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研究成果の概要（和文）：　抗酸菌属は多様な自然環境に生存する一方，病原菌としての側面を持ち，ヒトを含
めた様々な動物に感染して病変を起こす．本課題では，国内外における野生動物・捕獲動物に関して抗酸菌症の
調査研究を行い，原因菌のゲノム解読に基づく遺伝子解析を行った．国際連携としては，台湾との連携の下，新
規Mycobacterium marinum検出法を確立し，飼育動物例における菌種同定を行った．飼育動物，家畜動物，伴侶
動物の症例において，それぞれ異なる抗酸菌種の分離培養と比較ゲノム解析を行い，個々の菌種および分離株に
おける遺伝的多様性について，新たな知見を蓄積することに成功した．

研究成果の概要（英文）：Mycobacterium is a genus including pathogenic agents, which can survive in 
natural environments, such as soil and water. Some species is infectious to animals and humans as 
zoonotic pathogens, causing tumors and granuloma on skins or various organs. In this study, we aimed
 to survey mycobacterial infection of animal cases in Asian countries mainly based on genomic 
analysis of clinical isolates. In collaboration with Taiwan, we established a convenient method for 
detection of Mycobacterium marinum, and reported an infection case of the species. We also analyzed 
various animal cases infected with some mycobacterial species, such as M. avium, M. caprae, and so 
on. In each study, the clinical strains were isolated and their genome sequences were determined to 
compare with each other and sequences retrieved from database, which could provide new information 
and evidences about animal infection of the genus broadly.

研究分野：細菌学

キーワード： 細菌学　人獣共通感染症　抗酸菌　細菌ゲノム比較　動物感染症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の成果は，抗酸菌感染症における動物症例に関し，細菌ゲノム解析を手法的な基盤として積み重ねてき
た．結果として，本課題を通して分析された症例の原因菌は人獣共通感染症の起因菌としてリスクが高い菌種も
多く含まれ，ヒトの衛生保健にも寄与しうる成果となった．本結果はアジア地域を中心とした獣医師ネットワー
クに還元され，今後の研究展開を牽引し活用出来ると考えている．直接的な国際連携としては，台湾をカウンタ
ーパートとした動物感染症の研究体制構築を達成した．抗酸菌症に限らない感染症対策が望まれる場合にも，こ
うした連携を活かした国際的研究を展開できる素地になることが期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 抗酸菌属 (Mycobacterium) は，土壌や水など，多様な自然環境に生存する一方，病原菌
としての側面を持ち，ヒトを含めた動物の内臓や皮膚に感染して肉芽腫などの病変を起こす．
このうち，生存ニッチを宿主のみに依存する結核菌群に反して，自然環境に生存しながら動物
への感染性を発揮する抗酸菌種の生態学的知見は乏しく，飼育動物での事例報告に留まってい
るのが現状である．公衆衛生上問題となるのは，生存ニッチを動物体内に獲得し，病原微生物
となった菌種群である．代表的にはヒト結核菌 (Mycobacterium tuberculosis)，らい菌 (M. 
leprae) などが挙げられるが，その他の菌種でも様々な症例が報告されており，約 30種もの菌
種が病原体として認識されている．この中には，トリ結核菌 (M. avium，ヨーネ菌を亜種に含
む) のように家畜衛生上重要な病原体や，M. abscessusやM. kansasiiのように感染源，自然
宿主，生存ニッチがはっきりしない菌種群も含まれる．これらの病原性に関わる分子機構や自
然環境下での浸淫度は未解明であり，その生態学的知見は限定的である． 
 
(2) 動物感染症として明白なヨーネ菌，結核菌群を除いても，多様な抗酸菌症が断続的に報告
されている．通常，動物における抗酸菌症は病変部の肉芽腫や抗酸菌染色などによって発見・
診断されるが，その原因菌種まで詳細に同定されることは少ない．これらは，病原体への『進
化の入り口』にある菌種 (opportunistic species) として認識されているものの，その感染機序
は未解明であり，発見された症例の多くが病理学的所見の確認に留まっている．こうした理由
には，組織学的な獣医病理診断が求められることに加え，非病原菌種が自然環境や動物体表か
ら常在的に分離されるため，起病菌との区別が難しいこと，増殖速度が遅く，分離培養に一定
のスキルを要することが挙げられる． 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究課題では，国内外における野生動物・捕獲動物における抗酸菌症の調査研究を行う．
新規事例を発見した場合に原因菌の分離培養を行い，病原性に関わる遺伝子と菌株多型を詳細
に分析して病原性抗酸菌の遺伝学的理解を深めることとする．特に，アジア・オセアニアの獣
医病理学教室と協力を通して，抗酸菌研究の国際的な連携強化と情報基盤の確立を目指す． 
 
(2) 代表的な病原性抗酸菌種は，明瞭な病原因子を持たない菌種（例：結核菌群）と，プラス
ミドによって外来性病原因子を獲得した菌種（例：M. ulcerans）が知られている．前者では特
定の遺伝子ファミリーが多コピー化し，宿主への適応度を高めているのに対し，後者では産生
毒素によって宿主への感染を成立させている．いずれもゲノムの縮小や偽遺伝子の蓄積が認め
られ，自然環境から宿主動物に生存ニッチが変化したことによる現象と考えられる．本研究課
題では，次世代シーケンサーを活用し，病原体として分離された抗酸菌種についてゲノム配列
を決定し，環境分離株との比較を通して病原性獲得・進展の兆候を捉える． 
 
(3) こうして得られた詳細な細菌ゲノム情報は，病原性関連遺伝子や各菌種にユニークな遺伝
子，多型性領域を同定するのに役立つ．そこで，配列情報を病原性抗酸菌の遺伝子検出用マー
カーの構築に応用する． 
 
３．研究の方法 
(1) まず，連携関係にある国内外の動物園，動物保全機関，獣医系大学・大学院などで発見さ
れた抗酸菌疑いの症例について，組織標本や固定済標本から DNA を抽出して抗酸菌の検出を
行う．組織からの DNA 抽出には組織標本用のキットを利用する．固定済標本も，脱パラフィ
ン，脱固定を目的として抽出用キットを利用する．遺伝子の検出には，汎用的に利用される
hsp65などの他，登録されているゲノム配列情報をもとに，リアルタイム PCRなどのより鋭敏
かつ精度が高い手法を新たにデザインすることとする．検出された試料については，配列解読
をはじめとした詳細な遺伝子解析を行う．また，新規感染事例で新鮮な試料が得られる場合に
は，直ちに抗酸菌分離のための培養を試みる． 
 
(2) 抗酸菌分離には習熟が必要なため，ヒト症例での経験が蓄積されている医療機関において
実施する．感染個体が生存している場合には，組織ではなく糞や血液，口腔内スワブ（痰など）
を材料として分離培養を試みる．環境調査では，試料からの直接 DNA 抽出と同時に膜透過に
よって濃縮した試料を培養に用いる． 
 分離された菌株については，遺伝子解析に基づく菌種同定を行うとともに，次世代シーケン
サーによってゲノム情報を取得する．培養菌株からゲノム DNAを抽出し，MiSeq (Illumina) を
用いてペアエンド短鎖リード配列を取得する．参照ゲノム配列が既知の場合には，リード配列
をマッピング解析に供し，変異箇所をリスト化する．また，アセンブルによってコンティグを
作成し，ドラフトゲノム配列として登録または解析に用いる．これらは主に CLC Genomics 
Workbench (QIAGEN) を用いて実施する．マッピング解析によって得られた変異箇所や，アセ
ンブルによって得られたコンティグ配列は，データベースに登録されたゲノム情報と合わせて
比較・系統解析を行い，その特徴を抽出する． 
 



(3) 研究成果をアジア地域を中心とした野生動物・飼育動物保全に関する獣医師コミュニティ
にフィードバックし，広域な研究ネットワークの確立に資する． 
 
４．研究成果 
(1) M. marinum complexに関する調査および検出系デザイン 
 M. marinumは魚や両生類などの感染例が多く，ヒトではアクアリウム水槽などから感染して
皮膚病変を引き起こすことが知られている．本菌種は病原性進化の過程においてマイコラクト
ン毒素産生遺伝子を外来的に獲得し，宿主からの免疫応答回避を果たす病原体に進化したと考
えられている (Stinear et al. 2007)．その進化途上では，養殖魚において時おり流行を起こすM. 
pseudoshotssiや，両生類からの分離が報告されたM. lifrandiなどの菌種へと系統分岐しながら，
ヒトにおいてブルーリ潰瘍を引き起こすM. ulceransへと変貌していったとされる (M. marinum 
complex)．本研究課題では，台湾で飼育されていたホンコンイモリで発生したM. marinum致死
症例について，病変組織から同菌の遺伝子を検出して確定診断を得た．本事例における病変は，
肉芽腫をはじめとした免疫応答が弱く，一般的な抗酸菌症と異なる様相を呈したが，同組織に
おいてマイコラクトン産生遺伝子を同時に検出したことから，本菌がマイコラクトン産生型
M. marinumであり，その結果として病理学的に抗酸菌症診断が難しい事例となりえることを示
した（Li et al., 2017.; 発表論文⑤）． 
 本研究課題では台湾との連携を確立し，その他様々な食用魚，観賞魚から分離された M. 
marinumをMiSeqにてゲノム配列を獲得することにより，それらの比較ゲノム解析を進めてい
る．ここでは，日本国内の水族館で発生したモリアオガエル由来M. marinum感染例や，養殖食
用魚での分離株を合わせた比較研究として現在解析進行中である． 
 日本国内におけるM. pseudoshottsiiの集団事例 (2012〜2013年) から分離された 12株の近接
ゲノム比較を実施した．比較を容易にするため，1986年に別地域で分離されていた参照株から
長鎖ゲノム配列を PacBio RS によって獲得し，完全長ゲノムを解読した (全長 6,050,184 bp，
5,528 遺伝子)．この配列を参照配列として集団事例株の短鎖リード配列をマッピング解析し，
変異数を比較検討したところ，発生漁港ごとに別の系統株による感染例であることが明らかと
なった．このことから，集団事例として考えられていた M. pseudoshottsii 感染は単一株による
拡散ではなく，何らかの環境要因による流行であった可能性が示唆された（投稿準備中）． 
 M. marinumはマイコラクトン非産生性であっても病原性を示しうることが知られているが，
既存の遺伝子検出系はマイコラクトン産生遺伝子や，M. ulceransにおいてマルチコピー化が進
行しているトランスポゾン (IS2404および IS2606) をターゲットとしたものに限定されている．
そこで，M. marinum complex全体を効率良く検出できる等温遺伝子増幅 (LAMP) 法を確立した
（投稿中）．本手法は理論的には環境水 1 mLあたり数個の本菌量を検出できる鋭敏なシステム
であり，環境調査などへの応用が期待される． 
  
(2) 飼育動物の各種抗酸菌症例 
 本研究期間中において，飼育動物，家畜動物で発生した抗酸菌症例から様々な抗酸菌種を原
因菌として分離し，ゲノム比較による既知株とのデータ比較をおこなってきた．これらは，ボ
ルネオゾウから分離されたヤギ結核菌 (M. caprae), クロヒゲサキから分離されたM. kansasii，
家畜牛から分離された M. avium subsp. hominissuis，ネコから分離された未同定菌種M. sp strain 
MFM001，鳥類から分離されたM. genavenseなど，多岐に及ぶ宿主・菌種を含んでおり，学術
成果として報告を行ってきたところである． 
① 動物園にて飼育されていたボルネオゾウにおいて食欲不振，体重減少をはじめとした感染症
様症状が認められ，糞や喀痰などの試料から結核菌群に属する M. caprae が分離された．感染
源は不明であるが，本邦において同菌種の症例はほとんど知られておらず，原産地（ボルネオ
島）における感染が再発したものと考えられた．本菌は比較ゲノム解析による遺伝子欠損領域
の検出に基づいて菌種同定を行い，ヨーロッパ地域で分離されている菌株との地理系統的乖離
も認められた．本症例では治療経過中にイソニアジド耐性株が検出された．元株との比較解析
によって既知の耐性変異 (katG Ser315Thr) を含むごく微小な遺伝子変異のみが確認されたこ
とから，複数株感染に起因する耐性株の出現ではなく，同一株の耐性化によることが示唆され
ている（Yoshida et al., 2018.; 発表論文①）． 
② 家畜牛におけるM. avium感染は，一般的には亜種であるM. avium subsp. paratuberculosisに
よるヨーネ病であり，腸管感染による病変を引き起こす．本件は経気道感染による肺病変が認
められ，分離株を詳細分析したところ，近年ヒト症例が増加しつつある M. avium subsp. 
hominissuisによる感染事例であることが確定した．従来の型別法ではヒト由来株との近縁性が
示唆されたが，ゲノム比較解析により系統的に大きく離れた株であることが判明し，本亜種の
高い遺伝的多様性が示された（Yoshida et al., 2018.; 発表論文③）． 
③ 動物園で発生したクロヒゲサキから分離したM. kansasii 臨床株の短鎖リード配列を用いて
アセンブルし，コンティグを得た．ATCC標準株から推定された反復配列領域を Tandem Repeats 
Finder (Benson., 1999) によって探索し，本株のコンティグとの比較から反復数が異なると考え
られた 5領域を選択して特異的 PCRプライマーを設計した．しかし，両株のゲノム DNAを鋳
型として増幅したところ，増幅産物に違いが認められなかったことから，反復領域の正確な判
別には長鎖ゲノム配列の獲得が不可欠であると考えられた．そこで，PacBioによる長鎖解析を



実施し，完全長の取得を目指している段階である． 
 本株の病原性を確認するため，リスザルを用いた感染実験を行ったところ，感染 4週後に顕
著な病変が認められた．このことは，新世界サルにおける本菌の起病性を示すものであり，今
後，研究対象を従来のヒト－環境といった感染循環，動物感染事例や自然宿主の探索へと拡大
していくことが，本菌による感染様式の実態解明に繋がると期待される． 
④ 播種性感染を引き起こしたネコ症例から遅発育性抗酸菌を検出し，各種遺伝子配列から新種
であることが示唆された．本菌は既存のデータから，ヒトの感染症例でM. spとして登録され
ている配列と完全一致したことから，伴侶動物とヒト双方に感染する可能性が懸念される．短
鎖リード配列を取得してコンティグを作成し，ゲノム既知の菌種と比較解析を行うことにより，
既存種としてはM. kyorinense，M. ceratumの近縁種（いずれもヒト症例有）であることが確定
された（Kayanuma et al., 2018.; 発表論文②）． 
⑤ M. genavenseは鳥類の致死症例から分離されることが多く，何らかの宿主適応と病原性を保
有している可能性が示唆されているが，完全長ゲノム配列の報告がない．本研究課題では，標
準株である ATCC51234のほか，飼育鳥由来株（2株）の完全ゲノム配列を解読したところ，偽
遺伝子数が非常に多く，病原体に典型的なゲノム構造を有していることが明らかとなった（投
稿準備中）． 
 
(3) M. terrae complexに関する環境分離株と系統解析 
 ヒトにおいて，手の滑膜炎の原因として報告が多い抗酸菌にM. arupenseがある．本菌は遺伝
系統的にM. terraeを代表種とする菌種群に属し，九州で特に症例が多いM. kumamotoenseと近
縁である．これらは河川，海水などの環境水からもよく分離されるため，感染源究明を目的と
した環境調査に基づく分離菌株と臨床株の比較ゲノム解析を行ったが，結果的に，M. arupense
およびM. kumamotoenseいずれもヒト由来株に特徴的な系統発生は認められなかった．今後，
調査を継続しつつ双方の菌種を合わせたコアゲノム比較を行い，関連性を検索する予定である． 
 
(4) Mycobacterium汎用プローブデザイン 
 抗酸菌属を汎用的に検出することを目的として，本属菌種（27菌種）が共通に保有する遺伝
子のうち近縁属（放線菌など）は保有しない遺伝子を検索し，リアルタイム PCRによる検出系
を構築した．ターゲットとした遺伝子は 26菌種において高い DNA配列保存性を示し（らい菌 
(M. leprae) は本遺伝子を保有しておらず，検出不能），その配列一致性に基づいてデザインし
た検出系によって 99種の抗酸菌属由来加熱死菌上清が増幅陽性となった．同様のアプローチに
よってデザインされていた atpE増幅系 (Radmski et al., 2013) と比較しても増幅感度が高く，同
法で検出できなかった菌種もすべて検出できることが確かめられたため，有用な抗酸菌検出報
として利用できる可能性が高いと考えられる（投稿準備中）． 
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