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r影iιho"10παS /oet1ιS における ribosome

分離法の比較検討
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岡 好

緒言

「,ウス^ 1'1・i'・1」刎"oh"S /ι1'り"S ('rD の号且J゛合'1コせ1こ

よる実験トリコモナス症の免疫の研究から1坊御抗原性は
Tf.nb船om゛1fraCⅡ0"にj0在することをたびたび公麦

してきた a醐ら,1967a, b および玲7の.しかし,回収し

た ril)郡ome の綱造が不完全であることと,なにほどか

の他の細胞成分の混入というユ点が末解決のまま残り,
これが"b050me 抗原の効果判定に影縛をり・えているこ

と力二考えられる. Tf・ribosome の回収1* 1ム"he,'h'hi"

mli(Fogel & syP11eTd.1968 ; 1t011'.t "1.,1968)の

それに比して玉難であることは常に経験Lたが,この似

因はおそらく汰のことのように思われる. Tf・Tibosome

を栴成する Pルtein 相互の会合力が弟しく不安定であ
り,分画過程の最初である細胞破壊が過激な場合は,い

かに Mg イオン濃座, RN0訟活性の抑1制および P,0'

toinsH 基の保護に配慮が加えられようと無効に等しい

ことである.

そこで,可及的 intact な ribosome を取り出すことを

目的として細胞の物理的破壊に改良を加えた上で,硫安

分画法(Kur1卸d.1966)と従来われわれが用いた 6'

bosome 回収法(岡ら,197のとを比較した.

実験材料と実験方法

CeⅡ homog印ate の羽製江0%牛血請力Π F・bo"Ⅱ10n

に発育対数中翔にある T{を3,ooorpm l0分の遠心で集

め,0.OLV Mgclo・saH"e で3 ~ 4 回洗浄後,湿溜重量

を測定した.次いで TMKDS 液(0.0IAI Tris・HCI

、UHer pH 7.2,0.01'V M宮CI0,0.06AI KCI, DN丑Se 2

μ創m1 および0.00131 SPCTmidine)で20~30゜6 (、い0 に
懸濁し,細胞を膨潤させるため約30分氷水中に放匙した.

その1妾,0.125mm の Cleamnce をもっ'1'eHon pe511e

で 1.ooo rpm 12StrokeS で homogenize し, TMKDS 1夜

を加えて最終的には10~1596の homoge舶te にした,

光学顕微鏡下で概察した細胞破壊率は93~97%であっ

た.

硫安分画法による"b050m0 の分雌:上記の homo'

ge舶te を12,oooxg 20分遠心し,その上消をもとの容
量四oml)に TMKDS 液で補正し,それに5 % Brij

認を0.5%になるよう添加,時々振響ιしながら約20分問

氷水中に放匿した.汰いで硫安21g を加え約3分闇昭i・

tate した後25,oooxg l0分逹,亡、して上1青(S"P I)と

沈泣(S.d l)に分けた. SOP 1は硫安21g を加え,

同様の操作によって上済(S叩Ⅱ)と沈泣(sed Ⅱ)

に分けた. sed Ⅱは10om1 の TMK 液(0.0IAI T6S・

HC11)U仟er pH 7.2,0.OLV Mgcle および 0.06.U

KCD に懸濁し,硫安18g を加え,上記のように操作し

て上清(S叩Ⅲ)と沈泣(sed 1Ⅱ)を得た. S叩Ⅲは

さらに硫安dog を加えて同様に上消(S叩Ⅳ)と沈泣

(sed Ⅳ)に, sed Ⅳは10om1 の0.7A1硫安一TMK 液

に懸濁して北、oooxg45分の遠心で S叩 Vと Sed v

にそれぞれ分画した.最終的には S叩 V を144,oooxg

2.5時Ⅲ1述,亡、して ribwome と SOP Ⅵに分けた

従来の分画法による打bosome の分雌.化Ⅱ卜omo・

genate の最初の速心上清に0.5%の割合に B"j58を添

加して硫安分画法とまつたく同様に処理し,その後

45,oooxg 45分の遠心にようて上澗(SOP I)と沈池
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(sed l)に分け, SUP 1 はさらに144,oooxg 2,5時間

の迎L、により沈漉(ribosom.)と上清(SOP Ⅱ)に分画

した.

Ribosome の遠心分析:上記2法によつて分画した丘・

bosomol pe11.t は Tono" P部tl.を用いて TMOK 液

(0.01'、f T'is・Hcl bU丘eT PH 7.2,0.002 AI MgC1三船

よび0.06AIKCD に懸濁し,日立 UCA・1型超遠.D分

析機で設定回転数37、290rpm,12.8~13.1゜C で測定し

S20,W を算定しブ".

Ribosome の藤糖密度勾配遠心.各分画法で得た亘・

b帖omalpeⅡet を 4m1の TM,K 液に懸濁し,一部はそ

のまま5~200。焦糖勾配 TM.K 液にて作製)の上に

のせた.その他の部分は RN鵡elmg/m1 を含む TM,K

液と等丑に混じ,37 C 30分処理後5~20%燕糖勾配の

上にのせた. SW・25"oto'を用いて25,000印m 150分遠

心、の後,遠.亡、管底1〒細孔をあけ ftaction c011ectot に接

統し,遠心内容を70等分した.各画分は3m1になるよ

うに TMIK 液を加え,260mμに北ける OD を測定し

た,

紫外部吸収測定;ceⅡ homogenate から tibosome 分

雌の各過程をチェックする目的で220~30omμにわたる

吸光パターンを罰立124型 SpectTophotometer で測定し

た.

RNA および Pm也m の定母,各分画法で得られた

血bosomalpeⅡ.t は一定濃度に懸濁し, RNA 含量は

260mμ吸光により,また Protein は mictobiuTet 法に

よつて測定した.

R込Osom.を分離する際の各分画過程で"bsome の

移動とそのおよその精座を推定する根拠を,240mμを

軸とする RNA 最低吸収と,2舶mμを軸とする最高吸

収がどちらに十れるか,最高吸収/最低吸収がどの程度

か・・・・の2 点においた.

硫安分画法:この方法において hbosome は SOPI,

Sed Ⅱ, SUP Ⅲ, sed lVおよび SOP Vの順に回収され

るはずである.

Fjg.1 aeft)の乞おりすべての rib050me は SUP I

に移動した.その後の過程において"bosome 構成分で

ある RNA の多量が S叩Ⅱと SOP Ⅳで証明された.

また過程の終Dに近い S叩 V の最低吸収は242mμを

示し,260mμ以後の吸収仙線にも"、osome 構成以外の
Protein を含む傾向を示した.ところが終局の"bo'

Som゛1 PeⅡet は,ibosome 特右のパターンを示し,最高

吸収ノ最低吸収=1,59であうた.また SUP Ⅵには硫安可

溶性 Prot.i0 の無視できない批を認めた(F地.1-1efo.

実駿成績
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従来の rib伽ome 分画法,45,oooxg 述心処理から生

じた Sed 1は上下2眉からなり,下凧は乳白色稠密な

gbてogen 顯粒であり,上屠は淡栂色の軽い沈殿でわ十

かに RNA の吸収がみられ多分 Polyr山帖ome の存在

も考えられる.多くの Hbosome は SUP 1に回収され

たが他の成分の混入も多く,最高吸収/量低吸収=1.26

であった, SOP 1から1!}た ribosomol p.11et の吸収パ

ターンはかなリ特右のもので最高吸収/最低吸収一1."

に上男・した.しかし, S"P Πにも RNA と可溶性Pro.

tem の存在を表わすパターンが認められた.これは

mRNA 以外に,打bosome 由来 RNA のいくらかの損

失を示すものと思われる(以上 Fig.1・right)

RibosomalpeⅡet の沈殿恒数の測定.両分画法によ

0て分雌した ribosomol peⅡet を,比鞁的姦濃座に

TMOK 液に懸濁L,ただちに遠心分析を実施した

硫安分両で回収した村b伽om.11)e11et は典型的な

"bosom.紫外部吸収パターンを示したにもかかわらず

19.8S とそれ以下のS仙をもつ P舶k を示したにすぎな

い(Fig.2・10fo ,これは Hbosome の兼しい崩壊を意

味している.また従来の分画法による ri、osomal peⅡet

には F璃.2・,ig1Ⅱのように69.5S の大きな Peak に続

いて,小さな51.3,33.1,23.4および 6 S 力:1正1明された.

謹沖邸密座勾配遠心による,ibosom011)e11et の性状

硫安分画法で排た"bosome は,その拙造が著しく崩壊

していることが述心分析以外に鳶舉芋疹度勾配遮心からも

明らかに立証できた.

Fi癖.3 に示したように260mμ吸収は,茂糖勾配の上

胴部に向かって^20%から5%の力漸次増大し,

NO.61画分を主節に NO,45~聞画分の問に大半の RNA

Ieft: ammonium sulfate fractionation method

right: usuol di仟erential centrifugation method

Sedimentation : at 37,290rpm for 24 min

Analytical centrifugation patterT15 0f ribosomal pe11etsFig.ι、
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が証明された.このように種々の程度に崩壊した"bo・

S。me を RNase で処理したときは,完全な崩壊が起こ

り,すべての RNA は暈上眉部にとどまった.

また,従来用いた分画法で得た"bosome およびその

RN日鵠処理後の結果も Fig 3に表わした.,、なわち,

RNase 朱処理の場合"bosome の大半は NO.25~45

画分の間で証明された. RNA peak は NO.42画分で
最高を示しているが,これは前記遠D分析で観察した70
S ribosom0 に由来すると思う.また, RNase 処理後

は大垂の RNA が藤糖勾配の上眉部にとどまったが,

硫安分画法と異なり,一部の RNA は RNa5e 処理後
もこれに耐えて rib050m0 の構造に乞どまった.

RNA 粉よびPmt.in の定量.両分画法から得た ri・

b。釣malp.110t は沈殿恒数と鷲糖勾配遠心の結果で著
しい相違を●そわしたにもかかわらず, RNA および Pro・

tein の定量ではほぽ同様の成績を示した.司、なわち,硫

安分画由来のものも,従来の分画法によるそれも,RNA

玉!が PTotein 量にいくぶんまさり,その比率(RNA/

Ptotein)はそれぞれ1.07および1,09であった.

総括および考案

から最初の細胞破壊のストレスに重要なカギが存在する
ように思われた.

そこで,できうる限り完全なrib帖om.を多量に回収す

るために選んだいくっかの点を総括すると, D Tf細胞

を低張溶媒内でじゆうぶノU膨潤させる,の Te"onpestle
処理は1,00ⅢPm 12Strok.以内にとどめる,3)かなり
高濃度(0.01λ0 の Mg一を用いたので,これによる

"b山ome の凝集を防止するため0.06」1KC1 を用いる,

4)膜質除去のため P05tmitochondda eX訂act に添加す
る洗剤は,作用のゆるやかな非イオン性田田 58)のも

のを採用する.以上の配慮から2種の分画法を比較検討

した.

硫安分画法を実施した際,その過程(S"P Ⅱ,Ⅳおよ

ぴⅥ)でかなりの RNA の損失をみたが,"bosomal
Pe11et 自身は紫外部吸収(2郭mμ/2闘mμ 1.59), RNA

と P"otein の定母("bosomal peⅡet の懸濁液lm1 中
の RNA/pmt.in=1.07)の両者において典型的"bo'

Some の特性を表わした.しかし,これが見かけ上であ

ることは遠心分析と藁糖勾配遠心の結果から明らかに説
明できる.すなわち,遠心分析で認めた2つの P飴k は
19.8S とそれ以下であり,鳶糖勾配遠心でも RNA の

火半は勾配の比較的上層部で証明され,さらに RN且託

処理を施すとほとんだの RNA は最上凧部にとどまっ

た.これらの結果より硫安分画法では村、0釦me は多く
の h且且ment に破壊され,これに微量の RN0記の添
加は完全な崩壊に導くと老えられる.

前述の CeⅡ homog.加te に,従来の分画法を適用し

た場合,一部の ri、osom.(おそらく memb地"e'booDd

tibosome)は Sed 1 に移動したが,ほとノνどはτibo'

Somal pe11et として回収され,258mμノ238mμ=1.44を
示した.これの遠D分析の結果51,給および船Sも痕跡
的には1忍めたが,ほとんどは70speak として示された・

この結果は蓙糖勾配遠Dの成績ともよく一致した・sub・
Unit の分離が顕荊でなかった理由としては,高濃度

Mg゛゛(0.0い0 を用い,また二れによる ribosome凝集
防止のため0.06AIKC1 を添加したことがあげられる.

3 に示したように, RNase に部70s particle は Fi宮'

分的な抵抗を示した.また定量分析においてむ RNA/
Pルtein=1.09であうたことから損儁度の少ない,かな
り安定な tib050me と思われる.

以上の成緻から打甫則できることは, T{ Hb050me は

細胞破壊時のストレスに薯しく敏感であると伺時に,疏

安処理のような過激な Protein 除去法も適していない・

R山。'ome は i0 ⅥV0 において RNA 合成の刺激や

ri、osome 自体の合成を調節できるカエ(Nomura,1970,

明らかに説明された機能は Pルtein 合成である.しか

し,ガbosom.構成の個々の P,otein 分子がどのような

役割を持っかは明らかでない,このような"、osome の

分離にあたっては,多くの場合細胞にかなり過激な物理

カカリ川えられ,結果的に RN部e 活性環境を生じ,"bo・
Some 拙造のすみやかな崩壊が起こる(Takanomi,

1967).又 FゞonkⅡn &God丘ey (1966),木方(1969,

は P01Ⅶ込050m.の安定性が細胞破惣時の物理力自体に
強く依存していることを示した. Mωg肌ら(1968)は
五,m川0帥α加伽da閲からの分離を試み,非常に困難で

あるが、entonite 船よび2 価の Cation (ca゛゛, Mg゛゛

および入ln'ー)の使用により 75S 虻ibosome とその 5Ub・

Unit (32および51S)を得た. T{ ri、osome の S仙は

いまだじゆうぶん確認されていない.われわれはTeeon

P船tle を用いて,高密座 Tf 細胞をほぽ完全に破壊し
た後, RNase 活性を抑圧する目的で塩化アンモニウム

分画を,他方では RNase inhi、itor として Polyvinyl
5UHate あるいは SpeTmidine, til)osomal protein sH

基保護刻として 2・meκ叩toeth肌01 の添力Πも試みたが,

伊藤(1968)の供重な実験以外は失敗した.これらの経験



おそらく ribosome を構"戈する Protein 相互の会合性

が,、acte画a1τib050me よりもはるかに弱いためと考え

られる.現在,共同研究者の林は,さらにストレスの少

ない溶透圧と凍結融解から出発して70S よりも大きいS

値の Hb0即m.分雌に成功した.この成鎖は別に公麦し

たい

結 論

発育対数捌の?ンんゾm別mms joehι'を集め,その洗

浄細胞を低張溶蝶内で膨潤させ,汰いでT.6叩 P.説10

を用い 1.ooorpm 12 StrokeS 以内で CeⅡ 110mogenate

を鯛製した.これを素材として硫安分画法および従来わ

れわれが用いた遠心分画法により rib050me の分離を比

鞍検討し汰の結論を得た.

1. rJ'ん'h0リ゛0πα工/ONⅡN ribosome は物理nりストレ

スに薯しく鋭敏であるが,ここに記録した Iwmog印oto

鯛製に従うと比較的宏定であつた,

2.硫安処理による"bosome の分離は, rⅡ)帖ome

構造に著しい扱{号を」チ.え, 19S 以下の hagme"t にこ

われ,これらは RN郎e 処理によつて完全に崩壊した.

3.従来の述心分画法から得た虹bosome は,ほとノν

ど70S であり, RNA/pmtein=1.09であつた.これらの

"bosome の一部は RNase に抵抗を示した.
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Abstract
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Y。shik能U OKA, Hiromi HAYASHland Noriko HAYASHI

(rl.'1hli,1g Sι11001 /OJ・八丁ιnl、e 72α'・/」ι1'S, Tok"'/1i"1α己「NiT'ιrsilJ, Tok1イS/↓i"ι")
Masato FURUYA. Y0511i、iro lTO, Masami YAGYu and Humio osAK{

(Dι,α1.11π',,11 0f 1毛11・asil010g),, srho0ι 0/.、/ιdifh1ι,、 70k"S/1i"ι'1 υ11ん'C,'siiJ、,1'0ι1'S

OFCOMPARATIVE SIUDIES ON THE 玲OLATION

RIBOSOMES IN TRICNO.VON'1S F0三TUS

Cultured harvest ceⅡS of rJ・kho"ι0πιIs f0ι,i"N were suspended in o.002 ハ1 m皐gnesium
SeHne and weTe washed and centrHugated fout t0 6Ve times.1hen the ce115 Wete resuspen e〔
in a !。w osmotic solUιion (0,oli、1 Tris・HCI PH 7.2,0,01.V MgC12,0.06 AIKCI,0・001 ハ1

Spermidine and 2 μg of DNase per rnl and were le{t to stand {ot 30 minutes or 5We in6
Within 12 Stroke5before they were homogenized by tenon homogenizer at l,山o rpm

C。mpaTative studies of ammonium sulfate {Tactionation method afld diHeTential centri uga、
ti。n meth● Which 小e autheN 11ave usua11y employed 、、'ere perιormed wit卜lthe omogenate y

{ 1 '1t h tion s ectra andsedimentation patterns and 、y sucrose gTa'examinations o{ ultTaYiolet ahsorption spectra and sedimentation patterns an( y sucrose gT '

dient analyses and determinations of the content of RI、A and protein・
TI,e Tesults obtained were as {0110WS ;

i5 So fragile lhat it i5 extremely sen5itive toI The structure of ribosomes of T. foeιι'S

btoken by r力echanical stresses. H0鴫'e、'er. t11eOf RNese end is easilyeven 1Πmute quantlty

Wa5 foU11d to be better t11an 小Ose 訊'11ich ミ、'eTeabove {nen駈oned technique {ot homogenization

USU且Ⅱy u"dertaken

2 1S。1ati。n procedure of ribosomes U5ing aT"moTlium sulfate fractionaιion gaYe a c゜、
t。 t11e sttucture of ribosotnes and they l、'eTe broken into fragments of sma erSiderable damage

than 19S. They were {urther broken down completely by 1τeatment with RI、ase,
3 The maj。rity of rihosof"es isolated by tlw U5Uel diHerenιial centrifugatioTl meい0{

"、、, 1.09.'rhose ribosomes were re5ista"t to the ιreal、Were 。f 70s and the RNA protein ratio 、、,as l.09.'rhose ribosomes were re5ista"t t0 いe ιrea 、

ment with RNase t0 50me extenι.


