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概 要 

当部は、わが国における真菌感染症の制圧を目標として研究を行

っている。また、抗菌化学療法の基盤強化と有効活用を目標とした

研究を推進している。真菌症研究では、アスペルギルス症やカンジ

ダ症など主に免疫不全宿主で問題となる真菌症の効果的診断法と

治療法開発に関する研究と、クリプトコックス症やヒストプラスマ

症など健常者で重症化する場合がある真菌症の疫学や病原因子制

御に関する研究を軸としている。本年度は、欧米で流行している新

興感染症の一つである高病原性のCryptococcus gattii感染症がわが

国でも報告され、本感染症のわが国における疫学調査やゲノム解析

による分子疫学研究等を開始した。感染症制御薬に関する研究では、

細胞内シグナル伝達制御の解明と応用による感染症制御と活性評

価系開発による創薬研究、及び、ゲノム情報を応用した天然物の生

合成経路の解明とそれを利用した天然型新規薬剤の開発と産生効

率化に関する研究を行っている。今年度の主たる研究項目は下記の

とおりである。 

Ⅰ. 病原真菌の病原性解明と新しい診断・治療法開発のための研究、

ならびに、疫学研究 

Ⅱ. 新しい薬物活性評価系の研究、ならびに、細胞内シグナル伝達

制御の解明と応用 

Ⅲ. 宿主因子と免疫制御の解明による難治性感染症の制圧に関す

る研究 

Ⅳ. 微生物の有用遺伝子探索による感染症治療薬開発と薬剤耐性

機構に関する研究 

 

本年度の研究に対する受賞等は、金子幸弘「第54回日本医真菌学

会優秀演題賞」、宮﨑義継「第54回日本医真菌学会優秀ポスター賞」、

山越 智「第54回日本医真菌学会優秀ポスター賞」、田辺公一「第

12回真菌症フォーラム奨励賞」、金城雄樹「日本生体防御学会奨励

賞」であった。 

各室が担う業務は、それぞれ以下のとおりである。 

第１室は、真菌の病原因子に関する研究と真菌症レファレンス業

務を遂行している。昨年度から開始した糸状菌感染症の制圧に関す

る研究に関しては、アスペルギルス症の病原因子同定とこれらを感

染症制御に応用する研究を行っている。カンジダ属を対象とした研

究では、エルゴステロール生合成系に着目した薬剤耐性機構と病原

因子の解明を継続している。また、不明真菌の同定や診断困難例の

確定診断を支援しており、行政検査等を実施した。 

第２室は、宿主および病原真菌の細胞内シグナル伝達系の解明と

それを応用した疾病制御に関する研究、ならびに、新規の活性評価

系構築による薬剤のスクリーニングと構造活性相関についての研

究を行った。また、検査業務のうち抗菌薬の収去検査を第４室と共

同で担っている。 

第３室は、宿主因子や免疫機構の制御に基づいた難治性感染症や

難病の制圧をめざして基盤研究を開始した。真菌感染症のレファレ

ンス業務のうち、薬剤感受性試験を分担している。 

第４室は、ゲノム情報を駆使した二次代謝産物をはじめとする天

然物の同定や代謝経路解明、それらに立脚した新規感染症制御薬の

創薬研究、及び、放線菌症の病態解明に関する基盤研究を行ってい

る。また、後発医薬品の品質管理業務を担当している。 

 平成19年度から開始した真菌症レファレンス業務の成果として、

今年度はバイオセーフティーレベル３のヒストプラスマ属の分離

培養や、エキノキャンディン系耐性カンジダ株の検出、病理標本か

らのニューモシスチスの遺伝子検出などを行った。同様に品質管理

業務については、後発医薬品等の品質管理業務のうち、抗菌薬の力

価試験を担当しており、検査実施と共に標準作業手順書の改訂を行

った。 
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 行政対応として、真菌に関する行政検査のほか、独立行政法人医

薬品医療機器総合機構の専門委員、ベトナム国立衛生疫学研究所能

力強化計画プロジェクトを推進した。 

 国際交流では、タイNIHとヒストプラスマに関する環境調査を行

い、タイチェンマイ大学とはヒストプラスマやクリプトコックスの

診断や分子疫学調査に関する研究を開始した。 

 

 

業 績 

 

調査・研究 

 

Ⅰ．病原真菌の病原性解明と新しい診断・治療法開発のための研究、

ならびに、疫学研究 

 

１．クリプトコックス症の調査研究 

（１）Cryptococcus gattii国内分離株の菌学的性質と実験的病原

性解析 

 日本国内で分離されたC. gattii株についてin vitroでの菌学

的性質と、マウス感染モデルを使用した病原性等について検討した。

供試菌として遺伝子型VGIIa型のJP01株、VGI型の5815株とし、

in vitro では37℃発育能、発育速度、莢膜の性状、色素産生能等

について、また、これら菌株をC57BL/6マウスに経気管的に感染さ

せ、死亡率や経時的な臓器内菌数、免疫学的検討、病理組織学的検

討などを行った。結果として、JP01 株については C. gattii 株の

中でも極めて強い病原性を持つことが示唆され、更なる病原性の解

析や病原因子の同定などを進めている。 

[大野秀明、田辺公一、草地弘子、梅山 隆、金子幸弘、山越 智、

杉田 隆（明治薬大）、亀井克彦（千葉大）、畠山修司（東京大）、

渋谷和俊（東邦大）、金城雄樹、宮﨑義継] 

（２）日本国内で分離されたクリプトコックス属の血清型解析と薬

剤感受性動向調査 

 北米で新興感染症として認識されている遺伝子型の

Cryptococcus gattii株がわが国でも分離されたことを受けて、国

内で分離・保存されているクリプトコックス属約100株の血清型再

同定を行った。現在まで北米型ではないC. gattii株1株が発見さ

れたが、それ以外のすべての株は血清型AのC. neoformansと同定

された。また特定の薬剤に対する感受性の低下は認められなかった。 

[大野秀明、草地弘子、大川原明子、田辺公一、梅山 隆、金子幸

弘、山越 智、金城雄樹、宮﨑義継] 

 

（３）福岡県筑後地区周辺におけるクリプトコックス症多発発生例

の疫学的検討 

 福岡県久留米市周辺で2008年7月から2009年7月の間に8例の

クリプトコックス症の発生を認め、分離培養されたC. neoformans

７株に対し、MLST (Multi-Locus Sequence Typing）による疫学的

解析を行なった。分離された株の間で遺伝子型がほぼ一致しており、

この地域における環境からの感染・発病が強く示唆された。 

[梅山 隆、大野秀明、草地弘子、田辺公一、山越 智、宮﨑義継、

棚町千代子・橋本好司・佐川公矯・渡邊 浩（久留米大）] 

 

（４）Cryptococcus neoformansの遺伝子破壊 

 ハイグロマイシン耐性遺伝子をAct1プロモーターおよびTrp1タ

ーミネーターに挟んだCryptococcus 用のハイグロマイシン耐性カ

セットベクターを作製した。この耐性カセットを用いて、

Agrobacteirum 法により嫌気条件で発現する遺伝子 CnHIP1 の遺伝

子破壊株を作製した。 

[梅山 隆、津村 遼（東京農工大）、山越 智、大野秀明、田辺公

一、宮﨑義継] 

 

（５）Cryptococcus neoformansの潜伏感染診断系の検討 

 C. neoformansの潜伏感染のメカニズムを解明するためのアプロ

ーチとして、低酸素条件下での培養でC. neoformansの遺伝子発現

について検討したところ、未同定の遺伝子が多く認められたと同時

に糖代謝に関与する遺伝子の発現が多いことを確認した。またSST

－REX法を使用し、低酸素条件下で発現する膜・分泌蛋白を同定し、

このうちCnHip1を新規標的としたin vitro検出系の検討を行って

いる。 

[大野秀明、山越 智、梅山 隆、草地弘子、橋本ゆき、田辺公一、

金子幸弘、宮﨑義継] 

 

 

２．Aspergillus fumigatusの新規抗原の探索と基盤・応用研究 

 

（１）Y1蛋白質の病原性について 
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Y1 遺伝子の欠損株を作製し性状解析をした。Y1蛋白質は細胞壁

に存在する蛋白質であり、in vitro, in vivoの実験により病原性

に関与することが明らかとなった。 

[山越 智、梅山 隆、橋本ゆき、岡部智也（ACTGen 社）、田辺公

一、大野秀明、宮﨑義継] 

 

（２）B11蛋白質およびそのホモログ蛋白質の病原性について 

Aspergillus fumigatus では、B11 蛋白質のホモログが２種類知

られている。そこで、それらの遺伝子欠損株を作製し性状解析をし

た。in vitro、 in vivo の実験により、病原性に関与することが

明らかとなった。 

[山越 智、橋本ゆき、岡部智也（ACTGen 社）、梅山 隆、田辺公

一、大野秀明、宮﨑義継] 

 

（３）B11に対するモノクローナル抗体の作製 

 大腸菌でB11蛋白質およびそのホモログの蛋白質を作製した。そ

れをマウスに免疫し、それぞれの蛋白質に対するモノクローナル抗

体産生ハイブリドーマを複数得た。 

[山越 智、橋本ゆき、大西和夫（免疫部）、岡部智也（ACTGen社）、

梅山 隆、田辺公一、大野秀明、宮﨑義継] 

 

（４）B11蛋白質のサンドイッチELISA系の構築 

1次抗体としてモノクローナルと2次抗体としてウサギポリクロ

ーナル抗体を用いた B11 およびそのホモログに対するサンドイッ

チELISAの構築をした。数百pg/ml程度の感度が得られた。マウス

感染モデルで血清中にB11蛋白質を検出した。 

[山越 智、橋本ゆき、大西和夫（免疫部）、岡部智也（ACTGen社）、

梅山 隆、田辺公一、大野秀明、宮﨑義継] 

 

（５）Aspergillus fumigatus の形態と病原性の研究 

Ku70 遺伝子欠損株 Afs35 を用い、ハイグロマイシン耐性遺伝子

を含む DNA 断片を選択マーカーとして使い A. fumigatus の 

MPS1 プロテインキナーゼをコードしている遺伝子のプロモーター

をNiiA プロモーターと置換した遺伝子発現抑制株を作製した。遺

伝子発現を抑制すると、生育が顕著に阻害されることが明らかにな

った。 

[梅山 隆、山越 智、大野秀明、田辺公一、宮﨑義継] 

 

３．ヒストプラスマ症の調査・研究 

（１）ヒストプラスマ症における各種診断法の有用性検討 

 ヒストプラスマ症は世界的に広く認められる地域流行型真菌症

であるが、臨床検体からの菌の培養成績は極めて悪いことから、血

清診断法や抗原検出法などが海外では広く応用されている。当部に

おいてHistoplasma capsulatumを特異的に検出するPCR法を作製

し、ヒストプラスマ症の診断における遺伝子診断法の有用性につい

て血清診断法や培養法との比較検討を行った。 

［大野秀明、草地弘子、田辺公一、梅山 隆、山越 智、宮﨑義継] 

 

（２）ヒストプラスマ属の本邦ならびに東南アジアでの生息状況の

調査 

 ヒストプラスマ症はわが国では輸入真菌症として扱われている

が、海外渡航歴のない日本人にも発病が確認されている。また、東

南アジアはヒストプラスマ属の生息地域と考えられているが、環境

中における生息を確認した例は極めて少ない。このような状況を背

景として、日本やタイでの自然環境中に生息すると考えられるヒス

トプラスマ属を検出し、感染経路の解明や疫学、公衆衛生への寄与

を目的とした調査・研究を行なった。 

[大野秀明、田辺公一、草地弘子、山越 智、梅山 隆、宮﨑義継、

Trepradab Norkaew・Pojana Sriburee（チェンマイ大学）、

Natteewan Poonwan（タイNIH）] 

 

４．真菌症に関する多施設臨床研究 

 

（１）血液疾患に合併する真菌症の調査・解析 

日本成人白血病治療共同研究グループ、東京移植コンソーシアム、

Febrile Neutropenia研究会との合同で「日本人血液疾患患者にお

けるアスペルギルス属およびその他の糸状菌類による侵襲性真菌

感染症についての疫学調査」にcentral laboratoryとして参加し、

糸状菌類の同定、薬剤感受性など真菌学的な面から調査・解析を継

続して行っている。 

［大野秀明、宮﨑義継、草地弘子、大川原明子、山越 智、吉田 稔

（帝京大）］ 

 

（２）慢性肺アスペルギルス症を対象としたアムホテリシンBリ

ポソーム製剤とボリコナゾールの比較試験 
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 臨床的に治療に難渋する慢性肺アスペルギルス症に対して、アム

ホテリシンBリポソーム製剤とボリコナゾール注射薬の初期治療

における有効性や安全性について非盲検無作為化比較試験で検討

を行っており、分離真菌の同定と解析を行っている。 

［宮﨑義継、大野秀明、草地弘子、倉島篤行（複十字病院）、小川

賢二（東名古屋病院）、鈴木克洋（近畿中央胸部疾患センター）、

沖本二郎（川崎医科大）二木芳人（昭和大）、掛屋 弘・河野 茂

（長崎大）] 

 

 

５． カンジダ属の薬剤耐性機構と病原性因子の解析 

 

（１） ステロール合成・代謝を調節する転写因子 

Candida glabrataのABC蛋白質CgAus1pは細胞外ステロール

を取り込む。CgAUS1 の発現を制御すると予想される転写因子で

あるUPC2A破壊株においては、fluconazoleや lovastatinのよう

なステロール合成阻害剤に対する感受性が増加しており、血清によ

るアゾール非感受性化も認められなかった。また、複数のエルゴス

テロール合成関連遺伝子の発現調節にも UPC2A が関与する結果

を得た。以上の結果から、UPC2AはC. glabrataのステロール合

成およびステロール輸送を調節する主要な転写因子であると推測

された。 

[田辺公一、中山浩伸（鈴鹿高専・生物応用化学科）、名木 稔、山

越 智、梅山 隆、大野秀明、宮﨑義継] 

 

（２）鉄欠乏条件における遺伝子発現解析 

 宿主体内は遊離鉄濃度が低いため、Candida glabrataの感染が

成立するためには鉄欠乏条件下で生存する必要があると推測され

る。鉄欠乏条件で培養したC. glabrataからRNAを抽出し、DNA

マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。鉄欠乏条

件ではアミノ酸合成関連遺伝子の発現量が減少し、ステロール輸送

関連遺伝子の発現量が増加することを見出した。 

［田辺公一、中山浩伸（鈴鹿高専・生物応用化学科）、名木 稔、

山越 智、梅山 隆、大野秀明、宮﨑義継] 

 

６．黄砂に定着する真菌に関する調査研究 

 黄砂飛来時の日本海沿岸地域では、気管支喘息などのアレルギー

性疾患を増悪させることが報告されている。黄砂飛来時の大気中に

どのような真菌が多く含まれるのかを明らかにするために、大気浮

遊塵を吸引したろ紙サンプルから真菌の分離を試みた。計30株の

真菌が分離されたが、ほとんどが糸状菌あるいは接合菌種であった。

通常大気に含まれる菌種がほとんどであったが、アレルギー性疾患

との関係が示唆されるChaetomium属が多く含まれていた。 

[田辺公一、大野秀明、草地弘子、山越 智、梅山 隆、宮﨑義継] 

 

 

Ⅱ．新しい薬物活性評価系の研究、ならびに、細胞内シグナル伝達

制御の解明と応用 

 

１．プロテインキナーゼ阻害物質の検定 

 文部科学省新学術領域研究「がん研究分野の特性等を踏まえた支

援活動」化学療法基盤支援活動において、プロテインキナーゼ阻害

の検定（II）を担当した。前年度まで文部科学省がん特定領域研究・

統合がん・化学療法基盤情報支援班で行っていた、NRK細胞を

PDGFで刺激し、活性化されるPDGFレセプターチロシンキナー

ゼおよび主要な細胞内シグナル伝達経路に対する阻害効果をウエ

スタンブロットにより検出する系に加え、293T細胞にチロシンキ

ナーゼを一過性に発現させて、cell-based ELISAにより細胞内ホ

スホチロシンレベルを測定する系を用い、標準阻害剤キットを中心

に化合物評価を行った。 

［福山まり、矢守隆夫（癌研）、深澤秀輔］ 

 

２．SERM（Selective Estrogen Receptor modulator)の C型肝炎

ウイルス（HCV)の侵入阻害作用 

昨年度に引き続き、タモキシフェンや関連SERMのHCV侵入

阻害作用について調べた。阻害活性のあった化合物は、遺伝子型

1a, 1b, 2a, 2b, 4 をもつHCVシュードウイルスの侵入をすべて阻

害したことから、広範なHCV侵入を阻害すると思われた。SERM

はHCVの治療薬となる可能性が示された。 

［村上裕子、鈴木哲朗、脇田隆字、深澤秀輔］ 

 

３．核内受容体作用物質のC型肝炎ウイルス（HCV)の阻害作用 

スクリーニングより新たに、レチノイン酸受容体（RAR)、レチ

ノイドX受容体（RXR)の作用物質がいくつか、HCV に阻害作用

を示すことを見いだした。これらの受容体は共通した構造を持つク

ラス II核内受容体である。そこでクラスII核内受容体のアゴニス

トおよびアンタゴニストについて細胞でのHCV感染系を用いて調
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べたところ、調べたすべての化合物がHCV阻害作用を示した。ま

たこれらはレプリコン細胞でも阻害活性を示した。 

［村上裕子、鈴木哲朗、脇田隆字、深澤秀輔］ 

 

４．Candida albicansのバイオフィルムにおける抗真菌薬抵抗性 

C. albicans のバイオフィルムにおける治療抵抗性のメカニズム

として、真菌内のストレス応答によると考えられる細胞壁キチン合

成が関与していることを示した。今後は、治療への応用を目的とし

て、治療抵抗性を克服するための併用薬剤の探索を行う。 

［金子幸弘、深澤秀輔、宮﨑義継］ 

 

５．IgA腎症における感染病態との関連 

昨年度までに、IgA腎症モデルマウスの腎臓内分子分布を質量顕

微鏡で検討し、質量電荷比 854.7、856.7、880.7、882.7 など複数

のピークに、正常マウスと相違を確認した。本年度は、LC-MSに

より、これらのピークのうち、多くの分子を同定した。また、尿中

物質との比較から、尿中物質の蓄積が IgA 腎症の病態に影響を及

ぼしている可能性を確認することができた。今後は、感染病態との

関連について検討を行う必要がある。 

［金子幸弘、宮﨑義継、早坂孝宏・瀬藤光利（浜松医大）、小畑陽

子・西野友哉・古巣朗・掛屋弘・河野茂（長崎大）］ 

 

 

Ⅲ．宿主因子と免疫制御の解明による難治性感染症の制圧に関する

研究  

 

１．Candida albicans細胞壁表層のマンナン構造と炎症惹起性の関

係の解析 

定常状態において、C. albicans細胞壁の表層部はβ-1,2結合型マ

ンノースが存在する。β-1,2結合型マンノースの転移酵素の遺伝子

と推定される遺伝子の破壊株及び遺伝子相補株を作製した。破壊株

から精製したマンナンを薄層クロマトグラフィーで分画・精製し、

質量分析、NMRで構造を解析したところ、-1,2結合型マンナンを

欠失していることが確認された。また、マンナンの構造と炎症惹起能

の関係を調べるため、マウス骨髄から精製した樹状細胞をマンナン

で刺激し、炎症性サイトカイン産生をELISA法にて測定した。そ

の結果、破壊株から精製したマンナンによるサイトカイン産生誘導

は親株と比較して顕著に高く、遺伝子を相補することによって産生

誘導は低下した。これらの結果より、-1,2 結合型マンナンを欠失

したC. albicansでは、生体による認識、応答が変化し、初期感染防御

に関与する樹状細胞の反応性が増強することが示唆された。 

［大川原明子、金城雄樹、上野圭吾、山越 智、梅山 隆、樽本憲

人、中 崇・土江 松美・藤原 永年（大阪市立大）、大野秀明、宮﨑

義継] 

 

２．Candida albicansの細胞壁蛋白抗体による in vivo増殖抑制効

果の検討 

 SST-REX (signal sequence trap by retrovirus-mediated 

expression screening)法を用いて得られたCandida albicansの細

胞膜分泌蛋白のうち、比較的多く発現している抗原を同定し、抗原

に対する抗体産生hybridomaを作製した。in vitroでの増殖抑制効

果をもとに、2種類の抗体を精製し、in vivoでの菌の増殖抑制効果

の解析を行った。 

［樽本憲人、金城雄樹、山越 智、大川原明子、梶川益紀（ACTGen

社）、大野秀明、宮﨑義継] 

 

３．播種性カンジダ症モデルマウスでの炎症反応における糖脂質投

与の影響 

昨年度、Candida albicans 感染マウスに自然免疫を刺激する糖

脂質抗原を投与すると、播種性カンジダ症をおこし、生存期間の短

縮及び腎臓内菌数の増加を認めることを明らかにした。今年度は、

その機序の解析を行い、遺伝子欠損マウスを用いた解析などより、

特定のサイトカインが感染増悪に関与していることを明らかにし

た。このことから、自然免疫の刺激により、C. albicans 感染後の

炎症反応が増強し、真菌の排除に影響を及ぼすことが考えられた。

現在、さらに詳細な機序を解明するため、解析を行っている。 

［樽本憲人、金城雄樹、大川原明子、上野圭吾、篠崎 稔・渋谷和

俊（東邦大）、宮﨑義継] 

 

４．NKT 細胞が認識する肺炎球菌由来糖脂質抗原の同定及び肺炎

球菌感染防御における役割の解析 

自然免疫に関与するNKT細胞が、肺炎球菌（市中肺炎やインフ

ルエンザ感染後の二次性肺炎の主要な起炎菌）感染において、感染

防御に重要な役割を担うことを明らかにした。また、肺炎球菌より

精製した糖脂質がNKT細胞のT細胞抗原受容体を特異的に刺激し、

サイトカイン産生を誘導することを明らかにした。さらに、抗体



生物活性物質部 

を投与し、NKT 細胞による糖脂質認識を阻害すると、肺炎球菌

感染後の肺内菌数の増加を認めた。以上の結果より、肺炎球菌感

染において、NKT 細胞が菌由来の糖脂質を認識して、感染防御

に貢献することが示唆された。 

［金城雄樹、大川原明子、金子幸弘、小川伸子、Petr Illarionov（バ

ーミンガム大）、川上和義（東北大）、Jose Luis Vela・Mitchell 

Kronenberg（ラホヤアレルギー免疫研究所）、宮﨑義継] 

 

５．細菌糖脂質抗原とNKT細胞抗原受容体の結合様式の解析 

 上述のように、肺炎球菌糖脂質がNKT細胞のT細胞抗原受容体

を特異的に刺激し、サイトカイン産生を誘導することを明らかにし

た。肺炎球菌糖脂質抗原が抗原提示分子CD1d 及びT 細胞抗原受

容体とどのように結合しているのか分子レベルで明らかにするた

め、X線結晶構造解析等の解析を行った。 

［金城雄樹、樽本憲人、Petr Illarionov（バーミンガム大）、Enrico 

Girardi・Dirk M. Zajonc・Mitchell Kronenberg（ラホヤアレルギ

ー免疫研究所）] 

 

６．糖脂質抗原による肺炎球菌ワクチン増強効果の解析 

 糖脂質抗原によるNKT細胞の活性化は免疫応答の増強をもたら

す。この特徴を活かして、糖脂質抗原による肺炎球菌多糖抗原ワク

チンの増強効果を解析したところ、糖脂質と肺炎球菌ワクチンの併

用投与マウスでは、B細胞の活性化及び抗体産生増加を認めた。ま

た、ヒトの細胞を用いた解析においても、NKT細胞がB細胞から

の抗体産生を増強することが示唆された。以上の結果より、NKT

細胞を介した B 細胞の活性化が、肺炎球菌多糖抗原ワクチンの感

染防御効果を増強する可能性が示唆された。 

[金城雄樹、大川原明子、金子幸弘、小川伸子、宮坂智充・川上和

義（東北大）、宮﨑義継] 

 

７．生体防御に関与するサイトカインLECT2の解析   

 昨年度に引き続きLECT2のレセプターを同定するために、レトロ

ウイルスベクターを用いマウスcDNA 発現ライブラリーを作製し、

Ba/F3細胞に感染後、マウスLECT2-Fc融合蛋白質の結合を指標に、

フローサイトメトリーにて、レセプター遺伝子を発現するBa/F3細

胞を濃縮した。 

[山越 智、岡部智也（ACTGen 社）、奥村彰規、橋本ゆき、大野秀

明、宮﨑義継] 

 

 

Ⅳ．微生物の有用遺伝子探索による感染症治療薬開発と薬剤耐性機

構に関する研究 

 

１．感染症治療薬開発に関する研究 

 

（１） 次世代シークエンサーを用いたMicromonospora griseorubida

からの生物活性物質生合成遺伝子の探索 

次世代シークエンサーを用いて、mycinamicinを生産するM. 

griseorubidaが持つ生物活性物質生合成遺伝子を見出すために、ゲノ

ムスキャニングを行った。その結果、mycinamicin生合成遺伝子以

外にも生物活性物質生産に関与すると予想される多くのポリケチ

ド合成酵素、非リボゾーム型ペプチド合成酵素やグリコペプチド抗

生物質の生合成遺伝子に類似した遺伝子群が見いだされた。 

［石川 淳、安齋洋次郎・加藤文男（東邦大）］  

 

（２） 次世代シークエンサーを用いた糸状菌からの生物活性物質

生合成遺伝子の探索 

次世代シークエンサーを用いて、糸状菌の生産する生物活性物質

の生合成遺伝子（ポリケチド合成酵素、非リボゾーム型ペプチド合

成酵素や酸化酵素等をコードする遺伝子）をゲノムスキャニングの

手法を用いて見出した。見出された遺伝子の破壊株を作製し、生物

活性物質の生産性をHPLCに確認したところ、その化合物の生産性が

消失した。これにより、見出された遺伝子から生物活性物質が生産

されていることが明らかになった。この結果、有用遺伝子の探索に

ゲノムスキャニングの手法を用いることが有効であることが示さ

れた。 

［星野泰隆、石川 淳、関塚剛史・黒田 誠（ゲノムセンター）］ 

 

（３） SARP ファミリー調節遺伝子の人為的発現による二次代謝

産物の誘導生産 

Nocardia brasiliensis IFM 0406において、ゲノム解析により見出さ

れ、通常の培養条件では発現の認められないSARPファミリー調節

遺伝子を人為的に発現させた結果、野生株には認められない物質の

生産がHPLC解析により確認された。この結果は、SARPファミリ

ー調節遺伝子の発現を人為的にコントロールすることが、新規の二

次代謝産物の発見につながる可能性を示唆している。 
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［石川 淳、星野泰隆］  

 

（４） ノコバクチン生合成遺伝子の鉄濃度による発現量の変化 

Nocardia farcinica IFM 10152 株は、シデロフォアであるノコバク

チンを生産し、鉄イオンを獲得している。そこでノコバクチン生合

成遺伝子（nbt遺伝子）の発現量を、鉄イオン濃度の高い状態と低

い状態で定量PCR法によって確認した。その結果、鉄イオン濃度が

低い状態で、nbt遺伝子の発現量が優位に上昇していることが判明

した。したがって、ノカルジアは外界の微量な鉄イオンを効率的に

獲得するために、鉄イオン濃度が低い状態においてnbt遺伝子を大

量に発現させ、ノコバクチンを生産していることが明らかになった。 

［星野泰隆、石川 淳］ 

 

（５）ノカルジアのマクロファージへの細胞傷害関連因子の探索 

マクロファージへ細胞傷害性を示すNocardia farcinica IFM 10152

野生株と細胞傷害性を示さない nbtE 遺伝子破壊株をそれぞれ

J774A.1 細胞に感染させた時の宿主細胞の遺伝子発現変化をマイク

ロアレイにより解析した結果、野生株と遺伝子破壊株感染時の遺伝

子発現に有意差を認めた。特に121遺伝子が細胞接着関連遺伝子だ

ったため、定量的RT-PCRを行なったところ、感染3時間でNcam-1

を含む接着関連遺伝子の発現変化が認められた結果から、ノカルジ

アの誘導する細胞傷害性のシグナルの１つとして、感染初期に細胞

接着分子の遺伝子発現変化を介するメカニズムの存在が示唆され、

創薬ターゲットのひとつとなる可能性が考えられた。 

［石野敬子、関野山涼介、石川 淳］ 

 

２．薬剤耐性機構に関する研究 

 

（１） リファンピシンモノオキシゲナーゼの構造解析 

Nocardia farcinica IFM 10152 株のリファンピシン不活化酵素であ

るリファンピシンモノオキシゲナーゼに関して、リファマイシン系

化合物に対する反応機構の解明を進めるために、本酵素を大腸菌に

て発現させ、種々の条件で結晶化を行った。今後、詳細な解析によ

り本酵素の立体構造からリファマイシン系化合物に対する反応機

構の解明を進める。 

［星野泰隆、額賀路嘉（城西国際大）、石川 淳］ 

 

（２） Nocardia farcinicaのアミノグリコシドリン酸化酵素の解析 

N. farcinica IFM 10152株のゲノム解析により見出された3種のアミ

ノグリコシドリン酸化酵素遺伝子（nfa31340、nfa38480 および

nfa38620）を大腸菌に発現させ、His タグ融合タンパクとして精製

した結果、3種ともにアミノグリコシドのリン酸化活性を有するこ

とが確認され、これらの遺伝子がアミノグリコシドリン酸化酵素を

コードすることが生化学的にも証明された。 

［石川 淳、藤井匠子］ 
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