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研究成果の概要（和文）：　トリコスポロンという環境に多く存在している病原性のある酵母に着目して、試験管内や
臨床分離株による研究解析を行った結果、抗真菌薬の標的タンパクの構造変により、抗真菌薬へ耐性化することが明ら
かになった。MIC付近濃度との抗真菌薬との接触によって容易に、真菌の遺伝子に変異を生じる可能性が示唆された。
　抗真菌薬の使用以外に、バイオフィルムの形成によって、酵母は抗真菌薬へ耐性化することもわかった。バイオフィ
ルム形成真菌では、抗真菌薬は無効であることも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：　The amino acid substitution and the structure change caused the high resistance 
to antifungal resistance in pathogenic fungi, Trichosporon, which is the ubiquitous yeast around the 
world. This fungus have the mutant selection window (MSW) around the minimal concentration as the results 
of in vivo and in vitro studies and analysis.
　Besides the use of antifungal agents, by formation of a biofilm, the yeast was also found to resistance 
of the anti-fungal agent. The antifungals is not effective to the biofilm formation cells of this yeast.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 薬剤耐性　真菌症　日和見感染症　院内感染対策　抗菌薬適正使用
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

 

播種性トリコスポロン症の原因真菌で
ある Trichosporon asahii は、担子菌系
酵母の一つであり、わが国で原因の究明
や治療法が確立した「夏型過敏性肺炎」
の原因真菌として知られている。世界中
の環境に生息しているが、日本で発生す
る過敏性肺炎の中で、原因が明らかなも
のでは最も頻度の高いアレルゲンである
ことより、T.asahii は日本の環境や人種
と強く関係している真菌であると考えら
れる。 

一方、わが国では、T.asahii による日
和見感染症の発症報告が増加している
（引用文献①）。その多くは、予後が不良
であり、多臓器への侵襲性感染症を示す
ことより「播種性トリコスポロン症」と
言われている。本症の増加の要因として、
医療の発展に伴う易感染性の宿主の増加
や、日本の病院内の抗真菌薬の使用が影
響していると言われているが、詳細は不
明である。今後、日本における播種性ト
リコスポロン症は、ますます増加すると
考えられる。 

最近、多剤の抗真菌薬に対し耐性傾向
のみられる T.asahii が、患者血液から分
離されてきている。研究代表者らは、試
験管内で抗真菌薬の耐性誘導実験を
T.asahiiで行ったところ、抗真菌薬との
接触により、容易に多剤耐性が誘導され
ることを明らかにし、抗真菌薬の標的タ
ンパクの遺伝子が変異し、タンパク構造
が変異するのではないかと報告した（引
用文献②）。 

一方、ヒトに病原性がある酵母様真菌
のカンジダと同様に、抗真菌薬の標的タ
ンパク構造の変化以外の耐性機序の存在
が考えられている。 

このように、本真菌の耐性機序の解明
は、我が国における、日和見真菌感染症
の制御に急務と考える。 

 
２． 研究の目的 

 

 本研究は適正な抗真菌薬の使用法に寄与
することを目的とし、わが国でその発生増
加が危惧されている播種性トリコスポロン
症に着目し、その病原体の抗真菌薬耐性誘
導や耐性機序、真菌では未だ明らかになっ
ていない耐性菌が高頻度に選択される領域
（耐性菌選択濃度域 mutation selection 

window(MSW)）の存在を明らかにする。 

 

３． 研究の方法 

 

1) 試験管内における薬剤耐性誘導の安定
性の確認 

 
酵母用液体培地（RPMI1640G）にヒトの  

血液から分離された T.asahii ATCC MYA 
1296株（薬剤感受性株）の MICと等濃度の
フルコナゾーム(FLCZ)を混入し、30日以上
培養続けた後、培養培地より得られた多剤
耐性化した MYA 1296 C16株を、本研究に用
いた。この株は、アゾール標的タンパクで
ある erg11の 453番目の塩基が、グリシン
からグルタミン酸に変異（G435E）してい
ることが確認されている（引用文献②）。 

この試験管内で薬剤誘導された MYA 126 
C-16 株を抗真菌薬が含有されていない培
地に継代培養し、薬剤感受性が元に戻らな
いことを確認した。 
 
2) Erg11の点変異の意義の解析 

 

野生型および変異（G435E）型 erg11 遺
伝子を真菌発現ベクターに挿入し、
Saccaromyces cerevisiae に発現させた。即ち、
野 生 型 erg11 遺 伝 子 [erg11::KanMX 
pAUR-TaERG11 (WT)] および変異（G435E）
型 erg11 遺 伝 子 [erg11:KanMX 
pAUR-TaERG11 (mut)]をもつハプロタイプ
S. cerevisiae を作成した。これらハプロタイ
プ S. cerevisiae のフルコナゾールとイトリ
コナゾールに対する薬剤感受性の違いを検
討した。 

  
3) 臨床分離株の薬剤耐性の解析 
 

トリコスポロンの疫学研究チームと協力
し、臨床での患者血液から分離されたリコ
スポロン株の薬剤感受性試験を行なった。
耐性株については、臨床背景を解析し、さ
らにアゾール系薬標的タンパクをコードす
る erg11 の遺伝子の変異点の有無とそのア
ミノ酸変化を検討した。 

 
4) 抗真菌薬の排泄亢進や取り込み抑制に

よる耐性化の検討 
 
酵母様真菌に対しアゾール系薬と同様の

取り込み排泄を示す物質であるローダミン
ンを蛍光、および、ラジオアイソトープで
標識し、T.asahii耐性株（臨床分離株、耐
性誘導株）に接触させ、その動態を検討し、
erg11 を介する以外の耐性機序の有無、す
なわち、真菌膜の抗真菌薬の取り込みや低
下や、排泄ポンプの機能更新の可能性につ
いて検討した。 

 
5) 医療デバイス上の T.asahii のバイオ

フィルム形成能と薬剤感受性の検討 
 

酵母様真菌は尿道カテーテルや血管留置
カテーテルでバイオフィルムを形成し、形
成した場合には極めて薬剤感受性が悪化す
ることが知られている。我々は、この現象
が T.asahiiでも観察されるか検討した。 

バイオフィルム形成には、ヒト血液から



分離された OU232株を用いた。尿道カテー
テルで広く使用されているシリコン素材の
シートと、ポリウレタン製静脈留置カテー
テルを用い、T.asahii を RPMI1640G培地に
て、OD600=0.1 になるまで培養した。シリ
コン片とポリウレタン片を、培養液内に完
全に浸し、35℃、90分間静置した。その後、
PBSで洗浄したのち、RPMI1640G培地で 35℃、
48 時間培養したのち、シリコン片、ポリウ
レタン片を走査型電子顕微鏡で観察した。 
  さらに、バイオフィルム形成菌の薬剤感
受性を検討した。 
 
6) バイオフィルム菌に対する菌破壊物質

の検討 
 
 高濃度のアムホテリシンＢ(AMPH-B)、フ
FLCZ、イトラコナゾール(ITCＺ）などの抗
真菌薬と、EDTA、エタノールとに接触させ、
バイオフィルムを破壊あるいは抑制できる
かを電子顕微鏡で検討した。 

抗真菌薬はそれぞれを MICの 100倍、500
倍溶液に調製した。EDTAは 30μg/mL、300
μg/mL、3mg/mL、30mg/mL に、エタノール
は 20%、40%、60%にそれぞれ調製した。
T.asahii のバイオフィルムが付着したシ
リコンを PBS（コントロール）、抗真菌薬、
EDTA、エタノール溶液内に静置して 35℃で
培養した。培養開始 1、3、5、7日後におけ
るシリコン片への付着生菌数を測定した。 
 
 
４．研究成果 
 

1) 試験管内における薬剤耐性誘導の安定
性の確認 

 
In vitro で誘導された多剤耐性 T.asahii

（MYA1296 C16）株の薬剤感受性（表１）は、
その後、抗菌薬を含まない培地で培養続けて
も、薬剤感受性は変化がないことを確認した。  

このことは、薬剤耐性化の機序として、遺
伝子変異の可能性が推測された。 

 
表１ in vitro での薬剤感受性変化 

（文献①にて発表） 

MYA1296 MIC (ug/ml) 

FLCZ ITCZ VRCZ MCZ AMPH-B 

臨床株 4 0.5 0.125 1 ２ 

C16株 64 8 4 8 ２ 

 
2) Erg11 の点変異の意義の解析 

 
真菌発現ベクターに挿入した野生型およ

び変異型 erg11遺伝子を S.cerevisiaeに導入し、
それぞれの erg11 遺伝子をもつハプロタイプ
S.cerevisiae の作成に成功した。抗真菌薬の感
受性を調査したところ、FLCZ、イトラコナゾ
ール（ITCZ）の薬剤感受性は、変異型では野
性型に比べ、8‐16 倍低下していた（図 1）。 

今回の検討で、アゾール耐性 T.asahii に
存在した G453R のアミノ酸変異は、薬剤耐性
に重要な役割を担っていることが明らかに
なった。 

 

 
 

図 1 野生型および変異型 erg11 発現
S.cerevisiae の発育曲線 

 
3) 臨床分離株の薬剤耐性の解析 

 
臨 床 で の 患 者 血 液 か ら 分 離 さ れ る

T.asahiiの耐性株 5株の erg11の遺伝子の変
異点を検討した結果、いずれも、G150S のア
ミノ酸の点変異が明らかになった。調査の中
では、これらの真菌はアゾール系薬の使用例
より分離されていることより、点変異はアゾ
ール系薬の使用により誘導されたことが推
測された。 
 
4) 抗真菌薬の排泄亢進や取り込み抑制に

よる耐性化の検討 
 

ローダミンンの取り込みについては、感受
性株、耐性株とも有意な差はなく、膜の変化
や薬剤排泄機能の有無については、明らかに
ならなかった。 
 
5) 医療デバイス上の T.asahiiのバイオフ

ィルム形成能と薬剤感受性の検討 
 

シリコンシート表面、ポリウレタン製カテ
ーテル表面に付着した菌体を SEMで観察した
ものを示す(図 2、図 3)。シリコン、カテー
テル表面ともに菌体の集簇と菌糸の発育、お
よび菌体表面にはバイオフィルムと思われ
る薄い膜形成を認めた。 

一方、OU232 のバイオフィルム形成細胞、
浮遊細胞における感受性試験測定法と MICを
示す（表２）。OU232 と浮遊細胞は MIC値は近
似したが、バイオフィル形成細胞は OU232、



浮遊細胞と比較して、AMPH-B、FLCZ、ITCZす
べてにおいて低感受性を示した。 
 

 
 

 
 
 

 
図 2  シリコン表面の T.asahii 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 ポリウレタン表面の T.asahii 
 
表 2 各形態における T.asahii の MIC 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
6) バイオフィルム菌に対する菌破壊物質

の検討 
 

エタノールはいずれの濃度においても、生
菌数の減少がみられた。EDTA は濃度依存性に
生菌数の減少がみられた。AMPH-B、FLCZ、ITCZ
では、100～500倍の高い濃度での接触で、い
ずれもコントロールと比較して生菌数の減
少がみられたが、エタノールや EDTA と比べ
ると生菌数の減少に時間を要した。 

高濃度の抗真菌薬や EDTA、エタノールはい
ずれも T. asahii のバイオフィルム形成を抑
制するが、生菌数を比較した場合にはエタノ
ールが最も有効と考えられた。 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
  
 
 

 
図 4 様々な物質に接触させたあとの T. 
asahii バイオフィルム形成菌の菌数変化 
 

以上、まとめると、T.asahii は、抗真菌薬
の影響を受けやすく、抗真菌薬の標的タンパ
クの構造の変化による耐性化を起こす。特に、
T.asahii と MIC 濃度の抗真菌薬との長期
接触により、耐性遺伝子を有する株が誘導、
あるいは選択されることが示され、
Trichosporon では、細菌と同様 mutant 

selection window が存在することが示唆さ
れた。 

その他の耐性機序としてバイオフィルム
形成が明らかになった。バイオフィルムが
形成されたものでは、既存の抗真菌薬によ
る通常量の抗真菌作用は望めず、高濃度の
抗真菌薬や EDTA、エタノールによる真菌の抑
制効果がみられた。 

これらの現象は、播種性トリコスポロン症
のみならず、カンジダやクリプトコックスな
ど、他の真菌感染の耐性化や病態解明への手
がかりになると思われる。 
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