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公募研究：応用ゲノム

ゲノム情報にもとづくM. pneumoniae の細胞構造の理解と病原
性の解明
●見理 剛 1)　 ◆宮田 真人 2)　  ◆佐々木 裕子 1) 　◆堀野 敦子 1)

1) 国立感染症研究所　2) 大阪市立大学大学院理学研究科

＜研究の目的と進め方＞
マイコプラズマ肺炎の原因菌 Mycoplasma pneumoniae は純培養

が可能な最小の病原細菌の一つである。ペプチドグリカン層によ
る細胞壁をもたないが、細胞骨格構造によって細長い細胞形態を
維持しているとされている。この細胞骨格構造は、近年研究が進
んだ他の細菌の細胞骨格とは大きく異なっており、M. pneumoniae 
のゲノムにはアクチンやチューブリンのホモログも見つからな
い。M. pneumoniae は、細胞壁をもつ細菌とは異なる細胞骨格構
造を進化させてきたと考えられる。M. pneumoniae に特徴的な細
胞骨格構造は、細胞の一端に存在する太さ約 80nm 長さ 300nm 程
度の棒状の構造 (Rod) である。この Rod を中心軸とするようなか
たちで細胞膜が突出し、接着器官が形成されている。接着器官の
表面には P1 アドヘジンが多数集まっており、ヒトの呼吸器上皮
細胞細などに対して接着性をもたらす。これがこの菌の病原性の
大きな要素だとされている。また、接着器官は M. pneumoniae の
滑走運動性をになう装置でもあり、細胞分裂の際には分裂に先
立って二つに増えるので、この菌の細胞周期にも密接に関連して
いると考えられている。接着器官と細胞骨格構造を詳しく理解す
ることは、この菌の病原性を解明することにつながり、より有効
な診断、治療法の開発に役立つと考えられる。本研究計画ではゲ
ノム情報を活用し M. pneumoniae の細胞骨格構造の形成機構につ
いて解明を進めることを目的としている。研究の進め方は M. 
pneumoniae のゲノムサイズが小さいこと ( ゲノムサイズは約 
816kb、含まれる ORF 数は 689 個 ) を生かして、ORF 産物の細
胞内局在を、蛍光タンパク質タグ法によって網羅的に調べてい
く。この過程で、未知の細胞骨格成分を同定するとともに、電子
顕微鏡観察によって細胞骨格の詳細な構造を調べていく。また、
細胞骨格構成成分の変異株を取得することによって細胞骨格構造
の形成機構を探っていく。得られた情報を統合して有効活用でき
るデータベースを構築していくことも目標とする。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
１．蛍光タンパク質タグ法による 全 ORF 産物の局在観察の完

了をめざす。局在観察結果から細胞骨格様構造や接着器官の構成
成分と考えられるもの、または局在パターンに興味が持たれる 
ORF 産物は、免疫電顕法で詳細な局在分析を行う。免疫電顕法
は蛍光タンパク質タグに対する抗体で行うが、タグによる影響を
できるだけ小さくするため His タグをつけた ORF を M. 
pneumoniae 細胞内で発現させ、抗 His タグ抗体による免疫電顕法
の検討も行う。

２．トランスポゾン Tn4001 による挿入変異株のコレクション
の数を増やす。Tn4001 が目的の ORF に挿入した変異株を効率
よく取得するため、PCR を用いた変異株スクリーニング法を検
討する。得られた変異株はその性質を解析する。

３．それぞれの分析から得られたデータを整理しデータベース
化、web 上で公開する準備を行う。

＜ 2008 年度の成果＞
蛍光タンパク質タグ法による局在分析は、約 620 個の ORF（全 

ORF の約 90%）について終了した。その結果、蛍光顕微鏡で蛍
光が観察できたのは、解析済み ORF の約 77％で、残りの約
23％は蛍光が観察されなかった。蛍光が観察されない ORF は膜
タンパク質の遺伝子ホモログが多く、蛍光タンパク質タグ法を膜
タンパク質に適用した場合、成功しない場合が多いことが示唆さ
れた。特に今回は ORF の N 末端側に蛍光タンパク質を連結する
実験デザインだったため、N 末端にシグナル配列をもつリポタン
パク質では蛍光タンパク質タグ法が機能しなかったものと思われ
る。蛍光が観察された ORF を蛍光のパターンによって大別する
と、解析済み ORF の約 43％は蛍光が細胞内で収束（Focus) して
観察されることが多かった。また、約 23％は蛍光が細胞中に拡
散した状態で観察された。それ以外の ORF では、細胞内の蛍光
パターンは収束と拡散が混在し、不規則な蛍光パターン像が多く
見られた。これまでの結果から、比較的再現性よく接着器官部位
に明らかな局在を示した ORF は約 60 個だった。この中には以
前から接着器官部位に存在することがわかっていた 9 個のタンパ
ク質（HMW1、HMW2、HMW3、P1、P30、P65、P200、P24、
P41）も含まれる。しかし、これまで免疫蛍光法によって接着器
官部位に存在することが観察されていた P90 と P40 タンパク質 
(MPN142 遺伝子の産物で B、C タンパク質とも呼ばれる）は、
今回の蛍光タンパク質タグ法では接着器官部位に局在して観察さ
れなかった。P90 と P40 タンパク質は蛍光タンパク質と連結し
たことによって、本来の存在部位に局在することができなくなっ
たと考えられる。接着器官部位に局在して観察されたその他の 
ORF 産物のうち、10 個は核酸・タンパク質合成にかかわるタン
パク質、20 個は各種酵素タンパク質のホモログ、2 個は分子シャ
ペロン、15 個は機能未知のタンパク質だった。新たに同定され
たこれら約 50 個の ORF 産物のうちいくつかは、これまで同定で
きていなかった接着器官の構成成分であると推定される。また今
年度は、ORF に His タグをつけて M. pneumoniae 細胞内で発現で
きるベクターの検討も行った。

＜国内外での成果の位置づけ＞
今回、接着器官部位に局在して観察される ORF が新たに多数

見つかった。この中にこれまで未知だった接着器官や細胞骨格の
構成成分が含まれている可能性がある。今後の解析によってこれ
ら ORF 産物の機能が明らかになってくれば、細胞骨格と接着器
官の形成機構の理解に役立つと考えられる。また今回、網羅的局
在観察が進んだことで、細胞内局在という観点での ORF の分類
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リストができてきたと考えている。接着器官部位に局在して観察
される ORF のリストを、これまで報告されている接着器官や細
胞骨格の形成に重要と考えられる ORF のリスト（Triton X-100 
に不溶な細胞画分に含まれる ORF 産物や、トランスポゾン挿入
によって細胞接着または滑走運動性に異常が生じる ORF ） と比
較すると、約半数が一致するが、残りは一致しなかった。このよ
うに ORF を局在観察という新しい視点でゲノムから選び出して
くることによって、これまで見おとされていた ORF の細胞機能
への関与が見つかってくる可能性があると考える。今回解析対象
として選び出された ORF の中には核酸・タンパク質合成にかか
わるタンパク質や各種酵素のホモログが多数含まれている。これ
らが接着器官部位に局在して観察されるのは、接着器官の形成と
細胞周期との同調に何らかの機能を果たしているためとも推測さ
れる。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
蛍光タンパク質タグ法による網羅的局在観察が約 60 個の ORF 

についてまだ完了していない。また、局在観察が終了した ORF 
についても、ほとんどの場合、蛍光タンパク質タグは N 末端側
に連結されている。C 末端側に蛍光タンパク質タグを連結すれ
ば、蛍光が観察できなかった ORF や、明らかな局在を示さなかっ
た ORF についても再現性ある細胞内局在が観察される可能性は
残 る。 ま た、 蛍 光 タ ン パ ク 質 タ グ を 連 結 し た ORF を M. 
pneumoniae で発現させるために M. pneumoniae の tuf プロモー
ターを使用しているが、このプロモーターの活性はかなり高い。
このため、しばしば蛍光タンパク質の過剰発現と思われる像が顕
微鏡で観察される。これまでのデータを精査して、必要と考えら
れる ORF については tuf プロモーターより活性が低いプロモー
ターを使用した実験を実施する必要である。また、今年度は、電
子顕微鏡観察および変異株の取得の作業はあまり進展させること
ができなかった。

＜今後の課題＞
今年度の細胞内局在観察によって、新たに約 50 個の ORF が

接着器官部位に局在して観察された。これらの ORF は、今後電
子顕微鏡観察など、より詳しい解析を行う対象とする。これらの 
ORF については C 末端への蛍光タグの連結や、低発現実験によ
る検証も行う。また、これらの ORF の機能を探るために変異株
を取得する試みを続ける。網羅的局在観察に多量の画像データが
出てきており、これらを整理してデータベース化を進める。
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