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研究成果の概要（和文）：遺伝子mRNAからタンパク質が翻訳される状況を新しい実験手法で解析し、ゲノム全体の遺伝
子を見た場合、翻訳開始の構造が翻訳の効率に大きな影響を与えることを明らかにした。対して、翻訳伸長の効率にも
差はあったが、遺伝子全体の翻訳効率に大きな影響は与えていなかった。
　また、コドン-アンチコドンの３文字目の認識や、small RNA/Hfqによる翻訳制御の実体など、ネイティブな翻訳関連
因子の性質についてや、様々な抗生物質の作用機序など、これまで知られていなかった性質を示す新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We performed genome wide analysis of efficiency in mRNA translation to protein, 
employing new method. We experimentally showed that rate of initiation largely affected the overall 
efficiency of a gene, while difference in elongation efficiency by codon usage did exist but the effect 
was much smaller.
 We also found new insights in the nature of translation apparatus and factors, such as efficiency of 
non-canonical codon-anticodon recognition at 3rd letter and translational regulation by sRNA/Hfq, as well 
as effect of nascent-peptide sequence on specificity of various antibiotics.

研究分野：システム生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 細胞システムを定量的にとらえるには、細
胞を構成する物質の存在量を明らかにする
だけでは不足で、各物質がどれだけ合成また
は取り込まれ、どれだけ分解または排出され
るかを知る必要がある。タンパク質は細胞活
動の中心的機能を担っており、その合成と分
解の過程を定量的かつゲノムワイドに理解
することが非常に重要である。	
  
	
 我々は細胞の代謝システムを理解する一
環として、タンパク質の分解速度の網羅的解
析を行ってきた。分解と対になる、mRNAか
らのタンパク質の翻訳効率の網羅的解析に
ついては、これまで、プロテオームとトラン
スクリプトームの絶対定量から求められた
例はあったが、両者のプラットフォームの違
いによるバイアスや、網羅性、定量性の違い
から、信頼性のあるデータを得ることは難し
かった。 
	
 しかし、新世代シーケンサーの発達により、
mRNA 上のリボソームの位置を網羅的に解
析するリボソームプロファイルと呼ばれる
手法が発表され、この結果と RNA-seq の結
果を用いることで網羅的、かつ詳細に翻訳効
率を明らかにできると考えられたことから、
本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
	
 リボソームの mRNA 上での挙動を網羅
的、かつ詳細に解析することで、遺伝子毎
の翻訳効率の違いや、それをもたらすmRNA、
新生ペプチドの局所構造を明らかにする。
また、このデータを基に、翻訳装置や small 
RNA 等の翻訳制御機構の基本的性質、抗生
物質による翻訳阻害の特異性について明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
	
 リボソームプロファイルという新しい手
法を用い mRNA 上各位置のリボソーム量を
網羅的、かつ精細に定量する方法を中心に用
いた。具体的には、細胞から翻訳中のポリソ
ームを抽出し、RNase処理してリボソームに
プロテクトされていないフリーの mRNA(領
域)を分解、残った mRNA を small RNA シ
ーケンスの手法を用いて高速シーケンサー
で解析することで、mRNA上の各部分の定量
を行った。このデータを統計的に処理するこ
とで、特定の mRNA 構造や新生ペプチドの
構造によるリボソーム密度の変化を推定す
る他、通常の mRNA-seq 結果と比較するこ
とで遺伝子単位のリボソーム密度を得た。 
	
 解析対象として大腸菌を用い、特定の翻訳
関連装置（遺伝子）を欠損した株や、抗生物
質存在下でのリボソームプロファイルの変
化を解析する他、精製した大腸菌翻訳装置を
用いた in	
 vitro 翻訳系を用いたリボソーム
プロファイルを解析して、in	
 vivo の結果と
の比較も行った。	
 
	
 

	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 遺伝子毎の翻訳効率	
 
これまで、遺伝子発現の調節を行う機構とし
て最も研究が進んでいるのは転写レベルで
の調節である。転写後調節の行われている遺
伝子の例も多く知られてはいるものの、前述
のようにゲノムワイドに翻訳効率を調べる
ことはこれまで難しかった。RNA-seq とリボ
ソームプロファイルのデータを用いて解析
した今回の結果では、大腸菌遺伝子の mRNA
量は上下10%を除いて約500倍の差があるが、
mRNA 上のリボソーム密度は７倍程度の差し
か無く、翻訳レベルでは転写量のように大き
な差はない事が分かった。	
 
	
 標準から外れた翻訳効率の遺伝子群を検
索し、そのアノテーションを解析したところ、
翻訳、DNA 複製など、基本的な生命現象に関
わる遺伝子が有意に多いことが分かった。こ
れらの遺伝子の転写単位を解析したところ、
リボソームタンパク質とその修飾酵素など、
必要とされる量が異なるが、同調して調節す
ることが望ましい遺伝子が同一のオペロン
をなしている率が高かった。すなわち、転写
的にカップルしつつ、異なった量のタンパク
質を合成するための仕組みとして、翻訳レベ
ルの調節が使われていると考えられた。	
 
	
 
(2)	
 コドン毎の翻訳効率と翻訳開始効率、
翻訳伸長効率	
 
	
 	
 
遺伝子の翻訳効率を影響する一般的な要素
として、翻訳開始の効率、翻訳伸長の効率が
挙げられてきた。先の章では、翻訳開始効率
の上昇によって mRNA 上のリボソーム密度が
上昇するという(本研究の結果検証された)
仮定に基づいた計算である。一方、翻訳伸長
効率とリボソーム密度の関係を調べるため、
61 種類のコドンそれぞれについて A-site で
のリボソーム密度を求め、同義コドン間の比
較をしたところ、ほとんどのアミノ酸につい
て、高頻度で使われるコドンはリボソーム密
度が低いことが分かった(図１)。一方で、高
頻度で使用されるコドンに高い点数を与え
た遺伝子毎のコドン頻度の指標である Codon	
 
Adaptation	
 Index(CAI)とリボソーム密度を
比較したところ、CAI とリボソーム密度には
正の相関がある事が分かった(図２)。２つの
結果は一見矛盾するが、コドン毎のリボソー
ム密度の差は僅かであり、遺伝子全長に渡っ
て効率の悪いコドンを使ったとしても、遺伝
子単位のリボソーム密度は倍にもならない
ことから、CAI と遺伝子毎のリボソーム密度
の差は主に翻訳開始効率の差によって生じ
ていると考えられた。即ち、ゲノムワイドに
見た場合、遺伝子の翻訳効率を主に支配して
いるのは翻訳開始の効率であり、コドン組成
による翻訳効率の違いは、通常、大きな影響
を与えないことが実証された。	
 一方で、異
種タンパク質の大量発現を試みた際などで、



使用頻度の低いレアコドンの存在が発現に
大きく影響することがよく知られている。こ
の矛盾を検証するため、同じタンパク質をコ
ードしながら、連続する５つのアルギニンコ
ドンだけを頻度の違うコドンに置き換えた、
２種類の遺伝子を導入して高発現させた大
腸菌株を構築し、該当するコドンでのリボソ
ーム密度を比較した。高頻度で使われるコド
ンを使った遺伝子を高発現させても殆ど影
響がないものの、レアコドンを高発現させた
株では、該当コドンのリボソーム密度がゲノ
ム全体で数十倍以上に上昇していた。即ち、
コドン毎の翻訳効率は通常の状態ではそれ
ほど変わらないが、コドンの使用状況が大き
く変わった場合にはレアコドンの翻訳効率
が極端に悪くなることが分かった。	
 

	
 
(3)	
 コドン、アンチコドン認識様式の解析	
 
tRNA アンチコドンによるコドンの認識では
コドン３塩基目とアンチコドン 1塩基目にワ
トソン・クリックペア以外のウォブルペアが
許されることで、複数のコドンを１つの tRNA
で認識できる。通常、ウォブルで許されるの
は G:U の対合と考えられているが、アンチコ
ドン塩基の修飾によってこれ以外のペアも
許される場合がある事が in	
 vitro の研究で
明らかになってきている。例えば、４コドン
属のアミノ酸では、一文字目 Uのアンチコド
ンの tRNA が三文字目 A,	
 G だけでなく、U,	
 C
のコドンとも対合する(例、Pro は CCN の４つ
のコドンにコードされるが、UGG のアンチコ
ドンが４コドン全てに対合する)可能性が指
摘されている。しかし、多くの生物では G:U

ウォブルで説明できるだけの tRNA 種が存在
する（Pro の例では、GGG のアンチコドンの
tRNA が存在して、CCC,	
 CCU のコドンを担当
できる）ため、in	
 	
 vivo で G:U 以外のウォブ
ルペアの効率を調べることはできなかった。
そこで、一文字目 U のアンチコドンを持つ
tRNA 以外の遺伝子をゲノムから削除するこ
とで、一文字目 U の tRNA だけで４コドンを
デコードしなければ生存できない大腸菌株
を作製し、この株を用いてコドン毎のリボソ
ーム密度測定を試みた。多くの４コドン属ア
ミノ酸で tRNA を一種類だけにする事ができ、
各コドン上のアミノ酸密度の測定からは、
U:U ペアでは G:U や A:U と変わらない効率で
デコードが行われることを示す結果が得ら
れた。C:U ペアについては、実験を行ったい
ずれのアミノ酸でもリボソーム密度の上昇
が見られることから、他の対合に比べてデコ
ーディングの効率が悪いと考えられた。U:N
の対合とデコーディングが in	
 vivo でも生育
に十分な効率で行われていることを示した、
これまでのコドン認識の教科書的知識を覆
す結果と考えている。	
 
	
 
(4)	
 sRNA による翻訳制御の解析	
 
近年 small	
 RNA による遺伝子発現調節が注目
されている。バクテリアの small	
 RNA は RNA
シャペロンの機能を持つ Hfq と結合した後に
ターゲットの mRNA(主に翻訳開始領域)に結
合し、翻訳効率や mRNA 分解により発現調節
変化をもたらす例がよく知られている。本研
究では、野生株と hfq欠損株についてリボソ
ームプロファイル、mRNA-seq の他、small	
 RNA
量のシーケンス解析を行って、Hfq による
small	
 RNA 量や遺伝子翻訳効率の変化を解析
した。Hfq 欠損により既知 sRNA の 1/3 程度で
量が減少したが、それら sRNA のターゲット
として知られている mRNA では翻訳効率の変
化よりも mRNA 量の減少の効果が大きかった。
この結果は、これまで考えられていたように
翻訳抑制が sRNA の機能の主体でないことを
示しており興味深い。しかし、翻訳効率の低
下により mRNA が分解に曝されやすくなった
効果も含まれていると考えられるので、さら



に詳しい解析が必要である。	
 
	
 
(5)	
 抗生物質の効果	
 
多くの抗生物質がリボソームをターゲット
としている。様々な作用機序で翻訳を抑制す
ることで効果を発揮していると考えられて
いるが、これについて詳細に知ることが求め
られている。近年、構造解析等による結合部
位の解析が行われるようになったが、それだ
けで正しく作用機序を解明することは難し
い。本研究では、抗生物質の作用機序につい
て新たな知見を得るため、計９種類の抗生物
質を作用させた状態でリボソームプロファ
イルを取得し、薬剤無しの結果と比較して各
薬剤の特徴を解析した。ここでは、大きく２
つの特徴について報告する。	
 
	
 数種類の薬剤では、開始コドンがリボソー
ムの P-サイトに位置する状態で停止してい
るリボソームの割合が極端に高く、特にテト
ラサイクリンでは全シグナルの 1/2 程度がこ
の状態であった。このパターンからは翻訳開
始複合体を形成した状態で翻訳が停止して
いる事が予想され、以降の過程が阻害されて
いると考えられる。テトラサイクリンはアミ
ノアシル tRNA のリボソームへの結合を阻害
することで伸長を阻害すると考えられてお
り、両結果を矛盾無く説明できるような阻害
機構を今後再考する必要がある。	
 
	
 翻訳伸長中のリボソームの停止により生
じるリボソームプロファイルは、それぞれの
薬剤で異なったパターンを示しており、とく
に、翻訳中の A-サイトよりも mRNA の 5’側
の 10 数塩基に特徴的なパターンが現れてい
ること、同義コドン間で同じパターンを示す
ことが殆どなことから、翻訳された新生ペプ
チドの構造によって各薬剤の翻訳阻害効果
が異なることを反映していると考えられる。	
 
	
 
(6)	
 翻訳開始部位の特定	
 
ゲノムシーケンスが簡単に解析できるよう
になった現在でも、開始コドンの位置を情報
的に正確に予想する事は難しい。前章で述べ
た、テトラサイクリンによる翻訳開始部位特
異的なシグナルは、リボソームプロファイル
によって開始コドンの位置を網羅的に高精
度で明らかにできることを示している。そこ
で、当初の計画にはなかったものの、この情
報を利用して大腸菌の翻訳開始部位の再ア
ノテーションを試みた。2005 年度版のアノテ
ーション情報を基に、テトラサイクリン存在
下でのリボソームプロファイルデータを用
いて翻訳開始部位の再アノテーションを行
ったところ、全部で約 4000 の遺伝子のうち、
約 150 で情報とは異なる翻訳開始部位が使わ
れていると予想された。様々な文献データを
基に再アノテーションが行われた 2014 年版
のゲノム情報と照会すると、本研究から予測
した約 150 遺伝子のうち、60 では予想した翻
訳開始部位に修正されており、我々の推定が
正しかったことが分かった。残りのうち半数

近くについても、予想が正しいことを示すデ
ータを得ている。従って、テトラサイクリン
を用いたリボソームプロファイルがバクテ
リアのゲノムアノテーションに極めて有効
である事を示すことができた。	
 
	
 
	
 以上のように、今回の研究により、遺伝子
毎の翻訳効率を網羅的に解析し、グローバル
にその翻訳効率の差異に影響している構造
が翻訳開始部位の構造である事、同義コドン
による翻訳伸長効率の差は存在するが、通常
状態では遺伝子全体の翻訳効率を作用する
ほどの差では無いことをネイティブなゲノ
ムを用いて実験的に示した。	
 
また、これまで in	
 vivo では解析されていな
かった tRNA のウォブリング認識、small	
 
RNA/Hfq による翻訳制御などのネイティブな
翻訳関連因子の性質について新たな知見を
得た他、各種抗生物質の効果について、既存
の手法による解析では得られなかった情報
を得ることができた。	
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