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研究成果の概要（和文）：A群レンサ球菌は感染部位において病原因子群の発現を調節し，化膿性疾患を起こす．近年
，RNA自身による転写・翻訳制御が注目されている．その機構の1つであるノンコーディングRNAに着目し，ノンコーデ
ィングRNA候補群の欠失株を用いて標的となるmRNAの検索を行った．また，転写因子をコードすると考えられる必須遺
伝子について，ノンコーディングRNAであるリボスイッチを遺伝子上流に組込み，機能解析を行った．必須遺伝子の翻
訳を抑制した結果，変異株の成長は抑制され，菌体は異常な表層構造と細胞形態を呈した．これらの結果から，リボス
イッチは必須遺伝子の機能解析に有効であることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Streptococcus pyogenes regulates expression of virulence factors in infection site
s, and causes purulent diseases. Recently, transcriptional and translational regulations by RNA have been 
noted. In this study, non-coding RNA candidates were searched in Streptococcus pyogenes, and target mRNAs 
of non-coding RNAs were investigated using constructed mutant strains. Moreover, regarding the essential g
ene encoding a transcriptional regulator, an riboswitch was introduced upstream of the gene, and the funct
ion of the essential gene was analysed. When the translation rate of the gene was reduced in the mutant st
rain, the growth was markedly inhibited. Moreover, the mutant showed an abnormal cellular morphology and i
rregular superficial structure. Our results indicate that riboswitch-based translational control is useful
 for analysis of essential factors of Streptococcus pyogens.
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１．研究開始当初の背景 
 A群レンサ球菌（Group A streptococci; GAS）

は，局所性化膿性疾患として咽頭炎や膿痂疹

を起こすだけでなく，二次性続発疾患として

リウマチ熱や急性糸球体腎炎を惹起する．さ

らに，頻度は低いが，壊死性筋膜炎やショッ

ク症状を伴う劇症型 GAS 感染症の罹患によ

り，高率で死亡することが報告されている．

局所性および全身性の感染を呈し，感染病態

は急性や慢性の経過を辿る．このレンサ球菌

種による感染で特徴的なことは，皮膚や咽

頭・上気道等の多様な解剖学的部位に多岐に

わたる疾患を引き起こすことである．これは，

GAS が産生する病原因子群や宿主因子等に

起因すると考えられる  (Cunningham MW, 

Clin Microbiol Rev 13: 470-511, 2000)．また，

病態を発症するためには，感染部位において，

GAS が病原因子群の発現を巧みに調節する

ことが必要不可欠である(Kreikemeyer B. et 

al., Trends Microbiol 11: 224-232, 2003)．GAS

の感染による病態発症の機序は完全に解明

されておらず，有効な治療法と予防法の確立

が待ち望まれている．申請者らは血清型特異

的に存在する転写因子や表層タンパクに焦

点を当て，GASの病原性への関与を明らかに

してきた (Nakata M. et al., Infect. Immun. 77: 

32-44，2009, Nakata M. et al., Mol Microbiol 57: 

786-803, 2005, Kreikemeyer B. et al., Infect 

Immun 75: 5698-5710, 2007)．しかし，転写因

子による発現調節機構だけでは説明不可能

な現象がこれらの研究で認められた．そこで，

近年着目されている mRNA 自身による転

写・翻訳制御に着目した． 
 
２．研究の目的 
 細菌における mRNA転写・翻訳制御機構と

して，non-coding RNA (ncRNA)とリボスイッ

チに着目した．細菌で報告されている ncRNA

の多くは，標的 mRNAと不完全な塩基対を形

成することにより，標的 mRNAの翻訳を抑制

する．リボスイッチは mRNA の一部であり，

代謝産物などを認識して構造変化を起こし，

翻訳や転写の効率を変化させる．ncRNAにつ

いては，ncRNA の発現様式と標的となる

mRNAを明らかにし，病原性との関連を検討

することを目的とした．また，必須遺伝子の

解析に合成リボスイッチを使用できるかに

ついて検討した． 

 

３．研究の方法 

(1) GASの ncRNAの解析 

① ncRNA候補の抽出 

 臨床分離頻度が高い血清M型3型株を親株

として使用した．既報のゲノム配列とコマー

シャルの ncRNA 予測プログラムを用いて推

定 ncRNAを抽出した． 

② ncRNA発現の解析 

 対数増殖期の菌液から全 RNA を抽出し，

ノーザンブロット法を用いて ncRNA が転写

されているかについて検討した． SP6プロモ

ーターもしくは T7 プロモーターからプロー

ブとなるRNAを in vitro transcription法により

合成し，検出に用いた．ノーザンブロット解

析の結果を参考にし，ncRNAの全長塩基数を

推定した．また，配列解析により転写終結部

位を予測した． 

③ ncRNA欠失株の作製 

 発現と転写部位を明らかにした ncRNA に

ついて，温度感受性ベクターを用いて，抗生

物質耐性遺伝子を導入しないマーカーレス

の欠失株の作製を行った．組換えにより野生

型へ復帰するクローンを変異復帰株として，

以後の解析に供した．ncRNA欠失の最終的な

確認をノーザンブロット解析により行った． 

④ ncRNA欠失株の表現型の解析 

 変異株のコロニー形態と成長速度を検討

し，グラム染色により，細胞形態や連鎖の程

度を観察した．溶血能，莢膜量，プロテアー

ゼ産生量等の病原性に関連する項目につい

て解析を行った． 

⑤ ncRNA 欠失による表層・分泌タンパク発

現への影響を検討 

欠失株と変異復帰株の培養液から培養上清

画分と細胞壁画分に分画し，それぞれについ

て， SDS-PAGEを行い，染色により差が認め

られたバンドを検索した． 

 

(2) リボスイッチを用いた必須遺伝子の機能

解析 

 Streptococcus pyogenes の血清型 M3 型株を

用いた。標的遺伝子として、過去の研究で変



異株の作製が不可能であった転写因子 (以後、

SPTR と略す．) を選択した．翻訳制御可能

なコンディショナル変異株の作製には，テオ

フィリンを認識する合成リボスイッチを使

用した．温度感受性ベクターを用いて，合成

リボスイッチを染色体 DNA 上の SPTR 遺伝

子上流に組込んだ．培養液へのテオフィリン

添加の有無が菌の生存に与える影響につい

て検討した．細胞形態について，走査型電子

顕微鏡を用いて観察した． 

 

４．研究成果 

(1) GASの ncRNAの解析 

 既報のゲノム配列とコマーシャルの

ncRNA予測プログラムを用いて，血清型M1

株において報告されている ncRNA 群を参照

し，約 40種の推定 ncRNAを抽出した．プロ

モーター部位が認められた推定 ncRNA につ

いて，転写をノーザンブロット解析により検

討した結果，数種について発現が確認された．

これらの ncRNA の欠失株は，通常の培養条

件において，野生株と同様に生育した．野生

株や復帰変異株と比較して，欠失株の細胞形

態，溶血能，莢膜産生量などには変化が認め

られなかった．培養上清画分と細胞壁画分の

タンパク構成についてSDS-PAGEにより解析

を行った結果，ncRNAの欠失により複数のタ

ンパクについて発現変化が認められた．以上

の結果から，A 群レンサ球菌は複数種の

ncRNA を産生し，ncRNA の作用により分泌

タンパクの構成を変化させることが推察さ

れた． 

 

 (2) リボスイッチを用いた必須遺伝子の機

能解析 

 SPTR 遺伝子上流に合成リボスイッチを組

込んだ株をテオフィリン不含の培地で培養

したところ、菌体の成長度は抑制された．テ

オフィリン含有培地で培養した場合と比較

して，テオフィリン不含培地で培養した菌体

は異常な表層構造と細胞形態を呈した．陰性

コントロールとして近隣遺伝子のプロモー

ターにリボスイッチを導入した株では、テオ

フィリンの除去により，成長度の低下や菌体

形態の異常は認められなかった．これらの結

果から，リボスイッチによる翻訳制御は細菌

必須遺伝子の解析に有用であることが示唆

された． 
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