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研究成果の概要（和文）：肺炎クラミジアは偏性細胞内寄生性細菌であり、ヒトに対し急性・慢性呼吸器感染症を引き
起こす。肺炎クラミジアゲノム中の約半分の分子についてはいまだ機能が不明のままであり、さらに感染機構について
はほとんど明らかにされていない。そこで、機能未知455分子について酵母を用いた網羅的スクリーニングを行った結
果、アポトーシスを誘導する分子E01、細胞内小胞輸送を引き起こすE02を見出した。E01は発現酵母、ヒト細胞いずれ
においてもミトコンドリアに局在しアポトーシスを引き起こす。またE02は細胞内輸送を担う化学修飾を行う酵素と結
合し、影響していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Chlamydia pneumoniae is an obligate intracellular pathogen that causes acute and 
chronic respiratory infections in humans. We found that C. pneumoniae J138 strain featured a putative 
protein coded by its 1069 open reading frames (ORFs). A comprehensive bioinformatics approach was applied 
for annotation taxonomy, and approximately half of the predicted ORFs were found to encode proteins 
without any known functions. To identify novel C. pneumoniae molecules which determine virulence and 
pathogenicity, we screened 455 ORFs without any known functions in a yeast expression system. We found 
E01, localized at mitochondria, caused apoptosis in both yeast and mammalian cells, and E02 involved in 
aberrant vesicular trafficking in host cells. E02 could interact with the enzyme that modifies chemical 
reaction in host cells.Our study suggests that a novel C. pneumoniae molecule interacts with the enzyme 
and could cause aberrant vesicle trafficking.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ウイルスや細菌感染によって引き起
こされる細胞死は、単に偶発的なものではな
く、アポトーシス誘導が原因であることが明
らかとなってきた。ヒトの細胞は病原性微生
物による感染を受けると、その細胞ごと死滅
させることで、個体全体を感染から防御しよ
うと働く。しかし、赤痢菌やサルモネラ菌を
はじめとした腸管病原性大腸菌などの感染
においては、これらの病原体がアポトーシス
誘導活性をもつカスパーゼを抑制すること
で、宿主細胞のアポトーシスによる細胞死を
抑制している。逆にヒト免疫不全ウイルス
HIV では、ヘルパーT 細胞にアポトーシスを
引き起こすことで、正常の免疫機能を破綻さ
せ、病気の発症を引き起こす。このように、
『病原微生物の感染』と『感染細胞の死』は
非常に密接に関連しており、少しずつその機
構が明らかにされてきた。 
 研究代表者所属の研究室では、2000 年、日
本で単離された肺炎クラミジア J138 株の全
ゲノム情報を明らかにした。それ以来、肺炎
クラミジアを用いることで、偏性細胞内寄生
性病原体の感染戦略を明らかにしようと研
究を進めてきた。この 10 年余りの研究によ
り、肺炎クラミジアはエフェクター分子を宿
主細胞に送り込むことで、自らが生存・増殖
しやすい環境を作り出していることが明ら
かになってきた。肺炎クラミジアの全 ORF は
1069 個あるが、そのうちの約半数にあたる
455 遺伝子は、いまだその機能が明らかにさ
れていない。これら機能未知分子の中に、肺
炎クラミジアが増殖の場所を維持するため
に、宿主細胞の生死を功名に制御する分子が
存在すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 肺炎クラミジアは、市中肺炎を引き起こす
菌の１つで、小児期に初感染を起こし、成人
では抗体保有率が 60%以上にのぼる普遍的な
病原体である。肺炎クラミジアに対する終世
免疫の獲得は難しく、繰り返し感染・持続感
染を引き起こしている。さらに、近年の研究
により、肺炎クラミジア感染者は多発性硬化
症へのリスクが高いこと、動脈硬化症の病巣
からほぼ 100%の確率で肺炎クラミジアが検
出されており、肺炎クラミジアの『持続感染』
による影響は、呼吸器感染に留まらず、全身
組織にもたらされることが示唆されている。
しかし、偏性細胞内寄生性病原体である肺炎
クラミジアを、抗菌薬によって完全に除去す
ることは困難である。また、ワクチンの開発
はいまだ成功しておらず、感染予防をするこ
とも難しい。そこで、本研究では以下の２項
目を目的に研究を行う。 
(1) 病原体が宿主細胞アポトーシスを抑制
する分子の探索、およびその機能の解明 

 これまでの研究で作製した酵母での肺炎
クラミジア発現システムを用い、酵母にてア
ポトーシスを抑制する肺炎クラミジア分子
を探索する。酵母でのアポトーシス抑制効果
を見出した分子が、クラミジアの宿主細胞内
増殖段階において、遺伝子・蛋白質の発現が
上昇しているかを解析する。さらに、宿主細
胞のアポトーシスを抑制するメカニズムを
詳細に解析する。 
（2）病原体が宿主細胞アポトーシスを誘導
する分子の探索、およびその機能の解明 
 これまでの申請者の研究により、肺炎クラ
ミジア遺伝子を酵母に発現させると、酵母に
増殖抑制を引き起こす分子を 62 個見出して
いる。これらの中には、酵母にアポトーシス
を誘導する分子が含まれている可能性が高
い。また肺炎クラミジアの増殖サイクルから、
感染後期にアポトーシス誘導分子の発現が
高くなることが推測される。これらの結果を
考慮し、アポトーシス誘導分子の探索を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) アポトーシスを抑制する肺炎クラミジ
ア分子の網羅的スクリーニング 
 これまでに構築した肺炎クラミジア機能
未知遺伝子455個を酵母にて発現するシステ
ムを用い、酵母に様々な方法でアポトーシス
を誘導し、アポトーシスを抑制する肺炎クラ
ミジア分子の探索を網羅的に行う。酵母にア
ポトーシスを誘導する方法としては、一般的
に用いられる２種類の方法を採用し、スクリ
ーニングを行う。 
① 過酸化水素、酢酸によるアポトーシスを
抑制する分子の探索 
 酵母内で産生された活性酸素が引き金と
なり、酵母カスパーゼが活性化されることで
DNA の断片化が進み、アポトーシスが誘導さ
れる。過酸化水素は、短時間かつ低濃度でア
ポトーシスを誘導する点が酢酸とは異なる。
そこで、過酸化水素および酢酸の両方でスク
リーニングを行う。 
② Bax によるアポトーシスを抑制する分子
の探索 
 ミトコンドリアのシトクローム c の放出を
誘導するヒトBax遺伝子をガラクトース誘導
プロモーターの下流に組込んだプラスミド
と肺炎クラミジア機能未知遺伝子455個を酵
母で発現し、Bax 発現で引き起こされる酵母
のアポトーシスを抑制する肺炎クラミジア
分子の探索を行う。 
(2) アポトーシスを誘導する肺炎クラミジ
ア分子の探索 
 これまで、申請者研究室では酵母の増殖抑
制を指標として、肺炎クラミジアエフェクタ
ー分子の網羅的スクリーニングを行ってき
た。その結果、酵母に対して増殖抑制を示す
62 個の分子を見出すことに成功した。この中
には、アポトーシスを誘導することで酵母の
増殖抑制を起こしているものが含まれてい
る可能性が高く、この 62 個のエフェクター



候補分子の中から、アポトーシスを誘導する
分子を探索する。方法としては、Tunel 法や
Annexin V を用いた方法により、アポトーシ
スが誘導されている酵母を選択する。 
(3) 宿主細胞へ影響する分子の探索 
 宿主細胞のアポトーシスを制御する際、細
胞内輸送経路に大きな影響を与えることが
知られている。そこで、宿主細胞の生死を指
標とした上記スクリーニングにくわえ、細胞
内輸送経路の異常によるアポトーシス関連
分子の探索を行う。 
 
４．研究成果 
 本研究では、酢酸や Bax 遺伝子発現によっ
て引き起こされるアポトーシス抑制因子の
探索を行った。様々な条件において、個々の
肺炎クラミジア分子にアポトーシス抑制効
果があるかの検討を行ったものの、候補分子
を得ることはできなかった。これは、アポト
ーシスは複雑なカスケード反応が統合して
行われる反応であり、肺炎クラミジア一つ一
つでは、抑制効果が十分に発揮できないこと
が主たる要因ではないかと予測される。  
 一方で、アポトーシス誘導分子については
複数の候補分子を見出すことに成功した。本
研究ではE01分子に注目して研究をすすめた。
E01 分子は、肺炎クラミジアと同属のクラミ
ジアトラコマティスにも相同分子の存在が
確認されている。しかしながら、その機能の
詳細は明らかにされておらず、また相同性も
約 35%と高くないことから、肺炎クラミジア
とクラミジアトラコマティスでは異なる機
能を持つことも推測される。 
(1) E01 分子の発現酵母への影響 

 
 E01 を酵母に形質転換させ、その発現を誘
導すると上記のように酵母の発育が強く抑
制されることが明らかとなった。そこで、こ
の発育抑制の表現型が、酵母に対するどのよ
うな機構によって引き起こされているかを
明らかにした。 
(2) TUNEL 法によりアポトーシスの誘導の観
察 
 アポトーシス誘導の基本的な解析法であ
る TUNEL 法を用いて、E01 発現細胞において
アポトーシスの誘導の有無を解析した。 

 
 
 
 
 

その結果、大部分の E01 発現酵母は TUNEL 陽
性（細胞が黒く染色）であり、アポトーシス
を引き起こしていることがわかった。 
(3) ヒト細胞での発現 
 E01 をヒト上皮系細胞に発現させると、ミ
トコンドリアに局在することがわかった。 

このことは、E01 がミトコンドリアで作用す
ることで、宿主細胞にアポトーシスを引き起
こしていることを強く示唆するものである。 
(4) 細胞内小胞輸送異常を引き起こす分子
の探索 
 酵母を用いた、小胞輸送異常を引き起こす
分子の探索を行ったところ、10 個の分子を見
出すことに成功した。この中の２分子は、す
でに宿主細胞内小胞輸送に異常を起こすこ
とが明らかになっている分子であり、このス
クリーニングが効果的に働いていることが
わかる。E02 は、クラミジアトラコマティス
にも相同分子があるものの、その機能は全く
不明である。この分子に結合する宿主分子を
探索したところ、細胞輸送に関係する酵素へ
結合することを明らかにした。すなわち、こ
の分子は、この酵素の機能異常を引き起こす
ことで、肺炎クラミジアの感染を成立させて
いる。また、E02 は肺炎クラミジアが網様体
へと形態を変化させ、活発に増殖を行う時期
に特異的に発現が上昇する。すなわち、この
時期に宿主に作用する重要な分子である。
E02 と宿主細胞の生死間に直接的な関連性は、
現段階では見出すことができていないが、今
後さらなる詳細な解析をすすめ、E01、E02 感
染における役割を明らかにしていく予定で
ある。 
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