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研究成果の概要（和文）：千葉大学真菌医学研究センターで保存している主要な病原真菌であるAspergillus 
fumigatus、A. niger およびそれら関連種において、次世代シーケンサーを使用して決定し、全ゲノム配列を解
析した。得られた塩基配列データのち、薬剤耐性に関連する遺伝子配列と薬剤感受性データの相関を検討した。
また、リボゾームタンパク質をターゲットとしたMALDI-TOF-MSによる検討を行い、A. fumigatus およびそれら
関連種の菌種が検出できることを確認し、A. viridinutansの種細分化の妥当性を検討した。新たに得られた結
果を菌株データベースに追加し公開した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the whole-genome of Aspergillus fumigatus, A. niger and their 
related species preserved at the Medical mycology Center, Chiba Univ., using a next-generation DNA 
sequencer. Among the data, we examined the relationship between antifungal-resistance gene and MICs 
against antifungal. We also examined the MALDI-TOF-MS for ribosome protein on A. fumigatus and their
 related species and were able to detect each species. The data indicated the high validity of 
classification on these species. The new data were added to the data-base of pathogenic fungi and 
opened.

研究分野： 医真菌
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１．研究開始当初の背景 
 
千葉大学真菌医学研究センターでは多くの
病原真菌を世界規模で収集、保存、提供して
いる。その保存株を系統的に維持管理するに
は正確な分類・同定が必須である。また、同
種でも生物学的、遺伝的性状は多様である。
病原真菌は、菌株に様々な情報（患者の背景、
治療経過、菌株の遺伝情報、薬剤感受性、病
原性に強弱、地域性など）が付加されること
よって、資源として有効に活用できる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、これまで世界規模で収集された貴
重 な 保存株 、 主要な 病 原真菌 で あ る
Aspergillus fumigatus、A. niger およびそれら関
連種に新たな情報を付加し、その価値をさら
に高めることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
これら菌種において当センターで保存して
いる臨床分離株、環境分離株の中から薬剤感
受性株、耐性株を選択し、次世代シーケンサ
ーを使用して全ゲノム配列を解析した。得ら
れた塩基配列データのち、薬剤耐性に関連す
る遺伝子配列と薬剤感受性データの相関を
検討した。また、リボゾームタンパク質をタ
ーゲットとした MALDI-TOF-MS（マトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化－飛行時間
型質量分析法）による検討を行った。さらに
個体識別に有効なマイクロサテライト解析
と統合し、種の多様性について詳細に検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
（１）A. fumigatus とは形態的には類似するが、
分子系統的に識別可能な関連種 A. lentulus、
A. udagawae、A. viridinutans がアスペルギル
ス症の原因菌として単離される報告が増加
している。我々は、収集した関連種の薬剤耐
性試験から、これら関連種はアゾール系薬剤
に対する感受性が A. fumigatus と異なること
を明らかに、関連種はアゾール系薬剤に対し
自然耐性を有することを明らかにしてきた。
これまで、関連種おいて 20 株の全ゲノム配
列をスキャフォールドレベルでの決定を行
った。まは、A. lentulus、A. udagawae の基準
株に関して PaeBio（第 3 世代シーケンサー）
を使用し完全長の決定を行った。さらに、A. 
fumigatus 、 A. lentulus 、 A. udagawae 、 A. 
viridinutans の分子系統分類により分割され
た数種において、リボゾームタンパク質をタ
ーゲットとした MALDI-TOF-MS による検討
を行い、これらの菌種が検出できることを確
認し、A. viridinutans の種細分化の妥当性を検
討した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．Aspergillus fumigatus およびそれら関連
種における RSP タイピングによる UPGMA 
クラスター解析．  
 
（２）A. fumigatus およびそれら関連種にお
ける各種機能遺伝子の塩基配列による系統
解析の結果、既存の種とは形態的、系統的に
識別できる 2 菌種が見いだされた。それぞれ
A. wyomingensis、A. arcoverdensis として新種
報告した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．Aspergillus fumigatus およびそれら関連
種における系統樹（b-tubulin 遺伝子、近隣結
合法） 
 
 
（３）アスペルギルス症原因菌として A. 
fumigatus とともに重要な A. niger に着目し、
A. niger および形態的に類似するが分子系統
的に識別可能な関連種 A. tubingensis、A. 
welwitschiae 3 種において臨床分離株、環境分
離株の中から薬剤感受性株、耐性株を選択し、
次世代シーケンサーを使用して全ゲノム配
列を解析した。さらに、重要な菌株において
は PacBio を使用し完全長の決定した。得られ
た塩基配列データを活用し、アゾール系薬剤
に対する耐性遺伝子 Cyp51A の遺伝子配列と
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薬剤感受性データの相関を検討した。 
 
（４）A. niger およびその関連種は飲食品上
で発ガン性を有するカビ毒オクラトキシン
を産生し、汚染原因菌として食品衛生上重要
である。特に、A. carbonarius は、オクラトキ
シン産生能の高さからその菌種との迅速な
識別が求められている。機能遺伝子の塩基配
列を応用して PCR 法を用いて、A. carbonarius
と関連菌種とを区別して、A. carbonarius のみ
検出することができる方法を開発した。本法
は、擬陽性を生じさせることなく、高精度に
A. carbonarius のみ検出することが可能であ
った。 
 
（５）新たに伊豆諸島、長野県、沖縄県で分
離された Aspergillus fumigatus 66 株とこれま
でに Rad-Seq 法（ゲノムワイドな一塩基多型
解析）により遺伝子型の決定を行った 126 株
についてマイクロサテライト 9 遺伝子座に基
づき遺伝子型を決定した。また、千葉県産の
臨床由来と環境由来の Aspergillus fumigatus 
において、9 個のマイクロサテライトマーカ
ーを用いた遺伝子型、Rad-seq 解析の結果と、
薬剤感受性、分離源などの菌株情報と菌株の
遺伝子情報との関連性を明らかにした。
Rad-Seq 法の結果、A. fumigatus は 122 株、
Cryptococcus neoformans では 162 株について
遺伝子型を決定する事が出来たが、実験に供
試したサンプル数あたりの決定率はそれぞ
れ 94%と 92%であった。マイクロサテライト
を対象とした遺伝子型の決定の場合、ほぼ
100%の決定率があった。 
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