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研究成果の概要（和文）：歯周病原因菌Aggregatibacter actinomycetemcomitansのsmall RNAによる遺伝子発現
制御に関与すると考えられるHfqタンパク質の病原性に着目した解析を行った。本菌はhfqの欠損により著しいバ
イオフィルム量の減少を示した。また、hfqの欠損は付着因子emaAの発現を減少させた。emaA欠損株のバイオフ
ィルム形成能は著しく低下した。よって、A. actinomycetemcomitansはsmall RNAを用いてhfqを介したバイオフ
ィルム関連遺伝子の発現制御を行っている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Aggregatibacter actinomycetemcomitans is one of the periodontal pathogens. 
We analyzed the regulation of virulence genes by Hfq, which is an RNA chaperon associated with the 
genes regulation via small RNA, in A. actinomycetemcomitans. The inactivated mutant of hfq showed 
significantly reduced biofilm and decreased expression of emaA encoding extracellular adhesin. The 
inactivated mutant of emaA showed significantly reduced biofilm. These results suggested that the A.
 actinomycetemcomitans regulates the expression of genes associates with the biofilm formation using
 small RNA and hfq.

研究分野：口腔微生物学

キーワード： 歯周病原因菌　Hfq
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病原因菌において、病原性への関与が示唆されているsRNAの研究成果は少ない。本研究結果により、歯周病
原因菌であるA. actinomycetemcomitansにおいて重要な病原性のひとつであるバイオフィルム形成性にHfq及び
EmaAが関与することを明らかにした。HfqによるEmaAの発現制御にはsmall RNAが介在する可能性が考えられる。
よって、small RNAによるA. actinomycetemcomitansの病原性の制御に関し重要な知見をもたらしたと考えられ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Small RNA (sRNA) は短い機能性 RNAの総称であり、細菌の有する sRNAの多くはタンパク

をコードする領域をもたず、sRNA と mRNA の結合を介して様々な遺伝子発現制御に関与する

と考えられている。sRNAは遺伝子間領域に発現する intergenic region sRNAと遺伝子領域の反対

鎖に発現する antisense sRNAに大別される。かつては coding sequenceを持たない sRNAをゲノ

ムから同定することは困難であったが、次世代シークエンサーの発展・普及により RNA sequence 

(RNAseq) 解析を用いた新規 sRNAの同定報告が増えている(Kröger et al., 2018, Nucleic Acids Res., 

46:9684-9698. Sinel et al., 2017, Sci Rep., 7:11067)。 

以前に行われた研究により、私たちは歯周病原因菌のひとつである Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans  (Aa) において RNAseqによる sRNAの網羅的同定を行い、120の sRNA

を報告した (Oogai et al., 2018, DNA Res., 25:207-215) 。それらの一部は、Aaにおいて代表的な病

原性因子である細胞致死膨化毒素やロイコトキシン遺伝子を含む複数の mRNA 等と結合しうる

ことを示した。 

 

２．研究の目的 

Aa HK1651 株において同定された sRNA により制御される可能性がある遺伝子の発現性を

検討する。細菌の sRNA を介した遺伝子発現制御には RNAシャペロンの一つである Hfqの関

与が知られている。よって、まず Aaにおける hfq遺伝子欠損株を解析し、発現変動を示す遺伝

子の同定を行い、ひいてはその制御に関与する sRNAを解析する。また、AaHK1651株におい

て、ゲノム内に見られる一部の Insertion sequence (IS)と塩基対形成しうる sRNAが同定され

ているため、sRNAによる ISの発現制御の可能性を検討する。 

  

３．研究の方法 

遺伝子欠損株の作製 

 スペクチノマイシン耐性遺伝子 aad9の上流及び下流側に欠損させり遺伝子の上流及び下流の

およそ 2kbpの DNA断片を PCR法を用いて結合させた。得られた組換え DNA断片を Aaの各種

菌株内に導入し、相同性組換えによる欠損株の作製を行った。 

 

遺伝子の発現性解析 

 hfqの欠損株を用いて、RNAseqによる網羅的遺伝子発現解析を行った。Hfq制御下にあること

が判明した遺伝子のうち、病原性との関連が考えられる遺伝子においては定量性 PCR による詳

細な発現変動の解析や欠損株を用いた病原性解析を行った。 

 

sRNAを介した ISの転移制御解析 

 hfqの欠損株を用いて、sRNAによる負の発現制御を受けている可能性が考えられる IS (IS3)の

トランスポゼースのタンパク質発現をウエスタンブロッティングにより解析した。 

 

 

 



４．研究成果 

 当初、sRNA の網羅的同定が行われた HK1651 株を用い、病原性因子の遺伝子を制御しうる

sRNA の欠損株の作製を試みた。しかしながら、HK1651株の遺伝子欠損株を得ることは当研究

課題の手法においては困難であった。よって、ゲノム情報が公開されており、遺伝子欠損株の作

製が比較的容易である NUM4039 株を主に用い本研究課題は行われた。Aa における sRNA の塩

基配列や発現性は菌株間で多様性を有することが示唆されているため (Oogai et al., 2018, DNA 

Res., 25:207-215)、sRNA を介した多くの遺伝子発現制御に関与すると考えられる Hfq に着目し

研究を進めた。hfq欠損株を用い各種病原性を検討した結果、当欠損株はポリスチレンプレート

上におけるバイオフィルム形成の減少を認めた (図 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aa NUM4039 野生株及び hfq 欠損株を対数増殖期中期まで液体培地  (Aggregatobacter 

actinomycetemcomitans growth medium: AAGM) で培養し、網羅的な遺伝子発現変動を RNAseqに

より解析した。結果、多様な遺伝子の発現変動が認められた (表 1)。バイオフィルム形成への関

与が考えられる遺伝子としては、オートトランスポーター様付着因子(emaA)、バイオフィルムの

分解を促進すると考えられる Dispersin B (dspB) の発現変動が認められた。定量性 PCR により

Aa NUM4039 野生株及び hfq 欠損株の対数増殖期初期における emaA及び dspBの発現性を検証

した結果、RNAseqの結果と同様の傾向を示した (図 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 Aa NUM4039野生株、hfq欠損株及び相補株のバイオフィルム形成量。各菌株を 96ウェルポ

リスチレンプレート上で 24時間培養後、PBS洗浄を行い、付着細胞をクリスタルバイオレットで

染色した。定量は染色後のバイオフィルムに 100 μlのエタノールを加え、遊離させた色素の吸光

度 (595 nm) を測定することにより行った。 
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表 1  hfq欠損株において変動を示す遺伝子（一部抜粋）。 

Aa NUM4039野生株及び hfq欠損株を液体培地(AAGM) 

で対数増殖期中期まで培養した。差次的遺伝子発現性を

RNAseqにより解析した。 

(左) hfq欠損により転写量の増加を示す遺伝子 

(右) hfq欠損により転写量の減少を示す遺伝子 

図 2  Aa NUM4039株野生株、hfq欠損株及び相補株の emaA (左), dspB (右)の遺伝子発現性。各菌株

を液体培地 (AAGM) で対数増殖期初期まで培養した。定量性 PCR は LightCycler96 (roche) にて行

った。内在性コントロールとして gapdh を用い、キャリブレーターとして野生型の同一培養条件の

サンプルを用いた。 



hfqの欠損により、AaNUM4039株のバイオフィルム形成量が減少し、付着因子 emaAの有意な

発現抑制が認められた。そこで、EmaAのバイオフィルム形成への関与を解析するため、emaA欠

損株を作製した。結果、emaA欠損株バイオフィルム形成能の著しい低下を認めた (図 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 hfq欠損株を用いて、野生株においては発現が制限されている IS3のトランスポゼースの発現

性を IS3トランスポゼース orfAの抗血清を用い検討した。しかしながら、hfqを欠損させた場合

においても IS3トランスポゼースの発現は認められなかった。 

図 3  Aa NUM4039野生株、hfq欠損株及び emaA欠損株のバイオフィルム形成性。各菌株を 96

ウェルポリスチレンプレート上で 3日間培養後、PBS洗浄を行い、付着細胞をクリスタルバイ

オレットで染色した。 
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