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研究成果の概要（和文）：　結核は、2014年にも150万人が死亡したように現在も最大級の細菌感染症である。結核菌
のすみかは人であり、無症候感染者の5-10%において、潜伏感染菌の再増殖が生じ、結核が発症する。したがって活動
性結核に加え、無症候感染に対処することが結核の制圧につながる。本研究では、疾患の潜在化の機構解明を目指すと
ともに、結核の潜在化の維持や誘導による、新しい感染制御法を提案することを目的として実施した。成果として、動
物において潜伏感染と再燃のモデルを作成した。また、結核菌の増殖抑止分子の人為的な誘導発現系を作成して菌の増
殖を停止させ、増殖制御による治療法開発の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：One third world human population is latently infected with, a major human 
pathogen, Mycobacterium tuberculosis. The eradication of persisting M. tuberculosis has been thought to 
be the most successful action against tuberculosis, because M. tuberculosis generally has no 
environmental or animal reservoirs. Although M. tuberculosis is a well adapted intracellular pathogen, we 
believe that maintaining latent state can prevent the disease. In order to realize it, knowing molecular 
mechanisms of latency and disease development is important. In this research we established the mouse 
latency and reactivation model utilizing M. tuberculosis 18b, of which growth is dependent on the 
presence of streptomycin. And we showed that artificial gene expression causes growth arrest of 
Mycobacterium. This may provide reasonable accommodation to prevent the disease progression by 
downshifting the M. tuberculosis growth in vivo.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 
 結核（症）は、年間 150万人の死を招来す
る最大級の細菌感染症である。病原体である
結核菌（Mycobacterium tuberculosis complex）
は、飛沫核感染によって、肺を侵入門戸とし
てヒトに感染する。感染者の 5%は速やかに
発症するが、殆どの感染者（95%）で無症候
感染が成立する。現在、人類の 1/3（約 20億
人）が無症候感染者と推測されており、その
5-10%が、潜伏菌の再増殖、すなわち内因性
再燃により結核を発症する。従って、無症候
感染は、将来に結核を発症する可能性がある
ことから「潜在性結核」と定義されている。 
 潜伏感染の成立後、人は宿主応答のみでは
終生、菌を生体から駆逐できない。このよう
な結核菌自身の宿主防御系に対する極めて
高い抵抗性が、菌の寄生戦略や病原性の要で
ある。しかしながら一方、結核菌は、発症な
しに子孫を残すことができないと考えられ
る。菌は空気感染でのみ伝播し、自然環境下
では生存できず、感染宿主の死は、感染結核
菌の死滅をもたらすからだ。このような事実
と思考を基に本研究者は、90%の感染者で実
際に生じている潜在化をより高率に引き起
こすことで根本的な結核対策が可能と考え、
その可能性を探っている。 
 本研究者はまた、遅発育性抗酸菌が大量に
発現している蛋白質で、休眠現象に関わる
Mycobacterial DNA-binding protein 1 (MDP1)
を同定した。MDP1 は DNA 結合性蛋白質で
あり、抗酸菌ゲノムに広範囲に結合して遺伝
子発現を制御することで、菌の生存そのもの
や薬剤抵抗性の付与に関わっている。MDP1
の発現増強によって菌の増殖を抑制し、結核
の発症を抑止できる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 結核の無症候潜伏感染の継続による、結核
の制圧戦略の構築を最終の目的とする。その
ために、人潜在性結核の実態を明かにするこ
とを一つの目的とする。また、結核菌の休眠
現象に関わり、増殖抑止活性を有する MDP1
を足がかりとして、結核の潜在化を誘導する
メカニズムの解明、および研究成果を基づい
た新しい結核の制圧戦略の提案を第二の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 結核菌蛋白質の調整。 
ESAT6、CFP10、HBHA、MDP1、Acr 等の
結核菌遺伝子を導入したプラスミドで形質
転換した、各種組み換え大腸菌から、それ
ぞれの蛋白質をニッケルカラムを用いて精
製した。SDS-PAGE で精製度を確認し、精
製度の低いものに関してはさらにゲル濾過
クロマトグラフィーを行いピューリティを
向上させた。T 細胞刺激用の蛋白質に関し

ては、内毒素除去カラムを用いて内毒素を
除去し、その混入が 0.25 EU/ml以下である
ことをリムルス試験にて確認した。 
 結核菌蛋白質に対する T細胞応答の検出。 
大阪市立大学大学院医学研究科、新潟大学
大学院医歯学総合研究科、国立病院機構刀
根山病院、国立感染症研究所で人検体を用
いた研究計画書の倫理申請を行い、検者に
対してインフォームドコンセントを得て検
体を取得し研究を行った。T 細胞応答の解
析は、12名の被検者から採血し末梢血中単
核球を分離、各種結核菌蛋白質と 5 µg/mL
の濃度になるように加え 15 時間反応させ
た。CD4, CD8, IFN-gamma, IL-2, IL-17, 
TNF-alpha抗体で染色し、FACSにて各種サ
イトカイン産生細胞率を検討した。 
 試験管内休眠菌の解析。 
低酸素下で抗酸菌を休眠させるWayneモデ
ルを用いて結核菌を休眠させた。休眠菌で
あることはイソニアジド抵抗性で判定した。
糖脂質の解析を行うために、遠心集菌後ビ
ーズを用いて菌を機械的に破砕し
chloroform・methanolで脂質画分を抽出後、
アセトンへの可溶性で分離を行った。粗抽
出した糖脂質を、様々な溶媒も用いて一次
元および二次元の薄層クロマトグラフィー
（TLC）を行い、増殖菌と休眠菌での差異
を検討した。 
結核菌MDP1の誘導発現系の構築。 
 大腸菌-抗酸菌シャトルベクターpSO246
（KmR）のマルチクローニングサイトにプ
ロモーター領域を持たないMDP1遺伝子を
挿入した。さらに、MDP1 遺伝子の上流に
acetamidase 遺伝子のプロモーター／オペ
レーター領域とリプレッサー遺伝子を含む
配列（2.9 kb）を挿入した。構築した
pSO246::ACE- mdp1[Rv2986c]-His6 をエレ
クトロポレーションにより、mc2_155Δmdp1
に導入し、形成された HygRKmR コロニー
のうち 12 株を選抜した。つぎに対数期
（ OD600 = 0.5 ） ま で 培 養 し た
Δmdp1::ACE-mdp1の培養に、発現誘導物質
アセトアミドを終濃度 0.2%で添加し、さら
に 48時間培養した。遠心分離により菌体を
回収し、菌体を破砕した後、破砕液を
SDS-PAGE及び western blottingに供した。
また、菌の増殖やMDP1の誘導に伴う、遺
伝子発現の変化を、Real Time PCRと二次
元電気泳動にて解析した。 
 動物での潜伏感染と再燃モデル。 
ストレプトマイシン依存的に増殖する、結
核菌株 18bをマウスに感染させた。中途よ
りストレプトマイシンの投与を中止し、菌
の増殖を抑制した。また、一定期間後、ス
トレプトマイシンの再投与を行い、菌の再
増殖を誘導した。同時に、ESAT6や CFP10
など増殖期に産生される分子と、Acr や
MDP1 などの休眠期に産生される分子の発
現を、免疫組織学的に解析した。また、休
眠時と再燃時の T細胞応答を、サイトカイ



ンアレイで観察し、ストレプトマイシン依
存的結核菌株感染が、休眠と再燃のモデル
となるかを検討した。 
 
４． 研究成果 
 
（１）結核菌感染者における各種結核菌抗原
に対する T細胞応答。 
 検体由来末梢血単核球を抗 CD3、CD4、CD8
抗体で染色後、各種サイトカイン抗体で染色
した。CD4陽性細胞の反応で、各種結核菌抗
原（PPD、ESAT6、CFP10、Acr、HBHA、MDP1）
に対する IFN-gamma産生は、健常者に比べ結
核菌感染者（結核患者、治療終了者、潜在性
結核）で有意に高かったが、潜在性結核、結
核患者、治療終了者間での差異は認められな
かった。一方、HBHA 刺激による IL-2 産生
CD4陽性 T細胞は、結核患者と治療終了者で
高く、潜在性結核群では検出できないことか
ら、HBHA 反応性 CD4 陽性 T 細胞は、活動
性結核を示唆する可能性が示された。 
 複数のサイトカインを産生するポリファ
ンクショナル T細胞が、感染防御により積極
的に関わることが示されている。IFN-gamma
と IL-2 同時産生 CD4 陽性細胞を検出したと
ころ、Acr を除く各種結核菌抗原で結核菌非
感染健常者に比べ潜在性結核を含む結核菌
感染者で有意に高いことがわかった。しかし
ながら健常者の中には、結核菌各種抗原に対
する反応者も存在した（ PPD(3/8 名 )、
ESAT6-CFP10(1/8名)、HBHA（2/8名）、MDP1
（1/8名））。 
 Th-17 細胞も肉芽腫形成や結核防御に関わ
ることが報告されている。PPD、HBHAおよ
び MDP1 反応性 CD4 陽性 IL-17 産生細胞
（Th-17 細胞）は、結核菌感染者で有意に高
く、HBHAとMDP1反応性 Th-17細胞は、そ
の中でも、治療中の結核患者と治療終了者で
高い傾向が認められた。 
 一方、IL-10産生 CD4陽性 T細胞は、防御
免疫を抑制する作用があると考えられる。
IL-10産生 CD4陽性 T細胞の活性化を検出し
たところ、Acr を除く結核菌抗原で有意に高
い傾向がみられた。Acr応答性 IL-10産生CD4
陽性 T細胞に関しては、潜在性結核群に比べ
治療終了者において低い傾向を認めた。 
 
（２）休眠菌の産生糖脂質の解析。 
休眠結核菌は、増殖期結核菌と異なる糖脂質
を産生することを確認した。休眠菌では、ト
リアシルグリセロール含量が上昇し、ミコー
ル酸含有糖脂質の含量が低下していた。 
 
（３）MDP1の誘導発現による細菌増殖の停
止 
 MDP1 を 欠 失 す る 速 育 型 抗 酸 菌
Mycobacterium smegmatisに結核菌MDP1発
現させ、その性状を検討することを計画し
た。当初、His-tag付加結核菌MDP1を恒常
発現するΔmdp1::Phsp60-mdp1を構築したが、

MDP1 の発現量は不安定かつ、低レベルで
あった。結核菌 MDP は迅速発育菌の増殖
や、生体高分子（DNA、RNA、タンパク質）
の生合成を抑制する作用を有する。そのた
め、MDP非発現株・低発現株が選択された
可能性がある。そこでMDP1の誘導発現が
安定したMDP1発現株の作成に必要と考え、
acetamidase 遺伝子の発現制御系を用いた
MDP1 遺伝子の誘導発現系の構築を行った。 
 アセトアミダーゼ遺伝子を、pSO246 プラ
スミドに挿入し、そのプロモーター下流に、
結核菌および M. smegatis由来 MDP1遺伝子
を挿入した。これらのプラスミドにより、
MDP1 欠失 M. smegmatis と結核菌 (M. 
tuberculosis H37Rv 株)の形質転換体を得た。
アセトアミドの添加によって、MDP1の発現
が検出され、48時間持続することが分かった。
そして、MDP1の発現により菌の増殖が停止
することが判明した（図参照）。さらに、増
殖を停止した菌は生存しており、イソニアジ
ドに対して抵抗性を示す休眠菌の表現型を
獲得していた。本結果から、MDP1の発現に
より、休眠に類似の状態が再現できることが
分かった。 
 本成果をベースに、MDP1の発現を増強し、
潜在化を誘導する物質のスクリーニングを
開始した。MDP1を発現する大腸菌に、放線
菌由来のライブラリーを加え、増殖抑制の有
無で、効果を判定しており、そのような活性
がある化合物の存在を確認している。 
 

 
（４）動物での潜伏感染と再燃のモデル研究。 
 生体での潜伏感染と発症の解析を実施す
るため、ストレプトマイシン依存的に増殖す
る結核菌 18b 株を用いて動物実験を行った。
結核菌 18b 株をマウスに感染さると同時に、
ストレプトマイシンを投与して菌を増殖さ
せ、病巣を作った。その後、投与を中止する
ことで、病態が沈静化した。また、試行錯誤
の末、再度のストレプトマイシン投与により、
一部のマウスで結核の再燃を確認した。病理
組織標本を作製し、結核菌の休眠蛋白質であ
るMDP1や Acrの発現を、免疫組織染色にて
確認した結果、潜伏期におけるそれらの発現
を確認した。一方、ESTA6や CFP10の産生も
確認された。 
 サイトカイン産生のパターンを検討した



結果、再燃時において、結核菌抗原に特異的
な IFN-gamma 産生が再燃のマーカーとなる
可能性を見いだした。 
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