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研究成果の概要（和文）：レジオネラ菌の感染により引き起こされるレジオネラ症は、死亡率が高いにもかかわらず対
策が十分に行われていない。その理由として、感染制御を行うにあたり重要な情報である環境中の生態に関して不明な
点が多いことがある。環境中の重要な宿主として原生生物が知られており、原生動物の一つであるゾウリムシに注目し
た新しい解析モデルを構築した。このゾウリムシモデルを用いた研究から、原生生物内におけるレジオネラの動態の一
端（関係性、ゾウリムシ内における消化回避関連因子）を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Legionella pneumophila is well kwon as the causative agent of Legionnaires’ 
disease. The fatality rate of this disease is over 5%. The countermeasure to this bacteria is 
insufficient because the ecology of this bacteria in environment is not fully clear. It is well known 
that L. pneumophila can survive in the environment in close association with protists suca as 
acanthmoeba. This association leads to the replication and spread of L. pneumophila However, mechanisms 
of infection and endosymbiosis in protistan hosts are not fully understood. Paramecium spp. are 
appreciated as model organisms for the analysis of cellular and molecular biology, including phagocytosis 
and exocytosis, and endosymbiosis. This study demonstrated that L. pneumophila has functional systems to 
control endosymbiosis with paramecium spp.

研究分野：細菌学
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感染症
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１．研究開始当初の背景 
レジオネラ症は国内外において重要な感
染症の一つである。近年、日本国内における
報告数は増加傾向にあり、近 5 年間（2010
年～2014 年）で約 4,800 人の感染が報告さ
れ、死者数は 286人に上っている（死亡率約
6%）。国外においても報告数は多く、2012
年のカナダにおいて、1 度のアウトブレイク
で176人の感染と11人の死亡（死亡率約6%）
が確認されている。高い死亡率（季節性イン
フルエンザの死亡率は 0.05%）にもかかわら
ず、その対策は十分とは言えない状況である。
対策が不十分である理由として、原因菌であ
る Legionella pneumophila（以下レジオネ
ラ）の生態・病原因子など対策を行うにあた
り重要なことの多くが明らかになっていな
いことがあげられる。レジオネラは水中およ
び土壌中に存在するアカントアメーバなど
の原生生物と共生し、自然界に存在している
と考えられている。この共生はレジオネラに
とって大きなメリットがあると考えられて
おり制御するにあたり非常に重要であると
考えられるが、その詳細な生態は不明な点が
多い。そこで、我々はこれまでにレジオネラ
の新たな宿主としてゾウリムシを見出し、詳
細な解析を行った。その成果により、我々は
世界に先駆けて、ゾウリムシを用いたレジオ
ネラと原生生物との共生システム解析モデ
ルを構築した。ゾウリムシはゲノム解読およ
びトランスクリプトーム解析が行われてい
ることに加えて変異株の作成法の構築がさ
れていることから、遺伝子レベルの解析を行
うことができる。この解析モデルを用いて解
析した結果、レジオネラとゾウリムシとの関
係性は以下の 3つに類型化できることが示さ
れた。それは、1）レジオネラがゾウリムシ
に毒性を示し、菌の感染によりゾウリムシが
死滅する型（毒性型）、2）レジオネラがゾウ
リムシの中で生き残り、共存していく型（共
生型）、3）レジオネラがゾウリムシの中で消
化され、菌が死滅する型（消化型）の 3つで
ある。このことから、これまでレジオネラは
原生生物に寄生若しくは共生していると考
えられていたが、それだけではなく様々な関
係性を持つことが認められた。また、レジオ
ネラのゾウリムシ内での増殖に関与する因
子の検索・同定・機能解析を行う過程におい
て、種々のゾウリムシ株への作用について検
討を行った結果、国内で分離されたゾウリム
シの 1株が毒性型レジオネラに対して抵抗性
を示すことが認められた。この抵抗性ゾウリ
ムシは、毒性型レジオネラの感染による傷害
を回避し、他のゾウリムシ株において不可能
であった毒性型レジオネラの消化を可能と
していることが考えられ、制御ゾウリムシ作
成の着想に至った。 
これらのことから、ゾウリムシを用いた共
生システム解析モデルを駆使し、レジオネラ
の新規制御法の確立を最終目的とする分子
生物学的解析を企図するに至った。 

２．研究の目的 
(1)ゾウリムシ内におけるレジオネラの動態
の解明 
これまでの解析により、共生型と消化型の
レジオネラが存在することが明らかとなっ
ている。レジオネラがゾウリムシの消化を回
避するシステムの解明を目的とし、共生に関
連している因子の同定および機能解析を行
う。また、ゾウリムシのレジオネラを消化す
るメカニズムの解明を目的とし、消化に関連
する因子の同定および機能解析を行う。 

 
(2)ゾウリムシに対する毒性因子の解明 
これまでの研究から、ゾウリムシを死滅さ
せる毒性型のレジオネラが存在し、また毒性
型に抵抗をしめす抵抗性ゾウリムシが存在
することが明らかとなっている。レジオネラ
のゾウリムシに対する毒性に関連する因子
の検索・同定および機能解析を行う。同定さ
れた毒性因子がヒトにおける病原因子にな
りうるか確認する。また、抵抗性ゾウリムシ
の抵抗性に関して解析を行い、抵抗性に関連
する因子の検索・同定および機能解析を行う。 

 
(3)レジオネラ制御ゾウリムシの開発 
 上記の研究成果を基盤とし、環境中のレジ
オネラを制御することのできるゾウリムシ
の開発を行う。開発したゾウリムシを用いて、
環境モデルにおいてレジオネラを制御でき
るか評価する。また、種々のレジオネラ株を
用いることで、広範に利用できるシステムか
否かを確認する。ここまでの研究では用いな
かったゾウリムシ株を用いて、制御ゾウリム
シに有用な機能の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)レジオネラとゾウリムシとの共生システ
ムの解明 
レジオネラは、ゾウリムシ内において
Dot/Icm に依存しない消化回避システムを有
していることが予測されるため、本研究では、
ゾウリムシ内で共生型レジオネラがどのよ
うな消化回避システムを用いているかを、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて解析する。まず、
ファゴソームから脱出をするか否かを確か
める。脱出する場合、脱出システムの存在が
示唆される。脱出しない場合、ファゴソーム
内での消化を回避することが示唆される。フ
ァゴソームとリソソームの融合の識別には
LysoTracker を用い、ゾウリムシ内でレジオ
ネラ感染による融合阻害が行われているか
否かを明らかにする。融合阻害が確認されな
かった場合は、酸性化に耐えるシステムの存
在が示唆され、確認された場合は融合阻害シ
ステムの存在が示唆される。この融合阻害シ
ステムにはDot/Icmが関連していないことが
考えられるので、新規の回避システムの存在
が示唆される。ここまでの実験には、共生型
レジオネラ、消化型レジオネラおよび
Dot/Icm 欠損レジオネラを用いて比較検討す



る。回避システムに関連したタンパクの検索
には、培養温度によるタンパク発現の比較検
討およびトランスポゾンによる欠損株の作
成により行う。 
 
(2)ゾウリムシに対する細胞毒性関連因子の
検索・同定 
ゾウリムシに対する細胞毒性因子の検
索・同定を行うために、毒性型レジオネラを
用いた解析を行う。検索のためにトランスポ
ゾンを用いた欠損株作成を行う。作成された
毒性の低下した毒性型レジオネラを解析す
ることにより、細胞毒性因子の同定を行う。
その後、非毒性型レジオネラ株への細胞毒性
因子導入による細胞毒性の増強を確認する。 
 
(3)ヒトに対する新規病原性関連因子の検討 
レジオネラ感染により、発熱・肺炎が引き
起こされるが、詳細なメカニズムは解明され
ていない。そこで、1)と 2)の研究により明ら
かになるゾウリムシに対する細胞毒性因子
がヒトに対する病原因子になりうるか否か
を確認する。ヒト由来細胞（HeLa 細胞、THP-1
細胞など）およびマウスを用い、病原因子と
細胞傷害性および炎症性サイトカイン産生
との関連を検討する。 
 
(4)抵抗性ゾウリムシの解析 
 これまでの研究により、毒性型レジオネラ
に対して抵抗を示すゾウリムシ株を確認し
ている。このことから、抵抗性ゾウリムシは
毒性型レジオネラを含むすべての型のレジ
オネラを消化していることが示唆されたた
め、レジオネラの毒性に対するゾウリムシの
抵抗システムの解明を行う。この研究により、
より多くのレジオネラ株を制御することが
可能となる。まず、抵抗性ゾウリムシ内で毒
性型レジオネラが消化されているか否かを
確認する。消化が確認された場合には、抵抗
性ゾウリムシ内において、非抵抗性ゾウリム
シと同じ消化システムが毒性型レジオネラ
に対して働いているのか確認する。ファゴソ
ーム内の pH 低下（酸性化）、ファゴソームと
リソソームとの融合などを確認する。また、
毒性型レジオネラが抵抗性ゾウリムシ内で、
非毒性レジオネラ同様の回避システムを働
かせているのかを確認する。これらの研究と
合わせて、抵抗性と非抵抗性のレジオネラの
比較により、抵抗性因子（＝消化を可能とす
る因子）の検索・同定を行う。 
 
(5)制御ゾウリムシの作成および環境モデル
における制御テスト 
 上記までの研究により得られた成果を基
盤とした制御用ゾウリムシ作成を目指す。こ
れには、ゾウリムシの大核に遺伝子発現ベク
ターをマイクロインジェクションする方法
を用いる。作成した制御用レジオネラが環境
中において十分な制御を行えるか否かを環
境モデルを用いて確認する。水槽を用いた簡

易環境ミニモデル内におけるレジオネラお
よびゾウリムシの増減を確認する。比較対象
として、ゾウリムシを入れない場合、他のゾ
ウリムシを入れる場合などが考えられ、比較
検討する。 
 
(6)レジオネラ制御システムの一般化  
上記までの研究結果を、種々のゾウリムシお
よびレジオネラを用いて解析し、限定されな
いレジオネラ制御システムの構築を行う。バ
イオリソースプロジェクトの協力のもと、多
くのゾウリムシ株におけるレジオネラの動
態、ゾウリムシの反応の確認を行う。これに
より、これまでの研究で確認された現象が一
般的なものかを確認する。また、本研究で用
いたゾウリムシ株よりもより有用な株（消化
が早い、抵抗性が強い）の発見も期待される。
本研究で構築した制御モデルを突破できる
レジオネラが確認された場合、どのように突
破しているのかを解析し、より良い制御シス
テムの構築を行う。この過程で、新規の病原
因子の発見も期待される。 
 
４．研究成果 
(1)レジオネラとゾウリムシとの共生関係の
解明に関して 
 共焦点レーザー顕微鏡を用いた実験によ
り、共生を示す組み合わせの場合、レジオネ
ラはゾウリムシ内において 48 時間後におい
てもファゴソーム内に観察することが出来
た。一方で大腸菌はファゴサイト－シスによ
り消化されゾウリムシ内で減少していった。
この結果から、レジオネラはゾウリムシ内に
おいて、ファゴソームから脱出することによ
ってファゴサイトーシスを回避しているわ
けではないことが示唆された。次に、Texas 
Red-conjugated dextran お よび Cascade 
Blue-conjugated dextran を用いた研究によ
り、共培養 2 時間後と 24 時間後において初
期 LCV（Legionella-containing vacuole）と
後期 LCV の割合が殆ど変化せず、約 80%が初
期 LCV であることが認められた。これらの結
果から、レジオネラはゾウリムシ内での共生
と生存を、初期 LCV から後期 LCV への転換を
制御することにより可能としていることが
示唆された。 
 
(2)ゾウリムシに対する細胞毒性関連因子の
検索・同定に関して 
先行研究によりレジオネラ・フィラデルフ
ィア-1 株（基準株）と、ゾウリムシ・RB-1
株の共生関係は明らかになっていたが、他の
組み合わせの場合を明らかにするために、複
数のレジオネラ株と複数のゾウリムシ株と
の共培養を行った結果、殆どの組み合わせに
おいてゾウリムシへの細胞毒性が見られる
ことはなかった。この結果は、自然環境にお
いてゾウリムシがレジオネラの宿主に十分
になりうることを示唆している。一方で、2
株（A 株、B 株）のレジオネラは、RB-1 株を



含む一部のゾウリムシに細胞毒性を示した。
A 株は B 株より多くのゾウリムシ株に細胞毒
性を示した。また、A 株より B 株の方が強い
細胞毒性を示すゾウリムシ株が認められた。
これらの結果は、レジオネラとゾウリムシの
両方の因子が両者の関係性に関連している
ことを示唆している。 
細胞毒性因子を検索する過程において、細
胞毒性を示すためには、生菌であること、侵
入および増殖が必要であることが明らかに
なった。 
トランスポゾンを用いたレジオネラ変異
株の作成を試み、ゾウリムシへの細胞毒性の
減弱若しくは消失した変異株を得ることが
出来た。変異部の決定、および相補株の作成
を行った。また、相補株が細胞毒性を有する
ことを確認した。この結果から、ゾウリムシ
に対してレジオネラが細胞毒性を示すため
に必要な因子の一つを同定することが出来
た。 
 
(3)人に対する新規病原性関連因子の検討に
関して 
(2)で得られた変異株は、ヒトマクロファ
ージ細胞株であるTHP-1細胞においても細胞
内増殖性の有意な減弱が認められた。一方で、
相補株は非欠損株と同等の細胞内増殖性を
示した。これらの結果から、本研究で明らか
にされたゾウリムシに対する細胞毒性因子
は、ヒトの病原性関連因子でもある可能性が
示唆された。 
 
(4)抵抗性ゾウリムシの解析 
 LysoTracker を用いたファゴソーム成熟化
確認実験により、毒性型を示すレジオネラ（B
株）とゾウリムシの組み合わせを用いた場合
において、レジオネラ基準株、変異株、大腸
菌を感染させた場合と比較し、LysoTracker
陽性 LCV 率が著しく低減していた。この結果
から、ゾウリムシはファゴソームの酸性化に
より菌を消化し、一方で毒性型レジオネラは
ファゴソーム成熟による酸性化を抑制し、フ
ァゴソーム内で生存していることが示唆さ
れた。この知見は、抵抗性ゾウリムシの解析
に関する基礎データとなる。 
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