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抗 酸 菌 の リ ボ ゾ ー ム に 関 す る 研 究

第1報 ヒ ト型結 核菌の リボ ゾー一一一eムの分離 とそ の性状
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STUDIESONTHERIBOSOMEOFMYCOBACTERIA*

1.IsolationandCharacterizationoftheRibosomeof

ルlycobact〃 伽 〃Z拗 〃culosis・U37Ra

TohruEDA

(ReceivedforpublicationAugust26,1968)

Studieswerecarriedoutonthepreparationprocedureandcharacterizationoftheribosome

fromthestrainH37RaofMycobacteriumtuberculosis.

Theribosomefractionwasobtainedasfollows;Thestrainwascultivatedinthesynthetic

mediumcontainingTween80at37。Cfor14daysandthecellswereharvestedbycentrifugation

andwashedwithandresuspendedinthe10-2Moftrisbuffercontaining10-2MofMgCl2

(tris-Mgbuffer).Thecell-freeextractofthewashedcellswaspreparedbypassingthrough

theFrenchpressurecellat400kg/cm2followedbycentrifugation.Particulatefractionswere

isolatedfromthecel1-freeextractbysuccessiveultracentrifugationat20,000gfor60minutes

(20p60fraction),and105,000gfor120minutes(105p120fraction).Finalsupernatant

fraction(105s120fraction)wasusedasasolubleenzyme.Eachparticulatefractionwas

resuspendedintris-Mgbufferandanalyzedmorphorogically,physicochemicallyandbiologically.

Thefollowingresultswereobtained.

1)The105p120fractioncontainedahigheramountofRNAthanotherfractionsdidU-V

spectrophotometricallyandchemically.

2)Analyticalultracentrifugationpatternshowedthatthe105p120fractionconsistedchiefly

of70Sparticleswithasmallamountof50S.

3)Electronmicroscopicallythe105p120fractionwasprovedtobenearlysphericalpar-

ticles,27～35mμindiameter.

4)Furthermore,itwasshownthatthe105p120fractioncouldincorporated14C-aminoacids

intoitsproteinfractioninthepresenceofATPanditsgenerator,thesolubleenzymeand

cofactors.

Fromtheseresults,the105p120fractionmaybeconsideredtobetheribosomefraction

ofH37Ra.

*FromDepartmentofMicrobiology ,FacultyofMedicine,UniversityofTokyo,Hongo,

Bunkyo-ku,Tokyo,Japan.



420

近年生物物理学,生 化学などの急速な進歩に伴い,生

物細胞の蛋白生合成に関する研究が高等動植物細胞ある

いは,細 菌細胞を用いて活発に行なわれ,分 子生物学の

発展 と相侯つて,そ の機構の全貌がようやく明らかにな

りつつある。これらの知見によると,リ ボゾームは生物

細胞における蛋白生合成の主要な場として重要な役割を

演 じているものであるが,細 菌細胞のうち現在までに検

討 された菌種は,大 腸菌を中心とする若干のものに限ら

れ,特 に大腸菌のそれについてぽ詳細に知られている1)。

抗酸菌は大腸菌に比べて種々の点で非常に異な り,抗 酸

菌における蛋白生 合成の研究は興味があり,ま た応用面

よりみても非常に重要であるが,い まだ抗酸菌について

の検討ばみるべきものがな く,し たがつて リボゾームに

関する知見 も乏しく,2,3の 報 告2)～5)21)があ るのみでほ

とんど知られていない と言つてよい。

著者は抗酸菌の蛋白生合成について,特 にその リボゾ

ームを中心 として系統的に追究することを企図 し
,す で

にMycobacterium607(以 下M.607)2)お よびBCG3)

よ りリボゾームを分離 し,そ の性状を報告 してきた。本

報告においては,ヒ ト型結核菌H37Raを 対 象 として,

そ のリボゾームを分離することを試み,そ の物 理 化 学

的,形 態学的性状および生物活性を調べ,本 菌株のリボ

ゾームと考えられる分画を得たので報告する。

材 料 と 方 法

1.菌 株 と培 地

当教 室 保 存 の ヒ ト型 結 核 菌H37Ra株 をTween80加

合 成 培 地(以 下TSM培 地)6)に 継 代 した も の を 用 い た 。

本 菌 株 は,こ の培 地 で均 等 に発 育 し,約14日 間 で 最 大

の 発 育 を 示 す 。

2.リ ボ ゾ ー ム の分 離 法

既 報2)3)と ほ ぼ 同 様 に超 遠 心 分 画 法 に よつ た 。 す な わ

ちTSM培 地 に14日37。C静 置培 養 後 遠 心 に よ り集 菌

し,IO-2MMgC12含 有10-2Mtris-HCIbuffer,pH7.3

(以 下tris-Mgbuffer)で よ く洗 浄 し,得 ら れ た 菌 体 を

tris--Mgbufferに 再 浮 遊 し,Frenchpressurecel1で

400kg/cm21回 通 過 させ る こ とに よ り菌 体 を破 壊 した 。

菌 体 破 壊 液 を7,000rpm,30分 遠 心 し てintactce11,

cellwal1な どを 除 い た の ち,そ の 上 清 に つ い て 更 に

20,0009,60分 で 沈 降 す る 分 画(20P60分 画),そ の

上 清 を105,000g,120分 で 沈 降 す る分 画(105p120分

画)お よび そ の上 清(105s120分 画)と に 分 け た。 こ

の よ うに して 得 られ た 沈 降 分 画 は,そ れ ぞ れ 一 定 量 の

tris-Mgbufferに 再 浮遊 し て 以 後 の 実験 に 使 用 した 。

な お 以 上 の 諸 操 作 は す べ て4℃ 以 下 で 行 な つ た。

3.105p120分 画 の形 態 学 的 検 討

105pl20分 画 の形 態 学 的所 見 を 電 子 顕 微 鏡 像 に よ り

観 察 した 。105P120分 画 を 適 当 に 希 釈 した の ち そ の1
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滴 を コ ロ ジ オ ン膜 を は つ た メ ッ シ ュに の せ,ク ロ ミウム

で シ ャ ドウ イ ング を 行 な い,電 顕 写 真 を 撮 り形 態観 察を

行 な う と同時 に,リ ボ ゾ ー ム粒 子100コ に つ きそ の大 ぎ

さを 計 測 し,そ の 分 布 を 調 べ た 。

4.各 分 画 の物 理 化 学 的 性 状 の検 討

各 分 画 の蛋 白 量 はLowry法7)に よ り,RNA含 量は

Orcino1反 応8)に よ り測 定 した。 ま た 各 分 画 の紫 外 部吸

収 パ タ ー ソを 観 察 し,核 酸 含 量 を 比較 す るた め,各 分画

を 蛋 白 量 が50mcg/mlに な る よ うに 希 釈 し,分 光 光度

計 で そ の紫 外 部 吸 収 曲 線 を 測 定 した 。 次 に105p120

お よび105s120各 分 画 の物 理 学 的 性 状 を 検 討す るた め

SpincoE型 分 析 用 超 遠 心 機 を 用 い て,各 分 画 の小 粒子

の沈 降恒 数 を 測 定 した 。

5.105P120分 画 に よ る14C一 ア ミノ酸 の 取 り込み実

験

既 報3)と 同 様 な 反 応 系 を 用 い,同 様 な 方 法 で 行 な つた 。

そ の 概 略 を述 べ る と,完 全 反 応 系 は,i基 礎 反 応 液 と して

trisbufferにcasaminoacid,Mg.acetateお よびMnC12

を溶 解 した もの,ATPと そ の 再 生 系 と してATP,crea-

tinephosphate,creatinekinaseの 系 を 用 い,cofactor

と してGTPとGSH,リ ボ ゾ ーム 分 画 と して105P120

分 画,可 溶 性酵 素 分 画 と して105s120分 画 を使 用 し,

こ の反 応 系 に14C-algarproteinacidhydrolysateを 加

え,37。Cで2時 間 反 応 後Schmidt-Thannhauser法9>

に よ り酸 可 溶 性 分 画,脂 質,核 酸 な どを 除 き蛋 白分 画 を

得,蛋 白 分 画 中 へ の14C一 ア ミ ノ酸 の取 り込 み をgasflow

counterで 測 定 し,蛋 白 量mg当 りのcpmで 表現 し

た。 な お 完 全 反 応 系 よ りATPと そ の再 生 系,cofactor

お よび 可 溶 性 酵 素 分 画 な どを 除 い て,14C一 ア ミノ酸 の取

り込 み に 及 ぼ す そ れ ぞ れ の影 響 に つ い て も 同時 に 検討 し

た 。

実 験 成 績

1.105p120分 画の電子顕微鏡像

105P120分 画の形態学的所見を電顕像により観察し

た結果は,Fig.1に 示す よ うに比較的均一な球状の粒

子で,そ の大きさはFig.2に 示 すように23～40mμ の

間に分布 し,特 に27～35mμ の 粒子が大部分を占めて

いた。

2.各 分画の紫 外部吸収パターンおよびRNA,蛋 白

含量

20P60,105P120お よび105s120の 各分画を,お

のおのの50μ9/mlの 蛋 白量を有する溶液として紫外部

吸収パターンを測定 した結果をFig.3に 示 した。図に

みられるように,105p120お よび105s120の 両分画

は260mμ に最大吸収を示す吸収曲線が得られたが,特

に前者ではそのピークが高 く,高 い核酸含量の存在が示

された。これに反 して20P60分 画は260mμ に吸収



1968年10月

は

恥
a
欝
繋

嚥
繋

戴

繍蒙
蕪

諮

叢
購
　
%
30

㌧

25

20

15

10

5

0

,

22,525,027,530.032535,037,540.0

Diameter.mμ.

が認 め ら れず,こ の分 画 に核 酸 が ほ とん ど含 ま れ て い な

い こ とが 示唆 され た。 更 に105P120分 画 の 蛋 白 量 お よ

びRNA含 量 を 化 学 的 に 定 量 す る と,そ の蛋 白:RNA

は51.7;48.3で あ り,こ の 分 画 にRNAが 多 量 に 存在

す る こ とが認 め られ た。

3,105p120お よび105s120分 画 の 分 析 超 遠 心 パ

タ ー ン

105p120お よび105s120両 分 画 の 物 理 的 性 状 を 分
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Fig.3.Ultra-VioletAbsorptionPatternsof
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Fig.4.UltracentrifugationPatternsof

ユ05p120and105s120Fractions

PreparedfromH37Ra

105p120105s120

Ccntrifugedat42,000rpmfor12minutesin10囲2Moftris

buffercontaining10-2λIQfMgCl2(pH7.4)

析超 遠 心 パ タ ー ンに よ り観 察 した 結 県をFig.4に 示 し

た。105Pユ20分 画 で は69.3Sお よび50.5Sの2粒 子

群 よ りな り,そ の うち69.3S粒 子 が 大 部 分 を 占め て い

た。

105s120分 画 で は 粒 子 成 分 は 認 め られ ず,10S以 下

の い わ ゆ る 可 溶性 物 質 の パ タ ー ンの み しか 認 め られ な か

つ た。

4.105p120分 画 の 蛋 白分 画 中 へ の14C一 ア ミノ酸 の

取 り込 み

上 記 の よ うに105p120分 画 は,そ の 形 態 学 的,物 理

化学 的 性 状 か ら リボ ゾー ム 分 画 と考 え られ た の で,本 分

画 の 生 物 学 的 活 性 を14C一 ア ミノ酸 の 取 り込 み 実 験 に よ

り検 討 す る こ とに した 。 そ の 結 果 はTable1に 示 す よ

うに,完 全 反 応系 で は1,024cpmと な り,ア ミ ノ酸 の



422

Table1.Incorporationof14C-AminoAcidsinto

theProteinFractionoftheRibosome

IsolatedfromH37Ra

Reactionsystem

lIncorporationof
ユヨ　へ　　 　　む 　　　　　

騰i齪 離g
:protein

Completesystemi

-・-ATPandgeneratingsystem

『含撫 諮 辮 血gsyste叫1

-105s120fractionI

1,024

316

235

182

Completesystem

Basalfluid:tris-HCIbuffer,casaminoacids,Mg.ace-

tate,MnC12

ATPandgeneratingsystem:ATP,creatinephosphate,

creatinekinase

Cofactor:GTP,GSH

Ribosomefraction:105p120fraction

So】ubleenzyme:105s120fraction

取 り込みが認められ,完 全反応系からATPと そ の再生

系およびGTP,GSHな どを除いた反応系では,そ れぞ

れ316,235cpmと な り,約1/3あ るいは1/4に 取 り込

みは減少 した。また可溶性酵素分画である105s120分

画を完全反応系 より除くと182cpmと な り約1/5に 取

り込みは減少 した。

考 察

著者はヒト型結核菌H37RaのTSM培 地14日 培養

菌をFrenchpressurecellで 破壊 し,超 遠心分画法に

よ り105,000g,120分 で沈降する分画(105p120分 画)

を得た。本分画は紫外部吸収パターソにより260mμ に

高いピークを有し,こ の分画に高い核酸含量の存在が示

唆された。また化学的に定量するとRNAお よび蛋白質

の含量はそれぞれ約50%で あつた。各種高等生物細胞

あるいは細菌細胞のリボゾームは,そ のRNA含 量に多

少の差異はあるに して も,い ずれも50～60%と いわ

れ10)～12),著者がすで に分離 したM.607お よびBCG

の リボゾームにおいても約50～60%で あ り2)3),今 回

分離したH37Raに おいてもほぼ同様な成績が得られた。

分析超遠心パターンをみると,70Sお よび50Sの2粒

子群からな り,こ のうち70S粒 子が主で,50S粒 子は

ごく少量が認められるにす ぎず,ま た今回も100S粒 子

は認められなかつた。萩原5)はH37Raお よびJucho株

の リボゾームについて,100S粒 子 が見出されなかつた

と報告 しているが,著 者の分離 したM.607の リボゾー

ムでは少量ながら100S粒 子が認められ2),BCG3)お よび

H37Raで 認められなかつたのは,こ れら菌種のリボゾー

ムに100S粒 子が存在 しないのではな く,お そらくリボ

ゾーム調製法に基因するもの と考えられ5)13)14),おおむ

ね ノく腸菌にみられる リボゾーム11)と同様なパターンを示

すようである。
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リボゾームの大きさは細胞の種類に より多少の相違が

あ り,大 腸菌では20mμ15)16),Candidaalbicansで は

50～70mμ12),ラ ッ トの肝細胞では24mμ17)と 言われて

いるが,著 者の分離 したBCGで は30～40mμ3)で あ り,

H37Raで は22～40mμ と大きな幅があ り,そ のうち27

～35mμ が 大部分を占め,抗 酸菌 リボY"一一ムは大腸菌と

Candidaの ほぼ中間位の大きさを有するようである。

以上のような物理化学的,形 態学的性状から,本 分画

がH37Raの リボゾームと考えられたので,そ の生物活

性を14C一ア ミノ酸の取 り込み実験により検討した。本分

画は可溶性酵素分画,ATPと そ の再生系,GTP,GSH

な どの添加によ り,そ の蛋白分画中に14C一ア ミノ酸の取

り込み能を有することが認められた。

これら完全反応系 よりATPと そ の再生系を除くと取

り込みは ユ/3に減少 し,ま た可溶性酵素分画を除 くと約

1/5に 減少した。

以上の諸成績は,先 に著者の分離 したM.607お よび

BCGに おける成績2)3)と ほぼ一致 し,ま た萩原5)の分離

したH37Raお よびJucho株 の リボゾームとほぼ同様な

成績であ り,抗 酸菌の種間に共通した一一般的な性状と考

えられよう。

以上述べたようにヒ ト型結核菌H37Raに お いても,

M・607お よびBCGに おけると同様に,105,0009,120

分で沈降する分画が リボゾームと考えられ,他 の高等動

植物細胞あるいは細菌細胞 と基本的には同様な一般性状

を有することを確認 した。

次に本分画の免疫学的活性であ るが,Kanaiら18),

Youmansら19)20)は 、H37Raか ら リボゾーム様分画を得,

本 分画の免疫学的活性を検討 して,感 染防御抗原となり

うることを報告 しているが,著 者の分離 した リボゾーム

については,こ の点今後の検討に待ちたい。

結 論

ヒ ト型 結 核 菌H37Raの リボ ゾー ム を 分 離 し,そ の物

理 化 学 的,形 態 学 的 お よび 生 物 学 的 諸 性 状 を 検 討 した 。

H37RaのTween合 成 培 地14日 培 養 菌 をFrench

pressurece11で 破 壊 し,intactce11,ce11wallな どを

除 い た 上 清 に つ い て,20,0009,60分 で 沈 降 す る分 画,

そ の 上 清 をIOS,OOOg,120分 で 沈 降 す る分 画(105P120

分 画)お よび そ の 上 清 に 分 け た 。

1.105P120分 画 の 紫 外 部 吸 収 パ タ ー ン は260mμ

に 最 大 吸 収 を 有 し,し か も他 の 分 画 に 比 べ てそ の ピ ー ク

は 高 く,高 い 核 酸 含 量 の 存 在 が 示 され,ま た 本 分 画 の

RNA含 量 は 約50%で あ つ た。

2・105P120分 画 の 分 析 超 遠 心 パ タ ー ンは ,7GS粒

子 を 主 と し,少 量 の50S粒 子 を 有 す る2粒 子群 よ りな

つ て い た 。

3・105P120分 画 の 電 子 顕 微 鏡 像 に よ る 形 態 学 的 所
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見は,大 きさ23～40mμ の球状粒子で,こ のうち27～

35mμ の粒子が大部分を占めていた。

4・105P120分 画はATPと その再生系,可 溶性酵

素分画,GTPお よびGSHな どの添加に よ り,そ の蛋

白分画中に14C一ア ミノ酸の取 り込み能を有することを認

めた。

以上の成績 より105P120分 画はH37Raの リボゾー

ムとみなされるo

本論文の要旨は,昭 和40年4月 第40回 日本結核病学

会総会(仙 台)に おいて発表 した。

終 りに 懇 切 な ご指 導,ご 校 閲 を賜 わ つ た 主任 岩 田 和 夫

教授 に 深 謝 い た します 。
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