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研究成果の概要（和文）：葉緑体の NADH 脱水素酵素の２種のサブユニットをコードするタバコ
葉緑体の ndhC と ndhK のシストロンは、一部重複しており共転写される。ndhC/ndhK	 mRNA の翻
訳を in	 vitro 系で解析したところ、ndhC の翻訳を止めても、ndhK がかなり翻訳されることか
ら、ndhK シストロンの翻訳には ndhC の 5’UTR からの翻訳に加えて、新たな翻訳開始の機構が
あると考えられる。本研究では、上流の ndhC シストロンの中央部に存在する AUG コドンから始
まる ndhK シストロンの翻訳機構を明らかにした。	 
 
研究成果の概要（英文）：The chloroplast NAD(P)H dehydrogenase (NDH) C (ndhC) and 
ndhK genes partially overlap and are cotranscribed. We previously reported that the 
tobacco ndhC/K genes are translationally coupled but produce NdhC and NdhK subunits in 
similar amounts. This finding suggested that the ndhK cistron is translated not only from 
the ndhC 5′UTR but also by an additional pathway. Using an in vitro translation system 
from tobacco chloroplasts, we found that free ribosomes enter at an internal AUG start 
codon located in the middle of the upstream ndhC cistron. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)	 葉緑体遺伝子の発現は分化過程や光条
件によって大きく変わり、翻訳レベルでの制
御が重要である。葉緑体の翻訳装置は大腸菌
と似ている部分もあるが、リボソームの構成
と立体構造は異なっており、70％の mRNA
の 5'UTRは Shine-Dalgarno (SD) 配列を持
たず、その代わりに mRNA 固有のトランス
因子を持つなど、翻訳開始機構は大腸菌とは
異なっている。 

 
(2) タバコ葉緑体は 79 種のタンパク質コー
ド遺伝子を持つが、約 85％は共転写され、プ
ロセスされて一部はモノシストロニック
mRNAとなるが、残りはポリシストロニック
mRNAとして翻訳装置に入る。リボソームや
チラコイド膜の各種複合体のサブユニット
の多くは、ポリシストロニック mRNA から
合成されるが、各シストロンが複合体形成に
必要充分なモル数を合成するよう、シストロ
ンごとに制御しなければならない。しかし、
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葉緑体でシストロンごとの翻訳制御に注目
した研究は皆無である。 
 
(3) 翻訳機構の解析には、in vitro (無細胞)系
が必須なので、我々は世界に先駆けタバコ葉
緑体 in vitro翻訳系を開発し、最近大幅に改
良し翻訳速度を測定できる系を確立した。こ
の系を用いて葉緑体固有の翻訳機構のいく
つかを解明して来た。 
 
(4) NADH脱水素酵素の２種のサブユニット
をコードするタバコの ndhCと ndhKは、次
頁の図のように一部重複している。一般的に
は下流のシストロンの翻訳は上流シストロ
ンに比べ極めて低いので、ndhK の翻訳が低
いと想定される。 
 
(5) ndhC/ndhK mRNAを in vitro系で翻訳
したところ、意外にも NdhCサブユニットと
NdhKサブユニットが等量合成された。上流
の ndhC の終止コドンを除くと下流の ndhK
の翻訳は起きないこと、更に、上流の 5'UTR
とそれに続く AUG 開始コドンを除いて
ndhC の翻訳を止めても、ndhK がかなり翻
訳されることを最近発見した。 
 
(6) この知見から、ndhK シストロンは二つ
の機構で翻訳されるとする『１シストロン２
翻訳機構』仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 
mRNA上の一つのタンパク質コード領域（シ
ストロン）の翻訳は、一つの開始機構によっ
て進むと考えられて来た。最近、我々は葉緑
体の一つのシストロンが、２種の異なる翻訳
開始機構を使って、必要量のタンパク質を合
成することを発見した。このような翻訳様式
は今まで原核・真核生物ともに報告例が無い
ので、この分子機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
	 
タバコ葉緑体の ndhC と ndhK のコード領域は
一部重複しており、上流の ndhC からのみ翻
訳されると下流の ndhK の翻訳は低くなる。
しかし、ndhK には別の機構も働いて各々が等
量翻訳される。我々のタバコ葉緑体 in	 vitro
翻訳系は、翻訳速度を正確に定量できるので、
この系を用いて、葉緑体で発見された新しい
ndhC	 5'UTR に依存しない ndhK の翻訳様式を
解析する。	 
	 
４．研究成果	 
	 
タバコ葉緑体の ndhK の翻訳は、ndhK フレー
ムに緑色蛍光タンパク質コード領域（GFP）

を付けて蛍光で測定し、以下の解析を進めた。	 
	 
(1)	 ndhC シストロン（360nt）を体系的に欠
失実験して、第２の機構の必須領域として、
ndhC シストロンの中央部と ndhK シストロン
直前部の各々40 ヌクレオチドを同定した。
ndhC シストロン(360nt)の中央部の更なる欠
失実験から、リボソームの入口の配列をおよ
そ 20 ヌクレオチドに絞り込むことに成功し
た。	 
	 
(2)	 ndhC の UAG 終止コドンを除くと、この
ndhK 翻訳は起きないので、リボソームは ndhC
フレームを認識して入ると考えられる。ndhC
シストロン内に同じフレームの AUG が３個あ
るので、各 AUG の変異実験で ndhK 翻訳を調
べたところ、第 2番目の AUG を変化させると
ndhK 翻訳が止まることを見出した。上記(1)
の結果と合わせ、ndhC シストロンと同じフレ
ームの AUG がリボソームの第２の入口である
ことが明らかとなった。	 
	 
(3)	 第 2 の入口である AUG から ndhC シスト
ロンの終止コドンまでは、57 コドンあり、こ
の ORF が翻訳されるかどうかについて、蛍光
リジル tRNA および蛍光開始メチオニル tRNA
を使って調べたところ、約 6.5kDa の翻訳産
物を検出することができた。従って、第２の
入口から入ったリボソームも ndhC シストロ
ンを翻訳しながら進んでいくと考えられる。	 
	 
(4)	 ndhK開始コドン直前の必須領域に存在す
る Shine-Dalgarno(SD)様配列に変異を導入
すると ndhK の翻訳が影響を受けることから、	 
Shine-Dalgarno(SD)様配列が翻訳終結に依
存した翻訳再開始のシス配列である可能性
がある。	 
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