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研究成果の概要（和文）：「合成途上鎖の分子生物学」の開拓と推進を行った。機械的で単調

なものと思われていた翻訳伸長過程が、緩急の制御を伴って進行することを示し、その分

子機構と生物学的意義の解明を行った。翻訳を一時停止することによって働く制御タンパ

ク質 SecM や MifM の作用機構を解明した。また、より一般的にタンパク質の合成途上鎖

（nascentome と命名）を検出して、翻訳進行の実像を明らかにする実験系を開発した。
研究成果の概要（英文）： We develop a new area of research, which might be called
“nascent chain biology” by addressing a concept that translation elongation speed is
fine-tuned by the amino acid sequences of the nascent polypeptide as well as by
dynamic behaviors of the extra-ribosomal portion of the same nascent chain. We
identified regulatory nascent polypeptides such as SecM and MifM that function in
accordance with this principle and studied molecular mechanisms and physiological
outcomes of the regulation. Also, we have developed an experimental method that
enables us to display cellular polypeptidyl-tRNAs, obligatory but poorly studied
intermediates in translation, which we have proposed to call "nascentome".
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１．研究開始当初の背景
大腸菌においてタンパク質を細胞質から細
胞膜を越えて運ぶ Secタンパク質膜透過装置
の中でタンパク質膜駆動因子 SecA は多様な
構造と細胞内局在性をとり、その発現は細胞
のタンパク質分泌能が低下したとき翻訳レ
ベルで上昇する。secM は secA の上流に位置
して secA とオペロンを形成し、分泌モニタ
ータンパク質をコードする。我々は、SecM

は翻訳アレストを起こすアミノ酸配列持ち、
それがリボソームの脱出トンネルの狭窄部
位などと相互作用して伸長アレストを起こ
すことを発見した。分泌欠損状態ではアレス
ト状態が持続し、立ち停まったリボソームが
secM-secA 間の mRNA 二次構造を破壊して
secA の翻訳開始配列を露出させて新たなリ
ボソームによる secA の翻訳を促進すること
が考えられ、実際 SecM は正常細胞における
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SecA 翻訳の基底レベルの維持、および低温
などでの分泌欠損に応じた secA の発現上昇
に必須の役割をもつことが解明された。一方、
SecM は翻訳途上に膜透過装置と相互作用す
るによって secM-secA mRNA を膜の近傍に
局在化し、SecA ポリペプチドが機能的な構
造を取るのを助ける「cis-chaperone 機能」
を持つことも示唆された。このような SecM
による SecA の発現制御の研究から、リボソ
ームはどのようなアミノ酸配列でも滞りな
く翻訳できるわけではないこと、そしてリボ
ソームに繫がれた合成途上鎖が細胞の生理
的状態をモニターする機能を持ち得るとい
う新しい知見・概念がもたらされた。
２．研究の目的
本研究では、リボソームに繫がれた合成途上
鎖が遺伝子発現制御機能を発揮することが
あるとの新発見を発展させ、合成途上タンパ
ク質の動態と機能をより一般的に解明する
ことを目的とする。そして、SecM および他
の調節性アレストタンパク質の翻訳アレス
ト制御の分子機構と cis-シャペロン機能の分
子的実体を明らかにし、翻訳のスピード制御
を介したタンパク質の機能発現制御と遺伝
子発現制御の一般性を明らかにすることに
より、「合成途上鎖の分子生物学」とでも言
うべき新たな研究分野・パラダイムを開拓す
る。
３．研究の方法
(１)合成途上の SecM において、C末端付近の
アレスト配列とリボソームトンネル成分と
の相互作用によって翻訳伸長アレストを起
こすが、既にリボソームの外に出ている N 末
端領域が Sec 膜透過装置と相互作用して分泌
系路に乗ることによって解除される。この翻
訳伸長アレストの機構とアレスト解除の機
構を in vivo における変異解析, in vitro に
おける分子解析を組み合わせて追求する。
(２)SecM が SecA の合成を膜近傍に局在化す
ることにより SecA の活性構造の獲得を助け
る機能（cis-シャペロン機能）の分子的な実
体を明らかにする。
(３)合成途上 polypeptidyl-tRNA を検出する
実験方法を開発して、翻訳途上にあるタンパ
ク質の全体像とその動的な変化を記述する。
(４)上記の polypetidyl-tRNA を検出する実
験方法などを用いて、大腸菌および他の原核
生物において、翻訳アレストを起こすタンパ
ク質あるいはアミノ酸配列を新たに同定す
る。
(５)翻訳伸長アレストがどのように制御さ
れ、どのような翻訳制御あるいは翻訳後制御
としてアウトプットされるのかを追求する。

４．研究成果
(1) Sec膜透過装置の構造と機能の解析。SecM
は SecA の発現（翻訳および機能発現）を制

御する一方、Sec 装置による膜透過反応を受
けることにより翻訳アレストを解消する。こ
のため、SecA および SecYEG トランスロコン
の構造・機能相関の解明に取り組んだ。①高
度好熱菌を用いて SecYE複合体の結晶構造を
連携研究者森博幸、共同研究者塚崎智也、濡
木理博士などとの共同研究によって決定し
た。SecA は SecYE と相互作用することによっ
て構造変化を起こし、その ATP 加水分解活性
が促進されることが明らかとなった。このと
き SecYE側にも構造変化が引き起こされるこ
とも見いだした。②SecYEG による膜透過を促
進する因子 SecDFの立体構造を高度好熱菌を
用いて決定した。その結果 SecDF のペリプラ
ズム領域が二つの異なる構造をとり得るこ
と、変性タンパク質結合能をもつことを見い
だし、SecDF はペリプラズム側から基質を結
合してプロトン駆動力によって膜透過を促
進するとのモデルを提唱した。これらの結果
はいずれも Nature 誌にに発表され、タンパ
ク質の膜透過装置の理解に重要な進展をも
たらしたものとして国際的に認められてい
る。

(2) SecMの翻訳伸長アレスト機構とその解除
機構の解析。①細胞内での分泌と翻訳アレス
トをアッセイする実験方法を検討し、細胞内
で生成した peptidyl-tRNAを免疫ブロットお
よび免疫沈降によって検出することに成功
した。これらの方法により SecM は膜透過経
路に乗ることによって速やかな分解を受け
ることを示した。②SecM の翻訳伸長がアレス
トした状態では、リボソームの A 部位に
prolyl-tRNA が 存 在 す る が P 部 位 の
peptidyl-glycyl-tRNA からのペプチド転移
を受け付けない。また、プロリンは P部位に
於いても A部位に存在するピューロマイシン
へのペプチド転移能が低いとの特異な性質
をもつことを発見した。SecM が関わる調節機
構にはアミノ酸の中で特殊な構造をとるプ
ロリンの性質が寄与していることが示唆さ
れた。この成果はプロリンの翻訳における特
異な性質を記載した４報ほどの論文の一つ
として国際的に認められている。③SecM のア
レスト解除には、シグナル配列以外にアレス
トしたリボソームの外に位置するアミノ酸
配列が必要とされることを見いだした。

(3) 枯草菌 MifM の翻訳伸長アレスト機構と
その解除機構の解析。①膜タンパク質組込み
装置の制御に関して、枯草菌を用いた解析に
より、組込み装置 YidC2 の翻訳が SecM と類
似の翻訳アレストによって制御されている
ことを見いだした。枯草菌の MifM は、C末端
付近にリボソームのトンネルと相互作用す
る翻訳アレスト配列を、N 末端に膜組込疎水
配列を持つ。膜組込因子 YidC1 の基質として



振る舞い、自身が正しく局在化されると翻訳
アレストが解除される。局在化の過程に異常
が生じると翻訳停止が継続し、停止したリボ
ソームによる mRNAの二次構造破壊を介して、
yidC2 の翻訳を促進する。この EMBO Journal
に発表された研究により、合成途上鎖のダイ
ナミズムを感知する翻訳アレストタンパク
質として SecM に加えて MifM が同定され、新
たな翻訳制御機構の一般性が明らかとなっ
た。②MifM の翻訳伸長が従来知られていない
複数箇所での連続したアレストという様式
で起こることを見いだした。この伸長アレス
トは、Ｃ末端近くの連続した４つのコドンで
複数回起こり、そのためにはアレスト部位に
近い位置に複数の酸性アミノ酸が存在する
ことが必要であることを示した。従来、アレ
ストを起こすポリペプチドの合成途上鎖は
翻訳伸長の過程でリボソームのトンネルの
残基と複数箇所での特異的相互作用を起こ
すことによってペプチジル転移活性を阻害
するため、アレストは一カ所でのみ起こると
考えられてきた。しかし、このMolecular Cell
に発表された研究によって、MifM は伸長アレ
ストを複数回起こすことによって、リボソー
ムが mRNA 上に留まって二次構造をほぐす時
間を確保しているとの新たな機構の存在が
初めて明らかになった。

(4) 合 成 途 上 の polypeptidyl-tRNA
（nascentome）の解析。①細胞内の合成ポリ
ペプチド鎖を検出し、その動的全体像を観察
す る 実 験 方 法 を 開 発 し た 。
polypeptidyl-tRNA のポリペプチド部分と
tRNA間のエステル結合を保持する中性 PH条
件下で一次元目の電気泳動を行い、切り出し
たゲルレーンをエステル結合を加水分解す
る高温・アルカリ性条件で処理した後に二次
元目の泳動を行う方法である。そのため、エ
ステル結合の安定性を系統的に調べた結果、
加水分解を受けにくい peptidyl-tRNA（最後
のアミノ酸が Ile, Val, Pro, (Asp)の場合）
が存在することを見いだした。このような、
polypeptidyl-tRNA をも加水分解するが、電
気泳動に悪影響を与えない条件を設定して、
２次元電気泳動法を確立した。通常の（翻訳
が完了した）タンパク質は対角線の上に泳動
されるが、この主要対角線の下側に合成途上
鎖が期待通りラインを形成することがわか
っ た 。 ② こ の 方 法 を 用 い て
polypeptidyl-tRNA の chemical amount はご
く 微 量 で あ る こ と 、 中 間 体 と し て の
polypeptidyl-tRNA をパルスチェイス実験と
組み合わせて追跡することができることを
示した。そして、細胞内の合成途上鎖
（polypeptidyl-tRNA）を「nascentome」と
呼ぶことを提唱した。③個々のプロテオーム
メ ン バ ー が 辿 る 合 成 途 上 状 態 を 示 す

“sub-nascentome”を解析する方法を開発し
た。Ｎ末端に His6 タグを持つ ASKA クローン
を用いて、大腸菌の各タンパク質がどのよう
な合成途上鎖を生ずるのかを、精製翻訳因子
を用いる試験管内翻訳系、および生細胞を用
いたパルスラベル法、ニッケル親和性単離、
電気泳動による polypeptidyl-tRNAの検出に
よって調べた。その結果、SecA タンパク質を
始め予想以上に多くのタンパク質において
翻訳伸長の一時停止が起こっていることを
見いだした。そして、現在進めている網羅的
な翻訳 pausing のデータ取得と pausing メカ
ニズムの分類が可能となった。④リボソーム
救出機構欠損変異株中ではデッドエンド状
態 の polypeptidyl-tRNA （ deadend
nascentome）が蓄積することを明らかにした。
岡山大学のグループとの共同研究により、大
腸菌細胞は終止コドンを欠く異常な mRNA の
生成によるものと思われる空回り翻訳を高
頻度で行っているが、最低２種類存在するリ
ボソーム救援機構によって処理されている
ことを解明した。上記のうち①，②，④は PLoS
One に発表され、従来研究の盲点となってい
た合成途上鎖を直接検出したものとして、
nascentome の命名とともに世界に先駆ける
成果となった。
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