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研究成果の概要（和文）：薬剤耐性糸状菌の多様な菌種のゲノム情報を取得し、耐性機構解明の基盤を構築し
た。CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を用いて、Aspergillus lentulusのCyp51A遺伝子がアゾール耐性に直接関与す
ることを証明した。多剤耐性糸状菌Lomentospora prolificansへのCRISPR/Cas9導入の基盤技術を確立した。A. 
fumigatusのCRISPRプラスミドライブラリを作製し、高効率な形質転換法を確立してCRISPR screeningの検証を
開始した。これらの成果は、深在性真菌症の新たな治療法や早期薬剤耐性検出法の開発につながる重要な知見を
もたらすものである。

研究成果の概要（英文）：Genomic information was obtained from various species of drug-resistant 
filamentous fungi, establishing a foundation for elucidating resistance mechanisms. Using 
CRISPR/Cas9 genome editing technology, the direct involvement of the Cyp51A gene in azole resistance
 in Aspergillus lentulus was demonstrated. A foundational technique for introducing CRISPR/Cas9 into
 the multidrug-resistant fungus Lomentospora prolificans was established. A CRISPR plasmid library 
for A. fumigatus was created, a high-efficiency transformation method was developed, and 
verification of CRISPR screening was initiated. These findings provide crucial insights that could 
lead to the development of new treatments and early detection methods for drug resistance in 
invasive fungal infections.

研究分野：医真菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は深在性真菌症、特に薬剤耐性糸状菌感染症の分子メカニズム解明に貢献した。CRISPR/Cas9技術を用い
た遺伝子機能解析により、アゾール耐性機構の一端を明らかにし、早期耐性検出法や新規治療法開発の基盤を構
築した。また、多様な真菌種に応用可能なゲノム編集技術を確立し、真菌学研究の発展に寄与した。これらの成
果は、致死率の高い深在性真菌症の診断・治療改善につながり、患者の予後向上に貢献する可能性がある。環境
中の耐性株問題にも示唆を与え、ワンヘルスアプローチによる対策に重要な知見をもたらした。本研究で確立さ
れた技術は、他の病原真菌研究にも応用可能で、幅広い真菌感染症対策への波及効果が期待される。

※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 

(1) 深在性真菌症、特に侵襲性肺アスペルギルス症を含む糸状菌感染症は、近年増加の一途を辿

り、深刻な医療問題となっている。これらの感染症は、重篤な免疫不全患者に発症し、最も有効

とされる治療薬を用いても致命率が 50%を超える。ムーコル症やスケドスポリウム症などの他

の糸状菌による肺真菌症も同様に重篤化しやすい傾向にある。深在性真菌症の治療には主に 4ク

ラスの抗真菌薬が使用されるが、菌種により薬剤の有効性が大きく異なる。また、糸状菌は培養

陽性率が極めて低く、診断の遅れが治療を困難にしている。さらに、近年では抗真菌薬標的分子

の変異による薬剤耐性や、自然耐性を有する隠蔽種の出現により、治療の難しさが増している。 

(2) 特にアスペルギルスのアゾール薬耐性は、患者体内での長期投与による耐性化に加え、農薬

使用による環境中での耐性株の出現と拡散が問題となっている。このため、ヒトの医療と環境の

両面を考慮したワンヘルスアプローチによる対策が必要とされている。しかし、これらの薬剤耐

性機構の詳細は未だ十分に解明されていない。Aspergillus fumigatusのアゾール耐性株の半数

以上で、耐性を付与する遺伝子変異が不明であり、既知の変異についても実際の耐性への関与が

十分に検証されていない。隠蔽種や自然耐性菌種のアゾール耐性メカニズム、さらにはアムホテ

リシン B の耐性機構についても、解明が進んでいないのが現状である。これらの背景から、深

在性真菌症、特に薬剤耐性糸状菌感染症に対する早期診断法や新たな治療法の開発が急務とな

っており、そのためには薬剤耐性機構の詳細な解明が不可欠となっている。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究の目的は、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を応用して、重篤化しやすい呼吸器関

連糸状菌感染症における薬剤耐性の分子メカニズムを解明することにある。これにより、早

期耐性検出法や新しい治療法開発の基盤を構築することを目指している。本研究を通じて

呼吸器病原糸状菌の薬剤耐性に関わる分子が発見されれば、近年深刻化している抗真菌薬

耐性問題の原因解明につながる可能性がある。さらに、真菌症の新たな治療法や早期薬剤耐

性検出法の開発に新しい展開をもたらすことが期待される。現状では感受性試験の結果を

待つしかない状況だが、早期に耐性が判明すれば、適切な治療薬の選択により患者の予後改

善が見込まれる。 

(2) 申請者が開発した糸状菌の CRISPR/Cas9ゲノム編集技術と、本研究で行う CRISPRラ

イブラリによるスクリーニング法は、様々な真菌種に応用可能であり、多様な表現型のスク

リーニングに活用できる重要な研究ツールとなる。これにより、糸状菌感染症に対する新し

い治療戦略開発のための基礎を構築することに貢献できる。本研究の成果は、分子生物学研

究領域の発展に寄与するだけでなく、真菌症克服に向けた社会貢献にも将来的な解決策を

提供する重要な基礎的知見をもたらすものと考えられる。 

 

３．研究の方法 

(1) 様々な糸状菌種を静置培養による菌体を回収し、ゲノム DNA を精製した。DNA 抽出は液

体窒素存在下で乳鉢・乳棒により菌体を破砕し、Takarabio Nucleobond HMW DNA kitにより

精製した。全ゲノム解析をMinION long read sequencerを用いて行った。 

(2) A. fumigatusのゲノム配列情報から約 1万種類の 19bp認識配列を抽出し、相当するオリゴ

DNAを合成してゲノム編集用プラスミドにクローニングしたライブラリを作製した。このライ



ブラリの品質確認には、ナノポアシークエンサーMinION を用いたアンプリコン解析を活用し

た。PEG 法やエレクトロポレーション法などを検討し、最終的にエレクトロポレーション法に

よる A. fumigatusへの高効率な形質転換系を確立した。これにより、CRISPRプラスミドライ

ブラリを効率よく導入することが可能になった。さらに、CRISPR プラスミドライブラリを A. 

fumigatus に導入し、CRISPR screeningを実施した。 

(3) A. fumigatusの隠蔽種である Aspergillus lentulusの薬剤耐性を調べるために、アゾール標

的分子Cyp51AをA. fumigatusのCyp51Aと置換した。遺伝子置換カセットとして、hygromycin 

マーカーを含んだ repair templateを PCRにより増幅した。Cas9蛋白、合成 sgRNA、repair 

template を同時にプロトプラスト-PEG 法により形質転換を行った。取得した菌株について、

CLSI M38-A2に準拠した方法で薬剤感受性試験を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 薬剤耐性糸状菌を対象として、Cunninghamella bertholletiae、Rhizopus oryzae、Rhizopus 

microsporus、Lomentospora prolificans、アゾール耐性 Aspergillus fumigatusなど、多様な菌

種のゲノム情報が得られた。 

(2) A. lentulusの遺伝子置換実験により、A. lentulusのCyp51A遺伝子と置換した場合は、

アゾール感受性が上昇する。アゾール耐性に直接関与することを証明し、多剤耐性糸状菌の

ゲノム情報を取得することで、耐性機構解明の基盤を構築した（図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 CRISPR/Cas9ゲノム編集による、A. fumigatus – A. lentulus間の遺伝子置換 

 

(3) 多剤耐性糸状菌L. prolificansにCRISPR/Cas9ゲノム編集技術を導入する基盤として、

ハイグロマイシン耐性マーカを含むプラスミドを構築し、エレクトロポレーション法でゲ

ノム上の rRNA 領域にプラスミドを相同組換えで挿入できる形質転換系を確立し、L. 

prolificansへの CRISPR/Cas9導入のための基盤技術を確立した。 

(4) A. fumigatusの CRISPRプラスミドライブラリを作製し、高効率な形質転換法を確立

した上で、CRISPR screeningの検証を開始した。ゲノム配列にコードされていると予想さ

れる全 9840遺伝子のうち 9807遺伝子について設計し、negative controlとしてゲノム配

列上に存在しない配列と合わせて、10403種類の pooled oligo DNAを合成した。合成した

pooled oligo DNAを CRISPR/Cas9ベクターにクローニングし、大腸菌NEB10-beta株に

RNP : Ribonucleoprotein 
         Cas9-sgRNA複合体 
Hph：ハイグロマイシン耐性遺伝子 



形質転換することにより CRISPRライブラリを作製した。pooled oligo DNAの導入効率を

調べるために、CRISPRライブラリのガイド RNA配列の周辺を PCRにより増幅し、ナノ

ポアシークエンサーMinIONによるアンプリコン解析を行った。最終的に、1つのライブラ

リ中に 10371 種類の配列が含まれていることが確認でき、設計した配列の 99.7%を網羅で

きていることを確認できた。 
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