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論文内容の要旨

tRNAは鎖長70--80 の機能を有する RNA としては最小の分子である。著者は化学合成フラグメン

トより RNA ligase を用いて種々の tRNA分子を合成し，この際これらのRNA ligase 反応における塩

基特異性を見出した。このRNA ligase による RNA鎖構成という手法を用い， E. coli tRN Afet のア

クセプターステム， Tψループ， D ループ，アンチコドンループを変換したtRNAを合成し，種々の蛋

白質との相互作用を調べた。

1. RNA li gaseを用いた長鎖RNA の合成

鎖長 3 --6 の比較的短鎖の化学合成オリコーマーを用いRNA ligase で=結合し tRNA 弘鎖長分子 4 種を

合成し，これらを用いて tRNA 3' 及び 5 '半分子を合成した。この RNA ligase反応において acceptor

側に関しては 3' 末端にピリミジンープリン配列をもっ分子が， donor例では自己相補的な構造をもっ

分子がそれぞれ反応し難い乙とがわかった。
Met 

II. E. coli tRNﾄ� 変換体の合成とその性質

1) E. coli メチオニルtRNA合成酵素との相互作用.

E. coli メチオニル tRNA合成酵素との相互作用を調べるために以下の tRNA変換体を合成した。

i )アクセプターステムの 5' 末端でG-C塩基対を形成する tRNArd

ii) TψループのTψC を真核生物のイニシエーター tRNAに特有の AUCIと変換した tRNAret

iii) アンチコドンの 5' 側隣接位の共通塩基Uを他の塩基に変換した tRNA~et

iv) アンチコドンルーフ。を拡大した tRNA~et

V) D ルーフ。の欠除した tRNA~et
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vi) 5' 側半分子に E. coli tRNA~ly の塩基配列をもっ tRNA~et
Met 一

合成には天然のE. coli tRNA� フフグメントと化学合成オリゴマーとを組みあわせ，これらをRNA

ligaseで、結合する方法を用いた。合成した tRNA についてアミノ酸受容活性を測定した。

アクセプターステムを変換したtRNAはもとのtRNA~etと同等の活性を示した杭 T 7F Jレース DJレーフOを変

換したtRNA はほとんど活性を失った。アンチコドンの 5 '側隣接位の塩基は活性に影響しなかった。 ノレープを

拡大したtRNA については， 2 塩基付加した tRNA はメチオニルtRNA，合成酵素に対する親和性は低

かったが， CAU配列が存在すると活性を失わなかった口 1 塩基付加では 5' 側に Uを付加した tRNA は

3' 側 rCAを付加したものより親和性が強かった。乙れはアンチコドンの 5' 側と 3' 側で塩基のこみ具

合が異なり， 5' 側には Uを付加できる余裕が存在したためと考えられる。又，リボゾーム上でのmRNA

との結合実験より， 5' 側iζUを付加した tRNA はアンチコドンのコンホメーションをある程度保持し

た構造をもつことが推測できた。

2) E. coli EF-Tu との相互作用
Met 

アクセプターステムの 5' 末端で G -C塩基対を形成した tRNAí についてE. coli EF -Tu との結
Met 

合実験を行ない塩基対を形成した合成 tRNAí は一部EF-Tu と複合体を形成し，塩基対を形成しない

ものは形成しないことを見出した口とのことから 5' 末端の塩基対はEF-Tu に対する親和性を強める

乙とがわかった。

3 )アンチコドンの 3' 側隣接位の塩基修飾

アンチコドンの 1 字白を C 又は G ， 3 字目をA ， C, G , UI乙置換した合計 8 種類のアンチコドン変
Met 

換E. coli tRNA� を合成し， Xenopus laevis oocyte の細胞質にマイクロインジェクト(アンチコド

ンの 3' 側隣接位Aを調べた。アンチコドンがCAU. GAUの tRNAのみ t 6 A'乙修飾を受けることがわ

かった。又、この配列をもっtRNAは他の変換体に比べoocyte 中で安定に存在できることを見出し，ア

ンチコドン配列がtRNA の安定性に関与することをはじめて示した口

以上の結果をまとめると，

1. 短鎖の化学合成オリコーマーをRNA ligase を用いて結合し，長鎖のRNA分子とした。乙の際RNA

ligaseの基質特異I性を見出した。
Met 

2. 1.の手法を用いて種々の E. coli tRNAi 変換体を合成し，その性質を調べた。

i ) E. coli メチオニル tRNA合成酵素との相互作用では， tRNA全体の 3 次構造とアンチコドン配列が

重要で 5 '末端の塩基対は関係しないことがわかった。

ii) tRNA とE . coli EF -Tu との複合体形成には， 5' 末端の塩基対がこれらの親和性を強める乙とを

見出した。

iii) Xenopus laevis oocyte を用しサこ系で、は，アンチコドン配列により tRNAの安定性が異なる乙と，

又 E. coli中では修飾されないアンチコドンの 3' 側隣接位A はこの系でいAK修飾されることを見出

した。
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論文の審査結果の要旨

土井君は先ず合成オリゴリボヌクレオタイドを基質としてRNA リガーゼによる結合反応を検討し，
Met 14, 17, 26鎖長の tRNAi 部分オリコーマーを合成した。その際アクセプターの 3' 末端の構造活性相関

性を発見した。

次に天然tRNAを RNase T 1 により部分切断し，そ乙に各種の合成オリゴマーをリガーゼを用いて結合

することによって， 3' 末端水素結合分子{I)， TWCJレープをAUC !C変換した分子(ll)， 3' 側半分子を

tRNA~ly に変換した分子(皿)， D ーループ及びステムを欠損した分子町)，及びアンチコドン CAU を
Met CAUA, CAUAA, UCAU , CCAU , ACAU , GCAU , UUCAUIC変化した tRNAi 分子(V)を合成し，夫々

のアミノ酸受容活性及びIF-Tu との反応を調べた。その結果， (I)及びXCAU を入れた(v)は受容活性

に変化が無かったが， (II)，岨)及びCAUXを入れた (V)は活性を失った。又アフリカツメガエノレの卵母細胞

に於てアンチコドン 5 '隣のAが修飾される乙とを見出した。又(1 )は EF- Tu と錯体を形成した。

乙れらの成果は博士号請求に値するものと考えるo
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