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研究成果の概要（和文）：非結核性抗酸菌とアスペルギルスの細胞間コミュニケーションに着目しin vitro、微
小環境モデル、マウスモデルを用いて病態と相互の病原性への影響を検討した。1)非結核性抗酸菌の培養上清
が、アスペルギルスのバイオフィルム形成能を増強することを証明した。2)ヒト気道三次元微少環境モデルに
て、アスペルギルスの胞子が肺胞上皮細胞のアポトーシスと線維芽細胞の増殖を促すことを証明した。3)マウス
慢性肺アスペルギルス症モデルにてアスペルギルス菌球に対してマクロファージが泡沫細胞化して応答している
ことを証明した。
以上から、肺アスペルギルス症の病態解明と、非結核性抗酸菌が増悪因子になりうることを証明した。

研究成果の概要（英文）：We focused on cell-to-cell communication between non-tuberculous 
Mycobacterium and Aspergillus and investigated the pathogenesis and mutual pathogenic effects using 
in vitro, lung microenvironment and mouse models. 1) We demonstrated that culture supernatants of 
non-tuberculous Mycobacterium enhanced the biofilm forming ability of Aspergillus. 2) We 
demonstrated that Aspergillus spores promoted apoptosis of alveolar epithelial cells and fibroblast 
proliferation in a three-dimensional human airway microenvironment model. 3) In a mouse model of 
chronic pulmonary aspergillosis, macrophages responded to Aspergillus mycetoma with foam cell 
formation.
These results provide insight into the pathogenesis of pulmonary aspergillosis and demonstrate that 
the existence of non-tuberculous Mycobacterium can be an aggravating factor of chronic pulmonary 
aspergillosis.

研究分野： 真菌学

キーワード： アスペルギルス　非結核性抗酸菌　相互作用　細胞間コミュニケーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国では陳旧性肺結核、気管支拡張症、COPDなどの呼吸器疾患の患者が多く、これらの疾患に糸状真菌である
アスペルギルス、細菌である非結核性抗酸菌や緑膿菌などが、単独、あるいは同時に感染することがあり、共感
染した場合は単独感染時よりもさらに難治化する。今回の研究の結果より、肺アスペルギルス症の病態解明、な
らびに、肺局所における非結核性抗酸菌の存在が肺アスペルギルス症の増悪因子になりうることが証明された。
今後の治療の開発に寄与すると思われる。

※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 
陳旧性肺結核や気管支拡張症などを有する患者に、アスペルギルスが腐生して発症する慢性肺

アスペルギルス症（chronic pulmonary aspergillosis: CPA）は、難治性で5年生存率は50％程度の予

後不良な疾患である。一方、肺非結核性抗酸菌（non-tuberculosis mycobacterium: NTM）症も近年、

本邦において増加傾向にあり、長期治療にも関わらず予後不良である (Emerging Infect Dis. 

22:1116-7, 2016)。臨床的に同時に感染することが経験されるが、各々の微生物が病態にどのよう

に関係するか不明である。各々に確立された治療法は存在するが、抗微生物薬の相互作用などの

制限もあり、共感染でさらに予後が悪化することが知られているが、そのメカニズムは不明であ

った。 
 
２．研究の目的 
本研究申請時は、肺非結核性抗酸菌症の病態におけるアスペルギルスの間接的、直接的な関与に

ついて解明することを目的とした。すなわち、非結核性抗酸菌の増殖・バイオフィルム形成能に

対するアスペルギルスの mycotoxin を始めとした二次代謝産物、autoinducer などの直接的な作

用、非結核性抗酸菌の病原因子発現やヒト免疫応答 (Th1/Th17 バランス)にあたえる影響と、そ

の細胞間コミュニケーションに関与している因子を同定する。研究は、マクロファージや肺胞上

皮細胞を用いた三次元培養による in vitro 実験、マウスを用いた in vivo 実験で行い、最終的に

「アスペルギルスの曝露、感染が肺 NTM 症の増悪因子である」ことを証明し、三次元微小環境

における細胞間コミュニケーションに関与する因子を解明することにより、将来的にその因子

を抑制する新治療戦略の開発につなげることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
申請時は以下の方法を検討していた。 

(1) 非結核性抗酸菌の増殖・バイオフィルム形成能に対するアスペルギルスの二次代謝産物、

autoinducer の影響 

アスペルギルスの病原因子として重要な mycotoxin などの二次代謝産物、autoinducer である

oxylipins、linoleic acid、gamma-heptalactone、butyrolactone などを用いる。非結核性抗酸菌の標準

株、臨床分離株を浮遊、あるいはバイオフィルム状態で培養する。培養時に上記の物質を添加し、

非結核性抗酸菌の増殖・バイオフィルム形成能に与える影響をみる。 

(2) 非結核性抗酸菌感染マクロファージの殺菌能に対するアスペルギルスの二次代謝産物、

autoinducer の影響 

非結核性抗酸菌がマクロファージに感染した際に、reactive oxygen intermediates (ROI)、reactive 

nitrogen intermediates (RNI)、free fatty acid (FFA)などがその排除に関わるが、これらの産生能に対

する、アスペルギルスの二次代謝産物、autoinducer の影響をみる。マウス腹腔マクロファージを

採取し非結核性抗酸菌を感染させ、上記の物質を添加し、ROI、RNI、FFA の発現をタンパク、

mRNA レベルで評価する。併せて、Th1 と Th17 分化に関与するサイトカイン (IL-6、IL-10、IL-

12、IL-23 など)産生プロファイルを調べ、免疫応答の変化をみる。 

(3) ヒト気道三次元微少環境モデルを用いた非結核性抗酸菌感染肺胞上皮細胞の免疫応答に対

するアスペルギルスの二次代謝産物、autoinducer の影響 

II 型肺胞上皮細胞株 A549 細胞を用い、よりヒトの生体内に近い三次元微少環境を作成し、非結

核性抗酸菌の上皮細胞への感染様式を病理学的に検討し、上皮細胞から誘導される Th1 と Th17

分化に関与するサイトカイン(IL-6、IL-10、IL-12、IL-23 など)を測定する。さらに、非結核性抗



酸菌感染前後にアスペルギルスの二次代謝産物、autoinducer を添加し、サイトカイン産生や病理

学的変化を調べ、免疫応答の変化をみる。 

(4) 肺非結核性抗酸菌感染マウスモデルにおけるアスペルギルスの二次代謝産物、autoinducer の

影響 

肺非結核性抗酸菌症マウスモデルに経気道的にアスペルギルスを感染させる。アスペルギルス

は標準株と二次代謝産物である mycotoxin 欠損株(laeΔ株)、autoinducer 欠損株を用いる。アスペ

ルギルス感染後にマウスの生存期間、非結核性抗酸菌生菌数、病理所見、マウス気管支肺胞洗浄

液中の細胞数・分画、サイトカインの測定、Th1、Th2、Treg および Th17 細胞の肺内比率をみて

アスペルギルスの免疫応答に対する影響を比較する。 

 
４．研究成果 
本研究開始時は、アスペルギルスの非結核性抗酸菌症に対する影響を検討する予定であったが、

臨床的にアスペルギルス症の予後に非結核性抗酸菌の影響がより大きいことが判明したため、

非結核性抗酸菌のアスペルギルス症に対する影響をみる方法に変更して研究を遂行した。すな

わち、非結核性抗酸菌とアスペルギルスの quorum-sensing を主体とした細胞間コミュニケーショ

ンに着目し、真菌や非結核性抗酸菌の autoinducer、二次代謝産物が、真菌や非結核性抗酸菌の増

殖・バイオフィルム形成能や、免疫担当細胞、ならびに肺胞上皮細胞に与える影響、マウスにお

ける病原性への影響について検討することとした。いずれもアスペルギルス症と非結核性抗酸

菌症の共感染という病態は一致しており、相互の影響をみる研究として矛盾は生じていないと

考えた。以下に新たな 3 つの研究方法と成果を示す。 

(1) in vitro における、アスペルギルスの増殖能、バイオフィルム形成能に対する非結核性抗酸菌

の代謝産物や菌体外酵素の相互的作用をみることを目的とし、Mycobacterium avium をはじめと

した M. intracellulare、M. kansasii、M. abscessus の 4 種類の非結核性抗酸菌の培養上清を抽出し、

Aspergillus fumigatus の reference 株である af293 株と共培養する実験系を構築し、4 種類の非結核

性抗酸菌の培養上清を抽出し、アスペルギルスと共培養する実験系を構築した。これら 4 菌種の

培養上清のうち、特定菌種の培養上清が、アスペルギルスのバイオフィルム形成能を増強するこ

とを XTT assay にて証明した。 

(2) ヒト気道三次元微少環境モデルを用いた肺胞上皮細胞の免疫応答に対するアスペルギルス

の二次代謝産物、autoinducer の影響をみる目的として、ヒト気道三次元微少環境モデル構築を試

みモデル作成に成功した。アスペルギルスの胞子が肺胞上皮細胞のアポトーシスと線維芽細胞

の増殖を促すことを証明した。 

(3) アスペルギルスに対するマクロファージの免疫応答と二次代謝産物やトキシンの影響をみ

るためにマウスを用いた慢性肺アスペルギルス症（アスペルギローマ）モデルを確立した。病理

学的にアスペルギルス菌球に対してマクロファージが泡沫細胞化して応答していることを見い

だした。 

 

以上より、アスペルギルス、非結核性抗酸菌の単独、あるいは共感染時の病態解明に寄与する新

知見が見いだされ、アスペルギルスと非結核性抗酸菌との細胞間コミュニケーションにより、少

なくとも非結核性抗酸菌が肺アスペルギルス症の増悪因子である可能性を示すことができた。 

 

これらの結果は、日本において、いずれも難治性呼吸器感染症として注目されている非結核性抗

酸菌症と肺アスペルギルス症、さらには両者の共感染時の病態解明に寄与するものである。特に、



共感染時の重症化といった臨床的問題について新たな知見をもたらしたと考えられる。 

in vitro において、非結核性抗酸菌がアスペルギルスの増殖能に影響を与えることを証明しえた

ことは本研究の最大のハイライトであり、臨床病態の解明を in vitro で証明しえた研究成果であ

る。一方で、非結核性抗酸菌のどういった物質が増悪因子の本体であるかについては、解明にい

たらず、今後の研究が必要である。 

また、解明が十分でない慢性肺アスペルギルス症の病態について、ヒト気道三次元微少環境モデ

ルという新しいモデルにおいて、アスペルギルスの胞子が肺胞上皮細胞に与える影響を明らか

にした。さらには、新規のマウスを用いた慢性肺アスペルギルス症を作成し、菌球形成にいたる

アスペルギルスに対するホストの免疫応答について、マクロファージの泡沫化が重要であるこ

とを明らかにしたことは、今後の肺アスペルギルス症の病態解明に大きく寄与することになる

と考えられる。in vitro で証明した非結核性抗酸菌がアスペルギルス症の増悪因子であることに

ついて、今後、これらのモデルを用いて解明するベースとなる成果が得られた。このことは、共

感染時の更なる病態解明に寄与し、将来的に治療法の開発につながる研究成果である。 
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