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研究成果の概要（和文）：SgrSとRyBをモデルとしてsRNAのバイオジェネシスについての研究を行い、大きく２
つの成果を得た。第一に、ダブルターミネーター系を用いてsRNA遺伝子の転写終結を解析しストレス条件下で転
写終結が促進されること、すなわち転写終結の制御が3’末端にポリUテールを有する機能的なsRNAの効率的な産
生を保証していることを明らかにした。第二に、ターミネーターヘアピン構造を安定化させる変異sgrS遺伝子の
解析からヘアピン構造は3’末端の転写終結位置を決定する重要な要素であり、sRNA遺伝子のターミネーターは
3’末端に7塩基以上のポリU鎖を備えたRNAを合成するために最適化されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Molecular events at Rho-independent terminators of sRNA genes have been 
studied, focusing on SgrS and RyhB. The 3’-extended form of SgrS loses the Hfq-binding ability. 
Transcription termination is significantly enhanced under stress conditions where transcription of 
sRNAs is induced in intact cells. We conclude that the production of sRNAs is regulated not only at 
the step of transcription initiation but also at the step of transcription termination. 
The roles of terminator hairpin in biogenesis of sRNAs have been studied. The extension of the 
hairpin stem leads to generation of heterogeneous transcripts in which the polyU tail is shortened. 
The transcripts with shortened polyU tails no longer bind to Hfq and lose the ability to repress the
 target mRNAs. The generation of shortened transcripts is caused by premature transcription 
termination. We conclude that the terminator structure of sRNA genes is optimized to generate 
functional sRNAs.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 大腸菌では100種近くの小分子RNA（small 
RNA、sRNA）が同定されており、それらの多
くは相補的塩基対形成により標的RNAの機能
制御に関与しており、その作用にRNA結合タ
ンパク質Hfqが必須である。Hfq結合性 sRNA
は、糖リン酸の蓄積、鉄イオンの枯渇、酸化的
ストレス、浸透圧変化など、種々の生理条件、
ストレス条件で発現が誘導され、標的mRNAの
翻訳や安定性の制御を通して細胞の環境応答、
恒常性維持を支えている。 
(2) 解糖系の阻害がグルコーストランスポータ
ー遺伝子(ptsG)の発現を転写後段階で抑制する
という申請者のグループの発見を契機に、グル
コース-６-リン酸の異常な蓄積により sRNA の
１つSgrS の合成が誘導され、ptsG mRNA の発
現抑制が起こることが明らかになった。SgrSは、
ptsG mRNA の翻訳開始領域と部分的な塩基対
を形成し、翻訳の抑制と RNase E に依存した
mRNAの不安定化をもたらす。申請者のグルー
プは、SgrSおよび鉄含有タンパク質をコードす
る一群のmRNAの発現制御に関与するRyhBを
モデルとして、Hfq 結合性の sRNA の作動原理
を理解するための研究を展開し、RNase E の C
末端側の scaffold 領域に Hfq と sRNA が結合す
ること、mRNAの不安定化にはこの相互作用が
必須であること、sRNAによる標的mRNAの抑
制機構において、翻訳阻害が第一義的であるこ
と、mRNAのリボソーム結合部位付近の６塩基
対が SgrS による翻訳抑制作用に必須であるこ
と、HfqがSgrSとptsG mRNAの塩基対形成を
促進すること、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
ること、などを明らかにしてきた。また、精製
したSgrS/HfqによるptsG mRNAの翻訳阻害の
試験管内再構成から、塩基対形成そのものが翻
訳阻害の直接の要因であることを明らかにし、
さらにはsRNAのRho因子非依存性ターミネータ
ーのポリU配列が必須のHfq結合部位であるこ
とを発見し、Hfq結合モジュールの実体を解明し
た。一連の RNase Eの C末端欠失変異株を用い
た解析により、RNase E/Hfq 間の相互作用領域を
明らかにし、sRNA/Hfq/RNase E 複合体による標
的 mRNA の分解は、塩基対形成により標的
mRNA の翻訳が抑制されたときに起こるとい
うモデルを提唱した。 
(3) ２０１２年までの研究により、原核生物の
Hfq 依存性 sRNA の作動原理についての理解は
大きく深まった。しかしながら、Hfq による塩
基対形成促進のメカニズム、Hfq 自体の発現制
御機構、ストレスに応答した sRNA の転写誘導
機構、sRNA のバイオジェネシスなど、sRNA

の機能発現と RNA シャペロン Hfq の役割に関
して、重要な未解明の課題が残されていた。 
 
２．研究の目的 
第１に、sRNA のバイオジェネシスと Hfq の役
割を理解するため、SgrSやRyhBをモデルに、3’
末端形成を中心に活性型 sRNA の形成機構を明
らかにする。このため、ダブルターミネーター
系の構築などユニークな実験的アプローチを取
り入れる。また、sRNA の 3’末端形成には Hfq
や 3’エキソヌクレアーゼが大きな影響を及ぼす
と考えられるので、関連遺伝子の欠失株および
過剰発現株を用いてこの問題に迫る。第２に、
混乱が見られるHfq の細胞内の発現量について
明確な答えを出すとともに、自己制御機構を中
心にHfq の発現制御機構とその生理的意義を解
明する。第３に、Hfq の中心的な機能である
sRNAと標的mRNAの塩基対形成促進機構を理
解するために、塩基対形成促進に影響する
mRNA側の決定因子を明らかにする。また、構
造生物学の専門家と協力して sRNA/Hfq および
sRNA/Hfq/RNase E複合体の構造解析を目指す。
第４に、tmRNA を標的にした人工的な Hfq 依
存性の sRNA の構築に成功しているので、この
系を利用して sRNA/Hfq/RNase E による標的
mRNAの分解の分子機構の解明に迫る。 
 
３．研究の方法 
(1) sRNAのバイオジェネシスとHfqの役割 
sRNA の 3’末端の形成機構を明らかにするため
に、sRNA 遺伝子の転写終結シグナルの直後に
第２の転写終結シグナルを挿入したダブルター
ミネーター系を構築し、正常の sRNA 遺伝子と
比較しながら、3’RACE法などによるsRNAの3’
末端の決定やノーザンブロティング法による
sRNA 発現量などの生化学的解析を行う。大腸
菌では、３種の3’エキソヌクレアーゼ（PNPase、
RNaseII および RNase R）が知られている。そ
こで、これらのエキソヌクレアーゼ遺伝子の欠
失株および過剰発現株を構築して、これらの株
における sRNAの3’末端および発現量を解析す
ることで、sRNA の 3’末端形成に及ぼす 3’エキ
ソヌクレアーゼの影響を検証する。また、Hfq
が sRNAの3’末端形成に関与している可能性を
検証するために、hfq欠失株における sRNAの3’
末端および発現量を野生株と比較することで、
sRNA の 3’末端形成に及ぼすHfq の役割を明ら
かにする。 
(2) Hfqの発現制御機構 
Hfq の細胞内の発現量は sRNA の機能に影響す
る重要な因子であるが、Hfq の発現量について
は、細胞あたり数百分子から１万分子とこれま



での報告には大きな混乱が見られる。また、Hfq
の発現量が細胞の生育条件で変動することも知
られている。そこで、主にウエスターンブロテ
ィング法により種々の発育条件におけるHfq の
発現量を定量的に解析する。Hfq 遺伝子は複数
の遺伝子とともにオペロンを形成しており、そ
の転写は複雑に制御されている。同時に、主に
in vitro の解析からhfq mRNAは翻訳レベルで自
己抑制される可能性が示唆されている。そこで、
まず hfq 遺伝子のコピー数を増大させたときの
hfq mRNA およびHfq 発現レベルをノーザンブ
ロティング法およびウエスターンブロティング
法により定量的に解析し、細胞内における Hfq
の自己制御機構の実態を解明する。hfq 遺伝子
のリーダー領域を中心に一連の変異を導入して、
翻訳レベルでの自己抑制に関与るシスのエレメ
ントを解明する。特定の sRNA（SgrS や RyhB
など）を強制的に過剰発現させたときのHfq 発
現の動的変化を解析し、Hfq の自己制御機構と
の関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) SgrSやRyBなどをモデルsRNAとして用
いて、sRNAの機能的Hfq結合領域がsRNA遺
伝子の転写終結領域と重複することに着目し研
究を行った。その結果、ストレスがない条件下
ではsRNA遺伝子の転写終結領域におけるリー
ドスルーが高頻度で起こることを見いだした。
プルダウン法によりリードスルー産物はHfqと
の結合能を失っていること、すなわちsRNAと
して機能しないことを明らかにした。また、合
成 RNA と biotin/streptavidin 系を用いた in 
vitro 結合実験により、ポリ U ストレッチは
sRNAの3’末端に位置した場合にのみHfq結合
能を持つことを直接証明した。これらの観察か
ら、ポリ U ストレッチは sRNA の 3’末端に位
置することで機能的なHfq結合モチーフとして
働きうると結論した。多くのsRNA遺伝子の転
写は、種々のストレスにより特異的に行われる。
今回、sRNA 遺伝子の転写終結が種々のストレ
スにより促進され、結果的に3’末端にポリUテ
ールを有する機能的なsRNAの産生を保証する
仕組みであることを発見した。これは、sRNA
産生の新たな制御様式の可能性を示したもので
ある。 
(2) Hfq 結合型小分子 RNA（sRNA）は標的
mRNAの翻訳を制御している。Hfqの主な役割
はsRNA/mRNA間の塩基対形成の促進である。
申請者らは、sRNAのHfq結合領域がsRNAの
3’末端領域に存在すること、3’末端のポリ U テ
ールが７塩基以上であることがHfqとの結合に
必要であること、sRNA 遺伝子の転写終結領域

におけるリードスルー産物はsRNAとして機能
しないこと、sRNA 遺伝子の転写終結が種々の
ストレスにより促進されることなどを明らかに
してきた。平成２８年度は、sRNA 遺伝子のタ
ーミネーターヘアピン構造のsRNAの産生にお
ける役割に注目して研究を進めた。sRNA 遺伝
子のターミネーターには7塩基以上のポリTス
トレッチが存在するという特徴がある。これは
機能的なsRNAが産生されるための必要条件で
ある。実際に機能的な sRNA が産生されるため
には、転写終結時に７塩基以上のポリU鎖とし
て転写される必要がある。申請者らは、sRNA
遺伝子のターミネーターは機能的な sRNA を転
写するためのヘアピン構造を持つと考えた。こ
の仮設を検証するために、ヘアピン構造を安定
化させる変異を導入した変異sgrS遺伝子から合
成される転写産物を解析した。その結果、野生
型 sgrS遺伝子では、3’末端に8塩基のポリU鎖
を有する SgrS が効率良く転写されたのに対し、
変異 sgrS遺伝子では、転写終結が早期に起こり
短いポリ U 鎖を持つ SgrS が多数合成されるこ
とを発見した。ヘアピン構造の安定化による早
期の転写終結は RNA ポリメラーゼによる in 
vitro 転写反応で再現できた。以上の結果は、タ
ーミネーターのヘアピン構造は 3’末端の転写終
結位置を決定する重要な要素であり、sRNA 遺
伝子のターミネーターは3’末端に7 塩基以上の
ポリU 鎖を備えたRNA を合成するために最適
化されていると結論した。 
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