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研究成果の概要（和文）：クライオ電子顕微鏡を用いて、HCV IRESが進行中のmRNAの翻訳反応を邪魔することな
く、80Sリボソームの40Sサブユニットに結合している構造を捉えることに成功した。蛍光顕微鏡を用いた1分子
観察により、IRESが翻訳反応中のリボソームに結合していることを確認した。HCV IRESに依存して翻訳を開始し
た場合についても、IRESが翻訳反応中のリボソームの40Sサブユニットに結合していることが分かった。生化学
的な実験により、HCV IRESに依存した翻訳の開始は、キャップ構造を持つmRNAを翻訳中のリボソームを用いる方
が、空のリボソームを用いるよりも、迅速に進むことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We determined the cryo-EM structure of the HCV IRES which binds to the 40S 
ribosomal subunit of the translating 80S ribosome without impeding the ongoing translation. 
Single-molecule measurements by fluorescence microscopy confirmed that the HCV IRES binds to the 
translating ribosome. Additional cryo-EM studies showed that the HCV IRES binds to the 40S subunit 
of the translating 80S ribosome even in the case of the HCV IRES-dependent translation. Biochemical 
experiments showed that the ribosome translating cap-dependently is a better substrate for the HCV 
IRES than a free ribosome.

研究分野：構造生物学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HCV由来のIRESがこれまで想定されていなかった方法で反応中の翻訳装置リボソームを乗っ取っていることを示
した点で画期的である。本研究により明らかになった機構は、HCV由来のIRESと同じような構造を持つ他のウイ
ルスにも共通すると考えられる。従って、IRESとリボソームの40Sサブユニットとの相互作用を阻害する薬剤を
開発できれば、効果的な抗ウイルス薬になる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

C 型肝炎ウイルス（HCV）のゲノム mRNA には internal ribosome entry site（IRES）と
呼ばれる部位が 5´ UTR に存在し、これがリボソームに結合することによって宿主の翻訳開
始因子（eIF）に頼ることなく翻訳が始まる。しかしながら、その詳細なメカニズムは不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
低温電子顕微鏡（cryo-EM）を用いた単粒子解析という構造生物学的手法と、様々な生化学

的手法および生物物理学的手法を併せて、HCV IRES によるリボソーム・ハイジャックの分子
機構の全容を解明することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 

Cap 依存的あるいは HCV IRES 依存的に翻訳開始した翻訳中のヒト由来 80S リボソームと
HCV IRES との複合体の cryo-EM による立体構造解析を行った。全反射蛍光顕微鏡を用いた 1
分子観察により、HCV IRES と翻訳中の 80S リボソームとの相互作用を直接解析した。また、
cryo-EM による立体構造解析によって見出された機構を生化学的な手法によっても検証した。 
 
４．研究成果 

HCV IRES がどのような状態のリ
ボソームに結合しているかについて、
ショ糖密度勾配を用いたポリソーム
解析を行った。その結果、従来から唱
えられていた通り、HCV IRES は 40S
サブユニットに結合していたが、すで
に他の mRNA を翻訳中である、ポリ
ソーム画分のリボソームにも結合し
ていることを見いだした。 

本研究では、キャップ構造を持つ
mRNA を翻訳中のリボソームを準備
するために試験管内再構成型翻訳系
を用いた。均一な翻訳中リボソームを
調製するために、hCMV の uORF2 配
列を用いて、新生ペプチド依存的に翻
訳を一時停止させ、N 末端側に付加し
た PA 配列を用いてアフィニティ精製
を行った。そこに HCV IRES を加え

た試料について、クライオ電子顕微鏡
による立体構造解析を行った。すると
HCV IRES が、進行中の mRNA の翻
訳反応を邪魔することなく、40S サブ
ユニットに結合している構造を 4.5Å
分解能で決定することに成功した（図
1）。さらに、蛍光顕微鏡を用いた 1 分
子観察からも、HCV IRES が確かに翻
訳反応中のリボソームに結合してい
ることを確認した。これらの結果から、
HCV IRES は 40S サブユニットに結
合しながら、宿主の mRNA の翻訳反
応が終結するのを待ち構え、その後に
リボソームを「乗っ取る」と考えられた。 
次に HCV IRES に依存して翻訳を開始した場合についても試験管内で試料を調製し、クラ

イオ電子顕微鏡を用いて立体構造を 3.9Åで決定した。すると、やはり HCV IRES が翻訳反応
中のリボソームの 40S サブユニットに結合していることが明らかとなった。 

図 1翻訳反応中のリボソームに結合する IRESを捉え
たクライオ電子顕微鏡像 
mRNA のキャップ構造に依存して宿主細胞の翻訳を
開始したリボソームに結合した C 型肝炎ウイルス
（HCV）の IRES（赤）と、合成途中のタンパク質（ペ
プチド）を結合したペプチジル tRNA（緑）が同時に
観察されたことから、IRES は進行中の mRNA の翻
訳反応を邪魔することなく、40S サブユニットに結合
しているのが分かる。HCV のゲノム RNA は 1 本鎖
であるため、分子内の相補的な塩基同士が水素結合
し、IRES の領域は特に複雑な立体構造をとる。 



生化学的な実験により、HCV IRES に依存した翻訳の開始は、キャップ構造を持つ mRNA
を翻訳中のリボソームを用いた方が、翻訳反応に使われていない空のリボソームを用いるより
も、迅速に進むことが明らかとなった。この結果とクライオ電子顕微鏡による観察結果と併せ
ると、従来の「使われていない 40S サブユニットに HCV の IRES が結合して、HCV のタン
パク質合成が開始される」モデル（図 2 の VI→III→IV→V の流れ）よりも、「細胞の mRNA
を翻訳中のリボソームに HCV の IRES が結合し乗っ取る」（図 2 の I→II→III→IV→V）場合
の方が、より効率よく頻繁に起こると考えられる。さらに、HCV ゲノムの翻訳に使われてい
る 40S サブユニットを、次のラウンドの翻訳の際にもう一度使う（図 2 の V→III）といったシ
ステムも存在しうると考えられる。 

このほかに、翻訳開始に機能する翻訳開始因子 eIF4A について、翻訳阻害剤 RocA と連続プ
リン配列、ATP アナログ AMPPNP の 4 者複合体の結晶構造解析を明らかにした。さらには、
翻訳開始因子 eIF2のリン酸化のある場合とない場合の両方について、他の翻訳開始因子 eIF2B
との複合体の cryo-EM 構造を決定し、eIF2 のリン酸化の有無に応じて、eIF2B との結合様式
を大きく変化させることを明らかにした。 
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