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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

蛋白質生合成において、アミノ酸を結合したtRNA―アミノアシルtRNAは、そのアミノ酸をリボソームに運ぶ際、翻訳伸長因子EF-Tuとの結合が必要である。EF-Tuは翻訳系に通常１つしか存在せず、アミノアシルtRNAのアミノ酸側鎖部分が何であろうと結合可能である。EF-Tuにおいて、そのようなアミノ酸側鎖に結合する部位は、その結晶構造から既に知られており、アミノアシル側鎖ポケットと呼ばれている。しかしながら、このアミノアシル側鎖ポケットを構成する部位がそれぞれどのような役割をしているかは、まだ詳しく調べられていない。本研究では、分子生物学的興味と工学的応用の観点から、翻訳伸長因子EF-Tuのアミノアシル側鎖ポケットを改変することを目的とする。ここでは、(1)セリン特異的なEF-Tu変異体、(2)大きな側鎖をもつ非天然アミノ酸への結合が可能なEF-Tu変異体、の２種の作成を試みた。
1) これまでEF-Tuは、アミノアシルtRNAのアミノ酸は何であろうと結合しうると考えられてきた。ところが、線虫のEF-Tu2はセリンだけに対応し、たとえtRNA部分の配列が同じだとしてもアミノ酸の違いによりセリルtRNA以外は排除する仕組みを持っていることが最近判明した。この分子機構を調べるために、本研究では、標準型EF-Tuのアミノアシル側鎖ポケットに系統的に変異を加え、そのアミノ酸特異性を調べた。その結果、標準型EF-Tuのアミノアシル側鎖ポケット周辺のみに変異を加えるだけで、セリン特異的なEF-Tuを得ることができ、セリン特異性にとって重要なアミノ酸配列が明らかになった。

2) また、本研究では、EF-Tuのアミノ酸認識を変えることにより、大きな側鎖をもつ非天然アミノ酸の結合を可能にすることができた。これにより、非天然アミノ酸の部位特異的な導入技術をより拡張することが可能だと思われる。
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	欧文概要　ＥＺ

In this study, elongation factor Tu (EF-Tu) was mutated to alter its specificity to aminoacyl-moiety of aminoacyl-tRNA, with the following two aims.
1) In canonical translation systems, the single EF-Tu recognizes all elongator tRNAs. However, in C. elegans mitochondria, two distinct EF-Tu species, EF-Tu1 and EF-Tu2, recognize 20 species of T armless tRNA and two species of D armless tRNASer, respectively. We previously reported that C. elegans mitochondrial EF-Tu2 specifically recognizes the serine moiety of serylated-tRNA. In this study, to identify the critical residues for the serine specificity in EF-Tu2, several residues in the amino acid binding pocket of bacterial EF-Tu were systematically replaced with corresponding EF-Tu2 residues, and the mutants were analyzed for their specificity for esterified amino acids attached to tRNAs. In this way, we obtained a bacterial EF-Tu mutant that acquired serine specificity after the introduction of 10 EF-Tu2 residues into its amino acid binding pocket. C. elegans EF-Tu2 mutants lacking serine specificity were also created by replacing seven or eight residues with bacterial residues. Furthermore, we found that they are almost conserved in EF-Tu2 sequences of closely related nematodes. Thus, these three approaches reveal the critical residues essential for the unique serine specificity of C. elegans mitochondrial EF-Tu2.
2) Nonnatural amino acids can be incorporated into proteins by aminoacylation of a tRNA with a nonnatural amino acid, delivery of the aminoacylated tRNA to a ribosome, and introduction of an expanded codon/anticodon pair. This methodology provides a powerful tool for analyzing protein structure and function and for generating proteins with artificial functionalities. However, nonnatural amino acids with large aromatic groups, such as fluorescent groups, are not always efficiently incorporated. Since the incorporation of large amino acids is essential for various applications of nonnatural mutagenesis, it is necessary to improve this system to allow large amino acids. One of the factors which limit the incorporation efficiency is a reduced binding efficiency of EF-Tu to tRNAs carrying large amino acids. In our previous work, it is suggested that tRNAs carrying large nonnatural amino acids bound less effectively to EF-Tu. In this study, we designed and synthesized an EF-Tu mutant, whose binding site for the aminoacyl-moiety of aminoacyl-tRNA is extended to accept large nonnatural amino acds. 
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