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研究成果の概要（和文）：細菌は様々な環境で生育するために転写、転写後、翻訳後等の各段階で遺伝子発現を
適切に制御する必要があり、その機構を理解することは細菌感染症の抑止に重要である。これまでに細菌におけ
る転写後調節を司るsmall RNA (sRNA)と同様に、一部のmRNAの3´UTRが遺伝子発現を調節する機能を持つことが
明らかになった。本研究では、サルモネラおよびコレラ菌においてmRNA 3’UTRの機能を解明することを目的と
する。mRNA 3´UTRと塩基対形成するsRNA、mRNA、tRNAなどの転写産物のペアを新規RNA-seq法により網羅的に抽
出し、機能を解析した。

研究成果の概要（英文）：In order to grow in various environments, bacteria appropriately regulate 
gene expression, and understanding the mechanism is important for preventing bacterial infections. 
It has been revealed that the 3'UTR of some mRNAs has the function of regulating gene expression, 
similar to small RNAs (sRNAs) that control post-transcriptional regulation in bacteria. In this 
study, we aimed to elucidate the function of mRNA 3'UTR in Salmonella and Vibrio cholerae. We 
comprehensively extracted pairs of transcripts, such as sRNA, mRNA, and tRNA, that form base pairs 
with mRNA 3'UTR using a new RNA-seq method and analyzed their functions.

研究分野：細菌学、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
大腸菌、サルモネラ、コレラ菌などの病原性グラム陰性細菌において、mRNA塩基配列から推測された複数の機能
性3’UTRを同定した。特にグルタミン合成酵素をコードするglnAから大腸菌、サルモネラそれぞれ異なる塩基配
列を持つsRNA GlnZが生成することを明らかにした。窒素飢餓条件でグルタミン合成酵素が発現する際に、その
mRNA 3´UTRからsRNA GlnZが生成し、2-オキソグルタル酸デヒドロゲナーゼの発現を抑制することが明らかにな
った。また、コレラ菌のsRNA GcvBと塩基対形成する複数のmRNA 3’UTRがGcvBの制御能を抑制するスポンジRNA
として機能することを明らかにした。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
細菌は様々な環境で生育するために転写、転写後、翻訳後等の各段階で遺伝子発現を適切に制
御する必要があり、その機構を理解することは細菌感染症の抑止に重要である。これまでに細菌
における転写後調節を司る small RNA (sRNA)と同様に、一部のmRNAの 3´UTRが遺伝子発
現を調節する機能を持つことが明らかになってきた。 
本国際共同研究では、渡航先研究機関であるドイツ Helmholtz Institute for RNA-based 

Infection Research (HIRI) の Jörg Vogel 教授、Friedrich-Schiller-Universität Jena の Kai 
Papenfort教授との共同研究を通して、RIL-seq解析によって in vivoの RNA-RNA相互作用を
網羅的に解析し、その中からmRNA 3´UTRと塩基対形成する sRNA、mRNA、tRNAなどの全
ての転写産物のペアを抽出する。転写後調節因子として機能するmRNA 3’UTRとその標的RNA
の塩基対形成による制御ネットワークを解析し、生理学的に重要な mRNA 3´UTR の機能を明
らかにする。 
 
２．研究の目的 
本研究では、大腸菌、サルモネラなどの病原性グラム陰性細菌において、RIL-seq解析によっ
て in vivoの RNA-RNA相互作用を解析し、その中からmRNA 3´UTRと塩基対形成する全ての
RNAのペアを網羅する。mRNA 3´UTRから派生する sRNAは少なくとも大腸菌やサルモネラ
において 30 種類以上存在するが、未だ数例しかその機能は実証されていない。本研究では
mRNAの 3´UTRから派生する sRNAの機能を体系的に解析し、原核生物mRNAの 3´UTRを
介した制御ネットワークを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

RNAシャペロンHfqを介して塩基対形成した RNAペアからライゲーション反応によってキ
メラ RNAを形成させ、網羅的に塩基配列を同定する RIL-seq (RNA interaction by ligation and 
sequencing) は、サルモネラについて Vogelグループによる解析 (Matera et al., 2022 Mol. Cell)、
コレラ菌について Papenfortグループによる解析 (Huber et al., 2022 Nat. Commun.) が実施
された。 
予測された mRNA 3´UTR から派生する sRNA と標的 mRNA が実際に塩基対を形成して遺
伝子発現を制御するか検証するため、mRNA 3´UTRから派生する sRNAとその標的mRNAの
GFP 翻訳融合体を発現するプラスミドを作成する。2 種のプラスミドで同一大腸菌株を形質転
換し、ベクターコントロールと比較して GFP蛍光強度が増減することを蛍光マイクロプレート
リーダーで定量解析する。変動が検出された組合せについて、予想された塩基対にそれぞれ変異
を導入すると制御能が失われ、mRNA 3´UTRから派生する sRNAとその標的mRNA両方に相
補的変異を導入すると制御能が回復することを確認する。 
スポンジ RNAの機能解析には、上記のレポーター解析に、さらにもう 1種類のプラスミドを
導入する。各種スポンジ RNAをアラビノース誘導発現すると GFP蛍光強度が増加すると予想
される。ベクターコントロールや塩基対形成領域変異体と比較して、GFP 蛍光強度が増減する
ことを蛍光マイクロプレートリーダーで定量解析する。塩基対形成による制御を確認するため、
予想された塩基対 （図 2） にそれぞれ変異を導入するとスポンジ効果が失われ、GcvBとスポ
ンジ RNA両方に相補的変異を導入すると制御能が回復することを検証する。 

  
４．研究成果 

mRNA 3´UTRから派生する sRNAはサルモネラにおいて 30種類以上存在することが明らか
となった。サルモネラにおいてグルタミン合成酵素遺伝子 glnAは病原性発現に重要であること
が知られている。サルモネラでは glnA mRNAの 3´UTRは RNase Eによって 2種類の sRNA 
GlnZ1と GlnZ2をプロセシングすることを明らかにした。GlnZの標的mRNAをサルモネラに
おける RNA-seq解析の結果を利用して探索した (Matera et al., 2022 Mol. Cell)。GFP翻訳融
合体の蛍光強度を蛍光マイクロプレートリーダーを用いて定量解析し、sucAをはじめとする複
数の標的mRNAが実際に転写後調節を受けることを実証した (Miyakoshi et al., 2022 eLife)。 

GcvBは大腸菌、サルモネラで 50以上のアミノ酸生合成・輸送遺伝子を制御する sRNAであ
り、腸内細菌科のみならずビブリオ科などγプロテオバクテリアに広く保存されている。コレラ
菌において、RIL-seq 法により塩基対形成する sRNA とその標的 RNA が網羅的に同定された 
(Huber et al., 2022 Nat. Commun.)。レポーター解析によって、GcvBによってコレラ菌の 26
遺伝子が負に制御されることを明らかにした。これらの標的遺伝子は主にアミノ酸生合成・輸送
遺伝子であった。さらに、GcvBはコレラ菌の転写制御因子をコードする aphAを抑制しており、
間接的にクオラムセンシングの制御に関与すると考えられる。また、GcvBは少なくとも 4種類
の sRNAと塩基対形成しており、そのうち 2種類は GcvBによる標的遺伝子の抑制を阻害する
スポンジ RNAとして機能することを明らかにした (Ochi et al. 論文投稿準備中)。 
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