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のリボソームRNA上の位置は古くから微生物に広く

塩基配列が保存された領域，すなわちarchaebacteria

から原核生物に至るまで16S rRNAに数カ所認めら

れ，約20塩基長のオリゴマーとして存在する。これ

らの保存領域に挟まれた数百塩基長のRNA配列は，

属あるいは種として分類学上規定される特異的な菌の

集団におおむね一致して同じ配列がみられる。この

RNA塩基配列はDNAとしてコードされている。DNA

にコードされたRNA塩基配列は rrnオペロンと呼ば
れ，2つのプロモーターの後ろに16S rRNA，tRNA，

23S rRNA，5S rRNA，tRNAの順にスペーサー領域

を介して連結している（図２）。

それぞれのtRNAは２つの同じtRNAGluの組み合わ

せか，あるいはtRNAlleと tRNAAlaの組み合わせで存

在し，この2種類の rrnオペロンが数個染色体上に存
在する2）。1960年代後半からみられるリボソーム

RNA研究を年代を追って研究の目標ごとにまとめる

と，上述のリボソームRNAの保存領域に関しては重

要な機能を担う配列が保存されているとの認識が早く

からみられ，リボソームRNA上の1本鎖RNA構造に

その機能が託されていると考え，その検索がアミノア

シルtRNAの解析方法に則って行われるようになっ

た。ドイツのマックスプランク研究所のErdmann
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蛋白質翻訳はリボソームの仲介によって，メッセン

ジャーRNA（mRNA）と転移RNA（tRNA）の相互

作用により行われる。tRNAに備わったアンチコドン

は相補的にmRNAに結合するがリボソームにも相互

的に作用する。リボソームのtRNA結合部はP siteと

呼ばれ，高Mg2+濃度状態ではmRNA が存在しなく

ても，結合が起こるのである。このP siteは16S/18S

リボソームRNA（16S/18S rRNA）の特定の位置の

塩基と考えられている（図１）。

カリフォルニア大学サンタクルーズのNoller HFら

のグループが，リボソームsmall subunitである16S

rRNAの966番，1401番のグアニンをメチル化するこ

とによってP siteにおけるmRNAとtRNA の結合を

阻害することを明らかにした。また，926番のグアニ

ンをメチル化すると先程の高Mg2+濃度状態でのP

siteへのtRNA 結合を阻害するようになる1）。これら
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VAらのグループ3）は，配列が明らかなオリゴヌクレ

オチドを合成し，リボソームRNAとの相補的結合能

をみてリボソームRNAの1本鎖構造上の位置と配列

を決定している（1978年）。

リボソームの機能に関する研究はヨーロッパを中心

に広がり，イギリス4），フランス5）で進んだ。アメリ

カ6）では前述のカリフォルニアのNoller HFらのグル

ープの研究が進んでいる。

こういったリボソームRNAの構造と機能に関する

研究の進展とは別に，ほぼ同時期1972年に始まった

米国イリノイ大学のWoese CR7～13）のグループの原

核生物を対象にした系統分類学に16S rRNAの塩基配

列の類似性を利用したユニークな研究もみられる。リ

ボソームRNAの塩基配列を利用した細菌の分類に関

しては，ベルギーのDe Ley J14～16）のグループがある

が，相補的な塩基配列の結合能（アナログ解析）に終

始したため，Woese CRらのグループがめざした個々

の塩基配列（デジタル解析）による特異性の高い識別

能が得られず，頓挫した感がある。

一方，リボソームRNAの塩基配列の多様性を利用

した細菌の検出に関しては，ワシントンDCのKohne

DEのグループが後に液体ハイブリダイゼーションを

利用して菌種を検出，同定する方法を研究開発し，特

にハイドロキシアパタイトを用い，相補的に結合した

2本鎖ヌクレオチドを分離する方法で簡易な細菌の検

出同定キットを商品化するに至っている17）。いずれ

にしても細菌の菌種，同定に関してはKohne DEらの

グループが早くから標的を絞っていたようだが，1972

年の彼らの論文18）ではリボソームRNAの抽出と特質

を述べるにとどまり，多様性に着目したのはその後の

研究によるところが大きい。

以上のような視点でリボソーム研究の萌芽期を研究

テーマごとに総括し，今後のリボソーム研究の進展を

窺ってみた。

II. リボソームRNA塩基配列の保存領域に関わる
研究

１．リボソームRNAの機能に関わる研究

マックスプランクのErdmann VAら3）のグループ

は，E. coliとB. stearothermophilus（Geobacillus
stearothermophilus）の5S rRNA配列の二次構造にみ図1 細菌リボソームの構造49）

図2 rrnオペロンの構造2）



日本臨床微生物学雑誌　Vol.14 No.2 2004. 3

16S rRNA研究の進展

てている。このように極めて内容の格調が高い仕事が

行われている（Gerbi SA）6）。

1980年はリボソームRNA では画期的な年であっ

た。Woese CRらが70年代初頭から続けてきたオリ

ゴマーDNAによる分類，すなわち塩基配列に基づい

た研究に続くかたちで，16S rRNA，18S rRNAの完

全塩基配列が決定されたのである。E.coli（1978），
Proteus vulgaris（1981）の16S rRNA，Zea maysの葉
緑体rRNA（1980），Saccharomyces cerevisiaeの18S
rRNA（1980），Xenopus laevisの18S rRNA（1981），
ヒトとマウスのミトコンドリア12S rRNA（1980），S.
cerevisiaeミトコンドリア15S rRNA（1980）の塩基配
列がほぼ同時期に発表された。また，E. coliの16S
rRNAの二次構造が5カ所から提出され，細菌に普遍

的な二次構造として認められたのもこの年である。こ

れによってペプチド結合を触媒するリボソームの機能

が保存配列に存在し，二次構造上に推定されることが

確実になってきた。二次構造の決定にはコンピュータ

プログラムによるところが大きい。このように1980

年に花開いたリボソームRNAの構造と機能の研究

は，冒頭に述べたNoller HFらの成果に繋がっていく

ことになった。

２．リボソームRNAの保存塩基配列を利用した研

究（図３）

リボソームRNAの保存塩基配列は前述のように

16S rRNA, 18S rRNAの 3’末端部に Shine and

Dalgarno領域があるが，他にもグアニンがメチル化

することによって，mRNA, tRNAの結合が阻害され

る領域として4カ所，その他に4カ所見出されている。

1987年の時点でHoshina S19，20）らは，こういった機能

が明らかになる前に，そのうちの2カ所を任意に用い

ることで本来無菌的状態を維持している生体部位に起

こる細菌感染症を普遍的に検出し，その病原体を識別

する方法を提案した。16S rRNAに存在する保存配列

は各々約20塩基あり（生体内でもこれをプライマー

とする複製酵素の進展反応があるのだろう），そこで

この共通な塩基配列の中から２つを選んでプライマー

とし，いわゆる遺伝子増幅を行えば，原因菌に特異的

な配列を検出可能な量だけ得られることになる。血液

や髄液のように本来は無菌状態であるべき検査材料の

細菌感染を診断するのに有効である。むろん

Helicobacter pylori（以下H. pylori）による胃潰瘍，
Salmonella，Shigellaなど検出されることによって原

因菌として確定診断がつく病原体は，このようにして

増幅されたDNAあるいはRNAの塩基配列を，さま

ざまな細菌叢DNAの中から調べて検出することで診

られる1本鎖領域と2本鎖領域が存在することを推定

し，それを決定することを行った。あらかじめ配列の

わかっているオリゴマー（3，4塩基）を合成し，常

温でハイブリダイズさせ，1本鎖状態を保持している

位置と配列を特定している。5S rRNAの約120塩基配

列の10番，30番，60番，70番，85番，95番の塩基位

置に1本鎖領域が認められ，二次構造が提案されてい

る。

しかし，5S rRNAは進化の過程で塩基配列の変化

が少なく，加えて配列と位置が保存された場合と1本

鎖の位置だけが保存された場合の2通りがみられたと

いう。この1本鎖領域は蛋白質との相互作用で構造変

化をきたし，Noller HFら（1975年）が提唱した5S

rRNA と23S rRNAの結合部にも成り得るとしてい

る。5S rRNA は塩基数が少ないことから，これ以降，

進化あるいは機能解析の道具には成り得なかった。１

本鎖領域に保存領域あるいは機能を担う領域が含まれ

ることを予想した研究であるが，これ以降の 16S

rRNAの解析にも影響を与えたものである。その後

Brown大学のGerbi SA，Edinburgh大学のCox RA

のグループでは，真核細胞同士のリボソームRNAの

比較あるいは原核細胞との比較を行って機能部位の検

索を行っている。この時点になると制限酵素を使える

ようになっているので，かなり正確に塩基の位置を特

定できるようになっているが，塩基配列の決定までは

行われていない4，6）。

真核生物としてXenopus laevis，Neurospora crassa，
Drosophila melanogaster，原核生物としてEscherichia
coliを用い28S，23S，18S（真核生物），16S（原核生
物）を対象にしている。ここでもやはり，リボソーム

RNAの機能領域を明確にするため進化の過程で保存

された領域に着目している。制限酵素で50～300塩基

ごとにマッピングを行い，それについて異種同士から

抽出したヌクレオチドをプローブにしてDNA-DNA

あるいはDNA-RNAハイブリダイゼーションを行っ

て，異種間で共通の塩基配列すなわち保存された領域

を特定する作業を行っている。

その結果，（1）各種間に普遍的な保存領域が認めら

れ，（2）その保存領域はリボソームRNAのDNAコー

ド領域内に認められ，スペーサー領域にはほとんど認

められない。（3）18S rRNAあるいは16S rRNAの3’

末端側の保存領域は生物全般に広く認められ，

mRNAの結合域Shine and Dalgarno boxを強く推定

している。（4）16S，18S内には他にもいくつかの保存

域がみつけられている。（5）またtRNAの結合域と

rRNAのメチル化についての相関についても予想を立

81
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断がつく。

また日和見感染症あるいは常在細菌叢にみられる宿

主上皮細胞との相互作用といった感染状態を証明する

のには，欠くことのできない方法論である。例えば

H. pyloriによる潰瘍形成には，病原体として病巣周辺
からH. pyloriを培養して証明するといった感染症学的

あるいはコッホの原則の立証という立場で寄生体と宿

主の関係を明らかにできる。しかしH. pyloriの宿主細
胞に対する発癌性を証明するといった場合には，H.
pyloriを培養したところで明らかにすることは期待で
きない。宿主細胞に対するH. pyloriの発癌作用のイニ
シエーション，プロモーションの機構を解明するのに

82

図3 16S rRNAの2次構造

オリゴマーⅠ（530ループ），Ⅱ（926部位），Ⅴ（1401部位）の16S rRNA2次構造内の位置を示す。オリゴマーⅧは細菌にのみ

共通の配列を示す。ⅨはⅤと対合してtRNAのアンチコドンが認識するデコーディング領域とされる50）。
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れず，1977年には60菌種の原核生物の分類に16S

rRNAの類似の塩基配列を上記の方法で算出し（相対

類似値），比較を行っている9）。具体的にはメタン産生

菌がメタン生産という同一形質を示すことから１つの

グループにまとめられていたが，16S rRNAの配列か

らみると２つのグループに分かれて進化したものであ

ったことを証明している10）。また細胞壁をもたない細

菌としてMycoplasma，Thermoplasmaを調べ，

Mycoplasmaは起源がBacillus，Lactobacillus属に由来

するもので，Thermoplasmaはarchaebacteria（古細

菌）由来であるとしている11）。1980年におけるこのよ

うな一連の16S rRNA塩基配列の類似性を利用した原

核生物の系統樹の確立は画期的なことであった。生物

界における原核生物，真核生物といった分類に加え，

分子進化の考えのもとに古細菌の独立を示したことは

16S rRNA研究の業績として重要なものである12，13）。

ベルギーのDe Ley Jらのグループは，16S rRNAを
14Cでラベルし抽出精製した全長をプローブとして用

い，比較対象とする細菌のDNAとハイブリダイズさ

せTm値の測定とプローブの結合量の測定から菌種間

の類縁関係を調べている14）。特にAgrobacterium，

Acetobacter，Gluconobacter，Nitrogen-Fixing

bacteria の各属内，属間における菌種の近縁関係を求

めている。それによると，従来から行われてきた形質

の差違を基本にした分類とほぼ相関する成績が得ら

れ，Woese CRらの16S rRNAのオリゴマーの比較に

よる方法で得られた成績と同様であった15，16）。

すなわち16S rRNAの配列の類似性を用いて進化の

系統樹が作製できたことと，従来の形質をもとに分類

していた結果がほぼ一致したのである。このことは驚

くべきことである。それでもいくつかの菌種は分類上

の位置が異なり16S rRNAの成績から訂正されていっ

た。残念ながらDe Ley Jらの方法がハイブリダイゼ

ーションの温度，塩濃度条件によって得られる結果が

変わることと，近縁関係が数値化できないことによっ

てその後，進展はみられなかった。

IIIIII．．リボソームRNA塩基配列の多様性を利用した
研究

Kohne DEら17）のグループは，1972年にNeurospora
crassaのリボソームRNAをコードするDNAを分離，
精製した。リボソームは蛋白質として回収し，その中

のRNAを抽出，精製している。菌体DNAは抽出後

フレンチプレスで物理的に切断し，約300塩基にした

ものを用いている。DNA-RNAハイブリダイゼーショ

ンをさせ，ハイドロキシアパタイトを用いて回収した

は，特定の因子が使われている可能性が高く，培養で

は得られない情報としてのH. pyloriの存在を証明する
ことが必要である。16S rRNAを検出する必要がある。

このように16S rRNAの保存塩基配列を用いること

によって細菌を証明すること，あるいはそれに引き続

いて特定の菌の存在を明らかにすることが可能であ

る。

また，健常ヒト腸内に定着する細菌が宿主に対し生

理活性物質を受け渡すといった，相互作用の機構を解

明するのには生化学的，分子生物学的方法が必要とな

ってきている。従来から細菌をすべて宿主細胞に対す

る病原体として考える臨床微生物学，感染症学の概念

を変える必要があるが，16S rRNA 塩基配列を検出し

細菌と宿主上皮細胞との相互作用を証明することで，

細菌の持つ役割を新たに認識できると思われる。例え

ば16S/18S rRNAでは530ループ，926部位，1401部

位の塩基配列，二次構造，立体構造が細菌，真菌，植

物，動物の細胞で共通であり保存されていることから，

これらの異なる細胞同士が相互作用を起こした場合に

は，これらオリゴヌクレオチドの細胞への相互取り込

みがあり得ると考えられる。細胞の増殖や分化といっ

た細胞周期そのものを制御し合う現象が予想され

る21～26）。

IIII．リボソームRNA 塩基配列の類似性と進化に
関わる研究

Woese CRらは，1971年よりSanger Fらの二次元

電気泳動によるDNAフィンガープリント法（1965）を

利用して5S rRNAの比較を行い，２つの異なる菌種

に関して類似性を求めて細菌の分類を行うことを試み

た。その後，5S rRNAの塩基配列が短く情報量が少な

いことから16S rRNAを用いることになった。1974年

にはグアニンを認識して切断するT1 Ribonucleaseで

16S rRNAを消化し，オリゴマーRNAの断片化を行

い，二次元電気泳動で配列を決定する方法をとってい

る7）。対象の２つの菌（A菌，B菌）について上記方

法でオリゴマーRNAの配列を比較し，相対的類似度

（SAB）を計算式SAB=2NAB／（NA+NB）から算出して

いる。NAはA菌の通常6塩基以上のオリゴマーの個

数，NBはB菌の6塩基以上のオリゴマーの個数，NAB

はA，B両菌で共通する配列を示したオリゴマーの個

数である。これによって1975年には16S rRNAの配列

にみられる保存性が議論されている8）。保存された普

遍配列が9種報告され，16S rRNAの3’末端に近い配

列の重要性を指摘している。

しかしながら保存領域に関する報告はこれ以降みら
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のち，RNaseでRNAを壊し，リボソームRNAをコ

ードしたDNAのみを回収している。それによると

Neurospora crassaは約100コピーのリボソームシスト
ロンを保持している成績が得られている。考察の中で

Avery RJらのE. coli 16S rRNAの成績が引用されて
おり，E. coli菌種内のどの株を用いても16S rRNAが
共通であることを示し，将来rRNA geneの塩基配列

を知る必要性があると述べている。このことは彼自身，

16S rRNAのコピー数や，同一菌種内では，塩基配列

が同一である可能性を予想している。その後この方向

で菌を検出，同定してゆく方法が確立されたものと思

われる。

Woese CRですら1975年の論文で，16S rRNAの保

存塩基配列に着目した研究を進めていることからして

も，この1970年代初期のリボソーム研究は塩基配列

の保存領域，二次構造における1本鎖領域，リボソー

ムのタンパク合成における機能，役割といった研究の

84

図5 血流感染症血液からの16S rRNAの検出（2）

血液　5mL 
　　↓ 
2,000rpm 15 min. 
　　↓ 
血漿（または血清） 
　　↓ 
15,000rpm 30min. 
　　 →上清を保存（－20℃） 
　　↓ 
沈澱を200μLの proteinase K Buffer に溶解する 
　　↓← final 0.4μg/μLになるようにproteinase Kを加える 
55℃　2 hours 
　　↓ 
phenol 抽出を行い 
ethanolによりＤＮＡを沈澱 
　　↓ 
乾燥後69.5μLのDWに溶解して 
98℃ 3 min. 
　　↓ 
急冷（on ice） 
　　↓ 
PCR反応液を加える 
 Heat block PCR 
　X10 reaction buffer 10 μL 
　dNTP’s Mix（2.5mM each dNTP） 10 μL 
　Universal primer #1（50ng/μL） 5 μL 
　Universal primer #2（50ng/μL） 5 μL 
　Taq DNA polymelase 0.5 μL 
　　↓ 
　PCRの反応条件　　　　   　94℃ 1min. 
　　　　　　　　　　　　　　60℃ 2min. 
　　　　　　　　　　　　　　72℃ 3min. 
　　　　　　　　　　　　　　（30cycles） 
　　　　↓ 
　polyacrylamide gel電気泳動後 
　EtBr染色でバンドを確認 

図4 血流感染症血液からの16S rRNAの検出（1）

検体DNAの調整法 

A　血漿 B　白血球 C　管底 

血液　1mL（EDTA管） 
 
　3,000rpm 10min.　　遠心分離 

A 血漿 
15,000 rpm 30min.遠心分離 

 

proteinase K処理 

 

phenol抽出 

 

ethanol沈澱 

B 白血球 
    (buffy coat)

C 管底 

赤血球層を別のチューブに移し保存 
 

proteinase K反応バッファーで管底を洗浄 
 

洗浄液 
 

proteinase K処理 
 

phenol抽出 
 

ethanol沈澱 

proteinase K処理 
 

phenol抽出 
 

ethanol沈澱 

freeze 
supernatant 
 

図6 ユニバーサル領域と特異領域の配置
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DNA増幅をnestedで行い（230塩基）同定操作を行

った。保存領域プライマー（I, II）だけを用いた菌の

検出率は同定成績は得られないが，敗血症の患者血液

を対象にすると23例中20例（87％）が何らかの細菌

感染が陽性であり，対照として血液を同時に採血し増

菌培養した従来法では23例では3例（13％）であっ

た。培養成績は別としても，原因菌DNAの検出は臨

床症状を反映する成績が得られると思われた31～37）。

この方法では迷入菌の防止とともにDNAフリーの

検査手順の確立が要求される。即ちDNA増幅操作で

用いられる試薬，器具からDNAを取り除く必要があ

る。例えばプライマーや試薬類はウルトラフリーの分

子ろ過法（Ultra free C3-LGC, Millipore）でDNAを

除いたり，水はDNAフリーのグレードのものを購入

するとか，DNAフリーの増幅酵素を用いる。器具に

ガス滅菌，γ線滅菌を施し，付着したDNAを不活化

するとか，ピペットチップにフィルターを装着したも

のを使う。低レベルDNAを扱うのにクリーンベンチ

を用意し，検体の前処理，DNA抽出，PCR準備を行

うなどの注意が必要である。また高レベルDNA処理

ではSDボックスを用意し，DNA増幅した産物は検

流れに沿っていたと思われる。その後Woese CRは

1977年の論文で，16S rRNAの類似性塩基配列をもと

に生物の分類，進化系統樹の研究に進んでいる。

Kohne DEらも1972年の論文の後に16S rRNA多様性

塩基配列を用いて菌種特異的検出，同定の方法論を研

究，開発することに気がついていったのではないだろ

うか17）。

IIVV.. 16S rRNA/DNAの保存領域と多様性領域に着目
した検出方法（図4，5，6）

リボソームRNAの保存塩基配列は，前述のように

16S/18S rRNAの3’末端部にShine and Dalgarno領域

があるが，他にもmRNA，tRNAの結合する領域と

して3カ所（I，II，V），その他に16S rRNAだけに共

通する配列箇所（VIII）が見出されている。1987年の

時点でHoshina S19，20）らは，こういった機能が明らか

になる前に，そのうちの2カ所を任意に用いることで

本来無菌的状態を維持している生体部位に起こる細菌

感染症を普遍的に検出し，その病原体を識別する方法

を提案した。16S rRNAに存在する保存的配列は各々

約20塩基あり（生体内でもこれをプライマーとする

複製酵素の進展反応があるのだろう），そこでこの共

通な塩基配列の中から２つを選んでプライマーとし，

いわゆる遺伝子増幅を行えば，原因菌に特異的な配列

を検出可能な量だけ得られることになる。血液5mL

中に数個以下といわれる血流感染症の起因菌の16S

Ribosomal DNAを検出する方法を述べる19，27～30）。

患者血液は採取し軽く遠心したのち，血球を分離し，

血漿と分けて使用する。微量遠心器で15,000回転，30

分遠心して集菌したのちproteinase K処理，フェノ

ール抽出，エタノール沈殿を行い，菌DNAを回収す

る。PCRプライマーには保存領域から得た配列を用

い，型のごとくPCR反応を行い，ハイブリダイズ温

度60℃で30サイクルをかける。この操作で原因菌

DNAが検出される。

当検査室の半年間（98～99）の血液培養で検出さ

れた株数176株中，S. aureus 42株，S. epidermidis 24
株，P. aeruginosa 13株，E. coli 10株であることから，
この4種に関して細菌の特異的配列をもったプライマ

ーを作成した。

S. aureus，S. epidermidis，P. aeruginosa，E. coliに
特異的な16S rRNAの塩基配列を上記の保存領域oligo

I（519～536）と oligo VIII（1061～1078）に挾まれ

る領域（560塩基）から選び出し，それぞれpSA，pSE，

pPA，pECとした。片方に保存領域VIII，他方に各

菌種に特異的なプライマーPSA，pSEなどを用い，
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図7 16S rRNAの立体構造と保存領域の位置
オリゴマーⅠ（530ループ），Ⅱ（926部位），Ⅴ（1401部位）の16S rRNA
立体構造における位置を示した。細菌にのみ共通配列のオリゴマーⅧ
は少し離れた位置にみられる。
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出後すみやかに封じ込める必要がある。

保存領域プライマーを用いたDNA増幅産物の塩基

配列による同定を行うには，以下のような操作を行う。

16S rDNAを上記のように保存領域プライマーで増

幅し，さらに保存領域の片側プライマーだけを用いて

サイクルシーケンスを行うと，保存領域で増幅された

菌種特異的DNAの塩基配列が得られる。それを

DNAデータベースを用いて調べ，ホモロジー検索に

よって塩基配列による同定操作を行う。最近は感染症

原因菌が多様化してきており，培養検査では同定不可

能な場合に大変有用な方法である38～44）。

VV.. 16S/18S rRNAの保存配列の普遍性（図7）
繰り返しになるが，リボソームRNAの保存塩基配

列は16S rRNA，18S rRNAの3’末端部にShine and

Dalgarno領域があるが，他にもグアニンがメチル化

することによって，mRNA，tRNAの結合が認められ

る領域として発見された3カ所が見出されている。こ

れらはヒト細胞中のリボソーム粒子18S rRNAと細菌

細胞中のリボソーム粒子16S rRNAとに共通する配列

であって，16S/18S rRNAのI（530ループ），II（926

部位），V（1401部位）の配列とよんでいる。16S/18

S rRNAに存在する保存的配列は各々約20塩基あり，

生体内でもこれをプライマーとする複製酵素の伸展反

応があるのだろうと推定される。表１に示すように

E. coliのリボソームの保存領域のうちI（5’cag cag

ccg cgg taa tac 3’）とヒトの18S rRNAとラットの

18S rRNAとの一致率は89%であり，E. coliのリボソ
ームの保存領域のうちII（ccg tca att cct ttg agt tt）

とヒトの18S rRNAとラットの18S rRNAとの一致率

が95%であり，E. coliリボソームの保存領域のうちV
（gca cac acc gcc cgt）とヒトの18S rRNAとの一致

率が93%，ラットの18S rRNAとの一致率が87%であ

るようにE. coliや高等の哺乳類あるいは真菌，植物を
含めて進化の進み具合に差があるにも関わらず，共通

の遺伝子配列を持つことが確認されている。

VVII.. 16S/18S rRNAの塩基配列中の保存領域の
機能（図8，9）

前述のように16S/18S rRNA塩基配列の中には細

菌，真菌，植物，動物など細胞で共通の配列がみられ

る。特に冒頭でも述べたように530ループ，926部位，

1401部位は塩基配列の共通する領域で二次構造，立

体構造も共通した性状を示している。これらの領域は

16S/18S rRNAのP site（peptidyl trsnsferase center）

中に存在していて，mRNAのコドンをtRNAのアン

チコドンが認識するデコーディング機能にかかわる部

位である（特にⅤ領域）。即ちリボソームのsmall

subunit（16S/18S rRNAとリボソーム蛋白質の複合

体）にmRNAとtRNAが会合する場所である。18S

rRNAでは蛋白質翻訳の開始には，このP site部位に

ホルミル化されたメチオニン -tRNA（ f Met-

86

5’-3’

CAGCAGCCGCGGTAATAC(18)

GCACACACCGCCCGT(15)

CCGTCAATTCCTTTGAGTTT(20)

ACGACACGAGCTGACGAC(18)

表1 16S/18S rRNAの保存領域の普遍性

I

V

Ⅱ

Ⅷ

Human(Homo sapiens)

18S rRNA

Score=32bits

ldentities=16/18(89%)

ldentities=16/16(100%)

Expect=0.79

ldentities=14/15(93%)

Score=32bits

ldentities=19/20(95%)

Expect=2.4

×

Rat(Rattus norvegicus)

18S rRNA

Score=32bits

ldentities=16/18(89%)

ldentities=16/16(100%)

Expect=0.06

Score=26bits

ldentities=13/15(87%)

ldentities=13/13(100%)

Expect=0.92

Score=32bits

ldentities=19/20(95%)

Expect=0.090

×

E. coli

16S rRNA

Score=36bits

ldentities=18/18(100%)

Expect=0.002

Score=26.3bits

ldentities=13/15(87%)

ldentities=13/13(100%)

Expect=0.4

Score=32bits

ldentities=19/20(95%)

Expect=0.047

Score=30bits

ldentities=15/18(83%)

ldentities=15/15(100%)

Expect=0.15

Human DNA seq.On chromosome 1

Score=30bits

ldentities=15/15(100%)

Expect=3.1

Human DNA seq.On chromosome 1

Score=28bits

ldentities=14/18(83%)

ldentities=14/14(100%)

Expect=12
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tRNAMeti：UAC）とmRNAの転写開始コドン（AUG）

が相補的に結合したものと翻訳開始因子eIF2が定着

するのが第1段階である。つぎにリボソームのlarge

subunit（23S/28S rRNAとリボソーム蛋白質の複合

体）がかぶさって，いわゆるリボソーム粒子が形成さ

れる。small subunitとlarge subunitが結合した段階

でペプチド鎖伸長反応が始まる。さらにリボソーム：

tRNA複合体のmRNAに対する1コドンの移動（トラ

ンスロケーション）が引き続いて起こる。このリボソ

ームのsmall subunit中にある530ループ，926部位，

1401部位は立体構造でその位置を決めると70～100

Åの間に入る。リボソーム上での蛋白質翻訳の第1段

階では，P siteにf Met-tRNAMetiが結合する反応が起

こる時，f Met-tRNAMetiがA siteに誤って結合しない

こと，引き続きmRNAの開始コドンAUGが fMet-

tRNAのアンチコドンと結合する。この時，f Met-

tRNAMetiとP siteの結合の後につぎのtRNAが会合し

てこないことがみられる。さらにlarge subunitが最

後まで会合してこないことなど一連の阻害反応がみら

れ，それを担う因子が存在する。それぞれ役割分担し

て蛋白質翻訳が順調に性格に進むための働きをしてい

る因子をInitiation factor（IF）という。細菌以外で

はeIF1A，eIF2，eIF3，eIF4B，eIF5bがあり，この

うちeIF2はGTPを脱リン酸するGTPaseである。

eIF2は，リボソームsmall subunitに最初に結合して

f Met-tRNAMetiがPsiteに結合するための空間を提供

し，eIF3とeIF5bはlarge subunitが結合するのを防

ぐ「くさび」の役をしていると考えられる。

VVIIII.. 18S rRNAでの人為的蛋白質翻訳開始の可能性
前述のリボソームRNAに存在する保存的配列を合

成した１本鎖DNAオリゴマーを細胞内に取込ませる

と，増殖性細胞がさらに増殖することが見出された。

16S/18S rRNAの保存領域は蛋白質合成機能を行う

場の領域とされ，リボソーム立体構造をみると１本鎖

で存在することが明らかになってきた。ラット繊維芽

細胞Rat6の18S rRNA塩基配列に相補的なDNA塩基

配列を３つ合成した。３つのDNAオリゴマーは，I，

II，Vである。

Rat6細胞を上皮細胞増殖因子EGF（epidermal

growth factor）（10ng/mL）加DMEM（Dulbecco’s

Modified Eagle Medium）を入れて2週間培養した

（serum free medium）。その後以下の条件で培養を3

週間続けた。すなわち上記培地で培養を続けた

（EGF）case，それにoligo DNA I，IIをそれぞれ

10ng/mLを加えたものを（oligoI-II）caseとした。こ
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Ⅱ
Ⅷ ⅤⅠ

図9 拡大されたリボソームsmall subunitと保存領域
（1本鎖部位）の位置

リボソームsmall subunit（16S rRNAと蛋白質からなる）の立
体構造における530ループ，926部位，1401部位の位置関係を示
した。横断する間隙部分をtRNA, mRNAが横切る。926部位，
1401部位がp siteに密接に関わるのがわかる。

図8 16S rRNAの立体構造とtRNAの結合部位
tRNAが 16SrRNAに結合する部位P site（peptidyl transferase
center）は，530ループ，926部位，1401部位に相当し，70Å以内
に入る50）。
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れらの条件培地に馴化したRat 6細胞をDMEMのみ

で培養した（noCS-EGF）case，10%子牛血清（CS）

をDMEMに添加した（CS）case，EGF（10ng/mL）

を添加した（EGF）caseに移し，培養を１週間から

３週間行った。培地交換はその間3～4日ごとに適宜

行った。

（EGF）caseで培養したRat 6細胞を（noCS-EGF）

caseの培地に置き換えると11個のコロニーを形成し

た。（CS）caseに置き換えた場合ではコロニー数は61

個に増加した。（EGF）caseで培養を行うとコロニー

数は170個であった。一方，（oligoI-II）caseで培養を

行ったRat 6細胞は（CS）caseに置き換えた場合コロ

ニー数は77個であった。（EGF）caseではコロニー数

は832個であった。（EGF）caseで培養を続けた場合

に比べ，それにオリゴマーＤＮＡを添加して培養を続

けた（oligoI-II）caseのRat 6細胞では，（CS）caseの

いわゆる標準培地に移したものではコロニー数はわず

かに増加したが，（EGF）caseに移した場合ではコロ

ニー数が強く増加した。また，oligoⅠの代わりに

oligo Ⅴを加えて同様の実験を試みたところ，細胞増

殖能が認められた。これはEGFによる細胞内信号伝

達系が働いた時にみられるシグナル依存性の蛋白質翻

訳を活性化した可能性がある。

Rat 6細胞は約2週間（EGF）caseで正常発育であ

った。その後Rat 6細胞の発育は正常を維持していた。

第26日，（oligoI-II）caseでのRat 6細胞の発育が増殖

性に変換し，コロニー形成がみられた。（EGF）case

でのRat 6細胞の発育がやや増殖性に変換し，コロニ

ー形成がみられた。また，oligoII-Vを添加した系でも

Rat 6細胞の発育が増殖性を示した。oligoI-IIを添加

した場合の方が細胞増殖能が最も強力であった。第

26日，96穴プレートにそれらのコロニーを選び，細

胞を1×105 cell/wellずつ軟寒天培地に植え継いだ。

（EGF）caseでは上層を0.3%寒天にEGFのみ添加，

（oligoI-II）caseでは上層を0.3%寒天にEGFとoligo

DNAのIとIIを添加，下層はすべて0.5％寒天で何も

添加せず。第33日，96穴プレートにそれらのコロニ

ーを選び，細胞を8×103 cell/wellずつ接種。条件培

地は（noCS-EGF）case，（CS）case，（EGF）caseの

培地に移した。第39日，増殖性細胞に一般にみられ

るフォーカス形成とコロニー形成がみられた。第54

日，結果観察した。

実験ではoligo II（926部位）を加えた場合にコロニ

ー数が最も増加したことから，その塩基配列の位置が

蛋白質翻訳の主たる場（peptidyl transferase center）

を提供していると考えられる。リボソームRNAの１
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本鎖領域で（ⅡではTが多くみられる）mRNAのポ

リAテールが結合して，いわゆるサークルを形づく

ったのかもしれない。その結果，リボソーム粒子の再

構成，再利用が効率良く進み蛋白質翻訳が増強された

可能性が考えられる。このP site部位は 16S/18S

rRNAの１本鎖領域で塩基配列が進化の過程で保存さ

れ，fMet-tRNAMetiが結合する翻訳開始部である。そ

こで１本鎖のoligomer DNAのI，II，VをDNA合成

して細胞に与えると，P siteの530ループ，926部位，

1401部位に到達しリボソームRNAに結合してf Met-

tRNAMetiが誤ってA siteに結合しない役目と，２番目

のtRNAがP siteに会合してこないように制御し，さ

らにlarge subunitが18S rRNAを含むsmall subunit

に覆い被さるのを遅らせるなど，リボソーム粒子が完

成するのを遅らせると考える。rRNAは本来単独で

peptidyl transferaseとしての酵素活性を有するが，

その働きを速めたり，特異性を上げるものとして

initiation factor（IF）の役目が考えられている。eIF2

は530ループのG530に働くGTPaseとされ，f Met-

tRNAMetiがmRNAの開始コドン（AUG）に結合し，

２番目のtRNAがP siteに直ぐに結合するのを防ぐよ

うに制御しているとされている。１本鎖DNAが化学

物質として，翻訳開始時のP siteにおけるtRNAの働

きについて触媒のように寄与していると推測される

（実際に細胞質中には，これらのoligo DNAが存在し

てinitiation factorとして働いているのかもしれな

い）。18S rRNAの保存領域における配列を有する１

本鎖ＤＮＡオリゴマーを細胞内に取込ませると，蛋白

質翻訳開始を助長したものと思われる。

このことから，細胞を用いて増殖因子と選んで組み

合わせると有用蛋白質を多量に生産できる可能性がみ

られる。新たに細胞内で蛋白質を多量に生産させるこ

とができ，さらには細胞を増殖させたり増殖を制限さ

せるなど医薬品の開発に繋がると考えられる45～48）。

VVIIIIII.. まとめ
16S rRNAは２次構造をみると２本鎖領域と１本鎖

領域が認められていて，長い間その１本鎖領域が蛋白

質翻訳機能に関わるものと考えられてきた。増殖中の

細菌はエネルギーの80％，乾燥重量の50％を蛋白質

合成に使っている。1955年にFrancis H. Crickが蛋白

質翻訳機構を予言して，リボソームRNAの働きにつ

いて解明する研究が始まった。その過程を注意深く眺

めると16S rRNAの２次構造の解明，立体構造のコン

ピュータグラフィックスによる描画による機能解析に

有用な情報を得られることとなった。細菌感染症にお
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ける臨床検査医学に有効な手段をもたらしたことに留

まらず，16S rRNA本来の役目を理解して応用する機

運が高まってきている。
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Review for the research on 16S ribosomal RNA of its Single Stranded Regions

Sadayori Hoshina
Department of Laboratory Medicine, The Jikei University, School of Medicine

Evolutionary phylogeny was accomplished by homology search for 16S ribosomal RNA sequences. This
method has been used as bacterial identification system in laboratory medicine through hybridization
technique and polymerase chain reaction. 16S rRNA is suitable gene target for identification of bacteria
by its universal conserved sequence and its stable diversity of essential organelle as protein synthesis. 
We could classify the ribosomal research to four areas in its early stage. First, its functional and
structural analysis through conserved (single stranded) region of 16S ribosomal RNA sequence. Second,
its usefulness of conserved sequences for detecting the bacteria. Third for evolutionary phylogeny study
using 16S rRNA sequence homology. And fourth, identify the bacteria using 16S rRNA sequence
diversity.
Research for ribosomal function through 16S rRNA single stranded region has been taken place in
Europe and United States, especially Noller HF in California Santa Cruz. At the same time, Woese CR of
Illinois University started to construct the evolutionary phylogeny using 16S rRNA double stranded
region. Kone DE focused on detecting bacteria by this region. 
Structural analysis for 16S rRNA was conducted in recently, suggested the model of computer assist
structural biology. Function of these single stranded region was cleared for protein synthesis as peptidyl
transferase center. These finding suggested the mechanisms of protein translation of rRNA was more
applied method to genetic engineering of medicine.


