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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳類ミトコンドリア蛋白質合成系の分子機構を理解し、薬剤デザイン等の医
療応用へ貢献することを目指した。申請者が確立した再構築型哺乳類ミトコンドリアの翻訳システムを応用し、ミトコ
ンドリアにユニークな翻訳終結因子ICT1の機能解析を行った。ICT1の基質特異性や機能部位を解析してその作用機序を
明らかにするとともに、ミトコンドリアの変則的終止コドンの解読機構のモデルを提唱した。ミトコンドリアリボソー
ムと翻訳因子の複合体のcryoEM構造解析を進め、PREおよびPOST-トランスロケーション複合体について高分解能の構造
を決定した。

研究成果の概要（英文）：Overall objective of this study is to elucidate the molecular mechanism of 
translation system in mammalian mitochondria. As a result, we aim to lay the basis for the medical 
application, such as the design of antibiotics. Utilizing the reconstituted mitochondrial translation 
system, we have dissected the function of mitochondrial ICT1, a mitoribosomal protein, and yet a member 
of peptide release factor family. Its substrate specificity as well as the functional domain has been 
analyzed. We demonstrated the possible engagement of ICT1 in the translation termination at non-standard 
stop codons AGA and AGG of two mitochondrial ORFs MTCOI and MTND6, respectively. Structures of the 
mitoribosomal complexes have been determined by cryoEM reconstruction. The structures of PRE- and 
POST-translocation complex have been determined at high resolution of approximately 4 angstrom.

研究分野： 生化学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
近年、ミトコンドリア翻訳因子の病的変異が
相次いで同定されており、またミトコンドリ
アのリボソームや翻訳因子に誤作用して副
作用をもたらす薬剤も報告されている。ミト
コンドリア蛋白質合成系の分子機構の詳細
やミトコンドリアリボソームの機能構造相
関を解明する必要性が高まっている。申請者
はこれまで、幾つかのモデル mRNA を翻訳
できる生体外ミトコンドリア蛋白質合成系
（mtPURE system）の構築に成功している。
本研究ではこのシステムを更に発展させ、哺
乳類ミトコンドリア蛋白質合成系の分子機
構の詳細について解析してゆくこととした。 
	 
２．研究の目的 
(1)	 哺乳類ミトコンドリア生体外蛋白質合成
系の構築：advanced mtPURE systemの構築 
	 申請者が確立したmtPURE systemを発展さ
せ、mtDNAにコードされたタンパク質を実際
に合成することができる哺乳類ミトコンドリ
ア生体外タンパク質合成系(advanced mtPURE 
system、図1)の構築を目指す。生体におけるミ
トコンドリアタンパク質合成系は、“ペプチド
合成”“ペプチド膜挿入”および“膜タンパク質
複合体アセンブリー”の３つのシステムが連
携して成り立っている。mtPUREsystemではペ
プチド合成の過程が再構築されている。そこ
で、mtPUREsystemにさらに膜挿入とアセンブ
リーシステムの基本骨格を融合させる。 

 
【図 1】ミトコンドリア蛋白質合成系の再構成 

 ~advanced mtPURE systemの構築~	 

	 
	 
(2)	 哺乳類ミトコンドリアリボソームの構
造解析 
	 ミトコンドリア 55Sリボソームが、各シス
テム（ペプチド合成・ペプチド膜挿入・アセ
ンブリー）のプラットホームであるという観
点から、また 55Sリボソームの詳細構造は副
作用の少ない新規薬剤の開発に欠かせない
という背景をふまえ、55Sリボソームの構造
解析をクライオ電子顕微鏡観察により進め
る。 
	 

(3)	 哺乳類ミトコンドリア翻訳因子に誤作
用する薬剤の作用機序の解析：高脂血症治療
薬 StatinのRRFmt/EF-G2mtへの作用機序の解
析 
	 Statinは高脂血症治療薬として広く利用さ
れ、世界で最も売り上げの多い薬剤としても
知られる。一方、横紋筋融解症、ミオパシー、
肝機能障害、といったミトコンドリア機能異
常がうかがわれる副作用を引き起こすこと
でも知られ、副作用の機序の解明が課題とな
っていた。最近、申請者が発見した翻訳因子
RRF2mt/EF-G2mt (Tsuboi et al., 2009, Mol. 
Cell) の SNP変異細胞株において Statin感受
性が上昇しており、これが副作用の原因とな
っていると示唆された（PLoS Genet., 2012）。
RRF2mt/EF-G2mt SNP変異体によるリボソー
ム再生反応が異常をきたしていると推察さ
れる。Statinの RRF2mt/EF-G2mtへの作用機
序を解析する。 
	 

３．研究の方法 
(1)	 哺乳類ミトコンドリア生体外蛋白質合
成系の構築 
	 以下にのべる①②の方策により、advanced 
mtPURE systemを再構成する。 
①  mtDNA にコードされた mRNA (natural 
mRNA)の翻訳系の構築 : mtDNAにコードさ
れる全ての mRNAを in vitro転写により調製
し、mtPURE systemで翻訳を行う。全 13種類
の mRNA のうち翻訳が進まないものについ
ては、mRNA 特異的に翻訳を促進する因子、
もしくは翻訳とペプチドの膜挿入・アセンブ
リーを共役させる因子、などを利用して翻訳
を行う必要があると考えられ、以下に述べる
準備を進めた。 
② ペプチド膜挿入システム・膜タンパク質
複合体アセンブリーシステムの再構成:ミト
コンドリアリボソームの膜レセプター
（Oxa1L, Letm1）の大腸菌発現系を構築し、
調製する。またそれらを組み込んだプロテオ
リポソームを調製する（透析法）。翻訳促進
因子(TACO1)について発現系の構築・精製を
行う。 
 
(2)	 哺乳類ミトコンドリアリボソームの構
造解析  
	 申請者自身が調製した 55Sリボソームを利
用して cryoEM構造解析を進める。 
 
(3) 哺乳類ミトコンドリア翻訳因子に誤作
用する薬剤の作用機序の解析:高脂血症治療
薬 Statinの RRF2mt/EF-G2mtへの作用機序の
解析 
Statin存在下における RRF2mt/EF-G2mt・55S
リボソーム相互作用の解析を行う。Statin 感
受性が高まる RRF2mt/EF-G2mt SNP変異体 3
種類(I627T, E594G, K334R)を調製し、これら
変異体の機能解析（GTPase活性、リボソーム
解離活性）を Statin存在下・非存在下で行う。 
	 



４．研究成果	 
(1)	 哺乳類ミトコンドリア生体外蛋白質合
成系の構築 
①  mtDNA にコードされる全 13 種類の
mRNAを in vitro転写により調製し、mtPURE 
system で翻訳を行った。4 種の mRNA(ATP8, 
ATP6, ND4, ND4L)について合成が確認され
た。合成できなかった残りの mRNAについて、
ミトコンドリアリボソームの膜レセプター
（Oxa1L, Letm1）を組み込んだプロテオリポ
ソームや翻訳促進因子(TACO1)存在下で翻訳
を試みたが合成は確認できず、未同定の翻訳
促進因子の存在が示唆された。 
② mtPURE systemの応用として、部位特的に
非天然アミノ酸（光クロスリンカーε
ANB-Lys）を導入する系の開発に取り組んだ。
ミトコンドリアリボソームは膜蛋白質の合
成に特化したユニークなペプチドトンネル
構造を有することが示唆されており、系は新
生ペプチドとリボソームトンネルの相互作
用の解析などに活用できる。今後クロスリン
カーの導入効率を向上させるため、翻訳条件
やクロスリンカーの種類について検討を行
う。 
③ mtPUREsystemを利用してICT1の機能解析
を行った。ICT1はミトコンドリアリボソーム
蛋白質でありながらペプチド解離因子と相同
性をもつユニークな蛋白質である。従来ミト
コンドリアの翻訳系の研究では、ミトコンド
リアリボソームの調製が困難なため、バクテ
リアのリボソームを代用して解析が行われて
きた。しかし、終止コドンの認識機構をはじ
めとした翻訳終結のメカニズムは、ミトコン
ドリアのリボソームを利用しなければ正確に
議論することはできず、未解明な課題として
残されていた。ICT1のペプチド解離能や基質
特異性の解析、および機能部位の同定を行い、
リボソーム蛋白質として存在するICT1はペプ
チド解離反応には関与せず、外来からICT1が
リボソームに結合することによりペプチド解
離活性を示すことを明かにした。さらに、ICT1
がミトコンドリアの変則的な終止コドン
（AGG, AGA）における終結反応も担ってい
る可能性を示した(Akabane S. et al. (2014) 
PLoS Genetics)(Nierhaus K. et al. (2015) PLoS 
Genetics)。	 
	 
(2)	 哺乳類ミトコンドリアリボソームの構造
解析	 
cryoEM観察により55Sリボソーム/翻訳因子複
合体の構造解析を進めた。PRE-, POST-トラン
スロケーション複合体について構造決定を完
了した（投稿論文準備中）。これまでミトコ
ンドリアリボソーム単体の構造について報告
があるが、翻訳因子との機能的複合体として
ははじめての構造となる。解像度はおよそ4Å
で薬剤デザイン等にも十分応用できる。その
他の翻訳因子（EF-G1mt, EF-G2mt, RRFmt）と
の複合体についても構造解析を進め、初期構
造を得た。 

(3)	 哺乳類ミトコンドリア翻訳因子に誤作用
する薬剤の作用機序の解析：高脂血症治療薬
StatinのRRFmt/EF-G2mtへの作用機序の解析	 
	 Statin感受性が高まるRRF2mt SNP変異体3
種類(I627T, E594G, K334R)を単離調製し、こ
れら変異体の機能解析（GTPase活性、リボソ
ーム解離活性）をStatin存在下・非存在下で行
った。いずれの変異体においても、GTPase活
性やリボソーム解離活性にstatinの影響は観ら
れなかった。この結果は70Sリボソームを解析
に利用していることが原因である可能性があ
り、55Sミトコンドリアリボソームを用いた解
析を進める予定である。Statinはリボソームに
結合してリボソームを異常に安定化し、変異
体によるリボソーム解離を阻害すると推測し
ている。機能解析とともに55S・statin複合体
のcryoEM構造解析にも取り組む。	 
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