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論文内容の要旨

mRNAの遺伝情報が，タンパク質のアミノ酸配列に正しく反映されるのは，各tRNAがどのアミノ

酸と結合するかによって決まる。同じアミノ酸を受容する tRNAが同一細胞中に 2 種以上存在するこ

とがあるが，両者の結合を触媒する aminoacy1-tRNA synthetase (ARSase) は，各アミノ酸ごとに

1 種類しかなく， しかも異なる起源の tRNA をも認識する場合が多い。 ARSase による tRNAの認識

の機構をさぐる目的で種々の研究がなされているが，はっきりした結論は得られていない J) 任意の一

部のみを他の塩基に置換した tRNAが得られるようになれば， tRNAの構造と機能の相関を研究する

際に，有効な手段となり得ると考えられる。

筆者はまず，これらの研究に用いることの出来る RNaseの混入のない RNA ligase を調製しアそれ

を用いて E. coli tRNA]'et の修飾塩基を含まない nascent strandの 3' -half分子を合成した 3) さらに

tRNAの 3' 末端付近の修飾に応用し， E. coli tRNA.1 et の 3'末端から 4 番目の塩基(“識別位塩基"と

よばれ， ARSase による tRNAの認識に関与していると考えられていた)のみを変換した analog'を合

成し，そのアミノアシル化を行った。 4 番目をどの塩基にした analog でも E. coli Met RSase によ

ってメチオニンを受容し， 4 番目の塩基は，少なくとも E. coli Met RSaseの場合，認識に直接関与

していないことが明らかになった:)

第 1 章 RNA リガーゼの精製

RNA ligase は，オリゴリボヌクレオチドの分子内及び分子聞で，グリン酸基と 3'水酸基の結合を

触媒し， RNA合成に有用な酵素である γ9) 鎖長が長くなれば結合反応が進行しにくくなり，大量の



そのためには，酵素を用いなければならないが，

RNaseの混入のない酵素が必要とされる。混入

している少量の RNase を除去するための種々の

方法が報告されているが，凧 11)'いずれも満足な結

果は得られていない。

筆者は， RNA ligase カヘ

Mg 2 +存在下で、吸着され，

Mg 2 +非存在下で、溶出されることを見出し，精製

2' , 5' -ADP 

Sepharose 4B に，

の最後の段階にこのクロマトグラフイーを加え

たご RNaseの混入がなくなっていることは，基

(Fig. 1) 。質 *pCAAU を周いて石室認した
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donorの 5' リン酸とピロリン酸結合した活性中

Fig.2. に示すような機構で進行す間体を経て，

ることが知られている;， 9)Donorの 3'末端が水

donorの環化あるいは重酸基のままであると，

RNA ligase の反応は，

�'lcubati on (min) 

Fig.1. Hom�hromatography of the reaction mixtures 

confairiing [5'_32PJ pCAAU and RNA ligase 

before (A) and after (B) chromatography on 

2: 5午ADP Sepharose 4B. 
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3' 合という副反応がおこる可能性があるので，

末端を保護 L マおかなければならない。

活性中間体の形のものを化学合成して基質として用いれ'!"本来基質とならない(活性中間体を形

あるいは suger phosphate も，オmodified nucleoside , alkyl phosphate, 成することの出来ない)

pl_ リゴリボヌクレオチドの3'末端に導入出来ることが報告されている f~川このことを利用して，

phosphatase 処

理で容易に脱保護出来る o-nitrobenzyl phosphate を，種々のオリゴリボヌクレオチドのY末端に導

入した J3) この方法は，

adenosine 5に p2-o-nitrobenzyl pyrophosphate (A (5') ppNB) により，光照射，

RNAの 3'末端ラベル法としても応用することが出来る。
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Fig.4. E. coli tRNAJ'et nascent strand. 

次に，

mer を，

RNAyet の 3'末端 17;

ホモクロマトグラブイーで確認し，結合位

E. coli この保護基を用いて化学合成フラグメントの結合反応を行い，

Fig.3 に示す順序で合成した。各反応の進行は，

置が正しいことは， RNase T2 による nearest neighbour analysisで同定した。途中の結合生成物

は， DEAE Sephadex A25カラムクロマトグラブイーで精製し， 17merは，分離用の20%polyacryl-

amide disk gel electrophoresis で精製した。

さらに，得られた17mer UCCGGCCCCCGCAACCApNB(4) を， P. N. kinase で、 5' リン酸化して

donor とし，別に合成された26mer CAUAACCCGAAGGUCGUCGGUUCAAA(3)を acceptor とし

て， RNA ligase による結合反応を行い， E. coli tRNAJet の 3'-half分子43mer (Fig.4) を合成し

た:)生成物は20% polyacrylamide gel electrophoresisで分離した。なおこの 3'-half分子と，別に

合成された 5にhalf分子との結合反応により， E. coli tRNAJet の修飾塩基を含まない nascent strand 

の全合成が行なわれた:)

第 3 章 RNA リガーゼを用いる E. coli tRNAJe t 3'末端付近の修飾

Aminoacy l-tRNA synthetase (ARSase) による tRNAの認識部位をさぐる研究は， tRNA フラク守

メントの再構成J5) 化学修飾，16) photocrosslinking17) 等，種々の方法で行なわれてきているが，統一

的な見解は， まだ得られていない J)

1972年， Crothers等は， それまでに一次構造の決まった tRNA を生物種を間わずすべて比較検討し

て， “ tRNAの 3'末端から 4 番目の塩基の種類は， その tRNAが受容するアミノ酸の種類によって一定

であり，化学的に似たアミノ酸は， その部位に同じ塩基を持つ傾向がある"ということに気付き，

ARSase による特異的 tRNAの認識に， この 4 番目の塩基が関与しているのではないか， という仮説

を提唱したf) その後， 現在までに200種以上の tRNAの一次構造が決定されJ9) いくつか例外のある

こともわかってきたが 大部分はこの仮説と良く一致している。

このイ反説を実験:的に石在かめるためには， その部位の塩基のみを変換した analog を合成して， その

アミノアシル化を見るのが最も確かであるが， これまでに tRNAの特定のある一部の塩基のみを変換



E. coli tRNAyet の 3'末端から 4 番目する方法はなかった。そこで筆者は， RNA ligase を用いて，

の塩基のみを置換した analog (Fig. 5) そのアミノアシル化を行った。を合成し，

3'末端の 4 塩基を除去 Lた sample

を調製し (tRNAJet (81) と略す) ，それに 5'末端がA， G , U, Cの 4 種類の tetramer XCCA (X= 

A, G, U, C) を RNA ligase で、結合させて，

まずE. coli tRNAyet を nuclease 81 で処理することによって，

及び 4 番目の塩基のみを変intact tRNAyet と同じもの，

Table 1. Aminoacylation of synthesised E. 

coli tRNAyet analogs containing modified 

“ discriminator site". 
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換した analog を初めて合成した。

E.coli \n NAγl 

1 JGIﾎ 

Nucleace Sl cleavage site (•). and Fig.5. 

synthesised analogs. 

G ， Cでは A の504 番目がAのもののみならず，メチオニン受容活性を調べると，これらについて，

E. coli Met また各 analog について，(Table 1) 。U では A と同程度アミノアシル化された%, 

intact tRNAyet とKm11直はどの analogで、も変わらず，Vmax11直を求めると，R8ase に対・する Kmll直，

control の 4 番目がAの場合Vmax 値は各 analogの聞で若干の違いがみられ，も同じで1.2XI0-6 M, 

Cでは0.32であった口Uでは 0.64 ，Gの場合は0.35 , とすると，を基準(1. 0)

tRNA のKm11直も同じであることから，4 番目をどの塩基にした analogで、もメチオニンを受容し，

3〆末端から 4 番目の塩基がAR8ase による認識に関与しているという Crothers等の仮説は，少なく

あてはまらないことがわかった。むしろ 4 番目の塩基をかえとも E. coli Met R8aseの場合には，

アミノ酸受容部位である Y末端のCCAVmaxli直に違いがみられたことから考えて，ることによって，

この 4 番アミノアシル化に都合の良い立体的な配置をとるために，と AR8aseの cata lytic s i te が，

目の塩基は何らかの役割りをはたしていると考えられる。

メチオニン以外のアミノ酸の受容活性を調べたがどれも受容されず， Met また各 analog について，

これらを認識しないことがわかった。R8ase以外、の AR8ase は，

種

々の 8 置換あるいはど置換アデノシンを有する E. coli tRNAJet analog を調整した O それらのうちで，

ハ
リ

ワ
]

内
ノ
]

次に，直接のアミノ酸受容部位である tRNAの Y末端アデノシンの修飾に RNA ligase を用い，



8 置換アデノシンは syn型 conformation をとることが知られており，従来のCTP (ATP) :tRNA 

nuc 1 eotidy 1 transferase を用いる方法では， tRNAのゲ末端に導入出来なかったものである;)また，

8-azide adenosine を有する tRNA は， photoaffinity label によって種々の酵素と共有結合をつくら

せることが出来， tRNA と相互作用する酵素の研究に有用である。

E. coli tRNAJet の 3'末端アデノシンを， syn型 conforma tion をとる 8 置換アデノシンに置換する

と，アミノ酸受容活性は減少した。このことから， ARSase によるアミノアシル化に， 3'末端アデノ

シンの conformation が，何らかの形で関与していることが示唆された。

Table 2. Aminoacylation of E. coli tRNAyet analoys 

terminating 8-substituted adenosine. 

CfJl1l I 10 pll�1 
ト1e t RSase S 100 

ト1e t I ~ • ¥ I 
t rHlA 'fc '-( S 1 ) .1 87 1 1 8 

j'¥e t 決 l
UU" i八 ;c ~(Sl)p八cc 八 I 758 871 

' 両 日目 γl
p八cc 八 I 116 93 
命 日トI ~ I 
p八 cC /¥ ，~ " 3 I 2 5 t1 3 1 7 

1< ^ r-,.. ^ 811e I 
p八 cc 八 I 6~] 9 ゚ 

結 三Z込
両岡

1) 2', 5にADP Sepharose 4B によるアフイニティークロマトグラフィーで， RNaseの混入のない

RNA ligase を精製し，長鎖オリゴリボヌクレオチドへの使用を可能にした。

2) RNAの 3'末端に，光照射， phospha tase処理で脱保護出来る o-nitrobenzyl phosphate を導入す

る方法を示した。この方法は， RNAの Y末端ラベル法としても応用することが出来る。

3) o-Nitrobenzyl基をY末端保護基として用い，化学合成フラグメントの RNA ligase による結合

反応で， E. coli tRNAJet の 3河lalf分子を合成した。なおこの 3'-half分子と，別に合成された5に

half分子の結合反応により， E. coli tRNA}'et の修飾塩基を含まない nascent strandの全合成が行

なわれた。

4) E. coli tRNAJet の 3' 末端から 4 番目の塩基(“識別位塩基"とよばれて ARSase による特異的

tRNAの認識に関与していると考えられていた)のみを他の塩基に変換した analog を初めて合成し，

アミノアシル化を行った。 4 番目がどの塩基の場合でもメチオニンを受容し，少なくとも E. coli 

Met RSase の場合，特異的 tRNAの認識に，この部位が関与していないことを明らかにした。

5) E. coli tRNA}'et の 3'末端に，従来の方法では導入出来なかった syn型 conformation を持つ 8 置

換アデノシンを導入し，そのアミノ酸受容活性を調べた o 3'末端のアデノシンを 8 置換アデノシン

に置換すると，アミノ酸受容活性は減少し， ARSase によるアミノアシル化に，この 3'末端アデノ

シンの conformation が，何らかの形で関与していることを示した。
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論文の審査結果の要旨

申請者は RNAフラグメントの結合に働く RNA リガーゼの精製を検討し，普通の精製法に加えて

2', 5'-ADP Sepharose 4B による affinity chromatography によって RNaseのない RNA リガーゼを

得た。次に化学合成リボヌクレオチドフタグメントのY末端の保護の為，光照射で脱保護可能の 0-
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ニトロベンジン燐酸を RNA リガーゼを用いて導入した。これは 32p を用いてゲのラベル法としても応

用出来る。この 3'末端保護のオリゴマーを用い tRNAJet の Y末端の17-mer を合成し，これと 27-mer

とを RNA リガーゼを用いて結合し， 3'-半分子の43-mer を合成した。 tRNAJet を RNase 部分分解

し， 3'末から 4 塩基を除去し，これにXCCA (X=A , G, U, C) を結合し，その何れにも Metの受容

能を見出した。これにより Xが「識別塩基」ではないことを推論した。これらの成果は学位請求に価

するものと認定する。
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