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研究成果の概要（和文）：本研究では、バルトネラ属細菌に特徴的に見られる血管新生亢進作用のメカニズムを
解明するため、菌が分泌する細胞増殖因子BafAの機能解析を行った。BafAの組換えタンパク質を大腸菌発現系で
作製して活性を調べたところ、BafAはヒトの血管内皮増殖因子の受容体であるVEGFR2に結合することで下流の細
胞増殖シグナルを活性化することがわかった。また、細胞増殖促進作用だけでなく、動物個体レベルにおいて血
管新生を促進する作用があることも明らかにした。BafAはバルトネラ属細菌の多くに共通して存在しており、本
属菌を特徴付ける重要な因子であるといえる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the function of BafA, a mitogenic factor 
secreted by Bartonella spp., to elucidate the mechanism of the angiogenesis induced by Bartonella 
infection. Recombinant BafA proteins activated downstream cell proliferation signals by binding to 
VEGFR2, one of the receptors for human vascular endothelial growth factor. In addition to the 
activity to promote endothelial cell proliferation, BafA was also shown to induce angiogenesis in 
vivo. Most Bartonella species harbor the gene encoding BafA, suggesting that BafA is an important 
factor in characterizing this genus Bartonella.

研究分野：細菌学

キーワード： バルトネラ　Bartonella　猫ひっかき病　細菌性血管腫　BafA　オートトランスポーター　血管新生　
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バルトネラ感染症においてしばしばみられる血管増殖性病変に関して、血管新生を促す菌由来因子の存在が長年
指摘されていたがその実体は不明であった。本研究によりこの因子がBafAであることを突き止め、その作用機序
まで明らかにすることができた。これらの成果は、バルトネラ属細菌の感染性・病原性についての理解を深める
ことに繋がる。また、BafAは細菌由来としては初めて発見された血管新生因子であり、細菌学分野だけでなく血
管関連の基礎研究から再生医療や血管新生療法で用いる治療薬としての創薬応用も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）バルトネラ属細菌はグラム陰性好気性の小桿菌であり、Bartonella henselae (猫ひっかき
病)、B. quintana (塹壕熱)、B. bacilliformis (カリオン熱)の 3菌種がヒトの病原細菌として重要
である。これらの菌はヒトに感染すると、標的細胞である血管内皮細胞に侵入し細胞増殖を促進
させ、感染部位の血管新生を惹起する。実際、猫ひっかき病では菌の感染部位に血管の異常な増
生が見られる。また、エイズなどの免疫不全患者が B. henselaeや B. quintanaに感染すると細
菌性血管腫や肝臓紫斑病などの血管増殖性疾患を発症する。こうした血管内皮細胞に対する細
胞増殖促進能および血管新生促進能は病原性バルトネラに極めて特徴的な性質であり、他の細
菌で同様の性質は見られない。血管内皮細胞を増殖させることは、菌にとって自身の増殖の場を
広げることに繋がり（バルトネラ属細菌は通性細胞内寄生菌である）、感染宿主内での菌の増殖
や病原性にも大きく寄与している。従って、バルトネラ属細菌の病原性に関する研究では血管内
皮細胞に対する増殖促進機序に焦点を当てたものが多い。この細胞増殖促進の作用機序につい
てはこれまでの研究から、①マクロファージからの血管増殖因子（VEGFやサイトカイン）の産
生亢進、②Ⅳ型分泌装置およびエフェクタータンパク質によるアポトーシス抑制、③菌が分泌す
る何らかの分子による直接作用、が考えられている。①、②については分子レベルで解析が進ん
でおり既に多くの研究報告がある。一方、③の菌由来細胞増殖因子については分子の特定に至っ
た報告はなかった。 
 
（2）我々はこれまでに B. henselaeについてゲノムワイドな探索を行い、血管内皮細胞の増殖
を促進させるために必須となる遺伝子を見いだした。続いて、この遺伝子がコードするタンパク
質“BafA”を精製し、BafAタンパク質自体に直接血管内皮細胞を増殖させる活性があることを
明らかにした。菌由来血管内皮細胞増殖因子は約 20年前から存在が指摘されつつも実体が掴め
ていなかったが、世界で初めてその特定に成功したといえる。 
 
（3）BafAは配列情報からオートトランスポーター (V型分泌装置) であると推測された。オー
トトランスポーターには N 末端領域のパッセンジャードメインが菌体外に分泌されて生理活性
を示すものがあり、BafA も同様と考えられる。実際、BafA ではパッセンジャードメインに相
当する N末端約 500残基が細胞増殖促進活性を持つ。しかし、この領域にヒト血管内皮増殖因
子（VEGF）などとの相同性はなく、類似するタンパク質も他にない。このことから、BafAに
は特有の細胞増殖促進機構が備わっている可能性があるが、その作用の詳細は関与する宿主因
子も含めてわかっていなかった。また、高病原性である B. bacilliformisの血管内皮細胞に対す
る増殖促進能は B. henselaeよりも高いことから、BafAの分泌量や活性の強さは病原性に直接
関わると予想されるが、推測の域をでていない。病原性との関連性を明らかにするためには、
BafAが菌の細胞への付着・侵入過程にどの程度寄与し、病原性に影響するのか実験的に証明す
る必要がある。一方で、BafAの細胞増殖促進作用は創薬に応用できる可能性があるが、作用機
序や分子動態が不明の現状では有用性や安全性を評価することができない。バルトネラ感染症
における BafAの病原因子としての位置付けを明確にし、加えて、細菌由来有用物質として応用
利用の可能性を拡げていくためにも、BafAの作用機序の解明は必要不可欠といえる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、BafAの血管内皮細胞に対する増殖促進機構の解明し、病原性との関連を明確に
することを目的とした。さらに、細胞レベルと動物個体レベルの両方で BafAの標的特異性、有
効性を評価し、BafA を有効成分とした新たな血管新生促進剤の開発に繋げることを目指した。
そのための具体的な実施項目として下記の（1）～（4）を設定した。 
（1）BafAによって活性化される血管内皮細胞内シグナルの解明と細胞表面受容体の同定 
（2）BafAの活性部位の特定および菌の細胞侵入能との関連性の明確化 
（3）BafAの細胞特異性・宿主特異性の決定、動物個体を用いた活性評価 
（4）B. bacilliformisの BafAオルソログの特定および活性評価 
 本研究以前のバルトネラ属細菌の病原性に関する研究は、Ⅳ型分泌装置、エフェクタータンパ
ク質、アドへシンなど既に同定された分子を対象としたものが主流であった。一方で新規の病原
因子はこれまで 10年以上報告されていなかった。特に菌が分泌する細胞増殖因子は長年不明と
されてきた。申請者が発見した BafAは、こうした停滞しつつあるバルトネラ研究の現状を打破
する為の起爆剤となる研究材料である。また、BafA は新たな虚血性疾患治療薬の開発に繫がる
将来性をもつ。従って、本研究の成果は細菌学の範疇にとどまらず、血管研究分野や心血管関連
疾患の医療にも波及していくことが期待できる。 
 
３．研究の方法 
（1）BafAによって活性化される血管内皮細胞内シグナルの解明と細胞表面受容体の同定 
血管内皮細胞の生存・増殖に関わる主要なシグナル伝達経路として PI3K/Akt 経路、

Ras/Raf/MEK/ERK経路がある。BafA処理した細胞について上記パスウェイ構成分子の活性化 



(リン酸化レベル) を調べ、またこれらの阻害剤が BafAの作用に及ぼす影響について調べた。細
胞表面受容体については、BafAに相互作用する蛋白質を共免疫沈降法で調べた。また、受容体
候補分子が見つかった後は、表面プラズモン共鳴により直接の相互作用を調べ、また、該当分子
のノックダウンや抗体による阻害実験によって BafA に対する細胞応答が変化することを確認
した。 
 
（2）BafAの活性部位の特定および菌の細胞侵入能との関連性の明確化 

BafA の欠失変異体を大腸菌発現系により作製し、活性に必須な領域の特定を試みた。また、
BafAの分子内には付着因子の相同ドメインがあることから、血管内皮細胞への付着や細胞侵入
にも関与する可能性がある。そこで、B. henselaeの野生型株および BafA破壊株について血管
内皮細胞への細胞侵入性について調べた。 
 
（3）BafAの細胞特異性・宿主特異性の決定、動物個体を用いた活性評価 
ヒト臍帯静脈内皮細胞の他、ヒトの他組織由来細胞やマウス由来細胞を用いて BafAの細胞特
異性について検討した。また、動物個体レベルで BafAが血管新生作用を示すかどうかマウスを
用いたマトリゲルプラグアッセイにより評価した。 
 
（4）B. bacilliformisの BafAオルソログの特定および活性評価 
南米高地のバルトネラ感染症であるカリオン病の原因菌 B. bacilliformisにも BafAのオルソ
ログが存在するかどうか調べた。また、そのリコンビナントタンパク質を作製して、血管内皮細
胞に対する増殖促進作用、管腔構造形成作用、および VEGFR2シグナルの活性化について検討
した。 
 
４．研究成果 
（1）BafAによって活性化される血管内皮細胞内シグナルの解明と細胞表面受容体の同定 

BafAをヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）に作用させ、経時的にMEK1/2、ERK1/2、Aktの
リン酸化レベルを調べた結果、VEGF処理した細胞と同様にMEKおよび ERKのリン酸化は確
認されたが、Akt はリン酸化されなかった（図 1）。BafA 処理した細胞と VEGF処理した細胞
ではこれらシグナル分子の挙動が極めて類似していたため、その上流にある受容体分子も共通
しているのではないかと推測し、VEGF受容体の一つである VEGFR2のリン酸化も調べたとこ
ろ、BafA処理によって VEGFR2のリン酸化されることがわかった。そこで次に、MEK阻害剤
U0126、VEGFR2阻害剤の Ki8751を前処理した HUVECに BafAを作用させたところ、いず
れの阻害剤を処理した細胞でも BafAによる細胞増殖促進効果が減弱した。さらに VEGFR2を
ノックダウンさせた細胞や抗VEGFR2抗体を処理した細胞でもBafAの効果が低下した。また、
BafA処理した細胞のライセートから抗 Hisタグ抗体を用いて免疫沈降を行った結果、His付加
した BafAに付随して VEGFR2が共沈した（図 2）。さらに BafAと VEGFR2の分子同士が、
直接相互作用するかどうか、表面プラズモン共鳴によって調べた結果、BafA は VEGFR2 に結
合し、その親和性は VEGFよりも高いことがわかった。以上のことから、BafAは受容体である
VEGFR2に結合し、それによって下流の細胞増殖シグナルであるMEK/ERK経路を活性化する
ことが明らかとなった。 

 
 



 
（2）BafAの活性部位の特定および菌の付着能・細胞侵入能との関連性の明確化 

BafAが示す細胞増殖促進作用に分子内のどの領域が必須であるか調べるため、複数の欠失変
異体を作製し、それらの HUVECに対する作用を調べた。その結果、BafAのパッセンジャード
メインのうち、N末端および C末端のいずれも約 100残基欠失させることで HUVECに対する
増殖促進効果が消失した。また、BafAの有無によって菌の細胞侵入性が変わるかどうか調べた
結果、野生型株と BafA破壊株では HUVECへの菌の添加 24時間後の細胞内に侵入した菌数に
差がないことが示された。今回の結果では、BafA の細胞侵入性への影響がみられなかったが、
付着性やより短時間での細胞内菌数をさらに検討する必要があると思われる。 
 
（3）BafAの細胞特異性・宿主特異性の決定、動物個体を用いた活性評価 
 BafAが HUVEC以外の細胞に増殖促進効果を示すかどうか検討した結果、HeLa229、CHO-
K1、MRC-5、HEK293、MS1、bEnd.3 のいずれの細胞株に対しても増殖促進効果を示さなか
った（HeLa229、CHO-K1、MRC-5の結果を図 3に示す）。また、BafAの受容体結合特異性に
ついて調べた結果、ヒト VEGFR2以外にマウス VEGFR2にも結合することが示された。以上
のことから、BafA は VEGFR2 が発現している血管内皮細胞に特異的に作用することが示唆さ
れた。次に、動物個体レベルで BafAが血管新生を誘導するかどうかマトリゲルプラグアッセイ
で検討した結果、BafAを含有させたマトリゲルをマウス皮下に移植すると血管新生が惹起され、
マトリゲル内のヘモグロビン含量が有意に増加した。 

 
（4）B. bacilliformisのゲノム中にBafAをコードする遺伝子が存在するかどうか調べたところ、
B. henselae由来 BafAと約 30%の相同性を示す 2つのオートトランスポーター遺伝子が見つか
った。いずれもリコンビナントタンパク質を作製して活性を調べたところ、下流側のオートトラ
ンスポーターに B. henselae 由来のものと同様に血管内皮細胞の増殖を促進させる活性があり
（図 4）、その分子機序としてはヒト血管内皮増殖因子（VEGF）の受容体の一つである VEGFR2
を介した細胞内シグナル伝達経路を活性化させることがわかった。ただし、その活性の強さは B. 
henselae由来 BafAよりも弱く、この要因は VEGFR2への結合親和性の低さにあることが明ら
かになった。 
 
 本研究により、BafAのもつ血管内皮細胞に特異的な細胞増殖促進作用および血管新生誘導作
用について、細胞表面受容体を特定しその分子機序を明らかにすることができた。BafAは単独
で血管新生を惹起することから、バルトネラ感染症にみられる血管増殖性病変の形成において
主要な役割を担っていることが示唆される（Tsukamoto et al. Nature Communications. 2020）。
一方、BafAの有無は菌の生存や細胞内侵入には影響しなかったことから、菌が感染し定着する



際の役割は低いことが示唆された。また、BafAをコードする遺伝子は Bartonella属の細菌に広
く保存されており、そのうち B. bacilliformisについて BafAオルソログを特定し、活性の差異
を明らかにした（Tsukamoto et al. mSphere. 2022）。Bartonella属細菌がもつこれら BafAフ
ァミリータンパク質はいずれも VEGFR2を介して作用するが、その結合様式の詳細まではわか
っていない。今後、BafA がどのようにして VEGFR2 を認識し活性化するのか、各種変異体の
作製や構造生物学的な手法を用いて解析を進めて行く予定である。 
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Yasuhiko、Doi Yohei
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