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研究成果の概要（和文）：本研究での解析から、結核菌の病原性に重要な RD1 が感染マクロファ
ージのカルパインおよびカスパーゼ 1の活性化を誘導し、IL-1α、IL-βやIL-18 の成熟化に関与
することが明らかとなった。また、結核菌因子 PPE37 はマクロファージの MAPK や p38 の活性化
を抑え、炎症性サイトカインである IL-6 および TNF-α産生を抑制することが示された。さらに
BCG 感染では、PD-1 を介した抑制性シグナルを阻害することで防御免疫が亢進するが、結核菌
感染の場合は PD-1 シグナル経路を阻害すると CD4+	 T 細胞が過剰反応して重度の組織傷害が生
じ、菌の排除が困難になることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study was carried out to find out the molecular mechanism as 
to how Mycobacterium tuberculosis and M. bovis BCG regulate the immune response in 
infected host. The research revealed that the RD1 locus in the M. tuberculosis genome, 
which is highly implicated in bacterial virulence, is involved in the production of IL-1α, 
IL-1β and IL-18 by promoting the activation of calpain and caspase-1, respectively. In 
addition, it is probable that mycobacterial PPE37 protein contributes to the inhibition of 
IL-6 and TNF-α production from infected macrophages. Moreover, it has been shown that 
the PD-1 signal pathway is required for the suppression of hyper-immune response to M. 
tuberculosis infection. On the other hand, it is certain that the efficacy of BCG vaccination 
is enhanced by the impediment of signal pathway.  
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１．研究開始当初の背景 
	 結核菌は、健常者に感染しても多くの場合
結核を発症せずそのまま長期間にわたり体
内で生存し続ける。その後高齢化や HIV 感染

などにより宿主免疫能が低下すると体内で
増殖し、２次感染を引き起こすことで感染の
サイクルを維持している。その結果、現在世
界人口の約 3割が結核に感染していると推定
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されており、結核は現在でも人類の脅威とな
る感染症の一つとみなされている。さらに近
年、治療困難な多剤耐性結核菌の出現が報告
されていることから、結核のさらなる感染拡
大が懸念されている。結核を撲滅するために
は、この菌が有する極めて強力な宿主防御免
疫に抵抗するメカニズムを明らかにする必
要がある。我々はこれまでの解析から、結核
菌あるいはその細菌因子とマクロファージ
との interaction が、感染の成立あるいは防
御免疫の誘導に極めて重要な意味を持つこ
とを示してきた。この機序を解明することに
より、新たな治療や結核の予防に関して有益
な情報を提供できるものと考えている。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、宿主感染防御に対する結核菌
の抵抗性メカニズムを解明することを目的
として、菌がマクロファージ機能にどのよう
な影響を及ぼすのか、さらにそれが防御免疫
にどのような効果をもたらすのかを、分子レ
ベルで明らかにすることを目的とする。マク
ロファージは結核菌を貪食すると種々の炎
症性サイトカインやケモカインを放出して
自然免疫の発現および獲得抵抗性の誘導に
関与することがわかっている。そこで、結核
菌の病原性に重要な RD1 遺伝子領域、および
最近の報告でその病原性への関与が示唆さ
れている PPE37 がマクロファージのサイトカ
イン産生に及ぼす影響を解析する。さらに最
近、ウイルスによる慢性感染の増悪に免疫
抑制性補助分子である PD-1 の関与が示さ
れている。また、BCG 感染後には PD-1 のリ
ガンドである PD-L1 分子のマクロファージ
における発現が増加することが示され、
PD-1を介した抑制経路が結核菌やBCG感染
後に誘導される宿主防御免疫に影響をおよ
ぼすことが考えられる。そこで本研究では、
結核菌や BCG に対する感染防御の制御に
PD-1 シグナル経路が関与するか否かを明
らかにする。	 
	 
３．研究の方法	 
	 (1)結核菌感染マクロファージからのサイ
トカイン産生応答における RD1 遺伝子領域の
役割を明らかにするため、結核菌 H37Rv 株お
よびその RD1 領域欠損株をマウスマクロファ
ージに感染させ、その後の各種サイトカイン
産生応答を ELISA で解析した。その結果、
H37Rv に比較して RD1 欠損株はマクロファー
ジからの IL-1α、IL-1βおよびIL-18 産生誘導
能が著しく低いことが示され、その機序につ
いて詳細な解析を行った。	 
	 (2)結核菌因子 PPE37 のマクロファージ機
能への影響を調べる目的で、PPE37 を発現す
る M.	 smegmatisを作製した。親株と組換え
体を in	 vitroでマウスマクロファージに感

染させ、その後の細胞内菌数、殺菌因子に対
する抵抗性およびサイトカイン産生応答を
解析した。	 
	 	 (3) 結核菌および BCG感染後の感染防御の
誘導における PD-1 経路の役割を明らかにす
るため、正常および PD-1 欠損マウスに結核
菌あるいは BCG を感染させ、その後経時的に
臓器内菌数、サイトカイン産生、抗原特異的
T細胞の誘導、または組織傷害の程度を調べ
た。また、BCG 感染後経時的に脾 T細胞を回
収後、正常マウスに養子移入し、結核菌 H37Rv
で攻撃感染後の臓器内菌数を測定すること
により感染抵抗性 T細胞の誘導を調べた。	 
	 
４．研究成果	 
	 (1) 結核菌 H37Rv および RD1欠損株をマウ
スマクロファージに感染させ、その後のサイ
トカイン産生応答を調べた。その結果、TNF-α
および IL-6 産生では明らかな違いは認めら
れなかったが、IL-18 および IL-1β産生では
野生株感染に比べて RD1 欠損株感染で誘導さ
れるサイトカイン産生量が有意に低いこと
が明らかとなった。一方、これらサイトカイ
ン mRNA の発現レベルに違いは認められなか
ったことから、RD1 はこれらサイトカインの
転写後のステップに作用することが示され
た。これまでの報告から、IL-18 および IL-1β
は前駆体として産生され、その後カスパーゼ
１によるプロセッシングを受けて成熟型と
して分泌されることがわかっている。そこで、
野生株および RD1 欠損株感染後のカスパーゼ
1 の活性化を調べた。その結果、野生株感染
後に見られたカスパーゼ１の活性化は、RD1
欠損株感染では認められなかった。また、野
生株感染後のカスパーゼ１活性化には細胞
内からのカリウムイオンの流出が必須であ
ることが明らかとなった。以上の結果より、
RD1 は結核菌感染マクロファージからのカリ
ウムイオンの流出に関与し、その結果として
カスパーゼ 1 が活性化され、IL-18 および
IL-1β産生が誘導されることが示された。	 
	 RD1 領域は結核菌感染マクロファージから
の IL-1α産生にも重要であることが示された。
H37Rv と RD1 欠損株感染後の IL-1α	 mRNA の発
現量および proIL-1α産生量に違いはなかっ
たが、培養上清中に分泌される成熟型	 IL-1α
量は H37Rv 感染に比較して RD1 欠損株感染で
明らかに低いことが示された。また、H37Rv
感染ではcalpainの活性化が誘導され、IL-1α
産生は calpain	 inhibitor により抑制される
こと。さらに、H37Rv 感染で誘導される IL-1α
の分泌は EGTA や BAPTA で抑制され、calcium	 
ionophore 存在下でマクロファージに RD1 欠
損株を感染させると、IL-1αの分泌が亢進す
ることが示された。以上の結果から、RD1 は
calcium	 influx を誘導し、calpain の活性化
を引き起こすことで	 IL-1αの分泌に関与す



 

 

ることが示された。	 
	 (2)抗酸菌に特有な PPE ファミリー蛋白質
のうち、PPE37 は感染マクロファージ内や宿
主体内でその発現が著しく亢進することが
示されている。そこで、PPE37 の機能を調べ
るため、PPE37 を発現する M.	 smegmatisを作
製した。マクロファージに感染後、経時的に
細胞内菌数を比較したところ、PPE37 の発現
は M.	 smegmatis の細胞内生存には影響しな
いことが示された。また、感染マクロファー
ジの細胞死の誘導にも影響を及ぼさなかっ
た。一方、感染後の炎症性サイトカイン産生
を調べたところ、野生株感染では強い IL-6
および TNF-α産生が認められたが、PPE37 発
現株の感染ではそれらサイトカイン産生が
有意に抑制されることが示された。これは
PPE37 により NF-κB,	 ERK および p38 の活性化
が阻害されたためであると考えられた。	 
	 (3)	 PD-1 欠損マウスに BCG を感染させる
と、正常マウスに比較して菌の排除および
感染抵抗性 T 細胞の誘導が亢進することが
示された。この結果から、PD-1 経路を阻害
することで BCG ワクチン効果を増強できる
ことが明らかになった。一方、PD-1 欠損マ
ウスは正常マウスに比べて結核菌感染に対
して感受性を示し、肺における著しい菌数の
増加と強い炎症反応が観察された。この結果
は、PD-1 を介した抑制性シグナルが働かない
と、結核菌感染後の肺では過剰な炎症反応が
惹起され、感染した菌の増殖が制御できなく
なることを示すものである。この原因につい
て解析したところ、PD-1 欠損マウスの肺では
IFN-γ産生能を有する抗原特異的 CD4+	 T 細胞
数の明らかな増加が認められた。また、RAG2
欠損マウスに正常および PD-1 欠損マウス由
来の CD4+	 T 細胞を移入し、結核菌を感染させ
た後、生存率を比較したところ、PD-1 欠損マ
ウスの CD4+	 T 細胞を移入したマウスは感染後
早期に死亡することが示された。また、IFN-γ
に対する抗体を投与することにより、結核菌
感染後の PD-1 欠損マウスの肺で見られた菌
数の著明な増加が抑制され、致死率や炎症反
応の著しい改善が認められた。以上の結果か
ら、PD-1 経路は結核菌感染初期に誘導される
CD4+	 T 細胞の機能を適度に制御し、過剰な炎
症反応を引き起こさないようにするために
重要な役割を果たしていることが明らかと
なった。	 
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