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研究成果の概要（和文）：  結核は、年間150万人が死亡する最大級の細菌感染症である。結核菌のすみかはヒ
トであり、感染者（潜在性結核）の5-10%で、菌の再増殖が生じ結核が発症する。したがい潜在性結核に対処し
発症を抑止することが疾患の制圧につながる。潜在期において結核菌は、増殖を停止した休眠（dormant）状態
にある。本研究は、結核菌の休眠を誘導する分子の解析を基軸として、潜在化の機構解明と、発症抑止による新
しい結核制御法の構築を指向した。

研究成果の概要（英文）：  Tuberculosis is a serious health threat that kills more than 1.5 million 
people annually. Mycobacterium tuberculosis, an etiologic agent of tuberculosis, persistently 
infects one third of the human population, and 5 to 10% of them develops tuberculosis. Accordingly, 
prevention of the progression from latent tuberculosis is an efficient for tuberculosis control. At 
the latent stage M. tuberculosis is under dormant state where growth has ceased. Here we showed 
importance of suppression of energy production and fatty acid synthesis of mycobacteria for long 
term survival of mycobacterial after entering stationary phases. Our data provided reasonable basis 
of establishing a new control strategy against tuberculosis by deterring the disease onset.

研究分野： 細菌学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  細菌は無限増殖細胞であるがゆえに、その長生きについての研究は少ない。一方で、抗酸菌は分裂を停止して
休眠し長期間生存する。この特徴は、抗酸菌症の経過を特徴づけている。抗酸菌の長寿の機構を、特徴的な休眠
の鍵分子を足ががりとして解析した結果、霊長類の長寿とも共有するメカニズム、すなわち増殖抑制、低代謝、
ラジカル抵抗性、の重要性を明かにした。本研究は、細菌から霊長類まで、真核生物に普遍的な長期生存のメカ
ニズムが、細菌細胞でも共有されることを示した。本成果は、我々の長寿のヒントも啓示し、また難治性抗酸菌
症の発生母体である無症候感染の縮小を図る革新的な制御法開発に貢献する。
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１．研究開始当初の背景 
 
  結核（症）は、年間 150 万人の死を招来する最大級の感染症である。感染成立後、速
やかに発症するのは 5%程で、殆どの感染者において無症候感染が成立する。現在、人類
の 1/3〜4（約 18 億人）が無症候感染と推測されており、その 5-10%が、潜伏菌の再増殖、
すなわち内因性再燃により結核を発症する。従って、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（LTBI）と呼ばれる。 
  潜在性結核の成立後、宿主応答のみでは菌を生体から駆逐できない。このような結核
菌の宿主防御系に対する極めて高い抵抗性が、寄生や病原性の要である。しかし結核菌は、
発症なしに子孫を残すことができない。なぜなら、菌は空気感染でのみ伝播し、自然環境
下では生存できず、感染宿主の死は、感染結核菌の死滅をもたらすからだ。実際に感染者
は、未発症であれば感染源とならない。このような事実から申請者は、『発症を抑止し、結
核の潜在化を維持することで結核を制圧できる』と提唱する。潜在期において感染結核菌
は、分裂しないが、長期間生存し薬剤抵抗性となる休眠形状態で潜伏していることが知ら
れる。申請者は休眠抗酸菌に顕著に発現する増殖抑制性蛋白質 MDP1 を見いだした。現在、
感染者の検出やワクチン開発にむけて MDP1 の応用が進められている。本研究は、これまでの
研究を継続・発展させ、組み換え抗酸菌技術を利用して、潜在化の機構解明を目指すと共に、
発症傾向の検出技術や発症抑止による新しい結核制御法の構築を指向した。 
 
２．研究の目的 
 
  結核の発生母体は、潜在化した無症候感染であり、18 億の人類に休眠している潜伏
感染結核菌である。休眠潜伏菌は、増殖を停止しながらも、人の寿命を越えて生き続け
ることができる。申請者は、増殖抑制能を有し、抗酸菌の静止期以降に発現が亢進する
分子 MDP1 を同定した。本研究は、MDP1 を基軸に、結核菌の長期生存メカニズムの解
明と発症抑止による新しい結核の制圧戦略の構築を目的とした。 

未発症の結核菌感染者において MDP1 が顕著に発現していることが確認されている。
免疫応答は、病原体量に相関することから、MDP1 に対する宿主応答を利用した感染や
発症の予測診断法開発が進められている。また、MDP1 と免疫賦活 DNA を混合して免疫
することで防御免疫が誘導できることから、MDP1 と核酸アジュバントを混合した成分
ワクチン開発が進められている。 
  一方で基礎研究や応用研究の進行に伴い、解明・解決すべき新たな課題が生じてい
る。課題の一つは、宿主応答の検出や誘導において、蛋白質の構造に関する考慮が不十
分であること、また MDP1 は再燃や発症時には結核菌からの産生が減少することから、
MDP1 の低下により発現が誘導される発症期の結核防御抗原を、ワクチン成分として補
填すべきということである。 
  また MDP1 の C 末領域は、特徴的な塩基性アミノ酸の繰り返しからなることが分か
っていたが、興味深いことに昨今、本領域が一定の立体構造を有さない『天然変性領域』
であることが分かった。天然変性領域は、細菌で希である。この抗酸菌に特有の変性領
域が、MDP1 の活性にどのように関わるか未解明である。 
 
３．研究の方法、下記の 4 項目を実施した。 
 
・MDP1 欠失抗酸菌の表現型解析 
・天然変性領域欠失 MDP1 を産生する組み換え抗酸菌の作成とその表現型解析 
・MDP1 発現抑制誘導組み換え結核菌の作成と表現型解析 
・感染や発症を検出する診断法開発 
・ワクチンの効果試験 
 
４．研究成果 
 
・MDP1 欠失抗酸菌の表現型解析 
 MDP1 欠失 M. smegmatis は、野生株に比べ、静止期以降に生菌数の減少が著しいこと
が分かった。その時の欠失株と野生株の蛋白質発現パターンを、二次元電気泳動により



比較した。結果 3 倍量以上発現が亢進する 28 スポットを欠失株に認めた。それらを質量
分析によって同定した結果、DnaA、NDH、Fas1、KatG など、それぞれ、複製、NADH
の酸化、脂肪酸合成、レドックスと結核薬イソニアジドの活性化に関わる分子が含まれ
ていた。生化学的検討により、静止期において実際に MDP1 欠失菌は、複製や代謝、お
よびラジカルやイソニアジド感受性が亢進することが分かった。真核生物に共通する長
寿の機構として、増殖や代謝の抑制、およびラジカル抵抗性があるが、MDP1 の活性と
重なることが判明し、細菌と真核生物で長寿の機構が共有されることが分かった（Enany 
et al. Sci Rep. 2017） 
  
  ・天然変性領域欠失 MDP1 を産生する組み換え抗酸菌の作成とその表現型解析 

MDP1 の特徴の一つは、抗酸菌特異的な C 末領域の繰り返し構造だが、これにより
MDP1 が細菌ではまれな天然変性蛋白質であることが分かった（Ohara Y et al., PLOS ONE, 
2018）。天然変性領域を欠失させた MDP1 を発現する M. smegmatis を作成し、その表現型
解析を行った。その結果、MDP1 による増殖と複製の抑制、ゲノム濃縮、薬剤抵抗性誘
導は、天然変性領域に依存することが判明した（Savitskaya A et al., Sci Rep. 2018）。 
 
・MDP1 発現抑制誘導組み換え結核菌の作成と表現型解析 
 結核菌での MDP1 の役割や、MDP1 が制御する遺伝子を特定することを計画した。化合
物の添加によって MDP1 の産生が抑制される組み換え結核菌を作成した。MDP1 の発現
消失をウエスタンブロットにて確認した後に、RNA を採取して、次世代シーケンサーに
よる RNA-seq 解析を行った。最も転写量が減少していたのは、想定通り MDP1 であった。
リード数解析により、MDP1 が抑制する遺伝子群と、MDP1 依存的に転写が亢進し、休
眠期に発現するとおもわれる分子を特定した。 
 
・感染・発症を検出する診断法開発。 
 増殖期に産生される結核菌抗原に比し、MDP1 に対する抗体は、未発症の結核菌感染
者でよく検出されることが分かっている。特に発症リスクの高い、陳旧性結核や Recent 
LTBI で抗体価が高い傾向があり、結核の発症予測診断への応用が期待される。MDP1 の
立体構造に注目し、N 末のヒストン様蛋白質領域の構造を維持することが、無症候感染
者の抗体による検出に有効であることを示した（Ohara Y et al. PLOS ONE, 2018）。また、
MDP1, ESAT6, CFP10, Ag85, Acr 等の複数の主要結核菌抗原に対して、病院検診にて高い
抗体価を有すると判断された健常者が、その後結核を発症したことが分かり、発症予測
診断への利用可能性を示した（Maekura R et al., Microbiol Immunol）。 
 
・免疫原性の検討とワクチン効果の試験 
 結核ワクチン BCG の問題点は、生ワクチンである BCG が接種宿主に長くとどまるにも関わ
らず、効果が減衰することにある。したがって幼少期に接種した BCG の効果が成人期に低下
する。BCG の効果を成人期に再活性化し、発症を抑制するブースターワクチンへの応用を検証
した。MDP1 の制御を逃れ、増殖期に産生される Ag 85 や ESAT6 等と休眠期に産生される抗原
を調整し、BCG 接種者由来の末梢血単核球に対する刺激性を検証し、抗原性を確認した。また
モルモットや霊長類（カニクイザル）を用いて、ワクチン効果を検証し、ブースターワクチン
によって生体内結核菌の増殖が有意に抑えられることを示した。 
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