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研究成果の概要（和文）：VarS/VarA二成分制御系によって調節される複数のsmall RNA（sRNA）は、単純なコピ
ーであり冗長と考えられてきた。本研究により、Vibrio alginolyticusが保有する４つのsRNAのうちの一つ
（sRNA1）の発現が、ArcB/ArcA二成分制御系を介した嫌気状態のシグナルおよびLrpを介したロイシンのシグナ
ルによって調節されることが明らかとなった。この結果から、細菌が保有する複数コピーのsRNAとRNA結合タン
パク質CsrAからなる調節系は、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統
合制御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 regulatory system controls the expression of target 
genes through regulating the transcription of small RNAs (sRNAs). Bacteria possesses several copies 
of sRNA genes which were thought to be redundant. Vibrio alginolyticus possesses four copies of 
sRNAs. We have found the possibility that different proteins regulate the expression of their 
respective sRNAs. This study revealed that the expression of one of the four sRNAs, sRNA1, is 
regulated by the anaerobic state signal via ArcB/ArcA two-component regulatory system and leucine 
signals via Lrp. Based on these results, we proposed a model in which the regulatory system 
consisting of the multiple copies of sRNAs and an mRNA-binding protein CsrA is an integrated 
regulatory system that integrates multiple environmental signals to optimize the expression of 
target genes.

研究分野：細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまでVarS/VarA二成分制御系の構成因子とされていた複数コピーのsRNAが、他の複数の環境シグ
ナルによっても別々に制御されることを初めて示した。その結果から、それら複数コピーのsRNAとRNA結合タン
パク質CsrAからなる制御系が、複数の環境シグナルを統合して演算し、環境の変化に適応するための複数の標的
遺伝子の発現を統合的に調節する(multiple-input and multiple-output)という全く新しい発現調節機構
（sRNAs-CsrA統合制御システム）であると考えられることを示した学術的意義の大変高いものである。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
細菌は、個々の細胞が環境に直接曝されているため、環境の変化に応じて遺伝子発現を調節し新
たな環境に適応する必要がある。そのための分子機構の一つとして、二成分制御系が知られてい
る。二成分制御系は、細胞質膜に存在するセンサー・キナーゼによって環境を感知し、そのシグ
ナルを細胞内の転写因子であるレスポンス・レギュレーターに伝達して標的遺伝子の発現を調
節する。細菌は、様々な環境変化に適応するため多数の二成分制御系を有している。 
一般的な二成分制御系では、レスポンス・レギュレーターが、標的遺伝子のプロモーター領域に
結合して直接に転写を調節する。他方、二成分制御系には、より複雑な機構を介して間接的に標
的遺伝子の発現を調節するものがある。多様な環境に適応したグラム陰性細菌（大腸菌、Vibrio
属菌やPseudomonas属菌等）で広く保存されているVarS/VarA二成分制御系は、まず機能性small 
RNA（sRNA）の転写を調節する。次に、sRNA は、標的遺伝子の mRNA の Shine-Dalgarno（SD）配
列に結合してリボソームの結合を阻害することで翻訳を OFF にする RNA 結合タンパク質 CsrA を
吸着する（プロテイン・スポンジ）。その結果、CsrA が標的遺伝子の mRNA から遊離して、翻訳
が ON になる。上記菌種は複数の sRNA を有するが、それらは冗長なコピー（redundant）で機能
は同じと考えられてきた。 
V. alginolyticus は、海水中に free-living に存在する状態と、宿主に感染した状態で遺伝子
発現パターンを大きく変える必要がある。我々は、本菌が４つの sRNA（sRNA1、sRNA2、sRNA3、
sRNA4）を有することを明らかにした。さらに、これら４つの sRNA の転写が、VarS/VarA 系以外
の調節を受けることを示唆する結果を得た。それぞれの sRNA の転写調節に関わるタンパク質を
プルダウン法により探索したところ、各 sRNA プロモーターに特異的に結合するバンドを見出し
た。この結果は、各 sRNA の転写がそれぞれ異なるタンパク質によって調節されることを示唆し
ている。それらのうちの一つを解析した結果、嫌気呼吸に関わる遺伝子の発現をグローバルに調
節する二成分制御系 ArcB/ArcA のレスポンス・レギュレーターArcA と推定された。精製 ArcA の
各 sRNA プロモーター領域への結合を調べたところ、ArcA は sRNA1 のプロモーター領域にのみ特
異的に結合した。さらに、ArcA が嫌気条件下でのみ sRNA1 の発現を調節する可能性を示す結果
も得られた。これらより、ArcA は嫌気シグナルによって sRNA1 の転写を特異的に調節すると考
えられる。これらの結果は、これまで単一のシグナルにより同等に調節されると考えられてきた
sRNA の転写が、多数の環境シグナル伝達系によって調節されることを示している。さらに、こ
れまで冗長なコピーと考えられてきた複数の sRNA が、それぞれ異なる環境シグナルによって調
節されている可能性が示された。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、これまで冗長であると考えられてきた VarS/VarA 二成分制御系によって制御
される複数コピーの sRNA が、複数の環境シグナルを統合して複数の遺伝子の発現パターンをグ
ローバルに調節する分子機構の全容を明らかにすることである。これまでに sRNA1 のプロモー
ター領域に特異的に結合することが明らかとなった ArcA について、ArcB/ArcA 二成分制御系に
よる sRNA1 の調節機構を明らかにする。さらに、sRNA1 のプロモーター領域に特異的に結合する
として同定された Lrp について、sRNA1 の調節機構を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ArcB/ArcA 二成分制御系による sRNA1 の発現調節 
arcB 欠失株は、相同組換えにより作製した。PCR により arcB を欠失させた DNA 断片を構築し、
遺伝子破壊用ベクターpOU531 に挿入した（pOU634）。野生株 I.029 株に pOU634 を接合伝達によ
り導入し、相同組換えを２回おこさせた後、arcB を欠失した株を PCR により選択した。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、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（pOU444）。pOU444 を接合伝達してレポ
ーター株を作製し、β-galactosidase アッセイを行った。 
 
(2)Lrp による sRNA1 の発現調節 
lrp 欠失株は、相同組換えにより作製した。PCR により lrp を欠失させた DNA 断片を構築し、遺
伝子破壊用ベクターpXAC623 に挿入した（pOU150）。野生株 I.029 株に pOU150 を接合伝達により
導入し、相同組換えを２回おこさせた後、lrp を欠失した株を PCR により選択した。Lrp の生産
と精製は、Cold Shock Expression システムを用いて行った。lrp 遺伝子を PCR により増幅し、
pCold II ベクターに挿入した（pOU667）。大腸菌 BL21 株を pOU667 で形質転換した。得られた形
質転換株を LB 培地で濁度（OD600）が 0.4〜0.5 になるまで 37℃で振盪培養した後、終濃度が 1 
mM となるように IPTG を添加し、15℃で 24 時間振盪してタンパク質の発現を誘導した。培養液



より菌体を回収し、French press（10,000 psi）により菌体を破砕した。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、His-tag 融合 Lrp を精製した。Lrp の sRNA1
上流領域の DNA 断片への結合は、ゲルシフト法により調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1)ArcB/ArcA 二成分制御系による sRNA1 の発現調節 
Vibrio alginolyticus の 4つ sRNA の発現を調節するタンパク質を探索した結果、sRNA1 のプロ
モーター領域に結合するタンパク質として、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 が見出された。これまでに、sRNA1 の発現が ArcA によって調節されることを示
した。ArcB/ArcA 二成分制御系は、大腸菌などの他の細菌において、嫌気条件に適応するための
遺伝子の発現を調節することが知られている。そこで、好気条件および嫌気条件での、ArcA に
よる sRNA1 の発現調節を調べた結果、ArcA は嫌気条件下で sRNA1 の発現を調節することが明ら
かになった。ArcA が sRNA1 の発現を制御したことから、セン
サー・キナーゼである ArcB も sRNA1 の発現調節に関わると予
想された。そこで、arcB 遺伝子欠失株を作製して、arcB が
sRNA1 の発現調節に関わるか調べた。その結果、arcB 欠失株
では、arcA 欠失株と同様に、親株株と比較して、嫌気条件で
の sRNA1 の転写活性が低下し、発現量が減少した（図１）。こ
の結果から、ArcB/ArcA 二成分制御系は、嫌気状態を感知し、
sRNA1 の発現を制御することが明らかとなった。本結果は、
VarS/VarA-sRNAs-CsrA 制御系の構成因子である sRNA の発現
が、他の制御系によっても制御されることを示した初めての
結果である。 
 
(2)Lrp による sRNA1 の発現調節 
Vibrio alginolyticus の 4 つ sRNA の発現を調節するタンパ
ク質を探索した結果、sRNA1 のプロモーター領域に結合するタ
ンパク質として、Leucine-responsive regulator (Lrp)が見
出された。そこで、lrp 欠失株を作製して sRNA1 の発現量を親
株と比較した結果、2.3 倍に増加した（図２）。lrp 欠失株に
lrp 発現プラスミドを導入したところ、sRNA1 の発現量が約
1/3 に減少した。以上より、Lrp が sRNA1 の発現を調節するこ
とが明らかとなった。次に Lrp を His-tag 融合タンパク質と
して精製して、ゲルシフト法により sRNA1 のプロモーター領
域の結合を調べた。その結果、反応液に添加した精製 Lrp の量に依存して sRNA1 プロモーター領
域の DNA 断片のシフトが観察された。この結果から、Lrp が sRNA1 のプロモーター領域に結合す
ることが明らかとなった。lrp の上流領域の塩基配列を解析した結果、大腸菌の Lrp 結合部位の
コンセンサス配列に高い類似性を示す領域が１ヶ所同定された。以上より、Lrp は sRNA1 のプロ
モーター領域に存在する Lrp 結合配列に結合して、その発現を調節すると考えられた。Lrp はそ
の名が示す通り、ロイシンの存在を感知して遺伝子発現を調節する転写因子である。sRNA1 の発
現が Lrp によって調節されたことから、sRNA1 の発現量がロイシンによって調節される可能性が
考えられた。そこで、ロイシンを添加した培地で野生株を培養したところ、sRNA1 の発現量が 2
倍に増加した。一方、lrp 欠失株では培地へのロイシン添加による sRNA1 の発現量に変化は見ら
れなかった。さらに、Lrp の sRNA1 プロモーター領域への結合に対するロイシンの影響をゲルシ
フト法により調べた。その結果、反応液中に添加したロイシ
ンの濃度に依存して、シフトしたバンドの量が減少した。一
方、反応液中へのイソロイシンの添加ではシフトしたバンド
の量に変化は見られなかった（図３）。これより、Lrp の sRNA1
プロモーター領域への結合がロイシンによって阻害される
ことが明らかとなった。以上より、Lrp は、ロイシン非存在
下ではプロモーター領域に結合してsRNA1の発現を抑制して
おり、ロイシンが結合すると sRNA1 のプロモーターから外れ
sRNA1 の発現が脱抑制されると考えられる。 
 
(3)sRNAs-CsrA 統合制御システム 
細菌が保有する VarS/VarA 二成分制御系が調節する複数コピーの sRNA は、冗長なコピー
（redundant）であり、機能に差は無いと考えられてきた。(1)と(2)の結果から、V. alginolyticus
が保有する４つの sRNA のうち一つ（sRNA1）の発現が、ArcB/ArcA 二成分制御系を介した嫌気シ
グナルおよび Lrp を介したロイシン・シグナルによって調節されることが明らかとなった。これ
らの結果から、我々は、複数の sRNA と CsrA よりなる調節系は、複数の環境シグナル（入力）を
統合して演算し、多数の標的遺伝子の発現（出力）を最適化する制御システム（sRNAs-CsrA 統



合制御システム）であるというモデルを提唱している（図４）。
従来、遺伝子発現調節は、ラクトースオペロンに代表される
ように、一つのシグナル（ラクトース）による一つのオペロ
ン（β-ガラクトシダーゼ等）の転写レベルの調節（single-
input and single-output）の積み重ねとして理解されてき
た。sRNAs-CsrA 統合制御システムは、複数の環境シグナルを
統合し、複数の遺伝子の発現を翻訳レベルで統合的に調節す
る(multiple-input and multiple-output)という全く新しい
発現調節機構であると考えられる。 
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