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研究成果の概要（和文）：本研究で等電点無制限 RFHR・2D・PAGE の分離能と定量性をさらに向

上させ、バクテリアの翻訳系蛋白質の包括的解析に適用した。我々が発見した１００Ｓリボソ

ーム（７０Ｓのニ量体）の形成に関わる蛋白質群に重点を置き、バクテリア１５種について解

析した結果、バクテリアには二つの異なった１００Ｓリボソームが存在することがわかった。

一つは遍在する longHPF によって形成され、他はγグループのみに存在するＲＭＦによって形

成される。 

研究成果の概要（英文）：Quantitative and separating ability of RFHR 2D PAGE was improved, 

and it was applied to proteomics of bacterial translation. In 15 bacterial strains 

proteins forming 100S ribosome( 70S dimer) were determined. It is RMF homolog in 

proteobacteria γgroup, and long HPF homolog in other bacteria. Therefore two distinct 

100S ribosomes exist in bacteria. 
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１．研究開始当初の背景 
現在プロテオミクスに適用される方法は蛋
白量の定量に難点がある。質量分析はペプチ
ドのシグナルから蛋白の同定はできるが、蛋
白量を知ることができない。又、等電点二次
元電気泳動法も１種の蛋白質が複数のスポ
ットに分裂するため定量が極めて難しい。こ
れに反して私が開発したＲＦＨＲ二次元電
気泳動法はスポットが分裂しないため単一

のスポットに収斂し、そのデンシトメトリー
によって蛋白量を定量できる。さらにＲＦＨ
Ｒ法は等電点の制約を受けないため塩基性
蛋白を含む全蛋白質に適用できるという特
徴を持っている。これらの特徴を生かせば
「蛋白量決定・等電点無制限プロテオミクス」
が可能になる。 
他方、最近１００Ｓリボソーム形成に関わる
蛋白質群の研究が注目され始めた。１００Ｓ
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は７０Ｓの二量体で、「活性７０Ｓ～待機１
００Ｓ相互変換」がバクテリアの翻訳を調節
する主要な機構であることを我々は見出し
たが、最近 2 種類の１００Ｓ形成蛋白質が存
在するらしいことがわかってきた。一つは大
腸菌のＲＭＦであり、もうひとつは黄色ブド
ウ球菌のＨＰＦである。このうちＲＭＦ遺伝
子はプロテオバクテリアγグループに局在
するが、ＨＰＦ遺伝子はバクテリア全体に遍
在する。その分布の状況から考えて１００Ｓ
リボソームがバクテリア全体に存在する可
能性が出てきた。この二つの１００Ｓの形成
機構と機能がどう違うのかを明らかにしな
ければならない。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、先ずＲＦＨＲ法の定量性と
分離能を向上させることである。そのために
は非常に種類の多い中性～弱酸性蛋白質を
如何に効果的に分離するかが課題となった。
第二の目的は、改良されたＲＦＨＲ法をバク
テリアの翻訳系蛋白質に適用し、１００Ｓ形
成における１００Ｓリボソームと１００Ｓ
形成蛋白の定量的関係を調べ、１００Ｓ形成
機構を確立することである。 
３．研究の方法 
１５種のバクテリアの培養は普通ＮＢＲＣ
が指定する方法による。蛋白調製はわれわれ
が開発した方法による。蛋白質の定量は改良
ＲＦＨＲ法が適用される。リボソームの定量
は蔗糖密度勾配遠心と紫外線分光で行う。１
００Ｓを調製するには我々が開発した
Beckman 45 アングル ローターによる蔗糖密
度勾配遠心法を用いる。 
４．研究成果 
１．ＲＦＨＲ法の改良 
塩基性蛋白中心の標準ＲＦＨＲ法とは異な
り、二次元の全画面を中性～酸性蛋白の分離
に用いる方法を開発した。先ず 0次元泳動を
ｐＨ10.6 で行い、全ての中性～酸性蛋白を直
接 1次元ゲルに泳動濃縮させた。一次元泳動
は標準法と逆に電極を上負,下正にして一次
元の全長をｐＩ8 以下の蛋白質の分離に充て
た。これで中性～酸性蛋白が使える二次元ス
ペースが約 3倍になり、詳細な解析ができる
ようになった。こうして中性～酸性蛋白に適
した改良法と塩基性蛋白に適した標準法を
会わせ運転することによって全蛋白が単一
のスポットに収斂する二次元パターンが得
られるようになった。この単一スポットをデ
ンシトメトリーすれば各蛋白質の蛋白量が
定量できる。 
２．バクテリア１００Ｓリボソーム形成機構
の解析 
上述したように、ゲノムデータベースから、
ＲＭＦがプロテオバクテリアγグループの
みに固有の蛋白遺伝子であり、逆にＨＰＦが
バクテリアにとって極めて保存性の高い蛋

白遺伝子であることがわかった。さらにγグ
ループ以外の黄色ブドウ球菌が１００Ｓを
形成することも明らかになった。これらを踏
まえて本研究では、γグループ以外のＲＭＦ
遺伝子を持たないバクテリアで１００Ｓが
どのように形成されるかに重点を置きなが
ら、バクテリアにおける１００Ｓ形成を包括
的に解明することを目指した。先ずγグルー
プの 6種（Escherichia coli, Salmonella 
typhimurium,Proteus mirabilis,Serratia 
marcescens,Klebsiella pneumoniae 
Pectobacterium carotovorum,）は例外なく
大腸菌同様ＲＭＦによって１００Ｓを形成
した。他方その他の 8 株（Staphylococcus 
aureus, 5 Lactobacilus species, Thermus 
thermophilus HB8, Synechocystis sp. 
PCC6803 ）は例外なく黄色ブドウ球菌同様Ｈ
ＰＦ単独によって１００Ｓを形成した。但し
γグループの short HPF に比べてその他のＨ
ＰＦホモログは約二倍の大きさの long HPF
であった。つまり殆どのバクテリアは long 
HPF によって１００Ｓ形成し、γグループに
限ってＲＭＦによって１００Ｓ形成するこ
とがわかった。この二つの１００Ｓの安定性
は大きく異なり、ＲＭＦ型１００Ｓは約 10-8

Ｍで解離するが、long HPF 型１００Ｓは２桁
以上低いＫｄをもつ。又ＲＭＦ型１００Ｓは
定常期でのみ形成されるが、long HPF 型１０
０Ｓは増殖期に関係なく常に形成される。バ
クテリアの系統樹に照らし合わせると、本来
long HPF型１００Ｓがバクテリアの進化の早
い時期に成立しており、ある時点でプロテオ
バクテリアαグループから、βとγの共通祖
先が分岐した時ＨＰＦ遺伝子が約 2分の 1に
短縮し、それに伴い long HPF 型１００Ｓ形
成が不能になったと考えられる。しかしその
後γがβと分岐した後、新たにＲＭＦ遺伝子
を獲得して、全く性質の異なる１００Ｓ形成
能をもつにいたったと考えられる。なおＲＭ
Ｆも long HPF ももたずＨＰＦが短縮された
ままのβグループのひとつ Burkholderia 
multivorans は予想通り１００Ｓを形成でき
ないことが判明した。以上本研究によってバ
クテリアにおける１００Ｓリボソームの概
要が初めて明らかになり、二つの異なる１０
０Ｓリボソームが存在することが判った。 
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