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研究成果の概要（和文）： 本研究では，Mycobacterium smegmatis を供試して，抗酸菌感染マ

クロファージ（M ）のアポトーシスに連動した抗菌活性増強作用について，特にどのようなシ

グナルによって誘導されたアポトーシスが MΦ殺菌能の亢進を引き起こすのかについての検討

を行った。その結果，(1) ATP または 1-(3,4- Dichlorobenzyl)-1H-indole-2,3-dione 

（Apoptosis activator Ⅱ：AAⅡ）により誘導される宿主 M のアポトーシスの進行と細胞内

M.smegmatis に対する殺菌効果の増強作用との連動性が観察され，(2) AAⅡにより誘導される

アポトーシスに連動した殺菌増強作用には，caspase-3 の活性化以降の段階のシグナルが部分

的に関与している可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the correlation between apoptotic 
signaling pathways and macrophage activities against Mycobaccterium smegmatis (SM) 
infection. Treatment with 5 mM ATP or 50 μM 1-(3,4-Dichlorobenzyl)-1H-indole- 2,3-dion: 
Apoptosis activator Ⅱ (AAⅡ) induced the apoptosis of macrophages and decreased 
intramacrophage survival of SM. AAⅡ- induced but not ATP-induced apoptosis recovers in 
macrophages treated with caspase 3 inhibitor. These results suggest that apoptosis 
induced by AA Ⅱ  may be concomitant with the up-regulation of macrophage 
anti-mycobacterial activities, and this affects a signal transduction involved in caspase 
3-mediated apoptosis. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
結核菌や Mycobacterium avium complex 

(MAC)などの抗酸菌や Coxiella などでは，感
染 の TNF-α，ATP，ピコリン酸などのシ

グナルにより誘導されるアポトーシスに連
動して，細胞内局在菌の殺菌が起こることが
知られている（冨岡：[総説] 臨床免疫, 2003)。
しかしながら，アポトーシスが MΦ 内殺菌に
どのように関係しているのかについては，未
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だコンセンサスは得られておらず，アポトー
シスに連動して M  内殺菌能の亢進が起こ
るような系では，実際にどのようなメカニズ
ムが働いているのかについても全く未解明
のままである。 
当研究室でのこれまでの検討により，

purinoceptor を介した ATP シグナルによっ
て誘起される  アポトーシスは，確かに

 殺菌能の亢進に連動しているが，この場
合の  殺菌能には細胞質型ホスホリパー
ゼ A2 (cytosolic phospholipase A2; cPLA2) 
の活性化とファゴソームへの移行が重要で
あることが明らかになっている (冨岡：J 
Immunol, 2005)。同様に別のグループの研究
でも，TNF-αシグナルにより誘導される  
アポトーシスに連動した 殺菌能には，
cPLA2 の関与が認められており，当教室でこ
れまでに明らかにして来ている新しいタイ
プの  内殺菌メカニズム，すなわち，「cPLA2 

の酵素活性により産生されるアラキドン酸
に依存した殺菌機構」が MΦ アポトーシスに
連動して，動員されている可能性が強いもの
と考えられる（冨岡：[総説] 臨床免疫,2003a, 
2003b)。他方，ATP シグナルで誘導される  
アポトーシスに連動した  殺菌能の亢進
については，  殺菌能の主要なメディエ
ーターである活性酸素分子種 (ROI)や活性
酸化窒素分子種 (RNI) などのラジカルが関
与している可能性は低いとされており，  
アポトーシスに連動した  殺菌能にはか
なり特殊なタイプの殺菌メカニズムが関係
しているらしい。 
このことに関連して近年，研究代表者らが

行った検討では，ピコリン酸による の細
胞内 MAC 菌に対する抗菌活性の増強作用（冨
岡：J Antimicrob Chemother, 2006) の場合
にも，ROI や RNI などのラジカルさらには遊
離脂肪酸やβ-ディフェンシンなどが関与し
ている可能性は低いといった成績が得られ
ている（冨岡，多田納ら：Int J Antimicrob 
Agents, 2007)。さらに興味深いことに，ピ
コリン酸処理により，MAC 感染 には，早
期アポトーシスに特徴的な細胞表面へのホ
スファチジルセリンの移行が誘導されるが，

染色体 DNA の分解・ヌクレオソームへの
断片化という中・後期アポトーシスのプロセ
スまでは惹起されないことが明らかになっ
てきた（多田納ら：日本化学療法学会雑誌, 
2007）。このような成績を加味して考えた場
合，種々のシグナルを受けた での抗酸菌
殺菌活性の増強という現象は， アポトー
シスは部分的な関与にとどまるものと考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，様々なシグナルにより  に

アポトーシスを誘導した場合に， の殺菌
能への影響について，(1) どのようなシグナ
ルによって誘導されたアポトーシスが，  
殺菌能の亢進を引き起こすのか? (2) アポト
ーシスに連動した  殺菌能の亢進には，ど
のようなタイプの殺菌機構が関わっている
のか? (3)  のアポトーシス誘導にかかわ
る細胞内シグナル伝達系と  殺菌能の亢
進に係るシグナル伝達系とは，どのような形
でクロストークしているのか? と言った課
題を中心に系統的な検討を行う。 

 

３．研究の方法 
1．供試菌株および供試細胞 
供試菌は，Mycobacterium smegmatis SM14

株を用いた。供試細胞は，Zymosan A にて誘
導した BALB/c マウス由来腹腔マクロファー
ジ（PEC），J774.1 細胞株（J774.1 M ），ま
たは RAW264.7 細胞株（RAW264.7 M ）を用
いた。 
 

2. アポトーシス誘導剤 
M に対するアポトーシス誘導剤としては

etoposide ， ATP,  TNF- , Fas ligand, 
-(Trichloromethyl)-4-pyridineethanol 

(PETCM), Forskolin，Staurosporine，およ
び 1-(3,4-Dichlorobenzyl)-1H-indole-2,3- 
dione（Apoptosis Activator Ⅱ：AAⅡ）を
用いた。 
 

3．DNAladdering 法による細胞のアポトーシ
スの評価 
PEC（1 x 10 6細胞/ウェル）を ATP 添加あ

るいは非添加の条件下で 24 時間に亘って培
養し，常法により DNA を抽出し，これをアガ
ロース電気泳動にかけ，MΦ細胞のアポトー
シスに起因する DNA 断片化の有無とその程度
を観察した。 
 

4．MTT 法による細胞死の評価 
caspase-3 inhibitor 処理，あるいは非処

理のマクロファージ細胞（2 x 104細胞/ウェ
ル）をアポトーシス誘導剤添加あるいは非添
加の条件下で 24 時間に亘って培養した。一
定時間培養後，MTT 試薬を添加し，37℃，3
時間追加培養し，培養上清を除去した後，
DMSO を添加して 550nm の吸光度を測定した。 
 

5．MΦ細胞内 M.smegmatis の生残菌数の測定 
上記マクロファージ細胞（2 x 104細胞/ウ

ェル）に MOI=10 で供試菌株を 2 時間感染さ
せた。2% FBS 加 HBSS で洗浄して非感染菌を
除き， 10% FBS 加 RPMI 培地中，2 g/ml 
Amikacin 存在下，各種アポトーシス誘導剤
添加あるいは非添加条件下で 37℃，一定時間
培養した。所定時間に 0.23% SDS で細胞を溶
解し，BSA を加えて SDS を中和させ，次いで



 

 

蒸留水での 2 回の遠心･洗浄を行った後に，
7H11 寒天平板上でコロニーのカウントを行
い，細胞内菌数を計測した。 
 
４．研究成果 
 
1. Etoposide による M.smegmatis 感染 MΦの
アポトーシス誘導と殺菌能増強作用との連
動性 
 Etoposide による J774.1 MΦに対するアポ
トーシス誘導の経時的変化を明らかにする
ため，J774.1 M を etoposide 存在下で 48
時間にわたり培養し，MTTアッセイにより M
細胞の生存率を求めた。その結果，etoposide 
500 M 存在下では， 18 時間の培養で， 
J774.1 M の生存率がおよそ50％程度まで減
少することが分かった（図 1A）。そこで次に，
M.smegmatis 感染 M を etoposide で 18 時間
処理した際の宿主 M 内の M.smegmatis の生
残菌数を求めた。その結果，etoposide によ
り宿主 M 細胞のアポトーシスに連動した形
での M.smegmatis 殺菌作用が認められた（図
1B）。 
しかしながら，etoposide は細胞内への透

過性が高く，細胞内寄生菌に対して直接毒性
を有するものと考えられた。また，
topoisomerase II に加え DNA gyrase に対す
る阻害作用も有するため，CFU を指標とした
殺菌活性測定に影響を及ぼしていると考え 
られた。そこで，etoposide の M.smegmatis
に対する in vitro での殺菌作用について検 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 

討を行ったところ，etoposide は M.smegmatis
そのものに対しても直接的な殺菌作用を示
した（図 1C）。したがって，この成績が M
のアポトーシスに連動した殺菌能というよ
りも，etoposide の毒性を強く反映している
可能性が考えられた。 
 
2. ATP による M.smegmatis 感染 MΦのアポト
ーシス誘導と殺菌能増強作用との連動性 
 
PEC は ATP 刺激下で一定時間培養すると，時
間経過とともにアポトーシスが誘導される
（図 2A）。これまでに行った MAC 菌を供試し
た実験では，ATP による宿主 M のアポトー
シスの誘導と M 内感染 MAC 菌に対する殺菌
能の増強作用との連動性を検証することが
非常に困難であったが，今回，M.smegmatis 
を供試した場合では，ATP による宿主 M の
アポトーシスの進行に連動して M の殺菌能
が増強する現象が観察された（図 2B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 
 
3. ATP による M.smegmatis 感染 MΦのアポト
ーシス誘導と殺菌能増強作用との連動性に
おける caspase-3 シグナルの関与 
 
 ATP は，P2X7 受容体からのシグナル伝達を
介して，p38 の活性化を経て，caspase-3 を
活性化し，アポトーシスが誘導されることが
報告されている。そこで，上記の検討で示さ
れた ATP による M.smegmatis 感染 MΦのアポ
トーシスと連動した殺菌能増強作用におい
て，caspase-3 シグナルの関与いついて明ら
か に す る た め ， caspase-3 阻 害 剤 ，



 

 

Z-D(OMe)E(OMe)VD(OMe)–FMK，を処理した際
の ATP の M.smegmatis 感染 MΦのアポトーシ
ス誘導および殺菌能について検討を行った。
その結果，図 3A で示す通り，caspase-3 阻
害剤で処理した場合においても，ATP による
PEC の細胞死の誘導を解除出来なかった。さ
らに，その際の M 内の感染 M.smegmatis の
生残菌数について測定を行ったが， ATP によ
る細胞死の誘導に伴う殺菌能増強作用は
caspase-3 阻害剤添加による変化は見られな
かった（図 3B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 
 
4. ATP による M.smegmatis 感染 MΦのアポト
ーシス誘導と殺菌能増強作用との連動性に
おける caspase-1 シグナルの関与 
 
 ATP は，caspase-1 を活性化し，ピロトー
シスと言われる細胞死を誘導することも報
告されている。また，上述の如く，PEC にお
ける ATP による細胞死の誘導においては，
caspase-3（アポトーシス）非依存的なメカ
ニズムを介している可能性が示唆された（図
3A）。そこで次に，ATP による PEC の細胞死の
誘導がピロトーシスによるものであるかど
うか明らかにするため，caspase-1 阻害剤，
Ac-YVAD-AOM，を処理した際の ATP の PEC の
細胞死誘導能について検討した。その結果， 
caspase-1 阻害剤で処理した場合において
も，ATP による PEC の細胞死の誘導を抑制す
ることは出来なかった（図 4A）。また，その
際の M 内の感染 M.smegmatis に対する殺菌
能増強作用について検討も行ったが，PEC の
殺菌能は，caspase-1 阻害剤の添加によって
も解除されなかった。（図 4B）。 
以上の結果から，ATP による PEC の細胞死誘
導には，caspase-3 および caspase-1 非依存

的な細胞死シグナルが関与している可能性
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 
 
5. Apoptosis Activator Ⅱ（AAⅡ）による
M.smegmatis 感染 MΦのアポトーシス誘導と
殺菌能増強作用との連動性 
 
RAW264.7 MΦは AAⅡ存在下で一定時間培養
すると，時間経過とともにアポトーシスが誘
導されるが（図 5A），M.smegmatis を感染さ
せた MΦでは，AAⅡによる宿主 MΦのアポト
ーシスの進行に連動して MΦ内殺菌能が増強
する現象が観察された（図 5B）。 
 

6. Apoptosis Activator Ⅱ（AAⅡ）による
M.smegmatis 感染 MΦのアポトーシス誘導と
殺菌能増強作用に対する caspase-3 阻害剤
の阻害効果 
 
AAⅡによる M.smegmatis 感染 RAW264.7 M
のアポトーシスに連動した殺菌能増強作用
において，caspase-3 シグナルがどのように
関わっているのか明らかにするため，
caspase-3 阻害剤，Z-D(OMe)E(OMe)VD(OMe)– 
FMKを処理した際のAAⅡのM.smegmatis 感染
M のアポトーシス誘導および殺菌能につい
て検討を行った。その結果，図 6A で示す通
り，caspase-3 阻害剤で処理した場合におい
て，AAⅡによる RAW264.7 M の細胞死の誘導
が部分的に解除された。さらに，その際の M
内の感染 M.smegmatis の生残菌数について
測定を行った結果，AAⅡで誘導された
RAW264.7 M のアポトーシスに連動した抗



 

 

M.smegmatis 殺菌能増強作用が部分的に解
除された（図 6B）。 
以上の結果から，AA Ⅱ によるマクロファ
ージのアポトーシス誘導は，これに連動して
殺菌能の増強メカニズムが働くことが明ら
かとなった。さらに，その殺菌能の増強作用
は， caspase-3 の活性化の下流のシグナルが
部分的に関与している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 

 
7. 他 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 剤 に よ る
M.smegmatis 感染 M のアポトーシス誘導と
殺菌能増強作用との連動性についての検討 
 
TNF- , Fas ligand, Staurosporine，さ

らに caspase-3活性の増強を惹起してアポト
ーシスを誘導することが知られている PETCM，
細胞内 cAMP の増加を介してアポトーシスを
誘導することが知られている Forskolin を用
いて M のアポトーシス誘導を試みたが，い
ずれもアポトーシスおよびそれに連動する
M 殺菌能増強作用は惹起されなかった（成
績省略）。 
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