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研究成果の概要（和文）：アスペルギルス属真菌が産生するエラスターゼは、肺組織主要構成成分のエラスチンやコラ
ーゲン、血中フィブリノーゲン等を分解する病原因子とされる。本研究では、アスペルギルス属由来エラスターゼイン
ヒビターを肺アスペルギルス症治療薬開発のシーズとして利用することを目的とし、アスペルギルス7菌種から単離し
たエラスターゼの特性、ヒト由来培養細胞に対する病原性の比較を行うとともに、エラスターゼインヒビターの病原性
抑制効果について検討した。その結果、A. fumigatusとA. flavusが産生するインヒビターは自身のエラスターゼのみ
ならず、他菌種由来のエラスターゼに対しても強い効果を示すことが確認された。

研究成果の概要（英文）：　Elastolytic proteinase produced by Aspergillus species is regarded as one of 
the pathogenesis factor, and hydrolyze elastin and collagen exist in lung tissues, and blood coagulation 
factor fibrinogen. In this study, it was intended to use elastase inhibitor derived from Aspergillus 
fungus as seeds of the pulmonary aspergillosis therapeutic drug development. Elastolytic proteinases 
isolated from culture filtrate of seven Aspergillus strains were characterized and compared their 
cytotoxicity on cultivated human cells. Elastase inhibitors were also purified and examined their 
pathogenic depression effects. As a result, it was confirmed that the inhibitor which A. fumigatus and A. 
flavus produced showed a strong effect for not only the elastolytic proteinases of oneself but also the 
elastolytic proteinases derived from other strains.

研究分野： 微生物学
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１． 研究開始当初の背景 
医療の高度化に伴い増加している易感染

患者においては、健常人では問題とならな
い弱毒性の環境常在菌が致命的な感染症を
引き起こす場合がある。そのひとつに真菌
による肺アスペルギルス症があり、既存の
抗真菌薬を用いた治療では完治が困難な場
合も多い。また新規の抗真菌薬も上市され
つつあるが、肺真菌症においては宿主自身
の好中球が産生するエラスターゼや各種サ
イトカインによる組織障害も症状の悪化に
関与していると考えられており、抗真菌薬
に加えてウリナスタチンなどの酵素阻害剤
の併用が試みられている。しかしながら、
現在使用されている酵素阻害剤の作用は限
定的であり、新たな治療薬の開発が望まれ
ている。 
我々はアスペルギルス属真菌の産生する

エラスターゼの病原性や構造を検討してき
たが、その過程で一部の菌株が培養条件を変
えると低分子ペプチド性のエラスターゼ・イ
ンヒビターを産生することを見出した 1~3)。
これまでに単離したインヒビターとして A. 
fumigatus 由来の AFUEI、A. flavus 由来の
AFLEI などがあり、A. oryzae、A. nidulans 
の一部の菌株もエラスターゼ・インヒビター
を産生する可能性があることが示唆されて
いるが、各々の分子量や構造は異なっており、
またそれらのエラスターゼに対する阻害機
構、阻害活性の強さなどについては解明され
ていない点が多い。これらのインヒビターは、
今までに全く報告されていない新規物質で
あるか、一部真菌のゲノム解析においては
「機能不明タンパク質」と分類されていた物
質であり、本研究を進めて治療薬開発につな
げる試みは、重篤な肺アスペルギルス症治療
に対する新たな切り口として期待される。 
 
２． 研究の目的 
致命的な日和見感染症の肺アスペルギル

ス症における重要な病原因子エラスターゼ
は、A. fumigatus など病原性が強い数種類の
アスペルギルス属真菌において産生される
ことが確認されている。興味深いことにこれ
らの菌種の一部は、培養条件を変えると自身
のエラスターゼ活性を阻害するエラスター
ゼ・インヒビターを産生する。そこで本研究
ではこのエラスターゼ・インヒビターの単離、
構造決定を行うとともに、阻害機構やエラス
ターゼの組織障害性の抑制効果を詳細に検
証し、重篤な肺アスペルギルス症治療薬とし
ての応用の可能性について検討する。 
 
３． 研究の方法 
アスペルギルス属の各種菌株を用い、エラ
スターゼとエラスターゼ・インヒビター産生
能のスクリーニングを実施し、目的に合致す
る菌株を選択して大量培養、精製を行う。 
単離したエラスターゼの病原性とインヒビ
ターの阻害効果について、生化学的手法で検

討するとともに、培養細胞によるアッセイ系
を確立して測定する。また、エラスターゼ・
インヒビターの構造決定を行い、その阻害機
構を検討する。 
(1) アスペルギルス属真菌におけるエラス
ターゼとエラスターゼ・インヒビター産生
能のスクリーニング 
連携病院より分与されたアスペルギルス

症患者からの臨床分離株、および市販の菌株
を、既に確立しているエラスチン含有 Yeast 
carbon base (YCB) 培地を使用する方法で
培養し、エラスターゼ産生能のスクリーニン
グを行う。また菌株を YCB−casamino acid
培地で培養してエラスターゼ・インヒビター
産生能のスクリーニングを行う。検討の結果、
各々の産生性が高い菌株を選択するととも
に、最も適切な培養条件を設定する。 
 
(2) エラスターゼの単離精製と諸性質の生
化学的・生理学的検討 
① 選択したエラスターゼ産生株を大量培

養し、イオン交換クロマトグラフィー、
HPLC 等によりエラスターゼを単離・精製
する。 
② 分子量等エラスターゼの生化学的諸性

質を確認の上、生体由来タンパク質に対す
る作用を測定する 
 
(3) エラスターゼ・インヒビターの単離精製と
諸性質、阻害機構の検討 
① 選択したエラスターゼ・インヒビター

産生株を培養し、各種クロマトグラフィー、
HPLC 等によりインヒビターを単離・精製
する。 
② 真菌エラスターゼに対する阻害作用に

ついて酵素アッセイ法による検討を行う。 
③ インヒビターの阻害様式について、(2)

－①で精製したエラスターゼを用いて検討
する。 
④ これまでの検討によりインヒビターは

分子量数千のペプチドであることが明らか
となっているため、MALDI/TOF−MS、
Protein sequencer を使用して構造決定を
行う。 
 
(4) 培養細胞を用いた組織傷害性の検討  
真菌エラスターゼは予備試験で血管内皮
細胞傷害性を示したことから、培養細胞（ヒ
ト血管内皮細胞、ヒト気管支上皮細胞）を
用い、エラスターゼの傷害性およびそれに
対するエラスターゼ・インヒビターの抑制
効果を検討する。 
 
４． 研究成果 
(1) アスペルギルス属真菌におけるエラス
ターゼとエラスターゼ・インヒビター産生
能のスクリーニング、および性質 
エラスターゼ： A. nidulans、A. ustus、A. 
oryzae、A. ochraceus、A. versicolor の培養
上清からエラスターゼを単離・精製し、すで



に報告している A. fumigatus、A. flavus 由
来エラスターゼ（AFUE、AFLE）と諸性質
を比較した。分子量はいずれも 30～40 kDa
であったが、病原性が強いとされる A. 
fumigatus、A. flavus 由来酵素（AFUE、
AFLE）が塩基性タンパク質であるのに対し、
他のエラスターゼは酸性～中性タンパク質
であった。また合成基質に対するタンパク量
当たりの比活性も、病原性が指摘されている
菌種由来酵素の方が高く、一般に病原菌とし
ては認識されていない A. oryzae 、 A. 
ochraceus 由来エラスターゼは低い値を示し
た。各エラスターゼの合成基質に対する親和
性（Km）には大きな違いは見られなかった
が、酵素の代謝回転効率（kcat）は AFUE、
AFLE が最も高く、A. oryzae、A. ochraceus
由来酵素では kcat がそれらの 10 分の 1 程度
であった。 
また生体由来タンパク質（フィブリノーゲ

ン、コラーゲン）に対しても、AFUE、AFLE
では特に強い分解作用がみられた。 
エラスターゼ・インヒビター： A. fumigatus
や A. flavus と同様、A. ochraceus、A. oryzae
もインヒビター活性があるペプチドを産生
することが明らかとなったが、その分子量や
構造は A. fumigatus および A. flavus が産生
するインヒビターAFUEI（mol. wt.: 7525.8）
とは異なっていた。A. oryzae 由来エラスタ
ーゼ・インヒビターの部分一次構造および遺
伝子配列から、新規なエラスターゼ・インヒ
ビターAsoryzin（mol. wt.: 3604.6）の構造決
定を行った。 
 
(2) アスペルギルス属真菌由来エラスターゼ
の培養細胞に対する傷害作用 
血管内皮細胞傷害性： ヒト臍帯静脈血管内
皮細胞（HUVEC）、ヒト肺動脈血管内皮細胞
（HPAEC）を用いて検討した結果、HUVEC 
に対する傷害作用（EC50）は、AFUE、AFLE
と A. nidulans、A. ustus エラスターゼで 2.0
～4.0 g/mL であったが、他のエラスターゼ
の傷害作用は非常に弱かった。HPAEC は
AFUE、AFLE に対してより感受性を示し、
EC50は 1.0 g/mL 以下であったが、他のエラ
スターゼの EC50は 5.0～8.0 g/mL で、肺に
おける各菌種の病原性の強さと一致する結
果となった。 
気管支上皮細胞： 肺微小気管支上皮細胞
（HSAEC）に対する傷害作用はいずれのエ
ラスターゼでも観察され、そのEC50はAFUE、
AFLE が 1.0 g/mL 程度、他は 2.0～7.0 
g/mL であった。一方、気管支上皮細胞
（HBTEC）に対する傷害作用は、いずれの
エラスターゼも非常に弱かった。 
肺胞上皮細胞： 肺胞上皮細胞（HPAEpiC）
に対しては、AFUE、AFLE が最も強い傷害
性を示し、そのほかの酵素では A. nidulans
と A. versicolor エラスターゼに弱い作用が
認められた。 
 以上の結果から、病原性が強いとされる

A. fumigatus、A. flavus 由来エラスターゼは、
肺の血管内皮細胞、肺胞上皮細胞、微小気管
支上皮細胞を傷害することで、肺組織に病変
をつくると推測された。またエラスターゼの
病原性が培養細胞に対する細胞傷害性と相
関していたことから、菌種や菌株の病原性を、
培養細胞を用いて検討することが可能であ
ると考えられた。 
 

(3) エラスターゼ・インヒビターの酵素
活性および細胞傷害性抑制効果の検討 
 AFUEI 遺伝子を A. oryzae に導入してイ
ンヒビターを産生させ、精製した組換え
AFUEI を 用 い て 検 討 を 行 っ た 。     
酵素活性阻害効果： 各菌株由来エラスター
ゼ 1 モルに対し、AFUEI のモル比を変化さ
せて活性を測定した。いずれの酵素に対して
も、AFUEI は 0.5～1 モルで活性をほぼ阻害
したが、さらにモル比を減少させた場合、
kcat が大きいエラスターゼでは十分な阻害
効果が得られなかったのに対し、kcat が小さ
いエラスターゼでは AFUEI のモル比を 10
分 1 にしても酵素活性が阻害された。またイ
ンヒビターの阻害様式は、非拮抗阻害である
と考えられた。フィブリノーゲンに対するエ
ラスターゼの作用も、AFUEI 存在下では分
解 作 用 が 阻 害 さ れ た 。          
細胞傷害性抑制効果： 各菌株由来エラスタ
ーゼ 1 モルに対し AFUEI を等モル混和して
HPAEC に作用させたところ、全てのエラス
ターゼの細胞傷害性が消失したが、AFUEI
のモル比を低下させると、kcat が大きいエラ
スターゼでは細胞傷害性が認められた。                
以上の結果から、アスペルギルス属真菌感染
症においては、エラスターゼが肺の細胞や組
織を傷害するとともに、血液凝固系のフィブ
リノーゲンを分解して出血傾向を亢進させ
ることで病原性を示すと考えられ、酵素の特
性（pI、kcat など）が病原性の強さに関係す
ることが示唆された。アスペルギルス属真菌
由来エラスターゼ・インヒビターは、確認し
たすべてのアスペルギルス属菌種由来エラ
スターゼを阻害し、その作用は治療薬として
現在承認されている既存のプロテアーゼ・イ
ンヒビターより強力であったことから、新た
な治療薬開発のシーズとして検討を進める
価値があると考えられた。 
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