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研究成果の概要（和文）： 
深在性真菌症の発症に伴い、宿主の呼気中に見いだされる揮発性有機化合物（VOCs： Volatile 

Organic Compounds）を特定し、真菌感染症の早期診断、感染のモニタリングなどの指標として

有効であるかどうかについて検討を加えた。Aspergillus fumigatus動物感染モデルを構築し、

呼気採取のための装置を作成した。マウスの呼気はSPMEフィールドサンプラーで捕集し、ガスク

ロマトグラフィー質量分析計により揮発性有機化合物を同定した。マウス容器内から排出され

たVOCとして、2-ethyl-1-decanol、 2,3,6-trimethyl-octane、Isothiocyanatocyclohexane、1, 
4-Methanoazulene (Longifolene)が見つかったが、感染マウスと感染していないマウスから採取

した気体成分のTICクロマトグラムには、明らかな違いを確認することはできなかった。今後、

感染条件を再検討する必要がある。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We evaluated the availability of VOCs (volatile organic compounds) as the biomarker 
during the pulmonary invasive aspergillosis in murine infection model.  We established 
the murine infection model and developed the apparatus for trapping of VOCs in murine 
breath.  The detection of VOCs was performed by the SPME (solid phase microextraction)/ 
GC-MS (gas chromatography- mass spectrometry) method.  Although we found several 
VOCs (2-ethyl-1-decanol、 2,3,6-trimethyl-octane、Isothiocyanatocyclohexane、1, 4-Methanoazulene 
(Longifolene)) in mouse chamber, there is no significant difference in TIC chromatograph 
between healthy and infected mouse.  Thus we must reconsider the method for fungal 
infection. 
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１．研究開始当初の背景 
 真菌感染症は表在性と深在性の感染状態を

とり、表在性真菌症では感染部位が限定され、

診断・治療も比較的容易であり重篤に至るこ

とも少ない。これに対し深在性真菌症では診

断方法が限られている上に、早期に検出する

ことは非常に困難であり、治療も難しい。特

に、免疫力の低下した患者において発症した

場合には難治性となり、死亡率が高い疾患で

ある。しかしながら、深在性真菌感染症を早

期に診断できる有効な方法はほとんどないの

が現状である。深在性真菌感染症の起因菌の

多くはありふれた環境真菌であり、菌の存在

が直ちに感染症の発症に結びつくわけではな

い。宿主の防衛能力が病原真菌の能力を上回

ったとき感染が成立する。真菌感染症の検出

は、培養検査、鏡検、病組織学的検査を経て

確定診断されるが、時間がかかる上に検査方

法についての習熟が要求される。また、遺伝

子診断法では菌種の特定は困難で、その高い

精度ゆえに擬陽性の可能性も大きい。 

 真菌から放出される二次代謝産物である

MVOCs には1-octen-3-ol、3-octanol のよう

にカビに普遍的に見られるものと、属や種に

特異的にみられるものが知られている。これ

までMVOCs は専ら屋内環境の整備あるいは食

品汚染の観点から行われるものが多く、真菌

感染の過程で放出されるMVOCs についての知

見は非常に乏しい。真菌の放出するMVOCs は

属や種間で差があり、増殖過程において異な

る分子種が検出されることは我々の研究から

も明らかとなっている。MVOCs種を使ったアス

ペルギルス症の診断の試みも行われている

（Syhre ら、2008）。我々は、A. fumigatus

を用いてMVOCs の検出を行い、出芽開始時期

に現れるもの（2-Ethyl-1-hexanol）や胞子形

成時に多く分泌されるもの（セスキテルペン

など）を検出しており、感染の成立過程にお

いても宿主応答に反応した形態的、生理的に

変化に伴いMVOCs 種が変化することが予想さ

れた。Syhre らの検出した2-Pentylfuran は

我々の系では検出されていない。 

 病原性真菌の増殖過程、宿主応答に対する

菌の反応を経時的にモニタリングすることは

従来の方法では不可能であったが、本研究で

使用する非常に微量なMVOCs を検出できる固

相マイクロ抽出‐ガスクロマトグラフィー質

量分析（SPME-GC/MS）法では、in vitro での

培養実験だけでなく、動物感染実験モデル（in 

vivo）においてモニタリングができる感染の

成立過程における宿主応答に反応した病原真

菌の形態的、生理的な変化をMVOCs 種の変化

として捉えることが可能となれば、真菌感染

を早期に発見できる新たな診断方法として大

きく期待できる。 

２．研究の目的 
 本研究課題では、「揮発性有機化合物を指標

とした真菌感染症の早期診断法の開発」とい

うテーマで、深在性真菌症の起因菌が宿主へ

の感染過程、宿主応答に対して放出する微生

物由来揮発性の低分子化合物（MVOCs：

Microbial Volatile Organic Compounds）あ

るいは真菌感染に応じて宿主が放出するVOCs

（Volatile Organic Compounds）を特定し、

真菌感染症の早期診断、感染のモニタリング

などの指標としてMVOCsあるいはVOCsが有効

であるかどうかについて検討を加えることを

目的としており、従来とは異なる新たな診断

方法の開発を目指している。 



 カビをはじめとする微生物からは多様な二

次代謝産物が放出される。分子量が200 程度

までのものは微生物由来揮発性物質（MVOCs）

と呼ばれ、微生物の種類に特有なMVOCs が分

泌されていることが、Fischer ら（1999）に

よってアスペルギルス属やペニシリウム属の

真菌で報告されて以来、菌の分類同定法への

応用の観点から多くの研究報告がなされてき

た。MVOCs は、カビに普遍的にみられる

3-methyl-1-butanol、1-octen-3-ol のほか、

さらに種特異的にみられる多数の物質群に分

けられる。 

 病原真菌による感染現象の成立過程では、

宿主応答に反応した形態的、生理的に変化に

伴い MVOCs 種が変化することが予想される。

また、宿主においても真菌感染に応じて呼気

中に放出される VOCs の種類が変化すること

が予想される。本研究課題では、深在性真菌

症（アスペルギルス症）の代表的菌種を用い

て、エアーを循環させて MVOCs あるいは VOCs

を検出するための実験装置を作成し、感染と

宿主応答時に特異的に放出される MVOCsある

いは VOCs を特定し、その存在を指標として

真菌感染症の早期診断への利用の可能性に

ついて検討することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 深在性真菌感染症（アスペルギルス症）の起

因菌である Aspergillus fumigatus（A. fumigatus）

について、培養の段階ごとに経時的にサンプリ

ングを実施し、生育段階で放出される MVOCs

の検出を行っている。そして培養初期で検出さ

れるもの（Heptanal）や胞子形成時に多く分泌さ

れるもの（セスキテルペンなど）を特定した。すで

に A. fumigatus 株では培養条件下での放出され

る MVOCs 種については基礎データが得られて

いるため、動物実験において感染時に特異的

に放出される MVOCs を特定することが可能とな

る。そこで、A. fumigatus に絞り、真菌感染時に

放出される MVOCs の検出を動物感染実験モデ

ル（マウス）を用いて行った。アスペルギルス症

は宿主免疫力の一時的あるいは慢性的な低下

により引き起こされる。そこで、免疫抑制剤（シク

ロフォスファミド）の投与により易感染状態にした

動物感染実験モデルを構築した。 

(1) 呼気採取装置の作成 

 動物感染実験モデル（マウス）において、真菌

感染時に放出される揮発性有機化合物の検出

を行うための装置を作成した。装置からの VOC

の放出を避けるために材質は主としてガラス、テ

フロンを使用した。装置の作成にあたっては、大

久保衛氏（現、エックスレイプレシジョン）に設計、

作成を依頼した。活性炭中を通過させた空気を

使用し、実験室中からのニオイ成分の除去を行

っている。流速計により毎分 50 ml に調節し、マ

ウス固定装置（テフロン製）に導入し、マウス呼

気をSPMEフィールドサンプラー（SPELCO）で捕

集するというシステムを作成した。なお、栓やチ

ューブ等はテフロン製のものを使用した。 

（2） 呼気採取条件の検討 

作成した装置で呼気中の揮発性有機化合物が

計測できるかを確かめるために、健常マウスを使

用して呼気の採取条件を検討した。 

（3） 動物感染実験モデル 

アスペルギルス症は宿主免疫力の一時的あるい

は慢性的な低下により引き起こされる。そこで、

健康なマウスに対して感染させる実験と免疫抑

制剤（シクロフォスファミド）の投与により易感染

状態にしたマウスに対する実験を想定して、動

物感染実験モデルを構築する。 

１．マウス. マウスは Crj:CD-1（ICR）、雄、5

週齢を使用し、感染させる予定日の 1 週間前

に入荷し、入荷時の体重を測定、記録した。

個体識別のため、ピクリン酸で印をつけた。 

2.免疫抑制. 免疫抑制剤

（Cyclophosphamide、（10mg/ml））を菌接

種予定日の 4 日前と 1 日前にマウスの体重を



測定し、体重 10g 当たり 0.2ml を腹腔内投与

した。 

3.接種菌液の調製.  Aspergillus fumigatus  

IFM40808 株を使用した。PD 寒天培地のス

ラントで 27℃、10 日間培養した後、0.1％

Tween80 含有生理食塩水、約 2ml に分生子

を懸濁させ、菌数カウントして濃度を算出し、

接種したい濃度の菌液を調製した。 

4.麻酔方法. マウスに対して菌を接種する

際には、イソフルラン麻酔器で麻酔した。 

5.マウスへの菌の接種方法 

ａ.経鼻接種方法. イソフルラン麻酔後、ピ

ペットで 25μl 菌液をとり、チップの先端を

鼻の中に差し込みゆっくりと接種した。 

b. 経気管接種法 イソフルラン麻酔後、マ

ウスを仰向けに台に固定し、皮の部分のみ切

開し、気管に平行になるように注射針を刺し、

菌液 25μl を接種した。 

ｃ. 経口的経気管支接種法 イソフルラン麻

酔後、マウスを仰向けに台に固定し、ベニュ

ーラ留置針 24G×1 を声門から内針も一緒に

気管に挿入し、気管に入ったことが見えたら

内針を抜く。外筒を通して菌液 50μl を接種

した。 

（4） 揮発性有機化合物のガスクロマトグラフィ

ー質量分析による検出・同定 

菌感染２日後のマウス、無感染マウスを呼気採

取装置に入れ、２〜３時間、呼気を SPME フィー

ルドサンプラー（SPELCO）に捕集した。その後、

GC-MS 装置（島津）に挿入し、呼気を成分につ

いて計測、同定した。 

（5） 逆培養 

呼気採取後のマウスを安楽死させ、肺を摘出し、

逆培養を行い、菌が肺に達しているかを確認し

た。 

（6） グロコット染色法 

肺組織での菌の存在を確認するために、摘出し

た肺をパラフィン包埋し、切片を作成し、グロコッ

ト染色法により、菌体を染色した。 

 
４．研究成果 
(1)呼気採取装置の作成 

真菌感染時に放出される MVOCs の検出を動

物感染実験モデル（マウス）を用いて行うた

めの装置を作成した（図 1）。装置からの VOC

の放出を避けるために材質は主としてガラ

ス、テフロンを使用した。マウスの呼気から

MVOCs の採取は固相マイクロ抽出法

（SPME）を用いて行うが、感染実験および

呼気の採取は千葉大学真菌医学研究センタ

ーで実施し、MVOCs の測定を奈良女子大学

で行う。そのため、移動時における VOC の

吸着等を極力避けるために SPME部位を格納

できるフィールドサンプラーを使用し、これ

を設置できるように装置を設計した。 

図 1.呼気採取用装置. 模式図（上図）および各部位の

写真。 

まず、装置の有効性を確かめるために、健常

マウスを使用して呼気中に含まれる VOC が

検出できるかについて実験を行い、呼気を

SPME に吸着させる際、装置を 65℃に保温す

ることにより効率的に VOC を検出できるこ

とを確認した。 

(2) 免疫抑制剤を投与したマウスに濃度の

異なる菌液、３種類の接種方法で接種し逆培

養した。経鼻接種法では 22 匹中 3 匹しか肺



から菌が回収できなかったが、経気管接種法、

経口的経気管支接種法ではどちらも 100%回

収できた。また、生存率は経気管接種法では

5×106CFU/マウスの濃度では、5 日経っても

死亡せず、2×107CFU/マウスの濃度では感

染 3 日目から死亡するマウスも見られた。4

×107CFU/マウスの濃度では、感染日の翌日

から死亡するマウスが見られた（図 2）。経口

的経気管支接種法では 5×106CFU/マウスの

濃度で感染 2日目から死亡するマウスが見ら

れ、3 日目では多くのマウスが死亡した。経

口的経気管支接種法では手術による影響も

考えられるため、本研究では経気管接種法に

より 2×107CFU/マウスの濃度で実験を行う

こととした。

 
図 2.経気管接種により感染させたマウスの 5日までの生

存率。 

 
また、グロコット染色法により感染マウスで
は菌が肺組織に充満していることが確認で
きた。 
 
(3)マウス呼気中の揮発性有機化合物の検出、
同定 

 免疫抑制剤を投与したマウスに A. 

fumigatus 菌液を接種し、感染日から２日目の

マウスの呼気を、固相マイクロ抽出法（SPME

法）で 3 時間採取した。その後、ガスクロマ

トグラフィー質量分析法（GC/MS）によって

VOCs を同定した。 

マウス容器内から排出されたVOCとして、

2-ethyl-1-decanol、 2,3,6-trimethyl-octane、

Isothiocyanatocyclohexane、1, 4-Methanoazulene 

(Longifolene)が見つかったが、感染マウスの呼

気のみ検出されるVOCsは見いだされなかっ

た。 

図3. 呼気分析の結果（TICクロマトグラム）. A. 

fumigatus感染を感染させたマウス（A. fumigatus感染）、無

感染マウス（control）から採取した呼気のガスクロマト

グラフィー質量分析の結果。図中の矢印は同定された

VOCを示している（2-ethyl-1-decanol (1)； 

2,3,6-trimethyl-octane (2)、Isothiocyanatocyclohexane(3)；1, 

4-Methanoazulene (Longifolene)(4)）。点線矢印はこれまで

報告されているVOCsの予想される検出位置を示してい

る（2-Pentyl Furan (2-PF)；2-ethyl-1-hexanol (A)；

2-Undecanone (B)。）縦軸はTIC、横軸は保持時間（分）を

示している。 

 

感染マウスと感染していないマウスから採取

した気体成分のTICクロマトグラムには、明ら

かな違いを確認することはできなかった。TIC

クロマトグラムの差分をとる必要があるが、

今回の採取した気体には、マウスの呼気以外

の成分（マウスの体臭や排泄物からのVOC）な

どの環境物質がターゲットのマウス呼気量に

くらべ多量にあるので、差分に大きな誤差が

含まれている可能性がある。2-PFが予想され

る低分子領域でのバックグランドが高くなっ

ており、環境中のVOCの除去が必要と思われ

る（図３）。 

さらにマウスへの感染条件についても再検

討が必要である。 



 細菌感染させたマウスの呼気分析では感

染時に検出される VOCs をフィンガープリン

トとして感染の指標として使用する試みが

行われている（Zhu et al., 2013）。この研究で

は高性能呼吸機能解析システム（flexiVent, 

SCIreq）使用されている。アスペルギルス感

染マウスにおいてもそのような装置の使用

することで呼気分析が可能になるかもしれ

ない。 
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