
で，変性タンパク質の隔離に成功しない理由を野生型

GroELとの動的性質の差として詳細に解析できる．静的

解析，動的解析の両方を駆使することで，この変異体は

シャペロニンの反応機構解明に必要不可欠な情報を近いう

ちに提供できると信じている．
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The two faces of Janus: Recent studies on the characteristics
of E. coli GroEL and its apical domain
Tomohiro Mizobata and Yasushi Kawata（Graduate School
of Engineering and Graduate School of Medical Science,
Tottori University,４―１０１Koyama-cho Minami, Tottori６８０―
８５５２, Japan）

ピロリジン翻訳の直交性のメカニズム

１． は じ め に

生体内において，遺伝暗号翻訳の正確性は，アミノアシ

ル tRNA合成酵素（aaRS）が tRNAに特異的なアミノ酸を

付加させることによって保たれている．L字型構造をした

tRNAは mRNA上のコドンとアミノ酸を対応させるアダプ

ターとして働き，その一端（アンチコドン）でコドンと塩

基対を形成し，aaRSが tRNAの特異的な配列や構造を認

識してもう一方の端（CCA末端）にアミノ酸を結合する．

そのため，アミノ酸の特異性は tRNAの構造とそれを認識

する aaRSに依存している．遺伝情報を規定するコドンは

６４種類存在し，それぞれ２０種類のアミノ酸をコードして

いるが，例外的に三つの終止コドン UAG（アンバー），

UGA（オパール），UAA（オーカー）には，それに対応す

る tRNAも aaRSも存在せず，翻訳過程においてこれらは，

tRNA様の解離因子に認識され，３０Sリボソームの Aサイ

トに取り込まれて，ペプチド鎖の遊離と翻訳の終結が起こ

る．

しかし，非常にまれに，終止コドンはサプレッサー

tRNAと呼ばれる特殊な tRNAによってアミノ酸へと読み

替えられる（リコーディング）．サプレッサー tRNAのほ

とんどは Glnや Tyr，Leu，Trpに対応する tRNAのアンチ

コドン部分が修飾され，終止コドンと対合する tRNAに変

化したものである（構造的には普通の tRNAと同じ）．こ

ういった修飾によるサプレッサー tRNAへの転換はタバコ

モザイクウイルスやマウス白血病ウイルスが変異タンパク

質を作る際に起こる現象として知られている１，２）．それとは

対照的に，２１番目と２２番目のアミノ酸であるセレノシス

テイン（Sec），ピロリジン（Pyl）には終止コドンに対応
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して構造全体が特殊化したサプレッサー tRNAが存在す

る．Secは，オパール終止コドンにコードされるアミノ酸

であり，mRNAの下流にステム・ループ構造をした se-

lenocysteine insertion sequence（SECIS）がある場合に，

tRNASec上で多段階反応を経て合成される３，４）．一方，メタ

ン古細菌と一部の真正細菌に存在するピロリジン（Pyl）は，

アンバー終止コドンにコードされるアミノ酸であり，リジ

ンの ε位のアミド結合部分にカルボキシルピロリンが結合
した特徴的な構造をしている．

メタン古細菌のメチル基転移酵素中では，Pylがメチル

基と反応中間体を形成することによって，酵素反応が進む

ことが示唆されており，メタン生成によりエネルギーを獲

得しているそれらの生物にとっては，生育に必要不可欠な

アミノ酸といえる５）．Pylはクラス�cに属する aaRSであ

るピロリジル tRNA合成酵素（PylRS）によってアンバー

コドンのサプレッサー tRNAPylに直接転移される．興味深

いことに，真正細菌の tRNAPylは特殊な構造を持つミトコ

ンドリア tRNA（特にウシ由来ミトコンドリア tRNAserUGA）

と二次構造上の特徴が類似していることが知られてい

る６～８）．すなわち tRNAPylは，普遍的に保存されている

TΨCループ中の T５４Ψ５５C５６という配列を欠失し，長いア

ンチコドンステム（６塩基対）を持ち，L字型構造のコア

を形成する Dループ（５塩基），可変ループが著しく短い

（３塩基）という特徴を持っている９）．このことは PylRSが

終止コドンに対応する特殊なサプレッサー tRNAだけを他

の tRNAから特異的に認識し，修飾アミノ酸を転移させる

（翻訳の「直交性脚注１）」を有する），aaRSとしては他に例を

見ない酵素である可能性を示唆している．

近年，天然で使われる２０種類のアミノ酸以外の全く新

しいアミノ酸を創作し，人工タンパク質を合成する試みが

行われている．広い基質結合溝を持つ PylRSはこのよう

な取り組みに利用されており，PylRSが認識できるような

蛍光ラベルや光クロスリンク修飾，翻訳後修飾を受けたア

ミノ酸を合成し，生体内で特定の塩基配列にコードさせる

研究が進んでいる１０）．このように終止コドンにアミノ酸を

導入できる直交性を持った天然のシステムは，幅広い工

業，医療，創薬への応用が期待されている．

本研究では，真正細菌 Desulfitobacterium hafniense 由来

PylRS（DhPylRS）の単体構造および，その tRNAとの複

合体構造の X線結晶構造解析を行うことによって，Pyl転

移反応における直交性のメカニズムとアンバーコドンのリ

コーディングシステムを分子レベルで解明することを目指

した．

２． DhPylRSの X線結晶構造解析

本研究で用いた DhPylRSはメタン古細菌由来のものと

の相同性は３９％ほどだが，メタン古細菌由来のものと最

も異なる点は，その遺伝子が Pyl合成系の遺伝子 pylBCD

によって N端フラグメント（PylRSn）と C端フラグメン

ト（PylRSc）に分断されている点である．この PylRScは

N端側がメタン古細菌由来のものよりも約１００残基短いに

もかかわらず，それのみで in vitro アミノアシル転移活性

を持つことが知られている１１）．このことを踏まえて結晶化

のターゲットとして PylRScを用いた．

DhPylRS（PylRSc）単体の結晶化に際して，DhPylRSを

大腸菌で過剰発現させて調製し，結晶化スクリーニングを

行った．得られた結晶から，大型放射光施設 Photone Fac-

toryにおいて２．５A°の分解能で回折データを収集し，セレ

ノメチオニン置換体結晶を用いた多波長異常分散（MAD）

法により位相を決定し，DhPylRSの構造を解明した．構

造解析の結果 DhPylRSは構造解析に成功した三つの晶系

すべてが二量体構造をとっており，DhPylRSが溶液中で

も二量体で tRNAを認識することが示唆された．DhPylRS

はすでに触媒ドメインの構造が解析されている古細菌型

PylRS１２）の構造とは非常に類似した構造をしており，Pylの

系が古細菌と細菌の間で水平伝播したことが示唆された．

また，古細菌型 PylRSと三つの晶系の DhPylRS構造を重

ね合わせて比較すると活性部位付近の Y２１７を含むループ

が大きくシフト（約９A°）していることがわかった．基質

を結合している古細菌型 PylRSの構造では，基質を包み

込むように大きくシフトしていたため，このループは基質

認識によって大きく構造変化することが示唆された．

３． PylRS-tRNAPyl複合体の X線結晶構造解析

次に，複合体結晶の作成に際しては DhtRNAPylを in vitro

転写を通じて調製し，DhPylRSと１．１対１のモル比で混合

して結晶化を行った． 大型放射光施設 SPring-８において，

得られた結晶から３．１A°の分解能で回折データを収集し，

DhPylRSの構造モデルを用いた分子置換法によって，

DhPylRS-tRNAPyl複合体の構造を明らかにした．複合体中

で PylRSは，二量体で tRNAPylを認識していた．驚くべき

ことに，PylRSは多くの aaRSの tRNA認識アイデンティ

脚注１：直交性とは aaRSが自分に特異的なアミノ酸お
よび tRNA以外の基質とは反応することなく，その
tRNAも自分に特異的なアミノ酸や aaRS以外と反応し
ない活性を示す．
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ティーであるアンチコドンを認識せず，その代わりに，ア

ミノ酸受容ステムと Dループを良く認識していた（図１a，

１d，１e）．この結果は DhtRNAPylに対する PylRSのフット

プリンティング実験において，アミノ酸受容ステムと

Dループがヌクレアーゼによる分解を受けづらいという結

果や tRNAのアンチコドンに変異を導入しても PylRSによ

る Pyl転移活性がおちないという結果とも一致する９）．

DhPylRSの tRNAPylの認識領域は二量体分子にまたがって

おり，PylRSの構造をその基質認識に応じて六つの領域で

分けてみると，tRNAの CCA末端付近をモチーフ２が，

バルジドメイン（別分子），C末端領域，tRNA結合ドメ

インからなる U字型の溝がアミノ酸受容ステムを，触媒

ドメイン（別分子），C末端領域，tRNA結合ドメインか

らなるコア結合面が Dループをよく認識していた（図１b）．

それぞれの相互作用を見てみると，まずクラス�aaRS

の共通構造であるモチーフ２は複合体構造においてアミノ

酸受容ステムに沿って大きく構造変化することにより，

Q１６４の主鎖のアミド基と E１６２の主鎖のカルボニル基で

tRNAの決定因子ディスクリミネーター（G７３）を特異的

に認識していた（図１c）．

次に U字型の溝は正電荷を帯びた窪みを形成しており，

その窪みに沿うように負電荷を帯びた tRNAのアミノ酸受

容ステムが結合していた（図２c）．ここでは G４が特異的

に認識されており，特にそれを認識する K１６は生物種間

で保存され，この部分の変異が tRNAの結合を弱めること

が知られている１２）（図１d）． 次に Dループの認識を見ると，

コア結合面では，tRNA結合ドメインが Dステムの塩基対

の間に沿って相互作用していた．その中で G１０，A２６a，

G９が PylRSによって特異的に認識されており，特にそれ

らを認識する生物種間で保存された R１４０，R１４４の変異は

tRNAの結合を弱めることが知られている１２）（図１e）．しか

し，これらを除く tRNAと PylRSの相互作用のほとんど

は，広範囲にわたる tRNAのリン酸骨格とタンパク質側鎖

間の塩基非特異的な相互作用だった．この結果と tRNAPyl

とミトコンドリア tRNAserのキメラ tRNAが PylRSによっ

て認識されるという以前の報告１３）から，その三次構造が

aaRSによる認識機構に重要であると考えられた．

tRNAPylの構造を見てみると，特筆すべきことに，

tRNAPylは通常の tRNAとは著しく異なる二次構造を持つ

にもかかわらず，リボソームで働きうる L字型構造を

とっていた（図２a）．tRNAPylと通常の tRNAの構造を持っ

た tRNAPheを比較してみると，驚くべきことに特殊な二次

構造を持つにもかかわらず，tRNAPylはリボソームで働き

うる L字型構造と CCA末端，アンチコドンの位置関係を

保障していたが，その代わりにコア領域は異常にコンパク

トな構造となっていた（図２b）．通常の tRNAでは，この

コアが突出しているため PylRSがアクセスしようとする

とぶつかってしまう．複合体中で PylRSはコア結合面に

よって tRNAPylのコンパクトなコアにぴったりはまるよう

に結合しており，形状相補的にアンバーサプレッサー

tRNAを他の tRNAから識別していることが示唆された．

このコンパクトなコア構造は Dループ，可変ループの配

列が，通常の tRNAに比べて異常に短いために生じていた

が，このままでは高次構造上でアンチコドンが上側に移動

してしまう．そのため tRNAPylでは，それを埋め合わせる

ように，アンチコドンステムが通常の tRNAに比べて１塩

基対長くなっていた．こうして tRNAPylはリボソームで働

きうるような普遍的な tRNAの構造を保ちつつ，直交性を

生み出すための特徴的な構造を作り上げていた．

加えて，今回明らかとなった PylRS-tRNA複合体の構造

を他の aaRSと比較してみるとクラス�aaRSが tRNAのア

ミノ酸受容ステムを副溝側から認識し，クラス�aaRSが

主溝側から tRNAを認識するに対して，PylRSは，正面か

ら tRNAと結合していることが分かった（図２c）．PylRS

はコンパクトなコアに沿って正面から tRNAと相互作用す

ることで，aaRSの中でも最小単位（２８８aa長）で tRNAを

認識していた．以上のことから，PylRSはクラス�とクラ

ス�のどちらにも属さないような新たな方法で tRNAを認

識する aaRSであることが構造解析によって明らかとなっ

た．

４． PylRSのアミノ転移活性の検証

次に，これらの構造解析を踏まえて DhPylRSが in vivo，

in vitro において，他のセンスコドンに対応する tRNAが

存在している条件でも直交性を持って機能するかどうかを

検討した．トリプトファン合成酵素遺伝子（TrpA）にア

ンバーコドンを導入して作成した遺伝子欠損株の生育を

DhPylRS，tRNAPyl遺伝子で相補させた in vivo アミノ酸転

移実験では，トリプトファンの替わりに Pylの基質アナロ

グである N -ε-cyclopentyloxycarbonyl-L lysine（CYC）を含

んだ培地で欠損株の生育が見られた（図３a）．このことか

ら DhPylRSが生体内で直交性を持って CYCを tRNAPylに

転移し，TrpAタンパク質全長が発現したことが分かった．

加えて in vitro における実験では，tRNAの CCA末端の A

の α位のリン酸を３２P（RI）ラベルし，他のセンスコドンに

対応する tRNAが存在している状態でアミノ酸転移反応を
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図１ PylRS・tRNAPyl複合体の結晶構造
全体構造（a），tRNAPylに対する PylRSの六つのドメイン構成（b），モチーフ２ループによるアミノ酸受容ステムの認識（c），U字型の
溝によるアミノ酸受容ステムの認識（d），コア結合面による Dループの認識（e）
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図２ tRNAPylの構造と PylRSとの相互作用
tRNAPylの二次構造と三次構造（a），tRNAPheと tRNAPylの構造比較（b），PylRSによる tRNAPylの認識様式（c）
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行った後，ヌクレアーゼ P１で分解した末端の Aを薄層ク

ロマトグラフィーで分離・検出した．実験の結果，構造解

析を行った DhPylRSは in vitro においても直交性を持って

CYCを tRNAPylに転移した（図３b）．また，同時に行った

メタン古細菌型 PylRSの転移実験において，メタン古細

菌では PylRSnに相当する部分を欠損させると活性が落ち

ることが示唆された．真正細菌型 PylRSでは PylRSnの有

無に転移活性が左右されないことから，PylRSnの役割が

メタン古細菌と真正細菌で異なる可能性が示唆された．

DhPylRSに関しては今回の構造解析により，tRNAに対す

る PylRSnの位置が予想され，この位置は tRNAの TΨC

アーム付近であることが分った．このことから PylRSn

は，tRNAの TΨCアームの認識に関与している可能性が

示唆された．

以上のことから，DhPylRSは形状相補的にサプレッ

サー tRNAPylを認識することで直交性を保って機能するこ

図３ PylRSの CYC転移活性測定実験
in vivo における PylRSの CYC転移活性測定実験（a），in vitro における PylRSの CYC転移活性測定実験（b）
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とが明らかとなった．

５． お わ り に

本研究では，サプレッサー tRNAが他の tRNAには見ら

れないような非常に特殊な構造をとっていることを明らか

にし，その特徴的な構造を PylRSが形状相補的に認識す

ることによって直交性が維持される機構を解明することが

できた．近年，サプレッサー tRNAに非天然のアミノ酸を

結合させる aaRS変異体を作製し，非天然型アミノ酸をタ

ンパク質に取り込ませるバイオテクノロジーが盛んになっ

ている．本研究から，自然は３０億年前からこのような遺

伝暗号の読み替えを生命の中で行ってきたことが明らかと

なった．この成果が，さらなる遺伝暗号の拡張と有用な機

能を持ったタンパク質の合成技術の実現への手助けとなる

ことを期待している．
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tRNAの硫黄修飾塩基の機能とその生合成
機構

は じ め に

RNAは転写後にスプライシングや化学修飾などのプロ

セシングを経て成熟し，その機能を発揮する．tRNAはタ

ンパク質合成において mRNAのコドンとアミノ酸を結び

付けるアダプター分子として働く．tRNAには多数の転写

後修飾が存在するが，なかでも硫黄修飾はコドン認識や立

体構造の安定化などの役割を担っている．そのため，

RNAに硫黄を導入する機構は生命の維持にとって欠くこ

とのできない重要な機構である．

１． 硫黄修飾塩基２-チオウリジン（s２U）の機能

現在までに９０種類以上の化学修飾が tRNA分子に発見

されている（http:／／biochem.ncsu.edu／RNAmods／）．修飾の

形態はメチル化，アセチル化，硫黄化，アミノ酸付加，糖

付加など実に様々であるが，本稿ではアンチコドンと

T-ループにある２-チオウリジン（s２U）の機能と生合成に

ついて概説する．

アンチコドンウォブル位（３４位）の修飾はコドンの縮

重を適切に制御し，正確なタンパク質合成に必須である．

グルタミン酸，グルタミン，リジンの tRNAの３４位はほ

ぼすべての生物において，５-メチル-２-チオウリジン誘導体

（xm５s２U）に修飾される１）（図１A）（５位は生物種により異

なる）．かさ高い２-チオ基と２′-水酸基の立体障害により

C３′-endo 型が安定化される２）（図１B）．これによりアンチコ

ドンの xm５s２Uはコドン３文字目の A・Gとの対合を強め，

C・Uと対合するのを防ぎ，２-コドンボックスの正確な解

読が可能になる．ヒトではミトコンドリアリジン tRNAの

修飾欠損によりミトコンドリア病（MERRF）が発症する
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