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研究成果の概要（和文）：本研究では、1)アポトーシスとクラミジア感染の関連についての解析ならびに2)アポ
トーシス制御に関与するYAPシグナルの観点から、メダカ個体と三次元オルガノイド培養系を用いた解析を遂行
した。
1)アポトーシス制御における宿主の因子を解明する実験において、我々は、Hela細胞やMEFにおける肺炎クラミ
ジア感染をApaf-1が促進する一方、Caspase-9の抑制がその感染を制限していることを見出した。
2)メダカおよびヒト培養細胞を用いた遺伝子発現解析から、YAPによる免疫系シグナル分子の発現制御は、魚類
からヒトに至るまで進化的に保存されていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：1) In an attempt to elucidate host factor involvement in apoptosis 
regulation, we found that inhibition of Caspase-9 restricted, while Apaf-1 promoted, Chlamydia 
pneumoniae infection in Hela and MEF cells.
2) To clarify the YAP signaling involvement in the host-pathogen interaction by using small fish 
medaka as model system, we carried out RNA-seq analysis of YAP knockout medaka. We found that YAP 
regulates many of the key genes involved in host immune pathway.

研究分野： 感染症内科学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者はこれまで細菌の全ゲノム解

析をはじめとした生物情報学的解析を駆使

し、感染制御における宿主-細菌間相互作用

の分子機序を明らかにしてきた [Nucl. 

Acids Res. (2000); J. Antimicrobiol. Chem. 

(2003), (2005); DNA Res. (2003), (2006); 

J. Biol. Chem. (2004), (2006)]。この過程

で肺炎クラミジアの封入体膜タンパク IncA2

が caspase-9 活性を増強することや、ミトコ

ンドリアタンパクとの相互作用により宿主

細胞アポトーシスを調節して菌の増殖を制

御することを見出している。一方、同研究室

に所属する連携研究者の浅岡は、細胞増殖・

細胞死の両者を制御するHippoシグナル伝達

系に着目し、Hippo シグナル伝達系の標的分

子YAPのメダカ変異体 (hirame) の解析を行

ってきた。hirame変異体は初期形態形成期よ

り胚の厚みが扁平であり、上皮組織の構築異

常と維持不全という特徴的な表現型を示す 

(図)。Hippo シグナル伝達系は、隣接細胞間

の接触情報に基づいて細胞増殖と細胞死の

両者を制御することにより、器官の形状やサ

イズを決定するとともに、がんの抑制シグナ

ルとしての側面を持つ新規シグナル経路と

して近年注目を浴びている。 

 

２．研究の目的 

 上記の背景のもと、本研究では、病原体 

(クラミジア、肺炎球菌、セレウス菌、サル

モネラ菌など) の病原因子と宿主のアポト

ソーム分子との相互作用など、未だ解明され

ていない病原体-宿主の相互作用機構に関す

る基盤的な知見を得ることを主な目的とし

た。具体的には(1)アポトーシスとクラミジ

ア感染の関連についての解析ならびに(2)ア

ポトーシス制御に関与するYAPシグナルの観

点から、メダカ個体と三次元オルガノイド培

養系を用いた解析を行うことにした。 

 

３．研究の方法 

 (1)アポトーシスとクラミジア感染の関連

についての解析は、主に Hela 細胞や MEF 細

胞などの培養細胞による感染実験系を用い

た。(2) YAP シグナルの観点からの解析につ

いては、YAP のメダカ変異体である hirame個

体を用いたトランスクリプトーム解析を行

った。具体的には、明確な表現型が確認でき

る 9 体節期のメダカ野生型胚 20 匹および

hirame変異体胚 20 匹から、それぞれ RNeasy 

Mini Kit を用いて total RNA の抽出を行っ

た。3 回ずつ独立して抽出を行い合計 6 つの

RNA サンプルを得た。これらの RNA サンプル

を用いて RNA-seq 解析を行った。さらに三次

元オルガノイド培養系を利用した感染実験

も合わせて試みた。 

 

４．研究成果 

(1)アポトーシスとクラミジア感染の関連に

ついての解析 

 クラミジア感染は apaf-1 と caspase-9 

から上位性の影響を受けることが判明した。

すなわち、偏性寄生性病原細菌であるクラミ

ジアは細胞膜に隣接する封入体の中でのみ

分裂するが、クラミジアの細胞内分裂のため

の細胞膜トラフィッキングシステムの再構

築や、持続感染を維持するため宿主細胞のア

ポトーシスを抑制するなど宿主細胞の多岐

にわたり細胞プロセスを混乱させている。こ

のアポトーシスの制御における宿主の因子

を解明する実験において、我々は、Hela 細胞

やMEFにおける肺炎クラミジア感染をApaf-1

が促進する一方、Caspase-9 の抑制がその感

染を制限していることを解明した。クラミジ

アの感染に対するこれらの相対する働きは、

さらにcaspase-9 (-/-) と apaf-1 (-/-) MEF

を用いて確認できた。同様の現象は、また性

病クラミジアの感染の場合でも見られた。興

味 あ る こ と に 、  apaf-1 (-/-) MEF で

caspase-9 は、クラミジアの感染で活性化し

たが、感染の間、caspase-3 は活性化されな

かった。すなわち、Apaf-1 によるクラミジア

図: 上皮組織の３次元構築に異常を

呈する hirameメダカ変異体 



増幅や活性化の促進のない場合においても

caspase-9 は活性化しており、その活性化し

た caspase-9 は caspase カスケードから物理

的に切り離されたものであった。クラミジア

の封入体の中での caspase-9 の蓄積が観察

されたことは、この現象を部分的に説明する

も の である 。 クラミ ジ アによ る こ の 

caspase-9 の caspase カスケードからの隔離

は結果的にはアポトーシスの抑制に至るも

のと思われ、このアポトーシスの抑制はクラ

ミジアの増殖サイクルには決定的なもので

ある。Apaf-1 は、細胞内の自然免疫レセプタ

ーである NOD1 とドメイン構造を共有してお

り、そのことは、クラミジアの感染を制御す

る戦略の中で重要な役割を果たしているの

かもしれない。 

 

(2)アポトーシス関連 YAP シグナルの観点か

らの宿主-病原体の相互作用の解析 

 RNA-seq 法を用いてメダカ野生型胚と YAP

変異体 (hirame) 胚の間で比較トランスク

リプトーム解析を試みた。その結果、免疫系

のシグナル伝達分子など一連の遺伝子群の

著明な発現変動が確認された。そこでヒト網

膜色素上皮細胞 (RPE1 細胞) において

q-PCR により遺伝子発現解析を行った結果、

YAP のノックアウトに伴い免疫系のシグナル

分子の発現が上昇する傾向が認められた。以

上の結果から、YAP による免疫系シグナル分

子の発現制御は魚類からヒトに至るまで進

化的に広く保存されていると考えられた。今

後、メダカにおける細菌感染系を樹立した上

でトランスクリプトーム解析を実施するこ

とにより、アポトーシス関連 YAP シグナルが

宿主-細菌間の相互作用に与える影響を明ら

かにできると考えられる。 

 次に大腸オルガノイドを用いた細菌感染

系の構築を試みた。サルモネラ菌を直接オル

ガノイド培地に添加し感染を試みたが、宿主

細胞内へのサルモネラ菌の侵入を確認する

ことはできなかった。そこで、現在マイクロ

インジェクション法により、オルガノイド内

腔へ直接サルモネラ菌を導入し感染効率の

向上を目指している。今後、細菌感染オルガ

ノイドを用いたRNA-seq解析を行うことによ

り、YAP シグナルをはじめとしたアポトーシ

ス関連シグナルと宿主-病原菌の相互作用に

関する新たな知見が得られると期待できる。 
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