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研究成果の概要（和文）：結核菌における新しいイソニアジド（INH）耐性変異を同定し、変異

がどのようにして INH 耐性を与えるかを解明した。INH 耐性結核菌臨床分離株の中には耐性機

序が不明な菌株すなわち既知耐性変異を有していないものが多く存在する点に着目した。これ

らの菌株において、潜在的な耐性遺伝子及びその転写調節領域と翻訳調節領域を調べた結果、

複数の新規変異を同定した。遺伝学的手法を用いて新規変異の特徴付けを行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Novel	
 isoniazid	
 (INH)	
 resistance	
 mutations	
 were	
 identified	
 and	
 
characterized	
 in	
 Mycobacterium	
 tuberculosis	
 (Mtb).	
 I	
 collected	
 INH-resistant	
 Mtb	
 
clinical	
 isolates	
 and	
 found	
 that	
 many	
 of	
 them	
 have	
 no	
 mutations	
 in	
 known	
 INH	
 resistance	
 
genes.	
 I	
 identified	
 several	
 novel	
 mutations	
 in	
 these	
 isolates,	
 and	
 analyzed	
 their	
 roles	
 
in	
 INH	
 resistance.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 イソニアジド（INH）は強力な抗結核薬で
あり、治療の中軸をなしている。およそ半世
紀にわたる使用によって INH 耐性菌が出現し、
結核治療における大きな障害になっている。
これまでに katGと inhAがINH	
 耐性遺伝子と
して報告されている。KatG は INH の活性化に
必要であり、InhA は INH の標的である。しか
し、INH の作用機序が完全に解明されたわけ
ではなく、同様に耐性機序にも不明な点が多

い。耐性機序の解明は INH 耐性結核の診断や
新規薬剤開発に直接繋がり、当該分野の最重
要課題だと考えられる。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 既知の INH 耐性遺伝子に変異を持たない
INH 耐性結核菌臨床分離株を同定し、これら
菌株が有する新規 INH 耐性機序を明らかにす
ること。	
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３．研究の方法	
 
(1).	
 INH 耐性結核菌臨床分離株の収集	
 
	
 国立国際医療研究センターが保有してい
る結核菌臨床分離株の中から INH 耐性菌を収
集した。なお、これら臨床分離株は患者情報
と完全に切り離されている。	
 
	
 	
 
(2).	
 既知耐性遺伝子の塩基配列解析	
 
	
 収集した INH 耐性菌の既知 INH 耐性遺伝子
（katGと inhAの全長及び inhAのプロモータ
ー領域）の塩基配列を調べた。	
 
	
 
(3).	
 潜在的 INH 耐性遺伝子の塩基配列解析	
 
	
 既知 INH 耐性遺伝子（katG,	
 inhA）はいず
れもオペロンの下流遺伝子であること、既報
論文の大多数は katGのプロモーター領域の
変異を調べていないこと、katGの上流遺伝子
はオペロンの負の転写制御因子をコードし
ていること、に着目し、オペロン全体とその
上流 300bp の塩基配列を調べた。	
 
	
 
(4).	
 新規 INH 耐性遺伝子候補の機能解析	
 
①.	
 furA	
 c41t 変異の解析	
 
	
 furAは furA-katGオペロンの負の転写制御
因子をコードしている。変異遺伝子産物を精
製して、プロモーター領域に対する
electrophoretic	
 mobility	
 shift	
 assay	
 
(EMSA)を行い、変異が負の転写制御に与える
影響を調べる。また、結核菌 furA-katG欠失
株において当該変異を再構築し、当該変異に
よって INH 耐性が与えられることを確認する。	
 
	
 
②.	
 furA-katG遺伝子間領域における変異の
解析	
 
	
 furAと katGの遺伝子間領域に katGの発現
に影響を与えるシスエレメントが存在する
ことが報告されている。β-galactosidase	
 
assay を行い、変異が katG発現量に与える影
響を調べる。また、furA-katG欠失株におい
て当該変異を再構築し、INH 耐性が与えられ
ることを確認する。	
 
	
 
③.	
 fabG1	
 g609a 変異の解析	
 
	
 fabG1は細胞壁構成成分ミコール酸の合成
に関わる必須遺伝子をコードしている。
g609a 変異がアミノ酸置換を伴わないサイレ
ント変異であること、fabG1の過剰発現は INH
耐性を与えないことから当該変異が下流に
位置する INH 耐性遺伝子 inhAの発現に与え
る影響を調べる。β-galactosidase	
 assay を
行い、inhA発現量への影響を調べる。影響が
見られた場合、当該変異を持つ株における
inhAの転写開始点を決定する。また、H37Rv
において変異を再構築し、当該変異によって
INH 耐性が与えられることを確認する。	
 
	
 
４．研究成果	
 

(1).	
 INH 耐性結核菌臨床分離株の収集	
 
	
 108 株の INH 耐性結核菌臨床分離株を収集
した。また対照群として INH 感受性結核菌臨
床分離株を 400 株収集した。	
 
	
 
(2).	
 既知耐性遺伝子の塩基配列解析	
 
	
 臨床分離株からゲノム DNA を抽出し、katG
と inhAの全長及び inhAのプロモーター領域
を PCR 増幅し、塩基配列を調べた。108 株の
INH 耐性株のうち、42 株（39%）はいかなる
変異も有していなかった。この結果は、未知
の INH 耐性機序の存在を示唆するものである。
INH の作用機序及び耐性機序の更なる理解に
は、この 42 株が持つ未知耐性機序を解明す
ることが不可欠である。	
 
	
 
(3).	
 潜在的 INH 耐性遺伝子の塩基配列解析	
 
	
 3-(3)の理由から、furA-katGと fabG1-inhA
の両オペロン全体とその上流 300bp の塩基配
列を調べた。4-(2)の結果も合わせると、katG
において 15 種類の新規変異、furAにおいて
1種類の新規変異、furA-katGオペロンの遺
伝子間領域において 3種類の新規変異、fabG1
において 1種類の新規変異を同定した。これ
らの変異は INH 感受性株では見つからなかっ
た。INH 耐性に関与している可能性がある。	
 
	
 
(4).	
 新規 INH 耐性遺伝子候補の機能解析	
 
①.	
 furA	
 c41t 変異の解析	
 
	
 結核菌 furA-katG欠失株において当該変異
を再構築した。INH 耐性は与えられなかった。
また、FurA が furA-katGオペロンの負の転写
制御因子であることから、EMSA によって変異
が FurA の結合能に影響を与えるか調べた。
EMSA において変異の影響は確認できなかっ
た。	
 
	
 
②.	
 furA-katG遺伝子間領域における変異の
解析	
 
	
 結核菌 furA-katG欠失株において当該変異
を再構築した。3種類の変異のうち、Int	
 g-7a
変異と Int	
 a-10c 変異が INH 耐性を与えた。
これらの変異は katGの上流のポリプリン配
列内にある。変異が SD配列を変えることで、
katGの発現が抑制されるのではないかと考
えた。そこで、当該変異を含む
furA-katG-lacZ	
 gene	
 fusion を作製し、Int
変異の katG発現量への影響を調べた。当該
変異によって katGの発現は抑制されていた。
また、ウェスタン解析において katG発現量
が抑制されていることを再確認した。「katG
の発現を抑制すること」による INH 耐性化を
立証した。	
 
	
 
③.	
 fabG1	
 g609a 変異の解析	
 
	
 g609a 変異は、アミノ酸置換を伴わないサ
イレント変異である。しかし、結核菌標準株



H37Rv において変異を再構築すると INH 耐性
が与えられた。この結果は、変異もしくは変
異を含む周辺領域が INH 耐性遺伝子の発現に
関与している可能性を示唆している。そこで、
INH 耐性遺伝子であり、fabG1の下流に位置
する inhAの発現量を調べた。ウェスタン解
析の結果、当該一変異によって inhA発現量
が増加していた。また、fabG1-inhAの本来の
プロモーターを持たない fabG1-inhA-lacZ	
 
gene	
 fusion を作製し、変異の inhA発現量へ
の影響を調べた。当該変異によって発現量は
増加していた。これらの結果は、変異を含む
周辺領域が inhAのプロモーターとして機能
している可能性を示唆している。当該変異に
よる inhA転写産物量の増加と転写開始点を
決めるために RNA-seq 解析を実施した。その
結果、当該変異を基点とした inhA転写産物
が確認され、変異の下流から新たに転写が始
まっていることが判明した。これらの結果か
ら、当該変異を含む周辺領域は inhAの新た
なプロモーターとして機能していると考え
られる。「inhAの発現を促進すること」によ
る INH 耐性化を立証した。	
 
	
 
	
 本研究によって複数の INH 耐性機序が明ら
かになった。本研究成果は迅速遺伝子診断法、
抗結核薬の開発に繋がると考えられる。今後
は、INH の作用機序、耐性機序の全容解明を
目指すとともに、変異情報を用いた診断法の
開発にも注力していきたい。	
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