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研究成果の概要（和文）：本研究は、大腸菌における新規バイオフィルム形成制御機構の解明を目的としてい
る。これには生物に普遍的なリボヌクレアーゼが関与しており、このリボソームの活性により生じたシグナル因
子が、バイオフィルム形成を抑制する。この場合、バイオフィルム形成時には、このリボヌクレアーゼの活性は
阻害される必要がある。そこで、私は、このリボソームの活性制御の分子機構解明を行った。その結果、このリ
ボヌクレアーゼは、停止中のリボソームと結合することで活性が阻害されることが分かった。本結果は、生化学
的研究に加え、生物構造学的手法および一分子イメージング法からも示すことができた。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate a novel regulatory mechanism for biofilm 
formation in Escherichia coli. It involves a ribonuclease, which is conserved among organisms, and 
the signaling factor generated by the activity of this ribonuclease inhibits biofilm formation. In 
this case, the activity of this ribonuclease must be inhibited during biofilm formation. Therefore, 
I have investigated the molecular mechanism of regulating this ribonuclease activity. The results 
showed that the activity of this ribonuclease is inhibited by binding to the ribosome that does not 
engage in translation. In addition to biochemical studies, these results could be demonstrated by 
biostructural and single-molecule imaging techniques.

研究分野：細胞生物学

キーワード： リボソーム　リボヌクレアーゼ　バイオフィルム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオフィルムは、ヒトには有害である。そのため、分子機構に関して、これまで多くの研究がなされてきた
が、複雑かつ細菌種によっても異なっており、全容解明には道半ばである。今回、申請者は、リボヌクレアーゼ
という、無関係に思える因子の介在する分子機構に注目し、仮説の立証に成功した。本成果は、本分野の研究に
新たな知見をもたらすものである。
また、本機構には、新規シグナル因子が関与している。本研究では深く注目出来なかったが、このシグナル因子
は真核生物ではストレス応答因子と考えてられているが、機能は不明である。この因子の機能解析に挑戦するこ
とで、生物学の新分野開拓が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
バイオフィルムは、排水管の詰まりや医療機器の細菌汚染など、様々な社会的問題をもたらす。

そこで、この形成機構を明らかにし、バイオフィルムを排除しようとする試みがなされているが、
未だ不明な点が多い。バイオフィルム形成の分子機構においては、個々の細菌に固有な経路も存
在するが、多くの細菌において、cAMP や c-di-GMP（（3',5'-cyclic diguanylic acid）などの核酸に
由来するセカンドメッセンジャーが、中心的かつ共通して利用されることが分かっている。 
 
２．研究の目的 
最近、大腸菌において、普遍的リボヌクレアーゼである RNase T2（大腸菌では RNase I と呼ば

れることから、以降、RNase I と表記する）が、宿主 RNA を分解し、ここから生じる 2¢,3¢ヌクレ
オチドモノリン酸（2¢,3¢-cNMPs）が、バイオフィルム形成を抑制する新規セカンドメッセンジャ
ーとして機能することが報告された 1)。すなわち、RNase I の活性はバイオフィルム形成を阻害
する。一方、バイオフィルム形成時には、RNase I の活性は抑制される必要があると考えられる
が、そのメカニズムは不明であった。以前より、RNase I は、リボソームに結合することが分か
っている。また、ストレスに曝されると、 大腸菌はバイオフィルムを形成するが、同時にリボ
ソームが不活性化する 2)。ここから、このリボソームの活性化・不活性化が、RNase I の活性調
節に関わるとの仮説を立てた。そこで、本研究ではこれを実証し、このメカニズムのバクテリア
での普遍性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌は BW25113 株およびこれを親株とする各種破壊株（Keio collection）を用いた。また、
RNase I および各休眠因子の調製では、それぞれに His-tag を付加したものを大腸菌内で高発現
させ、Ni-NTA カラムにて精製したものを用いた。 
 バイオフィルム形成能の定量評価は、一般的に用いられているクリスタルバイオレット法に
より行った。 
一分子イメージング法は以下の通り行った。まず、mRNA 上のオープンリーディングフレー

ムの 5¢末端に、翻訳停止配列を挿入した。これにより、翻訳は一過的に停止する。これに加えて、
この翻訳停止配列顆粒に、短鎖ペプチド抗体（ナノボディ）の抗原をコードする配列を連続的に
配置した。抗原がリボソームにより翻訳されると、蛍光標識したナノボディがこれに結合して蛍
光輝点を発するようになり、翻訳が進行していることが分かる。また、mRNA の 3¢末端に相補的
な蛍光標識オリゴヌクレオチドを添加し、これが mRNA と結合することで、mRNA を可視化し
た。精製した RNase I に対しても蛍光標識を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 不活性型リボソームが RNase I 活性を阻害することの in vivo での検証 
大腸菌リボソームの不活性化にかかわる遺伝子の変異株を各種作製した。得られた変異株に

おいて不活性型リボソームが蓄積することを、スクロース密度勾配遠心法により確認した。これ
ら変異株をアミノ酸飢餓培地で培養することでバイオフィルムを形成させた後、これを定量し
た。その結果、これら変異株は、野生株に比べて有意に高いバイオフィルム形成能を示した。次
に、これら不活性型リボソーム蓄積株において、プラスミドより RNase I を高発現させた。その
結果、これらの株で観察されていた高バイオフィルム形成能が低下した。これより、不活性型リ
ボソームが RNase I の活性を阻害することで、バイオフィルム形成能が向上することが示唆され
た。 
 
(2) 細胞から調製した不活性型リボソームにおける RNase I との結合性・活性阻害能の評価 
上記の各変位株において、C 末端に FLAG タグを付加した RNase I を発現させた。野生株およ

び不活性型リボソーム蓄積株より、それぞれリボソームを粗抽出した後、結合したRNase I量を、
抗 FLAG抗体を用いたウエスタンブロッティングにより評価した。その結果、RNase I は不活性
型リボソームに多く結合する様子が観察された。 
 次に、野生株および変異株より、活性型および不活性型リボソームを調製した。また、RNase 
I を大腸菌にて発現させ、精製した。この精製 RNase I を、活性型あるいは不活性型リボソーム
と作用させた後、RNA 分解活性を測定した。その結果、不活性型リボソームと作用させた際に、
RNase I の RNA 分解活性がより強く阻害された。 
 
(3) 試験管内で調製した不活性型リボソームにおける RNase I との活性阻害能の評価 
大腸菌リボソームの不活性化に関わる因子である RMF、HPF を、His タグを付加した形で大

腸菌にて高発現させた後、Ni-NTA カラムを用いて個々に精製した。これら精製 RMF, HPF を 70S
リボソームに作用させることで、in vitro で不活性型リボソーム(100S リボソーム)を調製した。
正しく 100S リボソームが形成されていることを、スクロース密度勾配遠心法を用いて確認した。



ここで調製した 100S リボソームを RNase I に作用させた後、リボソームと結合しなかった遊離
の RNA 分解活性を in vitro で測定した。その結果、細胞から調製したリボソームを用いて行った
際と同様、100S リボソームを作用させた際に、70S リボソームより強い RNase I 阻害活性を示し
た。また、70S リボソームであっても、ある程度 RNase I に対する阻害能を示すが、翻訳中の 70S
リボソームでは、RNase I の活性をほとんど阻害しなかった。このことから、RNase I を効率よく
阻害出来るリボソームは、翻訳に従事していない分子であることが示唆された。 
 
(4) RNase I が高バイオフィルム形成能を示すことの細胞生物学的解析 
公的データベースに登録されていたマイクロアレイ解析の結果から、RNase I欠損株では、鞭
毛および線毛合成が亢進することが示唆された。そこで、RNase I と鞭毛構成因子の遺伝子、あ
るい RNase I と線毛構成因子の遺伝子破壊株をそれぞれ作製した。このうち、これら二重破壊株
は、RNase I単独欠損株と比較して、低いバイオフィルム形成能を示した。このことから、RNase 
I 欠損株における高バイオフィルム形成能には、鞭毛および線毛が関与することが示唆された。
また、RNase I欠損株では、野生株に比べて運動性が向上することが、顕微鏡観察から示された。 
 
(5) 翻訳伸長中のリボソームと RNase I との結合性の評価 
これまでの成果から、不活性型リボソーム（100S リボソーム）が RNase I と直接相互作用し、

活性を阻害するという、本研究における仮説の妥当性が示されてきた。そこで、これらをより詳

細に解析するために、以下の実験を行った。以前と同様、活性型リボソーム（70S リボソーム）

に対し、休眠因子を作用させることで、試験管内で不活性型リボソームを調製した。そして、調

製した不活性型リボソームによる RNase I の活性阻害の程度を評価した。その結果、活性型リボ

ソームと比較して、不活性型リボソームが RNase I の活性をより強く阻害することを再度確認し

た。次に、活性型および不活性型リボソームを試験管内翻訳系に添加し、翻訳反応を開始させた。

その後、RNase I を加え、両リボソームと RNase I との結合能を比較した。その結果、RNase I は、

翻訳反応を行っているリボソームに対して結合しづらいことが分かった。また、mRNA 無添加

の試験管内翻訳系、すなわちペプチド伸長が起こらない系に対して活性型リボソーム、および

RNase I を添加すると、両リボソームは同程度に RNase I と結合した。以上のことから、RNase I
は、ペプチド伸長を行っていないリボソームに対して、高い結合能を持つことが分かった。 
 
(6) クライオ電子顕微鏡を用いたリボソームと RNase I の複合体構造の決定 

RNase I がリボソームのいずれの部位と結合するかを明らかにするために、クライオ電子顕微

鏡観察により、RNase I とリボソームとの複合体構造を決定した(大阪大学との共同研究)。その

結果、RNase I は 30S リボソームサブユニットの特異的部位に結合することが示され、また、そ

のユニークな結合様式を明らかにすることが出来た。 
 
(7) 一分子イメージングを用いたリボソームと RNase I との相互作用の解析 

RNase I が翻訳伸長中のリボソームと結合しないことをより詳細に解析するために、一分子イ

メージングによる、リボソームと RNase I との相互作用の測定を行った。mRNA には、リボソー

ムを停止させる配列を挿入した。この停止は一過的であり、一定時間が経過すると、リボソーム

が翻訳を開始する。これにより、試験管内で「翻訳停止リボソーム」と「翻訳中リボソーム」の

両方を観察することが出来る。これを用いて測定した結果、リボソームが翻訳停止配列上に存在

する際に RNase I がリボソームに結合し、翻訳が開始されると RNase I がリボソームから離れる

様子が一分子レベルで観察された。  
 
(8) RNase I による RNA 分解における trans-translation の関与の評価 

mRNA が途中で切断などを受けることで停止コドンを失うと、リボソームは mRNA に結合し

た状態で立ち往生する。この状態を解消するためのシステムとして、 trans-translation が存在す

る。このシステムにより、リボソームは各サブユニットに解離し、mRNA 上から離れるが、クラ

イオ電子顕微鏡、および生化学的実験から、RNase I は trans-translation により解離した各サブユ

ニット内の rRNA を分解することが示唆された。 
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