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 機能性小分子 RNA（small RNA; sRNA）は、転写後段階で塩基対形成
を介して標的 mRNAの発現を調節している。sRNAと mRNA間の塩基対形成
は RNAシャペロンである Hfqによって促進される。sRNAは、mRNAとの塩
基対形成領域、Hfq 結合領域、Rho 非依存性ターミネーターの 3 つの機能的領
域を有している。sRNA が Hfq の塩基対形成促進作用を享受するために、Hfq
結合領域は必須な領域であるが、機能的結合に必要な RNA配列の特徴や構造組
成は部分的にしか明らかになっていない。最近、本研究グループは、大腸菌 sRNA
のRho非依存性ターミネーターの長いポリU配列がHfqとの機能的結合に必須
であることを証明した。本研究は、最も解析の進んでいる sRNA の１つである
SgrSをモデルに、Hfq/sRNAの機能的結合に十分な sRNA領域の決定を目的と
した。本研究における遺伝子変異解析および生化学的解析から、SgrS の Rho
非依存性ターミネーターのポリU配列に加えて、U-rich配列が直前に存在する
内部ステムループ構造が SgrS の Hfq との機能的結合に必要な領域であること
を明らかにした。これらの結果に基づいて、Hfq 依存性 sRNA の機能構造を解
析し、塩基対形成領域と Rho非依存性ターミネーターを含むHfq結合領域が近
接するという特徴を明らかにした。また、SgrSのHfq結合領域に任意のmRNA
の相補配列を連結させる手法により、任意のmRNAの発現を抑制した。これら
の結果から、Rho非依存性ターミネーターのポリU配列、およびU-rich配列が
直前に存在する内部ステムループ構造を合わせた領域が、Hfq との機能的結合
に十分な領域であること、すなわちHfq結合モジュールであると結論した。 
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    細菌において、RNA シャペロンである Hfq は、転写後段階で塩基対
形成を介して標的 mRNA の発現を調節する機能性小分子 RNA（small RNA; 
sRNA）の機能に必須である。Hfqは、Qβファージの感染の宿主因子（host factor 
required for the replication of Qβ bacteriophage）として同定されたタンパク
質であり(Franze de Fernandez et al., 1968)、その後の一連の解析により、細菌
に広く保存された、遺伝子発現、特に転写後発現制御に関わる主要因子である

と認識されている。Hfqは N末端側の Smドメインを介してドーナッツ型のホ
モ６量体の環構造を形成する（Moller et al., 2002; Schumacher et al., 2002; 
Zhang et al., 2002）。また、Hfqは RNA結合タンパク質であり、RNAシャペ
ロン活性が確認されている。sRNA の作用における Hfq の機能的な役割は、標
的 mRNAの翻訳や安定性を調節するために、sRNAと標的 mRNAの間の塩基
対形成を促進することである（Kawamoto et al., 2006）。sRNA による標的
mRNA の発現調節は、ほとんどの場合負に制御される（Gottesman & Storz, 
2010; Vogel & Luisi,2011）。Hfqのもう一つの役割は、sRNA-mRNAを不安定
化するために、エンドリボヌクレアーゼである RNase Eを標的mRNAにリク
ルートすることである（Morita et al., 2005）。また、Hfqにより sRNAが安定
化されることが知られている（Gottesman, 2004; Storz & Gottesman, 2006）。 
 Hfq依存性 sRNAは、標的mRNAとの塩基対形成領域、Hfq結合領域、
Rho 非依存性ターミネーターの少なくとも３つの機能的な要素を有している。
標的mRNAと部分的な相補性をもつ塩基対形成領域は、多くの sRNAで明確に
されている。塩基対形成領域で標的 mRNA と塩基対を形成することにより、
sRNAは標的mRNAの翻訳や安定性を調節する。また、GC-richな回文配列の
直後に連続したU塩基が続くRho非依存性ターミネーターの役割も明確にされ
ている。sRNAに限らず、多くの RNAの 3’末端に位置する Rho 非依存性ター
ミネーターの第一義的な役割は、転写を終結させることである。また、回文配

列により形成される RNAステムループ構造により、転写された RNAが安定化
されることも、ターミネーター領域の重要な役割である（Aiba et al., 1991）。 

その一方で、Hfq結合領域は sRNAと標的mRNAの間の塩基対形成を
促すHfq機能を享受するために必須な領域であるが、機能的結合に必要な RNA
配列の特徴や構造組成は部分的にしか明らかになっていない。これまでの X 線
結晶構造解析をはじめとした構造解析により、Hfq６量体は、proximal sideで
U-rich配列の RNAと、distal sideで A-rich配列の RNAと結合することが示
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された（Schumacher et al., 2002、Link et al.,2009）。また、生化学的解析によ
り、OxyS（Zhang et al., 2002）、Spot42（Moller et al., 2002）、DsrA（Brescia 
et al., 2003）、RyhB（Geissmann & Touati, 2004）、RybB（Balbomtin et al., 
2010）のようないくつかの sRNAにおいて、Hfqが AU-rich配列と優先的に結
合することが示された。これらの AU-rich配列の大部分は sRNA内部のステム
ループ構造の近くに位置している。このように、生化学的アプローチによる研

究成果が蓄積していく一方で、上述した解析が断片化した RNA を用いて in 
vitroで行われていること、またHfq結合領域に関する in vivoでの遺伝子変異
解析はほとんど行われていないことから、これらの RNA 配列が sRNA 機能に
直結するHfq結合領域であるかについては不明である。 

最近、本研究グループの大鷹らの解析により、大腸菌 sRNA のターミ
ネーターの長いポリU配列がHfqとの機能的な結合に必須であることが証明さ
れた（Otaka et al., 2011）。また、Sauerらによる構造解析および生化学的解析
により、Hfqが in vitroにおいて RNA分子の 3’末端の U-rich配列に優先的に
結合することが示された（Sauer & Weichenrieder, 2011）。これらの解析結果
は、sRNA機能と直接関係する sRNAのHfq機能的結合領域を示した重要な研
究成果である。 

本研究は、SgrSをモデル sRNAとして、sRNA機能に対する、ターミ
ネーターのポリU配列以外の領域、特に AU-richな潜在的Hfq結合領域の役割
を検証し、Hfq/sRNA の機能的結合に十分な sRNA 領域の決定を目的とした。
SgrS は、大腸菌においてグルコースリン酸ストレス下で発現が誘導される
sRNAで（Vanderpool & Gottesman, 2004）、最も解析が進んでいるHfq依存
性 sRNAの１つである。SgrSは、部分的な塩基対形成を介して、グルコース透
過装置タンパク質 IICBGlcをコードする ptsG mRNAの翻訳開始領域と結合し、
ptsG mRNAの翻訳阻害と RNase Eによる速やかな分解を引き起こす（Aiba, 
2007）（図 1、P. 8）。本研究における遺伝子変異解析および生化学的解析から、
SgrS のターミネーターのポリ U 配列に加えて、U-rich 配列が直前に存在する
内部ステムループ構造が SgrS の Hfq との機能的結合に必要な領域であること
を明らかにした。また、ターミネーターのポリU配列、およびU-rich配列が直
前に存在する内部ステムループ構造を合わせた領域が、Hfq との機能的結合に
十分であること、すなわち sRNAのHfq結合モジュールであると結論した。 
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○ターミネーターの手前にあるステムループ構造は SgrSの機能に重要で
ある 

SgrSは、全長 227塩基であり、157-187塩基領域が ptsG mRNAの翻
訳開始領域と部分的に相補的な配列である（図 2A、P. 12）。また、本研究グル
ープの牧らは、このうち、168-181 塩基が ptsG mRNAの翻訳阻害を起こす十
分な塩基対形成領域であることを示した。その一方で、牧らは、183-187 塩基
に変異を持つ SgrS14が、塩基対形成領域として以外の役割で、ptsG mRNAの
抑制機能に影響を及ぼすことを示した（Maki et al, 2010）。このことは、183-187
塩基が Hfq との機能的結合に必要な領域である可能性を示唆する。この可能性
を検証する目的で、SgrSの 183-186塩基が 193-196塩基と塩基対を形成し、ス
テムループ構造を形成する可能性に着目した（図 2A、B）。また、このステムル
ープ構造のループ領域に潜在的 Hfq 結合領域である A-rich 配列（UAAAAU）
が、同様にステムループ構造の直前に潜在的 Hfq 結合領域である U-rich 配列
（UAUU）が存在する。そこで、SgrS機能に対する 179-182 塩基の UAUU、
187-192塩基のUAAAAU、および 183-186/193-196塩基での塩基対で形成され
るステムループ構造の重要性の検証を行った。 

最初に、183-196 塩基での内部ステムループ構造の重要性を検証する
目的で、SgrS14、および SgrS14R変異体を解析に用いた（図 3A、P. 13）。SgrS14
は、183-187塩基に変異を有する SgrS変異体であり、これまでの解析から ptsG 
mRNA 抑制機能を失っていることが示されている（Maki et al., 2010）。
SgrS14R は、SgrS14 に導入した 183-187 塩基の変異と塩基対を形成するよう
に、さらに 192-196 塩基に変異を導入した SgrS 変異体である（図 3A）。各々
の変異 sgrS 遺伝子を pQE80L プラスミド上の IPTG 誘導プロモーターの制御
下に置き、IPTG存在下で、SgrS、ptsG mRNAおよび IICBGlc（ptsG mRNA
の翻訳産物）の発現をノーザンブロッティングあるいはウェスタンブロッティ

ングにより解析した（図 3B）。その結果、野生株（hfq+）において、野生型 SgrS
が ptsG mRNAの発現を強く抑制した一方で、SgrS14は ptsG mRNAの抑制機
能が阻害された（図 3B、レーン 2、3）。また、ステムループ構造が再び形成さ
れるよう SgrS14にさらに変異を導入した SgrS14Rは ptsG mRNAを抑制した
（図 3B、レーン 4）。これらの結果は、内部ステムループ構造が SgrSの抑制機
能に重要であることを示している。次に、野生株（hfq+）と比較して、Δhfq 株
では野生型 SgrS量が減少した（図 3B、レーン 2、6）。このことは、Hfqが SgrS
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を安定化させることを示している。野生株（hfq+）において、SgrS14量は野生
型 SgrS量と比較してわずかに低下していた（図 3B、レーン 2、3）。また、SgrS14
量は野生株（hfq+）と比較して Δhfq株で低下していた（図 3B、レーン 3、7）。
これらの結果は、183-196塩基での内部ステムループ構造が、Hfqとの結合に部
分的に必要である可能性を示唆している。 
 SgrS14は183-187塩基の変異に加えて最小の塩基対形成領域の上流部
分にもいくつかの変異を有している（図 3A）。そこで、SgrSの機能における内
部ステムループ構造の役割をさらに検証するために、183-187 塩基にのみ変異
を導入した内部ステムループ構造の破壊変異体（SgrS14a、SgrS14b）を構築し
た（図 4A、P. 14）。また、SgrS14a あるいは SgrS14b に導入した変異と相補
的な配列を 192-196塩基にさらに導入した変異体（SgrS14aR、SgrS14bR）も
構築した（図 4A）。各々の変異 sgrS遺伝子を少コピー数のプラスミド上のアラ
ビノース誘導プロモーターの制御下に置き、野生株（hfq+）においてアラビノー

ス存在下でSgrS変異体のptsG mRNA抑制機能を解析した。その結果、SgrS14a
および SgrS14bは ptsG mRNA抑制機能を失っていた一方で、SgrS14aRおよ
び SgrS14bRは ptsG mRNA抑制機能を保持していた（図 4B、レーン 3~6）。
これらの結果は、図 3の結果と同様に、183-196塩基のステムループ構造が SgrS
機能に重要であることを示している。また、内部ステムループ構造の破壊変異

体（SgrS14a、SgrS14b）を多コピー数のプラスミド上から発現させた結果、
SgrS14aおよび SgrS14bの発現量が上昇し、ptsG mRNAはわずかに抑制され
た（図 4B、レーン 7、8）。これらの結果は、183-196塩基領域でステムループ
構造が形成されない場合においても、SgrSはわずかに機能を保持することを示
唆する。また、図 3 で示した SgrS14 が、多コピープラスミドから発現してい
るにもかかわらず、ptsG mRNA抑制機能をほぼ失っていたことは、SgrS14が
塩基対形成領域上流にも複数の点変異を持つためであると考える。 
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○内部ステムループ構造直前の U-rich 配列は SgrS の機能に関与する 
潜在的Hfq結合領域であるUAUU（179-182塩基）、およびUAAAAU

（187-192塩基）が内部ステムループ構造付近に存在する（図 2A、B）。これら
の配列が Hfq 依存的な SgrS の機能に関与するかを明らかにするために、これ
らの部位に変異を導入し、SgrSの ptsG mRNA抑制機能に対する影響を検証し
た。まず、ステムループ構造内のUAAAAUを GAGCACに置換した SgrS変異
体（SgrS-LGC）を構築し（図 5A、P. 16）、解析した結果、SgrS-LGCは ptsG 
mRNA抑制機能を保持していた（図 5B、レーン 3）。このことは、ループ領域
のUAAAAUが SgrSの ptsG mRNA抑制機能に関与しないことを示している。 

次に、SgrS機能における 179-182塩基の UAUUの重要性の検証を行
った。その際、179-181塩基のUAUは最小の塩基対形成領域と重複しているの
で、UAUUを CCGCに置換した SgrS-CCGCとともに、182塩基を Uから C
に置換した SgrS-182Cを構築し（図 5A）、これらの ptsG mRNA抑制機能を解
析した。解析の結果、SgrS-CCGCは ptsG mRNA抑制機能を欠失し、SgrS-182C
の ptsG mRNA抑制機能は大きく低下していた（図５B、レーン 4、5）。このこ
とは、UAUU が SgrS の機能に関与していることを示している。そこで、さら
に詳細にこの領域の重要性を検証するために、UAUUの重要性を ptsG mRNA
との塩基対形成と区別して解析することを目指し、UAUU の直前に UAU を挿
入した SgrSiを構築した（図 6A、P. 17）。この SgrSiは、野生型 SgrSと同様
に、168-181塩基に ptsG mRNAとの塩基対形成領域を持つ一方で、野生型 SgrS
とは異なり 182-185塩基にUAUUを持つため、内部ステムループ構造の直前に
位置するUAUUの機能をptsG mRNAとの塩基対形成と区別して解析すること
が可能である。解析の結果、UAUの挿入は SgrSの発現および ptsG mRNA抑
制機能に影響しなかった（図 6B、レーン 3）。また、182-185塩基のUAUUを
CCGC、UUUU、AAAAに置換した一連の SgrSi変異体を構築し（図 6A）、解
析した結果、SgrSiUUUU は ptsG mRNA 抑制機能を保持していた一方で、
SgrSiCCGCおよび SgrSiAAAAでは ptsG mRNA抑制機能は低下していた（図
6B、レーン 4~6）。これらの結果は、内部ステムループ構造直前の UAUU が、
ptsG mRNAとの塩基対形成以外の役割で、SgrSの ptsG mRNA抑制機能に関
与していることを示している。また、A-rich配列ではなくU-rich配列がステム
ループ構造の付近に存在するという性質が sRNA の機能に重要であることが強
く示唆された。 
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○U-rich 配列が直前に存在する内部ステムループ構造は Hfq との結合に
関与する 
 ここまでの一連の SgrS 変異体のノーザンブロッティング解析結果か
ら、内部ステムループ構造とその直前に存在するU-rich配列が SgrSのHfqと
の結合に関与することが示唆された。そこで次に、SgrS変異体とHfqとの結合
を in vivoで解析する目的で、染色体遺伝子から Hfq-FLAG を発現する株にお
いて、抗 FLAG抗体を用いて共沈実験を行った。細胞抽出液（crude extract; CE）
と anti-FLAG M2-agarose beadsを反応させ、agarose beadsに結合した画分
（bound; B）を、抗 FLAG抗体を用いてウェスタンブロッティングにより解析
した。また、フェノール処理により各画分から RNA試料を抽出し、SgrSプロ
ーブを用いたノーザンブロッティングにより解析した。その結果、野生型 SgrS
が効果的にHfq-FLAGと共沈降している一方で、短縮させたポリU配列をもつ
SgrS-LS4U は共沈降しなかった（図 7、レーン 6、10、P. 19）。これらの結果
は、これまでに本研究グループが報告した解析結果と一致する（Otaka et al., 
2011）。同条件下で、SgrS14b は Hfq-FLAG と共沈降しなかった（図 7、レー
ン 7）。その一方で、SgrS14bRは Hfq-FLAGと共沈降した（図 7、レーン 8）。
これらの結果は、183-196塩基において形成されるステムループ構造が SgrSの
Hfq との結合に重要であることを示している。また、Hfq-FLAG と共沈降した
SgrS-CCGCはわずかであった（図 7、レーン 9）。このことは、短縮させたポリ
U配列をもつ SgrS-LS4Uと比較すると影響は弱いが、SgrS-CCGCもHfqとの
結合能が低下していること、すなわちUAUU（179-182塩基）がHfqとの結合
に関与することを示している。以上の結果は、UAUU（179-182塩基）、ステム
ループ構造（183-196 塩基）および 3’末端のポリ U 配列（220-227 塩基）のす
べて、すなわち 179-227 塩基領域が SgrSの機能的な Hfq 結合領域であること
を強く示唆する。さらに、SgrS14b および SgrS-CCGC を過剰発現させた条件
下で、Hfq-FLAGとの結合を解析した結果、Hfq-FLAGと SgrS-CCGCとの結
合が弱く確認され、SgrS14b との結合がごくわずかに確認された（図 8、レー
ン 7、8、P. 20）。このことは、これらの SgrS変異体が Hfqとの結合能を完全
には失っていないことを示している。これらの結果は、図 3~6の SgrS機能解
析の結果を支持する。 
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○in vitro での SgrS 変異体の Hfq 結合 
ここまでの遺伝子変異解析および生化学的解析から、in vivoにおいて、

内部ステムループ構造（183-196塩基）、UAUU（179-182塩基）、3’末端のポリ
U配列（220-227塩基）に変異を導入することで、SgrSの ptsG mRNA抑制機
能が阻害されること、また Hfq との結合が阻害されることが示された。そこで
次に、SgrSと Hfqとの結合をより詳細に解析することを目的として、in vitro
において SgrS変異体とHfqとの結合をゲルシフト実験により解析した。まず、
一定量の 32P標識した野生型 SgrS（32P-SgrS）を、濃度を段階的に増加させた
Hfq-His6 と混合し反応させた後に、非変性ゲル電気泳動により複合体の形成を

解析した。その結果、40 nMの 32P-SgrSと 20 nMのHfq-His6を反応させた時、

32P-SgrS単独に相当するバンドに加えて、32P-SgrS/Hfq-His6複合体（complex 
I）が観察された（図 9、レーン 2、P. 23）。また、40 nMの SgrSと 40nM Hfq-His6

を反応させた時、complex Iのバンドのみが検出された（図 9、レーン 3）。さら
に、反応させる Hfq-His6の量を増加させた条件下では、complex Iに加えて、
泳動度の遅い複合体の形成が観察された（図 9、レーン 4~7）。32P-SgrS:Hfq-His6

の比率が 2:1の時、32P-SgrS単独および complex Iに相当するバンド以外にバ
ンドが検出されなかったこと、また Hfq-His6 を過剰量加えた際に、

32P-SgrS/Hfq-His6の多量体のバンドが複数検出されたことから、complex Iが
最小の複合体であることが強く示唆された。また、混合した濃度比から、

SgrS/Hfq6は 1:1で結合している可能性が示唆された。 
 次に、非標識の SgrS、あるいは SgrS 変異体を用いて、32P-SgrS の
Hfq-His6との結合（complex Iの形成）に対する競合実験を行った。40 nMの
32P-SgrSと 80 nMのHfq-His6とを反応させた時、complex Iが検出された（図
10、レーン2、P. 24）。同条件下で、図に示す非標識のRNAを同時に加え、complex 
Iの形成阻害を観察した。200 nM、400 nMの非標識 SgrSを反応液に添加した
際に、complex Iの形成阻害が観察された（図 10、レーン 3、4）。このことは、
32P-SgrSと非標識 SgrSが競合的に Hfq と結合していることを示している。一
方で、ターミネーターのポリ U 配列を短縮した変異体である SgrS-4U は、

complex Iの形成に影響しなかった（図 10、レーン 5、6）。このことは、SgrS-4U
の Hfq 結合能が大きく低下していることを示している。この結果は、SgrS-4U
およびSgrS-LS4Uが in vivoでHfqとの結合能を失っていた結果と一致する（図
7、8；Otaka et al., 2011）。他の変異体に関しても、同様の競合実験を行なった。
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SgrS14b、および SgrS-CCGC は、野生型 SgrS に比べると影響は弱いが、
complex Iの形成を部分的に阻害した（図 10、レーン 7、8、11、12）。また、
complex Iの形成阻害は、SgrS-CCGCに比べて SgrS14bの方が弱かった。これ
らの結果は、これら２つの変異体で変異を導入した領域が Hfq との結合に関与
していることを示している。また、UAUU（179-182 塩基）よりも内部ステム
ループ構造（183-196 塩基）の方が Hfq との結合に重要であることを示してい
る。さらに、SgrS14bRは complex Iの形成を効果的に阻害した（図 10、レー
ン 9、10）。このことは、SgrS14bRの Hfq結合能が野生型 SgrSとほぼ同等で
あることを示している。これらの結果より、野生型 SgrS、および SgrS変異体
の相対的な Hfq 結合能が、SgrS = SgrS14bR > SgrSCCGC > SgrS14b > 
SgrS4U の順序で低下することが示唆された。すなわち、i) UAUU（179-182
塩基）、ii) 内部ステムループ構造（183-196 塩基）、および iii)ターミネーター
のポリU配列（220-227塩基）は、iii) > ii) > i)の順でHfqとの結合に重要であ
ることを示している。in vitroでの結合実験の結果から導かれたこれらの結合力
の順序は、図 7、8 で示した in vivoでの Hfq 結合実験の結果、および図 3~6
で示した SgrS の機能解析の結果と矛盾しない。したがって、これらの結果は、
SgrS変異体のptsG mRNA抑制機能とHfq結合能が相関関係にあることを強く
示唆している。すなわち、導入した変異は、SgrSのHfqとの機能的結合に影響
を及ぼすものであり、その結果、SgrSの ptsG mRNA抑制機能が阻害されたと
考えられる。また、それぞれの変異 SgrS の添加により、32P-SgrS/Hfq 結合と
競合させた際に、32P-SgrS単独のバンド、および complex Iに相当するバンド
のみが検出されたことから、i)-iii)の 3 ヶ所それぞれで、SgrS が複数の Hfq と
独立に結合している可能性は低いと考えられる。すなわち、SgrSの 183-227領
域が 1つのHfq機能単位と結合することを強く示唆している。 
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○ターミネーターのステムループ構造の直前に U-rich 配列をもつ SgrS
変異体は機能的である 

ここまでの結果から、ステムループ構造の直前にU-richな配列が存在
することが、Hfq との機能的な結合に必要であることが示された。このことか
ら、内部ステムループ構造を破壊した SgrS変異体においても、ターミネーター
のステムループ構造の直前に U-rich 配列が位置するよう変異を導入すれば、
Hfq と機能的な結合ができる可能性が考えられる。この可能性を検証する目的
で、SgrS14aの 193-196塩基領域をUUUUに置換した SgrS14aUUUUを構築
し（図 11A、P. 27）、ptsG mRNA抑制機能を解析した。その結果、SgrS14aUUUU
はHfq依存的に ptsG mRNAを抑制した（図 11B、レーン 3、6）。一方で、SgrS14a
の 193-196塩基領域をAAAAあるいはCCCCに置換した SgrS変異体（図 11A）
では、ptsG mRNAの抑制機能が阻害された（図 11B、レーン 4、5）。これらの
結果は、内部ステムループ構造の代わりにターミネーターのステムループ構造

の直前に U-rich 配列を配置した場合においても、SgrSが Hfq 依存的に機能す
ることを示す。野生株（hfq+）において、SgrS14aUUUU量が SgrS14a量と比
較して増加した（図 11B、レーン 2、3）。また、Δhfq株において、SgrS14aUUUU
量が野生株（hfq+）と比較して減少した（図 11B、レーン 3、6）。このことは、
SgrS14aUUUUがHfqと結合することを強く示唆している。これらの結果から、
U-rich配列＋ステムループ構造が sRNAとHfqとの結合に重要な一般的特徴で
ある可能性が示唆された。 

次に、sRNA/Hfqの機能的結合におけるU-rich配列＋ステムループ構
造の重要性をさらに検証する目的で、SgrS の 183-196 塩基を欠失した場合、
UAUU（179-182 塩基）がターミネーターステムの直前に位置するようになる
ことに着目した。そこで、SgrS183-196領域を段階的に欠失させた SgrS変異体
（SgrSΔ5、SgrS Δ10、SgrS Δ14）を構築し（図 12A、P. 28）、ptsG mRNAの
抑制機能に対する影響を解析した。その結果、野生株（hfq+）において、SgrSΔ14
は ptsG mRNAを抑制した一方で、Δhfq株では抑制しなかった（図 12B、レー
ン 6、7）。このことは、UAUU が直前に存在するターミネーターのステムルー
プ構造がHfq結合領域として機能するのに十分であることを示している。また、
SgrSΔ10（Δ183−192塩基）、SgrSΔ5（Δ183−187塩基）は、ptsG mRNAを抑制
しなかった（図 12B、レーン 4、5）。これらの SgrS 変異体は、UAUU がター
ミネーターステムからそれぞれ 5あるいは 10塩基離れている。これらの結果は、
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U-rich配列がHfq結合のシグナルとして機能するためには、ステムループ構造
の直前、少なくとも 4塩基以内に存在しなければならないことを示している。 
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○SgrS の機能に対する Hfq 結合領域と塩基対形成領域の間の距離の影響  
図11で示したSgrS14aUUUUがptsG mRNAを抑制した結果は、ptsG 

mRNA抑制機能を失うことなく、塩基対形成領域とHfq結合領域の間の一次配
列上の距離を少なくとも 10塩基離すことが可能であることを示している。そこ
で次に、sRNA の機能構造の理解を目的として、塩基対形成領域と Hfq 結合領
域の関係性、特に位置関係に着目し、塩基対形成領域と Hfq 結合領域の間の一
次配列上の距離を段階的に増加させることによる影響を解析した。解析には、

SgrSの 178塩基と 179塩基の間に 5から 40塩基までの異なる長さのスペーサ
ー配列を挿入した SgrS 変異体を用いた（図 13A、P. 31）。スペーサー配列に
は、gfp mRNA の配列から、それ自体では強固な二次構造を形成しないと予測
された領域の配列を選択した。また、構築したスペーサー変異体が目的としな

い二次構造を形成する可能性を減少させる目的で、SgrS 機能を有する最小の
SgrS-S（168-227 塩基領域）をもとにして、スペーサー配列を挿入した SgrS
変異体を構築した。解析の結果、10 塩基までのスペーサー配列を挿入しても、
SgrS の ptsG mRNA 抑制機能に影響しないことが示された（図 13B、レーン
2~4）。すなわち、Hfq結合領域が塩基対形成領域から一次配列上 10塩基以内（下
流）に存在している時には、sRNAは効果的に機能できることを示唆している。
また、スペーサー配列の長さをさらに増加させた SgrS 変異体（SgrS-S+15、
SgrS-S+20）は ptsG mRNA抑制機能が減少し、40塩基のスペーサー配列を挿
入した SgrS-S+40は、ptsG mRNA抑制機能が著しく低下した（図 13B、レー
ン 5~7）。 

SgrS-S+40をはじめとして、スペーサー配列が ptsG mRNA抑制機能
に影響を及ぼした原因には、２領域間の一次配列上の距離が離れたことで抑制

機能を失った可能性、および挿入したスペーサー配列が塩基対形成領域あるい

は Hfq 結合領域と塩基対を形成し、それぞれの領域の機能を阻害した可能性が
考えられる。そこで、これらの可能性を検証する目的で、まず SgrS-S+20、お
よび SgrS-S+40 と Hfqとの結合を、in vivo共沈実験により解析した。解析の
結果、SgrS-S+40および SgrS-S+20がHfq-FLAGと共沈降した（図 14、P. 32）。
この結果は、40塩基の挿入により SgrSの Hfq結合能は損なわれていないこと
を示している。次に、Mfoldプログラム（Zuker, 2003）による RNA二次構造
予測を行った結果、SgrS-S+10、SgrS-S+15、SgrS-S+20、SgrS-S+40 におい
て、スペーサー配列と塩基対形成領域が塩基対を形成することを確認した（図
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15、P. 33）。しかしながら、SgrS-S+10、および SgrS-S+15 が効果的な ptsG 
mRNA抑制機能を保持していたことから、予測されたスペーサー配列と塩基対
形成領域との塩基対は、塩基対形成領域の機能に影響を与えない可能性が高い

と考えられる。また、RNA二次構造予測の結果、全てのスペーサー配列がHfq
結合領域の二次構造に影響を与えないことを確認した。これらの結果から、塩

基対形成領域と Hfq 結合領域の間の一次配列上の距離は、sRNA 機能に重要な
意義を持つと結論づけた。すなわち、sRNAが効果的な標的mRNA抑制機能を
発揮するためには、塩基対形成領域が Hfq 結合領域の上流に近接する必要があ
ることが示された。 
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○人工的 Hfq 結合 sRNA のデザイン 
 図 13の結果から、標的 mRNA抑制機能を失うことなく、塩基対形成
領域と Hfq結合領域を 10塩基の範囲内で離すことが可能であることを示した。
このことは、一定の範囲内に存在すれば、２つの領域は独立に機能できること

を示している。また、牧らは、SgrSにおいて、効果的な ptsG mRNA抑制機能
に必要な塩基対形成領域が168-181塩基領域の14塩基で十分であることを示し
た（Maki et al., 2010）。これらのことから、任意のmRNAの翻訳開始領域と
相補的な14塩基以上の配列をHfq結合領域に連結させた場合、このキメラRNA
は任意の標的mRNAを効果的に抑制できることが予想される。この仮説を検証
するために、SgrSのHfq結合領域のすぐ上流に sodB mRNA、ompA mRNA、
ompF mRNAの翻訳開始領域と相補的な配列（20塩基）を有する人工的な sRNA
の発現系プラスミドを構築し（図 16A、P. 35）、これらの人工 sRNAの発現、
および標的 mRNA 抑制機能を解析した。その結果、野生株（hfq+）において、

全ての人工 sRNAが安定的に発現し、それぞれの標的mRNAの発現を効果的に
抑制した一方で、Δhfq株では抑制しなかった（図 16B）。また、Δhfq株におい
て、人工 sRNA量が野生株と比較して減少していた（図 16B）。これらの結果は、
構築したすべての人工 sRNAが Hfq 依存的に、対応する標的 mRNAを抑制す
ることを示している。この結果は、任意のmRNAの翻訳開始領域と相補的な配
列を Hfq 結合領域に連結させる手法により、任意の mRNAを抑制する Hfq 依
存性の人工 sRNAのデザインが可能であることを示している。 
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RNAシャペロン活性を持つHfqは、sRNAの機能に必須である。sRNA

作用機構におけるHfqの第一義的な役割は、sRNA/標的mRNA間の塩基対形成
を促進させることである。これまでに Hfq による sRNA/標的 mRNAの塩基対
形成促進の分子メカニズムとして 2つのモデルが提案されている（Storz et al., 
2004; Valentin-Hansen et al., 2004）。第一として、Hfqが RNAシャペロン活
性により、sRNAおよび標的mRNAの二次構造を再編し、それぞれの RNAを
塩基対形成に適した RNA構造に変化させることで、sRNA/標的mRNAの塩基
対形成を促進するというモデルである。第二のメカニズムは、Hfq が sRNA と
標的 mRNAの両方に結合し、その結果として sRNA、および標的 mRNAの局
所濃度を増加させ、塩基対形成を促進するというモデルである。これらの２つ

のモデルは相互に排他的ではない。最近、Hfqが sRNAおよびmRNAの構造を
再編することが、sRNA/標的mRNAの塩基対形成促進に重要であることがいく
つかの sRNA解析で示されている。その 1つとして、Soperらは、Hfqが rpoS 
mRNAのリーダー領域内の二次構造を再編することで、rpoS mRNAの塩基対
形成領域が開放され、DsrA sRNA/rpoS mRNA間の塩基対形成が可能になるこ
とを示した（Soper and Woodson, 2008）。また、牧らは、in vitroにおいて、
全長のSgrSはHfq非存在下では ptsG mRNAの翻訳を阻害しない一方で、SgrS
の最小の塩基対形成領域に対応する 14塩基の RNAオリゴヌクレオチドは Hfq
非存在下においても ptsG mRNAの翻訳を阻害することを示した（Maki et al., 
2010）。さらに Hao らは、塩基対形成領域以外の部分を大きく欠失した RyhB
変異体が、in vivoにおいてHfq非存在下で sodB mRNAを効果的に抑制するこ
とを示した（Hao et al, 2011）。これらの結果はすべて、Hfqの作用により sRNA
およびmRNAの構造が塩基対形成しやすいよう再編されることが、標的mRNA
の翻訳調節を引き起こすのに重要であることを強く示唆している。 

上述した一連の研究を含め、活発に研究が展開されていることから分

かるように、Hfqによる sRNA/mRNA間の塩基対形成促進メカニズムを詳細に
解明することは、未解決、かつ重要な研究課題である。そこで、本研究グルー

プでは、Hfqによる sRNA/mRNA間の塩基対形成促進機構の全容解明に取り組
み、最近大鷹らは、その成果の 1つとして、sRNAの Rho非依存性ターミネー
ターの長いポリ U配列が機能的な Hfq結合、および標的 mRNA抑制機能に必
須であることを明らかにした（Otaka et al., 2011）。本研究では、さらに
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sRNA/Hfq の機能的結合様式を明らかにする目的で種々の解析を行い、Hfq と
の機能的結合における sRNA内部のU-rich配列、およびステムループ構造の重
要性を明らかにした。これらの解析結果は、Hfqによる sRNA/mRNA間の塩基
対形成促進機構の全容の解明につながる重要な成果であると考えられる。 

本研究では、SgrSをモデル sRNAとして、Hfqとの機能的結合領域の
解析を行った。種々の SgrS 変異体に関する機能解析の結果、U-rich 配列が直
前に存在する内部ステムループ構造が、SgrSの ptsG mRNA抑制機能に必要で
あることを示した（図 3~6）。また、in vivoおよび in vitroでの結合実験により、
このU-rich配列が直前に存在する内部ステムループ構造が SgrSのHfqとの結
合に必要であることを示した（図 7~10）。さらに、塩基対形成領域が Hfq 結合
領域の上流の一定範囲内に存在すれば、sRNAが標的mRNA抑制機能を果たす
こと、またHfq結合領域の上流に任意に選択したmRNAとの相補配列を配置す
ると、Hfq 依存的に選択した mRNAを抑制できることを示した（図 11~16）。
これらのことから、SgrSのターミネーターのポリ U配列、および U-rich配列
が直前に存在する内部ステムループ構造を合わせた領域が、Hfq との機能的結
合に十分であること、すなわち、前後にポリ U 配列を持つ二重のステムループ
構造が機能的なHfq結合モジュールの１つの型であることを提案する。 

実際に、機能解析が比較的進んでいるHfq依存性 sRNAの中で、DsrA、
Spot42 を含むいくつかはこれらの特徴を共有している（表 1、P. 42）。また、
U-rich 配列がターミネーターのステムループ構造の直前に存在した場合には、
SgrS の内部ステムループ構造が Hfq の作用に必要ないことを示した（図 11、
12）。このことは、U-rich 配列が直前に存在し、長いポリ U 配列が続くターミ
ネーターのステムループ構造が、機能的な Hfq 結合モジュールの最もシンプル
な型である可能性を示している。実際に、RyhB、OxySを含むいくつかの sRNA
は Rho 非依存性ターミネーターの直前に U-rich 配列を有している（表 1）。現
在 Hfq 依存的に標的 mRNAを調節することが明らかになっている sRNAの大
半は、上述のどちらかの特徴を持っていることから、U-rich 配列が直前に存在
し、且つ 3’末端の長いポリ U配列が続く二重あるいは単一のステムループ構造
で構成される RNA 領域が、sRNA の一般的な Hfq 機能的モジュールであると
結論する。その一方で、MicCや OmrAを含む一部の sRNAは、ターミネータ
ーあるいは内部ステムループ構造の直前のU-rich配列を欠いているように見え
る（表 1）。これらの場合において、長いポリ U配列をもつターミネーターに加
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えて、効果的な Hfq 結合に何か他の要素が必要であるかを検証することは、興
味深い課題である。 
 Rho 非依存性ターミネーターは、Hfq 結合モジュールに完全に含まれ
ている。このことから、Hfq結合モジュールと Rho非依存性ターミネーターを
切り離すことはできない。その一方で、本研究の解析結果より、塩基対形成領

域はHfq結合モジュールから切り離すことが可能であることを示した。SgrSの
塩基対形成領域と Hfq 結合モジュールの間の距離を増加させることで段階的に
ptsG mRNA抑制機能が減少したが、塩基対形成領域を機能的 Hfq結合モジュ
ールから、少なくとも一次配列上 10 塩基長の距離で切り離しても、効果的な
ptsG mRNA抑制機能を保持できることを示した（図 13）。この結果より、Hfq
依存性 sRNAの機能構造として、少なくとも１つの塩基対形成領域と Rho非依
存性ターミネーターを含む Hfq 結合モジュールが近接するという特徴を明らか
にした。実際に、この見解に基づいて、任意のmRNAを抑制する人工 sRNAを
デザインすることに成功した（図 16）。 
 Hfq6量体構造に、少なくとも 2ヶ所の RNA結合領域があることが、
X 線結晶構造解析から示されている（Schumacher et al., 2002; Link et al., 
2009）。最近、Hfqの proximal sideにある RNA結合部位がU-richな RNAの
3’末端と優位に結合することが示された（Sauer & Weichenriender, 2011）。こ
のことから、proximal sideにある RNA結合部位を介して、Hfqは sRNAのタ
ーミネーターのポリ U 配列と結合している可能性が高い。本研究は、ターミネ
ーターのポリU配列に加えて、U-rich配列が直前に存在する内部ステムループ
構造も、SgrSのHfqとの機能的結合に必要であることを示した。ターミネータ
ーのポリU配列、および内部ステムループ構造の直前に存在するU-rich配列に、
単一の Hfq６量体が同時に結合するのか、あるいは、この 2 つの部位を異なる
複数のHfq６量体が認識するのかは、興味深い疑問である。Hfqが SgrSと安定
な 1:1の複合体を形成するという観察（図 9）、および in vitro競合実験におい
て、競合した条件下ではすべて単独の SgrSのバンドとして検出されたこと（図
10）は、単一の Hfq６量体がターミネーターのポリ U配列、および内部ステム
ループ構造の直前にあるU-rich配列と同時に結合するという前者の見解を支持
する。この場合、Hfqの proximal sideがターミネーターのポリ U配列と結合
する一方で、内部ステムループ構造の直前に存在するU-rich配列が同一のHfq 
分子の distal side 含む他の部分と結合する可能性が考えられる。最近、Wang
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らは、X 線結晶構造解析を含むいくつかの解析から、U-rich の RNA オリゴヌ
クレオチドが Hfq６量体の proximal side の RNA 結合部位だけでなく distal 
sideの RNA結合部位、およびその周縁とも相互作用することを示した（Wang 
et al., 2011）。また Sauerらは、RybB sRNAの内部Hfq結合領域に相当する 3’
末端にポリU配列を持つ 16塩基の RNAオリゴヌクレオチド（R16）を用いて、
興味深い解析を行った。彼らは、in vitroにおいて、野生型 RybB sRNA/Hfqを
結合させた状態で R16 を混合させても、R16 は Hfq と結合しなかった一方で、
3’末端の Uの OH基に修飾を加えた RybB sRNA（RybB-cP）と Hfqとを結合
させた状態においては、R16は Hfqと結合できることを示した。また、同条件
下で、Hfq/RybB-cP/R16 の三者複合体が一部検出された。これらの結果は、
sRNAの 3’末端のポリU配列が優先的にHfqと結合することを示した重要な結
果であるのと同時に、sRNAのターミネーターのポリU配列がHfqの proximal 
sideに結合する際に、同時に sRNAの内部Hfq結合領域がHfqのその他の領域
と結合する可能性を示唆するという点で、興味深い結果である（Sauer & 
Weichenrieder, 2011）。これらの結果は、sRNAのターミネーターのポリU配
列がHfq6量体の proximal sideの RNA結合部位で結合する一方で、sRNAの
内部ステムループ構造の直前に存在する U-rich 配列が、同一の Hfq6 量体の
distal sideの RNA結合部位などの他の部位と結合するという考えを支持する。
本研究で明らかにした Hfq結合モジュール（49塩基）に相当する RNAを用い
て、RNAフットプリント実験、および X線結晶構造解析を行うことにより、詳
細なHfq/sRNA結合様式が解明できると考える。 

これまでの解析より、ターミネーターのポリ U配列を 6塩基に短鎖化
した SgrS変異体は ptsG mRNA抑制機能が大きく低下し、4塩基に短鎖化した
SgrS変異体はほぼ機能を欠損することが示された（Otaka et al., 2011）。これ
らの結果は、SgrSの Hfq との機能的結合には 8 塩基の U 塩基が必要であるこ
とを示している。その一方で、本研究で明らかにした内部ステムループの直前

に位置するポリU配列は、4塩基のU配列で ptsG mRNA抑制機能を果たした
（図 5、6、11、12）。これらの結果は、ターミネーターのポリ U配列と内部ポ
リ U 配列のそれぞれの性質が異なる可能性を示す。すなわち、この可能性は、
上述したそれぞれのポリU配列がHfq6量体の異なるRNA結合部位で結合する
という考えを支持する。また、ターミネーターのステムループ構造の直前に 4
塩基のポリ U 配列、あるいは UAUU 配列を配置することで、内部ステムルー
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プを欠失させても SgrSが ptsG mRNA抑制機能を果たすことを示した一方で、
ターミネーターのステムループの直前に UAUU 配列を配置した SgrS 変異体
（SgrSΔ14）は、野生型 SgrSに比べるとわずかに ptsG mRNA抑制機能は弱か
った（図 12）。この結果は、最も効率良く標的 mRNAを抑制する sRNAは、2
つのステムループ構造を持つ SgrS 型の Hfq 結合モジュールである可能性を示
唆する。興味深いこれら 2つの点、すなわちターミネーターのポリ U配列、お
よび内部ポリU配列の性質の違い、あるいは Hfq結合モジュールにおけるステ
ムループ構造の数の意義についても、上述した SgrSのHfq結合モジュール（49
塩基）を用いた X 線結晶構造を含む RNA/タンパク質複合体解析により、詳細
を検証できると考える。 
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○菌株とプラスミド 
本研究で用いた大腸菌 K12株とプラスミドを表 2（P. 46）に示す。PCR

用 DNAプライマーとして表 3（P. 47-48）に示す DNAオリゴを使用した。 
pQE80L 由来の pQE-SgrS1 と pQE-SgrS14 は、河元ら、あるいは牧

らが以前に用いたものを使用した（Kawamoto, et al., 2006; Maki, et al., 2010）。
pQE-SgrS14R は以下のように構築した。プライマー401 と 1077 を用いて、
pQE-SgrS14を鋳型にして、変異を導入した領域を含む（sgrSの-2~+210）DNA
断片 1を増幅させた。同様に、プライマー402と 1076を用いて、pQE-SgrS14
を鋳型にして、変異を導入した領域を含む（sgrSの+181~+247）DNA断片 2
を増幅させた。次に、増幅させた DNA 断片 1 と 2 を合わせて鋳型にし、プラ
イマー401と 402を用いて、目的の DNA断片を増幅させた。得られた DNA断
片を EcoRIとHindIIIで処理し、同処理した pQE80Lとライゲーション反応に
より連結させ、pQE-SgrS14Rを構築した。 

pAraSおよび pAraXは、大鷹らが以前に用いたものを使用した（Otaka 
et al., 2011）。pSgrS14aは以下のように構築した。プライマー928と 1008を
用いて、pSgrSを鋳型にして、変異を導入した領域を含む（sgrSの+1~+200）
DNA断片 3 を増幅させた。同様に、プライマー930 と 1007 を用いて、pSgrS
を鋳型にして、変異を導入した領域を含む（sgrSの+172~+229）DNA断片 4
を増幅させた。次に、増幅させた DNA 断片 3 と 4 を合わせて鋳型にし、プラ
イマー928と 930を用いて、目的の DNA断片を増幅させた。得られた DNA断
片を SalIとHindIIIで処理し、同処理した pAraSとライゲーション反応により
連結させ、pSgrS14a を構築した。pSgrS14aR は以下のように構築した。プラ
イマー928と 1077を用いて、pSgrS14aを鋳型にして、変異を導入した領域を
含む（sgrS の+1~+210）DNA 断片 5 を増幅させた。同様に、プライマー930
と 1076を用いて、pSgrS14aを鋳型にして、変異を導入した領域を含む（sgrS
の+181~+229）DNA断片 6を増幅させた。次に、増幅させた DNA断片 5と 6
を合わせて鋳型にし、プライマー928と 930を用いて、目的の DNA断片を増幅
させた。得られた DNA断片を SalIとHindIIIで処理し、同処理した pAraSと
ライゲーション反応により連結させ、pSgrS14aR を構築した。pSgrS14b は以
下のように構築した。プライマー928 と 1029 を用いて、pSgrSを鋳型にして、
変異を導入した領域を含む（sgrSの+1~+197）DNA断片 7を増幅させた。同
様に、プライマー930と 1028を用いて、pSgrSを鋳型にして、変異を導入した
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領域を含む（sgrSの+173~+229）DNA断片 8を増幅させた。次に、増幅させ
た DNA断片 7 と 8 を合わせて鋳型にし、プライマー928 と 930 を用いて、目
的のDNA断片を増幅させた。得られたDNA断片を SalIとHindIIIで処理し、
同処理した pAraS とライゲーション反応により連結させ、pSgrS14b を構築し
た。その他の pSgrS 系のプラスミドは以下のように構築した。プライマー928
と表 3に示した各々のプライマーを用いて、目的の DNA断片を増幅させた。得
られた DNA断片を SalIとHindIIIで処理し、同処理した pAraSとライゲーシ
ョン反応により連結させ、目的のプラスミドを構築した。pTSgrS系のプラスミ
ドは以下のように構築した。目的の変異をもつ pSgrS系のプラスミドを EcoRI
とHindIIIで処理することで得た DNA断片を、同処理した多コピー数プラスミ
ドである pTWV228 とライゲーション反応により連結させ、目的の pTSgrS 系
のプラスミドを構築した。pSgrS-S 系のプラスミドは以下のように構築した。
プライマー929と表 3に示した各々のプライマーを用いて、目的の DNA断片を
増幅させた。得られたDNA断片をXbaIとHindIIIで処理し、同処理した pAraX
とライゲーション反応により連結させ、目的のプラスミドを構築した。

pSgrS-AS系のプラスミドは以下のように構築した。プライマー929と表 3に示
した各々のプライマーを用いて、目的の DNA断片を増幅させた。得られた DNA
断片を XbaIと HindIIIで処理し、同処理した pAraXとライゲーション反応に
より連結させ、目的のプラスミドを構築した。 
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○ノーザンブロッティング 
RNA試料は以下の方法で調製した。sRNA発現プラスミドをもつ菌株

を 37℃で LB 培地中において A600 = 0.6 まで震盪培養した。必要に応じて、
ampicillin（終濃度 50 µg/ml）、kanamycin（終濃度 15 µg/ml）を添加した。ま
た、sRNAの発現を誘導するために、IPTG（終濃度 0.1 mM）あるいはアラビ
ノース（終濃度 0.2%）を培養開始時に添加した。培養液が A600 = 0.6になった
後、培養液に氷を加え、直ちに遠心分離（3500 rpm, 4℃, 5分）し、集菌した。
上清を取り除き、沈殿を 400 µl の RNA バッファー（0.5% SDS、20 mM 
CH3COONa、10 mM EDTA [pH 5.5]）で懸濁し、20 mM CH3COONa、10 mM 
EDTA [pH 5.5]で飽和させた RNAフェノールを 400 µl加え、65℃で 5分間、
緩やかに振盪した。振盪後、混合物をエッペンドルフチューブに移し、遠心分

離（12000 rpm, 室温, 5分）した。水溶性画分 280 µlを新しいエッペンドルフ
チューブに移し、2.5 倍量の 100%エタノールを加え、よく vortex し、-20℃で
10分間静置させた後、遠心分離（14000 rpm, 4℃, 10分）した。上清をきれい
に取り除き、沈殿を 300 µlの RNAバッファーで再懸濁し、2.5倍量の 100%エ
タノールを加え、遠心分離（14000 rpm, 4℃, 10分）した。この作業を再度行
い、上清を捨て、沈殿を 1 mlの 70%エタノールで洗浄し、得られた沈殿を 10
分間自然乾燥させた後、100 µlの RNA バッファーで懸濁した。最後に RNA試
料を適量のH2Oで希釈し、A260を測定し、RNA試料の濃度を計測した。 

上記の方法で調製したRNA試料をアガロースゲルまたはUreaポリア
クリルアミドゲルを用いて分離した。アガロースゲルを用いる場合、RNA試料
を deionized formamide 溶液（1xMOPS buffer、6% formaldehyde、50% 
folmamide、4% glycerol）に溶解させ、65oCで 5分間処理した。氷上で 5分間
静置させた後、formaldehyde-MOPS-1.2% アガロースゲル（1xMOPS buffer、
6% formaldehyde）で電気泳動した。（図 7、8では、2%アガロースゲルを使用
した。）泳動後、ゲル中の RNA をキャピラリーブロティングによりナイロンメ
ンブレン（Amersham HybondTM-N+ ; GE helthcare社）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。
Urea ポリアクリルアミドゲルを用いる場合、RNA 試料を等量の PA（80% 
Formamide、5mM EDTA [pH 8.0]、0.02% BPB、0.02% XC）に溶解し、8 M Urea 
10% ポリアクリルアミドゲル（0.5xTBE buffer [44.5 mM Tris-borate、44.5 
mM boric acid、1 mM EDTA]）で分離した。分離後、ゲルを 0.5xTBEで 15
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分間、2.5xTBEで 30分間、再度 0.5xTBEで 15分間洗浄した後、ゲル中の RNA
を AE-6677 ホライズブロット（ATTO 社）でナイロンメンブレンに転写した
（400mA, 30V, 60分）。ブロッティングバッファーには、0.5xTBEを用いた。
ブロッティング後、メンブレンを 50 mM NaOHでアルカリ固定処理した後、
2xSSC で洗浄した。メンブレンをハイブリダイゼーションバッファー（DIG 
Easy Hyb Granules ; Roche社）を用いて、50℃で 10分間反応させた。100℃
で 5分間処理した後に氷上で静置させた Digoxigenin（DIG）で標識した DNA
プローブをハイブリダイゼーションバッファーに加え、さらに 50℃で 4時間反
応させた。その後、メンブレンを洗浄バッファー（0.2xSSC、0.1% SDS）で、
20分 x 3回洗浄した。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 reagent [Roche社] : マレイン酸バッファー = 1 : 10）で 20分間振盪
した。ブロッキングバッファーで 1/10000に希釈したAnti-Digoxigenin-AP Fab 
fragment（Roche社）でメンブレンを 1時間反応させた。0.3% Tweenマレイ
ン酸バッファーで、10分間で 2回洗浄した後、メンブレンの pHを緩衝するた
めにバッファーA（100 mM Tris-HCl [pH 9.5]、300 mM NaCl）で 3分間振盪
した。バッファーAで希釈した 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, 10min）を行い、
X線フィルムを感光させた。 
 DIG標識した DNAプローブは DIG-dUTPを用いた PCRにより調製
した。以下に各々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
および SgrS変異体の検出に使用）。SgrSプローブ 2 : SgrSの 3’側の 168-227
塩基の60bp（SgrS-SおよびSgrS-S変異体の検出に使用）。sodBプローブ : sodB 
mRNAの 5’領域の 210bp。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。 
 
○ウェスタンブロッティング 

タンパク質試料を以下の方法で調製した。sRNA 発現プラスミドをも
つ菌株を 37℃で LB培地中において A600 = 0.6まで震盪培養した。必要に応じ
て、ampicillin（終濃度 50 µg/ml）、kanamycin（終濃度 15 µg/ml）を添加した。
また、sRNAの発現を誘導するために、IPTG（終濃度 0.1 mM）あるいはアラ
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ビノース（終濃度 0.2%）を培養開始時に添加した。培養液を A600=0.6付近まで
培養後、1 ml分注し、遠心分離（12000 rpm, 4℃, 3分）により集菌した。沈殿
を 0.005 OD600/µlとなるように、H2Oと 2xSDSサンプルバッファー（120 mM 
Tris-HCl [pH 6.8]、3.8% SDS、19% glycerol、9.6% β-mercaptoethanol、0.02% 
BPB）で懸濁し、100℃で 5分間加熱処理を行い、タンパク質試料として用いた。 

タンパク質試料を SDS-PAGEにより分離し、分離後、平板型転写装置
ホール型（日本エイドー株式会社）を用いてメンブレン（Immobilion PDVF ; 
Millipore 社）へ転写した。転写後、メンブレンを 5% スキムミルク-0.1% 
Tween-PBS（0.1% Tween20、0.15 M NaCl、10 mM NaH2PO4/Na2HPO4 [pH 
7.5]）によって 1 時間ブロッキングした。5% スキムミルク-0.1% Tween-PBS
で 1/5000 に希釈した一次抗体とメンブレンを 1 時間反応させ、その後 0.1% 
Tween-PBS で 8 分 x 2 回洗浄した。5% スキムミルク-0.1% Tween-PBS で
1/5000 に希釈した二次抗体とメンブレンを 1 時間反応させ、その後 0.1% 
Tween-PBSで 8分 x 2回洗浄した。メンブレンを Lumi-light Western Blotting 
Substrate（Roche社）により検出した。 
 
○免疫沈降 

sRNA発現プラスミドをもつ TM771株（ΔsgrR-sgrS, hfq-FLAG-cat）
を、0.4%（少コピー数プラスミド）あるいは 0.1%（多コピー数プラスミド）ア
ラビノースを含む 100 ml の LB培地で A600 = 0.6 まで震盪培養し、遠心分離
（4500 rpm、5分、4℃）により集菌した。ペレットを 10mlの STEバッファ
ー（100mM NaCl、10mM Tris-HCl pH8.0、1mM EDTA）で洗浄した。洗浄
後、氷上で沈殿を12 mlの IPバッファー（20mM Tris-HCl [pH 8.0]、0.1M KCl、
5mM MgCl2、10% glycerol、0.1% Tween20）に懸濁した。懸濁液を超音波破
砕し、遠心分離（10000 rpm、30 分、4℃）した。その後、上清（粗抽出液；
CE）を抗 FLAG アガロースビーズ液（Sigma 社）と、4℃で 30 分間反応させ
た。混合液をmini chromatography column（BioRad社）により精製した。ア
ガロースビーズを 10 ml の IP バッファーで 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 0.4 mg/ml FLAGペプチド（Sigma社）含有の 50 µl IP
バッファーで抽出し、結合画分（B）とした。各画分（5 µl）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、
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20 µlの RNAバッファーに溶かした。その内、粗抽出液画分（CE）：3 µl、結合
画分（B）：3 µlをノーザンブロッティングにより解析した。 
 
○in vitro 転写系を用いた RNA の調製 

SgrSを T7 RNAポリメラーゼ、および T7プロモーターと SgrSに対応
する転写配列を含む PCRで増幅させた鋳型 DNAを用いて、in vitro転写で合
成した。in vitro転写反応には CUGA®7 in vitro転写キットを使用した。32P標
識した SgrS RNAの作製時には、転写反応液に[α-32P]-UTP（Perkin Elmer Life 
and Analytical Sciences社）を加えた。SgrS、SgrS14b、SgrS14bR、SgrSCCGC
の各々の鋳型 DNAは、それぞれ pSgrS、pSgrS14b、pSgrS14bR、pSgrSCCGC
とプライマー1330と 1332（表３）を用いて、PCRにより増幅させた。SgrS4U
の鋳型 DNAは pSgrS4Uとプライマー1330と 1333（表３）を用いて増幅させ
た。プライマー1330は T7プロモーター配列を含んでいる。プライマー1332と
1333 は転写配列の 3’末端がそれぞれ 8U あるいは 4U に対応する鋳型 DNAが
合成されるように設計した。PCR産物をフェノール処理後、エタノール沈殿し、
10~20 µlの TEバッファーに溶解させた。RNA転写物をフェノール処理後、
エタノール沈殿し、50 µlのH2Oで溶解させた。RNAの濃度は、ゲル泳動後エ
チジウムブロミドで染色することで測定した。 
 
○ゲルシフトアッセイ 

32P標識した SgrS RNA（40 nM）と図示した濃度のHfq-His6を yeast 
tRNA 1 µgを含む 5 µlの binding buffer（20mM Tris-HCl [pH 8.0]、1mM DTT、
1mM MgCl2、20mM KCl、10mM Na2HPO4-NaH2PO4 [pH 8.0]）に混合した。
Hfq-His6は牧らの方法に従い、精製した（Maki, et al., 2010）。競合実験のため
に、過剰量（200 nMあるいは 400 nM）の非標識の SgrS変異体を一緒に加え
た。混合液を 37℃で 15分間反応させた。その後、loading dye（25% glycerol、
0.05% BPB）を 5 µl加えて、4%非変性ポリアクリルアミドゲル（0.5 x TBE、 
5.0% 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ーで検出した。 
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