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研究成果の概要（和文）：我々は、大腸菌70Sリボソーム、ArfA、RF2、開始tRNA、mRNAからなるノンストップ複
合体をクライオ電子顕微鏡により解析し、3.0Åの分解能で構造を決定した。その結果、ArfAのN末端側の領域は
リボソーム30Sサブユニットのデコーディング領域とRF2に挟まれる形で結合する一方、ArfAのC末端領域はリボ
ソームのmRNAエントリーチャネル内に位置することが明らかになった。また、ArfAおよびRF2変異体を用いて、
変異がペプチジルtRNA加水分解活性に与える影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Here, using cryo-electron microscopy, we characterize the structure of the 
Escherichia coli 70S ribosome bound with ArfA, RF2, a short non-stop mRNA and a cognate P-site tRNA.
 The C-terminal loop of ArfA occupies the mRNA entry channel on the 30S subunit, whereas its N 
terminus is sandwiched between the decoding centre and the switch loop of RF2, leading to marked 
conformational changes in both the decoding centre and RF2. Despite the distinct conformation of 
RF2, its conserved catalytic GGQ motif is precisely positioned next to the CCA-end of the P-site 
tRNA. These data illustrate a stop-codon surrogate mechanism for ArfA in facilitating the 
termination of non-stop ribosomal complexes by RF2.

研究分野： 生化学

キーワード： リボソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、翻訳停滞解消因子は新しい抗生物質の標的として注目されつつある。一般に、翻訳を阻害する抗生物質は
リボソームや翻訳関連因子に作用する。翻訳のメカニズムは生物種を問わず共通しているため、このような抗生
物質は広範囲のバクテリアに対して効果を示す。しかし、このような広い抗菌スペクトルを示す薬剤は耐性菌の
蔓延リスクを高めるという問題を内包している。翻訳停滞解消因子は結核菌・ピロリ菌・赤痢菌・ペスト菌等の
一部の病原菌の生育にとって必須であり、その阻害薬は耐性菌出現リスクの低い次世代の抗生物質として期待さ
れる。本研究は、このような薬剤開発の基盤となるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内では様々な理由により翻訳が停滞する。このような停滞状態を解消するシステム

として、tmRNAによるトランス・トランスレーションが提唱されてきた。tmRNAは、tRNA
ドメインと mRNA ドメインを巧みに使い分けて、既存の mRNA から翻訳を引き継ぐこと
によってリボソームの停滞を解消する。最近の分子遺伝学の研究によって新たな翻訳停滞
解消因子 ArfA が発見され、新たなレスキュー機構の存在が明らかになった。ArfA タンパ
ク質は停滞したリボソームに結合し、翻訳終結因子 RF2 と協調することでペプチジル
tRNA を加水分解し、リボソームの停滞を解消するが、どのようにして停滞したリボソー
ムを認識するのか、どのようにトランス・トランスレーションと使い分けているのか、不
明であった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ArfA/RF2/リボソーム複合体に対する構造解析および速度論解析を行うこ

とでリボソームレスキュー機構の分子メカニズムを明らかにすることを目的として研究を
行った。 

 
３．研究の方法 
速度論解析はクエンチフロー法および 1分子蛍光分析法によって行い、ArfA またはRF2

の変異が、反応速度や解離定数に与える影響を明らかにした。構造解析は、生化学的手法
（部位特異的ラジカルプロービング法）と構造生物学的手法（クライオ電子顕微鏡解析）
を並行して行った。 
 

４．研究成果 
大腸菌 70S リボソーム、ArfA、RF2、開始 tRNA、mRNA からなるノンストップ複合体

をクライオ電子顕微鏡により解析した。構造解析の結果、ArfA の N 末端側の領域はリボ
ソーム 30S サブユニットのデコーディング領域と RF2 に挟まれる形で結合する一方、ArfA
の C 末端領域はリボソームの mRNA エントリーチャネル内に位置することが明らかにな
った。 

ノンストップ複合体のリボソームのデコーディング領域は通常の翻訳終結複合体のリボ
ソームとは異なる構造をとっていた。デコーディング領域には 16S rRNA の高度に保存され
た 3つの塩基、G530・A1492・A1493 が存在する。通常の翻訳終結複合体においては、G530
終止コドン UAA の 3文字目の Aとスタッキング相互作用する。また、A1493 は 23S rRNA の
A1913 とのスタッキング相互作用により安定化されており、A1492 は G530 の方向に伸びる
という特徴的な構造をしている。それに対して、ノンストップ複合体においては、G530 の
近くには終止コドンの代わりに ArfA の Glu30 が位置していた。そして、A1913 とスタッキ
ング相互作用するのは A1493 ではなく A1492 であり、さらに、A1492 はリボソーム 50S サ
ブユニットのヘリックス 69 と ArfA の Pro23 とのあいだにはさまれるかたちで安定化され
ていた、ノンストップ複合体のデコーディング領域はこれまでに構造が報告されたリボソ
ームのどの状態とも異なる構造をとっており、おそらく ArfA がリボソーム 30S サブユニッ
トのヘリックス 44とリボソーム 50S サブユニットのヘリックス 69 を微調整しているもの
と考えられる。 
 

 また、精製した因子からなる in vitro 翻訳系と ArfA および RF2 変異体を用いて、変異が
ペプチジル tRNA 加水分解活性に与える影響を明らかにした。 



 
翻訳終結複合体とノンストップ複合体とを比較したところ、翻訳終結複合体においては

RF2の SPFモチーフのSer205が終止コドンの2文字目のプリン塩基と相互作用するのに対
し、ノンストップ複合体においては SPF モチーフと ArfA との直接的な相互作用は確認され
なかった。また、リボソームにおける ArfA の結合部位は終止コドンの位置する部位とは微
妙にずれていた。これらを考慮すると、ArfA による終止コドンの擬態という考え方は構造
的な意味からは否定された。しかし、RF2 をリクルートするための足場を形成するという
機能的な意味においては、ArfA は終止コドンの代理をつとめているといえる。 
大腸菌においては，ArfA および RF2 による機構のほかにも少なくとも 2つのリボソーム

レスキュー機構、すなわち、tmRNA および SmpB によるトランス-トランスレーションおよ
び ArfB による機構が存在する。トランス-トランスレーションの場合は SmpB の C 末端のテ
イルがリボソームの mRNA エントリーチャネルと結合すること、ArfB による機構の場合も
やはり C末端のテイルが mRNA エントリーチャネルと結合することが、結晶構造解析により
明らかにされている。これら 3つのリボソームレスキュー機構を比較することにより、翻
訳の停滞を解消するタンパク質がどのようにして停滞したリボソームを認識するのか、と
いう疑問の答えになりうる。共通の分子機構がうかびあがってきた。それぞれのタンパク
質は mRNA エントリーチャネルと結合することによりリボソームの状態，すなわち mRNA の
有無を見分けるのである。いい換えると、3 つのリボソームレスキュー機構にかかわるタ
ンパク質は、どれも C末端側の領域がリボソームの停滞の状態を見分けるためのセンサー
として機能する。 
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