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研究成果の概要（和文）：結核菌を代表とする抗酸菌の細胞壁には、リポアラビノマンナン（LAM）と呼ばれる
糖脂質が存在している。特に、結核菌などのManLAMは食胞の成熟を阻害することが知られているが、その詳細な
分子機構はよく分かっていない。研究代表者は、ManLAMがLacCerのクラスター形成に伴うスフィンゴ脂質代謝を
阻害し、抗酸菌による細胞内寄生の原因となっているのではないかという仮説を立て、研究を行った。その結
果、病原性抗酸菌はManLAMを利用して、LacCerのリピドラフトに存在するスフィンゴ脂質を介した生理活性脂質
の産生を抑制して、食胞とリソソームの融合を阻害していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Lipoarabinomannan (LAM) is glycolipid that abundantly present in the cell 
walls of all mycobacterial species, including Mycobacterium tuberculosis. In particular, M. 
tuberculosis are known to have ManLAM and inhibit phagosome maturation. However, the detailed 
molecular mechanism is not well understood. The principal investigator hypothesized that ManLAM 
directly inhibits sphingolipid metabolism associated with LacCer-enriched lipid rafts in 
mycobacteria-containing phagosomes, resulting in intracellular survival of pathogenic mycobacteria, 
such as M. tuberculosis. The principal investigator found that pathogenic mycobacteria use ManLAM to
 inhibit the production of bioactive lipids through LacCer-enriched lipid rafts-dependent 
sphingolipid metabolism, thereby preventing phagosome maturation.

研究分野：感染症内科学、機能生物化学

キーワード： 結核菌　病原性抗酸菌　リポアラビノマンナン　ManLAM　自然免疫　スフィンゴ脂質代謝　好中球　食
胞成熟
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を行ったことで、スフィンゴ脂質代謝酵素及び生理活性脂質が関与する食胞成熟機構の全容解明に近づい
た。このような学術的意義だけでなく、本研究では病原性抗酸菌がManLAMを利用してどのようにヒト自然免疫担
当細胞内のスフィンゴ脂質代謝へ影響を与え寄生するのかを詳らかにした。そのため本研究成果は、上記メカニ
ズムを標的とした新規病原性抗酸感染症の治療薬や治療法の開発に結び付いており、極めて社会的意義が大きい
ものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
結核菌を代表とする抗酸菌の細胞壁には、リポアラビノマンナン（LAM）と呼ばれる糖脂質
が存在しており、抗酸菌の生存に必須の分子であることが知られている。LAMは病原性と非病
原性抗酸菌との間で末端のキャップ構造が異なる。病原性を有する結核菌や Mycobacterium 
avium complex (MAC)などの非結核性抗酸菌はマンノースキャップ型の LAM（ManLAM）を
有する一方で、M. smegmatisなどの非病原性抗酸菌はホスファチジルイノシトールキャップ型
の LAM（PILAM）を有することが知られている。また、ManLAMは PILAMとは異なり、食
胞の成熟を阻害することが知られているが、その詳細な分子機構はよく分かっていない。 
好中球は自然免疫において重要な役割を果たしている。スフィンゴ脂質であるラクトシルセ
ラミド（LacCer）やスフィンゴミエリン（SM）は、これらの細胞に豊富に発現しており、コレ
ステロールや様々なシグナル伝達分子と共に、スフィンゴ脂質代謝の起点となり得るリピドラ
フト（マイクロドメイン）を形成している。研究代表者はこれまでに、結核菌由来ManLAMを
コートしたポリスチレンビーズをヒト好中球へ取り込ませると、食胞における LacCerのクラス
ター形成阻害が起こり、シグナル伝達分子である Hck との会合が妨害され、その結果、リソソ
ーム融合が抑制されることを明らかにしている。その一方で、ManLAM がどのように LacCer
のクラスター形成阻害を引き起こしているのかについては不明のままである。そこで研究代表
者は、‘好中球において、ManLAMが LacCerのクラスター形成に伴うスフィンゴ脂質代謝を阻
害し、抗酸菌による細胞内寄生の原因となっているのではないか’という仮説を立て、本研究を
行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、食胞におけるスフィンゴ脂質代謝酵素と LacCer のリピドラフトの局在、

ManLAMによる LacCerクラスター形成阻害とスフィンゴ脂質代謝酵素のリン酸化へ与える影
響、さらには、こうしたスフィンゴ脂質代謝酵素の活性変化がスフィンゴ脂質代謝へ与える影響
を明らかにすることを目的とした。このような検討を行うことで、病原性抗酸菌がManLAMを
利用してどのようにヒト自然免疫担当細胞内のスフィンゴ脂質代謝へ影響を与え寄生するのか
を詳らかにし、このようなメカニズムを標的とした薬剤や治療法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1）結核死菌、MAC、非病原性抗酸菌、ManLAM あるいは PILAM をコートしたポリスチレンビーズ 
を、好中球へ貪食させ、超解像顕微鏡である STED（誘導放出制御）顕微鏡を用いて、スフィンゴ
脂質代謝酵素群と LacCer の局在を解析した。さらに、生化学的に食胞を分離した後、スフィン
ゴ脂質代謝酵素群の活性化を解析した。また、食胞の抗 LacCer 抗体による免疫沈降を行った。 
(2）本研究では、スフィンゴ脂質代謝酵素が活性化された結果産生される生理活性脂質を指標と
して、細胞内におけるスフィンゴ脂質代謝酵素の活性化を測定する方法を確立した。スフィンゴ
脂質の蛍光アナログを予め好中球へ取り込ませた後、菌あるいは LAM コートビーズを取り込ま
せ、生理活性脂質を含む脂質画分を抽出、高性能薄層クロマトグラフィーにて分離展開した後、
産生蛍光生理活性脂質量を定量した。 
(3）好中球系に分化させた急性白血病細胞株である HL60 細胞を用いて、スフィンゴ脂質代謝酵
素群の発現を short interfering (si) RNA により抑制した。また、このような細胞における抗
酸菌を含む食胞とリソソームとの融合を、リソソームマーカーである LysoTracker を用いて検
討した。 
 
４．研究成果 
好中球へ各種抗酸菌あるいは LAM コートビーズを貪食させた後、スフィンゴ脂質代謝酵素群
と LacCer に対する特異抗体を用いて免疫染色し、食胞周囲における分子局在を STED 顕微鏡に
より解析したところ、非病原性抗酸菌や PILAM コートビーズを含む食胞の周囲では、LacCer の
大きなクラスターが形成され、さらには、スフィンゴ脂質代謝酵素群が集積していることが分か
った。一方で、病原性抗酸菌や ManLAM コートビーズを含む食胞ではそれら分子の局在は分散し
ていることが分かった。さらに、生化学的に食胞を分離した後、スフィンゴ脂質代謝酵素群の活
性化を解析したところ、PILAM ビーズを含む食胞では 2種類のスフィンゴ脂質代謝酵素の活性化
が認められたのに対して、ManLAM ビーズを含む食胞ではそのような活性化は認められなかった。
また、抗 LacCer 抗体による食胞の免疫沈降を行ったところ、PILAM ビーズを含む食胞では LacCer
のリピドラフトへのスフィンゴ脂質代謝酵素の会合が認められた。しかしながら、ManLAM を含
む食胞ではそのような会合は認められなかった。 
細胞内におけるスフィンゴ脂質代謝酵素の活性を測定するため、スフィンゴ脂質の蛍光アナ
ログを予め好中球へ取り込ませた後、菌あるいは LAM コートビーズを取り込ませ、生理活性脂質
を含む脂質画分を抽出、高性能薄層クロマトグラフィーにて分離展開した後、産生蛍光生理活性
脂質量を定量した。その結果、PILAM を含むビーズを取り込ませると、酵素活性の上昇が認めら



れるのに対して、ManLAM を含むビーズを取り込ませてもそのような上昇は認められなかった。
またこのような結果は各スフィンゴ脂質代謝酵素特異的な阻害剤を用いた検討によっても裏付
けされた。さらに、好中球系に分化させた急性白血病細胞株である HL60 細胞を用いて、スフィ
ンゴ脂質代謝酵素群の発現を si RNA により抑制したところ、非病原性抗酸菌であるにも拘らず、
食胞へのリソソーム融合が大きく減少した。以上の結果から、病原性抗酸菌は ManLAM を利用し
て、LacCer のリピドラフトに存在するスフィンゴ脂質を介した生理活性脂質の産生を抑制して、
食胞とリソソームの融合を阻害していることが分かった。 
自然免疫細胞が生体内から病原微生物を排除するためには、スフィンゴ糖脂質のリピドラフ
トや CD11b/CD18 のようなパターン認識受容体を介した貪食機構を抑制するか、細胞内に取り込
まれてもスフィンゴ脂質代謝が活性化され食胞成熟が促進されることが重要である。研究代表
者はこのような点にも着目し、好中球やマクロファージによる抗酸菌の貪食を特異的に抑制す
る抗体を見出すとともに、この抗体機能は血清により活性化されることを発見した。 
今後は、スフィンゴ脂質代謝酵素により産生される生理活性脂質が食胞とリソソームとの融
合にどのような役割を果たしているのかを明らかにする予定である。実際既に研究代表者は予
備検討を行うことで、この生理活性脂質がある種のタンパク質へ特異的に会合することを明ら
かにしている。このように、スフィンゴ脂質代謝酵素及び生理活性脂質が関与する食胞成熟機構
の全容解明とともに、上記に示した抗体がどのように食胞成熟機構へ関与するか網羅的に解析
することで、新規病原性抗酸菌感染症治療薬の開発に結びつけたいと考えている。 
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