


第 3章

アミノアシル tRNA合成酵素のZn2+結合モチーフの機能構造の解析

3. 1. 序

20種類のアミノアシル tRNA合成醇素のうちのいくつかは.Z日2+イオンを結合する金

属タンパク質であることが知られている.すなわち，大腸菌，中等度好熱菌担旦斗旦E

stearothermophi 1 usおよび高度好熱菌且立型E生竺旦些且旦互のMetRS.大腸菌および

高度好熱菌の IleRS.高度好熱菌のValRS.ウシのTrpRS.大腸菌のAla

RSについては，原子吸光を用いた解析により，分子内に強く結合した2n2+イオンが存在

することがわかっている [Posorskeet al. .1979; Mayaux & Blanquet.1981; Kisselev 

et al..1981; Mayaux et al..1982; Kohda et al..1984; Miller et al..1991l.さら

に.Znれイオンに対するキレート剤を用いた研究により，これらの2n2+イオンは酵素活性

に必須であることが示唆されている .一方，最近のアミノ酸配列解析により，いくつかの

AR Sは2n2+フィンガーに似たCysおよびHis残基に富む配列をもつことが見いだされてき

た(図3-1) [Miller et al..1991; Berg et al..1986; Herbert et al..1988; Nureki 

etal..1991J.しかし，これらのZn2+結合モチーフを持つARSの大部分について，本

当にZn2+イオンが結合しているのか，どんなアミノ酸残基にどのように結合しているの

か，またその機能は何であるか，といった問題に対する解答はほとんど得られていない.

高度好熱菌のMetRSはホモダイマーとして存在し. 1サブユニットあたり 1個の酵

素活性に必須なZn2+イオンを結合している [Kohdaet al..1984l.このMetRSの遺伝

子をクローニングし，一次構造を決定したところ(第2章) .分子中に存在する 3つ全て

のCyS残基 (Cys-127.Cys-130. Cys-144)はN端のドメインに集まって存在し.His-147 

と共lこZn2+フィンガ一様のモチーフを形成していることがわかった(図3-1) [Nureki et 

al. • 1991 J .大腸菌および酵母のMetRSにも，アミノ酸相向性は低いが，対応した位

置にZn2+結合モチーフが存在している(図3-1).この高度好熱菌MetRSのZn2・フィ

ンガー様モチーフ中のlつのCys残基 (Cys-127)をSerに置換したところ，アミノアシル化

反応の~e..tが著しく低下した [Nureki et al.. 1991J .一方，大腸菌のAlaRSのCys

およびHis残基に富む領域 (Cys/Hisbox)と同じ配列を持つ20残基程度のペプチドを合成

したところ ，このペプチドはZn2+およびC02+イオンと結合しうることがわかった [Miller
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etal..1991J.さらに，この Cys/Hisboxは. tRNAAはの特異的な認識に重要な役割

を果たしていることが示唆されてきている [Milleret al. .1991; Miller品Schimmel.

1992 J . 

本研究では，高度好熱菌MetRSの2n2+フィンガ一様モチーフについて，変巽体の反

応速度論的解析を進めるとともに.Cys残基の化学修飾を用いて，このモチーフが実際に

Zn2+イオンを結合していることを明らかにした.さらに，このCys残基の化学修飾法と反

応速度論的解析を組み合わせることで，図3-1に示した他のARSについても，そのZn2+

結合モチーフの機能 構造相関について研究を行った .

3. 2. 材料と方法

3.2.1試薬

monosodium ~-(hydroxymercuri)-phenylsulfonate (PMPS) . 4-(2-pyridylazo)resor 

cinol (PAR)は，それぞれSigmaChemical Co..平日光純薬(大阪)から購入した.化学修

飾で用いるTris-HCl， NaClなどのStocksolutionは.Chelex 100 (200-400mesh. Bio-Rad 

Laboratory)を通して， Zn2+イオンの混入を防いだ.高度好熱菌MetRSの部位特異的

変異導入には. Muta-Gene™ キット (Bio-Rad Laboratory)を用いた. AR Sの活性測定

に用いた L-[(methyl)-"C]Met(57 mci/mmol) • L-[(U)-"C]Ile (315.5 mci/mmol). L-

[(U)-"C]Thr (234 mci/mmol). L-[(U)-'‘C]Phe (513 mci/mmol). L-[(U)-'・C]Arg (305 

目ci/mmol).L-[ (U)-'河川lu(265.7 mci/mmol). L-[ (U)“ 1‘C]Asp (220 mci/mmol)はすべ

てAmershamより購入した.

3.2.2 高度好熱菌のARSの調製

高度好熱菌の野性g]iMetRSは，第 1章で述べた方法により調製した.MetRSの

変異体は，第2章で述べた方法により作成し，野性型と同じ方法で精製した .また.metS 

遺伝子のLys-503に対応するAAGコドンを終止コドンTAGに置換することによって，単量体

型のMetRSを大量発現させ，野性型の二景体の酵素と同様に精製した.高度好熱菌の

GluRSは第l章で述べた方法によって調製した .高度好熱菌の 11 e R Sは，第 2章

で述べた方法により調製した，

113 



3.2.3 大腸菌のARSの調製

大腸菌AspRSについては， D.Moras博士 (IBMC，CNRS， Strasbourg， France)より

精製された標品をいただいた.大腸菌の 1leRS， ThrRS， PheRS， Arg 

RSは，当研究室の河野博士によって，それぞれ且旦S，些rS，.!'_包~..!'_出1，笠~遺伝子

の大量発現系を用いて培養を行い， DEAE-Sephace! (PharmacialおよびPheny!-Superose

HR10/l0，田口noQHR10/10 [後者2つは， FPLC LC-500 plus system (Pharmacia) ]のカラ

ムクロマトグラフィーを用いて精製されたものを用いた.なお， ileS遺伝子の大量発現系

は水島博士(現東京大学応用微生物研究所教授)よりいただいた.また， thrS， pheS . 

也旦遺伝子の発現系は， M.Springer博士 (Institutde BiologiePhysicochemique， CNRS， 

Paris) よりいただいた.また笠~遺伝子の大量発現系は，当研究室の坂本氏により構築

された，

3.2.4 高度好熱菌および大腸菌のtRNAの調製

高度好熱菌の籾RNA薗分は，当研究室の春木博士によりZubayの方法 [Zubay，1962]

によって調製された .大腸菌の tRNAA" ，tRNAPheは当研究室の坂本氏，高井氏に

より，第l章でtRNAHet，tRNA"e， tRNAG1Uの精製について述べた (1. 2.2 1 

のと同様の方法によって ，大腸菌粗RNA函分から精製された目

3.2.5 AR SのCys残基の化学修飾と遊援したZn2+イオンの検出

10 mM Tris-HC! (pH 7.5) ，0.2 M NaCl. 5% glycerolを含むO.lmlの反応液中で，

A R S (2-8凶)に， 4-256川iのPMPS(CySに特異的な修飾剤)を加え， 25'Cで3時間反

応を行う .これにより ARSのCys残基がHg'+によって修飾され，生成したmercaptide

bondは250nmに吸収を持つので I A2.50を測定することにより化学修飾の度合を定量するこ

とができる(図3-2).また，あらかじめ反応液に0.12mMのPARを入れて化学修飾を行う

ことにより，遊離したZn2+イオンがZn'+.PAR，複合体を形成し，これは500nmlこ吸収を持つ

ためA500を測定することで遊離したZn'φイオンを定量することができる(図3-2) .吸光

度の測定に関しては， PMPSの法度が O#Mの時の値を Oに設定し，以後の測定値はこれに対

する差の吸光度としてsA250，ðA ， o。として表した(図 3 - 3~12) .なお実験方法の詳細は，

aspartate transcabamy lase [Hunt et al.， 1984 JおよびTFIIIA[Shang et al. ，1989Jに
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ついて以前に行われた研究に従った.

3.2.6 アミノアシル化反応の活性測定

野性型および変異体のMetRSの反応速度定数は，第 2章で述べた方法により測定し

た.化学修飾した ARSのアミノアシル化反応の初速度は，以下の方法により測定した

様々な温度のPMPSにより 10#1の体積で化学修飾を行い(3.2.4) .うち1.25 #1を用いて

50 ~lのスケールでアミノアシル化反応を行い. 30秒後. 1分後に24 ~l ずつ取り出して "C

の放射活性を測定し，反応の初速度を求めた.アミノアシル化反応は，高度好熱菌の

1 1 e R Sについては.1∞mM Tris-HCl (pH 8.0. 650C) • 5 mM Mg(CH3COO)2. 10 mM 
KCl. 2四MATP. 0.2 #M 1 1 e R S. 300 #M 1‘C-Ile. 2.4 mg/田1(約100#M) 高度好熱

菌粗分画tRNA.の組成にてWCで行った .高度好熱菌GluRSについては.Trisが

反応を阻害するため，上記の組成のうち緩衝液を100mM Hepesに換えて反応を行った.大

腸菌の 1leRS. PheRS. ArgRS. AspRSについては.100 mM Tris-HCl 

(pH 7.5) .5 mM MgC12. 10 mM KCl. 2 mM ATP. 0.2 ~M ARS. 300μM 1‘C標識アミノ酸

および10 ~M t R N A (それぞれのARSに特異的なもの)の組成で反応を行った.大腸

菌のThrRSについては，大腸菌の粗分画 tRN  A (200 ~M) を用いて反応を行った.

また，化学修飾した大腸菌の 1leRS. ThrRSの反応速度定数の測定は以下の通り

に行った すなわち.0および64#MのPMPSで化学修飾したARSを0.8#M用いて反応を行

い，基質温度はアミノ酸 100μM. t R N A 10 #M. A T P 2 mMを基準値とし，それぞれ

10-100 ~M. 0.5-5 #M. 0目 5-2mMの範囲で濃度を娠った.



3. 3. 結果と考察

3.3.1 高度好熱菌MetRSの化学修飾と202+イオンの遊離

高度好熱菌のMe t R S (4 pM)のCys残基をPMPSで化学修飾したところ.PMPSの濃度

に比例してA25 0が増加し.PMPSの濃度が32州になったところで飽和した(図3-3.企). 

このことは.MetRSの6つ(1サプユニットあたり3つ)のCys残基すべてが修飾され

たことを意味している.さらにこの時.PMPSの濃度に比例してA500が直線的に増加し，や

はり32pMになったところで飽和した(図3-3.・).このことから.MetRSの3つの

Cys残基 (Cys-127.Cys-130. Cys-144)を化学修飾することによって.2n2+イオンが遊離

したことがわかる.これらA2S0とAsooの増加は，いずれも直線的でお互いによく相関して

いた(図ト3).したがって.MetRSの3つのCys残基すべてが，協同的に2n2+イオン

の結合に関わっていると考えられる.2n2+-PAR2複合体のモル吸光係数 (ε500=6.6xl0‘

M-' cm-
I )を用いて計算すると，ニ量体のMetRSl分子あたり 2個の2n2'"イオンが結

合していたことになり，当研究室で以前行われた原子吸光を用いた測定の結果 [Kohdaet 

al..1984Jとよく一致する .

3.2.2の方法で調製した単童体型のMetRSは，野性型の二量体と同程度にアミノア

シル化の活性を持っていた このことは， 二重体のMetRSをトリプシンで限定分解す

ることにより得られた単重体のフラグメント(ドメインTl-T2)が十分なアミノアシル化活

性を持っていたこと [Kohdaet al.. 1987 Jとよく対応する この単量体型のMetRS

を化学修飾したところ.3. 1当量のPMPSによって 1分子あたり 1f聞の202+イオンが遊離し

てきた(図3-3.0) .このことは. 3つのCys残基すべてがこの単量体型のMetRS分

子に含まれていることとよく対応する.さらに本研究室では.1.10-phenanthrolineを用

いた解析を行ない， 2n2+イオンがMetRSのN末端のドメインに存在することをすでに

確かめている [Kohdaet al.， 1987J .これらの結果から，高度好熱箇のMetRSのN

端ドメインに存在する2n2・フィンガ一様のモチーフは，2n2+イオンの結合に関わっている

ことが示唆される

3.3.2 MetRS変巽休の化学修飾を用いた解析

そこで，この高度好熱菌MetRSの2n2+フィンガ一機モチーフ中に存在するCys-127.

CYS-130. His-147をそれぞれSer.Ser. Cysに置換した変異体 (C127S.C130S. H147C)を
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作成した(図ト1)目Cys-144にも変異を導入することを試みたが，盟主E遺伝子上でこのア

ミノ酸残基に対応するDNA配列が安定な二次構造を作り得るものであったためか，変異

体を得ることができなかった.これらの変異体MetRSは，野生裂のMetRSと同様

に熱安定であり.700C30分の熱処理にも耐えた.このことから，これらの変異の導入によ

ってMetRSの3次構造上のフォールディングは影響を受けていないと考えられる.こ

れらの変異体MetRSについて.PMPSおよびPARを用いた化学修飾を行なった.すると

C127S変異体では.Cys残基を化学修飾しでもZn2+イオンは遊離して来なかった(図3-4.

β) .このことは.C127S変異体には2n2+イオンが結合していないことを示唆している.

すなわち.Cys-127側鎖のスルフヒドリル基はZn2+イオンの結合に必須であると考えられ

る.

これに対し.C130S変異体 (.A.). H147C変異体(・)では.Cy s残基の修飾に伴って

Asooが増加し，これはA250の増加とよく対応していた(図3-4).したがって.C130Sおよ

びH147C変異体は依然としてCys残基でZn2+イオンを結合していると考えられる .すべての

Zn2+イオンを遊離させるのに要するPMPSの量は.C130S変異体，野性型Me t R S. H147C 

変異体の頗に3.3.6.7.9.2当量であり，それぞれ 1分子あたりに含まれるCys残基の数

(それぞれ4個.6個.8個)とほぼ一致している(図3-4) しかし，これらの変異体から

遊離してくるZn2+イオンの量は，野性型のMetRSに比べて減少していた(図3-4). 

C130S変異体.H147C変異体は，それぞれ 1サプユニットあたり平均 0.75個.0.6個のZn2+

イオンを結合していた(表3-1).このことは.Cys-130. His-147に変異を導入すること

で.MetRSのZn2+イオンに対する親和性が落ちたことを示唆している(結合していた

Zn2+イオンは精製過程で取れてしまったものと考えられる) したがって.Cys-127のみ

ならず.Cys-130やHis-147もZn2+イオンの結合に関わっていると考えられる.また.Cys-

144もおそらく Zn2+イオンの結合に関わっていると考えられる

3.3.3 高度好熱菌MetRS変災体におけるアミノアシル化反応の反応速度論的解析

C127S. C130S. H147C変異体のアミノアシル化反応の反応速度定数を測定した結果を表3

-21こ示す.まず.C127S変異体では.Lーメチオニン.A T P. t R N A ~.，に対する Kmが

3-411音に上がっていたが，それ以上に kcatが1/300まで落ち込んでいた(表3-2) この活

性の低下は.Cys-127の変異により Zn"イオンが離脱してしまったこと(3目3.2)によると

考えられる.C130S変異体では. k e~t は C12 7Sほど低下していなかったが.L-メチオニン.
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tRN A~・乞に対する K.が著しく上昇していた(約 8 倍) (表3-2). C130S変異体は，依

然としてZn2...イオンを結合していたことから (3.3.2)，この活性の低下は2n2+イオンが

離脱したことによるものではなく I Zn 2...フインガ一様モチーフが形成していたメチオニン

およびtRN A~・もの結合部位のコンフォメーションが，この変異の導入によって変わっ

てしまったからであると考えられる.さらに， H147C， H147S変異体では， H147C変異体が

依然としてある程度のZn2。イオンを結合していたにもかかわらず kC 8.tが1/5，000に低下

し， !まぽ完全に失活してしまった(表3-2) .このことから， His-147はアミノアシル化の

触媒活性自身に関わっている可能性も考えられる.以上より.Zn2+フィンガ一様モチーフ

への変異の導入は，アミノアシル化の kC8.tを低下させ，メチオニンや tR N A He包に対す

るK.を上昇させたが， ATPに対する玉mにはほとんど影響を及ぼさなかった.このこと

から，高度好熱菌MetRSのZn2+フィンガー様モチーフは.ATPの結合には関与せず

tRNAにアミノ酸を結合する過程の重要なステップに寄与していると考えられる

3.3.4 Zn2+フィンガ一様モチーフ近傍に存在する溢基性アミノ酸のクラスター

さらに，このMetRSのZn2+フィンガ一様モチーフのすぐ C端側には， Arg153 

Arg154-Lys155なる塩基性アミノ酸のクラスターが存在する(図3-1). TFIIIAの2n2+フィ

ンガーのC端側にも塩基性アミノ酸のクラスターが存在し ，DNAとの結合に寄与してい

た[Milleret al.， 1985]ことから，このMetRSの塩基性アミノ酸のクラスターもな

んらかの活性に寄与していると考えられる白そこで，このArgI53-ArgI54-LysI55をコード

しているd(AGGCGGAAG)という塩基配列をd(GAGGCGGAA)という塩基配列に置換し ，Glu-Ala-

Gluという酸性アミノ酸のクラスターに変換した変異体を作成した(図3-1) .この153RRK

/EAE変異体の反応速度定数を求めたところ， k ca.包が1/55と大きく低下し，メチオニンに

対するK図が26倍と著しく上昇したにもかかわらず， tRNA H • ' と ATP に対する K.は

影響を受けなかった(表3-2) .したがって，この塩基性アミノ酸クラスターもZn2.フィ

ンガ一様モチーフと同様に，メチオニンを tRNAに結合させるステップで監察な役割を

果たしていると考えられる.

3.3.5 MetRSの2n2+フィンガー緩モチーフの徳能・構造相関

以上の結果より，高度好熱菌M巴 tRSのZn2 +フィンガ一様モチーフはメチオニンや

t R N Aなどの基質の認識や酵素の触媒活性に重要な役割を果たし，特にこのモチーフ中
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のCys-127はZn2+イオンの配位に直接関わり.His-147は触媒活性自体に関わっていること

が示唆された.一般にZn2+イオンが触媒活性自体に関わっている酵素では.Zn2+イオンは

3つのCysおよびHis残基と 1つの活性化されたH20分子によって配位されていることが知

られており [Vallee品Auld.1990J.高度好熱菌のMetRSでもこれと似たZn2令イオン

の結合様式を取っている可能性がある.したがって .MetRSの2n2+フィンガ一様モチ

ーフは.Zn2+イオンが4つのCysおよびHis残基によって配位されている典型的な2n2+フィ

ンガーとは異なるコンブオメーションをとっているのかも しれない.本研究により，高度

好熱菌MetRSのZn2+フィンガ一様モチーフは. AT Pの結合ではなく，アミノ酸や

t RN Aの認識およびそれらの閣の反応の触媒に関わっていることが明らかになった.こ

の結果は大腸菌MetRSのZn2+結合モチーフ(図3-1)中のLys残基が tR N A~. ‘の CCA

末端のcytidine残基にクロスリンクした，という最近の報告 [Hountondjiet al. .1990J 

とよく一致する 目また ，このZn2+結合モチーフ中のCys-158はメチオニンの活性化に寄与

していることが明らかになっており [Starzyket al. .1989J .この報告も高度好熱菌の

Me t R Sで得られた本研究の結果とよく対応する.

本論分の序でも述べたように，最近.AT P結合に関わる特徴的なモチーフの違いに基

づいて.20種のARSが大きく 2つのグループに分類された [Erianiet al..1990J 

M e t R Sが含まれるc1 as s 1のARSでは，特徴的なHIGH(His-Ile-Gly-His)配列，

KMSK (Lys-Met-Ser-Ly 5)配列を中心に Rossmannfoldが形成され，このATP結合構造

の中に fconnectivepolypeptide IJ (CP-I)と呼ばれる領域が挿入されている(2.3. 

4) .興味深いことに.MetRSの2n2+結合モチーフはこのCP-I領主主に存在している(

図2-8).大腸菌のGlnRSとtRNAG10の複合体のX線結晶解析から，この酵素のCP

-1領域はtRNAのアクセプターステムと結合していることが明らかになった [Rouldet 

al..1989J .したがって.class 1のARSのCPイ領域は，すべてのARSに共通な基質

であるATPの結合に関わるのではなく，むしろARSごとに異なるアミノ酸や tRNA

の認識およびそれらの触媒活性といった，アミノ酸特異的な機能に寄与していると考えら

れる.このことは，高度好熱菌MetRSの2n2+フィンガ一様モチーフがメチオニンと

t R N A HHの結合に関わっており. AT Pの結合には関与していない，という本研究の

結果とよく一致している.



3.3.6 アミノアシルtRNA合成酵素のZ02+-結合モチーフ

図3-1に示すように，高度好熱菌のMetRSのみならずいろいろなARSはCys.His 

残基に富むアミノ酸配列を持っており，これらは金属イオンの結合に関わっていると考え

られる(各ARSのアミノ酸配列は以下の文献による

T. 並区旦且ι旦~ MetRS. [Nureki et al. .1991]; ~.旦II MetRS. [ Dardel et al..1984]; 

S. 竺旦込旦旦~ MetRS. [Fasiolo et al..1985]; ~. coli CysRS. [Hou et al..1991 ;Avalos 

et al. .1991]; ~.旦II IleRS. [Webster et al. .1984]; 1i_.竺旦註註旦旦 mitochondrial

LeuRS. [Tzagoloff et al. .1988]; S. douglassi mitochondrial LeuRS. [Herbert et al.. 

1988]; Human ValRS. [Hsieh & Campbell.l991]; ~. coli GluRS. [Breton et al..1986]; 

1 竺~立旦~ GlnRS. [Ludmerer & Schimmel.1987]; Human GlnRS. [Fett & Knippers. 

1991]; E. coli ArgRS. [Eriani et al. .1989]; E. coli TrpRS. [Hall et al..1982l; B 

5tearothermophilu~ TrpRS.[Barstow et al..1986]; E. coli ThrRS;[Mayaux et al .. 

1983]; ~. s_立ev竺旦~ ThrRS. [Pape & Tzagoloff.1985]; Human ThrRS. [Curzen & Arfin. 

1991]; 1i_ 竺竺主主旦旦~ mitochondrial AspRS. [Gampel & Tzagoloff.1989]; ~. S_gJ_j_ 

PheRS. [Mechulam et al目.1985];~.旦II AlaRS.[Putney et al..1981]; Bom泣E盟主

AlaRS. [Chang品Dignam.1990]) 

興味深いことに，この2n2+結合モチーフを有するか否かに基づく ARSのグループ分け

は.AT P結合モチーフの違いに基づくグループ分け (class1. class 11) (序章)と

一致していない .また，図3-1に示したARSのZn'φ結合モチーフでは，モチーフの長さ

やZn2+に配位していると考えられるアミノ酸残基の種類，その配位子の聞のアミノ酸配列

が様々に異なっている.したがって，これらのARSのZn2+結合モチーフが本当にZn"イ

オンを結合しているのか，その機能は何なのかを調べることは非常に興味深いことと考え

られる.そこで，図3-1に示したARSのうちいくつかについて.PMPSによってCys残基を

化学修飾し.PARによって2n2+が遊離するかどうかを解析することにした

3.3.7 大腿菌および高度好熱菌IleRSのZn2+結合モチーフの軽量能ー構造相関

図3-5に示す通り，大腸菌の 11 e R S (15個のCys残基を持つ)の化学修飾の実験では

A:zs 0の増加と相関してA5 00の増加が見られた.これらの増加は.15個のCys残基すべてを

修飾するPMPSの濃度 (60~M) において飽和した. Zn"-PAR，のモル吸光係数を用いること

により，大腸菌 IleRSは. 1分子あたり 2個のZn2+イオンをCyS残基によって結合し



ていることが明らかになった .図3-5で. d. A， 0。の曲線はジグモイド状であり，高度好熱

菌MetRSのグラフとは異なっている ，これは，化学修飾されるCYS残基のうち一部の

残基のみが2n2+イオンの結合に関与しているからであると考えられる.従って， sAsoo幽

線の最大傾斜から， 2n2+イオンの結合に関与しているCys残基は約6つであると見積るこ

とができた.この結果は，大腸菌の 11 e R SがN端のドメインにHis-His-Cys-Cysおよ

びC端のドメインにCys-Cys-Cys-Cysという 2つの2n2+結合モチーフを持つこと(図3-1) 

とよく対応している.さらに.IleRSをいろいろな滋度のPMPSで修飾した後に，アミ

ノアシル化反応の活性(初速度)を測定してみた.すると. 2n 2 •イオンの遊離と対応して

アミノアシル化の活性は急激に低下し. 2つの2n2+イオンのうち lつが失われたところで

ほぼ失活してしまった(図3-5) .そこで.Zn2+イオンの遊離がアミノアシル化反応のど

のステップに効いているのかを調べるため.0μM. 64μHのPMPSで処理した 11 e R Sに

ついて .3種類の基質に対する Kmとkc..tを測定した(表3-3) .すると ，イソロイシン

( 3 倍)と tRNA '1 • (20倍以上)のKmが上昇していたうえに .k c・tも1/73に落ちて

いた.このことから 11 e R Sの2n2+イオン(2n2・結合モチーフ)も .MetRSと同様

にアミノ酸やtRNAの結合と触媒活性に寄与していると考えられる.

高度好熱菌T.thermophilusHB8の11 e R Sの化学修飾の結果から，この IleRSも

Cys残基に結合した 2つの2n2・イオンを持つことがわかった(図3-6).また2n2φイオンの

遊離に伴って，アミノアシル化の活性はやはり著しく低下した(図3-6) .高度好熱菌の

IleRSにも 2つの2n2+結合モチーフが存在しており ，このうちの 1つは大腸菌11 e 

RSのN端側のモチーフにほぼ対応している(図2-8).したがって，大腸菌および高度

好熱菌のIleRSのそれぞれ2つのZn2+結合モチーフ は，Zn2+イオンを結合しており，

少なくともその 1つは IleRSの活性に必須であると結論される 目原子吸光を用いた以

前の解析からは，大腸菌の 11e R Sは1つ以上 [Mayaux& Blanquet.1981] .高度好熱

菌のIleRS!ま2個の2n2+イオン[Kohdaet al. .1984]を結合していることが報告され

ており，本研究の結果とよく一致する.特に ，大腸菌の IleRSについては.2n2+イオ

ンの数は 1個ではなく. 2個であることが本研究によりはっきりした.

11 e R Sはclass]のARSであり，大腸菌および高度好熱菌の 11 e R Sで共通し

ていたN端側の2n2+結合モチーフは，やはりCP-]領域に存在する(図2-8) 先の反応速

度定数の解析の結果からも示唆されたように.このN端側の2n2+結合モチーフは.M e t 

RSのモチーフと同様に，アミノ酸やtRNAの認識およびその触媒といった ，アミノ酸

1 2 1 



特異的な機能に関与していると考えられる.以前の大腸菌IleRSの deletionmutant 

を用いた解析から.CP-I領域内のZn2+結合モチーフ周辺の100アミノ酸残基を欠失すると

活性が大きく低下することが報告されており [Starzyket al..1987J .本研究での結果

とよ〈対応する.大腸菌IleRSの2番目 (C端側)のZn'+結合モチーフは，きわめて

C端に近い部位 (C端から37残基目まで)に存在し，他の生物由来の 11 e R Sでは保存

されていない.最近大腸菌の AlaRS において，その 2n 2 +結合モチーフが tRNA A1 •

のアイデンティティー決定因子である G3・U70の認識に関わっていることが示唆されてい

る[Milleretal..1991; Miller & Schimmel..1992J .したがって，大腸菌の IleRS

でも .C端側の2n2+結合モチーフは大腸菌tRNA"・に特異的なアイデンティティー決

定因子の認識にたずさわっている可能性が考えられる 目本研究でも C繍側の2n2+結合モチ

ーフ中のCys-902.Cys-905をAlaに置換することを試みたが，変異体が不安定なためか，

発現させることができなかった.しかし，興味深いことに.Tetrahymena thermophilaの

I 1 e R Sでは，この C緒側の2n2+結合モチーフに対応するあたりに.Leuジッパーに似

た配列が存在しており [Csanket al. .1992J .これら 2つのモチーフはtRNAの結合

などの共通した機能をもっと考えられる

3.3.8 大島菌ThrRSのZn'φ結合モチーフの機能・構造相関

大腸菌のThrRSはホモダイマーとして存在し. 1サプユニットあたり 13個のCys残

基を含んでいる.大腸菌のThrRSについてPMPSによるCys残基の化学修飾をおこなっ

たところ. 1分子あたり 2個(1サプユニットあたり 1個)のZn'+イオンが遊離してきた

(図3-7). I'!.A，ooの増加曲線は11 e R Sの場合と同様にジグモイド状であり.13偲の

CYS残基のうち 2ない し3残基がZn2+イオンの結合に関与していると考えられる.この

Zn'・イオンの離脱に伴い，アミノアシル化の活性は著しく低下した(図3-7).。μHと64
μHのPMPSで処理したThrRSの反応速度定数を測定したところ(表3-3). (64μHの

PMPSでは，全ての Cys残基が修飾されていないので傾向しかわからないが) tRNATh' 

に対する Kmが上昇し. k c&cが低下する傾向が見られた.大腸菌のThrRSには His

X.-Cys-X3-His-X，-CySという構成の2n2+結合モチーフが存在しており(図3-1).したが

ってこのモチーフは 1個のZn'+イオンを結合し.MetRSや 11 e R SのZn'令結合モチ

」フと同様に，アミノ酸特異的なアミノアシル化反応のステップに寄与していると考えら

れる。酵母やヒトのThrRSにも，対応する領域にZn'φ結合モチーフが存在しており(
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図3-1)，これらの領域はThrRSの活性に必須であると考えられる

ThrRS は， class IIに属するARSである class 11のARSに共通なATP結合

のモチーフはC端側のドメインに存在し(図1) ，一方本研究で同定されたZn'・結合モチ

ーフはN端側のドメインに存在している.したがってThrRSの2n2+結合モチーフは，

ATPの結合ではなく， AlaRSの場合と同様に tRNAとの相互作用に関わっている

と考えられる.現に，上の反応速度論的解析の結果はこの考えを支持している.以上の結

果は， class 1のMetRSや 11e R SとclassIIのThrRSで，きわめて類似した

基質認識および酵素触媒の機構が存在することを意味しており，このZn2+結合モチーフの

持つメカニズムは， AT P結合様式に基づく ARSの分類とは独立したものであると考え

ることができる.

3，3.9 大島菌PheRSのZn2+結合モチーフの機能・構造相関

大腸菌のPheRSは， α2β2のサブユニット構造を持ち， 1分子あたり26個のCys残

基を持つ .PMPSを用いた化学修飾によって，わずかな2n2+イオンの遊離(1分子あたり

0.3個程度)が検出された(図3-8) .このことは， PheRSがCys残基に弱く結合した

Zn2+イオンを持っていることを意味している(したがって，大半のZn2+イオンは精製過程

で取れてしまったと考えられる) .以前の蛍光を用いた解析 [Mayaux品Blanquet，1981]

で，大腸菌のPheRSは1分子あたり 8個の2n2+イオンを弱く結合し得ることがわかっ

ており，本研究の結果とよく対応する.大腸菌のPheRSのaサプユニットのN端には

長いZn2+結合モチーフが存在し(図3-1)， Zn'+イオンの 1つはこのモチーフに結合する

可能性がある，また，このZn2+イオンの離脱によって，アミノアシル化の活性はほとんど

~響を受けなかった(図 3- 8) .さらにPMPSを過剰に加えると，活性は急激に低下した(

図3-8).これは，あるCys残基が化学修飾されたことによりこの4量体の酵素の (4次)

構造が大きく変わってしまったからであると考えられる 以上より，すでに指摘されてい

るように [Plateauet al，1981] ， P h e R Sに結合しているZn'φイオンはアミノアシル

化反応に関わるのではなく， Ap，A合成など他の機能に関与していると考えられる.

3.3.10 大腸菌ArgRSの化学修飾

大腸菌ArgRS(1分子あたり 3つのCys残基を持つ)のCys残基を化学修飾したとこ

ろ， Zn'φイオンの遊離は見られなかった(図3-9) .しかし， PMPSの滋度を上げていくと
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アミノアシル化の活性がゆるやかに低下した(図3-9) ただしこの活性の低下は.PMPS 

による皿ercaptidebondの形成とは相関がなかった.すなわち，アミノアシル化の活性に

関与する(Cys以外の)なんらかのアミノ酸残基(His残基など)が分子表面に露出してい

て.PMPSの攻撃を受けたものと考えられる.以上の結果は，大腸菌ArgRSには明瞭な

Zn2 +結合モチーフが存在しないこととよく対応する 図3-1にHis-X2-CYS-X'5-His-Cysと

いう配列を示しであるが，この配列中の連続したHis.Cys残基では2n2+イオンを結合でき

ないと考えられるからである.

3.3.11 高度好熱菌GluRSおよび大腸菌AspRSの化学修飾

高度好熱菌GluRS (1分子あたり 1個のCys残基を持つ) (図3-10)および大腸菌

AspRS (1分子あたり 6個のCys残基を持つ) (図3-11)の化学修飾では， 202+イオ

ンの遊離は検出されなかった.したがって，これらのARSは.Cys残基に結合する2n2+

イオンを持っていないと考えられる.このことは，これらのARSには2n2+結合モチーフ

が存在しないこと(図3-1)とよく対応する また，高度好熱菌の GluRSや大腸菌の

AspRSのアミノアシル化の活性は.CyS残基の修飾によって全く影響を受けなかった

(図3-10.11)目これらの結果は.これまでの解析結果に対する良い negativecontrolと

なっている 一方，大腸菌のGluRSでは. 1分子あたり 1個の2n2+イオンを結合して

いることが原子吸光を用いた測定により明らかになっており ，実際に化学修飾を行ったと

ころ，確かに 1個の2n2+イオンが遊離してくることが確かめられた(図3-12) 
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3.3.12 結論

本研究では， Cys残基の化学修飾を用いた解析により，アミノアシル tRNA合成酵素

のZ02+イオン結合に関する機能・構造相関を明らかにすることができた.すなわち，図3-

lに示されるような2n2+イオン結合モチーフを持つ酵素は，確かにCys残基でZn2+イオンを

結合していた.また，これらのZn2+イオンの離脱により，これらのARSのアミノアシル

化活性は著しく低下(特に，アミノ酸と tRNAのKmが上昇し kca.tが低下)した，し

たがって rCysやHis残基によるZ02+イオンの結合がアミノアシル化活性に必須な役割を

果たすJという性質は，あるサブセットのARSには一般化され得ることであると考えら

れる.

また，このZn2+結合モチーフの機能 構造相関は， class 1のARSにもclassIIの

ARSにも共通して見られた 目class1に属するMetRSや 11 e R Sでは， Zn2+結合

モチーフはCP-I領域に存在し，それぞれに特異的なアミノ酸および tRNAの認識やそれ

らの聞の触媒過程に寄与していた.また， class 11に属する ThrRSでは， t RN  Aと

の相互作用に働いていることが示唆された.したがって.Zn2+イオンが介在するアミノア

シル化のメカニズムは， ATP結合モチーフに基づく ARSのクラス分けとは明らかに独

立なものであることがわかる このことは，この2n2+結合様造がそれぞれのARSの特異

性を発揮するように， ATP結合構造とは独立に進化してきたものであることを暗示して

いる.AR  Sの分子進化とこのZn2+結合モチーフの関連については，第 5章総合討論でさ

らに深く議論する.
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第4章

アミノアシルtRNA合成酵素の高分解能結晶の作成とX線結晶構造解析

4. 1. 序

アミノアシル tRNA合成酵素による基質(とりわけ tRN  A)の厳密な認識機構を解

明するには，酵素と基質 (tR NA)の複合体のX線結品構造解析を行うのが最も直接的

な方法である.また，複合体と酵素単独の結晶構造を比較できれば， t RNAとARSが

お互いにどのように矯造を変えて認識が行われ，酵素はどのようにして活性化されていく

のか，といった興味深い問題を明らかにすることができる .さらに最近では，分子進化の

観点からARS自身の構造が注目を浴びてきている .すなわち，序章でも述べたように，

ATP結合に関わるモチーフおよびそれをとりまく 3次構造の相違から， AR Sは class

IおよびclassIIの2つのグループに分類され.この分類は「アミノ酸を tR N A3'末端

のアデノシン残基のリボースの2'OHに結合するのか， 3' OHに結合するのか」といった反応

機構の相違にまで関わっていることが提唱された [Erianiet al.， 1991J 今後決定され

るARSの3次構造がこのクラス分けと対応するかどうかが，研究の一つの焦点、となるで

あろう.したがって， 20種類すべてのARSの構造を明らかにすることは， AR  Sの分子

進化を解明する上で重要であると考えられる .

X線結晶解析を行ううえでの 2大障壁とは，まず高分解能の結品を大量に生産できる系

をつくること，次に重原子向型置換法により位相を決定するために良い重原子同型置換体

を作ることである 目結晶化は熱力学に従い，重原子向型置換は化学に従うといわれるが，

これらの知識を以ってもこれらのステップは現在なお試行錯誤によるところが大きいと考

えられる. AR  Sの結晶化については歴史が古<，表4-1に示すようにさまざまな条件が

試されており，大いに本研究の参考になる.最近では，レーザ一光散乱を用いることによ

り，さまざまな種類 ー法度の沈殿剤の中での分子の拡散係数Dを求め，その動向により沈

殿剤の結晶化に対する適正を調べる試みが行われるようになってきた [Thibaultet al.， 

1992J 本研究でも.こ れまでなかなか結晶化が成功しなかった大腸菌 11 e R Sについ

てこの結晶化の診断法を適用し，結晶化に成功した .

本章では高度好熱菌の GluRS，MetRS，大腸菌の 11 e R Sの結晶化，および

高度好熱菌のGluRSのX線結晶解析について論じる .高度好熱菌GluRSについて
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Ii:，結晶構造が解かれているGlnRSとの対比が興味深い.この2つの酵素は非常に近

縁であると考えられてきたが， t RN A認識の厳密性(序章)や， t R NAを認識するア

ミノ酸残基の配置(第2章) ，および後述する 2次構造予測の結果から， t RNA認識ド

メインの構造は互いに異なるという印象が持たれる.また， GluRSの構造を解くこと

は， ARSによる tRNA認識機構を解明すること以外の側面にも意義のあることであ

る，すなわち，大腸菌のGluRSはヘテロダイマーとして存在し，相手のサプユニット

が存在するとATPやtRNAに対するGluRSの親和性が大きく上がる(10倍)こと

が以前から知られていた [Proulxet al.， 1983]が，最近になってこのヘテロサプユニッ

トはadenylosuccinatelyaseであることが判明し， GluRSとこのadenylosuccinate

!yaseとの相互作用がタンパク質合成と核酸合成のつりあいを保つ働きをしている可能性

が示唆されてきている [Gendronet al.， 1992] .したがって， GluRSの構造を解く

ことによって，このadenylosuccinatelyaseとの相互作用様式も明らかになることが予想

され興味深い また高度好熱菌MetRSについては，その構造を解くことにより，第3

章で論じたような，あるサブクラスのARSに普遍的なZn2+結合モチーフの様造を明らか

にすることができ，このモチーフによる tRNAおよびアミノ酸認識の機能 ・構造相関が

解明されると考えられる.さらに 11 e R Sは.Zn2+結合モチーフのみならず Leuジッパ

一様のモチーフをも持っており(図2-9)，またこのように分子量の大きなARSの構造

は未だかつて解かれたことはなく，構造を決定することの意義は十分にあると思われる

4目 2目 材料と方法

4.2.1 試薬など

沈殿剤として結晶化に用いたPEG6000，MPDは和光純薬から購入した .結晶化に用いたグ

ッドバッファー (Mes，Hepes， Pipes， Tris)は， Sigmaから購入した.その他の結晶化用

のMgCl" KC1， 2-mercaptoethanol， DTT，クエン酸ナトリウムは，一般に販売されている

特級品を用いた .重原子同型置換体を作成する際の重原子化合物は， Sigmaなどから購入

した .

4.2.2 高度好熱菌のGluRS，MetRSの結晶化用標品の調製
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高度好熱菌の民主E遺伝子.metS遺伝子を.PCRを用いてT7promoterを持つ発現ベクター

(本研究室の木川氏により作成)にサプクローニングし，大腸菌JM109(DE3)中で発現させ

る大量発現系を構築した.これにより，この大腸菌粗抽出液に含まれる可溶性タンパク質

の約80%以上までG1uRS.MetRSを合成させることに成功した(図4-1) .精製

は第 1章で述べた方法により行った.熱処理によりすでに90%近い純度になっていたため

(図4-1) .他の発現系を用いた場合より最終精製標品の純度は高く，これが高分解能の

結晶の作成に成功した 1つの要因になっていると考えられる .

4.2.3 大腸菌11eRSの精製

第1章で述べた方法にしたがって精製を行った.

4.2.4 結晶化

結品化は.hanging drop法を用い，蛋白工学研究所の森川博士の方法にしたがって行っ

た.すなわち.glycerol溶液として保存されているARS (2-10 mg/ml)約1mlを. 10mM 

Tris-HCl (pH 7.8) . 5 mM MgC12. 10 mM 2-mercaptoethanolを含む緩衝液11に対して一

晩透析し[透析チュープはSPECTRA/POR(SpectrumMedical Industries)を用いたJ. 

Centricon (ミリポア)を用いて約 50#1まで濃縮する.これに10x緩衝液および沈殿剤溶

液 (PEG6000など)を様々な最終温度になるように加えてdrop溶液とする.このうち16-20

川をスライドグラス (TakahashiGiken Glass Co. LTD.No.5)にのせ，様々な濃度の洗殿

剤を含むreservolrの入った秤量びん(安田商底)に.vacuum oilではりつける.これを

プラスチックのケースに入れ.4.C. WC. 20.Cの低温incubator(IL-92. Yamato)中で1

4週間放置した.結品化に用いたすべての溶液は0.22#mのフィルターで溜過した，また

ガラス器具はすべてシリコン化を行った(10%ジクロロジメチルシランを含むジクロロメ

タンと共存させ，真空に引いたデシケーター内で一晩放置) .結晶の観察は，結晶の核を

分散させないよう結晶を仕込んでより 2日目以降に，偏向顕微鏡 (NiconUFX-II)を用い

て行った.

4.2.5 磁結畠法 (seeding)

なかなか得られにくい高分解能結晶を大量に得るには.seedingを行うのが最も効果的

である，さらにサイズの大きい結晶を得るには.macro seeding力普通しているが，新しい
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dropに結晶の破片をただ入れるだけでは，一結晶面内での成長が一様でないためpoly

CrYsta1になってしまう 目そこで，なるべく新鮮なseedを，やや濃い緩衝液 [GluRS

1;l:100 mM Mes (pH 6.2) ， M e t R Sは150mM Hepes (pH 7.5) ]にト10分浸して表面を

少し溶かし，水で洗って ，仕込んだ直後および 2，3日後のdropに入れた .GluRSの

高分解能結晶は，この方法によってのみ大量に生産することができた.

4.2.6 結晶の皿outingとプレセッション写真による解析

harvestの条件(結晶が単独でも溶けずに，しかも割れない条件)は， GluRSで15

% PEG6000， 1.1% MPD， 55 mM Mes-NaOH (pH 6.2) ， 5.5 mM MgC12， 11 mM 2-mercapto 

ethanol， M e t R Sでは10% PEG6000， 150 mM Hepes-NaOH (pH 7.5) ， 5 mM MgC12， 

0.75皿MDTTであった.結品をこれらのharvest溶液中にしばらく浸しておいて，マウスベ

ットを用いて直径0.5-1.5mmのガラスキヤピラリー (MARK-ROHRCHEN，Germany)に詰め，

soft waxで封管する.

プレッセッション写真は， Huber社およびEnraf社のカメラを用いて撮影した.X線(

Cux，λ=1.5428nm)の発生装置は，回転対陰極型のRU-300(RIGAKUt土)およびM18X(MAC 

Science社)を用い， 50kV 90mAてー測定を行った.

4. 2. 7 重原子同型置換体の作成

GluRSの結晶を4.2.6で述べたharvest溶液(六穴中)に浸しておき， harvest溶液

と同じ極組成を持つ5mMの重原子化合物溶液(常に新鮮なものを作り， 0.22 #mのフィル

ターで溜過する)を， 1dずつ10-30分の間隔をあけてゆっくりと目的の濃度まで加えて

いく .最終濃度に至ったら， 15 % PEG6000のreservolrが入った密閉ガラス容器に入れ，

20'Cで1-2日間放置しておく .重原子リサーチの手順としては，まずプレッセッション

写真をとり，回折強度の変化が見られたものについて，次項で述べるdatacollectionを

行った.

4.2.8 データーコレクション

data collectionは， imaging plateを装備したDIP-I00(MAC Science)および筑波高エ

平ルギー研究所の坂部式巨大分子量ワイゼンベルグカメラを用いて，表4-2に示される条

件で行った.DIP-I00システムにおいては， data collectionはプログラムELMSを用いてPC
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-9801 VX上で行われ，集められたdataは-E[コンビュータ-Sunに転送されてここに蓄積

され，再びPC-9801上でevaluation処理を行い.VAXシステム (VT286)に転送して以後の

解析を行った.

4，2.9 X線結品構造解析

重原子向型置換体のPatterson関数解析，差フーリエ解析による重原子ピークのrefine

ment.電子密度分布図の解析など基本的なX線結晶構造解析は.VAXシステム上でプログ

ラムPROTEIN(Steigemann)を用いて行った.位相決定は.Patterson関数で明瞭なピーク

を与えた重原子 (methylmercurichloride)のdataを基準にして，他の重原子のピークを

差フーリエ解析により求め，これらを用いて重原子同型置換法を適用し ，場合によっては

良い重原子の異常分散効果を用いて位棺:を決定した

4.2.10 レーザー散乱を用いた結晶化の診断法

「タンパク質濃度を一定にして沈殿弗jの法度を上げていく，あるいは沈殿剤の濃度を一

定にしてタンパク質温度を上げていくことにより. (レーザ一光の散乱から求められる)

タンパク質分子の粒子半径がどのような動向を示すか」を解析することにより，その沈殿

剤が結晶化に適当であるか否かを判断する方法である .装置は，図4-2に示されるように

タンパク質，沈殿剤，緩衝液を含む溶液 40μlを長さ 3cmくらいのガラスセルに入れ，

波長λ=488nmのレーザ一光を当てて.Photocounterで様々な角度方向での散乱光の強度

[1 (K. t). Kは散乱ベクターでIKI=4rrn/lsin(8/2).nはサンプルごとに決まる反射定数，。

は散乱角度]を測定し.photomultiplierで1(K. t)の実時間ごとの揺らぎを処理し.cor-

relatorでautocorrelationfunction G，(r)を以下の式により計算する .

G，(r)=<ls(K.ttr)Is(K.t)>も/<I.(K.t)>，'

Dを拡散係数 (translationaldiffusion coefficient)とすると.G，(r)はまた，

G，( r)=exp(ー2DK'r)

で表されるので，鉱散係数 Dが算出される .Dは

1 .粒子サイズ(球に近似した場合の半径は，

R...=kBT/6rr~D (~ ; 溶液の粘度. T ;温度.kB; Boltzmann定数)

2.粒子同士の相互作用

3.粒子サイズの散らばり(variance) 
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で決まるので， Dを求めることにより， 1 ~3 に関する情報を得ることができる.一般

に，図4-3のよの図で示されるように，タンパク質がある濃度になると急にDが下がる(粒

子サイズが上がる)場合は結品の核ができていることが示唆され，図4-3の下の図で示さ

れるように，徐々にDが下がっていく場合はコンスタントにaggregationが生じていること

が示唆される.

光散乱の実験に用いたサンプルは，同じ洗殿弗IJ;を含むreserVOlfに対してhangingdrop 

法により，並行して結晶化を試みた.



4. 3. 結果と考察

4.3.1 高度好熱菌GluRSの結晶多形と高分解能結晶の作成

高度好熱菌GluRSについて，沈殿弗jの種類と温度 [PEG6000(l1-23%に硫安(25-53

%)， MPD(l5-40%)J (dropとreserVOlrのそれぞれの濃度) ，タンパク質の初温度(3-20 

mg/ml) ，温度 (4，10. 200C) ，緩衝剤の種類 [Tris-acetate(pH7.0-7.8)， Mes(pH 6.0 

-7.0)， Pipes(pH 6.5)， Bistris(pH 6.5)， Bistris/propane(pH 6.5)J ・浪度 (50-100m 

M)とpH(5.8-7.8) ，塩などの付加物 (MgC12・KC1，2-mercaptoethanol)などの条件を

娠って，結品化を試みた.すると， PEG6000 (15-18%)およびMPD(35%)を沈殿剤に用い

た時には細い柱状の結品が，硫安(1. 6 M， pH 6. 5 )を用いた時には板状(羽状)の結品

が成長してきた [Nurekiet al.， 1992J .硫安で出る結晶は成長に時間がかかる(約3ヵ

月)ので， PEG6000iこMPDを少量加えた系で結晶化の条件を改良した.その結果， 3種類の

Orthorhombic (1. 11. 111)および 1種類のHexagonalの計4種類の結晶が，非常に近い

条件で出現することがわかった[図4-4，表4-3J 図4-4を見ると， PEG6000のinitial/

reservoi rの濃度， KClの有無， GluRSの初温度， pHによって各結晶形の最適条件はずれて

いるものの， pHが0.1違うと別の結品形の結晶ができてしまい， 1つのdropに4種類の結

晶形が成長することもめずらしくはなかった.

GluRSの等電点をPhastSystem (Pharmacia)の等電点電気泳動を用いて測定した

ところ5目Bであり.確かに5.8-7.8のpHの範囲ではpHが下がるほどGluRSの溶解度は小

さくなった 目また，実験的に，塩 (KC1)濃度を上げてやることにより， GluRSの溶

解度を上げることができた .これらの実験事実をふまえて，図4-5(および表4-3)の結果

を解釈すると， GluRSの温度が高かったり， KClの塩溶の効果により. GluRS分

子同士が相互作用しやすいほど，あるいはまた， PEG6000の初濃度が低い(ただしdropか

らの水分の蒸散による溢縮の勾配は大きい)ほど， Orthorhombic II， Hexagonal， Ortho-

rhombic 111， Orthorhombic 1の順に生成しやすいことがわかる.換言すると， 0 rtho-

rhombic 11 は，結晶化にいたるnucleationが低い沈殿剤濃度で起こり，その後の結品成長

は速い 確かに，顕微鏡観察によると， Orthorhombic 11やHexagonalの結晶は，結晶の出

現が早く(dropを仕込んでより数時間以内) ，その後の成長も速かった .これに対し，

OrthorhombicII 1やOrthorhombic1は， nucleationが比較的高い濃度の沈殿剤によって誘

発され，その後の結晶成長はゆるやかであると考えられる .以下，各結品形ごとに，プレ
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ッセッション写真の結果と共に若干の考察を加える.

Orthorhombic 1 (P2，2，2，) 

図4-5にOrthorhombi c 1結晶の顕微鏡写真 (A)とプレセッション写真 (B)の結果を

示す，写真の通り，この結晶は縦方向 (a"由方向)には成長するが幅はあまり大きくなら

ず(最大のものでO.15 x O. 15 x 1. Omm) .柱状結晶しかもpolycrystalになりやすい.プレッ

セション写真の結果，分解能は3.5A程度で非常に良い結晶とは言えない.逆格子はmm皿対

称性を持っており.h=2n.k=2n.l=2nの消滅則が見られたことから(図4-5B).結晶形は

Orthorho皿bicP2，2，2，と決定された，結晶格子定数はa=86.4.b=88.6.c=84.9(A)であり，

hは3.01(A3/Da).solvent contentは59.1%となった(表4-3) .タンパク質のsolvent

contentは一般に27-65%であるから ，このOrthorhombic1型結品は，比較的多量の溶媒を

含んでおり，このために反射が弱く高分解能に至っていないとも考えられる .

Orlhorhombic 11 (P2，2，2，) 

図4-61こOrthorhombic11結品の顕微鏡写真 (A)とプレセッシヨン写真 (B)の結果を

示す，この結晶形の結品は，写真に示すように非常に美しい形と消光を持っており，大き

さも最大級のものではO.4xO.8x2.0mmにも達する.しかしプレッセション写真が示す通り

分解能は4A止まりであり，これも高分解能結品とは言えない.逆格子はやはり田回目対称性

を持っており.h=2n.k=2n.l=2nの消滅則が見られたことから(図4-6B).結晶形はOrtho

rhombicP2，2，2，と決定された目結晶格子定数はa=80.8.b=131目2.c=66.39(A)であり .v.は

3.26(P/Da). solvent contentは62.3%となった(表4-3) この高い溶媒含量のために高

分解能までの反射が出ていないとも考え られる.先に iOrthorhombic11は高濃度の

GluRSおよびKClの存在により，低滋度のPEGでnucleationが起こる」と述べた目この

Orthorhombic 11結晶は溶媒含量が高かったことから，この結品内ではGluRS分子同

士が水分子を介 して親水的に分子間接触を形成していると考えられる .

Orlhorhombic 111 (P2，2，2，) 

図4-7にOrthorhombi c III結晶の顕微鏡写真 (A)とプレセッション写真(B)の結果

を示す.この結品の外形は.Orthorhombic 11のそれと似ているが，消光はやや弱<.丸

みを帯びている(結品の成長に比べてタンパク質の供給が間に合わないときに起こる現象



である) .結晶の大きさは，最大のもので0.3xO.7x1. 5mmにも達つする.プレセッション

写真の結果から，分解能は3A以上(この写真では2.8A程度)まで達し，非常に良い高分解

能結品であることがわかった.逆格子はやはりmmm対称性を持っており.h=2n.k=2n.l=2n 

の消滅則が見られたことから(図4-7B) .結晶形はOrthorhombicP2，2，2，と決定され

た。結晶格子定数はa=75.75.b=110.l，c=67.570)であり.V mは2.61(A'/Da).solvent 

contentは52.9%とタンパク質の結晶の最も標準的な値になった(表4-3) .この溶媒含量

I;!:G 1 u R Sの他の結晶形の値のどれよりも低く，反射が最も強い原因の1つになってい

ると考えられる

ilexagonal (P6.22) 

図4-8にHexagonal結晶の顕微鏡写真 (A)とプレセッシヨン写真 (B)の結果を示す.

この結晶は，図4-8の写真のように，成長の方向によって六角形になることがある.消光

lま弱<.大きさは最大のもので.0.3xO.3xO.4mmに達する.プレセッション写真の結果か

ら，分解能はわずかに6.¥程度しかなく，解析には不向きである.逆絡子はmm対称性を持っ

ており.3nの消滅則が見られたことから(図4-8B) .結晶形はHxagonalP6，22と決定さ

れた.結品格子定数はa=b=62.94.c=287.5(A)であり.c軸が非常に長<.一般の研究室用

のdiffract-meterでは解析が困難であると考えられる.V mは4.57(A'/Da)であり.solvent 

contentは非常に高く 73.1%であった(表4-3).このことが，高分解能の反射が出ない原

因の 1つになっていると考えら れる.

以上4つの結品形の結晶化の至適条件，給品の性質は表4-3にまとめてある .溶媒含量

と分解能がよく相関していて ，興味深い.

これまでの結果より，結局X線結晶解析に適しているのは.Orthorhombic 111だけであ

ることがわかる 前述の議論より，このOrthorhombic111だけを自発的に作成するのは難

しい.そこで.4.2.5の方法にしたがって.seedingにより Orthorhombic111結晶を大量生

産した.このOrthorhombic111結晶を筑波高エネルギー研究所の坂部式巨大分子量ワイゼ

ンベルグカメラでdatacollectionを行ったところ，図4-9に示すように非常に強い回折パ

ターンが得られ，分子量54.000の寄jには分解能も2.2-2.5Aに達し，非常に良い高分解能結

晶であることがわかった



4.3.2 高度好熱菌GluRS結晶の重原子リサーチ

表4-4にGluRSのOrthorhombic111型結品の重原子リサーチの結果を示す.現在ま

でに，計34種類の重原子化合物を試した.ある穏の水銀(Hg2 + )化合物，オスミウム

(Os)化合物，ウラン (U)化合物では，非常に低温度にしても結晶にひびが入ったり，

割れたりしてしまった(表4-4.Crash) .このことから.Orthorhombic 111型結晶は溶媒

含量も標準的に高く.いろいろな重原子が入りやすいと考えられる.割れなかった重原子

置換体については，プレセッション写真を用いた解析を行った.逆格子のa車由.b輸の長さ

を測定することにより，結晶の同型性が失われていないかを調べることができる.また分

解能が落ちていないか，回折強度が変化しているかを観察して，これらの結果を表4-4に

示した また，一番右のカラムで同じマークのついた重原子化合物は，同様の傾向の強度

変化が観察されたものである .Hg2 +やAU+，3+，Pt2+.いなどの共有結合性を持つ金属イオ

ンは，電子の局在化を起こす硫黄原子や窒素原子に結合しやすく，したがってCys.Met. 

Hisといったアミノ酸残基の側鎖に結合していると考えられる .これに対し，アルカリ・

アルカリ土類金属，ランタノイド(Sm 3 +. E u 3 +) .アクチノイド(U.つなどイオン化傾

向の強い金属イオンは電気陰性度の高い酸素原子に結合しやすく， したがってGlu.Aspお

よび主鎖のカルボキシル基.Ser. Thrの側鎖に結合していると考えられる

表4-4で.K2Hg1，. 5-chloromercuri Uridine(5-Hg-uridine). methylmercuri cloride 

(MeHgCl)などのHg2+化合物では，同じ傾向 (0)の比較的大きな強度変化が見られた(

図4-10). Hg2+はCys残基に特異的に結合しやすいので. GluRSのただ1つのCys残基

(Cys-271 )に結合していると考えられる Hg2+は反応性が高いので，・で示したように，

O.5mMの2-mercaptoethanolを加えてCys残基と競合させることにより反応を緩和した.

NaAuCl，. 1rC13. Pb(聞けでは， ・で示した同様の強度変化が認められた，これらの化合

物はCys.Met. His残基のどれかに結合していると考えられる また.K2[Pt(Oxalate)2] 

(K.[Pt(OX)2]と略記)とPt(NH3)2C12(PtN2C12と略記)は，ムで示した同じ傾向の強度

変化を示した .Pt2。はMet残主主と親和性が高いと言われており，これらの化合物もGlu

百SのMet残基に結合していると考えられる.一方， 闘で示されたK3U02F，やKU02(I03)3な

どのウラン化合物，口で示さ れたSmC13やEu(N03)3などのランタノイド化合物では，それ

ぞれ同じ傾向の強い強度変化が認められた.これらの化合物は. GluRSの表面に出て

いる多くのカルボキシル基のどれかに結合していると考えられる .

表4-4で強度変化が認められたHg2+，Pt2+， U6+， Sm3+などの重原子化合物について，



DIP-I00を用いたdatacollectionを行った結果が表4-5である.一般に，結品のいずれか

の舶の格子定数が.Nativeのそれに比べて0.5%以上変化した重原子化合物は非同型であ

るといわれている .K2HgI.. 5-Hg-Uridine. MeHgCIなどの Hg2+化合物では，ちょうど0.5

%くらいa紬およびb輸の格子定数が変化したが .R merge (EII-<I>I/EI<I>I)は比較的

小さく，また回折強度の変化は20%弱であった.これらの重原子置換体についてPatterson

mapを脅かせたところ.5-Hg-Uridine (図4-11)とMeHgC1 (図4-12 )で全く同じ位置に鮮

明な重原子のピークがlつ現れ，先の予想通りこれらのHg2+化合物はGluRSに唯一存

在するCys-271に結合していることがわかる (K2HgI.も同じ位置に重原子のピークが認め

られた)

Pt"化合物については.Pt(NH3)2CI2でb軸の格子定数が1.2%も変化してしまったため，

Patterson mapには結晶の非同型性に起因するたくさんのピークが出てしまった.トleHgCI

の反射dataを基準とした差フーリエ解析によって.1つの弱いピークを見いだすことがで

きた.K.[Pt(OX)2]では，格子定数はあまり変わらなかったが.Patterson mapに非同型性

が現れていた .(NH.)2Pt(N02).は測定中に結晶にひびが入ってしまったため.R mergeが

大きくなってしまったものと思われる .いずれにしろ，表4-4の重原子リサーチでも Pt2・
化合物では格子定数の変化が大きかったことから .GluRSにはその徳造上あるいは分

子間相互作用にとって非常に重要なMet残基やHis残基があって，これらがPt2+イオンによ

って攻掌されることにより結晶が非同型になってしまうものと考えられる .

K3U02F，やSmC13では，やはりb輸の格子定数がそれぞれ0.7%.1.2%大きくなってしま

いPattersonmapにも非同型性が現れてしまった.これらの化合物は分子表面のカルボキ

シル基に非特異的に結合しやすい傾向があり ，その結果GluRS分子が結晶の中で動い

てしまった可能性も考えられる.

4.3.3 高度好熱菌GluRSのX線結晶精進解析

Nat i veの反射データはDIP-I00を用いて測定した2.8Aまでのものを用いた.4.3.2の結果

より，位相決定に使える重原子は5-Hg-UridineとMeHgCIだけであったが，これらは同じ

Cys-271に配位していたため，本質的には重原子のデータは 1つである (Pt(NH3)2CI2は

Phasing powerが小さく，位相決定にはほとんど使えなかった) そこで.MeHgCIの異常

分散効果を用いて.3Aまでの分解能で位相を決定した MeHgCIのR-Cullis(rlIFpH:Fp卜

九，.，，)l/iIFpH-Fpl)は0.69.Phasing powerは1.59 .全体のFigureof meritは0.59で



あった.これらにより求められた電子密度図を図4-13に示す.一番長いb軸に垂直に切断

した断面で表しである.solvent flutteningを行い，溶媒部分の電子密度分布を平滑化す

ることによって溶媒領域とタンパク質領域をはっきり区別することができた(図4-13). 

予備的ではあるが，本研究で得られた高度好熱菌GluRSの電子密度分布図において

近接する電子密度をプログラムBONESを用いて結んだ構造を図4-14に示しである.BONESの

解析においては，長くつながる断片が比較的多く見いだされた.位相問題の解決が未だや

や不完全であるため，妙なつなぎかたをしている部位もあるが，図4-14により GluRS

の外形についての予備的な情報を得ることができると考えられる .それによると.G 1 n 

RSが長く伸びた外形(図5-1)をしているのに対して. GluRSの外形はよりコ ンパ

クトな形をしている と考えられる (ただ. t RN Aが結合することにより GluRSが

構造変化を起こして ，コンパクトな外形が長〈伸びた外形に変わるという可能性も否定し

きれないが.) 

次に，高度好熱菌のGluRSの一次構造からJOINT-METHOD(VAX system)によって二

次構造予測を行った(図4-15) .この方法では，特にαヘリックスについては，かなり信

頼性の高い予測を行うことができる.さらにこの結果を参考にして，主鎖の帰属(chain 

trace)を行った .方法は，電子密度分布図(図4-13)をOHPシートにコピーしたものを 1

枚1枚(全日枚)アクリル坂に貼り，これを何枚か重ね，下から光を当てることによって

行った.手がかりとして， 日ヘリックスのような二次構造を探した 目現在までに数個のα

ヘリックスを見いだしてお り，そのうちのlつを図4-16に示す.このαヘリッ クスは ，約

2巻半(アミノ酸にして9-10残基)の短いヘリックスであるが，その中間あたりと終わり

のあたりに，芳香族アミノ散残基のものと思われる大きな側鎖が出ているのが見える(図

4-16) .またこの日ヘリックスは，重原子Hg'+が配位しているCys-271に空間的に非常に

近い位置にあった.二次構造予測の結果(図4-15)を参考にすると，このαヘリックスは

'''LEEFIQAFTWに相当する部位の構造ではないかと考えられる

以上の結果より，本研究で得られた高度好熱菌GluRSの最初の電子密度分布図は，

図4-16に示されるような二次構造も明瞭に見いだされたことから，位相問題もある程度ま

で解決されていると思われる.さらにこの先，この結晶の位相を決定するために，以下の

アプローチを考えて いる.

1.分子表面に露出している可能性の高いHisやArgなどの残基に配位する.Auのような

重原子を中心に .さらに重原子リサーチを進める.
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2.部位特異的変異導入により.Cys残基をあらたに導入し，もうひとつHg2令をいれた

同型置換体を得る.

3.重原子置換体のdataをシンクロトロンにより測定し .multiwavelength anomalous 

diffraction (MAD) [Hendrickson. 1991Jに基づいて，位相を決定する .この際.Se-Met 

を含む最少培地でGluRSを大量合成させ， MetがSe-Met'こ置換された酵素を調製する

のも有効であると思われる.

これらにより位相問題が完全に解決されれば，高度好熱菌GluRSの3次構造を明ら

かにできると恩われる.

4.3.4 高度好熱菌MetRSの高分解能結晶の作成

野性型二量体のMetRS (1.2.7の方法で精製)について ，4.C， 24.Cにおいて.pH 

5.5 (50 mM cacody late-MaOH) ， pH 6.5 (50 mM Mes-NaOH) . pH 7.5 (50 mM Hepes-

NaOH)の溶液中で，沈殿弗Ij(3.5 M硫安.25% PEG6000. 50% MPD)を少量づっ加えていき

沈殿剤の滋度がいくらになった時に沈殿が生じるかを調べ， その試料はhangingdrop法に

よる結晶化に用いた このシステマティックな方法により.23-25% PEG6000 (initial 6 

8%)，MetRSの初濃度 4-8mg/ml，温度20.C，100 mM H e p e s (p H 7. 0 -7. 5) • O. 5 

mM DTEの条件で，針状や羽状，直方体形の結晶を作成することに成功した(図4-17上)

ところが，生じた結品を洗って水に溶かしSDS-PAGEにかけたところ，分子量が.55.00日程

度であり，野性型MetRSのlサプユニットの分子量70，000よりも小さかった.溶かした

結晶のアミノアシル化の活性を測定したところ， 十分な活性が認められた .したがって ，

結晶化の最中にわずかなコンタミネーシヨンのプロテアーゼによってMetRS分子のヒ

ンジ領域(Lys-503あたり，図2-7)が切断され，単童体型のMetRSが生じ，これが結

晶化したものと思われる

そこで， 4.2.2で述べた方法により，単童体型Me t R S (3.2.2)を大腸菌内で大量合

成させ. 1. 2.7の方法で精製した .この標品を用いて.in i tialとreservOlfのPEG6000の温

度，および単量体型MetRSの初濃度をいろいろ変えて結晶化を試みた(表4-6) . 

dropの溶液組成は， 100 mM Hepes(pH 7.5). 0.5 mM DTT，。目02%NaN3に固定し ，温度は

20.Cで行った ，すると表4-6に示すように，条件によってamorphousになったり ，いろいろ

な大きさの結晶が生じたりした .表4-6より，単量体型M巴 tRSの結品は低い滋度のPEG

6000て吋lUcleationが起こり，その後水分の蒸散によるdropの濃縮勾配が比較的大きい条件



で成長することがわかった.また，結品の成長が速く(実際，顕微鏡下で成長する有織が

自で確認された ).これにMetRSの供給が応じるために，比較的高い試料滋度が要求

された.表4-7に，単量体型MetRSの結晶化の至適条件を示した.実際には，同じ形

の結品を大量に生産するため.seeding (4.2.5)を行った 図4-17にMetRSのいろい

ろな形の結晶の写真をのせた.上段が自然にdegradationを受けて結品化したもの，下段

が遺伝子工学的に大量調製した単量体型MetRSの結晶である.この結晶のプレセ ッシ

ヨン写真をとってみたところ(図4-18).分解能は極めてよく.2.5Aまでは反射が出て

いる印象を受けた.逆格子にはmmm対称性が現れており.h=2n.k=2n.l=2nの消滅則が見ら

れたことから(図4-18).結晶形はOrthorhombic P2，2，2，と決定された.結晶格子定数

はa=82.4.b=1l7.c=67.0(A)となり.Vmは2.78(A'/Da).solventcontentは55.8%と，タン

パク質の結晶の標準的な値になった(表4-7).このように含水量があまり高くなかった

ことが，高分解能まで反射が出る原因のlつとなっていると思われる .

4.3.5 高度好熱菌MetRSと大腸菌tR N A~ . 色の複合体の結晶化

高度好熱菌の tRNA~.t と大腸菌の tRNA~.tは 3 つの塩基 (T 'l' C ステム)と 4 つ

の塩基修飾だけが異なり [Watanabeet al. .1979J .大腸菌の tR N A~"' は高度好熱菌

M e t R Sの十分によい基質である [Kohdaet al..1984J .そこで， 高度好熱菌Met

RS と大腸菌の tRNA~.tの複合体の結晶化を試みた.酵母の AspRS と t RN A". 

の複合体は.AspRS単独の場合よりも高いpHで結晶化されることが報告されているの

で[Loberet al. .1983J .本研究でもMetRS単独の条件よりもpHを高自にして結晶化

を試みた すると表4-7に示された条件で，図4-20のような結晶が得られた.図4-19に示

されるように，ほとんどが針状給品が寄り集まってウニの様になった結晶であったが，ほ

んの 2.3個，写真に現れているような四角錘型の結晶が得られた.この結晶を水に溶か

してSDS-PAGEにかけたところクマジープルー染色によって野性型の二重体MetRSに対

応する分子量70.000のバンドが，メチレンブルー染色によって tRNA~.t に相当する 77

mer程度の核酸のバンドが検出された .したがって，この結晶は確かにMetRS(二車

体)と tRNA~.tの複合体の結晶であると考えられる.しかし，この結晶に X線を当て

てみたところ，反射は観測されなかった .この原因として ，結晶が小さかったせいもある

が，むしろこの結品は含水量が高く結晶内でMetRSとtRNAが様々な結合の仕方を

している可能性が高いと思われる.やはり高度好熱菌 tRN A"・色を用いて結晶化を行な
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う必要があると考えられる.いずれにしろ，二量体MetRS単独では，ヒンジ領域が非

常にフレキシプルで結晶を得ることが困難であったが， t RN Aと複合体を形成すると構

造が安定化されて結晶化するのではないかと考えられる.

4.3.6 レーザ 光散乱診断法を用いた大腸菌IleRSの結晶化

洗殿期jとして硫安(1M) ， PEG (3%) ， PEG/NaCl (3%/100mM) ， MPD (5%) ，クエン

酸ナトリウム (0.8M)を用い， IleRSの濃度をか25mg/mlの聞で振って，レーザ一

光散乱の解析 (4.2.10)を行った(図4-21).緩衝剰としては， 100 mM Hepes (pH 7.5) 

を用いた すると.クエン酸ナトリウムでは IleRSの濃度が上がっても拡散係数Dは

変わらなかった(図4-20).すなわち，この沈殿剤では IleRSの粒子半径や分子関相

互作用は一定であり， aggregationは起きていないと考えられる.これに対し， PEGを用い

た場合は， IleRSの温度を上げると明らかにDが減少し， aggregationを起こしてい

ることがわかる(図4-20).硫安やPEG/NaClでもPEGに比べればDの減少の度合は小さい

が，本質的にaggregationが起きていると考えられる(図4-20).またMPDでは， 1 1 e 

RSの滋度に伴ってむしろ粒子半径が小さくなるような傾向が見られ(図4-20)， aggre-

gat ionこそ起きていないが， 1 1巴 RS分子の構造が変わるなど何か自然でないことが起

きていると考えられる.また，拡散係数Dの値を求めてみると，硫安， PEG， PEG/NaCl， 

HPDではD=4.5xlQ-7 cm/s，粒子半径 R.pp=4.9nmになったが，クエン厳ナトリウムを用

いた時は， Dがその半分，したがって粒子半径は2倍になっていた.分子量がやや大きい

高度好熱菌MetRSでレーザ一散乱の実験を行った場合は， D=4.8X10-7 cm/s， R.pp= 

4.5 nmであった .したがって，クエン酸ナトリウムを用いた場合に，何か特別なこと(例

えばnucleationなど)が起きていると考えられる

そこで，これらの沈殿剤ごとに， 1 1巴 RSの初濃度 (5-20mg/ml) ， pH [6.0(50 mM 

Mes)， 7.0(50 mM Pipes)， 7.5(50 mM Hepes)] ，温度 (4-250C) などの条件を援って

hanging drop法により結晶化を試みた.すると， 1. 2 Mクエン酸ナトリウム， 5 mg/ml 

1 1巴RS，印刷 Hepes(pH7.5)， 150Cの条件で， 1 1巴 RSの小さい針状結晶ができ

た.さらにpHを7目5に国定して緩衝弗lの種類 (Pipes，Tes， Mops， Bistris， Bistris/ 

propane， Tris-maleate， Potassium phosphate，各 50mM)を変えてみたところ，

Potassium phosphateおよびBistris/propaneを用いた時には細かい針状結品が， Pipesを

用いた時には，図4-21に示されるようなやや大きい針状結品(棒状結晶)が得られた.し
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かし，この 11 e R Sの結晶はseedingによってわずかに成長するが，それでもやっと幅

が20川程度であり， X線結品解析に進むにはまだまだ検討の余地がありそうである.

11 e R Sは分子量が大きく，構造がフレキシプルなためか，これまでどこのグループも

結晶化に成功していなかったので，本研究がその最初の例となる.最近，大腸菌のVal

RSについて，同様のレーザ一光散乱解析を行って結晶化に成功したという報告がなされ

た[Thibaultetal.， 1992] .結晶化に成功した沈殿弗lはやはりクエン酸ナトリウムであ

った また，大腸菌のMetRSも結晶化はクエン酸アンモニウムを用いて行っており

[Brunie et al.， 1990] ，これら IleRS，ValRS， MetRSが悶じサプグルー

プに属する，互いに相向性の高いARSであることと考えあわせると，興味深い，



Crys allizati n conditions Spac巴group Heavy-atom ARS Res 
(50urce) preClplt加 t pH additives eπ3 Cell parameter derivatives 

LeuRS 50% 
50m加f 0.2mMDTI 

4~ 卜¥KPi 
(S.cerevisiae) NH4)2S0. (7.5) 0.2mMEDTA 

4().65 mglml 

LysRS 

¥ 
1ι30mM 

¥ ~ 1¥ ¥ KPi 
(5.ce月visiae) (6.5-8.5) 
10初 mg/ml

TyrRS 53% 50mM IOmM MgCI2 Hexagonal P3121 
TrisOAc HgCh 

(8 同SpfheatMrot)her NH4)2S04 (7.0) tyrosyl adenylate 25 a = b = 64.6A 2.3 

j.6mg/mJ c = 238.8A 
U，Pt 

MetRS 1.5 M !OOmM 5 mM ATP 恥1onoclinicP2t K3U02Fs 
(E. coli， mono (NH4)2 

KPi 
4 2.5 K2Pt(CN)4 

meric form) (7.2) 
a = 78.1A， b = 46.2A 

10 mglml -cltrate 
c = 87.9A， s = 108.8。 Sm(N03)3 

TrpRS 2.0恥f
6.5-7.6 
0.2 M ttyptophan Tetargonal P41212 

¥ (8 刷spfheatlr凶or)her KPi 5 mM ATP 
37 a=b=60.9A 6.0 

10 mM MgCI2 
c = 234.4A 

PheRS 25-30% 20mM 1 mMMgCI2 Trigonal P3221 K2PtCl4 
(T.thermo. NH4)2S04 lmida201 1 mMNaN3 4 a=b= 176A 6.0 Hg(CH3COO)2 
philus) (7.8) c = 142A 3.5 mg/ml KAu(CN)2 

AspRS 60% 
40mM 5 mMMgC12 Orthorhombic P2，2，2 AuC13 

+ tRNA
Asp 
NH4)2S0. 

Tris 4 a = 210A， b = 146A PCMB 
[S.cereνisiae) 

-ma1eale 3.0 
(7.5) c= 86A SmC13 IOmg/ml 

SerRS 58% 50mM 
IOmMMgCI2 Monoclinic 12 DyC13 

(E. coli) Tris.CI 0.5 mM D1寸 r.t. a = 128.1A， b = 90.7A 2.5 U02Ac 
(NH')2S0， 

(7.6) 0.5-1.0% N，oc1yl c = 69.8A， s = 91.1。 E1HgCl 
IOmg/ml -glucoside 

HisRS PEG 6000 50mM 
(E. coli) Tris.CI r.t. 

2.5. IO mg/m1 

GlnRS 2.0恥4 20mM 10 mM Mg(OAc)2 Orthorhombic C2221 K2AuCI4 

+lRNAGln 
NH4)2S0. 

KPi 20 mM 2-me陀aplo
4 a = 242.8A， b = 93.6A 2.5 

DiHgAc 

(E. coli) eth阻 01 E1HgP04 

~mg/ml 
(7.2) 10% Glycerol c = 115.7A PCMB 

表4-1 これまでに結晶化されたARSの結晶化条件
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DIP-I00 P.F. 

日山mdi仙伽ωi詠出m…s幻sta 150 430 
(mm) 

Exposure time 500 0.67 
(s/deg.) 

Temperature 4 12 

Oscillation angle b-axis:1.5 a-axis:7.8 
(deg.) c-axis:2.0 b-axis:7.0 

Number of films 54 16 

Current 
90 284 

(mA) 

Resolution 
2.8 2.5 

(A) 

表4-2 高度好熱菌GluRS結晶の datacollectionの条件



Form 1 Form II Form III 
Hexagonal 

Orthorhombic Orthorhombic Orthorhombic 

pr巴clpltatnt PEG6000 PEG6000 PEG6000 PEG6000 
Staning conc 7.5% 3% 2% 5% 5% 

Rese円Olfconc 15% 15% 9-12% 13-15% 13% 

lnitial prot巴in
conc巴ntratlOn 5 8-20 5 5 
(mg/ml) 

Temperature 10 4 4 4 4 

Mes/NaOHbuf. 50 50 50 50 
(mM) 

pH 6.0-6.5 5.8-6.1 6.2 6.2-6.3 6.4-6.5 

MgCl2 2 2 2 2 
(mM) 

KCl 。 30 。 。
(mM) 

2-Mercapt世 than<' 10 10 10 10 
(mM) 

MPD 
(%) 

Space-group P212121 P212121 P212121 P6222 

Cell dimensions a = 86.4 a = 80.81 a = 75.75 a = 62.94 
(A) 

b = 88.6 b = 131.2 b = 110.1 b = 62.94 
c = 84.9 c = 66.39 c = 67.57 c = 287.5 

Vm 3.01 3.26 2.61 4.57 
(A3IDa) 

So}:ent content I 
(% volume) 59.1 62.3 52.9 73.1 

Resolu~io.n limit I 
(A) 

3.5 4 2.5 6 

表 4-3 高度好熱菌GluRSの結晶化条件
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Denvat1v巴 Concentration 日1IT01出e(dnagys Cell Constant 
Intensity Change 

(mM) α b 

Ag(NO)3 0.4 2 75.75 110.42 + ::!:: (Crack) 
NaAuCl4 l.5 3 75.61 110.14 ψ + • 
KAu(CN)? 2 75.75 110.71 + 

KAu(CI'l1 5 2 75.55 110.28 市 + 

Bak:ers Hg Crack 

HgCl2 Crack 

K2HgI4 1 3 75.84 109.86 +++。

K2HgI4 0.3 2 76.01 110.42 + +++。
Hg(OAc) 1 2 Crack 

MeHgAc 1 2 Crack 

Mersalyl 1 Crack 

5.Hg-Uridne 2 75.55 110.42 ++ 。

EMTS 0.5 * 2 75.75 110.14 市 + 

PhHgAc 0.5 Crack 

MeHgCl 0.5* 2 75.68 110.28 ++ 。

IrCl3 2 2 75.75 110.28 市 + • 
K2IrCl6 l.5 2 75.75 110.57 +++(Crack 

KOsOM2 0.4 1/2 75.68 110.70 + (Crack 

Pb(NO)3 0.3 2 75.61 110.34 ++ (Crack). 

AcM3Pb 2 75.61 110.57 + 

K2PtI6 1.5 3 75.05 109.3 +++ 

K2Pt(CN)4 1 1 

NPtNO 2 2 74.83 110.70 + +++ 
K2Pt(SCN) 2 2 75.48 110.00 + 

K2PtC4 l 2 75.75 110.14 + 

表4-4 高度好熱菌GluRSの Orthorhombic111型結晶の重原子リサーチ ↓は分解
能の低下(矢印の長さは低下の程度)を. +は回折強度の変化の度合を， その右に回折強度

の変化のパターンが同じものを同じマークで示した.勺まsoakingの際に，さら に0.5mM 
2-mercaptoethamolを加えたこ とを示す.略称は以下のとおり:Ph，Phenyl; Me，Methyl; 
AcM3Pb，酢酸ト リメ チル鉛;NPtNO，(NH.)2Pt(N02)‘ ox，oxaloacetate;PtN2C12.Pt(NH3)2C12 
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Concentration Soaking Cell Constant 
Intensity Change 

(mM) Time(days α b 
ら[Pt(OX)っK2 2 75.68 110.42 ++ A 

P合.[2Cl2 2 75.48 110.42 +++ A 

K2PtCl6 2 73.81 110.99 +++ 

AC2UOっ 1/2sat. 2 75.55 110.62 + (Crack) 

K3U02FS 0.5 2 74.96 110.14 .. ++(C即 k).

KUU2(I吋 3 1.5 4 75.75 110.14 市 + • 
SmCl3 2 75.61 110.45 +++ロ

Eu(NO}l3 1.2 2 75.61 111.02 ++ ロ
BaCl2 2 2 75.68 110.42 市 + 

表4-4 高度好熱菌GluRSの Orthorho田bicIII型結晶の重原子リサーチ(続き)
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MetRS hfetR+StR(dNimAe1r4iec t form) 
monomeric form 

Precipitatnt PEG6000 PEG6000 
Starting conc. 3% 8% 

Rese円 Olfconc 19% 24% 

lnitial protein 
20 5 concentratlOn 

(mg!ml) 

T巴mperatureI 20 19 

HepeslNaOH buf. 100 50 
(mM) 

pH 7.5 8.2 

MgCl2 。 3 
(mM) 

t悶 A .1 
(stoichiometry) 

2.5 

DIT 0.5 0.5 
(mM) 

Na1河3 0.02 0.02 
(%) 

Space-group P212121 

Cell dimensions α= 82.4 
b = l17 

(A) c = 67.0 

(AV3/Dm a) 2.78 

S~I~en~~o~t_~nt I 
(% volume) 55.8 

表4ー 7 高度好熱菌単重体型MetRSおよびMetRS'tRN A~.'複合体の結晶化条件
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図4-5A 高度好熱菌GluRSの Orthorbo皿bic1型結晶の写真
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図4-6A 高度好熱菌GluRSの Orthorho岡bicII型結晶の写真
写真中のスケールは，小さいメモリが10μmに相当する.
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図4ー 7A 高度好熱菌GluRSの Orthorho.bic111型結晶の写真

写真中のスケールは，小さいメモリが10μmに相当する.
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図4-8A 高度好熱菌GluRSの Hexagonal型結晶の写真
写真中のスケールは，小さいメモリが10μmに相当する.
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図4-9 高度好熱菌GluRSのの OrLhorhombicIII型結晶のワイゼンベルグ写真

筑波の高エネルギー研究所の坂官官式巨大分子量ワイゼンベルグカメラを用いて掬~したもの 下は，

Imag ing plateに慰光された像をPATTERNてー抱いたもの 十分に高分解能までのdiffractionが観測される.
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図4-13高度好熱菌G1uRSの電子密度分布図の一部 7Aの厚みに相当する分布図
を重ね合わしたもの.タンパク質領域と溶媒領域の境界がはっきりしている.
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図4-14 BONESによるGluRS電子密度分布図の解析
真ん中のlつのかたまりがGluRSl分子に対応していると思われる.
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図4-16 高度好熱菌G1uRSの電子密度分布図中に見られる a-helix構造の一例

青く塗った部位がa-helixと思われる.
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(hOl)面を示す.図4-18高度好熱菌単量体型MetRSのP2，2，2.霊錆晶の P同cession写真



図4-19 高度好熱菌MetRS と大腸菌 tRNA~. t の複合体の結晶
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図4-21 クエン酸ナトリウムを用いて得られた大勝菌 IleRSの結晶





第 5章

総合討論

本論文第 1章の研究では，主に大腸菌tRNA"eについて深く解析を行い 2 アイデン

テイティー決定因子とその I1 e R Sによる認識のメカニズムを明らかにした この研究

により，立体構造のレベルでtRNAがどのようにしてダイナミックな認識を受けるのか

を明らかにすることができた .第2章の研究では，高度好熱菌MetRS，GluRS， 

I 1 e R S遺伝子のクローニングに始まり，これらARSのアミノ酸配列解析およびそれ

に基づく変異体の速度論的解析を行うことによって，クラス IのARSについて新規の

tRNA認識部位を同定することができた.この結果クラス Iの中でも特に同じサブク ラ

スに属するARS(MetRS/I leRS/ValRS/LeuRS，およびGlu

RS/GlnRS)では， t R NA認識部位の配置からそのアミノ酸配列にいたるまで，

かなりの共通性が見いだされることが示唆された.第3章の研究では，第2章でのアミノ

酸配列相向性に基づく解析とは別の視点、から， AR Sの持つZn2+結合モチーフに着目し，

化学修飾と反応速度論的解析により， MetRS， IleRS， ThrRSのZn2+結合モ

チーフはtRNAの認識にも関わる極めて重要な部位であることを明らかにした.第4章

の研究では，高度好熱菌MetRSおよびGluRSについて， 2.5λ の高分解能を持つ

結晶を作成することに成功し，さらにGluRSにおいては，重原子同形置換法により最

初の電子密度分布図を得て，この結晶が十分に解析可能であることを示した.従って，こ

の研究をさらに進めてこれらのARSの高次構造を決定し，第 2章および第3章で得られ

た機能面での知見とつき合わせることによって， AR Sによる tRNA認識の機能 構造

相関をいっそう明確にしていくことができると期待される また，これらARSの結品化

を通じて得られた結晶化自体に関する様々な技術は，今後他のARSやさらに別の高分子

量タンパク質の結品化にも活かされるであろうと考えられる.

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

を並行して用い，体系的な解析を行なうことをめざした ，このことは結果的に有利であっ

たと思われる.すなわち数例を挙げるなら， tRNA"'Uでは，その塩基修飾がアミノ酸

受容活性に必須であり，グルタミン酸の系だけを用いていたのでは.!o旦 vitro転写物の反

応速度論的解析は不可能であった .また I1 e R Sの結晶化は非常に困難であり，これだ



けに執着していては解析が進展しなかったであろう 目また，メチオニンの系に関しては，

他のグループによる研究結果の膨大な蓄積を基礎とすることができた さらにすべての系

を通じて，高度好熱菌の系を用いることで，変異体の反応速度論的解析や結晶化を有利に

進めることができたものと思われる .1leRS， MetRSおよびGluRSは近縁の

ARSであったため，お互いに他の系で得られた知見に基づいて検討を行うことで，本研

究の目的を遂行することができたと恩われる.

本章では，まず，本研究で新たに得た知見をこれまでに他のグループによって明らかに

されている研究成果と対比させて， AR SによるtRNAの認識・識別機構を総括的に議

論する.さらに，本研究を通じて提起された一つの問題点を発展させて， AR Sの分子進

化について自分なりの仮説を立ててみたい.

tRNAのアイデンティティー決定因子

本研究の意義を明確にする意味で， t RN AのARSによる認識機構に関する研究が，

国際的にどのように進められてきたかをここで再度振り返ってみたい.

1980年前半までは， UVによるクロスリンク解析やRNaseプロープを用いたフット

プリンティング解析が行なわれ， t RNAのどの領域がcognate/noncognateなARSと相

互作用するのかが調べられた [Schoemakeret al" 1975; Ebel et al" 1979J .同じ

tRNAについても ARSが異なると相互作用する領域が異なるため， A R Sごとに

tRNAに対する相互作用の仕方が異なっており，このARS自oの性質によって tRNA

の厳密な識別が行なわれていると考えられていた [Ebelet al. ，1979J .さらに中性子散

乱を用いた解析によって， t R NAと結合するとARSの繕造が変化することが明らかに

なると [Zaccaiet al" 1979 J . A R Sが構造変化することによってcognateなtRNA

を厳密に認識していると考えられるようになった. t RN Aの一部の変異によってアミノ

酸受容活性が失われでも，それは，この変異体tRNAに対するARSの結合の仕方が変

わって， 3'末端のAがARSの活性部位に適切にはまらなくなったからであると結論され

ていたのである.

1980年代後半に，少数のヌクレオシドの置換によって tRNAのアミノ酸特異性が変換

されてしまうこと [Normanlyet al.， 1986; Muramatsu et al.， 1988b; Hou品 Schimme 1， 

1988; McClain et al.， 1988; McClain & Foss，1988a; McClain & Foss，1988bJが見いだ

されたのは， tRNA'ARS研究の転換点、であった.すなわち.AR SはtRNA全体
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の構造的特徴を認識しているのではなく， t RNAの少数かっ特定のヌクレオシド(アイ

デンティティー決定因子)を見ていたのである.これを機に国際研究の関心事はtRNA

にうつり，図5-1に示されるように，様々な tRNAについてその特徴的な因子が同定さ

れてきたのである.その結果，アイデンティティー決定因子は主に 2つの領域に集中して

いると考えられた.その 1つは， tRNA""， tRNAV&l， tRNA"・で最初に見い

だされた [Schulman品 Pelka，1988;Muramatsu et al. ，1988b]アンチコドンであり，他

の lつは， t R N A A1& [Hou & Schimmel，1988; Franklyn & Schimmel.l990a; McClain品

Foss，1988; McClain et al. ，1988]やtRNAHi・[Himenoet al.，1989; Franklyn & 

Schimmel. 1990]で最初に見いだされたアクセプターステムの先端であった. tRNAG1Y 

[McClain et al..1991]やtR N A Gln [Jahn et al. ，1991]はこれら両方の領域にアイ

デンティティー決定因子を持つことが明らかになった さらに， t R N A Ae< [McClain & 

Foss，1988b; McClain et al. ，1990]やtR N APh8 [Sampson et al. ，1989]でDループ

(20番)に特徴的なアイデンティティー決定因子が見つかると， AR  SはtRNA上の一

本鎖の領域にある特徴的なヌクレオシドを認識している，というのが当時の共通した見解

になった.図5-1に示したアイデンティティー決定因子のほとんどは，この作業仮説に基

づいてそれぞれの tRNAに特徴的な残基に着目し，これに変異を導入して， in vitroお

よびlnVIVOでのアミノ酸受容活性を調べることで明らかにされたものである.

さらに大腸菌の tR N A Gln [Rould et al. ，1989，1991]と酵母の tRNAA'P[Ruff

et al. ，1991]でARSとの複合体のX線結晶構造解析が成功し，これらの系について原

子レベルでの tRNAの認識機構が明らかになった.その結果 z これらのARSはアンチ

コドンやアクセプターステムといったmaJorな部位だけでなく， Dステムのようなmlnorな

部位をも認識していることが示唆された.これらの構造的な知見にままづいて体系的な変異

体解析が行なわれ， t R N A Gln[Jahn et al. ，1991]. t R N A A8P  [Putz et al..1991] 

について，アイデンティティー決定因子セットが明らかになり，これらの系のARSによ

る認識の徳能・構造相関が解明された.また，アンチコドンループやアクセプターステム

の認識に伴って，これらの tRNAにはlocalであるが特徴的な精進変化が起こっている

ことが明らかになったのである.

本研究は.大腸菌 tRNA'18の IleRSによる認識機傍を構造と機能の両面から解

明することを目的としたものである .イミノプロトンのNMRによる解析(本研究室新美

らによる)では，ステム領域などの水素結合が11 e R Sとの結合によってどのように構

1 9 1 



造変化を起こすかが明らかになった，さらに，感度のよい chemicalprobeを用いたフッ

トプリンティング解析によって， tRNA"eのどの領域が 11 e R Sと相互作用し，ま

たどこが構造変化を起こすのかが明らかになった(特に本研究の N-nitroso-N-ethylurea

を用いたフットプリンティング解析の結果は，他の系で従来報告されている結果と比べて

も，かなり clearなものである) .また，体系的に tRNA"・の変異体(35個所の部位に

ついて61種類の変異体)を作成し反応速度論的解析を行なうことで， t RN  Aのどの残基

が functionalに重要であるかが明らかになった.以上のように，これら独立な3つの解

析からは質的に異なる情報が得られるが，これらを組み合わせることで， tRNA"・の

アイデンティティー決定因子セットを矛盾なく決定し，また IleRSによる動的な認識

機構のモデルを構築することができたことを，本研究は示している すなわち，

tRNA11eは，他の多くの tRNAで認識部位になっているアンチコドンおよびディス

クリミネーターの他に， U12， G41， G69といった，それぞれDステム，アンチコドンス

テム，アクセプターステムの，しかも中央に， IleRSによる認識部位を持っていた

(図1-17，図ト1) (アイデンティティー決定因子がステムの中央に存在することを明確

に示したのは，本研究がおそらく最初である) .さらに詳細な変異体解析の結果，1 1 e 

RSは， U12についてはDステムの mlnorgroove側からフリーの 2ーカルボニル基を認

識しており，一方G41やG69についてはステムのmajorgroove側から Eカルボニル基お

よびN-7位を認識していることが示唆された(図1-15) .そして 11 e R Sが maJor

grooveの深い潜に埋もれたこれらの官能基を認識することが，アンチコドンステムおよび

アクセプターステムの unfoldingという localな構造変化と実に良く対応しているのであ

る(図ト25).これに対し， t RN A11e分子中に散在するアイデンティティー決定因子

が余すことなく IleRSと接触して認識を受けるために， t R N AのL字型構造が歪む

ようなglobalな機造変化が起こることが必要だったわけである(図1-26)

tRNAG1n [Rould et al.， 1989，1991]や tR N A A. 0 [Ruff et al.， 1991]でも，

ARSは maJorgr∞ve側からアイデンテイティー決定因子を認識しており，このためこ

れらの tRNA上の認識部位は大きな構造変化を起こした しかし，これらの系ではアイ

デンティティー決定因子が主に tRNAの両端に局在していたため，その構造変化は

localなものにとどまったと考えられる.

本研究では tRNA11e変異体の反応速度論的解析を体系的に行なったが，この結果を

同様な解析が報告されている大腸菌 tRNAG1n [Jahnet al..1991] ，酵母 tRNAAOO



[Putz et al" 1991J ，酵母およびヒトの tR N A Ph. [Sampson et al目，1992;Nazarenko

et a1.， 1992Jの結果と比較検討することにより，次の様な傾向が明らかになってきた.

すなわち tRNAのL字型の両端に位置するアンチコドンとディスクリミネーターはKm

よりも主に kca.tに効いており，さらにL字の内部に近づいたアンチコドンステムやアク

セプターステムのアイデンティティー決定因子では kc a.tより Kmに効く様になり， L字の

支点、に位置する Dアームのアイデンティティ決定因子ではKmにかなり比重が移っている

ということである .

1970年代においても， t RN  AによるARSへの結合と ARSの活性化は分けて考えら

れていた.それは，酵母の tRNA Pheや tRNA v • 1 のいろいろな領域を除去すると，ア

ミノ酸受容活性は失われるが，cognateなARSに対する結合親和性は変わらなかった

[Bonnet et a1.， 1975a， b; Beltchev & Grunberg-Manago， 1970; Horz品Zachau，1973Jと

いう実験事実に基づいている さらに，このtRN  APheの3/4分子は，イG46の修飾を除

いて tRNAの構造をflexibleにすると，アミノ酸受容活性が復活したのである.このこ

とから， cognateなARSに対して tRNAのいろいろな領域が独立に結合することで，

ARSに対する特異的な結合が実現され，その結果CCA末端がARSの活性部位に適切

におさまると， AR  Sが活性化されてアミノアシル化反応が起こると解釈された.

先に述べた傾向にもあったように， t RN  AのアンチコドンがARSに対する結合より

もその活性化に働いていることは，国際的にコンセンサスとなってきている [Jahnet 

a1.， 1991; Schulman，1991J .本研究のミニヘリックス，マイクロヘリックスを用いた研

究結果は，このことを如実に示している すなわち， tRNA"eのミ ニヘリックスは，

i ntactなtRNA分子と同程度の affinityで 11 e R Sと結合するが，アミノアシル化

反応の kcat.は著しく小さい(図1-19) (このことは.1970年代の tRNA部分分子を用

いた実験結果とよく 一致する) .しかし，これにアンチコドンアームを別に合成して加え

てやると，ミニヘリックスの受容活性が上昇するのである(図1-24) 同様の結果は，酵

母 tRNAv'lについても報告されている [Frugieret a1. .1992J 

以上のことより. t R N AはL字の支点、でしっかりと ARSに結合し，両綿のアンチコ

ドンとディスクリミネーターが特巽的にARSと結合することにより，そのシグナルが

ARS側の倦造変化を介してARSの触媒中心に伝わり，これを活性化するという普遍的

なメカニズムがあると考えられる.さらに，前述のとおり，各 tRNAはアイデンティテ

ィー決定因子の位置をずらしたり，比重を変えたり，塩基修飾を導入することで，他の
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tRNAから識別される機構を作っていると考えられる.そして本研究の tRNA"eの

系で示された織に，そのアイデンティティー決定因子の分布の仕方によって，これに対応

した巧妙な構造変化がtRNA側に生じ.AR Sによる動的な認識を受けることになるの

であろう.表5-1に，これまでフットプリンティング解析やX線結品構造解析により明ら

かになった，様々な tRNAのARSによる結合様式をまとめである. t RN Aがアイデ

ンティティー決定因子の位置をずらしたり比重を変えるのにともなって.ARSは最も効

率よく認識が行えるように tRNAに対するorientationを変えていると考えられる.

本研究では.NMR. フットプリンテイング，反応速度論的な変異体解析を組み合わせ

ることで. tRNA"eの認識部位を明らかにした.しかし厳密な意味では.IleRS

によるこれらのアイデンティティー決定因子の直接の認識を見たことにはならない.大腸

菌の tRNAG1nや酵母の tRNA'"Pでは，反応速度論的な解析から. G 10がアイデンテ

ィティー決定因子であると考えられた [Jahnet al. .1991; Putz et al. .1991J .しかし

複合体のX線結晶構造解析の結果，確かに tRNAG1nについてはG10はGlnRS側の

グルタミン酸残基と水素結合を作ることによって認識を受けていた [Rouldet al. .1991; 

Hayase et al. .1992Jが. tRNA ・̂PのG10は base-specificな認識は受けていなかっ

たのである (Dr.Moras私信). tRNA'ARS複合体の分子量は非常に大きいので，

NMRによってこれら分子閣の NOEを観測して tRNAの塩基とARSのアミノ酸残基

の直接の相互作用を明らかにすることは困難である.したがって，大腸菌の 11 eの系に

ついても，複合体のX線結晶構造解析を実現し，片やARS恒uの(変異体)解析を行なう

ことが重要である 本論文第2章以後の研究はこのアプローチを進めたものである.

さらに，本研究では，転写後修飾のないinvitro転写物を用いて機能面での解析を進め

た.しかし，現に tRNA"eでは，その塩基修飾がアミノ酸受容活性に重要である(1.3

.3) .したがって，今後は. tRNA"e遺伝子を大腸菌で大量発現させて，修飾の入っ

たtRNA"・を調製する系を構築し，変異体の解析を行なうことも重要であると考えら

れる .次項では，転写後修飾の持つもう一つの重要な役割を付け加えておきたい.

tRNAの識別機構

i旦主主旦での解析と異なり，細胞中(~ vivo)には.cognateなARSのみならずnon-

cognateなARSも存在するため. t RN Aのチャージをめぐって一種の競争が起こると

考えられる.従って，主旦 VIV旦では，その tRNAの持つ最も強い決定因子がそのアイデ
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ンティティーを決めると言われている [Jahnet al. ，1991J . Pallanck らは tRNA~"

のアンチコドンを様々に変えた変異体を大腸菌で発現させ，そのアンチコドンに対応する

ように開始コドンを変えたdihydrofolatereductaseのN端にどのアミノ酸が入るかを解

析した [Pallanck& Schulman，1991J .この結果，アンチコドンをGAUにした場合， 84 

%は 11 eで残りの16%はMetが取り込まれ， GACにした場合， 100% V a 1が取り

込まれ， GAAにした場合， 76%はPhe，21%はMet，後の 3%は 11 eが取り込ま

れた .この解析の結果， tRNA"eとtR N A
Pheではアンチコドン 3残基がpositiveな

アイデンティティー決定因子であり， tRNA v • ，ではアンチコドン 2 字自 3 字自が

positive determinantであると結論された.アンチコドンをGAUにしても Metが21%

も取り込まれたのは，本研究の tRNA"・のアイデンティティー決定因子に関する解析

結果を考慮に入れれば， tRNA~・もには U12 ， G41. G69といった 11 e R Sに対する

determinantが欠けていることにより 11 e R Sの認識が弱まっており，またこの変異体

t R N A1・もがMetRSに対する他の positivedeterminant (G2.C71， C3・G70) 

[Martins & Schim田el，1992Jをまだ持っていたことにより MetRSに認識されたため

に，競争が起きた結果であろう.このことから，前項で示したような m1norなアイデンテ

ィティー決定因子も1nV1VOで確かに機能していることが推測される.

しかし，さらにinv i voでは， t RN  Aが noncognateなARSに認識されないための

negative determinant [Perret et al. ，1990Jが重要な意味を持ってくると考えられる

本研究の結果を考慮するなら，上記の Pallanckらの実験結果に関しでも， tRNA1" 

(GAU)のG4.C69が 11 e R Sに対するnegativedeterminantになっていたのではない

かとも考えられる なぜなら， tRNA11eで C4.G69を U4・A69 にしてもアミノ酸受容

活性は溶ちなかったが， G4・C69にしたときにのみ活性が低下したからである(表)-2) . 

t R N A He急と tRNA"eの閣で，これらアクセプターステムにおける各々の positive

determinantが互いに他の系に対するnegativedeterminatになっていることは，本研究室

の館野によるニューラルネットワークを用いた計算によっても推測されている(館野.未

発表) さらに，このnegativedeterminantについて，ここに一つの実験結果を追加し，

これを題材に議論を進めてみたい.

図5-2に， tRNA"'， tRNAs"，およびtRNAs"，411e(図)-20)の土旦己主.!:.Q転写

物について，いろいろなARSでミスチャ ージを行なった実験結果が示してある.この

t R N A 5・r....Il・は大腸菌および高度好熱菌の 11 e R Sでチャージされたが，同時に
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SerRSによっても効率よくアミノアシル化を受ける.dualidentityを持つ tRNAで

あった.すると. tRNA"eの担工込工旦転写物はPheRSによってかなりの効率で

Pheをミスチャージされることがわかったのである(図5-2).修飾の入ったmatureな

tRNA"eではこれほどのミスチャージは観察されなかった.さらに tR N A 5・rのよ旦

v i tro転写物はPheRSによってミスチャージを受けなかったが. tRNAS・r....Ileでは

わずかではあるが再びPheRSのミスチャージを受けるようになったのである(図5-

2) .従って. t R N A Secに移植した11残基(図1-20)にはPheRSに対するアイデン

ティティー決定因子が含まれていたこと，さらにmatureなtRN A11・の修飾塩基のいず

れかがPheRSに対するnegativedeterminantとして働いていることが示唆される.

まず前者については，アンチコドンの 3残基 (GAA)がtR N A Ph ・のアイデンティ

ティー決定因子であることから [Pallancket al. .1991] (図ト1). tRNAs".'1・が

G34. A35を持つことでPheRSによって認識されたものと思われる .一方後者につい

ては.matureなtRNA'1・の転写後修飾のうち .t6 A37以外は tRNAPheに含まれるた

め.t6 A37がPheRSに対するnegativedeterminantであることが示唆される.すなわ

ち. tRNA11eのいA37は11 e R Sに対するpositivedeterminantである(1.3.3)と

同時に.PheRSに対するnegativedeterminantとしても働いていると考えられる.

この tRNAの37位の極基修飾は36番の残基に依存して決まっていると考えられる

[Nishi田ura.1987]ため.Pallanckらの行なったi旦V1 voでの実験では .tRNA~e ，

(GAU)の37位はいAになっており. tRNA~e 包 (GAA) の 37位はms 2i 6 Aになって

いると思われる.このため. t R N A~"' (G A U )は 11 e R Sではチャージされても

PheRSではチャージされなかったものと考えられる.

tRNA11eのU36はAに置換されると活性が著しく低下するが.GやCに置換されて

もさほど活性は低下しない(表1-2).このことから. tRNAPhe側の36位のAは11 e 

RSに対するnegativedeterminantである可能性があると考えられる.しかし，それ以上

にこの実験結果からは，むしろ tR NA11・のU36は37位をいAにするのに働いており，

これによって 11 e R Sによってpositiveに認識されるのを促し， 一方PheRSによる

認識を防いでtR N A1同のアイデンティティーを保証していると考えられる.

さらに考察を広げるために .tRNA11eのアンチコドンGAUと2残ままを共有するア

ンチコドンを持った tRNAを抜き出してみた(表5-2).すなわち，コドン XUXに対

合する tRNAPhe(GAA). tRNA~'u (GAG). tRNA"eC  (CAU). 
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tRNA~.l (GAC) .およびコドン AXXに対合する tRNAThc (GGU) と

t R N A~ ・， (G CU)である.これらの tRNAに対応するARSのうち. PheRS 

は上記の理由で tRNA"'により排除される. LeuRSとSerRSはアンチコドン

を全く認識していない(他の部位lこpositivedeterminantがある) (図ト1) . M e t 

RSはC34を. ValRSはC36を. ThrRSはG35を非常に積極的に認識する(図5

1) ことで. tRNA"'に対するミスチャージが防がれていると考えられる.

転写後修飾がnegativedeterminantである例は酵母のArgRSに対する tR N A AOp 

の例でも見られる現象である [Perretet al..1990J目以上の様な旦己主E転写物のミス

チャージの実験を体系的に行ない.Pallanckらの行なったようなよ旦主主Eの解析と組み合

わせることによって，修飾塩基が加味された tRNA識別機構のネットワークが解明され

ると考えられる.そして，おそらく細胞内では， t RNAの皿ajordeterminantが積極的

にARSに認識されるだけでなく minordeterminantの認識や .negative determinant 

による排除機構に裏づけられた非常に巧妙な機構によって， t RNAのアイデンティティ

ーが保証されているのであると考えられる.

ARS倒の tRNA認識機構

前述のように， t RN  Aのアンチコドンが結合することによってARSは活性化される

ことが明らかとなってきた.このようなメカニズムを解明し. AR  Sによる tRNAの動

的な認識機構をさらに明らかにするためには， AR  S側の tRN  A (特にアンチコドン部

位)の認識部位に関する研究が重要な意味を持ってくる

tRNAは溶液中で共通のL字型3次構造をとっていると考えられるので，この構造に

基づいて変異体を作成し，反応速度論的解析を進めることができた.これに対し， AR  S 

は，分子量やサプユニット構造もまちまちであり， AR  S聞でのアミノ酸配列の相向性も

低い.さらに， X線結晶構造解析により 3次構造が明らかになっている ARSは，大腸菌

由来のMetRS，GlnRS， SerRS，中等度好熱菌のTyrRS，酵母のAsp

RSのわずか5例であり(図5-3) ， A R Sの構造に関する情報は絶対的に乏しい 目従っ

て， ARSのtRNA認識部位も数例を除いてはまだほとんど明らかにされていない.本

論文第2章の研究と対比させる意味で，その数例の研究をここに紹介しておく必要がある

と思われる.

まず，大腸菌MetRSについて， SchulmanらがtRNA"e'とのクロスリンク解析を
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行ない [Hountondji& Blanquet，1985; Valenzuela & Schulman，1986; Leon & Schulman 

1987a， b， c; Schulman et al" 1987; Hountondji et al" 1990J ，この結果に基づいて変

異体の反応速度論的解析を行ない， Trp-461がアンチコドン l字自のC34を認識しているこ

とを示している [Gohshet al. ，1990J .さらに大腸菌MetRSおよび中等度好熱菌の

TyrRSに関しては， ARS単独の結晶構造が得られているので，これに基づき表面に

出ているLysおよびArg残基に変異を導入し，反応速度論的解析を行うことによって，

tRNAの認識部位を明らかにした研究がある [Gohshet al.， 1991; Bedouelle釧 inter

，1986].これに対し.結晶構造の知見が得られていない大腸菌AlaRSやGlyRSで

は，酵素のdeletionmutantを作成し反応速度論的解析を行うことによって， t RN Aの

認識に関わる領域(ドメイン)を同定することから研究を始めている [Reganet al.， 

1987; Matthew品Schimmel， 1990J .最近になって，大腸菌GlnRSと酵母AspRS

の系でtRNAとの複合体の結品構造が高分解能で明らかになってはじめて，アイデンテ

ィティー決定因子とそれを認識するアミノ酸残基の 1対 1の対応がつく例が現れてきた

[Rould et al.， 1991; Dr.Moras私信J. GlnRSの系での一例を図5-4に示す.

tRNAG1nのアンチコドン 2字目のU35の認識には， GlnRSのC端{則ドメインの

s-barrelをつなぐ複数のループから様々なアミノ酸残基が集まってきて認識部位を形成し

ている [Rouldet al.， 1991 J目しかしこれまでのところARSのtRNA認識構造に関

しては以上のような各論的・断片的な解析結果の蓄積はあるものの，これを統一的に把握

できる段階には至っていない.1990年に大腸菌のすべてのARSのl次構造が明らかにさ

れ， ErianiらがARSのクラス分けを提唱した [Erianiet al. ，1990Jのは， AR S研究

の一つの革命であったと言える.これにより， AT P結合様式を分子進化の一つの指標と

してクラスごとにARSの 1次構造を統一的に比較検討できる道が開かれたと思われる.

以上が，本論文第2章の研究にいたるまでの， ARSのtRNA認識機構に関する国際

的な研究の系譜である.本論文第2章の研究の特徴は，クラス IのARSに着目しMet

RS/IleRS/ValRS/LeuRS/CysRSの作るサプファミリ ー， G 1 u 

RS/GlnRSの作るサプファ ミリーについて ，統ーしたsequencealignmentを行い(

図2-8，13) (MetRSサプファミリーに関しては [Shiba& Schimmel，1992]を参照) ， 

これに基づいて作成した変異体の反応速度論的解析を行って，新規のtRNA認識部位を

明らかにした(図2-8，13，14)ことである.その結果，クラス IのARSは， KM S K配

列を筑界にして，告芸能的に大きく 2つのドメインに分かれていることがわかった. N g岩側



のドメインには， AT Pを結合するRossmannf01d構造が存在するが，この構造は3つに

分断されており，その合間にConnectiveP01ypeptide 1， 11 (CP 1，11)と呼ばれる 2つ

のループ領域が挿入されている [Shiba& Schimmel， 1992J . G 1 n R S . t R N A Gln複

合体の結晶構造解析の結果から.GlnRSではこれらの CP1.11領域がtRNAのアク

セプターステムおよびディスクリミネーターの認識に関与していることが示唆されている

[Rou1d et al.， 1989J .本論文第 2章の研究結果から. GlnRSのみならず. G 1 u 

R S.さらにMetRS. IleRS. ValRS， LeuRSでも共通して，このCPI，

11領域でtRNAおよびアミノ酸を認識していることが示唆された(図2-8.13).さらに

C端側のドメインについては，本研究の sequencea1ignmentおよび変異体解析の結果か

ら. KM S K配列より C端側約120アミノ酸残基程度以内に tRNAのDアームおよびア

ンチコドン領減に対する認識領域が(恐らくはこの順に)存在していることが示唆された

(図2-8.13).今後はこれらの系について. t RN AとARSの対応を，以上のような領

滋対領域のレベルでなく，アイデンティティ ー決定因子対アミノ酸残基のレベルまで高め

て研究を行なっていくことが必要であろう.その際，本論文第 1章の研究成果が活きてく

るであろうし，またその解析結果は本研究のsequenc巴 a1ignmentを介して，他の系にも普

遍化できるであろう.

本研究の成果から示唆できる. t RNAとARSにおけるアイデンティティー決定因子

対アミノ酸残基の対応の一例を挙げてみる すなわち，蛍光を用いた解析 [Willick& 

Kay.1976J. 13C-NMRの解析(図1-34)および tRNAG1Uの変異体解析 (Dr.S011私

信，本研究室関根ら未発表)の結果，大腸菌tRNAG1uのアンチコドン 1字自のmnrn's2U

34は，GluRSによって認識を受けていることが明らかになった 一方 .sequ ence 

a1 ignmentに基づいて変異体解析を行なった結果. GluRSのTrp-312は. tRNAG1U 

のアンチコドン部位の認識に関わっていることが示唆された(表2-3.図2-13).従って，

tRNAG1UとGluRSの複合体の13C-NMR解析において，アンチコドン 1字自の

mnm's2U34のシグナルが低磁場シフトした(図1-34)のは，おそらくこのTrp-312が後近し

たことに起因するのかもしれない.また，大腸菌MetRSにおいても.C34の認識に関

わっていたのはTrp-461であった(図2-8) [Gohsh et al;..1990J .従って，これらの系

の聞にはTrp残基によるピリミジン残基の共通した認識徴構(例えばスタッキング)が存

在する可能性も考えられ，非常に興味深い.このような解析を進めていくことによって，

アミノ酸残基による核厳塩基の認識様式を普遍的に議論できるようになるかもしれない.
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今後，アイデンテイティー決定因子とこれを認識するアミノ酸残基の対応をつけるために

は， ARSの変異体と tRNAの変異体を組み合わせた反応速度論的解析や tRNAのフ

ットプリンティング解析を行う必要があると考えられる.

しかし一方で， 20種すべてのARSについて，酵素単独およびtRNAとの複合体のX

線結晶構造解析を行い， ARSによる tRNAの認識機構，さらに tRNAの結合による

ARSの活性化の機構を分子構造レベルで解明していく必要があることは否定できない.

本論文第4章の研究では.高度好熱菌ARSを用いることによって，大腸菌由来のARS

(例えばGluRS)では実現できなかった結晶化をなし遂げることができた.常温菌の

ARSの代わりに高度好熱菌のARSを解析に用いることは，酵素が熱安定で結品化しや

すいというメリットと裏腹に，いくつかの問題をはらんでいる.すなわち，1つは酵素の

反応の至適温度がWC以上と高いのに，ト20.Cで結晶化を行なって活性のある構造を反映

するのか，低温変性の心配はないかということ，もう 1つは高度好熱菌のARSで得られ

た成果を，大腸菌の tRNAで得られた結果と対応させてよいのかという問題であろう 目

l番目の低温変性の問題に関しては，今後実験的に検討する必要があると思われる .し

かし，一説によれば，高度好熱菌タンパク質の耐熱化は，構造のフリーエネルギーのポテ

ンシャル幅が温度に対して広がっていることによって成り立っており，現に大腸菌が低温

変性を起こすような低温においても高度好熱菌のタンパク質はnativeな徳造を保っている

例がみられる[大島泰郎 r異常環境と微生物酵素」講談社サイエンティフイツク]とい

われている.また最近，高度好熱菌SerRSの結晶が大腸菌SerRSの結晶構造の位

相を用いて分子置換法により解かれたが，実際に活性部位の構造はよく保存されており，

そのまわりの柔軟なループ領域が大きく欠失されていた程度であったことが報告されてい

る (Dr.Cusack私信)

次に， 2番目の疑問についてであるが，大腸菌と高度好熱菌はかなり近縁な生物種であ

って，基質認識に関する基本的な部分は共通であると考えられる.例えば11 eの系を例

にとると，高度好熱菌の tRNA"eでは，大腸菌 tRNA110のアイデンティティー決定

因子(図1-17)全てが保存されており [Horieet al.，1985] ，現に tRNA
secにこれら

の決定因子を移植することによって，高度好熱菌 11 e R S はこの tR N A S・r....11 eを

tRNA"・と全く悶じレベルでアミノアシル化するようになる(図1-20).また.大腸

菌細胞内で，大腸菌の IleRS遺伝子の変異を，高度好熱菌 IleRSが相補するので

ある(芝博士私信) .大腸菌の tRNAGIUではアイデンティティー決定因子であるアン



チコドン 1字目は四日皿、'Uであり，高度好熱菌のtRNAG1UではこれがCになっている

[Hara-Yokoyama et al.，1986] .このことを反映してか，大腸菌tRNAG1uに対する結

合のイオン強度依存性は大腸菌GluRSと高度好熱菌GluRSとでは異なることが示

唆されている [Hara-Yokoyamaet al.，1986] .しかし，本論文2.3.8で示したように，こ

のようなtRNAの塩基認識の違いを利用して，むしろこのアンチコドンの残基の酵素側

の認識部位を予測することもできるであろう.このような，進化に伴う認識機構のfine

tuningはあるにしても，大腸菌と高度好熱菌のARSは，それぞれ互いのtRNAを十分

に効率よく認識する ，現に，高度好熱菌の 1leRS， MetRS， GluRSは大腸菌

のtRNAを高度好熱菌の tRNAと同じ反応速度定数でアミノアシル化するのである

[Kohda et al.， 1984，1987; Hara-Yokoyama et al.，1984，1986] 

したがって，高度好熱菌のARSを解析して得られる構造的知見の基礎的な部分は，大

腸菌の系にも適用できると考えられる.ただし，高度好熱菌の系で得られた知見は，今後

なんらかのアプローチで大腸菌の系についても検証を行なう必要があると考えられる.ま

た，高度好熱菌の tRNAとARSのホモな系についても，フットプリンチィングや変異

体の解析を行なっていく必要があると思われる.

ARSのクラス分けに関する問題

本論文の第 1章から第4章までを通して提起されつづけてきた問題がある それは，

rErianiらが提唱したATPの結合様式に基づく ARSの分類が， t RNAの認識機構の

相違までを説明できるか」といった問題である さらに言うなら， r A T Pの結合様式に

基づく分類でARSの分子進化を説明しきれるか」という問題である.

当分類法を提唱したフランスのグループは rクラス IのARSとクラスIIのARSは

異なる祖先から出発して進化したものであり， t R NAの認識様式もこの分類に従う Jと

考えている (Dr.Moras私信) .さらに彼らの主張によれば rクラス IのARSは，

tRNAのアンチコドンを認識するドメインから発祥し，これにRossmannFoldからなる

ATP結合ドメインが結合して進化したものである.これに対し，クラス11のARSは，

tRNAのアクセプターアームを認識するドメインから発祥し，アンチコドンを認識する

ドメインが後から付け加わったものである」であり，その証拠として「クラス IのARS

には， t R NAのアンチコドンに比重をおいて認識するものが多く，これに対しクラス11

のARSでは， microhelixを効率よくチャージすることからもわかるように，アクセプタ



ーステムに比重をおいて tRNAを認識するものが多い」というのである.

しかし，図5-1からもわかるように，クラス IのARSでも LeuRSのようにアンチ

コドンを認識しないものもあれば，クラス11のARSでも多くのARSはアンチコドンを

認識している.現に tR N A QhのmicrohelixのGlyRSによるチャージは， A 1 aの

系に比べて1/1000も低いものであり [Franklynet al目，1992]，アンチコドンに高い比重

が置かれていることがわかる.

また， t RNAに対するARSの結合のtopologyも，このクラス分けとは一致しない.

すなわち， r A R SがtRNAのどちらの面から結合するか」が， X線結晶構造解析やフ

ットプリンティング解析によって明らかにされているものについて ，その結果を表5-1に

まとめてある.クラス Iに属し，非常に近縁なARS同士でも， t RN Aに対する結合様

式は異なっている.

さらに， ARSの側について，本論文の研究成果に基づいて反駁を進めてみたい.すな

わち GluRSとGlnRSのアミノ酸配列は高い相向性を示し(図2-13) ，変異体解析

の結果を考えあわせると，共通したアミノ酸残基で tRNAの認識を行なっていることが

示唆された .しかし，このsequencealignmentによれば， GlnRSでtRNAのアンチ

コドン認識部位を支えているトbarrel領域は， GluRSでは完全に欠失されていること

になる(図2-13，2-3-9の議論) .さらに高度好熱菌GluRSの二次穣造予測の結果

(図4-15)からも， c端のドメインにはGlnRSが持つ様なs-barrel構造は存在せず，

むしろa-helixに富む様造であることが予測された.また，予備的なX線結晶構造解析の

結果(図4-14)からも ，GluRSの外形は， GlnRSの長く伸びた外形(図5-3)と

は異なり，よりコンパクトな形をしていると考えられる 目ARSのtRNA認識部位は主

にループ領域に存在していると考えられる(2-3-4参照)ことからGluRSとGln

RSでtRNAの認識に関わるループ上のアミノ酸領域はかなり相向性が高いが，それら

を支えている高次僑造はこの同じサブクラスに属するARS同士でさえ異なると考えられ

る.したがって， t RN Aの認識構造は， ATP結合様式に基づく ARSの分類とは必ず

しも対応していないと考えられる 目現に，図5-3のARSの結晶構造において tRNAの

認識に関わる領域(ドメイン)を矢印で示したが， TyrRS (クラス 1)， M巴 tRS

(クラス I)，SerRS(クラス11)ではこの領域が a-helixで構成されているのに対

して， GlnRS(クラス 1)とASpRS (クラスII)では， s-barrelで織成されてい

る



図5-5にクラス IおよびクラスIIのARSのドメイン構造図を示した.クラス IARS

では，おそらく N端側にATP結合ドメイン(合間にtRNAのアクセプターステムの認

識部位が埋め込まれている)が， c端側に tRNAのアンチコドン認識に関わるドメイン
が配置されていると考えられる .これに対し，クラスIIのARSではATP結合ドメイン

の位置は一様でない(図5-1). A s p R SやSerRSでは，結晶構造から明らかなよ

うに [Ruffet a1.，1991; Cusack et a1.，1990J ， N端側に tRNAの認識に関わるドメ

インが， C端側にATP結合ドメインが配置されている.これに対しProRSやHis

RSでは， ATP結合ドメインがN端寄りに位置しているため， tRN Aのアンチコドン

の認識(図5-1よりアンチコドンはアイデンテイティー決定因子である)に関わるドメイ

ンはC端側にならざるをえないと考えられる.従って， ATP結合ドメインと tRNA認

識ドメインは，それぞれ独立した機能ユニットであり.独自に進化してきたのではないか

と恩われる.

ARSの分子進化に関する仮説

ARSの分子進化を考える上で，本論文第 3章で着目した2n2+結合モチーフは重要な指

標となると考えられる. A R Sの2n2+結合モチーフのいくつか(図3-1から抜粋)を，

DNA結合性タンパク質やRNA結合性タンパク質でみられるZnfingerと対比させたも

のが図5-6である. DNA結合性タンパク質のZnfingerは，大きく 3つのタイプに分けら

れる [Coleman，1992J . 1つは， transcription factor IIIA (TFIIIA)に代表されるZn

fingerで， Cys2His2のリガンド構成をしている.最近このタイプのZnfingerを持つZif

268とDNAの複合体のX線結晶構造解析が行なわれ，このZnfingerはantiparalell

s-sheetにa-helixがつながった構造をしており， D NAのmaJorgrooveに沿ってはまり込

む形で結合していることが明らかになった [Pavletich& Pabo，1991J .次に第 2のタイ

プのZnfingerは， glucocorticoid receptorに代表されるホルモンレセプターに見られる

もので， CYS2CYS2なるリガンド構成をしている g1ucocorticoid receptorについても

DNAとの複合体のX線結晶構造解析が行なわれ，十文字に交差する両親媒性a-helixの

両端に2n2'"イオンが結合する機造をとっており，これが二重体化して，パリンドローム配

列を持つDNAの片面に結合することが明らかになった [Luisiet a1. ，1991J 第 3の

タイプのZnfingerは， GAL4に代表されるもので， 6つのCyS残基が，稜を合わせた 2つの

正四面体の頂点に配置して， 2つの2n2+イオンを結合するものである いずれにせよ，
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DNA結合性タンパク質のZnfingerは，規則正しいrigidな二重らせんを形成するDNA

に，定型化された様式で結合するため，その 1次倦造も定型化されていると考えられる.

これに対し. RNA結合性タンパク質に見られるZnfingerの1次情造は定型化されて

いない(図5-6). Zn f ingerを持つRNA結合タンパク質は，レトロウイルス (RNA

virus)の nucleocapsidを構成する gag[Covey. 1986 Jなどのタンパク質から.RNA 

polymeraseのβ. subunit (EMBL gene data bank. M38293) . R N A splicingに関わる

yeastの PRP9.RPR6. RPRll. HUMUIC. RPR2などの遺伝子産物 [Abovichet al.. 1990; 

Chang et al.. 1988; Chen & Lin. 1990; King & Beggs. 1990; Legrain品Choulika.1990J

さらにPre-tRNAのprocesslngに関わると考えられるyeastのSTPli宣伝子産物 [Wanget 

al..1992J .翻訳関連のeIF-2[Donahue et al目.1988Jなど，その機能も多岐にわたって

いる. RNAはDNAのように規則正しい構造をとらないため，これに対応してRNA結

合タンパク質のZnfingerも様々な 1次構造を持つと考えられる.

ARSのZn2+結合モチーフは不定型な 1次精進を持っており，明らかにRNA結合タン

パク質タイプのモチーフである.さらに配列をよくながめると，これらのRNA結合性タ

ンパク質のZnfingerと僅かながらの相向性が見られる(例えば 2番目のCys/His残基の

次からくE.D.K.Rなどのチャージを持つアミノ酸><親水性アミノ酸〉く芳香族やLなどの

疎水性アミノ酸>く芳香族やLなどの疎水性アミノ酸>ーの順にならんでいる) .したが

って.AR SはこれらのRNA結合性タンパク質と進化的な関連があるのではないかと考

えられる

本論文第 3章で議論されたように.Z02+結合モチーフは，クラス 1.クラスIIにかかわ

らずあるサプグループのARSに存在し，共通して tRNAの認識に関わっている可能性

が示唆された.したがって，この機能性モチーフを介した基質認識および触媒活性のメカ

ニズムは. AT P結合様式に基づく ARSの分類とは別の進化の局面を暗示していると恩

われる.むしろ，上記の議論から，なんらかのRNA結合性タンパク質から由来した可能

性が考えられる.

近年，大腸菌のCysRSの遺伝子がクローニングされ，この最も小さなARSの 1次

構造が明らかになった [Avaloset al..1991J .すると. CysRSはクラス IのARS

でありながら，クラスIIに属するSerRSと一部アミノ酸配列の相向性を持つことが明

らかになった(図5-7)目さらに.EF-Tuとも一部相向性を持っていたのである(図ト7) 

このため. CysRSは進化的に最も古いARSであり，クラス IのARSもクラスIIの
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ARSもこのCysRSから派生したのだと考えられた.さらに意義深いことに，この

CysRSもZn2+結合モチーフを持っているのである(図3-1.5-6) .そしてこのCyS

RSのZn2+結合モチーフは.Rossman Foldの合間に，短い ConnectivePolypeptide 11を

形成していた(データー未提示) .従って.3.3. 5の議論より，このCysRSの202+結

合モチーフは. t R N A Cyoのアクセプターアームの認識に関わっている部位ではないか

と考えられる .このことは，その近くに tRNAのアクセプターステムを認識するEF-Tu

との相同配列が存在することとよく対応している(図5-7).そしてさらに最近，ヒトの

GlnRS(クラス 1)やマウスの SerRS (クラスII)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，これらもEF-1αやEF-1yと相向性の高い共通した配列

を持つことがわかった [Fett& Knippers.1991; Miseta et al. .1991] .これらのことか

ら，進化上ATPの結合様式に基づく ARSのクラス分けが起こるまえに.AR  Sは elo

ngation factorから分かれたものであり ，それ以前はtRNAのアクセプターステムに結

合する共通のタンパク質であったと考えられる

それでは，以上のことを総合すると.AR  Sの分子進化について，どのような仮説が立

てられるであろうか.

最近. AR  Sの祖先について，篤くべき仮説が立てられた .それは. AR  Sの祖先は

RNAではないか，という仮説である [Piccirilliet al..1992] .この仮説は.Tetra-

包旦旦生旦巴且且里の Group1 intronが. tRNA~ecのアクセプター アームの先端に結

合したMetを積極的に加水分解するという実験事実を踏まえたものである(図ト8) 

この仮説を支持しこれまでの議論を総括した上で.AR  Sの分子進化について，次のよ

うな仮説を立ててみた(図5-8) 

( 1 )最初のアミノアシル化反応は Group1 Intron様のRNAが担っていた

( 2)さらにこのRNAによるアミノアシル化反応の効率をあげるため.Spl ice口some

中のsnRNPにも似たタンパク質因子がこのRNAとtRNAを引き合わせる働きを

していた このタンパク質因子は.Zn fingerでこれらのRNA分子 (tR N Aに

ついては.アクセプターアーム)を結合していたと考えられる このタンパク質

因子こそ ARS (そしておそらく elongationfactorとの共通)の祖先であると考

えられる.

(3 )さらに反応の効率をあげるため，このタンパク質因子がアミノアシル化を代行す

るようになった .この段階で.AT  Pの加水分解に伴うエネルギーが必要になっ
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たため， ATP結合ドメインが連結することとなった このATP結合ドメイン

にはRossmanFold型とantiparalells-sheet型の二種類があり，このどちらが結

合するかで，今日のクラス 1，クラスIIの原型ができた.さらに，このATP結

合ドメインが，タンパク質因子のN端側に結合するか， C端側に結合するかで，

図5-5に示す様なARSのドメイン構造の原型が決まった.特にRossmannFold型

のATP結合ドメインは，タンパク質因子のC端側に結合し.これと融合した

(その結果，タンパク質因子由来の tRNAのアクセプターアーム結合ドメイン

は，後のConnectivePolypeptide 1， 11になったのであろう)

(4 )さらに， cognateなtRNAを厳密に認識する必要性から，さまざまな構造 (a-

helixや十barrel)を持つ tR NA  (主にアンチコドン)認識ドメインが，N端側

あるいはC端側から結合した.こうして，図5-5に示したさまざまなドメイン構造

を持つ今日のARSができていったのであろう

現存するARSで，たとえばミトコンドリアのTyrRSや LeuRSがSplicingの働

きを持つ [Labouesseet al. ，1987; Mohr & Lambowitz， 1987; Herbert et al. ，1988Jの

は， RNA結合性タンパク質が祖先であるという上記の仮説を支持するのではないかと考

えられる.また，大腸菌のMetRSや ThrRS，ヒトのGlnRSがZn2+結合モチー

フを持つこと(図3-1)と，これらのARSが tRNA以外の RNA (自分の遺伝子の

mRN A) に結合する [Lestienne，1988; Oardel et al.， 1990; Schray品 Knippers，

1991Jことが対応しているのは 2 上記の進化が背景にあるからではないだろうか.特にヒ

トの GlnRSには，自分の遺伝子のmRNA上の tRNAG1nに似た配列に結合する領

域以外に，非特異的に RNAに結合するLysに富んだ領域が存在しており [Schray& 

Knippers，199lJ ，複数のRNAと結合しうる可能性を秘めていることは，上記の仮説と

の関連上興味深い .また，本研究第 1章で， IleRSはTWCアームを欠失したflexi-

bleな構造の tRNA"eを効率よくチャージした(図1-22) .最近の実験結果から，

ThrRSでも TWCアームを欠失した tRNAをチャージすることが明らかになった(

神田・濡木，データ未発表) これらのZn2+結合モチーフを持つARSがflexibleな機造

のRNAを認識するのは，上記の分子進化の仮説を支持するのではないかと思われる

Weinerらも， RNA酵素であるRNAレプリカーゼがARSの祖先であり，今日のタン

パク質酵素がこれにとってかわったとする進化説を発表している [Maizels& Weiner， 
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1987J .上記の仮説は，さらに ，タンパク質がRNAにとって代わる過程を説明するもの

ではないかと考えている.

本研究では， 20種類の系に一般化することを念頭において， AR Sによる tRNAの厳

密な認識機構をtRNAとARSの両面から解析した.DNA結合タンパク質はDNAの

rigidなこ箆らせん構造に対応して，比較的保存されたDNA結合構造をもっ.RN Aは

よりフレキシプルであるため，これに対応してRNA結合タンパク質はより自由度のある

構造をとると考えられる.しかし， 5SRNAや植物ウイルスのRNAがそうであるよう

に [Brunelet al.， 1991; Giege et al目，1990J ， t R N AのようなL字型構造がRNA

のとりうる安定な3次構造であることを考えると， t RN AとARSの系で得られた知見

は他のRNAおよびRNA結合タンパク質の研究にもきっと有益な情報を与えることであ

ろう.さらに，本研究の構造面での解析をも発展させ， 20種類すべてのARSの構造を解

明することによって， AR Sによる tRNAの厳密な認識機構が明らかになるのにとどま

らず， AR Sの分子進化や生物のfundamentalな機能・構造相関が明らかになることが期

待される.



ARS I tRNA 接触面

tRNA
Met 

variable-loop side 
(E. coli) 

tRNA
Ue 

D-loop side 
(E. coli) 

tRNA
Va1 

mainly variable-loop side 
(S. cereνISIαe) 

class 1 I tRNA
Leu 

mainly D-loop side 
bean，S.cerevisiae，E.coli 

tRNA
G1n 

D-loop side 
(E. coli) 

tRNA
G1u 

variable-loop side 
(E. coli) 

tRNA中 variable-loop side 
(beafliver) 

tRNA
ASp 

variable-loop side 
(S. cereνisiae) 

class III 
tRNA
Thr 

mainly variable-loop side 
(E. coli) 

tRNt!h巴
mainly variable-loop side 

(S. cerevisiαe) 

表5-1 tRNAのARSとの結合様式
フットプリンティングなどを用いた以下の研究により明らかになった tR N A V・1
[Vlassov et al..1983] ; t RN A L

•
U , [Dietrich et al，， 1990] ; tRNAG1n， 

[Rould et al.， 1989] ; tRNAT'.， [Garret et al.， 1984] ; tRNAA・. [Romby 
et al.， 1985] ; t R N A Th'， [Theobald et al目， 1988] ; tRNAPh・ [Vlassovet 
al.， 1983] 
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U C A G 

GAA Phe 
U 

一 gag Leu 
C 

A 
GAU Ile 

GGu Thr gcu Ser 
CAU Met 

G GAC Val 

表 5-2 tRNA1'.のアンチコドンGAUと2文字を共有するtRNA

各 tRNAのアンチコドンを， 遺伝暗号表の中に書き入れである .各アンチコドンで，

cognateなARSが特に強く認識する残基を強調してある.アンチコドンがARSによ
って認識されない場合は小文字で省いてある
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Phe 1 le Ser Il♂Valち1et*ThrArg Glu 
~5-2 tRNA".， tRNA S•ヘ tRNAS・ r""Il ・(Ile/Serで表示)担豆竺E 転写物に対する，大島菌
PheRS， 11 eRS， SerRS， ThrRS， ArgRS， GluRS，および高度好熱菌IleRS，
ialRS， MetRS (右肩に*で表示)のチャージ活性
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図5-4 大腸菌GlnRSによるtRNAG1nのU35の認識路構

[Rould et al. ，1991]より.



「
II 

ArgRS I 協働務~
市職 W 

GluRS 協後務務務幼
、増可喝 、曜

GlnRS I 協後務物珍~
合

CysRS I 隊後後務~

* MelRS I協務後後務務務物

7食

隊後後傷後級協務後務協務調

wff f f 

u 
Class 1 

協綴務磁綴穆磁磁窃磁弱~

IleRS 

ciu
 

p仇a
 

vv 

LeuRS 

TyrRS 

TrpRS 

協務務務協働務務物 |

阪務務後磁級協~Icd 
p仇n
 
s
 
A
 

協 級協I
 
。、au R 
c
 
vJ 
1
し

協務級協-

*v 申
協貌務務務第~ I 

HisRS I協務務務級協修復調

口SerRS 

I
 

C
d
 

p仇r
 

h
日
中

A

Class II 

協磁夜寝滋務協務磁器議

主薗
l
 

p

、up山o
 
r
 

p
ι
 

GlyRS [ 

t 
PheRS I 脇綴務務瀦 | 

図5-5 クラスIおよびクラスIIのARSのドメイン構成図 斜線はATP結合ドメイン
(Rossmann Foldあるいは Antiparalellp-sheet. t R N Aのアクセプターアーム結合部
位をも含んだ範囲を示しである) . t RN Aのアクセプターステムの認識に関わる部位を破
線矢印で，アンチコ ドン認識部位は矢印で示す.星印はZn'令結合モチーフ(図3-1)を示す.
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図5-6 ONA結合タンパク質， RNA結合タンパク質， ARSの Znfinger (様)モチーフ

+のチャ ージを持ったアミノ酸は白抜きで， ーのチヤ ジを持ったアミノ酸は影付きで J 疎水

性アミノ酸/Ser，Thrは強調文字で示した.
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略号

ARS 

AlaRS 

ArgRS 

AsnRS 

AspRS 

CysRS 

GlnRS 

GluRS 

GlyRS 

HisRS 

1 1 e R S 

LeuRS 

LysRS 

MetRS 

PheRS 

ProRS 

SerRS 

ThrRS 

TrpRS 

TyrRS 

ValRS 

5~ 211 mnm-s-u 

m2A 

，.， 

NMR 

TCA 

aminoacyl-tRNA synthetase 

alanyl-tRNA synthetase 

arginyl-tRNA synthetase 

asparaginyl-tRNA synthetase 

aspartyl-tRNA synthetase 

cysteinyl-tRNA synthetase 

glutaminyl-tRNA synthetase 

glutamyl-tRNA synthetase 

glycyl-tRNA synthetase 

histidyl-tRNA synthetase 

isoleucyl-tRNA synthetase 

leucyl-tRNA synthetase 

lysyl-tRNA synthetase 

methionyl-tRNA synthetase 

phenylalanyl-tRNA synthetase 

proryl-tRNA synthetase 

seryl-tRNA synthetase 

threonyl-tRNA synthetase 

tryptophanyl-tRNA synthetase 

tyrosyl-tRNA synthetase 

valyl-tRNA synthetase 

5-methylaminomethyl-2-thiouridine 

2-methyladenosine 

pseudouridine 

nuclear magnetic resonance 

trichloroacetic acid 
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発現，変異体の調製について，数々の助言と熱心な御指導を頂きました，東京大学農学

部酵素学研究室教授太田隆久先生，同助教授松沢洋先生に深く感謝致します.また，当

時酵素学研究室の大学院生でいらっしゃった(現在東京大学教養学部助手)足立博之博士

には，遺伝子のクロ ーニング，発現系の構築，変異体の作成について，熱心な御指導を頂

きました.深く感謝致します 同じく酵素学研究室の大学院生でいらっしゃった小出昌平

博士(現在米国スクリプス研究所)には，語字素の結晶化を初歩から御指導頂き，深く感謝

致します.

蛋白工学研究所第一研究部部長の森川敬介先生には，酵素の結品化およびX線結品解析

について親身な御指導と熱心な助言を頂きました.深く感謝致します また，同研究所の

清水敏之氏(キリン基盤技術研究所)には，御本人も博士取得でお忙しい中，酵素の結晶
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化およびX線結晶解析について親身の御指導を頂き，深〈感謝致します.また，片柳克夫

博士(三菱化成総合研究所) ，松島正明博士(蛋白工学研究所研究員) ， Dmitry博士(

蛋白工学研究所 PostDocter) ，および蛋白工学研究所第一研究部の皆様には， X線結品

解析についての様々な御指導と御世話を頂きました.深く感謝致します.

博士過程 1年の 3ヵ月間，フランスのストラスプールで共同研究の労をとって頂き，そ

の間 tRNAのフットプリンティングおよび酵素の結晶化について親身な指導と助言.さ

らにフランスでの私生活函で御世話を頂いたフランス国立細胞分子生物研究所の Richard

Giege博士に深く感謝致します.また，同研究室の Lobe r Bernard博士には酵素の結晶化

について， Catherine Florentz博士にはフットプリンティングについて親身な指導を頂き

ました.深く感謝致します.同じく， Joseph D. Puglisi博士， Joern Putz氏には，フラ

ンスでの研究生活面で様々な御世話を頂きました.深〈感謝致します.さらに.フランス

で生成した結晶の解析について御世話を下さった同研究所の DinoMoras博士に感謝致し

ます.

お茶の水女子大学理学部助教授今野美智子先生には，筑波高エネルギー研究所での測

定に関し御世話になりました.深く感謝いたします.

東京大学工学部教綬渡辺公網先生には，高度好熱菌の醇素のクローニングと tRNA

の研究を行ううえで，様々な助言を頂きました目深く感謝いたします.

東京工業大学教授大島泰郎先生には，高度好熱菌の分与に際して御世話になりました.

深く感謝いたします.

宮津研究室ならびに横山研究室の皆様，特に春木満博士(現在蛋白工学研究所研究

員) ，河野俊之博士(現在 三菱化成生命研究所研究員) ，小出寛博士(現在米国

DNAX研究所) ，坂本健作氏，高井和幸氏，木川隆則氏，新美達也氏には，研究面での御指

導もさることながら，研究生活面全般にわたって御世話になりました.深く感謝いたしま

す.

最後に，私の研究を内側から支えてくれた委ちづるにも感謝の意を表させていただき

たいと思います.






