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研究成果の概要：結核菌ゲノム上に存在する RD1 領域は、マクロファージのミトコンドリア内

膜の傷害や、細胞質内カリウムの流出に関与する。その結果、結核菌感染マクロファージでは

細胞死やカスパーゼ１の活性化が誘導される。一方、PPE37 は炎症性サイトカイン産生を抑制

することで結核菌の病原性に寄与する。また、BCG を用いた感染実験で、宿主体内から菌が容

易に排除されないのは、PD-1 を介した抑制性シグナル経路が活性化されるためであることが示

された。 
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１．研究開始当初の背景 
 結核菌(Mycobacterium tuberculosis)は、古く
からヒトと共存してきた歴史があり、ヒトを
宿主とすることに最も成功した微生物のひと
つである。結核菌が宿主に感染すると３−４週
間後には強い獲得免疫が誘導される。しかし、
菌はこの防御反応に抵抗して生存することが
できる。このことから、結核菌は積極的に宿
主防御免疫を制御するメカニズムを働かせて

いることが考えられる。このメカニズムを明
らかにすることは、結核に対する新たな感染
防御戦略を構築する上で重要な意味を有する
ことは間違いない。そこで本研究では、宿主
感染防御に対する結核菌の抵抗性メカニズム
を明らかにすることを目的として、結核菌病
原因子がマクロファージの機能をいかに撹乱
し、菌の増殖に適した環境を維持しているの
か。さらに、それらが防御免疫の誘導にどの
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ような影響を及ぼしているのかという点につ
いて解析する。 
 
 
２．研究の目的 
 マクロファージは結核菌に対する感染防御
において殺菌や肉芽腫形成による菌の封じ込
めだけでなく、抗原提示細胞として獲得免疫
の成立にも関与する重要な細胞である。結核
菌はこのマクロファージに侵入して細胞内で
生存増殖する細胞内寄生菌であり、細胞内寄
生を成立させるためにマクロファージの様々
な機能を抑制する活性があることがわかって
いる。また、その抑制作用は結果的に宿主感
染防御全体に大きな影響を与えるものと考え
られる。従って、この分子メカニズムを明ら
かにすることにより、結核菌の感染機序を把
握するための重要な情報を得ることができる
と期待される。そこで本研究では、以下の点
に焦点を絞り解析を行う。 
 
(1)これまでの報告から、結核菌の増殖の場と
なるマクロファージの細胞死を制御すること
が、感染を成立させるために重要であること
が示されている。病原性の強い結核菌は感染
マクロファージにネクローシスを誘導する能
力が高い。しかし、今のところ感染細胞のネ
クローシスが病原性発現に必要な理由につい
ては推測の域を出ていない。最近、結核菌
RD1 遺伝子領域欠損株の病原性が野生株に
比べて低く、感染細胞にネクローシスを誘導
する能力も弱いことが報告された。そこで、
RD1 領域がどのような機序で感染マクロフ
ァージのネクローシス誘導に関与するのかを
解析する。また、菌の病原性と防御免疫誘導
との関係を明らかにする目的で、RD1 遺伝子
領域がマクロファージのサイトカイン産生に
及ぼす影響についても調べる。 
 
(2)結核菌 PE/PPE ファミリー分子のうち
PPE37 の発現が肉芽腫内で著しく高まること
が示されており、この因子が結核菌の宿主体
内での生存、あるいは病態形成に関与する可
能性が考えられる。そこで、この PPE37 の機
能を調べる目的で、M. smegmatis に PPE37 を
発現させ、感染後のマクロファージ機能に及
ぼす影響を解析する。 
 
(3)マウスに BCG を感染させ、経時的に臓器
内菌数を調べると、特異的防御免疫が発現し
ているにもかかわらず、感染した菌は排除さ
れず、持続的に各臓器より検出される。この
菌の宿主感染防御に対する抵抗性メカニズム
を理解するため、BCG 感染後の防御免疫応答
の強さ、抗原特異的 CD4+ T 細胞の応答性、
およびマクロファージ細胞表面抗原の変化に
ついて解析する。 

 
 
３．研究の方法 
(1)RD1 遺伝子領域のマクロファージ機能へ
の影響 
 結核菌 H37Rv および RD1 遺伝子領域欠損
株(H37RvΔRD1)をマウス腹腔滲出マクロフ
ァージあるいはマクロファージ様細胞株
RAW264 細胞に感染させ、経時的に乳酸脱水
素酵素の培養上清中への遊離量や propidium 
iodide (PI)による染色性で感染細胞のネクロ
ーシスの程度を調べた。また、各種 caspase
活性化、TNF-αおよび細胞内活性酸素の産生
量、ミトコンドリアの膜電位、あるいは細胞
内 ATP 量を測定し、RD1 領域が necrosis 誘導
にどのように関与するのかを解析した。  
 RD1 領域が結核菌感染マクロファージの
サイトカイン産生に及ぼす影響を明らかにす
るため、H37Rv と H37RvΔRD1 をマウス腹腔
滲出マクロファージに感染させ、その後のサ
イトカイン応答を比較した。 
 
(2)PPE37 のマクロファージ機能への影響 
PPE37 の機能を調べるためには、通常結核菌
のPPE37欠損株を作製してその機能を解析す
るが、結核菌ゲノム上には PE/PPE ファミリ
ーに属する分子が多数存在するため、PPE37
遺伝子を欠損させてもその影響がマスクされ
てしまう可能性がある。そこで、PPE37 を発
現する M. smegmatis を作製した。マウス腹腔
滲出マクロファージにこの変異株および親株
を感染させ、その後のマクロファージ機能を
解析した。 
 
(3)BCG 持続感染に関わる抑制性シグナル伝
達経路の解析 
マウスに BCG を感染させ、経時的に臓器内
菌数、CD4+ T 細胞の防御免疫誘導能、サイト
カイン産生、およびマクロファージ表面抗原
の発現量を調べ、BCG の長期生存を可能にし
ている機序について解析した。 
 
４．研究成果 
(1)RD1 遺伝子領域に依存したネクローシス
誘導 
 RAW264 細胞に結核菌 H37Rv を感染させ
たところ、ネクローシスが誘導された。しか
し、RD1 欠損株の感染ではネクローシスの誘
導は認められず、結核菌によるネクローシス
誘導には RD1 領域が重要であることが示さ
れた。さらに、H37Rv 感染細胞では、RD1 に
依存したミトコンドリア内膜傷害および細胞
内 ATP 量の減少が観察された。この結果から、
結核菌が感染したマクロファージでは RD1
領域の遺伝子産物によりミトコンドリア内膜
が傷害され、ATP 合成が阻害されるため細胞
がネクローシスに陥ることが示された。また、



 

 

感染量を下げてマクロファージに H37Rv を
感染させた場合には、感染初期にカスパーゼ
９依存的にネクローシスが抑制されることが
示された。以上の結果より、病原性の強い結
核菌には RD1 領域に依存したネクローシス
誘導能があるが、自然感染に近い実験モデル
として少量の菌で感染させた場合にはカスパ
ーゼ 9 の活性化が誘導され、菌が増殖するた
めの場を確保するためネクローシスが抑制さ
れるものと考えられた。 
 
RD1 に依存したカスパーゼ 1 の活性化と
IL-18/IL-1β産生誘導 
 サイトカイン産生誘導における RD1 の関
与について解析した。H37Rv および H37Rv
ΔRD1 でマウス腹腔滲出マクロファージを
刺激した場合、IL-6 や TNF-α産生に違いは認
められなかったが、H37RvΔRD1 刺激後の
IL-18 や IL-1産生レベルは、H37Rv 刺激の場
合に比べて著しく低いことが示された。
H37Rv と H37RvΔRD1 の感染では、IL-18 お
よび IL-1mRNA の発現は同程度に認められ
たが、カスパーゼ１の活性化は H37Rv 感染に
おいてのみ観察された。また、これらサイト
カイン産生とカスパーゼ１活性化はタイプ１
インターフェロンレセプター非依存的に誘導
されることが示された。さらに、カスパーゼ
１の活性化が細胞外塩化カリウム濃度の増加
に応じて阻害され、カリウムイオンの流出を
誘導するnigericin存在下でH37RvΔRD1を感
染させると、カスパーゼ１の活性化が誘導さ
れることが明らかとなった。以上の実験成績
から、RD1 領域はカリウムイオンの流出に関
与し、その結果としてカスパーゼ１が活性化
され、IL-18 や IL-1の産生が誘導されるもの
と考えられた。 
 
(2)PPE37 による炎症性サイトカイン産生の
抑制 
 結核菌の病原性に関与することが考えられ
る PPE37 の機能を調べるため、PPE37 を発現
する M. smegmatis を作製し、その影響を調べ
た。その結果、PPE37 は感染マクロファージ
の細胞死には影響しないことが示された。し
かし、PPE37 は M.smegmatis 感染で誘導され
る IL-6やTNF-αなどの炎症性サイトカイン産
生を抑制した。また、この活性は、MAPK の
活性化を抑制することで発揮されることが示
唆された。以上の結果より、結核菌はマクロ
ファージに感染後PPE37の発現誘導を介して
炎症応答を抑制する機序を有することを新た
に示すことができた。 
 
(3) BCG持続感染の成立に関与する PD-1シ
グナル経路 
 BCG 感染後、経時的に臓器内菌数を測定し
たところ、肺および脾臓における菌数は感染

１週目をピークとして徐々に減少したが、感
染 12 週目においても多数の菌の存在が確認
された。一方、BCG 感染 1-12 週目に脾 CD4+T
細胞を回収し、正常マウスに養子移入して、
この T 細胞の感染防御誘導能を測定した。そ
の結果、BCG 感染 3 週目の CD4+T 細胞を移
入した場合には強い防御免疫の発現が認めら
れたが、感染後 6 週および 12 週目の T 細胞
を移入してもそれほど強い防御免疫を賦与す
ることができなかった。また、in vitro で T 細
胞機能を測定したところ、BCG 感染３週目に
脾臓より回収した CD4+T 細胞は抗原刺激に
対して強い IFN-γ およびTNF-α産生応答を示
し、これらサイトカイン産生能を有する感染
抵抗性 T 細胞が誘導されていることが示され
た。しかし、この CD4+ T 細胞数は臓器内に
まだ菌が存在しているにも拘らず感染の経過
とともに減少した。BCG 感染 6 週以降の脾臓
では制御性T 細胞数の増加や抑制性サイトカ
インである IL-10 産生は認められなかったが、
抗原提示細胞上の抑制性補助分子PD-L1の発
現の持続的な亢進が認められた。PD−L１はそ
のレセプターである PD-1 を介して抑制性シ
グナルを T細胞に伝えることが示されている。
そこで、この PD-1/PD-L1 経路が BCG に対す
る感染防御の抑制に関与するか否かを PD-1
欠損マウスを用いて解析した。PD-1 欠損マウ
スに BCG を感染させ、経時的に臓器内菌数
を測定すると、感染早期の菌数は wild type 
(WT)マウスとほぼ同じであったが、感染６週
目以降では、PD-1 欠損マウスの方が菌の排除
が亢進していることが示された。また、感染
防御の発現に重要な IFN-γおよび TNF-α産生
性 CD4+T 細胞数は、PD-1 欠損マウスでも WT
と同程度に BCG 感染３週後に誘導されたが、
PD-1欠損マウスでは感染6週目以降でも持続
的に存在することが示された。 
 これらの結果から、PD-L1 の発現が亢進す
る BCG 感染後期に PD-1/PD-L1 経路を介した
シグナルが感染防御に関与する CD４+ T 細胞
の機能を抑制することが示された。この反応
は過剰なTh1 応答を抑制する正常な宿主応答
であると思われるが、この抑制性メカニズム
の存在が BCG の長期生存に有利に働いてい
るものと考えられた。 
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