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研究成果の概要（和文）：肺コレクチンは呼吸器における生体防御において重要な役割を果たす

C 型レクチンである。本研究課題では、肺コレクチンがレジオネラ菌・非定型抗酸菌の増殖を

抑制すること、また非定型抗酸菌を凝集することなどにより、感染初期の過程において感染を

局所に留める役割を果たすことを明らかにした。さらに、レジオネラ菌に対しては、マクロフ

ァージによる菌体の排除を促進することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Pulmonary collectins play important roles in innate immunity of 
the lung. In this study, we demonstrated that collectins prevent the spread of infection 
by inhibiting the growth of L. pneumophila and M. avium, and by agglutinating M. avium. 
Furthermore, collectins enhanced the clearance of L. pneumophila by macrophages. 
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１．研究開始当初の背景 

近年コンプロマイズドホストの増加に伴
い、非定型抗酸菌 (Mycobacterium avium) や
レジオネラ (Legionella pneumophila) など
の細胞内寄生菌を原因菌とする呼吸器感染
症が増加している。これらの感染症では、多
剤耐性により治療が困難な例も報告されて
おり、宿主が有する自然免疫機構を有効に作
動させることが重要であると考えられる。細

胞内寄生菌は、マクロファージにより貪食さ
れるものの、ファゴソームからファゴリソソ
ームへの成熟を阻害することでファゴリソ
ソームでの殺菌・消化を逃れ、細胞内で増殖
する。細胞内寄生菌によるファゴソーム成熟
の阻害機構に関しては、最近になっていくつ
かの文献が報告されている。また最近、細胞
内寄生菌の排除にオートファジー経路が関
与していることを示唆する結果が報告され
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た。しかしながら、肺胞内でオートファジー
経路を開始する引き金は何か、また、生体内
でオートファジーは細胞内寄生菌の排除に
おける主要経路なのか、など多くの疑問が残
っている。宿主の自然免疫系による細胞内寄
生菌に対する防御反応は、生物学的側面から
も、医学的側面からも早急に解明されること
が望まれる問題であるが、不明な点が多く残
されているのが現状である。 

 

 

 

２．研究の目的 

本研究計画は、生体防御の最前線である呼
吸器における自然免疫機構のうち、肺コレク
チンによる感染防御機構に焦点を絞り、特に
細胞内寄生菌に対する生体防御機構の解明
を 目 的 とす る 。近 年、 非 定型 抗 酸菌 
(Mycobacterium avium) や レ ジ オ ネ ラ 
(Legionella pneumophila) などの細胞内寄
生菌を原因菌とする呼吸器感染症が増加し
ており、社会的な問題となっている。そこで
本研究では、呼吸器の生体防御において重要
な役割を果たす肺コレクチンと細胞内寄生
菌との直接の相互作用、及び肺コレクチン存
在下で細胞内寄生菌がマクロファージに貪
食された場合のファゴソーム成熟過程を解
析することで、細胞内寄生菌の感染過程にお
ける宿主の生体防御反応の全容を明らかに
したい。 

 

 

 

３．研究の方法 

(1) 本研究計画では、細胞内寄生菌として
M.avium および L.pneumophila を用いるが、
予備実験から、これらの菌体と肺コレクチン
がカルシウム依存的に結合することを確認
している。そこで、肺コレクチンが認識して
いる細胞内寄生菌上のリガンドを決定する。
具体的には、細菌表層成分を用いてリガンド
ブロットや結合阻害実験を行なう。リガンド
の候補分子を決定した後、表面プラズモン共
鳴センサーにより結合を確認し、さらに解離
定数を算出する。 
 
(2) 細胞内寄生菌を液体、寒天プレートの両
培地で培養する際に、肺コレクチンの有無で
増殖がどのように変化するのかを解析する。
液体培地では濁度変化を、寒天培地ではコロ
ニー形成数を指標に解析を行なう。 
 
(3) レジオネラの pore-forming activityに
対する肺コレクチンの影響を解析する。PMA
刺激でマクロファージ様に分化させた THP-1
細胞にレジオネラ菌を感染させる。感染後、
細胞をアクリジンオレンジとエチジウムブ

ロマイドで染色する。レジオネラの感染に伴
って pore が形成された細胞は赤色に、それ
以外の細胞は緑に染色されるので、両者の数
の比から pore-forming activityを数値化す
る。 
 
(4) 肺コレクチンによる菌体凝集の観察。肺
コレクチンと FITC ラベルした細胞内寄生菌
をインキュベートした後、蛍光顕微鏡下で菌
体を観察する。 
 
(5) 肺コレクチン存在下で貪食された細胞
内寄生菌の生存率を解析する。PMA 刺激でマ
クロファージ様に分化させた THP-1細胞、ヒ
ト末梢血から分離したマクロファージに細
胞内寄生細菌を感染させる。感染後、細胞を
洗浄することで細胞外に残存した菌体を取
り除き、培地を加えて細胞を培養する。感染
後 0, 1, 2, 3, 4日目に細胞破砕液を調製し、
細菌培養用の寒天培地に播き、マクロファー
ジ細胞内に存在する細胞内寄生菌の数をコ
ロニー数として測定する。 

 

(6) 肺コレクチン存在下でマクロファージ
に取り込まれた細胞内寄生菌を含むファゴ
ソームの成熟過程を解析する。PMA 刺激でマ
クロファージ様に分化させた THP-1細胞に細
胞内寄生菌を感染させる。感染した細胞を、
細胞内寄生菌に対する抗体と抗 LAMP-1 (リソ
ソームのマーカー蛋白質) 抗体で二重染色
する。ファゴソームの成熟が起これば、細胞
内寄生菌を含むファゴソームは LAMP-1 と共
局在するので、全菌体数および LAMP-1 と共
局在した菌体数をカウントして、両者の比か
らファゴソームの成熟度合いを解析する。 

 

 
 
４．研究成果 
(1) レジオネラ菌に対する肺コレクチンの
生体防御機構 

肺コレクチンはレジオネラ菌体に Ca2+

依存的に結合した。SP-A、SP-D はいずれ
もレジオネラ菌の LPSを認識しているこ
とが明らかとなった。レジオネラ菌をコ
レクチン存在下で培養すると、その増殖
は有意に抑制された。レジオネラは、マ
クロファージに感染する際にマクロフ
ァージ細胞膜に傷害を与えるが、肺コレ
クチンはレジオネラ感染による膜傷害
を低下させ、マクロファージを保護する
働きがあることが明らかとなった。 

肺コレクチン存在下ではマクロファ
ージによるレジオネラ菌の貪食が促進
されることが明らかとなった。レジオネ
ラ菌はマクロファージにより貪食され
た後も、ファゴソームとリソソームの融



 

 

合を阻害することで消化を逃れ細胞内
に寄生する。肺コレクチン存在下で貪食
されたレジオネラ菌の細胞内増殖を解
析したところ、貪食された菌体数は増加
しているにも関わらず、1,2,3,4 日後に
細胞内に存在する菌体数はコントロー
ル群と比べ有意に減少していた。肺コレ
クチン存在下で貪食されたレジオネラ
菌は、リソソームのマーカー蛋白質であ
る LAMP-1 と共局在する割合がコントロ
ール群と比べ増加していることから、肺
コレクチンはレジオネラ菌を取り込ん
だファゴソームとリソソームとの融合
を促進することで、レジオネラ菌の細胞
内増殖を抑制していると考えられる。こ
れらの結果は、肺コレクチンがレジオネ
ラ菌感染の初期過程において、菌体の増
殖を抑えるとともにクリアランスを促
進することで、感染排除に重要な役割を
果たしていること示唆している。 
 
(2) 非定型抗酸菌に対する肺コレクチンの生

体防御機構 

肺コレクチンは、濃度依存性、Ca2+依存性に

非定型抗酸菌に結合した。SP-Aは菌体表層に

存在する脂質成分を、SP-Dはリポアラビノマ

ンナン (LAM) をそれぞれ認識することが明

らかとなった。表面プラズモン共鳴センサー

を用いた解析では、SP-DとLAMの結合の解離定

数は10-9 M程度であり、肺コレクチンは非定型

抗酸菌と強固に結合すると考えられる。コレ

クチン存在下で非定型抗酸菌を培養したとこ

ろ、SP-Aは非定型抗酸菌の増殖を阻害した。

SP-Dも増殖抑制活性を示したが、その活性は

SP-Aと比較すると非常に弱かった。一方、非

定型抗酸菌に対する凝集活性を観察すると、

SP-Dが低濃度で菌体凝集を引き起こしたのに

対して、SP-Aは高濃度でも菌体凝集を引き起

こさなかった。SP-AとSP-Dのキメラ体を用い

た解析から、菌体凝集にはSP-Dのレクチン活

性の特異性が重要であるが、より効果的に菌

体を凝集するためにはSP-Aの立体構造が重要

であることが明らかとなった。以上の結果は

、肺コレクチンが非定型抗酸菌表層に存在す

る別々の分子を認識することで、増殖抑制、

菌体凝集というそれぞれの機能を発揮し、非

定型抗酸菌を感染局所に封じ込め、感染の拡

大を防いでいることを示唆している。 
 
(3) 国内外における位置づけとインパクト 
 本研究課題では、肺コレクチンと細胞内寄
生細菌の相互作用に着目して研究を行なっ
た。細胞内寄生細菌に対する生体防御の研究
は、主にマクロファージなどの免疫担当細胞
と細菌の関係のみに着目されてきた。しかし、

実際の感染の場である呼吸器には、高濃度の
肺コレクチンが存在しており、その存在を無
視して感染現象の本質を捉えることは不可
能である。レジオネラ菌や非定型抗酸菌に対
する肺コレクチンの生体防御機構に着目し
た本研究は、国内外でも独創性が高く、社会
的要求の高い研究である。また、得られた結
果の一部は J. Biol. Chem.に掲載されるなど、
高い評価を得ている。 
 
(4) 今後の展望 
 本研究課題では、肺コレクチン存在下でマ
クロファージに貪食されたレジオネラ菌で
は、LAMP-1と共局在する割合がコントロール
群と比べ有意に増加していることを明らか
にした。最近の研究では、細胞内寄生細菌の
排除においてはオートファジーが重要な役
割を果たしているということが報告されて
いる。一方では、細菌はオートファジーを利
用して殺菌から逃れているという報告もさ
れている。いずれにしても、細胞内寄生細菌
感染とオートファジーには密接な関係があ
ると考えられる。肺コレクチンはレジオネラ
を含むファゴソームの成熟に影響を与える
ことから、オートファジー経路に何らかの作
用を示す可能性があると考えられる。今後は、
このような可能性を視野に、肺コレクチンに
よるファゴソーム成熟促進の詳細なメカニ
ズムを解明したい。 
 また、非定型抗酸菌に対する生体防御機構
については、まず SP-A に対するリガンドを
明確にすることが重要であると考える。さら
に、マクロファージによる非定型抗酸菌の貪
食過程や、感染した非定型抗酸菌の増殖過程
に対する肺コレクチンの作用はさらなる解
析が必要である。 
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