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研究成果の概要（和文）：SgrS をモデルとして Hfq 結合性 sRNA の作動原理についての研究を

行い、以下の点を明らかにした。(1) SgrS の 14 塩基領域 (168-181)が安定な塩基対形成および

翻訳阻害に必要な最小領域である。(2) RNase E 内の 711-750 領域が Hfq 結合領域で、この場所

は RhlB 結合領域と重なっている。(3) sRNA の転写終結シグナルのポリ U 配列が Hfq 結合部位

として働く。(4) sRNA の Hfq 結合モジュールは、Rho 因子非依存性ターミネーターおよびヘア

ピン構造直前の内部 U リッチ配列からなる。(5) Hfq 結合モジュールを基盤にした任意の遺伝子

ノックダウン系の構築に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：Molecular basis of the function of Hfq-binding sRNA has been studied using 

SgrS as a model. The major findings are as follows. (1) The 14 nt region within SgrS is the minimum 

region required for base-pairing and translational repression of ptsG mRNA. (2) The region between 711 

and 750 of RNase E is sufficient for the functional interaction with Hfq to support the rapid degradation 

of ptsG mRNA. (3) The polyU tail of rho-independent terminator is essential for Hfq action. (4) The 

functional Hfq-binding module of bacterial sRNAs consists of a double or single hairpin preceded by a 

U-rich sequence and followed by a 3’ poly(U) tail. (5) The synthetic Hfq-binding small RNAs to knock 

down desired mRNAs have been successfully designed. 
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１．研究開始当初の背景 

RNA が遺伝子発現制御に関与していること

は、1980 年代の初めに大腸菌で発見されてい

た。今世紀に入ってからの系統的な探索によ

り多数の新規 sRNA が発見された。その多く

については機能が不明であるが、一群の

sRNA は Hfq と結合すること、それらは特定

の生理条件下で誘導され、塩基対形成を通し

て標的 mRNA の発現制御に関与しているこ

となどが明らかになってきた。Hfq は真核細
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胞のスプライシングを担う因子である Sm 様

タンパク質に類似した RNA 結合タンパク質

である。 

   Hfq 結合性の sRNA として同定された

SgrS は、グルコース-６-リン酸（G6P）の蓄

積により合成が誘導され、ptsG mRNA を標的

としていることが申請者と米国のグループ

により明らかにされた。その後の SgrS/ptsG 

系をモデルとした一連の研究により、本研究

開始当初までに、Hfq 結合性 sRNA の作用に

ついて以下の点が明らかになっていた。(1) 

SgrS は、ptsG mRNA の翻訳開始領域と部分

的な塩基対を形成し、大腸菌の主要なエンド

リボヌクレアーゼである RNase Eに依存した

mRNA の不安定化をもたらす。(2) Hfq は

RNase E の scaffold 領域と結合し、SgrS が Hfq

を介して RNase E と相互作用する。また、

RNase E の scaffold 領域の欠失により、SgrS

による ptsG mRNA の速やかな分解が起こら

なくなる。(3) SgrS による ptsG mRNA の抑制

機構において、ptsG mRNA の翻訳阻害が第一

義的である。(4) ptsG mRNA のリボソーム結

合部位付近の６塩基対が SgrS による ptsG 

mRNA への作用に重要である。(5) Hfq は SgrS

と ptsG mRNA の塩基対形成を促進する。(6) 

ptsG mRNA の膜局在性が SgrS の ptsG mRNA

への効果的な作用に寄与している。(7) 塩基

対形成そのものが SgrS/Hfq による ptsG 

mRNA の翻訳阻害の要因である。 

   

２．研究の目的 

上述のように、申請者のグループは SgrS/ptsG 

系の研究を通して原核生物における sRNA に

よる遺伝子発現制御の分子機構を理解する

ための研究を先導してきた。しかしながら、

sRNA による標的 mRNA の特異的認識機構、

Hfq による塩基対形成促進のメカニズム、

RNase E による標的 mRNA 分解の機構と生

理的意義、ストレスに応答した sRNA の転写

誘導機構、など sRNA の作用については重要

な課題が未解明である。本研究は、これらの

課題について研究をすすめることにより、

sRNA の作動原理の解明を目指すことを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

４つの研究計画は立案した。(1) SgrS による

ptsG mRNA 認識の特異性の解明。ptsG mRNA

の翻訳開始領域に相補的な種々の長さの合

成 RNA を調製し解析することで、SgrS の機

能、特に塩基対形成、および翻訳阻害の特異

性に必要な最小単位を同定する。(2) Hfq によ

る SgrS と ptsG mRNA の塩基対形成促進のメ

カニズムの解明。ptsG mRNA の抑制に影響を

及ぼす変異 SgrS の解析、特に塩基対形成領域

以外の変異について解析を行う。また、hfq

遺伝子の系統的な変異の構築、解析も行う。

(3) 代謝中間体の異常な蓄積が SgrS の転写

を誘導する機構の理解。SgrR タンパク質、お

よび enolase の機能解析を行う。SgrS の転写

誘導に欠損のある enolase の点変異を取得、

解析することにより SgrS の転写誘導におけ

る enolase の役割を解明する。(4) SgrS /Hfq/ 

RNase E による ptsG mRNA の分解の生理的

意味、および分子機構の解明。FLAG タグを

持つ RNase Eの C末欠失変異体を系統的に構

築し、RNase E 内の Hfq 結合領域を詳細に解

析するとともに、他の RNA degradosome の構

成因子の各遺伝子に FLAGタグ配列を付加し

た細胞を構築し、RNase E/Hfq 複合体と RNA 

degradosome の細胞内存在形態およびそれら

の動的変化を解析する。 

 

４．研究成果 

(1) ptsG mRNA の翻訳開始領域に相補的な

種々の長さの合成 RNA を用い、ptsG mRNA

との塩基対形成反応をゲルシフト法により

解析した。また、試験管内での翻訳抑制能を

解析した。この結果 SgrS の 14 塩基領域が安

定な塩基対形成および翻訳阻害に必要な最

小領域であることを明らかにした。この成果

は、SgrS による ptsG mRNA の特異的認識機

構を解明する上で重要な鍵となる。 

(2) Hfq は sRNA と標的 mRNA の塩基対形成

促進とともに、RNase E の C 末 scaffold region

に結合することで、 RNase E を標的 mRNA

へリクルートし塩基対形成をした２つの

RNA の RNase E による速やかな分解を可能

にしている。一連の RNase E の C 末欠失変異

体を構築し、SgrS を介した ptsG mRNA の分

解およびプルダウンアッセイにより RNase E

内の Hfq 結合領域が、RhlB 結合領域と重なっ

ていることを明らかにした。 

(3) SgrS の転写終結シグナルとなるステムル

ープ領域、およびそれに続くポリ U 配列に変

異を導入させた SgrS 変異体の解析を行い、

SgrSのポリ U 配列が SgrS による ptsG の抑制



機能に重要であることを明らかにした。また、

SgrS の転写終結配列の 5’側の、ステムループ

構造を形成する領域も重要であることを明

らかにした。 

(4) SgrS をモデルとして、一連の変異体解析

から sRNA の Hfq 機能的結合に十分な最小領

域の決定を行った。その結果、3’領域に存在

する Rho 因子非依存性ターミネーター、及び

U 塩基に富む配列が直前に存在する内部ヘア

ピン構造を含む 49 塩基の RNA が Hfq との機

能的な結合に必要であることを証明した。ま

た、U 塩基に富む配列がターミネーターヘア

ピンの直前にあれば、内部ヘアピン構造は

Hfq との機能的な結合に不用であることも示

し、Hfq 結合モジュールには２つのタイプが

あることを明らかにした。既存の sRNA は２

つのタイプのいずれかの Hfq 結合モジュール

をもつことから、本研究の意義は、Hfq 結合

モジュールの実体を初めて解明したことに

ある。 

(5) Hfq 結合モジュールの上流に種々の

mRNA の翻訳開始領域に相補的な配列を持

つ人工的 sRNA を利用した大腸菌における任

意の遺伝子ノックダウン系の構築に成功し

た。 
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