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研究成果の概要（和文）：結核菌 Mycobacterium	 tuberculosisがマクロファージに感染した際

の宿主の PrxI の機能を明らかにするため、PrxI ノックアウトマウスを用いた感染実験を個体

レベルおよび細胞レベルで実施した。とりわけ興味深い結果として、マウス高病原性のヒト型

結核菌株を PrxI ノックアウトマウスに感染させ生死観察を行ったところ、遺伝子欠損マウスの

生存日数は野生型マウスに比べて有意に短かった。さらに、感染マウスから臓器（脾臓、肝臓

および肺）を採取し、各臓器での生菌数を野生型マウスおよび PrxI ノックアウトマウス間で比

較した結果、遺伝子欠損マウスにおいて顕著に高いことを明らかにした。これらの結果から、

宿主 PrxI の結核菌に対する感染防御機構への関与が強く示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
	 結核菌感染に対する宿主の防御機能とし

て、一酸化窒素（NO）による殺菌機構が重要

であることがこれまでの研究から明らかと

なっている。宿主のマクロファージは、結核

菌をはじめとする病原菌や異物を認識し貪

食すると、IFN-γ等のサイトカインの刺激を

受けて活性化し、NO を合成する。NO と同時

に産生されたスーパーオキシド（O2-）は NO

と速やかに反応し、ペルオキシ亜硝酸（ONOO-）

が産生される。ペルオキシ亜硝酸は、比較的

安定な分子であると同時に、非常に強い殺菌

作用を示す。また、ペルオキシ亜硝酸の示す

細胞傷害性は、特定の細胞や異物に限定する
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ような特異性は認められないため、過剰量の

ペルオキシ亜硝酸は、宿主にとっても細胞傷

害を引き起こす危険性がある。したがって、

マウス PrxI は自己が産生した NO の反応生成

物であるペルオキシ亜硝酸の細胞内濃度を

調節する役割も果たすことが予想される。	 

	 本研究で我々が着目したマウス酸化スト

レス応答タンパク PrxI	 (Peroxiredoxin	 I)

は、Prx タンパクファミリーに属し、哺乳動

物、酵母、植物および細菌といった種々の生

物由来のタンパクが含まれる。Prx ファミリ

ーに属するタンパクの機能に関してはこれ

までに多くの研究が行われているが、その局

在や発現様式あるいは役割は、それぞれの生

物間で異なっており、多岐にわたることが知

られている。その一例として、細菌では、PrxI

の ホ モ ロ グ タ ン パ ク で あ る AhpC	 

(alkylhydroperoxide	 peroxidase	 C)が同定

されており、Salmonella	 typhimuriumの AhpC

は、速やかにペルオキシ亜硝酸を亜硝酸塩へ

と変化させ、無害化することが報告されてい

る。その一方で、マウス PrxI がマクロファ

ージ内でどのような役割を担っているのか、

その詳細は明らかになっていない。	 

	 

２．研究の目的	 

	 本研究では、細胞内寄生細菌である結核菌

（Mycobacterium	 tuberculosis）がマクロフ

ァージに感染した際の宿主の保有する酸化

ストレス応答タンパク PrxI の機能を明らか

にするため、PrxI ノックアウトマウスを用い

た in	 vivo、PrxI ノックアウトマウス由来マ

クロファージを用いた in	 vitro での感染実

験を行う。これらの解析を通して、PrxI は結

核菌感染時のマウスの生存率に大きな影響

を与える重要な分子なのか否かを明確にし、

結核菌感染初期における PrxI の動態を詳細

に検討する。	 

	 

３．研究の方法 
	 結核菌感染時の宿主 PrxI によるマウス生

存率への影響を明らかにするため、PrxI ノッ

クアウトマウスを用いて感染実験を実施し

た。実験には、マウスに高病原性のヒト型結

核菌株である M.tuberculosis	 Erdman 株を供

試し、調製した菌懸濁液をマウスの尾静脈よ

り投与した。個体レベルでの感染実験の評価

は、マウスの生存日数により行い、経時的に

生死観察を実施後、各群（野生型マウス・遺

伝子欠損型マウス）間で比較した。マウスの

生存日数による評価と並行して、感染マウス

からは経時的に脾臓、肺、肝臓を摘出し、そ

こから分離した結核菌を寒天培地上で培養

し、各臓器での生菌数を野生型マウス・遺伝

子欠損型マウス間で比較した。また、PrxI の

発現は結核菌の感染によって誘導されるか

否か、PrxI ノックアウトマウス由来マクロフ

ァージを用いて in	 vitro での結核菌感染実

験も試みた。具体的な方法は、まず始めにマ

ウスよりマクロファージを調製し、個体レベ

ルでの感染実験と同様、マウス高病原性のヒ

ト型結核菌株である M.tuberculosis	 Erdman

株を供試し、調製した菌懸濁液を接種後、免

疫染色を実施し、共焦点顕微鏡を用いて観察

を行った。	 

	 次に、PrxI と結合する結核菌由来タンパク

を探索するため、結核菌がマクロファージ感

染時にのみ発現が予想され、かつ結核菌の菌

体表面に局在することが遺伝子配列情報か

ら予想される結核菌タンパクを候補分子と

して複数選抜した。それらの候補タンパクは、

GST タグを融合した状態で大腸菌内で発現さ

せ、得られたリコンビナントタンパクを精製

後、マクロファージ抽出液を用いて GST プル

ダウンアッセイを実施した。	 

	 さらに、得られた候補タンパクを欠損させ



 

 

た変異型結核菌を作製し、マウスに尾静脈投

与後、マウスの生死観察を行い、変異型結核

菌投与群と野生型結核菌投与群での生存日

数の違いを検討した。	 

	 

４．研究成果	 

	 宿主の感染防御機構における PrxI の重要

性を検証するため、マウス高病原性のヒト型

結核菌株を PrxI ノックアウトマウスに感染

させ生死観察を行った。その結果、各群の平

均生存日数は 143 日(野生型)および 80 日(ノ

ックアウトマウス)と有意な差が認められた

(図 1)(P	 <0.001)。さらに、感染マウスから

臓器（脾臓、肝臓および肺）を採取し、各臓

器での生菌数を野生型マウスおよび PrxI ノ

ックアウトマウス間で比較した結果、遺伝子

欠損マウスにおいて顕著に高いことを明ら

かにした。	 

	 

	 	 

	 次に、PrxI の発現様式を解析するため、

PrxI ノックアウトマウス由来マクロファー

ジを用いて感染実験を実施した。共焦点顕微

鏡による観察を行った結果、マウスマクロフ

ァージに結核菌を感染させると、PrxI の発現

が著しく増強することが明らかとなった。こ

のことから、宿主 PrxI の発現は結核菌が感

染することによって誘導され、結核菌感染の

初期段階で何らかの機能を発揮しているこ

とが示唆された。以上の結果を総合すると、

PrxI は、宿主の感染防御機構に大きな役割を

果たしており、結核菌感染時のマウスの生存

率に大きな影響を与える重要な分子である

ことが強く示唆された。今後は、結核菌が宿

主の感染防御機構を回避するのにどのよう

な戦略をとるのかといった病原菌側の回避

機構についても検討し、PrxI を中心とした宿

主の感染防御、それに対する病原菌側の対抗

措置の機構といった宿主-病原菌の相互作用

の解明を試みる。	 
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図1	 結核菌感染におけるマウスの生存曲線	 
	 横軸は感染からの経過日数、縦軸は生存
率（%）を示す。	 
PrxI-/-:PrxI ノックアウトマウス（C57BL6/J	 
prxI-/prxI-）、WT:野生型マウス（C57BL6/J）
共に 8 週齢マウスを使用した。	 
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