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研究成果の概要（和文）：抗酸菌の細胞壁成分は脂質に富んでおり、自然免疫系に関与しているレ

セプター、toll like receptors (TLRs)のリガンドとであることがよく知られている。そのシグナル伝達様式

は IL-1レセプターからのものと共有していることが知られている。病原性の異なる抗酸菌（結核菌とＢＣ

Ｇ）間で、TLR からの NF-κB の活性化を調べたところ、結核菌に強い誘導活性が認めら病原性と関

係していることが示唆された。 

  
研究成果の概要（英文）：Mycobacterium species possess lipid rich cell wall, which is well known to 

induce innate immune response in host cells through toll like receptors(TLRs). The signal transduction 

form the receptor is partly shared with it form interleukin 1 receptor (IL-1R). We compared the 

inducing activity of NF-kB between M. tuberculosis and its vaccine strain BCG. The activity related to 

their virulence. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者は Mycobacterium tuberculosis が
ヒト培養細胞株に対して生菌特異的に細胞

傷害活性を持つことを明らかとしている(J. 

Interferon Cytokine Res. 2000)。更に、本現

象を基本に抗結核薬のスクリーニング法、及
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び薬剤感受性試験に応用出来ることを報告

している（Antimicrob. Agents Chemother. 

2002, 2005）。本現象はインターロイキン１

(IL-1)で活性化されることがわかっている。

特に線維芽細胞では、IL-1で細胞が増殖する

のに対し、結核菌生菌存在下では IL-1 は細

胞増殖を抑制することを明らかとしている。

細胞傷害活性の強度はヒト型＞ウシ型＞ト

リ型結核菌の順であった。細胞傷害活性の一

部は感染後の宿主細胞から産生される因子

によることを明らかとしている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞傷害活性を誘導する細菌側

の因子としてミコール酸の組成についての

株間での比較、及び宿主側因子の応答として

一酸化窒素(NO)とサイトカイン産生との関

連を検討することで細胞傷害活性を誘導す

る因子についてMycobacterium bovis BCG

の亜株を用いて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
菌株：  Mycobacterium bovis BCG 亜株

（Australia ATCC 35739、Connaught ATCC 

35745、Danish ATCC 35733、Glaxo ATCC 35741、

Mexico ATCC 35738、Montreal ATCC 35735、

Pasteur ATCC 35734、Phipps ATCC 35744、

Russia ATCC 35740、Tice ATCC 35743）、

Australia vaccine seed、Sweden株は国立感染症

研究所の山本三郎博士より供与された。M. 

tuberculosis H37Rv ATCC 25618、Colorado State 

Universityより供与された。M. bovis, M. bovis 

BCG Brazil, M. smegmatisは結核研究所より

供与された。各菌株はMiddlebrook 7H9 Broth

／0.25 % Tween 80／10% ADC培地にて培養

した。 

一酸化窒素（ＮＯ）の測定：ヒト肺胞上皮細

胞株 A549、マウスマクロファージ細胞株

Raw264.7 細胞、マウス初代培養骨髄細胞に

BCGをMultiplicity of infection(MOI)=10で感

染させた。もしくは TDM でコートした培養

プレートに細胞をまくか、TDM でコートし

たガラスビーズを細胞あたり 10 個加えた。

48 時間後に培養上清を回収し、ろ過滅菌後

diaminonaphtalen(DAN)を用いた蛍光法で測

定した。 

Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay（ELISA

法）による培養上清中のサイトカインタンパ

クの測定：宿主細胞（ヒト肺胞上皮細胞株

A549、ヒト単球系培養細胞株 THP-1、マウス

マクロファージ系細胞株 RAW264.7、マウス

初代培養骨髄細胞）を 1×105 cells/well で 24 

Wellプレートにまき、37 ℃、24時間培養後、

MOI=10相当の菌を含む DMEM(+ Penicillin、

5 % FBS)を細胞に加え、37 ℃で培養した。72

時間後の培養上清を回収し、ろ過滅菌を行い

ELISA法で測定した。Human IL-6 ELISA Set

（BD Biosciences）、Human IL-8 ELISA Set（BD 

Biosciences）、Human TNF-α ELISA Set（BD 

Biosciences）、Human IL-1β ELISA Set（BD 

Biosciences）、Human IL-12 ELISA Set（BD 

Biosciences）、mouse IL-12 ELISA Set ( BD 

Biosciences )、mouse TNF-α ELISA Set （BD 

Biosciences）を使用し、使用法は添付の方法

に従って行った。 
 
４．研究成果 

自然免疫系の活性化の指標として、宿主細胞

からの一酸化炭素(NO)の産生と炎症性サイ

トカイン（IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α）の

産生を測定した。Pasteur研究所からの分与時

期が早い初期分与株(Russia, Moreau, Japan, 

Sweden, Birkhaug)の方が後期分与株（Danish, 

Glaxo, Mexico, Tice, Connaught, Montreal, 

Phipps, Australia, Pasteur）と比べて高い傾向が

見られた。この結果は、mma3 変異とよく相

関していた。初期分与株の代表として Japan

株、後期分与株の代表として Connaught株か



 

 

ら抽出したTDMを用いてNOと IL-12, TNF-α

の産生誘導活性を検討した結果、誘導活性は

全体的に弱いながら、菌体そのもので刺激し

た場合と同様の結果が得られた。IL-1β の産

生については、生菌と死菌で逆の結果が得ら

れた。以上のように初期分与株の生菌が自然

免疫系の優れた誘導活性があることが明ら

かとなった。今後、自然免疫を強く誘導する

BCG がメモリー誘導活性や結核防御活性を

持つか、否か、検討していく必要がある。 

本研究の結果、初期分与株(Russia, Moreau, 

Japan, Sweden, Birkhaug)の方が後期分与株

（ Danish, Glaxo, Mexico, Tice, Connaught, 

Montreal, Phipps, Australia, Pasteur）と比べて自

然免疫系をよく活性化することが明らかと

なった。この結果は、mma3 変異とよく相関

していた。菌側からの宿主細胞への活性化の

機構の一部にメトキシミコール酸の関与が

示唆された。結核菌の病原性に糖脂質の末端

のアラビノースが関係しているとの報告も

ある。また、これらの菌側の因子の宿主細胞

側のレセプターとして toll like receptor(TLR)

があり、その細胞内シグナル伝達部分は IL-1

のレセプターと共通の分子を使用している

との報告もある。本研究では菌側因子として

ミコール酸のサブセット（α、メトキシ、ケ

ト）の違いにより宿主細胞の応答が異なるこ

とを明らかとした。また、菌体で刺激した場

合と抽出したミコール酸画分ではサイトカ

イン誘導が異なることから他の菌体成分も

関与していることが示唆された。死菌では細

胞死誘導活性が見られないことから、ミコー

ル酸画分と菌体で刺激した時の誘導が異な

ったサイトカインについて、その誘導機構と

細胞傷害活性が連関していることが示され

た。 
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