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研究成果の概要（和文）：ヒト血清中のbiofilm形成促進因子の探索を行なった．まず簡便なbiofilm測定法を確
立し,ついで血清の解析により10kDa以下の画分にfetuin Aとほぼ同等の強力なbiofilm形成促進活性を認めた。
また，血清中の高密度リポタンパク質（HDL）複合体がA. fumigatusの生育を阻害することを発見した。
Aspergillus fumigatusのbiofilm形成遺伝子の探索では､経時的に同一患者から得られた本菌の解析で、薬剤感
受性、biofilm産生能、遺伝子変異を検討した.　その結果、biofilm産生に影響する可能性がある遺伝子変異を
確認した。

研究成果の概要（英文）：We searched for biofilm formation-promoting factors of Aspergillus fumigatus
 in human serum. First, a simple biofilm formation assay was newly established. Then using this 
method, we analyzed human serum to find biofilm formation promoting factors. We found potent 
activity in the fraction below 10 kDa, and this activity was as intense as that of fetuin A. We also
 found that high-density lipoprotein (HDL) complexes in serum strongly inhibited the growth of A. 
fumigatus.
In the search for biofilm-forming gene profile in A. fumigatus, we collected fungi obtained from the
 same patients over time and examined their drug susceptibility, biofilm-forming ability, and 
genetic mutations. As a result, we identified gene mutations with the potentials to significantly 
suppress biofilm production.

研究分野：医真菌学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により､アスペルギルスが感染時に､複数のヒト血清成分を自らのbiofilm形成に利用していることが明ら
かになったが、同時に､全く予想していなかった一部の血清成分はアスペルギルスに対して抑制的に作用してい
ることも見いだされた．また、比較ゲノム法により、biofilm形成促進に関与する遺伝子候補が確認された。
今後、これらの血清中の有効成分の解析やbiofilm形成遺伝子の解析により、難治化及び耐性化の原因である
biofilm形成の抑制を標的とした全く新しい治療戦略への道が示された．

※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 

慢性進行性肺アスペルギルス症は Aspergillus fumigatus を主たる原因菌とする慢性感染症

である。その 5年生存率は 50～60%とされ、悪性腫瘍に匹敵する予後不良の疾患である。わが国

では高齢化や COPD の増加に伴い、本疾患は今後もさらなる増加が予想されている。本症は抗真

菌薬の治療に対して難治性であるが、これは、肺内に biofilm の塊とも言うべき強固な菌球が要

塞のように機能しているためと考えられる。一方、近年、欧米各国を中心に､本菌において、ア

ゾール薬に耐性をもつ株の急増が報告されているが､この現象は我が国でも確認されており､事

態は深刻さを増している。biofilm が単なる真菌の要塞としての機能を持つのみでなく､その中

で耐性菌を生み出す母地としても機能していることが明らかになってきており、本疾患の予後

を改善するためには､biofilm の形成機序を明らかとし、その抑制､あるいは破壊する手段の解明

が求められている。 

 

２．研究の目的 

我々はヒト血清中の fetuin A が A. fumigatus の biofilm 形成促進効果を持つことを明らかと

してきたが、血清中には他にも biofilm 形成促進効果を持つ因子の存在が示唆されている。そこ

で、本研究ではその促進因子の発見を目的とした。一方､本菌は同じ菌種､同じクローン由来であ

りながらも様々な biofilm 形成能を示す菌株が混在しているものと考えられる。これらに対し

て比較ゲノム法による解析等を行なうことにより､biofilm 形成に関与する遺伝子群の手掛かり

を得ることを目的として解析を進めた。 

 

３．研究の方法  

(1)血清中の biofilm 産生促進因子の検討 

①簡便な biofilm 定量方法の検討 

検討に先立ち、A. fumigatus の biofilm 定量方法の改良を目的とした研究を行った。これまで

の定量法は主に乾燥重量測定法を採用していたが、大量の菌体を要求し、簡便さに欠けることか

ら、新たな簡便な biofilm 定量法の検討を行った。本法は 24 ウェルプレートにこれまでと同様

に A. fumigatus を培養し、biofilm 形成後に上清を回収し、その重量を測定するものである。 

 

②血清の分画とその分画が誘導する A. fumigatus の biofilm 形成評価 

血清画分の調製を行った。本研究では過去の予備的検討を基に低分子量画分を標的とした。血

清の分画は限外ろ過膜を用いて、保持されないろ液部分を回収することで以降の検討に用いる

画分とした。Nominal Molecular Weight Limit (NMWL)が 10kDa もしくは 3kDa の限外ろ過膜を

用いて、ろ液を得た。そのろ液を biofilm 定量実験に用いた。さらに、PD MiniTrap G-10 もし

くは G-25カラムを用いて、ろ液からの脱塩を行った。 

 

③SDS-PAGEおよび染色による分画タンパク質の可視化 

SDS-PAGEは常法に従って行った。試料として 10kDa以下の FBS 画分および脱塩後の試料を用い

た。トリクロロ酢酸－アセトン法によるタンパク質沈殿を行い、100μL 試料を 10 倍濃縮した。

ゲルの濃度は 15%ゲルを使用した。ゲルの染色には銀染色と同程度の感度が得られるゲル－ネガ



 

 

ティブ染色キット（ナカライテスク）を用いた。 

 

④高比重リポタンパク質の精製 

高比重リポタンパク質（HDL）は HDL Purification Kit (Cell Biolabs, Inc.)を用いて FBSか

ら精製した。HDLのタンパク質濃度を BCA 法により決定した。 

 

(2)Biofilm 形成に関与する遺伝子の探索研究 

慢性肺アスペルギルス症の同一患者から経時的に喀痰その他によりアスペルギルスの収集を行

なう。これらに対して､詳細な同定及び MIC 測定を行ない､さらに Short tandem repeat

（microsatelite）解析によりクローンの同一性の確認を行なう。その結果､同一クローンである

ことが証明されているにもかかわらずアゾール系抗真菌薬への感受性が異なるA. fumigatus 株

を収集し、これらについて薬剤感受性と biofilm 生産能との関連を検討した。さらに biofilm 産

生能に差が認められた菌群を中心に比較ゲノムによる解析を行なった。 

 

４．研究成果  

(1)血清中の biofilm 産生促進因子の検討 

①簡便な biofilm 定量方法の確立 

まず、これまでに乾燥重量測定法を用いて検討してきたダルベッコ改変イーグル培地（DME 培

地）、これに 10％となるように FBSを添加した培地、5 mg/mLとなるようにウシ血清アルブミン

（BSA）を添加した培地、2 mg/mLとなるように fetuin A を添加した培地を準備し、A. fumigatus

分生子を添加し、30時間、37℃、5% CO2条件下にて培養を行った。培養後に上清を回収し、A. 

fumigatus未接種ウェルとの比較から、菌塊重量を推定した。その結果、BSA添加培地ではその

菌塊重量は増大せず、fetuin A添加培地では約 2倍に、また FBS 添加培地では 5倍以上の増大

が認められた（下図）。これらの傾向はこれまでの乾燥重量測定法と同様であった。本法は A. 

fumigatusの biofilm形成について簡便に評価できる

他、薬剤感受性などの検討にも応用できると考えられ

た。本研究ではこれ以降、この方法を用いて検討を行

った。 

 

 

 

 

②A. fumigatus の biofilm を誘導する FBS 画分 

3kDa以下の画分を 10%添加した培地では形成された菌塊は DMEとほとんど変わらなかったが、

10kDa 以下の画分を 10%添加した培地では fetuin A を添加した培地と同等の菌塊が形成された

（左上図）。このことから、3から10kDaのFBS画分にbiofilm

形成促進因子が存在すると考えられた。 

さらに、塩類の除去を行うためにセファデックス G-10 も

しくはG-25脱塩カラムを用いて脱塩を行って検討を行った

（右図）。その結果、G-10カラム処理後でも元の画分とほぼ

同等の菌塊形成が認められた。一方、G-25カラム処理後で



 

 

は菌塊形成に若干の低下が認められた。G-25カラムでは排除限界が相対分子質量 5000 となって

おり、一部の biofilm 形成因子が相対分子質量 3000 から 5000（もしくは 3から 5kDa）の間に存

在する可能性が示唆されたが、さらなる検討が必要である。 

 

③分画の主要タンパク質の可視化 

10kDa 以下の FBS 画分を SDS-PAGE により展開して、染色によ

り可視化を試みた。しかしながら、明確なバンドは認められな

かった。10kDa以下の領域（左図、矢印部分）にスメアな染色像

が得られたが明確なバンドは認められなかった。今後、この画

分に含まれる低分子タンパク質を網羅的に解析することで分画

の主要タンパク質が同定でき、A. fumigatus の biofilm 形成促進因子の同定につながると期待

している。 

 

④HDLの A. fumigatus の biofilm 形成抑制につながる生育阻害効果 

過去の予備的検討から、apolipoprotein A-I (ApoAI)が A. fumigatus膨化分生子や菌糸と結

合するとの予備的結果を得ていた。ApoAIは HDLの主要構成要素であり、HDLが biofilm 形成促

進効果を持つのではないかとの仮説を立てた。そこで、FBSより HDLを精製し、A. fumigatus の

biofilm 形成への影響を検討した。その結果、HDL

は強く biofilm 形成を阻害した。顕微鏡下で観察

を行うと、菌糸伸長が強く抑制されており、生育自

体が強く阻害されていることが明らかとなった。

HDLの主要構成要素であるApoAI、コレステロール、

およびフォスファチジルコリンの一種POPCそれぞ

れ単独で添加し、A. fumigatus の biofilm 形成を

検討したが、これらは biofilm 形成に影響を与え

なかった（左図）。 

 

(2)Biofilm 形成に関与する遺伝子の探索研究  

経時的に同一患者から単離されアゾール系抗真菌薬への

感受性が異なる同一クローンの A. fumigatus 株を 5組収

集し薬剤感受性と biofilm 生産能との関連を検討した。そ

の中で一部の株では耐性株のbiofilm生産能が上昇し (右

下図)、そのいずれの耐性株でも cyp51A に変異が確認され

たことから耐性化遺伝子変異とbiofilm形成能の関連を推

測し、Crispr-Cas9システムにより臨床分離アゾール耐性

株の変異 cyp51A を野生型に置換したアゾール感性の形質

転換体を作成した。しかし、これらと、変異型 cyp51A 形

質転換形質転換体の biofilm 生産能を比較したところ顕著な差は見られなかった。このことか

ら、アゾール耐性化と biofilm 生産能は直接的な関連は少ないものと推測された。 

一方、同一患者から経時的に単離された感性株の間で biofilm 生産能を比較したところ、同一

クローンでありながら biofilm の生成量が増加している株を認めた。このことからも、biofilm
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産生に直接関与する因子の存在が推測された。biofilm 生産能に変化が見られたシリーズのうち、

アゾール系抗真菌薬への感受性にも変化が見られた２組で、全ゲノムシークセンスデータをも

とに SNP 解析を行った(Table 1)。アミノ酸置換を伴う変異は、Cyp51A以外に共通のタンパク質

上には確認されなかった。興味深い変異として糸状菌の二次代謝においてグローバルレギュレ

ーターとして働く LaeA をコードする領域に stopコドンを導入する変異 (86th Gln to Stop)が

確認された。LaeA と Biofilm 生産の関連性についてはいくつか報告されている。今回確認され

た変異が Biofilm 生産に影響しているか解析を進めている。また、比較ゲノム解析をさらに進め

InDel や大規模な欠失や挿入の有無の確認する予定である。 

 

Table 1 比較ゲノムによる SNP 解析 

 

(R) アゾール耐性株, (S) 感性株 

Missense variant: アミノ酸置換が起こる変異 

Stop gained: Stop codon が導入される変異 

Stop lost & splice region variant: スプライシングが変化する変異 

 

SNP Numbers

Varient 63345(R) vs 62821(S) 64160(R) vs 64159(S)

Missense variant 26 2

Stop gained 6 0

Stop lost & splice 
region varian 1 0
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第93回日本感染症学会総会・学術集会

第40回関東医真菌懇話会

真菌症フォーラム2019

真菌症フォーラム2019

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

魲稔隆，大西涼子，加藤達男，村上啓雄，渡辺哲，亀井克彦

新居鉄平，馬嶋秀考，鎗田響子，渡辺哲，亀井克彦
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Aspergillus. fumigatus環境株における遺伝子多型とアゾール感受性

当院で慢性肺アスペルギルス症より分離されたA. fumigatusのアゾール感受性の現況

同一患者から単離された遺伝背景の異なるAspergillus fumigatusについて

ゲノム比較解析によるnon-cyp51Aアゾール耐性Aspergillus fumigatusにおける新規耐性因子の探索
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真菌症フォーラム2019

第63回日本医真菌学会総会・学術集会

第63回日本医真菌学会総会・学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

梅山隆，新居鉄平，渡辺哲，犬飼達也，亀井克彦，宮﨑義継

馬嶋秀考，新居鉄平，渡邉哲，宮崎泰成，亀井克彦
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 ４．発表年
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non-Cyp51A型アゾール耐性HMG1変異のAspergillus fumigatusにおける直接検証：新技術CRISPR/Cas9ゲノム編集の導入

Aspergillus fumigatus 臨床感性株と環境株における遺伝子多型

Aspergillus species 臨床分離での形態学的診断と遺伝子学的診断の比較

HMG-CoA reductase に変異を有するnon-cyp51Aアゾール耐性Aspergillus fumigatus
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 ３．学会等名
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9th Advances Against Aspergillosis and Mucormycosis（国際学会）

9th Advances Against Aspergillosis and Mucormycosis（国際学会）

9th Advances Against Aspergillosis and Mucormycosis（国際学会）
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Hmg1 mutation conferring multi-azole resistance in Aspergillus fumigatus

Analysis of cyp51A polymorphisms of Aspergillus fumigatus in Japan

Genome Wide Association Study (GWAS) for antifungal sensitivity in the 84 opportunistic pathogen Aspergillus fumigatus

D430G mutation of CYP51A in Aspergillus fumigatus causes azole-resistance
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藤村佳絵、亀井克彦、豊留孝仁

亀井克彦

亀井克彦

Rie Anazawa, Katsuhiko Kamei, Daisuke Hagiwara, Kyoko Yarita, Misako Ohkusu, Shota Murata, Akira Watanabe, Koichiro Tatsumi

第3回質量分析により変貌する臨床検査の最前線（招待講演）

第18回関東深在性真菌症研究会（招待講演）

 ２．発表標題
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 １．発表者名

フェチュインのシアル酸が Aspergillus fumigatus の生育及び菌糸への結合に及ぼす影響

真菌症の現状とその診断ツール

深在性真菌症における診断と治療のpitfalls

Aspergillus fumigatus strains isolated from a single sputum of a chronic aspergillosis patient showed various
susceptibilities to azoles
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