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研究成果の概要： 

当研究室において解読された病原性放線菌ノカルジア全ゲノム情報を基盤として、ノカルジ
アの宿主細胞感染に関与する因子の同定を試みた。候補因子の遺伝子破壊株および遺伝子相補
株を作製し、野生株と比較した結果、マクロファージ様細胞の炎症性サイトカインの産生を撹
乱する因子とマクロファージ様細胞に対する細胞障害性およびマウスに対する病原性に関与す
る因子を同定した。 
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１．研究開始当初の背景 

ノカルジアはグラム陽性の土壌腐生菌であ
るが、ヒトを含む脊椎動物に対して病原性を
示す。ノカルジア症は急性あるいは慢性の類
肉芽腫化膿性感染症であり、結核や化膿性肺
炎に類似した肺感染症を主とするが、血行性
の播種で脳に膿瘍を起こし、ときに全身症状
を示す。多くの場合、免疫抑制剤治療、肺の
基礎疾患、進行 HIV 感染患者の日和見感染で
ある。しかし、同菌の同定は遅延することが
多く、また、多剤耐性である、完治に長期間
の治療を有する、再発頻度が高いなどの問題
点を有する。 

世界的にノカルジアの病原性に関する研究
は、臨床報告と分類が主であり、分子レベル
の解析はほとんど行なわれていない。また、
同菌における有用な遺伝子操作系は確立され
ておらず、研究を行なう上での大きな障害と
なっていた。 
2004 年に、世界初のノカルジア全ゲノム

配列が決定され、ノカルジアが、世界最大の
感染症原因菌である結核菌、さらにアミノ酸
発酵や環境浄化等の産業利用に貢献してい
るコリネバクテリア、ロドコッカスに類似し
たゲノム構造を有することが明らかとなっ
た。すなわちゲノム中に、複数の病原関連遺
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伝子、抗生物質耐性遺伝子、多くの二次代謝
産物の生合成関連遺伝子が見出された。 

ノカルジアのゲノム情報が入手可能とな
り、ノカルジアの遺伝子破壊系、遺伝子発現
系の構築が始まった。 
 

２．研究の目的 

Nocardia farcinica IFM10152 のゲノム情
報を基盤とし、ノカルジアの病原性に関与す
る因子の同定を目的とする。ノカルジア感染
初期を想定したマクロファージ様細胞への
感染実験を行ない、感染に関与するノカルジ
アの因子と宿主側の因子の探索を、ノカルジ
アの宿主細胞への感染時の網羅的遺伝子発
現変化の検討、およびノカルジアの病原関連
候補遺伝子破壊株の感染実験により行なう。 
 

３．研究の方法 

（１）培養および細胞感染実験 

①実験に用いた菌株、N. farcinica IFM 

10152、N. farcinica IFM 0284、N. farcinica 

IFM 10125、N. asteroides IFM 0319、N. 
brasiliensis IFM 0236、N. cyriacigeorgica 

IFM 0688、Rodococcus rhodochrous NBRC 

16069 は、BHI 培地を用い、37℃で培養した。 

②マウスマクロファージ様細胞 J774A.1 細
胞および RAW246.7 細胞は、10%FBS を添
加した DMEM 培地で培養した。THP-1 細胞
は、10%FBS を添加した RPMI 培地で培養し
た。 

③24wellプレートに 1.0x106細胞を播きこみ、
細胞用培地に再懸濁させた菌を感染させた。 

 

（２）マイクロアレイ解析 

Agilent 社遺伝子発現解析用マイクロアレイ
（マウスカタログアレイ）のシステムを用い
た。感染細胞の RNA は Quiagen 社 RNeasy

で抽出、精製した。Agilent 社 DNA マイク
ロアレイスキャナで測定し、発現解析ソフト
Agilent社GeneSpringGX v7.3.1を用いて解
析した。 

 

（３）RT-PCR による遺伝子発現解析 

感染細胞から精製した RNA を、TOYOBO 社 

ReverTraAce のシステムで RT-PCR 反応を
行なった。検出プライマーは mTNFaF2, 
AGCCCACGTCGTAGCAAACCACCAA; mTNFaR2, 
ACACCCATTCCCTTCACAGAGCAAT; mIL6F, 
CTGGTGACAACCACGGCCTTCCCTA; mIL6R, 
ATGCTTAGGCATAACGCACTAGGTT; mIL1bF, 
ACTACAGGCTCCGAGATGAACAAC; mIL1bR, 
CCCAAGGCCACAGGTATTTT;  mbactinF,  
TGTGATGGTGGGAATGGGTCA; mbactinR, 
TTTGATGTCACGCACGATTTCC を用いた。 

 

（４）炎症性サイトカインの産生量の測定 
感染細胞培養上清中の TNF-α、IL-1β、IL-6

量は、ELISA 法（R&B社、Quantikine）で測
定した。 
 
（５）ノカルジア遺伝子破壊株および遺伝子
相補株の作製 

①遺伝子破壊は、unmarked gene disruption

法で行なった。遺伝子破壊用ベクターとして、
カウンターセレクションマーカーsacB 遺伝
子を有する pK18mobsacB を用いた。目的遺
伝子破壊ベクターをエレクトロポレーショ
ンでノカルジアに導入し、ネオマイシンで一
次選択後、スクロースとネオマイシンで二次
選択を行ない、ベクター領域が脱落した遺伝
子破壊株を選択した。 

②遺伝子相補株は、プロモーターを含む相補
遺伝子領域をpNV18あるいは19に組み込み、
エレクトロポレーションでノカルジアに導
入した。 

 

（６）細胞障害性の検討 

感染細胞のトリパンブルー染色を行ない、細
胞数を計測した。トリパンブルー陽性細胞を
死細胞とし、全細胞数あたりの死細胞の割合
を算出した。 

 

（７）マウス感染実験  
Crlj:CD1(ICR)マウス（5週令、♂）に PBS に
懸濁した 10７CFU のノカルジアを経尾静脈よ
り感染させ、致死率と臓器所見を検討した。 
 

４．研究成果 
（１）ノカルジア感染マクロファージ様細胞
の炎症性サイトカイン産生への関与 
N.farcinica 感染させた J774A.1 細胞の遺

伝子発現変化をマイクロアレイにより検討
した。コントロールとして、近縁の非病原菌
である R.rhodochrous NBRC 16069 感染細胞
を用いた。その結果、感染 5 時間までの
N.farcinica 感染細胞の炎症性サイトカイン
関連遺伝子群の発現がR.rhodochrous感染に
比べて、顕著に低下していた。 

マイクロアレイで発現変化の差が顕著だ
った遺伝子について、RT-PCR 法により、発現
量の変化を検討したところ、特にIL-1, IL-6
の発現量のレベルが低いことが示された（図
１）。 
続いて ELISA 法により、炎症性サイトカイ

ンの産生量を検討した。その結果、IL-6、
TNF-産生量がR.rhodochrous感染に比べて、
顕著に低下していた（図２）。RAW264.7 細胞、
THP-1 細胞への感染でも同様の傾向が認めら
れた（図３） 

さらに、ノカルジア属の他種の感染細胞に
ついて、炎症性サイトカインの産生量を検討
した結果、 RAW264.7 細胞における N. 
brasiliensis N.cyriacigeorgica、感染を除き、
他のノカルジアも IFM 10152 株と同レベルの



 

 

産生量を示した。（図３）。 
以 上 、 N.farcinica は 、 非 病 原 菌 の

Rhodococcus とはマクロファージ細胞への認
識が異なる可能性が示唆された。結核菌の強
毒性菌は弱毒性菌に比較して、in vitro の感
染実験におけるこれらのサイトカインの産
生誘導能が低いという報告があり、本結果が、
ノカルジアの病原性の一端を担っている可
能性が示唆された。 
 

 
図１ ノカルジア感染マクロファージ様細胞
の遺伝子発現変化（J774A.1 細胞、MOI:5） 
 

図 2ノカルジア感染マクロファージ様細胞の
炎症性サイトカイン産生（J774A.1 細胞、
MOI:5） 
 

図３ ノカルジア感染マクロファージ様細
胞の TNF-産生 （MOI:5、感染 5時間） 
 
（２）炎症性サイトカイン撹乱因子の同定 

N.farcinica 感染マクロファージでは、炎
症性サイトカインの産生が抑制されている
可能性が示されたため、炎症性サイトカイン
の産生を上昇させる因子の探索を試みた。そ
の結果、ltsA 遺伝子破壊株を感染させた
J774A.1 細胞は、野生株および遺伝子相補株
感染細胞と比較して、TNF-産生量の増大が
認められた（図４）。ltsA 遺伝子は、グルタ

ミンアミドトランスフェラーゼをコードし、
細菌の細胞壁構造の構築に関与していると
予想される。また本酵素は、ロドコッカス属
のリゾチーム耐性化への関与が報告されて
いるが、細菌の病原性および宿主応答に関す
る報告は無い。本酵素の欠損により、
N.farcinica の宿主細胞への認識機構の変化
が示唆されたため、現在、病原性への関与も
含め、分子機構の詳細を検討中である。 

 
図４ ltsA遺伝子破壊株がTNF-産生に与え
る影響 （J774A.1 細胞、MOI:5） 
 
（３）ノコバクチンの細胞傷害性および病原
性への関与 
 ノカルジアゲノム中に、結核菌シデロフォ
ア生合成遺伝子(mbt)のオーソログ遺伝子ク
ラスターを見出した。この遺伝子クラスター
をノコバクチン生合成遺伝子(nbt)クラスタ
ーと命名し、nbtＡおよび nbtＥ遺伝子破壊株
と各遺伝子相補株を作製した。 

 nbt 破壊株は、通常の培養での増殖速度に
大きな変化は認められなかったため、
J774A.1 細胞への感染実験を行なった結果、
感染から24時間後のnbtE破壊株感染細胞で
は、野生株、遺伝子相補株あるいは rpoB2 破
壊株で認められる細胞傷害活性が減少して
いた（図５）。nbtA 破壊株は、細胞障害活性
を有した（図５）。これは、nbtＥ破壊株はノ
コバクチン生産能を完全には欠失していた
が、nbtＡ破壊株は少量のノコバクチンを生
産するためと考えられた。非病原性菌である
R.rhodochrous 感染細胞では、細胞傷害活性
を認めなかった（図５）。 
 次に、マウスに対する病原性を検討した結
果、nbtE 破壊株感染マウスは野生株および
遺伝子相補株で認めた致死性を示さなかっ
た（図６）。さらに臓器所見を検討したとこ
ろ、脾臓、腎臓において、野生株で認めた病
変を認めなかった（図７）。 

  以上、ノカルジアのマクロファージ様細
胞傷害活性はマウスに対する病原性に関与
すること、ノコバクチンはノカルジアのマウ
スに対する病原性に関与する因子であるこ
とが示唆された。 



 

 

図５ ノコバクチン生合成遺伝子破壊が細
胞障害性に与える影響 A. 形態、Ｂ.トリパン
ブルー染色 （MOI:5, 感染 24 時間） 

 

図６ ノコバクチン生合成遺伝子破壊がマ
ウス病原性に与える影響（n=5, 8.0x107） 

 

 

図７ ノコバクチン生合成遺伝子破壊がマ
ウス病原性に与える影響 
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