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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 )  のゲノム中に志賀毒素

保持プロファージ、 Sakai  prophage  5  (以下、Sp5 と記す )  が存在する。そのプロファー

ジ の 溶 原 化 を 維 持 す る cI 遺 伝 子 の 下 流 に 位 置 し 、 共 転 写 さ れ る non-coding RNA 

(ncRNA) #29 が当研究室により見いだされた。#29 は溶原化を維持する cI 遺伝子と共転

写されることから、 #29 も Sp5 の溶原化維持に寄与すると予想される。また、 Sp5 の溶

菌サイクルへの移行は志賀毒素の放出につながるので、 #29 も病原性発揮に関係する可

能性が考えられる。これらのことから、 #29 の作用機構及び生理学的意義を知るために

解析した研究を行った。  

 

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。） 

〔 non-coding RNA         〕 〔志賀毒素保持ファージ 〕 〔べん毛遺伝子群 〕 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

成果の概要  

(1)  #29 の作用機構の解明  

  これまでの研究から、 #29 は上流に ORF をつなげた形で過剰発現させると、べん毛遺

伝子群のクラス 2 以降の遺伝子の mRNA 量が減少し、それに伴い遊走性も減少すること

が明らかになっている。このことから #29 の標的遺伝子は、べん毛遺伝子群のクラス 1 で

ありマスターレギュレーターをコードする f lhDC またはクラス 2 に属する遺伝子であると

予想し解析を行ったが、予想を支持する結果は得られなかった。多くの ncRNA は標的遺

伝子の mRNA と塩基対形成し、翻訳を阻害することにより遺伝子発現を調節する。この

機構において RNA シャペロンである Hfq が重要な役割を担っており、 Hfq が欠失すると

この機構による遺伝子発現調節は起きなくなり、また Hfq 依存的に機能する ncRNA は安

定性が低下する。 #29 がこの機構によりべん毛遺伝子群の発現を抑制しているかを確かめ

るために、 hfq 欠失株で #29 を発現させた。その結果、野生株と同様に遊走性が低下し、

また #29 の安定性においても野生株と同程度だった。このことから、 #29 は Hfq が関与し

ない作用機構によりべん毛遺伝子群を抑制していることが示された。  

  次に、#29 は転写因子である FlhD 4C 2 の転写促進活性を阻害することによりべん毛遺伝

子群の発現を抑制していると予想し、#29 と FlhD 4C 2 が相互作用するかどうかを解析した。

解析方法は FlhC の C 末端側に 3xFLAG 付加し、FLAG に特異的に結合する抗体を用いて

免疫沈降行い、 #29 が FlhC-3xFLAG と共沈降するかどうかを解析した。その結果、 #29

は FlhC と共沈降することが示された。これは #29 の標的が FlhD4C 2 であることを示唆す

る。しかしながら、本来の cI -#29 の形での解析ではないため、本来の形で解析する必要が

ある。また、 #29 は FlhD4C 2 以外と相互作用するかどうかを解析し、 #29 は FlhD 4C 2 と

特異的に作用するかを調べる必要がある。  

 

(2)  Sp5 の溶原化維持、溶菌における #29 の役割    

  Sp5 の溶原化維持や溶菌における #29 の役割を解析するにあたり、 O157 株は多数のプ

ロファージを保持しているために、他のプロファージの影響を排除できないことから解析

に適していない。そこで、 K-12 株に Sp5 を溶原化させることにより Sp5 溶原菌を作成し

た。次に、 Sp5 溶原菌の #29 の領域を欠失させ、 #29 欠失株を作成した。 #29 は cI 遺伝子

と共転写されることから溶原化維持に寄与すると予想し、プロファージ誘導条件における

Sp5 溶原菌と #29 欠失株の溶菌速度を調べたが顕著な差は見られなかった。一方で、これ

までの研究結果から #29 が発現すると、べん毛遺伝子群の発現が抑制されることが明らか

になっている。そのため、非溶原菌、 Sp5 溶原菌、 #29 欠失株間でのべん関連毛遺伝子の

発現の変化を知るために、べん毛関連遺伝子にレポーター遺伝子を翻訳融合させたコンス

トラクトをそれぞれに導入し、べん毛関連遺伝子の発現の変化を解析した。その結果、非

溶原菌と比べて Sp5 溶原菌ではべん毛遺伝子群のクラス 3 に属する f l iC の発現が低下し

ていることが分かった。また一方で、クラス 1 である f lhDC の発現は非溶原菌と Sp5 溶

原菌の間で差は見られなかった。これらの結果は、 #29 を過剰発現させた時のべん毛遺伝

子群の発現の変化と一致する。しかしながら、 Sp5 溶原菌と #29 欠失株との間では差は見

られなかった。 Sp5 溶原菌と #29 欠失株との間で差が見られなかった のは、おそらく欠失

させた領域外に #29 の機能領域があった可能性が考えられる。現在、より広い範囲を欠失

した #29 欠失株を作成中である。  
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