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研究成果の概要（和文）：細胞内の翻訳途中脱離ペプチジルｔRNA を調べるために、RNA 単

離技術と LC/MS 解析法を確立した。その結果、様々なペプチジルｔRNA の同定に成功した。

各 pep-tRNA を単離し詳細に解析した結果、大腸菌遺伝子にはコードされていない配列をもつ

pep-tRNA が見つかった。このことは誤って生成された pep-tRNA はペプチジル転移反応以降

に新規の翻訳精度維持機構によって翻訳系から排除されるといったシステムの存在を示唆する

ものである。 
 
研究成果の概要（英文）：We directly analyzed and characterized peptidyl-tRNAs which were 
dissociated from the ribosome during elongation by using LC/MS analyses and RNA 
isolation technique. When each individual pep-tRNA was isolated and analyzed in detail, 
we found that noncognate peptidyl-tRNAs whose nascent chains didn’t match any of E.coli 
genes were also dropped from the ribosome. This suggested a novel quality control 
mechanism after peptidyltransfer reaction, namely noncognate peptidyl-tRNAs can be 
rejected from the ribosome. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内ではその生命活動を維持するため

常に様々な物質、分子が合成され、分解・代
謝されている。特に、RNA やタンパク質は巨
大であるためその合成過程において異常な
分子ができる可能性は高く、その代謝は細胞

にとって重要な課題である。タンパク質の合
成は、DNA 上の遺伝情報を転写した mRNA
にリボソーム、開始メチオニル tRNA、翻訳
開始因子からなる翻訳開始複合体が結合す
るところから始まり（翻訳開始）、翻訳伸長、
翻訳終結・再生といったステップにより厳密
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に行われる。しかし、翻訳伸長へと移行した
リボソームが全て翻訳終結・再生に至るわけ
ではない。近年のバクテリア翻訳系の研究に
より、約 10%の翻訳開始後リボソームにおい
て新生ペプチド鎖合成中の tRNA（ペプチジ
ル tRNA: pep-tRNA）が翻訳初期段階でリボソ
ームから脱離し、その翻訳が中断される現象、
drop off が起きていることが分かった。この
drop off に よ り 生 じ た pep-tRNA は
peptidyl-tRNA hydrolase（PTH）によって tRNA
の 3’末端とペプチド部分が加水分解され、ペ
プチド部分はプロテアーゼにより代謝され、
tRNA は再度アミノアシル化され翻訳系にリ
サイクルされる。PTH が大腸菌において必須
遺伝子であることからも drop off は細胞内で
頻発している現象であると考えられる。また、
PTH 遺伝子は真核生物全般にも保存されて
おり、drop off は翻訳系において一般的な現
象であると推測される。PTH が細胞内で失活
すると、pep-tRNA の蓄積が起こり、翻訳に参
加できる遊離 tRNA が枯渇し全体の翻訳が停
止するため死滅すると考えられている。この
際、枯渇する遊離 tRNA の中でも tRNALys の
枯渇が最も早いことが観察されている。以上
のように、drop off は通常の翻訳過程で恒常
的に起きていると考えられ、その産生物であ
る pep-tRNA の代謝は細胞にとって重要な課
題になっていると考えられる。 
所属研究室（東京大学工学部化学生命工学

科鈴木研究室）では、生体内 RNA の質量分
析法を長年研究開発しており、現在はナノフ
ローLC/質量分析法により微量なサンプル中
に含まれる RNA 分子の同定を行うことがで
きるレベルに達している（RNA-MS）。本研究
では、この RNA-MS を応用して細胞内の
pep-tRNA の検出を行う。既存の細胞内
pep-tRNA を観察する方法としては、電気泳動
による検出方法しかなく、pep-tRNA の泳動度
はそのペプチドを構成するアミノ酸の種類
や数によって様々であり実際はスメアバン
ドとして検出されるため、ペプチド部分を構
成するアミノ酸配列についての情報を得る
ことができない。このような技術的な限界か
ら細胞内 pep-tRNA の全体像を観察する研究
はこれまでなかった。本研究では、pep-tRNA
の 3’末端アデノシンにはペプチドが付加し
ており、他の RNA 由来のヌクレオチドとは
異なった特徴的な分子量を持つことに着目
し、ペプチド部分の分子量から構成するアミ
ノ酸配列を予測することができると考えた。
質量分析法を駆使することで、今まで得るこ
とのできなかった細胞内 pep-tRNA の内部配
列の情報を得ることができるということを
強調したい。 
 
２．研究の目的 
本研究は、細胞内に存在する pep-tRNA の

質と量の両面における傾向を観察すること
で、drop off の要因となるコドン配列、アミ
ノ酸配列、アミノ酸数、tRNA・rRNA の構造
的要素、関連するタンパク質などについて絞
り込みを行うことができると考えている。こ
のようにして得られた知見をもとに、
pep-tRNA が産生されるメカニズムを解明し、
翻訳開始後に関わる因子が翻訳効率や遺伝
子構成（コドン配列の制約）の進化にどのよ
うな影響を及ぼしているのかについて研究
し、全く新しい遺伝子発現調節機構について
の概念を確立したいと考えている。 
 
1）細胞内における pep-tRNA のプロファイリ
ング 
 大腸菌の PTH 温度感受性株を用いて細胞
内に蓄積した pep-tRNA の分布を観察し、ど
のようなアミノ酸で構成された pep-tRNA が
多いのかプロファイリングすることで、drop 
off が起きる mRNA やコドン配列の傾向を明
らかにすることができる。また、各 tRNA を
pep-tRNA の状態で単離・解析することで、同
じアミノ酸を担当するが、違うコドンを読む
tRNA（アイソアクセプターtRNA）同士を比
較することができ、より詳細な傾向が明らか
になる。 
 
2）drop off を引き起こす tRNA、 rRNA の構
造的要素の特定 
 tRNA と rRNA 上にはメチル化などの修飾
塩基が存在し、それらはコドン－アンチコド
ン対合形成やペプチジル転移反応を担う領
域に多いことが知られている。しかし、その
機能は明確になっていないものが多く、実際
その修飾反応を担う酵素は非必須遺伝子で
あることが多い。また、リボソームには合成
中の新生ペプチド鎖が通るトンネル構造が
あり、新生ペプチドが相互作用することが知
られている。本研究では、drop off の観点か
ら tRNA、rRNA の構造的要素の機能を考え、
その意義について新しい知見を得る。 
 
３．研究の方法 
（1）質量分析を用いた細胞内 pep-tRNA の検
出と解析 
本研究では pep-tRNA のペプチド部分が固

有の分子量を持つことに着目し、質量分析法
によって個々の pep-tRNA を同定することを
試みる。pep-tRNA のペプチド部分と tRNA の
結合は非常に不安定であるが、細胞からの抽
出を全て低温、酸性条件下で行った後、無水
酢酸を用いてN末端アミノ酸のα-アミノ基を
アセチル化し安定化することで全ての
pep-tRNA を解離させることなく調製でき、そ
の後の解析に用いることができる。ペプチド
部 分 の 同 定 は 、 ア セ チ ル 化 pep-tRNA
（Ac-pep-tRNA）を RNase で消化すると、各



 

 

Ac-pep-tRNA の 3’末端に由来するアセチルペ
プチジルアデノシン（Ac-pep-Ado）が遊離し、
液体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）
解析することで行うことができる。また、ト
リペプチド以上の pep-tRNA に関しては、
MS/MS 解析を行い配列を決定する必要があ
ると考えている。また、当研究室で開発され
た往復循環クロマトグラフィーRNA 単離精
製装置により、個々の tRNA を pep-tRNA の
状態で単離・解析することが可能である。こ
の方法により、アイソアクセプターtRNA を
区別した解析を行えるのに加えて、個々の
pep-tRNA を濃縮できるメリットがあり全
RNA 画分からでは検出できない pep-tRNA が
検出できると考えている。次に、以上の方法
により検出された pep-tRNAが実際に drop off
による産生物であるかどうか検証する。4、5
アミノ酸残基からなる pep-tRNA はそのアミ
ノ酸配列から候補遺伝子を 1～2 つに絞るこ
とができるため、その候補遺伝子を欠損させ
た株からは検出されないことを確認する。 
 
（2）drop off に関わる tRNA、rRNA の構造的
要素の特定 
 drop off が生じる要因として mRNA と
tRNA のコドン－アンチコドン対合形成、ペ
プチジル転移反応の影響が挙げられる。これ
らを担う tRNA、rRNA の塩基には修飾を受け
ているものが多く、修飾酵素も同定されてい
るが、drop off との関連性を示した報告はな
い。そこで、目的の修飾酵素欠損株に PTH 温
度感受性の形質を導入し、pep-tRNA プロファ
イリングを行うことによって tRNA、rRNA 上
の修飾塩基と drop off の関係性を明らかにす
ることができる。所属研究室は大腸菌遺伝子
欠損ライブラリーを所有しており、形質導入
は PTHTs株由来の P1 ファージを用いて P1 ト
ランスダクションによって行うため、システ
マティックに目的の PTHTs形質をもった修飾
酵素欠損株を作成することができる。また、
新生ペプチド鎖の通り道であるリボソーム
内のトンネル構造も drop off と関連している
と考えられる。トンネル構造改変リボソーム
を持つ株を作成し、トンネル構造と drop off
効率や特異性についての解析も行う予定で
ある。 
 
４．研究成果 
（1）細胞内 pep-tRNA の直接的検出とプロフ
ァイリング 
大腸菌 Pth 温度感受性株を非許容温度で培

養した際に細胞内に蓄積した pep-tRNA の抽
出方法、ペプチジル部分の安定化、LC/MS で
の検出法などを検討した結果、細胞内
pep-tRNA のキャラクタリゼーションとプロ
ファイリングに成功した。図１は 30～43℃で
培養した Pth 温度感受性株に蓄積した

dipep-tRNA のマスクロマトグラフィーを示
しているが、30℃でも僅かな dipep-tRNA を検
出できるが、43℃ではほとんどのメチオニン
から始まる dipep-tRNA を示すシグナルを観
察することができる。これらの dipep-tRNA
は確かに 43℃で蓄積しているものであるこ
とが分かる。また、通常培養温度である 37℃
においても多くの dipep-tRNA が観察できる
ことから drop off は熱ストレスなどによるも
のではなく通常培養条件下でも起きている
ことが証明できた。また、非許容温度で培養
した Pth 温度感受性株から特定の tRNA を単
離精製することで細胞内に微量に存在する 4
～6 ペプチドからなる pep-tRNA の検出に成
功した。新生鎖の配列を知るために MSMS
解析を行ったところ、図 2 のように配列依存
的なプロダクトイオンが検出され、これらを
全て帰属することでアミノ酸配列情報を得
ることができることが判明した。以上のよう
にして、細胞内に蓄積した pep-tRNA のプロ
ファイリングに成功した。 

 
（2）細胞内 pep-tRNA のキャラクタリゼーシ
ョン 

MSMS 解析によってペプチド部分を同定
できることが判明したため、次に大腸菌細胞
内の全 48 種類の tRNA を pep-tRNA の状態で

 
図 1．dipep-Ado のマスクロマトグラフ 

 
図 2．MKATV-Ado のマススペクトル 



 

 

単離精製し個々の tRNA について解析を行っ
た。その結果、多くの種類の pep-tRNA を同
定することに成功した。その一部を表１に示
す。ペプチドの長さでは 7 ペプチドの
pep-tRNA まで検出することができた。また、
ペプチド鎖が 4 残基以上の場合、drop off 由
来遺伝子を特定することができ、その遺伝子
の欠損株に Pth 温度感受性形質を導入した株
では野生型で見られていた pep-tRNA が観察
できなかったことから、本研究で観察してい
る pep-tRNA は実際に mRNA を翻訳している
中途に脱落したものであることが実証され
た。また、単離解析の結果から、大腸菌の遺
伝子には存在しない配列をもつ5pep-tRNAが
複数検出された（表１）。これらの pep-tRNA
も上と同様に欠損株を作成し解析を行った
ところ、特定の遺伝子に由来することが分か
った。このことから、停滞したリボソーム上
で A サイトコドンと対応していないアミノ
アシル tRNA が A サイトに入り、ペプチジル
転移反応によって P サイトのペプチドを引き
受けた後 drop off している可能性があること
が分かった。デコーディングの精度維持機構
としてはアミノアシル tRNA・EF-Tu・GTP の
三者複合体が A サイト上で行うイニシャル
セレクションと GTP 加水分解後のアコモデ
ーションによるプルーフリーディングの 2 つ
が主にチェックポイントとして働くという
のが定説であるが、本研究の結果から、ペプ
チジル転移反応後にも誤って生成した
pep-tRNA を翻訳系から排除する精度維持機
構が存在することが示唆された。 

（3）drop off を亢進する rRNA 変異体の獲得 
Drop off に関わる rRNA の構造的要因の一

つとして新生ペプチド鎖が通るリボソーム
トンネルがある。リボソームトンネルの大部
分は rRNA で構成されている。本研究では、
翻訳初期段階では新生ペプチド鎖が短くリ
ボソームと十分な相互作用を築けないこと
が drop off を誘発すると考え、リボソームト
ンネル入り口付近を構成する rRNA に変異を
入れ、その変異リボソームが drop off にどの
ように影響するかを調べた。計 18 種類のリ
ボソーム変異株を作成し、温度感受性変化、

ペプチジル tRNA プロファイリングを解析し
た結果、3 つの変異体について drop off が亢
進することが分かった。これらの変異体は
Pth が野生型ゲノムを持つ株では温度感受性
に変化がないことから drop off 変異体である
といえる。これまで drop off に影響を与える
ような rRNA 変異は知られておらず、翻訳初
期において短い新生ペプチド鎖とリボソー
ムトンネル入り口との相互作用によって安
定化されていることを示唆すると考えられ
る。 
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表 1．4~5pep-tRNA と由来遺伝子 
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