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研究成果の概要（和文）：非結核性抗酸菌症は患者報告数が 1990 年代以降先進国を中心に増加

し、水環境からの暴露が感染の要因と考えられているものの、いまだその感染経路は明らかと

なっていない。そこで本研究では、微生物学と疫学、バイオインフォマティクスを総合し、非

結核性抗酸菌症の出現機構の解明を目指した。その結果、ヒトへの暴露という観点から浴室環

境が M. avium のリザバーとなる可能性を確認した。また、日米間の比較により、水道水中の残

留塩素が M. avium の生残に影響を与えている可能性を示した。すなわち、「水道の整備に伴う

塩素消毒→塩素耐性をもつ非結核性マイコバクテリウムの生残→感染症の出現」というつなが

りが考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：The incidence of nontuberculous mycobacteria (NTM) diseases has 
increased gradually in most industrialized countries since 1990’s. Aquatic environments 
are thought to be sources of infection of NTM, but the infectious routes remain unknown. 
The goal of this study was revealing the occurrence mechanism of NTM disease from the 
comprehensive viewpoint of microbiology, epidemiology and bioinformatics. Our results 
showed that bathroom environmentis supposed as the reservoir of Mycobacterium avium which 
is a clinically important NTM species. The results also suggested that the concentration 
of residual chlorine should affect the survival of M. avium. In conclusion, the linkage 
of “chlorine disinfection - survival of NTM with chlorine resistance - occurrence of 
NTM disease” was suggested as the occurrence mechanism of NTM disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 人類は災害から身を守り、また安全・安心

で快適な生活を求めて、環境を改変してきた。
一般社会において、環境・生態系に関する関



心が深まるにしたがい、環境改変はネガティ
ブな印象を持たれることがある。しかし、環
境や生態系のかく乱が起こらなければ、これ
らの環境の改変が新たな「文化・文明」の礎
になることは歴史的な事実である。 
 一方で、上記のかく乱が生じた場合には感
染症の拡大を招く恐れがある。また現在、水
環境の改変が新たな感染症を引き起こしつ
つあることが認識されてきており、なかでも
非結核性抗酸菌症は近年急速に感染者数が
増えつつある。本感染症の特徴として、集団
発生がなく、水環境、特に住環境の水回りに
おいての暴露が大きな要因とされているも
のの、感染源や感染経路が不明であることが
挙げられる。また、家族内での感染者間で遺
伝子型が異なる場合があり、環境内動態が不
明である。 
 
 
２．研究の目的 
 非結核性抗酸菌をモデルとし、環境改変に
よる感染症出現（環境疾患）の機構について
解明し、環境改変と安全・安心な社会生活を
両立させるための基盤となる「環境改変―感
染症の発生―我々の生活の変化」の「環」（図
１）に関する知見の蓄積と、環境疾患防止の
ための考察を目的とした。 
 

 
１．「環境改変―感染症の発生―我々の生
の変化」の「環」 (Yamaguchi et al., Ecol. 
es., in press) 

．研究の方法 
本研究においては、rRNA 遺伝子を標的とし
非結核性抗酸菌の種レベルでの現存量測
と、新たに開発した蛍光染色法で生理活性

床分離株・環境分離株・
畜由来株に対して分子集団遺伝学的アプ
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をもつ抗酸菌の検出を行い、住環境における
非結核性抗酸菌の分布を明らかにした。また、
非結核性抗酸菌の臨
家
ロ
造を比較解析する
菌のホスト（ヒト、生息環境）への適応・定

着に関する考察を行った。 
 
 住環境内の非結核性抗酸菌の分布を解明
するにあたり、ヒトと接触頻度が高く、エア
ロゾルを発生しやすい場所として、台所シン
クの排水口、浴室の排水口、浴槽の追い炊き
口、シャワーヘッドを選択し、それぞれの地
点から滅菌したポリエステル製綿棒を用い
て、バイオフィルムを採取した。各地点に存
在する非結核性抗酸菌の現存
rR
た。本研究において最適化した条件、プライ
マーセットを使用し、臨床上重要なM. avium、
M. intracellulare を種レベルで定量した。
また、生理活性（呼吸活性）をもつ抗酸菌の
シングルセルレベルでの検出には、本研究に
おいて開発した、蛍光二重染色法（Auramin
O-CTC[5-cyano-2, 3-ditolyl tetrazolium 
chloride]二重染色法）を使用した（図２）
本方法は、呼吸活性をもつ抗酸菌を迅速に検
出できるという利点がある。 
 非結核性抗酸菌のうち、臨床上重要な M. 
avium の環境内分布を評価するにあたって、
臨床分離株 114 株、環境（患者浴室）分離株
38 株、家畜（ブタ）由来株 70 株を試料とし
た。新規遺伝型別解析法である VNTR（反復配
列多型分析）により、各分離株の遺伝的多様
性解析およびクラスター解析、我が国の臨床
分離株特有の挿入配列保有株の分離頻度測
定を行い、臨床分離株（ヒト）、
家畜由来株（ブタ）の遺伝学的特徴の相同性
と相違性を明らかにした。 
 
 
４．研究成果 
平成 20 年度の成果は以下の通りである。 
(1) 非結核性抗酸菌の環境内動態を解明す
るにあたり、本菌の生理活性を評価する手法
の検討を行った。 
 その結果、 
① 抗酸菌を特異的に染色する
呼
す
ウムをシングル
出することを可能とした。 
② gyrB遺伝子を標的とする逆転写 PCR-DGG
（変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法）を検討し
た結果、細菌群集内
方法により選択
ことを示した。 
 
(2) 結核菌をモデルとして集団遺伝学的解
析のための実験系の確立と解析手法の検討
を行った。 
 その結果、 
① 菌株識別能力に優れた遺伝子型別解析法
である縦列反復配列数多型解析法 



(Variable Number s of Tandem Repeat：VNTR
を確立し、データ

)
処理方法として、最小展開

 (Minimum Spanning Tree：MST)を用いた

学的集団構造解析法を
に適用し、薬剤耐性化獲得能

を進め

ライマー等を検討し、rRNA
伝子が有用であることを見出した。 

重要な非結核性抗酸菌（M. avium や

を用

) 遺伝子データベース上に公開されてい

するとともに、国内の非結核性抗酸
症の大部分を占める起因菌である
ycobacterium avium に対する集団遺伝学的

 
 M. avium についても結核菌と同様に

領域の

、本邦ヒ
分離株とは異なる特徴を有

より発生する感染症（レジオ

ることを示
た。今後、この要因を詳細に検討すること

m 

) 平成 21 年度までに開発した蛍光二重染

 米国では、水道水中の残留塩素濃度の基

(2
る抗酸菌標準株の遺伝子情報を入手し、分子
進化系統樹解析法を用いて解析した。その結
果、病原性により系統樹が分岐する可能性を
見出した。 
 
(3) 結核菌をモデルとした集団遺伝学的解
析を継続

木
クラスター解析の有用性を、疫学的情報と進
化系統的情報を加味して検証した。 
② 今回確立した遺伝
多剤耐性結核菌
力に優れた結核菌遺伝系統群の存在を示す
データを得た。 
 
平成 21 年度の成果は以下の通りである。 
(1) 非結核性抗酸菌の環境内動態を解明す
るにあたり、環境中における本菌の現存量、
また生理活性を評価する手法の検討

菌
M
解析実施のための検討を行った。 
 その結果、 
① 結核菌においては、地域内での感染伝播
が活発に認められる遺伝系統群の存在を明
らかにした。た。 

① 水環境および生活環境における非結核性
抗酸菌の現存量を種レベルで測定するため
に、定量的 PCR用プ

②
VNTR-MST 解析の有用性を、ヒト臨床分離株を
用いた検討で示した。さらに，M. avium ヒ
ト臨床分離株について、16S-23S ITS
シーケンス、hsp65 遺伝子のシーケンスなら
びに特定の挿入配列の存在において

遺
② 生理活性をもつ抗酸菌をシングルセルレ
ベルで迅速に検出するために、平成 20 年度
に作成した蛍光二重染色法（Auramine O-CTC
二重染色法）の特異性を標準株により確認し、
臨床上

ト分離株が海外
することを明らかにした。  
 
(4) 環境改変にM. intracellulare など）を特異的かつ迅速

に検出可能であることを示した（図２）。 
③ gyrB 遺伝子の発現にもとづいた細菌の増
殖活性評価法の有用性を大腸菌、緑濃菌

ネラ症）の起因菌とされる Legionella 
pneumophila についての調査を行った。自然
環境および水を循環使用する環境から分離
した Legionella pneumophila の血清群を評
価した結果、自然環境では多様な血清群が存
在するのに対し、水を循環使用する環境では
臨床においてレジオネラ症患者から高頻度
で分離される血清群１に収束す

いて評価した。その結果、gyrB 遺伝子の発現
量を逆転写定量的 PCR 法で測定した値は、対
数増殖期において他の増殖期と比較し有意
に高く、本遺伝子が増殖活性の指標として有
用であることを示した。 

し

 
図２．Auramine O-CTC 二重染色法による呼吸
活性をもつ抗酸菌の特異的検出。(A)呼吸活
性をもつ M. intracellulare、(B)呼吸活性を
もつ大腸菌、(C)失活させた M. 
intracellulare、(D) 失活させた大腸菌 
(Ichijo et al., J. Microbiol. Methods, 
2010) 
 
 

により、環境改変によるレジオネラ症の発生
予防に貢献できると考える。 
 
平成 22 年度の成果は以下の通りである。 
(1) 水環境および生活環境における非結核
性マイコバクテリウムの動態解析を行なう
ために、定量的 PCR の条件を最適化した。そ
の結果、病原性非結核性マイコバクテリウム
として臨床上重要とされる Mycobacteriu
avium、M. intracellulare、M. kansasii を
種レベルで定量可能とした。 
 
(2
色法（Auramine O-CTC 二重染色法）、および
最適化した定量的 PCR 法を用いて、住環境中
の非結核性マイコバクテリウムの動態を解
明した。 
 その結果、 
① 抗酸菌は浴室、台所の排水口に高い頻度
で存在し、複数の地点においては生理活性を
もった状態で存在していた。 
②
準が日本と比較して高濃度に設定されてお



り、M. avium はシャワーヘッドから検出され
ているのに対し、本研究では風呂釜と浴槽を
つなぐパイプ中のみでしか検出されなかっ
た。 
 
(3) M. avium 臨床分離株の遺伝学的特徴につ
いて、遺伝的多様性の観点から精査するとと
もに、家畜（ブタ）由来株ならびに環境由来

境分離株とヒト臨床分離株の遺伝的
同性は高く、浴室環境での定着が確認され

る

。 
我々は安全・安心で快適な生活を求めて、

て、環境改変にともなう環境疾患

株との遺伝的関連性の解明を目指した。 
 その結果、わが国では欧州諸国からの報告
とは異なり、ヒト分離株とブタ分離株の遺伝
的相同性は低く、ブタ感染個体のヒト感染へ
の影響は極めて限局的と考えられた。また、
浴室環
相
た。 
 
 以上の成果より、ヒトへの暴露という観点
から浴室環境が M. avium のリザバーとな
可能性を確認した。また、日米間の比較によ
り、水道水中の残留塩素が M. avium の生残
に影響を与えている可能性が推察される。す
なわち、「水道の整備に伴う塩素消毒→塩素
耐性をもつ非結核性マイコバクテリウムが
生残→感染症の出現」というつながりが考え
られた
 
環境を改変し、文化や文明を創成してきた。
その一方、微生物生態系を考慮せずに環境の
改変を行った場合、感染症が生じるリスクが
高まり、人間社会へ影響を与える。本研究に
より示した、「水道の整備に伴う塩素消毒→
塩素耐性をもつ非結核性マイコバクテリウ
ムが生残→感染症の出現」というつながりは、
そのモデルとなるものである。すなわち、本
研究におい
の発生を未然に防ぐためには、微生物生態系
を十分に理解したうえで、適切に環境を改変
することが重要となることを示した。 
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