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The details of the experimental procedures used in the previous report (Kekkaku: 51, 399, 
1976) were described about the preparation of the supernatant fractions, the ribosomes and 

ribosomal subunits, the poly(U)-directed polyphenylalanine synthesis and the binding of 3H

dihydrostreptomycin.

1.　 ま え が き

前稿1)に おいて,わ れわれの研究結果を中心に抗酸菌

におけ る薬剤耐性 の研究成果について総括的に述べた。

これ らの研究結果は,他 の研究者に よ り追試可能でなけ

ればな らない と考え,か つ また,各 方面への応用を期待

す る立場か ら,本 稿ではわれわれの実験方法を詳細に述

べ,前 稿の総説の補足 としたい。

2.　使 用菌株 および 培地

Mycobaoterium smegmatis ATCC14468株 お よび

Rabinowitchi株 を使用 した。 培地 は蒸留水1l中 に肉

ニ キス(和光純薬工業製)10g,ポ リペ プ トン(大五栄養化

学製)10g,NaCl2g,グ リセ リソ40mlを 溶解 し,pHを

7.0に10%NaOHで 調整 し,200mlず つ振盪培養用 フ

ラス コに分注 したのち,加 熱 滅菌 した。

3.　 リボソームと可溶性画分の分画

M.smegmatisを37℃ にて振盧培 養 した。O.D.590nm

=1 .0～1.5に 達 した時点(exponential phase)で,遠

心(10,000×g,15分)に よ り集 菌 し,菌 塊 をstandard

 buffer(注1)(10mMTris-HCl,pH7.8,60mMNH4Cl ,

6mM2-mercaptoethanol,10mMMgCl2)で3回 洗 い ,

2倍 量 のstandard bufferに 浮 遊 させ,音 波(注2)に よつ

て菌 を破 砕 した。 これ を20,000×g,20分 間 遠 心 して,

菌 破 片 を除 去 し,更 に27,000×9(SorvalSS34ロ ー タ

ー,15,000rpm),30分 間 遠 心 を2回 繰 り返 して,粗 抽 出

液 を得 た。 この 粗抽 出 液 を104,500×g(Beckman Type

40ロ ー タ ー,ま た は 日立RP40ロ ー タ ー,40,000rpm)

で,2時 間 遠 心 し,リ ボ ソ ー ム と可 溶 性 画 分 とに 分 離 し

た 。 これ らの 操 作 は す べ て4℃ で 行 な つ た。

可 溶 性 画 分 は600倍 量 のstandard bufferに 対 し,24

時 間 透 析 した のち,0.5mlず つ 分 注 し(注3),-70℃ に 保

存 した 。

一 方 ,リ ボ ソ ー ム画 分 は 黄 褐 色 を 呈 した透 明 な粘 稠 度

の高 い も の で,少 量 のstandard bufferを 加 え な が ら,

もみ くだ くよ うに 懸 濁 した 。 これ を 庶 糖(Sigma製)を

35%含 むstandard buffer20mlの 上 に 静か に重 層 し,

68,000×g(Beckman Type30ロ ー タ ー,ま た は 日立RP

30ロ ー タ ー,20,000rpm),15時 間 遠 心 し,リ ボ ソー ム
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図1　 リボ ソー ム ・可溶 性画分分画法

を 洗 浄 した 。 得 られ た 沈 渣 は無 色 に 近 い 透 明 な も ので,

少 量 のstandard bufferに 十 分 懸 濁 し,-70℃ に 保 存 し

た(図1参 照)。

わ れ わ れ の経 験 で は,2lの 培 養 か ら,湿 菌 量 で約50

gの 菌 塊 を得,お よそ4,0000.D.260nmunitsの70Sリ

ボ ソー ム(注4)が 得 られ た 。

(注1) standard buffer調 整 法

保 存 用 と して濃 度 が10倍 で,Mg++を 含 ま ない も の を

調 整 して お く(concentrated solution)。

Conc. sol.

2Mtris (hydroxymethyl) aminomethane

(和 光 純 薬 工 業 製)pH7.8 75ml

NH4Cl(和 光 純 薬 工 業製) 24g

2-mercaptoethanol(和 光 純 薬 工 業 製) 7ml

蒸 留 水 を加 えて1,500mlと す る。

10mMMg++を 含 むstandard buffer

Conc. sol. 50ml

1MMgCl2(半 井 化 学 薬 品 製) 5ml

蒸 留 水 を加 えて500mlと す る。

0.1mMMg++を 含 むstandard buffer

Conc. sol. 50ml

1MMgCl2 50μl

蒸 留 水 を加 え て500mｌ とす る。

(注2)　 菌 破 砕 法

Sonicator(大 岳 製 作 所 製)を 用 い た。 音 波 破 砕 の 場 合

に は温 度 上 昇 が み られ る の で,氷 冷 しな が ら,約2分

間音 波 処 理 した 後,温 度 を測 定 し,も し温 度 上 昇 が み

られ た ら,十 分 に冷 却 した 後 音 波 処 理 を行 な つ た。 こ

の よ うな操 作 を数 回繰 り返 す。

図2　 リボ ソー ム ・サ ブ ユ ニ ッ トの分 画

Polyphenylalanine合 成 系 に は可 溶 性 画分 は 大腸 菌 よ

り分 画 した も の を用 い た が,こ の 場合 に はM.smeg

matisに 比 して破 砕 しや すい の で,菌 塊 をstandard

 bufferで 洗 つ た後,等 量 のAlumina(500gのalumina

を0.5NHCl1,000mlに 溶 解 し,1時 間 よ くか くは

ん す る。 そ の 後,1lの 蒸 留 水 で3回 洗 い,十 分 乾 燥

させ て お く)を 徐 々に 加 え な が ら乳 鉢 で 十 分 に 破 砕

(十 分 破 砕 され る と粘 稠 度 が 増 して くる)し た の ち,

2倍 量 のstandard bufferを 加 え た。

(注3)　 分 注 量 は1回 の実 験 に 使 用 す るに 足 りる量 で あ

つ て,い つ た ん 溶 解 す る と失 活 しや す い。

(注4) Sは 沈 降 定 数,Svedberg単 位 で10-13(cm/sec)/

(dyne/g)を 示 す。 細 菌 か ら得 られ る リボ ソ ー ムは70S

で,溶 媒 のMg++濃 度 を下 げ る と30Sと50Sの サ ブ

ユ ニ ッ トに 可 逆 的 に 解 離 す る こ とが 知 られ て い る。

4.　 リボ ソー ム ・サ ブ ユ ニ ッ トの 分 画

70Sリ ボ ソ ー ムを0.1mMMgCl2を 含 むstandard

 buffer9mlに 溶 解 し,10～30%の 庶 糖 密度 勾 配(注1)を も

つ50ml溶 液 に3mlず つ重 層 し,Spinco SW25.2ロ

ー タ ー(Beckman)を 用 い,20,000rpm,16時 間遠 心 し,

1.2mlず つ の分 画 の260nmの 吸 収 を測 定 し,30Sと

50Sの サ ブユ ニ ッ トに 分 け た 。 そ の 一 例 は 図2の ご と く

で,お のお の の サ ブユ ッ トに つ い て 再 度 庶 糖 密 度 勾配 遠

心 を 行 な うと,他 の サ ブユ ニ ッ トの 混入 は ほ とん ど認 め

られ な か つ た 。 得 られ た30Sと50Sの サ ブ ユ ニ ッ トを お

の お の 集 め,コ ロジ オ ン ・バ ッグ(Sartorius Membrane

 Filter G.M.B.H.製)を 用 い て,減 圧 吸 引 し な が ら,

10mMMgCl2を 含 むstandard bufferを 加 え て,含 ま

れ る庶 糖 の希 釈 を 行 な い,更 に 濃 縮 して,-70℃ に 保存

した。 リボ ソー ム の濃 度 は260nm吸 収 に よ るoptical

 density(O.D.260nmunit)で 表 した 。

(注1)　庶 糖 密度 勾配 遠 心 法

0.1mMMg++を 含 むstandard bufferを 用 い て,10

%と30%の 庶 糖 溶 液 を調 整 し,4℃ に 保 存 し て お く。

Gradient former (Model570,Instrumentation Specialties

 Co,, Lincoln, Nebraska)を 用 い て,10～30%の 直 線
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密 度 勾配 を作 製 す る。 作 製 後 は4℃ に保 存 し,当 日 中に

使 用 し た。 遠 心 後 はDensity Gradient Fractionator

 (Model 640,ISCO製)に て分 注 しな が ら,Ultraviolet

 Analyzer (ModelUA-2)で 自動 的 に260nmの 吸 収 を

測 定 した 。

5. Core particlesとsplit proteins

の 分 画 と再 構 成

Traubら2)の 原 著 に 一 部 変 更 を 加 え て 実 験 を 行 な つ

た 。

1)　 分 画 法

遠 心 用 チ ュー ブ(Cellulose Nitrate Tube, Beckrnan,

 size,1/2"dia.×2")中 に 次 の もの を 含 む 。

2MTris-HCl,pH7.6 30μl

1MMgCl2 0.18ml

30Sサ ブ ユ ニ ッ ト(注1) 2.25ml

CsCl(半 井 化学 薬 品製) 3.7g

蒸 留水 を 加 え て4.5mlと す る。

これ をSW50Lロ ー タ ー(Beckman)を 用 い7℃ で

39,000rpm,40時 間遠 心 し,チ ュー ブ の底 に穴 を あけ ，

2滴 ず つ 分 画 した 。 各 分 画 の 一 定 少量 を蒸 留 水 に 加 え て,

260nmの 吸 収 を測 定 し,吸 収 を示 す ピー クを 集 め て 保

存 した(Core particles)。 一 方,split proteinsは 遠 心 チ

ュー ブ の壁 に 付 着 して残 る の で,こ れ を10mMTris-

HCl(pH7.5),30mMMgCl2,6mM2-mercaptoethanol,

1MLiClを 含 む溶 液 に溶 解 し保存 した。

図3 Core particlesとsplit proteinsと に よる再

構 成30Sリ ボ ソー ム ・サ ブユ ニ ッ ト

再構 成させた30Sサ ブユニッ トと14Cラ ベル した リボ ソーム

を2×10-4MMgCl2を 含むstandard bufferで 希釈 して庶糖

密 度勾配遠心を行ない,O.D.260nm(●)と 放射能(○)と を測定

した。

2)　 再構 成 法

得 られ たcore particlesとsplit proteinsの 各 分 画 を

混 合 し(注1),0.2MLiClを 含 むstandard bufferに20時

間透 析 した 。 この 結 果,図3に 示 す よ うに,30Sサ ブユ

ニ ッ トが 再 構 成 され た.

(注1)　 感 受 性 株 お よび 耐 性 株(30Sサ ブユ ニ ッ トに 耐 性

が局 在)の30Sサ ブ ユ ニ ッ トを200～300O.D.units

用 い,上 記 分 画 法 に よつ て,core particlesとsplit

 proteinsと に 分 画 した 上 で,そ れ ぞ れ を互 い に交 換 し

て 混合 す る。

6. Polyphenylalanine合 成 系

Nirenberg3)の 原 著 に一 部 変 更 を加 え て実 験 を 行 な つ

た 。

1) MixtureIの 調 整法

2MTris-HCl,pH7.8 10.0ml

2MNH4Cl 5.0ml

6.66×10-2Madenosine triphosphate 3.0ml

2.0×10-3Mguanosine triphosphate 3.0ml

蒸 留 水 2.0ml

調 整 後,5mlず つ に 分 注 し,-20℃ に 保 存 した 。

2) MixtureIIの 調 整 法

MixtureI 250μl

2-mercaptoethanol 1μl

7.5×10-2Mphosphoenolpyruvate monopotassium

 alt (Sigma製)(注1) 250μl

Phosphoenolpyruvate kinase (Sigma製) 4μl

14C-phenyla1anine(注2) 25μl

蒸 留 水 275μl

次 に示 す よ うにMixtureIIは 実 験 反 応 液100μl中 に

30μlを 含 む の で,実 験 数 に 合 わ せ て そ の 都 度 調 製 す る。

3) Polyphenylalanine合 成 実 験 系

反 応 小試 験 管(反 応 液100μl)中 に 次 の も のを 含 む 。

Mixture II 30μl

Polyuridylicacid(注3) 10μl

0.1MMgCl2 5ま た は10μl(注4)

リボ ソー ム(注5) 3O.D.

Transfer ribonucleic acid(注6) 5μl

大 腸菌 可 溶 性 画 分(注7) 10μl

5mMspermine(注8) 5μl

抗 生 物 質(注9) 5ま た は10μl

蒸 留 水 を 加 え て100μlと す る。

反 応 小 試 験 管 はす べ て氷 中 に 置 き,上 記 成 分 を 規 定 量

混 合 の上(一 例 を表1に 示 す),37℃ で45分 間 反 応 させ た

の ち,10%ト リク ロル酢 酸(TCA)(和 光純 薬 工 業製)1ml

を 加 え て 反 応 を 停 止 させ,更 に80℃ で20分 間 加 熱 した。

そ の結 果 生 じたTCA不 溶 性 物 質 を,Whatman glass
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表 1 Polyphenylalanine合 成 実 験 プ ロ トコ ール の一 例*

*数 字 の単位 は μlで 各チ ェーブ合計100μlと な る
。

**S:感 受性株 由来R:耐 性株由来

***大 腸菌可 溶性 画分

図 4 Polyphenylalanine合 成 実験 法

fi1ter disc(GF/C)上 に 集 め,5%TCAで 十 分 洗 つ た後,

フ ィル ター を 乾燥 させ,放 射 能 を液 体 シ ンチ レー シ ョ ン

・カ ウ ン ター で 測定 した(図4参 照 。 表2に 実 験 成 績 の

一 例 を示 した) 。

(注1)Phosphoenolpyruvate monopotassium salt(PEP)

の 量 を変 え て反 応 さ せ た結 果 を 図5Aに 示 した。

(注2)14C-phenylalanine調 整 法

第 一 化学 薬 品 よ りspecific activity322mCi/mM,0.1

mCi包 装 の製 品 を購 入 した。

14C-phenylalanine 500μl

4×10-2M12C-phenylalanine 117μl

蒸 留 水 1,383μl

を 混合 す るこ と に よ り,100μCi/5μmole/2mlの 調 整

が で き る。

(注3)Polyuridylic acid (polyU)(Sigma製)

10mg/mlの 溶 液 と して,-20℃ に保 存 して お く。

(注4)Mg++濃 度 は70Sリ ボ ソ ー ム を用 い た 場 合 と,30

Sと50Sサ ブ ユ ニ ッ トに よ る再 構 成 リボ ソ ー ム を用 い

た 場 合 と では 異 な る4)。 す な わ ち 図5Bに 示 す よ うに,

それ ぞれ8mM,15mMで 最 高 の合 成 能 を示 す。 実 験

系 で は5mM,10mM相 当量 で あ る が,他 の成 分 に も,

Mg++が 含 まれ て い る。

(注5)リ ボ ソ ー ムは 各 小試 験 管 に7oSは3O.D.units,
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30Sは1O.D.unit,50Sは2O.D･units加 え る。 リ

ボ ソー ム調 整 時 に濃 縮 ま た は希 釈 を適 当 に行 な つ て,

5μ ま た は10μl加 え る と よい よ うに調 整 して お く と

表 2 Polyphenylalanine合 成 に 及 ぼ すVMの 影 響

* M. smegmatisの クロモソーム上 のlocus名 で,そ の変異を

もつmutantを 示す。
** S:感 受性株由来

R :耐 性株(vic Aま たはvicB)由 来

便 利 で あ る。

(注6)Transfer ribonucleic acid(tRNA)(Miles製)

10mg/mlの 溶 液 と して,-20℃ に保 存 す る。tRNAの

必 要 量 は 図5Cに 示 す よ うに,50μgで 最 高 の合 成 能

を 示 した4)。

(注7)大 腸 菌 可 溶 性 画 分

260nmの 吸 収値 が25に な る よ うに調 整 して実 験 に供

した。 図5Dに 示 す よ うに,M. smegmatisの リボ ソ

ー ム にM . smegmatisの,ま た は 大 腸 菌 の 可 溶 性 画

分 を用 い て も,同 程 度 の合 成 能 を示 した4)。

(注8)Spermine, spermidine, putrescineな どのpoly-

amineを 上 記 実 験 系 に加 え る こ とに よ つ て,低 濃 度

Mg++で 最高 の合 成 能 が あ り,し か も14C-phenylal

anineの 取 り込 み は よ り多 くな る5)。

70Sリ ボ ソ ー ム の 場 合 はpolyamineを 加 え る順 序 は

実 験 結 果 に影 響 を与 えな い が,サ ブ ユ ニ ッ トの 再 構 成

リボ ソー ム の場 合 は,最 後 に加 え る必 要 が あ る。

(注9)抗 生物 質 は あ らか じめ10μg/ml,100μg/mlな ど

の 溶 液 を調 整 して お き,反 応 系 に5μ ま た は10μl加

え る こ とに よつ て,最 終 濃 度 を1μg,5μg,10μgな ど

とす る こ とが で き る。

図 5 Polyphenylalanine合 成 系 に お け る各 種 実験 条 件

A. Phosphoenolpyruvate monopotassium salt(PEP)の 量。 実

験に 供した量を1と してあらわ した。

B. MgCl2濃 度。 ●70Sリ ボ ソー ム。○30Sと50Sサ ブユニ ッ トの

再構 成 リボ ソーム。 ×70Sリ ボ ソームでpolyUを 含 まない.

C. tRNA量 。○polyUを 含む。 ×polyUを 含まない.

D. リボ ソー ムと可溶性画分。 ○ 両方 ともにM. smegmatis由 来.

●M. smegmatisリ ボ ソーム と大腸菌 可溶性画分.
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表 3 3H-dihydrostreptomycinの リボ ソー ムへ の 結合

7.ジ ヒ ドロス トレプ トマ イ シ ンの リボ ソー ム へ の

結 合実 験

寺 岡 ら6)お よ びChangら7)の 方 法 に 一 部 変 更 を 加 え

て実 験 を 行 なつ た8)9)。

1)　 結 合 能 実 験

反 応 小試 験 管(反 応 液100μl)中 に次 の もの を含 む 。

Mixture(注1) 20μl

3H-dihydrostreptomycin(注2) 30μl

リボ ソー ム(注3) 3O.D .

蒸 留 水 を 加 え て100μ と した 。

反 応 小 試 験 管 は す べ て 氷 中 に お き,上 記 成 分 を 規定 量

混 合 の 上,37℃ で10分 間反 応 させ た の ち,氷 冷 した。 こ

れ に緩 衝 液(50mMTris-HCl,pH7.8,70mMKCl,5mM

MgCl2)2mlを 加 え,直 ちに,Millipore Filter(孔 径 ,

0.45μm)上 にそ そ ぎ,更 に緩 衝 液20mlで 十 分 洗 い ,

Filterを 乾 燥 させ た の ち,液 体 シ ンチ レー シ ョン ・カ ウ

ン タ ー で放 射 能 を 測 定 した 。

2)　 抗 生 物 質 の 影 響 実 験

反 応 は 次 の2段 階 に分 け て 行 な つ た。

a)　第1段 階:上 記 結 合能 実 験 と同様 で あ るが ,反 応

小試 験 管 ご との 誤差 を な くす た め に,20本 相 当分 の反 応

を,同 一 試 験 管 内 で行 なつ た。

Mixture 320μl

3H-dihydrostreptomycin 600μl

リボ ソー ム(親 株 由 来) 60O.D .

蒸 留 水 を 加 え て1.6mlと す る。

反 応 小 試 験 管 を37℃ に10分 間 置 き,リ ボ ソー ムに3H-

dihydrostreptomycinを 結 合 させ た 。

b)　 第2段 階:上 記 反 応 液 を 氷 中 に お き,80μlず つ

に 分 注 した 。

反 応 液(第1段 階) 80μl

Mixture 8μl

抗 生 物 質(注4) 5ま た は 10μl

蒸 留 水 を 加 え て120μlと した。

これ を37℃ で10分 間 さ らに反 応 させ た の ち,緩 衝 液 を

2ml加 え,直 ちに 結 合 能 実 験 と同 様 にfiltrationを 行 な

い,放 射 能 を測 定 した。

(注1)Mixtureの 調 整 法

2MTris-HCl(pH7.8) 1.25ml

1MMgCl2 0.25ml

1MKCl 3 .50ml

蒸 留 水 を5.0ml加 え て10mlと す る。

これ を20μl加 え る と反 応 液 中 で は最 終 濃 度 が50

mMTris-HCl,5mMMgCl2,70mMKClと な る。

(注2)3H-dihydrostreptomycinの 調 整法

Dihydrostreptomycin-3H sesquisulphateをRadio-

chemical Centreよ り購 入 した。Specific activity3 .0

Ci/mmol,2.1mCi/mgの 包 装 であ つ た 。

3H-dihydrostreptornycin 40μl

cold dihydrostreptomycin(1mg/ml) 80μl

蒸 留 水 880μl

(注3)3O.D.が5μlま た は10μl相 当 に な る よ うに あ

らか じめ 調 整 して お く。 親株 とバ イオ マ イ シ ン耐性 株

で の結 合 能 実験 結 果 の一 例 を表3に 示 した。

(注4)抗 生 物 質 は あ らか じめ1mg/ml,5mg/ml,10mg/

mlな どの濃 度 の溶 液 と して 調 整 し て お き,5～10μl

を加 えた 。
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