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研究成果の概要（和文）：　活動性結核の源泉となる無症候感染のリメカニズムや、無症候感染からの発症予知
技術の開発を目的として、結核高蔓延地区であるケニア共和国において研究を実施した。その結果、結核患者
（発症者）で応答の高い抗原と、無症候感染で検出される抗原応答性を組み合わせて、無症候の結核菌感染者を
検出したり、結核菌感染後の発症を予知できる可能性が示された。またケニア結核菌感染者にHDLコレステロー
ル値が高いことをみいだし、その背景となるメカニズムを解析した結果、HDLはマクロファージが結核菌感染に
よって産生する宿主防御的なサイトカインTNF-alphaをTLR2の発現抑制によって抑制することが分かった。

研究成果の概要（英文）： This study was performed in tuberculosis-endemic area in Kenya to address 
molecular mechanisms of latency and know the fundamental knowledge for prediction of disease 
progression. We found some M. tuberculosis antigens are well recognized by host immune response, 
while some other antigens were done in individuals with asymptomatic infection. This suggested that 
detection of the immune responses to M. tuberculosis antigens can be applied for diagnosis of 
asymptomatic infection and disease progression.    
 We also found elevated HDL-cholesterol levels in M. tuberculosis-infected individuals. We found 
human macrophages produces TNF-alpha, a host protective cytokine against tuberculosis, depending on 
TLR2 upon M. tuberculosis infection. And HDL suppresses TLR2 expression and its cellar signaling. 
These suggest that higher HDL level may be risk of both asymptomatic and active tuberculosis.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
  結核（症）は、グラム陽性細菌である
結核菌（Mycobacterium tuberculosis）に
よる感染症で、AIDS（HIV 感染症）やマ
ラリア（マラリア原虫感染症）と並ぶ三大
感染症の一つであり、2013 年当時、年間
140万人の命を奪っていた（2017年現在は、
170万人の命を奪った）。 
  結核菌は、飛沫核感染によって、肺を
侵入門戸として人に感染する。感染者の一
部は、速やかに結核を発症するが、感染者
の 95%以上で無症候感染が成立する。現在、
人類の 1/3が無症候感染者であると推定さ
れており、その 5-10%が、感染菌の再増殖
（再燃）により結核を発症する。このよう
に無症候感染は、将来に結核を発症する可
能性があることから「潜在性結核」とも呼
ばれる。 
  一方で結核菌はヒト体内での生存力に
旺盛であるが、他の生体や自然環境下での
生存能に劣る。このような背景から研究申
請者は、ヒトに感染している結核菌を対処
することにより、結核の制圧が可能と考え
ている。それには、活動性結核（発症）に
加え、病原体の源泉である潜在性結核に対
処する必要があると考える。 
 
２．研究の目的 
  活動性結核の源泉となる無症候感染の
成立自体のリスクが不明である。また無症
候感染を IGRA（主に結核菌抗原 ESAT6
と CFP10に対する T細胞の IFN-gamma
産生応答試験）で判定するが、IGRA 陽性
の健常者は、本邦で少ない。一方で、結核
の高度蔓延地区であるアフリカや東南アジ
ア諸国では、多数の無症候感染者がみこま
れる。 
  一方で結核菌感染の検出にも改善の余
地がある。IGRA の結核患者の陽性率は
80%程度で、潜在性結核にいたっては 50%
程と、充分な感度とはいえない。また T細
胞応答で検出するため細胞培養や検出装置
が必要で、とくに結核の蔓延する途上国で
は実施できないことが多い。 
  そのような中で申請者等は、ケニア共
和国Mbita地区で、無症候の結核菌感染者
のサーベイを行い、寄生虫感染や栄養成分
と結核菌感染の相関をみいだした。また昨
今、high-density lipoprotein（HDL）コレ
ステロール値が、結核菌感染者で高いこと
も発見していた。 
  本研究は、ケニア共和国での研究を継
続し、無症候感染者と発症者の異なる免疫
応答の解析に付随して、無症候感染の検出
法や発症予知法の提案や、HDL が結核菌
感染のリスクとなる分子メカニズム解明を
目的として実施した。 
 
３．研究の方法 
 

  ESAT6, CFP10, Antigen 85, Acr, MDP1, 
HBHA等の結核菌蛋白質の遺伝子を、結核
菌ゲノムを鋳型として PCR でクローニン
グし、pET32発現ベクターに挿入してチオ
レドキシンタグ付加蛋白質として大腸菌で
発現させた。精製はニッケルカラムを用い
て行い、LPSの除去が不十分である場合は、
イオン交換カラムと組み合わせてカラムワ
ークを複数回行い、LPS不含の結核菌抗原
を調整した。また一部の抗原は、アミノ酸
配列を元にオーバーラップペプチドを合成
して T細胞刺激に利用した。作成した結核
菌抗原の抗体検出では ELISAに加え、マル
チプレックスによるビーズアレイで検証し
た。 
  検体は、ケニア共和国 Busia、Mbita、
Kuwale地区において、各病院に来院する結核
患者や一般住民から、また対照として健常者
やマラリア患者から生体試料を採取して用
いた。いずれもインフォームドコンセントを
得た後に、生体試料の採取を行った。 
  寄生虫感染の診断には、尿や便を採取し、
尿濾過法や Kato-Katz 法により糞便中の虫卵
を検鏡し、各種寄生虫感染の有無を特定した。
結核菌の感染は、抹消血単核球 PBMCを分離
した後に、IGRA に準じて ESAT6 と CFP10
とを添加し、37度にて炭酸ガス培養器にて一
日培養した後に上清を採取し、産生された
IFN-gamma をイミュノクロマト法で検出し
た。 
  HDL と LDL を、ヒト血液より密度勾配
遠心を行って単離した。濃度はコレステロー
ル測定キットにて決定した。ヒトマクロファ
ージは、健常人末梢血より CD14陽性細胞を
単離し、MCFの添加でマクロファージに分化
させた。TLR2 欠失ヒトマクロファージは、
ヒトの単球系細胞株 THP1 細胞を用いて、
CRISPR-Cas9ゲノム編集技術で欠失させ、相
同染色体に存在する二対の TLR2遺伝子にフ
レームシフトが生じていることを DNA シー
ケンスで確認し、また TLR2のリガンドであ
る Pam3CSK4 の刺激が入らないことを確認
して使用した。 
 
４．研究成果 
 
 結核菌抗原の ESAT6、CFP10、Antigen 85, 

Acr, MDP, HBHAおよび PPDに加え、新規を
あわせて 16 種類の結核菌抗原を調整し、それ
ぞれ健常者やマラリア感染患者を対照として、
無症候結核菌感染者と結核患者の免疫応答を
検討した。 
 CFP10や ESAT6に対する抗体価は、結核患
者で高い一方、既報にあるように Antigen 85、
Acr、MDP1 に加え新たに試験した抗原の一部
に対しては無症候感染者で有意に高いことが分
かった。また CFP10 や ESAT6 に対する免疫応
答が検出できない結核患者を、試験した別抗原
への応答を加えることで、より検出率が上昇する
ことも確認した。一方で、結核菌の無症候感染



者で認識される抗原に対する免疫応答は、
ESAT6や CFP10 との応答とはオーバーラップし
ない傾向が認められた。以上の結果から CFP10
や ESAT6 など、結核患者（発症者）で応答の高
い抗原と、無症候感染で検出される抗原応答性
を組み合わせて、結核菌感染後の発症を予知
できる可能性が示された。 

 
 血液生化学試験を実施し結核菌感染との相関
を解析した結果、Mbita地住民の検証でHDLコ
レステロール量と結核菌感染の相関が検出され
た。そこで結核菌の主要な感染細胞であるマク
ロファージの機能に対するHDLの作用を検証し
た。マクロファージを培養し、結核菌を感染する
際に HDL を加えると、感染菌数が有意に増加
することが分かった。同時に血清より分離した
LDLにはそのような活性を認めなかった。 
 さらに結核菌感染成立後のマクロファー
ジのサイトカイン応答をバイオプレックス
で網羅的に検討した結果、TNF-alpha、IL-6、
IFN-gamma、IL-10の産生を認めたが、そのい
ずれもが、HDLの添加で濃度依存的に抑制さ
れることが分かった。 
 特に最も産生が顕著で、且つ結核防御に必
須であることから TNF-alphaの産生を指標に、
産生抑制のメカニズムを解析した。まず、結
核菌感染時におけるヒトマクロファージの
TNF-alpha 産生がなにに依存するか解析した
結果、結核菌感染後に TLR2の転写量が増加
し、TLR2 欠失ヒトマクロファージでは、
TNF-alpha 産生が消失することを明らかにし
た。このことから、結核菌感染ヒトマクロフ
ァージにおける TNF-alpha 産生は、TLR2 依
存的であることがわかった。 
 そこで TLR2発現自体が、HDLによって影
響されるかを検討した結果、結核菌感染によ
って増加する細胞表面の TLR2が、HDLの添
加で減少することが分かった。それに伴い、
TLR2 の細胞内シグナリングの低下が観察さ
れた。 
 以上のケニア共和国での調査と検証から、
HDL はマクロファージが結核菌感染によっ
て産生する宿主防御的なサイトカインを
TLR2 の発現抑制によって抑制することが分
かった。本メカニズムが、結核菌感染の増加
に関与していることが疑われた。 
 HDL コレステロールは一般に善玉コレス
テロールとして知られ、血管の老化を抑制す
ることで成人病の予防に寄与する一方で、
TLR2 で認識される病原体感染においては負
の作用があることが示唆された。本研究成果
について論文を執筆し、発表した（Inoue et al, 
Sci Rep, 2018）。 
 
 以上、ケニア共和国における結核菌感染者
のモニタリングの結果、結核菌抗原に対する
免疫応答で、感染者の特定や発症の予知が可
能である可能性が示された。また HDL が結
核防御応答を抑制し感染や発症のリスクと
なることを示した。本研究成果が普遍的なも

のであるかを、より多数のサンプル解析や、
異なる地域での検証も必要と考えられた。 
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