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研究成果の概要（和文）：ヒト血清が特異的に有する結核菌増殖抑制効果に着目し、新規の抗結核菌物質の同定
を図った。ヒト型結核菌（Mycobacterium tuberculosis）またはウシ型結核菌弱毒株BCGを用いて検討した。ヒ
ト血清中に存在し、タンパク質や核酸など多くの生体分子を内包するエキソソームに注目し検討を行ったが、エ
キソソームによる抗結核菌作用は認められなかった。また、血清の抗結核菌作用は、非働化により消失し、補体
による影響を受けなかったため、血中の抗菌ペプチドの関与が疑われた。今後、さらなる解析により抗結核菌物
質の同定を図る。

研究成果の概要（英文）：In the presence of human serum, Mycobacterium tuberculsis and BCG cannot 
grow. In this study, we try to explore a novel anti-mycobacterial agent in human serum, which may 
suppress mycobacterial growth in healthy persons. We first expected that the exosomes in serum might
 be involved in this phenomenon, but serum exosomes did not have anti-mycobacterial effect. Rather, 
exosome-depleted serum could suppress mycobacterial growth. Anti-mycobacterial activity of 
exosome-depleted serum may be brought by anti-bacterial peptide, such as cathelicidin or defensin, 
and further examination is required.

研究分野： 細菌学

キーワード： 高齢者結核
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１） 結核菌は経気道的に宿主体内に侵入し、
肺胞マクロファージ、樹状細胞や単球に感染し、
増殖する。マウスやモルモットにおいて結核菌
感染は致死的であるが、自然宿主であるヒトに
おいて初感染時に発病へと至るのは 5％以下と
稀である。免疫応答による菌の除去や肉芽腫形
成による封じ込めが大きな要因であるが、感染し
た菌はこれら宿主の防御機構に屈する事なく生
体内で生存し続ける（潜伏感染）。 
 
（２） 本邦の新登録結核患者数は平成 26 年に
は 1.96 万人となり、減少傾向にある。一方、かつ
て結核が蔓延していた時期からの潜伏感染の
再燃・発病が近年問題となっている。高齢者結
核はその最たる例であり、全結核患者の 7 割を
占めるまでに増加している。従って、急速に社会
の高齢化が進む我が国において、高齢者結核
の対策は急務である。免疫抑制療法や糖尿病
などによる免疫機構の破綻は潜伏感染からの再
燃・発病の誘因となる。ところが、高齢者結核患
者はこれら免疫不全の素因なく発病していること
が殆どであり、免疫機構の破綻という従来の考
えだけでは、その発病の機序は十分に説明が
できない。そこで、結核菌の自然宿主たるヒトは
自らの免疫防御機構に加えて、未知の防御機
構によって結核菌の増殖を抑制し、潜伏感染を
維持しているのではないかと考えた。両者が機
能している間は潜伏感染が維持されるが、特に
高齢者結核は後者が破綻することで発病に至る
のではないかと考えた。 

申請者は予備的検討でウシ血清に比べ、ヒト
血清存在下では結核菌の増殖が顕著に抑制さ
れる事を見出した。これまで、血清中のサイトカ
インによる免疫担当細胞を介した結核菌の増殖
抑制は知られているが、血清中の成分が直接的
に結核菌の増殖を抑制するとの報告は存在しな
い。 
 
 申請者は真核細胞における細胞間情報伝達
の新たな担い手として注目を集めているエキソソ
ームの研究を行ってきた。エキソソームは脂質
二重膜で覆われた直径 40-100 nm の細胞外小
胞で、タンパク質、mRNA、microRNA、DNA など
を内包している。最近の研究では、真核細胞の
みならず、細菌もエキソソーム様の菌外小胞を
産生している事が分かってきた。申請者は、ウシ
型結核菌弱毒株 BCG においても菌外小胞が産
生される事を確認しており、結核菌と宿主の間
でのエキソソームを介した相互の情報伝達が、
宿主の免疫応答や菌の増殖の制御に重要な役
割を果たしている可能性が高いと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト血清による結核菌の増殖抑制
の機序を明らかにし、血清エキソソームに焦点を
置いて新規の増殖抑制因子の探索・同定を行う。
同定された増殖抑制因子の発現を高齢者の結
核発病者の血清において解析し、高齢者結核
の発病の機序を明らかにする。さらには、発病リ

スクを予測する血清マーカーの開発や、発病を
阻止する新規の治療法の開発など、様々な臨
床応用を目指す。 
（１） ヒト血清より精製したエキソソームが結核菌
の増殖抑制効果を有することを明らかにする。 
（２） 血清エキソソームを介して結核菌に取り込
まれたヒト由来のタンパク質を質量分析によって
網羅的に解析、同定する。 
（３） 質量分析で同定されたタンパク質の過剰
発現細胞を作成する。結核菌との共培養を行い、
結核菌の増殖抑制能を確認する。 
（４） 結核発病者および未発症者より得られた
血清における、同定された抑制因子の発現を解
析する。結核の発病リスクとの相関を調査し、新
規血清マーカーとしての可能性を模索する。 
 
３．研究の方法 
（１） ヒト血清エキソソームの結核菌増殖抑
制効果の解析 
超遠心法により精製した、ヒト血清エキソソ
ームと可溶性タンパク質を含むエキソソー
ム除去血清とを精製する。10％ウシ血清含有
RPMI-1640 培地に血清エキソソームまたはエ
キソソーム除去血清を加え、結核菌を培養す
る。ヒト血清エキソソームまたはエキソソー
ム除去血清の添加による結核菌の増殖阻止
を解析する。 
 
（２） 血清エキソソームを介して結核菌に取
り込まれたヒト由来のタンパク質の解析・同
定 
ヒト血清エキソソームを添加した培養結核
菌とエキソソームを添加せず培養した結核
菌よりタンパク質を抽出する。結核菌へのエ
キソソームの取り込みを証明するため、ウエ
スタンブロット法によるエキソソームのマ
ーカータンパク質の発現を検出する。次に、
これらのサンプルを用いて、エキソソームを
介して取り込まれたヒト由来のタンパク質
を質量分析で網羅的に解析・同定する。 
 
（３） ヒト血清の増殖抑制作用に対する耐性
結核菌の取得とそのゲノム解析 
ヒト血清を添加したRPMI-1640培地で結核菌
を長期培養し、ヒト血清による増殖抑制に対
して耐性を獲得した結核菌を得る。複数株の
耐性結核菌と親株のゲノム解析を行い、複数
の耐性株に共通する遺伝子変異を検出し、耐
性によって生じた変異遺伝子を同定する。 
耐性株の変異タンパク質と親株の野生型

タンパク質をクローニングし、大腸菌でタグ
融合タンパク質（FLAG タグまたはヒスチジン
タグ）を産生する。これを、ヒト血清または
可溶化した血清エキソソーム（超遠心法に加
え密度勾配遠心を行い精製）と混合した後に、
免疫沈降により精製し、質量分析による解析
を行う。野生型タンパク質にのみ結合してく
るヒト由来のタンパク質を同定し質量分析
の結果と照合し、ヒト血清由来の結核菌増殖
抑制因子を絞り込む。 



 
（４） 増殖抑制因子の過剰発現細胞を作成し
結核菌との共培養 
 質量分析および耐性菌作成で絞り込んだ、
ヒト血清由来の結核菌増殖抑制因子の候補
分子をクローニングし、ヒト胎児腎細胞由来
の HEK293T 細胞で過剰発現細胞を作成する。
この細胞と結核菌をトランスウェルを用い
た共培養で結核菌の増殖を評価する。結核菌
の増殖抑制が認められた分子をヒト由来の
結核菌増殖抑制因子と同定する。尚、共培養
実験は取り扱いの容易さから、まずはウシ型
結核菌弱毒株 BCG で行う。効果が認められた
場合には、その都度ヒト型結核菌でも同様の
実験を行い確認する。 
 
（５） 同定した増殖抑制因子が新規血清マー
カーとして有用であることを明らかにする 
 同意が得られた高齢者の結核発病者およ
び未発症者の血清を用いて、同定した増殖抑
制因子の発現をウエスタンブロット法で評
価する。本研究では、宿主の免疫機構に依存
しない結核菌の増殖抑制因子の同定が目的
であるため、免疫抑制療法の既往、糖尿病や
慢性腎臓病、担癌状態など免疫機構への影響
を及ぼす疾患を有する患者は除外するもの
とする。また、臨床検体は少なくとも発病者、
未発症者ともに30検体以上を目標に収集し、
解析する。同定した増殖制御因子の発現量を
高齢者の結核発病者と非発病者で比較し、発
病リスクを反映するのに有用な新規血清マ
ーカーを同定する。 
 
４．研究成果 
菌の扱いやすさ（封じ込めレベル）から、

当初より実験はウシ型結核菌弱毒株BCGを用
いて行った。 
＜エキソソームの取り込み確認実験＞ 

健常者血清を採取し、超遠心法で血清エキソ
ソームとエキソソーム除去血清とに分離した。ま
ず、精製したエキソソームが BCG 菌体へ取り込
まれるか否かを検討した。エキソソーム存在
下で培養した菌体を回収し、菌体タンパク質
を抽出してウエスタンブロットでエキソソ
ームのマーカータンパク質の発現を確認し
た。菌体タンパク質からはエキソソームマー
カータンパク質である Integrin β1 の発現
が認められ、血清エキソソームが抗酸菌内に
取り込まれていることが示唆された。 
 
＜エキソソームの抗結核菌活性の確認＞ 
 次に、BCG を血清エキソソームまたはエキ
ソソーム除去血清存在下で培養し、その増殖
を評価した。当初の予想と異なり、血清エキ
ソソームには菌の増殖抑制効果は認められ
ず、エキソソーム除去血清において菌の増殖
抑制効果が認められた。同様の実験をヒト結
核菌を用いて行ったところ、BCG での実験と
同様に、菌の増殖抑制作用を有するのは血清
エキソソームではなくエキソソーム除去血

清であることが判明した。 
＜血清中抗結核菌物質の探索＞ 
 一般に、血清由来の抗菌分子として補体が
知られる。他にも抗菌ペプチドとして知られ
る cathelicidin LL-37 や defensin が血清中
には存在する。いずれも熱に対し不安定な物
性を有するため、非働化（56℃、30 分）によ
り血清の抗結核菌活性が消失するか検討し
た。非働化処置によって、ヒト血清およびエ
キソソーム除去血清の抗結核菌活性は消失
することが確認された。 
 さらに、非働化血清中に精製補体を添加、
或いはZymosanを用いた補体除去処理を行い、
ヒト血清中での菌の増殖を検討した。BCG お
よび結核菌ともに、補体の添加や補体除去に
よる増殖への影響は認められなかった。 
 
以上の結果より、抗菌ペプチドを含めエキソ
ソーム除去血清中の何らかの成分が抗結核
菌活性を有することが明らかとなった。今後
の研究で解析・同定を目指す。 
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