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要旨

1 細菌学からみた非結核性抗酸菌症の研究
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Yoshitaka T ATEISHI 
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代表的な非結核性抗酸菌である Mycobacteriumavium-intracellulare complex (MAC菌）は，

環境常在菌・人獣共通病原体である点で結核菌と大きく異なる．近年，肺MAC症は中高年女

性を中心に現在急増している（罹患率 15 以上 /10 ガ人年）にもかかわらず，菌の増殖•生存機

構といった基本的な細菌学的性状が未解明であるため，感染対策ならびに新規治療法の開拓が

阻まれている．当教室では， MAC菌が低酸素・富栄養条件でバイオフィルムを形成すること

を解明した． さらに， トランスポゾン変異導入システムと次世代シーケンサーを利用した解析
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により，バイオフィルム形成必須因子として，糖質・脂質代謝経路の再構築，ストレス応答性

の転写開始因子，ならびにプロテアソーム系を構成する遺伝子が挙がってきた.MAC菌の細

菌学研究により，新規薬剤標的発見などの臨床に還元できる成果を目指したい．

キーワード：非結核性抗酸菌， Mycobacteriumavium, Mycobacterium intracellulare, 

バイオフィルム， トランスポゾンーシーケンシング

はじめに

昨今，患者数の急増に伴い俄かに注目されてき

た非結核性抗酸菌 (NTM)であるが，豊富な臨床

診療経験を持った三人の邦人学者（束村道雄，矢

野郁也，前倉亮治の三博士）が，研究の緒を開い

たことは銘記すべきである．当教室では，これら

の業績を評価・継承しながら，微生物生態学なら

びに機能ゲノム学を利用した NTMの細菌学研究

を立ち上げたので，その一端を紹介する．

NTM研究の足踵

一人目は，束村道雄博士（旧国立療養所中部病

院）である．束村博士は，全国の旧国立療養所（現

在の国立病院機構）に呼びかけ共同研究版を立ち

上げ，日本における非結核性抗酸菌症の疫学的・

細菌学的調査を行い， 1980年に誌上報告した 1).

当時は，培養陽性結核患者が 10万人当たり 20-

30人に対して，非結核性抗酸菌症患者が 2人程

度であった．しかし， 1971年から 1978年の調査

で，結核患者の漸減傾向に反比例して，非結核性

抗酸菌症患者が漸増していることを初めて明らか

にした．現在の非結核性抗酸菌症患者の増加を予

知したのは，画期的である．また，束村博士は，

細菌分類学の面でも Tukamurellaというあらたな

属の菌を発見しており，基礎一臨床両面において

著名な功績を残した叫

二人目は，矢野郁也博士（元新潟大学細菌学教

授，元大阪市立大学細菌学教授）である．矢野博

士は，後述する国立療養所刀根山病院での勤務の

のち研究の道に入り，抗酸菌脂質の質量分析研究

の先駆者となったまた，抗酸菌脂質の免疫学的

活性についても業績を残し，その一つに，代表的

な非結核性抗酸菌Mycobacteriumaviumの両親媒

性糖脂質glycopeptidolipid(GPL)のphagosome-

lysosome fusion (P-L fusion)阻害作用の発見が

ある 3l. GPLでコートされた黄色ブドウ球菌では，

GPLでコートされていない菌に比べて，融合した

phagosome中の菌数がGPL濃度依存的に減少す

ることから， GPLがP-Lfusionを阻害しているこ

とを示したまた，矢野博士は，芳香族化合物の

分解細菌であるSphingomonasyanoikuyaeおよび

Sphingobium yanoikuyaeにも名を残されている．

三人目は，前倉亮治博士（元国立病院機構刀根

山病院，現大阪滋慶学園滋慶医療科学大学院大学

教授）である前倉博士は， GPL血清型4型の

M aviumに感染した肺MAC症患者では，他の血

清型のM avium感染患者に比べて，臨床的予後

が不良であることを報告した 4). これは GPLの

血清型（具体的にはGPLの糖鎖）が MACの病

原性を決定づけること，ならびに GPLの血清型

が診断ないしは予後の指標になりうることを示し

ている．その後，臨床現場では，糖鎖をもたない

M avium感染例 (apolarGPL症例）の割合が多

くなり，血清型自体はマーカーになり得ない結果

となった． しかし，前倉博士は， GPLの糖鎖以外

の構造 (GPLcore: ペプチド鎖および脂肪酸側鎖）

に着目し， apolarGPL症例も含めた患者血清の多

くが GPLcoreに対して抗体産生反応を起こしてい

ることを発見し，世界初の肺MAC症血清診断キッ

トであるキャピリアRMAC抗体ELISAの開発につ

なげた． さらに，前倉博士は，大阪市立大学刀根

山結核研究所の西内由紀子博士とともに，パルスフ

ィールドゲル電気泳動において，患者由来菌株と浴

室環境由来菌株のゲノム型が一致したことを報告

し，浴室とくにシャワ へットと浴槽給湯口が
MAC菌の感染源であることを証明した列
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MAC菌のバイオフィルム形成条件

このように，臨床現場における非結核性抗酸菌

症の重要度，ならびに細胞壁糖脂質 GPLに焦点

を当てた MAC菌の細菌学的性質が理解されたも

のの，環境中における MAC菌の生育状況および

MAC菌のゲノム微生物学ならびに分子生物学か

らみた病原因子は未だ解明されていない．

黄色ブドウ球菌，緑膿菌，大腸菌などの多くの

一般細菌は，バイオフィルムを形成することで環

境中ならびに宿主内に定着および感染持続状態を

作り出す．そして，バイオフィルムの形成は，抗
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図 1 MAC菌の菌膜型バイオフィルム形成

A: 大気条件 (a)および5%酸素条件 (b)における増殖形態の差異．後者においてのみ，菌膜型のバイオフィルム形

成を認める.MAH817はMAH806由来のラフ型菌株 (glycopeptidolipid非産生菌株）である.B. バイオフィルム形成

菌の走査型電子顕微鏡像.C. Glycopeptidolipidのバイオフィルム発育促進作用.MAH817にglycopeptidolipidを添加

すると、野生型である MAH806に似た，肥厚したパイオフィルムを形成する．
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菌薬抵抗性の獲得につながるまた，抗酸菌の感

染病巣では，多核巨細胞および類上皮細胞に囲ま

れた乾酪性肉芽種が形成され，病巣内部が低酸素

状態となる．我々は， MAC菌が環境中に常在す

るには，低酸素条件においてバイオフィルムの形

成が起こるのではないかと考え， MAC菌のバイ

オフィルム形成条件を検討した砂その結果，

MAC菌は，低酸素かつ富栄猜条件において菌膜

型のパイオフィルム (pellicle)を形成した（図 I).

一方，結核菌群に属する BCGでは低酸素よりも

むしろ抗炭酸ガス条件下でバイオフィルムを形成

したことから，低酸素かつ富栄養条件でのバイオ

フィルム形成は MAC菌に特徴的なものと考え

たまた，ラフ型といわれる GPL欠損株では，

バイオフィルムの厚みが野生株よりも減少し，ま

た，ラフ型菌株に対して GPLを外的に添加した

場合はバイオフィルムの厚みが増加したことか

ら， GPLがバイオフィルムの発育を促進するこ

とが分かった電子顕微鏡観察では，野生株のほ

うが，より多くの菌が密集し，強固な菌叢構造を

DNA 
extraction 

Genomic DNA 

迫鴎}

Identification of Tn insertion site by lllumina HiSeq 2500 

PLK 

Size selection: 
150 bp 

Identification of essential genes specific for bioftlm formation 

Pathway analysis 

(KEGG: BLASTKoala followed by pathway reconstruction) 

図2 トランスボゾン—シーケンシングの概要

トランスポゾンをコードする抗酸菌ファージを MAC菌に感染させ，約 lX l炉個のコロニーを一塊で回収し，変異株

プールする．このプールから，対数増殖菌とバイオフィルム形成菌を作成し，ゲノム DNA抽出する．そして，次世

代シーケンサーとゲノム配列へのマッピングにより， トランスボゾン挿入部位および挿入数を全ゲノムにわたり尊出

し，バイオフィルム形成に特異的な必須追伝子を同定する．
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示したまた，野生株でもラフ型菌株でもバイオ

フィルムを形成した菌は，代表的消毒薬である次

亜塩素酸ナトリウムに抵抗性を示した．以上より，

MAC菌でのバイオフィルム形成条件は解明できた

が，一方でGPLを欠損していてもバイオフィルムを

形成したことから， GPL以外の（未知の）バイオ

フィルム形成因子を探索する必要があると考えた

MAC菌のバイオフィルム形成必須因子の探索

真核細胞の研究では， DNAマイクロアレイ

(DNAから mRNAへの転写活性）やプロテオミ

クス（一次元ないし二次元電気泳動—質量分析に

よる蛋白レベルの評価）により標的因子を絞り

込むことが多いが，膨大な情報量の中から真の

標的を探るのはしばしば困難である．我々は，

トランスポゾン変異システム—次世代シーケンシ

ング解析手法を採用し，必須遺伝子の同定を試

みた（図 2)7). カナマイシン耐性カセットを持

つトランスポゾンをコードした抗酸菌ファージ

phAE180をMAC菌に感染させ，約 1X 1炉個の

変異株コロニーを一塊で回収し，変異株プールと

した．このプールから，大気条件で対数増殖菌，

5%濃度の酸素条件でバイオフィルムを形成した

菌を得て，ゲノム DNAを抽出した． トランスポ

ゾン挿入部位配列を PCRで増幅した後， lllumina

Hiseq 2500でトランスポゾン挿入部位のシーケ

ンスを行った．得られたリード配列をゲノム配列

にマッピングすることで， トランスポゾン挿入部

位と挿入リード数を算出し，各増殖形態における

必須遺伝子を同定した．

その結果，対数増殖期に比べて，バイオフィル

ム菌においてトランスポゾン挿入数が著減ないし

消失している遺伝子，すなわちバイオフィル特異

的必須遺伝子を 57遺伝子検出した．

KEGGデータベースを使ってパスウェイ解析

を行ったところ， 57遺伝子のうち 32遺伝子がパ

スウェイにアノテートされた．細胞内プロセス，

糖質，脂質，アミノ酸代謝を含めた広範囲なパス

ウェイにアノテートされた．具体的には，糖質代

謝では糖新生ならびにトレハロース合成，脂質代

謝ではトリアシルグリセロール合成，コレステロ

ール分解，ならびに脂肪酸の菌体内取込みに係る

type VII分泌装置 (mycP), アミノ酸代謝ではグ

リシン分解系，グルタミン合成・分解系，分岐鎖

アミノ酸分解およびメチオニン合成，細胞内プロ

セスでは転写開始因子 ((JB), その他，プロテア

ソーム系 (Proteasome20S subunit aおよび/3, 
accessory factor B, Prokaryotic ubiquitin-like 

proteasome amidohydrolase)がヒットした．本結

果は，バイオフィルム形成における必須代謝経路

を機能ゲノム学的に示しており，個々の機能解析

を行う上で重要な基盤情報となる．

以上のように，ようやく非結核性抗酸菌の生態

が解明されはじめてきた. MAC 菌の増殖• 生存

維持機構の詳細な解析に加えて，宿主における感

染成立・維持機構の解明もこれからの重要な課題

である． トランスポゾンーシーケンシングを利用

することで，生体における菌の必須遺伝子を同定

できれば，新たな薬剤標的の発見にもつながり，

臨床への還元も期待できる．
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緒 言

抗菌薬に対する耐性菌の出現と蔓延が世界的な

問題となっている． しかし，効果的な薬剤の開発

については滞っており，限られた治療薬を適正に

使用することが重要となっている．治療手段が限

定されることは，一方で有害事象の発現にもつな

がっており，中でも抗菌薬腎障害はしばしば問題

となる．多剤耐性グラム陰性菌感染が社会問題と

なったのは記憶に新しいが，その特効薬といえる

コリスチンでは高率な腎障害発症が報告されてい

る．また， MRSA感染症に対するキードラック

であるバンコマイシンについても腎毒性は臨床上

の課題となっている．腎障害の軽減が高用量使用

など新たな治療戦略につながると考え検討を行っ

た．

近位尿細管に発現するエンドサイトーシス受容

体であるメガリンに注目した．メガリンは糸球体

濾過された物質の再吸収を担うが，アミノグリコ

シド系薬等ではメガリンによる再吸収の結果，尿

細管に蓄積することで腎障害を来たすことが知ら

れている．メガリンを標的とした予防法の可能性

を探索した．

結果と考察

①コリスチン及びバンコマイシンはメガリンリガ

ンドである
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