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研究成果の概要： 

 植物細胞の中で光合成を行う葉緑体は盛んにタンパク質も作っている。そこで、葉緑体で有

用タンパク質を生産する試みがなされたが、必ずしも成功しなかった。このことは、葉緑体の

タンパク質合成の機構が動・植物の細胞質や細菌の機構とは違っていることを意味する。本研

究で、葉緑体でのタンパク質合成にはメッセンジャーRNA の上流部分のみならずタンパク質の

アミノ酸配列を規定する部分の一部も必要なことを明らかにした。 
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 葉緑体は植物固有のオルガネラで独自の

ゲノムを持つ。葉緑体の遺伝子発現は分化

過程、組織別、光条件などによって大きく

変わるが、その制御は転写レベルよりも翻

訳レベルで強く行われる。葉緑体形質転換

法で外来遺伝子を導入すると、mRNA まで

は合成されるがタンパク質は合成されない

例が多いのは翻訳制御によるもので、核－

細胞質系の遺伝子発現とは大きく異なる。 

 葉緑体の翻訳装置は大腸菌と似ていると

昔は思われていた。しかし、全コドンを読

むのに必要な tRNA 遺伝子を持っていない

（タバコでは 4種不足）、大腸菌には無い葉

緑体固有のリボソームタンパクが数種存在

し、立体構造も異なる。大腸菌などでは翻

訳開始コドン上流数ヌクレオチドに存在す
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る Shine-Dalgarno (SD)配列が翻訳開始に必

須であるが、葉緑体では 30%以下の mRNA

にしか SD 様配列を持っていないし、さら

にこの SD 様配列が翻訳を阻害する例もあ

る。従って、葉緑体の翻訳開始機構は大腸

菌などとは異なることが明らかになってき

た。 

(2) 我々は、葉緑体固有の翻訳機構を生化学的

に解析するため、世界に先駆け 1996年に葉

緑体 in vitro (無細胞)翻訳系を開発し、最近

大幅な改良を加え翻訳速度を測定できる系

までにした。 

 これまでに in vitro 系を用いて、葉緑体 

mRNA 固有の翻訳開始機構を明らかにして

来た。数年前に、葉緑体で全く翻訳しなか

った異種遺伝子を翻訳開始点下流に人工配

列を挿入することで翻訳可能とすることに

成功した。翻訳過程の律速段階は開始過程

で、これまで翻訳開始は 5’非翻訳領域
(5'UTR)のみが関与すると考えられていた

が、この成果を基に 5'UTRとコード領域の

適合性（compatibility）が翻訳開始に重要で

あるとの着想に至った。 

 

２． 研究の目的 

(1) 葉緑体mRNAの大部分を占める SD様配列

を持たない mRNAの翻訳開始に、5'UTRと

共にタンパク質コード領域も関与するとい

う「5'UTR とコード領域の適合性」の仮説

を、我々の高活性 in vitro翻訳系を用いて検

証する。次いで、コード領域の関与が示さ

れれば、関与するコード領域部分(5'UTRと

の「適合配列」と呼ぶ)を、一連のコード領

域欠失 mRNAを使って特定する。 

(2) 上記の適合配列に対応すると考えられる

mRNA上の 5’UTRの翻訳シス配列の同定と、
対応するトランス因子の同定を進める。 

(3) 葉緑体に比較的多く見られるコード領域

が重複している mRNAの翻訳機構を解析す

る。ndhC-ndhK mRNAの両コード領域はオ

ーバーラップしており、一本の mRNAから

翻訳される。この特異な mRNAを適合説の

検証に用いる。 

 

３． 研究の方法 

我々のタバコ葉緑体 in vitro 翻訳系は、鋳型

mRNA量が不飽和条件下(変異mRNAを用いる

場合の必須条件)で翻訳反応が 2時間以上直線

的に進行するので、翻訳速度を正確に定量で

きる。この系を用いて以下のように実験を進

める。 

(1) psbA mRNA を用いて適合性に関与する配

列の探索 

 ① 光化学系 II の D1 タンパク質をコードす

るタバコ psbA mRNAの 5'UTRは、D１コー

ド領域は当然適合性があるが、リジンを全

く含まない。 

 ② ウイルスのTATタンパク質コード領域を

psbA 5'UTRに結合しても全く in vitro系で

翻訳されない。従って TATコード領域は不

適合である。しかし、5'UTRと TATの間に

100 ヌクレオチドの人工配列を挿入すると

翻訳する。TATは 9個のリジンを含む。 

 ③ psbA mRNA (5'端は転写開始点)の D1コー

ド領域（適合性を持つ）の下流に TATコー

ド領域（不適合）を結合する。市販の蛍光

リジン tRNAを含む in vitro系で反応させる

と、リジンは TATだけに取り込まれるので、

不適合な TAT コード領域の翻訳のみを検

出できる。 

 ④ D1 コード領域を種々欠失させた mRNA

を作製する。これらの欠失 mRNAの翻訳速

度を測定し、TAT を翻訳可能とさせる D1

コード領域内の範囲(5'UTR との「適合配

列」)を特定する。 

(2) psbA mRNAや psbN mRNAなどの翻訳のト

ランス因子の同定 

 ① シス配列に作用するトランス因子の存在

はゲルレターデーション法で明らかにする。 

 ② in vitro翻訳系に 32P標識mRNAを加えて、

UV クロスリンクしてトランス因子を同定

する。 

 ③ トランス因子の単離と解析をする。 

(3) ndhC-ndhK mRNAの翻訳機構 

 ① NADH デヒドロゲナーゼのサブユニット

Cと Kの mRNAの１本で、両者のコード領

域の一部は重複している。従って、後方の

ndhK mRNA の 5’UTR に相当する配列は
nhdC mRNAのコード領域内である。このよ

うな場合、リボソームがどのように翻訳開

始点を認識するか。 

 ② ndhCK mRNAのKコード領域にGFPコー

ド領域を結合させたキメラ mRNAを作製し、

これを鋳型として in vitro翻訳して GFPの

蛍光で Kの翻訳速度を測定する。 



 ③ このキメラ mRNAに種々の変更を入れて

Kの翻訳に必要な mRNA上の配列を同定す

る。 

 

４． 研究成果 

(1) psbA mRNA を用いて適合性に関与する配

列の探索 

 まず、D1 コード領域(353 コドン)を 3'末

端より 50 コドンずつ欠失したものに TAT 

(86コドン)を結合して、各々の mRNAの翻

訳を調べたところ、5'末端より 50コドンに

しても TAT部分が合成された。さらに、段

階的に欠失していき、10 コドンでも TAT

を合成する。さらに細かく欠失させ、最も

効率よく TAT を合成するのは 30 コドンで

あることを見出した（図１）。１コドン多く

ても少なくても活性が低下することから、

１次配列よりは高次構造が関与していると

考えられる。 

この結果は、我々の適合説を支持するも

のであるが、その詳細な分子機構はこれか

らの研究を待たねばならない。ただ、葉緑

体で外来の有用タンパク質を生産する面か

らいえば、psbA mRNA のコード領域の 30

コドン目の後に、発現したいタンパク質コ

ード領域を付加すれば発現できることが明

らかになったので、葉緑体工学の基盤技術

として有用な成果である。 

図１： 葉緑体 psbA mRNAのコード領域内の適

合配列。(a)鋳型 mRNAの模式図。psbAのコード

領域(26~34 残基)を TAT の上流に結合した。

(b)psbA(50)-cpTATの翻訳活性を 100％とした時

の相対翻訳活性。 

(2) psbA mRNAや psbN mRNAなどの翻訳のト

ランス因子の同定 

光化学系 IIのサブユニットをコードする

psbA と psbNおよびリボソームタンパク質

をコードする rps2の5’UTR内のシス配列に
作用するトランス因子をタバコ葉緑体より

RNAカラムで精製した。得られたタンパク

質群のアミノ酸配列分析から、rps2 mRNA

のトランス因子はリボソームタンパク質

S1であることを明らかにした。psbN mRNA

は 60~70 kDa のタンパク質がトランス因

子と同定されたが、アミノ酸分析の結果か

らは確定的なことがまだ言えない。他の解

析は完了していない。 

図２： ndhCと ndhKのオーバーラップ部分。 

ndhC 終止コドン UAG の 4nt 上流にフレームが

ずれた AUGが ndhKの開始コドンである。 

(3) ndhC-ndhK mRNAの翻訳機構 

 NADHデヒドロゲナーゼのCとKサブユ

ニットをコードする ndhCと ndhKは重複し

ており、Cと Kは一本の mRNAから翻訳さ

れる。後方の ndhKの開始コドン AUGの後

ろに前の ndhCの終止コドンがあり（図２）、

このコドンが ndhK の翻訳に必須のことを

発見した。これは、上流の ndhC を翻訳し

たリボソームが終止コドンから戻って

ndhKも翻訳することを意味する。次に、こ

の ndhCK mRNAの 5’UTRを欠失させても

ndhK がかなり翻訳されることを発見した。

このことは、ndhKの翻訳が２種の異なる経

路で翻訳されるという全く新しいもので

（図３）、国際学会と論文で発表した。 
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図３： ndhC と ndhK の翻訳のモデル。第１の

機構は、リボソームが 5’UTRに入り ndhC を翻
訳して UAG 終止コドンに着くと、一部のリボ

ソームは戻って ndhK を翻訳する（図の上部、

翻訳カプリング）。第２の機構は、リボソーム

が ndhCのどこかに入りスキャンして UAG終止

コドンに着き、一部が戻って ndhK を翻訳する

（図の下部、新しい機構）。 
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