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研究の概要（200～300字で記入、図･グラフ等は使用しないこと。） 

本研究では、枯草菌ゲノムが有する 10 コピーの rRNA オペロン（ rrnO,  A,  J,  W,  I ,  H, 

G,  E,  D,  B）機能がそれぞれに相違があるのか否かを明らかにすることを目的として

おり、SFR 交付期間中においては申請者が中心となって構築した rrnO オペロンのみ

を有する株（ rrnO +株）を用い、 rrnO オペロンの機能を明らかにすることである。

そのため、rrnO +株から新たにサプレッサー変異株を単離し、その変異部位を同定す

ることで詳細な rrnO 機能を明らかにすることを目的とした。また、野生株と同程度

の表現型を示す rrn オペロンのコピー数を決定することにした。  

 

 

キーワード（研究内容をよく表しているものを３項目以内で記入。） 

〔    リボソーム        〕 〔     rRNA 〕 〔    枯草菌  〕 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

＜ＳＦＲの交付期間内実験計画＞ 

当研究室ではこれまでに、 rrnO、 A、 J、 I、 E、 D、 B オペロンをそれぞれ 1 個のみ

有する株はすべて、野生株よりも 70S リボソームの形成量が著しく低下し、それに伴

い細胞の増殖速度が低下しており、かつ、自然形質転換能、胞子形成能が野生株に比

べ低下していることを明らかにしていた。さらに、こうした機能低下はすべての株に

おいて同等ではなく、細胞の増殖速度に関しては rrnB オペロンのみを有する変異株が

最も遅く、胞子形成能に関しては rrnD オペロンのみを有する変異株が最も低い、とい

う表現型を示すことを見出していた。そこで、申請者は、各 rrn オペロンには機能の

相違があり、枯草菌が有する 10 コピーの rrn オペロンの存在意義を明らかにするため

には、それぞれの rrn オペロンをより詳細に解析することが必要であると考えた。そ

こで、まず、DNA 複製の起点である oriC に最も近い rrn オペロンである rrnO オペロ

ンの機能は極めて重要であると予測し、 rrnO 1 個のみを有する株（ rrnO +株）に焦点

を絞って解析を行うことにした。そのため、本研究では、 rrnO +株からサプレッサー

変異株を単離し、その変異部位を特定することにより、その遺伝子、もしくは遺伝子

産物と rrnO オペロンとがどのような機能関与をしているのかを解析することで、rrnO

オペロンのより詳細な機能を明らかにすることを第一の目標と した（下記の研究結果  

1）。     

一方で、野生株と同様な表現型を示す rRNA オペロンの最尐の数を明らかにし、生

物進化に伴う rRNA オペロンのコピー数増加の過程を実験室のレベルで検証、実証 す

ることを試みた（下記の研究結果  2）。  

 

<研究結果 1>  

rrnO オペロン 1 個のみを有する株から単離したサプレッサー変異株の単離と変異部位

の同定 

 

① rrnO オペロン 1 個のみを有する株からのサプレッサー変異株の単離  

サプレッサー変異株の単離を行なうにあたり、得られるサプレッサー変異株の変異

部位が rrnO 内、もしくはその近傍に生じているか否かを遺伝学的に検討するため、

rrnO +(RIK543 株 )の rrnO プロモーターと 16S rRNA の間にカナマイシン耐性遺伝子

を導入した株を構築した (RIK566)。次に、サプレッサー変異株を単離するため、RIK566

株を LB 培地で 24 時間培養した後、 LB 寒天培地に塗布した。その結果、増殖速度が

回復したサプレッサー変異株を単離することができた。 さらに、得られたサプレッサ

ー変異株のコロニーの大きさの違いから、大別して 4 種に分類可能であることが分か

った。これらを LB 培地、 37℃にて生育曲線を測定した結果、コロニーの形態が最も

小さい株は増殖速度の回復度合いが一番小さいことが分かった。次に、4 種のサプレッ

サ ー 変 異 株 の リ ボ ソ ー ム 量 を 検 討 す る た め LB 培 地 、 37 ℃ に て 対 数 増 殖 期 ( 約

OD 6 0 0=0.2)まで培養した細胞をショ糖密度勾配超遠心法により解析したところ、細胞

の増殖速度に呼応してリボソームの形成量が回復していること を明らかにした。  

 

② サプレッサー変異部位の同定 

得られた 4 種のサプレッサー変異株の変異部位の同定を行うため、まず、カナマイシン

耐性遺伝子を指標とし、変異部位が rrnO 内もしくはその近傍に生じているかを検討し

た。その結果、変異部位はすべて同領域には存在しないことが 分かった。また、これ

らのサプレッサー効果の要因は rrnO 以外の rrn オペロンのコピー数増加でないことも

確認した。さらに、変異が生じていると推測されたリボソームのアッセンブリーや翻

訳等に関与する因子、また、 RNA ポリメラーゼをコードする遺伝子内に変異部位が生

じているか否かに関して DNA シークエンサーを用いて変異部位の特定を試みたが変

異部位を発見することができなかった。そのため、 SFR 交付期間中においては変異部

位の同定を行うことができなかった。しかし ながら、この変異部位を同定できれば  
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その遺伝子、もしくは遺伝子産物と rrnO オペロンとがどのような機能関与をしてい

るのかを明らかにすることができ、 rrnO オペロンのより詳細な機能を解明すること

が可能であるので本解析を引き続き行う必要がある。  

 

 

<研究結果 2>  

野生株と同様な表現型を示す rRNA オペロン数の決定  

前述したように、これまでの当研究室の解析結果から、リボソーム量は rrn オペロンのコピー数

に依存しており、正常な増殖速度と細胞分化には複数個以上の rrn オペロンが必須で

あることが分かっている。そこで、 rrn オペロンを組み合わせた株を構築して、野生

株と同様な増殖速度、胞子形成能に必要な最尐の rrn オペロンのセットを明らかにす

ることにした。そのために、まず 2 コピーの rrn オペロンを有する株（ rrnO と rrnE

オペロンを有する株（ rrnO +E +株））を構築し、その株について解析を行った。  

 

①  rrnO +E +株の構築  

 rrnO +E +株を構築するため、形質転換法を用い rrnE +株を受容菌として rrnO オペロ

ンを復帰させることにした。そこで、まず、薬剤耐性マーカーによる選択を可能にす

るため rrnO +株の rrnO オペロン領域の下流領域にスペクチノマイシン耐性遺伝子を

導入した株を構築した。次に、この株から抽出した DNA を rrnE+株に形質転換し、

スペクチノマイシン耐性となった形質転換体を選択した。得られた形質転換体が目的

とする rrnO + E +株であるか否かを調べるため、 DNA を抽出し PCR 法により rrnO オ

ペロンが復帰しているか否か、また、他の箇所で rrnO オペロンが復帰していないか

否かを解析した。その結果、得られた形質転換体は目的とした rrnO +E +株であること

が分かり、 2 コピーの rrn オペロン（ rrnO と rrnE オペロン）を有する菌株の構築に

成功した。  

 

②  rrnO + E +株の細胞増殖速度およびリボソーム量の測定  

上記で得られた rrnO + E+株 を LB 寒天プレートに塗布したところ、 rrnO + E+株は

rrnO +株および、rrnE+株に比べ増殖速度が速く、コロニーの形態も異なることが分か

った。次に、 rrnO + E+株の生育曲線を調べるため LB 培地 37℃において培養したとこ

ろ、 rrnO +株に比べ、細胞の増殖速度が著しく回復していることが分かった。しかし

ながら、その増殖速度は野生株程ではなく、野生株と rrnO +株および、 rrnE +株の中

間の速度であることが分かった。次に、rrnO + E+株の細胞内のリボソーム量を測定し、

野生株、rrnO +株、rrnE +株とのリボソーム量を比較するため、これらの菌株を LB 培

地、 37℃にて対数増殖期 (約 OD 6 0 0=0.2)まで培養し、これらの細胞粗抽出液をショ糖

密度勾配超遠心法により解析した。その結果、 rrnO + E +株のリボソーム量は生育曲線

に呼応しており、 rrnO +株や rrnE +株よりは多いが、野生株よりは尐ないという結果

を得た。これらの結果から、野生株と同様な表現型を示すのに必要な rrn オペロンの

コピー数は 2 つ以上必要であることが推測できる。  

今後は、 rrnO + E +株の胞子形成能の測定に加え、 rrn オペロンのコピー数を 3 コピ

ー、または 4 コピーを有する株を構築し、細胞増殖速度、リボソーム量、胞子形成能

を測定する必要がある。さらに、こうした解析を行うことで、未だ明らかにされてい

ない生物進化に伴う rrn オペロンのコピー数増大の機構を研究室レベルでの解明が可

能になることが期待できる。  
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