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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌実験株のゲノム解析とRNA-seq解析、および菌体内と外膜小胞 (OMV)中に含
まれる菌体small RNA (sRNA)の定量解析から、OMVと菌体ではsRNA発現パターンが異なることを見出し、OMVに多
く存在するsRNAを同定した。さらに当該sRNAに直接結合する菌体タンパク質を同定した。欠損変異株の解析か
ら、当該sRNAはOMV量を制御する可能性を見出した。また、当該sRNAに結合するガイド分子候補タンパク質は、
菌体の生存に必須のタンパク質であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed whole genome sequence and RNA-seq of the experimental 
strain of Helicobacter pylori and found that H. pylori showed different expression patterns of 
bacterial small RNA (sRNA) in the outer membrane vesicles (OMVs) compared with that in whole 
bacterial cells. We identified an sRNA, which presented in relatively large amounts in OMV compared 
with whole bacterial cells. Furthermore, we identified a bacterial protein directly bound to the 
sRNA. Based on the analysis of the phenotype of the sRNA-deletion mutant, we found possibilities 
that the sRNA controlled the amounts of OMV. Moreover, we found the protein, which directly bound to
 the sRNA, was essential for the existence of the bacteria.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果、菌体sRNAを選択的にOMV内へ封入するメカニズムの存在が明らかとなり、OMV量の制御に関与する
sRNAを同定した。今後、菌体がその生理的目的に応じてOMV内容物を能動的に変動させる分子機構が明らかにな
れば、新たな細菌生理学や細菌病原性研究の展開が可能となる。さらには、選択的OMV封入機構を利用した、新
たな画期的ドラッグデリバリー技術への応用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Helicobacter pylori (H. pylori, ピロリ菌)は、ヒトの胃粘膜に持続感染を引き起こす病原

細菌であり、胃炎、消化性潰瘍、胃 MALT リンパ腫、胃ガンの発病と関連する。本菌の cag 
pathogenicity island (cag PAI)遺伝子群にコードされている IV 型分泌装置 (Type IV 
secretion system, TFSS) 構成成分と、この装置を介して感染宿主細胞内に直接分泌される唯
一の菌体エフェクタータンパク質 CagA は、本菌の病原性に重要であることが基礎および臨床
的知見から示唆されている。しかし既知病原因子だけではピロリ菌感染で誘導される活性の全
てを説明できないことから、RNA の移行など未知のエフェクターの存在が考えられる。 
 

 グラム陰性細菌の多くは外膜小胞（Outer membrane vesicles, OMV）と呼ばれる、細胞外も
しくは細胞表面に付着したコンポーネントを産生することが近年明らかにされている。OMV は、
直径約 50-200 nm の膜に囲まれた球状体であり、膜タンパク質、LPS、リン酸化脂質、いくらか
のペリプラズム構成成分などから構成され、菌体表面から生育とともに放出され、哺乳動物細
胞の分泌小胞であるエクソソーム (exosome)との共通性が明らかになりつつある。 
 
エクソソームは機能的分子群を距離の離れた細胞外コンパートメントや組織に伝達すること

から、類似する細菌 OMV も、細菌から別の細菌や宿主真核細胞へ伝達する一般的な分泌経路と
認識されつつある。エクソソーム中には RNA も安定的に含まれることが知られていることから、
ピロリ菌の OMV にも菌体 small RNA (sRNA)が含まれる可能性が考えられる。しかしながら、菌
体 OMV が機能的 RNA を選択的に内包する分子機構の存在はまったく未知である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ピロリ菌の細胞外膜小胞 (OMV)へ、特異的菌体 sRNA を選択的に導入する菌体ガ
イド分子の同定を目指し、次の研究を実施することを目的とした。 
 
(1) OMV 特異的 sRNA の同定 

OMV および菌体全体の sRNA 量を定量的 PCR により比較定量する。 
 

(2) OMV 特異的 sRNA に結合するガイド分子候補の選定 
当該 sRNA と結合する OMV 中のタンパク質を、MS2 aptamer 結合によるプルダウン法により
同定する。 
 

(3) 当該 sRNA とガイド分子候補の機能評価 
sRNA およびガイド分子候補を欠失するピロリ菌を作出し、作出した菌体の一般的性状を確
認する。さらに、OMV 中の標的 sRNA 封入効率を精査する。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) OMV の調製 

ピロリ菌培養上清を 2,500 × g、20 分間遠心分離を行い、上清を孔径 0.22μm のメンブレ
ンフィルターにて濾過後、100,000 × g、2時間、4℃にて超遠心分離を行った。得られた
沈殿を懸濁して OMV 画分とした。 
 

(2) RT-PCR 解析 
ピロリ菌もしくは精製 OMV から、ISOGEN (NIPPON GENE)を用いて total RNA 画分を得た。
miScript II RT kit (QIAGEN)により逆転写反応により得た cDNA を鋳型として、特異的プ
ライマーを用いて THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)によりリアルタイム PCR を行った。
それぞれの RNA の相対定量は、23S rRNA を内在性コントロールとして算出した。 
 

(3) 欠損変異株作製 
目的遺伝子のコード領域の上流および下流域約 500 bp程度をカナマイシン耐性遺伝子カセ
ットの 5’端および 3’端にそれぞれ結合した DNA 断片を構築し、ピロリ菌にエレクトロポ
ーレーションにて導入し、カナマイシン耐性により変異株を選定した。 

 
 
４．研究成果 
(1) 細菌外膜小胞 (OMV)に多量に存在する sRNA-X の同定 

我々はこれまでの研究で、ピロリ菌感染症のヒト類似症状を示すスナネズミに感染して高
頻度に胃炎を惹起する ATCC43504 株のゲノム解析および RNA-seq 解析を行い、新規 sRNA
を含む 80 以上の sRNA を見出している。ピロリ菌 OMV を分離し、画分内に含まれる sRNA
を、定量的 PCR により定量した結果、菌体中よりも OMV に特に多量に存在する sRNA-X を



同定した。 
 

(2) 同定 sRNA-X の欠失組換えピロリ菌の作出 
同定したsRNA-Xの欠失組換えピロリ菌を、カナマイシン耐性遺伝子挿入により作出した。
作製した菌株について、in vitro で以下に示す基本的性状を精査した結果、sRNA-X 欠損
変異株は野生株と同様の結果を示した。① 菌体の in vitro 培養での増殖能を、培養液濁
度の経時的測定により調べた。② 培養液中での鞭毛による運動能を、顕微鏡観察により
確認した。 ③ 胃上皮細胞株 AGS への菌体の付着能を、感染細胞の免疫染色像観察により
確認した。 ④ AGS 細胞への菌体付着能を、感染細胞溶解液の菌体タンパク質 UreA の
Western blot による検出で確認した。 
 

(3) sRNA-X 欠損変異株の OMV 量測定 
作製した sRNA-X 欠損変異株を電子顕微鏡観察に供した結果、野生株よりも菌体外の OMV
量が増大している像が観察された。OMV 画分に含まれる OMV 量を、リポポリサッカライド 
(LPS)の定量により精査したところ、sRNA-X 欠損変異株由来 OMV 画分では野生株由来画分
よりも多量の LPS が検出され、当該欠損変異株での OMV 量増大が明らかとなった。 
 

(4) sRNA-X 結合菌体タンパク質の同定 
MS2 aptamerを結合させた標的sRNA-Xをin vitro translation法により作製した。In vitro
にてピロリ菌菌体溶解液と混合したのちに、MS2 aptamer と MS2 coat protein のアフィ
ニティを利用した MS2 coat protein 結合 maltose binding protein を用いたビーズによ
るプルダウンアッセイに供し、SDS-PAGE にて展開後、sRNA-X に特異的に結合するタンパ
ク質バンドを確認した。LC-MS/MS 解析の結果、MS2 aptamer 結合 sRNA-X に特異的に結合
する、ガイド分子候補タンパク質 Yを同定した。 
 

(5) sRNA-X 結合 RNA の同定 
作製した sRNA 欠損変異株等の RNA-seq 解析を行い、sRNA が特異的に結合する可能性のあ
る sRNA を同定した。 
 

(6) ガイド分子候補タンパク質 Y の欠損変異株作製 
同定したガイド分子候補タンパク質 Yの欠損変異株作製を試みたが、組換え欠損変異ピロ
リ菌は生育しないために欠損変異株を得ることができなかった。 

 
これらの結果から、sRNA-X は、OMV に存在するのみならず、菌体の OMV 量を制御しうる可能性

が示唆された。また、sRNA-X に結合するガイド分子候補タンパク質 Yは、菌体の生存に必須の
タンパク質であることが示唆された。 
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