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研究成果の概要（和文）：リボソームのストークタンパク質が複数コピー存在する生物学的意義として、ストークタン
パク質のリボソームへの効率的な会合とGTPase翻訳因子との相互作用に起因するタンパク質合成速度の向上にあること
を明らかにした。また、リボソームとGTPase翻訳因子の生物界特異的な相互作用において、ストークタンパク質のC末
端ドメインが決定的な構造的要素であるとともに、L11 (eL12) の協調的な作用も重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We proposed that the biological and functional significances for the multiple 
copies of ribosomal stalk protein lie in the efficient assembly of the stalk proteins into the ribosomal 
particles and the enhancement of the translation rate related to the interaction with GTPase 
translational factors. Furthermore, we revealed that the C-terminal domain of the stalk protein is a 
crucial structural element, although L11 (eL12) also acts in coordinated manner, for kingdom-dependent 
specificity of the ribosome-GTPase translational factor interaction.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
生体内タンパク質合成	(翻訳)	の中核を

担う「リボソーム」は、数種の RNA と数十種
のタンパク質より構成される超巨大分子集
合体である。多くの生化学的・分子生物学的
解析により、リボソーム機能の中心は RNA 成
分が担う「リボソームはリボザイムである」
という考えが定着しつつある。リボソーム粒
子全体の高次構造解析においても、大部分は
RNA 成分であり、タンパク質成分はリボソー
ム表面に点在していることが示され、上記の
ことは強く支持されている。一方、タンパク
質成分に関する解析は in	vitro 再構成系実
験が可能な一部を除いて困難であり、各々の
タンパク質成分の機能的役割については、正
確に理解されていないのが現状である。	
リボソームの大サブユニットに位置し、各

種 GTPase 翻訳因子が相互作用する GTPase セ
ンターは、リボソーム中で最もタンパク質成
分に富んだ領域であり、真正細菌の場合、リ
ボソームの突起	(ストーク)	構造を形成す
る L7/L12	(真核生物では P1-P2)、L7/L12 と
複合体を形成して L7/L12 をリボソームに会
合させる L10	(真核生物では P0)、そして L11	
(真核生物ではeL12)	がGTPaseセンター構成
タンパク質として認識されている(図 1)。	

リボソームと GTPase 翻訳因子の相互作用
は、厳密に制御されており、両者が同一生物
界のときに限られる。これまでに我々は、真
正細菌の大腸菌リボソームの GTPase センタ
ー構成タンパク質をラットやカイコの真核
生物由来の相同体で置換したハイブリッド
リボソームを in	vitro 再構成系にて作製す
ることに成功しており、このハイブリッドリ
ボソームが真正細菌の GTPase 翻訳因子では
なく、真核生物由来の因子と受容性を示すよ
うに性質が変化することを明らかにしてい
る。さらに、同一生物界であっても、高度好
熱性細菌 T.	thermophilusのタンパク質成分
を用いて同様の解析を行うと、GTPase 翻訳因
子依存の GTP 加水分解活性が 2〜3 倍に増大

することを明らかにしている。これらの結果
は、GTPase センター構成タンパク質が GTPase
翻訳因子を直接的に認識	(選択)	し、翻訳速
度とも密接に関連することを強く示唆して
いるが、これらの分子機構の詳細は不明な点
が多い。	
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、GTPase センター構成タ

ンパク質に対する特異的改変を導入した大
腸菌リボソームを in	vivo および in	vitro
にて作製し、その翻訳機能を解析することに
よって、リボソームと GTPase 翻訳因子間の
相互作用における「生物界特異性」と「翻訳
速度」に関する GTPase センター構成タンパ
ク質の機能的分子機構を明らかにすること
である。	
 
３．研究の方法 
(1)	L7/L12 のコピー数と翻訳速度の関連性：	
ストークタンパク質 L7/L12 は、GTPase 翻訳
因子との相互作用を飛躍的に高め、翻訳速度
を著しく向上させることが知られている。注
目すべきは、L7/L12 がリボソーム中にて唯一
複数コピー	(2 組のダイマー)	存在すること
であり、これが前述の機能特性に重要だと推
測されるが、正確に理解されていない。これ
までに、L10 上の L7/L12 ダイマー結合部位が
同定されており、そのうちの一つである C末
端から 10 アミノ酸領域を削除した L10∆C10
は L7/L12 ダイマー結合数が 1 組となること
が分かっている。そこで、染色体上の L10 遺
伝子が L10∆C10 となるように相同組換えした
L10∆C10 株を作製し	(取得済)、その生育解析	
(基本特性の把握)、細胞抽出液のポリソーム
画分に対する L7/L12 抗体	(取得済)	を用い
たイミュノブロット解析	(翻訳反応中のリ
ボソームにおける L7/L12 の会合状態の解析)、
並びに、L10∆C10株の	in	vivoおよび in	vitro
翻訳機能解析を行い、L7/L12 のコピー数と翻
訳速度の関連性について解析した。	
(2)	ストークタンパク質の GTPase 翻訳因子
識別機構：リボソームのストーク構造は、真
正細菌では L7/L12 ホモダイマー	(L7 は L12
遺伝子産物の N 末端アセチル化体)、真核生
物では P1-P2	ヘテロダイマー	(P1 と P2 はア
ミノ酸配列が類似した異なる遺伝子産物)	
によって形成される。これらストークタンパ
ク質に共通する特徴は、N 末端ドメイン	
(NTD)	がダイマー形成と L10	(真正細菌)	あ
るいは P0	(真核生物)	を介したリボソーム会
合に関与すること、C末端ドメイン	(CTD)	が
GTPase 翻訳因子との相互作用に関与するこ
と、NTD と CTD が構造的柔軟性に富むヒンジ
領域で連結されることである。一方、L7/L12
と P1-P2 のアミノ酸配列相同性は低く、これ
に起因する構造的差異が GTPase 翻訳因子と
の相互作用における生物界特異性をもたら
すと考えられるが、その詳細な分子機構は分
かっていない。そこで、大腸菌 L7/L12 の「CTD」
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図 1	 GTPaseセンターの概略模式図 
リボソームの GTPase センターを構成

する RNA およびタンパク質成分を示す。
図中の黒文字は真正細菌、赤文字は真核生

物における名称を示す。 



 

 

あるいは「ヒンジ領域から CTD」をカイコ P1
または P2 のものに置換した 4 種のドメイン
置 換 キ メ ラ 体 	 (L12NH-P1C,	 L12NH-P2C,	
L12N-P1HC,	L12N-P2HC)	を作製し、ストーク
タンパク質による GTPase 翻訳因子の識別機
構の解明に取り組んだ。これらストーク変異
体をハイブリッドリボソーム機能解析系に
導入し、大腸菌あるいはカイコの GTPase 翻
訳伸長因子に対する受容性を比較・解析した。	
	(3)	翻訳反応の生物界特異性における L11
の機能的分子機構：大腸菌染色体上の L11 遺
伝子を破壊した∆L11 株は、生育速度が野生株
と比較して 5倍以上遅く、L7/L12 と共に L11
も GTPase 翻訳因子との効率的な相互作用に
関与すると考えられる。また、ストークタン
パク質と同様に、全生物界に普遍的に存在す
るものの相同性は低く、このことは、L11 も
GTPase 翻訳因子に対する生物界特異的な識
別に関連する可能性が高いことを示唆して
いる。これらを実証するため、∆L11 株の細胞
内にて各生物界の L11 相同体をプラスミドに
て補填し、各生物界 L11 相同体の機能互換性
について解析を行なった。なお、真正細菌は
大腸菌 L11	(Ec_L11)、古細菌は P.	horikoshii	
aL11	(Ph_aL11)、真核生物はカイコ eL12	
(Bm_eL12)	とし、大腸菌 L11 のプロモーター
制御下にて各 L11 相同体が発現誘導されるプ
ラスミドを構築した。	
	
４．研究成果	
(1)	L7/L12 のコピー数と翻訳速度の関連性：	
L10∆C10 株の生育は、倍加時間にして野生株
よりも 7分程度遅いだけであったが、発現ベ
クターを用いた大腸菌内タンパク質合成能	
(in	vivo 翻訳機能)	は野生株の約 7〜8 割に
低下していた	(図 2)。細胞内の L7/L12 存在
量をイミュノブロット解析した結果、
L10∆C10 株と野生株の細胞内には同程度の
L7/L12 が存在していたことから、L10∆C10 株
リボソーム中の L7/L12 ダイマー数は、目論
見通りに野生株の 2組から 1組に減少してお

り、これが翻訳機能の低下の直接的な要因で
あると考えられた。興味深いことに、L10∆C10
株から単離したリボソーム中の L7/L12 ダイ
マー数は 1組よりも少ないという予想に反す
る結果が得られた。これは、リボソーム調製
時における高塩濃度下の超遠心操作段階に
て、リボソームから L7/L12 が脱離している
ためであることが判明した。以上の結果より、
L7/L12 は複数コピー	(2 ダイマーの 4 コピ
ー)	存在する方が、翻訳速度	(リボソーム機
能)	および L10 を介したリボソーム会合に有
利に働くことが明確に示された。一方、その
分子機構の詳細は不明であり、今後の課題と
して残された。	
(2)	ストークタンパク質の GTPase 翻訳因子
識別機構：	デザインした 4 種のストーク変
異体	 (L12NH-P1C,	 L12NH-P2C,	 L12N-P1HC,	
L12N-P2HC)	は、いずれも大腸菌 L10 との結
合性を保持していた。この結果は、ストーク
タンパク質のリボソーム会合において、その
ヒンジや CTD は直接関与しないことを示すと
ともに、L7/L12 ストークだけを遊離させた大
腸菌リボソームに、ストーク変異体を in	
vitro 再構成させることが可能であることを
期待させた。実際、ストーク変異体は L7/L12
を欠損させた大腸菌リボソームに目論見通
り取り込まれ、ストークタンパク質の一部だ
けが真核生物のカイコ由来となる部分ハイ
ブリッドリボソームを得ることに成功した。
in	vitro翻訳機能を解析した結果、いずれの
ストーク変異体においても、部分ハイブリッ
ドリボソームは、真正細菌ではなく、真核生
物由来の GTPase 翻訳因子との受容性を示し
た	(図 3,	青色)。このことは、リボソームと
GTPase 翻訳因子の生物界特異的相互作用は
ストークタンパク質の CTD によってもたらさ
れることが明確に示された。興味深いことに、
ストーク変異体に加えて、GTPase センター構
成タンパク質の L11 をカイコの相同体である
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図 2	 L10ΔC10株の in vivo 翻訳機能 

L10C∆10 株および野生株 (WT) 内にて
発現ベクターによるタンパク質発現解析を

行なった。図中の点線で囲まれた発現タン

パク質のバンドの濃さから発現量を算出し

た。ゲル上端の数字は発現誘導時間を示す。 
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図 3	 ストーク変異体の in vitro 翻訳機能 
各ストーク変異体を導入したハイブリ

ッドリボソームの polyU依存 poly(Phe) 合
成活性。GTPase 翻訳因子はカイコ由来の
eEF-1αと eEF-2 を使用した。大腸菌 L11
共存下は青色、カイコ eL12 共存下は赤色
で示す。比較対象として大腸菌ストークの

L7/L12を用いて同様の解析を行なった。 



 

 

eL12 に置換すると、著しい機能向上が観察さ
れた	(図 3,	赤色)。L11 だけを eL12 に置換	
(ストークタンパク質は L7/L12 のまま)	して
も GTPase 翻訳因子の受容性は変化しないこ
とから、ストークタンパク質の CTD が生物界
特異的な GTPase 翻訳因子の識別における主
役であることは間違いないが、L11	(eL12)	も
重要な役割を担うことが強く示唆された。	
	(3)	翻訳反応の生物界特異性における L11
の機能的分子機構：	生育速度の遅い∆L11 株
に対して大腸菌 L11	(Ec_L11)	を細胞内補填
すると、その生育は野生株と同程度まで回復
した。同様の実験系を用いて古細菌の P.	
horikoshii	aL11	(Ph_aL11)、真核生物のカ
イコ eL12	(Bm_eL12)	を補填しても生育は僅
かに回復するだけであった。補填株から調製
したリボソーム中の各 L11	(eL12)	の存在を
解析した結果、いずれもリボソームに取り込
まれていることが判明したことから、L11	
(eL12)	の機能補完は同一生物界のときに限
られることが示された。この原因を探るため、
補填株リボソームの in	vitro 翻訳機能を解
析したところ、異種生物界の L11	(eL12)	で
は GTPase 翻訳因子の受容性が低下しており、
この影響が生育挙動に反映されたと考えら
れた。これらの結果より、L11	(eL12)	は、
ストークタンパク質	((2)	の結果を踏まえ
ると主役はその CTD)	と協調的に作用するこ
とで、同一生物界の GTPase 翻訳因子だけを
効率的に識別していると考えられる。また、
L11 の欠損がタンパク質合成速度の低下をも
たらすことを利用した応用研究として、∆L11
株を発現宿主としてタンパク質合成を低速
化し、発現タンパク質のフォールディングに
要する時間を担保する低速型新規タンパク
質合成系に関する特許を申請した。	
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