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【原著・基礎】

ピコリン酸によるマクロファージのMycobacterium avium殺菌能増強作用と
アポトーシスとの関連性

多田納 豊・清水 利朗・安元 剛・冨岡 治明
島根大学医学部微生物・免疫学＊

（平成 18年 9月 6日受付・平成 19年 5月 29日受理）

ピコリン酸は，マクロファージ（MΦ）のMycobacterium aviumに対する抗菌活性を増強する作用を有
しているが，マウスの骨髄由来MΦ の場合では，ピコリン酸のMΦ 殺菌能増強作用はMΦ アポトーシ
ス誘導作用に連動したものであることが報告されている。今回は，このようなメカニズムがヒトのMΦ
にもあてはまるものであるのか否かを知る目的で，THP-1ヒトMΦ（THP-1 MΦ）を供試して，ピコリ
ン酸のMΦ アポトーシス誘導能について DNA laddering法と Annexin V法を用いて検討した。その結
果，Annexin V法による検討では，ピコリン酸処理により THP-1 MΦ の Annexin V反応性の増強，す
なわちフォスファチジルセリンの細胞表面への移行という早期アポトーシスに特徴的な現象が誘導され
ることが明らかになった。他方，DNA laddering法による検討では，ピコリン酸処理により中・後期ア
ポトーシスに特徴的な DNA分解・ヌクレオソームへの断片化が誘導されるような徴候は認められな
かった。これらの成績は，ピコリン酸処理により THP-1 MΦ に早期アポトーシスが誘導されるが，この
ピコリン酸の作用は caspase-activated deoxyribonucleaseによる DNA断片化という中・後期のアポ
トーシス誘導にはつながらないことを示唆している。
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近年，多剤耐性結核や AIDS患者での播種性Mycobacte-

rium avium complex（MAC）感染症の増加が問題になってい
る。このため，既存のものよりも強力かつ交差耐性のない新規
抗結核薬，抗MAC薬の開発が急務になっているが，そのよう
な新しいタイプの抗菌薬の開発は遅々として進んでいない現
状にある。このような状況下にあっては，既存の抗菌薬の治療
効果を側面から増強するような補助薬剤を併用していくとい
う strategyがより現実的であると思われる。
トリプトファンの分解産物であるピコリン酸は，Zn2＋や

Fe2＋などの金属イオンに対してキレーティング活性を有し，
腸管からの Zn2＋の吸収を促進する薬理作用が知られている。
また，腸管から吸収されにくいクロムをピコリン酸と結合さ
せたピコリン酸クロムは腸管からの吸収効率が著しく高く，
体内に吸収された 3価クロムはインスリンの分泌を高めその
作用を強化する働きがあるため糖尿病の予防薬として用いら
れている。さらに，ピコリン酸クロムには脂質代謝系に働き中
性脂肪・コレステロール値を正常化する作用もあるので動脈
硬化や高血圧の予防薬としても有用である１）。最近，Paisらに
より，ピコリン酸をMAC感染マクロファージ（MΦ）に作用
させた場合には，MΦ のMACに対する抗菌活性が増強する
ことが報告されている２）。さらに著者らの検討でも，ピコリン
酸にはMΦ 内局在MAC菌に対するリファンピシン（RFP）�

クラリスロマイシン（CAM）合剤やシタフロキサシン，ガチ
フロキサシン，レボフロキサシンなどのキノロン系薬，さらに
抗原虫薬であるキナクリンの抗菌活性を増強する作用が認め
られている３，４）。
ところで著者らの最近の検討では，ピコリン酸によるMΦ

の細胞内局在MACに対する抗菌活性の増強には，活性酸素，
活性酸化窒素，遊離脂肪酸などのMΦ の殺菌性エフェクター
分子は関与していないことが明らかになっている５）。さらに
Paisらは，少なくともマウスの骨髄由来MΦ（BM-MΦ）を供
試した場合には，ピコリン酸のMΦ の細胞内局在MACに対
する抗菌活性の増強作用は，ピコリン酸により誘導される
MΦ アポトーシスと連動していると報告している６）。そこで今
回は，ピコリン酸によるMΦ 内局在MACの強い増殖抑制作
用がピコリン酸によるMΦ のアポトーシス誘導に連動した
ものか否かを確かめる目的で，ピコリン酸のMΦ アポトーシ
ス誘導能について，Annexin V法と DNA laddering法を用い
ての検討を行ったので以下に報告する。

I． 材 料 と 方 法
1．供試菌
供試菌としては，MAC症患者より分離されたM.

avium N-444株を用いた。
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2．供試細胞
供試細胞としては，THP-1ヒト単球由来MΦ 細胞株

（THP-1 MΦ）を用いた。この細胞の 1×106個を浮遊させ
た 10％牛胎児血清（FBS）および 50 ng�mL phorbol 12-
myristate 13-acetate（PMA）加 RPMI 1640培地（1 mL）
を 15 mm径の組織培養ウェルに撒き，37℃の CO2イン
キュベーター内で 22時間培養後，次いで 2％ FBS加ハ
ンクス氏液（HBSS）で洗浄して非付着性細胞を除いたも
のを，THP-1 MΦ として実験に供した。
3．MΦ におけるアポトーシスの検出
1） Annexin V法
THP-1 MΦ（5×105細胞�ウェル）にMOI＝20で供試

M. aviumを 2時間感染させ，次いで 2％ FBS加 HBSS
で洗浄して非感染菌を除いた後，5％ FBS加 RPMI培地
中，20 mMピコリン酸添加あるいは非添加の条件下で
37℃，24時間培養後，細胞をセルスクレーパーで回収し，
マニュアルに従って FITC標識 Annexin V（Annexin
V-FITC Apoptosis Detection Kit Plus，Biovision）でラ
ベルし，EPICS ELITE flow cytometer（Beckman Coul-
ter）を用いて flow cytometry解析を行った。
2） DNA laddering法
上述と同様な条件でM. aviumを感染させ，ピコリン酸

添加あるいは非添加の条件下で 4日間にわたって培養し
た THP-1 MΦ から常法により DNAを抽出し，これを
1.5％アガロース電気泳動にかけ，MΦ 細胞のアポトー
シスに起因する DNA断片化の有無とその程度を観察し
た。
4．ピコリン酸の抗M. avium抗菌活性の測定
ピコリン酸自体のMAC菌に対する抗菌活性を知る目

的で，MAC菌を 0.02～20 mMピコリン酸を含む 7H9
培地中で 7日間にわたり培養し，生残生菌単位（CFU）を
7H11寒天平板上で計測した。

II． 結 果
最近の Paisらの報告では，マウス BM-MΦ ではピコ

リン酸によりアポトーシスが誘導されることから，ピコ
リン酸のMΦ 抗MAC殺菌能の増強作用はアポトーシ
スに連動したものであると結論づけられている２，６）。今回
は，ヒトのMΦ でも同様なことがいえるかどうかを調べ
る目的で，THP-1 MΦ を用いてピコリン酸がM. avium

感染MΦ にアポトーシスを誘導するか否かについて検
討した。すなわち，ピコリン酸処理による供試MΦ にお
けるアポトーシス誘導の有無を，①早期アポトーシス細
胞に特異的なフォスファチジルセリン（PS）の細胞表面
への移行と７），②中・後期アポトーシス細胞に特異的な
DNA断片化を指標として，各々 Annexin V法と DNA
laddering法で調べた８）。
1．早期アポトーシスの誘導
M. avium感染あるいは非感染 THP-1 MΦ を，20 mM

ピコリン酸の存在下あるいは非存在下で 24時間培養し

た場合の Annexin V法での flow cytometry解析の結果
を Fig. 1に示すが，M. avium感染によっては，MΦ の
Annexin Vとの反応性に変化はみられなかった（Fig. 1
C）。他方，非感染MΦ をピコリン酸処理した場合には，
Annexin Vとの反応性の増強，すなわち PSの細胞表面
への表出という現象が起こることが明らかになった
（Fig. 1 D）。なお，Fig. 1 Eに示すように，M. avium感染
MΦ にピコリン酸処理を行った場合の Annexin V反応
性の増強は，ピコリン酸処理単独の場合と同程度であっ
た。以上の結果より，THP-1 MΦ のピコリン酸処理によ
り，早期アポトーシスが誘導されることが明らかになっ
た。
2．中・後期アポトーシスの誘導
THP-1 MΦ を上記の条件下で 4日間に亘って培養し

た場合の DNA laddering法での解析結果を Fig. 2に示
す。まず，シクロヘキシミドで処理した THP-1 MΦ から
抽出した DNAでは，培養 6時間でその泳動像にアポ
トーシスに起因した DNAのヌクレオソームへの分解を
示す典型的な ladderingが認められたが，ピコリン酸処
理によっては培養 24時間でも僅かな laddering傾向を
認めたにすぎなかった（Fig. 2 A）。さらに，Fig. 2 Bに示
すように，少なくとも培養 4日までの間では，M. avium

感染やピコリン酸処理の有無にかかわらず，明確な
DNA断片化現象は認められなかった。以上の成績は，
THP-1 MΦ では，ピコリン酸により DNA断片化，すな
わち中・後期アポトーシスのプロセスが明確な形では惹
起されないことを示唆している。
3．ピコリン酸の抗M. avium抗菌作用
ピコリン酸処理MΦ においては抗MAC抗菌活性が

増強するが２，３，５），この現象はMΦ のアポトーシスと関係
するのではなく，ファゴソーム内に局在するMACに対
するピコリン酸自体の抗菌活性が反映されたものにすぎ
ないという可能性も否定できない。このことを確かめる
目的で，7H9培地中で増殖しているM. aviumに対してピ
コリン酸がどのような作用を及ぼすのかについて検討し
た。その結果，Fig. 3に示すように，M. aviumの増殖は
20 mM濃度のピコリン酸により強く阻害されることが
明らかになった。

III． 考 察
今回の検討では，ピコリン酸処理により THP-1 MΦ

に早期アポトーシスが誘導されるが，このピコリン酸の
作 用 は caspase-activated deoxyribonucleaseに よ る
DNAの分解・ヌクレオソームへの断片化という中・後
期アポトーシスのプロセスは惹起しないことが明らかに
なった。すでに，Paisらや著者らが報告しているように，
ピコリン酸はMΦ の細胞内MACに対する抗菌活性を
増強させる作用を有している２，３，５）。今回の成績から考え
て，このようなピコリン酸によるMΦ の抗MAC抗菌活
性の増強という現象は，ピコリン酸により誘導される
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Fig. 1. Evidences that picolinic acid (PA) induces early phase apoptosis in THP-1 M Φ s. The phosphatidylserine trans-
location to the outer leaflet of the cell memebrane was measured by Annexin V assay. M Φs with or without M. 
avium infection were cultured in the medium in the presence or absence of 20 mM PA for up to 24 h. A, control 
M Φ  s (0 h); B, control M Φ  s (24 h); C, M Φ  s infected with M. avium (24 h); D, M Φ  s given PA treatment (24 h); E, 
M Φ  s infected with M. avium and given subsequent PA treatment (24 h). In all cases, M Φ s were pretreated with 50 
ng/mL PMA for 22 h before M. avium infection.
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MΦ アポトーシスの早期プロセス，特に細胞膜の流動化
に関係している可能性が考えられるが，MΦ のアポトー
シスの DNA断片化などのような中・後期プロセスに連
動したものとは考えがたい。
ところで，ピコリン酸にはMΦ を活性化しその機能を

増強させる作用が知られており，Boscoらは，ピコリン酸
はその Feイオンキレーティング作用に依存した形での
MΦ 活性化能を示し，マウスMΦ のMΦ inflammatory
protein-1（MIP-1）産生能を up-regulateすることを報告
している９，１０）。また，ピコリン酸は，MΦ の抗腫瘍活性や
抗真菌殺菌活性を増強すること，さらにMΦ の induc-
ible nitric oxide synthase誘導に働くことが知られてお
り，ピコリン酸のMΦ 抗MAC抗菌活性の増強作用は，
少なくとも部分的にはピコリン酸のMΦ 活性化作用に
依存したものと考えられる。以前からMΦ の細胞膜の流
動性の増加や perturbationなどの現象はMΦ 機能の活
性化と連動することが知られているが１１），このことを併
せ考えると，今回観察されたピコリン酸のMΦ の早期ア

ポトーシス誘導作用，すなわち細胞膜のmobilityの増強
作用がMΦ 機能の活性化に何らかの形で関係している
可能性が高いように思われる。したがって，ピコリン酸
によるMΦ 抗MAC活性増強に関しての一つの可能性
としては，ピコリン酸処理によってMΦ の殺菌能に関連
した細胞機能が活性化されるというメカニズムが考えら
れる。
他方，今回の検討で 20 mM濃度のピコリン酸はM.

aviumの増殖を強く阻害することが明らかになったが
（Fig. 3），この成績から考えて，ピコリン酸自体が抗菌活
性を有し，MΦ のファゴソーム内に取り込まれたピコリ
ン酸がファゴソーム内局在菌に対して抗菌的に作用する
ようなメカニズムが部分的にかかわっている可能性も否
定できない。
以上の考察に関連して，TNF-α や H2O2などの death

signal，あるいは P2レセプターを介する ATPシグナル
によって，結核菌群の弱毒株（結核菌 H37Ra株，Myco-

bacterium bovis BCG株）やMACに感染したMΦ に誘導
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Fig. 2. Evidences that picolinic acid (PA) is lacking in the ac-
tivity in inducing middle to late phase apoptosis in THP-1 
M  Φ s. DNA-associated changes (DNA fragmentation) of test 
M  Φ s were measured by DNA laddering assay. A. THP-1 
M  Φ s were cultured in the medium with or without 100 
μ g/mL cycloheximide (CHX) or 20 mM PA for up to 24 h. 
B. THP-1 M  Φ s with or without MAC infection were cul-
tured in the medium in the presence or absence of 20 mM 
PA for up to 4 days. In B, M  Φ s were pretreated with 50 
ng/mL PMA for 22 h before M. avium infection.
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されるアポトーシスは，MΦ 内でのこれらの抗酸菌の殺
菌と連動していると報告されており１２），同様に，今回使用
した THP-1 MΦ についても TNF-α で誘導されるアポ
トーシスに連動した BCGのMΦ 内殺菌が報告されてい
る。しかしながら，ATPシグナルで誘導されるMΦ の
BCGに対する殺菌活性は，必ずしもMΦ アポトーシス
とは連動していないとする成績も報告されており１３），こ
れに今回の検討で得られた成績を加味して考えた場合，
種々のシグナルを受けたMΦ での抗酸菌殺菌活性の増
強という現象は，必ずしも常にMΦ アポトーシスを前提
にしたものであるとはいえないようである。なお Pais
らは，ピコリン酸はマウスの BM-MΦ にMAC殺菌機能
の増強と連動した形でアポトーシスを誘導するとしてい

るが２，６），近年 Keaneらは，マウス腹腔MΦ に TNF-α
シグナルを与えた場合に誘導されるアポトーシスは，マ
ウスの系統に強く依存していることを報告している１４）。
したがって，供試MΦ の動物種や性状の違いによって，
ピコリン酸によるアポトーシス誘導プロフィールは異な
る可能性が示唆される。現在さまざまな種類のMΦ を用
いての検討を進めつつあるので，その成績については別
の機会に報告したい。
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Relationship between the picolinic acid-induced potentiation of macrophage
antimycobacterial activity and macrophage apoptosis

Yutaka Tatano, Toshiaki Shimizu, Ko Yasumoto and Haruaki Tomioka

Department of Microbiology and Immunology, Shimane University School of Medicine,
Enya-cho 89―1, Izumo, Shimane, Japan

It has been reported that picolinic acid(PA) potentiated the antimicrobial activity of mouse bone marrow-
derived macrophages(MΦ s) against intracellular Mycobacterium avium complex(MAC) and that such PA ef-
fects were accompanied by PA-induced MΦ apoptosis. It is of interest to examine whether or not such a phe-
nomenon is also observed for human MΦ s. In the present study, we examined PA activity in inducing apop-
tosis of THP-1 human MΦ s(THP-1 MΦ s) using the Annexin V and DNA laddering assay methods. Flow cy-
tometric studies on test MΦ s stained with Annexin V demonstrated that PA treatment induced phosphati-
dylserine translocation to the outer leaflet of the cell membrane THP-1 MΦ s with or without M. avium infec-
tion. On the other hand, PA treatment did not cause significant levels of DNA laddering, even when test
THP-1 MΦ s were infected withM. avium. These findings suggest that PA may induce the early phase apop-
totic events in THP-1 MΦ s, without inducing DNA fragmentation characteristic to the middle to late phase
apoptosis. Our present results provide insights into the possible role of MΦ apoptosis in the PA-induced po-
tentiation of MΦ anti-MAC anitmicrobial activity.


