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研究成果の概要（和文）：　これまでに応募者が明らかにしてきた「RsgAとRbfAの関係」を足がかりとして、細
菌のリボソーム30Sサブユニット生合成過程後期に必要とされる４種類の成熟因子（RsgA、RbfA、RimM、Era）に
焦点を当て、各因子の30Sサブユニット成熟に対する役割を解析していく。同時に、生合成中間体の構造解析を
行うことによりその分子メカニズムを詳しく解析し、リボソームの生合成後期過程の全容解明につなげる。ま
た、各成熟因子を欠損させた細胞に蓄積している30Sサブユニット生合成中間体から成熟した30Sサブユニットを
in vitroで構築する系を確立し、新規抗生物質開発に向けての基礎とする。

研究成果の概要（英文）：Based on the "relationship between RsgA and RbfA" that I have clarified so 
far, I focused four types of maturation factors (RsgA, RbfA, RimM, Era) required for the late stage 
of the bacterial ribosomal 30S subunit biosynthesis to analyze the role of each factor on 30S 
subunit maturation. In addition, by conducting structural analysis of biosynthetic intermediates, we
 analyzed the molecular mechanisms in detail, leading to better understanding of the maturation 
process of the ribosome. We will establish a system for in vitro assembly of the mature 30S subunits
 from 30S subunit biosynthetic intermediates accumulated in maturation factor-deficient cells, and 
use this as a basis for the development of novel antibiotics.

研究分野： 生化学・分子生物学

キーワード： リボソーム　リボソーム成熟　リボソーム生合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　リボソームは、重要な機能部位を多数持ち、また原核生物と真核生物でその構造が大きく異なることから、抗
生物質開発の有力なターゲットとなってきた。現在、リボソームの成熟過程を標的とする次世代の抗生物質の開
発に期待が集まっている。本研究の成果は、リボソームの生合成中間体を標的とする抗生物質の設計に向けての
基礎となるものである。また、各段階の生合成中間体から成熟した30Sサブユニットを再構成することが可能と
なれば、新たな抗生物質スクリーニング系の開発ための基礎となると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）リボソームは、それぞれが分子量数百万の大小二つのサブユニットからなる巨大タンパク
質・RNA 複合体である。そこでは、ペプチド転移反応中心、デコーディング領域、３カ所の tRNA
結合部位、GTPase センター等の多数の機能部位が巧妙に連携を取り合うことで、遺伝情報を解
読しながらタンパク質を合成していく。リボソームの各サブユニットは、（ⅰ）rRNA 前駆体転写
直後（あるいは転写中）に始まるドメイン（30S サブユニットでは、5’ドメイン、中央ドメイ
ン、3’ドメイン）内におけるコアの形成、（ⅱ）長鎖 rRNA 前駆体への数十種類のリボソームタ
ンパク質の逐次的結合、（ⅲ）rRNA の段階的なプロセッシング（切断）、（ⅳ）rRNA およびリボソ
ームタンパク質の修飾、（ⅴ）段階的なフォールディングおよび構造変化、（ⅵ）ドメイン同士の
相互作用による全体構造の形成、という工程を経て形成される。その過程において、原核生物で
は数十種類、真核生物では数百種類もの成熟因子が関わるとされているが、原核生物のリボソー
ム形成においては、各成熟因子がどの段階でどのような働きをすることで大小サブユニットの
完成に至るのかといったことについてはほとんどわかっていなかった。 
 
（２）これまでに RsgA と命名した GTPase が、大腸菌におけるリボソーム成熟の後期で働くこ
と、そして RsgA が RbfA と呼ばれるリボソーム成熟因子と共同して働くことなどを明らかにし
た。これにより、RsgA は原核生物のリボソーム成熟因子の働きを説明できる初めての因子とな
った。本研究では遺伝学・生化学的解析に加えて構造生物学的解析により、これまで明らかにし
てきた「RsgA と RbfA の関係」を足がかりとして、そこから RbfA の働きを解明し、別の成熟因
子である RimM や Era の働きの解明へと発展させることにより、30S サブユニット成熟の後期過
程の全容を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、遺伝学・生化学的解析に加えて構造生物学的解析により、これまで明らかに
してきた「RsgA と RbfA の関係」を足がかりとして、そこから RbfA の働きを解明し、別の成熟
因子である RimM や Era の働きの解明へと発展させることにより、リボソーム 30S サブユニット
成熟の後期過程の全容を明らかにする。 
 
（２）まず成熟因子の欠損によるリボソーム成熟阻害からの復帰突然変異の解析により、各成熟
因子と遺伝的に相互作用する因子及び変異を探索し、それを新たな足がかりとする。また、各因
子が成熟過程のどの段階の 30S サブユニット中間体に働きかけるのか、という点を明らかにす
る。 
 
（３）RsgA の GTP 加水分解活性は成熟した 30S サブユニットで最も活性化されることから、成
熟過程の最終段階で働くものと考えられる。本研究では、もう１種類の Gタンパク質である Era
に着目し、最も GTP 加水分解活性が活性化される 30S サブユニット中間体を特定することで、
Era が働くステップを明らかにする。また、GTP 加水分解がもたらす Era 自身および 30S サブユ
ニット生合成中間体の構造変化に与える影響も明らかにする。 
 
（４）本研究で着目した成熟因子は、その欠損がいずれも 17S RNA（16S rRNA の前駆体）の蓄積
をもたらすが、17S RNA から 16S rRNA への過程（プロセッシング最終段階）はブラックボック
スとなっている。本研究では、16S rRNA へのプロセッシング最終段階における各因子の役割、
それに関連した rRNA の二次構造の変化などを明らかにする。 
 
（５）これらを総合して 30S サブユニット成熟過程の全体像に迫ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸菌ゲノムにある各種リボソーム成熟因子の遺伝子を破壊する。また、P1 トランスダ
クションを用いて、これらの遺伝子欠損を組み合わせた二重破壊株を作製する。 
 
（２）各種リボソーム成熟因子の欠損細胞から精製した 30S サブユニット生合成中間体に含ま
れる 21 種類のリボソームタンパク質の組成を解析する。それにより、リボソームタンパク質が
集合する順序および各成熟因子が働く順序を明らかにする。 
 
（３）クライオ電子顕微鏡を用いて、各 30S サブユニット生合成中間体の構造を解析する。現在
までに、RbfA の遺伝子破壊株および RimM の遺伝子破壊株からの中間体の構造解析に成功してい
る。本研究では、それ以外の成熟因子遺伝子破壊株から調製した中間体の構造解析を行う。 
 
（４）各成熟段階にある 30S サブユニット前駆体と各種成熟因子との複合体のクライオ電子顕



微鏡解析を行う。平行して、Fe(II)-BABE を用いた部位特異的ラジカルプロービング法により 30S
サブユニット中間体と成熟因子との相互作用の解析を行う。 
 
（５）GTP 加水分解活性をもつ Era について、30S サブユニットの成熟度の違いによる GTP 加水
分解の活性化の割合を解析する。最も GTP 加水分解が活性化される 30S サブユニット中間体を
特定することで、Era が働くステップを明らかにする。 
 
（６）蛍光相関分光法（FCS）、蛍光偏光解消法、バイオレイヤー干渉法等により、各成熟段階に
ある 30S サブユニット前駆体と各成熟因子の結合（解離定数）を解析する。あるいは、放射標識
した各 30S サブユニット前駆体からの解離速度を、フィルター結合を指標に解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）リボソーム成熟因子の遺伝子欠損株から30Sリボソーム生合成中間体を精製する方法の改
良を行なった。これにより、より純度の高い30Sリボソーム生合成中間体を精製することが可能
になった。 
 
（２）EraのGTP加水分解活性がリボソーム30Sサブユニットによって活性化されるという新たな
知見が得られた。成熟した30SサブユニットによってはGTP加水分解活性の活性化は起こらなか
ったが、未成熟の30Sサブユニット前駆体によって大きく活性化された。これは、以前、我々が
明らかにしたRsgAのGTP加水分解活性の活性化、すなわち「RsgAのGTP加水分解活性は成熟した
30Sサブユニットによって活性化されるが、未成熟の30Sサブユニット前駆体によっては活性化
されない」こととは逆であった。この実験結果は、RsgAが30Sサブユニットの成熟過程の最終段
階で働くのに対して、Eraはそれよりも早い段階で働くことを示している。 
また、未成熟のリボソーム30SサブユニットによるEraのGTP加水分解活性の活性化は、もう一

つのリボソーム成熟因子RbfAによって阻害されることを明らかにした。 
 
（３）バイオレイヤー干渉法等により30Sサブユニット生合成中間体と各種成熟因子の相互作用
解析を行うために、分子間相互作用解析システムBLItzを導入した。また、蛍光標識可能なRsgA
およびEra作製した。これらを用いて30Sサブユニット生合成中間体と各種成熟因子の相互作用
解析を行なった。 
 
（４）「EraのGTP加水分解活性が未成熟のリボソーム30Sサブユニットによって活性化される」
反応についての反応速度論解析を行った。具体的にはリボソームおよびその前駆体存在下にお
けるEraのGTP加水分解活性のkinetic parameter（Kmおよびkcat）を求めた。 
 
（５）RNaseHを用いることにより17S RNAから16S rRNAへの変換をin vitroで行わせることに成
功した。これにより、EraのGTP加水分解活性と17S RNAのプロセッシングとの関係を調べること
が可能になった。 
17S RNAから16S rRNAへのプロセッシング酵素の候補遺伝子の一つであるYbeYの欠損株を作製

した。「EraのGTP加水分解活性が未成熟のリボソーム30Sサブユニットによって活性化される」
という知見に着目し、YbeYの欠損株から調製した30Sサブユニット生合成中間体がEraのGTP加水
分解活性に与える影響を調べた。その結果、YbeYの欠損株から調製した30Sサブユニット生合成
中間体は、他の成熟因子の欠損株から調製した30Sサブユニット生合成中間体とは異なり、Era
のGTP加水分解活性を活性化しないことが明らかになった。この結果は、YbeYの欠損株から調製
した30Sサブユニット生合成中間体が特殊な30Sサブユニット生合成中間体であることを示して
おり、30Sサブユニット成熟過程を知る上での鍵となることを示唆するものとなった。 
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