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研究成果の概要（和文）：Helicobacter cinaediの院内感染由来クローンに特異的に存在するPhosphorothioate
化修飾（PT化修飾）を行うdnd遺伝子群について、欠損株を作製し研究を行った。まずSMRT法によりPT化を解析
した結果、全標的モチーフのうち8.9%がPT化されていた。トランスクリプトーム解析の結果、欠損株ではDccSR
やPtmGをコードする遺伝子が有意に発現減少していた。またCaco-2細胞への感染実験により、dnd遺伝子群の欠
損により細胞障害性は増加することが分かった。以上の研究成果はPT化修飾がH. cinaediの環境適応および病原
性発現に寄与している可能性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：The contribution of Phosphorothioate (PT) modification to pathogenicity and 
environmental responsiveness in bacteria is unclear.
We analyzed the PT modification of the dnd gene knockout Helicobacter cinaedi MRY08-1234 strain, and
 found that 8.9% of all target motifs were PT-modified. Expression of genes encoding DccSR and PtmG 
was significantly decreased by the dnd gene knockout. In addition, infection experiments with Caco-2
 cells showed that knockout of the dnd gene  increased cytotoxicity. These results indicate that PT 
modifications may contribute to environmental adaptation and virulence of H. cinaedi.

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
PT化修飾は近年明らかになったばかりの細菌特有のDNA修飾であり、本研究ではPT化修飾が環境応答や病原性に
寄与している可能性を示した。Helicobacter cinaediは菌血症や蜂窩織炎の原因となる細菌であり、時に院内感
染を引き起こす。今後H. cinaediの菌株間の環境適応能や病原性の違いにおけるPT化修飾の新たな役割が解明さ
れることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

細菌にはメチル化以外に第二の DNA 修飾とし
て Phosphorothioate 化修飾（PT 化修飾）が存在す
る（Wang、 L et al. Nat Chem Biol 2007. 図 1）．
PT 化修飾は dnd 遺伝子群が担っており、メチル化
修飾同様、標的配列を認識し PT 化修飾する．メチ
ル化修飾と同様に自己 DNA を防御する役割が示唆されている（Xiong X et al. Nat Microbiol 
2020)が、興味深いことに PT 化修飾ではメチル化修飾とは異なり、標的配列のうち完全に
修飾されているのは 10%程度であり、多くの標的配列の PT 化修飾率は 5%以下である
（Chen LJ et al. PLOS Genetics, 2019）。このような不均一な DNA 修飾が細菌にとってど
のような役割をもつのかは不明な点が多い。 

一方研究代表者は Helicobacter cinaedi の院内感染由来クローン CC9 に着目し、CC9 に
特異的な因子を探索した結果、dnd 遺伝子群の存在を見出した。メチル化修飾は様々な病原
細菌でその病原性に関連していることが分っている (Sánchez-Romero et al. Curr Opin 
Microbiol. 2015)が、PT 化修飾については病原性や環境応答性への寄与は不明である。 
 
２．研究の目的 
Helicobacter cinaedi の院内感染由来クローン CC9 が特異的に dnd 遺伝子群を持つこと着
目し、Phosphorothioate（PT）化修飾の役割を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①PT 化およびメチル化の検出と標的モチーフの決定 
dnd 遺伝子群のノックアウト株（dnd 株）を作製し、SMRT 法による PT 化の標的モ

チーフ決定と PT 化の頻度の算出を行った。 
②dnd 遺伝子群の欠損による遺伝子発現変動の解析 
 dnd 株と野生株の遺伝子発現を RNA-Seq により比較解析した。また、発現に変化のあ
った遺伝子群と①で明らかになる PT 化修飾部位との位置関係を精査した。 
③dnd 遺伝子群欠損株を用いた細胞感染実験 
dnd 株と野生株の in vitro 感染実験により、細胞障害性を評価した。 

 
４．研究成果 
①PT 化およびメチル化の検出と標的モチーフの決定 

SMRT 法によりdnd 株と野生株の DNA 修飾を比較す
ることにより、PT 化の標的モチーフ決定を行った結果、モ
チーフは RGAGCY であることが分かった（図 2）。全モチ
ーフ（4229 か所）のうち、PT 化されているのは 8.9%（376
か所）であった。Vibrio cyclitrophicus FF75 株（PT 化の標
的モチーフ：CCA）では全標的モチーフのうち 14%、
Escherichia coli B7A 株（標的モチーフ：GAAC/GTTC）では 12%しか PT 化されていない
ことが報告されており（Cao et al. Nat Commun. 2014）、H. cinaedi においても同等の程度
で標的モチーフが PT 化されていることが明らかになった。 

図 1．DNA の Phosphorothioate 化 
（Nature Chemical Biology 2007） 

図 2．H. cinaedi MRY08-1234 株
の PT 化標的配列 



 
②dnd 遺伝子群の欠損による遺伝子発現変動の解析 
 dnd 株と野生株のトランスクリプトームを比較した結果、Campylobacter 属菌において
感染成立に寄与する因子である二成分制御系 DccSR や鞭毛の糖鎖修飾に関連する PtmG を
コードする遺伝子が有意に発現減少していた。さらに PT 化標的配列と PT 化が検出された
部位の関係を精査した結果、PT 化標的配列は発現の減少が認められた遺伝子の CDS 内に
も多く存在していた（図 3）。PT 化がどのように遺伝子発現変動をもたらすかは多くの疑問
点があるが、細菌の PT 化修飾が宿主適応に関連する因子の発現を調節している可能性が考
えられた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③dnd 遺伝子群欠損株を用いた細胞感染実験 
dnd 株と野生株について、Caco-2 細胞への感染実験により、細胞障害性を LDH アッセ

イにより評価した。その結果、野生株の H. cinaedi 感染により認められる細胞障害活性は
dnd 遺伝子群の欠損によりさらに増加することが分かった（図 4）。本現象は Caco-2 細胞だ
けでなく THP-1 細胞を用いた場合でも同様であった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の研究成果は PT 化修飾が H. cinaedi の環境適応および病原性発現に寄与している可
能性を示すものであり、今後 PT 化修飾がどのような機構で遺伝子発現制御などを介して
Phenotype の変化をもたらしているのかを明らかにしていく予定である。 

 

図 3．H. cinaedi MRY08-1234 株の野生株（wt）と dnd 遺伝子群欠損株（dnd）の
RNA-Seq 解析で発現減少が認められた遺伝子（a）DssSR と（b）PtmG における PT
化標的配列の位置 
Ⓟ: PT 化標的配列であるが，PT 化が検出限界以下であった部位．⦘: PT 化標的配列で，
PT 化が検出された部位 

図 4．Caco-2 細胞（A）と THP-1 細胞（B）における H. cinaedi MRY08-1234 株
野生株（wt）と dnd 遺伝子群欠損株（dnd）感染による細胞障害性 
感染 24 時間後に LDH アッセイにより細胞障害性を評価した。 
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