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研究成果の概要（和文）：人類最古の感染症の一つである結核は、今なお年間140万の人命を奪い甚大な被害を
もたらしている。結核の撲滅を困難にしている一因として、その原因菌であるヒト結核菌の休眠・宿主内潜伏と
いう特異な性質が挙げられる。本研究では、菌が産生する細胞外小胞（メンブレンベシクル：MV）に着目して結
核菌の潜伏の分子機序解明を図った。組換え菌作成により、MV産生制御因子の同定を試みた。一方で、MVが宿主
免疫に及ぼす影響についても解析を行なった。培養条件の違いによって、MVの免疫刺激活性、免疫原性が大きく
変化することが明らかになった。さらには、MVの免疫誘導性を利用した新たな結核ワクチン開発の可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Tuberculosis (TB), one of the oldest infectious diseases known to mankind, 
still claims 1.4 million lives annually and causes tremendous damage. One of the factors that make 
the eradication of TB difficult is the unique properties of the causative agent, Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), such as dormancy and latency in the host. Here, we investigated the role of 
mycobacterial membrane vesicles (MVs), the extracellular vesicles from bacteria, in latency of Mtb. 
By creating recombinant bacteria, we attempted to identify the regulators of MV production. On the 
other hand, we also analyzed the impact of MV on host immunity. It became clear that the 
immunostimulatory activity and immunogenicity of MVs changed significantly depending on the culture 
conditions of MV-donor cells. Furthermore, the possibility of developing a novel vaccine against TB 
using mycobacterial MVs was demonstrated.

研究分野： 細菌学

キーワード： 結核　メンブレンヴェシクル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦での新規登録結核患者数は減少傾向にあるが、全世界的にはアジア・アフリカ・南米を中心に、結核はいま
だに猛威をふるっている。新規抗結核薬の開発などにより結核死亡者数は減少傾向にあるものの、HIV陽性患者
における結核死、多剤耐性結核の発生は増加しており、結核の撲滅には依然として解決すべき課題が山積してい
る。
ウシ型結核菌弱毒株BCGワクチンは唯一確立された結核予防法であるが、その有効性は小児期に限られること、
時にBCG感染症の副作用が出現することなど、問題点も指摘されている。
抗酸菌由来の膜小胞の新規結核ワクチンへの応用は、結核制御への新たなアプローチとなりうる。

※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 
三大感染症の一角を担い、未だ年間 140 万もの人命を奪い続ける結核は、エジプトのミイラ

にもその痕跡が見られる、人類最古の感染症の一つである。病因たる結核菌はヒトを宿主に感染
するが、感染後速やかに増殖せず、宿主細胞内で休眠菌となり数年から数十年と長期に渡る潜伏
を果たす。結核菌の潜伏感染者数は、全世界人口の 4 分の 1 に及び、そのうち年間 5−10%が結
核を発症する。即ち、結核の制圧には潜伏感染者への介入が必須であり、結核菌の休眠・潜伏の
詳細な機序の解明とそれに伴う新規治療標的の創出が求められている。 
 いずれの細菌種もタンパク質や脂質、核酸で構成される細胞外膜小胞（Membrane Vesicle, 
MV）を産生する。MV は細菌－細菌間だけでなく、細菌－宿主間における細胞間情報伝達を担
っていると考えられているが、MVが菌の生存や宿主へ与える影響など、その役割は十分に理解
されていない。多くの細菌種から産生される MV は免疫誘導性を有し、MV を用いたワクチン
開発研究が盛んに行われている。事実、髄膜炎菌由来の MV を用いた髄膜炎起因ワクチンは既
に欧米で上市されている。一方で、結核菌の MV に関しては、宿主免疫応答に対して抑制的な
作用を有することがこれまでに報告されている。結核の疾患起因性を考慮すると、この作用は結
核菌に特徴的な宿主内潜伏において重要な役割を果たしている可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
本研究は、結核菌が宿主免疫を回避して潜伏を達成する分子機序を解明し、最終的には潜伏を

阻害することで宿主細胞による殺菌を促す、新たなコンセプトの治療開発を目指す。 
具体的には、（１）遺伝子組換えにより MV低産生・高産生株を作成し、MV が菌の増殖や潜

伏に果たす役割を明らかにし、（２）MV のもつ免疫学的性状の解析を、培養細胞や動物（マウ
ス）を用いて行う。 
 
３．研究の方法 
取り扱いの容易さから結核菌近縁で非病原性の Mycobacterium smegmatisや、ウシ型結核菌
弱毒株 BCGを用いて、以下の研究を実施した。 

（１）CRISPR interference（CRISPRi）を用いて組換え抗酸菌株を作成し、MV産生制御因子を
同定すると共に、MV 低産生・高産生株を作成する。 
MVに発現するタンパク質を質量分析にて同定し、M. smegmatisや BCGでこれらの分子の発現
抑制（KD）株を作出、MV 産生量を評価して MV 産生制御因子の探索を行う。その結果をもと
に作出した、MV 低産生・高産生株を用いて感染実験を実施して、菌の宿主内生存における MV
の役割を解明する。 

 
（２）BCG由来 MVのもつ免疫学的性状の解析 
ⅰ．自然免疫刺激活性の評価 
ヒト由来マクロファージ様 THP1 細胞を BCG 由来 MV で刺激、サイトカイン・ケモカイン産
生を評価する。 

 
ⅱ．免疫原性の評価 
BCG由来 MVを用いて、マウスを免疫して BCG特異的な抗体産生誘導の評価を通して、MVの
もつ免疫原性を評価する。 

 
４．研究成果 
（１）予備検討で、結核菌由来 MVに発現する全タンパク質の同定を質量分析で行なっていた。

その結果から、大腸菌などで既知の MV 産生制御因子と相同性の高い分子を結核菌での MV
産生制御因子の候補とした。分子の局在性や機能、MVでの発現量などから、5つの分子に候
補を絞り、CRISPRiを用いて M. smegmatisで KD 株を作出した。5つの候補分子のうち、1
分子では MV 量に変化が認められなかったが、1分子では KDにより MV 量が顕著に減少、残
りの 3 分子では KD により MV
量が顕著に増加した。 
次に、BCGでもこれら 5つの分
子の KD 株の作出を試みた。M. 
smegmatis で KD により MV 量
が減少した分子を、BCG で KD
してもMV量の減少は認められ
なかった。他の分子でも KDに
よりMV量が減少する分子は認
められず、MV 低産生株の作出
ができなかった。 

攪拌培養 静置培養

図1．BCG由来MVの⾛査型電⼦顕微鏡像



（２-ⅰ）2つの異なる培

養条件（攪拌培養、静置培

養）で得られた BCG 由来

の MV（図 1、走査型電子

顕微鏡像）を用いて分化

THP1細胞を刺激、qPCR 法

によりサイトカイン・ケ

モカインなど炎症関連の

遺伝子発現を評価したと

ころ、静置培養由来の MV

ではインターロイキン

（IL）-6と IL-10の発現

が有意に上昇するが、攪

拌培養由来の MV ではい

ずれの遺伝子も発現が変

化しなかった。次に、MV

で刺激した分化 THP1細胞の培養上清を用いて、Bio-Plexにより網羅的なサイトカイン・ケモカ

インの産生量を評価した。qPCR での検討と同様に、静置培養由来の MV では IL-1βや IL-6、IL-
10、IL-17、腫瘍壊死因子αなど様々なサイトカイン・ケモカインの産生が誘導された。一方で、

攪拌培養由来の MVではいずれも産生誘導されなかった（図 2）。さらに、CRISPR/Cas9 法を用い

て、Toll 様受容体（TLR）2 欠損 THP1細胞を作出、分化した細胞を MVで刺激したところ、野生

株 THP1細胞で認められたサイトカイン産生誘導が欠損株では完全に消失した。以上の結果から、

静置培養で得られた BCG由来の MVは TLR2を介して自然免疫を刺激することが明らかとなった。 

 

（２−ⅱ）攪拌培養、静置培

養から得られた MVをアジュ

バント（poly(I:C)または

Alum）を併用して、6−8 週齢

雌性 BALB/c マウスに経鼻免

疫した。1回目の免疫の 3 週

間後に再度免疫を行い、そ

の 2 週間後にマウスを剖検

して血清、唾液、肺胞洗浄

液、鼻腔洗浄液を得た。BCG

菌体成分を固相化した 96 ウ

ェルプレートを用いて、各

サンプル中の抗 BCG 抗体

（IgA および IgG）の量を

ELISAにて半定量した。自然

免疫刺激活性の弱い攪拌培

養由来の MVは単独でも、アジュバントを併用しても有意な抗体産生は認められなかった。一方

で、強い自然免疫刺激活性を示した静置培養由来の MVは単独では抗体産生を誘導できなかった

が、アジュバントとして poly(I:C)を併用することで、有意に抗体産生を誘導できた（図 3）。 

 

次に、静置培養由来の MVに

より誘導された抗体が、感

染防御に寄与するかを検

討した。MVをアジュバント

併用下で、6−8 週齢雌性

BALB/c マウスに経鼻また

は皮下投与により 3週間隔

で 2回免疫し、その 2 週間

後に BCG を経鼻感染させ

た。感染から 2 週間後に剖

検して肺を摘出、肺内の

BCG 生菌量を評価した。ア

ジュバントとして大腸菌 Nissle 株由来の MVを用いて、BCG由来 MVを皮下接種した群で、BCGワ

クチンと同等の肺内生菌数の減少が認められた(図 4)。 

図2．BCG由来MVによるサイトカイン・ケモカイン産⽣誘導

PBS、静置培養由来MV（Static）、攪拌培養由来MV（Planktonic）でTHP1細胞を刺激、24時間後
の培養上清中のサイトカイン・ケモカインの分泌量をBio-Plexにて定量した。

図3．BCG由来MVの経⿐免疫による抗BCG抗体産⽣誘導

肺胞洗浄液 ⿐腔洗浄液 唾液 ⾎清

肺胞洗浄液 ⿐腔洗浄液 唾液 ⾎清

左から順に①対照群、②攪拌培養MV単独群、③攪拌培養MV＋Alum群、
④攪拌培養MV＋poly(I:C)群、⑤静置培養MV単独群、⑥静置培養MV＋Alum群、
⑦静置培養MV＋poly(I:C)群

図4．静置培養から得たBCG由来MV免疫の感染防御能の評価

左から順に
①対照群
②BCG-MV＋poly(I:C)経⿐接種群
③BCG-MV＋EcN-MV経⿐接種群
④BCG-MV＋poly(I:C)⽪下接種群
⑤BCG-MV＋EcN-MV⽪下接種群
⑥BCGワクチン⽪内接種群
（EcN-MV：⼤腸菌Nissle株由来MV）
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