
北海道大学・保健科学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

腟菌叢とメタボローム: クラミジア卵管線維化機構とPID診断バイオマーカーの探索

Exploring critical factors responsible for regulating the survival of Chlamydia 
trachomatis into cervical mucosa

４０２２１６５０研究者番号：

山口　博之（Yamaguchi, Hiroyuki）

研究期間：

１６Ｈ０５２２５

年 月 日現在  元   ６ １１

円    14,100,000

研究成果の概要（和文）：クラミジア(Chlamydia trachomatis)は、主要な性感染症の原因菌であり、慢性化す
ると不妊の原因になる。そこでクラミジアの腟粘膜面での生存性を規定する要因を臨床材料(腟スワブ検体554検
体)を用いて検討した。その結果、腟への腸管内容物の流入量(特にインドール: INFγの効果を減弱させる)の増
加が、クラミジアの感染リスクを助長することを発見した。また低酸素でクラミジア感染細胞を維持するための
至適培養系を構築し、線維化に関わる遺伝子の発現が低下することを発見した。さらにクラミジア感染細胞のア
ポトーシス誘導を容易に可視化できるカスパーゼ3プローブ導入細胞を利用した実験系も確立した。

研究成果の概要（英文）：Chlamydia trachomatis is the leading cause of bacterial sexually transmitted
 infections, with an estimated 131 million new cases annually worldwide. Although IFN-γ is a 
critical defense factor against C. trachomatis genital infection that acts by depleting host 
cellular tryptophan pool, the presence of indole, which is a precursor for tryptophan, can rescue 
genital chlamydiae despite depletion of tryptophan in IFN-γ-exposed cells in vitro, presumably, the
 higher vaginal indole amount prolongs the survival of C. trachomatis in the vaginal tract. Here, 
using the 554 cervical swabs with the prevalence of C. trachomatis infection, we indicated that the 
flow of bacteria through the anogenital route along with gut indole, had a strong impact on the 
prevalence of C. trachomatis in the cervicogenital tract of women. We also established a 
standardized chlamydial culture method in hypoxia and the detection system of apoptosis with 
caspase-3 expressing HEp-2 cells into chlamydia-infecte cells.

研究分野： 病態検査学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦における健康女性のクラミジア感染者の多くが無症候性であり(感染頻度は10%程度)、治療をせずに放置す
るとPID(骨盤内炎症性疾患)を介して不妊となる。一方、腟粘膜面においてクラミジア感染を規定する要因は不
明であり、クラミジア感染症は十分にコントロールされていない。それ故に本研究で得られた研究成果から、ク
ラミジアの感染リスクを予測することができるようになり、クラミジア感染症の予防が格段に促進されるものと
確信している。さらにクラミジア感染が慢性化した際に起こるPIDや不妊の予防、少子化問題の解決にも寄与す
る社会的に見ても極めて意義深い研究成果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 クラミジア(Chlamydia trachomatis)は、国内外を問わず、主要な性感染症の原因菌である。エ
ネルギーATP を感染細胞に依存するので偏性細胞内寄生性という特徴を持つ。この菌は、性行
為を介して腟頸管細胞に感染するが、感染者の大部分は無症候性である(1)。さらに無治療(1 年
以上)の感染者の約半数は、感染が卵管へと上向性に拡大すると共に PID を発症し、その 20%
程度は、線維化により卵管は閉塞し不妊となる(2)。国ごとに罹患率は異なるが、世界的に見る
とクラミジア感染者数は、5%程度と推定される(3)。一方、国内の健康女性へのクラミジアの感
染率は 2.4％程度であるが、特に 30 歳以下の罹患率が、11.3%と極めて高い(公益財団法人性の
健康医学財団、2015)。札幌市内の妊婦検診に訪れた 280 名(平均年齢 28.3 歳)を対象とした私達
の研究でも、感染率は 14.3%であった(4)。年間あたりの妊婦数は 100 万人程度なので(厚生労働
省「出生に関する統計」、2010)、クラミジア感染率を 10%とすると、本邦におけるクラミジア
感染に伴う PID 発症者数は、毎年 5 万人にも達する。一方、組織の修復に伴い起こる線維化に
関する研究は、重篤な病態(動脈硬化、肝硬変、虚血性心疾患など)へと直結しているので、国
内外を問わず大変活発に行われている。まず線維化には、炎症に伴う低酸素状態が必要とされ
る(5)。低酸素状態下では細胞内のグルコース濃度が増加すると共に、TGFβ が産生され、その
刺激は細胞内に活性酸素(ROS)を誘発する(6)。ROS は p53、ERK1/2、p38 と JNK 経路の活性化
を介してプラスミノーゲン活性化抑制因子(PAI-1)の発現安定化と産生増強を促す(7)。PAI-1 の
蓄積は、プラスミンの産生誘導を阻止するのでメタロプロテアーゼの活性化が阻害され、その
結果として組織のターンオーバーが滞り、炎症の増大と細胞外マトリックスの安定化を介して
組織の繊維化は加速する(7)。また IL-1β やカスパーゼは、線維化を加速させる炎症拡大のイニ
シエーターのみならずアポトーシス誘導において重要である(8)。その一方で、クラミジアの腟
粘膜面での生存性を規定する要因は良く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では腟粘膜面でのクラミジア感染を促進する因子を明らかにするために以下の
研究計画を実施した。1. クラミジア感染者の腟内菌叢解析。2. クラミジア感染を助長する腟内
因子の探索。3. 腟粘膜面にミミックな低酸素環境下でのクラミジアの培養系の確立。4. クラミ
ジア感染細胞のアポトーシス誘導を容易にトレースするためのDEVE配列挿入環状ルシフェラ
ーゼを恒常的に発現する細胞でのカスパーゼ 3 の活性化測定法の確立とクラミジア感染細胞で
のカスパーゼ 3 の動態。 
 
３．研究の方法 
クラミジア感染者の腟内菌叢解析: 札幌東豊病院に平成 28 年 6 月から 10 月に来院した妊婦あ
るいは患者の腟頸管部から、検査のために擦過スワブ計 273 検体を採取した。全てのスワブ検
体は塗抹標本の観察を通して Nugent スコアにて腟症の程度を数値化した。残余スワブを 5ml
の SPG 溶液（0.2M sucrose、 3.8mM KH2PO4、 6.7mM Na2HPO4、 5mM L-glutamic acid、 pH7.4）
に懸濁した全 273 検体を用いた。スワブ懸濁液を LaboPassTM Tissue Mini（北海道システム・
サイエンス株式会社）を用いて DNA 抽出をした。クラミジア感染の有無はプラスミド遺伝子
を標的とした PCR にて判定した。PCR にてクラミジアが陽性の 20 検体と、無作為に選んだ陰
性検体 27 検体を用いて次世代シークエンスによる菌叢解析を行った(北海道システム・サイエ
ンス株式会社に委託)。 
腟粘膜スワブ検体からのインドールの検出: 札幌東豊病院に平成 28 年 6 月から平成 30 年 10 月
に来院した妊婦あるいは患者の腟頸管部からの擦過スワブ計 554 検体を用いた。インドールの
検出は Kovacs 法にて実施した。臨床検体中のインドール濃度は、インドール溶液(0-300M)の
検量線から算出した。 
低酸素環境でのクラミジア培養系の確立: 低酸素（2%O2）環境下でのクラミジア感染細胞(HeLa
細胞を用いた)の培養は、ガス置換型低酸素培養チャンバーMIC-101(Billups-Rothenberg Inc., CA, 
USA)を用いて行った。細胞内代謝活性を Cell Counting Kit-8(DOJINDO Co., Ltd, Kumamoto, 
Japan)を用いて測定した。また低酸素応答は PCR アレイ[84 個の線維化関連遺伝子について解
析が可能な Human Fibrosis PCR Array Kit（QIAGEN, Venlo, NLD）を用いた]にて検証した。 
カスパーゼ 3 基質配列(DEVD)を挿入した環状ルシフェラーゼ (cFluc-DEVD)をゲノムに導入し
た HEp-2 細胞の確立: cFluc-DEVD 遺伝子を HEp2 細胞ゲノムに導入しネオマイシンで選択して
確立した。カスパーゼ 3 の活性化の程度は Luciferase Assay System を用いた化学発光にてトレ
ースした。 
 
４．研究成果 
(1) 腟症の程度と腟内菌叢変化(腸内細菌科細菌を除く)はクラミジアの感染頻度に影響を与え
ない: Nugent スコアによって分類した、腟炎なし（スコア 0-3）、軽度な腟炎（スコア 4-6）、強
い腟炎（スコア 7-10）の各群および、クラミジア陽性検体と陰性検体に分け、それぞれの群か
ら無作為に検体を選出し、計 47 検体の菌叢解析を行った。解析の結果、クラミジアの感染の有
無に関わらず、炎症度の増加に伴って乳酸菌の OTU 数は減少した。また Veillonellaceae、
Lachnospiraceae、Clostridiaceae といった細菌の増加が確認された。しかしながらクラミジアの
感染の有無について比較をすると、どの炎症度においても腟内の菌叢に違いはみられなかった。



その一方で Nugent スコアが低値(0-3)を示した腟検体では、クラミジア感染検体において腸内細
菌科細菌 Enterobacteriales(科)由来の OTU 数が有意に増加した。しかしながら培養法にて腟粘
膜検体からは大腸菌を始めとする腸内細菌科細菌を検出することはできないかった。このよう
に腸管内容物の肛門経由での腟内への流入は、健常者のクラミジアの感染リスクを助長するこ
とを明らかにした。 
(2) 腟粘膜面のインドール量の増加はクラミジアの感染リスクを助長する: クラミジアの感染
は IFNはクラミジアの増殖を抑制する生体防御因子の一つである。その一方でインドールの存
在下では IFNの効果は減弱する。そこで擦過スワブ計 554 検体中のインドール濃度をクラミジ
アの感染の有無(クラミジア陽性者 63 名、クラミジア陰性者 491 名)で比較した。その結果、そ
れぞれのインドール濃度はクラミジア感染者で 3.63±1.45μM、クラミジア非感染者では
3.16±0.74μM であり、インドール濃度がクラミジア感染者腟粘膜面で有意に高いことが明らか
になった。インドールは腸管内に数モルと極めて高濃度に存在するので、腸管内容物中インド
ールの腟への流入量の増加が、腟粘膜面でのクラミジアの感染リスク因子であることを明らか
にした。その一方で、私達は収集した腟粘膜スワブ検体のメタボローム解析も試みた(ミヤリサ
ン製薬に委託)。しかしながら採取検体 SPG 溶液中には、クラミジアの保存性を高めるために
ショ糖が大量に含まれていることが理由で、検体中主要物質の濃度を正確に決定することが困
難であり解析を断念した。 
(3) 低酸素環境でのクラミジアの至適培養条件を決定した: クラミジアを異なる細胞数濃度に
調整した HeLa 細胞に感染させその増殖を低酸素と通常酸素環境で比較した。その結果、低酸
素環境では宿主細胞数の増加に共い菌数の増加が鈍くなった。また培養液が RPMI1640 より
DMEM の時にその鈍化は顕著であった。またグルコース、非必須アミノ酸、ビタミンなど
(D-biotin、p-Amino Benzoic Acid、Vitamin B-12、Glutathione)を添加することで菌数は回復した。
この結果は、低酸素環境ではクラミジアの発育は、通常酸素分圧に比べて感染細胞が栄養を十
分に補給できる条件（特に細胞数）に強く依存し修飾されることを示唆している。また PCR ア
レイにて低酸素至適環境におけるクラミジア感染細胞の遺伝子発現変化の観察から、感染に伴
い CTGF、SERPINE1、JUN の 3 つの遺伝子の発現が有意に低下することを発見した。 
(4) クラミジアは感染後期にアポトーシス誘導を加速される: クラミジアは ATP を感染細胞
から略奪するために、感染細胞のアポトーシス誘導を修飾するが、低酸素環境下での良くわか
っていない。そこで容易にアポトーシス誘導を検出することができるカスパーゼ 3 基質配列を
挿入したルシフェラーゼ遺伝子を HEp-2 細胞に導入し、クラミジア感染によりアポトーシス誘
導がどのように修飾されるのか、化学発光にてトレースした。その結果、通常酸素環境だがク
ラミジア感染細胞では、カスパーゼ 3 が感染後期に活性化することを世界に先駆け発見した。 
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