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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝情報の翻訳が効率よく進行するための反応場を形成するリボソーム
タンパク質複合体P0、P1、P2複合体（Pストーク）に焦点をあて、Pストークの新規結合タンパク質の探索と、翻
訳全般におけるPストークの機能解明を目的とした。近位依存性ビオチン標識法を用いることで、これまで知ら
れていたEF1AやEF2などの翻訳伸長因子だけでなく、翻訳開始因子やアミノアシルtRNA合成酵素、RNA結合タンパ
ク質、リボソーム不活化タンパク質、そして機能未知タンパク質がPストーク近傍に局在することを見出し、Pス
トークが翻訳全般で担う多様な役割を解明するための情報基盤として重要な知見となった。

研究成果の概要（英文）：In this project, we focused on the ribosomal P-stalk, which consists of 
ribosomal proteins P0, P1, and P2, that form translational GTPase factor pool for efficient 
translation. We tried to identify novel P-stalk binding proteins and to elucidate the general role 
of the P-stalk in translation. Using proximity labeling, we found that not only translational GTPase
 factors such as EF1A and EF2, but also translation initiation factors, aminoacyl-tRNA synthetase, 
RNA-binding proteins, ribosome-hibernation proteins and functionally unknown proteins localize near 
P-stalks. This finding is important as basic information for understanding of the multiple roles of 
P-stalks in translation.

研究分野：分子生物学

キーワード： 翻訳　リボソーム　RNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝情報の翻訳は最も基本的な細胞内プロセスの一つであり、その反応には多種多様な分子が関わる。本研究で
は、翻訳に必須である分子装置Pストークのはたらきを理解するための情報的基盤を構築した。本研究を足がか
りとした「翻訳が滞りなく進行するための分子基盤」の解明により、（1）細胞システムの成り立ちの理解と、
（2）翻訳の破綻が原因で生じる疾患の原因究明や治療法の確立において重要な知見が得られるようになると期
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 
メッセンジャーRNA（mRNA）の塩基配列を鋳型にタンパク質を合成する遺伝情報の翻訳は最
も基本的な細胞内プロセスの⼀つである。このプロセスでは、タンパク質合成装置リボソームが、
翻訳因⼦と呼ばれる多種多様なタンパク質群と⼀過的な相互作⽤を繰り返しながら、極めて正
確に、かつ効率的にタンパク質を合成する。翻訳因⼦とリボソームの結合・解離速度は、⾃然拡
散から⾒積もられる速度より⼤きいことが試験管内再構成系を⽤いた解析により⽰されており、
これにはリボソーム⼤サブユニットに存在するリボソームタンパク質 P0、P1、P2 複合体（P ス
トーク）が関わる。P ストークは、（1）P0、P1、P2 の C 末端側に存在する複数の天然変性領域
を介してペプチド伸⻑反応を促進する GTP 結合性翻訳因⼦（EF1A、EF2）と直接結合し、（2）
リボソーム周囲における EF1A と EF2 の局所濃度を上昇させる。P ストークをハブとして形成
される EF1A や EF2 のマルチバレントな複合体（翻訳因⼦プール）は、mRNA と tRNA のコド
ン-アンチコドン対合の正確性の向上、およびペプチド伸⻑反応の効率化において重要な役割を
担うと考えられている（Wawiórka et al. 2017 Mol. Cell. Biol.; Imai et al. 2020 PNAS）。 
  これまで P ストークは主に EF1A や EF2 といったペプチド伸⻑反応に関わる GTP 結合性翻
訳因⼦の機能を促進すると考えられてきた。しかしながら、近年、P ストークが翻訳の開始反応
およびリボソームのリサイクル反応ではたらく翻訳因⼦（IF5B、ABCE1）とも直接結合し、そ
れらの機能を促進することが⽰された。また、⼀部の古細菌では P ストークとセリル/アルギニ
ルアミノアシル tRNA 合成酵素の結合が検出され、アミノアシル tRNA の⽣成とその EF1A へ
の受け渡しが P ストーク上で⽣じている可能性も議論されている(Godinic-Mikulcic et al. 2014 Nucleic 
Acids Res.)。さらに、P ストークは、アミノ酸飢餓を感知し統合的ストレス応答を駆動するストレ
ス応答性キナーゼ GCN2 と直接結合し、その活性化に必要であることも報告された（Inglis et al. 
2019 PNAS; Harding et al. 2019 eLife）。以上のことから、P ストークは、翻訳の様々な段階においてリ
ボソームと翻訳因⼦（およびアミノアシル tRNA 合成酵素などの関連因⼦）の相互作⽤ハブとし
てはたらくと予想される。しかしながら、これまで報告されてきた P ストークとそれぞれの翻
訳因⼦の結合および活性制御は、超好熱性古細菌・酵⺟・ヒト培養細胞など複数の⽣物種で独⽴
して検証されているだけで、翻訳全般における P ストークの機能の全貌は⼗分に理解されてい
ない。 
 
２．研究の⽬的 
翻訳全般における P ストークの機能の全貌を理解するためには、P ストーク結合性を⽰すタン
パク質の網羅的な「カタログ」が必要となる。そこで本研究では、ヒト培養細胞をモデルに、P
ストークと結合性を⽰すタンパク質の探索を⾏い、P ストークが関わる可能性のある翻訳プロセ
スの特定を⽬指した。 
 
３．研究の⽅法 
これまで P ストーク結合性が報告されている翻訳因⼦（およびアミノアシル tRNA 合成酵素）
は、そのいずれもが P ストークに対して µM オーダーの解離定数を持つ。そのため、共免疫沈
降法-質量分析法などの実験に耐えうる P ストークとの安定な複合体を維持して精製することは
難しいと予想された。実際に、リボソームの共免疫沈降-質量分析が⾏われている先⾏論⽂では、
我々が独⾃に同定した P ストーク結合性翻訳因⼦が検出されていない（Simsek et al. 2017 Cell）。そ
こで、弱く⼀過的な相互作⽤を検出可能である近位依存ビオチン標識法を⽤いて、P ストーク近
傍の約 10 nm範囲に局在するタンパク質の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
まず Flp-In T-Rex 293細胞をベースに、リボソームタン
パク質 P0 の C 末端側にビオチンリガーゼ（BL）を融合
した P0-BLを、ドキシサイクリン依存的に発現誘導でき
る安定発現細胞株を作製した（図 1）。P0-BLは発現後、
BL⾮融合型 P0 と同様にリボソーム⼤サブユニットに取
り込まれ、翻訳に利⽤される。当初、ビオチンリガーゼに
TurboIDを⽤いたが、TurboIDはビオチン標識活性が⾮
常に⾼く、ドキシサイクリンとビオチン添加⾮依存の⾮
特異的標識が⽣じ、実験のコントロールが困難だった。そ
こでビオチンリガーゼを、BioID2 を元に改良された
ultraID（Kubitz et al. 2022 Nat. Commun）に変更したところ、
ドキシサイクリンとビオチン添加に依存したクリアな内
在性タンパク質のビオチン標識が可能となった（図 2）。
ultraID は TurboID に⽐べ分⼦量が⼩さく、翻訳への影
響も⽐較的少ないと考えられたため、以降の実験では 
ultraIDを⽤いることとした。 



 
 
 
 

 
次に、コントロールとして、マルトース結合タンパク質（MBP）に ultraIDを融合したMBP-
ultraIDを安定発現する 293細胞株を⽤意した。P0-ultraIDでビオチン標識されたタンパク質と
MBP-ultraID でビオチン標識されたタンパク質をそれぞれストレプトアビジンビーズで精製後、
トリプシン消化を⾏い、Orbitrap LC-MS/MSを⽤いてマススペクトルデータを得た。MaxQuant 
v2.1 および proDA v3.18を⽤いて P0-ultraIDおよび MBP-ultraID近傍に存在しうるタンパク
質を同定した（図 3）。重要なことに、P0-ultraIDによりビオチン標識されたタンパク質として、
これまで P ストークと結合し活性が制御される既知の翻訳因⼦（eIF5B、eEF1A、eEF2、ABCE1）
が検出され、本研究で確⽴した実験系が P ストーク結合性を⽰すタンパク質の探索に有効であ
ることが⽰された。 
  P ストークと結合性を⽰す既知の翻訳因⼦の他、（1）いくつかの翻訳開始因⼦、（2）アミノア
シル tRNA 合成酵素、（3）翻訳品質管理因⼦、（4）いくつかの RNA 結合タンパク質、（5）機能
未知タンパク質が、P0-ultraID に標識されたタンパク質として同定され、ヒトにおいて P スト
ークが翻訳プロセスの様々な段階で機能していることを⽰唆するデータを得た。特に、異常終⽌
コドンを持つ mRNA を選択的に分解するナンセンス変異依存 mRNA分解（NMD）を誘導する
タンパク質が複数同定され、NMDにおいて P ストークが重要な役割を担う可能性が浮上した。
さらに、リボソームの活性を負に制御するリボソーム不活化タンパク質が複数同定され、P スト
ークは翻訳の促進のみならず、場合によっては翻訳の抑制にも寄与する可能性が⽰唆された。 

近位依存ビオチン標識法では、ビオチンリガーゼの近傍約 10 nm以内に存在するタンパク質
がビオチン標識される。そのため、今回同定されたタンパク質が P ストークと直接結合するか
どうかについて検証する必要がある。そこで、（1）すでに P ストークと結合することが既知の
もの、（2）ストークと結合することが少数のグループから報告されているが他のグループから再
現報告がないもの、（3）これまでの経験から P ストークと結合する可能性が⾼いと予想された
もの、（4）機能未知のものを含む 21 種類のタンパク質をさらなる解析対象とし、タンパク質発
現・精製系の確⽴を試みた。これまで 13種類は⼤腸菌発現系を、7種類はヒト培養細胞系を⽤
いて可溶性タンパク質として発現させることができることを確認したが、残り 1 種類のタンパ
ク質についてはどちらの系を⽤いても発現を確認することができなかった。現在、これらのタン
パク質の精製⽅法についての条件検討を⾏っている。今後、同定されたタンパク質と P ストー
クの結合性と、それによる活性制御を⽣化学的に検証していく予定である。 
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