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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌 Aggregatibacter actinomycetemcomitas と Porphyromonas 

gingivalisにおける非翻訳RNAおよびRNAシャペロン蛋白であるHfq もしくはCsrA/RsmAをコ

ンピューター予想分析と分子生物学的実験アプローチであるショットガンクローニング法で同

定した。またマイクロアレイで細菌リポ多糖を作用させた際のヒト線維芽細胞における ncRNAs

の発現様態についても分析した。 

 

研究成果の概要（英文）：Non-coding RNAs and RNA chaperone proteins such as Hfq or CsrA/RsmA 

in periodontopathic bacteria, Aggregatibacter actinomycetemcomitas and Porphyromonas 

gingivalis were identified using computational prediction analysis and molecular 

experimental-based approaches, shotgun cloning. The expression patterns of ncRNAs in 

human gingival fibroblasts with bacterial lipopolysaccharide were also analyzed by 

microarray. 
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１． 研究開始当初の背景 

近年、真核細胞や原核細胞のゲノム解析の

結果、RNA に転写されるが蛋白をコードしな

い数多くの非翻訳 RNA (non coding RNA: 

ncRNA)の存在が明らかになった。ncRNA につ

いては転写後の RNA の安定性や RNA シャペロ

ン蛋白と共に遺伝子発現制御に関わること

などが報告されているが、未だその機能につ

いては不明の部分が多い。病原細菌では

ncRNA が毒素産生や鉄取り込みをはじめ増殖

環境適応や薬剤感受性に関わることが次第

に明らかにされ注目されている。 

２． 研究の目的 

 歯周病における歯周病細菌の病原性発現

における ncRNA の機能を解析するために、ま

ず、歯周病細菌 Aggregatibacter 

actinomycetemcomitas や Porphyromonas 

gingivalisにおけるncRNAおよびRNAシャペ

ロン蛋白候補分子をバイオインフォマティ

クス手法で大腸菌ゲノムデータと比較分析

して、またショットガンクローニング法など

の分子生物学手法を駆使して見出す。併せて

ヒト歯肉線維芽細胞にリポ多糖体（LPS）を

作用させた際の ncRNAの発現様態をマイロア

レイで解析し、歯周病病因における ncRNA の

機能や役割を明らかにする。 

３．研究の方法 

(1)バイオインフォマティクス手法による

ncRNAおよびRNAシャペロン分子の探索： A. 

actinomycetemcomitans (Aa)ならびに P. 

gingivalis (Pg)のゲノムデータベースと大

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)ショットガンクローニング法による

ncRNA 分子の探索： PgW83 株から全 RNA 画

分を抽出し、15％変性アクリルアミドゲルを

用いて電気泳動した。鎖長が 30-300nt に相

当する画分をゲルから切り出し、RNA を精製

後逆転写と PCR 反応を行ない増幅した。増幅

した遺伝子断片を TA クローニングベクター

に組み込んでライブラリーを作成した、この

ライブラリーをランダムに選択してその塩

基配列を決定し、Pg のゲノム上での位置を特

定した。 

(3)ncRNA 候補遺伝子の検出： 相同性検索で

大腸菌 ncRNA配列と高い相同性を示した歯周

病細菌の ncRNA 候補遺伝子を RT-PCR 法ある

いはノーザンブロット法で検出した。 

(4)hfq-ならびに rsm様遺伝子欠損株の作製： 

相同性組換え法によって 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

て両遺伝子欠損株を作成した。 

(5)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 株の菌体蛋白を 2 次元電気泳動法で分

離して蛋白発現パターンを比較した。 

(6)LPS 刺激によるヒト歯肉線維芽細胞の

ncRNA 発現の検出：培養ヒト歯肉線維芽細胞

に大腸菌LPSあるいはPgLPSを添加し、全RNA

画分を抽出した。陰性対照試料の RNA 画分は

蛍光色素Cy3で、また一方LPS添加試料のRNA

画分は Cy5 で標識し、その発現様態を

microRNA アレイで比較した。 

３． 研究成果 

(1) バイオインフォマティクス手法による

ncRNAおよびRNAシャペロン分子の探索： Aa

のゲノム上に大腸菌 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 ncRNA および RNA シャ



ペロンとの相同性分子は見出せなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

(2)ショットガンクローニング法による

ncRNA 分子の探索：クローン化した 155 個の

Pg 遺伝子断片の塩基配列解析の結果、78 ク

ローンが Pg のゲノム上の遺伝子間領域に、

34 クローンが遺伝子上のセンス鎖に、そして

16 クローンが遺伝子のアンチセンス鎖に位

置していた。また、残り 27 クローンはリボ

ソーム RNA 遺伝子の混入であった。重複して

クローン化された 10遺伝子を Pgの ncRNA 候

補遺伝子として選択した。 

(3)ncRNA 候補遺伝子の検出：Aa では 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）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、Pg の ncRNA 候補遺伝子についてノーザ

ンブロット解析の結果、5遺伝子の発現を確

認した。これらは Aa や Pg の ncRNA として機

能している可能性が高く、歯周病細菌におけ

る病原遺伝子発現や増殖制御に ncRNAがどの

ように関わっているのかが興味深い。 

(4)hfq ならびに rsm 欠損株の作製：大腸菌

hfqならびにrsmと相同性を示したAaの遺伝

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

トを相同性組換え法によって Aa ATCC29523

株のゲノム中に挿入して hfq ならびに rsm 遺

伝子の欠損株を作製した。 

Name Identitiy （%） Size （nt） Function

ssrA
ffs
ssrS
Rybc/SroB
RyjC
DsrA
DicF
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72.60
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60.40

60.00

363

114

183

82

77

87

53

68

tmRNA

Component of SRP

RNAP antagonist

antisense regulator

antisense regulator

antisense regulator

antisense regulator

antisense regulator

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

(5) hfq ならびに rsm(csrA)遺伝子欠損株の

蛋白質発現プロファイル：親株 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（hfq 遺伝子欠損株の 2 次元電気泳

動像を図２に示す）。hfq 遺伝子欠損株では６

つの蛋白スポットと rsmA(csrA)遺伝子欠損

株では５つの蛋白スポットで蛋白発現量が

増加していた。nRNA が RNA シャペロンを介し

ての mRNA サイレンシングに関与し、Aa にお

いても他の病原細菌と同様にncRNAによる遺

伝子制御機構の存在が示唆された。 
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(6) LPS 刺激によるヒト歯肉線維芽細胞の

ncRNA 発現の検出：LPS 刺激によってヒト歯

肉線維芽細胞において ncRNA発現の変動が認

められた。PgLPS 刺激によってその発現が上

昇するものは miR-187、miR-290、miR-203 を

はじめ７種類、一方抑制されるものは

miR-6058 と miR-12902 の２種類であった。ま

1    2     3     4     5    6    7

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） 734
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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

親株と比べ2倍以上発現量が増加したスポット



た大腸菌 LPS 刺激では、mi-R8027 や mi-R26b、

mi-R378などの10種類のncRNA発現が上昇し、

また mi-R10594、mi-R8488、mi-R494 など 11

種類の ncRNA 発現が抑制されていた。LPS の

種類によってヒト歯肉線維芽細胞からの

ncRNA 発現は異なっていた。さらにマクロフ

ァージを大腸菌 LPS刺激した際や様々な炎症

部位やガン細胞で見出されている既報の

mi-R155 の変動はヒト歯肉線維芽細胞では認

められなかった。 

(7)まとめ： Aa では大腸菌と同様に 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。また

Pg にも ncRNA の存在が確認され、歯周病細菌

での病原因子発現制御や増殖環境適応にお

ける ncRNA の機能解析が今後の課題である。

ヒト歯肉線維芽細胞ではマクロファージと

は異なる ncRNA 発現変動が認められ、歯周病

感染炎症病態に発現する ncRNAの役割や機序

について宿主と病原体の両面からこの研究

成果を基に今後も検討して行きたい。 
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