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研究成果の概要（和文）：休眠期結核菌の感染する無症候状態の潜在性結核は、宿主の免疫力低下に伴い再び増
殖して結核を発症するため、結核の重要なリスクファクターとなっている。しかし、正確に潜在性結核を診断で
きないことから、本研究では結核菌感染マクロファージの分泌する細胞外小胞exosomeに着目し、この診断を可
能とするバイオマーカーの探索を行った。
増殖期および休眠期結核菌のマクロファージへの感染は、炎症性マーカーと抗炎症マーカーを誘導しエキソソー
ム中に内包されているタンパク質を増大させた。またそのタンパク質には、結核菌感染時に特異的に内包される
9個のマウス由来抗原が見つかった。

研究成果の概要（英文）：The asymptomatic group, which is called latent infection of Mycobacterium 
tuberculosis (LITB), is recognized as vitally important in controlling TB, because a majority of 
cases develop from latent infections. Thus, it has been required new diagnostic method to exactly 
establish LTBI. In this study, we examined the biomarker-targeted protein into macrophage-derived 
exosomes. After infection with active or latent Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin, the 
expressions of both inflammatory and uninflammatory factor were up-regulated in RAW264.7 
macrophages. Therefore, the protein were increased in exosomes from BCG-infected macrophages 
(BCG-exo) compared with exosomes from uninfected macrophages (none-exo). Moreover, it was identified
 9 proteins, which is in BCG-exo derived from BCG-infected macrophages.

研究分野：生体防御機能学
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１．研究開始当初の背景 
（１）潜在性結核は、休眠期結核菌（休眠菌）
の感染する無症候状態の結核菌感染症であ
る。世界保健機構は、世界人類の３分の１が
休眠菌に感染していることが報告されてお
り、感染者の 10% は一生涯で結核を発症す
るとされている。そのため潜在性結核に対処
することは重要な課題であるが、未だ休眠菌
の感染を正確に診断できない。これまでに申
請者らは、休眠菌の必須因子 Mycobacteria 
DNA-binding protein1（MDP1）抗原に対す
る免疫グロブリン Gの血中レベルが、潜在性
結核患者で高いことを見出した（Osada-Oka 
M. Microbiol Immunol. 2013）。しかし、
MDP1タンパク質が、潜在性結核患者の血清
中に存在するかについては不明である。 

（２）結核菌はマクロファージ内で増殖およ
び休眠する細胞内寄生菌である。様々な細胞
から分泌される細胞外小胞エキソソームに
は、分泌細胞由来のタンパク質や核酸が含ま
れており、マクロファージもまたエキソソー
ムを血中に分泌する（ Osada-Oka M. 
Hypertension Res. 2017）。これまでに、結
核菌の感染するマクロファージから増殖期
結核菌抗原（ESAT6）が、エキソソームに内
包され細胞外へ分泌されることが報告され
た。しかし、休眠菌は、ESAT6 を発現しな
い。したがい、休眠菌感染マクロファージの
エキソソームには、増殖期結核菌と異なる抗
原がある可能性を考える。 

（３）活性化マクロファージには、2 つの異
なるサブタイプ（M1とM2）が存在し、M1
マクロファージが炎症性サイトカインを産
生して殺菌作用を示すのに対し、M2 マクロ
ファージは抗炎症サイトカインを産生する
ことが知られている。これまでに、結核菌の
持続潜伏感染する肉芽腫には M２マクロフ
ァージが多く集積していることが知られて
いる。しかし、増殖期結核菌と休眠菌の感染
するマクロファージのサブタイプについて
は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
現在、結核菌（特に休眠菌）感染でのエキ
ソソームの解析は行われていない。結核菌が
感染したマクロファージ由来エキソソーム
には、宿主細胞由来のタンパク質や核酸に加
え、菌由来の様々な分子が存在する可能性が
高い。特に、増殖期または休眠期の結核菌は、
発現するタンパク質が異なるため、エキソソ
ームに含まれる抗原タンパク質にもそれぞ
れの特徴があると考える。これまで、増殖期
結核菌または休眠菌が感染するマクロファ
ージでのプロテオーム解析やゲノム解析は
行われているが、それぞれの結核菌の感染す
るマクロファージが分泌するエキソソーム
を比較した研究はないことから、新しい潜在
性結核のバイオマーカー分子の同定が期待

できる。マクロファージ由来エキソソーム中
のタンパク質を網羅的に解析し、休眠菌の感
染する潜在性結核のバイオマーカー分子を
探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）結核菌感染によるマクロファージの活
性化 
本研究では、ヒト型結核菌 Mtb ならびに増
殖期または休眠期のウシ型結核菌BCGをマウ
ス マ ク ロ フ ァ ー ジ （ RAW264.7 ） に
multiplicity of infection（MOI）値１〜５
で感染後、マクロファージに発現する炎症性
サイトカインまたは抗炎症性サイトカイン
のタンパク質および mRNA 発現を Western 
blotting 法および定量的 real-time PCR 法で
解析した。また、マクロファージを M1 へと
分化させることが知られている大腸菌を MOI
値 0.5 で感染させて対象に用いた。 

（２）マクロファージ由来エキソソームの物
性解析 
増殖期または休眠期のウシ型結核菌BCGが
感染したマクロファージの培養上清から、エ
キソソームを超遠心法および比重遠心法で
精製した。このとき、非感染マクロファージ
ならびに大腸菌感染マクロファージ由来エ
キソソームを同様に調製した。各エキソソー
ムのタンパク質量は BCA 法で測定し、また粒
子 径 は Zetasizer Nano ZS90 (Malvern 
Instruments, Kobe, Japan)を用いて解析し
た。さらに、エキソソームマーカー分子の発
現は、Western blotting 法で解析した。 

（３）マクロファージ由来エキソソームのプ
ロテオーム解析 
マクロファージ由来エキソソームを超遠
心法により精製した。得られたエキソソーム
はメタノールおよびクロロホルムを加えて
脱脂した後、沈渣として得られた蛋白質を質
量解析した。解析には、Scaffold（Proteome 
Software 社製）を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）まず、ウシ型結核菌 BCG を MOI 値 5で
RWA264.7 細胞に感染 24 時間後、炎症型 M1 マ
クロファージマーカー分子の発現を調べた。
その結果、誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）
の mRNA ならびにタンパク質の発現は BCG 感
染により増大したが、大腸菌感染に比べて低
いレベルであった。また、ヒト型結核菌 Mtb
を MOI 値 1 で感染後の iNOS タンパク質発現
の増大も確認できた。さらにシクロオキシゲ
ナーゼ-2 の発現は、大腸菌感染で増大したが、
BCG ならびに Mtb 感染による増大はほとんど
なかった。これらM1マーカー分子の発現は、
休眠期と増殖期で違いがなかった。一方、M2
マクロファージマーカーのマンノースレセ
プターは、大腸菌およびすべての BCG 感染で
増大しなかった。また、大腸菌感染で誘導さ
れた炎症性サイトカイン（M1 マーカー）のイ



ンターロイキン-6（IL-6）、IL-8 および IL-12 
mRNA は、BCG 感染では誘導されなかった。一
方、抗炎症サイトカイン（M2 マーカー）の
IL-10 は、大腸菌感染よりも BCG 感染で強く
誘導された。よって、結核菌による M1 への
活性化は大腸菌感染時に比べて弱く、また結
核菌は抗炎症作用を促していることが明ら
かになった。 
 
（２）増殖期 BCG 感染マクロファージ由来エ
キソソーム（BCG-exo）のタンパク量は、非
感染マクロファージ由来エキソソーム
（none-exo）のタンパク量よりわずかに増大
した。また、大腸菌感染マクロファージ由来
エキソソーム（E. coli-exo）は、BCG-exo よ
りタンパク量が高かった。しかし、3 種のエ
キソソームに有意な差はなかった。また、エ
キソソームマーカー分子としてよく知られ
ている heat shock protein 90（HSP90）およ
び CD9 の各発現はほぼ同レベルであった。一
方 、 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）の発現は菌の種類に
よらず感染によって増大する傾向が見られ
た。次に、各エキソソームの粒子径分布を測
定した結果、3種は全て 30～100 nm に分布し
ていた。また、増殖期と休眠期の BCG 感染マ
クロファージのエキソソームには差はなく、
よって各エキソソームの物性に大きな差は
ないことがわかった。 
 

図 1 マクロファージ由来エキソソームの物
性解析 
増殖期ウシ型結核菌 BCG または大腸菌を 18
時間 RAW264.7 マクロファージ細胞に感染
（MOI 値 5 または 0.5）させた後、回収した
培養液からエキソソーム（BCG-exo, E. 
coli-exo）を精製した。また、非感染マクロ
ファージ由来エキソソーム（none-exo）を回
収した。（A）感染させたマクロファージのタ
ンパク量（mg）当たりのエキソソームタンパ
ク量（μg）を mean±SE（n=3-9）で表した。

（B）各エキソソームに発現するエキソソー
ムマーカー分子（HSP90、GAPDH、および CD9）
を Western blotting 法により検出した。（C）
各エキソソームの粒子径とその個数（%）を
Zetasizer Nano ZS90（Malvern Instruments）
を用いて測定した。 
 
（３）増殖期 BCG 感染マクロファージが分泌
するエキソソームのプロテオーム解析を行
った。BCG-exo には 93 個のマウス由来蛋白質
が検出された。そのうち E. coli-exo ならび
に none-exo に共通して存在した 77の蛋白質
を除外し、BCG-exo にのみ存在した 16 個を結
核菌感染バイオマーカーの候補蛋白質とし
て同定した。BCG-exo と none-exo に共通して
存在する蛋白質には、HSP90 および GAPDH を
含むエキソソームのマーカー分子が含まれ
ていた。現在、これら 16 個のタンパク質の
発現を、増殖期と休眠期の BCG 感染エキソソ
ームで比較している。 
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