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研究成果の概要：Chlamydia pneumonia 慢性・持続感染の引き起こす病態を明らかとするため

には、急性株と慢性株をゲノムタイピングし区別することが必要である。そのため単クローン

を精製する目的でプラークの作成を試みた。その結果、世界で初めて C. pneumoniae のプラー

ク形成に成功し、クローンを精製することを可能にした。純化した菌株を使用し、C. pneumoniae 

に特異的な配列部分を解析したところ各株をグループ化することに成功した。しかし、現時点

では正確に鑑別できる部位を特定できておらず、今後は異なったゲノム領域の解析を行ってい

く予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）Chlamydia pneumoniae は呼吸器感染症
の重要な原因菌の１つで、本邦でも肺炎や気
管支炎、喘息・COPD の急性増悪など様々な呼
吸器疾患に関与し頻度の高い病原体である。 
 
（２）本邦での C. pneumoniae抗体保有率は
若年成人で 60%と高率で、感染機会が非常に
多い微生物で再感染もしばしば経験する。し
かし、症状が軽微であることから普通感冒と

して取り扱われ、感染が成立しても抗クラミ
ジア薬は使用されず、一部の症例において除
菌されないまま慢性・持続感染を起こしてく
ることが判明している。 
 
（３）慢性・持続感染による慢性的な刺激や
免疫反応が気道など感染局所で炎症を引き
起こし、喘息や動脈硬化症、多発性硬化症な
ど様々な慢性炎症性疾患を引き起こす可能
性が指摘されている。 
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２．研究の目的 
（１）気管支喘息や動脈硬化症をはじめ様々
な慢性炎症性疾患の発症や増悪に C. 
pneumoniaeの関与が明となれば、クラミジア
を除菌することにより発症や増悪予防を可
能に出来る。 
 
（２）C. pneumoniae 慢性・持続感染の引き
起こす病態を明らかとし、慢性・持続感染症
の診断法を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）それぞれの菌株に複数のクローンが存
在する可能性があり、単クローンを精製する
目的でプラークの作成を行った。 
 
（２）C. pneumoniae のうち、現在全ゲノム
の塩基配列が公開されている４菌株間で塩
基配列が異なる領域を検索し（DNAの 10 塩基
以上長さが異なる領域）、その結果 poly C を
含む 50～60 塩基からなる特有の配列を示す
C. pneumoniae polymorphic protein (ppp) 
に注目し解析を行った。 
 
（３）本邦分離株（J183 株）を使用してプラ
ークを作成し、初代～3 継代したものから、
それぞれ 3つのプラークを選定し遺伝子増幅
を施行。増幅産物から DNAを抽出し、大腸菌
のプラスミドに組み込み、50 コロニーずつ選
択し増幅産物のシークエンスを行った（図
１）。 
 
 
図１．ppp領域のの形質転換とシークエンス 
   (Gateway cloning system) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）６穴マルチウエルプレートの HEp-2 細
胞に菌株を感染後に、1.1%寒天を重層し、さ
らに培養液を重層して 30℃、５％CO２で培養
を行った。感染後４日目に寒天上の培養液を
入れ替え、11日目に 0.03%ニュートラルレッ
ドと 1.1%アガロースを含む培養液を上乗せ
した。これら特殊条件下で 12 日間培養後、
世界で初めて C. pneumoniae プラークの形成
に成功し、クローンを精製することが可能に
なった（図２）。 

 
図２．各希釈系列でのプラーク形成。 

プラークは希釈系列で 10-4から 10-9ま    
で認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ppp領域の配列をシークエンス法で比
較検討した結果、各国株はすべて区別でき、
日本の株はほぼ地域ごとに区別することに
成功した。また、同一株の流行と考えられて
いた集団発生の株が複数のグループに分か
れることも判明した。このように各株をグル
ープ化することに成功したが、逆に領域 ppp7
は再現性が悪いことも判明した。 
 
（３）領域 ppp7のシトシン数は多様で、増
幅のたびに異なる数のクローンが現れ、タイ
ピングには不適切であった（図３，４，５）。 
 
 
図３．J138株由来 PCRクローンの polyC領域

の多型。各精製クローンで 12～17の
シトシン数がみられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

図４．プラーク第１世代の領域領域 ppp7の 
   のシトシン数。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．プラーク第３世代の領域領域 ppp7の 
   のシトシン数。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）今後は異なったゲノム領域の解析も行
い、さらにプラーククローニングによる急性
株と持続感染株の比較解析も行っていく予
定である。 
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