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研究成果の概要（和文）：本研究は、腸管出血性大腸菌の病原性遺伝子群LEEの発現を制御する転写因子をコー
ドするlerの転写後発現制御因子を、MS2タグを用いたRNA精製法を用いて同定することを目的として行った。解
析の結果、ler mRNAと結合する因子としてRNA結合タンパク質Hfqを同定した。さらにHfqのdistal面のRNA結合活
性がler mRNAとの結合に重要であり、その結合を介してler mRNAの翻訳が抑制されること、病原性非発現条件で
は、ler mRNAの翻訳抑制によりLEE全体が抑制されることを明らかにした。
一方、ler mRNAと特異的に結合し、転写後制御に関与する小分子RNAは同定できなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I attempted to identify the post-transcriptional regulators 
of ler, which encodes the regulator of LEE essential for enterohemorrhagic Escherichia coli 
infection, using affinity purification of MS2-tagged RNA purification. I showed that RNA-binding 
protein, Hfq, binds to ler mRNA. Furthermore, Hfq inhibited translation of ler through binding of 
its mRNA to the distal face of Hfq. I also demonstrated that this Hfq-mediated ler repression leads 
to repression of all LEE-encoded genes expression under conditions where virulence genes are 
uninduced. On the other hand, I could not identify the small regulatory RNA, which specifically 
binds to and post-transcriptionally regulates ler mRNA.

研究分野：分子生物学、細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の推進により腸管出血性大腸菌が持つLEEの発現制御の一端を解明することができた。LEEは腸管出血性大
腸菌のヒトへの感染に重要な遺伝子群であり、この制御機構を理解することは、腸管出血性大腸菌感染症を制御
するための基盤的知見となる。
また、本研究ではler mRNAの精製のため、MS2タグを用いたRNA精製法を用いた。この手法によりler mRNAの制御
因子としてHfqを同定し、その制御機構の解明に繋がった。このことは、MS2タグを用いたRNA精製法が被制御因
子である標的mRNAから制御因子を同定するための一般的手法になり得ることを示す。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
EHEC は溶血性尿毒素症候群や脳症といった重症例を伴う感染症を引き起こす、臨床上重要な病
原性細菌である。EHEC の多くは、病原性因子として LEE と呼ばれる病原性遺伝子群を持つ。LEE
には宿主細胞への接着に必要な３型分泌装置（Type 3 secretion system: T3SS）の構成因子遺
伝子、及び T3SS を介して分泌され、宿主細胞に作用する分泌タンパク質の遺伝子がコードされ
ている。LEE の発現は EHEC の病原性発揮に必須であり、主要転写因子 Ler を介して厳密に制御
されている。ler の発現は多くの転写因子によって調節されており、それらの因子によって外環
境や感染過程に応じた ler とそれに続く LEE の発現制御を実現している。しかし、これまでに
ler の転写制御の研究は数多く行われてきたが、転写後制御に関してはほとんど行われていない。 
細菌における転写後制御因子として、小分子 RNA（small RNA : sRNA）やタンパク質性の翻訳
制御因子などが知られている。こ
れらは mRNA の 5´末端非翻訳領域
（5´UTR）に結合し、翻訳活性や
mRNA の安定性を変化させること
で、その遺伝子の発現を調節する。
細菌における平均的な 5´UTR の
長さは、25- 40 ヌクレオチド（nt）
であり、100 nt未満のものが約80%
を占める（①）。 一方で、転写後制
御を受ける mRNA は、100 nt 以上
の 5´UTR を持つことが多く、加え
て転写因子などのレギュレーター
をコードすることも多い（図 1）。
この２つの特徴をler mRNAは保持
する（図 1）。以上の背景から、ler
発現にも転写後制御が関与する可
能性は高い。 
  
２．研究の目的 
本研究の目的は、ler mRNA に結合するタンパク質因子、RNA 因子の網羅的な探索から ler の転
写後制御因子を同定し、加えて EHEC の病原性発現における同定した転写後制御因子の役割を解
明することにある。さらに長期的には ler 以外の LEE のレギュレーターの解析もすることで、包
括的な LEE 転写後制御ネットワークの解明を試みる。 
 
３．研究の方法 
1) ler mRNA に結合する因子の精製と同定 
細胞内における ler mRNA と結合するタン
パク質因子と RNA 因子を同定するため、MS2
タグによるRNA精製法を用いた。これはMS2
ファージ由来の MS2 コートタンパク質と、
それと特異的に結合する RNA 配列（MS2 タ
グ）の相互作用を利用した RNA 精製法であ
る（図 2）。mRNA に対してこの手法を適用し
た例がないため、まず条件検討を行った。
次に MS2 タグによる ler mRNA 精製を行い、
ler mRNA に結合する RNA 画分とタンパク質
画分を取得した。 
(a)RNA 画分は次世代シークエンス解析と
ノーザンブロッティングで解析した。 
(b)タンパク質画分は SDS-PAGE による展
開とタンパク質染色による解析とウェスタ
ンブロッティングによる解析を行った。 
2) 同定した因子の遺伝学的・生化学的解析
と LEE 以外の遺伝子への作用解析 
1)で同定した因子について ler の発現に
与える影響を解析した。 
(a)同定した RNA をクローニングにより同
定 RNA の過剰発現プラスミドを構築し、こ
れらの同定 RNA が ler の発現に与える影響
を解析した。 
(b)同定したタンパク質因子の遺伝子欠失株を構築し、タンパク質因子の欠失が ler の発現に与
える影響を解析した。さらに ler 発現に影響が見られたタンパク質因子について、ler mRNA の
結合領域、作用機構等を解析した。 

図 1:長い 5´UTR を持つ mRNA と相互作用する因子 
四角囲いはタンパク質因子、他は RNA 因子、括弧内
はコードするタンパク質の機能 

図 2：MS2 タグによる RNA 精製を用いた 
5´UTR に結合する新規因子の同定 
(1) 細胞粗抽出液の調製 (2) 細胞粗抽出液
と MS2-MBP 融合タンパク質の反応 (3)MS2 タ
グ付加 RNA の抽出 (4)RNA 画分 (5)タンパク
質画分 (6)Miseq による新規 RNA 因子の同定 
(7)MS 解析による新規タンパク質因子の同定 



 
 
４．研究成果 
 
1) ler mRNA に結合する因子の精製と同定 
まずは MS2 タグによる RNA 精製法で ler mRNA を精製するため、条件検討を行った。MS2 タグの
付加位置の検討をしたところ、ler mRNA の 5´末端に MS2 タグを付加すること、MS2 タグの二次
構造形成に干渉する配列を持たない位置への MS2 タグの配置が精製量の確保に重要であること
がわかった。また ler mRNA を精製したとき、リボソームが共精製され、結合 RNA とタンパク質
の解析に支障が生じた。リボソームの共精製量を減らすためリボソームの大サブユニット、小サ
ブユニットの結合に必要なマグネシウムイオンを除去することを考え、レジンの洗浄バッファ
ーに EDTA を添加したところリボソームの共精製量を減少させることに成功した。 
上記の検討を踏まえ、MS2 タグによる ler mRNA 精製を行い、共精製される RNA 画分とタンパク
質画分を得てそれぞれ解析した。 
(a)RNA 画分を次世代シークエンスで解析したところ、多数の ler mRNA 結合 RNA を見出した。
(b)タンパク質画分を解析したところ、ler mRNA 結合タンパク質として RNA 結合タンパク質 Hfq
を見出した。 
 
2) 同定した因子の遺伝学的・生化学的解析と LEE 以外の遺伝子への作用解析 
(a)ler mRNA と結合する RNA の過剰発現が ler の発現に与える影響を解析した結果、発現に影響
を与える RNA は見出せなかった。この結果は、ler mRNA と非特異的に結合する RNA、もしくは
ler mRNA に結合するタンパク質因子を介して ler mRNA と結合する RNA が多数存在することを示
唆する。(b)に示す通り ler mRNA には RNA 結合活性がある Hfq が結合するため、Hfq と結合して
いるが ler mRNA とは結合していない RNA(非特異的結合 RNA)が共精製される可能性は高い（図
3）。今後は、RNA 間の架橋剤を用いるこ
とで、より特異性の高い ler mRNA 結合
RNA の同定を行う予定である。 
 
(b)hfq 遺伝子の欠失が ler の発現に与
える影響を解析したところ、ler 発現が
上昇し、さらに ler が制御する LEE の発
現も上昇した。この結果は Hfq が ler の
発現抑制を介してLEEの発現を抑制して
いることを示し、Hfq が LEE の発現を転写後段階で抑制するという報告（②③）とも一致する。
Hfq による ler 抑制の作用メカニズムを理解するため、Hfq に三ヶ所ある RNA 結合部位（proximal
面、rim 面、distal 面）のそれぞれの変異体を構築し、各 hfq 変異株における ler 発現を解析し
た結果、distal 面の変異により ler の発現が上昇することを見出した。さらに、野生型 Hfq と
distal 面の変異型 Hfq を精製し、生化学的解析を行った。In vitro 翻訳系を用いて ler の翻訳
に与える影響を解析した結果、野生型 Hfq では ler の翻訳は抑制されるのに対して、distal 面
の変異型 Hfq では抑制されなかった。またフットプリント法を用いて ler mRNA と Hfq の結合領
域の同定を行ったところ、Hfq の distal 面は ler mRNA の翻訳開始領域周辺と結合することがわ
かった。これらの結果から、Hfq は、Hfq の distal 面で ler mRNA の翻訳開始領域に結合するこ
とで、その翻訳を抑制していることが明らかになった。さらに解析過程で、LEE のレギュレータ
ーをコードする grlA も、ler と同様の機構で、Hfq による翻訳抑制を受けることを明らかにし
た。これらの結果は、学術雑誌 Molecular Microbiology に投稿中である。 
 
 
<引用文献> 
① Kroger,C., et al.(2012)Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America,109,E1277–E1286 
② Hansen,A.M.and Kaper,J.B.(2009) Molecular Microbiology, 73, 446-465 
③ Shakhnovich,E.A., et al. (2009) Molecular Microbiology, 74, 347-363 

図 3：ler mRNAに結合する 
特異的 sRNAと非特異的 sRNA 
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