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略語	

aa-tRNA : aminoacyl-tRNA 
APS : Ammonium persulfate 
ARS : aminoacyl-tRNA synthetase 
CBB : Coomassie Brilliant Blue 
CrPV IRES : Cricket Paralysis Virus Internal Ribosome Entry Site 
CV : column volume 
DHS : Deoxyhypusine synthase 
DOHH : Deoxyhypusine hydroxylase 
DTT : Dithiothreitol 
eEF1A : eukaryotic Elongation Factor 1A 
eEF2 : eukaryotic Elongation Factor 2 
eEF3 : eukaryotic Elongation Factor 3 
eIF5A : eukaryotic Initiation Factor 5A 
eRF1 : eukaryotic Release Factor 1 
eRF3 : eukaryotic Release Factor 3 
EtBr : Ethidium Bromide 
IRD : Intrinsic Ribosome Destabilization 
KOAc : Potassium acetate 
Mg(OAc)2 : Magnesium acetate 
nLuc : nanoLuciferase 
NMD : Nonsense-mediated mRNA decay 
NSD : non-stop mRNA decay 
Pgk : Phosphoglycerate kinase 
PMSF : Phenylmethylsulfonyl fluoride 
PPiase : Pyrophosphatase 
PTC : Peptidyl Transferase Center 
Pth : peptidyl tRNA hydrolase 
RQC : Ribosome-mediated Quality Control 
SPD : spermidine 
TEMED : N,N,N’,N’,-Tetramethyl ethylenediamine 
Ub : ubiquitin 
uORF : upstream open reading frame 
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1 序説 
 
1.1 真核細胞のタンパク質合成反応 
 
	 	 生物のタンパク質合成反応（翻訳）は開始、伸長、終結、再生の 4つの過程
で行われる。真核細胞の開始過程では、多くの開始因子の仲介によりmRNAの
5’キャップ構造をリボソーム 40Sサブユニットが認識する。その後、5’非翻訳領
域をスキャニングすることで開始コドンを認識し、リボソーム 60S サブユニッ
トと会合して伸長過程へと進行する(1)。伸長過程では（図 1）、アミノアシル tRNA
と GTPの三者複合体を形成した伸長因子 eEF1Aが、アミノアシル tRNAをリ
ボソームの A-siteに運ぶ。mRNAのコドンに対応するアンチコドンを持つアミ
ノアシル tRNAが A-siteに収まる（アコモデーション）と 60Sサブユニットの
ペプチジルトランスフェラーゼセンター（PTC）の活性によりペプチド転移が起
こる。ペプチド転移後、GTP結合型の伸長因子 eEF2の働きによりリボソーム
サブユニットのねじれが一方向に固定され、A-siteと P-siteの tRNAが P-site
と E-site にそれぞれ移動するトランスロケーションが起こる。空になった A-
site に、再びアミノアシル tRNA が運ばれてきて、一連の反応が繰り返される
(2,3)。この伸長過程は A-siteに終止コドンが現れるまで続く。さらに、真菌には
第３の伸長因子 eEF3が特異的に存在し、伸長過程に必須である(4)。eEF3はリ
ボソームの E-site 付近に結合し、リボソーマルタンパク質 L1 の開いた状態を
安定化する働きがある。これにより E-siteのデアシル tRNAが解離すると考え
られている(5)。終結過程では（図 2）、A-siteに現れた終止コドンを終結因子 eRF1
が認識する。GTP結合型の終結因子 eRF3 は eRF1のリボソームとの相互作用
を促進する。終止コドンを認識した eRF1は P-site ペプチジル tRNAに作用し
ペプチド解離反応が起こる。その後 eRF3 はリボソームから解離し、ATP 結合
型のリボソーム再生因子 Rli1 が 80S リボソームをサブユニットに解離させ、1
ラウンドの翻訳反応が完結する。このように、翻訳反応は多くの因子が関わる多

段階反応であり複雑である。そして真核細胞の翻訳素過程には不明な点が多く

残されている。  
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図 1. 出芽酵母の翻訳伸長過程の模式図 
Dever T.E. et al. (2012) Cold Spring Harb. Perspect. Biol.より改変引用 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 真核細胞の翻訳終結過程の模式図 
Dever T.E. et al. (2012) Cold Spring Harb. Perspect. Biol.より改変引用 
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1.2 代表的な翻訳抑制配列 
 
	 	 翻訳伸長過程は一定のリズムで反応が進むように思われるが、実際には

様々な要因によってそのリズムは変化する。翻訳伸長速度が変化する要因は

mRNAや新生ポリペプチド鎖の配列によるものと翻訳補助因子の作用によるも
のが知られている。 
	 	 多くの生物において、塩基性アミノ酸であるリジンの連続する配列は、翻訳

伸長が起こりにくいと考えられている(6,7,8,9)。これは負電荷を持つリボソームの

ペプチドトンネルと正電荷をもつリジンが相互作用して、翻訳伸長が阻害され

ることが原因だと考えられている（図 3A）。 
	 	 連続プロリン配列もまた翻訳伸長が起こりにくいと考えられている

(10,11,12,13,14,15,16)。これは、ポリプロリンによって P-siteに存在するポリプロリル
tRNA の配向が乱れ、ペプチド転移が阻害されることが原因だと考えられてい
る(12,13,14)（図 3B）。プロリンは、主鎖の N原子と側鎖が共有結合した環を持つ
ユニークなアミノ酸である。このため、プロリン部分のペプチド結合は、他のア

ミノ酸の場合にはほとんど見られない C-N 結合を基準にしたときの Ca原子が
cis-位にあるペプチド結合を形成できる。これにより、立体障害を引き起こしペ
プチド転移の阻害が起こると推察される(12)。加えて、プロリン特有の 5 員環構
造を変化させた非天然アミノ酸による解析から、5 員環を 4 員環に変化させる
と翻訳抑制効果が減少すると報告されている(14)。従って、プロリン特有の環状

構造の硬さが翻訳抑制の原因であると考えられている。 
	 	 酵母において、連続 CGA 配列は翻訳伸長が起こりにくいと知られている
(17,18,19)。CGA コドンに対応する酵母の tRNA はアンチコドンに ICG を持ち、
A-Iという wobble対合が形成される。そのため A-siteへの tRNAのアコモデー
ションが起こりにくく、翻訳伸長が阻害されると考えられている(17)（図 3C）。 
	 	 以上の 3 つが機序の異なる代表的な翻訳抑制配列である。近年の研究によ
って、上記の配列以外にも様々な翻訳抑制配列が同定されている(12,16,18)。 
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図 3. 代表的な酵母の翻訳停止配列の停止機序 
A: poly(A)配列の翻訳停止について、ペプチジルトランスフェラーゼセンターの模式図

で示した。近年 poly(A)配列での翻訳停止にはリボソーマルタンパク質の Ub 化が重要

であることが示唆され、今後このモデルは大きく変わる可能性がある。B: 連続プロリ

ン配列の翻訳停止について、ペプチジルトランスフェラーゼセンターの模式図で示した。

C: 連続 CGA 配列の翻訳停止について、デコーディングセンターの模式図を示した。 
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	 	 翻訳伸長速度の低下は、mRNAや新生ポリペプチド鎖の品質管理、翻訳と
共役した膜輸送(20,21,22)、翻訳過程と連携した発現制御(23,24)など、様々な高次生

命現象の引き金となることがわかってきた。mRNAや新生ポリペプチド鎖の品
質管理機構を例にあげると、変異やスプライシングの異常によって終止コドン

を持たないmRNAは、異常なmRNAとして品質管理機構に認識される(7,8,19,25)。

この機構では、mRNAの 3’末端に存在する poly(A)tailで翻訳停止したリボソー
ムを識別することが知られている。poly(A)配列はポリリジンが合成されるため、
図 3A で示した翻訳停止が引き起こされる。停止したリボソームは Dom34 と
Hbs1に認識され、Rli1と共にリボソームの解離を行う(26,27,28,29)。終止コドンが

欠けたmRNAは nonstop decay（NSD）と呼ばれる品質管理機構によって分解
され(30,31)、合成された新生ポリペプチドは ribosome-mediated quality control
（RQC）によってユビキチン化されプロテアソームによる分解が起こる
(25,32,33,34,35)。さらに、最近の研究によって翻訳停止にはリボソーマルタンパク質

のUb化が必要であることも示唆された(25,36,37,38)。従って、翻訳伸長速度の低下

したリボソームを Ub 化することで積極的に停止させる機構が存在することも
明らかになってきた。このように、翻訳伸長速度の調節が様々な細胞機能の制御

に関わっていることが明らかにされており、その分子機構の解明は重要な研究

課題となっている。 
	 	 図 3A,Cで示した配列は翻訳停止に伴い、上記のような品質管理機構によっ
て新生ポリペプチドとそれをコードするmRNAが分解される。一方、図 3Bで
示した連続プロリン配列は翻訳停止配列として知られているが、通常細胞内で

は翻訳停止することなく翻訳伸長が起こる。それは、原核細胞では EF-Pが、真
核細胞では eIF5Aが連続プロリン配列の翻訳伸長を補助するからだと知られて
いる。 
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1.3 連続プロリン配列の翻訳促進に関わる eIF5Aの概要 
 
	 	 本研究では、eIF5A の連続プロリン配列に対する機能に着目した。連続プ
ロリン配列は翻訳停止配列であることを述べたが、細胞内では連続プロリン配

列は問題なく翻訳伸長が行われる。これは原核細胞では EF-Pが、真核細胞では
eIF5A が翻訳を促進させるからだと知られている(10,11,15,16)。eIF5A は真核細胞
に広く保存された必須なタンパク質で、原核細胞 EF-P の真核細胞ホモログで
ある。 
	 	 初期の研究において、eIF5Aは IF-M2Baや eIF4Dと呼ばれていた。eIF5A
を含む 8個の翻訳開始因子が、硫安沈殿、DEAE-celluloseや Phosphocellulose
を用いたイオン交換クロマトグラフィー、ショ糖密度勾配遠心を利用してウサ

ギ網状赤血球ライセートから精製されていた(39-41)。In vitroで 80S 開始複合体
を再構成する研究によって、eIF5A は Met-tRNA や mRNA のリボソームへの
結合と、リボソームサブユニットの会合には関与せず、メチオニルピューロマイ

シン形成反応を促進することが示された(39-41)。このようにして、eIF5A は翻訳
開始過程後期に最初のペプチド結合形成を促進する因子として同定され、開始

因子のグループに属された。その後、10 mM Mg2+存在下の poly(U)mRNA依存
ポリフェニルアラニン合成は伸長因子のみで起こるが、2 mM Mg2+存在下では

eIF5A を含む開始因子が合成反応に必要だと報告された(39,45,93)。加えて、スペ

ルミン非存在下の Globin mRNA依存ポリペプチド合成において、eIF5Aは合
成に最適なMg2+濃度を下げる効果があると報告された(40)。これにより、eIF5A
の翻訳伸長過程に対する役割や、ポリアミンのような役割があると考えらるよ

うになった(45)。 
	 	 近年の研究になって In vitroでオリゴペプチド合成が可能になった。mRNA
や開始メチオニル tRNA、精製された開始因子（eIF1, eIF1A, eIF2, eIF5, eIF5B）
を用いて In vitroで 80S開始複合体を形成させ、形成した 80S開始複合体をシ
ョ糖密度勾配遠心によって回収し、精製された 80S 開始複合体と伸長因子を混
ぜることで翻訳伸長反応を起こしている。この In vitro オリゴペプチド合成系
によって、eIF5Aは hypusine修飾依存的にMPPKやMPPPKのような連続プ
ロリンモチーフの翻訳を促進することが示された (14,15,16)。現在では eIF5A依存
的に翻訳促進が行われる連続プロリン以外の配列も同定されている(13,16)。加え

て、eIF5A は翻訳終結におけるペプチド解離反応も促進することが示された
(16,42)。 
 



 7 

1.4 eIF5Aの hypusine修飾 
 
	 	 eIF5A は翻訳後修飾である hypusine を有する細胞で唯一のタンパク質と
して知られている(45,46)。hypusine修飾は 2段階の酵素反応によって形成される
（図 4）。はじめに deoxyhypusine synthase（DHS）によってスペルミジンの
4-アミノブチル基が eIF5A の保存された 51 位のリジンのe-アミノ基に付加さ
れ、deoxyhypusineが形成される。続いて、deoxyhypusine hydroxylase（DOHH）
によって deoxyhypusineが hypusineに変換される。高等多細胞生物では DHS
と DOHHは必須遺伝子であり、酵母では DHSのみ必須遺伝子である(47)。従っ

て hypusine修飾は細胞の生育に必須と知られている(48-51)。 
	 	 hypusine修飾はリボソーム結合能を向上させる(52-54)。In vitro翻訳系を用
いた解析によって、メチオニルピューロマイシン形成反応を促進すること(39-

41,55,56)、MFFトリペプチドの合成を促進すること(42)、MFジペプチジル tRNA
や MFK トリペプチジル tRNA を基質とした eRF1 によるペプチド解離反応を
促進すること(16,42)も示されている。さらに、In vitroペンタペプチド合成系を用
いた解析によって、連続プロリン配列の翻訳は eIF5A によって hypusine 修飾
依存的に促進されるが(14-16)、連続アスパラギン酸配列の翻訳は未修飾 eIF5Aに
よって効率よく促進されることが示されている(16)。 
	 	 上記のように、eIF5Aとその hypusine修飾の生化学的機能解析は In vitro
オリゴペプチド合成系で行われてきた。オリゴペプチド合成系はタンパク質の

N 末端領域の翻訳伸長過程を再現しており、ペプチジル tRNA のドロップオフ
を含む様々な現象が反映されると考えられた。特に、プロリンを含む翻訳停止配

列をオリゴペプチド合成系で解析した場合、翻訳停止とペプチジル tRNA のド
ロップオフが混在した結果が得られる(16)と考えられた。従って、現在のところ

翻訳開始の影響が無視される領域での翻訳伸長過程において、連続プロリン配

列依存の翻訳停止と、それに対する eIF5A や hypusine 修飾の役割は不明なま
まである。  
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図 4. hypusine 修飾の反応 
Rossi D. et al. (2014) Wiley Interdiscip. Rev. RNA より引用 

  



 9 

1.5 eIF5Aとリボソーム複合体の構造 
 
	 	 Cryo-EM による構造解析によって平均 3.9Å の分解能で eIF5A が結合し
た酵母のリボソームの像が報告されている(43)（図 5B,D）。この研究で解析され
たリボソームは、シクロへキシミド処理をしてアフィニティータグが融合され

た Ski3 をプルダウンすることで得られた。シクロへキシミドは E-site tRNA 
CCA末端の A76 の位置と重なるように真核細胞のリボソームに結合するため、
P-site tRNA が E-site にトランスロケーションするのを防ぐ。シクロへキシミ
ド未処理で同様の実験を行っても eIF5Aの結合したリボソームが得られないこ
とから、P-siteに tRNAが存在し E-siteが空のリボソームが eIF5Aの基質にな
ることが示唆された(43)。報告された eIF5Aとリボソームの相互作用は下記の通
りである。eIF5Aのドメイン Iは 25S rRNAのヘリックス H74と H93と主に
相互作用しており、H68とH70とも弱く相互作用することが示唆された(43)。特

に、eIF5Aドメイン Iのb3-b4ループ内の正電荷の側鎖と H74内の 2806-2808
とH93内の 2963-2968との水素結合ネットワーク相互作用が観察された(43)（図

6D）。eIF5A のドメイン II は uL1 のドメイン１とドメイン２の間に挿入され、
eEF2存在下で観察される L1ストークの構造に類似したクローズド構造を誘発
することが示唆された(43) （図 6B）。eIF5Aは、aIF5Aや EF-Pには存在しない
N末端領域を持ち、uL1と eL42に挟まれた状態をとることで、L1ストークの
eIF5A結合構造を安定化していた(43) （図 6A）。上記のようなリボソームとの相
互作用は eIF5Aと EF-Pで類似していたが、ドメイン Iの配向と、eIF5Aの N
末端領域の相互作用は異なる点である(43) （図 5A-D）。報告された eIF5Aと P-
site tRNAの相互作用は、eIF5Aの Arg27と P-site tRNAの G4-C5の骨格の水
素結合が観察された(43) （図 6C）。EF-Pのドメイン Iは P-site tRNAのアクセ
プターステムと 9 つの水素結合を形成することから、P-site tRNA との相互作
用は EF-P と eIF5A で類似していないと考えられた(43)。ハイプシン修飾はb3-
b4ループの先端に位置しており、P-site tRNAの CCA末端とH74内のヌクレ
オチド骨格によって形成されたポケット内に挿入される構造を取っていた(43) 
（図 7B）。  
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図 5. EF-P と eIF5A の構造比較 
A は Huter P. et al. (2017) Mol. Cell より引用 
B-E は Schmidt C. et al. (2016) Nucleic Acids Res.より引用 

A: EF-P が相互作用した 70S リボソームの Cryo-EM 構造解析の結果。B: eIF5A が相互

作用した 80SリボソームのCryo-EM構造解析の結果。C: EF-Pとリボソームの結合面、

矢印はb-リジル化の位置。 D: eIF5A とリボソームの結合面、矢印は hypusine 修飾の位

置。 E: 真核細胞の eIF5A、アーキアの aIF5A、原核細胞の EF-P のドメイン構造の模

式図。eIF5A には N 末端に延長配列があり L1 との相互作用に関わる。EF-P にはドメ

イン III があり、P-site tRNA アンチコドンステムループとの相互作用に関わる。 
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図 6. eIF5A とリボソーム、P-site tRNA との相互作用 
Schmidt C. et al. (2016) Nucleic Acids Res.より引用 

A: eIF5A の N 末端領域とリボソーマルタンパク質との相互作用領域の Cryo-EM 構造解

析の結果。青色は uL1、淡い茶色は eL42、ピンク色は eIF5A の N 末端領域、オレンジ

色は eIF5A のドメイン II を示している。B: eIF5A のドメイン II と uL1 の相互作用領域

の Cryo-EM 構造解析の結果。C: eIF5A のドメイン I（赤）と 25S rRNA のヘリックス

74（青）、P-site tRNA（緑）との相互作用領域の Cryo-EM 構造解析の結果。 D: eIF5A

のドメイン I と 25S rRNA のヌクレオチド間の水素結合（点線）の可能性を示した図。 
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  図 7. eIF5A のハイプシン修飾と 
    リボソームのペプチジルトランスフェラーゼセンターの構造 

Schmidt C. et al. (2016) Nucleic Acids Res.より引用 
A: eIF5A のハイプシン修飾の電子密度（灰色）と分子モデル（赤色）。B: eIF5A（赤色）

のハイプシン修飾（Hyp51）、P-site tRNA（緑色）の CCA 末端、25S rRNA のヘリック

ス H74（灰色）の水素結合（点線）の可能性。C: P-site tRNA の CCA 末端、A-site の新

生ポリペプチド鎖（NC）の付加された tRNA、eIF5A（赤）の電子密度（灰色）と分子

モデル。D: Polikanov Y.S. er al. (2014) Nat. Struct. Mol. Biol.で報告された Post-attack 

complex と eIF5A-80S 複合体から得られた A-site と P-site の tRNA の構造比較。E:  

uL16 のループ構造（オレンジ色）、A-site tRNA（青色）、P-site tRNA（緑色）の水素結

合相互作用（点線）の可能性。F: eIF5A-80S 複合体の uL16 ループ構造（オレンジ色）

と Polikanov Y.S. er al. (2014) Nat. Struct. Mol. Biol.で報告された pre-attack complex

の L27（灰色）の比較。A-site tRNA（青色）、P-site tRNA（緑色）、eIF5A（赤色）で示

されている。D-E は考察の項（4.3）の図 38 で説明。 
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	 	 結晶構造解析によって 3.25Å の分解能で eIF5A が結合した酵母のリボソ
ームの像が報告されている(44)。この研究で解析されたリボソームは、グルコー

ス飢餓の酵母細胞から精製され、eIF5A と Stm1 が相互作用していた。結晶化
後の処理で eIF5Aが抜け落ちるようで、実際の解析はリコンビナント eIF5Aを
結晶に補充していた。報告されたリボソームには A-siteと P-siteの tRNAが存
在しなかったが、eIF5A は P-site に隣接する位置に結合しており、L1 ストー
ク、25S rRNAのヘリックス H69、サブユニット間の境界面に相互作用してい
た(44)（図 8B）。ハイプシンの正電荷の κ-アミノ基は P-site tRNAの CCA末端
に向かった方向を向いていた(44)。この領域は Cryo-EM の結果(43)と比べて、よ

り25S rRNAのA2808の方向にシフトしていたが、結晶構造の解析結果とCryo-
EMの解析結果は類似していた(44) （図 8 B,C）。加えて、eIF5Aとリボソームの
Mg2+を介した 2つの間接的な相互作用が観察され、eIF5AのN末端の負電荷を
帯びた領域と rRNAの間の相互作用を可能することが示唆された(44) （図 9A）。
観察されたリボソームは rotated state であり、H69 が eIF5Aの結合領域に近
寄っていた(44) （図 9 B,C）。H69 の動きは翻訳伸長におけるリボソームの構造
変化が原因と考えられ、eIF5A の結合領域の構造が調節されていると示唆され
た(44)。 
	 	 上記のように、Cryo-EM構造解析（図 5-7）および X線結晶構造解析（図
8,9）によって、eIF5Aはリボソームの E-siteに結合し、P-siteペプチジル tRNA
の CCA 末端を安定化すると示唆されている(43,44)。そのようにして eIF5A はリ
ボソームのペプチジルトランスフェラーゼセンターにおける遅いペプチド転移

反応を促進し、翻訳伸長過程から終結過程まで幅広く働く因子であると考えら

れている(13,16)。現在のところ、eIF5Aとリボソーム、eIF5Aと P-site tRNAの
相互作用が示されたが、いつ、どのようにして、どのリボソームの構造が eIF5A
をリクルートするかはわからないままである。また新生ポリペプチド鎖の像は

観察されない、または解像度が低く、ストールしたリボソームでの新生ポリペプ

チド鎖やペプチジルトランスフェラーゼの構造と、それに作用する eIF5Aの構
造も不明なままである。 
  



 14 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8. eIF5A-リボソーム複合体の結晶構造解析 
Melnikov S. et al. (2016) J. Mol. Biol.より引用 

A: リボソームに結合した eIF5A の電子密度（青色）。黄色は Ca原子、赤色はハイプシ

ン修飾を示している。B: eIF5A（赤色）とリボソームの複合体の 60S サブユニットから

の像。黄色は eIF5A、赤色はハイプシン修飾、オレンジ色は uL1、青色はリボソームを

示している。C: ハイプシン修飾の構造。赤色はハイプシン修飾、青色は 25S rRNA を

示している。  

B

A
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図 9. eIF5A-リボソーム複合体の結晶構造解析 
Melnikov S. et al. (2016) J. Mol. Biol.より引用 

A 上: Mg2+を介した eIF5A とリボソームの相互作用。黄色は eIF5A、赤色は Mg2+を示し

ている。A 下: Mg2+が eIF5A の負電荷領域に結合している様子。赤色は eIF5A の負電荷

領域、青色は eIF5A の正電荷領域、緑色は Mg2+を示している。B: eIF5A 結合リボソー

ムと eIF5A の結合していないリボソームとの構造比較。両者を比べた結果、変化の少な

い領域は青色、変化の大きい領域は赤色で示されている。C: eIF5A とヘリックス H69

の相互作用領域の拡大図。黄色は eIF5A、紫色は eIF5A 結合リボソームのヘリックス

H69、白色は eIF5A が結合していないリボソームのヘリックス H69 の構造を示してい

る。  

B C

A
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1.6 再構成型生体外タンパク質合成系を用いた解析 
 
	 	 清水らは、精製された大腸菌の翻訳因子を用いて試験管内で翻訳反応を再

現し、酵素活性を有するタンパク質合成を可能にした(57,58)。これにより原核細

胞の翻訳反応をボトムアップに解析することが可能になった。また、精製された

最小限の因子からなる翻訳系であるため、細胞抽出液翻訳系にくらべて夾雑物

が少なく、解析したい因子の効果をより明確に観察できると考えられた。 
	 	 真核細胞の研究では、開始過程、伸長過程、終結再生過程について、個々に

In vitro解析がされていた(14,15,16,39,40,41,42,55,56)。注目したい点は、伸長過程はオ

リゴペプチドの合成反応に限定されていた点である(14,15,16)。オリゴペプチド合

成系は翻訳開始直後の翻訳伸長過程を再現しており、複数の現象が含まれると

考えられる。特に、ペプチジル tRNA のドロップオフが引き起こされることが
知られており(16)、翻訳停止とドロップオフの現象が混在する。従って、翻訳開

始直後の影響が無くなる領域で翻訳伸長を解析することが望まれる。 
	 	 最近、町田らは精製されたヒト細胞の翻訳因子を用いて試験管内で翻訳反

応を再現し、酵素活性を有するタンパク質合成を起こすことに成功した(59)。町

田らの報告したような解析系では、タンパク質内部の翻訳伸長まで解析できる

ことが予想された。そこで本研究では、取り扱いが容易であり遺伝学的知見を利

用できる理由から、生物種として出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）を選択
し、出芽酵母の翻訳因子を用いてタンパク質内部での翻訳伸長が解析できる反

応系の構築を目指した。目的因子の機能を解析する場合、反応系はできる限り単

純であるべきという考えから、最小限の因子による出芽酵母由来再構成型生体

外タンパク質合成系の構築を目指した。 
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1.7 本研究の目的 
 
	 	 eIF5Aおよび hypusine修飾の機能について、数多くの生化学的解析がされ
多くの知見が集まってきた。しかしながら、どの In vitro解析も、翻訳が開始し
てから数アミノ酸の間の現象解析にとどまっている。翻訳開始直後の伸長反応

では、ペプチジル tRNA のドロップオフを含む様々な現象が混在していると考
えられ、翻訳停止を評価することは困難だと思われる。そこで本研究は、翻訳開

始直後の影響を無視できる領域で、翻訳停止に対する eIF5A および hypusine
修飾の効果を解析し、連続プロリン配列依存の翻訳停止とその翻訳停止を解除

する eIF5Aの作用機序について明らかにすることを目的とした。解析系として、
酵素活性を有するタンパク質全長を合成可能な酵母由来再構成型生体外タンパ

ク質合成系の構築を行い、翻訳停止配列の挿入位置を注意深く検討したレポー

ター遺伝子を用いて、eIF5Aおよび hypusine修飾の効果を解析した。これによ
り、以前とは異なる着眼点で eIF5Aの翻訳伸長に対する考察を行えると期待し
た。これまで、連続プロリン配列依存の翻訳停止はペプチジル tRNA の配向の
乱れに着目され、その翻訳停止を解消する eIF5A および hypusine 修飾の効果
もペプチジル tRNA の配向を正すことに着目されていた。本研究では、新生ポ
リペプチド鎖とリボソームのペプチドトンネルの相互作用が十分に起こる条件

で解析するため、ペプチジル tRNAは比較的安定に存在することが予想された。
従って新生ポリペプチド鎖とリボソーム、特にペプチジルトランスフェラーゼ

センターとの相互作用に着目した翻訳停止を考察できると期待した。また、

eIF5A の hypusine 修飾の役割は多くの報告がされているが、eIF5A 本体の役
割については不明な点が多い。そこで、eIF5A 本体の役割についても考察でき
ることを期待した。 
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2	 方法 
 
2.1	 実験材料と試料調製 
 
2.1.1	 実験材料 
 
	 	 PCRで使用した KOD-Plus-Neo （KOD-401）は TOYOBO社から購入し、
PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase （600672）は Agilent社から購入し
た。In-Fusion HD Cloning Kit （Z9633N）は TAKARA社から購入し、Dpn I 
（DPN-101）は TOYOBO 社から購入した。クイックチェンジで使用した T4 
Polynucleotide Kinase （PNK-111）は TOYOBO社から購入し、DNA Ligation 
Kit （6023）は TAKARA 社から購入した。TA cloning で使用した TOPO TA 
Cloning Kitは Invitrogen社から購入した。 
	 	 In vitro転写反応や翻訳反応に用いた Recombinant RNase Inhibitor (RRI, 
2313A)は TAKARA社から、ATP lithium salt（11 140 965 001）、GTP（11 140 
967 001）、CTP（11 140 922 001）、UTP（11 140 949 001）は Roche社から購
入した。鋳型 DNAの分解に使用した TURBO DNase（AM2238）は Invitrogen
社から購入した。DNAやmRNAの精製に使用したWizard Plus SV Minipreps 
DNA Purification System（A1460）と Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System（A9281）はPromega社から、Micro Bio-Spin Columns P-30 Tris RNase-
Free（732-6250）は BIO-RAD社から、NAP-5 Columns（17-0853-02）は GE 
Healthcare社からそれぞれ購入した。 
	 	 酵母の破砕で用いた Y-PER Yeast Protein Extraction Reagent（#78990）
は Thermo 社から購入し、cOmplete Mini, EDTA-free Protease inhibitor 
cocktail tablets（11836170001）は Roche社から購入した。リボソームの精製
で用いた Puromycin Dihydrochloride（166-23153）はWako社から、Guanosine 
5’-triphosphate sodium salt hydrate（GTP, G8877-250MG）は SIGMA社から
購入した。因子の精製で使用した Guanosine 5’-diphosphate sodium salt（GDP, 
G7127）と、Adenosine 5’-diphosphate sodium salt（ADP, A2754）は SIMGA
社から購入した。 
	 	 合成するタンパク質の放射性同位体標識に用いた Methionine, L-[35S]- 
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（>37TBq/mmol, 400MBq/mL, NEG009A）は PerkinElmer社から購入した。 
	 	 C末端 Hisタグ融合 eEF2発現株である出芽酵母 TKY675は、ペンシルバ
ニア大学の梶昭教授よりご恵与いただいた。ヒトアミノアシル tRNA 合成酵素
ミックス（human ARS mix）は、兵庫県立大学の今高寛晃教授よりご恵与いた
だいた(59)。エネルギー再生系として用いた His-tagged creatine kinase、His-
tagged myokinase、His-tagged nucleoside-diphosphate kinase、His-tagged 
pyrophosphataseと、転写反応を担うHis-tagged T7 RNA polymeraseは清水
らが報告したものを使用した(58)。本研究で用いた５種類の eIF5Aは、当研究室
の卒業生である西村聡が精製したものを利用した。 
	 	 T7プロモーターを有する CrPV IRESの鋳型 DNAは、ペンシルバニア大
学の梶昭教授よりご恵与いただいた。 
	 	 翻訳産物である nanoLuc の酵素活性測定に用いた Nano-Glo® Luciferase 
Assay System（N1110）は Promega社から購入した。 
	 	 ペプチジル tRNAの状態解析に用いた Peptidyl tRNA hydrolase（Pth）は
上田卓也教授に精製していただいた。RNase A（0675-500MG）は AMRESCO
社から購入した。 
	 	 ウェスタンブロッティングで使用した 1 次抗体は、ジャパン・バイオシー
ラム社に委託して作成した。2次抗体は Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary 
Antibody, HRP conjugate（65-6120）を Invitrogen 社から購入し利用した。
Hybond ECL nitrocellulose menbranes（RPN303D）は GE healthcare社から
購入した。シグナル検出に用いた ECL Western Blotting Detection Reagents
（RPN2109）は GE Healthcare社から購入した。 
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2.1.2	 翻訳因子発現用プラスミドと菌株 
 
	 	 eEF3 の発現精製には、当研究室の卒業生である林光が作成した eEF3-6x 
His/pET29bを用いた。作成方法を簡単に述べると、pET29b（Novagen社）の
Nde I、Xho I切断部位の間に出芽酵母W303の YEF3の ORFが挿入されてい
る。作成された eEF3-6x His/pET29b は大腸菌 JM109(DE3)pRARE に形質転
換した。 
	 	 eRF1の発現精製には、当研究室の卒業生である高柳健人が作成した eRF1-
6x His/pET21aを用いた。作成方法を簡単に述べると、pET21a（Novagen社）
の Xho I、Nde I切断部位の間に出芽酵母 YPH499の SUP45の ORFが挿入さ
れている。作成された eRF1-6x His/pET21aは大腸菌 Rosetta(DE3)pLysSに形
質転換した。 
	 	 eRF3Δ165 の発現精製には、当研究室の卒業生である小谷哲也が作成した
eRF3Δ165-6x His/pET21aを用いた。作成方法は Greenらの報告に基づいてい
る(65)。簡単に述べると、pET21a の Nco I、Xho I 切断部位の間に出芽酵母
YPH499 の SUP35 の ORF （166-685 位のアミノ酸配列）が挿入されている。
1-165位の領域を欠損させている理由は、eRF3全長の精製を行うと分解産物が
目立つため、Green らの報告を参考にした(65)。1-165 位の領域はプリオンドメ
インであり酵素活性には影響がないとされている。作成された eRF3Δ165-6x 
His/pET21aは大腸菌 JM109(DE3)pRAREに形質転換した。 
	 	 Rli1の発現精製には、当研究室の卒業生である石橋正成が作成した Rli1-6x 
His/pYES2を用いた。作成方法は Greenらの報告に基づいている(66)。簡単に述

べると、プラスミド pYES2（Invitrogen社）の Sac I、Xho I切断部位の間に出
芽酵母 S288C 株の RLI1 の ORF が挿入されている。作成された Rli1-6x 
His/pYES2は出芽酵母 INVSc1（Invitrogen社）に形質転換した。 
	 	 Dom34 の発現精製には、当研究室の卒業生である小谷哲也が作成した
Dom34-6x His/pET29bを用いた。作成方法を簡単に述べると、pET29bのNde 
I、Sal I切断部位の間に出芽酵母（W303）の DOM34の ORFが挿入されてい
る。作成された Dom34-6x His/pET29bは大腸菌 Rosetta(DE3)pLysSに形質転
換した。 
	 	 Hbs1の発現精製には、富田野乃准教授が作成したHbs1-6x His/pETDuet1
を用いた。作成方法を簡単に述べると、pETDuet1（Novagen 社）の Nco I、
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BamH I切断部位の間に出芽酵母（W303）のHBS1の ORFが挿入されている。
作成されたHbs1-6x His/pETDuet1は大腸菌 BL21 (DE3)に形質転換した。 
	 	 出芽酵母を用いた eIF5Aの発現精製には、当研究室の卒業生である西村聡
が作成した eIF5A(WT)-6x His/pYES2、eIF5A(K51R)-6x His/pYES2が用いら
れている。作成方法を簡単に述べると、プラスミド pYES2のHind III、Xho I
切断部位の間に出芽酵母の発現にコドン最適化（Thermo Fisher Scientific社）
を行った HYP2 の ORF が挿入されている。作成された各プラスミドは出芽酵
母 INVSc1に形質転換されている。 
	 	 大腸菌を用いた eIF5Aの発現精製には、当研究室の卒業生である西村聡が
作成した eIF5A/pET29b、eIF5A_DHS/pET29b、eIF5A_DHS_DOHH/pET29b
が用いられている。作成方法を簡単に述べると、プラスミド pET29b の Xba I
と BamH Iの切断部位の間にHYP2、EcoR Iと Sal Iの切断部位の間に DYS1、
Hind IIIと Xho Iの切断部位の間に LIA1の ORFが挿入されている。各 ORF
の配列は大腸菌の発現にコドン最適化（Thermo Fisher Scientific社）がされて
いる。作成された各プラスミドは大腸菌 Rosetta(DE3)pLysSに形質転換されて
いる。 
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2.1.3	 In vitro翻訳反応用プラスミドの構築 
 
	 	 本研究で用いたプライマーの情報を表 1に示した。 
 
 
 
 
 

表 1. 本研究で用いたプライマー配列 
 
	 	 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の翻訳反応に用いた各鋳型

DNAは nanoLuc luciferase （Promega社、N1001）を骨格に作成した。nanoLuc
（nLuc）をコードするプラスミドは、出芽酵母の翻訳系に至適化されたコドン
で構成されたものを Invitrogen 社の GeneArt 人工遺伝子合成サービスに委託
して作成した。 
	 	 図 10に示した Leaderless FLAG_nLuc_A36は 2段階の PCRによって調製
した。1段階目の PCRによって、nLucの 5’側に FLAGタグと、3’側に AAA x12
から成る poly(A)tailを付加し、2段階目の PCRによって FLAGタグの 5’側に
T7 promoterを付加した。1 段階目の PCR では、nLucの開始コドンから始ま
るアニーリング配列の 5’側に ATGGATTACAAGGATGACGATGACAAG を付
加した Forward primer 1と、終止コドンを含むアニーリング配列の 3’側に AAA 
x12を付加した Reverse primer 1を用いて、nLucの人工遺伝子を鋳型に PCR
を行った。2段階目の PCRでは、Forward primer 2と Reverse primer 1を用
いて、1 段階目の PCR 産物を鋳型に PCR を行った。作成された直鎖 DNA は
TOPO TA Cloning Kitを用いて pCR4-TOPOに挿入した。 
	 	 TA Cloning について簡単に述べると、Blend Taq を用いた PCR 反応を 1
サイクル行ったのち、PCR Clean-Up Systemを用いて PCR産物を精製した。
末端に Aを付加した PCR産物と pCR4-TOPO vectorを混合しライゲーション
反応を行った。  

�����

Forward primer 1 5' 3'
Forward primer 2 5' 3'
Forward primer 3 5' 3'
Forward primer 4 5' 3'

Reverse primer 1 5' 3'
Reverse primer 2 5' 3'
Reverse primer 3 5' 3'TTACGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAAGCCAAAATTCTTTCGCA

��

GATGGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGGTTTTCACCTTGGAAGATTTCG
GGGCCTAATACGACTCACTATAGATGGATTACAAGGATGACGATGACAAG
CGAAAAACCTAAGAAATTTACCTGCTATGGATTACAAGGATGACGATGAC

TTGGGCCTAATACGACTCACTATAG

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGCCAAAATTCTTTCGCACAATCTC
AGCAGGTAAATTTCTTAGGTTTTTCG
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 50 

GGGCCTAATA CGACTCACTA TA□G ATGGATT ACAAGGATGA CGATGACAAG  

    T7 Promoter        FLAG 100 

ATGGTTTTCA CCTTGGAAGA TTTCGTTGGT GATTGGAGAC AAACTGCTGG  

nLuc 150 

TTACAATTTG GATCAAGTCT TGGAACAAGG TGGTGTCTCT TCTTTGTTTC  

 200 

AAAACTTGGG TGTTTCCGTT ACCCCAATCC AAAGAATAGT TTTGTCTGGT  

 250 

GAAAACGGTT TGAAGATCGA TATCCATGTT ATCATCCCAT ACGAAGGTTT  

 300 

GTCAGGTGAT CAAATGGGTC AAATCGAAAA GATCTTCAAG GTTGTTTACC  

 350 

CAGTTGATGA TCACCACTTT AAGGTTATCT TGCACTACGG TACTTTGGTC  

 400 

ATTGATGGTG TTACTCCAAA CATGATCGAT TACTTTGGTA GACCTTACGA  

 450 

AGGTATTGCT GTTTTCGATG GTAAGAAGAT TACTGTCACT GGTACTTTGT  

 500 

GGAACGGTAA CAAAATTATC GACGAAAGAT TGATCAACCC AGACGGTTCT  

 550 

TTGTTGTTCA GAGTTACTAT TAACGGTGTT ACCGGTTGGA GATTGTGCGA  

 600 

AAGAATTTTG GCTTAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA  

poly(A)tail 

AA 

 

図 10. T7_FLAG_nLuc_A36 (leaderless)の配列情報 
アンダーラインは T7 promoter配列、□Gは T7 RNA polymeraseの転写開始の位置、 
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	 	 図 11に示した CrPV IRES_FLAG_nLuc_A36は、FLAG_nLuc_A36の PCR
産物と、T7プロモーターを有する CrPV IRES（T7_IRES）の PCR産物を鋳型
としたオーバーラップエクステンション PCR によって作成した。

FLAG_nLuc_A36の PCRは、開始コドンから始まるアニーリング配列の 5’側に
CrPV IRESの 3’側領域とオーバーラップする配列を付加した Forward primer 
3と Reverse primer 1を用いて行った。T7_IRESの PCRは、T7プロモーター
の 5’側にアニーリングする Forward primer 4と、CrPV IRESの 3’側にアニー
リングする Reverse primer 2を用いて行った。次に、得られた２つの PCR産
物を鋳型に、T7プロモーターの 5’側にアニーリングする Forward primer 4と
終止コドンを含むアニーリング配列の 3’側に AAA x12 を付加した Reverse 
primer 1で PCRを行った。作成された直鎖 DNAは TOPO TA Cloning Kitを
用いて pCR4-TOPOに挿入した。  
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 50 

GGGCCTAATA CGACTCACTA TA□G GGAGACC GGAATTCAAA GCAAAAATGT  

    T7 Promoter               EcoR I  CrPV IRES 100 

GATCTTGCTT GTAAATACAA TTTTGAGAGG TTAATAAATT ACAAGTAGTG  

 150 

CTATTTTTGT ATTTAGGTTA GCTATTTAGC TTTACGTTCC AGGATGCCTA  

 200 

GTGGCAGCCC CACAATATCC AGGAAGCCCT CTCTGCGGTT TTTCAGATTA  

 250 

GGTAGTCGAA AAACCTAAGA AATTTACCTG CTATGGATTA CAAGGATGAC  

                        FLAG 300 

GATGACAAGA TGGTTTTCAC CTTGGAAGAT TTCGTTGGTG ATTGGAGACA  

         nLuc 350 

AACTGCTGGT TACAATTTGG ATCAAGTCTT GGAACAAGGT GGTGTCTCTT  

 400 

CTTTGTTTCA AAACTTGGGT GTTTCCGTTA CCCCAATCCA AAGAATAGTT  

 450 

TTGTCTGGTG AAAACGGTTT GAAGATCGAT ATCCATGTTA TCATCCCATA  

 500 

CGAAGGTTTG TCAGGTGATC AAATGGGTCA AATCGAAAAG ATCTTCAAGG  

 550 

TTGTTTACCC AGTTGATGAT CACCACTTTA AGGTTATCTT GCACTACGGT  

 600 

ACTTTGGTCA TTGATGGTGT TACTCCAAAC ATGATCGATT ACTTTGGTAG  

 650 

ACCTTACGAA GGTATTGCTG TTTTCGATGG TAAGAAGATT ACTGTCACTG  

 700 

GTACTTTGTG GAACGGTAAC AAAATTATCG ACGAAAGATT GATCAACCCA  

 750 

GACGGTTCTT TGTTGTTCAG AGTTACTATT AACGGTGTTA CCGGTTGGAG  

 800 

ATTGTGCGAA AGAATTTTGG CTTAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA  

                   poly(A)tail 

AAAAAAAAAA AAA  

 

図 11. T7_CrPV IRES_FLAG_nLuc_A36 (IRES)の配列情報 
□Gは T7 RNA polymeraseの転写開始の位置、G CTは CrPV IRESの開始コドン 
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	 	 翻訳停止解析用コンストラクトは当研究室の卒業生である近友文と島崎俊

太が作成したものを使用した。作成方法を簡単に述べると、図 12 に示した
T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_nLuc_A36は、出芽酵母W303のゲノムから PCR増
幅した Pgk1-36 (22)（N末端に Gluを付加した Pgk1の 3rdから 36thアミノ酸
配列）を In-Fusion HD Cloning Kitを用いて pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_ 
nLuc_A36の FLAGと nanoLucの間に挿入した。ここで、リボソームのスキャ
ニングが起こり CrPV IRES の開始コドン以外で翻訳開始が起こるのを防ぐた
めに、クイックチェンジを用いて、6th Asp, 8th Aspは GATから GACに同義置
換を行い、nLucの初めの ATGは ACGに置換した。図 13に示した T7_IRES_ 
FLAG_Pgk1-36_Pro x4_nLuc_A36 は pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-
36_nLuc_A36 の Pgk1-36 と nLuc の間にクイックチェンジを用いて
CCTCCCCCACCG を挿入し、 pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro 
x4_nLuc_A36 を調製した。図 14 に示した T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_CGA 
x6_nLuc_A36は pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_nLuc_A36の Pgk1-36
とnLucの間にクイックチェンジを用いてCGACGACGACGACGACGAを挿入
し、pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_CGA x6_nLuc_A36を調製した。図

15 に 示 し た T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro x12_nLuc_A36 は pCR4-
TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_nLuc_A36の Pgk1-36 と nLuc の間にクイッ
クチェンジを用いて CCTCCCCCACCGCCTCCCCCACCGCCTCCCCCACCG
を挿入し、pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro x12_nLuc_A36を調製し

た。図 16 に示した T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Trp x10_nLuc_A36 は pCR4-
TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_nLuc_A36の Pgk1-36 と nLuc の間にクイッ
クチェンジを用いて TGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGG を挿入
し、pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Trp x10_nLuc_A36を調製した。 
	 	 2000 bp以下の DNA断片を増幅する場合には、KOD-Plus-Neoを使用し、
2000 bp以上の DNA断片を増幅する場合には、PfuUltra II Fusion HS DNA 
Polymeraseを使用した。クイックチェンジにおいて、プライマーの 5’リン酸化
には PNK を使用し、ライゲーション反応には DNA Ligation Kit を使用した。 
	 	 クイックチェンジについて簡単に述べると、PNK 処理によって 5’ リン酸
化されたプライマーを用いて PCRを行った。用いられたプライマー配列に置換
変異が導入されている。PCR産物は Dpn I処理を行ったのち、DNA ligation kit
を用いて環状化した。  
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GGGCCTAATA CGACTCACTA TA□G GGAGACC GGAATTCAAA GCAAAAATGT  

    T7 Promoter               EcoR I  CrPV IRES 100 

GATCTTGCTT GTAAATACAA TTTTGAGAGG TTAATAAATT ACAAGTAGTG  

 150 

CTATTTTTGT ATTTAGGTTA GCTATTTAGC TTTACGTTCC AGGATGCCTA  

 200 

GTGGCAGCCC CACAATATCC AGGAAGCCCT CTCTGCGGTT TTTCAGATTA  

 250 

GGTAGTCGAA AAACCTAAGA AATTTACCTG CTATGGATTA CAAGGACGAC  

                        FLAG 300 

GACGACAAGG AATTATCTTC AAAGTTGTCT GTCCAAGATT TGGACTTGAA  

       Pgk1-36 350 

GGACAAGCGT GTCTTCATCA GAGTTGACTT CAACGTCCCA TTGGACGGTA  

 400 

AGAAGATCAC TTCTACGGTT TTCACCTTGG AAGATTTCGT TGGTGATTGG  

             nLuc 450 

AGACAAACTG CTGGTTACAA TTTGGATCAA GTCTTGGAAC AAGGTGGTGT  

 500 

CTCTTCTTTG TTTCAAAACT TGGGTGTTTC CGTTACCCCA ATCCAAAGAA  

 550 

TAGTTTTGTC TGGTGAAAAC GGTTTGAAGA TCGATATCCA TGTTATCATC  

 600 

CCATACGAAG GTTTGTCAGG TGATCAAATG GGTCAAATCG AAAAGATCTT  

 650 

CAAGGTTGTT TACCCAGTTG ATGATCACCA CTTTAAGGTT ATCTTGCACT  

 700 

ACGGTACTTT GGTCATTGAT GGTGTTACTC CAAACATGAT CGATTACTTT  

 750 

GGTAGACCTT ACGAAGGTAT TGCTGTTTTC GATGGTAAGA AGATTACTGT  

 800 

CACTGGTACT TTGTGGAACG GTAACAAAAT TATCGACGAA AGATTGATCA  

 850 

ACCCAGACGG TTCTTTGTTG TTCAGAGTTA CTATTAACGG TGTTACCGGT  

 900 

TGGAGATTGT GCGAAAGAAT TTTGGCTTAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA  

                       poly(A)tail 

AAAAAAAAAA AAAA 

 

図 12. T7_CrPV IRES_FLAG_Pgk1-36_nLuc_A36 ( [-] )の配列情報 
□Gは T7 RNA polymeraseの転写開始の位置、G CTは CrPV IRESの開始コドン  
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GGGCCTAATA CGACTCACTA TA□G GGAGACC GGAATTCAAA GCAAAAATGT  

    T7 Promoter               EcoR I  CrPV IRES 100 

GATCTTGCTT GTAAATACAA TTTTGAGAGG TTAATAAATT ACAAGTAGTG  

 150 

CTATTTTTGT ATTTAGGTTA GCTATTTAGC TTTACGTTCC AGGATGCCTA  

 200 

GTGGCAGCCC CACAATATCC AGGAAGCCCT CTCTGCGGTT TTTCAGATTA  

 250 

GGTAGTCGAA AAACCTAAGA AATTTACCTG CTATGGATTA CAAGGACGAC  

                        FLAG 300 

GACGACAAGG AATTATCTTC AAAGTTGTCT GTCCAAGATT TGGACTTGAA  

       Pgk1-36 350 

GGACAAGCGT GTCTTCATCA GAGTTGACTT CAACGTCCCA TTGGACGGTA  

 400 

AGAAGATCAC TTCTCCTCCC CCACCGACGG TTTTCACCTT GGAAGATTTC  

           Pro x4      nLuc 450 

GTTGGTGATT GGAGACAAAC TGCTGGTTAC AATTTGGATC AAGTCTTGGA  

 500 

ACAAGGTGGT GTCTCTTCTT TGTTTCAAAA CTTGGGTGTT TCCGTTACCC  

 550 

CAATCCAAAG AATAGTTTTG TCTGGTGAAA ACGGTTTGAA GATCGATATC  

 600 

CATGTTATCA TCCCATACGA AGGTTTGTCA GGTGATCAAA TGGGTCAAAT  

 650 

CGAAAAGATC TTCAAGGTTG TTTACCCAGT TGATGATCAC CACTTTAAGG  

 700 

TTATCTTGCA CTACGGTACT TTGGTCATTG ATGGTGTTAC TCCAAACATG  

 750 

ATCGATTACT TTGGTAGACC TTACGAAGGT ATTGCTGTTT TCGATGGTAA  

 800 

GAAGATTACT GTCACTGGTA CTTTGTGGAA CGGTAACAAA ATTATCGACG  

 850 

AAAGATTGAT CAACCCAGAC GGTTCTTTGT TGTTCAGAGT TACTATTAAC  

 900 

GGTGTTACCG GTTGGAGATT GTGCGAAAGA ATTTTGGCTT AAAAAAAAAA  

                                poly(A)tail 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA 

 

図 13. T7_CrPV IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro x4_nLuc_A36（Pro x4）の配列情報 
□Gは T7 RNA polymeraseの転写開始の位置、G CTは CrPV IRESの開始コドン  
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GGGCCTAATA CGACTCACTA TA□G GGAGACC GGAATTCAAA GCAAAAATGT  

    T7 Promoter               EcoR I  CrPV IRES 100 

GATCTTGCTT GTAAATACAA TTTTGAGAGG TTAATAAATT ACAAGTAGTG  

 150 

CTATTTTTGT ATTTAGGTTA GCTATTTAGC TTTACGTTCC AGGATGCCTA  

 200 

GTGGCAGCCC CACAATATCC AGGAAGCCCT CTCTGCGGTT TTTCAGATTA  

 250 

GGTAGTCGAA AAACCTAAGA AATTTACCTG CTATGGATTA CAAGGACGAC  

                        FLAG 300 

GACGACAAGG AATTATCTTC AAAGTTGTCT GTCCAAGATT TGGACTTGAA  

       Pgk1-36 350 

GGACAAGCGT GTCTTCATCA GAGTTGACTT CAACGTCCCA TTGGACGGTA  

 400 

AGAAGATCAC TTCTCGACGA CGACGACGAC GAACGGTTTT CACCTTGGAA  

           CGA x6          nLuc 450 

GATTTCGTTG GTGATTGGAG ACAAACTGCT GGTTACAATT TGGATCAAGT  

 500 

CTTGGAACAA GGTGGTGTCT CTTCTTTGTT TCAAAACTTG GGTGTTTCCG  

 550 

TTACCCCAAT CCAAAGAATA GTTTTGTCTG GTGAAAACGG TTTGAAGATC  

 600 

GATATCCATG TTATCATCCC ATACGAAGGT TTGTCAGGTG ATCAAATGGG  

 650 

TCAAATCGAA AAGATCTTCA AGGTTGTTTA CCCAGTTGAT GATCACCACT  

 700 

TTAAGGTTAT CTTGCACTAC GGTACTTTGG TCATTGATGG TGTTACTCCA  

 750 

AACATGATCG ATTACTTTGG TAGACCTTAC GAAGGTATTG CTGTTTTCGA  

 800 

TGGTAAGAAG ATTACTGTCA CTGGTACTTT GTGGAACGGT AACAAAATTA  

 850 

TCGACGAAAG ATTGATCAAC CCAGACGGTT CTTTGTTGTT CAGAGTTACT  

 900 

ATTAACGGTG TTACCGGTTG GAGATTGTGC GAAAGAATTT TGGCTTAAAA  

 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAA 

poly(A)tail 

図 14. T7_CrPV IRES_FLAG_Pgk1-36_CGA x6_nLuc_A36（CGA x6）の配列情報 
□Gは T7 RNA polymeraseの転写開始の位置、G CTは CrPV IRESの開始コドン  
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GGGCCTAATA CGACTCACTA TA□G GGAGACC GGAATTCAAA GCAAAAATGT  

    T7 Promoter               EcoR I  CrPV IRES 100 

GATCTTGCTT GTAAATACAA TTTTGAGAGG TTAATAAATT ACAAGTAGTG  

 150 

CTATTTTTGT ATTTAGGTTA GCTATTTAGC TTTACGTTCC AGGATGCCTA  

 200 

GTGGCAGCCC CACAATATCC AGGAAGCCCT CTCTGCGGTT TTTCAGATTA  

 250 

GGTAGTCGAA AAACCTAAGA AATTTACCTG CTATGGATTA CAAGGACGAC  

                        FLAG 300 

GACGACAAGG AATTATCTTC AAAGTTGTCT GTCCAAGATT TGGACTTGAA  

       Pgk1-36 350 

GGACAAGCGT GTCTTCATCA GAGTTGACTT CAACGTCCCA TTGGACGGTA  

 400 

AGAAGATCAC TTCTCCTCCC CCACCGCCTC CCCCACCGCC TCCCCCACCG  

Pro x12 450 

ACGGTTTTCA CCTTGGAAGA TTTCGTTGGT GATTGGAGAC AAACTGCTGG  

nLuc 500 

TTACAATTTG GATCAAGTCT TGGAACAAGG TGGTGTCTCT TCTTTGTTTC  

 550 

AAAACTTGGG TGTTTCCGTT ACCCCAATCC AAAGAATAGT TTTGTCTGGT  

 600 

GAAAACGGTT TGAAGATCGA TATCCATGTT ATCATCCCAT ACGAAGGTTT  

 650 

GTCAGGTGAT CAAATGGGTC AAATCGAAAA GATCTTCAAG GTTGTTTACC  

 700 

CAGTTGATGA TCACCACTTT AAGGTTATCT TGCACTACGG TACTTTGGTC  

 750 

ATTGATGGTG TTACTCCAAA CATGATCGAT TACTTTGGTA GACCTTACGA  

 800 

AGGTATTGCT GTTTTCGATG GTAAGAAGAT TACTGTCACT GGTACTTTGT  

 850 

GGAACGGTAA CAAAATTATC GACGAAAGAT TGATCAACCC AGACGGTTCT  

 900 

TTGTTGTTCA GAGTTACTAT TAACGGTGTT ACCGGTTGGA GATTGTGCGA  

 952 

AAGAATTTTG GCTTAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA 

poly(A)tail 

図 15. T7_CrPV IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro x12_nLuc_A36（Pro x12）の配列情報 
□Gは T7 RNA polymeraseの転写開始の位置、G CTは CrPV IRESの開始コドン  
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 50 

GGGCCTAATA CGACTCACTA TA□G GGAGACC GGAATTCAAA GCAAAAATGT  

    T7 Promoter               EcoR I  CrPV IRES 100 

GATCTTGCTT GTAAATACAA TTTTGAGAGG TTAATAAATT ACAAGTAGTG  

 150 

CTATTTTTGT ATTTAGGTTA GCTATTTAGC TTTACGTTCC AGGATGCCTA  

 200 

GTGGCAGCCC CACAATATCC AGGAAGCCCT CTCTGCGGTT TTTCAGATTA  

 250 

GGTAGTCGAA AAACCTAAGA AATTTACCTG CTATGGATTA CAAGGACGAC  

                        FLAG 300 

GACGACAAGG AATTATCTTC AAAGTTGTCT GTCCAAGATT TGGACTTGAA  

       Pgk1-36 350 

GGACAAGCGT GTCTTCATCA GAGTTGACTT CAACGTCCCA TTGGACGGTA  

 400 

AGAAGATCAC TTCTTGGTGG TGGTGGTGGT GGTGGTGGTG GTGGACGGTT  

Trp x10                                      nLuc 450 

TTCACCTTGG AAGATTTCGT TGGTGATTGG AGACAAACTG CTGGTTACAA  

 500 

TTTGGATCAA GTCTTGGAAC AAGGTGGTGT CTCTTCTTTG TTTCAAAACT  

 550 

TGGGTGTTTC CGTTACCCCA ATCCAAAGAA TAGTTTTGTC TGGTGAAAAC  

 600 

GGTTTGAAGA TCGATATCCA TGTTATCATC CCATACGAAG GTTTGTCAGG  

 650 

TGATCAAATG GGTCAAATCG AAAAGATCTT CAAGGTTGTT TACCCAGTTG  

 700 

ATGATCACCA CTTTAAGGTT ATCTTGCACT ACGGTACTTT GGTCATTGAT  

 750 

GGTGTTACTC CAAACATGAT CGATTACTTT GGTAGACCTT ACGAAGGTAT  

 800 

TGCTGTTTTC GATGGTAAGA AGATTACTGT CACTGGTACT TTGTGGAACG  

 850 

GTAACAAAAT TATCGACGAA AGATTGATCA ACCCAGACGG TTCTTTGTTG  

 900 

TTCAGAGTTA CTATTAACGG TGTTACCGGT TGGAGATTGT GCGAAAGAAT  

 

TTTGGCTTAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAA 

poly(A)tail 

図 16. T7_CrPV IRES_FLAG_Pgk1-36_Trp x10_nLuc_A36（Trp x10）の配列情報 
□Gは T7 RNA polymeraseの転写開始の位置、G CTは CrPV IRESの開始コドン  
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2.1.4	 In vitro翻訳反応用 DNA断片の調製 
 
	 	 Leaderless FLAG_nLuc_A36と CrPV IRES_FLAG_nLuc_A36は、T7プ
ロモーターの 5’側にアニーリングする Forward primer 4 と終止コドンを含む
アニーリング配列の 3’側に AAA x12を付加した Reverse primer 1を用いて、
それぞれのプラスミドを鋳型に PCR を行った。得られた PCR 産物は、
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systemを用いて精製した。 
	 	 翻訳停止配列解析用コンストラクトである T7_IRES_FLAG_Pgk1-
36_nLuc_HAは、pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_nLuc_A36を鋳型と
して、T7プロモーターの 5’側にアニーリングする Forward primer 4と、終止
コドン直前までのアニーリング配列の 3’側に HAタグ（TACCCATACGACGTC 
CCAGACTACGCGTAA）を付加した Reverse primer 3 を用いて PCR を行っ
た。T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro x4_nLuc_HA と T7_IRES_FLAG_Pgk1-
36_CGA x6_nLuc_HA も同様に pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro 
x4_nLuc_A36 ま た は pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_CGA 
x6_nLuc_A36 を鋳型として PCR を行った。T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro 
x12_nLuc_HA と T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Trp x10_nLuc_HA も同様に

pCR4-TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Pro x12_nLuc_A36 または pCR4-
TOPO/T7_IRES_FLAG_Pgk1-36_Trp x10_nLuc_A36 を鋳型として PCR を行
った。得られた PCR産物は、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systemを用
いて精製した。 
 
2.1.5 In vitro翻訳反応用mRNAの調製 
 
	 	 T7 RNA polymeraseを用いた In vitro転写反応によって、mRNAを調製
した。鋳型となる DNAの PCR産物（1.65 mg/mL）、T7 RNA polymerase（1.23 
µM）、PPiase（3.1 µM）を T7 RNAP reaction buffer（40 mM Tris-HCl pH8.0, 
22 mM MgCl2, 1 mM SPD,5 mM DTT, 3.75 mM ATP, 3.75 mM GTP, 3.75 mM 
CTP, 3.75 mM UTP, 0.01% BSA, 0.4 U RRI）と混合し、37度４時間の反応を
行った。DNase TURBO（0.02 U/µL）を添加して 37度 15分の反応により In 
vitro転写反応を止めた。1/10量の反応停止 buffer（5 M Ammonium acetate, 
100 mM EDTA）を添加し DNase反応を止めた。サンプルと等量の水飽和フェ
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ノールとよく混合して、除タンパクを行った。サンプルと等量のクロロホルムと

よく混合しフェノールを除いた。サンプルの２倍量の氷冷 100%エタノールとよ
く混合し、mRNAのエタノール沈殿を行った。得られた沈殿は氷冷 70%エタノ
ールでリンスした。得られた沈殿を水に溶かした。得られた mRNA 水溶液は
Micro Bio-Spin Columns P-30 Tris RNase Free を用いて脱塩処理を行い、-30
度で保存した。 
 
2.1.6	 出芽酵母の破砕方法 
 
	 	 出芽酵母の細胞抽出液の調製は、伸長因子 eEF2 と tRNA mix の精製を除
いて、凍結粉砕にて行った。破砕方法は Schultz M.C.らの報告を参考に行った
(67,68,69)。1 % KClでよく洗った酵母ペレットを、ペレット 1 gに対して 1 mLの
Lysis bufferで懸濁した。酵母懸濁液を液体窒素で満たされた容器の中へ滴下し、
ドロップ状の凍結酵母懸濁液（酵母ドロップ）を作成した。酵母ドロップを、液

体窒素で容器をよく冷やしたMortar Grinder RM 200（Retsch社）を用いて 15
分間凍結粉砕を行った。この時、2分に 1回程度グラインダーの容器を液体窒素
で満たし、酵母破砕粉末の温度が上がらないように注意した。一方、液体窒素で

容器が満たされている時、酵母粉末が液体中で舞うため破砕効率は下がると考

えられた。従って液体窒素が蒸発した後、1分ほど破砕を続けることが効率よく
破砕するためには重要だと考えられた。破砕された凍結粉末は、4度で放置し解
凍した。得られる上清を細胞抽出液とした。破砕後に生じるデブリが肌色の場

合、破砕が不十分であるため、さらに Digital Sonifier 450（BRANSON社）を
用いて超音波破砕を行った。破砕後のデブリ 1 gに対して 1 mLの Lysis buffer
で再懸濁し、80 W, 5分（on pulse 2 sec, off pulse 4 sec）で超音波破砕した。 
	 	 伸長因子 eEF2 精製用の細胞抽出液は、Y-PER Yeast Protein Extraction 
Reagentを用いて調製した。1 % KClでよく洗った酵母ペレットを、ペレット
1 gに対して2.5 mLのY-PER（10 µM GDP, 5 mM DTT, 0.2 mM PMSF, Protease 
inhibitor cocktail 粒/20 mL）を混合し、室温で 20分間かき混ぜた。得られる
上清を細胞抽出液とした。 
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2.1.7	 翻訳因子の精製 
 
2.1.7.1	 酵母リボソームの精製(70,71,72,73,74) 
 
	 	 出芽酵母 W303 を YPD 液体培地中で 30 度一晩培養した。本培養は YPD
液体培地 0.9 Lにつき前培養液 20 mLを植え継ぎ、30度で培養した。OD600=1.0
になるまで培養を行ったのち、集菌し、1% KClで菌体をよく洗った。洗浄した
菌体を ribosome用 lysis buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 2.5 mM Mg(OAc)2, 
100 mM KOAc pH7.5, 2 mM DTT）で置換し、酵母ドロップを作成し、5.4 L分
の菌体をMortar Grinderによる凍結粉砕を行った。未破砕菌体を遠心（9,000 
xg, 10 min, 4 °C）によって上清と沈殿に分けた。沈殿を ribosome用 lysis buffer
で再懸濁して遠心（9,000 xg, 10 min, 4 °C）によって上清と沈殿に分けた。２
回の遠心によって得られた上清に、1.25 µL / 10 mL lysateの DNase TURBO
を混合した。さらに細かいデブリを除ために Type 70 Ti rotor（Beckman社）
で超遠心（21,000 rpm ≈ 32,000 xg, 30 min, 4 °C）を行った。得られた上清に
MgCl2と KClを添加して、Mg2+を終濃度 20 mM、K+を終濃度 400 mMにした。
次に、CIMmultus QAカラム（8 mL, BIA Separations GmbH社）を用いたイ
オン交換クロマトグラフィーによる精製を行った。CIM Q buffer（20 mM 
Hepes-KOH pH7.5, 400 mM KCl, 20 mM Mg(OAc)2, 2 mM DTT）で平衡化し
たカラムにサンプルを導入し、CIM Q bufferでカラムを洗浄した。KCl濃度を
400 mMから 650 mMに上げて溶出し、A260の吸光が確認される画分を回収し

た。溶出画分が GTP の終濃度 0.5 mM、Mg2+の終濃度 50 mM になるように

GTPとMgCl2を添加し、0.5 mM puromycinと 27度 15分反応させた。反応後
に(NH4)2SO4を終濃度 1.4 Mになるように混合した。次に、HiTrap Butyl FF
カラム（5 mL x2, GE Healthcare社）を用いた逆相クロマトグラフィーによる
精製を行った。Butyl A buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 50 mM MgCl2, 1.4 
M (NH4)2SO4, 2 mM DTT）で平衡化したカラムにサンプルを導入し、Butyl A 
buffer中の(NH4)2SO4濃度を段階的に下げる（1.4, 0.98, 0.88 M）ことによって
カラムを洗浄した。(NH4)2SO4 濃度を下げるために Butyl B buffer（20 mM 
Hepes-KOH pH7.5, 20 mM MgCl2, 2 mM DTT）を使用した。カラム洗浄後、
0.88 Mから 0.7 Mまでの(NH4)2SO4濃度勾配を 100 mL（10 xCV）でかけて、
溶出した。80S ribosome が含まれる画分を A260の吸光で確認し、A260の値が
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1.0以上を主要画分として回収した。Type 45 Ti rotor（Beckman社）のチュー
ブに、20 mLの sucrose cushion buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 10 mM 
MgCl2, 100 mM KCl, 1 M sucrose, 2 mM DTT）が下層に、サンプルが上層に
なるように充填し、超遠心（36,000 rpm≈ 100,000 xg, 16 hr, 4 °C）を行い 80S 
ribosome を沈殿させる。沈殿は 5/100 buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 5 
mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.25 mM EDTA, 2 mM DTT）で溶かしたのち、液体
窒素で凍結して-80度で保存した。 
 
2.1.7.2	 酵母 tRNA mixの精製(75) 
 
	 	 出芽酵母 YPH499を YPD液体培地中で 30度一晩培養した。本培養は YPD
液体培地 1 Lにつき前培養液 20 mLを植え継ぎ、30度で培養した。OD600=4.0
になるまで培養を行ったのち、集菌し、1% KCl で菌体をよく洗い、tRNA 用
lysis buffer（1 mM Tris-HCl pH7.4, 10 mM Mg(OAc)2）で置換した。菌体体積

の２倍量の tRNA用 lysis bufferで懸濁し、そのサンプルと等量の tRNA用 lysis 
buffer飽和フェノールを混合し、室温で一晩、混ぜながら反応した。遠心（9,000 
xg, 10 min, 4 °C）を行ったのち、水層を回収した。得られたサンプルに 0.5 M
の NaCl を添加し、サンプル２倍量の 100%エタノールと混合したのち、遠心
（9,000 xg, 30 min, 25 °C）を行った。上清を除去し、沈殿を 20 mLの 1 M NaCl
に溶かし、遠心（9,000 xg, 30 min, 25 °C）を行った。rRNAやmRNAは沈殿
するため除去した。回収した上清にサンプル 2 倍量の 100%エタノールを混合
し、遠心（9,000 xg, 30 min, 25 °C）を行った。上清を除去し、沈殿を 8 mLの
1.8 M Tris-HCl (pH8.0)に溶かし、37度 1時間半反応を行いデアシル化した。
反応後、0.8 mLの 5 M NaClと 20 mLの 100%エタノールを混合し、遠心（9,000 
xg, 30 min, 25 °C）を行った。上清を除去し、沈殿を 40 mLの tRNA用 AKTA 
buffer（20 mM Tris-HCl pH7.5, 0.1 mM EDTA, 8 mM MgCl2, 0.2 M NaCl）に
溶かした。次にmono Q 4.6/100 PEカラム（GE Healthcare社）を用いたイオ
ン交換クロマトグラフィーによる精製を行った。tRNA用 AKTA bufferで平衡
化したカラムにサンプルを導入し、tRNA用 AKTA bufferの NaCl濃度を段階
的に上げる（0.36, 0.48, 0.56, 1.0 M）ことによってカラムの洗浄と tRNAの溶
出を行った。tRNAが含まれる画分は 10% PAGE 8M-Ureaで確認し、回収画分
に 1/10量の 3 M NaOAc (pH5.5)を混合したのち、サンプル等量のイソプロパノ
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ールを添加した。遠心（9,000 xg, 60 min, 4 °C）を行い、沈殿を回収する。沈殿
に 100%エタノールを添加し、遠心（9,000 xg, 10 min, 4°C）を行い、沈殿を回
収する。沈殿を 1 mLの水に溶かしたのち、-30度で保存した。 
 
2.1.7.3	 eEF1Aの精製 
 
	 	 出芽酵母 YPH499を YPD液体培地中で 30度一晩培養した。本培養は YPD
液体培地 1 Lにつき前培養液 20 mLを植え継ぎ、30度で培養した。OD600=3.0
になるまで培養を行ったのち、集菌し、1% KClで菌体をよく洗った。洗浄した
菌体を eEF1A 用 lysis buffer（60 mM Tris-HCl pH7.5, 50 mM KCl, 5 mM 
MgCl2, 0.1 mM EDTA pH8.0, 10% glycerol, 20 µM GDP, 2 mM DTT, 0.2 mM 
PMSF, Protease inhibitor cocktail粒/20 mL）で置換し、酵母ドロップを作成
し、12 L分の菌体をMortar Grinderによる凍結粉砕を行った。未破砕菌体を
遠心（9,000 xg, 10 min, 4 °C）によって上清と沈殿に分ける。沈殿を eEF2用
lysis bufferで再懸濁して遠心（9,000 xg, 10 min, 4 °C）によって上清と沈殿に
分ける。２回の遠心によって得られた上清を、さらに細かいデブリを除ために

Type 70 Ti rotor で超遠心（45,000 rpm ≈ 150,000 xg, 3 hr, 4 °C）を行い、得
られた上清を 0.45 µmフィルターに通した。eEF1A用 lysis bufferで洗浄した
Q sepharose Fast Flow（CV=1 mL/1 g cell, GE Healthcare社）とサンプルを
混合し、1時間 4度でかき混ぜた。フロースルーを目的画分として回収した。次
に、HiTrap SP HP カラム（5 mL x4, GE Healthcare社）を用いたイオン交換
クロマトグラフィーによる精製を行った。eEF1A用 SP buffer（20 mM Tis-HCl 
pH7.5, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 25% glycerol, 10 µM GDP, 0.5 mM DTT, 0.1 
mM PMSF）で平衡化したカラムにサンプルを導入し、eEF1A用 SP bufferの
KCl濃度を 100 mMに上げてカラムの洗浄を行い、100 mMから 500 mMまで
の KCl濃度勾配を 300 mL（15x CV）でかけて、溶出した。eEF1Aが含まれる
画分を 10% SDS-PAGE と CBB 染色によって確認し、回収したサンプルに
(NH4)2SO4を終濃度 1.4 Mになるように加えた。次に、HiTrap Butyl FF カラ
ム（5 mL x4）を用いて逆相クロマトグラフィーによる精製を行った。eEF1A用
butyl buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 5 mM MgCl2, 1.4 M (NH4)2SO4, 10% 
glycerol, 10 µM GDP, 2 mM DTT）で平衡化したカラムにサンプルを導入し、
eEF1A用butyl bufferの(NH4)2SO4濃度を1.33 Mに下げてカラムを洗浄した。
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1.33 Mから 0 Mまでの(NH4)2SO4濃度濃度勾配を 300 mL（15x CV）でかけ
て、溶出した。eEF1Aが含まれる画分を 10% SDS-PAGEと CBB染色によっ
て確認し、回収したサンプルを eEF1A stock buffer（20 mM Tris-HCl pH7.5, 
100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 25% glycerol, 10 µM GDP, 0.5 mM DTT, 0.1 mM 
PMSF）に対して透析を行ったのち、液体窒素で凍結して-80度で保存した。 
 
2.1.7.4	 eEF2の精製(76,77) 
 
	 	 出芽酵母 TKY675 を YPD 液体培地中で 30 度一晩前培養した。本培養は
YPD 液体培地 1 L につきに前培養液 5 mL を植え継ぎ、30 度で培養した。
OD600=4.0になるまで培養を行ったのち、集菌し、1% KClで菌体をよく洗った。
6 L分の菌体を Y-PERによる破砕を行い、未破砕菌体を遠心（9,000 xg, 10 min, 
4 °C）によって除去した。得られた上清を eEF2用wash buffer A（50 mM Hepes-
KOH pH7.5, 150 mM KCl, 20 mM imidazole, 1 mM DTT, 0.2 µM PMSF, 10 
µM GDP）で洗浄したNi-NTA Agarose（QIAGEN社）1 mLに導入した。一度
目のフロースルーをもう一度カラムに導入したのち、eEF2用 wash buffer Aで
カラムを洗浄、eEF2用 wash buffer B（50 mM Hepes-KOH pH7.5, 500 mM 
KCl, 20 mM imidazole, 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF, 10 µM GDP）でカラムを
洗浄、eEF2用 wash buffer Aで再びカラムの洗浄を行った。その後、eEF2用
elution buffer（50 mM Hepes-KOH pH7.5, 150 mM KCl, 150 mM imidazole, 
1 mM DTT, 0.2 µM PMSF, 10 µM GDP）で溶出し、eEF2が含まれる分画を
12% SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを eEF2用透
析 buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 
0.2 mM PMSF, 10 µM GDP）に対して透析を行った。次に、HiTrap Q HPカラ
ム（5 mL, GE Healthcare社）を用いたイオン交換クロマトグラフィーによる
精製を行った。eEF2用 AKTA buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 
0.1 mM EDTA, 10% Glycerol, 7 mM 2-mercaptoethanol, 10 µM GDP）で平衡
化したカラムにサンプルを導入し、100 mMから 250 mMまでの KCl濃度勾配
を 75 mL（15x CV）でかけて、溶出した。eEF2が含まれる画分を 12% SDS-
PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを eEF2 stock buffer（20 
mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 1 mM 
DTT, 10 µM GDP）に対して透析を行ったのち、液体窒素で凍結して-80度で保
存した。  
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2.1.7.5	 eEF3の精製 
 
	 	 pET29b/eEF3-6x His を形質転換した大腸菌 JM109(DE3)pRARE を 100 
µg/mL アンピシリンと 1% グルコースを添加した LB 液体培地中で 30 度一晩
前培養した。本培養は、100 µg/mL アンピシリンと 1% グルコースを添加した
2x YT液体培地 1 Lにつき、前培養液 10 mLを植え継ぎ、37度で培養した。対
数増殖期（OD660=0.5）に、0.1 mM IPTGを加えて発現誘導を行った。発現誘
導から 2時間 37度で培養後、集菌した。6 L分の菌体を 4 mL/1 g菌体の eEF3
用 lysis buffer（50 mM Hepes-KOH pH7.5, 500 mM KCl, 10% glycerol, 0.2 
mM PMSF, 7 mM 2-mercaptoethanol）で懸濁し、Digital Sonifier 450を用い
て 80 W, 10分（on pulse 2 sec, off pulse 8 sec）の超音波破砕を行った。未破砕
菌体を遠心（9,000 xg, 30 min, 4 °C）によって上清と沈殿に分ける。沈殿を eEF3
用 lysis bufferで再懸濁して遠心（9,000 xg, 10 min, 4 °C）によって上清と沈殿
に分ける。２回の遠心によって得られた上清を eEF3 用 wash buffer（50 mM 
Hepes-KOH pH7.5, 1000 mM KCl, 20 mM imidazole, 10% glycerol, 0.2 mM 
PMSF, 7 mM 2-mercaptoethanol）で洗浄したNi-NTA Agarose 5 mLと混合
し、1時間 4度でかき混ぜた。500 mL（100x CV）の eEF3用 wash buffer で
カラムを洗浄した。eEF3 用 elution buffer（50 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 
mM KCl, 250 mM imidazole, 10% glycerol, 0.2 mM PMSF, 7 mM 2-
mercaptoethanol）で溶出し、eEF3が含まれる分画を 10% SDS-PAGEと CBB
染色によって確認し、回収したサンプルを eEF3用透析 buffer（20 mM Hepes-
KOH pH7.5, 150 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 5 mM 2-
mercaptoethanol）に対して透析を行った。次に、HiTrap Q HPカラム（5 mL）
を用いたイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った。eEF3 用 AKTA 
buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 150 mM KCl, 10% Glycerol, 5 mM 2-
mercaptoethanol）で平衡化したカラムにサンプルを導入し、eEF3 用 AKTA 
bufferでカラムの洗浄を行った。eEF3は洗浄画分で溶出するため、12% SDS-
PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを eEF3 stock buffer（20 
mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 10% Glycerol, 3.5 mM 2-
mercaptoethanol）に対して透析を行ったのち、液体窒素で凍結して-80度で保
存した。  
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2.1.7.6	 eRF1の精製 
 
	 	 pET21a/eRF1を形質転換した大腸菌Rosetta(DE3)pLysSを 100 µg/mL ア
ンピシリン、12.5 µg/mL クロラムフェニコール、1% グルコースを添加した LB
液体培地中で 37度一晩前培養した。本培養は、100 µg/mL アンピシリン、12.5 
µg/mL クロラムフェニコール、1% グルコースを添加した LB液体培地 1 Lに
つき、前培養液 10 mLを植え継ぎ、37度で培養した。対数増殖期 （OD660=0.5）
に、0.1 mM IPTGを加えて発現誘導を行った。発現誘導から 18度で一晩培養
を行い、集菌した。3 L 分の菌体を 150 mL の eRF1 用 lysis buffer（50 mM 
Tris-HCl pH7.5, 100 mM KCl, 10% glycerol, 0.1 mM PMSF, 3.5 mM 2-
mercaptoethanol）で懸濁し、Digital Sonifier 450 を用いて 80 W, 15 分（on 
pulse 2 sec, off pulse 8 sec）の超音波破砕を行った。未破砕菌体を遠心（9,000 
xg, 30 min, 4 °C）によって除去し、得られた上清を eRF1用 wash buffer（50 
mM Tris-HCl pH7.5, 1 M NH4Cl, 10 mM imidazole, 10% glycerol, 3.5 mM 2-
mercaptoethanol）で洗浄したNi-NTA Agarose 10 mLと混合し、5分間 4度で
かき混ぜた。1 L（100x CV）の eRF1 用 wash buffer でカラムを洗浄した。
eRF1 用 elution buffer（50 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM KCl, 200 mM 
imidazole, 10% glycerol, 3.5 mM 2-mercaptoethanol）で溶出し、eRF1が含ま
れる分画を 12% SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを
eRF1用透析 buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 10% glycerol, 
7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行った。次に、HiTrap Q HPカラム
（5 mL）を用いたイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った。eRF1用
AKTA buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 10% Glycerol, 7 mM 
2-mercaptoethanol）で平衡化したカラムにサンプルを導入し、eRF1用 AKTA 
buffer中の KCl濃度を段階的に上げて（100, 200, 300 M）カラムを洗浄した。
300 mMから 600 mMまでの KCl濃度勾配を 75 mL（15x CV）でかけて、溶
出した。eRF1が含まれる画分は 12% SDS-PAGEとCBB染色によって確認し、
回収したサンプルを eRF1 stock buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM 
KCl, 10% Glycerol, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行ったのち、液
体窒素で凍結して-80度で保存した。  
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2.1.7.7	 eRF3の精製(65) 
 
	 	 pET21a/eRF3Δ165 を形質転換した大腸菌 JM109(DE3)pRARE を 100 
µg/mL アンピシリン、12.5 µg/mL クロラムフェニコール、1% グルコースを添
加した LB液体培地中で 37度一晩前培養した。本培養は、100 µg/mL アンピシ
リン、12.5 µg/mL クロラムフェニコール、1% グルコースを添加した 2x YT液
体培地 1 Lにつき、前培養液 10 mLを植え継ぎ、37度で培養した。対数増殖期
（OD660=0.5）に、0.1 mM IPTGを加えて発現誘導を行った。発現誘導から 18
度で一晩培養を行い、集菌した。3 L分の菌体を 150 mLの eRF3用 lysis buffer
（50 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM KCl, 7 mM MgCl2, 10% glycerol, 10 mM 
imidazole, 50 µM GDP, 0.1 mM PMSF, 3.5 mM 2-mercaptoethanol, protease 
inhibitor cocktail粒/20 mL）で懸濁し、Digital Sonifier 450を用いて 80 W, 15
分（on pulse 2 sec, off pulse 8 sec）の超音波破砕を行った。未破砕菌体を遠心
（9,000 xg, 30 min, 4 °C）によって除去し、得られた上清を eRF3用 wash buffer
（50 mM Tris-HCl pH7.5, 1 M NH4Cl, 7 mM MgCl2, 10% glycerol, 10 mM 
imidazole, 50 µM GDP, 3.5 mM 2-mercaptoethanol）で洗浄した Ni-NTA 
Agarose 10 mLと混合し、5分間 4度でかき混ぜた。1 L（100x CV）の eRF1
用 wash buffer でカラムを洗浄した。eRF3用 elution buffer（50 mM Tris-HCl 
pH7.5, 100 mM KCl, 7 mM MgCl2, 150 mM imidazole, 10% glycerol, 50 µM 
GDP, 3.5 mM 2-mercaptoethanol）で溶出し、eRF3が含まれる分画を 12% SDS-
PAGE と CBB 染色によって確認し、回収したサンプルを eRF3 用透析 buffer
（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1 
mM EDTA, 50 µM GDP, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行った。次
に、HiTrap Q HPカラム（5 mL）を用いたイオン交換クロマトグラフィーによ
る精製を行った。eRF3用 AKTA buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM 
KCl, 1 mM MgCl2, 10% glycerol, 50 µM GDP, 7 mM 2-mercaptoethanol）で平
衡化したカラムにサンプルを導入し、100 mMから 300 mMまでの KCl濃度勾
配を 75 mL（15x CV）でかけて、溶出した。eRF3が含まれる画分は 12% SDS-
PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを eRF3 stock buffer（20 
mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1 mM 
EDTA, 50 µM GDP, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行ったのち、液
体窒素で凍結して-80度で保存した。  
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2.1.7.8	 Rli1の精製(66) 
 
	 	 Rli1発現株である INVSc1の培養は、ウラシルを除いた最少完全培地（SC-
Ura）を用いた。SC-Ura 培地調製に用いた Drop out mix（-Ura）は、0.5 g 
Adenine Hydrochloride, 2 g myo-Inositol, 2 g L-Alanine, 2 g L-(+)-Arginine 
monohydrochloride, 2 g L-Asparagine monohydrate, 2 g L-Aspartic acid, 2 g 
L-Cysteine, 2 g L-Glutamine, 2 g L-Glutamic acid, 2 g Glycine, 2 g L-Histidine 
monohydrochloride monohydrate, 2 g L-Isoleucine, 10 g Leucine, 2 g L-Lysine 
monohydrochloride, 2 g L-Methionine, 2 g L-Phenylalanine, 2 g L-Proline, 2 
g L-Serine, 2 g L-Threonine, 2 g L-Tryptophan, 2 g L-Tyrosine, 2 g L-Valine, 
0.2 g p-Aminobenzoic acidを乳鉢で砕きながら混ぜ合わせて調製した。800 mL
の SC-Ura液体培地は、5.33 g の Difco Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids
（Becton, Dickinson社）、1.54 gの Drop out mix (-Ura)を、水 600 mLに溶か
して調製し、約 20 mLの 1 N NaOHを添加して pHを中性にした。ラフィノー
スやガラクトースは、フィルター滅菌した 10-20%のストック溶液を調製し、オ
ートクレーブによる滅菌済み SC-Ura 液体培地に添加した。全ての試薬を混ぜ
合わせて、液体培地が 800 mLになるようにした。 
	 	 pYES2/ 6x His Rli1を形質転換した出芽酵母 INVSc1を 1% ラフィノース
を添加した Sc-Ura液体培地中で 30度二晩培養した。本培養は 1% ラフィノー
スを添加した Sc-Ura液体培地 800 mLにつき、前培養液 60 mLを植え継ぎ、
30 度で培養した。培養開始 2 時間後に終濃度 2%になるように、培地にガラク
トースを添加し発現誘導を行った。OD600=6.0を超えたら集菌し、1% KClで菌
体をよく洗う。洗浄した菌体を Rli1用 lysis buffer（75 mM Hepes-KOH pH8.0, 
1 M NH4Cl, 20 mM imidazole, 20% glycerol, 5 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 
mM PMSF, Protease inhibitor cocktail粒/20 mL）で置換し、酵母ドロップを
作成し、6 L分の菌体をMortar Grinderによる凍結粉砕を行った。未破砕菌体
を遠心（9,000 xg, 10 min, 4 °C）によって除去し、さらに Type 70 Ti rotor に
よる超遠心（15,200 rpm≈ 17,000 xg, 30 min, 4 °C）で細かいデブリを除去し
た。得られた上清をRli1用wash buffer（50 mM Hepes-KOH pH8.0, 1 M NH4Cl, 
20 mM imidazole, 20% glycerol, 1% Tween 20, 5 mM 2-mercaptoethanol）で
洗浄したNi-NTA Agarose 10 mLと混合し、1時間 4度でかき混ぜた。1 L（100x 
CV）の Rli1 用 wash buffer でカラムを洗浄した。Rli1 用 elution buffer（50 
mM Hepes-KOH pH8.0, 1 M NH4Cl, 300 mM imidazole, 20% glycerol, 5 mM 
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2-mercaptoethanol）で溶出し、Rli1が含まれる分画を 12% SDS-PAGEと CBB
染色によって確認し、回収したサンプルを Rli1用透析 buffer（30 mM Hepes-
KOH pH7.0, 100 mM KCl, 25% glycerol, 0.1 mM EDTA, 7 mM 2-
mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF）に対して透析を行った。Rli1用透析 buffer
で洗浄した Q sepharose Fast Flow（CV=1.5 mL）にサンプルを導入し、フロ
ースルーを目的画分として回収した。次に、HiTrap SP HP カラム（5 mL）を
用いたイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った。Rli1 用 AKTA 
buffer（30 mM Hepes-KOH pH7.0, 100 mM KCl, 25% glycerol, 0.1 mM EDTA, 
7 mM 2-mercaptoethanol）で平衡化したカラムにサンプルを導入し、Rli1 用
AKTA bufferの KCl濃度を 150 mMに上げてカラムの洗浄を行い、150 mMか
ら 500 mMまでの KCl濃度勾配を 75 mL（15x CV）でかけて、溶出した。Rli1
が含まれる画分を 12% SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサン
プルを Rli1 stock buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 200 mM KCl, 25% 
glycerol, 0.1 mM EDTA, 7 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF, 20 µM ADP）
に対して透析を行ったのち、液体窒素で凍結して-80度で保存した。 
 
2.1.7.9	 Dom34の精製 
 
	 	 pET29b/Dom34-6x His を形質転換した大腸菌 Rosetta(DE3)pLysS を 25 
µg/mL カナマイシン、12.5 µg/mL クロラムフェニコール、1% グルコースを添
加した LB液体培地中で 37度一晩前培養した。本培養は、25 µg/mL カナマイ
シン、12.5 µg/mL クロラムフェニコール、1% グルコースを添加した 2x YT液
体培地 1 Lにつき、前培養液 10 mLを植え継ぎ、37度で培養した。対数増殖期
（OD660=0.5）に、0.1 mM IPTGを加えて発現誘導を行った。発現誘導から 18
度で一晩培養を行い、集菌した。3 L 分の菌体を 150 mL の Dom34 用 lysis 
buffer（50 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM KCl, 10% glycerol, 0.1 mM PMSF, 
3.5 mM 2-mercaptoethanol）で懸濁し、Digital Sonifier 450を用いて 80 W, 15
分（on pulse 2 sec, off pulse 8 sec）の超音波破砕を行った。未破砕菌体を遠心
（9,000 xg, 30 min, 4 °C）によって除去し、得られた上清を Dom34 用 wash 
buffer（50 mM Tris-HCl pH7.5, 1 M NH4Cl, 10 mM imidazole, 10% glycerol, 
3.5 mM 2-mercaptoethanol）で洗浄したNi-NTA Agarose 10 mLと混合し、30
分間 4度でかき混ぜた。1 L（100x CV）の Dom34用 wash buffer でカラムを
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洗浄した。Dom34用 elution buffer（50 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM KCl, 200 
mM imidazole, 10% glycerol, 3.5 mM 2-mercaptoethanol）で溶出し、Dom34
が含まれる分画を 12% SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサン
プルを Dom34用透析 buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 200 mM KCl, 10% 
glycerol, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行った。次に、HiTrap Q 
HPカラム（5 mL x4）を用いたイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行
った。Dom34用 AKTA buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 200 mM KCl, 10% 
Glycerol, 7 mM 2-mercaptoethanol）で平衡化したカラムにサンプルを導入し、
200 mMから 500 mMまでの KCl濃度勾配を 300 mL（15x CV）でかけて、溶
出した。Dom34が含まれる画分は 12% SDS-PAGEと CBB染色によって確認
し、回収したサンプルを Dom34 stock buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 200 
mM KCl, 10% Glycerol, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行った。さ
らに精製度を上げるため、HiLoad Superdex200 prep gradeカラム（120 mL, 
GE Healthcare 社）を用いたサイズ排除クロマトグラフィーによる精製を行っ
た。カラムは、事前に Dom34 stock bufferで平衡化し、サンプルを導入、溶出
は Dom34 stock bufferで 0.5 mL/minの一定流速で行った。Dom34が含まれ
る画分を 12% SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルを液
体窒素で凍結して-80度で保存した。 
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2.1.7.10	 Hbs1の精製 
 
	 	 pETDuet/Hbs1-6x His を形質転換した大腸菌 BL21 (DE3)を 100 µg/mL 
アンピシリンを添加した 2x YT液体培地中で 37度一晩前培養した。本培養は、
100 µg/mL アンピシリン、12.5 µg/mL クロラムフェニコール、1% グルコース
を添加した 2x YT液体 1 Lにつき、前培養液 10 mLを植え継ぎ、37度で培養
した。対数増殖期（OD660=0.5）に、0.1 mM IPTGを加えて発現誘導を行った。
発現誘導から 18 度で一晩培養を行い、集菌した。3 L 分の菌体を 150 mL の
eRF3用 lysis buffer（50 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM KCl, 7 mM MgCl2, 10% 
glycerol, 10 mM imidazole, 50 µM GDP, 0.1 mM PMSF, 3.5 mM 2-
mercaptoethanol, protease inhibitor cocktail 粒/20 mL）で懸濁し、Digital 
Sonifier 450を用いて 80 W, 10分（on pulse 2 sec, off pulse 8 sec）の超音波破
砕を行った。Type 45 Ti rotor による超遠心（16,000 rpm≈ 20,000 xg, 30 min, 
4 °C）で未破砕菌体を除去し、得られた上清を Hbs1 用 wash buffer（50 mM 
Tris-HCl pH7.5, 1 M NH4Cl, 7 mM MgCl2, 10% glycerol, 10 mM imidazole, 50 
µM GDP, 3.5 mM 2-mercaptoethanol）で洗浄したNi-NTA Agarose 10 mLと
混合し、5分間 4度でかき混ぜた。1 L（100x CV）のHbs1用 wash buffer で
カラムを洗浄した。Hbs1用 elution buffer（50 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM 
KCl, 7 mM MgCl2, 150 mM imidazole, 10% glycerol, 50 µM GDP, 3.5 mM 2-
mercaptoethanol）で溶出し、Hbs1が含まれる分画を 12% SDS-PAGEと CBB
染色によって確認し、回収したサンプルをHbs1用透析 buffer（20 mM Hepes-
KOH pH7.5, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1 mM EDTA, 50 µM 
GDP, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行った。次に、HiTrap Q HP
カラム（5 mL x2）を用いたイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った。
Hbs1 用 AKTA buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 1 mM 
MgCl2,0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 50 µM GDP, 7 mM 2-mercaptoethanol）
で平衡化したカラムにサンプルを導入し、Hbs1用 AKTA buffer中の KCl濃度
を 250 mMに上げてカラムの洗浄を行った。250 mMから 600 mMまでの KCl
濃度勾配を 150 mL（15x CV）でかけて、溶出した。Hbs1 が含まれる画分は
12% SDS-PAGEと CBB染色によって確認し、回収したサンプルをHbs1 stock 
buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% glycerol, 
0.1 mM EDTA, 50 µM GDP, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行った
のち、液体窒素で凍結して-80度で保存した。  
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2.1.7.11	 eIF5Aの精製 
 
	 	 本研究で用いた５種類の eIF5Aは、当研究室の卒業生である西村聡が精製
したものを利用した。西村聡の修士論文に書かれた精製方法を簡単にまとめた。 
	 	 eIF5A(WT)-6x His/pYES2または eIF5A(K51R)-6x His/pYES2を形質転換
した出芽酵母 INVSc1 を 1% ラフィノースと 2% ガラクトースを添加した Sc-
Ura 液体培地で培養した。得られた菌体は液体窒素を用いて凍結粉砕した。未
破砕菌体を除去し、得られた上清からNi-NTA Agaroseを用いて eIF5Aを粗精
製した。次にHiTrap Q HPカラムを用いたイオン交換クロマトグラフィーによ
る精製を行った。回収したサンプルを eIF5A stock buffer（20 mM Hepes-KOH 
pH7.6, 100 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT）に対して透析を行ったのち、
液体窒素で凍結して-80度で保存した。 
	 	 eIF5A/pET29b、eIF5A_DHS/pET29b、eIF5A_DHS_DOHH/pET29bを形
質転換した大腸菌 Rosetta(DE3)pLysSを 2x YT液体培地 37度で培養した。対
数増殖期（OD660=0.5）に、0.1 mM IPTGを加えて発現誘導を行った。発現誘
導から18度で一晩培養を行い、集菌した。得られた菌体は超音波破砕を行った。
得られた上清からNi-NTA Agaroseを用いて eIF5Aを粗精製した。次にHiTrap 
Q HPカラムを用いたイオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った。回収
したサンプルを eIF5A stock buffer（20 mM Hepes-KOH pH7.6, 100 mM KCl, 
10% glycerol, 7 mM 2-mercaptoethanol）に対して透析を行ったのち、液体窒素
で凍結して-80度で保存した。 
 
2.1.8	 tRNAアミノアシル化反応用 S100 Lysateの調製 
 
	 	 出芽酵母 YPH499を YPD液体培地中で 30度一晩培養した。本培養は YPD
液体培地 1 Lにつき前培養液 20 mLを植え継ぎ、30度で培養した。OD600=4.0
になるまで培養を行ったのち、集菌し、1% KClで菌体をよく洗った。洗浄した
菌体を Lysate用 lysis buffer（60 mM Tris-OAc pH7.0, 50 mM NH4Cl, 5 mM 
Mg(OAc)2, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 2 mM spermidine, 10 mM 2-
mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF）で置換し、菌体 1 gにつき 1.5 mLの Lysate
用 lysis bufferで菌体を懸濁したのち、酵母ドロップを作成した。12 L分の菌
体を Mortar Grinder による凍結粉砕を行った。未破砕菌体を遠心（1,000 xg, 
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10 min, 4 °C）によって除去し、超遠心（20,000 xg, 30 min, 4 °C）を行い上清
（S20 lysate）を得た。さらに超遠心（65,000 xg, 5 h, 4 °C）を行い上清（S100 
lysate）を得た。得られた S100 lysateを Lysate用透析 buffer（20 mM Hepes-
KOH pH 8.0, 5 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 1mM 
DTT, 0.1 mM PMSF, Protease inhibitor cocktail）に対して透析を行った。透析
された S100 lysateは、Lysate用透析 bufferで洗浄した Q sepharose Fast Flow
（CV=1 mL）に導入し、S100 Lysate elution buffer（20 mM Hepes-KOH pH8.0, 
250 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM DTT, 0.1 mM 
PMSF, Protease inhibitor cocktail粒/20 mL）で溶出した。Bradford法でタン
パク質濃度を測定し 5 mg/mL以上の画分を回収し、液体窒素で凍結して-80度
で保存した。 
 
2.1.9	 アミノアシル tRNAの調製 
 
	 	 tRNA のアミノアシル化反応は、タンパク質 2 mg/mL 分の S100 Lysate, 
0.5 µM eEF1A, 100 nM creatine kinase, 20 nM myokinase, 60 nM nucleoside-
diphosphate kinase, 30 nM pyrophosphatase, 6.23 A.u. /mL (~10 µM) yeast 
tRNAs を tRNA charging buffer（ 50 mM Hepes-KOH pH7.6, 100 mM 
potassium glutamate, 9 mM Mg(OAc)2, 2 mM spermidine, 0.1 mM spermine, 
1 mM DTT, 0.15 mM each 18 amino acids(MetとCysを除く), 0.1 mM Cysteine, 
0.05 mM Methionine, 2 mM ATP, 2 mM GTP, 1 mM CTP, 1 mM UTP, 20 mM 
creatine phosphate）と混合し、30度 30分の反応を行った。 
	 	 1 mLの反応ボリュームで tRNAのアミノアシル化を行った場合の精製は、
下記の手順で行った。反応後に buffer（4 M Guanidine thiocyanate, 25 mM 
sodium citrate pH7.0, 0.5% sarcosyl, 85 mM 2-mercaptoethanol）を 3 mLを
混合し、速やかに 300 µLの 2 M NaOAc pH4.0を添加する。続いてサンプル等
量の 50 mM NaOAc pH5.0飽和フェノールとよく混合し、960 µLの CIA（49:1
の割合で混合したクロロホルムとイソアミルアルコール）を混合したのち、遠心

（20,000 xg, 5 min）を行った。上層を回収し、サンプル等量のイソプロパノー
ルを混合して、遠心（20,000 xg, 30 min, 4 °C）を行った。上清を除去し、沈殿
を 50 mM KOAc pH5.5に溶かした。aa-tRNA用 elution buffer（0.3 M KOAc 
pH5.5, 5% isopropanol）で平衡化したNAP-5 Columnsにサンプルを導入し、
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メーカープロトコルに従って、aa-tRNA用 elution bufferを用いて溶出した。
アミノアシル tRNA の含まれる画分と等量のイソプロパノールを混合し、遠心
（20,000 xg, 30 min, 4 °C）を行った。上清を除去し、氷冷 70%エタノールを加
えて、遠心（20,000 xg, 5 min, 4 °C）を行った。上清を除去し、100 µLの 50 
mM KOAc pH5.5に溶かして、-80度で保存した。調製された 100 µLのアミノ
アシル tRNA mixは酵母再構成型生体外タンパク質合成系の反応液 1 mL分と
して利用した。 
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2.2 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系と生化学実験の方法 
 
2.2.1酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系によるタンパク質合成 
 
	 	 本研究では 3 種類の酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系によるタン
パク質合成を行った。 
	 	 tRNAのアミノアシル化反応、転写反応、翻訳反応が共役した酵母由来再構
成型生体外タンパク質合成系（以下、DNA startと表記）は下記の手順で調製し
た。それぞれ 0.5 µMの伸長因子（eEF1A, eEF2, eEF3）, 終結・リボソーム再
生因子（eRF1, eRF3, Rli1, Dom34, Hbs1）, 80Sリボソームと、1 nM DNA、
6.23 A.u. /mL (~10 µM) yeast tRNAs、100 nM T7 RNA polymerase、0.053 
mg/mL human ARSs、100 nM creatine kinase、20 nM myokinase、60 nM 
nucleoside-diphosphate kinase、30 nM pyrophosphataseを DNA start buffer
（ 50 mM Hepes-KOH pH 7.6, 100 mM potassium glutamate, 11 mM 
Mg(OAc)2, 2 mM spermidine, 0.1 mM spermine, 1 mM DTT, 0.15 mM each 18 
amino acids (Metと Cysを除く), 0.1 mM Cysteine, 0.05 mM Methionine, 2 
mM ATP, 2 mM GTP, 1 mM CTP, 1 mM UTP, 20 mM creatine phosphate）内
で混合した。 
	 	 tRNA のアミノアシル化反応と翻訳反応が共役した酵母由来再構成型生体
外タンパク質合成系（以下、mRNA startと表記）は下記の手順で調製した。そ
れぞれ 0.5 µMの eEF1A, eEF2, eEF3, eRF1, eRF3, Rli1, Dom34, Hbs1, 80S
リボソーム, mRNAと、6.23 A.u. /mL (~10 µM) yeast tRNAs、0.053 mg/mL 
human ARSs、100 nM creatine kinase、20 nM myokinase、60 nM nucleoside-
diphosphate kinase、30 nM pyrophosphataseをmRNA start buffer（50 mM 
Hepes-KOH pH 7.6, 100 mM potassium glutamate, 9 mM Mg(OAc)2, 2 mM 
spermidine, 0.1 mM spermine, 1 mM DTT, 0.15 mM each 18 amino acids (Met
と Cysを除く), 0.1 mM Cysteine, 0.05 mM Methionine, 2 mM ATP, 2 mM GTP, 
1 mM CTP, 1 mM UTP, 20 mM creatine phosphate）内で混合した。 
	 	 tRNA のアミノアシル化と転写反応を共役させない最小限の酵母由来再構
成型生体外タンパク質合成系（以下、mRNA, aa-tRNA startと表記）は下記の
手順で調製した。下記の buffer 組成は、マグネシウム濃度とポリアミン濃度を
最適化した[Mg/SPD/SP]=[5/0.25/0] mM を記載した。5.0 µM eEF1A、それぞ
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れ 0.5 µMの eEF2, eEF3, eRF1, eRF3, Rli1, Dom34, Hbs1, 80Sリボソーム, 
mRNAと、反応ボリューム 1/10量のアミノアシル tRNA mix、100 nM creatine 
kinase、20 nM myokinase、60 nM nucleoside-diphosphate kinase、30 nM 
pyrophosphataseをmRNA, aa-tRNA start buffer（50 mM Hepes-KOH pH 7.6, 
100 mM potassium glutamate, 5 mM Mg(OAc)2, 0.25 mM spermidine, 1 mM 
DTT, 0.15 mM each 18 amino acids (Metと Cysを除く), 0.1 mM Cysteine, 
0.05 mM Methionine, 1 mM ATP, 1 mM GTP, 20 mM creatine phosphate）内
で混合した。 
	 	 上記のように調製された酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系は30度
でタンパク質合成反応を行った。 
 
2.2.2 [35S]メチオニン（>37TBq/mmol, 400MBq/mL）を用いた翻訳反応 
 
	 	 翻訳産物をゲル電気泳動で解析する場合、酵母由来再構成型生体外タンパ

ク質合成系の 0.05 mMメチオニンを 500 nM [35S]メチオニンに変更して翻訳反
応を行い、放射性同位体標識された翻訳産物の検出を行った。アミノアシル

tRNA による最小限の翻訳系の場合は、アミノアシル化反応の 0.1 mM メチオ

ニンを 500 nM [35S]メチオニンに変更して調製したアミノアシル tRNAを用い
て翻訳反応を行い、放射性同位体標識された翻訳産物の検出を行った。 
 
2.2.3 SDS-PAGEによる放射性同位体標識された翻訳産物の解析 
 
	 	 サンプルに 5x LiDS（5% w/v Lithium dodecyl sulfate, 25% v/v glycerol, 
100 mM Tris-HCl pH6.8, 0.025% w/v Bromophenol Blue, 875 mM 2-
mercaptoethanol）を混合した後、15% SDS-PAGEゲルに導入した。150 Vの
定電圧で 1時間 45分の電気泳動を行なったのち、脱染液（10% acetic acid, 10% 
methanol）にゲルを 30分浸し、脱染液を取り替えてゲルを 30分浸した。さら
に平衡化液（40% methanol, 10% acetic acid, 3% glycerol）にゲルを 30分浸し
たのち、ゲルをろ紙とラップで挟み、RapiDry ゲルドライヤー（ATTO 社）で
60度 1時間の乾燥処理を行った。乾燥させたゲルと、[35S]メチオニンの希釈系
列を 10 µLずつスポットした検量線用紙をカセットに挟んで、IPプレートを一
晩露光した。IPプレートを BAS-5000（富士フィルム社）によって検出し、Multi 
Gauge（富士フィルム社）を用いて解析した。  
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2.2.4 Tricine SDS-PAGEによる放射性同位体標識された翻訳産物の解析 
 
	 	 アクリルアミドストック（6% C）は、48 gのアクリルアミドと 1.5 gのビ
スアクリスアミドを水に溶かし 100 mL に調製した。アクリルアミドストック
（3% C）は、46.5 gのアクリルアミドと 3.0 gのビスアクリスアミドを水に溶
かし 100 mLに調製した。ゲル緩衝液（3 M Tris-HCl pH8.45, 0.3% SDS）、陽
極側緩衝液（0.2 M Tris-HCl pH8.9）、陰極側緩衝液（0.1 M Tris-HCl pH8.25, 
0.1 M Tricine, 0.1% SDS）も調製した。 
	 	 分離ゲル（16.5% T, 6% C）は、4 mLのアクリルアミドストック（6% C）、
4 mLのゲル緩衝液、1.6 gのグリセロール、2.4 mLの水、20 µLの 30% APS、
6 µLの TEMEDを混合して調製した。スペーサーゲル（10% T, 3% C）は、1.22 
mLのアクリルアミドストック（3% C）、2 mLのゲル緩衝液、2.78 mLの水、
6.67 µLの 30% APS、2 µLの TEMEDを混合して調製した。濃縮ゲル（4% T, 
3% C）は、0.4 mLのアクリルアミドストック（3% C）、1.24 mLのゲル緩衝液、
3.36 mLの水、20 µLの 30% APS、6 µLの TEMEDを混合して調製した。ス
ペーサゲル層は１ cmになるように分離ゲルと濃縮ゲルの間に重層した。 
	 	 サンプルに 5x LiDSを混合した後、ゲルに導入した。25 kDaのマーカーが
スペーサーゲルを越えるまで 100 Vの定電圧で電気泳動を行い、75 kDaのマー
カーがスペーサーゲルを完全に越えるまで150 Vの定電圧で電気泳動を行った。
脱染液（10% acetic acid, 10% methanol）にゲルを 30分浸し、脱染液を取り替
えてゲルを 30分浸した。さらに平衡化液（40% methanol, 10% acetic acid, 3% 
glycerol）にゲルを 30分浸したのち、ゲルをろ紙とラップで挟み、RapiDryゲ
ルドライヤーで 60度 1時間の乾燥処理を行った。乾燥させたゲルと、[35S]メチ
オニンの希釈系列を 10 µL ずつスポットした検量線用紙をカセットに挟んで、
IPプレートを一晩露光した。IPプレートを BAS-5000によって検出し、Multi 
Gaugeを用いて解析した。 
 
2.2.5 翻訳産物（nLuc）の酵素活性測定 
 
	 	 翻訳産物である nLucの酵素活性をNano-Glo® Luciferase Assay System
を用いて測定した。Nano-Glo® Luciferase Assay Systemは、メーカープロト
コルに基づき、Nano-Glo® Luciferase Assay BufferとNano-Glo® Luciferase 
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Assay Substrate を 50:1 で混合したものを用事調製した。氷上で 2 µLの酵母
由来再構成型生体外タンパク質合成系反応液と 18 µL の反応停止 buffer（20 
mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM KOAc, 2 mM Mg(OAc)2, 0.1 mg/mL RNaseA）
混合し、その後 20 µLのNano-Glo® Luciferase Assay Systemを混合した。サ
ンプルを室温に移してから、96 ウェルハーフエリアホワイトマイクロプレート
（Corning 社, #3693）にサンプルを導入した。室温に移してから 17 分後に
GloMax®-96 Microplate Luminometer（Promega社）を利用して、Integration 
timeを 1秒に設定して測定した。 
 
2.2.6 ショ糖密度勾配遠心法を用いたペプチド解離解析 
 
	 	 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系において終結過程に伴うペプチ

ド解離反応が起こるかを確認するために、10-30%ショ糖密度勾配遠心を用いて
翻訳反応液のタンパク質を分画した。 
	 	 SW41 Ti Swinging-Bucket Rotor（Beckman Coulter社）用チューブに、
下層に 5.7 mL の 30% SDG solution（50 mM Hepes-KOH pH7.5, 100 mM 
potassium glutamate, 11 mM Mg(OAc)2, 2 mM spermidine, 1 mM DTT, 30% 
sucrose）、上層に 5.7 mLの 10% SDG solution（50 mM Hepes-KOH pH7.5, 
100 mM potassium glutamate, 11 mM Mg(OAc)2, 2 mM spermidine, 1 mM 
DTT, 10% sucrose）を重層した後、GRADIENT MASTER IP Model 107
（BIOCOMP社）を用いて、プログラム Long Sucr 10-30% w/w（step1: 60° 5 
sec 25 rpm, step2: 82° 39 sec 25 rpm）を実行して 10-30%ショ糖密度勾配を作
成した。 
	 	 作成した 10-30%ショ糖密度勾配液に、2時間反応させた転写翻訳共役型酵
母由来再構成型生体外タンパク質合成系を 100 µL重層した後、超遠心（39,000 
rpm ≈ 187,000 xg, 135 min, 4 °C）を行った。超遠心したサンプルは Piston 
Gradient Fractionator Model 152（BIOCOMP社）を用いて speed 0.24で回収
し、BIO-MINI UV MONITOR（AC-5200S, ATTO社）で 260 nmの吸光を測
定しながら FC 203B Fraction Collector （GILSON社）を用いて 20分画（0.24 
min/tube）に分けた。分画したサンプル 40 µLについて、0.1 mg/mLの RNase 
A を添加して 30 度 10 分の反応を行った後、15% SDS-PAGE を用いて翻訳産
物の有無を解析した。 
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2.2.7 ウェスタンブロッティング 
 
	 	 セミドライトランスファー装置（BE-300、バイオクラフト社）を用いて、
Transfer buffer（1x PBS, 10% methanol, 0.01 % SDS）中で、SDS-PAGEゲル
からHybond ECL nitrocellulose menbranesにタンパク質を転写した。定電圧
10 V、メンブレン面積（cm2）x1.5 mAで 50分のメンブレン転写を行ったのち、
blocking buffer（1x PBS, 0.1% Tween 20, 5% skim milk）と一晩 4度で反応さ
せた。blocking buffer に 1/1000 量の 1 次抗体を添加し１時間室温で反応させ
た。Wash buffer（1x PBS, 0.2% Tween 20）でメンブレンを 5分間 x3回洗浄
したのち、blocking bufferに 1/5000 量の 2 次抗体を添加し 1 時間室温で反応
させた。Wash bufferでメンブレンを 5 分間洗浄を 3 回繰り返したのち、ECL 
detection reagents をメンブレンに滴下し、ImageQuant LAS 4000 を用いて
Chemiluminescenceを検出した。 
 
2.2.8翻訳反応後のペプチジル tRNAの解析(78) 
 
	 	 Pthと RNase Aを利用して、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系反
応後のペプチジル tRNA の状態を解析した。tRNA のアミノアシル化と転写反
応を共役させない最小限の酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系による翻

訳反応を 4時間行った後、10 µLずつ分注し、30 µM Pthを添加し 30度 10分
反応したサンプル、0.1 mg/mL RNase Aを添加し 30 度 10 分反応したサンプ
ル、何も処理をしなかったサンプルを用意した。サンプルは Tricine SDS-PAGE
によって分画し、35Sメチオニンラベルされた産物の検出によって解析した。 
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3 結果 
 
3.1 CrPV IRESを利用した In vitro翻訳系の構築 
 
	 	 本研究で構築を目指した酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系は、翻

訳因子 eIF5Aの機能解析に用いることを目的とした。因子の機能解析を行う場
合、系に含まれる因子は最小限である方が、解析したい因子の効果は観察しやす

い。そのため、反応系が煩雑になることを避けるために、開始因子非依存の翻訳

開始が起こることが知られている CrPV IRES(61,62,63)を利用した翻訳系構築を

目指した。 
	 	 Cricket Paralysis Virus (CrPV) mRNA の Intergenic region に存在する
Internal Ribosome Entry Site (IRES) は開始因子非依存の翻訳開始が起こるこ
とが知られている(61,62,63)（図 17）。CrPV IRESの開始では、IRESと 40Sサブ
ユニットの結合が起こり、これを 60S サブユニットが認識して IRES 上でリボ
ソームサブユニットの会合が起こる。この時、IRESの構造は P-site tRNAと A-
site tRNAを模倣しており、eEF2の作用によりトランスロケーションが起こる。
その後、空になった A-siteには CrPV IRESの翻訳開始点である GCTコドンが
位置し、アラニル tRNAが A-siteにアコモデーションされる。このようにして
開始因子非依存でリボソームはmRNAを認識し、伸長過程へと進行する。本研
究では CrPV IRESの翻訳開始点はネイティブの配列を利用したため GCTコド
ンが位置しているが、全てのコドンで翻訳開始が起こると予想される(63)。 
	 	 精製した酵母の翻訳因子は、翻訳伸長因子 eEF1A, eEF2, eEF3、翻訳終結・
再生因子 eRF1, eRF3, Dom34, Hbs1, Rli1、80Sリボソームと tRNA mixであ
る。精製した翻訳因子のゲル写真を図 18に示した。 
 
  



 54 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 17. CrPV IRES の翻訳開始機構のモデル 
Murray J. et al. (2016) eLife より引用 

左下の図から右下の図に向かって反応が進行している。右下の図では A-site が空にな

っていることがわかり、ここにアミノアシル tRNA がアコモデーションされると翻訳伸

長が開始される。  
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図 18. 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系に用いた翻訳因子のゲル写真 
A: 各因子 2 µg を 12% SDS-PAGE で分画し、CBB 染色して確認した。B 左: 80S リボ

ソーム 10 pmol を 12% SDS-PAGE で分画し、CBB 染色で確認した。B 右: 80S リボソ

ーム 10 pmol から rRNA を抽出し、4% PAGE-8M UREA で分画し、EtBr 染色して確認

した。C: tRNA mix 16 pmol を 10% PAGE-8M UREA で分画し、EtBr 染色で確認した。 
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3.2 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系による nLucの合成 
 
	 	 図 18で示した翻訳因子に加え、ヒト ARS mix(59)、T7 RNA polymerase(57,58)、

エネルギー再生系の因子(57,58)を用いて、CrPV IRESの下流に FLAG-nLucをコ
ードする DNA（図 19A）からの翻訳反応を試みた。15% SDS-PAGEによる解
析の結果、IRES依存的な翻訳産物が検出された（図 19B）。翻訳産物である nLuc
の酵素活性を Luciferase Assay によって調べた結果、発光が確認された（図
19B）。以上の結果から、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系を用いて酵
素活性を有する nLucの合成に成功したと結論づけた。 
	 	 T7 RNA polymeraseを除いた酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系に、
あらかじめ In vitro転写したmRNA（図 19A）を用いて翻訳反応を行ったとこ
ろ、DNAを用いた時と同様に酵素活性を有する nLucの合成が確認された（図
19C）。これ以降、DNAを用いた転写翻訳共役型酵母由来再構成型生体外タンパ
ク質合成系は”DNA start“と表記し、mRNA を用いた転写翻訳非共役型酵母由
来再構成型生体外タンパク質合成系は”mRNA start”と表記する。 
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図 19. 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の構築 
A: 翻訳に用いたコンストラクトの模式図を示した。B 上: DNA start での翻訳を 15% 

SDS-PAGE にて確認した。B 下: DNA start での翻訳を Luciferase Assay にて確認した。

C: mRNA start での翻訳を 15% SDS-PAGE にて確認した。C 下: mRNA start での翻訳

を Luciferase Assay にて確認した。エラーバーは独立した 3 回の実験結果の標準誤差

を示した。  
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3.3 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の因子依存性の確認 
 
	 	 酵素活性を有する nLuc の合成が確認された酵母由来再構成型生体外タン
パク質合成系の因子依存性を確認した。DNA startでの因子依存性は図 21Aに
示し、mRNA start での因子依存性は図 20B に示した。その結果、伸長因子
eEF1Aと eEF2、80Sリボソーム、tRNA mix、ヒト ARS mixを除くと翻訳産
物は検出されなかった。終結・再生因子 Dom34, Hbs1, Rli1を除くと、complete
と比べて検出される翻訳産物が減った。伸長因子 eEF3、終結因子 eRF1, eRF3
を除くと、completeと同レベルの翻訳産物が検出された。また上記の結果は、
DNA startとmRNA startの両方で同様に見られた。 
	 	 終結因子 eRF1 と eRF3 の依存性が確認されなかった点は、予想と一致し
ていた。なぜなら、終結因子非存在下でも 1 ラウンドの翻訳は可能だからであ
る。そして、completeと[-]eRF1または[-]eRF3の翻訳量がほぼ同レベルである
ことから、現在の酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系は 1 ラウンドだけ
翻訳反応が起こっていると示唆された。 
	 	 しかしながら、終結・再生因子 Rli1については依存性が確認され、予想外
であった。なぜなら Dom34, Hbs1, Rli1を除いても 1ラウンドの翻訳は可能で
あり、[-]eRF1や[-]eRF3と同レベルに翻訳が起こると考えられたからである。
従って、Dom34, Hbs1, Rli1が除かれると翻訳量が減少するのは、CrPV IRES
による翻訳開始が抑制されたからだと考えた。DNA start と mRNA start で
Mg2+濃度は、それぞれ 11 mMと 9 mMであり、リボソームサブユニットの解
離と会合の平衡は会合に偏っていると考えられた。リボソームはサブユニット

ごとに CrPV IRESを認識するため(61)、CrPV IRESの翻訳開始ではリボソーム
がサブユニットに解離する必要がある。Dom34, Hbs1, Rli1 はリボソームのサ
ブユニット化を促進することで翻訳開始を促進し(29)、翻訳量の増加に関わった

ことが示唆された。本論文の後半で述べられているMg2+が 5 mMの条件では、
Dom34, Hbs1, Rli1の依存性は見られない（図 30）ことからも、上記のモデル
が支持された。 
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図 20. 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の因子依存性の確認 
A: DNA start による酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系(complete)から表示され

た因子を除いて 30 度 4 時間の翻訳反応を行った。反応に用いた鋳型 DNA は図 19A に

示されている。0.1 mg/mL の RNaseA を添加して翻訳停止処理をした後、翻訳反応液

20 µL は 15% SDS-PAGE にて解析し、翻訳反応液 2 µL は Luciferase Assay にて解析

した。B: mRNA start による酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系(complete)から

表示された因子を除いて 30 度 4 時間の翻訳反応を行った。反応に用いた mRNA は図

19A に示されている。解析は図 20A と同様に行った。  
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	 	 eRF1 によるペプチド解離反応がされているかを確認するために、DNA 
start による翻訳反応後に、ショ糖密度勾配遠心法を用いて翻訳産物を分画し、
解離した翻訳産物の解析を行った（図 21）。ショ糖密度勾配遠心法で翻訳産物を
分画すると、ペプチド解離された翻訳産物は密度の小さいフラクションから検

出され、ペプチド解離のされていない翻訳産物はリボソームフラクションから

検出される。その結果、eRF1存在下では翻訳産物が密度の小さいフラクション
から検出され（図 21A）、eRF1 非存在下では翻訳産物がリボソームフラクショ
ンから検出された（図 21B）。従って、eRF1 によるペプチド解離反応は起こっ
ていることが示された。 
	 	 eEF3は真菌特異的に存在する翻訳伸長因子であり、翻訳伸長に必須だと報
告されている(4,5)。しかしながら、構築された酵母由来再構成型生体外タンパク

質合成系では eEF3の依存性が確認されず、精製した翻訳産物のどれかに eEF3
が混入していることが予想された。従って、酵母発現系を用いて精製した翻訳因

子の eEF3 の混入について、anti-eEF3 抗体を用いたウェスタンブロッティン
グにて解析した。その結果、eEF1Aに 1/100量の eEF3が混入していることが
示された（図 22）。この結果は、5 µMの eEF1Aから 0.05 µMの eEF3が系に
混入したことを示している。恐らく混入した eEF3 だけで十分に翻訳反応が起
こるため、eEF3 依存性が見られなかったと考えられた。eEF1A に混入する
eEF3を減らすために eEF1Aの精製方法を検討したが、現在のところ eEF3の
依存性が見られるほど混入量を減らすことに成功していない。eEF3 の C 末端
（775-1044残基）は eEF1Aと相互作用することが知られているため、eEF1A
に混入する eEF3 を無くすことは難しいと考えられた(79)。しかしながら、本研

究の目的は eIF5A の機能解析であるため、eEF3 の依存性が確認されないこと
は問題にならないと結論づけた。 
	 	 最後に、酵母発現系を用いて精製した翻訳因子の eIF5Aの混入について、
anti-eIF5A 抗体を用いたウェスタンブロッティングにて解析した。その結果、
eIF5A の混入量はウェスタンブロッティングの検出限界以下であることが示さ
れた（図 23）。従って、本研究で構築された酵母由来再構成型生体外タンパク質
合成系で eIF5Aの機能解析が可能であることが示唆された。まとめると、本研
究で構築された酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系では、eEF1A, eEF2
による翻訳伸長反応と eRF1 によるペプチド解離反応が行われていた。また
CrPV IRESの翻訳開始のために、Dom34, Hbs1, Rli1が翻訳促進的に働いてい
ることも示された。  
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図 21. eRF1 によるペプチド解離反応の確認 
A: eRF1 存在下の DNA start 翻訳産物を 10-30%ショ糖密度勾配遠心法で分画し、各分

画に含まれる翻訳産物は RNaseA 処理した後 15% SDS-PAGE を用いて解析した。反

応に用いた鋳型 DNA は図 19A に示されている。リボソーム分画は 260 nm の吸光度を

測定することで確認した。B: eRF1 非存在下の DNA start 翻訳産物を図 21A と同様に解

析した。  
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図 22. ウェスタンブロッティングによる eEF3 混入の確認 
酵母から精製した因子であるリボソーム(10 pmol)、eEF1A(100 pmol)、eEF2(10 pmol)、

Rli1(10 pmol)について 12% SDS-PAGE で分画した後、anti-eEF3 抗体を用いたウェス

タンブロッティングを行った。0.04, 0.2, 1.0, 5.0 pmol の eEF3 は検量線作成のための

サンプルである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 23. ウェスタンブロッティングによる eIF5A 混入の確認 
酵母から精製した因子であるリボソーム、eEF1A、eEF2、Rli1 を 100 pmol ずつ 15% 

SDS-PAGE で分画した後、anti-eIF5A 抗体を用いたウェスタンブロッティングを行っ

た。0.04, 0.2, 1.0, 5.0 pmol の eIF5A は検量線作成のためのサンプルである。  
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3.4 DNA start翻訳系では翻訳停止が観察されない 
 
	 	 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系を用いて酵素活性を有する

nLucの合成に成功したので、次に翻訳停止配列を有するコンストラクトの翻訳
反応を試みた。本研究で構築された酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系

と、これまでに報告されている In vitroペンタペプチド合成系(14,15,16)の違いは、

タンパク質内部での翻訳停止配列の影響を観察できる点である。従って、本研究

ではペプチドトンネルから新生ポリペプチド鎖が露出する位置に翻訳停止配列

を挿入した翻訳停止配列解析用コンストラクト（図 24A）を用いることにした。 
	 	 翻訳停止配列解析用コンストラクトは、FLAGタグと Pgk1-36から成る 45
アミノ酸のリーダー配列と nLucの間に、6連続の CGAを挿入したコンストラ
クト（CGA x6）、または CCTCCCCCACCG を挿入したコンストラクト（Pro 
x4）である。Pgk1-36は N末端に Gluを付加した 3-phosphoglycerate kinase
の 3rd から 36th アミノ酸配列であり、二次構造を取らないと報告されている
(22)。また 45アミノ酸が翻訳されると、新生ポリペプチド鎖はペプチドトンネル
から露出すると報告されている(22)。このようなコンストラクトを用いて翻訳反

応を行い、翻訳停止配列の下流にコードされた nLuc の合成量を Luciferase 
Assayにて検出することで翻訳停止を評価した。 
	 	 まず翻訳停止配列解析用コンストラクトを DNA stat の酵母由来再構成型
生体外タンパク質合成系で翻訳させたところ、CGA x6依存的な翻訳抑制は確認
されたが、Pro x4依存的な翻訳抑制は確認されなかった（図 24B）。これは転写
されるmRNA量の違いが原因であると考えられた。実際に当研究室の卒業生で
ある近友文が mRNA start の翻訳系を用いて mRNA の添加量を検討したとこ
ろ、コンストラクトの種類によってmRNA添加量と翻訳量の関係が異なること
を示した（図 25）。翻訳停止配列を含まないmRNAは 0.5 µgの添加で最大の翻
訳量を示し、2.5 µg以上では翻訳が確認されなかった。しかし AAA x12が挿入
されたmRNAは、添加量 10 µgまでmRNAの添加量に比例して翻訳量も増加
することが確認された。これらの結果から、翻訳停止を観察するためには、

mRNAの添加量を揃えて解析する必要があると考えられた。  
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図 24. DNA start 翻訳系を用いた翻訳停止の観察 
A: 翻訳停止解析用コンストラクトの模式図。[-]は挿入なしを示している。B 左: DNA 

start 翻訳系で図 24A に示したコンストラクトを翻訳させ、翻訳量のタイムコース解析

をした結果を示した。B 右: 反応 150 分での翻訳量の比較を示した。エラーバーは３回

の独立した実験結果の標準誤差を示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 25. mRNA 量と翻訳量の関係（2015 年卒 近友文 修士論文より改変引用） 

A: mRNA の模式図。B 左: 20 µL の mRNA start 翻訳系に翻訳停止配列を含まない mRNA

を 0.1, 0.5, 2.5, 5.0, 10 µg で添加して 120 分の翻訳反応を行った。翻訳反応液 2 µL に

ついて Luciferase Assay を行った結果を示した。B 右: 図 25A で示したコンストラク

トについて図 25B 左と同様の実験を行った結果を示した。  
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3.5 mRNA start翻訳系では連続プロリン配列依存の翻訳抑制が観察されない 
 
	 	 DNA start翻訳系では、転写されるmRNA量の違いが原因で Pro x4配列
依存の翻訳抑制が確認されなかったと考えられたため、mRNA start翻訳系で翻
訳停止配列を有する mRNA の添加量を揃えて翻訳反応を解析した。その結果、
CGA x6 依存的な翻訳抑制は確認されたが、Pro x4 依存的な翻訳抑制は確認さ
れなかった（図 26）。従って、転写される mRNA量の違い以外に Pro x4 依存
の翻訳抑制を観察できない原因があることが示唆された。そこで、Pro x4依存
の翻訳抑制が観察できるように、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の

反応条件の検討を行うことにした。 
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図 26. mRNA start 翻訳系を用いた翻訳停止の観察 
左: mRNA start 翻訳系で図 24A に示したコンストラクトを翻訳させ、翻訳量のタイム

コース解析をした結果を示した。右: 反応 150 分での翻訳量の比較を示した。エラーバ

ーは３回の独立した実験結果の標準誤差を示した。 
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3.6 低Mg2+低ポリアミン濃度において連続プロリン配列の翻訳が抑制される 
 
	 	 Hetrick B.らの報告(64)（図 27）によって、翻訳の正確性や反応効率は、Mg2+

濃度とポリアミン濃度によって変化することが示されている。 
	 	 Hetrickらは、A siteに UUUコドンが位置するようにmRNAをプログラ
ムされたリボソームに、UUU コドンに対応する tRNAPheがアコモデーション

される反応を測定した（図 27A-C上パネル）。また、A-siteに CUCコドンが位
置するように mRNAをプログラムされたリボソームに、UUUコドンに対応す
る tRNAPheがアコモデーションされる反応も測定した（図 27A-C 下パネル）。
前者は Cognate tRNAのアコモデーション効率を測定しており、後者は Near-
cognate tRNAのアコモデーション効率を測定していた。Cognate tRNAとNer-
cognate tRNA のアコモデーション効率を、ポリアミンであるスペルミン(図
27A)とスペルミジン（図 27B）濃度、またMg2+濃度（図 27C）を変化させて解
析を行った。その結果、Mg2+, スペルミジン, スペルミンの濃度は、高くなるに
つれて Cognate tRNA のアコモデーション効率が高くなるが、同時に Near-
ognate tRNAのアコモデーション効率も高くなることが示された。これは、Mg2+, 
スペルミジン, スペルミンの濃度を高くすると、翻訳効率は上がるが、同時に翻
訳の正確性が低くなることを意味している。 
	 	 次に、翻訳の正確性を維持しつつ翻訳効率を上げるためには、Mg2+、スペ

ルミジン、スペルミンの濃度をどのように設定するとよいかの調査を行った（図

27D,E）。図 27Dに示された反応条件で In vitroジペプチド反応を行い、正確な
翻訳が起こった場合は fMet-Phe が合成され、間違った翻訳が起こった場合は
fMet-Leuが合成されるような解析系となっている（図 27E）。その結果、Mg2+

濃度を高くすると fMet-Ler が合成されるが、ポリアミン濃度を高くしても
fMet-Lerはあまり合成されない事が示された（図 27E）。これらの結果から、翻
訳の正確性を保ちながら翻訳効率を上げるには、Mg2+濃度は低く設定し、ポリ

アミン濃度を上げていき最適化するのが良いと考えられた(64)。以上の報告を考

慮し、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系を用いてプロリン連続配列依

存の翻訳抑制を観察するために、反応系のMg2+濃度とポリアミン濃度を検討す

ることにした。  
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図 27. Mg2+, ポリアミン濃度の翻訳効率と正確性への影響 
Hetrick B et al. (2010) Biochemistry より引用 

A-C は、tRNA が A-site にアコモデーションすると縦軸の値が上昇する。横軸は時間経

過を示している。A 上: スペルミン濃度と Cognate tRNA アコモデーション効率の関係。

A 下: スペルミン濃度と Near-cognate tRNA アコモデーション効率の関係。B 上: スペ

ルミジン濃度と Cognate tRNA アコモデーション効率の関係。B 下: スペルミジン濃度

と Near-cognate tRNA アコモデーション効率の関係。C 上: Mg2+濃度と Cognate tRNA

アコモデーション効率の関係。C 下: Mg2+濃度と Near-cognate tRNA アコモデーション

効率の関係。D: 図 11E の実験条件と、報告されている In vivo の濃度。E 上：図 11D で

示された条件で In vitro ジペプチド合成を行い TLC で翻訳産物を解析、上のシグナルは

Near-cognate tRNA の取り込まれた産物。E 下: Near-cognate tRNA による翻訳産物の

合成された割合。  

A B C
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	 	 Mg2+濃度とスペルミジン、スペルミン濃度を検討するにあたり、酵母由来

再構成型生体外タンパク質合成系から転写反応だけでなく、tRNA のアミノア
シル化反応も分離した最小限の翻訳系で実験を行うことにした。Mg2+の実効濃

度はヌクレオチドの消費によって変化することが考えられるため、ヌクレオチ

ド消費の原因となる転写反応と tRNA のアミノアシル化反応を分離させる必要
があると考えたからである。以降、あらかじめアミノアシル化した tRNA と
mRNA を添加する最小限の酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系

を”mRNA, aa-tRNA start”と表記する。mRNA, aa-tRNA start 翻訳系は、T7 
RNA polymeraseやヒト ARS mixは含まれない。また、転写反応のために加え
ていた CTPやUTPも除き、ヌクレオチドは 1 mM ATPと 1 mM GTPが添加
されている。 
	 	 DNA start翻訳系ではMg2+濃度、スペルミジン濃度、スペルミン濃度はそ

れぞれ 11 mM, 2 mM, 0.1 mM （以下、[11/2/0.1]と表記）であり、mRNA start
翻訳系では[9/2/0.1]であった。そこで、mRNA, aa-tRNA start翻訳系を用いて
Mg2+濃度は 11, 9, 7, 5 mM、スペルミジン濃度は 2, 0.25, 0 mM、スペルミン濃
度は 0.1, 0 mMの間で反応条件検討を行い、プロリン連続配列依存の翻訳抑制
が観察される条件の探索を行った（図 28）。その結果、Mg2+濃度が低くなるほ

ど、ポリアミン濃度が低くなるほど、プロリン連続配列依存の翻訳抑制が観察さ

れることが示された。DNA start翻訳系やmRNA start翻訳系はMg2+濃度もポ

リアミン濃度も高めで反応を行っており、それが原因でプロリン連続配列依存

の翻訳抑制が観察されなかったことが示唆された。以降、プロリン連続配列依存

の翻訳抑制を観察するために、翻訳の精度を保ちつつ翻訳速度を担保できる条

件として、Mg2+濃度は下げポリアミンは添加する条件である[5/0.25/0]で解析を
行うこととした。  
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図 28. Mg2+とポリアミン濃度の検討 
表記された条件で mRNA, aa-tRNA start 翻訳系を用いて、図 24A に示した Pro x4 コン

ストラクトと挿入なし（[-]）コンストラクトの翻訳反応を行い、タイムコース解析の結

果を示した。[Mg2+/スペルミジン/スペルミン] mM で反応条件を示した。  
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3.7 mRNA, aa-tRNA start翻訳系を用いた翻訳停止の観察 
 
	 	 連続プロリン配列依存の翻訳停止を観察するために、mRNA, aa-tRNA 
start翻訳系を用いて、[Mg2+/スペルミジン/スペルミン] = [5/0.25/0] mMの反応
条件で解析することに決定した。決定された最新の反応条件で翻訳停止配列を

有するコンストラクトの翻訳反応を試みた。その結果、Pro x4と CGA x6の両
方の配列において、依存的な翻訳抑制が確認された（図 29）。 
 
3.8 mRNA, aa-tRNA start翻訳系で因子依存性の確認 
 
	 	 決定された最新の条件における酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系

の因子依存性を確認した（図 30）。その結果、伸長因子 eEF1Aと eEF2、80Sリ
ボソーム、aa-tRNA mixを除くと翻訳産物は検出されなかった。伸長因子 eEF3、
終結・再生因子 eRF1, eRF3, Dom34, Hbs1, Rli1を除くと、completeと同レベ
ルの翻訳産物が検出された。DNA start翻訳系やmRNA start翻訳系の因子依
存性の結果と比べると、Dom34, Hbs1, Rli1を除いて、同様の傾向が見られた。
DNA start翻訳系やmRNA start翻訳系では Dom34, Hbs1, Rli1を除くと翻訳
量の低下が観察されたが（図 20）、mRNA, aa-tRNA start翻訳系では Dom34, 
Hbs1, Rli1を除いても翻訳量に変化は見られなかった（図 30）。これはMg2+濃

度が 9-11 mMから 5 mMに下がったことで、リボソームサブユニットの会合と
解離の平衡が解離に偏り、リボソーム解離因子非存在下でも CrPV IRESの開始
が効率良く起こったからだと示唆された。結果をまとめると、mRNA, aa-tRNA 
start 翻訳系を用いて連続プロリン配列依存の翻訳抑制の観察に成功し、eIF5A
の機能解析を行う実験材料が整った。 
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図 29. 最新の反応条件で翻訳停止配列解析用コンストラクトを翻訳 
左: [5/0.25/0]の条件で mRNA, aa-tRNA start 翻訳系を用いて図 24A に示したコンスト

ラクトを翻訳させ、翻訳量のタイムコース解析の結果を示した。右: 反応 150 分での翻

訳量の比較を示した。エラーバーは３回の独立した実験結果の標準誤差を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 30. mRNA, aa-tRNA start 翻訳系の因子依存性の確認 
[5/0.25/0]の条件で mRNA, aa-tRNA start による酵母由来再構成型生体外タンパク質合

成系（complete）から表示された因子を除いて 30 度 4 時間の翻訳反応を行った。反応

に用いた鋳型 DNA は図 19A に示されている。0.1 mg/mL の RNaseA を添加して翻訳

停止処理をした後、翻訳反応液 20 µL は 15% SDS-PAGE にて解析し、翻訳反応液 2 µL

は Luciferase Assay にて解析した。  
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3.9 解析に用いた eIF5A 
 
	 	 本研究では、以下の 5種類の eIF5Aを解析に使用した。DHSや DOHHと
の大腸菌共発現系を用いて調製された hypusine 修飾 eIF5A（hyp）、
deoxyhypusine修飾 eIF5A（deoxy）、未修飾 eIF5A（lys）、さらに酵母から精
製した野生型 eIF5A（WT）と hypusine 修飾がされる 51 番目のリジンをアル
ギニンに置換した eIF5A（K51R）である。これら 5 種類の eIF5Aは当研究室
の卒業生である西村聡が精製したものを使用した（図 31）。大腸菌から精製され
た eIF5A はタグが付加されていないが、酵母から精製された eIF5A には C 末
端にHisタグが付加されている。  
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図 31. 本研究で使用した eIF5A のゲル写真 
大腸菌から精製されたhypusine修飾 eIF5A（hyp）、deoxyhypusine修飾eIF5A（deoxy）、

未修飾 eIF5A（lys）を 3 µg について 15% SDS-PAGE で分画した。酵母から精製され

た野生型 eIF5A（WT）、hypusine 修飾のされる Lys を Arg に置換した eIF5A（K51R）

を 3 µg について 15% SDS-PAGE で分画した。CBB 染色でバンドを検出した。  
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3.10 低濃度の eIF5Aは hypusine修飾依存的に連続プロリン配列の翻訳を促進 
 
	 	 まずリボソームに対して 1/50量（0.01 µM）の eIF5Aについて、連続プロ
リン配列の翻訳に対する効果を検証した（図 32）。0.01 µM という濃度は、

hypusine 修飾 eIF5A が連続プロリン配列の翻訳抑制を解除するのに十分な最
小の濃度である。その結果、連続プロリン配列依存の翻訳抑制は、0.01 µM の

eIF5A（hyp）と eIF5A（deoxy）の添加によって解消され、0.01 µM eIF5A（lys）
によっては解消されないことが示された（図 32A,B）。1 段階目の修飾である
deoxyhypusine修飾された eIF5Aと 2段階目の修飾である hypusine修飾され
た eIF5Aで同様の効果を示したことは、出芽酵母において 1段階目の修飾酵素
DHS の遺伝子を欠損できないが、2 段階目の修飾酵素 DOHH の遺伝子は欠損
できることと一致する結果だと考えられる。対照的に、未修飾 eIF5Aは連続プ
ロリン配列の翻訳促進を行えないことも、これまでの報告と一致する結果とな

った。加えて、連続プロリン配列の翻訳抑制は、0.01 µMの eIF5A（WT）の添
加によって解消され、0.01 µMの eIF5A（K51R）では解消されない結果を得て、
酵母から精製した eIF5Aにおいても同様の結果となった（図 32C,D）。一方、連
続 CGA 配列依存の翻訳抑止は、どの eIF5A によっても解消されることはなか
った。以上の結果は、リボソームに対して eIF5A 濃度が低い条件下では、
hypusine修飾依存的に連続プロリン配列の翻訳促進が行われることを示唆した。
そして、eIF5Aは連続 CGA配列の翻訳抑制には効果を示さないことから、翻訳
抑制には eIF5Aによって解消される種類と解消されない種類が存在することが
示された。 
	 	 細胞内では、eIF5A は比較的豊富に存在するタンパク質と知られており、
少なくともリボソームの 2倍量の eIF5Aが存在すると報告されている(54)。従っ

て、次はリボソームと等量か、それ以上の濃度の eIF5Aについて、連続プロリ
ン配列の翻訳に対する効果を検証することにした。  
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図 32. 連続プロリン配列の翻訳に対する eIF5A の効果（濃度制限条件） 
A: タイムコース解析の結果。[5/0.25/0] mRNA, aa-tRNA start 翻訳系に大腸菌から精製

された各 eIF5A 0.01 µM を添加して、図 24A に示した mRNA を翻訳させた。B: 反応

150 分での翻訳量で比較。C: タイムコース解析の結果。[5/0.25/0] mRNA, aa-tRNA start

翻訳系に酵母から精製された各 eIF5A 0.01 µM を添加して、図 24A に示した mRNA を

翻訳させた。D: 反応 150 分での翻訳量で比較。示されたエラーバーは独立した３回の

実験結果の標準誤差を示した。  
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3.11 リボソームと等量の未修飾 eIF5Aは連続プロリン配列の翻訳を促進 
 
	 	 リボソームに対して等量（0.5 µM）の eIF5Aについて、連続プロリン配列
の翻訳に対する効果を検証した（図 33）。その結果、連続プロリン配列依存の翻
訳抑制は、全ての種類の eIF5Aによって解消された（図 33A,B）。加えて、連続
プロリン配列の翻訳抑制は、2.5 µMの eIF5A（WT）や eIF5A（K51R）の添加
によっても解消される結果を得た（図 33C,D）。一方、連続 CGA配列依存の翻
訳抑止は、どの eIF5Aによっても解消されることはなかった。以上の結果は、
十分量の eIF5A 存在下では、連続プロリン配列の翻訳促進に hypusine 修飾が
不要であることを示唆した。上記の結果は、これまで報告された eIF5Aの効果
とは異なる新しい知見となった。 
	 	 次に、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系で合成された翻訳停止配

列解析用コンストラクトからの翻訳産物がどのような状態かを調べるために、

翻訳産物を Tricine SDS-PAGEを用いて解析することにした。 
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図 33. 連続プロリン配列の翻訳に対する eIF5A の効果（濃度過剰条件） 
A: タイムコース解析の結果。[5/0.25/0] mRNA, aa-tRNA start 翻訳系に大腸菌から精製

された各 eIF5A 0.5 µM を添加して、図 24A に示した mRNA を翻訳させた。B: 反応 150

分での翻訳量で比較。C: タイムコース解析の結果。[5/0.25/0] mRNA, aa-tRNA start 翻

訳系に酵母から精製された各 eIF5A 2.5 µM を添加して、図 24A に示した mRNA を翻

訳させた。D: 反応 150 分での翻訳量で比較。示されたエラーバーは独立した３回の実

験結果の標準誤差を示した。  
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3.12 Tricine SDS-PAGEで翻訳停止配列依存の翻訳停止を確認 
 
	 	 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系を用いて、連続プロリン配列や

連続 CGA配列依存の翻訳抑制が観察された。観察された翻訳抑制が、翻訳停止
配列を挿入した位置での翻訳停止によるものかを確認するために、翻訳産物を

Tricine SDS-PAGEで分画し、解析を行った。図 34Aは挿入なしコンストラク
トの翻訳産物について、図 34Bは Pro x4挿入コンストラクトについて、図 34C
は CGA x6挿入コンストラクトについてゲル写真の結果を示した。 
	 	 挿入なしコンストラクトからの翻訳産物の予測分子量は 25.3 kDa である。
図 34Aで示されたように、分子量マーカーの 20-25 kDaの位置に現れるバンド
が全長合成産物（FL）であると考えられる。挿入なしコンストラクトの翻訳で
は、0.5 µM eIF5A（hyp）を添加することによって、全長合成産物の合成量が同
レベルか少し低くなることが観察された。また、0.5 µM eIF5A（hyp）を添加す
ることによって、スメアバンド（*）が検出されるようになった。これは、現在
の翻訳条件において、翻訳停止配列以外の翻訳に対して eIF5Aが負の効果を持
つことを示している（図 34）。この点については、考察の項目で述べる。 
	 	 Pro x4 挿入コンストラクトから全長合成されると分子量は 25.3 kDa で、
挿入されたプロリンの 49 アミノ酸の位置で翻訳が停止すると分子量は 5.53 
kDa と予測された。図 34B で示されたように、eIF5A（hyp）非存在下で Pro 
x4 挿入コンストラクトを翻訳すると、分子量マーカーの 5-10 kDa の位置にバ
ンドが生じることから、連続プロリン配列で翻訳停止したことが示唆された。

eIF5A（hyp）非存在下で Pro x4 挿入コンストラクトを翻訳すると、全長合成
産物は全く検出されなかったが、0.5 µM eIF5A（hyp）存在下では全長合成産物
が検出されるようになった。この結果から、Pro x4依存の翻訳抑制は Pro x4上
で翻訳停止が起きたことが原因であり、その翻訳停止を eIF5Aは解除すること
が示された。そして図 32や図 33で示された Luciferase Assayによる解析結果
と Tricine SDS-PAGE による解析結果は一致することが示された。0.5 µM 
eIF5Aを添加するとスメアバンド（*）が検出されるようになったが、図 34Aの
結果と同様であるため、連続プロリン配列とは無関係な現象だと考えられた。 
	 	 CGA x6 挿入コンストラクトから全長合成されると分子量は 26.3 kDa で、
挿入されたアルギニンの 51 アミノ酸の位置で翻訳が停止すると分子量は 6.14 
kDaと予測された。図 34Cで示されたように、eIF5Aの有無に関わらず分子量  
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図 34. Tricine SDS-PAGE による翻訳停止配列を含む翻訳産物の解析 
A: 図 24A に示した挿入なし mRNA を[5/0.25/0] mRNA, aa-tRNA start 翻訳系で翻訳さ

せ、0.5 µM eIF5A（hyp）の効果を検証した。反応 1, 2, 3, 4 時間後に 0.1 mg/mL RNaseA

処理を行い、10 µL のサンプルを Tricine SDS-PAGE を用いて解析した。下の図は反応

に用いた mRNA の模式図である。（FL）は Full length 翻訳産物の位置を示し、アスタ

リスク（*）は翻訳停止配列以外の領域でフレームシフトを起こしたと示唆された産物

である。B: 図 24A に示した Pro x4 を挿入した mRNA について図 34A と同様の解析を

した。下の図は反応に用いた mRNA の模式図である。C: 図 24A に示した CGA x6 を

挿入した mRNA について図 34A と同様の解析をした。下の図は反応に用いた mRNA

の模式図である。
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マーカーの 5-10 kDaの位置にバンドが生じることから、連続 CGA配列で翻訳
停止したことが示唆された。この結果からも、eIF5Aは連続 CGA配列の翻訳停
止に対して効果を示さないことが示された。 
	 	 翻訳停止配列解析用コンストラクトの翻訳反応で見られる翻訳抑制は、挿

入された配列上での翻訳停止によると示唆されたので、最後に翻訳停止したリ

ボソーム上でペプチジル tRNAがどのような状態かを調べることにした。 
 
3.13 連続プロリン配列で停止したペプチジル tRNAは Pth感受性を示す 
 
	 	 翻訳停止したリボソーム上でペプチジル tRNA がどのような状態かを調べ
るために、翻訳反応後に RNaseA処理したサンプル、ペプチジル tRNAハイド
ロレース（Pth）処理をしたサンプル、何も処理をしないサンプルを Tricine SDS-
PAGE で分画して解析を行った。Pth はリボソームから遊離したペプチジル
tRNAを加水分解し、RNaseAは全ての RNAを分解する。従ってリボソーム上
に存在するペプチジル tRNA は、RNaseA 処理では分解されるが、Pth 処理で
は分解されないと予想される。 
	 	 まず翻訳停止配列挿入なしコンストラクトを eIF5A非存在下で翻訳した産
物について解析したところ（図 35A）、何も処理をしないサンプルからは、ペプ
チド解離された全長合成産物（*）と、全長合成されていると思われるペプチジ
ル tRNA（**）が検出された。全長合成されたペプチジル tRNAは Pth処理に
よってバンド強度が半分ほどに減少し、RNaseA 処理によってほぼ全てが消失
した。未処理サンプルから検出される全長合成ペプチジル tRNA のうち、半分
は終止コドン上でリボソームに結合した状態で存在しており、残りはリボソー

ムの run off によってペプチジル tRNA が遊離して存在していることを示唆し
た。Pth 処理をしたサンプルのペプチド解離した全長合成産物のバンドが歪ん
ているのは、添加した Pth（21.1 kDa）が原因である。一方 eIF5A存在下で翻
訳した産物について解析したところ、何も処理をしないサンプルからは、全長合

成されていると思われるペプチジル tRNA（**）と、フレームシフト産物と思わ
れる中間産物（図 34Aのアスタリスクで示したシグナルと同様）が検出された。
ペプチジル tRNAの状態で存在している場合、20 kDa以上の位置に検出される
と考えられるため、未処理で検出された中間産物はペプチド解離した状態で存

在していると考えられた。従って、フレームシフトが起き、下流に現れた未成熟
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終止コドン（premature termination codon）でペプチド解離が起きていること
を示唆した。加えて、eIF5A 存在下では非存在下に比べて全長合成されたペプ
チジル tRNAが少なく検出されており、eIF5Aが eRF1 によるペプチド解離反
応を促進するという報告と一致した(16,42)。 
	 	 次に連続プロリン配列が挿入されたコンストラクトを eIF5A非存在下で翻
訳した産物について解析したところ（図 35B）、何も処理をしないサンプルから
は、Pro x4で翻訳停止したと思われるペプチジル tRNA（****）が検出された。
このペプチジル tRNA（****）は RNaseA処理によって分解され、約 6 kDaの
位置（***）にバンドシフトしたことから、Pro x4 で翻訳停止したペプチジル
tRNA であることが示された。予想外なことに、Pro x4 で翻訳停止したペプチ
ジル tRNA（****）は Pthによって切断を受け、約 6 kDaの位置（***）にバン
ドシフトした。これは、連続プロリンペプチジル tRNA によってストールした
リボソームは構造的に不安定になり、ペプチジル tRNAが Pthの作用を受ける
ようになったことが示唆された。eIF5A 存在下で翻訳した産物について解析し
たところ、ペプチド解離した全長合成産物（*）が確認された。eIF5A非存在下
と同様に Pth感受性を示す Pro x4で翻訳停止したペプチジル tRNA（****）も
確認された。また、eIF5A を添加することによってフレームシフト産物と思わ
れる中間産物（図 34Bのアスタリスクで示したシグナルと同様）が検出された
が、図 35Aからも同様の傾向のバンドが検出されているため、連続プロリン配
列とは無関係であることが示唆された。 
	 	 最後に、連続 CGA 配列が挿入されたコンストラクトを eIF5A 非存在下で
翻訳した産物について解析したところ（図 35C）、何も処理をしないサンプルか
ら、約 6 kDa の位置にバンドが検出された。このバンドは Pth処理や RNaseA
処理に関わらず、全てのサンプルから同様に検出された。従って、連続 CGA配
列の翻訳停止に伴いフレームシフトが起き、連続 CGA配列の下流に生じる未成
熟終止コドンによってペプチド解離が起きていることを示唆した。eIF5A 存在
下で翻訳した産物についても同様で、連続 CGA配列によるフレームシフト産物
が検出された。また図 35A,Bと同様に、eIF5Aの添加によって連続 CGA配列
とは無関係なフレームシフト産物（図 34Cのアスタリスクで示したシグナルと
同様）も検出された。  
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図 35. 翻訳停止したリボソーム上でのペプチジル tRNA の状態解析 
図 24A に示した mRNA を[5/0.25/0] mRNA, aa-tRNA start 翻訳系で翻訳させ、0.5 µM 

eIF5A（hyp）の効果を検証した。反応 4 時間後に 0.1 mg/mL RNaseA 処理、または 30 

µM Pth 処理を行い、10 µL のサンプルを Tricine SDS-PAGE を用いて解析した。下の図

は反応に用いた mRNA の模式図である。（*）はペプチド解離された全長合成産物、（**）

は全長合成されたペプチジル tRNA、（***）はペプチド解離された翻訳停止産物、（****）

は翻訳停止したペプチジル tRNA を示した。A: 挿入なしコンストラクトについて解析

した。B: Pro x4 について解析した。C: CGA x6 について解析した。
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	 	 結果をまとめると、連続プロリン配列で翻訳停止して生じたペプチジル

tRNAは Pth感受性を示すことが示された。連続 CGA配列の翻訳ではフレーム
シフトが起き、連続 CGA配列下流に生じた未成熟終止コドンによるペプチド解
離が起きており、ペプチジル tRNAの状態で存在しないことも示された。 
 
3.14 連続プロリンペプチジル tRNAはリボソームから解離している 
 
	 	 ペプチジル tRNAが Pth感受性を示すということは、リボソームがサブユ
ニットに解離していることを示唆する。連続プロリンペプチジル tRNA がリボ
ソームから解離しているかを確かめるために、連続プロリン配列が挿入された

コンストラクトを eIF5A非存在下で翻訳したのち、ショ糖密度勾配遠心を用い
て翻訳産物を分画して解析を行った。リボソームがサブユニットに解離し、さら

にショ糖密度勾配遠心の過程でペプチジル tRNA がリボソームから解離する場
合、ペプチジル tRNAはショ糖密度の低いトップフラクションから検出される。
また、ペプチジル tRNAがリボソーム上に存在する場合、ペプチジル tRNAは
80Sリボソームが検出されるフラクションから検出される。 
	 	 ショ糖密度勾配遠心によって分画した翻訳産物を Tricine SDS-PAGEを用
いて解析した結果、トップフラクションから 25 kDaの位置にシグナルが検出さ
れた（図 36A）。検出されたシグナルは Pth 処理を行うと約 7 kDa の位置にシ
フトすること（図 36B）から、連続プロリン配列で停止したペプチジル tRNAで
あることが示された。これらの結果から、本研究で観察された連続プロリンペプ

チジル tRNA は翻訳停止に伴い、リボソームをサブユニットに解離しているこ
とが示唆された。またショ糖密度勾配遠心の過程でペプチジル tRNA が脱離し
たと考えられた。 
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図 36.ペプチジル tRNA がリボソーム上に存在するかの解析 
eIF5A 非存在下 [5/0.25/0] mRNA, aa-tRNA start 翻訳系で図 24Aに示したPro x4 mRNA

を翻訳させ、反応 4 時間後に何も処理をしない（図 36A）、または 30 µM Pth 処理（図

36B）を行い、サンプルを調製した。サンプルを 10-30%ショ糖密度勾配遠心法によっ

て 20 分画に分け、Tricine SDS-PAGE を用いて解析した。リボソーム分画は 260 nm の

吸光度を測定することで確認した。  
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3.15 連続トリプトファン配列で停止したペプチジル tRNAは 
Pth感受性を示さない 

	 	  
	 	 最後に、連続プロリン配列で生じるペプチジル tRNA が、プロリン以外の
配列で停止しているペプチジル tRNAと比べて、有意に Pth感受性かどうかを
解析した。これまで、連続プロリン配列とは翻訳停止メカニズムが異なる配列と

して連続 CGA配列を用いて来た。しかしながら、図 35Cの結果から、連続 CGA
配列によってフレームシフトが誘発され、それによって生じた未成熟終止コド

ンでのペプチド解離反応が起きている事が示唆された。従って、連続 CGA配列
を用いても、翻訳停止したペプチジル tRNAを観察する事が出来ない。 
	 	 そこで、In vivo解析によって酵母では弱いストール配列として報告されて
いる連続トリプトファン配列(19)（Trp x10）を用いて翻訳停止産物を得て、連続
トリプトファン配列で生じるペプチジル tRNAの Pth感受性を解析することに
した。また、翻訳停止配列を含まないmRNAからの翻訳産物も、終止コドン上
でペプチジル tRNA として存在していると示唆される産物が検出された（図
35A）。終止コドン上で停止しているペプチジル tRNAについもて Pth感受性を
解析することにした。 
	 	 eIF5A 非存在下で図 37A に示した mRNA を翻訳させて、反応後に何も処
理をしないサンプル（[-]）、Pth処理をしたサンプル（P）、RNaseA処理をした
サンプル（R）について Tricine SDS-PAGEによる解析を行った（図 37B）。得
られたゲル写真について、全長合成されたペプチジル tRNA（**）と翻訳停止し
たペプチジル tRNA（****）のバンド強度をMulti Gaugeで解析した。Pth耐
性のペプチジル tRNA を、Pth 処理バンド / 未処理バンド（%）で評価し、３
回の独立した実験結果の標準誤差で示した（図 37D）。 
	 	 [9/2/0.1]の条件において４連続プロリン配列は停止しなかったが、さらに多
くのプロリンが連続した配列では翻訳停止が起こると予想された。この条件で

はマグネシウム濃度やポリアミン濃度が高いため、リボソームは構造的に安定

である事が予想された。従って、[9/2/0.1]の条件で停止させた連続プロリン配列
のペプチジル tRNAは、Pth感受性は示さないと予想された。そこで、[9/2/0.1]
の反応条件についても図 37Bと同様の実験を行った（図 37C,D）。 
	 	 [5/0.25/0]の反応条件で、挿入なしコンストラクト（No motif）と Pro x4を
含むコンストラクトの翻訳産物を解析したところ（図 37B）、図 35A,Bで示され
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た結果を再現した。バンド強度を定量した結果、全長合成されたペプチジル

tRNA（**）は 62±3.6 %が Pth耐性を示し、Pro x4で翻訳停止したペプチジル
tRNA（****）は 2.4±0.64 %が Pth耐性を示した（図 37D）。全長合成されたペ
プチジル tRNAは終止コドンで run offしていることを考慮しても、半数が Pth
耐性を示した。一方、Pro x4で翻訳停止したペプチジル tRNAは、ほとんどが
Pth感受性を示した。次に、Pro x12を含むコンストラクトの翻訳産物を解析し
たところ、Pro x4を含むコンストラクトの結果と傾向が一致した（図 37B）。バ
ンド強度を定量した結果、Pro x12で翻訳停止したペプチジル tRNA（****）は
0.79±0.71 %が Pth耐性を示した（図 37D）。従って、ほとんどの Pro x12で停
止したペプチジル tRNAは Pth感受性を示した。最後に、連続トリプトファン
配列が挿入されたコンストラクトを eIF5A非存在下で翻訳した産物について解
析したところ（図 37B）、何も処理をしないサンプルからは、Trp x10で翻訳停
止したと思われるペプチジル tRNA（****）が検出された。このペプチジル tRNA
（****）は RNaseA処理によって分解され、約 8 kDaの位置（***）にバンドシ
フトしたことから、Trp x10 で翻訳停止したペプチジル tRNA であることが示
された。注目したい点は、Trp x10で翻訳停止したペプチジル tRNA（****）は
Pthによって切断を受けなかった点である（図 37B）。バンド強度を定量した結
果、Trp x10で停止したペプチジル tRNA（****）は 90±6.1 %が Pth耐性を示
した（図 37D）。以上の結果をまとめると、連続プロリン配列で翻訳停止したペ
プチジル tRNAは有意に Pth感受性を示しており、ポリプロリル tRNAによっ
てリボソームが不安定化したことを支持した。このリボソームの不安定化は連

続プロリン配列特異的であることも示された。 
	 	 [9/2/0.1]の反応条件において、Pro x4が挿入されたコンストラクトを eIF5A
非存在下で翻訳した産物について解析したところ（図 37C）、全長合成されてい
ると思われるペプチジル tRNA（**）が検出された。Pth 処理や RNaseA 処理
を行っても、翻訳停止産物（***）が検出されないことから、[9/2/0.1]の反応条
件では翻訳停止が起こらない事を確認した。挿入なし（No motif）と Pro x4に
ついて、全長合成されたペプチジル tRNA（**）の Pth耐性を評価すると、それ
ぞれ 88±0.58 %と 99±7.4 %であった（図 37D）。一方、Pro x12が挿入されたコ
ンストラクトを eIF5A 非存在下で翻訳した産物について解析したところ（図
37C）、何も処理をしないサンプルからは、Pro x12 で翻訳停止したと思われる
ペプチジル tRNA（****）が検出された。このペプチジル tRNA（****）は RNaseA
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処理によって分解され、約 10 kDaの位置（*****）にバンドシフトしたことか
ら、Pro x12 で翻訳停止したペプチジル tRNA であることが示された。注目し
たい点として、 [9/2/0.1]の条件において Pro x12 で翻訳停止したペプチジル
tRNA（****）は Pthによって切断を受けなかった点である。Pro x12で翻訳停
止したペプチジル tRNA のPth耐性を評価すると、105±8.9 %という値を示し、
全く Pthの作用を受けないことを示した（図 37D）。加えて、RNaseA処理によ
って出現した Pro x12の翻訳停止産物は[5/0.25/0] と[9/2/0.1]の反応条件によっ
て分子量が異なった。これらの結果をまとめると、[9/2/0.1]の条件ではマグネシ
ウム濃度やポリアミン濃度が高いためリボソームは不安定化しにくく、連続プ

ロリン配列はある程度翻訳されたと考えられた。その結果、長く連なったプロリ

ン配列がリボソームトンネルでつまり翻訳停止を引き起こしたので、Pro x12の
翻訳停止産物は[5/0.25/0] と[9/2/0.1]の反応条件によって分子量が異なったと
示唆された。そして、[9/2/0.1]の条件において連続プロリン配列で停止したリボ
ソームは不安定化していないため、リボソーム上のペプチジル tRNAは Pth感
受性を示さないことを示唆した。予想外なことに、[9/2/0.1]の条件において連続
トリプトファン配列を含むコンストラクトの翻訳産物を解析したところ、

RNaseA処理で切断を受ける翻訳停止産物が確認されなかった（図 37C）。これ
は、マグネシウム濃度やポリアミン濃度が高い場合、連続トリプトファン配列も

翻訳停止しない事を示唆した。 
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図 37. ポリプロリル tRNA の Pth 感受性の有意性の確認 
A: 解析に用いたコンストラクトの模式図。B: eIF5A 非存在下、[5/0.25/0]の反応条件で

図 37A に示した mRNA を翻訳させて、反応 4 時間後に何も処理をしない（[-]）、30 µM 

Pth 処理（P）、または 0.1 mg/mL RNaseA 処理（R）を行い、10 µL のサンプルを Tricine 

SDS-PAGEを用いて解析した。C: [9/2/0.1]の反応条件で図37Bと同様の実験を行った。

D: 全長合成されたペプチジル tRNA（**）と翻訳停止したペプチジル tRNA（****）のバ

ンド強度を Multi Gauge で解析した。Pth 耐性のペプチジル tRNA を、Pth 処理バンド 

/ 未処理バンド（%）で評価し、３回の独立した実験結果の標準誤差で示した。  

[5/0.25/0]

2-
5-

10-

15-
20-
25-
37-

(kDa)

[-] P R [-] P R [-] P R [-] P R

****
**

Full length 
peptidyl-tRNA

stalled
peptidyl-tRNA

0

50

100

NC P4 P12 W10 NC P4 P12 W10

Pt
h

re
si

st
an

t 
pe

p-
tR

N
A

(%
)

No motif
Pro x4

Pro x12
Trp x10

No motif
Pro x4

Pro x12
Trp x10

[5/0.25/0] [9/2/0.1]

n.d
.

[9/2/0.1]

2-
5-

10-

15-
20-
25-
37-

(kDa)

[-] P R [-] P R [-] P R [-] P R
No motif Pro x4 Pro x12 Trp x10

****
**

Full length 
peptidyl-tRNA

stalled
peptidyl-tRNA

***
***** Stalled 

products

A

B

C

No motif
Pro x4
Pro x12
Trp x10

V

49 aa

FLAG Pgk1-36 nLuc HA

Treatment:
mRNA:

Treatment:
mRNA:

D

No motif Pro x4 Pro x12 Trp x10

*** Stalled 
products



 90 

4 考察 
 
4.1 本研究のまとめ 
 
・精製された酵母の因子を用いた再構成型生体外タンパク質合成系を構築した。 
酵素活性を有する nLucの合成に成功した（図 19）。 
 
・再構成型生体外タンパク質合成系を用いて 
連続プロリン配列依存の翻訳抑制を観察することに成功した（図 28）。 
▶Mg2+とポリアミン濃度が低い時に、連続プロリン配列で強く翻訳停止する。 
	 ▶4章 2節で考察 
 
・リボソームと等量の eIF5A存在下では 

hypusine修飾非依存的に連続プロリン配列の翻訳を促進した（図 33）。 
▶タンパク質内部の連続プロリン配列の翻訳抑制を解消する eIF5Aの効果は 
 hypusine修飾を必要としない。 
▶4章 3節、4章 4節、4章 5節で考察 

 
・連続プロリン配列で停止したペプチジル tRNAはPth感受性を示した（図35）。 
	 ▶連続プロリンペプチジル tRNA は Pth の作用を受けるようなリボソームの
状態、特に PTCの構造の乱れを誘発する。 

	 	 ▶4章 2節で考察 
 
・連続トリプトファン配列で停止したペプチジル tRNAは 

Pth感受性をしめさなかった（図 37） 
▶連続プロリン配列の翻訳停止は PTCの構造の乱れが原因であり 
 その PTCの構造の乱れは未修飾 eIF5A本体の作用によって解消される。 
	 ▶4章 4節、4章 5節で考察 
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	 	 本研究では、精製された酵母の因子を用いて酵素活性を有する nLucの合成
が可能な再構成型生体外タンパク質合成系の構築を行った。この系を用いて、タ

ンパク質内部に挿入した連続プロリン配列による翻訳停止と、それを解消する

eIF5A および hypusine 修飾の機能解析を行った。その結果、Mg2+やポリアミ

ン濃度が低い場合、連続プロリンペプチジル tRNAはリボソームの PTCの構造
を乱し、それに伴い翻訳停止を引き起こすことが示唆された。加えて、連続プロ

リン配列依存の翻訳停止を解消するのに eIF5A は hypusine 修飾が不要であっ
たため、未修飾 eIF5Aの本体が乱れた PTCの構造を正し、翻訳停止を解消する
ことが示唆された。PTC の構造に着目し、連続プロリン配列の翻訳停止とそれ
を解消する未修飾 eIF5Aの作用機序を考察した例はこれまでになく新しい知見
である。以上の考察をもとに、真核細胞と原核細胞の連続プロリン配列による翻

訳停止機構と、それを解消する eIF5Aや EF-Pの作用機序について比較しなが
ら考察を行った。 
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4.2 真核細胞における連続プロリン配列の翻訳停止メカニズム 
 
	 	 本研究によって、マグネシウム濃度とポリアミン濃度が低い反応条件にお

いて連続プロリン配列依存の翻訳停止が観察され（図 28,29）、連続プロリン配
列で停止したペプチジル tRNAは Pth感受性を示した（図 35-37）。連続プロリ
ン配列は、開始コドンから 45アミノ酸下流に挿入したため、リボソームのペプ
チドトンネルは新生ポリペプチド鎖が埋まった状態で翻訳停止していると考え

られた(22)。そのような状況において、翻訳停止した連続プロリンペプチジル

tRNA は Pth の作用を受けた。これは、立体障害を引き起こす連続プロリン領
域(14)とペプチドトンネルが衝突することで通常とは異なる PTC の構造を誘発
し、それに伴うリボソームの不安定化によって連続プロリンペプチジル tRNA
は Pth 感受性を示したと考えられた。最近、原核細胞のリボソームは、プロリ
ンと酸性アミノ酸の混合した連続配列を翻訳すると不安定化が起こると報告さ

れた(78)。茶谷らは、大腸菌由来の In vitro翻訳系で、10連続のアスパラギン酸
配列やグルタミン酸配列を挿入したレポーターコンストラクトを翻訳させると、

Pth 感受性の挿入配列で停止したペプチジル tRNA が検出されることを見つけ
た(78)。この現象は Intrinsic Ribosome Destabilization（IRD）と名付けられた
(78)。そして、IRDはバクテリアにおいて低Mg2+濃度を感知し、マグネシウムト

ランスポーターMgtA の発現制御に利用されることが報告された(78)。マグネシ

ウムトランスポーターMgtAの発現制御は、MgtAの上流に存在するMgtLの翻
訳によって制御を受ける (78,81)。MgtL は、プロリン、アスパラギン酸、グルタ
ミン酸を豊富に含む配列であり、Mg2+濃度の高いときは EF-P 依存的に合成さ
れる(78,81)。この時、翻訳しているリボソームによって mRNA の構造が変化し、
転写終結因子 Rho の認識領域が露出すると、MgtA のコード領域まで転写が行
われずMgtAの発現が抑えられる(78,81)。一方、Mg2+濃度が低いとき、リボソー

ムは不安定化（IRD）しMgtLの下流まで翻訳が行われない(78)。この時、mRNA
の構造が変化し Rho 認識領域が二次構造を形成するため、MgtA のコード領域
まで転写が行われ MgtA の発現が行われる(78,81)。注目したい点は、原核細胞の

IRDを引き起こす配列(78)と真核細胞の eIF5Aが作用する配列(13,16)は、プロリン

やアスパラギン酸が含まれており類似する点である。これらの報告をまとめる

と、本研究で観察された連続プロリン配列の翻訳停止は、連続プロリンペプチジ

ル tRNA によって PTC の構造が乱れ、IRD のようなリボソームの不安定化に
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よって引き起こされたことが示唆された。一方、マグネシウム濃度やポリアミン

濃度が高い場合は、マグネシウムやポリアミンがリボソームや P-site tRNA に
結合することで PTCの構造安定化に寄与し、連続プロリン領域の立体障害が解
消され、翻訳伸長が起こったと考えられた。ポリアミンは PTCや P-site tRNA
と相互作用することで、翻訳伸長の正確性の向上や伸長速度の上昇に寄与する

ことが報告されている(14,64,88)。これまで、真核細胞における連続プロリン配列の

翻訳停止は、P-site ペプチジル tRNAの配向の乱れが主な原因と考えられてき
た。しかし本研究の結果から、立体障害を引き起こす連続プロリン領域とペプチ

ドトンネルが衝突することで PTCの構造が乱れ、リボソームの不安定化が起こ
ることで翻訳が停止するという新たなモデルが示唆された。 
 
4.3 hypusine修飾のタンパク質合成における役割 
 
	 	 これまで eIF5Aの In vitroによる機能解析は、In vitroペンタペプチド合
成系を用いた解析が報告されていたが (14,15,16)、長いペプチド合成における

eIF5A の機能解析をした例は１つもなかった。ペンタペプチド合成系のような
短いペプチド合成では、ペプチドトンネルと新生ポリペプチド鎖の相互作用は

弱いと考えられ、P-site ペプチジル tRNAは非常に不安定であることが予想さ
れた(12,16,43)。 
	 	 Schmidt C.らの報告によると、P-siteペプチジル tRNAは A-site tRNAが
存在するとき、リボソーマルタンパク質 uL16 と相互作用して安定化される(43)

（図 38A）。このとき A-site tRNAの C72は uL16 の Cys104 と水素結合を形
成し、P-site ペプチジル tRNAの G73, C75は uL16の Arg109, Asp108とそれ
ぞれ水素結合を形成していると報告された(43)（図 7E,38A）。一方 A-site tRNA
が存在しない場合、uL16 は P-site ペプチジル tRNAと相互作用できない構造
になり、P-site ペプチジル tRNAはとりわけ不安定な状態になる(43)（図 7F,38B）。
このような状況では、eIF5Aの hypusine残基が E-site側から P-site ペプチジ
ル tRNAの CCA末端と相互作用することで、P-site ペプチジル tRNAを安定
化すると報告された(43)（図 38C）。 
	 	 これらの報告を考え合わせると、ペプチドトンネルと新生ポリペプチド鎖

の相互作用が弱い条件である In vitro ペンタペプチド合成において、連続プロ
リン配列による翻訳停止を引き起こすと、P-site tRNAは非常に不安定な状態に
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なることが予想され、それに伴う翻訳停止やペプチジル tRNAの脱離（drop off）
が起きると考えられた。実際に、Schuller A.P.らもペプチジル tRNA の脱離が
生じていることを言及していた(16)。そのような極めて不安定な P-siteの連続プ
ロリンペプチジル tRNAを安定化し翻訳を促進するためには、hypusine修飾の
された eIF5A が必要であったと考えられた（図 38B,C）。実際に、MPPK や
MPPPK のような短いペプチド合成(14,15,16)に加えて、メチオニルピューロマイ

シン形成反応(55,56)や MFF トリペプチド合成反応(42)もハイプシン修飾依存的に

eIF5A によって促進されることが報告されている。これらについても、リボソ
ームのペプチドトンネルとペプチジル tRNA の相互作用が弱い場合、とりわけ
不安定な状態であるP-siteペプチジル tRNAを支える eIF5Aの作用が結果に現
れたと示唆された。 
	 	 しかし本研究では、ペプチドトンネルから新生ポリペプチド鎖が露出する

位置で連続プロリン配列による翻訳停止を解析したため、ペプチドトンネルと

新生ポリペプチド鎖の相互作用が十分に形成され、P-site ペプチジル tRNAは
安定であると予想された（図 38D）。このような条件では、A-site tRNAが存在
せず、uL16が P-siteペプチジル tRNAと相互作用できない状況でも、P-site ペ
プチジル tRNA は比較的安定だったと考えられた。加えて、本研究で観察され
た連続プロリン配列による翻訳停止は、P-site ペプチジル tRNAの配向の乱れ
が原因というより、PTC の構造の乱れによるリボソームの不安定化が原因であ
ると示唆された（図 35-37）。そのような連続プロリン配列によって乱れた PTC
の構造を正し、翻訳を促進する効果は hypusine修飾を必要としなかったと考え
られた（図 38E）。 
	 	 hypusine 修飾は eIF5A のリボソーム結合能を向上させることが知られて
いる(52-54)。本研究において、低濃度の eIF5Aは hypusine修飾依存的に連続プ
ロリン配列の翻訳を促進したが（図 32）、リボソームと等量の eIF5A は未修飾
でも連続プロリン配列の翻訳を促進した（図 33）。これらの結果から、hypusine
修飾の役割を考える場合、リボソーム結合とペプチド転移は分けて考える必要

があると示唆された。 
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図 38. hypusine 修飾の役割（Schmidt C. et al., 2016 より改変引用） 
緑色は P-site ペプチジル tRNA、赤線は eIF5A、赤丸は hypusine 修飾、黄破線はリボソ

ーマルタンパク質 uL16、灰色の編掛けはペプチドトンネルを表した。 
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4.4 未修飾 eIF5Aのタンパク質合成における役割 
 
	 	 真核細胞の eIF5Aは原核細胞の EF-Pに存在しないN末端領域を持つ（図
5E）。この N末端領域はリボソーマルタンパク質 uL1や eL42と相互作用して
おり(43)（図 5C,D, 6A）、L1 ストークとの強い相互作用が示唆された。そして
eIF5Aが結合したリボソームでは、L1ストークはクローズドな状態を取ること
が報告された(43)。また、eIF5A のb3-b4 ループと H74 のヌクレオチド 2806-
2808、H93のヌクレオチド 2963-2968間の水素結合のネットワークが観察され
ており(43)、PTCの安定化に重要な相互作用だと予想された。 
	 	 上記のような eIF5A とリボソームの相互作用は hypusine 修飾が関わらな
いという予想を支持する報告がされている。eIF5A の構造を模倣するドメイン
を持つタンパク質として、リボソーム生合成に関わる因子 Nmd3が知られてい
る(85,86)。Nmd3のアミノ酸配列 255から 401が eIF5Aの構造と類似しており、
Nmd3のアミノ酸配列 289-326と eIF5Aのアミノ酸配列 66-97は配列類似性も
確認された(85)（図 39A-C）。Nmd3 は新生 60S リボソーム前駆体の核外搬出に
関わる特異的なアダプタータンパク質であり、成熟した PTCの構造を認識する
ことによって新生 60S サブユニットの PTC の成熟化を監視する役割があると
考えられている(85,86)。最近、TAP（tandem affinity purification）タグが付加さ
れた Nmd3 を精製することで得られた Nmd3-60S サブユニット複合体(86)と、

精製されたNmd3と 60Sサブユニットを In vitroで反応させて得られたNmd3-
60Sサブユニット複合体(85)の Cryo-EM構造解析が報告された。Nmd3の eIF5A
様ドメインに含まれるオリゴヌクレオチド結合ドメインは uL1 と eL42 と強く
相互作用しており（図 39C）、60Sサブユニット生合成の後期における eL42の
組み込みに役割があることが示唆された(86)。加えて、Nmd3が 60Sサブユニッ
トに結合している時、L1 ストークのクローズドな状態が観察された(85)。また、

Nmd3の eIF5A様ドメインに含まれる RNA結合ドメイン IIの Arg303は、ヘ
リックス H74 の塩基 G2418 やヘリックス H93 の塩基 U2965 とスタッキング
が観察された(86)（図 39D,E）。注目したい点は、Nmd3は eIF5Aと類似した構
造をとる一方、eIF5Aの hypusine修飾とその修飾が含まれるb3-b4ループは存
在しない点である(85) （図 39A,B）。hypusine修飾を含む領域を持たないNmd3
が、L1 ストークをクローズドな状態にして、H74 や H93 と相互作用すること
で PTCに影響を与えられるということは、eIF5Aの hypusine修飾以外の領域  
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図 39. Nmd3 と eIF5A の構造類似性 
      A-C は Malyutin A.G. et al. (2017) EMBO J.より引用 
      D,E は Ma C. et al. (2017) Nat. Struct. Mol. Boil.より引用 
A 上: Nmd3 のドメイン構造の模式図。A 下: Nmd3 の構造。B 上: Nmd3 と eIF5A のア

ミノ酸配列類似性。B 下: eIF5A（黄色）と Nmd3（青は eIF5A 様ドメイン、オレンジは

eL22 様ドメイン）の構造比較。C 上: 60S-Nmd3 複合体の Cryo-EM 構造解析の結果。

水色は L1 ストーク、ピンク色は uL1、緑色は eL42、青色とオレンジ色は Nmd3 を示

している。C 下: 60S-eIF5A 複合体の Cryo-EM 構造解析の結果(43)（PDB: 5gak）。水色

は L1 ストーク、ピンク色は uL1、緑色は eL42、黄色は eIF5A を示している。D: 60S
サブユニット前駆体と Nmd3 の複合体を左下の図の向きで解析した Cryo-EM 構造の結

果。Nmd3 と 25S rRNA の相互作用領域を示している。ピンク色と緑色が eIF5A 様ドメ

インに相当する。E: ヘリックス H74 や H93 と Nmd3 の R303 との相互作用領域を示

している。  
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にはNmd3と同様の役割を持つことが示唆された。 
	 	 これらの知見をまとめると、本研究で観察された未修飾 eIF5Aによる連続
プロリン配列での翻訳停止の解消は、ハイプシン修飾以外の eIF5Aの領域とリ
ボソーム間の相互作用が、連続プロリンペプチジル tRNA によって引き起こさ
れる PTCの構造の乱れを防ぐことによって行われたと示唆された。 
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4.5 原核細胞と真核細胞の連続プロリン配列の翻訳メカニズムの比較 
 
	 	 EF-Pは、eIF5Aには存在しないドメイン IIIが存在し、ドメイン IIIと P-
site tRNA のアンチコドンステムが相互作用することによって P-site tRNA の
安定化に寄与すると報告されている(12)。加えて、EF-P のドメイン I は P-site 
tRNA のアクセプターステムと 9 つの水素結合を形成することも報告されてい
る(43,87)。一方、eIF5A はドメイン III を持たないため、P-site アンチコドンス
テムとの相互作用は形成されない。また、eIF5Aと P-site tRNAのアクセプタ
ーステムとの相互作用は、eIF5Aの Arg27と P-site tRNAの G4-C5 の骨格の
水素結合だけが報告されている(43) （図 6C）。これらの報告から、EF-Pは eIF5A
と比べて P-site tRNAと強く相互作用することが示唆された。 
	 	 原核細胞の EF-Pと真核細胞の eIF5Aは機能ホモログであり、両者の特徴
は類似する点が多いと考えられてきた。しかしながら、これまでの報告と本研究

の結果を考え合わせると、原核細胞と真核細胞では連続プロリン配列の翻訳停

止メカニズムに違いがあり、それを解消する EF-Pと eIF5Aの作用機序にも違
いがあることが示唆された。 
	 	 まず、原核細胞と真核細胞の連続プロリン配列の翻訳停止メカニズムの違

いについて考察する（図 40）。茶谷らは、連続プロリン配列で停止したペプチジ
ル tRNAは Pth感受性を示さないことを報告しており、原核細胞のリボソーム
は連続プロリン配列では不安定化しないと考えられる(78)。一方、本研究によっ

て、真核細胞のリボソームは連続プロリン配列によって不安定化することが示

された。これらの結果から、原核細胞における連続プロリン配列の翻訳停止メカ

ニズムは、連続プロリン領域によって P-siteペプチジル tRNAの配向が乱れる
ことで引き起こされるという以前から提唱されているモデルで説明される。一

方、真核細胞における連続プロリン配列の翻訳停止メカニズムは、連続プロリン

領域によってPTCの構造が乱れることで引き起こされるという本研究で提唱さ
れたモデルで説明された。まとめると、連続プロリン配列の翻訳停止は、原核細

胞では P-siteペプチジル tRNAの配向の乱れが原因であり、真核細胞では PTC
の構造の乱れが原因であると考えられた。 
	 	 次に、上記で述べた原核細胞と真核細胞の連続プロリン配列の翻訳停止メ

カニズムを踏まえて、EF-Pと eIF5Aの作用機序について考察する（図 40）。原
核細胞では、連続プロリン配列によって配向が乱れた P-siteペプチジル tRNA  
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図 40. 原核細胞と真核細胞の連続プロリン配列における翻訳伸長機構のモデル 
上の図は、原核細胞における連続プロリン配列での翻訳停止と、その翻訳停止を解除す

る EF-P についての作用モデルを示した。原核細胞の 70S リボソームは、連続プロリン

配列によってペプチジル tRNA の不安定化が起こり、翻訳停止を引き起こす。不安定化

したペプチジル tRNA に対してリジン修飾（赤星印）のされた EF-P が作用し、加えて

ドメイン III（d3）が P-site ペプチジル tRNA のアンチコドンステムループ（ASL）を

安定化させることで翻訳停止が解除される。下の図は、真核細胞における連続プロリン

配列での翻訳停止と、その翻訳停止を解除する eIF5A についての作用モデルを示した。

真核細胞の 80S リボソームは、連続プロリン配列によってリボソームの PTC の不安定

化が起こり、翻訳停止を引き起こす。不安定化した PTC に対して未修飾 eIF5A 本体が

作用し、ペプチド結合形成に好ましい PTC の構造に整えることで翻訳停止が解除され

る。 
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を EF-Pが整え、翻訳停止を解消する。この EF-Pの効果は翻訳後修飾であるb-
リジル依存である。一方、真核細胞では、連続プロリン配列によって構造が乱れ

た PTCを eIF5Aが整え、翻訳停止やそれに伴うペプチジル tRNAの脱離を防
ぐ。この eIF5A の効果は翻訳後修飾である hypusine 非依存である。このよう
に、原核細胞と真核細胞では連続プロリン配列の翻訳停止メカニズムに違いが

あり、EF-P と eIF5A はそれぞれの翻訳停止に特化した作用を獲得したと示唆
された。 
 
4.6 eIF5Aの翻訳抑制効果 
 
	 	 翻訳停止配列挿入なしコンストラクトを翻訳させると、eIF5A（hyp）非存
在下より eIF5A（hyp）存在下のほうが翻訳量は低いという結果が得られた（図
27AB）。加えて、翻訳産物をゲル写真で解析すると、eIF5A（hyp）存在下では
フレームシフト産物と考えられるスメアバンドが観察された（図 32、33）。この
ような、eIF5Aの翻訳に対する阻害効果は、CrPV IRESの開始反応におけるト
ランスロケーションを、E-siteに結合する eIF5Aが阻害的に作用したことが主
な原因と考えられる。 
	 	 E-siteを CrPV IRESと eIF5Aが競合した結果、CrPV IRES依存の翻訳開
始は起こるがフレームシフトするリボソームや、CrPV IRES非依存のインター
ナルな翻訳開始をランダムなフレームで起こすリボソームが現れたと考えられ

る。一分子蛍光共鳴エネルギー移動（smFRET）を利用した CrPV IRESの翻訳
開始の解析から、0 frameで翻訳開始する主要経路以外に、+1 frameで翻訳開
始する第二経路の存在が報告されている(94)。また、最初の CrPV IRES のトラ
ンスロケーションのあと、自発的にリバーストランスロケーションが起こるこ

とも示唆された(94)。実際に CrPV IRES 依存の翻訳初期伸長過程の速度論解析
から、テトラペプチドまではペプチジル tRNA のトランスロケーションは遅い
ことが報告されており(95)、CrPV IRESがリボソームと相互作用している間はト
ランスロケーションが起こりと言える。この時、eIF5Aが E-siteに結合してい
ると、CrPV IRESの翻訳開始は妨げられ、翻訳量の低下が観察されたと示唆さ
れた。しかしながら、観察されたスメアバンドは CrPV IRESの開始点のずれで
は説明できない。本研究で用いたコンストラクトでは、+1 frameで CrPV IRES
の開始が起きた場合、23コドン目で終止コドンが現れ 2.7 kDaのペプチドが合
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成され、-1 frameで CrPV IRESの開始が起きた場合、33コドン目で終止コド
ンが現れ 3.5 kDaのペプチドが合成されるからである。従って、eIF5Aの添加
によって CrPV IRESの翻訳開始が阻害されたことで、IRES非依存の internal
な翻訳開始が上昇したことが予想された。hypusine修飾のされた eIF5Aは不安
定な P-site tRNA を支える効果があると考えられ、internal に結合したリボソ
ームの P-siteにアミノアシル tRNAが安定して存在できるようになり、翻訳開
始が起こったと予想される。 
	 	 また、解析した本研究で用いたコンストラクトには eIF5Aによって翻訳抑
制を受ける配列が存在していた可能性もある。近年、SKE, SNE, SPE, SREに
代表される SXEというアミノ酸配列モチーフを含むタンパク質は、eIF5A存在
下で翻訳量が低下すると報告された(13)。上記のような eIF5Aの翻訳抑制効果が、
フレームシフト産物として検出されたと考えられた。今後の研究によって、

eIF5A の翻訳抑制の作用機序や、eIF5A によって発現抑制を受ける遺伝子の同
定が待たれる。 
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4.7 eIF5Aおよび hypusine修飾に関する今後の課題 
 
	 	 本研究では、連続プロリン配列依存の翻訳抑制は hypusine修飾非依存的に
未修飾 eIF5Aによって解消される結果を得た。この結果は酵母由来再構成型生
体外タンパク質合成系の翻訳条件における限定的な現象である可能性や、本研

究で用いたmRNA配列限定的な現象である可能性は排除できない。本研究の翻
訳条件と細胞内の条件に、どれほどの差異があるかを実験的に測定することは

困難だと予想される。Mg2+やポリアミンの濃度について限定しても、細胞内に

おいてMg2+やポリアミンは様々な因子と結合しており、細胞内での実効濃度を

知ることは困難だと考えられる。また本研究ではプロリン 4 連続配列を解析に
用いたが、真核細胞は 10連続以上のプロリン配列を含むタンパク質合成も行わ
れており(80)、強い翻訳抑制を解除するために hypusine 修飾が必須である可能
性がある。従って、eIF5Aおよび hypusine修飾の役割を理解するためには、さ
らなる解析が必要である。 
	 	 1 つ目の課題は、eIF5A がリボソームに作用する条件やタイミングの解明
である。eIF5A は翻訳伸長から終結まで幅広く働く因子であること(13,16,42)や、

eIF5Aが作用する配列モチーフは多数同定されていること(13,16)から、eIF5Aは
頻繁にリボソームと相互作用することが示唆される。しかしながら、eIF5A は
翻訳伸長の毎サイクルにおいて E-site に結合するのか、または特定の状態をと
ったリボソームに結合するのかについては不明なままである。本研究では、連続

プロリン配列は IRD現象を引き起こし eIF5Aによって翻訳促進されたが、連続
トリプトファン配列は IRD 現象を引き起こさず eIF5A によって翻訳促進され
なかった。この 2つの翻訳停止配列は、リボソームの PTCやペプチドトンネル
に干渉することで翻訳停止すると予想されるが、それぞれの配列で停止したリ

ボソームや新生ポリペプチドの構造はよくわかっていない。連続プロリン配列

と連続トリプトファン配列で停止したリボソームの構造の違いが明らかになる

と、eIF5A が作用するリボソームの構造が解明されると予想される。今後の生
化学解析や構造解析によって、eIF5A が認識するリボソームの特徴やタイミン
グの解明が待たれる。 
	 	 2 つ目の課題は、hypusine 修飾依存的に発現制御される遺伝子の同定と、
その発現制御機構の解明である。酵母のプロテオーム解析によると、少なくとも

1 つの 3 連続プロリンモチーフを含むタンパク質は 5886 個中 549 個存在する
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と報告されている(45)。しかしながら本研究では、4 連続プロリン配列の翻訳は
hypusine 修飾非依存的に未修飾 eIF5A が促進することが示され、上記の 549
タンパク質の翻訳において hypusine 修飾は不要であると示唆された。従って、
細胞内では hypusine 修飾依存的に発現制御される遺伝子の存在が予想される。
バクテリアでは 4章 2節で述べたように、マグネシウムトランスポーターMgtA
の発現制御は、MgtA の上流に存在する MgtL の翻訳によって制御を受けるこ
とが報告されている(78,81)。真核生物では多くの遺伝子が upstream open reading 
frame（uORF）を持つことが知られている。従って、uORF の翻訳制御を
hypusine修飾された eIF5Aが行うことで、発現制御を受ける遺伝子が存在する
ことを期待した。eIF5A によって発現制御される遺伝子の候補として、酵母の
マグネシウムトランスポーターAlr1 や、ナンセンス変異依存 mRNA 分解機構
（Nonsense-mediated mRNA decay, NMD）に機能を持つ因子が考えられた。
Alr1については、Mg2+濃度を翻訳系が感知することで発現制御するというバク

テリアと類似した機構が存在することが予想されたからである。NMD関連因子
については、eIF5Aをノックダウンした時に発現量が変化するmRNAと、NMD
に機能を持つ因子Upf1をノックダウンした時に変化するmRNAが類似すると
報告されており(83)、eIF5Aが NMD関連因子の発現調節に関連することが示唆
されたからである。実際に、NMD関連因子であるUpf2は ORF中に 40アミノ
酸以上のアスパラギン酸グルタミン酸の連続配列が存在している。アスパラギ

ン酸連続配列は eIF5Aによって翻訳促進が行われることを Schuller A.P.らが報
告している(16)。 
	 	 3 つ目の課題は、hypusine 修飾の翻訳以外の機能解析である。哺乳類細胞
を用いた実験によって、eIF5A は核と細胞質を行き来するタンパク質として報
告されている(83,84)。興味深いことに、DHS と DOHH をノックダウンすると

eIF5A は核に蓄積し、hypusine 修飾のされるリジンをアルギニンに置換した
eIF5A（K50R, 哺乳類では K50に hypusine修飾が付加される）も核に蓄積す
ることが示された(83)。加えて eIF5Aは、hypusine修飾とは相互排他的に 47番
目のリジンがアセチル化されることが示されており、アセチル化された eIF5A
が核に蓄積すると考えられている(83)。また eIF5Aの核外輸送を行うエクスポー
チンは Xpo4 であることが報告され、Xpo4 と hypusine修飾は相互作用に重要
だと示唆された(84)。これらの結果は、eIF5A の局在制御に hypusine が重要な
働きを持つことを示唆しており、翻訳以外の機能の候補と考えられる。さらに、
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eIF5A の核内での機能はよくわかっていないが、eIF5A と構造がよく似ている
Nmd3はリボソーム 60Sサブユニットの成熟過程で働くことが知られており(85)、

eIF5Aもリボソームの生合成に対して機能を持つことも予想される。 
	 	 hypusine修飾が生育に必須である理由は様々な可能性が考えられるが、翻
訳停止配列の翻訳促進に対する寄与が大きいと考えられてきた。しかしながら

本研究では、4連続プロリン配列の翻訳促進に hypusine修飾は不要であること
が示された。この知見により、hypusine修飾が必要となるような発現制御を受
ける遺伝子の同定や、翻訳以外での eIF5Aの機能解析を進めることの重要性を
示されたのではないだろうか。 
 
4.8 酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の応用 
 
	 	 精製された酵母の因子を用いて、酵素活性を有するタンパク質全長を合成

した報告はこれまでになく、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系は新規

の In vitro 翻訳系である。これまでに報告されている酵母細胞抽出液翻訳系に
くらべて夾雑物が少ないため、真核生物の翻訳伸長過程の解析に有用であると

考えられた。酵母は液胞を持つため、液胞内に含まれるプロテアーゼやヌクレア

ーゼから解析対象や目的産物をいかに守るかが課題であった。この点を克服す

るために、酵母の破砕方法や因子の精製方法の改良を重ね、プロテアーゼやヌク

レアーゼの混入が可能な限り少ない翻訳系の確立を行った。これにより、0.5 µM
のmRNAを利用しても再現性のよい結果が得られる翻訳系が確立された。 
	 	 本研究では反応系が煩雑にならないように、開始因子非依存で翻訳が開始

される CrPV IGR IRESを利用した。加えて、転写や tRNAのアミノアシル化
も反応系から分離することで、最小限の因子による翻訳伸長反応で酵素活性を

有するタンパク質全長の合成に成功した。構築された翻訳系は、以前から翻訳伸

長過程の解析で用いられてきた poly(U) mRNA依存ポリフェニルアラニン合成
系と比べると、コドンやアミノ酸配列依存の翻訳伸長現象が解析可能になった。

また In vitro オリゴペプチド合成系と比べると、長いポリペプチドが合成可能
なため、翻訳開始複合体の影響を受けることがなく、リボソームのペプチドトン

ネルと新生ポリペプチド鎖がよく相互作用する条件で翻訳伸長を解析できるよ

うになった。上記の特徴のおかげで、真核細胞での連続プロリン配列依存の翻訳

停止と eIF5Aの機能について作用機序の新たなモデルを提唱することができた
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と考えられる。本研究で構築された翻訳系を用いれば、連続プロリン配列以外の

翻訳停止機構(9,89)の解析やフレームシフト(90,91,92)の評価、リボソームと相互作用

するシャペロンの翻訳伸長に対する機能解析(9,21,22,89,90,91)、翻訳伸長反応と密接

に関わる mRNA や新生ポリペプチド鎖の品質管理機構(25,32-38)の解析にも応用

できることが期待される。翻訳中のリボソームについて Cryo-EMを用いた構造
解析を行う場合、細胞抽出液から精製した翻訳中のリボソーム複合体よりも、酵

母由来再構成型生体外タンパク質合成系に含まれるリボソーム複合体の方が夾

雑物は少なく、解像度のよい結果が得られることが期待される。再構成された系

であるため、ボトムアップな実験デザインが可能であり、例えば新生ポリペプチ

ドの品質管理機構が働くリボソームの中間体を得て Cryo-EM によるスナップ

ショットを得ることも可能だと考えられる。 
	 	 真核細胞の再構成型生体外タンパク質合成系は、本研究で構築された酵母

由来の翻訳系以外に、ヒト由来の翻訳系が報告されている(59)。両者を比較した

時、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の方が、準備にかかる費用が抑え

られ比較的容易に調製可能な点と、これまでに報告されている遺伝学的知見を

利用して実験系を組み立てられる点で差別化を図れると考えている。創薬の領

域では、ヒト由来と酵母由来の再構成型生体外タンパク質合成系を利用するこ

とで、ヒトの翻訳系には作用しない抗真菌薬の開発に応用できることが期待で

き、両者の再構成型生体外タンパク質合成系が共に発展していくことを期待す

る。 
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