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研究成果の概要（和文）：エピソーマルなpUV15由来プラスミドを使用したTetRにコントロールされたPE_PGRS62タンパ
ク質を誘導発現する結核菌を作りました。容易に十分な蛍光発光を与えるために、エピトープ-タグ（5×Myc）を付加
しました。赤い蛍光タンパク質（3×mCherry）は結核菌ΔPE_PGRS62で互換性を持つpMV306由来プラスミドによって同
時発現されました。3×mCherryを発現した結核菌の表面にPE_PGRS62-5×Mycの局在を観察しました。結核菌PE_PGRS62
が菌体外へ存在しており、エフェクタータンパク質として機能することを示唆します。

研究成果の概要（英文）：The localization studies of PE_PGRS62 in M. smegmatis were reported, but its 
localization using microscopes is not examined in M. smegmatis and M. tuberculosis. Because over 
expression of PE_PGRS62 affects the growth of them. To examine the localization of PE_PGRS62, we created 
an M. tuberculosis strain expressing PE_PGRS62 protein using TetR controlled gene expression system, an 
episomal pUV15 derivative (HygR). PE_PGRS62 was tagged with a repeat epitope-tags (5×Myc) to give the 
enough fluorescent signal with ease. A repeat red-fluorescent protein (3×mCherry) was co-expressed by a 
compatible pMV306 derivative (ZeoR) with the episomal plasmid in M. tuberculosis ΔPE_PGRS62 deletion 
mutant, which was removed HygR gene. We observed the surface localization of PE_PGRS62-5×Myc on 
3×mCherry-expressed M. tuberculosis. This present study strongly suggests that PE_PGRS62 is surface 
exposed in M. tuberculosis and functions as an effector into the extracellular environment.

研究分野： 細菌学

キーワード： 結核菌
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１．研究開始当初の背景 

 結核菌ゲノム解析からグリシンに富む

PE_PGRS タンパク質の存在が明らかになっ

た。しかし、PE_PGRS ファミリータンパク

質の機能はほとんどわかっていない。

PE_PGRS タンパク質は結核菌が有する５つ

のタイプ VII 分泌装置のひとつ ESX-5 シス

テムの基質分子であることが推定されてい

る。これまでの研究から、PE_PGRS33

（Rv1818c）が N 末端の PE 領域を介して結

核菌の細胞壁に局在し、別の PE_PGRS ファ

ミ リ ー タ ン パ ク 質 の ひ と つ で あ る

PE_PGRS30は病原性タンパク質として同定

され、PE_PGRS タンパク質の機能が断片的

に明らかとなってきた。 

 

２．研究の目的 

 結核菌はマクロファージ内でタイプ VII 分

泌機構を介して、結核菌ファゴソームにポア

形成を誘導し、ダメージを受けた結核菌ファ

ゴソームが新たにオートファゴソームに包

みなおされると考えられている。我々の研究

グループで新たに結核菌病原性タンパク質

PE_PGRS62（別名 Rv3812）を同定した。

予備的な実験を行ったところ、PE_PGRS62

はオートファゴソーム形成に重要な役割を

担う LC3 と結合した。したがって、本研究で

は PE_PGRS62 がどのようにオートファゴ

ソーム形成を制御しているかを明らかにす

ることを研究目的とする。 

 また、PE_PGRS62 の誘導発現できる結核

菌を作製する。菌体での局在、分泌性につい

て調べる。 

３．研究の方法 

 PE_PGRS62 が有している推定のトランスメ

ンブレン領域（TM）が、宿主細胞内で働いて

いるかどうかを、オートファゴソームとリソ

ソームの融合阻害と関係づけて調べる。 

 PE_PGRS62 を誘導発現させるため、pUV15

を用いた無水テトラサイクリン発現系を構

築した。これまでに PE_PGRS62 を過剰発現さ

せると菌の発育に影響がでることが分かっ

ていたことから、無水テトラサイクリンで

PE_PGRS62 を誘導発現させた際に結核菌が生

育できることを確認した（7H10/ADC 液体培地

で培養、OD530 を測定した）。 

 しかしながら、誘導発現した PE_PGRS62 を

検出することが難しかったため、検出感度を

上げる目的で PE_PGRS62 に５回繰り返し Myc

タグを融合した。これまでの研究から、無水

テトラサイクリン誘導には 72〜96 時間刺激

が必要であることが示唆されていたが、１〜

２週間の無水テトラサイクリン刺激により

効率的にPE_PGRS62を発現できることがわか

った。 

 種々の PE_PGRS62-Myc5 と同時に赤色蛍光

タンパク質を発現させるため、１コピーで十

分な蛍光を得られる３回繰り返しmCherryを

作製した（下図）。 

 
４．研究成果 

 ΔPE_PGRS62 株が弱毒化し、肺での増殖

が遅延することを明らかにし、病原性タンパ

ク質として同定した。 

 次に、GFP を発現した結核菌を J774 マク

ロファージに感染させた。この実験でマクロ

ファージ内の結核菌は、初期エンドソームマ

ーカーEEA1 と共局在しないことを観察した。

その一方で、結核菌はトランスゴルジマーカ

ーTGN46、リソソームマーカーCD63 および

オートファゴソームのマーカーLC3 のそれ

ぞれと共局在した。 

 J774 マクロファージに GFP-PE_PGRS62

を安定的に発現させ、免疫沈降を行って

PE_PGRS62と宿主タンパク質との結合性を

調べた。結核菌 PE_PGRS62 タンパク質はオ



ートファゴソーム形成に重要な役割を担っ

ている LC3 と結合することを見出した。 

 293T 細胞に GFP-PE_PGRS62 と変異体

GFP-PE_PGRS62 を過剰発現させた。

GFP-PE_PGRS62タンパク質の発現は 293T

細胞内に小胞形成を誘導した。N 末端領域を

欠損した GFP-ΔPE は小胞形成を誘導せず、

C末端領域を大幅に欠損させたN末端領域の

GFP-PE はより小さい小胞を誘導した。これ

らの結果から、PE ドメインが小胞形成を誘

導することが示唆された。また、C 末端の３

つの推定膜貫通領域を欠損した GFP-ΔTM

を発現させると巨大な膜構造物の形成され

た。 

 PE_PGRS62 の TM が、実際に宿主細胞内で働

いていることが分かった。TM を持たない

PE_PGRS62ΔTM を発現した場合に巨大なベシ

クル内にGFP-PE_PGRS62ΔTMが発現しており

mCherry-LC3BやmCherry-CD63が共局在した。

全長のPE_PGRS62が発現した宿主細胞内では

ベシクルの淵にGFP-PE_PGRS62が発現してお

り、そのベシクルへの mCherry-LC3B や

mCherry-CD63 の共局在が抑制されていた。 

 タンパク質過剰発現系ではなく、結核菌が

発現したPE_PGRS62によりオートファジーが

抑制されるかどうか調べるために無水テト

ラサイクリン発現誘導系を構築した。 

 PE_PGRS62 の全長、N末端、C末端を誘導発

現させるため、100 ng/ml の無水テトラサイ

クリン刺激し、菌体抽出液を作製した。抗 Myc

タグ抗体（CST ジャパン、9B11）でウェスタ

ンブロッティングをおこなった（下図）。 

 

ウェスタンブロット解析で PE_PGRS62-Myc5

の誘導発現を確認できたので、次にコンフォ

ーカルレーザー顕微鏡解析を行った。小川培

地で２〜３週間培養後、マイコブロスで２〜

３週間培養した結核菌を、Tween80 を含まな

いソートン培地（無水テトラサイクリン含

有）で２週間培養した。この菌を 4%パラフォ

ルムアルデヒドで固定し、PBS で洗浄後に 5%

スキムミルク／TBS-T でブロッキングした。

抗 Myc タグ抗体（CST ジャパン、9B11）で染

色し、コンフォーカルレーザー顕微鏡解析を

行った（下図）。 

 
以上の解析から、PE_PGRS62 は N 末端領域を

介して、結核菌の細胞表面に局在することが

明らかとなった。 

 PE_PGRS62 の分泌性を調べた。海外の研究

グループが、非結核性抗酸菌 M. smegmatis

に PE_PGRS62 を発現させ、iNOS やフォゴソー

ム成熟が抑制されることを報告した。M. 

smegmatis は ESX-5 を有さないが ESX-1 を有

しているため PE_PGRS62 が ESX-1 依存的に分

泌することを予想している。他の研究グルー

プは PE_PGRS が ESX-5（Rv1798 など）から分

泌すると考えている。したがって、PE_PGRS62

（別名 Rv3812）の遺伝子座の近い ESX-1（本

研究では Rv3871）について調べた。PE_PGRS62

とRv3871のダブルミュータントにPE_PGRS62

を発現させた。小川培地で培養を行い、得ら



れた菌体を、無水テトラサイクリンを含むソ

ートン培地に移し１週間培養した。この培養

で浮遊している菌体を新しい無水テトラサ

イクリンを含むソートン培地に移し、更に１

週間培養した。この培養液の菌体を遠心で除

去後に、完全に菌体を除去した上清を得るた

めに、5um のフィルター、0.2um のフィルタ

ー処理を行った（5um のフィルター処理は

0.2um のフィルター詰まりを防止するために

行った）。得られた上清をアミコンで濃縮し、

ウェスタンブロット解析を行った（下図）。 

 
菌体成分であるGroEL2は上清になかったが、

PE_PGRS62 は ESX-1 非存在化でも分泌してい

た。したがって、PE_PGRS62 は ESX-1 以外の

分泌装置から分泌されることが示唆された。 
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