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研究成果の概要（和文）：クラミジア慢性感染症の原因の一つとしてaberrant body(AB)への移行が考えられ
る。本菌はペニシリンやIFN-γの曝露等によりABへ変化するが、これについては不明な点が多い。本研究では、
ペニシリン誘導性AB感染細胞は通常のクラミジア感染細胞に比べてリソソームマーカーの発現が高いことや、
IFN-γ誘導性ABや通常のクラミジアよりペニシリン誘導性ABの方が細胞内生存性が低い傾向にあることを明らか
にした。また、クラミジアIII型分泌装置のエフェクター蛋白質と推定されるCT228、CT232、CT365、CT849はペ
ニシリンによってABに変化すると発現が低下または上昇することがわかった。

研究成果の概要（英文）：One of causes for the chronic infection of Chlamydia trachomatis is the 
morphological change to aberrant body (AB). It is known that chlamydia could change into AB by 
various stresses such as the exposure to penicillin or IFN-γ, but the detail characteristics of AB 
is unclear. In this study, we showed that the expression of lysosomal marker was increased in 
penicillin-induced AB infected cells compared with normal chlamydia or IFN-γ-induced AB infected 
cells. In addition, penicillin-induced AB tended to show low viability compared with  normal 
chlamydia or IFN-γ-induced AB. Furthermore, the expression of CT228, CT232, CT365 and CT849 which 
were predicted as chlamydial effector proteins of type III secretion system changed in 
penicillin-induced AB. These results suggested that CT228, CT232, CT365 and/or CT849 play some roles
 in the lysosomal fusion with chlamydial vacuoles and changes of the expression of these protein 
affected the viability of penicillin-induced AB. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）クラミジアはヒトに感染する病原性細
菌であるが、クラミジア感染症は劇症化しづ
らく無症候例も多いため、無自覚のうちに感
染が慢性化していることも少なくない。本菌
は宿主細胞の中でしか生存・増殖することが
できない偏性細胞内寄生性細菌であり、ヒト
に適応するように進化してきた。そのため、
宿主の強い免疫応答を惹起せず、激しい炎症
反応を誘導しにくいと考えられる。またクラ
ミジアは IFN-γやペニシリンの曝露など
様々なストレスによって異常な形態
（aberrant body、以下 AB）へ変化する。AB
は感染能や増殖能を欠いているのが特徴だ
が、ストレスが除かれると再び活発に増殖す
るようになる。さらに AB は通常のクラミジ
ア菌体に比べて抗菌剤が効きにくいことも
報告されている。このようにクラミジアは
AB としてヒト体内に存在しつづけることが
できる可能性があり、AB がクラミジア感染
症の慢性化に関係することは十分に考えら
れる。しかしながら、宿主が AB に対してど
のように応答するのかについてはわかって
いない。 
 
（２）クラミジアは菌体表面に存在する III
型分泌装置（type 3 secretion system、以下
T3SS）を介して宿主細胞にエフェクター蛋白
質を注入し、自らの増殖に都合が良いように
宿主細胞を修飾する。通常、細胞内に取り込
まれた異物はリソソームとの融合・分解など
により排除されるが、クラミジアは Inc と呼
ばれるエフェクター蛋白質を封入体に注入
することで、リソソームとの融合を防ぐと考
えられている。しかし AB へ変化したクラミ
ジアが T3SS やエフェクター蛋白質を発現す
ることはわかっているものの、それらが機能
するかどうかについてはわかっていない。さ
らに AB がリソソームによって分解されるの
か、通常のクラミジアと同様にリソソーム融
合を阻止できるのかについても明らかでな
い。 
 
２．研究の目的 
上述の背景を踏まえて本研究では以下の２
点を明らかにすることを目的とした。これら
の解明は AB の生物学的特徴や AB に対する
免疫応答の理解につながるものであり、クラ
ミジアの新規治療薬開発のための標的分子
探索に重要であると考えた。 
 
（１）AB へ移行したクラミジアがリソソー
ム融合などの自然免疫により排除されるの
かを明らかにする。 
 
（２）AB はクラミジアの病原性発揮や細胞
内生存に必要なエフェクター蛋白質を分泌
するのかを明らかにする。 
 
 

３.  研究の方法 
（１）AB への移行条件の検討 
クラミジアは IFN-γやペニシリンの曝露、栄
養分枯渇により AB へと移行する。本研究で
は移行条件の違いにより AB の表現形や宿主
細胞内の局在が異なるかどうかについても
検討するため、複数の方法で AB への移行を
誘導した。また、クラミジアは本菌慢性感染
による不妊症等が問題視されている
Chlamydia trachomatis を使用した。具体的に
は感染 24 時間前に IFN-γまたはペニシリン
を培養液に添加し、C. trachomatis をヒト株
化上皮細胞 HeLa に吸着感染後（800×g、1
時間、室温）、37 ℃・5 % CO2 存在下で 0〜
7 日間培養した。IFN-γまたはペニシリンの
濃度はこれまでの報告を参考に至適濃度を
検討し、クラミジア表現形や生存性の違いを 
抗クラミジア LPS 抗体による蛍光免疫染色
と inclusion forming unit  assay （以下 IFU
法）、 reverse transcription-PCR 法（以下
RT-PCR 法）で確認した。 
 
（２）エンドソームマーカーおよびリソソー
ムマーカーの発現解析 
クラミジア感染細胞におけるエンドソーム
マーカーRab5 および Rab9、リソソームマー
カーLAMP1の遺伝子発現をRT-PCR法で確
認した。 
 
（３）AB の細胞内局在解析 
（１）の実験で確立した方法により、クラミ
ジアの AB への移行を誘導し、通常のクラミ
ジアと AB の細胞内局在を比較した。具体的
には AB へ移行したクラミジアおよび通常の
クラミジア封入体膜に局在するエンドソー
ムマーカーやリソソームマーカーをそれぞ
れの抗体を用いた蛍光免疫染色で確認した。 
 
 
（４）膜移行が予測される T3SS エフェクタ
ー蛋白質の選出 
細 菌 の 分 泌 蛋 白 質 の 予 測 シ ス テ ム
EffectiveT3
（http://effectivedb.org/effective/submit）と
膜 蛋 白 質 予 測 シ ス テ ム SOSUI
（ http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/
）を使用して、膜への移行が予測される C. 
trachomatisのT3SSエフェクター蛋白質を選
出した。 
 
（５）AB へ移行したクラミジアにおける膜
移行が予測される T3SS エフェクター蛋白質
の発現確認：（１）で確立した方法により、
AB へ移行したクラミジアの感染細胞から
RNA を抽出し RT-PCR 法で（３）で選出し
た膜に移行するエフェクター蛋白質と推定
される 35 個のクラミジア蛋白質の遺伝子発
現を確認した。 
 
 



４．研究成果 
（１）クラミジアの AB への移行条件の確立 
5〜50 ng/mL の IFN-γまたは 0.1〜100 
U/mL のペニシリンで前処理した HeLa 細胞
に C. trachomatis を感染し 24-48 時間培養し
たところ、いずれの AB 誘導剤においても濃
度依存的に IFU 値が低下することがわかっ
た。また、蛍光免疫染色でクラミジア菌体と
封入体を観察すると、IFN-γまたはペニシリ
ン処理細胞では未処理細胞に比べて、封入体
が小さく、封入体内のクラミジア菌数が少な
かった。これはつまり AB 誘導剤濃度依存的
に感染能を有するクラミジア菌体が減少し、
AB ヘ移行したと理解した。さらに、これら
の AB 誘導剤の細胞毒性を調べたところ、ペ
ニシリンは 100 U/ml まで HeLa 細胞の生存
性に影響しなかったが、5 ng/ml の IFN-γで
は添加後 4 日目、10 ng/ml の IFN-γでは添
加後 3 日目から細胞生存率の低下が認められ
た。これらの成績から、本研究ではクラミジ
アの AB への移行誘導には IFN-γ 5 ng/mL
またはペニシリン 100 U/ml を使用すること
にした。 
 
（２）AB に移行したクラミジアの生存性と
AB 感染細胞におけるエンドソームマーカー
およびリソソームマーカーの発現量 
RT-PCR 法により、クラミジア 16S rRNA 遺
伝子の発現量を確認したところ、通常のクラ
ミジアおよび IFN-γ誘導性 AB は感染 96 時
間後まで遺伝子発現量が増加していたのに
対し、ペニシリン誘導性 AB は遺伝子発現の
増加は認められなかった。つまり、通常のク
ラミジアおよび IFN-γ誘導性ABに比べてペ
ニシリン誘導性 AB は細胞内生存性が低いこ
とが示唆された。次に、クラミジア感染細胞
におけるエンドソームマーカーRab5 および
Rab9、リソソームマーカーLAMP1 の遺伝子
発現を RT-PCR 法で確認したところ、通常の
クラミジア感染細胞よりも IFN-γおよびペ
ニシリン誘導性 AB 感染細胞で lamp1 遺伝子
の発現量が高い傾向にあった。 
 
（３）AB の細胞内局在 
IFN-γまたはペニシリン処理細胞を比較す
ると、IFN-γ処理細胞内の封入体の方が小さ
く、誘導剤の違いにより AB の性質が異なる
ことが示唆された。また、リソソームマーカ
ーLAMP1 とクラミジアに対する抗体を使用
し蛍光免疫染色法で両者の細胞内局在の解
析を試みたところ、LAMP1 が AB を含む封
入体に局在する像は認められなかった。しか
し、通常のクラミジアや IFN-γ誘導性 AB 感
染細胞よりもペニシリン誘導性 AB 感染細胞
で LAMP1 の発現が高い傾向が認められた。 
 
（４）AB へ移行したクラミジアにおける膜
移行が予測される T3SS エフェクター蛋白質
の遺伝子発現比較 
ソフトウェアEffectiveT3と SOSUIを用いて

膜へ移行すると推定されるクラミジア T3SS
エフェクター蛋白質の候補を 35 個に絞り込
み、それらの遺伝子発現量を RT-PCR で解析
した。その結果 CT228、CT232、CT365、
CT849 は通常のクラミジアや IFN-γ誘導性
AB よりペニシリン誘導性 AB で発現が低下
または上昇する傾向にあることがわかった。 
 
以上（１）〜（４）の成績から、CT228、CT232、
CT365、CT849 がクラミジアのリソソーム消
化防御において何らかの役割を果たしてお
り、 ペニシリン誘導性 AB ではこれらの
T3SS エフェクター蛋白質の発現が変化する
ために、通常のクラミジアや IFN-γ 誘導性
AB に比べて細胞内生存性が低下する可能性
が考えられた。また、研究開始当初は AB の
T3SS が機能し、エフェクター蛋白質を分泌
するかどうかについて明らかにすることも
研究目的としていたが、研究期間内にこれを
明らかにすることはできなかった。しかし、
本研究で AB に移行したクラミジアがリソソ
ーム融合により細胞内から排除される可能
性を明らかにし、さらにそれに関わる蛋白質
の候補としてCT228、CT232、CT365、CT849
を挙げることができた。本研究のように AB
誘導剤の違いによる AB の性質の違いから、
クラミジアに対する宿主の免疫応答の違い
を明らかにしようとした研究はこれまでに
ない。本研究でクラミジアのリソソーム融合
阻止に関わることが示唆された 4 つの蛋白質
の機能を詳細に明らかにすることで、クラミ
ジアの細胞内生存メカニズムやクラミジア
に対する宿主の免疫応答の解明につながる
ことが期待される。 
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