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研究成果の概要（和文）：タンパク質はリボソームによって合成されるが(翻訳)、その様子はリ
ボソームが 50以上のタンパク質と 3つ RNAから成る巨大な複合体(2.3MDa)であるため、溶
液中で詳細に観察されてこなかった。本研究によって、タンパク質合成過程の中の「転移」に

ついて、質量分析法と重水素交換を用いることで 52 リボソームタンパク質の構造変化の程度
を実際に働いている時間スケール(ミリ秒)で一斉検出することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Protein synthetic process by ribosome (translation) had never been 
observed the detail movement in solution, because ribosome is a macro complex (2.3MDa) 
comprised of 55 proteins and three rRNAs. In this study, we succeeded in the simultaneous 
detection of 52 ribosomal proteins in solution on the working time scale by using deuterium 
exchange and mass spectrometry, and elucidated the magnitude of the conformation change 
during the translocation process in protein synthesis.   
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１．研究開始当初の背景 
大腸菌リボソームは 55 種類のタンパク質
と 3 種類の RNA からなる巨大複合体(分子
量：2.7ＭDa)で、タンパク質合成の機能を持
つ。その構造－機能研究は、2000年に原子分
解能でのＸ線結晶構造が解かれて以来急激
に進展しており、中でもクライオ電子顕微鏡
は結晶化を必要としないため多くの像を観
察可能で、それらの重ねあわせによるズレを
比較することによって、機能に重要な大きな
構造の変化を捉えることに成功していた。一

方で、最も重要な常温溶液中での動的構造や、
各タンパク質レベルでの構造変化など、未解
明な部分も数多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
リボソームのタンパク質合成反応は開始

→伸長→転移→終結の流れで進行し、数多く
の因子や基質が関与しているため中間体が
数多く存在している。したがって、各リガン
ドと順序よく結合し反応がスムーズに進行
するためには、リボソームが常に最適な構造
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変化を行う必要があると考えられる。これま
でリボソームの構造と機能の研究は、大きさ
や複雑な複合体であるという理由から非常
に困難であったが、我々は質量分析法と重水
素交換を用いることで、リボソームの溶液中
のダイナミクスをタンパク質ごとに一斉解
析する方法を確立した(これまでの研究成果
を参照)。そこで本研究では、大腸菌リボソ
ーム反応中間体の重水素交換を行い、その時
の質量変化を質量分析計で検出することで、
リボソームの反応機序とダイナミクスとの
関係を明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
リボソームをMALDI-TOF型質量分析計で測
定すると、Fig.1のようなスペクトルが得ら
れる。スペクトル上に示されたピークは全て
リボソームタンパク質由来のピークで、rRNA
は検出されません。70S状態のリボソーム溶
液に重水を過剰量加えることで重水素交換
を開始し、一定時間間隔で酢酸と氷冷により
pHと温度を下げることで交換をクエンチす
る。重水素交換を行うとこれらのピークが高
質量側にシフトし、各タンパク質の質量経時
変化を調べることで、交換量や交換速度とい
ったダイナミクス由来の情報を得る(Fig.1)。
分子表面や激しく揺らいでいる部分は交換
が速いが、分子内部や二次構造部位は交換が
遅い。また交換量が多いタンパク質はフレキ
シブルな領域が多く、交換量が少ないものは
硬い領域が多いと言える。それらの現象を利
用して、各リボソームタンパク質のダイナミ
クスがそれぞれの反応過程においてどのよ
うに影響を受けるのかを調べる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）主な研究成果 
①リボソームがタンパク質合成反応を行う
際に引き起こされる溶液中での構造変化を、
実際に働いている時間スケール(ミリ秒)で
捉えるために、微小反応場を活用した micro 
reactorを用いて重水素交換のrapid quench
を行うシステム開発を行った。材質はポリジ

メチルシロキサン(PDMS)用い、幅と深さが
100Pm の溝を基本として乱流と拡散の効果を
利用した流路を設計することで効率よく溶
液を混合させ、20msのクエンチングを達成し
た。その結果、１残基分のペプチド伸長より
も短い時間分解能での交換反応の検出が可
能となり、より速い動きについて議論できる
ようになってきた[雑誌論文 1]。現在さらな
る改良を加え、より高い時間分解能を出せる
ものを作成しており、性能評価を行っている。 
 
②リボソームの反応中間体実験には欠かせ
ない Mg2+イオン濃度変化とリボソームダイナ
ミクスの研究について論文発表を行った[論
文雑誌2]。核酸を主要構成成分とするリボソ
ームは Mg2+イオンによって偏った負の電荷を
中和し、その構造を安定に維持しているが、
多量に存在しすぎるとかえって活性を落と
すことが知られている。そのメカニズムは長
らく議論されてきたが、今回発表した論文に
おいて Mg2+イオン濃度に依存したリボソーム
のダイナミクス(柔軟性)の変化が、その一因
となっていることを示した。また Mg2+イオン
濃度が薄くなるにつれて tRNA 結合部位を中
心にリボソームはダイナミクスを増すこと
が分かり、induced fit mechanism の存在が
示唆された。加えて重水素交換の結果を複合
体形成の assembly map と比較することで、
assembly後期に結合するタンパク質が低Mg2+

イオン濃度でもがっちりと固い構造を維持
することで、ダイナミックに動くようになっ
たリボソームの構造を安定に保っているこ
とも分かった。 
 
③リボソームの反応中間体のうち、転移過程
でのリボソームはX線結晶構造解析やクライ
オ電子顕微鏡によって二つのサブユニット
間の回転運動(ratchet motion)が主な動きと
して知られていた。しかし、その時の各タン
パク質が溶液中でどのようにふるまってい
るのか分かっていなかった。そこで前述の
micro reactor を用いることで転移過程のダ
イナミクスについての観察を行った。転移の
構造変化が常に起こっている Unlocked 状態
と、GTP アナログを使用することで構造変化
が止まっている Locked 状態に対して、触媒
反応に近い時間スケールである 20ms 間の重
水素交換実験を行ったところ、Unlockedに比
べ Locked の方が交換されにくく、50S より
30S サブユニットのタンパク質の方が大きく
影響を受けることが分かった。機能関連タン
パク質を詳細に見ると、tRNA 出入口
(L16,L25,S12,L31,L33)やシフト(S13)に関
わるタンパク質はより高度に交換され、
Unlocked 状態では交換率が同調する傾向に
あった。しかし mRNA の出口(S7,S11)や入口
(S3,S4,S5)はそれほど高い交換率ではなか

Fig1 リボソームのMALDI-TOF-MS 
スペクトル(未ラベルピークも同定済み) 



 

 

った。特に入口は同調も見られず、S3 は
Unlocked状態でも交換が低かった。これらの
ことは tRNA の結合、解離、シフトには各タ
ンパク質の揺らぎも大きく関与し、逆にmRNA
は rRNA の回転運動の方がより大きく影響す
ることを示している。特に入口の S3 タンパ
ク質近傍は mRNA フレームシフトに重要であ
ることも示唆された。 
さらに、重水素交換で得られる情報には分
子表面と動きの両方が含まれているため、X
線結晶構造を用いて分子表面上のプロトン
数を全て数え上げ、その分を差し引くことで、
動きの情報だけを取り出す再解析を行った。
その結果、クライオ電子顕微鏡では30S複合
体の Neck 領域を Hinge center として Head
領域の swiveling motion が起こると報告さ
れているが、重水素交換においても 20ms の
時間スケールでそれらを裏付けるような、
Neck 領域のタンパク質が極度に変化する結
果が得られた。また 50S 複合体においては、
これまでに知られていなかった Head から
tRNA や mRNA の導入口周辺にかけての広い領
域で、極度に動かなくなっているという結果
が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
現在、「開始」過程の複合体や抗生物質に
対するダイナミクスの変化に対しても同様
の研究を進めている。 
 
（２）国内外における位置づけとインパクト 
国内外通じてこれほど大きな複合体の溶
液中での動きを各タンパク質ごとに一斉解
析した研究は現在のところ他にありません。
また、新しく開発したmicro reactorを含め
た方法論は、リボソームだけにとどまらず他
の巨大複合体の動きを追う研究に広く応用
可能である。 
 
（３）今後の展望 
 今回主に行った「転移」過程のダイナミク
スの研究を参考に、「開始」「終結」なども同
様に構造変化を求め、全過程を通じてどのよ
うな動きを行っているのかを調べる。また抗
生物質、翻訳を制御する因子の他、リボソー
ム結合型の翻訳後修飾タンパク質、膜輸送タ
ンパク質、miRNA などがリボソームにどのよ
うに作用して細胞の制御を行っているのか

について様々な解析を行う。 
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