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研究成果の概要（和文）：結核菌ゲノム上のRD1領域は、マクロファージの細胞内カルシウム濃度の上昇を介してカル
パインを活性化し、IL-1αの成熟化と分泌に関与する。また、結核菌に対する感染防御の誘導に関わるASCは、144番目
のチロシン残基がプロテインキナーゼであるJnkおよびSykによりリン酸化を受けると、スペックと呼ばれる凝集塊を形
成する。ASCスペックはcaspase-1を活性化し、成熟型IL-1βやIL-18産生が誘導されることが示された。さらに、PD-1
シグナル経路はエフェクターT細胞の機能制御に強い効果を発揮するが、メモリーからエフェクターT細胞への分化制御
には、Tim3経路が重要な役割を果たしている。

研究成果の概要（英文）：I have studied the molecular mechanism by which Mycobacterium tuberculosis (MTB) 
stimulates or regulates the host immune response. In the series of experiments I found that the region of 
difference 1 (RD1), a genomic locus in the MTB genome that has been shown to participate in the virulence 
of the bacterium, contributes to the maturation and secretion of IL-1α by enhancing the level of 
intracellular Ca2+ followed by calpain activation. Furthermore, it has been shown that the inflammasome 
adaptor ASC is phosphorylated at a 144-tyrosine residue during inflammasome activation in a Syk- and 
Jnk-dependent manner. Phosphorylated ASC forms speck-like aggregate and contributes to caspase-1 
activation. In addition, it was found that PD-1 inhibitory signal severely affects the function of Th1 
cells and Tim3-dependent signal is critical to regulation of the differentiation of memory T cell into 
effector T cells.

研究分野： 感染免疫学
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１．研究開始当初の背景 
現在、我が国における結核の発症率は、他の
先進諸国と比べると比較的高い状態にある
といえる。また、抗結核剤の無秩序な使用や
高齢化社会の到来と社会のグローバル化が、
今後治療困難な超多剤耐性結核菌の流行の
引き金を引く可能性が考えられている。結核
の問題点は、その原因となる菌の強い抵抗性
にある。結核菌は宿主に感染後、主にマクロ
ファージに取り込まれるが、常在性マクロフ
ァージはこれを殺菌処理することができな
い。一方、結核菌感染後 3−4 週間目には防御
免疫が発現し、抗原特異的 T細胞から大量の
IFN-や TNF-が産生されてマクロファージ
の殺菌活性が著しく亢進する。しかし、この
場合でも体内から菌を排除するのは容易で
はない。これらの事から、結核に対する新た
な治療や予防戦略を構築するためには、宿主
感染防御応答と菌が有する抵抗性機序を分
子レベルで明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 結核菌ゲノム上の RD1 領域は ESX1 分泌
装置を構成する遺伝子をコードしており、菌
の病原性、組織障害、感染細胞の細胞死や炎
症性サイトカインの産生誘導に関与する重
要な領域である。しかし、その機能は充分に
解明されていない。そこで本研究では、重要
な炎症性サイトカインの一つである IL-1産
生に及ぼす ESX1 の影響について明らかにす
る。 
 
(2) ASC 欠損マウスを用いたこれまでの解析
から、ASC がインフラマソーム形成に依存し
ない形で宿主免疫応答に関与することが示
された。これまでにも Card9 や MyD88 などの
アダプター分子の欠損で結核に対する感受
性が上げることが報告されており、ASC も結
核に対する防御免疫発現に必要な何らかの
シグナル制御に関与するものと考えられる。
そこで、ASC 活性化の詳細なメカニズムにつ
いて解析する。 
 
(3) PD-1 は、活性化した T細胞や B細胞、お
よび機能不全に陥った CD4+ T 細胞に発現し、
2種類の特異的リガンド(PD-L1とPD-L2)と結
合する。また、PD-1 と PD-1 特異的リガンド
の会合は、活性化 T細胞に抑制性シグナルを
伝達することが示されている。この抑制性シ
グナルは、末梢組織において免疫寛容の維持
や、結核菌感染初期の感染防御応答の制御に
は重要であるが、BCG ワクチンの効果を減弱
させることが示されている。そこで、抗 PD-1
抗体を用いて PD-1 シグナル経路を阻害した
場合の BCGに対する T細胞応答について解析
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、
RD1 領域欠損株および RD1 相補株を C57BL/6
マウスマクロファージに感染させ、その後の
細胞内生菌数、サイトカイン（IL-1、
IL-12/23p40）産生、カルパイン活性化およ
び細胞内カルシウム濃度の変化を測定した。
また、感染細胞からの LDH 遊離量を測定し、
感染後の細胞死の程度を算出した。 
 
(2) ASC 活性化メカニズムを明らかにするた
め、C57BL/6 マウス、Casp1-/-、Pycard-/-、
Card9-/-あるいはNlrp3-/-マウスより回収した
マクロファージを結核菌、リステリアあるい
は LPS + Nigericin で刺激し、IL-1および
IL-18 産生量を測定した。刺激後の IL-1産
生における各種キナーゼの関与を調べるた
め、特異的阻害剤存在下でのサイトカイン産
生量を調べた。また、各種キナーゼの活性化
はリン酸化の程度により判定した。 
 
(3) C57BL/6 マウスに BCG (104 cfu)を皮下接
種し、8 週後に脾臓を回収した。赤血球を破
壊した後、脾細胞懸濁液(5x106 cells/ml)を
調製し、 24 穴培養プレートに加えた
(1ml/well)。IL-1、IL-1、IL-1R1、PD-1、
C3、Tim-3、CTLA-4、または IFN-に対する
中和抗体存在下に PPD で 2日間刺激し、培養
上清を回収した。培養上清中の IFN-産生量
は ELISA で測定した。さらに別の実験では、
BCG 接種 8 週後のマウスより回収した脾細胞
を各種抗体存在下に PPD で 7 日間刺激した。
生細胞を回収し、正常マウス脾細胞から得た
抗原提示細胞を新たに添加した後、PPD でさ
らに 2 日間刺激した。培養上清を回収して
IFN-産生量を測定した。 
 
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、
IL-12/23p40 産生には明らかな違いは認めら
れなかったが、IL-1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示された。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転写後のプロセスに影
響することが示された。これまでの報告から、
IL-は前駆体として産生され、その後カルパ
インによるプロセッシングを受けて成熟型
になることがわかっている。そこで、野生株
およびRD1欠損株感染後のカルパイン活性化
の程度を調べた。その結果、野生株感染後に
見られたカルパインの活性化は、RD1 欠損株
感染では認められなかった。また、カルパイ
ン活性化に必要な細胞内カルシウム濃度の
上昇が、RD1 欠損株感染では認められないこ
とが示された。以上の結果より、RD1 は結核
菌感染マクロファージの細胞内カルシウム
濃度の上昇に関与し、その結果としてカスパ



ーゼが活性化され、成熟型 IL-1産生が誘導
されることが明らかになった。 
 
(2) これまでの研究成果から、結核菌に対す
る 感 染 防 御 の 誘 導 に は
Apoptosis-associated speck-like protein 
containing caspase recruitment domain
（ASC）が関与することが示されている。ま
た、カスパーゼ 1や NLRP3 欠損マウスでは感
染後に誘導される感染防御応答に低下が見
られないことから、ASC はインフラマソーム
形成やカスパーゼ1の活性化を介さずに感染
防御の誘導に関与することが示唆される。そ
こで、インフラマソーム形成を介さない場合
にASCの活性化がどのような機序で誘導され
るのかについて解析した。その結果、ASC は
特定のチロシン残基がリン酸化されると凝
集し、ASC スペックを形成することが明らか
になった。さらにこの機序について詳細に解
析したところ、ASC のリン酸化にはプロテイ
ンキナーゼである c-jun N-terminal kinase 
(JNK)および Spleen tyrosine kinase (Syk)
が関与し、これらキナーゼにより ASC の 144
番目のチロシン残基がリン酸化されること
が明らかとなった。また、144 番目のチロシ
ン残基の変異体を用いた解析から、同アミノ
酸のリン酸化がASCスペック形成に重要であ
ることが示された。さらに、尿酸投与により
実験的に誘導される炎症反応が Syk および
JNK 非存在下では有意に抑制される事から、
これらプロテインキナーゼは in vivoにおい
てもASCスペック形成に関与することが示唆
された。ASC スペックはカスパーゼ 1 を呼び
寄せ、その活性化を誘導する場として働くこ
とが示されている。今のところ、カスパーゼ
1 以外に ASC スペックと会合する分子を特定
することはできていないが、防御免疫の成立
に関わるシグナル経路を担う分子の活性化
にASCスペックが関与する可能性は大きいも
のと考えられる。 
 
(3) BCG 接種後に誘導される T 細胞機能制御
のメカニズムを解析するため、マウスに BCG
を接種した。制御機序が発現する 8週後に脾
T 細胞を回収し、in vitro で PPD 刺激した。
その際、各種免疫抑制経路の阻害抗体を添加
して、T 細胞機能制御にどのような機序が関
与しているのかを、抗原特異的 T細胞からの
IFN-産生量を指標に解析した。脾 T 細胞を
PPD で 2 日間刺激することにより発現する
BCG 特異的 Th1 細胞の機能を調べたところ、
IL-1、IL-1や IL-1R1 に対する抗体は T 細
胞機能に影響しないことが示された。また、
抑制性シグナル分子として知られる CTLA-4
や Tim-3 に対する抗体処理でも IFN-産生に
有意な変化は認められなかった。一方、抗
PD-1 抗体を添加した場合には、著明な IFN-
産生の増強が認められた。従って、PD-1 シグ
ナル経路はエフェクターT 細胞の機能を抑制
することでBCG感染後期の免疫制御に関与す

ることが示された。さらに、セントラルメモ
リーからエフェクターT 細胞への分化に対す
る影響を調べるため、BCG 感作マウスの脾 T
細胞を各種抗体存在下に PPDで 7日間刺激し
た。その後、得られた T細胞の Th1 細胞とし
ての能力を PPD 刺激に対する IFN-産生量で
解析したところ、抗 PD-1 抗体はこの T 細胞
分化には影響を及ぼさなかったが、抗 Tim-3
抗体処理により IFN-産生が有意に増強する
ことが示された。従って、メモリーT 細胞か
ら Th1 型エフェクターT 細胞への分化制御に
は Tim3 の関与が大きいものと考えられた。
さらに、C3 および I型 IFN に対する抗体で処
理した場合に IFN-産生が抑制されたことか
ら、これらが関与するシグナル経路が BCG 感
染後期のT細胞分化に関与することも示され
た。 
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