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〈要 約〉

　tmRNAはtRNA様ドメインとmRNA様ドメインをもつ多機能なRNAである．原核生物の翻訳において，リボソームが終止コドンをもたないmRNAの3’末端で停滞してしまう場合がある．tmRNAはこのようなリボソームをトランストランスレーション反応によりレスキューする．tmRNAのtRNA様ドメインはSmpBと複合体を形成してリボソームに入り込み，未成熟のタンパク質を受け取ったのち翻訳伸長因子EF-Gによるトランスロケーション反応をうけ，mRNAの3’末端からtmRNAのmRNA様ドメインへと翻訳はスイッチして再開する．tmRNAとリボソームとの複合体のクライオ電子顕微鏡による解析については，いくつかの研究室から報告がなされているものの，tRNA様ドメインがどのようにトランスロケーション反応を起こしmRNA様ドメインがどのようにリボソームに挿入されるかは，非常に興味深い問題にもかかわらず解像度の点から長く未解明であった．今回，筆者らは，リボソーム-tmRNA-SmpB-EF-G複合体に抗生物質フシジン酸を作用させることによりこの複合体をトランスロケーション反応中間体の状態で固定し，クライオ電子顕微鏡により8.3Åの解像度にて解析することに成功した．このことにより，停滞したリボソームにおいてmRNAからtmRNAのtRNA様ドメインへの翻訳のスイッチは，tmRNAのトランスロケーション反応のあいだに起こっていることが明らかになった．

はじめに

　tmRNA（transfer-messenger RNA）とSmpB（small protein B）によるトランストランスレーション反応は，終止コドンをもたないmRNAの3’末端において停滞したリボソームをレスキューする反応である1)（図1）．tmRNAは，tRNA様ドメイン，mRNA様ドメイン，そして，互いに離れた塩基との相互作用により形成される4個のシュードノットをもつ，非常に大きなRNAである2)．tmRNAの3’末端にはアミノアシルtRNAのようにアラニル-tRNA合成酵素によりアラニンが付加される．SmpBはtmRNAのtRNA様ドメインに結合しtRNAのアンチコドンステムループを擬態している3,4)．tmRNAのtRNA様ドメインはSmpBに結合し，翻訳伸長因子EF-Tu-GTPによりリボソームへと入り込む．そののち，未成熟なタンパク質はアコモデーション状態をへてAla-tmRNAにペプチド転移する．この反応につづき，tmRNAのtRNA様ドメインとSmpBとの複合体は，翻訳伸長因子EF-G-GTPのもつGTPase活性によりトランスロケーション反応へと進む．これにより，停滞していたリボソームに結合していたmRNAからtmRNAのmRNA様ドメインへと翻訳はスイッチし，新しいアミノアシルtRNAを受け入れるようになる．tmRNAのmRNA様ドメインはプロテアーゼの標的となるタグペプチドをコードしており未成熟なタンパク質の分解を助けている．tmRNAとリボソームとの複合体のクライオ電子顕微鏡による解析がいくつかなされており，tmRNAのtRNA様ドメインとSmpB，EF-Tu-GDPからなる複合体を抗生物質キロマイシンにより固定した構造5)，アコモデーション反応ののちの構造6,7)，EF-Gによるトランスロケーション反応ののちの構造7)，などが示されてきた．しかしながら，クライオ電子顕微鏡による詳細な構造の解析にはナノメートル以下の解像度が必要であるがこれらの解析はそれには及んでいない．さらに，tRNAに比べ5倍も長いtmRNAがどのようにリボソームを通り抜けmRNA様ドメインがどのようにリボソームに導かれるかは未解明であった．

1．リボソーム-tmRNA-SmpB-EF-G複合体には30Sリボソームのヘッド構造に大きな回転が生じる
　tmRNAがリボソームのうえをどのように移動するのかを解析するため，ペプチド転移反応とトランスロケーション反応との中間にあたる複合体に焦点をあてた．通常，リボソームのトランスロケーション反応はEF-G-GTPとの結合にともなうEF-GのGTPase活性とそののちのEF-G-GDPの解離により達成される．フシジン酸はEF-G-GDPをリボソームに固定しその解離を阻害する抗生物質である．フシジン酸の存在のもと，リボソーム-tmRNA-SmpB-EF-G複合体を調製し，マルチパーティクルクライオ電子顕微鏡法8) により解析したところ，トランスロケーション反応中間体の状態に固定した構造を8.3Åの解像度にて解くことができた（図2a）．得られた構造はRNAおよびタンパク質の構造をはっきりともっており，これまでに報告されているtRNAfMet，EF-G-GDPとフシジン酸との複合体，tmRNAのtRNA様ドメインとSmpBとの複合体の結晶構造をフィッティングすることができた．また，いままで高い解像度にてモデリングされることのなかったtmRNAの大部分をモデリングすることにも成功した．
　得られた構造を通常のリボソームの構造と比較したところ，大きな構造変化が観察された．すなわち，30Sサブユニットの5度の回転，および，30Sサブユニットのヘッド構造の19度の旋回がみられた．この構造変化は，以前に筆者らの研究室で確認された，EF-G-GDPとフシジン酸との複合体にみられたTIPOST（post-translocation-intermediate，トランスロケーション反応中間体）構造に似ていた9)．しかしながら興味深いことに，得られた構造においては，新たに12度の傾きも確認された．これら3つの構造変化により，リボソーム30Sサブユニットのヘッド構造は50Åもの移動をひき起こしていた．
2．リボソームに生じた構造変化によりtmRNAのmRNA様ドメインがリボソームに挿入される

　この50Åに及ぶリボソーム30Sサブユニットのヘッド構造の移動は，リボソーム50SサブユニットのA部位フィンガーと30Sサブユニットのタンパク質S13とからなるブリッジ1aを開いて20Åのギャップをつくり，その隙間にはtmRNAのシュードノット1が入り込んでいた（図2b）．また，tmRNAのへリックス5とシュードノット2がリボソームタンパク質S3に結合していることが確認された．この結合は，以前に報告されたアコモデーション状態においてすでに確認されているため7)，アコモデーション状態からトランスロケーション反応中間体へのtmRNAのアーク構造の移行において，tmRNAはタンパク質S3を回転軸としていることが推測された．また，30SサブユニットのmRNAエントリーチャネルにある，ヘリックス34とG530領域からなるラッチ構造は，トランスロケーション反応中間体において20Åのギャップを生じていることがわかった．このことから，アコモデーション状態からのtRNA様ドメインのトランスロケーション反応中間体へのペプチド転移と同時に，mRNA様ドメインのつけ根にあたるシュードノット1とtmRNAのヘリックス2が，開いたラッチ構造の近傍へと引き込まれていることがわかった．ほかのシュードノットとは対照的に，シュードノット1の削除はtmRNAを不活性化させる10)．このことから，シュードノット1のブリッジ1aへの挿入はtmRNAの活性において不可欠な役割を担っているものと考えられた．

　tmRNAのmRNA様ドメインの3’側とリボソームタンパク質S3は，トランスロケーション反応ののちEF-Gが離れても結合を保っており，リボソーム30Sサブユニットのヘッド構造に回転はみられない7)．このことから，トランスロケーション反応中間体からトランスロケーション反応ののちへの移行の際11)，タンパク質S3との結合を保ちつつ，30Sサブユニットのヘッド構造の大きな逆回転，とくに，傾きにより得られるタンパク質S3の20Åの移動により，tmRNAのmRNA様ドメインは開いたラッチ構造をとおってmRNAの通り道へと導かれるものと考えられた．

おわりに

　今回の解析より，tmRNAのtRNA様ドメインのトランスロケーション反応にともなうリボソーム30Sサブユニットの回転，tmRNAのmRNA様ドメインの挿入，の2つの動きは連動していることが明らかになった．クライオ電子顕微鏡による解析技術の向上により，これまでの結晶構造解析によるスナップショットだけでは説明できなかったリボソームの構造変化の詳細をみることができるようになってきた．今後のさらなる技術の発展により，これまで議論できなかったリボソームの機能の詳細にせまれればと考えている．
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〈図説明〉

図1　tmRNAによるトランストランスレーション反応
1）リボソームの停滞．2）tmRNA-SmpB複合体はリボソームへと入り込む．3）アコモデーション状態．4）未成熟なタンパク質はtmRNAへとペプチド転移する．5）トランスロケーション反応によりtmRNAへ翻訳がスイッチする．
TLD：tRNA様ドメイン，MLD：mRNA様ドメイン．
図2　リボソーム-tmRNA-SmpB-EF-G複合体の構造
（a）リボソーム-tmRNA-SmpB-EF-G複合体の全体像．

（b）アコモデーション状態からの移行によりひき起こされるリボソーム30Sサブユニットのヘッド構造の動きとtmRNAのmRNA様ドメインの挿入のモデル．
h：へリックス，PK：シュードノット，TLD：tRNA様ドメイン，MLD：mRNA様ドメイン．
