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私は昭和24年書東大大学院の途中で島薗教授に摺れて

新潟大学に助教授として着任以後37年余医学部の生化学

教室で研究させてもらった.ここでは私が動物の蛋白合

成の研究を行ったまでの経緯や,その研究のうちかなり

明確に結果がえられたものを示しながら私の考え方を述

べて最終講義の責を果したいと考えている.

私は東大時代は戦後で動物実験は全く出来なかった.

新潟に来てみると島薗先生がビタミンB1欠乏ラットを

使う代謝の実験が出来るようにされていた.そこで私は

ビタミンB1欠乏ラットの肝,腎のホモヂュネートを使っ

て焦性ブドウ酸αケトグルタール酸の軟化やそれに共拒

する燐酸化に対するコカルボキシラーゼの影響を実験し

た.はじめて代謝の実験をやれたことで非常に嬉しく充

実した毎日を過すことが出来た.更に幸運なことに当時

伊藤泰一学部長がアイソトープの重要性を認識されて本

学にアイソトープを導入することを企画された.そこで

昭和26年,東大での第-回の RI講習会に出席 した.

その暮,32p04が入手出来ることになったので,32p04

を用いる燐酸代謝に関するアメリカの文献を東大と日比

谷の CIEの図書館で2-3ケ月かかって手写し,米国で

アイソトープを使う研究をやって来られた東大の吉川助

教授の研究室で方法を聞いて帰新 した.12月に 32po4

が2mC入り,ラットに注射して清水,榎両君と△7P

を中心にする酸溶性燐酸化合物や燐脂質,核敢-のとり

こみを実験して代謝の実験の醍醐味を味うことが出来た.

更に 14C グリシンが入手した折,岡山医大の父が教授で

あった衛生学教室で弟が免疫を専攻していたので,足の

うらに卵白アルブミンを注射して局所免疫した家兎の膝

窟リンパ腺の浮源液を用いて抗体-のとりこみを研究す

ることにした.この実験は夏休み岡山医大で始められた

が,その後新潟の生化学教室で西山君によって継続され

抗体-のとりこみの高い系を作成することが出来た 1).

後島薗教授は東大に移つられ,平出教授が来られたが,

先生は脳の疾患を持っておられ,二年後に帰京して療養

されることになった.その折伊藤辰治学部長に呼ばれて

｢平出先生に恩給がつくまで他の教授を呼ぶわけには行

かないから,君が二年間留守番するように｣と言われた.

そこで何か独自のものを研究したいと思い,丁度細菌学

教室に超遠心器が入ったのを幸いに,動物の蛋白合成の

研究を本格的に志ざすことにした.丁度その時分,アメ

リカの-ーバード大学の MGH の Zamecnik教授

一派がラット肝のミクロソームと上清或はこれを pH5

で沈澱させた分画 (pH5分画)が ATP,GTPの存在

で 14C ロイシンを蛋白にとりこませることをみた.更に同
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じ研究室の Dr.Hoaglandが肝 pH5分画をア ミノ

酸と ATPの存在で保温するとアデニールアミノ酸を

形成するアミノ酸活性化酵素があることを発見した.私

は肝上清を pH5で分画するとリボ核蛋白が沈澱する

ことを GriLRn等が報告 しているのに眼をつけた.そ

して RNA の蛋白合成への重要性を考えて,ここに含

まれる RNA がアミノ敢活性化反応に何等かの関与し

ているのではないかと想定 した.そして野原君と肝

pH5分画を ATPと 14C･アラニンで保温するとユ4C

アラニンが pH5分画の RNA (今の tRNA)に結合

することを見出した2㌧ この場合 14C放射能の測定は

外国ではガスフローカウンターで行っているのに,私共

はローリッツエンの検電器で行っていた.この研究はほ

ぼ同時に同様の研究をして発表した Dr.Hoaglandや

Dr.Zamecnikを初めとする欧米の研究者によって認

められることになり,私が1959年アメリカのペンシルバ

ニア大学に留学中,オランダでの蛋白合成のシンポジウ

ム (1960年)と翌年のモスクワでの国際生化学会でのシ

ンポジウムに招待されることになった.これによって私

は蛋白合成の初期の段階で同じ分野の外国の研究者と親

交を重ねることが出来たのは幸いだったといえよう.

このような tRNA に結合 したアミノ酸が蛋白合成の

中間体であらうことは私共 も予想 していたが,その頃

GTP等が日本では中々入手出来なかったので Hoa-

glandに遅れをとってしまった.

そんなことで私は情報も得にくい新潟で蛋白合成の研

究をやってゆくには少し手間暇がかかる研究をやらねは

ならぬと考えた.そして以前,リンパ腺を用いて抗体合

成を行っていたことから,アミノアレル tRNA が肝の

血清アルブミン合成,免疫牌での抗体,rグロブリン合
成の中間体であることを無細胞系で証明することにした.

広川,大森君の努力でラット肝のミクロソームと上清の

pH5分画でアルブミン合成を.既往免疫牌のミクロソー

ムとラット肝の pH5分画の系でrグロブリン合成を認

めえた.又,更に1イC ロイシル tRNA を用いて,これ

がアルブミンやrグロブリン合成の中間体であることを

認めることが出来た3) 4).この場合アルブミン合成は英

国の Campbellの報告と重なってしまったが,rグロ
ブリン,抗体合成は RNaseの少い肝 pH5分画を用

いたことにより世界で初めて成功することが出来た.

その後,ラット肝で mRNA を証明しようとして苦

労した.その頃ポリゾームが知られておらず,我々のあ

つかったものが無傷の mRNA でなかったことや,こ

れを翻訳される適当な系がなかったことから或程度成功

したが,決定的な証拠はえられなかった.又当時私は脳研

の教授をしていたこともあって,脳でもtRNA を経る系

で蛋白合成が行われることを示すことが出来た5㌧そのう

ち動物細胞でポリソームが見出され,小膜体の膜を界面活性

剤で可溶化する時に RNaseinhibitorを用いて調製出

来ることが知られた.又動物組織に小胞体膜に結合するポ

リームと遊離型のポリソームがあり,これを分画する方法

も知られ,菅野君等もその調製法について実験してくれ

た6).私はアルブミン合成の研究をしていたこともあり,

この両型のポリソームに機能的な差があるのではないか

と考えた.そして東大応徴研から来た高木君と田中君と

でこの問題を追及することにした.その孝吉果血清アルブ

ミンが肝の結合型のポリソームで合成されることを無細

胞系と invivoの実験で示すことが出来た7)8) 尚

我々と同時に Redmanが血清蛋白について invivo

で同じことを報告している.つづいて肝の細胞上清の辞

素であるアルギナーゼが遊離のポリソ-ムで合成される

ことも証明することが出来た9).更に小胞体の膜蛋白の

合成について実験してみたかったが,チ トクローム b5

の良い抗休がえられなかったこと等で膜の蛋白を専門的

にやっている九大の大村教授のところで研究がはじめら

れたので中止することにした.

1960-1966年にかけて リボソーム RNA が核小体で

合成されることは多くの研究があったが,リボソーム蛋

白の合成の場については研究がなかった.私は遊離核で

の蛋白-の 14C ァ ミノ酸のとりこみが低いことから,

リボソーム蛋白は細胞質のリポソームで合成されるので

はないかと考えた.そして1963年頃から教室へ研究に来

ることもあった寺尾君に実験してもらった.一応これを

支持する結果がえられたが,方法的にも難点があり,問題

を残していた 10).そのうち,後述の二次元アクリルアミドゲ

ル電気泳動法で個々のリボソーム蛋白を分画出来るように

なったので,リポソーム蛋白がどちらの型のポリソーム

で合成されるかについて鍋島君に実験してもらって,ほ

とんど総てのリボソーム蛋白が遊離のポリソームで合成

されることを見出すことが出来た山 . 又それ以前に糾

君は核小体に60S頼粒があり,リボソーム大亜粒子蛋

白の大部分と少数の核小体固有蛋白からなることや,代

謝的の研究から,リポソーム大亜粒子の前駆体であるこ

とを推定した12).剣 君が最近遊離核を用いてリボソー

ム蛋白の核-の移行を実験し,エネルギ｣源としての ATP

の他,rRNA 合成が最大の移行に必要なこと,又核小体

の大亜粒子前専区休にリポソーム蛋白がとりこまれること

をみている.これらを図示すると図1のようになる13).
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図 1 動物のリポゾーム蛋白の合成と核及び核小体-の移行とリポゾームの形成

○ リポゾーム蛋白, ● 核小体蛋白

動物リボソーム蛋白の機能については活性あるリポソ

ーム大小亜粒子が分離出来ないこともあって手つかずの

状態であった.しかし,1969年シカゴ大学のDr.Wool

の研究室で筋肉細胞からペプチッド延長活性ある大小亜

粒子を分離することを報じた.そこで私はその当時,ブラッ

クボックスといわれるリボソーム蛋白について研究するこ

とにした.寺尾君がこの方法を改良してくれて,ラット

肝から活性のある大小亜粒子を純粋に調製する方法を確

立した14).更に寺尾君は小亜粒子蛋白をCMセルロース
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カラムクロマ トグラフィーとゲル液化法で精製すること

を試みてくれ,或程度の成功を収めた15).しかし,全蛋

白を純粋に分離することは大量のリポソームを使う大規

模な実験が必要と予想された.そこでリポソーム蛋白の

同定には大腸菌のリポソーム蛋白で Dr.Wittmannが

開発した二次元アクリルアミドゲル電気11)泳動を用い

ることにした.寺尾君はゲル上のスポットを切り出して

SDSアクリルアミドゲル電気泳動法で分析する "三次

元ゲル電気泳動法"を考案して,殆んど総ての大小亜粒
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子蛋白を同定することを可能にしてくれた16)

又,リポゾーム蛋白の機能を知る上のいまひとつの基盤

として,リポゾーム中での リボゾーム蛋白の位置的関係

を知る必要がある.大腸菌の場合には リポゾーム蛋白の

抗体を家兎に注射してえられるので,これと電子顕微鏡

を用いた免疫電顕が用いられているが,ラットの場合

には高い抗体価をもつ血清がえられないので,余り行わ

れていない.そこで蛋白の架橋剤を用いることにした.

又,小亜粒子についてはおそらく他の研究室で行われ

るであろうから,大亜粒子蛋白について実験することに

した.尚このような実験が可能になったのは,125Jで

高い比放射能の蛋白の標識可能になり,これによって架

橋した微量の蛋白をオートラジオグラフィーを用いて二

次元ゲル上で同立可能になったことによる.この研究は

寺尾,内海君によって始じめられた17㌦ 内海君は数種の

架橋剤や H202を用いて,大亜粒子蛋白の85%の36

種が関与する53の隣接蛋白のペアーを明らかにして,大

亜粒子を構築する蛋白の梱立関係をかなり解明した18)

(図2).これは,今後 リボソーム蛋白の機能を論ずる上

で貴重なデーターを提供するものと信ずる.又,リボソ

(2)

図 2 (1)60S亜粒子における蛋白の配置

(2)大小亜粒子の界面における蛋白質の配置と mRNA と結合する蛋白質
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図 3 ぺプチッド延長因子 EF-1α(A)及び EF-2と結合する
リポゾーム蛋白質の配置

-ムの大小亜粒子の間は mRNA が通過し,アミノア

シール tRNA,ペプチケール tRNA があること等か

ら蛋白合成に重要と考えられるが,架橋剤 2-immino-

thiolaneを用いて大小亜子っ間にある8種のペアーを同

定することが出来た19)(図2(2)).

これ等のデーターをリボソームの機能と関係ずけよう

として,ペプチッドの延長反応にかかわる EF-1a

或は EF-2とリボソームを結合させた後,2-immino

thiolaneを用いて架橋させてEF-1α,EF-2と結合す

るリポゾーム蛋白を上記の隣接蛋白を顧慮しつつ画いた

ものがこの図である20)21).EF-1a はアミノアシール

tRNA を A部位に結合さすが,EF-2は新しく生成

したペプチゲール tRNA を mRNA の トリプレット

と共に A部位から P部位に移動さす(translocation)

という複雑な機能をもっている. 図3に示すように,

EF-1α,EF-2は今迄いわれていたように一部重複

した部位をもつが,EF-2のほうがより広汎な領域で

リポソームと接触していることは上述の機能をよく説明

しうる事項であろう.

最後に,私共が長年やって来た 5SRNA一蛋白複合

体について記そう.5SRNAは分子量4万くらいの小

さな rRNAであるが,前核細胞から真核細胞まで大

亜粒子に存在することから蛋白合成に重要な役割を果し

ていることが推定されていたが,まだその具体的な役割

は不明である.

ラット肝リポソーム大亜粒子を EDTAで処理する

と 5SRNAが蛋白と結合した頼粒として大亜粒子から

遊離することは Blobelによって認められていた.寺

尾君はこれが L5蛋白であることを同定することが出

来た22). 又これが EDTA が作用することによる人

工産物でないことも証明することが出来た. 即ち

5SRNA は 5SRNA-L5蛋白頼粒(5SRNPと略)

429

として存在することになる23)24).一方,高橋君はラッ

ト肝ポリソームを紫外線照射すると,L5蛋白が S3a,

S6,L6と共に,polyA+mRNA に結合することを

見出した25). これを発展さして グロビン mRNAの

5'リーダー領域が80S開始複合体で5SRNPと相互

作用をすることを見出した26). 私 は更に動物の

mRNA の5'リーダー領域のヌクレオチド配列は色々

であり,共通のものは開始コドン AUG を含む凪 NN

AUG のみともいえることに気付いた.そこで 5SRNP

が80S開始複合体で mRNA の5'リーダー領域と結

合するのが一般論とすれば AUG と結合することが考

えられた.山形大の田中,日高君に相談するとこれを証

明するためにタバコモザイクウィ-ルス RNA を Tl

ヌクレアーゼで処理をした5'に CAPを欠き又3'末

端に開始コドンAUGを含む βクラグメントがよいとの

ことで,AUG の3'末端部分を 32pcpで標識してく

れた (32pB).これを家兎網状赤血球の系で保温すると

32pBを含んでいる80S開始複合体が形成されること

を示しえた.そしてこれをミクロコッカスのヌクレアーゼ処理

役,EDTAを加えてえた 5SRNPが約20ヌクレオチド残

基の 32pJ2クラゲメントを含むことを示した･ 又80S

開始複合体中の 32pJ2と5SRNPとをUV照射により

架橋させた後,5SRNPをRNaseAで処理した場合に

は,5SRNPによる保護断片として ACA巨頭 32p
cpがえられた.更にこれが L5蛋白に結合すること

が見出された.この結果から開始コドン AUG が 80S

開始複合体中で 5SRNPと結合することや,その L5

蛋白が Peptidyl(P)部位にあることを示す報告がある

ことから,5SRNPの機能は図4に示すように開始コ

ドン AUG をP部位に結合 させて次の延長反応にス

イッチするのに必要だと推定した26).
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図 4 蛋白生合成における 5SRNPの役割

又最近 L5蛋白の mRNA の cDNA のクローンが

田村君等によりえられて,そのヌクレオチド配列が決定

されつつある.又それから L5蛋白のアミノ酸配列が

推定出来つつある.5SRNA はラット肝,辞母で は一

種類の分子量の大きい蛋白,夫々L5,YL3と結合し,

真核細胞に近いといわれる-ロバクテリアでは分子量の

小さい HL13と HL19が,大腸菌では L18,L25,

L5の三つが結合蛋白として知られており,これらの関

係は興味深い.大腸菌の三つの蛋白は全アミノ酸配列が

知られているが,他の二つは部分的にしか知られていな

いのでかなり比較が困難である.しかしN末端側はラッ

ト,酵母,-ロバクテリア HL13の問ではかなりの相●

同性が認められる.C末端側は少くもイース トとラット

とはかなり相同性がある.しかし-ロバクテリウムの

HL19は部分的にしか配列が決められておらず相同性

は不明である.しかし L5のアミノ酸配列が推定され

たことはこれ等のことの推定に役立つ他,L5蛋白と

5SRNA の結合の詳細を知る上でも重要な知見を提供

するであろう.

終わりに,困難な研究を推進してくれた教室員諸君に

心から感謝の意を表します.又この研究は文部省の科学

研究費,内藤財団からの助成を受けたことに感謝します.
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