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研究成果の概要（和文）：哺乳類ミトコンドリアの蛋白質合成系の分子機構ついて、以下の成果

を得た。(1) リボソーム再生過程におけるGTP加水分解の役割を明らかにした。(2) クライオ電

子顕微鏡観察により、55Sリボソームの構造を10Aの分解能で決定し、更にE-site tRNAの可視化

に成功した。(3) リボソームの生合成因子（ObgH1, Mtg1）について生化学的解析を行い、特に

リボソーム結合様式とその制御機構を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We have obtained following results on the mechanism of protein 

synthesis in mammalian mitochondrial. (1) The role of GTP-hydrolysis during ribosome recycling 

process has been clarified. (2) The sturucture of 55S ribosome has been determined at 10 Å resolution 

by cryoEM reconstitution. The E-site tRNA on 55S ribosome has been visualized. (3) The ribosome 

binding properties of the mitochondrial ribosome biogenesis factor (ObgH1, Mtg1) have been clarified.  
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１．研究開始当初の背景 

 近年、ミトコンドリア翻訳因子の病的変異

が相次いで同定されている。また、ある種の

抗がん剤や抗生物質が、ミトコンドリアリボ

ソームに作用して誤翻訳や翻訳抑制を誘発

して副作用をもたらすことも報告されてい

る。ミトコンドリア蛋白質合成系の分子機構

の詳細や、ミトコンドリアリボソームの機能

構造相関を分子レベルで解明する必要性が

高まっている。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では以下に焦点をあてて研究

を進めることとした。 

 

(1) リボソーム再生機構の解明：生体におけ

るタンパク質合成は 4 つの過程(開始、

伸長、終結、リボソーム再生)から成る。

翻訳終結後のリボソーム複合体を解離

するのが“リボソーム再生”であり、次

の翻訳サイクルでリボソームを始めと

した諸翻訳因子が再利用されるために

必要である。私達は哺乳類ミトコンドリ

アにおける翻訳終結後のリボソーム再

生機構について解析を行い、新規の翻訳

因子（RRF2mt/EF-G2mt）および RRF1mt

がリボソーム解離反応を担っているこ
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と を 見 い だ し て い た （ Tsuboi et 

al.(2009) Mol.Cell）。RRF2mt/EF-G2mt

と RRF1mt によるリボソーム解離反応機

構の詳細を明らかとする。特にリボソー

ム再生反応における RRF2mt/EF-G2mt に

よる GTP加水分解の役割について解明す

る。 

 

(2) 55S リボソームの構造解析：これまでに

報告されている哺乳類ミトコンドリア

55S リボソームの構造は、主に使用され

ているバッファーの塩濃度が原因で部

分的に正しくない可能性がある。例えば、

正確な翻訳に重要であるとされている

tRNA の E-site 結合部位がないと提唱さ

れている。生理的な条件における正しい

構造を決定し、さらに薬剤デザインなど

の応用にむけて高分解能での構造決定

を目指す。 

 

(3) 哺乳類ミトコンドリアリボソームの生

合成因子の機能解析：近年、ミトコンド

リアリボソームの生合成の異常と神経

病との関連が指摘されている。これまで

のところ、ミトコンドリアリボソームの

生合成因子の機能については遺伝学的

手法に基づいた解析が主流であった。(2)

における予備実験において独自に確立

した 55S リボソームの調製方法を応用し、

生合成因子の生化学的な機能解析を行

うこととする。 

 
 
３．研究の方法 

 

(1) リボソーム再生機構の解明：バクテリア

における EF-G と RRF によるリボソーム

解離反応は GTP 加水分解依存的に進む。

一 方 、 私 達 は ミ ト コ ン ド リ ア

EF-G2mt/RRF2mt と RRF1mt によるリボソ

ーム解離反応は GTP 加水分解依存的に進

むことをみいだしていた。RRF1mt の N 末

領 域 に は ユ ニ ー ク な 付 加 配 列

(N-terminal extention, NTE)が存在す

る。リボソーム解離反応における GTP 加

水分解の役割を明らかとするため、

RRF1mt の NTE とリボソ-ムとの相互作用

に着目し、RRF1mt の NTE 領域の各種変異

体を作成し、リボソーム結合反応、リボ

ソーム解離反応の kinetics、GTP 加水分

解阻害剤の効果、などについて調べた。 

 

(2) 55S リボソームの構造解析：55S リボソ

ームは豚肝臓ミトコンドリアから調製

した。生理的環境に近いバッファー条件

を利用し、PRE トランスロケーション複

合体（55S+A-tRNA+P-tRNA）、および POST

ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 複 合 体

（55S+P-tRNA+E-tRNA）を形成させ、そ

れぞれについてクライオ電子顕微鏡観

察を行った。 

 

 

(3) 哺乳類ミトコンドリアリボソームの生

合成因子の機能解析：ゲノムデータベー

スに基づき、バクテリアリボソームの生

合成因子と相同性があり、かつミトコン

ドリア局在が予測されるものを抽出し

た（ObgH1、Mtg1）。これらの因子につ

いて、ミトコンドリア局在、や siRNA に

よる発現抑制の効果について解析を行

った。また、(2)における予備実験におい

て独自に確立した 55S リボソームの調製

方法を応用し、生合成因子の生化学的な

機能解析（リボソームとの結合様式の解

析、リボソーム依存 GTPase 活性の解析）

を行った。 

 

 

４．研究成果 
 

(1) リボソーム再生機構の解明：ミトコンド

リアRRF1mtは、NTEによりリボソームと

の親和性が高まっており、さらにNTEに

よってEF-G2mtのGTP加水分解非依存的

にリボソーム解離反応が促進できるこ

とを明らかとした。またEF-G2mtのGTP加

水分解は、リボソーム解離反応後に

RRF1mtとEF-G2mtがリボソームサブユニ

ットから解離するために必要となる。

EF-GのGTP加水分解には①リボソーム解

離反応の促進、②因子のリボソームサブ

ユニットからの解離、の２つの側面があ

り、RRF1mtのNTEにより①の役割が不要

になることが明らかとなった。 

 

(2) 55Sリボソームの構造解析：ミトコンド

リア55Sリボソームの調製方法を独自に

確立してcryoEMによる構造解析を進め

た。10Aの分解能で構造を決定すること

に成功し、また55Sリボソーム上の

E-site tRNAを可視化することができた

（図１）。これにより、55Sリボソーム

にはE-siteが存在しないという他グル

ープによる先行報告を修正することが

できた。 



 

 

 

 

 

 

 

 

【図１：ミトコンドリア55Sリボソーム

（POSTトランスロケーション複合体）の

構造】 

P-site tRNA(緑)、E-site tRNA(橙)の可

視化することに成功した。簡略化のため

小サブユニットは表示されていない。 

 

(3) 哺乳類ミトコンドリアリボソームの生

合成因子（ObgH1, Mtg1）の機能解析：

以下のことを明らかとした。両者ともに、

i)ミトコンドリア内膜に結合した状態

でミトコンドリアマトリックスに存在

する。ii)リボソーム大サブユニットに

GTP型特異的に結合する。GTPの加水分解

に伴い、速やかに大サブユニットから解

離する（図２）。iii) RNA干渉法によ

りノックダウンしても、ミトコンドリア

リボソームのrRNAやリボソーム蛋白質

についての変化はみられない。ObgH1

をノックダウンした場合、呼吸鎖複合体

のComplex Vのサブユニットの合成量

が特異的に上昇し、またComplex Vのア

センブリーも異常になる。一方、Mtg1

をノックダウンした場合、全体的にミト

コンドリアの翻訳活性が低下し、さらに

呼吸鎖複合体のアセンブリーも全体的

に異常になる。以上の結果は、哺乳類ミ

トコンドリアリボソームの生合成に関

する新たな知見を与えるとともに、今後

の疾患の発症機構の研究の基盤となる

重要なものである。 

 

 
【図２：ObgH1とMtg1のリボソーム結合】

ミトコンドリア55SリボソームとObgH1

またはMtg1を各種グアニンヌクレオチ

ド存在下でインキュベートし、SDGによ

り解析した。ObgH1とMtg1は、GTP型で大

サブユニットに特異的に結合している。 
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