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研究成果の概要（和文）：我々は遺伝暗号解読ならびにmRNA品質管理機構におけるtRNA 擬態分子の性質を明らかにす
るために以下の研究を行った。１．万能型古細菌aEF1αとtRNA擬態分子との新規複合体結晶構造解明と生化学解析、２
．新たな遺伝学系の構築と解析。その結果、tRNA擬態分子複合体形成に関わる結合インターフェースの新知見、ならび
に、tRNA分子のアンチコドンループに擬態するtRNA擬態分子のコドン認識部位の極近傍に存在する新たな機能部位など
を明らかにすることができた。これらの新規な機能領域はリボソームの遺伝暗号解読機構や、mRNA品質管理機構におい
て翻訳GTPaseスイッチによる制御に関わるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the molecular characteristics of tRNA-mimicking proteins inv
olved in genetic decoding and mRNA surveillance, we have conducted following experiments. (i) Structural a
nd Biochemical analyses for the complexes of omnipotent archaeal translation elongation factor (aEF1alpha)
 with tRNA mimicry proteins (aRF1, aPelota). (ii) Genetic analyses for the functionality of tRNA-mimicking
 complex on the ribosome. These analyses revealed that the specific regions are located in the binding int
erface of the tRNA-mimicking complexes and that a novel functional site adjacent to the codon recognition 
site, on the tip domain that mimics the tRNA anticodon-loop is crucial for their functionality. These nove
l domains likely participate in decoding and mRNA surveillance, coupled with the GTPase switch function on
 the ribosome.
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１．研究開始当初の背景 
 
 終止コドン解読と tRNA 擬態タンパク質：
申請者はこれまで、なぜ終止コドンの解読の
みが tRNA を必要としないのかという難題を
解決するために、ペプチド鎖解離因子（= 以
後、解離因子、RF）が tRNA の構造と機能を
まねることでリボソーム機能の巧みな乗っ
取りが可能になり終止コドンの解読が遂行
されるという「解離因子-tRNA 擬態仮説」を
提唱し（PNAS 93: 5543-5448 (1996)）精力
的にその実証を進めてきた。昨年、真核生物
の終止コドン解読において、tRNA 擬態性解離
因子 eRF1 と G タンパク質解離因子 eRF3 が、
tRNA とそのリボソームへの運搬因子である
EF1α(EF-Tu)との複合体に酷似する構造を
形 成 す る こ と を 示 し た (Genes&Dev 
23:1106-1118 (2009))。これにより真核生物
の遺伝暗号解読は「G タンパク質因子＋
tRNA(tRNA 擬態タンパク質)」という普遍機構
（狭義の遺伝暗号解読機構）で触媒されるこ
とが明らかになり、タンパク質によるリボソ
ーム乗っ取りの分子基盤が初めて明らかに
された。 
 
 遺伝暗号解読における古細菌 EF1αの万能
性の発見：その一方で、真核生物に類似する
翻訳因子群を保持する古細菌の各種ゲノム
解析では、tRNA 擬態タンパク質 eRF1 の相同
因子(aRF1)の高度な保存性に対して eRF3 対
応する Gタンパク質の不在が指摘された。本
年、我々は遺伝生化学的解析により、真核
eRF3 に対応する古細菌 G タンパク質因子は
EF1αそのものであることを発見した。さら
に、真核生物で mRNA 品質管理機構への関与
が示されたPelota(酵母ではDom34)タンパク
質も、対応する Gタンパク質(Hbs1)が古細菌
では不在とされていたが、古細菌由来 Pelota
が tRNA および aRF1 と競合的に EF1αと結合
し、それぞれ 3者とも酷似する複合体を形成
することも実証した。これは、真核生物で 3
種類の EF1αファミリーG タンパク質が別々
に行う mRNA 遺伝暗号の解読過程を、古細菌
では一つの EF1αで行う（＝万能性）という
新発見である。また、翻訳伸長、翻訳終結、
mRNA品質管理の3過程の普遍分子機構基盤の
存在も示唆する 
 
２．研究の目的 
 
 リボソームの全原子構造が決定された現
代においても mRNA 上の終止コドンをセレノ
システイン等に読み替える遺伝暗号読替機
構（RECODING）や、不良 mRNA の選別分解に
より健全な細胞状態を保つ mRNA 品質管理機
構などの高次の遺伝暗号解読機構の分子理
解は遅れている。これらは、高等動物の疾患
発症にも深く関わり医学応用的観点からも
解明は急がれる。申請者らは、これらの高次
機能発現に関わる翻訳タンパク質因子群（そ

れぞれ、eRF1/eRF3 および、HBS1/Pelota）の
間に普遍的な Gタンパク質・tRNA 擬態タンパ
ク質複合体構造(Genes & Dev 23:1106-1118 
(2009))を見いだした。本研究は、この新知
見の生化学的・分子遺伝学的な検証を行う事
で、tRNA 群に tRNA 擬態タンパク質群を加え
た、タンパク質合成の高次機能発現を可能に
する新概念"広義の遺伝暗号解読"システム
を解析しその分子基盤を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究計画は、申請者らによって真核生
物・古細菌に見いだされた翻訳伸長因子 EF1
αと tRNA 擬態複合体とによる擬態構造形成
とその作用機作の分子基盤を解明するため
の実験を計画する。具体的には、以下の項目
に大別して実施する。 
 
【１】tRNA 擬態複合体による mRNA 品質管理
機構の分子機序解明：遺伝学解析系や生化学
解析系を構築し、上記知見も応用し、EF1α
(Hbs1)・Pelota(Dom34)複合体によるリボソ
ーム遺伝暗号翻訳機能への作用を解明する。 
 
【２】EF1α上の共通結合インターフェース
の分子レベル解明：X 線結晶構造解析(文献
1,2)で明らかにした新規構造をもとに、古細
菌 EF1αが、なぜ共通の結合領域で核酸
(tRNA)とタンパク質(aRF1, Pelota)双方を結
合することが出来るかを詳細に解析し、真核
生物での EF1αの機能分化とターゲット
(tRNA・tRNA 擬態タンパク質)特異性の分子機
構を解明する。 
 
４．研究成果 
 
 構造生物学研究グループ（東大・理・濡木
理教授）との共同研究により aRF1・aEF1α・
GTP の結晶構造の決定に成功した(Nucleic 
Acids Res. 40: 9319-28 (2012))。この複合
体結晶により、単体 aRF1 および、aPelota・
aEF1α・GTP 複合体から推測された、aRF1 と
aEF1αの２カ所の主要結合インターフェー
ス部位、Site 1, Site 2 の結合様式が確認さ
れた。また、それと同時に、本研究で目標と
した、EF1α上の共通結合インターフェース
についての詳細な分子レベル情報に基づく
解析が可能となった。 
 
 これまでに aEF1α上の結合インターフェ
ース部位に見いだされた aRF1, aPelota それ
ぞれに対する特異的なアミノ酸残基間の相
互作用に関して、変異の導入を行い、in vivo, 
in vitro実験で検証した。これらの検証から、
aEF1αのtRNA及び二つのtRNA擬態分子aRF1, 
aPelota に対する共通結合インターフェース
には、全ての因子に共通する機能部位が保存
される一方で、それぞれの因子との結合に特
異性を付与する相互作用に関わるアミノ酸



残基が存在することが明瞭になった。この新
知見は、翻訳伸長（tRNA）、翻訳終結（aRF1）、
mRNA 品質管理機構（aPelota）のそれぞれの
分子過程が、リボソームの共通する触媒分子
機構を共有することで実現されていること、
さらには、古細菌と真核細胞に共通する進化
初期段階から今日に至るまでの間に、高機能
なタンパク質合成制御を可能にするべく、万
能な祖先型 EF1α（aEF1α）から、それぞれ
個別の過程専用に機能する翻訳 GTPase が分
化してきた仮説を強く支持するものである。 
 
 一方、核酸分子を含まない遺伝暗号解読に
関わる tRNA 擬態複合体がリボソーム上でど
のように機能するかという問題は、構造生物
学的なアプローチにより推測され仮説が立
てられてきたが、具体的に、リボソーム上の
どの部位の機能性が重要であるか、また、
tRNA による遺伝暗号解読機構との類似点、相
違点について等についてはこれまで手がか
りが得られていなかった。 
 
 今回我々は、これらの点について新たな手
がかりを得るために、酵母由来の tRNA 擬態
分子との機能協調性に欠損を示す異種由来
の翻訳 GTPase を用い、ヘテロ種から構成さ
れる tRNA 擬態複合体分子全領域に分離され
るサプレッサー変異体を用いた新たな系を
構築し解析を進めた(Nucleic Acids Res. In 
press (2014))。 
 
 その結果、リボソーム上で tRNA 擬態複合
体による機能発現に関わる機能領域を新た
に特定することができた。具体的には、tRNA
擬態分子である eRF1 の tRNA のアンチコドン
ステムループ（ASL）領域に相当するアンチ
コドン機能部位の近傍に存在する機能領域、
および、eRF1 の複合体形成に関わる二つの構
造ドメインを連結するヒンジ領域である。前
者は、これまでバクテリア解離因子において
報告してきたリボソームRNAの重要機能領域
に相互作用する部位に対応することが期待
される。後者は、mRNA 品質管理において機能
する Pelota にも共通して保存される領域で
あり、この領域が、mRNA 品質管理機構の分子
機序を理解する上でも重要であることを強
く示唆する。 
 
 また、上述の結合インターフェースにも数
多くの特徴的な変異が分離された。変異体の
機能評価により、これまで複合体の結合強度
と翻訳終結活性の相関性が必ずしも正しく
ないことが、変異体の翻訳終結活性測定と酵
母2ハイブリッド法による結合強度測定の比
較により明らかとなった。このことは、翻訳
伸長でみられているような、リボソーム結合
前の翻訳 GTPase と tRNA の強固な結合を前提
とせず、tRNA 擬態分子と GTPase が部分的な
相互作用の状態、もしくは分離した状態でリ
ボソームに結合し、その後のコドン認識と

GTPase 活性発現の際に、より密接な機能協調
により GTPase 発現を行う興味深い可能性を
示唆するものである。 
 
 これらの知見は、tRNA 擬態分子が tRNA 機
能・形態への擬態を通して、リボソーム上に
存在する機能部位を tRNA と共有しつつも、
タンパク質固有の方法で拡張する分子機構
の存在を示すものであると考えられる。 
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