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研究成果の概要（和文）：常在腸内細菌感染は宿主免疫機構に依存し腫瘍形成を誘導することから、腫瘍ウイルス感染
と同様に細菌感染も潜在的な発癌リスクファクターとなることが予想された。本課題ではChlamydia trachomatis Tarp
分子の機能解析を通して、細菌感染が細胞増殖に与える影響を明らかにすることを目的とし、ヒト化 C. trachomatis 
tarp遺伝子作出し、これまでに困難されてきた動物細胞におけるTarp異所性発現系の構築に成功した。また、人工遺伝
子を用いた遺伝子改変動物作製へのアプローチを行った。

研究成果の概要（英文）：As infection with intestinal residential bacteria depends on the host immune 
system and induces tumor formation, bacterial infection was predicted to be a potential risk factor of 
carcinogenesis, as is the case for oncoviral infection. The aim of this study was to reveal the effect of 
bacterial infection on cell proliferation through the functional analysis of Tarp molecules in Chlamydia 
trachomatis. We created a humanized C. trachomatis tarp gene and successfully constructed a system for 
ectopic Tarp expression in animal cells, which has been considered difficult thus far. We also studied an 
approach to create genetically modified animals using the humanized genes.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 胃癌発症と深く関わるHelicobacter pylori
病原因子CagAタンパク質の分子機能解析を
行い、CagA が増殖シグナル伝達系を脱制御
し、腫瘍形成を誘導する細菌性癌タンパク質
であることを明らかにした(1-3)。感染症と発
癌という観点において、H. pyloriと同様に一
部のウイルス感染が腫瘍形成に関わること
が知られている。一方、常在腸内細菌感染が
宿主免疫応答機構に依存して異常な増殖シ
グナルを生成し、腸管における炎症を伴った
腫瘍形成を誘導することが明らかにされ、ま
た、その腫瘍形成が免疫応答を遮断すること
で抑制されることが報告された。この事実は
ウイルス感染と同様に、H. pylori以外の細菌
感染が潜在的に発癌のリスクファクターと
なりうることを示唆しており、細菌感染を起
点とした細胞癌化機構という新しい概念を
提唱するものである。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、細菌感染が宿主腫瘍形成にどの
ように寄与し、その腫瘍形成に関わる微生物
及び宿主の分子基盤を明らかにすることを
目的とし、細菌性癌タンパク質 CagA様の病
原因子の探索及び解析を進める。特に本申請
課題においては、性感染症として近年感染者
数が激増し、また Human papillomavirus 
(HPV) 感染を伴った子宮頸癌発症リスクを
高める偏性細胞内寄生細菌 Chlamydia 
trachomatis に由来する病原因子 Tarp に着
目する。C. trachomatis は上皮細胞に感染す
る際、III型分泌機構を介して Tarp分子を宿
主細胞に注入する。興味深いことに Tarp は、
H. pylori CagA と同様に宿主内へ移行後チ
ロシンリン酸化を受ける分子である。Tarp
は細胞内分子と直接相互作用し、宿主のアク
チン構造及びアポトーシス制御機構に影響
を及ぼすと考えられているが、その分子機能
の全容は未だ明らかにされていない。そこで、
細菌感染が宿主腫瘍形成に及ぼす影響を明
らかにすることの一端として、本研究では、
これまで困難とされてきたほ乳類細胞にお
ける C. trachomatis Tarpの異所性発現系の
確立と、その分子機能の解析を目的として分
子レベル及び個体レベルで検討する実験系
の確立を目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1） Tarp 細胞内標的分子の探索およびチ
ロシンリン酸化依存的な分子機能の検討  
 C. trachomatis 病原因子 Tarp は、微生物
由来の Type-III 機構により宿主細胞内へ注
入され、細胞内でチロシンリン酸化を受ける。
このことから、Tarp は細胞内シグナル伝達

に関わる細胞内因子の機能を模倣し、シグナ
ル制御を破綻させている可能性が予想され
る。これまでの研究により、Tarpと親和性を
示す細胞内 SH2 分子が報告されたが、Tarp
の分子活性に関しては未だ不明な点が多く
残されている。そこで、Tarp 分子内に複数
存在するチロシンリン酸化部位において、一
つもしくは複数のリン酸化部位へ変異を導
入した一連の Tarp 分子を用い、リン酸化部
位の修飾が Tarp 分子機能に及ぼす影響を検
討する。 
 野生型 Tarp およびチロシンリン酸化部位
に変異を導入した一連の改変型 Tarp 分子を
細胞に異所性発現させ、免疫沈降反応および
質量分析機を用い、相互作用を示す細胞内タ
ンパク質を網羅的に比較、検討する。同定さ
れた分子情報より、Tarp生物活性発現に必要
とされる分子機構およびチロシンリン酸化
が Tarp の分子機能に及ぼす影響を明らかに
する。 
 
（2） Tarp トランスジェニックマウスの作
成 
 Tarp トランスジェニックマウスを用い、
Tarp の発癌作用および発症機構への関与を
個体レベルで検討する。個体レベルにおける
Tarp の発癌への寄与およびその発症機構を
解明するため、Tarpトランスジェニックマウ
スを作成する。ファウンダーマウスの同定は、
ゲノム PCR、ウェスタンブロット等の手法を
用いて検証し、Tarpの発現レベルが高いマウ
スを用い系統を樹立する。また、このときリ
ン酸化耐性型 Tarp を発現する遺伝子改変マ
ウスも併せて樹立し、チロシンリン酸化が
Tarp 生物活性に及ぼす影響を個体レベルで
明らかにしていく。 
 
 
４．研究成果 
 
（1） Tarp 細胞内標的分子の探索およびチ
ロシンリン酸化依存的な分子機能の検討 
 Tarp 細胞内標的分子の探索を目的として
C. trachomatis L2 株ゲノムより tarp 遺伝
子のクローニングを行い、大腸菌及びほ乳類
細胞を利用した Tarp 異所性発現系の構築を
行った。また Tarp のリン酸化依存的な機能
を検討するため、Tarp 分子内の繰返し配列
に存在するチロシンリン酸化部位に変異を
導入した変異型 Tarp ならびに、 C. 
trachomatis Trap とはリン酸化状態が区別
される、Chlamydia pneumonia Trap分子の
発現系の構築も合わせて行った。個々のタン
パク質発現系の構築に至り、免疫沈降法等を
用いた Tarp の細胞内標的分子の探索を進め
たところ、電気泳動解析によりリン酸化依存
的に共沈殿する分子が確認された。しかしな
がら、共沈殿物の量的な問題から、標的分子
の同定に至らなかった。その原因の一つとし
て、種々の発現宿主を用いた解析の結果から、



大腸菌等の原核生物細胞を宿主とした場合
に較べ、ほ乳類細胞における Tarp 発現量が
極めて低いことが原因と予想された。さらに、
Tarp 分子の機能解析過程において、細胞内
に発現させた Tarp のリン酸化現象に関し、
既報と異なる事象に直面した。これらのこと
から、培養細胞を用いた Tarp 分子の機能解
析を更に進めることとし、Tarp の細胞内発
現を改善することを目的として、発現方法の
再検討を進めた。C. trachomatis 及び C. 
pneumonia の tarp 遺伝子を用い、大腸菌、
ほ乳類細胞等を利用し構築した異所性発現
系の結果を解析したところ、C. trachomatis 
Tarp の発現レベルの低下は C. trachomatis 
tarp 遺伝子の配列に起因することが明らか
となった。そこで、アミノ酸配列を変えるこ
となく C. trachomatis tarp遺伝子上のコド
ン改変を行ったヒト化 tarp遺伝子を設計し、
その遺伝子の全合成を行なった。設計を行う
に当たりコドン使用頻度をヒト細胞内タン
パク質合成系に最適化し、また GC 含量を
60%程度とした。人化 tarp遺伝子を発現系の
構築に用いた結果、ほ乳類細胞における Tarp
の発現レベルが改善され、人工 Tarp 遺伝子
は今後の Tarp 研究に非常に有用な材料とな
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2） Tarp トランスジェニックマウスの作
成 
 
 個体レベルにおける Tarp の発癌への関与
を明らかにするため、C. trachomatis L2株
trap を用い、Tarpトランスジェニックマウ
スの作成準備を進めた。マウスにおける Tarp
発現の時空間的な制御を行うため、恒常的な
全身発現系に加え Cre-loxP を用いた発現系
ユニットを構築した。しかしながら、培養細
胞を用いた解析結果で示したように、C. 
trachomatis 遺伝子を用いたほ乳類細胞で

の異所性発現系の構築は極めて困難であっ
た。本研究計画は、リン酸化修飾に依存した
Tarp 機能を個体で解析することを目的とし
ていたが、培養細胞で得られた結果の検証が
優先されると判断し、マウス作製に関して一
時中断を余儀なくされた。人化遺伝子による
発現量の改善が確認されたことから、Tarp
トランスジェニックマウス作出に適した
Tarp 遺伝子が利用可能となり、マウス作製
に向けた発現ユニットの作製を進め、完了し
た。 
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