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研究成果の概要（和文）：多剤耐性真菌Scedosporium prolificansおよびCunninghamella bertholletiaeのゲノ
ム解読を次世代シーケンサーにより行った。Aspergillus lentulus およびAspergillus viridinutansに
CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を導入するためのプラスミドを構築した。Cas9蛋白および合成したguide RNAを導入
することにより、臨床分離株のCyp51Aに遺伝子変異を導入することに成功した。薬剤耐性に関わると予想される
アミノ酸変異を導入することにより耐性への寄与を検証した。

研究成果の概要（英文）：Whole genome sequencing of multi-drug resistant fungi Scedosporium 
prolificans and Cunninghamella bertholletiae was performed by next-generation sequencer. We 
constructed a plasmid for CRISPR/Cas9 genome editing in Aspergillus lentulus and Aspergillus 
viridinutans. We succeeded in site-directed mutation in Cyp51A of clinical isolates by 
transformation of ribonucleoprotein consisting of Cas9 protein and in vitro synthesized single-guide
 RNA. By use of this technique, we verified the contribution of amino acid mutation which might be 
involved in drug resistance.

研究分野：医真菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床上重要な病原真菌のゲノム基盤構築により、新たな抗真菌薬の標的探索に繋がるような基礎研究が推進され
ることが期待できる。本研究によって呼吸器における病原糸状菌の感染成立に必要な分子が発見されれば、真菌
症治療法や早期診断法の開発への応用などに新しい展開をもたらすものと期待される。また、ゲノム編集技術を
導入したことにより、近年大きな問題になっている抗真菌薬耐性問題に対する原因解明につながる可能性も考え
られる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（1）糸状菌による呼吸器関連真菌症：カビによる全身性の感染症である深在性真菌症が増加の

一途を辿っており、年々問題が深刻になってきている。深在性真菌症の中でも侵襲性アスペル

ギルス症は、好中球減少症や造血幹細胞移植患者などに発症し、現在最も有効とされている治

療薬を用いてもなお致命率が 50％を超える。また、接合菌症やスケドスポリウム症などのその

他の糸状菌による肺真菌症も重篤化しやすい。菌種により抗真菌薬スペクトルが大きく異なり、

糸状菌は培養陽性率が極端に低く、診断の遅れから治療に難渋することが多い。さらに、近年

はアゾール系抗真菌薬の標的分子の変異による薬剤耐性や抗真菌薬自然耐性を有する隠蔽種の

出現による難治化が臨床上大きな問題になっている。早期迅速診断法や新しい治療法の開発が

期待されているが、糸状菌による肺胞局所的な感染成立機構の詳細は未だ明らかになっていな

い。 

（2）肺胞上皮細胞との相互作用：一般に、糸状菌による肺感染症は、環境中から吸入された分

生子が、気管支や肺胞の上皮細胞に接着し細胞内に侵入する。申請者の予備実験より、

Aspergillus fumigatusについて以下の 2つの現象を捉えている。①アスペルギルスの菌糸が肺胞

上皮に接着する際、菌糸から生産される蜘蛛の糸状の繊維と肺胞上皮細胞の表面にある繊毛と

がお互いに接触している現象を走査型電子顕微鏡で捕らえている。②蛍光イメージングにより、

アスペルギルスの菌糸が肺胞上皮細胞の細胞膜に包み込まれることを明らかにした。しかも、

菌糸によって貫かれた複数の細胞は構造を保ったまま生きていた。 

 

２．研究の目的 

上記の２つの現象は未だにそのメカニズムは明らかにされておらず、感染機序の解明のために

も重要である。また、他のアスペルギルス属や糸状菌による感染成立機構はほとんど明らかに

されていない。本研究は重篤化しやすい呼吸器関連糸状菌感染症における、肺胞上皮細胞への

接着および肺胞上皮細胞内での菌糸生育のメカニズムを解明し、早期診断法や新しい治療法の

開発の足がかりとすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（1）多剤耐性真菌 Scedosporium prolificansおよび Cunninghamella bertholletiaeを静置培養によ

り菌体を回収し、ゲノム DNAを精製した。DNA抽出はフェノールクロロホルムを用いたビー

ズ破砕法により行った。全ゲノム解析を Illumina NextSeqおよびPacBio Sequelを用いて行った。 

（2）Aspergillus fumigatusの隠蔽種である Aspergillus lentulus および Aspergillus viridinutansに

CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を導入するために、ピリチアミン耐性マーカーを有する自律複製

型ベクターpPTRII上で Cas9蛋白および single-guide RNAを発現させるプラスミドを構築し、

プロトプラスト-PEG法により形質転換を行った。guide RNAを発現させる方法として、SNR52

プロモータから転写する方法と tRNAのプロセッシングを利用する方法を採用した。 

（3）A. fumigatusにおいて、アゾール薬の標的分子 Cyp51Aに遺伝子変異を導入するために、

Cas9蛋白および合成 single-guide RNA を直接形質転換する方法を開発した。guide RNAは NEB 

EnGen sgRNA sysnthesis kitを用いて合成し、Zymoresearch RNA clean & concentrator 25により精

製した。変異導入のための hygromycin マーカーを含んだ repair templateは、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。 

 



４．研究成果 

（1）ゲノム分子基盤の構築のために、多剤耐性真菌 Scedosporium prolificans および

Cunninghamella bertholletiaeのゲノム解読を次世代シーケンサーにより行った。それぞれ、33.2 

Mb および 32.2 Mb のゲノムサイズであった。今後、多剤耐性真菌 S. prolificans および C. 

bertholletiaeについて、Cas9/CRISPRゲノム編集技術を導入することを目標に研究を進めていく。 

（2）A. lentulus および A. viridinutansに CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を導入するためにプラス

ミドを構築した。ウラシル要求性マーカーpyrGを標的としてプラスミドを形質転換することに

より、pyrGの変異を誘発することに成功した。また、ゲノム編集技術の変異導入効率を上げる

ために、tRNAのプロセッシングを利用する方法を採用したところ、A. fumigatusの色素生産遺

伝子 pksP への変異導入効率を、従来の 10%程度から 90%以上にまでの改良に成功した。 

（3）A. fumigatusにおいて Cas9蛋白および合成した guide RNAを導入することにより、臨床分

離株の Cyp51A に遺伝子変異を導入することに成功した（図 1）。この方法を応用して Cyp51A

の、薬剤耐性に関わると予想されるアミノ酸変異を導入することにより耐性への寄与を検証し

た。単一でアゾール耐性を賦与すると推測される 6種類のアミノ酸変異、および、TR34/L98H、

TR46/Y121F/T289A、TR53の 3 種類の TRシリーズについてそれぞれ、CRISPR/Cas9 ゲノム編

集技術により塩基置換やプロモータ配列挿入を行った。感受性試験を行った結果、過去の報告

と同様の傾向を示した。 
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