
 

発表番号 ２７（0519） 
高度好塩古細菌リボソームの多型性とその分子解剖 

―好塩微生物に学ぶ蛋白合成装置の進化― 

 仲宗根 薫（近畿大学工学部）   高度好塩古細菌 Haloarcula japonica TR-1 株は、富山県の塩田から採取された、三角形の特異な形態を有する微生物である。本菌株は、至適塩濃度が 20%の
Haloarcula 属に分類される古細菌であり約 15 年前に系統分類が行われたが、その分類の基礎となる 16S rDNAのデータベース情報は不完全であり、その情報の再検討の必要性があった。そこで近畿大学の仲宗根は、PCR クローニング法等、定法による 16S rDNA の塩基配列の完全 決 定 、 サ ザ ン 法 に よ る コ ピ ー 数 の 推 定 、 さ ら に
Haloarcula 属の系統解析及び多型解析を行うことで、上記の分類における再検討の基礎を築くための研究を行った。 上記解析手法による結果から、H. japonica の 16S 

rDNA は、2 種類存在することが確認され、様々な
Haloarcula 属を含む系統樹を作成したところ、これら情報は２つのクラスターに分かれ、A（HjaA）及び B（HjaB）と再分類した。これら A-B 間の塩基配列の相同性の差違は 5%と大きな違いを示しており、他の微生物の例（従来は 1%程度の差違）とは、明らかに異なる傾向を示していた。この観察結果は 2 種の 16S は rRNA は、互いに異な

るリボソーム蛋白、又は新規な蛋白と複合体を形成する可能性を示唆し、Haloarcula 属においては、少なくとも複数のリボソームが存在（リボソーム多様性の概念）を示唆すると同時に、「一種の細胞に一種のリボソーム」という概念から対立する考えであることを示している。 本研究では、さらにリボソームの機能研究のスタートの一環として、リボソーム蛋白遺伝子、特に S10 及び Spc オペロンをとりあげ、クローン化を行った。Degenerate PCR法により、H. japonica の目的遺伝子をクローン化、塩基配列を明らかにし、またオペロン構造を解析したところ、本菌株においては、大腸菌の S10 及び Spc オペロンの両方の特徴を有するクラスターが見いだされ、このオペロン編成を古細菌全体で比較した。その結果、このオペロンは古細菌で広く保存されており、かつ H. japonica の
S10-Spc オペロンの遺伝子編成が H. marismortui と同じであることが示唆された。これら研究結果は、将来における好塩酵素（蛋白）の物質生産系を構築する上での基礎を築くものである。さらに全ゲノム解析による、本菌株からの有用酵素の発見、及びゲノム資源の全貌の解明が望まれる。 
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助成番号 0519 

高度好塩古細菌リボソームの多型性とその分子解剖 
－好塩微生物に学ぶ蛋白合成装置の進化－ 

 
仲宗根 薫（近畿大学工学部生物化学工学科） 

 

１．研究目的 

高度好塩古細菌 Haloarcula japonica TR-1 株は、富

山県の塩田から採取された、三角形の特異な形態を有

する極限環境微生物である。本菌株は、至適塩濃度が

20%の Haloarcula 属に分類される古細菌であり約 15 年

前に系統分類が行われた 1)が、その分類の基礎となる

16S rDNA のデータベース情報は不完全であり、その情

報の再検討の必要性があった。また、本菌株の有する極

限酵素、有用物質の生産など、好塩微生物の遺伝子及

びゲノム資源の探索とその利用は、工学的に非常に重

要な研究課題であり、これら有用酵素や有用物質の生

産システムの確立には、蛋白合成装置であるリボソーム

の構造と機能の解析は不可欠であると判断される。Fig. 1
に示すように、原核生物リボソームは、3 種の rRNA（16S 
rRNA, 23S rRNA, 5S rRNA）、約 55 種類のリボソーム蛋

白から構成される、核酸－蛋白複合体である。100S のリ

ボソームは、50S 大サブユニット（34 リボソーム蛋白 + 
23S rRNA）と 30S 小サブユニット（21 リボソーム蛋白 + 
16S rRNA, 5S rRNA）に分かれ、古細菌においてもその

基本構造は同様なものであると考えられる 2)。このような

背景から本研究では、16S rDNA の塩基配列の完全決

定、サザン法によるコピー数の推定、さらに Haloarcula

属の系統解析及び多型解析を行い、さらにリボソームの

機能研究のスタートの一環として、リボソーム蛋白遺伝子、

特に Spc オペロンをとりあげ、クローン化を行い、それらの

構造解析を行った。 
 

２．研究方法 

２．１ 高度好塩古細菌 Haloarcula japonica の培養及び

染色体 DNA 精製 

好塩古細菌 H. japonica（JCM7785T）は、好塩古細菌

用培地（1% Yeast Extract, 0.75% Casamino acid, 0.2% 
KCl, 0.3% Trisodium Citrate, 2% MgSO4, 20% NaCl, 
trace amount of MnCl2 & FeSO4, pH 7.2）を使用し、37℃

又は 42℃の条件で培養を行った 1)。シングルコロニーア

イソレーションされたプレートからシングルコロニーを 50 
ml 培地に植菌後、5 日間前培養を行った。その後、500 
ml 培地に 1－2%の前培養菌体培養液を加え、培養を開

始した。 
染色体 DNA の精製は、UltraCleanTM Microbial DNA 

Isolation Kit （MO BIO Laboratories, Inc.）を用い、添付

実験マニュアルに従い H. japonica 染色体 DNA の精製

を行った。

 

  
Fig. 1  Molecular anatomy of prokaryotic ribosome 
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２．２ H. japonicaの16S rDNA遺伝子の構造解析と系統

樹の作成 

高度好塩古細菌 H. japonica TR-1 の 16S rDNA を決

定するために古細菌 16S ユニバーサルプライマーを設計

（Table 1）し、PCR にて 16S rDNA 増幅後、TA クローニン

グを行い、目的遺伝子産物の塩基配列決定を行った。

得られた塩基配列を他の Haloarcula 属と比較するため、

ClustalW 3)及び TreeView 4)を用い系統解析及び多型性

分析を行った。さらに大腸菌の 16S rRNA の二次構造に

基づき、H. japonicaの16S rRNAの二次構造モデルを構

築し、構造比較を行った。 
 

Table 1  Oligonucleotides used in this study 

 

 

２．３ サザン解析による 16S rDNA の染色体上のコピー

数の推定 

サザン解析は、常法により行ったが検出システムに関

し て は 、 DIG シ ス テ ム の 発 色 法 が 採 用 さ れ た 。 H. 
japonica 染色体 DNA（2 mg）を、8 種の制限酵素（AscI, 
BamHI, EcoRI, HindIII, KpnI, PstI, SacI, SpnI and XbaI）
で消化し、ナイロンメンブレンにブロッティングを行った後、

DIG ラベルされた 16S rDNA をプローブとして用い、ハイ

ブリダイゼーションを行った。検出は、アルカリフォスファ

ーターゼによる NBT/X-リン酸の発色法を用いたバンドの

検出を行った 5)。 
２．４ H. japonica のリボソーム蛋白遺伝子群の取得とそ

の構造解析 

H. japonica リボソーム蛋白遺伝子群の単離は、本菌

株の遺伝子ライブラリーを構築の後、プラークハイブリダ

イゼーション法により目的遺伝子のスクリーニングを行っ

た。Sau3AI により部分消化された H. japonica 染色体

DNA を、ファージベクター λDASHII の BamHI サイトに

組み込み、その後 In vitro packaging によりライブラリーを

作成した 5)。 
 

３ 結果と考察 
３．１ H. japonica 16S rDNA の取得、系統解析、遺伝子

のコピー数、二次構造の比較 
研究目的の項目で述べたように、高度好塩古細菌

Haloarcula japonica TR-1 株は、約 15 年前に系統分類

が行われたが、その分類の基礎となる 16S rDNA のデー

タベース情報は不完全であり、その情報の再検討の必要

性があった。このような背景から本研究では、まずはじめ

に、16S rDNA の塩基配列の完全決定、サザン法による

コピー数の推定、さらに Haloarcula 属の系統解析及び

多型解析を行った。Haloarcula 属の 16S rDNA 塩基配

列に基づく系統解析及び多型解析から、本菌株の 16S 
rDNA は、2 種類存在することが確認された（Fig. 2）。また

H. japonica においては不完全であった 16S rDNA 配列

が完全なものとなり、これら情報は２つのクラスターに分か

れ、A（HjaA）及び B（HjaB）への再分類が可能となった。 
一般的に、16S rDNA の配列は、コピー数は複数あっ

たとしても、「一種の生物に一種存在」するのであり、その

事実が微生物の系統分類の基礎を成り立たせている。し

かしながら、この結果は、「1 種の生物に 2 種の 16S rRNA
が存在」することを示している。この結果が、好塩古細菌

の Haloarcula 属微生物にとって、生理学的に何らかの意

味を持つと思われるが、詳細は全く不明である。16S 
rDNA をプローブとするサザン解析（Fig. 3）により、H. 
Japonica ゲノム上のコピー数は、少なくとも 2 コピーであ

ることが示唆された。近縁種で、既にゲノム解析の終了し

たＨ. Marismortui 6)においては 3 コピーであり、本菌株に

おいては、今後ゲノム解析などの情報により、コピー数の

確定を行っていく必要があるだろう。またこれら A-B 間の

塩基配列の相同性の差違は 5%と大きな違い（Fig. 4）を

示しており、他の微生物の例（従来は 1%程度の差違）と

は、明らかに異なる傾向を示していた。この観察結果は 2
種の 16S は rRNA は、互いに異なるリボソーム蛋白、又は

新規な蛋白 と複合 体を形成する可 能性を示唆 し、

Haloarcula 属においては、少なくとも複数のリボソームが

存在（リボソーム多様性の概念）を示唆すると同時に、

「一種の細胞に一種のリボソーム」という概念から対立す

る考えであることを示している。 
次にこれら 16S rDNA のどの部分に変化が生じている

のかを知るために、Haloarcula japonica の rrnA と rrnB
の 16S rDNA 約 1,500 bp の塩基配列を 200 bp ごとにブ

ロック化したのち、塩基配列の比較を行った。その結果、

Fig. 4 に示されるようにある一部分、600～800 bp 付近に

集中して塩基配列の違いが観察される事が明らかとなっ

た。 
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Fig. 2  Phylogenetic tree of Genus Haloarcula based on two types of 16S rDNA. 
Phylogenetic tree of Genus Haloarcula was constructed based on two types of 16S rDNA.  H. marismortui rrnA (AF034619), H. 
marismortui rrnB (AF034620), H. hispanica rrnA (AB090167), H. hispanica rrnB (AB090168), H. vallismortis (D50851), H. 
aidinensis (AB000563), H. sinaiiensis rrnA (HAC16SRR07), H. sinaiiensis rrnB (HAC16SRR08), H. argentinensis (D50849), H. 
ajinwuensis (AY208973), H. altuensis (AY277585)  
 

 
 

Fig. 3  Southern hybridization of chromosomal DNA from H. japonica with 16S rDNA probe. 
Chromosomal DNA (2.0 ug) from H. japonica, was digested with restriction endonuclease, AscI, BamHI, EcoRI, HindIII, KpnI, PstI, 
SacI, SpnI, and XbaI, and separated by agarose gel electrophoresis.  A DIG-labeled probe was prepared from H. japonica 16S rDNA.  
λHindIII on the left side indicates the size maker (kb). 
 
 
Table 2  Similarities of 16S rDNA(rrnA and rrnB) between H. 
japonica and H. marismortui. 

 
 
 

 

  
Fig. 4  Distribution of differences between rrnA and rrnB of 16 
rDNA 
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また16S rDNAの塩基配列に違いが存在することから、

二次構造にも差があるのではないかと推測し、この違い

が集中して観察できた部分（600-800 bp）を中心にrRNA
の二次構造予測を行い、さらに16S rDNAのどの部分に

構造変化が生じているのかを解析した。二次構造の予測

は、Fig. 5に示す大腸菌の16S rDNAの二次構造をモデ

ルとし、H. japonicaのrDNAの600-800 bpと相同性のある

箇所を中心に抜き出し、二次構造の予測に用いた。 
全体的に見ると基本構造はほぼ一致していたが、幾つ

かの箇所で違いが観察され、赤丸で示したようにマイナ

ーな構造上の違いも見いだされた（Fig. 6）。これら結果

は、Haloarcula japonicaが持つこの16S rDNAは、１）二

次構造の類似性の高さから、リボソーム中でリボソーム

RNAとして機能しうる、２）また、その二次構造中に２カ所

の部分的な違いも見出されることから、この部分に何らか

の新奇(新規)な蛋白質が結合するのではないか？３）従

って、予想される複数のリボソーム間に何らかの使い分

けがあるのではないか？、を示唆しているだろう。 
 
 

 
Fig. 5  Secondary structure of 16S rRNA in Escherichia coli 

 

 

 
Fig. 6  Comparison of the secondary structure with that of E. coli 
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３．２ H. japonica リボソーム蛋白遺伝子群取得と構造

解析 

さらにリボソームの機能研究のスタートの一環として、リ

ボソーム蛋白遺伝子、特にS10及びSpcオペロンをとりあ

げ、クローン化を行い、それらの構造解析を行った。 
ここでは、全リボソーム蛋白遺伝子のクローニングを目

的とし、まず１）に本菌株の遺伝子ライブラリーの作製、

様々なリボソーム蛋白質遺伝子をプローブとした目的遺

伝子のスクリーニングを行いました。２）クローン化された

遺伝子産物の全塩基配列決定の後、PCRによりそれらオ

ペロン構造の確認を行い、今回はその中でもS10及び

Spcオペロンの構造解析に着目しました。構造解析は古

細菌間における構造比較を行うことで構造解析とした。 
遺伝子ライブラリーからスクリーニングされたクローンの

全塩基配列決定をし、その後その連続性を PCR にて確

認した結果、これらリボソーム蛋白質の各遺伝子は、連

続していることが明らかとなった。S10 及び Spc オペロン

に着目し、それらオペロンの並びをこれまでゲノム解析が

終了している全古細菌類のオペロンに着目し、比較した

（Fig. 7）。Fig. 7 では、赤は好塩菌、緑はメタン菌、オレン

ジ色は高熱菌、黒は大腸菌の並びを示し、最下に示した

4 種類の生物以外はほぼオペロンの並びが保存されて

いるということが確認された。 
さらに上記結果に基づき、保存度の高いものを抽出し、

オペロンの中の遺伝子配列を比較したところ、Fig. 8 のピ

ンクで示した高度好塩古細菌においてはすべてのオペ

ロン構造が保存されており、メタン菌と高熱菌では同一の

オペロン構造を示しているということが明らかとなった。下

の 4 種においては遺伝子が欠失しているというような構造

を示し、さらに大腸菌においては、これら L16 が挿入され

ていたり、S4 が欠失していたりと様々な遺伝子の欠失の

違いが観察された。 
 
 
 

 
 

Fig. 7  Comparison of S10 and Spc clusters between several achaea 
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Fig. 8  Comparison of gene organization of S10 and Spc operons between several archaea 
 
 

 
Fig. 9  Haloarculaz 属に観察されると思われる特殊な翻訳系の進化的存在意義 

 
 

以上の結果をまとめると、高度好塩微生物に対する

様々な問題的が可能になる。すなわち、１）本菌株に見

いだされた rRNA の多型性の、高塩濃度環境に対する

生理学的意義、２）特殊な翻訳系の進化的存在意義、３）

我々の物質生産システムに対する示唆； Haloarcula か

ら学ぶリボソーム工学、である。特に ２）でまとめた観察

結果に関しては下記の Fig. 9 にまとめた。 
上記結果は、今後の好塩菌リボソームの機能解析へ

のスタートポイントをなすものであり、今後、リボソーム

RNA、リボソームタンパク質相互作用の解析、そしてリボ

ソームチップの作製などを行うことで、好塩菌を宿主とす

る物質生産系への応用が可能となると考えられる。 
４ 今後の課題 

本研究結果は、さらに本菌株への全ゲノム解析研究、

さらにポストゲノム解析による、日本独自のゲノム資源の

確保が重要であり、本菌株は、経済産業省の重要菌株と

して認識され、全遺遺伝子情報を解明すべく、全ゲノム

解析が進行中である。 
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Summary 

In virtually all species, the sequences of multicopy of rRNA genes (rDNA) are identical or nearly 
identical.  The molecular mechanism responsible for maintaining the sequence homogeneity has not yet 
been elaborated, although the necessity for such a mechanism seems obvious .  The halophilic archaeon, 
Haloarcula marismortui, contains two different rrn operons in its genome .  These two operons, 
designated as rrnA and rrnB, were previously cloned on separate genomic restriction fragments.  The 
extremely halophilic triangular archaeon, Haloarcula japonica strain TR-1 is originally isolated from a 
Japanese saltern soil.  Until now, however sequence determination of 16S rDNA in H. japonica is 
incomplete.  In addition, copy number of the gene has not yet been estimated.  To construct precise 
phylogenetic tree suggesting evolutionary position of the species in genus Haloarcula, the copy number 
and heterogeneity of 16S rDNA in H. japonica are essential. 

In this study, the complete 16S rDNA sequences of the extremely halophilic triangular archaeon, 
H. japonica strain TR-1, were determined and then designated as 16S-A (rrnA) and 16S-B (rrnB).  The 
substitutions are not uniformly distributed but rather are localized within three domains of 16S rRNA.  
Comparison of these two the strain TR-1 sequences to the 16S gene sequences from related halophilic 
genera suggests that (i) in diverging genera, mutational differences in 16S rDNA sequences are not 
clustered but rather are more generally distributed throughout the length of the 16S sequence and (ii) the 
16SB rDNA sequence, particularly within the 508-823 domain, is more different from the out group 
sequences than is the 16SA rDNA sequence.  Several possible explanations for the evolutionary origin 
and maintenance of this sequence heterogeneity within 16S rRNA of H. japonica will be discussed. 
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