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研究成果の概要（和文）：　種々の環境における宿主アメーバ類とレジオネラ属菌種間の相互作用の解明を目的
に研究を行った。アメーバ類における感染実験により、レジオネラ属菌種間の感染性の違いを見出した。また、
L. pneumophilaにおける宿主アメーバによる増殖率の差について、宿主アメーバの存在下での遺伝子発現の変動
をRNA-seqにより網羅的に解析したところ、アメーバ内侵入後に発現する遺伝子の違いに由来する可能性が示唆
された。さらに、冷却塔に定着するL.pneumophilaが保有するプラスミドはレジオネラの病原性や環境適応に寄
与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the interactions between host 
amoeba and Legionella species in various environments. We found differences in infectivity between 
Legionella species in infection experiment using various amoebae. The difference in the growth rate 
of L. pneumophila in some amoebae was comprehensively analyzed by RNA-seq for the variation in gene 
expression in the presence of amoebae, suggesting that it may be due to the difference in gene 
expression after internalinvasion within the amoebae. Furthermore, the plasmids possessed by L. 
pneumophila that colonize cooling towers may contribute to the pathogenicity and adaptation to the 
cooling tower environment.

研究分野：細菌学

キーワード： レジオネラ属菌　宿主アメーバ　感染　相互作用　アメーバ内動態　ゲノム解析　RNA-seq

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、環境中でレジオネラが生残していく戦略を明らかにすると共に、それに必要な因子をマーカー
とすることで、環境中におけるレジオネラ感染制御法が確立されることが期待される。また、レジオネラ属菌種
の病原性獲得機構および生存戦略の解明は、感染リスクの評価や公衆衛生の観点からも重要である。

※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 

レジオネラ属菌は細胞内寄生性を有する病原細菌の一つである。自然界では自由生活性アメ

ーバを自然宿主としており、ヒトに感染すると肺胞マクロファージに感染・増殖し、肺炎を主と

したレジオネラ症を引き起こす。国内におけるレジオネラ症は近年増加しており、公衆衛生対策

上重要となっている。本邦における感染源としては入浴施設が大多数を占めている。 

レジオネラ属菌は 50 菌種以上あり、ヒトに病原性がある菌種は約 30 種類知られている。レジ

オネラ症の起因菌として最も多い Legionella pneumophila（以下、L. pneumophila）は、環境

水中からも効率に検出される。一方で、近年、L. longbeachae, L.micdadei, L. dumoffii 等の

別種のレジオネラ属菌が起因菌となっている例も多く報告されている。臨床現場での診断方法

として利用される尿中抗原検査が、L. pneumophila のみに対応していることを考慮すると、こ

れら他のレジオネラ属菌による報告は過少評価されている可能性がある。 

我々は先行研究により、生息場所により分離されるレジオネラ属菌種や遺伝子型が異なって

いることを見出している。種々の環境適応には、宿主アメーバ内の動態やレジオネラ属菌種間同

士の相互作用が重要な役割を果たしていると考えられるが不明な点が多い。レジオネラ属菌種

のアメーバ内での挙動やゲノムワイドな多株比較解析からゲノム上の可動性遺伝領域の構造及

び組換えの実態について解析することで、種々の環境でレジオネラが生残していく戦略を明ら

かにすると共に、それに必要な因子を抽出し、L. pneumophila だけでなくレジオネラ属菌の感

染リスクを評価することは公衆衛生学的に重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、レジオネラ属菌種のアメーバ内での挙動を分子レベルで解明し、さらに、アメー

バ内におけるレジオネラ属菌種間のゲノム上の可動性遺伝領域の構造及び組換えの実態を明ら

かにすることで、種々の環境に存在する L. pneumophila だけでなくレジオネラ属菌の感染リス

クを評価することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)アメーバ類の検出 

検水 150mL をメンブレンフィルター（孔径 1.2μm・直径 25mm）で吸引ろ過し、8 等分したメ

ンブレンフィルターを 4 枚ずつ不活化大腸菌塗布寒天培地に貼り付け、30℃と 42℃で 7 日間培

養を行った。フィルターから出現したプラークからアメーバを分離し、倒立顕微鏡下でのアメー

バの形態と 18S rRNA 遺伝子のシークエンスによりアメーバの種類を同定した。 

 

(2) 菌株：アメーバ類の感染性評価は浴槽水からの分離頻度が高い L. pneumophila SG1・SG6・

SG9・SG8・SG10, L. israelensis、L. londiniensis、L. micdadei を用いた。冷却塔由来の L. 

pneumophila 25 株を用いた。 

 

(3) アメーバ類を用いたレジオネラ感染実験 

無栄養寒天培地に不活化大腸菌もしくはレジオネラ属菌を塗布し、各培地に種々の環境から

分離したアメーバ類の栄養体をスポットし、30℃で培養した。 経時的にプラーク域の大きさを

測定し、感染性を評価した。また、pMMB207-Km14-GFPc を導入したレジオネラ属菌をアメーバ類



に MOI=1 で感染させ、GFP の発現量によりアメーバ内動態を経時的に観察した。 

 

(4)比較ゲノム解析 

Miseq でリードデータを取得し、A5-Miseq によるアセンブリ後に、kSNP を用いて系統解析を

行った。また、MinION によりロングリードを取得した。Unicycler を用いて、Miseq のショート

リードと併せたハイブリッドアセンブリにより、染色体およびプラスミド DNA の完全長配列を

決定した。 

 

(5)RNA-seq 解析 

 アメーバ存在下での遺伝子発現の変動を把握するため、ゲノム完全長配列を取得済みの浴槽

水由来の L. pneumophila KL857(ST1)の菌体浮遊液を Acanthmoeba sp.と Hartmannella sp.培養

プレートに懸濁し、30 分後および 60 分後に回収した菌体から RNA を抽出し rRNA 除去後に RNA-

seq 解析を行った。得られたリードデータから edgeR を用いて各遺伝子の TPM を算出し、サンプ

ル間の比較を行った。 

 

４．研究成果 

(1)種々の環境から検出されたアメーバの種類 

冷却塔水では Vermamoeba vermiformis が最も多く（57.1％）、次いで Naegleria 属（14.3％）

であった。公衆浴場水では、Vermamoeba vermiformis（29.2％）、Stenamoeba 属（16.7％）、

Hartmannella 属（16.7％）、Naegleria 属（14.6％）であった。温泉浴槽水では、Stenamoeba 属

（25.9％）、Acanthamoeba 属（20.4％）、Pharyngomonas 属（14.8％）が多く検出され、他にも

Echinamoea 属、Vannella 属等多様な種類を検出した。 

 

(2) レジオネラ属菌のアメーバ内生存能および増殖能 

① 種々のアメーバ類における感染性評価 

アメーバ類におけるレジオネラ属菌種

間の感染性に違いが認められた（図 1）。特

に、レジオネラ症患者から最も分離される

L. pneumophila は、血清群でやや異なる

場合があったが、6種類のアメーバに感染

性を示し、とりわけ Acanthamoeba sp.、

Hartmannella sp.、Naegleria sp.に高い

感染性を示した。また、L. micdadei は、

Acanthamoeba sp. 、 Naegleria sp. 、

Stenamoeba sp.に高い感染性を示した。一

方で、L. israelensis は、Hartmannella 

sp.と Naegleria sp.、L. londiniensis は Echinamoea sp.と Naegleria sp.にのみ感染性を示

した。このことから、レジオネラ属菌種によって感染・増殖しやすいアメーバ類が存在すること

が考えられた。 

 

②  L. pneumophila における Acanthmoeba sp.と Hartmannella sp. 内の動態 

L. pneumophila の Acanthamoeba sp.と Hartmannella sp.との感染性は、上記の方法におい



ては同じと考えられたが、感染 24 時間後の菌数を比較すると Acanthmoeba sp.では 29 倍の菌量

に増加したのに対し、Hartmannella sp.では 2倍程度の増加であり、感染像も異なっていること

がわかった（図 2(A)）。また、感染 48 時間後には、Acanthmoeba sp.はほぼ死滅しているのに対

し、Hartmannella sp.ではシスト化が進んだ像が観察された。宿主であるアメーバの種類におけ

る増殖能の違いについて、宿主アメーバの存在下で L. pneumophila の遺伝子発現の変動を RNA-

seq により網羅的に解析した（図 2(B)）。その結果、Acanthmoeba sp.の存在下、および

Hartmannella sp.の存在下ではそれぞれ 1800 以上の遺伝子で発現量の有意な上昇または減少が

認められたが（図 2B-a,b）、宿主アメーバの違いによる顕著な差は認められなかった（図 2B-c）。

従って、感染実験で確認された宿主アメーバ内の増殖率の差は L. pneumophila のアメーバ内侵

入後に発現する遺伝子の違いに由来する可能性が示唆された。 

 

(3)冷却塔に定着している L. pneumophila の遺伝的特徴 

冷却塔に定着する L.pneumophila は、大きく 3つのグループ clonal complex(CC)（CC1, CC2, 

CC3）に分類される。CC の代表的な ST については、それぞれ CC1 (105/161, 65.2%)は ST1、

CC2(22 /161, 13.7%)は ST154、CC3 (20/161, 12.4%)は ST2603 であった。CC2 は他の二つの CC

とは大きく離れており、L.pneumophila subsp. fraseri のゲノムと同一クラスターに存在した

（図 3(A)）。CC1 と CC3 にはそれぞれ 2つずつサブクラスターが形成されており、サブクラスタ

ー内は極めて近縁であったが、サブクラスター間では同一 CC（ST）内でもコア SNP 数が数百を

超えており多様性が見られた（図 3(A)）。近縁であった株同士は分離年・施設に関わらず近縁で

あった為、冷却塔では特定の遺伝系統が広く伝播している可能性が示唆された。また、同一施設

において経年的に分離された株がそれぞれ別のサブクラスターまたは別の CC に分類されること

もあり、同一環境中に複数の遺伝系統の L.pneumophila が共存している可能性が示唆された。さ

らに、それぞれの CC に特徴的なプラスミドが内在していることを見出した。解析した 9株全て、

1 つ以上のプラスミドが存在しており、類似性のある 100kbp を超えるプラスミドが全株に 1 つ

ずつ存在していた。それらのプラスミドは CC 系統を反映する傾向が確認された。CC1 の 3 株か

らは約 130kbp の配列が完全に一致するプラスミドが検出され、それは L.pneumophila Paris 株

で報告された pLpp と 90%以上の配列類似性を示した(図 3(B)）。一方で、CC3 が保有するプラス

ミドは約 160～180kbp と CC1 よりも長大であり、データベース上に類似のプラスミドは登録さ

れていなかったが、CC1 のプラスミドと接合伝達系など主要な遺伝子群で共通の遺伝子構造が確



認された。また、細胞内寄生に重要な役割を果たすと考えられる二成分制御系 lrpR /lskS が保

存されており、レジオネラの病原性や環境適応にプラスミドが寄与している可能性が考えられ

た。 
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