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研究成果の概要（和文）：本研究は肺炎を引き起こすレジオネラの細胞内輸送機構の解明を目的として行なっ
た。具体的には細胞内に形成されたレジオネラ含有小胞（LCV）の小胞体への移行機構の解明、小胞体に到達し
たレジオネラの小胞体定着化機構の解明、LCVのリソソーム輸送阻害機構の解明の３つのテーマを中心に研究に
行なった。本研究の遂行により、３つのテーマ全てにおいて当該機構に関連する宿主因子及びレジオネラエフェ
クター（レジオネラが宿主細胞に分泌するバクテリア因子）の同定に成功した。今後はそれら宿主因子とレジオ
ネラエフェクターの間の分子機構の解明を行う。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is the identification of intracellular travel of 
Legionella that causes pneumonia. Particularly, I have conducted 3 subjects of research including “
identification of LCV transport to the ER”, “identification of Legionella behavior into the ER”, 
and “identification of inhibition of LCV trafficking to the lysosome”. Upon this research, I have 
successfully identified key Legionella effectors (bacterial factor in which Legionella secretes into
 the host) as well as host factors in all subjects. I should examine the molecular relationship 
between the host factor and Legionella effector in the future. 

研究分野： 感染症学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究成果の学術的意義として重要なポイントは、細胞内に侵入したレジオネラが小胞体へと移行し、小胞体で増
殖するまでのプロセスに関わる宿主因子とレジオネラエフェクターが同定できたことである。また、レジオネラ
が細胞内分解機構から逃れる分子基盤の一部を明らかにできたことにも学術的意義があると考えている。社会的
意義としては、本研究成果がレジオネラに対する治療法としての足がかりになるかもしれないことである。現
在、レジオネラに対する治療法は抗生物質を用いたものであるが、細胞内感染経路の遮断といった新しい治療法
に繋げられる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
重篤な肺炎を引き起こすグラム陰性細菌

であるレジオネラは、宿主細胞の生理機能の
一つである細胞内小胞輸送をハイジャック
することが知られている。ファゴサイトーシ
スにより宿主細胞に侵入したレジオネラは
Legionella-containing vacuole (LCV)と呼
ばれる膜構造を形成する。通常、ファゴサイ
トーシスにより細胞内へと取り込まれた物
質は細胞内分解を司るリソソームへと輸送
され分解される。しかしながら、レジオネラ
は LCV がリソソームへと輸送される過程を
阻害する。一方、レジオネラは LCV に宿主
細胞の小胞体より出芽した輸送小胞（ER 小
胞）を取り込み LCV 膜の構造を変換させる
（リモデリング）。その後、LCV は宿主細胞の小胞体へと到達し、小胞体において増殖する（図
１）。これら一連の膜輸送の制御にはレジオネラから宿主細胞に放出される“レジオネラエフェ
クター”と呼ばれるバクテリアタンパク質が必要不可欠な役割を担っている。なお、レジオネラ
は３００種を超えるレジオネラエフェクターを放出していると推定されているが、機能が明ら
かになっているレジオネラエフェクターはごく一部である。 
 これまでの研究により、LCV に ER 小胞が供給され膜のリモデリングが行われる分子機構に
関しては、その詳細な分子機構が明らかになっている（この機構に関与する宿主因子やレジオネ
ラエフェクターの働きが解明されている）。また、レジオネラエフェクターには宿主細胞には存
在しないタンパク質修飾機構を保有している分子も存在しており、これら新規の修飾機構にフ
ォーカスした研究は世界規模で盛んに行われている。しかしながら、リモデリング後の LCV が
小胞体へと移行する機構や小胞体へ到達したレジオネラが小胞体のどのドメインで増殖するか
は未だ不明である。更には、LCV のリソソームへの輸送阻害機構においても詳細な分子機構は
明らかとなっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 背景の項で記載した通り、レジオネラによる宿主細胞輸送経路のハイジャック機構において
未だ不明である以下に示す３つの柱を中心として研究を行う。 
a：ER 小胞を供給しリモデリングが完了した LCV がどのような分子メカニズムで小胞体へと移
行するのか？ 
b：小胞体へと到達した LCV が小胞体のどのドメインと結合するのか？また、レジオネラが小
胞体において増殖する際に、小胞体のどのドメインで増殖するのか？ 
c：LCV のリソソームへの輸送阻害に関わる宿主因子は何か？また、この機構に関与するレジオ
ネラエフェクターは何か？ 
よって、本研究は上記した１−３に関与する宿主因子およびレジオネラエフェクターの同定を最
終目的として行う。 
 
 
３．研究の方法 
 研究の方法に関しては、上記した１−３のテーマごとに記載する。 
 
a：リモデリング後の LCV の小胞体移行機構の解明 
本研究を遂行するに際して、まず宿主タンパク質の Rab6 および Rab33B の機能に着目する。そ

の理由として、Rab6 および Rab33B はゴルジ体から小胞体への輸送に関与する Rab タンパク質で
あること、及びレジオネラのみならず多くの細胞内発症型細菌が細胞内生存過程において Rab タ
ンパク質を利用することが知られていることに起因する。具体的な方法としては Rab6 や Rab33B
が LCV に集積するかを観察するところから開始し、Rab6 や Rab33B の発現抑制を行なった細胞に
レジオネラを感染させ、LCV と小胞体との近接やレジオネラの細胞内増殖を解析する。また、Rab6
と Rab33B が LCV の小胞体移行に関わることを示唆する結果が得られた場合、二つの分子が独立
して働くのか、もしくは協調して働いているのかを調べる。最後に、Rab6 や Rab33B を LCV に集
積させるレジオネラエフェクターの同定を行う。その際、レジオネラエフェクターをコードする
island を欠損させたレジオネラ株の感染実験を行う。いくつかのレジオネラエフェクターはレ



ジ オ ネ ラ ゲ ノ ム 上 に
islandとしてコードされ
ている。そして、そのなか
で５つの island を欠損
させたレジオネラ株（１
番目と５番目の island
にはレジオネラ増殖その
ものに必要な遺伝子が含
まれており、欠損株は作製できていない）および各々の island を欠損させたレジオネラ株が樹
立されている（図２）。もし、５つの island を欠損させたレジオネラ感染により Rab6 や Rab33B
が LCV に集積しない場合、各々の island 欠損株の感染実験により Rab6 や Rab33B を LCV に集積
させるエフェクターがコードされている island を決定する。その後、その island にコードされ
ているエフェクターから Rab6 や Rab33B を LCV に集積させる因子を明らかにする。 
 
b：LCV の小胞体定着化機構 
 これまでの研究により、小胞体に到達したレジオネラは先ず滑面小胞体とアクセスし、その後
粗面小胞体へと移行し増殖することを見いだしている。そこで、本研究では滑面小胞体に到達し
たレジオネラが粗面小胞体へと移動するために必要な宿主因子の同定を行う。具体的には Bap31
とよばれる分子に着目する。Bap31 は小胞体に存在する膜タンパク質であり、小胞体上の積荷の
輸送に関わることが知られている。また、重要なポイントとして Bap31 は滑面小胞体と粗面小胞
体を行き来できることが知られている。それゆえ、滑面小胞体に到達したレジオネラが Bap31 を
自身の周辺に集積させるか、および Bap31 の発現抑制によりレジオネラの滑面小胞体から粗面
小胞体への移行にどのような影響が現れるかを解析する。さらに、Bap31 を制御するレジオネラ
エフェクターを上記した遺伝子欠損株を用いて同定する。 
 
c：LCV のリソソーム輸送阻害機構の解明 
 我々は、レジオネラ感染に伴い宿主因子である Rab5（ファゴサイトーシスにより取り込まれ
たファゴソームをリソソームへと輸送する過程に必要となる分子）がユビキチン化されること
を見いだしている。レジオネラによる Rab5 のユビキチン化が LCV のリソソーム輸送阻害に重要
な役割を担っていることが強く推測されることから、本研究では Rab5 をユビキチン化するレジ
オネラエフェクターの同定を第一に行う。また、ユビキチンには K48 鎖（プロテアソームによる
分解を促すユビキチン化）や K63 鎖（タンパク質の機能修飾に働くユビキチン化）など複数のパ
ターンが存在していることから、レジオネラの Rab5 に対するユビキチン化の種類の同定、及び
そのユビキチン化が Rab5 を介したファゴソームのリソソームへの輸送に及ぼす影響を調べる。 
 
 
４．研究成果 
 研究成果に関しても、１−３のテーマごとに記載する。 
 
a：リモデリング後の LCV の小胞体移行機構の解明 
まず、Rab6 及び Rab33B が LCV に集積することを見いだし、Rab6 と Rab33B の発現抑制により

小胞体に到達した LCV の量がコントロールの細胞と比較して有意に減少していることを見いだ
した。また、Rab6 の LCV への集積は Rab33B に依存したカスケード式供給であることを明らかに
した（Rab6 を発現抑制した細胞では Rab33B の LCV 集積に影響は見られないが、Rab33B を発現
抑制した細胞では Rab6 の LCV 集積が大幅に減少する）。Rab33B が先に LCV に集積することを考
慮して、Rab33B を LCV に集積させるレジオネラエフェクターが存在することを考えた。そして、
研究目的の項で記載した遺伝子欠損レジオネラ株を用いた感染実験により Rab33B が集積しなく
なる island の同定、及びその island にコードされているレジオネラエフェクター（１８種類）
の中から Rab33B を LCV に集積させる２分子の同定に成功した。なお、この二つのエフェクター
のみを欠損させたレジオネラを含む LCV に Rab33B が集積しないことも見いだしている。今後の
課題として、これらエフェクターの Rab33B に対する活性を明らかにする必要がある。レジオネ
ラによる宿主因子の制御機構としてレジオネラの Rab1 に対する制御の解析が進んでいる。レジ
オネラが Rab1 を制御する過程において DrrA と呼ばれるエフェクターが Rab1 に対する GDF 活性
（Rab タンパク質に結合し、その機能を抑制している Rab-GDI を Rab タンパク質から解離させる
活性）や GEF 活性（GDP が結合して不活性型となっている Rab タンパク質から GDP を取り除き、
その代わりに GTP を付加することで活性化型へと変換させる働き）を保有していることが知ら
れている。そこで、今回発見した Rab33B を LCV へと集積させるレジオネラエフェクターにも GDF
や GEF 活性があるかを調べる必要がある。 
なお、２０１６年の Nature 誌に SidE ファミリーとよばれるエフェクターが Rab33B にホスホリ
ボシルユビキチン化と呼ばれるバクテリア特異的なユビキチン修飾をすることが報告されてい
たことから、このユビキチン化と Rab33B の LCV への集積との関連を調べた。その結果、SidE フ
ァミリーエフェクターを欠損させたレジオネラを含む LCV に Rab33B がリクルートされないこと
を発見した。このことは、我々がスクリーニングで発見したエフェクターによる Rab33B の LCV



への集積には、SidE ファミリーエフェクターを介した Rab33B に対するホスホリボシルユビキチ
ン化が必須であることを意味している。それゆえ、我々が発見したエフェクターの機能解析に際
しては、ホスホリボシルユビキチン化された Rab33B を用いることが必要となる。 
 
b：LCV の小胞体定着化機構 
 まず、小胞体の到達したレジオネラの周囲に Bap31 が集積することを見いだした。そして、
Bap31 の発現抑制により滑面小胞体に到達したレジオネラの粗面小胞体への移行が著しく抑制
されることも見いだした（通常、感染時間の経過に伴い滑面小胞体に覆われるレジオネラが減少
し、粗面小胞体に覆われるレジオネラが増加するが、Bap31 を発現抑制している細胞では時間が
経過しても滑面小胞体に覆われた状態から変化しない）。また、a と同様の方法にてスクリーニ
ングを行なった結果、Bap31 をレジオネラ周辺部に集積させる責任エフェクターの同定に成功し
た。なお、本エフェクターを欠損させたレジオネラは滑面小胞体に到達したのちに粗面小胞体へ
と移行できないことを明らかにしている。今後、当該エフェクターが Bap31 を利用する分子基盤
を明らかにする必要がある。 
 
c：LCV のリソソーム輸送阻害機構の解明 
 a,b と同様の方法にて、Rab5 のユビキチン化を司るレジオネラエフェクターがコードされて
いる island の同定を試み、結果として Rab5 がユビキチン化されなくなる island 欠損株を見い
だした。本 island には E3 ユビキチン化リガーゼと類似した構造をもつエフェクターがコード
されていたことから、本エフェクターを培養細胞用発現ベクターに組み込み発現させたところ、
Rab5 のユビキチン化が見いだされた。なお、本エフェクターを欠損したレジオネラ感染によっ
て Rab5 のユビキチン化が見られなくなったことから、本エフェクターが Rab5 のユビキチン化
に必須な因子であることを明らかにできた。さらに、本エフェクターを欠損したレジオネラを含
む LCV は野生型のレジオネラを含む LCV と比較してリソソームまで輸送されている割合が有意
に上昇していた。また、Rab5 に対するユビキチン化の種類を解析したところ、レジオネラは Rab5
に対して K63 鎖のユビキチン化を施していることが明らかとなった。通常、K63 鎖のユビキチン
化はユビキチン化されたタンパク質の機能を制御することが知られている。そこで、レジオネラ
によって K63 鎖のユビキチン化された Rab5 の機能がどのように制御されているのかを今後明ら
かにする必要がある。 
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