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研究成果の概要（和文）：繊毛虫類の終止コドン認識に関わるアミノ酸残基を同定すること

を目的とし、３つの終止コドンを認識する Dileptus margaritifer と変則的な終止コドン認

識を行う Euplotes raikovi の eRF1 の特定のアミノ酸残基を変異させ、酵母の系で認識能

力を調べることにより、終止コドン認識に関わるアミノ酸残基を同定することを目指した。

K25、R128、H134 について調べたところ、eRF1 ドメイン１の 128 番目のアミノ酸残基

R が、繊毛虫 eRF1 において UGA 認識に関わる重要な残基であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：To identify key residues in ciliate eRF1s for stop codon recognition, 
we introduced mutations at the predicted sites of Dileptus eRF1 and examined the activity 
by in vivo yeast assay systems. The results indicate that R128 is one of the key residues 
preserving the ability to recognize all three stop codons, especially UGA in ciliate eRF1s. 
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１． 研究開始当初の背景 
原生動物繊毛虫には、普遍的な遺伝暗号（コ
ドン）と異なるコドンを使っている種が多く
みられる。しかもこの変則的なコドンには多
様性が大きい。繊毛虫にみられるコドンの多
様性は、終止コドンである UAA、UAG、UGA
のうちの１つまたは２つがアミノ酸のコド
ンとなっており、新しく指定されるアミノ酸

も種によってさまざまであるという特徴を
もつ。真核生物のタンパク質合成の終結にお
いては、翻訳終結因子（eukaryotic Release 
Factor 1: eRF1）が mRNA 上の終止コドンを認
識し、合成されたペプチド鎖を解離する。
eRF1 のどのアミノ酸残基が直接終止コドン
を認識しているかは明らかではない。我われ
は、これまでに、終止コドンが変異している
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生物では、eRF1 が変異し終止コドンを認識で
きなくなっているという仮説を基に、いくつ
かの繊毛虫における eRF1 のアミノ酸配列と
その終止コドン認識能力について調べてき
た。これらの結果を基に、eRF1 の終止コドン
認識に関わるアミノ酸残基を特定しようと
した。また、変則的なコドンをもつ繊毛虫は
進化の過程でどのような道筋を経てきたの
かについて考察することが課題であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、①繊毛虫の多くの種で eRF1
のアミノ酸配列と終止コドン認識能力を調べ
る、②終止コドンの認識に関わると考えられ
る eRF1 のアミノ酸残基を人為的に改変し、認
識がどう変化するかを調べることにより、繊
毛虫の特異的な認識に関わるアミノ酸残基を
明らかにする、③これらの結果を総合して、
繊毛虫の進化の過程でどのような道筋を経て、
変則的なコドンが確立されてきたのか、繊毛
虫において終止コドンに変異が多くみられる
のは、どのような理由によるのかを考察する
ことである。 
 
３．研究の方法 
１）相補性テスト: 終止コドン認識能力を調
べる eRF1 のドメイン 1 をヒトのドメイン 2-3
と融合させたキメラ eRF1 を作製し、高温また
は抗生物質によって内在性の eRF1 の発現を
抑制した酵母の細胞内で発現させ、酵母の
eRF1 を相補できるかどうかを調べた。相補で
きれば、導入したドメイン１が３つの終止コ
ドンを全て認識できたと考えられる。 
２）Dual-luciferase reporter assay を用いた
readthrough 試験：終止コドンを間においた２
種類のルシフェラーゼ遺伝子をもつ酵母内で、
キメラ eRF1 を発現させ、それぞれのルシフェ
ラーゼ量を測定することにより、終止コドン
を readthrough したかどうかを調べた。この方
法は、個々の終止コドンについて認識能力を
調べることができるという特徴をもつ。これ
らは、様々な生物の eRF1 のドメイン 1 の終
止コドンの認識能力を同一の系で調べるこ
とができるという点で優れた系である。 
 
４．研究成果 

Loxodes striatus の eRF1 は UAA と UAG を
認識せず、UGA のみを認識することがわかっ
た。これらの結果は、繊毛虫類において、eRF1
の終止コドンの認識能力の一部の喪失は、進
化の過程で独立に数回起こったことを示唆し
ており興味深い。また、Euplotes raikovi の eRF1
は、Euplotes octocarinatus と同様に UAA と
UAG を認識し、UGA を認識しないことがわ
かった。これは同じ属の繊毛虫は同様の終止
コドン認識能力をもつことを支持する１つの
結果である。 

繊毛虫類の終止コドン認識に関わるアミノ酸
残基を同定することを目的とし、３つの終止
コドンを認識する Dileptus margaritifer と変則
的な終止コドン認識を行う E. raikovi の eRF1
の特定のアミノ酸残基を変異させ、終止コド
ン認識能力を調べることにより、終止コドン
認識に関わるアミノ酸残基を同定することを
目指した。繊毛虫類を含めた様々な生物の
eRF1 のアミノ酸配列のアラインメント情報
と、RNA と結合する可能性の高さを調べる
KYG プログラムにより、D. margaritifer の
eRF1ドメイン 1にある終止コドン認識に関わ
る可能性の高いアミノ酸残基として、25 番目
の Lys、128 番目の Arg、および 134 番目の
His 残基を候補とした（アミノ酸番号は D. 
margaritifer の eRF1 による）。これらのアミノ
酸残基を Euplotes eRF1 a-type または b-type と
同じになるように変異（K25N、R128I、H134C、
H134Y）を起こし、eRF1 ドメイン 1 のキメラ
を作製し、終止コドン認識能力を調べた。そ
の結果、25 番目の Lys と 134 番目の His を変
異させたものでは認識能力はほとんど変化し
なかったが、128 番目の Arg を Ile に変えたも
のでは UGA の認識能力が大きく減少し、
Euplotes eRF1 と同様の認識のパターンを示し
た。次に、E. raikovi eRF1 の 128 番目の Ile を
Arg に変異させたところ、UGA をわずかに認
識する傾向が見られた。これらのことから、
ドメイン１の 128番目のアミノ酸残基Argは、
繊毛虫 eRF1 において UGA 認識に関わる重要
な残基であると考えられた。この認識に関わ
るアミノ酸残基が YxCxxxF モチーフに存在
することは、これまでの研究とも矛盾しない。
1 つのアミノ酸残基の変異により終止コドン
認識能力が大きく変化したことは非常に興味
深く、このアミノ酸残基を同定できたことは
高く評価できる。変則的な終止コドンを使用
するようになった1つの要因はeRF1の認識能
力の変異であるが、サプレッサーtRNA の出現
も大きな要因であろう。リトストマ綱の多く
の繊毛虫は捕食性で、変則的終止コドンをも
つ繊毛虫を捕食することから、外来の遺伝子
を発現させないために普遍的な終止コドンを
変異させなかったことが考察された。本研究
は、繊毛虫類における eRF1 の終止コドン認識
機構の解明について新しい貴重な情報を提供
し、遺伝暗号の再指定の過程と生物学的な意
味を解明する可能性を示した点で意義のある
研究であるといえる。 
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