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研究成果の概要： 
蛍光ラベルした Mycobacterium tuberculosis H37Rv（結核菌）を、GFP 融合各種 Rab GTPase

を発現する Raw マクロファージ細胞に感染させて、Rab タンパク質が局在している結核菌ファ

ゴソームの割合を共焦点レーザー顕微鏡で調べて、黄色ブドウ球菌ファゴソームと比較した。 

Rab8、Rab9、Rab22b などは黄色ブドウ球菌、結核菌ファゴソームと同様の局在変化を示した。

Rab11、Rab20、Rab37 は黄色ブドウ球菌ファゴソームに局在するが、結核菌ファゴソームには

局在しなかった。Rab23、Rab34、Rab39 は Rab7 と同様に結核菌ファゴソームに局在するが、そ

の局在は黄色ブドウ球菌に比べて制限されていた。 

結核菌ファゴソームからかい離する Rab GTPase のファゴソーム熟成における機能を明らかに

するために、これらのドミナントネガティブ変異体を発現するマクロファージにおいて、ファ

ゴソームの酸性化とファゴソームへのカテプシン D の局在を調べた。Rab7、Rab20、Rab39 はフ

ァゴソームの酸性化に、Rab7、Rab20、Rab32、Rab34、Rab38 がカテプシン D のファゴソームへ

の局在に関与することが明らかになった。以上の結果は、ファゴソーム熟成とファゴリソソー

ム形成に数種類の Rab タンパク質が関与すること、結核菌はこれらの Rab タンパク質の細胞内

局在を変調させることによって細胞内寄生を獲得していることを示唆する。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
19 年度 2,000,000 0 2,000,000 

20 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 390,000 3,690,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学 
キーワード：結核菌・マクロファージ・Rab GTPase・ファゴソーム熟成 
 
１．研究開始当初の背景 

Mycobacterium tuberculosis（結核菌）は細

胞内寄生性細菌で、貪食されたマクロファー

ジ内で細胞増殖を行うことができる。結核菌

の細胞内増殖能はファゴリソソーム形成を

阻害することによって獲得している。これま
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で、結核菌は多量のアンモニアを産生して、

ファゴリソソーム形成を阻害することが示

唆されている。また、結核菌体膜成分の糖脂

質もファゴリソソーム形成を阻害するとい

われている。結核菌やその類縁の抗酸菌のゲ

ノムプロジェクトは完了しており、トランス

ポゾン変異株ライブラリーとマイクロアレ

イを用いて結核菌の病原性決定遺伝子やマ

クロファージ内における増殖に必要な遺伝

子の同定が行われている（PNAS. 2003; 100: 

12989-94、PNAS. 2005; 102: 8327-32）。し

かし、明確なファゴリソソーム形成阻害因子

の同定や、結核菌因子と宿主細胞因子の相互

作用についてはまったく明らかになってい

ない。 

近年、細胞内小胞輸送の研究は非常に発展し、

さまざまな分子が同定され、その機能が解明

されつつある。結核菌感染マクロファージに

おける小胞輸送の研究は、主に Deretic 等の

研究グループによって行われている。

Deretic 等は、小胞輸送を制御する Rab 

GTPase に注目して、後期エンドソームマーカ

ーである Rab7 が、結核菌ファゴソームに局

在しないことを示している。このことは、

Rab7 が結核菌ファゴソームに局在しないた

めに、ファゴリソソーム形成が阻害されるこ

とを示唆する（Annu Rev Cell Dev Biol. 2004; 

20: 367-94.）。また、Rab14 や Rab22a が結核

菌ファゴソームに局在することによってフ

ァゴソーム熟成を阻害することを示してい

る(EMBO J. 2006, 25: 5250-9、J Cell Biol. 

2006, 174: 923-9)。しかし、結核菌感染マ

クロファージにおいて網羅的に Rab GTPase

の局在を明らかにした研究はこれまでなか

った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、結核菌ファゴソームに(a)貪食

直後に後期エンドソーム小胞が融合する機構

と(b)後期エンドソーム小胞やリソソーム小

胞が解離する機構を調べることによって、結

核菌のファゴリソソーム形成阻害における膜

小胞輸送機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) GFP 融合 Rab GTPase 発現マクロファー

ジ：pEGFP-C1 にマクロファージ発現 Rab 

GTPaseをクローニングしたプラスミドを作成

した。これらのプラスミドをもちいて、

Raw264.7マクロファージ細胞に電気穿孔法に

よって遺伝子導入した。  

(2) 結核菌感染マクロファージの顕微鏡観

察：遺伝子導入を行ったマクロファージ細胞

に結核菌を感染させた。結核菌感染マクロフ

ァージを 1% パラフォルムアルデヒドを含む

PBS で固定して、PBS で洗浄後に顕微鏡観察を

行った。顕微鏡観察は LS-1 共焦点レーザー顕

微鏡システム（横河電機）を用いて行った。

(3) 免疫染色：結核菌感染マクロファージを

3%パラフォルムアルデヒドを含む PBS で固定

して、PBS で洗浄した後、カテプシン D 抗体

を用いて免疫染色を行った。その後、顕微鏡

観察を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 後期エンドソームマーカータンパク質で

ある Rab7 はこれまで結核菌ファゴソームに

は局在しないといわれていた。しかし、本研

究の結果、感染 30 分後の 80%以上の結核菌フ

ァゴソームに Rab7 が局在することが明らか

になった。その後、Rab7 は結核菌ファゴソー

ムからかい離して、感染 6 時間後には、Rab7

陽性結核菌ファゴソームは30%まで減少した。 

(2) ファゴリソソーム形成を促進する RILP

タンパク質は感染 30分後には 30%の結核菌フ

ァゴソームに局在していたが、その後、増加

しなかった。 

(3) リソソームマーカータンパク質である

CD63は結核菌ファゴソームには局在しないと

いわれていた。しかし、CD63 は結核菌ファゴ

ソームに感染６時間後において局在していた。 

(4) 他のリソソームマーカータンパク質であ

る LAMP-2 も感染 30 分後に結核菌ファゴソー

ムに局在したが、その後減少した。 

(5) 40 のマクロファージ発現性 Rab GTPase

を GFP 発現プラスミドベクターにクローニン

グした。マクロファージにおいてこれらのGFP

融合 Rab GTPase の発現を確認できた。 

(6) 黄色ブドウ球菌ファゴソームと結核菌フ

ァゴソームに局在する Rab 遺伝子を比較した。

黄色ブドウ球菌ファゴソームには20のRab遺

伝子が局在したが、結核菌ファゴソームには

そのうちの15のRab遺伝子に局在変化を確認

した。 

(7) これらのドミナントネガティブ変異体を

発現するマクロファージにおいて、ファゴソ

ームの酸性化とファゴソームへのカテプシン

D の局在を調べた。Rab7、Rab20、Rab39 はフ

ァゴソームの酸性化に、Rab7、Rab20、Rab32、

Rab34、Rab38 がカテプシン D のファゴソーム

への局在に関与することが明らかになった。 

(8) これまで、結核菌ファゴソームには初期

エンドソームタンパク質は局在するが、後期

エンドソームタンパク質やリソソームタンパ

ク質は局在せずに、ファゴソーム熟成が阻害

されていると考えられていた。本研究におい



て、ファゴソーム熟成とファゴリソソーム形

成に数種類の Rab タンパク質が関与すること、

結核菌はこれらの Rab タンパク質の細胞内局

在を変化させることによって細胞内寄生を獲

得していることを示唆する。 
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