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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌の慢性感染は、胃炎、胃潰瘍、胃癌そしてMALTリンパ腫の発症に密接に関わ
っている。本研究を進めていくと、ピロリ菌は自身が保有するある小さなRNA（sRNA）を用いることで、酸化ス
トレスによる細胞障害を免れていることが明らかとなった。さらに本研究では、sRNA-X遺伝子の欠損ピロリ菌株
を作製し、解析することで、sRNA-Xが酸化ストレス応答に重要な遺伝子であるチオレドキシン関連遺伝子の発現
を安定化するという新規メカニズムを見つけた。sRNA-Xを欠損したピロリ菌は胃への定着能も著しく減少したこ
とから、このような小さなRNAがピロリ菌感染による胃の疾患に関与していることも示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chronic infection of Helicobacter pylori is closely related to the onset of 
gastritis, gastric ulcer, gastric cancer and MALT lymphoma. In this study, we found that a small RNA
 (sRNA) contributes to resist cytotoxicity caused by oxidative stress in Helicobacter pylori. 
Furthermore, we revealed that the sRNA stabilizes the expression of thioredoxin-related genes, which
 is important for oxidative stress response, by analyzing the gene expression of sRNA-deficient 
strain of H. pylori. Since knockout strain of the sRNA remarkably decreased the ability of H. pylori
 to colonise to the stomach, it was suggested that the sRNA is involved in gastric disease caused by
 H. pylori infection.

研究分野： 細菌学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
（１）ピロリ菌は胃に定着するグラム陰性の
細菌で、世界の人口の実に半数が保有してい
ることが知られる。本菌の慢性感染は、胃炎、
胃潰瘍、胃癌そして MALT リンパ腫の誘導因子
であることが多くの疫学・実験的成果から示
されている。このため、本国での癌による死
亡原因の第 2 位を占めている胃癌の克服には、
ピロリ菌の感染機構を詳細に把握する必要が
ある。	
	
（２）2010 年に、ピロリ菌の第一次転写産物
の網羅的な発現解析を行った研究が発表され
た（Sharma	CM.	et	al.,	Nature	2010）。そ
の結果、本菌には mRNA、rRNA、tRNA に加えて、
多種多様な Bacterial	small	RNA（sRNA）も存
在していることが明らかとなった。この報告
までピロリ菌は、RNA による遺伝子発現制御
等の高等なメカニズムを持ち合わせていない
とさえ考えられていたため、それらの役割に
ついては全く研究されてこなかった。	
	
（３）ピロリ菌の病原性遺伝子塊である
cagPAI	(cag	pathogenicity	island)	は分泌
装置とエフェクター病原タンパク質をコード
し、これらの因子が宿主への定着や感染を可
能とし、胃の疾患を引き起こしている。申請
者の予備的研究から、ピロリ菌の cagPAI	 か
らは、これまで報告されていた病原性に関わ
るタンパク質の他にも、複数の Bacterial	
small	RNA	(sRNA)が作られていることが確認
された。このため、ピロリ菌が持つ sRNA も本
菌の病原性の発揮に重要な役割を果たしてい
ることが推測された。	
	
	

２．研究の目的 
ピロリ菌の病原因子は、胃の疾患に強く関わ
っている。ピロリ菌の病原性に関わる sRNA
を同定し、その機能を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ピロリ菌が保有する小さな RNA の同定	
ピロリ菌は、自身の持つ病原性遺伝子塊であ
る cagPAI に分泌装置とエフェクター病原タ
ンパク質をコードすることで、宿主への定着
や感染を容易にし、胃の疾患を引き起こして
いる。申請者が、ピロリ菌の sRNA の発現をデ
ィープシークエンシングで網羅的に解析した
ところ、多数の sRNA が転写されていることが
明らかになった。さらに、リアルタイム PCR と
ノーザンブロット、サンガーシークエンスを
用いてこれら sRNA の同定を行った。	
	
（２）候補 sRNA の欠損株の作製と標的探索	
	 まず初めに、（１）で同定され、酸化ストレ
ス下でも発現が維持されていたピロリ菌の
sRNA（sRNA-X）の相同組換えを行い、sRNA-X 欠
損株を作製した。細菌の sRNA の多くは、標的

mRNA に配列相補的に結合することで、標的遺
伝子の発現制御を行っていることが確認され
ている。そのため、sRNA-X 欠損株と野生株の
転写産物をディープシークエンサーにより発
現比較解析し、sRNA-X の標的遺伝子候補を探
索した。	
	
（３）sRNA-X の標的遺伝子の同定	
sRNA-X を欠損させたピロリ菌の実験から、チ
オレドキシン関連遺伝子が sRNA-X の標的遺
伝子候補として挙がってきた。sRNA-X と mRNA
の配列とをバイオインフォマティクスを用い
て比較した。さらに、in	 vitro で合成した
sRNA-X にチオレドキシンの mRNA が結合する
か、MS-2	tag を用いたビーズによるプルダウ
ン法により調べた。	
	
（４）候補 sRNA の機能解析（in	 vitro,	 in	
vivo）	
	 sRNA-Xの標的遺伝子であるチオレドキシン
は抗酸化能を保有することが知られている。
そのため、sRNA-X はピロリ菌の酸化ストレス
に対する防御に関与している可能性が示唆さ
れた。sRNA-X 欠損株に酸化ストレスを与え、
その後の生菌数をカウントした。また、sRNA-
X 欠損株をマウスに感染させ、3週間後に胃内
に存在するピロリ菌数をカウントした。	
	
４．研究成果	
（１）ピロリ菌が保有する小さな RNA の同定	
ピロリ菌 ATCC43504 株の sRNA の発現をディ
ープシークエンシングで網羅的に解析した。
その結果、約 100 種類の sRNA が確認できた。
これらの中には新規 sRNA も含まれていた。さ
らに、発現量が比較的高く、ピロリ菌間で保
存性の高い sRNA に関して、リアルタイム PCR
を用いてその発現を確認した。これにより、
ディープシークエンスの再現性が取れ、ピロ
リ菌体内で実際に sRNA が発現していること
がわかった。また、酸化ストレス下でも発現
が維持されている sRNA（sRNA-X）を同定し、
ノーザンブロット、サンガーシークエンスを
用いてさらなる確認を行った。	
	
（２）候補 sRNA の欠損株の作製と標的探索	
	 まず初めに、sRNA-X 欠損株を作製した。そ
の後、sRNA-X 欠損株と野生株の転写産物をデ
ィープシークエンサーにより発現比較解析し、
sRNA-Xの標的遺伝子候補を探索した（図１）。
sRNA-X欠損株ではチオレドキシン関連遺伝子
の mRNA の発現が顕著に下がっていることが
確認された。他にも幾つかの遺伝子の発現が
変動していた。これらの遺伝子の配列を調べ
てみると、sRNA-X のループ領域に相補的な配
列を保有するものが多かった。sRNA-X は標的
遺伝子に配列相補的に結合することで標的遺
伝子を制御していることがわかった。チオレ
ドキシンの mRNA も例外ではなく、sRNA-X に
認識されそうな配列を 5’末端に保有してい
た。また、sRNA の標的が mRNA のみではなくタ



ンパク質にまで及んでいるかを確認するため
に、sRNA 欠損株の mass 解析を行った。タンパ
ク質量が変動していた遺伝子は、基本的に
mRNA 量も変動していた。すなわち、sRNA の有
無により直接的に量が制御されるタンパク質
はあまりないのではないかと考えられた。	
	

	
（３）sRNA-X の標的遺伝子の同定	
sRNA-X を欠損させたピロリ菌の実験から、チ
オレドキシン関連遺伝子が sRNA-X の標的遺
伝子候補として挙がってきた。チオレドキシ
ン関連遺伝子の mRNA の 5’末端に予測された
sRNA-X の標的サイトに、実際に sRNA-X が結
合することをプルダウンアッセイにより確認
した（図２）。さらに、この標的サイトに変異
を入れたピロリ菌では sRNA-X によるチオレ
ドキシンの遺伝子制御が見られなくなった。
また、sRNA-X の標的認識サイトに変異を導入
した株においても sRNA-X によるチオレドキ
シン制御がなくなった。これらの結果から、
sRNA-X はチオレドキシン	 mRNA の 5’末端を
標的とすることでチオレドキシンの mRNA の
安定化を行っていることが示唆された。	
	

	
（４）候補 sRNA の機能解析（in	 vitro,	 in	
vivo）	
	 チオレドキシンは抗酸化活性を持つ。その
ため、sRNA-X はピロリ菌の酸化ストレスに対
する防御に関与している可能性が示唆された。
sRNA-X 欠損株に酸化ストレスを与え、その後
の生菌数をカウントしたところ、sRNA-X 欠損

株は生菌数が有意に減少していた（図３）。ま
た、sRNA-X 欠損株をマウスに感染させた実験
では、sRNA-X 欠損株は野生株と比較し、定着
菌数がおよそ 1/100 に減少していた。同様の
減少はチオレドキシン関連遺伝子欠損株でも
確認された。このことから、sRNA-X はチオレ
ドキシンを安定化させることにより、抗酸化
作用を調節し、定着に有利な状況を作り出し
ていることが示唆された（Kiga	K.	et	al.	投
稿準備中）。	
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図 2. sRNA-X 欠損株と野生株の転写量比較
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