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研究成果の概要（和文）：大阪での地域分子疫学の結果発見された高病原性多剤耐性結核菌V02群の遺伝的特性
の解明を試みた。V02群株は 113か所のV02群特異的非同義的変異を持っていた。これらの変異のある遺伝子のう
ち53個は機能が明らかであり、そのうち4個が病原性に関与する機能を有していた。4個の病原性関与遺伝子のう
ちpknI遺伝子のみが結核菌の増殖の抑制的制御機能を持っており、V02群株の病原性に寄与していると考えられ
た。結核菌臨床分離株200株についてpknI遺伝子の有無を調べたが、変異のあった2株は広く感染を起こしていな
い株であり、pknI遺伝子変異は結核菌全般の感染性の強さには寄与していないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We found a peculiar genotype, named V02, accounted for 12% of analyzed 
MDR-Mtb and consisted of only MDR-Mtb from genotyping analysis of Mycobacterium tuberculosis (Mtb). 
Since the genotype could be considered spreading MDR-Mtb in widely, we identified single nucleotide 
variants (SNVs) of 15 Mtb isolates belonging V02 genotype by genome wide mapping using 
Illumina-based short reads. By comparison between the 15 Mtb isolates and outgroup strains, 113 
nonsynonymous SNVs were identified as specific to V02 isolates. Four genes with V02 specific SNPs 
concerned with the biological process of virulence of Mtb. Of 4 genes concerning with virulence, 
only pknI, reported to regulate the virulence of Mtb, Therefore, the mutation in pknI gene of Mtb 
belonging V02 genotype might contribute to the high spread of this genotype.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
大阪府内の多剤耐性結核菌の地域分子疫

学の結果、同一遺伝子型かつ各薬剤耐性遺
伝子変異も一致する多剤耐性結核菌株のみ
で構成される大きな同一遺伝子型結核菌群
V02 群を発見した(1)。V02 群株は初回感染
患者からも分離されており、多剤耐性化し
た後に感染拡大している株である。薬剤耐
性化という菌にとってフィットネスコスト
を増大する変異を持ちながら、感染・発症
を起こしている V02 群株は多剤耐性結核
菌のなかでも感染性が高い菌株といえる。
したがって、V02 群株の遺伝子変異を解析
することにより、感染性の差の原因となる
遺伝子変異を特定し、結核菌臨床分離株の
感染性を診断するツールとして用いること
ができるのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 
高病原性と考えられる多剤耐性結核菌

V02 群株をゲノム解析し、他の複数の結核
ゲノム配列と比較することにより特異的遺
伝子変異を検出し、その変異を過去の大規
模結核集団感染原因株や多発性広域感染株
など分子疫学的に感染性が高いと疑われる

菌株と比べることにより、結核菌感染性マ
ーカーとなりうる遺伝子あるいは遺伝子変
異を特定することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 V02 群結核菌株のゲノム配列と Table 1
に挙げる菌株について次世代シーケンサー
により全ゲノムリードを取得し、オンライ
ン上の結核菌標準菌株 H37Rv や Beijing 系
統株も加えて比較し、V02 群株に共通して、
他の株にはみられない遺伝子変異のうち、
アミノ酸変異を生じる非同義変異（V02 群
特異的変異）を抽出した。V02 群特異的変
異のある遺伝子について、アミノ酸データ
ベース UniProtKB 等を用いて機能を調べ、
V02 群株の高病原性に関与しうる変異の候
補（感染性マーカーの候補変異）を特定し
た。感染性マーカーの候補変異については、
大阪府結核菌地域分子疫学データベースか
ら選択した大規模集団感染株、多発性広域
発生株、単独株など種々の背景を持つ結核
菌株での同変異の有無をダイレクトシーケ
ンスで調査し、感染性マーカーの候補変異
の有無と結核感染性との関連を調べた。 

V424 M 10 V1955 V2074 Q11b V2372 M 26 V3155 M 31 Q3336 Q26 V4156 Q11a ETR-A Q4120 M4 M 16 M 40 V2401 V3690 ETR-C Q1895 M 23 M27 M 39 ETR-F

V02 15 4 1 3 2 7 5 7 4 5 7 8 5 9 4 10 2 3 4 4 3 4 4 8 3 2 3 19 (all MDR MTb)
M02 2 4 3 3 3 1 4 7 4 5 5 7 4 8 2 9 3 3 3 2 3 4 4 5 3 3 3 4 (3: MDR, 1: sensitive)

OM-V12 2 3 3 3 4 7 4 7 5 5 7 2 5 8 4 9 2 4 3 4 3 4 2 5 3 3 3 15 (3; MDR, 12; sensitive)

OM-V03 4 2 3 3 3 6 4 7 2 5 10 8 4 >25 4 4 2 3 3 4 2 4 4 5 3 3 3a
8 (5: MDR, 2: INH+SM+PAS

R ,
OM-V06 2 4 3 4 3 4 4 7 4 5 7 8 3 5 3 8 2 3 3 4 3 4 4 5 3 3 3 2 (Both MDR)

OM-V32 1 4 3 4 3 8 4 7 4 5 7 8 3 8 4 9 2 3 3 4 3 4 4 5 3 3 3
33 (3: MDR, 2: INH,SM,EB R,

 28: SM R)

Table 1. M. tuberculosis  isolates analyzed in this study.

* Numner of Mtb isolates analyzed in this study.
** Number of Mtb isolates genotyped by VNTR  in OHP

VNTR
genotype

Number
of Mtb

isolates*

Number of alleles in the MIRU-VNTR loc
Cluster size in 4009 Mtb

isolates**

NC_000962
(Gene)

Protain Annotation score Functions Disruption phenotype

Rv1410c
Probable
triacylglyceride
transporter Rv1410c

4
Experimental evidence
at protein level

pathogenesis, response to
antibiotic, transmembrane
transport

Disruption of this gene leads to
increased levels of many
triacylglyceride alkylforms.  Cells grow
more slowly on lipid carbon sources,
conditions thought to mimic
infection, and grow more slowly in
infected mice.

Rv0015c
serine/threonine-
protein kinase PknA

5
Experimental evidence
at protein level

pathogenesis, Virulence, growth

PknA depletion in M.tuberculosis
results in cell death and aberrant cell
morphology, and leads to complete
clearance of the pathogen from the
host tissues using the murine infection
model.

Rv2914c
Serine/threonine-
protein k inase PknI

5
Experimantal  evidence
at protain level

Vi rulence, pathogenesis, protein
autophosphorylation, regulation
of growth rate

Mutants show increased growth
within macrophages and a
hypervi rulence phenotype in severe
combined immunodeficiency mice.

Rv0981
Response regulator
MprA

5
Experimental evidence
at protein leveli

Virulence, Stress response,
Transcription regulation, Two-
component regulatory system,

Not described (MprA is member of
the two-component regulatory
system MprB/MprA which contributes
to maintaining a balance among
several systems involved in stress
resistance and is required for
establishment and maintenance of
persistent infection in the host)

Table 3. The 4 genes concerning with virulence of Mtb Isolates belonging to V02 genotype



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

４．研究成果 
○02 群株と他遺伝子型群との遺伝子比
較：V02 群株は 113 か所の V02 群特異的変
異を持っていた。V02 群特異的変異のある
遺伝子について、アミノ酸データベース
UniProtKB にて機能を調べた結果、53 個に
ついて機能が明らかになった（Table 2）。 
 
○感染性マーカーの候補遺伝子について：
V02群特異的変異で機能が明らかな53個の
うち、結核菌の増殖に関与する遺伝子が 16
個あり、そのうち 4個が病原性に関与する
機能を有していた（Table 3）。4 個の病原
性関与遺伝子のうち pknI 遺伝子のみが結
核菌の増殖の抑制制御機能を持っており、
pknI遺伝子変異により、酸性状態での結核
菌の増殖増加、マクロファージ内での結核
菌増殖の増加、免疫低下マウスに対する
hypervirlence 化が報告されている。これ
らの結果から、V02 群特異的変異のうち、
pknI遺伝子変異がV02群株の高い感染性に
寄与している可能性あると考えられた。 
 

 
そこで、pknI遺伝子を増幅するプライマー
を 作 成 し （ Mtb pnkI 2 F: 5’- 
TCGGGGGTATCAGGAATCGT, Mtb pnkI 2 R: 5’- 
TGAGGAAGCGTATGTCGTCG, Mtb pnkI 3 F; 5’- 
GTCGACGACATACGCTTCCT, Mtb pnkI 3 R: 5’- 
CGATTTCAACGGGAGACCGA）、2016 年 4～10 月
に当所で VNTR 型別を実施した結核菌臨床
分離株 200 株について、 pknI 遺伝子上の
変異の有無をダイレクトシーケンス法によ
り調べた。その結果、200 株中 2株に pknI
遺伝子変異がみられ、変異の位置は V02 群
株と同じ（NP_217430.1:p.Leu156Met）であ
った。変異のあった 2株のうち一株は当所
の結核菌 VNTR データベース（4000 株以上
の結核菌 VNTR 型を登録している）で同一
VNTR 型のない株であり、もう一株は同一
VNTR 型の株が 1株あったが、同一患者由来
の株であった。すなわち、pknI遺伝子のあ
った結核菌 2株は大規模な感染を引き起こ
していない株であった。この結果から、pknI
遺伝子遺伝子変異は V02 群株においてはな
んらかの役割を持っているかもしれないが、
pknI 遺伝子遺伝子変異がすべての結核菌
に高病原性をもたらすわけではないと考え
られた。V02 群株特異的変異のある遺伝子
で機能が判明しているもののうち、pknI遺

伝子遺伝子以外にも発育や結核菌の機能を
抑制制御するものが複数あるので、それら
の遺伝子の変異について、今後調査してい
く予定である。 
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