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タ ン パ ク質合成が正確に 行われ る ため に は ．ア ミ ノ ア シ ル tRNA 合

成 酵素 （uaRS ＞が ，ア ミ ノ酸 を対応す る tRNA に 正確 に 絡合 させ る

こ とが 不可欠で あ る ．その た め ，aa．RS は ア ミ ノ 酸 および しRNA を厳

密 に識 別する．バ リル ，イソ ロ イシル ，ロ イシ ル tRNA 含成酵素 （そ

れぞ n，　 ValRS ，　 IleRS，　 LeuRS ＞は ，誤 っ て 活性化 した 類似の ア ミノ

酸 を，加水分解 に よ っ て排 除する と い う巧妙な校正機構 （amino −acTd
  ditiug｝を も つ ．わ れ わ れ は ，　 IleRS お よび Va］RS の 結晶構造 を決定
し，校正機構に 関して 立体構造に基づ い た解忻をすすめ て きた （Nnreki

θtaL ，Seieuce，280，578−5821　Flikai　et　aL ｝Cell，103，793−803）．　Va玉RS ・
tRNAZ

’aE ，バ リ ル アデ ニ ル酸類似体の 三 重複合体の 結晶構造解析 で は，
ア ミノ ア シル 化反応 と校正 反応 に おけ る基 質認識部位の 詳細を明らか

にす るとともに，間違って 活性化 されたア ミ ノ酸が tRNA を介して 「

つ の活性 部位 を移動するモ デ ル を 示 した ．さら に本研窕で は ．valRS
に よ る 1．RNAV ”1

の認 議 機構 に焦 点を あて ，ア ン チ コ ドン の 認哉機 構

に 加 えて ，ValR＄に特 微的な C 末端 ド メ イン の 役割 を，機能 ・構造
の 両面 か ら明 らか に する ．結 晶構造か ら ，ValRS の C 末端ド メイ ン

は ，tRPtTAV“t の DIDop −T Ψ Cloop　ig互作用 を支える役割，すなわ ち，
しRNA の L 字型を維持する 役割 を妲 っ て い る と推渕 され る ．また ，現

在解析を進め て い る ，基質の 結合 して い ない ValRSの結 晶講造で は，
こ の C 末端ドメ イン が，LRNA 複合体 の 易合と比較 して 大 きく動い て

い る．現在，C 末端 ドメ イン を欠 失し た VatRS 変畏体と D 　］oop −T Ψ

Cioop 相互 作 用 を弱 くし た LR．NAV 凧1
変異 体 に つ い て の 速凌論 的な解

析を行 っ て い る とこ ろで ある ，
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3PO98
　基準振動モード解析法 に よ る tRNA −ARS 複合 体の

　ダイ ナ ミク ス 解析

　 O 中村 周 吾、清水 謙多郎 （東大 ・院農 ・応生 工 1

ア ミ ノア シル tRNA 合成 酵素 〔ARS 〕は ，よ く似た L 字型 立体構 造を

もつ トラ ン ス フ ァ
ーRNA 〔tRNA ｝の 中か ら，同族 の LRNA を非常 に

正確に 認 識 し，ア ミノ酸 を 付加す るこ とがで きる．近年の X 線結晶

解析 技術の 発達 によっ て ，さまざ まなア ミ ノ酸系で の しRNA −ARS 複

合体 の 構造が 原 子 レ ベ ル で 明 らか に され て きて い る ．
tRNA −ARS の 分 子 認 載 メ カ ニ ズム の 研究 は ，こ れ まで 両分子の 接触

部位で の ヌ ク レ オ チ ドと ア ミ．ノ酸の 相互作 用の 解析が中心で あ り，結

晶構造を ベ ー
ス に した i静 的な」観点 か らの もの で あ っ た ．しか し

最近 に な っ て ，こ の 接触 部位 か ら 離れ た 「tRNA コ ア 1と呼ば れ る部

分 の塩 基の 違 い に よ っ て ，t，RNA −ARS 複合体 の 結介 の 強 さやア ミ ノ

ア シ ル 化効率に 大きな 違い が 生 じる こ tが 明らかに な っ て きて お り，
ARS が 正確に tRNA をア ミ ノ ア シル 化す る 過程に お い て ，分 了

．
の 構

造変化 ・ダ イナ ミク ス が 深 く関 わ 一
） て い る こ とが 示唆 され る 、

われ われ は，二 面角系基 鱗振 動モ ード解 析法 を Gln 系 の LRNA −ARS
複合休に 適用して フ

「
ノ
…状態と複合体形成状態で の 両分イ

．
の ダ イナ ミ

ク ス に つ い て 解析 を行 い ，低周波数領域 に おい て 両分子が
．．
体 とな っ

た 大 き な協 調的な運動 をして い る こ とを明 らか に した ．
PtfiJl：

究で は ，フ リ
ー
状 態 と複合体形成状態の モ ート運動を比較す るこ

とで ，複合体形成 に よ っ て もゆら ぎの 方向に変化が なか っ たモ
ー

ド連

動 を同定 し た ．tRNA −ARS の 分 ∫
・
認識 に tllNA の ダ イナ ミク スが 関

わ っ て い る と すれ ば ，こ れ らの フ リ ー状態 の tRNA に 内在 し て い る

複合体状態 で の モ
ー

ド運動が認識に 重要な 役割を果 た す nl
「
能性が ある

と考え られ る ，さ ら に コ ア 内の 塩基 を群換 して wild　type よ りもARS
との 結合 能 を 高め た Gln−tRNA 変 異体 に つ い て も同様の 解 析を行い ，
wilcl 　t．ype の 結 果と 比較 する こ とで ，分子認識とダ イナ ミ ク ス の 関係

につ い て議論す る．
S．Nakzmura 　and 　K ．　Shimizu ： Anat．ysis （♪f　dymnLi 匚コs ‘♪f　tRl　A−ARS
（：omplex 　using 　n 。 rrnal 　mode 　calculatiOll
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蛋 自質が塩基 を特異 的に認 識す る機構 を解 明す るために 、蛋白質と核

酸 の 複 合体の X 線構造解析 とこ の 複 合体 の 結 合 エ ネ ル ギ ・一が 知 ら れ

て い る λ と Cm リプ レ ッ サ ー．一を解析 して きた 。両蛋 白質は 核 酸に

結合す る heiix−Lurll−ILelixの タ樋 の motif を も っ て い る 二 量体 で あ

るが 、異な っ た 立体 構造 を と り、オペ レ
ー

タ 配列の 認識の仕 方 も異な

る 。一方、オペ レ
ー

タ の 塩基配列を他の 3種類 の塩 基で 置換 した
一一

塩

葺置換 DNA と両 リプ レ ッ サーの 結合 エ ネル ギ ー
変化 △ △ G が 明 ら

か になって い る 、　 まず、蛋 白質と塩基 問の 相互作 用エ ン タル ピーを

通常の 分子力場の エ ネル ギ ー
（Amber 　3．eA）か ら求め た。次 に 、複 合

体 と水 との 接触表面積 を使 うこ とに よって鎖 の エ ン トロ ピ ーと水和 エ

ネル ギ ー
を計算 した。こ の 両者の エ ネル ギ

ー
をた しあわせ ，複合体を

形成して い ない 状態の エ ネル ギ
ー

か ら差し引く事に よ っ て 複 合体形 成

の結 合 エ ネル ギ
ー

△ G を求 め る こ とが で きる ，，　 X 線の 構造 をも と

に 、塩基配 列 を他 の 3種類の 塩 基で 置換 した 一
塩基 置換 DNA をモ デ

リ ング し、その DNA と リプレ ッ サ
ー

の 複合体の 相．9二作 用エ ネル ギ ー一
の 最 小化の 計 算 を行 い 構造 を最適化し た 。 この 構造か ら 計算され る

△ △ G の 塩基依存性 をエ ネル ギ ー
の 成 分に 分けて 解析 した 。A リプ

レ ッサ ーの 場合、△ △ G は ケ ー一
ロ ン 相互作用並び に水 素結合 と相 関

して い たが 、Cro リプ レ ッ サ ー
の 場合は 異 なった傾 向がみ られ た。　 A

リプ レ ッ サ
L一

の 場合、一・塩基置換 DNA の エ ネル ギ
ー

を解析 する と 、
A −T 塩基 の 塩基 置換で は、主要 なエ ネル ギ

ー
と して v鋤 der　Wans と

水和エ ネル ギ
ー

の 組み 合わせ と静電力と水素結合の 組み 合わ せ の 二 つ

の typc が観測され 、　 G −C 塩基の 塩基 置換 で は 静電力 と他 のい ろい ろ

な エ ネルギーの 組み 合わせ が み られ た 。
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3P100
　cAMP 受容蛋 白質 （CRP ）の DNA に 対する 結合様

　式 ： CRP −（cAMP ）1 と CRP −
（cAMP ）2 の 違 い

松渕 瓶希子、藤 本 尚子、○外山 聡、竹内 英夫 ｛東北大院・薬）

　大腸菌の CR ．P は 、カ タ ボラ イ 「・抑制に 関 与 する 選伝子の 転写調節

を行 う。CRP は 同
一

サブユ ニ
’
r トの 2tt体で 、1 つ の サ ブ ユ ニ ッ トに

cAMP が結合 した CRP ．（cAMP ）1 〔複合体 1）と、両サプユ ニ
ン ］
・
に

cAMP が 結合 した CRP −〔cAMP ）2 〔複合体 2）が あ り、複含 体 1が 標的

DNA に 特異的 に結 合する 。複合体 2 の DNA へ の 結合様 式は X 線 結

晶解析の 報告で は 、コ ン セ ン サ ス 配列 5’−TG2TG4A −3，の G2 と Gt の

C6＝O がそれぞれ、　GRP の Rl80 とR185の 測鎖 と 直接水 素結 合して

い る と さ札 て い る 。．一方、複合 体 1 と DN ．，X の 結 合様式の 詳細 は未 だ

不 明 で あ る 。本研究で は紫外共 鳴ラ マ ン 分光法 と選 択的重 水素ラ ベ ル

法を併用し 、コ ン セ ン サス 配列中の グ ア ニ ン G2 お よび G ・i の CH．P 結

合 に伴 う水素結 合の 変化 を溶液 中で解析した 。
　 G

’
コ
または G4 の グ ア ニ ン環 C8 位 を重 水 素化 した ietCプロ モ

ー
タ 22

mer 〔G2D 体、　G4D 体 ）を 合成 し た 。未置換 2’2　mer の 2511 ［m 励起
ラ マ ン スペ ク トル か らG2D 体 または G4D 体の ス ペ ク トル を差し 引

くと 、重水 棄化 した位 置の グア ニ ン出来の バ ン ドが 、1523cm
−1

付近

に負、14881M66 　Cm
−1

付近 に 正 負と して 〔それ ぞ れ ul ．　Vf ，fvC）観測

され た。モ デ ル化 合物 の 実 験 よ り、μ 6／レ1は c6−o 、1／1は N7 の 水素

結合が 形成され る と高波数に 現れ る こ とが わかった。22mor に 複 合

体 2が 結合す る と GL’、　G4 ともに 、　 v＃！vg が 高波数 シ フ ト L 、ug は 変

化 し なか っ た。こ の こ とは 、C6＝O と複合体 2 の 間 で 水素結合が 形成

され 、N7 で は水 素結合状態が 変化し な い こ とを示 して い る。C6；0
の 水 素結合の 状態は X 線結品解析の 結J「と．．．・致する．一方、複 合体

1が 結 合す る と 、G2 の 水 索結 合状態 は 複合体 2 紬 含時 と同様 で あ る

が 、G4 は CRP と強い 水素結 合を形 成 して い ない ．複合体 1と 2 の 活

性の 違い は 、この よ うな結合様 式の 相違 に 由来す る と推走され る 。
A ，Matsubiichi，　N ．　 Fujimoto ，　A ．　Toyama 　and 　H ．　Tal“emt ：hl　／ DNA
Bindillg　modcs 　of　cA レ1P　recept，nr 　proteilL 〔（〕RP ）：differenee　between
CRP−〔cAMP ｝1　and 　CRP −〔f：AMP ）2

一S183一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


