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研究成果の概要（和文）：本研究では、Mycobacterium avium complex (MAC)菌の多型縦列反復配列（VNTR）遺
伝子型情報から薬剤感受性を迅速に予測できるシステムの確立を目指した。島根、栃木、大阪、福岡由来のM. 
avium臨床分離株のVNTR遺伝子型に基づき構築されたグループ間でキノロン感受性に有意な差が認められ、菌株
のVNTR遺伝子型からそのキノロン感受性を予測できる可能性が示唆された。福岡株は他の3地域とは異なる遺伝
子背景を持つ可能性が示唆された。また、多変量解析の結果15のVNTR領域(MATR1-9, 11-16)のうち、MATR-3がキ
ノロン感受性と有意に連動性の強い領域であった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish a system that can predict drug 
susceptibility based on polymorphic tandem repeat sequence (VNTR) genotype of Mycobacterium avium 
complex (MAC). Significant differences in sensitivity to quinolone were observed among groups 
constructed based on the VNTR genotype of M. avium clinical isolates derived from Shimane, Tochigi, 
Osaka and Fukuoka. Hence, it was suggested that the quinolone sensitivity could be predicted from 
the VNTR genotype of the strain. However, it was shown that the M. avium strains derived from 
Fukuoka have a different genetic background compared to the strains derived from the other three 
areas. Multivariate analysis showed that, among the 15 VNTR regions (MATR-1 - 9, 11 - 16), MATR-3 
region showed a significant association with quinolone susceptibility.

研究分野：微生物学

キーワード： Mycobacterium avium　VNTR　薬剤感受性　キノロン　抗酸菌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
非結核性抗酸菌症の年間新規患者数は約
１万人を超え、その内の 8 割を占める
Mycobacterium avium complex（MAC）感染症
は、最近 20 年間で、感染者数が約 3 倍、死
亡者数が約 7倍と大幅に増加している（森本
ら，結核，2011）。MAC の治療には、クラリス
ロマイシン（CAM）、リファンピシン（RFP）、
エタンブトール（EMB）等が使用されるが、
MAC の in vitro 増殖は非常に遅いため、薬剤
感受性試験終了前に治療を開始している。さ
らに、薬剤耐性菌が存在する、菌株ごとに薬
剤感受性が異なる、多クローン性の感染をし
ているなどの問題があり、MAC 感染症はしば
しば治療困難である。 
近年、抗酸菌の中では結核菌を中心に、菌
株の遺伝子型と薬剤感受性を関連付ける試
みが行われている（Yuan Xら，BMC Infect Dis，
2013）。遺伝子型判定には、制限酵素断片長
多型（RFLP）や縦列反復配列多型（Variable 
Numbers of Tandem Repeats: VNTR）が用い
られている（Supply P ら, J Clin Microbiol, 
2001）。VNTR は微量サンプルから増幅でき、
操作・解析が簡便なため遺伝子型判定の主流
となりつつあるが、どの領域が安定で、どの
領域が変化しやすいか議論が続いている
（Supply P ら, Infect Genet Evol, 2011）。
結核菌は、ヒトからヒトへ感染し、また菌の
伝播過程で様々な抗菌薬が使用されている
ため、結核菌から遺伝子型と薬剤感受性との
関連性を明らかにするのは困難である。一方、
MAC は環境からヒトへの一方行感染のため、
感染菌はその地域に由来すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
非結核性抗酸菌症の多くは、治療が困難で
あり、菌株の薬剤感受性を迅速に判別して適
切な治療を開始することが重要である。菌株
の遺伝子型判定に使われている縦列反復配
列多型（VNTR）は、菌の感染中や地域毎にリ
ピート数が変動している可能性がある。そこ
で本研究は、Mycobacterium avium complex
（MAC）の、VNTR の変動要因を明らかにし、
薬剤感受性と連動する VNTR 遺伝子型データ
ベースを構築する。これをもとに MAC の薬剤
感受性予測システムの樹立を試みる。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 供試菌株 
 
 島根県、栃木県、大阪府、福岡県内の病院
施設を受診した患者の喀痰から分離された M. 
avium 菌株を用いた。 
 
（２） 抗菌薬 
 
薬剤感受性試験には、クラリスロマイシン 

(CAM; wako)、リファンピシン (RFP; wako)、
エタンブトール (Sigma)、ストレプトマイシ
ン (wako)、カナマイシン (wako)、アミカシ
ン（wako）、アジスロマイシン (東京化成工
業)、レボフロキサシン (LVFX; wako)、シタ
フロキサシン (STFX; 第一三共)、モキシフ
ロキサシン (MFLX; フナコシ)を用いた。 
 
（３） 微量液体希釈法による薬剤感受性
試験 
 
 M. avium に対する薬剤感受性試験は、微量
液体希釈法にて実施した。96 well plate に
て、各菌株を 1 well 当り 5×105 CFU/ml とな
るように、また、各種抗菌薬の最高終濃度は、
それぞれ 2倍希釈系列にて、0.0625 - 128µg 
/ml の範囲で調製した。最終容量は 200 µl / 
well とした。抗菌薬処理用の菌液を調製後、
37℃、5％ CO2条件下にて培養し、2週間後に、
目視により菌の増殖を観察した。菌の増殖が
認められなかった最も低い抗菌薬の濃度を
最小発育阻止濃度（MIC）として測定した。 
 
（４） Real Time PCR 法による薬剤感受性
試験 
 
 Hellyer TJ らの報告（J Clin Microbiol, 
1999）を参考にして定量的 PCR 法により MAC 
菌株の薬剤感受性を実施した。 
MAC 菌は MAC 症患者臨床分離株を用いて、
2x105 CFU/well（1×106 CFU/ml）となるよう
に調製し、2 または 4 倍希釈系列の各濃度の
リファンピシン(RFP)存在下または非存在下
にて 7HSF 培地中で 1～4日間培養した。培養
終了の 24 時間前に終濃度 10 µM となるよう
に propidium monoazide（PMA; Biotium）を
添加した。菌体からの DNA の抽出は、菌体を
遠心にて回収した後、InstaGeneTM Matrix
（BioRad）を用いて、標準のプロトコールに
従って調製した。MAC 菌株の rDNA を指標とし
て SYBR Premix Ex Taq GC を 用 い て
StepOnePlusTM Real-TimePCR System 
(Applied Biosystems)にて Real Time PCR に
より培養 0 日の Ct 値を基準として、一定期
間培養後の rDNA の増減を解析し、測定数値
の差から薬剤感受性を判定した。 
 
（５） VNTR 遺伝子型解析 
 
菌株からDNAの抽出は、Instagene（BioRad）
を用いて、プロトコールに従って行った。  
VNTR遺伝子型別解析のための基本的なPCR
反応は、Go Tag Flexi Polymerase （Promega）
を用いて、DMSO 存在下(終濃度 4%)で行った。
PCR の反応条件は 94℃ 5min(1 cycle)、94℃ 
30sec、45℃ 30sec、72℃ 1.5min(35 cycle)、
72℃ 7min (1 cycle)にて行った。PCR 増幅産
物は、1.5%アガロース電気泳動後、CS 
Analyzer 3ソフトウェアを用いて移動度から
塩基対数を算出した。塩基対数から各 VNTR



領域の反復回数を求め、アリルプロファイル
を作成した。アリルプロファイルからマンハ
ッタン距離を算出し、phylip Ver. 3.695 に
て Fitch‐Margoliash法により系統樹を構築
した。また、系統樹編集ソフトの Tree view
を用いて系統樹を編集した。この系統樹をも
とにグループ分けを行い、グループ間の各薬
剤の MIC を比較検討した。さらに、MAC 菌株
の VNTR について、単変量解析および多項ロ
ジスティク解析を行い、薬剤感受性と強く連
動する VNTR 領域を選定した。 
 
（６） 全ゲノムデータを用いた薬剤感受
性に相関する遺伝子領域の探索 
 
 キノロンに対する高感受性、および低感受
性を示した菌株 8株を用いて、PacBio による
全ゲノムシークエンスを行った（マクロジェ
ン・ジャパン）。M. avium からの genome DNA
の精製は、ISOPlant (ニッポンジーン) およ
び DNeasy Blood & Tissue Kit （QIAGEN）を
用いて行った。 
 
（７） MAC 菌株の遺伝的地域差についての
検討 
 
 複数の地域（島根、栃木、大阪、福岡）の
M. avium 菌株について、VNTR 型別解析およ
び薬剤感受性試験を行った。各地域毎の VNTR
遺伝子型に基づいた系統樹形成によるグル
ープ分けと、上記 4地域を混合した際の VNTR
遺伝子型に基づいた系統樹形成によるグル
ープ分けの後、薬剤感受性との相関性につい
て評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 地域毎の菌株の VNTR 型別解析と薬
剤感受性試験 
 
 島根、栃木、大阪、福岡の 4府県から分離
された菌株について、それぞれの地域毎の
VNTR 型別解析を行った。 
 島根県由来株 24 株においては、3グループ
に分かれた（Fig. 1A）。3 グループそれぞれ
をクラスターA, B, C とし、形成したグルー
プと薬剤感受性との関係性について検討し
たところ、クラスターB は、他のグループと
比べ、キノロンに対して有意に高感受性であ
ることが示された（Fig. 1B）。 
 栃木県由来株 15株についての VNTR 型別解
析では、2 グループに分かれた（Fig. 2A）。
また、形成された2グループ間の抗菌薬のMIC
値について比較検討を行ったところ、クラス
ターB に属する菌株はキノロンに対して有意
に高感受性であることが示された（Fig. 2B）。 
 大阪府由来株 50株についての VNTR 型別解
析では、3グループに分かれた（Fig. 3A）。 
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Fig. 1 島根県由来株の VNTR 型別解析 
A) VNTR 型別解析により形成された系統樹．
B) キノロンの MIC 値についてのグループ間
の比較． 
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Fig. 2 栃木県由来株の VNTR 型別解析 
A) VNTR 型別解析により形成された系統樹． 
B) キノロンの MIC 値についてのグループ間
の比較． 
 
 



そのうちクラスターB は、他のグループと比
べ、キノロンに対して高感受性である傾向を
示した（Fig. 3B）。しかしながら、有意差が
認められたのは、LVFX におけるクラスターB
とクラスターCとの間にのみ認められた。 
福岡県由来株 18株についての VNTR 型別解
析では、2グループに分かれた（Fig. 4）。ク
ラスターA は、クラスターB と比べ、キノロ
ンに対して高感受性の傾向を示し、特に STFX
においては、両クラスター間で有意な差が認
められた。 
 
A 

 
B 

 
Fig. 3 大阪府由来株の VNTR 型別解析 
A) VNTR 型別解析により形成された系統樹． 
B) キノロンの MIC 値についてのグループ間
の比較． 
 
 
（２） 複数地域を混合した場合の菌株の
VNTR 型別解析と寒剤感受性との関連性 
 
 島根、栃木、大阪、福岡の 4地域の全ての
菌株を混合して VNTR 型別から系統樹を作成
した。また、その系統樹に基づきグループ分
けをし、そのグループ間の薬剤感受性につい
て比較検討を行った。その結果、大きく 2つ
のクラスターに分かれることが示された
(Fig. 5)。また、LVFX, STFX, MFLX はクラス
ターA よりもクラスターB の菌株で有意に高

Fig. 4 福岡県由来株の VNTR 型別解析 
A) VNTR 型別解析により形成された系統樹． 
B) キノロンの MIC 値についてのグループ間
の比較． 
 
 

Fig. 5 島根・栃木・大阪・島根由来株の 4
地域合同での VNTR 型別解析 
 
 
感受性であった（それぞれ、P = 2.44x10-09、
4.29x10-07、3.12x10-08）。 
栃木株は、栃木単独地域で認められた高感
受性グループ株と低感受性グループ株が
（Fig. 2）、4 地域合同における VNTR 型別に
よるグループ分けにおいても、それぞれ同様
に高感受性グループと低感受性グループに
分かれた。他方、3 つのクラスターに分かれ
た大阪府由来株と島根県由来株については
（Fig. 1, 3）、3 つのグループのうち、各地
域におけるキノロン高感受性グループが4地
域合同の場合においても高感受性グループ
に属し、各地域において低感受性グループで
あった 2 グループは、4 地域合同の場合にお
いては1つの低感受性グループに纏められる
形となった。他方、福岡県由来株においては、
福岡単独の中では高感受性グループに属し
た菌株が(Fig. 4)、4 地域合同の場合におい
ては低感受性グループに属することになっ
た株が多く存在した(Fig. 5)。 
 また、キノロン感受性について未知の M. 



avium 株 4 株（IUHW 1～4）について、Fig. 5
の系統樹構築に用いた菌株とともに、VNTR 遺
伝子型解析・系統樹構築を行い、キノロン感
受性について予測した。その結果、Table 1
に示すように、クラスターA に分類された
IUHW 3 および 4は、キノロン低感受性、クラ
スターBに分類された IUHW 1 および 2は、キ
ノロン高感受性の傾向を示した。特に、STFX
については、顕著にその傾向を示した。 
 

 
 
（３）キノロン感受性と連動性の高い VNTR
領域についての検討 
 
 上記（１）（２）の結果から、VNTR 遺伝子
型とキノロンの感受性については相関性が
認められた。そこで、現在標的としている 15
の VNTR 領域のうち、どの領域の反復回数の
違いがキノロン感受性と強く相関するのか
明らかにするため、STFX の MIC 値に基づき、
MIC が 1 µg/ml 以下の株を高感受性、MIC が
2 µg/ml 以上の株を低感受性として、各 VNTR
領域について高感受性株と低感受性株の反
復回数の差について、統計解析により、検討
を行った。その結果、Table 2 に示すように、
MATR1, 3, 6-9, 11, 13 の 8 領域について、
関連性があることが示唆された。さらに、キ
ノロン感受性との関連性が認められたこれ
らの VNTR 領域について、多変量解析（重回
帰分析）を行ったところ、MATR3 領域におい
て有意な相関性が認められた。 
 
以上の結果より、M. avium のキノロン薬感
受性については、VNTR 型別解析に基づいた薬
剤感受性予測が可能であると考えられた。た
だし、上記の如く、福岡由来株においては、
地域単独でのグループ形成と4地域合同の際
のグループ形成とで株の組み合わせが大き
く異なっていたため、福岡株については、他
の府県と遺伝子背景の異なる M. avium の集
団である（地域差がある）可能性が示唆され
た。 
また、CAM や RFP などの他の抗菌薬につい
ては、地域毎で調べた場合に VNTR 遺伝子型
に基づき形成されたグループ間で感受性に
有意な差が認められる場合も僅かにあった
が、キノロンとの関連性の様に、常にどの地
域においても相関性が認められる、というも
のではなかった。このことから、現時点では、

キノロン薬以外においては VNTR 型別解析か
ら薬剤感受性予測への応用は難しいと考え
られた。 

 
 
（４）リアルタイム PCR 法を利用した MAC
の迅速な薬剤感受性試験法の開発 
 
 MAC における薬剤感受性試験の一般的な方
法として微量液体培地希釈法による最小発
育阻止濃度（MIC）の測定があるが、培養に 2
週間を要す。この培養の期間を短縮するため
に結核菌を対象とした Suporn Pholwat ら報
告を参考にして、リアルタイム PCR 法を利用
した薬剤感受性試験法について検討した。 
 MAC 臨床分離株（SHIOYA-d）を各濃度の RFP
存在下で 4 日間培養した後に rDNA を標的と
してリアルタイム PCR 解析を行った。培養 4
日目において培養開始時（0 日目）との比較
でΔCt 値が 0以下、すなわち培養開始時と比
べて DNA量が減少したサンプルの RFPの最小
の濃度は 32 µg/mLであった。この結果から、
リアルタイム PCR 法による SHIOYA-d の MIC
を 32 µg/mLと決定した。同様の方法により、
他の MAC 臨床分離株（SHIOYA-a,-b,-g）につ
いても MIC 値を決定した。次に、リアルタイ
ム PCR法により求めた MIC値と微量液体培地
希釈法により求めたMIC値との比較を行った。
SHIOYA-d は両方法での MIC 値が一致した。し
かし、同様の試験を行った他の 3株は一致せ
ず、リアルタイム PCR 法と現行の微量液体培
地希釈法によるMIC値の間に相関性を認める
ことができなかったため、この方法を応用す
るには至らなかった。 
 
 
（５）PacBio による M. avium 株の全ゲノム
シーケンス解析 
 
 薬剤感受性を予測するための、より有効な
遺伝子領域（VNTR 領域または SNPs など）を
探索するため、キノロン高感受性と低感受性
の M. avium 株について PacBio による全ゲノ



ムシーケンス解析を行った。 
 抗酸菌は、一般細菌と比べ細胞壁が堅牢な
ため、一般的に行われているゲノム DNA 調製
法では精製度が低く、また収量も少ない。そ
こで、菌体からの DNA 精製方法について検討
を行った。その結果、菌は 25ml～50ml の 7HSF
中で混濁が認められるまで培養する必要が
あることや、DNA の抽出の際には ISOPlant 
(ニッポンジーン) および DNeasy Blood & 
Tissue Kit （QIAGEN）を組み合わせること
で、損傷が少なく、精製度が高く、必要な量
のDNAを得られる可能性が高くなることがわ
かった。 
 本実験においては、培養開始段階では 10
菌株を供試したが、解析に耐えうる精製度お
よび量の DNAを調製できたのは 5株であった
ため、この 5 株について PacBio によるシー
ケンス解析を実施することができた。本検討
により、完全長ではないものの、5 菌株につ
いての広範な遺伝子情報を得ることができ
たため、この得られら情報を基に、さらに全
ゲノム解析を行うことにより、今後、薬剤感
受性を予測するためのより有効な遺伝子領
域を決定することが可能であると考えられ
る。 
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