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研究成果の概要： 
 
リボソームは mRNA コドンの解読が行われる小サブユニットとペプチド結合の形成が行われ

る大サブユニットからなり、遺伝子の翻訳は両サブユニットが mRNA 上で会合することで開

始され、翻訳を終えたリボソームは再び各サブユニットへ解離して次の翻訳サイクルへとリサ

イクルされる。この反応は 3 因子と GTP の加水分解を必要とする反応であるが、GTP エネル

ギーの役割及びこの反応の順序について明らかにした。 
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１． 研究開始当初の背景 

リボソームは、mRNAコドンの解読が行わ

れる小サブユニットと、ペプチド結合の形成

が行われる大サブユニットからなり、これら

の活性は主にrRNAが担っている。遺伝子の翻

訳は、リボソームの両サブユニットがmRNA上

で会合することで開始され、翻訳を終えたリ

ボソームは、再び各サブユニットへ解離して、

次の翻訳サイクルへとリサイクルされる。こ

のように、細胞内ではリボソームが会合・解

離を繰り返すことで、細胞の分化・増殖・成

長等に必要な十分量の蛋白が合成される。細

菌におけるリボソームサブユニットへの解離

においては、リボソームリサイクリング因子
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（RRF）と伸長因子G（EF-G）という２つの翻

訳因子が協調して反応を触媒することが近年

示された。これは、これまでショ糖濃度勾配

法では認められなかった反応が、蛍光ラベル

された両サブユニット間の蛍光共鳴エネルギ

ー転移（FRET）反応、放射ラベルを用いたリ

ボソームのサブユニット間交換反応、及びリ

ボソームからサブユニットへの解離に伴う光

散乱の減少を利用した方法により証明された

ものである。これらの方法により、２つの因

子によるリボソーム解離にはGTPが必要であ

ること、そしてこの反応は可逆的であり一過

性であることなどが明らかにされた。 

一方この反応は、基質リボソーム濃度が

低い状態（約 0.05~0.15μM）で証明されてお

り、全リボソーム濃度が約 20μM に達する細

胞内ではこの反応が行われていない可能性が

提示されている。また、２つの因子の濃度が

低い状態では、リボソームの解離は見かけ上

認められない。リボソームサブユニット間の

結合は、細胞内に近いイオン濃度（もしくは

無細胞翻訳系に最適なイオン濃度）において、

その平衡が結合側へ寄っていることなども併

せて、この反応が細胞内でも行われているか

否か問うことは重要な課題であった。 

近年の構造解析から、リボソームサブユ

ニット間の結合の大部分（結合面の約 80%）

が rRNA-rRNA 間の結合であることが明らかと

なっている。RRF は、16S rRNA のへリックス

h44 とサブユニット間 rRNA 結合ブリッジ B2a

及び B3 部位を構成している 23S rRNA のへリ

ックス H69 と H71 に結合する知見が得られて

おり、このことなどから、このブリッジ B2a

および B3 が RRF と EF-G の作用により解離さ

れることによって、サブユニットの解離が惹

起されリボソームがリサイクルされるモデル

が考えられている。 

前述の通り、この反応には GTP が必須で

あり、加水分解されない GTP のアナログでは

リボソームの解離は認められない。この点は、

GTPアナログでも反応が認められるEF-Gが触

媒する別反応、すなわち翻訳伸長過程におけ

る転移反応とは異なる。最近、GTP・EF-G 複

合体とリボソームとの解離定数において、約

10 倍の差がある 2 つの値が提示されており、

このことから EF-G 上における GDP/GTP 変換

がリボソーム上で行われるのか否か議論さ

れている。これらの観点からも、解離反応に

おけるGTPの役割を調べることは重要である。

細胞内におけるリボソーム解離では、フリー

のリボソームの解離のみならず、翻訳を終え

たリボソーム-mRNA 複合体においても行われ

ていると考えられている。この機序として、

リボソーム解離と mRNA 遊離のどちらが先に

起こるか、主に３つの可能性（同時に起こる

可能性も含む）が提示されていた。 

 

２．研究の目的 

・ RRF と EF-G のリボソーム解離反応におけ

る GTP の役割を明らかにする。特にこの反応

の可逆性・一過性に着目し、GTP 枯渇時にお

ける影響について明らかにする。 

・ リボソームの細胞内濃度は非常に高く、

細胞内ではリボソームが RRF・EF-G により解

離されない可能性も否定できない。高濃度リ

ボソームの解離反応について解析を行い、細

胞内での作用について明らかにする。 

・ リボソーム-mRNA 複合体において、リボ

ソーム解離と mRNA 遊離の順序を明らかにす

る。 

 
３．研究の方法 

 

研究成果内に記載 

 

４．研究成果 



 

 

 
・GTP 枯渇による影響について検討するため、

解離反応が認められる最低 GTP 濃度を決定

し、この GTP 濃度において RRF/EFG の 2

因子による解離反応を行った後に IF3を添加

することで、GTP エネルギー枯渇時の影響に

ついて検討を行ったところ、一度 2 因子によ

り管理したサブユニットが GTP 枯渇に伴い

再結合していくこと、IF3 を加えることでこ

の再結合が阻害されることが観察された。 

 
・ショ糖濃度勾配を用いた方法ではこの 2 因

子における反応でもサブユニットの解離が

観察された。 

 
・実際の細胞内サブユニットの濃度は、上記

の反応等で用いている濃度より約 20 倍高い

ことがしられている。反応時の基質サブユニ

ットの濃度を細胞内の濃度まで増加させて

いくと、3 因子添加時における解離反応が認

められなくなる。一方、反応時の GTP 濃度

を増加させれことで、細胞内基質濃度の条件

においてもサブユニットへの解離が観察さ

れた。 

 

・複合体からの mRNA 遊離と各サブユニット

解離の反応速度は、反応をある一定時間後に

阻害剤で止めた後、その中間産物をショ糖濃

度勾配により解析することを繰り返すこと

で測定可能であった。その結果、これら 2反

応の速度に差は認められず、このことから

mRNA 遊離と各サブユニット解離の反応は同

時に起こっていることが示唆された。 

 

・mRNA 遊離と各サブユニット解離の反応は、

IF3 を除く 2因子のみでも観察され、IF3 は

この系に必須ではないことはこれまですで

に明らかとなっていたが、IF3 存在下では

mRNA 遊離の速度が速くなっていた。また、サ

ブユニット解離反応の基質として、mRNA・

tRNA との複合体とそれらを含まないものと

の比較を行ったところ、mRNA・tRNA の存在下

でのサブユニット解離反応の方が早かった。 

 

・ショ糖濃度勾配によりサブユニットそれぞ

れが出現（解離）する速度を比較したところ、

ほぼ同じ速度で検出されてくることが明ら

かとなり、このことは、上記の mRNA 遊離と

各サブユニット解離の反応は同時に起こっ

ていることをサポートする結果であった。 
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