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研究成果の概要（和文）：真菌感染症は近年増加傾向にあり、その原因菌であるAspergillus fumigatusの環境応答メ
カニズム、および感染時の応答を理解することを目指し、浸透圧応答（HOG）経路の機能解析を行った。当経路因子の
遺伝子破壊株を用いた解析により、NikAヒスチジンキナーゼが胞子形成、菌糸形態、浸透圧ストレス耐性、および農薬
応答に重要な役割を果たすことを明らかにした。これらの知見は、当該経路を標的とした新規抗真菌薬の開発に資する
ものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Recently, fungal infection has increased. In order to understand how the causative
 fungus Aspergillus fumigatus survives in a stressful environment and during infection, we focused on a st
ress response signaling mechanism, High Osmolar Glycerol (HOG) pathway. We constructed the gene deletion m
utants of each component of the pathway, and investigated the components. We found that one histidine kina
se, NikA, is involved in conidiation, hyphal morphogenesis, osmotic stress resistance, and fungicide respo
nse in A. fumigatus. These results will be useful for further understanding of the response mechanism agai
nst extracellular stresses and also for development of new drugs targeting this signaling pathway in A. fu
migatus.
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１．研究開始当初の背景 
（ １ ） ア ス ペ ル ギ ル ス フ ミ ガ タ ス
（Aspergillus fumigatus）はアスペルギル
ス症の原因真菌として発生頻度および致死
率が最も高い。しかしながら、使用可能な抗
真菌薬が限られていることや、それら薬剤に
対する耐性菌の発生がしばしばみられるこ
となどを理由のひとつとして、治療に難渋す
るケースが散見される。このような背景から、
さらに効果的な抗真菌薬や治療法、早期診断
法の開発がのぞまれている。 
 
（２）本菌の感染過程において、侵入する宿
主組織内部は多様なストレス環境であると
考えられている。つまり、本菌は宿主内環境
に巧妙に適応して感染成立に至っており、そ
れを可能にする環境応答機構を具備してい
ると考えられる。本菌の病原性メカニズムの
解析は多くの研究者により進められている
が、環境応答の分子メカニズムに焦点をあて
た報告は限られており、環境応答シグナル伝
達系に関する解析が求められている。 
 
（３）真菌の主要な環境応答機構のひとつと
して、二成分制御系（His-Asp リン酸リレー
情報伝達系）がある。二成分制御系はバクテ
リアから酵母や植物にまで広く保存された
機構で、環境応答および多様な細胞応答に関
与することが示されている。真菌のモデル生
物 と し て Saccharomyces cerevisiae や
Aspergillus nidulansにおける研究を基にす
ると、A. fumigatusの二成分制御系は１３個
のヒスチジンキナーゼ（HK）、ひとつの HPt
因子、３個のレスポンスレギュレーター（RR）
から構成されており、下流に SakA MAPK カス
ケードを制御している事が推測された。 
 
（４）各種糸状菌や近縁の A. nidulansの研
究成果から、二成分制御系および下流の MAPK
カスケードが、浸透圧ストレスおよび農薬化
合物に対する応答に関与している事が示さ
れていた。また、MAPK カスケードの下流に制
御されている AtfA 転写因子についても、胞
子のストレス耐性に必須の因子である事が A. 
nidulansで示されていた。 
 
（５）研究開始当初、A. fumigatusの二成分
制御系および SakA MAPK カスケードの因子の
うちで、解析がなされていたものは限られて
いた。その中で、複数ある HK のうちのひと
つ Fos-1 については、遺伝子破壊株の病原性
が低下しており、本菌の病原性に何らかの役
割を持つと考えられていた。 
 
２．研究の目的 
（１）環境応答として重要な二成分制御系お
よび下流の MAPK カスケードに焦点を当てた
分子遺伝学的解析を行う事で、A. fumigatus
の環境応答分子メカニズムおよび病原性に
ついて理解を深める事を主要な目的とする。 

 
（２）二成分制御系および MAPK カスケード
により構成される浸透圧応答経路（HOG 経路）
は、糸状菌特異的農薬フルジオキソニル（フ
ェニルピロル系）およびイプロジオン（ジカ
ルボキシミド系）や抗白癬菌外用薬として使
用されるピロールニトリンの作用点と考え
られている。そこで、これらの薬剤に対する
病原真菌 A. fumigatus の分子応答の理解を
深めることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）A. fumigatus HOG 経路の各因子の遺伝
子破壊株を作製し、生育、胞子形成能、形態、
各種ストレス耐性、およびシグナル伝達応答
を調べる。特に、浸透圧応答および農薬応答
に深く関与していると予想される、NikA (HK), 
YpdA (HPt), SskA (RR), Skn7 (RR), SakA 
(MAPK)を優先的に対象として遺伝子破壊株
を作製し解析する。 
 
（２）各種ストレス因子として、酸化ストレ
ス、浸透圧ストレス、農薬化合物（フルジオ
キソニル、イプロジオン）、ピロールニトリ
ン、cell wall ストレス（カルコフラワー、
コンゴレッド）などを使用し、プレート生育
試験を行う。 
 
（３）各種ストレスに応答して SakA MAPK の
リン酸化を検出して、ストレスによる経路の
活性化を調べる。また、下流で制御される遺
伝子候補を見出し、ストレス応答性および、
経路依存性を検証する。 
 
（４）培養細胞（マクロファージ細胞）との
相互作用実験により、A. fumigatus mutant
の胞子のマクロファージ耐性能を調べる。 
 
（５）各遺伝子破壊株の病原性を評価するた
めに、マウス感染モデルによる動物感染実験
を行う。 
 
４．研究成果 
（１）NikA HK の機能解析のために、遺伝子
破壊株（ΔnikA）および遺伝子相補株
（Co-nikA）を作製した。ΔnikA は野生株に
比べて、YGMM(0.1% Yeast Extract 添加-グル
コース最小培地)上でのコロニー生育が若干
低下していた。また、胞子径性能が低下して
いた（Fig. 1）。菌糸形態を観察すると、Δ
nikA では野生株に比べてでこぼこした形状
をしており、TEM による断面観察から cell 
wall が薄くなっている事がわかった。細胞形
態および細胞壁が異常を示した事から、cell 
wall ストレスに対する応答が野生株と異な
ると考え、プレート上におけるストレス応答
試験を行った。その結果、1-3-glucan 合成
酵素阻害剤であるミカファンギンや、カルコ
フラワー、コンゴレッドなどの cell wall ス
トレス因子に対してΔnikA が耐性を示す事



がわかった。また、浸透圧ストレスや抗真菌
化合物に対する生育試験の結果、ΔnikAは浸
透圧ストレスに感受性を示し、農薬化合物お
よびピロールニトリンには耐性を示す事が
明らかとなった。 
 NikA の下流で機能すると考えられる SskA 
RR および SakA MAPK の遺伝子破壊株を作製し、
同様に形態およびストレス応答を解析した。
その結果、ΔsskA およびΔsakA は浸透圧ス
トレスに感受性を示すものの、ΔnikAほどの
感受性ではなく、農薬化合物に対しては野生
株と同様の感受性を示す事が明らかになっ
た。また、菌糸形態の観察からは特に異常は
見られず、ΔnikAが示す表現型とは多くの点
で異なる事がわかった。これらの結果から、
ΔnikAにおける胞子形成能低下および、菌糸
形態異常、抗真菌剤耐性は、SskA および SakA
と直接的に関連のない表現型である可能性
が示唆された。 
 
（２）浸透圧ストレスおよび農薬化合物処理
による、SakA MAPK のリン酸化をウェスタン
ブロットにより解析した。各遺伝子破壊株を
液体培養し、ストレス処理後 10 min にサン
プルを回収し、SakA におけるリン酸化の有無
を確認した。ΔsakA およびΔsskA ではシグ
ナルが検出されなかったことから、浸透圧ス
トレスおよびフルジオキソニル処理による
SakA MAPK のリン酸化は SskAに依存している
ことが明らかになった（Fig. 2）。一方ΔnikA
では、いずれのストレス処理時にも野生株と

同等のシグナルが検出され、ストレス非処理
時にも野生株より高いシグナルが検出され
た事から、ストレス処理におけるリン酸化に
おいて必須の因子では無い事がわかった。 
 
（３）浸透圧ストレスおよび農薬化合物処理
による、HOG 経路依存的な転写応答の解析を
行った。A. nidulans における当該経路の下
流制御因子であるカタラーゼ遺伝子 catA の
オーソログ、および既報の SakA MAPK 下流制
御因子 dprA, dprB を対象としてリアルタイ
ム PCR 解析を行った。その結果、野生株では
catA, dprA, dprBともに浸透圧ストレスおよ
びフルジオキソニル処理において顕著な発
現誘導を示した。一方で、ΔsakA およびΔ
sskA ではその発現誘導が見られなかったこ
と か ら 、 こ れ ら の 遺 伝 子 発 現 制 御 が
SskA-SakA MAPKに依存している事が示された。
またΔnikAでは、部分的な発現誘導がなお見
られることから、これらストレス刺激の感知
およびシグナル伝達が、NikA に依存していな
い事が明らかになった。しかし、低濃度のフ
ルジオキソニルで再度検討したところ、
1mg/ml 以下での処理では NikA に依存した発
現誘導であった。この点から、低濃度のフル
ジオキソニル応答は NikA 依存的である事が
示された。 
 
（４）ここまでの結果から、高濃度のフルジ
オキソニル処理および浸透圧ストレスに対
して、NikA 以外の因子が関与している事が示
唆された。そこで、他の HK（12 個）につい
てその関与の可能性を探るため、ストレス処
理時の遺伝子発現挙動を調べた。その結果、
Fos-1, PhkA, PhkB, Fhk5, Fhk6の発現がSakA 
MAPK 依存的に増大していた。そこで、これら
5つの HK の遺伝子破壊株を作製し、HOG 経路
への関与を検証した。しかし、これらの HK
破壊株はいずれも浸透圧ストレスおよび農
薬化合物に対する生育に関して野生株と大
きな違いは見られなかった。したがって、こ
れらの HK の HOG 経路への関与については、
現時点では不明のままである。 
 
（５）ΔnikAは菌糸形態異常など多面的な表
現型を示す事から、病原性および宿主細胞と
の相互作用に関して野生株と異なる可能性
が予想された。そこでマクロファージ細胞を
用いた胞子の貪食試験およびマウス感染モ
デルによる病原性試験を行った。しかしなが
ら、いずれの試験においても、ΔnikAは野生
株と差のない結果となった。 
 
（６）本研究により、病原真菌 A. fumigatus
の浸透圧応答経路が、浸透圧ストレスおよび
抗真菌薬に対する応答に機能している事が
明らかになった。農薬として使用されている
フルジオキソニルが病原真菌にも効果があ
り、植物病原菌などと同様な作用機作である
ことが本研究により示された。これらの知見



は、当該経路を標的とした新規抗真菌医薬の
開発に役立つと考えられる。また、当該経路
のシグナル伝達分子機構がさらに詳細に解
明されれば、既存の農薬化合物とは異なる作
用点を持ちなおかつ同様かそれ以上の効果
を示す化合物の取得も期待できる。 
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