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研究成果の概要（和文）：緑膿菌バイオフィルム感染症に対するRNA干渉による抑制効果について検討した。グ
リコカリックス産生に重要な蛋白であるPslA、PelAに対するsiRNAを合成した。コレステロール、メチオニン、
グルコースなどで修飾したsiRNAは非修飾のsiRNAに比べ効率よく菌体に取り込まれていた。緑膿菌を付着させた
シリコン片を各siRNAと培養し、シリコン片上のバイオフィルム量をクリスタルバイオレット法で測定した。
siRNA作用群と非作用群を比較するとシリコン片上の生菌数に差は認めず、バイオフィルム量にも差を認めなか
った。本研究においてはsiRNAがバイオフィルム形成を抑制するとの証明はできなかった。

研究成果の概要（英文）：RNA interfering (RNAi) has been known to suppress the targeted protein 
expression in eucaryocytes. We examined the potential of RNAi for the biofilm formed infection due 
to Pseudomonas aeruginosa. we synthesized short interfering RNAs (siRNAs) to PslA, PelA and AlgU 
which were associated with production of glycocalyx and alginate. Although no modified siRNA was not
 incorporated to P.aeruginosa sufficiently, siRNAs modified with cholesterol, methionine or glucose 
were incorporated to the cells. Silicone pieces, which were adhered P.aeruginosa, were incubated 
with or without modified siRNAs. Quantities of biofilm on silicone pieces were examined by crystal 
violet method. Viable cell counts and quantities of biofilm were no significant differences between 
incubated with and without siRNA. We could not prove that siRNA against PelA and PslA suppressed 
production of biofim due to P.aeruginosa.

研究分野： 感染症内科学
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  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 
医療の高度化は、カテーテルなどの医療用異

物が長期に亘り挿入される症例を増加させ

ている。こうした状況に伴い緑膿菌をはじめ

とする細菌のバイオフィルム形成による感

染症の慢性化、難治化は様々な領域において

重要な問題となっている。バイオフィルムは

菌が産生するアルギン酸やグリコカリックス

などの多糖物質に生体のタンパク質などが重

合し形成されている。完成したバイオフィル

ムは極めて強固で、バイオフィルム内の菌のM

ICやMBCは通常の浮遊菌の1000倍にも達する

と報告されている。こうしたことは通常の抗

菌薬療法ではバイオフィルム内の菌を殺菌し、

バイオフィルムを排除することは困難である

ことを示している。 

これまでにバイオフィルム形成菌に対する

治療法の検索は様々な試みがなされている。

その中の一つとして、バイオフィルム形成に

はクォーラムセンシングの関与が知られ、ク

ォーラムセンシングの阻害による効果が期待

されるが、未だ有効な方法は証明されていな

い。またマクロライド系薬による検討が行わ

れているが、完成したバイオフィルムに対す

る効果は得られていない。 

近年、抗ウイルス作用や抗腫瘍作用として

標的蛋白合成を抑制する方法としてRNA干渉

(RNAi)が注目されている。細菌に対するRNAi

に関する論文は現在のところ少ないが、ブド

ウ球菌の毒素産生を抑制したとする報告やm

ecAの発現を抑制したとする報告がある。私

たちのこれまでの検討では、緑膿菌線毛のtw

itching motility抑制にRNAiが一部に有効

であることを示した（研究代表者；門田淳

一：基盤研究（Ｃ）緑膿菌 Twitching moti

lity の遺伝子機能阻害―RNAiによる治療）。

また多剤耐性緑膿菌のIMP1産生を一部抑制

する可能性を明らかにした（研究代表者；平

松和史：基盤研究（Ｃ）多剤耐性緑膿菌感染

症を制御する新しいシステムの構築－RNAi

による耐性遺伝子阻害）。このような成果は、

RNAiによってバイオフィルム形成を制御で

きる可能性を示唆し、こうした背景から本研

究の着想に至った。 

 

２．研究の目的 
 

１）グリコカリックスやアルギン酸産生関連

遺伝子に対するshort interfering RNA(siRN

A)の設計と合成 

グリコカリックス産生の関連遺伝子であ

るpelAやpslA遺伝子やアルギン酸関連遺伝子

algUの発現を効率よく抑制するsiRNAを設計

し、合成を行う。 

 

２）in vitroにおける高効率なsiRNAの細菌へ

の移入法の検討 

合成した各種siRNAに対して蛍光標識を行

い、細菌内へのsiRNAの取り込み状況につい

て解析を行う。さらにコレステロールやグル

コース、アミノ酸などで付加したsiRNAを用

いて効率よく細菌内へのsiRNAの移入が可能

な方法の構築を行う。 

 

３）in vitroにおけるRNAiによるアルギン酸、

グリコカリックス産生抑制効果の検討 

合成したPelA、PslA、AlgUに対するsiRNA

のグリコカリックスやアルギン酸の産生抑制

効果をクリスタルバイオレット法やHPLC法を

用いて検討を行う。 

 

４）in vitroにおけるsiRNAと抗菌薬併用効果 

アルギン酸やグリコカリックス産生抑制効

果を示したsiRNAを作用させたムコイド型ま

たは非ムコイド型緑膿菌に抗緑膿菌作用を有

する抗菌薬を併用することで、バイオフィル

ム形成菌への抗菌効果について検討する。 

 

５）in vivoにおけるsiRNAと抗菌薬によるア

ルギン酸、グリコカリックス産生緑膿菌感染

症に対する治療効果 

in vitroにおいてアルギン酸、グリコカリ

ックス産生を抑制し、抗菌薬との併用で薬剤

感受性の回復を確認したsiRNA及び抗菌薬を

用い、マウス腹腔内バイオフィルム感染モデ

ルを用いin vivoでの治療効果を検証する。 

 

３．研究の方法 
 

（１）siRNA の設計及び作成 

Tushl T ら の 方 法 （ Targeted mRNA 

degradation by double-stranded RNA in 

vitro. Genes Dev1999, 13:3191-3197）を

用いてAlgU、PelA、PslAに対するsiRNAを作

成した。また菌体への取り込み状況を確認



するために蛍光染色したそれぞれのsiRNA

を合成した。オリゴヌクレオチド作成は外

部企業にて作成を行った。 

 

（２）菌株 

本研究においては非ムコイド株である緑

膿菌PAO1株を用いて検討を行った。 

 

（３）in vitroにおけるsiRNAの取り込み状

況の確認とその最適条件の検索 

緑 膿 菌 を 105CFU/mlと な る よ う に 10% 

trypticase soy broth（TSB）で調整し、各

siRNAを1,5,10,50,100nmolとなるように菌

液と混合した。混合6時間後に共焦点レーザ

ー蛍光顕微鏡で観察し、siRNAの菌への取り

込みの状況を評価した。 

 

（４）バイオフィルムに対するsiRNAによる

発現量の比較検討 

PAO1株105CFU/mlの菌液中にシリコン片を

45分間室温で静置し、菌をシリコン片上に

付着させた。その後、シリコン片を50nmol

のコレステロール、メチオニン、グルコー

ス標識および非標識の各siRNAを含むTSB培

地中で48時間培養した。培養後のシリコン

片を取り出し、軽くPBSで洗浄し、１％クリ

スタルバイオレットで30分間染色を行った。

その後、シリコン片をPBSにて3回軽く洗浄

後、100%エタノールで脱色し、脱色液の吸

光 度 (OD=595nm) を 測 定 し た 。 数 値 は

negative controlであるsiRNA非含有培地中

で緑膿菌付着シリコン片でのOD値を１とし、

siRNA作用群と非作用群のOD値の比を計算

し、各siRNAのバイオフィルム形成能を比較

検討した。 

 

４．研究成果 

 

（１）siRNAの設計及び合成とsiRNAの修飾 

以下の配列のsiRNA合成をそれぞれduplexと

なるように行った。 

 

PelA:5’GUUUCGAAGUGCUGCCGGATT 

PslA1:5’GCAUGCACCUGGCCGAAUATT 

PslA2:5’GACGUCUACUCCGACGAUATT  

AlgU:5’GCGACCACGCCCUGAAGGATT 

 

 

PelA、PslA1、AlgUについては5’末端に蛍光

色素を付加し、3’末端に修飾物質としてコ

レステロールを付加したものと非修飾のも

のを作成した。また、PslA2については、5’

末端にコレステロール、グルコースまたはメ

チオニンを付加したものと非修飾ものを作

成し、3’末端に蛍光色素を付加したオリゴ

ヌクレオシドを作成した。 

 

（２）siRNAの各種修飾による菌体への取り

込みに対する効果 

蛍光標識したsiRNAを用いて緑膿菌と6時

間反応後、共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用い

て菌の観察を行った。何も修飾していない

siRNAでは蛍光発色をほとんど認めず、十分

なsiRNAの取り込みを認めなかった。一方で、

コレステロール修飾したsiRNAでは菌体のほ

とんど全てが蛍光発色しており、コレステロ

ール修飾のsiRNAは、非修飾siRNAに比べて、

より効率よく菌体に取り込まれていると判

断された。 

 またコレステロール以外の修飾での取り

込みの状況についても検証を行った。図1に

グルコース修飾のsiRNAの取り込みの状況に

ついての写真を示す。図1Aはグルコース修飾

＋蛍光標識siRNA PslA2と菌の反応後、位相

差顕微鏡で観察、撮影したもので、図1Bは同

じ検体を共焦点レーザー蛍光顕微鏡で観察

したものである。ほとんどの菌が蛍光染色さ

れており、高効率にグルコース修飾siRNAが

菌体内に取り込まれていることが明らかと

なった。 

 

 

 
図１Ａ グルコース＋蛍光色素修飾siRNAを

反応させた緑膿菌を位相差顕微鏡で観察 

 



 
図１Ｂ グルコース＋蛍光色素修飾siRNAを

反応させた緑膿菌を共焦点レーザー蛍光顕

微鏡で観察 

 

 

またメチオニン修飾siRNAにおいても図2に

示すようにコレステロールやグルコース修

飾と同等に菌への取り込みを認めていた。 

 

 
図２Ａ メチオニン＋蛍光色素修飾siRNAを

反応させた緑膿菌を位相差顕微鏡で観察 

 

 
図2Ｂ メチオニン＋蛍光色素修飾siRNAを

反応させた緑膿菌を共焦点レーザー蛍光顕

微鏡で観察 

 

（２）PelA siRNAによるグリコカリックス産

生に対する効果 

菌体へのsiRNAの取り込みの状況からコレス

テロールを修飾したsiRNAをシリコン片上に

付着させた緑膿菌の培養液に添加し、培養を

行った。シリコン片上のバイオフィルム量を

クリスタルバイオレット法で測定した。 

 クリスタルバイオレット法によるグリコ

カリックス産生量にsiRNA添加群、siRNA非添

加群に差は認めなかった（図3）。またこの

時の生菌数を検討したが、菌数にも各群にお

いて差は認めなかった。 

 

 
図3 PelAに対するsiRNAのバイオフィル

ム産生抑制効果 

 

このような結果から本検討で用いたPelA

に対するsiRNAはグリコカリックスの産生を

抑制できなかったものと評価された。 

 

（２）PslA siRNAによるグリコカリックス産

生に対する効果 

PslAに対するsiRNAであるpslA1の効果を

PelAと同様にクリスタルバイオレット法で

検討した。PelA siRNAと同様にコレステロー

ル修飾のPslA1はバイオフィルム産生の抑制

効果を示さなかった。 

 またPslA2 siRNAに対してはコレステロー

ル修飾以外に、グルコース修飾、メチオニン

修飾のsiRNAを作成し、検討を行った。その

結果を図4に示す。コレステロール、メチオ

ニン、グルコース修飾いずれの群もsiRNA非

添加群と同様のOD値であり、バイオフィルム

量の抑制効果を見いだすことはできなかっ

た。 

こうした結果は今回用いたPslAに対する

siRNAではグリコカリックスの産生を抑制で

きなかったことを示していると考えられた。 

 

  



 
図4 PslAに対するsiRNA(PslA2)のバイオ

フィルム産生抑制効果 

 

PelAやPslAに対するsiRNAを合成し、その

効果についてクリスタルバイオレット法で

検証したが、十分な効果は得られなかった。

このため当初目的としていた抗菌薬とsiRNA

の併用効果の検討やin vivoでのsiRNAの効果

の検証を行うことはできなかった。さらに配

列の異なるPslAに対するsiRNAを合成し、今

後も検討を進めて行く予定である。 

アルギン酸の合成抑制効果については、

siRNA合成は行ったものの、PelAやPslAに対

する効果の検証を優先的に行ったことから、

十分な検討が行えなかった。引き続きAlgUに

対するsiRNAを用いた検討は行っていくこと

としている。 
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