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研究成果の概要（和文）：細菌においてキチン分解酵素遺伝子の発現を制御するアンチセンス型sRNA ChiXが、
標的mRNAを一方から他方に切替える際、sRNA転写終結領域とmRNAとの塩基対形成が重要であることが示された。
細菌Csrシステムにおいて、タンパク質結合型sRNAの安定性を制御するCsrDの重要なアミノ酸残基が明らかにな
った。また、CsrDの活性は外界の環境に素早く対応していた。この機構を利用して細菌バイオフィルム構成成分
である多糖生産の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In bacteria, the antisense sRNA ChiX, which regulates the expression of the 
chitinase genes, switched the target mRNA from one to the other. In this process, base pairing 
between the terminator region of the sRNA and the mRNA was important. In the bacterial Csr system, 
the critical amino acid residue of CsrD that regulates the stability of protein-bound sRNA was 
identified. In addition, the activity of CsrD responded quickly to the external environment. The 
possibility of using this mechanism to produce polysaccharides, a component of bacterial biofilms, 
was demonstrated.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 遺伝子発現　small RNA　Csrシステム　RNA結合タンパク質　応用微生物学　キチナーゼ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、細菌のsRNAによる遺伝子発現調節機構における標的RNAの切り替えとsRNAの分解制御機構が明ら
かになる。この研究成果は、近年注目されているsRNAにおけるアンチセンス型とタンパク質結合型sRNAの新たな
機能の理解や分解制御機構の解明に貢献するだけでなく、細菌の新たな生命現象の解明につながる。さらに、
sRNAを利用した細菌による新たな物質生産方法開発などの応用に役立つと考えられる。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 機能性小分子 RNA (small RNA, sRNA) は、あらゆる生命に存在し、遺伝子の発現調節におい
て重要な役割を果たしている。細菌 sRNA の多くは、mRNA の 5′非翻訳領域のリボソーム結合部
位と 10〜20 塩基程度の短い塩基対を形成し、翻訳を阻害する。sRNA 研究の黎明期には大腸菌に
は 80 程度の sRNA が存在しているといわれていたが、現在では 200 以上存在するとも言われ、
いまだ全容解明には至っていない。また、sRNA に小分子タンパク質がコードされている例など、
今まで予想もしなかった新たなメカニズムが明らかになりつつあり、細菌 sRNA は最先端の非常
に重要な研究対象となっている。細菌の遺伝子発現調節機構は転写因子等を中心とした転写レ
ベルでの研究が主流であったが、今まで不明であった現象への sRNA の関与が報告されるように
なり、ますますその重要性が増してきている。最も一般的なアンチセンス型 sRNA には RNA シャ
ペロンである Hfq タンパク質が関与しており、そのメカニズム解明に向けた研究が盛んに行わ
れている。さらに、Hfq はリボヌクレアーゼである RNase E と複合体を形成し、これが sRNA お
よび標的 mRNA の分解に関与することが明らかとなっている。我々は、グラム陰性の腸内細菌科
の細菌である Serratia marcescens のキチン分解利用機構に、アンチセンス型 sRNA である ChiX
が関与していることを見出した 1)。ChiX には、塩基対を形成しうる 2 種類の mRNA が存在する。
一方はキチン分解酵素であるキチナーゼ遺伝子の転写活性化因子をコードする chiR であり、も
う一方はキチン分解産物 (GlcNAc)2のポリンをコードする chiPである。S. marecescens のキチ
ン分解酵素の生産とキチン分解産物の取り込みが、sRNA ChiX によって連動していることが明ら
かになった。一方、大腸菌において RNA 結合タンパク質とそれに結合して機能を抑制する sRNA
から構成される Csr システムは、素早く環境に応答して転写後の遺伝子発現を制御する新しい
グローバル制御システムである。我々は、20 もの RNA 結合タンパク質 CsrA を捕獲する sRNA ChiB
の分解が、膜貫通タンパク質 CsrD によって制御されていることを見出した 2)。このような細菌
sRNA による遺伝子発現制御機構の解明は、細菌の生命現象を理解する上で非常に重要である。
なお、この制御機構を明らかにすることにより、sRNA を用いた代謝制御による新たな細菌機能
の開発だけでなく、病原菌の病原性発現メカニズムの理解と病原菌コントロールへの新たな手
法の開発に応用できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細菌の sRNA による遺伝子発現調節機構における sRNA の標的 RNA の切り替
えと sRNA の分解制御機構を明らかにすることである。sRNA の研究は細菌に存在する sRNA及び
その標的遺伝子の網羅的解析や、sRNA と Hfq との相互作用解析が盛んに行われている。このよ
うな状況下で、我々は細菌のアンチセンス型とタンパク質結合型の 2種類の sRNA が関与する遺
伝子発現制御機構について研究を実施し、以下の新たな現象を見出した。 
 

(1) アンチセンス型 sRNA について：   
S. marcescens のキチン分解利用機構
に関与している sRNA ChiX には、塩基
対を形成しうる２種類の mRNA が存在
する 1)。一方はキチン分解酵素である
キチナーゼ遺伝子の転写活性化因子
をコードする chiR であり、もう一方
はキチン分解産物(GlcNAc)2 のポリン
をコードする chiP である。ChiX はこ
れら mRNA のリボソーム結合部位を含
む 5′非翻訳領域（5′UTR）と相補配列を有しており、塩基対を形成しうる。ChiX は chiR mRNA 
5′UTR に結合し、その翻訳を抑制すると同時に分解も促進することでキチナーゼの発現を抑制
しているが、(GlcNAc)2が存在すると chiPが発現し、ChiX は chiP mRNA 5′UTR の方に結合する
ようになり、ChiX による chiR の発現抑制が解除されることを見出した。当初、chiP mRNA の高
い安定性と量的優位性によって ChiX が結合するものと考えられた。しかし、その後の解析によ
り容易に分解される chiR mRNA の相補鎖領域を chiPの配列に変えても chiR 発現抑制解除が生
じることから、配列依存の現象であると考えられた。chiP上の ChiX との相補配列は chiR より
も長く、ターミネーター前後の配列まで達する（図 1）。なお、sRNA のターミネーターには Hfq
が結合することが報告されていることから、このメカニズムに重要な役割を果たしていると考
えられた。 
 
(2) タンパク質結合型 sRNA について：大腸菌の RNA 結合タンパク質とそれに結合して機能を抑
制する sRNA から構成される Csr システムは、素早く環境に応答して転写後の遺伝子発現を制御
する新しいグローバル制御システムである（図 2）。最も注目すべき点は 20 もの RNA 結合タンパ
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図 1 ChiX と mRNA との相補配列 



 

 

ク質 CsrA を捕獲する sRNA ChiBの分解が、膜
貫通タンパク質 CsrD とそれを活性化する PTS
タンパク質 EIIAGlcによって環境に応じて調節
されることである。これは、sRNA の分解制御
によって必要時に大量の RNA 結合タンパク質
を瞬時に遊離し遺伝子発現制御を行うという
新たな環境応答の仕組みである。sRNA CsrBは
エンドヌクレアーゼ RNase E によるターミネ
ーター直前の一本鎖領域の切断が生じないと
分解されずに安定化する（図 3）3)。これには
CsrA の結合が関係すると考えられるが、切断
に関与する一本鎖領域がターミネーター直後
の poly(U)と二本鎖を形成する可能性もあり、
ターミネーターの構造が関係していることが
強く示唆された。 
 以上、これまでの研究から sRNA の標的 RNA
の切り替えと sRNA の安定性制御に共通して
sRNA のターミネーター付近の重要性を示す結
果を得た。そこで、本研究の目的達成のため、
アンチセンス型およびタンパク質結合型の2種
類の sRNA を対象に本研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) アンチセンス型 sRNA, ChiX 
① 標的 RNA 切り替えに重要なターミネーター
付近の相補配列の解析：ChiX との相補配列を全
部もしくは一部 chiPの配列に置き換えた chiR mRNA 5′UTR、さらにはその逆の chiR の配列に
置き換えた chiP mRNA 5′UTR をプラスミド上で発現させ、S. marcescens の染色体上の chiR 発
現抑制解除をキチナーゼ活性を指標に確認した。また、chiP の相補配列がターミネーターにか
からないように ChiX の一本鎖領域を長くして同様の実験を行った。 
② 標的 RNA切り替えへの Hfq の関与：S. marcescens の hfq欠損株を取得したが、極端な生育
不良を示した。そこで、ChiX が関与するキチン分解利用系を有し遺伝子欠損の導入が容易な
Serratia plymthica を用いて hfq欠損株を構築し、標的 RNA の切り替えに Hfq が関与するか、
キチナーゼ活性を指標に確認した。なお、欠損株の構築には大腸菌で利用される Datsenkoらの
方法 4)を用いた。 
 
(2) タンパク質結合型 sRNA, CsrB/C 
① 安定性制御に関与する CsrD のアミノ酸残基の探索：CsrB の安定性に影響を与えるアミノ酸
残基をアラニンに置換した変異 CsrDを発現するプラスミドを csrD 欠損株に導入して CsrBの半
減期を測定した結果から、CsrB 半減期の変化に影響を与えるアラニン置換を選択し、それら変
異遺伝子を csrD 欠損株に導入した。そして、CsrBの半減期変化をノーザン・ブロティングによ
り測定した。 
② 他菌株における Csr sRNA の安定性制御：新潟の砂丘湖から分離された Aeromonas 
salmonicida の Csr システムを同定するため、すでにゲノム配列が明らかになっている A. 
salmonicida のデータを参考にして PCR を行い、遺伝子の塩基配列を決定した。それら csr 遺伝
子を大腸菌にクローン化するとともに、A. salmonicida の csr欠損株を構築し、csr 遺伝子の機
能を調べた。なお、欠損株の構築には大腸菌で利用される Datsenkoらの方法 4)を用いた。 
③ sRNA の安定性制御の応用：バイオフィルム構成多糖であるβ-1,6-GlcNAcポリマーを大腸菌
で生産させると、培養初期からバイオフィルムを形成してしまい、高濃度の菌体を得ることがで
きない。そこで、Csr システムの sRNA CsrBの発現と安定性の制御系を構築し、菌体量が十分に
増加した後にβ-1,6-GlcNAcポリマー生合成遺伝子群を発現させ、その生産性を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) アンチセンス型 sRNA, ChiX 
① S. marcescens のキチン分解利用系の遺伝子発現を連動的に制御するアンチセンス型 sRNA 
ChiX には２つの標的 mRNA があり、一方から他方の mRNA に標的が変わる。ChiX は２つのステム
ループ構造とターミネーターを含む 88 塩基からなる小分子 RNA であり、その一本鎖領域は chiP
及び chiR mRNA の SD 配列を含む領域と塩基対形成すると考えられる。また、chiPの塩基対形成
領域は chiR よりも長く、ChiX のターミネーター領域まで及んでいる。chiPのもつ長い相補配列
と chiR のもつ短い相補配列を交換し、プラスミド上でそれぞれの変異 5′UTR を発現させ、キチ
ナーゼ発現への影響を調べた。chiP 5′UTR 上の ChiX との相補配列を chiR由来の短い相補配列
に置換すると、キチナーゼ発現抑制は解除されなかった。一方、chiR 5′UTR 上の ChiX との相
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図 2 Csr システムの概略 
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図 3 CsrB RNA の分解制御 



 

 

補配列を chiP 由来の長い相補配列に置換すると、キチナーゼの発現抑制は解除された。このこ
とから、ChiX による chiR の翻訳抑制の解除には chiP 5′UTR 上にある ChiX との長い相補配列
が重要であることがわかった。chiP mRNA 5′UTR 上に存在する ChiX との相補配列は ChiX のタ
ーミネーターを超えて 3′末端側にも及んでいる可能性があった。chiP の相補配列がターミネ
ーターにかからないように ChiX の一本鎖領域を長くした変異 ChiX を構築したが、ターミネー
ターの 3′末端側との塩基配列形成の影響については、更なる検討が必要と考えられた。 
② S. marcescens と同様に、ChiX が制御する S. plymuthica において、この機構への関与が考
えられる RNA シャペロン Hfq の欠損株取得に成功した。さらに、hfq欠損に chiX欠損を加えた
二重欠損株の構築にも成功した。これら欠損株に hfqや chiX 遺伝子をクローン化したプラスミ
ドを導入し、キチナーゼの生産性を確認した。その結果、hfq欠損株ではキチナーゼが生産され
ないが、hfq のプラスミド上の発現でキチナーゼ生産性が回復した。この結果は hfq,chiX 二重
欠損株でも同様であった。しかし、ChiX の標的となる chiR の転写は hfq 欠損株でも生じてい
た。これらの結果から、ChiX 非依存かつ翻訳レベルでの Hfq による新たな chiR 発現制御機構の
可能性が示された。 
 
(2) タンパク質結合型 sRNA, CsrB/C 
① 大腸菌において RNA 結合タンパク質に結合する sRNA CsrBは、膜結合タンパク質 CsrDが関
与し環境に応答してターミネーター直前の一本鎖領域の切断の有無で分解が調節される。プラ
スミドを用いた実験によって CsrDの活性に影響を与えることが明らかになったアミノ酸残基を、
アラニン残基へ置換し、それら変異 csrD遺伝子を染色体上で発現させ、CsrB分解への影響を調
べた。その結果、プラスミドを用いた場合は多コピーによる影響があることがわかり、染色体上
での発現により CsrD活性に重要なアミノ酸残基が複数特定された。これらのアミノ酸残基は、
CsrDの HAMP-like ドメイン、それに続く GGDEFドメインの N末端側に集中していた。これらの
領域は、CsrDの構造に影響を与えると考えられ、CsrDが何らかの構造変化によって活性を変化
させている可能性が考えられた。さらに、PTS タンパク質 EIIAGlcによって CsrDの活性化が行わ
れることから、培地にグルコースを添加した際の sRNA CsrBの半減期を測定した。その結果、グ
ルコース添加により極短時間で CsrBが安定した状態から分解へ移行することが明らかとなった。 
② 他の細菌における Csr sRNA の安定性制御機構を確認するため、Csr システムがよく知られた
大腸菌等の腸内細菌科の細菌とは異なる A. salmonicida の Csr システムを解析した。既に明ら
かとなっている A. salmonicida のゲノムデータベースや大腸菌等の Csr システムの情報をもと
に、我々が砂丘湖から分離した A. salmonicida の Csr システムの遺伝子を同定した。この菌株
は大腸菌と同様に RNA 結合タンパク質 CsrA、sRNA である CsrBおよび CsrC、Csr sRNA の安定性
を制御する CsrDから構成されていた。しかし、大腸菌とは CsrC の特徴が異なっていた。この菌
株と大腸菌の CsrDのアミノ酸配列は、他の CsrDと比べると相同性が低かった。しかし、この菌
株の CsrDは、大腸菌へのクローン化によって大腸菌 CsrDと同様の機能を示した。さらに、大腸
菌 csrD 欠損株において、プラスミド上でこの菌株の csrD 遺伝子を発現させたところ、大腸菌
CsrBの安定性に関与していることが明らかになった。よって、A. salmonicida の CsrDは、Csr 
sRNA の安定性制御に関与しているものと考えられた。また、この菌株の CsrA, CsrB, CsrC の遺
伝子を、大腸菌の相当する欠損株で発現させたところ、大腸菌の csr 遺伝子と同様に機能するこ
とが明らかとなり、A. salmonicida においても大腸菌と同様の Csr システムが機能していると
考えられた。 
③ バイオフィルム構成多糖であるβ-1,6-GlcNAcポリマーを大腸菌で生産させると、培養初期
からバイオフィルムを形成してしまい、高濃度の菌体を得ることができない。そこで、Csr シス
テムの sRNA CsrB の発現と安定性の制御系を構築し、菌体量が十分に増加した後に β-1,6-
GlcNAcポリマー生合成遺伝子群を発現させ、バイオフィルムをコントロールすることができた。
さらに、Csr システム制御によるβ-1,6-GlcNAcポリマーの生産系の構築のため、大腸菌に種々
の変異を加えた。その結果、β-1,6-GlcNAcポリマー合成酵素は発現するがバイオフィルム形成
が低下した株を得ることができた。また、炭素源の種類によりバイオフィルム形成量に大きな差
があることが判明し、炭素源と Csr 遺伝子や β-1,6-GlcNAc ポリマー合成酵素遺伝子の発現を
制御することで、β-1,6-GlcNAcポリマー生産の最適化を行っている。 
以上、本研究によってアンチセンス型とタンパク質結合型の sRNA による新たな制御機構を明

らかにすることができ、さらに、応用への展開を進めることができた。 
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