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概 要

真菌部は真菌感染症の調査研究を主な任務としてお

り、病原真菌の病原因子や宿主免疫機構の解明、疫学

研究、ならびに、実用化をめざした診断薬・治療薬・ワク

チンの基盤研究を推進している。

令和3年度は、わが国の三大侵襲性真菌である、カン

ジダ症、アスペルギルス症、ならびにクリプトコックス症 に

加え、COVID-19パンデミックに伴いSARS-CoV-2を含め

て調 査研 究を実 施した。真菌 症に関する研 究では、各

種病原真菌の病原因子 解 明と宿主反 応に関する基盤

研究、糸状菌感染症における治療法 、病原体診断に関

する研究を行った。宿主因子に関しては、病原体の認識

分子や自然免疫機構の役割、ワクチン基盤に関する研

究を実施した。感 染症 制御 薬に関 しては、新規 薬剤 シ

ーズの抗真菌活 性探索や薬 剤耐性機構 の研究 、細胞

内シグナル制御の解明と応用 に基づく感染症制御 、既

存薬の新規薬効の応用等に関する研究を行った。

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 と

疫学研究

II．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

III． 微生 物の有用 遺伝 子探 索による感 染症 治療 薬開

発と薬剤耐性制御に関する研究

IV．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に基づく感染症制御に関する研

究

真菌部各室が実施した主な業務は、それぞれ以下のと

おりである。

第 一 室は、真菌 症 の疫 学 研究 、真 菌病 原 因子 に関

する研究と真菌検査業務、真菌レファレンス業務を担当

した。侵襲性真菌症では国内 最多の侵襲性真菌症であ

るカンジダ症を対象としC. glabrataのマイトファジー、腸

管からのカンジダ属の播種に関与する因子、腟カンジダ

発症に関与する因子、酸素濃度がカンジダ属生育に与

える影響 、薬剤耐性機構 、病原因子の解明に関する研

究を実施した。

第 二 室は、免 疫 不全 宿 主にみられるアスペルギルス

症やムーコル症等の糸状菌感染症に関して、ゲノム編集

によるA. fumigatusの抗真菌薬耐性や増殖因子 に関す

る研究を行った。また、アスペルギルス属細胞壁 に着目

した増殖形態 や病原性、検査応用に関する研究を行っ

た。さらに、真菌 の分泌蛋白質の診 断応用、インフルエ

ンザとアスペルギルス重複感染を対象として病原因子や

免疫機構の解明、その制御に基づく難治性感染症の病

態 研究を行った。COVID-19関連 臨床研 究において検

査を実施した。

第三室は、クリプトコックス属を対象とした病原因子 や

免疫機構 の解明と、ワクチンに関する基盤研究を実施し

た。また、真菌検査業務のうち法的規制にかかる病原体

の管理業務を担当した。また、COVID-19関連臨床研究

の検査プロトコル作成を担当した。

第四室は、真菌や放線菌の二次代謝産物 等の探索

と代謝経路の解明、バイオインフォマティクス研究等を実

施した。また、検査業務として、病原真菌検査 の標準作

業手順書の改訂、後発医薬品の収去検査を実施した。

真菌部は行政対応として、真菌に関する各種行政検

査、新型コロナウイルス感染症の検査指針作成、独立行

政法人医薬品医療機器総合機構の専門審査等を実施

した。国 際交流では、ベトナムNIHEを中心に、カンジダ

症、クリプトコックス症に関する調査研究を実施した。

業 績

調査・研究

I．病原真菌の病原性解明と新しい診断・治療法開発と
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疫学研究

1．カンジダ症に関する研究

(1) C. glabrata に お け る マ イ ト フ ァ ジ ー 必 須 遺 伝 子

ATG32 の発現調節機構の解明

C. glabrata は鉄欠乏下でミトコンドリア選択的オートフ

ァジー（マイトファジー）を活性化させるが、その活性調節

機構は不明である。鉄欠乏下で発現量が増加し、マイト

ファジーに必須である ATG32 に着目し、ATG32 の発現

調節機構を解明することを本研究の目的とした。ATG32

の上流領域を用いたレポーターアッセイにより、ATG32 の

発現調節に関与する領域を同定し、発現調節領域を含

むプローブに鉄 依 存的に結合 するタンパク質を質 量分

析によって複数同定した。それらの発現調節因子候補タ

ンパク質の遺伝子破壊株を作製し、ATG32 発現調節に

おける役割を調べたところ、エキソリボヌクレアーゼ XRN1

が ATG32 の鉄依存的リプレッサー様の働きを持つことが

示唆された。XRN1 遺伝子破壊株を用いた RNA-seq を

行った結果、破壊株では野生株と比較してミトコンドリア

関 連 遺 伝 子 の発 現 が特 に大 きく （ ミトコンドリア関 連 の

218 遺伝子が 4 倍以上に増加）増加していることが明ら

かになり、XRN1 は ATG32 だけではなく、複数遺伝子の

発 現 調 節 に関 与 し ていることが明 らかとなっ た。また、

XRN1 遺伝子破壊株ではミトコンドリア局在タンパク質の

量が増加しており、ミトコンドリア染色試薬を用いた顕微

鏡観察の結果からもミトコンドリア量の増加が示唆された。

一方で XRN1 破壊株ではマイトファジーによるミトコンドリ

ア分解活性も野生株と比較して顕著に増加しており、分

解が促進しているにも関わらずミトコンドリア量が増加して

いるためミトコンドリア新生が活性化していることが示唆さ

れた。

［名木稔、東祥嗣 、阿部雅広、田辺公一（龍谷大 学）、

山越智、梅山隆、宮﨑義継］

(2) カンジダ属と腸内細菌叢の相互作用に関する解析

カンジダ属は腸管を初 めとする粘膜 組織に定着し、

特に腸管からは、免疫不全・腸管粘膜障害を契機とし

て全身性に播種することが知られている。腸管内では

定着したカンジダ属と腸内細菌叢の相互作用が存在

することが示 唆されるが、この相 互 作用 についての解

析は少ない。本研究では、酢酸コルチゾンによる免疫

抑 制条 件下での、カンジダ属と腸内 細菌叢 の関連 に

ついて解析した。これまでの研究では、マウスの腸管内

容 物 ・ 便 の次 世 代 シークエンス解 析 により、 Candida 

glabrata 播種が多い個体では、腸球菌や嫌気性菌が

有意に多く、また、播 種が少 ない個体ではグラム陰性

桿菌が有意に多いことが示された。その後、嫌気性菌

(Bacteroides 属・Parabacteroides 属・Faecalibaculum

属など) および腸球菌をマウスの腸管内容物より分離

した。分離した菌を元に、特に腸球菌に焦点を当て、C. 

glabrata との共感染実験を実施したところ、腸球菌、

特に Enterococcus faecalis と共感染させた群において、

臓 器への播 種が増 加する結果を認めた。現在 、無 菌

マウスを用いた実験を行い、C. glabrata と腸球菌の相

互作用について、in vivo での解析を行なっている。

［ 阿 部 雅 広 、名 木 稔 、永 森 晶 子 、関 塚 剛 史 ・ 黒 田 誠

（病原体ゲノム解析研究センター）、宮﨑義継］

(3) 腟カンジダ発症に関与する因子の解析

カンジダ属は特に若年女性において、高エストロゲン

状態や妊娠・糖尿病などの条件下で腟へ定着し、カン

ジダ腟炎を発症することが知られている。原因菌として

Candida albicans が最多であると報告されているが、近

年 non-albicans Candida によるものも増えていると報告

されている。しかし ながら、カンジダ 腟 炎 （ 特 に non-

albicans Candida が原因菌の場合）における免疫学的

機 序 に つ い ては 未 解 明 な点 も 多 い 。 本 研 究 では 、

Candida tropicalis、Candida auris の 2 種類を用い、

カンジダ腟炎マウスモデルを用いて研究を行い、カンジ

ダ属に対する免疫応答を評価した。結果として野生型

マウスに比して IL-17A 欠損マウスにおいて、C. tropi-

calis、C. auris の腟内定着量が多く、腟内の炎症細胞

集積が少ない結果を認めた。また、病理学的解析では

特に IL-17A 欠損マウスに C. auris を感染させた個体

において、腟上皮の過角化・錯角化が強く、上皮に接

着 する形で真 菌が定着している像 が認められた。さら

に、野生型マウス・ IL-17A 欠損マウスの腟内に定着し
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た真菌から RNA を回収し、接種菌液由来の RNA と比

較する形で RNA-seq を行った結果、複数の遺伝子が

生体内で発現亢進している結果を得た。今後はこの定

着に関与する因子および生体側の免疫応答機序につ

いてさらに解析を進める。

［阿部雅広、永森晶子、名木稔、定本聡太、澁谷和俊

（東邦大学）、宮﨑義継］

(4) カンジダ属の定着と環境中の酸素濃度の関連に関

する解析

カンジダ属は腸管や腟、口腔などの粘膜組織に定着

するほか、biofilm を形成してカテーテルや環境中でも

長 期 間に渡って生存 することが可 能である。カンジダ

属 が定 着する環境は様 々であり、特 に酸素 濃度は好

気〜嫌気環境まで多岐にわたるが、酸素濃度とカンジ

ダ属定着に関する解析はこれまでのところ寡少である。

本研究では、嫌気・微好気ワークステーションを用い、

酸素濃度を様々に変化させた時のカンジダ属の接着

に 焦 点 を 当 て て 解 析 を 行 っ た 。 Candida albicans 、

Candida tropicalis 、 Candida parapsilosis 、 Candida 

auris を用いて好気、微好気（酸素濃度 5%）、嫌気の

3 条件で biofilm 形成実験を行い、crystal violet 法に

て形成量を評価した。結果として C. albicans、C. para-

psilosis、C. auris については酸素濃度が低下するにつ

れて酸素濃度が低下することが明らかになった一方、C. 

tropicalis は微好気条件で最も多い biofilm 形成が認

められた。これらの結 果を英 文雑 誌に投稿し、受 理さ

れた。現在は C. tropicalis に焦点を当て、低酸素環境

での C. tropicalis の挙動についてさらなる評価を実施

中である。

［阿部雅広、名木稔、越川拓郎（聖マリアンナ医科大

学）、宮﨑義継］

(5) カンジダ属の病原性に環境中の酸素濃度が与える

影響に関する解析

カンジダ属は皮膚などの好気環境のほか、腸管や腟、

口腔などの粘膜組織に定着し、免疫不全を契機として

侵襲性の感染を引き起こす。カンジダ属が定着する環

境、特に酸素濃度は様々であり、病原性や定着能など

に影響していることが示唆されるが、酸素濃度とカンジ

ダ属病原性の関連についての報告は寡 少である。本

研 究 では、カンジダ属の病 原性 に酸 素 濃度 が与える

影響について、特に低酸素環境に焦点を当てて解析

を行った。用いた菌種は Candida albicans、Candida 

tropicalis、Candida auris の 3 種とし、好気、微好気

（酸素濃度 5% および 1%）、嫌気環境の 4 条件で前

培養を行い、播種性カンジダ症マウスモデルで病原性

の評価を行った。結果として C. tropicalis、C. auris に

ついては酸素濃度と病原性の明らかな関連性は認め

られなかったものの、C. albicans は特に微好気環境で

前培養を行った際に病原性が亢進する結果を認めた。

現在はこの病原性に関与する因子の解析および病理

組織学的な評価を予定している。

［阿部雅広、定本聡太、篠原孝幸、永森晶子、名木稔、

宮﨑義継］

(6) Candida glabrataの酸素依存性接着能の解析

カンジダ属は環境中で生育する常在菌である一方、

免疫抑制患者を中心に感染をきたす病原菌として、しば

しば致死的となる側面を持つ。カンジダ属の感染巣とし

て腟、腹腔、眼、骨・関節、医療デバイスなどが挙げられ

るが、これらは共通して低酸素下にあることから、カンジダ

属の表現型は酸素条件で変化している可能性を考え

る。感染成立において接着は最初の重要な段階であり、

我々は嫌気下の腸管への接着、定着を想定しC. gla-

brataの接着能について酸素条件を変え評価した。

C. glabrata (CBS 138株と血流感染症由来臨床分離

株４株 )を使用し、好気・嫌気下でヒト結腸癌由来 Caco-2

細胞に対する接着能を比較すると、嫌気で有意に亢進

していた。RNA-seqで、嫌気的接着において発現の亢進

する接着遺伝子を検索すると、7つの遺伝子が抽出され

た。これら7つの遺伝子破壊株を作成し接着実験を行うと

EPA6Δで最も接着能は低下した。マウスモデルの解析

でも、親株と比較しEPA6Δで有意に腸管内定着量は低

下した。

以上よりC. glabrataの接着能は嫌気で亢進し、その
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接着能亢進にはEPA6の関与していることが示唆された。

今後はタンパク質レベルでの解析や、内因性感染を想

定した免疫抑制マウスを用いた腸管からの播種実験を

検討している。

［篠原孝幸、阿部雅広、名木稔、宮﨑義継］

2．アスペルギルス症に関する研究

(1) Aspergillus fumigatus 菌体外タンパク質に対する新

規抗アスペルギルス抗原抗体の作製

侵襲性アスペルギルス症は致死率が高く早期に適切

な治療が必要とされることから、正確な早期診断が求め

られている。しかし従前の血清中のガラクトマンナンを検

出する診断キットは特異度が低く、診断キットのみでは的

確な診断が下せないことからアスペルギルス症が見過ご

されてきた可能性も否定できない。よってより特異性が高

い抗体を用いた新たな検出系の開発が求められている。

これまで A. fumigatus Y1 抗原のサンドイッチ ELISA 系

を用いて、実際の侵 襲性アスペルギルス症患者の血清

中の抗原の検出を評価したところ、健常者血清では検出

限界以下のところ、患者血清においては統計学的にもあ

る程度の信頼性を持って抗原を検出することができた。

またこの結果をもとにさらなる検出感度と特異度の改良を

進めるため、他の抗原候補に対する抗体を作製し、複数

のモノクローナル抗体を用いた検出系を開発している。

［高塚翔吾、壇辻百合香、宮澤拳、山越智、梅山隆、宮

﨑義継］

(2) A. fumigatus の分泌小胞に関する研究

昨年度作製 した膜タンパク質候 補の抗体は、特定の

エピトープに対するもので、感度も低いものであった。そこ

で本年度は、複数のエピトープに反応することを期待し、

大腸菌で本タンパク質を作 製し、ウサギにてポリクローナ

ル抗体を作成した。ウエスタンブロットにて特異的反応を

確認後、同抗体にて免疫沈降を試みた。分泌小胞に含

まれる RNA を検出することで確認したところ、作製したポ

リクローナル抗体で特異的に免疫沈降されることが示唆

され、同タンパク質が膜表面に存在する可能性が示され

た。さらに ELISA 用プレート上に同抗体を吸着させ、分

泌小胞画分を加え、一定時間後に PBS で洗浄し、分泌

小胞中の RNA の検出を試みたところ、抗体依存 的に

RNA が検出され、過剰量のタンパク質の添加により阻害

された。これらの結果から、作 製したポリクローナル抗体

は、分泌小 胞膜上に存在するタンパク質を特異的 に認

識し濃縮できることが示唆 された。現在 、同 抗体を用い

電顕レベルで分泌小胞膜上の存在を検討している。

［山越智、梅山隆、宮澤拳、片 野晴隆（感染病理部）、

黒田誠（病原体ゲノム解析研究センター）、橋本ゆき、名

木稔、高塚翔吾、上野圭吾、宮﨑義継］

(3) A. fumigatus の濁度法による菌糸生育評価

液体振盪培養において菌糸が凝集塊を形成する性質

は、単細胞生物で用いられる生育評価手法を糸状菌に

適 用できない要因であり、糸 状菌の生育を正 確に定量

する手法が求められていた。A. fumigatus の細胞壁多糖

α -1,3-グルカンおよびガラクトサミノガラクタンの生 合成

遺伝子を破壊した株（Δags1Δgtb3 株）は、液体振盪培

養において菌糸が分散状態になる。当該遺伝子破壊株

の菌糸生長は、濁度により定量的に計測可能であること

が明らかになった。また、当該遺伝子破壊株に対する抗

真菌薬による濃度依存的な生育抑制が濁度により計測

された。すなわち、菌糸分散状態を維持することで、単細

胞生物と同様の生育測定手法が糸状菌に適用可能で

あることが示唆された。現在 、遺 伝子組 み換えに依らな

い菌糸分散培養条件の検討を進めている。

［宮澤拳、梅山隆、星野泰隆、宮﨑義継、阿部敬悦（東

北大学）］

(4) A. fumigatus 臨床分離株の表現型と細胞壁成分に

関する解析

真菌部では、治療に難渋した例や病原菌の鑑別が難

しかった例の臨床分離株を多数保有している。これらの

菌株の中には宿主体内で生き残った特徴的な形質を示

す可能性が予想される。A. fumigatus の臨床分離株 44

の株のうち、著しい生育遅延を示した株 （4 株）、分生子

形成能が顕著に低下した株（5 株）、バイオフィルム形成

能が低下した株（1 株）など、実験室で汎用される菌株と
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は異なる形質を示す株が多数存在した。44 株のうち 22

株について細胞壁成分を解析したところ、細胞壁に占め

るβ-1,3-グルカン含有量はいずれの株でもほとんど同一

であったのに対し、α-1,3-グルカンやキチンの含有量は

菌株によって大きく異なっていた。これらの差が本菌の病

原性とどのような関連があるかについて、解析を進めてい

る。

［宮澤拳、梅山隆、村長保憲、星野泰隆、宮﨑義継、阿

部敬悦（東北大学）］

(5) 真菌細胞壁キチンによるアレルギー性炎症の発

症機序の解明

キチンは真菌細胞壁を構成する主要な多糖のひとつ

であり、古くからアレルギー反応に関与していると考 えら

れてきた。近年 、キチンによるアレルギー反応 の発 症機

序は徐々に解明されつつあるが、その全容は未だ明らか

にされていない。我々はこれまでに Pichia pastoris に発

現させた A. fumigatus のキチン結合性細胞壁タンパク質

LdpA と小粒子キチンの複合体（LdpA/キチン複合体）を

マウスに経鼻投与するとアレルギー性炎症が強く誘導さ

れることを明らかにしてきた。また、LdpA は O-結合型糖

鎖 で修飾された糖 タンパク質であり、マウスの骨髄 由来

樹状細胞（BMDCs）が LdpA の糖鎖を認識することによ

り LdpA/キチン複合体を貪食することを突き止めた。さら

に Dectin-2-NFAT-GFP レポーター細胞を用いて LdpA

が C-type レクチン受容体 Dectin-2 のリガンドであることを

明 らかにした。また、Dectin-2 ノックアウトマウス由 来 の

BMDCs では LdpA/キチン複合体の貪食が低下しており、

LdpA/キチン複合体による炎症性サイトカイン TNF-αの

産生誘導も低下していることを明らかにした。

［村長保憲、亀井克彦（千葉大学）、宮﨑義継］

3．クリプトコックス症に関する研究

(1) Cryptococcus neoformansの免疫原性制御機構

通常の生育条件では、Cryptococcus neoformansの細

胞 壁成分は露出せず、莢 膜の有 無に関 わらず dectin-1

や dectin-2 等 の自 然 免 疫 受 容 体 に は 認 識 さ れ な い 。

C. neoformansの細胞壁合成の制御に関わる変異体のう

ち、野生型と同等の莢膜形成があるにも関わらず免疫原

性が高い変異体が存在するか否かを遺伝子破壊株ライ

ブラリーから探索した。今回の探索では、条件に該当す

る遺伝子破壊株を3株見出した。そのうちの2株には、通

常の生育条件でもdectin-1が結合した。このことは、自然

免 疫 の認 識回 避のために、当該 遺伝 子が莢膜 合 成非

依存的に細胞壁の露出加減を調節していることを示唆し

ている。

［ 上 野 圭 吾 、Kyung J Kwon-Chung・ Yun Chang（ 米国

NIH）、宮﨑義継］

II．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．Cryptococcus gattii に対する新規経鼻ワクチンの開

発とその生体防御機構

これまでに、C. gattii 感染症に対する樹状細胞ワクチ

ンや経鼻ワクチンを開発し、これらワクチンが肺常在性記

憶型 T 細胞を誘導することを示した。経鼻ワクチンが、

C57BL/6 マウス以外の近交系マウスでも感染防御効果

を発揮するかを検証した結果、Swiss 系マウスでも経鼻

ワクチンによる同様に感染防御効果が観察されて、感染

後の臓器内菌数が減少し、生存率も改善した。肺常在

性記憶型 T 細胞の機能を調べる目的で、経鼻ワクチン

が誘導した CD4+ T 細胞を Rag-1 欠損マウスに移入し、

CD4+ T 細胞のみを再構築した場合に、感染後の臓器

内菌数が対照移入群に比べて有意に減少した。これ

は、経鼻ワクチンが誘導する CD4+ T 細胞は、B 細胞や

CD8+ T 細胞に依存せずに感染防御効果を発揮できる

ことを示唆している。

［上野圭吾、Kyung J Kwon-Chung・Yun Chang（米国

NIH）、清水公徳（東京理科大学）、宮﨑義継］

2.インフルエンザ続発性肺アスペルギルス症における宿

主応答メカニズムに関する研究

インフルエンザ感染後に、アスペルギルスの重複感染

を伴うと重篤な症状を呈する。特に近年はウイルス感染

後の真菌重複感染が問題となっており、治療戦略を考え

る上でも重症化メカニズムの解明が急務とされている。そ
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うした中で本研究ではマウスにおけるインフルエンザ続発

性 肺アスペルギルス症モデルを確 立し、感 染 後の肺内

菌数と生体内における宿主応答メカニズムの解析を行っ

た。その結果、アスペルギルスの続発性感染において肺

内での菌のクリアランスが進まず、菌の病原性成分が高

く維持されることによって生存率が有意に低下した。また

続発性感染時において肺内では抑制性の液性 因子が

高く発現し、菌のクリアランスが正常に進まず予後を悪く

してしまうメカニズムが明らかになった。本研究の結果は

インフルエンザ続発性肺アスペルギルス症の重症化メカ

ニズムの解明に貢献できるものと考えられる。

［高塚翔 吾、壇 辻百合 香、宮 澤拳、小川伸 子、上 野圭

吾、阿部雅広、山越智、梅山隆、村長保憲、星野泰隆、

澁谷和俊（東邦大学）、宮﨑義継］

3. A. fumigatus の O-結合型糖タンパク質による真菌免

疫応答の解析

タンパク質の糖鎖修飾は代表的な翻訳後修飾の一つ

であり、タンパク質の生理機能や局在化などにおいて重

要な役割を担っている。また、糖鎖の構造は生物種によ

って大きく異なっており、哺乳類に存在しない構造 の糖

鎖 は病 原体 関連 分子パターンとして宿主のパターン認

識受容体によって認識される。本研究では、O-マンノー

ス型糖鎖生合成の開始酵素である O-マンノース転移酵

素 Pmt4 の遺伝子破壊株 Δpmt4 および遺伝子相補株

（Δpmt4+pmt4）をゲノム編集により作製し、それらの菌

糸破砕物を用いてマウス骨髄由来樹状細胞（ BMDCs）

に対する宿主免疫応答を解析した。Δpmt4 は野生型株

と比較して発育および胞子形成能が著しく低下していた。

また、BMDCs に対する宿主免疫応答を解析した結果、

Δpmt4 は野生型株と比較して培養上清中の TNF-α が有

意に低下していた。以上の結果から A. fumigatus の O-

結合型糖タンパク質が宿主の炎症反応に関与している

可能性が示唆された。

［村長保憲、宮澤拳、高塚翔吾、星野泰隆、梅山隆、亀

井克彦（千葉大学真菌医学研究センター）、宮﨑義継］

4. ムーコル症に関する研究

(1) ホルマリン固定パラフィン包埋標本を用いた真菌同

定手法の比較・検討

真菌部レファレンス業務でも、真菌同定の一手法として

病理パラフィン包埋標本から真菌特異的なプライマーを

用いたPCR法を行っており、原因真菌の同定に有用であ

る。しかしながら、依頼検体においても病理で菌成分が

十分確認されるにもかかわらず、PCR法にて陰性となって

しまう場合がある。その際の代替手法として、免疫組織化

学法、in situ hybridization法（ ISH法）などのアプローチ

が存在するが、研究レベルでは真菌同定に有用とする

報告があるものの、検討は不十分であり、検査の標準化

も図られていない。これらPCR法以外の代替手法に関し

て将来的な標準化を視野に各手法（PCR法、免疫組織

化学法、ISH法）を同一検体に対して行うことで、真菌同

定として標準化が図られているPCR法と各検査法の有用

性の比較・検討を行った。剖検例ムーコル症のパラフィン

包埋標本を用いた検討において、PCR法で真菌陰性で

あった場合も、免疫組織化学法、ISH法での検出が可能

な場合があった。また、ISH法のプローブを組み合わせる

ことで、ムーコル目における原因菌種の推定につながる

可能性が示された。

［定本聡太、阿部雅広、村山琮明、梅山隆、澁谷和俊

（東邦大学）、宮﨑義継］

III．微生物の有用遺伝子探索による感染症薬開発と

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) Nocardithiocin の誘導体における抗菌活性

Nocardia pseudobrasiliensis の生産するリボソーム翻

訳系翻訳後修飾ペプチドである Nocardithiocin の新た

な活性、抗菌活性の増強および非定型抗酸菌に対する

抗 菌 活 性 を 有 す る 誘 導 体 の 創 製 を 目 的 と し て 、

Nocardithiocin の母骨格のアミノ酸をコードする遺伝子

の改変を行った。遺伝子変異株を培養し誘導体を生産

させ、その粗抽出液を用いた評価を行った結果、非定型

抗酸菌等および真菌に対して活性が認められた。これら

の活性のあった誘導体に関して、精製を進めている。

［星野泰隆、福山まり、星野仁彦（ハンセン病研究センタ
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ー）、酒井香奈江（神戸大学）］

(2) 真菌におけるリボソーム翻訳系翻訳後修飾ペプチド

（RiPPs）の探索

真菌において、マイコトキシンとしていくつかの RiPPs

の生産が報告されている。これまでに、これらの生合成経

路を指標としたゲノム情報からの探索を実 施した結果、

Aspergillus fumigatus のゲノム中にいくつかの生合成に

関与すると予想される領域を見出している。これらの領域

の遺伝子の発現解析および破壊株を用いた解析を現在

進めている。

［星野泰隆、梅山隆、村長保憲、宮澤拳、高塚翔吾、山

越 智 、宮 﨑義 継 、石 川淳 （ 品質 保証 ・ 管理 部 、真 菌部

兼任）］

2. 薬剤耐性機構に関する研究

(1) CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術による Aspergillus 

lentulus アゾール耐性機構の解明

Aspergillus lentulus は、A. fumigatus の隠蔽種として

2005 年に初報告され、アゾール系薬への耐性や致死

率の高さが問題となっている。A. lentulus のアゾール

系 薬 耐 性 には、14- sterol demethylase（ Cyp51）が

関与していると報 告されているが、具体的 な耐性メカ

ニズムは解明されていない。A. lentulus に A. fumiga-

tus cyp51A を導入するプロトコルの確立と、組換え株

の薬剤感受性の変化から A. lentulus アゾール系薬耐

性と Cyp51A の関連について検討した。親株として臨

床 由 来 ア ゾ ー ル 耐 性 A. lentulus を 使 用 し 、

CRISPR/Cas9 システムを用いた組換え株の作製条件

を検討した。作製した組換え株に対し抗真菌薬感受

性や増殖などの性質を解析した。A. fumigatus におけ

る CRISPR/Cas9 システムを基に、振盪培養時間の延

長や分生子液濃度及び選択培地のハイグロマイシン

濃度を変更することで、A. fumigatus cyp51A 遺伝子

全長を A. lentulus cyp51A 遺伝子座に導入することに

成功した。A. fumigatus cyp51A を保有する A. lentulus

株は、親株に比べてイトラコナゾール・ボリコナゾール

の MIC が低下しており、A. lentulus のアゾール系薬耐

性に Cyp51A が関与していることが明らかになった。

Cyp51A のアゾール系薬耐性メカニズムの解明や、新

規抗真菌薬の開発に貢献することが期待される。また、

CRISPR/Cas9 システムを A. lentulus に適用することに

成 功したことで、本 菌 種の他の遺 伝子 機能を調 べる

道が開かれたと考える。

［梅山隆、山越智、高塚翔吾、星野泰隆、村山琮明、宮

﨑義 継 、舘野 円 花 ・ 石野 敬 子 （昭 和 大 学） 、犬 飼 達也

（東京医科大学）］

(2) Aspergillus fumigatus HMG1 変異によるアゾール

耐性の CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いた検証

肺アスペルギルス症におけるアゾール薬耐性が近年

問題となっている。アゾール耐性の原因は、主に標的

酵素である Cyp51A の遺伝子変異やプロモータのタン

デムリピート化による過剰発現に起因していると推測さ

れている。一方、Cyp51A に変異が確認できない non-

Cyp51A 型のアゾール耐性株が数多く分離されている

が、それらの株の耐性機序は不明である場合がほとん

どである。2018 年に新居らにより、慢性肺アスペルギ

ルス症の患者から分離されたアゾール耐性株の全ゲノ

ム比較解析から non-Cyp51A 型の変異(HMG1 遺伝

子 の S269F, S305P, G307D 変 異 )が報 告 された。

Hmg1 はエルゴステロール生合成経路の１つの酵素で

あり、変異が確認された残基は、ステロール感知ドメイ

ンに位置し、このアミノ酸残基の変異がアゾール耐性

に影響を与えている可能性が示唆されていた。この変

異がアゾール耐性に関与するかを直接確認するため

に、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて、感受性

株である AfS35 株の Hmg1 に S269F, S305P, G307D

のアミノ酸置換を導入したところ、複数のアゾール薬に

対して低感受性化が観察された。さらに、アゾール耐

性臨床分離株の Hmg1 の S269F, S305P, G307D を野

生型のアミノ酸に戻したところアゾール感性を示すよう

になった。以上より、同一の患者から経時的に分離さ

れたアゾール耐性 臨床 分離 株のゲノム解 析により発

見された、Cyp51A 以外の新しいアゾール耐性変異が、

アゾール感受性に寄与することを検証できた。特定の
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遺伝子の部位特異的変異導入は、これまで時間がか

かる上に導入効率が極めて低く、本法により簡便・高

効率で可能になった。

［梅山隆、宮﨑義継、犬飼達也（東京医科大学）、新

居鉄平・渡辺哲・亀井克彦（千葉大学）］

(3)ステロール取り込みが活性化した C. glabrata 株を用

いたアゾールおよびアムホテリシン耐性機構の解明

Candida glabrata の細胞外ステロール取り込みは、嫌

気条件や鉄欠乏条件などステロール生合成が阻害され

る条件において活性化するが、通常の好気条件では強

く抑制されることが報告されている。好気条件ではステロ

ールを取り込まない臨床分離株（L999 株）と同一患者か

ら経時的に分離された好気条件でもステロールを取り込

む臨床分離株（73246 株）を用い、薬剤耐性におけるス

テロール取り込みの役割を調べた。構造の異なる様々な

ステロール類を用いて検討したところ、アムホテリシン B の

感受性は、取り込まれるステロール種、特にステロイド骨

格の 7 位に二重結合を有するかどうかによって大きく異

なることが明らかになった。ステロイド骨格の 7 位に二重

結合を有するステロール種（真菌の主要ステロールであ

るエルゴステロールを含む）添加条件ではアムホテリシン

B 感受性は高く、二重結合の無いステロール種（哺乳類

の主要ステロールであるコレステロールを含む）添加条件

では低感受性を示した。ヒトの主要ステロールはコレステ

ロールであることから、C. glabrata が宿主体内においてコ

レステロールを取り込み、利用した場合、アムホテリシン B

の感受性が低下することが予想される。HPLC を用いた

菌体ステロール分析により、取り込まれた様々なステロー

ルは変換されずに細胞膜成分として利用されていること

が示唆された。また、エルゴステロール生合成関連遺伝

子の配列決定を行った結果、73246 株では ERG7 ORF

にミスセンス変異が生じていることが明らかになった。この

変異によりエルゴステロール生合成が停止し、結果として

ステロール取り込みが活性化したものと考えられる。

［名木稔、田辺公一（ 龍谷大学 ）、阿部雅広、山越智、

梅山隆、石川淳（品質保証・管理部、真菌部兼任） 、宮

﨑義継］

レファレンス業務

医療機関や研究機関、自治体、他省庁などからの要

請にもとづき、真菌感染症の診断、真菌に関する調査、

真菌症に関する相談業務などを行った。令和 3 年度は、

真菌症疑いならびに診断困難例等の臨床検体からの真

菌検出、血清診断、培養真菌の同定不能例における菌

種同定依頼など計 68 件（菌株数：50 件、臨床検体数：

39 件、環境検体数 :0 件、核酸検体数 :0 件、パラフィン

検体数：17 件、抗真菌薬感受性試験依頼数： 38 件、行

政検査 7 件）の対応にあたった。これらの検査の結果、

感染症法 4 類疾患の対象となるコクシジオイデス症の病

原体 Coccidioides immitis は 0 件、感染症法 5 類全数

把握疾患の対象となる播種性クリプトコックス症の病原体

Cryptococcus neoformans を検出したのは 0 件、Crypto-

coccus gattii を検出したのは 0 件であった。

［阿部雅広、中山靖子、名木稔、篠原孝幸、定本聡太、

星野泰隆、村長保憲、山越智、橋本ゆき、壇辻百合香、

梅山隆 、宮澤拳、髙 塚翔吾、上野圭 吾、村山琮明 、石

川淳（品質保証・管理部、真菌部兼任）、宮﨑義継］

品質管理に関する業務

令和 3 年度の医薬品・医療機器等一斉監視指導・収

去検査（後発医薬品品質確保対策 事業 ）においては、

抗生物質医薬品２１ロット（シロップ用クラリスロマイシン、

セフカペン ピボキシル塩酸塩細粒、セフカペン ピボキ

シル塩酸塩 錠 ）について力価 試験を担当し、日本 薬局

方の各条収載 の定量法（液体クロマトグラフィー法）によ

り実施した。

［星野泰隆、石川淳（品質保証・管理部、真菌部兼任） 、

篠原孝幸、村山琮明、福山まり、宮﨑義継］

国際協力関係業務

ベ ト ナ ム 国 立 衛 生 疫 学 研 究 所 （ NIHE ） な ら び に

Vietnam Military Medical University（VMMU）とヒストプ

ラスマ症、クリプトコックス症およびカンジダ症の診断法と

疫 学 調 査 に関 する 共 同 研 究 を 実 施 し た。今 年 度 は、

NIHE を介して臨床サンプル（喀痰、VATS、BALF 等）を

収集し、クリプトコックス属菌およびカンジダ属菌の分離、
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収集を行った。カンジダ属菌に関しては菌種同定を行っ

た後、抗真菌薬感受性試験を行い、ベトナム国内におけ

るカンジダ属菌の菌種傾向および耐性発生状況の解明

を試みた。NIHE 研究者および VMMU 研究者を日本に

招聘し、真菌 検査技術 講習会 開催を計画していたが、

新型コロナウイルス感染症流行の影響から見送った。

［名木稔、宮﨑義継］
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