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研究成果の概要（和文）：枯草菌リボソームが駆動する in vitro 精製再構成翻訳系を構築した。

その系を用い、枯草菌 MifM の翻訳アレストを in vitro で再現した。他の種のリボソームやア

レスト因子などを用いた解析と合わせ、リボソームと翻訳途上鎖の相互作用が生物種間で多様

性であることを示した。一方、MifM の翻訳アレスト解除の経路特異性が低い（アレストモチ

ーフが部品的である）ことを示した。

研究成果の概要（英文）：We constructed an in vitro translation system composed of each
purified translation component and Bacillus subtilis ribosome. This system allowed us to
reproduce elongation arrest of B. subtilis MifM in vitro. We also demonstrated that
interactions between the ribosome and nascent polypeptide could be species-specific. We
showed modularity of translation elongation arrest motif of MifM.
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１．研究開始当初の背景

蛋白質の合成中間体である翻訳途上鎖は

機能を持たないものと見なされてきたため

に、翻訳途上鎖の生理機能に着目した研究は

全くといってよいほど行われてこなかった。

近年、本研究代表者らの研究グループは、翻

訳途上の状態で機能する因子を複数（SecM

及び MifM）同定し、それらの因子が、それ

ぞれ蛋白質の分泌や膜組込の活性をモニタ

ーしていることを見いだしていた。このこと

により、翻訳途上鎖が主役となるような、全

く新しい遺伝子発現制御機構が存在するこ

とを示した。

このような因子が複数見いだされたこと
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で、この現象が生物界で普遍的なものである

という可能性が示唆されるとともに、アレス

ト配列やアレスト機構の多様性や、類似の機

構を用いた未知の細胞機能制御機構が他に

も多く存在する可能性が示唆された。しかし

ながら、翻訳アレスト機構の多様性や普遍性、

システムの経路及び種間での互換性などは

ほとんど解析されていない状態にあった。

２．研究の目的

枯草菌 MifM を中心に、翻訳アレスト及びそ

の解除機構の解明を目的とし、また、それら

の知見から、翻訳アレスト機構の共通性、多

様性等を理解し、翻訳アレストを用いた細胞

機能の制御機構の全体像を理解する手がか

りを得ることを目指した。

３．研究の方法

大腸菌の翻訳因子及びリボソームなどを精

製し、再構成することで構築された in vitro

転写翻訳カップリング系（PURE system）を

改変し、枯草菌リボソームにより駆動される

in vitro 翻訳系（Bs PURE system）を構築し

た。その系を用いて、in vitro における MifM

の翻訳アレストの再現を試みた。また、その

系を利用し、各種生化学アッセイを行うこと

で、翻訳途上でアレスとした MifM の生化学

的性質を解析した。具体的には、中性条件下

で電気泳動を行うことで、ポリペプチジル

-tRNAのポリペプチド鎖とtRNA間のエステル

結合を保持させたまま解析する NuPAGE 電気

泳動システムを用い、Western blotting や

Northern blotting 等で、in vitro 翻訳産物

を解析した。一方、枯草菌細胞に MifM のキ

メラ体等を発現させ、MifM の翻訳アレスト状

態に呼応して発現のスイッチを切り替える

レポーター遺伝子（yidC2-lacZ）を指標に用

いることにより、細胞内に於ける翻訳アレス

トやその解除機構の解析を行った。

４．研究成果

(1) 大腸菌の in vitro 精製再構成翻訳系

PURE system を改変し、枯草菌リボソームで

駆動される in vitro の精製再構成系からな

る転写翻訳カップリング系（Bs PURE system）

を構築した。

(2) Bs PURE system を用いて、MifM の翻訳

アレストを in vitro で再現した。この結果

及び、過去の遺伝学的解析などから、MifM の

翻訳アレストが、翻訳必須因子との直接的相

互作用のみで引き起こされ、細胞質に存在す

る補助因子の助けを必要としないことを示

した。特に、リボソームのポリペプチド鎖排

出口内でのリボソーム成分と翻訳途上鎖と

の相互作用が重要であるというモデルを支

持する結果となった。

(3) 枯草菌 MifM および、大腸菌 SecM の翻訳

アレストは、全ての細菌種のリボソームで駆

動されるわけではなく、それぞれの因子が由

来するリボソームとより強く相互作用し、翻

訳アレストを引き起こすことが出来ること、

すなわち、翻訳アレスト配列の種特異性が存

在することを示した。

(4) MifMアレストモチーフの経路特異性は低

く、センサーモチーフとの組み合わせによっ

て、蛋白質膜組込経路のみならず、蛋白質分

泌経路をモニターすることも出来ることを

示した。このことは、MifM の翻訳アレストモ

チーフが部品性を有しており、センサーモチ

ーフとの組み合わせがアレスト因子の細胞



内での機能を決定することを示している。

翻訳アレストを起こすアミノ酸配列の中

には種特異性を持つものがあることを示し

た今回の結果は、リボソームのポリペプチド

鎖排出トンネルが進化の過程で多様化し、そ

れに伴い、トンネルと翻訳途上鎖の相互作用

の多様化が進行したことを示唆している。リ

ボソームが極めてユニバーサルな翻訳装置

であることを考えると、今回見出された多様

性は、リボソームの持つもう一つの側面にス

ポットライトを当てる興味深い知見かも知

れない（下図）。また、細胞が翻訳アレスト

を用いた遺伝子発現調節機構を獲得する上

で、翻訳アレスト配列そのものではなく分子

内のモチーフの組み合わせが、細胞内のどの

機能をモニターするのかを決定するのに重

要であることを示す今回の結果は、このよう

なセンサーの分子デザイン上の柔軟性を示

しており、生物界に多様なアレストセンサー

を比較的容易に生み出すことを可能にする

性質として興味深い。
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