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研究成果の概要（和文）：本研究において、結核菌は感染した宿主細胞からインターロイキン１

や腫瘍壊死因子αなどのサイトカインの産生を促し、これらサイトカインが活性酸素種、活性

窒素種を誘導して結核菌生菌特異的な宿主傷害活性の一部を担っていることが示唆された。ま

た、真核生物のタンパク合成阻害剤が部分的に本傷害活性を阻害することから、結核菌生菌が

感染した宿主細胞から産生されるタンパク性因子が細胞傷害活性を持つことが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：This study revealed that reactive oxygen species and reactive 
nitrogen species from Mycobacterium tuberculosis infected cells partly causes the host 
cell death, through the production of pro-inflammatory cytokines, interleukin-1 and 
tumor necrosis factor-alpha from the infected host cell. Experiments using an inhibitor 
of protein synthesis in eukaryote, indicated that other factors from the infected host 
cells also contributed to this cytotoxic event. 
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１．研究開始当初の背景 

申請者は、毒力の異なるヒト・ウシ・トリ
型の結核菌をヒト由来線維芽細胞株に感染
させると、菌の毒力に応じて細胞傷害活性が
認 め ら れ る こ と を 見 出 し て い る (J. 
Interferon Cytokine Res., 2001)。一方、
生菌は死菌より感染した宿主細胞からの
IL-1 産生を強く誘導することを報告してい
る（FEMS Immunol. Med. Microbiol, 2009）。
結核菌には毒素は報告されておらず、明快な

病原発現機構については未だ不明な点が多
い。 

他の関連した研究として、抗酸菌の菌体成
分と IL-1 や腫瘍壊死因子(TNF)などのサイト
カインとのクロストークが研究されている 
(Maiti, D. et al., J. Biol. Chem., 2001, 
Chan, E. D., et al., Infect. Immun., 2001, 
van den Blink, B., et al., J. Immunol., 
2001, Hertz, C., et al., J. Immunol., 2001)。
また、病原微生物認識レセプターである toll 
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like receptors (TLRs)の MAP キナーゼ活性
化経路が TLR-2 と TLR-4 で異なることが報告
されている(Re, F., et al., J. Biol. Chem., 
2001)。また、菌とサイトカインの相乗効果
について、BCG と IL-12 が TNF 産生を相乗的
に増強するとの報告があるが、作用機序は明
らかにされていない(Xing, Z. et al., J. 
Leukc. Biol., 2000)。また、菌の病原性に
関する研究として、結核菌の RD1 領域に保存
されている分泌装置 esat6/cfp10 システムが
注目されている。 

 
２．研究の目的 

結核菌生菌特異的な IL-1 誘導と宿主細胞
傷害活性は菌の病原性とよく相関している。
先述のように結核菌の分泌装置 esat6/cfp10
システムは RD1領域に保存されている。一方、
全ての BCG 株は、親株の強毒株 M. bovis の
ゲノムから esat6/cfp10 をコードする RD1 領
域が欠損している。そこで、本研究では生菌
特異的な細胞傷害活性を解析するために、結
核菌と BCG の細菌学的、及び、生化学的な違
の検討、及び、感染宿主細胞の免疫応答の違
いについて検討を行った。本現象を引き起こ
す因子が、菌感染ヒトマクロファージ、及び、
ヒト肺由来線維芽細胞株 MRC-5から誘導され
ることから、培養上清からの細胞傷害活性因
子の探索、同定を試みた。 

平行して、本因子が感染の履歴や病態の進
行、また、薬物治療により変化するのかを見
るために感染動物を用いた検討を行った。 
 
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を受け
た。M. tuberculosis H37Rv ATCC 25618、
Colorado State University より供与を受け
た。M. bovis, M. bovis BCG Brazil, M. 
smegmatis は結核研究所より供与を受けた。
各菌株は Middlebrook 7H9 Broth／0.25 % 
tween 80／10% ADC 培地にて培養した。 
生化学試験：硝酸塩還元、カタラーゼ、
tween80 水解、ウレアーゼ、ピラジナミダー
ゼ、PAS 分解試験、TCH 耐性の各試験は新結
核菌検査指針 2007(結核予防会)に従って行
った。 
感染実験：雌性 C57BL/6 マウスを用いた。感
染させる菌として 1ｘ106 cfu/mouse BCG 
Tokyo172 株、ヒト型結核菌株 Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv 1x10

5 cfu/mouse を用い
た。 

サイトカイン測定：ELISA(Enzyme Linked 
Immuno Sorbent Assay）法にて行った。 
リンパ球の細胞表面マーカー検出：CD4、CD8、
CD44、CD62L 等の抗体で非細胞を処理後、フ
ローサイトメトリー法を用いて行った。 
感染臓器中の結核菌数測定：組織懸濁液を寒
天平板に塗布し、孵卵器で２週間培養後、コ
ロニー数をカウントして算出した。 
カラム精製：結核菌感染マクロファージ、も
しくは MRC-5 細胞の培養上清を C-18 カラム
にて分画し、MRC-5 細胞に対する傷害活性と
抗菌活性を指標に目的画分の絞り込みを行
った。 
４．研究成果 

病原性の異なる抗酸菌種（Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium bovis及びBCG

ワ ク チ ン 株 、 Mycobacterium avium 、

Mycobacterium smegmatis）を臨床検査で用い

られている生化学試験の手法を用いて性質を

比較した(FEMS Microbio. Lett. 2010)。酸化

ストレスや酸化窒素ストレスに対応する菌の

酵素の活性と過酸化水素や一酸化窒素に対す

る処理能と病原性との相関が得られた。 

菌に対して殺菌的に働く活性酸素種や活

性窒素種は量によっては宿主細胞にも影響を

及ぼす。宿主細胞からのこれらの分子種の産

生誘導にはIL-1やTNF-αが重要な働きをして

いることが知られている。病原性の高い菌が

宿主細胞IL-1やTNF-α産生を誘導し、これら

のサイトカインがさらに活性酸素種、活性窒

素種を誘導し、そして、宿主細胞を傷害する

ことが予想された。活性酸素種、活性窒素種

の各種阻害剤を用いたところ、部分的に細胞

傷害活性が阻害されたことから、活性酸素種

、活性窒素種が一部作用していることが推測

された。 

結核菌生菌特異的な宿主細胞傷害活性は

真核生物のタンパク合成阻害剤であるシクロ

ヘキシミドで一部阻害されることから、感染

細胞から誘導されるタンパク性因子であるこ

とが予想された。そこで、細胞傷害性因子を

同定するために、ヒト線維芽細胞、及びヒト

マクロファージに結核菌を3日間感染後、培養

上清を各種カラムで分画し、細胞傷害活性を

持つ画分を絞り込んだ。この画分は結核菌に

対して抗菌的に働くことも明かにした。本因

子は、インターロイキン１と相乗的に働いて

結核菌の細胞傷害活性を引き起こすが示唆さ

れた。 

一方、本研究実施期間中にヒト老齢者に相

当する週齢の老齢マウスにBCGワクチンが有

効 で あ る こ と を 見 出 し た （ Immuni. 

Ageing,2010）。また、BCGの有効期間の検証

を行ったところ、ヒト年齢換算およそ20～30



歳代になると免疫が落ちてくること、その現

象が感染防御に関係しているサイトカインの

シグナル伝達分子であるSTAT-3と関係してい

ることを明らかとした(Vaccine, 2011)。また

本研究室では抗結核活性を持つジチオカーバ

メート糖誘導体を複数見出し報告している

(Bioorg Med Chem Lett.,2007, 2009, 2011)

。当該化合物の活性本態であるジチオカーバ

メート類の中には抗酒癖薬として用いられて

いるジスルフィラム(disulfram:DSF）も含ま

れる。本研究実施期間中にDSFとその代謝物で

あ る ジ メ チ ル ジ チ オ カ ー バ メ ー ト

(dimethyldithiocarbamate:DDC)に多剤耐性

菌に対して直接抗菌活性があること、及び、

結核菌感染モデルマウスにおいて、DSF経口投

与により抗菌活性が認められることを明かと

した（Antimicro. Agents Chemother., 2012

）。これらの研究に用いたマウスから、細胞

傷害活性因子が病態の進行や治療効果を検討

することに用いる血清を得ることが出来た。 
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