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Antisense oligo DNAに よ る酸 素 依 存 性 マ ク ロ フ ァー ジ

殺 菌 系 お よ び抗 菌 薬 のMycobact6rium avium complex

に対 す る活 性 発 現 増 強 の 試 み

1清水 利朗1佐 藤 勝 昌1佐 野 千晶12佐 野 啓介

1冨 岡 治 明

要 旨:Mycobacterium avium complex(MAC)感 染 症 に対 す る化 学 療 法 剤 開 発 の新 しい 試 み と してMAC

菌 をoxy Rあ る い はahpc遺 伝 子 に 対 す るantisense oligoDNA(AsDNA)で 前 処 理 した の ち,H2O2-

halogenation殺 菌 系 や 抗 菌 薬(clarithromycin+rifampicin)を 単 独 あ るい は併 用 して作 用 させ た 場 合 の

抗 菌 作 用 の発 現 プ ロ フ ィー ル につ い て 検 討 した 。 そ の 結 果,AsDNA処 理 に よ り,MAC菌 の これ らの

殺 菌 系 に対 す る感 受 性 が 特 に高 ま る とい っ た 傾 向 は 認 め られ なか っ た。 こ う した 成績 はAsDNAを 利

用 してMAC菌 の ビル レ ンス 因 子 の 発 現 を抑 制 し,ひ い て は抗 菌 薬 へ の 菌 の 感 受 性 を高 め よ う とす る

方 策 の 困難 さを物 語 る もの で あ る。

キ ー ワ ー ズ: Mycobacterium avium complex, Antisense oligo DNA, H2O2-halogenation 殺 菌 系,Clarithro-

mycin,Rifampicin

現在,難 治性 抗 酸 菌症 に対 して よ り強力 な新 規 化 学 療

法剤 の 開発 研 究 が 進 め られ て い る が,思 う よ うな成 果 が

得 ら れ て い な い 現 状 に あ る1)。従 っ て,今 後 の 突 破 口 と

して は,最 近 解 読 さ れ た 結核 菌 の全 ゲ ノ ム2),さ らに は

結核 菌 やMACのvirulence gene3)4)に つ い て の 情 報 を利 用

して 新 しい タ イ プの 化 学 療 法剤 の 開発 研 究 を展 開 して い

く必 要 が あ る もの と考 え られ る。 と こ ろで,結 核 菌 の ゲ

ノ ム 情 報 の 化 学 療 法 へ の 応 用 の 試 み と し て は,最 近

Harthら がglutamine synthetase遺 伝 子 よ りantisense oligo

 DNA(AsDNA)を 調 製 し,こ の標 品 を用 い て 結核 菌 を処

理 す る こ と に よ り,結 核 菌 のinvitmで の 発 育 を抑 制 す

る こ とが 可 能 で あ る こ と を見 出 して い る が5),こ の研 究

は結 核 菌 の ゲ ノ ム情 報 を利 用 した化 学 療 法 剤 開発 研 究 の

新 しい試 み と して注 目に値 す る。

抗 酸 菌 は マ ク ロ フ ァー ジ(Mφ)の 殺 菌 メ カ ニ ズ ム に

対 し て 強 い 抵 抗 性 を有 して お り,こ の こ とが 結 核 菌 や

Mycobacterium avium complex(MAC)の 感 染 部 位 に お け

る滞 留 性 の主 な原 因 で あ る もの と考 え られ て い る。 病 原

性 抗 酸 菌 は,活 性 酸 素(ROI)や 活 性 酸 化 窒 素 な どのMφ

殺 菌 エ フ ェ ク ター の 作 用 を回 避 す るた め の様 々 な病 原 因

子 を有 して い る6)7)。そ こ で今 回 は,MAC菌 がROI依 存

性 のMφ 殺 菌 メ カ ニ ズ ム の 攻 撃 か らエ ス ケ ー プ す る 過

程 で 重 要 な役 割 を演 ず る と考 え られ るoxyR,ahpc遺 伝

子3)8)～10)に注 目 し,MAC菌 を予 め これ らの 遺 伝 子 に 対

す るAsDNAで 処 理 し,次 い で 菌 体 にH2O2-halogenation

殺 菌 系 や抗 菌 薬 の各 単 独,あ る い はそ れ ら を併 用 して 作

用 させ た 場 合 に,こ れ ら殺 菌 系 の 抗 菌 作 用 の発 現 プ ロ

フ ィー ル に どの よ うな影 響 が み られ る のか につ い ての 検

討 を試 み た。

供 試 菌 株 と して は,MAC N-444株(DNAプ ロ ー ブ 試

験 でM.aviumと 同 定)の7H9培 地 中培 養 菌 を用 い た。 上

記2つ の 遺 伝 子(oxyR,ROIの 消 去 に 関 わ る酵 素 の 発 現

誘 導;ahpc,peroxideの 消 去)8)～10)に 対 す るAsDNAは,

各 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 よ り教 室 で 独 自 に設 計 し(Fig.1),

企 業 に外 注(フ ナ コ シ)し て合 成 した もの で あ るが,今

回 はdeoxyribonucleaseに 対 す る抵 抗 性 を付 与 す る た め に
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Fig. 1 Antisense oligo DNAs (AsDNAs) used in this study

Fig. 2 Effects of AsDNAs against oxy R (A) and ahp C (B) 

on the anti-MAC antimicrobial activity of H2O2-halogenation 

system, CAM plus RFP, or combination of them. In the first 

incubation, MAC organisms were treated with AsDNA (As-1 

plus As-2), and subsequently treated with theH2O2-halogena-

tion system and CAM plus RFP, alone and in combination. 

Residual bacterial CFU were counted on7H11 agar. Each bar 

indicates the mean •} s.e.m (n=3). *Significantly larger than 

the value of theH202-halogenation system alone (p < 0.01).

phosphorothioate化 した標 品 を用 い て い る 。供 試 菌 を7H9

培 地 中 で 各 々 のAsDNA(100μM)の 存 在 下 あ る い は非

存 在 下 で37℃,24時 間 培 養 し た後,蒸 留 水 で 遠 心 洗 浄

した(11,000×g,10分)。 次 い で 回 収 され た 菌 を100mM

酢 酸 緩 衝 液(pH5.5)中 に 浮 遊 させ,H2O2-halogenation殺

菌 系(10μMH202,10μMNaI,10μMFeSO4)ま た は血

中Cmax濃 度 のclarithromycin(CAM:大 正 製 薬)(2.3μ

g/ml)+rifampicin(RFP:Sigma)(8.0μg/ml)の 各 単独,

あ るい は そ れ らの 併 用 に よ り37℃,2時 間 処 理 した後,

遠 心 洗 浄 し,生 残CFUを7H11寒 天平 板 上 で計 測 した。

Fig.2は,供 試AsDNAで 前 処 理 したMAC菌 とそ う し

た 前 処 理 を行 っ て い な い 菌 とのH2O2-halogenation殺 菌

Fig.3 Expression of AhpC and OxyR mRNA in MAC 

N-444 exposed to AsDNA against ahpC oroxyR. MAC N-444 

were left untreated (lane C) or exposed to 100ƒÊM AsDNA 

(lane As) in 7H9 medium at37•Ž for 24 hr. Cells were harvest-

ed, and total RNA was isolated and subjected to reverse tran-

scription (RT)-PCR analysis.

系 お よび抗 菌薬(CAM+RFP)に 対 す る感 受 性 を比 較 し

た も の で あ る。 図 か ら明 らか な よ う に,供 試 い ず れ の

AsDNAで の 前 処 理 に よ っ て もMAC菌 の これ らの 殺 菌

系 に対 す る感 受 性 が 高 ま る と い っ た傾 向 は全 く認 め られ

な か っ た 。 従 っ て 今 回 の 検 討 で は,oxyR,ahpcの

mRNAに 対 す るAsDNAに よ っ て は,H2O2-halogenation

殺 菌 系 やCAM+RFPの 抗 菌 作 用 に対 す るMAC菌 の 感

受 性 が 高 ま る よ う な傾 向 は認 め られ な か っ た。Harthら

の報 告 に よれ ば,結 核 菌 をglutamine synthetaseに 対 す る

AsDNAで 処 理 した 場 合 で も,標 的 遺 伝 子 の 蛋 白発 現 は

十 分 な レベ ルで は抑 制 され ず,ひ い て は満足 の い く菌 の

増 殖 抑 制 効 果 は得 られ て は い な い との こ とで あ る5)。 ま

た,Fig.3に 示 し たRT-PCRに よ る 検 討 で は,AhpC 

mRNAに つ い て はAsDNA処 理 の 前 後 で の 発 現 に特 に 大

き な差 は 認 め られ て い な い。 他 方,MACで はoxyR遺 伝

子 は結核 菌 の 場 合 の よ う に多 数 の フ レー ム シ フ トや 欠 損

は な くintactで あ る もの の,今 回 の検 討 で は,AsDNA処

理 の 有 無 に か か わ らず,そ のmRNAの 発 現 は 認 め られ

な か っ た 。 こ れ らの 成 績 か らす る と,MAC菌 に対 す る

phosphorothioate化AsDNAの 導 入 の 効 率 は 予 想 以 下 に低

い た め,標 的遺 伝 子 のmRNA発 現 の 有 効 な抑 制 には 至 っ

て い ない もの と考 え られ る。 この 原 因 と して は,結 核 菌

やMAC菌 の脂 質 に 富 む 堅 牢 な 細 胞 壁 がAsDNAの 透 過

性 に 対 す る バ リヤ ー と して 働 い た 可 能 性 が 考 え ら れ る

が,Harthら は,ethambutol(EB)やpolymyxinBに よ る

処 理 で 細 胞 壁 を"softening"す る こ とに よ りAsDNAの 細

胞 壁 透 過 性 を改 善 させ よ う とす る試 み は功 を奏 さな か っ

た と して い る5)。現 在AsDNAにRFPやEBな どの 薬剤 を

conjugateさ せ てtransporterの 働 き を担 わせ る方 策 や,抗

酸 菌 フ ァー ジ を用 い てAsDNAを 効 率 よ く菌 体 内 に取 り

込 ませ る とい った 方 策 につ い て検 討 中 で あ る 。 い ず れ に

し て も今 回 の 成 績 は,AsDNAを 用 い て のMAC菌 の ビ

ル レ ンス 因 子発 現 を抑 制 し,ひ い て はMAC菌 の 抗 菌 薬

に対 す る 感 受 性 を 高 め よ う とす るstrategyに はAsDNA

の 菌 体 内 へ のuptakeの 効 率 化 な どの 今 後 解 決 せ ね ば な
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らない種々の課題が山積みしていることを示しており,

今後の研究の進展に期待 したい。

CAMを 分与頂いた大正製薬に深謝します。
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Short Report

EFFECTS OF ANTISENSE OLIGO DNA ON THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF 

REACTIVE OXYGEN INTERMEDIATES AND ANTIMYCOBACTERIAL AGENTS

 AGAINST MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX

1 Toshiaki SHIMIZU
, 1 Katsumasa SATO, 1 Chiaki SANO, 1'2 Keisuke SANO, and Haruaki TOMIOKA

Abstract There has not yet been systematic studies which 

attempt to elucidate detailed profiles of the interaction be-

tween antimicrobial drugs and macrophage microbicidal 

mechanisms. We examined the effects of antisense oligo 

DNAs (AsDNAs) against oxyR and ahpC on the susceptibility 
of Mycobacterium avium complex (MAC) to the H202-

halogenation system and combined antimycobacterial drugs 

Cclarithromycin (CAM) + rifampicin (RFP)], both separate-
ly and in combination. It was found that AsDNA treatment 

of MAC did not affect the susceptibility of the organisms to 

any of the antimicrobial systems tested. Since the present 

AsDNAs did not efficiently reduce the expression of AhpC 

mRNA, attempts to increase bacterial uptake of AsDNAs are

necessary to achieve significant increase in the drug suscepti-

bility of MAC organisms due to AsDNA treatment.

Key words: Mycobacterium avium complex, Antisense oligo 

DNA, H202-halogenation system, Clarithromycin, Rifampicin
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