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研究成果の概要（和文）：本課題研究は、大腸菌小分子RNA（sRNA）の機能構造を明らかにすることを目的にした。幅
広い生物に存在するsRNAと同様に、大腸菌sRNAは、mRNAと塩基対を形成することによりmRNAを抑制する。sRNA/mRNA間
の塩基対の形成は、Hfqタンパク質により促進される。本課題研究のもっとも大きな成果は、Hfqとの機能的結合におい
て、sRNAのHfq結合領域が3’末端に位置することの重要性を示したことである。また、sRNAの合成が誘導されるストレ
ス条件で、転写終結効率が上昇していることを明らかにした。これらのことは、sRNA合成機構の理解に貢献する。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to clarify the structural feature of bacterial small 
regulatory RNA (sRNA). The sRNAs repress target mRNAs by forming duplex in Escherichia coli as in many 
other species. The duplex formation between sRNA and target mRNA is accelerated by RNA chaperon protein, 
Hfq. The major outcome of this study is that the functional Hfq-binding module must be located at the 3’ 
end of sRNA. It is also shown that transcription termination is enhanced under stress conditions in which 
transcription of sRNAs are induced. These findings are useful for understanding of how the functional 
sRNAs are generated in bacterial cells.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
大腸菌をはじめとする細菌、特にグラム陰性
菌には、RNA シャペロン活性を持つ Hfq タ
ンパク質と結合し遺伝子発現を調節する機
能を有する sRNA が存在する。sRNA は Hfq
の作用により標的にする mRNA と塩基対を
形成し、多くの場合に mRNA を抑制する。
申請者らの研究グループを含め、1990 年代
後半より sRNA による標的 mRNA 抑制機構
の解析が精力的に行われており、sRNA 抑制
機構の分子機構が明らかになりつつある。こ
れまでに、申請者らは、sRNA の 1 つである
SgrS をモデル sRNA として用いて、
sRNA/Hfq/RNase E が複合体を形成してい
ること、sRNA による標的 mRNA の抑制に
おいて翻訳阻害が一義的であること、また翻
訳阻害の機能実体が sRNA/標的 mRNA 間に
形成される塩基対であることなど、いくつか
の重要な点を明らかにしてきた。これらのこ
とを含め、sRNA による標的 mRNA 抑制系
の分子機構の中で、Hfq による sRNA/標的
mRNA 間の塩基対形成促進作用は sRNA 制
御の根幹を為す作用と位置づけられている
が、作用メカニズムの最終的な結論には至っ
ていない。そのため、申請者らは、Hfq によ
る sRNA/標的 mRNA 間の塩基対形成促進の
作用メカニズムを明らかにすることを大き
な目的として、解析を進めている。すでに申
請者らは、Hfq との結合に必要な sRNA 領域
として、内部の U に富む領域、それに続く 1
つ、あるいは 2 つのヘアピン構造、及び 3’
末端の 7 塩基以上の U が構成する Hfq 結合
モジュールを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
(1) 申請者らは、Hfq による sRNA/mRNA 間
の塩基対形成促進の作用メカニズムの解明
を大きな目的とし、本課題研究では、sRNA
の機能構造、特に sRNA の機能的 Hfq 結合領
域の位置の重要性を検証することを目的と
した。すでに、これまでの解析より、sRNA
の3’末端領域に機能的Hfq結合領域が存在す
ることを示している。このことを踏まえ、本
課題研究では、sRNA 遺伝子において転写の
リードスルーにより 3’末端が延長した転写産
物が、転写終結により産生された sRNA と同
様に、sRNA として機能するのかについて検
証した。 
 
(2) sRNA 制御系をより詳細に理解する目的
で、sRNA 制御系に欠損を示す変異のスクリ
ーニング法を構築した。 
 
３．研究の方法 
(1) sRNA の機能的 Hfq 結合領域の位置の重
要性を検証するために、二重ターミネーター
を持つ sRNA 発現系をプラスミド上に構築
し、in vivo で sRNA 機能を評価する一連の
実験を行った。また、non-RI で in vtiro で
RNA/Hfq の結合を評価するため、ストレプ

トアビジン-ビオチン系を利用した in vitro 
RNA 結合実験系を確立した。 
 
(2) sRNA 制御に欠損を示す変異のスクリー
ニング法を構築する目的で、必須遺伝子の
mRNA を標的にする sRNA 組換え体の発現
系を構築し、プレート上でのコロニー形成に
より sRNA 機能を評価した。sRNA 機能を評
価できる系であることが確認されたので、自
然突然変異による sRNA 機能欠損変異株選
択を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 二重ターミネーターを持つ sRNA 発現系
を大腸菌内で発現させた結果、ノーザンブロ
ッティング法により、sRNA 遺伝子の転写終
結領域を読み飛ばし 3’側が伸長したリードス
ルー産物の検出に成功した。sgrS 遺伝子にお
いては、検出された読み飛ばし産物量は、転
写終結した量とほぼ同量であったことより、
sgrS 遺伝子の転写終結領域の終結効率は約
50%程度であることが確認された。このこと
は、Hfq との機能的な結合に sRNA の 3’末端
に比較的長い U 塩基が必要であるため、転写
終結効率が比較的弱く設計されている可能
性が考えられる。 
 Hfqは sRNAと結合することにより sRNA
を安定化させるため、転写終結により産生さ
れた sRNA は hfq 変異株で減少するが、検出
された 3’末端が伸長した転写産物は hfq 変異
株においても量が変化しなかった。また、野
生株においても 3’末端が伸長した転写産物が
不安定であること、及び in vivo 共沈実験、in 
vitro 結合実験によりこのリードスルー産物
が Hfq と結合しないことを示した。これらの
実験は、sRNA の機能的 Hfq 結合領域が
sRNA の 3’末端に位置することの重要性を示
している。 
 また、同発現系を用い解析をする中で、
sRNA の合成が誘導されるようなストレス条
件において、転写のリードスルーが抑制され
ていることを見出した。このことは、sRNA
が機能する条件下においては、sRNA 遺伝子
の転写終結が相対的に起こりやすくなって
いることを示している。すなわち、ストレス
条件は、すでに知られているような sRNA 遺
伝子の転写開始促進のみならず、転写終結効
率の上昇をもたらし、機能的な sRNA の産生
量を増加させる意義があると考えられる。以
上の結果は、大腸菌細胞内での sRNA 産生の
メカニズムの理解につながる。これらの成果
を学術誌 RNA に発表した（Morita, et al., 
RNA, 2015）。 
 
(2) 必須遺伝子の mRNA を標的にするよう
に組み換えた sRNA の発現誘導系を利用し、
sRNA 発現によりプレート上でコロニー形成
が阻害されることを確認した。同条件で、自
然突然変異によりコロニーが形成される変
異が単離され、その大部分は hfq 遺伝子内に



変異が存在する変異株であった。これらのこ
とは、同系が sRNA 制御に欠損を示す新奇遺
伝子変異株、あるいは sRNA、mRNA、及び
Hfq の部位特異的変異の単離に適した系であ
ることを示している。これらの成果は、細菌
学会中部支部会で発表した。 
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