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研究成果の概要（和文）：これまでオリエンチア・ツツガムシの菌体にはペプチドグリカンが存

在しないとされてきた。しかし、宿主細胞内移行性の高いペプチドグリカン合成阻害剤である

ホスホマイシンが L929 細胞・HeLa 細胞・RAW264 細胞内におけるオリエンチア・ツツガム

シの増殖を強く抑制することを明らかにした。この知見は、恙虫病の新たな治療法の開発に直

接、結びつくものである。

研究成果の概要（英文）：Researchers analyzed the chemical composition in whole cells of
Orientia tsutsugamushi and concluded that this bacteria have no peptidoglycan. But we
revealed that the fosfomycin strongly suppresses the growth of Orientia. This finding helps
the development of a new therapeutic strategy of the scrub typhus.

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

2008 年度 1,800,000 540,000 2,340,000

2009 年度 1,500,000 450,000 1,950,000

年度

年度

年度

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学（含真菌学）

キーワード：微生物、細菌、ゲノム、遺伝子

１．研究開始当初の背景
恙虫病は東アジアや東南アジアを中心と

する広い範囲に分布する疾患で、世界におけ
る年間総罹患者数は 100万人を超えると推定
されている。日本では 1980 年代の初めから
患者数が増加している再興感染症であり、年
間 500 名程の患者が発生している。適切な治
療が行われなかった場合には 30%以上という
高い致死率を示す疾患であるが、その病原性
メカニズムはほとんど解明されておらず、ワ
クチンも存在しない。恙虫病の起因菌である

オリエンチア・ツツガムシ（以下、オリエン
チア）はリケッチア科に属する偏性細胞内寄
生菌である。リケッチア科細菌は大きくリケ
ッチア属細菌とオリエンチア属細菌に分類
されるが、リケッチア属細菌が有するペプチ
ドグリカン（以下、PG）や LPS が、オリエン
チア属細菌の菌体には存在しないという解
析結果が報告されており(K. Amano and et al.
Infection and Immunity, 1987)、これが二
菌属間における構造上の大きな相違点と捉
えられてきた。一方、申請者らのグループは、
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マウスに対して高い病原性を示すオリエン
チア・ツツガムシ・IKEDA 株の全ゲノム配列
を決定し、詳細な配列解析を行った（K.
Nakayama et al. DNA Research 2008）。この
解析で得られたゲノム情報をリケッチア属
細菌との間で比較した結果、オリエンチアで
は LPS 合成に関わる遺伝子群が完全に失われ
ている反面、PG 合成系の遺伝子群については
一部を除きほぼ完全に保存されていること
が明らかになった。通常、機能していない遺
伝子は進化の過程で失われていくことから、
ほぼ完全な PG 合成遺伝子群の存在は、PG 合
成系がオリエンチアにおいても機能してい
る可能性を示唆する。オリエンチアに PG が
存在するのであれば、これを標的とした恙虫
病の新規治療法の開発が可能になる。また、
オリエンチアには PG 内の N-アセチルムラミ
ン酸と N-アセチルグルコサミン間を重合す
る既知の transglycosylase や、Lipid II 内
のペンタペプチドにおける D-ala-D-ala 間を
開裂する既知の低分子量ペニシリン結合蛋
白質をコードする遺伝子が存在しないこと
から、PG が存在したとしても、通常とは異な
る構造を有することが予想される。こうした
異型 PG に対する認識機構の解明は、恙虫病
の病態を理解する上で重要である。

２．研究の目的
恙虫病の起因菌であるオリエンチア・ツツ

ガムシには、これまで PG が存在しないとさ
れてきた。しかし申請者らのグループが行っ
たオリエンチア・ツツガムシ IKEDA 株の全ゲ
ノム配列の決定と配列解析の結果から、本菌
に PG が存在する可能性が示唆された。PG が
存在するのであれば、これを標的とした恙虫
病の新規治療法の開発が可能となるため、PG
の存在の有無や構造についての詳細な解析
を行う。また、合成遺伝子群の構成から、オ
リエンチアの PG は通常とは異なる構造をも
つことが予想されるが、このような異型 PG
を認識するヒト免疫機構を明らかにするこ
とは、恙虫病の病態を解明する上で重要であ
る。そこで本研究では、オリエンチアに存在
が予想される PG の同定、その合成遺伝子の
機能に関する詳細な解析、異型 PG に対する
ヒトの認識機構の解明を試みる。

３．研究の方法
過去の文献では本菌における PG の存在が

否定されている。そこで初めに、PG の有無に
ついて再検討を行う。まず、「（1）（宿主細胞
内への移行性に優れた細胞壁合成阻害剤で
ある）ホスホマイシンのオリエンチア増殖抑
制効果の検討」を培養細胞を用いたオリエン
チア増殖系を使って行う。さらに「（2）動物
実験による各種細胞壁合成阻害剤のオリエ
ンチア増殖抑制効果の検討」を行い臨床応用

に繋がる基礎データを収集する。また「（3）
オリエンチア菌体成分（特に膜成分）に含ま
れる糖・アミノ酸分析」により、PG を構成す
る各成分の有無を明らかにする。この解析に
おいては、オリエンチアに存在することが予
想される異型 PG の構造の解明に繋がるデー
タを得ることも目標とする。次段階として
「（4）（HeLa 細胞を用いた NF-κB 活性の測定
により）異型 PG に対するヒト免疫系の認識
機構の解明」を目的とする実験を行う。

（1）ホスホマイシンのオリエンチア増殖抑
制効果の検討

以下、オリエンチア菌体を扱う実験は本学
P3 実験施設にて行う。25cm2培養フラスコ内
で単層に増殖させたマウス繊維芽細胞由来
L929 細胞にオリエンチアを M.O.I.=1〜10 で
接種し、37 度・CO2濃度 5%にて一週間静置培
養する。この際、培地にホスホマイシンを各
濃度（0・10・25・50・100μg/ml）で加える。
培養終了後、培地と培養細胞を回収し、ここ
から総 DNA を調整する。これを材料とし、オ
リエンチア 16S rRNA 配列上に作成した
TaqMan プローブとプライマーセットを用い
たリアルタイム PCR 法によりオリエンチアの
ゲノムコピー数を計測することにより菌量
を同定する。マウス L929 細胞を用いた解析
終了後、同様にマクロファージ系培養細胞と
してマウス RAW264 細胞、血管内皮細胞系培
養細胞として正常ヒト皮膚微小血管内皮細
胞（HMVEC）を用いてホスホマイシンの増殖
抑制効果を検討する。
（2）動物実験による細胞壁合成阻害剤のオ
リエンチア増殖抑制効果の検討

オリエンチアのマウスに対する病原性は
株ごとに異なることが知られている。そこで、
複数種の株（IKEDA株・KARP株・KATO株・KUROKI
株）を段階希釈し、マウスの腹腔内に接種し
た後、宿主細胞内移行性の高いホスホマイシ
ンを投与し、薬剤の最小有効量や、ED50・LD50
等を求め in vivo におけるオリエンチア増殖
抑制効果を明らかにする。また、容量-反応
曲線を作製し、臨床応用に適する薬剤を検討
する。各種薬剤の効果が明確に現れない場合
は、免疫抑制剤であるシクロフォスミドを投
与したマウスを用いた解析を試みる。以上の
解析は、本学実験施設内設置の P3 動物飼育
設備を用いて行う。
（3）アミノ酸分析機を用いたオリエンチア
菌体成分の解析

宿主細胞にオリエンチアを接種後、1日・3
日・5 日・7 日が経過した時点で宿主細胞と
共にオリエンチアを回収する。セルホモジナ
イザーを用いて機械的に破壊して得た懸濁
液を遠心分離し粗細胞壁を得た後、酵素処理
と化学的処理により PG 分画を得る。この PG
分画を用いてアミノ酸組成とペプチド構造



の決定を行う。アミノ酸組成については、加
水分解した PG を自動アミノ酸分析装置を用
いて同定する。宿主細胞には PG の構成成分
であるムラミン酸や D-isoGln は存在しない
ため、これを指標に PGN の同定を行う。ペプ
チド構造の決定については化学法によって
行う予定である。これらの解析は経験が豊富
な広島大学大学院医歯薬学総合研究科細菌
学教室の菅井基行教授の指導を得ながら進
める。
（4）異型 PG に対するヒト免疫系の認識機構
の解明

哺乳動物の自然免疫系において、マクロフ
ァージや好中球の細胞質に存在するNod like
receptor（NLRs）が PG の認識に重要である
ことが知られている。NLRs の内、NOD1 レセ
プターは PG の構成成分である M-Tri-DAP や
Tri-DAP、iE-DAP を、NOD2 レセプターは MDP
を認識し、炎症反応に関連する遺伝子群の転
写因子である NF-κB を活性化させる。そこ
で、オリエンチア感染細胞における NF-κB
活性化レベルを経時的に測定した後、siRNA
により NLRs をノックアウトした細胞株で同
様の解析を行い、オリエンチア菌体の認識が
NLRs によるものか否かを明らかにする。

４．研究成果
本解析を始める際に、国内のオリエンチア保
存株のほとんどにマイコプラズマが混入し
ているという学会報告を得た。そこで、国内
の研究機関から分与を受け、当研究室で保管
しているオリエンチアの主要株（IKEDA 株・
GILLIAM 株・KATO 株・KARP 株・JG-1 株（402I
株）・JG-2 株（423H 株）・KUROKI 株・KAWASAKI
株・SHIMOKOSHI 株・Matsuzawa 株）について、
Venor GeM Mycoplasma Detection Kit、およ
び Venor GeM -qDual Mycoplasma Detection
Kit（共に Minerva Biolabs GmbH 社）を用い
てマイコプラズマ混入の有無を確認した。そ
の結果、GILLIAM 株と JG-1 株を除く全ての保
存株にマイコプラズマが混入していること
が明らかになった。マイコプラズマ種に特異
的な配列領域に作成したプライマーセット
を用いて 16S rRNA 配列を決定し、混入して
いるマイコプラズマ種が Mycoplasma orale、
もしくは Mycoplasma arginini であることを
同定した。これらの混入マイコプラズマを除
去するためには、偏性細胞内寄生菌であるオ
リエンチアが宿主細胞の細胞質に侵入した
後に宿主細胞内移行性の低い薬剤を培地に
加え、宿主細胞外に存在するマイコプラズマ
の増殖を抑制すれば良いと考えられる。そこ
で、オリエンチア・IKEDA 株を L929 細胞に
M.O.I.=10 で接種し、37 度・CO2濃度 5%にて 5
時間静置培養した後、培地にゲンタマイシン
（0・25・50・75・100・200μg/ml）を加え
て 5日間培養を行った。その結果、ゲンタマ

イシン 200μg/mlの存在下でもオリエンチア
の増殖には変化が認められないが、マイコプ
ラズマの増殖は強く抑えられることを明ら
かにした。しかし、この処理だけでは混入マ
イコプラズマを完全に除去することは難し
く、ゲンタマイシンを含まない培地にて継代
培養を続けたところ、3 継代目からマイコプ
ラズマの存在が Minerva Biolabs GmbH 社の
キットで検出され始め、5 継代目にはゲンタ
マイシン処理を行う前と同程度のマイコプ
ラズマの存在が確認された。そこで、ゲンタ
マイシン処理をしてマイコプラズマ混入量
を減らした培地から集菌したオリエンチ
ア・IKEDA 株を第 5 週齢の ddy マウスの腹腔
に接種し、10 日間の飼育を行った後に脾臓を
摘出した。これをホモジナイズした後に L929
細胞に再度、接種し 37 度・CO2濃度 5%にて 7
日間静置培養した。この培養検体からはマイ
コプラズマは検出されず、さらに 3 継代培養
を経た後にもマイコプラズマの存在が認め
られなかった。そこで、KATO 株・KARP 株・
KUROKI 株についても同様の方法で菌体を回
収し、後の解析に用いることにした。
（1）ホスホマイシンのオリエンチア増殖抑
制効果の検討

L929 細胞を用いたオリエンチアの培養に
おいて、宿主細胞内移行性の高い PG 合成阻
害剤であるホスホマイシンを各濃度（0・10・
25・50・100μg/ml）で培地に加えたところ、
25μg/ml 以上の濃度において明確な増殖抑
制効果が示された（図 1）。宿主細胞に HeLa
細胞、および RAW264 細胞を用いた場合にお
いても同様の増殖抑制効果が示され、オリエ
ンチアがこれらの宿主細胞内において、PG
（もしくは PG 様構造物）を産生しているこ
とが強く示唆された。PG は菌の増殖に必須で
あると推測される。一方、他の PG 合成阻害
剤である D-サイクロセリン、4-フェニルピペ



リジン、ツニカマイシンを用いて同様の解析
を行ったが増殖抑制効果は認められなかっ
た。
（2）動物実験による細胞壁合成阻害剤のオ
リエンチア増殖抑制効果の検討

予備実験として、第 5週齢の ddy マウスの
腹腔内にオリエンチア・IKEDA 株、KARP 株、
KUROKI 株を各菌量（107・106・105・104菌数）
接種し、3 週間飼育を行い病原性レベルを解
析した。その結果、IKEDA 株を接種したマウ
スは菌数に関わらず接種後 12〜15 日目まで
に全て死亡した。これに対し、KARP 株、KUROKI
株を接種したマウスは全数が生存した。ただ
し、KARP 株を接種したマウスでは血性腹水の
貯留が認められた。本データに基づき、IKEDA
株・KARP 株を用いてオリエンチア感染マウス
におけるホスホマイシンの治療効果の判定
を行っている。
（3）アミノ酸分析機を用いたオリエンチア
菌体成分の解析

宿主細胞にオリエンチア・IKEDA 株、KUROKI
株を接種後、1日・3日・5日・7 日が経過し
た時点で宿主細胞と共にオリエンチアを回
収した。遠心して培地成分を除いた後、ペレ
ットを純水に懸濁し、共同研究機関である広
島大学に発送した。現在、同機関において酵
素処理と化学的処理により PGN分画を得てい
る。
（4）異型 PG に対するヒト免疫系の認識機構
の解明

オリエンチア感染細胞における NF-kB の活
性化パターンの詳細を明らかにするための
解析系を構築した。大腸菌と哺乳動物細胞の
シャトルベクターである ELuc(PEST)プラス
ミドのルシフェラーゼ遺伝子上流に低発現
HSVtk プロモーターを挿入し、さらにその上
流に NF-kB の結合配列を挿入した。このプラ
スミドを L929 細胞・HeLa 細胞・RAW264 細胞
に Lipofectamine 2000 Reagent（Invitrogen）
を用いてトランスフェクションした。プラス
ミドをトランスフェクションした宿主細胞
をルシフェリンを添加した培地にて 24 時間
培養した後、オリエンチアを M.O.I.=1〜10
で接種し、細胞培養機能搭載のルミノメータ
ー：Kronos・Dio（ATTO）を用いて 15 分ごと
に 10 秒間の発光強度リアルタイム積算測定
を行いながら 5日間培養した。本解析系では、
発光のバックグラウンドレベルが高すぎて
オリエンチアを添加した後の NF-kB活性化パ
ターンを解析するのが困難なため、現在、解
析手法の見直しを行っている。解析系を確立
し感染細胞における NF-kB活性化パターンを
明らかにした後、siRNA により NOD1・NOD2 を
ノックアウトした細胞を用いて同様の解析
を行い、NOD 分子と NF-kB 活性化の関係を明
らかにする予定である。
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