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研究成果の概要（和文）：Aspergillus fumigatusの胞子を接触させたA549細胞および3T3細胞を3次元培養する
と前者ではスフェロイド形成が阻害され、後者ではスフェロイドが増大していた。また前者ではMX1、RSAD2、
OASL、TRIM22などのインターフェロンシグナリングに関与する遺伝子の発現が増加していた。これらの結果から
A.fumigatusは、上皮のアポトーシスと間質細胞への刺激を介して、間接的に肺の線維化に関与するかもしれな
いとの知見を見出した。もう一つの研究では、気管支肺胞洗浄液の真菌叢解析を行い、特発性肺線維症の患者で
は真菌叢のdysbiosisが起こっている可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Three-dimensional culture of A549 and 3T3 cells contacted with Aspergillus 
fumigatus spores inhibited spheroid formation in the former and increased spheroid in the latter. In
 addition, expression of genes involved in interferon signaling, such as MX1, RSAD2, OASL, and 
TRIM22, was increased in the former. These results led to the finding that A. fumigatus may be 
indirectly involved in lung fibrosis through epithelial apoptosis and stimulation of stromal cells. 
Another study analyzed the fungal flora of bronchoalveolar lavage fluid and found that dysbiosis of 
the fungal flora may occur in patients with idiopathic pulmonary fibrosis.

研究分野： 感染症

キーワード： 真菌叢　肺線維症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の研究では、二つの成果を得た。まず、Aspergillus属の肺への定着が肺の線維化を進展させる原因の一つ
である可能性を示し、さらに、肺内真菌叢解析の結果から特発性間質性肺炎患者における肺内真菌叢の
dysbiosisを確認した。これらは事象の確認に留まるというlimitationはあるが、未だに根本原因が不明で難病
の範疇である肺線維症について、真菌という切り口から新たな原因究明や治療方法の新しいアプローチ方法を見
出す契機となる可能性がある。

※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 
根本的な原因が明らになっていない難治性疾患の一つに特発性肺線維症があり、本疾患の根

本的な治療法としては肺移植しかないのが現状である。特発性肺線維症の治療薬として、2008
年にピルフェニドン、2015 年にニンテダニブの 2 種類の抗線維化薬が発売されるようになった
が、この 2 剤は一部判明している線維化の過程を阻害するもので、根治を期待できるものでは
ない。 
また、我々は、2010 年から 2013 年に、呼吸器検体（喀痰、気管支肺胞洗浄液など）の培養でア
スペルギルス属が検出された 48 例を対象とし、基礎疾患、肺アスペルギルス症の病型や定着な
どについて解析したところ、特発性肺線維症を含む間質性肺炎症例が 9 例 (19%)であった。ア
スペルギルスが検出された間質性肺炎症例の臨床的背景をみると、間質性肺炎の発症からアス
ペルギルス検出までの期間は、0 から 120 ヶ月と短期から長期まで幅広く、さらに、一般的に真
菌感染のリスク因子となるステロイドの投与歴がない間質性肺炎患者でも、アスペルギルスの
定着や慢性進行性肺アスペルギルス症の症例がみられた。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景から、一般的に、間質性肺炎の罹病期間が長期に及び、疾患が進行し既存肺
構造が破壊された結果としてアスペルギルスが定着し、慢性肺アスペルギルス症を発症すると
考えられているが、慢性肺アスペルギルス症は単なる間質性肺炎の終末像ではなく、アスペルギ
ルスそのものが間質性肺炎の発症や病勢進行に関わっているのではないかとの仮説を検証する
ことを目的として研究を開始した。また、従来、肺内は無菌であると考えられていたが、大気中
に浮遊している無数の真菌の胞子は肺内に常時取り込まれていることに着目し、間質性肺炎患
者における肺内真菌叢の解析も行い他疾患と比較することで、その特徴を見出すことも必要で
あると考えた。 
 
３．研究の方法 
研究① 
II 型肺胞上皮細胞の in vitro モデルとして広く使用されている A549 細胞とマウス肺線維芽

細胞 3T3 細胞に、Aspergillus fumigatus の胞子を熱処理して接触させた。培養細胞と胞子を
1:10, 1:100 の割合で接触させ、二次元、三次元の二種類のプレートを用いて培養した。day 3, 
day7 の形態の観察、上皮間葉転換やアポトーシスの有無の検証、RNA-sequencing、オントロジ
ー解析を行った。 
研究② 
 2018 年 4 月～2020 年 3月、福岡大学病院において、診断のために気管支肺胞洗浄を施行した 
びまん性肺疾患 185 症例を対象とした。気管支肺胞洗浄液 (BALF)は、回収後速やかにー80℃で
冷凍し保管した。慢性過敏性肺炎、薬剤性肺炎、放射線肺炎など特定の原因が疑われた症例、悪
性疾患、ニューモシスティス肺炎や非結核性抗酸菌症などの感染症と最終診断された 143 例は
除外した。最終的に特発性間質性肺炎（IIP）と診断された 20 例、膠原病関連間質性肺疾患（CTD-
ILD）8 例、サルコイドーシス 8例、および最終的に未診断で自然に陰性が消失した 6例を含め、
42 例を抽出した。BALF から DNA を抽出し、バーコードを付加した ITS2 領域特異的プライマー
を用いて ITS2 領域を増幅した。増幅産物の得られた 29 サンプルについて次世代シークエンサ
―を用いて 250 bp, paired end でシークエンスを行った。各クラスターの代表配列は
GeneDatabase を元に生物種分類を行い、解析ソフトを用いて各種解析を行った。 
 
４．研究成果 
研究① 
 A.fumigatus（AF）と接触させた A549 細胞は有意に増殖
が抑制された（右図 A）。また、3次元培養してスフェロイ
ドを形成させたところ、AF と接触させた A549 のスフェロ
イドは不完全なものとなった (右図 B)。これらの結果か
ら、アスペルギルスが A549 細胞の増殖を抑制することが
示唆された。さらに、カスパーゼ-3/7 を測定すると、1:100
の割合で細胞と AF を接触させた群でコントロールの 1.2
倍のシグナルがでていた(右図 C) 。この結果から、AF の
A549 細胞に対する増殖抑制には A549 のアポトーシスが関
与していることを示唆していると考えた。上皮間葉転換関
連のマーカーである ZO-1、e-カドヘリン、ビメンチンのウ
エスタンブロットを行ったところ、一貫した変化はみられ
なかった。 



 
 一方、AF との接触により 3T3 細胞の増殖は促進
され、アポトーシスは誘導されないことを確認し
た。 
RNAシークエンスを行い、オントロジー解析を行

ったところ、インターフェロンシグナルに関連す
る遺伝子（MX1、OASL、RSAD2、TRIM22）の発現が増
加していた。さらに、発現が増強していたこの 4種
の遺伝子間で比較をすると、MX１の発現が特に強
かった（右図）。 
 
 
 
 
 
 
 
研究② 
 下図にβdiversity 解析の結果を示す。 
 A:膠原病関連間質英肺炎 
 B:サルコイドーシス 
  C:特発性間質性肺炎 
 D:自然消失  

 
 UniFrac法を用いてUniFrac距離を出し、各疾患群を比較するとサルコイドーシスのUniFrac

距離平均値は他の疾患群より有意に低く、特発性間質性肺炎では相当に異なることが分かった。 
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