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研究成果の概要：本研究では、リンパ球への肺炎クラミジア感染に伴う宿主細胞のシグナル分

子やアポトーシスに関与する分子の変動など及びマイクロ RNA(miRNA)発現の変動の点に着

目しながら、クラミジア感染の宿主細胞への影響について解明することを目的とした．その結

果クラミジア感染により宿主細胞の増殖が抑制され，宿主細胞の miRNA-214 の発現量の増加

が観察された．肺炎クラミジア感染による cyclinD3 の発現抑制を介する細胞増殖の調節におい

ては，mTOR 経路の関与が最も疑われた結果が得られた． 
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１．研究開始当初の背景 
偏性細胞内寄生性細菌である Chlamydia 
(Chlamydophila) pneumoniae(肺炎クラミジ
ア)は肺炎や気管支炎などの呼吸器感染症の
原因菌であることが知られているが，最近で
は動脈硬化性疾患やアルツハイマー病など
の脳神経疾患に関与することが示唆されて
きていた. これら肺炎クラミジア感染との
関与が指摘されている疾患はいずれも慢性
疾患であるため，その病態形成には肺炎クラ
ミジアがリンパ球やマクロファージなどの

宿主細胞内で持続感染を樹立することが必
須であると考えられた．持続感染の樹立と持
続感染が引き起こす宿主細胞の反応につい
ては，例えば，クラミジア感染により宿主細
胞のアポトーシスが抑制されているとの報
告がいくつか見られるが，いずれも，染色体
DNA のラダーの抑制を示すだけのものや，蛍
光抗体法による BAXのミトコンドリアへの移
行を示すだけのものにとどまっており，国内，
国外の研究機関を問わず，生化学的，分子生
物学的手法を用い，どのような分子がどのよ
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うに調節され，アポトーシスに至る経路が阻
害されているのかに迫る研究はいまだ十分
になされているとはいいがたかった．クラミ
ジア感染による細胞周期の調節についても，
Balsara らによって Chlamydia trachomatis
が宿主細胞のサイクリン B1 を分解するとい
う報告がなされたが，研究に用いた細胞種な
どによっては逆にクラミジア感染により細
胞増殖が促進されたとの報告などもあり，ク
ラミジア感染がどのような分子，経路を刺激
し細胞周期を調節し，持続感染の樹立につな
がっていくのかについては，やはり十分に研
究されているとはいいがたかった．研究代表
者はそれまで細胞周期やアポトーシスにつ
いて生化学的あるいは分子生物学的手法を
用いて研究してきており，リンパ球への肺炎
クラミジア感染を明らかにした研究分担者
の主たる研究分野である肺炎クラミジア感
染と宿主細胞応答と有機的に結びつくこと
で，より詳細な解析の展開が期待できると考
えられ，さらには生体機能を微調整すると考
えられている miRNA(マイクロ RNA)の動態を
追うことで，新たな研究分野に繋がる可能性
も含んでいると考えられた． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，研究分担者が明らかにしたリン
パ球への肺炎クラミジアの感染モデルや培
養細胞株を用いたマクロファージへの感染
モデルを用い，肺炎クラミジア感染に伴う宿
主細胞のシグナル分子やアポトーシスに関
与する分子の分子会合の有無やリン酸化，切
断，ユビキチン化およびその他の修飾の有無，
量的な変化などの点に着目しながら，生化学
的，分子生物学的手法を用い以下の点につい
て解明することを目指した．  
(1) 肺炎クラミジア感染により，アポトーシ

スを抑制するか． 
(2) どのようなタンパク質がどのような経路

でアポトーシスの調節に関与しているか． 
(3) アポトーシスの抑制が細胞内の肺炎クラ

ミジアの生活環とどのように連関してい
るか． 

(4) 肺炎クラミジア感染による，アポトーシ
ス調節は FAS 刺激や TNF-αなどの免疫細
胞による細胞外刺激や，DNA 傷害性薬剤
などの内在性刺激によりどのように変化
するか． 

(5) 肺炎クラミジア感染により，宿主細胞の
細胞周期に変化が生じるか． 

(6) 変化が生じるとすれば細胞周期のどのス
テージでどのような変化が生じるか． 

(7) 細胞周期の変化が細胞内の肺炎クラミジ
アの生活環にどのような影響を与えるか． 

(8) 肺炎クラミジア感染により miRNA の発
現状況に変動が生じるか． 

(9) 生じるとすればどのような分子種であり，
どのような経路に関与している分子であ
るか． 

 
 
３．研究の方法 
(1)肺炎クラミジア感染とアポトーシスにつ

いて 
    リンパ球系細胞あるいはマクロファー

ジ系細胞を用い，一定量の肺炎クラミジア
を感染させ，感染後一定時間において細胞
を回収し，カスパーゼ３，８，９などのプ
ロセシング，DNA ラダー，PARP などカ
スパーゼの基質などの切断などいくつか
の項目について観察した．陰性コントロー
ルとして，感染なしのものや熱処理した肺
炎クラミジアをもちいた．また，細胞外刺
激として DNA 傷害剤や各種キナーゼ阻害
剤などを用い，アポトーシスが誘導される
か，あるいは抑制されるかについて検討し
た． 

 
(2)肺炎クラミジア感染と細胞周期について 
    リンパ球系細胞あるいはマクロファー

ジ系細胞を用い，一定量の肺炎クラミジア
を感染させ感染後一定時間において細胞
を回収し，細胞数の変化，細胞分裂周期の
解析，細胞内情伝達経路を構成する分子の
リン酸化程度などの項目について観察し
た．また，リンパ球系細胞あるいはマクロ
ファージ系細胞をチミジンブロック法な
どにより特定の周期に細胞を同調させ，一
定量の肺炎クラミジアを感染させ，一定時
間後の肺炎クラミジアの感染率，細胞周期
の解析，細胞数などについて観察した． 

 
(3)肺炎クラミジア感染と CyclinD3 の安定性

について 
    細胞周期の研究に関してサイクリンの

安定性に影響を与えているかについて検
討した． 標的細胞に肺炎クラミジアを感
染させ，G1 期を制御している cyclinD3 の
安定性をイムノブロット法により検索し
た．また，転写・翻訳のどちらの過程に影
響を与えているかについて調べるために
RT-PCRを行い，転写量について検討する．
肺炎クラミジアの特異的な作用であるこ
とを確認するために熱処理した肺炎クラ
ミジアおよびUV処理した肺炎クラミジア
を用い同様な検討を行った．  

 
(4)肺炎クラミジア感染と宿主細胞の miRNA

変動について 
    リンパ球系細胞あるいはマクロファー

ジ系細胞を用い，一定量の肺炎クラミジア
を感染させ，感染後一定時間において細胞
を回収し，低分子量の RNA を回収した．



 

 

回収後逆転写酵素による逆転写反応を行
い，特異的なプライマーを用い，成熟
miRNA の量をリアルタイム PCR 法によ
り測定した．また，miRNA が肺炎クラミ
ジア感染にどのような影響を与えるかを
示す目的で miRNA の成熟に関する
Drosha 及び Dicer を標的とした組換
miRNA を作製した．また作製された組換
miRNA を用い，それが実際に効果を示し
標的の遺伝子をノックダウンするか否か
について，定量 PCR を用い確認した． 

 
 
４．研究成果 
(1)肺炎クラミジア感染とアポトーシスにつ

いて 
    肺炎クラミジア感染とアポトーシスの

関連については幾つかの報告があるが，感
染のタイミングや肺炎クラミジアの標的
細胞の種類によってはアポトーシスが促
進される，もしくは抑制されると相反する
報告がされてきている．このことから本研
究では一般的に研究に用いられる Hela 細
胞と，本研究の分担研究者が明らかにして
きた宿主細胞としてのリンパ球細胞株
Jurkat 細胞をもちい，肺炎クラミジア感染
が宿主細胞のアポトーシスにどのように
影響を与えるかについて検討した．その結
果、HeLa 細胞においてはトポイソメラーゼ
阻害剤 VP-16 により，カスパーゼ-3，及び
９の切断が確認されたが，クラミジア感染
のみによってはカスパーゼの切断は観察
されず，宿主細胞にアポトーシスを誘導し
ないことが示された．また、クラミジア感
染成立後の宿主細胞はアポトーシス抵抗
性をもち、ATP などの組織障害により細胞
外に不出されアポトーシス誘導能を持つ
分子によってもカスパーゼの切断は観察
されず，宿主細胞にアポトーシスが誘導さ
れないことなどが明らかになった． 

(2)肺炎クラミジア感染と細胞周期について 
    肺炎クラミジアは肺での肺胞マクロフ

ァージへの感染の後，単球やリンパ球に再
感染し体内に広がっていくと考えること
ができる．肺炎クラミジアは動脈硬化など
の炎症性疾患の発症に関与しているとい
う報告も多く，この過程ではリンパ球に感
染した肺炎クラミジアによるリンパ球の
機能調節が，疾患の発症に幾つかの役割を
果たしている可能性が示唆されている．こ
れらのことから本研究では，リンパ球を宿
主細胞として，肺炎クラミジアがどのよう
に宿主の機能を調節するかについて，細胞
増殖，細胞周期の調節に焦点をあて，研究
を行った．図．１に示したように，肺炎ク
ラミジアの感染により Jurkat 細胞の増殖
は肺炎クラミジアの濃度(moi)に依存して

抑制された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 さらに，宿主細胞の増殖抑制が細胞周期
の特定の期の進行を抑制しているかにつ
いて検討を行ったが，S 期の増加は観察さ
れたものの，特定の期の有意な増加は観察
されなかった． 

(3)肺炎クラミジア感染と CyclinD3 の安定性
について 
 cyclin は細胞周期の細胞周期の進行の
調節に重要な役割を果たしているタンパ
ク質である．本研究で用いた Jurkat 細胞
においては CyclinD3が G1期の進行に深く
関与していることから，肺炎クラミジア感
染が Jurkat細胞における CyclinD3の発現
量にどのように影響するかについてイム
ノブロット法を用いて検討した．その結果，
肺炎クラミジア感染により図．２に示すよ
うに肺炎クラミジアの生菌数に依存した
CyclinD3 の発現低下を観察した（A）．また，
この発現低下は熱処理や UV 処理により死
菌にした肺炎クラミジアでは観察されな
かったことから生きた肺炎クラミジア感
染による直接の結果であることが推察さ
れた（B）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに，CyclinD3 の発現抑制がどのよう
なシグナル伝達経路を介しているかを明
らかにする目的で，MAPK 経路，PKA 経路及
び mTOR 経路の関与を検討した．肺炎クラ
ミジア感染と共に各種経路に対する阻害
剤，もしくは刺激剤を作用させ，CyclinD3
の発現変動をイムノブロット法により観
察した．その結果，MAPK 経路及び PKA 経路
では CyclinD3 の発現には影響を及ぼさな
かったものの，mTOR 経路に作用する薬剤に
より，肺炎クラミジア感染と同様な
CyclinD3 の発現変動が観察され，mTOR 経



 

 

路の関与が示唆された． 
(4)肺炎クラミジア感染と宿主細胞の miRNA

変動について 
 miRNAは 20塩基ほどの長さの一本鎖 DNA
であり，標的遺伝子の発現を翻訳段階で調
節することで様ざまな生体反応を調節し
ている．これまでの研究から感染による
miRNA の発現の変動は主にウイルスによっ
てなされることが報告されてきている．本
研究ではウイルスのような生命環を持つ
肺炎クラミジアを用い，肺炎クラミジア感
染により，特定の miRNA の発現が変動する
か否かについて検討した．成熟 miRNA の測
定系としてはいくつかの方法が今までに
報告されてきているが，本研究ではヘアピ
ンループ法を改良した，SYBR green を用い
たリアルタイム PCR 法を開発し，miRNA の
発現量を測定した．予備的な検討から感染
の無い状態では miRNA の発現量の変動は 2
倍の範囲に収まることが明らかとなった
ため，肺炎クラミジアの感染に起因する
miRNA の変動としては 2 倍を超えるものを
変動有とした．miRNA の種類としては現在
までに論文報告によりアポトーシスや癌
化，LPSに対する反応性などに関わるmiRNA
種を選択し，本研究で検討した．その結果
マウスマイクログリア細胞株である EOC2
への肺炎クラミジア感染により miRNA214
が特異的に発現が上昇することが観察さ
れた(図３)．miRNA214 はアポトーシスの制
御に関わる miRNA であることから，肺炎ク
ラミジア感染によるアポトーシスの制御
にmiRNAの変動が関係している可能性が考
えられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5)得られた結果の国内外における位置づけ，
インパクト，今後の展望などについて 

  本研究では動脈硬化などの疾患の発症
に原因していると考えられている肺炎ク
ラミジア感染の影響について細胞生物学
的に解析したものである．肺炎クラミジア
の宿主細胞としてリンパ球を用いた実験
は本研究の研究分担者のグループが見出
したものであり，その点において本研究は
独創的であるといえる．本研究では肺炎ク
ラミジアによる宿主細胞機能の調節の一
端が明らかになったといえるが，研究期間
内には肺炎クラミジアによる宿主細胞機
能の調節機構の詳細をすべて明らかにす

ることはできなかった．今後この点をさら
に詳細に検討することで肺炎クラミジア
感染による発症機構を明らかにしたい．そ
の過程で得られた知見が動脈硬化などの
炎症性疾患の発症予測，発症予防に繋がる
とすれば意義深い研究になると考えられ
る． 
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