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研究成果の概要（和文）：結核菌（死菌）を血漿に曝すと、血液凝固反応に伴い、血漿中のリボ

ソームタンパク質S19（RP S19）が結核菌膜上の負荷電領域を足場にして血漿トランスグルタミ

ナーゼ（FXIIIa）により架橋二量体化され、単球のC5aリセプターを介して単球／マクロファー

ジを動員することが明らかになった。このことから、結核菌が局所に侵入したとき、血管外へ透

過したRP S19が上記の機序で架橋されて単球／マクロファージを動員し、菌を貪食処理すると考

えられた。この単球走化には、補体活性化産物C5aも関与していた。結核菌感染に対する自然免

疫反応に、補体系とともにRP S19も関わっていることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）：When mycobacterial dead cells were exposed to plasma, ribosomal 

protein S19 (RP S19) was cross-linked by a transglutaminase-catalyzed reaction on the 

mycobacterium membrane, working as the negatively charged scaffold, during blood 

coagulation. The cross-linked RP S19 dimer induced chemotactic response of 

monocytes/macrophages recruitment via C5a receptor, suggesting phagocytosis of 

mycobacterium by recruited macrophages. C5a anaphylatoxin was partly involved in this 

monocyte chemotaxis. It was demonstrated that RP S19 participated in innate immunity 

against the mycobacterium infection in association with C5a.  
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１．研究開始当初の背景 

 RP S19はリボソーム小サブユニットの構成

成分であるが、我々は、アポトーシスの過程

で RP S19 が架橋二量体化されて細胞外に遊

離されると、単球の走化性 C5a レセプターに

結合することにより単球を浸潤させ、アポト

ーシス細胞を貪食処理させることを見出し

た。その際、貪食マクロファージは T細胞系
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にアポトーシス細胞由来の抗原を提示する

ことで、自然免疫を応答免疫に繋ぐ役割を果

たすことも見出した。 

 一方で、RP S19 が正常の血漿中にも存在す

ることを見出し、この血漿 RP S19 も血液凝

固の過程において、活性化血小板膜のフォス

ファチジルセリン分子上（負荷電）で、血漿

トランスグルタミナーゼ（活性型凝固 FXIII

因子）の作用により架橋二量体化され、単球

／マクロファージを動員して、凝血塊を貪食

処理させることが明らかになった。 
 他方で、結核感染に対する応答免疫反応と、

血管外での血液（血漿）凝固反応および単球

／マクロファージの緊密な連携が従来から

指摘されてきた。血管外での血漿の凝固には、

侵入してきた細菌が拡散しないよう局所に

止め、かつ単球／マクロファージを呼び寄せ

て貪食させ、菌の増殖を防ぐという機能が残

されていると考えられる。事実我々は、血漿

タンパク質の多くが血漿濃度の３分の１程

度の濃度で、正常の血管外の間質液中に存在

し、生体防御上の役割を発揮することを報告

した。 
 

２．研究の目的 

 背景で述べた RP S19 のリボソーム外機能

に着目して、その医学生物学的役割を生体防

御機能という観点から明らかにしようとす

るものである。具体例として、結核感染防御

において、血管外へ透過した血漿 RP S19 が

結核菌膜上で架橋二量体化されて、単球／マ

クロファージを動員し菌を貪食処理させる

とともに、結核菌に対する細胞性免疫能を獲

得させるのではないかという仮説を立て、実

験的に検証することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
１）結核菌による血液凝固反応の検討 

 結核菌（青山株）死菌を用い、血漿に曝す

ことで、血漿の内因系凝固カスケードが活性

化されるかどうかを検討した。結核菌懸濁液

を乏血小板血漿と混和しながら 37℃でイン

キュベーションし、過剰のカルシウムを添加

してのち凝固するまでの時間をコアグロメ

ーターにて測定した。 

 

２）RP S19 架橋化二量体生成の確認および架

橋二量体化機構の検討   
 pH 7.4 の生理的条件下、結核菌混濁液を乏

血小板血漿と混和し、凝固反応を行い、上清

（血清）中に RP S19 架橋化二量体が出現す

るかどうかを、ミクロウェルチャンバー法を

用いた単球走化活性の測定、および抗 RP S19

抗体を用いたウェスタンブロッティングに

より検討した。 

 単球走化活性が、C5a リセプターを介した

反応であるかどうか、C5a リセプターアンタ

ゴニストを用いて検討した。RP S19 の架橋二

量体化に、負の荷電を持つ結核菌膜構成分子

と血液凝固 XIII 因子が必須であるかどうか

を検討した。前者には正の荷電体である 

Glucosamine (GlcN)を、後者には XIII 因子

欠損血漿および活性型 XIII 因子（XIIIa）の

阻害剤である p-chloromercuriphenyl- 

sulfonic acid（PCMPS）を用いて、単球走化

活性が抑制されるかどうかを検討した。 

 

３）補体系の関与についての検討  

①結核菌存在下、好中球走化活性が引き起こ

されるかを検討した。 

② C5aの不活化剤であるcarboxypeptidase B  

（CPB）で血漿を処理したときの単球走化活性

を調べた。 

③ ３つの補体活性化経路全てを遮断するた 

め抗ヒトC3抗体ビーズを作製し、血漿を前処

理したときの単球走化活性を調べた。 

④予め56℃、30分処理して補体系を壊した

FXIII欠損血漿を用いたときの単球走化活性

を調べた。 
 
４）Gln137Asn-RP S19 変異体遺伝子導入マウ

ス血漿を用いた実験  

 我々の研究室では、RP S19 架橋化二量体の

生成ができない Gln137Glu-RP S19 変異体遺

伝子導入マウスを作製した。 

そのマウスの血漿を用いて、結核菌により凝

固反応が起こるかどうかを検討した。 
 

４．研究成果 

１）結核菌による内因系血液凝固カスケード

の活性化 

 pH 7.4 の生理的条件下、結核菌を乏血小板

血漿に曝したとき、結核菌懸濁液の濃度依存

性に凝固時間の短縮が認められた。結核菌を

超音波処理して負の荷電を増加させると、未

処理の場合に比し血漿の凝固時間はさらに

短縮した。 

 

２）RP S19 架橋化二量体の確認および単球走

化誘導 

 血液凝固反応後の上清（血清）中に RP S19

架橋化二量体の生成が認められた。結核菌の

超音波処理により、血清中の RP S19 架橋化

二量体の生成も増加した。得られた血清には

単球走化活性が認められ、抗 RP S19 抗体に

より抑制された。また C5aR アンタゴニスト



により走化活性は抑制されたことから、C5a

リセプターを介した反応であることが判明

した。 

 

３）RP S19 架橋二量体化機構 

 正の荷電体である GlcN を共存させると、

GlcN の濃度依存性に単球走化活性が抑制さ

れた。FXIII 因子欠損血漿において単球走化

活性は認められなかったが、FXIII を添加し

て正常血漿を再構築すると走化活性は回復

した。活性型 XIII 因子（XIIIa）の阻害剤で

ある p-chloromercuriphenylsulfonic acid 

（PCMPS）を共存させると、単球走化活性が

抑制された。以上のことから、血漿中のRP S19

の二量体化には、結核菌膜上の負荷電領域お

よび FXIIIa が必須であることが明らかとな

った。 

 

４）単球走化誘導への補体系の関与 

①結核菌存在下、好中球の走化活性が出現し

、活性はC5aリセプターアンタゴニストにより

抑制された。この活性にFXIIIの関与は認めら

れなかった。 

②FXIII 欠損血漿では、CPB 処理により C5a

を不活化すると単球走化活性は消失した。

FXIII を添加して正常血漿を再構築すると走

化活性は上昇したが、CPB 処理により抑制さ

れた。 

③予め 56℃、30 分処理して補体系を壊した

FXIII 欠損血漿を用いたとき、結核菌による

単球走化活性は殆ど消失した。 

④抗ヒト C3 抗体ビーズによりヒト乏血小板

血漿を前処理し、C5a の産生を抑制した。そ

の後結核菌に曝すと、血清化後の単球走化活

性は抑制された。 

 

５）架橋化二量体の生成ができないQ137E-RP 

S19変異体遺伝子導入マウスの血漿では、内因

系凝固カスケードの活性化が有意に遅延した。 

 

 研究の結果、結核菌（青山株）死菌をヒト

乏血小板血漿に曝したとき、凝固反応に伴い

RP S19架橋化二量体が生成されること、RP S19

架橋二量体化には結核菌膜上の負荷電領域お

よび血漿トランスグルタミナーゼ（FXIIIa）

が必須であること、また生成したRP S19架橋

化二量体はC5aリセプターを介して単球を遊

走させることが明らかになった。これらの事

実は、結核感染防御において、血管外へ透過

した血漿RP S19が結核菌膜上で架橋二量体化

されて、単球／マクロファージを動員し菌を

貪食処理させるという我々の仮説を、強く支

持するものと考える。 

 但し、血漿中に結核菌が存在するとき引き

起こされる単球走化活性には、RP S19 架橋化

二量体のみならず、補体活性化産物 C5a も関

与していることが明らかになった。おそらく、

結核菌膜表面に存在するリポグリカンや糖

鎖が、血漿中の MBL やフィコリンと結合して

補体レクチン経路を活性化すると考えられ

る。 

 結核菌感染に対する自然免疫反応に、補体

系とともにRP S19も関与していることが示さ

れた。 
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