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研究成果の概要： 

歯周病の原因となる細菌（歯周病細菌）における、非翻訳 RNA の役割を解析することを目的と

して、以下の研究成果を得た。（１）歯周病細菌 Aggregatibacter actinomycetetemcomitans
に大腸菌と類似した非翻訳 RNA が発現していることを示した。（２）A. actinomycetemcomitans
から RNA シャペロンを同定し、クローニングした。（３）RNA シャペロンを介した非翻訳 RNA に

よる遺伝子発現調節機構が A. actinomycetemcomitans に存在する可能性を示した。（４）歯周

病の病態には細菌だけでなく古細菌種が関与しており、その解析の必要性を示した。 

交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2008 年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

年度  

年度  

年度  

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

研究分野：歯周病学 

科研費の分科・細目：歯学・歯周治療系歯学 

キーワード：歯周免疫機能学 

  

１．研究開始当初の背景 

 近年，蛋白質をコードしていない非翻

訳RNA(non-coding RNA：ncRNA)が数多く

存在することが明らかとなった。これら

のRNAは，そのもの自体が機能性分子とし

ての役割をもつと考えられている。分子

生物学的手法として広く活用されている

RNA干渉（RNAi）も機能性RNA現象のひと

つである。RNAi以外では転写を制御する

ncRNAや，クロマチン構造変換を制御する

ncRNAなどが報告されている。現在，ncRNA

の機能解析が精力的に行われているが，

ほとんどのncRNAの機能は未解析のまま

となっている。さらに，いまだ同定され

ていないncRNAが数多く存在するため，コ

ンピューターによるncRNAの配列予測や，

ショットガンクローニング法などによっ

て新規のncRNAを同定することが様々な

生物種で重要な研究課題のひとつとなっ

ている。 



 微生物のncRNAに関する研究報告は，そ

のほとんどが大腸菌に関するものである。

大腸菌では百種類に及ぶncRNAが報告さ

れている。これまでの機能解析から，既

知のncRNAには，mRNAのアンチセンスレギ

ュレイターとして，転写後の遺伝子発現

制御に関連した機能をもつものが多い事

が分かっている。また，ncRNAがアンチセ

ンスレギュレイターとして機能する際に

は，mRNAとncRNAの会合を補助するRNAシ

ャペロン（大腸菌のHfqあるいはRsm分子）

が重要な役割をもつことも明らかとなっ

てきた。注目されるのは毒素や外膜タン

パクなどの病原関連性分子の発現調節に

ncRNAが関与していることであり，大腸菌

以外においてもウェルシュ菌の毒素遺伝

子の転写調節を行うncRNAが報告されて

いる。 

 歯周病細菌においては，ncRNAに関する

研究は皆無であり，今後，歯周病細菌の

病原性や生命現象を解明する上でncRNA

の同定と機能解析は不可欠である。さら

に病原因子，あるいは菌の増殖や定着因

子と関連性の高いncRNAを同定すること

ができれば，歯周局所での細菌叢コント

ロールや感染コントロールの戦略に

ncRNAの分子生物学が組み込まれる可能

性は極めて高いと考えられる。 

２．研究の目的 

 歯 周 病 細 菌 Aggregatibacter 

(Actinobacillus) actinomycetemcomitans

ならびに Porphyromonas gingivalis の発現

するncRNAを同定し,さらにバイオインフォ

マティックスの手法ならびに分子生物学的

手法を用いて，それらの機能を探る。 

３．研究の方法 

（１） 相同性検索： 

Oral pathogen databaseのAggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa) な ら び に

Porphyromonas gingivalis (Pg)のゲノム配

列中に，EcoCyc database に登録されている

大腸菌の 80 種の ncRNA，そして RNA シャペ

ロンであるhfqとrsmA (csrA)遺伝子の相同

性分子を検索した。検索には NCBI の blast

プログラムならびに Genetyx software を用

いた。 

（２） ncRNA 候補遺伝子の検出： 相同性

検索において大腸菌の ncRNA 配列と高い相

同性を示した歯周病細菌の候補遺伝子を

RT-PCR 法によって検出した。 

（３） hfq-ならびに rsm 様遺伝子欠損株の

作製： 相同性組み換え法によって Aa

（ATCC29523）染色体遺伝子中の hfq ならび

に rsm 様遺伝子にスペクチノマイシン耐性

カセットを挿入して両遺伝子の欠損株を作

成した。 

（４）欠損株の蛋白質発現プロファイルの解

析： 両欠損株ならびに親株である ATCC 

29523 株の菌体を 2 次元電気泳動によって

分離し，蛋白質の発現パターンを比較した。 

（５）歯周炎局所における古細菌種の同定：

近年、歯周病細菌に加えて、古細菌種が歯

周病の発症と進行に関与していることが示

唆されるようになった。このため古細菌種

の ncRNA についての解析の必要性を検討す

るために、歯周炎局所に存在する古細菌種

の同定・解析を行った。 

４．研究成果 

（１）相同性検索： Aa のゲノム上に大腸

菌の ncRNA と高い相同性（60%以上）を示す

8つのncRNA候補配列，ならびにhfqと rsmA

様遺伝子を同定した（表１）。Pg のゲノム上

には大腸菌の ncRNA ならびに RNA シャペロ

ンとの相同性分子は見出せなかった。 

（２）ncRNA候補遺伝子の検出： 8つのncRNA

候補配列のうち，特に高い相同性を示した



３候補（ssrA, ffs, ssrS）について，RT-PCR

法による検出を試みた結果，3 つの候補す

べての遺伝子発現を確認することができた 

（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（３）hfq ならびに rsm 欠損株の作製：大腸

菌の hfq ならびに rsm と相同性を示す遺伝

子をデータベース中の Aa のゲノム上に同

定した。同定した遺伝子を PCR 法で Aa 

ATCC29523 株から増幅し、増幅した遺伝子

中にスペクチノマイシン耐性遺伝子を組み

込んだ。この薬剤耐性カセットを相同生組

み換え法によって Aa ATCC29523 株のゲノム

中に挿入した。スペクチノマイシン含有培

地を使用して、hfq ならびに rsm 遺伝子の

欠損株を同定・樹立した。 

（４）hfq ならびに rsm 遺伝子欠損株の蛋白

質発現プロファイル：親株である ATCC29523

株ならびに hfq と rsm の遺伝子欠損株を 2

次元電気泳動で展開し、蛋白質の発現パタ

ーンを比較した（代表例として hfq 遺伝子

欠損株の 2 次元電気泳動像を図２に示す）。

親株と比較して、hfq ならびに rsm 遺伝子

欠損株では多くの蛋白質発現量が変化して

いた（図 3,4）。発現量に変化のあった蛋白

質スポットでは、hfq ならびに rsm 遺伝子

ともに発現量が増加しているスポットが多

く見られた。 

Name Identitiy （%） Size （nt） Function

ssrA
ffs
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表１．Aaのゲノム上に同定された大腸菌ncRNAの相同性遺伝子
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表１．Aaのゲノム上に同定された大腸菌ncRNAの相同性遺伝子
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Lane： ncRNA名

1 : マーカー

2 : ffs (cDNA )

3 : ffs (RNA)

4 : ssrS (cDNA ) 

5 : ssrS (RNA)

6 : ssrA (cDNA )

7 : ssrA (RNA)

（鋳型サンプル種）

図１. Aa ncRNA候補遺伝子の発現確認（RT-PCR法）
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図１. Aa ncRNA候補遺伝子の発現確認（RT-PCR法）
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図２. hfq-欠損株の菌体蛋白質プロファイル

親株と比べ2倍以上発現量が増加したスポット
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図２. hfq-欠損株の菌体蛋白質プロファイル
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（５）歯周炎局所からの古細菌の同定： 

日本人歯周炎患者の病変部から古細菌、

Methanobrevibacter oralis とその類縁菌

種を同定した。古細菌は歯周病の重度な部

位から高頻度に検出された（表２）。 

 

表２．歯周炎局所からの古細菌の検出 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（６）考察と結論：歯周病細菌 Aa には，

大腸菌と同様に RNA シャペロンを介した

ncRNA による遺伝子発現調節機構の存在す

る可能性が，示唆された。欠損株において

発現量の増加するスポットが多く見られた

のは，ncRNA の多くが mRNA サイレンシング

に関与しているためと考えられる。大腸菌

と系統的に離れた Pg では， ncRNA の同定に

は戦略を変更する必要がある。歯周病の病

態への関与が強く示唆された古細菌種にお

いても今後、解析を行う必要がある。 
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