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研究成果の概要（和文）：流早産起因細菌ウレアプラズマのゲノム配列を決定し、新規病原因子を同定した。感
染性流早産児の主な合併症は呼吸器並びに神経系障害である。早産原因細菌であるウレアプラズマに有効なアジ
スロマイシンを含む母体抗菌薬治療は、早産児の重症新生児慢性肺疾患の頻度を低下させた。ウレアプラズママ
ウス感染精子による受精卵への影響について解析した。
流産を起こした243例の胎盤病理とメチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素遺伝子C677T多型の関連を調べた。その結
果、遺伝型TT及びC/Tの母体は重度の絨毛間、脱落膜の血栓と関連することが示された。不育症関連ANX A5の転
写制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A cross-sectional study on 243 patients presenting with pregnancy loss for 
the degree of intervillous fibrin, intervillous thrombosis (IT), decidual fibrin, and decidual 
thrombosis (DT), and their MTHFR C677T genotype were determined. There were significantly more T 
allele carriers and TT genotype cases among patients with severe IT, and those with severe IT and DT
 (OR 2.6, P P=0.032). The CC genotype was protective against the studied pathological grades. This 
study is the first study showing that the MTHFR TT genotype and T allele are associated with severe 
intervillous and decidual pathologies in patients with pregnancy loss. 
The severity and incidence of infantile bronchopulmonary dysplasia (BPD) were assessed after 
maternal antibiotic treatments. The frequency of severe BPD in the ampicillin-sulbactam with 
azithromycin group was significantly lower than that in the other group, even when adjusted for 
gestational age at the time of rupture of membrane, with an odds ratio of 0.02.

研究分野：周産期感染症、構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国における流早産原因菌のウレアプラズマの疫学、病原性、薬剤耐性、ゲノム配列などを報告してきた。こ
れら解析の目的は臨床的な流産、早産のメカニズムを明らかにし、不可逆的な早産合併症である新生児慢性肺疾
患や、神経障害を如何に減少させることにある。今回の我々の臨床研究における解析結果は、１）重症新生児慢
性肺疾患の頻度を低下される母体への抗菌薬投与プロトコルを検証し、早産合併症制御法を確立したこと、そし
て２）母親の遺伝的背景が流産胎盤病理と関連することを見出したことにある。このことは新たな不育症への治
療の手がかりを示すもので葉酸治療の有効性を示唆した。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
日本人の流早産胎盤の疫学的な解析で組織学的絨毛膜羊膜炎と、胎盤におけるウレアプラズマ
の存在が関連することを見出し（Ped Res, 2010）、その後日本人由来のウレアプラズマの全ゲ
ノム配列決定（Genome Announc, 2014）を行い、ウレアプラズマの薬剤耐性に関する構造学
的解析（Antimicrob Agents Chemother, 2015）の中で、すでに多くの薬剤に感受性の低下し
たウレアプラズマが国内で分離されている事を明らかにした。一方で、ウレアプラズマの胎盤
における炎症を引き起こす主要な因子としてリポタンパク質の MBA（multiple-banded 
antigen）を明らかにし、マウス早産モデルを作製した（J Reprod Immunol, 2013）。ウレアプ
ラズマは細菌であるが、その粒子径は非常に小さく、我々の電顕の解析でも 100～500 nm 程
度である。妊娠マウスへの胎児障害を各種ナノ粒子を用いて解析したところ、70nm ほどのシ
リカ粒子は、胎盤に集積し、胎児発育制限や胎児死亡を起こし分子サイズによる生殖毒性を報
告した（Nat Nanotechnol, 2011）。その後の解析で、70 nmのシリカ粒子は、PI3K/Akt/eNos
を制御し、血管の拡張を引き起こすことが示された（Fundam Clin Pharmacol, 2016）。 一方、
MBA による胎盤炎症は水酸化フラーレンによって制御することが可能で、マウスにおいて早
産を抑制した（Am J Obstet Gynecol, 2015）、また LPSを用いた早産モデルマウスにはチオレ
ドキシンによって早産が予防された（Ped Res, 2016）。 
一方、母体の遺伝的な解析として Annexin A5のプロモーターにおける遺伝子多型が日本人に
おける反復性流産と関連することを見出していた（Mol Hum Reprod, 2011）。 
 
 
２．研究の目的 
ウレアプラズマの感染のメカニズム、宿主側の反応メカニズムを明らかにし、感染性早産の制
御をおこなう。その事で早産児の主な合併症である新生児慢性肺疾患の制御を行う。 
ウレアプラズマの生殖細胞、受精への影響を調べるために感染精子を用いて体外受精を行い、
その後発生を検討する。その後 ES/iPS卵母細胞を用いて、多くの受精卵の解析を行う。 
不育症の遺伝的背景を明らかにするため、アネキシン A5 のプロモーターの構造学的解析並び
にメチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素遺伝子の多型と胎盤における病理変化の検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
１）ウレアプラズマの宿主細胞との相互作用を観察するため、超高感度の蛍光顕微鏡を用いて
細胞内侵入性、ファゴリソソーム、オートファジーに関する細胞内膜系との関連を調べる。ま
た、細胞膜系と相互作用するウレアプラズマ側の因子を同定する。 
２）ウレアプラズマの受精卵への影響を調べるために、マウス ES/iPS 細胞から生殖資源細胞様
細胞さらには卵母細胞への分化誘導系を用いてウレアプラズマの感染の影響を調べる。 
３）日本人由来ウレアプラズマの全ゲノム解析をさらに行い、将来的な治療標的となる可能性
のある標的遺伝子を単離し、機能解析を行う。 
４）不育症の治療についての知見を得るため、母体 MTHFR の多型と胎盤病理の関係について、
胎盤病理の絨毛間フィブリン、絨毛間血栓、脱落膜フィブリン、脱落膜血栓の 4因子を指標と
した新たな評価基準を作製する。 
５）不育症の原因遺伝子アネキシン A5 のプロモーターの構造解析を行い、変異がプロモーター
活性に及ぼす影響について考察する。 
６）母体への抗菌薬投与プロトコルにウレアプラズマに有効性のあるアジスロマイシンを加え
た場合、早産児の慢性肺疾患にどのように影響するのか検討した。 
 
４．研究成果 
１）U. parvum は、クラスリン依存的にエンドサイトーシスで取り込まれ宿主細胞内に侵入し
細胞内の核周辺に集積し増殖した。宿主細胞内で少なくとも 10日以上生存した。さらに、オー
トファジー関連するヒト培養細胞変異株等を用いた解析等で、U. parvum は宿主の分解膜系を
障害し、オートファジー経路も一部逸脱することが示された。さらにウレアプラズマは、細胞
外にエクソソームマーカーと共に放出され、別の宿主細胞に感染することが示された。ウレア
プラズマはコレステロールの合成酵素を持たず、宿主の膜を利用して増殖するが、我々の明ら
かにしたこのメカニズムは、ウイルスの挙動によく似たものであった。最小生物のウレアプラ
ズマの宿主細胞に大きく依存した栄養獲得の為の戦略の一端が明らかとなった
（MicrobiologyOpen, 2017）。 
我々が明らかにしたウレアプラズマゲノムから予測された遺伝子の役 4割は機能が推定できな
かった。そこで、ウレアプラズマの機能未知遺伝子を発現させた酵母を用い、酵母の生育を阻
害する遺伝子を単離した。この遺伝子産物は、Ureaplasma parvum vacuolating factor（UpVF）と
名付けた。UpVFを HeLa細胞に一過性に発現させると、細胞死を起こした。次に、HeLa 細胞
に EGFP-UpVFを安定発現する細胞株を作製し、ER stress について調べたところ ER stress 関
連タンパク質の Bip, IRE1, P-eIF2の発現量がコントロールの EGFP単独発現細胞よりも増加
していた。さらに、ER stress に関連する miRNAの発現レベルについて調べたところ、特定の



miRが U. parvum感染細胞と、EGFP-UpVF発現細胞で発現上昇しているのが示された。これら
miRの inhibitorを用いて発現を抑制すると、アポトーシスのマーカーである PARPと caspase 3
の cleavageが確認され、アポトーシスが起きていた。このことは、細胞の不死化が誘導され、
ウレアプラズマ感染が癌化、もしくは発癌の何らかのメカニズムのエンハンサーとして機能す
る可能性を示唆した。そこで、UpVF を発現させた細胞における抗癌剤 (アクチノマイシン D, 
シスプラチン、パクリタキセル) 抵抗性について調べた。U. parvum感染 HeLa細胞をアクチノ
マイシン D処理に抵抗性を示した。さらに EGFP-UpVF発現細胞は、アクチノマイシン D、シ
スプラチン、パクリタキセルのいずれにおいても抵抗性を示した。一方、放射線抵抗性につい
ても同様に UpVFを発現している HeLa細胞は抵抗性を示した。さらに nudeマウスに UpVFを
発現する細胞の xenograft を行った後に、抗癌剤を投与して調べたところ、EGFP-UpVF 発現細
胞を移植した nudeマウスはより早期に腫瘍が増大していた。EGFP-UpVF発現細胞は、マウス
in vivoにおいても抗がん剤に対する抵抗性を獲得したと考えられる。これらの結果からウレア
プラズマはヒトにおける子宮頸がんのエンハンサーとして働きうることが示唆された。 
２）マウス ES/iPS細胞から卵母細胞への分化誘導系を用いてウレアプラズマ感染の受精卵への
影響についての解析を開始した。その前段階として、感染マウス精子を用いた体外受精への影
響を調べた。その結果、マウス感染精子はウレアプラズマの量、時間依存的にその運動性を失
った。また、感染精子を用いた受精卵のグレーディングは低下し、その後の発生を障害した。
これらのことから、ウレアプラズマは男性不妊や、増え続ける生殖補助療法の分野にも影響を
及ぼしていることが示唆された。 
３）日本人由来のU. parvum serovar 3のOMC-P162株の全ゲノム配列を決定した。全長は 0.73Mb
の一本の環状ゲノムで以前報告した SV3F4ゲノム（U. parvum serovar 3）より 4.7kb大きかった。
GCコンテントはおよそ 25.5 ％と他のウレアプラズマと大差なかった。特記すべきは、特徴的
なメチル化酵素の存在であった。このメチル化酵素と推測遺伝子と隣接する遺伝子同一オペロ
ンを形成しており、制限酵素である可能性が示唆された。この制限酵素は、生化学的な解析で
CATGの Aと Tの間を平滑末端で切断する新規の制限酵素であった。さて、次世代シーケンス
のデータを用いて in silicoでOMC-P162株のメチル化解析を行ったところ、m6Aのみ検出され、
m5C は検出できなかった。しかしながら、ホモロジー検索ではこのメチル化酵素は m5C と予
測された（PlosOne, 2018）。 
４）不育症あるいは流産胎盤を検査しているとしばしば血栓や、フィブリンの沈着を認める。
これまでこの病理変化について評価基準がなかった。そこで 243例の流産胎盤を解析し、絨毛
間フィブリン、絨毛間血栓、脱落膜フィブリン、脱落膜血栓を指標とした新たな病理診断基準
を提唱した。さらに、メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素遺伝子 C677T 多型は血中ホモシス
チン濃度を上昇させ脳梗塞や冠動脈疾患のリスク因子となることが海外では報告されていたの
で、C677T多型と、胎盤病理所見について関連を検証した。その結果、遺伝型 TT及び C/Tの
母体は重度の絨毛間フィブリンと血栓の形成、並びに脱落膜の血栓と関連することが示された。
また、遺伝型 CCの患者は胎盤に病理学的な変化を起こしにくいことが示された。酸接種につ
いては 2分脊椎のリスク回避のための薬剤として知られていた。特に比較的葉酸接種の多い日
本人については、あまり注目されてこなかったが C677T が不育症のリスクとなる可能性及び
葉酸投与による治療の可能性を示す結果となった。今回は、1施設の 243例の検討であり、今
後のさらなる解析が必要である（J Obstet Gynaecol Res, 2019）。 
５）日本人の不育症患者から annexin A5プロモーターのSNPが関連することを以前報告した。
特にM2と呼ばれるハプロタイプを有する患者では、annexin A5のプロモーター活性が低下す
ると考えられる。そのメカニズムを明らかにするために、藤田保健衛生大学との共同研究で
annexin A5プロモーター内に存在する G-quadruplex構造について円偏光 2色性を計測し、生
化学的なプロモーター活性を定量した。その結果、M2 ハプロタイプは、野生型に比べて
G-quadruplex 構造の形成が不十分で、プロモーター活性が低下していることが示された。こ
のことは、M2ハプロタイプが胎盤における annexin A5の機能が低下することで、局所での血
栓形成傾向が増し抗リン脂質抗体症候群などを引き起こし不育症につながる可能性を示すもの
であった（J Hum Genet, 2019）。 
６）感染性流早産児の主な合併症は呼吸器並びに神経系障害である。早産原因細菌であるウレ
アプラズマに有効な ampicillin-sulbactam (SBT/ABPC), azithromycinの母体抗菌薬治療は、
以前の piperacillin あるいは cefmetazole + clindamycinの投与プロトコルに比べて、早産児
の重症新生児慢性肺疾患の頻度を低下させた（J Obstet Gynaecol Res, 2019）。 
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