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編集者からの言葉:最 近の医学では分子生物学的研究の発展が目覚ましく,結 核研究の基礎研究領域

でも生物学的観察から,よ り深い知識が加えられての理解をなしうるようになってきた。ことに結核

菌の全ゲノム配列が明 らかにされた1998年 を境にして,結 核研究は現象論や断片的遺伝子研究か ら,

全遺伝子地図を基礎に置いての遺伝子機能の研究が進められるようにな り,質 的に大 きな転換を始め

たといえる。

私たちは抗酸菌症の免疫に関する外国文献の網羅的検索 と,そ の中で関心を引かれた文献の抄読会

での紹介,年 単位でのその抄読会記録のまとめ(結 核予防会発行「資料 と展望」掲載）を10年 来続け

てきたが,今回 その全体のまとめを,各 領域別に研究者が分担することで行うこととした。もちろん,

すべての文献を網羅 したものではないとしても,抗 酸菌免疫研究の流れを俯〓することは可能ではな

いかと考えて,領 域別にまとめてみたのが本稿である。その際,純 粋な基礎的立場ではなく臨床的関

心からみた基礎文献の整理を行い,そ の課題に従って展望することを心掛けた。 これから始めようと

いう研究者のために,免 疫学の教科書にはまだあまり収録 されていないと思われる知見を紹介するこ

とが目的の一つである。また,文 献はすべて英文誌に掲載されたもので,必 要な場合にはその原著を

参照できるよう,紹 介されたすべての文献を各章末に掲載した。
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A-1抗 酸菌全 ゲノム配列 ・分類 ・系統樹

要約:結 核菌の全遺伝子配列が解明され,各 遺伝子が番号で示されたのは1998年 であり,続 いてレ

プラ菌が2001年 に,ウ シ型結核菌が2003年 に明 らかにされた。非結核性抗酸菌では一部が解明され

ているが,多 くはなお進行中である。

A-1(1)結 核 菌

1998年S.T.Coleら に よって報告 された結核 菌H37Rv

株 の 全ゲ ノム塩基 配列 は,抗 酸菌属では最初の報告であ

る1)。 このH37Rv株 は,薬 剤 感受性株であ り,遺 伝子操

作等 も可能で,動 物 モデルで毒力 を保持 していることな

どか ら,結 核 菌の標準株 の一つ として生物学 的な研究の

ため世界的 に広 く使われている。 この報告では,結 核菌

H37Rv株 ゲ ノム は,4,411,529塩 基 対(約4.4Mbp)か ら

な り,約4000個 の 遺伝 子 を含 み,Guanine+Cytosine含

量(65。6%)が 非 常 に高い とされている。 このデー タは,

現 在 も更新 されhttp:〃genolist.pasteur.fx/TubercuList1上 で

公開されてお り,広 く利用する ことがで きる。結核菌は

他の細菌 と異 な り,脂 質生成や脂質分解 に関わる酵素 を

コー ドする遺伝子 を多 くもっているのが特徴 であ る。 ま

た,抗 原性 の多 様性 と関連す るPEIPPEフ ァ ミリーの遺

伝子群は,ゲ ノム全体 の約9%を 占めていた。

続い て,結 核 菌CDC1551株 の ゲ ノム解析 結果が報告

され,結 核 菌 内 での 多様 性 も明 らか に され てい る2)。

H37Rvは 動 物モデルで病原性が あるの に対 して,結 核菌

CDC1551株 は ヒ トに対 して高い病原性 を もった株 と し

て分離されたもので,そ れぞれ異なった目的のために研

究に利用されている。

A-1(2)ウ シ型結核菌

ヒ ト型結核菌のゲノム解読に続 いてMycobacterium

bovisAF2122!97株 の全ゲノム塩基配列が2003年 に解読

された3)。このゲノムは,4,345,492塩 基対からなり結核

菌よりも少し短いが,相 同性は99.95%以 上である◎細

胞壁の構成物質や分泌 タンパク質,抗 原および代謝経路

等に相違はあるが,M.bovisに 特異的な遺伝子は存在 し

ていない。このゲノム解析結果は,ウ シ結核の分子病理

メカニズムの解明に貢献するものと考えられる。また,

M.bovisBCGと のゲノム構造の比較から,病 原性闘子の

解析あるいは免疫原性の高い改良型ワクチ ンの開発等に

寄与する可能性がある。

A-1(3)そ の他の抗酸菌

ハ ンセ ン病 の 原因菌 であ り,未 だ に人工培 地 での培

養が で きな いM.lepraeTN株 は2001年 に,お よび ウシ

な どの反努 動物 に ヨー ネ病 を起 こ し,ヒ トの ク ロー ン

氏病 との関 連が 問題 とされ てい るM.aviumsubsp.ρara一
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tuberculosisK-10株 の 全ゲ ノム塩 基配列 が2005年 に報告

されて いる4)5)。M.tepraeで は,約3.3Mbpの ゲ ノムサ イ

ズ を もち,GC含 量 も57 .8%と 抗 酸 菌の 中では低 い。 ま

た,全 遺伝 子 の41、2%に 相 当す る1133個 の 偽遺伝 子が

存在 した。非病 原性 迅速増殖菌 であるM,smegmatismc2

155株 の 全 ゲ ノム塩 基配列 も報告 されてい る6}が,こ の

株は,迅 速発育菌であることか ら,特 にプラスミドの導

入実験や遺伝子破壊など抗酸菌をホス トとした組み換え

DNA実 験などに使われている。また,遅 発育性非結核

性抗酸菌の代表的菌種 であるM.aviecm104株 について

も,最 近その全ゲノム配列が明らかにされた7)。

(担当:前 田伸司)

A-2結 核菌群の分類 ・新亜種

要約:解 明された各種抗酸菌の遺伝子地図を基に,そ の遺伝子配列の差による抗酸菌分類の再検討

や,抗 酸菌の系統樹の探求などがなされて,研 究は大きく様変わりしつつある。

A-2(1)結 核菌群の分類 ・タイピング

一般 に臨床検体 にはPCR反 応 を阻害す る物 質が含 ま

れてい る こ とが多 く,PCR検 査 が 陰性 にな るこ とが多

い。そ こで,検 体 中の標 的配列 を含 むDNAをcaptureし

精 製 した後 にDNAを 増 幅 させ るsequencecapture-PCR法

が 開発 され た8}。 この方法 を用 いる と菌含量が少 ない臨

床材料 中の結核 菌DNAの 検 出感度 を改善す るこ とが で

きる とされ てい る。一方,PCR法 は,結 核 菌DNAの 検

出だけ でな く,結 核 菌群 の亜種 分類 に応 用可能 とす る

報告が ある。一つは,ゲ ノム欠損 を基盤 とした結核菌群

の 分 類 法 で16SrRNA,RvO577,Rv15iO,Rv1970,Rv

3877/8,Rv3120遺 伝 子 お よび挿入 配列(IS)1561内 に プ

ライマー を設計 し,合 計7カ 所 につ いて別 々に並 行 して

PCRを か け てPCR産 物 を観 察 し,検 体 ゲ ノム上 にこれ

ら遺伝子の有無 を調べ る ことによって,結 核 菌群の鑑別

が可能 であ ると報告 され た9)。 この成果 は,臨 床分離株

が非 結核性 抗酸 菌か結核 菌群 か を迅速 に鑑別す るの に

有 用 で あ る。 その 他 にhupB遺 伝 子 を用 いた結 核 菌 と

M.bovisの 鑑 別法lo),結 核 菌のRD1〈RegionofDifference

l)領 域 を標 的 とした結核 菌 とM.bovisBCGと の 鑑別法

が報告 され11),後 者 で はヒ ト型お よび ウシ型結核 菌か ら

RD1領 域 の 欠損 した ものがBCG菌 で あ る と理解 され る

に至っている。

結核菌 の タイ ピングのマー カー と してIS6〃0お よび

directrepeat(DR)な どが利用 されてい る。IS6110一 制 限

酵 素断 片長多型(RFLP)は 密 接 に関連 した分離 株の グ

ループ化 に有効で あるが,結 核 菌の発生学的な相関をみ

るため に用 いる と誤 っ た推 論 を導 く可 能性が あ る。 ま

た,DR部 位 のDNA塩 基 配列分析 は,IS6〃0-RFLP法 に

よるタイピング情報 を補足 し,進 化の段 階に関連深 い分

離株 間の関係 を再構成する ことが可 能である と報告 され

た12)。

持 続排 菌者の喀疾 中結核 菌のRFLP分 析 パ ター ン変化

を調べ た とこ ろ,調 べ た株 の4%で 変化 が起 こ り,IS

6〃0変 化 のhalf.timeは 平均8.74年 で,発 症早期 では0.57

年,晩 期 で は1α69年 で あ った。 これ らの違 いは主 と し

て化学療法の前後での菌増殖状態 を反映 している もの と

考 え られ た13)。

IS6110-RFLP分 析 が現在 も結核 菌 タイ ピング法の標準

法であるが,近 隼PCRを 利 用 した反復 配列 多型(VNTR:

variablenumbersoftandemrepeats)分 析 や スポ リゴ タイ ピ

ング法 な どの新 しい迅速 タイ ピング法が 開発 されて い

る。VNTR分 析 は,結 核 菌ゲノム上 に多数存在す る ミニ

サテ ライ トDNAを 利 用 し,結 核 菌 を分類す る方法で あ

る附。つ ま り,多 型部位 の外側 の定常 領域に プライマ ー

を設計 し,PCR法 でDNAの 増 幅 を行 う15》16}。そ のPCR

産物 の分 子量か ら反復配列 の コピー数の違 いを算 出 し,

多型検出を行 う方法 であ る。 また,結 核菌 ゲノム上には,

10か ら50個 程 度存 在するDR(36bpか らなる)を つ な ぐ

短い多様 性に富んだスペーサー部位(37-41bp)が あ る。

この スペ ーサー一部位 中の43カ 所 につ いて,そ の有無 を

調べ るこ とによって,結 核菌株 を区分す る方法が,ス ポ

リゴタイ ピング法 である1?♪。Beijing型 結 核 菌は,こ のス

ポ リゴタイ ピング法 で35か ら43ま で の9カ 所の スペー・

サー部位 のみが陽性で,1か ら34の スペーサー部位 は陰

性 となる株 として定義 され てい る。

Beijing型 とnon-Beijing型 結 核 菌,さ ら に 多 剤 耐 性

結 核 菌(MDR-TB)とnon-MDR-TBに つ い て,IS6〃0。

RFLP,VNTRお よ び ス ポ リゴ タイ ピ ング分 析 を行 い

タ イ ピ ング 能 の違 い が解 され た。Beijing型 結 核 菌 で

は・IS6〃0-RFLP分 析 と比べ てMycobacterialInterspersed

RepetitiveUnit(MIRU)-VNTR分 析(1210cus)の ほ うが

タイ ピング能は低か った。 しか し,non-Beijing型 結 核菌,

MDR-TBお よ びnon-MDR-TBを 対 象 と した分析 では ,2

つ の分析 法問で分解能の違いはみ られ なか った18}
。
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DNAマ イ ク ロア レイ を用 いて,M,micretiの 遺 伝子 を

結核 菌H37Rvの もの と比較 した。M,microtiで はM,bovis

BCGと 同 様 にH37Rv上 のRDIか らRDIOま で の 欠損が

み られた。 さらに,砿 海α纏 に特 異的 な4カ 所 の欠損

が観 察 された。 しか し,砿 纏 纏 に特 興 的な遺傍 予 欠

損 と宿 主に対 する毒力 とを関連付け ることは難 しいこ と

が示 され た19)。M.africanumに つ いてIS6110・RFLPと ス

ポ リ ゴ タイ ピ ング法 で 分析 した と ころ,ウ ガ ン ダの

Kampalaで はM.africanumsubtypellが2種 類の遺伝子型

に分類 され,結 核 菌群 の中で特有の系統発盤を示 し,こ

の地方の結核症の主原因菌 であ った鋤。

A--2(2)結 核 菌群の新種

M.canettii43株 をVNTR,DRIocus分 析 お よび 加ρ65

遺 伝 子多型 分析 を行 い解析 した と ころ,M,canettiiは,

系統樹上結核菌群の他の枝 葉 というよ りは結核 繭の起源

種であ る可能性が 高い ことが明 らか に された21}。 ま た,

M.tuberculosissubsp.capraesubsp.nov.は ヤギか ら単離 さ

れ,結 核 菌群 に分類 された抗 酸菌 であ り,IS6110あ る

いは多型性GCリ ッチ配列(PGRS)を プU一 ブ と した

RFLP分 析 お よびスポ リゴタイピング法 で,他 の結核菌

群菌 と区別で きた22,。

A-2(3)結 核 菌群の系統発 生

結核菌群 のゲノム多型性 を調べ る とゲ ノム上の一部領

域 の欠 落 が生 じM.tuberculosisお よ びM.africanu〃1か ら

M.microtilseaibacillus,M.caprae,M.bovisの 順 に欠損 部

位の蓄積 がみ られた。結核菌群の進化 に伴いゲ ノム領域

の欠損 が生 じた とすれ ば,ヒ ト型 結核 菌 は,M。bevis由

来 ではない こと,ま た遺伝子欠損を調べ ることは結核 菌

群の進化を研究するうえで有用であることが報告 されて

いる231(図1)。

最近,singlenucleotid¢poIymorphism(SNP)と スポ リ

ゴタイピングおよびVNTR法 を用いて,世 界各国か ら

集めたヒ ト型およびウシ型緕核菌を調べて,そ の系統発

億樹の作戒を行い,各 方法による結果の比較を行った報

告が繊た。その緕畢,SNPと ス翠リtタ イピング法では

ほぼ岡じclades(系 統群)に 分類 されたが,VNTR法 は

一致性が少なく,む しろ燗野畦に薦株の違いを見るのには

優れているという戒績であった。 また最も古い結核菌は

東アフリカ ・イン ド簸大陸からの もので,そ こから東ア

ジアに広がったものであることが,分 離株の撮所 と系統

樹との対比か ら推察され,ま たウシ型緒核菌はヒト型緒

核菌と共通の祖先をもつが後に変異 し分枝 したものであ

ると考えられたZltt}(図2).

A-2(4)非 結核性抗酸菌群の分類

抗 酸薦の16SrRNA遺 伝 子の塩基 配列 を調べ て菌の 分

類 を試み て も,臨 床分離株の場合,多 くの 多型が 存在 し

明確 に分類す ることは難 しい。その ため,各 施設での成

績 をデータベース化 して共同利絹することが望 まれる諭ウ

また,非 結核性抗酸菌の疫学研究 には,オ リゴヌ クレオ

チ ド(GTG)sを プ ロー ブと したRFLP分 析 法が有効 であ

り,M.aviumで は,IS1245-RFLP分 析 が タイ ピ ングに有

効 である ことが示 された26)。

鼠 径ヘ ルニア手術後 に抗 酸菌が検 出 され16SrRNA遺

伝 子塩基配列分析 に よってM.goodiiと 同 定 された27}。敗

血症患 者か ら抗 酸菌が検 出 され,16SrRNA遺 伝 子塩 基

配列か らM.diemhoferiに 酷 似 していた。 しか し,ミ コー

ル酸 のHPLCで の 溶出パ ター ンか らはM.smegmattsに 類

÷ 祖 先

ルf。tuberculosis,ル 〔.africanum

↓ RD9欠 落
M.africanum

↓ RD91RD71RD8!RD10欠 落

ノ砿.〃zicroti{sealbacillus),M.nj}'icanum

↓
RD9/RD7/RD8/RD9/RDIO!RD5/RD6/RD12/RD131N-RD25欠 落

M.caprae

↓
RD9/RD7!RD8/RD9/RD10/RD5/RD6/RD121RDI31N-RD25/RD4欠 落

〃.わoソis

図1結 核菌群の推 定系統発生(Mostowy23》 の 図を簡略化)
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図2SNPに よ る結核菌系統発生推定図(Filliol2`}の 図 よ り)

似 していた。 これ らの結果か ら分離菌は,新 種の抗酸菌

として分類 され,M、hackensackenseと 命 名 された28)。

ブ タリンパ 節か ら分 離 され たM.porcinumは,ヒ トか

ら分離 されたM勾fortuitum3rdbiovahantと16SrRNA塩 基

配列 が100%一 一致 し,hsp65遺 伝 子 の塩基 配 列 は2～3

塩 基が異 なるだけであ った。以上 か らM.porcinumとM.

fortuitum3rdbiovaτiantを 同 定 す る に はhsp65遺 伝 子 の

PCR産 物 制 限酵 素切 断分 析(PRA),16SrRNAお よ び

hsp65遺 伝 子の塩基配列 分析 の組 み合わせが必要で ある

とされた29)。

M.ulceransに よ り発症す るブル リ潰瘍 は,こ とにアフ

リカでは結核 やハ ンセ ン病 に次 いで多い抗酸菌症である

が,そ の感染伝播 様式は明 らかでない。ゲ ノムの解析 に

よ り,M.ulceransは こ の菌種 特 有 なIS2404を もつ こ と

が知 られていて,こ の塩基 配列 を標 的に した リアル タイ

ムPCRの 系 を設定 してM.ulceransDNAが 定量 された。

この システムは,M.ulcerans感 染 症 の病理 や伝播様 式を

研究す るうえで有用な方法 となる30)。

A-2(附)抗 酸菌ファージを用いた新診断法

抗酸菌ファージを用いて結核菌の同定を試みたとこ

ろ,陽 性率,判 定に要 した 日数などの点でMGIT,L-J

培地に劣 らない成績が得 られ,さ らに耐性検査結果も一

致した31}。また,結 核診断にファージを利用 し,培 養染

色法と比較 したところ,フ ァージ法の塗抹培養法に対す

る感度,特 異性,陽 性お よび陰性期待値は,そ れぞれ

58.3,99.1,83、2,96.9%で あ った32》。 フ ァー一ジを用 いた

結核診 断法 は,48時 間 の短 時間で特 異 的に安全 で容易

に行 える方法 で,疑 陽性 はみ られず,生 菌 単位le以 下

で も検出可能であ り,特 に開発途上国で有用である こと

が述べ られた33》。(担 当:前 田伸司)
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A-3抗 酸菌特異抗原 とそのT細 胞 エ ピ トーブ(・Xl)

要約:結 核菌に特異的抗原物質の探齋は,結 核菌の遺伝子帥嗣定と診断,特 興的免疫反応の機序,特

異抗原刺激による免疫学的診断,さ らには抗菌製剤開発(劇 薬)へ と結びつ きうる。特嚢抗原物質と

して明らかにされてきたものの数は多 く,Tリ ンパ球に認識されるエピ トープ分子も明 らかにされつ

つある。生体の免疫反岱は,そ れら特異的抗膿物質の複合作粥の上に成 り立っていると考えられる・

A-3(1)抗 原85

活発に分裂 している抗酸菌のみが,結 核菌に対する細

胞免疫を効果的に誘導する。そのため,菌 の分泌性タン

パ ク質が注 目されて きた。抗原85複 合体(Ag85A,

Ag85B,Ag85Cか ら構成される)は,結 核菌の主要な分

泌 タンパク質で,マ ウスおよびモルモットでは遅延型過

敏症,防 護免疫,特 異抗体を誘導し,ま たッ反陽性健常

者由来の培養末梢血単球に,細 胞性免疫を誘導する。こ

のような免疫反応は,活 動性結核患者においてAg85が

尿中に排泄されず主として血清中のフィプロネクチンお

よびIgGと 結合 して循環することで生じている1,。また,

α抗原(Ag85B)の ア ミノ酸配列の一部であるpeptide

25が,α 抗原自体 と同程度に感作リンパ節細胞(Vβ1獄

T)を 刺激増殖させることがマウスで報告されている。

このpeptide25が 抗菌免疫原性をもつのか,さ らに1-Ab

とTCRと を 認識 してT細 胞 を剃激す るpeptide25上 の 特

定 部分が 報告 され てい る2♪。Ag85Cペ プ チ ド(AA204-

212)も,CD8+T細 胞 を刺 激 して結核 菌 やBCG貧 食 マ

クロフ ァー ジを殺 し,EPN一 γやTNF一 αを薩生す る こと

が確認 された3)。 他 方,Ag85A,Ag85Bお よびAg85Cに

つ いてマウスのTh1細 胞 エ ピ トー プの解析 を行い.マ ウ

スの系統 によってAg85抗 原 刺激 に よるT細 胞反応性 が

異なるこ とも報告 されている4)。

Ag85Aお よ びAg85B遺 伝 子 を破 壊 したH37Rv変 異 株

を作 製 してマ ウスに対 す る病 原性 を調べ る と,Ag85A

遺 伝 子破壊 株はマ ウスに対す る病 原性 を低下 させ たが,

Ag85B遺 伝 子 破 壊 株 で は 野 生株 と変 わ らな か っ た。

Ag85A遺 伝 子破 壊株 で はマ ウスで の病 原性 が低 下 し,

マ クロフ ァー一ジ内でのTNF一 α,IL-1,狂 一6,IFN一 γおよ

びNO合 成酵素 のmRNAレ ベ ル上昇,菌 自体のNO感 受

性増加,マ ウス内での菌増殖低下 がみ られたS)。

表1結 核菌特異抗原とその遺伝子登録番号

抗原 選伝子名 別名 登録番号 Product

Ag85A

Ag85B

Ag85C

ESAT-6

CFP-10

PEPGRS33

CFP.32

HBHA

l6kDa

30kDa

32kDa

MPB70

MPT51

MPB83

19kDa

24kDa

27kDa

38kDa

角ρハ

加 β

角pc

esxA

esxB

TB2Z3

hbhA

mpt63

mpt70

プ砂D

mpt83

lpgH

lprG

lprG

pstS1

85A,〃zpt44

85B,mpt59

85(r,〃zpt45,

乃pC2

esat-6

1勿,(か10

潮ρわ63

A8858

A885A

mpb70

mpt51,mpb51,

乃pcl

mpb83

」P27

P27

phoS1

Rv3804c

Rv1886c

RvO129c

Rv3875

Rv3874

Rvl818c

RvO557

RvO475

Rvl926c

Rv1886c

Rv3804c

Rv2875

Rv3803c

Rv2873

Rv3763

Rv1411c

Rv1411c

RvO934

Majorsecreted

mmunogemcprotem

分 泌 タ ンパ ク 質Ag85

抗 原 と相 同 性

Cellsu㎡ace

lipoproteinMPT83

(lipoproteinP23)

Function

}
ト レハ ロ ー ス6,6'一

ダイマイコ レ・・一ト(TDM)

合 成

Notreallyknown

TDM合 成

Notreally㎞own
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A-3(2)ESAT-6お よびCFP・10

結 核 菌 はESAT-6(6kDaearlysecreteclantigenictarget)

抗 原 を もつ が,BCGは も たない ことが知 られ てお り,

ESAT-6抗 原 は結核 を過去のBCG接 種 の影響 を除外 して

診断 す るのに有用 な抗原 であ る、聡SAT-6構 成 ペ プチ ド

を14merず つ に区分 し,こ れ を用 いて宋梢1血L単核 細胞

を刺激 して反応性 を調べる と,強 反応 蔀位の分布パ ター

ンは人種 によって異な ることが報告 され が}、 この結 果

は,ESAT-6抗 原 をBCG接 種 や抗酸菌癒 と結核 の艦別診

断に用い ることはで きて も,人 種 に よってその反応性に

差があ りうる ことを示唆 してい る。

M。kansasiiとM。inarinumもESAT-6とCFP-lO(10kDa

culturefiltrateprotein)の 遺伝 子 をもつ こ とが知 られてい

るが,M.kansasiiあ る いはM.marinumに 感 染発病 した患

者 もほ とん どESAT-6とCFP-10反 癒 性T細 胞 をもっ て

お り,環 境 中の同抗酸菌に曝露 された者で も同様 であっ

た7}。 また,臨 床お よび環境か らのM.kansasii分 離 株 を

用 いてESAT-6お よ びCFP-10と 病 原性 との関連 を検討

した報告 もある8}。

ESAT-6ペ プチ ドに対す るT細 胞 の強い応答 は,結 核

の活動性 の時期 にのみ見 られ るこ とか ら,ESAT・-6に よ

る反応性 か ら活動性結核 を潜在性結核か ら区別で きる9,。

また,enzyme-linkedimmunospot(ELISPOT)法 を リンパ

球増殖(LPA)法 と比較 し,ELISPOT法 の ほ うが特異性,

感 度 とも優れてお り有用であると報告 されたlo)。

ESAT-6フ ァ ミ リー 内で 共 通す るMHC.1拘 束 性 エ ピ

トープを同定 し,こ のア ミノ酸配列が結核感染マ ウスで

CD8+丁 細 胞 と反応 を起 こす ことが確認 され ているllj。

こ のCFP.10が ワ クチ ンに利用 で きるか検討 が行わ れ,

CFP-10の 構 成 ア ミ ノ酸 配 列 の 一 部 で あ るペ プ チ ド

(CIFP-107】.ss)は,MHC-IIとMHGI分 子 を発現す る ヒ ト

CD4+お よびCD8+T細 胞 に よ り,IFN一 γ産 生能 と細胞

傷 害活性 を もつ こ とが示 され,15個 の ア ミノ酸 か らな

るCFP-107!-ssは,幅 のあ るMHCに 対 して有効 なワクチ

ンとな りうる と報告 されてい るa2}。

A-3(3)リ ポ タンパク質 とTolHikereceptor(TLR)

リポ タンパ ク質 に関す る報 告 には,38kDa,19kDa,

24kDaお よ び27kDaに 関す る ものが結核 菌の もつ リガ ン

ドとして挙げ られてお り,TLRと の 関連で数多 く報告 さ

れてい る。38kDaリ ポ タンパ ク質上 に存在す る細胞傷害

性T細 胞エ ピ トープの研究13}や,19kDaリ ポ タ ンパ クの

作用 にはタ ンパ ク質部分(ポ リペ プ タイ ド)の みが必要

で,ア シル化 シグナル(脂 質)部 分 は必要 な く,TLR2

を介 してマ クロ ファージのアポ トー シス を誘導す るとい

う報告14},ま た,感 染早期 においてマ クロフ ァージの ア
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ポ トー シス と1レ1b放 幽 を誘 導す るi・s}とす る報 告 が あ

る自 さらに,マ イクロア レイを便 った研究で は,結 核 菌

と19kDaリ ポ タ ンパ ク質に よるTLRシ グ ナ ルは,マ ク

ロ フ ァー・一一一ジの特定 遺傍子 のIFN・ γによる調節 を抑制 し

たEh),19kDaリ ポ タンパ クは フ ァゴソーム成熟 とその中

での抗駅 分解 をMyD88依 霧 性iに限霧 し,抗 原 とMHC・

IIIMHC。Eの 紬禽 を 羅癬す る ことで,CD4牽 お よびCD餅

丁細胞 による免疫 監視機構か ら逃 れて縮核 菌を生存 させ

続 けるゆ,な どの報轡が ある。

Rvl4〃c,が 雛一 ドす る24kD罎 リポ タ ンパ ク質LぴG(こ

こ で は この よ うに表 記 され てい るが27kD識 リ ポ タ ンパ

ク 質 と岡 ・タ ンパ ク質)は,ヒ トマ ク 蟹 フ ァー ジの

MHC.II仲 介CD4・T細 胞 へ の抗 簾 提 示 能 を抑 制 す る,

TLR2リ ガ ン ドで あ る ことがン」ミされ た雄,、,他方,27kDa

リポ タンパ ク質は,Th1免 疫 塔答 を誘導するが,BCGあ

る いは他 の抗 酸薦で付与 される感染防御能 は,27kDa抗

原 をこれ らのワクチ ンに翻 える と溝 央 したこ とか ら,防

御効果 に悪 影響 を与 える と報魯 されている19,。

TLR2お よ びTLR4リ ガ ン ドと して働 くM.bovisBCG

の細 胞壁骨格 は,マ クロフ ァー ジや樹状細胞 の抗原提示

反応 にLPSと は別 のメカニズムで関わっている働ρ

A-3(4)PE/PE_PGRSフ ァ ミリータンパ ク

PEフ ァ ミリー タンパ ク質 は,ア ミノ末端付 近 にプ ロ

リ ンーグル タミン酸(PE)モ チ ー フを含 む11eア ミノ酸

程度 の非常 に保存性 の高 い ドメイ ンを もちグ リシ ンに

富 んだ タンパ ク質 であ る。 この よ うなPEフ ァミリー タ

ンパ ク質の うち,C末 端 にpOlymorphicGC-richsequence

(PGRS)を も つ タ ンパ ク質 はPE_rGRSサ ブ フ ァ ミ リ

ー と して分類 されて い る。 これ らの タンパ ク質 の機能

は,よ くわか って いないが,Epstein-Barrvirusの 核 抗 原

(EBNAs>と 相 同性 が高 い こ とか ら,T細 胞 の抗原 提示

を限害する とい うEpstein-BarrvtWsと 同 様な メカニズム

で病原性 発現 に関与 して い る可 能性 もあ る。BCGに お

いてその遺伝子産物 は菌体表面 に存在 し,こ の遺伝 子に

変異 が起 こる と菌発育形状が変化 し,マ クロファー ジへ

の付 着性 と感 染能 が低 下 した ユb。Rv1818cはPEPGRS

タ ンパ ク質ではあるが,遺 伝子操作 でC末 端の部分 を欠

落 させ てRv1818cPEタ ンパ ク質 を作 製 して,PEタ ンパ

ク質 とPE _PGRSタ ンパ ク質 の機能 の違い を検 討 した。

Rv1818cPEタ ンパ ク質で マ ウス を免 疫す る とIFN一 γ産

生 と感染 防御 効果がみ られ細胞性免疫 が誘導 されたが,

Rv1818PE _PGRSタ ンパ ク質で は,抗 体 産生 は観 察 され

たが細胞性免疫 は誘導 され なか った。 さ らに,結 核菌免

疫 で も抗PE_PGRS抗 体 が 産生 され たが,抗PE抗 体 は

産生 され なか った22)。PE _PGRSフ ァ ミリー タ ンパ ク質

は抗 原性 を もつ が,Gly-Alaに 富 んだPGRSド メ イ ンが



抗原性 に関わっていることが示唆されたaま た,PE_

PGRSフ ァミリー内のタンパ ク質に対する抗体は,交 蓮

反応を示すが,PE_PGRSタ ンパク質が繰 り返 し構造を

もちアミノ酸レベルで相同性が高 く共通エピト ・ブをも

つことが原因と推定された。これらタンパク質は細胞膿

や細胞膜に局在し,可 溶性表面抗原であることが示唆さ

れている23)Q

A-3(5)結 核菌糖脂質抗原とCDIレ セプター

モルモ ッ トのCDIタ ンパ ク質のCDlbお よびCDlc分

子 は,ヒ トの もの と相 同性があ り,モ ルモ ッ トが ヒ トの

抗 酸菌 免疫研 究 に有用 であ るこ とを示 してい る。 モ ル

モ ッ トを実 験 モ デ ル と して用 いて,結 核 菌糖 脂 質 が

CD1を 介 してT細 胞 に抗原 を提示 し,結 核 免疫 を引 き起

こす こと24)が示 された。構造的にmycobactinsiderophores

と 関 連 す るdidehydroxymycobactinsと 命 名 され た 結 核

菌 由来の未知 リポ タ ンパ ク質 とCDlaが 結 合 して,T細

胞 に 抗 原 提 示 を行 う こ と25),抗 酸 菌 の 脂 質 の 中 で

phosphatidylinositolmamoside(PIM)だ け がCDldと 結 合

しNKT細 胞 を刺激 す るこ とが示 された26)。結 核 菌か ら

新 たに同定 され た抗原であ るジアシル化 スルフォグ リコ

リピ ドも,CDI拘 束 性 にT細 胞 を刺激 しIFN一 γを産 生

させ る。 この抗原 は,有 力 なワクチ ン候補 の一つ と考え

られた27)。

A-3(6)そ の他 のT細 胞エ ピ トープ

モルモ ッ トの脾細胞 の リンパ球増殖反応 を利用 して結

核菌分泌 タ ンパ ク質16kDa,30kDaお よ び32kDaのT細

胞エ ピ トー プ を同定 した報 告28),MPB70上 の ヒ トTh1

細 胞 エ ピ トー プ解 析 に関す る もの29),防 御 抗 原MPT51

の マ ウスH2-Dd,H2-Ab拘 束 性T細 胞エ ピ トー一プ を同定

した報告があ る30)。

結 核菌 群特 異的 な遺伝 子で あるRvO557に よ りコー ド

されるCFP32は,結 核患 者の32%の 血 清 中 に抗 体が検

出され,喀 疲 で は56%でCFP32タ ンパ ク質が検 出 され

た。喀疾 中ではCFP32量 は,IL-10量 と比例 していたが,

IFN一γ量 とは相関 しなか った3%

マ ウ ス を使 っ た実 験 か らフ ォル ミル化 メチ オニ ン

(f.Mct)ペ プチ ドの ような非多型性 クラス1分 子 に結 合

す るペプチ ドは,結 核 に対 する免疫応答 を惹起す ること

が報告 されて いる32)。また,ヘ パ リン結合性 ヘマ グルチ

ニ ンのメチル化の有無 を利 用 した実験 か ら,タ ンパ ク質

翻訳後の修飾は,防 御 的 丁細胞免疫誘導 に重要で あるこ

とが明 らかに されてい る33)。

結 核菌,M.aviumcomplexの 細 胞壁 画分 に存在 す るヒ

ト補体C3結 合 タンパ ク質 を検索 す るとヘパ リン結合性

ヘマ グルチニ ン 〈HBHA)で あ った。抗酸 菌のHBHAは
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C3と 結合 し,C3レ セプターに作用 して単核食細胞に接

着 ・食食されると考えられる3%ま た,グ ルカンは結核

菌表層成分であ り,invitroとinvivo双 方で発現 してい

る。歯培養によるグルカンの魔生に伴って佐菌接種マウ

スでは,強 い抗グルカン抗体の魔生がみられた35)。

BC6ワ クチンは株によって,抗 簾であるMPB70お よ

びMPB83タ ンパク質の発現黛が大 きく異なっているが・

それは紹核薗のシグマ ファクターの…つである囎 κ遺

伝予の変異によって,MPB70お よびMPB83タ ンパク質

の発現盤が低下 したもの と思われた:6)e

(担籔:前 田伸司)
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A-4/A-5結 核菌の毒力関連遺伝子と休眠結核菌関連遺伝子

要約:結 核菌には毒力に幅があることが古 くから知られている。毒力を支配する遣伝子としてRegion

ofDifference1(RD1)の 存在が注Mさ れたが,そ の他にも菌の代le:関 趣する遺伝子の一群,抗 酸化

遺伝子,細 胞壁合成 ・代講に関連する遺伝子なども,そ の変異により生体内菌増殖の柳制が起こるの

が観察されている。また結核菌の特徴として,環 境の悪化に伴って閣の形態の変化と代謝の抑制が起

こり,い わゆるpersister(休眠菌)が 出現 して病巣内で長期に潜伏し,条 件好娠に伴って再増殖 を始

めることが考えられている、その休眠状態で発現する,お よびその再活性化時に発現 して くる結核菌

遺伝子の解明が進んでいる(表2,3)。

A-4結 核菌の毒力関連遺伝子

結核菌の毒力について,一 つの因子のみで規定するこ

とは不可能である。感染および発病の過程に関連する因

子は基本的にはすべて病原性(毒 力)に 関連 してお り,

これらには,① 宿主標的細胞への菌接着 ・侵入,② 細胞

内での菌増殖(免 疫機構の回避を含む),③ 他(細 胞 ・

宿主)へ の播種能が関連すると考えられる。また,結 核

菌の場合は,④ 生体内での長期生存 くpersister)や,⑤

薬剤耐性獲得も毒力の一部と考えることができる。

近年 これ らに関する結核菌遺伝子の解析が進んでお

り,こ こでは毒力因子について最近の知見を紹介する。

その多くは遺伝子の変異体を作製し,最 終的に菌の増殖

等を評価するという実験が多い.毒 性評価において,菌

および感染動物のmRNAの 発現を調べる手法 もよく用

いられるが,invitroとinvivo,あ るいはマウスとヒトで

は発現様式が異なることが示されてお りi),その成績の

評価には注意が必要である。

A-4(1>RDI

結核菌,BCGな どの全遺伝子配列を比較することに

より,病 原性関連因子の所在が明らかになりつつある。

結核菌にありBCG菌 に欠けている,RegionofDifference

と呼ばれる領域申のRD1に 関する知見が蓄積 しつつあ

表2結 核菌毒力関連遺伝子

RD1

代謝調節関連遺伝子

㎞ ∫G

ideR

narGHJI

mpipB

mceloperon

panCD

81nA1

酸化的殺菌阻害因子

sodA

hspX

mshB

細 胞壁脂質関連

phoP

mmpL8

Rv3871-3879c

Rv1908c

Rv2711

Rv玉161--1164

RvOl53c

RvO166K])178

Rv3601c,3602c

Rv2220

Rv3846

Rv2031c

Rvl170

RvO757

Rv3823c

ESAT-6,CFP・10を 含 むRegion,そ の欠落では感染性や細胞内増殖低下

catalase-peroxidasel舌性 タンパクコード遺伝子,変 異株は弱毒,上 流のル厨 が調節

鉄存在下でpromoter領 域 に結合 して転写調節,必 須の遺伝子で欠損株は死滅する

嫌気状態での硝酸塩呼吸を可能に し,毒 力 とpersistencyと に関連

tyrosinephosphataseの1つ をコー ド

欠損株ではpersisterに な りえない

その変異によりパン トテ ン酸依存株 となる

その変異はグルタミン酸依存株 となる

過酸化水素解毒関連

a-crystalin,NO曝 露 で増加

グルタチオン様抗酸化作用

リ ン酸 代 謝 に 関 連,twocomponentsystemに よ り脂 質 合 成,コ ー ド形 成 に 関 連

sulfolipidtransporterの 欠 損 は 毒 力 低 下 あ り

PPsA,fadD28,〃zmpL7Rv2931,2941,2942phitoceroldimycocerosate(PDIM)合 成,細 胞 壁 輸 送 に 関 連,変 異 株 は 毒 力 低 下

hma(cmczA,mma4♪

lspA

icl

附 ・宿 主 要 因 関 連

Mramp

Rv2689c

Rv1539

RvO467

細胞壁 ミコール酸合成関連,変 異株は毒力低下

リポタンパク合成,欠 損株 は毒力低下

脂肪酸代謝関連isocitratelyaseの 遺伝子破壊によりpersistency低 下

ヒト結核感受性関連遺伝子Nrampに 相当するマウス遺伝子
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り,そ れにコー ドされIFN一 γ誘導能をもつESAT-6お よ

びCFP-10蛋 自の研究が多 くなされている。RD1を 欠央

している変異結核菌株ではマクロファージへの感染性や

細胞毒性が低下 していて2},BCGにRD1を ノックイン

することにより肉芽腫形戒等の病原性が圃復することが

認め られている3)。またRD1領 域 に含 まれる遺伝予は

ESAT-6の 細胞外分泌にも関与 してお り4),ま たRD1は

肺問質への菌侵入に関与する細胞溶解性の低下を介 して

BCGの 病原性低下をきたしていると考えられている5〕。

A-4(2)代 謝調節関遮遺伝子

遺伝 了"katGはCat漁se・Peroxydase活 卜性 を有す るKatG

タ ンパ クをコー ドしてい る遺 伝子 であ り,こ の変興 は

Isoniazid(INH)の 耐性 や結核 菌毒 力の変化 に関連 してい

る。katGは 独 自のプ ロモー ター をもたず,上 流 に位 概

す るル胡(鉄 摂取 に関連する遺伝子)に よって調節 され

てい る6)。INH高 度 耐性株 で は毒 力が低 下 して いる と言

われてい るが,INH耐 性 菌 のkatGに 最 も多 く認め られ

る,コ ドン315の セ リンか らス レオニ ンへの変異株 では,

Catalase-Peroxydase活 性 を保持 し毒力低下は認め られず,

他 部位の検索が必要であることが示 された7)。

鉄の代 謝系 はあ らゆる細菌 にほぼ普遍 的 に存在 す る

が,ideRが コ ー ドして いる タ ンパ クは鉄存在 下 でプ ロ

モー ター領域の特異配列に結合 して,そ の転写を調製す

るtransregulatorで あ る。IdeRは 必 須 で あ り,そ の欠損

株 は死滅す る。 これによ り調節 される遺伝子 としては,

鉄合 成 と貯蔵 に関す るタンパ ク,転 写綱御因子,脂 質代

謝関連酵素等が含 まれ,毒 力 と関連す る8,。またideRは

コ リネバ クテ リアの ジ フテ リア毒 素抑制 遺伝子dtxRと

80%の 相 同性 を示す が,こ のdtxRを 発 現 させ た結核 菌

株ではマ ウスでの増殖が抑鮒 され,病 原性が低下する こ

とも示 されている9)。

遺伝子narGHIIは,嫌 気的状態での硝酸塩呼吸 を可能

にす る硝酸塩還元酵素 をコー ドしている。 この遺伝子の

働 きによ り膿瘍 や肉芽腫 内等の嫌気的状態 下でも生存可

能 とな り,narGHJIは 毒 力 とpersistencyの 両 方に関連 し

ていると考 えられ るゆ。

チ ロシンフォス ファターゼは リン酸化機構 を変化 させ

ることによ り毒力因子 として働 いて いる。 この酵素の一

っ をコー ドしてい る遺伝子mptpBの 変 異株 では,活 性化

マクロフ ァー一ジ内での生存 能が低 下 している1蓋)。さらに

mce11一 ペ ロンを不活化 した結核 菌で はpersistentな 状 態

に移 行せ ず増殖 し続 けるhypervirulentな 菌 になることが

示 された12)。

栄 養要 求性 に関連す る遺伝子 と してpanCDが あ るが,

そ の欠損変異株でパ ン トテ ン酸要求性の高度低 下をみる

結核菌で は毒力が高度 に低 下 し,マ ウス感染実験 では生
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存 田数 がBCGに 比 較 して も有 意に長 いこ とが観 察 され

ている13)。また,GlutaminesynEhetase(gtizA1)は 窒 繁代謝

に露要であ るが,こ れが欠損 した変異株 はLグ ル タミン

酸嬰求性 とな り,マ クロファー ジ内での菌発育抑制 な ど

病原性 の低 下が添 されて いる14}e

A-4(3)酸 化的殺薗への拮抗因子

Supe「oxidedismutase(sOD)遺 伝 子 に対 す るア ンチ セ

ンスを組 み込 んだ縮核 菌で はH202に 対 す る感受性 が明

らか に高 く,マ ウス慈染での増殖 も明 らか に少 ないこと

が示 され てお り,SOD薩 佐 は宿憲 の酸 化的 防御 に対 し

て露要 な対抗 手段 と考え られ る15}。結核 菌は2つ のSOD

選伝 子(sodA,sodC)を も ってお り,Cu,ZnSODを コw

ドす るsodCはSOD活 性 の一・部 を握 っているにす ぎない

が,リ ポ タンパ ク結合活性 によ り菌表灘での抗酸化活性

を示 す と考 え られ てい る16}eま たIFN・ ・γ"-S5よ びiNosg一

マ ウスを用いた研究 で。iNOS以 外 のIF貼 γ依存性 免疫

機構 に対抗する,結 核 菌側 の因子 に関連す る遺伝子 が結

核菌 で同定 されている恥、 さ らにマ ク ロフ ァー ジ感染過

程 や 低酸 素 状態 で発 現 が増 加 す るAcrタ ン パ ク は靴

NO曝 露 下で増加す るこ とか ら,酸 化殺菌機構 に対ff,す

る 菌 タンパ クであ ると考え られた匪%

Mycothiol(MSH)は 結 核菌 や コリネバ クテ リウムに よ

り産生されるグル タチオ ン様 の機能 をもつthielで あ り,

オ キ シ ダン トや抗 生物 質か らの防 御や発 育 に必須 であ

る。Mycothio1の 合 成 遺伝 子 の 欠 損 で は,hydropreoxide

やRifampicin(RFP)に 対 す る感受性 が増加 し,INHに 対

する抵抗性 が増加す るのがみ られた2e》。

A-4(4)細 胞壁脂質関連物質

抗酸菌群 の特徴 の一つであ る厚 い脂 質層 の代謝 も毒 力

に関連 しうる。 リン酸代謝 に関連す る遺伝子 の一つ であ

るphoPを 不 活化す ると,結 核 菌 は コー ド形 成 しな くな

り,マ クロファー ジ内での増殖 も低下す るが21},そ の 後

twocomponentsystemの 存 在が 毒力 に関連す る こ とが示

され22},最 近 に なってPhoPRのtwocomponentsystemが

明 らか に脂質合成 に関連 し,そ れが関連 した毒力低下が

あることが示 され るに至 ってい る23}。

また,ス ル フォ リピ ド1(SL-1)も 細 胞 壁脂 質の重 要

な構成成分で ある。 この リピ ドトラ ンスポー ター ファ ミ

リーの一 員で あるmmpL8を 欠損 した結核 菌株 はマ ウ ス

体 内 での増殖 低 下 を示 す。Sレ1合 成 の初 期段 階 に関与

するpks2の 変 異体で は増殖抑制がないこ とか ら,m〃zpL8

は脂 質合 成の中間段 階 に必要であ り,前 駆物質の貯留 が

他の結核菌代謝 を阻害する可能性が考 え られる24)。同様

にPhitoceroldimycocerosate(PDIM)の 合 成あ るいは細 胞

壁への輸送 に関与す る遺伝子(ppsA,fadD28,mmpL7)を
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不 活化 した変異株で は,肺 内での増殖 が抑鯛 されてい る

ことも,細 胞壁脂質が毒力 に関連 しているこ とを示 して

い る25}Q

結 核 菌 の ミコール酸 には酸化 されていない 窃型 と,酸

化 されているketoお よびmethoxyミ コー ル酸が存益す る

が,酸 化 ミコinm-.ル酸 の合成 に関与するhma遺 伝 子(cmna,

mma4)の 変 異株 では酸 化 ミコール酸が塵生 されず,か つ

細胞壁透過性の尤進 とマ ウスでの菌増殖 の低下 とが認め

られ てい る26)。 同 様 にmma3遺 伝 子(ketoをmethoxyに

変 換 す る)を 過剰産 生 させ てす べて をmethoxymycolate

にす ると,細 胞内増殖が組害 され,ampicillineやRFPの 感

受性 が増 加す ることが示 されている。 これは ミコール酸

の構 成が細胞壁機能 に関連す ることを示 している27)。

リ ポ タ ンパ ク は分 泌 タ ンパ クの 一つ で,N末 端 の

脂 質化 が 特 徴 で あ る。 リポ タ ンパ ク はprolipoprotein

diacylglyceryltransferase(Lgt)とlipoproteinsignalpeptide

(lspA)に よ り合 成 される。 リポ タンパ ク修 飾の 阻害 さ

れたlspA欠 損 結核 菌 のマ ウス感 染モ デルで は,生 菌数

の減少が認め られたが,そ の機序の詳細 は不 明であると

の報告が ある28)。また,脂 肪酸代謝 に関連す るisocitrate

lyaseの コー一ド遺伝子(icl)を 破 壊す ると,菌 の増殖性 に

は影 響 はな いがその 生体 内での存続性 が低 下 し,そ れ

はIFN一 γ 欠失マ ウスで は認 め られなか った ことが示 さ

れた29)。

A-4(5)宿 主要因関連

Naturalresistanceassociatedmacrophageprotein1(Nramp

1)はIFN一 γ に よ り誘導 されるマ クロフ ァー ジ活性化 関

連遺伝 子のmRNAの 安 定性 に関与 してい るこ とが示 さ

れ てい る30)。しか し真核 生物のNramp1に 相 当す る結核

菌 のMrampの 遺 伝子 を欠失 した変異株 に よるマ ウス感

染モデ ルで は,感 染後の菌の発育 ・増殖 には差が認め ら

れていない(し か し鉄の抑制状態では増殖 障害が認め ら

れてい る3ユ))。こ れはNramp1'/'マ ウス で も同様 であ り,

Mrampお よ びNramp1は 少 な くともマ ウス感染モデ ルで

は轟力に関係していないと考えられる32}。

雰メチル化CpGモ チーフを有す るオリゴデオキシヌ

クレオチ ド(CpGODNs)は 免疫担当細胞を刺激 してサ

イ トカイン類の産搬を促 し,Th4旛 答 を誘導すること

に より,結 核 繭感染への抵抗力を増強す る。 これは

IFN.γ ノックアウトマウスでは観察されないことから,

CpGODNsはIFN・ γ魔生を介 して宿主 の抵抗力を改善さ

せると考えられる鋤。

その他,36kDaの 分泌 タンパクであるErpを コー ドし

ている即 遺伝子を破壊した結核菌では,マ クロファー

ジ内での増殖能が低下 しているという報管があるが胴},

同時にErpの 疎水性領域(C末 端)は 毒性に関与 してい

ないという報告・もある・IS}o

A-5休 眠結核菌関遷遣伝子

結核 症が臨床 的に治癒 した後 も,結 核 菌は長 く生体内

で生存 し続 け,再 燃す るpotencyを 長 期 に維 持 してい る

と言われている。この休 眠状態 にあ る結核 菌の代謝状態

やそれ に関する遺伝子群 の機能解析が,特 に結核菌全遺

伝子解明後 に進 んでお り3ω、そのマ イクロアレイによる

解析 では低酸 素状態 に反応 す る遺伝子が100以 上 もある

とされているが37},活 性 化す る遺伝子群 のほ とん どは機

能がなお不明であ る。

結核 菌が休 眠状態へ移行す る際,Wayneの モ デルで も

示 されている ように低酸素状態が重要な誘導因子 とな る

が,Nitricoxide(NO)も 結 核菌休眠状態 を誘 導する因子

として重要であることが示 されている38,。ま た宿主 の'rh1

免 疫 反応 の結果 に由来す る反応 もある と考え られ る39}。

そ れに続 く結核菌の代謝過程の調整 では,RelAはATP:

GTP1GDP!ITP3'-pyrophosphoryl-transferaseと(P)PPGpP

3'-pyrophospho-hydrolaseの 両 方の機能 を有す る酵 素であ

り,こ の酵素 が広範 な酵素活動 を調和的 に制限 ・停止す

るこ とによ り,結 核 菌の休 眠状態 へ の誘 導が 行 われ る

ということが報告 された40}。 ま た,結 核菌が低酸素状態

におかれ るとα一crystalin遺伝 子(arcま た はhspX)が 発 現

表3結 核菌の休眠 ・覚醒関連遺伝子

休 眠 導 入 ・維 持

hspXRv2031c

sigFRv3286c

ret4Rv2583c

dosR7devRRv3133c

mprARvO981

休 眠 か らの 覚 醒

rpfBRv1009

低酸素状態で発現するタンパクa-crystalinコt・-mmm一ド遺伝子

低酸素状態で発現する,si8BIE7Hが 問題 とも

ATP:GTPIGDPATPの ピロリン酸転位 ・水解酵素の調和的制限 ・停止機能により菌 を休眠状態 に

導 く遺伝子

α一crystalinを含 む3つ のタンパ ク発現 を制御・その破壊 で低酸素適応消失

Mycobacteriumpersistenceregulator遺 伝 子で・その変異は動物体内での長期生存不可能

Resuscitationpromotingfactor,休 眠 状 態 の 菌 の 再 活 性 化 に 必 要 な遣 伝 子
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す る こ とは以 前 か ら報告 され てい る41)42,が,dormancy

survivakregulator(dosRordevR:Rv3133c)と 名 付 け られ

た遺伝 子は,α 一crystalinを含 む3つ の タンパ クの発現 を

制御 してお り,こ れを破壊す ることによ り低酸紫状態へ

の適応性 が失われるこ とが報欝 された棚4}。

結核 菌に存在する13の シグマ閃予群 に関遮 し,瑠 君を

BCGに 導 入す る と低 酸素 下でその発 現が増 幅す る と報

告 されて いる蝸。一方では,結 核 菌では種 々のス トレス

下 で もsigFは 増 加 せ ず.瑠8とsigEが 増 加 してい た と

いう報告 もある46)。sigHの 欠 損株は臓 器内での 炎症反悠

が弱 く遅延 してい ることも示 されてお り,ま た,sigHは

マ イクロア レイ解析では少 な くとも31の 遺伝子の藤写 に

関わ るこ とが 示 されて いる4%mycobacteriumpersistence

regulator(mprA)と 名 付 け られた 遺伝子 の変 繋株 で は,

感 染マ ウスで長期 間生存す ることがで きず,ス テロイ ド

投与で宿 主免疫 を低 下 させ ると野生株結核 菌では再増殖

す るの に対 して,変 異株 では増殖 しない ことが報告 され

ている48)。

こ の休 眠状態 の結核 菌の再活性化 に関 して,resuscita-

tionpromotingfactor(RPF)(RvlOO9コ ー・ドタンパ ク)は,

結 核 菌を含む休 眠状態のGCリ ッチグラム陽性細 菌を再

活性化す る49}。グ リコシ ドヒ ドロラーゼである リゾチー

ム との構造 的類 似か ら,η 溜 コー ドタンパ クは オリ ゴ

サ ッカライ ドを開裂す ることが示唆 されてお り,活 性 部

位の グル タミン酸が再活性化に重要であること,オ リゴ

サ ッカライ ドの開裂が休眠状態か らの結核菌再活性化の

シグナル となるこ とが報告 されている50)。

(担当1御 手洗聡)
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A-6結 核 ワクチ ンの開発 ・改 良

要約:BCGは 小児紬核の ア紡に効果があるが,成 人結核にはr防 効果がないという報借以来・BCG

より優れた結核ワクチ ンを作ることが縞核対策Lで の悲願 となっているe1997年 から2005年 までの

9年 間で,主 要な雑誌に掲載された結核ワクチ ンに関する英語論文の特徴としては,1に に新 しい結核

ワクチ ンを作ったというだけの報告ではな く,こ れらワクチンのinvivoに おける璽体内反慮を群し

く深 く調べている点があげられる。これらの論文をその内容から分類すると,次 のように大まかに分

けられる。①結核ワクチンの種類,② 結核ワクチンに対する免疫旛符,③ 結核ワクチン予防効果の改

良,④ 結核ワクチンの治療効果,⑤ その他の結核菌抗原によるワクチン探索。

A-6(1)結 核 ワクチンの種類

結核 ワクチ ンとして,結 核DNAワ クチ ン】)2),組み換

えBCG3)～5},遺 伝 子 の 一部 を変 異 させ た結核 菌6)～83,

成 分 ワクチ ン9)～ll)があ げ られる。(a)DNAワ クチ ンと

して は,MPT64,Ag85B,ESAT-6遺 伝 子 を組み込 んだ

プラス ミド,Ag85Aを 発 現 させ たワクシニ アウイルス,

MPB83を 発 現 させたDNAワ ク チ ンが発表 されている。

ご く最近,岡 田らが結核菌由来hsp65ワ クチ ンをカニ ク

イザルに使用 して,予 防効果があった と報告 している1'2)。

(b)組 み 換 えワクチ ンとしてESAT-6を 発 現 させたBCG,

結 核 菌 分泌 タ ンパ ク30kDaを コ ー ドす るBCG,latency

associatedpeptide(LAP)を 組 み込 んだBCG5,,listeriolysin

を組 み込 んだBCGi3,が 例 としてあげ られる。(c)遺 伝 子

の一部が変異 された結核菌 として,ESAT-6ノ ッ クア ウ

トM.bovis,栄 養 要求性 変異BCG,lysine要 求性 結核 菌,

M.microti弱 毒 株 があげ られる。(d)成 分 ワクチ ンとして,

結 核菌 由来 タンパ クを含む成分 ワクチ ン,休 眠状態の菌

が増殖を再開するときに必要とされるresuscitationpromoting

factor(RPF)タ ンパ クの論 文が,例 としてあ げ られる。

今回の論 文 には 出てい ないが,S,Reedら が 積極 的 に進

めてい る72fタ ンパ ク も有望 で,興 味あ る結果が報告 さ

れている14)。

こ れ らの研究 を,今 後 ヒ トに応用す るに して も,既 存

のBCGと の併 用が 中心 になる と思 える。 また,Ag85A

を発 現 させ たワクシニア ウイルスを ヒ トに投与 して免疫

賦活作用 があった との報告2)は,今 後5年 間で,臨 床応

用に向けたよりよい結核ワクチ ンが出現することを考え

させる。

A-6(2)結 核ワクチンに対する免疫応答

結核菌 に特 異的 に反応す るCDが 丁細胞 を用 いて,大

腸菌に発現 させ た結核菌 ゲ ノムライブラ リーを高感 度で

しか も迅速 に調べ る技 法 に関す る論 文韮5,は興 味深 い.

Ag85Aを 組 み 込ん だア ルフ ァウ イルス ・プ ラス ミ ドに

よる免疫は,通 常 のベ クターを用いた ときと比べて,効

果が 大い に高 め られ る16}。皮 内接種 され るBCGに 比 べ

て経 鼻接 種BCGの ほ うが予 防効果 が高 い とい う報告17}

が あ り,抗 原 特異 的 にIFnv一γが よ り多 く誘 導 され,ま

た抗 原特異 的Tリ ンパ球 も増加 してい る。 経 口BCG免

疫 の論文 燭も存 在す るが,総 じて,よ りよい防御 効果

を誘導す るには,投 与量,投 与時期,投 与回数の見極 め

が大切で ある。

Trehalosedimycolate(TDM)で 被 覆 した炭素 粒子 を注

入 し た と こ ろ,IL-6,TNF-a,IL・-12,IL-10,IFN一 γ,

IL-4の 産 生 が 肺 で見 られ た19)。 こ の こ とは,TDMは,

DNAワ クチ ンの アジュバ ン トとなる可能性 を示唆す る。

しか し,TDMは 結 核菌 の重要構 成成 分で,肉 芽腫 形成

因子で もあ り20),使 用 にあたって は,こ のバ ランスに注

意 しなければな らない。

ESAT-6,MPr-64,KatG,HBHAの 抗 酸菌 タンパ クを

コー ドした遺伝 子 と,同 一組みi換えタンパ クを組織 プ ラ

ス ミノー..一ゲ ン ・ア クチ ベー タ(TPA)シ グ ナル配列 に組

み込 まれた ワクチ ン とで免疫 能 を調べ た報 告21)が あ り,



TPA融 合プラスミドDNAが より高い免疫感答を惹起す

るのが示された。

A-6(3)結 核ワクチン予防効果の改良

アデノ・ウイルスに抗原遺伝子を組み込んだワクチン

を作製し,こ れを気管支粘膜,腸 籾漢に取 り込ませてT

細胞の動向を調べたところ,当 該粘膜にCD4,CD8丁 細

胞が出現 し長期間存在 した2:}。またBCGを 経鼻的に投

与すると,免 疫増強がみられたとの報告がある。もう一

度原点に返って,ワ クチン投与は,金 身がいいのか,周

所がいいのか再検討する価値がある。

DNAワ クチンの効果を完全なものとするには,ア ジュ

バン トの開発 も重要である。ベルギーパスツール研究所

から筋肉注射用アジュバントvaxfectinの論文21)が出た。

マウスの実験であるが毒性がないので,ヒ トでも使用可

能である。マウス実験で,脂 質で包んだBCGはBCGよ

り高い防御効果がみ られた。BCGが 分解 されないで長

く刺激効果を発揮できたためであろう。特定の遺伝子配

列をもつ細菌DNAも,有 効なアジュバ ントになる可能

性がある。

最後に,注 日される2つ の論文を紹介しよう。抗アポ

トーシスタンパクをコー ドするDNAを 同時投与すると

樹状細胞の寿命が延長して防御効果が高められた24〕。ま

た,IL-12ヘ テロニ量体 をともに発現させたセルフスプ

ライシ ングベ クターは,BCGの 防御効果を増強する25)

という報告は,今 までの報告か らして理にかなった結果

だと思う。

A-6(4)結 核ワクチンの治療効果

結核 ワクチンは主としてその予防効果を狙いとしてい

るが,治 療効果をみた時にも効果を認めたという論文は

少数ある。INH,PZAで 治療を開始 し,そ の後Tbhsp65

DNAワ クチ ンを3回 筋注 したところ,3回 投与で完全に

結核菌が肺内か ら消失 し,BCG投 与では完全に結核菌

は消失しなかった26,。このLowrieら の報告は,DNAワ

クチ ンを治療のために使用 した初めてのものと思われ

る。私の研究室でもM.vaccae死 菌を使って治療実験 を

行ったが,有 意な治療効果はみられなかった。

A-6(5)そ の他の結核菌抗原によるワクチン探索

BSAT-6とAg85の 融 合 タンパ クを コー ドす るDNAワ

クチ ンはBCGと 同 程度の効果 がみ られた27}。細 菌DNA

は,マ クロファージを刺激 して抗菌活性 を増加 させ た28}。

MPT83を コ ー ドす る遺伝子導入DNAワ クチ ンは,肺 病

変を軽減す るが,結 核菌 の血行性播種 を抑制 で きなか っ

た29)。

以 上,結 核 菌由来抗 原を用 いて高い有効性 を もつ ワク
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チン物質の探索が行われてきたが,研 究はまだ不十分で

あると思われる。納核菌金ゲ ノムが解読 されているが・

4,4Mbpの 畏 さの中の既知のタンパク以外 に,多 くの機

能不明なhypotheticalproteinが存筏 している。 この中に

有耀な結核ワクチ ンの素材が隠 されている可能性があ

る。結核菌遺伝子の ・…つを相岡組み換えによりノックア

ウトして ミュータントを作 り,そ の選伝子の機能を調べ

るの も膚力なアプローチである噸%こ の種の論文が,

かな り撫てきている。

納核 ワクチンの基礎 ・臨旅研究はどのように進むので

あろうか。地球焼模では,ま だまだ結核の発猛が多い今

凹,筆 者としては,一 劾も早 く臨旅試験に堪えられる結

核ワクチンが出現することを盟むものである。

(担当:菅 原 勇)
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A-7薬 剤耐性遣伝子など

要約:こ の9年 間で霊要な英文雑誌で発喪された14論 文は,そ の内容か ら,① 薬甥耐性を見つける

新 しい技法,② 抗結核剤の新しい機能,③ 多剤耐性遺伝'そ のものの研究,④ 藥剤耐性と毒力,に 分

けられる。

A-7(1)薬 剤耐性を調べる新 しい技法

n}ycobacteriophageD27を 用 いた新 しい迅速薬剤感受性

試験法 が発表 されだ)。 従 来法 と比較す る と,統 計 的に

RFP感 受 性94.6%,INH感 受 性 は81%,多 剤 耐性菌MDR

は100%の 感 度 を示 した。全 行程 を終 わるのに3～4日

で あ り,BACTECを 用 い た試験法が21日 かか るの に比

べ ると,は るかに短い。薬剤耐性菌で は
,菌 体に侵入 し

た ファー ジが増殖 し,菌 体外 に放 出 されM.smegmatisに

入 り再増殖す るので,プ ラー クの形成が認 め られるが,

感 受性 菌は,薬 剤 で殺 されるため にファー ジが菌体 に入

らず,増 殖 が み られ な い、 フ ァー ジ を用 い て い るた

め,一 般 の実験室 で普及す るか は疑問である。

フローサ イ トメ トリーを用い て24時 間で結果 が出 る

結核 菌の薬剤感受性 試験 法 も発表 された2)。結核 菌に薬

剤 を加 えて24時 間,37度 で培 養後,fluoresceindiacetate

を30分 間作 用 させ る。 この後FACSで 蛍 光強度測定 し,

感 受 性株 と比較 す る。fluoresceindiacetateが 菌 由来エ ス

テラーゼで分解 されfiuoresceinを 放 出す るこ とに基づ い

てい る。 この方法だ と,感 受性菌 と,明 らか な耐性 菌の

特定は容易だが,中 等度の耐性菌 は,判 定が困難になる

危険性 がある。

結核 菌群 の検 出お よびRFP耐 性 を同時 に検 出す るた

めの逆ハ イブ リダイゼーシ ョン ・ア ッセ イの論文は興味

をひ く3,。結核菌群 の菌株 を検 出するための1種 類の オ

リゴヌク レオチ ド・プ ロー ブ とrpoB部 位 に関連す るヌ

ク レオチ ド配列の変化 を検出す るために9種 類 のプロー

ブを用いてい る。 この逆ハ イブ リダイゼー ション ・ア ッ

セ イは簡易性 と迅速性 を備 えている ことか ら,日 常の診

断用途に幅広 く適用で きる有用 な試験法 と考 えられ る。

A-7(2)RFPの 抗菌性以外の作用

RFPは 広 く使 わ れ て い る 抗 結 核 剤 で あ り,RNA

polymeraseβ 一subunitが標 的 であ る。 この 薬剤 が非 ステ

ロイ ド系 リガン ドであ り,ヒ ト ・グルココルチ コイ ド受

容体の活性 化物質 である との論文 が出た4)。 も し正 しい

なら,ヒ ト ・グル ココルチ コイ ド受容体 に結合 するこ と

に よ り免疫抑制剤の性 質を もつ ことになる。 その後,こ

の結果 を否定す るデー タが出た5,。 この相 違は,実 験 に

使用 した細胞種,プ ロモーターの違いに起閃すると述べ

られているが,1塚検附が盟まれる。

A-7(3)多 剤耐性遺伝子の研究

紬核菌群のpncA遺 僧 子にお けるPZA耐 性 に関与 した

突然変異 に関す る論文が 繊た6}、pncAで これ まで報告 さ

れて いない17に 及ぶ 珊の変異 部位が 児鵬 された。そ し

て,染 色体上 にコー ドされた遺伝子 上での単 一の変異に

よって耐性 となることが示唆 された.わ れわれ も,同 様

の経 験 を してい る。 申国か ら提 供 されたPZA耐 性 結核

菌を解析 した ところ,様 々の突然変異が見つか り,す で

に報告 されている突然変異 とは異 なって いた。

エ タンブ トール(EB)も よ く使 われ る薬剤であ る。標

的は,arabinosyltransferase遺 伝 子 であ り,と くにembBが

重 要であ る。エ タンブ トー ル耐性結核菌 は,genecluster

で あ る ε〃めβオペ ロ ンをもって いるη。 この遺伝 子 の コ

ドン306番 目の突然変異が重要で,わ れ われの研究で も,

40%以 上 に遺伝子変異 がみ られ た。 ここがhotspotで あ

ろう。

抗 酸菌のPZA耐 性 機序 を調べ るため,ピ ラ ジナ ミダー

ゼ活性 とPZA取 り込み を調べ た報告8♪がある。調べ たか

ぎ り,M.tuberculosisは ピ ラジ ナ ミダーゼ 活性 を もち,

PZAの 菌 体 内に取 り込みがで きた唯一の細 菌であった。

ピラジナ ミダーゼ活性 と取 り込みが,PZA耐 性 結核 菌で

は欠如 してい た。PZA耐 牲 を推測するのに,こ の酵素活

性 を測定す ることが よ く行われている。

抗癌剤 耐性 癌細胞の ある ものは,P糖 タンパ クを発現

している。 この タンパ クが抗癌剤 の排 出に,深 く関与 し

てい る。加αococc配31αc∫碑 由来LmrAは,P糖 タ ンパ ク

と類似 した機能 を もち興味深 い。LmrAが 哺 乳類細 胞で

発現 し,機 能 しうる とい うの は特 に興味深 い9}。残 念 な

が ら,結 核菌では この種 の遺伝子 の存 在は不明である。

M.aviumの ク ラリスロマ イ シン耐性 機序 を分子 生物学

的 に研 究 した ところ,23SrRNA遺 伝 子 ドメ インVの 変

異 に由来 して いたゆ。 しか し,す べてが この変異で説明

で きないので,未 知の耐性 機構の存在 も示唆 され る。

少 し変 わっ た論文 も出て きてい る。M.smegmatis ,M.

bovisBCG,M.tubercuiosisのIN}1耐 性 に 関与 す るの は
,

inhA遺 伝 子の過剰発現 であるH>。kasAが 深 く関与す る と
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いう論文もあり,さ らなる検討が必要である。結核繭群

は,マ クロライ ドに自然耐性があるが,ど のように説明

されるのか。細胞壁の藥剤浸透度が低いと説明されてい

るが,NTMで は感受性なので,こ の説明では不十分で

ある。最近,結 核菌群のマ クロライド肉然耐性 には,

Ermmethyltransferase(ErmMT)遺 伝子の変嚢が関係する

との報告12)があり,一考 の余地がある。

A-7(4)薬 剤耐性と毒力

薬剤耐性菌は感受性菌より毒力が強いのかどうかは興

味あるテーマだが,研 究しにくい側禰を有する。 ドイツ

で,451の 多剤耐性株を調べた ら,58、3%が 北京株で,

患者の70%が 外国生 まれであった。従って,多 剤耐性

株による再感染が治療失敗の原囲である。これからする

と,薬 剤耐性菌がずっと生体内に生存 し,細 胞性免疫の

低下 とともに悪化すると,こ の菌は毒力が強いと考えて

もいいのではないか13}。

IS6〃0は 多剤耐性臨床分離株のphoP毒 力因子の転写

を仲介するという興味ある報告が出た。phoPプ ロモー

タ・一領域にIS6〃0を もたない結核菌を陰性対照にして,

phoPと そのプロモーター領域をプラスミドに組み込ん

でM.smegmatisに 移入す ると,IS6〃0の 存在が,phoP

発現を強 く充進 させた。IS6110の 別の機能が推定され

興味深い。IS6110が,な にも,RFLPの プローブにしか

使用されないということではないのである14)。

以上より,抗 結核剤とその耐性遺伝子について,標 的

遺伝子の変異だけで100%耐 性 を説明できないことがあ

り,さ らに機能を調べる多 くの研究が必要であろう。薬

剤の取 り込み低下 とか,他 の未知の機構が存在すると思

われる。 この詳細な研究成果が,別 の薬剤開発につなが

る可能性がある。(担 当.菅 原 勇〉
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B.生 体側 からの研究

B-1菌 と寅食細胞の付 着,TLRs(図3)

要約:抗 酸菌,特 に結核菌の主たる感染臓器は肺であり,そ こに常在する肺胞マクロファージが菌に

とって安定 した宿主であると考えられる。菌がその食細胞に取 り込まれる過程では,抗 酸菌菌体成分

とマクロファージ細胞表面のいくつかの受容体 との反応に加えて,肺 胞腔に恒常的に存在する分子の

関与 も明らかにされてきている。

B-1(1)マ ン ノース受容体

結核菌細胞壁表面 に存在す る糖 脂質lipoarabinomannan

(LAM)は 強 毒菌 ではその末端が マ ンノースで キャ ップ

され てお り(ManLAM),こ れ が 菌体 最外面 に突 出 して

いる。ManLAMで 被 覆 した ビーズ を ヒ ト末梢 血由来 マ

クロファージに食食させた実験では,マ ンノース存在下

で前培養 して,マ クロファージのマ ンノース受容体

(MR)を 飽和 させることにより特異的に貧食が阻害 さ

れ,結 核菌の取 り込みにLAMとMRの 結合が重要であ

ることが報告されている。また,こ のプロセスはエネル

ギーおよび細胞骨格のactin合 成に依存 し,MRは 新たに

⑲
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合成されて細胞表面に発現されるよりも,主 としてリサ

イクルされていることも示された1)。また,ManLAMは

ヒト末梢血単球由来樹状細胞のLPS刺 激誘導1L・12巌生

を濃度依存的に阻害 し,強 毒菌感染時のTh1応 答の誘導

を妨害することで,菌 の生存に有利に働いている町能性

も示唆されている2,。

また,マ クロファージがManLAMとMRの 紬合 を経

て結核菌を取 り込む際にはファゴソームーライソゾーム

融合の阻害が起こるが,MRを 発現 しない細胞やFcγ 受

容体を介した食食で生 じたファゴソームでは容易にライ

ソゾームと融合することが示されている3}。

B-1(2)表 薗活性タンパク質

肺胞腔表面 を覆 っている表面活性 タンパ ク質がマクロ

フ ァージによる抗酸菌の取 り込み に関与 している という

報告 があ る。 表面活 性 タンパ ク質の1種SP(Su㎡actant

pretein)-Aは 構 造 的に補体成分のClqと 類 似 してC末 端

に糖 鎖(マ ンノース)と 結 合す る レクチ ン様構造があ り,

N末 端 にはコラーゲ ン様領域があ りマ クロファー ジ細胞

表面糖質 と結合す る構造があ る。これ らの両末端分子の

働 きを阻害す ると,そ れぞれSP-Aと 結 核菌 あるいはマ

クロフ ァー ジ との接着 が低下 し,SP-Aが マ クロフ ァー

ジによる結核 菌の取 り込み を仲立ち をしていることが示

唆 され た4)。一 方,別 の表面 活性 タンパ ク質SP-Dは 強

毒結 核菌 とカル シウム依存性 に結合 し,SP-Dで 前 処理

した強毒結 核菌 のマ クロ フ ァー ジへ の接 着 は60%以 上

低下す るとい う報告がある。 この現象は強毒結核菌 に特

異 的で,M.smegmatisで は観察 されなかった5)。 しか し,

M.aviumを 用 いた研 究で は,SP-A,SP-Dと もに カル シ

ウム非依存性 にラ ッ ト肺胞マ クロファージによるMRを

介 した菌の貧食 を促進 し6),さ らに,SP-AはLPSの 受 容

体であるToll-likereceptor(TLR)4を 介 してNFκBの シ

グナル伝 達経 路 を刺激 し,TNFα やE-10の 発 現 を促進

す る とい う報告 もあ る7,。 また,肺 胞マ ク ロファージ.

il型 肺 胞 上 皮 細 胞 を同 時 に培 養 し,そ こにM.avium

intracellularecomplexを 感 染す る と,皿 型 肺胞 上皮が分

泌するサ イ トカイ ンと表面活性 タンパ ク質がマ クロファ

ー ジ内の菌の増殖 を抑 えることも報告 されている81。

B-1(3)そ の 他の分子

マ ンノース受容体や表面活性 タンパ ク質以外で は,補

体成分9),貧 食 細胞細 胞膜周辺 の コレス テロー一ル蓋o),フ

ィ プ ロ ネ クチ ンと フ ィプ ロ ネク チ ン接 着 タ ンパ ク質

(FAP)11)12),ヘ パ リン結合性 ヘマ グルチニ ン(HBHA)13),

CD44i4)な どが様 々な抗 酸菌のマ ク ロファー一ジ内へ の移

行に関与 しているこ とが示 されてい る。

M.aviumsubsp.paratuberculosisの 腸 管上皮細胞へ の侵
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入にeSk35kDamajormembraneprotein(MMP)が 重 要な役

割 を果 た してお りi5♪,また,M,marinumの マ ク ロフ アー

ジ感染にはmet1とmel2と い う遺僑子領域 にあ る11の 遺

傍子 の魔物 が重要である とい う報 告が ある16,。

B-1(4)Toll疇1匪korocoptor8

昆虫のシxウ ジョウバエ(Drosophila>の 免疫担当細胞

で病原繭と直接接触する受容体 として岡定 されたToll

の類緑構造が,植 物や脊椎動物でも発見され,Toll・like

receptor(TLR)と して総称されている・抗酸菌とマクロ

ファージの梱互作用においても,複 数のTLRと 菌体成

分の関わりが報轡されている。

初期の報借では,結 核薦のLAMを 含 む薦体成分が

TLR2に 認織され,紙 胞内のMyD88を 介するシグナル伝

達を介 してTNF.α の産生を促す ことが示された1%し

か し,同 時期 に,別 の研究室で,迅 速発 育菌由来の

LAMはTLR2を 介 して受容体 を発現する細胞の活性化

を誘導 したが,結 核菌やBCG菌 幽来のLAMはTLR2,

TLR4の いずれの受容体経由の細胞活性化 も誘導せず,

その代わ り,LAM以 外の細胞壁成分のうち熱安定性で

タンパク分解酵素抵抗性の可溶性成分がTLR2依 存性の

刺激 を,熱 感受性 の成分がTLR4依 存性 の活性 化 を

CD14非 依存性に誘導することが報告された18,。さらに,

結核菌の19kDa抗 原がTHP-1細 胞のTLR2を 介 して 正レ

12P40の 発現を誘導 し,同 様にiNOSプ ロモー ター遺伝

子の活性を誘導することも示されだ9)。

19kDa抗 原刺激とNO発 現の増加についてはマ ウスの

細胞を用いた系で観察されたが,ヒ トの末梢血由来単球

の系では認められなかった20)。しかし,TLR2,TLR4を

それぞれ欠損 したマウスとハムスター由来の腹腔マクロ

ファージを結核菌で刺激 した時のNO産 生量はwildの 個

体 と同程度であったが,MyD88欠 損RAw264。7細 胞の

結核菌由来可溶性成分の刺激では,rVOSプ ロモーター

活 性が 抑制 され,TNFaの 誘 導 はTLR2,TLR4お よ

びMyD88の いずれに も依存性であ った2!,。また,M.

kansasii,Mchelonae由 来のLAMはTLR2を 介 してマ ウ

ス骨髄由来マクロファージのTNF.a産 生を誘導した22}。

TLR2を 介 した19kDai抗 原の認識はマ クロフ ァージの

MHCclassHに よる抗原処理を阻害し,こ れにより結核

菌が免疫監視機構から逃れて慢性感染を維持 しているの

で はないか とされ た23)。その後,19kDa抗 原の認識は

TLR2単 独ではなく,TLRIとTLR2の2つ の受容体によ

る共同認識であることが示された24}。また,19kDaリ ポ

タンパクのTLR2に よる認識はマクロファー一ジのHLA-

DRとFcγR1の 膜表面への発現を低 下させ,抗 原提示

能を阻害 して菌の生存に貢献 しているとい う報告 もあ

る25)。
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TLR2欠 損マウスを用いた吸入感染実験では,感 染後

5カ 月以内にすべてのマウスが死亡 したが,そ れ らのマ

ウスでは野生型対照マウスと比較してIFN一γ,TNF-a,

IL-12P40の 発現が増加 し,肺 組織内のCDザ,CD8+細

胞も増加していた。マウス死亡の原因として,炎 症反応

の調節がTLR2の 欠損により支障をきた しているためで

あろうとされた26)。正常なTLR4の 機能が欠損 している

C3HIHeJマ ウスを用いた吸入感染実験で,正 常なTLR4

を発 現す るC3HIHeNと 比 較 して感 染1カ 月以 降,肺,

脾,肝 臓 での臓器 内磁磯 数の増加 が見 られた。NF・ κB

を剃激 してTh1サ イ トカイン等の発現 を促す抗酸菌 リン

脂 質抗鳳pho3phatidylinositolmannosideは 本 来TLR4に よ

り認識 されるが,C3HHeJマ ウ スで はこの経路 が正常 に

機能 していないことが原閃である可能性 が示 された2フ♪。

(担当:山 田博之)

B-2食 食細胞内での菌と宿主細胞の相互作用(図4>

要約:結 核菌は細胞内寄生菌であり,貧 食したマクロファージ内で生存,増 殖できるか否かが菌と宿

主の両方にとって大きな問題である。一般的に,マ クロファージに貧食された病原菌は,病 原菌を包

含するファゴソームと種々の分解酵素で満たされたライソゾームが融合することにより,そ れ らの酵

素が作用して殺菌 されると考えられている。 しか し,結 核菌を含む抗酸菌は,進 化の過程でファゴ

ソームとライソゾb・…ムの融合(P-Lfusion)を 阻害し,フ ァゴソームの中で長期にわたり生存,増 殖す

る能力を獲得 して生 き続けている。菌の殺菌に必要なP-Lfusionを,結 核菌がどのように して阻害 し

ているかについて報告 されている。

B-2(1)フ ァゴソーム ーライソゾーム融合(P⊥fuslon)の

阻 害

興 味深 い報告 は,BCG菌 を含 むフ ァゴソーム膜 の外

側tryptophanasparate-con£ainingcoatprotein,TACOと 名

付け られ トリプ トファンとアスパラギ ンの繰 り返 し配列

をもつ タンパ ク質の被 覆が形成 され,こ の タンパ ク質の

存在が ファゴソーム とライ ソゾームの融合 を妨げている

とす る もので ある。 その報告 で はTACOはBCG生 菌 を

取 り込んだフ ァゴ ソーム膜 に形成 され ると分解 されず に

残 るが,死 菌 を取 り込ん だ フ ァゴソーム膜で はい った

ん形 成 され るがす ぐに遊離 してP-Lfusionが 起 きた とい

う28,。

ま た,M.fortuitumを 用 いた研 究で,マ ウスか ら分離

され た単一一菌株か ら透明 なコロニー(SmTr)と 不 透 明な

コロニ ー(SmOP)が 得 られ,IFN一 γ刺 激 マ クロ フアー一

ジ感染 後 に・毒力の強 いSmTrはNO産 生 減少 と抵抗性 を

示 し,P-Lfusion率 もSmOPと 比 較 して低 い ことが示 さ

れた29)。

P-Lfusionを 阻 害 す る菌側 の遺伝子 の検討 も行われ て

いる。 トラ ンスポゾ ンの導 入に より突然 変異 を起 こ した

結核 菌を,鉄 デキス トランでライソゾームを標識 したマ

ク ロフ ァー ジに貧 食 させ,P-Lfusionが 起 きた後,細 胞

を破砕 し,鉄 デキス トラ ンを含 んだ分 画に存在す る菌 を

分 離 して その菌 で欠失 した遺伝 子 を解析 した。 その結

果,未 知 の機 能の遺伝子,ト ラ ンス ポー ター,脂 質合成

酵素 など多数の遺伝子 の関与が示 された3。)。その後,フ

ァゴ ソーム内で菌が 分泌す るセ リン/ス レオニ ンpretein

kinaseG(PKG)がP-Lfusionの 組害に関与 している可能性

が,PKG欠 損BCG菌 を用 いた研究で明 らか にされた31)。

結 核 菌H37Raの 生 菌,加 熱 死 菌,放 射線、処理 死 菌,

リ ファンピシ ン処理死菌 について,マ クロファー ジ貧食

後の抗 原85Bの 処 理過程 を比 較 した ところ,加 熱死 菌が

他の死 菌,生 菌よ りも多 くのT細 胞へ の抗 原提 示性 がみ

られ た。 た だ し,lysotrackerと 共 焦 点 顕微 鏡 を用 い た

P-Lfusionの 確 認 では,生 菌のみ が融合 を阻害 し,死 菌

ではすべ て80%以 上 の融合がみ られ た。生菌 では,40%

以 下 であった鋤。

また,結 核 菌CDC1551株 を用 いた検討 では,菌 を取

り込んだ フ ァゴソームの成熟 が遅れ るの はphosphatidyl-

inositol・・3-phosphate(PB-P)kdRaseの 働 きが低 下 し,PI-

3・・P依存性 に起 こるフ ァゴ ソーム膜 へ のearlyendosome

autoantigenEEAI発 現 が抑制 されてい るためで あ るこ と

が報告 されている33)。

P-Lfusionと の 直接 の関連 は示 され てい ないが,結 核

菌 と同 じく細胞 内寄生菌 であ るSalmonellaentericaの 細

胞 内生存,増 殖 に必須 である遺伝子mgtCの 類 縁遺伝 子

(ア ミ ノ酸 相同性38%)を 不 活 化 した結 核 菌強毒 株 は,

低 マ グネシウム ・弱酸性 環境で の増 殖が低下 してお り,

結 核 菌 において もmgtC遺 伝 子 に よるフ ァゴ ソー ム内の

マグネ シウムイオ ン獲得が菌増殖 ,さ らには病原性 に必

須 である ことが示唆 された34)。
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図4マ クロファージ内での菌と宿主の相互作用

B-2(2)フ ァ ゴソーム膜の透過性

BCG(Connaught)を 取 り込んだフ ァゴソームでは膜 の

透過性が向上 して生存 ・増殖に必要な栄養分の補給 が容

易 になる と同時に,菌 体の抗原成分がMHC分 子 に より

提 示 されやす くなる こ とが示唆 され た35)。 ま た,BCG

(Pasteur)を 用 いた研究 で,フ ァゴソーム内の菌か らFAP

や 抗 原85複 合 体 が細 胞 質へ 流 出 して いる の をwestern

blotting法 と免疫 電顕 法で確 認 した報告 もあ る36)。さ ら

に,H37Raを 取 り込 んだIFN一 γ刺 激マ クロフ ァー ジで

はAntigen85BとMHCclassH分 子 が貧食後20分 以 降細

胞膜上 に検 出され るが.こ の現象 は生菌 よりも死菌のほ

うが早 く進行 し,生 菌が ファゴソー ムの成熟や抗 原 と

MHCの 結 合 を低下 させ る ことも報告 されて いる37)。タ

ンパ ク質 以外 の菌体成 分 としては,BCG(Pasteur)を 取

り込んだマウス骨髄由来マ クロフ ァージを破砕 し,密 度

勾 配遠心 で菌 を含 まない分画に含まれ る菌体成分を薄層

クロマ トグラフィーで調べ た ところ,phosphatidylinositol

dimannnosides(PIM2)な どい くつかの脂質が確認 された。

これ らの脂 質 で被 覆 した ビー ズ をIFN一 γ 刺 激 マ ク ロ

フ ァー ジに貧食 させ るとTNF-a,MCP-1な ど の産生が

み られ,抗 酸菌の脂質がマ クロフ ァージによる炎症性 サ

イ トカ イン産生 と肉芽腫 形成 に寄与 す る ことが 示 され

た38)。

B-2(3)P-Lfusionの 殺 菌 機 構

強 毒 結 核 菌Erdman株 とIFN一 γKO,IFN一 γRKO,

STAT-1KO,NOS2KOマ ウ スを用 いた実験 でIFN一 γ誘導

性NO以 外 の殺 菌機序 と してGTPフ ァ ミリーのLRG47

の 関 与が示唆 された39}。LRG47欠 損 マ ウスにM.aviumを

感 染 させ ると肺,肝 臓 における菌数は野生型 マ ウス と比

較 して有意 に増加 していたが,肝 臓 におけ る肉芽腫形成

は野生型 よ り貧弱で,脾 臓内,末 梢血内の リンパ球数が

減 少 してお り,LRG47が リ ンパ球動 員 の調節 因子 で あ

る可 能性が示唆 されたCO)。

B-2(4)Autophagyに よ る殺菌機構

一般に細胞外の異物を貧食し
,分 解処理する過程はへ



テロファジーと称 されるが,細 胞内の老廃物やオルガネ

ラをその細胞内で処理する過程はオー トファジーと称 さ

れ,こ れまであまり注旧されていなかった。 しか し近年,

様々な病原菌の殺菌にオー・トファジーの機序が関与して

いる可能性が報告 されている。薬物やアミノ酸飢餓状態

においたマクロファージに菌を感染させるとオー トファ

ジー膜の成熟が起こり,ラ イソゾームと融合 しなかった

ファゴソームをまるごと取 り込みそこにライソゾームが

融合 して殺菌する。 この オー トフ ァジーの誘導には

IFN一γで誘導されるLRG47が 関与 している可能性 も示

唆 さ れ て い る41)42>。
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B-3細 胞 ・核内シグナル伝遣系の解明

要約:結 核菌など抗原に接 した細胞は,細 胞膜外受容体の剃激が細胞膜下のアダプター分子に伝逮さ

れて細胞質内の種々の シグナル伝達系をリン酸化により活性化 し,NFκBが 核内移行しDNA鎖 プロ

モーターとの結合により,下 流遺伝子の活性化と種々の炎症性 タンパクの巌生をきたす。結核薗に対

する先天免疫では,細 胞膜受容体のTLR2か らMyD88を 介 してIFN・γ塵生に薫る経路が颪要であ り・

菌体成分の一部はそれを阻害する働 きももつが,結 核菌とMycobacteri"〃!aviecmでは阻霧の しかたに

差がある。シグナル伝達分子 としては,MAPK,CREB,LRG,NEMOな どの分子の動きが紹介された。

一次および二次免疫における細胞内シグナル伝達系全体の巾での意味を考えるのに必嬰と思われる図

を以下に示した(図5)。

B-3(1)結 核感染とTLRを 介するシグナル伝達系

結核に対する生体防御機構に関して,MyD88を 介す

るToN-likereceptors(TLRs)の 役割が重要であることが

報告 されだ)。MyD88はTLRsllL-1Rの シグナルを伝達

するのに必須のアダプター分子であ り,こ れをノックア

ウトしたマウスに結核菌を感染させると,野 生型マウス

と比較 し非常に早期 に死亡することが示された。 しか

し,MyD88ノ ックアウ トマウスにおいてTLRを 介する

自然免疫は,結 核感染の初期防御においては重要である

が,獲 得免疫 はMyD88非 依存性であることが示 され

た2)。すなわち,結 核に対する生体防御機構は,感 染初

期 のMyD88依 存 的 な趨然免疫系 に よる もの と・そ の後

のMyD88非 依 存的 な獲得 免疫 に よる2者 が あ ることが

明 らか になった。 また,結 核 菌 とTLRを 介 す るシグナル

伝達系の 関わ りについては,結 核 菌成分(19kDaリ ポ タ

ンパ ク〉がTLR2を 介 し,マ クロフ ァー一ジの抗 原提示 能

を充進 させ るIFN一 γの作用 を阻害 す るこ とが 報告 され

てい る3}。 その後,マ ク ロファー ジに対す るMN一 γ以外

の作用 も結核菌成分 によ り抑制 される ことが報告 された

が,そ の 中で19kDaリ ポ タ ンパ クに加 え,結 核 菌の 細

胞壁 に含 まれ る他 の 特有 の 成分 で あ るmycolylarabino-

galactanpeptidoglycanもMyD88非 依 存 的 にIFN一 γ の マ

クロフ ァー ジ活性化作用 を阻害するこ とが報告 された4)。

髄 膜⇒MyD880

19kDa司8TRAF6魍

JAK2

JAK1

mAGP→ 》

至FN一 γ

.↓

曙一 謄

JAK2

JAKl

CREB

P30

・ム

_＼

核膜⇒ ζ二=つ ご=====⊃ ⊂======コ ー 一 ・こごこ

を
認
IL-1β

讐　
炎症性

サイトカイン

増殖 炎症反応 アポ トーシス
　ヘへ　 　　　　いのリヘノ ノゾ ハノノソ バノハノ
ー 転写→DNA断 片化

図5各 種細胞内シグナル伝達系
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このように,結 核菌体戒分にはTLRs依 存性の ものと葬

依存性のものが含 まれていることが明らかになり,さ ら

に結核菌増殖抑鯛性サイ トカインであるIFN一γの作用

を阻害することにより,結 核繭が慮体防御機構から逃れ

る性 質 を進化 させて きたことが窺 われ る。 しか し,

MyD88依 存的な自然免疫系が結核 感染初期の防御 に

とって重要であるという箏実から,結 核菌は少なくとも

一部の生体防御機構を活姓化すると考えられる。今後,

結核菌体成分による生体防御機構に対するポジティブお

よびネガティブな作用の詳細な検討が離 まれる、

B-3(2)結 核菌体成分 とサイ トカインによる細胞内シ

グナル伝達系活性化

前 述 の,結 核 菌19kDaリ ポ タンパ クのIFN一 γISI・1害作

用 の機構 と して,STAT4の リ ン酸化,核 内へ の移行お

よびIFN一 γ感受性 プロモ …一一一bターへ の結合 が検 討 され,

19kDaリ ポ タ ンパ クはIFN一 γの細胞内 シグナル伝達系 に

は影響 しない ことが示 されているが,結 核菌がIFN一 γの

細 胞内 シグナル伝達 系 を阻害 する機構 として,STAT4

と転 写共活性化因子であるCREB結 合 タンパ ク,お よび

P300と の 結 合 を 阻害 す る こ と が 示 され たs")。一・方,

M.avium感 染 したマ クロフ ァー ジにお いては,IFN一 γ受

容体発 現低下 に起因す るJAKl,JAK2,お よびSTAT-1

の リ ン酸化が抑制 される結果 として,IFN一 γの作 用が阻

害 され るこ とが報告 され た6)。す なわち,菌 種 に よる阻

害機構の相違 の可 能性が示唆 された。

細胞性 免疫 を誘 導す るの に重要な役割 を果 た している

一一12に 関 して,M.avium感 染 を繰 り返す患者 にお いて,

IL-12で 活 性 化 され るSTAT-4の 核 内移 行が 阻害 され る

こ とに よ り,IL-12の シ グナ ル伝達 が抑鋼 され る ことが

示 された7)。 この ような機構 による抗酸 菌感 染へ の高感

受性の報告は初めてであ り,今 後の詳細 な抑制機構の解

明が待 たれ る。

B-3(3)シ グナル伝達分子

抗酸菌感染 とその他の シグナル伝達分子の関わ りにつ

いては,多 数のサ イ トカインの細胞 内シグナ ル伝達 に関

与 しているMitogenactivatedproteinkinase(MAPK)の 活

性 が,病 原 性抗酸 菌の 感染 したマ クロ ファー ジにお い

て,非 病原性抗酸菌感染 と比較 し低下 してい ることが示

された8)。 同時に,病 原性抗酸 菌感染マ クロフ ァージで

はTNF一 α,IL-1β,iNOS2産 生 の低下 もみ られている。

この論文 は,病 原性 抗酸菌 感染 に よりMAPK活 性 の低

緒核 第82巻 第7号2α)7年7矧

下が起こる結果,免 疫防御機能に必饗な分子の産生が低

下 し,効 果的な免疫防御機能を発揮できないという,重

要で新たな知見を示 した。最近彼らは,さ らにこの知見

をより灘細に検討 し,非 病原性抗酸菌感染において転

解閣子の一・・…"つであるcyclicAMPresponseelementbinding

protein(CREB)が,病 原性抗酸菌感染よりも活性化 して

おり。CREBがP38MAPKの シグナル伝達の下流に位置

することか ら,TNF.α 魔鑑に簸要な役割を果た してい

ると報轡 している9》。彼らは同時に,病 原性抗酸菌感染

によりserine!threoninephosphataseであるPP2Aの 活性が

冗進することによりMAPK活 性の低下をきたすことを

示唆 している。このように,抗 酸菌感染の際のシグナル

伝達機構が徐々に解明されつつあり,薬 剤の標的が近い

将来発兇 されると期待される。また,直 接的なシグナル

伝達分子ではないが,IFN一 γにより誘導される47kDaの

GTP結 合性 タンパクであるL]RG47を 欠損 したマウスに

おいて,砿 副 卿憾 染によりリンパ球数の減少が起 こる

ことが報告 されているlo,eこの結果は,LRG47が 抗酸

菌感染の際,リ ンパ球の生存にとって重要であることを

示唆しており,こ の点においても抗酸菌感染抑制におけ

るIFN一γの重要性がみられる。

抗酸菌感染 とは直接的に関連しないが,多 数のサイ ト

カインやTLRの シグナル伝達系に関与 している,核 内

転写因子NFκBの 活性化機構 に関して興味ある知見が

報告されだD。NFκBの 活性化には,調 節タンパクであ

るNEMO(NFrcBessentialmodifier)が 必要であり,ま た

NFκB抑 制 タンパク(1κB)リ ン酸化酵素KK(こ れは

IKKα とIKKβ の2つ のリン酸化酵素の複合体である)

の活性も必要とされる。このNEMOのN末 端にあるα

ヘ リックス領域 と,IKKaお よびIKKβ のC末 端部分に

あるNEMO結 合領域(NBD>が 結合することが示され,

さらにNBDペ プチ ドを添加するとサイ トカインにより

誘導されるNFκBの 活性化と,そ れに依存性の遺伝子

発現が抑制されること,お よびマウスを用いた急性炎症

実験 においてNBDペ プチ ドが炎症反応を改善すること

が報告された。この知見は,消 炎性薬剤の開発につなが

るものであり,今 後の進展が注 目される。

新たな細胞・核内シグナル伝達系の研究方法としては,

21個 のヌクレオチ ドRNAを 細胞培養系に添加すること

により,こ れをコー ドする選伝子の発現が特異的に阻害

されることが報告された12}。この方法RNAiを 用いるこ

とにより,従 来より簡便に遺伝子機能の解析が行われる

ようになることが期待される。(担 当:原 田登之)
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B-4抗 酸菌感染における細胞内殺菌活性とアポトーシス

要約:感 染防御の最終的段階である殺菌作用にはいくつかの機序が考えられてお り,ま た殺菌活性を

抑制する因子の存在 も,結 核菌が免疫機構から逃れて細胞内で生存を続けうる機序 として指摘 されて

る。IFN一γやTNF・ α刺激によるRNIお よびROIの 産生は細胞内殺菌 に関与 しているが,主 として

CD8+Tリ ンパ球穎粒から放出されるperforinとgranzymeと は,細 胞の融解,菌 放出と殺菌作用 とで・

マクロファージ内菌を殺 しうると報告された。一ツ∫,殺 菌抑制的に働 く因 子としてSP-Aが あり,ま

た結核菌の産生物質で殺菌に拮抗作用を示すものも見出されている。アポ トーシスに陥った細胞内で

は,細 胞内菌増殖が抑制されると考えられているが,結 核菌がアポ トーシス阻害タンパクのMcl-1を

誘導し,ア ポ トーシスを回避するという報告がある。アポ トーシスに陥った細胞か らは,抗 原物質の

細胞外放出があり,そ れを別の細胞が食食することが推定され,こ とに樹状細胞への抗原物質移行は

重要な意味をもつ と思われる。これらを図6に 示 した。

B-4(1)殺 菌 因子(図6)

生 体 は細胞内に感染 した抗酸 菌を除去 し,感 染菌に よ

る発病 を防 ぐために効率 的にマ クロフ ァー ジやNKT細

胞 を活性 化する カスケー ド機構 を有 している。

T細 胞 由来のIFN一 γは単独で も濃度依存的 に細 胞内感

染菌の増殖 を抑制 し,マ クロフ ァージに対 して反応性 窒

素 中 間体(reactivenitrogenintermediate:RNI)の 一 つ で

あ るNO産 生 を促 進 させ るが,TNFま た はTNF7。.8。が 加

わ る と活 性 化 は さ ら に増 強 す る。TNFお よ び 合 成

TNF70-s。に よるマ ク ロフ ァー ジの 活性 化 はTNFま た は

IFN一γ に対 する 中和抗体 で阻害 され,NO産 生 と抗 酸菌

増殖 阻害 はL-arginine競 合 阻害剤 でiNOSを ブ ロ ックす

ることに より消失 した。 また,TNFま た は合成TNF7080

に よ るマ クロフ ァー ジの活性化 は,可 溶性1型TNFレ

セ プターに よ り阻害 され るこ とか ら,TNF70eollmerの

ア ミノ酸配列 は シグナル伝 達 に1型TNFレ セ プ ター を

使用 してい る こ とが 示 され た13)。 こ れ らの成 績か ら,

TNF7。.s。を用いた治療法開発へ の可能性が 示 された。

また,RNI生 成 酵素 であ るiNosや,マ クロ ファー ジ
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図6マ クロファージ内殺菌および殺菌抑制因子



612 精核 第82巻 第7号2007年7N

で 蛍 に反応性 酸素申間体 を生成す るph烈gocyteoxidase自

体 の発現が,マ クロフ ァー ジの殺 繭活性 を支 える強力な

転写遺伝 子群 を誘導 し,再 緬 していることが示 された14}。

抗 酸 菌 に感 染 した マ クロ フ ァー ジ をATP処 理 す る と,

細 胞 内抗酸菌 の迅速 な殺菌 と細胞の アポ トー シス を誘導

す るが,細 胞 内抗酸菌の殺 菌はATP受 容 体 であ るP2×7

を介 して フ ァゴ ソームーラ イソゾー ム融合 を引 き起 こす

ことに起 因す ることが示 されだ5)。 一方,細 胞 のアポ ト

ー シスは この経路 とは別であること も示 された
。 これ ら

酸素あ るいは窒素の反応性 中間体が産生 され る際に,細

胞 によって高濃度に含成 されるグル タチ オンが,細 胞 内

抗酸菌の抑制 に重要な役劇 を果 た してい るとい う興味あ

る研究 も発褒 された殉。

CD8+CTLが 塵 生す るgranulysinとperforini7}は 棚 猟 勺

に作 用 して,細 胞内感染菌を癒接殺菌す ることが示 され

た。 また,ハ ンセ ン病 の病変部位 でのgranulysinの 発 現

解析 の結果,CD4+T細 胞 由来のgranulysinが 感染 におけ

る宿 主防御機構の一因である ことが示 された 鋤。さらに,

Vγ91Vδ2T細 胞 由来 のgranulysinとperforini9),NKT細

胞 由来のgranulysinが 宿 主 防御機構 に関与 しているこ と

が示唆 されている20}。

B-4(2)抗 殺 菌因子

生体が産生する生化学的物質や抗酸菌 自体が産生する

物質が殺菌抵抗性の因子として殺菌作用を抑制する機構

が存在する。結核菌と肺胞マクロファージの付着に介在

す るSurfactantproteinA(SP-A)は,マ ク ロフ ァー ジの

RNI麗 生 レベル を柳制 し,細 胞 内の縞核 菌増殖 を促雌 す

るが,RNIレ ベ ルが有意に低下す るこ とで細 胞傷害性 は

軽減 され ることが考え られ る.こ の機構 に特異的 に作用

す る物質は,舗 核 菌をdegEycosylatedSP・ ・Aとマ クロフ ア"

ジ と共 に培 養 した時 にRNI魔 生 抑制 が淵 尖す る こ とか

ら,締 核^菌 に付 蒲 す るSP・AのoligosaccharideがRNI産

鷹 抑 綱に必須であ るこ とが示唆 された鋤。マ ウスの肺,

駐 臓,腎 臓 にお いてBCG菌 が 磁存維 持す るため に は,

嫌 気性硝酸塩還元酵紫 が必要 であるこ とを実 証 した研 究

があ り,こ の酵素は広義 の意味 で殺 菌抑制 因子 と考え ら

れ る22)。また,結 核 繭の もつプ ロテ オソー ムが,マ クロ

フアー ジによる酸化 や窒化 ス トレスに対す る防御機構 と

しての役劉 を果た している ことが示峻 された 鋤.さ らに

結核菌の魔生するphthioceroldimycocerosates(DIMs)が,

反 応性 窒素申閲体 の殺 菌作用か ら菌を守 るこ とも報告 さ

れてい る24}。

B-4(3)ア ポ トーシス(図7>

結核菌が単球やマクロファージに感染すると細胞はア

ポ トーシスを起こすが,そ の機構についていくつかの研

究報告がある。

結核菌が感染 した単核球のアポ トーシスは,ア ポ トー

シスの阻害分子であるBcl-2の 減少により調節されてい

ることを示し,さ らにアポ トーシスにより結核菌の増殖

が阻害されている可能性を論 じている25♪。また結核菌感

　 　
i錨丁灘 嚢難顯 畠糠碧i
L墨 塑 関係する可能性があ司
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図7抗 酸菌によるアポ トーシス誘導メカニズム
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染 によ り誘導 されるアポ トー一シスは,caspase-1を 介 して

いて,こ れは前 炎症性 サ イ トカ インの産生 と関連 してい

る こ とが示 された26)。好 巾球 も緒核 菌感 染 に よ リアポ

トー シス を引 き起 こす が,こ の機構 は感染婦 中球 にお

い て 活 性 化 酸 素 類 依 存 牲 のBax/Bcl・ ・Xi
.発 現 の 変化 と

caspase-3の 活 性 化 を誘導 す るため であ る こ とが恭 され

た2%本 論文 も,姫 中球の アポ ト1・mmmm・・シス は感藥細胞の選

択 的な除去 と,局 所 マクロフ ァージの活姓化 とい う重要

な宿 主防御機構 の一つ であることを示唆 した。

しか し,結 核 菌が感 染マクロフ ァージにおいて,抗 ア

ポ トti・p・"シス ・タンパ クで あるMc1-1の 発 現 を誘 灘 しアポ

トーシスを限害 して いる可能性 も示 されている28)。さ ら

に,感 染細胞 にアポ トーシスを誘導す ることに より,ア

ポ トーシス小胞 を放 出させ,こ の小胞が結核 菌抗 原を非

感染細胞へ選搬するという新たな抗原提示経路が提唱 さ

れた勒。

感染によりアポ トーシスのみでなく壊死も誘導される

ことは知 られているが,ア ポ ト・…シスはPPD皮 内反応

陽性健'常者にみられる防御免疫反応 を示し,壊 死は活動

性結核患者にみられる細菌散布 と紐織傷害とに関与して

いる町能性が示された3`}}eこれ らの研究から,縮 核感染

細胞のアポ トーシスは,宿 滋にとって有利に作用 してい

ると考察された¢

しかし一・方で,CD8+CTLに よoて 引き起こされる感

染細胞のアポ トーシスは,細 胞内結核菌の殺菌に関与 し

ないという報告もある勤。このような栩違は,使 用 した

実験系の相違による町能性も高いので,今 後さらなる解

析が待たれる。(担 薮:樋 鱒 一恵)

B-5各 種 サ イ トカ イ ン,ケ モ カ イ ン と結 核 症 で の 役 割

一IL-10
,IL-12,IFN。 γ,TNFα,CCR2,Neuropin,Leptin,Osteopontinな ど一

要約:免 疫反応による炎症性変化を調節 しているのは,炎 症細胞の産生する各種 インターロイキンや

サイ トカインであるが,IFN一 γ,TNF一 α,IL-12な ど促進的に働 く因子と,IL-IOやTGF一 βなど抑制

性に働 く因子とがある。それらサイ トカインと共に,炎 症細胞を反応局所に呼び寄せるケモカインと

その受容体の働 きも重要で,そ れらが相まって炎症の増悪,消 槌が調節されていると思われる。サイ

トカインについては,最 近いくつかの特異的な性質をもつサイトカインが報告されており,そ れらを

まとめたのが,表4で ある。

B-5(1)細 胞性免疫抑制性サイトカイン

結核患 者 の中 にはPPDに 反応 を示 さないアネ ルギー

状態 の患者が存在 す るが,そ の原 因 としてIL・・IOとの 関

係 が報 告 された32)。通 常 は,結 核患 者 由来 のT細 胞 を

PPDで 刺 激 す る と,IL-10とIFN一 γの産生 お よび細胞増

殖が誘導 され るのに対 し,ア ネルギー結核患者で はIL-10

産 生 だけが誘 導 された。 アネルギー患者 では,IL-1e産

生T細 胞 が恒 常的 に存在 し,ま たT細 胞 受容体以 降の シ

グナル伝 達が起 こらない とい う結核 菌の宿 主免疫監視か

らの逃避 機構 として薪 た な知見 が提供 された。IL-10は

ヒ ト肺胞 マ ク ロフ ァー ジか らのLPSとIFN一 γ刺激 に よ

るIL-12産 生 を抑剃 す るが,CD40とIFN一 γ刺 激 に よる

IL-12産 生 誘 導 は阻害 しない こ とが示 された33)。 こ の結

果 は,菌 体成分 によ り刺激 された肺 胞マクロフ ァージか

らの 一.12産 生 は,IL40に よ りオー トクライン的 に調整

され,細 胞性免疫 に抑制的 に働 くことを示唆 してい る。

さらに,U-10はIFN一 γ によるマ クロフ ァー一ジの抗 酸菌

抑制活性 を阻害 して,抗 酸菌感染 を持続 させ る可能性 も

示 され た34)。

TGF一βもIL-10と 共に炎症性サ イトカインと拮抗する

ものであるが,両 者のCD4÷ α1βT細胞 とγ!δT細胞 に

対する作用が調べ られた35}。その結果,IL-10とTGF一 β

は共 にCD4÷ α/βT細胞 とγ1δT細胞 に対 し抑制的に作

用するが,IL-IOに よる抑制がよ り強 く,ま た作用機序

も異なることが示された。さらに,TGF一 βのサイ トカ

イン産生に及ぼす影響を,モ ルモ ットの結核性胸膜炎モ

デルを用い調べた結果,TGF一 β1は胸腔内抗酸菌抗原に

よる特異的炎症反応 を軽減する方向に働 くのが示 され

た36}。

このように,IL-10お よびTGFβ は細胞性免疫を抑制

することにより,結 核菌にとって有利な方向に働 くが,
一方でIL40は 樹状細胞をマ クロファージ様細胞に分化

誘導 し細胞内の結核菌増殖を抑制することも報告されて

いる37)。この矛盾する結果は,研 究に用いた系による相

違を反映 している可能性もあ り,今 後さらなる解析が待

たれる。

B-5(2)細 胞性免疫誘導性サイ トカイン

細胞性免疫誘導性サイ トカインとしては,E-12お よ
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表4サ イトカイン,ケ モカイン類についでの最近の研究

抑制性サイトカイン

1レ10

TGF一 β

誘導性サイトカイン

1し12p40

(IL-23subunit)

IL-18,IL-6

1レ1R1

IFN一 γ

TNF一 α

アネルギー儲 核で増加,Mφ 抗繭活性 を抑制

1レ10よ り弱いが,CD4iTり ンパ球機能を掬制

NKと 共存 ドで,繭 禽食Mφ よ り巌生,ホ モ ダイー7…一形戒,Th1型 防御 反癒 誘導

IL-12と 協調してThl型 防御、反応誘灘,apoptosisと も関連

結核感染防御機構に必須

結核感染初期での細胞動員とリンパ球応讐を抑制

作用濃度により相反する結果となり,そ の機摩は複雑である

その他のサ イトカイン

PGE2,EP2

0steoponti親

Neuropilin

Leptin

SLAMISAP

DAP12

ケ モ カ イ ン

MIF

MIC-l

CCR2

CXCR3

Lymphotoxinβ(TNF一 β)

ICAM-1

Gタ ンパク結合受容体を介 してMφ 禽食能に関連

肺肉芽腫形成に関連

樹状綱胞と丁細胞接蒲に重要で初期免疫に関連。神経系と免疫系との関連を示唆

脂肪細胞から分泌,Th1サ イ トカイン酵誘噂,Th2に 抑制的に働 く

T細 胞からのIFN一γ魔生をup/downregulate

単球/Mφ/樹 状細胞/NK細 胞からのIFN一γ/TNF一α巌鷹と関連

TLR4を 介して霞然免疫調節

TGFβ スーパーファミリー,Mφ の働き阻害

これによる細胞応答が感染初期の菌増殖を制御

肉芽腫形成に関連

細胞内寄生菌の封 じ込めに関連

結核性胸膜炎の中皮に発現,胸 水への単球遊走に関連

びIL-18が よ く知 られて いるが,最 近IL-12p40の サ ブユ

ニ ッ トを共有するサイ トカイ ンであ りThlas防 御 反応 を

誘導 す るIL-23が 同 定 された。 これ によ り,IL-12p40欠

損 マ ウスがIL-12P35欠 損 マ ウス に比 較 して防御免疫 能

が顕著 に低下 している原因が理解可能になった。す なわ

ち,IL-12P40がIL-23の サ ブユ ニ ッ トであ るた め,IL-

12p35欠 損 マウスではIL-23に よ りIL-12の 欠 損が代償 さ

れ る ことがi理由 と考 え られる38)。IL-12の 産 生機i構に関

して,マ クロフ ァー・ジか らのIL-12産 生 はIFN一 γに よ り

顕著 に増強 され るが,BCGで 刺 激 され た ヒ ト単球 由来

マ ク ロフ ァー ジのIL-12産 生 には,IFN一 γよ りもNK細

胞が共存 する ことが重要 であるのが示 された39)。 ま た,

マ クロフ ァージのIL-12産 生 は,貧 食 とい う機械的刺激

によって も誘導 され うることが報告 された鋤。興昧あ る

知見 として,IL12P40ホ モ ダイマーが アゴニス ト様の活

性を もち,抗 酸菌感染において防御的作 用をもつこと41),

またIL-12を マ ウス結核 に対す る免疫療 法に用いる試み

もなされた42)。こ のIL。12の 細 胞 内 シグナ ル伝達 に関 し

て,IL-12受 容 体 が2本 鎖(IL-12Rβ1とIL・-12Rβ2)か

ら構 成 されて お り,IL・・12Rβ1は 機 能的IL。12受 容 体 に

必須 の成分 であることが報告 されている43)。

IL-12と 協 調 してIL-6"'とIL-1845}が,結 核サ ブユニ ッ

トワクチ ン接種時の'rhl型 防 御反応誘導に重要である こ

と も報告 され た。IL・18の プ ロモー ター を解析 した研 究

か らは,IL48発 現 が 宿主 防御 機構の 一一つで あ ると考え

られてい るアポ トー シス と関連 している可能性 が示 され

た殉◎

IL-15は 結 核感染 に対す る防御免疫 応答 を充進 させ る

ことが以 前に報告 され たが,そ のIL-15の 欠 損下 で もエ

フェ ク ターCD4"お よ びCD8'T細 胞 は出 現 し,recal1丁

細 胞反応 は障害 されていたのが示 され47},そ の 評価 は難

しい。

そ の他重要 なサ イ トカイ ンと しては,K-・ltypel受 容

体 欠損 マ ウス に結核 菌 を感染 させ た実験 の結 果,【 レ1

typel受 容 体 は肺 にお ける結核 防御 機構 に とって必 須で

あ ることが示 され,IL-1も 結 核 防御機構で重要 な役割 を

果 た してい る こ とが考 え られた48)。 しか し,IL-1type1

受 容 体 に結合す るIL・1α!β が.ヒ トマ クロフ ァー ジ系 に

お いて直接マ クロファー ジの制菌機能 を抑制す るこ とも

報告 されてお り49},今 後 の詳細 な解析が望 まれる。

B-5(3)IFN一 γ,TNF一 α

IFN一γとTNF一 αは,共 に強力 なマ クロ フ ァージ活性

化サ イ トカイ ンで あ り,結 核 に対す る防御機構 において



非常 に重要 な役割 を担 っている。IFN一 γの作用について

は過去 に多数の文献が 出されて いるので,本 項では これ

まで と若 干異 な った視点 でIFN一 γの新 たな知 見 を紹 介

す る。 遺伝 子工 学 に よ りIFN。 γ燦 生性マ クロフ ァー一ジ

を作製 し,こ れをscidマ ウ ス肺胞内 に移入す ると,マ ウ

スの免疫機能が 圖復 した鋤。 この方法は ,結 核 の免疫療

法へ の応 用の 可能性 を示 して い ると考え られる。モ ル

モ ッ トを用 いた結核 感 染実験 でのrea1-timePCRに よ る

各…種サ イ トカイ ン発 現 の解 析か らは,DTH反 応 とIFN一

γ発現の時期 は一致せ ず,両 者 は複雑な関係 にあるこ と

が示 され た鉛。 この ような方法 論は新たな結核 ワクチ ン

開発 に応用で きると思 われ る、

ウシの結核 はBCG接 種 に よ り軽減 され,BCGに は 存

在 しない結核 菌抗 原ESAT-6に 対 す るIFN一 γ応答 は,結

核 感 染 とBCG接 種 とを 区別 で きる こ とを示 した52♪。

IFN一γノックアウ トマ ウスを用 いて,IFN一 γは結核 菌感

染初期の細胞動員 と獲得牲 リンパ球応 答の両者 を制隈 し

てい ることが示 された53)。

中枢 神経系 へ の抗 酸菌 感染で は,TNF一 αの レベ ルが

病状 の進行 を決 定す る一つ の要 因で あ るこ とが示 され

た54)。TNFα ノ ックアウ トマウスでの実験で,TNF.aの

作 用はT細 胞 やマ クロ ファージの活性化で な く,結 核 菌

気道感染におけ る肉芽腫形成である ことが示 された55)。

TNF一 α ノックア ウ トマ ウスにTNFa産 生BCGを 感 染

させ る実 験 に よ り,TNF-aは そ の量 に よ り防御的 に も

破壊 的に も作 用 す るこ とが 示 され た56)。TNF-aの 局 在

的活性 を抑制 したsurfactantapoproteinCpromotor/soluble

TNFreceptortype9-Fcfusionprotein〔SPCTNFR∬Fc〕 マ

ウスを用 いた研究 よ り,結 核菌 に対す る宿主防御機構 に

はTNF-aの 局 所 的な調節が重 要であ り,そ の作用 は前

炎症性 メデ ィエ ー ター発現 の抑鯛 にあ る ことが 示 され

た57)。ヒ ト肺 胞 マ ク ロフ ァー ジを用 いたinvitro感 染 実

験に よ り,TNF-aは 細 胞内結核 菌の増殖を充 進 させ る58}

が,好 中球の結核 菌殺 菌活性 を充進 させ るこ とも報告 さ

れている59)。TNF.aの 選択 的抑 制剤 であるサ リ ドマ イ ド

を用いた研究 に よ り,肺 胞 マクロフ ァー・ジによる抗酸菌

の殺菌 にはTNFα 以 外 の要因が 関与 して いるこ とが示

された60》。 リコンビナ ン トモ ルモ ッ トTNF一 αを調整 し,

モ ルモ ッ トの肺胞お よび腹腔マ クロフ ァージに対す る影

響 を検討 した鋤。その結果,防 御的サ イ トカインの最適

な発現 にはTNF一 αの濃 度が決定的で あ り,ま たTNF-a

が 結核 菌に対す る宿主抵抗性 を充進す るため菌の増殖 を

制御 す る こ とが示 され た。 この よ うに,TNF一 αに 関す

る報告は,使 用す る材料,濃 度等に よ り相反する結果が

得 られてお り,今 後詳細 な比 較検 討が望 まれる。
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B-5(4)ケ モカイン,そ の他のサイ トカイン,免 疫調

節因子

これまで研究されてきた ト記の叢要な炎疲性サ イトカ

インのほかに,炎 症細胞を1麺所に引 き寄せるケモカイン

の役翻についてその後多 くの研究がなされるようにな

り,ま た,こ れまで知 られなかった新 しいサイ トカイン

のいくつかの,紬 核炎での意義が調べられている¢

防御免疫に関与するケモカインとして,MJFはTLR4

を介して撫然免疫系を調節 しているのが観察され62,,ま

たMIC-1が クロ■・一■一ニングされ,TGF一 βのスd・一バーファ

ミリーとしてオー トクライン的にマクロファージを後期

で制限することが示唆 された鋤.ケ モカインレセブター

2(CCR2)を 介した細胞応箸が結核菌感染の初期におけ

る菌の制御に必須の役割をしていることが,ノ ックアウ

トマウスを用いた研究により示 され64),Lymphotoxinβ

受容体を介したシグナル伝達が,結 核菌や リステ リアな

ど細 胞 内 病 原菌 の 封 じ込 め に 重要 で あ る こ とが

Lymphotoxinβ 受容体 ノックアウ トマウスを用いた研究

により示 された65}。

カニクイザルを結核菌で気管内感染 させた実験では,

肺肉芽腫形成 とその維持にCXCR3陽 性細胞の発現 と

CXCR3リ ガンドをもつ細胞の動員が関与 していることが

示された661。結核性胸膜炎では,結 核菌感染により胸膜

中皮上に誘導 ・発現されたICAM-1が,胸 腔内への単球

遊走に関与 していることが示された67}。

最近,神 経軸索誘導に関与する受容体であるNeuro-

pilin-1(NP-1)が,初 期免疫に必須である樹状細胞とT

細胞 との接着に重要な役割を果たしていて,神 経系 と免

疫系の相互作用が示唆される,物 質レベルでの初めての

研究 として注目された69}。また,肥満遺伝子obeseが コー

ドするタンパクの レプチン(leptin>は,Th1サ イ トカイ

ン産生を誘導 しTh2サ イトカイン産生を抑制し,飢 餓に

よる免疫低下を回復させ うることが示された69}。破骨細

胞関連のオステオポ ンチ ンが肺肉芽腫形成時のマクロ

ファージ動員を調節し,抗 酸菌感染での防御免疫発現に

関与 していること7e),活動性結核でIL・・12を介す るThl

細胞反応を引き起こして,病 変形成に関与していること

が示された71}。

さらに免疫反応を調節し左右する因子の研究も,最 近

進め られている。細胞膜 リン脂質由来のProstaglandin

E2(PGE2)は,Gタ ンパク結合受容体であるEP,を 介 し

肺胞マクロファージの貧食能を阻害することが示唆され

た72}。

ステロイ ドはT細 胞のIL-7受 容体 α鎖の発現を誘導

し,TCRか らのシグナルは柳制方向に働 く。ステロイ

ドはこの機構を介し,T細 胞の生存や機能にとって正の
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制 御 を行 って いる73}。

活 動性 結核 患者 にお いて は結槙 菌 に対 す るT細 胞 旛

答 は高応答群 と低応篠 群があるが,Th1サ イ トカ インを

制 御 してい るこ とが知 られて いる分予SLAM㈲gnaling

lymphocyticactivationmolecule)とSAP(SLAM-assoc.iated

protein)の 発 現 を両 癒 答 群 で解 析 した74}。そ の 結 果,

SLAMの 発 現 はThl応 讐 に寄与 し,SAPの 発 現はThl応

答 を阻害 す る こ とが示 され,SAPとSLAMが 結 核治療

のため にT細 胞サ イ トカインを調節す る時の標的 とな り

うることが示唆 された。

最 近同 定 され た免疫 調節分 了・であ るDAPI2と,こ れ

に結合す る分 子であるMDL・ ・1,TREM-1お よ びTREM-2

の発 現 に対す る,結 核感染 とThlサ イ トカインの影響が

解析 され た7s)。そ の結果,DAPI2と 結 含分子は結核 懸染

とTh1サ イ トカ インに よ り異 なった 調簾 を受 け,ま た

MDL4とTREM4を 介 す るDAPI2の シ グナ ル伝 達 が,

抗 菌性 のTh1免 疫 応答に重要な役割 を果 た してい ること

が示 唆 された。(捉 当1原 田登之)
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B-6抗 酸菌免疫における各種免疫担当細胞の役割

要約:抗 酸菌症の細胞性免疫に関与する細胞として,CDズT細 胞がIFN一γなどを介 しての細胞内殺

菌に重要であることが知 られていたが,そ のメモリー細胞の老化に伴う変化の分析が行われた.ま

た,CD4"に 次いで多いCD8tT細 胞の役割について,そ の穎粒が含むperforinとgranulysinと で結核

菌を細胞外に放出させて殺菌的に働 く機序が報告された。CDガTの 抗原認識には,結 核薦の脂 タン

パク抗原がHLAclassIに 似たCDIに 拘束性に働 き,CD牟Tの ようにclassII拘束性でないことが調べ

られた・その他のリンパ球として,γ δT細胞,NK細 胞あるいは最近認知されたNKT細 胞の役捌や,

それらの働 きを抑制する調節性Tリ ンパ球の存在も明らかとなっているが,結 核での役翻はまだ不明

の点が多い。抗原提示細胞 として従来はMφ が考えられてきたが,抗 原提示能がMφ より強力な樹

状細胞の結核症での役割 も注目されるようになった・肺胞でMφ に食食された抗原は樹状細胞に伝

達されて肺門リンパ節に到達 し(図8),そ こでTリ ンパ球 を感作するのは主として樹状細胞である

とされるに至っている。その他,好 中球の抗結核菌作用が見直されるようになってきた。免疫担当細

胞の一覧を表5に 示 した。

B-6(1)結 核性病変の病理発生

結核菌感染時の病態に関しては古 くか ら多数の動物実

験が行われてきたが,吸 入感染では早期にリンパ節 一脾

臓に菌が到達 したマウスでより早 く免疫反応が始まり,

その結果感染抵抗性が大であるこど)。タンパク欠乏食

モルモッ トではCD8÷T細 胞のリンパ節への集積がある

こと2),強毒菌マウス感染ではIFN一γなどサイ トカイン

の著明な減少があること,一一方IFN一α1β投与ではIFN一

γと異な り感受性の増大があること3)などが報告 され

た。結核抗原吸着 ビーズでの肉芽腫形成実験4似 外に,

標識 した2種 の結核菌での感染実験で,再 感染菌が初感

染時に形成 された肉芽腫内に取 り込まれうるという観

察5}は,こ れまでの常識になかった病態の報告である。

感染で活性化されるリンパ球遺伝子:最 近のマイクロ

アレイの手技により,ヒ トCD4+とCD8'のT細 胞 を結

讐
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図8肺 に吸入された結核菌の肺門リンパ節への移行
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表5免 疫損当細胞の種類と霊な特性

細胞の種類

CD4+(CD8…)Tリ ンパ 球effectorT,Th1

Th2

memoryT

CD4+CD8+Tリ ン パ 球

(CD4m")CD8"iTリ ンパ 球cytotoxicT

CD4℃D8…Tリ ンパ球

γδTリ ンパ球

NK細 胞,CD3…CD164

NKTリ ンパ球

調節性Tリ ンパ球,Treg

Th17

マ クロファージ

樹状細胞,myeloid未 熟

好中球

myeloid成 熟

lymophoid

memoryT

特 徴 と 機 能

MHCclassll拘 束性の抗鳳伝逮 され,IFN・ γ,1レ2,TNFα な どの産生を介する

Mφ 殺齢 ヒの冗雌

IL-4,-5,-6,.,IO,.13な どを魔生,体 液性免疫や気遭過敏反応に関与

CD45RBhigi℃D59℃D25-}の マt・一一一eカー,…をもつ,マ ウスでは 韮60鼠以上記憺保持

cytotoxicTの ・・部,F縫3・FasL依 存 餓にアPtト ・一一シス誘導

CDlb拘 東牲に脂質 ・糖脂質抗原 を伝逮 され,perforinlgranulysinに よる細胞融解

と殺薦作用

CD69i"wCD25iowCD44higi,の マ ーpt一カーをもつ,加 齢により増加

doublenegativeT.Fas・FasL依 存性にアポ トー シス誘導

1戸悼 γ灘生千,granulysin陽 性 顧粒十,Mφ 内結核菌殺菌作用あ り

葬特異的殺 菌作用 ・抗腫瘍作ff1あ り,IFN一 γ魔生+,肉 芽 腫内への浸潤千

抗腱瘍効果を示すが,縮 核薦に対す る作用は不明

CD4"℃D25i'igh,IL・・lO分泌 を介 してTリ ンパ球機能勅激

1レ17分 泌 を介してTリ ンパ球機能抑制

貧食能とライソゾーム穎粒をもち,IFNな どの刺激による細胞内殺菌に関与

DC-SIGNに よ る貧食後,炎 症性サイ トカイン刺激で リンパ臓器に移動 し,成 熟

化する

多数のMHC分 子,共 剃激因子によるTリ ンパ球への強い抗原提示能を示す

免疫寛容の誘導 を行 うと考えられている

好中球放出穎粒(Myeloperoxidase)の 取 り込みによるMφ 殺菌効果増幅

核菌で鋼激 した時に活性化される遺伝子を網羅的に調べ

た研究では,そ れぞれのT細 胞に特徴的な転写因子,シ

グナル因子,膜 貫通因子,分 泌因子の発現がみられ,機

能不明の遺伝子の活性化もみられたと報告された6,。

B-6(2)CD4+T細 胞

結核感染免疫ではTリ ンパ球が中心的役割を果たし,

感作CD4† 丁細胞の抗原刺激によるIFN一γ,TNF-aな ど

各種のサイ トカイン産生と,マ クロファージ活性化に続

く反応性窒素中間代謝物の形成が重要な殺菌機構 として

考えられてきた。 しか し,リ ンパ球と結核菌貧食マクロ

ファージの共培養実験では細胞内菌増殖の90%が 抑制

され,そ れ にはIFN一γやNOを 介さない殺菌機構 もあ

り,細 胞内殺菌には未だ不明の部分があるとされた7)。

CD4+Tリ ンパ球のメモリー機能については,抗 原刺

激後にメモリー型が出現 して長期にメモリーを維持する

ことが知られてきたが,人 の結核では不活動性病変の再

燃により発病することも少なくないため,メ モリーの維

持機構 は重要な課題となる。マウスの結核菌感染後に

抗結核剤を投与 し,病 変を安定化 させた状態をメモ リ

ー維持のモデルと考えての分析的研究が行われた。こ

の ようなマウスでは,CDゴT細 胞 の表面マー カーが

CD45RBhighでCD59,CD25,L-selectin高 度 発現 のT細

胞のみが感染抵抗性に関与 し8,,そ のメモリーは免疫後

少なくとも160日 以上維持 されるのがみ られた9)。また

放射線骨髄照射後に老若ナイーブ ・リンパ球 を移入した

マ ウスで の,加 齢 の免疫 に及 ぼす影響 を調 べ た研 究 で

は,結 核菌感染後に抗原再刺 激 した時の反応は,老 齢 リ

ンパ球移入で若齢 リンパ球移 入 より明 らかに低 く,老 齢

マ ウスでのメモ リー維持 の低下 が認め られた 納。最近 メ

モ リー-T細 胞 はnat'vememory,effectermemoryT(TEM),

centralmemoryT(TcM),terminallydifferentiatαdcell(Tro)

に分 け られ,TEMは 増 殖 能は ないがサ イ トカイ ン産生が

盛 んであ るの に対 して,CCR7÷ のTCMは 増 殖能は高いが

effector機 能 に乏 し く免疫 メモ リーの維 持 を担 ってい る

と報告 されて いるlb。

Mycobacteri"maviumで の 免疫 につ い て,AIDSで 特 に

問題 となるこの菌 をマ ウス消化管内 に感染 させ た実験 で

は,感 染蔓延 防御 にCDがT細 胞が必要であ るが,CD8+

T細 胞 や γδ丁細胞は必要 としない と報告 され だ2}。

B-6(3)CD8+丁 細胞:脂 質抗原認識と特有の殺菌機構

CD4÷T細 胞以外にCD8+Tリ ンパ球 も感染防御に重要

な役割 を演 じていることが最近明らかにされ,抗 原が

MHCclassIIと 共 にMφ 膜に表出されCD4÷Tリ ンパ球

に伝達される経路以外に,MHCclassI様 の細胞表面分

子であるCD1が,抗 酸菌の脂質など非ペプチ ド抗原 と

共にCD8+Tリ ンパ球に提示することが分かってきた。

CD8÷T細 胞の細胞膜CDI分 子による脂質抗原認識 に

関 して,抗 酸菌の細胞壁成分であるイソプレノイ ド糖脂

質がCDlc拘 束性に認識 されるのが,結 核菌感染時に有

意に上昇 していた。その脂肪酸鎖の1カ 所が不飽和から



飽和 に変化 して も抗原性が変化す るのが み られだ3}e組

織 レベル の研 究で も,リ ンパ節 内集積CD8+丁 細 胞 を取

り出 して調 べ る と,perforin依 存 性 に結核 菌貧食マ クロ

ファージを融 解す るのが観察 され14),・・・…一方結核 菌分泌 タ

ンパクであるAg85Aも ヒ トCD8+T細 胞 のHLA・A拘 束燃

に傷 害を きたすls)。 このCD8+丁 細 胞 に もCD準 丁細胞 岡

様 メモ リー細 胞があ り,そ の膜 にはCD6giow,CD25icw,

CD44highが 発 現 していだ6)。

CD1拘 束性 のT細 胞 には,細 胞 内顯粒 依存性のCD4}

CD8+T細 胞 と,Fas-FasL依 存 性 のCD4℃Dボ(Double

negative)T細 胞 とが あ りm,免 疫CD8+T細 胞 と抗 酸 菌

培養濾液 との共培養では,IFN・ γ産生 とperforin/granzyme

依 存 性 の細胞 傷害活性 を示 した18}。さ らに肺組織 に浸潤

している リンパ球 を調べ,結 核菌特異ペ プチ ドの一つ で

あるCFP-10特 異 的CD8"丁 細 胞 に細胞傷 害活性 のあるこ

とが証 明 もなされ ている鋤。 なお,ウ シで も結核感染免

疫でCD8+Tが 重 要であるとされ2G),ウ シ型菌感染牛 での

ESAT-61CFP-10融 合 タ ンパ クに対す る免疫反応の分析 も

な されてい る21》。 マ ウスで は50%のCD4tT細 胞 がFas-

FasLを 介 して,64%のCD8"T細 胞 がperforin依 存 性 に

細胞 融解 を示 すが,菌 数減少効果 はCD8'T細 胞 のみ に

み られた(細 胞 外 殺菌 作用 を示唆)と 報 告 され た22)。

CD8"Tの 細 胞融 解 によ る菌増殖 抑制 は,ア ポ トー シス

関連CD95/95Lの 欠 損 マ ウスで は低 下 して い た との報

告23)は,菌 貧食細胞のアポ トー シスが細胞内菌(体 成分)

の 細胞外放出 と新 しい抗原提示細胞 による取 り込 み とを

経て,免 疫 反応が進 む とい う考 えに矛盾 しない。 なお,

老 齢 マ ウスの感 染早期 の抵抗 性 は若 齢マ ウス よ りも高

く,こ れ はCD4+T細 胞 の低下 を補 うように肺 内CD8+T

細 胞 数 とIIN一 γ産生 能の 高い こ とを反映 して いるので

あ ろ う24)と考 え られた。CD8÷ メ モ リーT細 胞 もCD4'T

同 様 にTEMとTCMと が 区別 され,前 者は炎症局所 に後者

は主 として リンパ臓器 にあ り,抗 結核 治療 に より減少す

るが再感染 で急速 に増 加す ることが,マ ウスで観察 され

ている25)。

CD8+T細 胞 に つ い て の ヒ ト で の 研 究 で は,

肌A-A*OO21拘 束 性 にCD8+T細 胞 と結合 す るエ ピ トー

プの探 求 と共 に,反 応 す るCD8†T細 胞 株の樹 立 もな さ

れた26♪。 ヒ トCD8'T細 胞 で はIFN一 γ 産 生 はCD4+T細

胞 依存 性27)で あ るが,抗 酸 菌 ワクチ ンはCD8+T細 胞 を

活性 化 す る もCD4+T細 胞 の存 在 を必 要 と しない とさ

れ28),CD4+TとCD8+T細 胞 の相 互の役 割 につ いて は,

なお知見の積み重ねが必要 と思 われ る。

CDガTと 特 異的 に反応 す る結核 菌 エ ピ トー プについ

て は,HLA-A*0201拘 束 性 に16kDap21-29/P120-128タ ン

パ クが反 応す る とされ29),同 じHLA型 の リンパ球 に反

応 す る結核 菌RvO341の43.9kDaタ ンパ クの3つ の ペ プ

62J

チ ド もエ ピ トー ブ と して 同 定 され た とい う報告 が あ

る30}。BCG脂 質/糖 脂 質 もCD1拘 東 性 にCD8+T細 胞 に

伝 逮 され るが,そ のCDI分 子 が 食 食 鐙胞 内 に存 在 し

てい る のが 示 され た311。 ツ 反 陽性 者 のCD8+T細 胞 は

CD40Lト リマーで剃 激 されてIL・1211L・18依 存 性 にIFN・

γ塵 生 を高め,細 胞分裂 もす るが,こ れ には リ ン酸 化

CREBとcJunな ど の 転 写 因 子 が 必 要 で,こ れ に よ り

perforin!granulysin依 存 性の細胞傷審活性 を発現す632,。

B・6(4)γ δ丁細胞

T細 胞受容体が αβ型でなくγδ型であるT細 胞は,分

化の早い段階で繊現 し,健 康成人の宋梢血に数パーセン

ト程度存筏することが認められ,細 胞質内にgranzyme

穎粒を有 し,結 核感染の早期 に増加するとされている

が,そ の機能は未だ明らかでない。このγδT細 胞がin

vitroでマクロファージ内結核菌増殖抑制作用 を強 く示

す と報告 された33》。最 近 このγδT細 胞 がisopenIonyレ

pyrophosphate(IPP)な どのリン酸化抗原で刺激すると増

殖するのが知 られ,そ の殺腫瘍細胞活性が注日されてい

る。小児結核患者のVγ9ノδ2T細 胞は健康小児に比 して

分裂能は高いがIFN一γ産生や細胞内granulysinの 発現が

少なく,結 核治療後は分裂能は低下するがIFN一γ産生

やgranulysinは 増加 して くるのが認め られM},結 核症で

も何 らかの役割を担っていることが示唆された。

B-6(5)NK細 胞

CD3-,CD1♂ で 細胞 質 内 にperforin/granzyme穎 粒 を

有 し,以 前 よ り感染症 よ りも腫瘍 免疫 の立場か ら注 目さ

れて きたが,結 核感染での役割 も調べ られている。 ヒ ト

のCD3+1CD16一 のT細 胞,CD37CD16+のNK細 胞,E-

2活 性 化 キ ラー(lymphokineactivatedkiller,LAK>細 胞

とを結核菌貧食マ クロファー ジと共培 養する と,そ れぞ

れ77%,84%,97%の 殺 菌作 用 を示 し35},Thl肉 芽 腫 内

に はNK細 胞 もみ られ,CCR1欠 損 マ ウ ス で はそ れ が

60%の 減 少 を示 した36)と す る報告 などがあ る。

B--6(6)NKT細 胞

NK細 胞マーカーとT細 胞マーカーの双方をもち,β 一

GalCerに よる刺激で著明に分裂増殖することから,抗 腫

瘍免疫効果の臨床的効果が期待されているが.結 核免疫

に果たす役割はほとんど不明である。

B-6(7)調 節 性T細 胞(Treg)

自己免疫性疾患,移 植免疫お よび腫瘍免疫などの領域

では,CD4÷T細 胞の一種 として免疫反応 に抑制的に働

くTregの 存在 と役割が研究 され,CD4+CD25h・ghの 表面

マーカーをもち,ILIO分 泌などを介 して免疫抑制的に
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働 くとされる。結核患者の血液およびBAL液 中には健

康対照者より高率にTregが みられ,撫 液よりもBAL液

内で高 く,結 核免疫活性 にも調節的役割 を果たしている

のではないか と,最 近報告された37,。

注:さ らに最近,IL-17を 分泌 しTh17と 呼ばれる新 し

いT細 胞集団が報告され,IL.6な どによる肉己抗源への

反応性 を惹起せ しめて窺己免疫疾患発生に役割を果た

し,前 記Treg3N39),あ るいはiFN・・γ40}はそれに拍1剃的に

働いて拮抗 し,岡 者のバランスが闘題であると提起され

ている。

B-6(8)ThlA'h2バ ランス 気道感染症 かアレルギー

性過敏反応か

気管支 に吸入 された抗原が,慢 牲 炎癌 の引 き金 となる

か,ア レルギー性過敏 反応 を招来す るかの機序 は未 だ研

究 の途上 にあ る問題で ある。 す なわ ち,CDゴTり ンパ

球 がCD4÷ThOか らTh1とTh2へ と 分化 して い く過 程

が,い か なる機序 で規 定されてお り,そ のバ ラ ンスが調

節 されてい るかは,気 管支喘息の診断 ・治療 上なお残 さ

れた重要 な疑問で,そ れに関す る多角的な最近の研究の

成績 を以下に まとめた。

LPS刺 激 で,C57,B10のTh1系 マ ウ ス のMφ で は

IFN一γやNOを 産 生 し,DBA,Balb/cな どTh2系 マ ウス

Mφ で はomithine産 生 が起 こるが,そ れにはTGF一 β1に

よる調節機構が注 日され41},あ る いはMφ 除去マ ウスで

はTh1反 応 の抑制 とTh2(好 酸 球 と気 道過敏性)反 応の

促進が起 こ り,Mφ 補 完に より回復 し,樹 状細胞やB細

胞移入でTh2反 応 が促進 され,Mφ が調節因子であ ると

され る42)。そ の反応 は接種 菌量で も左右 され,BCG少 量

接種 ではTh1型 反 応が,大 量接種 ではTh1/Th2混 合 性反

応 が出現 した とい う報告43,が み られ る。 その反応 は経

時 的 に も異 な り,初 期 に産 生 され るTh1型 のIFN一 γ.

TNF一 αが,後 のIL4な どTh2サ イ トカイ ン産生 に影響す

るので はとい う報告 姻5,も ある。

これ らの成績を敷術す るかの ように,卵 白アルブ ミン

で 感作 したマ ウス にBCGを 投 与 す る と,Th2反 応 か ら

Th1反 応 ヘ シフ トが起 こ り,そ れ はVCAM4の 著 明減少

による好酸球浸潤抑剃 によるのではないか46}と され,そ

の作用 はMycobacteriumvaccae投 与 実験 で も認め られて

い る47}48,。ま た,卵 白アルブミン感作 マウスにM.vaccae

を投 与 した時,気 道 ア レルギー一・・反応が調節性Tリ ンパ球

に より抑 制 されるのがみ られた とする報告49)も あ り,調

節性T細 胞 の検討 も行 われてい るが,そ の結核菌感染で

の意 味につ いては未 だ明 らかでない。気道 ア レルギー発

現 の研究 か らは,強 力 な抗原提 示作用 を もつ樹状細胞に

よるTh2反 応 誘発の意味が,最 近 とくに重要視 されて き

た。
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B-6(9)樹 状 細胞

抗原提 示細 胞 としては,こ れ まで よ く知 られたマ ク ロ

フアージ以外 に樹 状細胞(Dendriticcells,DC)が あ り,

こ れ に はlymphoid,myeloid,interstitial,epitbolialな ど

の麗型が存撫 し,そ の抗原提示能はマ クロファー ジよ り

もDCの ほ うが は るか に高い ことが,近 年知 られ る に

至ってい る。それ に伴 って肺の結核性 炎でのDCの 役割

につ いての研究 も行われる ようになって きた。

爽験 的結核 病巣 でのDCの 動態:実 験 的BCG肉 芽腫

にはDC特 膚 の表面 マ…一),カーを もつ綱 胞が見 られ,電 顕

的に も特徴 的所 見のあるDCが 病 変部へ浸潤 しているの

がみ られた・sc}}。PPD被覆 ピー・・一ズに よる肉芽腫 でもCDIlc,

HLAclassII陽 性,IL42P40麓 生 性 のDCが み られ,そ

のマ ウスの縦隔 リンパ節 には高 い分裂能 を もつPPD特

異 的T細 胞が 児出された5%BCG寅 食DCをDC・Teell

接 着 関連のCD40に 対 する抗体で剃激す ると,峯L42P40,

IFN一γ塵生な どの特異的免疫反応が促進 されたが,こ の

DCを 移 入 したマウスでの肺内強毒 菌増殖 は抑 制で きな

か った52♪。食 食 能 を もつ 未熟DCで は抗 原 ペ プチ ドと

MHCII分 子 との複合 体が細胞 質内 に検 出 され,抗 原が

食食 され たことが知 られ,BCG感 染 マ ウスの未熟DCで

は菌が2週 後 まで なお細胞質内 にみ られ,そ れ と共 に抗

原提 示能 は低 下 してい た53}。Leishmaniamajorを 抗 原 と

した時に も同様 に,Thl型 の 反応が 出現 し54),結 核 菌感

染 ・DC欠 損 マウスで はCD4"T細 胞 反応が野生マ ウスよ

りも遅延 し,結 核菌増殖が促進 されてい た55》。 なお緒核

菌感染 した樹 状細胞 はナイーブT細 胞 をThl細 胞 型 に誘

導す るが,結 核 菌感染マ クロフ ァージはThi細 胞 型 に誘

導 しない とも報告 され てお り56),抗 原提示 細胞の相違 に

よ り誘導 される免疫 系の異 なる可能性が ある。

DCに よる抗 原処理:外 来性抗 原がDCに 接 着す る と,

細 胞 表面 のC型 レ クチ ンで あ るDC-SIGN(DC-Specific

ICAMGrabbingNon-integrin)が 抗 原 と複 合物 を形 成 し,

endosome/lysosome内 に 取 り込 ま れ て 処 理 され た後,

CD4÷Tリ ンパ球に抗 原情報 が伝達 されるs?)。結 核 菌抗 原

Mtb39の 遺 伝子 を組 み込 んだ ウイルス ・ベ ク ターを移入

したDCを 投与 され たマ ウ スでは,抗 原特 異 的CD8'T

細 胞 が 出現 し,ま た ヒ トPPD反 応 陽性者 で もMtb39抗

原 特 異 的 リ ンパ球(CD4←1CD8+)が 検 樹 され,こ の系

はワクチ ンの免疫原性の測定に使 え るのでは ないか とさ

れ た58》。 す な わち,DCはCD4+T細 胞 に もCD8+T細 胞

にも抗原情報 を伝達 しうると思われ る。

ヒ トでの研 究:未 熟DCは 結核 菌の脂 質抗 原 と反応す

るが,そ れ はツ反応陽性者で陰性者 よ り強 くみ られ,結

核患 者 で は抗 結核 剤投 与 後 に陽性化 す る59}。一 方 未熟

DCに 取 り込 まれた結核 菌 はDCの 未 熟型 か ら成熟 型へ



の移行を阻害するのが観察され,納 核菌が宿霊免疫反癒

から逃れる機構の一つであろうとする報告もある鋤。

DCの 化学走向性:DCの 走向性に関係するケモカイン

の研 究 も行われ,DCはCCR7を 豊蜜に発現 してお り,

気管支周囲結合織や リンパ管からのCCレ21と 及応 して

肺門リンパ節へ と走行するが,実 験酌に結核死菌貧食の

標識マクロファージと別の標識をしたDCと を混合 して

気管支内に注入すると,CCR7を 発現 しているDCの み

が縦隔リンパ節に出現 し,T細 胞分裂とIFN一γ塵生を引

き起 こした鋤 との報告は,結 核菌初感染時の生体内での

反応形式を想起させる。紬核菌禽食DCはIFN一 α/β依存

性にCXCL-10を 分泌 し,itlvittVでCDボT細 胞,CD8←T

細胞,NK細 胞の遊走性を低下させて炎症を負に調節す

る62),結核感染肺へのマ クロファ…一ジとCDの 流入は

CCR2依 存性である"'a}などの報告がある。

表皮型DC,別 名ランゲルハ ンス細胞1他 の部位の

DCと 異な りC-typelectinで あるランゲリンをCDlaと 共

に発現 し,単 球由来DCよ り高いCDla拘 束性の抗原提

示能をもつことが,ハ ンセン病患者皮膚で調べられた碕。

8-6(10)好 中球,好 酸球,好 塩基球

穎粒球はこれまで結核性炎症ではその役割があまり問

題にされず,好 中球でも炎症初期にマクロファージを呼

び寄せることに意味があるとされてきた。 しかし,最 近

ことに好中球 も抗菌的働きをしていることが疑われてい

る。

好 中球:抗 体で好 中球 を減少 させ たマ ウスで は,

respiratoryburstの低下と,サ ルモネラや鼠チフス菌など

の迅速発育菌の増殖を充進 させ65},感 染BCG菌 の肺内

増殖を高めるが66),他 の炎症性サイ トカインに抑制的に

働 く作用 もある67》。その作用はアポ トーシスとなった好

中球の穎粒をマクロファージが貧食することで,フ ァゴ

ソームの殺菌能が増加す ることが関連すると報告 され

た68}。

好酸球:好 酸球性ペルオキシダーゼ(EPO)は 好中球

の ミエロペルオキシダーゼ(MPO)に 匹敵するinvitro

での結核菌発育抑制作用があるが,電 顕的に溶菌活性を

示し,そ れはMPOと 異なりH202非 依存性である69)。

肥満細胞:結 核菌と接触 させ ると膜表面のCD48分 子

の凝集とヒスタミン放出が起こり,非 感作宿主の結核菌

に対する反応を調節する大きな役割があるのだろう70)。

(担当:岩 井和郎)
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B-7ヒ トの発病素因

要約:結 核感受性遺伝子については,表6に 兇るごとく,マ ウスBcgの ヒトhomologeのNRAMP1を

噛矢 として,IFN一 γR,IL-12RβSlaの 変異を示す症例の報欝が相次ぎ,さ らにケモカインMCP-1遺 伝

子プロモーター領域の変異が感受性遺伝 チとして帳告された。最近,ビ タミンD1水 酸化酵素遺伝子

変異によるVit.D合 成低下が,ア フリカ系アメリカ人での感染砥抗性低下の・…"・"因であるという報告が

なされた。異なった角慶か らの観察として,抗IFN一 γ貞芭抗体をもつ個体で高い抗酸菌感受性を示 し

たとする報告がある。また,特 定候補選伝子の観察ではなく,染 色体上の感受性関連遺伝子をスキヤ

ンする研究が,結 核 とハ ンセン病患者でなされ,iNOS,STAT,CCLな どの遣伝子が多い第17染 色

体に関連遺伝子のある座が兇つかっている。発病繁認の研究では,今 後複数の,正 と負の遺伝子の組

み合わせでの影騨を考慮する必要があると思われる。結核 とHIVと の関連では,先 行するHIV感 染

を続発の結核感染が増悪 させるという臨床的観禦を褻付ける研究がなされた。ヒト非結核抗酸菌症の

免疫に関 しては,T細 胞系のサイトカイン塵焦低下 と細胞内菌増殖抑制とが観察された。

B-7(1)結 核感受性遺伝子

結核感受性 マ ウス と抵抗性 マウスの比較か らBcg遺 伝

子が関連す るnaturalresistanceassociatedmacrophagepro-

tein(NRAMP)1の 存 在が,以 前か ら指摘 されてい た。

そ の ヒ トでのhomologeが 成 人韮,2,,小児3)で の 結核 発病

に関連す ると報告 された。 その機序 についてマウスで は

フ ァゴソームへの2価 陽イオ ン流入 と,膜 成熟が関連す

るこ とが,ヒ トではIL40産 生 と関連 してい ることが疑

われた2)。

結核 患者 末梢血 リンパ球 は抗 原刺 激時 のIFN一 γ産生

が低下 し,IL12・ ・Rβ発現Tリ ンパ球の割合 も低 下 し,結

核病巣 では逆 に充進 している4}が,結 核感受性 とサ イ ト

カイ ン遺伝子変異 との関連についての研究報告が相次 い

だ。IFN一 γR1の 部 分 的欠損がBCG血 症 をきた した小児

と結核 の兄弟にみ られた とい う症例報告5)を は じめ とし

て,IFN一 γ第一 イ ン トロ ンでの変異が113人 の結核患 者

での調べ で発病 と関連 して いるのが み られ た とい う報

告6},TNF-aとIL40遺 伝 子の プ ロモー ター領域 での単

一塩 基多型(SNP)が ハ ンセ ン病 発病 と関連す る とい う

報告7)が 見 られる。

その後,1レ12受 容 体遺伝子 に異常 のあ る4症 例 が全

身性 抗酸 菌症(2例 はBCG,2例 はM.avi"m)を きた し

た とい う報告が なされ,IFN一 γ産生能の抑制があ るとさ

れ た鋤 。 以後,同 様 の 報 告が ヨー ロ ッパ ゆ,モ ロ ッ

ゴb,香 港12)か ら相次いで なされ,受 容体細胞外 ドメイ

ンに未熟 なス トッブ コ ドンがあ る8),ま た リスクハ ロ タ

イプ と防御 的ハ ロ タイプの両者があ るこ と12)などが示唆

された。

これ らproinflammatorycytokineの 遺 伝 子 多 型性 以外

に,ケ モカイ ン受容体の異常が結核 感受性 に関連す る と

い う報告が 現れ た,CCR2(MCP-1)ノ ッ クア ウ トマ ウ

スでの結核 菌感染実験 では,肺 への細胞流入,IFN一 γ と

iNOS2の 発 現 の遅 れが観 察 されて い るs3)が,ヒ トで も

MCP遺 伝 子 のプ ロモ ー ター領域 にSNPの あ る結核患 者

で,A-Gお よ びG-G型 で はA-A型 よ り2.3倍 と5.4倍 に

表6抗 酸菌症易感染性に関連する主な遺伝子

変異遺伝子 特 徴

SLCllA1(NRAMPl)

IFN一 γRl

1L-12R

TNF一 α!IL40

CCR2(MCP-1)

ビタミンD1水 酸化酵素遺伝子

染色体スキャンでの所見

ファゴソーム成熟に関連?1し10産 生 と関連?

抗 酸菌症易感染性(症 例報告)

抗 酸菌症易感染性(症 例報告)

結 核患者集団でプロモー ター領域SNPの 検討

ハンセン病患者集団で両遺伝子プロモー ター領域のSNP存 在

結核患者集団でSNP多 し

細胞内殺菌物質cathelicidin産 生低下と関連

17q11-q21(NOS2A,CCL18,CCL4,STATsB)上 の変異

10q,11q,20q上 の 変異

抗IFN一 γ 自己抗体保有者 抗酸菌易感染者で抗体陽性(症 例報告)



罹患率 の高いこ とが,メ キシコ と韓 園とでの調査で示 さ

れ・ そのG-Ggenotypeで は 結核抗 原 に よるIL-12P40塵

生 の 抑制 と活動 性緒核 へ 進展 しやす い こ とが示唆 され

た14》。

この他,結 核菌の細胞付着 に関連す るマ ンノー ス鞘舎

レクチ ン遺伝子の多型性が,緒 核発綱 と関連す るのでは

とい う報告 もあるIS}a

この ような特定 の選伝子 の変 興につ いての研究 に続い

て,多 数 の遺伝子 のスキ ャンに よる赫核感受性関連遺伝

子の探索が行 われている、 ブラ ジル人の紬核患者 とハ ン

セ ン病患 者 とそ の家族 につ いて 調べ た イギ リスの,49

個 のSNPを 用 い た研 究1も}では,17q11-q21築 色体 上にあ

り離 れた位 置にある,NOS2A,CCL18,CCL4,STAT5B

の4遺 伝子が,そ れぞれ独 立 して発病 と関連す ると述べ

てい る。1405個 の マ ー カー を活 用 して検索 した ブラ ジ

ル 人で の別 の研 究i7}で は,結 核 に 関連 して10q,11q,

20q染 色 体 上 に,高 いLODス コ ア値 を示 す場所 が 見つ

かった としているが,こ の研究 では どのような機能 をも

つ遺伝子 かは不明である。

そ の他,CD8+T細 胞 へ の抗 原 受 け渡 しに 関連 す る

HLAclassIのsubtypeの 増 加 あ るいは減少が,結 核 発病

と重症 度 に関連す る との報告 もあ る覇。 また最近,マ ウ

ス第1染 色 体sstl領 域 内 にあ りlpr(intracellularpathogen

resistance)と 命 名 された遺伝子が,結 核 を含む細胞内寄

生菌 に対 す る 自然抵 抗性 に関与 してい る との報告 があ

る19}が,ヒ トでのそれは不 明である。

感受性 関連遺伝 子 とは全 く異 なった角 度か らの研究 と

して,IFN一 γ に対す る 自己抗体 を もつ こ とが抗酸菌症易

感染 性 に 関 連 す る とい う報 告 が あ る。M.ycobacteriu〃1

chelonae20}やM.fortuitum2i}へ の 易感染性 を示 していた症

例が,抗IFN一 γ 自己抗 体lgGを もつ個体であったことが

報告 されていたが,M.aviumcemplexの2例 とM.fortuitu〃z

の1例 で,患 者血清 中 に抗IFN一 γ抗体が 存在 して いて,

血 液細胞 の抗 原刺激 で もIFN一 γ を産生せ ず,免 疫 不全

の状 態 に なって いる とす る報告22)が な され た。抗IFN一

γ 自己抗 体 の産生 は,先 天性 とい う よ り何 らか の要因

(例 えば ウイルス感染)で 獲得 され た素 因であ る と考 え

られてい る。結核症 での同様 の報告 は現在 までな く,非

結核性抗酸菌症で の問題 と思 われる。

最近,結 核やサ ルコイ ドーシスに感受性の高 いアフリ

カ系 ア メ リカ人で は,VitaminD・ ・1hydroxylase遺 伝 子が

関与 す る細胞 内抗 菌 ペ プチ ドcathelicidin産 生 に異 常が

あ り,血 清中の25-hydroxyvitaminD値 が 白人に比 して低

く,cathelicidinmRNAの 誘 導 が悪 く,全 体 と してTLR

刺 激 に よるVitaminD依 存 性 の抗 菌活性 の低 下が起 こっ

て い る。 これ は,豊 富 な皮 膚 の メ ラニ ン色 素 に よ り

vit.D蛋 合成 の レベ ルが低 く保 たれて いる こと と関連 し

627

ているのではないかという報告23♪があった。 人種澗の

感染抵抗性の鵡を考えるうえで飛要な報告であり,ア フ

リカか らの結核研究報告の1踊lliにはこの点を念頭におい

て,考 える必嬰があると思われた。

8-7(2>HIVと 結核感染

先行する 田V感 染が結核感染により増悪す ることが

臨旅的に観察されていたが,サ ルを使ったSlVの 実験で

その現象を検証 した報告がある2駕SIVお よびBCG感 染

だけでは末梢lftSCD4i'Tリ ンパ球 数に変化 はないが,

SIV感 染後にBCGを 感染させるとCD4Tリ ンパ球数の

減少が起 こり,鷹 存 口数を大きく低 ドさせ,そ れには

TCR一β領域のCDR3鎖 の変化が関連 しているとされたcr

また,HIV陽 性で結核性胸膜炎患蕾の末梢itllと胸水巾の

単核細胞の比較で,胸 膜炎部位でのCCR5(HIV4co-

receptor>の発現がより高 く,炎 症性サイ トカインやケモ

カインの発現は低下 していて,局 所での 削V転 写増殖

過程を促進する方向の変化がみられるとされた2S,。

B-7(3)非 結核性抗酸菌症での免疫

非結核性抗酸菌症の中で臼本で最も多いMycobacterium

avi"mcomplex症 の免疫学 的プ ロフ ィール につ いて,

IFN一γとTNFaの 産生が低下 し,IL-12,IL-18の 低下

があ り,IL.10産 生は充進 している26},あ るいは患者 リ

ンパ球のマクロファージ内菌増殖抑制能が低下してい

て,IFN・一γなどを加えるとその回復がある27}とされる

が,肺 結核患者でも重症化 した例では同様の傾向があ

り,結 核症と抗酸菌症のプロフィールの間に質的差異を

求めることは難しい。むしろ,共 通した抗原性を多くも

つ非結核性抗酸菌が,BCG接 種の効果に影響 しうると

いうマウスでの研究劫の臨床的意味が注目されている。

(担当:和 田雅子,岩 井和郎)
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