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Mlyoobacterium phleiの リボ ソ ー ムRNA遺 伝 子 の 解 析
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The number of rRNA genes in Mycobacterium phlei was determined by means of 

Southern hybridization analysis.The results indicated that M .phlei possesses at least and 

probably 2 sets of rRNA genes.Based on the results together with our previous reports on 

Mycobacterium bovis BCG and Mycobacterium lepraemurium
,the relationship between 

slow growth and rRNA genes was discussed .
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は じ め に

ミコバクテリアの細菌学的特徴の一つは,増 殖が遅い

ことである。Mlycobacterium phleiは ミコバクテリア

のなかでは,迅 速発育性の菌であるが,大 腸菌に比べる

と発育は非常に遅い。病原性結核菌が活性マクロファー

ジのなかでリゾチームによる消化を受けにくい原因は,

その遅発育性の故であるとする説がある1)。

この遅発育性の原因は,単 純ではない。多 くの研究者

がこの問題に取り組んだが,い まだに明快な解答は報告

されていない。我々は抗酸菌の蛋白合成系に焦点をしぼ

り研究を進め,こ の蛋白合成系に遅発育性の原因の一つ

があるとする説を提唱してきた2)3)5)6)。

抗 酸菌のリボソームRNA(rRNA)遺 伝子の数は,

他 の増殖の速い菌に比べ少ないので,お そらくリボソー

ムの数 も少ないであろう,そ れ故に蛋白の合成量も少な

いであろう,こ れが遅発育性をもたらす原因の一つであ

ろ う と す る説 で あ る2)3)5)6)。

Mlycobacterium bovis BCG2),Mycobacterium

 lepraemurium3)は 一 つ の,Mlycobacterium smeg

matis4)～6),Mlycobacterium phlei5)6),Mycobacteri

um intracellulare5)6)で は 二 つ 以 上 お そ ら く二 つ の

rRNA遺 伝 子 群 を 有 す る こ と は既 に報 告 した° そ の な

か でM.bovis BCG,M.lepraemuiumに つ いて は

詳 細 な 論 文2)3)を 発 表 した 。 本 論 文 で は,M .phleiに

つ い て の詳 細 を発 表 し,抗 酸 菌 の進 化 論 的 問 題 と遅 発 育

性 の 問題 を議 論 す る。

実 験方 法

M.phlei ATCC 11758株 を 使 用 し た。glyceral

 brothに て37℃ 振 盪 培 養 を 行 いexponentialphase

に 集 菌 した 。DNAの 分 離 精 製 は前 報2)3)の ご と くで あ

る 。 即 ち10mMTris-HCl(pH8 .0)-1mMEDTA

に 菌 をsuspendし,1mg/mlのlysozymeを 加 え,
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37℃,15分 間 加 温 後,1%SDSに て 菌 体 を 溶 解 し,

phenol-chloroform-isoamy lalcohol(25:24:1)

を 加 えDNAを 抽 出 し た 。DNAはCsCl-ethidium

bromide遠 心 法 に て 精 製 し た 。 精 製DNAをSalI,

PstI,Bam HIで 切 断 し,0.8%ア ガ ロー スゲ ル に て

電 気 泳 動 を 行 い,BCG菌 か ら分 離 精 製 したrRNAを

プ ロ ー ブ と し,Southernhybridization7)を 前 報 の ご

と く 行 っ た2)3)。rRNAプ ロ ー ブ は0.1MTris-HCl

(pH9.7)に て900C15分 間 限 定 分 解 した後,エ タ ノー

ル で 沈 殿 さ せ た 後 蒸 溜 水 に 溶 解 し,32Pで5'末 端 を

polynucleotidekinaseに よ り標識 した2)3)。 その 他 の

実験 方 法 は 前報 に述 べ た ご と くで あ る2)3)。

実 験結果

M.phleiのrRNA遺 伝 子 の解 析結 果 を図 に示 した。

SalI,PstIで 切 断 したDNAで は,16Sと23SrRNA

プ ロー ブ いず れ に対 して も二 つ の バ ン ドが観 察 され た。

BamHI切 断 で は,16SrRNAプ ロー ブに対 して は,

6.2kbp,5.9kbp,2.3kbp,1.45kbp,1.4kbpの

非 常 に 薄 い バ ン ドが 観 察 され た 。23SrRNAプ ロ ー ブ

図M.phleiのrRNA遺 伝子

M.pheei DNAを,(1)SalI,(2)PstI,(3)BamHIに

て 切 断 し,0.8%ア ガ ロ ー ス電 気 泳 動 を行 った 後,BCG

菌 のrRNAを プローブと し Southern hybridizationを

行 っ た。 図 の 左 右 に はDNA断 片 の 大 き さを(kiloba

se pair)示 して あ る。

に対 して は,2.3kbpの 濃 い バ ン ドと5.9kbpの 薄 いバ

ン ドが検 出 され た。

考 察

既 に報 告 した よ うに2),BCG菌 で は16SRNA遺 伝

子 は約1.4kbp,23SrRNA遺 伝 子 は2.95kbp,16S

rRNA遺 伝子 と23SrRNA遺 伝 子 の 間 が 約0.28kbp,

合 わ せ て4.63kbpの 大 き さ の16S～23SrRNA遺 伝

子群 を持 って い る。 しか る にM.phleiのDNAをsalI

で 切 断 し た と き,8kbp,6.8kbpの2種 類 の 断 片 が

16S及 び23Sの い ず れ のrRNAと もhybridizeす る。

こ の い ず れ の 断 片 も,一 つ のrRNA遺 伝 子 群(4.63

kbp)が 局 在 す る の に 十 分 の大 き さ で あ る が,1組 を

超 え る遺 伝子 群が 存在 し得 るほ どの大 きさ で は な い。 従 っ

て,M.phleiのrRNA遺 伝 子 群 は 二 つ 以 上 存 在 す る

だ ろ う と い う結 論 が 得 られ る。

もし16S～23SrRNA遺 伝 子群は一つであり,遺 伝

子のなかでSalIに よる切断が起こり二つのバンドとし

て検 出されていると仮定すると,16Sあ るいは23S

rRNA遺 伝 のいずれかが―部 は異なる断片上に観察さ

れることになり,図 の結果はありえない。全体のクロモ

ソー ム上にはたまたまrRNA遺 伝子周辺のSalI切 断

塩基配列が同 じ所にある複数個のrRNA遺 伝子が存在

する可能性があるので,理 論的には少なくとも二つの遺

伝子群が存在すると結論される。このような遺伝子群が

たまたま重複している可能性は,種 類の異なる制限酵素

を用い同様の結論が得 られれば,低 くなる。そこでPstl

切 断 による実験結果 について同様の考察を加え,6.8

kbp,5.8kbpの 二 つ の 断片 上 に各 々16Sと23S

rRNA遺 伝子が存在することが結論された。

ま たBamHIの 切 断 で は,2.3kbp断 片 と5.9kbp

断 片 上 に23SrRNAと のhybridizationが 検 出 さ れ

た 。2.3kbpは 濃 いバ ン ド,5.9kbpは 薄 い バ ン ド と

な っ て い る 。 こ れ は23SrRNA遺 伝 子 にBamHIの

切 断 点 が あ り,ご く一 部 は5.9kbp断 片 上 に乗 って い

る こ と を意 味 して い る。16SrRNAプ ロー ブで は五 つ

の バ ン ドが 見 られ る が,バ ン ドの密 度 は非 常 に薄 く,遺

伝 子 内 に 切 断点 が複 数 あ る こと を意 味 して い る。

以 上 の 考 察 に よ りM.phleiは16S～23SrRNA遺

伝子 を二 つ 以上,お そ ら く二 つ持 っ て い る と結 論 され た。

我 々 の 従 来 の 報 告2)～6)と 総 合 して考 察 す る と,抗 酸

菌 は1～2個 の 少 な い数 のrRNA遺 伝 子 群 を持 つ と い

うこ と にな るが,こ の 事実 は比 較 生 物 学 的 に も重 要 で あ

る。 同 じActinomycetales目 に 属 す るStreptomyces

 lividansで は少 な く と も六 つ のrRNA遺 伝 子 群 を持 つ

(鈴 木 ら,執 筆 中)。 大 腸 菌 で は七 つ,枯 草 菌 で は10個

のrRNA遺 伝 子 群 を 持 っ て い る8)～13)。 増 殖 の 遅 い

Mycoplasma14)15)や 古 細 菌16)17)1～2個 のrRNA遺
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伝 群 を 持 っ 。 こ の よ う に比 較 して い くと,rRNA遺 伝

子 群 の 数 に 限 って論 じる な らば,抗 酸 菌 は,大 腸 菌,枯

草 菌,streptomyces lividansよ り もMycoplasma

や古 細 菌 に似 て い る ので あ る。

遅発育性と関連 して論 じるならば,抗 酸菌ではrRNA

遺伝子が少なく,そ れ故にリボソームの数 も少なく,蛋

白の合成量 も少ない,こ れが遅発育性の原因の一つでは

ないだろうかという仮説が成立する。我々はその点を明

らかにするためにrRNA遺 伝子を更に詳細に解析する

一方,リ ボソームの数についても検討を加えている。
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