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研究成果の概要（和文）：ハンセン病はらい菌による感染症で、多菌型と少菌型の２病型がある。研究目的は、病型を
分ける菌側要因の探索であり、次の研究及び成果を得た。(1)日本の本州で分離された多菌型患者由来らい菌のゲノム
シーケンスを決定しデータバンク登録されているインド及びブラジル由来のらい菌と比較解析を行い、日本由来株に特
徴的な情報を得た。(2)日本株に特徴的だったSNPsを多数の保存らい菌分離株について調べた結果、日本の本州および
韓国で分離されたらい菌には同様のSNPsパターンがあることを発見した。(3)少菌型患者由来菌は極端に少なく、次世
代シーケンサーにて一定の結果を得たが、期間内に探索を終了するに至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Leprosy is caused by Mycobacterium leprae and classified into multi-bacillary 
(MB) and pauci-bacillary (PB). Objectives and results of this study were as follows. (1) The genome 
sequence of M. leprae isolated from MB patient in Honshu islands of Japan was determined and compared 
with two genome sequences (isolated from India and Brazil) registered in database. Some characteristic 
features were found in the genome of Japanese isolate. (2) The SNPs pattern on the regions in M. leprae 
strains isolated in East Asia or Southeast Asia was investigated. And we found that many of Korean 
isolates and Honshu isolates showed identical characteristic SNPs pattern. (3) The number of M. leprae 
bacilli in PB patient was extremely small. We acquired some information of genome sequence in M. leprae 
derived from PB patient but not finished completely.

研究分野： 微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ハンセン病の原因菌、らい菌は人工培地
で培養できないため、菌の発見後 150 年近
く経つ現在でも病原性や基本的性状に未だ
不明な点が多く、予防・診断・治療の技術
開発も十分とは言えない。しかし、近年技
術的な進歩に伴い遺伝子レベルでの解析が
進んできた。申請者もらい菌の遺伝子解析
によりハンセン病の薬剤耐性と遺伝子変異
の相関（Kai et al. FEMS Microbiol Lett 
1999）、流行国で薬剤耐性菌の動態解明（Kai 
et al. Clin Infect Dis 2011）等を行って
きた。また流行国では新しい血清診断調査
も実施した（Kai et al. Clin Vaccine 
Immunol 2008）。 
 らい菌完全ゲノム解析は、インドで分離
されたらい菌株の報告（Cole et al. Nature 
2001）とブラジルで分離された株の報告
（Monot et al. Nat Genet 2009）がある。
インド株及びブラジル株には時間空間的に
大きな隔たりがあるにもかかわらず、両者
のゲノムシーケンスにはほとんど差異が認
められず、一塩基多型（SNPs）や variable 
numbers of tandem repeats(VNTR)の相違が
見られるのみであった。申請者の所属する
国立感染症研究所ハンセン病研究センター
においては、らい菌及びらい菌を含む生検
材料のサンプル収集および保管を行ってお
り、これまでに２７種の患者由来らい菌株
についてヌードマウスフットパット内での
増菌に成功し、株として樹立した菌の維
持・管理・供給を行ってきている（Matsuoka, 
Lepr Rev 2010）。次世代型シーケンサーの
普及により多数の菌のゲノム解析が短期間
で可能となってきた現在、これらの保存ら
い菌株のゲノム解析を行なうことで、不明
であったらい菌の性状や病原性因子等が明
らかとなると考えられ、らい菌ゲノム解析
を国立感染症研究所、病原体ゲノム解析研
究センターの協力を得て、次世代型シーケ
ンサーにより開始している。 
 一方、ハンセン病には２病型、多菌型と
少菌型があるが、上記の調査・研究から、
この２病型間には様々な面で大きな隔たり
があることが判明し、予防・診断・治療に
関して、異なる対処の必要性が改めて認識
された。しかし、ハンセン病発症者が多菌
型と少菌型に分かれる要因は、感染宿主の
免疫の違いであると一般に考えられている
ものの詳細な解明はされていない。ゲノム
解析についてもこれまでの報告では DNA 量
の確保できる多菌型患者由来のサンプルし
か行われていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、らい菌を原因菌として発症
するハンセン病において、発病者が示す
多菌型もしくは少菌型と言われる 2 病型
を分ける菌側要因を次世代ゲノム解析に
て探索・同定することを最終目標とし、

まず、第１にハンセン病多菌型患者由来
らい菌株のゲノムシーケンスを行ない、
少菌型由来らい菌の対照としてリファレ
ンスを構築する。次に少菌型患者試料か
ららい菌 DNA を抽出し次世代型シーケン
サーでゲノムシークエンスを行ない、多
菌型由来らい菌ゲノムと比較し相違配列
を検出する。最後に２病型決定因子候補
の抽出とそれぞれの変異株を用いた検証
を行なう。 
 
３．研究の方法 
1.多菌型患者由来らい菌株４種のゲノム

シーケンス及び比較ゲノムにより多
菌型らい菌ゲノムデータベースを構
築する。（甲斐、黒田、関塚が担当） 

① 保有する多菌型患者由来のらい菌株
４株を Shepard らの方法（J Exp Med, 
1960）により,接種し増菌させたヌー
ドマウスのフットパッドから分離し、
らい菌ゲノム DNA を調整する。 

② 次世代型シーケンサー、イルミナ
GA-II を用いてらい菌ゲノム DNA の
全塩基配列を決定する。必要に応じ
て、すでにデータベースに登録され
ているインドあるいはブラジルで分
離されたらい菌ゲノム配列（Cole et 
al. Nature 2001, Monot et al. Nat 
Genet 2009）を対照として完成させ
る。 

③ ４株のゲノム情報から比較ゲノム解
析を行い、多菌型らい菌ゲノムデー
タベースを作成する。特に一塩基多
型（SNPs）や variable numbers of 
tandem repeats(VNTR)を含むリピー
ト領域の情報、らい菌に特徴的であ
ることがわかっている偽遺伝子、全
ORFs (Open Reading Flames)を詳細
に整理しておく。 

 
2.少菌型患者由来の試料から DNA を抽出

し、必要に応じてゲノム DNA 増幅を行
ない、含まれるらい菌ゲノムのシーク
エンスを行なう。（甲斐、黒田、関塚
が担当） 

① 海外のハンセン病流行地域を持つ研
究協力国で収集された少菌型ハンセ
ン病患者のバイオプシーサンプルか
らトータル DNA を抽出し、一部を保
存してあるので、それを用いてシー
ケンスを行う。 

 
 上記 DNA で十分なシーケンス解析ができ

なかった場合は少菌型患者から得たバ
イオプシーサンプルの一部が-80℃で保
存してあるのでこれを利用する。しかし
含まれるらい菌数がごく僅かであるこ
とが予想されるので、必要に応じて菌分
離後に市販のキットを用い、ゲノム DNA
増幅を行う。あるいは菌の分離操作によ



るらい菌損失を防ぐため実施せず、サン
プルのトータル DNA を抽出しシーケン
ス解析を行う。 

 
3.構築してある多菌型らい菌ゲノムデー

タベースとの照合により、少菌型らい
菌ゲノムシーケンスから特徴的な因
子を探索、発見する。（甲斐、黒田、
関塚が担当） 

① ゲノム解析ソフトである、Mapview、
Artemis、Genetyx 等を用いて多菌型
らい菌ゲノムシーケンスと少菌型ゲ
ノムシーケンスの比較解析を行い、
違いを検出する。 

 
4.多数の多菌型及び少菌型患者由来試料

を用い、発見した因子が２病型を分け
る因子であるかどうかを検証する。
（甲斐が担当） 

① 保管してある多数の臨床検体由来の
DNA について検出された違いの有無
を調査し多菌型少菌型を分けること
のできる違いを同定する。 

 
5.特定した因子をクローニングや発現解

析さらに変異株の作製等を通じて解
析し詳細な病型決定機構を究明する。
（甲斐が担当） 

① 病型決定因子と考えられる候補遺伝
子あるいは変異の機能解析を DNAマイ
クロアレイ技術を用いて解析する。 

 
４．研究成果 
 らい菌感染により発症するハンセン病は
大きく２病型、多菌型と少菌型がある。本
研究の主目的は、その病型を分ける菌側要
因を発見することである。比較対照に日本
で分離された多菌型患者由来らい菌
Kyoto-2 株のゲノム配列を決定した。デー
タバンクに登録後、すでに登録されている
らい菌 TN 株と Br4923 株との比較解析を
行い、Kyoto-2 株に特徴的な情報を得た。
その中で特に注目した２点に関し検討した
結果を以下に示す。１つ目は 1 つのオープ
ンリーディングフレーム（ORF）に６つ
SNPs が存在したことである。このような
多数の SNPs を持つ ORF は他にはなかっ
たことからこれら SNPs について他の保存
らい菌株を調べた結果、日本の本州と韓国
で分離されたらい菌のほとんどが Kyoto-2 
株と同じ 6 カ所の SNPs をも t ことが明ら
かとなった。そこで、この ORF を用いて
樹形図を作成したところ図のように本州で
分 離 し た ら い 菌 で あ る Kyoto-2 と
Hoshizuka-4は他のらい菌と離れた分岐を
示すことがわかった。多数の保存らい菌株
を調べた結果、特徴的な SNPs パターンを、
Kyoto-2 のみならず日本の本州および韓国
で分離されたらい菌の多くが示した。それ
ら株を北東アジアという地理的分布から

Northeast Asian（NA）strainと命名した。 
 
図１ 

 
 
２つ目は、Kyoto-2 株はタイで分離された
保存菌株である Thai-53 株と比較し、増殖
速度がやや遅いという特徴がある。そこで、
TN 株、Br4923 株及び Thai-53 株と比較し
Kyoto-2 に特徴的な SNPs の中から菌の生
育に関与する事が疑われたリボソームタン
パク遺伝子 rplS におけるアミノ酸変異に
着目した。遺伝子操作ができ培養可能な抗
酸菌である Mycobacterium smegmatis の
ゲノムに Kyoto-2 の rplS を導入し、その
後Mycobacterium smegmatisの rplSを破
壊した株を作成し K(S)とした。同様に
Thai-53 の rplS を導入したものを T(S)と
して両者の増殖を観察した結果、図のよう
に１カ所のアミノ酸が異なるだけの K(S)
の増殖が遅くなることが明らかとなった。 
 
図２ 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
一方、少菌型ハンセン病患者由来らい菌は
菌数が極端に少ないことから患者材料を用
い直接らい菌 DNA を標的に解析を試みた。
サンプルはベトナムで採取し、比較対照と
して同地域から多菌型サンプルも採取し比
較を行った。各 DNA を抽出し、ゲノムラ
イ ブ ラ リ ー を 作 成 後 イ ル ミ ナ 社 の
NextSeq500 で大量リードを習得し解析し
た結果、らい菌由来リードは少菌型では
0.008%、多菌型では 0.012%であった。多
菌型はゲノム全体を解読でき、興味深いこ
とに以前報告されたらい菌の 86 カ所の

OD 



SNPs を利用したタイピングで先の日本株
Kyoto-2 と同じ 3K タイプであった。しか
し、全 SNPs を利用した樹形図では
Kyoto-2 が含まれる日本本州及び韓国分離
らい菌、NA strain が属す枝（グループ）
には属さないことが示された。少菌型の解
読は困難を極め未終了であるが、近く終了
が見込まれ少菌型特有の領域の発見が期待
されている。本研究において日本の本州分
離らい菌がこれまで知られていない遺伝子
型を示し、韓国分離株とともに樹形図に新
しい枝を形成したことは、らい菌の分子進
化あるいは伝播様式の詳細解明への一助と
して貢献できたと考えられる。また、今後
少菌型由来らい菌のゲノム解析から特徴的
な領域が発見できればそれはこれまでのハ
ンセン病病型の概念をより正しく理解でき
ると期待される。 
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