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要旨

ポリペプチド鎖延長|人1{-(刊ド-T u)は l分子の GDPまたはGT 1)を結

合する.アミノアシル LHNAのAサイトへの正常な結合には，活十1:りである

EF-Tu'GTP の存在が必裂であるが， 1': F -T 1Iの比外的な役 ~Jjll についてはよく

わかっていない 目本研究では，アミノアシル LH N A 0) Aサイ卜華人 ('; 0)過料に

おける EF-Tuの役者11について検討した.

( 1)アミノアシル LRNAの 2'，3'特災性の分析

アミノアシル LRNAには，アミノアシル基がCC A..lミ端のアデノシン残込

の 2'i立に結合した 2'主主性体と， 3・位に結合した 3'良性体が+t-fl:し，転移反

応によって相互に変換する .2・主毒性体と 3'主主性{本の転移i卓j交は37・Cにおいて

日 .I~ 1/秒である.リボソームのベプチジルトラ ンスフエラーゼは，ユ， y~tt 

i.fのみを基質とするので，なんらかの凶 Fがアミノア シル LHNAの、γ民性

体のみをリボソームに供給しているのではないかと与え られる.

そこで，アミノアシル LR N A合Ji.U書案 (AR S)とEF'-Tuの 2・， 3' 

特異性を検討した. A H Sの場合は， 3'末端が 2'または 3'デオキシアデノ

シンとなった tRNAのデオキシアナログなどをmいて特災性の決定が行われ
ARSによって 2・，3・特主主性が災なることが報告されている.i也}5，デオキ

シアナ ログなどをJTIいて決定された 2・， 3・特災性に基づき， Hllil!!モチーフに

よる分まliがclass1のAI{ Sは特異性が 2'で， cJ ass 1 rのAHSは3'である

ことが示11査されてい る.しかし， PhcRSはclass 11に泌するが村民性が 2' 

であり， 例外と されていた.しかし，このようなアナログを川lいた実験では砧

初にアミノアシル化された部位しか決定できないため，合成されたあと ))IJの見

性体に転移する可能性がある

本研究では， P h巴と J1 eの場合について，1Jt.終的に生成するアミノアシ

ル LRNAの 2'，3・特民性をl直後決定することに初めて成功した.その結月L

P h c R Sによって生I戊ーするアミノアシル tRNAは 3'l'Hl体であり，

1 1 e H S によって'七)l，~廿るアミノアシ Jlノ L li. N A'ま2' )'~ 1''1-i-t>て';v.，ることヵg

I~J ら均、となった.したカま って， A li. SによってuU合さ れるア ミノアシル LHNA



には 2・呉性体も， :l' ~4 性{本も存証することが明らかとなった， PheRSの

場合，特呉牲が 3'であることが判明したので，クラス分けと 2'，3'特良性

が a 致することがl切らかとなった .したがって， A}{ Sが進化的に 2系統ある

ことがより l別総に示さ れた.

次に， EF-Tuに結合したアミノアシル tRNAの 2'，3'巣例外の分析

を行った， 2'位にアミノアシル化されるrI e-tRNA も I~ ~' -Tu に結合してい

るのは 3'災性体であることが切らかになった， Phe-tRNAの財合は E1" -T 11に

結合しているのは 3'災性であることがすでに liflらかにされているので， f': 1"-

T uがベプチジル トランスフエラーゼの基質として ，アミノアシル tn. N ̂ の

3'見付:f牛をリボソームに供給するとい う退要な機能を持つと いうことが本研

究によって l切らかとなった .

(2)日]i'-Tuに結合した LRNAのコンフォメーション

t I{ N Aの Tループと Dループとの会合はリボソー ム 仁では1m裂して， 1 u S 

rRNAと結合する ことが知られている， E 1" -T uが Ll1NAに結合したと

きに， '['ループと Dループとの会合を|淵裂させるとい う説があ り，本側先では

この説を検証するために， I~ F' -T uと組合体を形成した LI1NAのコンフォ

メーシ ョンを， C 1)および"cNMH を)~ いて解析を行 った .

本研究では， I勾次十時ii!iの援にある修飾品LMのチオカルボニルMに111;較する

CDバンド(他のバンドに自ViさされずIiJ!測できる)と，コア f，S[以の正:j次情迭を

反映する CDバンド(桜数のバンドの寄与による)に 1E11して解析を行 った.

その結果 ，アミノアシル L[{ N A が E ~' -T II ，GTPと似合体を形成する と， '1'ル

ープとりループの会合およびコア傾城が安定化され， L I1 NA が竪|ぉ!な1.， ・ ドJfj~

4持造をとるようになる こと カ幻切らかとな った.さらに ，アミノアシルイヒされて

いない場合には，L H N Aの組長Iiによっては， L R N Aが災?;tなj杉で "1ρー T 11 

に結合す るl.bI合があったり，し 1幸;J型 II~ 造の安定化が卜分でない i劫 {'ì が あること

力行りlら由、にな った.したカ《って ，tR N Aカfアミノアシル{七さオLている ことカZ卜

分に安定化された1.宇型{荷造をとるために必袋であることがiりlらかにな った.

次に， Tとm7Gが 13Cでラベルさ れた LIt N A い をmいて oミ'r!似合体の

10 C N M Rを詰IIJAEした 。その結果， '[・やm7Gが形成している分1"1人iの会伶は
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EF-TlI' GTPと後合体を形成しても|淵裂しないことが明らかとなった 目

以七の結果から，いずれの LHNAでもEF-TlI.GTPと結合すると. L 'jo~ 1荷

造が安定化する方I<'Jに変化することがl切らかとなった.また. L R N AのTル

ー プと D ルー プとの会合は リボソームに結合する lìíj には1l~1 裂しないことが IV I ら

かになった.

他方 .EF-TlI.GIlPはアミノアシルI.RNAと結合することはできるが，結合

しているアミノアシル L]{NAは2・見性俳;も 3 • ~:~性 {本もイF イ1: することが lり l ら

かになった.さらに.EF-TlI.GIlPはし HNAのし こす担 榊迭を安定化できないこ

とえ1'1り1ら力、となった.そ 0コた/iI)にEF-TlI.GDPは:アミノアシJレし RNAをA→yィ

卜に結合させることができないと々えられ， このような機備によって，アミノ

アシル LRNAの 2'~HI 体がリボ ソームに供給さ れないとヰえられる .

以上の結梨から. E [0' - T uはし J(_ N Aのし字慰問主iをiiliすのではな<.川

々の l. RNA で~なっていたl. RNA のコンフォメーションをならして八サイ

トへの結合に必袋な ，盟主|ゐlな上下型にする役古りがあると巧えら れる.

(3 )リボソーム上における巳 F-Tuの役削

日 F' -T uは，コド ンに対してIEしく対応するア ンチ コド ンを持つアミノア

シル LRNAを .Aサイトに結合する役制を jJ:!って いると与え られてい る.

F:F-Tuとアミノアシル tRNAの線合体が Aサイトに結合したときに第 l

段附の選別が行われ. EF-TlIに結合したGTE'が加l水分解して EF-TlI.GIlPとなっ

たあとも，す くにはリボソームから雌れず，その間にコド ンとアンチコドンの対

J;t; が JE しいかどうかの ~;2 段階の「校 11'. Jがなされていると巧えられている.

これらの過程において ，ア ミノアシル tHNAがどのよ うな状態であ るかを知l

ることは「校 IEJの機仰を知lるうえで重袋である.抗生物質オーロドックスは

日F'-T uに対するリボソームの先IJ*を絞倣すると考えられ ，リポソームにお

ける EF -T uとtHNAとの相互作mを解析するのにイifnである .そこで，
本研究ではオーロドックスを HIいて .Aサイト結i合後のアミノアシル LJ(_ N A 

がどのような状1iff.にあるかを解析した.

オーロドックスはEF-Tu'GDPがリボソ ームから解出世するのをJflJ1Jil1す ることに

よりタンパク質合成を lill'，与すると与え られている .まず，オーロドックスイメ (1:

3 



Fにおいて， EF-Tu.GDP;がアミノアシル LRNAのAサイト結合のどの段階で

リボソームに結合しているかを検討した.オーロドックスイ手企ドで，Eドー1'11'GT P 

との彼合体において，アミノアシル LRNAの L字型|荷造は安定化されていた

が， EF-TlI.GDPとの桜合体においてはアミノアシル L I~ N A のJ.'ド恒例ifiは安

定化されていないことがCDをJTjいることにより明らかになった.このことか

ら，オーロドックスイ干イt ドにおいて， Ef-TlI'日TPはアミノアシル L I~ N AをIE

しく Aサイトに結合できるが， [F-TlI.GDPはアミノアシル LHNAを正しく A

サイトに結合できないことが1";¥i¥される.実際，オーロドックスイヂイtドでEI'-

1'1I.GIlPがアミノアシル L11 N AをAサイトに結合させたij，J合， EF-TI1.GTI'が結

合させた場合とは異なり，EF-TlI.GDPはAサイトにおいてアミノアシル LRNA

のJJ見アミノアシル化を抑制できないことが明らかとなった.したがって，オー

ロドックス存在下でのEF-TlI.GDPによるアミノアシル tRNAのAサイト への

結合は，通常の Aサイト結合の過粍を続たものではないとJtえられる.したが

って， 才一ロドックス#在ドで， EF-TlI.GDPは， EF-TI1.GTPを娘倣するようなj杉

でリボソームにとどまっているのではないと考えられる.

次に，才一ロドックスイ千代下で， EF-TlI'GTP;がアミノアシル LRNAをAサ

イトに結合させた協合， Aサイトにおいてアミノアシルl.11 N ̂ の脱アミノア

シル化を抑制することがlりlらかとなった.さらにリボソームがない似合も，オ

ーロドックスイイ布下においてEF-Tu'GDPがEF-TlI.GTPと同じようにアミノアシル

LI1NAの3・4ミ端と結合し 3'n性体に I，'~定することが lり|らかとなった.した

がって，リボソーム上で G'I'Pが)JII水分解した後， EF-TI1.GIlPとなっても， Eドー

TlI.GDPはリボソームか ら解雌し ないかぎり，アミノアシルl.I{ N八の 3'ぷ端

と結合していると考えられる.以上のことから， GT Pの加水分角午後もなおEト

TlI.GOP力τリボソームにとどまり，アミノアシル LR N A 0) :1 ' A<;j古と結合して

ベプチド鎖転移反応に修行-4-るのをおさえ，そのJlilにコドンとアンチコドンと

の対応のIEしさを縦かめる「校11:j が行われ，止しい似合にのみペプチド ~Ú 転

移反応に移行すると考えられる.

GTl'の加水分解の，jiiにアミノアシル LHNAのTループとIlループとの会

合がIlH裂するという確かな証拠は仰られていないので， -1， /iJf究0)*，'，*から，

4 



G T Pの1JlI水分解に伴って，アミノアシル tRNAのTループと Dループとの

会合が1m裂して16SrH.NAと結合する吋能性が与一えられる.この場合GTP

の1m水分解の前後で，アミノアシル Lf{NAはL字型が安定化された状態から

J6SrRNAと結合した状態へ変化し，このような二つの災なった状態におい

てコドンとアンチコドンの対合を確認することにより，法{りのf世帯を小さ〈し

ていると考えられる.

EF'-Tuや EF'ー Gのリボソームへの結合には， 23 S r R N Aのうち， dよ

素ドメインと呼ばれる部分が関与していると身えられている 4'研究では，必

索 ドメインの合)JJi，RN AとEF-Tu.GDPおよびO'-1'u'GT Pとの結合をクロスリンク

により初めて験 tl~ した.さらに，毒素ドメインとの結合はEF-Tu .GTP よ りも EF­

Tu.GOPのほうが強いことが示された.したがって，ぷポドメインは「校，Ej を

含めた全段階において， EF-Tuとリボソームとの結合を支持していると考

えら れる.

以上のような総併を通じて EF'-Tuは，コドンとアンチコドンの正しい対

応を保証し，タンパク質合成の正確さを維持する役書'1を巣たしていると与えら

れる.
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序章 ポリペプチド鎖延 長関千 Tuの機能

ポリペプチド鎖延長因子 (EF-Tu)は l分子の GDPまたは

G T Pを結合している .活性型である EF-Tu'GTPのみアミノアシル

L R N A をリボソームの A サイトに結合することができる.ハサイ

トにおいて ，リ ボソームの作用により EF -T uのいl伝的 GTPasc

活性がヒ昇し. EF-Tuに結 合した GT Pが加水分解される.

G T P の 1J11水分島午後. EF'-Tu' GIlPがアミノアシル LR N A を A サイ

トに銭し て リポソー ムから 解雌し， 次の段階のペプチド釘i!ji，ム 修反応

に移行する .以上のような G D Pから G T Pへのリガンドの交燥に

よる E F - T uの活 性化のスキー ムは， ヒ代らによって l切らかにさ

れ. G '1' P 結合タンパク質の機能を Illi 解する JI~ 礎とな って いる 1 )

(凶 1.1，) アミノアシル tR N Aの Aサイトへの正しい結合には

i，; F' - T IIが必 須である. しかし， アミノアシル LR N Aの A サイ

ト結合において. E [i' - T uがどのよ うな役官'1を以たし ているかは

あまり知られていない .

EF-Tu'GTPはアミノアシル tR N A の C C A ぷ自治に結合し，アミ

ノアシ ル J，，!iを )JII水分解から保議している このことは. E [i' - T u 

の Yi裂な機能の 一 つであると考えら れ ている 目EF-Tu'GTPは フェニ

ルアラニル tR N Aのアミノアシルuを C C A末端のアデノシンの
3 ・位のノド服装に結 合した状態に保持することが 1~ /11されている;_.I 

本研究では，アミノアシル化の段階や. E F' - T uに結合したア ミ

ノアシル tR N Aの C C A末『品のアデノシンの 2. {u:と :3.位のどち

らの水 面童基に アミノ両立が結合しているかについて，さらに詳細な解

析を行 った.そ してF:le - T uがア ミノアシル LR N A の C C A 

末端に結合することが，ポリ ペプ チド鎖延長サイクルにおい てどの

ような役吉11を巣たしているのかを検討した(第 2a) 

アミノアシル LR N A の Aサイトへの正しい結合には ι1<'- '1' ¥1 

が必裂である .し たがヮて. I~ F' - '1' uがア ミノアシル LI( N A に

なんらかの彩響を及ぼすととにより，アミノアシル LIt N八を ，1:し
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くAサイトに結合できるようにしていると考えられる. t R N Aは

分子様によってコンフォメーションにバラエティがあり，それがア

ミノアシル tR N A合成酵系による tR N Aの特巣的な認識におい

て重要であると考えられている .他方，リボ ソームにおいては，各

l 11 N Aは共通の認識をう付るので，コンフォメーションのバラエ

ティは少ないほうがよいと考えられる.したがって. EF-Tuは

t H N Aのコンフォメーションのバラエティを少なくする役割;があ

るとも与えられる.

日 F -T uの機能の 一 つは .LI1NAの Tループと Dループとの

との会合を聞き. Tループの GT'Jl'C配列と 16SrRNAの tll倒的

配列と会合を形成することであるといわれている a人 この 1m裂がア

ミノアシル lHNAカ{Aサイトに結合するがjにおこるか，後におこ

るか不明である .

以上の問11越を切らかにするためには. Elc-Tuと組合体を形成

した t11 N Aのコンフォメーシヨンを ;J!Jべることが岳製であるが，

これまでは十分に解析されていなかった.4'削究において，日 F -

T u との彼合体における LR N A のコンフォメーションを解析する

のに有f1Jな CDや 13C NMRを mいてこれらの Inll誕の解明を行っ

た(第:3l::t ) 

ナンセンスサプレッショ ンやフレームシフ トをおこす EF -T u 

の変呉も知lられ ておりし 引 .EF-Tuはタンパク質合成の l正縦さ

を保証するという重要な役割lを担っている . EF-Tuはリボソー

ムにおいて，コドンとアンチコドンとの対合が 正 しいかどうかを，

G T Pの力11水分解の前後の 2段階におけるプルーフリーデイングに

よって確認していると考えられている 6) つまり，加水分解の liij後

において，アミノアシル t11 N Aの状態が巣なっていて. 2段階の

「校正」により，コドンとアンチコドンとの対合を 二 つの裂なった

角度から確認し，誤りのfi1nt~ を減らしていると考えら れている.加l

水分解の前後で，アミノアシル lR N Aの状態がどのように呉なる

かはよくわかっていない . そこで，加水分解の前後におけるアミノ
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アシル tR N A のコンフォメーシヨンの違いを調べることは重要で

あると J忍われる.

G T P の加水分解後の第 二 段階自の「校正」は， EF-Tu .GOPがリ

ポソームからすぐには解離せず.にしばらくとどまっている Uilに行

われると考えられている 川 田 しかし， EF-TuφGOPとアミノアシル

tRNAの 傾合体は結 合が弱 いためにあまり 注目さ れてお らず.こ

の「校正」の段階の実態はよくわかっていない.この「校正」の聞

に， EF-Tu .GOPとアミノアシル tRNAがどのように相克作用して

いるかを知ることは r校正」のメカ ニズムを解 明す る上で重要で

ある.

抗生物質オーロドックスは， E F'-Tuに結 合 した G 'J' Pの 加水

分解の段階および「校正 J の段階の EF -T uに対するリボ ソーム

の効果を模倣すると考えられているので削 ，これらの段階における

E F -T uの役削を解析するのに有用である .本研究では，オーロ

ドックスを用い， G T Pの加水分解の段階や「校正」段階における

E F -T u とアミノアシル tR N Aの.ffi互作用を， t R N Aのコン

フォメーシヨ ンや E F'-Tuとア ミノアシ ル tRNAの 3'末端 と

の結合に注目して解析した(第 4:!立)

最近， EF-Tuと23S r R N Aの選索ドメインと呼ばれる部分

との相互作用が示日査され 9) リボソームの EF -'J' u に対する作用

と， r R N A の関係が注目されている.本研究では， EF-Tu と

毒素ドメイン部分の合成 RNAとの直接の結合を，クロスリンクの

手法を用いて解析し ，毒素ドメインと EF -'J' uの相 互 作問の 怒設

を検 討 した(第 5!主)
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第 2章 E F -T uとア ミノアシル LRNAとの 相 互作用

~アミノアシル tRNAの 2" 3 ・~性体の解 tJf

2. 1. 序

アミノアシル t H N Aには，アミノアシル基が CCAぷ端のアデ

ノシン残基の 2'位に結合した 2'呉性体と， 3'位に結合した 3'呉

性体が存在し，転移反応によって相互に変検する(図 2.1.) .ア ミ

ノアシル化はアミノアシル tRNA合成酵紫(A R S )によって行

われる. A R Sが 2'位と 3・位のどちらの水目立基をア ミノアシ ル化

するかについては，水目立基が 2'位または 3'位にしかないアナログ

を用いて基質レベルで検討され.アミノアシル化される水両立基は，

ARSの極類によって 2' !iL， 3'位 のどちらの協合も存イtすること

が報告されている 10， 1 1， 1 2 ) しかし，このようなアナログを周い

た実験では最初jにアミノアシル化された部位しか決定できないため

合成されたあと別の異性体に転移する可能性がある.さらに.アナ

ログを用いた場合は，水自費基が片方にしかないことにより ，どちら

の水酸基がアミノアシル化されるかを正しく決定できない可能性が

ある.したがって，最終的に生Jl.~するアミノアシル LRNA の 2'

3 '異性を直接決定する必要がある .

他方，アナログをJfJいて誹lべら れたア ミノアシル化部位の 2・

3'異牲に基づき， class 1に属する ARS (KMSKS配列および

H 1 G H配列を持つ)は 2'位の水目立基をア ミノアシル化し， class 

11の ARS(KMSKS配列および HJ G H配列を持たない)は 3'

位の水駿基をアミノアシル化することが示唆されている ，3 ) (表 2.

1. ) .しかし， Phel1Sはc1 a s s 11に属するが 2'位の水目立基を

アミノアシル化し，例外とされていた.この場 合 ，アナログをmい
たために，アミノアシル化部位の主主性が正しく決定されていない可

能性があり，最終的に生成するア ミノアシル tR N A の 2" 3'呉

性を直接決定することが配予11と特 j毒性の[刻{系を決定づけるうえで重

要である.本研究では， P h eと 11 eについて，品終的に生成し
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たアミノアシル tR N Aの 2" 3' j毒性を決定することに初めて成

功した .

2'異性体と 3'異性体の転移速度は 37・Cにおいて 0.1-1 /秒で

あり，同じ条件下でのタンパク質合成速度(22アミノ賊 / 秒)と比

べて遅いことが見いだされている日， 1 ~ )一 方，リボソームのベプ

チジルトランスフエラーゼは， 3・異性体を基質とする 10，1 G・，? ) 

したがって，リボソームの Aサイトに 2'異性体が結合するとポリ

ペプチド鎖延長サイクルに不都合を生じると考えられ，なんらかの

因子が 3'異性体をベプチジルトランスフエラーゼの基質として供

給すると思われる. E F'-Tuがアミノアシル tR N A の 3'災性

体と結合して Aサイトへ結合させるとい う可能性が肴えられ，実際

に E F - T uに結合した Phe-tRNAの 2" 3・録十世の分析に

より， EF-Tuに結合しているのは 3'災一位体であることが見出さ

れている 2) 本研究では， EF-Tuに結合した [l e-tRNA

の 2" 3'異性を決定し，アミノアシル tR N A の極主liにかかわら

ず， EF-Tuがアミノアシル t R N A の 3'巣性体をベフ・チジル

トランスフエラーゼの基質として供給する機能をも つことを lリlらか

にした.

2 . 2 .材料と }j法

2. 2. 1.材料

EF-Tu .GDPは， T ~rmus thermophi lu s IIs8の *11tUI U: 液より， DEAE-

Sephadex A-50， DEAE-Tpyopearl， Buty]ーToyopearlのカラムクロマ

卜グラフィーにより材製した.さ らに， E F-T 1I田 EF-Ts線合体はゲル

ろ過 H P L C カラム G-3000SW を用いて， H-Tu. GDPと分鋭利製し

た.

tRNAl'e， tRNAPheはK_二五旦1i A 19より Zubayの万法 18)

を用いて得た未分画 t R N A から， DEAE-Shephadex A-50(pH 7.5)， 

DEAE-Sephadex A-50(p!l 4.0)， sD-Sellulose カラムクロマトグラ

フィーを用いて文献 19・20)に従って精製した.
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l 1 e R S， P h e R Sは _Ll_主主遺伝子またはiム主立遺伝

子をク ローニ ングしたランナウェイプラスミドを持つ大腸菌より，

DEAE-Sephace Iカラムクロマトグラフィーおよび， Mono-Q，Phenyl-

Superloseによる FP L Cカラムクロマ トグラフィーを mいて文献
21 • 2引 に従って粉製した.

2.2.2. ['1I1Ile-tRNAの鋼製

アミノアシル化反応は， lOOmM Tris-HCI (p H 7.5) ， 17μM 

tRNAl'e，100μM [ ， 11 1 T 1 e (3. 8 6 C i / m m 0 1) ， 2 rn M A T P ， 

10mM KC  1， 10rnM Mg(OAc)2， 1.5，uM ~旦.ll IleRS を

含む浴液 200μ1を 37・C，10分間インキュベ ートすることにより行

った.続 いて フェノール tllt:却をおこない，水 j留を 20rn M Mg(OAc)2 

浴液 (pH 5) 11に対して透析し.エタノール沈殿により回収

した.

2.2.3. ['H1Phe-tRNAの調製

アミノアシル化反応は， 1日OrnM Tris-HCl (p H 7.5) ， 17μM 

t R N A Phe ， 100μM 13H]Phe(4Ci/mmol) ， 2mM  ATP， 10 

rn M K C 1， 10mM Mg(OAc)2， 0.7μM E.coli PheRSを含

む溶液 20日μ1について， 2.2.2.項と同様に行った.

2.2.4. ['Hllle-tRNAからのAcl'1I1Ile-Adoの銅製(p H 7)  

50rn M Mops-KOII (p H 7.0， 0・C) ， 12 pm 0 1のI' 11 11 1 e -t R N Aを

含む溶液30μ1を 0・Cに保持したのち， 2M 酢目立カリウム緩衝液

(pH7.0)15μ1 ，無水酢隊 30μ1を 1mえてm合した.混合 i夜
に 2rn g / rn 1 R N a s e A浴液 50μ1を 1mえ， 1 0分 1111 0・Cに

政慣したのち， 8.5M酢隊浴波 30μ1を 1mえて R N a s e反 応を停

止した .切断 産物である AC [3川 Jle-Adoは，酢般エチル 150μ 1を加

えて抽出した.酢目立エチル j函を遠心によって回収し，アスピレータ

ーによ って乾燥した. A c [ ， 11 J 1 1 e -A d 0の収率は約70%であ っ た.
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2.2.5. ['1I1Ile-tRNA. ['HIPhe-tRNAからのAc['II]J1e-Ado. Ac ド111

Phe-Adoの調製 (pH 7.5) 

100mM Tris-IICl (pH  7.5.0・C) • 10mM Mg(UAc)2. 12  

pm 0 1の ['HJTle-tRNAまたは. [ 3 H]Ph e- tRNA を 含む i~ 液 3 日 μl につい

て. 2. 2 . 4 .項と問機な操作を行った.

2.2.6. EF-Tuと[3HIlle-tRNAとの複合体の形成

EF-Tu .GTP・[3 11 J 1 1 e -t R N Aの形成は. 50m M Mops-KOH (p 1-] 7.0. 

0・C) .150mM NH.Cl.10mM Mg(OAc)2. 75μM  G T P 

0.9 m M ホスホエノールピルピ ン駿. O. 6μM ピルピン餓キナー

ゼ. 4μM  [3川 Ile-tRNA.40μM EF -T u白GD P. 1.7μM EF-Tu.EF-

T sを含む反応液 20μ1中で行った.反応液を 37・Cで 6分間インキ

ュベー卜したのち o'Cに保持 した .EFーTu.GDP・[3 11 1 1 J e -l R N Aの形成

は. 5 0 m M M 0 p s -K 0 11 ( p H 7. O. 0・C) • 150mM NH.C]. 10 

m M Mg(OAc) 2・4μM [3H]Ile-tRNA. 40μM Ef-Tu .GDP.を含む

反応液中 20μ1中で同様に行った.

2.2.7. EF-Tuとい川 Ile-LRNAとの彼合体からの Ac[311 1 11 c-Ado 

の調製

上記の反応液に. 2 M 酢自主カリウム緩衝首長 (pII7.0)7μ1 • 

無水酢目立 21μ1 • 88 %フェノール 28μ1を力"えて 1分間激しく浪

合 した.遠心により水 j函を回収し ，水層のうち 1/3に 2rng/ml

R N a s e A浴液 100μ1を lJUえ. 10分間 0・Cに政凶したのち.
8.5 M m政溶液 100μ1を加えて R N a s e反応を停止 した.切断 産

物である Ac[3HIIle-Adoは.酢目立エチル 30日μ1を加 えて 摘出した .

酢自主エチル属を述心によって回収し，アスピレーターによって乾燥

した. A c [ 3 11 I 1 1 e -A d 0の収率は約50、70%であった .

2.2.8. アミノアシル化以泌によって生じたア ミノアシル LR N A 

からのAc['11 J [J e-Adoの剥製
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アミノアシル化反応は， 100mM Tris-HCl (p H 7.5， 0・c) 

10mM Mg(OAc)2， 10μMtRNAl'.，IOOμM 13H1TJe (4.36Ci/ 

mmol) ， 2m  M A T P ， 10m M K C 1 ， 1μM  !;ム♀旦l1. Ile-

R Sを含む浴液 20μlを， A T Pを加えることによって反応を開

始し， 0・C， 5秒間および 10秒間lインキュベー卜することにより行

った. 2 M 酢般カリウム緩衝液 (pH 7.0)7μ ユ.事軽水酢西空 21

μ1を加えて混合したのち，エタノール沈殿を行った.沈殿を乾燥

し，日 .5M酢目立カリウム緩衝液(p H 7.0) に浴'島幸し， 2mg/ ml

RNaseA  洛液 10 0μ 1を加え， 10分間 0・Cに般償したのち，
8.5 M 酢 目立溶液 10日μlを IJIIえて R N a s e反応を停止した .切断

産物である Ac [ 3 11 J 1 J e -A d 0は ，酢目立エチル 300μ1を JJIIえて 抽出 し

た .酢 自主エ チ ル j面を i道心によって回 収 し，アスピレーターによって

乾燥 し た. A c I勺ilIle-Adoの収率はほぼ 50%であった.さらに，

100mM Tris-HCl (p H 7.5， 0・C) ，10mM  Mg(OAc)2， 1μM  

tRNA1'.，1日μM 1311IIle (32Ci/mmol) ， 2m  M A T P ， 1日

m M K C 1 ， O. 1μM  E.coJi IleRSを含む浴液 20μ1につ

いて同 織 に反応をおこない，エタノ ー ル沈殿のかわりに， 0.5 M 酢

目立カ リウ ム緩衝液(p H 7.0) に対して透析したのち， RNase反応

を行う方法についても試みた.

2. 2. 9. ア ミ ノア シ ル化 反 応 に よ っ て生じたアミ ノ アシ ル tR N A 

か らのAc[311lPhe-Adoの剥 製

アミノアシル化反応は， lOOmM Tris-HC1(pll 7.5， 0 ・C)

10mM  Mg(OAc)2， 1μMtRNAPhe，lOμM l'IIIPhe(35Ci/mmol)， 

2mMATP，I日mM KCl，O.1μME.coliPheRSを含

む溶液 20μ1について 2.2 . 7 .墳と同織に行った. Ac [311 I Phc-Adoの

収率はほぽ 50%であった .

2.2.10. H PLCに よるう;}t!i' 

酢自主エチル抽出し，乾燥した Ac[311JIle-Ado， Acl'II IPhe-Adoを，
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4日%メタノールを含む 5m M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 2.5) 

10μ1に浴解し，島 n!SHI M-PACK PC18カラム (ODS，O.46x5

c m) を用いた島津 LC-6A HPLCシステムにより分析した.

浴 1:I:lは 40%メタノールを含む 5m M リン駿ナ トリウム緩衝液(p H 

2.5)により，流速 0.2 ml/minで，アイソクラティックに行 っ た .

浴出液を日 1m 1ずつ分取し， Beckman Ready CapTMにのせて乾燥し

液体シンチレーションカウンタにより放射活性を測定した.

2. 3. 結果

2.3.1. pH7.5における Tle-tRNAの 2" 3・fi性体の比 率

アミノアシル tRNAのアミノアシル基をアセチル化すると，ァ

ミノアシ ル 基の 2'位 ， 3'位l甘lの転移速度が非常におそくなる 目 ま

た，アミノアシルアデノシン残基のアミノアシル基がアセチル化さ

れて い る場合も，アミノアシル基の 2'位， 3'位 IIJIの転移速度が非

常におそくなる.したがって，アミノアシル tR N Aをアセチル化

したのち， 0・Cにおける R N a s eによる切断によって得られたア

ミノアシルアデノシンの 2" 3'異性体の比率を分析することによ

って，もとのアミノアシル tRNAの 2" 3・巣性{本の比率を決定

すること が できる 2) アミノアシルアデノシンの 2・， 3' j't性体の

比 率の決定には HP L Cを}fjいた分析法が1m発されている 山 田|誼2.

2 . Cに o"C， p H 7において， 2'， 3'異性体の比率が平衡 {自に i主

した [3Hllle-tRNAから鋼製した Ac1311111e-Adoの IIP L Cによる分

析を示した.浴出時 !日IJ 2分に 2'異性体のピーク， 19分に 3・異性体

のピ ー クがみられ，化学合成された AcTle-Adoの浴:11パター ン と 一

致した.この結巣から ， 2'，3・異性体の比率は， O"C， p lT7.5に

おいて ，O. 19: O. 81であることが決定された.なお， 7分にみられ

るピークはAc [ 311 J 1 1 eのものである .

2.3.2. ア ミ ノ ア シル化 反応によっ て生じたアミ ノ アシ ル t.11 N A 

か ら銅 製 したのAcf"III[le-Adoの分 割「
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アミノアシル基の 2'位， 3'位聞の転移速度はかなり速いので，

アミノアシル化反応における 2" 3'異牲を決定するためには，転

移速度をおさえるためにアミノアシル化反応を低温で行い，アミノ

アシル化反応の IJiJ鉛後，転移速度に比べてすみやかにアセチル化を

行うことが必要である.そこで， 0・C， pH7.5において， 5秒fHl

および 10秒間アミノアシル化反応を行った後，アセチル化した.求

反応のアセチル化されたい川 11eを除くために，エタノール沈殿を

おこなった場合の結巣を図 2.2.A， Bに示す. 5秒間および 10秒間で

反応を停止した湯合の 2' ， 3 '異性体の比率はそれぞれ， 0.32:0.68

および O.27 :日 .73であった.また， 5秒間アミノアシル化反 Lι を行

い未反応のアセチル化された [3fI ] 1 1 eを除くために，透析をおこな

った湯合の結果を図 2. 3 .に示した.その結果， 2'， 3' YHt:体の比

率は日.6 9 : 0 • 3 1であった.この樹合，透析が完全ではなく，かなり

の量の Ac['H]Ileが混入しており，現在方法の改良を試みている.

2. 3. 3. アミノアシル化反応によって生じたア ミ ノア シ ルt.RNA

から調製したのAc["flJPhe-Adoの分析

まず， 0・C， pH7.5におけるいII]Phe-tRNAの 2・， 3' f4性体の

比率の平衡値を持率桁した(図 2.4.C) .その結果， 2 3・呉性体

の比率は， O. 20:日.80であった.次に， 0・C， p 1-1 7.5において，

5秒間および 10秒間アミノアシル化反応を行なった溺合の結果を，

図2.4.A，Bに示す.5秒間および 10秒間で反応を停止した似合の 2・

3'異性体の比率はそれぞれ，日 .14 : 0 .86および 0.16:0.84であった.

2.3.4. EF-Tuと['Il]lle-tRNAとの彼合体から翻製した Ac['II]

Tle-Adoの分割f

E F - T u に結合したいHll1e-tRNAの 2・， 3'袋性体の比率を

2. 3 . 1 . ~頁と向織に決定した.まず， 0・C，plf 7.5における 2' ，3 ' 

異性体の比率が平 lti他に達したい1I111e-tRNAから銅製した Ac ['11] 

lle-AdoのIlP L Cによる分析を行った(図 2.5.A) .その結巣 ，
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2 ' ，3 '異性体の比率は， O. 1 9 : 0.81であった.次に， EF-Tuは

アミノアシル tR N A の C C A末端と強く結合するため，抱合体を

形成したままでは RNaseによって切断することができない.そこで

フェノール納出によって E F - T uを取り除いてからH.Nase反

応をおこなった. EF-Tu.GTp. ['HIIle-tRNAから得られた Ac I ' 11 11 1 e-

Adoの HP L Cによる分析を図 2.5.Bに， EFーTu . G 0 P . [ ， 11 1I 1 e -l R N Aか

ら得られた Ac['llIIle-Adoの HP L Cによる分析を図 2.5.Cに示し

た . 2・， 3'異性{本の比率は， EF-Tu.GTP.['川 Ile-tRNAの喝合は

0，04:0.96であり， EF-Tu'GDp.['H1Ile-tRNAの場合は O.18・日.72であ

ると決定された.

2.4. 考察

1 1 e R Sによるアミノアシル化の場合， 5秒間の l互応では 2'， 

3・異性体の比率は 0.32:0.68であり ，10秒間の反応では 0.27:0.73

であることが明らかとなった.平衡備はO.1 9・o.81であるから， 2' 

{立の 甜11から平衡{直に近づいている .IleH.Sについて，未反応の

アセチル 化された ['H1Ileを除くために透析をおこなった場合は，

エタノール沈殿を行った場合よりもさらに 2'の比率がおくなって

いる.したがって，最初に 2'位にア ミノ アシル化されると結論さ

れた. エタノール沈殿を行った協合には， 2' j立， 3・位 1111の転移が

かなり生じてしまった可能性があり ，解析方法の改良が必要である

と思われる.反対に， PheRSによるアミノアシル化の場合， 5 

秒間nの反応では 2' ，3・呉性体の比率は日.14 :日 .86であり， 10秒間lの

反応では日 .16・o.84であることが明らかとなった. 平得j他は 0.2日.

0.80であるから， 3'制11から平衡値に近づいている . したがって.

&初に 3' j立にアミノアシル化されると結論された.以仁の結~か

ら， PheRSによって生成するアミノアシル LR N Aは 3'異性

体であり .IleRSによって生成するアミノアシル LR N Aは 2'

異性体であることが 1])]らかとなった.したがって， A R S によって

供給されるアミノアシル tRNAには 2'異性体も， 3' y~ 何{本も存
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在することが明らかとなった.アナログを用いた解析では， P h e 

R Sは 2'位の水路基をアミノアシル化するとされていたが 10 ) 本

研究により， 3' {立の水目立基をアミノアシル化するることが判明し

た. P h 巴 RSの煽合，アナログを用いた 2" 3・異性の解析と l誌

終的に生成したアミノアシル tRNAの分析による 2" 3'呉性の

解析の結果が異なるのは，本来存証すべき水隊基が他のものと箇換

しているため，アデノシンの基質ポケッ卜への結合が変化している

からなどの理由が考えられる.天然の tRNAとは憎造が災なるた

めに，このようなアナログを用いた方法では， 2 3'災性を正し

く決定できない場合があることが明らかとなった.アナログを用い

た実験では最初にアミノアシル化された部位しか決定できないため

合成さ れ たあと ARSがアミノアシル tRNAから雌れる前に 2・

位， 3'位間の転移が生じて，生成したアミノアシル t11 N Aでは

すでに平衡値になっている可能性があった.本研究において， A1<終

的に生成したアミノアシル tRNAの 2" 3'異性を決定すること

に初めて成功し，実際に生成したアミノアシル tR N A においても

2 " 3'異性が保持されていることが示された .

本研究により， PheRSの場合もクラス分けとアミノアシル化

部位の異性が一致することが明らかとなった.したがって， A R S 

が進化的に 2系統あることがより明確に示された. GlnRS  

T r p R Sの場合も配予11に基づく分類とアミノアシル化部位の異性

がくいちがい 13'，TyrRS， AspRSでは 2'位， 3' j立の両

方においてアミノアシル化される報告されており 10・l1. 12) これ

らの場合もアナログを用いたために誤った結果となった可能性があ

る .これらについても品終的に生成したアミノアシル化部位の 2・

3'異性を決定することが，これらの ARSの榊造と進化的起源と

の関係を切らかにするうえで重要であると考えられる.

次に，本研究によって， 2・呉性体として生成する IJe-tRNAが，

EF-Tu.GTPに結合しているのは 3'異性体であることが lリlらかとなっ

た. 3'異性体として生成する Phe-tRNAの場合は， 3 ・~t1体が EF-
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Tu，GTPに結合していることが明らかにされている 2) したがって，

2 " 3'のどちらの巣性体として生成するアミノアシル tR N A も

EF-Tu' GTPに結合しているのは 3'異性体であることが I明らかとなっ

た .EFーTu，GDPはアミノアシル tRNAと結合できるが(3. 3 . 1.項

参 )1日) ，脱アミノアシル化を抑制できない(4 . 3 • 2 .項参照) .本研

究において， EF-Tu. GDPに結合している Ile-tRNAの 2 3 '呉性体

の比率はほとんど平衡他に近くなり， EF-Tu.GTPがアミノアシル

t R N A の脱アミノアシル化を押さえるとともに，アミノアシル基

を 3'位に固定していることが明らかとなった.以上の結巣から，

E F -T uがアミノアシル tRNAの 3'異性体をベプチジルトラ

ンスフエラーゼの基質として供給することによって，タンパク質合

成を効率よく行うという重姿な機能を持つということが ，本研究に

よって 明 らかとなった .
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Class 1 synthetases Class 1I synthelases 
IIIGII + KNSKS 

G1u 
Arg 

2 'ー011 Val Phe 
11e 
Leu 
Net 
(Gln) 

Gly 
Ala 
Pro 

3・-OH Ser 
Thr 
Asn 
111s 
Lys 

2 'ー011and 'fyr Asp 
3 'ー011 Trp 

(Eriani et a1.，1990) 

表 2. 1. ARSのモチーフによる分類とアミノアシル化の 2
異性との対応 13)

2 0 

3 ' 



RqNt43 

2 -isomer 

Aminoacylation 

Ribosome 

3・isomer

図 2.1.アミノアシル tRNAの 2'異性体と 3' ~毒性体
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第 3主主 E F - T uとア ミ ノア シル tRNA との相 互作用

~ コンフォメ ーションの解析

3. l. 序

第 2!主において， EF-Tu. GTPはアミノアシル tRNAを 3'J毒性体

に国定 し，脱ア ミノアシル化を抑制する役割を担っていることが示

さ れ た .他 方， EF-Tu'GDPはアミノアシル tR N A と線合体を形成

しても，アミノアシル tR N A を 3'異性体に固定できず，脱ア ミ

ノアシルイむを抑制することもできない .これらの EF-Tu.GDPの持つ

特徴と. EF-Tu .GDPがアミノアシル tR N A を A サイトに結合でき

ない 23，ことが対応している可能性がある .そこで，この 他 にEf-Tu . 

GTPとEF-Tu.GDPとのあい だに差があるかどうかを訓ベ，アミノアシ

ル tR N A を Aサイトに結 合するためには 何 が必要かを解析するこ

とは重要である .

E F - T uはア ミノアシル tR N A の Tループと Dループの会合

を 開裂し，リボ ソームの 16SrRNAに結合させる働きがあるとい

われている 3， しかし， この間裂が リポ ソー ムに結合するがiにおこ

るのか，結合後におこるのかはわかっていない. EF-Tu.GTPはこの

間裂をおこすことができるためにア ミノアシ ル tRNAを A サイト

に結合できるという可能性もある.

これらのことを明らかにするためには， EF-Tu.GTPまたは EF-Tu.

GDPに結 合 する際の，ア ミノアシ ル tR N A または uncha rged lRNA 

の コ ンフ ォメー シヨン変化を比較することが重要である.

高度好熱菌の E F'_Tu24-26'は非常に熱安定であり， ，，] I.{の物

理学術JiJllJ定に適している 27-29人 また，高度好熱菌の tR N Aが持

つ 2ーチ オリポチ ミジン残基の CDバンドは， t R N Aとタンパク

質との相互作用を解析するのに有用である 30-34) また.大腸菌の

t R N A にも 5-メチルアミノメチルー 2-チオウ リジン (mnm.s2U)

残基や， 4ーチオウリジン(5 4 U )残基など有用な修飾ヌク レオ

シドが存在する φ 本研究では， EF-Tu. GTPとEF-Tu.GOPで， E F -
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T uに結合した tRNAのコンフォメーシヨンがどう呉なるかを高

度好熱菌および大腸菌の tRNAと高度好熱菌の E F - T uとの被

合体の C Dスベクトルを 1iJl測することにより解析した.さ ら に，

E F - T uに結 合した tRNAの コ ンフォメーショ ン を，修飾ヌク

レオシドを 13Cでラベルした tR N Aを用いて， 13 C N M Jtを附

いて解析を行った.

さらに， T P C Kによる化学修飾をうけた E F - T u とア ミノ ア

シ ル tR N A との相互作用を C Dなどを用いて調 べ ， t R N Aのコ

ンフ ォメーションと桜 合体の親 和性と の関係を解析した.

3. 2.材料 と方法

3.2. 1.材料

高度 好熱菌の EF-Tu ，および大紛菌の tRNA1
1・の粕製は

2. 2 . 1.項に従 って行った.大 腸閣 の tRNA ~.1 は OEAE-Shephadex

A-50(pH 7.5)， BO-Sellulose カラムク ロマト グラフィ ー を 閃いて

精製した.大路菌 の tRNAg'uはOEAE-Shephadex A-50(pH 7.5)， 

OEAE-Sephadex A-50(pH 4.0)カラムクロマトグラフィーを用いて精

製した. [13CltRNAl1・は，メチオニン要求性の大腸閣を ， 2 x 

10 -3 %の[メチルー は c1メチオニ ンと 日.2%のグ ルコ ースを含む

M 9 }音 I也で培養した間体より ，2. 2 . 1.項に従 って料製 した.ム工旦旦三-

diamin巴dichloroplatinum(II)はシグマ 社より購 入 した .

3.2.2. tRNAのアミノアシル化

高度好熱菌および大腸菌の tR N A 11・，[13CltRNA  い・ のア

ミノアシル化は， 1日om M T r i s -11 C I (p H 7. 5) ， 1 7μM  tRNA l 1• , 

100μM 11e， 2mM  ATP，10mM KC1，IOm M Mg(OAc)2・

1. 5μM  E.coli 1 1 巴 R Sを含む浴液 1m 1について 2. 2 . 2 .項と

同織に行った . tRNAY.l， tRNAg
1uのア ミ ノアシル化は，大

腸菌 S100分画 20)を用いて同級に行った.
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3.2.3. EF-Tuと tR N Aの彼合体のクロスリンキングとゲル

シフト t去による検出

E~' -Tu と tRNA が， C Dおよび NMR測定におげる濃度で

十分桜合体を形成していることを，クロスリ ンキングとゲルシフト

法により確認した .E.coli t R N A I 1 • の [5'- 32 Pl~\ 識は，すでに

報告されている方法により行った 35 ， クロスリ ンキ ングは， C D 

測定と同じ濃度の Ile-15'-32PltRNAI1・または uncharged 15'-32Pl 

tRNAI 1 • と EF-Tu. GTPまたは EF-Tu.GDPを， 0.7 m M trans-diamine-

dichloroplatinum(TI) (trans-DDP) とともにイ ンキュベー卜して

行い 36'，7.5%ポリアクリルアミド電気泳動とオートラジオグラフ

ィーによってクロスリンクされた桜合体を検出した.

3.2.4. E F - T uと tR.NAとの似 合体の口 C N M H.スベク ト

ルの測 定

EF-T 1Iと tR N Aの NMRスベクトルの測定は，プルカ- AM400 

3刊核磁気共鳴装世を使用して行った.測定は， 20mM T.risdll-DCI 

( p H 7. 2， 2 5 OC) ， 10m M M g C 1 2， 1 5 0 m M K C 1を含む垂

水浴液に， 500μM 11 e-r 13 C 1 t R N A 1 1・と500μM EF-Tu  

もしくは tR N A または EF -T uの 一方のみを加えて行った.EF-

Tu. GTPについての測定の場合は， EF-Tu' GDPをEF-Tu.GTPに変燃する

ために， 120μM GTP， 1.2mM ホ スホエノールピルピン目立， 0 . 6 

μM ピルピン駿キナーゼ， O. 75μM EF-Tu.EF-Tsの共存下で測定

を行った .

3.2.5. C D スベクトルの測定

EF-T uと tR N Aの CDスベクトルの測定は ， 日本分光 J-500型

円偏光 二 色計を使用し， 290 ~ 340nm の範囲で行 っ た.淑11 ;:巨は， 50 

mM  Tris-HCl (pH  7.5，30・C) ，150mM NI1.C 1， 10rnM 

Mg(OAc)2， 5 m Mβ ーメルカプトエタノールを含む浴泌に， 33μM 

t R N A と50μM EF-Tu，もしくは LRN Aまたは E r' - T uの
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一方のみを加えて行った .EF-TlI' GTPについての測定の掲合は ，EF-

TlI • GD Pを EF-Tu.GTPに変換するために 60μMGTP，O.8mM ホ

スホエノ ールピルピ ン目立， O. 6μM ピルビン駿キナーゼ 0.75μ

M EF-TlI'EF-Tsの共存下で測定を行った.

3.2.6. EF-Tuの TPCKによる化学修飾

20mM Tris-HCl (pH 8.1) ， 100mM NH.C l，10mM  MgCI2・

50μM E F - T u ， 500μM T P C K を含む添液で， 4 'C， 12時

間 反応、を行った 37) β ーメルカプ卜エタノールを最終濃度 10m M 

になるように加えて，反応を停止し.逆浸透朕によるろ過をmいて
T P C Kを除去した. T P C Kによる化学修飾の古11合は，残存する

システ イン残基を 定量することにより解 析し た3.) その結巣，全
体の約 60%が修飾を受けていた.

T P C K処理した E F - T uの脱アミノアシル化の 抑制 の測定は

4. 2.3 .項に従って行った. T P C K処理した EF-TlI.GTPとTle-tRNA

との観合体との CDスベクトルを測定は， EF-Tuとlle-lRNAと

は等モル最とし， 3. 2. 5 .項と同様に行った .

T P C K処理した E F - T uによるアミノアシル tRNAの A サ

イト結 合活性の測定は ，4. 2 . 2 .項に従って行った.

3.2.7. RNaseによるア ミ ノアシル t.R N Aの切断の E 1" -

T uによる保護

28μM E.coli 11e-lRNA， 28μM EF-Tu.GOP， 50μM G T P ， O. 

8 m M ホ スホエノールピルビン酸，1.2μM ピルピン餓キナーゼ ，0.

8μM  E ト TlI'EF-Tsを含む TMMN緩衝液 10μ1を37'C， 5分間イ

ンキュベー卜したのち氷冷する. O.lmg/ml RNas  eA 1μ] を

加え， 0 ， 15， 60秒後に 4μlを採取し ，120μlの氷冷した 5 % 

T C Aを加えて反応を停止する. Whattman 3MM ろ紙につけ，氷冷

した 5%TCAで 3回，エタノールで 2回洗浄して乾燥し， トルエ

ンシンチレーター中で液体シンチレーションカウンタを用いて政射
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活性を測定した '9) 

3. :3. 結巣

3.3.1. EF-Tuと tRNAとの線合体の形成のクロスリンクに

よる分続

EF-Tu.GTPとTle-tRNAとの組合せでは. t R N Aのバン ドより泳

動度の小さいバンドが観測された(図 3.1..レーン 2 ) .このバ ン

ドは. EF-Tuの濃度の上昇に比例して濃くなるため (dala not 

shown) .クロスリ ンクされた被合体のバンドであると同定された.

同級に. EF-Tu. GDPとTle-tRNA (レー ン 3) .EF-Tu.GTPとuncharged

t R N A (レーン 4) • EF-Tu.GDPとuncharged tRNA (レーン 5 )の財

合も，ク ロスリンクされた被合体に由来する泳!liIJ1支の小さいバ ンド

が観測された. 一 方. tRNAと牛血消アルブ ミン との組合せや(レ ー

ン 6).tRNA単独では(レーン 1) .クロ スリンクは制測され

なかった.

3.3.2. EF-Tu'GTPと大勝菌 Ile-[13C lt R N A i'・と の桜合体の

リ C N M R スベクトル

大腸菌 tRNAl1eの修飾ヌクレオシドのうち，メチオ ニン か ら

合成される S ーアデノシルメチオニンをメチル基の供与体としてメ

チル化されるリポチミジン (T )と 7ーメチルグアノ シン (rn7G)

のメチル基が 13cラベルされていると思われる.

113CjtRNAI'・の 13C NMRスベクトル(図 3. 2. A )におい

て. 11.2pp冊と 36.7pp聞に大きなシグナルが観測された.これらのシ

グナルは，本研究と同様な方法で は Cでエンリッチし，部分精製さ

れた tR N A分子種の 13C NMRを用いた研究 40 )において同定さ

れたシグナルと化 学シフ トを比較する ことによ り同定を行った .そ

の結果 .11.2ppmのシグナルは Tのもので .36.7ppmのシグナルは m

7G のものと同定された .

EF-Tu.GTPとIle-f13C 1 t R N A l'・との後合体の は C N M R ス



ベクトル(図3. 2. B )において. 1 1 . 2 p p皿の大きなシグナルは Tのも

ので .36.7pprnの大きなシグナルは m'Gのものである.さらに詳し

く解析するために.EF-Tu'GTPのみの は C N M Rスベクトルを測定

し， 三 重被合体の は CNMRスベクトルとの差スベクトルをとった

結巣 .Ile -l 13 C)tRNA1 ' • の T と m ' G のメチル基の化学シフト

は. EF-Tu'GTPと彼合体を形成しても変化しないことが1切らかとな

った ，

3.3.3. Tther・ophilustRNAl'・の CD スベクトルの温度変化
様 q な温度における高度好熱菌の tRNAl'・ の CDスベクトル

を測定した.30 oCから 65'Cにお いて. 3 15 n rnに正の C0バンド .330

nrnに負の CDバンドが観測され，温度を 95・Cにあげると 315 n rnの疋

の C Dバンドは消失し.33日 nmの負の CDバンドの強度は顕著に地

大した(図 3.3 .) .これらの CDバンドは，すでに報告されている

高度好熱菌の tRNA01u と tRNA~. ‘の C D スベクトルでは. t R N A の

T ループと Dループとの会合部分に存在する 54番目の 2 ーチオリポ

チミジン残基(s2 T )に帰属されている(図3.4.)3o.33'.315nmの正

の C Dバンドは. t R N Aが本来の高次情造をとっているときに観

測されることが示されている.高度好熱菌の tRNAの多 くは .T 

ループのリボチミジン残基(T )がさらに S2 Tに修飾されており，

高度好熱菌の tR N A の耐熱性に重姿な役割を果たしている.

S 2 T由来の CDバンドに加えて.295nmに負の CD バンドが初l測

され，この CDバンドも温度が上昇して tRNAが変位すると消失

した(図 3• 3 .) .とのバンドは. t R N Aの Dアームとバリアプル

ループからなるコア領級の 三 次構造を反映していると考えられてい

る.また. 295nrnから330n mの領械において. EF-Tu由来の C0 

バンドは観測されないので. tRNAI'・ の S2 Tやコア領域白米の

C Dバンドは. EF-Tuと彼合体を形成したときの tR N A のコ

ンフ ォメーション変化を解析するのに有用である.

3 1 



3.3.4. E F ー Tuと高度好熱菌 tRNAP・との複合体の C 0スベ

クトル

11e-tRNAの315n mの正の CDバンドの強度は， EF-Tu・GTPと傾合体

を形成すると約 3倍に増大した(図3.5.a). uncharged tRNA の~

合にも， 3 15 nmの正の CDバ ン ドの強度は， EF-Tu. GTPと傾合体を形

成すると約 2倍に治大した(図 3.5.b) .このことは， t R N A の

し字型 倒造が 安定化されていることを示している. 一 方， EF-Tu.GOP

が Ile-tRNAまたは uncharged lRNAと綴合体を形成したときは S2 T 

由米の CDバンドの強度は変化しなかった(図 3.5.c，d) .Ile-lRNA 

の295nmの負の CDバ ンドの強度は EF-Tu.GTPと彼合体を形成すると

顕著に地大し(図 3.5.al ， tRNAの L字型構造がさらに安定化

されていることを示しているが， uncharged tRNAの渇合は変化しな

かった(図 3• 5 • b l .他方， t R N Aがアミノアシル化されていて

もされていなくても， EF-Tu. GDPとの彼合体を形成したとき， 295nm 

の負の CDバンドの強度は 変 化しなか った (図 3.5.c ， d ) 

3.3.5. EF-Tuと大腸菌 tRNAg'Uとの線合体の CDスベクト

Jv 

大腸菌 tRNAg'Uの CD スベクトルにおいて， 340 n rn付近の負の

C Dバンドは，のアンチコド ンー 字国 に存在する rnnm's2U白米であ

り， 300nm付近の負の CDバンドは tR N Aのコア傾城由来である

(図 3.6.). tRNAがア ミノアシル 化されていても され ていなく

ても， EFーTu.GTPと被合体を形成すると， 300nm付近の負 の CDバン

ドの強度が少し地大した(図3.7.a ， b l .一 方， 340 nm付近のれの

C 0バ ン ドの強度は 変 化し なかった(図3.7.a，b) .EF-Tu'GDPと桜

合体を形成した場合， t R N Aがアミノアシル化されていてもされ

ていなくても， 300nrnおよび340nmの CDバンドの強度は変化しなか

った(図 3. 7目c.d ) 



3.3.6. EF-Tuと大路菌 tRNAra1との彼合体の CDスベク卜

ル

大腸菌 tRNAr
a1の CDスベクトルにおいて， 335nm付近の疋の

C Dバンドは， tRNAY'lの Dループの綴元に存花する S4 U 113米

であり ，300nm付近の負の CDバンドは tR N Aのコア領以白米で

ある(図 3.8.). tRNAがア ミノアシル化さ れていてもされていな

くても ，EFーTlI• GT Pと被合体を形成すると， 300nm付近の負 の C Dハ

ンドの強度が少し地大した(図 3.9 . a ， b) .一 方， t R N A がアミ

ノアシル イとされてい ない場合のみ335nm付 近の負の CDバンドの強

度は少 し減少し た(図 3.9.a，b) .EF-Tu'GDPと線合体を形成した.t!.l

合 ，t R N Aがアミノアシル化されていてもされていなくても， J 0 0 

nmおよび340nmの C Dバンドの強度は変化しなか った(図 3.9.c，d).

3.3.7. TPCK処理した E F - T uによる脱ア ミノアシ ル化の

抑制

図3• 10 .に， T P C K処理した EF-Tu.GTP，未処理の EF-Tu.GTPに

よる脱アミノ ア シル 化 の 抑制 を示す .14μMのPhe-tRNAに対して.

14μMの T P C K処理した EF-Tu白 GTPを加えたの場合は，未処理の

EF-TlI' GTPと同程度，脱アミノアシル化を抑制した(図 3. 1日.A ) 

他方， T P C K処理した EF-Tu.GTPが低濃度の場合の吻合は，まっ

たく脱アミノアシル化を抑制しなかった(図 3. 10 . B ) 

3.3.8. TPCK処理した E F - T uと彼合体を形成した Jle-lRN̂

。')C D ス~クト，1-

Ile-tRNAは TPCK処理した EF-Tu.GTPと線合体を形成しても，

遊戯の tRNAと比較して， 315 n m の正の CDバンドおよび 295n佃

の負の CDバンドとも強度は変 化し なかった(図 3.11.) 

3.3.9. RNaseによるア ミノアシル tR N Aの切断の E F -

T u仁よる保護
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Ile-tRNAのみの湯合は，完全に RN a s eによって CC A末端が

切断されているが， T P C K処理した EF-TlI'GTPは，未処理の EF-TlI'

G T Pと伺程度， Ile-tRNAを RN a s eによる切 断から保諮した(図

3 . 1 2. ) 

3.3.10. TPCK処理した EF - T u によるアミノアシル tRNA

の Aサ イト結合活性

T P C K処理した EF-TlI'GHPPNPによるアミノアシル tR N Aの A

サイト結合活性は，未処理のEF-Tu.GHPPNPと比較して， 40%程度で

あった. T P C K により修飾されずに銭った EF - T uの比 率 は約

40%であるから， T P C K処理した EF - T u は，アミノア シ ル

tRNAを Aサ イ トに結合できないと結論された(図 3. 13. ) 

3. 4.考 察

EF-Tu' GTPとクロス リンクした Ile-tRNAの量はバンドの濃さから

全 tRNAの約 35%と見積られた. E.coli EF-Tu.GTPとPhe-lRNAに

ついて，複合体を分隊して本研究と同じ条件でクロスリンク反応を

行った場合のクロス リンクの効率は，約35-40%であると報告され

ている 36人 したがって，Tthermophilu s Ef-Tu .GTPと E.coli llc-

tRNAは CDや NMR湘u定条件において，ほとんどすべて似合体を形

成した状態にあると考えられる. EF-Tu'GTPとuncharged tRNAの渇

合ク ロ スリンクさ れ た彼合体のバンドの滋さは他の組合せよりも部

〈約 10%である.しかし，クロスリンクの効率は彼合体の形成の程

度に IJ1lえて，被合体のコンフォメーションに依存していると考えら

れる.実際， EF-TlI' GTPとIle-tRNAまたは uncharged lRNAとの解縦

定数(それぞれ， 0 . 2μMおよび 1μM) 22)から，クロスリンクの

条件下で， Tle-tRNAの場合は99% ， uncharged tRNAの溺合は 95%が

EF-TlI'GTPと被合体を形成していると推定される.したがって， C D 

および NMRの測定条件において， EF-Tuと tR N Aのどの組

合せでも， t R N A のほとんどが E F - T u と彼合体を形成してい
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ることが確認された.

Tは tR N A p.の Tループに存在し mマG はバリアプルループ

に存在している(図 3.2.) . Tは Tループと Dループが分子内会合

を形成している領城あり. m 7 Gは Dループ. Dステムのヌクレオ

チドと 三 次構造樋基対を形成している.これらの分子内会合が閲裂

した場合. T とm7Gの化学シフトは低磁場個IJにシフ卜することが

知られている.

したがって. 11 e-t R N A l'・が EF-Tu'GTPと線合体を形成しても

T とrn7G の化学シフトが変化しなかったことから，彼合体の形成

に伴い. Tや rn7 Gの形成している分子内会合の閲裂が生じていな

いと結論される.

tRNAi ' • の C Dスペクトルにおいて. 95・Cにおける 330nmの負

の C Dバンドの強度 2 波長は遊雌の日 Tの C Dバンドと|面|じであ

る.したがって. tRNA I ' • の融点( 86.2.C ) 41)より高い温度で

は .s2T(54)周辺はもはや堅悶な 三 次構造をとっていないとJl'えら

れる.この 330nmの負の CDバンドは，高度好熱琵lの tRNA01uと

t R N A~ . も では，変性状態における s 2 T(5 4)に帰属されている.

また ，これらの tR N A では. 3 15 nmの正の C Dバンドは t11 N A 

が本来の 三 次構造をとっているときの s2T(54)に帰属されている.

T (54)と同様に .s2T(54)は. 58番目の 1 ーメチルアデノシン残基

と極基対を形成し. Tループと Dループの聞の会合を形成している

三 次構造塩基対を補強している 33人 したがって. t I1 NA i ' • の場

合も. 3 15 n mの正の CDハンドは Tループと Dループが会合してい

る領減の 三 次情造の形成に由来すると結論される .

ところが. 30.Cにおける tRNAi'・315 n mの正の CDバ ン ドの

強度は .tRNA01Uや tR N A ~ ・包 の場合に比べて約半分であった

30・34)一 方. 250Cから 65・Cにおいて tRNA01uと tR N A早・巴 で

はまったく観測されない 33日 nmの負の C Dバンドが tR N A! 1・の

溺合にはわずかながら観測された :)0 • 3川 .このことは，変位してい

ない本来の 三 次情造をとっている tRNAI'・の Tループと Dルー

3 5 



プとの会合が tRNA G1u や tRNA ~"' ほど堅固ではな く L

字型 1構造がゆるんだ状態 であることを示している tRNA01uや

tRNA~ .t では T ループの D ループとの会合部分の配列が S 2 T -

'1ft C G m' Aであるのにたいして， tRNA I ' • は s 2 T 'lft CAm ' A で

あることがその理由であると思われる. T'lftCGm1Aの配ヲ11を持 つ

酵母の tR N A Ph  ・の X線結晶解析によって 42) G(57)の 2位のア

ミノ基は G(19)のリボース環および G(18)の 2'の水政基と水素結

合しているこ とが知 られている.したがって， G(57)が A(57)に変

わっている tR N A では，これらの 2偲の水素結合を欠くため， A 

(57)を持つ tRNAでは Tループと Dループの会合が弱くな っ てい

ると考えられる.

Tle-tRNAおよびの uncharged tRNAの315nmの正の C Dバンドの強

度は， EF-Tu'GTPと被合体を形成すると治大するとともに，どちら

の場合も， 33日 nmの弱い負の CDバンドは完全に消失していた.こ

れらの結果から， t R N A い・の Tループと D ループとの会合は.

EF-Tu'GTPと綾合体を形成すると， tRNAG1uや tR N A ~ ・巴 の場合

と同じくらい安定化され，堅固な L字型構造をとると結論される.

T と S2 Tは tR N A上で相同な位慣にあり， 13CNMRから得ら

れた結果は CDから得られた結巣とよく 一 致する .Jle-tRNAの295nm

の負の CDバンドの強度が EF-Tu.GTPと彼合体を形成すると駒大し

たという結果から， Ile-tRNAのアミノアシル基は tRNAが EF-Tu.

GTPを形成すると， t R N Aの L字型補造をさらに安定化すると結

論される.

tRNAg'uと tRNAY.'はアミノアシル化されていてもされて

いなくても ，Eト Tu.GTPと彼合体を形成するとコア領域由米の CDバ

ンドの強度が噌大した.これらのコア領減由来のバンドは LR N A 

が然変性すると消滅することから， tRNAg1uや tRNAY.'でみ

られる変化は，やはり tR N Aの L字型情造の安定化を示している

と結論される tRNAyalがアミノアシル化されていない協合の

み， EF-Tu. GTPと線合体を形成すると S 4 U由来の CDバンドが変化
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した.このことから， t R N Aがアミノアシル化されていない場合

は， EF-Tu. GTPと綴合体を形成しても L字型 構造の安定化が十分で

ないために， EF-Tuに異常な形で結合していると考えられる.

EF-Tu. GT Pとuncharged tRNAとのクロスリンクされた彼合体の監が

他の組合せと比較して少なかったのも， uncharged tRNAが EF-Tu.GTP

に異常な形で結合しているためと考えられる.

tRNA~' U の mnm ' s 2 U 由来の負の CD バンドは， tRNA ~'U が

E F -T u と被合体を形成してもまったく変化しなかったことから

E F - T uは tRNAのア ンチコドン以外の場所に結合していて ，

アンチコドンにまではその影響は及んでいないことが切らかとなっ

た.

t R N Aがアミノアシル化されていてもされていなくても， EF-

T u . G D Pとの被合体を形成したとき， 295nmおよび315 n mの C Dバ ン ド

の強度は変 化しなか ったことから ，Ef-Tu. GDPとの被合体の形成は

Tループと Dループとの会合に影響を与えないと考えられる.また

t R N A ~い や tRNA Y. ' の渇合も同様に Ef -Tu.GDP と彼合体を形

成しても， C Dのパターンに変化はみられなかったので， EF-Tu' GDP 

は tR N A と彼合体を形成しても tRNAの L字型構造の安定化は

引き起こさないと結論される.

以ヒのことから， EF-Tuに結 合した GTPの Yーリン目立基は

E F - T u と tRNAの附に tR N A の Tループと Dループの会合

を安定化するような相互作用をひきおこし，アミノアシル基が存任

している場合には，さらに tRNAの L字型倒造が安定化されると

考えら れる. S 4 U ( 8 )を蛍光ラベルした tR N A の EF-Tu.GTPへ

の結合によるの蛍光強度の変化が， t R N A の種類により~~なるこ

とが報告されており 43) ，EF-Tu .GTPのアミノアシル tR N A の積郊

の巡いによるコンフォメーションの多係性を少なくする役書11が 示 峻

されている.アミノアシル化の際には tRNAのコンフォメ ーシ ョ

ンが異なっていることが， A R S によるそれそ'れの tRNAの認識

に必要であると考えられている.実際，イソロイシンの tR N A の
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L局合. t R N Aがやわらかく変形できることが ARSによる認識に

必要であることが知られている(私信) .したがって. EF-Tu，GTP 

と桜合体を形成することにより. t R N Aの種類によって程度が呉

なる tRNAのコンフオメーションを，共通の監闘な L字型十荷造に

することが，リボソームの A サイトへの結合に必要であると考えら

れる.おそらく. EF-Tu'GTPはs'T(54)の近くに結合し，この銭基

周辺の 三 次 情造を 安定化していると考えられる.

T P C Kは E F - T uのCys. 1に作用して，タンパク鎚合成を聞

害する 44 ) Eょ主旦1iおよび. B.stearothermophilu sの Eli' -Tuは

TPCK処理により，アミノアシル tR N Aのアミノアシル法を保

護できなくなるととが知lられている.. ) また. B. s u b l i J i sの喝合

はアミノアシル基を保識できるが. C C A末端との結合がゆるくな

っていることが知ら れている 4 ~ ) . T. thermoph i lu sの EF -T u は

高濃度の場合はアミノアシル基を保護でき. C C A末端との結合も

未処 I里の EF -T uと変わらないが，濃度が低くなるとア ミノアシ

ル基を保護できなくなることから，アミノアシル tR N Aに対する

鋭利性が低下していることが本研究により明らかとなった.そのた

めに TP C K処理した EF -T uはアミノアシル tR N Aを Aサイ

トに結合できないと結論される .他方.T P C K処理した EF-Tu.GTP 

と組合体を形成しても. 1 1 e-印刷の L字型倒造は安定化されていな

いことが. C Dを用いた解析から明らかとなった. C Dの湖11j主i農J廷

では TP C K処理した EF-Tu'GTPはア ミ ノアシル基を保越している

ので. T P C K処思した EF-Tu.GT PはEF-Tu，GOPとは巣な ってアミノ

アシル基の保護はできるが. T P C K処理によって E F - T uとア

ミノアシル tRNAの他の部分との相互作用がそこなわれてし下型

情造を安定化できなくなり，部lf日性も低下していると結論される.

以七のことから EF -T uとアミノアシル tR N Aとの鋭利性は，

E F ー T u とアミノアシル基との相互作用だけでなく. t R N A の

Tループと Dループとの会合部分との相互作用が大きな寄与をして

いると考えられる.この結論は，ア ミノアシ ルミニヘリックス(t 
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RNAのうち，アクセプターステム， Tループと Tステム，および

D ループと D ステムから構成される分子)は EF-Tu.GTPによ っ てア

ミノアシル基が保護されるが (Sprinzl，私信) ，アミノアシルマ

イクロヘリックス (tRNAのうち，アクセプターステムのみから

構成される分子)のアミノアシル基は保護されないという研究結巣

唱引 とよく一致する.また， EF-Tuに結合した G T P の彬量産は

アミノアシル tRNAのアミノアシル基と Tループと Dループとの

会合部分の 2個所に伝わるが. T P C K 処理された EF-Tu'GTPの渇

合は，後者への影響を TPCKによる修飾が遮断してしまうために

アミノアシル基の保護のみ行われると考えられる.

アミノアシル tR N Aの Tループと Dループは， EF-Tuによ

って リボソームの Aサイトに結 合する際に解離し. Tループに共通

に存在する GT 'I" C 配列が， I6SrRNA の相術的な配ヂ11 と泡 1~ ~，t 

を形成するととが知られている 引 .本研究の結 果から. Tループと

Dループの解離は A サイトへの結合の前には起こらないことが l明ら

かとなった .さ らに，リボソームの Aサイトに結合の前に， E F -

T uがアミノアシル tRNAの Tループと Dループの会合領以と相

互作用しているということは，次の段階としてリボソームヒで，

E F ー T uが Tループと Dループの会合を解敵するということを示

日査している.

以上の C Dおよび リ C N M Rを用いた解析から， E P ー T u は

t R N Aの Tループと Dループの会合を開裂させてし字型榊造を iui

すのではなく，種 q の tR N A によってバラエティのあるコンフォ

メーションをそろえて， Aサイトへの結合に必要な堅固な L字型憎

造にする役割を果たしていることが明らかとなった(図3. 14. ) 
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図 3.3. Tlhermoph i lu stRNA I ' • の C Dスベクトルの温度変化
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図3. 14 . 

←警ン
aa-tRNA 

アミノアシル tR N Aの E F - T uによるコンブォメーシ
ヨンの安定化のモデル

EF-Tu.GDPは tR N Aと結合しても tRNAの L字型構造
を安定化できない.EF-Tu'GTPになると. tRNAの L字
型権道を安定化できるようになるが，まだ不十分である.

tRNAがアミノアシル化されている場合は，さらにし字
型例造が安定化され. Aサイトに結合できるようになる .
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第 4章 リボソームの Aサイトにお付る EF -T uの役割j

4. 1. 序

EF-TlI' GTPはアミノアシル tR N A と複合体を形成し，アミノア

シル tR N A の L字型構造を安定化することが，第 3'!主に おいて明

らかになった.7 ) アミノアシル tRNAが A サイトに結合し. EF-

T 1I ' G D Pが解厳した後においては. Tループと Dループの会合は|矧裂

していることが知られている .8 ) したが って. Aサイト結合の段階

において，アミノアシル tR N Aのコンフォメーションカt変イヒする

と思われる.アミノアシル tRNAの A サイトへの正しい結合には

E F - T uが必須であるが. EF-Tuが A サイトにおいてアミノ

アシル tR N A にどのような作用を及ぼすかよくわかっていない.

したがって. Aサイトへの結合以後. Aサイトにおける E F - T u 

とアミノアシル tRNAとの相互作用を調べることは重要である.

E F -T uはリボソームにおいて，コドンとアンチコドンとの正

しい対応を保証する役割を果たしていると考えられる .EFーTu.GTP

とアミノアシル tRNAの衛合体が A サイトに結合したとき，アン

チコドンがコドンと対応したものである場合は，線合体のリボソー

ムからの解縦速度はおそ<.次の GTP加水分解反応に移る.これ

に対して，アンチコドンがコドンと対応したものでない場合は.複

合体のリボソームからの島幸隊速度は非常に速く，その結果 .誤った

アミノ目立が取り込まれるのを防いでいる .9 ) しかし. 1段階だけ

では，いくら確認の時間を長くしても，誤りを 完全に取 り除くこと

はできないと考えられる.ゆえに，もう 一 段階方式の異なる「校正 J

が行われると考えられている .すなわち. G T P の加水分解後に，

コドンとアンチコドンとの対合が正しくない場合は，ア ミノアシ ル

tRNAが A サイトに結合することなくリボソームから解磁すると

されている .9人 そのメカニズムとしては EF-Tu.GDPが GT Pの

加水分解後もしばらく Aサイトにとどまり，その聞にコドンとア ン

チコドンの対合が正しいかどうかが再確認されると考えられている

5 4 



7 ) つまり， G T Pの加水分解によってアミノアシル tRNAの状

態が変化し，コドンとアンチコドンのとの対合を見方を変えて確認

することにより，誤りの頻度を少なくしていると考えられる.した

がって， G T Pの加l水分解の前後で，アミノアシル tR N Aの状態

がどのように変化するかを調べることは重要である.

E F -T uに作用してタンパク質合成を阻害する抗生物質オーロ

ドックス(図 4• 1 . )は， EF-TlI.GTPに作用してその内在性 GTPase

活性を上昇させるため， EF-Tuに対して， G T P の加l水分角干の

段階におけるリボソームの作用を模倣するアナログであると考えら

れている 50) また，オーロドックスは. EF-Tuに結合した

G T Pの加水分解のあと， EF-Tu.GDPがリボソームから解脱するの

を抑制するごとによってタンパク質合成を阻 害すると考えられてい

る 8) したがって，オーロドックス存在下で， EF-TlI.GDPは GT P 

の加水分解のあと，リポソームから解脱する前の状態を保持してい

ると考えられる.このことから，オーロドックス存在下では. EF-

TlI'GDPは「校正」の段階でリボソームにとどまっている可能性が考

えられる.このようにオーロドックスは，リボソーム上での GT P 

の加水分解の段階と「校正」の段階における EF -T uとアミノア

シルt.R N Aとの相互作用の解析に有用である.本研究では，オー

ロドックス存在下における E F - T lJとアミノアシル tRNAの相

互作用を. C Dや生化学的手法を用いて解析した.

4. 2.方法

4. 2. 1.材料

高度好熱菌の E F ー T lJ ，大腸菌の tRNAi'.，tRNAPh・の精

製は 2，2.1.項に従って行った.オーロドックスは 110 f f m a n L a R 0 C h e 

社 (NJ.USA) より分議して頂いた， T P C K はアルドリッチ社より

賊入した Eェ主旦1i 70S リボソームは.1ム主旦1i P R 13 より文献 '51 • 52  ) 

に従って精製されたものを用いた.
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4. 2. 2. ア ミノアシル tRNAの Aサイトへの結合

E二三旦1i 70S リボソーム 0.5 OD units. 10μg poly U. 20 pmol 

tRNA
Ph
e.2mM スペルミジンを含む TMMN緩衝液 20μ1

を37・C. 10分間プレインキュベー卜する. EFーTu，GDP依存的に行う

場合はごの浴液に，指定された量の EF-Tll'GDP. 24pmol [3]-] !Phe-

t R N A を含む TMMN緩慢j液 30μ1を 1mえる. EF-Tll ，GTP依存的に

行う場合は，指定された置の EF-Tll'GDP. 24pmol [3H1Phe-tRNA. 

100μMGTP.lmM ホ スホ エ ノールピルビン厳. 0.6μM ピル

ビン目立キナーゼ. EF-Tu' GDPのモル比で 3%の EF-Tu，EF-Tsを含む

TMMN緩衝液 30μlを加える. EF-Tu' GHPPNP 依存的に行 う場合

は，指 定さ れた 量の EF-Tll，GDP. 24pmol [3]-] lPhe-tRNA. 1. nmol 

GHPPNP. EF-Tu 'GDPのモル比 で 3%の EF-Tll'EF-Tsを含む TMMN

緩衝液 30μlを加える. 37"Cで30分間インキュベー卜した後，氷

冷し，ニトロセルロースメンプレンに吸着させ. T M M N緩衝液で

洗浄して乾燥後，液体シンチレーシヨンカウンタにより般射活性を

測定した 53) 

L 2.3. ア ミ ノアシル tRNAの脱ア ミノアシル化の測 定

5 0 m M T r i s -fI C l (p H 7. 5. 3 7"C) • 1 5 0 m M N H 4 C 1 • 1 0 rn M 

Hg(OAc)2・5m Mβ ーメルカプトエタノールを含む溶液 (TM M N 

緩衝液)に，指定量のアミノアシル tR N A と EF-Tu. もしく

はアミノアシル tR N Aのみを 加 えて行った. EFーTu 'GT Pについて

の測定の場合は. EF-Tu 'GDPをEF回 Tu，GTPに変換するために. 25μM 

GTP.O.4mM ホスホエノールピルビン駿. O. 6μM ピルビン厳

キナーゼ， 日.4μM EF-Tu' EF-Tsの共存 Fで測定を行った.試料浴

液 20μIを37"Cでインキュベートし， 一 定時間において 2μ]ず

つ採取し. Whatt皿am 3HH ろ紙につけ，氷冷した 5% T C Aで 3回 ，

エタノールで 2回洗浄して乾燥し，トルエ ンシンチ レーター中で液

体シンチレーショ ンカウンタ を用いて紋射 活性を測定した.
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4.2.4. Aサイトにおけるア ミ ノアシル tRNAの脱ア ミノアシル

化の測 定

6 p m 0 I の EF-Tu.GMPPNPを用いた場合および .20日μMのオーロド

ックス存在下で 6p m 0 1のEF-Tu.GOPおよび EF-Tu.GTPを用いた場合に

ついて .4. 2 . 2 .項に従ってアミノアシル tR N Aの A サイト結合反

応を行なったのち. T MM  N緩衝液 1m 1を加えて希釈して反応を

停止する.引続き 37
0

Cでインキュベートし， 一 定時間1ごとに 150μ

1を採取し，ニトロセルロ ースメンプ レンに l吸器させ. T M M N 緩

衝液で洗浄して乾燥後，液体 シンチレーションカウンタにより放射

活性を測定した.

4. 2.5. オーロドックス存在 下に お付る EF-Tu.GDPに結 合した

Jle-tRNAの 2'， 3'特呉性の解析

200μMの オーロドッ クス存在下で， 2. 2 . 7 .項の EF-Tu.GIlPの場合

と同織に行った.

4.2.6. C Dスベクトルの測定

3 • 2. 5 .項と同様に行い，オーロド ックス存在下で測定を行う場合

は， 最終濃度が 100μMとなるよ うにオーロド、yクスを 1mえた.ま

た， T P C K処 理した EF-Tu.GTPどJle-tRNAとの彼合体との C D ス

ベク トルを測定する場合は， EF-TuはIle-tRNAと等モル量加え

た.

4. 3 .結果

4. 3. 1.オーロドックス存在下でのEF-Tu.GDPによるアミノアシル

tRNAの Aサイトへの結合

オーロド ックス非存在下では， EF-Tu'GOPはまったく Phe-tRNAを

A サイトに結合できなかった.これに対し， 200μMのオーロドッ

クス存在下では， EF-Tu'GDPはPhe-tRNAを Aサイトに結合した.さ
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らに. T P C K処理したEF-Tu.GDPもEF-Tu.GDPはPhe-tRNAを A サイ

トに結合した (図4. 2. ) 

4. 3. 2. オーロドックス存在下でのEト Tu.GDPによる脱アミノアシル

化の抑制

図4. 3 .に， EF-Tu .GTP， EF-Tu白GDP，オーロドヅクス存夜下でのEF-

T LI . GDPによる脱アミノアシル化の抑制を示す 20μMのJle-tRNAに

対し 100μ MのEF-Tu'GDPを加えた場合は，脱アミノアシル化の程度

はアミノアシル tRNAのみの場合と比較して変化しなかった.こ

れに対し，オーロドヅクス存在下において ，14μMの rle-tRNAに対

し14μMのEF-Tu.GDPを 加えた場合は， EF-Tu. GTPと間程度 ，lJiiアミ

ノアシルイじを抑制した.

4.3.3. Aサイトにおけるアミノアシル tRNAの脱アミノアシル

化の抑制

オーロドックス存在下で， Phe-tRNAがEF-Tu.GTPによって Aサイ

トに結合した後の )J見アミノアシル化の程度は，遊般のPhe-tRNAの )J!l

アミノアシル化の度合と比較して約半分であった.この結果は，

Phe-tRNAがEF-Tu.GMPPNPによって Aサイトに結合した後， T M M N 

緩衝液で希釈した場合と同程度であった.他方，オーロドックス 存

在下で， Phe-tRNAがEF-Tu'GDPによって A サイトに結合した後の)Jll.

アミノアシル化の程度は，遊離のPhe-tRNAの脱アミノアシル化の度

合と同程度であった(図4.4.). EFーTu.GHPPNPは )J見アミノアシル化を

完全に抑制するはずであるが，本研究の結果ではかなり脱アミノア

シル化が生じている.アミノアシル tR N A とEF-Tu.GMPPNPの後合

体は時聞がたつと A サイトから脱隙することが知られている ，， ， 

本研究での脱アミノアシル化の速度は，複合体の脱般の速度と向程

度である.したがって，本研究において測定した脱アミノアシル化

には，かなり三重綾合体の解脱の寄与があると考えられ.別の l王法

で検討する余地がある.
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4. 3. 4. オーロドックス存在下におげる EF-Tu'GDPに結合した

Ile-tRNAの 2・ 3'特異性

図4，5，に，オーロドックス存在下における Eト Tu，GDPに結合した

Ile-tRNAから調製した AcIle-Adoの分析を示した ， 2'. 3'異性 {本

の比率は0，06:0，94であり，オーロドッ クス存在下において .EF-Tu

GDPに 3.異性体が結 合していることが i切らかとなった .

4. 3.5. オーロドックス存在下での E]i' -Tuと線合体を形成した

tRNAの CDスベクトル

EF-Tu'GTPとIle-tRNAとの傾合体では，遊離の tRNAと比較し

て. 315 nm の正の C Dバンドおよび 295nm の負の C D バンドの~~Il交

が地加した(図4，6，A} ，EF-Tu'GTPと uncharged tRNAとの彼合体

では. 315 n m の正の C Dバンドの強度は増加lしたが. 295nrn の負の

C Dバンドの強度は変化しなかった(図 4，6，s} ， EFーTu'GDPとIle-

tRNAまたは uncharged tRNAとの被合体では. 3 15n m の正の C Dバン

ドおよび295nm の負の CDバンドとも強度は変化しなかった， (図

4， 6. C • D) .これらの結果は. 3. 3 ， 4 ，項におけるオーロドックス非

存在下における結果とまった〈同じであった.

4. 4.考察

オーロドックスは EF-Tu'日DPのリボソームからの解脱を抑制す る

ことによりタンパク質合成を阻害すると考えられている 引 .また 本

研究から，高度好熱菌の EF-Tu'GDPの場合もオーロド ックス存在下

で，アミノアシル tRNAをAサイトに結合させる ことが確認さ れ

た.このように，オーロドックス存在下において EF-Tu'GDPとリボ

ソームの結合が強くなる理由については 二 つ考えら れ る.まず第 ー

に，オーロドックスが EF-Tu'GDPに作用して EF-Tu'GTPに近い性質に

して A サイト結合の第 1段階 目でとどめておくという考え方と，第

二 に. EF-Tu，GDPを 「校正」 の段階でとどめておくという考え方が
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ある.

本研究から，オーロドックス存在下で， EF-Tu.GDPは アミノアシ

ル tR N A と綾合体を形成したときに. EF-Tu .GTPと同じくらいア

ミノアシル tRNAの脱アミノアシル化を抑制することが明らかと

なった. EF-Tu.GDPとアミノアシル tR N A の解総定数は，オーロ

ドックス存 在下で は約 1/2日になることが知られている 5.) しかし

EF-Tu. GD Pとア ミノアシ ル tRNAの 彼 合体の形成がクロス リンク

を用いて確認されている濃度においても .EF-Tu白GDPは脱アミノア

シル化を抑制できなかった . したがって，オーロドックスが EF-Tu.

GDPに作用することにより， EF-Tu白日DPがアミノアシル基を保護でき

るようになると結論される.オーロドック ス存在下にお い て， EF-T 

u.日TPによってア ミノ アシル tR N A が A サイトに結 合した協合，

A サイトにおける脱アミノアシル化 の速度は，遊説のアミノアシル

tRNAの脱アミノアシル化速度と比較してかなりおそくなってい

ることが切らかになった.このことから，実際に A サイトにおいて

も，オーロドックス存在下で EF-Tu.GDPがア ミノアシル tR N A の

脱アミノアシル化を抑制していると結論された .さらにオーロドッ

クス存在下で， EF-Tu. GDPと彼合体を形成しているの はア ミ ノアシ

ル tRNAの 3'異性体であることが明 らかとなった.したが っ て

オーロドックス存在 下で. EF-Tu'GDPはEF-Tu.GTPとまったく同様に

アミノアシル基と相互作用していると思われ る.以上のことから，

3'末端に結合するという機能に関しては，オーロドックス存在下

での EF-Tu.GDPはEF-Tu白GTPを綴倣していると考えられる.

これに対し，オーロドックス存在下における， EF-Tu.GDPとア ミ

ノアシル tR N Aの被合体の CDを用いた解析の結果から.オーロ

ドックスの存在下においても .EF-Tu.GDPはlle-tRNAのし字型例造

を 安定 化できないことが明 らかになった.したがって. t n N Aの

L字型構造の安定化という視点からはオーロドックス存在下での

EF-Tu .GDPは， EF-Tu. GTPを様倣した状態にはなっていないと考えら

れる.
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オーロドックス 存在下で EF-Tu'GDPはア ミノアシル tRNAを A

サイトに結合させる ことができるが， EF-Tu'GDPとアミノアシル

t R N Aの親和性は，オーロドックス存在 下では強く は なるものの

EF-Tu'GTPと比較するとはるかに弱い 55) したがって， A サイト結

合の測定の条件下においてほとんど 三重 複合体は形成されてい ない

と，思われる.また， EF-Tu ，GHPPNPによ ってアミノアシル tR N A を

を Aサイトに結合させた場合には， A サイトにおいて EF-Tu'GHPPNP 

はアミノアシル tR N Aの脱アミノアシル化を抑制するのに対し，

オーロドックス存在下で EF-TlI'GDPによってアミノアシル tRNA

を A サイトに結合させた場合には， EFーTu 'G D Pは Aサイトにおいて

アミノアシル tR N Aの脱アミノアシル化を抑制できないことが l切

らかとなった.さ ら に， T P C K処理をおこなった EF-Tu'GTPはア ミ

ノアシル tR N Aを Aサイトに結合できないが(第 3I主参照)，オー

ロドックス存在下では T P C K処理した EF-TlI'GDPはア ミ ノアシル

t R N Aを Aサイトに結合した .以 上のこと か ら， オーロドック ス

存夜下でEF-Tu'GDPがアミノアシル tR N A を A サイトに結合する

のは， 三 重視合体を形成して A サイトに結合するという通常の過程

を経るのではないと考えられる.

以上の結果をまとめると，オーロドックス存花下でEF-Tu'GDPは

EF-Tu' GTPを機倣するととにより， EF-Tu' GTPと同織な形でアミノア

シル tRNAをAサイトに結合させて，第 1段階目でとどめている

のではないと思われる.したが って ，オーロドックスの作用により

EF-Tu 'GDPが「校正」の段階でリボソームにとどまっていると考え

られる.他方 ，オーロドックスの作用により EF-Tu'GDPが， G T P 

の加水分解が途中でヰま っ た状態を模倣して A サイト にとどまって

いる可能性は 否定でき ない.この可能性は検 証さ れ な ければな らな

いが ，オーロド ッ クス の 作用により EF-Tu，GDPが「校 正 」の段階で

リポ ソーム にとどま っている状態を維持していると考えた場合，

「校 正 J の段階をうま く説 明で きるモデ ル が考えら れるの で.以下

に述べる.
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ペプチド鎖転移反応は遊隙のアミノアシル基が存在するとすみや

かにすすむ 58' . 23S rRNAのうち，ベプチジルトランスフエラ

ーゼ活性中心を構成していると考えられている部分は，アミノアシ

ル tR N A により化学修飾から保護されるが.キロマイシン(オー

ロドックスの類似物質)存在下で EF-Tu'GDPが A サイトに結合して

いる場合は保護されないことが報告されている 57， したがって，

EFーTu.GDPによりアミノアシル基のペプチド鎖転移反応への移行が

おさえられているごとが示峻されている.本研究の結果から，実際

に A サ イトにおいて EF-Tu'GDPがアミノアシル tRNAの 3'末端と

結合していることが明らかになった.以上のことから， EF-Tu 

に結合した GTPの加水分解の後， EF-TlI .GDPは A サイトにとどま

り.アミノアシル基と相互作用するごとにより，すぐにはペプチド

鎖転移反応に移行しないようは働きをしていると考えられる.そし

て，その問に，コドンとアンチコドンとの対合の「校正」が行われ

ると考えられる.コドンとアンチコドンとの対合が正しくない場合

は，コドンとアンチコドンとの対合が正しい場合に比べてアミノア

シル tR N Aのリボソームからの解離が 100倍速いことが知られて

いる 5毛， したがって，コドンとアンチコドンとの対合が正しくな

い場合は，アミノアシル tR N A が EF-Tu.GDPが遊離するまでもち

こたえられずにリポソームから敵れ，正しい渇合は EF-Tu'GDPの遊

荷量後にペプチド鎖転移反応に移行すると考えられる.

アミノアシル tR N Aが A サイトに結合し， E F - T 11がリボソ

ームから解降した状態では ，アミノアシル tR N Aの Tループと D

ループとの会合は開裂していることが知られている 48人 A サイト

に結合する以前には， Tループと Dループとの会合は 1m裂していな

いことが，当論文第 3章における研究より I切らかになっている 47， 

したがって， 三重被合体の A サイトへの結合後， EFーTlI.GDPの解離

以前にこの関裂が起こると考えられる. Tループと Dループとの会

合の閲裂後， Tループの GT'l'C配列は， 16SrRNAの相 M的な

配列と会合すると考えられている 3人 アミノアシル tR N Aが A サ
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イ卜に結合し. EF-Tuに結合した GTPが加水分解される前と

E F -T uがすでにリボソームから解離した後で .16SrRNAの

アミノアシル tRNAによる化学修飾からの保識に変化がないとと

が報告されている 5.) 他方 .16SrRNAのアミノアシル tR N A 

による化学修飾からの保設は，アンチコドンステムおよびループの

部分だけでも生じることが報告されている ..) したがって，必ず

しも G T Pが加水分解される前に. Tループと Dループとの会合が

関 裂 して .16SrRNAと会合する確かな証拠は存在しない.ここ

では. Tループと Dループとの会合が GTPの加l水分解の iiiiにおこ

る場合と，後でおこる場合の両方について検討する必要がある.

まず. G T Pが !JIl水分解される前に. Tループと Dループとの会

合が防l裂して .16 S r R N Aと会合すると考える場合.本研究から

オーロ ドックスが .E Fー Tuによるアミノアシル tRNAの L字

型 倒 造の安定 化 に影響をあたえないことが明らかとなっているので

EF-Tu . GT Pによる Tループと D ループとの会合の開裂は，オーロド

ヅクスが作用を模 倣 するのとは異なるリボソームの部分の寄与によ

ると考えら れ る.これに対し. G T Pが 1m水分解された後に. Tル

ープと Dループとの会合が 閲 裂して .16 S r R N Aと会合すると与

えた場合は，次のようなモデルが考えられる 目本研究において，ォ

ー ロ ドックス存夜下で EF-Tu.GTPに結合した Jle-tRNAの L字型 情造

は 安定 化 され るのに対し. EF-Tu'GDPに結合した Ile-tRNAのL.字型

構 造は安定 化 され ないことが切らかとなっている.したが って，ア

ミノアシル tR N A は G T Pの加水分解の前後で. L字型 h'IJ;さが安

定化さ れ ている状態および .16SrRNAと結合した状態とい う異

なった状態で存在しており，アミノアシル tR N Aのコドンとアン

チコドンの対応を異なった視点から縫認することにより 2段階の

「校正 J が行なわれていると考えられる(図 4.7.) 

以上のような像情を通じて. EF-Tuはコドンとアンチコドン

の正しい対応を保証し，タンパク質合成の正確さを保持するという

重要な役割を担っていると考えられる .
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図 4. 1 • オーロドックスの構造
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図4. 2. オ ーロドックス存在下でのEF-Tu.GDPによるアミノアシル
tRNAのAサイトへの結合
オーロドックス非存在下での未処理のEF-Tu.GDP(ー0ー)， 
200μM オーロドックス存花 Fでの未処理のEF-Tu.GDP( -・-) ， 200μM オーロドックス存在下での TP C K処
理したEF-Tu白G0 P (一 ・ 一)によるのPhe-lRNAの A サイト結
合活性を測定した.
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図4. 3 .オ ーロド ックス存在下での EF-Tu.GDPによる脱ア ミノアシル
化の抑制

[14C] Ile-tRNAのみの場合(ー 0 ー) . 20μMの [14CJlleー
に対し. 100μMのEF-Tu'GDPを加えた渇合(ー ・ - ) . 14 
μMの[14C]IJe-tRNAに対し J4μMの EF-Tu.GTPを加えた場

合(一 口一) . 200μM オーロドックス存花下で 14μMの
[ 14C]IJe-tRNAに対し 14μMのEF-Tu.GOPを加えた場合

( -・ - )について脱アミノアシル化を測定した.
の脱アミノアシル化を測定した.
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図4.4. Aサイトにお付る EF -T uによる脱アミノアシル化の測定
遊厳の[14C1Phe-tRNAの脱アミノアシル化(-0 一) ，オー

ロド ックス存在下で ，Phe-tRNAが EF-Tu.GTPによって Aサイ

トに結合した後の脱ア ミノ アシル化(-・-) ， Phe-1RNA 
が EF-Tu.GMPPNPによ って A サイトに 結合した後の )J見ア ミ ノ

アシル化(ー ・ 一) ，オーロドックス存在 Fで， Phe-tRNA 
が EF-Tu.GDPによって Aサイトに結合した後の )J見ア ミノアシ

ル化(-... - )を示した.
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オーロドックス存在下における EF-Tu.GDPに結合した
11e-tRNAの 2・，3'異性

30 

200μMオーロドックス存在下でEF-Tu.GDPに結合した 11e-
tRNAから調製した Ac['11 J 11 e-AdoのHP L Cによる分桁を示
す . 2' J毒性体と 3'巣性体の比率は0.06:0.94であった.
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c . Ile-tRNAとEF-TlI'GDP d 目 uncharged tRNAとEF-Tu'GIlP

の組合せについて， 10日μMのオーロドックス存夜下で CD 
スベクトルの測定を行った. li直線は tR N A 単独の樹合の
スベクトルを示し，実線は tR N A と E F - T u との傾合
体のスベクトルから EF -T uのみの悩合のスベクトルを
差し引いたスベクトルを示す.

図4. 6. 
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図 4.7. アミノアシル tRNAの A サイト結合の過程のモデル
三重 被合体が A サイトに結合したときには ，アミノアシル
tRNAの Tループと Dループとの会合は閲裂しておらず

この状態で第 i段階の「校正」が行われる.アミノアシル
tRNAの Tループと D ループとの会合は G T P の j川水 分

解に伴って 1m裂し .168rRNAと結合する. H-Tu白GOPは
アミノアシル基と相互作用して，ペプチド鎖転移反応に移

行するのを抑制し，その聞に第 2段階の「校正」が行われ
る.そして，コドンとアンチコドンとの対応、が正しい助合の

み次のペプチド鎖転移反応に移行する.
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第 5i主 E F -T uと 23SrRNAの毒素ドメインとの相互作用

5. 1.序

かつては，リボソームの機能はリボソームタンパク質が担ってお

り.リポソーム RNAは単にリポソームタンパク質のアセ ンブリー

やリボソームの構造維持をしているにすぎないと考えられていた.

しかし，最近リボソーム RNAが翻訳機能そのものにも|刻わ っ てい

ることがあきらかになってきている .16SrRNAは， m R N Aの

S D配列と相補的な配予IJを持ち，翻訳 1m姶位歯の決定に重要な役官IJ

を巣たしている 60人 アミノアシル tR N Aは Aサイトにおいて 16 

S r R N A と相互作用している 07) また，アミノアシル tR N A 

の C C A 末端が ，ベプチジルトランスフエラーゼ中心において 23S 

rRNAと相互作用すると考えられている 07) 抗生物質エリスロ

マイシンやクロラムフェニコールはベプチジルトランスブエラーゼ

の作用を阻害するが， 23 S r R N Aの変異によって抵抗性となるこ

とから， 23 S r R N Aはベプチジルトランスフエラーゼの作fIlにお

いて重要な役割を果たしているものと思われる 61 • 62 } 

日サルシンは真核生物の 28SR N Aおよび大腸幽の23SrRNAの

3'末端に近い部分のステムアンドループ榊造の特定の部分を切断

する 60) (図 5.l.a，b) .α サルシンによって r R N Aが切断をうけ

たリボソームには， EF-Tu.GTPとアミノアシル tRNAの似合体が

結合することができない 64) また，リシン A 鎖は aサルシンによ

る切断をうけるのと同じ rRNAの部分の特定の残基の庖接とリボ

ースとの結合を切断する 65) リシンの作用うけたリポソームには

EF-Tu'GTPとアミノアシル tR N A の綾合体は結合することできる

が， G T Pの加水分解をひきおこすことができない 66) α サル シ

ンとリシン A鎖は以上のような機構を通じて滋紫として働くため 23

S r R N Aのこの部分は議終ドメインと呼ばれる EF -T uと

E F -Gはリボヌクレアーゼによる切断から薄紫ドメインを保護す

ることが段近明らかになり 8) 毒素ドメインは EF -T uに直後作
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用して，その機能に関わ っ ていることが示 峻されている.しかし，

実際に EF -T u と毒 素 ドメイ ンが結合するかど うかは知 られてい

ない.

本研 究では，高度好熱磁の滋索ドメインに相 当する合成 RNAオ

リゴ マー(図 5.1.c )と EF -T uとが実際に結 合 することを，ク

ロ ス リンクによって明ら由、にした.

5. 2. 材料と方法

5.2. 1.材料

高度好熱菌の E F - T uと大腸閣の tR N A ¥'・ の精製は 2. 2. 1 . 

項に従って行った.

5. 2.2. j]草 案ドメイン RNAの化 学合 成

Milligen Bio Search 社の Cyclone Plus 3000型 DNA合成機を

用い，ホス ホア ミダイ卜法により， 32me rの滋索ドメイ ンRNA

の合成を行った .Sephadex G25を用いて脱庖を行い， TOSOIl 01 igo-

pack-ODS カラムを用いた HP L Cにより精製した.

5.2.3. R N A オリゴマ ー の 5'_32p ラベ ル

RNAオリゴマー o. 2 0 Dユニットと 12mM Tris-IlCl(pfl 7.5)， 

15mM HgCI2， 15mMβ ーメルカプト エタ ノール ，5pmol [y_32PI 

A T P (5日00 Ci/mmol) ， 2ユニットポリヌクレオチドキナーゼ

を含む溶液 1日μlを30分間インキュベー卜することにより行い，

未反応の ATPをポリアクリルアミド電気泳動により除去した.

5.2.4. クロスリンキング

クロスリンキングは， 10 m M リ ン磁カリウム緩衝液(p fl 7.2) 

5 m M HgSO.，日 .005% 1-0ーオクチル -s-D-グルコピラノ シ ド， 2日

μM  βーメルカプトエタノール， 0.7mM trans-diaminedichloro-

platinum(lI) (主主旦旦旦-DDP) ，8.3μM Jle-tRNA1'・または uncharged
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tRNAI'o， 16μM EF-Tu，GTPまたはEF-Tu，GDP，10μM 15'_32P]毒

素ドメイン (3.7 kBqJ回目。1)を含む溶液 10μ1を，日昔 jiTrにおいて

室温で 2.5時間反応を行った.議索ドメインのみ，議案ドメイ ン と

t R N A，毒素ドメインと EF-Tu，および議案ドメイ ンと 16μM 

のキ血清アルブミンの組合せについても同織にクロスリンク反応を

行った. 7.5 %ポリアクリルアミド電気泳動とオートラジオグラフ

イーによってクロスリ ンク された被合体を検出した.

5. 3.結果

図 2にクロスリンク反応の結果を示す.レーン 2はクロスリンク

反応を行った毒素ドメインを示し，ゲルのウエルの部分にバンドが

見られた.レーン 1はクロスリンク反応を行わなかった樹合の滋索

ドメインを示し.議索ドメインの本来の泳動位置にバンドがみられ

た.議索ドメインと tRNAの組合せ(レーン 3 )では，本来の滋

素ドメインの泳動位置にバンドが見られた.議索ドメインと EF-Tu白

GDP， EF-Tu' GTPの組合せ(それぞれレーン 4， 5 )では，ゲルのウ

エルの部分と，クロスリンクされた被合体に由来すると考えられる

バンド(矢印 Aの位置)が見られた.後者のバンドの濃度は， EF-

Tu，GOPの喝合のほうがEF-Tu'GTPの湯合と比較して濃かった.毒素

ドメインと EF-Tu'GOPおよびuncharged tRNAI'・(レーン 6) ，磁波

ドメインと EF-Tu'GOPおよびI1e-tRNA!'・(レーン 7) ，滋索ドメイ

ンと EF-Tu'GTPおよびunchargedtRNAI'・(レーン 8) ，滋紫ドメイ

ンと EF-TlI'GTPおよび1Ie-tRNAl'O (レーン 9)の渇合は.クロスリ

ン クされた線合体に由来すると考えられるバンド(矢印 A の位置宝)

が見られた.とのバンドの濃度は， EFーTu，GDPの場合のほうが， EF-

T 1I 'GT Pの場合と比較して濃かった.また，このバンドの位 irtは，

[5'-32P]tRNAI'・と EF-Tu'GDPとのクロスリンクされた彼合体

(レーン 12 )のバンドの位誼とほとんど同じであった(レー ン11) . 

滋索ドメインと牛血消アルブミンの組合せでは，クロスリンクされ

た組合体に由来すると考えられるバンドはみられなかった(レーン
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10 ) 

5.4. 考察

議紫ドメイン単独でクロスリンク反応を行った渇合 ，ゲルのウエ

ルの部分にバンドが見られるのは，港索ドメイン同土が結合しやす

く，またクロスリンカーの :匝が過剰にあるために ，多量H本を形成し

てしまったものと解釈される. t R N Aや牛血清アルブミ ン を共存

させると，クロスリンカーの量が減るために，多量体の形成が起こ

らないと考えられる. EF-Tuの存在下で多量体の形成が起こっ

ているのは， IleRSの場合も同様な現象が見られたので(da ta 

not shown)， E F - T uにはクロスリンカーがあまり結 合しないた

めと思われる.

EF-Tu.GOP， EF-Tu.GTP存在下では，主宰索ドメインが多量体を形成

したバンドの他に， EF-Tuと毒素ドメインとがクロス リ ンクし

た彼合体に由来すると思われるバンドが見られた(図 5.2.の矢f.1IA 

の位箇) .牛血清アルブミンを共存させることにより ，多量体の形

成が解消された渇合にも，このバンドは観測された (data not 

shown) .したがって，このバンドは毒素ドメイ ン同志の結合によ

るものではないと結論された. E Fー T uと tRNAが存在してい

る増益合にも EF -T u と議索ドメイ ンがク ロスリ ンクした似合体と

思われるバンドが見られた(図 5.2.の矢印 A の位世) .このバンド

の位笹は， EF-Tuと[5・-32PJtRNAがクロスリンクした彼合

体のバンドの位置とほぼ同じであった. EF-Tu単独で7，]<!luJした

樹合のバンドの泳動位置はこれらのバンドより小さく (data not 

shown) ， EF-Tuが tR N Aや毒素ドメインと彼合体を形成し

た渇合は.電術の寄与により泳動位償が大きくなると考えられる.

以上の結果から， EF-Tuと議索ドメインとの彼合体が検出され

ていると結論した.さらに， t R N Aが存在している喝合は存在し

ていない渇合に比べて， EF-Tuと君主家ドメインとがクロスリン

クした傾合体に由来するバンドの泳動度がわずかに大きくなり ， ま
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たバンドの濃度が濃くなっている.これは. EF-Tuと tR N A 

との彼合体に毒素ドメイ ンがク ロスリ ンクした頃合には .単独の

E F -T uにクロスリンクした渇合に比べ，翼手索ドメインのクロス

リンクのされかたや，クロスリンクされた後の傾合体のコ ンブォメ

ーションが異なるためと思われる.また，牛血消アルブミ ンとはク

ロスリンクによる彼合体の形成が見られないので， これらのクロ ス

リンクは非特巣的なものではないと結論された.

さらに.毒素ドメインと EF -T uとのクロスリンクされた似合

体に由来するバンドの濃度はEF'-Tu.GDPの渇合のほ うが EF-TlI'GTPの

場合と比較して濃いので，毒素ドメインは EF-Tu.GTPよりも EF-T 1I . 

GDPに強〈結合すると忠われる . EF-Tuによる 23S r R N A の

化学修飾からの保護の実験において，キロマイ シン(オーロドック

スの類似物質)存在下で EF-Tu.GDPが議紫ドメインを保護するが，

EF-Tu .GTPyS (G  T P 'Y S は GTPの非水解アナログ)は保護しな

いことが報告されている 引.議索 ドメインが切断されると， 三重敏

合体はリボソームに結合できなくなることが知られているので 6.) 

EF-Tu. GTPySは毒素ドメインと結合すると考えられる.したが って

EF-Tu. GTPySが毒素ドメインを化学修飾から保護できないのは .EF-

Tu.GTPYSは毒素ドメインと結合するが. EF-Tu.GDPよりは結合が剥

いため，十分に化学修飾から保護できないたのと考えられる.

以上の結果から，毒殺ドメインが 実際に EF -T uおよび EF -

T uと tR N Aの被合体に結合することが初めて 示された.さらに

毒素ドメインがEF-Tu'GDPと tR N A の組合体にも結合することか

ら. EF-Tuが G T P加水分解の前後を通じて毒素ドメインと結

合することが示日査された. G T Pの加水分解 f査がプルーフリーディ

ングが行われている問. EF-Tu. GDPはリボソーム RNAと結合する

ことによりリボソームにとどまっていられると考えられる.
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ルシン(S)  . リシ ンA 鎖 (R) によって切 断をうける湯

所 66) b. 大腸菌の 23SrRNAの毒索ドメインとその周
辺の構造と clサルシン(SAR) . リシ ンA鎖(R A )によっ
て切断をうける場所 2川 c 高度好熱菌 23S r R N Aの毒
素ドメインの合成32mer RNAの構造.
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図5.2. 毒素ドメインと EF -T uのクロスリンクによる結合の検出
1 .クロスリンク反応を行わなかった毒素ドメイン 2 
君主索ドメインのみクロスリンク反応を行った場合 3 . 務
索ドメインと tRNA 4.態系ドメインと EF-Tu'GDP
5 毒素ドメインと EF-Tu.GTP 6. 毒素ドメインと EF-Tu.
GDPおよびunchargedtRNAl'・ 7 .毒素ドメインと EF-Tu'
GDPおよびIle-tRNAr 1. 8. 毒素ドメインと EF-Tu.GTPおよ
びunchargedtRNA 1' • 9.毒素ドメインと EF-Tu.GTPおよ
びIle-tRNAl'・ 10 .毒素ドメインと牛血消アルブミン
11. 毒素.ドメインと EF-Tu.GDPおよびunchargedtRNAI'・
12. [5'_32P]tRNAl'・ とEF-Tu.GDP
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結語

本研究によって， EF-Tuのアミ ノアシル tRNAのリボソー

ムへの結合段階における役割および， EF-Tuの リボ ソームにお

ける役制の解明に寄 与できたと思われる.

アミノアシル化の段階においては，アミノアシル基が tR N Aの

2'位および 3'位の水面童基のどち らに結合した頃合も存在するが，

E F - T uはアミノアシル基と相 互 作用することにより， 3'位が

アミノアシル化されたアミノアシル tRNAのみを ペプチド鎖転移

反応の基貨としてリボソームに供給する働きをしていることが明ら

かとなった.さらに， EF-Tuは tR N Aの種主IIによってバラエ

ティのあるコンフォメーシヨンをそろえ， Aサイト への結合に必袋

な堅固なし字型構造にする役割を持つことが明らかとなった.

リボソームにおいては， EF-Tuに結合した GT Pの 加l水 分角午

後も EF-Tu'GDPはリボソームにとどまり，アミノア シ ル基と相 互作

用することにより，すぐにはペプチド鎖転移反応に移行しないよ う

にして，そのあいた・にコドンとアンチコドン対の正確さを確認する

時 tlljを縦保する役宙IJを持つことが明らかになった.さ らに ，Ef-Tu白

GDPは23S r R N Aとの相互作用を通じてがリポソームにとどま っ

ていられることが示唆された.

しかし， EF-Tuの惚能についてはまだ完全には迎解されたと

はいえず，さらに研究を進める必要がある.ア ミノアシル tR N A 

の Tループと Dループとの会合が A サイト結合のどの段階 で開裂す

るか不明であり，フットプリンティ ングなどの 手法で明らかにする

必要がある.また r校正」の段階でコドンとア ンチコドンの対合

がどのように確認されているのかよくわかっていない.この問題は

本研究におけるオーロドックスを用いた手法を I 32  Pでラベルした

t R N Aを用いることなどによって改良し，コドンとアンチコドン

の対合が正しい渇合と 正しくな い場 合について応用することにより

解明が進むと期待される .また ，ア ミノアシル tR N A とリポソー
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ムおよび EF -T uがどのように相互作用することにより，アミノ

アシル tRNAの Aサイト結合やコドンとアンチコドン対の形成が

行われるかについては，まだ解明されていないことが多い.その解

明のためには. EF-Tuや tR N Aの改変などの分子生物学的手

法や，抗生物質やフットプリンティングを用いた生化学的手法を総

動員して研究を進める必要があると考えられる . リポソーム上 でど

のような現象が起こっているかは .品近少しずつ明らかになりつつ

あり ，今後飛脳的な発展が予想される.さらに，サプレツションや

フレームシフト，翻訳レベルにおける発現調節など.リボソームが

からんだ重要な現象の解明が期待される.
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F喝 宅ヨト

E F -T u : polypeptide chain elongation factor Tu 

E F -T s : polypeptide chain elongation factor Ts 

A R S : aminoacy]-tRNA synthetase 

1 1 e R S : isoleucyl-tRNA synthetase 

P h e R S : phenylalanyl-tRNA synthetase 

1 1 e -t R N A : isoleucyl-tRNA 

P h e - t R N A : phenylalanyl-tRNA 

G 1 u - t R N A : glutamyl-tRNA 

V a 1 -t R N A : valyl-tRNA 

H P L C : High Performance Liquid Chromatography 

A c 1 1 e -A d 0 : N-acetyl isoleucyl adenosine 

A c P h e -A d 0 : N-acetyl phenylalanyl adenosine 

G T P Y S : guanosine-5'-thiotriphosphate 

S 2 T : 2-thioribothymidine 

mnm's2U : 5-rnethylaminomethyl-2-thiouridine 

S 4 U : 4-thiouridine 

C D : circular dichroism 

N M R : nuclear magnetic resonance 

m 7 G : 7-methylguanosine 

T : ribothymidine 

trans-DDP: trans-dia皿inedichloroplati日um(11) 

m 1 A : l-methy ladenos i ne 

'IJf : pseudouridine 

G M P P N P guanilylimide diphosphate 

B S A : bovine serum alubumin 

T P C K : N-tosyl-phenylalanyl chloromethyl ketone 

E F -G : polypeptide chain elongation factor G 

T C A : trichloroacetyc acid 
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