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研究成果の概要（和文）：真核細胞におけるtRNA擬態分子複合体の機能インターフェース解明を行った。まず､出芽酵
母では不活性な異種eRF3を用いた変異体分離と解析を行い､tRNA擬態分子eRF1とeRF3およびリボソームとの分子間機能
相互作用部位を同定した。次に､リボソーム上でのeRF1によるコドン特異的認識機構の解明のために､保存性eRF1-L123
アミノ酸残基の網羅的変異体解析を行った。その結果一連の変異体は､一残基部位のみの変異で新規な終止コドン認識
パターンを示した。eRF1とリボソームとのドッキングモデルから､この残基がリボソーム遺伝暗号解読部位のRNA機能残
基との相互作用により機能することが示唆された

研究成果の概要（英文）：We performed genetic mapping and analyses of critical sites that contribute to 
functional complementation with exceptionally nonfunctional heterologous eRF3 in yeast, and clarified the 
functional interplay among the tRNA mimic eRF1, its carrier protein eRF3 and ribosome.
To elucidate the molecular roles of this residue in codon discrimination, we conducted systematic 
mutagenesis of 123rd amino acid and applied to stop codon specificity analyses in vivo. We found that a 
simple rule could explain sub-specific patterns of 123th residues in codon discrimination, and that the 
residue contributed to functional coupling with eRF3, suggesting that the 123th residue is a novel class 
of functional residue. Furthermore, our structural modeling of eRF1 in the quasi-A/T state also suggested 
a distinctive role for the 123th residue in the putative molecular interplays on the ribosomal decoding 
site. We also proposed a model for the putative role of the 123th residue in stop codon discrimination.

研究分野： 分子生物学

キーワード： リボソーム　翻訳制御　遺伝暗号　直行性　タンパク質合成　tRNA擬態タンパク質　翻訳終結　mRNA品
質管理
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１．研究開始当初の背景 
 
 普遍遺伝暗号表上の遺伝暗号６４通りの
うち、翻訳反応の終結を意味する３つの終止
コドンのみには､対応する tRNAが存在せず、
タンパク質であるペプチド鎖解離因子（= RF 
＝ polypeptide-chain release factor、以後、
解離因子）に解読される。また､終止コドン
は､翻訳終結のみならず、RECODING（= 遺
伝暗号の読替え反応：フレームシフト、セレ
ノシステイン挿入など）もしくは NMD 
(nonsense mediated mRNA decay) mRNA
品質管理機構などと密接に関連し、リボソー
ムの遺伝暗号解読機能を高次生命機能に拡
張する多義的な遺伝暗号であることが注目
されている。 
 
 申請者は、これまでに「なぜ終止コドンの
みがタンパク質に解読されるのか」という問
いに、解離因子が tRNA の構造と機能をまね
ることで巧みにリボソーム機能を乗っ取り、
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（Ito K et al. 
PNAS, 93:5543-5448 (1996)）精力的にその
実証を進めてきた。それ以来、バクテリア解
離因子（RF1, RF2）上の"ペプチドアンチコ
ドン"の世界初の特定（Ito K et al. Nature, 
403:680-684 (2000)）をはじめ、多角的な作
用機序解明を進めてきた。 
 直前の先行研究では、真核生物・古細菌解
離因子へと研究対象を拡張し、国内外の構造
解析グループとの密接な連携体制によりバ
クテリアとは全く独立な分子進化により獲
得された高度な tRNA 分子擬態を解明した。 
 伸長課程では、G タンパク質である伸長因
子 EF1αがアダプター分子である tRNA と
複合体形成し、適切な配向で結合することで
リボソーム触媒部位との連携駆動を可能に
するが､真核生物型解離因子による翻訳終結
課程では、EF1α のホモログである解離因子
eRF3 と tRNA 擬態分子である eRF1 との複
合体が EF1α/tRNA複合体の立体機能構造を
まるごと模倣する形で終止コドン解読を行
う(= tRNA 擬態分子複合体)。 
 一方､古細菌では､eRF3 のかわりに､伸長
因子でもある aEF1αが機能することが判明
した。同時に､真核細胞に高度に保存される､
EF1αホモログ Hbs1 も古細菌には存在しな
い代わりに､その結合パートナー分子である
aPelota 分子と tRNA 擬態分子複合体を形成
することが判明した。 
 
 これまでの申請者らの基礎研究により、主
要な生物ドメインでの tRNA擬態タンパク質
による終止コドン解読の仕組みのアウトラ
インが確立されたと言える。しかしながら､
真核生物で新たに見いだされた tRNA擬態分
子複合体がどのように互いの分子インター
フェースで相互作用し､かつ複合体としてリ
ボソーム機能部位と相互作用するかなどの

基本的な分子メカニズムは不明であり､その
解明が急がれた。 
 
２．研究の目的 
 
 生命進化の中で tRNA擬態タンパク質の出
現により、遺伝暗号解読機能が拡張され高機
能化へと発達させた生命戦略を理解し、かつ
共通の分子基盤であるリボソームの触媒機
能性を理解する。さらに医工学の発展に資す
る有益タンパク質の合成系構築等の基礎技
術開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究計画では、真核生物・古細菌に見い
だされた新たな tRNA 擬態分子の機能解明と
応用研究のための研究を行う。具体的には､ 
 
（１）真核生物・古細菌 EF1α型 G タンパク
質のアダプター分子認識と直交性の分子基
盤解明 
 EF1α および分化派生した相同因子 eRF3, 
Hbs1 が、それぞれのアダプター分子である
tRNA および tRNA 擬態分子を、高度な保存性
アミノ酸領域で識別する分子機構を古細菌、
真核生物側双方から解析するための、遺伝
学・生化学解析を実施し、また、古細菌 aEF1α
の万能性等を応用し新規な試験管内タンパ
ク質合成系を構築する。 
 
（２）第三の遺伝暗号解読の分子作用機構解
明： 
 新たな tRNA擬態分子複合体（Hbs1/Pelota）
のリボソーム作用の分子機構解明の為に、先
行研究での解離因子解析結果との比較解析
しながら、分子遺伝学手法を基軸に、構造生
物学的手法と生化学的手法を横断的に用い
る事で計画を実施する 
 
４．研究成果 
 
（１）真核生物 tRNA 擬態タンパク質因子の
翻訳 GTPase との“共通インターフェース”
を介した直交性機能発現構造を詳しく理解
するために、これを解析するための新たな遺
伝学解析系を考案した。 
 まず最初に､真菌類縁である日和見病原体
P. carinii 由来のペプチド鎖解離因子 eRF3
（Pc−eRF3）が、分裂酵母、ほ乳動物など既
知の eRF3 オーソログとは異なり酵母細胞内
で酵母の eRF1（Sc-eRF1）と協調的に機能し
ないことを見いだした。次ぎに､この発見を
もとに、Pc−eRF3／sc-eRF1 が酵母内で機能性
を獲得する遺伝学的変異体を多数分離し解
析した。 
 予想通り変異体は Pc−eRF3／sc-eRF1 複合
体が酵母内での翻訳終結機能を獲得してい
たが、複合体の形成能の著しい低下を引き起
こすものが見いだされた。これまでに､明ら



かにした､eRF1/eRF3 複合体への変異部位マ
ッピングおよび､eRF1/eRF3 複合体とリボソ
ームドッキングモデルでの解釈により､イン
ターフェースの結合性とリボソーム機能部
位での機能発現に関する領域が同定できた。 
 
（２）真核生物の tRNA 擬態タンパク質であ
るペプチド鎖解離因子 eRF1 の L123 残基（出
芽酵母での残基番号）は、これまでに明らか
にした eRF1、およびその古細菌オーソログ
aRF1 に配列が保存され、変則的な終止コドン
暗号認識を行う繊毛虫類 eRF1 の終止コドン
特異性との相関性が高い。 
 この残基は立体構造上、我々のグループが
予測した終止コドン塩基に対する直接結合
部位と近接するものの、いずれの eRF1 単体
／複合体構造においてもドメイン外に突出
して配向する性質を示していた。一方、これ
までに明らかにした eRF1/eRF3（古細菌
aRF1/eEF1A）とリボソームのドッキングモデ
ルの観察から、この L123 残基は eRF1 と終止
コドン塩基との複合体形成インターフェー
スではなく、tRNA のコドンと mRNA 上のアン
チコドンとの正しい対合状態を感知するリ
ボソーム機能残基との相互作用に関わるこ
とが示唆された。 
 この L123 残基機能性を詳細に解明するた
め、出芽酵母 eRF1 とヒト由来 eRF1 の相当部
位との双方に対し網羅的アミノ酸置換体を
作成し、酵母内での機能解析を行った。その
結果、この L123 残基について、①側鎖の物
理化学的・立体化学的特性とコドン認識能の
間には密接な関連性が存在すること、②L123
残基変異体の示すコドン認識機能は、これま
でに分離された塩基認識部位のコドン認識
変異体とは異なり、eRF3 との適切な相互作用
を前提として機能すること、が明らかになっ
た。このことは、eRF1 と eRF3 との結合イン
ターフェースにおける適切な相互作用が、最
終的に eRF1 のコドン認識部位の機能を介し
て、tRNA 同様にリボソームの機能部位に感知
され、その結果リボソームの大小サブユニッ
トのアロステリック構造変換を引き起こす
ことで、正しい終止コドン認識が行われると
いう新規なモデルの提案につながった。 
 
（ ３ ） mRNA 品 質 管 理 機 構 に お け る
Pelota-HBS1tRNA 擬態分子複合体と同様な機
能性を発揮すると考えられている EF1αホモ
ログである出芽酵母 Ski7 タンパク質は、こ
れまでにおおまかな機能ドメイン解析しか
されていなかったため、mRNA 品質管理機構の
分子機序を推測する上で支障となっていた。 
 これに対し、系統的な変異導入実験もしく
は分子遺伝学的な変異選択系の構築をおこ
なうことにより、 N 末端領域、C末端領域に
おけるNSD関与アミノ酸残基を特定すること
に成功した。Ski7 の特定の機能性アミノ酸残
基が同定されたのはこれが初めてである。 
 これらの変異体の多くは､ドミナントネガ

ティブにNSDを阻害すること､また､その効果
はHBS1-Pelotaタンパク質複合体非存在下で
増強することなどを見いだした。これらの事
実は､Ski7 がリボソーム上で機能するうえで､
グアニンヌクレオチド依存的に結合をオン
／オフする仕組みを備えていることや､その
結合モードがHBS1/Pelota複合体とも競合し
ていることを示唆している。 
 一方､立体構造データを用いた議論から、
Ski7のGドメインのGTP結合想定領域に隣接
する領域がNSD制御に関わることが判明した。 
 これらの実験結果から､C 末端側でのグア
ニンヌクレオチド結合モードとN末端側での
分子間相互作用が共役する分子作用モデル
を提案した。 
 
（４）タンパク質合成過程における品質管理
機構は、異常な翻訳が生じた際に、監視機構
により検知し、合成中のタンパク質合成装置
であるリボソーム複合体の解体（リボソーム
レスキュー）とペプチド鎖をプロテアソーム
により速やかに分解する。これらの分子機構
に関わるユビキチンライゲースやタンパク
質の分解経路は明らかになってきたが､監視
機構が最初に検知する分子種やそのメカニ
ズムは依然と不明であった。 
   我々は出芽酵母を用いた異常停滞の分子
遺伝学モデルシステムを構築し、特定のリジ
ン残基を系統的にアラニン残基に置換した
ユビキチン変異体のシリーズを作成し、特定
のリジン残基部位の結合によるポリユビキ
チン鎖伸長が阻害した影響を検討した。 
 その結果､K63A タイプのポリユビキチン鎖
のみが､細胞内で過剰発現させたときに特異
的にリボソーム異常翻訳の検視機構を阻害
することが明らかになった。さらに､K63 以外
のユビキチンのリジン残基をアラニンに置
換した変異体では､同様な阻害効果はみられ
ないため､この品質管理機構の発現には､K63
タイプのポリユビキチンが関わることが初
めてしめされた。 
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