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研究成果の概要： 
 

原因不明の全身性肉芽腫疾患サルコイドーシスの病因に細胞内感染型アクネ菌の関与が疑われ

ている。本研究では、アクネ菌の細胞内感染や細胞内増殖によりオートファジーが誘導されう

ること、およびサルコイドーシス病変部においては、アクネ菌の潜伏感染と細胞内増殖過程に

オートファジーが関与していることを明らかにした。これらの研究成果から、アクネ菌の細胞

内増殖に伴う急激なオートファジーの誘導により過敏性免疫反応が誘導されサルコイドーシス

肉芽腫が形成されるものと推察された。 
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１．研究開始当初の背景 

 サルコイドーシスの病変部組織から皮膚
の常在菌として知られる Propionibacterium 

acnes（アクネ菌）が高率多量に培養される。
また病変部肉芽腫内には本菌 DNA が集積し
て認められることから、サルコイドーシスの
原因細菌としてアクネ菌が想定されている。
常在菌によって引き起こされる疾病は内因
性感染症と呼ばれ、その発症機構には免疫能
低下に伴う日和見感染だけでなく、宿主のア

レルギー素因が関与しうる病態も存在する。
「アクネ菌の細胞内持続感染の成立」と「本
菌に対する Th1 型過敏性免疫反応の存在」が
サルコイドーシス病因論の本質であると考
えているが、その成因となる菌側および患者
側の要因はいまだ解明されていない。菌側の
要因としては、潜伏感染菌の内因性活性化に
伴う細胞内増殖現象を、宿主側の要因として
は、オートファジーを介した MHC クラスⅡ
抗原提示によるTh1型免疫反応の亢進を想定
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し以下の研究を行った。 

 

２．研究の目的 

(1)アクネ菌の細胞内感染がオートファジー
を誘導しうるか否かを明らかにする。 

(2)サルコイドーシス病変形成にオートファ
ジーが関与しうるか否かを明らかにする。 

(3)サルコイドーシス患者におけるオートフ
ァジーおよび自然免疫機能異常の解析と
遺伝子多型との関連を明らかにする。 

(4)アクネ菌の潜伏感染モデルを作成する。 

 

３．研究の方法 

(1) オートファジーの特異的マーカーである
LC3 蛋白を遺伝子導入した HeLa 細胞に細
胞侵入能を有するアクネ菌を感染させ、細
胞内アクネ菌の局在を経時的に追った。Rab5、
LAMP-1 をマーカーにした蛍光顕微鏡下およ
び電子顕微鏡下での観察を行うことにより細
胞内感染後の動態解明およびオートファ
ジーの関与についての検討を行った。また、 

アクネ菌の細胞内増殖と同様の状況を実
験的に再現する為に、リソソーム阻害剤で
ある Bafilomycin を添加しあと、同様な方
法で細胞内アクネ菌の変化を観察した。 

(2) パラフィン切片でも使用可能な LC3 蛋白
に対するモノクローナル抗体を作製した。
免疫原としてヒト LC3B リコンビナント蛋
白を用い、抗体作成時のスクリーニングと
して 293T 細胞に LC3 をトランジェントに
強制発現させたものと、LC3 の発現が高い
とされているヒト小脳のホルマリン固定
パラフィン切片を用いて陽性に示すもの
を選別した。作成した抗体は市販のポリク
ローナル抗体とモノクローナル抗体とを
通常時および飢餓状態の HeLa 細胞のパラ
フィン切片にて比較検討を行った。本抗体
を用いてサルコイドーシス病変部リンパ
節のパラフィン切片に対する免疫組織化
学的な検討を行った。  

(3) NOD1 と NOD2 遺伝子を上皮細胞株（293T

細胞）に発現させたあとアクネ菌を細胞内
感染させ、ルシフェラーゼアッセイにてそ
の活性化を検索した。オートファジー関連
遺伝子として ATG5 遺伝子を、また自然免
疫系関連遺伝子として NOD1 遺伝子を
direct sequencing 法 お よ び allelic 

discrimination 法を用いて解析した。  

(4) SCID（重症複合免疫不全）マウスを用い
てリステリア菌の細胞内持続感染モデル
が報告されており、本研究でもこの報告と
同様の方法を用いてアクネ菌の細胞内持
続感染が成立しうるか検討を行った。SCID

マウスに 1×108 個のアクネ菌生菌を静注
し、肝臓と脾臓における菌量の経時的変化
を細菌培養、本菌特異的 Real Time PCR 法、
本菌特異的なモノクローナル PAB 抗体に

よる免疫染色法で解析した。  

 

４．研究成果 
(1) 蛍光および電子顕微鏡観察の結果から、細
胞内に感染したアクネ菌はエンドソーム・リソソ
ーム系で細胞質に出ることなく消化されてい
たが（図２矢印）、一部の菌体は感染後 16-18

時間をピークに LC3陽性膜に捕われているこ
とが明らかとなった（図２矢頭）。Bafilomycin

存在下ではファゴソームのマーカーである
LAMP-1 陽性の巨大化空胞から菌体が抜け
出ており、LC3 に囲まれた菌体が増加してい
た。また、電顕からもこの巨大化した LAMP-1

内の菌体が消化を逃れている様子が観察さ
れた（図１，２，３）。 

 

図１：エンドサイトーシスによるアクネ菌の
細胞内侵入（赤:菌体 緑:Rab5）2hr 後 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２：LC3 に取り囲まれたアクネ菌の出現 

（赤:菌体 緑:LC3 青:LAMP-1）24hr 後 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３：Bafilomycin 添加によるオートファジー
の亢進（蛍光色は同上、右：電顕）24hr 後 
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(2) パラフィン切片において、LC3強制発現細
胞（写真左）と小脳プルキンエ細胞（右）に強
陽性となる抗体を作成した（図４）。本抗体
は通常時（左）に比べて飢餓状態の HeLa

細胞（右）の細胞質に多数の顆粒状陽性を
認め（図５）、市販抗体との比較ではポリ
クローナル抗体と同等の陽性所見であっ
た。市販モノクローナル抗体については陰
性であった。サルコイドーシスのリンパ節
では 9 例中 1 例で肉芽腫内に陽性を認めた。
陽性例では類上皮細胞質内に顆粒状の陽
性を示し、一部でリング状陽性も認めた。
また一部のHW小体および細胞内増殖した
P. acnes 感染マクロファージにおいても強
い陽性を認めた（図６）。 

 

図４：クローン選別に用いたパラフィン切片 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５：飢餓状態での LC3 陽性細胞の染色像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６：サルコイドーシス病変部における LC3

とアクネ菌の局在様式の類似性 

免疫染色（上段:LC3 抗体 下段:PAB 抗体） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)アクネ菌細胞内感染がNOD2およびNOD1

を活性化することが明らかとなった。また、
NOD1 遺伝子 796 番塩基がアミノ酸置換を
ともなって、G から A に変異するとアクネ
菌細胞内感染に対する抵抗力が、有意に低
下することが明らかになった。ATG5 遺伝
子の変異に関しては見出せなかった。 

 

図７：NOD1 遺伝子多型とサルコイドーシス 

Genotype Odds ratio (95%Cl) for sarcoidosis 

Dominant model   

G/G 1 

G/A or A/A 2.497 (1.235, 5.046), P=0.011 

Per allele   

G/G 1 

G/A 2.250 (1.084, 4.670) 

A/A 3.243 (1.402, 7.502) 

Per allele 1.769 (1.182, 2.647), P=0.006 

 

(4) 通常の BALB/c マウスにおいては、培養
での解析で 4 週目まで菌量の急激な減尐を
認めその後は検出が困難であった。免疫染
色でも同様に 4 週目以降では検出が困難で
あった。他方 SCID マウスにおいては 24 週
経過後も 4 週目と同量のアクネ菌が培養さ
れた。免疫染色では 4 週目以降も菌の減尐
は続いたが、23 週が経過しても小型円形の
陽性所見が認められた。PCR による解析で
は経時的な減尐は認められなかった。23 週
経過後に免疫染色で認められた陽性像の
多くは培養で検出された菌であり、その一
部は viable but non-culturable (VBNC)の状態
である可能性が考えられた。 

 

図８：感染後の培養可能なアクネ菌数の経過 

図９：SCID マウス肝臓での潜伏感染の成立 
PAB 抗体による免疫染色（左:1週 右:４週） 
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