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研究成果の概要（和文）：結核菌感染によって感染肺で肉芽腫が形成される。肉芽腫中における泡沫化マクロフ
ァージ（FM）は、結核菌増殖の場であり、乾酪壊死がFMから形成される。このことから、FMの特徴を明らかにす
ることは、結核制御において重要である。本研究では、結核菌感染C3HeB/FeJマウス感染肺を用いて、空間的マ
ルチオミックスによってFMマーカーの同定を行った。4つのタンパク質および遺伝子がFM画分で共通して発現上
昇していることが明らかになった。また、免疫染色によってこれらのマーカーがFMに局在していることを確認し
た。GSEA解析によって、FMではM2マクロファージとmTORC1シグナルの活性化が認められた。

研究成果の概要（英文）：Infection of Mycobacterium tuberculosis leads to the development of 
tuberculosis (TB) with the formation of granulomatous lesions. Foamy macrophages (FM) are the 
hallmark of TB granulomas, because they provide the primary platform of M. tuberculosis 
proliferation and the main source of caseum necrosis. In this study, we applied spatial multiomic 
profiling to identify the signatures of FM within the necrotic granulomas developed in C3HeB/FeJ 
mice. Four proteins and genes have been identified to be commonly enriched in FM region of necrotic 
granulomas. Immunohistochemistry confirmed the localization of identified signatures to FM of 
necrotic granulomas. Gene set enrichment analysis of transcriptomic profiling revealed the 
upregulation of genes related to M2 macrophage activation and mTORC1 signaling in FM.

研究分野：感染免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肉芽腫中における泡沫化マクロファージ（FM）は、結核菌増殖の場であり、FMが壊死することによって乾酪壊死
が形成される。このことから、FMの特徴を明らかにすることは結核制御において重要である。本研究で明らかに
した結核肉芽腫でのFMにおける遺伝子発現様式によって、FMを標的にした宿主標的療法開発や結核発病進展予測
マーカー開発への応用が期待できる。また、FM形成過程について新しい知見を提供するとともに、結核肉芽腫の
病理生態学に対してさらなる理解を深めることができる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
結核菌は細胞内寄生性細菌であり、個体に感染しても自然免疫では効率よく殺菌分解されず、適
応免疫によって感染結核菌の封じ込めが行われる。すなわち、感染結核菌を中心にマクロファー
ジが集積して、その外周をリンパ球で取り囲むことによって肉芽腫が形成される。結核肉芽腫で
は、リンパ球から産生される IFN-γ、TNF-αなどの炎症性サイトカインによってマクロファー
ジが活性化されて、感染結核菌が殺菌される。また、殺菌から回避した結核菌はマクロファージ
の「障壁」に封じ込められてしまう。しかし、結核菌の増殖が阻害されずに炎症反応が持続する
と、結核菌マクロファージは細胞内に脂質体を蓄積して、泡沫化マクロファージに分化する。泡
沫化マクロファージは結核の進行に伴い、肉芽腫の形成、維持、感染伝播において中心的な役割
を果たす。泡沫化マクロファージが壊死することによって、肉芽腫の中心で乾酪壊死が形成され
る。乾酪壊死に存在する結核菌は、抗菌物質や低酸素によって菌数を減少させて殺菌されるが、
その一部は持続感染状態に移行すると考えられている。さらに炎症反応が持続すると、最終的に
は空洞が生じて排菌源になる。播種過程では、結核菌に感染した泡沫化マクロファージが元の肉
芽腫から遊離して、その後、二次的な肉芽腫性病変が形成される。近年、結核菌感染マクロファ
ージにおける詳細な特徴が解析されて、感染マクロファージ内での結核菌増殖に宿主脂質代謝
が関与していることが示されている。さらに、mTORC1 シグナルを含むいくつかの細胞内シグナ
ル伝達経路が、結核菌感染マクロファージにおける脂質体形成を制御している。しかし、肉芽腫
内の泡沫化マクロファージにおけるタンパク質および遺伝子発現様式については十分に理解さ
れていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、乾酪壊死を伴う肉芽腫における泡沫化マクロファージの特徴を明らかにするため、
結核菌感染によって乾酪壊死を伴う肉芽腫を形成する C3HeB/FeJ マウスの感染肺を用いて、お
よび空間的マルチオミックスを行った。泡沫化マクロファージを含む画分の特徴的遺伝子とし
て、M2 マクロファージのマーカー遺伝子が存在していたため、M1 マクロファージに対するマー
カー遺伝子の局在も明らかにした。遺伝子発現様式の解析によって、泡沫化マクロファージ層で
は M2 マクロファージの活性化と mTORC1 シグナルが活性化されていることを明らかにした。 
 
３．研究の方法 
1. C3HeB/FeJ マウスに結核菌を感染させて、感染肺の組織透明化を行った。免疫染色を行い、
蛍光顕微鏡で組織透明化の評価を行った。 
2. C3HeB/FeJ マウス感染肺切片を用いて、レーザーマイクロダイセクション法によって、乾酪
壊死、泡沫化マクロファージ層、細胞層の 3層に分画した。 
2. それぞれの画分からタンパク質もしくは RNA を抽出して、プロテオミクス、トランスクリプ
トミクスを行った。 
3. プロテオミクス、トランスクリプトミクスで共通して泡沫化マクロファージ層で共通して蓄
積しているタンパク質の局在を免疫染色法によって明らかにした。 
4. Gene set enrichment analysis（GSEA）によって、泡沫化マクロファージ層を特徴づける遺
伝子発現様式を明らかにした。 
 
４．研究成果 
1. 組織透明化技術による結核菌感染肺の観察 
DsRed 発現結核菌をマウスに感染させて、感染肺を固定したのちに、組織透明化を行った。免疫
染色はマクロファージ、もしくは好中球を染色することを明らかにしている抗体を直接蛍光物
質でラベルして行った。蛍光顕微鏡で観察した結果、感染肺での結核菌およびマクロファージ、
好中球を可視化することができた。脂質が非常に多く含まれる感染肺のため、脱脂工程を充分に
行うことによって感染結核菌、および染色した細胞を蛍光顕微鏡で非常に明確に観察できた。 
2. 泡沫化マクロファージマーカー遺伝子の探索 
結核肉芽腫における新しいマーカー探索のために、泡沫化マクロファージに特異的に発現して
いる遺伝子に注目した。結核菌感染 C3HeB/FeJ マウスの感染肺組織を用いて、肉芽腫をレーザー
マイクロダイセクション法によって乾酪壊死、泡沫化マクロファージ創、その外周の細胞層に分
画した。それぞれの画分のプロテオミクス、トランスクリプトミクスを行い、泡沫化マクロファ
ージ層で共通して発現が増加しているタンパク質・遺伝子を同定した。その結果、4遺伝子（PLIN2、
ARG1、MSR1、LGALS3）を同定することができた。同定したタンパク質は、免疫染色の結果、泡沫
化マクロファージ層に局在していることが明らかになった（図 1）。PLIN2 はこれまでの報告で、
アテローム性動脈硬化における泡沫細胞やヒト結核病理標本組織における泡沫化マクロファー
ジで特異的に発現している遺伝子あることが明らかになっている。このことから、PLIN2 陽性細
胞を泡沫化マクロファージとして、他マーカーとの共局在を明らかにした。MSR1、LGALS3 は PLIN2
陽性細胞に局在していたことから、これらの遺伝子は泡沫化マクロファージマーカーであるこ



とを示唆する。また、ARG1 は泡沫化マクロファージと共局在している細胞と共局在していない
細胞が存在していた。M2マクロファージのマーカー遺伝子である MSR1、ARG1 が泡沫化マクロフ
ァージに局在していたため、M1マクロファージマーカーである iNOS、CD68 の局在も明らかにし
た（図 1）。その結果、両 M1 マクロファージマーカーは泡沫マクロファージ層および細胞層に局
在していた。また、PLIN2 との共局在解析の結果、両マーカーが泡沫化マクロファージ共局在し
ている細胞と、共局在していない細胞が存在した。以上の結果は、M1、M2 マクロファージが泡
沫化マクロファージ層に移動していること、M1、M2 マクロファージマーカーが局在している泡
沫化マクロファージが存在することを示唆する。 
泡沫化マクロファージ層における特異的な遺伝子発現様式を GSEA によって明らかにした。その
結果、泡沫化マクロファージ層では、M2 マクロファージの活性化に関する遺伝子発現が増加し
ていること、細胞増殖に関わる mTORC1 信号に関する遺伝子発現が増加していることが明らかに
なった。本研究で明らかにした結核肉芽腫での泡沫化マクロファージにおける遺伝子発現様式
によって、泡沫化マクロファージを標的にした宿主標的療法開発や結核発病進展予測マーカー
開発への応用が期待できる。 
 

 
図 1 泡沫化マクロファージマーカーの局在 
（A）PLIN2、（B）ARG1、（C）MSR1、（D）LGALS3、（E）iNOS、（F）CD68 の結核菌感染 C3HeB/FeJ マ
ウス肺における乾酪壊死を伴う肉芽腫への局在を示す。 
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