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学位論文内容の要旨

  生体内において生命維持に必須であるタンパク質を合成する機構は，多くの反応段階から成り

立っている．この一連の反応には数多くの生体高分子が関与しているが，中心的な役割を担って

いるのはりボソームである．生物の細胞中に普遍的に存在するりボソームはmRNAを介して

DNAの遺伝情報の翻訳を行い，アミノ酸を重合させてタンパク質を合成する細胞内小器官である，

リポソームは大小各一個づっのサブユニットから構成される分子量約300万のりボ核酸タンパク

質複合体粒子である．構成する約50種類のタンパク質の多くがRNA結合タンパク質であり，3

～4種類のRNAに協調的に会合して機能的なりボソームRNA (rRNA）の構造形成に関与して

いる．リボソームのもつ興味ある素反応のーっであるペプチド結合形成（ペプチド転移）反応を

司るのは，大サブユニットで，真核生物では約30種類のりボソームタンパク質と約3000ヌクレ

オチドの23SrRNA，および約120ヌクレオチドの5SrRNAから構成される．中でも最も高分

子量で，重要な機能部位を含む23SrRNAがどのようにして機能的なRNA構造へと折り畳まれ

ているのかを明らかにするためには，タンパク質とRNAとのRNA相互作用を原子レベルで明ら

かにすることが必要である，これまでに，サブユニットの結晶構造解析と並行して約4割の構成

タンパク質の立体構造が解析されてきた，最近では大小各サブユニットの結晶構造も明らかにさ

れた．

  本研究ではりボソームの構造形成に重要なりボソームタンパク質のRNA相互作用を詳細に明

らかにすることを目的として，X線結晶構造解析により50Sサブュニット会合に関係するタンパ

ク質であるタンパク質L2，L5およびL13の立体構造を決定した．また，本研究進行中に最近報

告された古細菌リボソーム犬サブュニットの結晶構造との比較をおこない，RNA相互作用に関し

て考察した．

第1章  5S rRNA結合リボソームタンパク質L5の結晶構造解析

    リボソームタンパク質L5はりボソームの50Sサブユニットの中央突起に位置する5S rRNA結合

タンパク質である． 5S rRNAは23S rRNAのペプチド基転移活性中心の構造を形成するのに関与す

ると考えられている．  5S rRNA一タンパク質複合体ドメインがりボソームサブユニットの構造形成

へどのように影響しているか解明するため，中度好熱菌Bacillus stea′・。舶P朋7〔湖j́ 船由来の5S
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rRNA結合リボソームタンパク質L5の結晶構造を解析した．その結果，タンパク質L5はくぼんだ逆

平行ロシートとフレキシブルなループ構造をもつことが明らかとなった．他のタンパク質立体構

造と比較したところ，L5の全体構造のもっトポロジーはRNA認識に関わるRRMドメインに類似して

いた．この構造モチーフはスプライセオソームタンパク質UIAで最もよく知られているが，S6や

L30などのいくっかのりボソームタンパク質にも見られることが見いだされた．これらのタンパ

ク質の間で1次構造の相同性は全くなかったが，立体構造の類似性が見いだされた．一方，これ

らの構造類似タンパク質の認識RNA構造及びRNA結合様式は異なっており，核酸結合タンパク質の

間での多様な分子進化を示唆させた，

第2章  リボソームタンパク質L13の結晶構造解析

    タンパク質L13は大腸菌においてサブユニットの合成初期の会合に関与することが知られて

いる．超高度好熱古細菌由来Pyrococcus. horikoshiiのりボソームタンパク質L13の結晶構造は多

波長異常分散法により決定された．L13は5本のQヘリックスと平行ロシート（ロ1，ロ2，ロ4）

からなる疎水コアドメインとへりックスターンヘリックスおよび電子密度図では見えないループ

（残基54-67)構造から構成されていた．最近，側鎖構造まで公開された好塩古細菌リボソームサ

ブユニットのL13と比較したところ，L13の広く正荷電を帯びたaヘリカルな領域が形成する溝

がRNAのドメインuの翻訳伸長に関わっている領域に近いpseudoknot構造に結合していた．L13

のRNA接触面とこの相互作用しているドメインH領域の形はよく似ており，とくに突き出したル

ープまでもRNAの形によく合っている．この突起したループは種問の保存性の低いが，近接した

RNAドメインの間に突き出していることから，RNAのアダプタとして機能していると推定され

る．PhoL13の結晶構造からこのループはflexibilityが高いため見えなかった．進化の過程で，核

酸に比べ，立体構造的に自由度が高いタンパク質がりボソームの構造形成の維持に関与してきた

ことを示唆している．

第3章  リボソームタンパク質L2の結晶構造解析

    タンパク質L2は50Sサブユニットの構成タンパク質で，ペプチジルトランスフェラーゼ活

性をもつ23S rRNAのIVドメインに直接結合するRNA結合タンパク質である，L2は23S rRNA

のもっペプチジルトランスフェラーゼ活性中心の構造形成に重要な役割を果たしていると考えら

れている．  23S rRNA―L2複合体に対するベプチダーゼ消化で保護される領域(60-201)を

L2-RNA binding domainくL2-RBD)とし，N末(60残基）とC末(74残基）を切除した変異体

をクローニング，結晶化を行ったところ結晶化に成功した．結晶構造解析を行った結果，L2の構

造は2つのドメインからなり，N末ドメインはOB-fold，C末ドメインはSH3-like barrelと類似

していた．共に核酸結合タンパク質によく見られるモチーフである．興味深いことに，構造既知

のタンパク質にL2-RBDと同様にOB-foldとSH3-like barrelをもっものに真核生物翻訳因子

EIF-5Aがある．ただし，L2-RBDとは異なりN末ドメインがSH3-like barrel，C末ドメインが

OB-foldからなる．一次構造に保存性が見られないが，このように構造の類似性はこの2つのタ

ンパク質の生命活動に重要な翻訳に関わる機能から，各ドメインの共通の分子進化が示唆される．
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タンパク質の生合成反応の主役であるりボソームは、大小サブュニットから構
成される分子量300万のりボ核酸タンパク質複合体粒子である。本論文は、
大サブュニットの会合に関与するりボソームタンパク質L2、L5、113の立体
構造を決定し、それらのRNA認識機構と分子進化について考察したものである。
  まず、5S rRNA結合タンパク質L5は、窪んだ逆平行べータシートと不安定
なループ構造を持っことを明らかにし、その折りたたみ構造が他のりポソーム
タンパク質S6やL30と同様、RNA認識に関与するRRMドメインに類似してい
ることを見い出した。次に、タンパク質113は5本のアルファーヘリックスと
平行べータシートからなる疎水コアドメインとへりックスーターン―ヘリック
スからなっていることを決定し、ヘリックスが形成する溝がRNAとの相互作用
に重要であることを示唆した。
  続いて、タンパク質L2のRNA結合ドメインがOBフオールドを持つN末端ド
メインと、SH3様バレル構造を持つC末端ドメインからなっていることを明らか
にし、L2のRNA結合ドメインは進化過程で2っの祖先型RNA結合タンパク質が
融合したことを示唆した。
  以上，本論文は、リポソーム大サブュニットの会合に関与するタンパク質の
構造、機能、およぴ分子進化を明らかにしたものであり、本研究が生物科学に
及ばす貢献には多大なものがあると考えられ，よって審査員一同は申請者が博
士 （ 理 学 ） の 学 位 を 得 る 十 分 の 資 格 が あ る も の と 認 め た ．

― 284―


