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研究成果の概要（和文）：アスペルギルス症の診断と治療に使用する目的で、アスペルギルス症

の原因となる真菌から分泌される、あるいは、菌表面に分布する蛋白質を検出した。検出した

蛋白のうち量が多いものを選択して当該遺伝子をクローニングし、蛋白質を検出する抗体を作

成した試験管内で菌を培養したときに当該の蛋白質が培養液中で検出可能であることを確認し

た。さらに、診断に応用するために調べた抗体を用いた検査キットの試作品を作成した。 

 

研究成果の概要（英文）：We found some novel fungal proteins which natively exist on cell 

surface or are  excreted out through cell membrane. Candidate proteins were chosen 

depending on levels of transcription for further experiments of gene cloning and of 

producing antibody, then confirmed that some proteins could  be detected in culture 

medium. That showed those candidate, or at least a part of those, are excreted out to 

medium from fungal cell. We developed a preliminary diagnostic kit as an application of 

the study.  
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１． 研究開始当初の背景.  

 
（１）アスペルギルス症は、高度先進医療

における最も頻度の高い致死的真菌感染症

機関番号：82603 

研究種目：基盤研究 C 

研究期間：2008～2010   

課題番号：20591212 

研究課題名（和文） アスペルギルス症の感染制御と診断に臨床応用可能な細胞外分子の検出

に関する研究                     

研究課題名（英文） Screening of excreted proteins of Aspergillus fumigates for clinical 

application. 

研究代表者 

宮﨑 義継（MIYAZAKI YOSHITSUGU） 

国立感染症研究所・生物活性物質部・部長 

 研究者番号：00311861 

 

 



 

 

であるが、最も効果が高い抗真菌薬療法でも

３カ月後の死亡率は３０％以上であり、アス

ペルギルス症の新しい診断ならびに治療法

の創生がもとめられている。 

（２）現在、診断に応用されている標的分

子はβ-D-グルカンとアスペルギルス・ガラク

トマンナン抗原であるが、前者は、非特異的

な検査であることが問題で、後者は感度と特

異度に問題を有し 2007 年にカットオフ値が

変更されるなどの混乱を生じており、特に慢

性呼吸器疾患では有効性が低い。そのため特

異的かつ感度の高いアスペルギルス属の検

出系が求められている。 

 

２． 研究の目的 

 

Aspergillus 属による感染症の診断標的な

らびに治療標的とするために、アスペルギル

ス属の菌体外へ分泌される分子及び細胞膜

に存在する蛋白分子を網羅的に検索する。最

終目標は、同定した蛋白の検出系を作成し診

断応用を検討することと、遺伝子破壊による

病原性の喪失を確認して治療標的となる可

能性を示すことである。 

 

３．研究の方法（本研究課題の研究方法につ

いて、その具体的内容を簡潔に記述するこ

と。） 

Aspergillus fumigatus のｃＤＮＡライブ

ラリーを作成し、シグナルシークエンストラ

ップを応用して、酵母及びヒト細胞において

蛋白を発現させ、細胞膜あるいは細胞外に分

泌される A. fumigatus 由来蛋白を同定する。 

 

３． 研究成果 

 

診断や治療の標的として、真菌細胞から分

泌される、あるいは、真菌細胞表面に局在す

る真菌蛋白質をシグナルシークエンストラ

ップ法により検索し、同定した Aspergillus 

fumigatus 蛋白質 YeMY1を選択して解析を行

った。YeMY1 はデータベースからは機能が推

定できなかったが、検討した蛋白では発現量

が多く、今年度の結果から病原性に関与する

ことが示された。 
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１．Aspergillus fumigatus ｃＤＮＡラ

イブラリー作成．充分栄養成分を含む YEPD

培地、並びに、低炭素源の培地において、A. 

fumigatus MF-13 株を培養し RNA を抽出し、

A. fumigatus ｃＤＮＡライブラリーを作

成した。 

２．培養細胞に作成したｃＤＮＡを

transfection し、自律増殖可能な細胞が選択

された。その中に含まれるアスペルギルス

cDNA 由来遺伝子のシークエンスをえた。 

３．えられた候補遺伝子のうち機能が不明

であったもの一つを選択し、Ａ１とした。Ａ

１ を 再 度 PCR ク ロ ー ニ ン グ し 、 を

Saccharomyces cerevisiaeの発現系に組み込

み、酵母細胞で発現することを確認した。 

４．Ａ１のマウスモノクローナル抗体を作

成し、A. fumigatus の培養上清にＡ１が含有

されていることをウエスタンブロットにて

確認した。さらに、標識した抗体を A. 

fumigatus 菌糸と反応させた結果、位相差顕

微鏡による検討では、菌糸の先端部に発現が

確認された。 
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１．細胞から分泌される蛋白質抗原の検索．

シグナルシークエンストラップ法により同

定した蛋白質であるＹeＭＹ１に関して、

YeMY1 を発現する細胞を用いてマウスモノク

ローナル抗体を作成した。 



 

 

  

 １）４種類作成したマウスモノクローナル

抗体を、それぞれＭｂＹｅＭＹ１－１１、１

２、１３、１４として、培養液中で細胞外へ

分泌されるか否かを、液体培地の培養上清を

用いて western blot にて確認した。ビオチ

ン不可による免疫染色では抗原の局在を検

出できなかった。 

 ２）ＭｂＹeＭＹ１―１１およびＭｂＹeＭ

Ｙ１―１２は抗原に対する反応性を確認で

きた。 

 

２．遺伝子破壊による蛋白質機能の推定と

病原性の変化．遺伝子破壊のために A. 

fumigatus Ku-1 株を使用して、ＹeＭＹ１を

コードする遺伝子の特異的な破壊を行いΔ

yemy1 株を作成したところ、寒天培地上で形

成される胞子の数は Ku-1 株と比較して減少

したが、液体培地で菌糸として発育する場合

には、Ku-1 株と比較して差を認めなかった。 

 

３．診断と治療応用の検．討ＹeＭＹ１を

検体を用いた抗原診断に使用する目的で

ELISA 系を構築した。 

 １）先の４種類の抗体に加えポリクローナ

ル抗体 PbMY1A を作成し、これとＭｂＹｅＭ

Ｙ１－１１を用いてサンドイッチ ELISA 系を

作成し、検出感度は YeMY1 10pg/ml であっ

た。 

 ２）ＭｂＹｅＭＹ１－１１とＭｂＹｅＭ

Ｙ１－１２を用いた系では抗原の検出は不

可能であった。 
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１．Aspergillus fumigatus からクローン

化したタンパク質 YeMY1 の in vivo 感染モデ

ルにおける検出を行った．実験的マウスアス

ペルギルス症を作成し、血清からの Y1 検出

を試みた。昨年度までに作成した Y1 検出

ELISA プレートを用い、非感染マウスと実験

的マウスアスペルギルス症からえた血清を

検体として、YeMY1 の検出を試みたところ、

実験的マウスアスペルギルス症の血清から

は YeMY1 が検出された。 

 

２．A. fumigatus の YeMY1 遺伝子破壊株を

用いて、YeMY1 遺伝子が菌の増殖と病原性に

与える影響を検証した。当該遺伝子破壊株Δ

yemy1 株を感染させたマウスは、親株を感染

させたマウスと比較して生存期間が有意に

長かった。この結果から、YeMY1 がマウスア

スペルギルス症で感染増悪に関与する病原

因子の一つであることが示された。 

 

３．マウス抗 YeMY1 を作成し、実験的マウ

スアスペルギルス症に対して抗体を使用し、

抗体の治療に関する有用性を検討した。いく

つかの抗体で、生存を延長させる傾向があっ

たが有意な効果は認められなかった。 
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