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研究成果の概要：レジオネラ菌（Legionella pneumophila）は重症肺炎の起炎菌として、しば

しば臨床的問題となっている。当該研究ではレジオネラ菌の無作為遺伝子変異株を作製し、そ

の原因遺伝子の探索を行った。その結果、レジオネラ菌ゲノム上に計 7 個の責任遺伝子が同定

された。これらはレジオネラ菌において分泌機構に関わっていることが知られている遺伝子だ

ったため、なんらかの分泌因子がレジオネラ菌より分泌され、これによってレジオネラ肺炎が

重症化するものと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

レジオネラ菌（Legionella pneumophila）
は細胞内寄生性を特徴とするグラム陰性桿
菌で、集中治療室管理が必要な重症肺炎の起
炎菌として、しばしば臨床的問題となってい
る。しかし、レジオネラ菌が、外来抗菌薬治
療が可能な軽症肺炎の起炎菌となることは
少なく、『なぜレジオネラ肺炎が重症化しや
すいのか』はよくわかっていない。 

これまでわれわれは、レジオネラ肺炎重症
化の要因として、レジオネラ菌に対する宿主
免疫応答を取り上げ研究を行ってきた。その
中で、樹状細胞とマクロファージではレジオ

ネラ菌に対する細胞応答が全く異なること、
レジオネラ感染初期の自然免疫にはマクロ
ファージがより重要であること、そして、そ
のマクロファージはレジオネラ菌の細胞傷
害作用をより受け易いことを明らかにして
きた。 
 
２．研究の目的 
レジオネラ肺炎が重症化しやすい要因と

して、レジオネラ菌による細胞傷害作用に着
目し、トランスポゾンを用いてレジオネラ菌
の無作為遺伝子変異株を作製することによ
って、この分子機構の解明を目指す。 



３．研究の方法 
Howard A. Shuman 教授らの方法（Mol. 

Microbiol. 11:641-53, 1994）に従い、カナ
マイシン耐性遺伝子を挿入するトランスポ
ゾンのプラスミドを用いて、レジオネラ菌の
無作為遺伝子変異株の作製を行った。具体的
には、プラスミドをエレクトロポレーション
法でレジオネラ菌に遺伝子導入し、カナマイ
シン耐性株を、カナマイシン含有 BCYE プレ
ートで選択することによって、レジオネラ菌
の無作為遺伝子変異株を作製した。なおこの
目的で、Tn903由来のプラスミドpLAW330と、
mini-Tn10由来のプラスミドpCDP05を準備し
た。トランスポゾン mini-Tn10 に比べ、トラ
ンスポゾン Tn903 のゲノム挿入は高効率では
あるが、無作為ではないことが一般に懸念さ
れるため、用意した二種類のトランスポゾン
の遺伝子導入効率と無作為性を実際に比較
した上で、以後の実験で用いるトランスポゾ
ンを決定した。このように作製したレジオネ
ラ菌の無作為遺伝子変異株から、その細胞傷
害性を指標に、スクリーニングを行い、細胞
傷害性を失ったレジオネラ菌遺伝子変異株
を選択した。 
 
４．研究成果 
（2006 年度）レジオネラ菌の無作為遺伝子変
異株を作製する目的で、Tn903 由来のプラス
ミド pLAW330 と、mini-Tn10 由来のプラスミ
ド pCDP05 の大量調製をアルカリ法で行った。
次に、レジオネラ菌のコンピーテント細胞を
作製し、pLAW330 と pCDP05 をそれぞれエレク
トロポレーション法で遺伝子導入した。
pLAW330やpCDP05を遺伝子導入したレジオネ
ラ菌を 25 μg/ml のカナマイシン含有 BCYE
プレートで選択培養したところ、いずれのプ
ラスミドを導入しても多数の変異株が得ら
れた。そこで、以後の実験では pCDP05 を用
いて遺伝子変異株を作製した。 
（2007 年度）、細胞傷害性を指標に 11 株のレ
ジオネラ菌遺伝子変異株を選択した。この 11
株において、継代により薬剤耐性遺伝子が脱
落しないことと、ベクター全体ではなくトラ
ンスポゾン部分のみの挿入であることをま
ず確認した。さらに、これらの遺伝子変異株
から DNA を抽出し、トランスポゾン周囲の塩
基配列を決定することによって、トランスポ
ゾンの挿入によって変異した遺伝子の同定
を行った。 
（2008 年度）選択した 11 株において変異遺
伝子を同定したところ、レジオネラ菌ゲノム
（ACCESSION NC_002942 / 3,397kb）上 500kb
付近に 5遺伝子と、同じくレジオネラ菌ゲノ
ム上 3,000kb 付近に 2遺伝子、計 7 個の責任
遺伝子が認められた。これらはレジオネラ菌
において菌外への分泌機構に関わっている
ことが知られている遺伝子だったため、なん

らかの分泌因子がレジオネラ菌より分泌さ
れ、これによってレジオネラ菌の細胞障害作
用が発揮されているものと考えられた。そこ
で、33 個の既知の分泌因子について、その細
胞障害作用を調べてみた。しかし、いずれに
もその活性は認められず、これ以外の分泌因
子が関わっているものと考えられた。 
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