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研究成果の概要（和文）：細胞外に核酸を放出する海洋性細菌Rhodovulum sulfidophilumに任意の機能性RNAの塩基配
列を組込んだRNA発現プラスミドを導入し培地中に機能性RNAを生産させる技術開発を行った。以前、RNAアプタマー1種
の生産に成功していたが、本研究では、まず、遺伝子発現の強い抑制が可能なshort hairpin RNAの生産に成功した。
さらに本菌の安全性保証に重要な基礎研究も進め、本菌のクォーラムセンシングにかかる新型オートインデューサーの
発見、遺伝子水平伝搬にかかわるgene transfer agentの発見、また、本菌のゲノムの全塩基配列の決定など多くの成
果を上げることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is the development of an extracellular functional RNA 
production system using the marine bacterium Rhodovulum sulfidophilum. We had already succeeded a 
production of an RNA aptamer. In the present study, first, we could show the extracellular production of 
short hairpin RNAs those are known as strong inhibitors of gene expression. We also proceeded to basic 
study of this bacterium which is important for the safety assurance of this bacterium in the RNA drugs 
production in future. We discovered that this bacterium has the quorum sensing system and that the 
bacterium produces a new type of auto-inducer in the system. We also discovered the gene transfer agent 
of this bacterium which was thought to be a natural agent for horizontal gene transfer. Also, the total 
genome sequence of this bacterium has been completed using the next generation sequencer.

研究分野：生化学、分子生物学、微生物学

キーワード： 発酵　核酸　応用微生物学　RNA生産　RNAドラッグ　細胞外核酸　光合成細菌　機能性RNA
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本研究計画当初、線虫において発見された

RNA interference（RNAi）効果［ある種のRNA 

により遺伝子発現が抑えられる効果；Fire, A. 

et al. Nature 391, 806-811 (1998)；（2006 年度

ノーベル医学生理学賞受賞）］は、ヒトを含

む高等生物にも存在することはすでによく知

られており、すでに、このシステムを利用し

て遺伝子発現を効果的に抑えることができる

21 塩基対ほどの二重鎖RNA（siRNA）が基礎

研究用に開発されていた。このことから、RNA

は、ウイルス病の克服や癌治療の特効薬とし

て大いに期待されていた。さらに、siRNA の

みならず、RNA アプタマーのような完全な人

工RNA も新しい核酸ドラッグとしてその潜

在能力が期待されており、すでに加齢黄斑変

性症治療薬など実用化されているものも市場

に出てきていた［Ng, E.W. et al. Nature Rev. 

Drug Discovery, 5: 123-132 (2006) ］。しかし、

創薬という点から、RNA はコストの面で大き

な問題を抱えていた。RNAの調製法は、高価

な合成試薬を用いる有機合成法かT7 ファー

ジなどのRNA ポリメラーゼを用いるin vitro 

転写法しかなく、RNAドラックの安価な製造

法が求められていた。また、低コストの製造

法の開発は、市場を形成するであろうRNA医

薬の製造に大きなインパクトを与えるばかり

でなく、基礎研究の支援技術としても重要で

あることは想像に難くなかった。例えば、マ

イクロRNA の機能解明の研究の中で、この機

能性RNA を安価に大量に得られれば、これら

の基礎研究が大いに進展することが見込まれ

た。 
 
２．研究の目的 
組換えタンパク質を大腸菌や酵母などで効

率よく発現させるシステムは、現在十分に確

立されているが、上記のように近年その重要

性がますます顕著なRNA の製造手法に関し

ては、高価で手間のかかる試験管内転写法や

有機合成法が主流で、タンパク質で行われて

いる微生物等を利用するin vivo 製造法は実用

化されていなかった。本研究は、菌体外（培

養液中）に自身のRNA を放出する性質をもつ

海洋性細菌Rhodovulum sulfidophilum（図１）

を用い、機能性RNA をin vivoで培地中に生産

させる方法を確立することを目的とした。さ

らにRNAを精製することなく抗ウイルス

RNAアプタマー生産菌そのものを海水等に導

入し魚類等への抗ウイルス効果が可能か否か

の検討も目的とした。 

 

図 1．海洋性細菌 Rhodovulum sulfidophilum．

SYBR Green I による染色。フロックの形成が見え

る 

 
３．研究の方法 
1) short hairpin RNA （shRNA）の生産 

R. sulfidophilumを用いる人工 RNA の細胞
外生産がいかなる RNA でも生産できること
を示すために、最も困難かと思われた shRNA
を設計しその鋳型となる合成DNAをRNA発
現用改良型プラスミドに組込み発現を観察
した。方法はこれまでの研究〔Suzuki, H. et al.: 
J. Biosci. Bioeng. 112, 458-461 (2011)〕と同様に
行った。 
 
2) アシルホモセリンラクトン（AHL）の同定 

R. sulfidophilumのクォーラムセンシングの
オートインデューサーであるAHLの同定は、
TLCおよび精密質量分析（LC/MS/MS解析）
法で行った。 
 
3) ゲノム解析および網羅的遺伝子発現解析 
 シークエンシングは 454GS FLX+（Roche）
およびMiSeq（Illumina）を用いた。ライブラ
リ調製には、それぞれの推奨キットを用いた。
配列に関してはフィニッシングとアノテー
ションを行い DDBJ に登録した（accession 
number AP014800 to AP014803）。 
 
4) Gene Transfer Agent（GTA）画分の調製と電



子顕微鏡観察 
 GTA 画分の調製は Humphrey の方法
〔Humphrey, S.B. et al.: J. Bacteriol. 179, 
323-329 (1997)〕に従った。GTA画分を 2%ホ
スフォタングステン酸（pH 7.0）でネガティ
ブ染色し、透過型顕微鏡 JEM-1200EX（80 kV）
で観察した。 
 
４．研究成果 

1) short hairpin RNA （shRNA）の生産 

本研究の開始前までにR. sulfidophilumをホ

ストとして RNA アプタマーの細胞外生産が

確認され〔Suzuki, H. et al.: Appl. Environ. 

Microbiol. 76, 786-793 (2010)〕、RNA発現用

プロモーターの改良〔Suzuki, H. et al.: J. 

Biosci. Bioeng. 112, 458-461 (2011)〕もなされ

ていたが、本研究において、いかなる RNA

の生産も可能であることを示すために、機能

性 RNA として強い遺伝子発現抑制能をもつ

short hairpin RNA（shRNA）の生産も試み成功

した（下記５．主な発表論文等の⑨、以下、

引用は「５－⑨」の様に示す）。shRNA は、

siRNAよりも遺伝子発現抑制能が高く、将来

的に RNA医薬として期待されている。2種の

shRNAの生産に成功したが、その一種につい

て図２に示す。shRNAはヘアピン型の二次構

造をもつため転写終結が起こってしまうの

ではないかと懸念されたが、RNAアプタマー

の場合と遜色ない収量（細胞外へ 200 ng/ L）

で得られた。最も厳しいと思われた shRNA

が生産されたことから、本研究で開発された

R. sulfidophilumを用いる RNA 生産系は、い

かなる RNA をも生産できるものと考えられ

る。 

         

 

図 2 . R. sulfidophilumにより生産された shRNA（５

－⑨より） 

 

2) Rhodovulum sulfidophilumの基礎微生物

学的研究 

 本菌を用いる RNA 生産系の構築の上で、

生産上の安全性の確認は重要な課題である。

本菌の生理学的性質と全ゲノムの解析を行

い成果を得ることができた。 

 

2)-1 本菌のクォーラムセンシングおよび細

胞外核酸生産機構にかかる研究 

報告者らは先にR. sulfidophilumがクォーラ

ムセンシング機構を保持していることを明

らかにしている〔Suzuki, H., et al.: Applied 

Microbiol. Biotech. 84, 349-356 (2009)〕。本研究

で、本菌の生産するオートインデューサーで

あるアシルホモセリンラクトン（AHL）の同

定を試みた。従来の AHL 検知株を用いた

AHL検出手法では本菌の AHL生産を確認す

ることができなかったが、培養液の AHL を

TLC によって粗精製する工程を組み込んだ

改良型 AHL 検出方法を考案することによっ

て、本菌が長鎖アシル鎖を持つ AHL を生産

することが確かめられた（５－⑤）。微生物

が細胞外に生産するAHLのアシル鎖長はC18

が最長であるとされていたが、本菌の AHL

を精密質量分析（LC/MS/MS解析）したとこ

ろ、本菌はアシル鎖長が C20 である新規な

AHLであることが明らかとなった（投稿準備

中）。さらに、本菌の菌体外 RNA高生産株の

取得と菌体外核酸高生産化に関わる遺伝子

の同定を目指し、紫外線突然変異を利用した

菌体外核酸高生産株の取得を試みた。紫外線

照射後、RNAポリメラーゼサブユニットへ

の変異によって生じるリファンピシン耐性

化を指標に変異株のスクリーニングを行っ

た結果、菌体外 RNA生産量が約 1.7倍増産す

る変異株を見出すことに成功した（投稿準備

中）。 

 

2)-2 本菌のゲノム解析 

本研究の RNA 生産に用いている菌は R. 



sulfidophilum DSM 1374株である。一方、同種

ではあるが、細胞外核酸量やフロック形成能

の異なる R. sulfidophilum DSM 2351株も存在

する。これら二種を比較することで細胞外核

酸の生成機構等の解明にアプローチできる

ものと考え、二種の全ゲノムの解析を行い、

完全なゲノム構造を明らかにした。DSM 2351

株については発表し（５－①）、DSM 1374株

については投稿準備中である。DSM 1374株

については、Masuda らがドラフトゲノムを

2013 年に発表しているが〔Masuda, S. et al: 

Genome Announc. 1, e00577-13 (2013)〕、レプリ

コンが環状につながっていないコンティグ

の情報にとどまっており、完全なゲノム構造

は明らかではなかった。報告者らは DSM 

1374 株についても完全なゲノム構造を本研

究において明らかにすることができた。DSM 

2351株は、4,454,432 bpの環状ゲノムをもち、

プラスミドを 3 個保持していた。DSM 1374

株は、4,130,470 bp の環状ゲノムをもち、プ

ラスミド 2個を保持していた。また、この二

種の株における網羅的遺伝子発現解析も行

いデータを得ている。この 2株間には表現型

に相違があり、フロック形成能および細胞外

核酸生産量は DSM 2351株が DSM 1374株に

比べ大である。一方、DSM 1374株では、人

為的形質転換（接合伝達やヒートショックに

よるプラスミドの導入）が可能であるが、

DSM 2351株では現在のところ、これらの方

法で形質転換させることができない。本研究

により完全なゲノム構造がわかったので、今

後これら 2株のゲノム構造および発現の詳細

な比較、解析を行い表現型との対応から細胞

外核酸の生成メカニズムの解明といった基

礎的研究と共に、細胞外核酸の大量発現菌の

育種といった応用にも資する解析ができる

ものと期待される。現在、詳細な解析、比較

を実行中である。 

 

2)-3  Gene Transfer Agent（GTA）の発見 

本菌の細胞外 DNA を解析中にアガロース

ゲル電気泳動で 4.5 kbの長さのDNAバンド

が見出されたことから、本菌が Gene 

Transfer Agent（GTA）を生産する可能性が

推測された。GTAは、バクテリオファージ様

の形をしている粒子であるが、多くの点でフ

ァージとは異なっており、遺伝子の効率的水

平伝搬を行う役割をもっているものと考え

られている。本研究で、本菌が GTA 様粒子

を生産していることが明らかになった（５－

②）。この粒子は、本菌ゲノム由来の 4.5 kb

の長さの DNA を粒子内に保持し、透過型電

子顕微鏡観察により、直径 40 nm の頭部と

60 nm の長さの尾部をもつ粒子であること

が明らかになった（図３）。また、前項で報

告しているゲノム解析により GTA の構造遺

伝子クラスターも発見することができた（図

４）。この構造遺伝子クラスターはゲノム上

にあり、各遺伝子の位置と翻訳されるアミノ

酸配列は、近縁種である Rhodobacter 

capsulatusの GTAに非常によく似ていた。

アミノ酸配列のホモロジーは、51.4%～

73.7%であった。ただし R. capsulatus の

GTA 遺伝子クラスターにある 15 個の ORF

のうち、1 番目の Open Reading Frame が

R. sulfidophilumでは欠けていた（図４）。 

遺伝子伝搬能力についてはまだ確定でき

ていないが、この粒子の生産が細胞外核酸の

生産に関与している可能性がある。        

 

図 3．R. sulfidophilumが生産する GTA様粒子の透
過型電子顕微鏡写真（５－②より） 



 

 
 
図 4．Rhodobacter capsulatusおよびR. sulfidophilum
の GTA 遺伝子クラスター．矢印は open reading 
frame．黒い矢印はGTAとは無関係と思われるORF
（５－②より） 
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