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研究成果の概要（和文）：クラミジア感染における宿主炎症応答制御機構を明らかにするために、クラミジア感
染を感知する新規レセプターの探索や、環境クラミジアを用いた保存性の高いクラミジア因子の探索を行ったと
ころ、非TLRレセプターおよび易熱性のクラミジア分子が炎症誘導に関与することが示唆された。さらにこれら
クラミジアによる炎症誘導が低酸素条件下で促進されることも明らかとなった。一方、炎症誘導に関連する宿主
細胞のアポトーシス下流分子カスパーゼ3活性測定を行ったところ、感染後期で促進していた。またクラミジア
感染においてmiRNAの発現変動が宿主炎症応答に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand host inflammatory responses induced by Chlamydia, we tried to 
identify a novel receptor of host cells and chlamydial factors, which are conserved in the 
Chlamydiales. As a result, a non-TLR receptor and a heat-labile chlamydial factor may be involved in
 host inflammatory responses. In addition, the responses were enhanced in low oxygen environments. 
On the other hands, host caspase-3 dynamics was revealed using a cyclic fire luciferase probe. We 
also showed that miRNA regulation may be involved in the host inflammatory responses induced by 
Chlamydia.

研究分野： 感染症学
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１．研究開始当初の背景 
偏性細胞内寄生細菌肺炎クラミジア

（Chlamydia pneumoniae）は、単に呼吸器感
染症の原因となるだけでなく、動脈硬化や気
管支喘息への関与が示唆されている。また性
器クラミジア（C. trachomatis）は、トラコー
マや性行為感染症を引き起こす一方、骨盤内
感染症や関節炎などの慢性炎症性疾患にも
関与する。これら炎症性疾患は、クラミジア
が宿主細胞に炎症応答を誘導することで引
き起こされると考えられている。 
 クラミジアは宿主細胞に炎症応答の引き
金となる IL-1β や TNFα などの炎症性サイト
カ イン を分 泌誘 導す る（ Infect Immun, 
64:4872-5, 1996）。これら炎症性サイトカイ
ンは TLR/MyD88 依存的に発現誘導される（J 
Immunol, 180:1158-68, 2008）。IL-1β は成熟型
サイトカインへと変換が必要であるが（Cell, 
140:821-32, 2010）、クラミジアは IL-1β の成
熟変換を担う NLRP3 インフラマソームを活
性化する（J Immunol, 184:5743-54, 2010）。こ
のように、クラミジア感染における主要自然
免疫レセプターである TLR/NLR ファミリー
の役割は明らかになりつつある。 
 一方、緑膿菌やピロリ菌などの細菌感染症
では TLR ファミリーに加えて、 PAR
（ Protease-activated receptor ） や EGFR
（Epidermal growth factor receptor）などのレセ
プターを介し炎症性サイトカイン IL-8 が分
泌される（Cell Microbiol, 10:1491-504, 2008; 
Infect Immun, 76:3233-40, 2008）。このように、
細菌感染時の炎症応答においては、TLR 非依
存的シグナルも重要な役割を担うことが明
らかとなってきたが、クラミジア感染時の炎
症応答におけるこれらレセプターの役割は
十分に理解されていない。 
 また近年では、細菌感染に伴い誘導／抑制
される miRNA がサイトカイン分泌を制御す
ることが注目されている（Cell Microbiol, 
15:1496-507, 2013）。例えば、ピロリ菌感染
では、TLR 依存的に miR-155 を発現誘導し
（PNAS, 109:E1153-62, 2012）、炎症性サイト
カイン IL-8 の発現を抑制する（J Infect Dis, 
200:916-25, 2009）。またサルモネラ感染では、
let-7 を阻害することで、IL-6 や IL-10 の発現
を制御する（EMBO J, 30:1977-89, 2011）。こ
のように、細菌感染における宿主免疫応答の
包括的理解を目指す上で、炎症制御を担う
miRNA の同定も必要不可欠といえる。 
 このようにクラミジア感染によって誘導
される宿主炎症制御機構は、未だ十分に理解
されておらず、未知の制御機構の関与が強く
疑われる。そのため、これらを解明すること
で、クラミジアが引き起こす呼吸器感染症や
性行為感染症の病態形成の理解やその制御
法の開発のみならず、クラミジアが関与する
ことが示唆される動脈硬化や関節炎などの
慢性炎症疾患の病態形成および治療法の開
発にも繋がる可能性がある。 
 

２．研究の目的 
 クラミジアは、宿主細胞に感染することで
炎症を惹起し、その結果ヒトに様々な疾患を
引き起こすとが考えられている。そこで本研
究ではクラミジアによる宿主炎症制御機構
を解明するために、まずクラミジア感染を感
知する未知のレセプターの探索を行うとと
もに、 炎症誘導に関与するクラミジア因子
の探索を行った。 
次に、クラミジア感染時における炎症応答

制御という観点から、実際の感染を反映する
と考えられる低酸素条件下における宿主炎
症動態、さらにはクラミジア感染時に変動す
る miRNA の探索を行うことで、クラミジア
感染によって誘導される宿主炎症応答の理
解を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
クラミジアと細胞株：肺炎クラミジア

TW-183 株および性器クラミジア血清型 L2 
434/Bu 株は、各々ヒト上皮細胞株 HEp-2 細胞
および HeLa 細胞を用いて増殖させ、凍結融
解後に遠心法にて精製したものを用いた。 
環境クラミジア：院内環境より株化したア

メ ー バ 共 生 細 菌 プ ロ ト ク ラ ミ ジ ア
Protochlamydia は、アメーバを培養後、凍結
融解後に遠心法にて精製したものを用いた
（Environ. Microbiol. Rep., 2:524-533, 2010）。 

IL-8 の検出：炎症性サイトカイン IL-8 の分
泌は HEp-2 細胞培養上清より市販の IL-8 
ELISA キット（BioLegend, Tokyo, Japan）を用
いて検出した。また、IL-8 mRNA は RNA を
抽出後、cDNA 合成を行い、IL-8 特異的プラ
イマーを用いて定量した（ Infect. Immun., 
83:2917-2925, 2015）。 
低酸素培養：低酸素培養チャンバー

（MIC-101、Billups-Rothenburg 社）を用いて、
低酸素（酸素 2％）ならびに通常酸素（酸素
21％）条件下で培養を行った。酸素濃度は、
酸素濃度モニタ（XO-2200, New Cosmos 
Electric, Osaka, Japan）を用いて確認した。 
カスパーゼ 3基質DEVD配列環状ルシフェ

ラーゼ（cFluc-DEVD）安定発現細胞株の樹
立：HEp-2 細胞に SuperFect（Qiagen, Valencia, 
CA）を用いてトランスフェクションし G418
で選択することで、cFluc-DEVD 安定発現細
胞を樹立した。cFluc-DEVD 遺伝子の挿入は、
ルシフェラーゼ遺伝子を増幅する PCR 法に
て確認した。 
ルシフェラーゼアッセイ：ルシフェラーゼ

活性は、Bright-Glo Luciferase Assay System
（ Promega, Madison, WI ） を 用 い て 、
Luminescencer Octa（ATTO, Tokyo, Japan）で
測定した。 
miRNA array：クラミジア感染後の miRNA
の変動は、miScript miRNA PCR Array（Qiagen）
を用いて定量した。 
 
 



４．研究成果 
（1）新規レセプターの探索 
まずHEp-2細胞を肺炎クラミジアで刺激し、

ELISA 法にて炎症性サイトカイン IL-8 の分
泌を確認した。その結果、肺炎クラミジアが
濃度依存的にHEp-2細胞から IL-8の分泌を誘
導することが確認された。次に、チロシンキ
ナーゼ阻害剤を用いた実験を行ったところ、
IL-8 の分泌が抑制された。この結果、IL-8 の
分泌にチロシンキナーゼレセプターの関与
が示唆された。そこで、肺炎クラミジアとレ
セプターとの相互作用を確認するために、大
腸菌を用いてタグ付けした組換え体の発
現・精製を試みた。その結果、組み換え体の
発現が確認されたものの、精製のための可溶
化実験では、異なる大腸菌株や温度条件など
の検討を行ったものの、十分な可溶化条件は
見いだすことはできなかった。さらに無細胞
タンパク質発現系も用いて検討したところ、
一部の組み換え体で発現が認められなかっ
た。 
（2）クラミジア因子の探索 
土壌や河川などの自然環境中に存在し、7

～14 億年前に肺炎クラミジアなどから分岐
したと考えられる環境クラミジアは、保存性
の高いクラミジア分子を探索するうえで有
用なモデルである。そこで、以前に院内環境
より株化することができたアメーバ共生細
菌プロトクラミジアを用いて、炎症性サイト
カイン IL-8 の分泌誘導能をリアルタイム
PCR 法および ELISA 法にて解析した。その
結果、どちらの方法においてもプロトクラミ
ジア菌量依存的に IL-8 の誘導能が確認でき
た。その一方、加熱処理したプロトクラミジ
アでは、これらの応答が消失していた。この
ようにクラミジアによる炎症誘導には、保存
された易熱性の分子が関与することが示唆
された。 
（3）低酸素下における炎症動態 
次に実際の感染局所と同じ酸素濃度環境

であると想定される低酸素条件下において、
肺炎クラミジアの感染動態ならびに炎症誘
導能について検討を行った。その結果、肺炎
クラミジアの増殖は低酸素条件下で増強さ
れた。また低酸素条件下での炎症性サイトカ
イン IL-8 の分泌誘導を検討したところ、IL-8
の分泌は有意に促進されることが明らかと
なった。 
（4）カスパーゼ 3 の動態解析 
宿主アポトースもまた宿主炎症応答を理

解するうえで、重要な生物現象である。そこ
で、宿主細胞アポトーシスシグナルに関する
検討も行った。これまでの研究では、クラミ
ジア感染細胞におけるアポトーシス下流分
子カスパーゼ 3 の活性化は認められていない。
そこで本研究では、よりカスパーゼ 3 基質
DEVD 配 列 環 状 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
（cFluc-DEVD）プローブを用いて、その活性
測定を試みた。まず、cFluc-DEVD プローブ
を発現する細胞株を樹立した。cFluc-DEVD

遺伝子の挿入は、PCR 法で確認した。次にカ
スパーゼ 3 活性が cFluc-DEVD 発現細胞でモ
ニタリングできることを、スタウロスポリン
刺激で確認した。そこで、cFluc-DEVD 発現
細胞にクラミジア感染させて検討したとこ
ろ、クラミジア感染後期にカスパーゼ 3 が活
性化されることが明らかとなった。 
（5）miRNA の探索 
クラミジア感染時に炎症を制御する

miRNA は明らかになっていない。そこで、炎
症性サイトカイン mRNA と miRNA の発現解
析行った。その結果、感染初期に、8 遺伝子
の mRNA 発現上昇が確認された一方、miRNA
では 5 遺伝子で発現減少が認められた。 
このように、本研究ではクラミジア感染に

よって誘導される炎症制御には、非 TLR レセ
プターや保存されたクラミジア因子が関与
することが明らかとなった。さらに、これら
炎症は低酸素条件で促進することやいくつ
かの miRNA によって制御されている可能性
が示唆された。 
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