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研究成果の概要（和文）：結核菌の大きな特徴に遅発育性、細胞内寄生性そして宿主内における長期潜伏感染
（休眠様状態）がある。我々はワクチン株であるチミジル酸合成酵素ThyXの過剰発現がBCGを速育化することを
見出した。ThyX過剰発現株の遺伝子発現をRNAseqにより検討したところ葉酸代謝経路上に位置する酵素の発現が
上昇していた。それらの遺伝子の過剰発現株を作製して増殖速度を調べた結果、テトラヒドロ葉酸の合成量の増
加がBCGの増殖速度を変化させる原因となったことが推測された。

研究成果の概要（英文）：Mycobacterium tuberculosis is an intracellular pathogen, has a remarkably 
slow growth rate, and survives long periods of time in the host. We found that overexpression of 
thyX in BCG (pthyX) resulted in accelerating its growth rate. We analyzed the gene expression 
profiles in pthyX using RNAseq. Several genes in folate metabolism pathway were up-ragulated in 
pthyX. We concluded that tetrahydrofolate is the key molecule in the control of the growth rate of 
slow-growing mycobacteria.
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１．研究開始当初の背景 
 結核菌の大きな特徴に遅発育性、細胞内寄
生性そして宿主内における長期潜伏感染（休
眠様状態）がある。これまで結核菌の種々の
病原性因子の存在が明らかにされてきたが、
遅発育性であることが毒素を持たない本菌
の病原性に大きく寄与していると推測され
てきた。しかし、遅発育性と病原性の関係性
を明確にした報告は無く、未だ推測の域を出
ない。我々はワクチン株である BCG を用い
て抗結核剤パラアミノサリチル酸（PAS）に
対する結核菌の耐性機構を解析していたと
ころ、チミジル酸合成酵素のひとつである
ThyX の発現量が BCG の増殖速度に影響す
ることを示唆する結果を得た。なお、チミジ
ル酸合成酵素は葉酸代謝系とチミン合成経
路の間に位置する。結核菌・BCG をはじめ
とする抗酸菌はチミジル酸合成酵素を２種
類（ThyAと ThyX）持つ。 
 
２．研究の目的 
本研究では増殖速度が顕著に速くなった
牛型結核菌ワクチン株であるBCGを使用して、
増殖速度と結核菌の病原性の関連性を明ら
かにすることを目的とする。またこの速育化
菌を用いることで、これまで長期間掛かった
新規抗結核菌剤候補の評価の短縮化を図る。
本研究により、結核菌の病原性における遅発
育性の意義が明確にされ、結核症をはじめと
する抗酸菌症の新たな療法の方向性が示唆
されるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株と培養 
 Mycobacterium bovis BCG Tokyo-172 株（以
下 BCG Tokyo 株）を親株として作製したチミ
ジル酸合成酵素 ThyA と ThyX のそれぞれの遺
伝子 thyA と thyX の欠損株ΔthyA とΔthyX、
およびそれぞれの遺伝子の過剰発現株 pthyA
と pthyX を使用した。さらに必要に応じて他
の遺伝子の過剰発現株を作製して使用した。
BCG の培養には ADC 添加 Middlebrook 7H9 ブ
ロース、ADC添加 Middlebrook 7H10 寒天培地、
および Sauton 培地を用いた。なお、培地に
は必要に応じて抗生物質を添加して用いた。 
 プラスミドの構築には大腸菌 DH5α株を用
いて LBブロースおよび LB寒天培地で培養し
た。なお、培地には必要に応じて抗生物質を
添加して用いた。 
 
(2) 遺伝子操作 
 遺伝子操作は特に記載が無い限り一般的
な方法に準じて行なった。 
 
(3) RNA の調整 
 BCG の全 RNA の調整には Invitrogen™ 
TRIzol™ Plus RNA Purification System を用
い、添付のプロトコールに従って行った。な
お、抽出に先立ち、菌体はビーズビーダーで
破砕した。抽出後の全 RNA に混入した DNA は

DNaseI で消化し、その後 QIAGEN RNeasy Mini 
Kit を用いて精製した。 
 
(4) RNA-seq（遺伝子発現量解析） 
 RNA-seq は北海道システムサイエンス社に
委託した。次世代シーケンサーIllumina 
HiSeq を使用し、Paired-End 法 100 塩基読み
取りにより沿海配列データを取得した。得ら
れたデータは、ベースコール、フィルタリン
グ、および Index 配列による振り分けを行う
ことで処理した。 
 
(5) 定量 RT-PCR 
 定量 RT-PCR を行うために全 RNA を鋳型と
し、ランダムヘキサマープライマーを用いた
逆転写反応を行うことで cDNA を作製した。
次に作製した cDNA を鋳型として、CFX 
Connect™リアルタイム PCR 解析システム（バ
イオラッド）を使用して各遺伝子特異的プラ
イマーを用いた定量 PCR を行った。 
 
４．研究成果 
 BCG Tokyo株（親株）、ΔthyA、ΔthyX、pthyA、
およびpthyXの５株の増殖を比較したところ、
ADC 添加 Middlebrook 7H9 ブロースと ADC 添
加 Middlebrook 7H10 寒天培地のいずれを用
いた場合においても、thyX 過剰発現株である
pthyX の増殖速度が他の４株と比較して顕著
に促進された。この理由を調べるために、
pthyX と親株の間で発現している遺伝子を
RNA-seq により比較した。pthyX ではタンパ
ク質合成、DNA の複製や細胞壁の合成に関わ
る酵素の遺伝子が増加していたが、これらは
結果的に発現量が増加したと考えられる。葉
酸代謝系および関連の代謝経路では、ジヒド
ロ葉酸レダクターゼ遺伝子 dfrA、アミノメチ
ルトランスフェラーゼ遺伝子 gcvT、およびセ
リンヒドロキシメチルトランスフェラーゼ
遺伝子 glyA の発現量が pthyX で増加してい
た。また thyA とともに、コバラミン依存性
メチオニン合成酵素の遺伝子 metH の発現も
上昇していた。逆にメチレンテトラヒドロ葉
酸デヒドロゲナーゼとメテニルテトラヒド
ロ葉酸シクロ加水分解酵素、ホルミルテトラ
ヒドロ葉酸デヒドロゲナーゼ、メチオニル
-tRNA ホルミルトランスフェラーゼ、および
コバラミン非依存性メチオニンシンターゼ
の各遺伝子の発現は低下していた。以上の結
果は定量 RT-PCR を行うことで確認した。 
 次に発現量の上昇していた遺伝子につい
て、これらは増殖が促進された結果、その発
現量が増加したのか、あるいは結核菌や BCG
の増殖を促進させる原因となる可能性があ
るのかについて検討した。特に dfrA、gcvT、
および glyA に着目し、各遺伝子を自身のプ
ロモーター領域と共にクローニングし、大腸
菌―抗酸菌シャトルベクターに挿入した。作
製したプラスミドを BCG Tokyo 株に電気穿孔
法にて導入し、得られた株をそれぞれ pdfrA、
pgcvT、および pglyA とした。これらの増殖



速度を検討したところ、pgcvT と pglyA の増
殖速度は親株である BCG Tokyo 株の増殖速度
と大きな差は認められなかった。しかし、と
比較したところ、pdfrA の増殖速度は BCG 
Tokyo 株よりも顕著に促進された。 
 ジヒドロ葉酸レダクターゼはジヒドロ葉
酸（DHF）をテトラヒドロ葉酸（THF）に転換
する。一方、アミノメチルトランスフェラー
ゼあるいはセリンヒドロキシメチルトラン
スフェラーゼが働くとテトラヒドロ葉酸
（THF）は 5,10-メチレン-THFに変換される。
メチレンテトラヒドロ葉酸デヒドロゲナー
ゼとメテニルテトラヒドロ葉酸シクロ加水
分解酵素は 5,10-メチレン-THF を 5,10-メテ
ニル-THF に転換し、さらに 10-ホルミル-THF
に転換する。ホルミルテトラヒドロ葉酸デヒ
ドロゲナーゼとメチオニル-tRNA ホルミルト
ランスフェラーゼは10-ホルミル-THFをさら
に他の分子に転換する酵素である。ThyX とジ
ヒドロ葉酸レダクターゼの共通点はTHFを合
成する酵素であることから、菌体における
THF の量が増加することが BCG の増殖速度を
促進させることに繋がったと推測している。
そして、gcvT、および glyA は THF が過剰に
蓄積されたために、それを解消する目的で発
現量が増加したと考えられる。上述した他の
酵素の遺伝子については、ThyX が過剰に働き
5,10-メチレン-THF が主に THF に転換される
ことになった結果、それぞれの酵素の基質が
減少したことによってそれぞれの遺伝子の
転写量が減少したと考えられる。 
 本研究に関係する主要な代謝経路を図１
に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．本研究に関係する主要な代謝経路 
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