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研究成果の概要（和文）：自然環境に広く生息するアカントアメーバ(以下アメーバ)の約10%程度に難培養性細菌が共
生する。私達は、レジオネラ(Legionella)の感染を阻止する難培養性細菌が共生するアメーバを見つけ、その共生基盤
を明らかにするために本研究を行った。その結果、この共生細菌は、レジオレラの分泌装置(T4ASS)分子群を感知し、
宿主アメーバの貪食機構への修飾作用が、この撃退現象に関与することを発見した。また共生細菌の責任分子候補とし
てセリンスレオニンキナーゼをコードするキメラ様遺伝子(peg2639)を同定した。

研究成果の概要（英文）：Previous our work has shown that obligate intracellular amoebal endosymbiont 
Neochlamydia has a critical role into host amoebal defense against harmful Legionella infection, causing 
amoebal killing. Here, to clarify the defense mechanism, we found a crucial piece that amoebal 
endosymbiotic Neochlamydia specifically could sense Legionella T4ASS (Lvh), but not T4BSS (Dot/Icm), 
presumably connecting to the host defense against harmful Legionella infection.

研究分野：細菌学

キーワード： 共生　原始的なクラミジア　アメーバ
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１．研究開始当初の背景 
自然環境に広く生息するアカントアメーバ
(以下アメーバ)の約 10%程度に難培養性細菌
が共生する。そこで私達は、難培養性細菌が
共生するアメーバをモデルとして、共生関係
の分子基盤を明らかにするために、アメーバ
の株化を試み、幾つかの難培養性細菌が共生
するアメーバの株化に成功している(Matsuo 
et al., Environ Microbiol Rep. 2010)。一般的に
は、これら共生は、感染する細菌と宿主アメ
ーバの間での主要代謝経路や栄養源の確保
のために起こると考えられるが、その株化ア
メーバの中に、共生細菌(Neochlamydia S13)
を除菌すると増殖・運動スピードは顕著に促
進するアメーバ(S13 アメーバ)を見つけた
(Okude et al., Microbes Environ, 2012)。この発
見は、この共生が成立した理由が、代謝系や
栄養源の補完以外に存在することを示唆し
ている。そこで私達は、自然環境に広く分布
するアメーバの天敵ともいえるレジオネラ
(Legionella)の感染からそのアメーバが身を守
るために共生が成立したのではと仮説を立
て実験を行った。その結果、この共生
Neochlamydia がアメーバ(S13 アメーバ)は、
レジオネラの感染に抵抗することを見出し
た(Ishida et al., PLoS ONE, 2014)。除菌したア
メーバではこの抵抗性は見られないので、共
生菌の存在が、この抵抗性をアメーバ付与す
る上で、必要不可欠な因子と考えられた
(Ishida et al., PLoS ONE, 2014)。一方、レジオ
ネラは細胞壁から突き出た 2種類の分泌装置
(T4ASSと T4BSS)から様々なエフェクター分
子を宿主アメーバへと打ち込むことでレジ
オネラの増殖環境の最適化を行っている。ま
たこれら分泌装置やそれらエフェクター分
子は Neochlamydia S13が、レジオネラ撃退現
象を惹起する上で、重要な”stimulant”誘引物
質と考えられる。 
 
２．研究の目的 
そこで NeochlamydiaS13 のドラフトゲノム
配列をもとに構築した DNA マイクロアレイ
によるトランスクリプトーム解析により、共
生細菌を介した S13アメーバのレジオネラの
撃退機構に関わる分子基盤を明らかにする
ために以下の研究を実施した。1) GFP発現レ
ジオネラを用いた S13アメーバのレジオネラ
撃退現象の可視化する。2) DNA マイクロア
レイを用いたトランスクリプトーム解析に
より、Neochlamydia S13が感作するレジオネ
の誘引分子群を明らかにすると共に、撃退減
少に関わるNeochlamydia S13のエフェクター
分子候補の選別を行った。 
 
３．研究の方法 
アメーバ: 札幌土壌から株化された S13 アメ
ーバ(Neochlamydia S13 が共生)、リファンピ
シンにより S13アメーバから共生細菌を除菌
したアメーバ(除菌アメーバ)、および ATCC
から購入した C3 アメーバ(リファレンス株)

を実験に用いた。いずれのアメーバも PYG
液体培地(グルコース-酵母抽出液-ペプトン
含有)にて継代維持した。 
GFP発現レジオネラ: 以下 4種類のGFP発現
レジオネラ(L. pneumophila)を用いた。野生株
として JR32(T4ASS+、T4BSS+)を、変異株と
して JR32Δ(T4ASS+、T4BSS-*dotAのみ欠失)、
Lp01(T4ASS-、T4BSS+)および Lp02(T4ASS-、
T4BSS-)を用いた。JR32と JR32Δは静岡大学
の三宅博士より分与。Lp01と Lp02し大阪大
学微生物研究所の永井博士より分与。 
レジオネラのアメーバへの感染実験とレジ
オネラ撃退減少の可視化: さまざまな MOI
でレジオネラをアメーバに感染させ、30Cで
7 週間培養した。通常の蛍光顕微鏡のみなら
ず共焦点レーザー顕微鏡で感染を確認し、感
染アメーバ数を算出した。また一部の感染ア
メーバは電顕でも観察した。 
アメーバの蛍光ビーズ貪食実験: FITC蛍光ラ
テックスビーズ(約 2-5μm)をアメーバに添加
し、一晩 30C で培養し、蛍光ビーズを取り
込んだアメーバ数を算定した。 
DNAマイクロアレイ: Neochlamydia S13ドラ
フ ト ゲ ノ ム 情 報 (BASK01000001–BASK 
01001342)(Ishida et al., PLoS ONE, 2014)をも
とにプロープをデザインし、DNAマイクロア
レイをカスタマイズした。最終的に 44Kチッ
プ上には 1遺伝子 1プロープとして計 20,379
プロープ(5 セット*一部の遺伝子は 5 セット
以下)を搭載した。DNA マイクロアレイへの
ハイブリダイズには、以下のアメーバから抽
出した RNA(DNA 除去)を Cy3 で標識し用い
た(マイクロアレイのカスタマイズ、ハイブリ、
解析共に、北海道システムサイエンスに委託
した)。非感染 S13アメーバ(n=1)、JR32感染
S13アメーバ(n=3)、JR32Δ感染 S13アメーバ
(n=2)、Lp01感染 S13アメーバ(n=2)、Lp02感
染 S13アメーバ(n=2)。スキャッタプロットに
て各感染系間の発現シグナルの相関性につ
いて比較検討すると共に、JR32感染時に発現
が増加するNeochlamydia S13遺伝子の選別を
行った。 
 
４．研究成果 
1) GFP発現レジオネラを用いたS13アメーバ
のレジオネラ撃退現象の可視化 
  MOI により感染率は異なったが、JR32 と
Lp01を感染させた除菌アメーバと C3アメー
バでは、その細胞内に蛍光顕微鏡下で容易に
識別可能な菌塊が観察された(図 1)。 その一
方で、感染直後(6 時間)で菌塊が認められた
(共焦点レーザーと電顕にて、この菌塊がアメ
ーバ表層に形成された菌のデブリではない
ことを確認している)。JR32Δ、Lp02のアメー
バ感染では、そのようなクラスター形成は認
められなかった。S13アメーバへの感染では、
いずれのレジオネラを感染させても菌塊形
成(感染直後も)は認められなかった(図 2)。ま
た CFU法による生菌数算定法でも、S13アメ
ーバには JR32と Lp01共に感染できないこと



が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このように、S13 アメーバは、レジオネラを
撃退することが再確認された。その撃退現象
には、S13 アメーバの低貪食能が関与してい
る可能性が示唆された。FITC蛍光ラテックス
ビーズをアメーバに添加し、一晩 30C で培
養し、蛍光ビーズを取り込量について検討し
た結果、S13 アメーバではビーズの取り込み
が有意に現象し、除菌すると取り込み率は、
C3アメーバと同程度まで回復した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) DNA マイクロアレイによるトランスクリ
プトーム解析 
  JR32を含む感染 S13アメーバで、発現上昇
いる幾つかのNeochlamydia S13遺伝子を見つ
けた。トップヒットしてきた遺伝子は、セリ
ンスレオニン(S/T)キナーゼドメイン含む 600
残基程のアミノ酸をコードする真核生物に
広く保存されている遺伝子であった(N 末端
側 400残基はBLASTpでヒットしない未知の
配列)。 一方、スキャッタプロットにて各感
染系間の発現シグナルの相関性について比
較検討すると、Lp01 と Lp02 感染時の
Neochlamydia S13遺伝子の発現パターンが極
めて類似していることが明らかになった。 
 
これらの結果より、Neochlamydia S13は、レ
ジオネラが宿主アメーバに感染した際、レジ
オネラの T4ASS 遺伝子産物あるいはそのエ
フェクター分子を感知し、撃退現象が惹起さ
れ て い る と 考 え ら れ た 。 お そ ら く

Neochlamydia S13の S/Tキナーゼが、宿主ア
メーバのアクチンなど細胞骨格を修飾し、そ
の結果として誘発される貪食能の低下が、撃
退現象に関与している可能性がある。 
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