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研究成果の概要（和文）：本課題では、コリネ型細菌のRNase発現制御、リジン生合成経路の転写後発現制御お
よび転写後発現制御がリジン生産に及ぼす影響について研究を行った。RNaseの発現制御解析から、主要RNaseと
考えられるRNase J、RNase E/GがmRNA分解段階で自己制御されており、また相互にmRNA分解制御を行っているこ
とを示した。
リジン生合成経路の発現は、主にRNase JによりｍRNA分解制御を受けており、RNase E/Gの関与は小さかった。
リジン生産への影響を調べたところ、RNase J破壊株で生産向上が観察された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the regulation of RNase expression, the post-transcriptional
 regulation of lysine biosynthetic pathway, and the effects of post-transcriptional regulation on 
lysine production in Corynebacterium glutamicum. We found that both RNase J and RNase E/G are 
self-regulated at the stage of mRNA degradation. They also mutually regulate gene expression at mRNA
 degradation. The lysine biosynthetic pathway was mainly regulated by RNase J, and RNase E/G was 
less involved. As expected from the gene regulation, the RNase J-gene deletion resulted in the 
improved lysine production.

研究分野： microbiology
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、有用工業微生物であるコリネ型細菌の遺伝子発現制御については転写開始制御の研究は幅広く進めら
れてきたものの、転写後制御の知見は少なかった。本研究の結果から、転写後制御の重要因子であるリボヌクレ
アーゼの発現について様々な知見が得られた。具体的にはRNase J、E/Gは主に自己発現制御機構によって制御さ
れていること、さらにそれぞれのmRNA分解段階で相互制御されていることである。またRNase J破壊株でリジン
生産が向上したことから、転写後制御による物質生産能向上という新たなアプローチの可能性を示すことが出来
た。

※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。



１．研究開始当初の背景 
有用工業微生物であるコリネ型細菌はグルタミン酸、リジン等のアミノ酸生産等に広く利
用されている菌である。物質生産制御には代謝遺酵素遺伝子の発現コントロールが重要で
あるが、コリネ型細菌の遺伝子発現制御については転写開始制御の研究は進められていた
ものの、転写後制御の知見は少い状態であった。また転写後発現制御を物質生産へ応用した
例の報告も無い状況であった。そこで転写後制御で重要な役割を果たすリボヌクレアーゼ 
(RNase) についてコリネ型細菌での遺伝子発現制御機構を明らかにしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
転写後制御で重要な RNase の中でも、他の細菌で mRNA 分解に主要な役割をしているこ
とが報告されている RNase Ｊと RNase E/Gについて遺伝子発現制御機構の解明を目指し
た。また、RNase J 遺伝子の近傍にはリジン生合成遺伝子が存在しているので、この発現
制御について調査。さらに RNaseの改変によりリジン生産にどのような影響が出るかを検
討。以上の 3点を当初の目的とした。 
 
３．研究の方法 
コリネ型細菌の RNase J、RNase E/Gの遺伝子改変（遺伝子欠損、酵素活性変異）株を構
築し、RNase J、RNase E/Gあるいはリジン生合成遺伝子の発現への影響を調べた。遺伝
子発現は mRNA については qRT-PCR、またはノーザンブロット法で解析した。タンパク
発現は特異的な抗体を作製し、ウエスタンブロッティング法により解析した。mRNAの 5’
末端の位置については 5’-RACE法により決定した。またリジン生産量については HPLCに
より分析を行った。 
 
４．研究成果 
リボヌクレアーゼ(RNase)の発現は、転写産物の分解段階で制御される例が大腸菌や枯草菌
等で知られている。そこでコリネ型細菌の RNase J、RNase E/G の酵素活性部位に変異を導
入し機能欠損した株を作製し、それぞれの RNase 発現への影響を調べた。アミノ酸変異株は
RNase 遺伝子欠損株と同様の挙動（RNase の標的遺伝子発現パターン変化）を示したことか
ら、機能欠損株が得られたと判断し今後の解析に用いた。RNase J をコードする rnj mRNA
の発現について RNase 機能欠損の影響を qRT-PCR により検討したところ、野生株と比べ約
10 倍の mRNA 発現が見られた。また RNase E/G 破壊株では約 2倍の発現上昇が観察された。
抗 RNase J 抗体を用いたタンパク発現解析でもそれぞれの RNase 破壊により発現上昇が観
察された。 
ノーザンブロッティングにより rnj mRNA を解析したところ、野生株では 2本のバンドが得
られ、rnj 遺伝子を単独で含むものと上流の dapA も含む dapA-rnj の転写産物であることが
判明した。dapA はリジン生合成遺伝子であることから、リジン生産と RNase の発現が同時
に制御されていることが示唆された。遺伝子破壊の影響を調べると、RNase J 破壊では 2つ
の転写産物のどちらも発現増加していた。これに対し、RNase E/G 破壊では dapA-rnj 産物
は増加したが、rnj 単独産物は検出されなくなった。リファンピシンを加えることで新たな
転写開始を停止し、残存 mRNA を定量することで mRNA の安定性を検討できる。mRNA 安定性
について検討したところ、RNase 破壊株で野生株よりも半減期が増加しており、mRNA 分解が
阻害されることで rnj mRNA 発現が増加したことが示された。さらに転写産物の 5’末端を
決定する目的で 5’-RACE 解析を行った。その結果、野生株では主な 5’末端が 2 つ見いだ
された。そのうち一つは dapA の翻訳開始コドンと一致している(図１、+1)。もう一つは dapA
遺伝子内部(図 1、+689)であり、rnj のみが翻訳される。rnj 変異株では野生株で検出され
た 5’末端に加えさらに複数の末端が検出された。これらの転写産物末端は RNase J のエキ
ソヌクレアーゼ活性により分解された mRNA 産物と考えられる。rneG 破壊株では+1 産物は
検出されたが、+689 の末端は検出されなかった。この結果から+689 末端は RNAse E/G によ
る切断活性に依存して生成されると考えられる。図１に rnj 転写産物についてまとめる。以
上の結果から、RNase J が自己制御および RNase E/G による mRNA 分解制御を受けているこ
とが判明した。 
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次に様々な培養条件で rnj 破壊の影響を検討したところ、低温培養痔に rnj 破壊株の生育
阻害が観察された。そこでコールドショック時の rnj mRNA 発現を調べたところ野生株では
コール 
 
ドショック 1時間後に rnj mRNA の発現は約 4倍上昇し、4時間後には元の発現レベルに戻
るという一過的な発現上昇が観察された。コールドショック時には rnj mRNA の安定性が上
昇していたことから、mRNA 安定化により発現が上昇したものと考えられる。rnj 変異株では
一過的な発現上昇は観察されなかったことから、コールドショックによる制御に RNAse J の
自己制御が関与することが示唆された。以上の結果から低温ストレスに対応した RNase J の
制御機構の存在を明らかにすることが出来た。 
RNase E/G についても RNase J と同様に様 RNase 破壊株で解析したところ、RNase E/G も自
己制御によって主に制御されていることが判明した。さらに RNase J による制御も確認で
き、RNase J と RNase E/G は相互制御を行っていることが判明した。さらに RNase III につ
いても発現制御解析を行ったところ、RNase J、RNase E/G と異なり、自己制御されていな
いことが判明した。RNase III は RNase J、RNase E/G により分解制御されているが、RNase 
III はこれらの RNase の発現制御を行っていない。今回の研究結果からコリネ型細菌の
RNase は大腸菌や枯草菌とは異なる制御システムにより発現コントロールされていること
を示すことが出来た。 
リジン生合成遺伝子における RNase J、RNase E/G の影響について、rnj とオペロンを形成
する dapA が RNase J によって転写後制御を受けることを示した。そこで dapA 以外のリジ
ン生合成遺伝子群について RNA 分解段階の制御解析を行った。RNase の遺伝子破壊株として
rnj、rneG に加え rnc、rnr、rnZ、pnp、ybeY を用意し、野生株と比較したところ rnj、rneG
破壊株でリジン生合成遺伝子群は2倍以上の発現上昇が観察された。特にdapA、dapD、dapC、
lysA の発現は rnj 破壊株で 4倍以上上昇しており、これらは RNase J の標的であると考え
られる。rnj 破壊がリジン生合成遺伝子群の発現に最も影響を及ぼしたので、rnj 破壊がリ
ジン生産に及ぼす影響を調べた。その結果、rnj 遺伝子の破壊によりリジン生産が約 1.5 倍
に向上した(図２)。以上の結果から転写後制御を行うことで物質生産向上につながること
を示すことが出来た。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２、リジン生産への rnj 遺伝子破壊の影響 
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