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１． は じ め に

全身性エリテマトーデス（SLE）は全身が侵される自己

免疫性疾患で，さまざまな自己抗体が産出し多彩な症状と

多臓器に及ぶ障害が生じる難病の一つである．これら自己

抗体は通常，疾患の発症に先行して見いだされる．そのた

め，自己抗体の産出と特定の疾患との関連性が考えられ１），

各抗体の反応性の詳細や産生機序の解明は病態を理解する

上できわめて重要である．古くより SLE患者血清中に細

胞質のリボソームに対する自己抗体が検出されている２）．

リボソームは細胞のタンパク質合成反応を担う重要な構造

体であり，真核細胞の場合，約８０種類のタンパク質と４

種類（２８S，１８S，５.８S，５S）の rRNA成分から構成される

巨大分子集合体であり，大サブユニットと小サブユニット

よりなる．著者らを含む数研究グループによる抗リボソー

ム自己抗体の標的分子が解析されてきた．その結果，抗体

はリボソームを構成する多くの成分に対して非特異的に産

出されるのではなく，その標的はリボソームの一部の機能

部位（GTPase-associated Center）を構成するタンパク質成

分２，３）と２８S rRNAの一つのドメイン４，５）に集中していること

が判明した．リボソームという巨大 RNA-タンパク質複合

体に対するこの自己免疫応答の特異性をもたらす分子基盤

を探る研究は，自己免疫疾患における多様な自己抗体の産

出機序の研究の適切なモデルケースとなるものである．本

稿では，抗リボソーム自己抗体の中でも特に産出頻度が高

く，中枢神経症やループス腎炎発症との関連性が示唆され

ている抗 P抗体６，７）の標的部位について，著者らの構造と

機能面に関する研究内容を含め紹介する．

２． 抗リボソーム自己抗体の産出特異性

SLE患者血清中に含まれるリボソームタンパク質に対

する抗体は，通常，全リボソームタンパク質の SDS-PAGE

または二次元電気泳動後の免疫ブロットまたは精製タンパ

ク質を用いたドットブロット法により検出され，多くの患

者血清に対しスクリーニングがなされてきた（図１A）．著
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リボソームは SLE患者における自己免疫標的の一つである．その標的部位は GTPaseセ

ンターと呼ばれる限定されたリボソーム機能部位で，中でも P０，P１，P２タンパク質成分

の共通 C末端配列に対する抗体出現頻度が特に高い．最近の生化学と結晶構造解析等の

研究から，これらのタンパク質は P０（P１-P２）（P１-P２）の五量体を形成し，各タンパク質の

C末端部位はリボソーム表面に露出し大規模に運動し，各種翻訳因子の捕獲に関わること

が明らかにされた．P０／P１／P２の各 C末端配列はそれぞれ単独でも翻訳因子の捕獲能を保

有するものの効率的ペプチド鎖伸長反応には複数の C末端が必要であり，C末端間の協

調機構の存在が示唆された．P０／P１／P２はタンパク質合成効率と自己抗体の産出機構の両

面で重要な研究対象である．
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者らによる，活動期 SLE患者血清８９サンプルを用いた分

析では３），患者血清の４２％に大サブユニットの P０（３４kDa），

P１（１２kDa），P２（１２kDa）の３種類のタンパク質が共有

する C末端保存配列（図４C参照）と反応する抗 P抗体が

含まれていた．また，２％に大サブユニットタンパク質

eL１２に対する抗 eL１２抗体が含まれていた．その他１７％

から，全長約５千ヌクレオチドで６ドメイン（I～VI）か

らなる２８S rRNAのドメイン IIの一部の高次構造のみを認

識する抗体（抗２８S）が検出された４，５）．これら自己免疫の

標的分子はリボソーム中で互いに近傍に存在している．す

なわち，P１と P２はヘテロ二量体を形成し２個の P１-P２二

量体が P０に結合した P０（P１-P２）（P１-P２）五量体（P複合体）

を形成する８）．そして P複合体は，eL１２とともに，２８S

rRNAのドメイン II中の抗２８S結合部位周辺に結合してい

る９）．このように，リボソームの自己免疫標的が，巨大粒

子中の一部の rRNA・タンパク質複合体領域に限定されて

いるのは注目すべき点である（図１B）．

このような自己免疫標的の特異性をリボソームの高次構

造的視点から考察することは重要であろう．近年の結晶構

造解析により，リボソームの詳細な構造は一部を除き明ら

かにされている．大，小サブユニットとも，その構造は複

雑に折りたたまれた rRNA鎖のところどころにタンパク質

成分が結合し非対称で安定な粒子を形成している１０）．リボ

ソームの自己免疫標的は大サブユニット中の一つの領域で

あるが，粒子の結晶構造ではその大部分が消失している

（図１C）．P複合体の構造が柔軟で特定の構造を形成して

ない disorder状態のためと考えられる．

３． リボソーム P複合体抗原（ストーク複合体）の

特徴的高次構造

リボソームの主要自己抗原である P０，P１，P２の集合状

態やリボソーム機能への役割を探る研究は１９８０年代から

行われてきた．著者らは生化学的手法により，１）P０の C

末端領域の隣接する２か所に P１-P２ヘテロ二量体がそれぞ

れ結合すること８），２）P１と P２両タンパク質の N末端の

１０アミノ酸がヘテロ二量体形成および P０との結合に関与

し１１），C末端側はリボソームの外側に突き出ていること（こ

の推測される突起状の性質より，P１／P２はストークタンパ

ク質とも呼ばれる），さらに，３）P０のN末端側が２８S rRNA

に結合していることを明らかにした．これらの結果より，

図１ リボソームの自己免疫標的部位
（A）免疫ブロット法による SLE患者（１～８）血清中の抗リボソーム自己抗体の分析．
（B）リボソーム自己抗原成分の集合状態．（C）リボソーム結晶構造解析で解明でき
ない自己免疫標的部位（破線で示す部分）．
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抗 P抗体が認識する P０／P１／P２の C末端共通配列はリボ

ソームの外側に露出していることが示唆された．P複合体

（ストーク複合体）は真核生物ばかりでなく，これまで解

析されたすべての生物種において，存在することが確認さ

れている（図２）．古細菌では，真核生物 P１／P２とアミノ

酸配列に相同性のある aP１がホモ二量体を形成し，３個の

aP１-aP１二量体が真核生物 P０の相同体である aP０の C末

端部位に結合して aP０（aP１-aP１）（aP１-aP１）（aP１-aP１）の七

量体を形成している１２）．古細菌のこの七量体は真核生物の

翻訳因子をも受容することが知られており１３），古細菌の七

量体は真核の P複合体の機能構造を保持することを示唆

している．これに対し真正細菌の場合，ストークタンパク

質として古くから L１２のホモ二量体が知られている．真

正細菌 L１２は真核 P１／P２とのアミノ酸配列の類似性はみ

られないものの，L１０と呼ばれるタンパク質の C末端側

に L１２-L１２二量体が２個または３個結合した特徴的な五

量体または七量体を形成する点で真核生物や古細菌のス

トーク複合体と類似している（図２）．

P複合体のさらなる詳細な構造面の理解には結晶構造解

析が必要であるが，著者らはこれまで超好熱性古細菌

（Pyrococcus horikoshii）を材料として，リボソームから遊

離した状態の P複合体について結晶構造解析に成功して

いる（北海道大学の田中勲／姚閔研究室との共同研究）

（図３A）１４）．得られた構造モデルでは，aP１のN末端側のα１～α４

のヘリックスを含む領域が安定な高次構造を形成し，α１
どうしと α２どうしで互いに結合しホモ二量体を形成して
いる．しかし，C末端側の約半分の構造はいまだに解明さ

れておらずその構造が柔軟であることを示唆している．こ

の C末端側の柔軟性に関する知見は最近のヒト P１-P２を

用いた NMR解析結果からも支持された１５）．一方，aP０に

関しては，N末端側は球状に折りたたまれ rRNA結合部位

を含んでいる．また aP０の C末端側には連続した３個の

αヘリックス（I～III）が存在し，各ヘリックスに１個の aP１

二量体が結合している（図３A）．各ヘリックスにおける

aP０-aP１間結合には２回転対称性があり，疎水性アミノ酸

どうしの疎水結合が関わっている．結合に関わる aP０上の

疎水性アミノ酸は古細菌と真核生物間で広く保存されてお

り，結合様式も保存されていると考えられる１４）．

これまで報告されているリボソーム大サブユニットの構

造モデルに著者らの P複合体構造モデルをフィッティン

グさせることで，これまで認知されていなかった，長い腕

状の構造を持つリボソーム構造を理解することができる

（図３B）．P１の C末端の約半分と P０の C末端部分の構造

は上述したように特定の構造をとらず，柔軟にリボソーム

周辺を広範囲に動き回っていると推察される．この動き回

る“腕”状の構造を含めた全構造体が生体内で機能するリ

ボソームの実態ということになる．そして自己抗体はこの

運動性が高く，高度に保存された P０／P１／P２の C末端部位

図２ リボソーム P複合体（ストーク複合体）ファミリー

〔生化学 第８５巻 第１０号９２６



に対して産出される．

４． 抗 P自己抗体の作製と反応性

自己抗体はしばしば生体高分子の機能解析に有効なプ

ローブとなってきた．たとえば，SLEの診断基準の一つ

となっている抗 Sm抗体は snRNAに結合するコアタンパ

ク質と反応し，mRNA前駆体のスプライシング反応を阻

害する．そして，抗 Sm抗体はスプライシングの初期研究

に大きく貢献してきた１６）．著者らはリボソーム P０／P１／P２

の共通 C末端部位と反応する抗 P抗体のリボソーム機能

への効果を探るために抗 Pモノクローナル抗体を作製し

た１７）．自己免疫疾患モデルとして知られる NZBWF１や

MRLマウスから抗 P産出ハイブリドーマを得て抗体（IgG）

を調製した（一部，新潟大学医学部の佐藤弘恵博士との共

同研究）．得られた抗 Pモノクローナル抗体は患者血清同

様，免疫ブロットにおいて P０，P１，P２のすべてと反応し

た．また，リボソームと翻訳伸長因子（eEF-１α／eEF-２）間

相互作用を抑制し，その結果ペプチド鎖伸長反応を阻害し

た１７）．すなわち，抗 P抗体を用いることで，P０／P１／P２の

C末端がリボソームと翻訳因子間相互作用に関与すること

が示された．

抗 P抗体の結合部位を明確にする目的で抗原部位とし

て想定される P０／P１／P２の共通 C末端配列を含む合成ペプ

チドと抗 P-Fab間の直接的結合性（図４A），およびペプチ

ド添加による抗 P-IgGのリボソーム活性阻害からの回避効

果（図４B）を観察した．ヒト P２の C末端の２２アミノ酸

からなる合成ペプチド（P-ペプチド：図４C）は抗 P-Fab

と結合した（図４A，レーン２）．しかし，C末端の３アミ

ノ酸を削除した１９アミノ酸からなる合成ペプチド（Δ３-ペ

プチド：図４C）との結合は検出されなかった（図４A，レー

ン３）．一方，抗 P-IgGによるリボソーム／eEF-２依 存

GTPase活性阻害反応系に P-ペプチドを添加すると活性阻

害の回避がみられたが，Δ３-ペプチドの添加では回避がみ

られなかった（図４B）．この結果は，著者らが作製した抗

Pモノクローナル抗体のエピトープ認識には，P０／P１／P２

の共通 C末端部位の最末端の３アミノ酸領域が特に重要

であることを示している．この結果は，リコンビナント抗

P抗体と各種合成ペプチドとの反応性を解析した Zampieri

らの結果と一致している１８）．

図３ 古細菌 P複合体の結晶構造モデル
（A）P. horikoshii の P複合体の結晶構造．aP０の C末端部の三つのへリックス部位（ヘリックス I～III）にそ
れぞれ aP１-aP１二量体が結合している．ヘリックス I部分の拡大図も示されている．（B）P複合体の構造
（PDB：３A１Y）を既知のリボソーム大サブユニット構造モデル（PDB：２QA４）に重ね合わせた粒子全体図．
aP１の C末端半分および aP０の C末端部の推測される構造を破線で描く．
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５． タンパク質合成における P複合体の機能

１）真核生物翻訳因子受容性を決定づける P複合体

大腸菌リボソームを用いた過去の多くの研究により，真

正細菌リボソームの L１０／L１２ストーク複合体は翻訳伸長

因子 EF-Tuと EF-Gの作用と密接に関わることが示されて

いる．近年の結晶構造解析では EF-Gのリボソームへの結

合の際，L１２の C末端ドメインのヘリックス α４が EF-G

の G′ドメインと結合することが示されているが１９），EF-Tu

のリクルートへの L１２の役割についてはいまだに明確に

されていない．真核生物リボソームの P複合体が真核生

物翻訳伸長因子の受容性に決定的役割を演じることを示す

証拠は，真核生物 P複合体を大腸菌リボソーム中の L１０／

L１２複合体と置換したハイブリッドリボソームを用いた実

験より得られている２０）．すなわち，大腸菌のリボソームは

真正細菌の翻訳伸長因子は受容するが，真核生物の伸長因

子は受容できない．しかしながら，大サブユニット中の

L１０／L１２ストーク複合体をin vitroで特異的に遊離させ，真

核生物の P複合体と置換した“ハイブリッドリボソー

ム”では真核生物の伸長因子 eEF-１αと eEF-２を受容する

ようになり，両因子によるポリペプチド鎖合成活性を示す

が大腸菌の伸長因子は受容できなくなる（図５）．

２）P０／P１／P２の C末端部位の機能

P複合体，特に P０／P１／P２の共通 C末端の翻訳伸長因子

受容性への関与が示されているにも関わらず，これまでの

著者らの研究では，単離した真核生物 P複合体または

P１-P２二量体と翻訳因子間の明確な結合性は検出されてい

ない．最近著者らは，真核生物 P１-P２の代わりにその古細

菌（P. horikoshii）の相同体である aP１-aP１ホモ二量体を

用いた Native Gel電気泳動分析により，古細菌伸長因子

aEF-２との直接的な結合を実証することに成功した

（図６A）２１）．この結合は aP１の C末端部の１８アミノ酸を含

む合成ペプチドで抑制され，aP１が自身の C末端部を介し

て翻訳伸長因子と結合することを示している．この結合は

GTP非水解アナログ存在下でも GDP存在下でも同等に生

じた．aP１の C末端部位のアミノ酸置換実験により，aP１

上の結合部位の詳細の解析により，C末端に存在する

Leu-１００，Leu-１０３，Leu-１０６，Phe-１０７の疎水性アミノ酸が

aEF-２との結合に関わっていることが判明した（図６B，６C）２１）．

aEF-２以外の古細菌 GTP結合性翻訳因子である aEF-１α
および aIF５Bについても aP１-aP１二量体の C末端部位との

直接的結合性が検出されている２０）．これら因子の結合機構

の詳細は現在解析が進められているが，aP１の C末端部位

がどのように構造の異なる複数の翻訳因子と結合するか，

そしてそれらの相互作用はタンパク質合成プロセスでどの

ように機能しているか，解決すべき興味深い課題が残され

ている．

３）真核生物 P複合体の５コピーの C末端配列は等価か

真核生物 P１-P２二量体の場合，eEF-２との明確な結合性

は検出されていないものの，P０，P１，P２の C末端共通配

列において古細菌 aP１の aEF-２結合に寄与するアミノ酸の

一つとして同定された C末端から２番目の Pheを Serに置

図４ 抗 Pモノクローナル抗体の結合部位解析
（A）抗 P-Fab単独（レーン１），Fabと P-ペプチド（図４C参照：P２の C末端の２２アミノ酸を含む）を混合（レー
ン２），FabとΔ３-ペプチド（P-ペプチドの C末端の３個のアミノ酸を削除したもの）を混合し，未変性アクリ
ルアミドゲル電気泳動により分析した（クマシー染色）．（B）リボソームと eEF-２に依存する GTPase反応系
に抗 P-IgG添加，または IgGに加えて P-ペプチドまたはΔ３-ペプチドを添加し活性への効果を解析した．（C）
合成ペプチドのアミノ酸配列．
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換すると，eEF-２依存の GTPase活性が大きく低下するこ

とより，真核生物 P複合体の C末端も古細菌と同様に翻

訳因子との相互作用能を有していると考えられる２１）．

真核生物 P複合体では P０の C末端側のヘリックス Iと

IIに各々１個の P１-P２へテロ二量体が結合しており，P０

の C末端と合わせると５コピーの共通 C末端配列が含ま

れている（図２）．P複合体における各 C末端の働きが等

価なのか，異なるのか，という点を探るため，著者らは C

末端共通配列を削除した P０のヘリックス Iまたは IIの

P１-P２結合部位に変異を導入し，一方の P１-P２を遊離させ

た P０ΔC-P１-P２三量体を作製した．そして，その P１／P２の

一方の C末端配列を削除して１個の C末端配列しか含ま

ない変異体（One-CTD P複合体）を作製し，P複合体中の

各 C末端部位のリボソーム上の eEF-２依存 GTPase活性へ

の寄与を解析した（図７A）２２）．その結果，各 C末端とも

ある程度の eEF-２受容性を保有するが，ヘリックス Iに結

図５ ハイブリッドリボソーム系の概要

図６ 古細菌 aP１の C末端と aEF-２間の直接的結合
（A）古細菌 aP１単独（レーン１），aP１と古細菌翻訳伸長因子 aEF-２を混合したサンプル
（レーン２），さらに aP１と aEF-２に加え，P-ペプチドを増加させ加えたサンプル
（レーン３～５）を，保温後，未変性アクリルアミドゲル電気泳動により分析した（クマシー
染色）．（B）aP１の各 C末端アミノ酸を置換した際の aP１と aEF-２間の結合性を示す．
（C）aP１の C末端が αヘリックスを形成していると仮定し，αヘリックス wheelモデル上
に aEF-２結合に寄与するアミノ酸を示す．

９２９２０１３年 １０月〕



合する P１-P２二量体の各 C末端部位の方がヘリックス II

に結合する二量体より eEF-２リクルート効率が高く，さら

に P１の CTDの方が P２より若干高い活性を示すことが判

明した．

４）P複合体中の P１-P２二量体間の協調性

各 One-CTD P複合体における eEF-１α／eEF-２依存のポリ

フェニルアラニン合成活性を観察すると，eEF-２依存

GTPase活性と比較し，単一の CTDでは寄与率がかなり低

いことが示された（図７A）２２）．ペプチド伸長反応には二種

類の翻訳伸長因子を必要とするため，単一の CTDしか含

まない P複合体では効率的な機能を果たせないことが示

唆された．一方，ヘリックス�とヘリックス�に１個ずつ

存在する CTDでもかなりのペプチド合成活性を示すこと

より（図７B），両ヘリックスに結合する P１-P２の CTD間

の共同作業でペプチド伸長反応が進行することが示唆され

た．

ヘリックス Iと IIの間には生物種間で保存された

Tyr-Pro-Thr配列を含むループ構造（YPTループ）が存在

する（図３A）．著者らはこの配列を削除するかほかのアミ

ノ酸に置換することによる効果を解析した．この結果，こ

のループ構造の改変によりペプチド鎖伸長活性が大きく低

下し，その活性はヘリックス IIに結合する P１-P２二量体

を削除した複合体の活性と同等であった（図７C）２２）．すな

わちこの結果は，ヘリックス Iと IIの間のループ構造を崩

壊させることでヘリックス IIに結合する P１-P２の正規の

機能が果たせなくなることを示唆している．おそらくヘ

図７ P複合体中の各 C末端コピーの翻訳伸長因子受容性への寄与
（A，B）C末端の共通配列を削除したカイコ P０変異体 P０ΔCを用い，ヘリックス Iまたは IIに変異を導入して（それぞれ，
P０mutIΔCおよび P０mutIIΔC；挿入図の×印）それぞれのヘリックス上への P１-P２二量体結合能を消失させた P０変異体を調製
した．その他，P１または P２のいずれかの C末端半分を削除した“One-CTD二量体”を調製した（P１-P２ΔCまたは P１ΔC-P２）．
これらをさまざまな組み合わせで混合し，各種変異型 P複合体（挿入図参照）を再構成し，ハイブリッドリボソーム系にて
EF-２依存 GTPaseおよび EF-１α／EF-２依存ポリフェニルアラニン合成活性を測定した．（C）P０のヘリックス Iと II間に存在
する YPTループに変異を導入（P０mutM；挿入図の○印），または削除（P０ΔM；挿入図ではヘリックス I-II間連結）した P０
変異体と P１-P２により複合体を再構成し，ハイブリッドリボソーム系にて EF-１α／EF-２依存ポリフェニルアラニン合成活性
を測定した．
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リックス間の Tyr-Pro-Thr配列は両ヘリックス間に適切な

角度や方向性を与え，結合する２個の P１-P２に協調的作用

機構を可能とし，リボソームの二種類の伸長因子との交互

の作用を介した効率的なペプチド伸長反応に寄与している

と考えられる．

６． お わ り に

リボソームに対する主要自己抗体である抗 P抗体の標

的部位の構造と機能面の解析から，大サブユニットに存在

する動的な P複合体（ストーク複合体）の実態が明らか

になった．真核生物の場合，五量体として存在する P複

合体の各分子の柔軟な C末端部位に共通の抗 P抗体のエ

ピトープが存在し，まさにその部位が翻訳因子と相互作用

する機能部位であることが判明した．この特徴的な構造は

リボソームが効率よく翻訳因子を捕獲しリボソームにリク

ルートするために適合していると考えられるが，同時にこ

の特徴は自己抗体を産出する効果的な抗原性を生み出して

いると推察される．したがって P複合体の研究は，タン

パク質合成効率の分子基盤研究にとってきわめて重要な対

象であるばかりでなく，自己抗体産出機構を探るため有効

なモデルとなるであろう．
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