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研究要旨 
世界で約 20 億人（総人口の約 30%、日本：0.25 億人）が結核菌に無症候・潜在性既感染、年間
860 万人（日本：2.1 万人）が結核を発病、130 万人（日本：0.21 万人）が死亡し、結核は甚大な
健康被害を与え続けている（2012 年）。90%の感染宿主は無症候潜在性結核菌感染として経過
し、発病は約 10％である。結核を制圧するため、活動性結核の発生母体である無症候潜在性結
核菌感染対策は必須となるが、病態の把握、診断、治療や予防は不十分である。基礎研究成果と
して、潜在性（休眠）結核菌の生物学的特性、遺伝子発現、や宿主免疫応答を解明した。橋渡し
研究成果として、ヒト潜在性結核菌感染の免疫血清診断や結核と近縁 Mycobacterium avium 
complex 感染症の血清診断キットの臨床的有用性が多数例示された。 

 
 
A. 研究目的 
 世界で約 20 億人（日本：2,500 万人）が
結核菌に既感染、860 万人（日本：2.1 万人）
が結核を発病、130 万人（日本：2.1 千人）
が死亡し、現在でも、結核は甚大な健康被

害を提供している（2012 年）。活動性結核
の発病は感染者の約 10%であり、潜在性結
核菌感染や発病に対する機構の解明は結核
対策に寄与する。 
 結核の発症機序には「感染後早期に発症



  
 

する一次性結核」、「潜在性感染から発症
する二次性結核（内因性再燃）」や「既感
染宿主に再感染し発病（外来性再感染）」
があるが、成人結核のほとんど（70%）は
「内因性再燃」に起因している。潜在性感
染機序の解明は新規診断法、新規抗結核薬
や感染曝露後（治療的）ワクチン開発を促
進し、結核制圧に寄与することが期待され
る。 
 本研究では、潜在性抗酸菌感染に関わる
宿主および菌の分子機構を解明し、病態の
理解、診断・治療やワクチン標的候補の探
索を目的とした。 
 
担 当 者 研 究 課 題 
阿戸   学 潜在性結核菌感染モデルの

樹立と研究総括 
御手洗 聡 長期保存結核菌株の細菌学

的解析 
松本 壮吉 潜在性結核の成立を担う菌

と宿主双方の分子とその機
能解明 

杉田 昌彦 休眠結核菌の脂質代謝と免
疫応答 

小出 幸夫 休眠結核菌由来遺伝子を用
いたDNAワクチンの開発研
究および宿主応答解析 

前倉 亮治 潜在性抗酸菌感染における
臨床診断法の開発 

 
B. 研究方法 
長期保存結核菌株の細菌学的解析 
 結核予防会結核研究所抗酸菌部細菌科に
1960 年代から低酸素培養状態で保存されて
いる M. tuberculosis H37Rv 4 株を使用した。
培養ボトルから結核菌を回収、RNA を 
精製し、Whole Transcriptome Amplification
で cDNA を増幅し、Agilent 社のカスタム合
成マイクロアレイにより遺伝子発現解析を
行った。 
 回収した長期低酸素培養菌（NN15 株）
から得られた活動性結核菌を培養し、低酸
素濃度下で休眠菌作製を実施し、RNA 抽出
ののち遺伝子発現解析を実施した。 
 結核菌H37Rvからプロトプラスト様の菌

体を作成した。培養後、Ziehl-Neelsen 染色
に て 抗 酸 性 を 確 認 し 、 さ ら に
Middlebrook7H9+OADC 培地に再接種し、発
育した結核菌の形態と染色性を確認した。 
潜在性結核の成立を担う菌と宿主双方の分
子とその機能解明 
 各種結核菌蛋白質は、遺伝子導入した大
腸菌から抽出を行った。精製した結核菌蛋
白質は、ELISA 法による抗体価測定用の抗
原として用いた。 
 結核既往歴のない 17 名の非感染健常者、
活動性結核患者 15 名を対象とした。血清を
ELISA 法により抗体価を測定した。 
ホルマリン固定ヒト肺切片を、ヘマトキ

シリン・エオシン染色、抗酸性（チール・
ネールゼン染色）、抗 MDP1 抗体、抗
Antigen85 抗体で染色し、顕微鏡下で観察し
た。 
休眠結核菌の脂質代謝と免疫応答 

BCG Tokyo 172 株を、5% グリセロール、
0.05% Tween 80、10% ADC エンリッチメン
トを含有した Middlebrook 7H9 液体培地中
で震盪培養した。クロロホルム／メタノー
ル抽出を行い、脂質分画を得た。この画分
を薄層クロマトグラフィーにより展開し、
GroMM に相当するスポットをかきとって
脂質抽出を行った。分子種はマススペクロ
トメトリーにより確認した。 
 GroMM、ホスファチジルコリン、コレス
テロール、ステアリン酸付加オクタアルギ
ニンを混合し、溶媒を蒸発除去、蒸留水を
加え、ソニケーションによりリポソーム化
した。 

2B4-NFAT-GFP レポーター細胞（山崎晶
博士・九大生体防御医学研究所より恵与）
に種々のMincle遺伝子あるいは変異遺伝子
を導入し、リガンド脂質を固相化したプ
レートで培養した後、フローサイトメト
リーを用いて GFP 陽性細胞を検出した。ま
た、抗ヒト Mincle 特異的抗体クローンを単
離した。 
ヒトMincle遺伝子トランスジェニックマ

ウスを作製した。さらにこのマウスをマウ
スMincleノックアウトマウスと掛け合わせ
ることにより、ヒト Mincle のみを発現した



  
 

マウス系統を樹立した。GroMM 皮内接種を
受けたマウスから皮膚組織を採取し、ヘマ
トキシリン・エオジン染色およびギムザ染
色を行った。 
休眠結核菌由来遺伝子を用いた DNA ワク
チンの開発研究および宿主応答解析 
結核菌 Erdman 株を感染させた樹状細胞

を固定後、抗 LC3 抗体、抗 p62 抗体、抗ユ
ビキチン抗体などで免疫染色を行った。
LS-1 共焦点レーザー顕微鏡システムを用い
て観察した。 
 樹状細胞の遺伝子ノックダウン実験は
siRNA をトランスフェクションすることに
よって行った。 
潜在性抗酸菌感染における臨床診断法の開
発 
1) 肺 MAC 症診断に対するキャピリア
MAC 抗体 ELISA の有用性を、多数例を用
いて再検証した。 
2) 結核菌接触感染の危険が高い結核
病棟に勤務する医師および看護師の内、１
年以内に QFT が陽転化した 13 例を早期潜
在感染(Recent LTBI)例とし、休眠菌と増殖
菌に由来する各種抗原に対する抗体価を測
定した。 
 
倫理面への配慮 
 生命倫理、動物愛護や遺伝子組換え実験、
また、安全対策の観点から、機関で定めら
れた規程に準拠し、機関で承認を得て実施
した。なお、利益相反はなかった。 
 
C. 研究結果 
長期保存結核菌株の細菌学的解析 
 NN15、NN16、NN17 及び NN19 株につい
て発現解析結果が得られた。このうち NN19
株については発現を検出できない遺伝子が
多数認められたため、解析上不適当と考え
て対象から除外した。NN15 を基準として、
NN16 及び NN17 と各遺伝子の発現量につ
いて有意差は無く、本法の再現性が確認さ
れた。 
 長期低酸素培養 NN15 株（長期 NN15）か
ら直接 RNA を抽出した検体と、酸素濃度を
2.5〜10%で調整して短期間（21 日間）培養

した NN15（短期 NN15 O2 2.5%、5%及び
10%）について相互比較を行った。クラス
ター解析により、短期 NN15 の発現状態が
最も近似していた。 酸素濃度と発現の関
係を解析するため、短期培養株間での発現
の変動を解析した。酸素濃度の上昇に従っ
て発現が増加する遺伝子群が 897、逆に低
下する遺伝子群が 1,356 認められた。 
 長期低酸素培養結核菌の形態を検討する
ために、同様に抗酸性の低下・消失したプ
ロトプラストを作成し、長期低酸素培養株
と電子顕微鏡下で比較した。長期培養株及
びプロトプラストは増殖期の結核菌に比べ
て内部構造が単純化しており、細胞壁の厚
さも異なっていて形態的にも一定でない。
しかしながら、プロトプラストではリボ
ソームと思われる顆粒が増殖期の結核菌と
同程度観察されるのに対し、長期培養菌で
は殆ど認められなかった。 
潜在性結核の成立を担う菌と宿主双方の分
子とその機能解明 
ケニア共和国における、ビクトリア湖畔

Mb QFT試験で用いられている結核菌抗原、
ESAT6とCFP10に対する血清抗体を検出し
た。その結果、T 細胞の IFN-gamma 産生検
出同様に、ESAT6 と CFP10 に対する抗体応
答は活動性結核患者で顕著であることが判
明した。 
 低酸素センサーである DosR で誘導され
る蛋白質（DosR-regulon）16 種類の蛋白質
のうち Acr に対して、一定の高い抗体価が
認められ、非感染健常者と活動性結核患者
間および非感染健常者と陳旧性肺結核間で
有意差が検出された。 
 Antigen 85A と MDP1 については、陳旧性
肺結核患者で高い抗体の産生が認められ、
これらの抗体価測定が、発症ハイリスクグ
ループの検出に有用である可能性が示され
た。 
 結核菌感染による結核種の肺組織切片の
染色を行った結果、結核種中央部が抗酸性
染色に濃染し、同部位を Antigen85 抗体が
若干、MDP1 抗体が強く染色することが分
かった。本結果から、未発症の結核菌感染
者の結核肉芽腫内で、実際に Antigen85 や



  
 

MDP1 が産生されていることが判明した。 
休眠結核菌の脂質代謝と免疫応答 
ヒトMincle遺伝子をトランスフェクトし

た 2B4-NFAT-GFP 細胞を、GroMM あるい
は TDM を固相化したプレートで培養する
と、GroMM あるいは TDM 濃度依存的に
GFP 陽性細胞が出現し、ヒト Mincle は TDM
と GroMM を認識することが明らかになっ
た。た。 
一方、マウス Mincle はヒト Mincle と異な

り、GroMM のみを認識する自然免疫受容体
として機能する可能性が示唆された。 
そこで、ヒト Mincle トランスジェニック

マウスを作製し、ヒト Mincle トランスジェ
ニック／マウスMincleノックアウトマウス
（hMincle+ マウス：ヒト Mincle のみを発
現）、ヒト Mincle による GroMM 認識能の
比較検討を行った。 
 マウスの皮膚に GroMM リポソームを接
種したところ、hMincle+マウスにおいては、
多数の細胞の浸潤を認めた。そのうち概ね
40%が好酸球であった。したがって、GroMM
に対する好酸球優位の組織応答は、Mincle
依存的に誘起されると結論づけた。 
休眠結核菌由来遺伝子を用いた DNA ワク
チンの開発研究 
樹状細胞に結核菌を感染させると、結核

菌を含むファゴソームにオートファゴソー
ム形成が行われていることが明らかになっ
た。 
樹状細胞結核菌ファゴソームにはオート

ファジーアダプタータンパク質である p62
が局在し、結核菌オートファゴソームの成
熟によってオートファゴリソソーム形成が
起こるとともに、結核菌抗原の抗原提示が
促進されることを示唆する。 
潜在性抗酸菌感染における臨床診断法の開
発 
1) 肺 MAC 症 485 例、肺結核 133 例、
肺カンサシ症 23 名、健常コントロール 265
名を対象に検討した。感度は 78.6%、特異
度 96.9%であり、従来の報告と同様の結果
が得られ、補助診断としての有用性が確認
された。 
2) 休眠菌感染由来の抗体価は他の職

員に比して有意に上昇しており、両関連抗
体は有意な正の相関関係を示した。接触感
染による結核菌潜在感染も、休眠菌と増殖
菌が共存した状態で感染しているものと考
えられた。このうち 1 例が発病し、この抗
体価は 95％確立楕円外に増殖菌関連抗体価
が陽性方向に大きく外れた症例であった。 
 
D. 考察 
 潜在性結核菌感染には「結核菌」と「宿
主」の要因が関与し、成立していることが
考えられる。しかし、活動性結核の発病は
感染者の約 10%であり、発病の 70%は潜在
性感染に起因している。従って、潜在性抗
酸菌感染機構の解明は結核や非結核性抗酸
菌感染症対策に寄与することが考えられる。
さらに、潜在性結核菌感染者を早期に発見
し、治療・予防介入することにより、結核
の発病を未然に防止することが可能となる。 
 休眠結核菌は長期培養条件として比較的
低酸素であることが確認された。遺伝子発
現解析と微小形態解析では一般的な 1%酸
素濃度下での短期培養株や好気培養株とプ
ロファイルが異なり、いくつかの遺伝子の
発現状況からは半休眠状態が想定された。
長期培養株に特異的な発現を示す遺伝子も
同定されており、潜在結核感染症の理解と
診断に有用性が期待される。 
 ヒト陳旧性や潜在性結核菌感染患者血清
は分裂増殖期（Ag85）および休眠期（MDP1）
結核菌抗原に対する抗体を含有し、潜在性
感染には分裂増殖期および休眠期結核菌が
混在している可能性が考えられる。また、
未発症者の結核種肺切片を用いて、Antigen 
85 と MDP1 の発現を確認した。これらの結
果から、Antigen 85 と MDP1 に対する抗体
の検出によって結核発症ハイリスクグルー
プを特定できる可能性が示された。 
 休眠菌による GroMM 産生が潜在性抗酸
菌感染の維持に合目的的な菌側応答であり、
GroMM はヒト自然免疫受容体 Mincle を介
して微小環境を Th2 優位にすることにより
Th1 サイトカイン応答による制御を長期に
回避する手段として捉えることができる。 
 休眠期結核菌を標的としたワクチン戦略



  
 

として、樹状細胞における抗原提示能の増
強は重要である。結核菌オートファゴソー
ム形成機構と抗原提示能の関係を明らかに
して、潜在性結核菌免疫応答を正に調節す
る因子をアジュバントとして使用すること
によって、潜在性結核に対するワクチン開
発を目指す。 
 肺 MAC 症診断に対するキャピリア MAC
抗体 ELISA の有用性を、多数例を用いて再
検証した。今後、MAC 抗体価が、治療開始
や治療終了の指標となるかどうかの検討が
課題とされる。 
結核菌の休眠菌 (MDP1、Acr)と増殖菌

(CFP10,ESAT6,Ag85A)感染に由来する抗原
を使って、潜在感染から発病の危険が高い
前発病状態を正確に診断出来る血清診断
キットの開発に本研究の成果を応用できる
と考えられる。また、結核のより明確な予
防内服基準を作成することが可能である。
今回は単施設での成績であるので、今後、
多施設での検討が必要になる。 
 
E. 結論 
 長期培養株に特異的な発現を示す遺伝

子と特徴ある形態が同定された。 
 ヒト潜在性結核感染症血清では Ag85A

および MDP1 抗原に対する高い抗体応
答が認められ、これらの因子をもちこ
れらの因子を用いた潜在性感染血清診
断開発の可能性が示唆された。 

 休眠菌が産生する GroMM はヒト自然
免疫受容体 Mincle に認識され、Th2 応
答を誘導し、潜在性抗酸菌感染の維持
に重要である。 

 結核菌感染樹状細胞では、オートファ
ジーが殺菌と抗原提示に影響を及ぼす
因子とである可能性が示唆された。 

 キャピリア MAC 抗体 ELISA 検査を非
結核性抗酸菌症の診断•治療ガイドラ
インに反映することが期待される。 

 結核菌の休眠菌と増殖菌感染に由来す
る抗原を使って、潜在感染から発病の
危険が高い前発病状態を正確に診断で
きるキットを開発し、結核のより明確
な予防内服基準の作成に寄与すること

がで期待される。 
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