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研究成果の概要（和文）：本研究では，大腸菌体内で構成させたtRNA－蛋白質複合体を用いて，目的の成熟tRNAを簡便
かつ高純度に調製する系を構築することを目指す．まず，大腸菌由来tRNA(Met)アセチルトランスフェラーゼ（E.coli 
TmcA）の変異体のうち，tRNAとの結合活性の高いK205A変異体を用いて，大腸菌体内からtRNA(Met)を調製する系を確立
した．更に，その結晶化を行い，6Å程度の分解能の回折を与える結晶を得た．更に，セレン導入蛋白質とtRNA(Gln)，
tRNA(Glu)，tRNA(Lys)の共発現系を構築し，生体内で形成される蛋白質－tRNA複合体から高純度のtRNAを調製した．

研究成果の概要（英文）：In this study, I tried to establish conventional method to prepare highly pure mod
ified tRNA from E. coli cell using tRNA-protein complex spontaneously formed in the cells. First, I establ
ished preparation system for tRNA(Met) using E. coli tRNA(Met) acetyltransferase. For this purpose, I sele
cted K205A mutant, which has high affinity for tRNA. Moreover, crystals of the purified tRNA(Met) were obt
ained. The crystals diffracted about 6-angstrom resolution at synchrotron radiation facility. Furthermore,
 co-expression system of selenium introducing enzyme with tRNA(Gln), tRNA(Glu), and tRNA(Lys) in E. coli w
ere constructed, and pure tRNAs were prepared from the tRNA-protein complex spontaneously formed in the E.
 coli cell. 
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１．研究開始当初の背景 

 tRNA が正確に機能を発現するには，種々
の修飾が導入される必要がある．tRNA に関
する研究を行う上で，目的の tRNA を調製す
ることは避けられないが，修飾を受けた活性
のある tRNA（成熟 tRNA）は，相補的な配列
の DNA を固定したカラムを用いて生細胞か
ら精製される．しかし，この方法は，非特異
的に結合する他の RNA 分子を選り分けるた
めの繊細な条件設定が必要なため，汎用的な
方法であるとは言いがたく，そのため，多く
の研究は，未修飾の合成 tRNA を用いて行わ
れている．その場合，tRNA が修飾を受けて
いないため，十分な活性を示さない等の問題
が生じることがある．生体内で起こる反応を
正確に理解するためには，成熟 tRNA を用い
る必要があるが，上記の通り，その調製は難
しいため，簡便に成熟 tRNA を調製する手法
が望まれていた． 

 

２．研究の目的 

 上記の通り，成熟 tRNA を調製する事は困
難なため，本来ならば成熟 tRNA を用いなけ
ればならない研究が，未修飾の tRNA を用い
て行われているのが現状であり，その場合，
本来とは異なる結果が得られる可能性があ
る．本研究では，このような問題を打開する
ため，tRNA と安定な複合体を形成する蛋白
質を大量発現させ，生体内で自発的に形成し
た tRNA-蛋白質複合体を精製し，そこから目
的の tRNA を調製する系を構築することを目
指した．  

 

３．研究の方法 

（1）tRNA-蛋白質共発現系の構築：先行研究
において構築された T7 プロモーターを用い
た発現ベクターを用いて，大腸菌内で目的の
tRNA とそれに結合する蛋白質を共発現させ
る系を構築する．蛋白質の発現には，ベクタ
ーに組み込まれているマルチクローニング
サイトを利用するが，tRNA の発現には，後
に，tRNA-蛋白質複合体を精製する事を考慮
し，蛋白質には His タグを融合させる．tRNA

の遺伝子は， tRNA 用の発現ベクターの
XbaI/Bpu1102I サイトに挿入する．両末端に
は制限酵素の認識配列が付加されるが，これ
らは大腸菌内の tRNA 成熟系により適切に削
除されるので問題はない． 

（2）tRNA-蛋白質複合体の調製：蛋白質，
tRNAの発現にはT7プロモーターを用いるた
め，大腸菌は BL21(DE3)株を用いる．共発現
用に構築されたベクターを大腸菌に導入し
て LB 培地で培養し，IPTG の添加により蛋白
質および tRNA の発現を誘導する．大腸菌を
超音波破砕し，上清を回収する．Ni アフィニ
ティークロマトグラフィーにより，蛋白質
-tRNA 複合体回収する．目的の tRNA が結合
している事を，Urea PAGE にて確認する．十
分な量の tRNA が確認された場合は，蛋白質
-tRNA 複合体に高濃度の塩を添加し，tRNA

を解離させて回収する．X 線結晶構造解析を
はじめとした各種分析手法を用いて，得られ
た tRNA の分子特性を解析する． 

図 1．本研究の概要 

 

４．研究成果 

平成 24 年度は，tRNA(Met)に焦点を当て，
調製系の構築，X 線結晶構造解析により分子
特性の評価の系を構築した．野生型 E.coli 

TmcA よりも tRNA とのアフィニティーの高
い K205 変異体を取得し，これを大腸菌
BL21(DE3)に大量発現させた．菌体内可溶性
画分から，E.coli TmcA K205A 変異体の末端
に付加した His Tag を用いて，tRNA-蛋白質複
合体をアフィニティー精製し，さらにゲル濾
過等により高純度に精製した．これに，塩を
加える事で tRNAと E.coli TmcAを解離させ，
tRNA のみを得る事ができた（図 2）．塩基の
修飾により tRNA の構造の違いについての知
見を得るために，得られた tRNA の結晶構造
解析を試みた．結晶化スクリーニングの結果，
リチウムイオンおよび PEG6000 を含む結晶
化条件下で調製した tRNA の結晶を得る事が
できた（図 3）．さらに，大型放射光施設に
て X 線回折実験を行い，6Å 程度の分解能の
回折を確認した．さらに，修飾による構造変
化を議論するために，in vitro 転写により，修
飾のない tRNA(Met)も調製し，その結晶も作
製した．大型放射光施設にて X 線回折実験を
行い，分解能 3.2Å の回折データを得る事がで
きた．得られた結晶の結晶学的パラメータは
P2(1)2(1)2(1) a = 64.8 Å, b = 85.6 Å,c=94.2 Å で
あった． 

 

 

図 2．tRNA(Met)の UREA 

PAGE の結果 

レーン 1：生体外で合成
した tRNA(Met) 

レーン 2：大腸菌内から
調製した tRNA(Met) 



一連の実験を通し，野生型よりも高いアフ
ィニティーを持つ変異体を用いる事の有用
性を示すことができた点は，本研究の大きな
成果と考えている．また，研究開始当初は，
大腸菌から精製した tRNA は修飾が均一では
なく，良好な結晶は得られないのではないか
という可能性を危惧していたが，結晶を得る
ことができるということを示せた点も，大き
な成果と言える． 

平成 25 年度は，セレン導入蛋白質と tRNA

の複合体に注目し，その解析を目指した．こ
の蛋白質は tRNA(Gln)，tRNA(Glu)，tRNA(Lys)

を基質とするため，これらの共発現系を構築
した．tRNA の発現ベクターには pET22b，蛋
白質の発現には pCOLA を用いた．大腸菌中
で形成した複合体を精製し，Urea PAGE によ
り解析した結果，非常に高純度の tRNA が得
られた．詳細についての知見を得るために，
蛋白質-tRNA複合体の結晶化を行ったところ，
PEG3350 を含む条件下で結晶が得られた．ク
ライオプロテクタントの添加などの結晶化
条件の最適化の末，4Åの分解能の X 線回折
データを収集する事に成功した．格子定数は
a=90, b=104, c=130 =90, =108, =90 である
事がわかった．分子置換法による構造解析を
試みたが，有意な解は得られなかった．解析
に向け，今後，良質な結晶を得る必要がある． 

期間全体を通し，TmcA(K205A)変異体を用
いた tRNA(Met)の調製系，およびセレン導入
蛋白質を用いた tRNA(Gln)， tRNA(Glu)，
tRNA(Lys)の調製系を構築した．これらの
RNA はいずれも，Ni アフィニティクロマト
グラフィーを用いて大腸菌破砕液から簡便
に得る事ができ，本研究の有用性が示された．
さらに，生体内から得られたこれらの成熟
tRNA の詳細な解析に向け，各々の tRNA の
結晶化および初期 X 線回折データの収集を
行った．構造解析には至らなかったが，結晶
学的パラメータを決定する事ができた．詳細
な構造解析に向け，今後は，これらの結晶の
改良を進める必要がある． 
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