
 

 

 

 

 

 

博士論文（要約） 

                   
 

 

  論文題目    真核細胞における翻訳停滞を提示する 

リボソーム機能構造の解明 

                   
 

 

  氏  名    大塚 衆志 

             
 
 
   
 
 



 i 

⽬次 
 
第⼀章 序論 ........................................................................................................................... 1-13 

1-1. 真核細胞における翻訳反応と mRNA 品質管理機構 .................................................... 1 

1-1-1. NMD (= Nonsense-mediated mRNA decay) ....................................................... 2 

1-1-2. NSD (= Non-stop decay) ........................................................................................ 3 

1-1-3. NGD (= No-go decay) ............................................................................................. 4 

1-2. tRNA 擬態分⼦による翻訳制御とリボソームレスキュー反応 ..................................... 5 

1-3. RQC (= Ribosome quality control) ................................................................................ 7 

1-4. 翻訳停滞認識機構 ............................................................................................................ 9 

1-4-1. 翻訳停滞状態で検出されたユビキチン化リボソーム ........................................... 9 

1-4-2. 衝突したリボソームに⾒出された特徴的なインターフェース構造 ................ 11 

1-5. 本研究の⽬的 ................................................................................................................. 12 

 

 

第⼆章 実験材料と⽅法 .................................................................................................... 14-23 

2-1. ⼤腸菌株 ......................................................................................................................... 14 

2-2. 出芽酵⺟株 ..................................................................................................................... 14 

2-3. プラスミド ..................................................................................................................... 14 

2-3-1. ⼤腸菌クローニングベクター .............................................................................. 14 

2-3-2. 出芽酵⺟発現ベクター .......................................................................................... 14 

2-3-3. Yeast-two hybrid ⽤ベクター ............................................................................... 15 

2-4. オリゴ DNA プライマーリスト ................................................................................... 15 

2-5. 培地 ................................................................................................................................ 17 

2-5-1. ⼤腸菌⽤培地 ......................................................................................................... 17 

2-5-2. 出芽酵⺟⽤培地 ..................................................................................................... 17 

2-6. アッセイ株を⽤いたリボソームレスキュー活性評価 ............................................... 18 

2-6-1. ストリーク法 ......................................................................................................... 18 

2-6-2. スポット法 ............................................................................................................. 18 

  



 ii 

2-7. 無作為突然変異導⼊法によるリボソームレスキュー活性阻害変異体の分離 ......... 19 

2-7-1. 無作為変異導⼊ PCR 断⽚の調製 ........................................................................ 19 

2-7-2. アッセイ株での相同組換え .................................................................................. 19 

2-7-3. 変異部位の同定 ..................................................................................................... 19 

2-8. Asc1 と Hel2 の相互作⽤解析 ...................................................................................... 20 

2-8-1. FLAG プルダウン法 ............................................................................................... 20 

2-8-2. Yeast-two hybrid 法 .............................................................................................. 20 

2-8-3. splitTRP1 法 ........................................................................................................... 20 

2-8-4. リボソーム沈殿解析 .............................................................................................. 21 

2-9. ウエスタンブロッティング .......................................................................................... 21 

2-10. Site-directed mutagenesis ........................................................................................ 22 

2-11. Dom34 ノックダウンによる低温感受性解析 ........................................................... 23 

 

 

第三章 結果 ........................................................................................................................ 24-72 

3-1. リボソームレスキュー活性評価系の構築と変異体分離戦略 .................................... 24 

3-2. 既知の因⼦からの変異体分離 ...................................................................................... 27 

3-3. 既知因⼦ Asc1 の機能解析 ........................................................................................... 29 

3-3-1. Asc1 から得られた変異体とリボソーム構造へのマッピング ........................... 29 

3-3-2. Asc1 変異体と Hel2 の相関検証 ........................................................................... 31 

3-3-3. Asc1 と Hel2 の相互作⽤解析 ............................................................................... 32 

3-4. 既知因⼦ S20 の機能解析 ............................................................................................. 42 

3-4-1. 新規変異部位 S20 V112  ...................................................................................... 42 

3-4-2. 新たな S20 変異体の探索 ..................................................................................... 48 

3-4-3. 衝突した２つのリボソーム間の S20 と Asc1 についての検証 ........................ 52 

3-4-4. S20新規変異体群の機能検証 ............................................................................... 55 

3-5. リボソームレスキュー活性に関わる新規因⼦の探索 ............................................... 59 

3-6. 新規作⽤因⼦ S31 の機能解析 ..................................................................................... 60 

3-6-1. S31 ユビキチンドメインから得られた K63以外の新たな機能性残基 ............ 60 

3-6-2. S31 リボソームドメインからの変異体分離 ........................................................ 64 

3-6-3. S31 リボソームドメイン変異体の機能検証 ........................................................ 66 



 iii 

第四章 考察 ........................................................................................................................ 73-90 

4-1. リボソームと多様な分⼦との相互作⽤のハブとなる Asc1 分⼦上に⾒出されたリボ

ソームレスキューに関わる新規な機能領域 ........................................................................ 73 

4-2. 新規機能領域における Asc1-Hel2間の相互作⽤の意義 .......................................... 76 

4-3. トランスなリボソームの重要性を⽰す S20新規変異体群 ....................................... 78 

4-4. Hel2 のリボソーム結合性・ユビキチン化活性調節モデル ....................................... 81 

4-5. リボソームレスキュー反応における新規作⽤因⼦の同定 ........................................ 83 

4-6. S31 ユビキチンドメインの変異 ................................................................................... 83 

4-7. S31 リボソームドメインの変異部位と tRNA 擬態分⼦複合体の機能性 .................. 85 

4-8. ユビキチン供給に対する S31 リボソームドメインの寄与 ....................................... 87 

4-9. 多様なリボソームレスキュー反応の制御に関わる S31 リボソームドメイン N 末端
と Dom34 の機能的相関 ....................................................................................................... 88 

 

 

第五章 総括と展望 ............................................................................................................ 91-93 

 

 

参考⽂献 ............................................................................................................................... 94-99 

 

謝辞 ........................................................................................................................................... 100 



 - 1 - 

第⼀章 序論 

1-1. 真核細胞における翻訳反応と mRNA 品質管理機構 

mRNA からタンパク質が合成される翻訳反応は、⼤きく分けて開始・伸⻑・終結の３段階

の反応で構成されている。翻訳開始反応は、mRNA から合成されるタンパク質量を決める

律速段階でもあり、緻密に制御されることが知られている(Shirokikh and Preiss, 2018)。ま

た、翻訳終結反応も、合成産物であるタンパク質をペプチジル tRNA からリリースするだ

けでなく、次の翻訳反応へのリボソームの再利⽤に向けたリボソーム再⽣反応や終⽌コド

ン以降に存在する新たな翻訳読み枠を翻訳する再開始反応との共役など⽣理的機能におけ

る重要性が⽰されている(Hellen, 2018)。⼀⽅で、翻訳伸⻑反応は、アミノアシル tRNA が

翻訳 G タンパク質の⼀つである EF1A によってリボソームに運ばれ、ペプチド転移反応が

連続して⾏われる単純な反応段階と考えられがちだが、実際には⼀様な反応なわけではな

く、mRNA の配列情報や細胞内状況と⾔った様々な要因で劇的に変化している(Dever et al., 

2018)。翻訳伸⻑速度は、合成されているタンパク質の正しいフォールディングや複数サブ

ユニット同⼠の相互作⽤、翻訳反応と共役した翻訳後修飾などのために調節されることが

知られている(Collart and Weiss, 2020)。しかし、翻訳伸⻑反応が致命的に阻害され、リボ

ソームが翻訳途中の mRNA 上で予期せず停⽌してしまうことは、細胞内全体の利⽤可能な

リボソームの減少や中途な新⽣ペプチド鎖による細胞毒性を招く恐れがあるため、翻訳伸

⻑異常を感知し、取り除く⽣体システムが必要となる。このようなシステムは mRNA品質

管理機構として知られ、対応する伸⻑異常によって３つに分けられる。 
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1-1-1. NMD (= Nonsense-mediated mRNA decay) 

ナンセンス変異によって翻訳読み枠中に premature termination codon (以後、PTC)が⽣じ

ると、リボソームは翻訳伸⻑反応を続けるべき位置で翻訳終結反応に移⾏することとなる。

当然、そのような mRNA から合成されるタンパク質は、⽬的のタンパク質よりも短くなり、

本来の機能を失うだけでなく、有害となることも多い。このような PTC を持った異常

mRNA は NMD という mRNA品質管理機構によって分解される(Hug et al., 2016)。NMD

は、核外に輸送された mRNA が最初に経験する翻訳反応であるパイオニアラウンド翻訳時

に、mRNA のスプライシング部位に存在する exon junction complex (= EJC)に含まれる

NMD 因⼦ Upf2、Upf3 が PTC 上で翻訳終結反応に移⾏したリボソームに存在する Upf1

をリン酸化し、エンドヌクレアーゼである SMG6をリクルートすることで進⾏する(Hug et 

al., 2016)（図１-１）。 

 

図 １-１ NMD の概略図。正常な mRNA ではパイオニアラウンド翻訳で EJC が取り除
かれながら翻訳され、翻訳終結因⼦ eRF3 は終⽌コドン上で poly(A)結合タンパク質 (= 

PABP)と相互作⽤する。PTC が存在すると eRF3は PABP ではなく NMD 因⼦ Upf1 と相

互作⽤する。eRF1 によるリボソームサブユニット解離後に、Upf1 と共にリボソーム上に

存在する SMG1 と EJC に含まれる Upf2、Upf3によって Upf1 がリン酸化される。Upf1 の

リン酸化が認識されて、エンドヌクレアーゼ SMG6 がリクルートされて PTC を持った異
常mRNA が分解される。 
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1-1-2. NSD (= Non-stop decay) 

分⼦内切断を受けた mRNA や終⽌コドンが転写される前に誤って poly(A)付加反応が発

⽣してしまった mRNA では終⽌コドンが⽋失する(Ozsolak et al., 2010)。分⼦内切断され

た mRNA では、mRNA の 3ʼ末端までリボソームが翻訳して停⽌する。また、終⽌コドンが

存在せず poly(A)配列が翻訳されると連続した AAA コドンから正電荷を帯びたポリリシン

ペプチドが合成され、リボソームトンネルと相互作⽤することで poly(A)配列途中でリボソ

ームが停⽌すると考えられている(Ito-Harashima et al., 2007)。このような mRNA を分解す

る mRNA品質管理機構は NSD と呼ばれる(Frischmeyer et al., 2002)。翻訳 G タンパク質

ホモログの⼀つである Ski7と呼ばれる因⼦が、エキソヌクレアーゼ複合体である exosome

を終⽌コドン⽋失の mRNA にリクルートし、NSD を進⾏することが報告されている(van 

Hoof et al., 2000)（図１-２）。 

 

 

図 １-２ NSD の概略図。エンドヌクレアーゼによる分解や誤った位置での poly(A)付加
反応によって終⽌コドンを⽋失した mRNA を翻訳したリボソームは、翻訳終結反応へと移

⾏できずに mRNA 上で停⽌する。そのような異常な mRNA を分解するために、停⽌した

リボソームに Ski7 がエキソヌクレアーゼ複合体 exosome をリクルートする。また mRNA

の 3ʼ末端で停⽌しているリボソームは Dom34/Hbs1 複合体によってサブユニット解離され

る。 
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1-1-3. NGD (= No-go decay) 

出芽酵⺟における CGA コドンのような著しく翻訳効率の低いレアコドンの連続や RNA

⾼次構造などはリボソームを翻訳読み枠中で停⽌させる(Doma and Parker, 2006; Kuroha et 

al., 2010; Letzring et al., 2010; Letzring et al., 2013; Saito et al., 2015)。このような翻訳停滞

状態を打開するために、NGD と呼ばれる mRNA品質管理機構によって mRNA が分⼦内切

断を受け、その後 5ʼ-3ʼエキソヌクレアーゼである XrnIと 3ʼ-5ʼ エキソヌクレアーゼ複合体

である exosome が mRNA を分解すると考えられている。NGD における mRNA エンドヌ

クレアーゼは永らく不明なままであったが、最近、出芽酵⺟において Cue2 が当該分⼦とし

て同定された (D'Orazio et al., 2019)（図１-３）。 

 

 

図 １-３ NGD の概略図。翻訳停滞が発⽣すると Hel2 によって停滞したリボソームがユ

ビキチン化される。リボソーム品質管理機構(ribosome quality control = RQC；1-3 節で説
明する)への移⾏に関わると考えられている RQT (= RQC-trigger)複合体に含まれる Cue2

が mRNA を分⼦内切断する。Dom34/Hbs1 複合体は停滞したリボソームをサブユニット

解離するほか、NGD を促進する機能が報告されている。 

 

NGD と先の２つの mRNA 品質管理機構 NMD、NSD では決定的な違いが存在する。そ

れは、NMD、NSD が対象とするのは PTC や終⽌コドンの⽋失という明確なエラーが存在

する mRNA であるのに対し、NGD の対象となるのは遺伝情報としては「正常」であって
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も翻訳停滞という「異常」な状態を引き起こした mRNA ということである。⼀⽅、細胞内

でタンパク質の合成戦略上、⼀時的な翻訳停滞を利⽤している例も明らかとなってきてい

る(Collart and Weiss, 2020)。つまり、細胞⽣育に必須である「正常」な翻訳停滞状態と排

除すべき病的「異常」な翻訳停滞状態が識別される必要があるが、その詳細については不明

なままである。 

 

1-2. tRNA 擬態分⼦による翻訳制御とリボソームレスキュー反応 

翻訳伸⻑過程ではリボソームの遺伝暗号解読部位 A サイトに提⽰されたコドンに対応し

た tRNA と運搬因⼦である EF1A の複合体がリクルートされ反応が進⾏するが、翻訳終結

過程では tRNA を擬態した eRF1 と EF1Aホモログである eRF3からなる複合体が終⽌コド

ンを識別し、反応を進⾏する (Hellen, 2018)。eRF1 は GGQモチーフと呼ばれる部位でペ

プチジル tRNA から翻訳産物であるタンパク質をリリースするだけでなく、ABCE1 と呼ば

れるリボソーム再⽣因⼦とともに翻訳反応を終えたリボソームのサブユニット解離反応を

触媒する(Pisarev et al., 2010)。また、eRF3についても、eRF1 をリボソームにリクルート

するだけでなく、NMD 因⼦である Upf1 との相互作⽤や、それと拮抗する poly(A)配列に

結合した PABP との相互作⽤から、PTC認識における機能も⽰唆されている(Czaplinski et 

al., 1998; Hoshino, 2012; Singh et al., 2008)（図１-１）。 

真核⽣物では、もう⼀つの tRNA擬態因⼦として Dom34が存在し、翻訳 G タンパク質ホ

モログである Hbs1 の相互作⽤因⼦として⾒出されてきた(Carr-Schmid et al., 2002)。当初

Dom34/Hbs1 複合体の機能については不明であったが、これらの因⼦の⽋損が NGD を阻

害することが明らかとなり、翻訳停滞時に機能することが⽰されてきた(Doma and Parker, 

2006)。また、構造解析の結果、Dom34/Hbs1 複合体は eRF1/eRF3複合体同様に tRNA/EF1A

複合体と⾮常によく似た構造をとることが明らかとなった (Chen et al., 2010; Shao et al., 

2016)（図１-４）。 
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図 １-４ tRNA擬態因⼦の構造。Pelota/Hbs1 複合体 (Pelota は哺乳類の Dom34 ホモロ
グ)も翻訳終結反応を担う eRF1/eRF3 複合体と同様に tRNA/EF1A 複合体と⾮常に似通っ

た構造をしている。出芽酵⺟の Dom34/Hbs1 複合体と Pelota/Hbs1 複合体も同様の構造を

とっている。 

 

さらに、クライオ電顕による解析で、Dom34/Hbs1 複合体がリボソーム A サイトに結合

した構造が解かれ、また、in vitro での翻訳再構成実験で eRF1/eRF3複合体と同様に ABCE1

と協調してリボソームサブユニット解離反応を触媒することも報告された(Becker et al., 

2011; Pisareva et al., 2011)。これらのことから、NSD および NGD の対象となる mRNA 上

で発⽣した停滞リボソームについて、Dom34/Hbs1 複合体がサブユニット解離反応を⾏う

というモデルが提唱されている。このように、翻訳停滞してしまい mRNA 上で⾝動きが取

れなくなったリボソームについて、本来翻訳終結反応とそれに共役したリボソーム再⽣反

応によって翻訳を終えたリボソームが再利⽤されるのと同様に、リボソームサブユニット

を解離させることで細胞内の利⽤可能なリボソーム量を保つ⼀連の反応はリボソームレス

キュー反応と呼ばれている。 
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1-3. RQC (= Ribosome quality control) 

Dom34には eRF1 の GGQモチーフにあたる部位が存在しておらず、リボソームサブユニ

ット解離しただけでは、60S リボソームにペプチジル tRNA が挿⼊されたままである（図１

-５A）。また、翻訳停滞した位置までの中途な翻訳産物がリリースされると細胞にとって有

害となる恐れがあるため、Ribosome quality control (以後、RQC)と呼ばれる⽣体システム

によって、新⽣ペプチドの分解が⾏われる（図１-５B）。RQC では、まず初めにリボソー

ムレスキュー反応によってサブユニット解離された 60S リボソームに Rqc2 がリクルート

される(Lyumkis et al., 2014; Shao et al., 2015; Shen et al., 2015)。続いて Rqc2 が E3ユビキ

チンリガーゼLtn1 をリクルートする(Defenouillere et al., 2013; Shao et al., 2015)。Ltn1 は

新⽣ペプチドをユビキチン化し、このユビキチンシグナルは Rqc1 と Cdc48 によって認識

される(Bengtson and Joazeiro, 2010; Brandman et al., 2012; Defenouillere et al., 2013)。AAA

ファミリーATPase である Cdc48 によってリボソームトンネルから引き抜かれたユビキチ

ン化された新⽣ペプチドは、プロテアソームへと運ばれて分解される(Verma et al., 2013)。

また、Cdc48 によってリボソームから新⽣ペプチドを引き抜くためには、ペプチジル tRNA

からリリースする必要があり、eRF1 のパラログである Vsm1 が RQC におけるペプチジル

tRNA加⽔分解酵素として機能していることが報告されている(Rendon et al., 2018; Verma 

et al., 2018)。さらに、Rqc2 はアラニンまたはスレオニンをチャージしたアミノアシル tRNA

を新⽣ペプチドの C末端にリクルートして CAT-tail (carboxy terminal alanine and threonine 

tail)と呼ばれるアラニンとスレオニンからなる配列を付加して、リボソームトンネル内の新

⽣ペプチド領域を押し出すことが知られている(Kostova et al., 2017; Shen et al., 2015)。Ltn1

はリボソームトンネルの出⼝から⾶び出した新⽣ペプチドのリシン残基を⾮特異的にユビ

キチン化するが、配列によってはユビキチン化するリシン残基がリボソームトンネル内部

にのみ存在することがある。このような場合でも CAT-tail が形成されることでリボソーム

トンネル内に埋まっているリシン残基が外部に露出し、Ltn1 によるユビキチン化を促進す
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ると考えられている（図１-５C）。また、リボソームトンネル内にもリシン残基が存在せず

Ltn1 によるユビキチン化が叶わない場合であっても、CAT-tail がアミロイド様の凝集を引

き起こすことでタンパク質毒性ストレスなどの別のストレス反応を惹起し、中途な翻訳産

物を排除するというモデルが提唱されている(Choe et al., 2016; Defenouillere et al., 2016; 

Yonashiro et al., 2016)。 

 

 

図 １-５ RQC の概略図。（A）リボソームレスキュー反応で解離された 60S リボソーム

には、中途な新⽣ペプチド鎖がペプチジル tRNA からリリースされずに残っている。（B）
Rqc2 が 60S リボソームと結合し、E3ユビキチンリガーゼLtn1 をリクルートする。Ltn1 は

新⽣ペプチド鎖のリシン残基をユビキチン化する。また、ペプチジル tRNA 加⽔分解酵素
である Vms1 が新⽣ペプチド鎖をリリースする。ATPase である Cdc48 は、K48 ポリユビ
キチン化された新⽣ペプチド鎖を認識して 60S リボソームから引き抜き、プロテアソーム

による分解へと導く。（C）Ltn1 によってユビキチン化されるリシン残基がリボソームの外
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側に露出していない場合でも、Rqc2 はアラニンもしくはスレオニンをチャージした tRNA

をリクルートし CAT-tail と呼ばれるアラニンとスレオニンからなる配列を新⽣ペプチド鎖
に付加することでリボソームトンネル内部のペプチドをリボソーム外に押し出し、露出し

た部分にリシン残基があれば Ltn1 によるユビキチン化が進⾏する。リシン残基が存在しな

い場合は Vms1 によって CAT-tail を付加された新⽣ペプチド鎖がリリースされ、CAT-tail

を付加された新⽣ペプチド同⼠はアミロイド様の凝集を形成して別のストレス反応によっ

て排除される。 

 

1-4. 翻訳停滞認識機構 

1-4-1. 翻訳停滞状態で検出されたユビキチン化リボソーム 

リボソームレスキュー過程において、サブユニット解離反応や連続して発⽣する NGD お

よび RQC の分⼦機構が明らかとなりつつある。⼀⽅で、翻訳停滞が認識される分⼦機構に

ついては、Dom34/Hbs1 複合体が停滞したリボソームにリクルートされるらしいという以

上のことについてはわかっていなかったが、リボソームタンパク質の⼀つである Asc1 が介

在する Dom34/Hbs1 複合体とは独⽴した翻訳停滞時における mRNA の分⼦内切断現象も

報告され、翻訳停滞認識は従来考えられていたよりも複雑である可能性が⽰されてきた

(Ikeuchi and Inada, 2016; Kuroha et al., 2010)。そのような状況の中、我々の研究室では遺

伝学的な⼿法を⽤いて、E3 ユビキチンリガーゼ Hel2 と K63 ポリユビキチン化反応が

Dom34/Hbs1 複合体に先んじて作⽤することを⾒出してきた(Saito et al., 2015)。また同研

究で、Asc1 が Hel2 および K63 ポリユビキチン化反応よりさらに早い段階で作⽤すること

も確認され、これらの因⼦が翻訳停滞認識段階で機能することが強く⽰唆された(Saito et al., 

2015)（図１-６）。近年、酸化ストレスや⼩胞体ストレスによってリボソームがユビキチン

化されるという知⾒が蓄積してきた(Higgins et al., 2015; Silva et al., 2015)。また最近にな

って、出芽酵⺟においてリボソームタンパク質 S20 を標的とした Hel2 によるリボソームユ

ビキチン化がリボソームレスキュー過程で必須であることが明らかとなった (Matsuo et 

al., 2017)。当初、S20 のユビキチン化は K48 を介した反応であると報告されていたが、後
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の研究では K63 ポリユビキチン化が主要な反応であると報告されている(Ikeuchi et al., 

2019; Matsuo et al., 2017)。また、哺乳類培養細胞を⽤いた研究から、哺乳類の Hel2ホモ

ログである ZNF598 によるリボソームユビキチン化がリボソームレスキュー反応に必須で

あることが報告されているが、この場合にはモノユビキチン化あるいは複数のリシン残基

がモノユビキチン修飾されるマルチモノユビキチン化反応であると推定されている(Garzia 

et al., 2017; Juszkiewicz and Hegde, 2017; Sundaramoorthy et al., 2017)。以上のように、翻

訳停滞時に発⽣しているリボソームユビキチン化状態は多様である可能性が考えられ、リ

ボソームレスキュー過程におけるリボソームユビキチン化の重要性は明らかである⼀⽅で、

依然として機能的なユビキチン修飾の形態に関する知⾒は不明瞭である。Hel2 と K63 ポリ

ユビキチン化反応が重要であるという我々の報告(Saito et al., 2015)も考慮すると、少なく

とも出芽酵⺟で報告された Hel2 による S20 の K63 ポリユビキチン化反応がリボソームレ

スキュー反応に必須であるというモデル(Ikeuchi et al., 2019)については妥当であると考え

られる（図１-６）。 

 

図 １-６ Hel2 によるリボソームユビキチン化モデル。翻訳停滞したリボソームの S20 は

Hel2 によって K63 ポリユビキチン化され、その後リボソームサブユニット解離反応が進⾏

する。このリボソームユビキチン化反応より早い段階で Asc1 が機能することが報告されて

いる。また S20 は、K63 ポリユビキチン化以外にもモノユビキチン化または K48ポリユビ
キチン化、マルチモノユビキチン化状態となる可能性も⽰唆されている。 
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1-4-2. 衝突したリボソームに⾒出された特徴的なインターフェース構造 

3ʼ-5ʼ分解を担う exosome の活性に必須な Ski2 遺伝⼦をノックアウトした出芽酵⺟を利⽤

した解析で、NGD による mRNA の分⼦内切断は翻訳停滞配列から 100塩基ほど上流で最

も⾼頻度に発⽣していることが明らかとなった(Simms et al., 2017)。また、in vitro で Hel2

または ZNF598 によるリボソームユビキチン化反応後にポリソーム分画することで、ユビ

キチン化リボソームがヌクレアーゼ耐性の disome 画分に分布することも明らかとなった

(Ikeuchi et al., 2019; Juszkiewicz et al., 2018)。⾼濃度の翻訳伸⻑阻害剤を使⽤すると全ての

翻訳途中のリボソームが停⽌するが、低濃度で使⽤すると⼀部のリボソームだけが停⽌し、

リボソーム同⼠の衝突が発⽣する。翻訳伸⻑阻害剤の⾼濃度処理は、ZNF598 によるリボソ

ームユビキチン化を引き起こさないのに対し、低濃度処理を施すことによってリボソーム

ユビキチン化が促進されることも報告された(Juszkiewicz et al., 2018)。以上の知⾒から、翻

訳停滞状態に陥って mRNA 上で停⽌したリボソームに後続のリボソームが衝突することが

引き⾦となって、リボソームレスキュー過程における初期反応と考えられるリボソームユ

ビキチン化が引き起こされるというモデルが提唱されている。また、in vitro 翻訳実験で翻

訳停滞させたリボソームを精製し、クライオ電顕で解析すると、衝突した２つのリボソーム

が mRNA を限界まで引き合う歪なダイマー構造を形成することが確認された(Ikeuchi et al., 

2019; Juszkiewicz et al., 2018)（図１-７）。この⽴体構造解析像には Hel2 および ZNF598

の構造は得られなかったが、衝突したリボソーム同⼠のインターフェース付近に、これまで

に重要性が⽰されていた Asc1 および Hel2 によってユビキチン化される S20 が近接して存

在していることが明らかとなった(Ikeuchi et al., 2019; Juszkiewicz et al., 2018)。さらに、出

芽酵⺟のリボソーム衝突ダイマーの構造においては、前後の両リボソームの Asc1 同⼠が直

接インターフェースを形成する様⼦が観察され、Hel2 によって認識されるための機能構造

であることが予想されている(Ikeuchi et al., 2019)（図１-７）。 
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図 １-７ 衝突した２つのリボソームの⽴体構造図。翻訳停滞状態に陥ったリボソーム（図
中の Stalled ribosome）には後続のリボソーム（図中の Collided ribosome）が衝突する。衝
突後も限界まで翻訳を進めた結果、mRNA を限界まで引き延ばした状態で歪なリボソーム

ダイマー構造を形成する。衝突したインターフェースでは２つのリボソームの Asc1 同⼠が

接しており、Hel2 によってユビキチン化される S20 も２つの Asc1 の近傍に存在している。 

 

1-5. 本研究の⽬的 

近年、クライオ電顕などの発達により⼤きく進展した構造⽣物学によって、これまでに⽣

化学・分⼦⽣物学的に⽰されてきた細胞内イベントへの理解が裏付けられ、反応機構が原始

レベルまで明らかとなる例も数多くある⼀⽅で、得られた構造から解釈された説明が⼗分

な検証のないまま事実として受け⼊れられ放置される事例も存在している。Dom34/Hbs1

複合体とリボソームの相互作⽤構造やリボソーム衝突ダイマーの構造についても、クライ

オ電顕による構造が報告されているが、リボソームレスキュー過程における Dom34/Hbs1

複合体の必要性・機能性、衝突した 2 つのリボソーム間における相互作⽤インターフェー

スを含めた本質的な分⼦メカニズムについては構造からの予測の域を出ていない(Becker 

et al., 2011; Ikeuchi et al., 2019; Juszkiewicz et al., 2018; Kobayashi et al., 2010; Shao et al., 

2016)。 

NGD によって mRNA が、そして RQC によって新⽣ペプチドが分解されるメカニズムが

明らかとなってきた。⼀⽅で、リボソームレスキュー反応において最も重要と考えられる⽣
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理的で「正常」な翻訳停滞と病的で「異常」な翻訳停滞を⾒分ける認識段階については、重

要因⼦情報と構造情報が蓄積しているものの、具体的な機能部位・反応機構については不明

なままである。本研究では、過去の研究から蓄積した情報をもとにリボソーム衝突モデルの

妥当性と衝突した２つのリボソームにおける既知の因⼦ Asc1 および S20 の機能領域、さら

に翻訳停滞認識段階に関与する新規リボソーム構成因⼦について分⼦遺伝学的にリボソー

ムレスキュー反応に関わる変異体を分離することで解析し、翻訳停滞認識に関わるリボソ

ーム機能構造を解明することを⽬的とした。 
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第⼆章 実験材料と⽅法 
2-1. 大腸菌株 
⼤腸菌を⽤いた各変異体作成および発現プラスミドのクローニングには NovaBlue を⽤い

た。 

NovaBlue: endA1 hsdR17(rk12- mk12+) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 

lacFʼ[proA+B+laclqZ∆M15::Tn10](TetR) 

 

2-2. 出芽酵母株 
Yeast-two hybrid法以外の出芽酵⺟を利⽤した実験は、BY4727を親株とした下記の株を使
⽤した。 

BY4727: MATα, his3 ∆ 200 leu2 ∆ 0 met15 ∆ 0 trp1 ∆ 63 ura3 ∆ 0 

 

BY4727 Blanc-HIS3:   BY4727 HO-kanMX-TEFp-Rluc-blanc-HIS3-CYCt-HO 

BY4727 CGAx12-HIS3:  BY4727 HO-kanMX-TEFp-Rluc-CGA×12-HIS3-CYCt-HO 

BY4727 GPD CGAx12-HIS3:  BY4727 HO-kanMX-GPDp-Rluc-CGA×12-HIS3-CYCt-HO 

BY4727 CGAx12-URA3:  BY4727 HO-kanMX-TEFp-Rluc-CGA×12-URA3-CYCt-HO 

BY4727 L25-FH:   BY4727 l25::L25-FLAG-His 

BY4727 dom34-CS:  BY4727 dom34::delta X633 HO-kanMX-TetOFF7-Dom34-
CYCt-HO RPS6A::Kl-Leu2MX 

 

Yeast-two hybrid法では、Clontech から販売されている AH109を使⽤した。  

AH109: MATa, trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200 gal4∆ gal80∆ LYS::GAL1UAS-

GAL1TATA-HIS3 MEL1 GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2 URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ 

 

2-3. プラスミド 
2-3-1. 大腸菌クローニングベクター 
pT7blue  アンピシリン選択マーカー 

pHSG399  クロラムフェニコール選択マーカー 

2-3-2. 出芽酵母発現ベクター 
プロモーターの発現強度は GPD＞TEF＞ADH＞CYC の順。 

p413GPD  シングルコピー (ARS CEN) HIS3選択マーカー 
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p413TEF  シングルコピー (ARS CEN) HIS3選択マーカー 

p413ADH  シングルコピー (ARS CEN) HIS3選択マーカー 

p413CYC  シングルコピー (ARS CEN) HIS3選択マーカー 

p414GPD  シングルコピー (ARS CEN) TRP1選択マーカー 

p415GPD  シングルコピー (ARS CEN) LEU2選択マーカー 

p415ADH  シングルコピー (ARS CEN) LEU2選択マーカー 

p416GPD  シングルコピー (ARS CEN) URA3選択マーカー 

p416TEF  シングルコピー (ARS CEN) URA3選択マーカー 

p416ADH  シングルコピー (ARS CEN) URA3選択マーカー 

p416CYC  シングルコピー (ARS CEN) URA3選択マーカー 

2-3-3. Yeast-two hybrid 用ベクター 
pGADT7  転写活性化ドメインベクター 

pGBKT7  DNA 結合ドメインベクター 

 

2-4. オリゴDNAプライマーリスト 
名称 配列 (5ʼ→3ʼ) 

GPDprom GGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTG 

CYCter GGGACCTAGACTTCAGGTTGTC 

MG_K6R_uS10_S TTTCAACGTGAAAAGGTTGAAGAACAA 

MG_K6R_uS10_AS CTTTTCACGTTGAAAGTCAGACATATG 

MG_K8R_uS10_K6R_S CGTGAACGTGTTGAAGAACAAGAACAA 

MG_K8R_uS10_K6R_AS TTCAACACGTTCACGTTGAAAGTCAGA 

MG_K8R_uS10_S AAGGAACGTGTTGAAGAACAAGAACAA 

MG_K8R_uS10_AS TTCAACACGTTCCTTTTGAAAGTCAGA 

RPS20_K6K8_overlap_F GACTTTCAAAAGGAAAAG 

20_MG_V112_A_R AACCAGGTTCAATGGT 

S20_MG_V112_T_R TACCAGGTTCAATGGT 

S20_MG_V112_G_R GACCAGGTTCAATGGT 

S20_MG_V112_C_R CACCAGGTTCAATGGT 

S20_MG_V112_AT_F ATGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_AC_F ACGATGTCGAAGTTGTT 
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S20_MG_V112_TT_F TTGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_TG_F TGGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_TC_F TCGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_GT_F GTGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_GG_F GGGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_GC_F GCGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_CT_F CTGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_CC_F CCGATGTCGAAGTTGTT 

S20_MG_V112_AA_F AAGATGTCGAAGTTGTT 

Asc1_C_myc_R CCGTCGACTTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTC

TGCTCAGAGTTAGCAGTCATAACTTGCC 

MG_Asc1_D109Y_S TATGTTATGTCCGTTGACATT 

MG_RACK1_D109_AS GGACTTGTGACCGACGAATC 

Asc1_MG_27_R AGAAGTAGCCAAAGATGT 

Asc1_MG_A27F_F TTTGGTCAACCAAACCTATT 

Asc1_MG_G28F_F GCTTTTCAACCAAACCTATTGTT 

Asc1_MG_Q29A_F GCTGGTGCACCAAACCTATTGTTGTC 

Asc1_MG_247_R AGAGAAAGCCAAAGAGAA 

Asc1_MG_P247A_F GCAAACAGATACTGGTTGG 

Asc1_MG_N248A_F CCAGCCAGATACTGGTTGGCTGC 

Asc1_MG_R249A_F CCAAACGCATACTGGTTGGCTGCTGC 

Asc1_MG_296_R AGACCAAGCCAAAGAAAC 

Asc1_MG_A296F_F TTTGACGGTCAAACTTTGTT 

Asc1_MG_D297K_F GCTAAGGGTCAAACTTTGTTTGCC 

Asc1_MG_G298F_F GCTGACTTTCAAACTTTGTTTGCCGG 

Hel2_C_FLAG_R CCGTCGACTTACTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCA

GATACACCAATGTGGAATAACA 

S31_delUBI_F CCGAATTCATATGGGTAAGAAGAGAAAGAAG 

S31_del_K99_F CCGAATTCATATGTTGGCTGTCTTGTCCTACTA 
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2-5. 培地 
2-5-1. 大腸菌用培地 
LB培地 
Difco LB Broth Lennox (BD)を 20 g/Lでイオン交換⽔に溶解し、121℃, 20 minオートク

レーブして調製した。抗⽣物質は、⼗分温度が下がってから加えた。 

Difco LB Broth Lennox 20 g: Tryptone 10 g, Yeast extract 5 g, Sodium Chloride 5 g 
抗生物質の最終濃度 
アンピシリン  ：100 µg/ml 

クロラムフェニコール ：10 µg/ml 

LBプレート培地 
LB培地に最終濃度 1.2%となるように TS寒天 SSP（タイショーテクノス）を加え作成し

た。 

2-5-2. 出芽酵母用培地 
YPD培地 
D(+)-グルコース（和光純薬）20 g/L、ポリペプトン（⽇本製薬）20 g/L、Bacto Yeast 

extract(BD)10 g/Lとなるようにイオン交換⽔に溶解し、120℃, 10 minオートクレーブし

て調製した。グルコースはメイラード反応によって他の成分と反応する可能性があるので、

別途オートクレーブした後、無菌的に混合した。 

YPDプレート培地 
YPD培地に最終濃度 2%となるように Bacto Agar(BD)を加え作成した。 

SC-X培地 
Xは選択マーカーで要求性が変化するアミノ酸を⽰している。 

D(+)-グルコース（和光純薬）20 g/L、Difco Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids（B D）
6.7 g/L、complete supplement mixture drop-out X (Formedium)を適切な分量となるよう

イオン交換⽔に溶解し、120℃, 10 minオートクレーブして調製した。グルコースはメイラ
ード反応によって他の成分と反応する可能性があるので、別途オートクレーブした後、無
菌的に混合した。 

SC-Xプレート培地 
SC-X培地に最終濃度 2%となるように Bacto Agar(BD)を加え作成した。 
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2-6. アッセイ株を用いたリボソームレスキュー活性評価 
2-6-1. ストリーク法 
BY4727 CGAx12-HIS3のコンピテントセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製し、TRP1選
択マーカーの酵⺟発現プラスミド p414GPD に各因⼦の野⽣型もしくは変異体を挿⼊した

ベクターを形質転換し、30℃で静置培養した。⽣育したコロニーを⽖楊枝で釣菌し、コント

ロールプレート（SC-W）とアッセイプレート（SC-WH）にストリークし、30℃で静置培養
した。Hel2 との共発現での⽣育性の評価の場合には、Hel2 を URA3 選択マーカーの発現
プラスミド p416GPD に挿⼊したベクターを各因⼦と共に形質転換し、同様にコントロー

ルプレート（SC-WU）とアッセイプレート（SC-WUH）にストリークして 30℃で静置培養
した。 

HIS3 選択マーカーの発現プラスミド p413TEF に TRP1N44 と Asc1 の融合タンパク質を

挿⼊したベクターでは、ヒスチジン要求性でリボソームレスキュー活性評価が⾏えないの

で、BY4727 CGAx12-URA3のコンピテントセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製して使⽤

した。形質転換体はコントロールプレート（SC-H）とアッセイプレート（SC-HU）にスト

リークして 30℃で静置培養した。 

2-6-2. スポット法 
BY4727 CGAx12-HIS3のコンピテントセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製し、TRP1選
択マーカーの酵⺟発現プラスミド p414GPD に各因⼦の野⽣型もしくは変異体を挿⼊した

ベクターを形質転換し、30℃で静置培養した。⽣育したコロニーを⽖楊枝で釣菌し、1 ml の

SC-W で⼀晩振盪培養した。翌朝、OD600が 0.2 となるように 1ml の SC-W に希釈し、30℃
で 6 時間振盪培養した。500 xgで遠⼼して菌体を回収し、滅菌⽔で OD600が 0.5となるよ

うに懸濁した。菌懸濁液について 5倍の段階希釈系列を作成し、コントロールプレート（SC-

W）とアッセイプレート（SC-WH）に 5 µl ずつスポットし、30℃で静置培養した。Hel2 ま

たはユビキチン、Dom34 との共発現での⽣育性の評価の場合には、Hel2 およびユビキチ

ン、Dom34を URA3選択マーカーの発現プラスミド p416GPD に挿⼊したベクターを各因

⼦と共に形質転換し、同様にコントロールプレート（SC-WU）とアッセイプレート（SC-

WUH）にスポットして 30℃で静置培養した。 
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2-7. 無作為突然変異導入法によるリボソームレスキュー活性阻害変異体の分離 
2-7-1. 無作為変異導入PCR断片の調製 
変異体分離を試みる因⼦を p414GPD に挿⼊した。EmeraldAmp (Takara) 5 µl, 10 µM 

GPDprom プライマー 0.3 µl, 10 µM CYCter プライマー 0.3 µl, 0.1 ng/µl 発現プラスミド

0.5 µl, milliQ 3.9 µl を混合し、増幅反応を⾏った。98℃ 10 sec, 60℃ 30 sec, 72℃ 60 sec/kb
を 40 サイクルした後、全量をアガロース電気泳動し、増幅したバンドをメスで切り出した。

PCR フラグメントを GeneClean II (MP)で精製し、milliQ 5 µl で溶出した。 

2-7-2. アッセイ株での相同組換え 
別途 EcoRIと SalIで切断した p414GPD を 50 ng/µl となるように調製した DNA溶液 2 µl
と 2-7-1で調製した PCR断⽚溶液 4 µl を Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製した BY4727 
CGAx12-HIS3のコンピテントセル 40 µl と混合して形質転換し、相同組換えのコントロールプレ
ートである SC-W プレート 1枚と変異体分離⽤プレートである SC-WH プレート 3枚に播
種して 30℃で静置培養した。 

2-7-3. 変異部位の同定 
SC-WH プレートに⽣育してきたコロニーを釣菌し、再度 SC-WH プレートにストリークし

て変異体活性を確認後、Gen とるくん（酵⺟⽤）（Takara）を使⽤して DNA抽出を⾏い milliQ  

100 µl に溶解した。抽出した DNA を鋳型として使⽤し、Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 

(NEB)によって変異断⽚を再度増幅した。DNA溶液 0.5 µl, Q5 Reaction Buffer (5×) 2 µl, 
10 µM GPDprom プライマー 0.3 µl, 10 µM CYCter プライマー 0.3 µl, 2.5 mM dNTP 0.8 

µl, Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0.1 µl, milliQ 6 µl を混合した。98℃ 10 sec, 60℃ 30 

sec, 72℃ 30 sec/kbを 30 サイクルした。PCR 反応溶液を GeneClean II (MP)で精製し、

milliQ 10 µl に溶解した。精製した DNA 断⽚溶液 1 µl と 2-7-2 で調製した断⽚化済み

p414GPD 1 µl を BY4727 CGAx12-HIS3のコンピテントセル 10 µl と混合して形質転換し、相同

組換えのコントロールプレートである SC-W プレートに播種して 30℃で静置培養した。⽣

育してきたコロニーを釣菌し、アッセイプレートである SC-WH プレートにストリークし

て 30℃で静置培養した。SC-WH プレートでの⽣育が⾒られたものについては、精製済み

の DNA断⽚溶液 2 µl と BigDye™ Terminator v3.1 (Thermo Fisher)を使⽤してシークエン

スを確認した。独⽴したコロニーから同⼀アミノ酸残基に対する変異が複数得られるまで

2-7-1 から 2-7-3 の⼯程を繰り返すことで、この⽅法での変異体取得が飽和していると判
断した。 
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2-8. Asc1 と Hel2 の相互作用解析 
2-8-1. FLAGプルダウン法 
BY4727 CGAx12-HIS3のコンピテントセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製し、p416ADH-

Hel2-FLAG と p414GPD にMycタグ化した Asc1 変異体を挿⼊した発現プラスミドを形質

転換し、SC-WU プレートで静置培養した。⽣育したコロニーを⽖楊枝で釣菌し、1 ml の

SC-WUで⼀晩振盪培養した。翌朝、OD600が 0.2 となるように 5 ml の SC-WUに希釈し、

30℃で 6 時間振盪培養した。500 xg で遠⼼して菌体を回収し、1×P buffer (25 mM Tris-

HCl (pH 7.2), 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT) 350 µl に懸濁した。200 µl の Glass 

beads (acid-washed 425-600 µm) (Sigma-Aldrich)とともにスクリューチューブへと移し、

FastPrep 24 instrument (MP)で 6.0 m/sec, 30 secで破砕した。遠⼼分離後に上清 200 µl と

200 µl の 1×P buffer + 1% NP-40 を混合し、10 µl の抗DYKDDDDKタグ抗体磁気ビー

ズ（FUJIFILM）を加えて 4℃, 4 時間インキュベートした。1 ml の 1×P buffer + 1% NP-

40 でのビーズ洗浄を 5回⾏い 20 µl の 1×SDS sample buffer で溶出した。破砕液 15 µl、
溶出液 20 µl を SDS-PAGE し、ウエスタンブロッティングによって検出した。 

2-8-2. Yeast-two hybrid 法 
AH109 のコンピテントセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製し、pGBKT7-Hel2 と

pGADT7に野⽣型 Asc1 および Asc1 変異体を挿⼊したプラスミドを形質転換し、30℃で静
置培養した。⽣育したコロニーを⽖楊枝で釣菌し、1 ml の SC-LW で⼀晩振盪培養した。翌
朝、OD600が 0.2 となるように 1 ml の SC-LW に希釈し、30℃で 6 時間振盪培養した。500 

xg で遠⼼して菌体を回収し、滅菌⽔で OD600が 0.5 となるように懸濁した。菌懸濁液につ

いて 5 倍の段階希釈系列を作成し、コントロールプレート（SC-LW）とアッセイプレート

（SC-LWH）に 5 µl ずつスポットし、30℃で静置培養した。 

2-8-3. splitTRP1法 
内在の野⽣型 Asc1 および Hel2 の作⽤を除くため、KanMX と hphMX マーカーを⽤いて

BY4727の内在 Asc1、Hel2遺伝⼦をノックアウトした。BY4727 asc1∆hel2∆のコンピテン

トセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製し、p415ADH-Hel2-TRP1C45と p413TEF-

TRP1N44 に野⽣型 Asc1 および Asc1 変異体を挿⼊したプラスミドを形質転換し、30℃で

静置培養した。⽣育したコロニーを⽖楊枝で釣菌し、1 ml の SC-LH で⼀晩振盪培養した。

翌朝、OD600が 0.2 となるように 1 ml の SC-LH に希釈し、30℃で 6 時間振盪培養した。

500 xg で遠⼼して菌体を回収し、滅菌⽔で OD600が 0.5 となるように懸濁した。菌懸濁液
について 5 倍の段階希釈系列を作成し、コントロールプレート（SC-LH）とアッセイプレ
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ート（SC-LHW）に 5 µl ずつスポットし、30℃で静置培養した。 

2-8-4. リボソーム沈殿解析 
BY4727 L25-FH のコンピテントセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製し、p415ADH-

Hel2-PA と p414GPD に Myc タグ化した Asc1 変異体を挿⼊した発現プラスミドを形質転

換し、SC-WUプレートで静置培養した。⽣育したコロニーを⽖楊枝で釣菌し、1 ml の SC-

LW で⼀晩振盪培養した。翌朝、OD600が 0.2 となるように 5 ml の SC-LW に希釈し、30℃
で 6 時間振盪培養した。シクロヘキシミドを加える場合は、6 時間振盪培養後に最終濃度 5 
µg/ml となるように加え、さらに 30℃で 30 分振盪培養した。500 xg で遠⼼して菌体を回
収し、350 µl の 1×P buffer (25 mM Tris-HCl (pH 7.2), 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 mM 

DTT)に懸濁した。200 µl の Glass beads (acid-washed 425-600 µm) (sigma)とともにスクリ

ューチューブへと移し、FastPrep 24 instrument (MP)で 6.0 m/sec, 30 secで破砕した。遠
⼼分離後に上清 200 µl を himac 専⽤のチューブに移し、下層に 120 µl の 15% sucrose 

cushion buffer (15w/v% sucrose, 25 mM Tris-HCl (pH 7.2), 100 mM KCl, 10 mM MgCl2, 2 

mM DTT)を重層した。200,000 xg, 50 min の超遠⼼後に上清を取り除き、50 µl の 1×SDS 

sample buffer で沈殿を溶解した。破砕液 10 µl、超遠⼼後上清 15 µl、沈殿溶解液 5 µl を SDS-

PAGE し、ウエスタンブロッティングによって検出した。 

 
2-9. ウエスタンブロッティング 
SDS-PAGE 
TGX FastCast アクリルアミド溶液キット (Bio Rad)を使⽤してゲルを調製し、1×
Running Buffer Solution for SDS-PAGE (ナカライ)を使⽤して泳動した。 

メンブレンへの転写 
Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio Rad)を使⽤して SDS-PAGE 後のゲルから PVDF

メンブレンへと転写した。 

ブロッキング 
転写後のメンブレンを 0.05%-tTBS (pH7.4) (ナカライ)で洗浄後、Bullet Blocking One for 

Western Blotting (ナカライ)に浸して 5分以上振盪した。 

抗体標識 
ブロッキング後のメンブレンを 0.05%-tTBS (pH7.4)で洗浄後、0.05%-tTBS (pH7.4)に

10%となるように Bullet Blocking One for Western Blottingを加えた液（10%ブロッキン

グ液）で抗体を希釈した抗体希釈液に浸し、１時間以上振盪した。 
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一次抗体希釈倍率 
Monoclonal ANTI-FLAG M2-peroxidae antibody produced in mouse (Sigma-Aldrich): 
1/20,000 

Anti c-Myc, Monoclonal Antibody, Peroxidase Conjugated (FUJIFILM): 1/10,000 

Anti PA tag, Rat Monoclonal Antibody, Peroxidase Conjugated (FUJIFILM): 1/10,000 

Phosphoglycerate kinase monoclonal antibody (Invitrogen): 1/10,000 

Polyclonal Simple Antisera TRP1 POS1 rabbit (Sigma-Aldrich; カスタム Anti-TRP1N44
抗体): 1/200  

Polyclonal Simple Antisera TRP1 POS4 rabbit (Sigma-Aldrich; カスタム Anti-TRP1C45
抗体): 1/200 

カスタム抗体選択ペプチド 
TRP1 POS1: CALDSDADLLGII 
TRP1 POS4: CTNGVKDSNKIANFVKNAKK 

二次抗体標識 
⼆次抗体が必要な抗体では、⼀次抗体標識後のメンブレンを 0.05%-tTBS (pH7.4)で 3回
洗浄後、10%ブロッキング液で⼆次抗体を希釈した抗体希釈液に浸し、１時間以上振盪し

た。 

二次抗体希釈倍率 
ECLTM Peroxidase labelled anti-mouse antibody (GE): 1/20,000 

ECLTM Peroxidase labelled anti-rabbit antibody (GE): 1/20,000 

化学発光検出 
抗体標識後のメンブレンを 0.05%-tTBS (pH7.4)で 3 回洗浄後、イムノスターLD 

(FUJIFILM)を使⽤して、LAS-3000 mini imaging system (FUJIFILM)で検出した。 

 

2-10. Site-directed mutagenesis 
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)を使⽤した。1 pg/µl plasmid 0.5 µl, Q5 Reaction 

Buffer (5×) 2 µl, 5ʼ末端に変異を⼊れた each 10 µM primer mix 0.6 µl, 2.5 mM dNTP 0.8 µl, 
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0.1 µl, milliQ 6 µl を混合した。98℃ 10 sec, 60℃ 30 sec, 
72℃ 30 sec/kbを 30 サイクルした後、1 µl をアガロース電気泳動し増幅を確認した。反応

液に DpnI (Takara) 0.5 µl を加え、37℃で１時間インキュベートした。反応液 1 µl, T4 PNK 

(Takara) 0.3 µl, ligation high ver.2 (TOYOBO) 2.5 µl, milliQ 3 µl を混合し 16℃で１時間イ
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ンキュベートした後、コンピテントセルに形質転換し 37℃で静置培養した。得られたコロ
ニーからプラスミド抽出し、シークエンス解析によって⽬的の変異が⼊っていることを確
認した。 

 

2-11. Dom34ノックダウンによる低温感受性解析 
BY4727 dom34-CSのコンピテントセルを Frozen EZ（フナコシ）を⽤いて調製し、p414GPD

に Dom34また各変異体を挿⼊した発現プラスミドを形質転換し、SC-W プレートで静置培
養した。⽣育したコロニーを⽖楊枝で釣菌し、1 ml の SC-W で⼀晩培養した。翌朝、OD600

が 0.2 となるように 1 ml の SC-W に希釈し、30℃で 6 時間振盪培養した。500 xgで遠⼼し

て菌体を回収し、滅菌⽔で OD600が 0.5 となるように懸濁した。菌懸濁液について 5 倍の

段階希釈系列を作成し、SC-W プレートと SC-W+150 mM Tet プレート 2枚ずつに 5 µl ず

つスポットし、30℃または 20℃で静置培養した。 

  



第三章は論⽂投稿予定のため、インターネット公表できません。 



第四章は論⽂投稿予定のため、インターネット公表できません。 
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第五章 総括と展望 

本研究では、リボソームレスキュー活性を阻害するドミナントネガティブ変異体を分離可

能な出芽酵⺟アッセイ株を利⽤することで、リボソームレスキュー過程における既知の因

⼦である Asc1 と S20 から新規機能領域を⾒出すことに成功した。そして Hel2 との相互作

⽤解析を通じて、翻訳停滞時に発⽣するリボソーム衝突時に特異的に形成される Asc1-S20

分⼦上のサーフェス構造が、Hel2 の S20 ユビキチン化活性の発現に重要であることが⽰唆

された。しかし、リボソームレスキュー過程でリボソームユビキチン化だけが本当に重要な

のだろうか。確かに、ユビキチン化されない S20 K6/8R 変異体では、アッセイ株のヒスチ

ジン⽋損培地での⽣育性から、ほぼ完全にリボソームレスキュー活性が阻害されているよ

うに⾒受けられる。しかし、細胞中の全てのレポーターmRNA が翻訳されなくとも⽣育に

⼗分な量の HIS3タンパク質は発現し得る。また、S20 V112残基の網羅的アミノ酸置換実

験からもヘテロなリボソームによるリボソームレスキュー反応の進⾏、つまりリボソーム

衝突モデルが⽀持されるが、⼀⽅で、衝突リボソームの構造上で２つの S20 はそれぞれと

Asc1ほど近接しておらず、このモデルのみでヘテロ・ホモな S20 変異体によるリボソーム

レスキュー活性の変化は説明できない。つまり、S20 は単にユビキチン化標識されて他の因

⼦の⽬印となることだけが重要ではなく、その他にも機能性を有している可能性が存在す

る。今回取得することは叶わなかったが、今後、ユビキチン化されない S20 K6/8R 変異体

が発現した状態でもリボソームレスキュー活性を発揮するようになる変異体を分離するこ

とができれば、新たなリボソームレスキューに替わる概念を提唱できるのではないかと考

えている。 

また、リボソームレスキュー反応の新規因⼦として S31 を同定することに成功した。S31

はユビキチン前駆体としても機能しており、ユビキチンを過剰供給した実験からリボソー

ムレスキュー過程におけるユビキチンによる制御はより複雑であることが⽰唆された。⾮

ストレス時には S31 を除けば 60S リボソームを構成するタンパク質の１つをコードした
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L40 遺伝⼦が唯⼀のユビキチン供給源である。リボソーム構造上 L40 は⼤サブユニット側

で翻訳 G タンパク質（EF1A、eRF3、Hbs1）と接する部分に存在している。ユビキチンに

よる複雑な制御層が予想されるリボソームレスキュー過程で活躍する因⼦である Dom34

およびHbs1 の両⽅が、それぞれユビキチン供給源である S31、L40遺伝⼦産物とリボソー

ム上で近接して存在するということは偶然とは考えづらい。今回 L40 についてもリボソー

ムレスキュー活性を阻害する変異体取得を⽬指したが、得られたのは S31 からも得られた

ユビキチンドメインの変異部位のみであった（データ未掲載）。L40 のリボソームドメイン

は S31 よりもさらに短く（52 アミノ酸）、ランダム変異の導⼊による解析は困難かもしれな

い。今後、リボソームドメイン全⻑に渡ったアラニンスキャニングなどによって網羅的に変

異体が分離できれば、Dom34/Hbs1 複合体による停滞リボソームの認識システムに関する

重要な知⾒が得られることが期待できる。 

さらに、S6A⽋損株において S31 リボソームタンパク質ドメインの N末端変異体の発現

が、Dom34ノックダウンと同様の低温感受性を⽰すことを発⾒した。低温感受性の根底に

あるメカニズムはまだ議論の余地があるが、翻訳伸⻑速度との関連が疑われる。最近、哺乳

類において翻訳停滞状態では Hel2ホモログである ZNF598 が、リボソームユビキチン化を

進⾏するのに並⾏して、翻訳開始を阻害する 4EHP をリクルートすることで、翻訳停滞を

引き起こしている mRNA にエントリーするリボソームの量を調節するというモデルが提唱

されている(Juszkiewicz et al., 2020)。出芽酵⺟の場合には 4EHP と相同な遺伝⼦は存在し

ていないため、全く同じシステムは存在していないと思われるが、同様の概念としてリン酸

化などを介した S6A による翻訳伸⻑速度の調節が、翻訳停滞を解消するリボソームレスキ

ュー反応を制御している可能性は⾼い。また、今回得られた S31 RD の N末端の変異は全

て正電荷を持つリシン残基について電荷が変化する残基への置換であり、tRNA のリン酸⾻

格の持つ負電荷を考慮すると翻訳伸⻑速度に影響を及ぼす可能性は⼗分考慮され、翻訳伸

⻑速度調節によるリボソームレスキュー制御という概念と⽭盾しない。では、リボソームレ
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スキュー反応が⾼度に制御される意味は何だろうか。NGD を阻害する因⼦として遺伝学的

に⾒出され、リボソームレスキュー反応の主体として考えられていた Dom34/Hbs1 複合体

について、類似するレポーター系を⽤いている研究グループ間で結果が異なること、また、

様々なモデル⽣物で新規なリボソームレスキュー反応および NGD に参加する因⼦の同定

などが相次いだことは、リボソームレスキュー反応における多様な経路の存在を⽰唆して

いる。このような多様性が存在しているのは、システムとしてのロバスト性も考えられる

が、それ以上に翻訳停滞という現象の性質によるものと推測される。翻訳停滞は、翻訳読み

枠中に現れた終⽌コドンや終⽌コドンの⽋失といった明確な mRNA の異常からではなく、

本来正常なはずの mRNA が状況に応じて異常として感知される。そこには明確な「異常」

と「正常」だけでないグレーゾーンが存在し、そのような状況に即した mRNA クライテリ

アに対しての振る舞いとして多様なリボソームレスキュー反応が存在しているのではと予

想する。実験室で⾏われる研究は⾼い再現性を担保するために、レポーター遺伝⼦として⽤

いる配列や培養における栄養状態など、⾃然界に存在しないような極端な条件であること

が多い。そのため、明確な遺伝⼦発現のON-OFF ではなく、微⼩な環境変化などに応じて

遺伝⼦発現プロファイルを当意即妙に変化させるために存在する⽣体システムなどは⾒逃

されやすいと考えられる。今後、多様なリボソームレスキュー反応を分類していく上では、

実験再現性と微⼩な変化を検出可能な感度・解像度を両⽴した解析⼿段のブレイクスルー

が必要であろう。翻訳停滞は、正しいフォールディングや翻訳反応と共役した多量体のアセ

ンブリおよび翻訳後修飾など合成されるタンパク質の⽣理活性にも積極的に関わっている

(Collart and Weiss, 2020)。翻訳停滞とそれを解消するリボソームレスキュー反応は、明確

な「異常」を排斥する単純な品質管理システム以上に、⽣物の⽣存戦略に直結した重要な⽣

体内反応であると考えられ、今後の研究の発展が強く望まれる分野である。 
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