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 This study investigated how nascent polypeptide sequences regulate translation dynamics and expand the coding 
potential of genomic DNA. Focusing on Intrinsic Ribosome Destabilization (IRD), a phenomenon triggered by acidic 
amino acid clusters, we systematically analyzed premature translation termination events across the E. coli proteome. By 
isolating peptidyl-tRNA and performing LC-MS/MS, we identified 599 truncated peptide fragments originating from 253 
ORFs, terminated independently of stop codons. The C-terminal sequences of these truncated peptides were enriched in 
acidic residues, implicating IRD in their generation. Some of these peptides were stably expressed, suggesting that IRD 
may act as a pseudo-stop mechanism contributing to gene regulation. We further found that two ABCF-family translation 
factors, YbiT and EttA, suppress IRD, with each acting at different translation stages. Conversely, YheS and Uup promoted 
the translation of other "hard-to-translate" amino acid motifs, highlighting the functional divergence within the ABCF 
family. Additionally, two small ORFs (pepNL and nanCL) were discovered to induce translation arrest at their stop codons. 
Cryo-EM analysis revealed that PepNL forms a hairpin-like structure within the ribosomal tunnel, obstructing release 
factor binding. This arrest mechanism is favored under nutrient-limited conditions as like as IRD, indicating the 
importance of translation regulations in cellular stress adaptation. 
 
研究⽬的 
細胞内装置リボソームで合成途上にあるタンパク

質(新生ペプチド鎖)は単なる中間産物ではなく、リ

ボソームとの相互作用を介してさまざまにその機能

を制御する情報物質でもあることが明らかとなって

きた。例えば、負電荷アミノ酸に富む配列の合成は、

リボソーム複合体の不安定化 : Intrinsic Ribosome 
Destabilization (IRD)によるタンパク質合成(翻訳)の
異常終結を引き起こす(参考⽂献-1)。こうした IRD
のリスクを伴うアミノ酸モチーフは、生物の遺伝子

の半数近くに出現する。また注目すべき点として、

IRD の結果生じる短いポリペプチド断片は、積極的

に分解されず細胞内に蓄積する。そのため、負電荷

アミノ酸に富む配列は擬似的に終止コドンとして機

能し、新たなタンパク質アイソフォームを発現させ

ている可能性が考えられた。本研究は、新生ペプチ

ド配列に依存して発現する新規タンパク質分子の存

在を検討し、その全体像解明を目的とした。 

研究経過 

1. IRD 依存的に発現する短い遺伝⼦産物の探索 

新生ペプチド(IRD)による翻訳の異常終結が起こ

った場合、合成途上だったタンパク質はペプチド鎖

と tRNA が連結したペプチジル tRNA としてリボソ

ーム複合体から脱離し、その後 Pth (peptidyl-tRNA 
hydrolase)による切断を受け、発現することとなる。

そのため、Pth の機能を破綻させると、異常終結を起

こした翻訳産物はペプチジル tRNA として蓄積する

こととなる。これを利用し、大腸菌 pth 温度感受性

株を失活条件(42°C)に短時間暴露し(参考⽂献-2)、同
条件でのみ蓄積するペプチジル tRNA 分子を質量分

析で同定した。ペプチジル tRNA のみを解析する目

的で、フェノール抽出とカラム精製を組み合わせた

PETEOS 法(参考⽂献-3)を利用し、サンプルの調整を

行った。LC-MS/MS 解析によってペプチド断片の同

定を行ったところ、対象実験である野生型大腸菌で

はほとんどペプチジル tRNA 由来のペプチド断片は



検出されなかった。これは通常条件では Pth が速や

かにペプチジル tRNA を分解しているためと考えら

れ、これまでの報告と合致している。一方、599種の

ペプチド断片が Pth 失活条件特異的に検出された。

これらのペプチド断片は 253 の大腸菌遺伝子に帰属

し、様々な遺伝子で翻訳の異常終結が発生している

ことが明らかとなった。またその C末端アミノ酸配

列に着目して解析したところ、負電荷アミノ酸(D,E)
に富んでいることが判明した。これは、IRD が負電

荷アミノ酸に富む配列を合成する途上、あるいは負

電荷アミノ酸直後の重合過程で発生することと符合

している。 
 次に、これら本来の遺

伝 子 配 列 (ORF: open 
reading frame)より短いポ

リペプチド産物が、細胞

内で安定に存在できる

か、すなわち三次構造を

形成できているかを個別

に検討した。論文として

未発表のため、ここでは

遺伝子名は伏せさせてい

ただくが、途上終結によ

って生じるポリペプチド

産物 44 候補について検

討し、うち 13種が安定に

蓄積、発現することが明

らかとなった。 
 
2. IRD などの翻訳異常を抑制する翻訳因⼦の同定 
 IRD をはじめとした新生ペプチド配列に依存した

翻訳の異常は、リボソーム内部の合成途上産物ペプ

チジル tRNAが異常な歪みをきたすことで発生する。

一方で、こうしたリボソーム内の異常に作用して問

題を回避させる因子の存在も明らかとなってきた。

本研究では、リボソーム内部に作用することが示唆

されながら、その機能が未解明だった ABCF (ATPase 
Binding Cassette subfamily-F)タンパク質に注目し、負

電荷アミノ酸など翻訳異常を引き起こす配列モチー

フの合成に与える影響を評価した。その結果、大腸

菌に保持される 4 種の ABCF タンパク質のうち、

YbiT, EttA が負電荷アミノ酸による翻訳の異常終結

(IRD)を予防する活性を持つことが明らかとなった 
(誌上発表-2)。一方、これら二種にも機能的差異が見

出された。YbiT は翻訳伸長のいかなる段階でも翻訳

異常を抑制できる一方、EttA は翻訳開始直後の新生

ペプチドが短い段階でのみ、負電荷アミノ酸による

IRD を抑制した。これは、トンネル内新生ペプチド

鎖の短い段階で負電荷アミノ酸に富む配列を合成す

ると、高頻度に異常終結を引き起こすため(参考⽂献
-4)、可能な限り異常終結を抑制するよう、より多く

の翻訳因子を進化の中で獲得してきたものと考えら

れる。 
一方、残り二種の ABCF タンパク質 YheS, Uup は

負電荷アミノ酸による異常を抑制する活性は持たず、

全く異なるアミノ酸配列モチーフによって引き起こ

される翻訳の停滞を解消することが明らかとなった。

それぞれの ABCF タンパク質の三次元構造は非常に

近似するものの、アミノ酸配列レベルでは 50%以下
の相同性を持つにとどまる。これらのことから、
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Fig.2. E. coli ABCF proteins alleviate "hard-to-
translate" nascent peptide sequences.
a. Structure of EttA, an E. coli ABCF proteins,  
    shown interacting with P-site tRNA (PDB: 3J5S). 
b. Translation of "hard-to-translate" sequences are 
    promoted by individual ABCF proteins.
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ABCF タンパク質は細部のアミノ酸配列、構造の違

いの積み重ねから、自身が対処する合成困難なアミ

ノ酸配列モチーフを定義しているものと予想される。 
 
3. 遺伝情報として機能する新規ペプチド配列の同
定 

 項目-1 で行った PETEOS 解析では、原理上極端に短

い ORF (20 アミノ酸以下, small ORF: sORF)での異常終

結を検知することが困難である。そのため、sORF につい

ても個別解析を行い、IRD による異常終結の広がりを検

討することとした。大腸菌ゲノムから新規に同定された

sORF をクローニングし、その合成過程で異常終結など

非典型的な翻訳が起こっているかを検討した。38 の候

補配列について検討したところ、異常終結ではなく翻訳

の異常停止が発生する ORF として pepNL, nanCL を同

定するに至った。これらの ORF は 14 アミノ酸のみをコー

ドし、その終止コドンでの翻訳終結反応が阻害され、停

滞が起こることが明らかとなった。 
 この現象の分子機構を明らかにすべく、東京大学 濡

木理研究室との共同研究で Cryo-EM 構造解析を行い、

PepNL 新生ペプチド鎖によって反応が停滞したリボソー

ムの三次元構造を平均分解能 2.8Å の分解能で取得し

た。得られた構造情報から、PepNL 新生ペプチド鎖はリ

ボソームトンネル内でヘアピンのように折れ曲がった構

造を取り、トンネル内部で詰まりを起こしていることが判

明した。それだけではなく、上記の詰まりが後続の新生

ペプチド部分に異常な歪みを生じさせ、C 末端から二番

目の Ile13 残基が異常な方向に突出していた。この突出

した Ile 残基は、本来なら翻訳終結因子 RF2 の GGQ 
loop が配置するポケットに入り込み、RF2 の正常な配置

を阻害することが明らかとなった。また PepNL のような特

異な新生ペプチド構造の形成は、アミノ酸が枯渇するな

ど翻訳システム全体が停滞に向かっている状況で起こり

やすいことも明らかとなった。(誌上発表-4) 
 

考察 
本研究より、負電荷アミノ酸による翻訳の異常終

結は、数百規模の遺伝子発現の途上で発生している

ことが明らかとなった。リボソームを不安定化させ

る負電荷アミノ酸に富む配列は、配列に基づく予測

に基づくと、生物種を問わず半数以上の遺伝子に出

現する。今回質量分析で同定されたペプチド断片の

多くは C末端付近に負電荷アミノ酸を多く含む傾向

にあった。加えて、途上終結によって生じたポリペ

プチドの一部は、細胞内で安定に発現、蓄積したこ

とから、機能的な構造を形成し、ORF 全長産物とは

異なる機能を何らか発揮していると予想される。こ

の点については今後更なる解析を行い、どのような

目的からこうした「規格外」タンパク質を発現させ

ているかを明らかにしていく必要がある。 

また別軸の解析から、負電荷アミノ酸に富む配列

が引き起こす翻訳の異常終結は、栄養枯渇や熱ショ

ックなど、ストレス条件でより高頻度で発生するこ

とも明らかとなっている (誌上発表-1)。今後、これ

らのストレス条件でも今回と同様の解析を進めてい

き、状況特異的に発現する短いポリペプチド産物の

全体像を明らかすることで、新たな機能を持つタン

パク質の発見などにつながると期待される。またこ

うした「ストレス(加齢)」と翻訳制御の関連性は、他

グループの研究からも報告されているほか(参考⽂
献-5)、思わぬ形で同定に至った PepNL も、

翻訳の遅延が制御に重要となる点は興味深

い。アミノ酸枯渇などによる翻訳システム全

体の機能低下が、通常条件では抑制できてい

た様々な翻訳の異常を顕在化させ、通常とは

異なるプロテオームレパートリーの発現な

どを通じて、ストレス環境への適用に貢献し

ている可能性も考えられる。今後、本研究で

同定した短いタンパク質産物の機能解析な

どを通じて、DNA ではなくアミノ酸配列に

コードされる拡張型遺伝情報の実体に迫り、

遺伝学、タンパク質科学に新たなパラダイム

を提示することを目指していく。 
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