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研究成果の概要（和文）：

アミノアシル tRNA 間接合成経路に関与する GatCAB の構造機能解析およびタンパク質間相

互作用の解明を目的とした. 本研究ではピロリ菌由来 GatCAB に加え, 黄色ブドウ球菌由来

GatCAB, 古細菌由来GatCABをターゲットにX線結晶構造解析とタンパク質間相互作用解析に

取り組んだ. その結果, 古細菌由来 GatCAB の立体構造を 2.5Å 分解能で決定することに成功し

た. 古細菌由来GatCABとバクテリア由来GatCABの立体構造比較から, 古細菌GatCABに特有

の tRNA 認識機構を解明し, バクテリア由来 GatCAB との tRNA 認識機構の違いを明らかにす

ることができた.

研究成果の概要（英文）：

We have been focusing on the structural and functional analysis of GatCAB, which has an important

role in an indirect pathway of aminoacyl-tRNA synthesis. We have determined the crystal structure of

an archaeal GatCAB at 2.5 Å resolution. The structural comparison of the archaeal GatCAB and

the bacterial GatCAB suggested that a 310 helix in the bacterial GatCAB is crucial for recognition the

U1-A72 pair in tRNAGln, and the absence of the helix in the archaeal GatCAB enables the enzyme

recognize aa-tRNA with G1-C72 base-pairs.
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１．研究開始当初の背景
通常アミノアシル tRNA合成酵素(aaRS)は，

アミノ酸を厳密に認識するために，20 種類の
アミノ酸に対応し 20 種類存在する．しかし，
多くの真正細菌には，グルタミン(Gln)とそれ
に対応する tRNA(tRNAGln)を認識するグルタ
ミニル tRNA 合成酵素(GlnRS)が存在しない
ことが明らかになった．これらの生物では 2
段階の反応を経て Gln-tRNAGln を合成する．
始めに，グルタミン酸に特異的なグルタミル
tRNA 合成酵素(GluRS)が tRNAGln をも認識す
ることで，ミスチャージした Glu-tRNAGln を
合成する．次いでアミド基転移酵素 GatCAB
の 働 き に よ り ， ミ ス チ ャ ー ジ さ れ た
Glu-tRNAGln が正常な Gln-tRNAGln に校正され
る．この 2 段階の Gln-tRNAGlnの合成経路は，
GlnRS による直接合成経路に対し，間接合成
経路と呼ばれている．さらに，一部の真正細
菌には Asn-tRNAAsnを直接合成する AsnRS を
持たない生物も存在し，これらの生物では
Gln-tRNAGln の 2 段階合成と同様の間接経路
により Asn-tRNAAsn を合成している．このア
ミノアシル tRNA の間接合成経路は，より正
確で効率の良い直接合成経路を獲得する以
前，初期の生命が新たなアミノ酸を遺伝暗号
に利用するためにまず獲得した経路である
と考えられている．そのため，現在まで残っ
ている Gln-tRNAGln と Asn-tRNAAsn の間接合
成経路は，遺伝暗号進化の「化石」として注
目されており，この間接合成経路に関与する
因子の構造機能解明は生命の誕生と翻訳に
おける分子進化の観点から非常に特徴的で
興味深い．
本研究はこれまでに、バクテリア由来

GatCAB の立体構造解析および機能解析を行
い，バクテリア型 GatCAB は基質 tRNA の一
番目のベースペアと D-loop のサイズを厳密
に認識していることを明らかにした(Fig. 1A)．
しかし，その後の研究により，古細菌が持つ
GatCAB (古細菌型 GatCAB)は基質 tRNA の 1
番目のベースペアは認識せず，D-loop および
V-loop のサイズを認識していることが明らか
になった(Fig. 1B)．バクテリア型 GatCAB と
古細菌型 GatCAB は高い相同性を示すにもか
かわらず，基質 tRNA の認識機構が大きく異
なることは非常に興味深い現象である．しか
し現状では，バクテリア型 GatCAB と古細菌
型 GatCAB において，なぜ基質 tRNA の認識
機構に違いが生じるかは全く明らかになっ
ていない．この違いを明らかにすることで，
GatCAB と基質 tRNA の共進化関係に対し新
たな知見を提供することが期待される．
２．研究の目的
アミノアシル tRNA 間接合成経路に関与する
GatCAB に注目し, GatCAB の構造機能解析お
よび GatCAB を中心としたタンパク質間相互

作用解析を行い, アミノアシル tRNA 間接合
成経路に関しての構造基盤を構築すること
を目指した. その中で，同じ GatCAB である
にも関わらず，バクテリア由来 GatCAB は
Glu-tRNAGlnとAsp-tRNAAsnの両方をアミド化
するのに対し，古細菌由来 GatCAB は
Asp-tRNAAsn を特異的にアミド化することが
明らかになった．この違いは両者の tRNA 認
識機構の違いによると考えられており，バク
テリア由来 GatCAB は tRNAGln と tRNAAsn を
第一塩基対と D-loop により識別するのに対
し，ArGatCAB は第一塩基対を認識せず，
tRNAAsn の D-loop および variable-loop を認識
することが報告されている．しかし, 両者の
tRNA 認識機構の違いは明らかになっていな
い．そこで, 未だ明らかになっていない古細
菌型 GatCAB の立体構造解析を行い, 古細菌
型 GatCAB 特有の tRNA 認識機構の解明を目
的とした.

３．研究の方法
本研究では様々な生物由来の GatCAB の立

体構造を X 線結晶構造解析により原子レベ
ルで明らかにするとともに, 生化学実験, ゲ
ルろ過分析, ITC から得られたタンパク質間
相互作用情報を立体構造と組み合わせるこ
とで, アミノアシル tRNA 間接合成経路に関
しての構造基盤を構築する.
特に，バクテリア由来 GatCAB と古細菌由

来 GatCAB の tRNA 認識機構の解明に関して
は， 未だ明らかになっていない古細菌由来
GatCAB の立体構造を明らかにし，バクテリ
ア型 GatCAB と古細菌型 GatCAB の立体構造
比較から解明を目指す．

４．研究成果
現在までに，バクテリア由来 GatCAB の立体
構造は明らかになっているが，古細菌由来
GatCAB は未だ明らかにはされていない．そ
こで，本研究では古細菌の 1 種である M.
thermautotrophicus 由来 GatCAB の X 線結晶



構造解析に取り組み，2.5Å 分解能で構造解析
をすることに成功した (Fig. 2, 3)．

古細菌由来 GatCAB の立体構造はバクテリア
由来 GatCAB と非常によく似ており，特に基
質 tRNA を認識する GatB サブユニットに大
きな違いは見いだせなかった．そこで、バク
テリア由来 GatCAB および古細菌由来
GatCAB の tRNA 結合モデルを GatDE-tRNA
複合体の立体構造を利用して作成した．
GatDE-tRNA 複合体において tRNA は GatE サ
ブユニットのみと相互作用しており，また
GatE と GatB は同じファミリーに属している
ことから，GatB を GatE に重ね合わせること
でモデルを作成した．作成した両モデルの立
体構造比較を行ったところ，バクテリア由来
GatCABは 1番目のベースペア付近に 310ヘリ
ックスが存在するのに対し，古細菌由来
GatCAB は 310 ヘリックスに代わり短いルー
プが存在していた．1 次構造比較ではたった
3 残基の違いだが，立体構造比較を行うこと
で tRNA の認識部位における違いが明らかに
なった (Fig. 4)．

バクテリア由来GatCABはGatBに存在する
310ヘリックスで tRNAの第一塩基対を認識す
るのに対して, 古細菌由来GatCABのGatB に

は 310ヘリックスが存在せず, 第一塩基対を
認識しないことを明らかにした. 一方, GatDE
もtRNAの第一塩基対を認識することが生化
学実験により明らかになっている. しかし,
GatDEの立体構造解析によって, tRNAを認識
するGatEには310ヘリックスは存在しないこ
とが明らかになっており, GatEはバクテリア
由来GatBとは全く異なる方法でtRNAの第一
塩基対を認識していることが示唆されている.
このことから, GatBとGatEの共通の祖先は古
細菌由来GatBと同様に310ヘリックスを持た
ず, tRNAの第一塩基対を認識していなかった
と考えられ, その後tRNAの進化と共に, tRNA
の第一塩基対を認識するために, バクテリア
由来GatCABとGatDEは独自に収束進化した
ことが示唆された.
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