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序論

i、これまでのリボソーム研究について

リボソーム及び翻訳機構に関する研究が現在.の分子生物学の確立に来たし

てきた役割は大きい。19世紀に遺伝子の概念がメンデルによって提唱され、 20

世紀前半にその概念が広く受け入れられるようになっても、生体内で実際に働

く機能分子のほとんどがタンパク質であることから、遺伝子の正体とともに、

遺伝情報とタンパク質との問をつなぐ要素が長い間の謎であった。ラベルした

アミノ酸をタンパク質に取り込ませる活性が、ラット肝細胞のミクロソーム画

分にある ribonucleoproteinperticleにあることが見いだされた 1955年の Littlefield

らによる報告から、リボソーム及び翻訳機構の研究が始まったと 言える。リボ

ソームそのものの研究でタンパク質構成や即ぜA構成を解明する努ノJが為されて

いくのと平行して、翻訳機構の研究で tRNA (Hoagland et札， 1958)やmRNA

(Brenner et al.， 1961)が発見されてきた。分子生物学の基礎となる遺伝暗号の角卒読

(例、 Nirenbergand Mattaed， 1961; Nirenberg and Leder， 1964)は、 invitro翻訳系の

開発無くしては為しえなかった成果である。

リボソームや翻訳機構の解明が生命活動の研究にとって基本的かつ重要で

あることから、真核生物、原核生物を問わず、これまで多くの研究が為されて

きた。 しかし全貌の解明にはいまだほど遠い地点にある。リボソーム研究が最

も進んで、いる大腸菌リボソームに関しても、以下にあげるように未解明な部分

や新たな発見が最近でも少なくない。 まず、リボソームタンパク質の機能に対

する知見は、僅かなものに限られている(総説、 Greenand Noller， 1997) 。翻訳

終結のメカニズムとそこに働く因子に関して、次々と新事実が明らかにされて

いる(例、梶 1999;Ito and Nakamura， 2000) 。また、最近新たに二つの翻訳因

が報告された (Aokiet札， 1997; Lu et札， 1999) 。翻訳における最も重要な機能

である、ペプチド結合伸長反応を触媒 (peptidyltransferase:PTase) する活性中心

(PTC)の位置や構成についても、結論は得られていない。さらに基従的な、リ

ボソームのタンパク質構成でさえ、この数年で塗り替えられているのが現状で

ある (Wada，1998)。
論文では実験材料としてオオムギプラスチドリボソーム及び大腸菌リボ、

ソームを用いたO これまでの原核生物型リボソーム研究の流れと現在の知見か

ら、今後の議論を進める上で必要と思われる大腸菌リボソームの構造及びリボ

ソームタンパク質に関するものを中心に以下に記述する。

1 )リボソームの分類と分子構成



今まで判っているリボソームはすべて、大小 2つの亜粒 f竹、らなる分子註

数百万の巨大なタンパク質-RNA超複合体である。A、P及び E という 3つの

tRNA結合部位を持ち、mRNAを鋳型としてタンパク質合成をおこなうが、実際

の働きは、様々な翻訳因子の助けを借りて、アミノアシル tRNAを A 部位に結

合し、P部位に結合しているペプチジル t附-.J"Aのペプチド鎖を A部位のアミノ酸

に結合させるペプチド鎖転位反応を触媒することにより (peptidyltransferase; 

PTase)、ペプチド鎖を仲長させることである。原核生物も真核生物も、翻訳の

諸過程は共通している部分が多いが、鋳型となる n1RNAの構造や、リボソーム

の大きさ、使われる翻訳因子やリボソームによるmRNAの認識機構など、細か

な点は異なっている。

リボソームはその分子構成、大きさなどの点から原核生物型と真核生物EI!
( ¥ に大別される 。典型的な原核生物型リボソームである大腸菌リボソームは、沈

降係数約 70Sの粒チで、現在までに、小亜粒子 (30S)に 16SrRNAと22種のリ

ボソームタンパク質、大亜粒チ (50S) に 5S及び 23SrRNAと33穐のリボソー

ムタンパク質を含む事が判っている。原核生物のリボソームはすべてこれに含

まれる。また共生説に よれば、ミトコンドリア及び葉緑体は進化的にそれぞれ、

ある種の α紅色細菌及び藍色細菌が祖先と考えられるようになっており、これ

らオルガネラ内に含まれるリボソームも、その大きさ、バクテリアリボソーム

とのサブユニット互換性、抗生物質による特異的阻害効果などの古くからの観

察に基づき 、バクテリアタイ プとして認識されていた。これに対し、代表的な

j友生物型リボソームは約 80Sの沈降係数を持つ。ラット肝細胞の細胞質リボ

ソームでは、小亜粒子が 18Sr即ぜAと33種のリボソームタンパク 質、大亜粒

が 5S、5.8S、28SrRNAと47種のリボソームタンパク質から構成されていると

され、酵母に於いてもほぼ同じような構成であることが示されている(総説、

Wool et al.， 1995)。真核生物の細胞質に存在するリボソームがこれに属する。

2 ) リボソームの構造と機能

電子顕微鏡に よる観察により 、リボソームの漠然とした外観が 100入の解像

度で Lake等によって初めて観察されたのは 1972年であった (Lakeand Slayter， 

1972) 0 4年後には解像度を上げて大腸菌のリボソームについても報告された

( 1976)。それ以降、より高い解像度での全体像の解明が進み、好熱菌のリボ

ソームではあるが、現在では X線結晶解析によって 5-8Aでの詳細な立体構造が

明らかにされている (Cateet札，1999;Clemons Jretal.， 1999;Ban etal.， 1999)。

また、リボソームに結合させた抗体を電子顕微鏡によって観察し、リボソーム

表面のタンパク質の位置を直接同定する方法も使われてきた(例、 Stりff1er-

Meilicke and S tりffler，1987)。これらとは別に、次にあげる、リボソームまたは翻
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r--. 

訳機構に関する こつの大きな進展が、より 詳細なリボソーム研究を可能にしt:.0 

一つは、大腸菌の cell-freeextractsを用いたタンパク 質生合成系が確立 したこ とで

ある (Lamborgand Zamecnik， 1960; Tissieres et al.， 1960)、さ らにその後、 合成し

た po1y(U)を鋳型として po1ypheny1a1anineを合成する系が開発された (Nirenberg

and Matthaei， 1961; Gi1bert， 1963a)。この手法は、遺伝暗号表の完成に大きく 貢献

したこと以外に、リボソーム及び籾訳段階の研究そのものをも発展させるもの

であった。例えば、 tRNAの結合部位が 50S側にあること (Gilbert，1963b)、mRNA

が 30Sに結合すること (Takanamiand Okamoto， 1963)など、翻訳機構に関する

多くの知見が、この系を応用した研究によ って、短期間に次々と明 らかにな っ

た。現在でもこの poly(U)-po1yphenylalanineの系は、リボソームの活性を調べる

assey系としてよく使われている。もう 一つは、リボソームを個々のタンパクEP
とrRNAに分離した後、 invitroでリボソームとして活性のある粒子に再構成す

る方法が、30S亜粒子については Nomura等のグループにより (Trauband Nomura 

1968; Mizushima and Nomura， 1970; Nomura and He1d， 1974)、50S亜粒子について

はNierhaus等のグループにより (Nierhaus加 dDohme. 1974: Roh1 and Nierhaus 

1982)確立され、リボソームの assemblymapが完成したことである。タンパク

伊の組み込み順序が判ることで、リボソーム構成に対する各タンパク 質の寄与

が判り、また断片化した r町呼A を用いた再構成実験の結果からは、タンパク庄一

rRNA問の相互作用と、大まかではあるが結合領域が判った。さらに、この再構

成の技術は、中性子散乱法 (neutronscattering)を用いたリボソームタンパク府

間の相対的な位置決定も可能にした。 これは特定の 2種のリボソームタンパク

府の距離を調べる方法である。多くのリボソームタンパク質の組み合わせで得

られたデータを統合して、リボソーム上における各タンパク質問の相対的な位

置が推定された(例、 Cape1et al.， 1987) 。リボソーム上でのタンパク質の位

と機能を調べる方法には、他にも分子間架橋(crosslinking)や親和漂識 (affinity

1abeling)がある。これらは、隣接するタンパク質-タンパク質問、またはタン

ノfク質-即ぜA聞の関係を調べる方法であり、リボソームタンパク質と翻訳因子、

n1RNA、tRNA、r町吋Aなどとの相互作用の解明に使用されて きた。

翻訳機能に関するこれらの実験がタンパク質に対して精力的に進められた

バじ景には、酵素活性をタンパク質成分に帰属させる考え方が常識だったことが

ある。しかし、 mutantの解析から、リボ、ソームタンパク質を欠損していても生存

訂能な mutantがいくつか得られてきたこと(総説、 Dabbs，1991)、Cech等によ

るribozymeの発見(Krugeret al.， 1982)などから、 1980年代を境に rRNAが活性

的位の候補としてあがるようにな った。ほとんどのタンパク 質を排除、または

失活させた状態で、 PTase活性が見られたとする Noller等による報告 (1992)が、

PTase 活性部位が r肘~A にある決定的な証拠に見られた時期もあ っ たが、現在は
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び混沌としている。理由の 一つには、 Noller宇の実験が、実際は強IEIに結合 し

たリボソームタンパク質が残った rRNAでの活性を見ていたもので、以後 rRNA

だけによる PTase活性が儲認されていないことがあり、もう 一つには、リボソー

ムタンパク質 L2の His残基を 1カ所Alaに変えるだけで PTase活性が失われる

とした報告など (Coopermanet al.， 1995)、タンパク 質の重要性を示すデータも

出ているからである。このイ午に関する議論はまだしばらく続くと考えられる 。

しかし、たとえ最終的に PTaseのj活舌引，↑性|

しても、リボソームタンパク質の研究が今後も重要であることに変わりはない。

現花様々なバクテリアで進められている全ゲノム解析の結果から、多くのリボ

ソームタンパク質が、バクテリアの種を越えて高く保存されていることが明ら

かになっており ほとんどのリボソームタンパク質が生物にとって欠かせない

機能を担っている証拠と考えられるからである。

個々のタンパク質の機能に対する興味は持たれてきたが、現在までのとこ

ろ上述の L2など、ごく 一部のリボソームタンパク質についてしか機能的な知見

は得られていない。これは、リボソームが担う 一連の反応経路や、リボソーム

そのものの構造が、きわめて複雑で、あることが理由になっている。rRNA、tRNA、

リボソームタンパク質、翻訳因子、アミノアシル t附仏合成酵素など、翻訳段階

にかかわる要素は大腸菌でも 120近く存在し、これらが複合的に働いて初めて

翻訳反応が進む。中でもリボソームタンパク質は、リボソームという超多分

複合体の中で働くものであり、機能解析が最もむずかしい対象の ーっと考えら

れる。

3 )リボソームタンパク質構成の研究方法

これまで述べたように、リボソームに多種のタンパク質が含まれているこ

とは、大腸菌リボソームを対象とした初期の研究からわかっていた (Waller，

1961 )。当時はク ロマトグラフィーや一次元電気泳動法による分離技術を用い

て進められたが、どちらもすべてのリボソームタンパク質を充分に分離できて

いたとは言えず、同定技術にも限界があったため、研究グループごとに異なっ

た命名法が取られていた(例、Trautet al， 1967; Moore et al.， 1968; Hardy et al.， 1969)0 

全構成タンパク質の解明には、タンパク 質の分離技術と 、同定技術の向上を待

たざるを得なかった。現在の一次元電気泳動法の標準となっている、 Laemmliに

よる高分解能の l次元 SDS-PAGE法が報告されたのと同じ 1970年、 Kaltschmidt

とWittmannは、リボソームタンパク質の分離分析を目的として、 2次元ポリア

クリルアミドゲル電気泳動法 (K-W法)を開発した (Kaltschmidtand Wi仕mann，

1970)。この方法は、単一画面上で 50種以仁のリボソームタンパク質を分離す

る画期的な技術であり、分離能に関しては l次元電気泳動を遥かに凌駕するも
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のであったO 以後この方法に基づいて大腸菌リボソームタンパク質が統 一的に

命名され、その結果定義されたリボソームタンパク質は L7/L12を同符のタンパ

ク質と数えると 52種となった (Wittmannet al.， 1971)。他の生物のリボソーム

研究に於いても、分離技術としてこの K羽 f法もしくはその改良法が用いられ、

例えば大腸菌やラット細胞質のリボソームタンパク質の定義は終わったことに

なっていた。 しかしこの方法にも実は、泳動中の還元性が保たれていないため

にサンプルの人為的な修飾が起こることや、低分子量のタンパク質を充分に分

離できていないことなどの限界があった。1986年、和田はこれらの点を改良し

た radica1-freeand highly 印 ducing(RFHR)法を開発し (Wada，1986a)、同時に、

新たな 3種の大腸菌リボソームタンパク質 L35、L36、S22とリボソーム結合因

子RMFを報告した (Wada，1986b; Wada et al.， 1990)。 さらに最近、このうちの

一つ S22が、大腸l若で定常期特異的にリボソームに結合することも報告された

(Wada， 1998)。これにより現在、大腸菌リボソーム l粒子中には、 L71L12を

同種、 4分子と数えて、55植 58分子のタンパク質が結合していることが判明し

ている。

今わかっている大腸菌リボソームタンパク質は、分子量約 4，400から約

61，000、pIは約 4.5から約 13.5である。 リボソームには、細胞に含まれる全タ

ンパク質の中でも、最も酸性の部須のタンパク質、最も塩基性の部類のタンパ

ク質、そして最も低分子の部類のタンパク質が含まれていることになる。これ

らの多種多様なタンパク質の分離技術は、いまだ発展途上であると言える。高

い分離能を誇るタンパク質泳動法として、 1975年に O'F紅rellによって報告され

た 2次元電気泳動法がある(1975)。これは l次元自に等電点電気泳動法、 2次

冗日に SDS電気泳動法を用いたもので、これを改良した方法が近年普及してい

る。 しかし pI10以上の強塩基性領域はこの方法の適応範囲外である。大腸菌リ

ボソームタンパク質の 80%以上はこの領域に含まれるもので(表 1)、大多数の

ものが分離できないことになる。また等電点電気泳動は、 pI5.0以下の酸性タン

パク質も充分な分離能を保証していない。今のところ、リボソームタンパク所

の分離能力は RFHR法が肢も高いと考えられ、この万法による探索が、リボソ

ームのタンパク質構成の最終決定を可能にするものと思われる。 さらにこの方

法は、 O'Farrellによる方法が弱点としている定量性の点でも信頼性が高く、細

胞内の全タンパク質を一度に分離分析する方法として、現在最も優れている方

法と考えられる。

以上あげたように、最も研究の進んでいる原核生物型リボソームでさえ、

いまだ基本的な研究が必要とされている状況である。
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2、葉緑体リボソームのこれまでの研究の問題点と本論文第一部の日的

植物は、細胞質に真核生物型リボソームを、ミトコンドリ アと葉緑体には

それぞれに別々の原核生物型リボソームをもっている。真校生物型リボソーム

としてラット HF細胞や Yeast細胞質のものが詳細に研究されているのとは対照的

に、植物細胞質リボソームに対しては 、いくつかの報告があるものの、網羅的

な研究は為されていない。 ミトコンドリアリボソームのタンパク質十降成に至つ

ては、ほとんど報告がない。ラットや酵母、大腸菌などでリボソームの研究が

進んでいる理由として、ラットに関してはリボソーム研究の歴史的パックグラ

ウンドが、酵母に関しては扱い易さが寄与していると考えられるが、他物でリ

ボソーム研究が遅れている理Ulにはこれらとは別に、葉緑体の存在によって、

細胞質リボソームと葉緑体リボソームが精製過程で相互に混入しやすいことも

つの原因と考えられる。植物の持つ最も大きな特徴の一つである光合成をむ

う緑葉は、特に活発にタンパク質合成をしていると考えられるが、緑葉の細胞

府リボソームを精製するとき、葉緑体リボソームの混入を完全に排除すること

は非常に困難である。また逆に、葉緑体リボソームの混入を避けるために、根

など色素イ本の発達していない組織を選んだのでは、植物を材料に用いた意味は

少ない。単離精製のむずかしい植物細胞質リボソームをあえて研究対象に選ぶ

利点は無かったと思われる。

これに対し、葉緑体リボソームに関する研究は比較的進んで、いる。その芝

由には以下の点が考えられる。まず、無傷葉緑体を単離することで、細胞質リ

ボソームの混入を避けることが比較的容易に出来ること、および植物特有のオ

ルガネラである葉緑体は、進化学的な観点からも研究対象として興味をもたれ

/へ たことがある 。さらに、細胞内オルガネラとして独自に遺伝子発現をする葉緑

イ本の翻訳機構を調べることは、植物の研究だけでなく、真核生物の細胞内にお

ける核及びオルガネラ間の遺伝子発現調節を調べる上で重要であったこともあ

げられる。以ヒのようなJIRlflに加えて、 1986年にゼニゴケとタバコの葉緑体ゲ

ノムの全遺伝子配列が明らかにされたことも研究を進めるヒで重要であった

(Ohyama et al.， 1986; Shinozaki et al.， 1986)。これら葉緑体ゲノム上には、 20個

のリボソームタンパク質が見つかっている。

葉緑体リボソームの研究は、 1962年の Ly口letonによる葉緑体リボソームの

川離以後すぐに始められ、その大きさや翻訳因子などの性質から葉緑体リボソ

ームが大腸菌などの原核生物リボ、ソームと類似性が高いことが報告された

(Rawson and Stutz， 1969; Schwartz et a1.， 1967)。またユーグレナの 30Sリボソー

ム亜粒子と大腸菌の 50Sリボソーム亜粒子で構成された異種構成の 70Sリボソ
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ームが翻訳活性を有することも観察されている (Leeand Evans， 1971)。葉緑体

リボソームのタンパク質情成に関してはこれまで、ユーグレナ (Freyssinetand 

Schiff， 1974)、ホウレンソウ (Macheet al.， 1980~ Dorne et al.， 1984)、タノてコ (Capel

and Bourque， 1982) 、エンドウ (Eneas-Filho et al.， 1981)、ライムギ (Feierabend

etal.， 1988)などで報告されており、いずれも大腸菌で定義されている数と大き

な隔たりはない。これらの知見に加えて、葉緑体ゲノム上に見られたリボソー

ムタンパク質もそれぞれバクテリアリボソームタンパク質と相向性があり(総

説、 Subran1anian，1993)、葉緑体の起源、がある種のバクテリアの共生だとする説

と矛盾しないものであった。

このような背景から、これまでの葉緑体リボソームの研究は、大腸菌のそ

れとの比較研究が中心であった。リボソームの調製法や、使用されるタンパク

斤斤の分離技術も 、大腸菌で行われてきた方法を踏襲するように、かつてはカラ

ムクロマトグラフイーや l次元電気泳動法、その後は 2次元電気泳動法として

K-W法、またはその改良法が使われていたO このため分離能、定量性とも不十

分で、各タンパク質問の量比について論じることは不可能であった。

また、植物リボソームの研究はほとんどが緑葉(ユーグレナは明所培養細

胞)を用いたものであった。暗所芽生えの植物体は、光照射によ って細胞内の

タンパク質構成を劇的に変化させ、これに伴い葉緑体を発達させる。 しかし、

葉緑体リボソームのタンパク質構成について、光照射による影響を調べたもの

はこれまで無かった。

葉緑体 リボソームは基本的には大腸菌などのバクテリア リボソームに近

いものであるが、葉緑体に特異的なリボソームタンパク質も、これまでエンド

ウで 2つ (Gantt，1988)、ホウレンソウで 3つ (Zhouet al.， 1989~ Carol et al.， 1991 ~ 

Wada et札， 1993) 、合計 5つ報告されている。葉緑体の進化や、葉緑体内にお

けるタンパク質合成の研究にとって重要な発見であるが、これらのタンパク阿

が単子葉植物の葉緑体リボソーム上にも存在していることを直接確認した報止

はなかった。

以上の問題点を解決するため、本論文第一部ではオオムギ黄化葉を材料に

用い、従来の葉緑体リボソーム研究の様々な点に改良を施して、プラスチドリ

ボソームのタンパク質構成について調べた。まず、リボソームの調製に先立ち、

無傷プラスチドを単離した。また、従来の方法に比べてリボソームの精製に要

する時間を大幅に短縮した。さらに、リボソームタンパク質の分離分析に、 K-

W 法を改良した、 RFHR法を用いた。これらの改良の結果、泳動(象は安定し、

信頼できる結果を得ることが出来る ようにな った。本研究では、プラスチドリ

ボソームに特徴的と思われるいくつかのタンパク質について、 N 末端アミノ酸
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配列も決定し、これらと相同なタンパク質との比較から、機能に関する診察 も

試みた。またこの定量性と再現性の高い電気泳動法を用いて、リボソームタン

パク質問の量比の推定とその光照射による影響についても調べ、プラスチドリ

ボソームがタンパク質構成に関して均ーではない可能性を示す興味深い結果を

得た。

3、大腸菌リボソーム研究のこれまでの問題点と本論文第二部のU的

大腸菌に関する今日の知見の多くが、主に対数増殖期の菌体を用いた研究

から得られたものである。 リボソームや翻訳機構についての研究もその例外で

はない。 しかし、大腸菌に限らず、自然界に存在するバクテリアの生育環境は、

実験室で与えられる ように、栄養や温度などの理怨的な状態、が保証されたもの

ではない。現実には様々なストレスに対応して増殖速度を制御しながら活動し

ていると考えるべきで、例えば栄養源の枯渇など、生育に不適当な環境になる

と、バクテリアは 一般にすぐには死なず、増殖は止めてもその環境でしばらく

き続けている。完験室における培養条件では、指数関数的に増殖している恥

期が対数増殖期!と呼ばれるのに対し、このように長期培養によって増殖を止め

た時期は定常期と呼ばれる 。これまで定常期のバクテリアに焦点を置いた研究

が少なかった大きな理由として、この時期の菌体が一見静的な状態にあると誤

解されてきたことがあげられる。定常期 (stationaryphase)といわれてきたゆえ

んでもある。 しかし、比較的最近の研究で、この定常期の聞に対数増殖期には

見られない多くの生理的、形態的変化を示すことが判ってきた(例、 Matin，1991; 

総説、 Ko1teret al.， 1993; Huisman et al.， 1996; Hengge-Aronis， 1996)。遺伝子発現

に関した変化に限っても、以下の様な例が挙げられる。例えば、大腸菌の核様

体 (nucleoid)における DNA結合タンパク質の構成が大きく変化し、それが遺伝

子の発現に関与していると考えられている。実際、対数増殖期で Fis、HU、Hfq

が主要成分だったのに対し、定常期には Eやs が主~成分になっていることが報

台されている(Ali-Azamet al.， 1999) 0 RNAポリメラーゼの構山こも変化が見ら

れる o RNAポリメラーゼのホロ酵素は、 α、 /fサブユニッ トからなるコア酵素

と、プロモーターを認識する σファクターからなる。現在大腸菌で 7種の σフ

ァクターが確認されており、このうち σ70が対数増殖期の主要な σ因子として、

その時期の大部分の転写開始に関与していると考えられている。 しかし定常期

になると、この比率が下がると共に σ38または σS と呼ばれる σ因子が増加す

る事が観察され得ている (Jishageand Ishihama， 1995)。この σ因子は多くの定

常期特異的なタンパク質の発現に関与していることが判っている (L加 geand 
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Hengge-Sronis， 1991; Hengge-Aronis， 1993)。
これら定常期特異的に見られる変化は、リボソームに関しでも知られてい

る。まずリボソームそのものの合成速度が、 rRNA、リボソームタンパク質とも

に減速する 。rRNA合成制御については、緊縮制御の鍵を握るシグナル物質、

ppGppが関与することが判っており、またリボソームタンパク質の合成制御に

は、過剰なリボソームタンパク質による翻訳レベルでの発現の円己抑制による

ことが判っている(総説、 Zengeland Lindahl， 1994、Gourseet al.， 1996)。タンパ

ク質構成の変化では、 L12遺伝子産物と、同じ遺伝子産物の N 末端がアセチル

化された L7との篭比の変化が知られている。これらはリボソーム l粒子中、ム

わせて 4コピー存在するが、対数増殖期では L12が多いのに対し、定常期では

ほとんどが、アセチル化された L7になる (Ramagopal，S & Subran1anian， 1975 

Ran1agopa11976) 0 L7/L12は、翻訳における伸長因子との関与が知られている

が(例、 Trautet al.， 1993) 、L7/L12の量比がリボソームの翻訳活性に影響を及

ぼすかどうかについてはまだ明確にされていない。 これらの変化とは別に、リ

ボソームタンパク質 S22の定常期特異的発現が最近報告されたことは前述の通

りである。

リボソームの構造的な変化も知られている。増殖速度が落ちて定常期にさ

しかかった細胞内では、読まれるべきmRNAの量が減少して、翻訳に関与して

いない遊離の 70S リボソームが増加する。大腸菌では、これらのー時的に不要

になったリボソームを殆ど消化せず、保存する形を取ることが判っている。 こ

れには、塩基性低分子タンパク質であるリボ、ソーム riboson1emodulation factor; 

RMFが関与している (Wadaet al.， 1990)。定常期特異的に発現された RMFはリ

ボソームに結合し、それに伴って 2つの 70Sリボソーム粒子を二量体化する。

この時のリボソームは翻訳活性を失っている (Wadaetal.，1995)。二量体化し

たリボソームはおよそ 100Sの沈降係数を持つことから、 100Sリボソームと呼ば

れる。定常期の大腸菌を新鮮な培地に移し替えると、数分以内という非常に-

い期間に二量体化が解消されて 100Sリボソームが見られなくなり、再び 70Sリ

ボソームとして翻訳を開始する。これらのことから、 100Sリボソームの形成は、

栄養条件が回復したときのために、可逆的にリボソームを失活させて保存して

おくのに必要で、あると考えられている。

このように大腸菌の定常期に於ける変化に関して、断片的な証拠は蓄積さ

れては来たものの、この時期の包括的研究は遅れている。近年、細胞内のタン

パク質の量やその変動を網羅的に観察することで、試料となる生物の全体像の

把握を目指す研究が、プロテオームという新しい学問分野として発達してきた。

これまで大腸菌のプロテオームでは、 O'Farrellらの開発した等電点電気泳動法を

用いた研究が、 Neidhardt等のグループ(例、VanBogelenet al.， 1999)や、 Church
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等のグループ (Linket al.， 1997)によ って精力的に行われてお り、これにより多

くのタンパク 質スポ ットが 2次元電気泳動画面上に同定され、機々な生理的条

件下における相対量の変化も調べられてきた。 しかし、使用している電気泳動

法の能力的限界から、調べられてきたのは主に弱酸性タンパク 質だったこと、

しかも低分子量のタンパク質がよく分離できていなかったこと、そして対象 と

した大腸菌が対数増殖期を 基准にしてきたものであ っ たことなどか ら 、定常荒~J

における網羅的な研究はされてこなかった。

そこで本研究第二部では、まず長期培養下の大腸菌タンパク 質の包括的分

析を目指して、培養開始直後の対数増殖期から、府養開始後 8日日まで、 全部

で 12の時点で集菌し、不溶性画分、リボソーム l何分、リボソームを除いた可溶

性画分に分けて、それぞれの画分に含まれるタンパク 質を分離した。分離には

第一部で用いた RFHR法を採用し、タンパク 質を 2次元電気泳動によ って展開

し、検出されるスポ ットの濃さの経時変化を追った。次に、定常期初期か ら長

期培養下において蓄積量の変動を示す数多くのタンパク 質のylで、リボソーム

両分で蓄積量を増す二つの弱酸性タンパク 質 F、Gに注目した。N末端アミノ酸

配列の分析結果から、 これらはホウレンソウでやオオムギで見つかった葉緑体

特異的リボソームタンパク 質と、アミノ酸配列上相関の見られるタンパク 質で

あった。これらのタンパク 質の生理的役割を調べるため、大腸菌 F、G と、大腸

菌リボソームとのさらに詳細な関連を調べ、これまでにない挙動を示すタンパ

ク質であることが明らかとなり 、バクテリア型リボソームが定常期に於いてタ

ンパク質構成をいくつかのパターンに変化させて環境に適応していく 、新たな

機構を示唆する結果が得られた。

fヘ 以上、本研究では、第一部、第二部とも、方法の工夫と改善によ って、リ

ボソームのタンパク質構成が、条件に よっては不均一性を獲得しうるものであ

ることを示した。このことは、均一で一定であると考えられてきたこれまでの

原核生物型リボ、ソーム観に反するものであり、ぷ，Jf究分野としては始ま ったばか

りである。リボソームの不均一性をもたらすタンパク 質の今後の詳細な機能解

析は、原核生物や葉緑体の新たな生理現象の解明に道を拓くものであると考え

ている。
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第一部

オオムギプラスチドリボソームの蛋白質構成

第一部要旨

葉緑体リボソームのタンパク質を調べることを目的とし、これまでの方法

をいくつかの点で改善 した。まず材料として、これまで使われることの少なか

った単子葉組物であるオオムギのプラスチドを用い、そこに含まれるプラスチ

ドリボソームのタンパク質構成を調べることとした。リボソームは無傷葉緑体

から調製することで細胞質リボソームが混入する可能性を排除し、操作時間も

出来る限り短時間で済ませ、リボソームへの傷害の可能性を軽減した。リボソ

ームの生理活性は poly(U)を鋳塑とした invitroにおける polyphenyl心anlne合成活

性が高く保たれていたことと、大小雨亜粒子の 70S粒子への再会合能を保持し

ていることで確認した。また、得られたリボソームタンパク質は、従来の K-W

法に比べて分解能、再現性、定量性いずれにも優れた RFHR法を用いたO

以上の改良を施すことにより、オオムギプラスチドリボソームタンパク m

の泳動像から、小亜粒子に 23個、大亜粒子に 36個、合計 59個のスポットを確

認し、それぞを PBRS1-BPRS23、BPRL1-BPRL36と名付けた。これらの数は、

長緑体リボソームが原核生物型と 言われていることと矛盾しない結果であった。

上記の 59個のタンパク質とは別のもので、低塩濃度条件ではリボソームに 1コ

ピー結合していながら、高塩濃度処理によって完全にリボソームから解離する

酸性タンパク質を lつ見いだし、これを BPRA1と名付けた。

ふ体としてj京核生物型リボソームタンパク質の性質が観られたものの、部

分的に特徴的な性質もみられた。それは、酸性領域に移動するタンパク質が多

く含まれていることであったO そこで、大腸菌リボソームタンパク質にはみら

れない、強い酸性または弱塩基性低分子タンパク質 4っと、高塩濃度処理では

がれるタンパク質 BPRA1のN末端アミノ酸配列を分析し、得られた結果を他の

止物のタンパク質と比較した。これにより、これまで双子葉植物の葉緑体リボ

ソームにのみ存在が確認されていたタンパク質 5種のうち、相関をもっタンパ

ク質を 3つまで単子葉植物のプラスチドリボソーム ~ヒに初めて確認した。この

うちの一つに BPRA1が含まれていた。

11 



電気泳動による定量性が増したことから、各構成タンパク質の相対量の比、

つまりコピー数を調べた。その結果は、常に安定して低いコピー数を示すタン

パク質の存在を示していた。このことは、原核生物型リボソームのタンパク同

構成が均一で、あるとするこれまでの見方と異なるものであった。

材料に用いた黄化葉に光を照射し、緑化していく過程でのプラスチドリボ

ソームタンパク質構成の変化を調べたが、光照射の影響は観察されず、コピー

数の低いタンパク質もそのコピー数のままで安定に維持されていた。

本研究で使われた方法は、リボソーム及びその構成タンパク質の扱いに関

して今まで以上に注意を払ったものであり、今後のリボソーム研究への応用価

値は高いと考えられた。また得 られた知見は、葉緑体リボソームに関する基礎

的なものであり、葉緑体における翻訳機構を研究していく上で重要な土台とな

ると考えられた。さらに、オオムギプラスチドリボソームに結合していた酸性

タンパク質の一つは、以前葉緑体特異的リボソームタンパク質とされていたが、

夜近他の原核生物型リボソームにも見つかっており、その特徴的な性質から、

小核生物型リボソーム全般に関して、あらたな理解を深めることに繋がると考

えられた。また本研究では、プラスチドリボソームのタンパク質構成が安定し

て不均一性を維持していることがわかった。これは、異なったタンパク質構成

のリボソームの存在と、それぞれの役割の違いを検証する必要性を提示するも

のであり、今後の研究に重要な示唆を与えるものと考えられた。
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第一部材料と方法

他物材料

オオムギ黄化葉を用いた。日育所 4
0

Cで 5時間吸ノkさせたオオムギ (Hordum

vulgare L. cv. Amaginijo)の種子をアンチホルミンで 30分間処理し、良くノr.i先し

た後、バーミキュライト上に崎種した。さらにパーミキュライトで湾く覆い、

ハイポネックス 2000倍希釈液を与え、暗所下、 28
0

Cで発芽させ、適宜ノkを補給

した。播種後 5.5日の芽生えの第一葉を暗所にて刈り取 り、以下の実験に用いた。

黄化葉に対する光照射実験は、播種後 5.5日の芽生えに対して行った。照射条件

は 28
0

C、連続光とし、照射後の第一葉を刈り取って実験に用いた。

オオムギプラスチドリボソームの単離

以下の操作はすべて 4
0

Cまたは氷冷下で行った。植物の破砕には、葉緑体

の破壊をおさえるために、ミキサーに剃刀の刃を取り付けたものを使用した

(Kannangara et al.， 1977)。オオムギの葉を bufferA (0.4 M sorbitol、6mM 2-

mercaptoethanol、25mM Tris-HC1、pH7.5)中でブレンダーにより 10-20秒破砕

し、ナイロンメッシュでj慮、過したo7M長液を 3，000x gで 10分間遠心して得たペレ

ットを bufferAに懸濁した。!怒濁液を 25%Ludox-AMに上層し、5，000x gで 10

分間遠心して、無傷プラスチドをペレットとして得た。Ludox-AMを除く目的で

ペレットを bufferAに懸濁し、 3，000x gで 10分間遠心して再びペレ ットにした。

ここに 2倍量の bufferB (25 mM KCl、10mMMgC12、6mM 2-mercaptoethanol、

25 mM Tris-HC1、pH7.5) を加えて懸濁し、さらにグラスホモジナイザーをイ吏

して 1分間ホモジナイズした後、 7，000x gで 5分間遠心した。得られたペレツ

トを再び bufferBに懸濁して同じ処理をし、遠心した。この 2回の遠心で得られ

た上清を合わせてストロマ画分とした。これを bufferBで調製した 10-40%シ

ヨ糖密度勾配に上層し、 12，5000x gで1.5時間遠心した後、遠心管の底より1.5

凶づっ順次分画し、各画分の 260mTIの吸収を測定した。70Sモノソームにあた

る画分を回収し、 buffer Bで調製した1.0mlの 40%ショ糖ク ッションに仁回し

て、 110，000x gで 5時間遠心して得たペレ ットを プラスチド リボソームとした。

また、リボソームの高塩濃度処理は、ショ糖密度勾配遠心後、 70Sモノソームに

当たる画分に対 して行った。KClを終濃度 0.5M になるように加え 30分間室温

で撹祥した後、 10，000x gで 10分間遠心したと清を bufferC (0.5 M KCl、10mM

MgC12、6mM 2-mercaptoethanol、25mM Tris-HCL pH 7.5) で調製した1.0凶 の

40%ショ糖ク ッショ ンに上層し、110，000x gで 5時間遠心して、高塩濃度処理

したリボソームをペレットとして得た。

プラスチドリボソームを亜粒子に解離させる場合には、上述のストロマ画
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分に対して KClを終濃度 0.5Mになるように加えて 30分間 4
0

Cで撹J下した後、

10，000 x gで 10分間遠心した上清を、 buffer Cで調製した 10-40%ショ糖密度

勾配に上層 し、 12，5000x gで 2時間遠心した後、 70Sモノソームの場合と同様に

分画した。大小各亜粒子を含む画分を別々に回収し、それぞれを bufferBで調製

した1.0mlの 40%ショ糖クッションに上層し、 110，000x gで 5時間遠心してペ

レットにしたものを、プラスチドリボ、ソームの亜粒子とした。

大腸菌リボソームの単離

大腸菌の W3110株を用いて、放射性同位元素で標識した菌体を得た。培地

は、最少培地 mediumEに2%polypeptoneと0.4%glucoseを加えたものを用いた

(Wada， 1986a)。リボソームを放射性同位元素で標識するため、ここに 5.7~侶q

r. の I-lCでラベルした glucoseを加えた。菌体は 10，000x g、10分間の遠心により

ペレットとして得た。この菌体をほぼ等量の石英砂とともに乳鉢で 2分間すり

つぶした。ここに bufferC (100 mM NH-lAc、10mM Mg(Ac)っ、10mM Tris-HCl、

6 mM 2-mercaptoethanol、pH7.5)を加え、10，000x g、10分間の遠心により上清

を得た。この時のペレットは bufferCに懸濁後、同じ操作によ ってすりつぶしと

遠心を行った。合計3回の操作によって得た上清をあわせて大腸菌可溶性画分

とした。この画分を 130，000x g、2時間遠心し、ペレットを大腸菌の粗リボソー

ム画分とした。後述の翻訳活性に用いる大腸菌リボソームは、放射性同位冗糸

を含まない培地で調製した菌体から上述と同じ操作で粗リボソーム画分を得て、

高塩濃度 buffer (1 M NH-lAc、10mM Mg(Ac)2、10mM Tris-HCl、6mM 2-

mercaptoethanol、pH7.5)に懸濁し、4
0

C、30分間撹持した後、 10，000x g、10分

間にかけ、得られた上清を 130，000x g、2時間遠心してペレ ットとして得たリボ

ソームを用いた。

poly(U)を鋳型とした翻訳活性の測定

翻訳活性の測定は基本的に Igarashiらの方法に従った (1981)。翻訳因子

などリボソーム以外のものは、大腸菌 Q13株の可溶性画分から以下の)j法によ

って得た。Q131朱は上述の 2%polypeptoneと0.4%glucoseを含む mediumEで培

資した。上述の操作で大腸菌可溶性画分を調製し、 100，000x gの遠心に掛けた

時に得られた上清を centricon3 (amicon) を用いて濃縮し、 S100画分として活性

測定の反応液に加えた。反応液 (50μ1)は、 30mM Tris-HCl (pH 7.5)、100mM KCl、

14 mM Mg(Ac)2、 1mM dithiothreitol、 1mM ATP、 0.4mM GTP、4 mM 

phosphoenolpyruvate、5μgpyr印uvat低ekinase (但Boωehri氾ge釘r

O.之24A260 nm unitの大腸菌リボボ、ソ一ム またはフプ。ラスチドリボボ、ソ一ム、およそ40μg

の夕ンパク質を含む S幻10∞O画分、 5nM phenylalanine、I-lCでラベルされた 1.85kBq 
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の phenylalanineを入れた。反応、は 30
0

C で 15分間行った。反応終了後、poly-

phenylalanineとしてペプチドに取り込まれた放射活性は、 Ig紅 ashi らの方法に従

って測定した(1978)。

リボソームタンパク質の抽出

リボソーム画分、粗リボソーム画分、リボソーム亜粒子からのタンパク質

の抽出には、酢酸法を用いた (Hardyet al.， 1969)。抽出液は 2%の酢酸で透析し

た後、凍結乾燥し、使用時まで-20
0

Cで保存した。

タンパク質の電気泳動

酢酸法によって得られたタンパク質は、 RFHR法によって分離した。基本

('， 的に Wadaの方法(1986a)に従ったが、尿素の濃度を 6Mから8M に上げた。

電気泳動終了後、ゲルはArnidoBlack 10Bによ って染色し、10/0酢酸中で電気脱色

した。

タンパク質の N末アミノ酸配列の分析

RFHR法による 電気泳動後 、ゲル中のタンパク 質を染色せずに 、

polyvinylidene difluoride (PVDF)膜に electroblotし、この膜を CoomassieBrilliant Blue 

G250により染色したO 目的のスポットを切り抜き、 AppliedBiosystems社の 470A

gas-phase protein sequencerにより分析した。操作、データ解析はマニュアルに従

った。

オオムギリボソームタンパク質の平均電荷量と分子量の推定

分子量一万当たりの平均電荷量は、大腸菌リボソームタンパク 質の l次元

日の易動度をその平均電荷量に対してプロットしたグラフ(図 6)の回帰曲線に、

同時に電気泳動したオオムギリボソームタンパク質の 1次元日の易動度をあて

はめ、推定した。

分子量の推定は、大腸菌リボソームタンパク質の 2次元日の易動度を基準

に推定したが、この場合はそれぞれの電気的性質の影響を受けやすいので、泳

動イ象を酸性領域、中間領域、塩基性領域の 3つの領域に分け、それぞれに対し

て補正曲線を作成し、対応する領域に含まれるタンパク質の分子量推定に用い

た(図 7A、B、C) 。具体的には、酸性領域のタンパク質として大腸菌リボソー

ムタンパク質 Sl、2、6とL12を用いて BPRS1、2、3、4、7、と L1、2、4、6、

7、9、10、22、28とBPRA1の分子量を、中間領域のタンパク質として大腸菌リ

ボ、ソームタンパク質 S3、4、7、8、9、10、11、13、14、15、16、17、18、19と

L1、2、3、4、5、6、10、11、13、14、15、16、17、18、19、21、22、23、24、
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25、27，29、30を用いて BPRS5、6、8、9、11、14、16、17、18、19、20、22、

23とL3、5、8、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、23、24、26、

27、29、30の分子量を、塩基性領域のタンパク質として大腸菌リボソームタン

パク質 S12、20、21とL20、28、32、33、34、35、36を用いて BPRS10、12、13、

15、21とL25、31、32、33、34、35、36の分子量を推定した。

リボソームタンパク質の量比の推定

リボソームタンパク質の量比は、電気泳動像上で各タンパク質が形成して

いるスポットの濃さから推定した。このとき、色素による各タンパク質の染色

され易さは、それぞれの電気的性質の影響を受けると予想されたので、まず大

腸菌リボソームタンパク質を用いて、タンパク 質の平均電何量 と染色され易さ

との相関を調べた。上述の方法により I~C で標識した粗リボソーム画分を大腸菌

から調製し、タンパク質を抽出した後、RFHR法により分離した。AmidoBlack 10B 

によって染色した後、デンシトメーター PD110(Mo1ecular Dynan1ics Co.)により

リボソームタンパク質のスポットの濃さ (ID) を測定した。その後、測定した

スポットにあたる領域を剃ノJでゲル片として切り出し、 0.5凶のゲル溶解液

(300/0 H202 NH~ 99vol. and conc. NH~OH 1 vol.)に入れて 70
0

Cで 3時間処理した

後、さらに 0.5mlのゲル溶解液を加え、 70
0

Cで一晩処理した。ゲル片が完全に

溶解していることを確言志した後、 10mlのj夜イ本シンチレーションカクテルを加え、

取り込まれていた放射活性 (R)を測定した。測定した放射活性はスポットに含

まれていた全タンパク質重量に比例しているはずなので、単位タンパク質重一

当たりのスポットの濃さを、 IDIRによって求めた。この値を、各リボソームタ

ンパク質の平均電荷量に対してプロットし、平均電荷量と染色され易さとの関

係を調べた(図 11)。相関が見られたので、このプロットの回帰曲線をオオム

ギプラスチドリボソームタンパク質の量比の推定に用いることとした。オオム

ギプラスチドリボソームタンパク質を RFHR法で分離し、AmidoBlack 10Bによ

って染色した後、デンシトメーター PD110で各ス ポッ トの濃さ (ID)を測定し

た。子め推定してあった平均電荷量(表 2) を用いて、上述の副知iIJlI紋により

的タンパク質の ID尽に相当する値を求め、この他で、スポットの濃さを割り、電

気的性質による染まり易さの違いを補正した。こうして得られた、 Rに相当する

値を、予め推定してあった分子量(表 2)で割り、相対的な量比を求めたO コピ

ー数の算出には、 BPRL10、22、28を除くすべての値の平均を lとして補正した。
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第一部結果

オオムギプラスチドリボソームの単離

リボソームを迅速にしかも高度に精製して得るため、従来のノゴ法に二つの

改良を加えた。まずーっは無傷プラスチドの単離である。これにより、従来の

粗葉緑体画分からの精製に比べ、細胞質リボソームの混入を完全に排除できる

ものと考えた。材料と方法に示したように、細胞破砕液から得た粍l柴緑イ本間分

をbufferAに懸濁後、 Rudox-AM25%を含む bufferAに上層 して逮心し、無傷プ

ラスチドを得た。もう 一つの改良点は、リボソーム精製過程の時間を短縮した

ことである。従来の方法では、ストロマ画分を長時間、時には-晩の超遠心に

かけて粗リボソーム画分を調製した後、ショ糖クッション、またはショ糖密度

勾配に上層して再び遠心し、リボソームを精製していた。 しかしこれらの方法

では最終的に 2口近くかかり、複合体の崩壊が始まる可能性も考えられた。そ

こで本研究では、プラスチドのストロマ画分を直接ショ糖密度勾配にヒ層して

遠心する事にした。この方法は収率は悪いものの、プラスチド破砕から 2時間

以内にリボソーム画分を得ることが可能である。波長 260nmでの r即ぜAの吸収

で調べた遠心後のフラクションパターンが図 lである。ここに示すように単一

の吃立したピークが得られ、リボソームの崩壊は避けられていると判断した。

またこの幅の狭いピークには細胞質に大量 に存在する細胞質リボソームの約

80Sのピークは含まれておらず、このことからも細胞質由来の混入の可能性も低

いものと考えられた。プラスチド内における大きな複合体である riburose-l，5-

bisphosphate c紅 boxylaseわxgenaseは20S以下と言われており、今回の万法による

70Sリボソームの単離は、この混入も防ぐことが出来たと考えられたO ピークの

フラクションは回収し、 bufferCで調製した 400/0ショ糖クッションに上層して遠

心し、 70Sリボソームはペレットとして得た。リボ、ソームに比較的ゆるく結合し

ている翻訳因子などは、高いモノカチオン濃度の bufferで処理することでリボソ

ームから解離することが知られており、この操作は高塩濃度処理と言われてい

る。オオムギプラスチドリボソームを高塩濃度処理する場合は、 70Sリボソーム

を含むショ糖密度勾のフラクションに直接 KClを終濃度 500mMになるように

加え 30分間撹持した後、遠心して高塩濃度処理リボソームをペレットとして得

た。従来のように、 一度ペレットにしてから15嵐濃度処理する操作に比べて時

間が短縮でき、リボソームに対するダメージが少なくて済むと考えた。

In vitro翻訳活性

高塩濃度処理によって得られたリボソームの翻訳活性を poly(U)を鋳型と

した poly-phenyl叫anlne合成活性により調べた。基質として 14C で標識した

phenylalanineを与え、 poly-phenylalanineへの取り込みにより活性を測定した。 反

応液にはリボソームを遠心によって取り除いた大腸菌由来の細胞抽出液を添加
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した。このままでは 1~C-phenylalanine の取り込み活性は見られなかっ たが ( - Rb)、

ここに大腸菌リボソーム(+Ecoli Rb)、またはオオムギプラスチドリボソーム

(+ plastid Rb)を加えると、充分な取り込み活性が観察された(以12) 。このこ

とから、得たリボソームは145い翻訳活性を維持していると判断した。

リボソーム粒子の亜粒子への解離における塩濃度依存性

会合した状態の 70Sリボソームを解離させ、大小各亜粒子のタンパク質構

成を調べる為に、オオムギプラスチドリボソームの解離条件を調べた。従来の

研究から、原核生物型リボソームも真核生物型リボソームも、 Mg2+存イ主下で、K+

濃度が上昇すると解離することが知られている (Zitomerand Flaks， 1972; Spe汀位za

et al.， 1980)。オオムギプラスチドリボソームの解離における KCl濃度の影響を

調べるため、Mg2+の濃度を 70Sリボソームが安定して存在する 10mMに固定し、

f"'.. KClの濃度を 25mMから図 3Aに示した様々な濃度に仁昇させて bufferを調製し、

ショ糖密度勾配遠心によって解離状況を調べた。同には波長 260nmの吸収によ

って測定した遠心後のリボソーム粒子の分布パターンを示した。 ここにあらわ

れているように、KClが 100mM以下では 70Sリボソームは安定に存在し、解離

していなかった。KClが 200nホ4から 300mMでは、リボ、ソームの部分的解離が

見られた。KClが 400mM以上含まれると、ほとんどのリボソームはサブユニッ

トに解離していた。今回得られたプラスチドリボソームに対するカチオンの解

離への影響は、 Zitomerand Flaksが大腸菌リボソームを用いて観察したものと似

たものとなった O

リボソームの解離が、リボソーム粒子の崩壊によるものではないことを調

べるため、 500mMの KClと 10mMの MgC12を含む bufferで調製した大小両亜

粒子の 70S リボソームへの再会合能を調べた。ショ糖密度勾配遠心によって得

た大小両サブユニットを含むフラクションを一本の遠心管にいれ、遠心してペ

レットにしたあと、これを bufferBに懸濁し、懸濁液を等分して bufferBまたは

500mMの KClを含む bufferCで調製したショ糖密度勾配遠心に上層して遠心し

た。その結果、図 3Bに示すように、 bufferBでは小サブユニ ットのピークが完

全に消失し、新たに 70S リボソ ームのピークがあらわれ、それとは別に過剰旦

の 50S亜粒子のピークが見られたo KClを500mMにした bufferでは、図 5Aで

示したように解離したパターンが待られた。これらの結果から、 500mMの KCl

と 10mMの MgC12を含む bufferで調製したプラスチドリボソームの亜粒子は、

ムム活性を維持しているものと判断し、解離 bufferには 500mMの KClと10mM

の MgC12を含むバッファー (bufferC)を用いることにした。

オオムギプラスチド リボソ ームタンパク質の決定

プラスチドリボソームを bufferBで調製した後、リボソームタンノてク質を

酢酸法によって抽出して、 RFHR法によって分離すると、 58個のスポットが確

認された(図 4A) 。データは示さないが、オオムギ細胞質リボ、ソームのタンノ 。
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f 

ク質を同じ RFHR法によって分離したパターンと比較した結果、作られたプラ

スチドリボソームは細胞質リボソームの混入を完全に排除できていることが判

った。高塩濃度処理したプラスチド リボソームか らタンパク質を抽出して RFHR

j去によって分離した場合、高塩濃度処理をしていないリボソームの泳動像と比

較すると 、ただ Iつ酸性領域に観察されていたスポットが完全に消失していた

他は、変化がなかった(図 4B) 0 I高塩濃度処理によ ってリボソームから解離し

た敵性タンパク質は以後 BPRA1と呼ぶことにした。

リボソームの大小両サブユニットは bufferCによ って精製し、それぞれの

タンパク質を酢酸法で抽出した後 RFHR法で分離した。泳動像には、小サブユ

ニットに 23個、大サブユニットに 36個のスポットが確認された(それぞれ凶

5A、Bに示す) 0 BPRA1は高塩濃度処理に よってリボソームから解離するタン

パク質であり、今同の解離 bufferCによ って大小どち らの亜粒子に属するタンパ

ク質かを決定することは出来なかった。大小両亜粒子に含まれるスポ ットの数

が合計 59個となり、高塩濃度処理後の 70Sリボソームに確認された 57個より

も2つ数が多くなった。この理巾は、 BPRA7と BPRS14がそれぞれ BPRL9、

BPRL24とほぼ同じ位置にスポ ットを形成し、それぞれ lずつのスポ ットに見え

ているからであった。大小両サブユニットに確認された 59個のタンパク質をオ

オムギプラスチドリボソームタンパク質として定義し、これらのスポットをそ

れぞれ、 BPRS1-23、BPRLl-36と名付けた (図 5C)。これら以外に、小さいス

ポットが4つ確認されたが、高塩濃度処理によって完全に解離した BPRAlとと

もに、今回の定義からは除外したO

リボソームタンパク質の平均電荷量 と分子量の推疋

RFHR法の特徴として、 一次元自は主に分子量あたりの平均電荷量、二次

冗目は主に分子量の違いでタンパク質を分離する。本研究ではアミノ酸組成の

判っていないプラスチドリボソームタンパク質を扱うため、電気泳動像からそ

れぞれの平均電荷量と分子量を推定した。平均電荷量は、既にアミノ酸組成の

判っている大腸菌リボソームタンパク質の一次元自の泳動距離を用いて検量線

を作成し(図 6)、これにプラスチドリボソームタンパク質の一次元自の泳動距

雌を当てはめて導いた。二次;eI !の易動度は SDS-PAGEと異な り、 RFHR法の

次元日の buffer(pH3.6) における各タンパク質のチャージの影響を受けるた

め、酸性タンパク質と塩基性タンパク質では大きく異なる。そこで大腸菌リボ

ソームタンパク質を用いて酸性領域、中間領域、そして塩基性領域に含まれる

タンパク質についての分子量検量線を作成し(それぞれ図 7A、B、C)、これら

によって得られたプラスチドリボソームタンパク質の分子量を推定したO 得ら

れた分子量一万当たりの平均電何量 と分子量を表 2に示す。分子量は3，200から

54，300、平均分チ量は 17，500とな った。これは大腸菌リボソームタンパク質の

平均分子量 14.100よりも大きな値であった。分子量一万当たりの平均電荷量は

-12.2から 26.2まで、広がっており、大腸菌の-10.0から 25.0に比べると、より酸
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性側に広がっていることを示していた。

N末端アミノ酸配列の決定

BPRL10と BPRL22 は強い酸性領域にそのスポットが見られた。 また

BPRL28は弱酸性、 PBRS23は弱塩基性だが、どちらも非常に低分子量の領域に

そのスポットが兄られた。以上あげた 4つのタンパク質は、大腸I有リボソーム

タンパク質を RFHR法で分離したときには見られない領域にスポットを形成し

ており、オオムギプラスチドリボソームに特徴的なタンパク質であると判断し

て、その N 末端アミノ酸配列の決定を試みた。また、高塩濃度処理によって完

全に消失した BPRA1についても、その特徴的な挙動から興味を持ち、 N末端ア

ミノ酸配列を決定した。アミノ酸配列は、 PVDV膜上に転写したタンパク質をア

ミノ酸シーケンサーにかけて分析した。BPRL10の N 末端アミノ酸配列は、ラ

イムギプラスチドリボソームタンパク質 L12(Schmidt et al.， 1993)と同じもので

あった(図 8A)。このタンパク質はバクテリアリボソームに含まれる般性タン

パク質の L12と相同なものである。BPRL22とBPRL28はそれぞれ、大腸菌リボ

ソームタンパク質 L31 (Brosius， 1978)とエンドウのプラスチドリボソームタン

パク質 PsCL25(Gantt， 1988)と相同なアミノ酸配列をもっていた(それぞれ図 8

B、C)0 BPRS23のN末端はホウレンソウの葉緑体リボソームタンパク質 SCS23

のN末端と相同なアミノ酸配列をもっていた(図 8D) 0 BPRA1はホウレンソ

ウ葉緑体リボソームタンパク質 S22と相同な N末端アミノ酸配列をもっていた

(図 8E)。エンドウの PsCL25、ホウレンソウの SCS23とS22は葉緑体リボソ

ーム特異的タンパク質として報告されたものである。

リボソームタンパク質の量比分析

様々なタンパク質の量比の分析は、大腸菌などの単細胞生物であれば放射

性同位元素を培地に入れ、各タンパク質への取り込みから推定する方法が最良

である。しかしオオムギの芽生えを用いる場合、プラスチドリボソームタンパ

ク質すべてを均一に標識することは困難である。そこで本研究では、リボソー

ムタンパク質を RFHR法で分離して染色した後、それぞれのスポットの濃さか

ら量比を推定する方法を試みた。Tal等の報告によれば、大)J易関の大部分のリボ

ソームタンパク質は CoornassieBurilliant Blue R250 (以下 CBB)の結合容量とタ

ンパク質のプラスの電荷量の聞に相関を示す (1990)。本研究でタンパク質の

染色に用いている色素はAmidoBlack 10Bであり、この分子もマイナスの電荷を

もっているため、 CBBの場合と同じ様に、タンパク質のプラスの電荷量に依存

して結合するものと考えた。またオオムギプラスチドリボソームタンパク質の

アミノ酸組成は判っていないため、プラスの電荷の代わりに、各タンパク質の

マII均電荷量を用いてコピー数を推定する方法を確立することにした。まず大腸

菌を I~C-gulucose 存在下で培養し、粗リボソーム画分を得た後、タンパク質を抽

出し、 RFHR法によって分離したo Ar凶doBlack 10Bによ って染色、脱色後、各
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スポットの濃さ (ID)を測定した後、スポットを切り出して、 J-Icの取り込みに

よる放射活性 (R) を測定した。ここで、 Rの値は、スポットに含まれていた全

タンパク質質量に比例するはずである 。そこで、スポットの濃さ (ID) を、取

り込まれていた放射線量 (R)で割った値 (IDIR)と、平均電待量 との問の相関

を調べた。その結果、図 9に示すように強い相関が見られたので、この回帰曲

線をオオムギリボソームタンパク 質に当てはめた。まず表 2に示した平均電荷

量の値と図 9に示した回帰曲線から、 IDIRに相当する値を計算し、予め測定し

てあった各スポットの濃さ (ID) を用いて R に相当する全タンパク質質量の比

を求めた。さらに表 2に示した分子量の値を用いて相対的な分子数の比を求め、

その平均を基準にしてリボソーム当たりのコピー数を推定した。このとき、

BPRL10、BPRL22、BPRL28は非常に大きい値を示したが、これらは、大腸菌リ

ボソームタンパク質を用いて作成した回帰曲線が覆うことのできない領域にス

ポッ トを形成するタンパク 質だったので、本研究ではこれらのコピー数を論じ

ることは避けた。また同じ位置にスポットを形成した BPRS14とBPRL24は亜

粒子中の泳動像に見られたスポットの濃さがほぼ同じことから、値を 2等分し

てそれぞれのコピー数としたが、 BPRS7/L9の値は分けず、合計の値をコピー数

とした。以上のようにして、 高塩濃度処理していないプラスチドリボソームに

ついて、その構成タンパク質のコピー数を計算した(表 3)。その結果、約 8割

のリボソームタンノてク質カfコピー委文 0.5からl.5に4又まった。BPRS1、BPRL12、

BPRL15はいずれもコピー数が 0.3を下回ったが、高塩濃度処理に よっても同程

度のコピー数が維持されていた。BPRA1のコピー数は l以上の値を示したが、

高塩濃度処理によって検出できなくなっていた。

緑化過程におけるリボソームタンパク質構成

光照射による緑化が、プラスチドのリボソ ームタンパク質構成に及ぼす影

饗を調べる ため、黄化葉と、光照射後 3時間、 6時間、 12時間の葉からプラ

スチドリボソームを精製し、その構成タンパク質を RFHR法によって分離した

(図 10)。また、これらについて、表 2と同じ方法で各タンパク質のコピー数

を計算し、棒グラフで表した(図 11)。その結果、プラスチドリボソームのタ

ンパク質構成は光照射後も変化は見られず安定していた。各タンパク留のコピ

ー数にも大きな変化は認められなかった。
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第一部考察

オオムギプラスチドリボソームタンパク 質の特徴

本研究では、リボソームの単離方法に改良を施したことで、 プラスチドリ

ボソームを迅速かつ高純度に精製することに成功したO このリボソームの活性

は po1y(U)を鋳型とした翻訳反応と、解離した亜粒子の再会合能によ って確認し

たO また借成タンパク質の分離には RFHR法を用いた。この電気泳動法によ っ

て、これまでに大腸菌で 3種の塩基性低分子リボソームタンパク質と l種のリ

ボソーム結合タンパク質、ホウレンソウで 1穐の塩基性低分チリボソームタン

パク 質が新規に発見されている。本研究により、プラスチドリボソームには、

小亜粒子に 23種、大亜粒子に 36種、合計 59種のリボソームタンパク 質を確認

した。この数字は、他の植物葉緑体リボソームに報告されている数よりもやや

多いものであった。

般に、リボソームタンパク質には強い塩基性のものが多い。大腸菌リボ

ソームでは、現在判っているもののうち 8割以上が pIlO以上の等電点を持つ。

オオムギプラスチドリボソームタンパク質も、多くのものが RFHR法によ って

塩基性領域にスポットを形成し、典型的なリボソームのタンパク質構成を示し

ていたO しかし泳動像の酸性領域に特徴が見られた。大腸菌リボソームには酸

性領域にスポットを形成するタンパク質が 5つ存在する。Sl、S2、S6、L9、L7/L12

である。これに対-しプラスチドリボ、ソームには 10種以上の酸性タンパク質が結

ムしていた(図 5C、表 2) 。同じ RFHR法によって、これまでホウレンソウ葉

緑体 (Wadaet al.， 1993)、ユーグレナ(田中氏、私信)、及びAnabaena(Sato et 

al.， 1997)のリボソームタンパク質が分析されている。このいずれもが、大腸菌

よりも多くのスポットを酸性領域に形成していた。酸性タンパク質を多く含む

ことは、葉緑体リボソームの特徴なのかもしれない。

特徴的性質を示したタンパク質に関する考察

強、い酸性領域にスポットを形成する BPRL10は、原核生物型リボソームの

L7/L12と関連したアミノ酸配列をもっていた。大腸菌のリボソームタンパク府

の中では L7/L12が最も酸性のタンパク質である。 リボソーム l分子中に合計 4

分子存在し、これらが束になって LIOに結合し、リボソーム大亜粒子の Is凶kJ

と呼ばれる構造を形成する 。この部位は、翻訳因子と結合してペプチド結合の

伸長反応に重要な役割を果たすことが判っている。同 4のスポットの濃さから

も判るように、 BPRL10も多コピー存在すると考えられ、存在様式も他のリボソ
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ームと同じであることが示唆されたO この構造と機能は真核生物でも保仔され

ており、 真核生物リボソームタンパク質の場令、 L7/L12と相同な限性タンパク

質 PlとP2がPOに多コピー結合してリボソームヒに存在していることが判って

いる。PO、Pl、P2関してはリン両変化を受けることが判っているが、リン酸化の

役割は不明で、ある。

BPRL22は、大腸菌 L7/L12や、 それと相同な BPRLIOよりもさらに酸性似IJ

にスポットを形成した。大腸菌リボソームタンパク質にはこの領域にスポット

を形成するタンパク質は存化しない。N 末端アミノ酸配列分析の結果から、こ

のタンパク質が原核生物型リボソームタンパク質 L31 に関連したタンパク質で

あることが示唆された。 しかし BPRL22とは対照的に、大腸菌 L31は塩基性タ

ンパク質である。 BPRL22の少な くとも N末端の卜数残基には、特に強い酸性

ドメインは見られなかった。データは示さないが、データベース上にはクリプ

ト藻類 L31のアミノ酸配列が登録されており、この N末端とより強い関連性を

示したが、クリプト藻類 L31のアミノ酸配列から予想、される等電点を調べると、

弱い塩基性になっていた。ホウレンソウの葉緑体リボソームタンパク質を RFHR

法によって分離しでも、 BPRL22と同じ様な強い酸性領域にスポットを形成する

ものは見つからない (Wadaet al.， 1993) 0 L31の酸性化をもたらした構造変化や、

その酸性化の意味を知る手がかりを得る為にも、今後 BPRL22の全 一次構造の

決定が必要である。

BPRS23と BPRL28の N 末端アミノ酸配列はそれぞれ、 SCS23、PsCL25

と相向性を示した。 SCS23はホウレンソウ葉緑体リボソームの構成タンパク府

中に RFHR法で発見した Wada等による報告と、それとは独立に別のグループが

つけた報告があり (Wadaet al.， 1993~ Schnudt et札 1993) 、PsCL25は、エン

ドウ葉緑体リボソーム中に見つかったタンパク質である (Gantt，1988)。いずれ

も大腸菌リボソーム中のいかなるタンパク質とも配列上の相向性が見られない、

葉緑体特異的リボソ ームタンパク質として報告されている。 しかしその他の出

物ではこれまで存在が報告されておらず、機能も判っていない。 これらに関連

したタンパク質が単子葉植物であるオオムギにも見つかったことから、どちら

も高等植物に共通して存在する可能性がある。しかし RFHR法による SCS23の

スポットは、強い塩基性領域に形成される。またホウレンソウのリボソームタ

ンパク質の RFHR法による泳動像には、BPRL28の近くにスポットを形成するも

のがない。これらの葉緑体特異的タンパク質は、広く共通して葉緑体リボソー

ム中に存在しながら、タンパク質の電気的な性質は N 末端以外の部分で変化し

ているのかもしれなし3。さらに多くの植物について、これらと相同なタンパク
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質の有無とその構造を調べることにより 、J主総体特異的リボソームタンパク質

の普遍性と、機能的な知見が得られるものと考えられる。

BPRA1はプラスチドリボソーム中に、他のリ ボソームタンパク質と同程度

かそれ以上のコピー数で存在していたが、高塩濃度処理によって完全に解離し

ていた。大腸菌では、l寄塩濃度処理によってはがれないものがリボソームタン

パク質として定義されていることから、本研究でも BPRA1をリボソームタンパ

ク質とすることは避けた。 しかし、大腸菌の翻訳囚下の中に、リボソーム画分

に 1コピー存夜するものは見つかっていない。このタンパク質の機能はまだ未

知であるが、高塩濃度処理したプラスチドリボソームが poly(U)を鋳砲とした翻

訳活性を示したことから、BPRA1はこの反応に関与していないものと推察され

，....-'" た。また、 BPRA1のN末端アミノ酸配列はホウレンソウ葉緑イ本の S22と相向性

を示した。ホウ レンソウ葉緑体 S22は、 大腸菌リボソームタンパク質のいずれ

とも相向性が検出されず、主述の SCS23、PsCL25と同様に、葉緑体特異的リボ

ソームタンパク質として報告されたものである (Zhouand Mache， 1989; J ohnson et 

al.， 1990)。ホウレンソウ S22の性質については、これまでいくつかの知見が得

られている。 まず、このタンパク質は葉緑体リボソームの小車粒子上に、他の

リボソームタンパク質と同程度存在しいるにもかかわらず、リボソームに結合

していない状態でもストロマ四分に大量に存在している(Zhou and Mache， 

1989)。このことから著者らはその報告の中で、 S22がリボソームに結合してい

るだけでなく、葉緑体の発生過程に於いて、特別な機能を持っている可能性を

論じている。 また、このタンパク 質を大腸菌内で発現させると 、大腸菌リボ ソ

ームに組み込まれ、その時大腸菌の生育には観察できる影響はあらわれないこ

とが報告されている (Bubunenkoand Subramanian， 1994)。さらに、核にコード

されているこの遺伝子のプロモーターは、光合成組織及び分裂組織で強い活性

を示すことも判っている (Lietal.，1995)。ホウレンソウ S22とオオムギ BPRA1

が同じ働きを持つとはまだ言えないが、このタンパク質の不在が invitroでの翻

訳活性に影響を与えないこと、 比較的弱くリ ボソームに結合していることなど、

本研究から明らかになった性質は、機能を考える上で重要な知見となるはずで

ある。このタンパク質のリボソーム上での機能を考えると供に、Zhouと Mache

の提案するリボソームから離れた場所での機能も、今後考えていく必要がある。

プラスチド リボソームタンパク 質の構成とその量比に関する考察

本研究では、各リボソームタンパク質の量比の計算も試みた。これは、同

い活性を保持したリボソームを精製したことと、タンパク質の分離分析に新た
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な電気泳動法で、ある RFHR法を用いたことで初めて可能になった研究である。

豆比の計算には、14Cで標識した大腸菌リボソームタンパク 質を用いてつくった

補正曲線を使用した。多くのタンパク質が 1近くのコピー数を示し、本研究で

採った方法が呈比の測定に有効であることを示した。極端に大きなコピー数を

示した BPRL10、BPRL22、BPRL28のうち、 BPRL10は先に述べたように原校牛，

物理!リボソームタンパク質 L7fL12と相同なものであり、本来多コピーのタンパ

ク質であると考えられる。 しかし他のタンパク質についてはコピー数を論じる

ことは出米なかった。いずれも大腸菌リボソームに見られない電気泳動上の振

る舞いをするタンパク質であり、本研究で用いた補正曲線では対応できなかっ

たためである。これらについての正確なコピー数の推定は、今後の課題である。

コピー数が小さく計算されたいくつかのタンパク質のうち、 BPRS1は、プ

ラスチドリボソームの中で最も大きな、分子量約 54ゆと推定されるタンパク質

であった。大腸菌では、やはりリボソームタンパク質の中で最も大きなタンパ

ク質である S1 (分子量約 61ゆ )が、翻訳開始因子的に働き 、リボソームに対し

て生理的に着脱していること (Boniet al.， 1991)、リボソ ームの精製中に失われ

やすいこと (Hardy，1975)が報告されている。 BPR51が大腸菌の 51と機能的に

相同なタンパク質なのかどうかは今のところ判っていない。葉緑体の 51相同タ

ンパク質に関しては、現在も議論のある問題である。葉緑体リボソームに 51タ

ンパク質は見つかっていなかったが、 1992年、核コードの 51様タンパク府

(CS 1)がホウ レンソウからクローニングされた (Franzettiet al.) 。このタンパ

ク質の成熟型は大腸菌 51に比べると小さい分子量(約 40kD)であるが、rnRNA

結合領域を持ち、葉緑体の翻訳開始に働いているらしいことが確かめられた。

今のところ葉緑体の 51相同タンパク質についての知見は限られており、オオム

ギの BPR51の一次構造も判っていないが、このタンパク質が小さいコピー数を

示したことは、リボソームとの生理的着脱など、生体内での働きを反映してい

るのかもしれない。

BPRL12とBPRL15は、大腸菌リボソームタンパク 質を用いた補正曲線が

覆う範囲であるに もかかわらず、 BPR51以外でコピー数が少なく計算されたタ

ンパク質である。これらのタンパク質は、光照射によっても、その少ないコピ

ー数を安定に維持していた。またこれらは高塩濃度処理をしてもはがれないこ

とから(図 4A、B) 、リボソームとの結合力が弱いために精製中に失われやす

いものであったり、非特異的な結合によってリボソームと挙動をともにしてい

るものではないと考えられt:.o 大腸菌リボソームタンパク質に対して報告され

ている量比に関する研究では、 L7fL12以外のタンパク質はすべてリボ、ソーム
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に lコピー存在するという結論に達しており (Hardy，1975; T叫etal.， 1990)、こ

れが原核生物理リボソームは均一である (homogeneous)とする、現在常識にな

っているリボゾーム像の根拠となっている。第二章で議論するが、佐かに対数

増殖期の大腸菌では薄い小さなスポットを形成するタンパク質は少ない。 しか

し、オオムギプラスチドリボソームタンパク質のいくつかは明らかに少ないコ

ピー数を安定に維持していた。この結果は、葉緑体リボソームがそのタンパク

質構成に関して均一でない (heterogeneous)可能性があることを意味している。

コピー数の少ないタンパク質の機能解析が求められる 一方、これらを含むリボ

ソームと含まないリボソームが同一細胞内に存在しているのか、異なった組織

で見られるのか、といった個体内の分布にも興味が持たれる。

本研究では、プラスチドリボソームのタンパク質構成に対し、光照射によ

る明らかな影響は観察されなかったO しかし、環境要因や発生段階の違いにお

けるリボソームタンパク質の構成変化が他の生物でこれまでにいくつか報告さ

れている。和田等は、大腸菌の生育段階がが対数増殖期から定常期に移り変わ

るのに伴って、塩基性低分子タンパク質 ribosomemodu1ation factor; RMFが 70S

リボソームに結合して二量体化させ、翻訳活性を失わせることを発見した(1990; 

1995)。同じく和田は、新たに見つかった大腸菌リボソームタンパク質 S22が

定常期特異的にリボソームに結合していることを報告した (1998)。 トウモロ

コシの芽生えが低酸素ストレスにさらされると、リボソームタンパク質の電気

泳動上の易動度に変化が見られたとの報告もある (Bむley-Serresand Freeling， 

1990)。シアノバクテリアの S21 は、低温刺激に対応して誘導されることが報

告されている (Satoetal.， 1997)。これらの結果は、本研究でオオムギプラスチ

ドリボソームに観察されたものと異なっているが、光以外の要因に対して、オ

オムギプラスチドがリボソームのタンパク質構成に変化を示す可能性は否定で

きない。様々な刺激や、発生段階の違いによるリボソームのタンパク質構成の

様子を調べることが、植物の翻訳機構における調節の解明に重要であると考え

られる。
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第二部

定常期に於ける大腸菌リボソーム蛋白質構成の変化

第二部要旨

大腸菌リボソームのタンパク質構成に関しては既に多くの研究が為され

てきたが、分裂を止めた定常期の大腸菌に関する研究は、リボソームを対象と

するものに限らず非常に少なかった。 また全タンパク質の分析技術も不十分な

ものが使われてきた。

そこで木研究第二部では、定常期を維持している大腸菌の生理的変化をハ

体的に明らかにすることを目的として、以下の研究を進めた。まず、長期間の

定常期に於ける細胞内蛋白質構成の変化を網羅的に観察するために、府養開始

後 8日目までという、これまで詳細に調べられることの無かった長期にわたる

培養課程の菌体を材料に、全タンパク質の分離と、個々の蓄積量の変化を包括

的に追った。その結果、定常期初期だけでなく、長期培養下においてさえ、

腸菌は数々のタンパク質を新たに発現していることが判った。次に、これら定

常期特異的タンパク質の中の、特にリボソーム画分に含まれるこつの弱酸性タ

ンパク質 F、Gに注目した。N末端アミノ酸配列によ ってそれぞれの構造遺伝子

を同定したところ、これらは互いに関連したアミノ酸配列を持つタンパク質で

あり、さらに、 ホウレンソウで葉緑体特異的リボソームタンパク質として報止

された S22ともアミノ酸配列の相関がみられた。このホウレンソウ S22は、仕

者がオオムギプラスチドリボソーム上に確認したタンパク質とも相同なもので

ある。そこで原核生物型リボソームに結合するこれらのタンパク質の生均的役

割を知るため、第二部の研究対象を大腸菌 F、Gにしぼり、これらと大腸菌リボ

ソームとの関係をさらに詳細に調べた。大腸菌リボソームの調整法には、オオ

ムギプラスチドリボソームの場合とほぼ同じ方法を使用し、迅速に高純度のリ

ボソームを得た。菌体抽出液を細かく分画し、それぞれへの蓄積を調べた結果、

F、Gはこれまでのどのタンパク質にも知られていない細胞内分布と生理的挙動

を示すタンパク質であることが判った。またこれらのタンパク質により、定常

期のリボソームは大腸菌に於いても均ーではなく、組成的にも構造的にも、い

くつかの種類が混在していることが示された。
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本研究の結果は、定常期における大腸菌の新たな捉え方を提示するもので

あった。またリボソーム研究の観点からは、環境に適応した細胞のリボソーム

が、構成と構造を変化させることの新たな証拠を見い出した。とくに lOOSリボ

ソームに特異的に結合する G の発見は、長期にわたる定常期にある大腸菌の生

理的変化を研究する上で、非常に重要な意味を持っと考えられた。この G また

は Fの構造遺伝子に関連した遺伝子は、大腸菌に限らず、多くのバクテリアゲ

ノム中にも存花するものだった O さらに、葉緑体では、遺伝子を核コードに移

しながらも、関連した遺伝子産物を葉緑体リボソームに結合させていることが

分かった。これは発見した蛋白質の機能的重要性を物語っており、また原核生

物型リボソームが均一で、あるというこれまでのリボソーム像を見直し、正しく

理解していくとで重要な知見であった。

長期培養下の大腸菌の研究は始まったばかりであり、解明されていること

は少ない。大腸菌の生活の中で、最も長期をしめると考えられる定常期がこれ

までは一括して定常期とされてきたからである。木研究によって初めて、長期

培養下に増減を示す蛋白質の存在が具体的に明らかになってきた。F、Gも含め

て、定常期に増減を示すタンパク質の解析が、バクテリアや葉緑体の新たな環

境適応機構の発見を促すことが期待される。
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第二部材料と方法

大腸菌株

大腸菌 (Escherichiacoli)は、 AD202株[ムompηを用いt:..o 細胞は 0.5%の

glucoseと20/0の polypeptoneを含む液体培地 MediumEで一晩 37
0

Cで浸透培養し、

この 0.5凶 を 100凶の同じ液体培地に植え継いで、 37
0

Cで浸透培養を開始した

(Wada， 1986a)。線々な時間で培養を止め、培養液を 4
0

Cで遠心して菌体をペ

レットとして得た。

細胞の分画とタンパク質の調製

対数増勉知jの細胞は 660nn1の吸収がおよそ 0.5にな ったところで培養を止

め、 100凶の培養液から得た菌体をすべて用いた。値え継ぎ後 3時間の菌体は、

100 mlの培地から待た菌体をすべて用いた。植え継ぎ後 10時間、 1日(24時間)、

3日 (72B、?問)の細胞は、 50mlの培地から得た菌体を用いた。菌体のペ レット

を0.5mlの buffer1 (6 mM 2-mercaptoethanol、100mM NH-lAc、15mM Mg(Ac))、

20 mM Tris-HCl pH7.4)に懸濁し、約 0.7gのグラスビーズ(直径約 0.3mm) 

と供に、 4
0

Cで 5分間、激しく撹持した。この懸濁液を 15，000rpm、4
0

C、10分

間遠心した。上清を回収した後、再び 0.5凶の buffer1に懸濁し、上述の撹持、

遠心をしたのち、上清を回収した。この操作を合計 3回行った。最終的にペレ

ットとな った画分を不溶性画分 (CD画分)、回収した上清を合わせたものを細

胞抽出液画分 (CE画分)とした。細胞抽出液画分は、 buffer1で調製した 400/0シ

ヨ糖クッションに上層し、 BeckmanTLA-100.3ローターで 50，000rpm、3時間、

4
0

Cで遠心した後、約1.2凶の上清を回収し、リボソームを除いた可溶性画分

(PRS画分)としt:..0 また、ペレット画分は 0.2mlの buffer1に懸濁し、粗リボ

ソーム画分 (CR) 画分としたO

70Sおよび 100Sリボソームの調製は以下の方法で得た。上述の CE画分を、

buffer 1で調製した 10-40%ショ糖密度勾配に上層し、Beckman45Tiローターで

40，000 rpnl、1.5時間、 4
0

Cで遠心したのち、逮心管の底から)11買に分断し、260nm 

の吸収を測定した。70S及び 100Sリボソームを合む阿分を別々に回収し、それ

ぞれを buffer1で調製した 400/0ショ糖クッションに上層した後、Beckman90 Ti 

ローターで 50，000中m、3時間、 4
0

Cで遠心し、含まれていたリボソームをペレ

ットとして得た。CD、PRS、CRのタンパク質と、 70S及び 100Sリボソームの

タンパク質は、いずれも酢酸法により抽出し、 2%の酢酸に透析した後、凍結乾

燥して、使用時まで-80
0

Cで保存したO

屯;気泳動
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粗リボ、ソーム、 70Sと 100Sリボソーム、ダイソーム、ポリソームの回分の

タンパク質は、 RFHR法によって分離したが(1986a)、以下の点を変更したO

尿素の濃度を 6Mから 8Mに上げ、0次元ゲルと i次元ゲルの濃度を 80/0から 7.20/0

に下げ、ゲルの厚みを 3mmから 2mmに変えた。CDとPRSの困分のタンパク

質の分離にも同じ万法を用いたが、さらに以下の点を変更した。1次元と 2次元

の泳動 bufferの濃度をl.5併にとげ、 2次元ゲルの濃度を 180/0から 14%に下げ、

l次元と 2次元の泳動時間をl.5倍に延長した。

N 末端アミノ酸配列の決定

基本的に第一部に記述した万法と同じ方法を用いた。ただし、分析には

Hew lett Packard社の proteinsequencer G 1005、または Shimadzu社の PPSQを使用

した。

リボソーム上の FとGのコピー数の推定

FとGの70Sまたは 100Sリボソーム上のコピー数は、リボソームタンパ

ク質 S2とL9をコピー数のマーカータンパク質に用いて推定したO これらはー

っとも、 RFHR法による 1次元日の泳動位置がF、G と近く、分子量当たりの平

均電荷量も近いと予想されるものであり、かつ以前リボソームとでユニットコ

ピー、つまり 1モルのリボソーム当たり約 lモルの分子が結合しているタンパ

ク質として報告されたものである (Talet al.， 1990)。まず、リボソームタンパ

ク質を 二次元に展開したのち、染色されたスポットの濃さ (ID) を personal

densitometer PD110 (Molecular Dynamics社)で測定した。次に、電気的性質が同

じであれば染色され易さも同じであると考え、 S2、L9、F、Gについて、それぞ、

れの D を分子量(Mr)で、割った値 (ID爪1r)を求めた。さらに、 S2とL9のD瓜1r

の値の平均値 (Ave(ID爪1r))で、 F、GのDぶむの値を割り、その値をそれぞれ F、

G のコピー数とした。データは示さないが、 Ave(ID爪ilr)で、S2、L9それぞれの

lD爪1rの値を割ると、殆どの値が 0.9から1.1の範囲に収ま り、S2とL9をユニ

ットコ ピーマー カーとして用いたことは妥当であ ったと判断した。

局塩濃度処理した リボソームの調製

細胞抽出液から上述の方法でショ糖密度勾配遠心によって 70Sと 100Sリ

ボソーム画分を得た後、それぞれに濃縮高塩濃度 buffer(5M NH4Ac、15mM 

Mg(Ac)2、20mM Tris-HCl (pH7.4)) を加え、 NH4Acを終濃度 1Mとした。30分

4
0

Cで撹持した後、これらを 15，000rpm、10分間遠心し、上清を得た。予め buffer

Iで調製した 40%ショ糖ク ッションの上に高塩濃度 buffer(1M NH4Ac、15mM 

Mg(Ac)2、20mM TrIs-HCl (pH7.4))で調製した 200/0ショ糖クッションを載せた段
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階的ショ糖密度勾配を用意し、そこに先の上清をのせ、 Beckn1an 90 Tiローター

で 50，000rpm、4時間、 4
0

Cで遠心し、 高塩濃度処理した 70S、100Sリボソーム

をペレットとして得た。タンパク質はこのペレットから酢酸法により抽出したO

ポリソーム間分の調製

ポリソーム画分の調製は、定常期の細胞を新鮮な培地に移して 30分後の

ものから調製した。上述の条件で菌体を 24時間培養した後、得た菌体を同じ組

成の新鮮な培地 200mlに移し、 37
0

Cで 30分間振塗培養した。集菌、及び CE画

分の調製は基本的に上述の方法に従って行ったが、変更点として、作業はすべ

て 100μg/凶の ch1oramphenicol存在下で行い、グラスビーズとの撹持、遠心の操

作は、上述では 3回のところを 1回にした。得た CE画分は、 buffer1で調製し

た 7-47%のショ糖密度勾配に上層し、 Beckman40S wTiローターで 40，000rpm、

2.5時間、 4
0Cで遠心したのち、 260nmの吸収を測定しながら分画した。70Sリ

ボソーム、ダイソーム、ポリソームを含む画分を別々に回収し、それぞれを buffer

Iで調製した 47%ショ糖ク ッションに上層した後、Beckman90 Tiローターで

50，000 rpm、5時間、 4
0

Cで遠心し、含まれていたリボソームをペレ ットとして

得た。タンパク質は酢酸法によって抽出した。
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第二部結果

大腸菌の寿命と定常期のタンパク質発現

大腸菌は、 20/0 polypeptone、0.50/0 glucoseを含む nlediumEで府養すると、

6日以上の寿命を持つ(図 12) 。対数増殖期は数時間で終わることから考える

と、それ以降の定常期が大腸菌の寿命の大半を占めることになる 。この長期培

養下での定常期において、大腸菌体内に存在するタンパク質の構成を調べるた

め、大腸菌を対数増殖期、植え継ぎ 3時間、 5時間、 10時間、そして 1日から 8

日まで 24時間おき、合計 12の時点で集菌し、それぞれの菌体を不溶性問分(ω)、

リボソームを除いた可溶性画分 (PRS) 、粗リボソーム画分 (CR) の 3つに分

画し、各画分から酢酸法で抽出したタンパク質を RFHR法により分離した(図

13A、B、C)。対数増殖期から定常期への遷移期である 3時間から 10時間にお

けるスポットの増減だけでなく、定常期に入った 1日から 8日までの聞にもス

ポットの増減が確認された。これら変化しているスポットの中で、本研究では

粗リボソーム画分に含まれる二つの弱酸性タンパク質に注目した。これらは対

数増殖期にも存在するものの、定常期にさしかかると急激にそのスポットの濃

さを増していた。これらのスポットを形成しているタンパク質を同定するため、

それぞれの N 末端アミノ酸配列を決定した。その結果これらのうち一方は

(T~似ITSK QME---)という配列を、もう 一方は (MQLNITGNNV---)という配

列をもっていた。大腸菌のデータベースを検索した結果、これらはそれぞれがは、

yhbHと呼ばれる、 互いに関連したアミノ酸配列を持つ遺伝子産物であることが

判った。また、これらは以前、和田等に よって、大腸菌リボソームに結合して

いる微少構成タンパク質 F、G と名付けられていたものと同じ配列であった(私

信) 。また、 yfiA遺伝子産物は、ごく最近 Agafonov等に よって、大腸菌リボソ

ームの 30S亜粒子に結合するタンパク質であること、結合位置が両亜粒子の境

界面に位置することが報告された (1999)。 しかし G については報告されてお

らず、またこれらがリボソーム上で、定常期に存在量 を増すタンパク質であるこ

とは、これまで知られていなかった。そこで本研究ではこの 2つのタンパク質

をF、G と呼ぶことにし、これらの性質をより詳細に調べることとしたO 図 14

にこの二つの遺伝子産物の予想アミノ酸配列と、 F、GのN末端アミノ酸配列を

並べて示した。Fは分子量約 13.000のタンパク 質と予想された。アミノ酸配列

の分析では、 N末端の Metが除かれ Thrから始まっていた。Gは分千量約 11，000

のタンパク質であった。Fはその C末端に酸性アミノ酸に富む 18アミノ酸残基

を持っていた。Fと Gは、 互いの N 末端 91残基中、お よそ 40%のアミノ酸残

基が一致していた。大腸菌ゲノム上の位置は、 yfiAが phenylalanine合成系遺伝

のオペロンに属する pheA遺伝子の上流に、 yhbHが窒素代謝関連遺伝子の発
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現に必要な σNをコードする rpoN遺伝子の下流に位置していた。

F、Gの70Sと100Sリボソームへの局在性

対数増殖期には 70Sの状態を取っているリボソームが、定常期に移ると ー

亙体化して 100Sリボソームを形成することが知られている (Wadaet al.， 1990)。

F、Gが定常期のリボソームで蓄積していたことから 、70S、100Sリボソームへ

の結合に興味が持たれた。そこで、細胞抽出液を buffer1で調製した 10-400/0ショ

糖密度勾配に上層して遠心することで、 70Sと 100Sリボソームを分離し、各々

の両分に含まれるタンパク質を RFHR法により分析した(図 15) 。用いた菌体

は、植え継ぎ後 3時間 (a) 、10時間 (bとe) 、i日 (cとf) 、3口 (dとg)

の培養液から集菌したものを用いた。組え継ぎ後 3時間では、まだ細胞内に 100S

リボソームの形成は認められないため、その画分は得 られなかった。この図か

ら判るように、 FとG との間に異なった性質が認められた。Fが主に 70Sリボ

ソームに結合して、定常期にそのスポットを大きくするのに対し、 G はほとん

ど 100Sリボソームのみに結合する状態で、定常期に蓄積していた。Gの 100S

リボソームに対する特異性は高く、 70S画分に見られる G のスポットは、たと

え見えていても非常に薄いものだった。図中には RMFとS22の位置も示した O

RMFは 100S形成に関与するタンパク質で、定常期に 100Sリボソーム画分に見

られるのに対し、 S22は70S、100Sどちらの画分でも、定常期で蓄積しており、

これまで報告されているそれぞれの性質と矛盾しないものだった (Wada，1998)。

F、Gが 70Sと 100Sそれぞれのリボソーム中にどれくらいの割合で含まれ

ているのかを知るため、それぞれのスポットの濃さから、コピー数の推定を試

みた。泳動の l次元自の易動度が近い S2とL9は、 F、G と電気的性質が似てい

るために色素による染まり易さも近いものと考えた。また S2もL9も、リボソ

ーム lモル当たり l分子ずつ存在していると報告されたタンパク質である。そ

こでこれら 2つのリボソームタンパク質の平均を基準にして、 F、Gのコピー数

を推定した。計算に用いたそれぞれの分子量は、それぞれの構造遺伝子から導

いたアミ ノ酸配列から推定した。図 16に示す結果から明らかなように、 Fは、

に70Sリボソームに存在し、植え継ぎ後 3日の時点で約 0.8コピーに達していたO

これは、他のリボソームタンパク質と遜色のない量であり、ほとんどの 70S リ

ボソームがこのタンパク質を結合していることを意味していた。これに対し G

は 100Sリボソームのみに存在し、 70Sリボソームへの結合は無視できる値であ

った。100Sリボソーム中での Gのコピー数は植え継ぎ後 3日の時点で約 0.6コ

ピーに達し、過半数の 100Sリボソームが Gを結合していることが明らかとなっ

た。100Sリボソームには Fも少ないながら結合していたが、このコピー数は培

養が長期化するに従って減少していた。100Sリボソ ーム中の FとGのコピー数
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を足した値は 0.8コピー以下に留まり、 lコピーを越えることは無かった。

FとGのリボソームへの安定した結合

S22とRMFは、どちらも定常期特異的に発現し、既存のリボソ ームに結合

することが示されているが、 S22が高塩濃度処理後も安定してリボソームに結人

しているのに対し、 RMFは同じ処理によってはがれることが判っている (Wada，

1998)。そこで、 Fと G のリボソームへの結合の強さを調べるため、植え継ぎ

後 l日目の菌体から調製した 70Sと100Sリボソームを高塩濃度処理し、含まれ

るタンパク質をそれぞれの処理前のものと比較した(図 17) 。その結果、 F、G

は高塩濃度処理後も安定してリボソームに結合していることが判った。高塩濃

度処理が有効に行われたことは、 100Sリボソーム中の RMFが解離していること

で確認できた。

リボソーム以外の画分への FとGの蓄積

FとG の細胞内分布を調べるため、図 13に示したリボソーム以外の画分

での蓄積量の変化を調べた。FとG の近傍に来るタンパク質の N末アミノ酸配

列を調べた結果、 Fのスポットのみを両画分に同定し、このスポットがどちらの

間分でも定常期 4日から 5日日くらいまで濃くなっていくことを確認したo CD 

画分には、多くのリボ、ソームタンパク質の存在が認められ、 1日日になると、

RMFや S22も蓄積していたが、Gはほとんど存在していなかった。

定常期から対数増殖期への移行期におけるリボソームと、 FとG との関係

長期培養により定常期に入った大腸菌を新鮮な培地に植え替えると、 100S

リボソームとして存在していたこ量体の構造は数分の聞に解消されて単量体の

70Sリボソームとなる (Wadaet al.， 1990)。この環境の変化がFとGのリボソ

ームへの結合に対して与える影響を調べるため、培養開始後 1日目の菌体を新

鮮な培地に移して、 37
0

C30分間培養した。原核生物の翻訳伸長反応の阻害斉IJで

ある chloramphenicolを添加し、ポリソームのパターンをショ相密度勾配遠心に

よって観察した(図 18)。結果は示さないが、 chloramphenicolを添加しなかっ

た場合は Bottom側の吸収が減少し、逆に 70S画分の吸収が大きくなることから、

図中の 70Sリボソームより S値の大きい部分の連続したピークが、阻害剤によ

って翻訳を止められたポ リソームであることを確認した。これらのピークのう

ち、図に示しであるように 70S リボソーム、ダイソーム、ポリソームの画分を

それぞれ回収し、含まれるリボソームを超遠心によってペレットにした(材料

と方法を参照)。抽出したタンパク質の泳動像を比較したところ、 70Sリボソー

ム画分には F、Gがみられたものの、ポリソーム画分にはこれらが観察されなか
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った(図 19) 。図には示さないが、ダイソーム画分の泳動像にもポリソーム困

分と同じく F、Gは観察されなかった。またここには R恥1Fも存在せず、基本的

にポリソームの泳動パターンと同じだったことから、この画分が定常期の 100S

とは異なり、ポリソーム画分の一部であることが確認された。
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第二部考察

本研究では、 二つの互いに関連したタンパク質が、定常期のリボ、ソームに

結合していることを発見した。これらのコピー数は対数増殖期では非常に少な

かったが、定常期に移行する S.}期に劇的に増加していたO 以前は、定常期に特

異的に発現するリボソームタンパク質として S22が、また定常期特異的な

ribosome modulation proteinとして RMFが知られていたが、本研究により新たな

定常期特異的リボソーム結合タンパク質の存在が判ったことになる。これらの

t実は、大腸菌の、とくに定常期のリボソームのタンパク質構成が、必ずしも

均 ーでは無いことを示している。定常期から対数増殖期への移行期に掛けての

観察から、 F、Gに関しては翻訳開始時にリボソームから解離することが示唆さ

f れ、同じ条件でポリソーム画分にみられた S22 とは、異なった働きを持つタン

パク質と考えられた。

本研究により、大腸菌リボソームのタンパク質構成に関して、これまで以

とに詳しい知見が得られた。これらをまとめて、リボソームの構成と構造に関

する概略モデルを図 20に示した。ここに示すように、対数増殖期にはほとんど

のリボソームがF、G、S22、RMFを持たない「対数増殖期型」リボソームとし

て存在している(1 )。菌体が対数増殖期から定常期に移行する、組え継ぎ後 3

時間から 10時間後では、まず Fがリボ、ソームに結合するが、構造は 70Sモノマ

ーの状態を保っている(2 )。定常期にはいると、リボソームはいくつかの「定

常期型j リボソームになる。すなわち、 Fが結合したものと G が結合したもの

である。このうち Gが結合したリボ、ソームの殆どは、 RMFの結合とともに一一

体、すなわち 100Sリボソームを形成する。Fが結合したものも 100Sになりう

るが、これはすべてではなく、 70S状態を維持しているものもある (3) 。今回

の結果から、定常期の大腸菌体内は少なくとも、 Fの結合した 70Sリボソーム、

Fが結合した 100Sリボソーム、 Gが結合した 100Sリボソームが存在している

ことが判った。これまでに定常期特異的にリボソームに結合すると報告されて

いた S22は、 70S、100S、どちらの四分にも存在していることが判っており、異

なった局在性を示すタンパク質 F、Gの発見によって、定常期リボソームのタン

パク質構成の多様性がこれまで以上に強く示唆されることになった。図中では

ノい略しであるが、実際には L7ι12の存在比率の変化も起こり、こうしたことも

考えると、 「定常期型Jリボソームの種類は、より多くなる可能性がある。定

常期が長くなるにつれて「定常期型」リボソームは増加を続けるが、 F、G、S22

などのコピー数から考えると、定常期中期にあたる培養 3 日目のものでも、リ

ボソームは僅かながら「対数増殖期型」として存在しているようであった。定

常期の菌体を新鮮な培地に移して 30分後、対数増殖期への移行期では、 70Sリ
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ボソームとに F、Gが残存していたものの、翻訳謀れにあるポリソーム両分に確

認されなかったことから、これらのタンパク 質は翻訳開始時までにリボソーム

から解離するものと考えられた。また、 S22は70Sリボソーム阿分にも ポリソー

ム画分にもみられ、 L7/L12の比率も定常期のそれに近かったO これらのことか

ら、 「定常期型」リボソームのタンパク質構成は、菌体が盛んな増殖を再開す

るときに、いくつかの定常兵rJ特異的タンパク質の解離や、新たに生合成された

リボソームによって希釈される形で、再び「対数増殖期型」リボソームに収束

していくものと考えられた。

このように定常期特異的なリボソームタンパク質構成の変化は判ってき

たものの、その生理的意義はいまだ不明で、あるoFに関しては、ごく最近 Agafonov

等がProteinYと名付けて報告した (1999)。著者らは、このタンパク 質が 30S

リボソーム亜粒子に結合すること、その結合位置が 50Sリボソーム亜粒子との

接触面であることを、独自の新しい方法によって明らかにしたO この方法は、

hot tritium bombardment techniqueと呼ばれる方法で、 熱 トリチウムをタングステ

ンコイルから放出し、リボソーム粒子に衝突させることで、粒子表面にあるタ

ンパク質を標識して、粒子内部のタンパク質と区別する技術である。これをリ

ボソーム粒子の表在タンパク質決定に用いたのは彼らが始めてであったO また、

著者らは、このタンパク質が、低 Mg2+イオン濃度条件下でリボソームを安定化

させて亜粒子への解離を防ぐことも、 invitroの実験で示したO 今回の研究によ

って新たに、Fが定常期にそのコピー数を増やすタンパク 質であること 、ポリ

ソーム画分には含まれないタンパク 質であることが示されたo Agafonov等の観

察した invitroでのリボソームに対する影響が、菌体内でも認められるものであ

れば、本研究の結果は、次のように解釈することが可能で、ある。すなわち、 Fは

定常期に於いて、翻訳に関与していないリボソームに結合し、これを安定化さ

せる働きを持つが、菌体が再び盛んな増殖を始めるときには、このタンパク府

はリボソームから解離し、その役目を終える、というものである。G に関して

は、これまで細胞内でその存在が確認されたことはなく、リボソーム上の結ム

位置に関する知見は全く得られていない。 しかしアミノ般配列がFのものと相

関を示すことから考えて、 Fとln]じ場所に位置する可能性は高い。このことは、

100Sリボソーム中での FとGのコピー数の和が lを越えなかったことと矛盾し

ない。定常期にさしかかったときの G の蓄積は、 Fの蓄積よりも遅い時期に始

まっており 、より増殖率の低い細胞内で存在していることになる 。このことか

ら、 Gの機能も、翻訳していないリボソームの安定化への関与が予想される。

以前の研究から、 100S形成を担う塩基性低分子タンパク質 R恥F がリボソ

ームに結合すると、リボソームの翻訳活性が翻訳開始の段階で失われることが

/いされており (Wadaet al.， 1995)、100Sリボソ ームは、可逆的に失活させた 70S
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リボソームの貯蔵型であると考えられている。また RMFの構造泣い rを破壊す

ると、大腸菌は定常期における生存率が低下することが判っていた (Yamagishiet 

al.， 1993)。これらのことから、 100Sリボソームの形成は、増姐を停止せざるを

得ない環境にある細胞にとって、生存に必要なものであると考えられている 。

100Sリボソーム特異的に結合する Gや、これと 関連したアミノ酸配ダIJを持つ F

もまた定常期にその蓄積量 を飛躍的に増大させることから、どちらも定常期に

おける細胞の生存に重要な役割をもっている可能性がある。

Fや Gと相関のあるタンパク質を SwissProtのデータベース上で検索する

と、 σ54il1odu1ation protein fami1yに属するタンパク質として、様々なバクテリア

の遺伝子産物のなかに見つかった。これらは σ54構造遺伝子 (rpoN) の直下流

に位置して供転写される遺伝子である。この familyname は、この ORFを破壊し

た株の表現型を調べたところ、 σ54依存性のプロモーターからの発現のヒ昇が

観察された、とする 1989年の Klebsiellapneu;noniaeを用いた研究結果に由来す

る (Merrick加 dCoppard )。大腸菌の場合、 yhbHが Klebsiellapneumoniaeで破

壊された遺伝チと相同であり、またゲノム上の位置も保存され、大腸菌の rpoN

と供転写されることが報告されている (Powellet札， 1995) 。 しかし、 yhbHの

遺伝子産物である G は生体内に確認されていなかった。これまでの殆どの研究

が対数増殖期の細胞を用いていたことが最も大きな原因と考えられ、当然リボ

ソーム画分に局在することも知られていなかった。また、 yhbH遺伝子の破壊が、

大腸菌内に於いても σ54依存性のプロモーターからの発現に影響を与えるかど

うかは、調べられていない。大腸菌におけるこの遺伝子とその産物の働きは、

今後本研究を継続する上で、最も大きな課題である。

葉緑体のタンパク質の中に、 Fと弱く、 G とはさらに弱い関連を示すもの

が見つかった。これは、ホウレンソウにおいて、葉緑体リボ、ソーム特異的タン

パク質として報告されていた S22である。ホウレンソウ S22と相関を示すタン

パク質は、オオムギ葉緑体リボソームと弱く結合しているタンパク質 BPRA1と

して本研究第一部で議論したタンパク質である(関 8E) 。ホウレンソウでは前

述のようにリボソームに結合しない状態でも存在していること、組織特異的に

発現されている可能性があること、が示されている 。本研究第 一部のオオムギ

を使った研究では、 invitro翻訳系でのリボソームの活性に必要とされなかった

ことも観察しである。これらの性質はいずれも、本研究に於いて Fに観た性質、

すなわち、 Fはリボソーム画分以外にも蓄積が認められたこと、定常期に蓄積ー

を増していたこと、及びポリソーム画分に存在しなかったことと、矛盾してい

なかった。アミノ酸配列上弱い相関しか持たず、蓄積する組織の性質も異なる

が、 Fが大腸菌リボソーム上に確認された現在、このタンパク質と相関をもっホ

ウレンソウ S22やオオムギに見つかった BPRA1は、葉緑体特異的リボソームタ
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ンパク質というよりも、原核生物型リボソームに広く存在する、リボソーム結

合タンパク質のファミリーのーっと考えるべきものなのかもしれなし、。ホウレ

ンソウ S22の機能はまだ判っていないが、大腸菌における F、またはこれと関連

したタンパク質である Gの機能の解明が、葉緑体 S22や BPRA1の刷物における

機能解析の参考になることが期待される。

強、い相関を示したリボソームタンパク質 FとGが、どちらもリボソームに

結合し、同じように定常期にその蓄積量を増していたにもかかわらず、 Fが主に

70Sリボソームに結合していたのに対して Gが 100Sリボソームのみに結合して

いたことは、驚くべきことであった。 これらのタンパク質はいかにしてリボソ

ームに結合し、またそれぞれの 70S、100S リボソームへの分配の速いは何によ

って決められているのか、判っていない。一つの可能性は、 F、Gがリボソーム

に結合してそれを安定化した後、 RMFが後から結合して 70Sリボソームを 100S

リボソームに変化させるというものである。この場合、 F、Gの分配の様子から

考えると、 100Sリボソームになる効率は、 Gが結合したリボソームが最も高く、

Fが結合したリボソームはその次になる。対数増殖期由来のリボソームより、定

常期由来のリボソームの方が、 精製した R~在F による 100S 形成の効率が高かっ

た、とする以前の Wada等の報告は、この仮説に矛盾しない (1995)。しかし、

RMFによ ってすでに形成された 100Sリボ、ソームに、Gが選択的に結合していく

というもう 一つの可能性も現在のところ排除できない。培養開始後 1日目、定

常期の CD画分には、殆どすべてのリボソームタンパク質だけでなく、 S22や

~在F も他のリボソームタンパク 質に匹敵する蓄積量が観察されたにもかかわら

ず、 Gの蓄積が殆どみられなかった(図 13A)。同じ 1日目の菌体内では、細胞

斤斤にある 100Sリボソーム中の Gのコピー数が 0.5を越えていた(図 16B)。

このことは、Gがこれまで知られているいかなるタンパク質よりも、細胞質 100S

リボソームに対する選択性が高いことを示している。CD画分に観られたリボソ

ームタンパク質や R加F が、 70Sや 100Sのリボソーム粒子の存在を意味してい

るのかどうかはまだ判らないが、 G と 100Sリボソームとの結合様式の解明は、

100Sリボソームに対するさらに深い構造的知見をもたらすものと考えられる。

以上のように、大腸菌リボソームは対数増殖期と定常期で、そのタンパク

質構成や構造が変化する新たな証拠を示した。さらに、定常期のリボソームだ

けをみても、そのタンパク質構成が不均一であること (heterogeneity)を示したO

これらは、これまでの大腸菌リボソーム、またそれを基準にしてきた原絞生物

売IJリボソームに対する常識的なとらえかたを変えるものである。今後様々な環

境に対してのリボソーム研究が必要なことを提示している。また、本研究によ

り定常期特異的にリボソームに結合することが見つかったタンパク質の機能を

解析することは、本研究の次に来る最も大きな課題である。具体的には、リボ
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ソームとの関係を調べる上で、リボ、ソーム上での FやGの正確な結合位置を生

化学的に決めることが必要である。また遺伝学的な手法を用いて 、これらのさE
m を過剰発現させたりゲノムから欠損させた場合、大腸菌の生育、特に定常

期の viabilityに対して与える影響を調べる必要もある。こうした研究から、これ

らの蛋白質の機能を知る手がかりが得られると考えている。さらに大腸菌で得

られた知見を土台にして、バクテ リアや葉緑体に見つかった関連蛋白質の機能

に迫ることで、これらの生物の新たな環境適応機構が解明されることが期待さ

れる。
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図1ショ糖密度勾配遠心によるプラスチドリボソームの精製。
オオムギ無傷プラスチドのストロマ画分は、 bufferBで調製した10-40%の

ショ糖密度勾配に上層し、目立RT42ローターで1.5時間12，5000x gで遠心

した。遠心後の勾配を遠心管の底から1.5凶づっ分画し、それぞれの画分

の260nmの吸収を測定した。



(¥  

/・""'-

てコ
屯J
.... ・8
CI:l ω 

2 

己 C
0.. c: 
;:; ~ 1.5 
5 竺
己 〉、

壬 5
~ ..s:: 
ー-: 0.. 
~ 
> "0 
屯) ~ 

瓜 、 ~

三宮 0.5
也.... -ーー・
CI:l .、

。ω ー
でr

P::;~ 

+ plastid Rb 

図2 Poly(U)を鋳型に用いたinvitro翻訳活性測定。
14Cで標識されたアミノ酸を基質として加え、この取り込みによ

りプラスチドリボソームの翻訳活性を測定した。反応、液には大腸

菌の細胞抽出液からリボソームを除いたものを加えた。プラスチ

ドリボソームのラベル取り込み活性(中;+ plastid Rb)は、大腸菌

リボソームの活性(左;+ E.coli Rb)に対する比活性で示した。リボ

ソームを入れなかったときの比活性(右;-Rb) は、 0.1以下であ

った。
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図3 リボソームの大小亜粒子への解離と再会合。
(A)精製したリボソームはbufferBの組成のKClを図に示す濃度に変えた

bufferで、調製した5-20%のショ糖密度勾配に上層した。遠心した後、 260

nmの吸収によって解離会合の様子をモニターした。(B)プラスチドのスト

ロマ画分を解離条件のショ糖密度勾配に上層して遠心し、大、小両サブユ

ニットの画分を別々に得た後、混ぜ、合わせて一つのペレットにした。これ

をbufferB、または500mMのKClを含むbufferで、調製したショ糖密度勾配に

上層し、 (A)と同じように260nmの吸収で、モニターした。
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図4 オオムギプラスチドリボソームタンパク質のRFHR法によ
る泳動パターン。
無傷プラスチドのス トロマ画分か ら、図lと同じように70Sリボソーム画分

を調製した。リボソームをペレットにした後、酢酸法でタンパク質を抽出

し、 RFHR法によって分析した。ゲルの左側が酸性領域、右側が塩基性領

域。(A)高塩濃度処理をしていないリボソームから抽出したタンパク質の

泳動像。短時間の精製で高純度なリボソームが得られた。(B)高塩濃度処

理したプラスチドリボソームから抽出したタンパク質の泳動像。酸性領域
のスポットが一つ消失したほかは、変化がみられない。
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図5 プラスチドリボソームの小亜粒子、大亜粒子の構
成タンパク質の泳動像と、スポットの位置の概略図。
ストロマ画分を、 bufferCで調製したショ糖密度勾配遠心により

分画し、小亜粒子と大亜粒子を得た。それぞれから抽出したタン

パク質の泳動パターンをA(小亜粒子)、 B(大亜粒子)に示す。(C)

大小両亜粒子のスポ ットの位置を比較して、全スポットの位置関

係を模式的にあらわした。白丸が小亜粒子由来、黒丸が大亜粒子

由来のスポ ット。
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図6 平均電荷量推定のための検量線

大腸菌のリボソームタンパク質について、アミ ノ酸配列から推定されるpH8.2

における分子量一万当たりの電荷量を計算し、ゲル上に形成された各タンパ

ク質のスポッ トのl次元自の座標 (lD座標)に対してプロットした。この回

帰曲線を、同時に泳動したオオムギプラスチドリボソームタンパク質の平均

電荷量推定に用いた。
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図7 分子量推定のための検量線。
大腸菌とプラスチドのリボソームタンパク質を同時に泳動したゲルを、酸

性、中問、塩基性の3つの領域に分けt.:.o それぞれの領域に含まれる大腸菌

リボソームタンパク質の分子量の対数 (Ln(MW)) を、 2次元日の泳動距離

(2D泳動距離)に対してプロットし、得られた回帰曲線をプラスチドリボソ

ームタンパク質の分子量推定に用いた。各領域に含まれる大腸菌、プラスチ

ドのリボソームタンパク質の種類については、材料と方法を参照。
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A 
BPRL10 l'STATESPKVLELGDAI 

RyeL12 44'STATESPKVLELGDAI 

B 
BPRL22 l'XKKGLHPEIFEDAKVY 

. . . . ・.. . • .. . •• .. 

EcoL31 l'MKKDIHPK-YEEITAS 

C 
BPRL28 l'XSXPQKKGTKH 

Ps仁L25 41'SSRPQKKSTAH 

D 
BPRS23 l'GRGDRKTNXGGRFRXQYGNA 

S仁S23 l'GRGDRKTAKGKRFNHSFGNA 

E 
BPRAl l'AXDGPLXSARXIMQ 

SpS22 67'SWDGPLSSVKLILQ 

辺8 オオムギプラスチドリボソームタンパク質と、相同なタ
ンパク質とのアラインメント 。
BPRLI0(A)、BPRL22(B)、BPRL28(C)、BPRS23(D)、BPRAl(E)はそれぞ
れ、 L12(ryeplastid)、L31(E.coli)、PsCL25(peaplastid)、SCS23(spinach

plastid)、SpS22(spinachplastid)とアラインメントしたO 一致したアミノ酸

をコロン (: )で示した O
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図9 リボソームタンパク質の平均電荷量と染色に
用いた色素AmidoBlack 10Bの結合力との相関。
14Cで標識した大腸菌 リボソームタンパク 質は、RFHR法で

分離し、 AmidoBlack 10Bで染色した後、デンシトメーター
(PDII0)でスポッ トの濃さ (ID)を測定した。それぞれ

のスポットに含まれる放射活性 (R) を測定した後、 IDIRの
値を計算してqぶ1rに対してプロットした。得られた回帰曲

線はプラスチド リボソームのコピー数の推定に用いた。
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図10 プラスチドリボソームのタンパク質構成に対する光照射

の影響。
暗所芽生え(A)に光を当てて3(B)、6(C)、12(D)時間後のオオムギの葉から

得た無傷プラスチドからリボソームを調製し、含まれるタンパク質の組成

を比較した。リボソームは高塩濃度処理をしていないので、 BPRAlが結

ムしている (A、矢印) 。
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図12 大腸菌 (AD202) の長期培養下での寿命。
大腸菌を0.5%glucoseと2%polypeptoneを含むMediumEで培養す

ると、 6日目前後で、viavilityが急激に下がり、 10%を下回るよう

になる。
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TMNITSKQMEIT (← N-terminal amino acid sequence of protein F) 
111111111111 

YFIA l' MTMNITSKQMEITPAIRQHVADRLAKLEKWQTHLINPHI 1 LSKEPQGFVADAT 1 NTPNGV 

*** *** * * * **** * * *** * YHBH 1" MQLNITGNNVEITEALREFVTAKFAKLEQYFDRINQVYVVLKVEKVTHTSDATLHVNGGE 
111111111111 

MQLN 1 TGNNVE 1 (← N-terminal amino acid sequence of protein G) 

YFIA 61' LVASGKHEDMYTAINELINKLERQLNKLQHKGEARRAATSVKDANFVEEVEEE 

** *** ** ** ** *** * * YHBH 61" IHASAEGQDMYAAIDGLIDKLARQLTKHKDKLKQH 

図14 予想されるFとGのアミノ 酸配列の相関。
N末端ア ミノ酸配列分析の結果、FはがA遺伝子産物、GはyhbH.遺伝子産
物のものと一致した。これら二つの遺伝子産物のアミノ酸配列には、互
いに相関がみられた。一致したアミノ酸を*で示した。
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図15 F、G、S22、位、 L9、RMFの70S、 100Sリボソーム上へ
の局在性。
培養開始後3時間 (a) 、10時間 (b，e)、1日 (c，f)、3日 (d，g)の菌体
から70S、100Sリボソーム画分を調製し、含まれるタンパク質をRFHR法
で分析した。F、G、S22、S2、L9、RMFのスポットの位置を矢印で不
すo F" S22、S2、L9が70S(a、b、c、d) 、100S (e、f、g) どちらの画分
にも存在しているのに対して、 G、RMFは100S画分のみに見いだされ、 后
在性に違いがみられる。
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図16 70S、100Sリボソーム画分における、 F、Gのコピー数の変化。
F、Gのコピー数は、S2とL9を基準にして推定した。Fを黒丸、 Gを黒四角で示
す。A、Bともに、培養開始からの時間を横軸に示しである。培養開始から 3時間
の時点では100Sリボソームは存在しないので (B，3 h)、ここにはF、G共にo(ゼ
ロ)を代入した。
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図17 リボソームと F、Gの結合に対する高塩濃度処理の
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ハノ官 30

Buffer 1で調製した70S(a)、100S(b)リボソーム (UW;豆n笠ashed)

を、 1MNH4(Ac)で、高塩濃度処理 (HSW，High呈alt宣ash) したもの

(70S， c; 100S， d)と比較した。F、G、RMF、S22の位置を矢印で示

す。F、G、S22は高塩濃度処理前後で変化を示さないが、 RMFは高

塩濃度処理後の100Sリボソームでみられなくなる。
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図18 定常期から対数増殖期への移行期のポ

リソーム画分。
定常期の細胞を新鮮な培地に移して30分後に翻訳反応

をchloramphenicoIで阻害したO この時の細胞抽出液を4
-47%のショ糖密度勾配に上層して遠心し、 260nmの

吸収を測定しながら分画した。図に示す70Sリボソー

ム、ダイソーム、ポリソーム画分は、別々に遠心し、

含まれるリボソームを回収したO
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図19 70Sリボソームとポリソームのタンパク質構成
の違い。
~18で得られた70S リボソーム画分とポリソーム画分から抽出
したタンパク質をRFHR法で分析した。70Sリボソーム画分には

F、Gが確認できるが、ポリソーム画分にはどちらもみられな
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に

な
っ

た
時

期
を

(4
)

と
し
て

、
全

体
を

模
式

的
に

あ
ら

わ
し

た
。

こ
の
図
の
中

に
は

、
F
、

G
、

R
M
F
の

み
を

白
四

角
、

白
丸

、
黒

丸
で

そ
れ

ぞ
れ

表
し

た
。

大
、
小

両
リ

ボ
ソ

ー
ム

亜
粒

子
は

、
大

き
い

楕
円

と
小

さ
い

椅
円

で
表

し
た

。
詳

細
は

本
文

中
に

記
述

し
で

あ
る

。

re
fr
cs
h
 (I
og
) 

(4
) 
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表1大腸菌リボソームタンパク質のが

pI pI 

LOl 10. 12 SOI 4.74 

1.02 11. 4 S02 6. 73 

L03 10.39 S03 10.73 

L04 10. 19 S04 10.45 

L05 9.9 S05 10.58 

LOG 10. 1 SOG 4.76 

L07 S07 10.8r! 

L08 S08 9.84 

L09 6. 18 S09 1 1. tl 

LI0 9. 52 S10 10. 15 

Lll 10. 11 S 11 11. 82 

Ll2 4. 45 S12 11. 33 

L13 10.29 S13 11.26 

し14 10.9 S14 11. 66 

Ll5 11.58 S15 10.83 

LlG 1 1. 71 Sl6 11. 01 

Ll7 11. 53 S17 10.05 

Ll8 10.85 S18 10.96 

L19 11.08 S19 11. 05 

L20 11. 96 S20 11.68 

L21 10.29 S21 11. 65 

L22 10. 71 S22 11. 55 

L23 10.12 RMf 11. 3 

L24 10.73 

L25 10.03 

L25 

L27 11.09 

r--. L28 11. 92 

L29 10.5 

L30 11. 17 

L31 9.71 

し32 11. 5 

L33 10.72 

L34 13.5 

L35 12.28 

L36 11. 18 



表 2 オオムギプラスチド リボソームタンパク質の平均電荷量 と分ナ豆

NM在E q/M
r 
(x10~) M

r 
NAME q/M

r 
(x10~) M

r 

BPRL1 -0.9 38，800 BPRS1 -l.8 54，300 
BPRL2 -3.4 32，800 BPRS2 -6.1 53，300 
BPRL3 5.7 23，300 BPRS3 -6.5 42.200 
BPRL4 -2.4 24.500 BPRS4 -4.5 28.900 
BPRL5 1l.2 22，300 BPRS5 7.7 23，000 
BPRL6 -6.1 21，600 BPRS6 3.1 22，200 
BPRL7 -8.0 21，600 BPRS7 -5.0 20，700 
BPRL8 7.7 21，700 BPRS8 4.3 20，500 
BPRL9 -5.0 20，700 BPRS9 11.4 20，000 
BPRL10 -8.2 16，800 BPRS10 15.3 15，200 
BPRL11 7.3 20，300 BPRS 11 10.6 16，200 

( ¥  BPRL12 l.1 20，000 BPRS12 14.3 14，800 
BPRL13 7.0 19，200 BPRS13 14.9 14，200 
BPRL14 8.2 19，200 BPRS14 9.7 13，500 
BPRL15 l.8 19，200 BPRS15 17.3 12，900 
BPRL16 3.3 18，900 BPRS16 10.6 11，900 
BPRL17 0.4 18，600 BPRS17 8.4 11，900 
BPRL18 5.7 17，600 BPRS18 2.6 10，500 
BPRL19 13.8 16，700 BPRS19 1l.2 10，300 
BPRL20 12.4 15，300 BPRS20 12.4 10，300 
BPRL21 6.5 15，100 BPRS21 15.4 11，300 
BPRL22 -12.2 6，400 BPRS22 11.4 7，500 
BPRL23 7.3 14，300 BPRS23 4.5 6，500 
BPRL24 9.7 13，500 
BPRL25 16.6 13，300 BPRA1 -6.1 22，800 
BPRL26 8.4 12，400 
BPRL27 12.2 12，200 
BPRL28 -6.8 3，200 
BPRL29 6.2 11.100 
BPRL30 10.7 7，900 
BPRL31 18.3 9，800 
BPRL32 20.5 8，100 
BPRL33 14.8 8，000 
BPRL34 19.3 7，500 
BPRL35 23.2 6，300 
BPRL36 26.2 4，300 

、1./均電荷量と分子量は、大腸菌リボソームタンパク 質をマーカーとして、 電気

泳動画像の l次冗目と 2次冗自の易動度から推定した。詳細は材料と方法を参

日召。



表 3 オオムギプラスチドリボソームタンパク質のコピー数

NM伍 copy no NM伍 copy no 

BPRL1 0.84 BPRS1 0.16 
BPRL2 0.80 BPRS2 0.48 
BPRL3 1.03 BPRS3 1.05 
BPRL4 l.39 BPRS4 0.94 
BPRL5 1.43 BPRS5 0.61 
BPRL6 1.41 BPRS6 0.67 
BPRL7 1.19 BPRS7+L9 0.88a 

BPRL8 l.09 BPRS8 0.86 
BPRL9+S7 0.88a BPRS9 1.02 
BPRL10 N.D.b BPRS10 0.92 
BPRL11 1.22 BPRS11 0.73 
BPRL12 0.21 BPRS12 1.21 
BPRL13 l.20 BPRS13 1.14 
BPRL14 1.93 BPRS14 1.17 
BPRL15 0.23 BPRS15 l.01 
BPRL16 0.40 BPRS16 1.54 
BPRL17 0.41 BPRS17 1.38 
BPRL18 l.01 BPRS18 l.75 
BPRL19 0.39 BPRS19 l.19 
BPRL20 0.97 BPRS20 0.71 
BPRL21 1.35 BPRS21 1.10 
BPRL22 N.D.b BPRS22 1.39 
BPRL23 1.25 BPRS23 1.74 
BPRL24 1.17 
BPRL25 0.79 BPRA1 1.60 
BPRL26 0.70 
BPRL27 1.31 
BPRL28 N.D.b 

BPRL29 1.33 
BPRL30 1.32 
BPRL31 0.85 
BPRL32 0.63 
BPRL33 1.20 
BPRL34 0.79 
BPRL35 0.92 
BPRL36 0.60 

各タンパク質の量比は、それぞ、れの ID、q/Mr、M
r の値を使い、 図 9に示し

た補正曲線を用いて推定したO 導いた値は、 BPRL10、BPRL22、BPRL28を除

くすべてのデータの平均値を lとして補正した。

elBPRL9とBPRS7は二つの値の合計で示しである(詳細は本文)。

b N ot determined. 
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