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結核・非結核性抗酸菌症の制圧をめざした研究
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要 旨

抗駿繭は， ヒトへの病原性（伝描性と潜在感染） と細菌学的特性（脂価蜘‘;『な細胞壁櫛造と

薬剤不応性）のi,i,jmで特殊性が商く，抗酸菌の研究成果は結核・ JI§結核性抗駿繭症の臨床診'析

と治旅にllll:結する．新規抗結核紫の|ﾙ|発は, 6かl･1を喚する現在の榊帆化学旅法の改善，および

多剤耐性結核に対する化学旅法の改i!fを行う上で，必頬のものである．第一段階として，数〃か

ら数| ･ﾉjlii位の激の化合物を対象に, highthroughI)utscreeningをおこない抗IVi活性のある化

合物をl,il定する．第2段階として, liil定した化合物から，側鎖の修伽癖により榊進一活性連|塊|を

検討しリード化合物をi(｝る．縛られたリード化合物に対して，マイクロアレイによる転写活性

プロブ･グイル解析や|耐性附株の1M｝により，作川牒的部位を同定する．次世代シーケンサーの

登場により，白然耐性株の取得による作用機序の解Iﾘlが主流になりつつある． しかし，予想に反

して標的変災株が収御できない雛剤（特にブロドラッグ） も存〈lﾐするため，新規抗結核薬の作

用機序解Iﾘlは，いまもなお労力とllfllllを要する仕1Iである．一か,M)KPobfide血"】aWum-intm-

“"【JAIﾉでcomplex (MACIW)は，鯏境常在菌・人献共通病原体である点で結核l櫛と大きくyl4な

る．近年, ll'liMAC症は'l!商年女性を'l!心に現在芯州している （椛忠率15以|:/10ﾉj人年）が，

その臨床病態の進行には菌繩特yll的な病原1大I子が係ることが示唆された．つまり，臨床病態の

進行と細蘭学的病原性の合致する崎株が存在し，ブロファージや多放の繭繩特)'4的な遺伝子の

保ｲ『が, IMi株特ｲiの病原性と|臨床瓶態の進行性との関係を支持する． さらに,MAC崎はgly-

copepti(lolipid (GPL)というMAC繭に特異的な鯏脂衝を産生し,Mllllu砿の炎IAiに発現してい

る． このGPLがバイオフィルムの発行に必領であることが証Iﾘ'され,GPLが浴室環境（給渇

I1,シャワーヘッド）の感染源，あるいは生体lﾉﾘにおける菌の41ミイf職略にIMXな役割を果たす

ことが示唆された．このように，絲核繭・非結核性抗酸繭の細IW学的性Y'『をEI!解することは, #'l

薬，ワクチン，感染IWj対策確立の-k台となるものであり，結核・MAC脈の制圧に大きく武献

する．
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緒 言 に対する阻'Ilf薬をデザインする方法であるが，多

くの場合，結核繭そのものの墹殖を抑制できない

という結果に陥る．そのため，探索の初期から，

hit化合物とsIruclure-baseddesignを連携させ

たwholecellscrecnillgが, #'l薬への近道と考え

られる（図IA)． i↓体的には，化学インフォマテ

イクスによる榊造活性連関の推定や，炭素源の異

なる数郁顛の端地を川いて糺II胞外・細llalﾉ1の環境

条件と頽似させたスクリーニングを行うことで，

効率的なhit化合物の探索を行う． スクリーニン

グには，ルシフェラーゼ発現繭株と384穴プレー

トを用いることにより， ウェル中の生存IWlitの自

動測定を行い,MIfi蕊として有望な化合物(hit

化合物）を兄出す．

2013年の世界保他機関の統I|･によると，結核は

年間新規忠者960ﾉj人， タビ商150万人をもたらし

ている． さらに，多剤I耐性結核(MDR-TB)は新

規発症者の3．3％をIliめ,MI)R-TBによるﾀ打

は1900〃人にも及ぶ． このように，結核は現在も

なお人顛の紳威となる感染症であるにもかかわら

ず， イソニアジド， リファンピシンを主軸とした

治療法の登場50年を経過してもなお，新規治療

法の開拓が進まない.一方,My(PobademIma叩"】－

m"ace//u"Iでcomplex (MAC)症を中心とした非

結核性抗酸菌症は，わがllilにおいて1990年代よ

り急jWしており，現在人口10万対15ないしそれ

以上に達するl)． しかし，紫剤不能性の細菌学的

性『〔と複雑な臨床病態のゆえ,MAC症に対して

の画期的治療も未開発の状況である．著者は，細

菌学的性衝の理解により結核の制圧， および

MAC症のfll圧ができないかとぎえ，新規抗結核

薬，およびMAC繭の柄原IXI子の探索を行ってき

たので，ここに紹介する．

b・標的部位の同定

Hit化合物が得られれば，化合物側鎖の修飾等

によるリード化合物の作成と，マニュアル作業に

よる般小発育l1111上淡度(MIC)測定を行い，構造

活性連関(structurc-activityl･elationship;SAR)

を検討する．その!1'でli&も抗I兇i活性が商いものは，

リード化合物として以後の解析に使川する．

標的部位の同定には，図IBに示すように，マ

イクロアレイによる1版写プロファイル解析，耐性

附株の取得,macromoleCularincomoralionassay,

メタボローム解析，椛造活性連関(SAR),抗菌ス

ペクトル, Mllll@蔽性試験，低酸素条件における殺

菌活性，最小殺繭洲度測定，マクロファージ内で

の殺菌効果の検討を行う．特に，前3街は，化合

物の作用機序の解Iﾘ|に非備に有効な手段であり，

以下に概説する．

耐性菌株の取得は，化合物含有寒天平板端地で

jW殖したコロニーを収得することで行う．耐性菌

株取得方法には，大別して3種噸ある. rl然耐性

株の誘導， トランスポゾンを川いた変災株の誘導，

化学物質による変),'l誘発であり，それぞれの長所

と短所を図lCに派した．標的変災株取得の難易

度は，供与繭数と薬向'1浪度のバランス，化合物特

有の化学的性価によりさまざまである （図1D).

一般的には，プロドラッグの標的部位の|両}定は難

易度が高い．そのFI!由は，耐性崎株の大部分が薬

新規抗結核薬の探索と作用機序の解明

a.Highthroughputscreenin関による化合物ラ

イブラリーのスクリーニング

抗結核薬の探索は, i) ′ﾉﾐ験が生物学的封じ込め

レベル3の施設内に限定される, ii)脂質盟南な

il11胞壁成分のゆえ，薬剤の糺llllulﾉ1への到達がINWf

であり抗菌効果が発現しにくい, iii)結核菌の休

眠・潜伏感染の楼家であるマクロファージ内で

は，低酸素・低I)H状態であるため，抗菌薬とし

てはそのような条件下でも生物学的有効性を示す

必典がある，という点で|水l雌を伴う．HighUlrough-

putscreeningには大別して,wholecellscreening

とtarget-basedscreening (structure-based

screening)の2諏顛がある．前行は，作用機序や

標的部位に拘泥せず，被験化合物をじかに結核I¥i

に作用させ，抗菌作川のあるものを釣り上げてい

く方法である．後行は，結核繭の生存必緬遺伝子

を標的として，その過伝子をコードするタンパク
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図l新規抗結核薬の探索の流れと耐性菌株の取得

A:HighUlroughputscreeningによるhit化合物の探索．ルシフェラーゼ発現菌株の使用，化学イン

フォマティクスによる榊造活性迎関の推定,結核菌のjW殖・休眠特性を模した諸種培地の利用に

より，効果的なスクリーニングを行う

B ;標的部位の同定マイクロアレイによる転写プロファイル，耐性繭株の取得,macl･omolecular

incorporationassayなどを駆使して，化合物の作川機序を解明する．

C 耐性菌株の取得方法次世代シーケンサーの登場以来，自然耐性株の誘導による耐性菌株の取得

方法が普及してきた．

D :抗結核薬に対する標的変異株収得の難易度．結核iXi内で活性体となる薬剤（プロドラッグ）で

は,代謝酵素過伝子の変異株が得られがちであるため，標的変異株の取得に工夫を要する．

剤活性化に与る酵素遺伝子の変異株であるためで

ある．事実，イソニアジド,PA-824 (プレI､マニ

ド)，ピラジナミドの標的部位が同定されたのは，

それぞれ1994年， 2008年，2011年であり，標的

部位同定の困難さを裏付ける2)-&1)

！'属写プロファイル解析では，化合物を作用させ

た結核菌からRNAを抽出し，マイクロアレイに

より遺伝子発現パターンを網羅的に検討する5)．

得られたデータに対して，クラスター解析（各種

阻害剤における発現パターンと比較して，どの阻
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害剤と同じグループに属するか．例えば,flfl翻

訳,mRNA!|"j:, IIf吸鋪，ペプチドク．リカン合成，

DNA障審),娠写活性上昇.を認めた過仏子群の|同l

定，そして転写活性の上昇していた代I洲経路のリ

ス|､アップ（パスウェイ解析）を11:う．

MacromoleCularincom()rationassayは，化合物

が，どの生体間分子の合成をIIM害するかを検討す

るためのアッセイである．前駆体分子としては，

3H-uraCil (DNA/RNA).3H-leucine (タンパク),

3H-N-acetylglucosamine (ペプチドグリカン),

3H-aCetate (脂肪酸),3H-glucose (Wi)などを

用いる．放射能でラベルした前駆体分子を結核菌

と混和し，前駆体分子の閑体内への収込l,tをシン

チレーションカウンターで測定する6)．

て，マクロファージ|ﾉ1でのjW航ﾉJ,マウス経気道

感染時での墹殖ﾉJを検討し，急速な臨床経過に合

致した高病原性MAC繭株M.i.198を|司定した9）

(図2B).本繭株に樅心した忠者は､初診からわず

か3年の経過で病巣の拡大と肺櫛造の破壊をきた

し，鮫終的に,fillilifliWIIを典した.M.i.198のゲノ

ムシーケンスを行ったところ，ケノムサイズは

5.22Mbであり, 55のco(lingsequenceを含んだ

51kbにおよぶプロファージが入っていることが

判明した10).各遺伝子の相|｢il性についてbest-

hitBIASI､検索を行ったところ，既報の菌株に比

べて358の繭株特災的遺伝子をもつことがわか

り,M.i.198の病原性はこれらの繭種特異的遺伝

子の存在に依拠することが推定された（図2C).

MAC繭は，結核I¥iにはみられない,glycopepti-

dolipid (GPL) という特ｲTの糊脂質を有する．

GPLは, 30ドI渡の炭衆散をもつ脂肪酸からなる

疎水基と柵ペプチド部位からなる親水基をもち，

l'lj親媒性を示す．ブドウ球繭や緑膿繭など多くの

一般細菌は, ILI然瑚境'l!の生仔区域をバイオフィ

ルム形成により確保している．抗酸菌では,MAC

菌を含めた各梛非結核性抗酸繭，および迅速発育

菌であるMsmegma"sにおいてバイオフィルム

形成が知られていたが，バイオフィルム形成機序

および現象の将迦性までは検討されていなかっ

た．著者は，大阪市立大学刀根山結核研究所の西

内由紀子|#士と典|同lで，瑚境分離MAC株のバイ

オフィルム形成を検討.し,MAC菌特ｲIのGPLが

バイオフィルム発ffにhiも亜要な分子であること

を兇出した（論文投陥'l!).興味深いことに,GPL

保ｲlの野生株が形成したバイオフィルムには，多

くの菌が集藤し, swarmingをうかがわせるよう

な配列を呈するが,GPLを欠柵したラフ型菌株が

形成したバイオフィルムには，ごくわずかの菌し

か定着せず, 1fiサイズも縮小していた． しかも，

双方のバイオフィルムとも，次ilm埖素酸には耐性

であった． これらの所兇は，バイオフィルム発育

におけるGPLの砿嬰性をボしている． さらに，野

生株とラフ型繭株におけるバイオフィルム形成パ

ターンの相違は,MAC崎がGPLを利用した効率

的な生存戦略をもつことをうかがわせる．2012年

MAC菌の研究

MAC繭は結核菌と災なり， ｜‘1然瑚境I|!の淵在

菌であり，かつトリやブタ禅の家帝を術主とする

人帝共通瓶原体である．元来莱斤'1不能性であるこ

とから， ヒトにおけるMAC症の治旅雌渋性とIM1

連する．また,MAC繭の臨床荊株は結核繭の場合

と比べて，ケノム多様性をもつことが知られてい

る．反復配列多型(VNTR)によるケノム型別を

行ったところ, H本でのヒト111来繭株は生活環境

II!の繭株と近縁である一方，欧州でのヒトIII米i澗

株は，ブタ禅の家荊Mi株と近縁であることが､ 'llﾘl

した7)． このことは．浴室給湯口とシャワーヘッ

ドが感染源となることを示した報告と盤合してい

る8) (図2A).

lliliMAC症の臨床病態は,"l'il形成性の結核顛

似型と結節性病変と気袴支拡張病変を示す結節・

気柚;支拡帳狐に分顛される． とくに後背は， 1'1商

年女性に好発し，昨今の肺MAC症忠隊急jWの主

体となっている．MAC症の|臨床経過は症例によ

ってさまざまであるものの，進行性に経過し放タピ

に至る症例も存在する．予後は，術主免疫能と淵|｜

耐学的病原性のバランスで決められると琴えられ

るが，細菌学的病原性と臨床病態の進行性につい

ては不Iﾘl確であった．苫者は, ll'iiMAC樅忠打山

来の臨床菌株（進行例3株，安定例3株）につい
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A

mGIVcopeptidolipid(GPl>MACの基本的性質

1．環境常在菌(浴室等の生活環境、自然界）
2．人畜共通病原体

3．薬剤不能性
4．ゲノム多様性

5．バイオフィルム形成
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図2MAC繭の細菌学的性質と高病原性菌株の同定

A:MACiXiの淵lll¥i学的性質MAC菌は結核菌と異なり，蝋境常在菌かつ人畜共通病原体である

わが国のMAC繭感染源は，浴室（給湯口やシャワーヘッド）に由来する.GlycopepUdolipid

(GPL) という両親媒性の糖脂賀が,バイオフィルムの形成と発育に関与する．

B :急速な臨床経過に合致した高病原性MAC菌株の同定.MinbacellulareM.i.198は, 3年の間に

急速に病巣が進行した患者に由来した菌株であり，マクロファージ内およびマウス肺内で他の

臨床菌株と比べて，増殖・生存率が高かった．

C :M.i.198の全ゲノムシーケンス既報のMmtmce"""ゼゲノム解読菌株と比較したところ，

M.i.198は51kbにおよぶプロファージと. 358の徽株特異的遺伝子を保有していた．
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に臨床検査として保険収i股されたキャピリア

MACは， このGPLのcore脂髄に対するIgAIX

体illiを測定するものである11).このように,GPL

の生物学的活性は研究および'臨床双方において重

要視されている．

現在，著者はMAC菌の研究を，主に二つの方

向から行っている．一つは遺伝子レベルによる病

原性発現機構の解明である.MAC菌は結核菌と

比べて、プラスミド導入による遺伝子改変が困難

である．そこで,Maviumlll米のファージを使っ

て，ケノム上無作為的にトランスポゾンを導入す

ることで変異ライブラリーを作成し，バイオフィ

ルム形成機序および病原|kl子の発現機椛を解析し

ている． もう一つは，生体恒附性改善を指向した

MAC症治療法の探索である．苫者が前任地(|]

立病院機構刀根山病院）に在蒋時，憧性呼吸器疾

患忠者に対するグレリン投-lj･臨床試験に関わり，

グレリンが，呼吸困難感･QOL･運動耐容能な

どの臨床症状の改善，栄挺指標の改善，好中球性

の慢性気道炎症の改善をもたらすという知見を得

た12)．臨床現場に早期に還元可能なMAC症治旅

法の探索の一つとして，グレリンのMAC菌に対

する抗菌作用の検討，ならびに体組成改善（筋

肉・筋肉）によりもたらされる抗菌効果について

の細胞生物学的検討を行っている．
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