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研究成果の概要（和文）： 
PE_PGRS62は、結核の病原因子の一つであると考えられている。PE_PGRS62が結核菌の病原因子

であるかどうか決定するために、我々が全ゲノムシークエンスした結核菌 Erdman 株 DNA の情報

を元にまず PE_PGRS62/Rv3812 を破壊するための結核菌ファージを作製した。遺伝子破壊株Δ

PE_PGRS62へ PE_PGRS62遺伝子とそのプロモーターを挿入した pMV306（インテグレーションプ

ラスミド、ゲノムに１コピーの遺伝子を挿入する）で PE_PGRS62遺伝子を相補した株（Δ62Comp）、

また、Δ62Comp株のコントロールとして、目的遺伝子挿入のないpMV306を導入したΔPE_PGRS62

（Δ62/mock）株も作製した。これらの遺伝子破壊と相補を確かめるために、我々は野生型（WT）、

Δ62/mock、Δ62Comp のそれぞれの菌株からゲノム DNA を抽出した。これらの DNA を SmaI 処理

し、得られた断片を特異的なプローブで検出した。次に、WT、Δ62/mock とΔ62Comp のそれぞ

れの菌株の PE_PGRS62の発現量を調べた。	 これらの菌株を 7H9/ADC 培養液中で培養し、RNA を

抽出した。	 PE_PGRS62の発現量は、特異的なプライマーを用いて qRT-PCR で測定した。その結

果Δ62Comp株の PE_PGRS62の発現が回復していた。	 WT株、Δ62/mock株とΔ62Comp株が7H9/ADC

培養液中で培養した場合、それらの生育速度に違いはなかったが、J774 細胞に感染させた場合

は細胞内でのΔ62/mock 株の生存率が減少していた。マウスにおけるΔPE_PGRS62株の病原性低

下を評価するために、WT 株またはΔPE_PGRS62 株をマウスの尾静脈に注射した。ΔPE_PGRS62

株を感染した BALB/c マウスあるいは SCID マウスにおいて、WT 株感染マウスと比較すると顕著

な生存日数の遅延が認められた。これらの結果により、PE_PGRS62 が結核菌の病原性に必要で

あることがわかった。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
PE_PGRS62 is thought to be a virulence factor during tuberculosis. To determine 
whether PE_PGRS62 is a virulence factor of M. tuberculosis, we deleted PE_PGRS62 
of M. tuberculosis Erdman (WT) using mycobacterial phage system. We designed the 
knockout phage of PE_PGRS62/Rv3812 refer to Erdman genomic DNA. A knockout 
strain, ΔPE_PGRS62 was constructed and was complimented with the integrative 
plasmid pMV306 into which PE_PGRS62 gene and its promoter are inserted 
(Δ62Comp). We also transformed an empty pMV306 as a control strain of Δ62 Comp to 
ΔPE_PGRS62 (Δ62/mock). To confirm these gene disruption and complementation, we 
extracted genomic DNA from WT, Δ62/mock and Δ62 Comp strains. The fragments 
treated with SmaI are detected with specific probe. Next, we examined expression of 
PE_PGRS62 of WT, Δ62/mock and Δ62Comp strains. These strains were cultured in 
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7H9/ADC medium and their RNAs were extracted.  The transcription levels of 
PE_PGRS62 were determined by qRT-PCR with specific primers. We observed the 
recovery of PE_PGRS62 expression in Δ62Comp strain. We checked any difference 
among WT, Δ62/mock and Δ62Comp. Although we confirmed no differences among 
these strains grown in 7H9/ADC culture medium, Δ62/mock mutant strain showed 
reduced the survival rate of intracellular mycobacteria in J774 cells. To evaluate the 
virulence attenuation of ΔPE_PGRS62 in mice, we injected the strains of WT or 
ΔPE_PGRS62 into tail vein of mice. There was a significant delay in survival infected 
with the ΔPE_PGRS62 mutant strain relative to WT strain in BALB/c and SCID mice. 
These results demonstrate that PE_PGRS62 is required for M. tuberculosis virulence. 
 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
2010年度 1,300,000	 390,000	 1,690,000	 

2011年度 1,200,000	 360,000	 1,560,000	 

2012年度 900,000	 270,000	 1,170,000	 

総	 計 3,400,000	 1,220,000	 4,420,000	 

	 

 
研究分野： 
科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学（含真菌学） 
キーワード：PE_PGRS62、Prdx1、ペルオキシレドキシン、マクロファージ、結核	 

 
１．研究開始当初の背景 
	 魚類の結核起因菌である M. marinum の

細胞内増殖に必要な病原因子として

MAG24-1 および MAG24-3 が同定されてい
た。これらの遺伝子の結核菌オーソログであ

る二つの結核菌遺伝子 PE_PGRS30 と
PE_PGRS62が病原因子であるかどうかはわ
かっていなかった。 
２．研究の目的 
	 結核菌ゲノム解析からグリシンに富む機

能未知な PE_PGRS ファミリータンパク質の存

在が明らかになり、PE_PGRS タンパク質がタ

イプ VII 分泌機構のひとつである ESX-5 から

分泌されると考えられているため、PE_PGRS

タンパク質は宿主細胞に何らかの影響を与

えることが予想された。本研究の目的は

PE_PGRS ファミリータンパク質遺伝子のひと

つである PE_PGRS62（Rv3812）の遺伝子を破

壊した結核菌株を作製し、この菌株が弱毒化

するかどうか調べることにより、PE_PGRS62

が結核菌の病原因子かどうかを明らかにす

ることである。	 

 
３．研究の方法 
	 結核菌 Erdman の PE_PGRS62 遺伝子破壊株

を作製し、マウスに感染させ、その生存日数

を観察した。 PE_PGRS62 遺伝子破壊株に

PE_PGRS62 をコンプリメント（相補）し、マ

クロファージ内での細胞内増殖性（細胞内の

結核菌 CFU）が回復するかどうか調べた。	 

	 
４．研究成果	 

	 PE_PGRS62 遺伝子破壊株を感染させた

BALB/c マウスの生存日数は野性型株に比べ

７０日程度遅くなった。hsp60 プロモーター

で PE_PGRS62を PE_PGRS62遺伝子破壊株に発

現させると生育速度が遅くなったため、ネイ

ティブなプロモーターを含む PE_PGRS62遺伝

子を挿入したインテグレーションプラスミ

ド pMV306 を PE_PGRS62 遺伝子破壊株に導入

し新たにコンプリメント株を得た。そのコン

プリメント株の PE_PGRS62発現量は７５％回

復し、その生育速度は野性型株および



PE_PGRS62 遺伝子破壊株と同じであった。一

方で結核菌を感染させたマクロファージ内

では、PE_PGRS62 遺伝子破壊株の細胞内生存

率は野性型株に比べ低くなり、コンプリメン

ト株は細胞内生存率に回復が認められた。し

たがって PE_PGRS62が結核菌の病原因子であ

ることが明らかとなった。	 
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