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最近になって生命の原始体系はRNAワールドであるとする説がでてきたが，その制限

された体系を現存の生物の持つ多種多様なシステムに発展せしめたのはタンパク質であ

り，その接点、に位置するものがタンパク質合成系である.この生物にとって最も基本的な

働きの 1つであるタンパク質合成の中枢をなすものは， mRNA上の遺伝暗号(コドン)

に対合する tRNAであり， t RNAの CCA(3' )末端にアミノ酸を結合させるアミノア

シルtRNA合成酵素 (ARS)である.AR S は， 20種類のアミノ酸 1つ 1つに対応し

ておよそ 1分子種ずつ存在し，特異的なtRNAに特異的なアミノ酸を，しかし以下の共

通な反応によって結合させる.

AA+ATP+ARS→AA-AMP・ARS+PPi (AAはアミノ酸の略)

AA-AMP'ARS+tRNA→AA-tRNA+ARS+AMP 

したがって， AR Sがそれと特異的なアミノ酸と tRNAの両方を厳密に認識することこ

そ，正確な遺伝暗号の翻訳にとって必須である.

アミノ酸に対する認識は，一般の酵素で見られるような基質に特異的なポケットを想定

することで，一応の解釈をつけることができると考えられる，ただARSには，非特異的

なアミノ酸を積極的に排除する校正機構があり，これにより認識を厳密化していることが

知られている [Fershtet al.， 1977J 

tRNAの認識機構は，さらに複雑であると考えられる tRNA自身が分子量約2万

5干の高分子であるうえに，どのtRNAも共通な L字型の 3次構造をとっている.さら

に多くのアミノ酸では，複数のコドンに対応して数穫のtRNAが存在し， AR Sはその

どれにも正しいアミノ酸を結合させなければならない これらのことから， AR Sは，対

応するtRNAと(水素結合や，静電的・疎水的相互作用により)80Aにもわたって広範

に結合し， t RN A上の独特な目印を認識して，他のtRNAから識別していると考えら

れる.さらに r特異的なtRNAと結合することによってはじめて， AR Sは対応する

L アミノ酸を結合し，アミノアシルAMPの合成を開始する」という現象が，アルギニ

ン，グルタミンおよびグルタミン訟の系で明らかになっている [Kern品Lapointe，1979 

Hara-Yokoyama etal.， 1986J 多くのtRNAではアンチコドンがARSによる主な

認識部位であると考えられることから(第 1章) ，これらの系では， t RN Aのアンチコ
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ドンの結合が引金となって， AR SとtRNAの高次構造変化が引き起こされ， 80Aも離

れたARSの触媒部位が活性化されると考えられる.したがって， AR Sによる tRNA

の認識には， t RN AおよびARSの高次構造変化を伴った動的な機構を想定する必要が

あると考えられる .

アイデンティティー決定因子

ARSが対応する tRNAを他の tRNAから識別するために認識する tRNA上の目

印(ヌクレオシド)を，アイデンティティー決定因子と呼ぶ [Normanlyet al.， 1986; 

Yarus， 1988; Normanly & Abelson， 1989; Schimmel， 1989; Schulman， 1991J .アイデ

ンティティー決定因子という概念が確立されてきた背景には「あるアミノ酸に対応する

tRNAが，その一部のヌクレオシド残基を置換することにより，他のアミノ酸を受容す

るtRNAに変換される」という実験事実があった .すなわち本研究室の村松は， RNA 

の分子整形法を用いて大腸菌 tRNAγeのアンチコドン l字自の修飾塩基L (ライシジ

ン)を未修飾の C に変換したところ，この tRNA~'e変異体(アンチコドン CAU) はコド

ンAUGに対合する tRNAになっただけでなく，メチオニル tRN A合成醇素 (Me t 

RS)によってメチオニンをチャージされる tRNAに変換された [Muramatsuet al 

1988bJ .すなわち，アンチコドンのたった 1残基の置換によって tRNAのアイデンテ

イティ ーが変換されてしまったわけである.これと時を同じくして， McClainらのグルー

プとSchimmelらのグループが，アンバーサプレッサ-tRNAの系を使うことにより，

tRNÂ '.のアイデンテイティーがG3.U70というたった一対の塩基対によって支配され

ていることを明らかにした [Hou& Schimmel， 1988; McClain et al.， 1988;トlcClain品

Foss， 1988aJ .このようにアンバーサプレッサ-tRNAの変異体がアンパーコドンを

どのアミノ酸に翻訳するようになるかを解析する手法は，またArg，Gln， Serな

どの tRNAのアイデンテイティ ー決定因子を決定するのにも用いられてきた [McClain

& Foss， 1988b; Shimura et al.， 1972; Normanly et al.， 1986J .さらにアイデンテ

イティー決定因子の研究を飛躍的に進展させたのは， T7 RNA polymeraseによる tRNA

(変異体)のinvitroでの転写系の確立である[Sampson品Uhlenbeck，1988J .幸いに

して，大部分のアミノ酸に対応する tRNAでは，このinvitroでの転写物は修飾の入っ

たtRNAと間程度のアミノ酸受容活性を持つため，ほとんどの tRNAについて総括的

に変異体を合成し，アミノ酸受容活性が調べられた [Shimizu，M.，1992J .こういった手
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法により z アンチコドン部位の数残基を置換することで. t RN  Aのアイデンティティー

が完全に変換されてしまう例も見いだされてきた [Schulman& Pelka. 1988; Schulman島

Pelka. 1989J .最近では. Ala. His. Glyの系で見られるように. t RN  Aの

アクセプターステムの配列を持つマイクロヘリックスがアミノアシル化されることが見い

だされ [Franklyn& Schimmel. 1990a. b; Franklyn et al. .19921.多くのアミノ酸の系

でtRNAのアクセプターステムにアイデンティティー決定因子が存在することがわかっ

てきた.ただ前述の tRNAP・の例が示す様に，塩基の転写後修飾そのものがtRNA

のアイデンティティーを決定しているものもあり [Muramatsuet al.. 1988bJ .このこ

とは今後のアイデンティティー研究の焦点、の一つになっている.したがって，これらの研

究の蓄積をもとに. t RNAのアイデンティティー決定因子を総括的に把握できる段階が

来つつあると考えられる.

さらに，最近，大腸菌のGlnの系と酵母のAspの系で.AR  SとtRNAの複合体

の結品が高分解能で解析された [Rouldet al.. 1989; Rould et al.. 1991; Ruff et 

al.. 1991J これらによれば. t RNAが酵素と結合する際，アイデンティティー決定

因子の存在するアンチコドンループおよびアクセプターステムは，塩基対の関裂・形成を

伴うような極端な構造変化を起こして酵索の認識を受けていることが明らかになってき

た.これらの研究は.AR  Sによる tRNAの動的な認識機構を解明するうえでの決定的

な第一歩であると考えられる したがって，次なる研究段階は. ARSの側で tRNA認

識に関わる機能 ー構造相関を明らかにすることであると考えられる 目

アミノ アシルtRNA合成酵素のtRNA認識部位

それでは.AR  Sの側の tRNA認識機構はどうなっているのか ARSは同じ形式の

反応を触媒するにもかかわらず，その4次構造は.a.α2.αhα2β2とさまざまであ

り，また分子量も40.000から 260.000(大腸菌の酵素の場合)といろいろである.大腸菌

については20種類のアミノ厳に対応するすべてのARSの遺伝子がクローニングされ，そ

の1次構造が明らかになったが，お互いのアミノ酸配列相向性はわずかな数のモチーフを

除いてほとんど無い.最近. S e rに対応する酵素 (SerRS)のX線結品解析の結果

が報告され，この酵素は，今までに解析されたMetRS. TyrRS. GlnRSが持

つような.Rossmann fold' (a-hel ixを介して平行な s-sheetが折り畳まれた構造)を持

たず. AT  P結合に寄与するまったく新しい矯造(逆平行 s-sheet)をもつことが明らか

3 



になった(図1) [Cusack et al.. 1990J .さらに，この結果を裏づけるように. ATP 

結合に関与するモチーフおよび基本構造の相向性から.AR  Sは2つのグループに分けら

れるという仮説が出された [Erianiet al.. 1989J .すなわち.'Rossmann fold'を持つ

クラス IのARSと逆平行トsheetを持つクラス 11のARSである(図1).このクラス

分けは，さらに，酵素のドメインのトポロジーの相違 (N端.c端のいずれがアミノアシ

ル化のドメインでいずれがtRNAの認識に関わるドメインか)とも一致する可能性があ

り分子進化と密接に関係していることが提唱されてきている 今後このARSのクラス分

けと tRNAの認識機構の相関が研究の一つの焦点、となると思われる.

これに対し.ARSのtRNA認識部位に関する分子構造レベルでの研究は非常に遅れ

ている.その原因の一つは.ARSの結晶化が容易でなく，構造に関する情報が乏しいこ

とである.さらに機能解析面での原因として. AR  Sの変異体を細胞内で大量発現させる

とタンパク質合成に誤りが生じて細胞の致死につながること，さらに，そもそも細胞にお

けるARSの発現量は高いため，変異体と野性型の酵素を分離して解析を行うのが困難で

あることなどが挙げられる.本研究室では，早くから高度好熱菌Thermusther田ophilus

HB8のARSを用いた解析を行っており，高度好熱菌のARSは大腸菌の tRNAを十分

に効率よくアミノアシル化することを見いだしている [Kohdaet al. .1984.1987; Hara-

Yokoyama et al.. 1984，1986 J 高度好熱菌のARSは37'Cでは活性が低いため，高度好

熱菌のARS遺伝子をクローニングしてこれに変異を導入し大腸菌で大量発現すれば，細

胞毒性の問題も解決され変異体を効率よく調製できると考えられる .さらに，精製過程の

熱処理によって ，大腸菌由来の野性型の酵素を熱変性させて除去することもできる.この

ように.AR  Sの機能解析に高度好熱菌由来の酵素を用いることは様々な利点があると思

われる(高度好熱菌ARSを用いる問題点については，第 5章総合討論で詳述する)

アミノアシル tRNA合成酵素の機能性モチーフ

また. A RSの機能・構造相関が別の薗から明らかになる可能性もある すなわち，最

近，転写調節因子など真核生物の核酸結合タンパク質で，共通に存在するいくつかのモチ

ーフが見つかってきたが，これらのモチーフの構造上の特徴を手がかりにしてコンビュー

ター解析を行ったところ ，いくつかのARSは，これらのモチーフと相向性のある配列を

持っていることが示された .例えば，大腸菌のAlaRS，MetRSは.Zn'・フィンガ

ーに似た機能性モチーフを持つことが推定された [Berg，1986J.現に AlaRSに関し
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ては，この Cys.His残基に富む配列を持つ合成ペプチドは I Zn2+やC02+イオンと結合す

ることが示された [Milleret al..1991bJ目さらに，この領域はtR N AA 川のアイデン

ティティー決定因子(G3・U70)の認識に関わっている可能性も示唆されている [Miller

et al. .1991a; Miller & Schimmel.1992J また r7残基ごとに疎水性および親水性の

アミノ酸残基が繰り返される」という配列的特徴に基づいてコンビューター解析を行った

ところ，大腸菌のAlaRSおよびSerRSは.Leuジッパ一様のcoiled-coil徳造を持

つことが推定された [Lupaset al.1991J目現にSerRSのX線結晶構造解析の結果，

対応する領域は rLeu-ladder Jと呼ばれる 60Aにもおよぶ長い coiled-coil構造をとっ

ていることが示されている[Cusacketal. .1990J さらに，このcoiled-coil構造は

tRNAsecの長い variableloopを結合するための構造であることも明らかになってき

た [Yaremchuket al.. 1992 J .また，最近遺伝子がクローニングされたテトラヒメナの

I 1 e R Sでは，他の生物種の IleRSでZn2+ブインガ一様の配列が保存されている領

域に.Leuジッパ一様の配列がとってかわって存在しており，非常に興味深い [Csank& 

Martindale.1992J .このことから， これらのモチーフは共通の機能(例えばRNAの結

合)を持っていることが推測される，さらに，最近， 0甫乳類のTrpRS.GlnRS. 

HisRSの遺伝子がクローニングされ，それらの 1次構造が明らかになった [Garret

et al.. 1991; Fett & Knippers. 1991; Raben et al. .1992J .それによるとこれらの

酵素は.30アミノ酸残基程度の非常に相向性の高いモチーフ(両親媒性ヘリックスと推定

される)を持っており，このモチーフは酵母のRNAポリメラーゼやラビットのeR F ( 

beef pan c reasのTrpRSと相同性が高い [Garretetal.. 1991J )にも見いだされる

ことから，新規のRNA結合モチーフと考えられている .

このような機能性モチーフの由来はどこに求めればよいのか. AR Sの中には，本来の

アミノアシル化反応以外の軽量能を持っているものが見つかっている ι 数例を挙げるなら，

原核，真核を問わず多くのARSは，リボソームに対する負の調節因子である.A p‘A 

を合成する [Goerlichet al. .1982J .また， 酵母のGCN2はHisRSに相同的なドメイ

ンをC端側に持つが，このドメインはunchargedt R N Aに応答して，隣接するprotein

kinaseドメインを活性化し，これによりGCN4(アミノ酸合成に関わる酵索の遺伝子の転写

活性化因子)の発現が翻訳レベルで上昇することで，アミノ酸の需要と供給のバランスを

とるのに働いていると考えられている [Weket al.，1989J.日荷乳類の LeuRSは， eIF 

-2のαサプユニットのリン酸化(これにより， eIF-2はGTP型に戻れなくなる)を調節
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することでペプチド合成のInitiationを制御している.また大腸菌のThrRSやMe t 

RSは，細胞内の tRNA温度が低い時にはそれぞれthrS，metGのmRNA上の tRNA

に似た配列を持つ領域に結合して翻訳を抑制することで， t RN  AとARSの量比を調節

している [Lestienne，1988; Dardel et al.， 1990J . A R S遺伝子の発現制御はこのよ

うな自動制御によるだけではなく，大腸菌のヒートショック型の LysRSは leucine

responsive regulatory element (LRP)のような別系統のタンパク質により転写調節され

ることが最近明らかになり， LysRSがアミノアシル化以外の機能(何らかの制御機構

)に関与していることの一つの傍証となっている [Itoet al.， 1992 J 

さらに翻訳機構の制御だけでなく， Saccharomyces cerevisiaeのLe u R S (NAM2) 

[Labouesse et al.， 1987; Herbert et al.， 1988Jや NeurosporacrassaのTyrRS

(cyt-18 gene product) [Akins & Lambowitz，1987Jは，シトクロムbのmRNAのグル

ープlイントロンのスプライシングに関わっていることが明らかになっている.後者は ln

v i t roでの実験でも確認されている [Mohr品Lambowitz，1991J.また前者の LeuRSで

は，分子内に2つ存在するZn2φフィンガーモチーフが，スプライシング過程でmRNAに

結合するのに働いていると考えられている

ARSは，タンパク質合成が誕生した時点、から存在する極めて古い酵素群であるから，

はじめはアミノアシル化以外の機能も兼ね備えた多機能酵素であったと考えられる.その

ころの名残が，現在のARSのセカンドファンクションとして残っており，あるいは，そ

れらの機能にたずさわった機能性モチーフの一部は， t R N Aの認識に転用されていった

可能性も考えられる ，

そこで，このようなアミノ酸配列よの特徴あるモチーフに着目し解析を行うことも，

ARSによる tRNAの認識機構を解明する別のアプローチになり得ると考えられる .

アミノアシルtRNA合成酵素の結品構造解析

しかし， AR  Sによる tRNA認識の動的かつ厳密な機構が実際どのようなものである

か，といった究極的な問題は， AR  SおよびARS・tRNA複合体の構造解析を行って

はじめて解明することができる .現在主流となっている立体構造解析の手段は， NM  Rと

X線結晶燐造解析である. NM  Rは，部分から全体を組み立てていく解析方法であり， X

線結晶構造解析は，全体がまずあって，さらに細かい部分へ掘り下げていくアプローチを

とっている .このため，この2つの手法は，視点、(部分を見るか，全体を見るか)が全く
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異なり，互いに相手の欠点を相補するような性格を持っている.すなわち，分子量が大き

い分子を解析する場合. NMRではシグナルが重なって解析が困難になり，一方X線結品

構造解析では分解能の低下が問題となる.したがって，ある生体高分子の機能 構造の相

関を明らかにしようとするなら，まず.X線結晶構造解析で分子全体の骨組みを明らかに

した後. NMRで注目する部分の機能・構造相関を明らかにしていく，という方法が妥当

であると思われる.また .X線結晶構造解析にはどうしても結晶化によるpackingeffect 

がつきまとうため. NMRにより水溶液中での構造を確かめる必要がある.

ARSの結晶化は.かなり早くから報告がある.すなわち. 1970年代に酵母の Lys

R S [Rymo & Lagerkvist.1970; Ry冊目 et al. .1970] . L e u R S [Chirikjian et al.. 

1970]が salting-out によって結晶化されたが，これらの結晶は分解能が低く解析に至

らなかった.さらに，大腸菌の単量体型のMetRS (二量体の本酵素をプロテアーゼで

限定分解したもの)が，透析法で結品化され [Walleret al. .1971] .重原子同形置換法

によって2.5Aの分解能で解析された [Zelweret al. .1982] .現在では. ATPとの複

合体の高次構造も 2.5Aまで精密化されている [Brunieet al. .1990] さらに.中等度

好熱菌 Baccilus stearothermophilusのTrpRSが.hanging drop法により結晶化され

た [Carter& Carter.1979; Coleman品Carter.1984]が，良い重原子置換体が得られず

未だ解析に至っていない.また，中等度好熱菌 B. stearothermophilu sのTyrRSが結

晶化され [Reidet al.. 1973] .重原子同形置換法によって2.7Aの分解能で解析された

[Irwin at al..1976] .さらにTyrosyl-AMPとの複合体の結晶のX線構造解析が2.3λの

分解能で行われ，チロシンがATPによって活性化されるメカニズムが明らかになった

[Br i ck品Blow.1987;Brick et al..1988] .これら1980年代までに構造が明らかになっ

たMetRS. TyrRSは.Rossmann Foldと呼ばれるATP結合のための構造を共通

に持っていた .ところが1990年に大腸菌の SerRSのX線結晶構造解析 (2.8A )の結

果が発表され，この酵素はRossmannFoldを持たず，代わりに逆平行十sheet構造でATP

を結合していることが明らかになった [Cusacket al. .1990] さらに tRNAとの複合

体の形で，酵母のAspRSのX線結晶備造解析が 3Aで行われ，この酵素も Rossmann

Foldの代わりに逆平行十sheet構造を持っていることが明らかになった [Ruffet al.. 

1991] .こうして，前述のような分子進化に基づく ARSのクラス分けが提唱されていっ

たわけである [Erianiet al. .1990] 

tRNAとARSの複合体のX線結品構造解析については .AspRS以外にも大腸菌
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のGlnRSとtRNAG1nの複合体の結品構造が2.8λで明らかにされているが [Rould

etal.，1991] ，さらにアンチコドンの認識部位の構造が2.5Aで精密化されたことで[

Rould et al" 1991]， ARSによる tRNAの原子レベルでの認識機構が，はじめて姿

を現して来た そこで現在の最大の焦点、は，複合体とフリーの状態のARSの構造を比較

することにより， t RN Aの結合に伴う酵素側の構造変化を明らかにし， t RNAによる

ARSの活性化のメカニズムを分子構造レベルで解明することである. AspRSおよび

GlnRSについては酵素だけの結晶化も試みられているが，来だ解析できるような結品

は得られていない .これは，こういったARSのフリーの構造がフレキシプルであるため

であると考えられる.

一方，最近，高度好熱菌のARSの結晶解析が注目されてきている.これまでに，ソ連

とフランスのグループによって，高度好熱菌の SerRS (さらに tR N A SHとの複合

体)， PheRS， AspRS， GlyRSなどが次々と結晶化され [Garberet al.， 

1990; Yaremchuk et al.， 1992; Ankilova et al.， 1988] ， P h e R Sについては260，000

という巨大な分子量を持つにもかかわらず 6Aでの解析が行われ， ftRNAに沿って結

合すると考えられる L字型のドメインが存在する」などという興味深い報告も得られてい

る [Reshetnil【ovaet al. ，1992] .また，これらの試みに先行して本研究室では，早くか

ら高度好熱菌の Thermusthe rm日philusHB8のARSに着目し， MetRS，IleRS

ValRS， GluRSおよび PheRSを精製し，キャラクタリゼーションを行なって

きた [Kohdaet al.， 1984，1987; Hara-Yokoyama et al，， 1984，1986] .これらのうち，

MetRS [Nureki et al.，1991] ， GluRS [Nureki et al，， 1992]， IleRS 

[小林 ・濡木，未発表]については，高度好熱菌のARSではじめて遺伝子をクローニン

グし，大腸菌で大量発現することに成功した.さらに，大腸菌で大量合成したこの高度好

熱菌のMetRSおよびGluRSの高分解能結晶を作成することに成功した [Nureki

et al，，1992] .高度好熱菌の酵素は，非常に熱安定で構造のゆらぎが少なく，結晶化に

有利であると考えられる .したがって， t RN Aとの複合体およびフリ ーの状態の構造を

比較解析するには高度好熱菌のARSが適していると考えられる.

分子量の大きいARSの結晶化は決して容易ではなく，結晶構造解析は年単位の研究を

要する.しかし前述のように， AR  Sによる tRNAの厳密かつ動的な認識機構を解明す

るには構造解析による分子傍造レベルでの情報が必須である以上，あえてX線結晶権造解

析に挑戦する必要があると思われる .
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本研究の意義

以上のように.AR Sによる tRNAの認識機構の研究には様々な側面があり，どの側

面の研究にも今後の飛詔的な発展が期待される.さらに.ARS.tRNAの系は，タン

パク質による核酸(特にRNA)の分子認識機構に関して最も研究が進んでおり，今後も

他の系のよいモデルになり得ると考えられる .したがって.20種類すべてのARS'

tRNAの系を比較検討しながら研究を進めることは非常に重要なことである.本研究で

は大腸菌および高度好熱菌のイソロイシン，メチオニン，グルタミン酸の系のtRNAお

よびARSを材料に選んだ.これらのARSは，すべてクラス Iに属する酵素で一次構造

上の相同性も見られ. t RNA認識機備についても共通した性質を持っていると考えられ

る.したがって，これら 3つの系の解析を並行して進め，適宜互いに比較検討を行うこと

によって，クラス IのARSに本質的に共通したtRNA認識機構を明らかにして行ける

と考えられる また.本研究の目的には多岐に渡る手法を用いた解析が必要なため. 1つ

の系だけに執着していては手法の適用限界から解析が行えなくなる危険性もある .3つの

系の解析結果を比較考察することにより，このような障壁を乗り越えることができると考

えられる.さらに高度好熱菌の 1leRS. MetRS. GluRSに関しては，本研究

室において独自に得られた生化学的な知見の蓄積があり.これらを基礎とすることができ

る.

本論文は5章からなる 第l章では.tRNA'ARS複合体のフットプリンティング

解析. t RN A変異体の invitro転写物の反応速度論的解析，修飾塩基が13C標識され

たtRNAとARSの複合体の13C-NMRの解析などを行って. t R N Aのアイデンテ

イティー決定因子を明らかにし，さらにARSによる認識に伴う tRNAの構造変化につ

いてのモデルを確立した 本章で主に解析を進めた大腸菌の t RNA '1 • は. t RN A上

で今までにアイデンティティー決定因子の存在が報告された領域すべてにアイデンティテ

ィー決定因子を持ちあわせた複雑な系であったため，この解析結果に基づいて tRNAの

アイデンテイティー決定因子を総括的に考察することができた.第2章では.熱安定で物

理化学的測定に適した高度好熱菌由来のM巴 tRS.GluRS. IleRS (小林 濡

木，未発表)の遺伝子をクローニングし，大腸菌で大量発現することに成功した .さらに

アミノ厳配列相同性の解析と変異体の反応速度論的解析を組み合わせることで，これらの

ARSでtRNAの認識に関わる，いままでに知ら れていなかった領域を同定することが

できた .この結果に基づき，これらのクラス IのARSでは，特に同じサブクラス内で，
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かなり共通した tRNA認識機構を待っていることが明らかになった.第3章では高度好

熱菌MetRSに存在するZn2+フィンガ一様モチーフに着目し，酵素の化学修飾法と変異

体の反応速度論的解析を行なって，このモチーフが実際にZn2+イオンを結合し， t RN A 

の認識にも寄与していることを明らかにした .さらにこれを発展させて，他のARSにも

同様の解析を適用し ，高度好熱菌の IleRSおよび大腸菌の 1leRS， GluRS， 

ThrRSにもZn2+フィンガ一様モチーフを介した基質認識機構が存在することをつきと

めた.第4章では， t RNAの認識機様を原子レベルで解明するのに必要なARSのX線

結晶構造解析に挑戦し，高度好熱菌のMetRS，GluRSについて2.5Aの高分解能

を持つ結品の作成に成功した.さらに， GluRSについては，重原子同形置換により最

初の電子密度分布図を得ることに成功した，またMe t R S . t R N A"H複合体の結晶

化，大腸菌の IleRSの結晶化にも初めて成功した.これらの構造を解くことによって

第1，2，3章で得たtRNAおよびARSの機能面での知見と合わせて ，AR Sによる

tRNAの認識機構の機能 構造相関を明らかにすることができると思われる .最後に第

5章で，本研究で得た新たな知見に基づいて， AR Sによる tRNAの認識機構，および

ARSの分子進化について総合的に考察した 目
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第 1章

tRNAのアイデンテイティー決定因子の研究

1. 1. 序

tRNAのアミノ酸に対する特異性 (tRNAのアイデンテイティー)は，アミノアシ

ルtRNA合成酵素 (ARS)がtRNAとアミノ酸の両方を厳密に認識することに依存

している. ARSは，特異的な tRNA上の目印となる数個のヌクレオシド(アイデンテ

ィティー決定因子)を認識することによって，この tRNAを他の tRNAから識別して

いる [Normanlyet al..1986.1989; Yarus.1988; Schimmel.1989; Schulman.1991J .序

章でも述べたように，わずかな例外を除いてほとんどの tRNAでは，アンチコドン(34 

-36位)とディスクリミネーター(73位)が最も主要なアイデンテイティー決定因子とな

っている [Yarus.1988;Normanly品 Abelson.1989; Schimmel.1989; Schulrnan. 1991; 

トluramatsuet al. .1988b; Shimizu.1992] (表1-1) .さらに. tRNA A1 •で U3 . G70の塩

基対がこの tRNAの支配的なアイデンティティー決定因子であることが示されて以来

[Hou品Shimmel.1988;McClain品Foss.1988;McClain et al. .1988J . H i s. G 1 y 

などの系でもアクセプターステムに相当な強さのアイデンティティー決定因子が存在する

ことがわかってきた .さらに最近では. t RNAのアクセプターステムだけからなるマイ

クロヘリックスを用いた解析により，これらの系ではお互いにアイデンティティー決定因

子の位置をずらしたり，依存度を変えて認識することで，他の tRNAを識別できるしく

みになっていること力玄明らかになってきた [Franklyn品 Schimmel.1990a.b; Franklyn et 

al.. 1992 J .また，大腸菌の Glnの系では .ARS.tRNA複合体のX線結晶解析

より .GlnRSはtRNAG1nのアクセプターステムの最初の塩基対日I.A72を関裂させ

て. 2番目. 3番目の寝基対を認識していることが明らかになった [Rouldet al..1989; 

Jahn et al. .1989J .このように，ほとんどの tRNAでは，アンチコドン，ディスク

リミネータ- およびアクセプターステム(1. 2. 3番目の温基対)に，強度の差はあれ

アイデンティティー決定因子が存在していると考えられる このように共通な部位以外に

も. tRNAA，<や tRNAPheでは rVariablePocketJと呼ばれるDループと TWCル

ープの会合領域に，それぞれA20あるいはG20という強いアイデンティティー決定因子が存

在することが明らかになった [McClain& Foss.1988b.c; McClain et al..1990; Sampson 
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& Uhlenbeck，1988; Sampson et al.， 1989， 1992J .これに対し ，t RN AのDステムやア

ンチコドンステムなどヘリックスの真ん中にアイデンティティー決定因子が存在するとい

う報告はいままでに得られていない，

また，大腸菌の Glnや酵母のAspの系で， tRNA.ARS複合体のX線結晶解析

により， AR  Sと結合した際の tRNAの構造変化が明らかになってきた.それによると

アンチコドンやディスクリミネーターおよびアクセプターステム上のアイデンティティー

決定因子がARSの認識を受けやすいように，アンチコドンループがしぼり込まれたり，

ねじれたり，またはアクセプターステムが閲裂したり，といった局所的ではあるが特徴的

な構造変化が起きていることが明らかになった [Rouldet al.， 1989; Rould et al.， 

1991; Ruff et al.，1991J .すなわち，これらの系では， t RN  Aの全体的な L字型構造

は保ったままで，アイデンテイティー決定因子付近の局部的な構造変化により，効率の良

い認識を受けていると考えられる .

本研究は，大腸菌の tRNA".，tRNAM.'， tRNAG1Uのアイデンティティー決

定因子を明らかにし，特異的なARSによる認識機構を解明することを目的とする まず

tRNA"eについては ，ffiln orなtRNA!'eのアンチコドン l字自 (Cの修飾塩基であ

る Lysidine)を未修飾のCに変えると，もはや IleRSでイソロイシンをチャージさ

れず， MetRSによりメチオニンをチャージされるようにアイデンテイティーが変換さ

れることから，アンチコドン 1字国がアイデンティティー決定因子であることが明らかに

された [Muramatsuet al.， 1988bJ またSchulmanらは， tRNA~.包のアンチコドンを

いろいろ変えた変異体を大腸菌で発現させ，それと対応するように開始コドンを変えた

dihydrofolate reductaseのN端にどのアミノ酸がとり込まれるかを調べることにより，

tRNAf'eの3つのアンチコドンすべて (GAU)がそのアイデンティティーに寄与してい

ることを明らかにした [Pallanck品 Schulman，1991J .ただ，アンチコドンの置換だけ

ではアイデンティティーが完全に変換されないため，アンチコドン以外にもアイデンテイ

ティー決定因子が存在すると恩われる .最近，当研究室の新美らにより，大腸菌の

tRNAf ' • と 1 1 e R Sの複合体のイミノプロトンの NMRが解析された(図1-1) 

[Niimi et al. ，submittedJ これによると，アンチコドンステムの下から 2つの趨基対

およびtRNAのL字型を維持する 3次将軍造上の塩基対2つが，J:.g基対の閲裂，もしくは

breathingを伴うような大きな構造変化を起こしていることが示された[図1-1の黒塗りの

l_g基対] また， Dステム中の U12.A23および C11. G24 ，アンチコドンステムの真ん中の
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C29・G41， T 'l' Cステムおよびアクセプターステムの 2つのwobble塩基対，アクセプター

ステム中のU6.A67，G7・C66は，規模は小さいが確かに構造変化を起こしていることが示さ

れた [図1-1の斜線の塩基対J.そこで，これらヘリックスの真ん中にも生じた構造変化

が， IleRSによって直接認識された結果起こったものなのか，あるいは認識に伴う間

接的な構造変化を意味するものなのかを明らかにするため，本研究では tRNA" e •

1 1 e R S複合体のフットプリンティングおよびtRNA'leの変異体のアミノアシル化

反応の速度論的解析を行った.

大腸菌の tR N A M"，  (アンチコドンac'CAU，CAU)については， tRNAV&lのアンチ

コドンUACをCAUにすると，アイデンティティーがValからMetに完全に変換されるこ

とから，アンチコドンが最も主要なアイデンティティー決定因子であることが示された

[Schulman品Pelka，1988J.さらに，反応速度論的に，アンチコドンは kca.tに寄与して

いることが示唆された[Schulman品Pelka，1989J .アンチコドンがtRNAMe，の最も主

要なアイデンティティー決定因子であることは， ln V1VO の実験でも確かめられている

[ Pallanck品Schulman，1991J. また，アクセプターステムの2番目， 3番目の塩基対が

MetRSによって認識されていることが，マイクロヘリックスを用いた実験で明らかに

されている [Mart川島 Schimmel，1992J .これらに対し，ディスクリミネータ -A73は，

MetRSによって認識を受けてはいるが，その依存度は他の系と比較して低いことが示

されている [Shimizu，1992J.本研究では，フットプリンティングを用いた解析により，

t R N A Me色のどこがMetRSと特異的に相互作用しているかを tRNA分子全体にわ

たって明らカミにした.

大腸菌のtRNAG'uについては，アンチコドン 1字自の修飾塩基mnm's2Uが BrCNによ

り blockされた tRNAG'uの反応速度解析が行われ，このmnm's2UがGluRSによって

認識されていることが示唆された [Kern長 Lapointe，1979J.枯草菌担旦斗旦E竺h註且E

やクロロプラストのtRNAG'nは，まずGluRSにより Gluがチャージされた後，

tRNA-dependent amidotransferaseによって GluがGlnに変換される [Lapointeet 

al.， 1986; Schon et al.， 1988J このため，これまで tRNAG'uとtRNAG
，nの酵素

による認識機構は似たものであろうと考えられてきた.しかし，宋修飾の tRNAG
，nの

.!.!!~旦転写物が GlnRS によって十分にチャージされるのに対し， tRNAG1Uの

.!.!!込主E転写物は修飾の入った tRNAG'uに比べGluRSによるアミノアシル化の効

率が著しく落ちることが最近明らかになり(館野) ， tRNAG'UとtRNAG
，nのARS
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による認識機構は異なることが示唆されてきた.本研究では，修飾塩基を"Cで標識した

大腸菌tRNAG1Uと高度好熱菌GluRS (大腸菌の系とクロスリアクシヨンする)の

複合体のはC-NMRを観測することにより，どの修飾塩基がGluRSにより認識さ

れているのかを明らかにした

本研究は，フランス Strasbourgの国立細胞分子生物研究所のRichardGiege博士の研究

室との共同研究であり，特にフットプリンティングに関しては，筆者がストラスプールの

同研究室に1990年11月より3ヶ月間の短期留学を行った際に修得させいただいたものであ

る

1. 2. 材料と方法

1.2.1 試薬および酵素

N-nitroso-N-ethylureatま， Sigma (U.S.A.)より購入した.Bacterial alkaline phos-

phataseとT4polynucleotide kinase (いずれも大腸菌A19由来)は，東洋紡(大阪)より

購入した .snake venom phosphodiesteraseは， Wahthington Biochemical Corp.から，

RNase Tlは三共製薬から購入した.tRNA-nucleotidyl-transferaseは， Strasbourgの国立

細胞分子生物研究所のGiege博士よりいただいた. [a-32P1ATP， [r-32P1ATP， L-[(U)_'吋]

Ile， [a-S1NTPは， Amershamより購入した.制限酵素 Nsp(7524)IおよびPCRキットは，宝

酒造(京都)から購入した .

1.2.2 大腸菌tRNA"e，tRNANe色，tRNAG1uの調製

大腸菌の tR N A i "， t R N Aγ・は，それぞれ，当研究室の新美氏および村松博士

(現東大理学部助手)によって，大腸菌A19株の粗RNA画分から， DEAE-Sephadex A-50 

(Pharmacia) (pH 7.5) ， benzoylated DEAE-cellulose (Boehringer-Mannheim) ，DEAE 

Toyopearl 650S (Tohso) ， Butyl-Toyopearl 650S (Tohso)を用いて精製[Muramatsu， 

1988; Niimi et al. ，1992Jされたものを用いた .大腸菌の tR N A~' もは粗 RNA函分か

らDEAE-SephadexA-50 (pH 7.5) ， DEAE-Sephadex A-50 (pH 4.0)のカラムクロマトグラ

ムを用いて精製した .大腸菌の tRNAG1Uは，当研究室の高井氏により粗RNA函分か

らDEAE-SephadexA-50 (pH 7.5) ，DEAE-Sephadex A-50 (pH 4.0)のカラムクロマトグラ
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ムを用いて精製されたものを用いた.

1.2.3 T7 RNA po1ymeraseの精製

Studier博士 (Stonybrook，New York)よりいただいた， T7 RNA polymeraseの大量発現

系を用いて， Polymin Pによる除核酸，硫安沈殿， S sepharose FFによるカラムクロマト

グラム，溶解度の塩 (NaCl)浪度依存性を用いて精製した 精製法の詳細は， Zawadzki 

の方法 [Zawadzki& Gross，1991Jに従った.

1.2.4 t R N Aのinvitro転写物の精製

T7 RNA polymeraseの転写効率を考慮して， t R N AはG1.C72を持つように設計した.

T7 promoterの配列の直後に tRNAの塩基配列をつなげたDNAを全合成し，これを

恒例I.Nsp(7524)Iで切断した断片を， M13mp19の担里HI.包hI部位にサブクローニングし

た(図1-2) .これを鋳型として， PCRにより断片を増幅し E 転写が CCA末端で終わるよう

にNsp(7524)Iで切断した.さらにこの断片をtemplateとして， 2mM spermidine， 20mM DTT 

200μgJml acetylated BSA， NTP (各浪度が4mM)，20mM GMP， 20unitJml RNase inhibitor 

(東洋紡) ， 40mM KC1， 16mM MgCl，を含む80mMHepes緩衝液 (pH7.5)中で， 140μg/ml 

T7 RNA polymeraseを加えて， 2時間， 37.Cで反応した 転写物は，8M ureaを含む 20%

denaturing polyacryamide gelにて， 1000V， 24時間で電気泳動を行った後， UVを照射し

て蛍光吸収のあるバンドを切り出して， Bio TrapTH (Schleicher企Scwell)により電気

泳動的にゲルから抽出した.

1.2.5 tRNA変異体の作成

前述のtRNA遺伝子をM13mp19にサブクローニングしたものを鋳型とし， Muta-GeneTH 

キット (BioRad)を用い， Kunkel?去により部位特異的変異導入を行った.アクセプター

ステム部位の変異は，変異を導入したpnmerを2本合成し， PCRによって変異体tRNA

遺伝子を作成した

1.2.6 大腸菌IleRSの精製

大腸菌 IleRSは，当研究室の河野博士(現三菱化成生命研究所研究員)により，

1 1 e R Sの大量発現系 [Kawakamiet al. ，1985Jを用いて， DEAE-Sephacel(Pharmacia) 
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およびPhenyl-SuperoseHR10!10， monoQ HR10!10 [後者2つはFPLCLC-500 plus system 

(Pharmac ia) Jのカラムクロマトグラムによって， 精製されたものを用いた.

1. 2. 7 高度好熱菌MetRS，GluRSの精製

高度好熱菌旦竺型E些竺旦且込旦EのMetRS，GluRS遺伝子を，高度好熱菖の染

色体DNAから単離し，それぞれlacpromoter， tac promoterを持つベクターに組み込ん

で大量発現系を構築した(第2章) . MetRS遺伝子(盟主~)を組み込んだプラスミド

pUCI18!TMTS-2.2 (第2章)でトランスフォームした大腸菌MV1190株 [d(主主竺~A)担6' . 

Tn旦，1.(且土旦旦_!l_).笠ζ，些_C，旦~-，豆80d主主ZðM15([ F' : proAB ，且tlQ ，込~ZðMI5 ，主主

D36l ) Jを， ampicillinを50#g/ml含む LB培地 (10g!1bactotrypton， 5g!1 yeast 

extract， 5g!1 NaCl)中にて， 37'CでA，eo=0.5まで培養し (4-5時間) ， IPTGを0.5mMと

なるように加えinductionをかける.さらに 5時間培養をつづけ，遠心機で集菌後，湿菌

重量 19あたり1.5mlのTMM緩衝液 [50mMTris.HCl (pH 7.9) ， 10mM Mg(COOH)2， 10mM 

2-mercapto-ethanol， 0.5mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) Jにけんだくし，

超音波破砕 (120W，90秒を4回)を行なう さらに.12，OOOg， 30分間遠心し，粗抽出液

を得る.この粗抽出液について70'C，30分間の熱処理を行ない，大腸菌の大部分のタンパ

ク質を変性させた後.12，OOOg， 30分間の遠心を行なうことで，上清に約 80%まで精製さ

れた高度好熱菌のM巴 tRSを得る さらに，これを20mMNH.Clを含む TMM緩衝液で透

析し，同緩衝液で平衡化したDEAE-Sephacel(Pharmacia)にかけ， 20-250mM NH‘Clの直線

勾配で溶出する，ここまでの精製により MetRSは約95%まで精製され活性測定には十

分になるが，さらに微量のRNaseを除くため，印刷リン酸カリウム緩衝液 (pH7.5， 10mM 

2-mercapto-ethanolを含む)で平衡化したPhenyl-SuperoseHRIO!10カラム[FPLCLC-500 

plus system (Pharmacia) Jにかけ.0.8-0Mの硫安で溶出した MetRSを含む薗分を

さらに20凶 Tris.HCl緩衝液 (pH7.4， 10mM Mg(COOH)2および10mM2-mercaptoethanolを

含む)で平衡化したmonoQHR 10!10カラム [FPLCLC-500 plus system (Pharmacia) Jに

かけ， 0-0.5M KClの直線勾配により溶出した

また，高度好熱菌のGluRSの精製は， GluRS遺伝子([.!_笠)を組み込んだプラ

スミドpEXP7!gltXl.8でトランスフォームした大腸菌MV1190株を， ampicillin 50 #g!ml 

0.5%グルコースを含む 2xH培地 (20g!1bactotrypton， 8g!1 NaCl， l#g!1 thiamin) 

で37'C4時間培養し.1 PTGを0.5mM加え，さらに培養を 5時間続ける.以後の熱処理，
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DEAE-5ephacel， Phenyl-5uperose， monoQを用いた精製法は，上記のMetRSの場合と

同様であるが，ただmonoQの精製に用いる緩衝液は(等電点がMetRSより高いので)， 

20mM酢酸トリス (pH7.9， 10mM Mg(COOH)，および10mM2-mercaptoethano1を含む)を用

いた.

1.2.8 tRNA末場の放射能標識

tRNAの5'末端の標識は， t RN Aをbacteria1a1ka1ine phosphataseで脱リン酸化

した後， po1ynucleotide kinaseにより [r-3'P1ATPでラベルを行なった. t R NAの3'末

端の標識は， t RNAのCCA末端をsnakevenom phoshpodiesteraseで除去した後， tRNA-

nuc1eotidy1-transferaseにより，非放射性のCTPと[a-32P1ATPでCCA末端を再構成するこ

とで行なった.生成物を8Mu reaを含む10%denaturing polyacryamide gel電気泳動にて

精製し，バンドをge1から切り出し， Maxam & Gilbert (1977)の方法により抽出した(37 

。C一晩).エタノール沈殿の後，シンチレーションカウンターで放射比活性を測定した

1.2.9 RNaseプロープを用いた tRNAのフットプリンテイング

放射活性にして100，OOOcpmに相当するラベルした tRNAに，非放射性の tRNA

(carrier)を加え， t RNAの総滋度がアミノアシル化反応の tRNAに対するK固と同

程度になるようにする これに， t RN Aの2倍濃度のARSを加え， 50mM Tris-HCl緩衝

液 (10mMMgC1" lmM ZnC1，)中で， 20"CIO分間放置し， t RN AとARSが複合体を作

るようにする(液量は10 ~ 1) .これに， 0.25-1unitのnuc1ease51あるいはO.OI-O.lunit

の nuc1easeVlを加え，さらに20"C10分間反応させる.その後，フェノール抽出，エタノ

ール沈殿を行い， 4M urea， 10%sucroseを含むdye溶液にとかして， 12%の変性ポリアク

リルアミドで電気泳動を行う.泳動後，オートラジオグラフィーを行う.

電気泳動のマーカーとして， t RN AをRNaseT1(Gの3'恒jを切断する)で限定分解した

もの (T11adder)と，アルカリで完全分解したものを用いる.Tl 1adderについては，

50，OOOcpm相当の tRNAに，大腸菌の未分画tRNA2 ~g を加え， 20mMクエン酸ナトリ

ウム (pH4.5)， lmM EDTA， 7M urea， 0.I%brompheno1 b1ueおよびO.I%xylenecyano1中

(ii在歪7.5μ1)で， 50"C 10分間のpreincubationを行い， O.OlunitのRNaseTlを加えて，さ

らに50"C15分間の反応を行ったものを用いる アルカリ分解は， 50，OOOcpm相当の tRNA

に大腸菌の未分函tRNA2 ~g とホルムアミド 2 ~1 を加えて， 100"Cで10分間反応させた
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ものを用いた.

1.2.10 N - nitroso-~-ethylur eaを用いた tRNAのフットプリンティング

N-nitroso-~-ethylureaにより， RNAのリン酸基がアルキル化され，弱アルカリ性下

の加水分解の結果，環状ヌクレオチドを経てRNA鎖が切断される(図1-3). ~-nitroso 

-N-ethylurea!まRNaseなどよりずっと小さい分子であり，かなり狭いすきまへも入ってい

けることに加えて，切断に特異性がないので，この反応をRNAのフットプリンティング

に用いると，かなり精密な分析ができ高次構造に関する知見までも得ることができる

[Romby et al.， 1985; Theobald et al..1988; Dietrich et al目，1990] . 

フットプリンテイングには， 1セットにつき 3種類の反応が必要である.すなわち，

ARSなしでのnative condi tion， A R Sを加えたcomplexedcondition， ARSなしで

tRNAを変性させたdenaturingconditionである 目まずnativeconditionは， 100，000 

cpm相当のラベル tRNAに非放射性tRNAを総量2~g となるように加え， 300mMカコ

ジル酸ナトリウム緩衝液 (pH8.0， 2mM EDTA， 20mM MgC12， 100mM NaClを含む)中(20 

μ)で， 5 ~lの N-nitroso-N-ethylureaのエタノール飽和溶液を加え， 20'C3時間反応す

る.complexed conditionは， 200，000cpm相当のラベル tRNAに非放射性tRNAを総

量2~g となるように加え，さらに 10-20 #MとなるようにARSを加え， 22.5 # 1の150回目

カコジル酸ナトリウム緩衝液 (pH8.0， 0.3mM EDTA， 5mM MgC12を含む)中で.まず

tRNA'ARS複合体を形成させた (20'CI0分間)後，2. 5~ 1のN-nitroso-N-ethylurea

のエタノール飽和溶液を加えさらに20'C3時間反応させる .denaturing conditionでは，

100，000cpm相当のラベルした tRNAに非放射性tRNAを総量2~g となるように加え，

300mMカコジル酸ナトリウム緩衝液 (pH8.0， 2mM EDTAを含む)中 (20μ)で， 5 ~ 1のN

nitroso-N-ethylureaのエタノール飽和溶液を加え， 80'C2分間反応させる.コントロール

は ~-nitroso-N-ethylureaの代わりにエタノールを加える . 反応、後，エタノール沈殿を

行い， 20 ~ 1の0.3M酢酸ナトリウム (pH6.0，20mM EDTAを含む)に溶かして再度エタノー

ル沈殿を行うことにより， N-nitroso-N-elhylureaを完全に除く さらに， 10 ~ 1のO.1~の

Tris-HCl緩衝液 (pH9.0)に溶かして， 50'C 5分間加水分解を行う これをエタノール沈

殿し，放射活性が等しくなるようにサンプルの量を調節して， 8M ureaを含む15あるいは

20%のpolyacrylamidegelで電気泳動を行い，その後オートラジオグラフィーを行う 定

評的な分析を行うため，オートラジオクラフィー後のフィルムの各バンドの濃さを，デン

1 9 



シトメーター(島津)にて測定した.

1.2.11 Eckstein法による tRNAのフットプリンティング

本方法では，まず. t RN AをT7RNA polymeraseにより invitroで合成する際に，日

位のリン酸基の酸素原子の lつが硫黄原子に置き換った[a-S]NTPを5%程度混ぜて転写を

行い.A. C. G. Uそれぞれについて部分的にphosphorothioateが含まれている転写物を得

る.phosphorothioateが図1-4の反応に示されるように12と反応して. RNA鎖が切断さ

れることを利用して.RNAのシークエンスやフットプリンティングを行うことができる

[Schatz et a 1. . 1991] .上記のように調製した転写物を (A.C. G. Uそれぞれが一部

phosphorothioateに置換されたものごとに)Qiagenのカラムで精製し.5'末端を前述の方

法で32pで標識し.ure a PAGEで精製する .native conditionでは， 30，000cpm相当の標識

tRNAに非放射性の tRNAを1~ M となるように加え. 10μlの印刷 Hepes緩衝液(pH 

7目4，10mM NaCl， 10mM MgC12を含む)中で37.C3分間放置し.5mM 1 2エタノール溶液

1 ~ 1を加えてさらに1分間反応させる.complexed conditionでは， 30.000cpm相当の標識

tRNAに非放射性の tRNAをl凶となるように加え.30 ~M の ARS と共に， 10 ~ 1の

10mM Hepes緩衝液 (pH7.4， 10mM NaCl， 10mM MgC12を含む)中で複合体を形成させ(37 

.C 3分間) ， 1-10mMの 12エタノール溶液をl川加えて，さらに 1分間反応させる

denaturing conditionでは，やはり 30.000cpm相当の標識 tRNAに非放射性の tRNA

を1~M となるように加え， 10mM Hepes緩衝液 (pH7.4)中で70.C3分間 preincubationを

行い.5 mM 12エタノール溶液をlμ加えて，さらに70.C1分間反応を続ける .これら3種

類の反応物は， 3M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH6. 0) 1 ~ 1を加えることで反応を停止しエ

クノール沈殿後， 8M urea PAGEで分析を行う .

他のグループの報告では， t RN Aのアイデンティティー決定因子の解析において，こ

の12を飼いたフットプリンティングは，前述のN-nitroso-N-ethylureaを用いた方法より

も感度がよいことが知られている [Schatz et a1.， 1991; Rudinger et al.， 1992] 

1. 2. 12 変異体tRNA".の反応速度定数の解析

O. 5-50 ~Mの tRNA" e と 0.1-20 ~M (t RNAのアミノ酸受容活性に応じて変える)

の11 e R Sを.100mM Tris.HCl (pH 7.5) .10 mM KCl. 2 mM AT  P. 0.1 mM [(U)-

A‘C] 11 e (315 mci/mmol)中で反応させ (50~l) . 30秒とl分後に24 ~ 1をとって 17~l 
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の氷冷した5%トリクロロ酢酸(TCA)に入れて反応を止める.このうち40#1をろ紙にぬ

って， 5%T CAで15分間， 3回洗う.さらに，エタノールで10分間， 2回洗った後乾燥し，

卜ルエンシンチレーターに入れてカウントを測定した 反応速度定数は， 30秒と1分後の

カウン卜から反応の初速度を求め， Lineweaver-Burk Plotで決定した.

1.2，13 修飾極基を13Cラベル したtRNAの13C-NMR測定

修飾塩基のメチル基が13Cでラベルされた tRNAG1uは，横山博士，横山(原)博士

(現日大松戸歯学部助手)らによって以下の方法で精製された.すなわち，まずメチオ

ニン要求株の大腸菌(rel-，met-)を ['3C-methylJmethionineを含む最小培地で培養し，

これからZubayの方法 [Zubay，1962Jにより粗RNA函分を抽出し，さらにDEAE-Sephadex

A-50(pH 7，5)およびDEAE-SephadexA-50 (pH 4.0)を用いたカラムクロマトグラムによっ

て，修飾塩基のメチル基が13Cラベルされた tRNAG1uを精製した .

NMR測定のためのサンプリングは，以下のように行なった. t RN Aは，エタノール

沈殿後， 20 mM deuteriated Tris緩衝液 (pH7.5)， 10mM MgC12に溶かし，セントリコン

(アミコン)を用いて，同緩衝液で5回(10-5倍)溶媒交換をする .その後，真空ライン

で凍結乾燥を行ない，重水素に溶かしてA260を測定し，サンプルとする. GluRSは

前述の方法で精製を行ない，セントリコンで濃縮後，溶媒交換を5回(10-5f;音)行ない

A280を測定した 目

NMRの測定は，以下のようにして行なった まず， 0.56mMの13Cラベル tRNAG1U

のはC-NMRを測定する この時， 13 Cの化学シフトの標準として， 5%の1.4-dioxane 

(δc=67.4)を用いる .測定後，サンプルチューブの tRNAを回収し， 1. 1倍当量の

GluRSを加えて，セントリコンで100# 1まで濃縮して 13C-NMRを測定する.

tRNAに対しGluRSをやや余計に加えるのは，複合体の形成を確実にするためであ

る.最終的に複合体での tRNAの滋度は， 0.37 mMになった. NMRの測定は， Bruker 

社のAM-400の装置を用い， 37.Cで行った .



1. 3. 結果と考察

1.3.1 tRNA '1eの型-nitroso-~- ethyl urea を用いたフットプリンティング

tRNA"'が 11 e R Sと複合体を形成すると，ステムの各所で構造変化が観測され

た(本章序，図1-1) これらの機造変化が， IleRSとの直接の相互作用によるもの

なのかどうかを明らかにする目的で， IleRSによるリン酸基のプロテクションに基づ

いて tRNA"eの 11 e R Sとの接触部位を解析した.図1-5に，このフットプリンテイ

ングの結果を示す.各写真で， 5のレ ーン (denaturingcondition)に比べ 3のレーン

(native condition)でリン酸基がアルキル化を受けにくくなっている部位は， t RN A 

がL字型構造をとることによって溶媒から隠れる部位である.酵母の tRN APheではコ

アの部分に存在する19番， 59番のリン酸基が強く隠れることがわかっている [Rombyet 

al. ，1985 ] 図1-5を定量的に解析した図1-6を見るとよくわかるように， tRNA"eで

も19番や59番といった， t RN Aのコアに相当する部位でリン酸基が隠れていることから

水溶液中では， tRNA"・はtR N APh・と同じように典型的な L字型構造をとっている

ことがわかる.さらに，図1-5で 3のレーン (nativecondition)に比べて 4のレーン

(complexed condition)でプロテクションが観測される部位は， IleRSが結合して

いた部位であると考えられる.この酵素によるプロテクシヨンを tRNAのL字型の上に

矢印(大きさがプロテクションの強さに対応)で模式的に表したものが，図1-7である.

図1-7で，まず， IleRSは，アンチコドンループのほぼ全滅としっかり結合し，さ

らに，アンチコドンステムの3'側の鎖に強くはりついている .先のNMRの解析において

観測されたようなアンチコドンステムの塩基対の緩み(図1-1)は， 1 1巴 RSがこのよ

うに tRNA"eのアンチコドンステムの片側の鎖のみに結合することにより，ステムの

ヘリックスが巻き戻された結果であるとも解釈できる Dステムにおいては，IleRS

は U12・A23を中心にステムの両側に結合しているが，これは立体構造上ではちょうど片面

( DステムがU8，A9や varia ble loopと3次構造上の水素結合をつ〈るのと反対側の面)

に結合することを意味する(図ト8) 先のNMRの解析においても ，U12.A23の寝基対は

複合体形成に伴って構造変化を起こしていることが示唆された部位であり，今回の結果と

はよくつじつまが合っている.したがって IleRSは， Dステムに関してはヘリックス

構造を保ったままで U12.A23と相互作用していると考えられる.また，アクセプターステ

ムにおいては70番と72番のリン酸基がプロテクションを受けており，アクセプターステム
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にも IleRSの認識部位が存在する可能性がある.これら図1-7に示したプロテクショ

ンを受けた部位を. t RNAのL字型3次構造の上にプロットしてみると(図1-9) .ほ

ぼすべてがL字型の片面 (variableloopと反対側の面)にのっていることがわかる白す

なわち 11 e R Sは. t R N A ".にDループの面から接触し，これを認識していること

が推察される凶これに対し.G41， U42. G43のリン酸基のみがこの函からややはずれてい

る(図1-8.9).しかし，もし前述のように. tRNA'"がIleRSと結合した際にア

ンチコドンステムが巻き戻るような構造変化が起きれば，これらのリン酸基も他と同じ面

にのることができる.また .Dループと T'l'Cアームには酵素によるプロテクションが見

られなかったことから. NMRで観測されたG15.C48やG19.C56などの3次構造上の水素結

合.G49.'l'65塩基対の変化は.IleRSによって直接認識を受けたことによるのではな

く，複合体形成に伴う tRNAの構造変化に起因するものであると考えられる

一方. tRNA '1 • が 1 1 e R Sと結合すると，むしろアルキル化を受けやすくなる部

位がある 例えば.10番.19番.59番などのリン重量基で，ちょうどnativeのtRNAでは

コアを形成して溶媒から隠れていたものが，コアが歪んで tRNAが部分的に変性し表に

出てきた印象を受ける(図ト6).実際これらの残基はDステムとvariableloopの間.D

ループとT'l'Cループの聞の3次構造上の水素結合を形成している残基であり. t RNA 

が酵素と結合すると，これらの水素結合が閲裂，あるいは少なくとも緩んでしまうことが

推察される.NMRによる解析でも ，複合体形成に伴ってこれらの3次構造上の水素結合

が関裂することが示唆されており(図1-1).本研究の結果とよく一致する.すなわち，

復合体形成に伴って .t RNAのDループと T'l'Cループの闘が閲裂するような構造変化

が起きていると判断される.さらに，アンチコドンループ内の37番の修飾塩基であるt'A 

( N-[ (9-β-D-ribofuranosylpurine-6-yl)carbamoyllthreonine)のリン酸基は，

t R N A 1，.が IleRSと複合体を形成することによって，顕著にアルキル化を受けや

すくなった(図1-6.7).このいA37は，フリーな tRNAではアンチコドンループの中

にスタックしているが.IleRSと複合体を形成すると，塩基の部分が認識されて表へ

引っ張り出されていると考えられる.

このように. N MR.フットプリンティングといった 2つの独立な物理化学的手法によ

り. tRNA"eは11巴RSと結合した際に ，局所的な構造変化と tRNA全体の機造

変化の両方を起こしていることが示唆された 目



1.3.2 tRNA11eの盟主旦旦転写物のEckstein法によるフットプリンティング

さらに， tRNA1 1 •の旦旦旦Eの転写物について，より感度の良い 12 を用いたフット

プリンテイングを行った(図1-10) .この方法では，同時にRNAのシークエンスが行わ

れるので，どの残基が酵素によって保護されたのかが明白である.すると，図1-10でVを

つけたDステムの両側，アンチコドンループ，アンチコドンステムの5'側に酵素によるプ

ロテクションが見られた.これは ~-nitroso-~-ethylureaを用いたフットプリンティン

グの結果(図1-5，7)と一致する.ただ， tRNA11eのinvitro転写物のプロテクション

のパターンと，修飾が入ったmatureなtRNA11eのパターンは，以下の点で相違が見ら

れた(図1-7) 

1. 1旦己主主主の転写物では， Dステムのプロテクションは明瞭だが，アンチコドンルー

プおよびアンチコドンステム 3'側鎖のプロテクシヨンはやや弱くなっている.

2. matureなtRNA11eで複合体形成に伴いアルキル化を受けやすくなった ，10， 19 

および59番のリン酸基は ，in vitroの転写物では切れやすくならなかった

3. in vitroの転写物では， matureなtRNA11eでは観測されなかったような，弱い

プロテクションが variableloopに見られた.

すなわち， t RNAi1・の修飾塩基のうちあるもの (t'A37)は， IleRSによって

特異的に認識されており，この修飾がなくなると， 1 1 e R Sによる認識が弱まって，周

辺のアイデンティティー決定因子の IleRSとの相互作用も弱まってくると考えられる

( 1に対する理由) .また， DループやTWCループにあってこれらの閣の相互作用を支

持していた塩基の修飾が無くなると，もともとの構造が開いたものになり，複合体形成に

伴ってDループ・ TWCループが閥裂しでも見かけ上切れやすくならないと考えられる

( 2に対する理由) • 3に関しては， variable 1∞p上の修飾塩基も構造の維持に寄与し

ており，これらの修飾が無くなることで variableloopの構造が弱くなり， IleRSが

周辺に結合すると， variable loopもアルキル化剤から保護されるような間接的な構造変

化を受けると考えられる.

1.3.3 tRNA"eのイソロイシン受容活性における修飾溢基の役割

tRNA11eの修飾の入っていない invitro転写物について，アミノアシル化の反応速

度定数を測定したところ， matureなtRNAに比べて活性が低下しており，それは主に，

~eatが落ちている( 1/4001音)ことに起因していることがわかった(表1-1) .そこで，
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37番のt'A37に着目し，これが別の修飾塩基で置き換わった tRNA"・のイソロイシン受

容活性を測定してみた.まず， 3H普にt'A を持つ大腸菌の tRNAi ' • ，および3H善が t'A 

ではなく m'Aになっている枯草菌E旦旦illuss旦bti 1 i sの tRNAi'eについて，大腸菌の

1 1 e R Sによるアミノアシル化の反応速度定数を測定した(表1-1，図1-11).すると

大腸菌の tRNApeに比べ枯草菌の tRNAl'eは Kmは2.7倍しか上がっていなかった

のに対し kca.tは1/15.6に落ちていた(表1-1.図1-11).さらに，大腸菌 tRNA1'e

のt'A37のみが他の修飾塩基(t'Aがさらに過修飾されたもの)になっている tRNAドー

の反応速度定数を測定したところ， matureなtRNA1'eに比べ Kmは1.6倍しか上がっ

ていなかったのに対し， kc"，は1/30に落ちていた(図1-11) .これらのことから ，大腸

菌tRNA"eのt'A37の修飾側鎖は，アミノアシル化反応のcatalysis(kc.')に寄与し

ていると考えられる.先のフットプリンティングの結果に対する考察(1.3.1，1.3.2)と

考え合わせるとmatureなtRN Al'eに対して旦旦込旦転写物の活性が1/400に落ちた内訳

は， t'A37の修飾側鎖に対する 11 e R Sの認識が欠落したことによって少なくとも 1/30

に落ち，残りは tRNAの構造の維持に効いている DループやTWCループの修飾塩基に

起因するものであろうと見積ることができる.

先のフットプリンティング解析では， in vitro転写物のプロテクションのパターンは，

田atureなtRNA'leのパターンと大局的には同じものであった.従って ，tRNA"eの

37番以外の残基に対する認識機織は， tRNA"e変異体のinvitro転写物の反応速度論

的解析によって明らかにすることができると判断される .そこで， NMRおよびフットプ

リンテイングの結果に基づき， 60穏以よの tRNA"e変異体をinvitroで調製した.

1.3.4 tRNAI ' •変異体の in vitro転写物の反応速度定数解析

tRNA1'e変異体の反応速度定数解析の結果を表1-1に示す.以下， t RN Aの各ドメ

インごとに議論する.

アンチコドンループ

イソロイシン受容活性の低下が最も著しかったのは，アンチコドンの 3残誌に変異を導

入した場合であった(表1-2) したがって，アンチコドンGAUはすべて tR N Al'eの主

要なアイデンティティー決定因子であると考えられる .このことは，いままでの報告とよ

く一致する [Muramatsuet al. ，1988b，1992; Pallanck & Schulman，1991J .また，フッ
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トプリンテイングによる解析で.IleRSがtRNA"eのアンチコドンとしっかり結

合していたことともつじつまが合う，アンチコドンの変異は.K固よりも主ca'に影響をお

よlました(表1-2).従って，アンチコドンは酵素の活性化 (catalyticactivation)に

働いていると考えられる.34番と35番に関しては，どの塩基に置換した場合も著しい活性

の低下が見られたことから，これらの庖基内のいろいろな原子が IleRSによって多重

的に認識されていると考えられる これに対し.36番のUは.Cに変えても主e..t/_K11'Iが1/6

しか落ちなかったことから(表1-2).IleRSは U36の2-carbonyl基 [Cでも保存され

ている(図1-12)]を主に認識していると考えられる.

l目3.3で述べたように.t'A37の修飾側鎖は酵素に直接認識されていると考えられる.未

修飾のtRNA"ei旦註立E転写物のA37を他の塩基に置換した場合，もはや主C&tは変化

しなかったが. K図は.UやCへの置換体で上昇したのに対し.Gに変えた場合はむしろ K.

が低下 (affinityが上昇)した(表1-2).このことから，図1-13に示されるようなモデ

ルを考えることができる.すなわち 11 e R Sは.t' A3 7の修飾側鎖のトレオニン部位の

carboxy 1基.c arbamy 1部位のcarbonyl基，および塩基 AのN7を認識していると考えられ

る.A37では，この3つの因子のうちlつしか持っていないのに対し.G37では 2つを持っ

ているため，むしろaffinityが上昇したと考えられる .また.A38をUに変えたものでは，

k catはまったく変わらずに. K園のみが17倍も上昇した(表1-2) .このA38にしろいA37

にしろ，フットプリンテイングにより IleRSと相互作用をしていることが明らかであ

り(図1-7).またこれらの塩基はほとんどすべての生物の tRNA"eで保存されている

[Sprinzl et al. .1989]ことから. tRNA"eのアイデンティティー決定因子であると

考えることができる.

またU33をAに変えた場合，やはり keatはほとんど変わらずに .K.のみが12倍も上昇し

た(表1-2).この塩基はほぼすべての tRNAで保存されていることから. tRNA"e 

のアイデンティティー決定因子とは言えないが.IleRSと相互作用していると考えら

れる目したがって.U33とA38がアンチコドンループを 11 e R Sにつなぎとめる錨のよう

な働きをし，その結果アイデンティティー決定因子G34.A35. U36. t'A37がIleRSの

適当な結合部位におさまってこれを活性化 (catalyticactivation)すると考えられる.

アンチコドンステム

NMRおよびフットプリンティングの解析の結果. t RN A'1・のアンチコドンステム
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先端の3つの塩基対がIleRSと相互作用していることが示唆された(序， 1. 3.1 ) 

そこでこれらの塩基対を，それぞれ他の3種類の塩基対に置換して，反応速度定数におよ

lます効果を調べた すると， C29・G41に変異を導入した場合にイソロイシン受容活性が大

きく低下した.C29.G41をU29.G41に変えた場合に主c"，/_Kmの低下は最も小さかったが，

さらにU29・A41に変えるとほぼ完全に失活してしまった(表1-2，図1-14).このことから

IleRS はC29.G41のうち3'側のG41を主に認識していると考えられる.この結果は.フ

ットプリンテイングによる解析において， IleRSがアンチコドンステムの3'側の鎖の

みと結合していたこととよく対応する(図ト7).さらに kc"，およびKmについて詳細

な解析を行うことにより，次のような原子レベルでのモデルを組むことができる(図1

14 ) すなわち， C29.G41をG29.C41に変えると Kmはほとんど変わらないが kc.，が大き

く低下する(表1-2，図1-14).これに対し， C29.G41をA29・U41に変えると. kc&tよりも

Kmに効いてくる(表1-2，図1-14).したがって， maJor groove側に向いているcarbonyl

基[G41の6-carbonyl基あるいはU41の4-carbony1基(図H2)Jがprotonacceptorとし

て働くことが， kca<  (catalytic activation)に効いていると考えられる(図1-14) 

これに対して，皿lnorgroove側に向いた amlno基[G41の2-amino基あるいはG29の2-amino

基(図ト12)Jが protondonnerとして働くことが， Km (IleRS-binding)に効いている

と考えられる(図1-14).ただ， G41の6-carbonyl基はRNAの maJorgrooveに深く埋も

れてしまっていて，このままでは 11 e R Sが認識することは難しい(図1-15，写真左の

モデルで真ん中よりやや下部にかろうじて見えている赤い酸素原子がG41の6-car bony 1 

基)。したがって，前述(1.3.1.)のようなアンチコドンステムの巻き戻りが起こっては

じめて， IleRSはこのcarbonyl基を認識できると考えられる.またこのC29・G41は，

大腸菌の tRNAでは tRNA"eに特徴的なものであり [McClain品Nichoras，19871，

アイデンティティー決定因子として用いられている可能性は高い.さらにこのC29.G41は

原核生物およびクロロプラストのtR N A 1 ，.では強く保存されている [Sprinzlet al.， 

1989 J .したがって， tRNA"eのC29.G41(G41)は，この tRNAのアイデンティテ

ィー決定因子であると考えられる.

C31.G39の変異体においてもイソロイシン受容活性の低下が見られた(表1-2) .しかし

この tRNAl'eのC31.G39は， t RN AγーではA31・939になっている. A.~塩基対はA. U~亙

基対より安定であることが報告されており [Pochonet al.. 1964; Sampson et al.， 

1992J ，またC31ι39の変異においても，これをA.U塩基対やU.A淘基対，さらにA.G塩基対
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といった弱い塩基対に置換した場合に活性が大きく低下したことから，このC31・G39はI

leRSによって特異的に認識されているのではなく，アンチコドンステムの先端の安定

化(ステムの巻き戻りが元にもどる過程など)に働いていると考えられる.A2B.U42や

G30.C40は，塩基対を置換しても活性の低下は見られなかった(表ト2). 

Dステム

Dステムの4つの塩基対をそれぞれ他の塩基対に置換した結果， U12・A23に変異を導入す

るとイソロイシン受容活性が大きく低下することが明らかになった(表1-2) .この塩基

対は，まさに， NMRおよびフットプリンティングによる解析で， IleRSと相互作用

することが示唆された塩基対である.U12.A23をmissmatchであるU12.U23に置換すると完

全に失活したことから， U12・A23塩基対のまわりが正常なヘリックスのコンフォメーシヨ

ンをとっていることが，酵素による認識にとって必須であると考えられる .またU12.A23

をA12.U23に変えた場合には， k ea包/K.は1/2しか落ちなかったことから， IleRSは

U12・A23のU12のIDlnorgroove側のフリーな2-carbonyl基を認識していると考えられる(図

1-16) .このU12・A23塩基対は，一部の真核生物の tR N A 11. (Dステムが3塩基対から

なるもの)を除いて，すべての tRNA"eで保存されている したがって ，U12.A23 

(UI2)はtRNA11eのアイデンティティー決定因子の 1つであると考えられる.

アクセプターステム

アクセプターステムの先端のA1. U7 2塩基対をGl.C72に変えて塩基対を強めても，イソロ

イシン受容活性は変化を受けなかったことから(表ト2)， I 1 eの系は， G 1 nの系の

ようなアクセプターステム先端の閥裂を伴う認識機様 [Rouldet al.， 19B9)をとっていな

いことがわかる アクセプターステム7塩基対すべてに，それぞれ変異を導入した結果，

C4 . G69をG4・C69に変えた場合のみイソロイシン受容活性の低下が認められた(表1-1). 

この結果は，フットプリンティングによる解析において.70番のリン酸基にプロテクショ

ンが観測されたこととつじつまが合う.また. NMRによる解析でも.C4・G69の隣のU5・

G68や，さらにU6・A67.G7.C66に構造変化が示唆されたこと(序)とも関連があると考え

られる.したがって.C4.G69は弱いながらも tRNA"eのアイデンティティー決定因子

の l つであると考えられる 目 興味深いことに • U5.G6BをU5.A6Bに変えても kc a.tおよびK.

はいずれも変化しなかったが. U5 ・ G6B を C5 ・ G6B に変えて塩基対を強めてやると ~e a.t.お

28 



よぴ_K.の両方が上がり，見かけ上主cat./玉固に影響がない結果となった(表1-2) .この

ことは，このU5.G68やC4.G69の周辺に構造変化が起こっており，この変化がアミノアシル

化反応の過程で重要な働きをしていることを意味している C4ι69は，大腸菌のtRNA

においてはtR N A IIeに特徴的であり [McClain品川choras.1987J.また原核生物やオ

ルガネラの tRNA 11 •でこの C4.G69 は強く保存されている [Sprinzl et al.. 1989J . 

このことは.C4.G69がtRNA"・のアイデンティティー決定因子であるという今回の実

験結果とよく符合する.

ディスクリミネーター

ディスクリミネータ-A73を他の3種類の塩基に置換すると.イソロイシン受容活性が大

きく低下した(表ト2) したがって，ディスクリミネータ-A73はtR NA 11 •の主要な

アイデンティティー決定因子であると考えられる.このことは，フットプリンティングに

よる解析において.72番のリン酸基にプロテクシヨンが検出されたのとよく符合する(1.

3.1) . A 7 3をC73に変えた場合が最も活性の低下の度合が小さかったことから.IleRS

は A73の6-amino基 [Cでは4-amino基で代用される(図1-12)Jを認識していると考えら

れる.

CCA末端

大腸菌の tRNAG1nはGlnRSと複合体を形成すると.CCA末端がへアピンのように

反りかえって ，先端のAが活性中心のポケットに入り込むことがX線結晶構造解析の結果

から明らかになった [Rouldet al. .1991J .大腸菌の 11 eの系でも同様なメカニズム

があるかどうかを調べるため. tRNA"eのC74.C75. A76をそれぞれGに変えた変異体

を調製して，反応速度定数を測定した(表1-2). C74をGに変えた変異体では.K.はほと

んど変わらなかったが， k catが著しく低下した.したがって.C74はディスクリミネータ

-A73と同じように.IleRSによって認識されていると考えられる.これに対し，隣

のC75をGに変えた場合には. Kmとkcat.が著しく上がったが，見かけ上では.!s_c.，/ _K.は

変わらなかった(表ト2) このように Kmとkcaもが共に上がるという現象は.U5・G68を

C5. G68に変えた場合にも見られたもので，復合体形成に伴いC75の近傍で構造変化が起き

ていることが示唆される .最後にA76をGに変えた場合は .k c atは変わらなかったが Km

が著しく低下した(表1-2).このことは.A76は酵素の触媒活性に影響することはなく，
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アミノアシルグループのacceptorとしてのみ働いていることを意味している .ところで大

腸菌の tRNAG1nでは ，C74は酵素と多くの相互作用をして認識され， C75， A76はディス

クリミネータ-G73とスタツキングしてへアピン構造を安定化していることが， X線結晶

解析の結果から明らかになった [Rouldet al.， 1989J .したがって，以よの変異体の反

応速度解析の結果は，大腸菌の 11 eの系でもGlnの系と同じようにCCA末端はへアピ

ン構造を形成している可能性を暗示していると思われる.

1.3.5 大腸菌tRNA"eのアイデンティティー決定因子

以上のNMR解析，フットプリンティング解析，変異体の反応速度論的解析の結果は非

常によく符合し，大腸菌のtRN Al1eのアイデンテイティー決定因子セットを明らかに

することができた.すなわち，アンチコドンループ中のアンチコドンG34，A35， U36，修

飾塩基t'A37，A38，ディスクリミネータ-A73，それぞれ3本のステムの真ん中に位置する

U12・A23，C29.G41， C4.G69 (下線を引いた残基が相手方よりもいっそう重要であると考え

られる)がtRNA'leのアイデンティティー決定因子であると考えられる(図1-17). 

大腸菌tRNA"eのもう一つのisoacceptorである tRNAγーは， tRNAlloとは76残

基中25残基も異なる配列を持ちながら，これら9個のアイデンティティー決定因子をすべ

て含んでいる(図1-18)

1.3.6 tRNA'1eのミニヘリックス ，マイ クロヘリックスのイソロイシン受容活性

アイデンティティー決定因子として1.3.5で列記したもののうち， C4.G69は他のものに

比べてイソロイシン受容活性における寄与が小さかった(表1-2) .そこで，これが真に

tRNA"eのアイデンティティー決定因子であることを確かめるため， tRNA"eのア

クセプターステムに(それとスタッキングしている )T'l'Cアームが連結した構造を持つ

ミニヘリックス，さらにアクセプターステムだけの構造を持つマイクロヘリックスをT7

RNA polymeraseを用いてinvitroで合成した(図1-19).これらのtRNAの部分分子の

反応速度論的解析を行なえば，アクセプターステムのイソロイシン受容活性への寄与を直

接見ることができる.しかし活性測定条件のARS濃度が高いと， AR S自身にアミノ酸

が結合して，これが誤って検出されてしまう 目そこで，酸性PAGEや HPLCを用いること

によって，確かにRNAにアミノ酸が結合していることを確認する必要がある [Martins

& SChimmel，1992; Frugier et al. ，1992J .ただしこのARSへのアミノ酸結合反応は非
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常に反応速度が遅いので，本研究のような短時間での測定には誤差範囲の影響しかないと

考えられる.

反応速度論的解析の結果，ミニヘリックス，マイクロヘリックスのいずれも互mはほと

んど変わらなかったが kca tが野性型の tRNA"eに比べて著しく (1/100)低下して

いた.すなわち，アンチコドンなどのアイデンティティー決定因子を欠落している分だけ

catalyticactivationとしての働きを欠いてはいるが，アクセプターステムだけでも十分

IleRSに認識されていると考えられる ーそこで，このマイクロヘリックスの上で， C4 

ι69をG4・C69に置換した変異体，およびA73をGに変えた変異体をそれぞれ調製し，イソロ

イシン受容活性を測定した(図1-19) .すると，これらの変異体マイクロヘリックスはイ

ソロイシンを全く受容しなかった(表1-2) .したがってC4・G69もA73と同様，確かに tR

NA'1・のアイデンテイティー決定因子の一つであると考えられる.

1.3.7 tRN A~. rのイソ ロ イ シン受容 t R N Aへの変換

そこで， 1. 3. 5で述べた9個の残基が本当にtRMA"eのアイデンテイティー決定因子

であるかどうかを確かめるため，これらを大腸菌の tRNAドr(アンチコドンUGA)に移

植して，イソロイシン受容活性をもつようになるかどうかを調べた tRNA s• r は，ク

ラス11に属する長いvariableloopを持つtRNAで， tRNA"eとは最も相向性の低い

tRNAの 1つであると考えられる.これら9つの残基以外に， tRNA~ecは D ステムの

先端がG13.A22というmissmatchになっているので，これをC13.G22に変え，また，アンチ

コドンステムの先端のU31.A39はより安定なC31.G39に変えた(図1-20A) .図卜20Bからわ

かるように， t RNA s • r は大腸菌 I l eRS によって全くアミノアシル化を受けなかっ

たが，これらの残基を移植してやることによって ， この tRNA~"'変異体(図 1-20A) は

IleRSに対するよい基質となった さらに，反応速度論的解析の結果， K.は6倍に上

昇していたが kc&もはほとんど変わらいことがわかった(図1-20A) この K.の上昇は

t R N A SecとtRNA'1eの憐造的な相違によるものであろうと考えられる .いずれにせ

よ，1.3.5で述べた9つの残基は確かにtRNA'1eのアイデンティティー決定因子である

と結論することができる .

また，補足的ではあるが，高度好熱菌 IleRS(第 2章)を用いて， tRNAsecお

よびtRNAse..，1eのアミノアシル化反応を行なってみた .その結果，高度好熱菌の

IleRSはtRNASerを全くアミノアシル化しなかったが，上記の 9残基を移植した
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tRNAS..~II ーは tRNA" e と同程度にイソロイシンをチャージされることがわかった

(図HOB).したがって，図1-17に示した 9残基は，高度好熱酋 IleRSに対しでも

完全なアイデンティティーセットであると考えられる

).3.8 1 1 e R Sによる認識に伴うtRNA"eのlocalな構造変化とglobalな構造変化

1. 3.4の議論に基づいて，図1-15に，各アイデンテイティー決定因子(黄色)で認識に

特に重要であると思われる官能基を赤(酸素原子)および青(窒素原子)で示した .先に

述べたように，これらのうち.maJor grooveに埋もれているなどの理由により IleRS

が認識しにくくなっているものは，ステムの巻き戻りなどのlocalな構造変化によって表

に出てきて IleRSに認識されるしくみになっていると思われる.すなわち先のNMR

による解析で，アイデンティティー決定因子の近傍に認められた変化(図1-1)は.11 e 

RSによる認識に伴う tRNA"eのlocalな構造変化を意味しているものと思われる.で

は.NMRによる解析(図1-1)やフットプリンティングによる解析(図1-7)で.Dルー

プやT'l'Cループなどの tRNAのコアを形成する部位に認められた変化はどのような意

味を持つのだろうか

1.3.9 tertiary base pairの変奨体の反応速度音量的解析

そこで. t RN AI'・の9つのtertiarybase pairに変異を導入し，これらの水素結合が

もともと組めなくなったような tRNA"・変異体を調製 し，反応速度定数を測定した.

すると.A9.A23. GI0・G45.G15・C48.G18・U55.G19・C56.G26・A44.U54.A58の変異体では

!.巴日も旦mも変わらず，これらが閲裂してもアミノアシル化反応の過程は影響されないこ

とがわかる(表1-2.図1-21).これに対し.U8.A14やG22.G46などのtertiarybase pair 

を変異の導入により組めなくしてやると， k catが著しく低下することがわかった(表1-

2.図1-21).変異を導入しても活性に影響のない(漉してもよい)tertiary base pair 

は.NMR解析(図1-1)やフットプリンティング解析(図1-7)において，複合体形成に

伴い積極的に関裂していると推察された部位であり，綾してはいけないU8.A14やG22.G46

などのtertiarybase pairは，これらの物理化学的解析においても，確かに残っている.

すなわち. tRNA"'は11 e R Sと複合体を形成すると. tRNA"'のコアのコンフ

オメーションが変わるようなglobalな構造変化が起きて ，数多くのtertiarybase pairが

積鍾的に関裂すると考えられる これは，酵母の tRNAPheとは著しい相違を示してい
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る，すなわち tR N A Pheでは， 9つ全てのtertiarybase pairが残ったままでtRNA

が適切なL字型構造をとっていることが，そのフェニルアラニン受容活性に必須であると

考えられる [Sampsonet al.， 1990]. 

1.3.10 T'l'Cアームを欠失した tRNA"eのイソロイシン受容活性

以上の解析により， I 1 e R SがDループを含む函で tRNA"eと接触し，これと複

合体を形成すると ，tRNA"
eのDループと T'l'Cループが関裂するような構造変化が

起こることが示唆された.また T'l'Cアームにはアイデンティティー決定因子が存在して

いないことから， tRNA"・のT'l'Cアームを取り去ってしまっても， IleRSによ

ってイソロイシンをチャージされるのではないか， と考えられる.天然では，線虫

( caenorhabditis 邑旦旦~，住旦且E 竺_ll_Il!)のミトコンドリアの tRNAが， T'l'Cアー

ムを欠失していることが知られている [Wolstenholmet al.， 1987J そこで， T'l'Cア

ームを欠失し，代わりにUUUUUGなる配列(坐旦工iss盟EのtRNA"eの配列を用いた)

で variableloopとアクセプターステムをつなげた大錫菌tRNA"
e変異体をinv i主ro

で調製し，反応速度論的解析を行った(表1-1，図1-22) .すると，興味深いことに互国は

ほとんど変わらず(むしろ小さくなり) . k c"，だけが1/12程度に低下した(表1-1) .こ

のことは， T'l'Cアームを欠失したような柔らかい構造を持つ tRNA"・変異体でも，

IleRSによって十分に認識され，それなりにアミノアシル化されてしまうことを意味

している.さらに， variable loopとアクセプターステムの聞の挿入配列 UUUUUG(( (U)s 

G J)を(U)‘G，(U)3G， (U)2G， UGと絡めていくと，急激にKmが上がって，アミノアシル化

されなくなる(表1-2，図1-22 b) .この失活の原因を図1-23のモデルから考察すると，

T'itCアームをこのような短いループでつなぐことにより， tRNA"eの認識部位(ア

イデンティティー決定因子)付近の僧造までひろく綴れてしまったためであるか，あるい

は，本来T'l'Cアームが持っていた柔軟性が失われてしまって， tRNA"・の傍造変化

がスムーズに起こらなくなり，アイデンティティー決定因子が効率よく IleRSに認識

されなくなったためであると考えられる.

1.3.11 tRNA日。の2ドメイ ンへの分断

tRNA は 2本のヘリックス(acceptor-Tに helixとanti-codon-Dhelix)に分かれ，

それぞれがl種のドメインになっている そこで. tRNA"eにおいて，さらにこの 2つ



のドメインに切り離した形でも IleRSによって十分アミノアシル化されるかどうかを

解析した.具体的には，図1-24に示したように， acceptor-T曹Chelixからなるミニヘリッ

クスとanticodon-DhelixからなるアンチコドンミニヘリックスをT7RNA poly皿eraseを用

いて調製し，ミニヘリックスのイソロイシン受容活性がアンチコドンミニヘリックス(マ

イクロヘリックスの6倍濃度)を加えることで上がるかどうかを調べた.するとアンチコ

ドンミニヘリックスを加えた場合，ミニヘリックス単独の場合に比べて，プラトーレベル

にして約 20%のイソロイシン受容活性の上昇が再現性良く認められた(図ト24).したが

って，アンチコドンアームやDステムは，アクセプターステムとは独立に 11 e R Sに認

識されてこれを活性化していると考えられる.しかしアンチコドンミニヘリックスを加え

ても， 1/60に低下したミニヘリックスのイソロイシン受容活性はわずか1.2倍しか上昇し

なかった.もちろんミニヘリックス分子だけでなく，アンチコドンミニヘリックス分子も

同時に IleRS分子と結合しなければならないので，これにより kcatはかな り低下す

ると考えられるが，それを考慮しでもなお効果が小さいと考えられる.この原因として，

)-3-9でkcatに効いていることが明らかになった高次構造上の塩基対U8・A14やG22目G46が

欠落していることが考えられる.さらに考察を進めるなら ，アンチコドンアームやDステ

ム，アクセプターステムが共有結合でつながったまま， tRNA"e分子全体がglobalな

構造変化を起こすことではじめて，全てのアイデンテイティー決定因子が余すところなく

IleRSに認識され， IleRSを十分に活性化するものと予想される.すなわち，ア

ミノアシル化反応の活性化のシグナルは醇素側の構造変化のみを介して行われるのではな

く， t RN A側のglobalな構造変化をも介していることが本研究により示唆された.

1.3.12 1 1 e R Sによる tR N A .，.の動的な認識機構

以上の大腸菌 tRNA1'eの3種の独立した解析 (NMR，フットプリンティング，反応

速度論的解析)の結果を合わせると， IleRSによる tRNA"eの認識機構が浮かび

上がってくる(図1-25).すなわち， IleRSは tRNA 1I •のアンチコドンループに

しっかり結合し，アンチコドン 3残基およびt6A37とA38を認識する さらに，アンチコド

ンステムの3'側のRNA単鎖にはり ついてG41を認識する .これにより，アンチコドンス

テムの巻き戻りが生 じ，先端の 2残基が関裂する.また， Dステムにおいては，ヘリック

ス情造のままでステムに結合しU12を認識する これにより，近傍のtertiarybase pair 

は関裂する.一方アクセプターステムでは，ディスクリミネータ -A73およびG69を認識す
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る.これら tRNA分子全体に散在するアイデンティティー決定因子が一度に認識される

ため， tRNAはL字型構造をとれなくなり， Dループと T']fCループは閲裂し， L字型

立体構造は歪んでしまうと考えられる.このモデルをグラフィクスを用いて表したのが図

1-26である .Dループと T']fCループの閲裂には，アンチコドンステムの巻き戻りに引き

ずられて起こるT']fCアームの配向の変化が起因していると考えられる(図1-26) . 

1. 3.13 フットプリンティングによる tRN A~ot' M etRS 複合体の解析

これまで tR N A"etのアイデンテイティー決定因子はアンチコドンであるということ

が定説になってきたため， t RNA全体にわたっての詳細な研究は報告がない.そこで本

研究では，大腸菌の tRNA10tと高度好熱菌MetRSの複合体のフットプリンテイン

グ解析を行って，その相互作用機式を tRNA全体にわたって明らかにすることを試み

た.高度好熱菌の tR N A1'もは大腸菌の tR N A ~et とほぼ同じ配列を持ち( T']fCステ

ムの3ヌクレオチドと 4つの塩基修飾だけが異なる [Watanabeet al.， 1979 J ) ，高度好

熱菌MetRSは2つの tRNA~oもを同じ反応速度定数でアミノアシル化する.

まず，ヌクレアーゼSIやヌクレアーゼVlといった酵素プロープを用いたフットプリンテ

イングを行った(図1-27) .ヌクレアーゼSIは， RNAの露出したループ構造を特異的に

切断する これに対し，ヌクレアーゼVlは二本鎖のステム領域を特異的に切断する .まず

ヌクレアーゼSIによって ，フリ ーの tR N A ~o 色の C34 ， A35， U36の3'側が切断された(図

1-27，レーン4) .これにMetRSを加えると，これらアンチコドンの3残基はプロテ

ク卜され，確かに tR NMo包のアンチコドンはMetRSと結合していることがわかる

(図1-27，レーン5).MetRSの代わりに大腸菌の 11 e R Sを加えると，アンチコ

ドン3残基はいずれもプロテクシヨンを受けず，むしろより強く切断されている印象を受

ける(図1-27，レーン7) .したがって， MetRS による tRNA~otのアンチコドン部

位のプロテクションは特異的な認識によるものであり，他のARSによってはむしろ排除

されるような現象が起きていると予想される.興味深いことに，単量体型のMetRS ( 

C端の二量化ドメインを欠失させたもの，第 2章)を用いた場合には，アンチコドンのプ

ロテクションが弱い(図1-27，レーン6) したがって， MetRSによる tR N A""'の

認識は，酵素の二量化によってより確実なものにされているのかもしれない .ヌクレアー

ゼV1では，明らかなプロテクションは検出されなかった(図1-27，レーント11) .したが

ってMetの系では， 1 1 eの系のように tRNAのステムに強い認識部位が存在する可
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能性は低いと考えられる.

そこで，醇素プロープよりさらに感度のよし喧-nitroso-~-ethylureaを用いたフットプ

リンティングを行った.大腸菌のtR N A~.乞は大腸菌の tRNA1 " に比べて構造が弱い

ためか，反応の過程で切れやすく，これが解析の妨げになってしまった.図1-28にフット

プリンティングの結果を示す.各バンドの強度をデンシトメーターで測定して，定量的な

ヒストグラムで表したものを図1-29に示す.さらに，この結果を tRNAのL字型2次構

造の上に矢印で表したものが図1-30である.すると，やはりアンチコドンが最も強いプロ

テクションを受けた.また. Dアームやvariableloopにもプロテクションが見られた(

図1-28-30).これらのプロテクシヨンは.MetRSの代わりに IleRSを用いた場

合は検出されなかった(図1-28.レーン4).さらに.プロテクシヨンを受けたリン酸基

をtRNAの3次構造の上にプロットしたものが図1-31である.これを見ると，プロテク

ションを受けたリン酸基はほぼ 1面にのっており .MetRSはtR N A Heものvariable

loopの側からこれと相互作用していると考えられる.これは tRN A11・の場合とは逆の

方向に相当する(図1-9と図1-31を比較) .すなわち. M e tと11 eの2つの系は，

tRNAについてもARSについても非常に相向性が高く，同じサプグループに属すると

考えられているが. t RNAとARSの相互作用様式は著しく異なることが今回の研究に

より示唆された.

さらに興味深いことに.16番. 19~幸のリン酸基は. MetRSと複合体を形成すると ，

フリーな状態よりもアルキル化剤の攻撃を受けやすくなった(図1-28.29.30)目特に19番

のリン酸基は，フリーな状態の4目5倍の強度を示し(図1-29).ゲルの写真上でも強度の

増加がはっきり認められる(図1-28.レーン2).この結果は，以前報告された大腸菌の

t R N A ~e< . M e t R S複合体の RNaseプロープによるフットプリンティングの結果

[Yamashiro-Matsumura & Kawata.1981]と非常によく一致する.すなわちその結果とは，

リボヌクレアーゼT2を用いた場合には. tRNA~. 巴が MetRS と複合体を形成する

と.A14. G15. A22. G23およびC34の切断が促進され，ヌクレアーゼSIをプロープとした

場合には.G15. G19. G20. G23およびG2がより切れやすくなった，というものである.す

なわち. tRNA1 ' • で見られたように. tRNA~.'の場合も酵素と複合体を形成する

と.Dループと T'l'Cループのtertiaryinteractionが閲裂すると考えられる ，

コンピユーター解析の結果からは. tRNAH・tにはアンチコドンとC3・G70以外に，他

のtRNAと比べて特徴的な残基が見つからない [McClain& Nichoras.1987].したがつ
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て，本研究の結果から. tRNAHe<の支配的なアイデンティティー決定因子はやはりア

ンチコドンであり，他にもDアームかvariableloopにそれより弱いアイデンティティー

決定因子が存在することが示唆される.

1. 3. 14 日 C-N MR を用いた tRNA~lU'Gl uRS 複合体の解析

tRNAG1Uのグルタミン酸受容活性に tRNAの修飾が必須であることは序でも述べ

たが，そもそも tRNAG1Uには修飾塩基が少なく .V13. mnm5s2U34. m2A37. T54.申55の

わずか5つしかない.このうち.T54と甲55は全ての tRNAで共通して存在し .Dループ

とT'l'Cループのtertiaryinteractionに寄与する修飾塩基であると考えられるので ，他

の3つの修飾塩基のどれかをGluRSは特異的に認識していると思われる.図1-32にメ

チル基が13Cでラベルされた修飾塩基とその tRNAG1uでの位置を示す.従って本研究

では.'l'以外の修飾塩基についてその GluRSとの相互作用を検討することができる.

図1-33に13Cラベルされた tRNA01uのはC-NMRの結果を示す.各修飾塩基のメ

チル基の 6cの値は，単離されたヌクレオシドの13C-NMRの測定結果より明らかにな

っている [Yokoyamaet al. .1980]ので，これを用いて帰属を行った 図1-33で見られる

ように.3つの修飾糧基のメチル基のシグナルはよく分離している.低磁場側のブロード

なシグナルは，天然存在比に相当して tRNAG1Uに含まれる13C由来のシグナルである.

このフリーの大腸菌 tRNAG1uに高度好熱菌GluRSを加えて複合体を形成させた

場合の"C-NMRの結果を図1-34の上に示す. GluRSと複合体を形成して分子量が

約3倍になったため. 3本のシグナルは線幅が広がっている.複合体を形成することによ

り，フリーの状態に比べて2つの大きな変化が起こっている.1つは.mnm5s2U34のシグナ

ルが1.2ppmも低磁場シフ卜したことである.このことから，アンチコドン1字自のmnm5s2U

はGluRSと特異的に相互作用していると考えられる .また，シグナルが低磁場シフト

したことから ，なんらかのGluRS側の芳香族アミノ酸残基がこの認識に関与している

可能性がある [Nurekiet al. .1992] (第2章) .図1-34を詳しく見ると，複合体を形成

した際のmnm5s2Uのシグナルが2つに割れており. 1方は化学シフトが変わらず，もうl方

のみが低磁場シフトしている .そもそも tRNAG1uには .nativeなコンフォメーシヨン

とdenature型のコンフォメ ーシヨンの 2形が存在 しているといわれており，化学シフトが

変わらない方のシグナルはdenature型のコンフォメーシヨンをとっている tRNA
G1U
由

来のシグナルである可能性がある.
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もう1つの変化は， m'A37のシグナルが，分子量の増加による効果以上にブロードニング

したことである (Tのシグナルのブロードニングの度合と比べるとよくわかる) .このこ

とは，アンチコドンの隣に位置する37番のがAもやはり GluRSと特異的に相互作用し

ていることを示唆する.酵母の tRNA A • P ・ AspRS 複合体の X線結晶解析では，

t R N AAOPの37番のm'Aは酵素の疎水性ポケットに深く入りこんで認識を受けていること

が示唆されている.本研究により，大腸菌tRNAG1Uの場合にも同じような認識機構が

存在することが示唆された.

本研究より GluRSはtRNAG1Uのアンチコドンループに存在する 2つの修飾塩基

を特異的に認識していることが示唆された ~-nitroso-~-ethylureaを用いたフットプリ

ンティングにより ，アンチコドン以外にも， Dアームやvariableloop，アクセプタース

テムで酵素との接触が検出されている(館野・濡木，未発表) .コンビユター解析の結果

[McClain &Nichoras，1987Jと考えあわせると， Dステムの Ull.A24，C12・G23，~13 ，お

よび variableloopのU44，A45， A46， A49，アクセプターステムのG69，G70， A71は

tRNAG1Uに特徴的であり，しかもこれらは酵素との接触がフットプリンティング解析

により示唆された部位である(館野・濡木，未発表).また DループのC20，C20.，アン

チコドンループのC38は他の大腸菌tRNAではほとんど見られない残基である.したが

って，これらの中にも tRNAG1Uのアイデンティティー決定因子が含まれているものと

考えられる

1. 4. 結論

本研究では，大腸菌のtRNA"e，tRNAHet， tRNAG1Uの，それぞれ特異的な

ARSによる認識様式を解明・考察し，特に， tRNA"eについては ，NM R，フット

プリンティング， t RN A変異体の反応速度論的解析といった独立した 3つの解析の結果

が相乗的に統合されて，全てのアイデンティティー決定因子とその動的な認識機構を明ら

かにすることができた. tRNA"eでは，アイデンティティ 決定因子が分子全体にわ

たって散在し，いままでどのtRNAでも見いだされなかったアンチコドンステムやDス

テムの真ん中にもアイデンティティ ー決定因子が存在することがわかった.さらに，こう

いったアイデンティティー決定因子の分布そのものが， AR Sによる tRNAの動的な認

識と結びっくことを示唆することができた.以下，この2点について，他のtRNAの系
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と比較しながら議論を進める.

tRNA"
eの最も主要なアイデンティティー決定因子はアンチコドンの3残基であっ

た.これは他の多くの tRNAでも共通した特徴である [Normanlyet al. ，19B6; Yarus， 

19BB; Normanly品Abelson，19B9;Schimmel.19B9J .ただし tR N A'1・の場合は，さら

にアンチコドンループ上のいA37，A3Bも比重の高いアイデンティティー決定因子として働

いており，特徴的である .37番の修飾極基が認識部位となっていることを示唆したのは，

おそらくこの tRNA11eの系が最初であると思われる.最近のX線結晶構造解析の結果

より，大腸菌の tRNAG1nでも37番のがAが酵素によって認識されていることが明らかに

なった [Rouldet al. ，1991J .おそらく本研究の tRNAG1uでも ，m2A37はGluRS

によって特異的に認識されていると考えられる(1.3.14).一方で，酵母の tRNAA.P

では， 37番のがGは， ArgRSに対する負の決定因子 (nega-tivedeterminant)として

働いていることが示唆されている [Perretet al. ，1990J 

tRNA11eの次に比重の高いアイデンティティー決定因子は，ディスクリミネーター

であった.ディスクリミネーターは，他の多くの tRNAでもアイデンティティー決定因

子として用いられている [Yarus，19BB;Normanly & Abelson，19B9; Schim皿el.19B9;

Schulman， 1991 J 

アンチコドンステムに関しては，これまでに大腸菌およびヒ卜の tRNAPheで，ステ

ムの先端の 2つの極基対や27・43の塩基対がPheRSの認識部位であることを示唆する

実験結果が報告されている [McClain& Foss，19BBc; Nazarenko et al. ，1992J 本研究

では， tRNA11eのアンチコドンステム 3番目のC29.G41がかなり強いアイデンティティ

ー決定因子であることを示し，アンチコドンステムにもアイデンティティー決定因子が普

遍的に存在する可能性を強く示唆することができた.

アクセプターステムについては tRNAsec，tRNAA1& ， tRNAHi'， tRNAG1' 

tRNAG1nなどの系で，先端の3塩基対のうち 1っか2つがアイデンティティー決定因

子として用いられていることが知られている(図1-35) [Normanly et al. ，19B6; Hou & 

SChimmel，19BB; McClain & Foss，19BBa; McClain et al. ，198B; Franklyn & Schimmel， 

1990a， b; McClain et al. ，1991a， b; Franklyn et al. ，1992; Jahn et al. ，1991J 本研

究の tRN A 11 • では， C4.G69が， mlnorではあれ，確かにアイデンティティー決定因子と

して働いており， 4番目以下の塩基対もアイデンティティー決定因子として用いられる可

能性を示唆することができた またアクセプターステムには，iEの決定因子だけでなく負
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の決定因子も存在すると考えられており [Schulman，1992J ，この領減に多くのtRNA

がアイデンティティー決定因子を持つことの 1つの傍証となっている.

さらに， t R NAのL字型構造の中心に近いDステムについては，酵母の tRN  AA・p

や大腸菌の tRNAG1nで，アイデンティティー決定因子 (G10)が存在することが断片的

に示唆されてきたが [Rouldet al.， 1991; Putz et al.， 1991J ， t R N A 11・では，ステ

ムの真ん中のU12・A23がアイデンティティー決定因子となっており， t RN  AのDステム

にもアイデンティティー決定因子が普遍的に存在することを示唆することができた.ちな

みに， tRNAA'O  (U20) [McClain & Foss，1988cJ， tRNAPhe (G20) [Sampson & 

Uhlenbeck，1988; Sampson et al. ，1989，1992J ， t RNAG1n (C16) [Rould et al.， 

1991 J ，そしておそらく tRNAG1u (1.3.16)では， Dループの特徴的な・variab1e

pocket'にアイデンテイティー決定因子が存在すると考えられる.

これに対し， tRNA"eのT'l'Cアームには，本研究の T'l'Cアーム欠失変異体の解

析から明らかなように，アイデンティティー決定因子は存在しないと思われる.線虫ミト

コンドリアのほとんどの tRNAはT'l'Cアームを欠失していることから， T'l'Cアーム

にアイデンティティー決定因子が無いことも，かなり普遍化できる可能性がある ，

以上のように考察してみると， tRNA"eは決して例外的に複雑なのではなく，すべ

ての tRNAには，酵素による認識において共通の方式が存在することが示唆される.そ

して各tRNAは，認識部位の場所を少しずらせたり，比重を変えたり，塩基修飾を導入

することで，それぞれのアイデンテイティーを発揮していると考えられる

また tRNA"ーでは，酵素による認識に伴い10ca1な構造変化に加えてgloba1な構造変

化が引き起こされた このようなglobalな構造変化は，散らばって存在するアイデンテイ

ティー決定因子が IleRSによって十分に認識を受けるのを助けるように徽密にデザイ

ンされたものである.このようなDループと T'l'Cループの関裂を伴うgloba1な構造変化

は， t R N A H"，や tR N AV・lの系でも，フットプリンティングやF'9_NMRを用いた

解析により示唆されている [Yamashiro& Kawata，1981; Chu & Ho1owitz， 1991J .また，

tRNAG1nでも， GlnRSと相互作用することによって傍造上のストレスが生じ，特

異的なRNA主鎖の切断が起こることが報告されている [Berestenet al.， 1992J. した

がって， tRNA"eで見られたように，アイデンティティー決定因子の認識がtRNA

の1oca1な精進変化とgloba1な構造変化を伴うという現象は，他の tRNAの系にも普遍

的に存在するものと思われる
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Mu阻nttype tRNAlIe variant Km k四t k個 t/Km Lo話。f

似M) x1()3(s-I) (relative) specificity 

(x-rold) 

右京戸etranscript AIU72(刷 Idtype) 8.4 3.3 0.81 1 

G1C72 8.2 4.0 1.0 1 

，̂C叩torstem G2C71→A2U71 7.9 1.8 0.48 z 
C2G71 n.d. n.d. 3.3 0.3 

G3C70→A3U70 12 10 1.8 0.6 
C4G69→U4A69 7.0 2.7 0.79 1 
G4C69 4.8 0.30 0.13 8 

U5G68→C5G68 33 29 1.8 0.6 
U5A68 6.7 2.8 0.86 1 

U6A67→C6G67 15 6.1 0.85 1 
G7C66→A7U66 11 3.8 0.71 1 
U8→A8 21 0.27 0.027 37 
A9→C9 10 2.9 0.59 2 

D.stem and I∞p GI0C25→A10U25 12 4.3 0.73 1 
CllG24→UllA24 15 5.2 0.74 1 
UI2A23→C12G23 29 0.82 0.058 17 

GI2C23 24 2.4 0.21 
AI2U23 26 5.8 0.45 
UI2U23 n.d. n.d. <().OOI >10ω 

C13G22→U13A22 7.7 0.85 0.23 4 
G13C22 4.2 3.0 1.5 0.7 

G15→A15 8.3 7.9 2.0 0.5 
G18→A18 3.7 1.4 0.81 1 
G19→A19 1.2 0.86 1.5 0.7 

Anticodon stem A28U42→C28G42 10 2.4 0.50 2 
C29G41→U29A41 n.d. n.d <0ω1 >10ω 

A29U41 96 2.6 0.055 18 
G29C41 15 0.30 0.041 24 
U29G41 16 0.78 0.10 10 

C30G40→U30A40 10 5.0 1.0 1 
A30U4O 8.6 7.6 2.0 0.5 
G30C4O 19 3.9 0.43 2 

C31G39→U31A39 12 0.67 0.12 8 
A3lU39 5.7 0.17 0.063 16 
G31C39 10 1.2 0.24 4 
A31G39 14 0.19 0.028 36 

Anti叩don1∞p C32→A32 7.1 1.1 0.32 3 
U33→A33 1ω 1.6 0.033 30 
G34→A34 33 0.057 O.ω36 施。
C34 36 0.053 。ω31 320 
U34 12 0.039 。ω70 140 

A35→C35 57 0.071 。ω26 380 
G35 n.d n.d. <0.ω1 >10∞ 
U35 39 0.082 。ω44 230 

U36→A36 77 0.166 。ω45 220 
C36 63 5.3 0.18 6 
G36 46 0.57 0.026 38 

A37→C37 63 6.9 0.23 4 
G37 3.7 3.3 1.9 0.5 
U37 19 3.2 0.35 3 

A38→U38 140 4.9 0.073 14 
Variable I∞p G45→U45 57 23 0.85 1 

G46→C46 9.1 0.053 0.012 83 
T-stem and loop A57→G57 26 7.6 。伺 1 

G49U65→G49C65 130 42 0.67 I 
31 terminus A73→C73 160 10 0.13 8 

G73 25 0.25 0.020 50 表1-2 大邸菌tRNAl'・
U73 56 0.62 0.023 43 

変異体の反応速度定数C74→G74 23 0.14 0.013 77 
C75→G75 420 150 0.73 1 

*; Tアームを欠失させた
A76→G76 230 3.1 0.028 36 

d(T'!'C-Arm) ー(U)5G-専 7.3 0.34 0.097 10 tRNA1'・(図1-22)
(U)4G-事 10.9 0.21 0.040 25 

+ .アイデンティティ がイソロ
令(U)3G-* 68 0.47 0.014 71 

ー(U)2G-* n.d n.d <0.001 >10ω イシンに変換した tRN A 5ec 
-UGーキ n.d n.d <0.001 >10ω 

Minihelix 6.9 0.058 0.017 59 
Microhel山 4.6 0.028 0.012 83 
Microhelix C4G69→G4C69 n.d n.d. <0.001 >10ω 
MicrOhelix A73→G73 n.d n.d. <0.001 >10∞ 
tRNASersl.t 50 2.5 0.11 9 

'~NA III'(mature) 5.4 1600 620 0.002 

~lure) 9.6 1400 310 0.003 
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図1-10 大路菌tR N Al'.の invitro転写物の Eckstein法によるフッ トプリンティング

A， C， G， Uのうち 1種類のヌクレォヲ F石phosphodie山 rbondが phosphorothioatediesterに
ー部置換された転写物にヨウ化エチルを作用させたもの 写真右の三角は， IleRSによりプロテ
ヲシヨンを受けた部位.D， D-arm; A， anticodon loop; T， T申C-loop
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1. 3.4での議論に備え. 4種類の塩基の番号の付け方を示す.
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図1-23 Tアームを欠失したtRNA1'eの構造 Tア ムの代わりに押入した配列
(U) .Gのnを5，4， 3， 2， 1と短くした tRNA"e変異体の構造を，赤，黄，緑，背.紫
で示す.各tRNAの構造は， エネルギー最小化を行なって決定した.
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国1-25 大脇菌IleRSによる tRNA"eの認識機構 'H-NMR解析により，関裂あるい
はbreathingを起こすことが示唆された塩基対を青で示した.また，フットプリンテイング解析の

結果， IleRSと接触していることが明らかになった領域を傍線で示した.さらに変異体の反応速
童謡的解析の結果，アイデンティティ ー決定因子と結論された部位を赤で示してある.
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図1-26 IleRSと結合した際のtRNA"oの構造変化のモデル
フリーのtRNA"・の構造を左に， IleRSと複合体を形成した時のtRNA"・の構
造を右に示す.アイデンティティー決定因子を黄色で示 し，それらの残基で特に重要と恩

われる官能基の酸素原子を赤で窒素原子を背で示しである.また，複合体形成に伴い傍造

変化が示唆されたいA37を緑で示す目
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図1-27 大腸菌tR N A ~'‘のヌクレアーゼS1. ヌクレアーゼVlを用いたフットプリ
Jティング解析 し高度好熱菌MetRS(二量体)を入れたコントロール; 2，単量体
型の高度好熱菌MetRS変異体を入れたコントロール ;3.大腸菌の IleRSを入れ
たコントロール; 4.酵素を入れずにヌクレアーゼSIで切断; 5.MetRS (ニ量体)を
入れてヌクレアーゼSIで切断 ;6.単量体型のMetRSを入れてヌクレアーゼSIで切断
;7.IleRSを入れてヌクレアーゼSIで切断; 8，酵素を入れずにヌクレアーゼVlで切
断; 9.MetRS (二量体)を入れてヌクレアーゼVlで切断; 10.単量体型のMet
RSを入れてヌクレアーゼVlで切断 ;_II.IleRSを入れてヌクレアーゼVlで切断;
12. RNaseTlで tRNA~.t を限定分解.したもの; 13. denatureの状態でのアルキル化
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国1-2 8 大腸菌 tRNA~.tの N-nitroso-N-ethyl ureaを用いたフットプリンティング解析
1， 叫 veな状態でのアルキル化; 2，高度好2i菌MetRS(二量体)を加えた状態でのアルキル化;
3，単量体型のMetRS変異体を加えた状態でのアルキル化; 4，大腸菌の IleRSを加えた状態で

のアルキル化; 5， denatureの状態でのアルキル化; 6， RNaseTlで tRNA~eもを限定分解したもの.
右囲のl'，2' ， 3' ， 4'は，1， 2，3，4のコントロール

70 



斗 ト
~

4
.
5
 

-E 
.. 

R
 

1.
5
 

1.
0
 

0.
5 

，
 ，
‘
，
 
，
 ，品

I
I
 
，
 I 
I
 

1
0
 

2
0
 

D
-
I
o
o
p
 

c
o
m
p
l
e
x
/
n
a
t
i
v
e
 

30
 

4
0
 

an
ti
co
do
n-
Io
op
 

Ph
os
ph
at
e 
n
u
m
b
e
r
 

5
0
 

図
1
-
2
9
大
腸
菌
t
R
N
 A
~
.t
の

N-
ni
tr
os
o
-N
-e
th
y 
lu
r
ea
を
用
い
た
フ
ッ
ト
プ
リ
ン
テ
ィ
ン
グ
の
定
量
的
解
析
図
1-
28
に
示
さ
れ
た
ゲ
ル
の
バ

ン
ド
の
強
度
を
de
ns
it
om
et
er
で
測
定
し
，
co
mp
le
xe
d 
co
nd
i 
t
 io
n
で
の
強
度
を
na
ti
ve
 
co
nd
i 
ti
on
の
強
度
で
創
っ
た
比
で
表
し
た
.
19
番
の
リ
ン
酸
基

は
複
合
体
を
形
成
す
る
と
na
ti
ve
な
状
態
に
比
べ
4.
5
倍
も
ア
ル
キ
ル
化
さ
れ
や
す
く
な
っ
た
の
で
，
こ
の
数
値
を
グ
ラ
フ
の
上
に
示
し
た



図1-30 大踊菌tRNA~. t の N-o itroso-N-etbyl ureaによるフッ トプリ ンティング解析の結果
高度好熱菌MetRSによりアルキJ!I化から保室長されたリン酸基を矢印で示した.矢印の大きさはプロ
Tクションの程度に対応している.自ぬきの三角は， 複合体形成に伴ってむしろアルキル化を受けやす
くなったリン酸基を表す.
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国1-31 大腸菌tR N A~. 色の M etRS との接触部位 MetRSによりプロテクシヨンを受
付た部位(図)-30)をその程度の大・中・小に応じて，赤 燈 黄色で表しである.また，複合体形
成lこ伴って ，むしろアルキル化を受けやすくなった部位を緑色で示してある. t RN Aをアクセプタ
』ステムの方から見たところ
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第 2章

高度好熱菌のアミノアシル tRNA合成醇索遺伝子のクローニングと変異体解析

2. 1. 序

第 1 章では tRNA" e • tRNA""'. tRNAG1Uの各ARSによる認識部位の解析

を行った.第2章では 1leRS. MetRS. GluRSのtRNA認識部位について

論じる.ただし tRNAなら高々77残基であるから，片端から変異体を作成して反応速度

論的解析を行うこともできるが(1.3.4). AR Sは最小のものでも461残基 (CysRS

[Hou et al..1991; Avalos et al..1991J )からなり，むやみに旦込主旦で変異体を作

成するわけにはいかない .geneticsを用いたlnv立旦での変異解析は 1つの解決策である

と考えられる.本研究では以下の 2つのアプローチをとることにした. 1つは，地道に

ARSとtRNAの複合体のX線結晶構造解析を行い.ARSによる tRNAの認識機構

を直接見る方法である.序章でも述べたように，高度好熱菌のタンパク質は非常に熱安定

であり(85'Cでも活性を有する) .給品化にも適していると考えられる.そこで第 1のア

プローチを進めるために，本研究ではまず，高度好熱菌のMetRS. GluRSの遺伝

子を高度好熱菌の染色体DNAからクローニングし，これらの酵素の一次構造を決定した [N

ureki et al..1991; Nureki et al..1992J .高度好熱菌 IleRSの遺伝子は，小林

濡木によってクローニングが行なわれた，さらに.lac promoterやtacpromoterを持つベ

クターを用いて ，これらの遺伝子を大腸菌内で大量発現することに成功し，培養液 11あ

たり3-5mgの高度好熱菌酵素を精製できる系を確立した.

第2のアプローチは ，他の生物由来のARSとのアミノ酸配列の相向性，および他の

AR Sとのアミノ酸配列の相同性を検討し，これに基づいて部位特異的変異導入を行い，

変異体の反応速度論的解析を行うものである ，序章で.20種のARSはATPの結合様式

の違いによってclass1. class 11の2つのグループに分けられると述べたが，さらに

class 1の中でも. GluRS/GlnRS/ArgRS. IleRS/ValRS/ 

LeuRS/MetRS/CysRS. TyrRS/TrpRSは，さらに詳細なアミノ

酸配列相向性によって ，それぞれ同じサプグループに属することが示唆されている(表2

1) .またclass11のARSでは. ProRS/SerRS/ThrRS. AspRS/ 

AsnRS/LysRSが同じサプグループに属していると考えられている(表2-1). 



したがって本研究では.class 1のGluRS/GlnRS.IleRS/ValRS/

LeuRS/MetRSのアミノ酸配列相同性をそれぞれ検討し，他の生物由来のARS

でもよく保存されている部位や，他のARSでtRNAの認識に関与していることが示唆

されているアミノ酸残基に対応する部位について. GluRS. MetRSの変異体を作

成し反応速度論解析を行った.序でも述べたように，高度好熱菌のARSは，常温では優

めて活性が低く変異体の細胞毒性が少ない，大腸菌由来のARSと分雛して反応速度論的

解析が行なえるなどの利点があるため，本研究で大量調製系が確立された高度好熱菌の

GluRS. MetRSの変異体を作成し，これを解析した.

2. 2. 材料と方法

2.2.1 菌体

高度好熱菌旦竺旦白血竺旦些斗旦~ HB8(ATCC 27634)は，大島泰郎博士(現東工大教授)

よりいただいた，クローニングの際のプラークハイプリダイゼーションでは，宿主菌とし

てJMI09(竺~Al.旦dA l.包_!:A9 6 ，生.!_出立R17 ，竺_EE44.旦lA 1. l- ， LI(主主主旦~)(F'区旦AB，

lacI'， lac Z!lM 15， t raD36 ])を用いた.

2.2.2 試薬・酵素

遺伝子工学的手法に用いた制限酵素は東洋紡(大阪)および宝酒造(京都)より購入し

た.クローニングで用いたT4polynucleotide kinase， bacterial alkaline phosphatase 

およびDNAligation kit， nick-translation kitは宝酒造から，塩基配列決定に用いた7-

deaza-Sequenase ki tは U.S.BiochemicalCorp.から購入した目DNAラベル用の()-32P1ATP

や[a-"P1 dCTPは， Amershamから購入した.部位特異的変異導入は，トluta-Genein vitro 

mutagenesis kit (Bio-Rad)を用いて行った.AR Sのアミノアシル化活性の測定に用い

るL-[(U) -" C 1 1 le( 315目5mci/mmol)， L-[(methyl)-"C1Met(57 mci/mmol)， L-((U)-'‘Cl 

Glu(265.7 mci/mmol)は.Amershamから購入した

2.2.3 高度好熱菌MetRS，GluRS遺伝子のクローニング

高度好熱菌のARSを精製し，そのN端およびプロテアーゼ限定分解産物(ドメイン)

のN端のアミノ酸配列(10-20残基程度)をエドマン分解法により決定した(;神田大輔i専



士および績山三紀博士による) .これらのアミノ酸配列に基づいてオリゴヌクレオチドプ

ロープを合成し，数種の制限酵素で切断した高度好熱菌の染色体DNA(Marmur法 [Marmur，

1961]により調製)に対してSouthernblotting解析を行い (MetRSでの1例を図2ーl

に示す) ，ハイプリダイズするDNA断片をプラークハイブリダイゼーシヨンによって単離

した.このDNA断片が遺伝子の一部を含む場合は，この断片をプロープ(nick-translation

により標識)としてSouthernblotting解析を繰り返す.塩基配列決定はダイデオキシ法に

基づく7-deaza-Sequenasekitを用いて行い，ストラテジーとしては kilo-sequencekit 

(宝酒造)を用いてdeletionseriesを作成するか，あるいは適当なDNA断片をM13ベクタ

ーにサプクローニングすることにより行った目高度好熱菌のDNAはGC含量が非常に高<，

コドン使用頻度が大腸菌などとはかなり異なるため，本研究のように高度好熱菌のコドン

使用頻度に適合したオリゴヌクレオチドプロープを用いてクローニングを行うのが，最も

速く確実であると考えられる目

2.2.4 高度好熱菌MetRS，GluRS遺伝子の大腸菌での大量発現系の構築

高度好熱菌MetRS遺伝子 (metS) ， G 1 u R S遺伝子 (gltx)をそれぞれ図2-2，2 

3に示すベクターに組み込んで大腸菌での発現系を構築した.これらの発現系のうち，

MetRSに関しては， lac promoterを用いたpUCl18/TMTS-2.2(図2-2)が， GluRS遺

伝子に関しては，tac pr日田口terを用いたpEXP7/gl tXl. 8(図2-3)が最も効率よく目的タンパ

ク質を発現していたので，以後の解析にはこれらの系を用いた.大腸菌で大量合成された

各醇素は， 1. 2.7の方法にしたがい ，図2-4(M e t R S) ，図2-5(G 1 u R S)の純度

にまで精製を行った

2.2.5 高度好熱菌IleRS遺伝子のクローニング

高度好熱菌の 11 e R S遺伝子のクローニングは ，小林 濡木により2.2.3で述べた

MetRS， GluRSと同様の方法で行われた 高度好熱菌 IleRS遺伝子 (ileS)

は， pUCl18のlacpromoterの下流に組み込むことによって，大腸菌での大量発現に成功し

たので， 1. 2.7に準じた方法によって精製を行った.

2.2.6高度好熱菌MetRS，GluRSの変異休の作成

MetRSについてはll1_旦E遺伝子 (1851bp) (~2-6) を制限酵素也旦Iで切断し ， 得



られた1543bpのDNA断片(142-1685)をM13mp18にサプクローニングし，これを鋳型として

Kunkeli去により部位特異的に変異の導入を行い，変異体を作成した .GluRSについて

は邑坐遺伝子 (1407bp) (図2-11)を制限酵素Nsp(7524)I と主旦RI あるいは~(7524)I と

Hind!IIて'切断し，得られたE且E遺伝子前半の701bpDNA断片 (-6-695) ，あるいは後半の

約990bpのDNA断片をそれぞれM13mp18にサプクローニングして ，これらを鋳型として部位

特異的変異導入を行った.変異の確認のための塩基配列決定は，適当なDNAプライマーを

合成して行った.

2.2.7 高度好熱菌MetRS，GluRS変異体の反応速度定数の測定

アミノアシル化反応溶液の組成は， 100 mM Tris-HC1(pH 8.0， 650C)， 5 mM Mg(CH3COO)2 

および10mM KClとした GluRSについては， Trisがアミノアシル化反応を阻害する

ため，緩衝剤は100回目 Hepes(pH 8.0)を用いた.基質濃度は"C標識アミノ酸 300#M， 

tRNAI0 #M， ATP 2酬とし，それぞれ10-200#M， 1-50 #M， 50#M-2mMの範囲で濃度

を媛って各基質に対する反応速度定数の測定を行った.酵素濃度は，変異体の活性に応じ

て， 0.1-10#Mの範囲で変えた.測定は2回行い， Lineweaver-Burk plotを用いて反応速

度定数を決定した.



2. 3. 結果と考察

2.3.1 高度好熱菌堅笠遺伝子の温基配列

高度好熱菌盟主E遺伝子の塩基配列を図2-6に示す.盟主E遺伝子の読み枠は1848塩基対か

らなり.616アミノ酸残基からなるMetRSをコードしていた. MetRSの分子量は

70.637と計算され.SDS-PAGEの値 (M，74.000) [Kohda巴tal. .1984] とほぼ一致したー

図2-6で下線を引いたアミノ酸配列は. MetRSをトリプシンで限定分解することによ

って得られた3つのフラグメント(ドメインTl.T2. T3) [Kohda et al..1987]のN末

端のアミノ駿配列である .遺伝子のクローニングに用いたオリゴヌクレオチドプロープは

この配列に基づいて設計した 遺伝子のコドン 3字自のG. C含量は94%と非常に高く，

これまでにクローニングされた高度好熱箇の遺伝子に共通した特徴 [Kagawaet al..1984 

; Nishiyama et al..1986; Kunai et al..1986; Kushiro et al..1987; Ono et al.. 

1990]を示した.この異常なコドン使用頻度のため，高度好熱菌盟主2遺伝子の大腸菌内で

の発現はかなり抑えられると考えられる .また，図2-6で.metS遺伝子上流の矢印で示し

た塩基配列は. inverted-repeatの二次構造を作り得る配列で.metS遺伝子の発現を調節

するattenuatorとして機能している部位であろうと考えられる [Nurekiet al. .1991] . 

2.3.2高度好熱菌MetRSと他の生物由来のMetRSのアミノ酸配列相向性

高度好熱菌metS遺伝子から推定されるMetRSのアミノ酸配列を，すでに一次構造が

決定されている大腸菌，酵母細胞質，酵母ミトコンドリアのMetRSの配列と比較した

のが図2-7である .大腸菌，酵母細胞質，酵母ミトコンドリアのMetRSとの相同性は

それぞれ27.24. 33%であり，ホモロジーは比較的低かった.したがって，これら4種の

MetRSで保存された数少ないアミノ酸残基は.MetRSの機能に必須な役割を果た

している可能性がある.以下，その数例について論じる .

分子の二重化に寄与する領域

まず，高度好熱菌と大腸菌の MetRSのC端のドメインでは，比較的高いホモロジー

(57%)が見いだされた(図2-7) このC端のドメインは分子の二量化に関わっているド

メインであると考えられており [Cassio品Waller.1971].単量体として存在する酵母細

胞質および酵母ミ トコンドリアの MetRSには存在しない(図2-7) .高度好熱菌の

M e t R Sでは，このC繍ドメイン (T3)は単雛された状態で二量体を形成するが，この



Fメインがさらにトリプシンによる限定分解を受けて生じたドメインN端部分のフラグメ

ント (M，7，500，アミノ酸残基にしておよそ68残基分に相当)は，単量体として単離され

てくる [Kohdaet al.， 1987 J .したがって，このドメインT3はおそらく Lys-571かLys-

572で二段階自の限定分解を受けてN端側の単量体のフラグメントを生成したと考えられ

る.すなわちMetRS分子の二量化には，これらのLys残基より C端側のVal'"-Trp''' 

が関与していると考えられる(図2-7) [Nureki et al.， 1991J .このC末の領域にはLeu

残基が多く存在し，二次構造予測によるとαヘリックスに富む構造をとることが推定され

ている.そこで，この領減内のLeu-568，Leu-575， Leu-578， Leu-583をすべてAlaに置換

した変異体をPCRを用いて作成し， SDS-PAGEによって大腸菌での発現を調べたところ，段

階的に分子量が小さくなるバンドが検出された.このことから，このMetRS変異体は

二量体が形成できなくなり C端の構造が不安定になったため， degradationを受けている

のではないかと恩われる.したがって ，この結果は，この日ヘリカルなLeu残基に富む領

域がMetRSのこ量化に寄与していることを暗示している.

t RNAwe'認識部位 (図2-7，・)

class 1のARSに特徴的なKMSK配列は，高度好熱菌MetRSの297-300番目の残基に

見いだされ(図2-7，・). A TPおよびtRNAの3'末端を結合しアミノアシル化の遷

移状態を安定化するのに寄与していると考えられる [Mechulamet al.， 1991 J .また，大

腸菌MetRSでは， t R N Aとのクロスリンクおよび変異体の速度論的解析により，

Trp-461がtRNAHnのアンチコドンl字自のC34の認識に関わっていることが明らかにな

っている [Gohshet al.，1990J .さらに変異体の解析によって， Arg-395もtRNAH.'

のアンチコドン部位の認識および酔素触媒活性に寄与していることがわかった [Gohshet 

al.，1991J .このTrp-461とArg-395はMetRSの結晶構造上で分子の逆の側面に位置し

ており， 20Aも離れているが， Trp-461を含むループがそのコンブオメーションを変えるこ

とによって，同時に tR N A Huと結合すると考えられている [Gohshet al.， 1991J .高

度好熱菌MetRSでも，これらのTrp，Arg残基に相当するTrp-424.Arg-359が存在して

おり(図2-7，・)， t R N A Hnのアンチコドンの認識に寄与していると思われる.

企TP結合部位(図2-7，.) 

c lass 1のARSに特徴的なHIGH配列 [Websteret al.， 1987]は， 19 -22番目の残基に



見いだされ(図2-7，・)， ATPを結合するポケットの一部として働いていると考えら

れる・それ以外にも，大腸菌MetRS'ATP複合体のX線結晶構造解析から.Asn-17 

Lys-!42， Jle-231. Glu-241. Lys-335がATPの結合に寄与していることが明らかになっ

ており，これらのいくつかは高度好熱菌MetRSでも保存されている(図2-7，・) • 

メチオニン結合部位(図2-7，企)

大腸菌MetRSの変異体解析により， Asp-52 (メチオニンのアミノ基) ， Arg-233 ( 

メチオニンのカルボニル基) ， His-30!， Trp-305 (いずれもメチオニンの側鎖)がメチオ

ニンの結合に寄与していることが示唆されている [Fourmyet al，，1991J .これらのアミ

ノ酸残基はすべて高度好熱菌MetRSでも保存されており(図2-7，企)，大腸菌と同

織のポケットでメチオニンを認識していると考えられる.特にArg-233のそばにはATP

の結合に関与するIle-231も存在し，メチオニルAMPの合成部位を形成していると思わ

れる.現に高度好熱菌でも，この領域 (203-205)近傍に存在するLeu-201をTrpに置換し

た変異体を作成したところ，熱安定性は変わらなかったが，アミノアシル化の活性がほと

んどなくなってしまった .

ZnH フィンガ一様モチーフ(図2-7，0) 

高度好熱萄MetRSには.Cys残基が3つしかないが，これらは図2-7のOで示した部

位に集中して存在し .Cys-X，-CYS-X'3-CYS-X，-Hisという Z02+フィンガ一様の配列を形成

していた [Nurekietal.， 1991J.この領域の機能と構造に関しては，第3章で他の

ARSとも比較対照しつつ議論する，

今まで議論されたアミノ酸残基以外にも，特にN端のドメインには， i YVII'FDA (高度好熱

菌のMetRSて'225-230)J ， iIGKDI (高度好熱菌のMetRSで257-261)Jなど，

4種のMetRSで強く保存された配列が存在する . iIGKDIJについては上記の議論か

ら付近の His-265.Trp-269がメチオニンの側鎖の認識に関わっていると考えられ，アミ

ノ酸認識のポケットの一部を構成している可能性もある.本研究では，高度好熱菌Met

RSのYVWFDA(225-230)配列中のTrp-227(図2-7，ム)をPheに置換した変異体を作成し

これを精製して反応速度論的解析を行った，



2.3.3 高度好熱菌MetRSのTrp-227変異体の反応速度定数解析

Trp-227をPheに置換したMetRS変異体 (W227F)は.野性型MetRSと同じ方法

で精製され.70'C 30分の熱処理でも変性しなかった.このことから，この変異の導入に

よってMetRSの3次構造上のフォールデイングは影響を受けなかったことが示唆され

る.W227F変異体の反応速度定数を測定したところ，表2-2に示すようにメチオニンに対す

るLが18倍に. tRNA~'包に対するトが 14倍に上昇したが. ATPに対するKmは変わら

なかった.また.kc"，の値は1/7に落ちていた.したがって.Trp-227を含む rYVWFDA J領

威は，主にアミノ酸と tRNAの認識に寄与する部位を構築している重要な領緩であるこ

とが示唆される.

2.3.4 c 1 ass 1 M e t R Sサプファミリーのアミノ酸配列相悶性

序でも述べたように.MetRS. 1 leRS. ValRS. LeuRS. CysRS 

はclass1のなかでもサプグループ (MetRSサブファミリー)を形成している 目これ

までに一次構造が決定されているいろいろな生物積のMetRSサプファミリーのアミノ

酸配列を，最も相向性が高くなるように並べたものが図2-8[Shiba &Schimmel.1992Jで

ある(特に相向性の高い領主主だけを抜き出してある) 大腸菌MetRSの結晶構造から

推定された二次構造を配列の上に示した.するとMetRSサプファミリーは，相向性に

基づいて非常にきれいにアミノ酸配列を並べることができることがわかる.そして，どの

AR SもN端のドメインはRossmannFoldからなっているが，その構造中に2つの挿入領域

(Coonective Polypeptide 1.11.以下 CP-I.CP-IIと呼ぶ)が埋め込まれていることが

わかる，

MetRSサブファミリーで保存された領域は，とれもループ部分に存在している(図

2-8) . Rossmann Fold中では.HIGH配列(1 )とKMSK配列 (g)の部位がよく保存されて

いるが，それ以外にも2の領威がよく保存されている この領域中のAsp残丞(3番目)

は.MetRSではメチオニンのアミノ基の結合部位(2.3.2)であり，したがってこの

領域はアミノ酸と，そしておそらくはtRNAの3'末端のA76の結合部位を形成している

ものと思われる .

CP-1領域では，そのN端側部分 (3)に多くのARSで2n2+フィンガ一様のモチーフが

存在している(図2-8.白抜き) (第 3章で詳述する) 目4や5の保存領域は IleRS

やValRSおよびLeuRSだけに存在し，これらのARSはさらに進化的に近いと考



えられる.機能的にはアミノアシル化以外の機能に関わっている可能性も考えられる.

cP-II領域では. 3つの領減がMetRSサプファミリ一同士でよく保存されていた(

図2-8)・6は.2.3.2の議論より，アミノアシルAMPを合成する部位を構築していると

考えられる. 7の領域は.2. 3.3で述べた rYVWFDAJ配列に相当する部位で，アミノ酸お

よびtRNAの認識機繕に関わっていると考えられる. 8の領域は.2.3.2の議論から，

MetRSサプファミリーの基質となる疎水性アミノ酸の側鎖のポケットを構成している

と考えられる

C端側のドメインで.10や11はtRNAの認識に関わっていると考えられる.特に10は

大腸菌MetRSでtRNAKetのアンチコドン 1字自の認識に関わっていたTrp-461を含

んでおり [Gohshet al..1990] .この領威内に tRNAのアンチコドン認識部位が存在

すると考えられる.最近Schimmelらのグループが，大腸菌 11 e R Sにおいて，

M e t R SのTrp-461に相当する位置に存在するArg-734をGlnに置換した変異体を作成し

たが，活性はあまり落ちなかった.しかし. 2つ隣のLys-732の変異体は大きく活性が低

下したことから，このLys残基がtRNA"・のアンチコドンの認識に関わっている可能性

を示唆している[Schimmel.私信]. 

以上のように.class 1のMetRSサプファミリーには，少なくともN端のドメイン

においてはかなり共通したアミノアシル化反応の機構が存在することが示唆された 目

2.3.5 IleRSのLeuジッパ一様モチーフ

IleRSでは，図2-8の10の領域 (tRNAのアンチコドン認識部位)のすぐ N端側

に.Leu残基(あるいはMet.Ile. Val. Pheなど疎水性残基)が規則的に繰り返される配

列が存在する(図2-9) 大腸菌のMetRSで対応する領域は， αヘリックス構造をと

っている.そこで，高度好熱菌 IleRSのこの領域がαヘリックス構造をとると仮定し

て見ると，図2-10のように疎水性アミノ酸残基はヘリックスの片面に並び，電荷を持った

アミノ酸残基は反対側に分布し，いわゆる両親媒性ヘリックスを形成することが予想され

た.さらに，このヘリックスのN織に隣接するAsp677.Trp679 (図2-9)をそれぞれAsn.

Leu Iこ置換した変異体 IleRSを作成したところ，確かにアミノアシル化活性の低下が

みられた(図2-10). DNA結合タンパク質の両親媒性ヘリックスは. D N Aの結合に関

わっていることが示唆されており[Schwabe品 Rhodes.1991] • 1 1 e R Sの両親媒性ヘ

リックス構造も tRNA"eの結合に関わっている可能性があると考えられる



2.3.6 高度好熱菌豆tx遺伝子の極基配列

高度好熱菌豆旦遺伝子の塩基配列を図2-11に示す.足当遺伝子の読み枠は1407塩基対か

らなり.46日アミノ酸残基からなるGluRSをコードしていた.GluRSの分子量は

53.901と計算され.SDS-PAGEの値 (M，50.000) [Hara-Yokoyama et al..1984Jとほぼ一

致したークローニングに先立つて，下線を引いたアミノ酸配列(図2-11)を決定し，これ

に基づいてオリゴヌクレオチドプロープを合成した.遺伝子のコドン3字自のG.C含量は

94%とやはり非常に高かった.

2.3.7 高度好熱菌GluRSと他の生物由来のGluRSのアミノ酸配列相向性

高度好熱萄豆tX遺伝子から推定されるGluRSのアミノ酸配列を ，すでに一次徳造が

決定されている大腸菌 [Bretonet al. .1986J • B_且互旦主主mme斗担主よ(根粒バクテリアの

一種) [Laberge et al. .1989 J .枯草菌邑i弘主E 竺旦斗~ [Breton et al. .1990J .中

等度高熱菌Bacciluss tearothermophilus [Breton et al. .1990JのGluRSの配列と

比較したのが図2-12である.大腸菌，盟主些些mme斗担主1.!l_・竺且込~. !l_.込旦旦

生竺旦些斗usのGluRSとの相向性は，それぞれ37.45.35.41%であり .MetRS

の場合と比べて生物種間のホモロジーは高かった また.15-17残基に位置するHVGが，

class 1のARSに特異的なHIGH配列.243-246残基に位置するKISKが.KMSK配列であると

考えられる.

2.3.8 class 1 G 1 u R Sサプファミ リーのアミノ厳配列相同性

序でも述べたように. GluRSとGlnRSはアミノ酸配列相同性が高く，枯草菌

h旦込us竺且斗isや高等植物のクロロプラストのGluRSはtRNAG1nにグルタミン

酸を結合する (1. 1) .またGlnRS.GluRS. ArgRSは，特巽的なtRNA

と結合することによって初めてATPやアミノ酸を結合するようになる性質があり(序

章).同じサプグループを形成すると考えられている.図2-13に，これまでに一次構造が

明らかになったGluRSとGlnRSのアミノ滋配列を，そのホモロジーに基づいて並

べてみた(特に相向性の高い部位を抜き出して示しである) .すると N端のドメイン(

KMSK配列よりN端側)については.GluRSとGlnRSでかなり高い相向性が見られ

た。また，本研究のアミノ酸配列解析により. t R NAの認識に関わっているC端側のド

メインに関しでも，はじめて有意の相向性を見いだすことができた(図2-13) 大腸菌の



GlnRSについては， tRNAG1nとの複合体の結晶構造が解かれている [Rouldet 

alリ 1989;Rould et al，，1991Jので， t RNAの認識に関わっているアミノ酸残基が明

らかになっている.そこで， GlnRSのこれらのアミノ酸残基に相当する高度好熱菌

GluRSのアミノ酸残基に，変異を導入して見た(図2-14) ， 

アクセプターアームの認識部位

まず， GluRSのN端側のドメインで， tRNAのアクセプターアームの認識に関わ

っていると思われる， Asp-44， Pro-I09， Arg-116をそれぞれAla，Ala， Glnに変えた変異

体(D44A，PI09A， RI16日)を作成し(図2-14) ，アミノアシル化の活性を測定してみたー

すると， R 116Qでは活性が60%程度まで溶ち， D44AとPI09Aでは活性は10%以下に落ちてし

まった(図2-15) このGluRSの Asp-44に対応する GlnRSの残基は Asn-69で(

図2-13，14)，このAsn残基はtRNAG1nのCCA末端の C75の認識に関わっている [Rould 

et al.，1989J .また， GluRSのPro-I09に対応するGlnRSの残基はPro-126で(図

2-13，14) ，この Pro残基は，やはり tRNAのCCA末端のC74の認識に関わっていること

がわかっている [Rouldet al.， 1989J .以上のことより， GluRSとGlnRSでは

t R N AのCCA末端を認識するポケットの傍造は似ていることが示唆される. tRNAG1n 

はGlnRSに結合すると，そのCCA末端が折れ戻ってポケットに入ることが知られてお

り[Rouldet al.， 1989J ， G 1 u R Sでも同じような機構が存在するのかもしれない.

G 1 u R Sの Arg-116に対応する GlnRSの残基は， Arg-133である(図2-13，14 ) 

tRNAG1nがGlnRSと複合体を形成すると，アクセプターステムの 1番目の塩基対

U1. A72が関裂して，アイデンティティー決定因子であるG2・C71とG3・C70が酵素に認識され

やすくなるが [Rouldet al.， 1989J ，この時 Arg-133はA72のリボースと水素結合をつく

って，この閲裂した構造を安定化する働きをしている .GluRSでは，これに相当する

残基に変異を導入しても活性がそれほど下がらなかったことから， tRNAG1Uではアク

セプターステムが閲裂するような機構は存在しないのかも知れない (tRNAG1Uが安定

な G J.C72~草基対を持つことからも推測される) .また， tRNAG1nの G2・C71やG3.C70

の認識に関わっているGlnRSのアミノ酸残基は GluRSでは全く保存されていなか

った.このことから， t R N Aのアクセプターステムの認識機構はGluRSとG1 n 

RSで異なると考えられる .



Dステムおよびアンチコドン認識部位

C端側のドメインにおいては，まずGlnRSでDステムのGl0と水素結合することが

明らかになったGlu-323[Hayase et al. ，1992Jが， GluRSでも保存されており(Glu 

-296) (図2-13)，この Glu-296はtRNAG1Uの Gl0を認識している可能性がある目

また， X線結品構造解析により，大腸菌GlnRSのArg-412がtRNAG1nのアンチコ

ドンl字目のC34と塩基特異的に水素結合をつくることが明らかになっている [Rouldet 

al. ，1991 J (大腸菌のマイナーなtRNAG1nは34位lこmnm5s2Uを持つが， GlnRSはこ

のマイナーtRNAG1nよりも ，C34を持つメジャーtRNAG1nをより効率よくチャージ

することで，コドン使用に応じたタンパク質合成を実現していると考えられる ).この

G 1 n R SのArg-412に対応する Arg残基が高度好熱菌GluRSでも保存されている

(Arg-330) (図2-13).高度好熱菌のtRNAG1uは34位がCであり， Arg-330はこの塩基

の認識に関わっている可能性がある.大腸菌のtRNA01Uでは，アンチコドン 1字目はC

ではなくmnm5s2U34であり，これに対応して，大腸菌のGluRSでは高度好熱菌のArg-

330に相当する残基がHisにスイッチしているのは非常に興味深い 大腸菌tRNAG1Uの

アミノ酸受容活性に塩基修飾が重要であるという現象はこのあたりにカギがあるのかもし

れない

また，大腸菌tRNAG1nのアンチコドン 3字自のG36の06-カルボニル基と水素結合を

つくるGlnRSのArg-402も高度好熱箇GluRSでは保存されて いる(Arg-319)(図2

13) .ただし，高度好熱菌のtRNAG1uではアンチコドン3字目はGではなく C36である.

したがって ，Arg-319はGの06-カルボニル基の代わりにCの02カルボニル基を官能基特巽

的に認識しているのかもしれない

これらに対し， tRNAG1nのアンチコドン2字自のU35を認識しているGlnRSの領

域(図2-13で(65)と表わされた部位に含まれる)は， GluRSでは完全に欠失されてい

た.U35はtRNAG1nの最も主要なアイデンティティ 4 決定因子であり ，GlnRSがこ

れを積極的に認識するために， U35の認識領威が進化的に後から挿入されたのかも知れな

2.3.9 高度好熱菌GluRSの Lys-309，Trp-312変異体の解析

ところで，大腸菌tRNAG1Uと高度好熱菌GluRSのはC-NMR解析(1.3.15) 

から， tRNAG1uのアンチコドン1字自のmnm5s'Uの周辺には， GluRSのなんらかの
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芳香属アミノ酸残基が近づいていることが示唆された.そこで，上記 (2.3.8)でアンチ

コドン認識部位と推定された領域のすぐ N端{則にあるTrp-312(すべてのGluRSで保

存されている)とその3つ隣でGluRS内でよく保存されているLys-309を，それぞれ

CysまたはTyr，およびGlnに置換した GluRS変異体 (W312C，W312Y， K309Q)を作成し

(図ト13，14)アミノアシル化の活性を測定した.すると， W312Y， W312Cでは活性が大幅

に失われ， K309Qはほぼ完全に失活してしまった(図2-16) .このことから ，この領域も

tRNAG1Uのアンチコドンの認識に関わっていると考えられる.そこで ，W312Y， W312C 

の2つの変異体GluRSを精製し，各基質に対する反応速度定数を測定してみた.する

とW312YおよびW312Cのいずれでも， ATPやグルタミン厳に対する旦皿はほとんど変化し

なかったが， tRNAG1Uに対するbがW312Yで6倍， W312Cで7倍に上昇した(表2-3) . 

このことから， Trp-312もtRNAG1Uのアンチコドン部位と特異的に結合していることが

示唆される.さらに k0.'は， W312Yでは1/2程度しか落ちなかったが， W312Cでは1/20に

薄ちていた. t RNAのアンチコドンの結合が酵素のcatalyticactivationを引き起こす

(kOHに影響する)ことは，第 1章の tRNA"・に関する研究でも考察されたことであ

るが，本研究の GluRSのTrp-312変異体の結果は酵素の側からこのことを示唆するも

のである.すなわち ，GluRSのTrp-312はtRNAG1uの C34を結合して，さらにその

シグナルを触媒中心に伝える過程にたずさわっており，後者の働きには312番が芳香族ア

ミノ酸であることが必要なのではないかと考えられる .

2.3.8で，高度好熱菌GluRSのGlu-296がtRNAG1uのDステムのGI0を認識してい

ることが推定された，上記の実験事実により， Lys-309やTrp-312がtRNAG1Uのアンチ

コドンと結合することを考えると ，Dステムの認識部位とアンチコドンの認識部位の聞は

アミノ酸にして約13残基しか離れていないことになる(図2-13) .大腸菌のGlnRSで

は，対応するDステムの認識部位とアンチコドンの認識部位の間が約70アミノ酸残基もあ

って，ここにかbarrel構造の一部が押入されており [Rouldet al.， 1991J ，この構造と

比べると，本研究のGluRSはかなり異なる構造をとっていると考えられる このよう

に， GluRSとGlnRSでは tRNAを認識するアミノ酸配列はかなり似ていなが

ら，それらが埋め込まれている高次徳造はかなり違うことが推測される(第4宣言)
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Class 1 Class II 

HIGH+KMSK motif 1，2，3 motif 3 

YletRS (α2) 2'OH RF I SerRS (α2) 3加 AP AlaRS (ω) 3'OH 

UeRS (α) 2'OH 

ValRS (α) 2'OH 

LeuRS (α) 2'OH 

CysRS (α) 

GlnRS (α) 

GluRS (α) 2'OH 

RF 

ThrRS (α2) 3'OH 

ProRS (α2) 3'OH 

AspRS (α2) 

AsnRS (α2) 3'OH 

LysRS (α2) 3'OH 

AP 

ArgRS (α) 2'OH I PheRS (α2s2) 3'OH 

TyrRS (α2) RF 

T中RS(α2) 

費2-1 ATP結合様式に基づく ARSのクラス分け

GlyRS (α2s2) 3'OH 

[Eriani et al.， 1990]より改変.2'OH. 3'OHとは，各ARSが対応するtRNAの3'持者の
7デノシン残基の2'あるいは3'のOHにアミノ酸を結合させることを意味している.結晶構造
が得られているものについては.A TP結合ドメインの構造が， Rossmann Fold (RF)であ
るか逆平行βシー ト (AP)であるかを示しである



Km 

IRNA1et 
kcat 

L-m巴thionin巴 ATP 

μM mM μM S-l 

Wild-type MetRS 18 0.18.1.5 1.4 17 

W227F mutant MetRS 323 1.7 20 2.5 

表2-2 高度好妻名菌Me t R S W227F変異体のアミノアシル化反応速度定数
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1，分子量マーカー ;2，組み換えプラスミドpUC1l8/TMTS4.0(図2-2)で形質転換した大

腸菌の粗抽出液;3，熱処理 (70'C，20分)後の上清;4， DEAE-Sephacelカラム溶出後
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1 2 3 4 5 

1.分子量マーカー; 2.組み換えプラスミド pEXP7 /gJ_主主1.8 (図2-3)で形質転換した大腸菌
の粗抽出液; 3.熱処理 (700C.20分)後の上消 ;4. DEAE-Sephacel. Phenyl-Superose. 
自onoQカラムを用いて精製後; 4.GluRSの1つの結晶を溶かしたもの(第4章)

98 



-1 

1Z0 
<0 

S..cl 
C，， ~~!CGTCCCCττCGGCT ，.¥CCG GG CC A CCCTC A AGG CC A T CG CCG ACCTCG GGG GG G AGCCCG A GCT CCGCA TG G A C GG G G A CG AG 11C T AC1TC ACCG A CGG CGC C C A CCT CA TCG CC -Z屯Z

S.II! Slul 

~lcr(jCCGCTTCGGCCCCA T CG GG GA CCC CTTGGGCCT GCACCG GGC CCT CnCG AG A Tc~.~Ç9.~~9.~~ 9.T.C9:'. c ~~.q~ 9.~~ヲ'.~!:.~9!.G.Ç~.G.~ T9.qÇÇ.~ ÇE~Ç9.qÇÇ!=.~ ~9:て99.~Ç9.G.9 -lZl 

S_，d Shine-O..lrllrno 

侭仰抑T打切!!.抑“叫叫R照烈叩G町同川T叩凹叫G引仰，q干q干，

位位白笠f?呼ヂや刊c白叫叩A匂iFcciγ?刊c白ベA勺:??円口勺T?rP門口勺T;r叩G勺JvGA;ccTGIGCi吋C?Grc;cc??uiuiG??G?GfT??GiccfTrc;cciCヤG代 C
lipnl 

íACCGCA~CTICT~CC;CA;CGgTA~CG~CG~GC~CG~GG:GA~GG~CTçCC~GG~GG;CC~GG~GG~GGgAG~GG~CC;CA~GG;CT~CG~GG~CC~GG~CT~CG~GC~CT~CA~AA~G 
;~"'R~~T" F r L T G T 0 E H G E T V Y R A A Q A A G E 0 P K A F V 0 R V S G R F 1¥ R '". .0 

3.0 
120 

9.0 
320 

C~'\TTACCTCCTT AGGGAGA TCCCCT ACGGCCAGGACACCCCGGTGAGCGAGGAGGCCCT AAGGACCCGGT ，¥CGAGGCCGACCTCGCCGACGACCTGGGCAACCTGGTGCAAAGGACC 1080 
R Y T L L R E I P Y G Q 0 T P V S E E A L R T R Y E A 0 L " 0 0 L G N L V Q R T 360 

5ul SacI Sacl 
CC~CCCA TGCTCTTCCGTTTCGCCG A GGGCC G CA TCCCCGA ACCCGTGGCG GGG GA GGAG CT CGCCG AGG GC A C GGGG CTTG CCGG GA G GCT C AGGCCTT TGG T G CG G G AG CTCA，¥GT TC 1 Z 0 0 
R A M L f R f A E G R I P E P V ，¥ G r E L A E G T G L A G R L R P L V R E L K f 400 

raql 51:1al 
CACCTCCCCCTCGAGGAGGCC.%. TGGCCT ACGTCAAGGCCTTGAACCGCT ACATCA，¥CGAGA，¥CAAGCCCTGGGAGCTTTTCA'¥CAAGG，¥GCCGCAGGAGGCCCGGGCCGTGCTCT ，¥CCGG 1320 
H ¥' A L E E A ，¥1 A Y V K ，¥ L N R Y I N E K K P W E L F' K K E P E E A R ，¥ V L Y R 440 

S...cl raql 
CTCGTCG，¥.GGGCCTGAGG，¥ TCGCCTCCA TCCTCCTCACCCCGGCT ATGCCCGAC，¥AGATGGCGC ACCTCAGGCGGGCCCTGGGGCTT A，¥GG，¥GG AGCTGCGCCTCGACCACGCCGAGCGC 1440 
¥' ~ [ C L R 1 A S I l. [. T P A ~1 P 0 K 11 A E 1. R R A l. G L K 1:: E V R L E E A E R 480 

GCCTC応心ACCTCCTCGGCAT CGCC T ~C C ~ CG ~ CT! CA :CC~CA~C A~CG ~ GG~ AA9 GC~ CA~G A ~CC !CC !CC~ CC~CG:rCC '_f' ，¥ A~ G A~ GG! CT ~ CG ~GG CCG~GG ~CA TCT "CT ACG GC 
A首 ii--i.-L G I A Y 0 0 f I R T T E E R H K K V V Q L V L K K V Y E A G 0 I Y Y G 

Sdcl 
6泌TACGAGGGCC!，C1 ~ C1 ~CG~CT~CT~CG ~ GC~C1!TT ~ C A SGG ~ G A e G G~ C C; CG~ G G~ GC~G C;11 ~CC~C A !CC ~CG ~，\ A ~ GC~ CG ~ GG ~ A A ~GC~G A~ G G ~G G~ G A ~ C1 ~CT!C 
t'ÿ_VË~ G L Y C V S C E R F Y T E K E L V E G L C P 1 H G R P V E R R K E C N Y F 

'.0 
160 

600 
200 

1Z0 
240 

nCCGCATGG~G ，\~~GT~CC~CC~CT~GC;CC!GG~GT~C'\TCC~GG~AA~TC~CG~CC:CATCC~CC~CG~GG~CT~CC~GA~CG~GG~CC;GG~CA~GC;CG~CG~GC~CA:CG~GG~C 
f R M E 民 YRP¥{ l. QEYIQENPDLIRPEGYRNEV I.. AM l. AEPIGO

ロCTCCATCTCCAGGCÇAA~A T~CC ~CG!CC~CT ~ GG 9C A ! CC~CC!CC~CT~GG ~CG ~GA ~CC~ C G! G A ~CT ~CG:rCT~ GT!TG ~ CG CCC'_f'CC'_f'G A ~CτACGTCTCCGCCCTCCACT AC 
1-'5' i 5 R P K S R V P ¥i C J P L P ¥{ 0 E N Il V T Y V ¥{ F' 0 A L L N Y V 5 A L 0 Y 

Ba.ttl 
C沼CCACGGCGAGGCC1A CCG G A ~CT!CT~CC~CC~CGCC1 ~G C ~ CC!， C A ~CG~ CA ~ GG ~ C，¥ ，!，C C!，T A~G C~CC~CGCCG! C11:C T ~G CCC，¥ CCA TG C'_f'G AA CGCGG CCCG G，¥ TCCCCATG 
P--E G E: A Y R T F '" P H ，¥ '" I! L 1 G K 0 1 L K P I! A V F '" P T M L K A A G I T M 

.'0 
280 

TACCGCCACCTG"ACGTGGÇAG~GT!TT!GC!， GG~GC~GG~CG~GC~CA:~GA!GTÇCA~GA~CC!GG~GA~CG!GG:rGG~\CC~CT!CGCCC!TC!GC~AA~G1~CG9CC9CG~CGCCCTG 
Y R H L 11 V G G F L L G T D G R K ，¥1 5 K...l r. GNVVnp F' ~L L E K Y G R 0 A l. 

;'CCCGCCTGGCCGAGCCC C G CCCC A T CCCCC AG G.~ A G CCCC CG 1 C CTTTTCCCC AA A AA GG AG G CC，¥ A GGTG G A GGCC A t¥G CCC AA GC A AG ，¥ GG CCT CC A TCG GC，¥ T A G AG G I¥CTT CG CC I S 60 
'. C L A E P R P 1 P E E A P V L F P K K E A 1¥ _'f_ EAKP I¥f.f.，¥ I.IGI  f. OF  A 520 

S...cl 
ACGTGGAGCTC，¥GCG TGG CG GAG G TTTTGCCG G CGG AG ，¥ ，¥ GC A CCCG，¥ ，¥ CG CCG，¥ CCGGC TTTTC GT CCTC ，¥ G CCTCTCCC T GGG GA ，¥ CG ，¥ GG ，¥G CCC，¥ CCG TG GT C TCGCG G A TCGCC 1680 
K V E L R V A E V L A A E 1¥ !t P N A 0 R l.'L V L R L 5 L G N E E R T V V 5 G I A 560 

的川 S，lcl
!!CTCCT，¥CCGGCCCG，¥GG，¥GCTCGTGGGC，¥，¥GA，¥CCTGGTCCTCGTGCCG，¥，¥CCTC，¥AGCCCGCC，¥AGCTCCGGGGC，¥TTGAG，¥GCCACGGGi¥TG'¥TCCTCGCCCCCC，¥GG，¥GGGGGAG 1800 
F， Ii Y R P E E L V C K l¥ V V L ¥' ，¥ N L K P A K L R G 1 E 5 Q G ~! I [. A ，¥ Q E C E 600 

S"，..I 
ccCTTCGCCCTGGT G ，¥CGGT G C，¥ G GGG G ，¥ CC T G CCG CC CG GG CG GTG GTG A，¥ G T ，¥ ，¥ T ，¥ CCTCC C C A CG CCGG GCC A ，¥ G CCG G C ̂  T GGG GG CCCC GG C A ，¥ AG GG 1TC1 C A ，¥ CG CGC TC CC T 1 9 20 
A L A L V T i' E G E V P P C R '" ~ 616 

;;~CCT AAGAGGGC1G T TGCGGCCTCT GCCG A ，¥ CCCCCC，¥ T A ，¥ 1 CGTTG C A TG CGG G，¥ A.-¥CCTT T CCCG，¥ GC T C AA CCGGC ，¥ ，¥CTC A T A G CCCT CCTTCGCCC TGG C CTG CG GCTGC CC A 20.1 0 

ACTCCTCCAAGGCTGCGG，¥C，¥A，¥'¥，¥CCCCGCTCCCCTCI¥，¥G，¥CCCGG，¥CTTTGTCGTGC1τG，¥GGTGCACA，¥GGCCAAGCGTGGCGCTTCAG，¥GCGGGCACAGCGGC1 AC，¥CGTTCTTGG 2 t 60 

G
 
G
 
C
 
C
 
G
 
T
 
T
 
C
 
T
 
G
 
C
 
A
 
A
 
G
 
A
 
印T
 
T
 
G
 
町民 218.1 

図2-6 高度好熱菌 皿etS遺伝子の極基配列

下線のアミノ酸配列は. Edman分解によって決定されたものと一致した ，metS遺伝子の発

現を制御するアテニユエーターのリ ダ 配列と恩われるものを括弧で示してある.点線

の塩基配列は.tR NA~.乞の塩基配列と相向性があり . metS遺伝子の発現を制御してい

ると考えられる [Nureki et al..1991J ， 
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補足高度好熱菌MetRS遺伝子のattenuation制御モデル

metS遺伝子の開始コドンから約90塩基上流には.SD配列 (AGGAG)を伴った10アミノ酸

残基をコードする短い読み枠が見いだされた.この10アミノ酸残基の内. 3残基はメチオ

ニンであった.この読み枠のすぐ後には.mRNA上で，以下の 2通りの2次構造(a. 

b)を作りうる領域があり，つづいてUが8つもつながった配列が見いだされた.この領

域は，担当遺伝子の発現を調節するattenuatorとして働いていることが予想される.

もし，細胞内のメチオニル化されたtR N A H.包の温度(メチオニン自身の濃度ではな

い)が十分に高い場合.10残基のリーダーペプチドの翻訳はとどこおりな く行なわれ，す

なわちリボソームはこのmRNA上を速やかに移行するため. mRNAは (a)の2次構

造をとると考えられる.この構造は強力な ρーindependentterminatorであり ，盟主E遺伝

子の転写は終結し，細胞内のMetRSの合成量が抑えられ. tRNAH.'のメチオニル

化も抑えられる.しかし，もし細胞内のメチオニル化された tR N AH・包の温度が低い場

合はリーダーベプチド10残基のうち. 4~番目のメチオニン以前でリボソームがpOslng して

しまうと .mRNAは水素結合の数が多い (b)の2次構造をとって.terminator構造が

回避されるため，転写は継続されて .MetRSが合成され. t R N A Heもはアミノアシ

ル化される，このような機構で細胞内のメチオニル化された tR N AH・zの量は一定に保

たれていると考えられる.同様な機構は，大腸菌の PheRSについても報告されている

[Fayat et al.. 1983J 
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Ĝ
 Ĉ
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Ĝ
【;̂
C

~
H
O
 

C; 
Y
 
l) 
G
 
11 
^
 
1I 
N
 
1
 
l' 
l' 
t: 
E
 
^
ト
ト
]1
^
 
JI 
U
 
G
 
E
 
1・
11
V
 
I
 
11 
j，
 
K
 
V
 
l' 
U
 
l' 
C;
 
T
 
T
ド
V
K
 
J) 

/(
i
0
 

，<;
11
(:
1 

Ĝ
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Ĝ
 ̂
 1'
G
T
G
Ĝ
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Ĝ
G
Ĝ
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Ĝ
Ĝ
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図2-12 GluRSのアミノ酸配列相同性 各GluRSのアミノ酸配列は以下の文
献による T ・ 些笠盟血込~， [Nureki et al.， 1992] Rb.足並旦E盟込担主l，[Laberge 
et al.，1989] E.coli， [Breton et al.，1990] Bacillus subtilis・B.stearotherm白

血斗~， [Breton et al.， 1990] . class 1 AR Sに特徴的な HIGH配列と KMSK配列に下
線を引いてある，
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