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研究成果の概要（和文）：すべての生物種のリボソームにはストークと呼ばれる柔軟で特徴的な

タンパク質複合体が含まれ、リボソーム機能面で重要な役割を果たしている。本研究では主に

超好熱性古細菌のリボソームストークを対象に、生化学と結晶構造解析の手法で構造と機能を

解析した。その結果、ストークは aP0(aP1)2(aP1)2(aP1)2の 7 量体を形成すること、aP0 と aP1
成分はアミノ酸配列が同一のＣ末端部位を保持し、これらの部位が各種 GTPase 翻訳因子に直

接結合し、因子を効率よくリボソーム上にリクルートする機能を担うことが明らかにされた。 
 
研究成果の概要（英文）：Ribosomes in all organisms have a unique flexible structure 
composed of ribosomal protein complex, termed the stalk, which plays a crucial role in 
ribosome function.  In this research subject, we have investigated the structure and 
function of the ribosomal stalk in a hyperthermophilic archaeon by biochemical and 
crystallographic analyses.  The results showed that the archaeal stalk is composed of aP0 
and aP1, which form the heptameric complex aP0(aP1)2(aP1)2(aP1)2, and that the 
C-terminal sequence, which is shared by aP1 and aP0, directly binds to translation factors.  
We concluded that the 7 copies of C-terminal tails of aP1/aP0 in the complex participate in 
efficient recruitment of translation factors onto the ribosome.  
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１． 研究開始当初の背景 
 リボソーム大亜粒子にはタンパク
質合成（翻訳）に関与する各種 GTPase
翻 訳 因 子 を 受 容 す る 機 能 部 位
（GTPase センター）が存在する。こ
の部位は、タンパク質合成過程で必

要となる分子動力エネルギーを GTP の加
水分解により提供し翻訳の分子機構を動
かす、いわば“駆動部”に相当する。この
機能部位には運動性を示す特徴的なタン
パク質複合体が有り、リボソーム機能にと
って重要な役割を担うことが知られてい
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た。ストークは柔軟性に富み、リボ
ソーム粒子の結晶構造ではその実態
がつかめず、ポスト結晶時代のリボ
ソーム研究に残された最もミステリ
アスな対象であった。研究代表者ら
は本研究開始時点までに、古細菌リ
ボソームのストークに関する生化学
的分析を行い、試験管内での複合体
再構成と機能解析に成功していた。
興味深い結果として、古細菌ストー
クは同種のGTPase因子ばかりでなく
真核の因子も受容することを明らか
にした（Nomura et al, Biochem. J. 
396, 565-571 [2006]）。この結果は、
古細菌ストークの構造・機能面の研
究が真核生物ストークの実態を探る
上でも重要であることを示すもので
ある。 

 
２． 研究の目的 

 タンパク質合成の仕組みを分子レ
ベルで理解するうえで、ストークの
タンパク質複合体構造とその動的
機能を解明することは極めて重要
である。本研究では、真核型機能を
有し、結晶化や分子間相互作用の解
析に有利な超好熱性古細菌のタン
パク質複合体を主要な対象とし、分
子解剖、分子間相互作用、複合体結
晶構造解析により、これまで解明で
きなかったタンパク質合成過程に
おけるストーク複合体の構造、動態、
機能の関係を明らかにする。得られ
た知見は、真核のリボソームストー
ク研究に展開する他、大腸菌タンパ
ク質発現系改良の応用研究への展
開も試みる。 

 
３． 研究の方法 

 平成 21〜23 年度の 3 年間で、
以下の（1）〜（5）のテーマに対
し、それぞれの手法により取り組
む： 

（1） 古細菌（Pyrococcus horikoshii）
の aP0 と aP1 タンパク質より構
成されるストーク複合体を結晶
化し、その詳細な立体構造を解明
する。 

（2） 古細菌リボソームストークに３
個含まれる運動性 aP1 二量体の
それぞれのはたらきを、各二量体
が結合できなくなる aP0 変異体
を用いた生化学的機能解析によ
り解析する。 

（3） リボソーム表面で動的挙動をす
ると考えられる aP1 のＣ末端ド
メインの構造、動態および機能を、

Ｃ末端配列の合成ペプチドを使用した
生化学解析と結晶構造解析により解明
する。 

（4） 真核と古細菌 P0 タイプタンパク質に
存在する特有ドメイン（Ex 部位）のは
たらきを、Ex 部位削除変異体を用いた
生化学的機能解析により明らかにする。 

（5） 古細菌ストーク研究から得られた知見
を真核リボソームストークの構造・機
能研究に展開する。真核ストークの研
究にはカイコのリボソームタンパク質
P0、P1、P2 を用いる。さらに、知見
を大腸菌リボソームストークにも展開
し、大腸菌リボソームの機能改変によ
る有効利用の可能性を探る。 

 平成 21 年度には主に（1）、（2）および
（3）の一部の解析を行った。平成 22 年
度は主に（3）を行ったが、その過程で真
核との比較をする必要があり、（5）の真
核ストークの解析も行った。平成 23 年度
は（3）を継続した他（4）と（5）の実験
を実施し、研究を総括した。 

 
４． 研究成果 
（1） 古細菌ストーク複合体の結晶構造： 
   ストーク複合体結晶の回折像より 2.4

オングストロームの分解能で構造を決
定した。P0 のＮ末端部位は球状のドメイ
ン構造をとり、Ｃ末端側には縦に 3 個の
アルファーヘリックス構造が繋がって
いた。aP1 は安定な二量体を形成し、3
個のaP1二量体がＮ末端側の疎水性アミ
ノ酸を介してaP0のＣ末端側の各ヘリッ
クスと疎水結合し7量体を形成していた。
得られた複合体構造はリボソーム大亜
粒子の結晶構造（aP0/aP1 構造が欠如し
ている）に矛盾なく fitting でき、リボ
ソーム全体像を示すことに成功した（図
1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）3個の aP1 二量体のはたらき： 
    aP0上の aP1二量体結合部位の疎水性

図 1 リボソーム構造に fittingされたス
トーク複合体の結晶構造（右側） 



 

 

アミノ酸を親水性アミノ酸に置換
し、3 個のうち 1 または 2 個の aP1
二量体を 脱離させた変異体複合体
を作成し、翻訳因子受容性の機能解
析を行った。この結果、3 個の aP1
二量体はそれぞれ単独で、eEF-2 依
存 GTPase 活性を保持することが明
らかとなり、各 aP1 二量体とも独立
して機能を保有していることが判
明した。 

（3）aP1 の C 末端部位のはたらき： 
 native ゲル電気泳動により、aP1
が翻訳 GTPase 因子 aEF-1a、aEF-2、
および aIF5B とそれぞれ直接結合
することを示した。さらにそれらの
結合は、aP1 の C 末端の 18 アミノ
酸に対応する合成ペプチドを添加
することで阻害され、結合が C末端
を介することが示された。   
 aP1 タイプのタンパク質間で C末
端から2番目と3番目の疎水性アミ
ノ酸は古細菌から真核まで高度に
保存されていた。そこでこれらのア
ミノ酸を他の親水性アミノ酸に置
換したところ翻訳 GTPase 因子との
結合性が完全に消失した。これらの
結果より、aP1 の C 末端に存在する
疎水性アミノ酸が GTPase 因子との
結合に直接関わることが明らかに
された。 
 その他、GTP/GDP の存在が C 末
端・aEF-2 間の結合性に影響するか
どうか生化学的に解析したが、
GTP/GDP のいずれの添加も aP1・
aEF-2 の結合性に効果を与えなかっ
た。すなわち aP1 の C 末端は翻訳
GTPase 因子が GTP 加水分解前後で
等しく結合性を保持することが示
唆された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

（4）aP0/P0 に存在する Ex 部位について： 
   古細菌 aP0 と真核 P0 には存在するが真

正細菌相同体である L10 には存在しない
分子中央の Ex 部位の機能を、カイコ（真
核）と大腸菌（真正細菌）間のキメラ型
P0/L10 を各種作成し、解析した。その結
果、Ex 部位は真核型の GTPase 因子の受容
性に寄与し、真正細菌の因子受容性には効
果を示さなかった。Ex 部位が真核/古細菌
型の翻訳制御に関わる可能性が示された。 

（5）真核/真正細菌ストーク研究への展開：  
① 古細菌 aP0 と aP1 の結合機構を真核の

P0 と P1/P2 の結合機構研究に展開し古
細菌と真核間で同様の結合モードであ
ることが示された。 

② 古細菌 aP1 のＣ末端部位の機能面に関
して得られた知見を真核のP1/P2に展開
し機能解析を行ったところ、真核でも同
様にＣ末端部位の疎水性アミノ酸の役
割が明確に示され、Ｃ末端部位の保存さ
れた役割が明らかになった。 

③ カイコ（真核）と大腸菌（真正細菌）
間のキメラ型 P0/L10 を各種作成し真正
細菌の GTPase 因子受容性に必須となる
部位を解析したところL10のＣ末端とそ
こに結合するL12二量体が存在すれば低
いながら真正細菌の GTPase 因子の受容
性を示した。従って、大腸菌 L10 の N 末
端ドメインをカイコ等の真核型配列に
置換することでかなり減速型の駆動部
を大腸菌リボソームに導入できる可能
性が示された。 

 以上の結果より、リボソームのストーク
は複数コピーの共通配列を有するタンパク
質より構成され、リボソーム上で柔軟に運
動し、各種 GTPase 翻訳因子を効率よく捕獲
し、翻訳反応の効率を高めることが推察さ
れた。ストークのはたらきとして、各種因
子を捕獲する複数の“触手”としてのモデ
ルを考案した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
  図 2 リボソーム上での aEF-2（青） 
    による GTP 加水分解の前後で保持 
    される aP1 の C 末端部（茶）との 
    相互作用モデル 

 

 

図 3 各 aP1 分子の C 末端部位が各種
GTP 翻訳因子を捕獲する触手のよ
うなはたらきをすることを示すイメ
ージ 
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