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研究成果の概要（和文）： 

我々は齧歯類の肺炎病原菌、CAR(カー)バチルスの in vitro 感染系を確立し、位相差検鏡下
で培養細胞に本菌が付着・増殖する様態をリアルタイムに観察することができる。本研究では、
本菌の上皮細胞付着に関わる細菌側の分子を探索するため、本菌のゲノムシークエンスを行い
約 140 万塩基対の環状 DNA 完全配列と約 1,200 のコード領域を得た（ほとんどのコード領域は
既報の遺伝子との相同性が低い）。発現遺伝子の網羅的解析のため DNA チップをデザインした。 

 

研究成果の概要（英文）： 
The cilia-associated respiratory bacillus (CARB), a gram-negative extracellular 

bacterium, causes chronic respiratory disease in rodents. In this research, we got full 
genome sequence of CARB (about 1.44 Mbp long with around 1,200 coding sequences). Using 
this information, we also designed custom DNA array chip to analyze CARB's RNA expression 
when CARB attached to and grown on epithelial cells in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腸管には莫大な数の腸内細菌が存在し、
その中にはホストの腸管上皮細胞に定着し
て細胞上で増殖している菌がいる。それら細
菌では、ホスト細胞への定着や細胞上での増
殖を成功・維持させるための付着・固定シス
テムや、ホスト細胞の種々の免疫抵抗因子か
ら回避するための機構、ホスト細胞に付着す
ることによって得られる生存に有利な増殖
機構などに関わる多くの遺伝子が発現し調
節され、またホスト細胞と種々の分子や情報
をやり取りしていると考えられるが、詳細は
不明である。 
(2) CAR(カー)バチルスは、齧歯類の呼吸器
線毛上皮細胞に感染し慢性の肺炎を起こす

ことから命名された (Cilia-Associated 
Respiratory bacillus)、細胞外寄生性、グ
ラム陰性の未分類フィラメント状桿菌であ
る。我々は CAR バチルスのラット分離株を
数種の培養細胞に感染させ、培養細胞上で、
菌の付着・増殖を４週間４ステージにわたっ
て観察可能な系を作った。 
(3) 最近、ホストの腸管上皮細胞上に付着・
増殖するセグメント細菌のゲノム情報が明
らかにされ、セグメント細菌の腸管上皮細胞
付着機構が明らかにされようとしている。し
かしながら、セグメント細菌の培養は困難で
あり、in vitro で同菌が上皮細胞に付着・増
殖する機構を観察することができない。そこ
で、我々は CAR バチルスが感染した培養細
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胞の走査電子顕微鏡像を調べたところ、ホス
トの腸管上皮細胞に付着する腸内菌の走査
電顕像に極めて類似していることが分かっ
た。以上から、CAR バチルスの in vitro 培
養細胞感染系は、上皮細胞への細菌付着・定
着・増殖機構を調べるよいモデルになるので
はないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

(1) CAR バチルスは、16S rRNA 遺伝子解
析から cytophaga-flavobacteria-bacteroides 

phylum に属することが分かっているが、そ
の他の遺伝情報は公衆データベースに収載
されておらず、学名も付けられず、性状も十
分には調べられていない。 

(2) 本研究では、CAR バチルスの in vitro

培養細胞感染系を用い、まず増殖した CAR

バチルスのゲノム塩基配列を決め、次に感染
ステージごとに経時的に mRNA を抽出し、
発現遺伝子のトランスクリプトーム解析を
網羅的に行なって、細胞外で増殖する寄生性
細菌の上皮細胞付着・定着に必要な細菌側の
機構に関する分子の候補を具体的に明らか
にすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) CAR バチルスは、ラット分離株(SMR 株)
をマウスで継代維持させていたものを用い
た。本菌を 6 週齢、雌の BALB/c nu/+マウス
に経鼻感染させ、肺の感染部位のホモジネー
トを 10% ウシ胎児血清(Filtron)添加の IMDM
培地(Giboco)で培養した Vero E6 細胞に加え、
継続して5% CO2インキュベータで37℃にて培
養した。菌の増殖は位相差顕微鏡下で観察し
た(図 1)。菌数は血球計算盤を用いて計測し
た。増殖した菌が CAR バチルスであること、
ならびにマイコプラズマなど他の菌の混入
のないことは、本菌に対する抗体および PCR
にて確認した。 
 

(2) 純粋培養のため、Vero E6 細胞に感染さ
せて増殖した CAR バチルス(細胞に付着して
いない菌は浮遊している)を遠心(170 x g、5
分)して沈渣の Vero E6 細胞を除去した。培

地には、Vero E6細胞の培養上清を遠心(1,900 
x g、15 分)し、0.22 μm のフィルターで濾
過したものを用いた。培養器には HydroCell 
(CellSeed)を用いた。継代を何回か繰り返し、
Vero E6 細胞の混入がないことを確かめた。 
(3) 純粋培養したCARバチルスを遠心操作で
集菌し、リン酸緩衝生理食塩水で洗った後、
proteinase K および RNase で処理し、アルカ
リ溶菌、フェノール/クロロホルム法でゲノ
ム DNA を抽出した。抽出した DNA はアガロー
ス電気泳動で高分子が確認され、スメアはほ
とんど見られなかった。 
(3) CARバチルス抽出 DNAを用い、ペアエ
ンドシークエンスライブラリーを作成し、ゲ
ノムのドラフトシークエンスは Roche 454 

GS FLX+を用いて決定した。 

(4) ギャップクロージングと低クオリティ
部分の再シークエンスを行い、環状 DNA に繋
いだ。 

(5) MetaGeneAnnotator ソフトウェアでオ
ープンリーディングフレームを抽出し、nr

のデータベースに対して BLAST 解析を行っ
た。 

(6) 抽出した ORF および BLAST 解析の結
果を基に、コード領域配列、その相補配列、
および制御領域の配列を抜き出した。Agilent

社の eArray を用い、カスタム DNA アレイ
チップをデザインした。 

 
４．研究成果 
(1) CAR バチルスのゲノム情報は 16S rRNA
遺伝子配列以外、全く知られていなかったた
め、本菌のゲノムシークエンスを行った。 
① まず本菌の培養条件を検討した。我々は
本菌を Vero E6 細胞に感染させることによっ
て容易に 108/ml まで菌を増やすことができ
ていたが、Vero E6 細胞のゲノム DNA 混入を
避けるため、Vero E6 細胞の培養上清を用い
て CAR バチルスが培養できないか試し、同培
養上清を使うことによって本菌を純粋培養
できることを見出した。 
② 理研バイオリソースセンター遺伝子材
料開発室の大久保・村田の協力のもと、本菌
からゲノム DNA を抽出する検討を行い、アル
カリ溶菌後、フェノール/クロロホルム法で
良質なゲノム DNA を抽出することができた。 
③ ゲノムシークエンスは東京大学新領域
創生科学研究科オーミクス情報センターの
服部正平教授との共同研究として行なった。
次世代シーケンサーを用いて、５つの
scaffolds contig から、全長約 140 万塩基
対のドラフトシークエンスを得た。 
④ 次にギャップクロージングと低クオリ
ティ部分の再シークエンスを行い、最終的に
CAR バチルスの環状 DNA 完全配列を得ること
ができた(全長 1,439,084 塩基)。プラスミド
は持っていなかった。 

図 1. Vero E6 細胞上でイソギンチャク様に増殖してい
る CAR バチルスの走査電子顕微鏡写真 



 

 

⑤ MetaGeneAnnotator を用いてオープンリ
ーディングフレームを抽出し、nr データベー
スを対象に BLAST 解析を行ったところ、34 の
tRNA、１つの rRNA セット、約 1,200 のコー
ド領域を確認できた(表 1)。ほとんどのコー
ド領域は既報の遺伝子との相同性が低く、
CAR バチルスは今までに解析された細菌ゲノ
ムとは異なる独特のゲノムを持つと推定さ
れた(図 2)。 

 

 

(2) 感染ステージごとに経時的に mRNA を
抽出し、発現遺伝子のトランスクリプトーム
解析を網羅的に行う検討を行った。 
① 当初は次世代シーケンサーを用い、
RNAseq を行う予定であったが、他の菌の遺伝
子とのホモロジーが低く、参考にできる菌が
見当たらないため、まずは複数の培養条件に
おける本菌の発現遺伝子を網羅的に比較す
ることに方針を変更し、コード領域などの塩
基配列から DNA チップをデザインした。 
② 今後、この DNA チップを使用して本菌の
細胞付着分子に関する発現遺伝子の探索を
進めていく。余裕があれば、RNAseq も同時に
行いたい。 
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