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研究成果の概要（和文）： 
Mycobacterium aviumにおける薬剤耐性因子を特定するためにランダム変異体を作製した。そ
の結果、薬剤耐性に関わる因子として、排出システム、代謝、細胞壁合成などに関与する遺伝子

が特定された。本研究ではkasB欠損株、MAV_2241欠損株に着目し研究をすすめた。kasB欠損
株およびMAV_2241欠損株は、リファンピシンやクラリスロマイシンなど多くの抗菌薬の最小発
育阻止濃度(MIC)が野生株に比べ有意に低かった。さらに、界面活性剤に暴露に対する抵抗性が
kasB欠損株では有意に減弱していた。M. aviumに対して新たな抗菌薬を開発する場合、細胞壁
の合成に関与する蛋白が標的部位として有望であることを示唆する結果となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We generated a random transposon gene-knockout library of Mycobacterium avium to 
identify the genes responsible for antibiotic resistance. As a result, a variety of genes 
for efflux system, cell metabolism, and cell wall synthesis were identified as factors 
involved in antibiotic resistance. Among them, we focused on a kasB-knockout mutant 
(ΔkasB) strain and an MAV_2241-knockout mutant (ΔMAV_2241) strain, and 
characterized them in detail. The ΔkasB and ΔMAV_2241 strains showed the reduction 
in MICs (minimal inhibitory concentration) of various antibiotics including 
clarithromycin compared to that of wild-type strain. In addition, the ΔkasB strain 
increased susceptibility to the detergent such as SDS. Proteins involved in cell wall 
synthesis in Mycobacteria seem to be attractive target for antibiotic development.        
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１．研究開始当初の背景 
 MAC を含む非結核性抗酸菌による新規罹

患患者は年間 5000 人程度とされ、本邦にお
いてはけして少なくない状況である。非結核
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性抗酸菌による感染症治療の戦略は、リファ
ンピシン、エタンブトール及びクラリスロマ
イシンの 3剤併用療法が基本である。それら
の中でも治療に効果を示しているのはクラ
リスロマイシンであるとされ、他２剤の治療
効果は付随的であるとされている。よって、
クラリスロマイシン耐性 MAC に対し、現存
する抗菌薬での治療効果はほぼ期待できな
い。さらに問題なことに、クラリスロマイシ
ン耐性MACが近年漸増しており、今後MAC
による感染症の治療の難渋化が懸念される。
したがって、MAC に対する効果的な新薬の
開発は急務の課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 結核菌に対してはリファンピシン、エタン
ブトール、イシニアジドなど多種類の抗菌薬 
の効果が認められているが、同属の MACに
はリファンピシン、エタンブトール及びクラ
リスロマイシンの 3種類しか基本的に認めら
れていない。これは MAC が生来多くの抗菌
薬に対し自然耐性を有するためだと考えら
れる。しかし、それを裏付ける MAC 特有の
遺伝子や蛋白について特定された例はほと
んどない。 
 また、MAC に有用な新規抗菌薬開発のた
めには、MAC が有する自然耐性メカニズム
を回避するようなかたちで新たな化合物を
探索する必要性がある。しかし、上述したよ
うに MAC の自然耐性に関する基礎研究はほ
とんど行われておらず、耐性に関与する遺伝
子や蛋白が報告された例は多くない。そこで
本研究では MAC の薬剤耐性メカニズム(自
然耐性)に関する基礎研究を行い、新たな抗菌
薬開発の一助としたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
a) ランダム変異体の作製 
トランスポゾン変異体の作製には市販品の
トランスポゾンTn5(EPICENTRE社)を利用
する。臨床分離株および ATCC標準株を用い
て変異体を作製する。 
 
b）薬剤感受性試験の実施 
測定対象とする薬剤としてクラリスロマイ
シン、エタンブトール、ストレプトマイシン、
リファンピシン、アンピシリン等を用意する。
薬剤感受性試験は寒天平板希釈法にて行い、
培地は 7H10 (OADC) agarを用いる。微量液
体希釈法による測定はブロスミック MTB-1
（極東製薬)にて行う。 
 
c)トランスポゾン挿入位置の確認 
薬剤感受性が変化した変異体については個
別に DNAを抽出する。ランダムプライマー
を利用したnested-PCRとシークエンス解析
によりトランスポゾン挿入位置を特定する。

破壊された遺伝子の機能については M. 
avium 104株のゲノム情報を基に推定する。 
 
d)各種化合物に対する感受性の変化の観察 

SDS、リゾチーム、抗菌ペプチドなどに野生
株と変異体を一定時間接触させ、その後の生
菌数をカウントする。 

 

e)増殖曲線の作成及び形態観察 
7H9液体培地を用いて増殖曲線を作成する。
各種顕微鏡を用いて形態観察を行う。 
 
４．研究成果 
 平成21年度はM.avium のランダム変異体の
作製方法を確立した。まず、臨床分離株8株、
ATCC標準株4株についてTn5によるランダム変
異体の作製を試みた。臨床分離株においては
１アッセイあたりの変異体の作製率が<100 
cfu/assayと非常に低く、ランダム変異体の作
製方法としては問題があった。培養条件や菌
体回収時間等を検討したが、効率の改善には
至らなかった。ATCC標準株について同様の方
法で変異体作製を試みたところ、菌株間でバ
ラツキはあったものの、臨床分離株よりは概
ね作製効率は良好であった。最も作製効率が
良好であった株はATCC17942株であった（1000 
cfu/assay）。そこで、本研究ではATCC17942
株を使用し、ランダム変異体を作製するもの
とした。 
 ATCC17942株について合計3000程度の変異
体を作製した。その中から1000株を任意に選
び、それらのクラリスロマイシン、エタンブ
トール、アンピシリン、リファンピシン、ス
トレプトマイシンの4薬剤の最小発育阻止濃
度(MIC)を寒天平板希釈法にて測定した。いず
れかの薬剤に対する感受性が2管以上変化し
た変異体についてはgenomic DNAを抽出後、ラ
ンダムプライマーを用いたPCRおよび塩基配
列解析によりTn5挿入位置を確認した。これら
の作業により、M.aviumの薬剤感受性に影響を
与える因子（遺伝子)としてABCトランスポー
ターや細胞壁合成関連酵素など様々な因子が
特定された。 
 平成22年度は前年度に作製された各種の変
異体の中からKasB遺伝子欠損株(ΔkasB株)を
選び出し、解析を行った。kasBは抗酸菌群特
有の細胞壁成分であるミコール酸の生合成に
関与することが結核菌等の研究からあきらか
となっている。野生株とΔkasB株の最小発育
阻止濃度を寒天平板希釈法にて測定した結果
、ストレプトマイシン、エタンブトール、ガ
チフロキサシン、レボフロキサシン、アンピ
シリン、リファンピシン、クラリスロマイシ
ン、エリスロマイシンの感受性において2~4
管程度の差が確認された。 
 さらに、SDSなどの界面活性剤に一定時間暴
露し、生存菌数をカウントしたところ、野生



株よりもΔkasB株の方が有意に少なかった。
液体培養における野生株とΔkasB株の増殖速
度に顕著な差は見られなかった。 

 これらの結果からΔkasB株に見られた薬剤

感受性の増加は、kasB遺伝子の機能不全によ

り細胞壁の生合成に何らかの異常をきたし、

抗菌薬の透過性が野生株よりも亢進したこと

に原因があるものと予測された。そこで、形

態学的に野生株とΔkasB株の間で差があるか

どうかを検証するために、各種染色法を用い

て観察を行った。しかし、両者に顕著な差は

見られなかった。 

 また、MAV_2241遺伝子欠損株（ΔMAV_2241

株）についても検討を行った。ΔMAV_2241株

は野生株に比べ、アンピシリンで4管以上、レ

ボフロキサシンで2管、ストレプトマイシンで

2管のMIC低下が見られた。野生株とΔ

MAV_2241株の形態を観察したところ、野生株

がrough型の皺状のコロニー形態を示す一方、

ΔMAV_2241株はsmooth型のコロニー形態を示

し、顕著な差が見られた。MAV_2241遺伝子は

結核菌のRv2224c遺伝子と相同性があり、機能

的には類似なものと考えられる。Rv2224c遺伝

子はcell membrane lipoproteinをコードして

いる。Rv2224c遺伝子を欠損させた結核菌では

、マウスに対する病原性の低下、リゾチーム

に対する感受性の増加、マクロファージにお

ける炎症性サイトカイン産生誘導能の低下等

、様々な変化が生じることが報告されている

。したがって、MAV_2241遺伝子もM.aviumの病

原性や薬剤抵抗性に関与しているものと予測

された。 

 本研究では、M.aviumの薬剤耐性に関与する

遺伝子としてkasB遺伝子とΔMAV_2241遺伝子

を特定した。いずれの遺伝子も変異体作製が

可能であったことから生育に必須な遺伝子で

はないものと考えられたが、M.aviumにおいて

薬剤の感受性に影響を与える因子であること

がわかった。興味深いことに、いずれも抗酸

菌群特有の細胞壁合成や構成成分に関連する

遺伝子であり、細胞壁の存在が薬剤への抵抗

性を示す上で重要な役割を果たしていること

があきらかとなった。また、抗酸菌群の細胞

壁は薬剤への抵抗性を示す他に、病原性にも

関与している場合が多い。したがって、M. 
aviumなどの抗酸菌群に対して有効な抗菌薬
の開発を目指した場合、細胞壁の合成に関与

する蛋白が標的部位として有望であるものと

考えられた。これらを標的することで、既存

の薬剤の効果を高めたり、病原性を減弱させ

ることも可能であると考えられた。 
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