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研究の概要（200～300字で記入、図･グラフ等は使用しないこと。） 

 腸管出血性大腸菌  O157 :H7 Sakai 株（以下、 O157 株と記す）はヒトに感染し、重症

例を伴った感染症を引き起こすことが知られているが、その病原性発現制御機構の詳細

は未解明である。そこで O157 株の包括的な病原性発現制御機構の解明を目的として、

non-coding  RNA (以下、 ncRNA と記す )の作用に着目した以下の３つの解析を行った。  

（１） #41 のより詳細な作用機構の解明、 #41 遺伝子の発現制御に関与する因子の同定  

（２） #29 の標的遺伝子の同定、及び作用機構の解明  

（３）志賀毒素保持ファージの溶原化維持、溶菌における #29 の役割  

 

キーワード（研究内容をよく表しているものを３項目以内で記入。） 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

 これまで申請者が所属する研究室では、 O157 株に存在し、病原性に関与する可能性が

ある ncRNA の同定を行った結果、２種の新規 ncRNA、 #41 ncRNA（以下、 #41 と記す）

と #29  ncRNA（以下、 #29 と記す）を見出した。 #41、及び #29 の機能解析の結果、この

２つの ncRNA は病原性関連遺伝子の発現制御に関与することが示唆されたため、申請者

は #41、及び #29 が直接制御する標的遺伝子の同定と、その制御機構の解明に取り組んだ。

その結果、 #41 の標的は、病原性発現を制御する転写因子 ler、及びべん毛形成を制御す

る転写因子 f lhDC であること、その制御機構が RNA 結合タンパク質 Hfq に依存した翻訳

制御であることが示唆された。同様に #29 についても解析した結果、 #29 の標的は f lhDC

であることが示唆された。#29 は溶原化した志賀毒素保持ファージ上にコードされている。

興味深いことに、#29 が、その上流に位置する cI 遺伝子と共転写されることを示した。 cI

はバクテリア染色体上に溶原化 しているλプロファージの溶菌を抑制するλリプレッサ

ーをコードするため、 #29 は志賀毒素保持ファージの溶原化の維持や誘発、及び溶菌に関

与する可能性がある。  

 

（１） #41 のより詳細な作用機構の解明、 #41 遺伝子の発現制御に関与する因子の同定  

1 )#41 と l er  mRNA 間の塩基対形成領域の同定  

 これまでの解析から、 #41 は l er  mRNA を標的とし、その翻訳を抑制すること、その作

用機構は標的 mRNA との塩基対形成を介した翻訳制御であることが示唆された。そこで、

#41 と ler  mRNA 間の塩基対形成領域の同定を目的として、 l er  mRNA の 5 ’非翻訳領域に

欠失変異を導入した欠失変異型 ler- lacZ の発現に対する #41 の効果を解析した。欠失変異

型 ler- lacZ として、２つある l er の転写開始点のうち上流側の転写開始点を +1 としたとき

（ ler  mRNA の 開 始 コ ド ン は +171 ）、 ler  mRNA の +149 か ら +155 を 欠 失 さ せ た

ler (+149-155)- lacZ では、#41 による ler 抑制効果は失われた。このことから、ler  mRNA

の +149 から +155 の領域が、 #41 による ler  抑制効果に必要な領域であることが示唆され

た。次に、 #41（推定長 74 nt）の転写開始点を +1 としたとき、 +6 から +41 までの連続す

る 5~6 塩基を欠損させた欠失変異型 #41 シリーズを構築し、 l er- lacZ の発現における欠失

変異型 #41 の効果を解析した。その結果、 #41(+6-10)、 #41(+16-20)、 #41(+21-25)、

#41(+36-41)では、野生型 #41 と同程度の ler 抑制効果が見られた。このことは、欠失を

導入したこれら 4 つの領域が l er 抑制効果に必要ないことを示す。一方、 #41(+11-15)、

#41(+26-30)、#41(+31-35)では、ler 抑制効果が失われた。また、欠失変異型 #41 の RNA

量を解析した結果、 l er 抑制効果が失われた 3 つの欠失変異型 #41 では、 RNA が著しく減

少した。この結果は、#41 の +11 から +15、+26 から +35 領域が #41 の安定性に重要である

ことを示し、これらの欠失変異型 #41 の存在量が少ないために ler 抑制効果が失われたこ

とが示唆される。ただし、 #41 の +11 から +15、+26 から +35 領域に、 ler  mRNA と塩基対

形成する領域が含まれる可能性は排除されない。  

2 )  #41 によるべん毛遺伝子群の発現促進における #41 の標的遺伝子の同定  

 これまでの解析から、#41 はべん毛遺伝子群の最上流転写因子 f lhDC の翻訳を促進する

ことを予想してきた。この予想は、① #41 を過剰発現させた株では、べん毛遺伝子群全体

の発現量が上昇する、② #41 の過剰発現により f lhD-lacZ の発現量が増加する、③ f lhDC 

mRNA には自身の SD 配列をマスクするような二次構造を形成し得る塩基配列が存在し、

その二次構造を崩す位置で #41 が結合し得る塩基配列が存在する、という結果に基づく。

このうちの③を実験的に検証するため、f lhDC mRNA の 5 ’非翻訳領域に存在する予想二次

構造形成領域、及び予想 #41 結合領域を欠失させた欠失変異型 f lhDC を構築し、 #41 の発

現による FlhD タンパク質量の変動を解析した。その結果、予想に反して欠失変異型 f lhDC

においても、野生型 f lhDC と同程度の #41 による FlhD タンパク質量の増加が見られた。

このことは、#41 の直接の標的は f lhDC ではなく、 f lhDC の発現を制御する何らかの因子

であることを示唆する。  



※ホームページ等で公表します。（様式２－２）  

立 教 ＳＦ Ｒ－ 院生 －報 告  

研究成果の概要 つ づき  

 

3 )#41 遺伝子の発現制御に関与する因子の同定  

 #41 の発現制御機構を明らかにする目的で、 #41 の発現を制御する因子の同定を試み

た。具体的には、 O157 ゲノムライブラリーをプラスミドに構築し、このプラスミドで、

#41 のターミネーターを削りレポーターとして lacZ 遺伝子を結合させた #41-lacZ を染色

体上に保持する K12 株を形質転換した。この形質転換体の LacZ 活性を指標に、 #41 の

発 現 を 促 進 、 も し く は 抑 制 す る 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 、

#41-lacZ の発現が変動する 144 個の遺伝子を同定した。この遺伝子の中に #41 の発現を

制御する遺伝子が存在すると考えられる。  

 

（２） #29 の標的遺伝子の同定、及び作用機構の解明  

 これまでの研究で、 #29 はべん毛の形成を抑制することが示されている。 #29 過剰発

現時には、べん毛遺伝子群クラス II とその下流のクラス III の発現が抑制されることか

ら、#29 の標的はべん毛遺伝子群クラス II の転写を制御する f lhDC であることが示唆さ

れている。しかし、その作用機構は #41 と異なる可能性があったため、 #29 発現時にお

ける FlhD タンパク質量を解析した。その結果、#29 の発現による FlhD タンパク質量の

変動は見られなかった。このことから、 #29 は f lhDC の発現制御には関与せず、 FlhDC

タンパク質の転写因子としての活性を阻害することが示唆された。  

 

（３）志賀毒素保持ファージの溶原化維持、溶菌における #29 の役割  

 #29 は溶原化した志賀毒素保持ファージ上にコードされている。興味深いことに、#29

が、その上流に位置する cI 遺伝子と共転写される。cI はバクテリア染色体上に溶原化し

ているλプロファージの溶菌を抑制するλリプレッサーをコードするため、 #29 は志賀

毒素保持ファージの溶原化の維持や誘発、及び溶菌に関与する可能性を考えた。これら

の可能性を検証するため、O157 株から志賀毒素保持ファージを単離し、K12 株に溶原化

させた溶原菌を得た。この志賀毒素保持ファージ溶原菌は、DNA 損傷剤を添加すること

で溶菌を誘導することができた。このことから、志賀毒素保持ファージは、ファージと

しての機能を保持することが示された。次に cI -#29 を発現するプラスミドを保持させた

溶原菌を用いて、染色体上の cI -#29 の欠損を試みたが、cI -#29 欠損株を得ることができ

なかった。この結果は、欠損させようとした cI -#29 領域中に cI 以外の溶原化を維持す

る要因があることを示唆する。  
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