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研究成果の概要（和文）： 新規の結核菌認識受容体を骨髄系ITAM関連受容体(mITAMRs)の中から探索したところ、候補
として、IgSFR2とIgSFR5の2つが同定された。そこで、それらのリガンドとなる結核菌の成分の探索、機能解析を行っ
た。まず、リガンド探索を行ったところ、IgSFR2は結核菌の細胞壁構成主成分のミコール酸含有脂質であることがわか
った。一方で、IgSFR5のものは、カルジオリピンであることも分かった。さらにIgSFR2に関して機能解析を行ったとこ
ろ、IgSFR2は上のリガンドを認識することで、免疫応答を制御し、結核菌の排除に重要な役割をしていることがわかっ
た。

研究成果の概要（英文）：For the identification of novel myeloid ITAM-coupled receptors (mITAMRs) that 
recognize Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), we have screened ITAMR library. As the result, we 
identified two novel ITAMRs, IgSFR2 and IgSFR5. In addition, We have identifed the ligands of the 
receptors. MA-containing lipids are the ligands for IgSFR2 and cardiolipin is that for IgSFR5. 
Furthermore, we have analyzed the function of IgSFR2 and found that IgSFR2 recognizes the ligands and 
plays important roles in the regulation of immune response against M. tuberculosis for the eradication of 
the infection.
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１． 研究開始当初の背景 
 

結 核 は 、 結 核 菌 (Mycobacterium 

tuberculosis、以下 Mtb)の感染によって起こ

る世界三大感染症の 1つである。世界人口の

1/3 が感染していると考えられており、毎年

約 200 万人を死に至らしめている。この病気

は、Mtb が、宿主の激しい免疫応答を誘導し、

肺などの組織に重大なダメージを与えるた

めに起こる。そのため、Mtb がどのように宿

主の免疫応答を誘導するか解明することが、

結核を理解、また治療する上で重要である。 

 宿主の免疫応答は、マクロファージ(以下 M

φ)や樹状細胞(以下 DC)などの骨髄系の細胞

が、パターン認識受容体を介して、微生物由

来 の 分 子 構 造 パ タ ー ン

(pathogen-associated molecular patterns, 

以下 PAMPs)を認識することによって誘導さ

れる。代表的なパターン認識受容体として、

Toll 様受容体(Toll-like receptor、以下

TLR)のファミリーがよく知られており、実際、

Mtb の PAMPs 認識にも TLR2 や TLR9 の関与が

示唆されている。TLR は、Myd88 と呼ばれる

アダプター分子を介して、Mφや DC の免疫応

答を活性化する。しかし、Myd88 ノックアウ

ト(以下 KO)マウスでは、Mtb 感染に対して抵

抗性が低下することが報告されているのに

対し、TLR2/TLR9 ダブル KO あるいは、

TLR2/TLR4/TLR9 トリプル KO マウスでは、Mtb

感染に対する感受性は WT とほとんど差がな

いことが報告されている(Hölschler C. et 

al.Eur. J. Immunol.2008)。さらに、Myd88

はインターロイキン(以下 IL)-1 や IL-18 な

どのサイトカインのシグナル伝達にも必要

であり、Mtb 感染の際、TLR のシグナル伝達

よりも、むしろ、これらのサイトカインのシ

グナル伝達に重要であるという報告もいく

つかある(Schneider B.E. et al. Eur. J. 

Immunol. 2010 など)。これらのことから、TLR

は Mtb認識において必ずしも必要でない可能

性が示唆される。 

 一方で、近年、TLR-Myd88 経路を介さずに、

Card9 という別のアダプター分子を介するシ

グナル経路が、真菌類をはじめとした微生物

感染の際の免疫応答に重要であることがい

くつも報告されている(Gross O.et al., 

Nature, 2006, Poeck H., et al., Nature 

immunol., 2010, Uematsu T. et al., Sci. 

Rep., 2015)。実際に、Mtb に対する免疫応答

においても、Card9 は重要な役割を果たして

おり、Card9 KO マウスを用いた感染実験によ

り、その KO マウスの Mtb に対する抵抗性が

著しく低下することが報告されている 

(Dorhi A., et al., J. Exp. Med. 2010)。

これは、Card9 シグナル経路が、Mtb 感染に

おいて必要不可欠な役割を持っていること

を示している。Card9 経路の上流では、骨髄

系 ITAM 関連受容体(mITAMR)ファミリーの受

容体がPAMPsを認識し、Card9を介して、NF-kB

などの転写因子を活性化し、サイトカインや

ケモカインの産生を誘導する。mITAMR ファミ

リ ー は 、 tyrosine-based activation 

motif(ITAM)を持つFcRγやDAP12などの会合

分子と会合しているか、もしくは、それ自身

が HemITAM と呼ばれる半分の ITAM を持った

受容体ファミリーで(図 1)、PAMPs を認識す

ることによって、ITAM のチロシンがリン酸化

され、下流の Card9 が活性化される。このこ

とから、この mITAMR ファミリーの受容体が



Mtb 感染において、重要な役割を果たしてい

ると考えられる。実際いくつかの Mtb を認識

する mITAMR が知られており、例えば、Mtb 由

来の PAMPs の一つである TDM を認識する

Mincle、また別の PAMPs の Man-LAM を認識す

る Dectin-2、またリガンドの PAMPs は未知で

あるが、hemITAM タイプの受容体の Dectin-1

などが報告されている(Ishikawa E. et al., 

J. Exp. Med., 2009, Yonekawa Y. et al. 

Immunity, 2014, Rothofucus AG.et al. J. 

immunol., 2007 )。しかし、これらの受容体

の単独のKOでは、Card9KOで見られたような、

Mtb 感染に対する抵抗性の著しい低下はみら

れない。このことは、Mtb を認識し、Card9

経路を活性化する主たる mITAMR が他に存在

することを示唆している。 

 そこで、申請者は、研究開始当初、Mtb 感

染の際に、Card9 経路を活性化させる主要な

mITAMR を同定することを目指し、研究を行っ

ていた。まず既知の 20 個程度の mITAMR の中

で、Mtb と直接結合するものを探索した。そ

の結果、IgSFR2 と IgSFR5 の 2 つの Mtb 受容

体を見出した。また、これら受容体が PAMPs

を認識すると、GFP が発現する NFAT-GFP レポ

ーター細胞を作成し、レポーターの活性を指

標にして、これらの受容体のリガンドも探索

した。IgSFR2 のリガンドは Mtb の主要な細胞

壁成分のミコール酸(以下、MA)であることを

同定し、IgSFR5 のリガンドはリン脂質の一種

であることも突き止めていた。さらに、これ

らの受容体 KO マウス由来の Mφは、これらの

リガンド刺激の際に産生される TNFαや

MIP-2 などのサイトカインの産生が低下する、

すなわち、これらのリガンドが誘導する免疫

応答の活性化にこれらの受容体が不可欠で

あることも突き止めていた。そこで、本研究

では、これらの受容体の機能を調べるため、

in vitro や in vivo で解析を行った。また、

IgSFR2 に関しては、ウシ型結核菌 M. bovis 

BCG の感染を行い、結核菌感染時の IgSFR2 の

重要性を調べた。 

 
２．研究の目的 

IgSFR2、IgSFR5 のリガンド認識機構とその機

能を解明する事。また実際の結核菌感染にお

けるこれらの受容体の重要性を明らかにす

ること。 

 
３．研究の方法 

(1)IgSFR2 は、遊離型の MA を認識することが

わかったため、IgSFR2 が結核菌の細胞壁に含

まれている他のMA含有脂質(図2)を認識する

か調べた。MA含有脂質は、糖が付加していな

い MA含有脂質である MAとグリセロールモノ

ミコール酸(GroMM)、および、糖が付加して

いる MA 含有脂質、トレハロースジミコール

酸(TDM)、グルコースモノミコール酸(GMM)の

2種類に分けることができる(図 2)。そこで、

これらの 4 種類の MA 含有脂質で、まず、

IgSFR2 NFAT-GFP レポーター細胞を刺激し、

応答を調べた。また続いて、MA 含有脂質の認

識によるサイトカインやケモカインの産生

がIgSFR2に依存するかどうかを調べるため、

WTと IgSFR2 KO マウス由来のチオグリコレー

ト誘導 MΦをこれら MA 含有脂質で刺激して、

サイトカイン、ケモカインの産生を ELISA で

調べた。 

 

(2) in vivo で(1)と同様に、MA 含有脂質認

識における IgSFR2 の重要性を調べるため、

マウス個体に MA 含有脂質を投与した。MA 含

有脂質を鉱物油、生理食塩水と混合してエマ

ルジョンを作製し、WT と IgSFR2 KO マウスの



腹腔に投与し、細胞の浸潤、サイトカイン産

生を調べた。 

 

(3)実際の結核菌感染におけるIgSFR2の役割

を調べるため、M. bovis BCG を腹腔に投与し、

腹腔細胞、肺、肝臓、脾臓における菌数、お

よびサイトカイン産生を調べた。 

 
(4) 結核菌から精製した IgSFR5 のリガンド
の構造解析を NMR を用いて行った。 
 
4．研究成果 
 
以下の()内の番号は、『3. 研究の方法』に対
応している。 
 

(1)4 種類の MA 含有脂質で、IgSFR2 NFAT-GFP

レポーター細胞を刺激したところ、MA と

GroMM に強く反応し、一方で、TDM と GMM に

は弱く反応すること、すなわち、興味深いこ

とに IgSFR2 は、糖が付加している MA 含有脂

質に強く反応し、付加していないものに対し

ては、弱い反応しか示さないことがわかった。

続いて、まず、MA 含有脂質で Wマウス由来腹

腔 MΦを刺激して、サイトカインケモカイン

産生を調べたところ、興味深いことに、糖が

付加した MA 含有脂質は、TNF-α、IL-6, IL-12

などの炎症性サイトカイン、ケモカインの

MCP-1 を産生するが、一方で、糖が付いてい

ない MA 含有脂質に関しては、ケモカインの

MCP-1 しか産生が見られないことがわかった。

これらの産生を WT, IgSFR2 KO マウス由来の

MΦで刺激したところ、レポーター細胞の実

験で強い反応が見られた糖が付加していな

い MA による MCP-1 の産生は、IgSFR2 で有意

に低下することがわかった。また、興味深い

ことに、弱く反応を示していた糖が付加した

MA によるサイトカイン産生は、IgSFR2 KO M

Φでは、逆に上昇することがわかった。この

ことから、糖付加 MA 含有脂質は、IgSFR2 を

介して、MCP-1 を産生し、また、一方で、糖

が付いていない MA に関しては、IgSFR2 は弱

く結合し、サイトカイン産生を抑制すること

がわかった。 

 

(2)in vivo でも同様に MA 含有脂質に応答す

る免疫応答を調べた。GroMM, GMM は結核菌か

ら大量に精製することが困難なので、糖付加、

非糖付加の MA 含有脂質の代表として、それ

ぞれ、比較的精製の容易な TDM と MA を用い

て行った。MAとTDMのエマルジョンを作製し、

WT と IgSFR2 KO マウスの腹腔内に投与し、細

胞の浸潤、サイトカイン、ケモカインの産生

を調べたところ、in vitroの実験とほぼ同様

の結果が得られ、MA による細胞の浸潤、サイ

トカインの産生は IgSFR2 KO で有意に低下し、

一方で、TDM に対するものは、IgSFR2 KO で

上昇することが分かった。これらの結果から、

IgSFR2 は、in vitro でも in vivo でも糖付

加 MA を認識し、免疫応答を誘導し、逆に糖

が付加していない MA を認識し、免疫応答を

抑制していることが示唆された。 

 

(3) (1), (2)の結果から、IgSFR2 は、MA 含

有脂質を認識し、その種類によって、免疫応

答を誘導または抑制することが示唆された。

そこで、実際の結核感染では、IgSFR2 はどの

ように働いているかを調べた。WT と IgSFR2 

KO の腹腔に M bovis BCG 株を投与し、腹腔、

肺、肝臓、脾臓の菌数を調べたところ、IgSFR2 

KO の腹腔細胞で菌数の有意な低下が見られ

た。すなわち、IgSFR2 KO では、菌の排除が

促進していることがわかった。このことから、

IgSFR2 は、実際の感染においては、MA 含有

脂質を認識することで、菌の排除を抑制して

いることが明らかになった。 

 

(4)IgSFR5 のリガンドの構造解析を行ったと

ころ、そのリガンドは、カルジオリピンであ

ることがわかった。 
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