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研究成果の概要（和文）：ブルーリ潰瘍（Buruli ulcer）は、「顧みられない熱帯感染症」のひとつとしてWHO
が重点的に疾病対策を展開している細菌感染症である。本疾患の起因菌は抗酸菌の一種Mycobacterium ulcerans
であるが、環境における感染源やヒトへの感染経路はわかっていない。本研究では、環境および患者由来の菌か
ら新たな病原因子の同定とその検証を行い、本感染症の感染経路の解明を目指した。研究の結果、流行地域の環
境からの菌の分離はできなかったが、同じ検体からM. ulceransの存在を示唆するIS2404を検出することができ
た。

研究成果の概要（英文）：Buruli ulcer is a chronic infectious disease that is focused on the disease 
control by WHO as one of the "neglected tropical infectious diseases". The causative agent of this 
disease is Mycobacterium ulcerans, a type of acid-fast bacillus, but the source of infection in the 
environment and the route of transmission to humans are unknown. In this study, we aimed to 
elucidate the transmission route of this infectious disease by identifying new virulence factors 
from bacteria derived from the environment and patients. As a result of the study, although the 
bacteria could not be isolated from the environment of the endemic area, IS2404 suggesting the 
presence of M. ulcerans could be detected in the same sample.

研究分野： 細菌学、感染免疫学

キーワード： ブルーリ潰瘍　比較ゲノム解析　感染伝播　西アフリカ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、検出される環境中の全てのM. ulceransがブルーリ潰瘍の起因菌となるのではなく、マイコラクト
ンを含む「病原因子」を有する一部の集団が感染症の原因となるという新たな仮説を立てこれを検証することに
より、自然界におけるM. ulceransの生態とヒトへの感染経路の一端を解明することが期待できる。さらに同定
された「病原因子」は新たな検出用マーカーとして環境中のサーベイランス精度を飛躍的に向上させるととも
に、患者に対しては他の類似疾患（風土性トレポネーマ症フランベジア：英語名yaws、皮膚リーシュマニア症、
マイセトーマ等）との鑑別にも利用できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ブルーリ潰瘍は、世界保健機関 WHO が「顧みられない熱帯感染症 (Neglected Tropical 

Diseases)」のひとつとして、その発生動向の監視と大規模な治療介入プログラムを実施してき
た細菌感染症である。しかし、未だにコントロールできるまでには至っていない。この疾患は抗
酸菌のひとつMycobacterium ulceransによる慢性の皮膚感染症であり、 皮膚に広範囲で重度
の無痛性潰瘍を形成し、 無治療のままだと骨組織の変形なども生じることから、患者の多くに
後遺症が残ることが知られている。患者はガーナやコートジボアール等の西アフリカ諸国に集
中している一方で、近年オーストラリアでも多くの症例が報告されており、また我が国において
も患者が増えてきている。治療法としてまた後遺症を予防するために感染早期の抗菌薬投与が
必要であるが、オーストラリア等の先進国は別として、西アフリカ諸国では当該国内事情（内戦、
テロ、医療保健体制の不備など）もあって難しい。一方、抗菌薬による治療法は経験に基づくも
のでエビデンスが確立したものではなく、また抗菌薬治療に抵抗性を示す症例も報告されてい
る。本菌は主に水系環境が原因でヒト皮膚に感染すると考えられているが、自然界におけるリザ
ーバーの有無、感染伝播の様式、感染によって生じる皮膚潰瘍の病態機序は現在でも謎に包まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
環境中の本菌の生態、リザーバーの有無について調べるため、環境からのサンプル分離とその
解析を行った研究が多く報告されている。M. ulceransの検出には、本菌に特異的とされ複数の
コピーを有する挿入配列（insertion sequence, IS）2404を PCRにて増幅する方法がよく用い
られる。ガーナをはじめ、流行国での環境調査において河川の水、周辺の植物、家畜、原生生物、
ゲンゴロウのような水生生物に至る様々な環境サンプルから IS2404 の配列が検出されている。
しかし、全ての環境にヒトに病原性を有する M. ulcerans がいるとは考え難い。本菌以外の
Mycobacterium 属が IS2404を保有することが報告されているためである。したがって、IS2404
のマーカー配列を標的としたPCRだけでは自然界にいる起因菌を捉えてはいないだろうと申請
者らは考えた。その一方で、環境から菌を分離することは極めて困難とされており、今まで報告
されているのは 2報のみである。 
本研究では、環境中に生息する M. ulcerans の中で病原性に関わる因子を有している菌のみ
ヒトへの感染性を有するという新たな仮説を立て、以前から連携しているガーナの共同研究者
とともに環境および患者由来の菌から病原因子の同定とその検証を行い、本感染症の感染経路
の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
ガーナの患者発生地域の中から拠点病院を中心とする調査サイトを選定後、環境および患者
からの M. ulceransを分離後に比較ゲノム解析を行い、「病原因子」の同定とその検証を行うこ
ととした。 
 ガーナ共和国の中でも患者発生地域は雨季と乾季に分かれている熱帯雨林気候に属しており、
4-10 月は雨季で雨量が多く、11-3 月は乾季となっている。環境サンプルにおける IS2404 陽性頻
度は雨季の方が高いと報告されている（Aboagye et al, Microb, Ecol 2017）。それを考慮して
環境からのサンプリングは雨季と乾季にそれぞれ 1 回ずつ実施することにした。一方で、患者検
体のサンプリングに関しては随時実施することとした。 
 
1) サンプリング 
 海外共同研究者 Dr. Ablordeyと協議の上、患者発生地域からサンプリングを実施する調査サ
イトを決定した。環境サンプルとして、河川の水、沈泥、周辺土壌を採取した。許可を受けた上
で患者自宅の井戸水、生活用水、周辺土壌からのサンプル採取を実施した。患者からのサンプリ
ングに関しては、患者皮膚潰瘍部分をスワブで擦過して採取することとした。 
 
2) 分離培養、サンプルの DNA 抽出 
 採取した環境水は 50 µmのメッシュを通過後、5, 0.8, 0.45 µmのメンブレンフィルターを用
いて順次濾過を行うことにより水中の細菌を捕集した。沈泥、土壌には滅菌水を加えて攪拌後沈
渣を除いて濾過を行った。抗酸菌の分離に関しては、フィルターに PBSを添加して細断し、同量
の 2%NaOH-クエン酸ナトリウムにより抗酸菌以外の菌を除去後、抗酸菌捕捉・集菌ビーズを用い
て濃縮処理を行った。ビーズに結合した菌に対してサプリメント添加 7H10 Middlebrook 培地に
て分離培養を試みた。なお、処理過程でチール・ネルゼン染色を実施し抗酸菌の存在を確認した。
別の方法として、フィルターを抗 Mycobacteria lipoarabinomannan (LAM)抗体を用いた蛍光免
疫染色も実施し、実際にフィルター上に抗酸菌が捕捉されていることを確認した。なお、これま



 

 

での研究で菌の分離が難しいことを考慮して同一検体は 2分し、片方は分離培養へ、もう片方は
各種 DNA 抽出キット等を用いて DNA サンプルの抽出に供した。本研究では新しい解析技術とし
てシングルドロップレットを用いたシングルセル解析を試行した。フィルターより細菌を分離
して 1細胞ずつドロップレットに封入し、DNA 抽出後に解析を実施した。 
 
3)遺伝子解析 
 抽出された DNAを用いて M. ulcerans関連遺伝子に関する PCRおよび定量 PCRを実施した。 
 
４．研究成果 
 
1) サンプリング 
2019 年末に発生した新型コロナウイルス感染症により、ガーナへの渡航が不可能となった。
そのため 2020年度までは日本国内において環境検体のサンプリングと PCR法の技術改良を実施
した。2021年度、ガーナ国境閉鎖解除と国際便の再開に伴い、6月と 11 月に、ガーナ国内で患
者が多く発生しているデンス川流域の患者宅周辺の環境水等のサンプリングを実施した（図 1お
よび 2）。 

 
調査は Dr. Ablordey、野口研リサーチアシスタントの
他、ガーナヘルスサービス（GHC）当該地区担当者および
住民に同行してもらって実施した。なお、臨床検体に関し
ては、現在同地域で新規患者の登録がなく、患者にアプロ
ーチして検体採取をできる状況になかった。 
 
 
 

2) 分離培養、サンプルの DNA 抽出 
環境サンプルを各種フィルターによる分画後に DNA の抽出と抗酸菌分離を試行したが、抗酸
菌を分離することはできなかった。一方で、フィルターより細菌を分離して 1細胞ずつドロップ
レットに封入し、DNA 抽出に成功した。 
 

3) 遺伝子解析 
環境サンプルから M. 

ulcerans が有する遺伝子
(IS2404)を検出したことか
ら、環境水に起因菌が存在し
ていることが強く示唆され
た（図 3）。さらに、単一菌体
をひとつのドロップレット
に封入する 技術を応用して
フィルターよりシングルセ
ル分離を実施し、そこから起
因菌 M. ulcerans が有する
IS2404の検出に成功した。 
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