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3. 研究成果の概要

(1) プロジェクトにおいて目標としたもの

ポストゲノム時代をむかえた今日、タンパク質の網羅的機能解析は我が国の威信をかけたプ

ロジェクトの一つとも言える。この研究の進展を妨げている要因の一つは、遺伝子から機能を

保持した良質のタンパク質を合成する低コストで有効な系が不足していることである。特に、

多様な動物細胞タンパク質を、機能を保持した状態で得るためには、様々な問題点を含む

既存の合成系に頼らない、新規合成系を開発することが急務である。本プロジェクトは、

リボソームを中心としたタンパク質発現機構とその制御の仕組みを分子レベルの解析に

より理解した上で、リボソームや mRNA の分子改変により、機能面を変化させ、各種動物

タンパク質の発現に効果的なタンパク質合成系を開発し、プロテオーム機能研究に寄与す

ることを目標としている。

(2) 目標に到達するために選択した方法・手段

タンパク質を合成する速度は得られる産物の質を決める大きな要素の一つとなる。そこで

本研究では、タンパク質合成速度を決める機能中心となる、リボソームのGTPaseセンターを

研究対象の一つの柱とする。もう一つの柱は、翻訳開始因子の非存在下でタンパク質合成開

始反応を進行させる一部の昆虫ウイルスIRESで、mRNAの改変と利用に関する研究を実施する。

具体的には次のような手法により研究をすすめている。

① リボソーム GTPase センターの機能構造解析：ハイブリッド型リボソームの解析と利用

生化学と結晶構造解析の手法により、この機能部位の構造と機能の関係を明らかにす

る。

② リボソーム GTPaseセンターの改変と利用

大腸菌リボソーム GTPase センターを改変し、合成速度を変化させた in vitro および

in vivo の変位型タンパク質合成系を作成し、利用する。

③ mRNA の改変と利用（昆虫ウイルス IRES 導入型 mRNA の利用）



PSIV ウイルス mRNA の IRES を一般の mRNA 上流に連結させ、タンパク質合成系への利

用を試みる。

④ 新規無細胞タンパク質合成系の作製

甲殻類 Artemia salina の乾燥卵や、イネ胚芽から安価で有効な無細胞タンパク質合

成系の開発を目指す。

(3) これまでの研究で゙得られた成果

ここまでの研究により、基礎研究面で予想以上の成果があった（下記、研究業績参照）。

応用面でも２件の特許出願を行うなど、今後の研究の基盤固めとなった。以下に成果の詳細

を説明する。

① リボソームGTPaseセンターの機能構造解析

リボソームGTPaseセンターにはstalkと呼ばれる機能面で重要なタンパク質二量体が存在

し、この分子的性状と機能を解析する分析系として、大腸菌リボソームのstalkタンパク質を

特異的に遊離させ、これに各種変異型タンパク質の再結合、または異なる生物種の相同タン

パク質を結合させた後に機能を解析する“ハイブリッドリボソーム系”を開発し、これを使

用して様々な構造と機能に関する新たな知見が得られた。

・ 真核リボソームstalkタンパク質の分子集合： 蚕リボソームstalkタンパク質P1とP2間ヘテロ

ダイマー形成に両タンパク質のN末端の10個のアミノ酸配列部位が関与すること、さらに2個の

P1-P2ダイマーがそれぞれＮ末端を介して、P0のＣ末端部位に隣接して結合し、５量体を形成す

ることを明らかにした。そして、P0のＮ末端部位はrRNA結合に寄与することを解明した。また、

真核生物のP0(P1-P2)2５量体がリボソームの真核翻訳因子受容性と低速のGTPase回転速度に関

与することを初めて実証した。P0(P1-P2)2５量体から1個分のP1-P2ダイマーを遊離させた変異

型複合体では、タンパク質合成活性が約50％に低下し、stalkダイマーの数とタンパク質合成効

率との関係が示された。

上記研究の過程で、動物のP0(P1-P2)2複合体が強力な自己免疫原になることを、マウスを

用いた免疫実験により確認し、この複合体が有効な抗体作成系になることを提案し、特許とし

て出願した。

・ 古細菌リボソームstalkタンパク質の分子集合： 古細菌Pyrococcus horikoshii（Ph-）の

stalk二量体はPh-L12のホモダイマーであるがそのアミノ酸配列は真核のP1/P2に類似して

いた。そして３個のホモダイマーがPh-P0のＣ末端側に隣接して結合し、Ph-P0[(Ph-L12)2]3

の７量体を形成することを初めて証明した。意外なことに古細菌のこの７量体構造は真核

の伸長因子を受容し、複合体の機能構造は基本的に真核型に類似することが示された。全

ての真核リボソームには2個のstalkダイマーが含まれ、古細菌では3個含まれることが判明

したが、その機能面の意味については目下解析中である。一方、P. horikoshiiのPh-P0と

Ph-L12間複合体を結晶化することに成功し、構造解析の結果Ph-L12のN末端がP0のC末端側

に3個隣接して結合することが確認された。この結果は、上述した生化学的解析知見と一致

した（Naganuma et al. 論文作成中）。



・ 真正細菌リボソームstalkタンパク質の分子集合： 真正細菌の場合、stalk二量体はL12

ホモダイマーの2個がL10のＣ末端に隣接して結合し、L10[(L12)2]2の５量体を形成するが、

Thermus thermophilusを含む一部の好熱性真正細菌ではL10[(L12)2]3の７量体を形成する

ことを生化学的解析で確認し、さらにL10型タンパク質のアミノ酸配列比較から、真正細菌

のstalk複合体は５量体型と７量体型がそれぞれ半数ずつに分類されることが示された。両

種の複合体とも、stalkダイマーの数とリボソーム機能との関係は真核の場合と同様であっ

た。

② リボソーム GTPaseセンターの改変と利用

上述の①の研究からstalk二量体の数とリボソーム機能との関係が明確にされたので、減速

型のタンパク質発現系を作成する目的で、大腸菌細胞ゲノムの改変により、L12ダイマー１個

を欠失させた大腸菌変異株を作成した。この変異株より得られたリボソームではL12ダイマー

のリボソーム結合性は不安定であり、この細胞の生育速度は低下した。さらに本研究では、

stalk以外のGTPaseセンター構成タンパク質L11の欠損株（AM68）にも注目した。この大腸菌

は野性型の1/4の生育速度を示し、極めて低速型のタンパク質合成速度を示す株であることが

示された。この大腸菌に、通常の大腸菌では可溶性タンパク質を得るのが困難な植物由来ア

ミラーゼの遺伝子を導入し、その結果、可溶性画分に活性を保持するアミラーゼを得ること

に成功した。この可溶性タンパク質を得る方法に関して、特許出願中である。

③ mRNAの改変と利用（昆虫ウイルスIRES導入型mRNAの利用）

チャバネアオカメムシ腸管ウイルス（PSIV）のゲノムRNAに含まれるIRESには、リボソーム小

亜粒子と強く結合し翻訳開始因子非依存的にタンパク質合成を開始させる性質がある。本研究で

はこのユニークな合成開始の仕組みを解析した結果、a) IRESの結合によりリボソームの構造変化

をひきおこすこと、b) 開始因子に代わって伸長因子eEF2の作用で、最初のアミノアシルtRNAを効

率よくリボソームのPサイトにもたらすこと、を明らかにした。このIRESの下流に蛍のルシフェラ

ーゼ遺伝子を連結させることで、ルシフェラーゼが効率よく合成されることより、このIRESを一

般の遺伝子発現に利用可能であることが示された。また最近、IRESを含むウイルスmRNAの3’UTR

領域がタンパク質合成を促進することが判明した。3’UTRによるタンパク質合成促進機構の詳細

については今後の重要な課題の一つとして残された。

④ 新規無細胞タンパク質合成系の作製

イネ胚芽の細胞抽出液を用いて、上述の③で使用した IRES に依存したルシフェラーゼ合

成を解析したところ、タンパク質合成活性が検出された。今後さらに合成反応条件の検討を

行う予定である。

(4) 更新する期間で目標とする事項及びその研究計画

今後、上述したこれまでの①〜④の研究で残された以下の課題に取り組む予定である。

・ stalkタンパク質のＣ末端部位のはたらきと分子改造： stalkタンパク質はリボソーム中

で柔軟に運動しており、この部分のはたらきがタンパク質合成の速度決定と密接に関わっ

ていると考えられる。そこで、今後、Ｃ末端部位の構造、動態、機能面の解析を行い、そ

の結果を利用して、大腸菌ゲノムの改変を行い、各種タンパク質合成速度を保有した大腸



菌株を得る。これまでに得られた一部の大腸菌株については特許を申請しているが、さら

に有効なタンパク質発現用大腸菌株が得られた場合も特許を申請し、広く社会に提供する

予定である。

・ ウイルスのmRNAを利用した有効な発現系の作成： PSIVのIRESの3’UTRのタンパク質合成

促進機構を解明する。その結果を利用し、上流にIRES、下流にその3’UTRを保有する各種

組み換え遺伝子を構築し、効率的なタンパク質合成系を作成する。

・ 生物種特異的に見られるタンパク質合成制御機構の解明： 甲殻類 A.salina やイネ胚芽

には特徴的なタンパク質発現制御機構が存在している。今後、これらの材料を使用するこ

とで、新規のタンパク質合成制御の仕組みを探り、得られる結果をタンパク質合成系改良

のヒントとして有効に活用する。
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