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研究成果の概要（和文）：　我々は、酵母アポトーシスを抑制するクラミジア遺伝子を得た。しかし再現性が高くなく
、これらが本当にアポトーシスを抑制するとの結論に至らなかった。
　エフェクター遺伝子候補のうち、肺炎クラミジアに特異的なFke034を解析した。この遺伝子をヒト細胞に発現させる
と細胞膜に局在し、アポトーシスを促進した。Fke034の中央部が細胞膜への局在に必要かつ十分で、C末端はヒトPACSI
N2に特異的に結合することを発見した。さらに、Fke034の発現でPACSIN2はFke034と一致して膜に局在した。以上より
、Fke034がPACSIN2を膜に誘導することで、PACSIN2の機能を調節することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We isolated two genes of Chlamyida pneuminiae suppressing apoptosis of yeast cells
. However, these results were not obtained reproducibly. 
Fke034 was one of the candidate genes of chlamydial effectors. We confirmed secretion of the gene product 
from the bacteria into host cell, located peripherally. Expression of the Fke034 promoted host cell apopto
sis. We revealed interaction in vitro between the Fke034 protein and PACSIN2, and co-localization of them 
in infected cells. These findings suggest that Fke034 protein leads PACSIN2 peripherally to regulate the f
unction of PACSIN2.
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１．研究開始当初の背景 
 クラミジアは特異な生活環を持つ偏性細
胞内寄生性細菌で、その生活環には感染する
ための基本小体（EB）と増殖するための網様
体（RB）の２つの型がある。ヒトの細胞に感
染した EB は細胞内で RB に分化し、RB が
増殖を遂げた感染後期には再び EB に分化し
て次の細胞に感染する。 
 細胞内寄生性細菌はⅢ型またはⅣ型分泌
機構を介して自らのタンパク質（エフェクタ
ー）を宿主細胞に注入し、宿主細胞の様々な
機能を制御している。例えばレジオネラ菌で
は140を超える数のタンパク質が宿主に分泌
されていると言われている。クラミジアはⅢ
型分泌装置を持つが、そのエフェクターは現
在までに 20～30 しか見つかっていない。偏
性細胞内寄生性細菌であるクラミジアにと
って宿主細胞の制御が重要であることは容
易に想像され、他の菌と同等またはそれ以上
のエフェクターを持っていることが考えら
れる。 
 クラミジアはその感染中期までは宿主細
胞のアポトーシスを抑制することが知られ
ている。偏性細胞内寄生性であるクラミジア
が安住の場を確保するために宿主のアポト
ーシスを積極的に防いでいると考えられる。
これまでの研究でこのアポトーシスの抑制
には宿主の複数の因子（IAP1, IAP2, XIAP, 
MCL1, BH-3 only proteins）が関与している
ことが分かっており、このことは複数のエフ
ェクターが複数の作用機序で宿主のアポト
ーシスを抑制していることを示唆している。
ところが現在までにクラミジアのアポトー
シス抑制因子としてわかっているのは
chlamydial protease-like activity factor 
(CPAF)ひとつのみであり、これ以外にもクラ
ミジアには複数の未知アポトーシス抑制因
子（エフェクター）が存在すると予想される。
逆に感染後期にはアポトーシスが促進され
る。そこにはアポトーシスを誘導するクラミ
ジア因子が働いている可能性もある。 
 我々は肺炎クラミジア Chlamydophila 
pneumoniae のエフェクターをスクリーニン
グする目的で、その機能未知遺伝子（約 500
クローン）のライブラリーを作製した
（Tabuchi et al. (2009) Biosci Biotechnol 
Biochem 73: 2261-2267）。現在までにこのラ
イブラリーから肺炎クラミジアの遺伝子を
発現した酵母の増殖抑制を指標にして、エフ
ェクター候補として約 60遺伝子を得ている。
ただし、この方法では原理上アポトーシスを
抑制する因子は同定できない。 
 肺炎クラミジアは肺炎など呼吸器感染症
の原因菌である。さらに同菌は動脈硬化や気
管支喘息などとの関連が明らかとなり、社会
的にもその対策は重要である。これら疾患で
は、治療後も肺炎クラミジアの持続感染によ
って病状が進行する。同菌が動脈壁に持続感
染することで長期間にわたる動脈壁の炎症
が起こり、動脈硬化が促進されると考えられ

ている。in vitro で化学療法剤（抗生物質）
やインターフェロン-γ（IFN-γ）の作用を
受けたクラミジアは RB から EB への正常な
分化を止め、宿主細胞内で長期間生き続ける。
生体内でも同様の機序で持続感染が起こる
と考えられている。 
 抗生物質を用いた大規模調査では、化学療
法剤が動脈硬化症に有効であるという結果
は得られなかった。その原因のひとつとして
動脈硬化巣で持続感染する肺炎クラミジア
が化学療法に抵抗性であることが挙げられ
る。すなわち、この結果は動脈硬化への肺炎
クラミジアの関与を否定するものではなく、
むしろ肺炎クラミジア感染症に対する現在
の化学療法の限界を示したもので、今後はク
ラミジアの持続感染に対する新しい治療法
が切望される。 
 マウスでは肺炎クラミジアが動脈硬化巣
に持続感染して動脈硬化を促進する一方で、
Chlamydia trachomatis は促進しなかった
（Blessing E, et al. (2000) Infect Immun. 
68(12):7195-7）。このことは肺炎クラミジア
に特異的な（C. trachomatis にない）遺伝子
が動脈硬化巣での持続感染に関与している
可能性を示している。持続感染時のクラミジ
アにとっては、宿主細胞をアポトーシスさせ
ずに生き長らえさせる必要がある。逆に言え
ば、感染細胞をアポトーシスに誘導すること
ができれば、クラミジアの持続感染を食い止
めることができる。そのためには、まずクラ
ミジアによるアポトーシスの制御メカニズ
ムを解明することが必須である。そこで、本
研究では肺炎クラミジアのアポトーシス制
御因子を同定・機能解析し、その結果を基に
新しい治療法の開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
 偏性細胞内寄生性細菌にとって宿主のア
ポトーシスを制御することは、その生存戦略
上非常に重要である。クラミジアの宿主アポ
トーシス制御機構には不明な点が多く、本研
究では我々が既に作成した肺炎クラミジア
機能未知遺伝子ライブラリーから新規のア
ポトーシス制御因子をスクリーニングし、そ
の機能解析を行う。最終的には肺炎クラミジ
アのアポトーシス制御因子の特異的阻害剤
の発見とその臨床応用を目指す。本研究によ
るクラミジアによるアポトーシス制御機構
の解明は、その感染病理を理解するのみなら
ず、これまでにないクラミジア感染症治療薬
かつ動脈硬化治療薬の開発につながること
が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 我々が既に作成した肺炎クラミジア機能
未知遺伝子ライブラリー（約 500 遺伝子）を
酵母にそれぞれ発現させ、低濃度酢酸や Bax
遺伝子の発現で酵母にアポトーシスを誘導
する。生き残ったクローンは肺炎クラミジア
遺伝子によってアポトーシスが抑制された



ものと考えられ、その遺伝子を肺炎クラミジ
アのアポトーシス抑制因子として同定し、機
能解析を行う。 
 さらに、同じライブラリーを用いて酵母増
殖抑制を指標に得られた遺伝子から、肺炎ク
ラミジアのアポトーシス促進因子を同定し、
その機能解析を行う。 
 スクリーニングによって得られた遺伝子
の機能解析は個別で多岐にわたることが予
想されるが、最終的には肺炎クラミジアによ
るアポトーシス制御機構を阻害または促進
することによって、感染細胞をアポトーシス
に誘導する薬剤の開発とその臨床応用を目
指す。 
 
４．研究成果 
 肺炎クラミジアはヒトの呼吸器に感染し
感冒様症状や肺炎を引き起こす。また近年で
は動脈硬化症との関連が明らかとなり、その
感染が動脈硬化の危険因子ではないかと考
えられている。肺炎クラミジアは真核生物の
細胞内でのみ増殖が可能な偏性細胞内寄生
性細菌であり、同菌にとって宿主のアポトー
シスを制御することはその生存戦略上非常
に重要である。しかしクラミジアの宿主アポ
トーシス制御機構には不明な点が多く、未知
のアポトーシス制御因子が存在すると予想
される。本研究では、我々が既に作成した肺
炎クラミジア機能未知遺伝子ライブラリー
から、Bax 遺伝子の誘導によって起こる酵母
のアポトーシスを抑制するクラミジアの遺
伝子をスクリーニングした。 
 酵母を用いて肺炎クラミジアの456機能未
知遺伝子からBax遺伝子を抑制する遺伝子を
スクリーニングした結果、456 クローン中 2
クローン(K002, K014)が得られた。肺炎クラ
ミジア遺伝子 K001 と K013 を持った酵母は誘
導培地上での増殖が見られなかったが、得ら
れたクローン K002 と K014 では増殖が観察さ
れた。K002 と K014 で肺炎クラミジア遺伝子
を誘導せず、Bax 遺伝子のみを誘導すると酵
母の増殖が抑制された。得られたクローンか
ら肺炎クラミジア遺伝子を除去すると、Bax
遺伝子の誘導によって再び増殖が抑制され
るようになった。これらの結果から、肺炎ク
ラミジア遺伝子 K002 と K014 が酵母のアポト
ーシスを抑制していると考えられた。K002 ま
たは K014 を酵母に導入しなおしたが、Bax 抑
制機能が再現しなかった。再現性が高くない
ことから、これらが本当にアポトーシスを抑
制するとの結論に至らなかった。 
 クラミジアは偏性細胞内寄生性であるが
ゆえに宿主細胞を制御することが生存戦略
上必須であり、そのために多数の病原因子
（エフェクター）を宿主細胞に向けて分泌し
ていると考えられる。しかし既知のエフェク
ターは少なく、未知エフェクターが多数残さ
れていると予想される。クラミジアは III 型
分泌装置（T3SS）を持ち、多くのエフェクタ
ーがこれによって分泌されていると考えら

れているが、一次構造から T3SS の基質を予
測することは容易でない。そこで酵母発現系
を用いた病原菌エフェクターの網羅的スク
リーニングを用いて、肺炎クラミジアの機能
未知遺伝子から酵母増殖阻害を示す 62 個の
遺伝子をエフェクター候補として同定した。
このうち我々はChlamydophila属に特異的な
Fke034 遺伝子に着目した。 
 Fke034 は 22 kDa のタンパク質をコードし、
その C 末端には proline-rich repeat (PRD)
があった。Fke034-GFP を酵母およびヒト
HEp-2 細胞に発現させると、細胞膜への局在
が見られた。抗 Fke034 血清で染色したとこ
ろ、Fke034-GFP は HEp-2 細胞の細胞膜直下に
局在していることがわかった。短縮した
Fke034 蛋白質の局在から、HEp-2 細胞内で
Fke034 が細胞膜下に局在するためには蛋白
質の中央部の存在が必要かつ十分だった。 
 Fke034 タンパク質は感染細胞の細胞膜に
局在した。GST-PRD タンパク質を用いて
pull-down を行った結果、PRD に特異的に結
合する約 60 kDa のタンパク質を得て、これ
がヒト PACSIN2 であると同定した。Fke034 の
PRD と、PACSIN2 の SH3 ドメインが特異的に
結合することを明らかにし、さらに HEp-2 細
胞内で Fke034-GFP を発現させると、PACSIN2
は Fke034 と一致して膜直下に局在するよう
になった。これらの結果から、Fke034 が
PACSIN2 を膜直下局在に誘導することで、
PACSIN2 の機能を調節することが示唆された。 
 Fke063 タンパク質は宿主の核内に局在し、
一方で酵母に発現させるとエンドソームの
機能を阻害した。抗 Fke063 抗体は肺炎クラ
ミジアの感染を阻害し、さらに Fke063 タン
パク質が肺炎クラミジアの菌体表面に存在
することがわかった。これらの結果は、
Fke063 が宿主細胞内に輸送される前に菌体
表面に分泌されていることを示唆している。 
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