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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

生物は地球上のありとあらゆる環境に棲み着いている。
時々刻々変化する環境の中，生物は生命の「設計図」で
あるゲノムにコードされた数千の遺伝子の中から，適当
なものを，適当な量，適当な場所で，適当なタイミング
で発現させ，生命活動を営んでいる。個々の遺伝子（産
物）の性質もさることながら，時空間制御された遺伝子
発現システムこそが，生物の個性・振る舞いを決定す
る。このシステムを駆動するのに中核的な役割を果たす
のが，RNA ポリメラーゼやリボソームである。ゲノム
情報を読み解き機能分子へと変換するこれらの装置に大
きな障害が起きれば，健全な生育が阻害されることは明
らかである。テキトーな遺伝子をテキトーな量，テキ
トーな場所で，テキトーなタイミングで発現すれば，シ
ステムは破綻するであろう。一方，僅かな障害であれ
ば，なんとかやりくりして生きていけるかもしれない。
ではどの程度の障害（変異）までであれば，「生きる」
という要件を満たすことができるのであろうか？　我々
は，遺伝子発現を統治する「装置」に着目することで，
生命システムのロバストネスを解明できるのではないか
と考えた。とくに翻訳過程を司るリボソームを改変対象
とした。ゲノムの全体像を変えることなく，リボソーム
のみを改変することで生物の振る舞いはどのように変わ
るのかを，大腸菌をモデルに研究することとした。

2.　翻訳装置を改変する

2.1　 リボソームの構造と機能

翻訳装置であるリボソームは，遺伝情報を蛋白質へと

変換する蛋白質合成反応を担っている。数ある生体反応
の中でも特に高い正確性を要求する翻訳過程は，リボ
ソームのもつ複雑な立体構造の上に成り立っている。図
1は，X 線結晶構造解析に基づく大腸菌リボソームの立
体構造である 1)。大小 2つのサブユニットから成るリボ
ソームは，分子量 250万の巨大分子である。両サブユ
ニットともに，分子の中心は rRNA が占め，RNA と蛋
白質の分子量比は約 2 : 1である。大サブユニット
（50S）は 2種の RNA（5S rRNA及び 23S rRNA）と 36
種の蛋白質，小サブユニット（30S）は 1種の RNA（16S 
rRNA）と 21種の蛋白質から成る。単一，あるいは数少
ない成分の繰り返しではなく，異なる成分が一つずつ組
み合わさっているのが特徴的である。リボソーマル蛋白
質の大半は塩基性で，負電荷を帯びた RNA の隙間に入
り込むことで電荷を中和し，リボソーム全体を安定化し
ている。このように，成分内，成分間に無数の相互作用
ネットワーク（RNA–RNA，蛋白質 – 蛋白質，RNA– 蛋
白質）が張り巡らされ，生体分子の最高傑作ともいうべ
き，巨大で精密な分子機械が構築されている。
リボソームの機能に目を向けると，翻訳過程は，開
始・伸長・終結の 3段階に分けられる。開始過程を担う
小サブユニットには暗号解読（decoding）センターがあ
り，mRNA のコドンを 5’ 末端側から順番に解読してア
ミノアシル化された tRNAのアンチコドン部位を対合さ
せる役割を担っている。伸長過程を担う大サブユニット
には，ペプチジル転移センターがあり，アミノアシル –
tRNA が運んでくるアミノ酸を重合し，ペプチドを伸長
する役割を担っている。いずれの場合も，活性中心は
RNA，すなわち 16S，23S rRNA に存在しており，リボ
ソーマル蛋白質は，翻訳の開始・終結地点の決定，翻訳
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の制御・維持などに関わっている。
このように構造・機能において極めて複雑で，かつ精
度の高い反応を行う必要のあるリボソームは進化的に保
守的で，各成分が協調的に進化してきたと考えられる 2)。

2.2　 生物の系統分類の指標としての 16S rRNA

前節で述べた通り，リボソームは極めて進化的に保守
性が高い。とは言え，時間とともに遺伝子はゆっくりと
変化する。進化の過程で様々な遺伝子変異が蓄積される
が，それは種の個性を色濃く反映したものとなる。この
ような分子は，生物の進化系統分類に役立つ。なかでも
16S rRNA は，あらゆるバクテリアに備わっていること
に加え，情報量が適当である（約 1500塩基）こと，保
存領域と非保存領域が適度に存在することから，生物を
分類するための「物差し」としての広く受け入れられる
ようになった 3)。
生物ごとに固有の 16S rRNA　―これが生物の進化系
統分類を行う大前提である。新たなバクテリアを見つけ
るたびに 16S rRNA 遺伝子配列を決定し，他の生物の
16S rRNA との類縁関係を系統樹の形で表記する。系統
樹の作成方法としては，最大節約法，最尤法，近隣接合
法など様々あるが，いずれの方法においても（史実を正
確に反映するかどうかの議論はあるが），何かしらの系
統関係を描き出すことができる。しかし中には「例外」
もある。

2.3  自然界で見られる 16S rRNA 遺伝子のゲノム内多

様性とリボソームの可塑性

通常，バクテリアゲノム内には rRNA 遺伝子（オペ

ロン）は複数個存在している。生物種により様々である
が，例えば大腸菌では 7個，枯草菌では 13個の rRNA
オペロンがコードされている。興味深いことに，これら
は完全に同じというわけではなく，オペロン間に数塩基
の多型が見られることが多い。「例外」とは，ゲノム中
に複数存在する 16S rRNA の差が「数塩基」ではなく，
あたかも異種生物の 16S rRNA 遺伝子が丸ごと飛び込ん
できたかのように，相同性の低い 16S rRNA 遺伝子が共
存している事例を指す。どちらか一方が偽遺伝子という
わけではなく，両方共に機能していることも確かめられ
ている 4)。遺伝子丸ごとではなく，部分的な断片として
飛び込んできているようにみえる事例も見つかってい
る。相同遺伝子間で組換えが起きたかのような「キメラ
型」の 16S rRNA である 5–8)。系統分類を惑わすこうし
た事例は多くはなく，「例外」として済ませることもで
きるが，リボソーム（16S rRNA）の構造的，機能的な
可塑性を示唆しているようにも思われる。進化の戦略と
して複数種類の 16S rRNA を備えておくことの意義など
には関心が持たれるが，分子機械としてのリボソームの
機能要件―どのような組み合わせ（16S rRNA とその他
のリボソーム成分）であれば機能的なハイブリッドリボ
ソームが構成されるのであろうか？―といった問題も興
味深い。我々はリボソームの機能的な可塑性を検証する
ために，自然界で見られる例外的ケースがどれほど一般
的なのか？　リボソームの機能要件として，配列相同性
がどれほど低くてもそれが満たされるのか？　といった
興味から，「16S rRNA 遺伝子の水平伝播実験」を行っ
た。

図 1．大腸菌リボソームの立体構造。色分けは以下のとおり：16S rRNA（マゼンタ色），23S rRNA（オレンジ色），5S rRNA（赤色），
30Sサブユニット中のリボソーム蛋白質（緑色），50Sサブユニット中のリボソーム蛋白質（みず色）。
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3.　16S rRNA の「水平伝播」実験

3.1　 大腸菌 16S rRNA の欠損株と 16S rRNA の変異解析

先述の通り，バクテリアゲノムには通常，複数の
rRNA オペロン（rrn オペロン）が存在しており，大腸
菌には 7コピーが備わっている。このように遺伝子が多
重化しているため，野生株を宿主に使うと変異（外来）
16S rRNA の正確な機能解析が難しくなる。そこで我々
は，Asai らにより構築されたゲノム中の rRNA オペロ
ンを完全に欠失した変異株（D7 prrn 株）を用いた 9)。
欠損株とは言え，rrn オペロン遺伝子は生育に必須なた
め，ただ単に欠失させることはできない。D7株は，ゲ
ノム中にコードされた 7個の rrnオペロンを欠失しつつ，
rrn オペロン発現プラスミドを供給することで生育可能
となっている。

Asai らは D7 prrn株を宿主に，大腸菌の 16S rRNA 遺
伝子を異種のものと入れ替えた。試みたのは大腸菌とは
比較的近縁な Salmonella typhimuriumや Proteus vulgaris
由来の 16S rRNA である。16S rRNA 遺伝子の配列相同
性はそれぞれ 97％，93％である。その結果，野生株よ
りも若干生育が遅れるものの，異種 16S rRNA が大腸菌
16S rRNA 遺伝子の欠損を補完できることが判明した。
rRNA とリボソーム蛋白質の比率も野生型リボソームと
遜色なく，近縁種間でハイブリッドを形成し機能しうる
ことが確かめられた。
さらに鈴木らは遺伝子操作系を改良し，外来 rrn オペ
ロン発現プラスミドと大腸菌 rrn オペロンを含む救済プ

ラスミドを簡便に出し入れできる系を確立した（図
2） 10,11)。宿主としては同じく D7 prrn 株を使うが，大腸
菌 rrn オペロンを含む救済プラスミド（アンピシリン耐
性）にカウンターセレクションマーカー（ショ糖毒性を
示す枯草菌 sacB 遺伝子）を導入した。外来 16S rRNA
を発現するプラスミド pRB103は，救済プラスミド
pRB101と同一の複製起点，異なる薬剤耐性マーカー（ゼ
オシン）を含ませる。pRB103を D7 prrn 株に導入し，
ゼオシン含有プレートで選択すると，両方のプラスミド
を保持した形質転換体が得られる。一般的には複製起点
が同一のプラスミドは不和合性のため，この時点でアン
ピシリン耐性の救済プラスミドが脱落すると考えられて
いるが，実際に実験してみると，複製起点の不和合性の
みではプラスミドが落ち切らないことがよくある。この
2種プラスミドが共存する状態から，次にショ糖による
カウンターセレクションを行うことで，pRB101を確実
に脱落させる。これにより，外来 16S rRNA の機能評価
を行うことができる。すなわち，外来 16S rRNA が他の
リボソーム成分と複合体を形成し機能すれば形質転換体
が得られ，そうでない場合はコロニー形成に至らないと
いう仕組みである。我々は，この方法を使って，機能相
補する 16S rRNA 遺伝子について徹底的に検討した。

3.2　 環境 16S rRNA の利用

約 1500塩基から成る 16S rRNA 遺伝子は，触媒中心
のみならず，遺伝子の全領域にわたり種間でよく保存さ
れている。両末端の配列についても同様によく保存され
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rrn Δ
rrn

DNA
16S-rRNA PCR

pRB103
ZeoR

pSC101-ori

16S-rRNA
rrn

-

16S-rRNA

Δ
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ZeoR
16S-rRNA

16S-rRNA

5S23S16S

16S-rRNA

5S23S16S

5S23S16S

pSC101-ori

pSC101-ori

pRB101

図 2．外来（異種）16S rRNA遺伝子の機能スクリーニング．環境 DNAを鋳型に様々な微生物由来の 16S rRNA遺伝子を PCR増幅し，
pRB103に含まれる大腸菌由来の 16S rRNA と置き換える。ゲノム中に存在する全ての rrn オペロンを欠失した宿主株 KT101を
pRB103により形質転換する。KT101には一過的に，pRB101と pRB103が共存状態になる。この後，ショ糖による pRB101の追
い出し（カウンターセレクション）と薬剤による選択（ゼオシン）により，外来 16S rRNA が大腸菌内で機能する場合，生育相
補株が得られる。
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ている。このため，両末端にハイブリダイズするオリゴ
ヌクレオチドプライマーを用いれば，様々な微生物ゲノ
ムから 16S rRNA 遺伝子を簡単に増幅することが可能で
ある。さらに「環境 DNA」を鋳型に用いれば，16S 
rRNA 遺伝子を一網打尽にすることができる。様々な試
料から精製した環境 DNAを鋳型に全長 16S rRNA 遺伝
子を PCR 増幅すると，約 1.5 kb あたりにバンドが検出
できる。バンドサイズとしてはほぼ均一であるが，この
中には多種多様な微生物由来の 16S rRNA 遺伝子が含ま
れている。我々はこの手法で得た 16S rRNA 遺伝子を，
rRNA の発現ベクターに組み込んで機能評価した。

3.3　 リボソームの意外な可塑性とその分子基盤

スクリーニングの結果，大腸菌の 16S rRNA 遺伝子と
綱（クラス）のレベルで異なる微生物（b-プロテオバク
テリア）由来の 16S rRNA 遺伝子でも大腸菌の生育を相
補することができた（図 3，一部未発表データを含
む） 12,13)。配列相同性については，最も相同性の低いも
のは 80％程度であった。これは遺伝子の全長 1542塩基
に対して 300塩基程度が異なっていることになる。
このように大きな配列上の違いがあるのみかかわら
ず，異種生物の 16S rRNA はどのように他のリボソーム
成分と協調して機能するのか？　このことを明らかにす
るために，rRNA に特有な二次構造を主眼に配列の比較
を行った。代表的な例として，ヘリックス 21と呼ばれ
る領域における配列・二次構造を比較した。その結果，
図 4に示す通り，塩基配列が変化しても二次構造（ヘ
リックス形成）が保たれれば，多くの場合 16S rRNA の
機能も保たれることが判明した。生物種固有と思われて
いた 16S rRNA であるが，配列そのものではなく二次構
造が機能にとって重要であることがわかった。さらに，
一部の 16S rRNA については，ヘリックス構造すら大き
く異なる例も見出されている。図 5に示す通り，一部の
クローンでは，ヘリックスの伸長，短縮が起きている。
立体構造の面からこの領域を見ると，こうした部位は溶
媒に露出し，リボソーマル蛋白質などとも相互作用して
いないことが判明した。
このように，進化的に極めて保守性が高いと考えられ
てきたリボソームが，「水平伝播」をも許容しうる意外
に柔軟な分子であることが示された。

3.4　 変異リボソームが駆動する大腸菌変異株―微生物

育種への途

生物のシステムを支配するリボソームが変わると，宿
主である大腸菌はどのように振る舞うであろうか？　ま
ず変異株間で増殖速度を比較すると，野生株（大腸菌自
身の 16S rRNA で機能相補したもの）と遜色ないものか
ら，倍加時間が 3倍程度延びてしまうものも生じた。ま
た，定常期の OD 値にも差が生じることが観察された。
寒天培地で増殖させると，生育速度を反映して大小のコ
ロニーが出現するが，同時に，円形ではなく楕円形に近

図 4．大腸菌内で機能する異種（A01及び A02）16S rRNA のヘリックス 21領域の二次構造。塩基配列の変化（赤字部分）にもかか
わらず，二次構造が維持されていることがわかる。

図 3．大腸菌 16S rRNAの遺伝子欠損を相補する外来 16S rRNA
の起源。
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いもの，フチがギザギザなものなどが観察された。この
ように変異株ごとに表現型に様々な違いが観察され，「生
き様」に違いがあろうことが想像された。
多様性が生まれれば，それを改良に活かそうという発
想が生まれる。進化工学の考え方である。我々も手始め
に，異宿主発現について実験を行った。例えば緑色蛍光
蛋白質（GFP）を変異株に導入すると，多くの場合，野
生株において高い発現が見られたが，野生株では発現が
不良なものなどでは，逆に生育不良な変異株において高
い発現が見られた。研究は端緒についたばかりである
が，この他にも，大腸菌を工業利用する際に有用な形質
について「改良」の観点でスクリーニングを進めてい
る。微生物育種の新たな技術として発展させたいと思っ
ている。
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