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研究成果の概要（和文）：アレルギー性気管支肺真菌症の原因真菌同定に次世代シークエンサーを用いた真菌叢
解析を応用するため、気管支粘液栓の新鮮およびホルマリン固定パラフィン包埋標本、および便を解析した。ロ
ングリード可能なMinIONを用いた結果、3つのPCR産物で属レベルでの定量性が確認された。新鮮粘液栓ではABPM
症例の85％、真菌陰性粘液栓症例25％で真菌リード数の20％以上を占める単一真菌属を特定可能であり、粘液栓
FFPE標本でも77％の症例で優位真菌属を確認可能であった。経口ステロイド薬、抗真菌薬等の治療前後の便中真
菌を解析した結果、治療が奏功した例では治療中にAspergillus属真菌比率が低下した。

研究成果の概要（英文）：In order to apply mycobiome analysis with next-generation sequencer to 
identify the causative fungus of allergic bronchopulmonary fungal disease (ABPM), fresh and 
formalin-fixed paraffin-embedded specimens of bronchial mucous plugs and stools were analyzed. 
Quantitively at the genus level was confirmed with a protocol using MinION. Fungal genera accounting
 for more than 20% of fungal leads were identified in 85% of ABPM cases and 25% of fungal-negative 
mucous plugs in fresh mucus plugs, and in 77% of mucous plugs in FFPE specimens. The proportion of 
Aspergillus spp. decreased in the stool samples were decreased during the successful treatments with
 oral corticosteroids and antifungal drugs.

研究分野：アレルギー学

キーワード： 真菌　アレルギー性気管支肺真菌症　次世代シークエンサー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真菌叢解析は細菌叢解析と比較してまだ十分確立しておらず、属レベルで定量的解析は可能となったが、種レベ
ルの同定・定量はA. fumigatus等を除いて不確実であった。より高精度な解析手法の確立、真菌多様性に対応で
きるデータベース整備が重要である。
一方、ABPM患者では必ずしも喀痰が採取できる訳ではなく、治療効果を真菌量で評価することが困難であった。
便中真菌解析で気道内から嚥下されて検出されていたと考えられるAspergillus属真菌量の変化を経時的に検出
可能であることが明らかとなり、治療効果判定および治療終了後の再発リスク評価に有用な指標となることが期
待される。

※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 
我々のアレルギー性気管支肺真菌症（ABPM）や真菌感作重症喘息などの真菌関連アレルギー性気
道疾患研究の成果から、アスペルギルス属やペニシリウム属に加えて、いわゆるキノコ類である
真正担子菌や黒色真菌など多様な真菌が原因となることを見いだしてきたが、その検出は煩雑
で時間がかかり、必ずしも正確ではない。真菌関連アレルギー性気道疾患患者由来の臨床分離真
菌計 102 株を収集・バンク化し、それらを遺伝子解析により同定したところ，従来から原因真菌
とされてきたアスペルギルス属（38 株）やペニシリウム属（16 株）に加えて、いわゆるキノコ
類である真正担子菌が 31株、Curvularia などの黒色真菌が７株検出された。真正担子菌の内訳
としてはカワラタケ属（Trametes spp.）、ヤケイロタケ属（Bjerkandera spp.）、マクカワタケ
属（Phanerochaete spp.）、スエヒロタケ（Schizophyllum commune）の 4菌群が 70％を占めて
いた。しかし、これらの原因真菌を検出するには適切な培地選択と培養条件の設定、比較的長い
培養期間（１～２週間）、臨床検査技師による適切なコロニー選択によってはじめて可能となっ
た。さらに真菌同定についてはアスペルギルスフミガータスなどの代表的病原性真菌を除くと、
遺伝子解析が必要であった。 
一方、申請者らは次世代シークエンサー用いた細菌叢解析を用いて膿胸患者の胸水から分離し
た DNA の 16S リボゾーム RNA 遺伝子を解析し、原因細菌を同定できることを報告していた。 
 
２．研究の目的 
次世代シークエンサー用いた微生物叢解析システムを真菌関連アレルギー性気道疾患の原因真
菌同定に応用することを目的とした。この手法は、代表的な原因真菌のみでなく、比較的稀な原
因真菌も特定できる点で優れている。ABPM の新鮮粘液栓および粘液栓をホルマリン固定パラフ
ィン包埋（FFPE）標本として保管されているものおよび便から DNA を抽出し、真菌叢解析を行う
ことで、ABPM の原因真菌を特定することが可能かどうかの検討を行った。 
 
３．研究の方法 
真菌叢解析の定量性を評価しプロトコールを最適化するために、10 種類の真菌由来標準 DNA を
含む試料を用いた。プロトコールとして、真菌特異的 ITS1 領域を degenerate PCR 法で増幅し、
次世代シークエンサーIllumina MiSeq で解析する手法と、超小型ナノポア DNA シークエンサー
MinION で解析する手法を検討した。MinION は USB サイズの次世代シーケンサーであり、これと
ラップトップ計算機で構成されるゲノム解析システムが申請者らにより開発されている。MiSeq
の方がシークエンス精度は高いが、MinION はロングリードが可能である特性がある。それぞれ
5 種類のフォワードプライマーと 4 種類のリバースプライマーの組み合わせにより、10 種類の
PCR 産物を作成し、解析精度を比較検討した。シークエンスによって得られた配列をクエリとし
て、アノーテーションソフトウェアは QIIME2 および GSTK を比較検討し、データベースとしては
GenBank と GenomeSync を用いて解析した。さらに微量 DNA でも検出可能な２段階 PCR について
もプロトコールを最適化した。 
ABPM 症例および真菌陰性粘液栓症例について、気管支鏡あるいは喀痰から採取した新鮮粘液栓
を上記手法で解析した。さらに病理診断の後に長期保管されていた粘液栓 FFPE 標本から DNA を
抽出して解析を行った。また、ABPM 患者５例について、糞便に含まれる微生物、ウイルスなど
を不活化し、かつ、核酸を安定化する薬品を含む便検体回収用チューブ（DNA/RNA Shield Fecal 
Collection Tube [PANGEA Laboratory]）に 3日開けて2回採取してもらう形で便検体を収集し、
治療前、治療中、治療終了後の便中の真菌叢解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）プロトコールの最適化 
まず定量性を評価するために、10 種類の真菌由来標準 DNA を含む試料を用いた予備検討を実施
した。従来の真菌特異的 ITS1 領域
を PCR 増幅し、Illumina MiSeq で解
析するプロトコールでは定量性が
不良であることが明らかとなり、よ
り定量性に優れた手法の開発を行
った。よりロングリードが可能な
MinION を用いて 10種類の PCR 産物
を行い、GSTK ソフトウェアとデータ
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ーテーションを行った結果、３つの PCR 産物で属レベルで比較的良好な定量性が得られた。さら
に微量 DNA でも検出可能な２段階 PCR についても同様の手法でプロトコールを最適化した。し
かし、種レベルでの定量性が担保されたプロトコールは確定できなかった。 
 
（２）気管支粘液栓内真菌の解析 
2019 年の診断基準を満たす ABPM 症例 13 例と粘液栓はあるが ABPM 診断基準を満たさず、粘液栓
内に真菌を認めない症例 4例について、気管支鏡あるいは喀痰から採取した新鮮粘液栓 17個を
上記手法で解析した結果、ABPM 症例の 85％、真菌陰性粘液栓症例 25％で真菌リード数の 20％以
上を占める単一真菌属を特定可能であった。そのうち 6例（43％）は A. fumigatus あるいはそ
の他のアスペルギルス属真菌であったが、その他にペニシリウムや真正担子菌も認められた。 
さらに粘液栓 FFPE 標本から DNA を抽出して解析を行った。13 例中 10 例（77％）で真菌リード
数の20％以上を占めるA. fumigatusあるいは真正担子菌等の真菌属を確認することが可能であ
った。真菌培養では陰性であった症例から優位真菌属を検出できた例も複数みとめられた。一方
で、ABPM の原因真菌として重要と考えられるスエヒロタケ（S. commune）が喀痰中では検出さ
れたにも関わらず、今回の検討では検出できなかった症例が 2例あった。 
 
（３）便中真菌の解析 
5 名の ABPM 患者から採取した 15 セット、30検体において総真菌 DNA の 5％以上を占めていた頻
度は、多い順に Penicillium 属、Aspergillus 属、Candida 属、Saccharomyces 属であり、さら
に真正担子菌のうちアカツブダケ、ベニアワツブダケ、カワラタケ、キシメジなども 7検体以上
で検出された。アカツブダケ、ベニアワツブダケ、キシメジについては 3日間隔で採取された便
検体で同程度に検出されることが多く、かつ同じ患者で繰り返し検出されることから、食品とし
て摂取されたキノコ由来ではなく腸管内に定着している可能性が高いと考えられた。 
ABPM 患者に対して、3名に経口ステロイド治療、2名に抗真菌薬治療（うち１名に抗真菌薬投与
終了後に抗 IL-5 受容体α鎖抗体投与）を実施し、治療前、治療開始 4週後、16週後、治療終了
4週後の便検体を採取して腸管内真菌叢を解析した。全ての患者で便中に Aspergillus 属真菌が
検出され、経口ステロイド治療を行い奏功した 3 例と抗真菌薬治療が奏功した１例では治療後
に Aspergillus 属真菌比率が低下した。一方、抗真菌薬治療が無効であった症例では 16週後も
Aspergillus 属真菌が検出され、抗 IL-5 受容体α鎖抗体治療に変更 16 週後には消失した。これ
らは気道内からの Aspergillus 属真菌が嚥下されて検出されていたと考えられ、病勢を反映し
て菌量が変化したと考えられる。一方で、経口ステロイド治療や抗真菌薬治療に伴って Candida
属の増加や Saccharomyces 属の減少が認められる症例もあり、治療によって腸内真菌叢にも変
化を生じていることが示唆された。なお、Wallemia 属は２例で検出されたのみであった。 
 
（４）考察 
真菌叢解析は細菌叢解析と比較してまだ十分確立していない解析手法であり、今回開発した手
法で属レベルでは定量的解析は十分可能となったが、種レベルの同定・定量は A. fumigatus 等
を例外として不確実であった。メタゲノム解析等のより高精度な解析手法の確立、真菌の多様性
に対応できるデータベース整備が重要である。 
一方、ABPM 等の真菌関連アレルギー性気道疾患患者では必ずしも喀痰が採取できる訳ではなく、
診断確定時に気管支鏡検査が実施されることが多い。そのため、治療効果を真菌量で評価するこ
とが困難であった。便中真菌解析で気道内から嚥下されて検出されていたと考えられる
Aspergillus 属真菌量の変化を経時的に検出可能であることが明らかとなり、治療効果判定およ
び治療終了後の再発リスク評価に有用な指標となることが期待される。 
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