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研究成果の概要（和文）：本研究では結核菌生菌特異的な宿主細胞傷害活性について活性因子の精製と細胞死の
解析を行った．細胞傷害活性は感染細胞の培養上清の濾液中にも認められることから各種カラムを用いた細胞傷
害活性因子の精製を進め，LC-MS/MSの結果からMascot検索し，RD1領域にコードされているESX-1から分泌される
因子が推定された．RD1欠損株では細胞傷害活性が減弱したことからもRD1領域が細胞傷害活性に重要な役割を果
たしていることが示された．結核菌生菌による細胞死の解析では，パイロトーシスの特徴であるcaspase-1依存
的であり，炎症性サイトカインの産生を伴う細胞死であることが示された．

研究成果の概要（英文）：In this study the partial purification of cytotoxic factors was conducted 
from the culture filtrate of M. tuberculosis bacilli (MTB) infected human lung fibroblasts. From the
 mascot research using the data of LC/MS/MS analysis the several factors secreted from ESX-1, type 
VII secretion system encoded in RD1 region on the genome of MTB, were predicted. BCG vaccine 
strains, which were known to lose RD1 region, and ΔRD1 MTB showed partial cytotoxicity to human 
fibroblasts. These results suggested that RD1 region would be responsible to the toxicity. Next, the
 mechanism of the host cell death caused by MTB infection was investigated. The cytotoxicity was 
inhibited by caspase-1 specific inhibitor and the amount of inflammatorical cytokines in the 
supernatants of MTB infected cells suggested that the mechanism of the host cell death induced by 
MTB could be pyroptosis. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 結核菌　細胞傷害活性　Ⅶ型分泌装置　カスパーゼ　パイロトーシス　炎症性サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
結核菌は他の病原体のような毒素や宿主細胞に侵入するための酵素類や運動性を持たず，その病原性についての
詳細は未だ不明な点が多い．本研究では研究者が見出した結核菌感染による細胞死は生菌特異的に起こること，
および，病原性のない結核ワクチン(BCG)では細胞死が誘導されないことから，結核菌の病原性の解明に繋がる
ことが期待出来る．
得られた成果は，新たなワクチンの抗原や抗結核薬の薬剤標的として医薬品開発への貢献が期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



 

１．研究開始当初の背景 

結核菌強毒株 Mycobacterium tuberculosis H37Rv と種々のヒト由来細胞株を共培養すると生菌

特異的に宿主細胞死が誘導される株（A549;肺上皮細胞，MRC-5;肺線維芽細胞）があることを

見出している(J Interferon Cytokine Res., 2001)．この細胞死は生菌特的であることから，結核菌

の病原性との関連が示唆された．また，本活性は菌の宿主細胞内での生存数に相関があり，抗

菌薬の薬剤感受性試験法や新規抗結核薬のスクリーニング法への応用も報告している 

(Antimicrob. Agents Chemother., 2002, 2005）．さらに感染宿主細胞からの IL-1 産生と宿主細胞内

での菌の生存と抗酸化関連分子関連とTh1 型サイトカインの誘導との関連についても検討して

いる．  

抗酸菌は宿主細胞が産生する酸化物質に対して抵抗する様々な仕組みを備えている．その中

でもカタラーゼ(KatG)やスーパーオキシドディスムターゼ(SOD)のような活性酸素種を無毒化

する酵素がよく知られている(Takii, Kekkaku, 2015)．宿主細胞傷害活性と宿主細胞内での菌の生

存について関連を調べるために，菌の抗酸化酵素の活性と感染宿主細胞からのサイトカイン産

生能を測定した．ウシ型結核菌の弱毒株 BCG の中には亜株が存在していることが知られてい

る(Behr, et al., Science, 1999)．また，亜株間で免疫誘導活性に違いがあることを我々の研究で明

らかにしていることから(Hayashi, et al., FEMS Immunol. Med. Microbiol, 2009)，BCG 亜株間での

カタラーゼ活性と SOD 活性を検討したところ SOD 活性には大きな差がなく，カタラーゼ活性

に差が認められ，宿主細胞内での生存についても抗酸化活性が高い亜株の方が宿主細胞内での

生存数は多く， IL-1，IL-12，TNF-α 等の Th1 サイトカインの産生誘導能と宿主細胞生存能に

相関が見られた．一方，免疫抑制系のサイトカインである IL-10 の誘導には逆相関が見られた

ことから，宿主細胞内の生存能は単に感染宿主からの Th1 型サイトカイン産生誘導だけではな

く，細胞傷害性 T 細胞へ抗原提示能も増強されることが示唆された(Microbiol Imuunol., 2015)．

以上のように，本現象は単に感染細胞だけでなく，組織レベル，個体レベルに対する菌の毒性

とも関係することが予想され，その機構の詳細を解明することは，結核の病原性の解明に繋が

ると考えている． 

 

２．研究の目的 

細胞傷害活性はヒト型結核菌(M. tuberculosis)やウシ型結核菌(Mycobacterium bovis)では強く，

M. bovis の弱毒ワクチン株である BCG では弱い．ゲノム解析結果，BCG ワクチン株には共通

して RD1 領域が欠損していることが知られている（Behr, et al., Science, 1999）．RD1 領域には結

核菌のⅦ型分泌装置の１つである ESX-1 がコードされている．また，同じⅦ型分泌装置の

ESX-5 と合わせて結核菌の病原性に関する因子の分泌に関与していると考えられており，結核

菌生菌によるヒト線維芽細胞株に対する細胞傷害活性におけるⅦ型分泌装置の関与について



検討を行った．先行研究(J Interferon Cytokine Res., 2001)では臨床分離株の株間で細胞傷害活性

に差が観られたことから，結核菌の臨床分離株のゲノム解析からの病原性因子の探索も試みた． 

また，近年細胞死にはアポトーシスやネクローシスに加えて第三の細胞死として炎症性サイ

トカインの産生を伴う細胞死であるパイロトーシスが他の感染症で報告されていることから，

結核菌感染による宿主細胞死についてパイロトーシスを解析する阻害剤を用いて再検討した． 

 

３．研究の方法 

(1)菌株と遺伝子欠損株の作製： Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 25618，ATCC から購

入した．M. tuberculosis H37Rv ΔRD1 株は Dr. David Sherman (Univ. of Washington)から供与を受け

た．各菌株は Middlebrook 7H9 Broth／0.25 % Tween 80／10% ADC 培地にて培養した．ESX-5 欠

損株の作製には pKO(Kan)(Addgene)ベクターによる遺伝子相同組換え法を用いた． 

(2) 細胞傷害性およびパイトーシスの解析：宿主細胞死はクリスタルバイオレット染色法で行

った．細胞傷害活性は細胞毒性測定キット（同仁化学）で測定した．mRNA 発現は RNase 

protection assay（BD Pharmingen）で測定した．インターロイキン(IL)-6，IL-8 遺伝子の活性化は

レポーター遺伝子を用いて測定した．caspase-1，3 活性の阻害にはペプチドを用いた．培養上

清中のサイトカイン量は ELISA 法（BD Biosciences）で測定した．各種の測定方法は製品に添

付された方法に従って行った． 

(3)ゲノム解析 

ゲノム DNA の抽出は，Isoplant（ニッポンジーン）を用いて行い，NGS 解析用のライブラリ

ーはQIASeqFX kit（QIAGEN）で作成した．ゲノム情報(FASTQファイル)は NGS装置（MiSeq，

Illumina 社製）で取得した．ゲノム情報の解析は TGS-TB（国立感染症研究所），もしくは CLC 

Genomics Workbench で行った． 

(4)細胞傷害活性因子の精製：ヒト肺由来線維芽細胞株 MRC-5 細胞，もしくはヒト末梢血を

M-CSF でマクロファージに分化誘導した M-Mφ に M. tuberculosis H37Rv を MOI 10-50 で感染さ

せ，3-4 日間培養後，培養液を 0.22μm のフィルターでろ過し，菌体の混入を除いた．培養濾液

を ODS(C-18)カラム(TOSOH TSKgel Octadecyl-2PW)にてアセトニトリル 0-75%の勾配で１分毎

に分画し，各画分を MRC-5 の細胞傷害活性を指標に活性画分を特定した．各画分に含まれる

タンパク性因子をMSライブラリーにより推定した.各画分の抗菌活性についてはコロニーアッ

セイにより活性を検定した． 

 

４．研究成果 

結核菌による細胞傷害活性は感染した宿主細胞の培養液の濾過にも認められることから，感

染細胞の培養濾液から傷害活性物質の精製を進めた．LC-MS/MS の結果から Mascot 検索し，濾



液中には抗菌ペプチド類や結核菌のⅦ型分泌装置によって排出される基質成分が含まれてい

ることが示唆された． 

培養濾液は結核菌に対して弱い抗菌活性をもつことから，抗菌ペプチドが含まれていること

は結果と符合する．宿主細胞死はワクチン株 BCG では弱いことから，BCG で欠損しているⅦ

型分泌装置(ESAT-6 secretion system 1, ESX-1)による病原因子により誘導されることが推察され

た(J Interferon Cytokine Res., 2001)．ΔRD1 結核菌を用いたところ細胞傷害活性の抑制が見られ

たが，完全には回復しないことから別の経路の関与が示唆された．他の分泌装置の ESX-5 も病

原因子の輸送に関係していることが報告されていることから，現在，ESX-5 の遺伝子欠損株を

用いた研究が現象の解明に有用であると考えられ作製中である． 

パイロトーシスの特徴は caspase-1 依存的な細胞死と細胞死に伴う炎症性サイトカイン産生

である．結核菌が感染した線維芽細胞株の細胞死は caspase-1 阻害剤により阻害され，細胞死と

並行して炎症性サイトカインの IL-6, IL-8 の産生が誘導されていたことから，パイロトーシス

が誘導されることが示唆された． 

サルモネラ感染におけるパイロトーシスの研究では，パイロトーシスは感染の場の消去と免

疫系を活性化することで感染防御に働くと考えられている．結核菌感染においても MRC-5 以

外のヒト肺由来細胞株や上皮細胞株 A549 でも観察されることから，肺胞近傍での炎症反応の

増強と持続的な炎症反応による慢性期の病態に関与していることが推察される．  

1,000 株を越える日本を中心にアジア地域で分離された結核菌のゲノム解析を行っている中

で、ある地域で流行している菌株に特異的なゲノム変異があることや薬剤耐性関連遺伝子に今

までに報告のない変異を見出した（Iwamoto, et al., PLoS One, 2019, Takii, et al., Sci. Rep., 2020）．

一方，地域流行株の解析(Izumi, et al., BMJ Open, 2019)から、高伝播性の株の存在も推定され、

これらの株の遺伝子変異と細胞生物学的な病原性との関連については，今後解析を予定してい

る． 
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Contribution of arginine deiminase pathway to the acid tolerance response in Mycobacterium avium substrains avium and
hominissuis

結核菌遺伝子型別法の結核菌と  BCG の鑑別への応用

Retrospective Study for Estimation of Mycobacterium bovis BCG Based on Variable Number Tandem Repeated Location

 ４．発表年

 ４．発表年



2017年

2017年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第29回微生物シンポジウム

The 52nd US-Japan Mycobacteria Panel Meeting 2018  in Niigata, Japan.（国際学会）

第91回日本細菌学会総会

第29回微生物シンポジウム

 ２．発表標題

 ３．学会等名

瀧井猛将、谷口恵一、長谷川倫宏、森重雄太、田中崇裕、櫻田紳策、 小野嵜菊夫

森重雄太、瀧井猛将
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Kato, Makoto Kuroda
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Asian tubercle whole genome sequence database, "Genome Research for Asian Tuberculosis, GReAT"
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