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】 序

リボ核虫分解酵素 (RNase)U之は AriDa らがクロボキン UstL'Iago

sphaerogeDaの培養油中に兄いだした､四性の Rぬseの一つである (AriJLa

eLaI･,1968a;Table1). RhseUzは 1本鎖 RNAのプリン也堪の 3･側の

ホスホジエステル結合を切断して､2',3'-Lq状ヌクレオチ ドを生成し､更に

3'-プリン 一リン酸へと加水分解する lArinaetal･,1968b)｡RNaseUzが触

媒能を持つのは､東較性側の pH3･5-5･5の領域である｡RNaseUzの一次鵬

道はエ ドマン分解法により決定され､114アミノ酸残基からなり 3個のジス

ルフィド結合を有すると報告されている (SaLo良Uchlda,19758;Karlaya良

Uchida･1986;Hal"ya良Uchida･1995)｡また･R̂.aseUlL=は RNaseULAと

UzBの異性体が存在し (LFchida良Shibata,1981)､RNaseU-8は通常のポ.)ペ

プチド鎖からなる RNaseU2Aの Asn32がスクシンイミド(Sue)を経てイソ

アスパラギン駐 日soAsp)に変化して生じるものと考えられている (XaJlaya良

Uchida･1986)｡以下では特に斬らない限り RNaseU2Aを RNaseU,と呼ふ,

RNaseU2の一次榊迫は､AspergJ'Jlusopyzaeの産生する RNaseTlと比削 -

ると､アミノを配列は 10‡ほど良く､アミノ酸の一致度も 28‡と低い｡し

かし､RNaseTlで触媒活性に東軍と考えられている His40､GIu58､Arg77､

His92(Takahashi&Hoore,1982)が His4l､Glu62､かg85.His10)と

して共通i=存在すると考えられることから､RNaseUZは微生物由束の Rh.ase

T ファミリーに属する蛋白質に分類されている｡この RNaseTlファミリーL=

は RNaseMs(AspergL'JJussaJ'LoJ由来 ,Watanabeet8/i,1982)､C,
(JspergJ'lluscJavatus由来-BezborodovaeLaJ･.1983)､∫,(Pusar)tub

DOnJ'JJ'ForDe 由 来 ; Hirabayashi & Yosh.da, 1983)､ U- (UsLiJago

spJZaeT･Ogena由来;Takahashi良Hashimoto,1988)とtった央柁生物由来の

Rih'aseに加えて､ Barnase(Bbc)JJus叫,Joliqueraciens由#,hrtJey良

Barker,1972)､RhtaseSt(StrepEoqceserythreus由来;Yoshidaeta1.,

1976)､Bi(8acL'JJusLnter･AIed)'us7p由来;Aphanasenkoeta1.,1979)､Sa
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(Strepto町CeSaureOPacJ'eDS由来;ShlyapnikoveEa1.,1986)といった原

核生物由来の R:Naseも含まれているoRNaseT.ファミリーの㌫白軌こ共通勺

る持徴は･第-にアミノ歴戦基数がほぼ 100程度であり､R:laseT.にか ､て

触媒活性に重要と考えられている前述のアミノ酸残延のうち､Glu58,Arg77､

HIS92に相当するものが共通に保存されていること､第二に地代反応の適作

で 2',3'一環状ヌクレオチド中間休が生成し､最終的にヌクレオシド3･-リ

ンkに加水分解されることが挙げられる｡

RNaseTtファミリーの触媒反収ま･RNaseT.で代点され､次のように批准

されている (TakahashlM oDre,1982;Heinemann良H山 ,)989,FigureJ)｡

ます第一段階として､リボース OTがリン原子を求接的に攻甲し､リン塀了か

らリボース 0｢･が脱片して 2',3'-原状ヌクレオチ ドが形成される｡この投階

には･リボース 0どからプロトンを受け取る塩基触服の役割を･Rたす筏基と､

脱妓するリボース 0,へプロトンを渡す酸触媒の役割を果たす報収が関与し､

それぞれ GIu58と His92であると考えられている｡窮二段断では､水分(-

が 2',3'一環状ヌクレオチ ドのル 原子に付加し､リボース 02･がリン原7･か

ら脱離してヌクレオシド3'一リン酸が生成する｡耶二段階では巌堀基触媒の

役割が交代し･Glu58は薮触媒としてリボース 0̀ にプロトンを渡し､His

92は塩基触媒として水分子からプロトンを受け取ると考えられている｡顎

段階のリン酸基転移反応の速度は､第二段階の加水分解反応にftぺて Rhlaseu,

と RNaseT■では共に約 102倍速い (EgaJDieLa1.,1980)｡ほ乳類由来の

RNaseAでは､酸塩基触媒残Ĵ;は二つの Hisと考えられているが (Bresloy,

1989)､中間休として 2',3'一項状ヌクレオチ ドが生成すること､及び各段階の

反応速度の関係は 帥aseU2と同Lである｡RNaselによるジヌクレオチ ドの

分解産物の分析から､R:laseAではリン厳基転移反応と加水分解Li応は同 の

基質分子に対して連続的に起こるのではなく､ます存在する基耳に対してリン

酸基転移反応が終7してから､リン軽量転移反応の逆反応として加水分解反応

か起こることが示され､この蒋実から RNaseAは加水分解単月ではなく.)ン
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良基転移酵素であり､払aseT.77ミリーの R払seでも同級であるとの主鎧

がある (Cuchilloe(a),,1993)｡Rih'aseLIzの RXAの分解産物の分析では､

2',3'-環状ヌクレオチドがかなりの割合含まれており(AL･i■aetaJ.,1968b)､

Cuchi=oらの主張は Rhlaseu▲の叫告にも当てはまると考えられる｡

上述の RNaSeTの反応良横に対して､転垢基態 牡々の役刑を'築たすのは Glu

58-打is92ではなく､ RNaseAと同じく二つのヒスチジン､すなわち His

40と His92であるとする説も捷案されている｡この捉雀は RNaseTの Glu

58を AlaL=安男させたものには油性が残存するにも関わらず､打is40を

Alaに変化させたものはほとんど7'占作がないという知妃に堪づいてLる

(hishlkavaeLaJ･,1986;ボishikavaetaI.,1987)｡ ･f'､SLeyaertちは

Rh'aseT の野生体及び変異休の反応速度をft々 の pHで測定した結果から､

RNaseTが尾大の油性を示す pH7.5では､His40はプロトンが結合したJI.

役酸の状態にあり塩基としてWu'巨し得ないこと､GIu58を AJaに改変した噛

斜二は His40の pklが低下し､Glu58に代わって塩基として惟託し得るこ

とを示し､ Glu58と His92が酸梅基触媒の役割を架たすと主張している

(SLeyaertetBJ･,1990)｡しかし､ RNaseT とグアノシン 3'一リン酸

(3'-GNP)の複合休の結晶縫遇では Glu62と共に HislOもリボース Orと

水讃結合を形成していることから､ His40はリボース Ozからのプロトン脱

杜に直接関与するとの主張も再びなされており (Gch血 etaJ.,1994)､臥ase

T'ファミリーにおいて 肘▲切斬反応でどの残基がとの役割を果たすのかは依

然として不明瞭である｡

R:粗seLT･は塩基特異性に関して つ の卯峡環ト特赦を47している. Rh,ase

T ファミリーにki(する類似の Maseはすべてグアニン円実的またはグアニン

を偉先的に詔はするのに対し､RNaseL'ZはアデニンをfF先的に.e歳する｡高分

子JtRNAの RNaseUzによる分解存物の 3'Jt端ヌクレオチ ドの分析から

RNaseL'の塩基特異性は ldenine>Guanl'ne>)Cytosine)Urac日 と報告さ

れており (UchidaetaJ.,1970)､この特発性はノヌクレオチドの場合も同じ

9



である (i:rhidaAlachi血,1978).また､pH･1.5.30℃におけるアT-ノシン

2】-.)ン酸 (ZLAW)E=対する解AL定故は 2.3×1011であるのt=対し､ケ

7 ノシン 2'-リン転 (2'-G.V)に対する僻事定数は 1.3×10･H(Sato&

Uchida,1975b)と大きく､限-B剤においてもアデニンに対する間切作が掛 ､.

エンドリボヌクレアーゼ の塩妊特粍作には大きく分けて､ほ乳類由米の

RlNaseAに代鼓されるピリミジン特異的なもの･RhlaseT.に代Lkされるグアニ

ン特異的なもの､RihTaseRhに代点される非特異的なものが妃つかっているが､

Rih'aseLT上はプリン特発的な 81aseとしてや牡で独自のefに分取できる｡

Ri'aseL-1は､遥折法によりT型結晶机 硫安を改段剤としてmqJ結晶が紺ら
れている (MaLsuヱakietaJ.,1989) Ⅰ型結晶については'TIWiLf同や正漁法

による解析が試みられているが､良bfな位相悼辞が得られておらず､その立体

柵適は不明である.

本研究では､RNaseUzの RNA加水分析反応横柄とアデニン嫌先的な塩旦特

発性発現の飽満を原子レベルで立仏捕遇から肝明するたれ RNaseUz-p-独及び

核酸との枚合体のX線結晶構造解析を行い､RNaseU,と核酸の托Jh-.作用様式を

決定した｡その際､特定の溶媒条作下で得られた一機新の結晶桝迫に依存して

考察するのではなく､ほ々の溶媒条作下で生じた枚牧の結占.),快適を遥t的に比

較することで､特定の溶媒射 手や結晶内分√間接触の影Yの少ない RNaseL･｣

の立体柄通情報を抽出し､それを毒に粁素反応他端とJS篭特発性について考輯

した｡劉こその過程でアスパラギン酸がイソアスパラギン鰍 二異性化した蛋白

賞の立体柵道を初めて決定し､その蛋白fl在仏化学的朽故を明らかにした.川

下に得られた知見を記す｡
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TableI･PropcrlleSOfRNaseU.

Molecularwe唱hl∫

AnllnO-aCldreslduesI

lsodectTICPOLnLA

OplimalpHIorRNAhydrolysLS'

DISSOCLationconstantfortheinhlbitoTSJJ
2r-AMP

2㌧GMP

lnttlalveloCltyforthecleavagereacnon'

AdenyLyI-3p-5■-cyloslTtC(ApC)

GuaL)ylyl-3｣･511CylOSlne(GpC)

CylOSylyI-3'-51-cytosine(CpC)

UracllyL-31-5■-cy10SlneO)pC)

EJKanayaAUchlda,)985;Kanaya良Uchlda,1995.

bEganlleltJI,1980

cArlnlaeLaL,L968a

〟Sato良Uchlda,Ⅰ975b

eUchlda&Mach)da,1978.



2方法

2-1RNaseU～の拝賀

21111 ust17a90SPhaerogenaの培書

歯体の培茶及び R:hTaseU,のIA矧 ま､基本的に Uchi血 丘Shibata (198日

の方法に従った｡

担 子菌顎のクロボキン L'stJ']agospbaeLY)genaは 山ericallTy押 Cu)Lure

CoHecLion(Maryland,LISA)から叫入し､培兼沌のは鵜 乾棉物がアンプルに

封入された状態で輸入した｡この凍結乾坤抑 こ顔留水を 400pL加えて混合し､

ポテトフレーク寒.(培地上に植え付け､28℃の栢溢槽州 二沖Zlした 2日綾

に形成されてLたコロニーを 500Ll坂口フラスコ中の Corn-zLeal培地

(HiraieLall,1972)10011に縫え付け､振とう政 150匝l伝/令 (rpJL).

28'Cで 3日間指差した.Corn-Deal培地に他用したトウモロコシの品性は､

交 l弓 (可印紙苗社製)である.招集7釘こpH4.5における RNAhq水釧那占

性があることを Ari皿aらの方法 (ArimaetBl.,1968a)により測定して凱 P.

した後､培食油にグリセロールをl誌終濃度が 33駕になるように加え -80｡C

で保存した｡以後､RNaseU2相製のための UsLJ-1柳 SPhaeTDgena培兼には､

このグリセロールストックからのむ休を睦用した｡

大束培射ま以下に記す手頃で行った｡まず､グリセロールストソクから試族

管内の Corn-1eal培地 6I)Ⅰに錯体を植え付け､振とう故 150rpL.28℃で

3日間培*し､埼兼液をポテトフレーク帝大培地上に払え付け､28℃の恒温柵

内に静定した｡3日後に生じたコロニーひとつを 500Jtl坂口フラスコ中の

Cornle8)培地 100)If=植え付け､由とう敢 150叩■､28℃で 2日間培よ

した○培養液の pH4.5における Rh1̂ 加水分解癌性が 20-30ユニノトに通

した時点でフアメンター内の Ccrn-JLeal培地 51に植え付けた｡プアメ/

クーの抑 乍条件は､空気涜■約 81/分､扶持回転款は 350rpnである｡pH

4･5における Rih'̂ 加水分解活性を綻時的に凋べ､4- 5Er後に農大の約 60

uTlit/■1止したとき､培養を停止した.
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2-卜2 相51

培兼油は 4℃､7000rpllで 20分間遠心し､由体及び桔Jt液中の トウモロ

コシなどの不溶物を除いた｡劇 二ガラス叫堆溝板 GF/A(YattJIan杜封)を放っ

て培美液中の細かい浮遊物も除去した｡ろ過した培其外淡的 41を蒸留水で

101に希釈 し､5NNaOH水溶液で pH8.5に調整した｡これに 10EL;H トリ

ス塩酸絹衝練 pH8.5(以下ではバッファーAと略す)で中丸化した碍イオン

交換樹脂 DE23の乾境塵JL33g相当を加え､時J/推押しながら水中に 40分

間おいた｡DE23を強取 し､建碑に DE23の乾確立* 17g相diを加え時'Z維

持 しながら水中に 30分おいた｡Sl取 した DE23をあわせ､11 のパ ソ

ファー Aで洗った｡洗浄した DE23を 0.7H恥Clを今むハソファー Aで

200Llx2回パッチ溶出し､鎧いて 0.5Hh.aClを含むJi･ソファー Aで

200Jlx4回Jトソチ溶出した｡溶出横は糸留水に対して 4℃で一晩透析し､

外植は一回交換した｡透析した溶出液は､斡び 5m801I水溶液で plt8.5に

合わせた後､バッファ- Aで平衡化して如 ､た I)E23乾蛾'Ttt5g相当を加

え的//船押 しながら 4oCに 30分おいた｡DE23を沌収 し､Jilyファー Aに

懸沸して由径 1.5cmのカラム中に 5cJlの荷さにU占めておいた DE23の上に

横屈し､全長的45cmとした｡このカラムを 150mlのバッファ-Aで;rF-al

化し､YaCl浪鑑 0- 0.4Hの捨史380FIlの塩iA促iJ配で溶出した｡流速

は約 12JLlnl､1フラクションの仏恥ま的 4Alとした｡pH4.5における

RhTALx]水分解活性はフラクション各号 45から70付掛 こ活出された (FigtJre

2(a))｡R̂1A加水分解活性の含まれるフラクションを回収し､酢転で pH4.7

にjq5した｡これをあらかしめ 1m aCl,looJEl酢飯絹爺漉d15.a(以下で

は′{ッフ妄- 8と略す)で平衡化しておt.た､5,-7デノシン鮫を結合させた

セファロースカラム (直径1･5cJX40cl)に通し･RihlaseU-を噴石させた｡

約 80LLのバッファー Bでカラムを洗押し､/り ファー Bに､100nll酢酸

ナトリウム､lm aCl水,苔液を直確約に加える塩d度iJ配をかけ RNaseUZを

溶出した｡主集塵は約 20Llnl､1フラクションの仏織は約 4■lとし亡｡
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Rih'aseLlrAはフラクション番号 50付近に､UIBはフラクション番号 68付近

に溶出された (Fi即re2(b))｡A:taseU/ のフラクションを 20tl酔態アン

モニウム溶油を酢転で pH6に羽撃したものに対して透析し‥ 収絵乾鴫するEP

で白色粉末の 肘aseUZA揺品を得た｡増兼液 11当たりの収Lは約 101gで

あるo RがaseUモAの捕結乾燥桝ま-80℃で保存したq
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2-2 RNaseUlの培晶化

RhTaseUIII型､111型､Ⅳ型の結晶化は 三重化芋捻研の佐Jzホ千津子と較屯ダ

娃により行われたoll型は RhTaseU?201g/■1､2㌧deox)12㌧rluoroadenylyト

3',5'-cytidine(AfpC)i.5Ag/■1､軌転アンモニウム 0.4H､酢較柁爺油
100AIHpH4･5の溶液を､碇をアンモニウム 0.9H､酢酸持前液 100AllpH

4･5の溶液に対して 20℃で蒸Lji平ar化して得られた｡結晶が生しろまでに約

1年を要している｡TI里結晶の結晶学的Jlラメータは.他の桔船型のものとま

とめて TabJe2に示す｡IJ]型は RNaseU,20Lg/JLI､Af〆:3.0-g/)1の清純
と･リザーバー溶液である硫蔽アンモニウム 2.5M､酢厳絹針油 10D A;HpH

4･5の溶液を写生に混合し､リザーバー冶Tiと 20℃で平aT化することで得ら

れた｡Ⅳ型は RNaseU40Ag/11､AfpC3.0喝/J)Lの溶液と､リザ-J一 滴丁稚

である硫酸アンモニウム 1.2打､酢削 蔓恥夜100LilpH4.5の溶液を等tに

混合し､リザーバー溶液と 20oCで平aT化することで得られた｡IJ型結晶に関

しては､結品を､7･5DllKLPtCl.を含む 0.9H硫酸アンモニウム､酢酸絹'dJ

沌 100mMPII4.5に三El間浸すことにより､内金誘碑体結晶も作成した｡

V､Ⅵ､Ⅶ及びⅧ型結晶はすべて 20oCで結晶化を行った｡Ⅴ型結晶は,

RNaseU220mg/ml､2'-AW 20mnの新 政を 3pl,ZnCl,50mHを 1.5pl､

リザーバー溶液である硫酸アンモニウム Ⅰ.6㌦ トリス絹恥改50a pH7.5

を 3pl混合し､リザー/ー 溶液に対して.at気平衡化させて得たLV型結晶は､

2'一人肝 と ZnClの両方が共存するときのみ生成した｡V型結晶は､詳伝状の

外形を皇した (Figure3(a))｡

＼1型揺晶は､酢か 捕 殺 10A:YpM415d,の R:NaseUz20喝/41を 2pl.

≠CIzlOO■lNを lpl､リザーバー溶液である 肝D50‡(V/V)､クエン酸穏術
油 10d pH4.5､2ulを混合し､リザーバー溶液に対して.q気平衡化させて

得た｡Vl型絶品は､柱状の外形を宴した (Figure3(b))｡hCLZが存在しない

ときも､栴 f定数がほぼ等しい結晶が城見するが､結晶は立方体状の外形を里

し､ひびgJ九が例外なく生じた (FigtJre3(C))｡
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11やir't晶は､払aspUI20喝/■1､2'-A肝 20山 3ulと,りサーJt一浩iAで

ある PEG800021I(Y/V)､酢巌カルシウム 200d､カコジル鮭ナトリウム

一ooAll､pH6･5､3LAlを混合し､リサ-パー溶液に対して3g(-A平aT化させて､

ます多結晶として得た (Figure3(d)).次に､2'-W 20■;X3l▲1と､リザー

バー溶池である PEG8000181(Y/V)､酢戯カルシウム 200帆 カコジル艇

ナトリウム 100d､PHS.5､5111を混命し､リザーバー溶液に対して 6u

問罪気平粛化させておいた蛋白質溶液に､ⅦSJ多結晶から streak-seeding法

(SturaaY‖son,1992)により絵品のはを供給し､11号Jの埠培品を得たcIV

型結晶は､板状の外形を呈した (Figure3(e))｡

Ⅶ型結晶は､RNaseUl20■g/hl､アデノシン3'-リン倍 (3'-NW)8I:13

plと､リザーバー溶液である PEG800012‡(Y/V)､カコジル酸ナトリウム

100LH､酢軽カルシウム 200mHpH3.5､3LLlを混合し､リザーバー溶液に

対して燕気平衡化させて得た｡Ⅷ型紙Fuは､板状の外形をLylした くFigure

3(r))｡



∫
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Tilblc2.CTySLaHIZa110nandcrystaldataforRNaseU2.

cryslJ=yI℃ l H Tll- IV V VI VII Vlll

Cry>t:IHl-/-JtlOn

prcc-pllilnlI

d̂dH1Ve

(D･alys15) AS AS AS

ArpC ArpC ArpC

Ŝ MPD PEG8tXXJ r)1三Gt!00O

ZnCJユ MnCl2 Ca(CJllCOOlヱCa(CHICOO)1
2■-∧MP 2'･̂MP 3'-̂MP

r,HorLrySLaJIJZaL10n 45 45 4･5 75 45 b5 35

Cry紙Ild.ltIl

SpLIC亡きrOUP IT2暮2.2. lq2.2J P2.2.2 1i3 P2.2.2. P2.2121 P21 P2.
CcHp.LTtlmCIcT盲 n=5098 lJ=4L)･32 0=4799 ll=9544

(AImddcg,cc) L'≡…,9.!冒 L';,61二,257 2==;59IL3 C=2L'("

Moleculcsper 1 I 1 1

115ynMlCtTlCUnit

vJ(̂1JdalLOn) 168 213 2.02 206

Sdycnleonlt:nl(%) 268 423 393 40.1

RcsolutIOn(̂) 10 18 18 20

lJ=4028 〟=50lt Lt=3983 〟=39り9
b=67()2 /)=63.Ol /)=365() b=401O
cI36.72 C=26.95 (･=3673 r=3841

6=lO425 P=12412

a l l 1

203 172 2川 206

394 285 414 4O3

2.5 2.O l.8 18

. FromMatsuzdkleLlII(J()89)

I AS.ammorHumSulralC,MドD.21nlCthyL-2.41X･nLAnCdlOl.l'LZC.pol)cthyEcneglyco】

I CrybtalvL,lunlCPerUnltrnOIcculnrrr"ssorproICln(MntlheWs.1968)
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2-3 RNaseU～結晶の回折強度測定

1Ⅰ型結晶の回折強度デ-夕は高エネルギー物理学研究所放射光施設 BL-14̂

(Satow良litaka･1989)で行った｡測定には大きさが 80×80×150tLLDの結

晶を~つ剛 ､､波長は 0.9000Å､測定温度は 11BCに設遺した｡四軸回折計

を振動カメラとして使用し､回折像はイメージングプレー トにGe糾してイメー

ジングプレートスキャナー (AJneJniyaeEa1..1988)を使いフォトン敦の帖和

に変換した｡構分B]折強度の算出はプログラム OSCMGR(Ross岨nn,1979)杏

改良したものを､スケー リングとポス トリファインメン トはプログラム

TOHOKOと MARIXO(Satoyeta1.,1986)を用いて行った｡日聖結晶の回折強

度データの統計は､lHからⅧ型結晶の回折鶴腔データの統計とまとd)て TablC

3に示す｡Il型結晶の白金誘串体においては､波長 1.0713Åと 1.0723Aの

二つの回折強度データを同一の結晶から収LISした｡日型結砧のbJ祈強度データ

測定では､81jvoet対の反射は常に同-のイメ-ジングプレート上に.;e鎚され

るように､結晶のいずれかの軸を振動軸と一致させた｡白金昏虎串1本結晶では､

各波長において､それぞれ分解能 2･lA､2･5Aまでの 6,288反射と 3,87)

反射を枕測した｡これらは観測可能な反射の 96.2%と 99.9%に相当する｡

Ill型､Ⅳ型結晶の回折強度測定は=.牽化成の佐々木､松崎らにより行われた.

X線源は､網X線管球と網回転対隈掩X発生装置を､測定戦掛ま､四軸回折計

CAJ)4 (Enramonius社製)が使用された｡それぞれ､分解能 1.8Å､2.0

Åまでの曲立な反射が 7340､5142個観測されている｡

V､Ⅵ､Ⅶ及びⅧ型結晶の回折強度データには粥回転対除犠X線発生常置を

使用した｡装掛ま50kV､100皿Aの出力で運転した.Cu瓜 線は白金を轟か

した鏡を二枚使って災光し､ニッケルフィルターによりt陀 化した｡コリメー

ターの径は､V型とⅥ型結晶の場合は O.2m､Ⅶ型とⅧ型紙品の場合は 0.3

mDlであるoX線によるぬ傷を低減するため結晶は 7oCに冷却した｡X練回折

像の記録はイメージングプレート読み取り滋毘一体型振助力,(ラを使用し､lI
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■一 _

里結晶の回折強度データ処理と同じプログラムを使用して各々の結晶の回折強

度データを得た｡Ⅶ型とⅧ型結晶の場合は結晶が平板状のため､X線に対する

結晶の方位によりX線の吸収による回折強度の変化の影響が強く現れ､同価な

- 点の- - の一致度を示す 4,～,(I)[浄 ▲-珂/汁.･"]の他が
約 30%と異常に高くなる回折像が得られた｡この吸収による影響を低減する

ため､異常に高い &,I,(/)の値を示すデータセットはb]析点をイメージング

プレート上に記飴された位正により二つのグループに分割し､それぞれ別のス

ケール田子を適用した｡この処掛 こより各イメ-ジングプレー トの 4....(I)

の値は､尼大のものでも 10‡程掛 二まで低下した｡





2-4 結晶柵遁決定と結晶学的繕造精密化

2-4-1 11聖 RNaseUl結晶の柵造決定とは造指針 ヒ

Il型結晶体道の決定は分子置換法により行った｡モデル分子は子#E.ii

AspergL'JIusopyzae由来 RNaseTlと 2'-GMPの扱合体の結晶捕造 (ArnieL

aJ･1988･POBIDIRNT)を使用した｡その用由は､第一に RNaseU2と RNase

T.のアミノ酸配列の一致度は 28‡と非府に低いものの､R紬seT 分子内部

l のアミノ酸残基は RhTaseU,において比較的保存されており､立体純過は並木

的に良く似ていると考えられたため､帝二に RNaseT,と 2'-GW の柁合体の

結晶構造は分解能 1.9Åで偶遥輯密化が進められており､柵追モデルの座汚

データの病だが比較的[･3いと考えられたためである｡RNaseT.と 2'-GW の枚

合体の構造モデルから溶妹分+と 2'-GMPを除き､帥aseUzと RyaseTで托

通の残基の側組は残し､その他の残基は Alaまたは GlyにZEき換え､アミノ

蕨の欠失や挿入のある部分はその両側の残基と兵に除いたモデル分子を作成し

た8除かれた領域は RNaseT】の残基番弓で､34から37､47から49､62か

ら71､81から 82及び 97から 98である.モデル分子の残過激は 84残故､

原子数は 492個である｡これは､RNaseU2の 741のij招 致と 57%の原+

数に相当する｡

分子置換法の計拝は､プログラム XIPLOR (8rGngereLa/.,1991)を陵用

した.分子の方位の捷･索には､′tタ-ソン関数に現れるピークのうち､原点か

らの距社が 5-4Aにあるものを使用して祖転開放を計甘した｡回軽快故で

高い値を与える方位に対して､面間隔が 5-4Aの反射を用いてパターソン

相関旅数 (PCcoefficient)の精密化 (PC-rerineDent)を行ったところ､ パ

ターソン相関係数が 0.142と顕著に高い方位が得られた｡PC-refinementに

用いる反射の面間隔を機々の艇に変史しても､この方位は僻に職人の相関旅数

を与えた｡この,引kのモデル分子を使い､並進位置の探索を行った｡規格化さ

れた構造因子の平方の実測値と計算値の相関臨数を結晶内 1Å刻みの各位は

28
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で計井した｡計別 二は面聞碗 5I4Aの反射を用いた.その結果､相関除数

の値が 0･361となる逝退位匿が得られた.この相関除数の他は平均値よりも

標準偏差の 5･6倍大きい値であった｡計馴こ用いる反射の面ruJ閑範囲を種々

の値に変更しても､この並進位置は常に伯J:の相関係数の旭を与えた.分f挺

換法の計許結果はIIL型からⅧ型結晶のd十井結果と共に TabLe4にまとめて示

すo

このようにして得られた分子荘換法の月別ま､Freep-value(BrtingereLal.､

1992)の手法により検証した｡面間隔 8-4Aの反射のうち 901を無作為

に取り出し.それらの反射を使って柄追約番化を進め､残りの 101の反射と

括密化輔追からの隅遁振幅の計算値との相関係数を調べた｡上.tdの解は 10‡

の相関係数は 0･227となったが､それ以外の附まみな 0.1川下であった｡ま

た､上記の方位と並進位正においたモデルから位相を求めて屯 /常圧を計印す

ると､モデルには含まれていない Trp60の4g箱の位故にインドール郡 こ対応

すると考えられる町 F密度が存在するなど､構造因子の計恥 こ含まれていない

部分の構造に対応する喝子密度が存在していた｡これらの.1111は上丘己の方位と

並進位置に軌 ､た蛸逓モデルが実際の RNaseU,の結晶構造に近いことを強く

示すものであるO

上記の方位と並進位臥こ削 ､たモデル分子を RNaseU,の初期僻遠として結

晶学的構造掃射 ヒを進めた｡Table5に構造柑密化の過程を示す｡最初にモデ

ル分子全体を 打末から 2本銀βシート偶慮.αヘリックス.5本絹βシー ト

構造の三つに分割し､rigid-bodyrefine■entを行ったところ､面間隔 6I3

Aで R因子 (R:≡(lF.-Fl)/∑F｡､F.と Fはそれぞれ柄退振幅の扱潮位と

計キ値)は 0.525になった｡次に､βシートは各β甜こと(=分割し､ル-7

部もひとつの剛体として扱い､分子全体を 12個に分割 して rigid-body

reflnenenLを行ったところ､面問絹 6-3Aで R-0.496となった｡以降

は各原子の座標と温皮因子を頼密化し､各段階での分子モデルから計許される

位相を使って花子密度を計算し分子モデル綿案を進めた｡Rが 0.30より大き
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な段階では､フー )エ係数として構造振幅の挽測値 rを使用した毛+密度図

を､それ以降は (2F.-Fi)を係数とするフーリエ区を多用した｡差フーリエ

図と annealed-omLttnap(Hodeleta1.,1992)は構造モデル僻築過程の全体

で良く使用した｡柵遥精密化の計芹には､前判ま7'ログラム X-PLORを､後･Ii

はプログラム PROLSQ(HendrlCkson,1985)を使用した｡偶退モデルの柵Bは

プログラム TURBO-FRODO(Roussel良CaJlb川au,1990)を使用した｡机糊棉

道には RNaseU2分子の57‡しか含まれていないため､細道モデルすべての
部位について屯f密度と比較しつつ詳細に検討し.ほとんどの部分は将電化の

過程で幾度か修正を行った｡Cys1-Ser6,Asp45-Ser57､Tyr67-Va1

79･AIR105-GLylO9､及びαへリックスの C東部を含む Leu27-Asp37

の領域については完全に新たなモデルを組み立てたB純造モデル鵬策と結晶了

的構造籾密化を 23(望】くり返し,雨間稲 8.0-1.8Aで R:0.166に収束し

た.この段階で､Va186と Tyr107の各の封紙が二つのコンフォメーションを

とっている兆候が髄子密度に現れたため､各々二つのコンフォメーションのモ

デルを串入し､各コンフォメーションの占損料ま温度園子が同程度になるよう

に設定した｡この段階で R=0.148に収束した｡

残基 49-50は Asp-Glnであると報告されている(K8naya良Uchida.

1986)○しかし､残塵 49を Aspとすると Figure4(b)に示すように柵追桁

密化後の後もアスパラギン軽のカルボキシル蛙の先主削こモデルに対応しない屯

子密度が残り､残基 50を GIuとすると Figure4(d)に示すように Glu側

緒の C,原子が電子密度の中心から外れた位EEに収束する｡これらのTP実は､

残基 49-50が Asn-Gluではないことを示している.屯f密度の形状及び

RNaseT.のアミノ酸配列との比較から,残基 49-50の配列は Glu-Aspと

考えてモデルを構築し捕造精密化を進めた｡その結乳 Figure4(a)と (C)

にそれぞれ示すように､構造柿密化後の G)u49と Asp50は和子密度に良く

適合し､構造モデルに対応しない屯 f･岩佐も存在しなかった｡MVV-はrBrは陥

810-1.8Aで 0.146に収束した｡
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この段階においても Asp45は､ 圭孤の N原子と C.原子との拒姓が

1･513A (理想値は 11470A)､C.1原子と Cl原子との距艇が 1･591A (哩

想値は 1･522A)となるなど理想姫から人きくずれたものであった｡TyT44

と Glu46は花子密度に良く適合しているにも関わらず､Asp45はどのよう

なコンフォメーションにしても馬丁常度に適合させることはできなかった｡城

基 45の1絹の芯+密度は異常に長く､側臥二対応する包子掛鉦から推察され

る残基 45の C̀.原子の位置と Glu46とのペプチ ド結合の位肝から推察され

るカルポ二ル炭讃原子との距群は約 3Åであり､中央で約 110 屈曲してい

た (F軸re18)｡牲基 45の側鎖のせ子朗 は巣常に短く､C,に対応する屯

+密度が存在しなかった｡奄子密度の形状から残基 45はイリアスJiラギン較

であると考え､その構造モデルを組み込んた｡イソアスパラギン軽の構造モデ

ルの理想値は､β-L-aSpartyh-alaJ]lneの結晶捕造 (G6rbitz.1987)加ら符

た｡輔密化後の lSOAsp45周辺の差フーリエ図には､F.を除数とするフーリ
エ図の標準偏差の 0.11倍の髄子密度しか現れなかった｡また freeA-value

は､通常のアスパラギン酸の捕遥モデルでは 0.1778であったが､イソアスパ

ラギン酸の構造モデルでは 0.1771と低 Fした｡

Ⅰ】型結晶の白金誘導休の結晶梢題も波長 1.0713Aの回折強度データを剛 ､

て結晶学的構造桁密化を進めた｡初期構造は柄密化された11型括占ほ 用いた｡

白金原子の位置は､ネイティブ結晶との基フーリエ図､BIJ'voet基フーリエ臥

dispersive差フー リエ図を剛 ､て決定 した｡面間隔 8.012.1Aで R=

0･178に収束 した｡白金誘導体の結晶捕道でも､残長 45の屯子密度は

isoAspである兆候を示していた｡
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2-4-2 日､lV､V､Vl､Vll及びVtl聖 RNaseU培晶のiA通決定と絹追捕密化

111､Ⅳ､V､Ⅵ､Ⅶ及びⅧ里の絵品構造は､芯牧分子を除いたII聖結晶をモ

デル分7-として分+荘換法により初期柵通を何､結晶字的構造棚富化を進めた｡

分子正換法の計許法とHI遇括密化の手心はIl型結晶の叫缶と同様である｡各結

朗の分子正換法の計算に剛 lた反射の面間隔､及び解の相関緯故の虹は Table

4にまとめて'7iLてある｡

Ⅶ型の柵道tk権 化の過程では細腕紙遇の Asp28から Asp37部分の屯子宮

腔は毀れず､この領域の構造がIJ型結tlrlu構造とは宍なることが示唆された｡そ

のため､最初にこの叙蟻を研斯桟道から除き.蛾遺構麿化のiA椎で新たにモデ

ルを組み立てた｡面間隔 10I1.8Åの R=0.239の段階で､Asp29､Va1

30､Asn32及び Asp37に囲まれた朝蛾に球状の故ILした花(禽IEが比いた

された｡そのqtJ'-密度の周Eflには 6個の原子が正八面休甲に存在しており､

それらの節子と球状屯子密度の中心との柁HEは 2.3から 2.5Åであった.こ

うした周皿の環境と結晶化射牛から､球状の他+密度は Ca2◆イオンであると

判断した｡占有率を 1.0とした時の温度因子は 20.0AZに収成した｡また､

2'-AIV 分子も昭子密度に従い同時にその僻退モデルを帝人した

11型結晶捕道の栢密化においては､面開村 10.0-I.8Aで R=0.221の

段階で､3'-▲肝 分子全体の屯子音圧が明確にjqれたため､花子密度に従t桟

道モデルを帝人した.



3結果

3-1 RNaseU=一次構造の傍王

Figure4に示すu型結晶でのt子密度から､残gi49は GIuまたは Gln､

城島50は lspまたは Asnであることが示噂されたが､その絹向は残基 49

周辺の屯子密度が明瞭でなLm型結晶を除くすべての絶品聖でみられた｡

Figure5に RITaseu2と琴似の Rh'aseのアミノ酸配列を並べたものを示す｡

刑 1の R:t'aseでは塩基と二つの水素結合を形成する GluとJi妓iEA掛立の底

部にtltする Tyr (細歯由来の Ryaseでは Phe)が共過に保存されている｡

RIlaseUzが GIu49の配列を持つとすると､2残且の仲人を考えることで､

RllaseLT】の堰韮詑淀部位の GIuを別 tLの RhTaseのものと良く一発させること

ができる｡また Asp50とすると､Ⅶ型の結晶納道において残盛50側紙と搾

持分(-の Gln5の主鞘の窒素原子との7kii結合を命埋HJに戚明できる｡

こうした知見に基づき､RNaseU2の残堀 44から 53のペプチドフラグメン

トの配列がェドマン分解法により改めて決定された｡その結果､校地 49と

50の配列は Glu-Aspであることが確紙された (Kanaya良uchjda,1995)｡
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312 異常分散効果を用いた結晶構造の検討

分子置換法は初期柄題として別の蛋白質分子を使用している｡したがって､

初期構造の影響が結品構造解析の最終結果にまで残り､尼後まで構造モデルの

誤りを修正できない｡J能性がある｡しかし､分+荘換法による解析とは独立な

41魚から得られる括弧と分子置換法で得られた構造に矛盾がなければ､結晶捕

追解析が正しく進められ構造も正しいものと考えることができる｡そこで

RhTaseTを初期練道として練造解析を進めたⅠⅠ型結晶について､白金誘串体結

晶の白金の位臣と横車の持常分散効果を利用して求められる鉄幹仰 (-の位旺 が

RNaseUZTl型結晶描法と矛盾がないかを検証した｡

(F,t-i,.t.J(F,.はⅠⅠ型白金誘専体結晶の構造振幅の観測臥F..小 はIl
型結晶の捕遥振幅の扱測依)を係数とするフーリエ図では,白金原子の位置を

示すと考えられる粥著など-クが Cys1S,の近鰍こ得られた くFigure6(a))｡

その位正には波長 L.0713Åにおける偶遥振幅とIJ型結晶場遇から計井した位

榔 こよる Bijvoetdifferenceフーリエ図 (Figure6(b))､及び波長 1.0713

Aと 1.0723Aの隅遇振幅の差と11型結晶牌適から計許した位相による

dispersivedifferenceフーリエ図 (Figure6(C))においてもピークが現わ

れており､白金原+が存在していることを裁く示している｡波17<1.0713Åの

回折データを用いて構造糖密化を行った結架､白金原子の占打率は 0.124､温

度因子は 2714Å2に収束した｡この日金原子は RNaseU一の分f姦rb-1二蒔出

している CysIS,から 2.IA の距従にあり､Cys1S,に結合していると考

えられるDFlgt[re6に示すように白金原子から 2.IAのところにも小さな

ピークが存在しており､より占有率の小さい白金原子の結合位ZZが存在する可

能性が考えられる｡

Table6に日型ネイティブ結晶のフリーデル対の反射の統計を示すb波長

0･9000Åでは､S原子の異常分散効果の虚数項 P は 0.198electron

(Sasaよi,1989)と小さいが､プリ-デル対の反射の構造振hiの追いは構造振
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dのLP,差よりも大きく､長肴原子の異常分取即Rが較iEIできていることを示唆

している｡フリーデrL対の純道長唱の蓋を最拍原丁を除いた構造モチJLで位相

付けした7-.)エ国では､A:tTaseに王に 3血存在するジスルフィド結合部の旺

(すべてに碇虎原子の位ZLを示すピークが柁hれた (Figure7)｡CysI-

C)'S54のジスルフィド結合鉦のピークの.SSさは 3.50であり､Cys55-Cys

96の 4･Ooや C)-S9-Cys113の 5.00にLtベて耽い.これは､分 I一内鰍 二

存在する Cys55ICys96､Cys9-Cy･sl13のジスルフィドBlの平均温度四

TがTttこ7･6A:であるのに対し､分子去面に存在してる Cysト CJrS54の

シスルフィド結合部の平均温度因子は 8_3A:と人きく､旋婚符 tの熱振動が

大きLlとためと考えられる｡

このように白金原子の位正と硫丹原子の位EEがT.'t溌化された仏道と良く対応

することは､耶禽化された構造と実際の結晶柵遇が一致することを強く,1%して

いる｡



(a)
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(C)

Figure6･PトblndingslteS･nRNaseU三【ypeuerysLal(contLnued).

(C)dispersIVedifferencemapcontoureda13.0olcveJ.
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3-3 RNaseU～の全伝l書道

RiYasetI上の各結晶型の椿富化後の蛸jBの較計を､Table7にまとめて示す｡

払aseU.はlI型とuI型は読転イオンと､Ⅶ型は 2'-1肝 及び C8-ィ寸ンと､

VT型は 3'-A肝 と複合体を形成している｡ⅠT型の Asp45は isoAspに同性化

しており,ul型の Glu46から Glu49は屯f禽度が灰くモデルを組み入れて

いない.FiglJre8に RiTaseU!Ⅷ型の全仏桝遠を､Figure9に~次絹道の換

Jt園を示す.7唖の結晶辞退でほほ共通な納追モチーフとして､八 束から 2

本鎖βシート(Gln5-Cys9､Asn12-Ser15)､4.4回Iよのaヘリックス

(Asn16-1sn32)､5本和βシート(His41-Tyr43､Trp60-Ile65､

Asp84-Gln89､Glu94-HislOl､PheIlo-Cys113)があり､aへ･トソ

クスとβ鎖がほぼ直交した形で府み虫なっているBさらに Itr,】態の 3.-へ

リノクス (Ala47-Glu49)と､分子上之面に発き出たβヘアヒ/ (Ser74-

Asn77)が存在する｡ジスルフィド結合は Cys1-Cys54､Cys9-Cys113

及び Cys55-Cys96の組み合わせで形成されていることは花子密使からも

静認された｡8個のプロリンのうち残鵜 40､59と 70の 3佃が cJslプロリ

ンである｡すべてのアミノ酸残基の主紺のねしれ角は RaJhaChaJldranプロット

で許容される範囲内に存在している｡Asp37､Asn38と Asn68は左巻きa

ヘリックスのコンフォメーションをとっており､すべて分子血面の折り返し縞

適を形成している｡

二次統jBを形成するアミノ転の主紺野71を用いて RhlaseUlを RNaseT.(=

虫ね合わせた場合､原子位置のすれの収_東平均 (rts)は 1.02Aである｡

アミノ殿配列の一敦度が 28王と低く､特攻アミノ厳戒甚助も RNaseU,の方

が 101も多いにもかかわらず低い位である｡FigtJre10t=RYaseUzと

RNaseTの屯ね合わせ団を､Figurellに立体快適に基づいて 脚aseU2とT.

のアミノ酸配列を範べたものを示す｡RN8SeUとモデル介Fである RNaseT.

との捕適の大きな速いは､αへリックス C大部､15p45からGIu49の領域､

Ser74からIsn77の帯域､及び分子衣面のループ構必部に存在する｡Rぬse
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U-のaヘリノクスは Rh'aseTのそれに比べて C末部分で Asp34から Asp

37のループ部の方向に杓 108折れ曲がっている｡これは R池seUtではαへ

I)ノクス C東部につながる Asp34から Asp37の掛 茸が 脚aseT.に比べて

2残基短いためである｡RhTaseLlZの Ala47から Glu49の 3.｡-ヘリックスに

対応する部分には RNaseT.では Asn44から GJy47のPターンl型構造が

存在している｡A:hyaseU.の分子表面に突き出た Ser7JIから Asn77のβヘア

ピン掃道は RhseT.をはしめとする類縁の Ri'aseには全く存在していない｡

Flgtlr･e12にIl型からⅦl型の 7性の結占古紙迫を重ねあわせたものを､

Figure13に血ね合わせた結晶萌造閥の原子はtの変鞍を致耳番号に沿って点

したグラフを示す｡二次練道を形成する部分は良くiEなっており結晶唱近間の

安定は小さい｡しかし､分子裏面に存在する特定のgi域､すなわち αへリノ

クス C.k誹の Asp28から Asp37､AspL15から Glu49､Ser74から Asn

77､Alal05から Glyl09の領域では松脂柵ia側の変相ま糊方である｡これ

ら変妹の大きい領域は Figure14に示すように､温度Lqtの大きな部位に対

応している｡は占d内分+聞接触の様式や分子剛草地に関与する城端はけ衣に示

す過り7縄の結晶構造で多様である｡すなわち､必ずしも特定の領域が結晶

内分子間は態に関与しているわけではないにも関ねらう､温俊明イが大きく揺

らぎが大きいと考えられる領域に結晶補遺閲の変差が局在しているのである｡

したがって､蛋白質の結晶補遺間で交差がどの頚城にg:しろかを決定する主た

る要因はその折白質糾道がもつ揺らぎやすさであると考えられる.

Table8に培品補遺間の変異が特に大きい部JJlを除いて各結晶糾追Frgの噸-_

史平均変差 (zISd)を計井したものを示す｡主榊原Fのみを使川した叫缶には

その髄は 0.43-0.67Å､すべての原子を考止した場合は 0.84-1.19Åで

ある｡この主用原子は選の変異は LuzzatiploLから見積もらtl.る行捕迫の座

付の点差の佑 0.13-0.25A より大きい｡この111実は 脚aseU2の立体捕畠

は pH､イオン強圧､誘領事等の溶液の物性や結晶内分子間招蝕によって､蛋

日常分子内部の残基も含めた分子全休の L榊原 f位Eも JIISdで 0.4Å程度
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は変化し縛る柔軟なものであることを示している.

蛋白F内証に埋もれている残基では,Va186と 日e87の古dI粕のコン

7才メ-シヨンに結晶型間で変異がみられた｡l'8186は分(表面からは杓 7

A内乱こある残妹で､Ile19､.lla22､Leu65及び Thr95の各側軸l二囲ま

れた疎水的な環境に存在する｡V8186t■鰍ま､JlT聖から11聖の結晶焦点では

･/.は 60o近辺の依であるが､II型では -/_:54' (占有串 0.6).べ2o (占

仔串0･4)の二つのコンフォメーションをとっており､どちらのコンフ丁マー

も周囲の原子と合理的なフアンデルワ-ルス持せ距庄内にある.Ile87何箱

は､Tyr43､Leu53､Glu62及び Va199の終側鍬 こ弼ま^た範棚 こIf庄す

る lle87の xつの掛ま､LI､M､Ⅳ､V及びⅥ空J.では Ⅰ42 から 184｡の

範州内に分布しているが､lⅦ型では -53､ⅧFTtではJii絹 がJrJ=0.5である

-54oと 1750の二つの値をとっている.
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FigureIO･StereovleWOftheC･･【racesoftheRNaseU,structureortypelIcrystaland
RNaseT.･

TheC･･trace(soILdI.ne)for,heRNaseU:S.rucLu'COrtyperlcryslaJIS

suPerPOSedontheCdtrace(dottedline)fortheRNaseT.stn,cIUrC(Amieta/..1988).
lbeRNascUユSlde･thalnSOfLhccatalyticslteTeSlducsasweLJasthesulrat亡10naT亡also
shown.
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TLIHe7･StatlSlicsortherefinedcrystalstructuresofRNIISCU,

Crystaltype II Ilr lV V Vl VII VIJ)

spacJng(A)
Numberorrerlections

Compleleness(%)
lZrEICtOr

SlruCluralmodel

Numberorr)rotclnatoms
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t3oun(=lg21nds
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Tab一e8･PosltlOnalTTnSdbcNeenRトaseU=cTyStahtrucltJTCS

Cryゝtal II LII rV V ＼rt VII
t)TNt

Ll 1.00 1.01 1.13 1.11

111 0.il7 0.88 090 0.96

IV 0.43 0.45 089 093

V 0.56 037 033 1.03

Vt 0.59 0.53 0.61 067

Vtr 0.64 055 0.42 067 077

部
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3-4 結晶捕法に共通に存在する水分子

アクレオチドの結合していないZl､ul､TV､Vと11聖の結晶柵延のうちV型

を除くものは 2.0Å 以上の分解能で讃純分Iも含d)て柵遜何点化されている｡

日､ITl､Ⅳ及びⅥ世の結晶構造を蛋白質の土用原子を用いて>Ttねftわせたとこ
ろ､20個の水分子は原子位正のずれが lALtl内で 肌aseU】の共通の部位に

桔合しているのを発見した｡Figure15に､共通(=存在する水分tを示す｡多

くの水分子は蛋白fI去面にある残基間の間取に児もれるように存在している｡

これらの水分子は結晶化がおこなわれた満椎茸作が多様であるにも関わらず

RilaseLTZの共通の瓢川 二糖合していることから､RhTaseUのll_仏隅延を輔車

する必須の要平と考えられる｡

これらの水分子 (Vat)のうち原も深く柁もれているものは WaL302､Vat.

303及び Wat309である (水分子の残韮務引まIJ噂捕道のもの)｡Figure16

に示す通り､これらの水分子は､αヘリックス N東部と Pro64から Tyr71

のループ併進誹に挟まれた直径約 4A､深さ約 6Aのチャネル1人の間隙に存

在しており､V､Ⅶ及びⅧ型結晶にも同じく存在する｡Wit302はチャネル状

PLll隙の厄奥部に位鼓し､ル-プ構造部の Pro640､Tyr71N､及び同じ問院

内の Wat303と水系結合している｡Vat303はαヘリックスの 舶p180､

ループf#退部の Ya1660及び Yat302と水素結合を形成し､αヘリックス

とループ捕造部をつなぎ合わせる役目を果たしている｡チャネル状間枠の入り

口付近に存在する Yat309はαへ ノックスの Asp180虐及び Gly69hと永

瀬結合しており､Vat302と同じくαヘリックスとループ練退部をつなぎ合わ
せている｡RNaseLIzに類似する RNaseT に釦 ､ても､このチャネル状間掛 二

相Llする領域は 4個の水分子によって浦たされている (Halineta/" 1991,

PletinckxetaI.,1994)｡このことは､これら分f内部に沃(岬もれた水分

1-は 1本のαへリノクスとβシートから成る RNaseT フアミ･)一に屈する蛋

白frの立体熊適の共通する構築要弟な要兼であることを示している｡
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Figure16･StereoViewofthewaterrnoleculesdeeplyburiedinsldetheRNaseU,
molcctlle

HydTO名enbondsaredrawnWlthdomedllneS Waters302,303,and309arc

IccatedlntheCrevicebetweenthecL-hel･x(upperside)andthe一onglocpfromPro64to
Ty'71(lower～.de)Themode一w･ththebu,ledwatermoleculesarcsupcr叩SCdonthe
F{F.differenCC Fount,mapcontouredat315tJmCSthermsvaJue･ hlhcpreparaLjon
orthemap,thernOdclwithoutthewaterJTl01cculesvL,aSSUbjecled105C)desofthe

PROLSQrefinezTlentS.a･ld-csuLtanLphaseswereusediJltheFouri亡rSynthesIS.



3-5 11型結晶 1SOaSPartate45のIl追

Il型結晶の isoAsp45は FigtJre17に′バすように.ます Isp45#銃と

Glu46hTが脱水箱合してスクシンイミドが生じ､次にスクシンイミドの Asp

45主用由来のアミド捨合部が加水分解してイソアスパラギン酸がJ1.したと考

えている｡Figure18にJI型結晶の isoAsp45周辺の屯 (寄掛 こ輔禽化され

た捕適モデルを虫ねたものを示す｡Isolsp45は､その前後の残姓と典に屯子

密度に良くji合しており､その構造統計も良好な蛙を示している｡Table9に

isoAsp45の結合長とねじれ角を β-i-aSPrtyl1-8laLline結占L桝道の低と比

較したものを示す｡統合長の億二乗平均安基は 0.011Åであり.HTJの他の

アミノ酸残基の結合指の rLSdの 0.014Å と同程度の低い依である｡IsoAsp

45の温腔EB子は主用部分で平均 14.3AZ､珊瑚部分で平均 12.1ÅIである

主刑のねじれ角 O と 伊 は β-L-aSpartyl-L-alanineの値に近く､このコン

フォメーションはペプチド拍中の lSOAspの安定なものの つと考えられる｡

側和のねじれ角 d は両者で界なっているが､ISOAsp45の d =44.50は､

帆描原子間との接触が愚も少なく､内部回位エネルギーが低いコンフ牙メl

ションの 一つIe-ある｡Figure19に isoAsp45間辺の構造をホす｡lsolsp45

の側期の 0.原 √は､隣接蛋白質分子の Asp37'odと Tyr78'0.とそれぞ

れ 215A､2.6Å の水繋結合を､0三原71は Ala47対と 3.0Åの水式縫合

を形成している (隣接分子の残基は -をつけて区別する.11下同じ)｡

Isolsp45には Yat348と Yat330の二つの水分子が水菜轄合している｡

Vat348は isDAsp4502とTyr440とそれぞれ 3.2Åの鞄Kで水糸結合を

形成している｡Vat330は isôsp450いTyr430.､lle510とそれぞれ

2.7A､2.8Å､2.8Åの距杜で水糸結合を井;成している｡これらの水月結合

か isoAsp45のコンフォメーションの安定化に寄与している｡以下では､

lSOisp45を持つ Ri'aseLJr2を RガaseU｡Cと呼んで区別する

Figtlre20に､ISOAsp45への異性化反応が起きてしる日型銘品と起きてL

なりT型結晶の Tyr43から Ile51の領域の細道をrt'1し方rp)から比たものを
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,示す.両者を比事iすると TyT43及び ‖e51の各付和はほは同L:コンフT

i-シヨンであるが､Tyr44から Asp50の韻域の}_和と伸mのコンフォ

i-シヨン及びそれらの空間的な配■に虚1.が見られる｡Tyr414から Asp50

の帯域は､Ⅷ型結晶構造には Glu460と Glu49N臥 Ala470とAsp50

1問の二つの水讃縫合で特徴付けられる Ala47から GIu49の 3..-へリノク

スが存在するが､Il型結晶耕造(=は 3-ヘリックスはなく､代わって isoASp

450Lと Ala47N問､Ser480,と He51Y間に二つの水JJミ拭Fiが拝絹 さ

れている｡こうした玉柏構造の遠いによりGIu46､Ser48,GIu49及び Asp

50の側鎖の向きはII型とⅧ型でほぼ反対方向である.Glu46､SerLIS及ぴ

Glu49は､VJ型では後述するように Fi即re20の紙面奥か糾こあるJiJii2品

部ほに向かって延びているが､Il型では塩収詑漣馴主とはI;i対の分｢外側を向

いている.Asp50はIl型結晶では塩基妃は糾立の方向を向いているが､Ⅷ型

槌指では塩姓詑絶部位の正反対の分子外側をrt.lL､ている｡lI型とⅧ乍!結晶の

Tyr44から Asp50の領域で長大の変,Tを示す残鳩は GIu46であり､その

原引立取の変丑は Cn原 Fで 6･7A､C,原子では L2･2Aである｡

残並 45が 1spであるⅣ､V､Ⅵ及びⅦgJ絵島では Tyr44から Asp50

の顕域はⅧ型紙崩とほぼ同-のコンフォメーションであることから､Il型とⅧ

聖結晶糾造問にみられる Tyr44から Asp50の領域の純色食違は､isoAsp

45への只性化に起因すると考えられる｡IsoAspへの環椎化による捕ja変差が

Tyr44から Asp50の領域に局在してLlるのは,その領域がrh.牧領称 こ煮出

しており他の蛋白甘E,38分との相互作用が少ないため､及びその領域の内嶺の

Tyr43と Ile51の側約は分子内部の残基との多くのフアンデルワールス持

ILによりコンフォメーションが固定されているためと考えられる｡
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Figure18･StereovleWOrtheF.-F.differenceFourlCrmapallhcresLduesFromLI4lo46

orRNaseU､

lnthecalcular10nOfthemap,coordinatesforamodelwithouHhcrcslducsrTOrn

44to46Wereshakenbymovingallatomsatrandomup100.25A.Tllenlhcshaken
modclwassubJCCted105cyclesofthePROL5QreLTlnCmenlS TTlemapWasPhased

wllhthemodelthusrefined,aJldwascontoureda13.0一imeslhemsvalLJeOfclcc打On

denslnes TTlefinalmodclwILhtheisoaspartalestmc-ureISSuPerPOSedonLhemap･





(b)

Figure20･Cornpansontxtw亡enth亡S【rlJCturCSaroundreS'dues45LJILyPCEaJldI)Tk
VllcTYStaJs

(a)TypeHwllhlSOASP45.0))LyTXVIJTwiLhnormalAsp45 C,N,andO

atomsa一edrawnwlthblack,dottedgray,andwh)tespheres.reSPCCtLVCly･ Hydrogen
bcnd5arcdrawnwllhdottedLirte5.



Table9･BonddistancesandtorsionaJlglesforlSOaSPartaLC45日-RNasEU:･

Bondd-slaJICC'(A)

44C.45tL

45N45C.

45Cdl45C.

45C.｣5C,

45C,ぺ50.

45CJ6N

J5C..45C'

45C'J150

45C一･450,

汀argetl･a]ue-1

)･381 (Il.1:0)

I199 (t.489)

1.5J6 (1.535)

1512 (1･518)

1･三32 (I235)

135-1 (l･344)

1.52名 (1.530)

1･251 (1.36)

l.247 (1.ユ51)

rrnsdcvlaL10rt 0.01I

Tors10nanglC(degTCe)

¢ (44C -45N -45C..-45CA)
OJ(45N -45C..-45C.145C.)
0'(45C..-45Cホー45C.-46N )
e (45N -45C1.-45C -450,)

(RcporlCdvalucsf)

(-1682)

(-Ⅰ225)

(-12.2)

■AIOmnaT71eSforlSOaSPartalealeindlatedlnFigure17

千Targetva)uesusediJlthestrucluTerefinementaredcrl､edhmlhcclTStalstructure

orfトL-3SPan)トL-alanlne(G6rbitZr.1987).
辛Reportedvaluesforthe(orsionanglesarealsofrom theβ-トaSPaTt)l-L-alaJllne
StruCtUre.
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3-6 RNaseUzと 3'-AMPの相互作用

llTJ培Aでは､酵素反応産物の 3'-A肝 が RhlaseL'.と狸L古仏を那成してい
る Fi糾re21に Rh'aseU_と 3'-AW との捜缶仏の全休肌通を､FipL･e22

に 3'-A肝 の屯子密度図を示す｡3'-A肝 は､Tyr41と 心pl09の間から牡

柁射 Jにかけて存在する 払aseLTZ分子表面の由約 9Aの淋 こ沿って結合して

いる｡3'-AW のねじれ角を Table10に示す｡3㌧〟肝 はグリコシル培缶のね

じれ角 x=3日 oの syz)の監置をとり･リボースのバツか )ングは C1-elldo

である｡,Jポース Ofは､リン酸基の 01Pと 2.9Aの分子内水漉結合を形成

している｡温度田子はアデニン壇基部分が平均 7.9Å̀､リボース部分が 10.7

Å!､リン酸基部分が 12.1Å と､塩屋かちりン駿馬に向かうにしたがって値

が大きくなっており､分子の熱振動が大きくなることを,J､している｡

Figure23に 3'-AW 結合部位周辺の構造を7rけ ｡3'-AMPのアデニン短慮

は Tyr-44､Glu49及び Asp108に囲まれた領域に結合している｡Tab一eH

に 3'-AW と RNaseUZ間に形成されている水素結合を示す｡アデニン塩基と

RNaseUlとの水素結合は､GIu46側鎖とアデニン N6及び 叫 IP子との問に 2

個､Tyr44主鎖の Ⅳ及び 0原子とアデニン N,及び N.原 frulL=2個の計

4個形成されており､これらの水素結合がアデニン1Z)Lの特発的は経を担って

いる アデニンと 2個の水素結合を形成する Glu49仰鮒のカルボキシル基

の平面､すなわち Glu49C.､C.､0日､0.ーの 4原子の胤i平面と､アデニン

Jk基の平針ま24･70の角度をなしている｡AsplO80はアデニン C,と 3.3

Aの距Jtにある｡塩基認諾部位の皮凱 二は Tyr43と PhellOの各個均が#

在し､アデニンJi基とフアンデルワールス様態している｡アデニンJi生の溶媒

領域軌 二は､Glu46の側頴とそれに水菜結合で遡なる Iat537と Yat538

が存在し､アデニン塩基を変ってLる｡Glu460°と Yat537の野JFは 2.8

A､Tat537と Yat538の距AEは 2.8Aである｡GIu46淵和のカルボキシ

ル基の碍子､Vat537及び Yat538はほほFa一平面上にほZL､各原子の平

面からの rlSdは 0.10Aである｡その平面とアデニン塩草か戒す角度は
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3･24とほぼ平行である｡Glu46何箱のか し.iiキシ,レ茎とアデニン4gの平面

との臣従の平均は 3･3A､Vat537及び kat538とアデニン他社との節Jlは

それぞれ 3.2Åである｡こうした構造上の特故から､Glu46僻trHか わは塩

鮎署技部位の盆に相当すると考えられる｡RNaseU2の Glu46に立体細道上対

応する位置に存在し､結合した塩基のL(面を犯っている残基は､馴 ･lの赦生物

ttl来 RNaseにも存在している｡カビ由束の 批 seでは Tyr (T では Tyr45

(Gohdaeta/･,1994)､Fでは Tyr45(Vassy)revetal.,1993)､Msでは

Tyr44(h'onakaela/A,1993))であ り､招福由来の Rih'aseでは Arg

(8aTnaSeでは Arg59(BuckleAFershL,1994).RhTaseSaでは Irg40

(Sevciketa]リ1993))である｡

Glu49近鰍 二は二つの水分子､Vat508､Vat509及び Yat330がL.17(し

て､Tyr44から GIu49で形成される堀姓'&殺部位の構造安道化に寄与して

しろ｡Wat508は塩基i'臓 部位の底にL立正㌻る Tyr430qと 2･9A､Glu46

Nと 2･9A､w礼t509と 2.9Åの距従で水糸結合 している.Wat509は､

Asp450,8と 3.4Aの､Ile51Nとは 2.7Åの距錐で水糸結命している｡

Wat330は isp450.1､Tyr430q及び Ile510とそれぞれ 2.9Å､2.8Å

及び 2.8Åの距Jlで水系結合している｡これら三個の水分 Fに対応する位定

には､塩基盈井部比にアデニン壇基が結合していないⅣ型､Ⅵ竺!及びⅦ想結晶

細道でも水分子が存在して同様の水素結合約を符乏成している｡

3'一人肝 のリン酸基部分は､Tyr39､His41､GIu62､Arg85及び Hislot

に網よれた領域に結合し､His4】を除く碓峯の伸巧がリン酸基と水兵蛇合を

拝乙成している｡このリン酸基の結合している都城が､オスホシエステル結合の

切断が起こる触媒部位と考えられる｡満は領域側に喬出してしる )ン鞍雀の

01P原子は HislOIN.,と水糸結合 し､His101札.は GlyIO90と 2.7A

の肝臓で水娼結合している｡同じく溶媒領域側に煎出しているリン横地の 02P

原子は Tyr390,､Vat548及び Wat549と水糸結合を形成している｡リン酸

塔の 03P原子は触鴨部位の奥の方向を向いているため水分 tとの相7iL乍用は
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なく､GIu620Lと ATg85h-｡の両方に水系結合している｡Glu620..と ▲柑

85Y.は､その稚何字的な定圧から水素結合は取成されていないが､3.IAの

距暮にあることから静屯相互作用をしている可能性が考えられる｡

リボース部分とRNaseI:Zとの相互作用は､リボース2'位にのみ見られる｡

リボース Crは GIu620.之と 3.1Åの経書でフアンデルワ-ルス接触をして

いる.リボース 0′には His41N､が水讃結合している｡tlisLIl仰和のもう

-つの N原子､His41N′は yat347と 2.7Aの距ZZで水月tiL合しており､

ねt347は Asp370と 2･5Aの距Alで水系結合している｡リボース 0′は

隣搾分子の Glu94'0.との臣定が 3.DAであるが､その様rnJ字的定置から
水糸結合は形成されていないと考えられる｡

3'-A汁Pが結合したⅧ型結晶M道と結合していないⅣ､Ⅵ及びVnでl結晶状道

の塩基戊言議部位を比較すると､Glu46側約のコンフ*メ-シヨンに変益が妃

られる｡1岳嫉認識鮒†立にアデニン塩基が結合していない場合には､分F左肘二

位荘する Glu46mlJ餅の温度因子は 20から30AzとIT:.7く､揺らぎが大きい

と考えられる｡Glu46の側鎖のコンフォメーションは､Ⅳ型やⅦ型の様に分

r-外側を向いたりVl型の様に塩基認識部位の方向の分7-内PLを向くなど各結晶

型で多様である｡一方､Ⅷ型結晶では Glu46側用の温度因子は平均 13.5A

に低下している｡Figure14に示した通り､Ⅷ型結晶のアデニンLgJtに用与す

るTyr44から Asp50の領域の主鎖原子の平均温厚因子も約 9Atと､アデ

ニン塩基の結合してtない結晶型の色(こ比べて低下している｡このような温度

図7･の低下は､Ⅷ型結晶の塩基詑蔽辞任の残LEが前述のようにアデニン塩基と

水泉結合やフアンデルワ-ルス接触を形成して 一定のコンフォメーションに安

定化されるためと考えられる｡

地名詑轟部位の幅は Tyr440と AsplO80の距杜によって必-4ことがで

きる｡この拒JBはⅧ型では 9.5Åであるが､分解能 2Å以上で相磯化されて

いるⅣ､Ⅵ､Ⅶ型では平均 8.9A､T3阜偏差は 0.1Aである｡したがって､

アデニン塩基の結合により塩基認諾引立の唱は 0.6Å拡大する｡
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R.h'aseI;Zの 3'一心肝縫合缶位には､3'一人肝 が続行していない紙品聖では水

分子が結合してしろ｡Vl聖結晶構造を 3'一雌 が結合していないr1-71結晶と比

fZすると､3'-AIV は RNaseLTZに結合する肝に 5個の水分子を■掩している

ことがわかる｡定換される水分子のうち 仙t321､Wat38671ぴ Iat387の

3個は 3'-仙Pのアデニン塩基部分､Vat322はリボース部分､NyaL319はリ

ン酸基L部分に対応している｡Figure2LIにIT型結晶とn-型結晶の塩娃娼井部付

をrTfね合わせたものを示すBⅣ型結晶の aヽt321は Tyr440と 2.8Aの､

Glu460.三と 2.9Aの､Glu490.と 2.8Aの水兵結合を彫城してtる｡

Vat.386とYat387はそれぞれ Glu490.と Tyr44m=3.IA､3.3Aの

水糸結合を形成している｡これら 3個の水分Tはアデニン塩名の 1､N､ヾ

原子の位CEに対応しており､Ji基認諾部位の水分7･の構造がアデニンも堺の結

合様式を反映していることを示している｡3'-AMPのリン酸笠とリボース部分

により､触媒馴立のLa輿部にある Glu62側鰍ま溶媒領域から完全に逝析され

る｡

アミノ酸配列で頼紐の RNaseT.と 3'一GMPの複合仏紙品榊迫 (Gohdaet

8L,199JI)と触媒部位を比較すると､Tyr39､Glu62､Arg85及びHjs101

の側和のコンフォメーションは､対応する RNaseT.の残基とほぼ兆血である.

これらの残基の C,.とヌクレオチドのリン原fの位匠の rJSdは 0.46Å であ

る｡しかし､A:h'aseulには His41と Glu62の繭残基とヌクレオチドとの相

互作問様式に RhTaseT とは異なる特赦がある｡RiLTaseUtでは His41の .V.

原子が触牧部位を向き､3'一心伊のリボース 0Iと水糸結合しているが.Rがase

Tでは His40の 打.Z原子がリボース OTと水双結合している.恥aseI;Zの

TllS41y.2は水分1-を介して Asp370と水兵i結合しているが､RNaseTの

His40hT..は 玉均の二つの酸素原子､Asn360及び Ser370と水jI壬帖台し

ている｡したがって､ヌクレオチドが結合してLる場合 R軸seUlの His4)

の方が対応する 脚aseTの His41よりもコンフォメー/ヨンを 一定に保つ

智明が少なしと考えられるoRih'asetIの Glu62は 3'-AIV のリン酸鵜とのみ
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水貫蛙合を形成しているが､RhlaseTIでは 31-GW のリボース0tとlJン廉基

の両方と水菜結合している｡この速いは､ヌクレオチドのグリコシル結合のね

じれ角 7.に起因する｡3'一.438 の x(31.lo)は 3'-GW の x(58.8o)よりも

27･7o小さく,リボース Otは態柁部位の輿にある Glu62からAlれた､より

分 F点面に近いところに存在している｡このためリボース 0,と Glu62問に

水宗轄合が形成されていなLと考えられる｡

ヌクレオチドのリン薮掛まR:VaseU.と RlaseT では共にこっの Hisモ左遷

に挟まれており､それらの距最は触媒部位の稲を示している.RNaseUzの His

41打 と His101･叶.との轟鼓は 7･7A､maseT の HIS41N.Zと His

101.Y.上との匪井は 8.7Åであり､触推知位のkdは RhseUのJ)が lA淡く

なっている｡
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Figure24.SuperTX)SttlOnOftheadcntnerecogr"tIOnSllCSOrtyPeLVandVLllcrystal

structures

TypeIVc-ystalstructureisshownwlthb一uellneS,tlndtylXVmcrystal

slruClu-eWlLhyellowllneS WatermolcculcsarcshownWLthdottedspheresI

HydrogenbondsaredrawnwLlhoranBCdomed-Llne5

76



TablelO･CorLfoTmaLjoTtalparameIerSfortheI'l-
Â 1PmoleculebouTldtoRNaseU..

BackbonetorsionaJ)gle

O.-CrC{C, -79.9

CrC1-C.-0】 92･6o

C一一C､･0,-p -1日.三°

GI)CDS)ltorsionaLlEk

O一一C.-N｡-C.

Riboserlngtorsionang)e

C.･0{C1-C

O.･C.･CrC,

C.･C2･CrC.

C2-C.rC.一〇J

CrCl0.-C.

Pscudorotationphaseangle,P

3)1.
(sJn)

64

(C.･<nLLo)

千Altona良Sundaralingam､197三.



Tabfe1LPossibleh.t･drogen-bondlnteTaCIJOnS

betwee1日he3'-A丸IPandRNaseU,molecu一es.

3'-AMP Proteh residue ht亡m10rTliC

atoll. atom dISlan∝ (i)

～ GltJ490L: ユIS

N. T)T410 コ9

GIu490L, 2.8

N, Tyr44N 3.I

0三 HIS41ト.M 30

Wa1536 2.7

01P HISlotN._. 2.5

WaL549 3.3

02P Tyr390､ 25

WaL548 30

Wat549 2,9

03P GLu620L. 3I

Glu620.: 25

AIg85N. 3.1

. WatermolcctJlesiJILnleraCtlOnVnthLhc3'lAMP

molccuJealCalsollSted≠jLhWitlabdSaLd
thclriden【i月caLjonnumtKrS.



317 榊aseUlと 2'-N4P及び カルシウムイオンとの相互作用

Ⅶ型結晶では 肘aseLlは 2'-A肝 及び Cat●イオンと複合仏を榊 kしている｡

Figure25にVt型結晶捕遇の全体図を､Figure26に 2'-A31Pの屯7一題荘園を､

Figure27に 2'-AW 周辺の構造を示す 2'-AW は RがaseU.の触柁附加 ､ら

HISIOl側絹にかけて五本鎖βシー ト部のβ抑 こ沿うように結介している.

Tab一e13に 2'-A肘 のねじれ角を示す.アデニン塩基はグリコシル結合 x-

66120の S)竹の配■をとり､リボースのバツか )ングは Cl-endoである｡リ

ボース 0;･はアデニン N とは 2.aAの肘tにあり､分子内水月結介が形成さ

れている｡2'-A肝 の温度因子はリン転社が平均 11.4ÅZ､)),i:-スが 14.2

A､ アデニン塩基は 10･5Å･であるoRNaseU.と 2㌧入野 とのttlLl作川の大

部分はアデニン塩基とリン酸基で生L=ており､リホース缶分に椛も近い RLLaSe

Ul原子は結晶内で剛 妾する分子の Tyr67'C,.で､リボース 0.との良書は

3･4Aである.リボース部の温度因子か 2'-AW 中で最大であり揺らぎが大き

いと考えられるのは,フアンデルワ-ルス摺蝕や水系結合などリボース部分を

特定のコンフォメーションに安定化する相互作用が少ないためである｡

2'-A肝 と RNaseUz問で形成されている水系結合を Table14に,Lti｡リン

戯基は Tyr39､His41､Glu62､Arg85とHislOlに囲まれた領矧 二括合し

ており､これらの残笹の側錦すべてがI)ン良基と水素結合を形砿している｡

アデニン壇基は Asp108と Gly82の毛頬の間に存在するJ状の部分に培

合してしる｡アデニン培合gt:の最新 こは tlis101の僻串がほ■し､アデニン

宅基の五日項部分とほぼ重なってLる｡His101のイミダゾール河とアデニン

塩基のなす角度は 14.7-である｡隣接分 [の Tyr6T のフェノール用は､

His101が接しているのとは反対側のアデニンJi基の面に覆い枯さるように比

旺し､二つの現のな1角度は 13.6oである｡アデニン塩私を挟みこんでいる

IlistOlイミタソール規と､Tyr67'フェノール周は､アデニン心).U),ちそれ

ぞれ約 3･2Aと約 3.5Aの距離にあり､アデニン塩弘は HIS101例inのイ

ミダゾール郡 こより密に接触している｡2'一肌Pのアデニン也凍結lIにより.
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His)Olイミダリ-ルfqは溶柁領域から完全にjt断される｡アデニンJi基が印

与する水糸結合は､アデニン h.1と h7顕子がFi樟する 肘aseLTl分子の ･bn

68'0丘.と 1.3常子と形成しているもののみである.

Car'イオンはaヘリックス C束凱 二轄合している｡rigtJre28:I_次犠題

をTF'2成する残巷の主紙常子を剛 た11聖とIT型紙品柄適のJLね合わせを示す｡

CaZ'イオンが倍合してtる Asp28から Asp37の鞍域及びそれに取持する

Ser74から Asn77のβへ?ピン構造掛こCa!'イオンの結合により引き起こ

されたと考えられる構造の違いが31られる｡ⅦPjtL結品の Asp28から Asn32

は､他の結晶型にみられるようなaヘリノクス純i:ではなく.Asp29から

Asp37が Caヱ'イオンに巻き付くような柄iaをとってしろBFigure29に Cal･

イオン結合ETiの隅適を示す｡Caと'イオンには､Asp290小 Va1300,Asn32

0‥ Asp370小 Wat545及び Wat550の 6原 Fが配はしている｡4個のgi

r]符IJ;ir･と Callイオンはほぼ同一平面 ヒに存在し､その平面の上 ドから Wat

545と Wat550が Ca2̀ ィォンに配位している｡Ca!'イオンの配位の様子を

Table12に示す｡蛋白質原子と Ca2.ィォンとの距鮭が 2.3Aから 2.4Åで

あるのに対し､水分子と Ca2̀ィオンの耗従は 2.5Aとやや良く､Ca'･イオン

に配位している 6個の原子は正∧面体の配虻から水分 Fの/i向に伸びた形を

している｡Ⅶ型結晶が得られる pH6.5では Asp29と Asp37の僻和は負屯

尚を帯び､Cal'イオンの 2価の正奄荷をこれらの伸輔が中和していると考え

られる｡Vl型轄崩の Ser74から始n77のβヘアピン純正鰍まJJffね合わせ

たⅦ型紙適のものと比べると､Ca'11イオン結合紅の方rc'7に角性で杓 15･.先箱

鉦の Arg75Clで約 3Å移動してしろ｡Ca2'イオンが結JnLしていない結晶型

では､crヘリックス C末証につながる Asp33から Asp37の取1.4とβヘア

ピン糾退部の間隙に結晶犠遺間で共必 こ存在するJk分子が haL335.1at336

及び Vat357の 3個存在する机 Ⅶ聖結晶では Iat357が失われている｡

Ca!●イオンは RNaseC2の 且粘 加水分解活性にti7をATえないこと (Arltaet

al･,1968b)､Ca イオンが同じく 200t11と応浪圧/i在してLても pH3.5
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で軒出したVT型結晶にはCaこ.ィォンが結合していないことから､lMJ結晶に見

られるCaヱ'イオンの結合は Asp29とAsp37の両価朋が負屯荷を鰐びている

pHで CaEイオンが高感度に存在してしるときのみ起こるものと考えている｡
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Figure25･OverallstructureofRNaseUItypeVncrys(a)･

lne2'-AMPmolccuIelSShownbyaball-and･Stickmodcl･ C,ド,0,and

calc"n"LOrnSaredrawnwithblack,dotLed畠ray'Snla=white.andlar島eWh"espheres,
rcspectlVeIy
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l̂a J ｢ Al147

Figure28･StereoyleWOfthesuperposllLOnOfCJlraCeSOfRNaSeUztypeVrlandnrl
crystalslruCtures

Type VTIandⅥllcrystaJstructuresaredra､vnwithsoIIdanddotlCdJlneS,

respec【lvety･TtleCaLcIUmlOnisdrawnasablacksphere･
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Table13･ConformatjonalpaTamCler'rOHhc21-
Â 1Pmoleculebout)d10RiNaseU,.

Backtx)n亡tDTSionallgle

O(C.-ClC. i_AJ●

CrC{CrO, 926I

C一一C7-0､-p -1日2'

GIrcosyhorsionaJlgle

O一-C.rNrC.

Rlboserlng-OrSionangle

C..0.-CrCI

OrC.-CrC)

ClrC:-C3-C.

C{C3FC.rO4

CrC-ro一l-C.I

Pseudorota=onphaseangle,PT
16350

(C_-L',too)

†AlLOna良Sundarali爪gam,1972.



Tablell-Posslblehydrogen-borLdlnLeramOnS

be【weelHhe2r-AMPandRNascU､molectlles

2'-Ju P Proteinresldue lnleratOmiC

atom atom distance(A)

N. Asn 68'0̂.

N- AsrL68'N.

OIP His 41N,
TyT 390,

02P Arg 85N

ATg 85NR三
His101Nー

03P Glu 620l
Glu 620.

' ReslduesorthenelghboTingprolemnOkculearc

indtcatedwJLhprirnednumbers.

89



318 触媒部位の柵i壬と比較

Flgure30にIJからⅧ型の触媒部位のアミノ巌残基をステレオEglで示す｡

Table15に触媒部位の残基である Tyr39､HIS41､Glu62､ArgBSと His

lOlを重ね合わせたときの原子位故の 川Sdを示す｡主穎原子のみを用いた他

は 0.)7-0,39Åであるのに対し､側鎖原子を剛 ､た場合は 0.44-1.09A

と蒔い傾向にあり､触媒部位の構造の多様性は側印のコンフォメーションの述

いが主たる要因であることを示している｡側糾問の比較ではⅣ型とⅥ型問､目

撃とⅦ型FEIEJ､Il型とⅧ型間で値が低いが､これは後述するように結lnfiJ問で変

発のLaも大きな His41側鎖のコンフォメーションがそれぞれ似ているためで

ある｡

RNaseU2の触媒部位には､Il型とul型では硫酸イオンが結合している｡硫酸

イオンが形成している水素結合とその距従を Table16に示す｡lI型紙uqでは､

硫酸イオンには Tyr39､Glu62､Arg85､HISIOl､Vat396及び WaL445

が水系結合を形成している｡硫酸イオンの 0)､02及び 04拓iFは RNaseUt

と水頻結合を形成しているが､02原Fは Wat396のみと水菜結合しているc

Glu62側錦の 0原+のうち､硫酸イオンと水系結合していない 0日原子は

PhellOの側鍬の近餅に位置する Wat433と水讃結合している｡Hls41は硫

酸イオンの近くに位置し N.1原子が触媒部位に向いているが､硫酸イオンとの

間に水素結合は形成されていない｡H)S41N.,は Vat347と 2.8Åの水兵壬結

合を形成し､Vat347は Asp370と 2.5Aの強固な (̂超結合を形成してい

る｡

ILl型結晶で結合している硫酸イオンは Tyr39､G]U62､Arg85､HLS101

に加えて､His41とも水素結合を形成している｡111型結晶の硫酸イカンの 01､

03及び 04原子は RNaseU2と水素結合しているが､02原 Fに水糸結合して

いる原子はない｡JIJ型結晶の硫酸イオンの向きはH型の硫酸イオンを S-OZ

原子間の共有結合を軸に約 600回転したものに近い｡Il型とIII型の触媒部位

の構造は His41側鎖の向きに崩も轍嘗な退いが見られるので､この 日IS41
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側鎖の向きが触媒部位の硫酸イオンの方位を決定する最大の撃四と考えられる｡

またIII型結晶の硫酸イオンの結合位置と分子の方位は､Ⅶ型結晶の 2'-AHPの

リン酸基と良く似ており､2'-AW の OT､OIP､02P､03P原子力{それぞれHl型

結晶の硫酸イオンの 02､03､04､01原子に対応している｡この理由は絶述す

るように His41のコンフォメーションがⅦ型と‖型ではよく似ているためと

考えている｡

Ⅳ型結晶は硫酸アンモニウムを沈澱剤として'(守られたが､硫厳イオンは結合

していない｡Ⅳ型の触媒部位の近傍には隣接分子の Asp2'側紙が伯経し､

Asp270わーは Asp370妃 と 3･0Aの距離で､Asp2'0伯は Tyr390｡と

216Åの距離で水菜結合を形成しているoAsp2･odと Arg85N"Zとの抑雌

は 3･4Aである｡この Asp2'側3日が存在するため､tLLl本昨rlBにより硫酸イ

オンが触媒糾立に結合していないと考えられる｡Ⅳ型結晶稲造の HIS41は二

つのコンフォメーションをとっているO占有率 0.75のコンフォメーションで

はイミタソール矧 ま触媒附立とは反対側を向き､HIS41N∧いN.2はそれぞれ隣

接分子の Glu490､Asp450｡.と 3.0A､2.7Aの距鮭で水煮結合を形成し

ている｡HIS41の占有率 0･25のコンフォマーは側鎖が触媒部位を向き､N.2

原子が Glu620,2と 2.5Aの水素結合を形成している｡V型結晶でも硫蕨イ

オンは結合しておらず､HIS41N.1は Glu620.!と 2.5Aの水素結合を形成

している｡

Ⅵ型の触媒部位にも同じく隣接分子の Asp2'の側鎖が存在している机 Ⅵ

型の場合は Asp2'は触媒部位のより奥に位鑑している.Asp2'0ん.は HIS

41NtZと 3･0Aの､Asp2'0虚は GIu620,,及び HIS101～.2とそれぞれ

2･8Å､3･1Åの水素結合を形成している｡HJS41N̂1は Asn380と 2.8

Aの水窯結合をしている｡

触媒部位の残基では､Tyr39､Arg85､HISIOlは 7倭の結晶型でほぼ同

じコンフォメーションである｡Tyr39は ŝp37､His41､Pro64､Pro82

及び Tyr71の各側鎖に囲まれており､Tyr39側鎖の芳香環は Pro64と
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フアンデルワールス権能をしている｡Tyr390qと ▲rg85がqZの距Zlはr一里

では 3･6Å･＼'撃では 3･8Åとぎれている机 その他の結晶やでは 2.9か

ら3･4Aであり･水素結合形成が可能である｡His101tq矧まPhe110t蛸

と頚が平行になるようにフアンデルワールス糟ttLてお り､His101.Yとは

SlylO90と 216から 3･2Aの水素結合を形破している｡Wg85- は ･̂ヽt

庶子が Gly820と 2.5から 3.0Åの､1sp840とは 2.7から 3.0且の

匪Alで水必結合を形成している｡Are85*Jlのアルキル抑部分は G)u62月
蛾及び Pro81から Asp84の領域とフアンデルワールス托態してLる｡この

ような号数の相互作用が Tyr39､人相 85及び HislOlを 定のコンフナ

メ-ションに安定化してしると考えられる｡

これに対して､His41と Glu62のコンフォノ-ションには外剛 ag･問で

大きfJ:変左か見られる｡Table17に tlis41と GLu62の側軸のねじれ角を､

Flgure31に触姓馴止のアミノ転残基の蒐ね合わせ河を示寸｡7柾の結脚 荷遇

における Ilis41のコンフォメーションは 4機甥に分期できる｡中一のタイ

プは､11型とⅧ型に見られる xlが約 -70｡､x2が約 170｡のコンフォメー

ションで､His41Na,が触媒部位の方向を向いている｡耶 -のタイプでは､

WaL347が His41Nt2及び Asp370と水減結合をし､His4lbLlJ紬のコン

フォメーションの安定化に寄与している｡Vat347と Asp370fLuの水煮結合

距従はIl聖とⅦ型で共に 2.5Aと短い特赦がある｡第二のタイプは､ul甥.

＼'型､VI型に見られるもので x_lが約 -65･､x が杓 809のコンフナメーシヨ

ンであり､His41N"が触媒部位の方向を向Lている｡邦二のタイプでは Jlis

41･V.Ⅰと GIn420間または Jlis41h' と Glu620..同L:水糸捨合が形成さ

れている｡顎三のタイプは､Ⅵ型に見られる x =-59.､-/.=73･のコンフォ

メーションある｡このタイプでは､His4Hh が七枚部t才のtJ-向を向Lている

ものの､lu型､V型､Il型(こ見られる His41の荊二のタイ7とはイミグLj-

ル巧の向きが正反対であり､His41Nーは isl1380と水菜結合を形成してし

る亡顎四のタイプは､ZV聖に見られる 削S41が~つのコンフォノ-シヨノを
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とるもので､一方のコンフォメーションでは触鳩部位とは反対を向いて隣接配

白分子と水讃結合し､もう一方では His4日 .之が触媒部位を向いて Glu62

0..と水素結合を形成している.後者の His41のコンフォメーションはⅥ型

のものに近いが､ns41NblとAsn380の問に水糸結合は形成されていない

点が異なる｡どのタイプもイミダゾール環が虚接または水分+を介して自身の

蛋白質分子の酸兵原子と水菜結合を形成しており､その水菜結合がコンフォ

メーションの安定化に寄与している｡このように各結晶型において His41が

多様なコンフォメーションをとることは､HIS41には分+内水苅結合により

安定化される扱数のコンプオマ-が存在することを示している.

Glu62は HIS41､Arg85及び lle87に囲まれた領域の触州溜り.JLLia奥郡

に位置している｡Ta.b】e18に各結晶細道における Glu62側鎖のカルボキシ

ル基と､HIS41または Arg85側鎖の窒素原7-との距離をまとめて示う ｡Gtu

620Llと Arg85N暮との距雌は 7確の結晶型で 3.1から 3.5Åの押掛こあ

り､水索結合または静電的相互作用を形成し得る｡GIu62と IllS41は､Ⅳ

型とⅤ型では前述の通り水素結合が形成され､Ⅵ型では Glu620.2と HIS41

〟.2の距鰍ま3.4Åと静電相互作用が可能であるa しかし､Il､m､Ⅷ及びⅧ

型では､Glu620.2と HIS41～.,または N.2との距鰍ま3.7から 4.2Aで

あり､相互作用は弱いかないと考えられるbこのように触媒部位の原典郡にあ

る Glu62側鎖がその周囲の残基と多様な相互作用様式を形成し得るのは､

Glu62側鎖のまわりにはコンフォメーション変化が可能な間隙がff･在可るた

めである8その間隙は H】S41Nh.が触媒部位を向くII型とⅧ型のコンフォ

メーションでは特に大きい｡3'-AW が結合しているⅧ型結晶の場合でも GIu

62の周りには x2が約 十308回転できるだけの間隙がある｡したがって､Glu

62側鎖のコンフォメーションは基質の RNAが結合している触媒反応進行中で

も変化し得ると考えられる｡
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TableL5･PosLtional'msdohhecatalll.CSilercsiducsITy-39･川S4L,Glu62Arg85･
andHlS)OI.

Crystal II III IV V Yl VIJ VrI]
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Table17･Tors10nanglesorLhccatalyt'C-siteresidues.HIS41andGlu62.

Crysta一type u ITl lV● V VI VIL

His4l xl -69

x2 168

GIu62 x1 8I

x~ 146 1

LLl J｣

砧
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65
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Table18･lnter-atom.cd.sLaJICeSbetweenthe0.I0r0.:atomsOrGlu62andthes[de

chalnSO‖ilS4IandArg85

トlls41Nbl tlis4IN.二 ATg85N,

CrystaI Atom- DIStanee

type (AL

H 0.1 42
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つ
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0
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0
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3.)

3.I
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3.4

3】
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4考察

4-1 RNaseUZの全休構造

Figure32に RNaseUlⅧ型の全休構造を空間充填モデルで示す｡モノヌク

レオチ ドは FlgUre32(a)の中央上下に存在するi削こ結合しており､基質であ

る RNAもこの満に沿って結合すると考えられる｡この溝のほぼ中央ElHこある

触媒部位には,壕基性残基の His41と HIS101が満を挟んで向かい合って

いる○触媒部位の奥には正怒荷を持つと考えられる Arg85と酸性残毛の Glu

62が位置しているdTyr39の側革削まHIS41㈱垂削こ覆われてし､る｡Figure

32(a)において触媒部位の上方には塩基認識部位が存在しており､Tyr43と

PhellOの芳香族性側fBiが湖の底の部分にあり､酸性残基の Glu46､GIu49

及び Asp108が桝の周囲に並んでいる｡触媒部位の下方向には､粥の左側に

Asp37と Asn38､右帥こSer80という親水性の残塵が存在している｡柵の

右側では芳香族性の Tyr78と His101側鎖､及びそれらの間にある Pro80

と Pro82が疎水性の領域を形成している｡更に図の下側には正確荷を持つと

考えられる Arg35と Arg75が満の両側に並んでいる｡

RNaseUZのホスホジエステル結合切断反応では､切断されるホスホジエスチ

ル結合の 5'側にヌクレオチドが結合していると尾大 2ヌクレオチドまで良

く遜なるにしたがって解艦定数 (kl)は大きく変化しないが反応速度 (七.i)が

上昇する (Yasuda良Tnoue,1982,基質が ApICH｡のとき も.t=0.L9min',ち

=1･26×10ーlH;基質が ApCpのとき もIt=577mIn',ち=0.774×)0一打;鉱
質が ApCpGpのとき At.t=13720d)inl,kl:I.29×101H;pはリン酸エステ

ル基またはリン酸基を示す)｡このことは､ホスホジエステル結合 5'側のヌ

クレチ ト､すなわち RNA切断反応の結果リン酸基から脱綻するヌクレオチ ド

が､強くはないが結合するサブサイトが少なくとも 2ヌクレオチド残過分存

在する餌を示しており､そのサブサイトに益田の RNAが結合することで加水

分解されるのに適したコンフォメーションを RNAがとるようになると考えら

れる｡RNaseU2の HIS101及び Pro81からPro83で形成される疎水性の
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領域にはIq型結晶ではアデニン塩基が結合しており､‖1SIOlのイミダゾール

環部分はアデニン塩基と密な疎水的相互作用を形成している8付必 こ示すよう

に､pH4･5で結晶化したlI型とⅠIl型ではⅦ型結晶のアデニン結合部位の近傍

には隣接分子の Tyr44'と Tyr78'の側鎖がそれぞれ位置しており､その領

域は芳香族性の分子に対する親和性が掛 ､ことを示している｡Ⅶ型結晶のアデ

ニン結合部はグアニン､シトシン､ウラシルの各塩基も結合できる大きさがあ

る｡これらのことから､RNA切断反応の時にはホスホジエステル結合 5'軌の

塩基が結合する一つめの塩益結合サブサイトは､Ⅶ型結晶において 2'一人肝 の

アデニン塩基が結合している部位であると考えている｡主として疎水的相互作

用により塩品がサブサイトに結合することは､RNaseU2は脱肢するヌクレオチ

ドの塩基に対する特異性が低い知見と一致する (Uchida良Machida,1978)｡

同様の塩基結合サブサイトに塩基が結合している結晶構造の例は敷似の RNase

T,と Hsにおいて報告されている (DlngetaJ.,1991,LenZetaJ.,L991;

Nonakaetal" 1993)｡

ホスホジエステル結合の 5'側のヌクレオシドがⅦ型結晶における 2'-ALIP

に似た配置で結合すると考えると､更にその下流の RNl掛まAsn38と Ser

80の間に配催されることになり､FlgUre33に示すように Asn38､Asp37､

Ser80､Tyr78及び Arg85の各側鎖が水讃結合､静租相互作用またはフア

ンデルワールス接触を形成し得る位置に存在している｡



(a)FrontvleW.

Figure32.Space-flHmgmodelorIひJascU:typeVlIIcrystalsLrUCtue.

)05



(b)SJdevle＼V.

Figure32Space-n=Lngmodelo｢RNaseUヱtypeVmcryslalsLrLICLue
(conLlnuCd)
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4-2 RNA加水分解反応搬 幕

3'-AMPの結合しているⅧ型結晶構造は,アデノシン 2･,3,-環状一リン酸

(2',3'-CAMP)加水分解後の RⅣaseUZとヌクレオチドとの相互作用様式を示し

ている｡3'一A肝 のリン酸基の 01Pと 02P原子は溶喋筒城帆を向き､そのま

わりには RNA鎖が連なり得る空間が存在している.また､3㌧AW の 05･は窮

白質分子の表面側に存在しており､05･に RNA組が結合していても RNaseU･,

と不合理な原子間接触は生じない｡以上のことから､基質である RNAもこの

結合様式をとり得ると考えられる｡

3'一MPリン酸基の OIP原子は､1)ン原子に関してリボース 02･とは反対側

に位置している｡この配置は､2.,3'-cAW の形成の隙には､リボース Orが
リン原子を 01P原子が結合している側の反対側から'kl核的に攻撃することを

示している (Flgure34)｡したがって,RNA切断反応においてリボース0F
がリン原子を求核攻撃した直後に生じると考えられる三角両維型五配位のリン

原子遷移状態では､01Pに対応する酸素原子はリン原子に付加したリボース

02･と共に両錐の頂上部を占め､02Pに対応する転乗原子は平面三配位部の一

角を占める｡OIPが脱離するヌクレオチドのリボース 0,･の位芯を表すと考え

ると､01Pが HIS101N.2と水讃結合を形成していることから､HislOlが脱

離するリボース 05･にプロトンを供給する酸触媒の役割を架たすことになる｡

この場合は､ リン原子に結合した原子の配座が変わる in-llneメカニズム

(EckstelneLaJ" 1972)で反応が進行することになる｡一万 02Pが.)ン原

子から脱離するヌクレオチドのリボース 0･,･の位置を表すと考えると､02Pが

五配位の両錘頂上部を占めてリン原子から脱離するためには､リン原子に結合

した原子が偽回転を起こす必要がある｡その場合脱虻するリボ-ス OT.が的回

転前に Tyr390｡から､または偽回転後に HlslotNL2からプロトンを受け取

るという二つの可能性がある｡前節で述べたように脱雌するヌクレオチドは

HislOl側鎖の近傍に存在する塩基結合サ7サイトに結合すると考えているが､

その結合位掛よ触媒部位のリン原子に関して､リン原子に求核攻撃するリボ-
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ス 02,の位置の反対側に相当する.この配置は､リボース OTがリン原子を求

核攻撃して五配位リン原子遷移状態が生じる隙には､脱離するヌクレ才チドの

0=r原子がリボース 02rとは反対側の両錘頂上部を占めるのに適している｡し

たがって塩基結合サブサイトの位置を考慮に入れると 111SIOlの方が駁触喋

として脱離するヌクレオチドの Os･原子にプロトンを供与するのに適している｡

反応中間体である 2',3'一環状ヌクレオチ ドの加水分解は､RNA切断の逆反Et･.

としてヌクレオチ ドが脱離した方向から水分子がリン原 戸に付加して起こると

考えられる｡

RNaseUZによる RNAの切断反応ではリボース 02･が戒核的にリン原子をJk

撃するため､リボース 02･の求核性を高める機構が存在-4ると考えられる｡

HIS41Notは 3'-AMPのリボース 02･に水糸結合しており､H)S41はリボー

ス OTが接近してきたときに塩基触媒としてリボース 02からプロトンを引き

寄せることでリボース 02･の求核性を高める可能性がある｡一方､Ⅷ型結晶で

はリボース 02･の近傍には GIu62側鎖も存在している｡Glu620.2とリボー

ス 02･の距離は 3.6Åであるが､3'-A肝 のアデニン塩基を固定したままグリ

コシル結合を +250回転させると､リボース 0之.と Glu620,2の距離は 3.4

Åになる｡この回転を行ってもリン酸基部分の方位を多少修正すればリボース

部分と蛋白質部分開に不合BF.な原子間接触は生じない｡したがって G】u62も

塩基触媒としてリボース 02･からプロトンを受け取って求核性を高める役割を

果たし得る｡Glu62位lJ童貞がイオン化しているとすると.基質が結合していな

いときは水分子と相互作用して溶媒和の効果で安定化されているが､基質が結

合して触媒部位の水分子が置換されて溶媒和の効果が失われると､プロトンを

受け取る塩基触媒として機能し易くなる可能性が考えられる｡

正電荷を持つ Arg85側葺削ま触媒部位の底部に位置しており､リン酸基の但

東原子と水讃結合または静屯相互作用を形成 している｡この用句:作用により

Arg85側鎖はリン原子の求碓子性を高めてリン原子の反応性を高め､またリ

ボース Oz･がリン原子を求核攻撃した直後に生じる五配位リン酸遷移状態を安

109



定化して速移エネルギ-を低下させて､RhlA切断反応を促進すると考えられる｡

ホスホジェステル結合切断反応において､リン酸itの 0原子が正昭荷を持つ

イオンと静態相互作用したり､プロトンを受け取ることで 2･,3'-環状ヌクレ

オチ ドの生成が促進されることは､3',5'-urldylylurldineの切断反応におい

ても報告されている (BreslowetaJ.,1989)｡また､HIS41は側鎖の回転に

よりN,2原子が触媒部位のリン厳基と相引乍用し得る位匠にあるため､共役酸

の形態で触媒部位の RNAのリン酸基と静電相互作用または水讃結合を形椛し

て Arg85と同じ役割を果たすことできる｡His41側章削ま前述の通り種々の

コンフォメーションをとる特徴を有するので､RNA加水分解反応の過程ではプ

ロトンの授受とリン原子の活性化という校数の役割を別のコンフォメーンヨン

で担う可能性が考えられる｡
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4-3 RNaseU2の塩基認識

RNaseU2はアデニン塩基を優先的に認識する特徴を石する.Figure35に

RNaseUZによるアデニ ン塩基認識 と､RNaseU,に類 似の Rh.aseT.

(AspergJJJusoryZae由来,Gohdaetal･.1994)､RNaseHs(AspergilJus

saJt01'由来;Nonakaetal" 1993)､RNaseF.(Flusar)'ummoIlIJjlo佃e由来.

VassytyevetaI･,1993)､RNaseSa(SlrepEowcesaureoFacJenS由来 .

Sevclk etaJ･, 1991)､ Barnase (BacJ')Jus amyJoJJ'quelacJ'ens 由 来 ;

Gu‖letetall,1993)によるグアニン塩基認識の模式図を示す｡これらのプ

リン塊茎認識様式には共通する特徴が二つ存在する○官卜 にプリン N7と

RNaseの主鎖の N原子が水系結合を形成していること､苅二にグルタミン酸

の側鎖がプリン海進と二つの水煮結合を形成していることである｡グルタミン

酸01'J鎖が水糸結合しているプリン塩基の原+は､RNaseU2によるアデニン塙蛙

認識の場合は NLと 116原子､グアニン特異的またはグアニン僚先的な RNase

によるグアニン塩基認識の場合は Nlと OG原子という違いはあるが､両者で

グルタミン酸の立体構造上の配定は非常に良く似ている｡アデニン塩益とグア

ニン塩基の認識機構の追いはプリン 6位の原子と RNaseの主鎖原子との相互

作用様式､及びその領域の蛋白質側の構造に見られる｡アデニンの 6位の原

子は水素供与体であるアミノ基の N原子であり､RhTaseU2では水糸受容性の

Tyr440が塩基認識部位を向いてアデニン N6に水素結合している｡グアニン

の 6位の原子は水系受容性であるカルボニル基の 0原寸であり､グアニン特

異的またはグアニン優先的な RNaseでは水煮供与性である上組の N原子が塩

基認識部位を向いてグアニン Ofに水素結合している｡つまり､プリン6位の

原子と水素結合を形成する RNaseの主鎖部分の柄道が塩必特男性を決定して

いるのである｡塩基認識部位の構造の違いはそれを形成するアミノ酸残基数に

起困している｡グアニン特巣的または優先的な RNaseでは､グアニン N7と水

素結合している残基を n番目とすると､(n+I)番目､(n12)番目の玉柏の N

原子がグアニン Oiと水素結合し,(nt3)番目の Gluがグアニンと 2本の水
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嘉結合を形成しており､(∩+1)から (n+4)怒目の残塵はβターンt型捕速を

形成している｡βターン椛迫からなるグアニン塩基認識馴立の僻造モチーフ､

及びグアニン堰基と RNase蘭の水素結合様式は､カビ (堤根,主物)由来の

RNaseT.､ Fl､Msだけではなく､触媒附立と塩基認識部位t=しかアミノ酸配列

の~教が見られず､種として進化の系統から迎く敗れた細菌 (原核生物)由来

の barnase､RNaseSaに如 ､ても完全に共通であるoRNaseU,のアデニン戚

識様式を類似の RNaseによるグアニン詑貢故技式を比較すると､RNaseUzでは

グアニン N,と水素結合している Tyr44が n番目の残止に相当し､アデニン

N月には同じく n番目の Tyr44の主鎖の 0原Fが水糸結合している.RNase

UZにおいて塩基認識に関与する Glu49は (n+5)番馴こ相当している｡つま

り Flgure35及び FlgUre5に示す通り､プリン塩基の 71正と水讃結合して

いる残盛と Gluとの間に介在するアミノ酸班盛数は､グアニンを特発的又は

優先的に認識する RⅣaseTlファミリーの RNascではすべて 2更生基であるの

に対し､アデニンを優先的に曙識する RNaseU2では 4残基となっている｡こ

の残基数の遠いにより､RNaseU2の堀基詑和訓立は 3】｡-ヘリックスを持つ特有

の構造モチーフを形成し､Tyr44主鎖の 0原子が塩基紘耗部位を向いて Glu

49側踊と共にアデニン塩基を認識できると考えているo

RNaseU2はグアニン塩基も認識して RNAをJm水分解する｡グアニン塩基を

Rh'aseUZに結合しているアデニン塩基に重ね合わせると､グアニン N,と Tyr

44N､グアニン Osと GIu490L.､グアニン N.と Glu490.2の間に水糸結合

が形成され得る｡しかし､グアニン 06と Tyr440の間に 2.8Aの､及びグ

アニン N2と AsplO80の間に 2･0Aの原子間接触が生じる｡グアニン OB

と Tyr440の接触は Tyr44-GIu46問のペプチド結合の向きを多少変fE

するだけで解消できる｡また Figure14に示した通り､Asp108周辺の温度

因子は高く構造が柔軟であることを考慮すれば､グアニン NZとAsplO80朋

の接触も Aspl08を約 lA移動させ水素結合を形成させることて解消できる｡

アデニン塩基が結合するときは､Tyr440と AspIO80間の距艶が 0.6Å

113



拡大するが､グアニン堀基が上述の様式で結合するときは史に 1Å拡大する

必要がある｡RNaseUZがアデニン塩基に対してより親和性が,糾 ､のは､この塩

基認識凱位の幅に起因している可能性がある.

RNaseU2によるグアニン塙基認識様式のもう-つの可能件として､類似の微

生物由来 RNaseと同様にグアニン Nlと Glu490日の臥 及びグアニン hl_,

と Glu490.2の間で水薬結合力!形成される様式も考えられる｡この場合はグ

アニン 06と Tyr440の原子間接触が卦 こきついものになるが､類似の赦生

物由来 RNaseのグアニン認和様式の様に Tyr44-Asp45間のぺ7･チド結合

が 180D回転して Asp45Nカ鳩 基認識部位を向けば､グアニン Oqと水糸結

合を形成することができるoRNaseU2ではプ1｣ン 7位の原子と水糸結合して

いるアミノ穀残基 (Tyr44)とプリンと二つの水菜結合を形成するグルタミン

軽 くGIu49)のPlRが 3アミノ酸残基と長いために､Glu490gJ純の空間的な配

鑑に影響を与えずに Tyr44-Asp45間のペプチド結合が 180ロ回転1るこ

とができ､グアニンを塩益詑托部位に受け入れると考えられる｡



(a)

1】5



4-4 RNaseU2の結晶内蛋白質分子間相互作用

R･NaseU2分子の結晶内分子間相互作用には､RNaseU2とヌクレオチ ドとの

相互作用と共jBiする様式が三つ存在する｡

第-の共通する様式は､Tyr44と Asp108の間に存在する塩基認識部位と

芳香族性残基との相互作用である〇日型結晶では Figure19及び付点にホす

様に隣接分子の Tyr78'側鎖力増 基認識部位の近傍に存在し､堀韻認識附立

にある Tyr43､Asp45及び Ser48とフアンデルワールス接触をしている｡

この蛋白質分子間の相互作用様式は RNaseUZの塩基認識酬立が芳香族作の分

子に対して親和性を持つために生じると考えている｡

第二の共通する様式は､触媒鮒立のアミノ頼賎基と横様分子の殿作アミノ恨

残基側鎖との水素結合または静電相互作用である｡Ⅳ型結晶では陣按分 Fの

Asp2'のカルボキシル基が触媒部位の Arg85と Tyr39の各側綿､及び触

媒部位近傍にある Asp37例J孤と水素結合または静制 帽 作用を1r,成している｡

Ⅵ型結晶では､同じく隣接分子の Asp2'のカルボキシル基がより触媒部位の

奥深くに位濯して Tyr39､His41､Glu62及び HislOlの各㈱柏と水糸結

合または静怒相互作用を形成している｡この蛋白質分子r'iJの相互作用様式は､

触媒部位の残基が RNAのリン酸基の様に負JitE荷を持つ官能盛と高い親Hl性を

持つために生じると考えている｡

第三の共通する様式は､HISIOl及び Pro81から Pro83の領域でJ臥文さ

れる塩基結合サブサイトと､隣接蛋白質分子の芳香族作アミノ酸残鵜側孤との

相互作用である｡付表に示すように､11型結晶では隣接分子の Tyr44'DIIJin

が Gly82と HislOlの間の領域に､M型結晶では TyrlO7'側軸が Pro83

と HISIOlの問の領域に位置してフアンデルワールス接触している｡この結

晶内分子間相互作用は､塩基結合サブサイトが芳香族性の分子に対して高い親

和性を持つために生じると考えている｡

このように RNaseU2の結晶内分子間接触には RNaseU2と RNAの相互作用

様式を RNaseU2の分子表面のアミノ酸側鎖が糊倣していると考えられるもの
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が複数の結晶構造に見られる｡このような RNaseU2分子間の相互作用は､結

晶化の過程における蛋白質分子の凝躯を引き起こす要田の一つと考えられる｡
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4-5 RNaseU2の異性化

アスパラギン酸またはアスパラギンがスクシンイミドを経てイソアスパラギ

ン酸に異性化する反応はペプチドにおいても (Gelger良Clarke,1987)､また

Table19に示す通り蛋白質においても起こることが報告されている｡ヘキサ

ペプチドの場合､アスパラギン酸からスクシンイミドへの巣性化は pH4付近

で巌も速やかに進行する (OJ.yai良Borchardt,1993)｡II型結晶が pH4.5

の条件下で約 1年かけて生成したことから､RNaseUzCは Asp45がスクシン

イミドを経て lSOAspに舛性化して生成したと考えている｡11型結.掛中の

RNaseU2Cの位置に､RNaseU2Aの構造を東ねると､Glu46からGIu49の領

域が隣棲分子と重なる｡したがって､RNaseU2Cへの異化化は､1憎 結剛 .で
はなく､RNaseU2Aが結晶化するときに凝眼-4る過程またはそれ以前に起きて

いることになる｡

ペプチド中のアスパラギン酸がスクシンイミドを形成するためには､そのア

スパラギン酸の C東側妓基の主鎖の N原子とアスパラギン酸の C,原子が兆

右結合を形成する必要がある｡アスパラギン酸の C東側残基の主鎖の N原子

とアスパラギン酸の CI原子が垣も接近するときのねじれ角は 叫=-120｡､xJ

I1200､x2=-900または 900で､そのときの距離は約 2Aである｡Ⅳ､V､

VI､Ⅶ及びⅧ型結晶の Asp45のねじれ角の個を Table20に示す.Asp45

のコンフォメーションはⅣ､Vl､Ⅶ及びⅧ型で 叫=ま約 130㌔ x'は約 1700､

x2は約 709とほぼ共通であり､これが Asp45の最も安定なコンフォメー

ションと考えられる｡このねじれ角は､上述のアスパラギン蕨男性化に適した

値に近い｡Figure20(b)に示した通り Asp45近鰍 二はⅣ､Ⅵ､Ⅶ及びⅧ乍J.

結晶で共通の位置に Wat330､Wac508及び Yat509の三個の水分7-が結合

しており､Asp45C,を求核攻撃すると考えられる Glu46相や Asp45側鎖

と水煮結合してスクシンイミド形成に適したコンフォメーションを安定化して

いる｡これら三個の水分7･のうち､Wet330に対応する位'RにはIl型結E.rldでも

水分子が存在し､Ⅳ､Ⅵ､Ⅶ及びⅧ型結晶と同掛 二isoAsp450.､Tyr430q

ll8



及び Ile510に水菜結合している,Asp450,{は異性化した isolsp45で

は 0一原子に対応する机 とちらの原Fも立体構造上共通のLは の存在してい

る Vat303と水煮結合を形成しているのである.スクシンイミドの五日跡ま

平面的な鋪道をとると報告されてLるが (Capassoeta]･,1989;CapassoeL

a]･･1992)､スクシンイミドのモデルをⅧ型抵崩柵jaの Asp45.%分にiEねて

も､蛋白Fの他の部分と原子間接触は生じず､Asp45の ふけの 0原子に由

来するスクシンイミドのアミド結合部分の 0原子と Yat330の野杜は 3.4

Å以下であり､水素轄合形成が可能である.このことは､反応中間仏の Suc

45も Isp45や lSÔsp45と伺技に Yat330と水糸結合を牙城 できること

を示している｡

以上の Asp45及び isoAsp45喝辺の†井道上の特赦から､Asp45の野性化

反応は Figure36に示すように進行1ると考えている ます Asp45C,が

G)U46日 こ接近して､カルボキシル題の平面か Glu46Hの/Jr.I.]を向き､そ

のコンフォメーションは Asp450..と二つの水分子､Wat330と Wat509と

の水損結合形跡こより安定化される｡次に Glu4日 力～Asp45C,を成核的に

攻撃する｡Glu46Nと Asp45C.に共和結合が形成されると GJu46Ⅳから

はプロトンが遊転するが､そのプロトンは GIu46m こ水紫結合していた Yat

508が塩堪触媒の役割を果たして受け取る.また､Asp45C.からは Asp45

0√または 0&が脱#してスクシンイミドが形碓される｡Asp450.,が悦Jlす

るときはプロトンを Yat330または h'at509から受け取り～a.が脱暮する

ときは溶性中の水分+から7t)トンを受け取る｡スクシノイミド休では､bp

45C,に結合している慶讃原子は Yat330と水甥結合を形破する｡最後に,

Asp45Cに由来するカルポ二ル炭累に対して水分子が求接攻窄し､スクシン

イミドの五■JTの加水分解が起き､isoAsp45形成される｡水分子が求核攻撃

してくる方向としては､Tyr43や Yat508がff在する分子内側からの方向と､

その反対側の分子外側からの可能性がある 分1-内側からの叫fTは Glu46.i

から受け取ったプロトンを放出した後の Yat508が､分子外側からの場合は
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溶媒中の水分子が求核攻撃すると考えられる｡通常の Aspやスクシンイミド

よりも主鎖のコンフォメーションの自由度が高い isoAsp45が形成されると､

Tyr44から Asp50の領域にコンフォメーション変化が起き､IT型結晶に見

られるような塩基認識部位が溶媒領域に対して大きく開いた構造をとる｡

lsoAspへ男性化した後でも､Asp45C由来の炭讃原子に結合している酪ポ偶i

子と Wat330の問の水系結合は保持される｡このように Asp45の巽性化反

応では､蛋白質分子表面に結合した水分子が水系結合によってペプチド細を発

性化反応に適したコンフォメーションに安定化し､またアスJtラギン鮫の脱水

縮合過樫で塩基触媒としてプロトンの授受を行うことで艶性化反応を促進する

と考えている｡

アスパラギン酸の異性化反応はニワトリ卵白リゾチームの Asp101でもJf

じると報告されており (Tomizayaeta1.,1994)､AsplOlがスクシンイミド

に異性化したスクシンイミド体リゾチームとトリーN-アセチルキトトリオース

との複合体の結晶構造解析を行った｡Fi糾re37に SuclOlの市子密度をノ示

す.スクシンイミドの二つのカルポ二ル酸兼が明掛 こ現れている｡Figure38

にスクシンイミド体リソチームとトリーN-アセチルキ トトリオースとの複合体

の全体図を示す｡ SuelOlはリガンド結合部の縁にL立役し､リガンドとフア

ンデルワールス接触している｡Flgure39に AsplOlが発性化していないリ

ゾチームとスクシンイミド体リゾチームの立体捕造を重ね合わせたものを示す｡

スクシンイミド形成により､ネイティブ体リゾチームに見られる AsplOlと

リガンドとの二つの水素結合がなくなり､かつスクシンイミドがリガンド結合

凱 こより突き出ているため､リガンドの結合性厄がスクシンイミド部分で約

0.8Å移動している｡この結束 Asn103とリガンドとの水煮結合もなくなり､

Asn103はリガンドとは別方向の Ala107を向いている｡AsplOlがスクシ

ンイミドに異性化するとトリーN-アセチルキトトリオースに対する解離定数が

増大する (TomlZaYaeta1.,1994)のは､この水讃結合数の減少に起閃して

いると考えられる｡
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アスパラギンもスクシンイミドを経由してイソアスパラギン8割こ変化し､そ

の反応は Asn-Xのアミノ酸配列で Xが GlJrのときは他のアミノ酸の時よ

りも速やかに進行することが報告されている (StephensonAClarke,Ⅰ989)｡

RNaseUzではアルカリ条件下で Asn32-Sly33の配列部分で isoAsp32が

彬成されて RNaseU28が生じる｡しかし､Ash68-Gly69では弼性化反応が

起こらない (Kanaya良uchlda,1986)｡Asnは Aspの場合と同鰍こq,=-120

㌔ xl=1200､x2=190｡または 90｡となるとき､Asnの C-原子とGIyの N

原 子が接近し､スクシンイミドを形成するのに適したコンフォメーションとな

る｡Jl型では Asn32のねじれ角は tp=3｡･x=-66｡､I =151､ ŝp68

のねじれ角は tp=49㌧ xl≡-63｡､･L2=-590であり､他の紙ふafFJでもほぼ

同様である｡Figure40に両部位の構造をJJ吋 .どちらの Asnも僻恥よ広 鵠々

領域に露出しているため､側鎖がスクシンイミド形成にjiしたコンフォメー

ションをとることは可能である｡Asp32-Gly33の配列部釧ま分rR面に存

在する Asp34から Asp37のループ博通部に迎なっており､主釣のコンプオ

メ~シヨンは強く束縛されていない.これに対して Asn68の玉川は､分子内

部の残姓とフアンデルワ-ルス接触をしている GIy69から Pro70の領域に

強く束縛されている｡こうした立休構造上の制約のため､Asn68ではスクシ

ンイミドを形成するための上頚のコンフォメーション変化を生し糾す､発作化

反応が進行しないと考えられる｡

IsoAsp32を持つと考えられる RNaseU･LBでは adenylyl-3',5'-adenosine

(Ap九)に対する触媒活性が RNaseU2Aに比べて約 3/4(=低下する (Uchida良

Shlbata,1981)｡Asn32はループ部分を通して Tyr39､His41につながっ

ている｡Tyr39と HIS41はⅧ型絵占品で 3'-AXPと水讃結合を形成しており､

触媒部位を形成する残基である｡Asp32のイソアスパラギン酸への変化によ

る RNaseUZのコンフォメーション変化机 Tyr39や His4Iの'{171.1的配徴や

勅的挙動に影響を与え､RNaseUZBの活性を低下させると考えられる｡

RNaseU三Bは RRaseU2Aに比べてαヘリックスの含且が低い (Uchlda良
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Shibata･198日｡Ash32はaヘリックス C東漸 二位定しており､isoAspの

形成はヘリックス C東部のコンフォメーションに影響を与えると与えられる｡

Ⅶ型では CaZ'イオンの結合により分子全休の立体構造は作持されたまま Asp

28から Asn32のαヘリックス 1回転がほどけて Ca'･イオンに巻き付くコ

ンフォメーションをとっており､αヘリックス C朋 は ほどけやれ ､性質を

持つことを示している｡RNaseU28でも Asn32の異性化の影書により､同し

部分のαヘリックス C東部が 1回転分ほどけているnJ能性が考えられる｡

アスパラギン酸とアスJlラギンの異tHLが生体内で実時に生していることは､

戒長ホルモン (WoodeteJ･,1989)､scrinehydroxyIeLhyltrallSreraSe

(ArLiguesetal･･1990)Iβ-アミロイドペプチド (Rohereta/.,1993)､

aA~Crystallin(Fujlieta/･,1994a)､cA8-crystaHin(FuJH pLa/.,

1994b)､tubulin(Ⅳajbaueretal..1996)において兄いたされている.t仏

内で異性化により生じたイソアス′{ラギン厳は proLeinL-lSOaSPartyl

neLhyltransferaseにより可逆的にメチル化される｡メチル化されたイソアス

パラギン酸はスクシンイミドを形成する方向に平衡が傾いているため､スクシ

ンイミドを経由して通常のアスパラギン酸が生じて蛋白Trの鯵役が行われると

考え られて いる (JohsonetaJ.,1987;14CFaddenaClarke,1987;

Galleitietall,)988)｡実際､proteinL-isoaspartylbethy)transrerase

の阻害剤であるアデノシンシアルデヒド共存下でラyトPC12細胞を培着する

とイソアスパラギン酸を持つ tubulinが為崩される (NaJbauereEa/.,

1996)｡この proteinL-isoaspartyIAeLhyltraJISreraSeはラ･ノトでは怖鞄と

脳で強く発現されており (HlヱObuchietaJ.,1994)､またヒトの噂合では脳

における proteinL-isoaspartylDethyltransferase活性と死亡時の年齢には

正の相関がある (Johnsonetal.,Ⅰ99日｡これらの弔実はイソアスパラギン

酸を持つ異性化蛋白質の存在が老化現象と関過があることをrEl1接的にホしてい

る｡アスパラギン酸が異性化した讃白質では,異性化した残)ll.g辺でl経過変化

が生じることに起因して､その蛋白質の鞄能と物性が変化すると考えられる｡

122



Rih'aseLT之の場合では Asp45異性化によって包茎ig戊の役割を持つ Glu49側

糊の Ch原刊ま9･8ÅAEれた位軌こ存在するようになり､このため塩生だ良能

を失っていると考えられる｡ニワトリ卵白.)ソチームの例では､AsplOlがス

クシンイミドに男性化すると蛋白質の溶解性が減少し､リガンドとの相互作用

様式が変化して結合が翁くなる｡アス′{ラギン駿発作化により粍能または的椎

が変化した蛋白質が生性内に畜嶺して川ナば､その蛋白質が生休内で担う晩能

が低下したり不溶物が生じ､老化やそれに伴う疾塙を引き起こす可能性が考え

られる｡
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6 付表

以下に R:h'aseu=のlI里からll翌の 7縄の結晶構造に見られる結晶内蛋白F

分子間の水素結合および 4Å以下の市子間熊井にある原 (-の抱を待絵品毎.'=

記す.(414)前で述べた R:hlaseLTzと Rh flJJの相互作用に似た結晶内窮白質分

F間相互作用は､#印を付けて示す｡
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