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1. Summary 

After translation termination, the ribosome should be dissociated into large and small subunits 

for the next round of translation. In eukaryote and archaea, an ATP-binding cassette protein 

ABCE1 plays a crucial role in dissociation of the post-terminated ribosomal complex to ribosomal 

subunits in ATP dependent manner. However, the detailed mechanochemistry of its recruitment 

to the ribosome, ATPase activation, and subunit dissociation remain to be elucidated. Here I show 

that the ribosomal stalk protein, which is known to participate in the actions of translational 

GTPase factors, plays an important role in these events. Biochemical and crystal structural data 

indicate that the intrinsically disordered region at the C-terminus of the archaeal stalk protein aP1 

binds to the nucleotide-binding domain 1 of aABCE1, and that this binding is crucial for ATPase 

activation of aABCE1 on the ribosome. The functional role of the ribosomal stalk•ABCE1 

interaction in ATPase activation and the subunit dissociation is also investigated using 

mutagenesis in a yeast system. These results strongly suggested that the ribosomal stalk protein 

participates in efficient actions of eukaryotic and archaeal ribosome recycling. In conclusions, I 

first demonstrate that 1) the eukaryotic and archaeal ribosomal stalks participate in the ABCE1-

dependent ribosomal subunit dissociation, and 2) the ribosomal stalk functions with not only with 

GTPase, but also with the ATPase translation factors. 
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2. 要旨 

 タンパク質を合成し終えたリボソームは、2つのリボソームサブユニットに解離し次

の翻訳反応に再利用される。ATP加水分解酵素 ABCE1は真核生物と古細菌に高度に保

存されたリボソーム解離因子であり、ATP依存的にリボソームを解離する。しかしなが

ら、ABCE1のリボソームへのリクルート機構、ATP加水分解の活性化機構、ATP加水

分解とサブユニット解離の関連性は不明である。本研究では、GTP結合性翻訳因子のリ

ボソームへのリクルートとその GTP 加水分解の活性化を担うリボソームストークが、

ATP加水分解酵素 ABCE1の機能促進に重要であることが明らかとなった。生化学・構

造生物学解析により、リボソームストークタンパク質 aP1 の C 末端天然変性領域が

aABCE1のヌクレオチド結合ドメイン 1（NBD1）に結合することが示された。さらに、

リボソームストーク・ABCE1間相互作用は、ABCE1の ATP加水分解とそれに伴うリボ

ソームサブユニットの解離反応に重要であることが生化学的解析および分子遺伝学的

解析により明らかとなった。これらの結果から、（1）真核生物と古細菌のリボソームス

トークは ABCE1依存のリボソーム解離反応に寄与すること、（2）リボソームストーク

は GTP結合性翻訳因子のみならず ATP結合性翻訳因子の機能を促進することが明らか

になった。 
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3. 序論 

 

3-1. タンパク質合成とリボソーム 

 細菌からヒトに至るあらゆる生物において、生命活動に関わるすべてのタンパク質は

リボソームにより合成される。リボソームは数種のリボソーム RNA（rRNA）と数十種

のリボソームタンパク質から成る RNA-タンパク質複合体であり、大小 2つのリボソー

ムサブユニットから構成される。真核生物では 60S サブユニットと 40S サブユニット

から 80S リボソームが、古細菌と真正細菌では 50S サブユニットと 30S サブユニット

から 70S リボソームがそれぞれ形成される。2 つのリボソームサブユニットが mRNA

上で会合した後、アミノアシル tRNAによって運搬されたアミノ酸がリボソーム内で重

合されることでタンパク質が合成される。 

 遺伝情報の翻訳は、mRNA の開始コドン上で 2 つのリボソームサブユニットが会合

する開始反応、アミノアシル tRNA が取り込まれポリペプチド鎖が伸長する伸長反応、

合成されたポリペプチド鎖をリボソームから放出する終結反応、そして、リボソームが

再び 2 つのサブユニットに解離し次の翻訳へ移行するリサイクル反応の四段階に分け

られる。この内、開始反応から終結反応までの過程は、GTP結合性翻訳因子と呼ばれる

複数の GTP加水分解酵素により促進される（Kapp et al., 2004; Rodonina et al., 2009; Liljas 

et al., 2013）。 

 

3-2. リボソームストーク 

 GTP 結合性翻訳因子の翻訳因子結合部位への効率的なリクルートには、リボソーム

ストークが重要な役割を担う（Mohr et al., 2002; Diaconu et al., 2005; Liljas et al., 2013）。
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リボソームストークはすべての生物のリボソーム大サブユニットに存在し、リボソーム

の翻訳活性に不可欠なリボソームタンパク質複合体である。古細菌のリボソームストー

クはリボソームタンパク質 aP0 に aP1 のホモ二量体が三対結合した

aP0•(aP1)2•(aP1)2•(aP1)2 七量体を、真核生物のリボソームストークはリボソームタンパ

ク質 P0 に P1 と P2 のヘテロ二量体が二対結合した P0•(P1-P2)•(P1-P2)五量体をとる。

（Hagiya et al., 2005; Maki et al., 2007）。aP0（P0）と aP1（P1または P2）の C末端側に

は約 50残基から成る天然変性領域が高度に保存されている（Grela et al., 2007; Lee et al., 

2013）。リボソームストークは、高度に保存された天然変性領域を介して GTP結合性翻

訳因子 IF5B、EF1A、EF2と直接結合し、これらの因子を翻訳因子結合部位へリクルー

トするはたらきを持つ（Grela et al., 2007; Nomura et al., 2012; Lee et al., 2013; Imai et al., 

2015）。 

 

3-3. ATP加水分解酵素ABCE1と様々なリボソームの解離反応 

翻訳終結後のリボソームリサイクル反応の分子機構は、真正細菌と真核生物・古細菌

の間で大きく異なることが知られている（Nürenberg et al., 2013）。真正細菌のリボソー

ムリサイクルではリボソームリサイクル因子 RRFと GTP結合性翻訳因子 EF-Gが必要

とされることに対し、真核生物と古細菌のリボソームリサイクルでは ATP 加水分解酵

素 ABCE1が重要な役割を担う（Janosi et al., 1996; Pisarev et al., 2010; Barthelme et al., 

2011）。ABCE1は、翻訳終結因子 RF1が結合した翻訳終結後リボソーム複合体（pre-TC）

に結合し、ATP 依存的にリボソームを 2 つのサブユニットに解離する（Pisarev et al., 

2010; Barthelme et al., 2011; Shoemaker et al., 2011）。 

近年、真核生物の細胞内の様々な過程において、ABCE1 依存のリボソームの解離反
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応が起きることが分かってきた。例えば、栄養飢餓ストレスを受けた真核細胞内では、

mRNA を含まない空の 80S リボソームが形成し、タンパク質合成が抑制される。細胞

が栄養飢餓から解放されると、空の 80Sリボソームは ABCE1依存的に 60Sサブユニッ

トと 40Sサブユニットに解離し、タンパク質合成が再開する（van den Elzen et al., 2014）。

また、リボソーム生合成の最終段階において、リボソーム生合成因子を複数含んだ 80S-

like リボソームが形成される。80S-like リボソームは ABCE1 依存的に 60S サブユニッ

トと 40Sサブユニットに解離後、タンパク質合成に利用される。この過程は、新たに合

成されたリボソームの品質管理として機能すると考えられている（Strunk et al., 2012）。

さらに、何らかの理由により切断を受けた mRNAや二次構造を形成する mRNAを翻訳

したリボソームは、翻訳の途中で異常停滞を引き起こす。異常停滞したリボソームが

ABCE1 依存的に解離することで、原因となった異常な mRNA と、その mRNA から合

成された異常なポリペプチド鎖の分解が誘導され、細胞内の mRNA とプロテオームの

品質が保たれる（Pisareva et al., 2011; Shoeemaker et al., 2011; Nürenberg et al., 2013; 

Brandman et al., 2016）。 

 

3-4. ABCE1の作用機構 

 その重要性にも関わらず、ABCE1のリボソーム解離機構は十分に理解されていない。

ABCE1は ABCタンパク質スーパーファミリーに分類され、2つの[4Fe-4S]2+クラスター

を含む鉄硫黄ドメイン（FeS）、2つのヌクレオチド結合ドメイン（NBD1および NBD2）、

および 2つのヒンジ領域（H1および H2）から構成される（Karcher et al., 2005; Karcher 

et al., 2008）。他の ABCタンパク質と同様に、ABCE1の NBD1と NBD2は、ATP結合

とその加水分解に伴った開閉運動を示す。すなわち、ATP結合時には NBD1と NBD2が
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ATPを介して互いに結合した閉じた構造を、ADP結合時には NBD1と NBD2が解離し

た開いた構造を形成する。クライオ電子顕微鏡を用いた過去の研究より、ABCE1 は

EF1A や EF2 などの他の GTP 結合性翻訳因子と同様にリボソームの翻訳因子結合部位

に結合することが明らかとなっている（Becker et al., 2012; Preis et al., 2014; Brown et al., 

2015）。このとき、ATPの結合とその加水分解に伴う NBD1と NBD2の開閉運動により

鉄硫黄ドメインの配置が大きく変化し、RF1やリボソームタンパク質との立体障害を引

き起こすことでリボソームサブユニットの解離が誘導されると考えられている

（Karcher et al., 2008; Franckenberg et al., 2012; Heuer et al., 2017）。しかしながら、一連の

リボソーム解離反応において、ABCE1 がどのようにリボソームにリクルートされ、ど

のように ATP 加水分解が促進されるのか、ATP 加水分解がサブユニット解離反応にど

のように寄与するのか、それらの分子機構は不明である。 

 

3-5. 本研究の目的 

 本研究では、ATP 加水分解酵素 ABCE1 のリボソーム解離機構の解明を目的とした。

そのために、GTP 結合性翻訳因子の機能促進に関わるリボソームストークに注目し、

ABCE1 の機能発現にリボソームストークが及ぼす影響を生化学、構造生物学、分子遺

伝学的手法を用いて解析した。 
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4. 材料と方法 

 

4-1. 材料 

 本研究では、表 1に示すオリゴ DNAを用いて各プラスミドを作製した。オリゴ DNA

はファスマック社またはシグマアルドリッチ社から購入した。出芽酵母の実験に用いた

プラスミドおよび出芽酵母株は表 2と表 3にそれぞれ記載した。 

 

4-2. 培養 

 大腸菌の培養には LB培地を用いた。培地中には 50 µg/ml アンピシリン、15 µg/ml カ

ナマイシン、34 µg/ml クロラムフェニコールを必要に応じて加えた。出芽酵母の培養に

は YP培地［1% (w/v) Yeast Extract, 2% (w/v) ハイポリペプトン］、SC培地（6.7 mg/ml 

Yeast Nitrogen base w/o amino acids, 5 mg/ml Casamino Acids）、S培地（6.7 mg/ml Yeast 

Nitrogen base w/o amino acids）を用いた。培地中には 2% (w/v) グルコース（D）、2% (w/v) 

ガラクトース（Gal）、アミノ酸混合物（2 mg/ml アデニン硫酸塩、2 mg/ml ウラシル、

2 mg/ml トリプトファン、2 mg/ml ヒスチジン、3 mg/ml ロイシン、3 mg/ml リジン）

を必要に応じて加えた。アミノ酸混合物は、形質転換プラスミドの種類に合わせて適宜

アミノ酸を除外したものを使用した。 

 

4-3. タンパク質発現用プラスミドの調製 

 Pyrococcus horikoshii由来の aL11、aP0、aP1およびそれらの各種変異体を発現するプ

ラスミドは、Nomura ら、Naganuma らの方法に従って構築した（Nomura et al., 2006; 

Naganuma et al., 2010）。MBP-aP1[61-108]発現用プラスミド pMALc4x-aP1[61–108]は、

Pyrococcus furiosus由来 aP1遺伝子の 61–108アミノ酸コード領域を pMALc4xベクター
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に導入し構築した。pMALc4x-aP1[61–108]プラスミドを鋳型とし、C末端領域から 18残

基を削除した MBP-aP1[61-90]発現用プラスミド pMALc4x-aP1[61–90]を構築した。

aABCE1発現用プラスミド pET28b-aABCE1は、Pyrococcus furiosus由来の aABCE1遺伝

子を pET28b ベクターに導入し構築した。pET28b-aABCE1 プラスミドを鋳型に、各種

aABCE1変異体発現プラスミドを構築した。aPelota発現プラスミドは、当研究室で過去

に構築されたものを使用した。 

 Rli1発現用プラスミドは、Johns Hopkins University School of Medicineの Rachel Green

博士より提供された。このプラスミドを鋳型に PCRを行い、Rli1-3S変異体発現プラス

ミドを構築した。Dom34発現プラスミドは、pTOW-p-GFPプラスミド中の yEGFPコー

ド領域を Dom34コード領域と置換し構築した。pTOW-p-GEPプラスミドは岡山大学の

守屋央朗准教授に提供された。Dom34 コード領域は出芽酵母 W303-1A 株より PCR で

合成した。eIF6 発現プラスミドは、出芽酵母由来 eIF6 コード領域を PCR で増幅し、

pET-28bベクターに導入し構築した。 

 

4-4. 各種タンパク質の発現と精製 

 Pyrococcus horikoshii由来の aL11、aP0、aP1およびそれらの各種変異体タンパク質は、

Nomuraらおよび Naganumaらの方法に従って発現と精製を行った（Nomura et al., 2006; 

Naganuma et al., 2010）。MBP-aP1（[61–108]および[61–90]）は以下のように発現・精製し

た。MBP-aP1発現用プラスミドを大腸菌 BL21（DE3）codon plus RIL株に形質転換後、

LB 液体培地で 37ºC で振盪培養した。OD=0.4 に達した際に 0.5 mM IPTG を添加し、

37ºC で 3 時間振盪培養した。菌体をペレット化し、超音波破砕、アミロースアフィニ

ティークロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーによりMBP-aP1を精製した。 
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 Pyrococcus furiosus由来の aABCE1、aPelotaおよび aABCE1各種変異体は以下のよう

に発現・精製した。タンパク質発現用プラスミドを大腸菌 BL21（DE3）codon plus RIL

株に形質転換後、LB液体培地で 37ºCで振盪培養した。OD=0.4に到達後、培地を 18ºC

に冷却し、0.5 mM IPTGを添加し、18ºCで 18時間振盪培養した。菌体をペレット化し、

超音波破砕、アミロースアフィニティークロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフ

ィーにより aABCE1を精製した。 

 出芽酵母由来 Rli1 および Rli1-3S 変異体は、Shoemaker らの方法に従って調製した

（Shoemaker et al., 2011）。出芽酵母由来 Dom34は以下のように発現・精製した。Dom34

発現用プラスミドを出芽酵母 INVSc1株に形質転換後、150 mlの SD-Ura培地中で 30ºC

で振盪培養した。OD=8 に達した後に、培地を 6 L の SD-Ura-Leu 液体培地に交換し、

30ºCで 18時間振盪培養した。菌体をペレット化し、1 mLの懸濁用 buffer［75 mM HEPES-

KOH pH7.6, 300 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 20 mM imidazole, 2% (w/v) Tween20, 10% (v/v) 

glycerol, 7 mM 2-ME］を加え、液体窒素で菌体懸濁液を凍結しビーズ状にした。市販の

コーヒーミルを用いて菌体を破砕後、Hisタグアフィニティークロマトグラフィー、ゲ

ルろ過クロマトグラフィーにより Dom34を精製した。出芽酵母由来 eIF6は以下のよう

に発現・精製した。eIF6発現用プラスミドを大腸菌 BL21（DE3）codon plus RIL株に形

質転換後、OD=0.4に達した際に、液体培地を 18ºCに冷却後、18時間振盪培養した。菌

体をペレット化し、超音波破砕、Hisタグアフィニティークロマトグラフィー、ゲルろ

過クロマトグラフィーにより eIF6を精製した。 
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4-5. 未変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

 Hagiyaらの方法に従い、[γ-32P]ATPとカゼインキナーゼ II（New England Biolabs）を

用いて、Pyrococcus horikoshii由来の aP1を放射性同位体標識した（Hagiya et al., 2005）。

[32P]-aP1と aABCE1を混合後 70ºCで 10分間保温し、Nomuraらの方法に従い電気泳動

を行った（Nomura et al., 2012）。 

 

4-6. ハイブリッドリボソーム系を用いたATP加水分解活性測定 

 aABCE1（100 pmol）、aPelota（100 pmol）、ハイブリッド 70Sリボソーム（10 pmol）、 

[γ-32P]ATP（1,000 pmol）を 37ºCで 20分間、100 µlの ATPase buffer (20 mM Tris-HCl pH 

7.6, 50 mM NH4Cl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) 中で保温した。ハイブリッド 70Sリボソー

ムは Nomuraらの方法に従い調製した（Nomura et al., 2006）。溶液中の無機リン酸の放

射活性を Frolovaらの方法に従い測定し（Frolova et al., 1996）、ATPの加水分解量を算出

した。 

 

4-7. プルダウン解析 

 100 µlの PD buffer（20 mM Tris-HCl pH 7.6, 200 mM NaCl, 7 mM 2-ME）中で、aABCE1

（1,000 pmol）とMBP-aP1（1,000 pmol）を混合した。20 µlのアミロースレジン（New 

England Biolabs）を加え、4ºCで 90分間、5 rpmの速度で転倒混和しながら溶液を撹拌

した。500 µlの PD bufferでレジンを 2度洗浄し、40 µlの Elution buffer（20 mM Tris-HCl 

pH 7.6, 200 mM NaCl, 7 mM 2-ME, 50 mM maltose）でタンパク質を溶出した。溶出した

試料を SDS-PAGEで解析した。 
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4-8. 蛍光偏光度測定 

 N末端側を fluorescein isothiocyanate（FITC）標識した aP1-C末端 18残基ペプチド（ア

ミノ酸配列：EEEVSEEEALAGLSALG）は、北海道システムサイエンス社から購入した。

FITC標識ペプチド（5 nmol）を、aABCE1の濃度が 0–160 µMになるように調製した 100 

µlの FP buffer（20 mM HEPES-KOH pH 7.6, 10 mM MgCl2, 200 mM KCl, 7 mM 2-ME, 0.1 

mg/ml BSA）中に加え、反応溶液とした。Pan Vera Beacon 2000 fluorescence polarization 

instrument（インビトロジェン）を用いて、25ºCで蛍光偏光度を測定した。GraphPad Prism6 

for MacOS（GraphPad Software, San Diego California USA）の非線形回帰モデルを用いて、

解離定数を算出した。 

 

4-9. 超遠心沈降解析 

 ハイブリッド 70Sリボソーム（50 pmol）、aABCE1（50 pmol）、aPelota（50 pmol）を

37ºCで 10分間、50 µlの PL buffer（56 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM KCl, 80 mM NH4Cl, 

50 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5 mM spermin, 2 mM AMP-PNP）中で保温後、950 µlの 34.2% 

スクロースを含むPL buffer上に充填した。S100AT4-580ローター（日立）を用いて189,000 

g で 30 分間、4ºC で遠心した。TCA 沈殿によりペレット画分（P）と上清画分（S）を

それぞれ回収し、SDS-PAGEで解析した。 

 

4-10. DMSフットプリント 

 ハイブリッド 70Sリボソーム（20 pmol）、aABCE1（200 pmol）、aPelota（200 pmol）

を 50 µlの CM buffer（100 mM potassium cacodylate pH 7.2, 50 mM NH4Cl, 10 mM MgCl2, 

1 mM DTT, 0.5 mM spermin, 2 mM AMP-PNP）中で 10分間、37ºCで保温した。2 µlの

dimethyl sulfate（100%エタノールで 5倍に希釈したもの）を添加後、さらに 37ºCで 10
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分間保温し rRNAを dimethyl sulfate（DMS）修飾した。フェノール・クロロホルムによ

り rRNAを抽出後、Miyoshiらの方法に従ってプライマー伸長を行い、rRNAの DMS修

飾と aABCE1 結合による DMS 修飾保護効果をゲル電気泳動により解析した（Miyoshi 

and Uchiumi, 2008）。 

 

4-11. aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18複合体のX線結晶構造解析 

 aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18 複合体の結晶化には、シッティングドロップ蒸気拡散法

を用いた。1 µlのタンパク質溶液（10 mg/ml aABCE1-∆N74, 2 mg/ml aP-C18 peptide, 1 mM 

ADP, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM MgCl2, 150 mM NaCl）と 1 µlのリザーバー溶液［100 

mM HEPES pH 7.0, 15% (w/v) PEG4000, 10% (v/v) 2-propanoe］を混合後、20ºCで 1週間

静置しタンパク質結晶を得た。Rigaku MicroMAX-007Fおよび Rigaku R-AXIS IV++を用

いて、100 Kで 1.54 Å波長の X線を結晶に照射し、回折データを取得した。得られた

回折データを XDS（Kabsch, 2010）で処理後、BALBES（Long et al., 2008）を用いて分

子置換を行い、初期位相を求めた。その後、Refmac5（Emsley and Cowtan, 2004）と COOT

（Murshudov, 2011）を用いて立体構造モデルの精密化を行った。X線結晶構造解析の統

計 値 は 表 4. に 示 し た 。 本 論 文 中 で 使 用 し た 立 体 構 造 の 図 は CueMol2

（http://www.cuemol.org/en/）を用いて作製した。 

 

4-12. 出芽酵母由来80Sリボソームの調製および生化学解析 

 出芽酵母の 80Sリボソームは、Shinらの方法に従って調製した（Shin and Dever, 2007）。

Rli1依存の ATP加水分解活性測定は以下のように行った。Rli1（10 pmol）、Dom34（10 

pmol）、80Sリボソーム（1 pmol）を 30ºCで 10分間、20 µlの ATPase buffer（20 mM Tris-
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HCl pH 7.6, 5 mM MgOAc, 100 mM KOAc, 0.5 mM spermine, 1 mM DTT）中で保温した。

溶液中の無機リン酸の放射活性を Frolovaらの方法に従い測定し（Frolova et al., 1996）、

ATPの加水分解量を算出した。サブユニット解離実験は以下のように行った。Rli1（50 

pmol）、Dom34（50 pmol）、eIF6（50 pmol）、80Sリボソーム（10 pmol）を 30ºCで 5分

間、50 µlの SP buffer（20 mM Tris-HCl pH 7.6, 2.5 mM MgOAc, 100 mM KOAc, 0.5 mM 

spermine, 1 mM DTT, 1 mM ATPまたは AMP-PNP）中で保温した。試料を 15–30%のスク

ロース密度勾配を含む SP buffer 上に充填し、S100AT4-580 ローター（日立）を用いて

163,000 gで 150分間、4ºCで遠心した。遠心後、BIO-MINI UV MONITOR AC-5200（ア

トー）を用いて、リボソームの UVプロファイル（254 nm）を取得した。サブユニット

解離効率は、Peltzらの方法に従って算出した（Peltz et al., 1992）。 

 

4-13. 解析用プラスミド・出芽酵母株の作製 

 本研究で使用した解析用プラスミドと出芽酵母株は、テーブル S3と S4にまとめた。

pTU1002 プラスミドは、GAL1 プロモーター（PGAL1）、C 末端側にアルギニンを付加し

たユビキチン（UBI-R）、N末端側に FLAGタグを付加した Rli1（FLAG-RLI1）をそれぞ

れコードする DNA断片を PCRで増幅・連結後、YCplac111ベクターに導入することで

構築した。PGAL1の DNA断片は pYES2ベクターを鋳型にして合成した。UBI-R、FLAG-

RLI1の DNA断片は、出芽酵母W303-1A株のゲノムを鋳型にして合成した。PGAL1-UBI-

R-FLAG-RLI1断片の YCplac111ベクターへの導入には、SLiCE法を利用した（Motohashi, 

2015）。pTU1004 プラスミドは、pTU1002 プラスミドから増幅した PGAL1-UBI-R 断片を

pFA6-kanMX（addgene）ベクターへ導入し構築した。pTU2001プラスミドは、上流 662 

bpおよび下流400 bpを含んだRLI1コード領域をYCplac22ベクターへ導入し構築した。
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pTU2002プラスミドは、3xHAタグ（3HA）をコードする DNA断片を pTU2001プラス

ミドへ導入し構築した。3HAの DNA断片は、pFA6-kanMX-PGAL1-3HAベクター（addgene）

を鋳型に合成した。 

 出芽酵母YTU2001株は、pTU1004プラスミドから増幅した kanMX-PGAL1-UBI-R-FLAG-

RLI1の DNA断片をW303-1A株に形質転換し作製した。 

 

4-14. ウェスタンブロッティング 

 YTU2001株を 50 mlの YPGal培地に植菌し、30ºCで OD600が 1.0–1.5に達するまで培

養した後、遠心分離により集菌した。ペレットを 2 mlの YPD培地で 2回洗浄した後、

OD600=0.01になるように 500 mlの YPD培地に植菌し 30ºCで培養した。植菌後、2、4、

6、8、16時間毎に 5 OD分の酵母を遠心分離により回収し、液体窒素で菌体を凍結保存

した。Kushnirovらの方法に従って細胞抽出液を調製し、BCA法でタンパク質濃度を定

量後、15 µg分の総タンパク質を SDS-PAGEおよびウェスタンブロッティングで解析し

た（Kushnirov, 2000）。抗 FLAGモノクローナル抗体は、MBLより購入した。抗 Tom40

モノクローナル抗体は、京都産業大学の遠藤斗志也教授より提供された。 
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5. 結果 

5-1. リボソームストークはリボソームの aABCE1受容性に関与する 

 古細菌のリボソームストークタンパク質 aP1 は GTP 結合性翻訳因子 aIF5B、aEF2、

aEF1A と直接相互作用する（Nomura et al., 2012）。この知見に基づき、まず古細菌

Pyrococcus furiosus 由来の試料を用いて、aP1 と aABCE1 の間に分子間相互作用が存在

するかどうかを検討した。Hagiya らの方法に従い、95 番目のセリンを放射性標識した

[32P]-aP1を調製し（Ballesta et al., 1999; Hagiya et al., 2005）、未変性ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動により aP1と aABCE1の分子間相互作用を解析した（図 1A）。その結果、

aABCE1依存的な aP1のバンドシフトが観察され（図 1A、レーン 2–5）、aP1が aABCE1

と相互作用することが示された。 

 aP1•aABCE1間相互作用の意義を解析するため、リボソームストークを改変した 70S

リボソームを調製し、aABCE1の ATP加水分解活性の測定を試みた。一般に、リボソー

ムストークへの変異導入は細胞の致死を引き起こすため、リボソームストーク変異型

70Sリボソームを細胞から精製することは困難である。私の所属研究室は、大腸菌 70S

リボソームのストークタンパク質 bL12、bL10、bL11 を古細菌の aP1、aP0、aL11 また

は真核生物の P1、P2、P0、eL12にそれぞれ置換したハイブリッド 70Sリボソームを試

験管内で再構成し、この系を用いて、リボソームストークが（1）リボソームの GTP結

合性翻訳因子受容の生物ドメイン特異性を決定づけること、（2）翻訳伸長因子 EF1A、

EF2を 23S/28S rRNAの SRLに結合させることで翻訳因子の GTP加水分解反応および

ペプチド鎖伸長反応を促進することを報告している（Uchiumi et al., 2002a; Uchiumi et al., 

2002b; Nomura et al., 2006, Nomura et al., 2012; Ito et al., 2014; Imai et al., 2015）。これらの

背景から、aABCE1 の ATP 加水分解反応におけるリボソームストークの生化学的機能
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解析を行う上で、ハイブリッドリボソーム系は有効な実験系であると考えた。 

 大腸菌 70Sリボソーム上の bL10、bL12、bL11を、古細菌 Pyrococcus furiosusの aP0、

aP1、aL11にそれぞれ置換したハイブリッドリボソーム系を用いて、70Sリボソーム存

在下での aABCE1 の ATP 加水分解活性がリボソームストークに依存するかどうかを検

討した（図 1B）。このとき、aABCE1 のコファクターとして aPelota を用いた。その結

果、aABCE1 の ATP 加水分解活性は、リボソーム非存在下では 0.16 pmol/min（図 1B、

レーン 1）、大腸菌 70Sリボソーム存在下では 1.20 pmol/min（図 1B、レーン 2）、リボソ

ームストーク欠損型 70Sリボソーム存在下で 0.60 pmol/min（図 1B、レーン 3）であっ

た。一方で、ハイブリッド 70Sリボソーム存在下で検出された aABCE1の ATP加水分

解活性は 9.69 pmol/min であり（図 1B、レーン 4）、大腸菌 70S リボソーム存在下の約

8.08 倍であった。この結果から、70S リボソーム存在下での aABCE1 の ATP 加水分解

活性は、リボソームストークに依存することが示された。 

 aABCE1は 74残基からなる鉄硫黄ドメインを N末端側に持つ（図 6A参照）。鉄硫黄

ドメインは aABCE1のリボソームへの結合に必須であり、リボソーム上で aRF1/aPelota

と相互作用することが報告されている（Barthelme et al., 2011; Becker et al., 2012; Preis et 

al., 2014; Brown et al., 2015）。ここでは、図 1Bで検出されたハイブリッド 70Sリボソー

ム存在下での aABCE1 の ATP 加水分解活性が、aABCE1 の鉄硫黄ドメインに依存的で

あるかどうかを検証した。その結果、ハイブリッド 70Sリボソーム存在下で検出された

aABCE1-∆N74変異体の ATP加水分解活性は 1.85 pmol/minであり、野生型の 0.19倍で

あった（図 2、レーン 4および 5）。したがって、ハイブリッド 70Sリボソーム存在下で

の aABCE1の ATP加水分解活性は aABCE1の鉄硫黄ドメインに依存することが明らか

となった。得られた結果は、野生型リボソームを用いた先行研究の実験結果と一致して
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おり、ハイブリッドリボソーム系を用いて検出した aABCE1 の ATP 加水分解活性が、

野生型リボソームを用いて検出した ATP 加水分解活性を機能的に反映していることを

示している。 

 

5-2. aP1 の C末端領域は aABCE1のリボソーム依存のATP加水分解に必須である 

 古細菌/真核生物のストークタンパク質の C 末端 50 残基程度は高度に保存された末

端部分を含む天然変性領域であり、GTP 結合性翻訳因子のリボソームへのリクルート

およびその後の GTP加水分解に必須である（Grela et al, 2008; Lee et al., 2013, Imai et al., 

2015）。ここでは、図 1Bで観察された aP1•aABCE1相互作用および ATP加水分解活性

に対する aP1-C末端天然変性領域の関与を検討した。まず、マルトース結合タンパク質

（maltose binding protein: MBP）と aP1の 61–108残基（C末端 48残基に相当）を融合し

た MBP-aP1[61-108]、MBPと aP1の 61–90残基を融合した MBP-aP1[61–90]を調製した

（図 3A）。アミロースレジンを用いて、MBP-aP1 と aABCE1 のプルダウン実験を行っ

たところ、MBP-aP1[61–108]と aABCE1 の結合性が検出された（図 3B、レーン 8）。一

方で、MBP-aP1[61–90]は aABCE1 と結合しなかった（図 3B、レーン 10）。この結果か

ら、aP1の C末端 18残基は aABCE1との結合に必須であることが明らかとなった。続

いて、aP1-C末端 18残基のみが aABCE1と結合可能であるかどうかを検討した。N末

端側を蛍光標識した aP1-C末端 18残基ペプチド（FITC-aP-C18）に対して aABCE1を添

加すると、aABCE1の濃度に依存した蛍光偏光度の上昇が確認された（図 3C）。ネガテ

ィブコントロールとしてMBPを添加した際には、蛍光偏光度の上昇は検出されなかっ

た。以上の結果から、aP1の C末端 18残基は aABCE1と直接結合可能な最小単位であ

ると結論づけた。なお、aP-C18ペプチドと aABCE1の結合比を 1:1としたとき、両者の
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解離定数は 3.9 µMと算出された（表 5.）。 

 次に、リボソームストークの C末端天然変性領域の欠如が aABCE1の ATP加水分解

活性に与える影響を、ハイブリッドリボソーム系を用いて解析した（図 4）。野生型リボ

ソームストークを再構成したハイブリッドリボソーム存在下において、aABCE1の ATP

加水分解活性は 9.69 pmol/minであった（図 4A、レーン 2）。これに対して、aP0の C末

端領域を欠損したものでは 8.75 pmol/min（図 4A、レーン 3）、aP1の C末端領域を欠損

したものでは 1.38 pmol/min（図 4A、レーン 4）、aP0と aP1両方の C末端領域を欠損し

たものでは 0.80 pmol/min（図 4A、レーン 5）の ATP加水分解活性がそれぞれ検出され

た。これらの結果から、aABCE1 の ATP 加水分解活性は、リボソームストークの C 末

端領域、特に aP1の C末端領域に依存することが示された。次に、リボソームストーク

C末端領域に依存した aABCE1の ATP加水分解活性の時間依存性（図 4B）と aABCE1

濃度依存性（図 4C）について検討した。このとき、aP0と aP1両方の C末端領域を欠

損したハイブリッドリボソームでは、aABCE1 依存の ATP 加水分解反応が検出されな

かった。以上の結果から、aP1の C末端領域は aABCE1のリボソーム依存の ATP加水

分解に必須であることが明らかとなった。 

 

5-3. aP1 の C末端領域は aABCE1を翻訳因子結合部位へリクルートする 

 過去の研究により、aP1の C末端領域は、GTP結合性翻訳因子を翻訳因子結合部位に

リクルートする働きを持つことが明らかとなっている（Uchiumi et al., 2002a; Imai et al., 

2015）。aABCE1とリボソーム間の結合に対する aP1の C末端領域の役割を超遠心沈降

分析により解析した。aABCE1 と aPelota がリボソームに結合する際の aP1-C 末端領域

の影響を、ハイブリッドリボソーム系を用いて解析した（図 5A）。aPelotaは aP1-C末端
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領域に依存せずハイブリッドリボソームに結合した（図 5A、レーン 14および 16）。一

方で、aABCE1 は aP1-C 末端領域に依存してハイブリッドリボソームに結合した（図

5A、レーン 14 および 16）。このとき、aABCE1 が翻訳因子結合部位に結合しているか

どうかを確認するため、aABCE1 とリボソーム RNA 間の結合を DMS フットプリント

法により解析した（図 5B）。その結果、翻訳因子結合領域の一部である 16Sリボソーム

RNA の 344 番目のアデニン（A344）に aABCE1 および aPelota 依存の化学修飾保護が

検出された（図 5B、レーン 7）。Pyrococcus furiosus 70Sリボソーム•aABCE1•aPelota複

合体において、aABCE1のヒンジ 1が 16Sリボソーム RNAの 341番目のアデニン（大

腸菌16SリボソームRNAのA344と相同）と接触していたことから（Becker et al., 2012）、

この化学修飾保護は aABCE1 と 16S リボソーム RNA の結合に由来すると判断した。

aABCE1依存の A344の化学修飾保護は aP0と aP1両方の C末端領域を欠損したハイブ

リッドリボソームでは検出されかったことから（図 5B、レーン 9）、aP1の C末端領域

は aABCE1を翻訳因子結合部位にリクルートする働きを持つことが明らかとなった。 

 

5-4. aP-C18ペプチドと aABCE1の複合体結晶構造解析 

 これまでの解析により、aP1の C末端領域は ATP加水分解酵素 aABCE1と直接結合

し、リボソーム依存の ATP加水分解活性を促進することが示された。一方、aP1の C末

端領域は GTP 結合性翻訳因子 aIF5B、aEF1A、aEF2 ともそれぞれ結合することが明ら

かとなっている（Nomura et al., 2012）。aABCE1と各 GTP結合性翻訳因子間には、一次

構造および三次構造の類似性は見られず、aP1-C末端領域が aABCE1を認識し結合する

ための構造基盤は不明である。そこで、aP1-C末端領域による aABCE1の認識・結合機

構を明らかにするため、aP1-C末端領域 18残基のペプチド（aP-C18）・aABCE1複合体
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の X線結晶構造解析を行った。 

 はじめに、完全長の Pyrococcus furiosus aABCE1を用いて aABCE1•ADP•aP-C18複合

体の結晶化スクリーニングを行ったが、良質なタンパク質結晶は得られなかった。

aABCE1の鉄硫黄ドメイン（1–74残基）は酸化を受けやすく不安定であると考え、N末

端 74残基を削除した aABCE1-∆N74を結晶化に用いた（Karchar et al., 2005; Karchar et 

al., 2008）。このとき、aABCE1-∆N74が完全長の aABCE1と同程度の親和性で aP-C18ペ

プチドに結合することを蛍光偏光度測定法により確認した（図 6A）。aABCE1-∆N74 を

用いた結晶化スクリーニングの結果、直径 750 µm 程度のタンパク質結晶が得られ、

aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18複合体の結晶構造を最大分解能 2.1 Åで決定した（図 6Bお

よび図 6C）。 

 

5-5. aP1-C末端領域は保存された疎水性残基を介してaABCE1のNBD1に結合する 

 aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18 複合体結晶構造中において、aP1-C 末端ペプチドは α-ヘ

リックスを形成し、aABCE1のヌクレオチド結合ドメイン 1（NBD 1）に結合していた

（図 7A）。aP1-C末端ペプチドと aABCE1間の 4 Å以下の相互作用に注目すると、aP1

の 3つの疎水性残基（L103、L106、F107）が、aABCE1の多くのアミノ酸残基と相互作

用していた（図 7B–E）。具体的には、aP1-L103 は aABCE1-P164、Y166、L169、I170、

A173と、aP1-L106は aABCE1-V161、V162、P164、A220、A223、A224、R227と、aP1-

F107は aABCE1-V170、V174、V219、A223とそれぞれ疎水性相互作用を形成していた。

また、aP1-L106、F107、G108は aABCE1-R227と水素結合を形成していた。立体構造情

報に基づき、相互作用が見られた aP1の 4つのアミノ酸残基（L103、L106、F107、G108）

の重要性をハイブリッドリボソーム系により解析した。このとき、aP0の C末端領域の
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影響を除外するため aP0-∆C58変異体を用いた。その結果、aP1-L103S、aP1-L106S、aP1-

F107S、aP1-∆G108を用いて再構成したハイブリッドリボソームにおいて、0.73 pmol/min、

2.00 pmol/min、0.66 pmol/min、9.04 pmol/minの aABCE1の ATP加水分解活性がそれぞ

れ検出された（図 8、レーン 4–6）。これらの値は、それぞれ野生型の 0.08倍（L103S）、

0.22倍（L106S）、0.07倍（F107S）、1.03倍（∆G108）であったことから、結晶構造中で

aABCE1 と相互作用していた aP-C18 のアミノ酸残基のうち、3 つの疎水性アミノ酸残

基（L103、L106、F107）が特に重要であることが明らかとなった。 

 次に、aP1との結合に重要な aABCE1のアミノ酸残基の同定を試みた。ここでは、図

8の ATP加水分解活性測定において、変異導入により最も活性が低下した aP1の F107

に注目した。aP1-F107と結合していた aABCE1のアミノ酸残基（I170、V174、V219、

A223、R227）の内、疎水性アミノ酸残基を親水性のセリンに置換した I170S、V174S、

V219S、A223S 変異体、および親水性のアルギニンを疎水性のアラニンに置換した

R227A 変異体を調製し、aP-C18 ペプチドとの結合性を蛍光偏光度測定により解析した

（図 9A–F）。その結果、aP-C18ペプチドに対する野生型 aABCE1の解離定数が 3.9 µM

であるのに対し、I170S、V174S、V219S、A223S変異体の解離定数はそれぞれ 68.1 µM、

83.0 µM、6.3 µM、46.3 µM、30.8 µMであった。これらの値は、それぞれ野生型の 17.5

倍（I170S）、21.3倍（V174S）、1.6倍（V219S）、11.9倍（A223S）、7.9倍（R227A）で

あった。aP-C18 ペプチドに対する解離定数が野生型の 10 倍以上に増加した変異体

（I170S、V174S、A223S）に着目し、aABCE1の 3つのアミノ酸残基（I170、V174、A223）

は aP1との結合に特に重要であると結論づけた。 

 aABCE1 の NBD1 と NBD2 は、アミノ酸配列上および立体構造上で類似性がみられ

る。aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18 複合体結晶構造において、aP-C18 に相当する電子密度
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は NBD1にのみ観察された。NBD1と NBD2の間で aP-C18結合部位を比較すると、以

下に示す構造的特徴の違いが見られた。すなわち、NBD1の aP-C18結合部位（170–180

アミノ酸領域）がヘリックス構造を形成することに対し、NBD2 の相同部位（404–415

アミノ酸）はループ構造を形成していた（図 10A右側、点線のサークル）。この構造的

特徴の違いが、NBD1と NBD2がそれぞれ異なる aP1結合性を持つことの要因であると

考えた。また、NBD1の I170、V174、R227アミノ酸に相同する NBD2の I408、Y412、

R470に変異を導入した I408S/Y412S、R470A変異体を調製し、aP-C18ペプチドとの結

合性を蛍光偏光度測定により解析した（図 10Bおよび図 10C）。その結果、aP-C18ペプ

チドと I408S/Y412S、R470A変異体の解離定数はそれぞれ 9.4 µM、5.1 µMであり、I170S

変異体や V174 変異体に比べ、変異導入の効果による aP-C18 ペプチドとの結合性の低

下は見られなかった。以上の結果から、aP1は aABCE1の NBD1に優先的に結合するこ

とが示された。 

 

5-6. リボソームストーク•ABCE1相互作用は出芽酵母の生育に重要である 

 ここまでの解析は超好熱性古細菌 Pyrococcus furiosus由来の試料を用いて試験管内で

行ったものである。したがって、細胞におけるリボソームストーク•ABCE1間相互作用

の重要性は不明である。しかしながら、Pyrococcus furiosus の細胞内遺伝子操作法が確

立されていないことや、その生育条件が 90ºC 以上の高温、高圧、嫌気条件下であり培

養が困難であることから、同生物種を用いた細胞内での機能解析は困難であった。

aABCE1のストーク結合部位のアミノ酸配列アライメント解析を行うと、aP1との結合

に重要な aABCE1の I170、V174、A223は、古細菌・真核生物間において疎水性残基と

して保存されていた（図 11）。そこで以降の解析では、真核生物のモデル生物の 1種で
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ある出芽酵母を用いて、リボソームストーク•ABCE1相互作用の細胞内における機能的

意義を検証した。出芽酵母において、RLI1遺伝子（出芽酵母の eABCE1遺伝子）は必須

であるため、Youngら、Serdarらの方法を参考に相同組換え法を用いて染色体上の RLI1

周辺領域を改変し、その発現を培地中の炭素源の種類により制御する出芽酵母 rli1-

degron株を作製した（Young et al., 2015; Serdar et al., 2016）。rli1-degron株では、N末端

側にユビキチン配列-アルギニン-FLAGタグを付加された内在性Rli1（UBI-R-FLAG-Rli1）

が、GAL1プロモーター（PGAL1）により発現誘導される（図 12A）。UBI-R-FLAG-Rli1が

翻訳されると、N末端側のユビキチン（UBI）がユビキチン特異的プロテアーゼにより

除かれる。タンパク質の N 末端ルールにより、N 末端のアミノ酸がアルギニンである

R-FLAG-Rli1の半減期は約 2分以下となる（Bachmair et al., 1986）。そのため、GAL1プ

ロモーターの転写活性を阻害することで、R-FLAG-Rli1は細胞内から速やかに分解され

る。実際に、ガラクトース培地で前培養した rli1-degron株をグルコース培地に植菌し、

ウェスタンブロッティングで内在性 Rli1 の存在量を確認した。その結果、グルコース

培地植菌後、約 4 時間で内在性 Rli1 が検出されなくなり、R-FLAG-Rli1 が分解されて

いることが確認された（図 12B）。 

 リボソームストーク•ABCE1 相互作用の生物学的意義を探求するため、Rli1 の I176、

I180、M234（古細菌 aABCE1の I170、V174、A223にそれぞれ対応）をセリンに置換し

た Rli1-3S変異体発現プラスミドを rli1-degron株に形質転換し、ガラクトースおよびグ

ルコース培地上で生育を観察した。ガラクトース培地では、導入したプラスミドの種類

によらず rli1-degron株は正常に生育した。一方、グルコース培地では、空ベクターを導

入した rli1-degron 株の生育は完全に阻害され、野生型 Rli1 発現プラスミドを導入した

ものは正常に生育した。この結果は、RLI1遺伝子が必須であることと一致する。このと
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き、Rli1-3S 変異体発現プラスミドを導入したものでは野生型に比べ生育の遅れが見ら

れたことから（図 12C および図 12D）、リボソームストーク•ABCE1 相互作用は出芽酵

母の生育に重要であることが示された。 

 

5-7. リボソームストークはRli1 の ATP加水分解とサブユニット解離反応を促進する 

 図 12Dにおいて出芽酵母の生育が阻害されたことから、3S変異により Rli1のリボソ

ームサブユニット解離機能が低下していることが予想される。そこで、Rli1、Dom34（出

芽酵母の aPelotaのオルソログ）、eIF6（後述）を調製し、Rli1のリボソーム依存 ATP加

水分解活性およびリボソームのサブユニット解離活性に対する 3S変異の効果を試験管

内で解析した。出芽酵母の 80S リボソームは、Shin らの方法に従って調製した（Shin 

and Dever, 2007：図 13A）。 

 まず、80S リボソーム非存在下または存在下において Rli1 の ATP 加水分解活性を測

定した（図 13B）。80Sリボソーム非存在下において、Rli1-WTと Rli1-3S変異体の内在

の ATP加水分解活性はそれぞれ 2.26 pmol/min、2.11 pmol/minであり、3S変異は Rli1の

内在性 ATP加水分解活性に影響を与えないことが明らかとなった（図 13B、レーン 1お

よび 2）。一方で、80Sリボソーム存在下における Rli1-WTと Rli1-3S変異体の ATP加水

分解活性はそれぞれ 22.90 pmol/min、13.59 pmol/minであり、3S変異によって ATP加水

分解活性がWTと比べ 59%まで低下した（図 13B、レーン 4および 5）。従って 3S変異

は、Rli1 の三次元構造には影響を与えずにリボソーム依存の ATP 加水分解活性を低下

させることが示された。これらの結果は、3S変異によって Rli1とリボソームストーク

との親和性が低下していることを反映していると考えられる。 

 次に、Rli1のリボソームサブユニット解離活性に対する 3S変異の影響を検証した。
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過去の報告に従い、80Sリボソーム解離後の 60Sサブユニットと 40Sサブユニットの再

会合を抑制するために翻訳開始因子 eIF6存在下ですべての実験を行った（Pisarev et al., 

2010; Shoemaker et al., 2011; Pisareva et al., 2011）。サブユニットの解離は、ショ糖密度勾

配遠心により検出した。まず、過去の報告と同様に、Rli1、Dom34、eIF6そして ATP依

存的に 80S リボソームが 60S サブユニットと 40S サブユニットに解離することを確認

した（図 13C）。サブユニット解離反応は Rli1の濃度に依存的であり、最大 40%の効率

で検出された（図 13D）。Pisarevaらにより、eABCE1と ePelotaは、Aサイトが mRNA

に占有された 80S リボソームを試験管内で解離できないことが示されている（Pisareva 

et al., 2011）。サブユニット解離効率が最大で 40%であった理由として、精製した酵母

80S リボソーム試料中に、A サイトが mRNA に占有された翻訳伸長途中の 80S リボソ

ームが混在していたためと考えた。次に、構築した 80Sサブユニット解離反応系を用い

て、Rli1依存の 80Sリボソームの解離反応に対する ATP加水分解反応と 3S変異の効果

を検証した（図 13E）。解離前の 80Sリボソームのピークと解離後の 40Sおよび 60Sリ

ボソームのピーク比からサブユニット解離量（Subunits/Monosome）を算出すると、Rli1

および Dom34 非存在下および存在下におけるサブユニット解離量はそれぞれ 0.12 と

0.71であった（図 13F、レーン 1および 3）。ATPの代わりに非加水分解性 ATPアナロ

グである AMP-PNPを加えた場合のサブユニット解離量は 0.15であったことから、Rli1

依存のサブユニット解離反応には Rli1 の ATP 加水分解が必須であることが示された

（図 13F、レーン 2）。重要なことに、Rli1-3S 変異体存在下でのサブユニット解離量は

0.43であり、これは Rli1-WTと比べ 0.60倍の値であった（図 13F、レーン 4）。以上の

結果より、リボソームストークは Rli1の ATP加水分解活性およびリボソームのサブユ

ニット解離活性を促進することが示された。  
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6. 考察 

 

6-1.本研究のまとめ 

 本研究により、真核生物・古細菌型のリボソームストークが ATP加水分解酵素 ABCE1

と直接結合し、リボソーム上での ABCE1の ATP加水分解およびリボソームサブユニッ

ト解離活性を促進することが示された。これにより、リボソームストークが翻訳の開始、

伸長、終結段階のみならず、リサイクル反応の促進にも寄与することが明らかとなった。

この発見により、リボソームストークは翻訳の全般にわたり GTP/ATP 結合性翻訳因子

をリボソーム周辺にリクルートすることで、リボソーム上のエネルギーを要する各反応

に関与し効率的なタンパク質合成に寄与することが示された。 

 

6-2.リボソームリサイクル反応とリボソームストークの進化的関連性 

 翻訳終結後にリボソームがサブユニットに解離し次の翻訳の開始を可能とするリボ

ソームリサイクル機構には、RRFと EF-Gにより駆動する真正細菌型と、RF1と ABCE1

により駆動する真核生物・古細菌型が存在する（Schmeing et al., 2009; Rodonina et al., 

2010; Nürenberg et al., 2013）。一方で、リボソームストークも進化的視点から真正細菌型

と真核生物・古細菌型の二系統に分類される（Grela et al., 2008）。真正細菌のリボソー

ムストークタンパク質 bL12 と、真核生物の P1（または P2）および古細菌の aP1 の一

次構造を比較すると、特にその C末端側に大きな違いがみられる。すなわち、真正細菌

bL12は C末端側に安定な球状ドメインを持つことに対し、真核生物 P1（または P2）お

よび古細菌 aP1は C末端側に約 50残基から成る天然変性領域を持つ（Leijonmarck et al., 

1987; Bocharov et al., 2004; Grela et al., 2008; Lee et al., 2013）。この天然変性領域の C末
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端部位には、ロイシン（またはグリシン）–X–X–ロイシン–フェニルアラニンからなる

一次構造が高度に保存されている（Xは任意のアミノ酸であり、以後、この一次構造を

L/GXXLF モチーフと呼ぶ）。L/GXXLF モチーフは古細菌において（そしておそらく真

核生物においても）GTP結合性翻訳因子 IF5B、EF1A、EF2との主要な結合部位である

（Nomura et al., 2012; Ito et al., 2014; Tanzawa et al., 2018; Murakami et al., 2018）。本研究

により、古細菌 Pyrococcus furiosus aP1の L103、L106、F107が aABCE1との結合およ

びその後の ATP 加水分解の促進に重要であることが明らかとなった（図 7B、図 8）。

Pyrococcus  furiosus aP1の L103、L106、F107は L1/GXXL2Fモチーフの L1、L2、Fにそ

れぞれ相当することから、真核生物・古細菌型リボソームストークは L/GXXLFモチー

フを介して ABCE1と結合しリボソームリサイクル反応を促進することが示された。こ

れらの結果は、真核生物と古細菌におけるリボソームリサイクル機構が、リボソームス

トークの一次構造の進化（すなわち L/GXXLFモチーフの獲得）に伴って確立されてき

たことを反映していると考えられる。 

 

6-3. 真核生物・古細菌型リボソームストークと翻訳因子の多様な結合様式 

 本研究で明らかとなった aABCE1のリボソームストーク結合部位と、Itoらが報告し

た aEF1A のリボソームストーク結合部位を比較すると、その一次構造および三次構造

は大きく異なっていた（図 14）。aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18複合体において、aP1の C

末端ペプチドは aABCE1 の NBD1 表面に存在する疎水性ポケットに結合していた（図

7A）。一方で、aEF1A•GDP•aP-C32複合体において、aP1の C末端ペプチドは aEF1Aの

ドメイン 1-ドメイン 3間に形成される疎水性ポケットに結合していた（Ito et al., 2014）。

aABCE1と aEF1A•GDPのリボソームストーク結合部位は疎水性度が高いという点では
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共通の性質を持つが、その立体構造を重ねて比較すると、両結合部位の間に構造的な類

似性は見られない（図 14）。また、GTP結合性翻訳因子である aIF5Bおよび aEF2にお

いても、aABCE1 や aEF1A のものと構造が異なる独自のリボソームストーク結合部位

が存在することが X線結晶構造解析により明らかとなっている（Murakami et al., 2018; 

Tanzawa et al., 2018）。したがって、真核生物・古細菌型のリボソームストークは、少な

くとも 4種類以上の、三次構造が異なる GTP/ATP結合性翻訳因子と、L/GXXLFモチー

フを介して結合可能であることが推察される。 

 NMR解析によると、ヒト P1および P2の天然変性領域は翻訳因子非存在下の溶液中

において完全にアンフォールドし、特定の二次構造を形成していない（Lee et al., 2013）。

アミノ酸配列の相同性から、この特徴は古細菌 aP1にも当てはまると推察される。一方

で、各種翻訳因子と aP1 ペプチドの複合体結晶構造において aP1 ペプチドは、

aEF1A•GDP結合時には 22残基から成るα-ヘリックスを、aEF2•GMPPCP結合時には 4

残基から成るα-ヘリックスを、aIF5B•GDP 結合時には 4 残基から成る 310-ヘリックス

と 2残基から成る 2つのβ-ターンを、aABCE1結合時には 11残基から成るα-ヘリック

スをそれぞれ形成していた（図 15）。このことから、真核生物・古細菌型リボソームス

トークは、天然変性領域中の L/GXXLF モチーフを介して各種 GTP/ATP 結合性翻訳因

子と誘導適合的に結合し、多様な相互作用様式をとることが考えられる。このような、

L/GXXLF モチーフを介した多様な相互作用基盤は、進化の過程で生物が新たな翻訳因

子を獲得する際、新規翻訳因子がリボソームストークに結合するための構造的制約を緩

和するという点で有利にはたらく可能性がある。また、この性質を利用し、リボソーム

ストークの L/GXXLFモチーフと結合するタンパク質を網羅的に探索することで、一次

構造や三次構造のホモロジー検索からは見つけることのできない新たなリボソーム結
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合因子を今後発見できる可能性があると考えられる。このような誘導適合型相互作用の

研究は分子間相互作用の新たな研究領域であり、特に真核生物の複雑な翻訳制御機構の

解明に向けて重要な分野と思われる。今後の展開が期待される。 

 

6-4. リボソーム上における ABCE1 の ATP 加水分解の誘導機構とその意義、および
リボソームストークの直接的な関与の可能性 

 現在、リボソーム上における ABCE1 の ATP 加水分解の誘導機構は解明されていな

い。一方で、EF1A や EF2 などの GTP 結合性翻訳因子については、リボソーム結合後

の GTP加水分解誘導機構が詳細に研究されている。GTP結合性翻訳因子の GTP加水分

解には、23S/28S rRNAに高度に保存された sarcin/ricin loop（SRL）が重要な役割を果た

す。SRLの A2660‒A2662（大腸菌塩基番号）は、リボソームに結合した GTP結合性翻

訳因子の GTP結合ドメイン中に存在する Switch 2モチーフと接触し、GTP加水分解を

誘導する（Moazed et al., 1988; Clementi et al., 2010; Voorhees et al., 2010）。GTP結合性翻

訳因子間において Switch 2モチーフは高度に保存されていることから、おそらくすべて

の GTP結合性翻訳因子において、SRLが GTP加水分解の誘導を担うと考えられる。そ

こで、リボソーム結合後の ABCE1 の ATP 加水分解機構を考えるにあたり、まず SRL

の関与を考察する。クライオ電子顕微鏡を用いた Becker らの報告では、出芽酵母 80S

リボソーム•Rli1•Dom34 複合体、および古細菌 70S リボソーム•aABCE1•aPelota 複合体

において、SRL と Rli1 または aABCE1 の直接的な接触は観察されていない（Becker et 

al., 2012）。またこの点に関して、GTP結合性翻訳因子 aEF1A、aEF2と SRLの接触を直

接検出可能であるハイブリッドリボソーム系-DMS フットプリント法を用いて、

aABCE1と SRLの接触の有無を検証した（図 16）。その結果、aABCE1-SRL間の接触を
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示す aABCE1依存の SRLの DMS修飾保護は検出されなかった（図 16、レーン 9）。こ

れらのことから、リボソーム上での ABCE1の ATP加水分解は、SRLに依存しない別の

メカニズムにより誘導されると考えられる。 

 ABCE1の NBD1および NBD2のそれぞれには、Walker AモチーフとWalker Bモチー

フから成るヘッドサブドメインと、ABC タンパク質スーパーファミリーに特有の

LSGGQ モチーフが存在する。2 つの NBD はそれぞれのヘッドサブドメインと他方の

LSGGQモチーフが向かい合った形で配位し、その接合面には 2箇所のヌクレオチド結

合サイト（NBS1および NBS2）が形成される（図 17A）。LSGGEモチーフは、NBSに

結合した ATPのγ-リン酸を認識し結合することで、NBD1と NBD2を閉じた構造に誘

導する。Walker Bモチーフには、NBD1と NBD2が閉じた後に ATPを加水分解するた

めの catalytic base を供与するグルタミン酸が保存されている。したがって、ABCE1 の

2つの NBDは、他の ABCタンパク質スーパーファミリーと同様に、ATPの結合とその

加水分解に伴った開閉運動を起こすことが推察できる（Chen et al., 2003; Hopfner, 2016）。 

 Barthelme らは、NBD2 の Walker B モチーフに変異を導入した古細菌 Sulfolobus 

solfataricus 由来 aABCE1-E485Q 変異体を用いて、NBS2 に ATP が結合した状態では

NBS1 の ATP 加水分解活性が約 8 倍に増加することを明らかにしている（Barthelme et 

al., 2011）。また、Nürenberg-Goloubらは同様の変異体を用いて、NBS1の ATP加水分解

がリボソームのサブユニット解離反応に特に重要であることを最近報告している

（Nürenberg-Goloub et al., 2018）。したがって、ABCE1の NBS1および NBS2における

それぞれの ATP 結合機構および加水分解機構とその機能的意義は等価ではないことが

考えられる。Nürenberg-Goloubらは、ABCE1の作業仮説として、まず NBS2に優先的に

ATP が結合し、それにより NBS1 の ATP 結合とその加水分解が促進されることでリボ
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ソームサブユニットの解離が誘導される作業仮説を提唱している（図 17B、Nürenberg-

Goloub et al., 2018）。この仮説は、これまでの先行研究の結果と一致しており妥当であ

ると考えられる一方で、ABCE1の NBS2に優先的に ATPが結合する分子機構について

は触れられていない。最後に、私は、ABCE1の NBS2と ATPの結合にリボソームスト

ークが関与する可能性について考察する。aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18複合体とヒト 80S

リボソーム•Pelota•ABCE1 複合体をもとにドッキングモデルを構築すると、aABCE1 の

リボソームストーク結合部位は溶液側に露出していた（図 18）。このことからリボソー

ムストークは、リボソーム上においても立体障害を起こさずに ABCE1と結合可能であ

ると考えられる。このとき、aP1結合部位と LSGGEモチーフが近接していることから、

以下の仮説を考えた。すなわち、リボソームストークはリボソーム上において ABCE1

に結合し続け、LSGGEモチーフの構造変化を誘導することで NBS2の ATP結合を促進

し、NBS1の ATP加水分解が促進されるのではないだろうか。この仮説の検証には、今

後さらなる解析が必要である。 
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7. 図表 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. リボソームストーク・ABCE1間相互作用の検出と ATP加水分解への寄与 

（A）32P標識 aP1 を単独（レーン 1）または 10、20、40、80 µgの aABCE1 と混合し（レーン 2–5）、

Native-PAGE後、オートラジオグラフィーで検出した。（B）リボソーム非存在下（レーン 1）またはリボ

ソーム存在下（レーン 2–4）における aABCE1と aPelotaの ATP加水分解活性。リボソーム試料は、70S

コアリボソームに大腸菌 bL10•bL12/bL11を再構成したもの（レーン 2）、70Sコアリボソーム（レーン 3）、

70Sコアリボソームに古細菌 aP0•aP1/aL11を再構成したもの（レーン 4）を使用した。 
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図 2. aABCE1の ATP加水分解には aPelotaと aABCE1の FeSドメインが重要 

aABCE1の ATP加水分解活性に対する aPelotaと aABCE1-FeSドメインの影響。古細菌 aP0•aP1/aL11を

再構成したハイブリッド 70Sリボソームに対し、aABCE1（レーン 2）、aPelota（レーン 3）、aABCE1と

aPelota（レーン 4）、aABCE1-∆N74と aPelota（レーン 5）をそれぞれ加え、ATP加水分解活性を測定し

た。 
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図 3. aP1-C末端領域は aABCE1と直接結合する 

（A）MBP-aP1[61–108]およびMBP-aP1[61–90]の模式図。（B）aABCE1とMBP-aP1のプルダウン解析。

aABCE1 および MBP-aP1 をアミロースレジンと混合し、溶出前（レーン 1–5）と溶出後（レーン 6–10）

の試料を SDS-PAGE で分析した。タンパク質は CBB 染色で検出した。（C）蛍光偏光度測定。FITC 標識

aP-C18ペプチドを aABCE1（実線）またはMBP（点線）と混合し、蛍光偏光度（mP）を測定した。 
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図 4. aP1-C末端領域は aABCE1のリボソーム依存の ATP加水分解に必須 

（A）古細菌ハイブリッド 70Sリボソームと aABCE1の ATP加水分解活性。リボソーム非存在下（レーン

1）またはリボソーム存在下（レーン 2–5）において aABCE1と aPelotaの ATP加水分解活性を測定した。

リボソーム試料は、70S コアリボソームに aP0•aP1/aL11（レーン 2）、aP0-∆C58•aP1/aL11（レーン 3）、

aP0•aP1-∆C50/aL11（レーン 4）、aP0-∆C58•aP1-∆C50/aL11（レーン 5）をそれぞれ再構成したもの使用

した。（B, C）aABCE1 依存 ATP 加水分解の時間依存性（B）および aABCE1 濃度依存性（C）の検証。

aP0•aP1/aL11（実線）または aP0-∆C58•aP1-∆C50/aL11（点線）を再構成した古細菌ハイブリッド 70Sリ

ボソームを用いて、aABCE1の ATP加水分解活性を測定した。 
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図 5. aP1-C末端領域は aABCE1とリボソーム RNA間の結合に重要 

（A）aABCE1および aPelotaをリボソーム非存在下（レーン 1–4）または存在下（レーン 5–16）で保温

後、スクロースクッション上に充填し 189,000 g で超遠心した。リボソーム試料として、aP0•aP1/aL11

（WT）または aP0-∆C58•aP1-∆C50/aL11（∆CTD）を再構成したハイブリッド 70Sリボソームを用いた。

上清画分（S）と沈殿画分（P）を回収し、SDS-PAGE で分析した。（B）aABCE1 および aPelota を

aP0•aP1/aL11（WT）または aP0-∆C58•aP1-∆C50/aL11（∆CTD）を再構成したハイブリッド 70S リボソ

ームと保温後、DMS修飾した。DMS修飾はプライマー伸長法で検出した（レーン 6–9）。コントロールと

して、DMS未処理のリボソームに対してもプライマー伸長を行った（レーン 1–5）。rRNAの配列を確認す

るため、C、U、A、Gはジデオキシヌクレオチドでそれぞれ伸長を停止させた（レーン 1–4）。 
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図 6. aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18ペプチド複合体の結晶構造 

（A）FITC標識 aP-C18ペプチドを aABCE1（●）または aABCE1-∆N74（■）と混合し、蛍光偏光度（mP）

を測定した。（B）aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18複合体の結晶。（C）aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18複合体の

結晶構造（最大分解能 2.1 Å）。aABCE1-∆N74（NBD1：赤、ヒンジ 1：青、NBD2：黄、ヒンジ 2：緑）と

aP-C18（水色）はリボンモデルで表示。ADPはスティックモデルで表示。マグネシウムイオン（グレー）

はドット表示。 
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図 7. aP-C18ペプチドと aABCE1の結合様式 

（A）aP-C18 ペプチドの 2Fo-Fc 電子密度マップ（カウンター：1σ）はメッシュ表示（青色）。aP-C18、

ADPはスティックモデルで表示。aABCE1-∆N74はリボンモデルで表示。（B）aABCE1と aP-C18の相互

作用マップ。4 Å以下のファンデルワールス相互作用（実線）と水素結合（点線）を表示。（C–E）aP1-L103

（C）、aP1-L106（D）、aP1-F107（E）と aABCE1の結合部位。各アミノ酸残基はスティックモデルで表

示。 
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図 8. aP1-C末端の疎水性残基は aABCE1のリボソーム依存の ATP加水分解に重要 

リボソーム非存在下（レーン 1）またはリボソーム存在下（レーン 2–8）における aABCE1、aPelota依存

の ATP 加水分解活性。リボソーム試料は、70S コアリボソームに aP0•aP1/aL11（レーン 2）、aP0-

∆C58•aP1/aL11（レーン 3）、aP0-∆C58•aP1-L103S/aL11（レーン 4）、aP0-∆C58•aP1-L106S/aL11（レー

ン 5）、aP0-∆C58•aP1-F107S/aL11（レーン 6）、aP0-∆C58•aP1-∆G108/aL11（レーン 7）、aP0-∆C58•aP1-

∆C50/aL11（レーン 8）をそれぞれ再構成したもの使用した。 
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図 9. 各種 aABCE1変異体と aP-C18ペプチドの相互作用解析 

aABCE1-NBD1 への変異導入が aP1 との結合に及ぼす影響。FITC 標識 aP-C18 ペプチドを aABCE1-WT

（A）、I170S（B）、I174S（C）、V219S（D）、A223S（E）、R227A（F）とそれぞれ混合し、蛍光偏光度（mP）

を測定した。 
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図 10. aABCE1-NBD1と NBD2の三次構造比較 

（A）NBD1（赤）と NBD2（黄）を重ね合わせ、aP1（水色）結合部位の構造を比較した。ストーク結合領

域の二次構造に違いが見られた部位は点線で示した。（B）NBD1の I170、I174、R227および、それらのア

ミノ酸残基にそれぞれ相当する NBD2の I408、Y412、R470をスティックモデルで表示した。（C）NBD2

への変異導入が aP1との結合に及ぼす影響。FITC標識 aP-C18ペプチドを aABCE1-WT、I170S、I174S、

I408S/Y412S、R227A、R470A とそれぞれ混合し、蛍光偏光度（mP）を測定した。Relative Kdは変異体

（I170S、I174S、!408S/Y412S、R227A、R470A）の Kd値を野生型（WT）の Kd値で割ることで算出した。 
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図 11. ABCE1のリボソームストーク結合部位（NBD1）の一次構造比較 

古 細 菌 （ Pyrococcus furiosus: P_furiosus, Thermococcus kodakaraensis: T_kodakaraensis, 

Methanothermobacter thermotorophicus: M_thermotorophicus, Aeropyrum pernix: A_pernix, Sulforobus 

solfataricus: S_solfataricus）および真核生物（Homo sapiens: H_sapiens, Mus musculus: M_musculus, 

Xenopus laevis: X_laevis, Dorosophila melanogaster: D_melanogaster, Saccharomyces cerevisiae: 

S_cerevisiae）の ABCE1-NBD1のアミノ酸配列を Clustal W（https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw）

を用いて比較した。図の作製には Clustal X（Larkin et al., 2007）を用いた。Pyrococcus furiosusの aABCE1

において aP1-F107と相互作用していたアミノ酸残基（I170、V174、A223）は黒点（●）で示した。 
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図 12. リボソームストーク•Rli1間相互作用は出芽酵母の生育に重要 

（A）出芽酵母 rli1-degron株のゲノムコンストラクション。N末端側にユビキチン配列-アルギニン-FLAG

タグ（UBI-R-FLAG）が付加された内在性 RLI1が、GAL1プロモーター（PGAL1）により発現制御を受ける。

（B）ガラクトース培地およびグルコース培地での内在性 Rli1の存在量。ガラクトース培地で 24時間培養

した rli1-degron株をグルコース培地に植菌後、2、4、6、8、16時間ごとに回収しウェスタンブロッティン

グを行った。検出には α-FLAG モノクローナル抗体および α-Tom40 モノクローナル抗体を用いた。（C）

Pyrococcus furiosus aABCE1と出芽酵母 Rli1のストーク結合部位のアミノ酸配列比較（上側）。aP1-F107

と相互作用する aABCE1のアミノ酸残基（I170、V174、A223）は黒丸（●）で示した。Rli1-3S変異体の

変異導入部位は下側のアミノ酸配列に示した。（D）3S変異が出芽酵母の生育に与える影響。YCplac22プ

ラスミド（レーン 1）、YCplac22-Rli1-WT（レーン 2）、YCplac22-Rli1（レーン 3）を形質転換した rli1-degron

株を SCGal-Trp 液体培地で培養し、5 µl の培養液（OD600=0.5）およびその 10 倍希釈系列（OD600=0.05, 

0.005, 0.0005）を SCGal-Trpプレートおよび SCD-Trpプレートに滴下後、30ºCで 3日または 2日それぞ

れ培養した。 
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図 13. リボソームストークは Rli1の ATP加水分解とサブユニット解離反応を促進する 

（A）出芽酵母の粗雑 80Sリボソームの回収。細胞抽出液をショ糖密度勾配遠心後、254 nmの吸光プロ

ファイルを測定し、フラクション 21–28を回収した。（B）Rli1（レーン 1）、Rli1（レーン 2）、80Sリボ

ソーム（レーン 3）、Rli1-WT/Dom34/80Sリボソーム（レーン 4）、Rli1/Dom34/80Sリボソーム（レーン

5）存在下での ATP加水分解活性。（C）Rli1（500 pmol）、Dom34（500 pmol）、eIF6（50 pmol）非存在

下（黒）および存在下（赤）における 80Sリボソーム（10 pmol）のサブユニット解離反応。ショ糖密度

勾配遠心後、254 nmの吸光プロファイルを測定した。（D）サブユニット解離反応の Rli1の濃度依存性

（0.02, 0.1, 1, 5, 10 µM）の検討。解離効率（%）は 80Sリボソームの 254 nmの吸光プロファイル面積

をもとに算出した。（E, F）サブユニット解離反応に対する ATP加水分解とリボソームストークの影響。

80Sリボソームと eIF6に ATP（ピーク 1）、Rli1/Dom34/AMP-PNP（ピーク 2）、Rli1/Dom34/ATP（ピー

ク 3）、Rli1-3S/Dom34/AMP-PNP（ピーク 2）を加えサブユニット解離を観察した。40Sと 60Sのピーク

を 80Sのピークで割ることでサブユニット解離効率を算出した。  
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図 14. aABCE1と aEF1Aの aP1結合部位の構造比較 

aABCE1（左）と aEF1A（右）の aP1結合部位。aP1の三次構造を元に、aABCE1-∆N74•ADP•aP1複合体

および aEF1A•GDP•aP1複合体［PDB code: 3WY9］（Ito et al., 2014）の立体構造モデルをそれぞれ重ね

合わせた。aABCE1（NBD1：赤）と aEF1A（domain1：黒、domain2：グレー、domain3：白）、aP-Cペ

プチド（aABCE1：水色、aEF1A：ピンク）をリボンモデルで表示。ADPと GDPはスティックモデルで表

示。aABCE1-∆N74•ADP•aP1複合体において、aP-Cペプチド（水色）は aABCE1の NBD1（赤）の疎水

性ポケットに結合している。一方、aEF1A•GDP•aP1複合体において、aP-Cペプチド（ピンク）は aEF1A

の domain1（黒）と domain3（白）から成る疎水性ポケットに結合している。aABCE1と aEF1Aの疎水性

ポケットには、構造的類似性は見られない。 
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図 15. 各種 GTP/ATP結合性翻訳因子結合時の aP1-C末端の構造変化 

aEF1A•GDP（A）［PDB code: 3WY9］（Ito et al., 2014）、aEF2•GMP-PCP（B）［PDB code: 5H7L］（Tanzawa 

et al., 2018）、aIF5B•GDP（C）［PDB code: 5YT0］（Murakami et al., 2018）、（D）aABCE1•ADPにそれぞ

れ結合した際の aP1-C末端ペプチドをリボンモデルで表示（N：N末端側、C：C末端側）。二次構造を元

に着色した（α-ヘリックス：水色、310-ヘリックス：青、β-ターン：赤、二次構造なし：黒）。二次構造の

割り当てには DSSPアルゴリズムを用いた（Kabsch et al., 1983）。 
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図 16. リボソーム上での SRLと aABCE1の相互作用 

aABCE1 および aPelota を aP0•aP1/aL11 を再構成したハイブリッド 70S リボソームと混合・保温後、

DMS 修飾した。DMS 修飾はプライマー伸長法で検出した（レーン 6–9）。コントロールとして、DMS 未

処理のリボソームに対してもプライマー伸長を行った（レーン 1–5）。rRNA の配列を確認するため、C、

U、A、Gはジデオキシヌクレオチドでそれぞれ伸長を停止させた（レーン 1–4）。 
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図 17. サブユニット解離反応における ABCE1と ATPの結合とその加水分解のモデル図 

（A）ATP 結合による ABCE1 の構造変化のモデル（FeS：鉄硫黄ドメイン、NBD1/2：ヌクレオチド結合

ドメイン、NBS1/2：ヌクレオチド結合サイト）。ヘッドサブドメイン（Head）は Walker A モチーフと

WalkerBモチーフから形成される。（B）サブユニット解離反応における各 NBSへの ATPの結合とその加

水分解のモデル（post-TC：翻訳終結後のリボソーム、A：Aサイト、P：Pサイト、E：Eサイト）。Nürenberg-

Goloubらの論文を元に作成（Nürenberg-Goloub et al., 2018）。 
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図 18. aABCE1•aP-C18複合体と pre-splitting 80Sリボソームの構造ドッキングモデル 

aABCE1（FeSドメイン：褐色、NBD1：赤、ヒンジ 1：青、NBD2：黄、ヒンジ 2：緑）、リボソームス

トーク複合体（水色）、RF1（青）、P-site tRNA（マゼンダ）、E-site tRNA（黒）、60Sリボソーム（白）、

40Sリボソーム（淡黄）をリボンモデルで表示。ADPはスティックモデルで表示。Pyrococcus abyssi 

aABCE1の結晶構造［PDB code: 3BK7］（Karcher et al., 2008）を元に作製した完全長 aABCE1•aP-C18

の構造モデルを、哺乳動物由来の 80S pre-splitting複合体［PDB code: 5LZV］（Brown et al., 2015）に重

ね合わせた。リボソームストーク複合体は、Pyrococcus horikoshii aP0•aP1複合体の結晶構造［PDB 

code: 3A1Y］（Naganuma et al., 2010）を元に作製した。aP0および aP1のヒンジ領域は任意のモデルを

作製した。aABCE1-NBD1の LAGGEモチーフを点線の円で示した。 
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表1. 使用したオリゴDNA 

Name Sequence Notes Reference 

oHI185 GAGAGAGAATTCGTTGCAGTTGCTGC

AGCCCCAG 

Forward cloning primer for Pfu 

aP1(61–108) 

This study 

oHI186 GAGAGAAAGCTTTTATCCAAAGAGTGC

GCTGAGTCC 

Reverse cloning primer for Pfu 

aP1(61–108) 

This study 

oHI79 GAAGGAAGAAGAGGAGAAGTAAGAAG

AAGAGGTCTCCGAAGAG 

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aP1(61–90) 

This study 

oHI80 CTCTTCGGAGACCTCTTCTTCTTACTT

CTCCTCTTCTTCCTTC 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aP1(61–90) 

This study 

oHI174 AGAGACATATGAGGATTGCGGTCATCG

ATTACGACAAATG 

Forward cloning primer for Pfu 

aABCE1 

This study 

oHI175 GAGAGGATCCTTAGGCAATATAGTAGT

ATTCACCTTTCTC 

Reverse cloning primer for Pfu 

aABCE1 

This study 

oHI183 AGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCC

ATATGCTCGAAGAGGACTGTGTGCATA

GG 

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-∆N74 

This study 

oHI184 CCTATGCACACAGTCCTCTTCGAGCAT

ATGGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCG

CT 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-∆N74 

This study 

oTA49 GCCACAATACGTGGACTTGAGCCCAAA

GGCCGTAAAAGGGAAG 

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-I170S 

This study 

oTA50 CTTCCCTTTTACGGCCTTTGGGCTCAA

GTCCACGTATTGTGGC 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-I170S 

This study 

oTA53 GTGGACTTGATTCCAAAGGCCAGCAA

AGGGAAGGTCATAGAGCTG 

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-V174S 

This study 

oTA54 CAGCTCTATGACCTTCCCTTTGCTGGC Reverse mutagenesis primer This study 
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CTTTGGAATCAAGTCCAC for Pfu aABCE1-V174S 

oTA73 

 

TTCAAAGGTCTGCAATAGCCGCAGCTC

TGCTGAG   

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-V219S 

This study 

oTA74 GGCTATTGCAGACCTTTGAAGCTCTCC

ACCAGAGAGG 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-V219S 

This study 

oTA77 AATAGCCTCAGCTCTGCTGAGAAATGC

AACGTTC   

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-A223S 

This study 

oTA78 TCAGCAGAGCTGAGGCTATTGCAACC

CTTTGAAGC 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-A223S 

This study 

oTA65 CAATAGCCGCAGCTCTGCTGGCGAAT

GCAACGTTCTATTTCTTTG 

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-R227A 

This study 

oTA66 CAAAGAAATAGAACGTTGCATTCGCCA

GCAGAGCTGCGGCTATTG 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-R227A 

This study 

oTA20 AGCAAGGCCGATAGCGAAGGAACTGT

TTATGAGCTG 

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-I408S/Y412S 

This study 

oTA21 GCTATCGGCCTTGCTGTACTGGGGTTT

ATAAGCTAC 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1- I408S/Y412S 

This study 

oTA15 CTACACTCCTTGCGGATGCCGATATTTA

C 

Forward mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-R470A 

This study 

oTA16 GTAAATATCGGCACGCCTAAGGAGTGT

AG 

Reverse mutagenesis primer 

for Pfu aABCE1-R470A 

This study 

oHI31 GAGAGACATATGGAGATATTGGAAGAA

AAACC 

Forward cloning primer for Pfu 

aPelota 

This study 

oHI32 GAGAGAGGATCCTTACTTGATTTTAAA

CCTCAACAG 

Reverse cloning primer for Pfu 

aPelota 

This study 

oHI283 CTTTACAACCCGAAGGCCTTC Analysis primer for Eco 16S 

rRNA footprinting 

This study 
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oHI349 GAGAGACATATGGCTACCAGGACTCAA

TTTG  

Forward cloning primer for Sce 

eIF6 

This study 

oHI350 GAGAGAGGATCCTTATGAGTAGGTTTC

AATCAAAG 

Reverse cloning primer for Sce 

eIF6 

This study 

oHI351 AATTCCAGCTCGGTACCCGGGGATCC

ACGGATTAGAAGCCGCCGAG 

Forward amplifying primer for 

PGAL1 

This study 

oHI352 CGAAAATCTGCATTTTTCCGATCCGGG

GTTTTTTCTC 

Reverse amplifying primer for 

PGAL1 

This study 

oHI353 GGAAAAATGCAGATTTTCGTCAAGAC Forward amplifying primer for 

UBI-R 

This study 

oHI355 TTTGTCATCGTCATCTTTGTAGTCACGA

CCACCTCTTAGCCTTAGCACAAG 

Reverse amplifying primer for 

UBI-R 

This study 

oHI356 GACTACAAAGATGACGATGACAAAATG

AGTGATAAAAACAGTCGTATC 

Forward amplifying primer for 

FLAG-RLI1 

This study 

oHI357 ATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATC

CTTAAATACCGGTGTTATCCAAG 

Reverse amplifying primer for 

FLAG-RLI1 

This study 

oHI359 GAATAAACACACATAAACAAACAAAATG

AAGGTTATTAGTCTGAAAAAGG 

Forward cloning primer for Sce 

Dom34 

This study 

oHI360 AATGCAAGATTTAAAGTAAATTCACTTA

ATGGTGATGGTGATGATGCTCCTCACC

ATCGTCTTCATCAAGATCGGG 

Reverse cloning primer for Sce 

Dom34 

This sutdy 

oTA126 GGCGCGCCTTAATTAACCCGGGACGG

ATTAGAAGCCGCCGAGC 

Forward cloning primer for 

PGAL1-UBI-R-FLAG 

This study 

oTA127 TGCAGGTCGACGGATCCCCGGGTTTG

TCATCGTCATCTTTGTAG 

Reverse cloning primer for 

PGAL1-UBI-R-FLAG 

This study 

oTA134 AGTTTTGCAACTGAAAAAATTTTCTATT

TTTTTTCTCAATCGCATCGCTCCAGTAT

AGCGACCAGCATTC 

Forward PCR primer for 

kanMX-PGAL1-UBI-R-FLAG 

from pTU1004 

This study 



 56 

oTA135 TTACATTTATCAGCGCTAACGATAGCGA

TACGACTGTTTTTATCACTCATTTTGTC

ATCGTCATCTTTG 

Reverse PCR primer for 

kanMX-PGAL1-UBI-R-FLAG 

from pTU1004 

This study 

oTA87 CTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCAG

TTTTGTTTCTTGGTTTTTT 

 

Forward cloning primer for RLI1 

(+ 662 bp 5'UTR, + 400 bp 

3'UTR) 

This study 

oTA88 TTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCAT

GCAGCAAATGCTTATCATG 

 

Reverse cloning primer for RLI1 

(+ 662 bp 5'UTR, + 400 bp 

3'UTR) 

This study 

oTA154 CTTGGATAACACCGGTATTAACATCTTT

TACCCATACG 

Forward cloning primer for 3HA This study 

oTA155 GGTTCTCCGAATCCCAAGATGCTCAGC

ACTGAGCAGCGTAATC 

Reverse cloning primer for 3HA This study 

oTA170 GATAACAGTCCTCGTGCTAGTAAAGGT

CCGGTTCAAAAAGTTGG 

 

Forward mutagenesis primer 

for RLI1-I176S/I180S 

This study 

oTA171 CCTTTACTAGCACGAGGACTGTTATCA

ACATATTGAGGTTTG 

 

Reverse mutagenesis primer 

for RLI1-I176S/I180S 

This study 

oTA112 GCCATTGGTTCGTCATGTGTTCAAGAG

GCTGATG 

Forward mutagenesis primer 

for RLI1-M234S 

This study 

oTA113 AACACATGACGAACCAATGGCAAATCT

TTGCAG 

Reverse mutagenesis primer 

for RLI1-M234S 

This study 
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表2. 使用した出芽酵母用プラスミド 

Plasmid Plasmid Notes Source 

YCplac22 TRP1, CEN  Gietz & Sugino 1998 

YCplac111 URA3, CEN  Gietz & Sugino 1998 

pFA6a-kanMX6 kanMX  Bähler et al., 1998 

pFA6a-kanMX6-

PGAL1-3HA 

kanMX6-PGAL1-3HA  Longtine et al., 1998 

pYES2-Rli1-His URA3, PGAL1-RLI1(WT)-HIS, 2µ Plasmid for expression 

Sce Rli1 (WT) in yeast 

Shoemaker et al., 2011 

pTOW-p-GFP URA3, leu2d, PYK1-yEGFP, 2µ  Makanae et al., 2013 

pTU1002 URA3, PGAL1-UBI-R-FLAG-

RLI1, CEN 

PCR template for 

plasmid pTU1004 

construction 

This study 

pTU1004 kanMX-PGAL1-UBI-R-FLAG PCR template for yeast 

YTU2001 construction 

This study 

pTU2001 TRP1, RLI1, CEN RLI1 This study 

pTU2002 TRP1, RLI1-3HA, CEN RLI1-3HA (Wild type) This study 

pTU2003 TRP1, 

RLI1(I176S/I180S/M234S)-

3HA, CEN 

RLI1-3HA (3S mutant) This study 

pTU3001 URA3, PGAL1-RLI1(3S)-HIS, 2µ Plasmid for expression 

Sce Rli1 (3S) in yeast 

This study 

pTU3002 URA3, leu2d, PYK1-DOM34-

HIS, 2µ 

Plasmid for expression 

Sce Dom34 in yeast 

This study 
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表3. 使用した出芽酵母株 

Strain Genotype Notes Source 

W303-1A MATa, leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ade2-1 his3-

11,15 ura3-1 

Wild Type Wallis et al., 

1989 

YTU2001 MATa, leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ade2-1 his3-

11,15 ura3-1, KanMX4-PGAL1-UBI-R-FLAG-RLI1 

rli1-deg This study 
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表4. aABCE1-∆N74•ADP•aP-C18複合体結晶構造解析の統計値 

Data collection Refinement 

X-ray generator/Detector Rigaku Micromax-007HF/ 

RAXIS IV++ 

Rwork / Rfreec (%)   19.4/24.4 

(20.7/28.0)a 

Wavelength (Å) 1.5418 No. of complex 1 

Space group P212121 No. of atoms  

Unit-cell parameters (Å, º) a = 60.0, b = 64.7, c = 147.1 

(α = 90.0, β = 90.0, γ = 90.0)   

 Protein 4117 

 Peptide 82 

Resolution range (Å) 19.98–2.10 (2.22–2.10)a  Ligand 54 

No. of measured reflections 119314 (11412)a  Solvent 294 

No. of unique reflections 33402 (4655)a Average B-factors (Å2)  

Redundancy 3.18 (2.19)a  Protein 28.9 

Completeness (%) 97.2 (85.1)a  Peptide 61.3 

Average I/σ(I) 21.03 (6.01)a  Ligand 22.5 

Rmergeb (%) 4.5 (17.3)a  Solvent 33.3 

  RMS deviations  

   Bond lengths (Å) 0.006 

   Bond angles (º) 1.128 

  Ramachandran plot  

   Favored region (%) 96.96 

   Allowed region (%) 2.66 

   Outlier region (%) 0.38 

a Values in parentheses are for the highest resolution shell. 

b Rmerge = ∑hkl∑i |Ii(hkl) – <I(hkl)>| / ∑hkl∑i Ii(hkl), where Ii(hkl) is the i-th intensity 

measurement of reflection hkl, including symmetry-related reflections, and <I(hkl)> is its average. 

c Rfree was calculated by using 5% of randomly selected reflections that were excluded from the refinement. 
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表5. aP-C18ペプチドと各種aABCE1の解離定数 

1. Errors are SD of values calculated from three independent experimental replicates. 

2. Kd ratio = Kd (mutant) / Kd (WT) for FITC-labeled aP-C18. 

 

  

aABCE1 Kd for aP-C18 (µM)1 Kd ratio2 

WT 3.9 ± 0.3 1 

∆N74 4.4 ± 0.2 1.1 

I170S 68.1 ± 8.2 17.5 

V174S 83.0 ± 5.0 21.3 

V219S 6.3 ± 0.2 1.6 

A223S 46.3 ± 1.3 11.9 

R227A 30.8 ± 3.2 7.9 
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