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研究成果の概要（和文）： 
 トランスアミドソームによるアミルアシル tRNA（Gln-tRNAGln，Asn-tRNAAsn）の間接合成経
路における多分子協調機構を解明するため，黄色ブトウ球菌と緑膿菌由来のトランスアミドソ
ームの各構成因子６個の大量調製を行い，２種類のトランスアミドソームを再構し，結晶化を
試みた結果，緑膿菌由来の Asn-tRNAAsn トランスアミドソームの構造解析に成功した．得られ
た結晶構造は，生化学実験と一致して，tRNAAsn：ND-AspRS：GatCAB = 2：2：2 の割合で構成
され，tRNAAsn のアクセプターステムが，ND-AspRS の活性部位に位置していたことから， 
tRNAAsn がアミノアシル化される前の状態と言え，この後，アクセプターステムがアミノアシ
ル化（ミスチャージ）され，GatCAB の活性部位に向かってフリップすることで，トランスア
ミデーション反応が起こると考えられる． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to elucidate the multi-molecular reaction mechanism of transamidosome in the indirect 
synthetic pathway of aminoacyl tRNA (Gln-tRNAGln, Asn-tRNAAsn), we over-expressed, purified 6 
components of 2 transamidosomes from S. aureus and P. aeruginosa, respectively, and formed 2 
transamidosomes in vitro. We succeeded in the structural analysis of Asn-tRNAAsn transamidosomes of P. 
aeruginosa. The structure of Asn-tRNAAsn transamidosomes consisted of tRNAAsn, ND-AspRS and 
GatCAB with a rate of 2:2:2, according with the result of the biochemistry experiment. The structure 
shown that acceptor stem of tRNAAsn was located in the active site of ND-AspRS, representing a 
tRNA-binding situation before aminoacylation (mischarge) of the tRNAAsn. After the aminoacylation, 
the acceptor stem of tRNAAsn flipped toward the active site of GatCAB for transamidation. 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報をタンパク質のアミノ酸配列に

正確に変換するためには，前提として，20
種のアミノ酸が対応する tRNA に結合したア
ミノアシル tRNA（aa-tRNAaa）が正しく合成
される必要がある．aa-tRNAaa は，その後，
伸長因子 EF-Tu（原核生物の場合）によりリ
ボソームに運搬され，そこでタンパク質合成
に使われる．20 種のアミノ酸を対応する
tRNA に正確に結合する役目を担っているの
はアミノアシル tRNA 合成酵素（aaRS）であ
る．これまで 20 種類のアミノ酸に対応して
20 種類の aaRS が存在すると考えられてきた．
しかし，実際には，古細菌と多くの真正細菌
は Asn-tRNAAsn

，Gln-tRNAGln
の合成を触媒す

る酵素 AsnRS と GlnRS を持っておらず，
Asn-tRNAAsn

，Gln-tRNAGln
の合成は 2 段階の

経路で行われる
(1,2)

．すなわち，これらの生物
では，Asp-tRNAAsp

や Glu-tRNAGlu
を合成する

酵素が Asp-tRNAAsn
と Glu-tRNAGln をも合成

す る
(3)

． 次 い で ミ ス チ ャ ー ジ さ れ た
Asp-tRNAAsn

と Glu-tRNAGln
は ，

amidotransferase（AdT）の働きにより，正常
なAsn-tRNAAsn

とGln-tRNAGln
に変換される(3)．

正 し く 変 換 さ れ た Asn-tRNAAsn
と

Gln-tRNAGln
は，その後，伸長因子 EF-Tu に

引き渡され，リボソームへ運搬されて翻訳に
使われる． 
 遺伝暗号の正確な翻訳は生命にとって基
本的に重要な過程である．このため，生命体
は，ミス翻訳を防ぐためにさまざまな精密機
構を発達させてきた．aaRS は，アミノ酸と
tRNA を極めて厳密に識別する．加えて，aaRS
の中には（ThrRS，AlaRS，IleRS，LeuRS，
ValRS のように），間違って結合したアミノ酸
を排除するための校正機構を持つものも知
られている．一方，Asn-tRNAAsn

と Gln-tRNAGln

が，異なる 2 つの酵素による 2 段階反応で合
成される場合，EF-Tu が中間体であるミスチ
ャージされた Asp-tRNAAsn

と Glu-tRNAGln
を

引き取ると，誤翻訳を起こす危険性がある．
それにも関らず，これらの生物においても翻
訳は正しく行われていることから，生物はこ
の危険性を回避するための特別な仕組みを
持っていると考えられる．実際，細胞中には，
ミ ス チ ャ ー ジ さ れ た Asp-tRNAAsn

と
Glu-tRNAGln は発見されていない．このことか
ら，Asn-tRNAAsn

，あるいは Gln-tRNAGln
合成

過程で，2 種類の酵素によって行われている
2 段階の反応は協調して速やかに進むと推定
される．多酵素による合成反応は数多く知ら
れているが，翻訳過程における多酵素反応は
他に例がなく，本過程の理解は，生命現象の
理解にとって基本的に重要である． 

 DNA の塩基配列とタンパク質のアミノ酸
配列を結び付ける「遺伝暗号」は，地球上の
生命体が共有する最も重要な特徴の一つで
ある．遺伝暗号の fidelity を担うものとして，
Crick は，adapter（tRNA）仮説とともに aaRS
の存在を予言し，実際，20 種の aaRS の存在
が確認された．しかし，その後，古細菌と真
正細菌の中には，AsnRS と GlnRS を持ってい
ないものがあることが明らかになり(1,2)，Yale
大学の Dieter Söll のグループによって，ミス
チャージ中間体を経由する二段階反応過程
が存在すること，Adt として GatCAB（GatC，
GatA，GatB の複合体），と GatDE（GatD，GatE
複合体）という二種類の複合体が存在するこ
とが明らかにされた．GatDE は古細菌のみに
存在し，Gln-tRNAGln の合成のみに関与するの
に対し，GatCAB は真正細菌，古細菌に存在
し，Gln-tRNAGln および Asn-tRNAAsn 両方の合
成に関与する(3)．我々のグループは，黄色ブ
ドウ球菌 Staphylococcus aureus MU50 由来の
真正細菌型 GatCAB の構造解析に成功し，グ
ルタミナーゼ部位，キナーゼ部位および
tRNA 結合部位を特定し，30Å 離れた 2 つの
活性部位（グルタミナーゼ部位とキナーゼ部
位）の間に分子内部のアンモニアチャネルが
存在していることを Science 誌に発表した(4)．
我々はさらに GatCAB の結晶改良に成功し，
高分解能での構造を得ることによって，GatB
の tRNA 認識部位および特異性を決定する残
基を明らかにした．一方，Marc Bailly らは，
T.thermophilus では，Asn-tRNAAsn の合成過程
において，AspRS・GatCAB・tRNAAsn が三者
複合体（トランスアミドソーム）を形成する
ことを明らかにした(5)．しかし，その構造学
的研究は行われていない．さらにバクテリア

の Gln-tRNAGln の合成において，トランスア
ミドソームが存在するかどうかも今後の課
題として残された． 
[参考文献] 
(1)Wilcox M, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
61, 229-362, 1968. (2)Sturauch MA, et al., J. 
Bacteriol., 170, 916-920, 1988. (3)Tumbula DL, 
et al., Nature, 407, 106-110, 2000. (4)Nakamura 
A, Yao M, et al, Science, 312, 1954-1958, 2006. 
(5)Bailly M, et al, Mol. Cell, 28, 228-239, 2007. 
 
 
２．研究の目的 
 我々は，ミスチャージされた Asp-tRNAAsn

や Glu-tRNAGln が細胞中には存在しないこと
から，Asp-tRNAAsn や Gln-tRNAGln の合成経
路にもトランスアミドソームが存在すると
考えている．本研究課題では，これを証明す
るために，まず，S.aureus 由来 Gln-tRNAGln



 

 

ト ラ ン ス ア ミ ド ソ ー ム
GluRS-GatCAB-tRNAGln ， あ る い は
P.aeruginosa由来Asn-tRNAAsnトランスアミド
ソーム AspRS-GatCAB-tRNAAsn 複合体を高純
度で精製し，結晶化する．そして，得られた
トランスアミドソーム複合体の結晶構造解
析を実施する．さらに，第 2 段階反応を行う
GatCAB に変異を導入した上で，GluRS，あ
るいは AspRS が行う第 1 段階反応に必要な
ATP，Glu/Asp を加え，トランスアミドソー
ムの反応中間体を作製し，結晶構造解析を行
う．最後に，反応の開始・中間体および単独
の構造を比較することにより，2 段階反応の
協調メカニズムを解明する． 
 本研究は，トランスアミドソーム複合体を
介して行われるアミノアシル tRNA の合成を
X 線結晶構造解析法により調べた最初の研究
となる．プロテオーム解析が進み，多くの蛋
白質が相互に関連して機能していることが
明らかにされてきている現在，RNA を介して
形成されるトランスアミドソームの構造解
析は，プロテオームに RNA が密接に関与す
る事例として，今後の構造生物学を先駆けす
る極めて重要な研究である． 
 2 段 階 反 応 を 経 る Asn-tRNAAsn

と
Gln-tRNAGln

合成は，遺伝暗号と aaRS の進化
の過程を今に残す「化石」と考えられている．
Gln-tRNAGln トランスアミドソームの結晶構
造解析を行うことで，この 2 段階反応におい
て，GatCAB と GluRS がどのように協調して，
tRNAGln のアミド化を行うのか，その協調機
構が明らかにされる．また，これまでは
GatCAB，GluRS，tRNA の分子進化は個々に
考察されていたのに対し，トランスアミドソ
ームの相互作用に注目することで，GatCAB，
GluRS，tRNA の共進化関係を解明することが
出来ると考えられる．生命初期において，遺
伝暗号はどのように誕生し，正確性を維持し
たままどのように進化してきたのか？  
その謎を解明する上で，本構造解析は，全く
新規で非常に重要な知見を与えると期待さ
れる． 
 
 
３．研究の方法 
(1)S.aureus 由来 GatCAB，GluRS，tRNAGln；
P.aeruginosa 由来 GatCAB，AspRS，tRNAAsn

の調製 
P.aeruginosa 由来 GatCAB，AspRS，S.aureus

由来 GatCAB は，大腸菌発現系を用いて大量
発現させる．一方，S.aureus 由来 GluRS は大
腸菌の tRNAGln をミスチャージする機能を持
ち，校正反応を行う GatCAB を持たない大腸
菌には毒性を示す．そのため，大腸菌を用い
た大量発現を利用することはできないので，
S.aureus 由来 GluRS の発現は GatCAB を持つ
Rhodococcus erithroporis を 利 用 す る ．

R.erithroporis を用いた S.aureus 由来 GluRS 発
現系の構築は，当研究室と共同研究している
産総研の田村具博氏によって提供されたベ
クターとホストを利用して既に完了した．さ
らに，精製法も確立し，高速クロマトグラフ
ィーシステムを用いて S.aureus 由来 GluRS の
大量調製を行う． 
 tRNAAsn と tRNAGln は T7 RNA Polymerase
を用いた in vitro transcription により，大量調
製の方法を確立している．ラージスケール
（100ml）で in vitro transcription し，Urea-PAGE
ゲルからの切り出し後， RNA 専用高速クロ
マトグラフィーシステムを用いて陰イオン
交換樹脂で精製する． 
 
(2)修飾された tRNAGln(mod-tRNAGln)の調製 
 真正細菌由来 GluRS の活性には tRNAGln の
修飾(mnm5s2U34)が重要であることが知られ
ている．tRNA 修飾がトランスアミドソーム
の形成にも重要である可能性があるため，修
飾された tRNAGln(mod-tRNAGln)の調製も行う．
この調製は，病原菌である S.aureus からの直
接精製が困難である．そこで我々は，バクテ
リア間で tRNAGln の修飾部位，tRNA 修飾酵素
は高い相同性を示すので，異種間の tRNA 修
飾も問題ないと考え，mod-tRNAGln の大量調
製に向けて大腸菌発現系を構築した．
mod-tRNAGln 調製後，質量分析装置を用いて
修 飾 の 確 認 を 行 う ． 大 量 発 現 さ せ た
mod-tRNAGln の精製は，既に確立された固相
化 DNA プローブ法を用い行う．その際，
S.aureus 由来 tRNAGln に相補的なビオチン化
DNA プローブを固定化したストレプトアビ
ジンカラムを用い，RNA 専用高速クロマトグ
ラフィーシステムにより迅速に精製する．ま
た，固相化 DNA プローブ法では結晶化に十
分量（～10mg）の mod-tRNAGln が得られない
場合，S.aureus 由来 tRNAGln に高い結合活性
を示すS.aureus由来GatCAB変異体を利用し，
GatCAB変異体に付加しているHis-tagによる
Ni-アフィニティークロマトグラフィーで
mod-tRNAGln を共精製する．GatCAB 変異体を
用いた共精製は，大腸菌の培養量を増やすこ
とでより大量に，Ni-アフィニティークロマト
グラフィーを利用することでより簡便に
mod-tRNAGln の調製を行うことができると期
待される．共精製に利用する S.aureus 由来
GatCAB 変異体は既に発現系，精製法ともに
確立済みである． 
 
(3)ミスチャージされたGlu-tRNAGlnの調製 
 トランスアミドソームの反応中間体を得
るためには，ミスチャージされた Glu-tRNAGln

が必要であり，本研究では，第 2 段階反応を
行う GatCAB に変異を導入した上で，GluRS
が行う第 1 段階反応に必要な ATP，Glu を加
え，トランスアミドソームの反応中間体の作



 

 

成を試みる．しかし，相互作用実験の状況に
よって，Glu-tRNAGln を調製する必要のある場
合には，(1)で調製した GluRS と tRNAGln を用
い大量調製し，既に確立した方法により RNA
専用高速クロマトグラフィーシステムを用
いて精製する． 
 
(4)トランスアミドソームの成分間の相互作
用実験 
 トランスアミドソームの形成を確認する
ためには，まず，各成分間の相互作用を調べ
る．既に，GatCAB と tRNA の相互作用はゲ
ルシフトアッセイとゲル濾過分析により確
認された．GatCAB と GluRS，GatCAB と
AspRS，GluRS と tRNAGln，AspRS と tRNAAsn

およびGluRSとmod-tRNAGlnの相互作用解析
は，GatCAB と同様に，ゲルシフトアッセイ
およびゲルろ過分析により行う．その後，三
者間の相互作用解析を行い，トランスアミド
ソーム形成条件を探索する．トランスアミド
ソームの形成が確認されたら，等温滴定カロ
リメトリー（ITC）を用いて，化学量論と親
和力の測定を行う．さらに動的光散乱光度計
（DLS）を用いて，粒子のサイズを測定する
ことによって複合体の確認を行い，トランス
アミドソームの形成条件を最適化し，安定な
トランスアミドソームを調製する． 
 
(5)トランスアミドソーム複合体の調製および
結晶化と結晶化条件の最適化 
 ゲルシフトアッセイ，ゲルろ過分析，ITC
および DLS により決定した複合体形成条件
をもとにトランスアミドソームを大量調製
し，結晶化スクリーニングを行う．結晶化の
初期スクリーニングは市販のキットを用い
た約 600 条件で行う．その際，自動蛋白質結
晶化システムを用いて少量のサンプル
（100nl/condition）で大量の条件を短時間に自
動的にスクリーニングする．何らかの初期結
晶が得られた場合には，結晶化スケールをア
ップして，pH，沈殿剤濃度と複合体の濃度の
3 次元で結晶化条件の最適条件を探索する．
場合によってはサンプル調製法の再検討を
行い，回折実験が可能な良質な単結晶を作製
する．回折実験に適用できる結晶が得られた
ら，シンクロトロン放射光施設にてデータ収
集し，構造解析へと進める． 
 
(6)トランスアミドソームの X 線結晶構造解
析 
 トランスアミドソームの良質な単結晶が
得られた場合には，シンクロトロン放射光施
設にてクライオ条件下で X 線回折実験を行
う．その際の予備実験は，本研究室の X 線回
折装置を用いて行い，回折データの収集は放
射光施設を利用する．構造因子の初期位相は，
現在得られている GatCAB，GluRS，AspRS，  

大腸菌由来 tRNAGln を用いて分子置換法より
決定する．分子置換法の計算が難航する場合
には，GatCAB の Se 置換体を作成し，Se-SAD
法，あるいは tRNA のリン酸原子を利用した
P-SAD 法を用いて位相の計算を行う．構造の
精密化は本研究代表者らが開発した自動精
密化プログラム LAFIRE を用いて行う． 
 
(7)トランスアミドソーム中間体のX線結晶構造
解析 
 2 段階反応の協調機構を解明するためには，
第 1 と第 2 段階反応の間に存在するトランス
アミドソーム中間体の構造解析を行う．まず，
中間体を得るためには，第 2 段階の反応が進
まないように GatB のキナーゼ部位に変異を
導入して，トランスアミドソームの変異体を
作成する．そして，第 1 段階の反応に必要と
なる ATP，Glu/Asp との共結晶化法あるいは
ソーキング法により，第 1 段階の反応後の中
間体結晶を作成する．良質な単結晶が得られ
た場合には，放射光施設で回折データを収集
し，分子置換法あるいは Se-SAD/P-SAD によ
り，構造解析を行う．構造の精密化は LAFIRE
を使う． 
 
(8)トランスアミドソームの構造の解釈と協
調機構の検証 
 2 段階の反応をスナップショットしたトラ
ンスアミドソームの構造および各成分の単
体構造の比較により，2 段階反応の機構を明
らかにし，さらに協調メカニズムを推定でき
る．推定した協調メカニズムを証明するため
に，得られた構造に基づいて，メカニズムに
対応する各成分の活性残基を置換した変異
体 を 作 成 し ， 14C-Glu/14C-Asp と
14C-Gln/14C-Asn を利用し活性測定を行い，
仮説を検証する．さらに，同じく tRNAGln を
認識する GlnRS，あるいは tRNAAsn を認識す
る AsnRS と GatCAB の tRNA 認識機構を比較
することで，GatCAB と GlnRS あるいは
AsnRS 間の，分子進化関係の有無についての
情報も得ることが可能である．この際，膨大
な量の変異体の発現系構築，精製を行うため
に，quick-change 法および微量自動蛋白質精
製装置（マグネットビーズシステム）を利用
し発現系の構築を迅速に行う．また，クロマ
ト装置を利用した蛋白質精製の自動化シス
テムを利用することにより，短期間で多数の
変異体の大量調製が可能となる． 
 
 
４．研究成果 
 2009 年度は，まず，tRNAGln，ND-GluRS
および GatCAB からなる Gln-tRNAGln トラン
スアミドソームを同定するために，各因子の
調製を行った．ND-GluRS と GatCAB に関し
ては大腸菌発現系を用いて大量調製し，その



 

 

後，クロマトグラフィーにより高純度に精製
した．tRNAGln の調製は一般的に行われる in 
vitro transcription ではなく，大腸菌発現系を用
いて大量調製した．次に，高純度に精製した
tRNAGln，ND-GluRS および GatCAB を用いて
複合体形成実験を行った．複合体の確認には
ゲル濾過分析およびゲルシフトアッセイを
用いた．その結果，ND-GluRS と GatCAB の
2 者では複合体を形成しなかったが，さらに
tRNAGln を加えることにより 3 者複合体の形
成が確認された．この結果から，Gln-tRNAGln

の間接合成経路におけるトランスアミドソ
ームの形成を明らかにすることに成功した． 
 2010 年度は，前年度に引き続き，トランス
アミドソームの結晶化を進めるとともに，古
細菌由来トランスアミドソームにも注目し
て研究を遂行した．その結果，古細菌由来ト
ランスアミドソームの大量調製ができ，初期
結晶を得ることができた．また，古細菌由来
GatCAB の立体構造を明らかにすることにも
成功し，真正細菌由来 GatCAB との構造比較
から，古細菌由来 GatCAB に特有の反応機構
を解明することができた．この結果は，第 12
回日本 RNA 学会年会および第 60 回日本結晶
学会年会にて成果発表を行った． 
 2010 年度に tRNAGln，ND-GluRS，GatCAB
からなる Gln-tRNAGln の間接合成トランスア
ミドソームと，tRNAAsn，ND-AspRS，GatCAB
からなる Asn-tRNAAsn の間接合成トランスア
ミドソームの構造が発表されたが，いずれも，
アーティファクトの可能性を排除できない
ため，アミノアシル化（ミスチャージ）とト
ランスアミデーション反応の間に起こる
tRNA の動きが明らかにされておらず，多分
子協調機構の謎は残っている． 
 我々は，2011 年度以後，緑膿菌由来の
Asn-tRNAAsn トランスアミドソームに絞って
研究を進めた．まず，各構成因子である
tRNAAsn, ND-AspRS, GatCAB の大量調製を行
い，トランスアミドソームの再構成を行った．
ゲルシフトアッセイによりトランスアミド
ソームの再構成を確認することができた．そ
れから，tRNAAsn, ND-AspRS, GatCAB 間の結
合実験を行い，トランスアミドソームを構成
する際に GatCAB，AspRS，と tRNAAsn の割合
が 2:2:2 であることを明らかにした．得られ
たトランスアミドソーム形成条件に基づき，
結晶化を試みた（図１）．その結果，3.7Å 分
解能の構造解析に成功した（図２）．得られ
たトランスアミドソーム構造は，生化学実験
と一致して，tRNA(Asn)：ND-AspRS：GatCAB 
= 2：2：2 の割合で構成されていた．その構
造では，tRNAAsn のアクセプターステムが，
ND-AspRS の活性部位に位置していたことか
ら，得られた構造は，tRNAAsn がアミノアシ
ル化される前の状態と言え，この後，アクセ
プターステムがアミノアシル化（ミスチャー

ジ）され，GatCAB の活性部位に向かってフ
リップすることで，トランスアミデーション
反応が起こると考えられる．今後は，他の 2
種類の結晶構造と比較しながら，多分子協調
機構を提案し，さらに，変異体を用いた生化
学実験により検証を行い，詳細な反応機構を
明らかにしていく． 
 
 
 

 
 図２．Asn-tRNAAsn トランスアミドソームの 
    構造 
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