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研究成果の概要（和文）：本研究において，肺Mycobacterium avium症患者由来株であるM. avium TH135株のゲノムの
全塩基配列を決定した．さらに，この菌株において新規プラスミド（pMAH135）の存在を明らかにした．pMAH135のサイ
ズは194,711 bpであり，一部病原性や薬剤耐性に関わる遺伝子群がコードされていた．分離株を用いてpMAH135の存在
を調べた結果，HIV陽性患者由来株に比べて肺M. avium症患者由来株に多く存在した．しかし，ブタ由来株にはほとん
ど存在しなかった．以上の結果から，pMAH135は肺M. avium症の発症に加えて，宿主特異性に関与していることが示唆
された．

研究成果の概要（英文）：To explore the bacterial factors that affect the pathological state of disease 
caused by Mycobacterium avium, we determined the complete genome sequence of strain TH135 isolated from a 
patient with pulmonary M. avium disease, and further demonstrated the presence of a novel plasmid, 
pMAH135. This plasmid consists of 194,711 nucleotides and has 164 coding sequences, some of which encode 
proteins involved in the pathogenicity of mycobacteria and their resistance to antimicrobial agents. The 
screening of M. avium isolates from humans and pigs for genes located on pMAH135 revealed that these 
genes are more commonly detected in isolates from patients with pulmonary M. avium disease than in 
HIV-positive patients. However, the genes were almost entirely absent in isolates from pigs, suggesting 
that pMAH135 influences not only the pathological manifestations of M. avium disease, but also the host 
specificity.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
非 結 核 性 抗 酸 菌 （ nontuberculous 

mycobacteria：NTM）による感染症において，
我が国では Mycobacterium avium complex
（MAC）による感染症が NTM 症の大半を占め
て い る ． MAC 症 は ， M. avium と M. 
intracellulareによる２つの近縁のNTMによ
る感染症の総称である．我が国での MAC 症の
罹患率は，1970 年代には人口 10 万人あたり
0.82 であったが，最近の疫学調査では 6.0～
8.0 と大幅に増加しており，米国（2.0）やヨ
ーロッパ諸国（0.2～1.0）に比べて顕著に高
い． 
MAC 症の感染様式は，経腸感染と経気道感

染の大きく２つに分けられる．経腸感染は，
細菌が腸管の上皮細胞より侵入してリンパ
組織を経由して全身に広がり，感染者のほと
んどはHIV感染などに伴う免疫不全状態にお
いて全身播種性の疾患を引き起こす．これと
は対照的に経気道感染は，経気道的に侵入し
た細菌が肺のマクロファージ中で生存し肺
に炎症が起きることにより，肺 MAC 症を引き
起こす．このような感染様式の違いが何に起
因しているか不明である．さらに，M. avium
はブタに対しても経腸感染するが，ヒトに感
染する菌株との違いについては明らかでな
い． 
MAC 症の治療に関して，現状として完治せ

しめるような治療薬はない．治療は長期間に
わたり，中には治療を行っても進行性に悪化
していく症例もある．また免疫不全や基礎疾
患をもたなくても転帰不良となる症例が見
られることから，宿主側の要因だけではなく
病原体側の病原性の違いに起因していると
考えられるが，その詳細は不明である． 
２．研究の目的 
本研究の目的は，MAC 症の感染様式および

病態について不明な点を解明することであ
り，さらにそれを基盤として難治化傾向にあ
るMAC症の予防および治療に応用することで
ある． 
３．研究の方法 
（１）肺 MAC 症患者分離株（経気道感染由来）
のゲノム解析：肺 MAC 症患者分離株（経気道
感染由来）と HIV 陽性患者分離株（経腸感染
由来）は，ゲノムの特徴に基づいた VNTR
（variable numbers of tandem repeats）型
別解析法により識別することができたので，
MAC 症の感染様式の違いは細菌の遺伝学的な
相違に起因している可能性が強く示唆され
た．そこで，これまで報告が無かった肺 MAC
症患者由来の M. avium TH135 株（経気道感
染由来）の全ゲノム解析を行い、すでに米国
でゲノム解読されているHIV陽性患者由来の
M. avium 104 株（経腸感染由来株）と以下の
ように in silico解析用ソフトを用いて詳細
に比較・検討することにより，感染様式の違
いに起因している要因を明らかにする．① M. 
avium TH135 株のゲノム解析は，次世代シー
ケンサーである Genome AnalyzerⅡ（イルミ

ナ社）および Genome sequencer FLX system
（ロシュ社）により解析を行った．また未解
読な部分は，プライマーを設計してキャピラ
リーシーケンサーにより塩基配列を決定し
完全な解読を行った．② ORF 領域の予測は，
アノテーションソフト Glimmer 3.02 を用い
て ORF の検索を行う．③ ゲノムの比較は，
遺 伝 子 解 析 ソ フ ト で あ る in silico 
molecular cloning ver 4.1 や MUMmer 3.22
を用いてゲノム解読株である M. avium 104
株に対してマッピングを行うとともに，各菌
株に特異的な配列を調べた．さらにゲノム比
較ソフト Genome Matcher を用いて詳細にゲ
ノムの比較を行った． 
（２）新規プラスミドの解析：M. avium TH135
株（経気道感染由来）のゲノム解析により，
染色体遺伝子とは異なる環状遺伝子の存在
が示されデータベース検索の結果，これまで
に報告がない新規プラスミドの可能性が示
された．一般にプラスミド上には、病原性遺
伝子をはじめ薬剤耐性に関与している遺伝
子群の存在が考えられることから，（１）に
述べた in silico解析の方法に準じて解析を
行い新規プラスミドの特徴，ORF 等の検索，
さらに病原性遺伝子など特徴ある遺伝子の
同定を行った．さらに，プラスミドの存在を
パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）と特
異的プローブを用いたサザンハイブリダイ
ゼーション法により調べた．培養した菌体を
低融点アガロースゲルに包埋した後，リゾチ
ームとプロテイナーゼK処理を行うことによ
り菌体から DNA を溶出した．その後，S1 ヌク
レアーゼ処理することにより，スーパーコイ
ル状のプラスミドを直線状にして PFGE 解析
を行った．さらに，プラスミドのバンドが見
られた菌株については，プラスミド上の特定
遺伝子を用いた特異的プローブを作製し，
DIG システム（ロッシュ）によるサザンハイ
ブリダイゼーション法を行うことにより確
認した． 
４．研究成果 
（１）肺 MAC 症患者由来 M. avium TH135 株
（経気道感染由来）のゲノム解析とゲノム解
読株（経腸感染由来）との比較・検討：これ
まで報告が無かった肺 MAC 症患者由来株（経
気道感染由来）である M. avium TH135 株の
ゲノム解析を行った結果，全塩基配列を決定
す る こ と が で き た ． ゲ ノ ム サ イ ズ は
4,951,217 bp であり，ゲノム解析株である
M. avium 104 株（経腸感染由来株）に比べて
524,274 bp 短かった．GC% は 69.32%であり，
coding sequencesは4636，tRNA遺伝子は46，
rRNA operon は 1 存在していた．両ゲノムの
比較を行った結果，共通遺伝子は 3855，TH135
株に特異的な遺伝子は 888，104 株に特異的
な遺伝子は 1265 であった．また、両ゲノム
には特異的な領域が多く存在し，それらの領
域の GC%は染色体全体のそれに比べて低かっ
た．さらに，これらの領域の両端にはファー
ジ由来のインテグラーゼあるいはトランス



ポゾン由来のトランスポザーゼなどのリコ
ンビナーゼが存在していた．このような結果
か ら ，これ ら の領域 は 進化の 過 程 で
horizontal transfer によって染色体に組み
込まれたと考えられた．このような両ゲノム
に特異的な領域には，病原性に関与している
多くの遺伝子の存在が見られた．そして，M. 
avium TH135 株のゲノムに特異的な遺伝子の
保有状況について臨床分離株を用いて調べ
た結果，HIV 陽性患者由来株に比べて，肺 MAC
症患者由来株に多く存在していた．一方，M. 
avium 104 株特異的領域に存在している遺伝
子の保有状況を調べた結果，HIV 陽性患者由
来株に多く存在していた．このように経気道
感染と経腸感染を引き起こす要因となる遺
伝子の検索を行うことができた．以上の結果
から，経気道感染と経腸感染を引き起こす M. 
avium は遺伝学的に異なっていることが示さ
れ，この違いが感染様式に反映されている可
能性が強く示唆された． 
（２）新規プラスミド（pMAH135）の全塩基
配列の決定およびその確認：pMAH135 のサイ
ズは 194,711 bp であり，coding sequences
は 164，tRNA 遺伝子は 1，Insertion sequence
は 6 存在していた．GC% は 66.5%であり，ゲ
ノム DNA の GC%（69.3%）に比べて低く，これ
はpMAH135が進化の過程で外部から取り込ま
れたことを意味している．さらに，pMAH135
はこれまで報告された M. avium 由来のプラ
スミドとは，その相同性において全くことな
る新規のプラスミドであった． pMAH135 の存
在を PFGE と特異的プローブを用いたサザン
ハイブリダイゼーション法により調べた結
果，環状のプラスミドであることが確認され
た．pMAH135 にコードされている遺伝子の特
徴を調べた結果，鉄の取り込みを行う
mycobactin の合成に関わる因子，病原因子の
分泌に関わる Type VII 分泌装置，さらに薬
剤の排出ポンプをコードしている遺伝子の
存在が明らかとなった．前者２つは MAC 菌の
病原性に関与，そして後者は抗菌薬を含む薬
剤の耐性に関与することから，pMAH135 の重
要性が示唆された．  
（３）pMAH135 の特徴：M. aviumの分離株を
用いて，pMAH135 の存在を以下のように調べ
た．pMAH135 上にコードされている遺伝子の
存在について特異的プライマーを用いた PCR
法によりスクリーニングを行った後，陽性株
について pMAH135 の存在を PFGE と特異的プ
ローブを用いたサザンハイブリダイゼーシ
ョン法により調べた．その結果，HIV 陽性患
者由来株に比べて，肺 MAC 症患者由来株に多
く存在した．しかし，ブタ由来株にはほとん
ど存在しなかった．また，M. avium分離株の
VNTR 解析を行った結果，pMAH135 を保有して
いる菌株は特定のクラスターを形成した．以
上の結果から，pMAH135 は肺 MAC 症の発症に
加えて，宿主特異性に関与していることが示
唆された．さらに，pMAH135 を保有する菌株
は，特定の VNTR genotype を示したことは興

味深い結果である． 
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