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研究成果の概要（和文）：Legionella pneumophila 野生株ゲノムへのランダムトランスポゾン

挿入変異法により分離した、宿主細胞内増殖性を欠損しているにもかかわらず、高い細胞毒性

を示す変異株 (Toxh 変異株) について、宿主感染性状及び毒性発現機構の解析、さらにその変

異遺伝子・責任遺伝子の同定を行った。また、レジオネラ感染感受性の A/J マウスを用いた感

染モデルにより、Toxh変異株の病原性評価を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：We have characterized of Legionella pneumophila hyper-toxic 
mutants which are intracellular growth-deficient (Toxh mutants) for infectivity and 
cytotoxicity to host cells. And the chromosomal loci of mini-Tn10::kan-insertion in Toxh 
mutants and a gene responsible for a phenotype of one of their mutants have identified. 
Furthermore, pathogenisity of Toxh mutants were evaluated using A/J mice, which are 
susceptible to replicative L. pneumophila infections. 
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１．研究開始当初の背景 

レジオネラ症の原因病原体 Legionella 
pneumophila は、自然環境中ではアメーバな
どの細菌捕食性原生動物、ヒト体内では肺胞
マクロファージを感染宿主とする細胞内寄
生細菌である。米国ケンタッキー大学 Yousef 
Abu Kwaik博士 (現ルイビル大学所属) のグ
ループは、アメーバ及びマクロファージ両宿
主内増殖に必須な菌体因子及びマクロファ

ージ内増殖においてのみ必須な菌体因子を
網羅的に探索する目的で、L. pneumophila
野生株である AA100 ゲノムにトランスポゾ
ン mini-Tn10::kan をランダム挿入し、5280
株の挿入変異株を得た。そのうち、ヒトマク
ロファージ様 U937 細胞及び原生動物 (自由
生活アメーバ) Acanthamoeba polyphaga 両
宿主細胞内における増殖性が低下した 89株、
U937 細胞内でのみ増殖性が低下した 32 株
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の変異遺伝子を総称して、それぞれ pmi 
(protozoa and macrophage infectivity loci)、
mil (macrophage specific infectivity loci) と
命 名 し た  (Infect. Immun. 65 (11) 
4738-4746, 1997)。研究代表者は、 Abu 
Kwaik 教授と共同研究にて、pmi 及び mil
変異株群の感染性状・分子遺伝学解析を遂行
しており、これまでに、pmi 変異株 GB112
の解析では、新規細胞内増殖菌体因子として
PmiA を同定した。(Infect. Immun. 73 (10) 
6272-6282, 2005)。上記研究プロジェクトを
遂行していく中で、pmi 及び mil 変異株群に
おいて、感染細胞内での増殖性を完全に喪失
しているにも関わらず、感染後経時的に細胞
毒性を増加させ、24 時間後には野生株と同様
に 90%以上の感染細胞に毒性を示す、これま
でに報告がないユニークな株  (hyper-toxic 
mutants, Toxh変異株と命名) が 4 株存在す
ることが判明した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、分離された 4 株の Toxh 変異
株が、感染宿主内で増殖しないにも関わらず、
強毒性を示す特徴的な感染現象を詳細に解
析すると共に、それに起因する責任遺伝子 
(因子) を同定し、その機能を明らかにするこ
とにより、レジオネラ感染における宿主細胞
毒性・細胞死の機構に関する新たな知見を見
出し、その病原学的・生物学的意義を追究す
ることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
レジオネラ株の細胞内増殖性試験は、

U937細胞及びA. polyphagaを使用して行っ
た。レジオネラ株の細胞毒性試験は、U937
及び A. polyphaga に対して、それぞれ
Alamar Blue 及び Trypan Blue を用いて行
った。レジオネラ感染細胞における特異的細
胞内小器官リクルートメントは、細胞内小器
官マーカーとして抗 LAMP-2 抗体及び抗
KDEL 抗体、また、抗 L. pneumophila 抗体
及び核染色試薬 TO-PRO-3 を用いて、共焦点
レーザー走査型顕微鏡LSM-510 (Carl Zeiss) 
にて評価した。レジオネラ感染細胞における
アポトーシス誘導については、核の DNA 断
片化を TUNEL 法により、また、caspase-3
発現を抗 caspase-3 抗体にて検出し、
LSM-510 を使用して評価した。レジオネラ
感染細胞の高解像度な形態観察は、透過型電
子顕微鏡 JEM1010 (日本電子) を使用して
行った。レジオネラ株のエフェクターの宿主
細胞内送達能は、エフェクターRalF の百日
咳菌アデニル酸シクラーゼ Cya との融合タ
ンパク質を発現する各レジオネラ株を作製
し、Cya レポーターアッセイにて評価した。
Toxh変異株ゲノム上の mini-Tn10::kan 挿入
部位は、mini-Tn10::kan を含むゲノム DNA

断片をプラスミド pBCSK+ベクターにクロ
ーニングし、あるいは、mini-Tn10::kan の半
領域をセルフライゲーションし、これらを鋳
型DNAとしたユニバーサルプライマー (T3) 
あるいは IS10 特異的プライマーによるシー
ケンス解析にて、同定した。レジオネラ株の
病原性は、A/J マウスを用いた経気道感染モ
デル系におけるマウス生存性を指標に評価
した。 
 
４．研究成果 
(1) Toxh変異株を U937 に感染させ、感染早
期における後期エンドソーム-リソソームマ
ーカーである LAMP-2 及び小胞体保留シグ
ナル KDEL 保有タンパク質の菌含有ファゴ
ソームへの集積性を共焦点レーザー走査顕
微鏡で観察した。Toxh変異株を含むファゴソ
ームは、LAMP-2 との共局在率は低い一方、
KDEL シグナルとの共局在率は高いことが
明らかとなった。このことは、Toxh変異株は、
野生株と同様に、自身を含むファゴソームに
対してリソソームの融合を阻害し、小胞体タ
ンパク質を周囲に集積させることを示唆し
た。また、Toxh変異株感染細胞の透過型電子
顕微鏡観察を行ったところ、菌含有ファゴソ
ームへの輸送小胞、ミトコンドリア、小胞体
の接近、ファゴソーム膜へのリボソームの配
列が観察され、野生株感染時にみられる特殊
な フ ァ ゴ ソ ー ム  (Legionella-containing 
vacuole, LCV) に類似したファゴソームが形
成されていることが分かった。さらに、宿主
細胞内小器官の Lp 感染特異的なリクルート
メントに関わるエフェクターRalF の宿主細
胞内への送達について、RalF と Cya との融
合タンパク質 (Cya-RalF) を発現する Toxh

変異株を構築し、その宿主感染において、
Cya-RalF が Icm/Dot 分泌装置により宿主内
へ輸送された時のみ細胞内 cAMP の産生が
誘導されることを利用して、Toxh変異株のエ
フェクター輸送能を調べた。その結果、Toxh

変異株の感染では、細胞内 cAMP の産生増加
が見られ、RalF が宿主細胞内へ送達される
ことが示された。これらの結果より、Toxh変
異株が、野生株と同様に、Icm/Dot を介した
エフェクターの作用を介して、感染細胞内で
LCV 様ファゴソームを形成することが推測
された。 
 
(2) 一方、(1) の Toxh変異株感染 U937 細胞
の電子顕微鏡観察において、宿主細胞に対す
る毒性がピロトーシス誘導に起因すること
を疑う形態学的な所見は特に見つけられな
かった。また、これら変異株は、野生株と同
様に、U937 細胞内で、エフェクターを送達
することにより、LCV と形態的に類似した小
胞を形成し、その中に留まる上記結果も踏ま
えて、次に、Toxh変異株感染時の細胞毒性が、



 

 

野生株と同様に、アポトーシスに起因する可
能性を、共焦点レーザー蛍光顕微鏡にて検証
した。その結果、感染 4 時間後に、宿主細胞
の caspase-3 の活性化、感染 10 時間以降に、
核の断片化が観察され、Toxh変異株が、野生
株と同様に、宿主細胞にアポトーシスによる
細胞死を誘導することが分かった。一般に、
Ⅳ型分泌装置 Icm/Dot変異株などこれまで知
られている多くの細胞内増殖性変異株によ
る宿主感染では、LCV は形成されず、また、
宿主に対する細胞毒性、細胞死を誘導しない。
本研究において、Toxh変異株が、エフェクタ
ーの宿主内輸送性を保持し、野性株感染時と
類似の LCV を形成するにもかかわらず、細
胞内増殖性を欠損する一方で、野生株と同様
にアポトーシスを誘導することで、宿主細胞
に対して、高い細胞毒性を有することが示さ
れ、当該変異株がこれまでに報告例がない特
有な性状を持つ細胞内増殖性欠損株である
ことが明らかとなった。 
 
(3) 4 株の Toxh変異株について、そのゲノム
上における mini-Tn10::kan 挿入部位を決定
した (変異遺伝子部位については、論文発表
前であることから、現時点では非公表とする)。
3 株については、これまでに機能の一部が公
表されている既知遺伝子内にあったが、1 株
については、機能未知遺伝子内にあった。こ
の機能未知遺伝子内に mini-Tn10::kan の挿
入をもつ Toxh変異株・GS147 に着目し、そ
の変異遺伝子を M45 エピトープタグとの融
合タンパク質として発現するプラスミドを
導入し、相補株を作製した。当該相補株の細
胞内増殖性を、U937 細胞を用いて評価した
ところ、遺伝子変異により喪失していた細胞
内増殖性が、野生株と同程度に回復した。よ
って、GS147 株の特異的性状に関わる責任遺
伝子は、本遺伝子であることが示された。ま
た、本遺伝子がコードするタンパク質 (A と
する) について、ペプチド抗体を作製し、そ
の発現様式をウェスタンブロッティングに
て解析した。その結果、タンパク質 A は、in 
vitro 培養においては、一切発現がみられない
一方、菌を U937 細胞及び自由生活アメーバ
A. polyphaga に感染させ、これら宿主細胞内
に取り込ませたところ、双方の細胞内でその
発現が確認された。このことから、タンパク
質 A は、菌が宿主細胞内環境に暴露された時
にのみ発現する極めて特徴的な発現様式を
もつことが明らかとなった。さらに、GS147
株の病原性をマウス感染系にて評価した。Lp
感染に感受性の高い A/J マウスを用いて、菌
を経気道的に感染させたところ、GS147 株と
同様に宿主細胞内増殖性を欠損するⅣ型分
泌装置変異株 LELA3118 感染では、感染後 1
週間経過した時点においても感染マウス 5匹
中死亡するマウスは 0 匹であったが、GS147

株及び野生株感染では、共に菌感染一日後に、
5 匹の感染マウス全てが死亡した。よって、
Toxh変異株 GS147 は、野生株と同様なマウ
ス病原性を保持していることが明らかとな
った。 
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