
はじめに

結核は，世界人口の 1／3 が感染していると推計され，

年間約 1,000 万人が新規に罹患し，約 140 万人が亡く

なる，今なお重要な感染症である
1)
。近年では，薬剤耐

性結核菌の出現や，HIV 感染者の主要な死亡原因が結

核であることが問題となっており，新規薬剤やワクチ

ンの開発が急務である。結核菌に対する宿主の感染防

御機構を調べることは，それらの開発に重要である。

これまでわれわれは，宿主の持つ抗酸化酵素 Peroxire-

doxin1 が抗結核に寄与することを示してきた
2)
。本稿

では，結核に対する宿主の免疫応答や，抗結核に重要な

役割を担うマクロファージの遺伝子発現制御について

紹介し，今回われわれが見出した，高 L-arginine（L-

Arg）濃度で培養したマクロファージにおいて，Inter-

leukin（IL）-4 が Nitric oxide（NO）産生を促進し，結果

的に，結核菌殺菌能も向上させた結果を説明する。さ

らに，この変化をもたらす分子機構について考察し，最

後に，このような宿主の感染防御機構を解明すること

が，結核に対する新規治療法の開発に寄与している例

を紹介する。

1．結核に対する宿主の免疫応答

結核菌に対する宿主の防御応答において軸となるの

は，Type 1 helper T（Th1）細胞応答である
3)
。結核菌

は，結核発病者の咳やくしゃみなどを通じて空気感染

する菌であり，非感染者が吸い込んだ結核菌は，肺胞マ

クロファージ，好中球，単球，さらには樹状細胞などの

貪食細胞に捕捉される。結核菌を捕捉した貪食細胞は，

炎症性サイトカインを産生し，かつ，抗原提示すること

で，CD4 陽性 T 細胞を Th1 細胞に分化させる。Th1

細胞が産生するサイトカイン Interferon（IFN）-gは，

マクロファージを活性化し，抗結核能を発揮させる。

なかでもNitric oxide synthase 2（NOS2）の発現促進は，

結核菌殺菌能を有するNOの産生を増大させる。

一方，CD4 陽性 T細胞が分化する細胞として，寄生

虫感染やアレルギー反応において主要な免疫応答を担

うのがTh2 細胞である。Th2 細胞が産生するサイトカ

イン IL-4 や IL-13 は，マクロファージに Arginase

（ARG）1 の発現を誘導させる
4)
。ARG1 は，NOS2 が

NO 産生に用いる基質 L-Arg を競合的に消費する酵素

であるため，結果的に NO 産生を抑制する可能性があ

る。この作用から，IL-4／13 は抗結核応答を阻害すると

推測され，実際，結核患者の血清に含まれる IL-4 レベ

ルは健常人より高い
5)
。しかし，IL-4 や IL-4受容体の

ノックアウトマウスは，野生型マウスと比較して，結核

菌に対する抵抗性が向上していると明確に示す結果は

得られていない
3)
。ただし，ARG1 のコンディショナル

ノックアウトウスは，野生型マウスと比較して，結核菌

抵抗性が高いと報告されている
6)
。これまでのところ

IL-4／13 が宿主の抗結核応答を阻害するかどうか不明

である。

2．マクロファージの NOS2発現誘導機構

マクロファージの NOS2 発現誘導は，細菌などを貪

食することから始まる
7)
。細菌のもつ代表的なリガンド

Lipopolysaccharide（LPS）とマクロファージの表面に

ある受容体 Toll like-receptor 4（TLR4）が結合するこ

とで，シグナル伝達が始まり，最終的に転写因子 NF-

kBが活性化，核内へ移行し，Nos2遺伝子のプロモー

ター領域に結合する。一方，転写因子 Interferon re-

sponse factor（IRF）3 がリン酸化し，核内移行して IFN-

a／bが産生される。分泌された IFN-a／bは，受容体と

結合し，Janus kinase（JAK）を活性化する。活性化し

た JAKは，転写因子 Signal transducers and activators

of transcription（STAT）1を活性化，その結果 STAT1・

STAT2・IRF9の 3 つの転写因子で構成される複合体

（IFN-stimulated gene factor：ISGF3）が形成され，

ISGF3 が核内に移行し，Nos2遺伝子のプロモーター領

域にある IFN-stimulated response element（ISRE）配

列に結合し，前述のNF-kBと協調してNOS2 発現を増

大させる。

Th1 細胞が産生する IFN-gは，STAT1 を活性化す

るため，NOS2 発現誘導を，さらに促進する
4)
。結核菌

が感染したマクロファージでも，この経路によりNOS2

を発現するが，結核菌が感染しただけではNOは，ほと
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んど産生されない。IFN-gによる活性化を経て，結核

菌を殺菌するのに十分な量の NO を産生するようにな

る
8)
。一方，Th2 細胞が産生する IL-4／13 は，この

NOS2 発現誘導を抑制すると考えられてきた
9)
。しか

し，IL-4／13 によるNOS2 発現誘導抑制機構は明らかに

なっていない。

3．IL-4による NO産生制御に L-Arg濃度

が与える影響

われわれは，IL-4 による NO産生抑制が，培地中の

L-Arg 濃度に依存することを見出した。0，0.1，0.5お

よび 1.0mMの L-Arg 濃度をもつ培地で培養した骨髄

由来マクロファージを LPS で刺激し，培養上清に含ま

れる NOを測定したところ，L-Arg 濃度が生理濃度に

近い 0.1mM以下では，IL-4 は NO産生を抑制し，0.5

mM 以上では NO 産生を促進した（図 1）。NO 産生の

違いは，NOS2 と ARG1 の発現バランスによるものと

考えられた。LPS刺激のみの細胞では，NOS2 が発現

するのに対し，ARG1は，ほとんど発現していない（図 2）。

一方，IL-4 添加後 LPS 刺激した細胞では，NOS2 と

ARG1両方が発現している。L-Arg 濃度が 0.1mM以

下の場合，ARG1 が L-Arg を消費するためNO産生は

低下するが，0.5 mM以上だと，L-Arg が十分に存在す

るため，ARG1 による競合的消費の影響は低下する。

さらに，IL-4添加後 LPS刺激した細胞の方が，LPS刺

激のみの細胞より，NOS2 発現が増加しており，そのた

め，IL-4添加後 LPS刺激した細胞によるNO産生が，

LPS刺激のみの細胞と同程度ではなく，有意に多く産

生する，という結果が得られたものと推察された。こ

の IL-4 によるNOS2 発現増加は，L-Arg 濃度依存性は

みられず，常に LPS刺激によるNOS2 発現を促進して

いた。一方，ARG1 発現は，LPS刺激や L-Arg 濃度に

よらず一定であった。

この IL-4依存的NO産生増加が，結核菌殺菌能を促

進させているか確認するため，IFN-g 活性化マクロ

ファージに結核菌を感染させ 3日後に生存率を算出し

た（図 3）。L-Arg 濃度が 0.1mM以下の場合，IL-4 は

結核菌殺菌能を阻害し，0.5 mM以上の場合，IL-4 は結

核菌殺菌能を促進した。これより，NO産生能と結核菌

殺菌能に相関がみられ，IL-4 は，細胞周囲の環境によっ

ては，結核菌殺菌能を促進することが示唆された。

4．IL-4による NOS2発現促進機構

IL-4 がマクロファージ表面の IL-4受容体と結合す

ると，JAK-STAT経路が活性化し，転写因子 STAT6

がリン酸化して核内に移行し，ARG1 を初めとする IL-

4／STAT6 経路特異的遺伝子が発現する
4)
。そこで，
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図 1 LPS刺激マクロファージの NO産生に与える

IL-4の影響

C57BL／6マウスから調整した骨髄由来マクロ

ファージを，培地中の L-Arg 濃度を 0.05，0.1，

0.5，1.0mMに調整して培養し，10 ng／mL IL-

4 を添加して 24時間後，100 ng／mL LPS で刺

激した。LPS刺激して 48 時間後，培地上清中

に含まれる NO 濃度を Griess 法で測定した。

＊：p＜0.05

図 2 LPS刺激マクロファージの NOS2／ARG1発現

に与える IL-4の影響

図 1 と同様の条件で行い，LPS刺激して 24時

間後に細胞破砕液を調整した。ウェスタンブ

ロットにより，NOS2およびARG1を検出した。

図 3 IFN-g活性化マクロファージの結核菌殺菌能

に与える IL-4の影響

骨髄由来マクロファージを IFN-gおよび IL-

4／IFN-gで刺激し，結核菌 Erdman株を 1細胞

あたり 5つの菌の割合で感染させた。感染 4時

間後と 72時間後に細胞を破砕し，平板培地に

プレーティング，3〜4週間後に生菌数を測定し

た。感染 4時間後の生菌数を基準に，感染 3日

後の生存率を算出した。＊：p＜0.05



STAT6が，この IL-4依存的 NOS2 発現促進に関与し

ているかどうか確認するため，STAT6をノックダウン

あるいは阻害剤処理により，STAT6の機能を失わせる

と，IL-4依存的NOS2 発現促進は減少した（未発表）。

前述のとおり，LPS でマクロファージを刺激すると，

IFN-a／b依存的に ISGF3 が形成され，NOS2 発現が増

強するが，この IL-4依存的NOS2 発現促進も，ISGF3

とかかわりがあるのではないかと考え，STAT6を免疫

沈降したところ，ISGF3 を構成する転写因子の一つ

IRF9と結合していた（未発表）。IRF9は，Nos2遺伝子

のプロモーター領域の ISRE 配列に結合する転写因子

である。よって，IL-4添加して LPS で刺激したマクロ

ファージ内では，少なくとも STAT6と IRF9が ISGF3

様複合体を形成して，ISRE 配列に結合し，NOS2 発現

を促進する機構が考えられた。

5．腹腔マクロファージにおける IL-4 によ

る NOS2発現抑制機構

IL-4 による NOS2 発現促進は，骨髄由来マクロ

ファージだけでなく，肺胞，常在性腹腔マクロファージ

でもみられた（未発表）。一方，チオグリコレート滲出

性腹腔マクロファージでは，IL-4 は NOS2 発現を抑制

し，これまでの報告
9)
と一致した。チオグリコレートを

マウスの腹腔に注射すると，腹膜炎が起きる。腹膜炎

を起こしたマウスの腹腔には，生理活性物質 Prosta-

glandin（PG）が滲出する。なかでも 15d-PGJ2は，

NOS2 発現を抑制する作用を有する
10)
。チオグリコ

レート滲出腹腔マクロファージは，15d-PGJ2へ暴露し

た結果，IL-4 が NOS2 発現を抑制する可能性が考えら

れる。

6．感染防御の知見を新規治療法開発に生か

す試み

ヒト NOS2A遺伝子の多型は，結核感受性と相関が

ある
11)
。結核の病状進行に伴い形成される肉芽腫で

NOS2 が発現し，結核患者の肺や末梢血から単離したマ

クロファージは，結核菌を殺菌可能な量の NO を産生

する
12)
。ヒトの結核において，IL-4／13 および ARG1 の

結核抵抗性への関連は明らかになっていないが，肉芽

腫では ARG1 も発現しており，NO 産生を阻害してい

る可能性が示唆されている
13)
。仮に IL-4／13 によって

ARG1 が発現していたとしても，結核患者の血中 L-

Arg 濃度を上昇させれば，NO産生が増大し，結核菌を

より殺菌できる可能性がある。実際，L-Arg を多く含

むピーナッツや精製 L-Arg のサプリメントを結核患者

に投与して，病状が改善したという報告がある
14,15)
。抗

結核薬ほどの効果は無いが，薬剤耐性結核菌の出現頻

度を減らすため，宿主の防御応答を増強する，このよう

な補助療法の探索が期待される。

おわりに

マクロファージや好中球をはじめとする貪食細胞は，

多くの病原体に対して生体防御の最前線で活躍する免

疫細胞である。これまで IL-4 はマクロファージの NO

産生を抑制すると考えられてきたが，この表現型は，培

地中の L-Arg 濃度に応じて変わりうるものであった。

また，IL-4 は NOS2 発現を抑制すると考えられてきた。

これは，ある型のマクロファージでみられるが，他のマ

クロファージでは，むしろ促進していた。それらの分

子機構を明らかにすることが今後の課題である。
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