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研究成果の概要（和文）：トランス翻訳反応の初期段階における反応中間体を in vitro で形

成するための系の確立を行った。この系を用いて、トランス翻訳反応の主役である

tmRNA/SmpB の機能を明らかにした。特に SmpB の C 末端ドメインに着目し、このドメ

インが tmRNA のリボソーム A サイトへの収容において重要であることを示し、この際に

重要な役割を果たす SmpB 上の残基を特定した。 

 
研究成果の概要（英文）：To reveal the molecular mechanism of trans-translation, we 

developed in vitro trans-translation system using purified factors. Using this system, we 

showed that the C-terminal domain of SmpB plays a role in accommodation of tmRNA into 

the ribosomal A-site. 
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１．研究開始当初の背景 

これまでの研究ではトランス翻訳反応の初
期段階における解析が十分に行われておら
ず、各因子がどのように相互作用しているの
か不明であった。通常の翻訳では、リボソ
ーム上のAサイト、Pサイト、Eサイトを、
tRNA が A/T→A/A→A/P→P/P→P/E→E
と動くのに対して、mRNA は引っ張られる
ように 3塩基ずつ動く。トランス翻訳では、
tRNA の 5 倍の大きさの tmRNA がどのよ
うにしてリボソーム上を動いていくのだろ
うか。通常の翻訳の分子メカニズムの解明
が進むにつれ、トランス翻訳の謎は深まる

ばかりである。 

 

２．研究の目的 

トランス翻訳は、情報分子 mRNA と情報
を読み取る分子 tRNAの両方の機能を果たす
キメラ分子 tmRNA の働きにより、停滞した
翻訳を解消し、結果として 2 本の情報分子か
ら 1本のキメラペプチドを合成する変則的翻
訳システムである。そして、この変則的翻訳
により生じた異常タンパク質に分解の目印
を与える。一連の反応は「何らかの原因で滞
ってしまった翻訳を解消し、そこから生じる
異常タンパク質を処理する真正細菌に普遍
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的な品質管理システム」と解釈されるが、そ
れに加えて、カタボライト抑制、アミノ酸代
謝、細胞分化、ストレス応答、胞子形成等の
様々な細胞機能にも関与している。本研究は、
この変則的翻訳システムの分子メカニズム
の解明を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

精製した因子を用いて in vitro でトランス
翻訳反応中間体を形成させ、ペプチド転移反
応活性、翻訳因子 EF-Tu による GTP 加水分解
活性、tmRNA および SmpB のリボソームへの結
合活性を測定した。得られた複合体に対して、
部位特異的ラジカルプロービング法および
部位特異的クロスリンク法により複合体の
解析を行った。 
 
４．研究成果 
In vitro トランス翻訳系を用いて、SmpB の C
末端ドメインが tmRNA の Aサイトへの収容に
重要であることを明らかにした。この際、C
末端ドメインの 147 番目のトリプトファンが
特に重要であることを特定した。 
 
 
 
 
 
 

 
 
またこの部位に変異を入れても、EF-Tu によ
る GTP 加水分解活性には影響しないことを確
認している。興味深いことに、トリプトファ
ン残基からフェニルアラニン残基に置換し
たところ、ペプチド転移反応の大きな活性の
低下は確認されなかった。この結果はトリプ
トファン残基がリボソームの塩基とスタッ
キングによって相互作用している可能性を
示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに C 末端ドメインについて、合成ペプチ
ドを用いてペプチド転移反応、GTP 加水分解
反応における影響を調べ、トリプトファン残
基の重要性を確認した。さらに、この合成ペ
プチドとリボソームの複合体について 1分子
蛍光分析システムによって調べたところ、結

合にはトリプトファン残基が重要であるこ
とを明らかにした。これまでの結果から、
SmpB の C 末端は GTP 加水分解には関与せず、
その後の Aサイトへの収容の際に重要な役割
を果たしていると考えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
tmRNA/SmpBはAサイトに入った後にペプチド
を受け取り、A サイトから P サイトへトラン
スロケーションすると考えられる。そこでト
ランスロケーション中間体を得るために、in 
vitro トランス・トランスレーションの系を
用いて、複合体形成の条件検討を行った。そ
の結果、ペプチド転移反応活性が認められた
複合体の約 30%についてトランスロケーショ
ン活性が確認できた。通常の翻訳において、
tRNA ではトランスロケーションの際に翻訳
因子 EF-G を必要とする。そこで tmRNA/SmpB
のトランスロケーションも EF-G によって促
進されるか調べたところ、EF-G 存在下で効率
的にトランスロケーションが起きることを
明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また SmpB 変異体のトランスロケーションに
おける影響を調べたところ、いくつかの変異
体で活性に影響することが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2nd step assay
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また SmpB のシステイン置換変異体を用いて、
部位特異的クロスリンク法の系の確立を行
った。条件検討の結果、数種類の変異体でリ
ボソームタンパク質とクロスリンクしてい
ることをウェスタンブロッティングによっ
て確認できた。今後、このタンパク質をさら
に LC/MSを用いて確認を行っていく必要があ
る。また様々なトランス翻訳中間体に対して
この手法を適用するには、クロスリンク産物
の量的な問題があり、今後検討していく必要
がある。 
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