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〈要 約〉

　ピロリジルtRNA合成酵素はタンパク質へのピロリジンの導入に関与する酵素であり，非天然アミノ酸を導入するためのツールとして細菌からヒトまで多くの系で使われている．この研究において，筆者らは，アミノ酸の導入に必須であるピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体の結晶構造を決定した．その結果，ピロリジルtRNA合成酵素は通常のアミノアシルtRNA合成酵素において重要な認識部位であるアンチコドンを認識せず，可変ループの大きさを認識することによりtRNAPylに対する特異性を獲得したことが示された．さらに，ファージを用いた進化分子工学的な手法により，非天然アミノ酸の高い導入効率をもつピロリジルtRNA合成酵素の複数の変異体を取得した．アミノ酸配列を解析した結果，N末端ドメインへの変異はおのおのの変異体のあいだで保存されていた．また，変異を導入したN末端ドメインとtRNAPylとの複合体の結晶構造解析および速度論的な解析により，ピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインにおける変異がどのように非天然アミノ酸の導入効率を上昇させるかについて考察した．

はじめに

　ピロリジンはメタン産生古細菌Methanosarciana barkeriのもつモノメチルアミンメチルトランスフェラーゼの活性部位にて発見された22番目のタンパク質性のアミノ酸である1)．M. barkeriはメチルアミンをエネルギー源として利用し，その代謝によりメタンを産生する．この代謝経路において，モノメチルアミンメチルトランスフェラーゼはメチルアミンと結合しメチル基転移反応を行う．ピロリジンはモノメチルアミンメチルトランスフェラーゼの活性部位にメチルアミンを適切に配置するのに必要であると考えられている．モノメチルアミンメチルトランスフェラーゼへのピロリジンの導入はピロリジルtRNA合成酵素という特殊なアミノアシルtRNA合成酵素により行われる．ピロリジルtRNA合成酵素は対応するtRNAPylとピロリジンとを結合してPyl-tRNAPylを合成する．合成されたPyl-tRNAPylはリボソームへと輸送され，mRNAにおいて終止コドンUAGを解読することによりタンパク質にピロリジンを導入する．ピロリジルtRNA合成酵素はtRNAと結合するN末端ドメインと触媒活性をもつC末端ドメインから構成され，現在までに，C末端ドメインの単独の構造2) およびC末端ドメインとtRNAPylとの複合体の構造3) が解析されている．N末端ドメインはタンパク質へのアミノ酸の導入に必須であるが4)，構造は未知でありtRNAPylの認識様式は不明であった．

　ピロリジルtRNA合成酵素は比較的大きなアミノ酸結合ポケットをもちアミノ酸の側鎖をゆるく認識する．この性質を利用して，C末端ドメインの立体構造の情報をもとにアミノ酸結合ポケットを改変することにより，100種類以上の非天然アミノ酸を対象とするタンパク質に導入できることが報告されている5)．非天然アミノ酸のタンパク質への導入は翻訳後修飾の再現やタンパク質の蛍光標識などに利用される6,7)．しかしながら，改変により作製されたピロリジルtRNA合成酵素の変異体の非天然アミノ酸に対する触媒効率は，野生型のピロリジルtRNA合成酵素のピロリジンに対する触媒効率と比べ100倍ほど低いことから8)，非天然アミノ酸を含むタンパク質を大量に生産するためには触媒効率の改善が必要とされていた．

1．野生型のピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体の結晶構造解析

　M. barkeriの近縁種であるMethanosarciana mazeiに由来するピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体の結晶構造を2.4Å分解能で決定した（PDB ID：5UD5，図1a）．N末端ドメインはコンパクトな球状をとり，Zn2+の配位により構造を安定化させていた．類似する構造を検索したところ，既知のアミノアシルtRNA合成酵素とは相同性をもたない新規のフォールドであった．N末端ドメインはtRNAPylのTアームと可変ループから構成されるくぼみにぴったりと結合していた．tRNAPylはもっともコンパクトな構造をもつtRNAとして知られており，より大きな可変ループをもつほかのtRNAは立体障害が生じるためピロリジルtRNA合成酵素に認識されないと考えられた．
　ピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体の構造と，C末端ドメインとtRNAPylとの複合体の構造とを重ね合わせ，全長のピロリジルtRNA合成酵素とtRNAPylとの複合体のモデルを作製した（図1b）．その結果，N末端ドメインとC末端ドメインはそれぞれtRNAPylの反対側の面に結合し，tRNAに巻きつくように結合することがわかった．また，ピロリジルtRNA合成酵素とtRNAPylとの複合体はアミノアシルtRNA合成酵素とtRNAとの既知の複合体のなかで最大の相互作用面積をもっていた．さらに，N末端ドメインおよびC末端ドメインは通常のアミノアシルtRNA合成酵素において重要な認識部位であるアンチコドンを認識しないことが示された．これらの認識機構により，ピロリジルtRNA合成酵素は翻訳の直交性，すなわち，さまざまな生物種においてピロリジルtRNA合成酵素およびtRNAPylがほかのアミノアシルtRNA合成酵素およびtRNAと交差反応しないこと，を維持すると考えられた．

2．進化分子工学的な手法によるピロリジルtRNA合成酵素の活性の向上

　PACE（phage-assisted continuous evolution）法はファージを利用した進化分子工学的な手法で9)，立体構造の情報なしにタンパク質を人工進化させることができ，これまで，ポリメラーゼ，受容体結合タンパク質，プロテアーゼ，アミノアシルtRNA合成酵素などの機能の改変に利用されている．この方法は培養液を循環させる特殊な機器を必要とするため，フラスコを使った連続希釈法を用いることによりこれを簡略化したPANCE（phage-assisted noncontinuous evolution）法を開発し，ピロリジルtRNA合成酵素の人工進化を試みた．この方法においては，大腸菌の培養液にピロリジルtRNA合成酵素の遺伝子をコードするファージ，アラビノース，非天然アミノ酸をくわえて培養したのち，培養液の一部を新鮮な大腸菌の培養液に植え継ぐ．アラビノースはファージが増殖する際にピロリジルtRNA合成酵素の遺伝子への変異の導入を促進する．また，高い活性をもつピロリジルtRNA合成酵素の遺伝子をもつものだけが増殖できるようファージは加工してあり，この過程をくり返すことにより結果的に高い活性をもつピロリジルtRNA合成酵素の遺伝子をもつファージだけが蓄積する．
　非天然アミノ酸のひとつであるBoc-リジンに対し活性の高いピロリジルtRNA合成酵素を取得するのにPANCE法を適用し，その結果，野生型のピロリジルtRNA合成酵素よりも高い活性をもつ3つの変異体を取得した．これらの変異体のアミノ酸配列を確認したところ，変異はN末端ドメインおよびC末端ドメインにわたっていたが，N末端ドメインの変異は3つの変異体のあいだで比較的保存されていた．

3．ピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインに導入された変異が活性におよぼす影響

　PANCE法により取得したピロリジルtRNA合成酵素の変異体はN末端ドメインに保存された変異をもっていたことから，取得した変異体のうちのひとつ32A変異体のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体の結晶構造を2.8Å分解能で決定し（PDB ID：5V6X），導入された変異がtRNAPylとの相互作用にどのような影響をおよぼすのか調べた．その結果，32A変異体のN末端ドメインに導入された4つの変異のうち，2つはtRNAPylとの相互作用を弱めることが示唆された（図2）．

　PANCE法により導入された変異がピロリジルtRNA合成酵素の活性の向上にどのように寄与するのかさらに明らかにするため，速度論的な解析によりtRNAPyl，ピロリジン，Boc-リジンへの親和性を比較した．解析には野生型のピロリジルtRNA合成酵素，N末端ドメインおよびC末端ドメインに変異をもつ32A変異体にくわえ，N末端ドメインにのみ変異をもつ32A-Nter変異体を用いた．解析の結果，野生型のピロリジルtRNA合成酵素はBoc-リジンよりもピロリジンに対しきわめて高い親和性を示したが，32-Nter変異体はBoc-リジンに対する親和性を上昇させピロリジンに対する親和性を低下させていた．すなわち，N末端ドメインへの変異の導入はBoc-リジンに対する特異性を向上させた．一方，Boc-リジンの存在下において32A-Nter変異体は，野生型のピロリジルtRNA合成酵素に比べtRNAPylへの親和性が低くなった．これは，結晶構造において32A変異体のN末端ドメインとtRNAPylとの相互作用が低下していたことに相当すると考えられた．また，32A変異体は32A-Nter変異体と比較してtRNAPylに対する親和性が高かった．すなわち，C末端ドメインへの変異の導入はtRNAPylへの親和性を上昇させた．
　以上の結果から，それぞれの変異がピロリジルtRNA合成酵素の活性におよぼす影響は以下のように考察された．N末端ドメインへの変異の導入はtRNAPylへの親和性を低下させ，その認識をフレキシブルにする．これにより，活性部位においてBoc-リジンと結合するのに最適なtRNAPylの配置が可能になり，Boc-リジンに対する特異性が向上する．また，C末端ドメインへの変異の導入はtRNAPylへの親和性を上昇させることによりN末端ドメインへの変異の導入による親和性の低下をおぎなうと考えられた．

おわりに

　近年，人工的なゲノムの合成により同義コドンの数を減らした大腸菌株が作製されつつある10,11)．これらの大腸菌株は複数の空のコドンをもっており，複数の非天然アミノ酸を目的のタンパク質に導入するポテンシャルをもつ．ピロリジルtRNA合成酵素は触媒活性をもつC末端ドメインにあるアミノ酸結合ポケットの改変により100種類以上の非天然アミノ酸を導入できるようになったものの，すべてのピロリジルtRNA合成酵素の変異体は同一のtRNAPylしか認識できないため，目的のタンパク質に対し1種類の非天然アミノ酸しか導入できない．しかしながら，今回，明らかにされたピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体の立体構造の情報をもとにN末端ドメインとtRNAPylとのあいだの相互作用を改変することにより，互いに直交なピロリジルtRNA合成酵素とtRNAPylのペアの作製が可能になる．そして，複数のピロリジルtRNA合成酵素とtRNAPylのペアを同時に用いることにより，複数の非天然アミノ酸を対象のタンパク質に導入できるようになると考えられる．導入できる非天然アミノ酸のバラエティが増えることにより，さらに高機能な生体高分子の開発が期待される．
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〈図説明〉

図1　ピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインの結晶構造

（a）ピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメイン（PylRS NTD）とtRNAPylとの複合体の全体の構造．

（b）ピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメイン（PylRS NTD）とtRNAPylとの複合体と，ピロリジルtRNA合成酵素のC末端ドメイン（PylRS CTD）とtRNAPylとの複合体の重ね合わせによる，全長のピロリジルtRNA合成酵素とtRNAPylとの複合体のモデル．

図2　野生型のピロリジルtRNA合成酵素と変異体との結晶構造の比較

（a）野生型のピロリジルtRNA合成酵素のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体．
（b）32A変異体のN末端ドメインとtRNAPylとの複合体．
