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研究成果の概要（和文）：ヒト因子由来再構成型タンパク質合成システムを樹立した。この系で、脳心筋炎ウイルスの
2A2B領域をコードする部分を翻訳すると、2Aと2Bが分断されて合成されてきた。このことは2A2Bの分断には特別な因子
を必要としていないことを示している。更に、翻訳終結因子eRF1, eRF3を除いてもこの現象が起こることから、2A2Bの
翻訳終結・再開始はペプチド鎖伸長の際に起こることが証明された。また、この現象のメカニズムを解明するために、
様々な変異を2A2Bの分断部位に施した。特記すべきことに、所謂NPGP配列をNPGGやNPGQに変異させてもでは80%近くの
分断率を示した

研究成果の概要（英文）：We established an in vitro protein expression system reconstituted human 
translation factors. When the 2A2B region of encephalomyocarditisvirus was translated with this system, 
the 2A and 2B proteins were separately generated, indicating that this processing does not require any 
special factor. Even when eRF1/3 was omitted from this system, the 2A2B processing was observed, 
suggesting that this processing occurred during the elongation of the peptide by the ribosome J. Biol. 
Chem. 289: 31960-31971). To further explore the mechanism of this processing, we examined various 
mutations of the amino acid sequence of the 2A2B region. Notably, when the NPGP sequence was mutated into 
NPGG or NPGQ, the processing occurred with a high efficiency.

研究分野： タンパク質工学
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１． 研究開始当初の背景 
我々はヒト細胞抽出液由来の試験管内タン
パク質合成システムを開発し（Mikami etal, 
Protein Expr Purif 46:348）(Mikami etal, 
Protein Expr Purif 62:190）、このシステム
を用いてピコルナウイルスの一種である脳
心筋炎ウイルス(EMCV)を試験管内で合成す
ることに成功した（Kobayashi etal, J Virol 
Methods 142:182 ） (Kobayashi etal, 
Biotechnol Leters 34:67)。このウイルス合
成の研究過程で我々は遺伝子暗号に従わな
い翻訳終結/再開始を発見した。EMCV のゲノ
ム RNA は
ORF(L-1A-1B-1C-1D-2A-2B-2C-3A-3B-3C-3D)
をコードし、翻訳後プロテアーゼにより多く
のポリペプチドに分断される。しかし、EMCV
ポリプロテインが最初に分断される箇所：2A
と 2B の間の分断はプロテアーゼに依らない
ことがわかっていた。この現象はプロテアー
ゼに依るものでなく、翻訳という過程で起こ
るものであることがわかった。さらに分断に
は 2A と 2B の全領域が必要なのではなく、2A
のＣ末側 18アミノ酸と 2Bの先頭アミノ酸で
あるプロリンだけで十分であることもわか
っていた。 
 
２．研究の目的 
そこでこの 2A2B の分断、すなわち翻訳終
結・再開始のメカニズムを探ることにした。 
 
３．研究の方法 
我々がこれまで用いていたヒト細胞抽出液
由来の試験管内タンパク質合成システムは
すべての因子が含まれており、メカニズム
の解析には向かない。そこで、まず、再構
成型翻訳システムを樹立し、そこで、2A2B
を翻訳し、分断に必要な因子を決定する、と
いう方法を取った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト因子由来再構成型翻訳システムを
完成させた。このシステムはヒト由来の翻訳
開始因子 (eIFs)、伸長因子 (eEF1, eEF2)、
終結因子 (eRF1,3)、リボソーム、tRNA, 20
種類のアミノアシル tRNA 合成酵素 (ARS)そ
してアミノ酸、ATP などから成る。このシス
テムで luciferase, PABP, beta-Gal など 120 
kDa くらいのタンパク質までを合成できた。
各因子をそれぞれ除くと、タンパク質の合成
は無くなることから、このシステムは上の因
子に完全に依存した翻訳系であることがわ
かった（J. Biol. Chem. 289: 31960-31971）。 
 
(2) このヒト因子由来再構成型翻訳システ
ムを用いて、2A2B 領域を翻訳させると 2A と
2B が分断されて合成されてきた。このことか
ら 2A2B の分断には特別な因子を必要として
いないことがわかった。そして翻訳終結因子
eRF1, eRF3を除いてもこの現象が起こること
から、2A2B の翻訳終結・再開始はペプチド鎖

伸長の際に起こることが証明された（J. Biol. 
Chem. 289: 31960-31971）。 
 この現象のメカニズムを更に解明するた
めに、様々な変異を 2A2B の分断部位に施し
た。所謂 NPGP 配列（2A の最後の３アミノ酸
が NPG、2B の最初のアミノ酸が P）をそれぞ
れ A に変えると、NPG の場合（APGP, NAGP, 
NPAP）はいずれも分断が起きなかったが、
NPGA では分断は 50%で起こった。そこで Aだ
けでなく他のすべてのアミノ酸に置換する
と NPGG や NPGQ でも 80%近くの分断率を示し
た。このことは従来の考え方「プロリンの脱
プロトン化が起こりにくいため求核攻撃が
遅く、2A ペプチドの影響で活性化された水分
子が P サイトにあるペプチジル tRNA のエス
テル結合を先に攻撃し、ペプチドが離れる」
には合致せず、新たなモデルの必要性が提示
された。 
 更に、アミノ酸置換を 2A の C末 18 アミノ
酸にも施し分断率を測定すると、特に、疎水
性アミノ酸のGへの置換が分断を阻止するこ
とがわかった。これは、リボソームのペプチ
ドトンネルの疎水性部位との 2A 末端との相
互作用の重要性を示唆している。 
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