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研究成果の概要（和文）：本研究は肺炎クラミジアに特異的に感染することが知られているクラミジアファージを用い
、①大腸菌と肺炎クラミジアの両方の細菌で複製することのできるシャトルベクターの作製、②大腸菌を用いた組み換
えクラミジアファージ作製用大腸菌株の樹立により、組み換えクラミジアファージを作成することを当初の目的とした
。肺炎クラミジアAR39に感染しているクラミジアファージphiCPAR39から染色体をクローニングし、シャトルベクター
作製に用いた。しかしクラミジアファージの構成タンパク質の特定及び大腸菌における発現を確認することはできず、
大腸菌を用いた組み換えクラミジアファージ作製用大腸菌株を樹立ことはできなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to establish novel gene transfer system using a chlamydia 
phage phiCPAR39, which can infect Chlamydia pneumoniae. Chromosome of the chlamydia phage phiCPAR39, was 
cloned and utilized to construct a shuttle vector which can be replicated in both Chlamydia pneumoniae 
and Escherichia coli. To establish E. coli strain which produce recombinant chlamydia phage, expression 
of essential chlamydia phage proteins in E. coli cells were indispensable. However, expression of some of 
the chlamydia phage proteins were not confirmed. Consequently, E. coli strain, which would be utilized 
for production of the recombinant chlamydia phage, was not established.

研究分野： 分子微生物学

キーワード： 肺炎クラミジア　組み換えファージシステム
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１．研究開始当初の背景 
（１）肺炎クラミジアは偏性細胞内寄生性細
菌であり、通常の細菌のように培地を用いた
培養を行うことが出来ず、その培養にはヒト
由来細胞の存在が必要とされる。そのために
微生物学で最も効果的な解析手法である、遺
伝子の変異とクローン化による病原因子や
エフェクターの同定、あるいは病態形成機構
の解析手法を用いることができない。 
（２）肺炎クラミジアと類縁細菌種であるク
ラミジアトラコマティスではクラミジアト
ラコマティスが保持するプラスミドを用い
た遺伝子発現系が開発され、用いられ始めて
いるが、遺伝子導入株のクローン化と遺伝子
導入クラミジアトラコマティス株の培養は
効率的ではなく、その結果、遺伝子導入系が
存在するクラミジアトラコマティスであっ
ても、病原因子やエフェクター分子の特定は
進んでいるとは言えない。 
（３）一般的にファージは宿主特異性が高く、
感染高率は感染多重度（MOI、multiplicity of 
infection）に依存すると考えられている。そ
のため、ファージを密度勾配遠心法やポリエ
チレングリコールの使用などによりファー
ジを回収し MOI を高くすることによって感
染高率を上げることが可能である。 
（４）肺炎クラミジア AR39 株の全遺伝子配
列が明らかにされ、肺炎クラミジア AR39 株
に溶原化しているクラミジアファージ
phiCPAR39 株の染色体配列も明らかにされ
た（Read TD  ら Nucleic Acids Res. 2000, 
28(6):1397-406)。このことから、クラミジア
ファージ AR39 株をクローニングし、試験管
内に置いて組み換えクラミジアファージ
phiCPAR39 株の作製を試みることが可能と
なった。 
 
２．研究の目的 
（１）肺炎クラミジアに感染するクラミジア
ファージを用い、肺炎クラミジアに感染する
ことのできる組み換えクラミジアファージ
を作製する。 
（２）肺炎クラミジア AR39 株に溶原化して
いるクラミジアファージAR39株の染色地を
クローニング、肺炎クラミジアと大腸菌の双
方で複製可能なシャトルベクターを作製す
る。 
（３）組み換えクラミジアファージを構成す
るクラミジアファージタンパク質を発現す
る大腸菌株を作製し、本研究で作製したシャ
トルベクターを用いた形質転換によって組
み換えクラミジアファージを作製する。 
 
３．研究の方法 
（１）クラミジアファージ phiCPAR39 株の
ゲノムのクローニング 
① 肺 炎 ク ラ ミ ジ ア AR39 株 を ATCC
（American Type Culture Collection）より
購入し、HEp-2 細胞を宿主として培養を行っ
た。培養した肺炎クラミジア AR39 株から全

DNA を精製し PCR の鋳型として用いた。 
②GenBank に収載されている遺伝情報
（Accession #: NC_002180)をもとにプライ
マーを作製し、PCR により phiCPAR39 のゲ
ノ ム を 増 幅 し ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
pcRbulnt（サーモフィッシャーサイエンティ
フィック）にクローン化した。クローン化し
た遺伝子配列解析を行い、正しくクローニン
グされたか確認した。 
（２）ORF の推定と発現プラスミドの作製 
クラミジアファージ phiCPAR39 株の ORF
は GenBank に収載された予測された
phiCPAR39p1～ phiCPAR39p7 を用い、 
それぞれ ORF1～ORF7 とした。収載された
配列からプライマーを作製し、PCR 法により
増幅したのち、Novagen 社の Duet Vectors
を用いてクローニングした。プラスミドとク

ローニングした ORF を表１にまとめた。 
 
（３）発現解析 
表 1に示したプラスミドを 1～７種類のORF
を発現させるために、表 1 のプラスミドの 1
～3 種類を大腸菌 BL21(DE3)の形質転換に
用い、得られたクローンについて終濃度
1mM のイソプロピル-β-チオガラクトピラ
ノシド（IPTG)を発現誘導剤として用い、ク
ラミジアファージ phiCPAR39 株由来 ORF
のタンパク質発現を誘導した。誘導後集菌し、
ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）
により発現タンパク質の確認を行った。タン
パク質を発現させた大腸菌株を集菌し
BugBuster（Novagen)により可溶性分画と不
溶性分画に分離し、SDS-PAGE において組み
換えたんぱく質の可溶性を評価した。 
（４）シャトルベクターの作製 
①モデルシャトルプラスミドの作製 
クラミジアファージ phiCPAR39 の ORF1～
ORF3以外の部分をPCRで増幅したDNA断
片とpCOLADuet-1プラスミドのカナマイシ
ン耐性遺伝子、複製開始点 ColA 部分を増幅
した DNA 断片を In-Fusion 試薬（クロンテ
ック）を用いて連結させた。得られたプラス
ミドをシャトルプラスミドのモデルとした。 



②モデルシャトルプラスミドを用いた組み
換えファージ評価プラスミドの作製 
上記①で得られたモデルプラスミドに本来
の ORF1 の存在位置にクラミジアファージ
の外膜タンパク質 MOMP のプロモーター領
域およびマーカーとして緑色蛍光タンパク
質 GFP 遺伝子を導入した評価プラスミドを
作製した。 
 
４．研究成果 
（１）クラミジアファージ phiCPAR39 の
ORF の発現状況の確認 
クラミジアファージ phiCPAR39 の ORF の
発現状況を確認するために、ORF 一つずつを
発現するプラスミドによって形質導入され
た BL21(DE3)株を用い組み換えたんぱく質
の発現状況を確認したところ、ORF1、4、5、
7 の発現は確認されたものの、ORF2、3、6
については発現が確認されなかった。表２に
各 ORF の長さとコードされているタンパク
質の分子量を挙げる。 

本研究においては、限定的な研究予算である
ことから、それぞれの ORF に対する抗体を
作製することができなかったために、その発
現状況を確認するためには、SDS－PAGE 上
での新たなタンパク質バンドの形成による
判定となり、判別が困難であったため、タン
パク質のフォールディング（正しい立体構造
となる過程）には問題となることも考えられ
たが、タンパク質の N 末端がわにヒスチジン
タグを付加した発現プラスミドも作製し、そ
れぞれの ORF の発現状況を確認したが、や
はり、すべての ORF の発現が確認されるこ
とはなかった。これは単独で ORF を発現さ
せた場合、いくつかの組み合わせで発現させ
た場合にも同様であり、㋐GenBank で推定
された ORF をもとにした発現系の妥当性が
疑われる、あるいは㋑ゲノムの存在がなけれ
ばすべての ORF は発現しない、㋒大腸菌の
菌内では正しい立体構造を取りにくい性質
であるなどの可能性が推定される結果とな
った。 
 
（２）GenBank で示唆されたクラミジアフ
ァージ phiCPAR39 の ORF の妥当性の評価 
上の（１）でしめされた ORF の妥当性につ
いて検討するために、他のクラミジアファー

ジでは ORF がどのように決められているか
について論文調査を行った。Sait ら（Journal 
of general Virology (2011), 92, 1733）は最初
に分離されたクラミジアファージ CHP1 の
遺伝子配列から推定された ORF の情報を利
用してその後分離されたクラミジアファー
ジについて ORF を新たに推定した（図１）。 

このORFの配置はGenbankにおいて推定さ
れているORFの配置とは異なっているため、
GenBankにおけるORFの推定が組み換えク
ラミジアファージを作製するためには適正
なタンパク質とはならない ORF が生じる結
果となる可能性が考えられた。 
 また、現在までにクラミジアファージゲノ
ムの複製について明らかになっている点は
なく、他のウイルス等の情報、例えば構造の
似ているX174 のウイルス粒子形成機構で
得られた情報を利用するしかない。仮にクラ
ミジアファージ phiCPAR39 のファージ粒子
形成過程がX174 と同様であるとすると、フ
ァージ粒子形成に必要なタンパク質（ORF1
から６が該当すると思われる）の発現と同時
に ORF7 による二本鎖ゲノムの一本化が同
時に起こり、一本化したファージゲノムに他
のファージタンパク質が結合しながらファ
ージ粒子が形成されることとが推定される。
このため、まずは ORF7 を単独で組み換えタ

ンパク質として得、ファージゲノムの複製開
始点を特定したのちに、新たに組み換えファ
ージ作製に応用することを想定し、いくつか
のタンパク質発現系によって ORF7 を発現



させたが、図２に示したように ORF7 は不溶
性分画に回収された。この状況についてもい
くつかのタンパク質発現系を用いたがタン
パク質の不溶化が解消されることはなかっ
た。 
 
（３）新たな方向性の検討 
上記のように、本研究の研究期間内には本研
究の目的を達成することはできなかったが、
本研究の目的が達成されたとするとこれま
で不明であった点が解消されることが期待
される。このことから、本研究期間内には検
討できなかったが検討するべき点を以下に
挙げたい。 
 まずは、タンパク質発現についてはクラミ
ジアファージ phiCPAR39 のゲノム全体を一
つの ORF とみなして大腸菌の発現系に導入
することである。この場合にはどの ORF か
ら発現させるかについて検討することが必
要だが、ゲノムのどの部位がどの ORF に対
応するかについて考慮する必要がなくなる
可能性が高い。もう 1 点は本研究で作製した
シャトルベクターを直接肺炎クラミジアの
形質転換に用いるというものである。肺炎ク
ラミジアはクラミジアトラコマティスと比
較した際に、概して弱くエレクトロポレーシ
ョンによる形質転換には向かないと考えら
れている。しかしながら、菌体にダメージを
あまり与えないエレクトロポレーションの
装置もあることから、これらの装置を用い形
質転換できれば将来的な肺炎クラミジアの
遺伝子操作に道をつなげることができるか
もしれない。 
 いずれにしてもさらなる検討を行うこと
が必要である。 
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