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略語 

aa-tRNA : aminoacyl-tRNA 

CrPV IRES : Cricket Paralysis Virus Internal Ribosome Entry Site 

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 

KOAc : Potassium acetate 

Mg(OAc)2 : Magnesium acetate 

nLuc : nanoLuciferase 

NMD : Nonsense-mediated mRNA decay 

Pgk : Phosphoglycerate kinase 

PMSF : Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PPiase : Pyrophosphatase 

PTC : Peptidyl Transferase Center 

SPD : Spermidine 
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1 序説 

 

1.1 酵母におけるタンパク質合成 

 

タンパク質合成（翻訳）は、開始、伸長、終結、リボソーム再生（解離）の 4 つ

の過程からなる（図 1）。真核生物の開始反応では、まず、開始因子を介して、

mRNA の 5’ キャップ構造がリボソーム 40S サブユニットに認識される。その

後、40S が 5’ 非翻訳領域をスキャニングした後、開始コドンを認識し、60S と

会合することで、翻訳伸長過程へと推移する(1)。酵母における翻訳伸長過程では、

3 つの必須の伸長因子（eEF1A, eEF2, および真菌特異的な伸長因子 eEF3）が関

与する。まず、伸長因子 eEF1A・GTP・アミノアシル tRNA により形成される三

者複合体がリボソーム A-site に運ばれる。アミノアシル tRNA が A-site に結合

するには、E-site が空である必要がある(3)。真菌特異的な伸長因子 eEF3 は E-site 

デアシル tRNA を解離させることで、A-site へのアミノアシル tRNA の結合を

促進する。eEF3 は、自身の ATPase 活性依存的に、リボソームタンパク質 L1 の

構造を開いた構造に変化させることで、E-site tRNA のリリースを促進すると考

えられている(3,4)。アミノアシル tRNA が A-site に結合して eEF1A による GTP 

加水分解が起きると、eEF1A・GDP 型が解離し、A-site tRNA の CCA 末端が

peptidyl transferase center（PTC）に配向され、ペプチド転移が起こる(2)。その後、

伸長因子 eEF2 が、A-site と P-site の tRNA をそれぞれ P-site と E-site へと移

動させるトランスロケーション反応を促進する(5)。リボソームが終止コドンに到

達すると、終結因子 eRF1・eRF3 がリボソームに結合し、ペプチジル tRNA か

らペプチドを解離させ、翻訳が終結する。eRF3 の解離後、eRF1 と協調して、

リボソーム解離因子 Rli1 がリボソームを解離させ、1 ラウンドの翻訳が終了す

る(6)。 

 
Phase: Initiation Elongation Termination Recycling 

Factors: eIFs 
Met-tRNAiMet 

eEF1A, 2, 3 
aa-tRNAs eRF1/3 Rli1, eRF1 

Schuller, A. P. and Green, R. (2018) Nat. Rev. Mol. Cell Biol. より改変引用。 
図 1 出芽酵母における翻訳過程の模式図。 
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1.2 翻訳終結機構 

 

（１）翻訳終結機構 

 

翻訳終結反応は、mRNA の終止コドン（UAG、UGA、UAA）がリボソーム A-

site に到達することで起こる。真核生物の翻訳終結は、終結因子 eRF1 と eRF3 

によって行われる。eRF3 が eRF1 をリボソーム A-site に運ぶ(6)。続いて、eRF1 

がリボソーム A-site の終止コドンを認識し、P-site でのペプチジル tRNA のペ

プチドの解離を引き起こす(6)（図 2C）。 

eRF1 は、3 つのドメイン（amino-terminal domain（N）、middle domain（M）、

carboxy-terminal domain（C））から構成される（図 2A）。N 末端ドメインは、終

止コドン認識に関与する(7)。M ドメインは、ペプチド解離を引き起こす GGQ

（Gly-Gly-Gln）モチーフを含む(8)。C 末端ドメインは、eRF3 や Rli1 に結合す

る(9, 10)。eRF1 は全ての終止コドン（UAG、UGA、UAA）を認識する。一方で、

バクテリアでは、2 つの eRF1 ホモログ（RF1、RF2）が存在し、それらの終結

因子はそれぞれ認識する終止コドンが異なる（RF1：UAA/UAG、RF2：UAA/UGA）。

また、終結因子によるペプチド解離の機構は、真核細胞とバクテリアで類似して

いるが、終止コドン認識の様式は、大きく異なっている(2)。 

eRF3 は、2 つのドメイン（N-terminal extension domain（NED）、C-terminal 

domain（CTD））から構成される（図 2B）。NED は、保存されておらず、eRF3 の

終結における働きには不要であるが、酵母において poly(A)-binding protein への

結合やプリオン化に関与する(2, 11)。CTD は、真核細胞で広く保存されており、

GTP 結合ドメイン（domain G）と 2 つの バレルドメイン（domain２，３）を

持つ。CTD は、eRF3 と同じリボソーム結合型GTPase、eEF1A やNon-Stop mRNA 

におけるリボソームレスキュー因子 Hbs1 に保存されている(12–14)。eRF3 の G 

ドメインには、すべての GTPase に保存された、GTP の結合と加水分解に必須

な switch I、switch II とよばれる領域があり、ヌクレオチド依存的な eRF3 の構

造状態を制御している(6)。 

 

 

 

 



 
 
 

6 

真核細胞の終結では、I）eRF1 が正しく終止コドンを認識後、II）eRF1 の GGQ 

モチーフがペプチド解離できない構造状態（pre-accommodated 状態）から、ペプ

チド解離可能な構造状態（accommodated 状態）へと大きな構造変化を伴って、

正しいコドン認識とペプチジル tRNA のペプチド解離が連動する。 

 

以下に終結因子による終止コドンを認識とペプチド解離反応の詳細を述べる。 

 

(I) 終止コドン認識 

 

真核細胞の終止コドンの認識では、eRF1 の NIKS モチーフ（酵母：58-61 残基、

ヒト：61-64 残基）が 1 塩基目の Uridine（+1 U）を（図 3A、B）、Y-C-F モチー

フ（酵母：Y122-C124-F128、ヒト：Y125-C127-F131）及び E52（酵母：52 残基、ヒト：

55 残基）が 2、3 塩基目の purine 塩基（+2 R、+3 R）を認識する(15)（図 3A、

C）。また、真核細胞の終結では、リボソーム A-site において mRNA の+2 R 塩

基と+3 R 塩基のスタッキングに伴い、A-site の mRNA が小さく折り畳まれた

構造をとることが知られている(15)（図 3C、D）。この mRNA 構造の維持には、

mRNA の+2 R、 +3 R 塩基と小サブユニット 18S rRNA  h44 の塩基 A1756（ヒ

ト：A1825, 大腸菌：A1493）とのスタッキング相互作用に加え、eRF1 の NIKS 

モチーフと mRNA の+1 U 塩基骨格との相互作用が重要であると考えられてい

る(15, 16)（図 3B、C）。また、この構造は、真核細胞の終結に特異的であり、アミ

ノアシル tRNA のデコーディングやバクテリアの終結では見られない。さらに、

この構造は、eRF1 の解離まで維持される(17)。 

 

  以下で、真核細胞において、eRF1 がセンスコドンを排除する機構について

まとめる。 

 

終止コドン 1 塩基目 +1 U のカルボニル基は、NIKS モチーフの N58、K60 

側鎖と水素結合を形成する(15)（図 3B）。しかし、1 塩基目 +1 C（cytidine）の場

合は、cytidine と N58・K60 間の距離の問題から水素結合を形成しづらいと考え

られている(15)。また、1 塩基目が purine 塩基（+1 A あるいは+1 G）の場合は、

立体障害の問題から、水素結合を形成できないと考えられている(15)。 

終止コドン 2、3 塩基目 +2 R、+3 R は、rRNA の塩基 A1756 と共に、スタ
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ッキング相互作用を形成する(15)（図 3C）。さらに、このスタッキング相互作用

は、eRF1 の Y-C-F モチーフの C124 が A1756 と水素結合を形成することで安定

化される(15)（図 3C）。このスタッキング相互作用形成に伴って、eRF1 の E52 の

側鎖が+2 A 塩基あるいは+3 A 塩基と水素結合を形成できるようになる(15)（図

3C、D）。この水素結合形成は、pyrimidine 塩基とは起こらず(15)、コドン 2、3 塩

基目に C、U を含むセンスコドンを排除するのに利用されている。 

  また、コドン 2、3 塩基目に C、U を含まないトリプトファン UGG コドン

が終止コドンとして認識されないのも、コドン 2、3 番目の塩基が eRF1 の E52 

と水素結合を形成できないためだとされている(15)（図 3D 最下）。連続する G 塩

基（+2 G、+3 G）同士の静電的反発に加え、負電荷の E52 との静電的反発が起こ

る為、+2 G – +3 G 塩基間のスタッキング相互作用が安定的に形成されず、結果

として、コドン 2、3 番目の塩基が eRF1 の E52 と水素結合を形成できない(15)

（図 3D 最下）。また、in vitro の解析により、eRF1 は UGG コドンに結合はす

るが、ペプチド解離活性は示さないことが明らかになっている (18, 19)。 

 

このように、真核生物の終止コドン認識において、i）コドン 1 塩基目（+1 U）

と NIKS の水素結合および、ii）コドン 2、3 塩基目（+2 R、+3 R）と rRNA の

塩基 A1756 によるスタッキング相互作用（結果として、+2 R、+3 R が eRF1 の

E52 と水素結合）、が形成されることが重要である。 

 

(II) GGQ モチーフを介したペプチド解離反応 

 

GGQ モチーフは全ての生物種の終結因子に保存されている。GGQ モチーフは、

リボソーム大サブユニットの PTC（peptidyl transferase center）に配向し、PTC お

よび P-site tRNA  A76 との相互作用を通して、求核攻撃を行う水分子を正しく配

向する（図 4B、C）。これによって、P-site のペプチジル tRNA から水分子へペ

プチドが転移され、ペプチドの解離が引き起こされる（図 4C）。 

eRF3 の GTP 加水分解前の eRF1・eRF3 が結合した終結前リボソーム複合

体（pre-termination complex、pre-TC）において、eRF1 の M ドメイン先端にある

GGQ モチーフが、eRF3 のドメイン 2 –ドメイン G 間の switch I 領域近くに固

定化されている(6, 17)（図 4A、eRF1 は pre-accommodated 状態）。この固定化は、

eRF1 の終止コドン認識後、eRF3 の GTP 加水分解が起こったのち、switch 領域
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の構造変化が起こることで解消される(6, 17)。これに伴い、自由に動けるようにな

った GGQ モチーフが、80 Å（N ドメインを軸に 140°）移動して、PTC に配位

する(6, 17)（図 4B、eRF1 は accommodated 状態）。PTC において、GGQ モチーフ

の Q が PTC 近傍の rRNA 塩基と協同的に、攻撃水分子を P-site ペプチジル

tRNA  CCA 末端 A76 塩基の 2’ OH に配位することで、水分子へペプチドが転

移される(20)（図 4C）。 

 

  eRF1 は、単独でペプチド解離を引き起こすことが出来るが、eRF3 によっ

てその活性が強く促進される(21)。また、eRF3 の GTPase 活性は、eRF1 による

終止コドン認識とペプチド解離を共役する働きがあると考えられている(22)。こ

の効果は、eRF3 が、eRF1 の、終結前リボソーム複合体 pre-TC へのリクルート

を促進した結果か、あるいは、ペプチド解離の触媒反応速度を向上させたことに

よると考えられている(23)。eRF1 の pre-TC への結合によって、+2 nt のトープリ

ントシフトが確認されており、これは、先述した真核細胞特有の終止コドン認識

における小さく折り畳まれた mRNA 構造が形成されていることを意味する(15, 

21)。また、eRF3 が、野生型 eRF1 によって引き起こされるそのトープリントシ

フトを促進し、また、幾つかの eRF1 変異体の存在下でも促進することが明らか

になっている(24)。このことから、eRF3 は、終止コドン認識を促進するか、ある

いは、pre-TC を安定化していると考えられている。終結反応の促進に加えて、

eRF3 は、終止コドン認識とペプチド解離反応の間に、不可逆的な GTP 加水分

解の段階を設けることによって、ある種の proofreading 機構としての役割を果

たし、終結の精度を向上させている可能性が示唆されている(6)。実際に、真核細

胞では、eRF3 欠乏株において、終止コドンの読み飛ばしが増加することが知ら

れている(22)。 
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Hellen, C. U. (2018) Cold Spring Harb. Perspec. Biol. より引用。 

図 2 真核細胞の翻訳終結。 
A: 溶液中遊離 eRF1 の構造（human, PDB code: 1DT9）。N ドメイン先端の NIKS モチ

 ーフは、リボソーム A-site デコーディングセンターにおいて、終止コドンを認識す

 る。M 末端ドメイン先端の GGQ モチーフが PTC において、ペプチド解離を引き起

 こす。 
 
B: 溶 液 中 遊 離 eRF3 ・ GMPPNP （ GTP 非 加 水 分 解 ア ナ ロ グ ） の 構 造

 （Schizosaccharomyces pombe, PDB code: 1R5B）。215–662 アミノ酸からなる N 
 末の非保存領域は欠損してある。 

 
C: 真核細胞の翻訳終結機構の概要図。終結前リボソーム複合体（pre-termination complex, 
 pre-TC）の P-site には、ペプチジル tRNA が存在する。eRF1・eRF3・GTP からな

 る三者複合体が、pre-TC の A-site に結合し、eRF1 が終止コドンを認識する。eRF1 
 の M 末端ドメインが、eRF3 の switch I/switch II 領域から解離し、eRF3 の GTP 加

 水分解後、PTC に配位し、ペプチド解離を引き起こす。終結後リボソーム複合体（post-
 termination complex, post-TC）において、eRF1 及び、恐らく eRF3・GDP 型の結合

 は維持される。 

A B 

C 
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 Brown, A. (2015) Nature より改変引用。 
図 3 終止コドン認識時のデコーディングセンターの構造。 
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A: (左図) 終止コドンを認識した eRF1 が結合した翻訳終結リボソーム・新生鎖複合体 
 （human）。A-site に終止コドン（UAG）が存在し、それをペプチドリリース活性不

 全変異体 eRF1(AAQ) が認識し、結合している。また、ABCE1（酵母 Rli1 のヒトホ

 モログ）が GTPase センターに結合している。E-site にデアシル tRNA、P-site にペ

 プチジル tRNA（新生鎖＋P-site tRNA）が結合している。eRF1 は、M ドメイン先端

 の GGQ モチーフが P-site tRNA と新生鎖の境に位置しており、ペプチド解離可能な

 構造状態をとっている（accommodated 状態）。 
 

(右図) eRF1(AAQ) の拡大図。ペプチド解離を担う GGQ モチーフ、終止コドン認

識を担う NIKS、及び Y-C-F モチーフが示されている（ピンク）。 
 

B: eRF1 によるコドン 1 塩基目の認識。図 3A のリボソーム・新生鎖複合体のデコーデ

 ィングセンターにおいて、eRF1 の NIKS モチーフと+1 U 間で水素結合ネットワー

 クが形成される。 
 
C: eRF1 によるコドン 2、3 塩基目の認識。図 3A のリボソーム・新生鎖複合体のデコ

 ーディングセンターにおいて、終止コドン+2 R 塩基が、rRNA の A1825 塩基とのス

 タッキング相互作用により安定化され、+3 R 塩基とスタッキング相互作用を形成す

 る。eRF1 の Y-C-F モチーフと E55 は、+2 R、+3 R と水素結合ネットワークを形成

 する。 
 
D: eRF1 によるセンスコドン（UGG）の排除機構のモデル。eRF1 の E55 は、終止コド

 ンのスタッキングした+2 R、+3 R 塩基とは水素結合を形成できるが（上から UAA、

 UAG、UGA）、センスコドン UGG (Trp) とは水素結合を形成できない（最下 UGG）。 
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A, B: Shao, S. (2016) Cell より改変引用。 

C: Shaw, J. J. (2012) Chem. Biol. より改変引用。 
図 4 アコモデーション前、後の eRF1 の GGQ モチーフの位置の変化。 
 
A:   eRF1 (pre-accommodated 状態) と eRF3 が結合した翻訳終結リボソーム・新生鎖複

  合体（human）。 
 
B:  pre-accommodated 状態と accommodated 状態の eRF1 の M ドメインの構造の違

 い。pre-accommodated 状態の eRF1 では、GGQ モチーフを持つ M ドメインが



 
 
 

13 

eRF3 に固定化されている（図 4B、黄）。eRF1 の M ドメインは、eRF3 の GTP 加

水分解後、eRF3 から解離し、N ドメインを軸に 140°回転して、GGQ モチーフが

PTC に配位される（accommodated 状態、図 4B、紫）。 
 
C: ペプチド転移反応における GGQ の Q による攻撃水分子のペプチジル tRNA への配

位。 
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（２）翻訳終結における eIF5A の機能 

 

eIF5A は、バクテリア EF-P の真核細胞ホモログで、翻訳抑制配列として知られ

る連続プロリン配列の翻訳を促進する（図 5A、B）。最近の研究で、連続プロリ

ン配列の他にも多様な標的配列があることや、翻訳終結反応を促進することも

明らかにされている(25–27)。このことから、翻訳においてグローバルに機能する

翻訳伸長因子として理解されている(26, 28)。 

eIF5A は、ハイプシンという翻訳後修飾を有する細胞で唯一のタンパク質

である（図 5）。ハイプシン修飾は 2 段階の酵素反応によって形成される(29, 30)（図

5C）。はじめに deoxyhypusine synthase（DHS）によってスペルミジンが切断され、

その 4-アミノブチル基が eIF5A の保存された 51 位のリジンの-アミノ基に付

加されることで deoxyhypusine が形成される（図 5C）。その後、deoxyhypusine 

hydroxylase（DOHH）によって deoxyhypusine にヒドロキシ基が付加され、

hypusine に変換される（図 5C）。特に出芽酵母では DHS が必須遺伝子であるこ

とから(24)、hypusine 修飾は細胞の生育に必須と知られている(31–33)。また、ハイ

プシン修飾は、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(34)。

eIF5A はリボソームの E-site に結合し、ハイプシン修飾を介して、ペプチジル

tRNA の CCA 末端を安定化することで PTC における遅いペプチド転移を促進

すると考えられている(35, 36)（図 5A, B）。 

eIF5A が翻訳終結に与える影響の解析は、主に再構成型の in vitro ペンタペ

プチド合成系を用いて行われている(26)。当該系において、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、ハイプシン修飾依存的に

促進することが報告されている。また、生体内において、eIF5A 欠乏株で、終止

コドンにリボソームが蓄積することがわかっている。このように eIF5A が、翻

訳終結も促進することが明らかにされているが(28)、これはバクテリア EF-P が

連続プロリン配列特異的に作用するのとは対照的である。eIF5A が終結反応を

含めた PTC における遅いペプチド転移反応を全般的に促進する正確な分子メ

カニズムは不明である。 
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A, B: Schmidt, C. (2016) Nucleic Acids Res. より改変引用。 
C: Mathews, M. B. and Hershey, J. W. B. (2015) Biochim. Biophys. Acta. より改変引

用。 
図 5 eIF5A とハイプシン修飾。 
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A:  酵母 80S リボソームに結合した eIF5A の構造。eIF5A は、P-, E-site の間に結合す

 る。ハイプシン修飾は、E-site 側から P-site tRNA と相互作用する。 
 
B:  ハイプシン修飾の P-site tRNA との相互作用。図 5A での eIF5A-80S 複合体におけ

 る、ハイプシン修飾近傍の構造を示している。ハイプシン修飾は、P-site tRNA の CCA 
 末端と rRNA H74 の塩基により形成されるポケットに入り込む。ハイプシン修飾先

 端の 4-アミノ基が P-site tRNA の CCA 末端 A76 の骨格と接触し、水素結合を形成

 する。（緑：P-site tRNA CCA 末端、灰：rRNA H74 塩基、赤：eIF5A） 
 
C: ハイプシン修飾の生合成。ハイプシン修飾は 2 段階の酵素反応によって形成され

 る。はじめに deoxyhypusine synthase（DHS）によってスペルミジンが切断され、

 その 4-アミノブチル基が eIF5A の保存された 51 位のリジンの-アミノ基に付加さ

 れることで deoxyhypusine が形成される。その後、deoxyhypusine hydroxylase
 （DOHH）によって deoxyhypusine にヒドロキシ基が付加され、hypusine に変換

 される。 
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1.3 Premature termination（中途翻訳終結） 

 

ナンセンス変異によって ORF 内部に終止コドンが生じた場合、その終止コドン

上で中途翻訳終結が起こる。このような ORF 内部での翻訳終結が生じると、短

いポリペプチド鎖が細胞内に蓄積し、小胞体ストレスをはじめとして、細胞に毒

性を示す可能性がある。また、このような ORF 内部の終止コドンが原因で、多

くの遺伝病が生ずることがわかっている(37, 38)。 

一方、センスコドン上で中途翻訳終結（premature termination）が起こる例も

知られている。大腸菌において、コドン 3 塩基目（wobble 塩基）が終止コドン

と異なるセンスコドン（UAU（Tyr））で premature termination が起こりやすいこ

とが知られている(39, 40)。また、バクテリアと真核細胞では、終結因子による終止

コドン 3 塩基目の認識が似ていることから、真核細胞でも UAU（Tyr）コドンが

認識される可能性が示唆されているが(39)、真核細胞では、eRF3 によって厳格な

コドン識別が促進されるため、バクテリアと比べて、認識されづらいと考えられ

ている(22, 39)。 

最近になって、アカパンカビとショウジョウバエにおいて、レアコドンにお

いて eRF1 が premature termination を引き起こし、それが翻訳効率の制御（翻訳

抑制）に寄与していることが示された(41)。アカパンカビやショウジョウバエ S2 

細胞抽出液を用いた in vitro 翻訳系では、レアコドンを含んだレポーターmRNA 

を翻訳すると、premature termination 産物が生じる(41)。同研究において、アカパ

ンカビでは、CGA レアコドンを含むレポーターmRNA で、eRF1 依存の

premature termination が起こることが明らかになっている(41)。 

また、ヒト細胞において、アミノ酸（ロイシン）飢餓時に、アミノ酸飢餓応

答を起こさない変異体（GCN2 ノックアウト株）ヒト細胞において、デアシル

tRNALeu の増加を伴って、リボソームが翻訳停止することが、リボソームプロフ

ァイリングによる解析などで明らかになっている(42)。また、この時、ロイシン

UUG コドンで premature termination が起こることがレポーターアッセイを用い

て明らかになっているが、premature termination を引き起こしている因子は不明

である(42)。 

ヒト由来再構成型無細胞翻訳系において、ウイルス由来の 2A 配列におい

てセンスコドン（プロリン）上で、eRF1 非依存の終結が起こることが知られて

いる(43)。2A 配列は、ウィルスゲノムをはじめとしてトリパノソーマのゲノム中
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のリピート配列にも見出される、約 19 アミノ酸からなる配列で、C 末端に - 

D12(V/I)EXNPGP19- のモチーフをもつ(44)。2A ペプチドは、リボソームトンネル

と相互作用して翻訳を停止させる。さらに、2A 配列のプロリンコドン上で、終

結因子依存の終結が起き、その後、同一のプロリンコドンから翻訳が再開される

ので、結果として 1 つの ORF から 2 つのタンパク質が生じる。 

更に、リボソーム結合シャペロン Ssb 欠損株では、連続リジン配列（AAA、

AAG-AAG-AAA、あるいは AAG コドンが 12 個連続で並んだ配列）において、

eRF3 依存の premature termination が生じることがわかっている(45, 46)。これは、

リボソーム生合成に関与する Ssb を欠損したことで、リボソームの構造異常（特

に PTC と decoding center の異常）が生じたためであると考えられている(46)。 

現在のところ、これらの premature termination の分子機構やその制御機構の

詳細についてはあまり理解されていない。 

 

1.4 本研究の目的 

 

以上のように、真核生物の翻訳終結反応における終止コドン認識は、終結因子、

mRNA、rRNA 間の相互作用が複雑に関与しており、厳密に制御されている。ま

た翻訳終結反応はリボソーム結合シャペロンなど様々な制御因子によっても制

御を受け、更に新生ペプチド鎖の長さや配列による影響も受けることがわかっ

ている(47)。しかし、これまでのところ、終結反応の制御機構の詳細は不明であ

る。従来、翻訳終結の生化学的解析は、短いペプチドの合成系を用いて行われて

きた(26)。単離した翻訳伸長複合体に終結因子を作用させるこの解析系では、終

結因子と競合する因子が限定されており、例えばアミノアシル tRNA や eEF1A 

は存在しない。また新生ペプチド鎖の長さや配列にも制限があった。そこで、本

研究では、当研究で開発された、全長のタンパク質が合成可能な、酵母由来再構

成型生体外タンパク質合成系を用いて (48, 49)、翻訳終結反応、特に premature 

termination の機構を解析した。さらに、翻訳促進因子 eIF5A が premature 

termination に与える影響も解析した。 

  



 
 
 

19 

2 方法 

 

2.1 実験材料と試薬調製 

 
2.1.1 実験材料 

 

PCR で用いた DNA 合成酵素は、KOD-Plus-Neo（KOD-401）は TOYOBO 社か

ら、PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase（600672）は Agilent 社から購入した。

制限酵素 Dpn I（DPN-101）は TOYOBO 社から購入した。DNA の精製に使用し

た PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit（K210011）は Thermo Fisher SCIENTIFIC 

社から、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System（A9281）は Promega 社から、

それぞれ購入した。 

  mRNA の調製に用いた Recombinant RNase Inhibitor（RRI、2313）は TAKARA

社から、ATP（RB010）、CTP（RB020）、GTP（RB030）、UTP（RB040）は GeneACT 

社から購入した。鋳型 PCR 産物の分解に使用した TURBO DNase（AM2238）

は Invitrogen 社から購入した。mRNA の精製で使用した、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。 

酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系で用いた ATP lithium salt（11 140 

965 001）、GTP lithium salt（11 140 967 001）は Roche 社から購入した。 

翻訳産物の放射性同位体標識に用いた Methionine, L-[35S]- （>37TBq/mmol, 

400MBq/mL, NEG009A）は PerkinElmer 社から購入した。 

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
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た(50)。 

  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。 

  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。 

 

2.1.2 鋳型 DNA の調製 

 

酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系で用いた鋳型 DNA の配列情報を表

1 に示した。当研究室の卒業生である近友文と島﨑俊太が作製したベクター（ 

no motif の配列が pCR4-TOPO に挿入されたもの）を鋳型にして、Forward  

プライマー 5’- TTGGGCCTAATACGACTCACTATAG -3’と、HA タグが 3’ 末に

付加されている reverse プライマー 5’- TTACGCGTAGTCTGGGACGTCGTATG

GGTAAGCCAAAATTCTTTCGCA -3’（鋳型 DNA（i）、（ii）用）、reverse プライ

マー 5’- GAGAGAGAGAGAGAGTTACATGAAGAAGAAGAAAGGTAAATTTCT

TAGGTTTTTC -3’（鋳型 DNA（iii）用）、あるいは reverse プライマー 5’- GAG

AGAGAGAGAGAGTCGTCGTCGTCGTCGTCGCATGAAGAAGAAGAAAGGTAA

ATTTCTTAGGTTTTTC -3’（鋳型 DNA（iv）用）を用いて PCR を行った。PCR 

では、DNA 合成酵素 KOD-Plus-Neo（TOYOBO 社）を用い、鋳型 DNA 終濃度

0.5 ng/l、各プライマー終濃度 0.3 M 条件下で、メーカープロトコルに準拠

して、反応を行った（1：94°C 2 min、2：98°C 10 sec、3：57°C 15 sec、4： 

68°C 30 sec（鋳型 DNA（i）（ii））/ 15 sec（鋳型 DNA（iii）（iv））、Repeat 2–4、

30 times、5：4°C ∞）。反応後、反応液 100 l に対して 2 l の DpnI（TAKAR

A 社）を加えて 37°C で 1 時間反応させた。その後、反応液を Wizard SV Gel a

nd PCR Clean-Up System（Promega 社）を用いて精製した。 
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(i) FLAG-Pgk-nLuc-HA_ [-] (no motif): 
  

5'-GGGCCTAATACGACTCACTATAGGGAGACCGGAATTCAAAGCAAAAATGTGATCTTGCTTGTAAATACAATTTTGAGAGGTTAA
TAAATTACAAGTAGTGCTATTTTTGTATTTAGGTTAGCTATTTAGCTTTACGTTCCAGGATGCCTAGTGGCAGCCCCACAATATCCA
GGAAGCCCTCTCTGCGGTTTTTCAGATTAGGTAGTCGAAAAACCTAAGAAATTTACCTgctatggattacaaggacgacgacgacaagGAATT
ATCTTCAAAGTTGTCTGTCCAAGATTTGGACTTGAAGGACAAGCGTGTCTTCATCAGAGTTGACTTCAACGTCCCATTGGACGG
TAAGAAGATCACTTCTACGGTTTTCACCTTGGAAGATTTCGTTGGTGATTGGAGACAAACTGCTGGTTACAATTTGGATCAAGT
CTTGGAACAAGGTGGTGTCTCTTCTTTGTTTCAAAACTTGGGTGTTTCCGTTACCCCAATCCAAAGAATAGTTTTGTCTGGTGA
AAACGGTTTGAAGATCGATATCCATGTTATCATCCCATACGAAGGTTTGTCAGGTGATCAAATGGGTCAAATCGAAAAGATCTT
CAAGGTTGTTTACCCAGTTGATGATCACCACTTTAAGGTTATCTTGCACTACGGTACTTTGGTCATTGATGGTGTTACTCCAAA
CATGATCGATTACTTTGGTAGACCTTACGAAGGTATTGCTGTTTTCGATGGTAAGAAGATTACTGTCACTGGTACTTTGTGGAA
CGGTAACAAAATTATCGACGAAAGATTGATCAACCCAGACGGTTCTTTGTTGTTCAGAGTTACTATTAACGGTGTTACCGGTT
GGAGATTGTGCGAAAGAATTTTGGCTtacccatacgacgtcccagactacgcgTAA-3'  
(G, T7 開始; 下線, CrPV IRES; 小文字, FLAG- or HA-tag; 二重下線, pgk; 太字, nLuc) 
ORF のアミノ酸配列: 
AMDYKDDDDKELSSKLSVQDLDLKDKRVFIRVDFNVPLDGKKITSTVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDQVLEQGGVSSLFQNLGVSVT
PIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTL
WNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAYPYDVPDYA  

(ii) FLAG-Pgk-nLuc-HA_ P[CGA x6]: 
 
5'-GGGCCTAATACGACTCACTATAGGGAGACCGGAATTCAAAGCAAAAATGTGATCTTGCTTGTAAATACAATTTTGAGAGGTTAA
TAAATTACAAGTAGTGCTATTTTTGTATTTAGGTTAGCTATTTAGCTTTACGTTCCAGGATGCCTAGTGGCAGCCCCACAATATCCA
GGAAGCCCTCTCTGCGGTTTTTCAGATTAGGTAGTCGAAAAACCTAAGAAATTTACCTgctatggattacaaggacgacgacgacaagGAATT
ATCTTCAAAGTTGTCTGTCCAAGATTTGGACTTGAAGGACAAGCGTGTCTTCATCAGAGTTGACTTCAACGTCCCATTGGACGG
TAAGAAGATCACTTCTCGACGACGACGACGACGAACGGTTTTCACCTTGGAAGATTTCGTTGGTGATTGGAGACAAACTGCTG
GTTACAATTTGGATCAAGTCTTGGAACAAGGTGGTGTCTCTTCTTTGTTTCAAAACTTGGGTGTTTCCGTTACCCCAATCCAAA
GAATAGTTTTGTCTGGTGAAAACGGTTTGAAGATCGATATCCATGTTATCATCCCATACGAAGGTTTGTCAGGTGATCAAATGG
GTCAAATCGAAAAGATCTTCAAGGTTGTTTACCCAGTTGATGATCACCACTTTAAGGTTATCTTGCACTACGGTACTTTGGTCA
TTGATGGTGTTACTCCAAACATGATCGATTACTTTGGTAGACCTTACGAAGGTATTGCTGTTTTCGATGGTAAGAAGATTACTG
TCACTGGTACTTTGTGGAACGGTAACAAAATTATCGACGAAAGATTGATCAACCCAGACGGTTCTTTGTTGTTCAGAGTTACT
ATTAACGGTGTTACCGGTTGGAGATTGTGCGAAAGAATTTTGGCTtacccatacgacgtcccagactacgcgTAA-3'  
(G, T7 開始; 下線, CrPV IRES; 小文字, FLAG- or HA-tag; 二重下線, pgk; 網掛け, 連続 CGA; 太字, nLuc) 
ORF のアミノ酸配列: 
AMDYKDDDDKELSSKLSVQDLDLKDKRVFIRVDFNVPLDGKKITSRRRRRRTVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDQVLEQGGVSSLFQN
LGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKI
TVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAYPYDVPDYA  

(iii) F4M-Stop: 
 
5'-GGGCCTAATACGACTCACTATAGGGAGACCGGAATTCAAAGCAAAAATGTGATCTTGCTTGTAAATACAATTTTGAGAGGTTAA
TAAATTACAAGTAGTGCTATTTTTGTATTTAGGTTAGCTATTTAGCTTTACGTTCCAGGATGCCTAGTGGCAGCCCCACAATATCCA
GGAAGCCCTCTCTGCGGTTTTTCAGATTAGGTAGTCGAAAAACCTAAGAAATTTACCTTTCTTCTTCTTCATGTAACTCTCTCTCT
CTCTC-3’ 
(G, T7 開始; 下線, CrPV IRES; 太字, FFFFM オリゴペプチド; 二重下線, 終止コドン) 
ORF のアミノ酸配列: FFFFM 

(iv) F4M-[CGA x6]: 
 
5'-GGGCCTAATACGACTCACTATAGGGAGACCGGAATTCAAAGCAAAAATGTGATCTTGCTTGTAAATACAATTTTGAGAGGTTAA
TAAATTACAAGTAGTGCTATTTTTGTATTTAGGTTAGCTATTTAGCTTTACGTTCCAGGATGCCTAGTGGCAGCCCCACAATATCCA
GGAAGCCCTCTCTGCGGTTTTTCAGATTAGGTAGTCGAAAAACCTAAGAAATTTACCTTTCTTCTTCTTCATGCGACGACGACGA
CGACGACTCTCTCTCTCTCTC-3’ 
(G, T7 開始; 下線, CrPV IRES; 太字, FFFFMRRRRRR オリゴペプチド) 
ORF のアミノ酸配列: FFFFMRRRRRR 

表 1 翻訳反応に使用した鋳型 DNA の配列情報 
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2.1.3 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°C で４ 時間の反応を行った。TURBO DNase

（0.02 U/µL）を添加して 37°C で 15 分の反応により転写反応を止めた。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 は Micro Bio-Spin Columns P-30 Tris RNase Free  

を用いて脱塩処理を行い、-30°C で保存した。 

 

2.1.4 翻訳因子の調製 

 

酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系で用いる因子、eEF1A、eEF2、eEF3、

eRF1、eRF3165、Rli1、Dom34、Hbs1、eIF5A は、当研究室の阿部（2018 年卒）

の博士論文の方法に従って調製した(48, 49, 51)。基本的には、6x His タグ融合タン

パク質として発現させ、金属キレートアフィニティークロマトグラフィー後、イ

オン交換クロマトグラフィーを行うことで精製した。 

eEF1A、eEF2、Rli1 は、酵母で、eEF3、eRF1、eRF3165、Dom34、Hbs1、eIF5A

は、リコンビナントタンパク質として大腸菌で発現させた。 

酵母 tRNA は、当研究室の阿部（2018 年卒）の博士論文の方法に従って調

製した。基本的には、野生型 W303 酵母株からフェノールクロロホルム抽出及

びイオン交換クロマトグラフィーを行うことで精製した。 

アミノアシル tRNA、およびアミノアシル化に使用した S100 酵母抽出液は、

当研究室の阿部（2018 年卒）の博士論文の方法に従って調製した。アミノアシ

ル化反応は、500 nM [35S] メチオニン存在下で行った。 

酵母 80S リボソームは、原則、当研究室の阿部（2018 年卒）の博士論文の
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方法に従って、野生型 W303 酵母株から調製した。但し、粗リボソーム調製法

において、イオン交換クロマトグラフィーによる精製から、スクロースクッショ

ンによる精製に変更した。具体的には、細胞抽出液 21 mL を 2.5 mL の sucrose 

cushion buffer（20 mM Hepes-KOH（pH7.5）、20 mM MgCl2、100 mM KCl、1 M 

sucrose、2 mM DTT、0.1 mM PMSF、0.5 mg/mL Heparin）に重層し、Type 70 Ti rotor

（Beckman 社）で超遠心した（60,000 rpm (100,000 xg)、2 h、4 °C）のち、リボソ

ームペレットを回収し、puromycin 処理を行うようにした。 

 
2.2 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 

 
2.2.1 nanoLuciferase の合成 

 

酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の反応量（20 L）の溶液の組成を以

下に示す。 

50 mM Hepes-KOH pH 7.6、100 mM potassium glutamate、5 mM Mg(OAc)2、0.25 

mM SPD、1 mM DTT、0.15 mM 各アミノ酸（但し、メチオニンとシステインを

除く）、0.05 mM メチオニン、0.1 mM システイン、1 mM ATP、1 mM GTP。 

酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系の反応量（20 L）に含まれる因子を

以下に示す。  

20 mM creatine phosphate、100 nM creatine kinase、20 nM myokinase、15 nM 

nucleoside-diphosphate kinase、15 nM pyrophosphatase、5.0 µM eEF1A、0.5 µM eEF2、

0.5 µM eEF3、0.5 µM eRF1、0.5 µM eRF3165、0.5 µM Dom34、0.5 µM Hbs1、0.5 

µM Rli1、0.5 µM 80S ribosome、アミノアシル tRNA 0.125 A260 units、0.5 µM mRNA。 

以上で構成される反応液を 30°C で、任意の時間（1–4 時間）反応させた。 

 

(i) nanoLuciferase 活性の測定 

 

翻訳反応後、氷上で、2 µL の反応液と 18 µL の 0.1 mg/mL RNaseA 溶液（20 

mM Hepes-KOH pH7.5、100 mM KOAc、2 mM Mg(OAc)2）を混合し、反応を停

止させた。この反応停止液（20 µL）と 20 µL の基質（Nano-Glo Luciferase assay 

buffer : substrate =50 : 1 の混合液）（Promega 社）を混合したのち、室温で 17 

min 反応後、96 ウェルハーフエリアホワイトマイクロプレート（Corning 社、
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#3693）を用いて GloMax-96 Microplate Luminometer（Promega 社）を利用し

て、nanoLuciferase 活性を測定した。 

 

(ii) [35S] メチオニンで標識された翻訳産物の検出 

 

翻訳反応後、10 µL の反応液を終濃度 0.1 mg/mL RNase A で 30°C で 10 min 処

理した。等量の 2x LiDS sample buffer（40 mM Tris-HCl pH 6.8、2% (w/v) lithium 

dodecyl sulfate (LiDS)、10% (v/v) glycerol、0.01% (w/v) bromophenol blue、350 

mM 2-mercaptoethanol）を加え、Tricine SDS-PAGE によって翻訳産物を展開し

た。[35S] メチオニンが取り込まれた翻訳産物は、イメージアナライザー

（BAS-5000、富士フィルム社）を用いて検出した。 

 

 
2.2.2 マルチラウンドオリゴペプチド合成 

 

合成された短いペプチドを酢酸エチルを用いて抽出し、液体シンチレーション

で合成量を測定した。 

短いペプチドが合成される F4M-Stop mRNA や F4M-[CGA x6] mRNA を用いて

（表 1）、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系で翻訳反応を行った。 

翻訳系の溶液および因子の組成、反応温度は原則として、2.2.1 に示した通りで

あるが、変更した点を以下に示す。 

eIF5A がリボソーム E-site に安定的に結合し機能できるように、eEF3 の混

入を最小限に抑える為、系中の eEF1A 濃度を 2.5 M に下げ、eEF3 を系中から

除いた。精製された eEF1A には、1% 以下の割合で酵母内在性 eEF3 が混入し

ている(48)。また、eEF3 は、eIF5A とリボソームへの結合において競合する(52)。 

また、翻訳終結反応を律速にする為、eRF1 濃度を 0.25 M に下げた。 

  翻訳反応後、反応液 10 L と等量の 1 N HCl を加え、激しく振盪した。そ

の後、10 倍量の酢酸エチルを加え、激しく振盪し、氷上で 10 min 静置した後、

遠心した（15,000 xg、5 min、4 °C）。遠心後、上清には遊離したペプチドが存在

し、アミノアシル tRNA やタンパク質は沈殿している。上清を 160 L 分取し、

5 mL の液体シンチレーションカクテル Ultima Gold（Perkin Elmer 社）と混ぜ、

振盪後、液体シンチレーションカウンター（LSC-6100、HITACHI 社）用いて、
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[35S] メチオニンのペプチドへの取り込みを測定した。 
 
 
  酵母から精製した翻訳因子に含まれた内在性 eRF1 を検出する為に行なっ

たウェスタンブロッティングの手法を以下に示す。 

 

  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（GE Healthcare 社）にタンパク質を転写し

た。定電圧 10 V、メンブレン面積（cm2）x 1.5 mA で 50 min、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 4°C で

一晩反応させた。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 分間洗

浄を 3 回繰り返したのち、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（GE Healthcare 社）をメンブレンに滴下し、

ImageQuant LAS 4000 を用いて検出した。 
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3 結果 

 

3.1 CrPV IRES を用いたタンパク質合成系における eEF1A および eEF3  

 の効果 

 

当研究室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には、翻訳伸

長因子（eEF1A、eEF2、eEF3）、翻訳終結・リボソームリサイクル因子（eRF1、

eRF3、Dom34、Hbs1、Rli1）、酵母 80S リボソーム、アミノアシル tRNA、mRNA 

が含まれている(48, 49)。mRNA の 5’ 側に、Cricket Paralysis Virus（CrPV）の Internal 

Ribosomal Entry Site（IRES）を有し、翻訳開始因子非依存で翻訳が開始する。CrPV 

IRES の下流には、発光タンパク質 nanoLuciferase（nLuc）がコードされており、

合成産物の発光量により、翻訳量を評価できる（図 6A）。 

 

CryoEM や蛍光一分子観察による解析によって、CrPV IRES 依存的な翻訳

開始のメカニズムは次のように説明されている(53, 54)。80S リボソームの CrPV 

IRES への結合時、 tRNA を模倣した CrPV IRES のシュードノット構造

（pseudoknot I, PK I）がリボソーム A-site を占有している。次に、eEF2 は、

80S:CrPV IRES 複合体上で、PK I の A-site から P-site へのトランスロケーショ

ンを引き起こす。ポリペプチド鎖合成は、eEF1A によって A-site tRNA が

80S:CrPV IRES 複合体に結合することで始まり、また 0 frame での翻訳開始が優

位に起こる。つまり、これは、eEF1A による最初の tRNA のデリバリーによっ

て読み枠が定義され、また、開始の効率が決まることを意味する。 

 

そこで翻訳終結反応を解析するのに先立ち、eEF1A および eEF3 が翻訳系

に与える効果を調べた。 

 

  異なる読み枠の翻訳を検出する為の mRNA コンストラクトを作製した（図

6A）。 “none”、“+C”、“+CC” mRNA は、それぞれ、0、+1、-1 フレームのリー

ダー配列の後に nLuc がコードされている。C 挿入コンストラクトは、リーダー

配列内で、CrPV IRES 非依存の内部翻訳開始が起こった場合、あるいは、フレ

ームシフトが起こった場合にのみ、nLuc 活性が発現する。当該コンストラクト

を、5 M eEF1A（リボソームに対して 10 倍量）（図 6B）、あるいは、0.5 M eEF1A
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（リボソームと等量）（図 6C）存在下で翻訳し、nLuc 活性を測定した。また、

eEF1A による A-site tRNA の結合を促進する、翻訳伸長因子 eEF3 の効果を調

べた(4, 54)（図 6B, 6C、no eEF3）。 

5 M eEF1A かつ 0.5 M eEF3 存在下では、0 frame mRNA において、効率

よく nLuc が合成されていた（図 6B、0 frame, 0.5 M eEF3）。Out-of-frame（+1 or 

-1）mRNA における nLuc 合成量は、0 frame mRNA における nLuc 合成量の 1/10 

以下に抑制されていた（図 6B、+1 & -1 frame, 0.5 M eEF3；図 6D、5 M eEF1A, 

eEF3（+））。また、eEF3 を系中から除いても、合成量は変わらなかった（図 6D、

5 M eEF1A, eEF3（-）vs（+））。これは、精製された eEF1A には、1% 以下の割

合で酵母内在性 eEF3 が混入していることがわかっており、それが系に持ち込ま

れた結果、系中に eEF3 が存在するためであると考えている(48)。もしくは、系に

十分量の eEF1A が含まれている場合は、eEF3 非存在下でも CrPV IRES 依存の

翻訳開始が効率良く起こる可能性もある。 

一方で、0.5 M eEF1A 存在下では、5 M eEF1A 存在下に比べて、nLuc 合

成量は、約 1000 倍減少していた（図 6C；図 6D、5 M vs 0.5 M eEF1A）。これ

は、おそらく、高濃度 eEF1A が、IRES 依存の翻訳開始に必要であったと推察

した。さらに、0.5 M eEF1A 存在下では、5 M eEF1A 存在下と比べると、0 

frame mRNA における nLuc 合成量に対する、out-of-frame（+1 or -1）mRNA に

おける nLuc 合成量が著しく多かった（図 6D、5 M vs 0.5 M eEF1A）。また、

eEF3 非存在下において、out-of-frame（+1 or -1）mRNA における nLuc 合成量

は、0 frame mRNA における nLuc 合成量と同等であった（図 6D、0.5 M eEF1A, 

eEF3（-））。 

これらの結果から、eEF1A と eEF3 が CrPV IRES 依存の翻訳開始に与える

影響を次のように推察した（図 6E）。i）5 M eEF1A 存在下において、CrPV IRES 

依存的な翻訳開始が優位である。ii）0.5 M eEF1A 存在下において、CrPV IRES 

依存的な翻訳開始はかなり非効率であり、低い割合ではあるが、主に CrPV IRES 

非依存的なランダムな内部翻訳開始が起こる。eEF3 存在下において、CrPV IRES 

非依存の内部翻訳開始よりも、CrPV IRES 依存の翻訳開始が、恐らく促進され、

優位になる。 

 

次に、マルチラウンドオリゴペプチド合成系に与える eEF1A の効果を調べ

た。35S メチオニン存在下で、短いオリゴペプチドがコードされた mRNA を翻
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訳し、その合成産物の放射活性を測定することで翻訳量を評価した（図 7）。す

ると、マルチラウンドオリゴペプチド合成系では、0.5 M eEF1A 存在下でも、

十分に効率のいい翻訳が行われた（図 7、nLuc 合成量：0.1 nM（5 M eEF1A 且

つ 0.5 M eEF3 存在下、反応開始 240 分後）、オリゴペプチド合成量：0.6 nM（0.5 

M eEF1A 存在下、反応開始 60 分後））。また、5 M eEF1A 存在下におけるペ

プチド合成量は、0.5 M eEF1A 存在下におけるペプチド合成量の約 4.5 倍しか

増加しなかった（図 7）。 

nLuc 合成において、5.0 M の高濃度 eEF1A が必要であったのは、nLuc を

コードする長い mRNA では、i）三者複合体（eEF1A・aa-tRNA・GTP）が内部翻

訳開始により消費され、CrPV IRES 依存の翻訳開始が阻害される為、あるいは、

ii）翻訳開始や伸長を阻害する 2 次構造が形成される為、であると考えている。 

 

このように翻訳開始反応に CrPV IRES を利用している本系においては、

nLuc の合成では、高濃度 eEF1A 条件下で、IRES 依存の開始を優位にすること

で、Out-of-frame 翻訳の割合を減少させるのが重要である。後述するように、フ

レームシフトを考慮する必要がある場合には、この実験条件を適用することが

重要である。 
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図 6 CrPV IRES を用いた nLuc 合成系における eEF1A および eEF3 の効果。 
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A:  本解析で用いた mRNA の模式図。+C、+CC：ヌクレオチド C あるいは CC が、リ

 ーダー配列と nLuc の配列の間に挿入されている。リーダー配列は、FLAG タグ、酵

 母 Pgk1 の N 末端の 36 アミノ酸（Pgk1–36）がコードされている。+C、+CC は、

 それぞれ、リーダー配列で生じた+1 あるいは-1 フレームでの翻訳を検出するのに用

 いる。 
 
B,C: 5 M eEF1A 存在下（B）、または、0.5 M eEF1A 存在下（C）、における nLuc の合

 成。翻訳反応は、（A）で示されている mRNA を用いて行った。明記されている場

 合、eEF3 を翻訳反応系から除いた。示されている反応時間、翻訳反応を行ったのち、

 nLuc 活性を測定した。△：eEF3 非存在下、●：0.5 M eEF3 存在下。5 M eEF1A 
 存在下、且つ eEF3 存在下の、反応開始 240 分後における nLuc 合成量は、約 0.1 
 nM であった。 

 
D: （B）および（C）の反応における、反応開始 150 分後における nLuc 活性。0 フレ

 ームに対する、+1 あるいは-1 フレームの nLuc 合成量の比率が棒上に示されている。

 0 フレームでの相対的な nLuc 活性を 100 とした。翻訳反応における eEF1A 及び

 eEF3 の濃度条件を明記した。 
 

E: eEF1A 濃度が翻訳開始に与える影響の模式図。5 M eEF1A 存在下において、

 CrPV IRES 依存の開始が優位になる（矢印 1）。0.5 M eEF1A 存在下において、

 CrPV IRES 依存の翻訳開始は極めて少なく、CrPV IRES 非依存のランダムな翻訳

 開始が低い割合ではあるが生じている（矢印 2）。eEF3 存在下において、おそらく

 CrPV IRES 依存の翻訳開始が促進されている（矢印 3）。それぞれの矢印の太さ

 は、翻訳開始の効率を示している。 
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図 7 マルチラウンドオリゴペプチド合成系における eEF1A の効果。 

本解析で用いた mRNA の模式図（上）。ペンタオリゴペプチド（FFFFM）が CrPV IRES の 
下流にコードされている。翻訳反応は、35S メチオニンでラベルされたアミノアシル tRNA  
を用いて行った。示されている反応時間、示されている eEF1A 濃度条件下で、翻訳反応を 
行ったのち、合成されたオリゴペプチドを酢酸エチル抽出によって回収し、合成されたオリ 
ゴペプチドの量を 35S メチオニンのペプチドへの取り込みによって評価した。mRNA [-] と 
[-] eRF1 は、それぞれ、mRNA 非存在下と eRF1 非存在下において、0.5 M eEF1A 存在 

下で翻訳反応を行った。マルチラウンドオリゴペプチド合成系は、eRF1 依存的にペプチド 
合成が行なわれる（図 11）。0.5 M eEF1A 存在下の、反応開始 60 分後における FFFFM  
オリゴペプチドの合成量は、約 0.6 nM である。 
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3.2 連続 CGA 配列において eRF1 依存的な premature termination が起きる 

 

3.2.1 連続 CGA 配列における premature termination の発見 

 

酵母では、アルギニンをコードする CGA コドンの連続配列において、リボソー

ムが翻訳停止し、フレームシフトが引き起こされることが報告されている(55, 56)。

連続 CGA 配列における翻訳を解析する為に、連続 CGA 配列を nLuc の直前に

挿入した mRNA コンストラクトを作製した（図 8A）。当該コンストラクトを用

いて翻訳反応を行った所、翻訳が抑制された（挿入のない no motif mRNA に対

して、1/100）（図 8B、no motif の翻訳量 >> CGA x6 の翻訳量）。次に、35S メ

チオニンで標識されたアミノアシル tRNA を翻訳系に添加し、Tricine SDS-PAGE 

により翻訳産物を検出した。挿入のない no motif mRNA を翻訳すると、全長の

翻訳産物を含むペプチジル tRNA が検出された（図 8C、レーン 1, Full-length 

peptidyl-tRNA）。このことから、本系において、終止コドンにおけるペプチド解

離の効率が低いことが示唆された。同サンプルを RNase A で処理すると、tRNA 

が分解され、バンドが低分子側に移動する（図 8C、レーン 2, Full-length）。次に

連続 CGA 配列を挿入した mRNA を用いて翻訳産物を解析したところ、短い翻

訳産物が検出された（図 8C、レーン 3）。このバンドは、RNase A で処理しても、

バンドの位置が変化しないことから、tRNA 成分を含まないペプチドであること

がわかった（図 8C、レーン 4）。この短いペプチドは、i）CGA センスコドン上

で生じた premature termination 産物、あるいは、ii）CGA 配列でフレームシフト

を起こしたことによって、ORF 上に現れた終止コドンで生じた終結産物である

可能性が考えられた。以上の仮説を検証するために、フレームシフト翻訳を評価

できる系を用いた（図 6、5.0 M eEF1A, 0.5 M eEF3 条件）。CGA の直後に、

シトシン（＋C、+CC）を挿入したコンストラクトを作製し、翻訳反応を行った

（図 8A, 8D, 8E）。すると、シトシンを挿入したコンストラクトにおいて、全長

にあたる翻訳産物は検出されず、全てのコンストラクト（0、+C、+CC）におい

て、長さの同じ短いペプチドリリース産物が検出された（図 8E）。従って、連続

CGA 配列では、センスコドン上で premature termination が起こっていることが

明らかとなった。（フレームシフトが起こった場合には、全長翻訳産物が検出さ

れるはずであった。） 
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図 8 連続 CGA 配列における premature termination の発見。 
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A:  本解析で用いた mRNA の模式図。no motif：リーダー配列と nLuc の配列の間に、挿

 入のない mRNA。CGA x6：リーダー配列と nLuc の配列の間に、6 連続で CGA コ

 ドンが挿入された mRNA。CGA x6 +C、CGA x6 +CC：CGA x6 mRNA の連続 CGA 
 配列と nLuc の配列の間に、ヌクレオチド C あるいは CC が挿入された mRNA。

 CGA x6 +C、CGA x6 +CC は、それぞれ、+C、+CC の挿入より上流で生じた+1 あ

 るいは-1 フレームでの翻訳を検出するのに用いる。 
 
B: no motif mRNA と CGA x6 mRNA の nLuc 活性の経時測定。示されている反応時間、

 翻訳反応を行ったのち、nLuc 活性を測定した。●：no motif、▲：CGA x6。 
 
C:  CGA x6 mRNA における翻訳産物の解析。翻訳反応開始 240 分後における、翻訳反

 応液を未処理（none）、あるいは、RNase A で処理（RNase）し、Tricine SDS-PAGE 
 にて、翻訳産物を展開した。なお、翻訳産物の解析では、翻訳系に [35S] メチオニン

 で標識されたアミノアシル tRNA を添加しており、[35S] メチオニンが取り込まれた 
  翻訳産物を検出する。黒矢印：全長翻訳産物、灰矢印：全長翻訳産物ペプチジル tRNA、

 白矢印：CGA コドンで生じる premature termination 産物。 
 
D,E: 連続 CGA 配列では premature termination が生じる。翻訳反応開始 120 分後にお

 ける、nLuc 活性を測定した。エラーバーは、独立した 3 回の実験値の標準偏差

 （D）。同じサンプルの残りを、RNase A で処理後、Tricine SDS-PAGE を用いて、

 翻訳産物を解析した (E)。 
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3.2.2 連続 CGA 配列における premature termination の因子依存性の解析 

 

連続 CGA 配列において premature termination を引き起こしている因子の同定を

行った（図 9）。翻訳終結因子 eRF1、eRF3 に加えて、リボソーム解離因子が

prematur termination 産物に与える影響を調べた。Dom34（哺乳類 Pelota）は、3’  

端にポリA 配列がない終止コドンを欠いたNon-Stop mRNA の 3’ 末端で停止し

た、つまり、A-site に mRNA がないリボソームの解離因子である(47)。Dom34 は、

eRF1 と構造的に似ているが、i）終止コドンを認識する NIKS モチーフを含むド

メインが存在せず、ii）ペプチド解離を触媒する GGQ モチーフを持たず、iii）

リボソーム結合型 GTPase  Hbs1（哺乳類 Hbs1）によりリボソーム A-site にデリ

バリーされるという点が異なる。Rli1（哺乳類 ABCE1）は、Dom34、あるいは、

eRF1 と協調して、リボソーム解離を促進する因子である(47, 57)。また、翻訳終結

反応において、Rli1 は、eRF3 と解離した後の eRF1 とリボソーム上で相互作用

し、eRF1 のペプチド解離反応を促進する(47, 58)。ABCE1-eRF1-80S 複合体の cryo-

EM 構造では、ABCE1 が eRF1 を accommodated 状態構造に安定化することが

わかっている(47, 59)。eEF3 は、翻訳終結後リボソーム複合体（post-termination 

complex, post-TC）に作用し、ATP 依存的にリボソームを解離することが示唆さ

れている(60)。また、eEF3 のホモログ New1 は、直前に塩基性アミノ酸がある終

止コドンにおける翻訳終結を促進する(61)。 

  これらの因子を翻訳反応液中から除いて、翻訳反応を行った。ペプチド解離

活性を持つ翻訳終結因子 eRF1 を系から除いた場合に、premature termination 産

物が消失した（図 9A, B、レーン 3）。即ち、連続 CGA 配列における premature 

termination は、eRF1 によって促進されていることが明らかとなった。Rli1 を系

から除いた場合に、premature termination 産物が減少しなかった（図 9A, B、レー

ン 6）。一方で、eRF3 を系から除いた場合に、premature termination 産物が減少

した（図 9A, B、レーン 2）。Rli1 は、eRF1 のペプチド解離反応を促進すると考

えられている。一方、eRF3 は、eRF1 の A-site へのデリバリーを促進し、eRF1 

のデコーディング速度を向上させる。本系においては、CGA コドン上への eRF1 

のデコーディング速度が遅いことが推察された。 
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  また、eRF1 を系から除いた場合でも、連続 CGA 配列の nLuc 合成量（6.0 

x105 RLU）が no motif mRNA の nLuc 合成量（≃3.0 x106 RLU, データ示さず）

までは増加しなかった（図 8D）。連続 CGA 配列で翻訳停止したリボソームの

A-site において mRNA 構造の異常が確認されており、アミノアシル tRNA が

結合できないと考えられている(62)。このことから、連続 CGA 配列では、アミ

ノアシル tRNA のデコーディング不全による翻訳停止に伴い premature 

termination が起こっていることが推察された。 

  通常センスコドン上では終結因子はアミノアシル tRNA との競合に負け

る。しかし連続 CGA 配列ではアミノアシル tRNA が A-site に結合できないた

め、eRF1・eRF3 が A-site に結合し、さらに eRF1 が CGA コドンを終止コド

ンとして認識したため、premature termination が起きたと考えている（図 9E）。 
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図 9 連続 CGA 配列における premature termination は eRF1・eRF3 によって引き起こ

される。 
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A: 翻訳終結に関与する翻訳因子が premature termination 産物量に与える効果。示され 
 た各翻訳因子を翻訳反応系中から除いて、CGA x6 mRNA を用いて翻訳反応を行っ 
 た。翻訳反応開始 180 分後に、翻訳反応液を未処理（none）、あるいは、RNase A で 
 処理（RNase）し、Tricine SDS-PAGE にて、翻訳産物を展開した。complete：どの 
 因子も系中から除いていない翻訳反応系。白矢印：CGA コドンで生じる premature 

termination 産物。 
 
B,C:  （A）における、premature termination 産物量のバンド定量。（A）において、 
  premature termination 産物のバンドを定量した。Tricine SDS-PAGE の各レーンにア

 プライした反応液 10 L における、premature termination 産物量が示されている。 
 

D: （A）における、各サンプルの nLuc 活性。（A）において、翻訳反応開始 180 分後 
 における、nLuc 活性を測定した。 

 

E: eRF1・eRF3 による CGA コドンにおける premature termination 機構のモデル。連 
 続 CGA 配列では、アミノアシル tRNA のデコーディングが阻害されていることがわ 
 かっている。その為、eRF1・eRF3 が A-site に結合し、さらに eRF1 が CGA コド 
 ンを終止コドンとして認識した結果、premature termination が起きたと考えている。 
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3.2.3 eIF5A が eRF1 依存的な premature termination に与える影響の解析 

 

リボソームと等量の eIF5A（0.5 M）存在下で、連続 CGA 配列を挿入した mRNA 

を翻訳した。ハイプシン修飾 eIF5A、および、デオキシハイプシン修飾 eIF5A 存 

在下において、premature termination 産物の量が増加した（図 10D、レーン 5 vs 

レーン 6, レーン 7）。また、未修飾 eIF5A（0.5 M）存在下においても、premature  

termination 産物の量が増加した（図 10D、レーン 5 vs レーン 8）。即ち、eIF5A  

存在下において、ハイプシン修飾非依存で、連続 CGA 配列における eRF1 依存 

の premature termination が促進される可能性が示唆された。これについて、後述 

するマルチラウンドオリゴペプチド合成系を利用して更に検証することとした。 
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図 10 eIF5A が翻訳に与える影響の解析。 
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A:  本解析で用いた mRNA の模式図。 
 
B:  示された mRNA を用いて、0.5 M eIF5A（リボソームと等量）存在下において、翻

 訳反応を行った。示されている反応時間、翻訳反応を行ったのち、nLuc 活性を測定

 した。[-]：eIF5A 非存在下、hyp：hypusine 修飾 eIF5A、deoxy：deoxyhypusine 修

 飾 eIF5A、lys：未修飾 eIF5A。 
 
C:  翻訳反応開始 150 分後の nLuc 活性。エラーバーは、独立した 3 回の実験値の標

 準偏差。 

 

D:  翻訳反応開始 240 分後、サンプルを RNase A で処理し、Tricine SDS-PAGE を用

 いて、翻訳産物を解析した。黒矢印：全長翻訳産物、白矢印：CGA コドンで生じる

 premature termination 産物。（ *）は、ORF 上の複数個所 で生じた premature 

 termination 産物と考えており、eIF5A 存在下において特異的に生ずる。 
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3.2.4 マルチラウンドオリゴペプチド合成系を利用した連続 CGA 配列における

premature termination の解析 

 

IRES の下流に FFFFM-Stop 配列をもつ F4M-Stop mRNA を用意した（図 11A）。

終止コドン（Stop）の代わりに、CGA x6 配列を挿入した F4M-[CGA x６] mRNA 

を用意した（図 11A）。翻訳反応を HCl で停止させた後、リボソーム上から解離

したペプチドを酢酸エチルで抽出した。この抽出されたペプチドの放射線量を

測定することにより、35S メチオニンで標識されたアミノアシル tRNA のペプチ

ドへの取り込み量を評価した。尚、リボソーム上から解離していないペプチドや

遊離アミノアシル tRNA は HCl 処理で沈殿するため抽出されない。 

F4M-[CGA x６] mRNA を翻訳すると、eRF1 非存在下では、mRNA [-] と同

等の放射線量を示すことから、シングルラウンドで翻訳が停止し、ペプチド解離

が起こっていないことが推察される（図 11C、eRF1 [-] の [-] eIF5A のペプチド

合成量 = mRNA [-] の値）。しかし、eRF1 存在下において翻訳量が増加した（図

11C、eRF1 [+] の [-] eIF5A のペプチド合成量 > eRF1 [-] の [-] eIF5A のペプチ

ド合成量）。これは、eRF1 存在下において、連続 CGA 配列における premature 

termination が起こり、翻訳がマルチラウンドで行われるようになった為である

と考えられた。 

F4M-[CGA x６] の翻訳時に、リボソームと等量の eIF5A（0.5 M）を添加し

ても、ペプチド合成量は有意には増加しなかった（図 11C、eRF1 [+] の [+] hyp

あるいは [+] lys のペプチド合成量 ≃ eRF1 [+] の [-] eIF5A のペプチド合成

量）。eIF5A が翻訳に与える影響については、4.5 で考察する。  
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図 11 マルチラウンドオリゴペプチド合成系を利用した premature termination の解析。 

A:  本解析で用いた mRNA の模式図。 
 
B:  F4M-Stop mRNA では、ペンタペプチド FFFFM が合成され、eRF1 存在下において、

 そのすぐ下流の終止コドンで効率のいい翻訳終結が生じる。一方で、eRF1 非存在下

 において、eRF1 非依存の翻訳終結が生じる。 

 

C: F4M-[CGA x6] mRNA では、ペンタペプチド FFFFM が合成され、そのすぐ下流の

 CGA コドンでリボソームが翻訳停止する。eRF1 存在下において、eRF1 依存の

 premature termination が生じる。 
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3.3 終止コドンにおいて eRF1 非依存的な終結が起きる 
 

3.3.1 終止コドンにおける eRF1 非依存的な終結の発見 

 

nLuc の直前に終止コドン（UAA、UAG、UGA）をリーダー配列と nLuc の配列

の間に挿入した mRNA を用意した（図 12A）。当該コンストラクトを eRF1 存

在下で翻訳したところ、挿入のない no motif mRNA に対して、nLuc 活性が著し

く減少した（図 12D 右図、eRF1 [+], [-] eIF5A（△））。これは、ORF 内部に挿入

した終止コドン上で、eRF1 による終結が生じたためであると考えられた。また、

eRF1 非存在下で、終止コドンを ORF 内に挿入した mRNA を翻訳した場合、挿

入のない no motif mRNA に対して、nLuc 活性が著しく減少した（図 12D 左図、

eRF1 [-], [-] eIF5A（△））。これは、ORF 内部の終止コドンで翻訳停止したリボ

ソーム・新生鎖複合体が形成されているためであると予想された。 

  終止コドンにおける翻訳停止の状況を確認する為に、上述したコンストラ

クトを用いて翻訳し、翻訳産物を解析した（図 12E）。eRF1 存在下で、ORF 内

部に終止コドンを挿入した mRNA を翻訳し、翻訳産物を解析すると、短い翻訳

産物が検出された（図 12E、レーン 11）。これは、RNase A 処理においてもバン

ドの位置が変化しないことから、tRNA 成分を含まないペプチドであることがわ

かった（図 12E、レーン 11 vs レーン 15）。つまり、eRF1 によって、挿入され

た終止コドン上で生じた翻訳終結産物であると考えられた。このバンドの分子

量は、図 7C で見られた連続 CGA 配列における premature termination 産物の大

きさとほぼ一致する（図 8C、図 10D）。また、eRF1 非存在下において、終止コ

ドンを ORF 内に挿入した mRNA を翻訳すると、短いペプチドが検出された（図

12E、レーン 9）。つまり、eRF1 非依存的な翻訳終結が起こっていることが示唆

された。また、どの終止コドン（UAA、UAG、UGA）を ORF 内に挿入した場合

においても、eRF1 非依存的な終結が起こることを確認した（図 12F, G）。 

  終止コドンにおける翻訳停止の状況をさらに確認する為、挿入のない no 

motif mRNA を用いて、eRF1 に依存しない翻訳終結が生じるか検証した。no 

motif mRNA を用いて、eRF1 非存在下で翻訳すると、nLuc 活性は、eRF1 存在

下と同等であった（図 12B、左図, eRF1 [-], [-] eIF5A（△）＝ 右図, eRF1 [-], [-] 

eIF5A（△））。このことから、本系ではシングルラウンドの翻訳が起こっている

ことが示唆された。次に、翻訳産物を解析した（図 11C）。eRF1 存在下で、no 
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motif mRNA を翻訳すると、ペプチド解離した全長の翻訳産物が検出された（図

12C、レーン 3）。これは、eRF1 によって、終止コドン上で翻訳終結が起きたこ

とを意味する。また、eRF1 非存在下において、no motif mRNA を翻訳すると、

全長の翻訳産物が検出された（図 12、レーン 1）。つまり、eRF1 非依存的な翻

訳終結が起こっていることが示唆された。 

 

  翻訳反応系中に、酵母内在性 eRF1 が混入しているか確認した。翻訳系中に

含まれる、酵母から精製している翻訳因子（eEF1A、eEF2、Rli1、80S リボソー

ム）に含まれている酵母内在性 eRF1 の量を、抗 eRF1 抗体を用いたウェスタン

ブロッティングにより定量した。その結果、酵母から精製している因子への内在

性 eRF1 の混入量は検出限界以下であった（図 13）。 
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3.3.2 eIF5A が eRF1 非依存的な終結に与える影響の解析 
 

eRF1 非存在下で生じる翻訳終結に eIF5A が与える影響を解析するために、終

止コドンを挿入した mRNA と挿入のない no motif mRNA をそれぞれ、eIF5A 存

在下で翻訳した（図 12）。 

  no motif mRNA を用いて、eRF1 存在下で、リボソームと等量の eIF5A（0.5 

M）を添加して翻訳反応を行うと、全長の翻訳産物の量が増加した（図 12C、

レーン 3 vs レーン 4）。すなわち、eIF5A が eRF1 によるペプチド解離を促進し

た可能性が示唆された。同 mRNA を用いて、eRF1 非存在下で、リボソームと

等量の eIF5A（0.5 M）を添加して翻訳反応を行うと、eRF1 非依存的な翻訳終

結産物の量が増加した（図 12C、レーン 1 vs レーン 2）。 

  UAG 終止コドンを挿入した mRNA を用いて、eRF1 存在下で、リボソーム

と等量の eIF5A（0.5 M）を添加して翻訳反応を行うと、内部翻訳終結産物の量

が増加した（図 12E、レーン 11 vs レーン 12）。すなわち、eIF5A が内部の終止

コドンにおける eRF1 によるペプチド解離を促進した可能性が示唆された。同

mRNA を用いて、eRF1 非存在下で、リボソームと等量の eIF5A（0.5 M）を添

加して翻訳反応を行うと、eRF1 非依存的な内部翻訳終結産物の量が増加した

（図 12E、レーン 9 vs レーン 10）。 

  以上の結果から、eIF5A は、eRF1 非依存的な終結を促進する可能性が示唆

された。これについて、マルチラウンドオリゴペプチド合成系を利用して更に検

証した。 
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3.3.3 マルチラウンドオリゴペプチド合成系を利用した eRF1 非依存的な終結 

の解析 
 

マルチラウンドオリゴペプチド合成系用いて、F4M-Stop mRNA を eRF1 存在下

で翻訳するとペプチドの合成が検出された（図 11B、eRF1 [+] の [-] eIF5A のペ

プチド合成量 > > eRF1 [-] の [-] eIF5A のペプチド合成量）。その合成量は、F4M-

[CGA x６] mRNA の場合のおよそ 10 倍であり、eRF1 が効率良く終止コドンを

認識してペプチドを解離し、マルチラウンドに翻訳が行われたことを意味する。 

  一方で、eRF1 非存在下においても mRNA [-] に比べて有意にペプチド合成

がみられた（図 11B、eRF1 [-] の [-] eIF5A のペプチド合成量 >> mRNA [-] の

値）。これは、eRF1 非存在下において、終止コドンにおいてペプチドが解離し、

さらにマルチラウンドに翻訳が行われていることを意味する。 

また、eRF1 非存在下において、リボソームと等量の eIF5A（0.5 M）存在

下では、ペプチド合成量が増加しないことも明らかとなった（図 11B、eRF1 [-] 

の [+] hyp あるいは [+] lys のペプチド合成量 = eRF1 [-] の [-] eIF5A のペプチ

ド合成量）。eIF5A が翻訳に与える影響については、4.5 で考察する。 
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図 12 終止コドンにおける eRF1 非依存な終結の発見。終止コドンにおける eRF1  

       非依存な終結に与える eIF5A の効果。 
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A:  本解析で用いた mRNA の模式図。リーダー配列と nLuc の配列の間に終止コドン

（UAA、UAG、または UGA）が挿入されている。 
 
B,C:  no motif mRNA における eIF5A が翻訳に与える影響。nLuc 活性の経時測定（B）と、

 反応開始 240 分後における eRF1 非依存的な翻訳終結産物の Tricine SDS-PAGE に

 よる解析（C）。（B）示されている反応時間、翻訳反応を行ったのち、nLuc 活性を測

 定した。[-]：eRF1 非存在下、eRF1 [+]：eRF1 存在下、△：eIF5A 非存在下、●：

 0.5 M hypusine 修飾 eIF5A 存在下。（C）none（RNase 未処理）で現れる full-length 
 のバンドが eRF1 非依存の終結産物（レーン 1）。黒矢印：全長翻訳産物、白矢印：

 全長翻訳産物ペプチジル tRNA。 
 
D,E:  UAG 挿入 mRNA における eIF5A が翻訳に与える影響。nLuc 活性の経時測定（D）

 と、反応開始 240 分後における eRF1 非依存的な翻訳終結産物の Tricine SDS-PAGE 
 による解析（E）。（D）示されている反応時間、翻訳反応を行ったのち、nLuc 活性を

 測定した。[-]：eRF1 非存在下、eRF1 [+]：eRF1 存在下、△：eIF5A 非存在下、●：

 0.5 M hypusine 修飾 eIF5A 存在下。（E）none（RNase 未処理）で現れる短いバン

 ド（Termination product at UAG codon）が eRF1 非依存の終結産物（レーン 9）。白

 矢印：CGA コドンで生じる premature termination 産物。 
 
F,G:  終止コドン（UAA、UAG、または UGA） 挿入 mRNA を用いた翻訳における、nLuc 

 活性の経時測定（F）と、反応開始 240 分後における eRF1 非依存的な翻訳終結産物

 の Tricine SDS-PAGE による解析（G）。（F）示されている反応時間、翻訳反応を行っ

 たのち、nLuc 活性を測定した。●：no motif mRNA、△：UAA 挿入 mRNA、◇：UAG 
 挿入 mRNA、□：UGA 挿入 mRNA。（G）none（RNase 未処理）で現れる短いバン

 ド（Termination product at internal stop codon）が eRF1 非依存の終結産物（レーン

 17, 19, 21, 23）。黒矢印：全長翻訳産物、灰矢印：全長翻訳産物ペプチジル tRNA、白

 矢印：CGA コドンで生じる premature termination 産物。 
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図 13 酵母から精製されている因子への内在性 eRF1 の混入の確認。 
翻訳反応系に含まれる酵母から精製された翻訳因子、各 100 pmol に対して、含まれている

酵母内在性 eRF1 の量を、抗 eRF1 抗体を用いたウェスタンブロットで定量した。右レー

ンには、精製された eRF1 を左から順に、0.01、0.1、1、10 pmol ずつ SDS-PAGE のウェ

ルにアプライしており、酵母から精製してきた因子に含まれる内在性 eRF1 の定量に用い

た。 
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4 考察 

4.1 本研究のまとめ 

 

本研究では、酵母由来再構成型無細胞翻訳系を利用して翻訳終結反応を解析し

た。このシステムは、eRF1 によるペプチド解離反応と競合する因子やイベント

の存在下で解析することができ、翻訳終結反応の制御の解明に有効である。 

はじめに eEF1A 及び eEF3 濃度を調節することによって、フレームシフト

翻訳を正しく評価できる翻訳条件を決定した（図 6）。その翻訳条件下で連続CGA 

配列の翻訳抑制について解析することにより、premature termination が起こるこ

とを明らかにした（図 8）。また、premature termination は、翻訳終結因子 eRF1・

eRF3 によって引き起こされることを示した（図 9）。さらに、マルチラウンドオ

リゴペプチド合成系を利用して、連続 CGA 配列では eRF1 依存の premature 

termination が起こることが支持された（図 11C）。 

  また、終止コドンにおける eRF1 非依存の終結を発見した（図 12）。さらに、

マルチラウンドオリゴペプチド合成系を利用して、終止コドンにおいて eRF1 非

依存の終結が起こることが支持された（図 11B）。 

  また、終止コドンにおける eRF1 非依存的な終結を引き起こしている因子

は不明であるが、near-cognate デアシル tRNA が終結を引き起こしていると仮説

を立てている。 
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4.2 翻訳終結制御機構を解析するための in vitro 再構成型翻訳系の確立 

   

これまでの翻訳終結の生化学的解析は、終結因子と競合する因子が限定された

条件下で行われていた。本解析では、酵母由来再構成型生体外タンパク質合成系

を利用することで、翻訳終結因子 eRF1 によるペプチド解離反応と競合する因

子やイベントの存在下で解析できるシステムを確立した。本解析の結果から、

CGA コドン上では、“アミノアシル tRNA と eRF1 との競合”、終止コドン上で

は、恐らく、“near-cognate デアシル tRNA と eRF1 との競合”、が起こる。生体

内においても、翻訳終結過程では、様々な A-site 結合因子の競合が起こってい

るはずである。確立した本システムは、このような生体内の翻訳終結における競

合反応を再現することが可能であり、本研究は真核生物における翻訳終結制御、

例えば、終止コドンにおける翻訳終結に加えて、終止コドンの読み飛ばし、セン

スコドン上における中途翻訳終結、の機構を解明するための基盤となる。また、

out-of-frame 翻訳の割合が低下した翻訳系を構築できたことは、フレームシフト

をはじめとした翻訳伸長制御機構の解析の基盤技術としても有用である。 

  本解析の結果、CrPV IRES を用いた nLuc 合成系において、過剰量（リボソ

ームの 10 倍量）の eEF1A が必要であることがわかった（図 6）。生体内におい

て、三者複合体（eEF1A・aa-tRNA・GTP）として翻訳過程で機能している eEF1A 

の量は不明であるが、本系が生体のリボソーム A-site における、翻訳に関与す

る因子の競合反応を再現出来ていない可能性がある。その為、今後は、eEF1A 濃

度を下げた条件で、効率のいい翻訳開始が起こる系を構築することが課題であ

る。例えば、5’ キャップ構造に依存した翻訳開始反応を再構築し、翻訳開始の

効率を eEF1A 非依存的に向上させる必要がある。または、翻訳効率が良い変異

体 CrPV IRES の利用も検討する(63)。 

 

 

 

 

 

 
  



 
 
 

53 

4.3 eRF1 による CGA コドンの認識 

 

eRF1 による終止コドンの認識機構に基づいて(15–17)、eRF1 による CGA コドン

の認識機構について考察する。終止コドンの 1 塩基目の U の認識には、eRF1 

の NIKS58–61 モチーフとの相互作用（N58, K60 と U のカルボニル基との水素結

合）が重要である(図 3B)。また、先行研究の eRF1・リボソーム複合体の構造解

析により、一文字目が pyrimidine 塩基（U、C）の場合は、NIKS モチーフとの

立体障害は起こらないことが示唆されている(15)。また、CGA コドンは、UGA 終

止コドンと 2、3 文字目は同じであり、終止コドン識別において重要な 2–3 塩基

間のスタッキング相互作用は形成されていることが予想される(15, 16) (図 3D)。 

  連続 CGA 配列で翻訳停止したリボソームの構造解析により、A-site におい

て mRNA 構造の異常が確認されている(62)（図 14D–F）。P、A-site を、それぞれ、

CGA コドンが占有している時、P-site の A・I  wobble 塩基対合とのスタッキン

グ相互作用により安定化された 18S  rRNA の塩基 C1637 が、A-site コドンの 1 

文字目 C と水素結合を形成する（図 14F、+4 塩基）。それに伴い、通常リボソ

ーム A–P サイト間にあるねじれ構造（A/P  kink）が、A-site コドンの 1 文字目

と 2 文字目の間に生じる（図 14F）。このように、特に A-site コドン 1 文字目 

C の配向異常が原因で、A-site では mRNA がアミノアシル tRNA と対合できな

いと考えられている（図 14D–F）。 

  連続 CGA 配列では、この mRNA の異常構造が起因して、A-site コドン 1 

塩基目 C が eRF1 の N58, K60 と水素結合を形成したため、eRF1 が CGA コド

ンを終止コドンとして誤認識したと考えられる。 

  今後の課題は、eRF1 による CGA コドンの認識機構を明らかすることで

ある。連続 CGA 配列で翻訳停止した新生ペプチド鎖・リボソーム複合体に、

ペプチド解離能を失った eRF1 変異体を結合させたリボソーム複合体の構造を

決定する必要がある（図 15）。 

  最近、生体内において、連続 CGA 配列で eRF1・eRF3 依存の premature 

termination が起こることが明らかにされた(16)。その解析において、野生型 eRF1、

または、UGA 終止コドンを認識しやすい eRF1 変異体（L123F、Y-C-F の Y の

次の残基 Leu123 を Phe に置換した変異体）と、eRF3 の共大量発現によって、

CGA コドンでの premature termination が促進されることが明らかになってい

る。eRF3 は、eRF1 のコドン認識に影響を与える(16, 22, 64)。今後、eRF3 の酵素
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活性に関する生化学的な解析と合わせて、eRF3 が eRF1 のコドン認識に与え

る影響についても解析をおこなう必要がある。 
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Tesina, P. (2019) EMBO J. より改変引用。 

図 14 連続 CGA 配列特有のデコーディングを阻害する異常な mRNA 構造。 
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A–C: デコーディングセンターに A-site tRNA を持ったリボソーム・新生鎖複合体の Cryo-

 EM 構造の特徴。（A）（上図）デコーディングの状況の模式図。（下図）デコーディン

 グセンターに A-site tRNA を持ったリボソーム・新生鎖複合体の分子モデル。（B）A/A、

 P/P tRNA を持った A、P、E-site と mRNA の全体像。（C）A-site における mRNA 

 の構造の詳細。18S rRNA の塩基 A1755 および A1756 が、tRNA デコーディング時

 の、A-site の tRNA-mRNA 相互作用の副溝を認識する。 

 

D–F: CGA-CGA コドンで翻訳停止したリボソーム・新生鎖複合体の Cryo-EM 構造の特徴。 

 （D）（上図）翻訳停止の状況の模式図。（下図）CGA-CGA コドンで翻訳停止したリ

 ボソーム・新生鎖複合体の分子モデル。（E）A/A、P/P tRNA を持った A、P、E-site 

 と mRNA の全体像。（F）A-site における mRNA の構造の詳細。mRNA の、+2 塩

 基（P-site コドン 2 塩基目）から+4 塩基（A-site コドン 1 塩基目）における相互作

 用が示されている。C+4 塩基が P-site A:I wobble 塩基対合側に約 95° 移動し、18S 

 rRNA の塩基 C1637 との相互作用で安定化される。これに伴い、通常、A-、P-site 間

 （+3、+4 塩基間）に生じる mRNA のねじれ構造（A/P kink）が+4、+5 塩基間で生

 じる。A/P kink は、A-site における tRNA の proof-reading、つまり near-cognate tRNA

 の排除に重要であると考えられている(62, 65)。 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 15 ペプチド解離能を失った eRF1(AAQ) 変異体。 
C 末 6x His タグ融合タンパク質として発現・精製した、ペプチド解離を引き起こす GGQ 
モチーフの変異体。終止コドン認識の機構は野生型 eRF1 と変わらないが、GGQ モチーフ

の活性残基 Q が PTC 上で P-site ペプチジル tRNA に接近できず、攻撃水分子を正しく配

位できない。eRF1・翻訳終結リボソーム複合体（図 3A）における、リボソーム上の

accommodated 状態の eRF1 の固定化にはこの変異体を用いており、さらに Rli1（ABCE1）

によりその構造が安定化されている。 
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4.4 eRF1 非依存的な翻訳終結の分子機構 

 

大腸菌の再構成型翻訳系において、A-site の cognate デアシル tRNA が終結

因子と同等の終結効率を有することが報告されている(66–68)（図 16）。本研究で見

出された終止コドンにおける eRF1 非依存の終結は、near-cognate なデアシル

tRNA が引き起こしていると仮説を立てており、今後、マルチラウンドオリゴペ

プチド合成系を利用して検証する必要がある。in vitro 転写した F と M の tRNA 

（図 17）をアミノアシル化し、さらにデアシル tRNA を除く。このようにして

調製したアミノアシル tRNA を用いて F4M-Stop mRNA を翻訳した際に、eRF1 

非依存の終結が起きないことを検証する。また、生体内では、終止コドン認識に

おいて、near-cognate tRNA より eRF1 が優位に働くことが予想される。 
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 A: Zavialov, A.V. (2002) Mol. Cell より引用。 

 B: Trobro, S. and Aqvist, J. (2007) Mol. Cell より引用。 

A: デアシル tRNAPhe による終結の速度論的解析。fMet-tRNAMet が P-site にプログラ

 ムされたリボソーム（A-site が、Stop UAA(▲)、あるいは、Phe UUU(●)）に、デア

 シル tRNAPhe を反応させる。A-site が Phe  UUU のリボソームの場合、cognate な

 デアシル tRNAPhe はペプチド解離を引き起こすことが出来る。 
 
B: A-site デアシル tRNA の O3’ が、P-site ペプチジル tRNA の O2’ 近傍に、攻撃水分

 子を適切に配位し、ペプチドの解離を引き起こす(68)。A-site アミノアシル tRNA で

 は、O3’ にアミノ酸が結合しており、ペプチドの転移が生ずる。黄色：A-site デアシ

 ル tRNA による、P-site ペプチジル tRNA への攻撃水分子の配位（MD シュミレーシ

 ョン）、シアン：A-site アミノアシル tRNA アナログを用いたペプチド転移時の A-、
 P-site tRNA の構造（1VQN）、wat：攻撃水分子。 
 

 
 
 
 

 

 

 
 

図 16 デアシル tRNA による翻訳終結の機構。 
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図 17 調製された in vitro 転写 tRNA。 
in vitro 転写 tRNA は 5’ リーダー配列を持つ前駆体 tRNA を T7 RNA ポリメラーゼを用い

て合成し、続いて M1  RNA および C5  Protein によってプロセシングした。更に陰イオン

交換カラムによって成熟 tRNA を精製した。 
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4.5 eIF5A が翻訳に与える影響について 

 

マルチラウンドオリゴペプチド合成系において、eIF5A は、eRF1 存在下での連

続 CGA 配列、および、eRF1 非存在下での終止コドン、におけるペプチド合成

を促進しなかった（図 11B, C）。翻訳終結過程は、“eRF1 による終止コドンのデ

コーディング” のステップと、“eRF1 の A-site におけるアコモデーションおよ

びペプチド解離反応” の２ つのステップからなる。in vitro で eIF5A がペプチ

ド解離反応の速度を促進させることは明らかにされている(26)。しかし、本系で

は、eIF5A のペプチド解離の促進は評価できなかった。これは、本系において、

CGA コドンにおける eRF1 依存的な終結と、終止コドンにおける eRF1 非依存

的な終結では、反応の律速段階は、“eRF1 による終止コドンのデコーディング”

段階にあった為であると考えている。また、eIF5A は、“eRF1 による終止コドン

のデコーディング” を促進しなかったと考えている。 

一方 eIF5A は、HIV-IRES 依存の翻訳開始を促進することが知られている
(69)。nLuc 合成において、eIF5A が premature termination 産物と eRF1 非依存終

結産物の量を増加させたのは、eIF5A が IRES 依存の翻訳開始を促進した為で

あると考えられた（図 10D、図 12C, E, G）。 

eIF5A は、no motif mRNA の翻訳を抑制する（図 10C）。これは、eIF5A が

mRNA の ORF の複数箇所で中途翻訳終結を促進したと考えている。実際に、

eIF5A 存在下では、様々な長さのペプチドが蓄積する（図 10D の（*））。連続 CGA 

挿入や終止コドン挿入配列では、翻訳される ORF の長さが短く中途翻訳終結す

る箇所は少ない。一方、no motif mRNA における nLuc 合成では、ORF の長さ

が長い為、中途翻訳終結する箇所が多く、eIF5A 存在下で全長 nLuc を合成でき

るリボソームが減少したと考えている。中途翻訳終結を起こした因子は、不明で

あるが、cognate デアシル tRNA、あるいは、特定のコドンでは、eRF1 が認識・

終結を起こした可能性がある。今後、本解析系から、これらの因子を除いた場合

に、これらの中途翻訳終結産物の量が減少するか確認することで、因子依存性を

明らかにする必要がある。また、最近、アカパンカビとショウジョウバエにおい

て、レアコドンにおいて eRF1 が premature termination を引き起こし、それが翻

訳効率の制御（翻訳抑制）に寄与していることが示された(41)。アカパンカビやシ

ョウジョウバエ S2 細胞抽出液を用いた in vitro 翻訳系では、レアコドンを含ん

だ内在性遺伝子をコードするレポーターmRNA を翻訳すると、premature 
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termination 産物が複数個所で生じるが、ORF 上のコドンを至適コドンへと変更

することで、premature termination 産物が消失する(41)。本系の nLuc の ORF 上

のコドンは全て出芽酵母に至適化されているが、系内におけるアミノアシル 

tRNA、デアシル tRNA、eRF1 の存在比は、生体内とは異なる可能性がある。即

ち、本系における、リボソーム A-site でのこれらの因子の競合反応は、生体内

を再現出来ていない可能性がある。今後、これらの因子濃度条件を検討し、eIF5A 

が ORF の複数個所で premature termination を促進するかについて、検証する必

要がある。この現象のメカニズムが明らかになった場合には、この現象の意義

や、あるいは、そのような現象を防ぐシステムが存在するかについて、さらなる

検証が必要である。 
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4.6 Premature termination の生理的意義 

 

真核生物では、本来の終止コドンの上流に終止コドンを持つ異常 mRNA は、

Nonsense-mediated mRNA Decay (NMD) と呼ばれる機構で分解される。出芽酵母

における、正常な終止コドンと異常終止コドンとの区別は、終止コドンから 3’  

末端のポリ A 鎖までの距離の違いにより説明されている（70）。正常な終止コドン

での終結反応では、eRF1・eRF3 とポリ A 鎖結合タンパク質 PABP とが相互作

用する。一方で、異常終止コドンでの終結反応では、eRF1・eRF3 と PABP との

距離が遠く、相互作用が阻害され、代わりに Upf と呼ばれる NMD の誘導因子

がリクルートされる。Upf は、その後、デキャッピング因子やエキソヌクレアー

ゼをリクルートし、異常 mRNA は分解される。このように、元々、NMD は、

ナンセンス変異を持つ異常 mRNA の分解機構として理解されてきたが、最近に

なって、正常な mRNA でも機能していることがわかってきた（71）。このことか

ら、NMD は、真核生物の遺伝子発現にとって重要な転写後制御機構であると予

想されている。また、NMD が働く正常な mRNA では、NMD が働かない mRNA 

に比べて、至適コドンの割合が低く、翻訳効率が低い（41, 71）。さらに、アカパン

カビやショウジョウバエでは、CGA のようなレアコドンにおいて eRF1 依存の

premature termination が生じ、翻訳効率を低下させることが示されている（41）。ま

た最近になって、生体内においても、連続 CGA 配列において eRF1・eRF3 によ

る premature termination が起こることがわかった（16）。以上の研究から、連続 CGA 

コドンを有する遺伝子では eRF1・eRF3 依存の premature termination に伴い、

NMD と同様の機構で遺伝子発現が抑制されている可能性があると考えている。 

今回、本解析の結果から、センスコドン上におけるデアシル tRNA による

premature termination を介した遺伝子発現制御もあることが予想される。この仮

説が立証された場合には、生体内でそのようなデアシル tRNA による翻訳終結

反応を防ぐ仕組みがあるのかについて今後検証する必要がある。 

  このような、センスコドン上における中途翻訳終結が、どのような遺伝子の

発現制御に関与しているかは、これまでのところ不明である。最近、ヒト細胞に

おいて、アミノ酸（ロイシンやアルギニン）飢餓時に、アミノ酸飢餓応答を起こ

さない変異体（GCN2 ノックアウト株）ヒト細胞において、飢餓状態にしたアミ

ノ酸に対応するデアシル tRNA の増加を伴って、リボソームが翻訳停止し、

premature termination が起こることが明らかになっている。また、この premature 
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termination を引き起こしている因子は同定されていない(42)。このような、特定

のストレス条件下において、特に、素早く環境変化に応答する必要がある場合

に、通常は防がれているはずの、センスコドン上おける premature termination が、

特定の遺伝子発現を制御する可能性がある。また、連続 CGA コドン上における、

eRF1 による比較的効率のいい終結を考慮すると(16)、生体内の恒常的な遺伝子発

現制御において、センスコドン上における翻訳終結が利用されている可能性も

あるだろう(41, 71)。 
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