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概 要 
われわれは、わが国における真菌感染症の制御、ならびに、

感染症制御薬の基盤強化と応用を目標とした調査研究を推進し

ている。真菌症研究では、emerging fungal infectionとして注目さ

れているCryptococcus gattii感染症や四類感染症であるコクシジ

オイデス症をはじめとする地域流行型真菌症と、アスペルギル

ス症やカンジダ症など移植医療等に関連し免疫不全宿主に発症

する深在性真菌症を主な研究対象としている。真菌の病原因子

や分子疫学、免疫原生に関する基盤研究と共に、疫学や臨床介

入研究・病原体診断に関して調査研究を行った。  

感染症制御薬に関しては、細胞内シグナル伝達制御の解明と

応用、活性評価系開発による新しい薬効の探索、免疫制御分子

の探索と応用による感染症制御、ゲノム情報を応用した生合成

経路の解明に基づく天然型新規薬剤の探索・産生効率化に関す

る研究等を行った。 

今年度の主たる研究項目は下記のとおりである。 

I．  病原真菌の病原性解明と新しい診断・治療法開発の研究、

ならびに、疫学研究 

II． 宿主因子と免疫制御の解明による難治性感染症の制圧に関

する研究 

III． 微生物の有用遺伝子探索による感染症治療薬開発と薬剤耐

性機構に関する研究 

IV．新しい薬物活性評価系の研究、ならびに、細胞内シグナル

伝達制御の解明と応用 

 

 

各室の行った主な業務は、それぞれ以下のとおりである。 

第1室は、真菌の病原因子に関する研究と真菌症レファレンス

業務を担当している。免疫不全宿主にみられる糸状菌感染症で

最も多いアスペルギルス症に関して、病原因子同定と治療への

応用に関する研究を行った。深在性真菌症として最多のカンジ

ダ属を対象とした研究ではエルゴステロール生合成系に着目し

た治療や薬剤耐性機構と病原因子の解明を継続した。また、不

明真菌の同定や診断困難例の確定診断に関する共同研究や行政

検査等に対応した。 

第2室は、宿主および病原微生物の細胞内シグナル伝達系の解

明とそれを応用した疾病制御に関する研究や、新規の活性評価

系を開発して新しい薬物活性や薬物相互作用の探索を行った。

また、検査業務のうち抗菌薬の収去検査を第4室と共同で実施し

た。 

第3室は、宿主因子や免疫機構の制御に基づいた難治性感染症

や難病の制圧をめざした基盤研究を行った。真菌感染症に関す

る検査業務では、薬剤感受性試験を担当した。 

第4室は、ゲノム情報を応用して、二次代謝産物等の天然物や

代謝経路の解明や新規感染症制御薬の研究、新興感染症の分子

疫学に関する研究を行った。検査業務として後発医薬品の収去

検査について第2室を補佐した。 

 行政対応として、真菌に関する各種行政検査、独立行政法人

医薬品医療機器総合機構の専門委員、ベトナム国立衛生疫学研

究所能力強化計画プロジェクトを実施した。 

 国際交流では、タイNIH、チェンマイ大学、ベトナムNIHEと

ヒストプラスマ症、クリプトコックス症に関する疫学研究や診

断に関する研究を実施した。 

 

業 績 
 

調査・研究 

 

I． 病原真菌の病原性解明と新しい診断・治療法開発のための

研究、ならびに、疫学研究 

 

1. 地域流行型真菌症の研究 

（1） 日本国内で分離されたクリプトコックス属の菌種同定と

薬剤感受性調査  

北米で新興感染症として認識されている遺伝子変異型

Cryptococcus gattii株がわが国でも分離されたことを受けて、国内
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で分離・保存されていたクリプトコックス属の菌種同定を行っ

た。113株の解析を行い、変異型ではないC. gattii株（VGI型）1

株、旧血清型分類ではA型とD型のハイブリッド株（AD型）

と推測される 1 株が同定されたが、それ以外のすべての株は旧

血清型Aに属すると考えられるC. neoformansと同定しC. gattii

の増加は確認されなかった。また特定の抗真菌薬に対する耐性

化も認められなかった。 

［大野秀明、梅山 隆、大川原明子、田辺公一、草地弘子、金子

幸弘、山越 智、金城雄樹、宮﨑義継］ 

（2） 国内分離Cryptococcus gattii株の分子疫学研究 

海外渡航歴の無い国内在住患者から分離され、かつ、北米で

流行している遺伝子型VGIIと同定された C. gattii株について

起源の推定や北米分離株との比較対象を目的に次世代シークエ

ンサーを用いたゲノム解析を行った。北米由来とは違う遺伝子

変異が多数認められたため、日本国内で独自に変異を獲得した

株である可能性について解析を継続している。 

［宮﨑義継、石川 淳、梅山 隆、田辺公一、金子幸弘、山越 智、

大野秀明、杉田 隆（明治薬大）、関塚剛史・黒田 誠（病原体

ゲノム解析研究センター）］ 

（3）Cryptococcus gattii株の菌学的性質と実験的病原性解析 

 日本国内で分離されたC. gattii株を中心にin vitroでの菌学的性

質と、マウス感染モデルを使用した病原性等について検討した。

供試菌としてJP02株（VGIIc型）、R265株（VGIIa型：北米分

離株）、5815株（VGI型：日本分離株）、北大株（VGI型：日本

分離株）とし、対照株としてC. neoformans H99株を用いた。in vitro 

では37℃発育能、発育速度、莢膜の性状、色素産生能等につい

て、またこれら菌株をC57BL/6マウスに経気管的に感染させ、

死亡率や経時的な臓器内菌数、免疫学的検討、病理組織学的検

討などを行った。結果として、JP02株についてはC. gattii株の中

でも極めて強い病原性を持つことが示唆され、病理組織学的に

C. neoformansと異なり肺での炎症性反応に乏しいこと、解剖学

的肺構造の著しい破壊像が特徴的と考えられた。またこの病原

性には37℃における成長速度と莢膜が関与していると考えられ

る結果が得られた。 

［大野秀明、田辺公一、草地弘子、梅山 隆、金子幸弘、上野圭

吾、山越 智、杉田 隆（明治薬大）、亀井克彦（千葉大）、畠

山修司（東京大）、渋谷和俊（東邦大）、金城雄樹、宮﨑義継］ 

（4）Cryptococcus neoformansの潜伏感染診断系の検討 

 C. neoformansの潜伏感染のメカニズムを解明するためのアプ

ローチとして、低酸素条件下での培養でC. neoformansの遺伝子

発現について検討したところ、未同定の遺伝子が多く認められ

たと同時に糖代謝に関与する遺伝子の発現が多いことを確認し

た。またSST-REX法を使用し、低酸素条件下で発現する膜・分

泌蛋白を同定し、このうちCnHip1を新規標的とした in vitro検出

系の検討を行っている。 

［大野秀明、山越 智、梅山 隆、草地弘子、橋本ゆき、田辺公

一、金子幸弘、宮﨑義継］ 

（5）日本国内で分離されたCryptococcus neoformans （var. grubii）

の分子疫学解析 

 全国の10医療施設から分離培養されたC. neoformans （var. 

grubii） 44株に対し、それぞれの株の7つの遺伝子座の塩基配

列を解析し、MLSTによる疫学的解析を行なった。分離された

株の間で遺伝子型がほぼ一致しており、日本由来のC. neoformans

はほぼ均一の遺伝子型集団から成ることが示唆された。 

［梅山 隆、大野秀明、草地弘子、田辺公一、山越 智、宮﨑義

継］ 

 

2. アスペルギルス症に関する研究 

（1）Y1蛋白質の性状解析 

データベースによると推定されるY1遺伝子の分子量は約30k 

Daであるが、細胞壁画分をSDS-PAGEで分離しウエスタンブロ

ットにより60-70 kDa付近にY1のバンドを検出した。糖鎖修飾の

可能性があったのでtunicamycin存在下Asperugillus fumigatusを培

養し、同様にY1について調べた。その結果、分子量の変化は観

察されなかったが、濃度依存的な蛋白質の発現の上昇が見られ

た。 

［山越 智、梅山 隆、梶川益紀（ACTGen社）、田辺公一、大野

秀明、橋本ゆき、宮﨑義継］ 

（2）B11に対するモノクローナル抗体の性状解析 

 B11は、3つのホモログからなる。それをB11a, B11b, B11cとし

て解析を行っている。昨年度、大腸菌でB11a蛋白質およびB11b

蛋白質をマウスに免疫し、モノクローナル抗体産生ハイブリド

ーマをB11aでは6種類、B11bでは9種類得たので、今年度はビア

コアを用いて得られたモノクローナル抗体のアフィニティの強

さ、エピトープの競合について調べた。 

［山越 智、大西和夫（免疫部）、梅山 隆、田辺公一、大野秀明、

橋本ゆき、宮﨑義継］ 

（3）B11b蛋白質のサンドイッチELISA系の再構築 

昨年度、1次抗体としてモノクローナル抗体と2次抗体として

ウサギポリクローナル抗体を用いたB11bのサンドイッチELISA
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の構築をした。ビアコアから得られた抗体の情報、および緩衝

液、ブロッキング剤等の検討をもとにELISA系の再構築を行った。

その結果数十pg/ml程度の感度が得られた。 

［山越 智、大西和夫（免疫部）、梅山 隆、田辺公一、大野秀明、

橋本ゆき、宮﨑義継］ 

（4）Aspergillus fumigatus のMps1プロテインキナーゼの研

究 

Ku70 遺伝子欠損株 Afs35 を用い、ハイグロマイシン耐性遺

伝子を含む DNA 断片を選択マーカーとして使い A. 

fumigatus の Mps1プロテインキナーゼにアミノ酸置換を導入

し、ATPアナログ1NM-PP1感受性となる変異株を作製した。

1NM-PP1を変異株培養中に添加すると、出芽および菌糸成長が

阻害されたことから、Mps1のキナーゼ活性が生育に必須である

ことが示唆された。 

［梅山 隆、山越 智、大野秀明、田辺公一、宮﨑義継］ 

（5）アスペルギルス感染症における呼気揮発性ガスの測定に関

する検討 

アスペルギルス感染症の早期診断法の開発を目的として、肺

感染マウスにおける呼気中の揮発性ガスを、ガスクロマトグラ

フィー質量分析装置を用いて測定した。 

［金子幸弘、岩口伸一（奈良女子大学）、横山耕治（千葉大学）、

宮﨑義継］  

 

3. カンジダ症に関する研究 

（1） 薬剤耐性メカニズムとしてのステロール合成・代謝に関

連する膜トランスポーター 

Candida glabrataのABC蛋白質CgAus1pは細胞外ステロール

を取り込む。これまでにC. glabrataが感染時に細胞外ステロー

ルを利用して増殖する可能性を示唆する結果が報告されてきた。

AUS1 遺伝子を破壊したステロール取り込みができない C. 

glabrataを用いてマウス感染実験を行い、臓器定着率を調べた。

AUS1 破壊株は野生型株と比較して、腎臓における臓器定着率

に著しい低下が認められたことから、細胞外ステロール取り込

みがC. glabrataの播種性感染において重要な役割を果たしてい

ることが示唆された。 

［田辺公一、中山浩伸（鈴鹿高専・生物応用化学科）、名木 稔、

山越 智、梅山 隆、大野秀明、宮﨑義継］ 

（2）鉄欠乏条件における遺伝子発現解析 

 宿主体内は遊離鉄濃度が低いため、Candida glabrataの感染が

成立するためには鉄欠乏条件下で生存する必要があると推測さ

れる。鉄欠乏条件で培養したC. glabrataからRNAを抽出し、DNA

マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。鉄欠

乏条件ではアミノ酸合成関連遺伝子の発現量が減少し、ステロ

ール輸送関連遺伝子の発現量が増加することを見出した。ステ

ロール輸送関連遺伝子の上流配列を用いたレポーター遺伝子ア

ッセイにより、鉄欠乏による遺伝子の発現誘導に必要な領域を

決定し、同様に鉄欠乏で発現量が上昇する遺伝子の上流域に相

同性の高い配列が存在することを見出した。 

［田辺公一、中山浩伸（鈴鹿高専・生物応用化学科）、名木 稔、

山越 智、梅山 隆、大野秀明、宮﨑義継］ 

（3）フローシステムを用いた Candida albicans のバイオフィル

ム形成能と抗真菌薬の効果に関する検討 

カテーテル感染症に類似したC. albicansのバイオフィルムを、

フローシステムを用いて再現した。バイオフィルムの形成過程

及び抗真菌薬の効果を連続撮影にて解析しバイオフィルムは等

速度で成長することを見出した。 

［金子幸弘、宮川 進（株式会社アイカム）、宮﨑義継］ 

 

4. ヒストプラスマ症に関する国際共同研究 

（1）ヒストプラスマ症各種診断法の有用性検討および技術移転 

 ヒストプラスマ症は世界的に広く認められる地域流行型真菌

症であるが、臨床検体からの菌の培養成績は極めて低いことか

ら、血清診断法や抗原検出法などが海外では広く応用されてい

る。当部においてHistoplasma capsulatumを特異的に検出するPCR

法を作成し、ヒストプラスマ症の診断における遺伝子診断法の

有用性について血清診断法や培養法との比較検討を行った。ま

た海外共同研究の一つとして遺伝子診断法の移転を行い、補助

的診断法としての活用を試みている。 

［大野秀明、田辺公一、草地弘子、梅山 隆、山越 智、宮﨑義

継、Pojana Sriburee（チェンマイ大学）、Hoang Thi Thu Ha（ベト

ナム国立衛生疫学研究所）］ 

（2）ヒストプラスマ属の本邦ならびに東南アジアでの生息状況

の調査 

 ヒストプラスマ症はわが国では輸入真菌症として扱われてい

るが、海外渡航歴のない日本人にも発病が確認されている。ま

た、東南アジアはヒストプラスマ症の流行地域でありヒストプ

ラスマ属の侵淫地域と考えられているが、環境中における菌の

存在を証明した例はない。このような状況を背景として、日本

やタイ、ベトナムでの自然環境中に生息すると考えられるヒス

トプラスマ属を検出し、感染経路の解明や疫学、公衆衛生への
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寄与を目的とした調査・研究を行なった。タイ・チェンマイに

おける検討からヒストプラスマ属はクリプトコックス属と同様

家禽類の糞に存在することが認められ、これが一般的な感染源

となっている可能性が示唆された。さらに、タイ・バンコクで

の調査から比較的広範囲にヒストプラスマ症の感染源となりう

る土壌が存在することが推定された。 

［田辺公一、大野秀明、草地弘子、山越 智、梅山 隆、宮﨑義

継、Trepradab Norkaew・Pojana Sriburee（チェンマイ大学）、

Natteewan Poonwan（タイNIH）、Hoang Thi Thu Ha（ベトナム国

立衛生疫学研究所）］ 

 
5. 侵襲性真菌症に関する多施設臨床研究 

（1）血液疾患に合併するアスペルギルス症の多施設コホート研

究 

日本成人白血病治療共同研究グループ、東京移植コンソーシ

アム、Febrile Neutropenia研究会との合同で「日本人血液疾患患

者におけるアスペルギルス属およびその他の糸状菌類による侵

襲性真菌感染症についての疫学調査」のうち分離真菌の同定と

薬剤感受性を行った。 

［宮﨑義継、大野秀明、大川原明子、金城雄樹、梅山 隆、山越 

智、金子幸弘、草地弘子、谷口修一・荒岡秀樹（虎ノ門病院）、

吉田 稔（帝京大学）ほか］ 

（2）慢性肺アスペルギルス症に対するアムホテリシンBリポソ

ーム製剤とボリコナゾールの多施設無作為化臨床試験 

慢性肺アスペルギルス症に対して、アムホテリシンBリポソ

ーム製剤とボリコナゾール注射薬の初期治療に関する非盲検無

作為化比較試験で、病原真菌の同定と薬剤感受性試験を実施し

た。 

［大野秀明、大川原明子、金城雄樹、金子幸弘、草地弘子、倉

島篤行（複十字病院）、小川賢二（東名古屋病院）、鈴木克洋

（近畿中央胸部疾患センター）、沖本二郎（川崎医科大学）、

掛屋 弘・河野 茂（長崎大学）、藤内 智（旭川医療センター）、

宮﨑義継ほか］ 

（3）発熱性好中球減少症に対するイトラコナゾールとエキノキ

ャンディンの多施設無作為化臨床試験 

本試験で病原真菌の同定と薬剤感受性試験を実施した。 

［金子幸弘、大野秀明、大川原明子、金城雄樹、田辺公一、梅

山 隆、山越 智、草地弘子、吉田 功（四国がんセンター）、宮

﨑義継、ほか］ 

 

II． 宿主因子と免疫制御の解明による難治性感染症の制圧に関

する研究  

 

1. Candida albicansの細胞壁抗原β-1,2-マンノシド 

マンナンは、真菌における細胞壁の必須成分である一方で病

原体関連分子パターン(Pathogen-Associated Molecular Patterns = 

PAMPs)の一つである。我々は、マンナンの中でも Candida 

albicans に特異的な β-1,2-マンノシドに着目し、その特異的構造

パターンが樹状細胞のサイトカイン産生に与える影響を解析し

た。まず、β-1,2-マンノシドを合成できない遺伝子欠損株を作出

し、β-1,2-マンノシドを含まないマンナンの精製をした。このマ

ンナンを以降の解析に使用するために、β-1,2-マンノシドが含ま

れていないことを核磁気共鳴法 (NMR)などの種々の生化学的

な解析で証明した。次いで、マウス由来の樹状細胞を野生型マ

ンナンまたは、β-1,2-マンノシドを含まないマンナンで刺激した

ところ、後者のマンナンで刺激した場合に、IL-6, IL-23, IL-12p40

などの炎症性サイトカインが強く誘導されることが明らかにな

った。これらの解析から、マンナンに含まれるβ-1,2-マンノシド

に、サイトカイン産生を減弱する新しい作用を見出した。 

［大川原明子、金城雄樹、上野圭吾、山越 智、梅山 隆、樽本

憲人、中 崇・土江松美・藤原永年 (大阪市立大学)、大野秀明、

宮﨑義継］ 

 

2. カンジダ菌血症の経過に及ぼす自然免疫活性化の影響 

Candida albicans 感染マウスに糖脂質抗原を投与して自然

免疫を刺激すると、カンジダ感染が増悪することを明らかに

した。その病態には、IFNγとよばれる蛋白が関与して、好中

球の減少を引き起こすことが重要であることが分かった。こ

のことから、カンジダ感染の早期に自然免疫の強い活性化が

起こると、真菌の排除に重要な免疫細胞に影響を及ぼすこと

が考えられた。 

 ［樽本憲人、金城雄樹、大川原明子、上野圭吾、笹井大督・

篠崎 稔・渋谷和俊（東邦大学）、宮﨑義継］ 

 

3. T細胞に認識されるCryptococcous gattiiの蛋白質抗原 

 Cryptococcous gattiiの蛋白質抗原はこれまでに報告がない。抗

原を特定することは診断法やワクチンの開発に寄与することか

ら重要性の高い研究として位置づけられている。本研究では、

本菌の免疫においてT細胞応答が重要であることに着眼して、T

細胞の分化を誘導する抗原を探索している。今年度は、蛋白質
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の精製方法について検討を行った。その結果、TCA 沈殿法で不

純物を効率良く除去できることが明らかになった。次に、TCA

沈殿で回収した培養上清蛋白質をワクチンとしてマウスに予防

投与したところ、肺における菌体排除効果を有意に促進するこ

とが確認された。この培養上清蛋白質の中には、T細胞に認識さ

れる抗原が含まれていると推定されるため、現在この蛋白質の

分画を行い、各画分の活性評価を行っている。 

［上野圭吾、大川原明子、金子幸弘、金城雄樹、宮﨑義継］ 

 

4. Cryptococcus gattii感染症における免疫応答の検討 

 高病原性のC. gattiiにおける免疫応答と病原性の関連を検討し

た。マウス呼吸器感染モデルを用いて、C. neoformans H99株と

C. gattii高病原性株の免疫抑制状態における生存率の相違を比較

した。その結果、免疫抑制状態において、C. neoformans の生存

率が低下したが、C. gattii高病原性株では生存率は変わらなかっ

た。また、in vitroの検討において、C. neoformansと比較し、C. gattii

高病原性株は樹状細胞の免疫応答を誘導しにくいことが判明し

た。 

［金子幸弘、大野秀明、金城雄樹、宮﨑義継］ 

 

5. 生体防御に関与するサイトカインLECT2の解析 

（1）マウスLECT2レセプターの同定 

 LECT2 のレセプターを同定することを試みた。昨年、レトロ

ウイルスベクターを用いマウス cDNA 発現ライブラリーを作製

し、Ba/F3細胞に感染後、マウスLECT2-Fc融合蛋白質の結合を

指標にフローサイトメトリーにて、レセプター遺伝子を発現す

るBa/F3細胞を濃縮した。そのBa/F3細胞からクローニングした

独立した 9 株の細胞を用いてレトロベクターに保持されている

cDNAをPCRにて解析したところ、すべて同じ遺伝子を持つこ

とがわかりそれをX蛋白質とした。Xは、膜蛋白質でありLECT2

のレセプターである可能性が高いと考えられた。 

［山越 智、梶川益紀（ACTGen 社）、奥村彰規、橋本ゆき、大

野秀明、宮﨑義継］ 

（2）LECT2の亜鉛の結合 

 LECT2はホモロジーからM23プロテアーゼファミリーに属し

ている。そのファミリーは多くが亜鉛を結合することから、

LECT2 も亜鉛結合蛋白質であることが予想された。そこで、

Electrospray ionization mass spectrometry, X-ray absorption fine 

structureの解析を行った。その結果、亜鉛が非共有結合している

ことが明らかとなった。 

［山越 智、奥村彰規、橋本ゆき、大野秀明、宮﨑義継］ 

（3）LECT2の多量体形成 

 LECT2は37℃でin vitroでインキュベーションすることで多量

体形成をすることがわかった。この反応は、EDTA等金属イオン

のキュレート剤により促進され、亜鉛の添加により抑制された。

カルシウム、マグネシウムの 2 価金属イオンではその効果が見

られなかった。また、dithiothreitol 等の還元剤処理によって反応

は促進された。LECT2は 3個の disulfide 結合をもつことから、

これが多量化形成に関与し、亜鉛の結合により分子が安定化し

多量体形成が阻害されたと考えられた。 

［山越 智、奥村彰規、橋本ゆき、大野秀明、宮﨑義継］ 

 

6. NKT 細胞による細菌糖脂質抗原の認識と感染防御にお

ける役割 

 肺炎は日本人の主要な死因である。肺炎球菌は、その起炎

菌として最も頻度の高い細菌の一つである。自然免疫に関与

するNKT細胞が、肺炎球菌糖脂質を認識することを初めて明

らかにした。NKT 細胞による糖脂質認識を阻害すると、肺炎

球菌感染後早期において、NKT 細胞によるサイトカイン産生

が低下し、肺内菌数の増加を認めた。また、NKT 細胞による

肺炎球菌糖脂質抗原への反応性はマウスのみならず、ヒトで

も保存されていた。さらに、B群レンサ球菌も肺炎球菌とほぼ

同じ糖脂質を持っており、NKT細胞がB群レンサ球菌の糖脂

質も認識することを明らかにした。このことから、NKT 細胞

は肺炎球菌や B 群レンサ球菌などの特定の細菌の糖脂質を認

識して、感染防御に貢献することが示唆された。さらに、NKT

細胞が齧歯類から霊長類まで保存されているのは、特定の微

生物に対する感染防御に重要な役割を担うためである可能性

が示唆された。 

［金城雄樹、大川原明子、金子幸弘、小川伸子、Petr Illarionov（バ

ーミンガム大学）、川上和義（東北大学）、Jose Luis Vela・Mitchell 

Kronenberg（ラホヤアレルギー免疫研究所）、宮﨑義継］ 

 

7. 肺炎球菌糖脂質抗原と NKT 細胞抗原受容体の結合様式

の解析 

 X 線結晶構造解析により、肺炎球菌糖脂質抗原と抗原提示

分子 CD1d 及び T 細胞抗原受容体との結合様式を分子レベル

で解明した。また、T細胞抗原受容体が抗原・抗原提示分子に

結合した状態と結合していない状態を比較することにより、

NKT細胞のT細胞抗原受容体が結合する際には、抗原と抗原
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提示分子の位置がずれることが分かった。このことから、NKT

細胞の T 細胞抗原受容体は、抗原と結合する際に、抗原の位

置を少し移動させることで、抗原受容体の抗原認識に重要な

部位に抗原を結合させて、認識していることが分かった。 

［金城雄樹、樽本憲人、Petr Illarionov（バーミンガム大学）、 

Enrico Girardi・Dirk M. Zajonc・Mitchell Kronenberg（ラホヤアレ

ルギー免疫研究所）］ 

 

8. 糖脂質抗原による肺炎球菌ワクチン増強効果の解析 

 糖脂質抗原によるNKT細胞の活性化は免疫応答の増強をも

たらす。糖脂質抗原を併用することで、新規の肺炎球菌蛋白

抗原ワクチンの効果を増強させることができるか解析を行っ

た。蛋白抗原ワクチンと糖脂質抗原の併用接種群では、蛋白

抗原ワクチン単独接種群または無処置群と比較して、生存率

が高く、肺内菌数も少ないという結果を得た。そのことから、

糖脂質抗原の併用によるNKT細胞の活性化は、肺炎球菌蛋白

抗原ワクチンの感染防御効果を増強することが示唆された。

また、成人用肺炎球菌ワクチンを接種したヒトの血中抗体価

の上昇と NKT 細胞の数を比較したところ、抗体価の上昇と

NKT 細胞の一群の増加が相関することが分かった。このこと

より、ヒトにおいてもNKT細胞がB細胞の抗体産生を増強す

る可能性が示唆された。 

［金城雄樹、大川原明子、金子幸弘、小川伸子、朴 貞玉・大石

和徳（大阪大学微生物病研究所）、宮坂智充・青柳哲史・川上和

義（東北大学）、宮﨑義継］ 

 

III． 微生物の有用遺伝子探索による感染症薬開発と薬剤耐性

機構に関する研究 

 

1. 感染症治療薬開発に関する研究 

(1) 次世代シークエンサーを用いた放線菌からの生物活性物質

生合成遺伝子の探索 

種々の放線菌が持つ生物活性物質生合成遺伝子を見出すため

に、次世代シークエンサーを用いて 6 株の放線菌のゲノムシー

クエンシングを行った。 

［石川 淳、関塚剛史・黒田 誠（病原体ゲノム解析センター）］ 

(2) 生物活性物質生合成遺伝子探索ツールの開発 

放線菌ゲノムに含まれる生物活性物質生合成遺伝子クラスタ

ーを効率的に見出すために、生物活性物質生合成に与るタンパ

クに頻繁に見出されるドメインを指標としたウェブベースの探

索ツール（2ndFind）を開発した。 

［石川 淳］  

(3) 次世代シークエンサーを用いた糸状菌からの生物活性物質

生合成遺伝子の探索 

糸状菌の生産する生物活性物質の生合成遺伝子（ポリケチド

合成酵素、非リボゾーム型ペプチド合成酵素や酸化還元酵素等

をコードする遺伝子）をゲノムスキャニングの手法を用いて見

出し、さらに、これらの遺伝子の機能予測を行い、最終産物の

部分構造を生合成している酵素を予測した。さらに、見出され

た遺伝子の破壊株を作製し、生物活性物質の生産性をLC-MSに

て確認した結果、その化合物の生産性が消失することが判明し

た。これらにより、見出された遺伝子は、生物活性物質の生産

に関与していることを明らかにした。 

［星野泰隆、石川 淳、関塚剛史・黒田 誠（病原体ゲノム解析

研究センター）］ 

(4) 糸状菌の高効率な遺伝子操作系の開発 

糸状菌の野生株では、相同組換えの頻度は著しく低いことか

ら、相同組換え能の高い株の確立を行った。非相同組換えに関

わるヘテロダイマータンパク質（Ku70/80）やLig4ホモログを破

壊することで糸状菌でも高い頻度で相同組換えが起こることが

示されており、我々は、DNA ligase 4をコードする遺伝子（ligD）

を破壊し非相同組み換え能を落すことにより、相同組み換えの

効率を上げる事を行った。アグロバクテリウムを用いた形質転

換系を利用し ligD の破壊株を作製した結果、その相同組換え能

は、野生株の10倍程度に向上した。また、高効率株の生物活性

物質の生産性は、野生株と変わりないことをLC-MSにより確認

した。 

［星野泰隆、石川 淳］ 

 

2. 薬剤耐性機構に関する研究 

(1) キャンディン系抗真菌化合物を生産する糸状菌の自己耐性

因子の探索 

キャンディン系抗真菌化合物を生産する菌株の自己耐性機構

を解明するために、耐性因子の探索を行った。キャンディン系

抗真菌薬への耐性は、ターゲットであるβ-1,3-glucan synthase

（FKS1）のアミノ酸変異によることが報告されていることから、

ゲノム解析の結果を用いて FKS1 のアミノ酸変異の有無を解析

した。その結果、耐性を付与すると考えられる変異はなく、感

受性型のままであった。このことから、生産菌の自己耐性機構

は、薬剤のターゲットであるFKS1の変異ではなく、他の機構が
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存在する可能性が示された。 

［星野泰隆、石川 淳］ 

(2) リファンピシンモノオキシゲナーゼの構造解析 

Nocardia farcinica IFM 10152 株のリファンピシン不活化酵素

であるリファンピシンモノオキシゲナーゼ（Rox）に関して、結

晶化による立体構造を明らかにすることにより、リファマイシ

ン系化合物に対する反応機構の解明を進めた。本酵素を大腸菌

で発現させるために、いくつかの発現ベクターを用いて発現等

の条件検討を行い、単離精製後、結晶化を行った。今後、本酵

素の立体構造からリファマイシン系化合物に対する反応機構の

解明を進める。 

［星野泰隆、額賀路嘉（城西国際大）、石川 淳］ 

 

IV.  新しい薬物活性評価系の研究、ならびに、細胞内シグナル

伝達制御の解明と応用 

 
1.   プロテインキナーゼ阻害物質の評価 

 文部科学省新学術領域研究「がん研究分野の特性等を踏まえ

た支援活動」化学療法基盤支援活動において、プロテインキナ

ーゼ阻害の検定（II）を担当した。前年度に引き続き、NRK細

胞をPDGFで刺激し、活性化されるPDGFレセプターチロシン

キナーゼおよび主要な細胞内シグナル伝達経路に対する阻害効

果をウエスタンブロットにより検出する系、293T細胞にチロシ

ンキナーゼを一過性に発現させて、cell-based ELISAにより細胞

内ホスホチロシンレベルを測定する系を用い、依頼サンプル、

理研化療パイロットライブラリー、標準阻害剤キット等の化合

物評価を行った。 

［深澤秀輔、福山まり、矢守隆夫（癌研）］ 

 

2. SERM (Selective Estrogen Receptor modulator)のＣ型肝炎ウ

イルス(HCV)の侵入阻害作用 

 タモキシフェンや関連SERMの抗HCV作用について調べた。

阻害活性のあったSERMは、HCVシュードウイルスの侵入を阻

害したので、侵入をウイルス粒子の細胞への接着、細胞内への

侵入前期（エンドサイトーシス）、侵入後期の3つのステップに

分けて、どこに作用するかを調べた。その結果SERMはこれら

のステップをいずれも同等に阻害して特定できなかった。また

SERMは感染細胞内のHCV RNAを細胞外のHCV RNAより強

く阻害したことから複製後の過程（粒子形成、放出等）も阻害

していると考えられた。これまでの結果を総合するとSERMは

接着、侵入、複製、複製後とHCVの生活環の多くの過程を阻害

すると思われた。 

［村上裕子、鈴木哲朗（浜松医大）、脇田隆字（ウイルス2部）、

深澤秀輔］ 

 

3. 核内受容体作用物質のＣ型肝炎ウイルス(HCV)の阻害作用 

 レチノイン酸受容体（RAR）、レチノイドX受容体（RXR）

の作用物質がHCV に阻害作用を示すことを見いだした。阻害作

用はアゴニストのみならずアンタゴニストにもあったので、レ

チノイン酸依存のシグナル伝達には関連がないことが示唆され

た。HCVシュードウイルスの侵入はほとんど阻害されなかった

ことから侵入過程は阻害しないと思われた。さらに作用機序を

調べている。 

［村上裕子、鈴木哲朗（浜松医大）、脇田隆字（ウイルス2部）、

深澤秀輔］ 

 

4. Candida albicansに対する併用療法に関する検討 

FDA approved drug 640薬剤とFLCZを併用し、相加相乗あるい

は拮抗作用を検討した。シクロオキシゲナーゼ阻害剤の拮抗作

用に関して、プロスタグランジンE2との関連性を検討し、細胞

膜の変化を薄層クロマトグラフィーにて比較した。 

［金子幸弘、深澤秀輔、宮﨑義継］ 

 
レファレンス業務 
 医療機関や研究機関、自治体などからの要請にもとづき、真

菌感染症の診断、真菌に関する調査、真菌症に対する相談業務

などを行った。平成23年度は、真菌症疑いならびに診断困難例

等の臨床検体からの真菌検出、血清診断、培養真菌の同定不能

例における菌種同定依頼など計34件（菌株30株、臨床検体20

検体）、ならびに行政検査2件の対応にあたった。また感染症法

に関連する病原体として、三種病原体であるCoccidioides属 1

株が分離され医療機関側へ情報のフィードバックを行い、その

他輸入真菌症としてPenicillium marneffei 1株を分離した。 

［大野秀明、草地弘子、梅山 隆、田辺公一、金子幸弘、大川原

明子、山越 智、金城雄樹、宮﨑義継］ 
 
品質管理に関する業務 
 後発医薬品等の収去検査として、セフカペンピボキシル塩

酸塩錠 16 製剤、ならびに、セフカペンピボキシル塩酸

塩細粒 9製剤、注射用セフォチアム塩酸塩 3製剤につい

て力価試験を実施した。 
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［村上裕子、石川 淳、金子幸弘、深澤秀輔、星野泰隆、宮﨑義

継］ 
 

国際協力関係業務 
 ベトナム国立衛生疫学研究所の高危険度病原体に係るバイオ

セーフティ並びに実験室診断能力の向上と連携強化プロジェク

トのうち、ヒストプラスマ症診断能力、ヒストプラスマ属取扱

技術の向上を目的に、JICA短期派遣専門家として現地での指導、

助言を行なった。 

［大野秀明、田辺公一、宮﨑義継］ 
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