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研究成果の概要（和文）：クライオ電子顕微鏡とX線結晶構造解析を用いて、翻訳開始因子eIF2Bとリン酸化・非
リン酸化状態のeIF2との複合体の構造を解明した。eIF2のeIF2Bへの結合様式はリン酸化の有無によって全く異
なるものとなっており、ストレス環境でリン酸化されたeIF2はeIF2Bに対して触媒反応に適さない様式で結合す
ることによりeIF2Bの活性を阻害していることが明らかにされた。また、リン酸化eIF2の結合はeIF2Bのサブユニ
ット配置の変化を伴っており、ストレス時のeIF2B活性阻害を緩和する低分子化合物ISRIBはこの配置変化を防ぐ
ことで機能しているという新たな作用機序が提唱された。

研究成果の概要（英文）：The structures of eIF2B complexed with the phosphorylated or 
unphosphorylated eIF2 were determined by cryo-electron microscopy and X-ray crystallography. The 
binding mode of eIF2 to eIF2B is completely different depending on the phosphorylation state of 
eIF2, and the stress-induced phosphorylated eIF2 binds eIF2B in a manner that is unsuitable for 
catalytic reaction. Furthermore, the binding of the phosphorylated eIF2 involves the rearrangement 
of eIF2B subunits, and a novel mechanism was proposed that ISRIB, a small molecule that alleviates 
eIF2B inhibition under stress, prevents this rearrangement by the phosphorylated eIF2 as an 
allosteric antagonist.

研究分野： 構造生物学

キーワード： クライオ電子顕微鏡　X線結晶構造解析　翻訳　翻訳開始　統合的ストレス応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞がストレスを検知すると、ストレスに対処するためにタンパク質合成に変化が生じる。タンパク質合成の開
始に関与する因子どうしが結合した構造をストレス時と非ストレス時とで解明し、ストレスの有無によって結合
様式が全く異なるものとなることを明らかにした。また、この変化を防ぐISRIBと呼ばれる薬剤はさまざまな神
経疾患に対する新規治療薬としての可能性が報告されており、我々が解明した構造をもとにこの薬剤が作用する
機構について提唱した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
真核生物では、さまざまなストレスによって翻訳開始因子 eIF2 のリン酸化が誘導され、eIF2 特
異的グアニンヌクレオチド交換因子である eIF2B の活性が阻害される。その結果、翻訳の全体
的な抑制と、ストレス応答性遺伝子の発現が行われる。この過程は統合的ストレス応答（ISR）
と呼ばれる。しかしながら、この翻訳調節機構の分子的詳細は明らかではなかった。 
本研究に先立って、分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe 由来の eIF2B の大腸菌組み換え発
現系による大量調製法が確立され、X 線結晶構造解析によってその十量体構造が解明された。こ
の構造に基づいて、eIF2 のリン酸化による eIF2B の活性阻害機構についてのモデルが提唱され
たものの、eIF2B によるヌクレオチド交換反応機構や、eIF2 のリン酸化による阻害機構の実証
には eIF2-eIF2B 複合体の立体構造情報が必要とされていた。 
さらに、ISR の活性化を阻害する低分子化合物 ISRIB が同定され、その標的分子が eIF2B であ
ることも報告された。また、ISRIB の投与が外傷性脳損傷やプリオン病の進行の抑制に有効で
あることが報告され、eIF2B の活性制御機構や ISRIB による調節機構の分子レベルでの理解は
医学的観点からも重要なものであった。 
 
２．研究の目的 
(1) eIF2B による eIF2 のリン酸化状態の識別機構の解明 
ストレス時には、ストレスによって活性化される eIF2 キナーゼによって eIF2 の αサブユニッ
トのセリン 51 番残基がリン酸化される。eIF2B によるこのリン酸化の認識を契機として、eIF2B
のヌクレオチド交換活性の阻害が引き起こされる。その分子的詳細を解明するため、eIF2B と
eIF2αサブユニットとの複合体について高分解能での構造解析を行う。 
(2) eIF2 のリン酸化による eIF2B のヌクレオチド交換活性の阻害機構の解明 
eIF2B が eIF2 のリン酸化を認識した後、eIF2B と eIF2 の間の相互作用にどのような変化が生
じることでヌクレオチド交換活性の阻害が引き起こされているのかを解明する。具体的には、
eIF2B と eIF2 全体との複合体について構造解析を行い、非リン酸化状態では eIF2B によるヌ
クレオチド交換反応がどのように行われているのか、eIF2 のリン酸化によってその相互作用に
どのような変化が報じるのかについて理解する。 
(3) ISRIB の eIF2B への作用機序の解明 
eIF2B と ISRIB との複合体の構造解析を通じて、ISRIB の結合が eIF2B の構造と活性に及ぼ
す影響を理解する。 
 
３．研究の方法 
上述の目的のために必要な各種複合体の調製法を確立し、X 線結晶構造解析とクライオ電子顕
微鏡による単粒子解析を併用して研究を行った。 
 
４．研究成果 
(1) eIF2B による eIF2 のリン酸化状態の識別機構の解明 
分裂酵母由来 eIF2B と出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae 由 来 の
eIF2α サブユニットとの複合体の構造
解析を試み、X 線結晶構造解析によっ
てリン酸化型 eIF2α 複合体・非リン酸
化型 eIF2α 複合体の双方の構造解析に
成功した。両者の構造比較の結果、リン
酸化された eIF2α サブユニットのセリ
ン 51 番残基は eIF2B によって直接認
識されているのはなく、リン酸化に伴
う eIF2α サブユニット内の相互作用の
変化が eIF2B によって認識されている
ことが明らかとなった（図 1）。また、
リン酸化セリン 51 番残基との分子内
相互作用に関与している残基に変異を
導入することで、eIF2α リン酸化に伴
う eIF2B への親和性の増強がみられな
くなることがマイクロスケール熱泳動
（MST）による解離定数の測定によっ
て示された。 

図 1. eIF2αのリン酸化に伴う相互作用の変化 



(2) eIF2 のリン酸化による eIF2B の
ヌクレオチド交換活性の阻害機構
の解明 

eIF2B と eIF2 全体との複合体の構造
解析へ向けて、ヒト eIF2B の大腸菌組
み換え発現系の構築を行い、大量発現
系を確立した。eIF2 は、HEK293 細胞
を用いた組み換え発現と精製を行っ
た。ヒト eIF2B-eIF2 複合体に関して
はクライオ電子顕微鏡による単粒子解
析を行い、リン酸化型 eIF2 複合体と非
リン酸化型 eIF2 複合体の双方の解明
に成功した。これらの構造からは、eIF2
の eIF2B に対する結合様式が eIF2 の
リン酸化の有無によって全く異なるも
のとなることが明らかにされた（図 2
上）。eIF2B によるヌクレオチド交換反
応を担う領域である ε サブユニットの
HEAT ドメインは非リン酸化 eIF2 と
の複合体のみで観察され、eIF2 のヌク
レオチド結合サブユニットである γ
サブユニットと相互作用していた。複
合体中では、eIF2γサブユニットはヌ
クレオチドの結合を担うスイッチ 1
と呼ばれる領域が大きく開いたコン
フォメーションとなっており、その結果ヌクレオチドの解離が促進されることが推測された。ま
たリン酸化 eIF2 複合体では、リン酸化 eIF2 は非リン酸化 eIF2 の結合を妨げるように結合して
おり、阻害因子であるリン酸化 eIF2 は基質である非リン酸化 eIF2 の結合やヌクレオチド交換
反応の際の物理的障壁となっていることが示唆された（図 2 下）。 
(3) ISRIB の eIF2B への作用機序の解明 
eIF2B と ISRIB との複合体は、他
グループによってクライオ電子顕
微鏡構造が報告された。その結合様
式からは、ISRIB は eIF2B のサブ
ユニット間の相互作用を強化して
十量体の組み立てを促進し、細胞内
の eIF2B の総活性を増加させるこ
とで、ISR の活性化を防止している
ことが示唆されていた。一方我々
は、リン酸化 eIF2-eIF2B 複合体で
は eIF2B の各サブユニットの相対
配置に変化が生じており、その変化
が基質である非リン酸化 eIF2 との
相互作用面や ISRIB の結合ポケッ
トの形状に影響を及ぼしているこ
とを発見した。また共同研究によ
り、リン酸化 eIF2 の非存在下では
ISRIB による eIF2B の活性促進効
果はわずかなものであり、リン酸化
eIF2 の存在下でのみ大きな促進効
果がみられること、また、リン酸化
eIF2 の結合と ISRIB の結合は拮抗
的な関係にあり、一方の結合が他方
の結合を阻害することが明らかに
された。これらのことから、ISRIB
はリン酸化 eIF2による eIF2B活性
阻害のアロステリックなアンタゴ
ニストとして機能する、という新た
な作用機序が提唱された（図 3）。 
 

図 2. eIF2 のリン酸化に伴う eIF2B との相互作用様式
の変化（上）と推定される活性阻害機構（下）。 

図 3. 提唱された ISRIB の新規作用機序。(A) リン酸化
eIF2 の結合は eIF2B のサブユニットの配置を変化さ
せ、非リン酸化 eIF2 や ISRIB の結合を防ぐ。逆に、
ISRIB の結合はリン酸化 eIF2 による構造変化を阻害
する。(B) リン酸化 eIF2 の結合に伴って、非リン酸化
eIF2 と相互作用するサブユニットは互いに遠ざけられ
る（カラー: リン酸化 eIF2-eIF2B 複合体、グレー: 非
リン酸化 eIF2-eIF2B 複合体）。(C) リン酸化 eIF2 の結
合に伴う ISRIB結合ポケットの形状の変化（カラー: リ
ン酸化 eIF2-eIF2B 複合体、グレー: eIF2B-ISRIB 複合
体）。 
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