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細菌はさまざまな外界の環境に適応するための機構を保持している。外環境に適応するために細菌は
環境の変化を感知し，それに応じて遺伝子の発現を制御している。遺伝子の発現は複雑で巧妙なさまざ
まなシステムによって制御されている。細菌において，アミノ酸をコードせず，自身で機能をもつ非翻
訳型 RNAの存在が知られている。特に，500塩基以下の低分子非翻訳型である small RNAが，標的
mRNAと塩基対を形成することにより翻訳を抑制または促進したり，mRNA分解を引き起こすことで，
転写後の遺伝子発現制御に重要な役割を担っていることがわかってきた。ゲノム情報に基づくスクリー
ニングから，各種細菌において多くの small RNAが同定されてきた。また，これら small RNAが細菌の
ストレス応答，クオラムセンシングや病原性の調節に関与していることが報告されている。長らく small
RNAと細菌の薬剤耐性との関係については不明であったが，近年，多剤耐性制御に関与していることが
わかってきた。本総説では，small RNAによる細菌薬剤感受性調節の機構について，最近得られた知見
を紹介する。
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近年の研究の進展から，非翻訳型である non-coding RNA
（ncRNA）が，さまざまな生命現象において重要な役割を果た
していることが明らかになっている１）。かつて，ncRNAはジャ
ンクと考えられていたが，ゲノム解析が進み，これがヒトゲノ
ム RNAの 98％を占めることが明らかになり，注目されるよ
うになった。研究が進むにつれ，ncRNAのなかには，さまざ
まな状況下において巧妙な遺伝子発現制御を行っている
non-coding regulatory RNAが存在することがわかってき
た２）。このような RNAは，mRNAに比べて短いため，small
RNAと総称されることが多い。Small RNAには，高等生物に
見出されている～22ヌクレオチド（nt）の長さであるmi-
croRNAや細菌で見つかっている 50～400 ntの sRNAが含
まれ，両者とも転写後の発現制御において重要な役割を担っ
ている。
microRNAとほとんどの細菌 sRNAは，一般的に，標的で

あるmRNAと塩基対を形成することにより，制御機能を発揮
する。例えば，3’―非翻訳領域（UTR）やコーディング領域
（CDS）にmicroRNAが作用すると，mRNAの脱アデニル化
や分解が促進され，翻訳調節を含むさまざまな機構を介して，
多くの場合，遺伝子発現が抑制される３）。また，逆に，mi-
croRNAが発現を促進させる場合があることも報告されてい

る４）。同様に，細菌の sRNAは 5’mRNA領域と塩基対を形成す
ることで，ほとんどの場合，標的の発現を抑制する５）。典型的
には，sRNAによる塩基対形成は，リボソーム結合サイト
（RBS）をマスクすることにより 30Sリボソームの結合と翻訳
開始を阻害する。結果的に，翻訳されなかったmRNAは，
RNaseE６，７）または RNase III８，９）の作用によって分解される。
sRNAによる抑制効果は，RBSを標的としたものだけに限ら
れているわけではなく，他にもさまざまな機構が報告されて
いる１０～１４）。
細菌のゲノム解析が進むにつれ，ゲノム情報に基づいたコ

ンピューター予想やマイクロアレイ法，RNA結合蛋白質 Hfq
との共沈法などにより，多数の sRNAが発見された。大腸菌
においては，これまでに約 80種の small RNAが同定されて
いる。その多くは機能不明であるが，ストレス応答１５），酸耐
性１６），クオラムセンシング１７，１８）や病原性１９）の制御に関与してい
ることがわかってきた。一方，small RNAと細菌の薬剤耐性
との関係については長らく不明であったが，近年，多剤耐性制
御に関与していることがわかってきた。本稿では，small RNA
による多剤耐性制御について筆者らの研究を中心に紹介した
い。
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Fig.　1.　Mechanisms by which Hfq might facilitate sRNA-mRNA basepairing.

Hfq (green ring) may promote RNA unfolding or may increase the local concentra-

tions of the sRNA (red) and its mRNA target (blue)23).

I―1． RNAシャペロン Hfqの特徴
sRNAは，標的mRNAの翻訳開始部分と部分的な塩

基対を形成することで，翻訳の抑制やmRNAの安定性
を調節するが，sRNAの作用には RNA結合性蛋白質
Hfqが必要となる。もともと Hfqは，大腸菌において Qβ
バクテリオファージの複製に必要な因子として同定され
た２０）。Hfqは真核生物のスプライシング複合体に含まれ
る Sm�Sm様蛋白質のホモログで，ドーナツ型のホモ 6
量体を形成する２１）。研究が進むにつれ，RNAシャペロン
である Hfqは，sRNAとmRNAの両方に結合し，一本鎖
標的mRNAの AUリッチな配列への sRNAの結合を促
進させることがわかってきた２２）。Hfqがどのようにして，
sRNAの標的への結合を促進させているか，その機構は
完全には未だ理解されていないが，Fig. 1のような機構
が考えられている２３）。例えば，Hfqが RNAに結合し，ス
テムループを形成している部分を開けるような構造の変
化をもたらすことで，標的との塩基対形成を促進する機
構がある。また，Hfqが局所的に sRNAの濃度を高める
ことで，塩基対の形成を促進させる機構も考えられる。
これは，1つの 6量体 Hfqが sRNAと標的mRNAに同

時に結合する場合と，sRNAに結合した Hfqが，mRNA
に結合した Hfqと相互作用する機構が考えられる２４）。数
多くの転写調節因子が，sRNAによって転写後調節を受
けていることから，Hfqは多くの細菌のフェノタイプの
制御に関与する（Fig. 2）２５）。近年，Hfqは細菌の病原性制
御にも関与していることがわかってきた２６）。しかしなが
ら，薬剤耐性と Hfqの関係については，これまでよくわ
かっていなかった。

I―2． Hfqが大腸菌薬剤感受性に与える影響
著者らは，Hfqの大腸菌薬剤感受性における役割を調

べるため，hfq遺伝子欠損株を作成した。Table 1に示す
ように，hfq遺伝子欠損株は，クロラムフェニコール（野
生株に対して 4倍），ノボビオシン（4倍），アクリフラビ
ン（8倍），クリスタルバイオレット（4倍），ローダミン
6 G（＞4倍），塩化ベンザルコニウム（8倍），オキサシリ
ン（4倍），セファマンドール（4倍），ナリジキス酸（4
倍）などの化合物に対して，野生株に比べ，感受性化し
ていた。この現象は，hfq遺伝子をクローニングしたプラ
スミドを hfq欠損株に導入することにより，補われた。
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Table　1.　Susceptibility of E. coli strains to toxic compounds

Strain
MIC (µg/mL)

CP NOV ACR CV R6G BENZ OXA CMD NA

Wild-type 4 128 256 32 ＞512 64 256 0.5 4

Δhfq 1 32 32 8 128 8 64 0.13 1

Δhfq/vector 1 32 32 8 128 8 N.D. N.D. 1

Δhfq/phfq 4 128 256 32 ＞512 64 N.D. N.D. 4

ΔacrAB 0.5 2 8 1 2 4 1 0.063 1

ΔacrABΔhfq 0.5 1 8 1 2 4 1 0.063 1

CP, chloramphenicol; NOV, novobiocin; ACR, acriflavine; CV, crystal violet; R6G, rhodamine 6G; BENZ, 

benzalkonium; OXA, oxacillin; CMD, cefamandole; NA, nalidixic acid.

Fig.　2.　Phenotypes and factors controlled by the RNA chaperone Hfq.

Fig.　3.　Hfq affects drug accumulation in E. coli.

Strains wild-type, Δhfq and ΔacrAB were spotted onto LB agar 

plates containing rhodamine 6G 1 μg/mL. After incubation at 

37℃ for 20 h, E. coli colonies were observed under white light 

(visible waveband)36).

Wild-type

No drug

Rhodamine 6G
1 mg/L

hfqΔ acrABΔI―3． Hfqは大腸菌の薬剤蓄積量に影響する
多剤耐性化にかかわる原因の一つとして，薬剤の能動

的排出機構があげられる２７）。薬剤排出が亢進した菌では，
菌体内の薬剤蓄積量が減少する。著者等は，Hfqが大腸菌
薬剤蓄積量に及ぼす影響を調べるため，野生株，hfq欠損
株，そして大腸菌の主要な薬剤排出遺伝子である acrAB

の欠損株を，1 μg�mLローダミン 6 Gを含む寒天培地に
接種し，菌を培養した。ローダミン 6 Gは，この濃度では，
各菌株の増殖は阻害しないが，寒天培地上の菌の色に差
がみられた（Fig. 3）。野生株はローダミン 6 Gを含む寒
天培地上において白色であるのに対して，hfq欠損株と
acrAB欠損株は赤色を呈していた。これは，野生株に比べ
て hfq欠損株と acrAB欠損株では，薬剤蓄積量が増えて
いるためであると考えられ，すなわち，これら両欠損株
では，薬剤排出能が低下していることが示唆される。

I―4． AcrAB薬剤排出システムと Hfqによる
薬剤排出感受性調節の関係

これまでの結果より，hfq欠損株では，薬剤排出能が低
下していることが考えられる。以前，著者らは大腸菌の
染色体上に少なくとも 20個の薬剤排出遺伝子が存在し
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Table　2.　Susceptibility of E. coli strains to toxic compounds

Strain MIC (mg/L)

OXA MCIPC EM R6G NOV

Wild-type 256 ＞512 128 ＞512 256

ΔacrB 0.5 1 4 2 2

ΔacrB/vector 0.5 1 4 2 2

ΔacrB/pdsrA 4 4 16 16 8

ΔacrB mdtEF 0.5 1 4 2 2

ΔacrB mdtEF/vector 0.5 1 4 2 2

ΔacrB mdtEF/pdsrA 0.5 1 4 2 2

ΔacrB rpoS 0.5 1 4 2 2

ΔacrB rpoS/vector 0.5 1 4 2 2

ΔacrB rpoS/pdsrA 0.5 1 4 2 2

OXA, oxacillin; MCIPC, cloxacillin; EM, erythromycin; R6G, 

rhodamine 6G; NOV, novobiocin.

Fig.　4.　(a) Effect of Hfq on the promoter activity of the AcrAB 

drug efflux system. Effect of hfq deletion on the promoter 

activity of the acrAB operon was determined. (b) Hfq affects 

the production level of the AcrB multidrug efflux protein. 

The relative amount of AcrB production was calculated by 

Western blotting analysis using Science Lab 2001 Image 

Gauge Ver. 4.0 software36).

(a) (b)
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ていることを実験的に証明している２８）。なかでも，AcrAB
多剤排出システムは強力に機能しており，数多くの化合
物を認識して排出することにより，細菌の獲得耐性と自
然耐性の両方に関与している２７）。AcrAB多剤排出システ
ムが，Hfqによる薬剤感受性調節に関与しているかどう
かを調べるために，acrAB遺伝子欠損株の薬剤感受性
に，hfq遺伝子欠損が，どのように影響するか解析を
行った（Table 1）。野生株からの hfq欠損は，上述の多く
の薬剤に対する大腸菌の感受性を高めたのにもかかわら
ず，acrAB欠損株の薬剤感受性にはほとんど影響を及
ぼさなかった。この結果は，Hfqによる薬剤耐性調節に
AcrAB排出システムが関与していることを示している。

I―5． Hfqが AcrB産生量に及ぼす影響
上記の結果より，AcrAB薬剤排出システムが Hfqに

よって制御されている可能性が示唆された。まず，Hfq
が AcrAB発現に，転写レベルで影響しているかを調べ
るため，acrABオペロンのプロモーター領域をクローニ
ングした lacZレポーターを保持するプラスミドを用い
て，そのプロモーター活性を β ―ガラクトシダーゼ活性を
測定することにより解析した（Fig. 4a）。野生株と hfq

遺伝子欠損株の間で，acrABオペロンのプロモーター活
性に差は認められなかった。次に，抗 AcrB抗体を用いた
ウェスタンブロッティング法により調べたところ，hfq

欠損株においては，野生株に比べて AcrBの蛋白質レベ
ルでの発現量が 53％まで低下していた（Fig. 4b）。これ
らの結果から，Hfqは転写後のレベルで，AcrB発現の調
節に関与していると考えられる。

II―1． DsrAスモール RNAの特徴
スモール RNAである DsrAは，カプセル多糖合成の

調節因子として発見されたものであり２９），その他にも，酸
耐性や病原性に関与する遺伝子の制御に関与しているこ

とが報告されている１６，１９）。DsrAは rpoSのmRNAに対す
る正の制御因子であることが知られている３０）。rpoS遺伝
子にコードされているシグマ因子である σSは，主要な
ストレス調節分子として機能しており，数多くの遺伝子
の発現制御に関与している。DsrAは rpoSの自己抑制の
ためのヘアピン構造の部分に結合して，リボソーム結合
サイトの自由度を高めることで，σSの合成を促進させ
る３１～３５）。DsrAは細菌において最も研究が進んでいる
sRNAであるが，これまで，薬剤耐性との関連は不明で
あった。

II―2． DsrA発現が大腸菌薬剤感受性に及ぼす影響
大腸菌には少なくとも 20個の薬剤排出システムが存

在していることがわかっているが，なぜ，コンパクトな
ゲノム上にこれだけ多くのシステムが備わっているかは
謎である。それを解くための方法の一つとして，大腸菌
がいかなる状況でこれら薬剤排出システムを利用してい
るか，すなわち，薬剤排出システムの制御ネットワーク
を解析することが重要であると考えられる。大腸菌にお
いては AcrAB排出システムが恒常的に発現している
が，この他の薬剤排出システムがどのような因子によっ
て制御されているのかを明らかにするために，著者らは，
acrB欠損株に大腸菌のプラスミドライブラリを導入し，
薬剤耐性化に関与する因子のスクリーニングを行った。
その結果，sRNAである DsrAを含むプラスミドが，acrB

欠損株をさまざまな薬剤に対して耐性化させることがわ
かった（Table 2）。DsrA発現株は，親株に比べて，オキ
サシリン，クロキサシリン，エリスロマイシン，ローダ
ミン 6 G，ノボビオシンなどに耐性化していた。

II―3． DsrAによる薬剤蓄積軽減効果
DsrAによる薬剤耐性化機構を明らかにするために，

acrB欠損株にベクターを導入した株と，DsrAを含むプ
ラスミドを導入した株を用いて，薬剤の蓄積を観察した。
両菌株を 1 μg�mLの臭化エチジウムを含んだ寒天培地
にスポットし，培養した後，UVを照射することで，菌体
への臭化エチジウムの蓄積を観察した。Fig. 5に示すよ
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Fig.　5.　Effect of dsrA overexpression on drug accumulation 

in Escherichia coli cells.

Strains ΔacrB/vector and ΔacrB/pdsrA were spotted on 

LB agar plates containing 1 μg/mL of ethidium bromide 

at a final inoculum size of 105 CFU/spot. After incuba-

tion, E. coli colonies were observed under white light 

(visible waveband, bright field) and UV light (fluores-

cence)37).

Bright Field

Fluorescence

acrB/
vector
Δ acrB/

pdsrA
Δ

Fig.　6.　Effect of DsrA on expression levels of drug efflux and outer membrane channel genes.

The level of mRNA transcript was determined by qRT-PCR. The fold change ratio was calculated 

by dividing the expression level of the gene in the dsrA-overexpressed strain by that in the paren-

tal strain37).
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うに，臭化エチジウムは，菌の増殖は阻害していないが，
UVを照射した時の蛍光強度に両菌株の間で差が認めら
れた。DsrA発現株では蛍光が著しく減少していること
から，本菌株では，薬剤蓄積が減少していることがわか
る。この結果から，DsrAは大腸菌の薬剤排出活性に影響
を及ぼすことが強く示唆された。

II―4． DsrAによるMdtEF多剤排出システムの制御
上記の一連の結果から，DsrAは，大腸菌に存在するい

ずれかの薬剤排出システムを正に制御していることが考

えられた。どの薬剤排出システムが DsrAによって制御
されているのかを明らかにするため，qRT-PCR法によ
り，20個の薬剤排出システムと多くの薬剤排出システム
が利用する外膜蛋白質である TolCの転写量を測定した
（Fig. 6）。その結果，DsrA発現株においては，野生株と
比べて，MdtEF薬剤排出システムの転写量が顕著に上昇
していることがわかった。また，acrBと mdtEFの両遺伝
子を同時に欠損させた株においては，DsrAを発現させ
ても，薬剤耐性化は起こらなかったことから（Table 2），
DsrAによる多剤耐性化は，MdtEF薬剤排出システムの
発現が上昇したためであることがわかった。また，rpoS

欠損株では，DsrAによるMdtEFの発現上昇とそれに伴
う薬剤耐性化が観察されなかったことから（Table 2），
DsrAは RpoSを介して，MdtEFの発現を正に制御して
いることがわかった。

III． お わ り に
本総説では，最近得られた著者らの結果を中心に，

small RNAと細菌薬剤耐性制御の関係について紹介し
た。RNAシャペロンである Hfqは，薬剤排出蛋白質
AcrBの転写後調節を行うことで，薬剤耐性制御に関係
していることを明らかにした３６）。また，sRNAである
DsrAが，シグマ因子である RpoSを介して，MdtEF
薬剤排出システムを制御することにより，大腸菌の薬剤
耐性に関係していることを認めた３７）。sRNAによる薬剤
耐性制御の研究は，まだ，始まったばかりであるが，他
の菌においてもこのような sRNAによる薬剤耐性制御
が普遍的に存在していると考えている。Hfqがどのよう
にして薬剤排出蛋白質の制御に関与しているのか，その
分子機構の詳細はまだわかっていない部分が多い。また，
sRNAによって薬剤排出システムが制御されていること
はわかったが，これら制御ネットワークがどのような環
境で必要になり，薬剤排出システムが誘導されるのか，
そして，その環境において薬剤排出システムの発現誘導
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は生理的にどのような意味をもつのかといった疑問が残
されている。さらに，sRNAによる多剤耐性制御は臨床に
おいてどの程度の重要性をもつのか，そして，sRNAを利
用もしくは標的とした病原性・薬剤耐性を軽減する新規
抗菌薬の開発といった課題にも今後取り組まなくてはな
らないと考えている。
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Bacteria have developed regulatory systems for eliciting a variety of adaptive responses to their environ-
ments. A number of 40―400 nucleotide RNAs, that do not encode proteins or function as tRNAs or rRNAs
have been characterized in prokaryotic organisms. Because of their small sizes, these RNAs generally have
been referred to as small RNAs in bacteria. More generally, these RNAs have been termed noncoding RNAs
(ncRNAs). Small RNAs made from the opposite strand from their targets and therefore able to basepair ex-
tensively with their target mRNA have been described and studied as regulators of plasmid and phage func-
tions for many years. More recent recognition of the importance of trans-acting small RNAs in regulation of
bacterial gene expression, including genes involved in bacterial pathogenesis, has extended interest in these
molecules, and has led to genome-wide searches for these small RNAs in Escherichia coli. Recent studies have
led to the identification of nearly 80 small RNAs in E. coli. However, only a subset of these RNAs has been
characterized. It was reported that several small RNAs from E. coli coordinate stress responses and viru-
lence factors. Despite the study of small RNAs in the bacterial regulatory network, their role in drug resis-
tance has remained elusive. In this review article, we introduce the multidrug resistance mechanisms modu-
lated by bacterial small RNAs.


