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研究成果の概要（和文）： 
	 ヒト由来 SBP2, L30, EFSec, SECIS-RNA, tRNASecの調製に成功し，生化学的実験を進め
てきた．L30に関して結晶構造解析及び RNAとの結合実験をおなうことができ，論文発表
した．また，機能的 tRNASecの調製方法を確立することができたため，アミノ酸存在下に
おいて EFSecや SBP2との相互作用研究を進めている．野生型では等温滴定 型熱量計を用
いて GDPとの相互作用解析を行い，Kd=229 nMでの相互作用が見られ，調製したタンパク
質は正しい構造をとっていることが確認できた．また作製した変異体では，二次構造を保
持していることを確認した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We successfully prepared protein and RNA molecules which are required for 
selecocystein incorporation on ribosome.  These molecules are SBP2, L30, EFSec, 
SEICIS-RNA, tRNASec and subjected to biochemical and biophysical experiments. 
Crystal structure of L30 could be analyzed and published. Since we originally 
succeeded generating functional tRNASec, binding assay among tRNASec, EFSec, and 
SBP2 in the presence of specific amino acid are now in progress. We observed the 
significant binding affinity (Kd=229 nM ) between the wild type and GDP using ITC, the 
way to prepare the molecule was thus confirmed. Furthermore, mutants generated for 
the purpose of crystallization were proved that they have proper secondary structures. 
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１．研究開始当初の背景 
 

（１）	 リボソーム蛋白質 L30に関して，酵
母由来のものの性質は，構造情報も含めてよ
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く調べられていた．しかし，酵母はセレノシ
ステイン導入系は保持していない．ヒト由来
のものは報告例がなかった． 
（２）	 L30と mRNAの一部である SECIS
は，イオンの有無による親和性の変化など，
分子的な解析が待たれていた． 
（３）	 EFSecと tRNASecの相互作用に関
して，精製した分子を用いた報告例は無かっ
た．また，tRNASec にアミノ酸がチャージ
されているかどうかで EFSec との相互作用
が変化し，これが EFSec-SBP2間の相互作用
に影響を及ぼすことに関する，間接的な証拠
が得られていた． 
 
 
２．研究の目的 
 
 
	 微量必須元素セレンの主要な代謝経路で
ある蛋白質・RNAへのセレン導入経路の分
子メカニズムを明らかにするために，X 線
結晶構造解析を用いて分子構造基盤の確立
を目指した．真核生物においてキーとなる
伸長因子を中心に，直接 Sec-tRNASec 作用
する SBP2, EFSec, SECISなどの因子を研究
対象とした． 
 
３．研究の方法 
 
 
本研究は、セレノプロテイン翻訳時に真核
生物 80Sリボソーム上で要求される蛋白質
群(SBP2, EFSec, L30)と二種類の RNA(Sec	 
-tRNASec, SECIS)間の相互作用を精密に解
明するものである．それぞれの蛋白質の調
製には大腸菌・昆虫細胞・哺乳類細胞を組
み合わせ，修飾の無いRNAの調製は in vitro
転写で，修飾された tRNA調製は大腸菌及
び哺乳類細胞を利用するなど，目的に応じ
て最適な調製方法を採用する． 
 
	 
４．研究成果	 
	 
	 （１）	 	 
ヒト由来 L30 の構造は，L7Ae ファミリー特有
の	 α/β/α	 sandwich	 topology であった(図１)．
サーチモデルに使用した酵母由来L30とmRNA
複合体の構造を図２に示す．これら 2つの相
同性はとても高いが，酵母には Sec が存在し
ないことが確認されている．	 
高等生物の代表として，イヌのリボソーム
80S の全体構造は，電顕により分解能 8.7	 Å
で構造析されている．リボソーム上で，L30
がどの領域を使用して SECIS と相互作用して
いるのか，Sec 翻訳でどのようにアンカーリ
ングに使用されているのか，今回解析したヒ

ト由来 L30 を電顕モデル中にあてはめてみた．
それを図３にしめした．右下に示すリボソー
ムの略図を左に 90°回転させた方向からみ
た図である．上(水色とグレー)が大サブユニ
ット，下(黄色と緑)が小サブユニット，ピン
ク色が Pサイトに存在する tRNA を表す．L30
は，リボソームを挟んで P サイトの tRNA の
ちょうど裏側に位置していることが確認で
きた．	 

 

図１ヒト由来 L30の全体構造 

 

図２	 酵母由来 L30-mRNAの構造	 

 

図３	 犬リボソームの全体構造と L30 



 

 

	 このリボソーム中の L30 付近の拡大図を図
４に示す．ヒト由来 L30 の表面電荷を計算し，
酸性領域を赤，塩基性領域を青で示してある．
L30 は，大サブユニットの 28S	 rRNA	 (水色)，
小サブユニットの18S	 rRNA	 (黄色)，S13e	 (緑)
と相互作用していることが確認できる．これ
までに，遊離の L30 は自身の mRNA と結合す
ることで，自分の発現を調節していることが
報告されている．そこで，酵母由来 L30 と複
合体で解かれている mRNA(図２)の相対配置
をオレンジ色で示した．mRNA は，28S	 rRNA
の結合サイトとオーバーラップしている．す
なわち，L30 はリボソーム上で 28S	 rRNA と相
互作用しているために，自身の mRNA と結合
するのは，遊離の L30 であるという事実と一
致した．それに対して SECIS	 RNA は，リボソ
ームに結合している L30 と相互作用すること
が，これまでに明らかになっている．また，
酵母由来 mRNA が形成する構造は典型的な
K-turn	 (RNA のねじれた構造)であり，SECIS
が形成する高次構造とは異なると推測され
る．したがって，空間的に空いている領域(図
２で右下辺り)を使用して，L30 は SECIS を認
識し，アンカーリングをしていると考えられ
る．しかし，図３からも分かるようにアンカ
ーリングに使用されるにしては，L30 と A
サイトの位置が離れすぎているという問題
点が生じる．このような距離があるのに，
どのようにして L30が SECISに結合した状
態で EFSec を A サイトへと誘導するのか，
という疑問を解明するのも，これからの課
題となった．	 
	 
（２）EFSec	 
EFSec に関しては，野生型では結晶をつくる
ことが難しく，結晶化効率を上げるために変
異体(F577L：真核生物間で保存されていない
残基を置換，rEFSec：二次構造予測からルー
プと推測される領域を欠損，K495E：SER を用
いタンパク質表面に存在すると考えられる
エントロピーの高い残基を置換)を作製し，
また多量体形成タグである 2RS1(二量体)と
3RS1(三量体)を導入した．	 
	 ①	 野生型	 

野生型では ITC を用いて GDP との相互作用解
た．この結果より，EFSec-GDP 相互作用は，
エンタルピー的に有利・エントロピー的に不
利であり，Mg2+および GDP	 存在下で EFSec は

構造を形成することが示唆された（図５・６）．
したがって，結晶化を試行するにあたり，
EFSec 単独よりも Mg2+および GDP との共結晶
化との方が結晶化しやすいことが分かった．	 
また，3種類の protease	 (trypsin，V8，Lys-C)
を用いて proteolysis を行った結果，GDP が
結合するであろう N末端領域は分解されない
のに対し，EFSec 特有の C 末端側の挿入配列
の部分は完全に分解されてしまった．このこ
とから EFSec の N 末端領域は Mg2+および GDP	 
存在下で安定であるのに対し，C 末端側は，
構造をほとんど形成しない領域であること
が判明した．	 
	 ②	 変異体	 
F577L 変異体，K495E 変異体では，野生型と
大きな性質の差は見られなかったが，rEFSec
では大きな差が見られた．精製中に，野生型
では硫酸アンモニウム濃度が 1.2	 M で沈澱す
るのに対し，rEFSec では 2.5	 M まで濃度を上
げなければ沈澱せず，疎水的な性質に大きく

 

図４	 リボソーム上での L30拡大図 

 

図５	 EFSec-GDPの相互作用解析 

析を行い，Kd=229	 nM での相互作用が見ら
れ	 

 

図６	 ITC から得られた熱力学パラメー
タの比較 



 

 

変化があった．また，rEFSec 以外では，タン
パク質溶液の Glycerol 濃度を 10	 %にして 3
日間放置していても沈澱が見られないのに
対し，rEFSec ではその濃度で一晩放置するだ
けで大量の沈澱が見られた．ここでも rEFSec
はその他と比較して，大きく性質が違うと言
えよう．	 
多量体形成タグを導入したものも，ゲルろ過
クロマトグラフィーの溶出位置から，二量
体・三量体を形成していることが確認できた．	 
現在までに野生型・変異体両方とも結晶は得
られていないが，今後も様々な条件で結晶化
試行をする予定である．	 
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