
６． お わ り に

最近の臨床研究では，EGCGを主な成分とする緑茶カテ

キンの経口投与による前立腺がんの予防作用が示された

が１５），疫学データには，緑茶飲用とがん予防作用との相関

性に否定的な報告もある．今後，緑茶カテキン感受性遺伝

子の解明が，緑茶カテキンの効き方の違い（例えば，

EGCG感受性がんと耐性がん）の理解に繋がり，緑茶カテ

キンが機能性素材として，より安全で効果的に活用される

ことを期待したい．

本稿で紹介した筆者らの研究は，九州大学大学院農学研

究院食糧化学研究室において行われました．本研究室のス

タッフ，多くの学生さん，田辺三菱製薬下村猛博士ならび

に野菜茶業研究所山本（前田）万里博士をはじめ研究を力

強くサポートして頂いた皆様に深くお礼申し上げます．
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アミノアシル tRNAタンパク質転移酵素の
基質認識，反応触媒の分子機構の解明

１． は じ め に

生体における特定のタンパク質の空間的―時間的分解は，

翻訳後の遺伝子発現に重要な役割を担っている．原核生

物，真核生物に共通してタンパク質の分解のしやすさはタ

ンパク質のアミノ末端残基によって支配されている（Nエ

ンド則）．Nエンド則は染色体の分離，細胞死，一酸化窒

素の探知などに関与するタンパク質の分解に関与している

ことが知られており，高次生命現象の制御に関わってい

る１～８）．原核生物，真核生物ともに Nエンド則によるタン

パク質分解経路に至る初期段階で，タンパク質のアミノ末

端に不安定化アミノ酸を付加するアミノアシル tRNAタン

パク質転移酵素が関与している．この酵素は特定のアミノ

アシル tRNAを認識し，tRNAの３′末端に付加されたアミ

ノ酸を，特定のアミノ酸をアミノ末端に有するタンパク質

のアミノ末端へ転移する酵素である．不安定化アミノ酸が

アミノ末端へ付加されたタンパク質はタンパク質分解複合

体によって分解を受ける．これまでに真核生物では Arg-

tRNAArgを基質供与体として，N末端がアスパラギン酸／

グルタミン酸残基であるタンパク質を受容体とするアルジ

ニル tRNA転移酵素，真正細菌では Leu-tRNALeu／Phe-

tRNAPheを供与体として，N末端がリジン／アルギニン残

基であるタンパク質を受容体とするロイシル／フェニルア

ラニル tRNA転移酵素（LF転移酵素）が知られている．

また，最近では，これらの酵素群に属するが，アミノ酸の

供与基質，受容基質の特異性の異なるものが見いだされて

きている９）．しかしながら，これらの酵素の基質認識，反
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応触媒機構はこれまで明らかにされていなかった．我々

は，アミノアシル tRNAタンパク質転移酵素の反応機構お

よび基質認識の分子機構を明らかにすることを目的とし，

大腸菌由来の LF転移酵素とアミノアシル tRNAアナログ

との複合体，さらに反応産物ペプチドとの複合体構造の解

析を行った１０，１１）．

２． アミノアシル tRNAの認識機構

真正細菌の LF転移酵素は，アミノ酸供与体として Leu-

tRNALeuあるいは Phe-tRNAPheを特異的に認識し，他方，ア

ミノ酸の受容体基質として，N末端にアルギニンあるいは

リジンをもつタンパク質を認識して，ペプチド結合形成反

応を触媒する．このペプチド結合形成反応では，アミノ酸

受容体タンパク質の N末端の αアミノ基が，アミノアシ
ル tRNAのカルボニル炭素を求核攻撃して，正四面体中間

体を経てペプチド結合を形成する．我々は大腸菌由来の

LF転移酵素単体，またアミノアシル tRNAアナログであ

るピューロマイシン（Pm）との複合体の構造を X線結晶

構造解析によって決定した１０）（図１）．ピューロマイシン

は，アミノアシル tRNAのアナログとして，アミノアシル

tRNAの酵素への結合を阻害することが報告されている．

LF転移酵素は N末端ドメインと C末端ドメインの二つの

ドメインから構成されるコンパクトな構造をとる（図１a）．

C末端ドメインは，六つの αへリックスに囲まれた八つ
の β鎖から構成される GNATフォールドをとっている．

基質であるアミノアシル tRNAの３′末端アミノ酸に相当す

るピューロマイシンの p-メトキシベンジル基は，C末端

ドメインの深い疎水的ポケットにはまり込んでいる

（図１b）．またこの疎水ポケットは，Gly１５５-Glu１５６-Ser１５７-

Met１５８からなる C字型構造で縁取られており，p-メトキ

シベンジル基はその縁からポケットへ頭を突っ込む形を

とっている（図１b）．なお，アミノアシル tRNAの３′CCA

末端の A７６塩基に相当するピューロマイシンの６-N，N -ジ

メチルアデニンは，別の疎水結合で酵素に固定されてお

り，特異的な水素結合による認識はない．

このピューロマイシンとの複合体構造をもとに，LF転

移酵素の特異的なアミノ酸供与体である Leu-tRNALeuある

いは Phe-tRNAPheのロイシンあるいはフェニルアラニンの

LF転移酵素の疎水的ポケットへの結合モデルを構築した

（図１c）．このモデルではアミノ酸の α，β炭素がピューロ
マイシンの対応する炭素原子と重なるようにモデルが組ま

れている．このモデルから疎水的なロイシン，フェニルア

ラニンともに疎水的なポケットに結合することができ，ま

た C字型のポケットの縁とも全く立体的障害が生じない

ことが明らかになった．一方，イソロイシンやバリンな

ど，疎水的なアミノ酸ではあるが，そのアミノアシル

tRNAが LF転移酵素のアミノ酸供与基質とならないもの

では，β炭素から分岐した側鎖（メチル基）が C字型の縁

と立体障害を生じ，疎水的なポケットに結合できないこと

が明らかになった．これらの結果は LF転移酵素がアミノ

アシル tRNAのうち，疎水的かつ β炭素に枝分かれがない
アミノ酸を受容したものを特異的にアミノ酸供与体基質と

して認識するということをよく説明する．したがって，

LF転移酵素のアミノアシル tRNAの３′末端部位が結合す

る疎水的なポケットの形と大きさがアミノ酸供与体基質の

特異性を決定していることが明らかになった．

３． アミノ酸受容体の認識機構

LF転移酵素のアミノ酸受容基質である N末端にアルギ

ニン，あるいはリジンをもつタンパク質の LF転移酵素に

よる認識機構，およびペプチド結合形成触媒機構を明らか

にするため，実際のアミノアシル tRNA（Phe-tRNAPhe）の

３′末端部分と同じ構造をもつ，フェニルアラニルアデノシ

ン（rA-Phe）を化学合成し，LF転移酵素との複合体の構

造を解析した１１）（図２a）．rA-Pheのベンジル基はピューロ

マイシンの p-メトキシベンジル基と同様に C字型の縁を

もった疎水的なポケットに入り込んでおり（図２b），二つ

の複合体構造では，アナログのアミノ酸側鎖はよく重なり

あった．一方，リボースの部分は二つの構造では重なりあ

わず，その結果，フェニルアラニルアデノシンのアデニン

塩基は LF転移酵素と弱い疎水的な相互作用を示し，rA-

Pheのアデノシン部分はアミノ酸部分と比較して非常に動

きやすい構造であった．

LF転移酵素によるアミノ酸受容基質認識，ペプチド結

合触媒機構を明らかにするため，LF転移酵素とフェニル

アラニンが αカゼイン断片（R-Y-L-G-Y-L）の N末端の

アルギニン残基へ転移された，短い反応産物ペプチドとの

複合体の解析を行った９）．

反応産物ペプチドは N末端のフェニルアラニン，およ

び αカゼイン断片の N末端のアルギニンを除いて配列非

特異的にそのペプチド主鎖が認識されている（図２c）．α
カゼイン断片の N末端のアルギニンの側鎖は，疎水的な

ポケットに隣接する負電荷を帯びたポケットに入り込んで

おり，Glu１５６と強い水素結合を形成している．よって，

LF転移酵素は疎水的なポケットに隣接した負電荷を帯び

たポケットによって，選択的に N末端にアルギニンやリ
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図１ LF転移酵素の構造
（a）大腸菌由来 LF転移酵素とピューロマイ
シン（シアン）との複合体全体構造．（b）LF
転移酵素によるピューロマイシンの認識．
（a）のピューロマイシン結合部分の拡大図．
p-メトキシフェニルアラニンは疎水的なア
ミノ酸（緑）で構成されるポケットによっ
て，ジメチルアデノシンの塩基部分の疎水
的相互作用で認識されている（マゼンタ）．
ポケットの縁は C字型構造をとる（黄色）．
（c）疎水的ポケットへのアミノ酸結合（左
から Leu，Phe，Val，Ile）モデル．Valと Ile
の場合には β炭素から分岐しているメチル
基と C字型の縁との間で立体障害が生じ
る．

図２ LF転移酵素の基質認識と反応触媒機構
（a）LF転移酵素によるフェニルアラニルアデノシ
ン（rA-Phe：灰色）の認識．（b）図１（a）のピュー
ロマイシン（シアン）との複合体と図２（a）の rA-Phe
（灰色）との複合体構造の重ね合わせ．（c）LF転移
酵素と反応産物ペプチド（F-R-Y-L-G：緑）との
複合体構造．N末端にアルギニンをもつアミノ酸
受容基質は Glu１５６によって認識．（d）LF-転移酵
素とフェニルアラニルアデノシン複合体（マゼン
タ：rA-Pheは灰色）と反応産物ぺプチドとの複合
体（青：ペプチドは緑色）構造の重ね合わせ．矢
印は電子リレーを表す．
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ジンのような正電荷を有するアミノ酸をもつタンパク質を

アミノ酸受容体基質として認識していることが明らかに

なった．

４． ペプチド結合形成機構

LF転移酵素と rA-Pheの複合体，および反応産物ペプチ

ドとの複合体構造の重ね合わせを行った（図２d）．この重

ね合わせでは，反応産物ペプチドのアルギニンの主鎖のア

ミド結合は rA-Pheのカルボニル炭素と近いところに位置

しており，基質タンパク質の N末端の αアミノ基がアミ
ノアシル tRNAのエステル結合のカルボニル炭素を求核攻

撃することを可能にしている．反応産物ペプチドのアルギ

ニンの主鎖のアミド結合は Gln１８８の ε位の酸素原子と水
素結合を形成していることから，Gln１８８の ε位の酸素原
子が反応触媒に関与していることが示唆された．さらに，

Gln１８８の ε位の窒素酸素原子は Asp１８６の δ位の酸素原子
と水素結合を形成し，rA-Pheのカルボニル酸素は Asn１９１

の δ位の窒素原子と水素結合をしている．これらのことか

ら，以下に述べるような LF転移酵素によるペプチド結合

触媒機構を考えることができる（図３上図）．

まず，Asp１８６から Gln１８８へ電子が移動し，その結果

Gln１８８の ε位の酸素原子が，基質タンパク質の N末端の

αアミノ基のプロトンを引き付けることが可能になる．こ
の結果，基質タンパク質の N末端の αアミノ基がアミノ
アシル tRNAのエステル結合のカルボニル炭素を攻撃でき

る求核基となりうる．Gln１８８はプロトンを基質タンパク

質の N末端の αアミノ基から引き付けるという点で，一
般塩基としての役割を果たしている．通常，Gln１８８単独

では一般塩基として働かないが，Gln１８８と水素結合を形

成する Asp１８６から Gln１８８へ電子が供与されることに

よって，一般塩基として働くと考えられる．また，

Asn１９１の δ位の窒素原子とアミノアシル tRNAのカルボ

ニル基の酸素原子とは水素結合を形成している．αアミノ
基のアミノアシル tRNAのエステル結合のカルボニル炭素

を求核攻撃した後，反応は正四面体中間状態を経由して進

行する．Asn１９１の δ位の窒素原子とアミノアシル tRNA

図３ LF転移酵素によるペプチド形成反応触媒機構（上図）とセリンプロテアーゼによるタンパク質分解過程におけるアシルセリ
ン中間体形成の逆反応（下図）の類似性
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のカルボニル基の酸素原子との水素結合は，この正四面中

間を安定する役割を担っている．αアミノ基から Gln１８８

へ引き抜かれたプロトンは tRNAへと受け渡され，最終的

に新たなペプチド結合が形成され，tRNAが解離する．後

半の反応では，Gln１８８が一般酸触媒として働いている．

したがって，LF転移酵素によるペプチド結合形成触媒反

応は一般酸塩基触媒機構である．

我々の解析から明らかになった LF転移酵素によるペプ

チド結合形成反応触媒機構は，キモトリプシンをはじめと

するセリンプロテアーゼによるタンパク質分解過程におけ

るアシルセリン中間体形成の逆反応に類似している１２）

（図３下図）．この比較ではキモトリプシンのアシル化され

たセリン残基（Ser１９５）は LF転移酵素のアミノ酸供与基

質であるアミノアシル tRNAに相当する．キモトリプシン

におけるアシルセリン中間体形成の逆反応において，一般

塩基触媒としての His５７が加水分解されたペプチドの αア
ミノ基からプロトンを引き抜き，それがアシル化された

Ser１９５のカルボニル炭素を求核置換攻撃する．四面体型

中間体は Ser１９５と Gly１９３の主鎖のアミド基から構成され

るオキシアニオンホールによって安定化され，αアミノ基
から引き抜かれたプロトンは，今度は一般酸触媒として働

く His５７から Ser１９５へ転移され，ペプチド結合が形成さ

れる．この反応において His５７と Asp１０２の間での電子リ

レーが，His５７が一般酸塩基触媒として働く助けとなって

いる．この逆反応において，LF転移酵素の Asp１８６，

Gln１８８，Asn１９１はそれぞれキモトリプシンの Asp１０２，

His５７そしてオキシアニオンホールに対応していることが

みてとれる．

５． お わ り に

LF転移酵素によるペプチド結合形成反応はセリンプロ

テアーゼによるタンパク質分解過程におけるアシル中間体

形成の逆反応と類似しており，この類似性は数年前にリボ

ソームにおけるペプチド結合形成触媒機構として提唱され

ていた１３）．しかしながら，現在では，リボソームにおける

ペプチド結合触媒反応は，Pサイトのペプチジル tRNAの

２′水酸基を介したプロトンのシャトルによって進行すると

考えられている１４）．今回明らかになった，LF転移酵素に

よる反応触媒機構はリボソームのそれとは本質的に異なる

ことが示唆された．今後，リボソームの RNAやそれに配

位する水分子が主体となるペプチド結合反応装置が，いか

にしてタンパク質が主体となるペプチド結合形成酵素とし

て変換されたかについての更なる知識が蓄積されることを

期待する．
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