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〈要 約〉

　RQC経路はリボソームの停滞により生じる不完全な新生ポリペプチド鎖を監視し除去する系である．60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖の複合体において，新生ポリペプチド鎖はユビキチン化されたのち60Sサブユニットから解離するためにtRNAから切り離される必要があるが，その詳細な機構については解明されていなかった．この研究において，筆者らは，哺乳動物におけるRQC経路をin vitroにおいて再構成することにより，新生ポリペプチド鎖の解離を促進するタンパク質としてペプチジルtRNA加水分解酵素Ptrh1およびANKZF1を同定した．新生ポリペプチド鎖がユビキチン化されるまえにはtRNAとリボソームのP部位が不安定に結合しており，Ptrh1により新生ポリペプチド鎖とtRNAのエステル結合が加水分解されることにより新生ポリペプチド鎖は解離した．一方，NEMFが60Sサブユニットと結合する，あるいは，新生ポリペプチド鎖がユビキチン化されると，tRNAがP部位に固定されANKZF1が作用する状態となり，ANKZF1がtRNAをアクセプターステムにて特異的に切断することにより新生ポリペプチド鎖は解離した．また，詳細な機能が不明であったRQC経路に関連するタンパク質のひとつTCF25は，Lys48型ユビキチン鎖の選択的な形成にかかわることが明らかにされた．

はじめに

　生物はタンパク質の品質を厳密に制御する品質管理の機構をもつ．この機構により，アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患，心疾患，糖尿病などの発症にかかわる異常なタンパク質が選択的に除去され，生物はその恒常性を維持する1)．このような異常なタンパク質の生じる原因のひとつに，翻訳の途上のリボソームの異常な停滞があげられる．終止コドンをもたないノンストップmRNAはリボソームの停滞をひき起こすもっともよく知られた例のひとつであり，それにより生じるリボソームと結合した不完全な新生ポリペプチド鎖はRQC（ribosome-associated quality control）経路により分解される2)．

　RQC経路はノンストップmRNAの3’末端において停滞した80Sリボソームが，リボソーム解離因子によりmRNA，40Sサブユニット，60Sサブユニットに解離することから開始する．リボソーム解離因子はポリペプチド鎖を解離する活性をもたないため，新生ポリペプチド鎖はtRNAと結合したまま残され，60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖との複合体が形成される．40Sサブユニットの解離によりさらされたサブユニットの結合面がNEMFにより認識され，ユビキチンリガーゼListerinのリクルートが促進されることにより新生ポリペプチド鎖はユビキチン化される．ユビキチン化された新生ポリペプチド鎖は60Sサブユニットから解離し，プロテアソームにうけわたされ分解される3-6)．RQC経路は酵母をモデル生物として精力的な解析がつづいているが，ユビキチン化された新生ポリペプチド鎖を60Sサブユニットから解離するために必要な，新生ポリペプチド鎖をtRNAから切り離すしくみについては明らかにされていなかった．また，酵母においてRQC経路に必須なタンパク質として同定されたRqc1の哺乳動物におけるホモログであるTCF25の詳細な機能は不明であった．

1．Ptrh1はユビキチン化されるまえの新生ポリペプチド鎖の解離を促進する

　哺乳動物におけるRQC経路について解析するため，ノンストップmRNAをウサギ網状赤血球抽出液にて翻訳させた．ウサギ網状赤血球抽出液にはユビキチン化に必要な因子が不足しているため4)，ユビキチン化されるまえの新生ポリペプチド鎖がtRNAとエステル結合した状態で蓄積したが，その一部はすでにtRNAから解離していた．このノンストップmRNAの翻訳にて起こる新生ポリペプチド鎖の解離の機構について明らかにするため，精製した60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖との複合体を基質として，60Sサブユニットから新生ポリペプチド鎖の解離を促進するタンパク質を精製したところ，ペプチジルtRNA加水分解酵素であるPtrh1が同定された．

　Ptrh1は細菌のペプチジルtRNA加水分解酵素と同様に，新生ポリペプチド鎖とtRNAのエステル結合を加水分解することにより60Sサブユニットからの新生ポリペプチド鎖の解離を促進した．また，Ptrh1はノンストップmRNAから形成された80Sリボソームと新生ポリペプチド鎖との複合体からも新生ポリペプチド鎖の解離を促進した．この80Sリボソームに対するPtrh1の活性は，リボソームのA部位あるいはE部位に結合するリガンドにより阻害されなかった．また，この活性はPtrh1に固有なものではなく，細菌あるいはミトコンドリアに由来するペプチジルtRNA加水分解酵素も80Sリボソームからの新生ポリペプチド鎖の解離を促進した．それとは対照的に，ピューロマイシンはPtrh1の作用する80Sリボソームに対しほとんど効果がなかった．

　ピューロマイシンが作用しなかったことから，Ptrh1の作用する80SリボソームにおいてtRNAの3’末端はペプチドの転移の活性中心におさまっていないことが示唆された．また，A部位あるいはE部位のリガンドに影響をうけず，そのほかのペプチジルtRNA加水分解酵素も同様に作用したことから，Ptrh1はリボソームの内部に入り込むことにより作用するわけではなく，Ptrh1が作用する部位に新生ポリペプチド鎖とtRNAのエステル結合が露出していることが示唆された．ノンストップmRNAをウサギ網状赤血球抽出液にて翻訳させることにより得られた80Sリボソームと新生ポリペプチド鎖との複合体の多くは，内在性のリボソーム解離因子により解離した40Sサブユニットと60Sサブユニットが再会合したものであることが報告されている4)．したがって，mRNAが失われたことにより，新生ポリペプチド鎖とエステル結合しているtRNAは80Sリボソームと不安定な状態で結合していると考えられた．以上の結果から，ユビキチン化されるまえの新生ポリペプチド鎖がPtrh1を介してリボソームから解離する経路の存在が示唆された．

2．TCF25はLys48型ユビキチン鎖の選択的な形成に関与する

　ユビキチン化された新生ポリペプチド鎖の解離の機構について明らかにするため，RQC経路に関連するタンパク質を精製し，60Sサブユニットにおける新生ポリペプチド鎖のユビキチン化をin vitroにおいて再構成した．その結果，以前の報告と同様に，新生ポリペプチド鎖はListerinによりユビキチン化され，NEMFによりユビキチン化が促進されることが確認された．野生型のユビキチンを含む反応系にTCF25をくわえると，新生ポリペプチド鎖のユビキチン化は強く抑制された．それに対し，リジン残基としてLys48のみをもつユビキチンを含む反応系においては，TCF25によるユビキチン化の抑制は観察されなかった．このことから，TCF25がLys48型ユビキチン鎖の形成を促進することにより，そのほかのタイプのユビキチン鎖の形成を抑制することが示唆された．

　Listerinを含むRING型のユビキチンリガーゼにおいて，ユビキチン鎖の選択性はユビキチン結合酵素により担われる．Listerinとともにユビキチン鎖を形成する9種類の異なるユビキチン結合酵素を用いたところ，ListerinとUbe2Dファミリーのユビキチン結合酵素とを組み合わせたときに，TCF25はLys48型ユビキチン鎖の形成をもっとも効率的に促進した．一方，ユビキチンリガーゼとしてMdm2とUbe2Dとを組み合わせたときにはその効果はみられなかったことから，Lys48型ユビキチン鎖の形成はListerinとUbe2Dのペアに特異的であることが示された．以上より，TCF25がRQC経路においてLys48型ユビキチン鎖の選択的な形成に関与することが明らかにされた．

3．Ptrh1はユビキチン化された新生ポリペプチド鎖の解離を促進しない

　Ptrh1はユビキチン化された新生ポリペプチド鎖の解離も促進するのかどうかを明らかにするため，60Sサブユニットとユビキチン化された新生ポリペプチド鎖との複合体に対するPtrh1の効果について解析した．その結果，短いユビキチン鎖が結合した新生ポリペプチド鎖の解離は促進されたが，長いユビキチン鎖が結合した新生ポリペプチド鎖の解離は促進されなかった．対照的に，ユビキチン化ののちピューロマイシンにより処理した場合，ユビキチン鎖の長さにかかわらず新生ポリペプチド鎖は完全に解離した．このピューロマイシンに対する反応性は，新生ポリペプチド鎖がユビキチン化されたのちに精製した60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖との複合体，および，NEMFが結合した60Sサブユニットとユビキチン化されていない新生ポリペプチド鎖との複合体においても観察された．このことから，NEMFが60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖との複合体と結合するか，あるいは，新生ポリペプチド鎖がユビキチン化されると，tRNAがリボソームのP部位に固定されることが強く示唆された．これにより，tRNAの3’末端がペプチドの転移の活性中心におさまり，ピューロマイシンに対し反応性になると同時に，Ptrh1は作用しなくなると考えられた．以上の結果から，Ptrh1はRQC経路に部分的に作用するが，ユビキチン化された新生ポリペプチド鎖の解離は，別のタンパク質によりおもに促進されることが示された．

4．ANKZF1はユビキチン化された新生ポリペプチド鎖の解離を促進する

　最近，出芽酵母のVms1およびそのヒトのホモログであるANKZF1が60Sサブユニットから新生ポリペプチド鎖を解離させると報告され7,8)，Vms1およびANKZF1に保存されたミトコンドリア標的ドメインの構造が真核生物の翻訳終結因子eRF1の触媒活性部位と似ていたこと，また，その活性は保存された触媒性のグルタミン残基に依存していたことから，これらがeRF1様のペプチジルtRNA加水分解酵素である可能性が示された．しかしながら，Vms1およびANKZF1には進化において翻訳終結因子に完全に保存され，その活性に必須であるGGQモチーフをもたないことから，この主張には疑問の余地が残されていた．

　そこで，ANKZF1を精製し60Sサブユニットとユビキチン化された新生ポリペプチド鎖との複合体における機能について解析した．その結果，ANKZF1は60Sサブユニットからユビキチン化された新生ポリペプチド鎖を解離し，プロテアソームによる分解を促進することが示された．ANKZF1はtRNAをアクセプターステムにて切断し，新生ポリペプチド鎖はtRNAの3’側の断片4ヌクレオチドが結合した状態で解離していた．このtRNAの切断は，NEMFが60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖との複合体と結合するか，あるいは，新生ポリペプチド鎖がユビキチン化されることにより起こり，80Sリボソームと新生ポリペプチド鎖との複合体や遊離のペプチジルtRNAにおいては起こらなかった．以上の結果はピューロマイシンの反応性と一致し，リボソームのP部位へのtRNAの固定がANKZF1によるtRNAの切断の前提になることが示された．

おわりに

　この研究において，Ptrh1およびANKZF1は停滞したリボソームからそれぞれ異なる分子機構により新生ポリペプチド鎖を解離させることが明らかにされた（図1）．Ptrh1によるユビキチン化されるまえの新生ポリペプチド鎖の解離はRQC経路と拮抗すると考えられた．したがって，Ptrh1の生理学的な機能について今後の研究が期待される．一方，ANKZF1の作用機構は，原核生物における翻訳の停滞を解消する機構9) とも決定的に異なっていた．ある種の細菌が特定のtRNAをアクセプターステムにて切断する酵素をもつことが報告されているが10)，それが翻訳の途上にて停滞したリボソームに関与することを示す報告はない．したがって，この研究において明らかにされた分子機構は新たなパラダイムを提供するであろう．

　ANKZF1のもつミトコンドリア標的ドメインの構造は，eRF1の触媒活性部位のRNaseHフォールドと類似すると報告されている7,8)．RNaseH様のタンパク質ファミリーの多くはその活性部位が4つの酸性アミノ酸残基から構成されているが，それらはANKZF1にはみられない．また，ANKZF1の触媒部位はeRF1の触媒部位より大きいと予想される．今後，クライオ電子顕微鏡によりANKZF1の結合した60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖との複合体の構造を明らかにすることにより，ANKZF1による新生ポリペプチド鎖の解離の機構が詳細に明らかにされるであろう．

　また，TCF25がLys48型ユビキチン鎖の選択的な形成にかかわることも明らかにされた．TCF25がユビキチン鎖の特異性に直接にかかわると考えた場合，基質に結合したユビキチンのLys48をユビキチン結合酵素の触媒活性部位に方向づける必要があるはずであるが，TCF25がユビキチンあるいはユビキチン結合酵素と結合することを示す報告はない．さらに，TCF25は酵母において60Sサブユニットと新生ポリペプチド鎖との複合体に直接に結合するタンパク質として同定されてきた経緯があるが，その結合部位は不明である．今後は，これらを構造的あるいは生化学的な解析により明らかにする必要があるだろう．ユビキチン鎖の選択的な形成の機構は，ユビキチン-プロテアソーム系の研究の長い歴史においてもいまだ謎の多い部分である．したがって，TCF25の機能に関する研究は広く適用される知見をもたらすと予想される．
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〈図説明〉
図1　Ptrh1およびANKZF1による新生ポリペプチド鎖の解離の促進
新生ポリペプチド鎖がユビキチン化されるまえには，tRNAは新生ポリペプチド鎖を介して60Sサブユニットあるいは80Sリボソームと不安定に結合している．Ptrh1は新生ポリペプチド鎖とtRNAのエステル結合を加水分解することにより新生ポリペプチド鎖の解離を促進する．新生ポリペプチド鎖がユビキチン化されたのち，tRNAはリボソームのP部位に固定される．ANKZF1はtRNAをアクセプターステムにて特異的に切断することにより新生ポリペプチド鎖の解離を促進する．
