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研究成果の概要（和文）：侵襲性アスペルギルス症は致死率 50％を越えるため、新しい治療法
の開発が渇望されている。本研究ではアスペルギルス症の主要原因菌 Aspergillus fumigatus
のプロテインキナーゼの解析を通じて細胞周期と菌糸成長速度との関係を解明することを目的

とする。阻害剤、遺伝子破壊、遺伝子発現抑制、化学遺伝学などの手法を用いて 4種類のプロ
テインキナーゼを解析し、Auk1 および Mps1 が生育に必須であることを見いだした。アスペ
ルギルス症の新しい治療戦略の基礎を構築するのに貢献でき、基礎生物学的にもユニークな細

胞周期の制御メカニズムという新しい知見を与えることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Overall mortality with invasive pulmonary aspergillosis was over 
50%, leading to strong expectation for development of a novel therapeutics. Aim of study is 
to elucidate correlation between cell cycle regulation and filamentous growth via analysis 
of protein kinases in Aspergillus fumigatus, the major causative agent of aspergillosis. I 
analyzed 4 protein kinases by inhibitors, gene disruption, gene downregulation, and 
chemical genetics. I found that Auk1 and Mps1 are essential for the growth. These results 
could contribute to basic research for a novel therapeutics of aspergillosis and give a new 
insight of unique mechanism for cell cycle regulation into basic biology field. 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用微生物学 
キーワード：微生物制御学 
 
１．研究開始当初の背景	 

(1)抗真菌薬開発の必要性	 

	 カビによる全身性の感染症である深在性

真菌症かが増加の一途を辿っており、年々問

題が深刻になってきている。その背景には臓器

移植や癌化学療法などの医療の高度化、エイズ

患者の増加、生活習慣病の蔓延等の原因によっ

て易感染性患者が急増している現代の事情が挙
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げられる。また、国際交流の活発化によって

健常者でも感染しうる輸入真菌症も増加し

ており、国民が新たな危険に曝され始めてい

る。一刻も早く対応策を講じる必要がある。

実際に臨床で使われている深在性真菌症に

適応する抗真菌剤はまだ 10 種類に満たず、

抗菌剤の約 160 種類に比べ、治療法の選択の

幅が狭い。「新しい作用機作を持ち」「副作用

がなく」「広い抗菌スペクトラムを有する」

ような新しい抗真菌剤への期待とその必要

性は非常に高い。	 

	 

(2)アスペルギルス症と病原性	 

	 深在性真菌症の中でも侵襲性アスペルギ

ルス症は、好中球減少症や造血幹細胞移植患

者などに発症し、現在最も有効とされている

治療薬を用いてもなお致死率が 50%を超える。

環境中から吸入された分生子(無性胞子)が

肺胞に達すると、菌糸が血管内に侵入し、全

身の臓器に播種する。臨床上大きな問題とな

っており、新しい治療法の開発が期待されて

いるが、アスペルギルスのヒト体内での生態

の詳細は未だ明らかになっていない。アスペ

ルギルス症の患者から最も高頻度で分離さ

れる Aspergillus	 fumigatusは 37°C での生

育速度が他のアスペルギルス属に比べて格

段に速い。ヒトの体温で生存できる能力はヒ

トの全ての病原体に必須のものであり、

37°C での高速成長能がヒトへの病原性の一

つであることは明らかである。	 

	 

(3)病原糸状菌の細胞周期とプロテインキナ

ーゼ	 

	 細胞周期は分裂してできた細胞が次の分

裂を起こすまでの過程である。真核生物の細

胞の増殖・成長には細胞周期が正しく回るこ

とが必須である。プロテインキナーゼはタン

パク質をリン酸化することによりシグナル

伝達の中心を担っている酵素である。糸状菌に

おいても、細胞周期を制御するキナーゼに異常

がある変異株では菌糸の伸長が止まる。一方、

カンジダ症の主要原因菌Candida	 albicansにお

いて、細胞周期を制御するキナーゼの発現抑制

により菌糸の伸長が促進される。このように、

菌糸の成長速度の調節には細胞周期の制御が深

く関わっており、抗真菌薬の新しい標的候補と

して適していると考えられる。	 

	 

２．研究の目的	 

	 4 種類の細胞周期を制御すると予想されるプ

ロテインキナーゼについて、A.	 fumigatusの生

育および病原性に与える影響を調べ、治療法の

開発につながる基礎的な知見を得ることを目標

とする。本研究の結果より、アスペルギルス症

の新しい治療戦略の基礎を構築するのに貢献で

き、基礎生物学的にもユニークな細胞周期の制

御メカニズムという新しい知見を与えることが

期待される。	 

	 

３．研究の方法	 

(1)プロテインキナーゼ阻害剤による A.	 

fumigatus	 の生育への影響	 

	 A.	 fumigatusの分生子を塗布した寒天培地上

に、市販の Aurora キナーゼ阻害剤 2種類および

MPS1キナーゼ阻害剤1種類を染みこませたペー

パーディスクを載せて培養した。37℃2 日間培

養することにより、生育阻止円が出るかどうか

を観察した。	 

	 

(2)プロテインキナーゼの遺伝子破壊	 

	 プロテインキナーゼ遺伝子の上流および下流

の DNA 断片およびハイグロマイシン耐性遺伝子

を含む遺伝子破壊用の DNA カセットを PCR 増幅

し、Ku80 破壊株 Afs35 へ形質転換した。ハイグ

ロマイシン耐性遺伝子をキナーゼ遺伝子と相同

組換えにより置換した株をハイグロマイシンを



 

 

含む寒天培地上で選択した。得られた株につ

いて生育および分生子の着生について観察

を行った。	 

	 

(3)NiiA	 プロモーター置換による遺伝子発

現抑制	 

	 NiiA プロモーターはアンモニウム塩存在

下で転写が抑制されることが知られている。

遺伝子破壊の結果より必須と考えられる遺

伝子について、そのプロモーターを NiiA プ

ロモーターと置換することにより遺伝子発

現抑制株を作製した。	 

	 

(4)ATP アナログ阻害剤およびアナログ感受

性変異株を組み合わせたキナーゼ活性阻害	 

	 MPS1 のアナログ感受性変異株を作製し、膜

透過性 ATP アナログ阻害剤（1NM-PP1）を用

いて、A.	 fumigatusの MPS1 キナーゼのリン

酸化活性を特異的に阻害する系を構築した。

578 番目のメチオニンをグリシンに置換した

MPS1 遺伝子およびハイグロマイシン耐性遺

伝子を形質転換し、相同組換えにより染色体

上の MPS1 遺伝子にアナログ感受性変異を導

入した。	 

	 

４．研究成果	 

(1)プロテインキナーゼ阻害剤による A.	 

fumigatus	 の生育への影響	 

	 市販の Aurora キナーゼ阻害剤 2種類は A.	 

fumigatusの生育には影響なかった。キナー

ゼ阻害剤の特異性がヒトと A.	 fumigatusと

の間で異なることが予想される。	 

	 また、ヒトの Mps1 キナーゼ阻害剤では A.	 

fumigatusの生育を阻害しなかったが、真菌

の Mps1 キナーゼ阻害剤である LY83583 によ

って生育阻害が観察された（図 1）。この結

果より、ヒトと真菌の Mps1 の阻害様式が異

なることが示唆された。	 

 

図 1	 MPS1阻害剤 LY83583による A. fumigatusの生育

への影響 

 
(2)プロテインキナーゼの遺伝子破壊 
	 Aurora キナーゼ 1（Auk1）および 2（Auk2）、

MPS1 キナーゼの遺伝子破壊株が数度の試行で

も取得できなかったことから、これらは生育に

必須であることが予想される。	 

	 

(3)NiiA プロモーター置換による遺伝子発現抑

制	 

	 必須と考えられる Auk1、MPS1 キナーゼの遺伝

子発現抑制株を作製したところ、Auk1 および

MPS1 キナーゼを抑制した場合に生育が顕著に

抑制された（図 2）。	 

	 

図２	 NiiA プロモーターの制御(上)と寒天培地上の生育(下)	 

	 

(4)ATP アナログ阻害剤およびアナログ感受性

変異株を組み合わせたキナーゼ活性阻害	 



 

 

	 変異株に 1NM-PP1 を作用させたところ、寒

天培地上で生育阻止円が観察された（図 3）。

分生子の膨潤は阻害しなかったが、分生子か

らの出芽および菌糸成長が顕著に抑制され

た。DAPI 染色により核の挙動を観察したとこ

ろ、MPS1 キナーゼ活性の阻害により染色体分

裂が正常に行われず、巨大な核やちぎれた核

が観察された。以上の結果から、MPS1 キナー

ゼは正常な核の分裂を制御し、分生子からの

出芽と菌糸成長に重要な役割を担っている

ことが示された。	 

	 

図3	 アナログ感受性変異株の生育は1NM-PP1によって阻

害される。	 
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