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研究成果の概要（和文）：リボソーム表面で柔軟かつ広範囲に運動する“触手様タンパク質”は、翻訳因子と直
接相互作用して翻訳因子をリボソームへとリクルートする。一方で最近、触手様タンパク質がアミノアシルtRNA
合成酵素とも相互作用し、アミノアシルtRNAを翻訳因子へ効率よく供給する役割も担うことが示された。本研究
では、まず触手様タンパク質とアミノアシルtRNA合成酵素の相互作用実験を行った。その結果、触手様タンパク
質のC末端ドメインのN末端側部位がアミノアシルtRNA合成酵素との相互作用に重要であることを示唆する結果を
得た。また、我々は触手様タンパク質-アミノアシルtRNA合成酵素の微結晶を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The ribosomal stalk protein moves in a broad range on the ribosome. The 
ribosomal stalk protein directly interacts with and recruits the translation factors to the 
ribosome. On the other hand, recently it was found that the ribosomal stalk protein also binds to 
aminoacyl-tRNA synthetase and contributes to the efficient supply of aminoacyl-tRNA to the 
translation elongation factor. In our present research, we first conducted the analysis of the 
interaction between the ribosomal stalk protein and aminoacyl-tRNA synthetase. The results suggested
 that the N-terminal region of the C-terminal domain of the stalk protein is important for the 
binding. In addition, we obtained the microcrystals of the stalk protein-aminoacyl-tRNA complex.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： リボソーム　触手様タンパク質　アミノアシルtRNA合成酵素　翻訳　X線結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報の翻訳は、アミノアシル tRNA 合

成酵素が tRNA にアミノ酸を付加し、そのア
ミノアシル tRNA と結合した翻訳因子がリボ
ソーム中に入り込むことで進行する。リボソ
ームタンパク質の一種である“触手様タンパ
ク質”は、そのような翻訳因子をリボソームへ
とリクルートする役割を担い、タンパク質合
成を行うために必須の構造体である (図 1)。
触手様タンパク質はリボソーム上に複数コピ
ー存在しており、ダイマー化した N 末端ドメ
インを介してアンカータンパク質に結合して
いる (図 1)。一方、触手様タンパク質の C 末
端ドメインは、N 末端ドメインと変性領域を
介して繋がっており、リボソーム表面で柔軟
に運動していると考えられている (図 1)。 

図 1 リボソーム触手様タンパク質の役割 
 

これまでに当研究室では、触手様タンパク
質の N 末端ドメインとアンカータンパク質の
複合体の結晶構造を決定し、触手様タンパク
質とアンカータンパク質の会合様式を明らか
にしてきた (Naganuma et al, J . Biol. Chem., 
2010)。また、我々は NMR 解析により、触手
様タンパク質の運動範囲は、半径 125Å にも及
ぶ広範囲なものであることを明らかにしてき
た (Lee et al, Nucleic Acids Res., 2013)。さらに、
我々は触手様タンパク質はその C 末端ドメイ
ンを介して翻訳因子と直接相互作用すること
を示すとともに  (Nomura et al, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 2012)、触手様タンパク質 C 末
端ドメインと翻
訳因子の一種で
ある EF1A との
複合体の結晶構
造を決定し、そ
の相互作用様式
の詳細を明らか
にしてきた (Ito 
et al, Nucleic 
Acids Res., 2014) 
(図 2)。 
図 2 触手様タンパク質 C 末端ドメイン（黒色）と翻訳

因子 EF1A（灰色）との複合体構造 
 

一方、アミノアシル tRNA 合成酵素は細胞
質基質で機能する酵素であり、翻訳因子とは
違い、リボソームコア粒子には取り込まれな
い因子である。しかしながら最近、このアミ

ノアシル tRNA 合成酵素が意外なことに、リ
ボソームの触手様タンパク質と相互作用す
ることが報告された (Godinic-Mikulcic et al, 
Nucleic Acids Res., 2014)。このことから、触
手様タンパク質は「翻訳因子をリボソームへ
リクルートする」ばかりでなく、「アミノア
シル tRNA 合成酵素をリボソーム近傍に集積
させることで、アミノアシル tRNA を効率よ
く翻訳因子に供給し、さらにはリボソームで
消費された tRNA を効率よくアミノアシル
tRNA 合成酵素に引き渡す役割も担う」とい
う、翻訳反応の新たな仕組みが明らかになっ
た。しかし、翻訳因子とは構造も機能も全く
異なるアミノアシル tRNA 合成酵素を、なぜ
触手様タンパク質は認識できるのか、そのメ
カニズムは明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々のこれまでの成果に立脚

し 、触手様タンパク質・アミノアシル tRNA
合成酵素複合体の相互作用様式を生化学的
実験および結晶構造解析により明らかにす
ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

本研究では、結晶化に適した構造が安定
な触手様タンパク質断片を作製することを
目的とし、まず触手様タンパク質におけるア
ミノアシル tRNA 合成酵素との相互作用部位
の 特 定 を 行 っ た 。 相 互 作 用 解 析 は
Native-PAGE や蛍光偏向法により行った。そ
して、構造解析は結晶構造解析により行った。 
 
４．研究成果 

まず、蛍光偏向法の実験結果を示す。蛍
光偏向測定で使用するタンパク質は好熱性
古細菌 M. thermautotrophicus 由来のものを使
用した。まず、触手様タンパク質の C 末端か
ら 14 番目のアミノ酸に蛍光標識を導入した
サンプル (aP1C14-FITC) を調製し、アミノア
シル tRNA 合成酵素として SerRS を使用し、
aP1C14-FITC- SerRS 間の親和性を測定した。
その結果、Kd = 2.03 µM の親和性で相互作用
することが確認された (図 3A)。次に、触手
様タンパク質の N 末端ドメインをマルトー
ス結合タンパク質に置き換え、そして C 末端
から 14 番目のアミノ酸に蛍光標識を導入し
たサンプル  (MBP-aP1C14[ΔNTD]-FITC) を
調製し、SerRS との相互作用を測定した。そ
の結果、Kd = 4.13 µM の親和性で相互作用す
ることが確認された (図 3B)。即ち、触手様
タンパク質のN末端ドメインはSerRSとの相
互作用に関与していないことが明らかにな
った。次に、触手様タンパク質の C 末端 13
残基を削除し、そして C 末端から 14 番目の
アミノ酸に蛍光標識を導入したサンプル  
(aP1C14[ΔC13]-FITC) を調製し、SerRS との
相互作用解析を行った。その結果、Kd = 2.47 
µM の親和性で相互作用することが確認され
た (図 3C)。この結果は注目に値するもので



ある。なぜなら、前述のように、我々は過去
の研究で、触手様タンパク質は C 末端ドメイ
ンのC末端を介して翻訳因子と相互作用して
いることを明らかにしているからである。す
なわち、今回の結果は、アミノアシル tRNA
合成酵素と翻訳因子は違った部位で触手様
タンパク質と相互作用していることが明ら
かになった。次に、我々は蛍光標識を触手様
タンパク質のC末端ドメインのN末端側に蛍
光標識を施したサンプル (aP1C30-FITC：触
手用タンパク質C末端ドメインのN末端側に
蛍光標識が導入した) を調製して相互作用解
析を行った。その結果、触手用タンパク質と
SerRS は相互作用しないことが明らかになっ
た (図 3D)。このことは、蛍光標識化合物が
触手用タンパク質-SerRS の相互作用を阻害
したことを意味しており、即ち、SerRS は触
手用タンパク質のC末端ドメインのN末端部

位で相互作用することを示唆するものであ
る。 
図 3 触手様タンパク質と SerRS の相互作用解析 
   

以上の結果をまとめると、触手様タンパ
ク質はC末端ドメインのN末端領域でアミノ
アシル tRNA 合成酵素と相互作用しているこ
とが明らかになった。一方我々は過去の研究
で、触手様タンパク質は C 末端ドメインの C
末端を介して翻訳因子と相互作用している
ことを明らかにしているが、今回我々は、翻
訳因子との結合の要となるその領域はアミ
ノアシル tRNA 合成酵素との相互作用に関与
していないことを明らかにした。これらの結
果は、アミノアシル tRNA 合成酵素と翻訳因
子が同時に触手様タンパク質と相互作用し、
そして翻訳効率を上昇させる反応が存在す
ることを示唆するものである。なお、以上の
実験結果は予備実験段階であり、今後実験を
さらに精査する。 

次に我々は、触手様タンパク質とアミノ
アシル tRNA 合成酵素との共結晶化に取り組
んだ。その結果、現在までに微結晶を得るこ
とに成功している (図 4)。 

なお、本研究の一環で触手様タンパク質
に結合する新規因子も探索していた結果、
IF5B、ABCE1、YchF 等の新たな因子を数種
同定することができた。また、触手様タンパ
ク質と翻訳因子との相互作用メカニズムに

ついても
新たな知
見を得る
ことがで
きた。 
 
 
 
 

図 4 触手様タンパク質と SerRS の共結晶 
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http://www.sc.niigata-u.ac.jp/biologyindex/uchiu
mi-ito/index.html 
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