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Intheprecedingpaperofthisseries,itwasdemonstratedthattheribosomefractionwas

obtainedfromthecel1-freeextractofルfycobac彦eriumtuberculosisH37Rabymeansofpreparative

ultracentrifugationanditscharacteristicswereanalyzedmorphorogically,chemica11yandbi-

010gically.

ThispaperdealswithstabilityoftheribosomepreparedfromMycobacteriumtuberculosis

H37Raagainstvariouschemicalandphysicaltreatments.Theresultsobtainedwereasfollows:

1)BydialyzingagainstMg昔freetrisbuffer,theribosomescontainingmainly70Spar-

ticlesweredissociatedintotwocomponentsof50Sand30Sparticles.WhenMg什ionwas

addedatconcentrationof10-2Mafterdialyzation,twocomponentsof50Sand30Sparticles

seemedtobepartiallyassociatedinto70Sparticlesreversibly.

2)Digestedtheproteinconstituentsoftheribosomesbytrypsin,theribosomeschanged

tobesolubleasmeasuredbyanalyticalultracentrifugation.

3)TheribosomeparticlesdisappearedwhenlargeramountofEDTAwasaddedintothe

ribosomesuspension.Furthermore,addingmorethan10-3MofEDTAintotheribosomesus-

pension,hyperchromicityandincreasedabsorptionofacidsolublefractionoftheribosomesat

260mμwereobservedspectrophotometrically.

4)Whentheribosomeswereincubatedat37。Cand50。Cintrisbuffercontaining10-2M

ofMg什,hyperchromicityandincreasedabsorptionoftheacidsolublefractionoftheribosomes

at260mμwereobserved,whereasnochangeswereobservedbyincubatingat15。Cspectropho-

tometrically.Thisheat-denaturationoftheribosomalRNAcouldbeinhibitedbyadditionof

morethanO.1μmole/mlofATP.

Fromtheseresults,itwasindicatedthattheribosomalRNaseoftuberclebacilliseemes

tobeassociatedwithitsribosomes,andactivatedbyvariouschemicalandphysicaltreatments.

著 者 は既 報1)～4)に お い てMycobacterium607(以 下

M・607),BCGお よび ヒ ト型 結 核 菌H37Raか ら リボ ゾ

ー ムを分 離 し
,そ の形 態 学 的,物 理 化学 的 性 状 お よび 生
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物 活 性 を 明 ら か に し,抗 酸 菌 の リボ ゾー ムは 他 の 生 物 細

胞一 般 と本 質 的 に 相 違 は な く,ま た 抗 酸 菌 の 種間 に も特

に 著 明 な 差 異 は 認 め られ ず,い わ ゆ る細 菌 型 を 示 す ご
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とを報 告 した。

本報 告においては,主 として ヒ ト型結核菌 を対 象 とし

て,そ の リボ ゾームの物理 化学 的処理に対す る影響 を調

べ,安 定性の面か ら抗酸菌 リボ ゾームの性状 を 検 討 し

た。

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 用 いた 。 使 用

培 地 は 前 報 に お け る と同 様 にTween80加 合 成 培 地(以

下TSM培 地)5)で あ る。

2・ リボ ゾ ー ム の調 製 法

前 報1)4)と 同 様 に 超 遠 心 分 画 法 に よつ た。 そ の 概 略 を

述 ぺ る と,TSM培 地 で37℃14日 静 置培 養 菌 を10-2M

MgC12含 有10-2Mtris-HCIbuffer,pH7.3(以 下tris-

Mgbufferノ に 浮 遊 し,Frenchpressurece11通 過 に よ

り菌 体 を 破 壊 した 後,7,000rpm20分 遠 心 に よ りintact

cell,cellwallな どを 除 い た上 清 か ら 更 に20,0009,60

分 で 沈 降 す る分 画 を除 い た 上 清 を 更 に105,000g,120分

遠 心 し沈 降 す る分 画 を 得 た。 本 分 画 は 前 報4)で 報 告 した

よ うに,形 態 学 的,物 理 化学 的 性 状 お よび 生 物 活 性 な ど

か ら リボ ゾ ー ム分 画 と考 え ら れ,以 後 の 実 験 では 本 分 画

を リボ ゾー ム分 画 と して,一 定 量 のtris-Mgbufferに

浮 遊 して 使 用 した 。

3.リ ボ ゾ ー ムに 及 ぼ す 透 析 の 影響

リボ ゾー ム のMgイ オ ン依 存 性 を 検討 す る た め 透 析 処

理 を 行 な つ た 。H37Raの リボ ゾ ー ム 浮 遊 液 を4。Cで

MgCl2を 含 有 して い な いtrisbufferで24時 間透 析 し

た 。 更 に透 析 後,MgCl2を 終 末 濃 度 が0.01Mお よび

0.001Mに な る よ うに 加 え,4℃ に2時 間 放 置 した。 上

記 の よ うな種 々処 理 を 行 な った リボ ゾー ム浮 遊 液 に つ い

て,分 析超 遠 心 パ タ ー ンを 測 定 して,そ の 物理 的 変 化 を

観 察 した。

4.リ ボ ゾー ム に 及 ぼ すEDTA添 加 の 影 響

リボ ゾー ム に対 す るEDTAの 金 属 イ オ ン と くにMg

イ オ ンの キ レー ト作 用 が どの よ うな 影響 を もた ら す か に

つ い て 検 討 した。H87Raの リ ボ ゾー ム 浮 遊 液 にEDTA

が 終 末 濃 度1mg/mlに な る よ うに 加 え,4℃2時 間放

置 後,そ の 物 理 的 変 化 を 分 析 超 遠 心 パ タ ー ンに よ り測 定

した 。 次 に リボ ゾー ム 浮遊 液 にEDTAを 終 末 濃 度 が

10-4か ら10'iに な る よ うに 加 え,4Cに2時 間 放 置 後,

そ の0.1mlを と り,再 留 水 で5mlに 希 釈 し,直 ち に

分 光 光 度 計 で260mμ の吸 光 度 を 測 定す る と同 時 に,別

の0.1mlに 氷 冷7%PCAsmlを 加 え,4℃ に 一 夜 放

置 後 遠 心 し,そ の 上 清 に つ い て260mμ の吸 光 度 を 測 定

し,上 記 処 理 前 と比 較 す る こ と に よ り,EDTA添 加 に

よ る 化学 的 変 化 を 検 討 した。

5.リ ボ ゾ ー・・…ムに 及 ぼ す 加 温 の影 響
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リボ ゾームの温度に対す る安定 性を検 討 した。H37Ra

の リボ ゾーム浮遊 液を15。C,37。Cお よび50。Cの 恒温,「

槽に放置 し,経 時的にそ のO.1mlを 取 り出 し,5mlの

再留水に希 釈 して,直 ちに260mμ の吸光度を測定する

と同時に,別 の0.1mlを 氷冷7%PCAsmlに 加え,

4℃ に一夜放置 後遠 心 し,そ の上 清について260mμ の 一v

吸光度を測定す る ことに よ り,上 記熱処 理に対する化学

的変化を検討 した。

6.リ ボ ゾームの熱変 性に及ぼすATPの 影響

H37Raの リボ ゾーム浮遊 液 にATPを 終 末 濃 度 が

0.001～0.1μmole/mZに なる ように加 え,37。Cで4時 間

保温後,そ の0.1mlを とり5mlの 再留水 で希釈 し,

直ちに260mμ の吸光度 を測定す る と同時 に,別 の0.1

mlを 氷冷7%PCAsmlに 加 え,4。Cに 一夜放置後遠

心 し,そ の上 清につ いて260mμ の吸光度 を測 定す るこ

とに よ り,リ ボ ゾームの温度に よる変 化に 対するATP

の保護作用を検討 した。

7.リ ボ ゾームに及ぼす トリプ シン処理の影響

H37Raの リボ ゾーム浮遊 液に トリプ シ ン(2,200,000

HuM/9)を 終末濃 度が1mg/mlに な る ように加 え,37。C

で2時 間保温 後,そ の物理的変化 を分析超 遠心パター ソ

に よ り測 定 した。

実 験 成 績

1.リ ボ ゾー ム に 及 ぼ す 透 析 の影 響三

H37Raの リボ ゾ ー ム をMg什 不含 一f了trisbufferで

4。C,24時 間透 析 し,更 に 透 析 後MgCl2を10-2お よび

10-3Mの 濃 度 に 加 え た と きの 分 析 超 遠 心 パ タ ー ン を

Fig.1に 示 した 。H37Raの リボ ゾ ー ムは 本 未69.3S粒

子 を 主 成 分 と し,小 量 の50.5S粒J:を 含 む2粒 子 成 分

よ りなつ て い るが,24時 間 の 透 析 に よ り69.3S粒 子 は

著 明 に 減 少 して ほ とん ど消 失 し,50.5S粒 子 の増 加が 顕

著 とな り,更 に 新 た な30.6S粒 子 の 出現 が 認 め られ た 。

透 析 後MgCl2を10-3Mの 濃 度 に 加 え る と,69.3Sは

再 び 増 加 す るが,50.5Sお よび30.6S両 粒 子 が な お優

位 を 占 め て い る。MgCl2の 濃 度 を 上 げ て,10""2Mに 加

え る と69.3S粒 子 は 更 に増 加 し,50.5Sお よび30.6S

両 粒 子 は 相 対 的 に 減 少 した が,な お 消 失す る ま で に至 ら

な か つ た 。

2.リ ボ ゾ ー ムに 及 ぼ すEDTA添 加 の 影 響

H37Raの リボ ゾー ムにEDTAを 添 加 した 後 の 分 析 超

遠 心 パ タ ー ンをFig.2に 示 した が,69.3Sお よび50.5

Sな どの 粒 子 成 分 は 消 失 し,10S以 下 の い わ ゆ る可 溶 性

物 質 の み が 認 め られ た 。

次 にH37Raの リボ ゾ ー ムに 種 々の 濃 度 のEDTAを

添 加 し,そ の 化 学ll勺変化 を260mμ の 吸 収 測 定 で検 討 し

た 結 果 をFig.3に 示 した。

図 に み られ る よ うに,10-3M以 上 の 濃 度 で 著 明 な 吸
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Fig.1. InfluenceofMg昔ConcentrationontheRibosomeParticlesPreparedfromH37Ra
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収増加がみ られ,ま た酸可溶性分 画 こおいて

も軽度の吸収増加が認め られた。

3・ リボ ゾームに及ぼす加温の影響

H37Raの リボ ゾームを15。C,37Cお よび

50℃ に保温 し,経 時的に260mμ の吸 収 を

測定した結果をFig.4に 示 した。 図 にみ ら

れるよ うに15C保 温では6時 間 まで吸収 の

変化が認め ら れ な か つ た が,37Cお よび

50℃ の保温では,1時 間後 か ら260mμ の

吸収増大が認め られ,そ の程度 は50DC保 温

が より著明であつた。 また酸可溶 性 分 画 の

260mμ の吸収増 加 も37℃ お よびttoC保

温において1時 間後か ら認 められ,後 者 が よ

り著 明であつたが,15℃ 県温 で は 吸収 の変

化は認められなかつた。

4・ リボ ゾームの温度変性に 及 ぼ すATP

の影響

前 述 の よ うにH37Raの リ ボ ゾ ー ム は,

37.C以 上 の 保 温 に よ り260mμ 吸 収 物 質 の

増 加 が 認 め られ た が,こ の 熱 変 性 に 及 ぼ す

ATPの 保 護 作用 を調 べ た結 果,Fig.5に 示

した よ うに,37℃,4時 間 保 温 後 の260mμ

の吸 収 増 加 は,ATPの0.1μmole/mJの 存

在 に よ り抑 制 され る こ とが 認 め られ た 。

5・ リボ ゾ ーム に 対 す る ト リプ シ ン処 理 の

影 響

Hs7Raの リボ ゾ ー ムに ト リプ シ ンを 加 え,

37。C,2時 間 保 温 後,そ の 物 理 的 変 化 を分 析

超 遠 心 パ タ ー ンで 検 す る と,Fig・2に 示 した

よ うに,37C,2時 間 保 温 のみ で は ほ とん ど

変 化 が 認 め られ な か つ た に も拘 らず,ト リブ

Fig.2.InfluenceofTrypsinandEDTAontheRibosome

ParticlesPreparedfromH37Ra-Changeofthe

UltracentrifugationPattern
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Fig・4.InfluenceofTemperatureonStability

oftheRibosomePreparedfromH37Ra
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シ ソ添加に よ り粒子成分は全 く消失 し,10S以 下 の可溶

性 物質のみ となつた。

以上の諸実験は,BCGよ り分 離 した リボ ゾー..ムにつ

いて も同様に行 なつ たが,ほ ぼ同一 な成績が得 られたの

で省略す る。

考 察

細菌細胞 の リボ ゾームについて の諸性状は大 腸菌 につ

い て特に よ く知 られてお り6)～8),抗酸菌につい てのそ れ

1968年10月

は知 られ る ところが少 ない。著者 は抗酸菌 の リボ ゾーム

の性状につい て よ り詳 細に検討 し,大 腸菌そ の他の リボ

ゾームと比較検討す るため,今 回は諸種物理 化学 的処理

に対す る影響を調べた。

大腸菌 リボ ゾームは,30Sお よび50Sの 沈降恒数を

有 す る粒子を構成単位 として,こ の2者 が重 合 して70S

粒子 とな り,更 に70S粒 子2コ に よ り100S粒 子が構

成 され,こ れ らはMgイ オ ン濃度 に よ り可逆的に解離重

合 し,Mgイ オ ンが リボ ゾームの安定性に重要な役割を

演 じている と言 わ れ,Hallら9),Huxleylo)ら に よ り各

構成単位 の電顕 像が得 られ,各 リボ ゾーム構成単位の解

離重合 を形態学 的に裏づけ ている。 これら リボ ゾームの

構成単位は透 析な どの処理に よ りMgイ オ ン濃度 を変化

させ るこ とによ り明らかにす るこ とが で きる。

著者はH37Raよ り調製 した リボ ゾームを透析 しMg

イオ ンを 除 くと,70S粒 子は50Sと30Sの2粒 子に

解離 し,更 にMgイ オ ン添 加に よ り,一 部 の50Sお よ

び30S粒 子 は可逆 的に70S粒 子に重合す る ことを認

め,抗 酸菌 リボ ゾームにお いて も大腸菌のそれ と同様な

構成成分 よ りな り,し か もこれ らはMgイ オンに よ り可

逆的 に解離 重合 し,Mgイ オ ンが リボ ゾームの安定性に

重要 な意義 を有す る ことが 明らか となつた。 この際260

mμ の吸収 の変化 を調べた ところ,こ れ ら処 理 に よ り

hyperchromicityが 認 められ,一 部核酸成分 の変化 が う

かがわれた。

リボ ゾームは一般的に約50%当 りの蛋 白質お よび核

酸 成分 よ りな り6)7),抗酸菌につ いて も例外ではない1)2)4)。

H37Raの リボ ゾームを トリフ.シンで処理す る と粒子成分

の消失を来た し可溶化す る。す なわち トリプ シ ンに よ り

リボ ゾーム蛋白が分解 され る と リボ ゾー ムは変性 し,核

酸 成分 も変性す ると考 えられ る。 事実別の実験に よ り,

トリプシ ン処理 後260mμ の吸収変化 を調べた ところ,

hyperchromicityお よび酸可溶性分画 の吸収増加が認め

られ,核 酸成分 の変性ない し分解が推 察 されてい る。

大腸菌 リボ ゾームにはRNaseが 結合 し,リ ボ ゾーム

に結合 している限 り不活性であ るが,一 度遊 離す ると,

た とえぽ加温,EDTA処 理あ るいはMgイ オソの除 去な

どの処理 を行 な うと,結 合RNaseは 活性化 され,リ ボ

ゾームRNAを 変性 させ るこ とが知 られ11)～13),また酵

母 リボ ゾーム14)につ いて も同様な こ とが報告 され,リ ボ

ゾームの安定性 の上に 重 視 され て い る。著者はH37Ra

の リボ ゾームを37。C,50。C加 温お よびEDTA10-3M

以上 の添加な どの処理 を行 なつ た と こ ろ,hyperchro・

micityお よび酸 可溶性分画 の260mμ に お け る吸収増

加を認 めた。 更に大量 のEDTAを 添加 した ところ粒子

成分 の消失 を来た した。 これ らの事実は大腸菌におい て

認め られ ている リボ ゾームRNaseの 活性化にみ られ る

変化 と同様 であ り,抗 酸菌 リボゾームにおいて もこの例
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に もれ る ものではない ことが示 され,ま た リボ ゾーム調

製上あ るい は リボ ゾーム系に よる諸実験において考慮す

べ き点 と思われ る。

酵 母 リボ ゾームにおいては,加 温に よ りリ ボ ゾ ー ム

RNase活 性化に基 因す る リボ ゾームの不安定化がATP

に よ り抑制 され るこ とが知 られ ているが14),著 者は この

点につい てもH37Raの リボ ゾームにつ い て 検討 した と

ころ,ATPの 添加に よ り安定化 され るこ とを確認 した。

以上 の ように大腸 菌その他の リボ ゾームにおいてす で

に確認 され ている諸種物理化学的処理に対す る安定性に

ついて,抗 酸 菌 リボ ゾームにつ いてもほぼ同様な成績が

得 られ,著 者がす でに報告 した 抗酸菌 リボ ゾームの物理

化学的,形 態学的諸性状 お よび生 物活性な どについて考

慮す る とき,抗 酸菌 リボ ゾームは他の生物細胞において

認められ る リボ ゾーム と本質的に変 りはな く,抗 酸菌に

おいて もそ の蛋 白合成機構 も含めて,生 物細胞一般に認

め られている生命現象の本質か ら離れた ものでは ない こ

とが確認 された。なお以上 の諸点に ついて は,BCGよ

り得られた リボ ゾームについ てもほぼ 同様 な成績が得 ら

れ てい る。

結 論

ヒ ト型結核菌H37Raか ら得 られた リボ ゾームについ

て,透 析,加 温,EDTAお よび トリプ シ ン添加 などの

処理を加え,こ れ ら処理 の リボ ゾームに及ぼす影響 を物

理化学的に調べた結果,次 の成績を得た。

1.リ ボ ゾームのMgイ オ ソ依存性 を検討す るため透

析を行なつた と ころ,70S粒 子は50Sお よび30S粒

子に解離 し,再 びMgイ オ ンを添加す ることに よ り一部

は70S粒 子に可逆的に重合 した。

2.リ ボ ゾームを トリプ シンで処理す ると,粒 子成分

は消失 し,可 溶化 した。

3.リ ボ ゾームにEDTAを 加え ると粒子成分は 消失

し,ま た10-3M以 上の濃度でhyperchromicityお よび

酸可溶性分画の260mμ におけ る吸収増大が 認 め ら れ

429

た。

4.リ ボ ゾ ー ムを371Cお よび50℃ で 加 温 す ろ と,

1時 間 後 にhyperchromicityお よび 酸 可 溶 性 分 画 の

260mμ に お け る 吸収 増 加 が 認 め られ,こ の 変 化 は50。C

保 温 で よ り著 明 で あ つ た が,15。C保 温 で は 変 化 が 認 め

られ なか つ た 。 これ ら リボ ゾ ー ム の 熱 変 性 はATPを

0.1μmole/mlに 加 え る こ とに よ り阻 害 され た 。

木論文 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 りに臨み,懇 切な ご指導,

田和=夫教授に深謝いた します。
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