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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミトコンドリアリボソームのペプチドトンネルの構造を明らかにし、新生
ペプチド鎖とペプチドトンネルの相互作用について知見を得ることを目指すものである。哺乳類ミトコンドリア
翻訳系を再構築し、連続プロリン配列を介した翻訳停止を利用して新生ペプチド鎖リボソーム複合体
(ribosome-nascentchain complex, RNC)を形成することに成功した(Lee, 2021)。新生ペプチド鎖の長さについ
て検討したところ、新生ペプチド鎖の長さが約80アミノ酸以上でそのN末端がミトコンドリアリボソームのペプ
チドトンネルの外に露出することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify the structure of the peptide tunnel of the 
mammalian mitochondrial ribosome and to gain insight into the interaction between the nascent 
peptide-chain and the peptide tunnel. We have reconstituted the mammalian mitochondrial translation 
system and successfully formed a ribosome-nascentchain complex(RNC) utilizing translation arrest via
 a polyproline sequence (Lee, 2021). By examining the length of the nascent peptide-chain, we 
demonstrated that the N-terminus of the nascent peptide-chain is exposed outside the peptide tunnel 
when the length of the nascent peptide-chain is more than approximately 80aa.

研究分野：生化学・分子生物学

キーワード： 翻訳　哺乳類ミトコンドリア　リボソーム　新生ペプチド鎖
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ミトコンドリアのリボソームや翻訳因子に誤作用して副作用をもたらす薬剤が多く報告されている。ま
た、リボソームのペプチドトンネルは、新生ペプチド鎖のプロセシングや折りたたみ、細胞内輸送などの制御を
になう場であり、ペプチドトンネルは多くの抗生物質の結合部位となっている。本研究により、新生ペプチド鎖
の配列や長さを制御しながらミトコンドリアのRNCを調製することが可能になった。今後様々なRNCの構造を決定
することにより、薬剤デザイン等に有用な知見が得られると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

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

 
	 ミトコンドリアのタンパク質合成系の異常は様々なヒト疾患と関わっており、またミトコン
ドリアのリボソームや翻訳因子に誤作用して副作用をもたらす薬剤が多く報告されている。こ
のような背景から、現在世界で精力的にミトコンドリアリボソームの構造解析が進められてい
る。リボソームで合成された新生ペプチド鎖は、ペプチドトンネルを通ってリボソームの外へ出
る。ペプチドトンネルは、新生ペプチド鎖のプロセシングや折りたたみ、細胞内輸送などの制御
をになう場である。バクテリアのリボソームではペプチドトンネルは多くの抗生物質の結合部
位となっており、医療応用の観点からもその構造を理解することは重要である。哺乳類ミトコン
ドリアのリボソームで合成されるタンパク質はすべて膜タンパク質であり、翻訳と共役して膜
に挿入される。これと関連して、ミトコンドリアリボソームのペプチドトンネルはミトコンドリ
アリボソームに特化したリボソームタンパク質を含むユニークな構造をもつことが示唆されて
いる。現在のところペプチドトンネルの候補として、２つのトンネルが見いだされているが、ど
ちらのトンネルが利用されているのか、使い分けはあるのか、など詳細は不明である (Greber BJ., 
2014; Brown A. , 2014; Itoh Y., 2021) 。 
 
 
２．研究の目的 
 
	  本研究課題では、哺乳類ミトコンドリアリボソーム・新生ペプチド鎖複合体（Ribosome 
Nascent peptide-chain Complex, RNC）の構造を決定し、ミトコンドリアリボソームのペプチ
ドトンネルの構造を明らかにするとともに、新生ペプチド鎖とペプチドトンネルの相互作用に
ついて知見を得ることを目指す。成果は薬剤デザインなどに直ちに結びつくと期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 哺乳類ミトコンドリア翻訳系の再構築 
	 はじめに、ミトコンドリアのタンパク質合成に必要なすべての翻訳因子を精製し、試験管内で
再構成した in vitro翻訳系を構築することとした。リボソームは豚肝臓ミトコンドリアから精製
し、翻訳因子(IF2mt, IF3mt, EF-Tumt, EF-Tsmt, EF-G1mt, RF1Lmt,EF-G2mt, RRFmt)は大
腸菌で組み替え体を発現し精製した。tRNAはミトコンドリア由来のものを十分量調製すること
が困難なため、酵母 tRNAを利用した。 
 
(2) ミトコンドリア RNCの形成 
	 構築した翻訳系を利用してリポータータンパク質であるナノルシフェラーゼの合成を確認し
たのち、ミトコンドリア RNCの形成条件の検討を行なった。翻訳中のリボソームを mRNA上
の特定の位置で安定に停止させるため、i) 翻訳終結因子 RF1Lmt の除去、ii) 翻訳停止配列(連
続プロリン配列)の利用、を検討した。さらにリボソームが mRNA上で翻訳停止したのち、新生
ペプチド鎖が解離せずにリボソーム上で安定に保持される条件を検討した。特に翻訳反応にお
けるMgおよびポリアミン濃度の検討を行なった。 
 
(3) ミトコンドリア RNCの精製 
	 RNCは、新生ペプチド鎖の N末端に Flagタグを配することにより、anti-FLAG抗体結合磁
気ビーズを用いてアフィニティー精製することとした。Flag タグがリボソームトンネルから十
分に露出される新生ペプチド鎖の長さを検討した。 
	
	
４．研究成果	
	
(1) 哺乳類ミトコンドリア翻訳系の再構築 
  哺乳類ミトコンドリア翻訳系の再構築に成功した。この翻訳系はナノルシフェラーゼをはじ
めとした様々なレポータータンパク質の合成が可能である (Lee, 2021)(図 1)。 
 
(2) ミトコンドリア RNCの形成 
	  翻訳停止リボソーム複合体を得るため、i) 翻訳終結因子 RF1Lmtの除去、ii) 翻訳停止配列
(連続プロリン配列)の利用、を検討した。その結果、i)による手法では、リボソームは終止コド
ン上で翻訳停止するが、殆どのペプチジル tRNA が加水分解されて新生ペプチド鎖が解離して



 

 

しまうことが明らかとなった。一方、ii)の手法では、ミトコンドリアリボソームが確かに連続プ
ロリン配列上で翻訳を停止し、さらに翻訳反応条件を適切に設定（高Mg濃度、ポリアミンフリ
ー）することにより、ほぼ全てのペプチジル tRNA がリボソーム上に安定に保持されることが
明らかとなった (Lee, 2021) (図 2)。 
 
(3) ミトコンドリア RNCの精製 
	 バクテリアや真核細胞細胞質のリボソームでは、新生ペプチド鎖の長さが約 50アミノ酸以上
でその N末端がペプチドトンネルの外に露出することが知られている。新生ペプチド鎖の N末
に FLAG配列を配し、さらに新生ペプチド鎖の長さがそれぞれ 50,60,70,80,90アミノ酸となる
ように 5 種類の RNC を形成させ、anti-FLAG 抗体結合磁気ビーズを用いてアフィニティー精
製をこころみた。その結果、新生ペプチド鎖がおよそ 80アミノ酸以上で FLAG配列がリボソー
ムの外に露出し、RNC が anti-FLAG ビーズと結合することが明らかになった(未発表データ)。
このことは、ミトコンドリアリボソームのトンネル出口の vestibule 構造がバクテリアや真核細
胞細胞質のリボソームのそれと比べて広く、新生鎖が vestibule ですでにフォールディングを開
始する可能性を示唆する。 
 
  本研究課題により、新生ペプチド鎖の配列や長さを制御しながら RNCを効率よく調製するこ
とが可能になった。異なる配列の新生ペプチド鎖を有した様々な RNC を調製し、CryoEM によ
る構造解析を進める。構造解析は Prof/Dr Spahn (Institute of Medical Physics and Biophysics, Charité, 
独)との共同研究である。 
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	
図 1:	哺乳類ミトコンドリア翻訳系の再構築 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2:連続プロリン配列を利用したミトコンドリア RNCの形成 
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Figure 3. Dependence of the reconstituted mammalian mitochondrial translation system on each component. (A) nLuc synthesis: The schematic of the
mRNA used in the reaction (upper). Translation reactions were performed using the mRNA and [35S]methionine-labeled yeast aminoacyl-tRNA mix, with
each factor subtracted from the reaction mixture. After the 120 min reaction, either the samples were treated with RNase A and resolved by Tricine SDS-
PAGE (lower left), or aliquots were subjected to the nLuc assay (lower right). The amount of nLuc synthesized in ‘Complete’ corresponds to approximately
0.026 nM. Error bars represent the standard deviation from three independent experiments. In the rightmost lane of the gel, translation product of 3XFLAG
mRNA in (B) is also shown, to compare with 2–5 kDa non-specific products of nLuc mRNA (see also Supplementary Figure S4). (B) 3xFLAG peptide
synthesis: The schematic of the mRNA used in the reaction (upper). Translation reactions were performed as in (A). After the 120 min translation reaction,
the samples were treated with RNase A and resolved by Tricine SDS-PAGE (lower left). The yields of the synthesized 3xFLAG peptides were assessed by
the incorporation of [35S]methionine into the peptide, and the amounts of the synthesized peptides at 120 min were plotted (lower right). The amount of
3xFLAG peptide synthesized in ‘Complete’ corresponds to ∼0.039 nM. Error bars represent the standard deviation from three independent experiments.

the peptide release by RF-1Lmt is inhibited. However, we
found that the omission of RF-1Lmt did not inhibit the
multi-round synthesis of the 3xFLAG peptide (Figure 3B,
RF-1Lmt(–)), indicating that 3xFLAG peptides were re-
leased in an RF-1Lmt-independent manner. We examined
whether the synthesized 3xFLAG peptides are released by
RF-1Lmt, and found that they were indeed released from
the ribosome even in the absence of RF-1Lmt (Supplemen-
tary Figure S3B), which is compatible with the RF-1Lmt-
independent release of nLuc from mitoribosomes described
above (Supplementary Figure S3A).

Fusidic acid resistance of the reconstituted mitochondrial
translation system

So far, the antibiotic susceptibility of the mitochondrial
protein synthesis system in vitro has been investigated using
the poly(Phe) synthesis system, a reconstituted translation
elongation process (53–55). By applying the developed mi-
tochondrial translation system, we attempted to test the an-
tibiotics that affect the translation process other than elon-
gation step.

One of the characteristics of EF-G homologs is their
sensitivity to fusidic acid (FA). FA locks EF-G in the
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Figure 5. Polyproline-mediated ribosome stalling in the reconstituted mammalian mitochondrial translation system. (A) The schematic of the mRNA
used in the reaction. A polyproline motif (Pro x4 or Pro x12) was inserted in front of the nLuc coding region. (B) Translation reactions were performed
using the indicated mRNA and [35S]methionine-labeled yeast aminoacyl-tRNA mix, with 7 mM Mg2+. After the translation reaction was performed for
the indicated time period, aliquots were subjected to the nLuc assay (left). The nLuc activities at the 120 min reaction point were plotted (right). Error
bars represent the standard deviation from three independent experiments. (C) Translation reactions were performed as in (B). After the 120 min reaction,
the samples were treated with RNase A and subjected to Tricine SDS-PAGE. Black arrowhead, full-length translation products; white arrowhead, stall
products. (D) Translation reactions were performed as in (B), but with the indicated Mg2+ concentrations. The nLuc activities at 120 min were plotted.
Error bars represent the standard deviation from three independent experiments.

order of the peptidylpolyproline-tRNA is resolved, conse-
quently alleviating polyproline-mediated ribosome stalling
(51).

In sharp contrast to such observations in the yeast trans-
lation system, the mitochondrial translation system re-
vealed that polyproline arrests translation, even under con-
ditions with high Mg2+ (Figure 5D). Moreover, we found
that the peptidylpolyproline-tRNAs on the stalled 55S ri-
bosomes are partially hydrolyzed, and nascent peptides
are released (Supplementary Figure S6). As we observed
the RF-1Lmt-independent peptide release at a stop codon
(Supplementary Figure S3), such premature peptide release
could also happen in our system, when the ribosomal A-
site is empty for a long time. The factor responsible for
the peptide release has yet to be identified. Here, we would
like to note our observations in the in vitro yeast recon-
stituted translation system: (i) Polyproline-mediated ribo-

some stalling is not accompanied by peptide release, and
the peptidylpolyproline-tRNA on the stalled 80S ribosomes
is scarcely hydrolyzed (51). (ii) Ribosome stalling at CGA
codon repeats is associated with the peptide release, i.e. pre-
mature termination (51). CGA codon repeats in the trans-
lated mRNA are known to cause ribosome stalling, due to
the decoding-incompatible conformations of the mRNA in
the A-site (80). Considering these observations, it is possible
that polyproline-mediated translation arrest by mitoribo-
somes is a combined result of an impaired peptidyl-transfer
reaction due to the disorder of peptidylpolyproline-tRNA,
and impaired decoding in the A-site due to, for example,
an unusual mRNA structure. For instance, as the Mg2+

concentration increases in the reaction, the disorder of the
peptidylpolyproline-tRNA might be partially resolved, but
premature termination occurs due to the inhibited decod-
ing. Structural analysis of the polyproline-stalled mitori-
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Formation of Ribosome-Nascent chain Complex (RNC) 
utilizing polyproline-mediated ribosome stalling
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