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研究成果の概要（和文）：病原性抗酸菌は宿主免疫機構の回避により細胞内寄生をし、抗原提示細胞に感染する
と抗原提示を抑制する。本研究では、抗酸菌を貪食したマクロファージにおいてスフィンゴ脂質とその代謝網に
着目して抗原提示機構を調べた。セラミド合成酵素の遺伝子発現を操作したマクロファージのモデル細胞では抗
酸菌の殺菌が減弱することから、抗原提示機構の活性化にはスフィンゴ脂質の分子種が重要であることが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：Vilulenet mycobacteria are characterized by intracellular parasitism by 
evasion of host immune mechanisms and suppress antigen presentation in antigen-presenting cells. In 
this study, the mechanism of antigen presentation in mycobacteria-phagocytosed macrophages was 
focused on sphingolipids and their metabolic network. The attenuated bactericidal activity of 
mycobacteria in the model of human macrophage in which gene expression of ceramide synthase was 
manipulated, indicating that the molecular species of sphingolipids are important for the activation
 of the antigen-presenting mechanism.

研究分野：脂質生化学、感染免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非結核性抗酸菌感染症(NTM症)は日本において増加している細菌性感染症である。NTM症に対する有効な治療薬の
開発は急務であり、多剤耐性菌が出現しないような新たな作用機序が求められている。本研究では、抗原提示細
胞であるマクロファージが生合成するスフィンゴ脂質と抗原提示機構における殺菌について調べた。その結果、
抗酸菌の殺菌にスフィンゴ脂質が関与することを見出した。この成果は多剤耐性を誘導しない新たな治療薬開発
の糸口となると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 結核は世界中で最も多い細菌性感染症であり、感染者数は 4 人に 1 人と推定されている。治
療には抗生物質を複数組み合わせた多剤療法が用いられ、現在ではその耐性菌が出現したこと
により再興感染症とされている。一方で、日本においては非結核性抗酸菌感染症（NTM症）が
急増しており、2014 年においては世界で最も感染者数が多いことが報告されている 
(Namkoong et al., Emerg Infect Dis. 2016)。NTM 症の主な症例は Mycobacterium avium 
complex (MAC)が病原菌である肺MAC症とされている。結核の原因菌である結核菌（MTB）
や MAC に代表される病原性抗酸菌は宿主の免疫機構を回避し、細胞内寄生する特徴を持つた
め、結核やNTM感染症に罹患すると生体内に存在する病原菌を排除することが困難であり、再
発リスクが高い。 
 このような微生物が生体内に侵入すると、抗原提示細胞であるマクロファージは生体内に侵
入した微生物を貪食して排除する。微生物を貪食したマクロファージの細胞内では、微生物を内
包した食胞が形成する。食胞にはエンドソームやリソソームのような細胞内小器官が融合する
ことで食胞成熟が進み、内包した微生物を消化する、殺菌に伴って生じる消化断片は抗原提示に
必須な分子であるMHCクラスⅡに積載して細胞表面に発現させることで、T細胞に抗原提示を
行う。抗原提示は適応免疫を誘導するほか、T細胞を活性化することで IFN-γのようなサイト
カインが産生されるようになり、抗原提示細胞がさらに活性化されて殺菌が促進される。 
 これまでに申請者らの研究グループは自然免疫の最前線で活躍する好中球に着目して研究を
行ってきた。ヒト好中球にはスフィンゴ糖脂質の一つであるラクトシルセラミド (LacCer)が豊
富に発現しており、細胞表面に発現した炭素鎖数が 22以上である極長鎖脂肪酸鎖を持つLacCer
が病原性抗酸菌の細胞壁成分であるリポアラビノマンナン (LAM)を認識することによって、貪
食能が活性化される (Nakayama et al., Sci Signal. 2016)。通常、ヒト好中球の食胞においては
LacCer のマイクロドメインにシグナル伝達分子である HcK が局在することでリソソーム融合
が促進されるが、LAM はその HcK の局在を阻害してリソソーム融合を抑制することがわかっ
た。以上のことから、ヒト好中球において極長鎖脂肪酸鎖を持つスフィンゴ脂質が貪食や殺菌に
関わることが明らかとなり、そのスフィンゴ脂質を利用して病原性抗酸菌は宿主の免疫機構を
回避していることがわかってきた。また、マウスマクロファージにおいては、シリカビーズを貪
食させると食胞のセラミドの生合成量が増加してセラミド合成酵素 (CERS)の局在も食胞成熟
に伴って変化することが報告されている (Pathak et al., ACS Chem Biol. 2018)ことから、マク
ロファージの食胞成熟にもスフィンゴ脂質が関与していると考えられる。しかしながら、抗原提
示細胞における抗酸菌の殺菌に伴った抗原提示機構に関するスフィンゴ脂質の役割は不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、抗原提示細胞における抗原提示機構と極長鎖脂肪酸鎖を持つスフィンゴ脂質や
その代謝産物との関係性や、抗酸菌が抑制する抗原提示機構を調べることにより、病原性抗酸菌
がどのように宿主の免疫機構を回避しているかを明らかにする。また、これらの仕組みを理解す
ることで、宿主の免疫機構を利用した多剤耐性を誘導しないようなNTM症の治療薬開発のシー
ズの糸口を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 先行研究より、ヒト好中球において極長鎖脂肪酸鎖を持つスフィンゴ脂質を利用した病原性
抗酸菌による宿主の免疫機構を回避する仕組みが存在すると考えられるが、抗原提示細胞にお
ける仕組みは不明である。そのため、ヒトマクロファージモデルとして使用されるヒト単球性急
性白血病細胞株 THP-1細胞について、極長鎖脂肪酸鎖を持つスフィンゴ脂質を生合成する酵素
であるセラミド合成酵素 2 (CERS2)を CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集法によりノ
ックアウトした(CERS2KO)。さらに、CERS2KO に CERS2 を発現させたレスキュー株 
(CERS2Res)も作製した。これらの細胞をホルボールエステルである PMAによりマクロファー
ジ系に分化させて (PMA-THP-1)、本研究に使用した。また、健常者ボランティアより採血して
末梢血から単球を分離し、リコンビナントM-CSF存在下で培養することにより、ヒト末梢血単
球由来マクロファージを作製して実験に供した。 
 
(1) 抗酸菌に対する貪食能の検討 
非病原性抗酸菌である Mycobacterium smegmatis (MSMEG)や病原性抗酸菌である
Mycobacterium avium complex (MAC)を Alexa Fluor 488 (AF488) Protein labeling kitにより
蛍光標識して PMA-THP-1 に貪食させた。これらの細胞を CellMask および Lysotracker によ
り染色してパラホルムアルデヒドによる固定後、共焦点顕微鏡により観察した。得られた画像か
ら Phagocytic Indexを算出して評価した。 
 
(2) 貪食した抗酸菌に対する殺菌能の検討 
MSMEGやMACを貪食させたPMA-THP-1細胞を可溶化して寒天培地上に播種し、CFU assay



を行った。 
 
(3)  抗酸菌を内包した食胞へのリソソーム融合に関する検討 
AF633 でラベルした MSMEG や MAC を貪食させた PMA-THP-1 細胞をリソソームマーカー
である LAMP1 を抗 LAMP1 抗体により免疫染色して、共焦点顕微鏡により観察した。得られ
た画像は食胞における LAMP1の局在率を算出して評価した。 
 
４．研究成果 
 まずはじめに、マクロファージのモデル細胞である PMA-THP-1 とヒト末梢血単球由来マク
ロファージ (MDMs)のセラミド合成酵素発現パターンをリアルタイム PCR(qPCR)により解析
した結果、哺乳類に発現するセラミド合成酵素 1〜6 は MDMs と似た発現パターンを示すこと
を確認した。また、野生株 (WT)や Cas9 を発現させたコントロール株 (Cas9)、CERS2KO、
CERS2Res において、qPCR により遺伝子発現が十分に認められた CERS2, CERS4, CERS5, 
CERS6のタンパク質の発現量をウエスタンブロティング法により比較した。その結果、CERS2
以外は有意な差が得られないことがわかった。次に、実際に生合成されるスフィンゴ脂質分子種
について高性能薄層クロマトグラフィー(HPTLC)法による脂質分析を行なったところ、
CERS2KOでは極長鎖脂肪酸鎖が含まれるバンドが検出感度以下であり、CERS2Resではその
発現が回復することを確認した。次に、ヒト好中球や PMA-THP-1、MDMs 間での脂質の発現
パターンを比較した。HPTLCにより分析した結果、ヒト好中球とマクロファージではスフィン
ゴ脂質の発現パターンが異なっており、マクロファージでは LacCerがほとんど検出できないこ
とから、好中球とは異なる様式で殺菌が回避されていると考えられた。 
 これまでにヒトマクロファージ様細胞であるU937細胞において、CERS2や脂肪酸伸長酵素
である ELOVL1 をノックダウンさせると Zymosan の貪食能が減少することが報告されている 
(Haney et al., Nat Genet. 2018)。そのため、各 PMA-THP-1細胞についてMSMEGとMACを
貪食させて貪食能を調べた。その結果、これらの細胞間ではMSMEGやMACの貪食に有意な
差が認められなかった。既報との違いとして使用している細胞株が異なることや、貪食対象を認
識する受容体が異なることが挙げられ、MSMEGやMACに対する貪食能については CERS2の
発現が関与しないと考えられた。 
 次に、貪食した抗酸菌の殺菌について CFU assayにより細菌の生存率を調べた結果、貪食後
6時間では CERS2KOのMSMEGの殺菌が減弱されていた、一方で、MACの殺菌には差が認
められなかった。貪食から 24時間後では、CERS2KOの MSMEGの殺菌は減弱されたままで
ある、一方で、CERS2Res の MAC の殺菌が減弱されていることがわかった。これらの結果か
ら、MSMEGの殺菌には CERS2の発現が重要な役割を担っているのに対して、MACを貪食さ
せた場合では CERS2 の過剰な発現が宿主の免疫機構回避を促進させるような役割があること
が示唆された。 
 以上の結果から、殺菌を伴った抗原提示機構に CERS2の発現が関与していることが考えられ
るため、実際に殺菌に重要とされるリソソーム融合について、リソソームマーカーである
LAMP1 を免疫染色して調べた。MSMEG を貪食させてから 6 時間後における解析を行うと、
殺菌が減弱されていた CERS2KO では LAMP1 の局在が WTと同程度であることがわかった。
そのため、MSMEG の殺菌にはリソソーム融合以外の要因が重要であると考えられた。これら
の結果から、宿主のスフィンゴ脂質の生合成もしくはその合成酵素の発現が、抗原提示機構の中
でも殺菌について、リソソーム融合以外の要因に極長鎖脂肪酸鎖を持つスフィンゴ脂質が関与
していると考えられた。しかしながら、本研究では他の脂肪酸鎖を持つスフィンゴ脂質が抗原提
示機構にどのように関与しているか、また、実際の抗原提示能との関連性については未だ不明で
ある。今後は更なる分子メカニズムを調べるために食胞融合する因子を調べることや T 細胞を
用いた抗原提示能の検定、さらにはマクロファージにおける抗原提示を抑制する抗酸菌由来の
分子を同定することにより、治療薬開発の糸口を明確にする予定である。 
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