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 細菌の小分子機能性 RNA（以下 sRNA）の多くは、Hfqの作用を受けて標的
mRNAと塩基対形成することで、標的mRNAの翻訳と安定性を制御する。Hfq
依存型の sRNA は、標的 mRNA との塩基対形成領域、Hfq 結合領域、および
Rho因子非依存型転写終結領域（以下ターミネーター）の 3つの領域から成る。
多くの sRNA において、塩基対形成領域と、転写終結領域については研究が進
んでいるものの、Hfq結合領域については RNAの一本鎖 AUリッチ配列特異的
に結合するということ以外にほとんど報告がない。 
 本研究では、Hfq の作用に必要な sRNA の領域を決定することを目的とし、
SgrSをモデル sRNAとして変異体を構築し生化学的な解析を行った。その結果、
SgrSのターミネーターのポリU配列を短鎖化すると SgrSはHfqとの結合能を
失い、標的である ptsG mRNA抑制機能も失うことを発見した。さらに、いく
つかの Hfq依存型 sRNAにおいても、ターミネーターのポリ U配列の短鎖化に
より Hfqとの結合機能、および標的mRNA抑制機能が失われることを明らかに
した。これらから、sRNAのターミネーターのポリ U配列は Hfqの作用におい
て必須であると結論した。 
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塩基対形成を介してmRNAを制御する小分子機能性 RNA（以下 sRNA
と表記する）は様々なストレス条件下で転写誘導される（1）。sRNA は標的
mRNAと部分的に相補的な領域を持ち、その領域で塩基対を形成することで標
的 mRNAの翻訳、および安定性を制御する（1-3）。この sRNAの標的 mRNA
制御機能は RNAシャペロンである Hfqに依存している。 

大腸菌の SgrSは最もよく解析されているHfq依存型 sRNAの 1つであ
る（4、5）。SgrS はグルコース-6-リン酸の蓄積などの糖リン酸ストレスに応答
して転写が誘導され、主要なグルコース透過装置の膜部位をコードする ptsGの
発現を抑制する（6）。これまでに SgrS-ptsG抑制系をモデルに sRNAの作用機
構についていくつかの重要な原理が明らかにされた。SgrSが ptsG mRNAの翻
訳開始領域と塩基対形成しptsG mRNAの分解と翻訳の阻害を誘起すること（7）、
SgrS/ptsG mRNA間の塩基対が翻訳阻害の実体であること（8）、翻訳の阻害が
ptsG mRNAの発現抑制に一義的であること（9）、Hfqにより SgrS/ptsG mRNA
間の塩基対形成が促進されること（7）、Hfq を介して主要なエンドリボヌクレ
アーゼであるRNase Eをリクルートし ptsG mRNAの速やかな分解を誘起する
こと（10）、である。また、これらの sRNAの作動原理は SgrS以外の sRNAに
おいても同様であることが確認された（9、10、11）。これらの結果から図 1 に
示すようなモデルが提唱されている。また、他の Hfq 依存型 sRNA と同様に、
Hfqにより SgrSは安定化される（12）。 

図 1に示した通り、Hfqは sRNAによる標的mRNA抑制の実体ではな
いが、Δhfq株ではほぼ全ての sRNAは機能しない。このことは、Hfqの作用が
sRNA機能に重要であることを示している。しかし、Hfqの sRNA/mRNA間の
塩基対形成促進作用、あるいは sRNA の安定化作用の詳細な分子機構は明らか
ではない。 

Hfq依存型 sRNAは、標的mRNAとの塩基対形成領域、Hfq結合領域、
および Rho因子非依存型転写終結領域（以下ターミネーター）の 3つの領域か
ら成る。塩基対形成領域は標的mRNAと相補的な領域であり、多くの sRNAで
詳細に研究されている。その機能は標的mRNAと部分的な塩基対を形成するこ
とである。SgrSの場合、3’側の 31塩基（157-187塩基、図 2A）が ptsG mRNA
の S.D.配列（リボソーム結合部位）と開始コドンを含む 32塩基と部分的に相補
的である（6）。この中で、SgrS の 168-181 塩基の 14 塩基が ptsG mRNA
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の翻訳阻害に十分であることが示された（13）。多くの sRNAが SgrSと同様に、
標的 mRNA の翻訳開始領域と部分的な塩基対を形成し機能するのに対して、
Hfq依存型 sRNAの 1つであるMicCは、ompD mRNAの開始コドンから約 60
塩基下流の領域と塩基対を形成し、ompD mRNAを抑制する（14）。また、Hfq
依存型 sRNAであるRybBは ompC mRNAの約 30塩基上流と塩基対を形成し、
ompC mRNAを抑制する（15）。 

GCリッチの回文配列とそれに続くポリU配列で定義されるターミネー
ターもよく研究されている。ターミネーターの主要な役割は、転写を終結させ

ることである。SgrSの場合、GCリッチのステムループ配列とそれに続く 8連
続の U塩基からなる Rho因子非依存型ターミネーターを持つ（6、図 2）。また、
ターミネーターの一部であるステム構造は 3’エキソリボヌクレアーゼによる分
解から転写後の RNAを保護するという一般的な役割を持つ（16、17）。 

上述した 2つの領域に対して、sRNAのHfq結合領域は不明な点が多い。
これまでにフットプリント法などの in vitroの解析から OxyS（18）や、Spot42
（19）、DsrA（20）、RyhB（21）、RybB（15）などのいくつかの sRNAにおい
て Hfq結合領域が同定された。これらのHfq結合領域は sRNAの内部のステム
ループ構造の近傍に存在する一本鎖AUリッチ配列である。しかしながら、RyhB
において、フットプリントから同定されたHfq結合領域を変異させても in vivo
での量と標的mRNA抑制機能に影響がなかった（21、22）。このことは、in vitro
で同定された Hfq結合領域の中に、in vivoでの sRNA機能とは相関しない領域
が含まれる可能性を示唆する。これは、これまでの sRNAの Hfq結合領域に関
する報告に共通する課題である。また、SgrSの機能的な Hfq結合領域は未同定
である。 

本研究の目的は、SgrSをモデルに用いて sRNAの Hfq機能的結合領域
を決定することである。そこで、sgrS遺伝子に様々な変異を導入し SgrSの ptsG 
mRNA抑制機能、および Hfq結合機能に対する変異の影響を in vivoで解析し
た。その結果、SgrS の Rho 因子非依存型ターミネーターのポリ U 配列が Hfq
の結合に必須であり、そのため ptsG mRNAの抑制にも必須であることが示唆
された。また、Rho因子非依存型ターミネーターのポリ U配列は Hfq結合型の
他の sRNAの機能にも必要であることを明らかにした。 
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機能的な Hfq 結合領域は SgrS の 3’領域に存在する 
本研究で用いた SgrSをはじめとする sRNA転写領域のターミネーター

付近の塩基配列を表 1 に示した。以降は野生型の sgrS からの転写産物を SgrS
と記し、変異型の場合は SgrS-S、あるいは SgrS-7Uと示した。ポリ U配列の
最後の U 塩基で転写終結が起こると考えた場合、SgrS は 227 塩基である（図
2A・B）。また、ptsG mRNAとの最小の塩基対形成領域は 3’側の 168-181塩基
の領域に存在している（13）。一方で、SgrSの 5’側には 43アミノ酸のポリペプ
チドの SgrT がコードされている（23）。SgrS 上の Hfq 結合領域を決定するた
め、プラスミド DNA上のアラビノース誘導型プロモーターの下流に 1-167塩基
を欠失させた変異 sgrS（sgrS-S）をクローニングした。sgrS-S からは、60 塩
基の SgrS-Sが転写されると考えられる（図 2A）。pSgrS-Sを含む図 2に示すプ
ラスミド DNAで野生株（hfq＋株）、およびΔhfq株を形質転換した。それぞれの
形質転換体をアラビノース存在下で培養し、SgrS、および SgrS-S をノーザン
ブロッティングにより解析した。その結果、野生株（hfq＋株）において、全長
SgrS、および SgrS-Sが検出された（図 2C、レーン 3、5）。また、SgrS-Sの量
は全長の SgrS に比べて減少した。このことは、SgrS の 1-167 塩基が SgrS の
安定性に影響する可能性を示唆する。しかしながら、SgrS-Sの量は、Δhfq株に
おいて、野生株（hfq＋株）より減少した（図 2C、レーン 5、6）。このことは、
SgrS-S が、SgrS と同様に、Hfq により安定化される可能性、すなわち 1-167
塩基を欠失させた SgrS-Sが Hfqと結合できることを示唆する。次に SgrS-Sの
発現による ptsG mRNA、およびその翻訳産物である IICBGlcへの影響をノーザ

ンブロッティング、およびウェスタンブロッティングにより解析した。解析の

結果、SgrS-Sは SgrS同様に Hfq依存的に、ptsG mRNAの効率的な翻訳阻害
と速やかな分解を誘起した（図 3）。このことから、SgrS-Sは ptsG mRNAを抑
制する十分な機能を持つことが示された。以上の結果は、SgrSの 1-167塩基の
領域は、Hfqの作用に必須ではないことを示している。すなわち、SgrSの機能
的な Hfq 結合領域は 168-227 塩基に存在することが示された。
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ターミネーターステムループの AU リッチ配列は Hfq の作用に無関係で
ある 

SgrS の 3’側の領域（168-227 塩基領域）は図 2 に示すように、塩基対
形成領域（168-181塩基）、ポリ U配列を含んだターミネーターのステムループ
領域（198-227 塩基）、およびスペーサー領域（182-197 塩基）から成る。Rho
因子非依存型ターミネーターにはステムループ内の 6塩基のAUリッチ配列と、
末端のポリ U配列という２つの潜在的な Hfq結合領域があるため、Hfqとの作
用領域の候補としてターミネーターに着目した（図 2A・B）。これらの潜在的な
Hfq 結合領域が Hfq の作用に必要であるかを検証するため、これらの領域に変
異を導入し SgrS機能に対する影響をノーザンブロッティング、およびウェスタ
ンブロッティングにより解析した。まず、ループの AU リッチ配列を GC リッ
チ配列に置換した SgrS変異体（SgrS-LM: 図 4A、表 1）を運ぶプラスミド DNA
を構築し、解析した。その結果、SgrS-LMは Hfq依存の ptsG mRNA抑制機能
を保持していた（図 4B、中・下、レーン 3）。さらに、ターミネーターステムの
領域の 5つの G-Cペアと 2つの A-Uペアという構成は変えずに、配列に変異を
加えた pSgrS-SM1、および pSgrS-SM2 を運ぶプラスミド DNA をそれぞれ構
築し、解析した（図 4A、表 1）。その結果、この 2つの変異体は、SgrS-LMと
同様に、Hfq依存の ptsG mRNA抑制機能を保持していた（図 4B、中・下、レ
ーン 4、5）。これらから、ループの AUリッチ配列も含めて、SgrSターミネー
ターの構成成分であるステムループ領域は、Hfq の作用に重要ではないことが
示された。 
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SgrS の 3’末端ポリ U 配列の短鎖化により Hfq 依存的な ptsG mRNA 抑
制機能が低下する 

次に、SgrSのターミネーターの構成成分であるポリ U配列が Hfqの作
用に関係するかについて検証するために、ターミネーターのポリ U配列を 1塩
基ずつ短くした一連の変異体を運ぶプラスミドDNAを構築した（図 5A、表 1）。
これらのプラスミド DNAでそれぞれ野生株（hfq＋株）、およびΔhfq株を形質転
換し、SgrS変異体の発現、および ptsG mRNA抑制機能をノーザンブロッティ
ングとウェスタンブロッティングにより解析した（図 5B）。解析の結果まず、
野生株において、U塩基を短鎖化していくとともに、SgrS量が減少した（図 5B、
上、レーン 2-6）。このことは、ポリ U配列の短鎖化によりターミネーターの機
能が減衰し、sgrS の転写終結効率が低くなっていったためだと考えられる。次
に、SgrS-7U は、SgrS と同様に、野生株に比べてΔhfq 株で減少した（図 5B、
上、レーン 3、9）。また、SgrSと同様に、SgrS-7Uは ptsG mRNAを抑制した
（図 5B、中・下、レーン 3）。このことは、ポリ U の短鎖化に伴う転写効率の
低下により SgrS-7U量が減少する一方で、Hfqとの機能的相互作用には十分で
あることを示唆している。その一方で、さらにポリ U配列を短鎖化させた SgrS
変異体（SgrS-4U、SgrS-5U）では、野生株、およびΔhfq 株間での SgrS 変異
体量の差は観察されず、また ptsG mRNA抑制も観察されなかった（図 5B、レ
ーン 5、6、11、12）。ポリ U 配列の短鎖化により SgrS 変異体量が減少してい
るため ptsG mRNAの抑制機能の欠損の原因の断定には至らないが、以上の結
果は少なくとも、SgrS のポリ U 配列が Hfq との機能的相互作用領域である可
能性を示している。 
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ポリ U 配列の短い SgrS 変異体は Hfq 依存的な ptsG mRNA 抑制機能を
失う 

ポリU配列を短鎖化した SgrS変異体の抑制機能の有無をさらに検証す
るため、SgrS変異体の量を増加させることを試みた。このため、SgrS-4Uのタ
ーミネーターの回文配列を 4塩基の Gと 4塩基の Cで延長した SgrS-LS4Uを
構築した（図 6A、表 1）。コントロールである SgrS-LS8U、SgrS-LS4Uのそれ
ぞれの量、および ptsG mRNA抑制機能をノーザンブロッティング、およびウ
ェスタンブロッティングにより解析した。その結果、野生株において、

SgrS-LS4Uは SgrS-LS8Uと同程度発現した（図 6B、上、レーン 2、3）。次に
SgrS-LS4U、および SgrS-LS8U の ptsG mRNA 抑制機能を検証した。

SgrS-LS8Uは野生株（hfq＋株）において完全な ptsG mRNA抑制機能を示した
が、Δhfq株では抑制しなかった（図 6B、 中・下、レーン 2、5）。このことは、
ターミネーターステムの延長が SgrSの Hfq依存的な ptsG mRNA抑制機能に
影響しないことを示唆している。一方で、SgrS-LS4Uは野生株（hfq＋株）にお
いて十分な量が観察されたにも関わらず、ptsG mRNA を抑制しなかった（図
6B、中・下、レーン 3）。これらの結果から、3’末端ポリ U配列を 4塩基に短鎖
化した場合、Hfq依存的な ptsG mRNA抑制機能が失われることが示された。
すなわち、SgrSの 3’末端ポリ U配列は ptsG mRNA抑制機能に重要であるこ
とが示された。また、興味深いことに野生株（hfq＋株）に比べてΔhfq株におい
て SgrS-LS8Uの量は減少しなかった（図 6B、上、レーン 2、5）。これは、Hfq
非存在下における SgrS の不安定化がターミネーターステムの延長により阻害
されたことを示している。このことは、Hfq による sRNA 安定化機構を解明す
る上で重要な手がかりになりうると考えられる。 
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ポリ U 配列の短い SgrS 変異体は Hfq 結合機能を失う 
これまでの解析から、SgrSの 3’末端のポリ U配列が Hfqとの機能的結

合領域である可能性が示唆された。そこで次に、in vivoにおける SgrS変異体
と Hfq の結合を直接解析するため、hfq-FLAG 株を用いて免疫沈降を行った。
図 7、8に示す形質転換体を培養し調製した細胞抽出液を抗 FLAG M2アガロー
スビーズとインキュベートし、アガロースビーズに結合したタンパク質を抗

FLAG 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより解析した。また各画分を
フェノール処理し、得られた試料をノーザンブロッティングにより解析した。

その結果、SgrS-LS8Uは Hfq-FLAGと共沈したが、SgrS-LS4Uはしなかった
（図 7、下、レーン 3、4）。また、SgrS、SgrS-6U、および SgrS-4Uを発現す
る株を用いて同様の解析を行った。その結果、SgrSは Hfq-FLAGと共沈したが、
SgrS-4U は共沈しなかった（図 8、下、レーン 6、8）。また、SgrS-6U はわず
かに Hfq-FLAGと共沈した（図 8、下、レーン 7）。これらから、in vivoで SgrS
の3’末端ポリU配列を短鎖化するとHfqとの結合力が低下することが示された。
またその結果として、ポリ U配列を短鎖化させた SgrS変異体は Hfq依存的な
ptsG mRNA抑制機能が低下したと考えられる。以上の結果より、SgrSのター
ミネーターの 8 塩基の連続したポリ U 配列は、ptsGmRNA 抑制に必要な Hfq
の作用を受けるために重要な領域であると結論した。 
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他遺伝子のターミネーターで置換した SgrS 変異体は ptsG mRNA 抑制
機能を持つ 

Hfqの作用における3’末端ポリU配列の役割をさらに明らかにするため、
sgrSのターミネーターを他遺伝子のRho因子非依存型ターミネーターで置換し
た SgrSキメラ変異体を構築し、ノーザンブロッティングにより解析した。少な
くとも 8 塩基以上の T 塩基を DNA 配列上に持つ遺伝子をキメラ体構築の候補
にした（図 9A）。解析の結果、全てのキメラ変異体は野生株（hfq＋株）におい
て野生型 SgrSと同程度発現した（図 9B、上、レーン 2-6）。一方で、全てのキ
メラ変異体は野生株（hfq＋株）に比べてΔhfq 株で量が減少した（図 9B、上、
レーン 3-6、9-12）。これらの結果から、各 SgrS キメラ変異体が Hfq と結合で
きることが示唆された。次にこれらの SgrS キメラ変異体の発現による ptsG 
mRNA、および IICBGlcの発現に対する影響をノーザンブロッティング、および

ウェスタンブロッティングにより解析した。その結果、全ての SgrSキメラ変異
体は野生株（hfq＋株）で ptsG mRNAを抑制し、Δhfq株では抑制しなかった（図
9B、下）。このことから、SgrSキメラ変異体は Hfq依存的な ptsG mRNA抑制
機能を十分保持することが示された。以上の結果から、3’末端のポリ U 配列が
十分に長ければどのような Rho因子非依存型ターミネーターでもHfqの機能的
相互作用を受けられることが示唆された。 
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3’末端ポリ U 配列の短鎖化により RyhB の Hfq 依存的な sodB  mRNA 
抑制機能が低下する 

次に、他の sRNA においても 3’末端ポリ U 配列が Hfq の結合と標的
mRNA抑制機能に必要であるかを検証するため、sRNAの 1つである RyhBに
着目した。RyhB は活性酸素分解酵素をコードする sodB mRNA を抑制する
sRNA である（24）。RyhB をコードする ryhB 遺伝子のターミネーター領域に
は、9塩基の Tが存在することから、RyhBの 3’末端ポリ U配列は最長で 9塩
基である（図 10A、表 1）。まず SgrS同様に、野生型の pRyhB、および 3’末端
ポリU配列を4塩基に短鎖化したpRyhB-4Uを構築した（図10A、表1）。pRyhB、
および pRyhB-4Uでそれぞれ野生株（hfq＋株）、およびΔhfq株を形質転換し、
ノーザンブロッティングにより解析した。その結果、野生株（hfq＋株）で、RyhB
に比べて RyhB-4Uの量が減少した（図 10B、上、レーン 2、3）。これは SgrS
の場合と同様に、ポリ U 配列の短鎖化によりターミネーターの機能が減衰し、
ryhBの転写終結効率が低くなったためだと考えられる。また、野生株（hfq＋株）
に比べてΔhfq 株において RyhB の量は減少したが、RyhB-4U は減少しなかっ
た（図 10B、上、レーン 2、3、5、6）。このことは RyhB-4U が Hfq 結合機能
を失った可能性を示唆する。次に RyhB、および RyhB-4Uの sodB mRNA抑制
機能を解析した。その結果、RyhB は野生株（hfq＋株）において sodB mRNA
を抑制したが、Δhfq株では抑制しなかった（図 10B、下、レーン 2、5）。一方
で、RyhB-4Uは野生株（hfq＋株）においても sodB mRNAを抑制しなかった（図
10B、下、レーン 3）。ポリ U配列の短鎖化により RyhB-4Uの量が減少してい
るため sodB mRNAの抑制機能の欠損の原因の断定には至らないが、以上の結
果は少なくとも、RyhBのポリ U配列が Hfqとの機能的相互作用領域である可
能性を示している。 
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RyhB の 3’末端ポリ U 配列は Hfq との結合と sodB  mRNA 抑制に必須で
ある 

RyhB-4Uの抑制機能の有無をさらに検証するため、RyhB-4Uを運ぶ多
コピープラスミドである pT-RyhB-4U を構築し、量を増加させることを試みた
（図 11）。コントロールとして野生型の RyhB を運ぶ pT-RyhB を構築した。
pT-RyhB-4U、および pT-RyhBで野生株（hfq＋株）を形質転換し、ノーザンブ
ロッティングにより解析した。その結果、pT-RyhBからは多量の RyhBが発現
し、sodB mRNA の抑制機能も増大した（図 11、上、レーン 2）。一方で、
pT-RyhB-4Uから発現された RyhB-4Uは pRyhBから発現された RyhBとほぼ
同等量まで増加したにも関わらず、標的の sodB mRNAを抑制しなかった（図
11、レーン 3、4）。このことから、RyhBにおいても 3’末端のポリ U配列は sodB 
mRNA抑制に重要であることが示された。 

また RyhB-4Uは Hfq結合機能を失った結果、sodB mRNA抑制機能を
失った可能性が示唆された。そこで in vivoにおける RyhB変異体と Hfqの結合
を解析するため、hfq-FLAG 株を用いて免疫沈降を行った。その結果 RyhB は
Hfqと共沈するが、RyhB-4Uは共沈しなかった（図 12、下、レーン 3、4）。こ
れらから RyhBの 3’末端ポリ U配列は Hfqとの結合に必須であり、そのために
sodB mRNA抑制機能に必須であると考えられる。 

RyhBは 3’末端ポリ U配列の最後の Uで転写が終結した場合、95塩基
であり比較的短い。そこでRyhB、およびRyhB-4U間の長さを比較した。RyhB、
および RyhB-4Uを変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離し、ノーザンブ
ロッティングを行った（図 13）。その結果、RyhB-4Uは RyhBよりも明らかに
短かった。この結果は RyhB-4Uが RyhBよりも短い 3’末端ポリ U配列をもつ
ことを示唆する。 



 27 

1 2 3 4

sodB mRNA

RyhB

p
T

W
V

2
2
8

p
T

-R
y
h
B

p
T

-R
y
h
B

-4
U

p
R

y
h
B

low
copyhigh copy

!""

#$%&'()*#$%&+,-./012.34

!56789:;<=>?@ABCDEFGHhfqIGJ'()*KLMNOGH∆hfqGJPQ9R
ST:PUVDW&XY=XZ[D\]^__`_a^bc=#d]Pef['#$%&8gTh'()*

sodB8gThPijDSTklhgmnolp5qi[D\rs.t.#d]Puv5ijD\

#$%&wxyz"µ{'sodB|}#d]zMµ{\



 28 

RyhB

Hfq-FLAG

BCE
p
T
-R
y
h
B
-4
U

p
R
y
h
B

p
T
-R
y
h
B
-4
U

p
R
y
h
B

1 2 3 4

!"#

in vivo$%&'()*+,-./012345

!$6789:;<=>?@ABCDEFG"HIJhfq-FLAG-catKLM+NO=PGQQRQSGT=NU

VDWXYZ[\L]^V_`abc$67deMPfghij:kjlLmnDopqr`a$

mnDWsZ[tuJvwKJHµxK/45tuJ+KJHµxKLd012d.LmnDyz:{|
}i~��|�$mnDW(�P3��$�sZ[tuJvwKJHµxK/45tuJ+KJHµxKL
�z�j���V_()*+8ij}LmnD�j�|}i~��|�$�mVDW



 29 

 

 
 

p
T
-R
y
h
B
-4
U

p
R
y
h
B

200

100

50

RyhB

RyhB-4U

1 2

!"#

$%&'()*+$%&',-./012034

!56789:;<=>?@A2BCDEFGhfqHFIJK9LMN:JOPCQ'RS=RT

UCVWXYYZY[X\]=$^WJ_`U($%&'8aNbJcdCMNefbaghifj5kµlJ
mcUCGnopqrstu"YvKwxyK;<zy={|CIV}5$^W~N�NJ67V



 30 

MicA と MicF の 3’末端ポリ U 配列は標的 mRNA 抑制に必要である 
SgrS、および RyhBの解析から得られた標的mRNA抑制機能における

sRNA3’末端ポリ U 配列の重要性をさらに他の sRNA で検証するため、MicA、
およびMicFの 3’末端ポリ U配列について解析を行った。全長のMicA、および
MicFはそれぞれ3’末端に5UC4U、および8Uという配列を持つ（図14A、15A）。
それぞれの sRNAについて野生型、および 3’末端ポリ U配列を 4塩基に短鎖化
した pMicA-4U、および pMicF-4U を構築し、ノーザンブロッティングにより
解析した（図 14A、15A）。その結果、MicA、および MicF は Hfq 依存的に標
的である ompA mRNA、および ompF mRNAを抑制したが、MicA-4U、およ
びMicF-4Uは ompA mRNA、および ompF mRNAを抑制しなかった（図 14B、
下、図 15B、下）。SgrS、および RyhBの結果も含めて、これらから、一般的に
Hfq結合型の sRNAおいて 3’末端ポリ U配列は標的 mRNA抑制機能に必須で
あることが強く示唆された。 
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SgrS の 3’末端の 8 塩基のポリ U 配列は Hfq との結合に重要である 
これまでの解析より明らかにした、Hfqとの機能的結合における sRNA3’

末端の重要性をさらに検証する目的で、in vitroにおける sRNA/Hfq結合実験を
行った。大腸菌 RNAポリメラーゼと異なり、T7 RNAポリメラーゼは鋳型 DNA
の末端まで転写反応を行うため、合成される RNAの 3’末端の配列を任意に設定
できる。そこで、3’末端を図 16 に示すように転写合成させた一連の SgrS を合
成し、in vitroのゲルシフトアッセイにより解析した（表 4、図 16A）。SgrS-S
に対応する RNAを 32Pで標識し、Hfqと結合させた結果、Hfqと SgrS-Sとの
結合が確認された（図 16B、レーン 2）。同条件下で、図 16A に示す非標識の
SgrS を過多量加えた結果、SgrS-S-12U、および SgrS-S を過多量加えた際に
32P-SgrS-Sと Hfqとの結合が阻害された（図 16B、レーン 3-6）。その一方で、
SgrS-S-4Uを過多量加えた際には、SgrS-S/Hfqの結合は阻害されなかった（図
16B、レーン 7、8）。これらの結果は、SgrSの 3’末端の 8塩基のポリ U配列が
Hfqとの機能的結合に必須であるという結論を強く支持する。 
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大腸菌やサルモネラ菌などのグラム陰性菌において、RNA シャペロン
である Hfq の主要な役割は sRNA と標的 mRNA 間の塩基対形成を促進するこ
とであり、その結果 sRNAは標的mRNAを負、あるいは正に制御する（1、3）。
そのため、Hfqは、sRNAが標的mRNAを制御するために必須のタンパク質因
子である。しかしながら、Hfqによる sRNA/mRNA間の塩基対形成促進作用の
詳細な分子機構は未解明である。 

Hfq による sRNA/mRNA 間の塩基対形成促進作用の詳細な分子機構を
解明するために、sRNA の Hfq 結合領域を明らかにすることは極めて重要な研
究課題である。本研究では、SgrS をモデル sRNA として機能的な Hfq 結合領
域の同定を試みた。種々の解析の結果、SgrSのターミネーターのポリ U配列を
短鎖化すると ptsG mRNA抑制機能が低下することを見いだした（図 5）。この
ことは、SgrSの 3’末端のポリ U配列が、Hfqとの機能的結合領域であることを
示唆する。ポリ U 配列を短鎖化すると SgrS の量が減少したことから次に、ポ
リ U 配列の短鎖化と同時にターミネーターステムを延長することで量を増加さ
せることを試みた。その結果、ポリ U配列を短鎖化させた SgrSも SgrSと同等
量の発現が確認された（図 6B、上、レーン 2、3）。また、3’末端ポリ U配列の
短鎖化により ptsG mRNA抑制機能を失うことを再び示した（図 6B、中・下、
レーン 3）。さらに、免疫沈降、およびゲルシフトアッセイにより、SgrSターミ
ネーターのポリU配列を 4塩基に短鎖化するとHfq結合機能を失うことを示し
た（図 7、8、16）。これらから、SgrS のターミネーターポリ U 配列は Hfq の
機能的相互作用に必須であると結論した。また、他のいくつかの sRNA におい
てもターミネーターのポリ U配列の短鎖化により Hfqとの結合機能、および標
的 mRNA 抑制機能を失うことを発見した（図 11、12、14、15）。これらから
sRNA の Rho 因子非依存型ターミネーターの 3’末端ポリ U 配列は、一般的に
sRNA が Hfq の作用を受けるために必須であると結論した。実際に、Hfq 結合
型の sRNAをコードする遺伝子の Rho因子非依存型ターミネーターは多くの場
合、7連続以上の T塩基を持つ（表 2）。 

本研究で明らかにした sRNAの 3’末端ポリ U配列が Hfqとの機能的相
互作用の必要領域であるという点は、Hfqによる sRNA/mRNA間の塩基対形成
促進機構の解明において重要な手がかりである。この発見をもとに、今後 Hfq
が持つ RNA間塩基対形成促進機能の全容を解明するためには、Hfqとの機能的
結合に十分な sRNA 領域を決定することが必要だと考える。これまでにいくつ
かの sRNAにおいて、一本鎖 AUリッチ配列が Hfqとの潜在的結合領域である
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ことが、in vitroの生化学的解析により示されている。最近、in vitro解析によ
りこれまでに示されていた RyhB の Hfq 潜在的結合領域の中に、in vivo での
RyhB機能と相関しない領域があることが示された（22）。このことは、Hfqが
RNAの一本鎖AUリッチ配列を好んで結合するという重要な証拠をもたらした
一方で、in vitro解析を用いる sRNAの Hfq機能的結合領域の決定法が完全で
はないことを意味している。本研究で用いた sRNAの Hfq機能的結合領域の決
定法は、Hfq との結合のみならず、標的 mRNA の抑制機能を合わせて in vivo
で解析した点で、効果的な解析方法だと考えられる。また、同方法で決定した

SgrS領域が、in vitroにおいても Hfqとの結合に重要な領域であることが示さ
れたことから、本研究で用いた実験ストラテジーが有力であったと言える。こ

れらのことから、本研究と同様のストラテジーで、SgrSの Hfq機能的結合領域
の十分領域の決定を行いたい。すでに、本研究グループにおいて、SgrS の
179-182塩基領域に位置する UAUU、および直後に位置するステムループ構造
（183-196塩基領域）がHfqとの機能的な結合に必要であることが示された（25）。
これらの結果を包括し、SgrSの Hfq機能的結合領域の最小十分領域（機能的結
合モジュール）を決定したい。また、SgrS解析で決定した機能的結合モジュー
ルをもとに、他の sRNAにおいても Hfqとの機能的結合様式を検証したい。 

ターミネーターの一部であるステム構造を延長させた SgrS 変異体は、
in vivoでのSgrSのHfq機能的結合領域の決定に大きく貢献した。これまでに、
Hfqは sRNAを安定化することが示されている（2、26）。実際に、本研究にお
いても、Δhfq株で SgrS、RyhB、MicA、およびMicFの量の減少が観察された
（図 5、10、14、15）。このことから、Hfqとの機能的結合領域に変異を持つ sRNA
は、野生株（hfq＋株）においても量の減少が予想され、その結果、標的mRNA
の抑制機能が損なわれた sRNA 変異の原因を結論することは困難になる。すな
わち、sRNA 量の減少によるものか、あるいは sRNA 機能の欠失によるものか
を判断できない。SgrSの 3’末端のポリ U配列を短鎖化させた SgrS-4Uは量が
減少した一方で、ターミネーターの一部であるステム構造を延長させた

SgrS-LS4Uは SgrS-LS8Uと同等量確認された（図 6B、上、レーン 2、3）。ま
た SgrS-LS4Uは、ptsG mRNAの抑制活性を損ない、Hfqとの結合も確認され
なかった（図 6B、下、レーン 3、図 7、下、レーン 4）。これらの結果から、SgrS3’
末端のポリ U 配列の短鎖化による ptsG mRNA 抑制機能の欠損が、SgrS 量の
減少ではなく、SgrS 機能が損なわれた結果であると結論した。同様に、RyhB
では、多コピープラスミドを用いて量を調節することにより、標的mRNAの抑
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制機能が損なわれた原因が、sRNA 量の減少ではなく、sRNA 機能が損なわれ
た結果であることを確認した（図 11、レーン 3、4）。最近、Hfq 依存型 sRNA
の 1つである RybBにおいて、RybBの機能に影響をおよぼす点変異がスクリー
ニングにより単離された（15）。単離された点変異の中には、in vitroにおいて
Hfq との結合が弱くなっている変異体もあったことから、単離された点変異を
含む領域が Hfq機能的結合領域であることが示唆された。しかしながら、in vivo
においては、SgrSと同様に点変異 RybB量の減少が観察されたため、点変異に
より標的mRNA抑制機能が損なわれた原因の最終的な結論は不十分だと考えら
れる。点変異 RybBにおいても、本研究で行った LSの構築、あるいは多コピー
プラスミドを利用した方法により検証することで、単離された RybB の点変異
が標的mRNA抑制機能に影響を与えた原因を強く結論することができると考え
る。 

図 6 の結果から、ターミネーターを構成するステム構造を延長すると、
Hfq非存在下においても SgrSが安定化することが見いだされた（図 6B、上、
レーン 2、5）。この結果はターミネーターステムの延長、および Hfq との結合
が、SgrSに対して同じ質の安定化作用をもたらす可能性を示唆する。また、一
般的にターミネーター構造は転写後のRNAを3’エキソリボヌクレアーゼによる
分解から保護する役割を持つ（16、17）。これらと、SgrSの 3’末端ポリ U配列
が Hfqとの機能的結合に必須であることを合わせて考えると、Hfqは sRNAの
3’末端ポリ U 配列に結合することで 3’エキソリボヌクレアーゼによる分解から
sRNA を保護し安定化させる可能性が考えられる。また、この仮説は最近報告
された 6量体 Hfq/オリゴ RNA（6U）複合体の X線結晶構造の解析からも支持
される（27）。この結合様式においてHfqはRNAの 3’末端Uのリボース 3’位-OH
基を特異的に認識することが示された。この特徴は 3’末端ポリ U配列に結合し
た Hfq が 3’エキソリボヌクレアーゼによる分解から RNA を保護する際に合理
的である。今後は、hfq変異に加えて様々な 3’エキリボソヌクレアーゼに変異を
持つ株を作製し、sRNAの量を比較することで Hfqによる sRNA安定化作用の
理解が深まると思われる。 

本研究では、DNA 配列でのポリ T 配列を変化させることで、Hfq との
機能的相互作用における sRNA3’末端のポリU配列の重要性を明らかにしたが、
実際に in vivoでの sRNAの 3’末端の RNA配列の解析には至っていない。一般
的に、Rho因子非依存型ターミネーターの転写終結においてはポリ T（A）配列
上で RNA ポリメラーゼが鋳型 DNA から解離する結果、転写産物は異なる 3’
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末端を持つと考えられている（28）。また、転写のリードスルーや転写後のエキ
ソヌクレアーゼによるプロセシング（29）、および転写産物に対するポリ A鎖の
付加（30）が起こる可能性もある。すなわち、転写後の RNAの 3’末端は均一で
はなく、様々な 3’末端配列を持つ RNA 分子が混合して存在すると考えられる。
一方で、RyhB-4U が RyhB と比較して短くなっていることを示した（図 13）。
このことは RyhB-4Uの 3’末端ポリ U配列が RyhBのものよりも短い可能性を
示唆している。また、in vitroにおいて 3’末端ポリU配列の短い SgrSを合成し、
ゲルシフトアッセイを行った結果、in vivoの結果と同様に、3’末端ポリ U配列
の短い SgrS は Hfq との結合力が低下することを明らかにした（図 16B、レー
ン 7、8）。このことから、in vivoにおいても多くの SgrSが鋳型の Tの数に対
応した 3’末端配列を持つ可能性が示唆される。今後は、sRNAとその変異体の 3’
末端を 3’RACE 法等で決定することで実際の sRNA の 3’末端を解析し、sRNA
機能と転写終結の関係性についての理解を深めたい。また、この解析を通して、

分子機構の詳細が未解明である Rho 因子非依存型転写終結のメカニズムの全容
の解明につなげたい。 

Rho 因子非依存型ターミネーターは、多くの mRNA、および安定的な
RNAが 3’末端に保持する構造である（28、31）。ターミネーターポリ U配列の
主要な役割は転写終結のシグナルとして機能することである。本研究は sRNA
の標的 mRNA 抑制機能を制御するターミネーターポリ U 配列の新規の重要な
機能を明らかにしただけでなく、RNA代謝における Hfq、およびターミネータ
ーポリ U配列の新たな制御機能の可能性を提起している。すなわち、長い 3’末
端ポリ U配列を転写終結領域に持つ mRNAが Hfqとの結合により何らかの作
用を受ける可能性が考えられる。特に Hfq による安定化作用は長い 3’末端ポリ
U 配列を持つ mRNA においても観察される可能性がある。今後はΔhfq 株を用
いて、長い 3’末端ポリ U配列を持つmRNAの RNAの量の解析を行い、sRNA
以外の RNAにおける 3’末端ポリ U配列と Hfqの機能について検証したい。 
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培養条件 
本研究では液体培地として LB培地を用い、菌体は好気条件下において

37℃で培養した。波長 600 nmで濁度を計測し、菌体の増殖を測定した。sRNA
の誘導のためアラビノースを最終濃度 0.4%（RNAサンプル調製時）、あるいは
1%（タンパク質サンプル調製時）添加した。また必要に応じて kanamycin（最
終濃度 15 µg/ml）、ampicirin（最終濃度 50µg/ml）を加えた。 
 
本研究で用いた大腸菌とプラスミド DNA 
 本研究で用いた大腸菌株を表 3 に示す。本研究では、大腸菌 K12 株で
ある IT1568株（W3110 mlc）を野生株（hfq＋株）として、TM589株（Δhfq）
をΔhfq 株としてそれぞれ用いた。TM771 株（ΔsgrR-sgrS, hfq-FLAG-cat）を
構築するため、TM615株（hfq-FLAG-cat）の hfq-FLAG-cat遺伝子を TM542
株（ΔsgrR-sgrS）に P1トランスダクションにより移した。 

本研究で用いたプラスミド DNAを表 3に示す。W3110ゲノム DNAあ
るいはプラスミド DNAを鋳型に PCRを行った。プライマーとして表 4に示す
DNA オリゴを用いた。araC-araBAD プロモーター領域から転写開始点までを
含む DNA断片を PCRで増幅させ、EcoRIと SalIで処理し、同処理をした少コ
ピープラスミドの pMW218 にクローニングし pAraS を構築した。同様に、
araC-araBAD プロモーターの DNA断片を PCR で増幅させ、 EcoRI と XbaI
で処理し、同処理をした pMW218にクローニングし pAraXを構築した。sRNA
変異体については、各変異体の転写領域を含む DNA 断片を増幅させ、SalI と
HindIII、あるいは XbaIと HindIIIで処理し、同処理をした pAraS、あるいは
pAraXを DNA断片とのライゲーション反応により連結させ、プラスミド DNA
を構築した。シークエンス反応により構築物を確認した。また pRyhB、および
pRyhB-4Uを EcoRI、HindIII処理し得られた DNAフラグメントを、同様の処
理をした多コピープラスミドの pTWV228にサブクローニングし pT-RyhB、お
よび pT-RyhB-4Uを得た。 
 
RNA の抽出 

培養液に氷を加えて急冷し、直ちに遠心分離（3.5 krpm、5 分、4 oC）
し、集菌した。菌体を400 µl RNAバッファー（0.5 % SDS、 20 mM CH3COONa、
10 mM EDTA（pH 5.5））に懸濁した。RNAバッファー飽和フェノールを等量
加え、65 oCで 5分間緩やかに振盪した後、遠心分離（12 krpm、5分、室温）
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し、上清に 2.5倍量のエタノールを加え、遠心分離（13 krpm、10分、4 oC）
により沈殿を得た。この沈殿を 70%エタノールでリンスした後、400 µl RNAバ
ッファーに溶解させ、1 mlのエタノールを加えた。この操作を 2回繰り返した。
得られた沈殿を自然乾燥させ、適量の RNA バッファーに溶解させた。吸光度
を計測し、RNA濃度を測定した。 
 
ノーザンブロッティング 

抽出した RNA試料の必要量を deionized formamide溶液（1 xMOPS 
buffer、6 % formaldehyde、50% folmamide、4%glycerol）に溶解させた後、
65 oCで 5分間加温した。氷上に 5分間静置させた後、RNA Dyeを加え、1.2 % 
アガロースゲル（1 xMOPS buffer、6 % formaldehyde）で電気泳動した（図 1
のみ 1.8 % アガロースゲルを用いた）。泳動後、ゲル中の RNAをキャピラリー
ブロッティングによりナイロンメンブレン（GE healthcare社、HybondTM-N＋）

に転写した。ブロッティングバッファーには 20xSSC（3 M NaCl、0.3 M sodium 
citrate）を用いた。50 mM NaOHによるアルカリ固定処理により RNAをメン
ブレンに固定した。ハイブリダイゼーションバッファー（DIG Easy Hyb 
Granules（Roche 社））にメンブレンを加え、50℃で 10 分間反応させた。10
分後、PCR DIG probe Synthesis Kit（Roche社）を用いて合成した DNAプロ
ーブを加えて、さらに 50 oC で一晩反応させた。メンブレンを洗浄バッファー
（0.2 xSSC、0.1 % SDS）で洗浄した。洗浄したメンブレンをマレイン酸バッ
ファー（100 mM maleic acid、150 mM NaCl pH 7.5）で平衡化させた後、ブ
ロッキングバッファー（liquid blocking agent （Roche社））：マレイン酸バッ
ファー=1：10）で 20分間振盪した。さらにブロッキングバッファーで希釈した 
Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments（Roche社、1/10000希釈）で 1時間反応
させた。0.3 % Tweenマレイン酸バッファーでメンブレンを洗浄した後、pHを
緩衝するために 10 ml buffer A（100 mM Tris-HCl pH 9.5、300 mM NaCl）で
5分間処理した。CDP-star detection reagent（Roche社）をメンブレンの表面
に注ぎ、アルカリホスファターゼ反応（室温、10 分）を行い、X 線フィルムを
感光させた。  

図 11では 8M尿素 10%ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動によ
り試料を分離した。泳動前には 6µLの RNAバッファーに溶かした RNA試料を
等量の PA（10mM EDTA pH8.0、80% folmamide、0.2% bromophenol blue、
0.2% xylenecianol）と混ぜ、97℃で 5分間加温し、氷上で 5分間静置した。泳
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動後はゲルを 0.5 x TBE（45mM Tris-borate, pH8.3、1mM EDTA）で 15分間、
2.5 x TBEで 30分間、0.5 x TBEで 15分間処理した。その後ゲル中の RNAを
ホライズブロット（アトー株式会社）でナイロンメンブレンに転写した。ブロ

ッティングバッファーには 0.5 x TBEを用いた。転写後はアガロースゲルの場
合と同じ操作を行った。 

DIGラベルのDNAプローブはDIG-dUTPを用いた PCRにより調製し
た。以下にそれぞれの相補領域、および長さを示す。ptsGプローブ: ptsG mRNA
の 5’領域の 305bp。SgrSプローブ 1: SgrSの 5’側の 1-150塩基の 150bp。SgrS
プローブ 2: SgrSの 3’側の 168-227塩基の 60bp。sodBプローブ: sodB mRNA
の5’領域の210bp。RyhBプローブ: ryhBの87bp。ompAプローブ: ompA mRNA
の 5’領域の 235bp。ompFプローブ: ompF mRNAの 5’領域の 220bp。MicFプ
ローブ: micFの 85bp。MicAプローブには micAの 1-50塩基アンチセンス鎖の
5’末端 DIGラベル合成 DNA（理科研）を用いた。RNAマーカーとして RA Low 
II Easy Load（BioDynamics Laboratory）を用いた。 
 
ウェスタンブロッティング 
 試料は以下のように調製した。培養液を分注し、遠心分離（12 krpm、
1分、4 oC）した後、上清を取り除いた。細胞は純水と 2 x SDS buffer（120 mM 
Tris-HCl pH 6.8、3.8 % SDS、19 % グリセロール、9.6 % b-メルカプトエタノ
ール、0.02 % bromophenol blue）で懸濁した。抽出したタンパク質試料の必要
量を 100 oCで 5分間加温した後、SDS-PAGEにより分離した。分離後ゲルを
Milli-BlotTM Graphite Electoblotter（Millipore）を用いてメンブレン
（Immobilion PDVF）に転写した（2.5 mA/ cm2）。転写後のメンブレンは 5 %
スキムミルク-Tween-PBS（0.1 % Tween、0.15 M NaCl、10 mM NaH2/Na2HPO4 
pH7.5）で 30 分~一晩ブロッキングした。5 %スキムミルク-Tween-PBS で
1/5000に希釈した一次抗体（抗 IIBGlc抗体、あるいは抗 FLAG抗体）を 50分
間反応させ、その後 Tween-PBSで 15分間洗浄した。続いて、5 %スキムミル
ク-Tween-PBS で 1/5000 に希釈した二次抗体を 50 分間反応させ、その後
Tween-PBSで 15分間洗浄した。メンブレンを ECL Western blotting検出シス
テムにより検出した。 
 
免疫沈降 
 各プラスミド DNA で形質転換させた TM771 株（ΔsgrR-sgrS, 
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hfq-FLAG-cat）、あるいは TM615株（hfq-FLAG-cat）を 200mLの LB培地で
波長 600 nm=0.6まで培養し、集菌した。ペレットは 10mLの STEバッファー
(100mM NaCl、10mM Tris-HCl pH8.0、1mM EDTA)で洗浄した。その後ペレ
ットを氷上で 10mLの IPバッファー(20mM Tris-HCl pH8.0、0.1M KCl、5mM 
MgCl2、10% グリセロール、0.1% Tween20)に懸濁した。懸濁液を超音波破砕
し、遠心分離（4500rpm、30分、4 oC）した。その後、上清（粗抽出液）を抗
FLAGアガロースビーズ液（Sigma）と、4 oCで 30分間インキュベーションし
た。混合液はmini chromatography column（BioRad）により精製した。アガ
ロースビーズは 10mL の IP バッファーにより 2 回洗浄した。アガロースビー
ズに結合したタンパク質は 0.4mg/mL FLAGペプチド（Sigma）含有の 50µL IP 
バッファーで抽出し、結合画分（B）とした。各サンプルを抗 FLAG 抗体を用
いたウェスタンブロッティングにより解析した。RNAの解析のため、粗抽出画
分（10 µL）と結合画分（10 µL）をフェノール処理し、エタノール沈殿させた
後、10 µL の RNA バッファーに溶かした。その内 5 µL をノーザンブロッティ
ングに用いた。 
 
in vitro 転写系を用いた RNA の調製 

in vitro転写反応に用いる鋳型 DNA断片を PCRにより調製した。鋳型
として pSgrSを用い、Forwardプライマーには 1331を、Reverseプライマー
には各変異 SgrS-Sに応じて設計したもの(表 4)を用いた。1331は T7プロモー
ター配列に続いて SgrSの 168-197の配列を持つ。これにより全ての SgrSの鋳
型 DNA において SgrS の 1-167 塩基に当たる領域を欠失させた。PCR 産物は
ポリアクリルアミドゲル電気泳動で濃度、長さを確認した後、in vitro転写に用
いた。 

in vitro 転写反応には CUGA7（ニッポンジーンテク）を用い、調製し
た鋳型DNA断片を用いて転写反応を行った。32Pラベル SgrS-Sの作製時には、
転写反応液に[α-32P]-UTP（Perkin Elmer）を加えた。転写産物は 5%ポリアク
リルアミドゲルでサイズ、濃度を確認した。また、非標識の SgrS変異体につい
ては吸光度から RNA濃度を測定した。 
 
ゲルシフトアッセイ 

Hfq-His6はMakiらの方法に従い、精製した（8）。reaction buffer（20mM 
Tris-HCl pH8.0 、 1mM DTT 、 1mM MgCl2 、 20mM KCl 、 10mM 
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Na2HPO4-NaH2PO4, pH8.0）内で、32P ラベル SgrS-S（0.2pmol）、Hfq-His6

（0.2pmol）、非標識の SgrS-S変異体（4、あるいは 8pmol）、および Yeast tRNA
（1µg）を混合し 37℃で 15 分間インキュベーションした（全 5µl）。その後、
loading dye（20%glycerol、0.04% bromophenol blue）を 5µl加えて、全 10µl を
4%の非変性ポリアクリルアミドゲル（0.5 x TBE, 5% glycerolを含む）で分離
した。電気泳動は 4℃で行った。電気泳動後、ゲルを減圧乾燥して、オートラジ
オグラフィで検出した。 
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表 1 本研究で用いた sRNA の Rho 因子非依存型ターミネーター周辺の  
塩基配列  

 

sgrS/sgrS-S  5’-CCCGCCAGCAGATTATACCTGCTGGTTTTTTTTAT-3’ 

sgrS-LM  5’-CCCGCCAGCAGACGCGACCTGCTGGTTTTTTTTAT-3’ 

sgrS-SM1  5’-CCCGGGTCGTCATTATACGACGACCTTTTTTTTAT-3’ 

sgrS-SM2  5’-CCCGGACGACCATTATACGGTCGTCTTTTTTTTAT-3’ 

sgrS-7T  5’-CCCGCCAGCAGATTATACCTGCTGGTTTTTTTAT-3’ 

sgrS-6T  5’-CCCGCCAGCAGATTATACCTGCTGGTTTTTTAT-3’ 

sgrS-5T  5’-CCCGCCAGCAGATTATACCTGCTGGTTTTTAT-3’ 

sgrS-4T  5’-CCCGCCAGCAGATTATACCTGCTGGTTTTAT-3’ 

sgrS-LS8T  5’-CCCGCCAGCAGCCCCATTATACGGGGCTGCTGGTTTTTTTTAT-3’ 

sgrS-LS4T  5’-CCCGCCAGCAGCCCCATTATACGGGGCTGCTGGTTTTAT-3’ 

sgrS-ryhB  5’-CCCAGCCAGCCGGGTGCTGGCTTTTTTTTTGA-3’ 

sgrS-oxyS  5’-CCCGCGGATCTCCAGGATCCGCTTTTTTTTGC-3’ 

sgrS-flhC  5’-CCCAGCAGCGGTAACGACGTACCGCTGCTTTTTTTTGC-3’ 

sgrS-pyrL  5’-CCCAGCCCCTCAATCGAGGGGCTTTTTTTTGC-3’ 

ryhB  5’-CTTAGCCAGCCGGGTGCTGGCTTTTTTTTTGA-3’ 

ryhB-4T  5’-CTTAGCCAGCCGGGTGCTGGCTTTTGA-3’ 

micA  5’-TTTTGGCCACTCACGAGTGGCCTTTTTCTTTTCTGTCAGG-3’ 

micA-4T  5’-TTTTGGCCACTCACGAGTGGCCTTTTCAGG-3’ 

micF  5’-TCAACCGGATGCCTCGCATTCGGTTTTTTTTACCC-3’ 

micF-4T  5’-TCAACCGGATGCCTCGCATTCGGTTTTACCC-3’ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 48 

表 2 大腸菌の Hfq 結合型 sRNA の Rho 因子非依存型ターミネーターの  
3’末端ポリ U（T）配列  

Name of sRNA gene  Sequence of polyT tail of rho-independent terminator 

ryhB TTTTTTTTT (9T) 

micC TTTTTTTTT (9T) 

sgrS TTTTTTTTATT (8TA2T) 

rseX TTTTTTTT (8T) 

oxyS TTTTTTTT (8T) 

omrA TTTTTTTT (8T) 

omrB TTTTTTTT (8T) 

micF TTTTTTTT (8T) 

gcvB TTTTTTTT (8T) 

rprA TTTTTTTT (8T) 

mgrR TTTTTTTT (8T) 

dsrA TTTTTTTATT (7TA2T) 

glmZ TTTTTTTAT (7TAT) 

chiX (micM) TTTTTTT (7T) 

spf (SpoT42) TTTTTTATT (6TA2T) 

rybB TTTTTTGTT (6TG2T) 

arcZ TTTTTT (6T) 

micA TTTTTCTTTT (5TC4T) 

rydC TTTTCTTT (4TC3T) 

cyaR TTATTTTTT (2TA6T) 

塩基配列は KEGGデータベース(http://www.genome.jp/kegg/)から取得した。 
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表 3 本研究で用いた大腸菌 K12 株、およびプラスミド DNA 

Strain/plasmid     Relevant genotype and property  Source/reference 

Strain 
IT1568 W3110mlc   Laboratory stock 

TM589 W3110mlc Δ hfq   Morita et al. (2005) 
TM542 W3110mlc Δ (sgrR-sgrS)   Kawamoto et al. 
(2005) 
TM615 W3110mlc hfq-FLAG-cat   Morita et al. (2005) 
TM771 W3110mlc Δ (sgrR-sgrS) hfq-FLAG-cat   This study 

 
Plasmid 
 pMW218   Low copy number plasmid vector NIPPON GENE 
 pAraS    Derivative of pMW218 carrying the araC-PBAD This study 
 pAraX  Derivative of pMW218 carrying the araC-PBAD  This study 

pSgrS Derivative of pAraS carrying the sgrS This study 
pSgrS-S Derivative of pAraX carrying the sgrS-S This study 
pSgrS-LM Derivative of pAraS carrying the sgrS-LM This study 
pSgrS-SM1 Derivative of pAraS carrying the sgrS-SM1 This study 
pSgrS-SM2 Derivative of pAraS carrying the sgrS-SM2 This study 
pSgrS-7U Derivative of pAraS carrying the sgrS-7T This study 
pSgrS-6U Derivative of pAraS carrying the sgrS-6T This study 
pSgrS-5U Derivative of pAraS carrying the sgrS-5T This study 
pSgrS-4U Derivative of pAraS carrying the sgrS-4T This study 
pSgrS-LS8U Derivative of pAraS carrying the sgrS-LS8T This study 
pSgrS-LS4U Derivative of pAraS carrying the sgrS-LS4T This study 
pSgrS-RyhB Derivative of pAraS carrying the sgrS-ryhB This study 
pSgrS-OxyS Derivative of pAraS carrying the sgrS-oxyS This study 
pSgrS-flhC Derivative of pAraS carrying the sgrS-flhC This study 
pSgrS-pyrL Derivative of pAraS carrying the sgrS-pyrL This study 
pRyhB Derivative of pAraX carrying the ryhB This study 
pRyhB-4U Derivative of pAraX carrying the ryhB-4T This study 
pMicA Derivative of pAraX carrying the micA This study 
pMicA-4U Derivative of pAraX carrying the micA-4T This study 
pMicF Derivative of pAraX carrying the micF This study 
pMicF-4U Derivative of pAraX carrying the micF-4T This study 
pTWV228 High copy number plasmid vector  TAKARA 
pT-RyhB Derivative of pTWV228 carrying the araC-PBAD-ryhB  This study 
pT-RyhB-4U Derivative of pTWV228 carrying the araC-PBAD-ryhB-4T  This study 
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図 4 本研究で用いた DNA プライマー  

primer     sequence    plasmid or in vitro DNA template 

926 CCCCCGAATTCCTGATTCGTTACCAA     pAraS, pAraX (F) 

927 CCCCGTCGACGGTATGGAGAAACAGTAG     pAraS (R) 

975 CGCGTCTAGAAACAGTAGAGAGTT     pAraX (R) 

928 CCCCGTCGACGATGAAGCAAGGGGG     pSgrS, pSgrS-LM, -SM1, -SM2, 

         -4U, -5U, -6U, -7U, -LS8U,  

         -LS4U, -RyhB, -OxyS,-flhC, 

         -pyrL (F) 

930 CCCAAGCTTATAAAAAAAACCAGCAGG     pSgrS (R) 

1127 GCGCTCTAGATAGTGTGACTGAGTATTGGT     pSgrS-S (F) 

929 CCCAAGCTTGATAGCCATCAAACAGC     pSgrS-S (R) 

1236  CCCAAGCTTATAAAAAAAACCAGCAGGTCGCGTCTGCTGGCGGGTGATTTTACAC  pSgrS-LM (R) 

HO14 CCCAAGCTTATAAAAAAAAGGTCGTCGTATAATGACGACCCGGGTGATTTTACAC  pSgrS-SM1 (R) 

HO15 CCCAAGCTTATAAAAAAAAGACGACCGTATAATGGTCGTCCGGGTGATTTTACAC  pSgrS-SM2 (R) 

HO17 CCCAAGCTTATAAAACCAGCAGGTATAATCTGCT     pSgrS-4U (R) 

HO18 CCCAAGCTTATAAAAACCAGCAGGTATAATCTGCT    pSgrS-5U (R) 

HO19 CCCAAGCTTATAAAAAACCAGCAGGTATAATCTGCT    pSgrS-6U (R) 

HO20 CCCAAGCTTATAAAAAAACCAGCAGGTATAATCTGCT    pSgrS-7U (R) 

1118 CCCAAGCTTATAAAAAAAACCAGCAGCCCCGTATAATGGGGCTGCTGGCGGGTGATTTTAC  pSgrS-LS8U (R) 

1120 CCCAAGCTTATAAAACCAGCAGCCCCGTATAATGGGGCTGCTGGCGGGTGATTTTAC  pSgrS-LS4U (R) 

1176 CCCAAGCTTACGAAAGATCAAAAAAAAAGCCAGCACCCGGCTGGCTGGGTGATTTTACACCAATAC pSgrS-RyhB (R) 

1177 CCCAAGCTTTTTTTATGGCAAAAAAAAGCGGATCCTGGAGATCCGCGGGTGATTTTACACCAATAC pSgrS-OxyS (R) 

1172 CCCAAGCTTCGATTGGGGCAAAAAAAAGCAGCGGTACGTCGTTACCGCTGCTGGGTGATTTTACACCAATAC pSgrS-flhC (R) 

1171  CCCAAGCTTACGCCTGGGCAAAAAAAAGCCCCTCGATTGAGGGGCTGGGTGATTTTACACCAATAC pSgrS-pyrL (R) 

1144 GCGCTCTAGATAGCGATCAGGAAGACCCTC     pRyhB, pRyhB-4U (F) 

1145 CCCAAGCTTTGAGAACGAAAGATCAAAAA     pRyhB (R) 

1152 CCCAAGCTTTGAGAACGAAAGATCAAAAGCCAGCACCCGGCTGG   pRyhB-4U (R) 

1148 GCGCTCTAGATAGAAAGACGCGCATTTGTT     pMicA, pMicA-4U (F) 

1149 CCCAAGCTTTGGAAAAACACGCCTGACAG     pMicA (R) 

1154 CCCAAGCTTTGGAAAAACACGCCTGAAAAGGCCACTCGTGAGTGG   pMicA-4U (R) 

1150 GCGCTCTAGATAGCTATCATCATTAACTTT     pMicF, pMicF-4U (F) 

1151 CCCAAGCTTAAAAGTGTGTAAAGAAGGGT     pMicF (R) 

1155 CCCAAGCTTAAAAGTGTGTAAAGAAGGGTAAAACCGAATGCGAGGCATC   pMicF-4U (R) 

 

1331 GAATTAATACGACTCACTATAGGTGTGACTGAGTATTGGTGTAAAATCACCC   T7 promoter-SgrS168 (F) 

1332 AAAAAAAACCAGCAGGTATAATCTGCTGGC     SgrS-8U (R) 

1333 AAAACCAGCAGGTATAATCTGCTGGC     SgrS-4U (R) 

1338 AAAAAAAAAAAACCAGCAGGTATAATCTGCTGGC    SgrS-12U (R) 
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