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研究成果の概要（和文）：本研究では、新菌種であるM. kyorinenseの菌株１４株について抗菌薬耐性遺伝子を主とし
た遺伝子解析を行ったところ、16S rRNA遺伝子の一部の塩基に多型が認められ、種内でのheterogeneityの存在が明ら
かとなった。一方、近縁種とされるM. celatumの２型が複数の遺伝子配列でM. kyorinenseと完全に一致することが判
明し、M. celatumの２型はM. kyorinenseに再分類されるべきであることを提唱した。また、M. kyorinense基準株の全
ゲノム解析により、抗菌薬耐性機構が結核菌と異なる部分が多いことが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：The genetic analysis of 14 collected strains of Mycobacterium kyorinense 
clarified that they harbored polymorphism in 16S rRNA, suggesting the genetic diversity among the strains 
of this organism. In addition, analysis of Mycobacterium celatum, a species closely related to M. 
kyorinense, revealed that the sequences of several housekeeping genes of M. celatum type 2 are identical 
to those of M. kyorinense; therefore, we propose reclassification of M. celatum type 2 as M. kyorinense. 
Furthermore, the whole genome analysis of the type strain of M. kyorinense suggested that the mechanism 
underlying the resistance to antibiotics of this organism is significantly different from those of M. 
tuberculosis.
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１．研究開始当初の背景 
非結核性抗酸菌感染症は一般にヒト―ヒ

ト間の伝染性がなく、免疫不全患者以外では

致死的になることも少ないとされ、結核菌と

比較してあまり注目されてこなかった。また、

非結核性抗酸菌の培養法が十分に確立され

ておらず、培養で同定される頻度が低かった

ことも、非結核性抗酸菌感染症が過少評価さ

れたことの一因であったと思われる。しかし

ながら、近年の分子生物学的手法の進歩によ

り、培養が不可能な例においても病因菌種が

同定可能となったことで、非結核性抗酸菌感

染症の頻度は予想以上に高いことが明らか

となった。また、最近新たな培地の導入によ

り、非結核性抗酸菌の培養に成功する例も増

加し、日常診療においても非結核性抗酸菌感

染症がクローズアップされている。さらに、

従来の化学的性状によらない分子生物学的

手法による細菌の分類同定法が進歩し、新た

な菌種が毎年のように報告されているのが

現状である。 

 このような背景のもとで、2007年我々は、

肺炎患者の痰検体から菌種同定不能であっ

た非結核性抗酸菌を分離した。詳細な遺伝子

解析を行ったところ、本菌はこれまでに報告

のない菌種であることが判明した。さらに別

の 2施設の患者から検出された非結核性抗酸

菌が、遺伝子解析の結果本菌と全く同一の菌

種であることがわかった。これらの遺伝子配

列は、新菌種の条件を満たしたことから、

我々はヒトに感染性を持つ新種の非結核性

抗酸菌として、Mycobacterium kyorinense

と命名し 2009 年新菌種登録の専門誌に報告

した。1) その後、本菌種の報告例は国内外

で増加し、本菌の感染性や抗菌薬感受性につ

いての情報が蓄積されつつある。 

 一方、我々は本菌の抗菌薬に対する感受性

についても検討を行った。その結果、結核菌

と同様非結核性抗酸菌でも広く用いられる

リファンピシンやイソニアジドに対して低

感受性であることが明らかにされた。本菌が

検出された検体は、いずれも抗菌薬使用前の

ものであることから、抗菌薬で誘導された耐

性ではなく、自然耐性である可能性が考えら

れた。また、本菌種と最も近縁である非結核

性 抗 酸 菌 の Mycobacterium celatum, 

Mycobacterium branderi はいずれもこれら

の抗菌薬に低感受性であることから、これら

の菌種の抗菌薬耐性化機構には共通の遺伝

学的背景が存在する可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 
以上のような背景のもとで、本研究は

Mycobacterium kyorinenseおよびその近縁

菌種において薬剤耐性の原因として知られ

る遺伝子について解析し、本菌における薬剤

耐性のメカニズムを解明することを目的と

した。また、3 菌種の遺伝子解析により、こ

れらの菌種間の遺伝学的差異についても解

明を目指した。 

一方、新たな非結核性抗酸菌の同定を目指

し、抗酸菌の培養を、呼吸器感染の患者の

上・下気道検体すべてについて行い、スクリ

ーニング検査で菌種が同定できなかった検

体について、遺伝子配列を決定し、新規菌種

の同定を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）Mycobacterium kyorinenseおよび近

縁菌種の抗菌薬感受性および臨床的特徴の

検討 

①M. kyorinenseの菌株およびその近縁種

であるM. celatum, M. branderiの基準株

を固形培地 CTC 加小川培地で培養後、液

体培地で増殖させ、菌株の保存を行った。 

②各菌株の抗菌薬感受性試験をキット（プ

ロスミック NTM極東）を用いて行った。 

③M. kyorinense感染症患者の臨床像につ

いて調査し、感染部位や抗菌薬使用後の予後

について検討した。 



（２）Mycobacterium kyorinenseおよび近

縁菌種における薬剤耐性遺伝子の解析 

①上記の菌株からキット（コバス Taqman 

MTB SOL-M）を用いて DNAを抽出した。 

②結核菌その他の抗酸菌で耐性化に関与す

ることが報告されている遺伝子について、

ＰＣＲ機器およびシークエンサーを用い

て上記菌株の塩基配列の決定を行った。 

③菌株間の遺伝子配列の比較を行い、感受性

試験の結果と照合することにより、これらの

菌における抗菌薬耐性化に関与する遺伝子

変異を決定した。 

（３）Mycobacterium kyorinense の菌株間

および近縁種との遺伝学的差異の検討 

M. kyorinense の複数の菌株および近縁種で

あるM. celatum, M. branderiの基準株につい

て 16S rRNA, rpoB, hsp65などのハウスキー

ピング遺伝子の塩基配列をダイレクトシ－ク

エンスにより決定し、菌株間の heterogeneity

について検討した。 

（４）Mycobacterium kyorinense の全ゲノ

ム解析 

M. kyorinense の基準株について、ION PGM

システム（Life Technology）を用いて全塩基配

列を決定し、CLC Genomics Workbench 7.0を

用い解析した。このなかから、inhA, embB, 

katG などの薬剤耐性関連遺伝子について、M. 

tuberculosisとの配列の比較検討を行った。 

（５）呼吸器感染症患者気道検体の非結核性抗

酸菌スクリーニング培養 

 ①当院微生物検査室に通常の細菌培養目

的で提出された、呼吸器感染症患者の上・下

気道検体（喀痰、気管洗浄液など）について、

全例抗酸菌培養キット（マイコアシッド極

東）を用いて培養を行った。 

 ②培養陽性検体のうち、実際に抗酸菌が分

離された場合は、抗酸菌スクリーニングキッ

ト（DDH マイコバクテリア極東）により遺

伝子の抽出と同定を行った。 

 

４．研究成果 

（１）Mycobacterium kyorinenseおよび近

縁菌種の抗菌薬感受性および臨床像の検討 

M. kyorinense感染症の報告が国内で相次

ぎ、１３菌株を入手できた。また、初めて国

外でもブラジルからM. kyorinense感染症の

報告があり、遺伝子解析において協力し、共

著 論 文 と し て Journal of Clinical 

Microbiology誌に公表された。一方、これら

のM. kyorinense株の臨床像・抗菌薬感受性

について解析したところ、１）呼吸器感染症

が多くみられるが、関節炎やリンパ節炎も生

じること、２）全例が抗結核薬、特にリファ

ンピシンに耐性であることなどを明らかに

した。この結果は Emerging Infectious 

Diseases誌に公表された。 

（２）Mycobacterium kyorinenseおよび近

縁菌種における薬剤耐性遺伝子の解析 

上記の検討により、M. kyorinenseはリフ

ァンピシンに高度耐性であることが判明し

たことから、リファンピシン耐性に関与する

遺伝子について rpoB 遺伝子の塩基配列を決

定した。全株で配列が一致し、結核において

リファンピシン耐性に関与する部位に塩基

置換 Ser531Aspがみられることが判明した。

また、近縁種で同様にリファンピシン耐性で

あるM. celatum, M. branderiについても同

じ塩基置換が認められ、Ser531Asp がこれら

の菌種におけるリファンピシン自然耐性に

関与している可能性が強く示唆された。 

（３）Mycobacterium kyorinense の菌株間

および近縁種との遺伝学的差異の検討 

M. kyorinense の 14 菌株について 16S 

rRNA, rpoB, hsp65などのハウスキーピング

遺伝子の解析を行ったところ、rpoB, hsp65

については解析した範囲で全例が一致して

いたが、16S rRNA遺伝子では一部の塩基に

多型が認められた。一方、近縁種である M. 

celatumおよびM. branderiについても同様

の遺伝子解析を行った結果、M. celatumの２



型がこれらの遺伝子配列でM. kyorinenseと

完全に一致することが判明した。M. celatum 

の１・３型ではM. kyorinenseとかなりの差

異が認められることから、M. celatumの２型

はM. kyorinenseに再分類されるべきである

ことを提唱し、Annals of Microbiology誌に

その結果を公表した。本事例のように、従来

細菌学的性質から行われていた分類は不完

全であり、時に遺伝子解析によって再分類が

行われるため、Mycobacterium属の分類にお

いても今後遺伝子解析に基づいた見直しを

行う必要があると考えらえた。 

（４）Mycobacterium kyorinense の全ゲノ

ム解析 

M. kyorinense の基準株について、ION 

PGM システムを用いて全ゲノム解析を行っ

た。全長約530万塩基対、G/C比は66.9％で、

他の抗酸菌同様に高い G/C 比が認められた。

RAST サーバーによる機能解析予測では、

5351個の蛋白質をコードする遺伝子と 46個

の rRNA, および 8個の tRNAをコードする

遺伝子が同定された。薬剤耐性遺伝子につい

て解析したところ、rpoB 遺伝子配列はこれ

までの解析結果と完全に一致した。一方、エ

タンブトール耐性に関与するとされる embB

遺伝子や、イソニアジド耐性に関与するとさ

れる katG, ahpC, および inhA遺伝子では、

結核菌で高頻度に認められる変異は見られ

ず、別の耐性機構が関与している可能性が高

いと考えられた。この結果は、Genome 

Announcements誌に掲載された。 

（５）呼吸器感染症患者気道検体の非結核性

抗酸菌スクリーニング培養 

初年度から継続的に呼吸器感染症患者検

体の全例において抗酸菌培養を行ってきた

が、分類不明菌は検出されなかった。そのた

め、本項目については研究を中断し、代わり

に上記の抗酸菌の全ゲノム解析を進めるこ

ととした。 
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