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研究成果の概要（和文）： 
大腸菌１００Ｓリボソームの形成機構を明らかにするために、極低温電子顕微鏡を用いて１

００Ｓリボソームを観察した。その結果、１００ＳリボソームはｔＲＮＡを含まない２つの７
０Ｓリボソームが３０Ｓサブユニットを介して結合しており、この結合にリボソーム蛋白質Ｓ
２，Ｓ３，Ｓ５が関与していることを明らかにした。これら蛋白質はｍＲＮＡのリボソーム結
合に関与しており、これら蛋白質周辺の構造変化によって１００ＳリボソームにｍＲＮＡが結
合することを阻害しているのかも知れない。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to elucidate the mechanisms of E.coli 100S ribosome formation, the structure 

of the 100S ribosome was observed by electron cryomicroscopy. The results revealed that 
the 100S ribosome is formed by two tRNA-free 70S ribosomes through the interactions between 
their 30S subunits and that the S2, S3 and S5 proteins are likely to be directly involved 
in the interactions. The functions of these proteins are related to the binding of mRNA 
to the ribosome. The undesirable binding of mRNA to the 100S ribosomes may be inhibited 
by the conformational changes around the S2-S5 region. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、リボソームの構造が低温電子顕微鏡
やＸ線結晶構造解析で明らかにされ、蛋白質
生合成の中心反応であるペプチジル転移反
応を大サブユニット中のリボソームＲＮＡ
が担っていることが示された。その反応の詳

細は未だ議論中であるが、リボソームがリボ
ザイム(Ribozyme)であり、蛋白質生合成の触
媒反応をＲＮＡが行っていることは確定的
となっている。このリボソームの蛋白質合成
能力を調節しているのは主として蛋白因子
である。細胞が様々なストレスに曝されて蛋
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白質の合成を抑制しなければならないとき、
細胞内ではストレスの情報を発信源とした
蛋白質発現ネットワークが稼働し、リボソー
ムや翻訳因子の生合成、そしてリボソームの
蛋白質合成活性までもがダイナミックな制
御を受ける。しかし、これらの制御の全貌は
大腸菌においてすら未だ十分には明らかに
なっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 大腸菌では増殖段階が定常期に入ると７
０Ｓリボソームを二量体化し、蛋白質合成活
性を持たない１００Ｓリボソームを形成す
る。我々はこの１００Ｓリボソームを形成す
る段階を「Hibernation stage(休眠段階)」と
名付け、蛋白質の合成サイクルに組み込んだ。
この１００Ｓリボソームを形成する蛋白質
としてＲＭＦ(Ribosome Modulation Factor)
という蛋白質が同定されており、このＲＭＦ
の 機 能 を 促 進 す る も の と し て Ｈ Ｐ Ｆ
(Hibernation Promoting Protein)が確認さ
れているが、これらの蛋白質のリボソーム上
の結合位置や大きさから考えて、これらが２
つの７０Ｓリボソームを架橋して二量体化
しているとは考えられない。従って、これら
蛋白質がリボソームに結合することによっ
て構造変化が引き起こされ、二量体化がなさ
れていると推測される。また、大腸菌が飢餓
状態から脱して栄養状態が良くなると１０
０Ｓリボソームは即座に解消し、蛋白質合成
活性のある７０Ｓリボソームへと変化する
が、この変化を引き起こす因子についても未
知である。そこで、本課題では１００Ｓリボ
ソームの構造と、形成および解消の機構を明
らかにし、ストレスに応答した蛋白質合成活
性の制御機構を解明することを目的として
いる。また、１００Ｓリボソーム形成・解明
には既知のもの以外の蛋白質が関与してい
る可能性があり、新規リボソーム結合蛋白質
の探索も行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) １００Ｓリボソームの極低温(Cryo)電
子顕微鏡による構造解析 
これまでにネガティブ染色による電子顕

微鏡観察を行い、100Sリボソームの結合形態
の概略を明らかにした。また 100Sリボソー
ム形成の key proteinである RMFの結合位置
も明らかにした。これらの結果より、100Sリ
ボソームの形成に伴って大きな構造変化が
リボソームに引き起こされていることが予
想される。そこで、この構造変化を明らかに
するために、より分解能の高い極低温(Cryo)
電子顕微鏡を用いて 100Sリボソームを観測
した。この作業は電子顕微鏡観察用のサンプ

ル調製によって 100Sリボソームが解離して
しまうことが明かとなり当初難航したが、架
橋剤を用いて構造を安定化する手法(GraFix、
下図参照)を適用することにより、観察が可
能となった。 

GraFix法：架橋剤入りの蔗糖密勾配溶液中で
遠心し、100Sリボソーム画分を分離する。 
 
 

(2) 新規リボソーム結合蛋白質の探索 
 これまでに発見した蛋白質以外にも定常
期特異的にリボソームに結合している蛋白
質が存在する可能性があり、これを探索した。
この探索には塩基性蛋白の分離に優れてい
るＲＦＨＲ（Ridical-free and highly 
reducing）二次元電気泳動法を用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1) １００Ｓリボソームの極低温(Cryo)電
子顕微鏡による構造解析 
① GraFixと呼ばれる固定化法を用いて極低
温電子顕微鏡で 100Sリボソーム粒子観測し、
約 5,000枚の画像から構造の再構成を行った。
その結果、100Sリボソームは二つの 70Sリボ
ソームを 2回回転対称させて結合した形で構
成されていることが明らかとなった（下図参
照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
100Sリボソームの全体構造：２つの 70S リボ
ソームが 30Sサブユニット同士で結合してい
る。 

 



② リボソームには A-site, P-site, E-site
という３つの tRNA 結合部位が知られている
が、100S リボソームではその位置に tRNAは
観測されなかった。そこで、このことを確認
するために 70S リボソーム画分と 100S リボ
ソーム画分の RNAを電気泳動法で調べた(下
図参照)。その結果、100Sリボソームには tRNA
が結合していないことが明らかとなった。 

tRNAの結合：70Sリボソームと 100Sリボソ
ームを分画し、そこから RNA を抽出して泳動
した。 
 
 
③ ２つの７０Ｓリボソームを繋いでいる部
位について調べた。100Sリボソームは 30S サ
ブユニット同士で結合しており、その位置か
ら結合に関与すると推測される複数の蛋白
質を候補として得た。そして、もし候補の蛋
白質が 100S リボソーム形成に関与している
なら、その蛋白質遺伝子を欠損した大腸菌株
は 100Sリボソーム形成能を失っていると考
え、大腸菌遺伝子欠損株ライブラリー（ＫＯ
コレクション）のリボソーム蛋白質Ｓ６の遺
伝子(rpsF)欠損株について調べた。その結果、
Ｓ６蛋白質を欠損したリボソームは７０Ｓ
リボソームを形成しにくいが、１００Ｓリボ
ソームは問題なく形成されるという興味深
い結果が得られた（下図参照）。 

Ｓ６蛋白質の欠損がリボソームに与える
影響を調べるために、親株と欠損株のリボソ
ーム蛋白質を RFHR 二次元電気泳動で調べる
と、Ｓ６蛋白質だけではなく、Ｓ１１，Ｓ１
８、Ｓ２１の蛋白質も減少していた。この現
象は各々蛋白質のリボソーム上の位置や、リ
ボソーム生合成において組み込まれる順序
から説明することができるが、特にＳ１８蛋
白質の減少が重要である。Ｓ１８蛋白質は３
０Ｓサブユニットと５０Ｓサブユニットが
会合する際の重要なブリッジに位置してい
る。従って、Ｓ１８蛋白質が減少したことに
よって７０Ｓリボソームが減少したことは
合理的である。しかし、にも関わらず、７０

Ｓリボソームの二量体である１００Ｓリボ
ソームは形成された。この事実は、１００Ｓ
リボソーム中の７０Ｓのブリッジ状態が、通
常の７０Ｓリボソーム中のブリッジ状態と
異なっていることを示唆しており、７０Ｓリ
ボソームから１００Ｓリボソームへの変換
における構造変化を考える上で非常に重要
な知見である。 

Ｓ６蛋白質欠損株の Ribosome profile：70S
リボソームは形成されにくいが、100Sリボソ
ームは形成されている。 
 
 

④ 詳細な構造解析の結果、２つの７０Ｓリ
ボソームが結合している部位はＳ６蛋白質
ではなく、Ｓ３とＳ５蛋白質の間の窪みに相
手方のリボソームのＳ２蛋白質が入り込む
形で結合していることが明らかとなった（下
図参照）。この部位は７０Ｓリボソームが蛋
白質を合成する際、リボソームへのｍＲＮＡ
の入り口であり、１００Ｓリボソームではこ
の入り口が閉じられていることになる。この
ことは１００Ｓリボソームが蛋白質合成活
性を持っていないことと、細胞中に大量に存
在する１００ＳリボソームにｍＲＮＡが無
作為的に結合することが好ましくないこと
から考えると合目的であると言える。 

結合部位の詳細構造：S3と S5 が作り出す窪
みの間に S2 が入り込んでいる。100Sリボソ
ーム中の 30Sサブユニット同士が結合する箇
所では、このような Bridge が 2 カ所存在す
る。 

 
 

 



⑤ 極低温電子顕微鏡観察により得られた７
０Sリボソームの構造と１００Ｓリボソーム
の構造を比較すると、１００Ｓリボソーム中
の３０Ｓサブユニットに、７０Ｓリボソーム
状態には存在しない密度領域が観測された。
2009年に発表した論文では RMFや HPFの結合
以前に 70Sリボソームが変化している可能性
を指摘したが、この未知の密度領域のものが
その原因かも知れない。この考えを元に下図
のような１００Ｓリボソームの形成過程の
モデルを構築した。 

 
100Sリボソーム形成モデル：翻訳終了後のリ
ボソームから tRNA が外れて、未知の変化後
に蛋白質因子が結合する。 
 
 
(2) 新規リボソーム結合蛋白質の探索 
 バクテリアが飢餓状態に陥ると様々な蛋
白質が発現していることを明らかにした。そ
してリボソームでは１００Ｓリボソームの
形成という劇的な変化があるが、これ以外に
もこれら定常期特異的蛋白質がリボソーム
に結合している可能性があると考え、これを
調べた。リボソームに結合する蛋白質は塩基
性のものが多く、通常の二次元電気泳動法で
は解析できない。そこで塩基性蛋白質の分離
に適したＲＦＨＲ二次元電気泳動法を用い
て解析した。その結果、下図の電気泳動画面
の？マークで示す位置に、リボソーム蛋白質
以外の新しい蛋白質を発見した。 
この蛋白質は定常期になると発現し、培養

開始から２日後にピークを示し、その後減少
する。蔗糖密度勾配遠心を行ってリボソーム
への結合を確認して定量を行ったが、５個の
リボソーム当たり１個のリボソームにしか
結合していなかった。これは細胞全体での発
現量の一部であった。この蛋白質を同定する
とＹｑｊＤという機能未知の蛋白質であり、
配列から二次元構造予想を行うとＣ末端に
Trans-membrane motifが確認された。そこで、
超遠心を駆使して膜画分を取って解析する
と、そこにＹｑｊＤが存在した。従って、Ｙ
ｑｊＤはリボソーム結合蛋白質であり、膜蛋

白質であると結論付けられた。 

RFHR二次元電気泳動ゲル画面：リボソーム画
分から抽出した蛋白質を泳動した結果、赤文
字で示している蛋白質がリボソーム蛋白質
以外で検出された。 
 
 次に、このＹｑｊＤの機能について調べる
ために、この遺伝子を欠損した大腸菌株を作
成し、その特性を調べた。しかし、成長曲線
や細胞形状、１００Ｓリボソームの形成など
に変化は見られなかった。そこで、全長配列
をもつＹｑｊＤ、核貫通モチーフを含むＣ末
端領域を欠損したＹｑｊＤ、リボソーム結合
に関与すると予想されるＮ末端配列を欠損
したＹｑｊＤをＩＰＴＧ誘導で過剰発現す
る大腸菌株を作成し、これをＩＰＴＧ入りの
寒天培地で培養してみた。その結果、下の写
真が示すように、全長のＹｑｊＤやＣ末端領
域を欠損したＹｑｊＤを発現すると生育阻
害を示した。 
一方、Ｎ末端を欠損すると生育阻害効果を

失った。従って、ＹｑｊＤがリボソームに結
合すると生育阻害が引き起こされているこ
とになり、これはＹｑｊＤが蛋白質合成活性
を阻害することを示唆している。 

YqjD による生育阻害：Full-YqjD、ΔC-YqjD
では生育阻害が観測されるが、N 末ドメイン
を欠損すると阻害されない。 
 

 

 

 



以上の実験から下図のようなＹｑｊＤの
存在様式のモデルを構築した。ＹｑｊＤは１
００Ｓリボソームが存在する定常期で発現
し、７０Ｓや１００Ｓリボソームに結合し、
膜にアンカーしているものと考えられる。こ
のＹｑｊＤの遺伝子を欠損しても、今のとこ
ろ変化は確認されていないが、アミノ酸配列
から相同性検索を行うとパラログが２つ検
出されることから、ＹｑｊＤ欠損株ではこれ
らパラログが相補的に発現している可能性
がある。 
現在、さらなる機能解析を実施中であり、

同時に論文発表の準備も進めている。 

 
YqjD の存在様式：YqjD は定常期に発現して
70Sにも 100Sにも結合し、リボソームを膜に
アンカーすると考えられる。 
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