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研究成果の概要（和文）：以前に，結核菌は宿主細胞に対して生菌特異的に細胞傷害活性を持つことを見出している (
JICR. 2001)．本研究では菌の抗酸化活性の強弱が宿主細胞内での生存と宿主からのサイトカイン産生誘導能に関係し
ていることから，これらが相関していることが示唆された (Kekkaku, 2015, Microbiol Immunol., 2015)．毒力の強い
抗酸菌で抗酸化活性が高いことから，抗酸化能と宿主細胞傷害活性に何か関係があることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that virulent Mycobacteria exhibit strong 
cytotoxicity to host cells (JICR, 2001). Supported by this research fund, we revealed that the 
anti-oxidative activity of those bacilli would relate to the long time survival in the host cells and the 
strong activity of cytokines production from infected host cells (Kekkaku, 2015, Microbiol Immunol., 
2015). So, we expected that the anti-oxidative activity of the bacilli would relate to the cytotoxicity 
to the host cells.

研究分野： 微生物免疫学
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１．研究開始当初の背景 
結核菌が宿主細胞傷害活性を持つことを

報告している(J. Interferon Cytokine Res., 

2001)．本活性は菌の宿主細胞内での生存率

に相関していることから，抗菌薬の薬剤感受

性試験法や新規抗結核薬のスクリーニング

法に応用を考えた  (Antimicrob. Agents 

Chemother., 2002, 2005）．さらに，感染宿主

細胞からの IL-1 産生と宿主細胞内での菌の

生存に関連があった FEMS Immunol. Med. 

Microbiol, 2009, FEMS Microbiol. Lett., 

2010）．宿主内での長期生存能について，IL-1

で誘導される STAT６シグナルとも関連があ

ることを報告している(Vaccine, 2011)． 
 
２．研究の目的 
本研究では，結核菌の属する抗酸菌属の生菌

による宿主細胞傷害活性について，生化学的，

分子細胞遺伝学的な手法を用いて解析を行

う． 
３．研究の方法 
(1)菌株： Mycobacterium bovis BCG 亜株

（Australia ATCC 35739，Connaught ATCC 

35745，Danish ATCC 35733，Glaxo ATCC 35741，

Mexico ATCC 35738，Montreal ATCC 35735，

Pasteur ATCC 35734，Phipps ATCC 35744，

Russia ATCC 35740，Tice ATCC 35743），

Australia vaccine seed，Sweden 株は国立感染症

研究所の山本三郎博士より供与された．M. 

tuberculosis H37Rv ATCC 25618，Colorado State 

University より供与された．M. bovis, M. bovis 

BCG Brazil, M. smegmatisは結核研究所より供

与された．各菌株は Middlebrook 7H9 Broth／

0.25 % Tween 80／10% ADC 培地にて培養し

た． 

(2)カタラーゼ活性の測定： catalase を含まな

い培地(Middlebrook 7H9 10% AD)で菌を培養

する．菌が十分に増殖した後に集菌し，

beadsVita にて菌体を破砕した．破砕溶液に含

まれるタンパク質を定量し，カタラーゼを含

む試料とした．一定量のタンパク質を含む菌

を破砕した試料に過酸化水素を加えて，過酸

化水素の分解を吸光度計で測定した．吸光度

変化を市販のカタラーゼと比較して比活性

を求めた． 

(3)スーパーオキシドディスムターゼ(SOD)活

性の測定：上記の操作で得たタンパク質中に

含まれる SOD を Dojindo の SOD アッセイキ

ットで測定した． 

(4)Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay

（ELISA 法）による培養上清中のサイトカイ

ンタンパクの測定：宿主細胞（マウスマクロ

ファージ系細胞株 RAW264.7，マウス初代培

養骨髄細胞）を 1×105 cells/well で 24 Well プ

レートにまき，37 ℃，24 時間培養後，MOI=10

相当の菌を含む DMEM(+ Penicillin，5 % FBS)

を細胞に加え，37 ℃で培養した．72 時間後

の培養上清を回収し，ろ過滅菌を行い ELISA

法で測定した．Mouse IL-1 ELISA Set（BD 

Biosciences），mouse IL-10 ELISA Set ( BD 

Biosciences )，mouse IL-12 ELISA Set ( BD 

Biosciences )，mouse TNF- ELISA Set （BD 

Biosciences）を使用し，使用法は添付の方法

に従って行った． 
 
４．研究成果 

感染宿主細胞の中の抗酸菌は宿主細胞が産

生する酸化物質に対して抵抗する様々な仕

組みを備えている．その中でもカタラーゼ

(KatG)やスーパーオキシドディスムターゼ

(SOD)のような活性酸素種を無毒化する酵素

がよく知られている(Takii, Kekkaku, 2015)．宿

主細胞傷害活性と宿主細胞内での菌の生存



について関連を調べるために，菌の抗酸化酵

素の活性と感染宿主細胞からのサイトカイ

ン産生能を測定した．ウシ型結核菌の弱毒株

BCG の中には亜株が存在していることが知

られている(Behr, et al., Science, 1999)．また，

亜株間で免疫誘導活性に違いがあることを

我々の研究で明らかにしている(Hayashi, et 

al., FEMS Immunol. Med. Microbiol, 2009)．

この違いが宿主細胞内での生存能の違いに

あるのではないかと考え，BCG 亜株間でのカ

タラーゼ活性と SOD 活性を検討したところ

SOD 活性には大きな差がなく，カタラーゼ活

性に差が認められた．次に宿主細胞内での生

存について，一定期間 BCG を感染させた宿

主から菌を回収し，寒天プレートに播種して

培養後，生えてきたコロニーを数えることに

より宿主内の生菌数を測定した．予想通り，

抗酸化活性が高い亜株の方が宿主細胞内で

の生存数が多かった．続いてサイトカイン誘

導能を測定したところTh1サイトカインであ

る IL-1，IL-12，TNF-αの産生誘導能と宿主

細胞生存能に相関が見られた．一方，免疫抑

制系のサイトカインである IL-10 の誘導には

逆相関が見られた(Microbiol Imuunol., 2015)

ことから，宿主細胞内の生存能は単に感染宿

主だけではなく，他の細胞との関係（細胞傷

害性 T 細胞）などとの関係があることが示唆

された．以上のように，本現象は単に感染細

胞だけでなく，組織レベル，個体レベルに対

する菌の毒性とも関係することが予想され

た．抗酸菌の生菌特異的な本因子が明らかに

なり，その機構の詳細を解明することで，未

だ明らかになっていない結核の病原性の解

明や，結核ワクチンの開発に貢献できると考

えている． 
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