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研究成果の概要（和文）：RNAはパートナー蛋白質と複合体を形成して機能することが多い。そのため、RNA-蛋
白質複合体の構造を明らかにすることは重要である。本研究では、RNA配列をリボソーム表面に提示し、ここに
結合するタンパク質を結合させることにより、「RNA-蛋白質複合体」をリボソーム表面に形成させ、これを丸ご
と構造解析することをめざした。
リボソームのループにtRNAを挿入し、このtRNAを修飾する蛋白質を結合させて構造解析下ところ、tRNAとこの蛋
白質の複合体のマップを得ることができた。剛体フィッティングにより、「tRNA-蛋白質複合体」の構造を得る
ことができ、proof of conceptを達成できた。

研究成果の概要（英文）：RNA often functions by forming complexes with partner proteins. Therefore, 
it is important to clarify the structure of RNA-protein complexes. In this study, we aimed to form 
an “RNA-protein complex” on the surface of ribosomes by inserting RNA sequences on the surface of 
ribosomes and binding proteins that bind to them, and to analyze the structure of the entire 
complex.
By inserting tRNA into the loop of the ribosome and binding a protein that modifies the tRNA, a map 
of the complex of tRNA and this protein was observed by cryoEM single particle analysis. The 
structure of the “tRNA-protein complex” was obtained by rigid body fitting.

研究分野：構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAは生命のセントラルドグマの中心となる分子で、その機能を知ることは生命科学においてとても重要であ
る。多くの場合RNAは蛋白質と複合体を形成して機能するため、RNAの機能を理解するためにはRNA-蛋白質複合体
の構造を明らかにすることことが意義深いが、その解析は容易ではない。一方で、リボソームはRNAでできた巨
大な分子であり、その構造決定は多くのノウハウが蓄積されている。本研究では、リボソームの表面に構造解析
したいRNA-蛋白質複合体を結合させ、リボソームごと構造決定する技術のproof of conceptを実現した。本研究
により、RNAに関する研究が加速されると期待できる。

※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 
RNA はタンパク質合成をはじめ、多岐にわたる重要な役割を担う生体高分子化合物である。RNA
が機能する際、RNA 自体で生体反応を実現することは稀で、多くの場合、パートナー蛋白質と複
合体を形成することにより複雑な生体反応を実現している。そのため、RNA の機能を理解するに
は RNA と蛋白質の複合体の構造を原子レベルで明らかにすることが重要となる。研究開始当初
は、RNA と蛋白質間の相互作用の理解には主に X線結晶構造解析法が用いられていたが、RNA-蛋
白質複合体の結晶化は難しく、多くの研究対象分子の立体構造が決定できていなかった。 
一方、研究開発当初は、生体高分子の立体構造解析技術が、X 線結晶構造解析からクライオ電
顕単粒子解析に移行し始めている時期であった。クライオ電顕解析には、結晶化の必要がなく、
微量の試料でも解析できる上、画像解析技術により反応の素過程を活写できるという長所があ
り、X線結晶構造解析では解析ができなかった生体分子の構造解析を、多くの研究者がクライオ
電顕単粒子解析の技術を用いて取り組んでいたが、一般的な RNA-蛋白質複合体のように 200kDa
以下の小さな分子は顕微鏡写真の背景ノイズに埋もれやすく、高分解能の構造決定が難しいと
いう課題があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リボソームという巨大 RNA-タンパク質複合体を構造解析手法を補助するスキャ
フォールド分子として利用し、構造解析したい RNA-タンパク質複合体をリボソーム表面に形成
させ、Cryo-EM 単粒子解析によりまるごと構造決定することにより、任意の RNA-タンパク質複合
体の立体構造を試行錯誤することなく決定する新技術を構築することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、複合体を形成することがわかっている 2種類の tRNA-タンパク質複合体を用いて
proof of concept を行なった。遺伝子工学的手法により tRNA をリボソームのループ領域に挿入
したリボソーム（Et リボソーム）を大腸菌により発現させ、スクロース密度勾配遠心分離によ
り精製した。結合タンパク質は大腸菌により可溶性分子として大量発現させ、Ni アフィニティ
クロマトグラフィーとゲルろかにより精製した。Et リボソームと精製タンパク質を混合するこ
とにより、Et リボソーム表面に tRNA-タンパク質複合体を形成させた。この試料を用いて、クラ
イオ電顕観察用の凍結グリッドを作製した。凍結グリッドは， Vitrobot MarkⅣを用いて作製し
た。グリッドには、アモルファスカーボンを貼った Quantifoil R1.2/1.3 を親水化処理したもの
を用いた。クライオ電顕データは Tecnai Arctica もしくは CRYOARM300II を用いて収集した。構
造解析には cryoSPARC および Relion を用いた。 
 
４．研究成果 
1 つ目のタンパク質（タンパク質 1 とよぶ）については、5 箇所のループに RNA を挿入させた
Et リボソームを作製した。これらの Et リボソームのうち 3つ（L1、L2、L3）を用いて RNA-タン
パク質複合体を作製し、ムービーを取得した。L1、L2、L3 でそれぞれ 247 movies、257 movies、
1,075 movies のデータを収集した。画像解析はプログラム relion3.1 を用いて行った。2D 
classification により粒子を選別し、3D refinement により全体構造を大まかに収束させたコ
ンセンサスマップを得た後、3D Classification により詳細に解析した。一連の解析の結果、L1、
L2、L3 HtRibosome の Cryo-EM マップをそれぞれ 4.2 Å、4.28 Å、3.61 Åの分解能で得ることに
成功した。得られたマップでは、Et リボソームの表面に、通常のリボソームではみられない大
きな突起が確認され、リボソーム状に RNA が提示されていることは確認できた。しかし、このマ
ップは不明瞭であった。局所分解能を計算したところ、リボソームのコア領域が 3-4Åの好分解
能だったのに対し、挿入した RNA の部分は局所分解能が 10-12Å程度と低かった。RNA の挿入部
位はリボソームの表面であるため、フレキシビリティーが高いことが予想された。そこで、この
部分に焦点を当てた解析（Focused classification、Focused refinement）を行なった。マスク
には挿入 RNA を中心に半径 60 Åの球形マスクを用いた。マスク外の領域を減算した後、アライ
メントを伴わない 3D classification を行った。Regularization Parameter T を変えながら条
件検討したが、いずれのクラスにおいても、結合したタンパク質 1の明瞭なマップを確認するこ
とはできなかった。一方で、挿入した RNA の柔軟性についての知見は得られた。L1 では T=30 で
行った 3D classification で得られた最もメジャーなクラスには 72.2％の粒子が含まれていた
のに対し、L2 では T=30 で行った 3D classification によって得られた最もメジャーなクラスに
は 18.9%しか粒子が含まれていなかった。L3 でも同様に、T=30 で 3D classification を行った
が、最もメジャーなクラスには 17%の粒子しか含まれていなかった。これらの結果は、その粒子
群の中に多形が存在するということを意味する。L2 の focused classification（T=30）で得ら
れた複数のマップを重ねたところ、RNA の根元の部分に対して先端の部分が大きく動いている様
子が観察された。また、L3 の focused classification（T=30）で分けられた 2つのクラスに含
まれる粒子を精密化したところ、挿入された RNA の向きが大きく異なっており、RNA が大きく動



いていることが明らかになった。以上の結果から、L2 や L3 に挿入された tRNA の運動性は特に
大きく、RNA-タンパク質 1 の複合体を形成させる部位として利用するには適していないと思わ
れる。これに対して、L1 に挿入された RNA は比較的均一なコンフォメーションを保っており、
今回作製した 3種類の HtRibosome の中では最もスキャフォールド分子として有望であることが
わかった。 
2 つ目のタンパク質（タンパク質 2 とよぶ）については、タンパク質 2 が結合することが知ら
れている大腸菌由来の 3種類の tRNA（それぞれ tRNA1、tRNA2、tRNA3 とよぶ）を L1 部位に挿入
した Et リボソームを作製して実験に用いた。このうちの一つ tRNA1 を用いて、Et リボソーム-
タンパク質 2複合体を作製し、2,525 movies のデータを取得した。画像解析では，顕微鏡画像
から拾い出したリボソーム粒子を 2D classification に供し、70S リボソームではない 2D class 
average に含まれる粒子を除いた後、一度 3D 
refinement で全体構造を大まかに収束させ
たコンセンサスマップを得た後、 3D 
classification を行った。最もメジャーな
クラスに含まれる粒子のみを用いて再度 3D 
refinement を行い、更に、CTF refinement、
Bayesian polishing による高次の粒子補正
を行い、さらに 3D refinement により最終的
なマップを取得した。マップ中の挿入された
tRNA を観察すると、タンパク質 1 の場合と
異なり、tRNA 先端にまとまった密度が観察
された。既知のタンパク質 2、tRNA の立体構
造を剛体フィッティングさせたところ、得ら
れたマップと良好に一致しており、挿入
tRNA のアンチコドンステムの先端に見られ
るマップがタンパク質 2 に由来するもので
あることがわかった。タンパク質 2は分子量
35kDa 程度の小さなタンパク質であるが、こ
の結果より、小さな RNA 結合タンパク質を，
人工的に結合部位を導入したリボソーム変
異体に結合させ、丸ごと Cryo-EM 単粒子解析
により可視化するという本研究の proof of 
concept を達成できたと言える。 
 

 

図 1 観察されたマップに剛体フィット

した tRNA-タンパク質 2複合体の構造 
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