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研究成果の概要（和文）：わが国では年間6万人余りが早産で出生し、早産率は約6%である。早産児の原因の約
半数に細菌感染や病理的なCAMが認められ、CAMの起因微生物としてウレアプラズマの解析を行ってきた。ウレア
プラズマは宿主細胞にクラスリン依存的に細胞内に侵入し、その後、細胞内の膜系を障害しオートファジー経路
を逸脱することを見出した。日本人由来のUreaplasma parvumの全ゲノム解析を行い、機能未知であった31遺伝
子について酵母を用いた真核細胞内液胞輸送系に対する阻害を示す遺伝子をスクリーニングしUpVFと名付けた新
規のウレアプラズマ病原因子を単離した。

研究成果の概要（英文）：Annually, 15 million neonates are born preterm, and preterm birth 
complications are responsible for the deaths of 1 million children. Approximately half of the 
preterm cases are associated with bacterial infections. Ureaplasma spp. belongs to family 
Mycoplasmataceae, and is known as one of the significant causatives of preterm birth. 
I reported that U. parvum internalized into host cells by clathrin-mediated endocytosis and survived
 at least 14 days within HeLa cells. Interestingly, intracellular U. parvum disrupted host 
intracellular membrane, which took part in the host cellular degradation system, including the 
clearance of pathogens. By using yeast vesicular trafficking inhibitory screening method, a novel 
Ureaplasma membrane disrupting factor (UpVF) was isolated. These findings provided a novel 
implication for host-pathogen interaction by one of the smallest free-living microorganisms, 
Ureaplasma.

研究分野： 細菌感染、細胞生物学

キーワード： U. parvum　ER stress 　anticancer effect

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
周産期医療最大の課題である早産抑止に向け、主要なヒト流早産原因細菌であるウレアプラズマの解析を行って
きた。ウレアプラズマには、アジスロマイシン等のマクロライド系抗菌薬が使用され一定の効果を得ているが、
近年は国内でも耐性菌が多く分離される。ウレアプラズマのさらなる制御には、その病原発揮機構を詳細に明ら
かにする必要がある。今回の我々の解析で、ウレアプラズマは宿主細胞内に侵入し、そして宿主のオートファジ
ーなどの膜系による分解を巧妙に回避しながら、宿主と折り合いをつけ生存していることが示された。ウレアプ
ラズマの宿主膜系の障害には名付けた新規の病原因子UpVFが関与していた。

※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 

早産の主要な原因の一つとして胎内感染が報告されており、これまで起因微生物として、大腸

菌、連鎖球菌、ガードネレラ、ウレアプラズマなどが明らかにされている。そのなかでも私たち

は、ウレアプラズマによる子宮内感染に着目し研究を行っている。これまでに私たちの研究室で

は、流早産胎盤の 42％から本菌が同定され、絨毛膜羊膜炎と優位に正の相関を示した(Namba et 

al, 2010)。ウレアプラズマは通常健康な人からも分離され、常在菌であるのか、病原細菌である

のか長らく議論があった。Menon, R.ら (Menon et al, 2009) の論文では、加熱後の死菌は培養細

胞において炎症反応が惹起されないと報告し、一方、Shimizu T.ら (Shimizu et al, 2011)や Li, Y.H.

ら (Li et al, 2001) は、ウレアプラズマの外膜タンパク質である精製 MBA で炎症性サイトカイン

の発現が誘発されている事を示した。しかし、いずれも培養細胞系での検討で流早産との関連を

示すことは出来なかった。最近、私たちはウレアプラズマの外膜タンパク質 MBA が TLR を介

して炎症反応を起こし、妊娠マウスにおいて流産や早産を起こす事を報告した (Uchida et al, 

2013)。菌の発見から 60 年を経て、これらの検討から漸く流早産を引き起こす病原因子の単離に

至った。また、ナノ粒子を用いた研究からウレアプラズマの菌体の大きさが妊娠マウス胎盤機能

を障害することも見出した (Yamashita et al, 2011)。以前から当研究室では母体が本菌に対する

IgG を有している事を明らかにしたが、なぜ感染を防御できないのかは不明であった。最近の研

究でヒトウレアプラズマがクラスリン依存性のエンドサイトーシスによって宿主細胞内に侵入

し、細胞内で増殖する事、侵入後初期エンドソームから後期エンドソームへと細胞内を移動し、

その一部がオートファジーによって宿主細胞内で分解されている事を明らかにした (Nishiumi et 

al, 2017)。これまで種々の細菌が細胞内に侵入しオートファジーが活性化されるとガレクチンが

細菌を被覆し、リソソームと結合している (Chauhan et al, 2016)ことが明らかになっていること

から、U. parvum 感染によってガレクチンが集積するか調べたところ、感染前には細胞質全体に

広がっていたガレクチンが U. parvum 感染によってドット状に局在し U. parvum と共局在してい

ることを明らかにした。近年ウィルスや細菌感染によって ER ストレスが引き起こされ、PERK

の活性化が誘導されて細胞の恒常性が崩壊することが示され、ウィルスや細菌の持続感染によ

りアポトーシスが引き起こされることが報告されている。また、マイコプラズマと癌の関連性に

ついても知られており (Paton et al, 1965)、M. hyorhinis と胃癌、M. hominis と前立腺癌  (Rogers, 

2011)、U. urealyticum と子宮頸癌 (Xiaolei et al, 2014) などの関連性について報告がある。さらに

U. urealyticum は HPV が原因の子宮頸癌の促進因子である可能性があることも報告されている 

(Drago et al, 2016)。このようなことから、U. parvum と ER stress 関連因子の関係について明らか

にし、U. parvum の持続感染による癌との関係について明らかにする。 

 

2. 研究の目的 

これまでの研究で、U. parvum が宿主細胞に取り込まれ、宿主細胞内で生存していることを明

らかにしてきた。宿主細胞に病原性細菌が取り込まれると ER ストレスが引き起こされアポトー

シスが誘導されるという報告がある。最近の研究で U. parvum Serovar 3 Strain SV3F4 のゲノム

DNA 解析 (Wu et al, 2014) を行ったところ Serovar 3 Strain SV3F4 に特徴的な配列 (UpVF) が存

在することが明らかになった。この UpVF 遺伝子を細胞に導入した際、一過性導入で細胞死が引

き起こされている事が示された事から、この遺伝子が U. parvum が宿主細胞内で生存するのに関

与しているのではないかと考えられる。U. parvum が宿主細胞内に侵入した際に ER ストレスを

引き起こしているのか、また UpVF 遺伝子が宿主細胞内での生存に関してどのように作用して

いるのか調べる。さらに U. parvum 感染によってアポトーシスの誘導が抑えられると感染細胞の



不死化が起きて癌が誘導されるのではないかと考えられることから、ウレアプラズマ感染細胞

と UpVF を安定発現する細胞を用いて抗癌剤に対する抵抗性を示すのか調べる。 

 

3. 研究の方法 

早産胎盤(在胎週数 26 週、重症絨毛膜羊膜炎)由来臨床分離株 (U. p. OMC-P162 株) を使用した。

U. parvum を細胞培養液中に加え、U. parvum が宿主細胞の ER ストレスを引き起こしている可能

性を明らかにする為に、ウエスタンブロッティングで ER stress 関連タンパク質の検出、ER stress

関連因子の miRNA の発現レベルについて 3D digital PCR で調べる。さらに Serovar 3 Strain SV3F4

に特徴的な配列 (UpVF) を用いて U. parvum を感染させた時と同様の現象が起きるのか比較検

討する為に UpVF を安定発現する細胞株を作製し機能解析を行う。さらに UpVF を安定発現す

る細胞用いて抗癌剤に対する抵抗性について調べ、コントロールと比較して UpVF 発現細胞で

抗癌剤抵抗性を明らかにする。また、Nude mice に UpVF を発現する細胞を xenograft し、腫瘍を

形成させて U. parvum 由来 UpVF の抗癌剤に対する抵抗性について in vivo の系で調べる。抗癌

剤の抵抗性については、腫瘍の大きさを調べて検討する。 

 

4. 研究成果 

U. parvum を HeLa 細胞に感染させて 3 時間後と 24 時間後に ER stress 関連タンパク質の発現量

についてウェスタンブロッティングを行ったところ、PERK, P-eIF2の発現量がコントロールと

比較して感染 24 時間後に増加しているのが示されたが、ATF4, XBP1, chop の発現については確

認できなかった。U. parvum のゲノム DNA の解析を行い機能未知のタンパク質の中から酵母の

成長を抑制した遺伝子 (UpVF) を選択した。UpVF は酵母の成長を抑制し HeLa 細胞に導入する

と細胞死が引き起こされているのが観察された。HeLa 細胞に EGFP-UpVF を安定発現する細胞

株を作製し、ER に局在するか調べたところ ER と共局在しているのが確認された。そこで、EGFP-

UpVF を安定発現する細胞で U. parvum を感染させた時と同様に ER stress が誘導されるか調べ

たところ ER stress 関連タンパク質の Bip, IRE1, P-eIF2の発現量が EGFP 発現細胞よりも増加

しているのが明らかになった。次に、ER stress に関連する miRNA の発現レベルについて調べた

ところ、2 つの miRNA 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。選択された miRNA 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、アポトーシスの誘導が起きていることが示唆

された。ウェスタンブロッティングの結果で U. parvum 感染細胞や UpVF 発現細胞で chop の発

現が抑えられていたことから、これらの細胞でアポトーシスの誘導が抑えられ、細胞の不死化が

誘導されて癌化するのではないかと考えられる。UpVF が発現している細胞でアポトーシスの抑

制が明らかになったことから U. parvum 感染細胞や、EGFP-UpVF 発現細胞での抗がん剤 (アク

チノマイシン D, シスプラチン、パクリタキセル) の抵抗性について調べた。U. parvum 感染細

胞にアクチノマイシン D 処理すると、非感染細胞と比較して細胞生存率が 1.3 倍高いことが示

された。さらに EGFP-UpVF 発現細胞でもアクチノマイシン D 処理すると感染細胞と同様に抗

がん剤への抵抗性を示した。次に EGFP-UpVF 細胞にシスプラチン処理して生存率について調べ

たところ、EGFP-UpVF を発現している細胞でコントロールと比較して約 3.4 倍生存率が上昇し

ていた。パクリタキセル処理ではコントロールと比較して UpVF を発現している細胞で 2 倍生

存率が上昇していた。さらに放射線抵抗性について colony formation assay で調べたところ、UpVF

を発現している細胞でコントロールよりも生存率が上昇していた。これらの結果は、UpVF が放

射線抵抗性や化学抵抗性を示唆していた。in vivo で UpVF の抗がん剤に対する抵抗性について



調べる為に、nude mice に UpVF を発現する細胞の xenograft assay を行った。腫瘍の大きさが 100 

mm3 に成長してから抗がん剤であるシスプラチン又はパクリタキセルを腹腔内注射してマウス

の生存期間について観察したところ、EGFP-UpVF を発現する細胞を xenograft したマウスとコン

トロール細胞を xenograft したマウスとでエンドポイントを比較した。コントロールを xenograft

したマウスの方で UpVF を発現する細胞を xenograft したマウスよりもエンドポイントが長いこ

とが示された。これらの結果は、EGFP-UpVF 発現細胞の xenograft は in vivo で抗がん剤に対し

て薬剤耐性を獲得したと考えられる。これらの結果から in vitro での感染継続のメカニズムにつ

いて新しい知見を示し、最小の微生物である Ureaplasma が子宮頸がんの悪性腫瘍のエンハンサ

ーとして働いている可能性があることを示した。 
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