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研究成果の概要（和文）：本研究では、大別して二つの成果が得られた。一つ目は、セラミド輸送タンパク質
（CERT）を欠損した細胞にクラミジア・トラコマティス（以下、クラミジアと略す）が感染すると、封入体膜の
崩壊が発生し、クラミジアの増殖が抑制されることを解明したことである。二つ目はクラミジア感染依存的に出
現する新規スフィンゴミエリン合成活性(cidSM合成活性)が、セラミド模倣型化合物である(1R,3R)-HPA-12によ
って特異的に抑制される事実を発見したことである。この発見により、cidSM合成活性がクラミジアの増殖に必
須であり、菌体によるセラミドの取り込みにも関与していること等を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Two major results were obtained in this research project. First, when cells 
deficient in ceramide transport protein (CERT) were infected with Chlamydia trachomatis (hereafter 
referred to as "Chlamydia"), the inclusion membrane was disrupted, which caused suppression of 
Chlamydial growth. Second, we found that (1R,3R)-HPA-12, a ceramide-mimetic compound, specifically 
inhibits the chlamydial infection-dependent SM synthesis (cidSM synthesis) activity that appears 
upon chlamydial infection. By using the compound, we revealed that cidSM synthesis activity is 
necessary for Chlamydial growth and is also involved in ceramide uptake by the bacteria.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くのクラミジア研究者が、クラミジアは宿主細胞のスフィンゴミエリン合成酵素（SMS）を利用すると考える
中で、我々は宿主細胞のSMSがクラミジアの増殖に必要ないこと、及びクラミジア感染によってcidSM合成活性が
出現することを報告した。また、(1R,3R)-HPA-12は宿主細胞のSMSを阻害せず、cidSM合成活性のみを選択的に阻
害することを示し、二つの酵素の性質が異なることを示した。この化合物はcidSM合成活性に対する世界初の解
析ツールであり、我々が行ったようにcidSM合成活性の機能解析に役立つだけでなく、今後は抗クラミジア薬の
シード化合物として利用できる可能性がある。

※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 
性器クラミジア感染症は我が国において最も感染者数の多い性感染症であり、クラミジア・トラ
コマティス(以下、“クラミジア”と略記)はその起因菌である。クラミジアは宿主細胞の中に封
入体と呼ばれる寄生胞を形成し、その内部でのみ増殖し得る。クラミジアの増殖には宿主細胞由
来の様々な代謝産物が必要であるが、その中でもセラミドが必要である点は特徴的である。宿主
細胞由来のセラミド輸送タンパク質（CERT）がクラミジア由来の封入体膜タンパク質 IncD によ
ってハイジャックされることにより、セラミドが宿主細胞の小胞体膜から封入体膜に供給され
る。供給されたセラミドは未解明の経路を経てクラミジアの菌体に到達し、そこでスフィンゴミ
エリン（SM）として検出される。菌の増殖において、セラミドや SM が担っている機能は不明で
ある。研究開始当初、多くのクラミジア研究者は、セラミドから SM への変換反応に宿主細胞の
スフィンゴミエリン合成酵素（SMS）-2 が関与していると考えていた。我々は SMS-1 と SMS-2 を
両方とも欠損した細胞を作製し、予備的にクラミジア感染実験を行ったところ、予想に反して
SMS 欠損細胞中でもクラミジアが正常に増殖することを見出した。宿主細胞のセラミドからクラ
ミジア菌体中の SM に至る一連の流れ、即ち、クラミジア感染に関わるセラミドフローは、既存
の理解では説明できないと我々は考え、これを解明する必要があると考えた。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の主な目的は、宿主細胞のセラミドからクラミジア菌体上の SM に至るセラミドフローを
解明するとともに、そのフローがクラミジアの生存戦略にどのように関わっているのかを明ら
かにすることにある。クラミジア感染に関わるセラミドフローは CERT による輸送ステップを起
点として始まっているため、このステップを最初の解析対象とした。予備的検討によって、CERT
欠損細胞中ではクラミジアの増殖が著しく抑制されることが分かっており、そのメカニズムを
解明することを目指した。また、SMS-1 と SMS-2 を欠損する細胞においてクラミジアが増殖し得
るという結果は既存の説では理解し難い内容である。学術研究のミスリードを防ぐためにこの
現象も速やかに解析されるべきであると考え、現象の背景を理解するべく研究を進めた。  
 
 
 
３．研究の方法 
CERT 欠損 HeLa 細胞にクラミジアを感染させ、一定時間後に細胞を固定・染色することにより、
細胞死が誘導されやすい時間帯について調べた。また、CERT 欠損 HeLa 細胞等の細胞質に蛍光タ
ンパク質を発現させ、細胞死が誘導されやすい時間帯のライブイメージング撮影を実施した。 
SMS-1 と SMS-2 を欠損する細胞にクラミジアを感染させた際の SM 生合成をアイソトープ標識に
よって確認した。計画書に記述していた、クラミジアに由来する SMS 遺伝子の探索はうまくいか
なかったが、(1R, 3R)-HPA-12 がクラミジア感染依存的に誘導される SM合成活性（cidSM 合成活
性）を阻害することを見出し、この化合物をツールとして用いることでセラミドフローの解析を
進めることが可能となった。具体的には、当該化合物を含むいくつかの阻害剤とともに、抗クラ
ミジア活性の測定、蛍光性セラミドの局在解析、cidSM 合成活性の測定、電顕解析などを実施す
ることで解析をおこなった。 
 
 
 
４．研究成果 
CERT 欠損 HeLa 細胞にクラミジアを感染させると、感染後 16 時間から 24 時間の間に細胞死が

誘導されること、封入体膜が突然崩壊し、その後速やかに宿主細胞の細胞死が誘導されることが
明らかとなった。CERT 欠損細胞内でクラミジアの増殖が著しく抑制されるのは、封入体膜の崩
壊によって細胞死が誘導されることが原因であり、封入体膜が維持されたまま細胞死が誘導さ
れるという可能性は否定された。封入体膜の脂質組成の変化が封入体膜の崩壊を引き起こすか
否かについては明らかにすることができなかった。 
SMS-1 と SMS-2 を欠損した細胞では SM の生合成が検出できなかったが、この細胞にクラミジア

を感染させると SM の生合成が回復した。クラミジア感染依存的に誘導された SM 合成活性（cidSM
合成活性）の働きにより、クラミジアは SMS 欠損細胞中でも生存できると考えられた（DOI: 
10.1002/1873-3468.13632）。cidSM 合成活性を担う遺伝子は同定できなかったが、全く異なるア
プローチから cidSM 合成活性の機能解析等を推進した。CERT 阻害剤による抗クラミジア活性を
調べた際に、CERT 阻害剤 としてよく知られた化合物(1R, 3S)-HPA-12 の立体異性体に強い抗ク
ラミジア活性があることを発見した。この異性体(1R, 3R)-HPA-12 は CERT 阻害活性を持たない
にも関わらず、CERT 阻害剤である(1R,3S)-HPA-12 や E16A よりも強くクラミジアの増殖を抑制



した。（図１）。立体配置が一箇所だけ異なる(1S,3R)-HPA-12 は増殖抑制効果を全く示さなかっ
たことから、この抗クラミジア活性は非特異的な化学的毒性によるものではなく、立体構造識別
能を有する特定の分子の阻害により生じていると考えられた。(1R, 3R)-HPA-12 はセラミド模倣
型の化合物であるため、この化合物がクラミジア感染に関わるセラミドフローに影響を与えて
いる可能性が考えられた。NBD-セラミドを用いてセラミドの動態を調べたところ、(1R, 3R)-HPA-
12 が封入体内（不均一な染色パターンからおそらく菌体そのもの）への NBD-セラミドの局在化
を顕著に抑制していた（図２）。CERT 阻害剤の E16A は、膜間移動が可能な分子である NBD-セラ
ミドの局在に全く影響を及ぼさなかった（図２）。この結果は、閉じた膜構造の内側に、NBD-セ
ラミドに極性基を付加する酵素が存在することを示唆しており、(1R, 3R)-HPA-12 が cidSM 合成
活性を担う酵素を阻害している可能性が疑われた。In vitro のアッセイ系を用いて当該酵素へ
の影響について検討したところ、HPA-12 の 4 種類の立体異性体の中で(1R, 3R)-HPA-12 が最も
強く cidSM 合成活性を阻害した（図３）。cidSM 合成活性に対する各立体異性体の阻害の強さが
抗クラミジア活性と相関していたことから、(1R, 3R)-HPA-12 は cidSM 合成活性を阻害すること
によって強い抗クラミジア活性を示すものと考えられた（DOI: 10.3390/ijms232314697）。 
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