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研究成果の概要（和文）：　肺炎クラミジアは肺炎の原因となる絶対細胞内寄生性細菌で、その慢性感染は動脈
硬化の原因ともなる。クラミジアによる慢性感染の理解には、宿主アポトーシスの制御など、クラミジアの分子
感染機構の解明が必須である。本研究計画者は、これまでに肺炎クラミジアのゲノム情報解析を基盤として、ク
ラミジア感染におけるクラミジアの遺伝子と宿主遺伝子の発現解析、クラミジアによる宿主アポトーシスの制御
に関する解析を進めてきた。その中で、クラミジアが宿主Caspase-9の封入体の内部への取り込みと活性化に関
与する遺伝子の同定に成功し、クラミジア感染への影響を解析している。

研究成果の概要（英文）：  Chlamydia is an obligate intracellular bacterial pathogen that replicates 
solely within a membrane-bound vacuole termed an inclusion.  Chlamydia seems to perturb multiple 
cellular processes of the host, such as, rearrangement of the membrane trafficking system for its 
intracellular multiplication, and inhibition of host cell apoptosis for persistent infection.  In an
 attempt to clarify host factor involvement in apoptosis regulation, we found that inhibition of 
Caspase-9 restricted, while Apaf-1 promoted, Chlamydia pneumoniae infection.  These opposite 
contributions were confirmed using caspase-9-/- and apaf-1-/- MEFs.  Interestingly, caspase-9 in 
apaf-1-/- MEFs was activated by chlamydial infection but during the infection caspase-3 was not 
activated.  Moreover the activated caspase-9 was observed within chlamydial inclusions.  The 
sequestration of caspase-9 by chlamydia seems to result in apoptosis repression.

研究分野： 微生物ゲノム解析

キーワード： 肺炎クラミジア　Caspase-9　アポトーシス　Apaf-1　NODファミリー　酵母２－ハイブリッド　動脈硬
化
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１．研究開始当初の背景 
 肺炎クラミジアは偏性細胞内寄生性細菌
で、流行性の風邪や小児における肺炎の原
因となる。さらに、その慢性感染は虚血性
心疾患などの基礎疾患となる動脈硬化の発
症・悪化の原因ともなる。しかし、慢性感
染した肺炎クラミジアに有効な抗生剤は存
在せず、抗生剤投与による虚血性心疾患の
再発防止の研究では有効性が確認されなか
った。一方で、クラミジアによる慢性感染
にはクラミジアによる宿主のアポトーシス
制御が重要であることが示され、その制御
を受ける宿主のアポトーシス因子に関する
多くの報告がなされている。しかし、その
制御を実行するクラミジア因子についての
報告はほとんどなく、さらにクラミジアが
宿主のアポトーシスを制御する実際の意味
も不明のままである。 
 
 本研究計画者は、これまでに肺炎クラミ
ジアのゲノム情報解析を基盤として、クラ
ミジア感染におけるクラミジアの遺伝子と
宿主遺伝子の発現解析、クラミジアによる
宿主アポトーシスの制御に関する解析を進
めてきた。この中で、アポトーシスのミト
コンドリア経路における重要な複合体であ
るアポトソームを構成する Apaf-1 と
Caspase-9 のうち、Apaf-1 がクラミジアの増
殖を抑制すること、逆にCaspase-9がApaf-1
非依存的にクラミジアによって活性化され、
活性化された Caspase-9 がクラミジアの感
染・増殖を促進することを見出した。 
 
２．研究の目的 
 肺炎クラミジアは偏性細胞内寄生性細菌
で、流行性の風邪や小児における肺炎の原
因となる。さらに、その慢性感染は虚血性
心疾患などの基礎疾患となる動脈硬化の発
症・悪化の原因ともなる。この慢性感染に
はクラミジアによる宿主アポトーシスの制
御が重要であることが分かってきているが、
その制御に係わるクラミジア因子はまだ全
く分かっていない。我々の解析では、クラ
ミジアがアポトーシス関連因子を自らの感
染・増殖に利用していること、それゆえ間
接的にアポトーシスが抑制することが分か
ってきた。このクラミジアとアポトーシス
因子の相互作用における分子機序を正確に
理解し、将来的にクラミジアの慢性感染を
抑制する方法の確立に発展させるため、本
研究申請を行う。 
 
 本研究計画では、まず、クラミジアが
Caspase-9 を Apaf-1 非依存的に活性化する
機構について、まず、Caspase-9 の活性化に
関与するクラミジア因子の同定を試みる。
さらに活性化された Caspase-9 がクラミジ
アの感染・増殖のどのステージおよび因子
に作用しているのか明らかにする。一方で、
Apaf-1 によるクラミジア感染阻害が、

Caspase-9 をクラミジアに搾取されないよ
うにする間接的な効果なのか、それとも他
の NOD ファミリーと同様に Apaf-1 がクラ
ミジアを直接認識しその感染増殖を阻害す
るのか明らかにする。Apaf-1 が直接クラミ
ジアに作用する場合、それが認識するクラ
ミジア因子を同定し、その相互作用を詳細
に解明する。さらに、多くの遺伝子破壊細
胞をクラミジア感染に利用することにより、
クラミジアが要求する宿主因子を明らかに
し、クラミジアの慢性感染を克服する手立
てを提案したい。 
 
 これまでに我々の解析から、クラミジア
が感染と増殖のために宿主の Caspase-9 を
搾取し利用することが明らかとなった。そ
してその Caspase-9 の搾取が結果として、
宿主のアポトーシスが制御される。これは、
これまでのクラミジアの宿主制御の発想を
一転させるものである。また、これまでア
ポトーシス促進因子としての機能が広く知
られている Apaf-1 が、部分的のドメインを
共有する NOD と同様に細胞内における侵
入性因子の認識に関与することを示すこと
になり、新たな Apaf-1 の機能の発見にとな
る。さらに、Caspase-9 や Apaf-1 と相互作
用するクラミジア因子の理解は、新たな作
用機序を持つ抗クラミジア薬の開発に繋が
ることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
① アポトーシス因子の機能に関しての
全く新しい知見 
 アポトーシスの研究における常識として、
もしくは生物学の教科書にも記載されるこ
ととして、ミトコンドリアからリークする
チトクローム c が Apaf-1 および Caspase-9
と複合体を形成し、Caspase-9 の活性化が起
こることで、アポトーシスに進行する一連
の Caspase の活性化が引き起こされる。し
かし、本研究計画にあるように、もしApaf-1
が特異的なクラミジア因子を認識し、その
感染・増殖を阻害しているとすると、単に
アポトーシスの開始因子としての Apaf-1
の機能は大きく展開されることになる。よ
く知られていることだが、細胞内に侵入し
たウイルスなどの認識及びその増殖阻害に
関与する NOD ファミリーに Apaf-1 が属す
ることからも、Apaf-1 にクラミジア因子の
認識機能が備わっていても特に大きな不思
議ではない。しかし、Apaf-1 による感染抑
制としては、はじめての発見になる。 
 
 一方、Caspase-9 はクラミジア感染によっ
て Apaf-1 非依存的に活性化されることが
分かった。そして活性化された Caspase-9
はクラミジアが増殖するための封入体に局
在する。つまり、Caspase-9 はクラミジアに
より活性化されるが、Caspase-3 を活性化す
ることはなく、結果としてアポトーシスが



阻害されることを示す結果を得ている。多
くの病原性微生物の解析がなされてきたが、
Caspase-9 を搾取することにより自己の増
殖を実行する例は過去にない。また、この
Caspase-9 の活性化に係わるクラミジア因
子もしくは活性化した Caspase-9 によって
影響を受けるクラミジア因子の同定が計画
通り成功した場合、その相互作用もしくは
それらのクラミジア因子は、全く新規の抗
クラミジア薬の開発に大きな知見を与える
と考えられる。これがクラミジアの慢性感
染を抑制し、動脈硬化の進行を抑制するよ
うな医薬品の開発の一助になるよう発展さ
せる。 
 
② クラミジアの感染戦略に関する全く
新しい知見 
 クラミジアは偏性細胞内寄生性細菌であ
り、その遺伝学的・生化学的研究は極めて
困難である。本研究申請者はそのゲノム
DNA 配列解析およびクラミジアと宿主細
胞の遺伝子発現解析からクラミジアの感染
戦略の理解を進めてきた。しかし、今回ク
ラミジアが宿主アポトーシス因子である
Caspase-9 を利用して感染・増殖を進めると
いう知見は全く新しいものであり、クラミ
ジア研究に大きな発展をもたらす可能性が
ある。それは、動物細胞で次々とつくり出
されている遺伝子破壊細胞を用いて、クラ
ミジアの感染機構を理解しようとする本申
請研究により大いに発展すると期待できる。 
 
４．研究成果 
（１）Caspase-9 の機能 
 我々の研究から、Apaf-1 遺伝子破壊マウ
スから樹立した MEF（Apaf-1 KO）細胞に
おいても、クラミジアの感染により
Caspase-9 は部分分解され活性化すること、
またCaspase-9活性化阻害剤がクラミジア
の感染を阻害することから、クラミジアは
独自に Caspase-9 を活性化し、その活性を
利用していることが明らかとなった。さら
に、この活性化された Caspase-9 はクラミ
ジアの封入体に局在化され、細胞質におけ
るアポトーシス経路から分離されることか
ら、Caspase-3 の活性化が観察されなかっ
たこと、およびアポトーシスが観察されな
いことが説明された。 
 
 一方、酵母 2-hybrid 法により Caspase-9
と相互作用するクラミジア遺伝子を同定す
ることを目的として、酵母 2-hybrid 法用の
クラミジアの全遺伝子ライブラリーを構築
した。まず約 1000 の遺伝子に対して 2 対
のプライマーを用意し、PCR によって増幅
した遺伝子断片をそれぞれ酵母 2-hybrid
法用のベクターに導入した。Caspase-9 を
含む酵母 2-hybrid 法用のベクターを導入
した酵母に、その約 1000 のクローンベク
ターを導入することで、酵母 2-hybrid 法を

実施した。相互作用陽性クローンから極め
て興味深い遺伝子が同定され、現在そのク
ラ ミ ジ ア 感 染 に お け る 機 能 お よ び
Caspase-9 との関連を解析中である。 
 
 
（２）アポトーシス関連因子の遺伝子の解
析 
 これまで、クラミジアの感染による宿主
アポトーシスの制御は、その感染の慢性化
に繋がる重要なイベントとして捉えられ解
析がなされてきた。しかし、宿主アポトー
シスがクラミジアによるCaspase-9の搾取
による結果だとすると、クラミジアは他の
アポトーシス因子も利用している可能性が
ある。Caspase-8、-3、-6 および一部の IAP
はクラミジア感染に影響を与えないことを
確認した。現在のところ、クラミジア感染
に関与するアポトーシス因子は Caspase-9
と Apaf-1 だけであり、これらの因子の機
能バランスによってクラミジアの感染の成
功が左右されると考えられる。 
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