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研究成果の概要（和文）： 
 
	 レジオネラ属の細菌はヒトに致死的な肺炎を引き起こす細菌である。他の肺炎を起こす

細菌やウィルスはふだん上気道に生息しており、そこから主に飛沫感染によりヒトに伝染

する。これに対しレジオネラ属の細菌は淡水や土壌などを生息場所としており、環境から

ヒトに感染することが特徴である。したがってレジオネラによる感染を、感染源・感染経

路をふくめて総合的に理解するには、レジオネラとヒトとの寄生関係だけではなく、レジ

オネラが自然界でどのような生存をしているかを理解することが必要である。レジオネラ

の自然界での生存戦略の特徴はアメーバなど原虫の中で増殖できる能力をもっていること

である。その他にも自然界と哺乳動物との間にある環境条件の違いを乗り越える能力など、

研究すべき課題は多い。本研究では（１）自然界の（体温より）低い温度での増殖を可能

にする遺伝学的機序、（２）細胞内での増殖を可能にする糖代謝の解析、（３）細胞内増殖

の場の解析、を行った。その結果、（１）L.pneumophila は低温でのアメーバ内増殖を可能

にする遺伝子をもっている、（２）糖代謝には Entner-Doudoroff経路を使い、この経路は細

胞外細胞には使われていないが細胞内増殖には必須である、（３）L.oakridgensis がホスト
細胞の小胞体内で増殖している可能性があることを示した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Legionellae cause pneumonia in humans.  Microbes that cause pneumonia usually live in the 

upper-respiratory organs and infect humans by droplets.  In contrast, Legionella organisms are 

living in the environment such as surface water and soil.  Hence, to totally understand Legionella 

infection, it is important to know how Legionella survives under environmental stress.  One of 

their remarkable characteristics is their ability to grow in amoeba.  They also have other abilities 

to survive in environmental stresses like low temperatures, low nutrition, etc.   

   In this study, we tried to elucidate (1) the molecular mechanism by which they are able to grow 

in the amoeba at low temperature, (2) glucose metabolism which enables intracellular growth, and 

(3) micromillieu for intracellular bacterial growth in the host cells. 
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   As a result, we showed that (1) L. pneumophila have genes that enable intracellular growth in 

amoeba at low temperature, (2) L. pneumophila uses the Entner-Doudoroff pathway for glucose 

metabolism and the pathway is essential for intracellular growth but not for in vitro growth, and (3) 

L. oakridgensis may grow in the endoplasmic reticulum of the host cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 

レジオネラがヒトのマクロファージ内で増

殖するという能力は、レジオネラがヒトに

肺炎をおこすという病原性の発現に最も重

要な能力である。このレジオネラの能力は

地球上に多細胞生物が出現する以前にアメ

ーバなどの原虫と出会い、その殺菌力に打

ち勝つために獲得された能力であると考え

られる。この例は、細菌が自然界の中でど

のように生息し適応・進化しているかを研

究することが、ヒトに対する細菌の病原性

を理解するためにも大切であることを示し

ている。つまり、バクテリアとヒト宿主と

の関係だけを研究すれば十分であるとする

立場ではなく、病原細菌を自然界に生息す

る生き物として生態学を含めて統合的に研

究することの大切さを教えている。 

本研究では、生態系におけるレジオネラの

行動を環境生理学的現象として捉え、以下

に挙げる現象やこれまでの研究で得られた

結果について、その分子メカニズムを遺伝

学的側面と生化学的代謝の側面の両方から

明らかにし、病原性の理解にも繋げようと

するものである。 

 

２．研究の目的 

 

（１）	 レジオネラは環境中とくにアメー

バ内の低温下で増殖できる、そのた

めに必要な遺伝子の同定	  

（２）	 Legionella pneumophila がバイオフ

ィルムを形成する際、菌体がフィラ

メント化する機序の解析と細胞分

裂を始めるトリッガーの研究 

（３）	 レジオネラ属が産生する蛍光物質

の同定とその役割を明らかにする	  

（４）	 海水由来の温泉から分離されたレ

ジオネラの病原性が強い理由の解

明 

（５）	 グルコース代謝が細胞内増殖性に

与える影響についての研究 

（６）	 細胞内マイクロコロニーの形態の

多様性と増殖場所についての研究 



 

 

このうち、本報告書では（１）（５）（６）

の研究成果について述べる。（２）について

は、レジオネラ以外の細菌を使った実験が

当教室で進んでおり、レジオネラへの応用

研究が可能となりつつあるが成果としての

発表には至らなかった。（３）については、

蛍光色素の結晶化に成功せず未だ成果が出

ていない。（４）については、研究者の不足

により研究が進まなかった。 

 

３．研究の方法 

 

	 個々の実験についての方法を述べること

は冗長になるので、共通の方法で大事なも

のについてのみ述べる。 

 

（１）	 プロモーター活性を GFP 活性とし

て測定できる系を作成した。 

（２）	 RT-PCR 法により icmN とその下流

の遺伝子のオペロン解析を行った。 

（３）	 遺伝子欠損株の作成。L. 

pneumophilaで発現できるカナマイ

シン耐性遺伝子を標的遺伝子に挿

入し、挿入変異株を作成した。標的

遺伝子は、icmNとそのオペロン構

成遺伝子、および、Entner-Doudoroff 

経路を形成する glk（グルコキナー

ゼ）、edd（ホスホグルコン酸デヒド

ロゲナーゼ）、eda （2-ケト-3-デオ

キシホスホグルコン酸アルドラー

ゼ）、eda（シュガートランスポータ

ー）である。 

（４）	 酵素活性の測定。グルコキナーゼの

活性は基本的に過去に報告されて

いるように、D-[U-14C]-グルコース

の ATP依存的なリン酸化を測定す

ることによって評価した。ホスホグ

ルコン酸デヒドラターゼと 2－デ

ヒドロ-3-デオキシ－ホスホグルコ

ン酸アルドラーゼを組み合わせた

活性は、基本的に過去の報告と同様

に 2つのステップを用い NADHの

消費からピルビン酸の生成量を計

算して測定した。 

 

（５）	 細胞内増殖は A549ヒト肺胞上皮、

A/Jマウスの腹腔マクロファージ、

Acanthamoeba culbertsoniを用いて

検討した。 

 

４．研究成果 

 

（１）L. pneumophilaの icmN遺伝子の役割

についての解析 

	 レジオネラ属の細菌はヒトに感染後はマ

クロファージの中で 37˚Cで増殖する。しか

し自然環境下ではアメーバなどの細菌捕食

性原虫の中で、より低い温度で増殖してお

り，低温下でのアメーバ内増殖を可能にす

るメカニズムが働いている。我々は以前 L. 

dumoffiiのプラスミド上にある nickaseが低

温での DNA の増幅（さらには菌の増殖）

に必要であることを報告した。一方、

Shuman らは L. pneumophila の type IV 

secretion system を構成するタンパク群の 1

つをコードする遺伝子である icmN がマク

ロファージ内での増殖には必要とされない

が、アメーバ内での増殖には必要であると

報告した。しかし、これはホスト細胞の違

いによるものではなく、ホスト細胞を培養

する温度の違いによるのではないかと、わ

れわれは考え icmN の低温下での役割につ

いて検討した。その結果 icmN から下流の

遺伝子はオペロンとなっており、さらに

icmMからは secondary promotorが作動して

いることがわかった。icmN knock out (KO)



 

 

株でも 37˚C で細胞内増殖が起こるのはこ

のためであった。しかし、25˚C では icmN 

KO 株のアメーバ内増殖は全く起こらなか

った。このことより、icmN遺伝子産物が低

温（25˚C）での増殖に必須であることが明

らかとなった。 

 

（２）Legionella pneumophilaのグルコース

利用に関する研究 

	 ヒ ト に 肺 炎 を お こ す Legionella 

pneumophilaは、グルコースを添加しない培

地でも増殖できるため、グルコースを呼吸

にも発酵にも使わないとされていたが、申

請者らは厳密なグルコースの測定により、

試験管内増殖をする際にグルコースを消費

することを明らかにした。さらにグルコー

ス 代 謝 は 解 糖 経 路 で は な く

Entner-Doudoroff経路によることを、酵素遺

伝子欠損株の作成によって証明した。グル

コースが利用できなくなった変異株も、試

験管内では増殖できた。しかし興味あるこ

とにこの変異株は細胞内で増殖する能力を

失っていた。レジオネラの細胞内増殖に何

故グルコースが必須であるのか今後の課題

である。 

 

（３）L.oakridgensisの細胞内増殖において、

本菌が特異的なマイクロコロニーを形成す

ることを見出したので、電顕にて増殖場所

の特定を行った。 L. oakridgensisは上皮細

胞、マクロファージ系細胞、アメーバの中

で増殖できるが、特に Vero細胞の中では細

菌細胞が束となってつながる形態、いわゆ

る「ヘビ状増殖」を呈する。この形態は最

初核を取り囲むように伸長し、しだいに細

胞質内でヘビ状増殖を呈す。私たちはこの

特異な増殖形態がホスト細胞の小胞体内で

おこっていると推察し、現在その可能性に

つき検討している。 

 

（４）その他 

L. pneumophila の蛍光物質を HPLC で分離

後、結晶化を試みているが未だ成功してい

ない。 
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