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研究成果の概要（和文）：Ｘ線結晶解析により高分解能で解かれたリボソーム

-mRNA-tRNA-EFG 複合体をタンパク質合成反応(tRNA 転位反応)前後の電子顕微鏡像にあて

はめることで、その反応過程における構造変化メカニズムを解析した。その結果、リボソーム

のねじれ様運動、ヘッド回転運動、および P/E-gate の開閉が tRNA 転位の自由エネルギー変

化に重要な役割を果たしていることが明らかになった。さらには、EF-G タンパク質の外部運

動および蝶つがい様（内部）運動が tRNA 転位反応を促進していることもわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism of reverse tRNA translocation in ribosome, 
all-atom molecular dynamics simulations of ribosome-mRNA-tRNA-EFG complex were performed.  
The complex at the post-translocational state was directed towards the translocational and 
pre-translocational states by fitting the complex into cryo-EM density maps.  Between a series of the 
fitting simulations, umbrella sampling simulations were performed to obtain the free-energy landscape.  
Multistep structural changes, such as a ratchet-like motion and rotation of the head of the small subunit 
were observed.  The free-energy landscape showed that there were two main free-energy barriers: one 
between the post-translocational and intermediate states, and the other between the pre-translocational 
and intermediate states.  The former corresponded to a clockwise rotation, which triggered P-tRNA to 
move over the P/E-gate made of G1338, A1339 and A790 in the small subunit.  The latter 
corresponded to an anticlockwise rotation of the head, which located the two tRNAs in the hybrid state.  
Conformational change of EF-G was interpreted as the result of the combination of the external motion 
by L12 around an axis passing near the sarcin-ricin loop, and internal hinge-bending motion.  These 
motions contributed to the movement of domain IV of EF-G to maintain its interaction with the 
A/P-tRNA. 
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１． 研究開始当初の背景 
リボソームは DNA の遺伝子情報を翻訳し、

タンパク質を合成する生体超分子である。翻

訳時には、アミノ酸を運ぶ tRNA がリボソー

ム内を次々と移動する転位反応がおこる。 
研究開始当初、PDB（蛋白質構造データバ

ンク）に登録されているリボソームＸ線結晶

構造（解像度 4Å 以内）は 26 個であるのに対

し、電子顕微鏡ではより多くの反応状態の構

造（約 100 構造）が EMBL-EBL 電子顕微鏡

像データベースに登録されていた。当時、

様々な反応状態のリボソームの電子顕微鏡

像（解像度は 10 から 15Å 程度）に高分解能

のＸ線結晶解析をあてはめることで、それぞ

れの状態に対応する立体構造モデル構築が

行われていた。しかしながら、あてはめの手

法は、X 線結晶構造を剛体としてあてはめる

ことが一般的であり、立体構造モデルの精度

に問題があった。そのため、立体構造モデル

を分子動力学シミュレーションで解析する

試みも特になかった。 
 
２． 研究の目的 

Ｘ線結晶解析により高分解能で解かれた

リボソームおよび mRNA、tRNA（タンパク

質の原料となるアミノ酸を運搬する生体分

子）、伸長因子 EF-G（GTP 加水分解エネル

ギーを用いて tRNA転位反応を補助するタン

パク質）が結合したリボソーム複合体の立体

構造を、タンパク質合成反応前状態(tRNA 転

位反応前)、中間状態(tRNA 転位反応中)の電

子顕微鏡像にあてはめ、それぞれの状態に対

応するリボソーム複合体の詳細な立体構造

変化および自由エネルギー変化を解析し、タ

ンパク質合成反応サイクル（特に tRNA 転位

反応）における構造変化メカニズムを原子レ

ベルで明らかにすることを目指す。 
 
３． 研究の方法 

tRNA転位反応前（EMD-1363、解像度 10.9 
Å、反応中の電子顕微鏡像（EMD-1365、解

像度 11.75 Å）に対して tRNA 転位反応後の

リボソーム X 線結晶構造(PDB:2WRI/2WRJ、
解像度 3.6 Å)をあてはめていくシミュレーシ

ョンを実行した（図１を参照）。 
初めに、分子動力学シミュレーション

SCUBA と電子顕微鏡像あてはめシミュレー

ションを統合したシミュレーション手法を

開発した。すでに、分子動力学シミュレーシ

ョンを用いた電子顕微鏡像あてはめ手法は

海外でいくつかあるが、これらの手法はほと

んど真空中における構造最適化である。つま

り真空中では溶媒効果を入れていないため、

電子顕微鏡像にあてはまっていても立体化

学的には不自然な構造となり得る。この問題

を回避するために、二次構造や水素結合など

が崩れないような拘束条件を入れる必要が

あるが、それでも得られた構造は自然なもの

とは言い難い。そこで本研究では、真空中で

はなく水中において、あてはめの分子動力学

シミュレーションを実行することにした。し

かしながら、水分子を入れると原子数が膨大

になる欠点がある。特に、リボソームの系で

は原子数が200万原子を超える超大規模系で

ある。そこで、超大規模シミュレーションを

可能とする、分子動力学シミュレーションプ

ログラムSCUBAを電子顕微鏡像あてはめシ

ミュレーションと統合する必要があった。 
統合シミュレーション手法は、以下の順に

開発した。 
（１）SCUBA の開発 

原子力機構では東大と共同して、数百万原

子の生体超分子系を扱う大規模な分子動力

学シミュレーションシステムSCUBAを開発

している。SCUBA は静電相互作用を高速か

つ高精度に計算する PPPM 計算法、系のエネ

ルギー、温度、圧力を一定に保つ様々な時間

積分アルゴリズムを採用したシミュレーシ

ョンシステムである。SCUBA は並列計算機

を最大限有効に使うように、空間分割法を採

用している。 
今回計算したリボソームの系は水分子を

含めると200万原子を超える超大規模系であ

るため、SCUBA を最大限利用できるように

電子顕微鏡像あてはめ手法の開発、改良を進

めた。計算は主に、原子力機構が所有する富

士通 BX900、FX1 で実行した。使用した CPU
数は 256 また 512CPU である。 
（２）電子顕微鏡像あてはめシミュレーショ

ン手法の開発 
電子顕微鏡像の実験データと立体構造か

ら導出される理論的データとの相関係数を

目的関数としたアルゴリズムを開発した。更

に、SCUBA の空間分割並列化法に適合する

ようにアルゴリズムを並列化した。 
（３）SCUBA と電子顕微鏡像あてはめシミ

ュレーション法の統合 
電子顕微鏡像にあてはめるのに必要な力

の大きさを見積もった。この力は、大きすぎ

ると over-fitting がおこり立体構造が不自然

になり、また小さすぎるとシミュレーション

時間以内に構造変化がおこらない。今回の系

では、分子動力学シミュレーションにおける

原子間相互作用力の 10-4
程度にするとシミュ

レーション時間以内に構造変化をおこすこ

とが可能であると見積もることができた。電

子顕微鏡像力の計算負荷はやや大きいもの

の、電子顕微鏡像力は原子間相互作用力に比

べて変化が遅いこともわかった。この性質を

利用して分子動力学シミュレーションの時

間積分法では、multi-time-step 法による時間

ステップ更新アルゴリズムを用いれば、電子

顕微鏡像力の更新を 8 fsと大きな時間ステッ

プを用いても、計算精度を高く保つことが可



 

 

能であることを確認した。これにより、計算

時間を大幅に短縮することに成功した。 
（４）tRNA 転位反応を促す反応経路検索

アルゴリズムの開発 
電子顕微鏡像あてはめ力が弱いこと、計算

シミュレーション時間を１マイクロ秒以内

で行う制限があったため、リボソームのねじ

れ様運動中に tRNA転位反応を促進させる必

要があった。tRNA 転位反応をシミュレーシ

ョン時間以内に実現するために、リボソーム

の構造変化の各段階における tRNA転位の経

路を検索しながら、tRNA 転位反応を促す反

応経路検索アルゴリズムを開発した。 
 

 
図１．X 線結晶構造（左）を電子顕微鏡像（右）

にあわせる。 
 
計算手順は以下のように実行した（図２参

照）。 
①．X 線結晶構造を電子顕微鏡像に合わせ

るための電子顕微鏡像あてはめシミュレー

ションを実行する。ただし、後で自由エネル

ギー地形を計算するために 1 回あたりの電子

顕微鏡像あてはめシミュレーション（約

500ps）では、大きな構造変化は起こさない

ようにあてはめ力を調節する。 
②. ①で得られたリボソーム立体構造にお

いて、リボソームを構成する約 50個の核酸、

タンパク質の重心を固定する約 50 個のポテ

ンシャルを入れたアンブレラサンプリング

シミュレーション（約 4ns）を実行する。こ

こで、自由エネルギー地形を計算するために

約 50 個の重心座標、および立体構造解析の

ためのリボソーム立体構造をサンプリング

する。 
③. ②に戻る。 
このサイクルを約 60 回繰り返すことで、

リボソームの大規模構造変化を連続的に観

測することに成功した。また構造変化中のリ

ボソーム２次構造も安定していることを確

認した。そして、サンプリングした構造から

WHAM(weighted histogram analysis 
method)を用いて自由エネルギーを計算した。 

反応座標にはリボソームを構成する核酸、

タンパク質の重心からなる多次元空間座標

ではなく、より直観的描像が得られるように、

リボソームの大きなサブユニットと小さな

サブユニットとの間のねじれ角に相当する

１次元量、もくしは tRNA の転位移動量を加

えた２次元量を用いることにした。 

 
図２．計算手法の概要図 

（電子顕微鏡像あてはめ(EM-fitting)シミュ

レーションとアンブレラサンプリングシミ

ュレーションを交互におこなう。） 

 

４．研究成果 

本計算により、リボソームを構成する大き

なサブユニット(50S)と小さなサブユニット

(30S)（図１参照）のねじれ様運動、小さなサ

ブユニットのヘッド領域の回転運動を観測、

および tRNA 転位反応（大きなサブユニット

と小さなサブユニットの間を tRNAが移動す

る過程）を観測することに成功した。 
計算によりサンプルされた構造から自由

エネルギー地形を求めた。その結果、tRNA
反応後状態（ねじれ状態が最小）に安定状態、

反応前状態（ねじれ状態が最大）に準安定状

態、反応中間状態がやや不安定であることが

わかった（図３参照）。そして、反応前状態

と反応中間状態との間、および反応中間状態

と反応後状態との間に 7kcal/mol 程度の自由

エネルギー障壁があることがわかった。 
自由エネルギー障壁がある反応座標値は、

リボソームのヘッド領域が回転運動をおこ

すときの反応座標値とほぼ同じであったこ

とから、このヘッド領域の回転運動が tRNA
転位反応に大きく寄与していると考えられ

る。また小さなサブユニットのヘッド領域の

回転運動がギアの歯車としての役割、tRNA
が歯止めとしての役割を果たしていること

が示唆された。このことはヘッド領域の回転

方向（時計回り、反時計回り）が tRNA の運

動方向により決まることを示唆する。 
自由エネルギー地形を解析することによ

り、小さなサブユニットの P サイトと E サイ

トの中間に位置する G1338、A1339、A790
から構成されるゲート様構造(P/E-loop)が、



 

 

tRNA 転位反応の自由エネルギーに大きく寄

与していることがわかった。更に、これらの

ループは tRNA 転位の際、構造を局所的に大

きく変動させていた。このことから、これら

のループ部分が tRNA転位反応におけるゲー

ト開閉の役割を果たしていることがわかっ

た。 
また、報告者らが以前開発した DynDom 

-3D を用いて伸長因子 EF-G の構造変化を解

析した。DynDom-3D は生体分子のどの部位

がどのような内部運動をするのかを解析す

るプログラムである。結果、EF-G がリボソ

ームの機能発現に重要な sarcin-ricin ループ

近傍を通過する回転軸周りの外部運動と、蝶

つがいのように構造を開閉する蝶つがい様

（内部）運動が見つけることができた。そし

て、この外部運動と蝶つがい様運動が、tRNA
転位反応の一方向性に寄与していることが

わかった。更には、この蝶つがい様（内部）

運動は F-G の GTP 加水分解後に生成される

無機リン酸の解放にも寄与していることが

示唆された。 
本解析により、タンパク質合成時の tRNA

転位メカニズムについて以下のモデルを提

唱した。 
（１）tRNA 転位反応前状態（ねじれ状態が

最大）では P/E-gate は閉じており、準安定

状態になっている。閉じた P/E-gate は tRNA
転位反応をブロックしていると考えられる

(locked 状態)。 
（２）EF-G の GTP 加水分解により、

P/E-gate が開く(unlocked 状態)。 
（３）tRNA が転位反応を開始し、P-サイト

の tRNA が P/E-gate を通過し始める。 
（４）リボソームのヘッド領域の回転が

tRNA 転位反応を促進する。このとき EF-G
の外部運動と EF-G のドメイン 4 が蝶つがい

様（内部）運動をすることで EF-G と tRNA
との接触を保たれる。このことにより、tRNA
転位反応が反対に逆戻りしないようにする。 
（５）反応後状態（ねじれ状態が最小、P-site
の tRNA が P/E-gate を通過した後）に

P/E-gate が閉じ安定状態になる。閉じた

P/E-gate は tRNA を E-サイトに固定させる

(relock 状態)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：反応中間状態（左）および反応前状態

（右）に相当する立体構造 
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