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研究成果の概要（和文）：高等植物でメチオニン生合成の鍵段階を触媒するシスタチオニンγ-

シンターゼ（CGS）をコードする CGS1 遺伝子は CGS1 mRNA の分解段階で S-アデノシルメチオニ

ン(SAM)によってフィードバック制御される。この制御機構を解析した結果，CGS1 mRNA を翻訳

中のリボソーム，もしくはリボソーム内の新生ペプチドのコンフォメーションに SAM に応答し

た変化が生じることを明らかにした。また，この制御にリボソームの「出口トンネル」を構成

するタンパク質が関与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Cystathionine -synthase (CGS) catalyzes the first committed step 
of methionine biosynthesis in plants, and is encoded by CGS1 gene in Arabidopsis. 
Expression of CGS1 is feedback-regulated at the step of CGS1 mRNA degradation and 
S-adenosyl-L-methionine (SAM) acts as an effector. We found that, when ribosome 
translates the CGS1 mRNA in the presence of SAM, either the ribosome itself or the 
nascent peptide within the ribosomal exit tunnel changes its conformation.  We also 
obtained evidence suggesting that the ribosomal proteins that constitute the exit tunnel is 
involved in this regulation. 
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１． 研究開始当初の背景 

メチオニンはタンパク質を構成するのみ

ならず，SAM を経て細胞内の様々な反応に

関与する。植物におけるメチオニンの生合成

については1970-80年代に行われた研究によ

り，メチオニンの生合成経路が他のアミノ酸

から分岐した最初の段階を触媒する CGS の

ステップでフィードバック制御されること

が示された。しかしながら，CGS はアロステ

リック酵素ではなく，メチオニン生合成のフ

ィードバック制御機構は謎であった。 

我々は遊離メチオニンを過剰に蓄積する

シロイヌナズナ mto1 変異株を分離した。

mto1 変異を用いた解析により，CGS をコー

ドする CGS1 遺伝子の発現が mRNA の分解

段階でフィードバック制御されており，しか

もこの制御に MTO1 領域と名付けた CGS 自

身のアミノ酸配列が関与しているというユ

ニークな制御機構の存在を明らかにした

（1,2）。また，メチオニンの生合成はメチオ

ニン自身がフィードバック制御に関わると

報告されていたが，我々は，これが誤りであ

り，制御のエフェクターは SAM であること

を明らかにした（3）。 

この制御は翻訳中に起こり（4），コムギ胚

芽の試験管内翻訳系で再現される（3）。試験

管内翻訳系を用いた解析により，CGS1 
mRNAの分解に先だってSAMに応答した翻

訳停止が起きていることを見いだした。即ち，

SAM存在下ではMTO1領域の直後のSer-94
コドンで翻訳の停止が起こり，ペプチジル

-tRNASerが蓄積する。このとき，リボソーム

は転座の段階で停止しており，ペプチジル

-tRNASerはリボソームの A 部位を占める（5）。   

CGS1 遺伝子における新生ペプチドによる

翻訳伸長の停止と共役した mRNA 分解は真

核生物で初めての発見である。 

(1) Science 286: 1371-4, 1999. 
(2) J. Biol. Chem. 277: 36380-6, 2002. 
(3) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 

10225-30, 2003. 
(4) Plant Cell Physiol.  44: 893-900, 

2003. 
(5) Genes Dev. 19: 1799-810, 2005. 

 
２．研究の目的 

 CGS1 mRNA における翻訳停止と共役し

た mRNA 分解機構は，(A) SAM に応答した

翻訳停止と，(B) これと共役した mRNA 分

解の２つの段階に分けて考えることができ

る。本研究は，(A) の段階にターゲットを絞

り，SAM が如何にして Ser-94 の位置で翻訳

停止を引き起こすのかを明らかにすること

を目的とする。 

 リボソームで合成された新生ペプチドは，

大サブユニットを貫く「出口トンネル」を通

ってリボソームの外に出てくる。この出口ト

ンネルは 100Åほどの長さがあり，新生ペプ

チドの 30-40アミノ酸残基が入るとされてい

る。一方，CGS1 mRNA を SAM 存在下で翻

訳させると，MTO1 領域の直後で翻訳が一時

停止する。 

したがって，Ser-94 で翻訳停止が起きたと

き，シス配列である MTO1 領域の新生ペプチ

ドは出口トンネル内に位置すると考えられ

る。即ち，CGS1 mRNA を翻訳しているリ

ボソームにおいて，MTO1 領域の新生ペプチ

ドが出口トンネル内に位置するとき，SAMが

高濃度で存在すると Ser-94 で翻訳が停止す

ると考えることができる。本研究は，この可

能性を検証しようとするものである。 
 
３．研究の方法 

（１）出口トンネルの狭窄部位を構成するリ

ボソームタンパク質の関与 

リボソームの出口トンネルは直径がおよ

そ 20Å程度であるが，トンネル内にリボソー

メチオニンの生合成経路と mto1 変異 

 シロイヌナズナ mto1 （ methionine 
over-accumulation）変異は CGS1 構造遺伝
子内に１アミノ酸置換をもち，フィードバ
ック制御が起こらない。 



 

 

ムタンパク質が突出して狭まった，「狭窄部

位」と呼ばれる部位が存在する。この狭窄部

位は，リボソームタンパク質 L17 と L4 が関

わっている。 

L17 および L4 タンパク質の出口トンネル

内に突出した部位のアミノ酸残基を欠失さ

せた遺伝子を導入したシロイヌナズナ株を

用いて，CGS1 mRNA の翻訳における SAM

に応答した翻訳停止への効果を解析する。 

（２）MTO1 領域のアミノ酸残基の機能 

MTO1 領域のアミノ酸配列を変化させ，

SAM に応答した翻訳停止の効率に対する効

果を，試験管内翻訳系を用いて解析する。

様々なアミノ酸残基に置換することにより，

各位置のアミノ酸残基の機能を考察する。ま

た，ビアコア等を用いて，SAM との結合能

の有無を解析する。 

（３）リボソーム出口トンネル内での MTO1

新生ペプチドの構造に関する解析 

 リボソームの出口トンネルは約 100Åの長

さがあり，「伸びた」状態のペプチドであれ

ば 30-40アミノ酸残基が存在しうるとされる。

一方，出口トンネル内でα-へリックス構造を

取るとの報告もある。 

SAM に応答して翻訳停止したリボソーム

において MTO1 新生ペプチドが何らかの構

造変化を起こしている可能性を調べる。同時

に，リボソーム側の変化を調べるため，ジメ

チル硫酸を用いたフットプリント解析によ

り，リボソーム RNA のコンフォメーション

変化を解析する。 

市販のコムギ胚芽野試験管内翻訳系は，内

在性の mRNA を失活させるために，マイク

ロコッカルヌクレアーゼ処理が施されてお

り，これに伴って，｢傷ついた｣リボソームが

含まれる。そこで，これらの解析には，ヌク

レアーゼ処理を行わない自作のコムギ胚芽

野試験管内翻訳系を用いる。 
 
４．研究成果 

（１）出口トンネルの狭窄部位を構成するリ

ボソームタンパク質の関与 

リボソームタンパク質 L4 と L17 のトンネ

ル内に突出している領域のアミノ酸配列に

部分的な欠失を持つ変異型トランスジェニ

ック･シロイヌナズナ株を構築した。トンネ

ル内突出部位に大きな欠失を導入したシロ

イヌナズナ株では，変異型遺伝子の発現量が

極めて低かった。これは，大きな欠失がリボ

ソームの機能に悪影響をもたらすため，導入

した変異型遺伝子の発現レベルが低い株の

みが生き残ったと考えられる。 

一方，突出部位に短い欠失を導入したシロ

イヌナズナ株では内在遺伝子と同等の発現

が認められた。以後，短い決失を導入した株

を用いて解析を行った。野生型株と変異型株

のシロイヌナズナについて調べた結果，変異

型では CGS1 mRNA 分解中間体の蓄積が減少し

ていた。このことは，翻訳停止についても，

変異型株では SAMへの応答が弱くなっている

ことが考えられる（投稿準備中）。 

これらの結果から，リボソームタンパク質

L4とL17のトンネル内に突出している領域が，

CGS1 の翻訳制御ならびに mRNA 分解に重要な

機能をもつと考えられた。一方，リボソーム

タンパク質遺伝子に大きな欠失変異を導入

したトランスジェニックシロイヌナズナ株

は，導入遺伝子の発現が低かったことから，

変異型リボソームタンパク質が機能を持っ

たリボソームに取り込まれていることの証

明が必要であると考えられる。また，変異型

リボソームタンパク質を持ったリボソーム

における翻訳機能自体の評価も必要である

と考えられた。 

（２）MTO1 領域のアミノ酸残基の機能 

MTO1 領域のうち，Asn-82 と Gln-87 をそ

れぞれ，Gln,と Asn に置換しても，SAM に

応答して，弱いながらも翻訳停止が観察され

た。このことは，これらのアミノ酸残基が水

素結合の形成に関与している可能性を示唆

する。 

一方，ビアコアを用いた解析および等温



 

 

カロリー滴定法による解析では，MTO1 領域

の合成ペプチドと SAM との結合活性は認め

られなかった。少なくとも，水溶液中での状

態では，MTO1 領域のペプチドと SAM は相

互作用しないと判断された。 

（３）リボソーム出口トンネル内での MTO1

新生ペプチドの構造に関する解析 

 SAM に応答して翻訳停止した状態のリボ

ソーム：mRNA：新生ペプチドの 3 者複合体

をショ糖密度勾配遠心によって調製し，リボ

ソーム内における新生ペプチドのコンフォ

メーションを解析した。 

 ポリエチレングリコールマレイミド

（PEG-MAL）は，システイン残基と容易に

反応して共有系都合を形成し，通常のゲル電

気泳動において約 20kDa に相当するゲルシ

フトを生じる。SAM に応答して翻訳停止し

た時に，リボソームの出口トンネルの出口付

近になる位置にシステイン残基を導入して

おき，SAM の有無での PEG-MAL との反応

性 を 解 析 し た 。 伸 び た 構 造 を 取 れ ば

PEG-MAL との反応性が高く，縮んだ構造を

取れば反応しにくくなる。解析の結果，野生

型の MTO1 領域を持つ場合には，SAM に応

答して MTO1 領域を含む新生ペプチドが縮

んだ構造を取ることが示された。一方，MTO1

領域に変異を持つ場合には，SAM に応答し

た変化は観察されなかった（J. Biol. Chem., 

2011）。 

 また，これと呼応する形で，ジメチル硫酸

によるフットプリント解析，および UV クロ

スリンク解析でも，リボソームトンネル近傍

のリボソーム RNA の反応性が SAM に応答

して変化した。この結果は，リボソームトン

ネルを形成するリボソーム RNA が SAM に

応答してコンフォメーション変化を起こし

ていることを示唆する。ただし，トンネル内

の新生ペプチドのコンフォメーション変化

に伴って，反応性が変化した可能性も考えら

れる（J. Biol. Chem., 2011）。 
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