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研究成果の概要（和文）：本研究課題では独自にスクリーニングしたアスペルギルスの分泌タンパク質を解析
し、肺アスペルギルス症に係る病原性因子を特定した。さらに標的抗原Y69の抗体を作製してアレルギー性気管
支肺アスペルギルス症（ABPA）におけるY69の機能を明らかにした。具体的にはY69を欠損させたアスペルギルス
フミガーツス株は肺内での菌糸生育が著しく低下し、マウスの致死率が有意に低下した。またABPA誘導マウスに
おいてY69は肺内のT細胞を積極的に活性化させることでIL-17A産生を誘導し、ABPAを重篤化させるメカニズムが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed secreted proteins of Aspergillus fumigatus
 screened independently and identified virulence factors related to pulmonary aspergillosis. We also
 generated antibodies against the target antigen Y69 to clarify the function of Y69 in allergic 
bronchopulmonary aspergillosis (ABPA). Specifically, we found that Aspergillus fumigatus strains 
lacking Y69 showed robustly reduced hyphal growth in the lungs and significantly reduced lethality 
in mice. In ABPA-induced mice, Y69 also induced IL-17A production by actively activating T cells in 
the lungs, which revealed a mechanism of ABPA-induced severity.

研究分野： 感染免疫学

キーワード： Aspergillus　ABPA　炎症　抗体　アレルギー　アレルゲン　IgE　IPA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、環境中を漂うアスペルギルスを吸引することによって引き起こされる様々なアスペルギルス症が問題とな
っている。しかしながら気管支肺アスペルギルス症をはじめとしてアスペルギルス症を重篤化させる因子に関し
ては未解明な点が多い。特にタンパク質性の病原因子はほとんど明らかになっていないため、本研究課題では主
にタンパク質性の病原因子を探索するスクリーニング法を採用し解析を進め、その機能を明らかにした。また独
自のDNA免疫法を使用して標的抗原Y69に対するモノクローナル抗体を作製した。今後の解析結果次第となるが本
研究課題で開発した抗体は将来的に抗体医薬や検査薬等への応用も見込めるものとなる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

真菌は環境中のいたるところに存在し、私たちの生活の中でもその発酵の能力を応用してきた

歴史がある一方で、日本の病院で亡くなる患者の 20 人に 1 人は真菌による感染症によって命

を落としている。中でも近年アスペルギルスを介した真菌症による死因が最も高くなっており、

アスペルギルス症の重症化メカニズムの解明が急務となっている。アスペルギルス症は幼児、免

疫不全の患者においてその罹患率が高いが、宿主の免疫系が正常に働いていても気管支肺アス

ペルギルス症 (allergic bronchopulmonary aspergillosis : ABPA)という形で喘息様の気道閉

塞をもたらす。この ABPA は治療が遅れた場合や再燃を繰り返した場合に肺の繊維化や気管支

拡張症が進行し、不可逆的に肺機能が低下することで慢性呼吸不全に陥り、致死的になり得る。

そのため、新規診断法や重症化につながる免疫応答メカニズムの解明が求められており、独自の

標的抗原のスクリーニング技術や抗体作製技術を応用して、これらの課題にアプローチするこ

とが可能であると考えた。 

 

２．研究の目的 

これまで独自に進めてきたアスペルギルスの抗原スクリーニングや、独自開発した抗体作製技

術、in vitro における B細胞培養法、マウスにおける感染実験等を用いて ABPA を含めた肺アス

ペルギルス症の新規診断法や重症化につながる免疫応答メカニズムの解明することを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

(1)肺アスペルギルス症モデルにおける抗原スクリーニングと病原性解析 

Signal Sequence Trap (SST)法を用いて、YPD 寒天平板上で培養されたアスペルギルス フミガ

ーツス由来の分泌タンパク質抗原の発現を解析し、全 110遺伝子を抽出した。さらに SST法で抽

出された全遺伝子について、実際のマウスの感染肺内でアスペルギルス フミガーツスが発現し

ているかどうかを定量 RT-PCRで評価した。これらの評価系から抽出された標的抗原 Y69につい

て遺伝子欠損株とその遺伝子相補株を作製し、肺アスペルギルス症モデルにおける病原性の変

化を評価した。 

 

(2)DNA 免疫法を用いた抗体作製と宿主内での標的抗原の発現解析 

(1)のスクリーニングにおいて見出された標的抗原 Y69に対するモノクローナル抗体を作製する

ため、独自開発した DNA 免疫法（Takatsuka et al, Nature Immunology 2018 19: 1025-1034, 

Takatsuka et al, Medical Mycology Journal 2019;60:11-16, Takatsuka et al, Journal of 

Pharmacological and  Toxicological Methods 2011 63: 250)を用いた。C57BL/6 マウスを用い

て標的抗原 Y69をコードするプラスミドを免疫（0, 1, 3, 4 週目）し、９週目に追加免疫を行

った後、72 時間後に PEG 法によるハイブリドーマ作製作業を行い、３クローンのモノクローナ

ル抗体を樹立した。さらにこれらの抗体を使用して肺アスペルギルス症マウスモデルにおける

肺胞洗浄液（Bronchoalveolar Lavage Fluid：BALF）中の Y69抗原の検出を試みた。 

 

(3)ABPAモデルにおける標的抗原の機能解析 

当初、標的遺伝子の欠損株の培養上清や BALFを B細胞培養系に添加して IgE 型の B細胞の誘導

率を解析したいと考えていた。しかし、アスペルギルスフミガーツスにはアレルゲンとなりうる



機能分子が複数存在しているため、特定の遺伝子欠損株の培養上清や BALFを用いた評価系では

IgE 型 B細胞の誘導率に明確な差異が認められなかった。そのため、標的抗原遺伝子欠損株を用

いた ABPA モデルから得られた BALF をマルチプレックス ELISA に供して網羅的に解析し、ABPA

の重症化に係る炎症性サイトカインやケモカインを中心に解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 研究の主な成果 

① まず肺アスペルギルス症マウスモデルの感染４日目の肺を用意し、肺内のアスペルギルス フ

ミガーツスを含めた感染肺の cDNA ライブラリを作製した。この感染肺の cDNA ライブラリにつ

いて SST法で抽出された全 110遺伝子の発現を定量 RT-PCRで評価したところ、24 遺伝子の発現

が認められた。さらに肺内は微好気環境であるため、微好気チャンバーで微好気状態(0.2% O2, 

Hypoxia)を再現してアスペルギルス フミガー

ツスの培養を行ない、酸素正常状態（21% O2, 

Normoxia）で培養したアスペルギルス フミガ

ーツスと 24 遺伝子について発現上昇率を比較

した（図 1）。図１のように微好気状態において

発現上昇率が最も高かった遺伝子は抗原コー

ド Y22 であり、発現の上昇率が 1.0 を超える抗

原コードY18B55までの上位 15遺伝子を標的抗

原候補として遺伝子欠損株を作製した。 

図 1. 微好気環境で発現上昇する遺伝子の評価 

 

② 微好気環境において発現上昇の認められた全 15 遺伝子において、肺アスペルギルス症マウ

スモデルの系でその病原性を評価した。結果として、15 遺伝子の中で Y69 を欠損させたアスペ

ルギルス フミガーツス株(ΔY69)においてのみ、生存率が有意に回復し、病原性の低下が認めら

れた。またΔY69に Y69 遺伝子を戻した Y69 相補株では野生型株（AfS35）と同様に致死的とな

ったため、Y69 遺伝子が病原因子として関わっていることが示唆された（図 2）。加えて感染後 4

日目の肺の病理切片を観察したところ、

ΔY69 感染群は野生型群および Y69 相補

群と比較して肺内での菌糸生育が著しく

抑制されており肺内菌量もわずかであっ

た。さらにこの Y69 に関して独自の DNA

免疫法を用いてモノクローナル抗体を作

製した。このモノクローナル抗体（クロー

ン名：SYST）を使用して病理解析と同じ感

染後４日目の肺のホモジネート中に Y69

が存在していることが見出された。 

図 2. Y69 欠損アスペルギルスを用いた生存率の推移と病理解析 

 

Y22
B11

b

Y17
B34

Y5B
2

Y19
B10

Y4B
15 Y69

Y74
B67 B42

Y68
B54 Y40

Y12
B24

Y9B
16

Y47
B53

Y18
B55 Y52

Y27
B47

Y14
B43

Y3B
4
Y25

B6
Y10

B9 Y1

Y20
B12

Y7B
3

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

fo
ld

 (H
yp

ox
ia

 / 
No

rm
ox

ia
)

Hypoxia condition (0.2%O2)_AfS35 Hyphae



③ 抗原コード Y69は肺内における生育環境において

病原性に関わることが示唆されたことから、次に

ABPA マウスモデルを用いて肺内の炎症性サイトカイ

ンをマルチプレックス ELISA で評価した。図 2 と同

様にΔY69に加えて Y69 相補株も含めて ABPAモデル

に供したところ、ΔY69の最終感染から 1日後の BALF

中の炎症性サイトカインの中では IL-17A が低値を示

していた（図 3）。その他 IL-6に関しても、ある程度

の低下を認めたが、アレルギー応答において中心的

な役割を果たす IL-4に関しては変化を認めなかった。 

図 3. BALF中の炎症性サイトカインの評価 

 

④ ABPAマウスモデルにおける Y69の機能として、IL-17A産

生を上昇させる可能性が示唆されたため、肺内の IL-17A産生

細胞の候補として調べた細胞群の中で T 細胞集団に変化が認

められた。主に CD4+ T 細胞の集団において CD44+となる活性

化型の集団の割合がΔY69感染群で有意に低下しており、Y69

相補群では野生型群と同様に CD44+となる活性化型の CD4+T細

胞集団の割合が回復していた（図 4）。また CD8+ T 細胞におい

ても CD4+ T 細胞と同様の結果が得られており、IL-17A 産生

細胞は主に T 細胞集団の中に存在する可能性が示唆された。 

図 3. 肺内の CD4+ T 細胞の評価 

(2) 得られた成果の国内外における位置付けとインパクト 

これまでアスペルギルス由来の病原性物質として見出されてきたものは化合物がほとんどであ

り、分泌型のタンパク質抗原による病原性を示した報告はない。病原因子も定義が広く基準が曖

昧な部分が多いが今回見出された抗原コード Y69 は初めてのタンパク質性の病原因子としての

報告になる可能性がある。そして、今回の特異的抗体の開発によって直接的に in vivo で Y69が

機能していることを証明できたことが重要である。Y69の機能面においてはこれまでの結果から

直接上皮細胞にアクセスして増殖を抑制している可能性が示唆されており、細胞の接着阻害や

細胞周期の停止という形で機能しうることが考えられる。また Y69 はアレルギー性の疾患であ

る ABPA においても病原性を発揮していることからこれらの上皮細胞との相互作用によって生み

出されるデンジャーシグナルが CD4+ T 細胞や CD8+ T 細胞の分化を誘導し、肺内の IL-17A産生

を促進するものと考えられる。IL-17A は通常の喘息はもとより ABPA においても重篤化に関わる

液性因子として知られており、持続的な IL-17A の活動は、気道の組織損傷を誘導し、気道のリ

モデリングや線維化に寄与する。Y69が ABPA における IL-17A産生に寄与するということであれ

ば機能面と表現系がリンクし、その病原性としてのインパクトは非常に高いものとなるはずで

ある。 

 

(3) 今後の展望  

本研究課題においてY69の病原性が初めて明らかとなり、特異的抗体SYSTの作製にも成功した。

この特異的抗体 SYSTを改良すれば将来的に抗真菌薬耐性のアスペルギルス症に対して抗体医薬

という形で治療できる可能性がある。またアスペルギルス症は早期診断が非常に重要となる。そ



のため、イムノクロマトキット等の新規迅速診断薬への応用ができれば、早期の治療方針の決定

に貢献できるかもしれない。Y69の病原性解析においては今後上皮細胞との相互作用をメカニズ

ムの面からより深く証明する必要がある。抗 Y69抗体 SYSTも用いて、分子の局在等、より分子

生物学的な面から Y69と宿主細胞の相互作用を明らかにしたい。また ABPA において Y69の作用

によって CD4+ T 細胞が Th17 細胞へ、また CD8+ T 細胞が Tc17 細胞へ分化誘導されるという証拠

を見出すことができれば肺内の IL-17A産生が Y69の影響によるものであることが強く示唆され

る結果となり、直接的に ABPA における病原性への寄与を証明するものとなる可能性がある。 
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