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研究成果の概要（和文）：大腸菌リボソーム解放因子ArfAによるリボソームの解放に，クラスI終結因子RF2が必須であ
ることを明らかにした。また，ArfAの一時構造上，特徴的にリシン残基が多く見られる領域の正荷電がArfAのリボソー
ムとの結合，リボソームの解放に重要であることを示した。さらに，ラジカルプロービング法によりArfAとリボソーム
との結合様式を明らかにし，ArfAによるリボソーム解放の分子機構の解明の端緒とした。

研究成果の概要（英文）：I have shown that, 1) ArfA cooperates with RF2 to release the ribosomes stalled 
at the end of non-stop mRNAs, 2) overall positive charge of the lysine-rich region of ArfA is important 
for its binding with ribosome, 3) ArfA binds to the rRNA regions corresponding to the position of mRNA 
path and decoding center. These findings may help understanding further how ArfA releases the ribosome 
stalled at the end of non-stop mRNAs.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
終止コドンを持たない mRNA（non-stop 
mRNA）の末端で立ち往生したリボソームの
解 放 機 構 と し て バ ク テ リ ア の
trans-translation が発見されてから 10 年以
上たち，その重要性が認識されているにもか
かわらず，リボソーム解放の生理学的意義に
関して不明な点が残されていた。申請者は
trans-translation を行えない大腸菌変異株
の生育に必要とされる因子の探索を行い，大
腸菌リボソーム解放因子 ArfA を見出した。
trans-translation を行えない大腸菌変異株
は，ArfA を失うと生存出来ず，リボソーム
解放の生理学的意義が証明できた。しかし，
ArfA によるリボソーム解放の分子機構は不
明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
ArfA によるリボソーム解放の分子機構の解
明という最終目標を目指し，その端緒として
リボソーム解放に必要な条件や因子の探索，
ArfA とリボソームの相互作用の様式の解明
を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
以下の二つの観点から解析を行った。 
（１）in vitro でのリボソーム解放評価系を
確立し，それを用いて ArfA によるリボソー
ム解放に必要な条件や因子を同定した。具体
的には大腸菌抽出液中で人工的に生成した
non-stop mRNA を翻訳させ，その末端にリ
ボソームが立ち往生する状況を再現し，そこ
に ArfA を加えてリボソームの挙動，翻訳中
間産物の挙動を解析し，リボソーム解放活性
を評価した。さらに，精製した翻訳因子のみ
からなる in vitro 翻訳系，PURE System を
利用して同様の解析を行った。後者の系では，
一つ一つの因子の有無がリボソーム解放活
性に与える絵依拠を詳細に評価することが
可能であった。 
（２）ArfA とリボソームとの相互作用の様
式を解明するために，①ArfA にアミノ酸置
換変異を導入した際のリボソーム解放活性
とリボソームとの相互作用を調べる，②ケミ
カルプロービング法でリボソームと ArfA の
結合様式を調べる，などの解析を行った。①
では ArfA の全領域にわたってアミノ酸残基
をアラニンに置換する，いわゆるアラニンス
キャニングを行い，また，特に注目した部
位・領域に関してはより多様なアミノ酸への
置換を行い，リボソーム解放活性とリボソー
ムとの結合を解析した。②ではケミカルプロ
ービング法に必要とされるシステイン置換
変異体の，導入したシステイン残基が rRNA
のどの部分に近接しているかを解析した。 

 
 
４．研究成果 
 
（１）ArfA によるリボソーム解放にはクラス
I 翻訳終結因子のひとつ，RF2 が必須である
ことを明らかにした。その際，クラス I翻訳
終結因子に共通に見られ，P サイトにおける
ペプチジル tRNA の加水分解に直接関与する
とされるいわゆるGGQモチーフが重要な役割
を果たすことを見出した。ArfA と RF2 は直接
には結合しないことから，おそらくは ArfA
が non-stop mRNA の末端で立ち往生したリボ
ソームを認識し，それに結合することで RF2
をリクルートし，RF2 の GGQ モチーフによる
ペプチジル tRNA の加水分解を引き起すこと
でリボソームを解放するというモデルを提
唱した。RF1 は ArfA のリボソーム解放活性に
関与しなかった。また，この RF2 の特異性に
は，RF の認識する終止コドンの種類は関係な
く，より全体的な両者の立体構造の違いが関
与していることが示唆された。興味深いこと
に，この ArfA と RF2 によるリボソーム解放
は，in vitro では tRNA 分子の存在によって
亢進した。その理由は現在解析中である。 
 
（２）ArfA の一時構造上リシンを多く含む領
域の正電荷がリボソームとの結合に重要で
あることを示した。また，リボソームとの結
合には大きな影響を与えないもののリボソ
ーム解放活性を大きく減ずる変異体が存在
し，その置換部位が ArfA の N 末端側に多く
見られることを見出した。これは，ArfA が機
能上リボソームとの結合と，それ以外の役割
（RF2 のリクルート，立ち往生したリボソー
ムと通常の翻訳中のリボソームの区別など）
の二つ（またはそれ以上）の領域に分けて考
えられることを示唆する結果であった。 
 
（３）ケミカルプロービング法を用いて ArfA
をリボソームの結合様式を解析した。
non-stop mRNA の末端でリボソームが立ち往
生している状況を in vitro で人工的に再構
成し，そこにシステイン残基を一つだけ導入
した ArfA を作用させ，そのシステイン残基
が rRNA 上のどの部分に近接しているかを，
RF2 の存在下，非存在下で解析した。その結
果，ArfA がリボソームの mRNA path に相当す
る領域と decoding center に相当する領域に
結合することを示す結果が得られた。また，
ArfA と RF２が直接は相互作用せず，リボソ
ームを仲介して相互に機能していることを
示した。 
 
以上の結果から，ArfA によるリボソーム解放
の分子機構として以下のような仮説を立て
た。すなわち，ArfA は non-stop mRNA の末端
で立ち往生したリボソームを何らかの方法
で認識し，RF2 をリクルートする。リクルー
トされた RF2は GGQ モチーフに依存してペプ



チジル tRNA を加水分解し，翻訳を終止コド
ン非依存的に終結させる。一連の過程で立ち
往生したリボソームの認識，リボソームとの
結合，RF2 のリクルートにはそれぞれ ArfA の
異なる部位が関与する。 
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