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研究成果の概要（和文）：　マクロファージ（Mφ）内で増殖する結核菌は、Mφからグルコースを獲得してエネルギー
産生を行うと考えられるが、菌とMφの間でどのように糖代謝の調節がなされているかは不明である。これまでに申請
者は、hypoxia-inducible factor-1alpha（HIF-1alpha）を欠失したMφは野生型に比べ菌の増殖を促進することを明ら
かにした。そこで、HIF-1alphaが調節する糖代謝とMφ内での菌の増殖との関係を詳細に解析した。
　その結果、HIF-1alphaは、乳酸脱水素酵素（LDH-A）の転写活性を促し、細胞内のピルビン酸を乳酸に分解すること
で菌の増殖を調節していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： For intracellular replication of Mycobacterium tuberculosis, glucose is considere
d one of dominant carbon sources but it is also important for energy production and maintenance cellular f
unctions of the macrophages. However it is unknown how M. tuberculosis infection impacts on the glucose me
tabolism of the macrophages and in turn, how it affects on the virulence of this pathogen. Hypoxia-inducib
le factor-1alpha (HIF-1) is one of master regulators of glucose metabolism. In this study we examined whet
her that HIF-1 has some affects on intracellular growth of M. tuberculosis. 
 These results shows that HIF-1 protein down-regulates cellular concentration of pyruvate in the intracell
ular bacterial pathogen-infected macrophages via enhancing LDH-A level, and thus attenuates intracellular 
replication of M. tuberculosis. Our data demonstrate that regulation of glucose metabolism is critical bas
ic mechanism in controlling intracellular pathogen. 
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１．研究開始当初の背景 
結核（症）は、グラム陽性結核菌による慢性の

肉芽腫性疾患であり、年間に200万人が死亡す
る 最 大 の 細 菌 感 染 症 で あ る 。 結 核 菌
（Mycobacterium tuberculosis）はマクロファ
ージなどに寄生する細胞内寄生菌で、生体内で
増殖と休眠の二相性形体をとることが知られて
いる。しかし、増殖期から休眠期への移行およ
び再燃の機構についてはほとんど不明であり、
その究明が急がれる。 

申請者は、これまでに低酸素状態の結核肉
芽腫病巣に HIF-1の発現を明らかにした。し
かし、マクロファージでの HIF-1の発現は、低
酸素だけではなく結核菌感染に伴うことが判明
した。さらに HIF-1によって調節されている糖
代謝酵素が宿主内での結核菌の増殖抑制に関
わっている可能性が示唆された。また、HIF-1
には宿主内での菌の増殖を抑制する役割があり、
それは HIF-1により調節される解糖経路の糖
代謝物が要因となっている可能性を得た。 

 
２．研究の目的 
 肺肉芽腫において宿主により調節される
結核菌の増殖と休眠、すなわち発症と疾患の
潜在化への分子機構を明らかにする。そのた
め、肺結核肉芽腫の低酸素環境とマクロファ
ージに発現する hypoxia-inducible factor-1 
(HIF-1) タンパク質に着目し、宿主内での
解糖経路によるエネルギー産生機構と結核
菌の増殖を詳細に解析した。 
 
３．研究の方法 
 野生型（WT）または HIF-1欠損（KO）
マウス骨髄由来マクロファージを用いて、
Mycobacterium tuberculosis ま た は M. 
bovis BCG を 12 時間感染させ、遺伝子発現
解析（マイクロアレイ法）を行った。また、
HIF-1を初めとするタンパク質レベルは、
Western 法によって定量した。さらに、細胞
内の菌量は、ルシフェラーゼを用いた ATP
量の測定によって定量した。マクロファージ
内の糖メタボローム解析は TOF-MS により
解析し、ピルビン酸濃度は Pyruvate assay 
kit（Bio vision）を用いて測定した。また、
[14C]ピルビン酸を用いて、マクロファージお
よび結核菌へのピルビン酸の取り込みを固
形シンチレーションカウンターで定量した。 
 
４．研究成果 
 まず、マクロファージは、結核菌の感染に
よって HIF-1の発現を増大した。結核菌の
培養上清から精製したタンパク質（purified 
protein derivative; PPD）は HIF-1発現を
増大させず、死菌により増大した。さらに、
感染後に HIF-1 mRNA が誘導されたこと
から、菌体内成分による転写活性化を介した
HIF-1タンパク質の増大の機構が示唆され
た。 
 結核菌感染 KOマクロファージに発現する
遺伝子発現をWTマクロファージと比較した

結果、HIF-1によって誘導される乳酸脱水素
酵素 A（LDH-A）およびピルビン酸脱水素酵
素リン酸化酵素（PDK1）の mRNA 発現は低
いことが明らかになった。そこで、それらの
阻害剤を用いた結果、LDH 阻害剤（oxamate）
は、WT マクロファージ内での菌の増殖を促
進した。また感染 6 日目において、KO マク
ロファージ内のピルビン酸濃度は、WT に比
べて有意に高かった。炭素源をグルコースま
たはピルビン酸のいずれかのみを含む 7H9
液体培地で培養した結果、ピルビン酸を含む
培地で菌の増殖が早かった。さらに、[14C]ピ
ルビン酸を結核菌感染マクロファージの培
地中に添加したところ、24 時間後に結核菌内
に取り込まれていることが確認された。以上
の結果より、結核菌感染によってマクロファ
ージに発現する HIF-1は、LDH-A を誘導し
て細胞内のピルビン酸を乳酸に代謝するこ
とで菌の増殖を制御している可能性が示唆
された。 
 本研究は、結核菌感染に伴って増大するマ
クロファージの HIF-1の発現機構およびそ
の役割を明らかにすることができた。また、
結核菌は、グルコース代謝物のピルビン酸を
マクロファージ内で炭素源として好んで利
用している可能性が示唆された。これまで、
炭素源にはグルコースまたは脂肪酸が利用
されていると考えられており、本研究成果は、
新しい治療薬の開発につながるのではと考
えられる。 
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