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研究成果の概要（和文）：リボソームは3つのrRNAと55の蛋白質から構成される精密な超分子複合体で、構成成分の変
異や不和合は細胞死を招く。そのため、リボソームの各成分、とくに中心骨格を形成するrRNAは超保守的であり、16Sr
 RNAは生物種固有の分子として、微生物の進化系統解析にも用いられてきた。これに対し我々は、大腸菌rrnオペロン
の完全欠損株(Δ7株)を用い、異種生物由来16S rRNA、23S rRNAによる生育相補試験を行った結果、大腸菌遺伝子との
配列相同性が80%程度しか有さないものでも機能相補することを見出した。このことは従来考えられていたリボソーム
の保守性という既成概念を覆すものである。

研究成果の概要（英文）：Because of structural and mechanistic complexity of the ribosome, it is generally 
believed that rRNAs coevolve with their partner ribosomal proteins. Thus, horizontal transfer should seldo
m occur for 16S (or 23S) rRNA genes to maintain the structural integrity of the ribosome. Despite this gen
eral thought, however, in this study, we have shown that growth of Escherichia coli prrn-Delta7, a null mu
tant of rrn operons, was successfully complemented with exogenous 16S (or 23S) rRNA genes from diverse lin
eages of bacteria that showed only ~80% identities with those of E. coli. Thus ribosome is unexpectedly ro
bust enough to accommodate large mutations or horizontal gene transfer.
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１．研究開始当初の背景	 
リボソームは大小二つのサブユニットから
なる超分子複合体であり,中心骨格は rRNA が
形成している。我々は,リボソームの機能及
び構造的な可塑性について研究すべく,30S
サブユニットの骨格を形成する 16S	 RNA の遺
伝子変異を行った。より具体的には,大腸菌
染色体上の 7 つ全ての 16S	 rRNA 遺伝子を欠
いた完全欠損株（Δ7株。rrnB オペロン発現
プラスミドで生育を相補）を宿主に,各種微
生物ゲノムから 16S	 rRNA 遺伝子を単離し,異
種生物由来 16S	 RNA によるΔ7 株の生育相補
性試験を行った。その結果,微生物系統分類
上の綱（Class）を超え,大腸菌の 16S	 RNA と
は 80%程度の相同性しかもたない 16S	 rRNA が
生育を相補できることを発見し,リボソーム
の意外な可塑性を浮き彫りにした。	 
	 
２．研究の目的	 
本研究では,	 リボソームの機能及び構造的
な可塑性を明らかにすることを目的に,その
構造的な中核である 16S	 rRNA 及び 23S	 rRNA
の置換変異実験を行う。生育相補性によりリ
ボソームの機能を評価し,変異点の特徴を明
らかにする。	 
	 
３．研究の方法	 
大腸菌 16S	 rRNA 遺伝子の完全欠損株の生育
を相補しうる 16S	 rRNA 遺伝子を,環境 DNA（メ
タゲノム）をソースとして徹底探索する。次
に生育を相補する 16S	 rRNA 遺伝子を DNA シ
ャッフリングにより掛け合わせ,非天然型の
16S	 rRNA を創出する。さらに,それらを用い
た生育相補性のスクリーニングを行う。同様
の手法を 50S サブユニットの骨格を形成する
23S	 rRNA にも展開する。課題別にまとめると
以下のようになる。各課題で得られた 16S	 
rRNA,23S	 rRNA の変異部位・パターンを既知
の変異情報などと比較するとともに,進化系
統的な特徴などと合わせて体系化する。	 
	 
４．研究成果	 
土壌や温泉など,各種環境試料より定法に従
い環境ゲノムを調製し,16S	 rRNA を PCR 増幅
した。得られた断片を In-Fusion クローニン
グ法により 16S	 rRNA の発現ベクターに組み
込み,Δ7 株を形質転換した。ショ糖によるカ
ウンターセレクションの有無により機能相
補率を判定した結果,数千規模の相補株を取
得した。とくに,生育の遅い変異株（小さな
コロニーを形成する変異株）に着目してスク
リーニングしたところ,大腸菌 16S	 rRNA 遺伝
子との配列相同性が 80%前後のものを数多く
分離することに成功した。これは,リボソー
ムの可塑性に対する既存概念を覆す結果で
ある。なお,16S	 rRNA の機能スクリーニング
を行う上で,遺伝子操作上の問題となってい
たベクターの改良（薬剤耐性遺伝子の交換）
やも行い,スクリーニング規模の拡大が容易
にできるようになった。	 

	 上記方法により得られた変異株の16S	 rRNA
について,さらに配列,二次構造,立体構造の
点で詳細に解析した。その結果,基本的には
塩基置換は二次構造内に発生し,置換を相補
するように追号する塩基も変化しているこ
とがわかった。つまり,二次構造を維持する
という制約の中で配列が変化していること
が判明した。ただし例外として,リボソーム
タンパク質と接触しない溶媒露出部位にお
いては,配列上の挿入,欠失を伴う大きな配
列変化とともに,二次構造においても変化し
うることがわかった。	 
	 天然の 16S	 rRNA に多くの機能相補性なも
のを見出したが,これらの幾つかを DNA シャ
ッフリングの手法を用いてランダムに組み
替えることも行った。この結果,多くのシャ
ッフリング産物で機能相補しうることが見
出された。	 
	 23S	 rRNA については 16S	 rRNA と異なり,
遺伝子両端の配列が全細菌を通じて必ずし
も保存されていない。そこで系統群ごとに既
知 23S	 rRNA をデータベースより網羅的に取
得し,同一のプライマーセットで増幅しうる
ものを分類し,群特異的な遺伝子増幅と機能
相補実験を行った。スクリーニング手法
は,16S	 rRNA の置換変異実験に倣い行った。
その結果,16S	 rRNAと同様に,大腸菌とは系統
的に近いものから遠いものまで,幅広い系統
群から機能相補性の遺伝子が獲得された。
も系統的に遠いものについては 82%程度の相
同性しか示さないものも含まれた。	 
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