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緒緒  言言  

 
細胞内では様々な理由により翻訳が停滞する。翻訳の停滞したリボソームの蓄積は細胞に致死的な影響を与えること

から、停滞状態を解消する「リボソームレスキューシステム」が必ず存在している。バクテリアでは tmRNA による 

トランス・トランスレーションがその役割を果たしている。tmRNA は、tRNA ドメインとmRNA ドメインを巧みに

使い分けて、既存の mRNA から翻訳を引き継ぐことによってリボソームの停滞を解消する。長い間、トランス・    

トランスレーションは唯一知られているリボソームレスキューシステムであったが、近年の遺伝学・構造生物学の研究

から新たな翻訳停滞解消因子YaeJが明らかになった。 
本研究では、ペプチジル tRNA の加水分解活性を指標にして、YaeJ がリボソームに結合した瞬間の状態を得られる

薬剤の探索を行う。一般に、翻訳の反応中間体は短寿命・不安定であることから、その解析は困難を極める。通常の   

翻訳を阻害する抗生物質は多数報告されており、それらを用いることで反応中間体を安定的に作り出し、立体構造を  

明らかにすることで翻訳の分子メカニズムの理解は大きく前進してきた。しかし、翻訳停滞解消機構を特異的に    

阻害する化合物は国内外を含めて知られていない。本研究では、我々が培った独自の in vitro 翻訳系を化合物探索の 

スクリーニングに利用することで、これまでにない翻訳停滞解消システムの阻害剤を探索すると共に、得られた  

YaeJ／リボソーム反応中間体に対して高分解能構造解析への道筋をつけることを目的とする。 

 
方方  法法  

 
11.. リリボボソソーームムのの精精製製  

大腸菌 A19 株を 3,000 ml の LB 培地で OD６００＝0.5 まで培養した。菌体を遠心分離によって回収し、－80℃で  

凍結保存した。菌体の2倍量の酸化アルミニウムで破砕し、25 mlのリボソームA-buffer（10 mM Tris-HCl pH 7.5、 
10 mM MgCl２、60 mM NH４Cl、7 mM 2-mercaptoethanol）に懸濁して細胞抽出液を得た。その後、遠心分離に    

よって不溶性画分を分離した後に超遠心を行った。得られた沈殿を 1 ml のA-buffer で洗った後に、2 ml のB-buffer      
（10 mM Tris-HCl pH 7.5、10 mM MgCl２、1,000 mM NH４Cl、7 mM 2-mercaptoethanol）に溶かしてリボソーム

溶液を得た。遠沈管の底に 20％スクロースを含んだ B-buffer を敷き、その上に溶かしたリボソーム溶液を慎重に   

のせた。次に超遠心によってリボソームを沈殿させて、沈殿を1 mlのA-bufferに溶かした。次にスクロース濃度勾配

超遠心を行った。遠心後、フラクションコレクターを用いて分画した。260 nm の吸光度を測定し、70S リボソーム  

画分を決定した。画分を集め、限外濾過によって濃縮を行った。最終的に A-buffer（10％ glycerol を含む）に置換し

500μlまで濃縮した。OD２６０を測定して濃度を決定し、液体窒素で凍結させ－80℃で保存した［1］。 
22.. YYaaeeJJのの精精製製  

大腸菌 BL21（DE3）株にプラスミド pGEMEX2 SmpB を形質転換し 3,000 ml の LB 培地で培養した。      

OD６００＝0.5～0.8の時点で終濃度0.5 mMの IPTGを加え、さらに3時間培養した。菌体を遠心分離によって回収し、

－80℃で凍結保存した。菌体を25 mlのA-buffer（50 mM Hepes-KOH pH7.5、100 mM KCl、7 mM 2-mercaptoethanol）
に懸濁した後に超音波により菌体を破壊した。その後、遠心分離によって不溶性画分を分離して細胞抽出液を得た。 
 細胞抽出液をSP-sepharoseカラムに添加した。次に30 mlのA-bufferで洗浄した後に、KCl濃度を100 mMから
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1,000 mMへと濃度勾配をかけて溶出した。 
各フラクションに対してSDS-PAGEを行った。YaeJのバンドが確認されたフラクションを回収しNi-NTA agarose

カラムに添加した。次に 30 ml の wash buffer（50 mM Hepes-KOH pH7.5、200 mM KCl、1,000 mM NH４Cl、    

7 mM 2-mercaptoethanol）で洗った後に、30 ml の B-buffer（50 mM Hepes-KOH pH7.5、200 mM KCl、       

20 mM imidazole、7 mM 2-mercaptoethanol）で洗った。その後、imidazole 濃度を 20 mM から 1,000 mM へと   

濃度勾配をかけて溶出した。 
各フラクションに対して SDS-PAGE を行った。YaeJ のバンドが確認されたフラクションを回収し、限外濾過に  

よって濃縮を行った。最終的にA-buffer（10％ glycerolを含む）で置換し500μlまで濃縮した。bradford法によって

タンパク質濃度を決定し、液体窒素によって凍結させ－80℃で保存した［2］。 
33.. IInn  vviittrroo  ppeeppttiiddyyll--ttRRNNAA加加水水分分解解活活性性のの測測定定  

停滞したリボソームを in vitro で形成するために、20 pmol リボソーム、100 pmol mRNA、20 pmol N-acetyl-    

[１４C]Phe-tRNAを40μlのTMND buffer中で混合し、37℃で10分間インキュベートした。この停滞したリボソーム

に 10μl の YaeJ 溶液を加え、10 分間インキュベートした。その後、反応液をニトロセルロースメンブレンの     

フィルターに通し、さらに5 ml のTMND buffer でフィルターを洗浄した。リボソーム画分はフィルターに結合する

ため、メンブレン上の放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定することで、YaeJ による AcPhe-tRNA の 

加水分解活性を求めた［1］。 
44.. 11分分子子蛍蛍光光分分析析にによよるるYYaaeeJJののリリボボソソーームム結結合合活活性性のの測測定定  

アミノ基を蛍光標識した YaeJ を停滞したリボソームを in vitro で形成するために、20 pmol リボソーム、     

100 pmol mRNA、20 pmol N-acetyl-[１４C]Phe-tRNA を 40μl の TMND buffer（80 mM Tris-HCl pH 7.8、      

7 mM MgCl２、150 mM NH４Cl、2.5 mM DTT、2 mM spermidine）中で混合し、37℃で 10 分間インキュベート   

した。この停滞したリボソームに 10μl の YaeJ 溶液（50 pmol YaeJ および各種濃度のパロモマイシンまたは     

ストレプトマイシン）を加え、10 分間インキュベートした。その後、反応液をニトロセルロースメンブレンの     

フィルターに通し、さらに 5 ml の TMND buffer で洗浄した。リボソーム画分はフィルターに結合するため、      

メンブレン上の放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定することで、YaeJによるAcPhe-tRNAの加水分解

活性を求めた［1］。 
55.. 表表現現型型解解析析  
  LB プレート上にストリークした大腸菌A19 株およびA19ΔyaeJ 株をコロニー接種液GENⅢF-A（バイオログ社）

に懸濁した。懸濁液は GENⅢマイクロプレート（バイオログ社）に 100μl ずつ分注した。マイクロプレートを蒸散 

抑制機能付きマイクロプレートリーダーにセットし、37℃の条件で経時的に吸光度を測定した。 
  

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11.. 抗抗生生物物質質ががYYaaeeJJにによよるるペペププチチジジルル ttRRNNAA加加水水分分解解活活性性にに与与ええるる影影響響  
リボソーム、mRNA、N-acetyl-[１４C]Phe-tRNA 複合体を in vitro で形成させたところ、約 8 pmol の       

N-acetyl-[１４C]Phe-tRNA がリボソームに結合していた（図 1A、B）。この複合体に YaeJ を添加したところ、     

リボソームに結合しているN-acetyl-[14C]Phe-tRNAは約1 pmolに減少した。この条件で抗生物質の影響を検証した。 
パロモマイシンのペプチジル tRNA 加水分解活性に与える影響を検証したところ、500μM で強い阻害活性を   

示した（図1A）。抗生物質の濃度を振ってみたところ、500μMと比較して50μMでは72％、5μMでは12％の阻害

活性を示した。このことから IC５０は 5～50μM であると推定できる。ストレプトマイシンについても同様の実験を  

行ったところ、5μM で十分な阻害活性（75％）を示すことが明らかになった（図 1B）。0.5μM では 8％の阻害活性

であることから IC５０は0.5～5μMであることが推定され、パロモマイシンより強い阻害活性を示した。 
パロモマイシンは、リボソームの小サブユニットの 16S rRNA の helix44 の内側に結合して A1492、A1493    

（正しいコドン・アンチコドン対合を監視する塩基）をフリップアウトさせることで、コドンの誤読を引き起こす抗生

物質である［3］。一方、ストレプトマイシンは16S rRNAのhelix1、18、27、44に挟まれる形でデコーディング領域
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に結合し、アミノアシル tRNA結合後のリボソームの状態を安定化することにより、コドンの誤読を引き起こす［3］。
注意すべき点は、どちらも翻訳のミスリーディングを起こす薬剤であるが、その作用メカニズムが異なることである。

2012年に報告された高度好熱菌リボソームと大腸菌YaeJ複合体の結晶構造によると、YaeJはリボソームのAサイト

（アミノアシル tRNA結合部位）に結合することが明らかになっている［4］。パロモマイシンとYaeJのリボソーム上

での結合部位は重複していないのに対して、ストレプトマイシンは YaeJ の C 末端領域と結合部位が近接している。  

これらの薬剤によるペプチジル tRNA 加水分解活性の阻害が、YaeJ のリボソームへの結合阻害によるものであるか、

結合後のステップ（YaeJの構造変化等）の阻害によるものであるか、明らかにする必要がある。 

  
図1．薬剤がYaeJによるペプチジル tRNA加水分解活性に与える影響 

A） パロモマイシンがペプチジル tRNA加水分解活性に与える影響。 
B） ストレプトマイシンがペプチジル tRNA加水分解活性に与える影響。 

  
22.. 蛍蛍光光偏偏光光解解消消法法にによよるるYYaaeeJJののリリボボソソーームム結結合合活活性性  
薬剤がYaeJのリボソームへの結合に影響を与えるか明らかにするために、蛍光偏光解消法によるリボソーム結合活

性測定の実験系の確立を行った。この手法では、YaeJ を蛍光標識する必要がある。タンパク質を蛍光標識する方法と

して、大きく分けて 2 種類の方法、すなわちアミノ基を修飾する方法とチオール基を修飾する方法がある。      

大腸菌YaeJはシステイン残基を持っていないため、アミノ基を修飾する方法を選択した。YaeJのpIは10.78であり、

塩基性アミノ酸を多く含んでいる。これらのアミノ基をすべて修飾した場合、リボソームへの結合に影響を与える   

可能性が高いことから、部分修飾を行うための条件検討を行った。部分修飾を行ったYaeJを用いて、薬剤の非存在下

で様々な濃度のリボソームと複合体を形成させて偏光度を測定したところ図 2 に示す結合曲線が得られた。得られた 

データをソフトウェア GraphPadPrism5 を用いてフィッティングさせたところ、Kd は 27.34 nM であった。     

今後、薬剤を加えて同様の実験を行うことで、リボソームへの結合に与える影響を明らかにする必要がある。 
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図2．蛍光偏光解消法によるYaeJのリボソーム結合活性 

  
33.. YYaaeeJJ欠欠損損株株のの表表現現型型解解析析  

YaeJ の生理的役割を明らかにするために yaeJ 遺伝子欠損株の表現型解析を行った。ここではBIOLOG 社のGEN 
Ⅲ MicroPlateTMを使用している。このプレートには 96 種類の様々な化合物が各ウェルに入っており、バクテリアの

培養液をそれぞれ加えて蒸散抑制機能付きのプレートリーダーで経時的に吸光度を測定することで、各種化合物が  

バクテリアの増殖に与える影響を高効率で検証することが可能になる。この方法を、大腸菌野生株および yaeJ 欠損株

に対して行い、増殖曲線から倍加時間を求めた（図 3）。96 穴プレートの各ウェルのうち、A1 はネガティブ      

コントロール、A10 はポジティブコントロールとなっている。多くの化合物において、野生株と yaeJ 欠損株で倍加  

時間に差はなかったものの、トロレアンドマイシン（D10）およびグアニジン塩酸塩（E11）に対しては、野生株より

yaeJ 欠損株の方が 2 倍以上長い倍加時間を示した。今後、これら以外の化合物に対しても同様の表現型解析を     

行うことでYaeJの生理的役割が明らかになることが期待される。 

  
図3．各種化合物に対する表現型解析 

A） 大腸菌A19株（野生株）の倍加時間。 
B） 大腸菌A19ΔyaeJ株の倍加時間。 
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