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研究成果の概要（和文）：本研究では，リボソームの生合成における二つのトランス因子Rpf2とRrs1の働き，および，
それらがRpL5，RpL11，5S rRNAをリボソーム前駆体pre-90Sに取り込む機構を解明するため，Rpf2-Rrs1複合体のコア構
造の解析に成功し，得られた構造に基づいた変異体の生化学実験を行い，5S rRNAとの結合の詳細を明らかにした．ま
た，5S rRNP，更にリボソームとの結合モデルを作製し，Rpf2-Rrs1のコア部分と5S rRNA，RpL5，RpL11とをつなぐアダ
プターとしての機能を持ち，pre-90S上で他の生合成関連因子の取り込みを行う足場タンパク質複合体であると提案し
た．

研究成果の概要（英文）：Proteins Rpf2 and Rrs1 act as ribosome assembly factors which recruit RpL5, RpL11 
and 5S rRNA into pre-90S by formation of 5S RNP complex. In this study, in order to elucidate how Rpf2 
and Rrs1 work for maturation of pre-90S, we determinate the Rpf2-Rrs1 core complex from Aspergillus 
nidulans. The structure contains the tightly interlocked N-terminal domains of Rpf2 and Rrs1. The 
long-helix of Rrs1 joins the C-terminal half of Rpf2 N-terminal domains as if it is a part of a single 
molecule. In addition, gel shift analysis of Rpf2-Rrs1 complex and its mutants revealed that the 
Rpf2-Rrs1 complex binds directly to 5S rRNA with three parts. Based on these studies and previous 
reports, we propose a model for ribosomal component recruitment to the pre-90S ribosome precursor.

研究分野： 構造生物学，X線結晶学

キーワード： リボソーム生合成　5S RNP　Rrs1　Rpf2　5S rRNA　X線結晶解析　相互作用解析
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質合成装置リボソームは，真核生
物の場合，4 種類の rRNA（18S，5.8S，5S，
28S）と約 80個のタンパク質（RpLs, RpSs）
からなる巨大な rRNP 複合体である．この巨
大 rRNP 複合体の生合成は核内で始まり，前
駆体が形成された後，核外へ輸送され，最終
的に 40S，60S という二つのサブユニットと
して成熟する．この生合成過程は，RNA や，
約 200 種類以上のタンパク質（rRNA 切断・
修飾，rRNA 折り畳み， rRNA 安定化など，
様々な機能を持つ）などのトランス因子が関
与し，大量のエネルギーを消費する壮大な化
学反応系である．生命にとって非常に重要な
タンパク質合成装置を作製する過程である
ために，この過程の化学反応は厳密に制御さ
れる必要がある．近年，質量分析法の飛躍的
な発展と生合成途中のリボソーム前駆体の
精製法の確立によって，リボソーム生合成過
程には，いくつかの rRNP 複合体（前駆体）
が存在し，リボソームは，それらの前駆体を
チェックポイントとして，段階的に成熟して
いくという概要が明らかになった(1, 2, 3)． 

 リボソームを構成する 4種類の rRNAのう
ち，18S，5.8S，25S（28S の前駆体）の３つ
の rRNAは，核内で RNAポリメラーゼ Iによ
って一続きの 35S rRNA前駆体として転写さ
れ，多数のトランス因子による切断や修飾を
何段階にもわたって受けることでリボソー
ム前駆体（pre-90S rRNP 複合体）となる（図
1）．一方，5S rRNAは，これら３つの rRNA

とは異なり，RNA ポリメラーゼ III によって
転写され，一旦，核外へ輸送された後，RpL5

と結合して核内に戻り，その後，RpL11，ト
ランス因子 Rpf2，Rrs1 と五者複合体（5S rRNP

複合体）を形成する．近年，この 5S rRNP 複
合体が pre-90S 複合体と会合してから，
pre-90S から 40S と 60S の前駆体である
pre-40Sと pre-60Sへ成熟プロセスが進められ
るというメカニズムが提唱された（図 1）(4)．
よって，5S rRNP 複合体が，リボソーム前駆
体 pre-90S の最終的な成熟過程を制御し，リ
ボソームの量と品質を管理していると言え
る．実際，Rpf2 と Rrs1 を欠失させると，5S 

rRNA の pre-90S 複合体への会合量が著しく
低下し，pre-60Sの成熟が阻害される．このこ
とから，トランス因子による 5S rRNP 複合体
の形成や，5S rRNP 複合体によるリボソーム
生合成の制御機構は，リボソームの品質管理
に関連して極めて重要であることが理解さ
れ，この分野に大きな注目が集まっている．
5S rRNP 複合体の構成因子である． 

 酵母由来の 5S rRNA と RpL5，Rpf2 と Rrs1

は，それぞれ複合体を形成していることが報
告されているが（図 2），Rpf2，Rrs1，Rpf2-Rrs1

および 5S rRNP複合体の立体構造情報が欠如
しているため，5S rRNP 複合体の形成過程に
おける Rpf2-Rrs1 の役割，5S rRNP 複合体に
よるリボソーム生合成品質管理機構の解明
は進んでいない． 
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２．研究の目的 

 我々は，5S rRNP 複合体の成熟に必須のト
ランス因子 Rpf2 と Rrs1 に着目し，5S rRNA

成熟に関わる各因子間の相互作用と構造変
化を示すスナップショット像を解析するこ
とで，二つのトランス因子の働きを解明し，
5S rRNAの成熟機構に迫りたく，このために，
本研究では，トランス因子 Rpf2，Rrs1 の単体，
及び Rpf2-Rrs1 複合体，さらには，RpL5，
RpL11と 5S rRNAを調製し，それらを用いて，
5S rRNP 複合体の in vitro 再構成を行う．次い
で，各因子間の相互作用を解析し，構造未知
の Rpf2，Rrs1，Rpf2-Rrs1 と，5S rRNP 複合体
の結晶構造解析を行う．最後に，解析したト
ランス因子や 5S rRNP 複合体の構造と，成熟
60S サブユニット上での 5S rRNA，RpL5，
RpL11 の構造を比較することで，5S rRNAの
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図 2．5S rRNP複合体の形成 

 
 

図 1．核内での 5S rRNP複合体による 
リボソーム生合成の制御 



pre-90S への会合と，リボソームの品質管理の
本質を明らかにすることを目指している． 

 2000 年に原核生物リボソームの構造解析
が行われ，また，2012 年には真核生物リボソ
ームの構造が解かれたことで，DNAの塩基配
列をもとにタンパク質を合成する「翻訳」は，
分子構造をもとに議論できるようになった．
酵母では，この生命の根幹をなす重要なタン
パク質合成装置は，1分間あたり 2000 個が合
成されている．その合成量および合成された
リボソームの品質は，あらゆる生命現象に密
接に関連している．したがって，このタンパ
ク質合成装置の翻訳メカニズムだけでなく，
合成装置そのものの生合成と品質管理は，生
命にとって非常に重要であり，それゆえに，
リボソームの生合成過程と制御を解明する
ことは，生物科学の中心的命題と言える．し
かし，生合成途中のリボソームの調製は困難
なため，リボソーム生合成の研究はほとんど
進んでいなかったが，近年，プロテオーム解
析によって非常に多くのトランス因子が同
定され，いくつかの rRNP の存在が発見され，
成熟過程が少しずつ明らかになってきた．し
かしながら，トランス因子の構造が解かれた
例は非常に少なく，更に，前駆体 rRNP 複合
体の構造解析はほとんど行われていない．そ
のため，数多くのトランス因子がリボソーム
生合成過程の各段階でどのように機能し，そ
れらの因子がどのように協調して，各段階の
合成を制御（品質管理）するかが不明のまま
である．5S rRNAの合成機構の解明を目的と
した本研究は，リボソーム生合成について構
造生物学研究の先駆けとなる重要な研究で
あり，また，リボソーム生合成の品質管理機
構解明の端緒となる研究である． 

 

 

３．研究の方法 

(1) トランス因子 Rpf2, Rrs1 の構造機能解析 

 Rrs1, Rpf2 と Rpf2-Rrs1 複合体は既に確立
した方法により，研究室に既存の高速クロマ
トグラフィーシステムを用いて大量調製し，
結晶化スクリーニングを行う．初期結晶が得
られた場合には，結晶化スケールをアップし
て，pH，沈殿剤濃度と単体および複合体の濃
度の３次元で最適な結晶化条件を探索する．
場合によっては，サンプル調製法の再検討を
行い，回折実験に適用できる結晶を作製する．
良質な結晶が得られた場合には，放射光施設
SPring-8 と PF にて X 線回折実験を行う． 

Rpf2 単体の場合には，類似性の高い構造がな
く，分子置換法が適用できないと予想される
ため，上に記した位相決定の方法と同様に， 
S-SAD，I-SAD および Se-SAD 法による初期
位相決定を試みる．また，Rpf2-Rrs1 複合体
の結晶が得られた場合には，解析を終えた
Rrs1 もしくは Rpf2 の構造を用いて，分子置
換法によって決定する．分子置換法が難航す
る，もしくは，Rpf2 と Rrs1 の構造解析を終
えていない場合には，S-SAD, I-SAD あるいは

Rpf2-Rrs1 の Se 置換体を調製し，Se-SAD 法
を利用する．構造の精密化は我々が開発した
自動精密化プログラム LAFIREを用いて行う． 
また，X 線結晶構造解析を進めると共に， 

小角X線散乱 SAXSによる溶液中における複
合体の構造解析も並行して行う．これにより，
溶液中での分子間の配向や構造可変性につ
いての情報を得ることができる．SAXS 実験
は放射光施設 SPring-8 と PF にて行う.  

 Rrs1とRpf2の単体とRrs1-Rpf2二者複合体
の構造が得られた場合には，それらの構造を
比較することで，二者間の相互作用の詳細を
明らかにする．そして，得られた構造を元に
相互作用に重要な残基を置換した変異体を
作製し，ゲルシフトアッセイやゲルろ過分析，
当研究室に既存の ITCを用いて結合実験を行
い，Rpf2 と Rrs1の働きを解明する．この際，
膨大な量の変異体の発現系構築，精製を行う
ために，quick-change 法及び本研究室に既存
の微量自動タンパク質精製装置（マグネット
ビーズシステム）を利用し，発現系の構築を
迅速に行う．また，本研究室に設置している
クロマト装置を使い，タンパク質精製の自動
化システムを利用することにより，短期間で
多数の変異体の大量調製が可能である． 

 

(2) 5S rRNP 複合体の構造解析 

 真核生物リボソームタンパク質（RpLs, 

RpSs）の調製は一般的に難しいことから，発
現系の検討を行う．RpL5 は E. coli を用いた
発現系の構築を行い，大量調製を行う．E.coli

発現系が難しい場合は，発現系を P. pastoris 

に変更する．また，RpL5 は核外で 5S rRNA

と複合体を作り，核内へ輸送されることから，
この二者複合体が安定であると考えられる．
そこで，RpL5 と 5S rRNAの二者共発現系の
構築を行い，安定した高純度の複合体の調製
を目指す．我々は，リボソーム生合成過程の
研究が進んでいる出芽酵母をターゲットと
して研究を進めている．しかし，試料の調製
状況によっては麹菌などの生物種もターゲ
ットとし，同種を用いた複合体だけでなく，
異種を用いた複合体での調製も視野に入れ
ている．一方，RpL11 は E. coli を用い，Rpf2

と Rrs1 とを三者共発現させることで，可溶化
発現に成功した．この発現系を用いて，スケ
ールをアップして大量調製法の確立を行う． 

 5S rRNAは T7 RNA Polymerase を用いた in 

vitro transcription により大量調製の方法を確
立した．ラージスケール（100 ml）で in vitro 

transcription を行い，RNA 専用高速クロマト
グラフィーシステムを用いて陰イオン交換
樹脂で精製する．また，真核生物 60S リボソ
ームの構造から，5S rRNA の 3’末端は RpL5

と強力な相互作用をしていることがわかる．
そのため，正しい長さをもつ 5S rRNAが必要
と考えている．そこで，リボザイムを用い，
末端が正しくトリミングされた 5S rRNA の
調製法の構築を行う． 



5S rRNP 複合体の形成機構を解明するため，
各成分（サブ複合体）間の相互作用を調べる．
5S rRNAと他の成分間の相互作用解析をゲル
シフトアッセイ，ゲルろ過分析を用いて行う．
この際，5S rRNAを放射性同位体 34

P にて標
識し検出に用いる．また，当研究室に既存の
ITCを用いて， 化学量論的組成と親和力の測
定を行う．それらの実験によって，5S rRNP

複合体の形成条件を最適化し，安定な複合体
を調製する．さらに，当研究室に既存の動的
光散乱光度計（DLS）を用いて，粒子のサイ
ズを測定することによって複合体の確認も
行う．放射光施設 SPring-8 と PF を利用する
SAXS による解析も並行して行う．これらの
動的な構造情報を X 線結晶構造解析から得
られる詳細な構造情報と併せることにより，
構造変化をより明確にすることが期待でき
る．  

ゲルシフトアッセイ，ゲルろ過分析，ITC

および DLS により決定した複合体形成条件
をもとに 5S rRNP 複合体を大量調製し，結晶
化スクリーニングを行う．結合実験の結果に
よって，他の複合体の大量調製，結晶化スク
リーニングも行う．何らかの初期結晶が得ら
れた場合には，pH，沈殿剤濃度と複合体の濃
度の３次元で結晶化条件の最適条件を探索
する．場合によってはサンプル調製法の再検
討を行い，回折実験が可能な良質な単結晶を
作製する． 

5S rRNP 複合体の良質な単結晶が得られた
場合には，シンクロトロン放射光施設にてク
ライオ条件下で X 線回折実験を行う．構造因
子の初期位相は，現在得られている真核生物
60S リボソーム上の 5S rRNA，RpL11，RpL5

の構造を用いて，分子置換法により決定する．
分子置換法による位相の計算が難航する場
合には，Rpf2，Rrs1，RpL11，RpL5 の Se 置
換体を作製し，Se-SAD 法あるいは 5S rRNA

のリン酸原子を利用した P-SAD 法を用いて
位相の計算を行う． 

5S rRNP複合体の構造および 80Sリボソー
ム上の RpL11，RpL5，5S rRNAの構造を比較
することから，5 つの成分間の詳細な相互作
用様式を明らかにし，5S rRNAの 90S への会
合とリボソームの品質管理機構を提案する．
その後，この提案を検証するため，重要な残
基を置換した変異体を作製し，ゲルシフトア
ッセイやゲルろ過分析，ITC を用いて結合実
験を行う．この際，膨大な量の変異体の発現
系構築，精製を行うために，quick-change 法
及び本研究室に既存の微量自動タンパク質
精製装置（マグネットビーズシステム）を利
用し発現系の構築を迅速に行う． 

 

 

４．研究成果 
 研究計画に基づき，平成25年度は，トラン
ス因子Rpf2，Rrs1の複合体の構造解析を試み
た．まず，付加剤を加えることによって断片
化されたRpf2-Rrs1のコア部分Rpf2f-Rrs1fにつ

いて，2.2Å分解能の回折能を持つ結晶を得る
ことに成功した．しかし，Rpf2とRrs1が新規
構造であるため，分子置換法による位相決定
に至ることができなかった．そこで，
Rpf2f-Rrs1f (Rpf2f：10-254aa；Rrs1f：18-114aa)

のSe置換体を調製し，3.5Å分解能でのSe-SAD

データを得て，Nativeの回折データを合わせて，
構造解析に成功した．得られた構造は，Rpf2f

とRrs1fが，一つのrigid-coreを形成し（図3），
Rpf2fとRrs1fがそれぞれ単独に安定な構造を
形成していないことを示唆している．  

 

 平成26年度は，平成25年度に引き続き，得
ら れ た Rpf2-Rrs1 複 合 体 の コ ア 構 造
（Rpf2f-Rrs1f）に基づいて，Rpf2とRrs1の変
異体を作製し，ゲルシフトアッセイによる結
合実験を行い，5S rRNA結合能を検討した．
その結果，Rpf2 N末ドメイン上の３つの領域
が5S rRNAとの結合に重要であることが明ら
かになった．これらの情報をRpf2-Rrs1複合体
のコア構造に加えて，Rpf2-subcomplexモデル
（図4），更に，Rpf2-subcomplexとリボソーム
結合モデルを作製したところ，Rpf2-Rrs1複合
体のコアがリボソーム前駆体と5S rRNAの間
に位置すると考えられた．このモデルから
Rpf2-Rrs1複合体のコア（N末ドメイン）は，
90Sと5S rRNA，RpL5，RpL11をつなぐアダプ
ターとしての機能を持ち，pre-90S上で他の生
合成関連因子の取り込みを行う，足場タンパ
ク質複合体であると考えられる．以上の結果
をまとめて，Nucl. Acid Res.誌に発表した（主
な発表論文等 雑誌論文の①）． 

 

 平成 27年度は，Rpf2-Rrs1-5S rRNA複合体
の構造解析を進め，安定なRpf2-Rrs1-5S rRNA

複合体について大量調製を試みた．まず，in 

vitro転写により，5S rRNAの大量調製を行い，
その後，様々な精製条件を用いた試行錯誤を
繰り返したところ，Rpf2-Rrs1-5SrRNA複合体
の再構築に成功し，結晶化のスクリーニング
へ進めた．今後，良質な単結晶が得られたら，
Rpf2-Rrs1-5S rRNA の構造解析を行い，提案
したモデルを検証し，リボソーム成熟におけ
る 5S rRNP 複合体の役割を追究する． 

 

図 3．Rpf2-Rrs1 複合体のコア結晶構造  
リボソーム生合成の制御 
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図 4．Rpf2-subcomplexモデル 


