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研究成果の概要（和文）：結核は世界最大級の感染症で有り、治療のための投薬期間が長いことから、より安全で副作
用の少ない結核薬が求められる。我々はヒト単球由来細胞株THP1に感染した結核菌の増殖を抑制するポリフェノールの
探索を実施し、ケンフェロール、ルテオリンがその作用を有し、かつ細胞毒性も低いことを見いだした。作用機作解明
のために実施したマイクロアレー解析の結果、ケンフェロールの存在下で41の遺伝子がTHP1細胞内の結核菌増殖抑制に
関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Tuberculosis is the world's largest infectious disease. Because of its long 
administration period for the treatment, tuberculosis drugs with safer and fewer side effects are 
required. We found that kaempferol and luteolin inhibit growth of Mycobacterium tuberculosis infected in 
human monocyte-derived cell line THP1 at low cytotoxic level. In order to clarify the mechanism of 
inhibitory effect, we conducted microarray analysis. By the treatment of kaempferol, 41 genes affected 
growth inhibition of M. tuberculosis infected in THP1 cells.

研究分野：細菌学　結核
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１．研究開始当初の背景 
結核は最大級の細菌感染症であり、2013
年の WHO 統計では 900 万人の新規登録患
者と 150 万人の死亡者が報告されている。
結核発症のほとんどは体内潜伏菌の再燃
によるものであり、発症リスクは HIV 感
染者や糖尿病発症者で特に高い。結核の
治療は結核菌の増殖が緩慢なために最低
でも 6ヶ月間の抗生剤服用が必要となる。
他の感染症や疾患を持つ免疫能低下者に
も投薬が必要であること、また投薬期間
が長期にわたることから、抗結核薬は副
作用の低い安全なものでなければならな
い。われわれは結核発症者の血中抗酸化
物質濃度が低いことに着目し、抗結核作
用を有するポリフェノールの探索を行っ
てきた。 
２．研究の目的 
結核菌は細胞内寄生菌である。すでに見つ
けた抗結核作用を有するポリフェノール
について、細胞内感染菌に対する増殖抑制
作用を検討した。 
３．研究の方法 
（１）ヒト単球由来細胞株 THP1に結核菌
（Mycobacterium tuberculosis H37Rv）
を感染させ、ポリフェノールを添加して培
養し、増殖抑制効果のあるポリフェノール
のスクリーニングを実施した。THP1細胞
は 100 nM のPMAを添加してマクロファ
ージに分化し、実験に用いた。細胞内の菌
に対する増殖抑制能は界面活性剤を加え
て THP1細胞を破砕し、7H11培地に接種
してコロニー数（CFU）から評価した。 
（２）これらのポリフェノールの THP1細
胞に対する毒性は細胞からの乳酸脱水素
酵素(LDH)遊離試験により検討した。 
（３）THP1細胞内の結核菌増殖抑制のメ
カニズムについて TNF-α産生、IFN-γに
よる影響を検討した。また、感染後に RNA
を採取し、mRNAをcDNAに逆転写後、Agilent
社のアレースライド（SurePrint G3 Human 
8x60K ver.2.0）で遺伝子発現量解析を行
った。 
４．研究成果 
（１）細胞内感染結核菌に対するポリフェ
ノールの効果 
結核菌に対して 100μM 以下の濃度で増殖
抑制作用を有するポリフェノールはケン
フェロールとクルクミンであった。次に、 
細胞内感染結核菌に対するポリフェノー
ルの抑制作用について検討した。マウス骨
髄由来マクロファージに感染した結核菌
に対して 100μM の濃度で増殖抑制力を持
つポリフェノールはケンフェロール、クル
クミンの他に数種類存在した。しかし、ヒ
ト単球由来細胞株 THP1 に感染した結核菌
に対して同濃度以下で抑制力をもつポリ
フェノールはルテオリン、ケンフェロール、
クルクミンのみに限定され、さらに低い 50 
μM でも増殖抑制が見られた。この結果は

これらのポリフェノールが THP1 細胞の活性
化を介して結核菌の増殖を抑制していると
考えられた（図１）。 

図１．ポリフェノールの結核菌に対する直
接的な増殖抑制作用（左列）および THP1 細
胞に感染した結核菌に対する増殖抑制作用
（右列） 
 
（２）ポリフェノールの細胞に対する毒性お
よび細胞内感染結核菌に対する増殖抑制メ 
カニズムの検討—１ 
上記の THP1 細胞に感染した結核菌に対して
増殖抑制力をもつポリフェノールのうち、ル
テオリンとケンフェロールは100 μMでも細
胞毒性が無かったが、クルクミンは低濃度で
も強い細胞毒性が見られた。次に結核菌感染
THP1 細胞で増殖抑制に必要な TNF-α産生や
外部から添加した IFN-γの影響について検
討した。しかし、ポリフェノール添加による
結核菌の増殖抑制と TNF-α産生量に差は無
く、また、IFN-γによる細胞の活性化と増殖
抑制も関連が見られなかった。 
 
（３）細胞内感染結核菌に対する増殖抑制メ
カニズムの検討—２ 
上記のように THP1 細胞に感染した結核菌の
ポリフェノールによる増殖抑制メカニズム
が予想できないことから、感染後の mRNA を
採取してマイクロアレー解析を実施した。ポ
リフェノールは細胞毒性の低い2種のうちケ
ンフェロールを用い、100 μM および 50μM
の濃度で検討した。いずれの実験においても
増減が見られた遺伝子はケンフェロールの
作用のみで 2倍以上に発現が増加した（2 up）
遺伝子が 55、半分以下に低下した(0.5 down)
遺伝子が 73、感染のみで変動する遺伝子数は
2 up が 734, 0.5 down が 484 であった。2回
のいずれの実験においても、結核菌感染後に
ケンフェロールが存在することで発現が変
動する遺伝子は 2 up がわずかに 17、0.5 down
が 24 と少なかった。菌感染のみで発現が制
御される遺伝子数が非常に多く、ケンフェロ
ールの増殖抑制作用に関連する遺伝子は検



出されにくいが、これらの 17 および 24 の
中に含まれているはずである。これらにつ
いて非感染、ケンフェロール無添加のコン
トロールを基準として発現量を比較した
結果、蛋白質の holding、プロスタグラン
ジン合成、ヒストンの安定化に関する遺伝
子発現の有意な増加、アポトーシス、炎症
性シグナル伝達に関わる遺伝子発現の有
意な減少が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 結核菌感染 THP1 細胞でケンフェロ
ールにより発現が2倍以上増強する遺伝子
の例 
  INF-non  (感染+,ケンフェロール-) 
  INF-ken  (感染+,ケンフェロール+) 
  Cont-non (感染-,ケンフェロール-) 
  Cont-ken (感染-,ケンフェロール+) 
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