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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ｄｅｖＲ遺伝子を結核に対して有効な治療法と治療薬の開発に使用するための新規標的
として同定する方法であって
（１）ｄｅｖＲ遺伝子（Ｒｖ３１３３ｃ）を保持する組換えプラスミドにおける約３，３
kbのＥｃｏＲＩ－ＨｉｎｄＩＩＩ挿入部に存在するｄｅｖＲ遺伝子（Ｒｖ３１３３ｃ）を
、唯一のＰｐｕＭＩ部位でカナマイシン耐性遺伝子の挿入により破壊し、
（２）該カナマイシン耐性遺伝子の挿入により破壊されたｄｅｖＲ遺伝子を、ｐＪＱ２０
０Ｓｋプラスミドに組み込んで、該破壊されたｄｅｖＲ遺伝子を保持するプラスミドを構
築し、
（３）該プラスミドを、結核菌（M. tuberculosis）Ｈ３７Ｒｖに導入し、
（４）カナマイシンを含有するミドルブルック７Ｈ１０寒天プレート上で、該プラスミド
の組み込みを示す単一の交差形質転換体を選択し、
（５）該交差形質転換体を、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により、ｄｅｖＲ、ＫｍR

およびショ糖耐性（ＳａｃＢ）遺伝子配列の存在について解析し、
（６）該遺伝子配列を、ｄｅｖＲプローブ、ｄｅｖＳプローブ、カナマイシン耐性遺伝子
プローブを用いて、サザン解析の工程に付して、野生型及びｄｅｖＲ遺伝子座の破壊され
たコピーを保持する結核菌（M. tuberculosis）(以下、「結核菌ｄｅｖＲ変異株」と記載
する)を特定し、
（７）カナマイシンとショ糖を含有するミドルブルック７Ｈ９培地中で、該結核菌ｄｅｖ
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Ｒ変異株を増殖させ、
（８）該増殖した結核菌ｄｅｖＲ変異株を、カナマイシンとショ糖を含有する７Ｈ１０培
地を有する複数のプレートに付して、カナマイシン耐性形質転換体を得ることにより、該
結核菌ｄｅｖＲ変異株を得、
（９）該増殖した結核菌ｄｅｖＲ変異株を、サザンハイブリダイゼーションに付し、次い
でポリメラーゼ連鎖反応法により、該対立遺伝子交換を確認し、
（１０）該形質転換体を、ポリメラーゼ連鎖反応工程に付して、ｄｅｖＲ　ｋａｎ破壊遺
伝子を解析し、
（１１）該ｄｅｖＲ　ｋａｎ破壊遺伝子を、ウェスタンブロッティング法と免疫電子顕微
鏡法の工程に付して、該遺伝子の機能破壊を確認し、
（１２）ｄｅｖＲとｄｅｖＳ遺伝子発現に関して、酸素制限条件下で結核菌ｄｅｖＲ変異
株の生存力を評価し、
（１３）ｄｅｖＲとｄｅｖＳ遺伝子発現に関して、好気的条件下で該結核菌ｄｅｖＲ変異
株の生存力を評価し、
（１４）該増殖した株を逆転写ＰＣＲ解析の工程に付して、Ｒｖ３１３４ｃ－ｄｅｖＲ－
ｄｅＳオペロンから転写体を得、
（１５）該転写体を、ゲル記録システムを使用してスキャンし、更に、これを、コンピュ
ーターソフトウェアを使用してデンシトメーター解析の工程に付し、
（１６）（ａ）該結核菌ｄｅｖＲ変異株と野生型株で感染したモルモットからの、感染臓
器（肺と肝臓）の組織病理的解析、および（ｂ）感染した動物の脾臓からの結核菌（M. t
uberculosis）の回収と細菌量の定量を含む試験により、モルモットでの病原性について
結核菌ｄｅｖＲ変異株を試験する、ことを含んでなる上記方法。
【請求項２】
　前記培地は、カナマイシンとショ糖とを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ｄｅｖＲ対立遺伝子を、ＡｐａＩ　ＢａｍＨＩ断片として切り取り、プラスミドｐ
ＪＱ２００Ｓｋの対応する部位にクローン化して、前記破壊されたｄｅｖＲ遺伝子を保持
するプラスミドを構築する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記プラスミドを、電気穿孔法により結核菌（M. tuberculosis）Ｈ３７Ｒｖに導入す
る、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、結核に対して有効な治療法と治療薬の開発に使用するための新規標的の同定方
法に関する。特に本発明は、低酸素におけるマイコバクテリウムの持続的生在との特定の
関連において、抗結核薬を含む治療法を開発するための新しい新規標的の同定方法に関す
る。
【０００２】
結核は、世界中で毎年３百万人以上の死亡を引き起こしている単一の感染性病原体による
主要な死亡原因である。１９９８年、インドでの結核菌の症例による推定患者数は２，０
７８，０７６であり、そのうち９３５，１３５症例は、感染によると見込まれている。感
染の経過は、病原体と宿主免疫防御の間の連続的な相互作用の結果として明確に表われる
。多くの例において、感染した個体は、有効な免疫応答を開始し、ついには感染巣の周り
に肉芽腫を形成し、疾患の進行を停止する。肉芽腫内の環境は、低酸素であると予測され
る。臨床試験は、これらの肉芽腫内で結核菌が死滅せず、休止状態にあることを示唆して
いる。これは、潜伏感染と呼ばれている。潜伏感染の約１０％は、再び活動性となり、感
染開始の数ヶ月～数年後に活動性の感染症に至る。
【０００３】
潜伏感染者の数の多さは、結核の発生数の減少と結核菌（M. tuberculosis）伝染率の低
下に対する主な障害となっている。潜伏感染と疾病の間における結核菌（M. tuberculosi
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s）の適応は、おそらく宿主組織内の特定の生理学的および環境的条件により調節される
正確な遺伝経路により行われている。
【０００４】
結核の予防、抑制および治療のための新規かつより指向性の方法を工夫するため、これら
の経路を理解する必要に迫られている。従来の薬剤は、細菌の増殖と分裂（例えば、細胞
壁生合成とＤＮＡ複製）に必要な経路を標的としている。増殖が遅いかまたは増殖してい
ない細菌に対して、従来の薬剤の活性が低いことが、現在の治療法が感染を撲滅するのに
長期間を要する重要な理由であると考えられる。
【０００５】
註釈の結核菌（M. tuberculosis）ゲノムで、それぞれ、Ｒｖ３１３３ｃとＲｖ３１３２
ｃとして示されているようなｄｅｖＲ－ｄｅｖＳ遺伝子は、それぞれ、応答レギュレータ
ーＤｅｖＲ及びヒスチジンキナーゼセンサーＤｅｖＳをコードすると予測される。この遺
伝子系は、結核菌（M. tuberculosis）の病原性株と非病原性株のＲＮＡを使用して、差
し引きハイブリダイゼーションにより我々の実験室ですでに同定されたものである（参照
文献１）。本明細書において我々は、低酸素におけるマイコバクテリウムの持続的生存と
の特定の関連において、抗結核薬を含む治療法を開発するために、新しい新規標的として
この系を同定する方法を記載する。
【０００６】
従って、本発明の目的は、患者の疾病の再発／再活性化の原因である標的、即ち、微生物
が低酸素に適応することを可能にする標的を、同定することにある。
【０００７】
本発明の他の目的は、疾病の再発／再活性化の原因である標的、即ち、微生物が低酸素に
適応することを可能にする標的を同定し、治療法と抗結核薬を開発することにある。
【０００８】
本発明によれば、結核に対して有効な治療法と治療薬の開発に使用するための新規標的の
同定方法であって、
（１）プラスミドｐＪＴ５３．３４の約３，３kbのＥｃｏＲＩ－ＨｉｎｄＩＩＩ挿入部に
存在するｄｅｖＲ遺伝子（Ｒｖ３１３３ｃ）を、カナマイシン耐性（ＫｍＲ）カセットで
破壊し、
（２）該破壊されたｄｅｖＲ遺伝子からｐＪＱ２００ＳｋｄｅｖＲ::ｋａｎを構築し、（
３）電気穿孔法により、該プラスミドを結核菌（M. tuberculosis）Ｈ３７Ｒｖに導入し
、
（４）２０μｇ／ｍｌのカナマイシンを含有するミドルブルック７Ｈ１０寒天プレート上
で、プラスミドの組み込みを示す単一の交差形質転換体を選択し、
（５）該交差形質転換体を、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により、ｄｅｖＲ、ＫｍR

およびショ糖耐性（ＳａｃＢ）遺伝子配列の存在について解析し、
（６）該遺伝子配列を、ｄｅｖＲプローブ、ｄｅｖＳプローブ、カナマイシン耐性遺伝子
プローブを用いてサザン解析の工程に付して、野生型、及びｄｅｖＲ遺伝子座の破壊され
たコピーを含む結核菌（M. tuberculosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲを特定し、
（７）２０μｇ／ｍｌのカナマイシンと２％ショ糖を含有するミドルブルック７Ｈ９培地
中で結核菌（M. tuberculosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲを増殖させ、
（８）該増殖した結核菌（M. tuberculosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲ株を、２０μｇ／ｍｌの
カナマイシンと２％ショ糖を含有するミドルブルック７Ｈ１０培地を有する複数のプレー
トに付して、カナマイシン耐性形質転換体を得、
（９）該増殖した結核菌（M. tuberculosis）ｄｅｖＲを、サザンハイブリダイゼーショ
ンに付し、次いでポリメラーゼ連鎖反応法により、該対立遺伝子交換を確認し、
（１０）該形質転換体を、ポリメラーゼ連鎖反応工程に付して、ｄｅｖＲ　ｋａｎ破壊遺
伝子を解析し、
（１１）該ｄｅｖＲ　ｋａｎ破壊遺伝子を、ウェスタンブロッティング法と免疫電子顕微
鏡法の工程に付して、該遺伝子の機能破壊を確認し、
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（１２）ｄｅｖＲとｄｅｖＳ遺伝子発現に関し、酸素制限条件下で結核菌（M. tuberculo
sis）ｄｅｖＲ変異株の生存力を評価し、
（１３）ｄｅｖＲとｄｅｖＳ遺伝子発現に関し、好気的な酸素制限条件下で、該結核菌（
M. tuberculosis）株ｄｅｖＲ変異株の生存力を評価し、
（１４）該増殖した株を逆転写ＰＣＲ解析の工程に付して、Ｒｖ３１３４ｃ－ｄｅｖＲ－
ｄｅＳオペロンから、転写体を得、
（１５）該転写体を、ウルトラバイオレット（Ultra-Violet）製品ゲル記録システムを使
用してスキャンし、更に、これを、コンピューターソフトウェアを使用してデンシトメー
ター解析の工程に付し、
（１６）モルモットでの病原性について結核菌（M. tuberculosis）ｄｅｖＲ変異株を試
験する、ことを含んでなる上記方法が提供される。
【０００９】
結核に対して有効な治療法と治療薬の開発に使用するための新規標的の同定方法を、添付
の図面を参照して詳細に説明する。
【００１０】
図１は、結核菌（M. tuberculosis）のｄｅｖＲ変異株のコンストラクションを示し、ａ
）は、組換え結核菌（M. tuberculosis）株のサザンハイブリダイゼーション解析結果を
示し、ｂ）は、典型的ｄｅｖＲ変異体クローンのＰＣＲ解析結果を示す。
【００１１】
図２ａ）は、ｄｅｖＲ変異体結核菌（M. tuberculosis）のウェスタンブロット解析結果
を示し、図２ｂ）は、ｄｅｖＲ変異体結核菌（M. tuberculosis）の免疫電子顕微鏡の解
析結果を示し、図２ｃ）は、結核菌（M. tuberculosis）のｄｅｖＲ変異体とＨ３７Ｒｖ
株のインビトロ形態解析結果を示す。
【００１２】
図３は、結核菌（M. tuberculosis）の野生型株と変異株のＲｖ３１３４ｃ－ｄｅｖＲ－
ｄｅｖＳオペロンの発現解析結果を示す。
【００１３】
図４は、結核菌（M. tuberculosis）のｄｅｖＲ変異体とＨ３７Ｒｖ株で感染したモルモ
ットの肝臓および肺肉芽腫の特徴を示す。
【００１４】
本発明の方法により、結核菌（M. tuberculosis）のｄｅｖＲ遺伝子は、標準的方法を使
用する対立遺伝子交換により破壊される。簡単に説明すると、プラスミドｐＪＴ５３．３
４の約３．３kbのＥｃｏＲＩ－ＨｉｎｄIII挿入体中に位置するｄｅｖＲ遺伝子を、唯一
のＰｐｕＭＩ部位でカナマイシン耐性（ＫｍR）遺伝子で破壊する。破壊したｄｅｖＲ対
立遺伝子を、ＡｐａＩ－ＢａｍＨＩ断片として切り取り、プラスミドｐＪＱ２００ＳＫの
対応する部位にクローン化し、ｐＪＱ２００ＳｋｄｅｖＲ::ｋａｎを構築する。このプラ
スミドを、電気穿孔法により結核菌（M. tuberculosis）Ｈ３７Ｒｖ中に導入する。プラ
スミドの組み込みを示す単一の交差形質転換体を、２０μｇ／ｍｌのカナマイシンを含有
するミドルブルック７Ｈ１０寒天プレート上で選択し、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
により、ｄｅｖＲ、ＫｍRおよびショ糖（ＳａｃＢ）遺伝子配列の存在について解析する
。２５個のＫｍRコロニーを解析し、６個のみがＫｍRについてＰＣＲにより陽性であり、
高頻度で自然発生によるＫｍR（～７５％）を示している。すべての６個のコロニーは、
ｓａｃＢ　ＰＣＲについて陽性であり、ＫｍRコロニーの生成に単一の交差が関与してい
ることを示している。（６個のうち）３個は、ＰＣＲにより野生型ｄｅｖＲ（５１３bp）
とｄｅｖＲ::ｋａｎ生成物（１．８kb）について陽性であり、プラスミド由来のｄｅｖＲ
::ｋａｎコピーの結核菌（M. tuberculosis）の染色体への組み込みが起きたことを示唆
している。ＫｍR遺伝子特異的プライマーとともに染色体隣接部プライマーを使用するＰ
ＣＲにより、１つのクローン中のｄｅｖＲまたはｄｅｖＳ遺伝子座の近くで、プラスミド
組み込みの起きたことが示唆された。親株で得られた３．８kbの単一のハイブリダイゼー
ションシグナルとは対照的に、ｄｅｖＲプローブを用いるサザンハイブリダイゼーション
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により、３．８kbと約９．５kbの２つのシグナルが得られる。ｄｅｖＳ遺伝子をプローブ
として使用して、同一の結果が得られる（図１Ａ）。ＫｍR遺伝子プローブを用いるハイ
ブリダイゼーションは、ｄｅｖＲまたはｄｅｖＳ遺伝子座において、ＫｍR遺伝子の左へ
の、単一の交差組換えにより生じる約９．５kbのベクター骨格含有断片を際立たせた。ｄ
ｅｖＲ遺伝子座の野生型と破壊されたコピーを含有する部分２倍体株を、結核菌（M. tub
erculosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲと呼ぶ（図１Ａ）。
【００１５】
カナマイシン（２０μｇ／ｍｌ）と２％ショ糖を含有するミドルブルック７Ｈ９培地中で
７日間、結核菌（M. tuberculosis）Ｄｕｐ　ｄｅｖＲを増殖させることにより、第２の
工程において、対立遺伝子交換が選択される。一連の希釈液は、カナマイシン（２０μｇ
／ｍｌ）と２％ショ糖を含有するミドルブルック７Ｈ１０倍地上で培養される。全部で８
７のＫｍRとショ糖耐性（ＳｕｃR）形質転換体が得られ、これらのうち３１は、ＰＣＲで
野生型ｄｅｖＲ遺伝子について陰性であり、１８は、ＰＣＲでｄｅｖＲ::ｋａｎ破壊遺伝
子について陽性である。ショ糖耐性は、ｓａｃＢ遺伝子が、分離の結果として失われる（
６４％）か、或いは変異が蓄積して機能が失われる（３６％）という２つの事象のうちの
１つから起きた。対立遺伝子交換は、サザンハイブリダイゼーションにより確認される。
簡単に説明すると、１６（１８のうち）のＫｍR－ＳｕｃR形質転換体を、ｄｅｖＲおよび
ｄｅｖＳ遺伝子プローブを用いて探査する。１５のコロニーで２重交差が起きて、野生型
ｄｅｖＲ遺伝子（３．８kbのシグナル）ではなく、ｄｅｖＲ::ｋａｎコピー（５．１kbの
ハイブリダイゼーションシグナル）の存在が導かれ、変異体は、ｄｅｖＲ遺伝子座中に挿
入されたＫｍRカセットに対応して１．３ｋｂサイズが増大していた。ＫｍR遺伝子プロー
ブとのハイブリダイゼーションは、染色体上のＫｍRカセット破壊されたｄｅｖＲ遺伝子
コピーの保持を確認した。ｓａｃＢプローブとのハイブリダイゼーションが無いことは、
この遺伝子が、縦列複製の分離中に失われることを立証した（示していない）。典型的ク
ローンを図１Ａに示す。１つのｄｅｖＲノックアウトクローンを、さらなる解析のために
、ランダムに選択する。遺伝子置換も、ＰＣＲにより確認される（図１Ｂ）。
【００１６】
変異体中のｄｅｖＲ遺伝子の機能破壊は、標準的方法を使用してウェスタンブロッティン
グ法と免疫電子顕微鏡により確認される。結核菌（M. tuberculosis）Ｈ３７Ｒｖ、ｄｅ
ｖＲ変異体および大腸菌（E. coli）の対数増殖期培養物の超音波処理物を、変性ポリア
クリルアミドゲル電気泳動にかけ、タンパク質をニトロセルロース膜に移し、結核菌（M.
 tuberculosis）のｄｅｖＲタンパク質に対してウサギで作成した１；１，０００希釈し
たポリクローナル抗ＤｅｖＲ抗体で探査した。免疫活性は、西洋ワサビペルオキシダーゼ
結合性ロバ抗ウサギ免疫グロブリンＧと３，３’－ジアミノベンジジン基質を使用して、
評価する。ＤｅｖＲタンパク質は、ＤｅｖＲタンパク質を過剰発現している結核菌（M. t
uberculosis）Ｈ３７Ｒｖと組換え大腸菌（E. coli）中で視覚化されるが、変異株中では
見られない（図２Ａ）。免疫電子顕微鏡により、ＤｅｖＲ標識は、野生型微生物の表面上
と細胞質ゾル中で起きた（桿菌当たり２５±２．４の金粒、図２Ｂ）が、変異株中では起
きなかった（桿菌当たり２±０．８８の金粒、図２Ｂ）。
【００１７】
変異体と親菌の形態は、走査電子顕微鏡により比較される。野生型菌（平均２～４μｍ、
図２Ｃ）と比較して、対数増殖期の変異体（平均４～６μｍ）は長い。１０％アルブミン
－デキストロースと０．０５％ツイーン８０を含有する７Ｈ９中で、好気的条件下で３つ
ずつ培養したｄｅｖＲ変異体と親株の増殖曲線を、比較する。平均Ａ590は、野生型培養
物では１日目の０．０５４から２８日目の１．４１まで上昇し、変異体培養物では０．０
４８から１．９まで上昇した。各時点での変異体と親株とのＡ590の差は、統計的に有意
なものではなく（ウィルコキソン順位和検定）、ｄｅｖＲ変異は、好気的条件下での結核
菌（M. tuberculosis）の増殖に大きな影響を与えなかったことを示唆する。
【００１８】
結核菌（M. tuberculosis）中で転写されることがすでに証明された結核菌（M. tubercul
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osis）のｄｅｖＲとｄｅｖＳ遺伝子の発現に及ぼす酸素制限の影響を評価した。培養物が
ヅボス（Dubos）ツイーンアルブミン中で攪拌無しでゆっくり増殖した休止期の結核菌（M
. tuberculosis）のインビトロモデルは、低酸素濃度が増殖を制限する培養容器の底を用
いて使用した。約３０日後、細菌は静止期／非複製増殖期に入った。この期間中、野生型
微生物は、１８倍増殖した。野生型微生物は、生存能力の検出可能な喪失することなく、
ゆるやかに酸素枯渇に適応した。変異体細菌は、３０日間わたって、わずかに約５倍増殖
したのみである。実験の最後に変異株の生存能力は、親株の約２５％である。結核菌（M.
 tuberculosis）親株と変異株の好気的攪拌培養物は、同時に対数期（Ａ590約０．４）ま
で増殖される。Rneasyミニキット（Qiagen、ドイツ）を使用して、対数期の３０日および
４０日非攪拌培養物からＲＮＡを単離し、Ｒｖ３１３４ｃ－ｄｅｖＲ－ｄｅｖＳオペロン
（Ｒｖ３１３４ｃはこのオペロン中の最初の遺伝子である）に由来する転写体について、
逆転写ＰＣＲを行う。ＵＶＰゲル記録システムを使用してゲルをスキャンし、Labworks（
登録商標）解析ソフトウェアUltra-Violet社製、アメリカ合衆国）を使用して、デンシト
メーター解析を行う。低酸素条件下では、野生型培養物中のｄｅｖＲ、ｄｅｖＳおよびＲ
ｖ３１３４ｃ遺伝子の発現は、約３～約４倍高められる。変異株でも当該上方調整が観察
されるが、Ｒｖ３１３４ｃとｄｅｖＳ遺伝子発現の基礎レベルは、野生型株で観察された
ものより約２．５倍低い。予測されるように、野生型ｄｅｖＲ遺伝子からの転写は、変異
株では検出されない（図３）。ＫｍRカセット（ｄｅｖＲ遺伝子内）の発現もまた、同様
の条件下で上方調整される（データは示していない）ため、変異株中のｄｅｖＳ遺伝子の
発現とその上方調整は、上流に発生する転写のためであると考えられる。
【００１９】
治療法と抗結核薬の開発に使用するための新規標的の同定方法を、本明細書に詳細に記載
する。
【００２０】
モルモットでのインビボ増殖と疾病を引き起こす能力に関するｄｅｖＲ変異の影響を、以
下のように評価する。ランダムに飼育したアルビノのモルモット（各群５匹）に、０．１
ｍlのリン酸緩衝化生理食塩水中の生存活性のある菌（結核菌（M. tuberculosis）Ｈ３７
Ｒｖ×１０6CFUおよびｄｅｖＲ変異体３．２×１０7CFU）を、皮下注射する。感染後４７
日目に、モルモットを屠殺する。屠殺日の前に結核以外で死んだ１匹（Ｈ３７Ｒｖ群）は
、解析からはずしている。内臓中の目に見える結核の量を、以下のようにして屠殺直後に
評価した。結核菌（M. tuberculosis）Ｈ３７Ｒｖで感染したモルモットで、肺、肝臓、
脾臓およびリンパ節の深い関与が見られる。視覚スコアは、親株および変異株で感染した
モルモットについて、それぞれ４３～９３（平均７７）および２３～４８（平均３８．４
）であり、差は有意である（ｐ＜０．０５、表１）。肝臓は、最も影響を受けた臓器であ
り、無数の大きな結核結節が多く侵襲しており、親株で感染したモルモットでは壊死の領
域が見られる。脾臓と肺は、無数の小さな結核結節の中程度の侵襲を示した。変異株で感
染したモルモットの臓器では、見られる病変の数はかなり少ない（表１）。脾臓をホモジ
ナイズし、連続希釈物をＬＪ斜面培地に塗沫した。親株で感染した動物の脾臓から全部で
７．０９±０．８３ log10 cfuが単離され、変異株で感染した動物の脾臓から４．４±１
．２１ log10 cfuが単離され、差は有意である（ｐ＜０．０５、表１）。
【００２１】
肝臓と肺の剖検試料から連続する５μｍ四方の切片について、既に記載したように組織学
的特徴（臓器の構造、切片中の肉芽腫により占められた領域の割合、肉芽腫内の主要な細
胞成分の割合）の半定量的評価を行った。変異株で感染した５匹のモルモットのうち３匹
からの肝臓切片は、通常の構造を有し、肉芽腫や炎症性細胞浸潤物の存在は示さない。変
異株で感染した残りの２匹の動物では、小さく、正しく組織化された、非壊死性の上皮様
細胞肉芽腫が観察される。親株で感染したすべての４匹のモルモットからの肝臓切片は、
上皮様細胞とリンパ球とからなる十分に形成された肉芽腫の存在を示した。他の型の細胞
は存在しない。ある動物では、肉芽腫は広範（６５％）であり、臓器構造の部分的破壊を
伴う（図４）。肝臓と比較すると、肺の方が、はるかに広範な破壊を伴うことに気付く。
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変異株で感染したすべてのモルモットの肺の構造は、正常である。すべての動物は肉芽腫
の存在を示したが、これは非常に小さく、リンパ球とマクロファージとからなっていた。
巨細胞および他の細胞または壊死は、どの肺でも見られない。親株で感染した動物では、
１匹のモルモットからの肺は、完全に破壊され、残りの３匹では部分的に傷害されている
。肉芽腫は、４０％～８５％の範囲であり、大部分がリンパ球性のものから多くが組織球
性のものまであった（図４）。
【００２２】
感染後７週目に、親株で感染したモルモットと比較して、変異株で感染したモルモットか
らは、有意に少なな臓器病変が観察され、ほぼ１０００分の１の少ない細菌量が回収され
た。肺と比較して肝臓ではマクロファージやリンパ球より上皮様細胞が優勢であることは
、肝臓での良好な免疫応答とより進行した肉芽腫の分解を示唆する。
【００２３】
従って、結核菌（M. tuberculosis）の病原性にはＤｅｖＲ－ＤｅｖＳ２成分系が関与し
、これらが、酸素制限と低酸素への応答の開始及び維持との間の重要な制御上のリンクで
あり得ることがわかる。嫌気的微環境へのマイコバクテリウム（Mycobacterium）の適応
は、結核菌が、炎症性および壊死性病変（例えば肉芽腫）内で、休止／静止期のような持
続状態で無制限に存在する手段を与えると考えられる。従って、この遺伝子系は、結核（
特に、持続条件）の治療のための新しい新規な薬剤の開発のための重要な標的となるであ
ろう。

【図１】 【図２】

【図３】
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