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論文内容の要旨

近年､生物が通常利用している20種類のL-α-アミノ酸以外のアミノ酸(非天然アミノ酸)

を導入することで､天然にない新たな機能を持つタンパク質を創製する試みがなされ始めた｡

この際､例えば大腸菌のタンパク質合成系に新たに非天然アミノ酸専用のtRNAを持ち込む必

要があるが､目的アミノ酸の導入が特異的に起きるためにはこのtRNAが｢大腸菌内在性のア

ミノアシルtRNA合成酵素(aaRS)によってアミノアシル化されない｣ことが条件となる｡申

請者の所属する研究室では､酵母tRNAlサrが大腸菌チロシルtRNA合成酵素の基質となれない

ことから､このtRNAを前述の条件を満たす候補として利用する可能性を探ってきた｡しかし､

これまでの研究から酵母アンバーサブレッサーtRNATyr(以降tRNATシr(CUA)と記す)は大腸菌

内在性のいずれかのaaRSによって僅かに誤認識されることが判明した｡本研究では､この間

題に対処すべく､酵母tRNATyr(CUA)をミスアミノアシル化するaaRSを特定して誤認識のメ

カニズムを探るとともに､それを抑制する手だてを開発することを目的とした｡

まず最初に､クローン化した遺伝子から発現･精製した20種類の大腸菌aaRSを用い､EF-Tu

との複合体形成を利用したゲルシフトスクリーニングによってそのaaRSを検索したところ､

それが大腸菌リジルtRNA合成酵素(丹SRS)であることが特定された｡aaRSはtRNAの識別に

際してtRNAの塩基配列すべてを均等に認識しているのではなく､ある特定の塩基や部位

(identity e)ement)を重点的に認識している｡そこで､酵母tRNATシr(CUA)に変異を導入するこ

とにより大腸菌丹SRSによる誤認識を効果的に抑制する可能性を模索した｡既知の大腸菌

LysRSの認識部位や酵母tRNA11rと大腸菌tRNA14Sの配列の相同部位などを考慮し､aCCePtOr

Stemやanticodonarmの塩基を改変した一連の変異体を作製した｡変異体はinviTTV転写反応と

RNasePによるプロセシングによって調製し､そのアミノ酸受容能を測定した｡その結果､こ

れらの変異体中で最もミスアミノアシル化が抑制されたのは､anticodon stem内の3つのA-U
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対をG-C対に置換した変異体であり､チロシン受容能は全く低下せずにリジン受容能がほぼ完

全に消失していた｡しかしながら､この変異の導入によって､ごく僅かにではあるが新たにグ

ルタミニルtRNA合成酵素(GInRS)によってミスアミノシル化されるようになることが判明

レた｡

次にGlnRSとI4SRSによる誤認識の関係について検討した｡酵母tRNAl),r(CUA)のanticodon

Stem内の3つのA-U対のうち1つないし2つをG-C対に置換した変異体を作製し､そのアミ

ノ酸受容能を測定したところ､最も影響が大きいのはA31-U39のG-C対への変異であるがこ

とがわかった｡この塩基対がG-C対に変わると､リジン受容能が顕著に低下し､逆にグルタミ

ン受容能が上昇する傾向にあった｡このようにリジンとグルタミンの取り込みには一方が低く

なるともう一方が高くなるといった､--シーソー‖のような関係が見られた｡このことは､両

酵素によるtRNAの認識にanticodonstemの寄与が大きいことを示唆するものと考えられる｡

大腸菌のタンパク質合成系において､このtRNAIYr(CUA)のanticodonstemへの変異導入が､

ミスアミノアシル化の抑制に効果があるのかを調べた｡わ=血と摘v血のどちらの実験にお

いても､変異を導入していない酵母tRNATyr(CUA)はミスアミノアシル化によるサブレッショ

ンが見られたが､l.ysRSによる誤認識を抑制したanticodonstem変異体ではそれが見られなか

った｡このことからanticodon stemの変異に起因するGlnRSによるミスアミノアシル化は､

bsRSによるものと比べるとその程度が微弱であるため､タンパク質合成への実質的な影響は

ほとんどないと思われる｡この変異を導入したtRNAを非天然アミノ酸の運び手に用いれば､

目的とする非天然アミノ酸の部位特異的導入の確実性が増すものと期待される｡さらに､本研

究でtRNAlサT(CUA)のミスアミノアシル化要因の一つとしてanticodonstemの配列の関与が明ら

かにされたことを踏まえて､今後tRNATyr(CUA)のallticodon stem配列のさらなる最適化を進

めれば､大腸菌内在性の全てのaaRSから完全に｢独立した="Orthogonal"な｣酵母アンバーサ

ブレッサーtRNATyrを創出することも可能であると考えられる｡

論文審査結果の要旨

この論文は､大腸菌タンパク質合成系における酵母アンバーサブレッサーtRNATyrの

ミスアミノアシル化に関して述べたものであり､生物が通常はタンパク質合成に利用

していないアミノ酸(非天然アミノ酸)を部位特異的にタンパク質中に導入すること

で天然にない新規機能を持つようなタンパク質を創製しようとする一連の研究に資す

るところが大であると認められる｡この論文は以下の(1卜(4)に詳しく示すように重

要な研究結果を含んでいる｡特に大腸菌内在性のアミノアシルtRNA合成酵素のうち

酵母アンバーサプレッサーtRNATyrのミスアミノアシル化に深く関与している酵素を

特定したこと､および酵母アンバ⊥サブレッサーtRNATyrのアンチコドンステムの塩基

配列を一部改変することによりそのミスアミノアシル化をほぼ完全に抑制できること

を示したことは高く評価される｡従って､審査の結果この論文を学位論文に値するも

のと判定した｡

(1)酵母アンバーサプレッサーtRNATyrが大腸菌タンパク質合成系においてミスアミ
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ノアシル化されるのは､大腸菌に内在する20種のアミノアシルtRNA合成酵素のうち

リジルtRNA合成酵素によることを初めて突き止めた｡

(2)酵母アンバーサブレッサーtRNATyrのアンチコドンステムの塩基配列の一部を遺

伝子工学的に改変することによりそのミスアミノアシル化をほぼ完全に抑制すること

に成功し､大腸菌タンパク質合成系において酵母アンバーサブレッサーtRNATyr/TyrRS

のペアーを非天然アミノ酸専用の"運び手"として利用する上での重大な障害を取り

除いた｡

(3)酵母アンバーサブレッサーtRNATyrのアンチコドンステムの塩基配列に依存して

リジン及びグルタミンによるミスアミノアシル化のレベルが逆相関的に変化すること

を発見し､大腸菌リジルtRNA合成酵素およびグルタミニルtRNA合成酵素による基

質tRNAの識別にはアンチコドンステム内の､最もアンチコドンループに近い塩基対

(31位-39位)が深く関わっていることに初めて言及した｡この部位は従来のtRNA-

酵素間相互作用に関する研究ではほとんど注目されていなかった部分であり､今後の

"tRNAidentity"研究に新しい局面を切り開く可能性がある｡

(4)上記(2)で最もミスアミノアシル化されにくいことがわかった酵母アンバーサ

プレッサーtRNAT)′r変異体を用いて実際にinvitrvおよびi7川ivoのタンパク質合成実験

を行い､ミスアミノアシル化によるサプレッションが十分に抑制されていることを実

証した｡

最終試験結果の要旨

(1)公表論文

この論文の主要部分は2編の審査付き論文として既に公表済みあるいは受理済み

である｡この論文が学位論文として完成された内容を有することを確認した｡

(2)修得単位

指定された単位を修得していることを確認した｡

(3)審査

公聴会までに､指導教官ならびに審査委員の審問に対して十分な回答がなされた｡

公聴会を開催し学位審査委員会で審議の結果､申請者は最終試験に合格と判定した｡
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