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要 旨 

  ハンセン病の起因菌であるらい菌が、自然免疫反応の中枢であるマクロファージ内に寄生するという最

も典型的な細胞内寄生細菌であるが、その分子機構は未だ不明である。らい菌に感染したマクロファージ

をDNAマイクロアレーにより網羅的に解析したところ、脂質蓄積に密に関わる種々の宿主遺伝子発現が特

異的に変動することがわかった。これらの遺伝子は、一つ共通の転写因子であるperoxisome  

proliferator-activated receptors (PPARs)によって調節されると知られている。したがって、本研究ではPPAR

シグナルがらい菌の細胞内寄生への関与について検討した。その結果、らい菌感染後PPAR-γとPPAR-δとの

活性化がマクロファージ内脂質蓄積を誘導することが示唆された。また、臨床検体を用いPPARシグナルの

標的宿主遺伝子ADRPの実際な発現量を治療前後等経時的に評価したところ、ハンセン病治療前に検出され

たが、治療後検出されない程度に減少したことが明らかになった。一方、感染後特異的な宿主遺伝子発現

は、ハンセン病の病型や予後を推測する新規biomarkerになると考えられるため、PPARs標的遺伝子ADRP

の発現レベルを多数のハンセン病患者から採取した検体で治療前後等経時的に評価した。  
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緒 言： 

 ハンセン病は、抗酸菌の一種であるらい菌に感染することによって起こる慢性の感染症である。らい菌

は、自然免疫反応の中枢であるマクロファージの細胞内に寄生するという最も典型的な細胞内寄生細菌で

あるが、何故免疫監視機構を逃れてそのような細胞内寄生が可能であるのかについてはほとんどわかって

いない。所属研究室これまでの研究で、らい菌感染によって宿主マクロファージにおける菌の細胞内寄生

に関わると考えられる遺伝子発現が大きく変化することを明らかにしてきた(1-5)。らい菌の加熱死菌やコ

ントロールとして用いた菌とほぼ同じサイズの粒子であるラテックスビーズによっても一過性に遺伝子発

現が変化するがすぐに元に戻り、らい菌の生菌によってのみ遺伝子発現変化が持続することがわかってき

た。タンパクの発現変化も同様であった。これらのことから、らい菌は感染した宿主の遺伝子発現変化を

持続的に誘導することによって、自身の寄生に都合の良い細胞内環境を構築するものと考えられた。その

ようならい菌生菌に特異的な遺伝子発現変化の全体像を解明するため、らい菌の生菌あるいは死菌で宿主

細胞であるマクロファージに感染させた後、宿主細胞の遺伝子変化をDNAマイクロアレイで網羅的に解析

した。そこで、脂質蓄積に密に関わる種々の宿主遺伝子発現が特異的に変動することがわかった。これら

の遺伝子は、一つ共通の転写因子であるperoxisome proliferator-activated receptors (PPARs)によって調節さ

れると知られている。したがって、本研究ではPPARシグナルがらい菌の細胞内寄生への関与について検討

を行った。  

対象と方法： 

  先行研究で得られた DNA マイクロアレーのデータで、複数の PPARs シグナルの標的遺伝子発現がらい

菌に特異的に変動することが明らかになった。これらの結果に基づいて、本研究で、まず、ヒトのマクロ

ファージ前駆細胞である THP-1 細胞において、らい菌感染後 PPAR 転写因子ファミリーメンバー(PPAR-α



と PPAR-δ と PPAR-γ)と標的遺伝子それぞれの発現変動をリアルタイム PCR により調べた。さらに、PPARs

の阻害剤または刺激剤を用い、細胞内脂質蓄積の変化を評価し、らい菌の細胞内寄生における PPAR シグ

ナルの関与を検討した。  

 中国の共同研究者が、倫理委員会の承認および患者の同意を得て種々の病態や治療前後に採取した皮膚

スメア検体を 15 例収集した。これらの検体から精製した RNA を用い、らい菌の細胞内寄生に重要な PPARs

標的遺伝子 ADRP の実際な発現量をリアルタイム PCR により評価した。  

結 果：  

1) 感染後PPARs標的遺伝子らの発現変化が確認された。DNAマイクロアレイで明らかになった脂肪細胞

分化(adipocyte differentiation)マーカーとし

て知られており、脂質の生成や取り込み、輸

送に働くいくつかの遺伝子(ADRP, FABP4, 

ACSL1, CD36, APOE, APOC)のmRNA発現量

がらい菌の生菌のみに強く誘導されたこと

がわかった。これらの遺伝子の発現変化が、

検出精度のより高いreal-time PCRによりも

確認された（図1）。らい菌の生菌がこれら

の遺伝子を誘導することにより、脂質の豊か

な細胞内環境を作り上げることが示唆され

た。 

2) PPAR-δとPPAR-γがらい菌の生菌の宿主遺伝

子調節機能に関与することが示唆された。ら

い菌の生菌の感染で発現が強く誘導された

遺伝子：ADRP、FABP4、CD36、APOE、AP

OCが、peroxisome proliferator-activated recep

tors (PPARs)という転写因子により転写が調

節されることが多くの文献で報告された(6-1

0)。PPARs（PPAR-αとPPAR-δとPPAR-γとい

う３つのメンバーがある）が、核受容体の一

種のことであり、脂質の細胞内代謝や細胞の

分化に密接に関与している転写因子である

とされている。PPARsは、遊離脂肪酸などの

内因性リガンドまたは様々な合成的外在性リガンドとの結合により活性化され、retinoid X receptor (RXR

)とヘテロを形成し、peroxisome proliferator hormone response elements (PPREs)という標的遺伝子DNA上

の特定領域に結合し、標的遺伝子の転写を調節する。THP-1細胞や人皮膚角化細胞において、PPAR-δの激

動剤がADRPの発現を誘導し細胞内脂質の蓄積を促進することが報告された。分子クローリング研究によ

りADRPのDNA上にPPREsの配列も確認された。また、脂質代謝調節機能のほかに、PPAR-γとPPAR-δがヒ

トマクロファージにおいてnuclear factor-κ Bシグナルに拮抗し自然免疫反応を抑制する機能も報告された

。このようなPPARsシグナルがらい菌の脂質誘導機能および自然免疫反応抑制機能に関与するかどうかに

ついてはいまだ報告がない。それを調べるために、まず、THP-1細胞にらい菌の生菌と加熱死菌（菌の数/

細胞数=100/1）を別々に6時間または48時間感染させ、感染前と感染後のTHP-1細胞からtotal RNAを精製

し、real-time PCRでPPAR-αとPPAR-γとPPAR-δのmRNA発現量を調べた。その結果、らい菌の生菌が特異

的にPPAR-γとPPAR-δのmRNA発現を誘導したことが明らかになった（図2）。  

図 1、Real-time PCR により、DNA マイクロアレーで同定

した各種 PPARs 標的遺伝子の mRNA 発現量を調べた。各遺

伝子の mRNA 発現量は GAPDH でノーマライズした。Bars: 

real-time PRC データ。Dots: DNA マイクロアレーデー

タ。***: p < 0.001。 



3) PPARシ

グナルの活性化が

マクロファージ内

脂質蓄積を誘導す

る。PPARシグナル

の活性化がマクロ

ファージにおいて

脂質蓄積を誘導で

きるかどうかを調

べるために、PPAR

シグナルの特異的

激動剤L-165,041 (

Sigma, L2167)を用

い、マクロファージ

を処理48時間後、オ

イルレッドO染色

により、細胞内脂質蓄積を

評価したところ、1 μM D

MSO処理のコントロール

と比べたら、1 μM L-165,

041処理のマクロファージ

では、脂質が大量に誘導さ

れたことが明らかになっ

た（図3）。 

4) ADRP発現がハ

ンセン病治療前に検出さ

れたが、治療後検出されない程度にまで減少した。ハンセン病の予後や治療効果の判定に役立つ遺伝子

を同定するための検討を行うために、ハンセン病治療前後の患者からの皮膚検体におけるPPARs標的遺伝

子の実際な発現レベルを調べた。上海皮膚病病院の医師の協力を得て、臨床検体採取が行われた。倫理

委員会で承認され患者へのインフォームドコンセントを得て、一年間をわたって、様々なハンセン病の

臨床病型を持っておられる患者さん（総計15名）から、ハンセン病治療前と八月間の治療完了後に皮膚

図 2、らい菌の死菌または生菌の感染による宿主細胞の PPARs 発現変動。 THP-1 細

胞に、らい菌の生菌と加熱死菌（菌の数/細胞数=100/1）を別々に 6 時間または 48

時間感染させ、感染前と感染後の THP-1細胞から total RNAを精製し、real-time PCR

により上記の遺伝子の mRNA 発現量を調べた。各遺伝子の mRNA 発現量は GAPDH でノ

ーマライズした。***: p < 0.001。 

図 3、PPARs agonist がマクロファージ内脂質蓄積を誘導する。1 μM DMSO

または 1 μM L-165,041 (Sigma, L2167)を用い、THP-1 細胞を 48 時間処理

し、オイル赤 O 染色により、細胞内脂質蓄積を評価した。細胞核はヘマト

キシリンで染色した。写真のオリジナル拡大倍数は X400 である。 

図 4、ハンセン病治療後 ADRP の発現が検出されない程度に減少した。患者さん（総計 15 名）

から、ハンセン病治療前後に皮膚スメア検体を採取した。これらの検体から RNA を精製し、

らい菌の遺伝子 ML2496c（上）および PPARs の標的遺伝子 ADRP（下）の実際な発現レベルを

RT-PCR で検査した。N.C.: negative control, P.C.: positive control, P1, P2, P3, … P15: 

患者 1、患者 2、患者 3、…患者 15。a.: 治療前。p.: 治療後。 



スメア検体の採取を行った。採取された皮膚スメア検体はRNA抽出までは70%エタノールに保存されてい

た。これらの検体からRNAを精製し、らい菌の遺伝子ML2496cおよびPPARsの標的遺伝子ADRPの実際な

発現レベルをRT-PCRで検査した。その結果、抗菌薬で治療して菌は死滅したと考えられた後でも、残存

する菌体の遺伝子ML2496cはRT-PCRにより検出された（図4）。一方、治療前にADRPの発現は検出され

たが、治療後にADRPの発現は検出されない程度に減少した（図4）  

考 察：  

  本研究によって、脂質代謝や免疫反応に関わる転写因子であるPPAR-δとPPAR-γがらい菌のマクロファー

ジ内寄生機構に関与することが明らかになった。また、PPAR-δとPPAR-γとの標的遺伝子であるADRPがハ

ンセン病治療効果を評価するための臨床検査biomarkerとして有用であることが示唆された。 
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