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ア ン バ ーサプ レ ッ サ
ー tRNA を利用する非タ ン パ ク性 （非天然型） ア ミノ酸の

部位特異的導入

大阪大学産業科学研究所　谷澤克行

　遺伝 子 へ の 部位特異的変異導入技術の 確立に よ り，タ ン パ ク 質中 の 任意の 部位の ア ミ ノ 酸残基 を そ れ以外 の 19

種類 の ア ミ ノ 酸残基 に 置換 す る こ とが 容易に で きる よ うに な っ た．こ う して得 られ た 人 為的変異型酵素 タ ン パ ク

質 の 触媒機能や 物理 化学的性質を解析す る こ とに よ り，タ ソ パ ク 質 の 搆造 と機能 の 相 関 を 系統的 に 研 究 す る，い

わ ゆ る タ ソ パ ク 質工 学 が こ こ 数年 の 間に 大 きく展 開 され て きた ．しか し，こ れ ま で の 部 位 特 異 的 変異 導 入 法 で

は ，新 し く導 入 す る 残基 が タ ソ パ ク 質を構成す る 20種類 の ア ミ ノ 酸に 限 られ て お り，非 タ ソ パ ク 性 の ア ミ ノ 酸

（た とえ ば オ ル ＝ チ ソ ，ホ モ セ リ ン ，ノ ル ロ イ シ ソ ，D 型 ア ミ ノ 酸 な ど）に 置換す る こ とは 原理 的 に 不 可 能で

あ っ た ．また ，NMR に よ リタ ン パ ク 質の 構造を 解析す る際 の プ P 一プ とす る た め ，同位元素 で 標識 した ア ミ ノ

酸 で 置 換 す る場 合などに も，同 じア ミ ノ 酸を ＝ 一ドす る 他の 部位 の すべ て を も同時 に 置換す る こ とに な り，特定

部位 の 残基 の み を 標 識 す る こ とは で ぎな い ．こ の よ うな非天然型 ア ミ ノ 酸残基を特定 の 部位 tu自由に 導 入 で きれ

ば ， 局所的 な 水 素結 合 の 数や 距離，側鎖 の ね じれ 角，静電的 相互 作用 な ど，タ ソ パ ク 質の 構造 と機能 の 相関 に つ

い て ，よ り詳細な 解析を 進 め る こ とが で ぎよ う．

　カ リ フ ォ
ル ニ ア 大学 （バ

ー
ク レ

ー
校） の ShultZとそ の グ ル ープ は ，最近 ，独創的 ア イ デ ア に 基 づ き非 タ ン パ

ク 性 ア ミ ノ 酸 を 部位特異的 に タ ソ パ ク 質 に 導 入 す る一般 的 な 方法を 開発 した ．1｝彼 らの 方法 の 概要 は ，  対象 と

す る タ ソ パ ク 質中の 標的部位 （非 天 然型 ア ミ ノ 酸に 置換す る部位） に 対応す る 遺伝子部位 に ，従来 の 部位特異的

変異導 入 法 を 用 い て ア ア パ ー
コ ド ソ （TAG ）を 導 入す る ．  ア ン パ ー一　＝ ドン を サ プ レ ス す る転 移 RNA （amber 　sup

−

press 。r　tRNA ［tRNACVA ］）を 調製 し，こ れ に 化学的 な方法で 非天然型 ア ミ ノ 酸 を 結合 させ る ．こ の ア ミ ノ ア シ ル ー

tRNA は ，

一
般 の ア ミ ノ ア シ ル ーtRNA 合成酵素 の 基質 と な ら な い （加 水 分解 され な い ）．  上 記 の 遺伝 子 か ら

mRNA を 合成 し ， 非天然型 ア ミ ノ ア シ ル ーtR．NA と と もに ガ畑 f‘ro タ ン パ ク 合 成 系 に よ り変 異 タ ン パ ク 質 を 合 成 す

る ，と い うも の で あ る．

　生 化 学 の 教科書に も書 か れ て い る よ うに ，遺伝暗号 の 64種類 の コ ドン の うち 61種類は セ γ ス コ ドン で あ り，こ

れ らは タ ン パ ク質を構成す る 20種類 の ア ミ ノ 酸に 配分 され て い る．あ る tRNA が特定 の ア ミ ノ 酸を 結 合 す る と，

セ ン ス コ ドン は そ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド鎖 へ の 取 り込 み を 指 定す る．一
方 ，残 りの 3 種 の ナ ン セ ン ス コ ド ン

UGA ，　UAG ，　UAA は ペ プ チ ド鎖合成 の 終結 シ グ ナ ル と して 機能す る．とこ ろ が，色 々 な生物 の タ ン パ ク 合成系

に お い て従来 ナ ン セ ソ ス コ ド ン とされ て い た 暗号を，セ ノ ス コ ドン と し て 利 用 す る 例 が 最近相 次 い で 見 い だ され

て きた．2｝ しか も，グ ル タ ミ ン や ト リ ブ ト フ
ァ

ン の よ うな タ ン パ ク 性 ア ミ ノ 酸が ナ ン セ ン ス コ ドソ 1こお い て 低効

率 で 誤 読 され る だ け で な く，セ レ ノ シ ス テ イ ン や ホ ス ホ セ リ ン な ど こ れ ま で タ ソ パ ク 質中に 存在す る こ とが 知 ら

れ て い た 修飾 ア ミ ノ 酸 もナ パ ー
ル コ ドン TGA に よ り コ ードされ て い る こ とが 明 らか に され た．　 mRNA 中 の ナ

ン セ ン ス コドソ UGA は こ れ ら の 修飾 ア ミ ノ 酸 を 結合 した tRNA （サ プ レ
ッ サ

ー
tRNA ） に 読 み 取 られ て 直接 ベ

プ チ ド鎖 に 取 り込まれ る．Schu 】z らの 方法 の 特徴は ，こ の よ うな ナ ソ セ ン ス コ ド γ を サ プ レ ス す る tRNA を利

用す る とこ ろ に あ る．サ プ レ
ッ

サ ーtRNA は 通常20種類の ア ミ ノ 酸 の どの コ ド ン に も対応 しな い の で ，非 天 然

型 ア ミ ノ 酸 を 結合 させ て や れ ば ，ナ ソ セ ソ ス コ ド ソ を読 み 取 り，タ ン パ ク 質 の 特定部位に 非 天 然型 ア ミ ノ 酸 を 導

入 で きる とい うわ け で あ る．

　彼 ら は 非天 然 型 ア ミ ノ 酸を部位特異的 に 導 入 す る た め の モ デ ル タ ソ パ ク と して 大腸菌 の β
一ラ ク タ マ

ー
ゼ を選

び，活性中心近傍 に 存在 し触媒作用 に 重要な役割を持 つ こ とが 予想 され て い る Phe−66 を標的部位 と し た．まず

酵母 の ア ン パ ー
変異株 よ り調製 し た サ ブ レ

ッ サ
ー tRNA 呂駄 を 種 々 の フ ＝

＝ ル ア ラ ニ ソ 類似ア ミ ノ 酸 に よ り化学

的 に ア ミ ノ ア シ ル 化 し た．次い で ， β
一ラ ク タ マ ーゼ 遺伝子の Phe ・66 位 コ ド γ を TAG に 変異 させ た プ ラ ス ミ ドを

鋳型 と して ，in　 vitre 転写翻訳系 に よ り タ ン パ ク 合成 を 行 っ た．数種 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 に よ る ア ミ ノ ア シ ル

tRNA 器A の うち，　p−F−Phe ，　p・NO2 −Phc ，お よび homoPhe を もつ tRNA 器A が ア ソ バ ーコ ド ン を サ プ レ ス し，こ れ

らの ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グを Phe −66 位 に 有す る β一ラ ク タ マ ーゼ が 合 成 され た．変異 型 酵素 の 合 成量 は 数 μg／ml と少

量 で あ っ た が ，均
一

に 精製 し反応速度論的 パ ラ メ
ー

タ
ーを 求 め る に は 充分な量 で あ っ た．

　 変異型酵素 の 合成収率な ど，こ の 方法 に は ま だ ま だ 改善す べ き点 は 数 多 く残 され て い る 3）が，こ れ か らの タ ン

パ ク 質工 学 に お い て 画期的な 方法 とな る と思われ る．
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