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研究成果の概要（和文）：　侵襲性真菌感染症は抗真菌薬治療でも致命率が高い。本研究では新規治療薬の開発
をめざし、菌の排除に重要な一酸化窒素の安定型供与体であるS-ニトロソ化蛋白を用いて、主要真菌のカンジダ
属、クリプトコックス属及びアスペルギルス属に対する抗真菌活性を解析した。S-ニトロソ化蛋白は解析した全
ての菌種に対して増殖抑制効果を示した。フローサイトメトリー解析及び走査型電子顕微鏡解析の結果から、S-
ニトロソ化蛋白は真菌内の活性酸素産生を増加することで真菌の細胞死を誘導することが示唆された。S-ニトロ
ソ化蛋白は薬剤耐性真菌に対しても抗真菌活性を認めたことから、新規抗真菌薬としての有用性が期待される。

研究成果の概要（英文）：　Invasive fungal infections are associated with high mortality rates. The 
emergence of drug-resistant fungi is a great concern because of the limited number of antifungal 
drugs. In this study, we tested antifungal activities of S-nitrosated protein that had been 
developed as a stable donor of nitric oxide against major fungal pathogens including Candida spp., 
Cryptococcus spp. and Aspergillus fumigatus. S-nitrosated protein inhibited the growth of these 
fungi including drug-resistant strains. S-nitrosated protein increased the production of reactive 
oxygen species and decreased the mitochondrial membrane potential in C. albicans, indicating cell 
death of this fungus. Furthermore, scanning electron microscopy showed morphological changes in C. 
albicans upon treatment with this protein. These results demonstrate that S-nitrosated protein has 
antifungal activities against major fungal pathogens, indicating that this protein is a potential 
candidate for a new class of antifungal drugs.
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１．研究開始当初の背景 
 

カンジダ属は菌血症の主な原因菌であり、

国内のカンジダ血症の症例数は年間1万例以

上と推計される。アスペルギルス属は院内で

の真菌性肺炎及び侵襲性真菌感染症の主な

原因菌である。これらの主要真菌による侵襲

性感染症は抗真菌薬治療においても致命率

が 20-40％と高い（Horn et al. Clin Infect 

Dis 2009, Dragonetti et al. Med Mycol 

2017）。クリプトコックス属は、肺に感染後、

免疫低下に伴い中枢神経系に播種する。特に

ヒト免疫不全症候群症例ではクリプトコッ

クス髄膜炎の発症例が多く、その死亡者数は

世界中で年間 18 万人と推計されている

（Rajasingham et al. Lancet Infect Dis 

2017）。また近年、北米にて高病原性

Cryptococcus gattiiによる集団発生がおこり、

健常人でも多くの感染例が報告されてい

る （Galanis E et al. Emerg Infect Dis 

2010）。 

 

 侵襲性真菌感染症に対する治療において、

抗真菌薬の種類が少ないことが問題である。

さらに、近年、エキノキャンディン系やアゾ

ール系などの主要抗真菌薬に耐性を示す真

菌が出現していることから、その動向が注視

されている(Alexander et al. Clin Infect Dis 

2013, Verweij et al. Drug Resist Updat 

2015, Sanglard. Front Med 2016)。また最

近、Candida aurisという新しい真菌の薬剤

耐性や院内での患者間の伝播が世界各地か

ら 報 告 さ れ て い る （ Schelenz et al. 

Antimicrob Resist Infect Control 2016, 

Vallabhaneni et al. MMWR Morb Mortal 

Wkly Rep 2016）。このような背景から、こ

れまでの抗真菌薬とは作用機序の異なる新

規抗真菌薬の開発が強く求められている。 

  

一酸化窒素（nitric oxide; NO）は種々の微

生物の殺菌において重要な役割を担ってお

り、真菌感染に対してもその重要性が示され

ている。しかし、NO は速やかに亜硝酸塩や

硝酸塩に代謝されるため、薬剤として応用す

るためには蛋白などの安定型供与体が必要

である。ヒト血清アルブミン（human serum 

albumin, HSA)は血中に豊富に存在し、NO

が結合可能なフリーのシステイン残基を有

していることから、血中での NOの貯蔵体と

しての役割を担っている。また、HSAは炎症

部位や腫瘍への集積を認めることから、炎症

部位や腫瘍にNOを運ぶキャリア蛋白として

着目されており(Neumann et al. Expert 

Opin Drug Deliv 2010）、HSAに NOを結

合させた S-ニトロソ化蛋白(S-nitrosated 

HSA, SNO-HSA）が癌細胞や細菌に対して

増殖抑制効果を示すことが報告されている

（ Ishima et al. J Pharmacol Exp Ther 

2007）。これらの報告から、SNO-HSAが抗

真菌作用を示す可能性が考えられるが、その

作用については明らかになっていない。 

 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、侵襲性真菌感染症に対する、

現行の抗真菌薬とは作用機序の異なる新し

い治療法の開発を目指し、医学研究者と薬学

研究者が協力して解析を行った。真菌の排除

に重要なNOの安定型供与体として開発した

SNO-HSAを用いて、カンジダ属、アスペル

ギルス属やクリプトコックス属などの侵襲

性真菌感染症の主な原因真菌に対する抗真

菌活性を解析した。 

 
 
３．研究の方法 

 

(1) 主要真菌に対する SNO-HSAの増殖抑制 

効果の解析 

 SNO-HSAの主要真菌に対する増殖抑制効

果を調べるために、カンジダ属 4 菌種

（Candida albicans, SC5314 株, Candida 



glabrata, CBS 138 株 , Candida 

parapsilosis, ATCC 22019 株, Candida 

auris, JCM 15448株）、クリプトコックス

属 2 菌種（Cryptococcus neoformans, H99

株, Cryptococcus gattii, R265株）、アスペ

ルギルス属 1 菌種（Aspergillus fumigatus, 

Af293株）を用いた。SNO-HSAは購入した

HSA（平均分子量 66.5KDa）を用いて、こ

れまでに報告した方法で作製した（Ishima et. 

al., J Biol Chem 2008）。SNO-HSAの真菌

増殖抑制効果は、標準的薬剤感受性試験の

Clinical and Laboratory Standards 

Institute 法を一部変更して行った。

Potate-dextrose 培地（PDA）にて前培養し

た 真 菌 を 165 mM 3-(N-morpholino) 

propanesulfonic acid（MOPS buffer, pH 

7.0）添加 RPMI を用いて調整し、段階希釈

した SNO-HSAまたは HSA存在下に培養し

た。カンジダ属は 24 時間後、クリプトコッ

クス属とアスペルギルス属は 48 時間後に真

菌の増殖を評価した。一部の実験では、カン

ジダ属は 48 時間後、クリプトコックス属は

72 時間後にも増殖の評価を行った。C. 

albicans 及びA. fumigatusについてはXTT

細胞増殖キットを用い、他の菌種については

キットを使用せずに吸光度を測定して、50%

増殖阻害濃度を判定した。また、各菌株の主

要抗真菌薬（フルコナゾール、イトラコナゾ

ール、アンホテリシン Bやミカファンギン）

に対する薬剤感受性についても解析を行っ

た。 

 

(2) 薬剤耐性真菌に対する SNO-HSAの抗真 

菌活性の解析 

SNO-HSAの薬剤耐性真菌に対する抗真菌

活性を調べるため、ミカファンギン耐性 C. 

glabrata（NIID Cg211）及びアゾール耐性

A. fumigatus（IFM 62871）を用いて、前述

の方法と同様に薬剤感受性試験を行った。 

 

(3) C. albicansの活性酸素量及びミトコン 

ドリア膜電位の測定 

SNO-HSAによる抗真菌活性の機序を明ら

かにするため、侵襲性感染症の原因真菌とし

てカンジダ属で最も多い C. albicans を用い

て、SNO-HSA または HSA を処理した真菌

内の活性酸素の産生とミトコンドリア膜電

位を解析した。 Yeast Extract Peptone 

Dextrose (YPD) 液体培地にて一晩振とう

培養した C. albicans (4 × 104 細胞)を

SNO-HSAまたは HSA存在下に 3時間培養

し、15 M の dihydroethidium (DHE)と 175 

nM の 3,3′ -dihexyloxacarbocyanine iodide 

[DiOC6(3)]を用いて染色した後、細胞内の活

性酸素量とミトコンドリア膜電位を BD 

FACSCalibur にて解析した。FCSデータは

FlowJo を用いて解析を行った。  

 

(4) 走査型電子顕微鏡を用いた C. albicans 

の形態解析 

SNO-HSAの抗真菌活性を調べるため、走

査型電子顕微鏡を用いて、SNO-HSAまたは

HSAにて処理した C. albicansの形態を解析

した。PDAにて培養した C. albicans (5 × 

104 細胞)をSNO-HSAまたはHSA存在下に

4時間または 10時間培養した。そのサンプル

をグルタールアルデヒド及びパラホルムア

ルデヒドにて固定後、四酸化オスミウムにて

再固定し、エタノール溶液にて脱水後に、

tert-ブタノールに懸濁して凍結乾燥した。そ

のサンプルを走査型電子顕微鏡（日立ハイテ

クノロジーズ、SU6600モデル）にて解析し

た。 

 
 
４．研究成果 

 

 SNO-HSAは容量依存性に抗真菌作用を示

し、解析したカンジダ属 4菌種、クリプトコ

ックス属 2菌種、及びアスペルギルス属 1菌 

 



種全てに対して増殖抑制効果を認めた。

SNO-HSAのカンジダ属、クリプトコックス

属及びアスペルギルス属に対する 50％増殖

阻害濃度は、それぞれ 0.12-1、0.5及び 1-2 M

と良好であった。また、SNO-HSAはミカフ

ァンギン耐性 C. glabrata及びアゾール耐性

A. fumigatus に対しても薬剤感性菌と同様

に増殖抑制効果を示し、50％増殖阻害濃度は

それぞれ 0.25及び 2 Mと良好であった。 

 

SNO-HSAを処理した C. albicansでは、

HSAを処理した場合と比較して、細胞内の活

性酸素量が有意に増加した。また、SNO-HSA

処理にてミトコンドリア膜電位が消失する

ことが明らかになった。さらに、走査型電子

顕微鏡を用いた解析にて、PBS または HSA

存在下で培養した C. albicans は細胞構造が

保たれているのに対し、SNO-HSA存在下で

培養した場合には真菌の細胞構造の破壊を

認めた。そのことから、SNO-HSA は C. 

albicansに対して形態的変化をもたらすこと

が明らかになった。 

 

本研究にて、侵襲性真菌感染症の 2大原因

真菌の C. albicans及び A. fumigatus、高病

原性真菌の C. gattiiを含む主要真菌（カンジ

ダ属、クリプトコックス属及びアスペルギル

ス属）に対して、SNO-HSAが抗真菌作用を

示すことが明らかになった（論文投稿中）。 

また、最近、薬剤耐性及び患者間の伝播で問

題となっている C. aurisや、薬剤耐性真菌に

対しても、SNO-HSAが良好な抗真菌活性を

示したことから、新たな抗真菌薬としての可

能性が示唆された。 

 

SNO-HSAは C. albicansに対して細胞内

の活性酸素の産生を誘導し、ミトコンドリア

膜電位を消失させた。これまでに、カスポフ

ァンギンやミコナゾールなどの C. albicans

に対する殺真菌活性を示す抗真菌薬は、真菌

内の活性酸素産生を誘導することが報告さ

れている（Kobayashi et al. Antimicrob 

Agents Chemother 2002, Hao et al. 

Antimicrob Agents Chemother 2013, 

Delattin et al. Future Med Chem 2013）。

対照的に、フルコナゾールなどの静菌的作用

を示す抗真菌薬では真菌内の活性酸素産生

の誘導が低い。また、カスポファンギンにて

処理した C. albicans では、活性酸素の産生

が誘導され、ミトコンドリア膜電位が消失し、

細胞死に至る（Hao et al. Antimicrob Agents 

Chemother 2013）。SNO-HSAにおいても、

カスポファンギンと同様に、活性酸素の産生

誘導及びミトコンドリア膜電位の消失を認

めたことから、活性酸素の産生を介して抗真

菌作用をもたらすことが示唆された。 

 

SNO-HSA 以外の S-ニトロソ化蛋白を用

いた抗真菌活性の解析も行っており、

SNO-HSAよりもさらに低濃度で抗真菌作用

をもたらすことが示唆された。また、シクロ

フォスファミド投与白血球減少マウスでの

カンジダ感染モデルを用いて、S-ニトロソ化

蛋白の治療効果を解析する予備的解析も行

った。本研究にて得られた結果を基に、

SNO-HSA 及び他の S-ニトロソ化蛋白の抗

真菌活性について更なる解析を行い、その効

果及び作用機序の解明に繋げたい。 
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