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研究成果の概要（和文）：VarS/VarA二成分制御系は、small RNA（sRNA）の発現調節を介して標的遺伝子の発現
を調節する。他の細菌では、sRNAはVarS/VarA制御系のみにより調節されると考えられている。本研究では、
Vibrio alginolyticusが保有する４つのsRNAのプロモーター領域にそれぞれ異なるタンパク質が結合することを
明らかにした。さらに、sRNA1の発現がArcB/ArcA二成分制御系によって調節されることを明らかにした。本研究
の結果から、sRNAは複数の環境シグナルを統合して演算し、多数の標的遺伝子の発現を最適化する演算システム
であるというモデルを提唱した。

研究成果の概要（英文）：VarS/VarA two-component system controls the expression of target genes 
thorough regulating the expression of small RNAs (sRNAs). In other bacteria, the expression of sRNAs
 is considered to be regulated only by VarS/VarA system. Vibrio alginolyticus has four sRNAs. In 
this study, we found that different proteins bound to the promoter region of each sRNA. We also 
revealed that ArcA, a response regulator of ArcB/ArcA two-component regulatory system, bound only to
 the promoter region of sRNA1, but not to those of other sRNAs. Furthermore, we revealed that 
ArcB/ArcA system regulates the expression of sRNA1 when cells were grown under anaerobic conditions.
 It seems likely that expression of VarS/VarA-controlled sRNAs were controlled not only by 
VarS/VarA, but also by multiple regulators. From these results, we propose that sRNAs is the 
arithmetic system to optimize the expression of many target genes by integrating multiple 
environmental signals.

研究分野： 細菌学

キーワード： 二成分制御系　small RNA　sRNA　発現調節　環境シグナル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、これまでVarS/VarA制御系のみにより調節されると考えられていたsRNAが、複数の環境シグナル
を統合して演算し、多数の標的遺伝子の発現を最適化する演算システムであるというモデルを提唱した学術的意
義の大変高いものである。また、VarS/VarA-sRNA制御系は細菌の病原因子の発現を調節することから、
VarS/VarA-sRNA制御系の各分子を阻害する薬物は病原性発揮阻害薬の候補となり得る。したがって本研究の成果
は、新規感染症治療薬の開発にも繋がり得る社会的意義も高いものである。

※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 
Vibrio alginolyticus は、温暖な海水や汽水に生息するグラム陰性桿菌である。本菌は、主に

魚介類の病原菌として問題となっているが、抵抗力の低下したヒトにも感染し、創傷感染や耳
（外耳や中耳）への感染を引き起こす。さらに重症化した場合には、人喰いバクテリアである V. 
vulnificus 感染症に類似した壊死性筋膜炎や敗血症を引き起こすこともある。本菌の病原因子
であるコラゲナーゼは、本菌が宿主の結合組織を破壊し、感染巣を急速に拡大するのに重要であ
る。これまでの研究により、V. alginolyticus のコラゲナーゼをコードする遺伝子 colA の発現
が VarS/VarA 二成分制御系によって調節されることを明らかとした。 
VarS/VarA 二成分制御系は、他の Vibrio 属細菌や大腸菌、Pseudomonas 属等で保存されている。

それらの細菌において、VarS/VarA 二成分制御系は、複数の small RNA (sRNA)の発現調節を介し
て、制御下の遺伝子の発現を翻訳レベルで調節することが明らかとなっている。本菌の
VarS/VarA 二成分制御系により調節される sRNA を探索した結果、本菌は 4 つの sRNA（sRNA1、
sRNA2、sRNA3、sRNA4）を持つことが明らかとなった。それら sRNA の VarS/VarA 二成分制御系に
よる発現調節機構を解析したところ、VarS/VarA 二成分制御系によって sRNA2 の発現は正に調節
され、その他の３つの sRNA の発現は負に調節されることが明らかとなった。他の細菌おける
VarS/VarA 二成分制御系が調節する全ての sRNA の発現は、VarS/VarA 二成分制御系によって正
に調節されると報告されており、本結果とは異なっている。そこで、本菌における VarS/VarA 二
成分制御系が調節する sRNA の発現調節機構の解明に着手した。 
 
２．研究の目的 
VarS/VarA 二成分制御系は、細菌の病原性に関わる複数の遺伝子の発現を調節する。V. 

alginolyticus においても、病原因子の一つであるコラゲナーゼの発現を調節することを明らか
にした。したがって、VarS/VarA 二成分制御系を阻害する薬物は、細菌の病原性発揮阻害薬とな
り得ることから、その発現調節機構の全容を明らかにすることは重要である。 
VarS/VarA 二成分制御系は、sRNA の発現調節を介して制御下遺伝子の発現を調節する。細菌は、

VarS/VarA 二成分制御系によって調節される sRNA を複数保有している。これまでに他の細菌に
おいて報告されている全ての sRNA は、VarS/VarA 二成分制御系によって正に調節され、単純な
コピーであり、冗長であると考えられている。我々は、V. alginolyticus の sRNA が VarS/VarA
二成分制御系によって異なる調節を受けることを見出した。本研究の目的は、本菌の VarS/VarA
二成分制御系が調節する 4つの sRNA の発現調節機構の全容を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（１）CsrA の sRNA への結合試験 
 大腸菌発現系を用いて、CsrA を His タグ融合タンパク質として生産した。Ni-NTA アガロース
を用いたアフィニティークロマトグラフィーにより CsrA-His6 融合タンパク質を精製した。In 
vitro transcription kit を用いて sRNA を作製した。精製した CsrA-His6 と各 sRNA と混ぜ、室
温で 30分間インキュベーションした後、polyacrylamide gel を用いて電気泳動した。泳動後の
gel を SYBR Gold で染色した。 
 
（２）sRNA プロモーター領域に結合するタンパク質の探索 
 ビオチン標識したプライマーを用いて、sRNA のプロモーター領域を PCR で増幅した。得られ
たビオチン標識 DNA 断片を、ストレプトアビジン標識磁気ビーズに結合した。得られた sRNA プ
ロモーター領域 DNA 結合磁気ビーズを、V. alginolyticus の菌体より調整した cleared lysate
と混和した。磁気スタンドを用いて磁気ビーズを分離した。磁気ビーズに結合したタンパク質を、
sample buffer に溶解し、SDS-PAGE で分離した。泳動後、polyacrylamide gel を銀染色した。
タンパク質のバンドを gel より切出し、trypsin を用いてゲル内消化した。Trypsin 消化したサ
ンプルを nanoLC-MS/MS 解析してタンパク質を同定した。 
 
（３）ArcA の sRNA プロモーター領域 DNA 断片への結合試験 
大腸菌のコールドショック発現系を用いて ArcA を生産した。arcA 遺伝子を His タグ融合タン

パク質発現コールドショックベクターpCold II に挿入した。得られた組換プラスミドにより大
腸菌 DH5α株を形質転換した。形質転換株を IPTG 添加後、15℃で 24時間培養し、His6-ArcA 融
合タンパク質を発現させた。His6-ArcA を Ni-NTA アガロースを用いたアフィニティークロマト
グラフィーにより精製した。精製したHis6-ArcAを各sRNAのプロモーター領域DNA断片と混ぜ、
室温で 10分間インキュベーションした後、polyacrylamide gel を用いて電気泳動した。泳動後
の gel を SYBR Gold で染色した。 
 

（４）sRNA の発現量および sRNA の転写活性の測定 
sRNA の発現量は、定量 RT-PCR により測定した。sRNA の転写活性は、β-galactosidase レポー

ターアッセイにより測定した。sRNA のプロモーター領域を PCR により増幅した。得られた DNA
断片をβ-galactosidase レポーターベクターpHRP309 に挿入した。得られた組替えプラスミド
を V. alginolyticus 株に接合伝達した。得られたレポーター株を培養し、β-galactosidase ア
ッセイを行った。 



 
４．研究成果 
（１）sRNA の転写後調節機構 
VarS/VarA 二成分制御系の欠失株を用いた実験で、sRNA の転写活性と細胞内濃度が相関しない

ことが明らかとなった。この原因に、sRNA が転写後調節を受ける可能性が考えられた。そこで、
sRNA の安定化および分解について検討した。sRNA の役割は、RNA 結合タンパク質 CsrA を結合す
ることであるが、CsrA を結合した sRNA は RNase による分解を受けにくくなり安定化する。そこ
で、4 つの sRNA の CsrA 結合力を RNA ゲルシフト法により比較した。その結果、4 つの sRNA の
CsrA 結合力に大きな差は見られなかった。大腸菌において、CsrD が RNase E をリクルートする
ことで sRNA の分解に関わると報告されている。そこで、V. alginolyticus I.029 株のドラフト
ゲノムシーケンスを探索したが、csrD に類似性を示す遺伝子が同定されなかった。さらに、4つ
の sRNA の安定性を RNA stability assay により比較した。その結果、4つの sRNA の安定性に差
は見られなかった。以上の結果から、sRNA が転写後調節を受ける可能性は低いと考えられた。 
 

（２）sRNA の転写調節に関わるタンパク質の探索 
 VarS/VarA 二成分制御系の欠失株において、sRNA が異なる発現

パターンを示したことから、sRNA が VarS/VarA 二成分制御系以外
の因子によっても調節される可能性が考えられた。そこで、sRNA
の転写調節に関わる因子を探索するため、sRNA のプロモーター領
域の DNA 断片に結合するタンパク質をプルダウン法により探索し
た。その結果、4つの sRNA プロモーターそれぞれで特異的にプル
ダウンされるタンパク質のバンドが見出された（図 1）。そこで、
それらのバンドに含まれるタンパク質を質量分析法を
用いて分析した。その結果、表 1に示すタンパク質が
同定された。それらのタンパク質が各 sRNA の転写を調
節する可能性がある。 
 
（３）ArcA/ArcB 二成分制御系による sRNA1 の発現調節機構 
sRNA1 プロモーター領域の DNA 断片で特異的にプルダウンされたタンパク質を質量分析法によ

って分析した結果、ArcB/ArcA 二成分制御系のレスポンスレギュレーターである ArcA と同定さ
れた。そこで、ArcA が sRNA1 のプロモーター領域の DNA 断片
に結合するかゲルシフト法を用いて確認した。その結果、ArcA
は sRNA1 のプロモーター領域 DNA 断片に結合することが明ら
かとなった。次に、ArcA がその他の sRNA プロモーター領域 DNA
断片に結合するか調べた。その結果、ArcA は sRNA1 以外のプ
ロモーター領域 DNA 断片には結合しないことが明らかになっ
た（図 2）。次に、ArcA が sRNA1 プロモーター領域のどこに結
合するか調べた。sRNA1 プロモーター領域
の種々の領域のDNA断片を合成し、ArcAと
の結合をゲルシフト法により調べた。その
結果、ArcA は sRNA1 の転写開始点の-88 か
ら-64 の領域に結合した。この領域の塩基
配列を解析した結果、他の細菌で報告され
ている ArcA 結合配列に類似の配列が保存
されていることが明らかになった（図 3）。
また、その他の sRNA の上流領域には、ArcA 結合配列に類似の配列は存在しなかった。以上の結
果から、ArcA は、sRNA1 プロモーター領域の ArcA 結合配列を認識して、4 つの sRNA のうち、
sRNA1 に特異的に結合すると考えられる。 
次に ArcA が sRNA1 の発現を調節するか、arcA 欠失株を作製し調

べた。arcA 欠失株およびその親株を好気的に培養して sRNA1 の発
現量を比較したところ、両者に差は見られなかった。ArcB/ArcA 二
成分制御系は、大腸菌などにおいて、嫌気呼吸に関わる遺伝子の発
現を調節する（anaerobic respiration control）ことから名付け
られた。そこで、arcA 欠失株およびその親株を嫌気条件で培養し、
sRNA1 の発現量を比較した。その結果、arcA 欠失株中の sRNA1 量
は、親株の 1/2 に減少した（図 4A）。そこで、arcA 欠失株の sRNA1
の転写活性を親株と比較した。sRNA1 プロモーター活性のレポータ
ープラスミドを、arcA 欠失株および親株にそれぞれ導入し、両株の
β-ガラクトシダーゼ活性を比較した。その結果、好気条件で培養
した際には、両株のβ-ガラクトシダーゼ活性に差は見られなかっ
た。他方、嫌気条件で培養した際には、 arcA 欠失株のβ-ガラクト
シダーゼ活性は、親株の 1/2 に低下した（図 4B）。以上の結果から、
ArcA は嫌気条件における sRNA1 の転写を調節すると考えられる。 



ArcA は、センサー・キナーゼ ArcB からのシグナルを受けて制御下遺伝子の発現を調節するこ
とから、ArcB も sRNA1 の発現を調節すると考えられる。そこで、 arcB 欠失株の sRNA1 の転写活
性および発現量を親株と比較した。その結果、arcA 欠失株と同様に、arcB 欠失株の sRNA1 の転
写活性および発現量は、親株に比し、好気条件で培養した際には差が見られなかったが、嫌気条
件で培養した際に 1/2 に低下した。 このことから、ArcB も嫌気条件における sRNA1 の転写を調
節すると考えられる。 
以上の結果から、本菌の sRNA1 は、ArcB/ArcB 二成分制

御系によって調節されることが明らかとなった。
ArcB/ArcA 二成分制御系は、嫌気条件を感知して遺伝子
発現を調節する。嫌気条件のシグナルを sRNA1 の発現に
伝えていることになる。細菌の VarS/VarA 二成分制御系
が調節する複数の sRNA は、単純なコピーであり冗長で
あると考えられている。本研究により、本菌の sRNA の
発現は、VarS/VarA 制御系だけでなく、他の制御系から
のシグナルによっても調節されることが明らかとなっ
た。複数の sRNA は、複数の環境シグナルを統合して演
算し、多数の標的遺伝子の発現を最適化する演算システ
ムと考えられる。 
 

（４）Csr の相互による発現調節機構 
sRNA の欠失が他の sRNA の発現量に影響を与えたことから、本菌は sRNA の発現量を感知して、

互いの発現量を調節する分子機構を持つことが示唆された。RNA 結合タンパク質 CsrA を結合し
た sRNA は、RNase からの分解を受けにくくなることから、sRNA 量が CsrA 量によって調節され
る可能性がある。そこで、csrA 過剰発現株および csrA 低発現株を作製し、それらの sRNA 量を
親株と比較した。その結果、csrA 過剰発現株では 4つの sRNA の発現量が増加し、csrA 低発現株
では 4つの sRNA の発現量が減少した。これらの結果から、本菌の sRNA の発現量が CsrA の発現
量によって調節されることが明らかとなった。sRNA を欠失すると、本来その sRNA に結合するは
ずであった CsrA が他の sRNA に結合した結果、その sRNA が安定化し発現量が増加したと考えら
れる。sRNA-CsrA 制御系は、sRNA の発現量によって標的遺伝子に結合できる CsrA（free CsrA）
の量を調節する。本機構は、free CsrA の量を一定に保つための feedback 調節機構と考えられ
る。 
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