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研究成果の概要（和文）：本研究では、Mycobacterium intracellulare N260が産生するD-アミノ酸（5種類）が
明らかとなった。また、これらのD-アミノ酸には、マクロファージに対する部分的なD-アミノ酸オキシダーゼ
（DAO）の遺伝子発現誘導作用や活性酸化窒素分子種（RNI）の産生誘導作用が認められた。さらに、網羅的な遺
伝子発現解析の結果、ペプチドグリカン構成D-アミノ酸（D-Ala, D-Glu）が感染宿主細胞におけるイオン輸送系
や細胞外マトリックス関連遺伝子の発現に影響を及ぼす可能性や、他のD-アミノ酸では金属イオン結合タンパク
質や脂質代謝関連遺伝子の発現に影響を及ぼす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The study showed that Mycobacterium intracellulare N260 produces five 
D-amino acids. Furthermore, these D-amino acids were discovered to activate partial gene expression 
of D-amino acid oxidase (DAO) and partial generation of reactive nitrogen intermediates (RNI) on 
macrophages. In addition, the results of comprehensive gene expression analysis revealed that 
D-amino acids (D-Ala, D-Glu) found in peptidoglycan might affect the expression of genes involved in
 ion transport system and extracellular matrix in host cells. Other D-amino acids have been 
suggested to affect the expression of metal-ion binding proteins and genes involved in lipid 
metabolism.

研究分野： 細菌学、感染症学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、抗酸菌由来D-アミノ酸が、感染宿主となるマクロファージに対して、感染防御因子である活性酸
化窒素分子種の産生の部分的な増大や、種々の遺伝子発現誘導に関与している可能性が示唆された。本研究で得
られた成果は、今後の、抗酸菌をはじめとする様々な細菌感染症において病原性発現や感染防御機構の理解への
一助となり、ひいては種々の細菌感染症に対する予防・治療方法の開発・発展に資すると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 
細胞内寄生菌である抗酸菌の感染宿主からの排除には、種々のサイトカインなどにより活性

化されるマクロファージが重要な役割を果たす。代表的な非結核性抗酸菌の Mycobacterium 
avium complex (MAC)の感染において、MAC の感染部位での滞留性と感染宿主における特異な病
態の発現は、MAC 感染宿主で誘導される免疫抑制性マクロファージによる T 細胞（Th1, Th2）
機能抑制現象がその一因を成していると考えられている 1。我々は、これまでに、MAC 感染マウ
スで誘導される抑制性 MF がマウスにおいて Th17 細胞分化誘導を増強することを明らかにした
2。また、この様な免疫抑制性と Th17 誘導に働くマクロファージポピュレーションは、ユニーク
な形質を有するポピュレーションであり、M1 マクロファージや M2 マクロファージといったこ
れまでに報告されているポピュレーション 3とは異なることが明らかとなった 2。しかしながら、
MAC によるこのユニークなマクロファージの誘導メカニズムについては不明である。 
アミノ酸は、タンパク質の構成成分である L 型アミノ酸（L-アミノ酸）と、その鏡像関係に

ありタンパク質合成には利用されない D 型アミノ酸（D-アミノ酸）が存在する。D-アミノ酸は、
細菌の細胞壁を構成する D-アラニンや D-グルタミン酸など、細菌で利用されていることが古く
から知られている。他方、ヒトをはじめとする哺乳類においても、近年、D-アミノ酸が様々な役
割を担っていることが分かってきた。D-セリンが脳に局在し、精神神経疾患と関連していること
や、D-アスパラギン酸が精巣などで産生され、ホルモンなどの産生を促進する働きがあることが
報告されている。特に、近年、細菌学・感染症学分野においては、腸内細菌の産生する D-アミノ
酸（D-アラニンなど）により腸上皮で D-アミノ酸酸化酵素（DAO）が誘導され、DAO の D-アミノ
酸代謝活性により活性酸素分子種（過酸化水素）が産生することで、DAO が個体における生体防
御に関与していることが報告された 4。また、Awasthy らは、結核菌が発現するアラニンラセマ
ーゼ（D-アラニン産生酵素）の発現が結核菌の試験管内での増殖やマクロファージ内での生存に
重要であることを報告している 5。このことから、細菌と宿主との間に D-アミノ酸が介在する相
互作用の存在が示唆される。しかしながら、細菌の病原性発現や宿主細胞の感染防御機構におけ
る D-アミノ酸の役割についてはほとんど明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、細胞内寄生性細菌であり、かつ、非常に長期間に亘りマクロファージ細胞内への感
染が持続するという特徴を有する抗酸菌（MAC）を供試して、抗酸菌の病原性発現やマクロファ
ージの細菌感染防御機構における D-アミノ酸の役割について明らかにすることを目的として、
種々の検討を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
マクロファージ細胞株および菌株 
 マクロファージ細胞株として RAW264.7 を供試した。また、抗酸菌株として M.intracellulare 
N260 株を供試した。 
 
M.intracellulare N260 株が産生するアミノ酸の分析 
 およそ 1010 CFU の N260 株を 300 µL の 1xPBS に懸濁し、ジルコニアビーズを適量加え、4℃
環境下で、ボルテックスにより細胞を破砕した後、遠心後の上清を 0.20 µm のフィルターにて
ろ過滅菌した溶液を菌細胞抽出液とした。菌細胞抽出液中の D-アミノ酸および L-アミノ酸の濃
度の分析は、資生堂に委託した。 
 
サイトカイン発現量の解析 
 RAW264.7 細胞に N260 株を MOI=10 で感染させた後、各種アミノ酸存在下または非存在下で 4
日間培養した後、培養上清について ELISA 法により炎症性サイトカイン IL-12 および抗炎症性
サイトカイン IL-10 の発現量を調べた。 
 
D-アミノ酸酸化酵素（DAO）遺伝子発現解析 
 RAW264.7 細胞を各種アミノ酸（100 µM）存在下、非存在下において培養後、RT-PCR 法により
D-アミノ酸オキシダーゼ（DAO）の遺伝子発現について解析した。 
 
活性酸化窒素分子種（RNI）の発現解析 
 各種アミノ酸存在下・非存在下で N260 株感染または非感染 RAW264.7 細胞を 4 日間培養し、
その培養上清について、Griess 法（Griess 試薬：1% スルファニルアミド/0.1% N-1-ナフチルエ
チレンジアミン/2.5% リン酸液を培養上清と等量加え、吸光度（590nm）を測定）により検討を
行った。 
 



網羅的遺伝子発現解析 
 Raw264.7 細胞について、D-アミノ酸 100 µM 存在下で 4日間培養した後、RNA を精製し、RNAseq
解析を行った。RNAseq 解析は、Veritas 社（シーケンス）および cBio 社（発現量比較解析）に
委託した。 
 
Carboxyfluorescein（CF）封入リポソームの調製と RAW264.7 細胞内への CF 送達能の検討 
 ホスファチジルセリン（PS）を含む、3 種類の脂質（HEPC:Chol:DOPS=4:3:3）と 40 mol/L 
Carboxyfluorescein（CF）を混和し、Mini-Extruder Set にて sizing (0.1 µm) を行い、CF封
入リポソームを調製した。このリポソーム溶液を RAW264.7 細胞に対して、CF終濃度 3μM相当
量となる様に添加し、数日間培養した後、共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）M.intracellulare N260 株の細胞抽出液にお
ける遊離アミノ酸の濃度について分析した。その結
果、5種類の D-アミノ酸が検出された（表 1）。 
 
（２）次に、M.intracellulare N260 株での産生が認
められた5種類の D-アミノ酸が D-アミノ酸代謝にか
かわる D-アミノ酸オキシダーゼ（DAO）の発現に影響
を及ぼすかどうか明らかにするため、MAC 感染また
は非感染条件下において、各種 D-アミノ酸存在下で
1 日間または 4 日間培養した際の DAO の発現量につ
いて、RT-PCR 法により調べた（図１）。MAC 非感染
RAW264.7 細胞においては 100 µM D-Val 存在下で 4日間培養した場合に、MAC 感染 RAW264.7 細胞
においては 100 µM D-Val、D-Phe、D-Ala それぞれ存在下で 1日間培養した場合に、DAO の発現が
誘導される傾向が認められた（図１A, B）。MAC 感染 RAW264.7 細胞に対して複数の D-アミノ酸を
同時に添加して培養した場合には、DAO の発現誘導が認められなかった（図１C）。また、MAC 感
染 RAW264.7細胞を4日間培養した場合にはD-アミノ酸の存在の有無にかかわらずDAOの発現が
抑制される傾向を示した（図１B, C）。MAC 菌に感染することで DAO の遺伝子発現が抑制されて
いる可能性が考えられた。 

 
（３）次に、MAC 感染のマクロファージの感染防御機構の一つである活性酸化窒素分子種(RNI)
の産生に対して影響を及ぼすのかどうかについて、Griess 法により検討を行った。MAC 感染マク
ロファージ細胞株について各種 D-アミノ酸を添加し 1 日間または 4 日間培養した際の培養上清
中の RNI 濃度について調べた結果、MAC 感染マクロファージにおいて D-アミノ酸存在下で培養し
た場合、1日間、4日間いずれの場合においても、僅かに RNI の濃度が上昇する傾向が認められ
た（図 2）。特に複数（5種または 4種類）の D-アミノ酸存在下で培養した場合に、より強い RNI
の産生誘導が認められた（図 2B）。なお、MAC 非感染マクロファージを用いた場合は、D-アミノ
酸の添加の有無にかかわらず RNI の産生は認められなかった（データ省略）。このことから、抗
酸菌が産生する D-アミノ酸は宿主細胞の RNI の産生誘導に部分的に関与している可能性が示唆
された。 
 
 
 

表１．N260株細胞抽出液中の各種アミノ酸(AA)濃度a

D-AA(nmol/mL) L-AA(nmol/mL)
Asp 0.05 2.44
Asp 0.05 2.44
Glu 1.09 301.23
Ala 2.67 12.13
Val 0.02 5.51
Phe 0.01 2.58
a) D-アミノ酸（D-AA）が検出されたものについてのみ表示



 

 
（４）D-アミノ酸による、MAC 感染または非感染マクロファージにおける炎症性サイトカイ
ン IL-12 および抗炎症性サイトカイン IL-10 の発現への影響について、ELISA 法により検討し
た。しかしながら、両サイトカインともに顕著な変動は認められなかった（データ省略）。 
 
（５）次に、RAW264.7 細胞について、各 D-アミノ酸（100 µM）存在下で 4日間培養した後、RNAseq
解析により、各 D-アミノ酸の、マクロファージの遺伝子発現への影響について検討を行った。そ
の結果、D-Ala 存在下では、脂肪酸代謝関連の遺伝子発現が増加し、コラーゲンを主とする細胞
外マトリックス形成に関わる遺伝子発現が減少した。さらに、カチオン性イオントランスポータ
ー関連遺伝子の変動が認められた。D-Glu 存在下では、CCR2 の増大や細胞傷害応答遺伝子の増加
が認められた。また、D-Ala と同様に細胞外マトリックス形成遺伝子関連やコラーゲン代謝関連
遺伝子、およびイオンチャネルやトランスポーターの減少が認められた。また、他の 3種類の D-
アミノ酸においては、1）金属イオン結合タンパク質遺伝子や VEGR 関連遺伝子や細胞傷害応答遺
伝子の増加とリン脂質および糖脂質生合成関連遺伝子の減少、2）VEGFR 関連遺伝子やタンパク
質分泌関連遺伝子の増加とリボソーム形成関連遺伝子やミトコンドリア形成関連遺伝子の減少、
3）VEGFR やペプチドホルモン合成関連遺伝子の増加と、リボソーム形成関連遺伝子やミトコン
ドリア形成関連遺伝子、脂質代謝関連遺伝子の減少などが認められた（データ省略）。この結果
から、ペプチドグリカンを構成する D-アミノ酸は、感染細胞におけるイオン輸送系および細胞
外マトリックス関連遺伝子の発現に影響を及ぼす可能性が示唆された。 
 
（６）抗酸菌が細胞内寄生性細菌であることから、D-アミノ酸を細胞内へ送達することを目的と
して、リポソーム製剤の調製を試みた。リポソームの調製条件検討を行うために、細胞内への送
達効率の解析が容易なカルボキシフルオロセイン（CF）を D-アミノ酸の代替として用いた。その
結果、Hydrogenated egg physphatigyl choline (HEPC)：Cholesterol (Chol)：1, 2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphatidylserine (DOPS)を 4：3：3の比率で CF とともに混和し調製した CF封
入リポソームを用いて、RAW264.7 細胞とともに 3日間培養することにより細胞内への CFの送達
が観察された（図 3）。 
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