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研究成果の概要（和文）：タンデムに繋がったグリシンを結合するアプタマーを有する枯草菌のグリシンリボスイッチ
は、グリシンの有無に応じて、転写を制御し、１つのアプタマーへのグリシンの結合がアロステリック効果を生み出す
。本研究で、グリシンリボスイッチのグリシン依存性は、ポリエチレングリコールやエチレングリコールの存在によっ
て失われることを明らかにし、スイッチのON/OFFがターミネータ構造の存在形態によってのみ変調することを示した。
ターミネータ構造を含む共通プラットホームが先に生み出され、そこに多様なアプタマー部分が付け加わったというリ
ボスイッチの進化とアロステリシティー獲得に関する知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：The Bacillus subtilis glycine riboswitch comprises tandem glycine-binding aptamers
 and regulates transcription via the sensing of glycine. And it shows allosteric effect by binding of one 
glycine to one aptamer. Here, I found that the riboswitch behaves in a "glycine-independent" manner in the
 presence of polyethylene glycol and ethylene glycol. The effect is related to the formation of a terminat
or stem within the expression platform under such conditions. This provided new perspective about the evol
ution of riboswitch and acquisition of allostericity that molecule-specific functions of riboswitches woul
d have come later, after the formation of less specific domain in riboswitches.
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１.	
 研究開始当初の背景	
 
(1)	
 細菌、植物、菌類などでリボスイッチの
存在が明らかになってきており、ヒトにもそ
の存在が報告されるなど、リボスイッチは生
物に広く保存された存在である可能性が指
摘されている。	
 
	
 
(2)	
 オン型リボスイッチのうち、グリシンを
認識する「グリシン-リボスイッチ」は、天
然のリボスイッチであり、アロステリック制
御を示す特徴を有することが報告されてい
る。約 100 ヌクレオチドからなる類似構造の
アプタマーが、２つタンデムにつながること
で構成され、グリシンはアプタマーのそれぞ
れに１分子ずつ結合し、アロステリックに制
御効率を著しく上げている。	
 
 
２．研究の目的 
本研究では、最小のアミノ酸であるグリシン
を認識することにより、遺伝子発現をオンに
し、かつ、天然のリボスイッチの中で、唯一、
アロステリック制御を示す「グリシン-リボ
スイッチ」に焦点を当て、以下の２つの観点
から研究を推進する。	
 
	
 
(1)グリシン-リボスイッチの構成要素を同
定し、グリシン依存性の役割を明らかにする	
 
	
 
(2)	
 グリシン-リボスイッチの構成要素とリ
ボスイッチの進化、および、アロステリシテ
ィーについて考察する	
 
	
 
これらを基に、アロステリック・リボスイッ
チの起源と進化に迫る。	
 
	
 
３．研究の方法 
(1)枯草菌（Bacillus	
 subtilis）のグリシン

-リボスイッチの作用を GFP の発現でモニタ

ーする実験系を改良する試みを行うと同時

に、in	
 vitroでの転写産物量を解析する。	
 

	
 

(2)転写量の違いと、グリシン-リボスイッチ
の構造と機能の相関について調べる。	
 
	
 
(3)	
 グリシン-リボスイッチの部分構造と転
写の関係性について、溶媒の組成との関係を
明らかにする。また、部分構造を構成する構
造的役割を解明するために、分光学的な解析
も行っていく。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)枯草菌（Bacillus	
 subtilis）のグリシン
-リボスイッチを eGFP 遺伝子の上流に組み込
み、eGFP の発現によって、このリボスイッチ
の機能を in	
 vivoでモニターする系を立ち上
げた（図１）。ただし、まだグリシンによる
ON/OFF の発現の、in	
 vivoでの最適なモニタ
ー系とはなっておらず、現在、プラスミドの
構築を改良している。	
 
	
 

図１	
 グリシン-リボスイッチ発現系	
 
	
 
(2)一方、in	
 vitro での転写量の測定に関し
ては、十分な検討を行うことができた。T7 プ
ロモーターをリボスイッチ上流に配置し、
T7RNA ポリメラーゼによる転写を行ったとこ
ろ、グリシンがない時には、転写がストップ
したのに対し、グリシンを 0.1mM の条件で存
在させると、転写がグリシン-リボスイッチ
の部分を超えて、下流の鋳型部分まで行われ
ることが明らかになった。T7 プロモーターを
有する系において、グリシンリボスイッチの、
このような明らかな転写の ON/OFF が観測さ
れた例はなく、本研究において、転写条件を
検討することによって、これが成し遂げられ
た。	
 

	
 

(3)このグリシン-リボスイッチは、外部環境
（溶媒）の違いによって、グリシンの有無に
関わらず、転写の振舞いが規定されることを
明らかにした。水を基盤とした溶液中では、
グリシンによるスイッチ機構が働くが、ポリ
エチレングリコール（PEG）の存在下（10wt%
程度）では、グリシンの有無に関係なく、転
写はストップするということが分かった。こ
れに対し、エチレングリコール（EG）の存在
下（10wt%程度）では、グリシンの有無に関
係なく、転写は止まらなくなるということが
明らかになった。	
 
	
 
(4)(3)の現象の理由に迫るために、グリシン
-リボスイッチの部分構造単位に注目した。
枯草菌のグリシン-リボスイッチはステムと
ループから構成されるグリシンアプタマー
がタンデムにつながり、さらに、これが仮想
的なステム構造を持つ発現プラットホーム
に結合した構成を有している。グリシン-リ
ボスイッチから、タンデムなグリシンアプタ
マー部分を２つとも欠失させた鋳型を調製
し、T7RNA ポリメラーゼによる転写を試みた
ところ、グリシンの有無に関係なく、転写が
リボスイッチ部分を超えて進むことが判明
した。また、この構造体は、完全長のグリシ
ン-リボスイッチの場合と同様に、ポリエチ
レングリコール（PEG）の存在下（10wt%程度）
では、グリシンの存在に無関係に、転写はス
トップし、エチレングリコール（EG）の存在
下（10wt%程度）では、転写は止まらなくな
るということが明らかになった。これらの事
実から、グリシン-リボスイッチの ON/OFF の



切り替えの本質は、仮想的なステム構造を持
つ発現プラットホームの存在形態に依存す
る可能性が示唆された。	
 
	
 
(5)発現プラットホーム領域が、ポリエチレ
ングリコール（PEG）、あるいは、エチレング
リコール（EG）の存在によって、どのような
構造変化をするのか、また、それらが、T7RNA
ポリメラーゼによる転写活性と、どのような
関係があるのかを明らかにするために、仮想
的なステム構造部分に絞った。この仮想的な
ステム構造には、２箇所のバルジアウトした
部分が見られるが、このバルジのないものも
同時に調製し、融解温度（Tm）の測定を行っ
た。天然型の仮想的ステムの水溶液中での Tm
は 52.5℃、バルジなしの仮想的ステムの水溶
液中の Tm は 61.5℃であった。これらに、ポ
リエチレングリコール（PEG）、あるいは、エ
チレングリコール（EG）を加えたところ、前
者では、Tm が上昇し、後者では Tm が下降す
ることが分かった（図２）。	
 

図２	
 PEG と EG が Tm に与える効果	
 
	
 
(6)	
 天然型の仮想的ステムの 5’末端にフル
オレセインを、3’末端にダブシルを結合さ
せ、490	
 nm の光によって、フルオレセインを
励起させ、FRET 現象の観測を試みた。その結
果、水溶液中に比べ、ポリエチレングリコー
ル（PEG）中では、蛍光強度が低下し、エチ
レングリコール（EG）中では、蛍光強度が上
昇した。	
 
	
 
(7)	
 (5)、(6)の結果は、発現プラットホーム
上の仮想的ステム構造が、ポリエチレングリ
コール（PEG）中においては堅く（よりステ
ム構造が取り易く）なり、エチレングリコー
ル（EG）中においては柔らかく（ステムが構
造変化をしやすく）なるということを示して
いる。仮想的ステム構造を堅くすることで、
RNA ポリメラーゼの対するターミネータとし
て機能し、転写をストップさせるのに対し、
仮想的ステム構造を柔らかくすることで、
RNA ポリメラーゼによる転写を促進させるこ
とを、矛盾なく説明できることが分かった。	
 
	
 
(8)	
 これらの結果は、グリシン-リボスイッ
チが、最初からそのような構造形態を有して
いた訳ではなく、まず、アプタマー部位の有
無とは無関係に、スイッチの ON/OFF が発現
プラットホームのターミネータ構造の存在
形態によって変調することを示している。リ
ボスイッチの形成において、ターミネータ構
造を含む共通プラットホームが先に生み出
され、そこに、アロステシティーや多様なア

プタマー部分が付け加わったというような、
新たな見方を提示することができた。	
 
	
 
(9) 現在の tRNA は L 字型の構造を有してい
るが、「ミニヘリックス」と呼ばれる片方の
腕に相当する部分が先にでき、その後、アン
チコドンを含むもう片方の腕に相当する部
分が付け加わったものと考えられている。リ
ボスイッチの発見は、天然の RNA アプタマー
の発見という、ドラマティックな事象である
が、リボスイッチの形成において、ターミネ
ータ構造を含む共通プラットホームが先に
生み出され、そこに、アロステシティーや多
様なアプタマー部分が付け加わったという
ような、tRNA の進化と類似した見方をするこ
とができる（図３）。また、エチレングリコ
ール（EG）は隕石中にも検出されており、本
研究が、RNA の進化と、今後のアストロバイ
オロジー研究へ寄与する可能性も考えられ
る。	
 

図３	
 リボスイッチの進化	
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