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研究成果の概要（和文）：我々はプロテオミクス的手法によるげっ歯類リボソームの網羅的解析を行い、組織や細胞内
環境によってリボソームの構成因子の一部が変化するリボソームの構造不均一性の存在を示した。さらなるげっ歯類精
巣リボソームの解析から、ジンクフィンガータンパク質Lyarを新たな不均一性因子として同定した。またウサギ網状赤
血球溶解液を用いたin vitro翻訳実験において、Lyarは翻訳促進効果を示した。本研究からLyarを含む不均一性因子の
翻訳調節への関与が推察された。

研究成果の概要（英文）：Our proteomic analysis of rodent cytoplasmic ribosomes revealed their structural 
heterogeneity. This analysis identified a zinc finger protein, Lyar, in testicular ribosomes. Lyar was 
suggested to be included in the 60S large subunit, but not in polysomes, by ultracentrifugation of 
testicular ribosomes. Furthermore, translation was increased by Lyar in vitro, pointing out the 
involvement of this protein in translation. Overall, our data in this study (including unpublished ones) 
are expected to make a connection between ribosome heterogeneity and translational control.

研究分野：哺乳類の分子生体制御学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 リボソームはすべての細胞において翻訳
を担う巨大 RNA-タンパク質複合体である。
進化的に保存された開始・伸長・終結からな
る基本的な翻訳反応はよく知られている。し
かしながら、これらを制御するメカニズムに
ついて不明な点が多い。たとえば、その構成
成分の一部を替えたリボソームが一群の
mRNAを選択的に認識し、特異的な翻訳を開
始することが提唱された（リボソームフィル
ター仮説）。また、タンパク質の新規合成途
中でのフォールディングによる翻訳の高効
率化にリボソームタンパク質を含む未知の
因子の関与が予言されるなど、新たな翻訳制
御機構が推察された。しかしこうした知見に
基づく分子レベルでの解明は不十分と判断
せざるを得ない状況にあった。 
 
２．研究の目的 
 翻訳におけるリボソームの機能制御は、そ
の一部構造の違い、すなわち細胞・組織レベ
ルでみた場合、リボソームの構造上の不均一
性によって支えられているはずであるが、そ
の実体や重要性は不明なままである。我々は
齧歯類のリボソームの解析から、構成タンパ
ク質の違いに起因する構造の違い、すなわち
に哺乳類リボソームにおける構造不均一性
を提唱した。上述の学術的問題を踏まえた哺
乳類精巣リボソームの構造不均一性の更な
る解析を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
齧歯類（主にマウス）精巣からのリボソー
ムの調製法およびショ糖密度勾配超遠心法
を用いたリボソームのプロフィール解析に
ついては我々のグループの既報に従った 
[1,2]。リボソーム不均一性構造解析のため
のリボソーム構成タンパク質の電気泳動法
については RFHR 二次元電気泳動法を我々が
哺乳類リボソーム分析用に改変した方法を
用いた。スポットからのタンパク質同定には
MALDI-TOF 質量分析法およびタンデム質量分
析法を併用して行った [2,3]。 
 
各種培養細胞の培養法は基本的に既報に
準拠した。また、細胞へのベクターDNA 導入
をリボフェクションにより行った。細胞増殖
についてはMTTアッセイの変法を用いて解析
した。 
 
マウス組織およびヒトがん細胞株からの
全 RNA の単離およびｃDNA の調製は常法に従
った。新たに同定された Lyar の cDNA のコー
ド領域をマウス精巣 cDNA から PCR 法によっ
て増幅し、各種発現ベクターにクローニング
した。またヒト組織・細胞における Lyar の
網羅的発現解析のため、市販の cDNA パネル
を使用した。 
 
 免疫ブロッティング、培養細胞の蛍光抗体

法による観察および細胞分画法については
既報 [1]に従って行った。組織染色において
は凍結切片作製法 [4]を利用した。これらの
方法における Lyar の検出のため、同タンパ
ク質の組換えタンパク質を調製しこれを免
疫元としたウサギ抗 Lyar 抗体を作製した。 
 
 In vitro（試験管内）翻訳実験にはウサギ
網状赤血球溶解液の系を用い、蛍光標識リジ
ンを翻訳産物に取り込ませ、その蛍光ラベル
された産物をイメージスキャナーを用いて
検出・定量した。 
 
４．研究成果 
 成熟したオスが生涯にわたって精子を作
り続ける精巣においては、比較的未分化な細
胞の増殖期から減数分裂を経て成熟完全変
態した精子の形成まで、複雑な遺伝子制御が
行われているとされる。その分子機構の全体
像の理解が完全にはほど遠いため、マウスの
精巣を用いて、リボソームの精製および不均
一性の解析を行った [4]。まず哺乳類のリボ
ソームには、原核生物のような解析の進んで
いるリボソームに比べ強塩基性で低分子量
の構成タンパク質性因子が多いことが示唆
された。よってこれらをもれなく解析し高精
度で同定するための解析系を、構成因子の高
度な分離を含む電気泳動分析系を含むシス
テムとした。この系を用いて上述の哺乳類精
巣リボソームに含まれるタンパク質を網羅
的に分析した。その結果、既知のリボソーム
タンパク質が高度なレベルで同定されただ
けでなく、リボソームの不均一性因子と推定
される新規タンパク質性候補因子の発見に
成功し解析を進めた。 
 
 解析例としてを新たな不均一性因子とし
て同定されたジンクフィンガータンパク質
Lyar（図１）について以下記述する [5]。正
常組織における Lyar の発現は精巣特異的で
あり、成体精巣の免疫組織染色において翻訳
亢進状態にある精母細胞から円形精子細胞
に Lyar の発現が観察された。この分析から
は核小体を含む核内での Lyar の発現が認め
られるのみであったが、生化学的な細胞分画
法により、核画分に加えてリボソームを含む
細胞質画分に Lyar が検出された。さらに精
巣リボソームのプロフィール解析から、Lyar
が 60Sサブユニットに含まれポリソームには
含まれないことが示された（図２）。Lyar が
細胞増殖を促進するというこれまでの報告
を踏まえ、以下の２種類の実験を行い新たな
知見が得られた。（１）ウサギ網状赤血球溶
解液を用いた in vitro 翻訳実験において、
Lyar の組換えタンパク質は翻訳促進効果を
示した（図３）。（２）Lyar は多様な臓器由来
のヒトがん細胞株に発現し、これらの細胞に
おいても細胞質リボソームに含まれること
が示唆された。したがって、Lyar には翻訳開
始における調節因子としての機能が推察さ



れ、翻訳を介した新規発がん機構に結びつく
ことが期待される [6]。 
 未発表のものを含め、Lyar 以外にリボソー
ムの不均一性を担うと推定される新規因子
が本研究において同定された。これらの包括
的な解析を今後とも進めていく予定である。 
 
＜図＞以下の図は文献[5]より出版元の許諾
を得て掲載。 
 

 
図１ 精巣リボソームにおける Lyar の質量
分析による同定。二次元電気泳動における
Lyar のスポットを挿入図に示す。 
 

 
図２ リボソームにおけるLyarの局在解析。
(A)精巣リボソームをショ糖密度勾配超遠心
法および免疫ブロット法によって解析した。
(B)リボソームサブユニット解離処理後の解
析。 

 
 

図３ Lyarの翻訳促進機能 (A)組換え Lyar
タンパク質の調製。(B)組換えタンパク質を
用いた in vitro 翻訳実験。(C) (B)の実験デ
ータの一例。 
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