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研究成果の概要： 
 
トランス翻訳特異的な蛋白質 SmpB が引き起こすリボソームのダイナミクスを解析するため
に、複数の SmpB変異体を用いた生化学的解析を行い、SmpBのアミノ酸残基がリボソームダ
イナミクスに及ぼす影響を測定した。またそれらをより詳細に解析するために一分子イメージ

ング技術を用いた SmpB/tmRNA複合体及びリボソームの相互作用を解析する基盤構築を行っ
た。 
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞内において蛋白質合成を司る翻訳シ
ステムは、最も解析がなされている生体内の
システムの一つである。それにも関わらず、
蛋白質合成の主役であるリボソームが、その
巨大さゆえに構造解析が進まず、詳細な分子
メカニズムを議論するには至らなかった。し
かしながら、近年、Steitzや Ramakrishnan
などのグループによってリボソームのX線結
晶構造が明らかにされ、リボソームを中心と
した翻訳システムのダイナミクスが明らか

にされつつある。本研究は、こうした研究の
流れを背景として、近年発展している技術で
ある一分子イメージングを用いて、トランス
トランスレーションにおける tmRNA/SmpB複
合体のリボソームAサイトエントリーにおけ
る挙動を調べることにより、翻訳システム、
特にリボソームのダイナミクスを分子レベ
ルで明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
 
 原核生物の翻訳システムにはトランスト
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ランスレーションと呼ばれるバイパスシス
テムが存在し、翻訳異常の救済システムとし
て機能する。この際、通常の tRNAと同様に、
tmRNAと呼ばれる RNAがリボソーム Aサ
イトにエントリーし、後、mRNAとして機能
することが知られている。tRNA のリボソー
ム A サイトへのエントリーに際しては伸長
因子 EF-Tu及び GTPとの三者複合体がリボ
ソーム AサイトにてmRNAのコドンと相互
作用するのに対して、tmRNA にはコドンと
相互作用可能なアンチコドンが存在せず、ど
のようなメカニズムで EF-Tu と協調してリ
ボソームにエントリーするのか不明であっ
た。本研究では、このステップにおいてトラ
ンストランスレーション特異的な蛋白質
SmpBがどのような機能を担っているかにつ
いて生化学的解析、一分子イメージング解析
の両面から明らかにしていくことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) SmpB変異体の生化学解析 
 

SmpBのC末端アミノ酸配列は原核生物の
多くの生物種でよく保存されている。これら
のアミノ酸残基にアラニン置換変異または
欠失変異を施し、これらを用いて tmRNAが
リボソーム A サイトにエントリーする際の
EF-Tuに結合した GTP 加水分解活性を測定
することにより、トランストランスレーショ
ンにおける SmpB の C 末端残基の機能を明
らかにする。 
 
(2) ガラス基板上へのリボソームの固定化
及び tmRNAまたは SmpBの蛍光標識、一分
子イメージング観察 
 
 リボソーム RNA もしくはリボソームタン
パク質に変異を持つリボソームを調製し、ビ
オチン化 BSA を固定化したガラス基板に対
して、ストレプトアビジンを介した固定化の
検討を行う。また非特異吸着を防ぐためのブ
ロッキング剤について検討を行う。また、
tmRNAもしくは SmpBに蛍光標識を導入す
ることにより、一分子イメージング解析を行
う基盤を構築し、蛍光顕微鏡により、リボソ
ームとSmpBまたは tmRNAとの相互作用を
観察する。 
 
４．研究成果 
 
(1) SmpBの変異体解析 
 
 SmpBのC末端配列の変異体を10種類構築
し、tmRNAがリボソームにエントリーする際
のEF-Tu依存的なGTP加水分解活性、tmRNA

のリボソームエントリー効率をそれぞれ測
定した。その結果、C末端配列における変異
や欠失がGTP加水分解活性を低下させること、
特に、C末端配列が欠失したSmpBはtmRNAを
リボソームにエントリーさせないことを明
らかにした (図1、2)。また、GTPの加水分
解反応に対するEF-Tu濃度・tmRNA濃度・SmpB
濃度の影響を測定し、反応のターンオーバー
レートを算出し、通常のEF-TuまたはEF-G
が引き起こすリボソーム上での反応と同様
の反応が新興していることを示唆するデー
タを得た。 
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図1 各種変異体のEF-Tu依存的なGTP加水分解活性 
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図2 各種変異体を用いたtmRNAのリボソームエントリー 

 
(2) ガラス基板上へのリボソームの固定化
及び tmRNAまたは SmpBの蛍光標識、一分子
イメージング観察 
 
リボソームRNAに余分なRNA配列を付加し
たリボソームを用いて、そのRNA配列に相補
的なオリゴDNAにCy5及びビオチン標識した
ものをアニールさせ、ストレプトアビジンを
介してガラス基板上のビオチン化BSAに固定
化した。しかしながら、この方法では基板上
へのリボソームの非特異的な吸着が多く観
察される、オリゴDNAとリボソームとの相互
作用が弱いなどの欠点があったため、以下に
示した方法を試みた。リボソームタンパク質
S2にアビジンタグが付加されたリボソーム
を用いて、ストレプトアビジンを介してガラ
ス基板上のビオチン化BSAに固定化した。基
板をPMB80ポリマーでコーティングすること
により、非特異吸着の改善が見られた (図3)。 
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図3 PMB80ポリマーによる非特異吸着の改善 

 
tmRNAもしくはSmpBへの蛍光標識については、
SmpBのN末端にCysを導入したSmpBを用い
てCy3ラベルを行ったが、この方法では基板
への SmpBの非特異吸着が多く観察されたた
め、tmRNAへの蛍光標識を検討した。TmRNA
への蛍光標識導入は、当初、非天然アミノ酸
である BODIPY-アミノフェニルアラニンを
tmRNAにミスアミノアシル化したものを用い
て、イベントを観察したが、アミノ酸部位の
分子量が大きいため、満足のいくイベント数
が観察されなかった。そこで、tmRNA上のグ
アニン残基にランダムにCy3を導入し、その
結果、tmRNA及びリボソームの特異的な相互
作用が観察された。 
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