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研究成果の概要（和文）：通性嫌気性細菌のTCA 回路酵素群をコードするsdhCDAB-sucABCD オペロンmRNA の3’
UTR から新しいタイプの機能性RNA SdhXが生成し、酢酸キナーゼをコードするackA mRNAの翻訳開始領域と塩基
対形成して翻訳を抑制することを明らかにした。加えて、SdhXはサルモネラでは嫌気性フマラーゼをコードする
fumBと機能未知遺伝子yfbVを、大腸菌ではギ酸デヒドロゲナーゼをコードするfdoGとカタラーゼをコードする
katGを特異的に制御することも示された。

研究成果の概要（英文）：mRNA encoded proteins in the same metabolic pathway but also produces a 
regulatory RNA. This study revealed that the TCA cycle operon mRNA of facultative aerobic bacteria, 
sdhCDAB-sucABCD, processes SdhX small RNA from its 3'UTR to post-transcriptionally regulate the ackA
 mRNA encoding acetate kinase via direct base-pairing mechanism. In addition, SdhX specifically 
regulates anaerobic fumarase gene fumB and unknown gene yfbV in Salmonella, while it regulates 
formate dehydrogenase gene fdoG and catalase gene katG in E. coli.

研究分野： 遺伝子発現制御

キーワード： 転写後調節　大腸菌　サルモネラ　TCAサイクル　small RNA　Hfq

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、オペロンmRNAは同じ代謝経路の酵素タンパク質をコードするだけでなく、その3’UTRから機能性RNA
を生成し、他の代謝経路の遺伝子発現を転写後レベルで制御することを明らかにした。したがって、セントラル
ドグマにおいて単に遺伝情報の仲介役と考えられていたmRNAに新しい機能を見出し、1961年にJacobとMonodによ
って提唱されたオペロン説の概念を拡張することができた。

※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 

原核生物において転写後調節を司る主要な因子である non-coding small RNA (sRNA) は

mRNA とは独立に転写され、多くの場合では mRNA への trans の塩基対形成を通して翻訳開

始と mRNA 安定性の二つのレベルで遺伝子発現を負もしくは正に制御する (図 1A)。このと

き、sRNA と標的 mRNA の相補配列は不完全で短いため、塩基対形成を促進する RNA シャペ

ロン Hfq が必要である。原核生物では sRNA の結合部位は mRNA の 5’UTR から CDS に分布

し、真核生物の場合とは異なり、3’UTR が制御を受ける場となる例は稀である。 

Hfq 依存性 sRNA は Rho 因子非依存的に転写終結し、RNA ターミネーター配列の 3’末端

の連続した Uは Hfq 結合配列として機能する。それ以外の領域には標的 mRNA への特異性

を決定する任意の相補配列が位置する。従って、上記の条件を満たせば mRNA の 3’UTR が

典型的な Hfq 依存性 sRNA と同様に mRNA を trans に制御することが理論的に可能である。 

２．研究の目的 

mRNA の 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。通性嫌気性細菌に広く保存されている sdhCDAB-sucABCD オペロンは TCA 回路

の 3段階の変換を触媒する酵素群をコードし、約 10,000 塩基の mRNA として転写されが、

その 3’UTR から生成する RybD (SdhX と命名) は高い保存性と中心的な代謝遺伝子に局在

することから特に興味深い Hfq 結合性 sRNA である。本研究は、SdhX の標的 mRNA を同定

し、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 

① SdhX の発現様式 

 サルモネラ SL1344 株を LB培地もしくは MOPS 培地で浸透培養した。MOPS 培地には炭素源

として 0.2%グルコースもしくは 40 mM 酢酸ナトリウムを加えた。各生育期において菌体を

回収し、ウェスタンブロット解析およびノーザンブロット解析に供した。 

② SdhX の標的遺伝子の予測と制御解析 

標的遺伝子を塩基配列予測プログラム Copra RNA を使用して、潜在的シード配列と相補

的かつ保存性の高い塩基配列を腸内細菌科ゲノムから抽出した。予測された標的 mRNA が実

際に塩基対を形成して制御されるか検証するため、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した。SdhX を構成的に発現するプラスミドとともに同一大腸菌株を

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した。変動が検出された標的 mRNA 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、SdhX 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した。 

③ 生理学的条件における AckA の制御解析 

AckA に C 末端 FLAG タグ付加するサルモネラ SL1344 株変異株を作成し、0.2%グルコース

もしくは 40 mM 酢酸ナトリウムを炭素源とする MOPS 培地で浸透培養した。ウェスタンブロ

ット解析によって AckA の発現を検出した。 

④ SdhX レギュロンのサルモネラと大腸菌の比較解析 

標的 mRNA の GFP 翻訳融合体を発現するプラスミドを作成し、各種点変異を導入した。 

４．研究成果 

① SdhX の発現様式 

サルモネラにおいて、SdhX は RNase E によるプロセシングを経て約 90塩基の SdhX1 と約

40 塩基の SdhX2 として発現することをノーザンブロット解析で明らかにした。SdhX は TCA



回路の各酵素と同様に、好気培養の対数増殖期に多く発現することが観察された。 

RNase E温度感受性株では非許容温度において SdhX1および SdhX2の発現が観察されなか

った。このことから、SdhX1、SdhX2 は sdhCDAB-sucABCD オペロン mRNA から RNase E による

プロセシングを受けて発現することが明らかになった。また、RNase E の 5’末端リン酸認

識部位特異的変異株では SdhX2 の発現が観察されなかったことから、SdhX2 は SdhX1 からの

段階的なプロセシングによって生成することが示唆された。 

② SdhX の標的遺伝子の予測と制御解析 

標的 mRNA 探索プログラム CopraRNA により、SdhX は酢酸キナーゼをコードする ackA、嫌

気性フマラーゼをコードする fumB の翻訳開始領域とそれぞれ塩基対形成することが予想さ

れた。SdhX1 を過剰発現させたところ、AckA、FumB の GFP 翻訳融合体の発現抑制が確認さ

れ、発現量は少ないながらも SdhX2 のみでも抑制可能であった。また、SdhX 標的配列の一

塩基置換により抑制能は無効となり、ackA、fumB に相補的塩基置換を導入すると抑制能が

回復したこと。このことから、SdhX は塩基対形成により ackA、fumB を制御する能力を持つ

ことが示された。FumB と AckA はともに嫌気呼吸における重要な酵素であることから、SdhX

による転写後調節は通性嫌気性細菌の速やかな環境適応に寄与していると推測される。 

③ 生理学的条件における AckA の制御解析 

AckA が生理学的条件において実際に SdhX によって制御されるかを検証するため、SdhX 破

壊株、点変異株を作成した。グルコースを炭素源として生育した菌体では、有意な AckA の

発現変動は見られなかった。一方、酢酸を炭素源として生育した菌体では、SdhX 破壊株お

よび点変異株と比較して、野生株で有意な AckA の発現抑制が検出された。このことから、

SdhX は酢酸を炭素源とする培養条件で AckA を実際に抑制することが示された。この結果

は、米国 NIH の Susan Gottesman 博士の研究グループが独立して行った研究結果と一致し

た (de Mets et al., 2019)。 

④ SdhX レギュロンのサルモネラと大腸菌の比較解析 

サルモネラ SdhX によって発現抑制が見られた fumB の塩基対形成領域は、大腸菌 fumB で

は点変異が存在した。この点変異をサルモネラ fumB の GFP 翻訳融合体に導入したところ、

SdhX による発現抑制が阻害された。一方で、大腸菌 fumB の GFP 翻訳融合体に点変異を導入

したところ、SdhX による発現抑制が確認された。 

研究期間途中に、大腸菌における Hfq 依存的 RNA-RNA 相互作用を網羅的に解読したリソ

ースが公開された。このデータを解析した結果、大腸菌 SdhX はギ酸デヒドロゲナーゼをコ

ードする fdoG とカタラーゼをコードする katG とそれぞれ塩基対形成することが予想され

た。大腸菌 SdhX を過剰発現させたところ、FdoG、KatG の GFP 翻訳融合体の発現抑制が確認

された。また、SdhX 標的配列の一塩基置換により抑制能は無効となり、fdoG、katG に相補

的塩基置換を導入すると抑制能が回復したこと。このことから、SdhX は塩基対形成により

fdoG、katG を制御する能力を持つことが示された。 
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