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研究成果の概要（和文）：本研究では市中肺炎の原因菌である肺炎クラミジアの宿主に対する影響を調査した。その結
果、肺炎クラミジア感染が宿主細胞のシグナル情報伝達経路を調節し、宿主細胞の細胞増殖抑制を行う機構の一旦が明
らかにされた。また、肺炎クラミジアの潜在的な毒素タンパク質と考えられるCpB0850分子が宿主細胞の核内に局在し
、宿主細胞の核内タンパク質ヒストンH3との相互作用ならびにリン酸化の調節を介して、宿主細胞の細胞周期に影響を
与えている可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined effect of Chlamydophila pneumoniae infection on host ce
lls. Cell growth of host cells were suppressed by C. pneumoniae infection through modification of certain 
signal transduction pathway. In addition, it was suggested that a potential Chlamydial effector protein, C
pB0850 might effect on cell cycle progression through interaction with host cellular chromosomal protein. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）クラミジアは偏性細胞内寄生性細菌
であることから、クラミジアの培養や菌株
のクローニングが困難であり、通常の細菌
研究では常套法である遺伝子変異・欠損株
のライブラリー作製が容易に行えない．こ
のようなことから国内、国外を問わずクラ
ミジア感染がどのように宿主細胞の機能を
調節するかに関する解析は進んでおらず、
クラミジア感染によって引き起こされる病
態の解明が妨げられている。  
 
（２）我々の研究によって、肺炎クラミジ
ア感染によって宿主細胞の増殖が抑制され
ることが明らかにされたが、その分子機構
は明らかではなく、クラミジア感染によっ
て宿主細胞のシグナル情報伝達経路が修飾
されるかどうかや、修飾されるとすればど
のようなシグナル情報伝達経路が修飾され
るかについては明らかではなかった。 
 
（３）クラミジアのエフェクター分子の同
定についても質量分析を用いた研究や他の
菌種の分泌装置を用いた研究などによりい
くつかの報告があるが、その多くは分泌タ
ンパク質であることの証明、あるいはエフ
ェクタータンパク質の宿主細胞内での局在
を示したものであり、エフェクタータンパ
ク質の機能解析に迫った報告は限定されて
いた。 
 
２．研究の目的 
（１）肺炎クラミジア感染によって宿主細胞
の細胞周期の抑制が行われるが、どのような
機構によって調節されているかについて、シ
グナル情報伝達経路の関与も含めて検討す
る。 
 
（２）肺炎クラミジアが産生するエフェクタ
ー分子の可能性がある分子として同定され
た CpB0850 分子の宿主細胞における機能に
ついて、明らかにする。特に宿主細胞のクロ
マチンとの分子会合とその影響について検
討する。 
 
（３）遺伝子操作の難しい肺炎クラミジアに
感染するクラミジアファージを用いて組み
換えクラミジアファージによる遺伝子導入
システムの作成を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）肺炎クラミジア感染による宿主細胞の
細胞周期調節について 
①宿主細胞としてヒトＴ細胞白血病株
Jurkat を用いる。Jurkat 細胞に様々な感染
多重度で肺炎クラミジアを感染させ、一定時
間後に感染細胞を回収し、細胞増殖、死細胞
率などを測定した。 
②Jurkat 細胞に肺炎クラミジアを様々な感
染多重度で感染させ、一定時間後に感染細胞

を回収し、細胞ライセートを作製した。作成
した細胞ライセートを用いてシグナル情報
伝達経路関連分子に対する抗体および、同分
子の活性化状態に対する抗体を用い、イムノ
ブロット解析を行った。 
③Jurkat 細胞に様々なシグナル情報伝達経
路の阻害剤を作用させ、作用後に様々な感染
多重度で肺炎クラミジアを感染させた。一定
時間後に感染細胞を回収し、細胞ライセート
を調製した後に、イムノブロット解析を行っ
た。 
 
（２）エフェクター分子の可能性のある
CpB0850 分子の機能解析 
①肺炎クラミジアから CpB0850 遺伝子を分
子クローニングし、緑色蛍光タンパク質
EGFP 分子との融合タンパク質を発現する
発現プラスミドを構築した。構築した発現プ
ラ ス ミ ド を 用 い 、Ｃ 末 端 の 欠 如 し た
EGFP-CpB0850 タンパク質を発現する発現
プラスミドを作製した。 
②HEK293T 細胞に①で作製した発現プラス
ミドをトランスフェクションに用い、該当融
合タンパク質を発現させ、細胞内局在につい
て確認した。また、細胞増殖数を測定し、発
現融合タンパク質の宿主細胞の増殖能への
影響を解析した。 
③HEK293T 細胞に①で作製した発現プラス
ミドをトランスフェクションに用い、該当融
合タンパク質を発現させ、免疫沈降法によっ
て宿主細胞のクロマチン共沈されるかにつ
いてイムノブロットにより解析した。 
④EGFP 分子と CpB0850 分子の融合タンパ
ク質を恒常的に発現する細胞株を樹立する
目的で、①で作製した発現プラスミドの一部
分にLox配列で挟まれたピューロマイシン耐
性遺伝子を配置した発現プラスミドを作製
した。HEK293T 細胞にヒドロキシタモキシ
フェン(4HT)により細胞内の細胞質から核内
へと細胞内の局在を変化させるCreリコンビ
ナーゼを恒常的に発現する細胞を樹立し、こ
の樹立した細胞に、上記の発現プラスミドを
トランスフェクションに用い、ピューロマイ
シンで選択することにより、4HT により
EGFP 分子と CpB0850 分子との融合タンパ
ク質が誘導的に発現される細胞株を樹立し
た。 
⑤上の④で樹立した細胞株を用い、4HT の存
在下で細胞増殖数を計測し、EGFP 分子と
CpB0850 分子の融合タンパク質の宿主細胞
増殖における影響を解析した。 
 
（３）肺炎クラミジアに感染するクラミジア
ファージを用いた遺伝子導入系確立の検討 
①遺伝情報からクラミジアファージのゲノ
ム構造を解析し、潜在的なクラミジアファー
ジの遺伝子を特定した。 
②得られた遺伝情報に基づいてプライマー
を作製し、該当遺伝子の分子クローニングを
行った。得られた遺伝子を用い発現プラスミ



ドを作製した。 
③上の②で作製した発現プラスミドを用い
て大腸菌株を形質転換し、発現誘導を行い、
イムノブロット解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）肺炎クラミジア感染による宿主細胞の
細胞周期調節について 
①肺炎クラミジア感染によって Jurkat 細胞
の細胞増殖が感染多重度異存的に抑制され
ることが明らかとなった。この細胞増殖抑制
は、若干の視細胞を伴っていたものの、アポ
トーシスの指標である、活性化カスパーゼ３
や活性化カスパーゼ７の増加は観察されな
かった。このことから肺炎クラミジアによる
Jurkat 細胞の細胞増殖抑制は単に細胞死が
誘導された結果ではないことが示唆された。
また、サイトカラシンＤを用いた実験によっ
て、サイトカラシンＤ処理によって肺炎クラ
ミジア感染による Jurkat 細胞の増殖抑制が
解除されたことから、肺炎クラミジア感染が
Jurkat 細胞の増殖抑制に必要であることが
示唆された。ＵＶ処理や熱処理によって生え
クラミジアの死細胞を調製し、これらの肺炎
クラミジア死細胞を用いた感染実験では
Jurkat 細胞の増殖抑制は見られなかった。以
上のことから Jurkat 細胞の増殖抑制には生
きた肺炎クラミジアの感染が重要であるこ
とが示唆された。 
②各種のシグナル情報伝達経路を阻害する
薬物の使用によって、肺炎クラミジア感染に
よる Jurkat 細胞の細胞増殖抑制にどのよう
な影響がみられるか検討した結果、MEK 経
路や PKA 経路については影響が見られず、
mTOR 経路阻害剤によってのみ肺炎クラミ
ジアによる Jurkat 細胞の増殖抑制が解除さ
れた。このことから肺炎クラミジアによる
Jurkat 細胞の増殖抑制経路には mTOR 経路
が関与していることが示唆された。 

③Jurkat 細胞の増殖抑制にはサイクリン D3
分子の関与が強く示唆されていることから
肺炎クラミジア感染によるサイクリン D3 分

子の発現状況について検討した結果、肺炎ク
ラミジア感染によってサイクリン D3 分子の
発現量抑制が観察された。このサイクリン
D3 分子の発現量抑制はＵＶや熱処理による
肺炎クラミジア死細胞を用いた感染実験で
は確認されず、また、サイクリン D3 分子の
発現抑制は肺炎クラミジアの感染多重度に
依存して観察されたことから、肺炎クラミジ
ア感染によって、サイクリン D3 分子の発現
抑制が起こることによって Jurkat 細胞の増
殖抑制が誘導されることが示唆された。 
④通常のシグナル情報伝達ではp70S6K分子
は活性化したAKT分子がmTOR分子を活性
化し p70S6K 分子を活性化するが、肺炎クラ
ミジアに感染した Jurkat 細胞から調製した
細胞ライセートを用いてイムノブロットを
行った結果、肺炎クラミジアによって AKT
分子の活性化は観察されたものの、その下流
であるp70S6K分子の活性化は観察されなか
った（図１）。mTOR 分子はいくつかのシグ
ナル情報伝達経路によって調節されている
ため、AKT による調節だけでなく、他のシグ
ナル情報伝達経路の関与が示唆された。 
⑤以上のことから肺炎クラミジアは mTOR
経路下流の p70S6K 分子の活性化を調節し、
サイクリン D3 分子の発現量を抑制すること
で宿主細胞 Jurkat の増殖抑制を行うことが
示唆された。 
 
（２）エフェクター分子の可能性のある
CpB0850 分子の機能解析 
①HEK293T 細胞に EGFP 分子と CpB0850
分子のＣ末端からの欠失変異体との融合タ
ンパク質を発現させ、該当融合タンパク質の
細胞内局在を調べたところ、野生型の
CpB0850 分子と EGFP 分子との融合タンパ
ク質は核内のみにその局在が限定されたも
のの、Ｃ末端の約 70 アミノ酸を欠失させる
ことで、EGFP-CpB0850 融合タンパク質の
細胞内局在が細胞全体に拡散された。このこ
とから、CpB0850 分子の C 末端側に核内の
局在に必要な配列があることが示唆された。
また、細胞分画実験の結果からは、野生型の
CpB0850 分子と EGFP 分子の融合タンパク
質はクロマチン分画にのみ回収されたのに
比較し、C 末端の欠失変異株はクロマチン分
画のみならず、細胞質分画にまで回収され、
蛍光顕微鏡による細胞内局在の結果と矛盾
を生じなかった。 
②HEK293T 細胞に EGFP 分子と CpB0850
分子との融合タンパク質を発現させ、細胞周
期の分布を調べたところ、野生型の CpB0850
分子と EGFP 分子の融合タンパク質を発現
している細胞では、G2/M 期の比率が高く、
G2/M 期に細胞周期の停滞が起こっている可
能性が示唆された。一方、CpB0850 分子の C
末端欠失変異体と EGFP 分子との融合タン
パク質を発現させた細胞では、G2/M 期の細
胞比率は野生型 CpB0850 分子発現株に比較
して低く、CpB0850 分子の核内への局在、
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図 1． 肺炎ク ラ ミ ジアによる宿主細胞の
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あるいは、クロマチンへの局在が HEK293T
細胞の細胞周期の停滞に重要であることが
示唆された。 
③HEK293T 細胞に EGFP 分子と野生型
CpB0850 分子の融合タンパク質もしくは
EGFP 分子のみを発現させ、EGFP に対する
抗体で免疫沈降したところ、EGFP 分子のみ
を発現させた細胞ライセートからは回収さ
れなかったものの、EGFP 分子と CpB0850
分子の融合タンパク質を発現させた細胞ラ
イセートからはヒストンが共沈された。この
結果は CpB0850 分子がヒストン分子と分子
会合していることを示唆した。この点を踏ま
えてヒストン H3 のいくつかのリン酸化部位
に対する抗体を用い、EGFP分子とCpB0850
分子の融合タンパク質発現下におけるヒス
トン H3 のリン酸化の変化について検討した

ところ、Ser10 のリン酸化については再現よ
く観察された（図２）。他のリン酸化部位に
ついてもリン酸化が時に観察されたものの、
再現性が良くなかった。さらに、このヒスト
ン H3 の Ser10 のリン酸化は細胞周期のマー
カーとしても用いられていることから、肺炎
クラミジアの感染とヒストン H3Ser10 のリ
ン酸化を観察したところ、肺炎クラミジアの
感染後 24 時間、48 時間、72 時間とそのリン
酸化の程度が高くなった（図３）。 

 
④CpB0850 の宿主細胞に対する影響を確認
する目的で、EGFP 分子と CpB0850 分子の
融合タンパク質を恒常的に発現する細胞の
樹立を目指した。上の研究結果にあるように
CpB0850 分子は宿主細胞を G2/M 期にアレ
ストしてしまう可能性が考えられたため、通
常の方法では恒常的に発現する細胞の樹立
は困難であることが推察された。そのため、
実験方法に記載した方法を用い、発現誘導株
の樹立を目指した。樹立の過程で野生型

CpB0850 分子と EGFP 分子を発現している
細胞株は４HT の存在下、すなわち発現が誘
導されている状況化では EGFP 分子のみを
発現している細胞に比較し、その細胞増殖濃
度は遅く、恒常的に発現する細胞にあっても
CpB0850 分子の宿主細胞への作用が観察さ
れた。しかしながら株細胞樹立の段階で徐々
に EGFP と CpB0850 分子との融合タンパク
質の誘導発現量の低下が観察され、十分な発
現量を維持した株細胞の樹立は本研究期間
中には達成できなかった。 
 
（３）肺炎クラミジアに感染するクラミジア
ファージを用いた遺伝子導入系確立の検討 
①肺炎クラミジアAR39株はクラミジアファ
ージを溶原化していることが知られている。
この性質を利用し、肺炎クラミジア AR39 株
からクラミジアファージの染色体全体を分
子クローニングし、組み換えクラミジアファ
ージを用いた肺炎クラミジアに対する遺伝
子導入系の確立が可能かどうかについて検
討を行った。肺炎クラミジア AR39 株のホル
マリン固定検体をPCR法の鋳型として用い、
PCR 法による増幅を行ったところ、遺伝情報
と同様の長さの DNA を回収した。回収した
DNA をクローニングベクターにクローニン
グし、これ以降のクラミジアファージが発現
していると想定される遺伝子のクローニン
グに用いる鋳型 DNA とした。 
②小型のウイルスである phiX174 のウイル
ス構造及び染色体の比較、および遺伝子バン
クに収載されている情報により、肺炎クラミ
ジアAR39に感染するクラミジアファージに
発現していることが想定される遺伝子を仮
同定した。仮同定した遺伝子それぞれについ
てプライマーを設計し、①で得られた鋳型
DNA を用いて PCR 法によって増幅し、大腸
菌における発現プラスミドを構築した。その
結果遺伝子によっては十分な発現が見込ま
れるもの、宿主大腸菌を溶菌させるもの、発
現の認められないものが観察された。 
③上の①および②の研究結果を踏まえ、肺炎
クラミジアAR39に実際に発現しているクラ
ミジアファージの遺伝子を特定し、その遺伝
子をもとに発現系を作製することで、肺炎ク
ラミジアに対する新しい遺伝子導入系の樹
立につながることが考えられた。 
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