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翻訳因子EF-Pのアミノアシル化とラムノシル化

柳沢 達男 1, 2

1. はじめに

翻訳因子EF-P（elongation factor P）は遺伝暗号の翻訳開
始（ペプチド結合）反応を促進する因子として発見され，
細菌ではほぼ完全に保存されている，その活性が報告され
てからすでに40年以上が経過する歴史の古いタンパク質
である 1）．専門とする研究者が少なく詳細な働きは長い間
不明であったが，近年ようやく細胞内での機能が明らかと
なった．本稿では筆者がこの研究に関わってきた経緯とと
もに，EF-Pの翻訳後修飾に関する最新情報についても解
説したいと思う．

2. tRNAのアミノアシル化と翻訳因子EF-Pのアミノア
シル化修飾

筆者は当初工学部で有機化学系の研究室に所属していた
が，その後分子生物学，生化学に転向して遺伝暗号翻訳に
重要な酵素であるアミノアシル tRNA合成酵素（aaRS）と
その阻害剤に関する研究を始めることになった．博士取得
後，理化学研究所に移ってからはX線結晶構造解析や非天
然型アミノ酸導入法を習得し，30年近くにわたってこの
分野の研究に携わってきた．遺伝暗号情報に従ってタンパ
ク質が合成される翻訳段階において，転移RNA（tRNA）
の3′ CCA末端リボースの水酸基に特定のアミノ酸を厳密
に認識して受け渡す（アミノアシル化する）のがaaRSで
ある．筆者は「タンパク3000プロジェクト」初期にaaRS
を中心に翻訳関連タンパク質の結晶構造解析を進めていた
が，aaRS活性を持たないaaRSによく似た機能未知タンパ

ク質（aaRSパラログ）をコードする遺伝子が生物のゲノ
ム上に数多く存在することも知られるようになり，構造を
解くことでそれら機能未知タンパク質の機能の手がかりが
得られると予想し，aaRSパラログの結晶構造解析を2004
年に開始した．
リシル tRNA合成酵素（LysRS）のパラログGenX（PoxA, 

YjeA，のちにEpmAに改名）は大腸菌，サルモネラ菌，赤
痢菌など大腸菌に近縁な細菌にのみ保存される近縁のタ
ンパク質であるが，その構造を解いてみるとやはりLysRS
の触媒ドメインによく似ていた．一方でEpmAには tRNA
にリシンを付加する活性はないことから，tRNAに代わる
候補として思いついたのがすでに筆者らのグループで構
造が決定されていたEF-Pである 2）．EF-Pは tRNAに似たL
字形の構造を持ち，EpmAとドッキングモデルを組むとL
字先端を含むドメイン IがEpmAの溝にうまくはまるよう
だ．またEpmAとEF-Pの遺伝子はゲノム上で近接してお
り機能的にも相関があると予想されたため，活性を調べ
てみたところ予想どおりEpmAによってEF-Pがアミノア
シル化（リシンの付加）修飾されることが判明した（図
1A左）．筆者らはEpmA・EF-P複合体の結晶構造解析にも
成功し，2010年に報告した（図1A右）3）．EF-Pの修飾部位
であるLys34は，tRNAのCCA 3′末端A76の位置に相当す
ることからEF-P（タンパク質）のアミノアシル化修飾は
tRNA（核酸）のアミノアシル化を模倣しているようにも
みえた．さらに筆者らはEpmAおよびYjeK（のちにEpmB
に改名）が共同でEF-Pをアミノアシル化（リシル化）修
飾すること，リシル化修飾がEF-Pの in vivoでの活性，菌
の生育に重要であることを見いだした．同時期にサルモネ
ラ菌ではEF-Pとリシル化修飾の欠損が感染性や抗生物質
耐性を減退させるという報告があり 4），その翌年EpmAの
本来の基質は（EpmBによってリシンから変換される）β-
リシンであること 5），続いてYfcM（のちにEpmCに改名）
により水酸化された形が最終修飾形であることが判明した
（図1A左）6）．翻訳後修飾に関しては真核生物由来のEF-P
オルソログであるeIF-5Aのハイプシン化の方が解析は進
んでおり（図1B）7），EpmA, EpmBはeIF-5Aのハイプシン
化修飾に関わる酵素群とは進化的にはまったく異なる．一
方，先端のリシン残基が翻訳後修飾を受けて機能するとい
う点でEF-PとeIF-5Aは共通している（図1B）．eIF-5Aと
異なりEF-Pの欠損は多くの細菌では必須ではないが，生
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育，感染性，抗生物質耐性，運動性などに影響を与えるこ
とは知られており，筆者らも大腸菌EF-P欠損株の翻訳系
を用いた研究によりEF-Pが通常の翻訳に使われるわけで
はないことに気づいてはいた．EF-Pとリボソームとの複
合体のクライオ電子顕微鏡解析など構造生物学的にも研究
は進んでいたものの 8），EF-Pが細胞内でどのような機能を
持つかは不明であった．

3. EF-Pの機能解明と新たな翻訳後修飾，ラムノシル
化の発見

2013年1月，ドイツの二つのグループから衝撃的な論文
がScience誌に連報で報告された 9, 10）．PPPP, PPP, PPGなど
プロリンが連続する配列（プロリンストレッチ）を含む
タンパク質はプロリン間のペプチド転移反応が遅いため
にリボソームが停滞しやすく合成能（翻訳）が低下する．

EF-Pは停滞したリボソームに働きかけて翻訳能を回復さ
せる（図2）．その活性にEF-PのL字先端にあるLys34の
β-リシル化修飾は必須であるという．以後1～2年の間に
EF-Pによる翻訳停滞の解除機構に関して論文が次々と報
告された 11‒13）．eIF-5AもEF-Pと同様の活性を持つことが
証明されているが，ハイプシン化されたeIF-5A・リボソー
ム複合体のクライオ電子顕微鏡解析が2016年に 14），続い
てβ-リシルEF-P・リボソーム複合体の構造も2017年に報
告された 15）．その結果，eIF-5AやEF-Pがリボソーム上の
EサイトとPサイトの間に結合してPサイトにあるプロリ
ル tRNAProを安定化，活性中心の適切な位置にプロリンを
配向させることで翻訳を正常に戻すというモデルが提唱さ
れた（図2）．
β-リシル化修飾は大腸菌EF-Pの機能に必須である

が 9, 10），それに関わる酵素群は細菌全体の3割弱にしか存
在せず，残り7割以上の細菌には保存されていない．では

図1 EF-PとeIF-5Aの翻訳後修飾
（A）細菌EF-Pの翻訳後修飾．大腸菌，サルモネラ菌，赤痢菌などでは，EpmBによって合成されたβ-リシンを基質
としてEpmAがEF-Pのリシン残基Lys34をβ-リシル化修飾する．β-リシル化されたEF-PはさらにEpmCによって水
酸化される（左）．EpmA・EF-P複合体とアスパルチル tRNA合成酵素（AspRS）・tRNAAsp複合体の構造（右）．EF-P
のLys34は tRNAのCCA末端（A76）の位置に相当する．（B）真核生物eIF-5Aの翻訳後修飾．保存されたLys50がハ
イプシン化修飾を受ける（左）．出芽酵母eIF-5A（紫）と大腸菌EF-P（緑）の重ね合わせ構造（右）．
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それら残りの細菌由来のEF-Pにも翻訳後修飾は存在する
のだろうか．細菌全体約1割のEF-Pは大腸菌EF-PのLys34
に相当する位置がArg32であり，緑膿菌，シュワネラ菌で
は新規な糖転移酵素EarPがEF-PのArg32をラムノシル化
修飾すること，プロリンストレッチによる翻訳停滞をラ
ムノシルEF-Pが回復させることについて二つのグループ
が2015年に報告した（図2, 3A）16, 17）．髄膜炎菌から内在性
EF-Pを精製しArg32のラムノシル化修飾を同定していた筆
者らも同様の内容で彼らに続いて報告した 18）．アルギニ
ン残基のラムノシル化は新規の翻訳後修飾である．なぜこ
のようなまったく異なる化学構造の修飾系が一部の細菌に
おいてのみ獲得されてきたのか興味深い．また筆者らは分
子遺伝学的手法により髄膜炎菌EF-Pおよび修飾を受ける
Arg32は髄膜炎菌の生存に不可欠であることを証明した．
EF-Pが生存に不可欠な細菌は髄膜炎菌が初めてである．
これは必須遺伝子産物内のプロリンストレッチの数（全体
に対する割合）が多い，あるいはEF-Pがないときのプロ
リンストレッチを読むリボソームの活性が弱いことなどが
原因ではないかと予想している．PPPP, PPPなどプロリン
が三つ以上連続する強いプロリンストレッチは大腸菌で
は全タンパク質の2％程度しか含まれないのに対し，結核

菌では全タンパク質の10％以上に含まれることから，結
核菌ではEF-Pは必須であろうと議論されている 19）．ただ
し髄膜炎菌では大腸菌と同様，全タンパク質の2％程度に
しかPPPP, PPPが含まれないため，必ずしもプロリンスト
レッチの総数とEF-Pの必須性が相関するわけではないと
思われる．

4. EarP・EF-P複合体の結晶構造から導かれたEF-Pラ
ムノシル化の反応機構

筆者らは髄膜炎菌由来のEF-Pとラムノシル化修飾酵素
EarPの結晶構造解析を進め，EarPのアポ型，dTDP-ラム
ノース複合体，EF-P複合体の構造を解くことに成功した
ので少し詳しく紹介したい（図3）20）．EarPは糖転移酵素
スーパーファミリー B（GT-B）に属し，構造を元にした
系統樹ではSpnGやUGT72B1に最も近縁である．EarPは
GT-Bに特徴的な2個のタンデムに並んだロスマンフォー
ルドドメインを持つ．Arg32を含むEF-Pのドメイン Iは
EarPのN末端ドメインと結合し，Arg32の側鎖はEarPの
Asp16やAsp20などと相互作用していた．EarPはEF-Pド
メイン Iのβシート構造全域と多くの親水的および疎水的

図2 EF-Pはプロリンストレッチにおける翻訳停滞を解除する
mRNAの情報に従って tRNAが運んできたアミノ酸どうしがリボソーム上でつながりタンパク質が合成されるが，
プロリン（Pro）の連続配列（プロリンストレッチ）があると，リボソームの動きが停滞しタンパク質合成が滞る．
β-リシル化あるいはラムノシル化したEF-Pが停滞したリボソームに結合してタンパク質合成能を回復させる．β-リ
シルEF-P・リボソームの複合体構造も示す（便宜的に50Sリボソームは表示していない）．
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相互作用をすることにより形と配列の両方を認識し高い
基質特異性を実現していることが判明した．このように
広い結合面，かつ数多くの相互作用により特異性を高め
る結合モードは大腸菌EF-PとEpmAの場合と同様であり，
POFUT1, POFUT2, Rumiなどタンパク質ドメイン中のセリ
ンやトレオニンをグリコシル化する糖転移酵素の緩い基質
認識とは対照的であった．

EarP変異体の生化学的解析により，EF-PのArg32か
ら遠い位置でEF-Pと相互作用するEarPのアミノ酸残基
（Glu89, Glu114）はEF-Pとの結合およびラムノシル化活性
の両方に重要であることが明らかとなった．一方Arg32と
直接相互作用するEarPのアミノ酸残基（Asp16, Asp20）に
変異を導入した場合，EF-P結合活性については大きな影
響がみられなかったのに対し，ラムノシル化活性は大き
く低下した．特にArg32のグアニジンの部分と相互作用す
るEarPのAsp20についてはAlaおよびAsn変異によりどち
らも活性が完全に消失した．GT-Bファミリーの構造的に
相同な糖転移酵素にも，EarPのAsp20に相当する位置に
はSN2反応における一般塩基触媒として働くAsp, Glu, His
残基が存在する．したがってEarPもAsp20を一般塩基触

媒とするSN2型の反応機構を用いると推測された．一方
dTDP-ラムノースはEarPのドメイン間の溝に結合し，主
にC末端ドメインと相互作用していた（図3B）．dTDPは
EarPと多くの水素結合を形成して特異的に認識されてい
たが，ラムノースの部分はEarPとただ一つの水素結合し
かなく，最もエネルギー的に安定な“いす型”の 1C4コンホ
メーションをとっていた（図3C）．

EarP・dTDP-ラムノース複合体とEarP・EF-P複合体の構
造を重ね合わせるとArg32とラムノースが立体障害を起こ
すことから，何らかのコンホメーション変化が必要である
と考えられた．そこでEF-P複合体においてラムノース結
合ポケットに収納できるラムノースのコンホメーションを
探索し構造を最適化したところ，“ねじれ舟型”の 5S1コン
ホメーションとその類似型のみが見いだされた．ラムノー
スが 5S1コンホメーションをとると，SN2反応における脱
離基であるdTDPはアキシアル位置を占め，EF-P（Arg32）
はラムノース環との立体障害なしにラムノースのC1炭素
を求核攻撃することができる．dTDP-ラムノース複合体で
は，EarPのAsp20を含むループ領域との立体障害によりラ
ムノースは 5S1コンホメーションになりえない．以上の結

図3 EarP・EF-P複合体の結晶構造とArg32ラムノシル化の反応メカニズム
（A）髄膜炎菌EF-Pの翻訳後修飾．髄膜炎菌EarPはdTDP-ラムノースを補因子としてEF-PのArg32をラムノシル化
修飾する．（B） EarP・dTDP-ラムノース複合体の構造（左）．dTDP-ラムノースはN末端ドメイン（青）とC末端ドメ
イン（赤）の溝に結合している．EarP・EF-Pドメイン I複合体の構造（右）．（C） EarPによるEF-P（Arg32）ラムノシ
ル化の反応機構．（1） EarPがdTDP-ラムノースと結合する．このときラムノースはエネルギー的に最安定な 1C4コ
ンホメーションをとっている．EarPのAsp16やAsp20を含むループ領域はラムノース結合ポケットの一部を形成
する．（2） EarP・dTDP-ラムノースの構造をEarP・EF-P構造と重ね合わせるとEF-PのArg32とラムノースがぶつか
る．したがってEarPのループ領域が構造変化を起こしてラムノースとの水素結合を保てなくなるものと考えられ
る．（3）ラムノースが反転し 5S1コンホメーションをとった場合の構造．脱離基であるdTDPはアキシアル位置にあ
り，Arg32による求核反応が可能になる．
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果から以下のような反応機構が考えられる（図3C）．EarP
はまずdTDP-ラムノースと結合し，その際にラムノース環
はエネルギー的に安定な 1C4コンホメーションをとる．こ
の場合SN2反応は起こりにくく，EarPは非特異的なArgの
ラムノシル化やdTDP-ラムノースのむだな加水分解を防
いでいる．EF-PがEarPと結合する際，Arg32との立体障
害およびEarPのループ領域の構造変化のため，ラムノー
スは 5S1コンホメーションへと変化する．その結果EF-Pの
Arg32によるラムノースのC1炭素に対する求核攻撃が可
能になり，SN2反応によってArg32のラムノシル化が起こ
る（図3C）．このようにEF-PがEarPに結合するのに伴い
ラムノースのコンホメーション変化が誘起され，「いす型」
から「ねじれ舟」型に反転することで反応が促進される新
たな反応メカニズムを提唱した 20）．これまでに知られて
いた糖転移酵素では反応に伴うこのような糖の反転はみら
れないものであり，EarPの構造生物学的研究は厳密な基
質特異性を示すタンパク質糖転移酵素による基質認識機
構，反応の分子機構を詳細に説明した最初の例となった．

5. おわりに

最近10年ほどの間に数種の細菌をモデルとしてEF-Pの
構造と機能，翻訳後修飾に関してさまざまな事象が明ら
かとなってきたが，解析された細菌の数は限定されてお
り，どの程度の割合の細菌にEF-Pの翻訳後修飾が存在す
るのかも含め，全貌はいまだ解明されていない．β-リシル
化とラムノシル化修飾に加え，枯草菌においてアミノペ
ンタノイル化されたEF-Pも発見されているが 21），同じタ
ンパク質に対して進化的に異なる翻訳後修飾がなぜ選ばれ
たのだろうか．最近EF-Pと tRNAProとの相互作用が証明さ
れたが 22），EF-Pが停滞するリボソームをなぜ特異的に認
識して効率よく翻訳を元に戻せるのか，何がEF-Pをリボ
ソームにリクルートするのか，なぜ先端がβ-リシンでもラ
ムノースでも構わないのか，などもよくわかっていない．
EF-P（eIF-5A）におけるリシン（またはアルギニン）側鎖
を伸ばす3種類の修飾系（β-リシル化，ラムノシル化，ハ
イプシン化）はプロリンストレッチにおけるリボソーム停
滞の解消だけを目的として独自に進化してきた．確かにプ
ロリンは主鎖の折り返しやねじれ構造を生み出すなど他で
は代えのきかないアミノ酸である．タンパク質中に含まれ
るプロリンストレッチ（XPPX）の総数は大腸菌の1500～
2000からヒトの15,000以上と，単純な細菌からより遺伝
子数が増す真核生物になるほど当然ながら増えていく．特
に高等真核生物においてプロリンストレッチは細胞骨格や
シグナル伝達関連のタンパク質には欠かせない重要なモ
チーフである．生物にとってプロリンストレッチを翻訳す
ることはそこまでしても乗り越えなくてはならない壁で

あったのだろう．
最後に特筆すべきは，ヒトなどの真核生物では形と翻
訳後修飾がEF-Pとは異なるeIF-5AがEF-Pの役割を担って
おり，EF-PやEF-Pの翻訳後修飾は細菌にのみ存在するこ
とである．β-リシル化修飾酵素群EpmAおよびEpmBは大
腸菌，サルモネラ菌，赤痢菌などの細菌のみに存在し，ま
たラムノシル化修飾酵素EarPは髄膜炎菌，淋菌，緑膿菌，
百日咳菌，セパシア菌などの臨床的に重要な病原菌にのみ
存在する．このようなEF-P独自の性質を利用して，細菌
にしか存在しない修飾酵素を阻害する化合物を設計すれば
感染症を引き起こす病原菌や薬剤耐性菌に対して副作用の
ない有効な抗菌薬にすることが期待できる．このような阻
害剤を開発することで，ヒトやその体内に存在する腸内細
菌，常在細菌に悪影響を及ぼさず，特定の病原細菌のみを
退治できる有効な抗菌剤の開発につながるであろう．
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