
国立感染症研究所・真菌部・部長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６０３

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

新規アスペルギルス症診断系の開発

Characterization of Aspergillus derived extracellular vesicles and application 
to a diagnostics

００３１１８６１研究者番号：

宮崎　義継（Miyazaki, Yoshitsugu）

研究期間：

１７Ｋ１００４０

年 月 日現在  ２   ９ １７

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究は侵襲性アスペルギルス症の主要な原因菌であるAspergillus fumigatusの菌
体外に放出される分泌小胞が、感染時血中あるいは尿中に放出されることを予想し、診断に応用することを目的
とした。分泌小胞に含まれるRNAとタンパク質を解析し、分泌小胞中のRNAを検出する系の構築はできたが、抗膜
タンパク質抗体を用い分泌小胞を濃縮する系の構築には至らず今後の課題となった。

研究成果の概要（英文）：The research object is to develop a new diagnostic method for invasive 
aspergillosis by detecting extracellular vesicles (EVs) on the basis of our presumption that EVs of 
Aspergillus fumigatus are secreted into blood and urine. We have analyzed proteins and RNAs in EVs 
prepared by ultracentrifugation. Finally, we have constructed detection systems of RNA by RT-PCR, 
but not reached to establish a concentration method of EVs by an antibody against membrane proteins 
of EVs.

研究分野： 真菌症

キーワード： 分泌小胞　RNA　膜タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においてアスペルギルス症の主な原因菌であるAspergillus fumigatusでも他の真菌と同様に分泌小胞が
確認され、さらにRNAの解析より様々な小分子RNAが同定された。人をはじめとする高等生物の分泌小胞の1つで
あるエクソソームでは、含まれる小分子RNAの種類が病気を反映すること、また、それがエクソソームを介して
他の細胞に伝達され病気に関係することが分かってきており、アスペルギルス症においても、真菌の分泌小胞の
RNAが、病態を反映するだけでなく病原性にも関与することも考えられ、本研究で得られた成果は、今後の真菌
症の基礎および臨床研究に寄与するものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 

 

これまでに申請者は、主要な深在性真菌症であるカンジダ症、アスペルギルス症、クリプトコッ

クス症の新しい診断薬の開発を行っている。感染後に血中に放出されるタンパク質を検出する

ことを考え、それぞれの原因真菌の細胞壁、細胞膜、および分泌タンパク質を網羅的に同定、検

出系を構築してきた。その概要は、真核生物の蛋白質細胞内輸送メカニズムは種を越えて保存さ

れていることから、哺乳類で細胞膜および分泌蛋白質を網羅的に同定することができる SST-

REX (signal sequence trap by retrovirus-mediated expression screening: Nature 

Biotechnology 17, 487 - 490, 1999) 法を、真菌の細胞表層および分泌蛋白質の網羅的同定に応

用した。レトロウイルスベクターを用いて真菌の cDNA 発現ライブラリーを作成し、動物細胞

に感染させた。得られた細胞クローン中の cDNA を PCR で増幅後シークエンス解析し、菌体外

蛋白質をコードする遺伝子をカタログ化した A. fumigatus において、発現量の多い分泌タンパ

ク質５種類に対する抗体を作成し、サンドイッチ ELISA 検出系を構築しており、現在、臨床応

用のために様々な検討を行っている（特許出願中 P (PCT/JP2011/068454): アスペルギルス・フ

ミガーツス感染症の検査、予防及び治療のための方法並びに組成物、2011.8.12）。検出系構築の

過程で感度が問題の 1 つとなり、それを克服するために新たに標的として考えたのが分泌小胞

（エクソソーム）であり、その中に含まれる特異的な RNA を PCR にて増幅し、新しい診断系

開発に応用できないかと考えた。これまでに申請者らは、予備的に培養条件、遠心分離を検討し、

培養上清に電子顕微鏡で直径数十 nm から 1 nm 程度の分泌小胞を確認し、SDS ゲル電気泳動

にてタンパク質の存在、さらに低分子 RNA を含む RNA を検出している（次ページ図）。近年、

動物細胞のエクソソーム（真菌の菌体外分泌小胞と同じと考えられる）が注目され、病原性真菌

においても 2007 年以降、Cryptococcus 属, Histoplama 属, Paracoccidiodes 属等で次第に報告

が増えており、宿主に対する病原性、自然免疫応答に関する研究がなされている。現時点で

Aspergillus 属についての報告、また分泌小胞の真菌診断系への応用に関する報告はなされてい

ない。 

 

２． 研究の目的 

 

深在性真菌症は、重篤化を避けるために早期の診断・治療が必要であるが現状では十分とはいえ

ず、新しい診断系の開発が望まれている。そのなかで侵襲性アスペルギルス症は優先度が高いこ

とから、本研究では、その主要な原因菌である Aspergillus fumigatus を標的とした新しい診断

系の開発を目指す。そのために A. fumigatus 菌体外に放出する分泌小胞（動物ではエクソソー

ムと呼ばれる）の実体の解明をし、それが感染時血中に放出されることを想定し、その小胞およ

び含まれる RNA 等の内容物を検出する系を構築し、診断に応用することを計画する。 

 

３． 研究の方法 

 

Aspergillus fumigatus の菌体外小胞の性状解析をする。そのために効率のよい培養法と調整方

法の詳細な検討、さらに大きさ、密度等による分画方法を検討する。調整した菌体外小胞に含ま

れるタンパク質と RNA の網羅的解析をする。膜表面タンパク質に対する抗体を作成し、菌体外小

胞を濃縮する系を構築する。さらにその中に含まれる特定の RNA を特異的に増幅する PCR の系

を構築する。構築した系を用いて、侵襲性アスペルギルス症マウスモデルにて、血中に菌体外小
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胞、およびそれに含まれる RNA が検出できるかどうか検討する。 

 

４． 研究成果 

 

本研究は侵襲性アスペルギルス症の主要な原因菌であるAspergillus fumigatus（A.fumigatus）

も他の真菌と同様に分泌小胞を放出することを確認し、それが感染時血中あるいは尿中に放出

されることを想定し、診断に応用することを目的とした。そのために分泌小胞に含まれる RNA・

タンパク質を解析し、抗膜タンパク質抗体を用いて分泌小胞を濃縮し、分泌小胞 RNA を検出する

系の構築を目指した。 

 

（１）．分泌小胞の検出と調整法の検討：複数の培地、培養条件を検討した。培養上清から超遠

心法 により真菌由来と考えられる分泌小胞を分離した。電子顕微鏡にて数十 nmから１m を超

える大きさの異なる小胞が存在した。 

（２）．分泌小胞に含まれるタンパク質の解析： SDS 電気泳動法にて分泌小胞に含まれるタンパ

ク質を銀染色にて検出した。100kDa 以下のタンパク質が少なくとも十数種類含まれることが明

らかとなった。同定を進める過程で、他のグループにより A.fumigatus の分泌小胞に含まれるタ

ンパク質の網羅的解析が報告されたので、その中から、発現量の多い細胞膜タンパク質を選択し、

ポリクローナル抗体をした。 

（３）．分泌小胞に含まれる RNA の網羅的解析：分泌小胞から RNA を抽出し、次世代 RNA シーク

エンスにて small RNA 画分と large RNA 画分を解析した。small RNA では、登録されている各種

RNA に加えて、これまで報告のない small RNA も多数検出した。large RNA では、mRNA も検出さ

れたが、rRNA が非常に多いのが特徴的であった。超遠心法によって得られた分泌小胞を、ゲル

ろ過クロマトグラフィーで精製し、RT-PCR 法にて分泌小胞中の RNA を検出できた。 

以上のように、分泌小胞中の RNA を検出する系を構築できたが、分泌小胞を濃縮する系の構築は

今後の課題となった。 
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