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研究成果の概要（和文）：葉緑体リボソームは59種の蛋白質を等モルずつ含むので、蛋白質の質量は大きく異な
るが等モルずつ合成されなければならない。大きなS2蛋白質と小さなS16蛋白質のmRNAコード領域の翻訳伸長速
度はほぼ同じであるが、5’非翻訳領域の翻訳開始速度はS16 mRNA が著しく低い。これは、葉緑体に可溶性の翻
訳抑制因子が、S16 mRNAの翻訳開始を抑制することによる。mRNA特異的な翻訳制御因子群により、リボソーム蛋
白質群がほぼ等モル合成されるモデルを提唱した。

研究成果の概要（英文）：Chloroplast ribosomes include 59 proteins in equimolar ratios. Though their 
sizes vary significantly, these proteins should be synthesized as equal moles. The translation 
elongation rates of a large S2 mRNA and a small S16 mRNA coding regions are found to be similar. 
However, the translation initiation rate of S16 mRNA 5'-UTR was very low. This is due to the 
presence of an S16-specific translation repressor in a chloroplast soluble fraction. We propose a 
model that translation of ribosome protein synthesis is regulated by mRNA-specific factors.
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1.研究開始当初の背景 

(1) 顕花植物の葉緑体は小型ゲノムを持ち、

約 80 種のタンパク質をコードしている。

これらの大部分は、光化学系、NADH 脱水

素酵素やリボソームなどの複合体のサブ

ユニットである。各サブユニットの量比は

ほぼ決まっているので、その量比に応じて

合成されなければならない。大部分の葉緑

体遺伝子は、ほぼ恒常的に転写さる。従っ

て、葉緑体遺伝子の発現制御は、転写段階

でなく主として翻訳段階で行われるはず

である。一つの複合体を構成するサブユニ

ットの大きさは様々である。更に、多量に

存在する光化学系のサブユニットと微量

の NADH 脱水素酵素のサブユニットが同一

mRNA 鎖にコードされている例もある。

mRNA から必要量のタンパク質をどのよう

に合成するかという翻訳の定量的制御の

研究は見当たらない。 

(2) 葉緑体の翻訳装置は原核生物と似ている

が、リボソームの構成は少し異なっている。

また、約 60％の葉緑体 mRNA は

Shine-Dalgarno(SD) 配列を持たない。そ

の代わり、mRNA 固有のトランス因子を持

つ。それぞれのトランス因子に対応して

mRNA の上流域にシス因子が存在する。葉

緑体の多くの mRNA について、これらの同

定がまだ十分解析されていない。更に、こ

れらの両因子が相互作用して翻訳の開始

速度を決めていると考えられる。 

 

2.研究の目的 

(1)タバコ葉緑体のリボソームは 59 種のタン

パク質サブユニットからなり、そのうちの

21 種は葉緑体ゲノムにコードされている。

これらは等モルずつリボソームに存在す

る。最も大きいタンパク質は、最も小さい

タンパク質の約 8倍なので、大きなタンパ

ク質は速い速度で合成されないと両者は

等モルにならない。そこで、リボソームを

例として、大きなサブユニットと小さなサ

ブユニットの mRNA の翻訳を、葉緑体 in 

vitro 翻訳系を使って調べる。それらが等

モルずつ合成される翻訳様式を調べる。こ

れにより、葉緑体での翻訳の量的制御の分

子機構の解明を目指す。 

(2)タバコ葉緑体 30S リボソーム粒子のうち、

最も大きい S2 タンパク質をコードする

rps2 mRNA のシス配列を同定し、トランス

因子の有無を調べる。ついで同 mRNA の翻

訳開始と翻訳伸長の速度を定量する。小さ

い S14 タンパク質をコードする rps14 

mRNA について、同様に調べる。得られた

データをもとに、S2 タンパク質と S14 タ

ンパク質がほぼ等モル合成される様式の

モデルを提唱する 

 

3.研究の方法 

(1) 翻訳の分子機構の解析には、in vitro(無

細胞)系が必須なので、我々は世界に先駆

けタバコ葉緑体 in vitro 翻訳系を開発し

た。さらに、大幅に改良し当初の数百倍の

活性を持ち、翻訳速度を測定できる系を確

立した。そこで、この系を以下用いる。こ

の葉緑体 in vitro 翻訳系で、反応が直線

的に進行している条件下(28℃、1h)で、相

対的翻訳速度を、ラベルしたアミノ酸の取

込みで測定する。 

(2) タバコ葉緑体 30S リボソーム粒子の、最

も大きな S2 タンパク質（236 アミノ酸）

の mRNA と小さい S14 タンパク質（100 ア

ミノ酸）の mRNA を用いて、葉緑体 in vitro

翻訳系で翻訳速度の解析を行う。また、他

の小さな S16 タンパク質の mRNA について



も調べる。 

(3) 次に、各 mRNA の 5’-UTR の後方に同一の

緑色蛍光タンパク質(GFP)の mRNA のコー

ド領域を結合し、翻訳速度を求める。コー

ド領域が同じなので翻訳速度の差は翻訳

開始速度と考えられる。ついで、葉緑体の

リブロース 2リン酸カルボキシラーゼの

大サブユニット遺伝子 rbcL の 5’-UTR や

T7 ファージ gene 10 由来の 5’-UTR も対

照として用い、翻訳伸長速度を計り、前の

結果と比較する。 

(4) 次に、各 mRNA 翻訳に必須のシス配列を同

定し、ついでトランス因子の有無を調べる。

我々の開発した Functional In Vitro 

Competition Assay（5’-UTR を過剰に加

え翻訳を測定。もしトランス因子が存在す

るなら、過剰の 5’-UTR に結合してしまい、

テンプレート mRNA にいかないので翻訳で

きなくなる)で、トランス因子が存在する

かどうかを調べる。 

 

4.研究成果 

(1) タバコリボソームタンパク質をモデルと

した。最も大きなS2（236アミノ酸, rps2）

の mRNA と小さい S14 タンパク質（100 ア

ミノ酸）の rps14 mRNA を用いて、葉緑体

in vitro 翻訳系で翻訳速度の解析を行っ

た。葉緑体内の正常な“rps2 5’-UTR(5’-

非翻訳領域) – S2 コード領域 - rps2 3’

-UTR(3’-非翻訳領域)”を持つ mRNA を用

いて翻訳速度を測定したところ、この

mRNA は非常に速い翻訳速度を持つことが

分かった。ついで、rps2 mRNA の翻訳開始

に必要なシス配列について、5’ –UTR の

種々の欠失変異を作製して解析を行い、翻

訳開始点上流の 33 塩基が翻訳開始に重要

であることを発見した。さらに rps2 mRNA

の 5-’UTR を用いたゲルシフト解析の結

果、トランス因子の存在が示唆された。次

いで、S14 タンパク質の rps14 mRNA で同

様の解析を行ったが、シス配列の同定には

至らなかった。そこで、S14 タンパク質の

代わりとして S16 タンパク質（85 アミノ

酸）の rps16 mRNA を用いて解析を行った

が、我々の in vitro 系では翻訳活性を測

定することが困難であった。 

(2) 次に、翻訳伸長の速度を測定した。S2タ

ンパク質と S16 タンパク質のコード領域

を同じ rps2 の 5’-UTR と結合して翻訳速

度を測定した結果、S16 タンパク質が S2

タンパク質の約６倍合成された。次に T7

ファージ gene10 由来の 5’-UTR を用いて

同様の解析を行ったところ、S16 タンパク

質が S2 タンパク質の約４倍合成された。

このことから、翻訳伸長速度はコード領域

の長さに依存していることを明らかとな

った。葉緑体内では、S2 タンパク質と S16

タンパク質はほぼ同じ量合成されるはず

なので、S16 の 5’-UTR が翻訳開始を遅ら

せていると考えられる。 

(3) つぎに、その翻訳抑制の解析を行った。

S16 の 5’-UTR に緑色蛍光タンパク質遺伝

子(GFP)を結合させたところ、GFP はほと

んど合成されなかった。しかし、この mRNA

を大腸菌 in vitro 翻訳系に入れると GFP

が合成された。そこで、この系に葉緑体

in vitro 系を加えると GFP 合成が阻害さ

れた。さらに葉緑体 in vitro 系の上清（リ

ボソームを沈殿させた可溶性部分）を加え

ても同様に GFP 合成が阻害された。従って、

葉緑体の可溶性部分には S16 の 5’-UTR

の翻訳抑制を行う成分が存在することを

示した。 

(4) 対照として、rbcL mRNA の 5’-UTR は葉緑



体 in vitro 系でも大腸菌の in vitro 系で

も同じように GFP を合成した。しかし、大

腸菌の in vitro 系に、葉緑体 in vitro

系の可溶性部分を加えても GFP 合成は阻

害されなかったので、この効果は S16 の

mRNA 5’-UTR に特有のものである。 

 

以上の知見をもとに、上の図のようなモ

デルを提唱した。すなわち、rps16 mRNA

の開始コドンAUGと前方のSD配列を含む

領域がステム構造をとり、それに葉緑体

の可溶性部分に存在する抑制因子が結合

して rps16 mRNA の翻訳を抑制している

と考えられる。 

(5) S16 の 5’-UTR に上流 ORF が存在し、これ

にGFPコード領域を結合させるとGFPが少

し合成されるので、この上流 ORF が翻訳抑

制に関与している可能性も考えられる。 
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