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研究成果の概要（和文）：　遺伝情報に従い蛋白質を作る翻訳の反応は、細胞質に存在する巨大な分子複合体で
あるリボソームのもとで、開始、伸長、終結、およびリサイクルの順に進行するが、リサイクルの仕組みに関す
る研究は遅れ、最近注目されている。本研究では、リボソームをリサイクルするATPase因子であるABCE1に焦点
をあて、生化学と構造生物学の技法でそのはたらきの仕組みを分子レベルで解析した。その結果、リボソームを
構成する“stalk”と呼ばれるタンパク質成分がABCE1の特定部位と結合し、リボソームの機能部位にリクルート
し、ATPの加水分解を誘発させることで、リボソームを解離・リサイクルするという分子機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：Translation of genetic information, i.e., protein synthesis, on a 
macromolecular complex called the ribosome occurs in four stages: initiation, elongation, 
termination, and recycling. So far in research, much less is known about mechanism of the recycling.
 In this project, we have focused on a ribosome recycling factor, ABCE1 (ATPase), and investigated 
molecular mechanism of the action of ABCE1 by using techniques of biochemistry and structural 
biology. As results, we have clarified that a ribosomal protein component, termed the “stalk”, 
directly binds to a specific site of ABCE1, recruits it to the functional site within the ribosome, 
and stimulates ATP hydrolysis. Thus, our results demonstrate that interaction between ABCE1 and the 
stalk protein leads to dissociation of ribosomes to subunits, or ribosome recycling.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
翻訳反応が終結・停止した際のリボソームのリサイクル機構の解明は、翻訳研究に残された重要な課題である。
リボソームのstalk蛋白質とATPase因子であるABCE1間の相互作用で、リボソームのサブユニットへの解離とリサ
イクルをもたらすことを初めて証明した本研究の成果は、翻訳リサイクルの動的反応を分子レベルで理解する上
で重要な知見で、学術的意義は大きい。本研究ではまた、天然変性蛋白質であるstalkが既知の翻訳開始因子や
伸長因子等のGTPase因子に加えてATPase因子とも結合する多機能性成分であることを示した。この知見は、天然
変性蛋白質に関わる様々な研究分野に広く影響を与える内容である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 遺伝情報に従う蛋白質の合成（翻訳）が終結する際、リボソームに各種因子が作用する
ことが知られているが、最近の研究により、終結後にリボソームが解離・リサイクルされ
るために ABC蛋白質ファミリーの一員である ABCE1（酵母では Rli1）の作用が関与する
ことが報告されている。ABCE1 はまた、mRNA の異常で翻訳が停滞した際もはたらき、
リボソームをリサイクルすることで注目されている。しかし、リボソームへの ABCE1 リ
クルート機構、リボソーム上での ATP加水分解活性化の仕組み、リボソーム亜粒子への解
離をもたらす ABCE1の作用機構など、解明すべき興味深い課題が残されている。 
 研究代表者らはこれまで、真核生物／古細菌リボソームによる翻訳開始因子と伸長因子
のリクルートおよびリボソーム上での GTP 加水分解機構に関する生化学的研究を行い、
GTPaseである EF1A、EF2、IF5Bの各因子のリクルートに、リボソームに複数コピー存在
する“stalk”と呼ばれるリボソーム蛋白質の役割を立証してきた。研究代表者らはまた、
真核生物の場合、stalk蛋白質 P1と P2は P0と共に P0(P1-P2)2の 5量体として、古細菌の
場合は aP0(aP1)7の 7量体として存在することを示し、古細菌のサンプルを用いた結晶構造
解析で stalk蛋白質の C末端断片が EF1Aと直接結合した複合体の結晶構造を報告した。そ
して得られた知見から、柔軟な stalk蛋白質の C末端部位が各種 GTPase因子を捕獲し、リ
ボソーム大亜粒子中で GTP 加水分解反応のトリガー部位となる 28S rRNA の sarcin-ricin 
loop（SRL）にリクルートし GTPの加水分解をひき起こすという仮説を提案した。 
 近年、クライオ電子顕微鏡による解析により、伸長因子 EF-2と ABCE1は、リボソーム
上の類似した部位に結合することが判明し、この結果より、「ABCE1 のリボソームへの結
合やその後の ATP 加水分解は、EF-2 と同様、stalk 蛋白質に依存しているかもしれない」
という可能性が生じた。そこで研究代表者らは、stalk 蛋白質と ABCE1 間の結合性の解析
に着手するに至った。それまでの知見では stalk蛋白質と協調してはたらくのは GTPase因
子だけと信じられており、ABCE1のような ATPase翻訳因子の作用も stalk蛋白質が関与す
るのかどうか興味深い課題として残されていた。 
 
２. 研究の目的 
 真核生物または古細菌の遺伝情報発現のプロセスで、翻訳終結後や翻訳異常停止した際
のリボソームのリサイクルに関わる因子として、最近 ABCE1（ATPase 因子）が同定され
注目されている。研究代表者らはこれまでの研究で、リボソーム蛋白質成分の一部の stalk
蛋白質が ABCE1 の機能に関わる可能性を示唆する知見を得てきた。本研究では、生化学
と結晶構造解析の手法を用いて ABCE1と stalk蛋白質間の直接的結合機構の詳細を解明す
るとともに、その結合の機能面の役割を in vitroと in vivoの両面から明らかにする。本研
究により、リボソームのリサイクル反応に stalk蛋白質が重要な役割を果たすことを世界で
初めて立証することになる。 

 
３. 研究の方法 
 本研究では、以下に示す 4 種類の実験（１~４）により stalk 蛋白質と ABCE1 間の相互
作用と協調機能面を解析し、翻訳リサイクルへの stalk 蛋白質の役割を解析した。（１）生
化学的手法；（２）複合体の結晶構造解析；（３）リボソーム機能面の生化学的解析；（４）
酵母細胞を用いた in vivoの解析。 
 研究（１）〜（３）に用いる ABCE1、リボソーム、stalk 蛋白質および各種変異体の発
現・精製は、内海の他、研究協力者の大学院博士後期課程の今井大達が行った。また両蛋
白質の結合性の解析やリボソームの機能解析も、内海と今井が行った。研究（３）の結晶
化と構造解析は、研究分担者である新潟大学の伊東孝祐助教が担当した。また、研究（４）
は、研究分担者である新潟大学の西川周一教授が担当した。以下に（１）〜（４）の具体
的研究内容の手順を示す。 
 
（１） ①各種古細菌の ABCE1 全長遺伝子および部分削除領域および各種点変異体、さら
に古細菌 stalk蛋白質 aP1の C末端断片部分をそれぞれ大腸菌発現用プラスミドに導入し
クローン化の後、各蛋白質を大腸菌により発現させ精製した。②各種 ABCE1 と aP1 サン
プルとの結合性を、nativeゲル電気泳動法、pull-down法、および蛍光偏光度測定法（既存
設備）により解析し、ABCE1と aP1間の直接的結合を示し結合領域を同定した。 
 
（２） ①古細菌 Pyrococcus furiosus由来の ABCE1の柔軟な N末端の 74残基より構成され
る鉄-イオウ結合ドメインを削除した ABCE1-∆N74と aP1の C末端ペプチド（18-mer）お
よび ADPを混合し複合体を形成させ、sitting drop vapor diffusion法により結晶を得た。②
得られた結晶に対し、Rigaku MicroMAX-007Fおよび Rigaku R-AXIS IV++（本学既存設備）
を用いて、100 Kで 1.54 Å波長の X線を結晶に照射し、回折データを取得した。③得られ
た回折データを XDS で処理後、BALBES を用いて分子置換を行い、初期位相を求めた。
④その後、Refmac5と COOTを用いて立体構造モデルの精密化を行った。⑤立体構造のモ
デル図は CueMol2（http://www.cuemol.org/en/）を用いて構築した。 

 



（３） ①大腸菌リボソームより stalk蛋白質複合体 L10(L12)4を特異的に遊離させ、得られ
たコアリボソームに古細菌の stalk蛋白質複合体 aP0(aP1)6を結合させ、ハイブリッドリボ
ソームを作製した。②古細菌由来の stalk複合体と ABCE1に依存した ATP加水分解反応を
測定した。③aP0と aP1の共通 C末端の削除体や各種変異体から構成した複合体で同様な
活性測定を行い、stalk C末端部位の寄与を解析した。そして stalkと ABCE1間相互作用と
リボソーム機能との関係を解析した。④酵母由来のリボソームと ABCE1（Rli1）を調製し、
ATP加水分解活性測定を行い、stalkと ABCE1間相互作用の重要性が種を越えて保存され
ているかどうか解析した。⑤酵母サンプルを用いて、ATPの加水分解に依存してリボソー
ムのサブユニットに解離するかどうかショ糖密度勾配遠心法により解析した。 

 
（４） ①stalk蛋白質結合部位と考えられる ABCE1（酵母では Rli1）部位に変異を導入した
各種プラスミド（LEU2 マーカー）を構築する。②得られた各種プラスミドを酵母（RLI1
遺伝子破壊株）に導入する。③各 Rli1変異体を発現する酵母の成育を観察し、変異導入の
効果を探る。 

 
 以上の研究を総括し、リボソーム stalk蛋白質と ABCE1間相互作用を介するリボソーム
リサイクル機構を考察する。  
 
４. 研究成果 
（１）古細菌リボソーム stalk と ABCE1 間結合性の解析 
 大腸菌で発現し精製した古細菌
Pyrococcus horikoshii のリボソーム
stalk蛋白質を in vitroで 32P 標識し、こ
れと ABCE1 を混合し未変性ゲル電気
泳動で分析した。その結果、両蛋白質
間の結合性を示すバンドシフトが見ら
れ、両蛋白質の直接的結合性が検出さ
れた。aP1の N末端部位はホモ二量体
を形成する部位であり、ABCE1との結
合には aP1の C末端部位が関わってい
ると考えられた。この点をさらに明確
にするため、aP1 の C末端側半分を含
む61-108残基をマルトース結合蛋白質
（MBP）と融合させたサンプルと、そ
こから aP1の 91-108残基を削除したサ
ンプルを調製し、両サンプルと ABCE1
と混合し、結合性をプルダウン法により解析・比較した。その結果、aP1 の C 末端部位全
長を含む MBP-aP1[61-108]は ABCE1 と共沈し結合性が検出されたが、C 末端を除いた
MBP-aP1[61-90]との結合は全く見られなかった。さらに、C末端の 18アミノ酸残基からな
るペプチド（aP-C18）との直接的結合性を解析するため、蛍光標識した合成ペプチドと様々
な濃度の ABCE1 とを混合し、蛍光偏光度を測定し結合性を解析した（図１）。その結果
aP1 の C 末端断片と
ABCE1 は典型的な結
合性を示すカーブが
得られたがコントロ
ールとして用いた
MBP との結合性は検
出されなかった。この
結合が 1：1 の結合と
仮定した際の解離常
数は3.9 Mであった。
従って stalkの C末端
部が ABCE1 と結合す
ることが判明した。 
 
（２） stalk・ABCE1
複合体の結晶構造解
析 
 各種複合体の結晶
化スクリーニングの
結果、直径 200 µm程
度のタンパク質結晶
が 得 ら れ 、

 

図１ 蛍光偏光法による古細菌 ABCE1(aABCE1) 
  と stalk C 末端ペプチドの結合性 

 
図２ Stalk C 末端部位と ABCE1 の複合体の結晶構造 
  stalk C 末端部位（水色）はヘリックス構造をとり、 
  ABCE1 のドメイン 1（赤）と結合している様子が示され 
  ている（上）。下に詳細な相互作用を図示している。 



ABCE1-∆N74•ADP•aP1-C18複合体の結晶構造を最大分解能 2.1 Åで決定した（図２上）。得
られた構造では、ABCE1 は類似した構造のドメイン 1（図２上、赤）とドメイン 2（図２
上、黄）より構成されているが、stalkの C末端はドメイン 1にのみ結合し、その aP1-C末
端ペプチドは α-ヘリックスを形成していた。aP1-C末端ペプチドと ABCE1間の 4 Å以下の
相互作用に注目すると、aP1の C末端部の 3つの疎水性残基（L103、L106、F107）が、aABCE1
の多くのアミノ酸残基と相互作用していた（図２下）。具体的には、aP1-L103は aABCE1-P164、
Y166、L169、I170、A173と、aP1-L106は aABCE1-V161、V162、P164、A220、A223、A224、
R227 と、aP1-F107 は aABCE1-V170、V174、V219、A223 とそれぞれ疎水性相互作用を形
成していた。また、aP1-L106、F107、G108は aABCE1-R227と水素結合を形成していた。
これら結晶構造から得られた相互作用の知見の正当性はこれら相互作用を崩壊させる変異
導入により、ABCE1と aP1-C18間の結合性が低下するという生化学の知見より立証された
他、研究 Cのリボソーム機能への効果により示された。 
 
（３）stalk・ABCE1間相互作用とリボソーム機能との関係: in vitro解析 
 大腸菌リボソームから
stalk 複合体を除いたコアリ
ボ ソ ー ム に 古 細 菌 P. 
horikoshii 由来の stalk 複合体
aP0(aP1)6 を結合させたハイ
ブ リ ッ ド リ ボ ソ ー ム は
ABCE1 依存の ATP 加水分解
能を示したが、ABCE1 との
相互作用を崩壊させた stalk
変異体（aP1 のアミノ酸置換
体）による同様の活性測定で
は ATP 加水分解活性の大き
な低下が見られ（図３）、
stalk・ABCE1 間相互作用と
ATP 加水分解反応が共役し
ていることが明らかとなっ
た。また、酵母細胞から調製
したリボソームを使用した
実験でも stalk・ABCE1間相互作用の崩壊とATP加水分解活性の低下の関係が見られた他、
これに伴い、サブユニットの解離効果の低下も見られ、stalk・ABCE1 間相互作用は ATP
加水分解反応ばかりでなく、リボソームのサブユニットへの解離をもたらす、重要なステ
ップであることが示された。 
 
（４）stalk・ABCE1間相互作用と細胞成育の関係: in vivo解析 
 細胞内 ABCE1（Rli1）の発現を抑制した出芽酵母に ABCE1 遺伝子を含むプラスミドの
導入により成育を維持させた酵母細胞を用いて、ABCE1への変異導入による細胞成育への
効果を解析した。その結果、stalkの C末端部位の疎水性アミノ酸（F107）と相互作用する
ABCE1部位と考えられる部位のアミノ酸置換により細胞成育が抑制された。この結果は上
述した in vitro の結果を支持しており、stalk・ABCE1 間相互作用が種を越えて機能面で重
要であることを示している。 
 
総括 
 本研究の結果、リボソーム stalk蛋白質はリサイクル因子である ABCE1と相互作用し、
リボソームの因子結合部位にリクルートし、そこで ABCE1に結合した ATPの加水分解を
もたらし、おそらくそのエネルギーを利用してリボソームのサブユニットに解離すると考
えられる。従って、この一連の反応が、翻訳終結後や翻訳異常停止の際にリボソームをリ
サイクルし新たな翻訳開始で再利用する仕組みであると推定された。 
 これまで、リボソーム stalk蛋白質は翻訳の開始、伸長、終結の際に GTPase因子と協調
的に機能する成分として知られてきたが、本研究では stalkが ATPase因子の作用にも関与
する多機能な成分であることを世界で初めて示した。ATPase因子は未同定な成分も含め他
にも多く存在するため、今後 stalk蛋白質の役割についてのさらなる展開が期待される。 
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