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研究成果の概要（和文）：肺MAC症の起因菌である非結核性抗酸菌に対して、トランスポゾン（動く遺伝子）変
異システムと次世代シーケンシング技術を駆使して、全ゲノムレベルでの生存必須遺伝子およびバイオフィルム
形成必須遺伝子を同定した。これらの必須遺伝子が司る代謝経路を阻害することで、菌の増殖が阻止されること
を細菌学的実験により証明した。非結核性抗酸菌の生存必須遺伝子ならびにバイオフィルム形成必須遺伝子のリ
ストは、新規治療薬開発の重要な基盤情報となる。

研究成果の概要（英文）：The global incidence of the human nontuberculous mycobacteria disease is 
rapidly increasing. However, knowledge of gene essentiality under optimal growth conditions and 
conditions relevant to the natural ecology of NTM, such as hypoxia, is lacking. In this study, we 
utilized transposon sequencing to comprehensively identify genes essential for growth in 
Mycobacterium intracellulare. Of 5126 genes of M. intracellulare ATCC13950, 506 genes were 
identified as essential genes. The shared genes included target genes of existing antituberculous 
drugs. From 175 genes showing decreased fitness as conditionally essential under hypoxia, 
preferential carbohydrate metabolism including gluconeogenesis, glyoxylate cycle and succinate 
production was suggested under hypoxia. Virulence-associated genes including proteasome system and 
mycothiol redox system were also identified as conditionally essential under hypoxia. These findings
 provide critical functional genomic information for drug discovery.

研究分野： 細菌学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、主要な非結核性抗酸菌であるマイコバクテリウム・イントラセルラーエに対して、トランスポゾン（動く
遺伝子）による変異株ライブラリーの作成と次世代シーケンサーによる全ゲノムシーケンシングを組み合わせた
トランスポゾンシーケンシングを行い、全ゲノム規模で生存必須遺伝子の同定を行いました。
今回同定した生存必須遺伝子群は、非結核性抗酸菌の薬剤標的となるため、肺MAC症に対する新しい治療薬の開
発において重要な情報源となります。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

肺 MAC（Mycobacterium avium-intracellulare complex）症は、2014年の全国調査により、罹
患率が人口 10万対 15に達し、この 10年間で 3 倍以上に急増した。わが国の肺 MAC症の患者は
非 AIDS患者であり、宿主側の免疫不全を土台とすることなく、慢性持続感染状態が維持される。
かつ、マクロライドと抗結核薬を組み合わせた標準化学療法でも経年的な増悪をたどる。このよ
うに、宿主免疫併存せず、薬剤不能性という事実から、肺 MAC症の克服には、MAC 菌の病原因子
の解明が不可欠である。 
近年、緑膿菌感染などの慢性持続細菌感染症において、バイオフィルムが重要な感染源となる

ことが注目されている。申請者は MAC菌のバイオフィルム形成が、低酸素かつ富栄養条件で起き
ることを証明した（Totani T, Tateishi Y. Sci.Rep.2017）。このことは、MAC菌が低酸素条件
で特異的に働くバイオフィルム形成因子をもつこと、そして生体での薬剤不能性の要因として
バイオフィルム形成の関与を示唆する。ところが、MAC 菌ではゲノム多様性や遺伝子組換え技術
の難しさにより病原因子の解明が進んでいない。そして、MAC菌における、バイオフィルム形成
に関連した難治化病態を説明できる因子を同定するには、ゲノム全体を網羅した検討が必要で
ある。申請者は MAC菌に対して、トランスポゾン（動く遺伝子）を持つ抗酸菌ファージによる遺
伝子変異導入システムにより、変異株集団の構成を次世代シーケンサーで分析するトランスポ
ゾン‐シーケンシング（以下、Tn-Seq）を駆使して MAC 菌の生存必須遺伝子、およびバイオフィ
ルム形成因子を解明することを計画した。そして、Tn-Seq を駆使したバイオフィルム形成因子
解明を足掛かりとして肺 MAC 症の難治化病態の本質に迫ることにした。 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は、１．MAC 菌の生存必須遺伝子の同定、２．バイオフィルム形成において特
異的に働く MAC 菌の必須遺伝子および代謝経路の同定を行うことである。 

 

３．研究の方法 

M. intracellulare 標準株において、トラ
ンスポゾンを導入し、変異株プールを作成
した。この変異株プールから対数増殖菌お
よびバイオフィルム菌を作成しゲノム DNA
を抽出した。次世代シーケンサー（イルミナ
HiSeq2500）と Bowtie2 によるマッピングに
より、トランスポゾン挿入位置とリード数
を算出した（図１）。隠れマルコフモデルに
よるトランスポゾン挿入リード数変化の数
理解析により、生存必須遺伝子を同定した。
また、対数増殖菌と比較してバイオフィル
ム形成菌において、リード数が有意に減少
した遺伝子を、「バイオフィルム形成に特異
的な必須遺伝子」として同定した。さらに、
検出した遺伝子に対して、KEGGデータベー 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

スを用いたパスウェイ解析を行い、バイオフィルム形成に必須となる代謝経路を同定した。 
 
４．研究成果 

M. intracellulare には、506 の生存必須遺伝子が存在することが分かった。結核菌および M. 
marinum との共通生存必須遺伝子が、それぞれ 280 および 158 遺伝子存在することが分かった
（図２）。そして、生存必須遺伝子には、gyrB, gyrA, embB, embA, inhA, dfrA, alr, rpoB, 
mmPL3 などの既知の抗結核薬の標的遺伝子が多数含まれていた。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 



バイオフィルム形成において 175 遺伝子が必須であることが分かった。バイオフィルム形成
必須遺伝子群からパスウェイ解析により、バイオフィルム形成に必須な代謝経路を探索したと
ころ、糖新生系、各種アミノ酸代謝、各種脂質代謝、マイコサイオール系、typeVII 分泌システ
ムなどが挙がってきた。これらの結果に対して、化合物や阻害薬を使った細菌学的実験を行い、
遺伝子の必須性を確認した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

以上の結果を誌上発表した（Tateishi Y. Sci.Rep.2020）。今回同定した生存必須遺伝子群は、
非結核性抗酸菌の薬剤標的となるため、肺 MAC 症に対する新しい治療薬の開発において重要な
情報源となる。 
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