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研究成果の概要（和文）：M. ulceransの近縁抗酸菌M. pseudoshottsii, M. shottsii, M. marinum等が主な魚
類抗酸菌感染症の起因菌と考えられた。臨床分離株を分離・収集して、菌種を同定し、抗酸菌に特徴的な脂質生
化学的類似点を解明した。ミコール酸の構造を確定し、madR欠失M. marinum変異株の機能を解析した。コードフ
ァクターは共通して存在し、フェノール糖脂質、マイコラクトンは菌種・菌株間で偏在性を認めた。これら糖脂
質分子は、宿主免疫応答への影響が示唆された。
養殖魚における抗酸菌感染症の全貌を疫学的、脂質生化学的観点から理解し、食の安全性に資する基礎的知見が
得られた。

研究成果の概要（英文）：M. pseudoshottsii, M. shottsii and M. marinum are closely related M. 
ulcerans, and are the causative bacteria of the fish infections. We separated and collected many 
clinical isolates from infected fishes and identified the bacterial species. The lipid fraction was 
extracted from these clinical isolates and evaluate the heterogeneity of lipids. The structures of 
mycolic acid subclasses and molecular species were confirmed, and the function of the M. marinum 
madR-KO mutant. Cord factor (trehalose-6,6'-dimycolate) expresses in common, and phenolglycolipid 
and mycolactone were heterogeneity. It was suggested that these glycolipids affect the host immune 
responses.
The epidemiological and lipid-biochemical studies of the acid-fast bacteria infected in aquaculture 
fish were contributed to food safety.

研究分野：細菌学、脂質生化学

キーワード： 抗酸菌　Mycobacterium　養殖魚　脂質生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
養殖魚における抗酸菌感染症の全貌を疫学的観点から理解し、抗酸菌感染魚の脂質免疫学的特徴を明らかにする
ことで、病原性、感染性との関連を検討した。本研究から、総合的な魚類抗酸菌感染症の現状と予防対策を検討
し、食の安全性に資する基礎的知見が得られた。

※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。



１．研究開始当初の背景 
（1） 魚類抗酸菌感染症 
2013 年にニューヨークで M. marinum 集団皮膚症事例が発生し、患者全員が鮮魚の加工
処理、購入歴がある漁業関連であった。また、M. marinum 感染魚類モデルによる病原因子
論、感染防御に関する報告が結核研究で散見された。この様に、近年養殖魚から頻繁に抗
酸菌が分離されており、ヒトの皮膚感染を発症するM. ulceransの近縁抗酸菌M. marinum, 
M. pseudoshottsii, M. shottsii 等が主な起因菌であった。また、チェサピーク湾のス
トライプドバスから分離された M. pseudoshottsii は、M. shottsii の近縁菌として新種
提案され、毒性物質としてマイコラクトンを産生したが、その構造相関は明らかでない。 
魚類感染症では、感染に気付かず斃死に至る場合が多く、疫学調査、菌側・宿主側因子
の知見が乏しい。感染経路の解明やヒト感染へのリスク管理を十分に行う必要がある。 

 
（2） 抗酸菌の脂質生化学的特徴 
抗酸菌は、細胞表層がミコール酸を始め強固な脂質成分に富むことが特徴である。宿主
感染の際に最初に出会うこれら脂質分子は、宿主感染防御に多大な影響を与える。1990 年
代に抗酸菌由来ミコール酸含有糖脂質の CD1 分子拘束性宿主認識機構が解明された。脂質
分子を認識する NKT 細胞も発見され、新たな脂質―宿主応答パラダイムが確立、展開した。
近年、抗酸菌特有の糖脂質コードファクター（trehalose-6,6’-dimycolate）のレセプター
として mincle 分子が報告された。我々は、抗酸菌の新種提唱、脂質分子の多様性、偏在
性、病原性、宿主応答機序について継続的に報告している。近年、相次いで新種提案され
ている魚類感染抗酸菌も、例外なく抗酸菌に特徴的な脂質分子を発現し、病原因子として
重要であることが想定されるが、詳細は未解明である。 

 
２．研究の目的 
ヒト抗酸菌感染症においては、特徴的な脂質分子の偏在性や修飾基が病原性・感染性に
連関している。近年、多発している魚類抗酸菌感染症の疫学的調査を実施し、その全貌を
明らかにする。脂質生化学的な解析を行い、脂質分子に特化した独創的な基礎研究を実施
することで、日本の食文化を脅かす魚類抗酸菌感染症の実情と対策に資する知見を得る。 

 
３．研究の方法 

（1） 養殖魚から魚類感染抗酸菌の分離・同定、疫学的調査 
国立感染症研究所に保管されていた魚類から分離された臨床分離株を 17 株入手した。
DB ミジット抗酸菌培養・検査システムを利用し、抗酸菌の菌種を同定した。また、各菌種
の標準株を菌株保存施設（理化学研究所バイオリソース研究センター細胞材料開発室、岐
阜大学高等研究院微生物遺伝資源保存センター）より購入した。各菌の塗抹、培養検査を
行い、十分な菌量を確保した。魚類臨床抗酸菌を分離し、これらの結果を積み上げ、養殖
魚における抗酸菌感染の疫学的調査から、その実態と感染経路、菌種の偏在性を検討した。 
 

（2） 魚類感染抗酸菌の脂質生化学的検討 
 網羅的な脂質分子の検出 
Folch の方法に準じて総脂質画分を抽出した。各種展開溶媒系で薄層クロマトグラフィ
ー（TLC）を実施し、20％硫酸を噴霧して 180℃で黒化して検出されるスポットから脂質分
子の偏在性を検討した。 

 ミコール酸の分析 
ミコール酸分子は分子種やサブクラスに菌種特異性があり、宿主免疫応答に影響する。
魚類臨床分離株の死菌体をアルカリ加水分解してミコール酸画分を抽出し、メチルエステ
ル化した。TLC で展開した移動度からサブクラスの偏在性を検討した。質量分析（MALDI-
TOF/MS）で分子量を決定して分子種を同定した。また、ミコール酸生合成で mero ミコー
ル酸部分の二重結合合成を制御する madR 遺伝子を欠失した M. marinum 変異株を作製し、
ミコール酸生合成について検討した。 
 

 フェノール糖脂質の偏在性 
魚類臨床分離株の脂質画分を TLC で網羅的に脂質分子の分布を検討し、脂質生化学的偏
在性を明らかにする。M. pseudoshottsii 由来マイコラクトンやフェノール糖脂質を確認
した。 
 

 マイコラクトンの詳細な構造と偏在性 
マイコラクトンは総脂質画分から推定分子種を基に HPLC/ESI/MS/MS で検出し、そのフラ
グメントイオンから修飾基の違いを解析した。 

 
４．研究成果 
（1） M. ulcerans 臨床分離株 7株と M. shottsii の抗酸菌に特徴的な脂質分子の比較 



M. ulcerans 臨床分離株 7 株と M. 
shottsii 標準株の抗酸菌に特徴的な
脂質分子として、コードファクター
と TMM（trehalose-6-monomycolate）
を比較した。M. ulcerans は M. 
shottsii に比べてコードファクター
の Rf 値が低く、構成ミコール酸の違
いが示唆された。また、M. ulcerans
のコードファクター、TMM のスポット
は菌株により濃淡があり、量的に均
一ではなかった。M. shottsii は TMM
とコードファクターの間に未知の糖
脂質が存在した（図 1）。 
 

（2） M. marinum 臨床分離株 17株の網羅的脂質分子の解析 
M. marinum 臨床分離株 17 株を同定し、死菌体から総脂質画分を抽出した。各種展開溶
媒系で TLC を実施し、網羅的な脂質分子の解析を行った。抗酸菌に特徴的なコードファク
ター、TMM は共通して存在したが、フェノール糖脂質（PGL）は NF432 株が欠失、NF439 株
が異なるスポットを検出した（図 2）。PGL に偏在性があり、宿主応答において病原性との
連関が示唆された。各臨床分離株の感染性・病原性との比較が今後必要である。 

 
（3） マイコラクトンの構造偏在性 
マイコラクトンは、毒性物質として M. marinum, M. ulcerans, M. pseudoshottsii, M. 
shottsii に存在した。プラスミド性の生合成遺伝子であり菌株によってプラスミドの存
否が異なり、産生マイコラクトンに偏在性があった。また、詳細な構造修飾があり、マイ
コラクトン A/B, C, D, E, F, S1, S2 の 7 種類を ESI/MS/MS 解析から検出した（図 3）。
M. ulcerans は A/B タイプ、M. pseudoshottsii は Fタイプが主であった。 

 
（4） ミコール酸解析と MadR 欠損変異株の特徴 
M. pseudoshottsii のミコール酸分子種は、結核菌に比べ炭素鎖長が 2-4 短鎖で、サブ
クラスはα、メトキシ、ケト-ミコール酸から構成されていた（図 4）。ミコール酸生合成
で mero ミコール酸部分の二重結合合成を制御する madR 遺伝子を欠失した M. marinum 変
異株を作製し、ミコール酸生合成について検討した。MadR-KO 株は二重結合が増加してい
ることを硝酸銀加二次元 TLC で確認した。MALDI-TOF/MS で質量数を分析し、分子種を同
定することで、親株よりも広範囲の二重結合をもつ分子種が検出された（図 5）。MadR 遺
伝子が二重結合合成に関与していることが示唆された。 

 
図 2．M. marinum 臨床分離株 17 株の TLC による網羅的脂質分子の検出 

 
図 1．M. ulcerans 臨床分離株 7 株と M. 
shottsii の TLC による抗酸菌に特徴的
な的脂質分子の比較 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
図３．マイコラクトンの構造解析（A/B, S1, S2） 

 
図４．M. pseudoshottsii のミコール酸解析（MALDI-TOF/MS) 

 
図 5．M. marinum madR 欠失株のミコール酸解析 
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