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研究成果の概要（和文）：結核の化学療法の問題点の一つとして、最主力結核薬であるイソニア

ジド (INH) が静止期や休眠期の菌を十分に殺菌できないことがあげられる。本研究では、静
止期以降の抗酸菌体内で発現が増強するヒストン様蛋白質 MDP1 が、INH の活性化に必須な
KatG の発現を抑制し、INH 耐性が誘導されることを明らかにした。休眠期結核菌の INH 耐
性化に関わる主要因と考えられることから、MDP1や KatGを標的とした結核治療の短期化の
可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Tuberculosis is deadly infectious diseases found worldwide and 
remains a leading public health problem. Although isoniazid (INH) is a key drug for the 
treatment of tuberculosis (TB), tolerance against INH that causes prolonged treatment 
duration is a concern for effective TB chemotherapy. INH is a prodrug and is activated by 
the mycobacterial enzyme, KatG. We have shown that mycobacterial DNA-binding protein 
1 (MDP1), which is a histone-like protein conserved in mycobacteria, negatively regulates 
KatG transcription and leads to phenotypic tolerance to INH in mycobacteria. 
Mycobacterium smegmatis deficient for MDP1 exhibited increased expression of KatG and 
showed enhanced INH activation compared to the wild-type strain. Expression of MDP1 
was increased in the stationary phase and conferred growth phase-dependent tolerance of 
M. smegmatis to INH. Regulation of KatG expression is conserved among M. smegmatis 
and Mycobacterium tuberculosis complex. Artificial reduction of MDP1 in Mycobacterium 
bovis BCG was shown to lead to increased KatG expression and susceptibility to INH. 
These data demonstrate the phenotypic tolerance mechanism to INH of mycobacteria by a 
histone-like protein.   
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１．研究開始当初の背景 
	
 	
 抗酸菌感染症は現在も甚大な健康被害
を招来している。特に結核は年間 100万人以
上が死亡する最大級の細菌感染症である。結
核菌は、人類の 1/3 に増殖や代謝を停止した
休眠状態で潜伏感染しており、感染者の 10％
において感染菌の再増殖（再燃）が生じ病気
が発症する。結核菌はヒト以外の宿主や自然
環境下で生息できないため、潜伏感染菌の殺
傷は病気の制圧に繋がるが、現在まで休眠機
構は不明で潜伏感染菌を殺傷することがで
きない。発症時においても菌は一定の割合で
静止期に入り休眠するため、結核治療は最短
で 6ヶ月を要する。休眠菌を殺傷できれば理
論的に 2週間で治療を完結できる。このよう
な状況から抗酸菌の休眠機構を解明し対策
を構築することが重要な課題となっている。 
 
２．研究の目的 
	
 	
 現行の結核治療で最主力薬剤がイソニ
アジド（INH）とリファンピシンである。結
核治療が長期化する主要な原因は、増殖停止
結核菌に対して INH の効果が顕著に減衰す
ることにある。この静止期以降に生じる、遺
伝子変異を伴わない擬似的な薬剤耐性のメ
カニズムは、明かにされおらず、本研究では
その解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
薬剤感受性試験 
	
 	
 速育型抗酸菌Mycobacterium smegmatis 
mc2155株 (WT)およびそれを親株とした
MDP1欠失株 (KO)ならびに補填株 (Comp)
については、LB液体培地にて OD600 = 0.1相
当に調製した。その後、各種抗菌薬を添加し
た LB培地に菌液を接種し 37˚Cで 48時間培
養した。培養後、LB寒天培地に接種し、CFU
を算出して薬剤非添加で培養した際の CFU
と比較した。 
 
MDP1欠失による遺伝子発現変化の解析 
	
 	
 菌体より Total RNAを抽出し、マイクロ
アレイ解析およびリアルタイム RT-PCR解析
を行った。マイクロアレイはロシュ・ダイア
グノスティック株式会社によるカスタムア
レイを使用した。抽出した各菌株の RNAか
らの逆転写反応には High-Capacity Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems)を用いた。
SYBR Greenによるリアルタイム PCR解析は
ABI 7500 Fast (Applied Biosystems)により行っ
た。 
 
SDS-PAGEおよびウエスタンブロット解析 
	
 	
 各菌株菌体は PBSおよびガラスビーズ
と混合したのちMini Bead-beaterにて破砕し、
遠心後の上清を回収した。得られた抽出蛋白

質は SDS含有 12%ポリアクリルアミドゲル
にて分離後 PVDFメンブレンに転写した。
MDP1および KatGの検出には、抗 MDP1マ
ウスモノクローナル抗体および抗 KatGウサ
ギポリクローナル抗体を用いた。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
MDP1は抗酸菌の INH感受性に関わる。 
	
 	
 M. smegmatis WT, KO, Comp株の INHに
対する感受性を試験した結果、MDP1 の欠失
により感受性が増強することがわかった。
INHの標的や活性化酵素遺伝子の発現の変化
を MDP1の有無で比較した。その結果、イソ
ニコチン酸アシルと NADH をカップリング
し、INH を活性型に変換する katG の発現が
MDP1 欠失により有意に増強することがわか
った。リアルタイム RT-PCR の結果からも、
MDP1欠失により katGの発現が 2倍程度増強
することが確認された。以上のことから、
MDP1 が KatG の転写を抑制し、INH が活性
型に転じるのを抑制することにより薬剤抵
抗性を獲得している可能性が示唆された。 
 
MDP1 は KatG の発現を抑制し、INH の活性
化を抑制する。 
	
 	
 実際に MDP1 の有無により KatG 蛋白質
の発現量に変化があるかを検討するために、
ウエスタンブロット解析を行った。その結果、
MDP1 KO株おいてはKatGの発現増強が認め
られた。次に、KatG の発現増強により INH
の活性化が促進されることを確認するため
に、NBTを基質とした活性染色を行った。そ
の結果、MDP1 KO 株においては他の 2 株と
比較して INH 依存的な活性酸素産生による
NBT の還元が促進されることが明らかにな
った。 
 
MDP1 の発現は経時的に増強し、それに伴い
静止期以降の抗酸菌において、KatGの発現の
減弱により擬似的薬剤抵抗性が生じる。 
	
 これまでの研究により、MDP1 は静止期や
休眠期に発現が上昇することがわかってい
る。そこで、MDP1 の経時的な発現の変化が
KatG の発現および菌の INH 感受性に影響を
与えるかをM. smegmatis WT株を用いて検討
した。ウエスタンブロット解析により、対数
増殖期と定常期の菌体におけるMDP1および
KatGの発現の変化を観察したところ、MDP1
が経時的に発現増強するのに反比例し、KatG
の発現は経時的に減弱することが明らかに
なった。同様に、増殖期および定常期の菌体
を用いて INH感受性を比較したところ、定常
期の菌体はより INH 抵抗性であることが確
認された。以上のことから、静止期以降の INH
抵抗性は MDP1 の発現増加により KatG 発現



 

 

が抑制されることにより起こることが明ら
かになった。 
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