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研究成果の概要（和文）：sRNAの機能構造や合成機構の原理の解明を目的として、sRNAの転写終結の解析や転写
終結を制御する遺伝因子の探索を行った。sRNAの1つであるSgrSの転写終結を用いたスクリーニングにより、
sRNAの転写終結やその制御系を破綻させる新規因子を同定した。これにより、sRNAの転写終結がsRNA制御系の新
たな調節階層であるという概念を提示する。さらに、新規因子の1つであるCspDの過剰発現下で、転写伸長制御
エレメント（リボスイッチ等）が一手に破綻するという現象をRNA-Seqにより捉えた。これにより、sRNAの合成
制御に加え、CspDによる転写伸長制御のゲノムレベルでの役割が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This project focuses on structural features of the 3’end of bacterial sRNA 
and the mechanism of sRNA production via transcription termination. We investigated the termination 
efficiencies of some sRNAs and carried out a multicopy plasmid screen in E. coli to look for genetic
 factors by which the termination of sRNAs could be modulated. We identified novel factors that 
attenuate the termination of SgrS sRNA. Biochemical analyses showed effects of each factor on both 
the termination of sRNAs and the regulation by SgrS of the target mRNAs. These results confirm 
changes in the efficiency of intrinsic termination as an additional layer of the regulation of sRNA 
signaling. In addition, RNA-Seq analysis found global effects of CspD, which is one of the isolated 
factors, on transcription across some regulatory termination sites, such as Riboswithes. This 
suggests that CspD plays a global regulator in transcription elongation/termination. 

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のRNA-Seq技術の発展に伴い、細菌では、これまで考えられていたよりも頻繁に転写の伸長や終結がコント
ロールされており、細菌生理に関与する事例が報告されているが、転写伸長・終結の制御の分子機構は不明であ
る。本研究において新規に同定した転写終結の抑制機能を持つ遺伝因子は、転写伸長・終結の制御機構の解明の
一助となるものである。さらに、これらの因子を応用することで、病原性やバイオフィルムといった細菌生理の
新たな制御技術の開発が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
塩基対を介した小分子 RNA（sRNA）による mRNAの発現制御は、細菌からヒトに至る幅広
い生物に存在する。細菌では、sRNA 制御は、病原性やバイオフィルムなどの細菌生理に関与
する。sRNA は、環境に応じて転写因子により個別に転写開始が誘導され、一群の標的 mRNA
を主に抑制する。sRNA／標的 mRNA 間の塩基対形成は、RNA シャペロンタンパク質である
Hfqにより促進作用を受ける。そのため、sRNA制御の分子機構の理解には、Hfqと sRNA及び
標的 mRNAの結合様式や、Hfqによる塩基対形成の促進作用の解明が重要である。 
我々は、大腸菌の sRNA の 1 つである SgrS を用いた解析により、SgrS の 3’末端領域が Hfq
の機能的結合領域であることを明らかにした（1）。この領域の転写終結シグナル（intrinsic 
terminator）としての機能を踏まえ研究を進め、適切な位置での転写終結が、SgrSの Hfqとの結
合に必要であることを明らかにした（2, 3）。さらに、培養条件に応じて、転写終結の効率が変
化するという現象を観察した（2）。以上を総合して、転写終結率の変化による新たな sRNA合
成制御のモデルを提唱した。SgrSを含めた sRNAの転写の終結は、他の転写と同様に、塩基配
列依存的に起こる intrinsic termination を反応機構とする。大腸菌で見つかっている他の sRNA
の機能発現における転写終結の役割は未解析であり、intrinsic terminationの制御はほとんど知ら
れていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、sRNAの転写終結の解析や、転写終結を制御する遺伝因子の探索を通して、我々
のモデルを細菌における Hfq結合性 sRNA全般で検証し、sRNAの機能構造や合成機構の原理
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

sRNA の転写終結率を解析するために、転写終結をモニターする独自のレポーター遺伝子
（sRNA-rplLT）を構築した。転写終結の制御因子の探索では、SgrSの転写終結領域の下流に lacZ
遺伝子を融合した遺伝子（sgrS-setA-lacZ）を持つレポーター大腸菌株を構築した。大腸菌ゲノ
ム DNA の断片をランダムに取り込んだプラスミドライブラリーを用いてレポーター大腸菌株
を形質転換させ、MacConkey lactoseプレート上で、SgrSの転写終結を抑制する DNA断片を選
抜した。sRNA 転写終結に対する抑制機能を明らかにするために、同定した遺伝因子の過剰発
現下で、転写終結に及ぶ影響や mRNA抑制機能を生化学的実験により解析した。また、それら
の因子が及ぼすゲノムレベルでの影響を調べるため、RNA-Seq解析を行った。 
 
４．研究成果 

lacZ遺伝子の発現は、MacConkey lactoseプレート上で形成されるコロニーの色で確認するこ
とが可能である。レポーター大腸菌株がMacConkey lactoseプレート上で薄赤色を示したことか
ら、このプレート上では、SgrSの転写終結領域が部分的に読み飛ばされていることが示唆され
た。一方、プラスミドライブラリーで形質転換した株（約 7万コロニー）の中には、濃赤色の
コロニーを形成するものが存在した。これらの株では、SgrSの転写終結領域の顕著な読み飛ば
しが示唆された。プラスミドを抽出し、シークエンス解析により DNA 断片を確認した結果、
DNA断片は主に 4つのグループに分類された。各々に共通する領域から候補となる遺伝因子を
推定し、それらの遺伝因子の SgrS転写終結に及ぼす作用を、単独でクローン化したプラスミド
DNAを用いて確認した。その結果、3つのタンパク質をコードする遺伝子（cspD、rof、ygjH）
と 1つの sRNAをコードする遺伝子（cyaR）を、SgrS転写終結を抑制する遺伝子として新規に
同定した。CspDは、核酸結合ドメインである CSD（Cold shock domain）を持つタンパク質であ
り、in vitroにおいて、RNAや一本鎖 DNAとの結合及びプラスミド DNAの複製阻害が示され
ていたが（4）、細胞内での機能は不明であった。Rofは、Rho因子の阻害活性を持つ（5）。Rho
は、Intrinsic termination（Factor-independent）とは異なる機構（Factor-dependent）で転写終結を
引き起こす因子である。YgjH は、putative tRNA 結合タンパク質として知られているが（6）、
細胞内での機能は不明であった。CyaR sRNA は、CRP-cAMP 依存的に発現が制御される Hfq
依存型 sRNAである（7）。 

3つのタンパク質因子について、SgrSの転写終結に及ぼす影響を、sgrS-S-rplLTレポーター遺
伝子を用いて解析した。このレポーター遺伝子では、ノーザンブロッティングにより、転写終
結産物（SgrS-S）とリードスルー産物（RT）を同時検出することが可能である。Hfq は、SgrS
に結合する一方で RTには結合しないため、hfq+株ではこれらの RNAの安定性が異なる。その
ため、解析には hfq変異株を用いた。解析の結果、ベクターコントロールでは、48%の RTが検
出された一方、CspD及び YgjHの過剰発現株では、75％及び 65%の RTが検出された。このこ
とから、CspD及び YgjHが SgrSの転写終結を抑制することが明らかになった。Rof過剰発現株
では、通常よりさらに長い RT が多数検出された。このことから、Rof は、SgrS の転写終結を
含め、sgrS-S-rplLTの転写に幅広く影響を及ぼすことが示唆された。同様に、CyaR、GcvB、GlnZ、
DsrAなどのよく研究されている sRNAに対してレポーター遺伝子を構築し、CspD、YgjH、及
び Rofの影響を解析した。その結果、全ての sRNAで、SgrSと同様に、これらの因子による転
写終結への影響が確認された。また、個々の sRNAの転写終結効率や CspDや YgjHによる影響



の大きさは、sRNA によって異なっていた。CyaR では、コントロール（RT：41%）に対して、
CspD（RT：51%）、YgjH（RT：51%）、GcvBでは、コントロール（RT：5%）に対して、CspD
（RT：30%）、YgjH（RT：12%）、GlnZでは、コントロール（RT：65%）に対して、CspD（RT：
89%）、YgjH（RT：74%）、DsrAでは、コントロール（RT：5%）に対して、CspD（RT：15%）、
YgjH（RT：16%）であった。これらの違いが生じる原因の解明は、今後の課題である。 

CspD、YgjH、及び Rofは sRNAの転写終結を抑制するため、sRNA制御系への影響が考えら
れた。そこで次に、SgrSの標的 mRNAである ptsG mRNA、yigL mRNAを解析した。ptsG mRNA
は SgrSにより抑制され、yigL mRNAは SgrSにより活性化される（8）。CspD過剰発現下では、
ptsG mRNAの抑制、及び yigL mRNAの活性化が共に破綻することを明らかにした。Rof過剰発
現下では、ptsG mRNAの抑制の破綻が確認された一方、yigL mRNAに対してはそれ自体の発現
に影響があったため評価はできなかった。YgjH過剰発現下では、ptsG mRNAの抑制、及び yigL 
mRNAの活性化に対して、有意な差は認められなかった。これは、YgjHによる SgrSの転写終
結への影響が、他の因子に比べて弱かったためだと考えられる。 
ここまでの結果から、CspDはもっとも強く sRNAの転写終結を抑制し、また SgrSの制御系
を破綻させた。CspDは核酸結合ドメインを持ち、in vitroでRNAへの結合が示されていたため、
FLAGタグを付加したCspD-FLAGを用いて in vivo共沈実験を行った。その結果、CspDと SgrS-S
やその RT との結合が明らかになった。また、転写阻害剤であるリファンピシンを用いた解析
により、CspD が SgrS-S や RT を安定化させることを明らかにした。これらの結果から、転写
途上の RNAに CspDが結合し転写終結を抑制するとともに、その転写産物を安定化するという
分子機構が示唆された。さらに、CspD の作用をゲノムレベルで明らかにすることを目的とし
て、RNA-Seq解析を行った。その結果、転写伸長・終結の制御エレメント（Riboswitchなど）
が、CspD の過剰発現下で一手に破綻することが明らかになった。また、制御エレメントの下
流領域の転写産物量が増加していたため、SgrS と同様に、CspD により安定化されていること
が示唆された。以上より、CspDは、sRNAの生合成に加えて、様々な転写伸長制御を司るタン
パク質因子であることが明らかになった。 

Rofに関して、Rofが標的とする Rhoは、Intrinsic terminationとは異なる機構で転写終結を引
き起こすが、Intrinsic terminationの効率に及ぼす影響は未解析であった。本研究では、Rof発現
誘導後の経時変化や、Rhoの阻害剤である BCMを用いた解析により、Rofが、Rhoの阻害を介
して SgrSの Intrinsic terminationを抑制することを確認した。この結果は、2つに大別されてい
た転写終結機構の境目をあいまいにするものであり、転写終結全般に渡る Rhoの新たな役割が
示唆された。 
探索で単離された CyaR sRNAに関して、CyaRによる sgrS-setA-lacZの発現上昇には、Hfq、
及び CyaR の標的 mRNA との塩基対形成領域（7）が必要であることを明らかにした。したが
って、CyaRによる転写終結制御は、標的 mRNAの発現制御を介したものであり、CyaRの標的
mRNAの発現制御を介した転写伸長・終結の調節による sRNA合成制御という、新たなフィー
ドバック機構が示唆された。転写終結制御に関与する CyaRの標的 mRNAの同定は、今後の課
題である。 
以上の成果は、論文として現在投稿中である（9）。 
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