

p U 0.09・

U 0.37・

()内は標準偏差値

* Yokoya皿aet a1.， 1985 
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I'>S (cal'deg-'mol-') 

1.46(0.13) 

0.61(0.20) 



厚 里ー園田聖雪|

表 1-3.NMRの測定によって求めた四日皿5Uのグリコシル結合の

まわりのこ菌角 (x角)の大きさ

パツカリング z角

C 2'-endo 80・(syn)

C 2'-erldo -1 1 4. (anti) 

C 3'-21ldo 7 7. (syn) 

C 3'endo - 1 5 1. ( an t i ) 
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厚里・ ~------- 円
第 2章大騒菌 tRNA~r.遺伝子の変異による高浪での増殖阻害のメカニズム

2 ~ 1. 序

大腸菌 tRNA ~r< ，ま旦笠E遺伝子(始めは也旦1遺伝子と呼ばれていた)によ

ってコードされている (Garciaet a1.， 1986 ) .呈旦1遺伝子内に変異を持つ

旦旦但Q(Ts)変異株は高混で増殖を停止するが，タンパク質合成や RNA合成よ

りも先に DNA複製が停止することが報告されていた(トlensonet a1.， 1979). 

tRNA!r<がコドン AGAを認識するので，旦立巴旦(Ts)変異株においては.

コドン AGAを含む DNA複製関連の遺伝子の翻訳が高温において阻害される

のではないかと考えられた (Garciaet a1.， 1986). 数値の AGAコドンを

含むレポーター遺伝子の翻訳が調べられた給果， argUI0(Ts)変異株では30.Cに

おいてもコドン AGAの翻訳阻害が見られ， 43.Cで阻害は一層顕著であること

が報告されている (Chenet a1.， 1990) .旦堕!Il.Q(Ts)変異が， tRNA ~r <の

5'末端のグアノシン残基がアデノシンに置換したものであることが明かにな

っていたが(Che日 etal.， 1990) ，この変異が tRNA!r<のタンパク質合成

にかかわる機能に実際に影響しているかどうか.影響しているならばどのよう

な機能であるか等は分かっていなかった.本研究では， tRNA!"遺伝子に

おける変異が，大腸菌において温度感受性を引き起こすメカニズムを明かにす

ることを試みた

2 ~ 2.材料と方法

2-2-1.菌株 ，ファージ ，ベクタ 一

旦工E但E変異株である GMIO株 (Henson et a1.， 1979) は，テキサス大学の

J. Wa1ker教授から頂いた. YT319， YT341株 (Murakami et a1.， 1987) は

京都大学ウイルス研究所の村上洋太先生より頂いた. K N 250株(Horiuchi 

and Nagata， 1973) ， K N 1044， K N 1453株 (Nagataet a1.， 1988) は京都

大学ウイルス研究所の永田俊夫先生によって作製され発表されている .形質導

入は Plvirファージを用いて行った (Ikedaand Tomizawa， 1965) .ベクター

pBR322， pUC119は宝酒造(Kyot口)から購入した.大腸菌W3110株 ，プ

ラスミ ドpACYC184 (Chang and Cohen， 1978) ，および大腸菌染色体の全

域をカバーするラムダ・ファージ‘ライブラリー(小原ライブラリー， Kohara 
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et al.， 1987) は電気通信大学の溝淵潔教綬より分与して頂いた.

2-2-2.遺伝子操作

プラスミド D NA，λファージ DNAの精製，制限酵素による切断， D N A 

のライゲーション，ゲル電気泳動の基本的な遺伝子操作の実験は 'Molecular

cloning， 2nd edition' (Sambrook et al.， 1989) に従った. D N A塩基配

列の決定は， AmpliTaqシーケンス キット (TakaraShuzo Co.， Ltd.， Kyoto) 

を用いて行った.また，大腸菌のプラスミドによる形質転換は，エレクトロポ

レーション装置GenePulser (Bio-Rad Laboratories) によって行った.

2-2-3. t R N A~r.遺伝子を含むプラスミドの構築

tRNA~r.遺伝子(旦rgU遺伝子)を含む 4.5キロベー ス (kb) の大腸菌染色

体DNAをpBR322につないだプラスミド pD M 1 (Mullin et al.， 1984) は

テキサス大学のJ.Walker教授から頂いた・旦笠旦_Q_(Ts)遺伝子を含む4.5 kbの大

腸菌染色体 DN A (Chen et al.， 1990) をpBR322のHindill部位につないだプ

ラスミド pKClもJ.Walker教綬から頂いた.プラスミド Col1 b-P9のEcoRI-

XbaI部位にアンピシリン耐性遺伝子を挿入したベクタ -pApl02 (A. Kato & 

K. Mizobuchi， unpublished resultsl は電通大学海淵潔教授より頂いた.ベ

クター pC L 1は，担cZ遺伝子を含むpUC119の NaeI-VspI 断片を pA p 102の

EcoRI部位に搾入して作製した.プラスミド pCL2は，主旦l遺伝子を含む p

DMlの0.6kbの旦旦1-白山断片を pC L 1の位旦I-SphI部位に挿入して作製し

た.同様にして，笠亘旦旦(Ts)遺伝子を含む pK C 1の旦旦1-包主I断片を pCLl

に帰入して pCL3を作製した(表2-1) . 

2-2-4.アルギニル tRNA合成酵素遺伝子を含むプラスミドの作製

アルギニル tRNA合成酵素遺伝子包旦E遺伝子)は，すでに大腸菌染色体

上にマップされ (Cooperet al.， 1969) ，さらにクローニングも報告されて

いた (Eriani et al.， 1989) .これらの情報から argS遺伝子が小原ライブ

ラリー (Koharaet al.， 1987) の12C7λ フアージ・クローンのAvaI-HindIII 

断片(2. 8kb )上に存在することを見い出した.このAvaI-HindIII断片は，ベク

タ-pUC119のlliI-HindIII部位に挿入し，プラスミド pUAlを作製した，

pUAlはさらにE旦H-H担_9， illで切断し，旦ヨE遺伝子を含む断片をプラスミド

pACYC184のBamH-Hindill部位に挿入し pYAlを作製した(表2-)) 
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2-2-5. t R N A~'. . 延長因子 T u.アルギニル tRNA合成酵素の謁豊臣

旦rgU10(Ts) 変異を持つ tRNA ~'. [ 七 RNA ~" (Ts)J を得るために，プラ

スミド pKClで形質転銭した GMl0株を30'Cで培養し，対数増殖後期で集菌

した. Zubayの方法 (Zubay. 1962)に従って tRNAを抽出し，この tRNA

画分をヒドロキシアパタイト カラム (HA-I000. Tosoh. Tokyo) を用いた

H P L C (Sakmaoto et al.. 1993) によって分画した.さらに，七 RNA~" 

(Ts)を含むフラクションをポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離を行っ

て， 精製された tRNA~'.(Ts) を 5μg得ることができた. さらに . 聖子生~

t R N A ~.. [t R N A~'ペ WT) Jについても同様にして. p D M 1で形質転

換したW3110株を37'Cで嬉養して得られた tRNA分画より精製した ( 1 0 

μgを得た). 延長因子 Tu (EF-Tu) を得るために. W31l0株を37'Cで培養し

対数増殖後期で集菌した.ホモジナイ手ーにより破砕した菌体から得られた上

清をDEAE-SephadexA50 (pH 7.5)カラムクロマトグラフィー (Araiet al 

1972) により分画しておもにEF-Tuを含むフラクションを得た.さらに硫安洗

殿によって浪絡して. 10μMG D Pを含む TMM緩衝液 [50mMTris.HCl. pH 

7.5. 10mM Mg(OAc).. 5mM β-mercaptoethanolJに溶かして-20'Cで保管し

た.アルギニル tRNA合成酵素 (ArgRS)は. p U A 1によって形質転換し

たW3110株から，河野俊之博士(現三菱化成生命研究所研究員)により精製

された (Nurekiet al.. 1993) 

2-2-6.アルギニン受容活性，怠よびEF-Tu. GTPとの結合能の測定

アルギニン受容活性の測定は. 4nM ArgRS. 1μM t R N A~ " (WT) または

t R N A~"(Ts) を含む緩衝液A (100皿MTris.HCl. pH7.5. 1SmM MgCL. 2mM 

ATP. 60μM ['‘ C J -arginin巴 [332.1pCi/pmol. Dupon / New England 

NuclearJ ) 18μl中で. 30'C. 43'Cで行った.反応開始はATPの添加によるも

のとし. 20秒. 40秒. 60;秒， 90jゆ後にそれぞれ 4μlを採取し，直ちに 10μlの

5%トリクロロ酢酸水溶液 (O'C) に加えて反応を止めた後. Whatman 3MM フ

ィルター・ディスクにスポットする. ディスクは 5%トリクロロ酢酸水溶液

(O'C)で 3回洗った後に乾燥させ，液体シンチレーシヨンカウンター LSC-

700 (Aloka. Tokyo) (Alローka)によって放射活性を測定した.

EF-Tu . GTPへの結合能測定のために，それぞれ0.23μEの tR N A~'.(WT). 

t R N A~rc(Ts) を 1μM ArgRSを含む緩衝液A中で. 37'C. 10分間それぞれ

アルギニル化した.フェノール・クロロホルムによって抽出した後.エタノー

ルで沈殿させて回収し. EF-Tu (4 pmol. 30・C. または 10pmol. 43'C) を含

む.または含まない緩衝液 (50mM Tris.HCl. pH 7.5. 10mM magnesium aceta 
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te. 150mM NH.Cl. 50mMβ-mercapto-ethanol. 0.8回Mphosph口enolpyruvate

[Sigma] • 2units pyruvate kinase [Sigma]) に加えた.反応液は全量 60

μlとし. 30.C. 43.Cてーデアシレーション速度を測定した. 30.Cでは反応開始

後 O分. 10分. 20分. 30分. 40分後に11.5μlずつを採取し. Whatman 3MM フ

ィルター ディスクにスポットする.43.Cでは. 0分. 4分. 8分. 20分後に

採取した. ディスクは 5%トリクロロ酢酸水溶液 (O.C)で 3回洗った後に乾

燥させ，液体シンチレーション・カウンタ -LSCー 700 (Aloka. Tokyo) 

によって放射活性を測定した.

2-2-7.tRNAt吋の発現量の解析

G MI0株. S F 151株は. 0.1%グルコース. 50μg/mlチミンを含む LB培地

で. 30.Cで一晩培養した.フェノール・クロロホルムにより tRNAを抽出し

た.得られた tRNA分薗は，分光光度計で濃度を測定し，浪度を鏑えた後，

ポリアクリルアミドゲル篭気泳動によりトータルの tRNA量が等しくなって

いることを確認した.それぞれ 5μEを. 7 M尿素を含む10%ポリア クリルア

ミド・ゲルで分離した後，エレクトロプロット装置 NA-1512 (Nihon Eido 

Co.. Ltd.. Tokyo) を用いてナイロン・メンプレン Hybond-N (Amersham) に

転写した [y_3'P]AT  Pで標識した. tRNA~" の 39位から 57位までに

相補的なデオキシリポヌクレオチド ・オリゴマーを用いてノーザン・ハイプリ

ダイゼーションを行って tRNA ~r <を検出した.ハイプリダイゼーシヨンを

行ったメンプレンは， Fujix Bio-Imaging Analyzer B A S-2000 (Fuji Photo 

Film. Co・. Ltd.. Tokyo) によって解析した

2-2-8.1.旦註主旦におけるアルギニル tRNA:r<レベルの解析

0.1%グルコース .50μg/mlチミンを含む LB培地200mlに， Y T 319. S F 151 

の一晩培養液 4m 1をそれぞれ加え30.Cで培養した 対数増殖期(0 D 600  = 

0.2) で100mlずつに分割し. 30.C. 56.Cの培地をそれぞれ加えた後，それぞれ

30.C， 43.Cで培養を続けた。分割直後，および60分後に10mlずつのI音養液を採

取した .酸性条件下での tRNAの抽出は文献に従って行った (Varshneyet 

al.， 1991) .抽出した tRNA分画は，一部を採って分光光度計で滋度を測

定して滋度を揃えた後，ポリアクリルアミド電気泳動を行い，確かにトータル

の tRNA量が等しくなっていることを確認した，残りは 70.Cで保存した.

Y T 319の tRNA分 函(2.5μg) ， S F 151の tRNA分 薗 (5.0μg) を 8M

尿索を含む7.7%酸性ポリアクリルアミド・ゲル (20x40cm，0.5mm厚)で分離

した 電気泳動は氷室で 18サ日時聞かけて行い，色素の BPBがゲルの下端付
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近まで達したところで終了させた.キシレンシアノール・マーカーの下 2cmか

ら10cmまでを切り取ってナイロン・メンプレンに転写した.ノーザン ハイプ

リダイゼーションによって tRNA!'.を検出した.ハイプリダイゼーシヨン

を行ったメンプレンは， Fujix Bio-Imaging Analyz芭rB A S -2000 ( Fuj i 

Photo Film， Co.， Ltd.， Tokyo)によって解析した.マーカーとしてアルギニ

ル化された tRNA!'.と，アミノ酸を結合していない tRNA!"を以下のよ

うにして用意した p D M 1，または pKClによって形質転換したW3110株

から拍出した tRNA分画から一部を採って，印刷 Tris.HClバッファー(pH 

8.0)中で 370C，30分間保温してアミノ磁を外した巴 さらに一部を採って，

lμM ArgRS， 2 mMアルギニ ン， 15皿MMgCl.を含む100mMTris.HClバッファー

(pH7.5 )中でアルギニル化の反応を行った

2-2-9.部位特異的塩基置換の導入

オリゴデオキシヌクレオチドは， Cyclo日ePlus D N A/R N A synthesizer 

(MilliGen/Biosearch)を使用して合成した.合成したオリゴマーA (5'-CAC-

ACAGGAAACAGCTATGAC-3') ，オリゴマ-B (5' -CGACGTTGTAAAACGACGGCCAG-3' ) 

は，ベクター pUC119のよ旦cZ遺伝子内のマルチプル・クローニング領域を増

幅するための PC R (polymerase chain reaction)プライマーとしてデザイ

ンされている.主旦1遺伝子の部位特異的海基置換は，以下に述べる 2段階の

PCRによって行われた(図2-1). PCR反応は， AmpliTaq DNA polymerase 

(Perkin-Elmer Co.， Ltd.)を用いて DN A Thermal Cylcer PJ2000(Perkin 

Elmer Co.， Ltd.)により行った .第 l段の PCRlま，プラスミド pCL2を

反応の鋳型として，塩基置換導入用のプライマーとプライマー Aを用いて行う.

増幅された DNA断片は， 0.8%アガロースによりプライマーと分離し， Gene-

Cle an nキット (Bio101 Inc.)を用いて抽出した.第 2段の PCRは，再び

pCL2を鋳型に，第 1段で増幅した DNA断片とプライマ -BをPCRプラ

イマーとして行った，最終的に増幅した DNA断片は， EcoRIとHindmで処理

し， pBR322，または pCLlのEcoRI-Hindm部位に持入した argU遺伝子

への寝基置換の導入は.型五E遺伝子をプライマ -A，Bを用いた PCRによ っ

て増幅し， DN A 復基配列を決定して確認した.

2 -3.結果

2-3-1. t R N A!r"(Ts)のアルギニン受容活性.EF-Tu . GTPへの結合能

アルギニン受容反応における野生主主 tRNAA
' .の K国値は， 0.5-2.5μHであ
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ることが報告されている (Linet al.， 1988; Sehul阻むletal.， 1988; Tamura 

et al.. 1992) .野生型 tRNA~'S [ tRNA~'S(WT) ] と旦ヨ且_Q ( T s ) 変異

を持つ tRNA~" [tRNA~"(Ts) ] のアルギニン受容活性を比較するため

にK・値に近い tRNA濃度で反応を行った. 1μMの滋度で比較したとき .30

.C，43.Cの両方で tR N A!"(Ts)の反応の初速度は. t R N A~'C(WT) の 65 % 

であった(図2-2).七 RNAのアイデンテイティー決定因子の置換は ，lOf音か

ら10
7倍の活性の低下を引き起こす (Schulamn，1991; Giege' et al.， 1993). 

これを考慮すると ，tR N A~"(Ts) のアルギニン受容能の低下は小さいと言え

る.一方，アミノアシルtRN A .EF-Tu . GTPの三重複合体の形成は .アミノア

シル tRNAの加水分解が EF-Tu. GTPによって抑えられることを利用して

解析されてきた (Pingoudet al.， 1977; Wagner and Sprinzl， 1980; Louie 

et al.. 1984) . EF-Tu' GTPが存在しないとき，アルギニル tR N A!"(WTJ 

とアルギニル tRNA~ ' .(Ts) のデアシレーションの速度は等しい(図 2-3) . 

ただしデアシレーション速度は 43・Cでは30.Cのほぼ 2倍である. EF-Tu・GTP

によってアルギニル tR N A ~'.(WT) の加水分解は効果的に抑えられるが，そ

のためにはり℃で， 30.Cの2目 5倍浪度のEF-Tu. GTPが必要であった.また .EF-

Tu.GTP はアルギニル tRNA!'C(Ts)についても加水分解の速度を低下させる

ことができるが， tRNA~"(WT) の場合に比べると十分に効果的ではない(図

2-3) .また，アルギニル tRN  A~'.(WT) の加水分解を十分に抑えられる程度

にEF-Tu . GTPが存在していても， tRNA~"(Ts) は 43.C で. 30.Cよりも速く

デアシレー卜される.

2-3-2.42.Cでの増殖阻害が‘ leaky'ではな い旦rgU10(Ts)変異株の作製

G M 10株の温度感受性は42.Cでつeaky' であることが報告されている(Hen-

son et al.， 1979) . 42.Cでは全く増殖しないargUIO(Ts)変異株を得るために

旦豆Yl.Q(Ts)変異を数種類の株に導入して温度感受性を調べた.この実験は，京

都大学ウイルス研究所永田俊夫博士の研究室，および東京大学理学部生物化学

科西郷薫博士の研究室で.共同研究者である石丸聡氏によって行われた. K N 

1599 (巴rE::TnlQ)はトランスポゾン TnlQを GM 10fまに導入して作製した.

笠gUIO(Ts)変異は， purE欠損をマーカーとして， P 1 v irファージによる形質転

換によって KN 1599から ，KN250， KN1044， KN1453， YT341， YT319 

にそれぞれ導入され， S F 1 . S F 5， S F 7， S F 9， S F 131がそれぞれ

得られた.さらに，巴rE+をKN 250から SF 131へ形質導入することで SF 151 

を得た. SFl. SF9'ま42.C，L B寒天培地で一晩培養後，少しは増殖が見

られたが， S F 5， S F 7， S F 131， S F 151は全 く増殖しなかった.表2-2
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より， S F 151等の 'strict' な温度感受性にはrnh遺伝子(リポヌクレアーゼ

Hをコードしている [Horiuchiet al.， 1981] )の変異が関係しているよう

に見える G M10株と SF 151株における tRNA~"(Ts)の存在量を，ノーザ

ン・ハイプリダイゼーションによって比較したところ， S F 151では存在量は

G M 10株の 3分の lであった(図2-4，バンド a) .ここでマイナーなバンド

(バンド b)が検出されているが，バンド bは， (1) メイジャーな tRNA ~ r.

とは異なる転写後修飾を受けた tRNA ~ '.であるか， (2)既に提案されている

ような 2次構造が組変わった tR N A ~ r. (Garcia et al.， 1986)であるか ，

( 3 ) ヌクレアーゼによって除去されやすい 3'末端の単鎖部分が失われた

t R N A~"であるなどの可能性が考えられる 目 ただし，マイナーバンドのメ

イジャーバンドに対する割合は GM10株と SF 151株で差がなく，温度感受性

の違いとは関係がないようだ G M10株と SF 151株との温度感受性の差がrnh

遺伝子や tRNA ~ '.の細飽内存在量の違いとどのように関係しているかにつ

いては，さらに解析が必要であるが，ここでは温度感受性が 'strict' であり

解析が容易であるという理由から， S F151をこれからの実験に使用する.

2-3-3. t R N A ~ .. の in vivoのアルギニル化 レベルの解析

in vitroの実験で見出されたような ，t R N A ~ "(Ts) の EF-Tu への結合能の

低下やアルギニン受容活性の低下が z アルギニル化された tRNA ~ '.(Ts) の

細胞内存在量にどのような影響を与えているかを調べるために tRN A ~ 吋

(WT)， t R N A ~ '.(Ts) のそれぞれの in vivoでのアルギニル化レベルをノーザ

ン・ハイプリダイゼーションによって解析した(図2-6) . t R N A~'.(WT) は

30'Cと43'Cにおいて， 100 %がアルギニル化されている(図2-5A) 。これに対

して tR N A ~吋 (Ts) は， 30'Cで36%がデアシレートしており， S F 151株の

t R N A!r.(Ts)の金量は， Y T319での tR N A ~ ， . ( WT )の量の10分の lでし

かない(図2-5B) .すなわち， 30'C においてアルギニル tRNA ~r . のレベル

は. S F 151では YT319の16分の 1にまで低下している さらに43'Cにシフ

ト後60分間で， tRNA!'.(Ts)はほとんど検出されないレベルまで落ちてい

る.S F 151株(図2-6)やGM 10株 (Chenet al.， 1990) は， 43'Cにシフト

後 60-9 0分間で増殖を停止する. t R N A ~ "(Ts) のレベルが43'C で異常

に低下していることが， argU10(Ts)変異株の高混での増殖停止の原因であるよ

うに見える .

2-3-4.argU10(Ts)変翼線の相補佐試験 によ る解析

旦旦旦Q(Ts)変異株は野生型 tRNA!'.遺伝子也旦1遺伝子)によって相補
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される (Mullin et al.， 1984) .そこで， argUI0(Ts)変異株のどのような機

能が相補されているのかを調べるために ，旦立E遺伝子の特定の軽量能に影響を与

えるような泡基置換を導入して相補実験を行った. tRNA!"はアンチコド

ンmnm.U-C-Uを持ち invivo でおもにコドン AGAを認識している (Span

jaard et al.， 1990) .また，大腸菌では tRNA:r<<がコドン AGAに対応

する唯一の tRNA分子種である (Komine et al.， 1990) .そこで，アンチ

コドン 1 字自を C に変えると，他の tRNA A r •分子種 (tRNA~rc [Kiese-

wetter et al.， 1987; Komine et al.， 1990J )と同じアンチコドンを持つこ

とになり， AGGコドンを認識するようになるだろう.このようなtRNA:rc 

(CCU) は， G M 10株を相補しないことが報告されていたが(Spanjaard et al.， 

1990) ，本研究でも SF 151を相補しないことが示された(図2-7) .一方，ア

ルギニン受容活性を低下させる目的で，アイデンティティー決定因子であるA

20 (McClain and Foss， 1988b; Schulman and Pelka， 1989; McClain et al.， 

1990; Tamura et al.， 1992) を置換したところ， A20置換型 tRNA!r<<は

S F 151株を相補しなかった(図2-8A) .しかし， ArgRSの遺伝子旦illをマルチ

コピー・ベクターにより SF 151に導入した場合には A20置換型 tR N A!"で

も相補活性を示す(図2-8B) .これは，アルギニル tRNA合成酵素の大量発

現が， A20置換型 tRNA:rcの低いアルギニン受容活性を補った結果と考え

られ， A20の置換が実際にアルギニン受容活性にのみ影響を与えていたことが

確かめられた 以上のように， tRNA:rcのコドン認識やアルギニン受容活

性を変えると.旦ヨ旦Q(Ts)変異株を相補しなくなることから，主出l_Q(Ts)変異

株は ，コドン AGAの翻訳に欠陥があると推定される .

argUl0(Ts)遺伝子を，マルチコピー・ベクター (pA C Y C 184) に挿入し，

G MI0株に導入すると相補活性を示すことが報告されている( Spanj aard et 

al.， 1990) .同様に， pBR322に押入された旦ヨ但立(Ts)遺伝子は SF 151株

を相補する (datanot shown) 目 しかし， p C L 1に挿入された旦rgUI0(Ts)遺

伝子は相補活性を示さなかった(1頭2-8A) .これまでに， tRNA:rCCTs)が

他のアミノ酸をミスチャージする可能性や，フレームシフトを誘起する可能性

が指摘されており，これらの性質がタンパク質合成を障害するのではないかと

も考えられた (Chenet al.， 1990) .しかし， tRNA~r'(Ts) を大量発現さ

せると相補活性を示すので， t R N A:r<<(Ts)が細胞機能を積極的に障害して

いるのではないことが明らかである .

また，笠gUl0(Ts)遺伝子は， ArgRSを大量発現させても相補活性を示さない

(1忍2-8B) .もし~ヨ.!UQ(Ts)変異が t R N A!rC(Ts)のアルギニン受容活性

のみに影響を与えていたとすると ，A20を置換した tRNA!'Cと同様， ArgRS 
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の大量発現で相補活性を回復しただろう. よって，この相補実駿の結果は，

t R N A ~<<(T5) のアルギニン受容能の低下が小さいことを示した in vitroの

解析結果と矛盾しない .また.この程度のアルギニン受容能の低下は，旦ヨU10

(T5)変異株の温度感受性の主な原因ではないことを示している.

2-4.考察

2-4- 1 . argUl0(T s )変異の tRNA機能への~響

いくつかの tRNA分子穏について，アクセプター・ステム末端の残基(1 

位と 72位の残基)がアイデンテイテイ}決定因子であることが報告されていた

(Norrnanly et al.， 1986; Seong et al.， 1989; McClain et al.， 1991; Pak 

et al.， 1992; Xue et al.， 1993) 大腸菌ArgRSに特異的に認識される 5種

類の tRNAArsには ， 1位のグアノシン残基(G1)が共通 して存在すること

から (Sprinzlet al.， 1991) ， G 1がアイデンティティー決定因子の lつで

はないかと考えられたが inv itroアッセイの結果から. G 1は tR N AAr<< 

のアルギニン受容活性への寄与は小さいことが示された.一方， G 1から Al

への変異 (arg旦E変異)は ，EF-Tu . GTPとの結合能を低下させることが明かに

なった. G1→A1の変異によって tRNA!rS(T5)のアクセプター・ステム末端

に Al・C72のミスマッチが生じて塩基対が形成されなくなるが，本研究の結果

は，アクセプター ステム末端の 境基対形成がEF-Tu. GTPとの結合に寄与する

という報告 (Schulmanet al.， 1974; F i5cher et al.， 1985; Seong and 

RajBhandary， 1987)と合致している invivoでは， t R N A!rS(Ts)の細胞

内存在量が低下していることが示されたが，アルギニン受容活性やEF-Tu. GTP 

との結合能の低下は， 30.Cにおいてデアシレートした tR N A!rS(Ts)を蓄積

させ，タンパク質合成に動員できる tR N A!rS(Ts)量を一層減少させている

と考えら れる目

30.Cと43.Cにおいて， tRNA!rS(Ts)の細胞内存在量を低下させている原

因は何だろうか?笠gU遺伝子の1-20番目の残基までは，旦旦1遺伝子の発現制

御に関与しているとされているので (Saxena and Walker， 1992) ， G1→A1 

の変異が， tRNA!'"の細胞内存在量に影響する可能性はあるかもしれない

旦E呈E遺伝子転写物の 22番目から 43番目まで援基 (tRNA~ r . の 1 位の残基を

含む)が形成する 2次構造は， argU遺伝子の発現に抑制的に働くとされている

( Saxena and Walker， 1992) . G1→A1の変異はこの構造を不安定にし，転

写量を減少させるというよりは増加させると考えられるので tR N A ~ r.(T5) 
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の細胞内レベルの低下の説明にはならない

これまでに，サプレッサー活性を失った変異型サプレッサ-t R N ATnが

見出されており，それらは.アクセプター'ステム .Dステム，または，アン

チコドン・ステムに泡基置換を持つことが報告されている (Abelsonet al.. 

1970; Smith et al.. 1970; Anderson and Smith. 1972) .これらの変異型サ

プレツサー tRNATy，は細胞内存在量が著しく少なく，これがサプレッサー

の活性に影響していると考えられている.細胞内存在量の少ない理由としては

プロセッシングが正常に行われていない可能性と. t RN  Aとして成熟しても

速やかに分解されている可能性が指摘された.温度感受性変異型のサプレッサ

-tRNATnの細胞内存在豊を，培養温度を上昇させる前後で調べた研究に

よると，この変異型サプレッサ -tRNAT><!ま. 32'Cでlljtに細胞内レベルが

野生型に比べて顕著に少ない.そして.42'Cに温度を上昇させた後60分間でほ

ぼ消失することが示された (Nomura. 1974) .このことから， 異常な構造の

tRNAを分解する‘ scavenger' 分子が細胞内に存在するのではないかと提

案された.その後の研究から ，大腸菌には 15種類以上のリボヌクレアーゼが

存在することが示され (Deutscher. 1985) .いくつかのリポヌクレアーゼは

損傷した RNA分子や.用済みの RNA分子を分解して， RN  A合成のための

リボヌクレオチドを供給していると考えられている (Deutscher. 1993) 

ここで.argUIO(Ts)変異株における tR N A !'Cレベルの低下の説明として ，

アクセプターーステム末端にミスマッチ塩基対を持つ tR N A!"(Ts)は細胞

内で不安定であり，速やかにリボヌクレアーゼによって分解されると考えるこ

ともできるだろう.リボヌ.クレアーゼ Dは， CCA末端の欠けた tRNA分子

を分解することが報告されている (Ghosh and Deutscher. 1978; Zhang and 

Deutscher. 1988) . EF-Tu. GTPは tRNAのアクセプター ステムと Tステ

ムに結合し，これらの領域と CCA末端をリボヌクレアーゼによる分解から防

ぐので (Bourtin et al.. 1981; Wikman et al.， 1982) ， EF-Tu . GTPに対す

る結合能が低下した tR N A!'C(Ts)が，リボヌクレアーゼによる消化を受け

やすいということは十分あり得るだろう. tRNA!'"(Ts)は43'Cで， 30'Cよ

りもデアシレーション速度が速いので ，より多くデアシレートしたtRN A!河

川s)を蓄積すると考えられる，このことが.高温での tR N A!'"(Ts)の存在

量を一層低下させる理由であるかも知れない.

プロセッシングの異常が tR N At'C(Ts)レベルの低下の原因である可能性

も残っており，何がinvivoで tRNAの消失を実際に引き起こしているかに

ついてはさらに研究が必要である.

FD 
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2-4-2.argUI0(Ts)変異の多面的な彫響

AGA/AGGコ Fンに対応する T4ファージ tR N A'"遺伝子がargUl0(Ts)変異

を相補することが報告され.笠起_lQ(Ts)変異株の温度感受性が tRNAt r • に

特異的な未知の機能の障害によるものではなく. AGAコドンの翻訳のレベル

にあると提案されていた (Spanjaardet a1.， 1990) .本研究の相補実験の結

果は，このことを裏づけている 目実際に，主旦但_Q_(Ts)変異株に導入した AGA

コドンを含むレポーター遺伝子の翻訳は， 30'Cと43'Cのいずれでも阻害される

が，阻害は高温で著しいことが報告されている (Chenet a1.， 1990) .この

ような AGAコドンの翻訳障害は，アルギニル tRNAt"'(Ts)量が30'Cで既

に著しく少なく， 43.Cではさらに僅少であるという本研究の結果から説明でき

るだろう.デアシレートした tRNAt'"(Ts):が30'Cにおいて蓄積しているこ

とには， EF-Tu . GTP結合能やアルギニン受容能の低下が寄与していると考えら

れるが， tRNAt"(Ts)の存在量の低下の原因は ，既に議論したような複数

の要因が関与している可能性が考えられる .

生旦QlQ(Ts)変異の効果は 「多面的 (pleiotropic) Jであることが知られて

いる ・笠副旦(Ts)変異様は30'Cで‘Pinphenotype' を示す( Chen et al目.

1990). 'Pin phenotype' とは， P 2バクテリオファージを溶原化した大腸

菌が， λファージの感染に対する抵抗性を失うことであり， old遺伝子の欠陥

によるものとされる (Ghisottiet al.， 1983) .また，旦li.!il立(Ts)変異株は

高温で ，DNA複製がタンパク質合成や RNA合成に先立って停止する(Hen 

son et al.， 1979) .さらに，笠副旦(Ts)変異株に感染した λファージの増殖

は高温で顕著に抑えられることが報告されている (Hensonet al.， 1979) . 

P2ファージの旦よ昼遺伝子は， 5個のコドン AGAを含んでおり (Haggardet 

a1.， 1989) • λファージの複数の遺伝子は数個以上の AGAコドンを含む

(Sanger et al.. 1982) .大錫菌の遺伝子については，認識する tRNA t r •

の細胞内存在豊が少ないことに対応して. AGAコ Fンの使用頻度は著しく低

い.そして，発現量の大きい遺伝子は AGAコドンの使用を避ける強い傾向が

あるが. DNA複製遺伝子等を含む発現レベルの低い遺伝子では特に避けられ

ていない( Ikemura， 1981; Grosjean and Fiers， 1982; GUOY and Gautier. 

1982; Sharp and Li. 1986; Aota et a1.. 1988; Zhang et a1.. 1991) .こ

のように， argUI0(Ts)変異の「他面的な」効果は， A GAコドンの翻訳障害に

よって説明できるようだ (Spanjaardet a1.. 1990; Chen et a1.. 1990). た

だし ，DN  A複製遺伝子等の AGAコドンを含む大腸菌の遺伝子は 1-2個

のAGAコドンを含むものが多く.数i国の AGAコドンを含むものはほとんど

ない .具体的にどのような遺伝子の翻訳が隠害されて高温致死になるのかにつ
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いては，さらに解析が必要である.特に ，遺伝子の含む AGAコドンの総数が

翻訳阻害に関係するのか，または， AGAコドンを 2個連続して含むときに阻

害されやすいのだろうかということも問題である .A GAコドンが連続すると

その個所で+1のフレームシフトが起きやすいことが報告されている(Span-

jaard et al.， 1990) 

呈旦且_Q_(Ts)変異と DNA複製との関わりについては，本研究で作成した笠亘1
lQ-rnh-株が興味深い課題を提起している S F 151株は且旦生株であり，通常

のDnaAタンパク質に依存した D NA複製を行なっていない ところが石丸らに

よって ，S F 151株に30.CでoriC欠損が導入できないことが示され rnh-株に

特徴的な旦l!(Kog口maet al.， 1985) からの DNA複製開始がargUIO(Ts)変

異によって阻害された考えられる(石丸総，村上洋太，永田俊夫 ，第10回日本

分子生物学会年会講演 ，1987) .すなわち， S F151株は30.Cで， dnaA非依存，

旦且互依存の DNA複製を行なっていること， argU遺伝子がoriKからの複製開始

に関与していることを示唆する. SF151において oriKからの DNA合成が阻

害されていることは，さらに検討されなければならないが ，oriKからの複製開

始に必須な因子の同定につながるかもしれない また，これまでの実験結果は

その因子が旦旦l遺伝子産物自体であることを否定していない，

主堕旦_Q_(Ts)変異以外にも， t R N A 遺伝子における変異が，細胞の特定の機

能を阻害する現象がいくつか報告されている.大腸菌divE温度感受性 (Ts)変

異株では s 細胞分裂前の特定の時期に発現する数種類のタンパク質の合成が阻

害されるが (Ohkiand Mitsui， 1974; Sato et al.， 1979) ， divE遺伝子は，

コドン UCU，UCA， UCGを認識するセリン tRNA (tRNA~.r) を

コードしている (Tamurae七 al.， 1984) また，大腸菌の細胞周期を制御する

タンパク質の発現と，コドン CUA，CUGに対応する tR N AL・u
との関連

を示唆する報告もある (Chenetal.. 1991) . Streptomyce s coellcolor (放

線菌の 1種)では，コドン UUAを認識するtRNALeuをコードしている bldA

遺伝子における変異は，胞子形成や抗生物質の生産を阻害する( Lawlor et 

al.， 1987; Leskiw et al.. 1991) .これらの現象は，特定のコドンの翻訳の

阻害によって説明されるとの主張もあるが (Chenet al.， 1990) ，これらの

変異が tRNAの機能にどれだけ，またどのように影響しているかは ，まだ十

分に議べられていない.本研究における成果は，特定の tRNA遺伝子におけ

る変異が細胞の機能に影響を与えるメカニズムを理解する上で役立つだろう.
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図 2-1. PCR による部位特異的塩基置換導入のスキーム .

第 1段の PCR (上)において， mutagenic primerによって塩基置換

の導入を行なう これで得られた DNA断片は，第 2段の PC R (下)

のプライマーとして用いて。ベクターにクローニング Eされた旦工gU領減

(影の部分)の全体を含む DNA断片を得る
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1 2 

図 2-4.GMI0株 (1 )と SF 151株 (2)における七 RN A ~ リ霊の比較

それぞれの株から得た tRNA分函は， 7 M尿素ー10%ポリアクリルアミ

ドゲルによって分離した後 ， ナイロンメンプレンに転写して tRNA ~CK

特異的プロープにより検出した.バンド aが tRN  A ~c. (Ts)である.

バンド bについては本文参照
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図 2-5. t R N A ~ r g (¥4T) [A]とtRNA:r<(Ts)[B]の1n V1VOの

アルギニル化のレベル .

(Lane 1 ではアルギニル tRNA~" [ a ) とデアシレートされた t R NA ~r .

[b Jのマーカーを泳動した Lane 2では ，30.Cで培養した大腸菌から得た

tRNA分函を泳動した Lane 3では， 30'Cから 43・Cへ培養温度を瞬時

によげて， 60分後に得た tRNA分函を泳動した .泳動後はノーザン ハイ

フリダイゼーションによって tRNA ~r. を検出した ) 
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図 2-6.YT319抹 (0) ，SF151 (・)を 30.Cで培養した後，培養温

度を瞬時{こ(0 minにおいて) 43.Cへ上げた後の増殖幽線.

60-90minで SF 151株の増殖は停止する .
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図 2-7 . アンチコドン ccu を待つ tRNA ~ r<<の相補活性 .

アンチコドン ccu を持つ tRNA ~roの遺伝子は. pBR322に押入し

て SF 151株に導入した後.アンピシリン (50μg/m1)， チミン (25μg/

ml)を含む LBアガー上で42.C，24時間培養を行なった (C) 同様に

p B R 322 (A) ， !旦2遺伝子を pBR322に挿入した pDMl (B) を

S F 151に導入し，培養して比較した.
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図 2-8.A20を置換した tR N A ~"の相補活性 .
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金2旦
A) A20をU，G， C に置換した tRNA~'"遺伝子を pCL l に挿

入して SF 151に導入した後，アンピシリン (20μg/ml)，チミン(25μg/ 

m 1 )を含む LBアガー上で42GC，24時間培養を行なった 同様に野生型

argUj宣伝子 (WT) ， argUIO(Ts)遺伝子 (A1 )を pC L 1に待入して

S F 151に導入し培養を行なった

B) A20をU，G， Cに置換した tRNAt<.遺伝子を pC L 1に挿

入して， argS遺伝子を含む pYAプラスミドと共に SF 151に導入した

後，アンピシリン (20μg/ml)，クロラムフェニコール (25μg/m1) ，チ

ミン(25μg/ml) を含む LBアガー上で42.C，24時間培養を行なった .
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表 2-1. 作製したプラスミドのリスト

プラスミド 構成 文献，出所

pApl02 Amp'遺伝子を mini-Collb-P9に持入 i蒋淵潔(電通大)

pDMl 主gU遺伝子を pBR322に挿入 J. Walker(Texas大)

(Mullln et al.， 1984) 

pKC1 主民_lQ(Ts)遺伝子をpBR322に持入 J. Walker(Texas大)

(Chen et al.， 1990) 

pCL1 pUC119のlacZ遺伝子をpApl02に挿入 本研究

pCL2 笠互1遺伝子を pCLlに挿入 本研究

pCL3 笠旦担Q(Ts)遺伝子を pCLlに挿入 本研究

pUA1 旦星E遺伝子を pUCl19に挿入 本研究

pYA1 argS遺伝子を pACYC184に挿入 本研究
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表 2-2.argUl0(Ts)変異を持つ大腸醤の温度感受性

stra 1n Genotype Growth at 42・c

on LB medium 

SFl KN250 purE79: :Tnl0 argUI0(Ts) leaky growtll 

SF5 KN250 rnh-l: :Tn3 purE79: :TnlO argUI0(Ts) no growth 

SF7 KN1453 [dnaA5(Ts) 1"且h-l::Tn3] no growtb 

purE79・:Tnl0 argUI0(Ts) 

SF9 YT341 [出a17(Am) supF6(Ts)] leaky growth 

purE79: :Tnl0 argUIO(Ts) 

SF 131 YT319 [dnaA17(Am) rnh-199(Arn)] no growth 

purE79: :Tnl0 argUI0(Ts) 

SF151 YT319 [dnaA17(Am) rnh-199(Am)] argUI0(Ts) nO growth 
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第 3章 大腸菌 tR N A A.. identity決定のメカニズム

3 -1.序

tRNAのアミノ酸特異性(tRNA identity)は. t R N Aとコグネート

なアミノアシル tRNA合成酵素 (aminoacyl-tR N A synthetase， A R S ) 

との invivoの特異的な相互作用により決定される. 近年になり， AR Sが

tRNAの特定の部分構造(アイデンティティー決定因子)を認識することに

より，コグネートな tRNAをノンコグネートな tRNAから識別しているこ

とが明らかにされた (Normanlyet al.， 1986; McClain and Foss. 1988a; Hou 

and Schimmel. 1988; Muramatsu et al.. 1988)。その後，各種の tRNA

について勺dentity'決定のメカニズムが研究され，多くの tRNAについて

アイデンテイティー決定因子が同定されている (Normanlyand Abelson. 1989; 

Schulman. 1991; Gie&"f et al.. 1993) .七 RNAidentityを解析するため

の戦略としては，第一にごれまでに明かにされている tRNAのヌクレオチド

配列を比較することである (McClainand Nicholas Jr. 1987) アミノ酸特

異性の異なる tRNA種には存在しないが，同じアミノ酸特異性の tRNAで

は共有されているヌクレオチド配列がアイデンティティー決定因子の候補にな

る.また，フットプリントによる解析によって ARSと直接相互作用する

tRNA分子内の領域を特定することも行われている (Rombyet al.， 1985; 

Theobald et al.， 1988; Dietrich et al.， 1990) .次に，部位特異的に寝基

置換を導入した tRNAバリアントのアミノ酸受容能を解析することでアイデ

ンティティー決定因子を同定する.このときに， T 7プアージ RNAポリメラ

ーゼによる転写物を用いて invitroでアミノ酸受容活性を解析するか(Sampson

and Uhlenbeck. 1988) .終止コドンのサプレッションを利用した 1nV1VOの

解析 (Shimuraet al.. 1972; Normanly et al.. 1986; McClain and Foss. 

1988a; Hou and Schimmel. 1988)がしばしば行われている .すでに， 大腸菌

のグルタミン (Rouldet al.. 1989)の系，酵母のアスパラギン酸の系 (Ruff

et al.. 1991)で tRNAとARSの共結晶の解析が報告されており.アイ

デンテイティー決定因子が tRNA'ARS相互作用にどのように寄与してい

るか. ARSとの複合体で tRNAにどのようなコンホメーション変化が起こ

るかについてリアルなイメージがf尋られている.

tRNA'ARS相互作用の分子構造的基盤を考えるときに ，七 RNAの

identityは1nV1VOで決められる性質のものであることを考~しなければなら

ない. 1n V1VOでは tRNAどうしの競合， AR Sどうしの競合が行われる中
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で.アミノアシル tRNAを生成する‘productive' で特集的な相互作用が起

こる(Nor回anlyand Abelson， 1989; Schulman， 1991) ，このとき 'nega-

tive' なアイデンテイティー決定因子は，ノンコグネートな ARSによって認

識されることを防ぐ働きを昔る (Perretet al.， 1990; Schulman， 1991) . 

このような tR N A identity決定のメカニズムの 'dynamics' はinvivoで解

析されなければならない.当主主旦の解析手段としては，サプレッサーtRN A 

を用いる解析以外には，イニシエーター tRNAの利用や(Paket al.， 1992)， 

ノーザン・ハイプリダゼーシヨンによるアミノアシル tRNAの検出(Var-

shney et al.， 1992) などの手法があるが in~旦の解析法はそれぞれに制

約があるので，異なる原理に基づいた多くの手法によって解析されることが望

ましい.

本研究では，大腸菌 tR N A Ar.の， identity' 決定のメカニズムの解析を

行った.大腸菌アルギニル tRNA合成酵素 (ArgRS) によ って認識される 5

種類のtR N A A..は共通して20位にアデノシ ン残基(A20) を持つが(表3-1.

図3-1) ， A20は他の大腸菌七 RNA分子種には存在しないので， t R N A"< 

のアイデンティティー決定因子の有力候補であったが( McClain and Foss， 

1988b) ，実際にサプレッサーtRN Aを用いた lnV1V旦解析(McClainand Foss， 

1988b) ， T 7転写物の invitroの反応速度論的解析( Schulman and Pelka， 

1989; Tamura et al.， 1992) により， A 20がアルギニン受容活性に必須であ

ることが明らかにされている.アンチコドン 2字自のシチジン残基(C 35) も

t R N A A..に共通の憐造であり(表3-1，図3-1) ， in vivo (トlcClainand 

Foss， 1988b; McClain et al.， 1990)やinvitro (Tamura et al.. 1992)の

解析により tRNA A ••の主要なアイデンティティー決定因子の l つであるこ

とが示されている.本論文第 2主主で示されたように，旦E亙JllQ(Ts)変異株は高温

でコドン AGA に対応するtRNA~r.がほとんど消失し，これが高温での増殖

阻害の原因であった. このため，外部から導入レたコドン AGAに対応する

tRNAのln V1VOのアルギニン受容活性を相補実験によって判定することが

できる.特に， t R N A ~r.のバリアントを，シングルコピ ー ・ベクターによ

って，旦旦1遺伝子の発現制御配列とともに導入する場合は， tRNAt..の本来

の細胞内存在量に近い発現レベルで，本来認識するコドンを認識するというメ

リットがある.この点、は，サプレッサ -tRNAに終止コドンを認識させるシ

ステム (McClainand Foss， 1988b; McClain et al.， 1990)に比べて有利であ

る.また， ArgRSの大量発現によって相補活性が回復することを指標にすれば

アルギニン受容能にのみ影響している塩基置換を特定することが可能である.

そこで，この第 3章ではargU10(Ts)変異株のシステムを用いてアルギニン受容

6 9 
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活性に必須なヌクレオチド残基の解析を行った invivoの解析にはいろいろ

な制約があるが，これはinv itroアッセイにより補った

3 -2.材料と方法

3-2-1.大腸菌 tR N A~ ;:~or の精製

大腸菌の tR N A ~~J orは，横山研究室において春木満博士 (現蛋白工学研

究所研究員)によって大腸菌A19株の tRNA分画から， DEAE-Sephdex A50 

(pH 7.5， Pharmacia)， benzoylated DEAE-cellulose(Beohringer-Mannheim)， 

DEAE-Toyopearl 650S (Tosoh)を用いて精製された (Harukiet al.， 1990). 

3-2-2.大腸菌 tR N A! i~orの末滋標識

t R N A :~~ orの放射能による末儲標識は， 5'末端については， bacterial 

alkaline phosphatase (Toyobo Co.， Ltd.， Tokyo)によって末端のリン酸基

を除いた後， polynucleotide kinase (Toyobo)を用いて [y-32PlATP 

(Amersham)によって標識を行った .3'末端については， C CA配列をsnake

venom phosphodiesterase (Sigma)で除去した後 ，t R N A-nucleotidyl-

transferase (ストラスプール大 Giege'博士より頂いた)により CTPと

[α_32 P 1 A T Pで修復することで標識を行った.標識した tRNAは， 8 M 

尿素-10%ポリアクリルアミド・ゲルによって精製した，放射活性の測定は，

liquid scintillation system L S C-700 (Aloka， Tokyo)でチェレンコフ

光のカウントにより行った.

3-2-3.N-nitroso-N-ethylureaを用いたフットプリン ティング

native conditionの反応は.ラベルした tRNA:aor(lOO，OOOcpm)に非

放射性 tR N A :~~ 0 r 2μgを加えて， 2mM EDTA， 20mM MgC12， 100mM NaClを

含む300回目カコジル酸緩衝液 (pH8.0) 20μlに溶かし， 5μlの!!-nitroso-.t!-

ethylurea (Sigma)のエタノール飽和液を加えて20.C，3時間行った com-

plexed conditionの反応は，ラベルした tR N A~~ !or (200，000印刷)に非放

射性 tRNA!aor 2μgを加えて， 20μM ArgRS， 0.3mM EDTA， 5mM MgC12を

含む 150mMカコジル酸緩衝液 (pH8.0) 22.5μlに溶かし，七 RNA・ARS

複合体を形成させるために20.C，10分間保温した後.t!-nitroso-.t!-ethy]urea

のエタノール飽和液 2.5μlを加えて20.C，3時間行った .denaturing condi-

tionの反応は zラベルしたtRN A :~~or (1 00 ， OOOcpm) に非放射性 tRNA!:;'~o r
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2μgを加えて.2mM EDTAを含む300mMカコジル酸緩衝液 (pH8.0)20μlに溶

かして. 5μlのN-nitroso-N-ethylureaのエタノール飽和液を加えて800C. 2 

分間行った.コントロール反応では ~-nitroso-~-ethylureaのエタノール飽

和液の代わりにエタノールを加えた.反応後はエタノール沈殿を行い. 10μ1 

0.1M Tris.HCl緩衝液 (pH9.0) に溶かして. 50・'C. 5分間加水分解を行う.

これをポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分離し imaginganalyzer 

B A S-2000 (Fuji fil皿 Co.. Ltd.. Tokyo) によって解析した.

3-2-4.遺伝子操作

プラスミド DNA.λ ファージ DNAの精製，制限酵素による切断. DNA  

のライゲーシヨン，ゲル電気泳動の基本的な遺伝子操作の実験は '~Iolecular

cloning. 2nd edi tion' (Sambro口ketal..1989) に従った. D N A 1韮基配

列の決定は. AmpliTaqシーケンス キット (TakaraShuzo Co.， Ltd.. Kyoto) 

を用いて行った.また，大腸菌のプラスミドによる形質転換は，エレクトロポ

レーション装置GenePuls邑 (Bio-RadLaboratories) によって行った.

3-2-5. t R N A!<' バリアントのargU10(Ts)変異稼将補活性の判定

塩基置換の導入に用いたプライマーは. Cyclone Plus DNA/RNA synthesizer 

(MilliGen/Biosearch)を使用して合成した 旦旦1遺伝子の部位特集的湿基置

換は本論文2-2-9で示した方法によって行った.寝基置換を導入した旦ill遺伝

子は全て pCLlのEcoRI-Hindm部位に挿入した(図3-2) .塩基置換は DNA

f亙基配列を決定して確認した .このようにして pCLlにサプクローニングさ

れた旦旦1遺伝子は上流は370残基までを含む.この領域は，旦笠1遺伝子発現の

制御関与していると考えられている寝基配列を全て含んでいる (Muramatsuand 

Mizuno. 1990; Saxena and Walker. 1992) .また，下況は 110残基を含んで

おり .P因子依存性転写終結配列を含む (Garciaet al.. 1986) . p C L 1 

はCollb-P9から作製されたプラスミドだが(;本論文2-2-3). C 0 1 1 b-P9の

大腸菌内のコピー数は 1程度とされているが(Clewelland Heminski. 1970). 

簸近の測定によると1.5-1.7とされている (A. Kato and K. Mizobuchi， per-

sonal communicatio日) .置換型のargU遺伝子が挿入された pC L 1単独か，

または笠~遺伝子を含む p Y A 1 (本論文2-2-4)と共に SF 151株(;本論文2-

3-2 )に導入した.形質転換は30.Cでおこない.生じたコロニーは白金耳を用

いて LBアガー培地に広げて. 24時間， 420Cで保温した後に相補活性を判定し

た. L B培地はチミ ン (50μg/田1) とアンプシリン (20μg/ml) を含んでおり

pYAlを導入し た場合は，加えてクロラムフェニコール (25μg/ml) をも含

7 1 
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む.

3~2-6. t R N  A!aorバリアントの T7転写物の調製

T7ファージ RNAポリメラーゼによる転写反応の鋳型にするために，小原

λファージ・ライブラリー (Koharaet al.. 1987) から tRNA~~f C) r遺伝子

(Ko田ineet al.， 1990)を pU C 119にサプクローニングした.さらに， P C R 

によって tRNA!~Jorのコーデイング配列の 5' 側に T7RNA ポリメラーゼ

の転写プロモーターを導入し，同時に 3'末端に制限酵素Mva1の認識配列を導

入した後， pUC119のEcoRI-Hindm部位に持入した(図3-3) .部位特異的塩基

置換の導入は，旦旦1遺伝子のケースと同様に ，プラ イマー A，B [本論文 2~2-

9] を用いて PCRによって行った.塩基置換は DNA.¥i基配列の決定により

確認した. T 7転写反応用の鋳型 DNAは，置換型 tR N A!~Jor をプライマ

ーA，Bによって増幅した後， Mva 1 (Toyobo， Toky口)で切断し，鋳型となる

DNA鎖の 5'がTGGで始まるようにした .T7RNAポリメラーゼは，横

山研究室の新美達也氏.濡木王里博士によって調製されたものを用いた(Nureki

et al.， 1994).鋳型DNAを， 4mM KCl， 16mM MgC12， 2mM spermidine， 20mM 

DTT， 4mM ATP， 4mM GTP， 4mM UTP， 4mM CTP， 20mM GMP， 20 units/ml RNasin 

(Toyobo) ， 200μg/ml BSA (Takara Shuzo) を含む80mMHepes緩衝液( pH 

7.5) に溶か して， 140μg/田1T7RNAポリメラーゼを加えて37・C，2時間

反応させた.生成物は， 8 M尿素-20%ポリアクリルアミドゲル電気泳動によっ

て分離し，電気泳動コンセントレータ -Modell750(Isc口Co.，Ltd.) により

ゲルから抽出した.さらにエタノ ール沈殿を行ってゲル屑を除いた .

3-2~7. in vitroのアルギ ニン受容反応における反応速度定数の解析

1 -16μM t R N AAr<， 1 ~1000 nM ArgRS， 15mM MgC12， 2mM ATP， 60 

μM  [" C J -arginine (332.1 pCi/pmol， New England Nuclear) を含む

100mM Tris.HCl緩衝液 (pH7.5) 28μl中で， 37.Cにおいて反応を行った.反

応開始後， 15，30，50秒 (特に活性の低い tRNAバリアントでは， 30， 60， 

90秒)で8μlのサンプルを採って直ちに氷冷した5%トリクリクロロ酢酸(TCA)

10μlに加えて反応を停止させる.この内の15μ1:をWhatman3MM filter disc 

にスポッ卜した後，ディスクを氷冷した5%T C Aで 3回に洗って未反応のア

ルギニンを除く.乾燥させて liquidscintillation system LCS-700 (Aloka) 

を使用して放射活性を測定した
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3-2-8.argU遺伝子へのランダム変異の導入とスクリーニング

tRNA~r.のコーディ ング配列( 77残基)と両側の配列 20残基ずつを含む

領域をCyclonePlus DNA/RNA synthesizer (MilliGen/Biosearch)を用いて化

学合成した.この合成の際に ，オリゴマーの延長の各ステップで他の 3種の塩

基が1/77の割合で混合されるようにした.このようにして合成したオリゴマー

とプライマー AをPCRのプライマーとし， p C L 2 (;本論文2-2-3)を鋳型

に用いて PCRを行った.得られた DNA断片とプライマー BをPCRプライ

マーとし，再ぴ pCL2を鋳型に用いて PCRを行った. このようにして ，

tRNA~ r.のコーディング配列内に l 個程度の塩基置換がランダムに含まれ

た呈旦1遺伝子を作製し， p C L 1に挿入し た(コーディング配列の前後20残基

にも 1/77の割合で塩基置換が含まれる).これを，旦旦US遺伝子を持つ pYAl

プラスミドと共に 30"Cで SF 1 5 1に導入した.このときチミン(50μg/ml)， 

アンプシリン (20μg/m1) ，クロラムフェニコール(25μg/ml) を含む L Bア

ガー・プレート 1枚に 1000個以上のコロニーが得られる効率で形質転換を行っ

た.得られたコロニーは全て LB培地に豚濁してからプレートに広げて 42.Cで

培養した.一晩培養後生じたコロニーをまとめて鐙き取ってプラスミド DNA

の抽出を行った. argU遺伝子だけを取り出すために抽出した DNAを鋳型にプ

ライマ-A，Bを用いて PCRを行い，このようにて得られた 0.6kbの断片

を再び p C L 1にサプクロ ーニングして 相補活性を指標にスクリ ーニングを

行った .

3 -3.結果と考察

3-3-1.tRNAじれrのフットプリンティング

Eト Tu. GTPや ARSとの相互作用する tRNA分子内の領減は，リボヌクレ

アーゼやアルキル化剤を用いたフットプリンティングによって同定されてきた

(Bourtin et al.， 1981; Wikman et al.， 1982; Gangloff et al.. 1983; 

在日mbyet al.. 1985; Dietrich et al.. 1990; Theobald et al.， 1988) . .t!_-

nitroso-N-ethylureaは小さな分子であるので立体障害による制約が少な く.

tRNA'ARS相互作用だけでなく， t R N A自体の構造を解析する目的で

も使用されている (Dietrichet al.， 1990; Theobald et al.， 1988). ArgRS 

を加えないnativeconditionの反応でも，アルキル化から保護されるリン酸基

が見い出される(図3-4.3-5A). このことは. G18， G19残基付近で Dループ

とTループが会合して桐密な構造をとっていることを示している. complexed 
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conditionの反応からは，アクセプター・ステム. Dアーム.アンチコドン・

アームを含む広い範囲にわたって I t RN  A~~~or は ArgRS と相互作用している

ことが示された (~3-4. 3-5B). 55位のシュウドウリジン('l')の 3'側のリ

ン酸基も.ArgRSによってアルキル化から保護される. G18. G19付近はArgRS

の非存在下で既にアルキル化を受けにくいので，この近くの領域と ArgRSとの

相互作用についての情報は得られないーしかし. A rgR Sが. G18. G19， 'l'55を

含む tR N A :~~or の 「コア」構造と相互作用している可能性はあるだろう.

tRNA~~!or はArgRS存在下のコントロール反応で. A20U20a. および U33 

134の関で切断されるが，このような自己切断はフットプリンティングではし

ばしば観察されており s 切断箇所の周辺で七 RNAの立体構造に変化が起きて

いることの指標になるとされている (Gie~ et aJ.. 1993) . t R N A!~!or 

において，このような切断が起きている箇所はいずれもアイデンティティー決

定因子 A20. C35の近傍であることから.ArgRSによ ってこれらの残基が認識

され，その周辺でコンホメーション変化が起きている可能性も考えられる.フ

ットプリントの結果を，酵母 tRNAPbeの 3次鱗造 (Richand RajBhandary. 

1976) に重ね合わせて示すと(図3-6) • ArgRSが，バリアプル事買域とは反対

の側から tR N A~ ニ ~or と相互作用している様子が分かる.

3-3-2. t R N A A"のアイデンティティー決定因子

フットプリントにより ArgRS と相互作用していることが示された tRNA^r~

上の領域内のどの ような 構造がアルギニン受容活性に必須であるかを s 部位特

異的に塩基置換を導入した tRNA~r.バリアントによる主旦旦Q(Ts) 変異株の

相補佐試験，および tRNA~~!orバリアントのム旦註主工旦のアルギニン受容活

性測定に基づいて解析を行.った .

a. A20; A20. C35は tR N A 吋̂の主要なアイデンティティー決定因子

であることが示されているが. C 35の置換の影響についてはargU10(Ts)変異株

の相補実験によ って検討することができない .A20の置換については.第 2重量

で示したようにいずれも相補活性を失わせるが.ArgRSの大量発現により相補

活性は回復する 表3-2にA20から G20 への置換 (A20G) を持つ tRNA : ~~or

バリアントの invitroの反応速度定数を示すが，野生裂に比べて活性の低下は

1/660であり，おもにk.c & t値の低下によるものである.さらに A20の削除

(f::， A20)が. A20の霊自民と同程度の活性低下を引き起こすことが報告されて

いるが (Tamuraet al.. 1992) • argUI0(Ts)変異株の相補実験においても

6. A20はA20の置換 と同じ挙動を示しており(表3-2) .相補性試験の結果と

in vitroアッセイの結果はよく対応している.また. A20を含む 'variable 
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pocket' (Ladner et al.， 1975)の構造がアルギニン受容活性で重要である

と主張されていた (McClainand Foss， 1988b) . t R N Aの保存構造(l4A，

18G， 19G， 21A， 58A) に挟まれて， 16，17，20，59，60位の残基によって

構成される‘ variable pocket' は， t R N A分子種によって盗基構成 ，残基

数が異なっている.これまでに 'variablepocket' を傍成する塩基が異な

ったいくつかの tRNA分子穫に A20が導入されたが，これらの tRNAはア

ルギニン受容活性を示すことが報告されている (McClainand Foss， 1988b; 

Schulman and Pelka， 1989; McClain et al.， 1990; Tamura et al.， 1992). 

本研究では. 20a Uと21Aの間に l残基の挿入を行うことで 'variablepocket' 

を機成する残基数を増やしたが，中日補活性に影響は見られなかった(表3-2) . 

これらのことから， A20以外の 'variablepocket' の構造がアルギニン受容活

性に必須であるとは考えにくい しかし ， フットプリントの結果によると，

tRNA~Horの 16位， 17位付近にArgRSが結合していると考えられるので，

A20以外の 'variablepocket' 内の残基は ArgRSの tR N AA吋への結合に

影響を与える程度の寄与はしているかも知れない

b. A38;フットプリントで， 38位の3'側のリン酸基における 'protectioげ

は非常に強い ，しかも， A38は大腸菌ArgRSの基質となる 5種類の tR N A Arc 

に共通している(表3-1) . A38を置換した tR N A Ar.バリアントのi旦旦土.!.Q.，

in vitroアッセイの結果を表3-2に示す. A38U， A38Gの置換はいずれも相

補活性を失わせるが， ArgRSの大量発現によって活性が回復しないので，相補

活性への影響がアルギニン受容能の低下によるものか否かの判断ができない.

in vitroのアッセイによっIて， A38U， A38Gの置換はアルギニン受容活性を

それぞれ 1/220，1/1730に低下させることが示された(表3-2) . K.fi直も上昇

するが， kCAd直の低下が顕著で ある. A38C に置換した tRNA ~r. は argUI0

(1s)変異株を相補するが， in vitroのアルギニン受容活性は 1/50に低下してい

る白このように低いアルギニン受容活性の tRNA ~ rgバリアントが相補活性

を示す理由としては，大腸菌の増殖を維持するために最小限必要なアルギニル

tRNA ~r.量はかなり低いということがあるだろう. 30・Cで， argU10(Ts)変

異株におけるアルギニル tRNA ~ rcの細胞内容在量は， 野生型株の1/16であ

った(本論文2-3-3) .ただし， argU10(Ts)変異株の30'Cでの増殖速度は，野

生型株に比べてわずかに低いと報告されている (Chenet al.， 1990) .また，

tRNA ~r .バリアントの導入に利用しているベクター p A p 102のコピー数は

1よりは大きく).5-)， 7である. 38位の残基が tR N A identityに寄与してい

る例に，大腸菌 tR N A Gln  (Jahn et al.， 1991) ， t R N A U e  (Nureki et 

al.， 1994)があるが， 38位の残基の置換による活性の低下は1/15-1/70程度
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であり，これらに比べて A38のアルギニン受容活性への寄与は顕著に大きい.

A38 は tR N AA 刊のアイデンティティー決定因子と結論される. A 38は大腸

菌以外の生物種の tRNA A r •でも保存されており，数伊jの例外では C38 であ

る (Sprinzl et al.， 1991) .また， ArgRSの大量発現が A38Uや A38G置換

の tRNA!r.バリアントの相補活性を回復させなかったことから，これらの

置換がアルギニン受容活性以外の tRNA後能に影響していたと考えられる.

38位の残基がコドンの読み取りの効率に寄与している例が報告されているので

(sjiirk et al.， 1987) ， 38位の置換がコドン認識へ影響した可能性がある.

C. アンチコドン;大部分の tRNA種で，アンチコドンはアミノ酸受容活

性に必須である (Normanlyand Abe15on， 1989; Schulman， 1991; Gieg{ et 

al.， 1993) 大腸菌七 RN A A r.では， C 35がアルギニン受容活性に大きく寄

与している(表3-2，Schulman and Pelka， 1989; McClain et al.， 1990; Ta-

mura et al.， 1992) .アルギニンのコドンは 6種類もあるので ，アンチコド

ン2字目以外には種々の嵐基が存在している.アンチコドン 3字目 (36位)に

はG，Uが存在するが， 36位を A，Cに置換するとそれぞれ1/4，1/380の活性

低下を引き起こすことが報告されている (Tamuraet al.， 1992) アンチコ

ドン 1字目には，イノシン(1) ， C， m nm 5 Uが存在するが a 修飾ヌクレオシ

ドを含まない T7転写物における活性の低下は小さいので(表3-2) ， A34， 

U 34も許容されることが分かる.このようにしてみると， 34位には Gのみが存

在しない.本研究では， A34 Gの置換が上旦旦よ主工旦のアルギニン受容活性を1/27

に低下させることを明かにした(表3-2) .後で再び論じるように(本論文3-3

-4) ， G 341立ArgRSに対する ‘negativedeterminant' として働いていると考

えられる.以上のように， ・寄与の大きさの違いはあるが，アンチコドンの 3残

基は全てアルギニン受容活性に寄与していることが明かにされた.

d.アンチコ ドン， 38位以外の アンチコ ドン・ ループ内の残基

d-l. 32位;アンチコドン・ループ内の他の残基についても検討した .大腸菌

tRNAG1nとグルタミニル tRNA合成酵素 (GlnRS)の複合体では， 32 

位， 38位の残基聞で塩基対が形成されており， 32位の残基はグルタミン受容活

性に寄与している (Rouldet al.， 1991) .また，大腸菌. T 4パクテリオフ

ァージの 5 種類の tRNA Ar • アイソアクセプターの 32位は，いずれも C であ

るか 2-チオシチジン (52C )である(表3-1) .ところが C32Gの置換は

tRNA!'"の相補活性に影響しないので(表3-2) ， 32位の C (または5"C ) 

は tR N A Ar. identity に重要ではないと考えられる. 32位の残基がコドン

特異性に影響すること (Lu5tiget al.， 1993) を考えると tRNA
Arg に

52 C 32が共通しているのは，コドン認識に関係があるのかもしれない.
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d-2.33位;33位は，ほとんど全ての tRNAでUである (Sprinzlet a1 

1991) . U33は，大腸菌 tRNA"'(N日rekiet a1.， 1994)ではアミノ酸受

容能に寄与していることが報告されている.しかし， U33A， U33Cの置換は

tRNA~'"の相補活性には影響しな い(表 3-2) . U33Gの置換は相補活性を

失わせるが， ArgRSの大量発現によっても回復しないので，アルギニン受容能

以外機能に影響していると考えられる.実際に， U 33 Gの tR N A~r勺T リア

ン卜の旦註主工旦のアルギニン受容能は全く低下していない(表3-2). U33の機

能は明かではないが， U33Gilt換の tRNAはタンパク質合成の，アミノ酸の

受容以後の段階で(おそらくリポソーム上で)正常に徴能できないと考えられ

る.ただし， T 4パクテリオファージの 'anticodonnuclease'のように33位

の 3'側で tRNAを切断するリボヌクレアーゼも存在するので (Amitsuret 

a].， 1987) ， G33を認識して tRNAを分解する大腸菌リボヌクレアーゼが

存在する可能性も否定はできない 白

d-3.37位 ;tRNAの37位は ，アンチコドン 1字自に次いで転写後修飾の種

類の豊富な部位である (Nishimura，1979) . 37位の転写後修飾が tRNAの

identityに寄与していると考えられているケ ースがある (Perret，et a1.， 

1990; Nureki et al.， 1994 ) .大腸菌の tRNA Ar • の 37位にはN-[ (9-

β-D-J)ポフラノ シルプリンー6-イル )カルパモイ ル]トレオニン(t. A) 

1-メチルグア ノシン， 2-メチルアデノシンが存在する(表3-1) .さらに，

tRNA!aor， tRNA ~r.の T7 転写物の活性はほとんど低下していないの

で{表3-2) ，37位の転写後修飾は重要ではないと考えられた. t R N Aの37

位は必ずプリン残基であるので，ピリミジンに置換して活性への影響を検討し

た.37位はコドン認識で重要な機能を果たす部位である( Nishimura， 1979; 

Bj口rket a1.， 1987)ことを考慮して， tRNA!r.バリアントによる土旦工己旦

アッセイの代わりに， A37U置換の tRNA ~ :~orバリアントを作製して 1n

v i t roのアッセイを行ったが，アルギニン受容能は全く低下しなかった(表3-

2 ) 

e.アンチコドンーステム;アンチヨドン ステム内の残基である39-41位

の残基の 3'-リン重量基は，フットプリントにおいて強< 'protect j on' を受け

ている(図3-58) .ところが，アンチコドン・ステム内には大腸菌， T 4ファ

ージ tRNA Ar • に共通のヌクレオチド残基は l つもない(表3-1) .また，ア

ンチコドン ・ステム内のヌクレオチド配列の異なる種々の tRNAにアルギニ

ン受容能が導入されているので (McClainand Foss， 1988b; Schulman and 

Pelka， 1989; McClain et a1.， 1990; Tamura et a].. 1992) ， ArgRS はアン

チコドン・ステムと塩基特異的な相互作用をしていないと考えられる ただし
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強い 'protection' が起きている付近の31. 39位の復基対が.大腸菌. T4フ

ァージの tR N AA刊で G.C. または C 'Gであることを考慮して，この近

傍のステム構造の安定性を減少させるような塩基置換を tRNA!r~に導入し

た.ところが， A30，.，40→ U30，.，40. C31G39→ U 31 G39， C31 G39→ U 31A 

39のいずれの置換も栢補活性に影響しなかった(表3-2 ) よって， A r gRSはア

ンチコドン ステムの片側の鎖の39-41位付近のりン酸脅格に結合しているの

ではないかと考えられる.

f. Dステム， フットプリントの結果は， ArgRSが tRNA ~~1arの D ステム

の 3'側の鎖 (22位-25位)に強〈結合していることを示していた (1濁3-5B) . 

しかし，大腸菌. T 4ファージ tRNA企刊で保存されている残基は Dステム

内では G10のみである. U 12 A 23は，大腸菌の 4種類の tR N A Ar~で保存さ

れて いる(表3-1) . Dステム内の残基の多くは 3次元相互作用に関与してお

り，塩基置換が tRNA の全体の構造に~響を与える可能性もある 大腸菌

t R N A Pb. ident ity は，サプレッサ -tRNAを用いて invivoで解析され

ているが， Dステム内の塩基置換の解析は成功していない (McClainand Foss. 

1988c) .このことを考慮.して tR N A ~~~ o rバリアン卜の in vitroアッセイ

を行った .その結果. GI0A. U12A23→ A12U23の置換はアルギニン受容能

にほとんど影響しないことが示された(表3-2) .このことから，大腸菌針。s
は. tRNAA吋の Dステムと績基特異的な相互作用をしているのではなく，

むしろリン酸骨格に結合しているのではないかと考えられる.

g. ，.，55;フットプリントでは. ，*，55の 3' リン酸基が強い‘ protection' 

を受けているが，このことの意味については本論文トト3.で論じる.

h.アクセプタ ー ・ステム ;アクセプター ーステムは，種々の tRNAで重

要なアイデンテイティー決定因子を含んでいる (Normanlyand Abelson. 1989; 

Schulman， 1991; Gieg{ et al ・. 1993) .ところが.大腸菌. T 4 7アージ

の tR N AA日ではアクセプター・ステム内で保存された残基は少なく， G 1. 

G68のみである .G 1については第 2章でも論じたように.アルギニン受容能

には重要な寄与をしていない G68Aの置換は， tRNA!r<<のi旦 VjV旦のアル

ギニン受容活性を低下させるが. C 5 A68のミスマッチを生じているので，同

時にC5Uの置換 を導入したところ相補活性は回復した(表3-2) .フットプ

リントの結果によると. ArgRS と tRNA !i~o t" のアクセプター・ステムへの結

合はそれほど強くはない.また，アクセプター・ステム内の塩基配列の築なる

種々 の tRNA分子穏にアルギニン受容能の導入が行われており (McClainand 

Foss. 1988b; Schulman and Pelka. 1989; McClain et al.. 1990; Tamura 

et al.. 1992) .アクセプター・ステム内の塩基配列は. tRNAAr.のiden-
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tityに重要ではないと考えられる. G68Aの置換で示されたように ，アクセプ

ター・ステムが正常の A型二重らせん構造をとっていることが重要であるよう

だ.

3-3-3. t R N A Arcのアルギニン受容活性に必須な 3次鯵造

3 -3-3 a.ランダム変異体のスクリーニング;フットプリント，部位特異的に

泡基置換を導入した tR N A"cの解析と平行して ，tRNAt r •の全体にわた

りランダムに l個程度の塩基置換を導入したバリアン卜を作製しョ笠星.!U_Q_(T s) 

変異株を用いたスクリーニングによって，よ旦 V1V旦のアルギニン受容活性に必

須な残基の同定を試みた. A20以外のアイデンテイティー決定因子を検索する

ことを目的としたので，ランダムな庖基置換は20位以外の部位に導入した.最

初に， ArgRSの大量発現下でスクリーニングすることで，アルギニン受容活性

以外の tRNA機能にダメージを与えている塩基置換を排除した.このとき，

アルギニン受容能と同時に別の tRNA機能に影響する塩基置換 (35位， 38位

などの置換)も同時に排除されてしまうだろう.こうして得られた，塩基置換

を含む旦工豆1遺伝子は， P C Rによって増幅され，再びColIb由来のベクターに

クローニングされて， ArgRSが大量発現していない旦rgUJO(Ts)変実株に導入さ

れた.こうして得られた400個のクローンの内， 42.Cで増殖できないクローン

が 11個得られた.この内， 6個は竺gU遺伝子が挿入されていないプラスミド

を含んでいた. 1個のプラスミドは A20Uの置換を含んでいた .これは，大湯

菌内での突然変異か， P CRのときに誤って取り込まれたか， DN  A合成の際

の混入によるものだと考えられるが，いずれにせよ，このスクリーニングの系

が期待したように機能していることを示している.さらに， 2個のプラスミド

はG18Uの置換を， 1個は GJ8Aを，さらに 11固はA14Gの置換を含んでい た

(図3-7) 

3-3-3b. t R N Aの3次構造に寄与するヌクレオシド残基への温基鐙換の導

入;G18， A14はいずれも保存塩基であり， t R N Aの 3次構造の形成に寄与

している そこで， 3次構造に寄与する他のヌクレオチド残基にも寝基笹換を

部位特異的に導入し，アルギニン受容活性への影響を検討した.ただし，この

ようなヌクレオチド残基の中には， T54'l'55C56の配列のようにリボソームと

相互作用するとされている (Helkand Sprinzl， 1985)残基があり.土!!::_土vo

のアツセイには制約があるので，いくつかの残基については主弘主旦のアッセ

イによって検討を行った(表3-3) .なお tRNA ~~~or と tRNA ~r . にお

いて形成される 3次元祖基対，および塩基対に関与する部位は異ならないと考

えている(図3-8) .また，塩基置換は，必ずしも場基対を壊すとは限らず，
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形成される水素結合の数が減るだけであるケースもある.そこで ，塩基置換の

塩基対形成についての報告 (Sampsonet al.. 1990) に基づいて ，実際に導入

した塩基置換が.塩基間に形成される水素結合の数にどのように影響するかを

検討した(表3-4) .この結果，水素結合が全く形成されないか.同じように

水素結合の数が減っているケースでも，アルギニン受容活性に影響するものと

しないものの違いがあることが分かる(図3-9) アルギニン受容活性に必須

な残基は U8.A14. G18. G19. C56. A58であり.これらは ，4つの 3次

元塩基対 (U8 ・14A. G18・'1'55，G19・C56. T 54 . A 58) に関与してい

る(図ト 10A) .この結果とフットプリントの結果(図3-5B) と比較すると，

G18G19， T54'1'55C56のDループ・ Tループ会合領域 ，および .A14付近に

ArgRSが結合していると考えられる.一方 ，怨してもアルギニン受容能に影響

しない 3次元塩基対はいずれも tRNAのバリアプル領域の側に存在している

(図3-10B) .このことは. ArgRSがバリアプル領媛とは反対の側でtRNA A r •

と相互作用しているというフットプリントの結果(図3-6)と合致 している.

3 -3-3 c.活性 に寄与す る構造; 3次元塩基対に関与している残基がアミ ノ酸

受容活性に寄与しているときには，境基対形成が重要であるのか，塩基自体の

構造が重要であるのかの問題がある. t R N Aの 3次構造上で，塩基対形成 lこ

影響を与えずに塩基置換を導入することは容易ではないが. G 19 . C 5 6悶のワ

トソン・クリック型塩基対については. C19.G56に置換しても復基対形成が

起こるとされている (Sampsonet al.. 1990) .酵母 tR N A Pheでは .G19. 

C 5 6のそれぞれの置換は，フェニルアラニンの受容活性を 1/5に低下させる

が G19 C 5 6→ C19G56の置換は活性を低下させないことが報告されている

( S amps口net al.. 1990) . t R N A ~ ~~o r の GI9C. C56Gの置後はそれぞ

れ1/1170.1/210の活性低下を引き起こすが. G19C56→C19G56の置換はほ

とんど活性を低下させない(表3-3) .このことは. 19位と 56位の閣の塩基対

形成がアルギニン受容活性に必須であることを示している 目ところが， U 8・

A14の塩基対については事情が奨なる U 8 A14→A 8 A14の置換によっても

海基対は形成されるとされ.ているが(図ト11，Sampson et al.. 1990). アル

ギニン受容活性は影響を受けている(表3-4) .さらに. 8位の置換， 14位の

置換のいずれも活性に影響することから.ArgRSが U8 A14という繕造を特実

的に認識していることが示唆される. T54.A58については. A58Uの置換に

よっても塩基対形成が起こっている可能性あり(図3-12) .この境基対につい

ても 構造が特異的に認識されている可能性があるだろう.
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3-3-4，大腸菌ArgRS による tRNA Ar •認訟の構造的基盤

大腸菌七 RN A Ar. ・ArgRS聞の相互作用の特徴の 1つは，アクセプター ス

テムの寄与が小さいことである.これまでに解析されたほとんどの tRNA分

子種で， 73位の 'discriminatorbase' またはアクセプター・ステムの寄与は

重要であった (Norman1yand Abe1son， 1989; Schu1man， 1991; Gieg{ et a1.， 

1993) .ところが， ‘discriminator base'のアルギニン受容活性への寄与

は小さい (Tamuraet a1.， 1992) また，フットプリントで ，ArgRSとアクセ

プター・ステムの聞に中程度の相互作用は検出されたが.アクセプター・ステ

ム内にアイデンティティー決定因子は存在しなかった.アルギニン受容活性に

重要な領域は 2つの領域に集中しており 1つは A20を含むDループを中心と

した領域で，もう 1つはアンチコドンとその 3'側に隣接する領主主である

アンチコドンを含む領場内では C35が最も重要なアイデンティティー決定因

子であるが，本研究で初めて明かにされたように，アンチコドンの 3残基はい

ずれもアルギニン受容能に寄与している さらに， 32位， 33位， 37位がE重要で

なく， 38位にアイデンテイティー決定因子が存在する.共結晶の解析から示さ

れたように，大腸菌 tRNAG1nでは，アンチコ ドン ・ループの全体がG1nRSと

の相互作用に寄与していた (Rou1det a1.， 1991; Jahn et a1.， 1991) .大腸

菌 tRNA"・でも， 32位， 37位を含めて，アンチコドン・ループのほとんど

全てが活性に寄与している (Nurekiet a1.， 1994) .と ころが， A rgR Sでは，

アンチコドン・ループの 'U'ターンより 3'側のみで tRN AAr.と相互作用

していると考えられる. t R N A Ar.の38位の復基置換は，どれも K.を有意に

上昇させることから， A38はArgRSのアンチコドン・ループへの結合に重要な

役割を果たしているのではないかと考えられる これまでにヌクレオチド配列

が報告されている，ほとんどの生物種の tRNÂ r.でA38は保存されており

(Sprinz1 et a1.， 1991) ，他の生物種のアルギニンの系でも，大腸菌と同様

なメカニズムで， ArgRSとア ンチコドン ・ループとの相互作用が起きているか

もしれない.

A20を含む‘ variable pocket' が， ArgRSとtRNAAr<<の相互作用において

重要な役割を果たしているのではないかと考えられたのは 'variablepock-

et' 内の泡基構成，残基数が tRNA分子種によって大きく異なり， t R N A 

分子種に特異的な様造を形成できると考えられたからである( McClain and 

Foss， 1988b) .ところ古人 U8・A14， G18・'lT55， G19・C56，T54 

A58のような，細胞質 tRNAのほとんど全てにおいて保存されている境基対

がアルギニン受容活性に必須であるという意外な結果が得られた.これらは，

アイデンティティー決定因子A20を取り囲むようにして脊在しており(図 3-
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10A) ， ArgRSがA20;を認議するために必要な構造を形成しているのではない

かと考えられる.しかも， A20に近い G15・C48や A21の置換は活性に影響し

ないので，共通構造の全てが重要という訳ではない. A21が活性に重要ではな

いという結果は， A20とA21の間に 1残基持入しても活性に影響しないという

結果と合致していると考えられる.

ATP結合モチーフの塩基配列に基づいて ARSを 2つのグループに分ける

ことができる (Eriani et al.， 1990，表3-5) . ArgRSは， IleRS， GlnRSと同

じクラス Iに分類されている 目ArgRSは，バリアプル領域とは反対側のtRN A 

側面と相互作用 していることが示されたが.このことはlleRS(Nureki et al.， 

1994) ， GlnRS (Rould et al.， 1989) と共通している.しかし，アンチコド

ン・ループとの相互作用については，これら 2つのARSとは異なっている.

現在の ARSのクラス分けが，果たして tRNAの認識メカニズムに まで及ぶ

のか， t RN  Aとの相互作用のあり方から別のクラス分けが可能であるのか，

これからの重要な課題の 1つだろう.

ここまでの研究で tRNA^roとコグネートなArgRSとの特異的相互作用の分

子構造的基盤のほぼ全貌が明かにされた. 実駿結果は， t R N A:ao.と

tRNA~.' に股が っているが，これらの T7 転写物の反応速度定数はほとん

ど同じであり(表3-2) ，残基間の 3次元相互作用も同様であると考えられる

(図3-8) . t R N A:~1o. と tRNA~.'のそれぞれのヌクレチド配列に基づ

いたサプレッサー tRNAのサプレッションの効率が異なると報告されている

が (McClainet al.， 1990) ，これは必ずしもアルギニン受容活性の違いを意

味しないだろう.また， tRNA ~.'のランダム変異体のスクリーニングによ

って， tRNA ~. ' の全ての残基の活性への寄与をチェックできるはずであ っ

た.ところが，実験手法の制約から A38のようなアイデンテイティー決定因子

を拾えなかったのは当然だが， 8位， 58位， 68位の置換を姶うことができなか

った.さらに多くのクローンのスクリーングが必要であったと考えられる し

かし，フットプリ ントによる解析や，アルギニンを受容を示すことが報告され

ている種々の tRNAの趨基配列の比較を行い，これらに基づいて部位特異的

な塩基置換を導入した.このようにして， tRNÂ 日のほとんどの領援につ

いてアルギニン受容活性への寄与を検討することができたと考えている.

3-3-5.大腸菌!jArgRSがノ ンコグネートな tRNA分子穫を排除するメカニズム

tRNA identityは， AR  Sとコグネートな tRNAとの‘ productivぜ

な相互作用だけでなく，ノンクグネートな tRNAとは 'productive' な相互

作用を行わないことによっても保障されている A20 を置換した tRNA~. r.
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は1.旦 1注工旦で野生型の1/120ー1/500程度に低下した活性を示すが(表3-2.

Schulman and Pelka. 1989; Tamura et al.. 1992) .マルチコピー ・ベクタ

-pBR322によって旦旦且Q(Ts)変異株に導入すると相補活性を示す(図3-13)

野生型 tRNA!'CをpB R322によって MV1l84株で発現させた場合には.40 

-50倍の活性の増加がみられるので{図3-14) • A20置後型 tRNA!'Cの活

性の低下は40-50倍の大釜発現によって補われたと推測される.ここで，大腸

宣言の増殖に必要な最小限のアルギニル tRNAZ" レベルが通常量の 1/10以下

であること(;本論文2-3-3)は考慮されなければならない.野生型 tRNAA'C

との競合などによって. A20置換型 tRN  AZ'cの活性の低下は in vitroの

ときよりもi旦註Z旦で一層顕著に現れるという推測もあり得るが，この相補実

験の結果は. A 201置換型 tRNA!'Cのinvitroの活性低下はそのまま invivo 

で反映されることを示している. このように. A20鐙換型 tR N AZ'cが in

主主旦で有意なアルギニン受容能を示すことから，次のような問題点が浮かび上

がってくる. A20は tRNA'" にのみ存在するので.ArgRSが tR N A ...を

他の tRNA分子種から識別する必要十分の標識であった.ところが，相補実

験結果は. A20が置換された tRNAZ'<<であっても ArgRSによって. !J，1;い効率

ながら特異的に認識されていることを示していた.それでは .ArgRS はA20を

持っていない tR N A Ar<<と他のノンコグネートな tRNAをどのように識別

しているのだろうか?

他に目印となり得るものは C35だろう A20. C35の両方が置換された

tRNAA，<<はよ旦 vivoでアルギニン受容能を全く示さない (McClainand Foss. 

1988b; McClain et al.. 1990) .しかし.全ての大腸菌 tRNA分子穫の中

で tRNAA，<<以外にも.tRNAT'p. tRNA c70 • tRNA~er. tRNAG1
> 

はC35を持つ (Komlneet al.. 1990).そ こで. A20や C35以外のアイデンテ

ィティー決定因子について，これらの tRNAと tR N AA吋との間でヌクレ

オチド配列を比較した(表3-6) . A38が. tRNAA'.と他の tRNAとの識

別に全く役に立っていないが.34位.36位.73位の中程度以下の「強さ」のア

イデンティティー決定因子が識別に寄与していることが分かる.これらの寄与

によって tRNAA，.と他の tRNAとの聞に. A20による差 (120-500倍程

度)に加えて最低で20-27倍のアルギニン受容活性の差を生むと考えられる.

ただし，離れた部位の塩基置換が活性の低下において 'co-operati v i ty' を示

すとの報告もあり (Putzet al.. 1993) • 34位と 73位. 36位と 73位における

残基の違い(特に tRNAG
l yとの違い)による活性の差はさらに大きい可能

性がある

以上のように. G34. A/C36. U73はArgRSに対するネガティプなアイデン
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ティティー決定因子(negatlvedeterminant) (Perret et al.， 1990; Schul 

man， 1991) として機能している.また，これらのような中程度以下の「強さ J

のアイデンティティー決定因子が tRNAの識別に果たす役割は大きいと言え

るだろう. t R N A identityの決定において，コグネートな分子との相互作

用の効率を上げるだけでなく，ノンコグネートな分子との‘ productive' な相

互作用は例え低い効率であっても排除するメカニズムが必要である.特に，多

くの tR N A identity でアンチコドンが重要な寄与をしているが，アンチコ

ドンのヌクレオチド配列はコドン認識による制約を受ける.例え !;!tRN AA.C 

と tRNA T •• ， tRNAc，.， tRNA~ ・. tRNAG1YにC35が共通である

のはコドン認識の必要上避け難い.このようなケースで.ノンコグネート分子

のミスチャージングを防ぐためにメカニズムが存在し，そのメカニズムにおい

て中程度以下の「強さ」のアイデンティティー決定因子は重要な働きをしてい

るようだ.

コドンの正確な翻訳を実現するために，ノンコグネートな分子との相互作用

を防ぐことの重要性は， t R N Aのアミノアシル化反応だけでなく，コドン認

識においても重要である.第 l章で論じたように， t R N Aのアンチコドン 1

字自のウリジン残基のmnm5U.xm5s'Uなどへの転写後修飾は， 3字自がAの

コグネートなコドンを認識する効率を上げるだけでなく. 3字目が Uのノンコ

グネートなコドンを例え低い効率であっても認識しないようにしている.この

ように，タンパク質合成の様々な段階で，組訳の忠実度を高めるメカニズムが

働いているだろう
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Multiple cloning sites 

QI・gUpromot巴I

J 
一ーー.圃F守Fヲ「

図 3-2. a rgU 遺伝子導入ベクター

(呈工豆1遺伝子は前後の塩基配列と共に全O.6kbが pCLlのマルチプ

ル クローニング領域に挿入された ) 
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PCR --......じ了inetRNA gene 

Mνα1 site 

Mval digestion 

T7 promoter 
ム

図 3-3.tRNA :~ ~ o c の T7RNA ボリメラーゼ転写用鋳型 DNA の作製

PCR によって tRNA ~ ~~orのコ←デイング配列の 5' 倒は T7 プ

ロモーターに置き換えられ ，3'末端は制限酵素 Mval部位に改変さ

れる. P C Rで増幅した DNA断片は並ヱ主 Iで切断した後， T 7 RNA 

ポリメラーゼによる転写反応の鋳型として用いた.
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一一-G36

一一 G41

一一一、1'55

一一一-G68

3'・label
123456  

5'-label 
123456 

/

一

¥

¥

• 

-
図 3-4. フットプリントによる tRNA ~ ~~o r と ArgRSの相互作用の解析

Lane 1 は， ArgRS.アルキル化剤を加えないコントロール反応. Lane 2 

はArgRSを加えてアルキル化剤lを加えないコントロール反応.Lane 3. 

4. 5はそれぞれnativecondition， complexed condition. denaturing 

conditionの反応. Lane 6はリボヌクレアーゼ T，による反応を示す
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程
度
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%
.
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い
矢
印
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%
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怒
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厚E里ーー司

図 3-6. A rgRSとの複合体形成によりアルキル化反応から保護される部位

( ・ )と切断されやすくなる tRNA~~~or上の部位(マ)を，

醇母 tR N A Ph. (Rich and RajBhandary， 1976) の3次構造に

重ね合わせて示す.
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図 3-7.ランダムに塩基置換を導入した tR N A ~ ..の中から j旦 VIV旦で

アルギニン受容活性が低下している置換型 tRNA ~ ' . のスクリーニ

ンを行った結果 ，見出された泡基置換を示す
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3S 

図 3-9， tRNA Ar •のアイデンティティ ー決定因子

本研究で塩基置換を導入しアルギニン受容活性を調べた残基は，四

角.または丸で囲んだ.四角で囲んだ残基は，保存残廷である 活性

に重妥な残基にはシャドウイングを施した

93 



図 3-10. 
A) tRNA ~ C起のアルギニン受容活性に必須な共返構造を酵母 t R K A Pbe 

の 3次構造 (Richand RajBhandary. 1976)に重ね合わせて示す(黒塗り

の部分)

B) tRNA ~.' のアルギニン受容活性に必須では主主共通構造を酵母
tRNAPbeの 3次構造 (Richand RajBhandary， 1976) に重ね合わせて

示す(黒塗りの部分 1. 
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qf:泊
A14-U8 

図3-1 1 8位と 14位の間の塩基対
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。ど古CH
3

A58-T54 

U58・T54(1) A58・T54 (2) 

図3-12 54位と 58位の間の塩基対

96 



pBR322 WT 

司
'
h。，』句。R

 
B
 

nv 

G20 U20 C20 

図 3-1 3白 A20を U，C， G に置換した tRNA ~ r.の遺伝子は p R B 322に

挿入して SF 151に導入した後.アンピシリン (50μg/ml) ，チミン

( 50μg/ml) を含む LBアガー上で， 4Z'Cで24時間培養した・同様

に pBR322，野生型旦工組遺伝子を含む pDMl (WT) を SF 151 

に導入し培養した.
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表 3-2. tRNA'" パリアントのi旦 ~Ol.!.旦I' itroのアJレギニン受容活性

Loss of 

笠ID!only 笠星日 &argS kC，，(S-l) K.(μM) activity 

mature 1.9 0.73 

WT 十 1.0 2. 9 

1. 4' 2.7・

D loop 

A20U + 
A20C 十

A20G 十 1.4XlO-3 2.7 

d.20A + 
ZOaUC + 

D stem 

GI0A 1.2 2.9 

U 12A23 

→12A23 U 1.2 3.3 

Anticodon 

loop 

C32G + 
U33C + 
U33A + 
U33G 1. 4' 1. 3' 

A34G 4.9xlQ-2 3.7 

C35A 9.3XlO-5 6.8 

A37U 1.2 1.2 

A38U 7.9XlO-3 5.0 

A38C + 7.4XlO-2 10.8 

A38G 1.3xlQ-3 6.5 

Anticodon 

stem 

A30U 十

C31U + 
C31G39 
→U 31A39 十

Acceptor 

stem 

G IA 

C5U 十

G68A + 
C 5 G68 

→U5A68 + 

*印の反応速度定数は tRNAγgのT7転写物によりアツセイを行って

得られたものである .T 7転写物の調裂は本論文3-3-6と同様である ，

PCR反応の鋳主主には pCLlに挿入された笠出遺伝子を用いた .

100 

(x-fold) 

0.13 

1 

0.66 

660 

0.84 

0.95 

0.48 

27 

25000 

0.35 

220 

50 

1730 



表 3-3.保存塩基を置換した tR N A ...バリアントの1nVIVo. !!! vitroの

アルギニン受容活性

L055 of 

笠~ only 笠豆島 argS kc..(5-1
) K.(μM) acti v i ty 

(x-fold) 

WT  1.0 2.9 1 

U8A + 
A9G 1.2 3.0 0.86 

D & T 

l日OP

A14U + 
A14C + 
A14G + 
G15A + 
G18U + 
G18A 十

G19C 1. 0X10-3 3.4 1170 

C56G 1. 8X10-3 1.1 210 

G 19 C 56 
→C19G56 0.22 1.1 1.7 

A21U + 
A21G + 
A58U + 

D 5t阻

Gl0A 2.9 0.84 

U 12A23 
→12A23U 1.2 3.3 0.95 

C 13G 22 
→GI3C22 + 

Var iable 
reglQ日

G46A 十

1 0 1 



表 3-4 .保存思基 ilt鎮が 3次元塩基対に号え る と 考 え ら れ る 影 響

塩基盤主主

じ 8A14-A8A14
じら G14

A 9 -じ 12A 23→ G9-U12A23 
.¥9-A12じ23

G 16-C 13G22→ A46-C 13 G22 
G46-GIJC22 

G45-G 10じ25-G'15-A1日t;25 
G 18'J1'55→A 18マ55
T 54 A 58→ T 54じ58
G 15 C 48→A 15 C 48 

(参考図)

3次元水素結合の数

2→ 2 (関J-11 ) 

2-1 
2→ 1 

2 - 1 

2 -1 
2~O 

1 ~ 0 
1→ O 
2→口か 2 (図3-11 ) 

2→ iか 2

見ノ:お F 
柑円ば:h〆:&…3U/Gご23p ム h

えんH fk沖地11

吋fh¥羽fb町松
崎ヘ 品rM
F41- ， iJi 

d 柑Lh
_s. ，}J、i 〓/

可ヲ必〈J戸芯;P2



表 3-5. ATP結合モチーフに基づいたアミノアシル tRNA合成酵素

のクラス分け

クラス l

グルタミン酸 (α ，V) 

グルタミン (a， D [Rould et al.， 1989] ) 

アルギニン (臼. D) 

パリン (α ， V [Vlass口vet al.， 1983] for yeast) 

イソロイシン (α ，D [Nreki et al.， in press] ) 

ロイシン (α ， D [Dietrich et al.， 1990J ) 

メチオニン (α2 ) 

チロシン (α2 ) 

トリプトファン (α2. V [Garret et al.， 1984] for bovine liver) 

クラス E

グリシン

アラニン

プロリン

セリン

(α2β2 ) 

(日 ‘)

( a 2) 

(α2 ) 

トレオニン (白 2. V [Theobald et al.， 1988] ) 

アスパラギン酸 (α2. V [Romby et al.. 1985J for yeast) 

アスパラギン (α ，) 

ヒスチジン (α ，) 

リシン (日，) 

フェニルアラニン (αzβ2. V [Vlassov et al.. 1983J ) 

0括弧内は. A R Sの構成と. t R N Aとの結合様式を示す .

αは単量体， α2(まホモ二量体， α‘はホモ四重体. a，β2はヘテロ四量

体である .Vは tRNAのバリアフル領域側 .DはDアーム恒1)からの結合を

示す .
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第 4:1害 総合討議

4 -1.序

tRNA分子は，生体分子の中で最もありふれた分子の一つである.細胞を

破砕して RNAを調製すると，大部分はリボソーム RNAと tRNAである.

そして，機能を発揮するために相互作用する分子種の多さも tRNAの特徴と

言えるだろう. m RN A上のコドン， EF-Tu . GTP， A R Sだけでなく，リボソ

ーム，種々の修飾酵素， tR N Aに特異的なリボヌクレアーゼ， 3'末端の成熟

に必要なプロセツシング酵素， C C A末端の修復酵素など，実に多彩である.

tRNAが良く知られた「古典的」な分子であるにもかかわらず，最近になっ

て， ようやくその機能構造の全貌が明かになりつつあるという状況には，

tRNAの数多くの異なる生体分子と相互作用するという性格が関係している

だろう.それ以外にも， t RNAは ，その機能に必須な種々の修飾ヌクレオシ

ドを含んでいるために，遺伝子の塩基配列が決定しただけでは金構造が決定さ

れたことにならず，転写後修飾を受けているヌクレオシド残基の特定と転写後

修飾の化学構造の決定が必要とされるという事情もあった. t R N Aは，アミ

ノ酸特異性が異なっていても.お互いに良〈似た 3次構造をとっていると考え

られ (Ebelet al.， 1973; Gieg~ et al.， 1993)， t R NAに共通の保存猛基

は全体の 26%を占める 転写後修飾は tRNAに構造上のバラエティーを与

えていると言えるだろう.本研究(第 3章)の結果から， t R N Aの共通構造

の役割について新しい視点が得られた.そこで，本章では， t R N Aの共通構

造と， t RN A分子種に特異的な構造のそれぞれの役割についてに考察する.

また， t R N Aの主要な機能であるコドン認識とアミノ酸受容活性のいずれも

扱っているのが，本研究の特長である，これまで.これら 2つの機能相互の関

係について考察するための材料が乏しく， t R N Aの機能を考える上で重姿な

テーマであるにもかかわらず，あまり議論されていない 本研究の結果は，こ

のテーマについて重要な知見を含んでいると考えられるので，本宣言で考察を試

みたい.

4-2.転写後修飾の機能

転写後修飾は ，お互いに良く似た 3次構造を持つとされる tRNAに，特集

的な構造を与えるという意味で. t R N A機能に重要な役割を果たしていると

想像される . しかし，転写後修飾の役割が理解されてきたのは，漸く最近にな

ってからである (Nishimura. 1979; Bjork et al.. 1987; Muramatsu et al 

1988; Perret et al目.1990) .転写後修飾の機能の 1つは，第 l重量で詳細に
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議論したように，コドン特異性の切り替えである.アンチコドン l字自のウリ

ジン残基(U 34)がxo'U 34か，またはxm's'U34，xm5Um34， xm'U34に転写

後修飾されるかで， t R N Aのコドン認識のパターンは切り替えられる.この

ことはミトコンドリアの tRNAのケースについて明擦に見て取れるだろう，

1， 2字目が共通の 4つのコドンに対応する tRNAの U34は来修飾のままで

あるが， U 34がcmnm5U34に転写後修飾された tRNAは3字自が A，Gのコ

ドンのみに対応する (Heckmanet al.， 1980; Sibler et al.， 1986; Martin 

et al.， 1990)(表4-1) .即ち， U 34をcmnm5U34に修飾することで U34の

'wobbling' を制限し， 1つのコドン・ボックスを 2種類のアミノ酸に分割す

るというパターンを作りだしている.ここで， cmnm'U34 の 「制限された

''''obbling' Jの性質は.第 1重量で論じたようにcmnm 5 U残基の‘ intrinsic' 

なコンホメーシヨン特性に基づくと考えられる.

このようなコドン特異性の切り替えはウリジンの修飾に限らない.大腸菌に

おいて， CGU，CGC， CGAの 3つのアルギニン・コドンは tRN  A!ニ~o r 

によって認議されるが tRNA:~jorのアンチコドン 1 字自の A はイノシン

( 1 )に転写後修飾されている (Muraoet al.， 1972) . 134がコドン 3字自

として U，C， Aを認識するメカニズムは十分に解明されていないが.図4ーl

のようにアデノシンの 6位のアミノ基がカルボニル基に置換されることが必要

がある.すなわち， A34から 134 の転写後修飾によって初めて tRNA~!:fo r"

は，コドン 3字自として U，C， Aの 3つを認識できるようになる.また，大

腸菌 tR N A!l:iorのアンチコドン 1字目の Cはリシジン (L) に転写後修飾

されることでコドン 3字固として Aを認識するようになるが， C34から L34へ

の転写後修飾は同時に tR N A!i:orのアミノ酸特異性をメチオニンからイソ

ロイシンへ変換する (Muramatsuet al.， 1988) .すなわち， C34から L34へ

の転写後修飾は，認識するコドンを AUGから AUAに変えるだけでなく.ア

ミノ酸特異性をも切り替えている.

t R N A!l:orの例に留まらず，転写後修飾は，アイデンティティー決定因

子を作り出したり， ‘negative' なアイデンティティー決定因子 ( negative 

determinant) を形成したりすることで， t R N Aのアミノ酸特異性に寄与し

ていることが明らかになって来た 大腸菌 tRNA"ーの37位のAから t8 Aへ

の転写後修飾はイソロイシン受容活性に大きく寄与している (Nurekiet al.， 

1994 ) また，大腸菌 tR N A GJ_u (Sylvers et al.， 1993)や tR N A L，・

(Tamura et al.， 1992) でも転写後修飾(.おそらくアンチコドン 1字自の

mnmSs'U)がアミノ訟の受容能に寄与している.また ii事母の tR N A A・pの

転写後修飾はアルギニンのミスチャージを防ぐために必須である (Perretet 
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al.. 1990) .これら 34位. 37位の転写後修飾は，同時にコドン特異性の決定

にも重要な役割を果たしている (Nishi皿ura. 1979) 

以上のように，転写後修飾は tRN  A分子種に特異的な構造を与えることで

tRNAの特異性に寄与しているという図式は一般的に成り立つようだ.さら

に.上述のように. 1つの転写後修飾がコドン認識とアミノ酸特異性の両方に

寄与していることがあり. t R N Aの異なる 2つの機能が同ーの構造的基盤を

持つケースのあることを示している.

4-3. コドン認識と tR N A identity 

tRNAの巽なる 2つの機能が同ーの構造的基盤を持つことによって，何ら

かの機能的，繕造的な制約が生じるだろうか? A R Sの主要な認識部位であ

るアンチコドンの構造は，同時にコドン認識に基づく制約を受ける.このため

に.tRNAA 刊のケース のように ，主要なアイデン ティティー決定因子が他

の tRNA分子穫にも存在する.そのための，ミスチャージ防止のメカニズム

については，既に本論文3-3-4でも議論した.ここでは，逆に. tRNA'"の

コドン認識が .identi ty決定のメカニズムによって制約されている可能性につ

いて論じる.

アルギニンは 6つのコドンを持つ コドン AGA. AGGは，セリンのコド

ンAGU. AGCとlつの「コドン・ボックス(1. 2字目が共通の 4つのコ

ドンをまとめたもの) J を共有している .よって，アンチコドン l字自に 「強

く制限された 'wobbling' Jを示す修飾ウリジンを持つ tRNA(tRNA!吋)

がコドン AGA. AGGに対応する以外のコドン認識のパターンは考えられな

い.コドン AGGを効率良く認識するために. C 34 を持つ tRNA~rr.が加わ

るので，グルタミン重量のコドンの読み取りと同じパターンである(図 4-2) . 

これに対して.コドン CGU. CGC. CGA， CGGを含むコドン・ボック

スにおけるコドン認識のパターンはいくつか考えられる パターン 1は実際の

大腸菌のケースのように，アンチコドン 1字自のイノシン(1 )が，コドン 3

字自の U，C. Aを認識し. C34が Gを認識するパタ ーン(図4-3A) .このよ

うなコドン認識は，大腸菌ではアルギニンの系のみである. パターン 2は，

「拡張さ れた 'wobbling' Jを示すxo5 U 34がU. A. Gを認識し， G 34が Cを

認識するパターン([蛮4-3B) .これは，アラニン・コドンなどの認識パターン

である.パターン 3は. G 34がコドン 3字自の U.Cを認識し r強く制限さ

れた ‘川bbllng' Jを示す修飾ウリジンが Aを認識し. C 34が Gを認識するパ

ターンである(図4-3C) .枯草菌 tRNAG17の 1つは，アンチコドン 1字自

にcmnmSUを持つ (Sprinzlet al.. 1991) ので a グリシン・コドンの読み取
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りられ方はこのパターンだろうと考えられる. Ha1obacteriu~1 V弘竺旦ll.では，

tRNAAr.アイソアクセプターのアンチコドンの構成 (Gupta. 1964)から考

えて，実際にパターン 3によって CGN (NはU. C. A. G)の4つのアル

ギニン・コドンは認識されていると考えられる

大腸菌で，アルギニン・コドンがパターン 1によって読み取られていること

には何か理由があるのだろうか?本論文3-3-5で論じたように. G34は大腸菌

ArgRSに対する 'negativedeter四inant' である.パターン 2. 3のいずれに

もG34 を持つ tRNA Ar •が登場するので，パターン 1 に落ち着いたと見るこ

とができる.すなわち. tRNA". identity がアンチコドンの構造にも依

存しているために，コドン認識に制約をあたえるが，転写後修飾によってこの

制約が解消されているという構図が浮かび上がってくる.原核生物では 134は

アルギニンの系にのみに現れるが，真核生物では tRNAAI

ぺ tR N A v."な

どにも見い出されるようになる (Sprinzlet a1.. 1991)ので. 134への転写

後修飾は，アルギニンの系から始まって他の系にも広がったと想像することも

できる.このアルギニンのケースからは ，進化の過程で. t R N A identity 

とコドン認識が相互に関係してきたことが示唆され，このような観点は ARS

や修飾酵素の起源や進化を考える上で，今後重要になるだろう.

4-4.アンチコドン・ループの構造がコドン認識に巣たす役割

ほとんどの細胞質 tRNAに共通の保存塩基は. t R N Aを構成する80ヌク

レオチドの内の26%をも占めているが ，このような共通構造の機能が解明され

ている例は少ない. T54'l'55C56配列や. 3'末端の CCA配列はリボソーム

RNAとの相互作用に係わっているとされている (Helkand Sprinzl. 1985; 

Maozed and Noller. 1991). また. T54'l'55C56配列を含めて多くの保存寝基

は tRNAの 3次構造を維持することに関与しているが (Kimet al.. 1974; 

Robertus et a1.. 1974) .本研究では.保存塩基である U8. A14. G18. 

A21. A58のそれぞれの置換が. t R N Aのアミノアシル化反応以後のタンパ

ク質合成における機能を直ちには阻害しないことを示した また. U 33からA

33. C 33への置換は tR N A".の儀能を障害しなかったが，興味深いことに

U33Gの置換だけは.アミノアシル化以後のタンパク質合成に影響を与えてい

ると考えられる このようなリポソームと tRNAの相互作用に係わる保存塩

基の機能についての解明はこれからの課題だろう.一方，この項，および次項

で議論するように，七 RNAの共通構造は. t RNA分子種によらない共通の

機能に関与しているだけでなく. t R N Aの特異性(コドン認識やアミノ酸受

容活性)にも寄与している.

108 



tRNAのコドン認識においては， t R N Aのアンチコドン部分がコドンと

直接相互作用するので，アンチコドン部分の構造がコドンに対して特異性を持

っと考えられる.これまでに.大腸菌 (Komine et al.， 1990) ，マイコプラ

ズマ (Andachiet al.， 1989; Tanaka et al.， 1991) では全 tRNA分子穫

が明らかにされているので， t R N Aとコドンの対応関係もほぼ確実に推測さ

れた.そこでは，従来から想定されてきたように.アンチコドン 2，3字目と

コドン 1，2字目との特異的な対応は，完全にワトソン・クリック型塩基対に

基づいている .これに対して，アンチコドン 1字目とコドン 3字自は「非ワト

ソン・クリック寝基対J ( ， 同 bble'塩基対)を形成するケースがあるので，

このような塩基対形成が分子的構造レベルで説明される必要があった このメ

カニズムについては，特に重姿なアンチコドン 1字自のウリジンのケースにつ

いて第 l章で詳細に議論したが，再びコドン・アンチコドン相互作用の分子権

造的基盤について考察したい.

アンチコドン 1字自の 'wobbling' が tRNAの顕著な性質であるにしても

コドン・アンチコドン相互作用の大部分のケースで， 1字固か ら3字自まで全

てワトソン クリック型塩基対が形成されている.そして a コドン・アンチコ

ドンは 1つのス タンダードな A-RN A~二重らせんを形成する.このような

コ Fンーアンチコドン二重らせんの安定性は，リボソームの 'decodingcenter' 

においてリボソーム RNAと相互作用することでチェックされると考えられて

いる (Dahlberg，1989). m R N A上のコドンの 3残基金てが，リボソーム上で

スタンダードな A-RN A 型コンホメーションをとっていることは未だ実証さ

れてはいないが， t R N Aでは，アンチコドンからアンチコドンーステムまで

塩基聞のスタッキ ングが連続し，アンチコドン部分は A-RN A型らせん構造

をとっていることが結晶構造の解析により示されている(図4-4，Kim et al.， 

1974; R口bertuset al.， 1974). アンチコドン・ループは33位とアンチコド

ン 1字目 (34位)との聞で rUターン」しているので， 34位の残基は 5'側の

残基とはスタツキングせず 5'側の空間は空いている(図4-4) .このために34

位の残基のA-RNA裂コンホメーションは十分に安定ではなく 34位の残基の

'wobbling' を可能にしている. xm's'U34， xm'Um34， xm5U34などの転写後

修飾は， 34位のウリジン残基の A-RNAコンホメーションを安定化し，アン

チコドン部分の A型らせん構造の安定化に寄与していると考えられる(Yokoya-

ma et al.， 1979; Agus， 1991; Kawai et al.. 1992) 河合剛太博士(現東

京大学工学部工業化学科助手)らにより， 水溶液中の tRNA分子のxm5s'U

34， xm'U34のコンホメーシヨンが解析され，実際にこれらの残基が tRNA

分子中で安定に A-RNA~ コンホメーションをとっていることが明らかにな
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っている (Kawai， 1989). 一方， U3<1は C2'-!!_旦立旦形をとることによって，隣接

する 2つのコドン・アンチコドン温基対に干渉することなく，コドン 3字自の

Uと安定な寝基対を形成できることが示された (Yokoyamaet al.， 1985) . 

lIllI後する35位の残基とのスタッキングにより， U 34においては C3'-e旦並立形が

優勢だが， U 34からxo.U 34への転写後修飾は C2'ー担互旦コンマホマーの割合

を増やすので.そのためにxo.U 34はC3・-e旦止旦形に加えて C2'ー旦旦立旦形もと

ることができる.実際にこのことは tRNA分子中のxo.U 34のコンホメーシ

ョンの解析によって確かめられている(Kawai. 1989) 

以上のように， 33位の 3'担uで 'U' ターンして 34位からはスタンダードな

A-R N A型らせん構造をとるというアンチコドン ループの基本矯造は.コ

ドン・アンチコドン相互作用に必須である.この意味で. t R N Aのコドン認

識は，アンチコドン・ループとコドンと相互作用であるとも考えられる.実際

に，37位， 38位の転写後修飾 (Bjorket al.， 1987) ， 32位の残基 (Lustig

et al.， 1993) は tRNAのコドン特異性に重要な寄与をしている.また. 33 

位直後の‘ U' ターン構造はアンチコドン 1字目の位置を決めているとも考え

られ 'wobbling'の性質にも決定的に重要である ミトコンドリア tRNA

を含めてほとんど全ての tRNAの33位には.スタッキングの弱いウリジンが

存在することは，このような 'U'ターン犠造の形成を保障しているのかも知

れない.また， 33位のリボースと xm.U 34の 5位の置換基との閣の水素結合は

‘ U' ターン構造を安定化する役割を果たしていると考えられる (Bermanet 

al.， 1978) 

大腸菌ArgRSは， G lnRSなどとは異なり，アンチコドン ループの 'U' ター

ンより 3'側の部分のみを認識していることから(:本論文3-3-4) ， t R N A A r<  

とArgRSとの特異的相互作用にも.U' ターン構造が重要であることが示唆さ

れる

東京工業大学生命理工学部生命理学科の関根光雄博士のグループでは，ジヌ

クレオシド・モノリン酸で 5'側の残基のリボースの 2'位と 3'側残基のウ

ラシル環を共有結合により架橋することに成功している.このような， ‘U' 

ターン・ユニットを RNAに導入し， RN Aの機能構造を解析することが可能

になりつつある.

4 -5.大腸菌ArgRSによる アイデンテ ィティ ー決定因子の認識の

メカ ニズム

保存糧基は tRNA分子穫を識別するための目印にならないので，アイデン

ティティー決定因子の同定を行った研究では，少数例(酵母 tR N A Ph.，大
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腸菌 tR N A lle) を除くと，保存塩基に塩基置換を導入したときの影響につ

いてはほとんど調べられていない.酵母七 RN A Pbeでは.保存塩基を置換し

ても 3次元塩基対が形成される場合には活性への影響はわずかであり，フェニ

ルアラニル tRNA合成酵素がこれらの保存糧基と直接には相互作用していな

いと結論されている (Sampsonet al.. 1990) .一方.大腸菌 tRNA"・で

は興味深いことに，活性に寄与する塩基対と寄与しない溢基対が区別されてい

る (Nurekiet al.. 1994) . IleRSと復合体を形成したときに. tRNA"・

に全体的な構造変化が生じるが，活性に必須な塩基対は変化した tRNA"a

の構造を保つために必要であるらしい (Nurekiet al.. 1994) .しかし，必

ずしもIleRSがこれらの構造に給合していることを意味しない.これに対して

大腸菌 tRNAA<<<で特徴的なことは.ArgRSが特定の共通構造に結合している

と考えられることと，そのことがArgRSによるアイデンティティー決定因子の

認識に係わっていると推測されることである.

大腸菌 tR N A A<<< は‘ variable pocket'内にアイデンティティー決定因子

A20を持つ. t R N Aの20位は .Dループ内の保存1軍基 G19，A21に挟まれた

領域に存在し，この領域の塩基構成，残基数は tRNA分子穣により様々であ

る (Sprinzlet al.. 1991). これに対して，多くのアイデンティティー決定

因子は. t R N Aの L字犠造の内側に分布している( (Rich and Schimmel. 

1977; Normanly and Abelson. 1989; Schulman. 1991; Giege et al ・.1993). 

tRNAの L字の内側を構成しているアクセプター，アンチコドン・アームは

どの細胞質 tRNAでも基本的に同じ構造をとっているので，多くのアイデン

ティティー決定因子は，このような共通構造の中に位置を占めていることにな

る.このことにより. A R Sがアイデンテイティー決定因子の位置を正しく認

識することが可能になっていると考えられる それでは. tRNAAげの A20

のように. t R N Aの L字型構造の側面の可変領域に存在するアイデンティテ

ィー決定因子の位置はどのようにして認識されているのだろうかつ第 3章で，

U 8・A14. G18・'if55. G19・C56. T54・A58の 4つの塩基対がアルギニ

ン受容活性に必須であることを示した .GI8''if55. G19・C56. T54・A58 

の 3つの復基対はお互いにスタッキングして. t R N Aの「コア」領域を形成

しているが. A20は.このような「コア J領域の直下に存在している. そし

て. U 8 . A 14は. A20と正対する位置を占めている(図3-10A) .このよう

な分布から考えて.ArgRSが「コア J領減，および U8・A14塩基対の近傍に結

合することによって • A20の位置を認識しているというモデルが考えられる

このようなモデルは. ARS' tRNA相互作用としては全く新しいタイプの

ものである.
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大腸菌および酵母 tR N A Pb・(Petersonand Uh lenbeck. 1992; Sampson 

et al.. 1992) も20位にアイデンティティー決定因子を持つ.酵母tR N A Pb. 

において保存猛基の置娯が活性に与える髭響を調べた報告 (Sampsonet al.. 

1990) を検討してみると，活性を 1/5以下に低下させる復基置換は GIB.G19. 

A14. T54の置換であることが分かった.これらの保存塩基が酵母tRN A Pb. 

においても， 20位のアイデンティティー決定因子の認識に寄与している可能性

が考えられる このように.大腸菌 tRNAAr，以外の系でも， t RN  Aの特

定の共通構造が特定のアイデンティティー決定因子の位置を示す「座標」とし

て機能しているというモデルが有効である可能性が出てきた.

A20は，今までのところ酵母をのぞく全ての生物種の細胞質七 RN A"" に

共通しており (McClainand Foss， 1988b) ，真核生物でも tRNA"rKのアイ

デンテイティー決定因子である可能性がある .しかし，多くの真核生物のイニ

シエータ -tRNA (tRNA~'色)も A20 を持つ (Sprinzl et al.， 1991) 

ところが， t R N A~. 色 では ， T54'll55ではなく A54 U 55の配列を持つことが

特徴であり，最近の結晶様造解析で示されたように rコア」領域の構造が通

常の tRNAとは少し異なっている (Basavappaand Sigler. 1991) 特に，

A20が Tループに頭を突っこんだようになって， 57位， 59位， 60イ立の復基と水

素結合を形成している (~4-5 ) 大腸菌では59位の置換はアルギニン受容能

に影響しない (McClainand Foss， 198Bb) ので， tRNA'"の A20は，むし

ろ酵母 tR N A Pb・の G20と同様に，まわりの残基とは相互作用していないよ

うに考えられる よって， ArgRSが， t R N A ~ . 色の特徴的な T . D ループ会合

領域の構造と tR N A"'.の通常の構造とを識別している可能性が考えられる，

これが実証されれば.七 RNAの共通構造が tRNA分子種の識)jIJに寄与し得

るという例になるだろう .

4 -6.今後の展望

tRNA分子は，それ自身が触媒機能を持つ訳ではなく，コドン特異性，ア

ミノ滋特異性によってアダプタ一分子としての役割を果たしている .このため

に，生体分子の特異牲について考える上で良い対象である 分子の特異性は，

古典的には鍵と鍵穴に例えられるが，本研究によっても明らかなように，その

ような古典的なイメージでは分子の特異性を十分に説明することはできない

その理由の 1つは，分子の「動的構造」だが.もう 1つは，特異性がシステム

によって保障されているからだと考えている このことは， tRN AとARSの

特異的相互作用の考察を通じて明僚になってきた. tRNA'ARS相互作用

においては 'positive'で 'Pfoductive' な相互作用だけでなく.nega-
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ti ve'で 'nonproductivぜな相互作用も重要であった. flDち 'negativede-

ter皿inant' のように積極的にミスチャージを抑えるメカニズムが存在してい

る.このことは.本研究のアルギニンの系で明憶に理解できるだろう.本研究

では. ‘negativぜな相互作用も含めて ，全体像がほぼ想像できるところまで

t R N A ArC  identi ty 決定のメカニズムが解明できたと考えている.このこ

とは， ArgRSや， tRNA Ar cの特巽性がよ旦 ~旦で改変できるかという次の課

題に導く.既に存在する 20穫の ARS.tRNA相互作用に冒 21番目の ARS'

tRNA相互作用を付け加えることは可能だろうか ?tRNAに溢基置換を導

入すると， 1種類以上のノンコグネートな ARSによってミスチャージされる

可能性が生じるし， AR  Sを改変したときには， 1種類以上のノンコグネート

な tRNA分子穏を認識するようになる可能性があるだろう.要するに認識が

「甘く」 なる可能性が大きく，そのような「緩んだ 」特異性の ARSや tRNA

は， B.!tにいくつか報告されている (Shimuraet al.， 1972; Mlller et al.， 

1991; Schmlttetal.. 1993). 生体内では rクロスする 」相互作用が排除

されることで，分子関の特異性が保障されている.このような特異性が始めか

ら存在していたとは考えにくく，分子の特異性は生物の進化の産物であるとい

う視点が必要になるだろう.最近になり r分子進化工学」という用語も使われ

るが，そのような手法によって，分子の特異性が改変されるだけでなく ，分子

の特異性についての理解も深まると期待される.

tRNAのコドン認識については，リボソームの 'decodingcenter' で何

が起きているかという問題に取り組むべき時期が来ているようだ. t RN  Aの

アンチコドン・ループはmRN Aとコドン アンチコドン相互作用をするだけ

でなく. 16 S R N Aの形成する 'decodingcenter' とも相互作用する (Dahト

berg， 1989) .そして.コドンと極基対を形成したアンチコドン・ループと

'decoding center' との相互作用は，グループ I・イントロンにおけるスプ

ライス部位とコア構造との相互作用と類似していることが指摘されている (Da-

v ies et al.. 1993; Ah sen and Nolle r， 1993). 即ち，不安定な二重鎖 RNA

を排除して ，安定な二重鎖のみ認識するメカニズムが 'decoding center' 

とグループ Iイントロン・コアとの聞で共通ではないかと想像されている.こ

のような識別の厳しさ，または緩さは，コドン 3字目とアンチコドン l字目の

'wobble' 混盆対がどの程度排除され，または認識されるかに係わっている.

このように，コドン認識の現場は tRNA'mRNA・'decoding center' 

の複合体の上であり，これら分子閣の相互作用は，生体にとって都合の良い効

率と正確さでタンパク質合成が進行するようにチュ ーニングされていると考え

られる.もし，チューニングが厳し過ぎたならば ， 'wobble'塩基対が形成され

113 



る余地がなかったかも知れず.逆に緩すぎれば 'two-out-of-three' で全ての

コドンが認識されていたかも知れない.

修飾酵素と ARSとの関係も，本研究で提起された問題の 1つである.本論

文4-3 で考察したように， t R N AAr. identityと転写後修飾(134) による

コドン認識制御は椅互に関係している.このために， A rgR Sと 134の修飾酵素

は，直接的ではないにしても進化の過程で相手に影響を与えた可能性がある.

即ち， G 34がArgRSの‘ negative determina日t' であることと， A34が 134，こ

転写後修飾されることは，現在のシステムのように両方存在すると合目的的だ

が，進化の過程でも同時に登場したのだろうか?また， AR  Sと修飾酵素が

tRNAの同じ部位を認識していることがあるので，両者の聞に共通の認識の

メカニズムがあるかどうかは興味深い.このことは，最終的には RNAとタン

パク質との相互作用において少数の基本的なモチーフが存在するのかという問

題に行き着くが s とりあえずは tRNAと修飾酵素， A R Sとの相互作用は今

や詳細に解析することが可能になりつつある.基本的なモチーフを探究するこ

とで， AR  Sと修飾酵素の起源がどの程度重なっているのかについても明らか

になっていくだろう.
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Anticodon Codon 
1st 

I 

I/匂七 c

I/出JH¥A
山 )doM ¥ / ~- 'H，，，/H 

川相 A+

図 4-1 アンチコドン i字自のイノシン残基とコドン 3字目との j孟基.tt. 

コドン 3字自の Aの認識については 2通り 考えられる .
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Serine 
Codons 

図 4-2.アルギニンとセリンのコドン ボックス AGNの読み分け
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図 4-4 アンチコドン ループの構造

(j蜜擦はQuigleyら[1975J より)
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図 4-5.酵母イニシエータ -tRNAの A20付近の構造

(Basavappa and Sigler， 1991) 

1 1 9 



ト
ー

(¥
) 

0
 

表
4
-
1
.

ミ
ト

コ
ン

ド
リ

ア
t

R
N

A
の

ア
ン

チ
コ

ド
ン

1
字

国
の

ウ
リ

ジ
ン
の

転
写

後
修

fiip
(H
ec
km
an
 
eL
 
a
l.， 

19
80
; 

Si
bl
er
 
eL
 
al

.，
 1
98
6;

トl
ar
li
n

et
 
aJ
..
 
19
90
) 

P
h
e
 

T
y
r
 

U
 

Se
r 

c
m
n
m
S
U
 
L
eu

 
SI
Op
 

c
m
n
m
5
U
 

Hi
s
 

L
e
u
 

U
 

Pr
O 

Gl
n 

A
s
n
 

I1
e
 

T
h
r
 

C
y
s
 

T
叩

A
rg

 

Se
r 

U
 

M
e
t
 

c
m
n
m
5
U
 L

y
s
 

c
m
n
m
5
U
 A
r
g
 

A
s
p
 

Va
l 

Al
a 

U
 

G
ly

 

Gl
u 



謝辞

本研究を行なうにあたり，終始適切な御指導とあたたかい励ましを頂きました指導教官

の横山茂之先生に深く感謝致します.本研究は，東京大学名誉教授富津辰雄先生の御指

導の下，学部の卒業研究として始まりました.宮津先生からは，その後も貴重なご助言と

ご支援を頂きましたが，惜しくも先生は昨春(平成5年4月)逝去されました.謹んで御

冥福をお祈り致します.

横山研究室助手武藤裕先生には， NMRによる解析，および実厳全般にわたって大変

にお世話になり，ありがとうございました.東京大学工学部工業化学科助手河合阿太先

生，同教授渡辺公絹先生には， NMRによるコンホメーション解析や分子構造計算で適

切な指導を下さり大変にお世話になりました.深〈感謝致します.

5-メチルアミノメチルウリジンの合成や，構造解析における有意義なディスカッショ

ンをして頂きました東京工業大学生命理工学部生命瑳学科関根光雄先生に深く感謝致し

ます.

argUIO(Ts)変異株の解析では東京大学理学部助手石丸稔先生，同助手三瓶厳ー先生，

同教授西郷蕪先生，京都大学ウイルス研究所永田俊夫先生，および電気通信大学教授

溝淵潔先生に貴重な御助言.御支援を頂きました.深〈感謝致します.

宮津研究室ならびに積山研究室の皆様，特に春木満博士(現蛋白工学研究所研究員)， 

河野俊之縛士(現三菱化成生命研究所)，濡木理博士，高井手口幸氏，新美達也氏，渡部

暁氏には研究面での御指導，御支援，励ましを頂き，ありがとうございました また e 篠

崎喜星子さんには研究生活全般にわたってお世話になり，ありがとうございました.

震後に.本研究をまとめる機会を与えて下さいました東京工業大学生命理工学部生体

機構学科教授岡田典弘先生に深く感謝致します



REFERENCES 

Aota， S. -I.， Gojobori， T.， lshibashi， F.， Maruyama， T. & 

Ikemura， T. (1988) Codon usage tabulated from the 

GenBank genetic sequence data， Nucleic Acids Res. 16 

(Suppl.)， r315-r402. 

Agris， P. F. (1991) Wobble position modified nucleosides 

evolved to select transfer RNA codon recognition: a 

田口dified-wobble hypothesis， Biochimie 73， 1345-1349 

Agris， P. F.， Sol1， D. & Seno， T. (1973) Biological func-

tion of 2-thiouridine in Eschericbia coli glutamic acid 

transfer ribonucleic acid， Biochemistry 12， 4331-4337 

Agirs， P. F.， Sierzputowska-Gracz， H.， Smith， W.， 

Malkierwicz， A.， Sochacka， E & Nawrot， B. (1992) 

Thiolation of uridine carbon-2 restricts the motional 

dynamics of the transfer RNA w口bble position nucleoside， 

J. Am. Chem. Soc. 114， 2652-2656 

Altona， C. & Sundaralingam， M. (1973) Conformational anal-

ysis of the sugar ring in nucleosides and nucleotides， 

J. Am. Cbem. Soc. 95， 2333-23-44. 

Amitsur， M.， Levitz， R. & Kaufmann， G. (1987) Bateriopbage 

T4 anticodon nuclease， polynucleotide kinase and RNA 

ligase repocess the host lysine tRNA， EMBO J. 6， 

2499-2503. 

Andacbi， Y.， Yamao， F.， Muto， A. & Osawa， S. (1989) Codon 

recognition pattern as deduced from sequences of the 

complete set of transfer RNA species in Mycoplasma 

capricolum， J. Mol. Bi01. 209， 37-54 

Anderson， K. W. & Smi 

- rl -



transfer ribonuc1eic acids， J. Mo1. 8io1. 69， 349-356 

Arai， K.， Kawakami， M. & Kaziro， Y. (1972) 8tudies on 

p01ypeptide e10ngation factors from Eschericbia coli， J 

Bi01. Chem. 247， 7029-7034 

Basavappa， R. & 8ig1er， P. (1991) The 3 A crysta1 

structure of yeast initiator tRNA: functiona1 

1回 p1ications in initiator/e10ngator discrimination， EMBO 

J. 10， 3105-3111. 

Berman， H. M.， Marcu， D.， Narayanan， P.， Fissekis， J. D.， 

& Lipnick， R. L. (1978) Modified bases in tRNA: 七he

structures of 5-carbamoylmethy1- and 5-

carboxymethyl uridine， Nucleic Acids Res. 5， 893-903 

Bjork， G. R.， Ericson， J. U.， Gustafsson， C. E. D.， 

Hargerva11， T. G.， J凸nsson，Y. H. & Wikstrom， P. M 

(1987) Transfer RNA modification， Ann. Rev. Biochem. 56， 

263-287 

Boutorin， A. 8.， Clarl， B. F. C.， Ebe1， J. -P. Kruse， T. 

A.， Petersen， H. U.， Remy， P. & Vassilenko， 8. (1981) A 

study of the interaction of Escherichia c01i e1ongation 

factor-Tu with aminoacy1-tRNAs by partial digestio口 with 

cobra venom ribonuclease， J. Mol. Bio1. 152， 593-608. 

Carbon， J.， David， H. & Studier， M. H. (1968) Thiobases in 

Escherichia coli transfer RNA: 2-thiocytosine and 5-

methy1aminomethyl-2-thiouracil， Science 161， 1146-1147. 

Chang， A. C. Y. & Cohen， 8. N. (1978) Construction and 

characterization of amplifiable multicopy DNA cloning 

vehicles derived fron the P15A cryptic miniplasmid， J 

Bacteriol. 134， 1141-1156 

Chen， K. -8.， Peters， T. C. & Walker， J. R. (1990) A mi且or

- r2 -



arginine tRNA回u七ant limits translation preferentially 

of a protein dependent on the cognate codon， J. 

Bacteriol. 172， 2504-2510. 

Chen， M. X， Bouqu工n，N.， Norris， V.， Casaregola
J 

S. I 

Seror， S. J. & Holland， 1. B. (1991) A single base 

change in the acceptor stern of tRNA~eu confers 

resistance upon Esherichia coli to the calmodulin 

inhibょtor，48/80， EMBO J. 10， 3113-3122 

Clewell， D. B. & Helinski， D. R. (1970) Existence of the 

colicinogenic factor-sex factor Collb-P9 as a 

supercoiled circular DNA-protein relaxation complex， 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 41， 150-156 

Cline， R. E.， Fink， R. M. & Fink， K. (1959) Synthesis of 

5-substituted pyrimidines via formaldehyde addition， J. 

Am. Chem. Soc. 81， 2521-2527. 

Crick， F. H. C. (1966) COdon-anticodon pairing: the wobble 

hypothesis， J. M01. Bi01. 19， 1548-1555. 

Dahlberg， A. E. (1989) The functional role of ribosomal 

RNA in protein synthesis， Cel1 57， 525-529 

Davies， J.， von Ahse且， U. & Schroeder， R. (1993) 

Antibiotics and the RNA world: a role for low-molecular-

weight effectors in biochemical evolution?， in The RNA 

World， pp. 185-204， Cold Spring Harbor Laboratory， Cold 

Spring Harbor. 

Deutscher， M. P. (1985) E. c01i RNases 田 aking sense of 

alphabet soup， Cel1 40， 731-732. 

Deutscher， M. P. (1993) Promiscuous exoribonucleases of 

Escherichia c01i， J. Bacterio1. 175， 4577-4583. 

Dietricb， A.， Rornby， P.， Marechal-Drouard， L. Gillemaut， 

qu r
 



P. & Gieg色， R. (1990) Solution confor田ationof severa1 

free tRNA
Leu 

specie.s from bean， yeast and EsherichiB 

coli and interaction of these tRNAs with bean 

cytop1asmic leucy1-tRNA synthtase: a phosphate 

a1瓦y1ation study with ethylnitrosourea，Nucleic Acids 

Res. 18， 2589-2597. 

Ebel， J. -P.， Gieg色， R.， Bonnet， J.， Kern， D.， Befort， N・s

Bollack， C.， Fasio1o， F.， Gangloff， J. & Dirbei田erJ G. 

(1973) Factors determining tbe specificity of the tRNA 

&田inoacy1ationreaction: non-abso1ute specificity of 

tRNA-aminoacyl-tRNA synthetase recognition and 

particu1ar importance of the maxima1 ve1ocity， Biochemie 

55， 547-557. 

Eriani， G.， Dirheimer， G. & Gangloff， J. (19日目) Isolatlon 

and characterization of the gene coding for EscberichiB 

coli arginyl-tRN.A synthetase， Nucleic Acids Res. 17， 

5725-5736. 

Eriani， G.， Delarue， M.， Poch， 0.， Gang1off， J. & Moras， 

D. (1990) Partition of tRNA synthetases into two c1asses 

based on皿utua11y exclusive sets of sequence motifs， 

NB ture 347， 203-206. 

Fiscber， W.， Doi， T.， Ikebara， M.， Ohtsuka， E. & Sprinzl， 

M. (1985) Interaction of metbionine-specific tRNAs from 

EscherichiB coli with immobilized elongation factor Tu， 

FEBS Lett. 192， 151-154. 

Gangloff， J.， Joazara， R. & Dirheimer， G. (1983) Study of 

tbe interaction of yeast arginyl-tRNA synthetase with 

yeast tRNAirg and tRNA~rg by partial digest工ons with 

cobra venom riboDuclease， Eur. J. Biochem. 132， 629-637. 

r4 -



Garcia， G. M・， Mar， P. K.， Mullin， D. A.， Walker， J. R. & 

Prather， N. E. (1986) The E. coli dnaY gene encodes an 

arginine transfer RNA， Cel1 45， 453-459. 

Ghisotti， D・， Zangrossi，S. & Sironi， G. (1983) An 

Esherichia coli gene required for bacteriophage P2ー λ

interference， J. Virol. 48， 616-626. 

Ghosh， R. K. & Deutscher， M. P. (1978) ldentification of 

an E. coli nuc1ease acting on structura11y altered 

transfer RNA mo1ecu1es， J. Biol. Chem. 253， 997-1000. 

Gieg色， R.， Puglisi， J. D. & Florentz， C. (1993) tRNA 

structure and aminoacylation efficiency， Prog. Nucleic 

Acid Res. Mol. Biol. 45， 129-206. 

Grosjean， H. & Fiers， W. (1982). Preferential codon usage 

in prokaryotic genes: the optimal codon-anticodon 

interaction energy and the selective codon usage in 

efficiently expressed genes， Gene 18， 199-209. 

Guoy， M. & Gautier， C. (1982) Codon usage in bacteria 

correlation with gene expressivity， Nucleic Acids Res. 

10， 7055-7074. 

Gupta， R. (1984) Halobacterium volcanii tRNAs; 

identification of 41 tRNAs covering all amino acids， and 

the sequences of 33 class 1 tRNAs， J. Biol. Chem. 259， 

9461-9471. 

Hagg1l. rdーLjunquist，E.， Barreiro， V.， Calendar， R.， Kurnit， 

D. M. & Cheng， H. (1989) The P2 old gene: sequence， 

transcription and translational contro1， Gene 85， 25-33. 

Haru註i，M.， Matsumoto， R.， Hara-Yo!王oyama，M.， Miyazawa， 

T. & Yo孟oya田a，S. (1990) Conformationa1 changes of 

a皿 inoacyl-tRNA and uncharged tRNA upon comp1ex formation 

- r5 -



with polypeptide chain elongation factor Tu， FEBS Lett. 

263， 361-364 

Hec包囲an，J. E.， 8arnoff， J.， Alzner-DeWeerd， B.， Yin， 8. & 

RajBhandary， U. (1980) Novel feature in the genetic code 

and codon reading patterns in Neurospora crassa mito-

chondria based on sequences of six mi七ochondrial tRNAs， 

Proc噂 Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77， 3159-3163. 

Hel孟， B. & 8prinzl. M. (1985) Interaction of unfolded tRNA 

with the 3'-terminal region of E. coli 168 ribosomal 

RNA， Nucleic Acids Res. 13， 6283-6298. 

Henson， J. M.， Chu， R.， Irwin， C. A. & Walker， J. R. 

(1979) Isolation and characterization of dnaX and dnaY 

temperature-sensitive mutants of Escherichia coli， 

Genetics 92， 1041-1059. 

Hillen， W.， Egert， E.， Lindner， H. J. & Gassen， H. G 

(1978a) Crystal and molecular structure of 2-thio-5 

carboxymethyluridine and its methyl ester: helix 

terminator nucleosides in the first position of some 

anticodons， Biochemistry 17， 5314-5320 

Hillen， I~. ， Egert， E.， Lindner， H. J. & Gassen， H. G. 

(1978b) Restriction or amplification of wobble 

recognition; the structure of 2-thio-5-

田ethylaminomethy1uridine abd the interaction of odd 

uridines with the anticodon loop backbone， FEBS Lett. 

94， 361-364. 

Horiuchi， T. & Nagata， T. (1973) Mutations affecting 

gr口wthof the Escherichia coli cell under a condition of 

DNA polymerase I-deficiency， Molec. Gen. Gent. 123， 89 

110 

- r6 -



Horiuchi， T.， Ma瓦i，H'J Maruya田a，M. & SekiguChi， M 

(1981) Identification of the dnaQ gene product and 

location of the st~uctural gene fo~ RNase H of 

Eschericbia coli by cloning of the genes， Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 78， .3770-3774. 

Hou， Y. -H. & Schimrnel， P. (1988) A simple structu~al 

feature is a major determinant of the identity of a 

transfer RNA， Nature 333， 140-145. 

Ikeda， H. & Tornizawa， J. (1965) Transducing fragments in 

genera1ized transduction by phage P1; 1. Molecular 

origin of the fragrnents， J. Mol. Biol. 14， 85-109. 

Ikemura， T. (1981) Correlation between the abundance of 

Escherichia coli t~ansfer RNAs and tbe occurrence of tbe 

respective codo且s in its protein genes， J. Mol. Blo1. 

146， 1-21. 

Isbikura， H.， Yamada， Y. & Nisbi回 ura，S. (1971) Structure 

of serine tRNA from Escherichia coli Blochim. Biophys 

Acta 228， 471-481 

Jabn， M.， Roge~s ， M. J. & SOll， D. (1991) Anticodon and 

acceptor stem n.u巴leotides in. tRNAG1n are major 

~ecognition elements for E. coli glutaminyl-tRNA 

syntbetase， Nature 352， 258-260. 

Jeene~ ， J.， Meier， E. H.， Bacbmann， P. & E~nst ， R. R. 

(1979) Investigation of exchange processes by two-dimen-

sional NMR spectroscopy， J. Chem. Phys. 71， 4546-4553 

Kawai， G. (1989) Proton nuclear magnetic resonance studied 

on dynarnic st~uctures and functions of modified 

n.ucleosides in transfer RNA， Thesis， University of 

ToJ玉yo，Japan. 

- r7 ー



Kawai， G.， Yamamoto， Y.， Kamimura， T.， Masegi， T.， Sekine， 

M.， Hata， T・， 1 i皿ori，T.， Watanabe， T.， Miyazawa， T.， & 

Yo註oyama，S. (1992) Conformational rigidity of specific 

pyrimidine residues in tRNA arises from 

posttranscriptional 田 odifications tha七 enhance steric 

interaction between' the base and the 2' -hydroxyl group， 

Biochel刀istry31， 1040-1046. 

Kiesewetter， S.， Fischer， W. & Sprinzl， M. (1987) Se-

quences of three minor tRNAArg from E. coli， Nucleic 

Acids Res. 15， 3184 

Kim， S. H.， Suddath， F. L.， Quigley， G. J.， MCPherson， A.， 

Sussman， J. L.， Wang， A. H. j.， Seemna， N. C. & Rich， A 

(1974) Three-dimensional tertiary structure of yeast 

phenylalanine transfer RNA， Science 185， 435-439. 

Kogoma， T.， Bialy， H.， Subia， N. L.， Torrey， T. A.， 

Pickett， G. G. & von Meyenburg， K. (1985) The role of 

RNase H in in工tiation of DNA replication in E. coli， in 

The Molecular Biology of Bacterial Growth (Schaechter， 

M.， Neidhardt， F. C.， 1ngraham， J. L. & Kjeldgaard， N 

0.， eds) pp. 311-324， Jones & Bartlett PUblishers， Inc.， 

Portola Valley， California. 

Kohara， Y.， Akiyama， K. 品 Isono，K. (1987) The physical 

map of the whole E. coli chromosome: application of a 

new strategy for rapid analySis and sorting of a large 

genomic library， Cel1 50， 495-508. 

Komine， Y.， Adachi， T・， 1nokuchi， H. & Oze孟i，H. (1991) 

Genomic organization and physical mapping of the 

transfer RNA genes in EscheI、ichia coli K12， J. Mol. 

Biol. 212， 579-598. 

- r8 -



Kuchi口0，Y.， Kato， M.， Sugisaki， H. & Nishimura， S. (1979) 

Nucleotide sequence of starfish initiator tRNA， Nucleic 

Acids Res. 6， 3459-3469. 

Ku皿ar，A.， Ernst， R. R. & W} thrich， K. (1980) A two-dimen-

sional nuclear Overhauser enhancement (2D NOE) experi-

ment for the elucidation of complete proton-proton 

cross-relaxation networks in biological macromolecules， 

Biocbem. Biopbys. Res. Commun. 95， 1-6. 

Lawlor， E. J.， Baylis， H. A. & Chater， K. F・ (1987) 

Pleiotropic 田口rphological and antibiotic deficiencies 

result from田utations in a gene encoding a tRNA-like 

product in Streptomyces coelIcolor A3(2)， Ge且esDev. 1， 

1305-1310. 

Leskiw， B. K.， Lawlor， E. J.， Fernandez-Abalos， J. M. & 

Chater， K. F. (1991) TTA codoロs ln some genes prevent 

their expression in a class of developmental， 

antibiotic-negative， Streptomyces mutants， Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 88， 2461- 2465 

Lin， S. X.， Shi， J. P.， Cheng， X. D. & Wang， Y. L. (1988) 

Arginyl-tRNA synthetase from Escbericbia coli， 

purification by affinity chromatOgraphy， properties， and 

steady-state孟inetics，Biocbemistry 27， 6443-6348. 

Littlefield， J. W. & Dunn， D. B. (1958) The occurrence and 

distribution of thymine and three methylated adenine 

base in ribonucleic acids from several sources， Biochem. 

J. 70， 642-651. 

Louie. A.， Ribeiro， S.， Reid， B. R. & Jurnak， F. (1984) 

Relative affinities of all Eschericbia coli aminoacyl-

tRNAs for elongation factor Tu-GTP， J. Biol. Chem. 259， 

- r9 -



5010-5016 

Lustig， F.， Elias， P.， Axberg， T.， Sa皿uelsson，T. J 

Titt8owella， 1. & Lagerkvist， U. (1981) Codon reading 80nd 

tr8onsl8otional error， J. Biol. Chem. 256， 2635-2643 

Lustig， F. J Boren， T.， Classen， C'
J 

Simonsson， C'
J 

Barciszeska， M. & Lagerkvist， U. (1993) The nucleotide 

in postion 32 of the tRNA anticodon loop determines 

ability of anticodon UCC 七o discriminate 8omon.g glycine 

codons， Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90， 3343-3347 

M8ocur8o， S. & Ernst， R. R. (19日0) Elucidation of cross reー

laxation in liquids by two-dimensional N.M.R. spectro 

scopy， Mol. Phys. 41， 95-117. 

Martin， R. P.， Sibler， A. P.， Gehrke， C. W.， Kuo， K.， 

Ed皿onds，C. G.， McCloskey， JφA. & Dirheimer， G. (1990) 

5ー[[(C8orboxymethyl)amino]methyl]uridine is found in the 

8onticodon of yeast mitochondri8ol tRNAs recognizing two-

codon f80milies ending in 80 purine， Biochemistry 29， 956-

959. 

McClain， W. H. & Nicolas Jr， H. B. (1987) Differences 

between tr80nsfer RNA molecules， J. Mol. Biol. 194， 635-

642. 

McClain， W. H・， 80nd K. Foss (198880) Ch80nging the identity 

of a tRNA by introducing a G-U wobble p80ir near tbe 3' 

acceptor end， Science 240， 793-796 

McClain， W. H.， and K. Foss (1988b) Changing the acceptor 

identity of a transfer RNA by a1tering nucleotides in a 

"variable pocket"， Science 241， 1804-1807 

McClain， W.， H.， K. Foss， R. A.' Jenkins， & J. Schneider 

(1990) Nucleotides that determine Escherichia coli 

- r10 -



tRNAArg and tRNALys accept口r identities revealed by 

analyses of 田utant opal and amber suppresser tRNAs， 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87， 9260-9264. 

McClain， W.， K. Foss， R. A. Jenkins， and J. 8chneider 

(1991) Rapid determination of nucleotides that define 

tRNAG1y acceptor identity， Proc. Natl. Acad. Sci・ USA

88， 6147-6151 

Miller， W. T.， Hou， Y. -M. & 8chimmel， P. (1991) Mutant 

aminoacyl-tRNA synthetase that co皿pensates for a 

mutation in the major identity determinant of its tRNA， 

Biochemistry 30， 2653-2641. 

Mitra， 8. K.， Lustig， F.， Ukesson， B.， Axberg， T.， Elias， 

P. & Lagerkvist， U. (1979) Relative efficiency of anti-

codons in readlng the va1ine codons during protein 

synthesis in vitro， J. Biol. Chem. 254， 6379-6401. 

Moazed， D. & Noller， H. F. (1991) 8ites of interaction of 

the CCA end of peptidyl-tRNA with 238 rRNA， Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 88， 3725-3728. 

Mullin， D. A.， Garcia， G. M. & Walker， J. R. (1984) An E. 

coli DNA frag田 ent 118 base pairs in length provides 

dnaY+ complementing activity， Cell 37， 669-674. 

Muramatsu， T.， Nishil王awa，K. I Nemoto， F.， Kuchino， Y. I 

Nishimura， 8.， Miyazawa， T. & Yokoyama， 8 (1988) Codon 

and amino-acid specificities of a transfer RNA are both 

converted by a single post-traロscriptional modification， 

Nature 336， 179-181. 

Murakami， Y.， Ohmori， H， Yura， T. & Nagata， T. (1987) 

Requirement of the Escherichia coli dnaA gene function 

for ori-2-dependent 田ini-Fpl"as田 id replication， J. 

- rl1 



Bacteriol. 169， 1724-1730. 

Murao， K.， Hasegawa， T. & Ishikura， H. (1982) Nucleotide 

sequence of valine tRN~o5UAC from Bacillus subtilis， 

Nucleic Acids Res. 10， 715-718 

Nagata， T.， Muraka田i，Y. & Imai， M. (1988) Requiremenも of

the Escherichi co1i dnaA gene function for integra七ive

suppression of d且aAmutations by plasmid RI00-1， Mo1 

Gen. Genet. 213， 163-165 

Nishimura， S. (1979) Modified nucleosides in tRNA， in 

Transfer RNA: Structure， Properties， and Recognition 

(Schimmel， P. R.， S凸11，D. & Abelson， J. N.， eds) pp 

59-79， Cold Spring Harbor Laboratory， Cold Spring 

Harbor. 

Nishimura， S.， & Kuchino， Y. (1983) Characterization of 

modified nucleosides in tRNA， in Methods of DNA and RNA 

Sequencing (Weissman， S. M.， Ed.) pp 235-260， Praeger， 

New York. 

Normanly， J.， Ogden， R. C.， Horvath， S. J. & Abelson， J. 

(1986) Changing the identity of a transfer RNA， Nature 

321， 213-219 

Normanly， J. & Abelson， J. (1989) tRNA identity， Annu. 

Rev. Biochem. 58， 1029-1049. 

Nureki， 0.， Kohno， T. ， Sakamoto， K.， Miyazawa， T. & 

Yol三oyama，S. (1993) Chemical modification and 

mutagenesis stud工es on zinc binding of aminoacyl-tRNA 

syn七hetases，J. Bio1. Chem. 268， 15368-15737 

Nureki， 0.， Niimi， T.， Muramatsu， T.， Kanno， H.， Kohno， 

T.， Florentz， K.， Giege， R. & Yokoyama， S. (1994) 

Moleular recognition of the identity-determinant set of 

- r12 -



isoleucines tra且sfer RNA frorn Escherichia cOli， J. Mol. 

Bi01. 235. 

Ohki， M. & Mitsui， M. (1974) Defective rne田brane synthesis 

in an E. coli rnutant， 1内{ature 252， 64-66 

Pak， M.， L. Pallack， and L. Schulrnan (1992) Conversion of 

a rnethio且 ine initiator tRNA into a tryptophan-inserting 

elongator tRNA in vivo， Biochemistry 31， 3303-3308 

Pearlrnan， P. A.， Case， D. A.， Caldwell， J. C.， Seibel， G 

L.， Singh， U. C. & Weiner， P. (1991) Universi七y of 

Calfornia， San Fransisco 

Perret， V.， Garcia， A.， Grosjean， H.， Ebel， J. -P.， 

Florentz， C. & Gieg~ ， R. (1990) Relaxation of a transfer 

RNA specificity by rernoval of rnodified nucleotides， 

Nature 344， 787-789. 

Pingoud， A.， Urbanke， C.， Krauss， G.， Peters， F. & Maas， 

G. (1977) Ternary cornplex forrnation between elongation 

factor Tu， GTP， and arninoacyl-tRNA: an equilibrium 

study， Eur. J. Biochem. 78， 403-409. 

Putz， J.， Puglisi， J. D.， Flore且 tz，C. & Giegd ， R. (1993) 

Additive， cooperative and anti-cooperative effects 

between identity nucleotides of a tRNA， EMBO J. 12， 

2949-2957. 

Quigley， C. G.， Seernan， N. C.， Wang， A. H.， Suddath， F. L. 

& Rich， A. (1975) Yeast phenylalanine transfer RNA: 

ato田 ic coordinates and torsion angles， Nucleic Acids 

Res. 2， 2329-2341 

Rance， M.， Sorensen， O. W.， Bodenhausen， G.， Wagner， G・s

Ernst， R. R. & Wuthrich， K. (1983) Improved special 

resolution in COSY lH NMR spectra of proteins via double 

- r13 



quantu皿 filtering，Biochem. Biophys. Res. Commun. 117， 

479-485. 

Rich， A. & RajBhandary， U. L. (1976) Transfer RNA: 

structure， sequence， and properties， Annロ Rev. Biochem. 

45， 805-860. 

Rich， A. & Schimmel， P. (1977) S七ructual organization of 

complexes of transfer RNAs with aminoacyl transfer RNA 

synthetases， Nucleic Acids Res. 4， 1649-1665. 

Roberts， J. W. & Carbon， J. (1975) Nucleo七ide sequence 

studies of normal and genetically altered glycine 

transfer ribonuclei~ acids from Escher噌ichia co1i， J. 

8io1. Chem. 250， 5530-5541 

Robertus， J. D.， Lander， J. E.， Finch， J. T.， Rhodes， D 

Brown， R. S.， Clark， B. F. C. & Klug， A. (1974) 

Structure of yeast phenylalanine tRNA at 3 A resolution， 

Nature 250， 546-551. 

Ro回by，P.， Moras， D.， Bergdoll， M.， Domas， P.， Vlassov， V 

V.， Westhof， E.， Ebel， J ーP. & Gieg'e， R. (1985) Yeast 

tRNAAsP tertiary structure in solution and areas of 

interaction of the tRNA with aspartyl-tRNA synthetase， 

J. Mo1. 8i01. 184， 455-471 

Rould， M. A.， Perona， J目 J.，Sる11，D. & Steitz， T. A 

(1989) Structure of E. co1i glutaminyl-tRNA synthetase 

Gln complexed with tRNA""" and ATP at 2.8 A resolution， 

Science 246， 1135-1142. 

Rould， M. A.， Perona， J. J. & Steitz， T. A. (1991) 

Structual basis of a且 ticodon loop recogni七ion by 

glutaminyl-tRNA synthetase， Nature 352， 213-218 

Ruff， M.， Krishnaswamy， S.， Boeglin， M.， Poterszman， A.， 

- r14 



Mitschuler， A.， Podjarny， A.， Rees， B・， Thierry， J. C. & 

Moras， D. (1991) Class 11 aminoacyl transfer RNA 

synthetase: crystal structure of yeast aspartyl-tRNA 

synthetase complexed with tRNAAsP， Science 252， 1682-

1689 

Sakamoto， K.， Kawai， G.， Niimi， T.， Satoh， T.， Sekine， M.， 

Yamaizumi， Z.， Nishi皿ura，S， Miyazawa， T. & Yokoya田a，S. 

(1993) A modified uridine in the first position of the 

anticodon of a minor species of arginine tRNA， the argU 

gene product， from Escher i chi'a co1 i， Eur. J. Bi ochem 

216， 369-375. 

Sa田 brook，J.， Friysch， E. F. & Maniatis， T. (1989) 

Molecular cloning， a laboratory manual， second edition. 

Cold Spring Harbor Laboratory， Cold Spring Harbor， N. Y. 

Sampson， J. R. & Uhlenbeck， 0: C. (1989) Biochemical and 

physical characterization of an unmodified yeast 

phenylalanine transfer RNA transcribed in vitro， Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 85， 1033-1037. 

Sampson， J. R.， DiRenzo， A. B.， Behlen， L. S. & Uhlenbec瓦，

O. C. (1990) Role of the tertiary nucleotides in the 

interaction of yeast phenylalanine tRNA with its cognate 

synthetase， Biochemistry 29， 2523-2532 

Sampson， J. R.， Behlen， L. S.， DiRenzo， A. B. & Uhlenbeck， 

O. C. (1992) Recognition of yeast tRNAPhe by its cognate 

yeast phenylalanyl-tRNA synthetase: an analysis of 

specificity， Biochemistry 31， 4146-4167. 

Samuelsson， T.， Elias， P.， Lustig， F. Axberg， T.， Folsch， 

G.， Akesson， B. & Lagerkvist， U. (1980) Aberrations of 

the classic reading scheme during protein synthesis in 

- r15 -



vitro， J. B101. Chem. 255， 4583-4588 

Sanger， F.， Nic孟len，S. & Coulson， A. R. (1977) DNA 

sequencing with chain一七erminating inhibitors， Proc 

Nat1. Acad. Sci. USA 74， 5463-5467. 

Sanger， F.， Coulson， A. R.， Hong， G. F.， Hill， D. F. & 

Petersen， G. B. (1982) Nucleotide sequence of 

bacteriophage λ DNA， J. M01. B101. 162， 72日一773

Sato， T.， Ohki， M.， Yura， T. & Ito， K. (1979) Genetic 

studies of an Escberichia c01i K-12 temperature-

sensitive mutant defective in membrane protein 

synthesis， J. Bacter101. 138，. 305-313. 

Saxena， P. & Walker， J. R. (1992) Expression of argU， tbe 

Escherichia c01i gene coding for a rare arginine tRNA， 

J. Bacteri01. 174， 1956-1964. 

Schmitt， E.， Meinnel， T.， Panvert， M.， Mechulam， Y & 

Blanquet， S. (1993) Two acidid residues of Escber1cbia 

c01i methionyl-tNRA synthetase act as negative 

discriminants towards the binding of non-cogntae tRNA 

anticodons， J. Mol. Bi01. 233， 615-628 

Schulman， L. H. (1991) Recognition of tRNAs by aminoacylー

tRNA synthetases， Prog. Nuc1eic Acid Res. M01. B101. 41， 

23-87. 

Schulman， L. H. & Pelka， H. (1988) The anticodon contains 

a major element of the identity of arginine transfer 

RNA， Sc1ence 246， 1595-1597. 

Schul皿an，L. H.， Pelka， H. & Sundari， R. M. (1974) 

Structural requirements for recognition of Escherich1a 

coli initiator and non-initiator transfer ribonucleic 

acids by bacterial T factor， J. B101. Chem. 249， 7102ー

- r16 -



7110 

Sekine， M.， Seio， K.， Satoh， T， Sa瓦amoto，K. & Yokoyama 

(1993) Synthesis of uridylyl (3'-5') uridine derivatives 

containing 5-(皿ethyla田inomethyl)uridine as a modified 

nucleoside found from E. coli minor tRNAArg， Nucleosides 

Nucleotides 12， 305-321 

Sekiya， T.， Ta瓦eishi，K. & Uki ta， T. (1969) Specifici ty of 

yeast glutamic acid transfer RNA for codon recognition， 

Biochim. Biopbys. Acta 182， 411-426 

Seong， B. L. & RajBhandary. U. L. (1987) Mutants of 

Escherichia coli formylmethionine tRNA: A single base 

change enables initiator tRNA to act as an elongator in 

vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84， 8859-8863. 

Seong， B. L.， Lee， C. P. & RajBhandary. U. L. (1989) 

Suppression of amber codon in vivo as evidence that 

mutants derived fro皿 Escherゴchia coli initiator tRNA can 

act as at the step of elongation in protein synthsis， J. 

Biol. Chelη. 264， 6504-6508. 

Shaka， A. J.， Barker， P. B. & Freeman， R. (1983) Computer-

optimized decoupling scheme for wideband applications 

and low-level operation， J. Magn. Reson. 64， 547-552 

Sharp， P. & Li， W. -H. (1986) Codon usage in regulatory 

genes in Escherichia coli does not reflect selection for 

'rare' codons， Nucleic Acids Res. 14， 7737-7749 

Shaw， G.， Warrener， R. N.， Maguire， M. H. & Ralph， R. K. 

(1958) Syntheses of uridine， 2-thiouridine， and some 

related compounds， J. Chem. Soc. 1958， 2294-2299 

Shimura， Y.， Aono， A.， Ozeki， H.， Sarabhai， A.， Lamfrom， 

H. & Abelson， J. (1972) Mutant tyrosine tRNA of altered 

- r17 



a田 ino acid specificity， FEBS Lett. 22， 144-148. 

Sibler， A. P.， Dirhei皿er，G. & Martin， R. P. (1986) Codon 

reading patterns in Saccharomyces cerevisiae mitochon-

dria based on sequences of mitochondrial tRNAs， FEBS 

Lett. 194， 131-138. 

Sierzputowska-Gracz， H.， Sochacka， E.， Malkiewicz， A.， 

Kuto， K.， Gehrke， C. W. & Agris， P. F. (1987) Che皿istry

anq structure of modified uridines in the anticodon， 

wobble position of transfer RNA are determined by 

thiolation， J. Am. Chem. Soc. 109， 7171-7177 

Smith， J. D.， Barnett， L.， Brenner， S. & Russel， R. L 

(1970) More皿U七ant tyrosine transfer ribonucleic acids， 

J. Mol. Bi01. 54， 1-14. 

So皿皿er，B.， Kohler， M.， Sprengel， R. & Seeburg， P. H 

(1991) RNA editing in brain controls a determinant of 

ion flow in glutamate-gated channe1s， Ce11 67， 11-19. 

Sparミjaard，R. A.， Chen， K.， Walker， J. R. & van Duin， J. 

(1990) Frameshift suppression at 七ande田 AGA and AGG 

codons by cloned tRNA genes: assigning a codon to argU 

tRNA and T4 tRNAArg Nucleic Acids Res. 18， 5031-5035. 

Sprinzl， M.， Dank， N.， Nock， S. & Schon， A. (1991) 

Compilation of tRNA and tRNA gene sequences， 1991 

edition， Laboratorium fur Biochemie， Universit 正t

Bayreuth 

Su11ivan， M. A・， Cannon， J. F.， Webb， F. H. & Bocι， R. M. 

(1985) Antisuppressor mutation iロ Escberichia coli 

defective in biosynthesis of 5-methylamiロomethyl-2-

thiouridine， J. Bacteriol. 161， 368-376 

Sylvers， L. A.， Rogers， K. C・， Shimizu， M.， Oh七suka，E. & 

- r18 -



Glu S~ll ， D. (1993) A 2-thiouridine derivative in tRNA 

is a positive determinant for aminoacylation by 

Esberichia coli glutamyl-tRNA synthetase， Biochel刀istry

32， 3836-3841. 

Tamura， F.， Nishi皿ura，S. & Ohki， M. (1984) The 

Escherichia coli divE mutation， which differentially 

凶eri凶 ibits synthesis of certain proteins， is in tRNA1 
EMBO J. 3， 1103-1107 

Tamura， K.， Asahara， H.， Himeno， H.， Hasegawa， T. & 

Shimizu， M. (1991) Identi ty elements of Eshericbia coli 

Ala tRNA~L~ ， J. Mol. Rec. 4， 129-132. 

Tamura， K.， Hi田eno，H.， Asahara， H.， Hasegawa， T. & 

Shimizu， M. (1992) 1n vitro study of E. coli tRNAArg 

and tRNALys identity ele田ents，Nucleic Acids Res. 20， 

2335-2339. 

Tanaka， R.， Andachi， Y. & Muto， A. (1991) Evolution of 

tRNAs and tRNA genes in Acholeplasma laidlawii， Nucleic 

Acids Res. 19， 6787-6792. 

Theobald， A.， Springer， M.， Grunberg-Manago， M‘， Ebel， J 

-P. & Gieg島， R. (1988) Tertiary structure of Esilerichia 

Th coli tRNA~nr in solution and interaction of this tRNA 

with the cognate threonyl-tRNA synthetase， Eur. J. 

Biocbem. 175， 511-524. 

Ts'o， P. O. P.， Kondo， N. S.， Schweizer， M. P. & Hollis， 

D. P. (1969) Studies of the conformation and interaction 

in dinucleoside mono- and diphosphates by proton 

皿agnetic resonance， Biochemistry 8， 997-1029. 

Varshney， U.， Lee， C. -P. & RajBhandary， U. L. (1991) 

Direct analysis of aminoacylation levels of 七RNAs in 

- r19 -



vivo， J. Bi01. Cbem. 266， 24712-24718. 

Vlassov， V. V.， Kern， D.， Gieg~ ， R & Ebel， J. P. (1981) 

Val Protection of phosphodiester bonds in yeast tRNA'-~ by 

its cognate a皿inoacyl-tRNA synthetase against alkylation 

by ethylnitrosourea， FEBS Lett. 123， 277-281. 

von Ahsen， U. & Noller， H. F. (1993) Footprinting the 

sites of interaction of antibiotics with catalytic group 

I intron RNA， Science 260， 1500-1503 

Wagner， T. & Sprinzl， M. (1980) The co皿plex formation 

between Escberichia c01i aminoacyl-tRNA， elongation 

factor Tu and GTP， Eur. J. Biocbem. 108， 213-221. 

Watanabe， K.， Yokoyama， S.， Hansske， F.， Kasai， H. & 

Miyazawa， T. (1979) CD and NMR studies on the 

conformational thermostability of 2-thioribothymidine 

found in the TFC loop of thermophile tRNA， Biochel刀

Biopbys. Res. Co皿mun. 91， 671-677 

Weissenbach， J. & Dirheimer， G. (1978) Pairing properties 

of the methylester of 5-carboxymethyl uridine in the 

wobble position of yeast tRNA~rg ， Biochim. Biophys. Acta 

518， 530-534. 

Wikman， F. P.， Siboska， G. E.， Petersen， H. U. & Clark， B. 

F. C: (1982) The site of interaction of aminoacyl-tRNA 

with elongation factor Tu， EMBO J. 9， 1095-1100. 

Xue， H.， Shen， W.， Gieg色， R. & Wong， J. T. -F. (1993) 

Identity elements of tRNATrP， J. Bi01. Chem. 268， 9316-

9322. 

Yamamoto， Y.， Yokoyama， S.， Miyazawa， T.， Watanabe， K. & 

Higuchi， S. (1983) NMR analyses on the 皿olecular

mechanism of the conformational rigidity of 2-

- r20 



thioribothymidine， a 田odified nucleoside in extreme 

ther田口phile tRNAs， FEBS Lett. 157， 95-99. 

Yokoyama， S. & Miyazawa， T. (1985) Molecular confor田 ations

and codon recognition of transfer ribonucleic acids as 

analyzed by nuclear 田agnetic resonance， J. Mol. Struc. 

126， 563-572. 

Yokoyama， S.， Yamaizumi， Z.， Nishimura， S. & Mi yazawa， T. 

(1979) 1H NMR studies on the conformational character-

istics of 2-thiopyrimidine nucleotides found in transfer 

RNAs， Nucleic Acids Res. 6， 2611-2626 

Yokoyama， S.， Inagaki， F目&Miyazawa， T. (1981) Advanced 

nuclear magnetic resonance lanthanide probe analyses of 

short-range conformational interelations controlling 

ribonucleic acid structures， Biochemistry 20， 2981-2988 

Yokoyama， S.， Watanabe， T.， Murao， K.， Ishikura， H.， Yamaー

izu回 i，Z.， Nishimura， S. & Miyazawa， T. (1985) Molecular 

mechanism for codon recognition by tRNA species with 

modified uridine in the first position of the anticodon， 

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 82， 4905-4909. 

Zhang， J. & Deutscher， M. P. (1988) Transfer RNA is a 

substrate for RNase D in vivo， J. Biol. Chem. 263， 

18228-18233. 

Zubay， G. (1962) The isolation and fractionation of 

soluble ribonucleic acid， J. Mol. Biol. 4， 347-356 






