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研究成果の概要（和文）：翻訳開始因子eIF2に特異的なグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）である翻訳開始因子eIF
2Bの立体構造を決定し、eIF2BのeIF2の認識部位を決定した。eIF2BのeIF2認識様式は複数あることが明らかとなり、リ
ン酸化eIF2によるeIF2BのGEF不活性化の構造的機構のモデルを提唱した。
翻訳開始因子eIF2AのWD-リピートドメインの立体構造を決定し、9枚の羽根からなるβプロペラフォールドの構造を明
らかにした。
TrmDと基質tRNA，およびメチル基供与体アナログであるシネフンジンの三者複合体の立体構造を決定し、基質認識の分
子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have determined the 3D structure of eukaryotic initiation factor 2B (eIF2B), 
which functions as a guanine nucleotide exchange factor specific for eIF2. Furthermore, we determined the 
eIF2-recognition regions in eIF2B. We identified more than two interaction modes between eIF2 and eIF2, 
and successfully proposed the structural model how phosphorylated eIF2 inhibits the GEF activity of 
eIF2B.
We determined the WD-repeat domain of eIF2A, which revealed that the domain possesses nine beta 
propellers.
We also determined the ternary complex of TrmD, tRNA, and AdoMet analog, which revealed the detailed 
molecular mechanism of the substrate tRNA recognition.

研究分野：構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の翻訳開始因子 eIF2 は、リボソー

ムへ開始メチオニル tRNA（Met-tRNAi）を運
搬する、翻訳開始の最初のステップを担う因
子である。eIF2 はヘテロ 3 量体（eIF2αβγ）で
あり、GTP 結合に依存して開始メチオニル
tRNA （ Met-tRNAi ） と 結 合 し 、
eIF2-GTP-Met-tRNAi 3 者複合体を形成して
40S リボソームへと運ばれる。3 つのサブユ
ニットのうちeIF2γがGDP/GTP結合部位を持
つ。 

翻訳開始因子 eIF2Bは eIF2に特異的なグア
ニンヌクレオチド交換因子（GEF）である。
eIF2B はヘテロ 5 量体（eIF2Bαβγδε）と考え
られていた。eIF2Bε の C 末端側に位置する
HEAT ドメインが GEF 活性を担っている。
eIF2B は eIF2 の GEF という比較的単純な活
性を担う因子であるにも関わらず、ヘテロ 5
量体という複雑な構造をしている。その理由
は、eIF2B が数多くのシグナルを受け取り、ε
サブユニットによる GEF 活性の制御を介し
て翻訳開始を調節する機能を担っているた
めと考えられる。eIF2B の重要な機能の一つ
として、ストレス応答が挙げられる。ストレ
ス環境下（ウイルスの感染など）においては、
防御機構として翻訳を急速に停止させるシ
ステムが細胞内に存在する。まず、各ストレ
スにより活性化した eIF2α キナーゼが eIF2α
の 51 番目のセリン残基をリン酸化し、この
リン酸化 eIF2αは eIF2Bと強い親和性を持つ。
すると、細胞内で機能する eIF2B が枯渇し、
結果として活性型 GTP 結合 eIF2 が急激に減
少し、翻訳サイクルが停止する。リン酸化
eIF2αの認識は eIF2Bαβδのサブコンプレック
スによることが遺伝的および生化学的な解
析から示唆されている。一方で eIF2Bγε は活
性サブコンプレックスを形成すると考えら
れている。 

eIF2 に特異的な GTPase 活性化タンパク質
（GAP）である翻訳開始因子 eIF5 は、40S リ
ボソーム上に ternary complexやmRNAと共に
正しく配置されることによって GAP 活性を
発揮し、eIF2γ上の GTP は GDP へと加水分解
される。GDP 結合型 eIF2 はリボソームを離
れ、次の翻訳サイクルへと向かう。eIF5 の
GAP 活性を担っているのは N 末端サブドメ
インと亜鉛結合サブドメインからなる N 末
端ドメインである。eIF5 の C 末端側には
HEAT ドメインが存在し、リボソーム結合非
依存的に eIF2β と相互作用することによって、
eIF5 が eIF2 の近くで常に待ち構えていると
いうモデルが提唱されていた。 

 
 

２．研究の目的 
 本研究は、eIF2 の立体構造、およびその相
互作用因子の立体構造、それらと eIF2 の複合
体の立体構造を X 線結晶構造解析法により
決定し、立体構造に基づく生化学的な解析と
併せて eIF2 の機能発現の分子機構を詳細に

明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 分裂酵母由来あるいはピキア酵母由来、ヒ
ト由来の eIF2 あるいは eIF2B、eIF5、その他
の翻訳に関連する因子について、結晶化に十
分な質と量の試料を調製する。準備が整い次
第、単体および複合体について結晶化条件の
探索を順次行う。X 線回折実験に適した結晶
が得られれば、放射光施設においてデータの
収集を行う。モデルの構築が可能なデータセ
ット（Native のデータセットと初期位相決定
のためのデータセット）がそろえば、モデル
の構築と精密化を行う。立体構造から見出さ
れた eIF2 とその相互作用因子の機能発現メ
カニズムについては、生化学的な手法により
更に検証を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1)eIF2B の結晶構造解析 
 分裂酵母由来 eIF2B の組換え体を大腸菌に
大量に発現させ、精製する系を構築した。更
には良質な結晶を得ることに成功し、セレノ
メチオニン誘導体を用いた SAD 法によって
初期位相を決定した。最終的に 3.2Åの分解
能で構造を決定した（図 1）。 

 eIF2B は α から ε までの 5 つのサブユニッ
トを 2 分子ずつ持つ 10 量体であった。1 つの
α-α 2 量体と 2 つの β-δ 2 量体が集まって 6 量
体の構造を中央に形成し、その両側にそれぞ
れ γ-ε 2 量体が結合していた。 
 GEF 活性を持つ εサブユニットの HEAT ド
メインについては、ドメイン全体の電子密度
を観察することが出来なかった。結晶中で一
定の位置に存在せず、リンカーを介してある
一定の範囲を自由に動くと考えられる（図 1
点線部分）。 
 
(2)部位特異的クロスリンク法を用いた
eIF2B の eIF2 相互作用部位の同定 
 eIF2B のどの領域で eIF2 と相互作用してい
るかを明らかにするために、光反応性クロス
リンカーであるパラベンゾイルフェニルア
ラニンを部位特異的に導入した eIF2B 誘導体
のシリーズを用意し、eIF2 とのクロスリンク
能を調べた。 
 すると eIF2γ は eIF2B の γ および ε サブユ

図 1 eIF2B の結晶構造 



ニットの外側の面で認識されていることが
明らかになった。一方、リン酸化 eIF2α は
eIF2B の αおよび β、δサブユニットから構成
されるくぼみによって認識されていること
が明らかになった。興味深いことに、これら
の eIF2Bの 2つの eIF2認識面は互いに離れて
おり、1 つの eIF2 分子が同時に接することは
不可能であった。 
 したがって eIF2Bと eIF2との相互作用様式
は複数存在することが明らかになった。本研
究で明らかになった eIF2B のくぼみによって
リン酸化 eIF2α を認識している様式は、GEF
活性を発揮できない相互作用様式であるこ
とを生化学的解析により明らかにした。一連
の解析により、リン酸化 eIF2 による eIF2B の
GEF 不活性化の構造的機構のモデルを提唱
することができた。 
 
(3)eIF2A の結晶構造解析 
 翻訳開始因子 eIF2A は eIF2 と GTP に依存
しない翻訳開始に必須の因子として同定さ
れたが、その機能の詳細は明らかになってい
ない。我々は分裂酵母由来の eIF2A の N 末
端側に存在する WD-repeat ドメインの結晶
構造を 2.5Åの分解能で決定した（図 2）。 
 eIF2A の WD-repeat ドメインは 9 枚の羽
根からなるβプロペラフォールドの構造を
とっていた。そのドーナツ型の構造の片面は
生物種間の保存性が高く、正に帯電している
ため、eIF2A はこの面で核酸、おそらくは
RNA に結合する機能を持っていると推察さ
れる。本研究は eIF2A の機能を明らかにする
転機になると考える。 

 
(4)TrmD・sinefungin・tRNA 3 者複合体の結
晶構造解析 

 翻訳の際アミノ酸を運搬する機能をも

つ tRNAは転写後に多くの修飾を受けており、

その機能発現と安定性に重要な役割を果た

している。特にアンチコドンの隣に位置する

37 位への修飾は数多く見出されており、翻訳

の際に読み枠を正しく維持するのに重要で

ある。37 位の修飾塩基の一つである 1 メチル

グアノシン（m1G37）は細菌から真核生物ま

での全ての生物において普遍的に見出され

ている修飾の 1 つである。細菌においては、

TrmD という内部に三つ葉様の結び目構造を

もつ酵素が、S－アデノシルメチオニンをメ

チル基供与体として tRNA37 位のグアノシ

ンの N1 位をメチル化する。 

我々はインフルエンザ菌由来の TrmD と

基質 tRNA，およびメチル基供与体アナログ

であるシネフンジンの三者複合体の立体構

造を結晶構造解析により明らかにした（図 3）。
この結晶構造においては、二量体化した

TrmD が一つの基質 tRNA を認識していた。

また、活性部位の存在する溝においては、37
位のグアノシンともう一つの決定因子であ

る 36 位のグアノシンが特異的に認識されて

いた。更に我々は 36 位の変異体との複合体

の立体構造についても結晶構造解析に成功

した。基質を含んでいない TrmD の構造とシ

ネフンジンを結合した構造、今回決定した構

造、各種の生化学的な実験の結果とを考え合

わせることにより、メチル基供与体認識から

tRNA 認識、メチル基転移反応へと至る分子

機構を詳細に理解することができた。 
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