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研究成果の概要（和文）：新興回帰熱病原体Borrelia miyamotoiの血清耐性メカニズム解析をおこなった。本研
究では、B. miyamotoiプラスミド上にコードされるbom1093ならびにbom1515遺伝子がB. miyamotoiの血清耐性メ
カニズムに深く関与していること、ならびにこれらの機能は血清中のビトロネクチンに結合することで、補体系
ターミナルパスウェイを負に制御し、これによる殺菌機構を回避することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the serum resistance mechanism of Borrelia miyamotoi, an 
emerging relapsing fever pathogen. We found that the bom1093 and bom1515 genes encoded on B. 
miyamotoi episomal chromosome are deeply involved in the serum resistance mechanism of B. miyamotoi,
 and that their function is to bind to vitronectin in serum. These factors could negatively regulate
 the complement terminal pathway, thereby circumventing the bactericidal mechanism.

研究分野： 細菌感染症学

キーワード： 新興回帰熱　血清耐性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新興回帰熱起因菌であるBorrelia miyamotoiの病原メカニズムはほとんど解明されていない。本研究は新興回帰
熱患者が高度の菌血症を呈することから、病原体B. miyamotoiは、ヒト自然免疫機構の一つである補体系への抵
抗性を示すと考えられた。この作業仮説を元に、本研究ではB.miyamotoiの新規病原因子BOM1093が血清中のビト
ロネクチンへ結合することで補体系のTerminal pathwayを負に制御することを明らかにした。これらの発見は、
新興回帰熱の病態を理解する上で有意義な発見となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
新興回帰熱患者が高度の菌血症を呈することは，病原ボレリアがヒトの自然免疫から逃れ
るための病原メカニズムを備えているためと考えられた．ボレリア属細菌の宿主免疫回避
機構として，１）表層抗原遺伝子の組換えによる表層抗原の変換，２）赤血球結合性による
食細胞からの物理的隔離，３）宿主補体系の攪乱による免疫回避機構が知られている．特に
ライム病ボレリアでは，補体系の負の制御因子(H 因子等)と結合する事による補体反応の阻
害等が報告されている．他方，ライム病ボレリアと比較して，新興回帰熱病原体である
Borrelia miyamotoi がどのようなメカニズムでヒト宿主免疫機構から逃避しているか，ほ
とんどわかっていなかった． 
 
２．研究の目的 
新興回帰熱病原体 B. miyamotoi の血清耐性機序解明を目的とした．血清感受性でかつ形質
転換が可能なライム病ボレリア Borrelia garinii 株を親株として構築した B. miyamotoi 由
来膜抗原遺伝子ライブラリーから，単独で血清耐性の表現型を親株に付与した B. 
miyamotoi 由来の機能未知遺伝子について，各々の機能解析を行う．見出された候補遺伝
子はヒト補体系による殺菌に対して抵抗性を付与している推定されることから，本研究で
は各々のボレリア因子について補体系制御に与るメカニズムを生化学的，分子生物学的に
解析を行う． 
 
３．研究の方法 
補体反応による殺菌機構
はよく調べられており，
概ね図１のような経路で
反応が進む．推定される
ボレリア側の補体抵抗機
構として，1)C3 コンベル
ターゼ活性を負に制御す
る H 因子等と結合し，そ
の下流の反応を抑制す
る，2)Vitronectin などの
生体分子との結合により
membrane attack 
complex(MAC)構造の形成
阻害を行う，3)宿主 CD59-
like抗原を菌側が有する
ことで MAC 構造の稼働を
抑制する等が推定され
る．本研究では補体反応
に関わる成分に対する抗
体を用い，これを用いて
補体因子の検出を蛍光顕
微鏡下で観察するととも
に ， Affinity ligand 
binding assay により補
体成分との結合性を確認
した．次いで，補体各々の
ボレリア因子についてそ
の機能ドメインを同定す
るために，遺伝子の一部
を欠失させた変異体を作
成し，補体抵抗性ならび
に生体分子結合能を確認
した． 
 
４．研究成果 
B.miyamotoi 血清耐性機序解明を目的として，形質転換可能かつ血清感受性の B.garinii 株
を recipient として，B. miyamotoi の表層抗原遺伝子を 個別に導入したライブラリーを作
成し，この内 B. miyamotoi 由来の bom1093 ならびに bom1515遺伝子が B. garinii に血清
耐性能を付与した.これら遺伝子は一次配列で 95%以上の相同性を示したことからその機能

図1. ヒト補体系による殺菌機構の概略



性については bom1093，
bom1515 遺伝子ともに共
通と推測し，本研究では
bom1093 遺伝子に絞って
解析を実施した（図 2）． 
bom1093 遺伝子は mock 
controlに対して 1000cfu
以上の血清耐性能を親株
に付与した.また bom1093
遺伝子の 3'側より欠失変
異株を作成し，血清耐性
に必要なドメインが C末
端側に存在することを明
らかにした（図 3）. 
また Bom1093 抗原はクラ
スタリンとの結合能を有
することに加えて本抗原
がビトロネクチン結合能
を有す る こ と が pull 
down assayなどから明ら
かとなった. Bom1093 抗
原のビトロネクチン結合
ドメインは C 末端側に存
在することも本研究で明
らかとなった.これは欠
失変異株を用いた血清感
受性試験に基づく機能ド
メイン解析結果と矛盾は
生じなかった． 
 

また正常ヒト血清からビトロネクチンを枯渇させた血清に対して bom1093 遺伝子を導入し
た B. garinii 株は血清感受性を示す一方で，組換体ビトロネクチンをビトロネクチン枯渇
血清に相補することで，bom1093 遺伝子を導入した B. garinii 株の血清耐性能は回復した
（図４）．ビトロネクトンは血清中に豊富に含まれるタンパク質で補体系の負のレギュレー
ターであるとともに，インテグリンなど血管内皮細胞表面に提示される抗原とも結合する.
本遺伝子はボレリアミヤモトイ病病原体 B.miyamotoi の血清耐性能に深く関与することは
明らかとなった．これに加えて血管内皮細胞などへの病原体接着にも関与する可能性も考
えられた.  

B.
 h

er
m

 W
P 

02
54

07
24

5.
1

B.
 h

er
m

 W
P 

06
27

05
82

6.
1

B.
 h

er
m

 W
P 

02
54

00
26

2.
1

B.
 h

er
m

 W
P 

06
27

05
83

2.
1

92

B.
 h

er
m

 W
P 

02
54

06
97

6.
1

B.
 h

er
m

 W
P 

06
27

05
82

9.
1

B.
 h

er
m

 W
P 

02
54

34
19

2.
1

82

B.
 a

ns
e 

W
P 

07
55

50
34

1.
1

B.
 c

or
i W

P 
02

54
08

50
8.

1

B.
 p

ar
k 

W
P 

02
53

75
83

9.
1

B.
 tu

ri 
W

P 
02

02
82

25
4.

1

B.
 h

er
m

 W
P 

02
54

34
19

0.
1

B.
 he

rm
 A

HH13
04

0.1

B. h
er

m W
P 06

27
05

82
3.1

93

B. c
ori

 W
P 02

54
08

51
0.1

82

B. h
erm

 W
P 15

72
55

28
7.1

B. h
erm

 W
P 025406983.1

B. h
erm

 W
P 062705820.1

99

B. park A
HF45554.1

B. cori W
P 025408521.1

97

B. afze WP 012615040.1

B. afze CAH10083.2

B. afze WP 044052359.1

96

B. spie WP 012665249.1

B. burg 4AXZ A

B. finl WP 012672352.198

B. herm AHH14496.1

B. herm WP 081112373.1

B. herm AHH13101.186
100

B. mayo WP 075552687.1

B. finl WP 008882863.1
B. vala ACN53103.1B. afze ABH02486.1B. japo WP 143280325.1

99

B. miya WP 099497142.1
B. miya AHH05426.1

99

B. miya AOW96409.1

93

B. cori AHH11175.1

B. herm WP 025406995.1

B. herm WP 020732349.1

96

B. herm AHH14713.1

93

B. park WP 025375829.1

B. turi ANF34349.1

97

B. anse WP 075550337.1

B. pers WP 024653784.1

B. hisp W
P 024654712.1

B. dutt W
P 012539367.1

B. croc W
P 014683113.1

97
95

89

86

95

B. turi W
P 088895155.1

B. m
iya W

P 099591048.1

B. m
iya W

P 070401520.1

88

B. m
iya ALZ45555.1

BO
M

1093

B. m
iya AH

H
05636.1

B. m
iya W

P 099528614.1
97

BO
M

1515

B. m
iya AH

H
06058.1

96

B. cori AH
H

11445.1

B. cori W
P 028328270.1

B. cori AH
H

11616.1
B. cori AH

H
11802.1

B. pers W
P 038363823.1

B. pers W
P 024653138.1

B. dutt W
P 012539530.1

B. croc W
P 041177067.1

B. hisp W
P 024654330.1

B. dutt W
P 012539473.1

B. croc W
P 025401262.1

B. dutt W
P 012537773.1

B. dutt W
P 038367665.1

B. dutt W
P 038368353.1

B. hisp W
P 024654737.1

B. dutt W
P 041177906.1

B. croc W
P 025401090.1

B. dutt WP 012539556.1

96

B. a
fze

 CAH10078.2

B. afze
 W

P 044052363.1

B. sp
ie W

P 012665244.1
B. chil A

JA90749.1

B. japo WP 091973484.1
99

B. afze WP 044052364.1B. chil AJA90748.1
B. japo WP 091973481.1

99

B. burg 4BG5 AB. burg WP 106017044.1
95B. vala WP 012665690.1

B. japo WP 091973475.1
B. afze WP 011703822.1

B. spie WP 012665241.1

B. gari WP 014695327.1

B. bava WP 011187207.1

B. gari WP 029346710.1

B. gari WP 012622835.1

B. gari  WP 031531047.1

100

90

B. miya WP 070401587.1

B. miya WP 025444106.1

100

B. cori WP 025408511.1

B. herm WP 025400260.1

B. herm WP 025434189.1

97

B. herm WP 081112371.1

B. herm WP 020732371.1
85

B. herm WP 080683529.1

99

B. anse WP 075550340.1

B. dutt WP 038366907.1

B. croc W
P 025401395.1

B. croc W
P 025401396.1

B. dutt W
P 038366910.1

B. hisp W
P 024654703.1

B. croc W
P 025401397.1

B. hisp W
P 024654702.1

B. croc W
P 014683093.1

B. dutt W
P 038366912.1

99

0.2

LD borreliae RF borreliae BOM1093 linage
BOM1093
BOM1515

Figure 3

図2.Bom1093ならびにBom1515抗原のアミノ酸配列に基づいた系統解析
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図3. Bom1093遺伝⼦を3’末端側より段階的に⽋失させた変異体の⾎清感受性の変化
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図４.ビトロネクチンの枯渇と相補による影響
NHS:正常ヒト⾎清
ΔVn:ヒト⾎清よりビトロネクチンを枯渇させた⾎清
ΔVn/Vn:組換ビトロネクチンを相補した⾎清
**: 統計的に有意の差が⾒られた組み合わせ(P<0.01)
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