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概  要  

当研究部は、真菌感染症の病原因子の解明と宿主免疫制御、

ならびに、感染症制御薬やワクチン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。真菌症としては、Cryptococcus 

gattii によるemerging fungal infectionや、わが国では渡航

者感染症としてみられるコクシジオイデス症やヒストプラス

マ症、また移植医療等に関連し免疫不全宿主に発症するアスペ

ルギルス症やカンジダ症などの深在性真菌症を主な研究対象

としている。 

各種真菌に関する病原因子解明に関する基盤研究、クリプト

コックス属やアスペルギルス属の分子疫学や治療法に関する

研究、疫学や臨床介入研究・病原体診断に関する調査研究を行

った。宿主因子制御に関しては、病原体の認識分子や自然免疫

機構の役割、ワクチン応用に関する研究を実施した。感染症制

御薬に関しては、バイオインフォーマティクスを応用した新規

薬剤の探索や薬剤耐性機構の研究、細胞内シグナル伝達制御の

解明と応用に基づく新規薬剤のシード探索、既存薬の新規薬効

の応用等に関する研究を行った。 

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・治療法開発と疫学研

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検査業務、真

菌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

糸状菌感染症に多いアスペルギルス症やムーコル症に関して、

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、新規あるいは

既存薬の未知の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

症の病態研究やワクチンに関する基盤研究を行った。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、バイオインフォーマティクスを応用して、放線菌

や真菌の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診

断や分子疫学調査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・治療法開発と、疫

学研究 
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1. 地域流行型真菌症の研究 

（1） 国内分離Cryptococcus gattii 株の分子疫学研究 

H24年度に新たに入手した、国内分離されたC. gattii 株につ

いて、北米分離株や前年度までの国内分離との比較対照を目

的にゲノム解析を行った。これまで分離された国内株、ある

いは北米株のVGI～IVとは遺伝学的に異なるクラスターに分

類可能な株であることが示され、日本国内で分離される株は

独自に変異を獲得し土着している可能性が示された。 

［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）、大楠清文（岐阜大）、

川本進（千葉大真菌医学研究センター）、関塚剛史・黒田 誠

（病原体ゲノム解析研究センター）］ 

（2） 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  

国内で分離・保存されているクリプトコックス属や臨床分

離株で検査依頼のあった株についての血清型再同定を行った。

現在まで 114 株解析を行い、昨年度以降C. neoformans 以外

では、C. liquefaciens1 株が同定された。また血清型A 型のC. 

neoformans の薬剤感受性をみると、アゾール系、5-FC の各薬

剤に対する感受性は良好であったが、幾何平均値では米国の

報告と比較し amphotericin B の値が高値であった。 

［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］ 

（3）Cryptococcus gattii 株の実験的病原性解析 

 C. gattii 株は JP01 株（VGIIa 型：日本分離株）、JP02 株（VGIIc

型：日本分離株）、R265 株（VGIIa 型：北米分離株）、5815

株（VGI 型：日本分離株）、対照としてC. neoformans H99 株

を用いた。結果として、R265 株、JP02 株についてはクリプ

トコックス属の中でも比較的強い病原性を持つことが認めら

れた一方、JP01 株は病原性の低い株であることが伺われた。

また、C. gattii 株では病理組織学的にC. neoformans と異なり

肺での炎症性反応に乏しく、とくに R265 株、JP02 株では解

剖学的肺構造の著しい破壊像が特徴的と考えられた。さらに、

この病原性には従来クリプトコックス属の病原因子とされる

ものとの相関が低いことが示された。 

［大野秀明、山本修平（日本大）、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 

 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。SST-REX 法を使用し、低酸素条件下で発現す

る膜・分泌蛋白として同定されたCryN1 が、細胞外に分泌さ

れることや細胞壁成分にも存在することが確認された。一方、

CryN1に対して6種類の抗体が得られ、これらを利用しCryN1

を標的としたELISA 検出系を構築中である。 

［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 

 平成23年度までに解析したC. neoformans （var. grubii） 44

株の株のMLSTによる疫学的解析結果には含まれていなかっ

た新たなMLST型の日本由来のC. neoformansの報告を行った。 

［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) Asperugillus fumigates Y1 及びB11 蛋白質の性状解析 

Y1 及びB11 遺伝子（3 種類のホモログが存在する）の蛋白

質は、細胞から抽出した蛋白質でウエスタンブロットを行う

と期待される分子量より大きい分子量にブロードに検出され

る 。 糖 鎖 修 飾 の 可 能 性 を 検 討 す る た め に 、

Tri-fluoro-methane-sulfonic acid (TFMS)による化学的な分解、

NGaseF, O-glycosidase, Neuraminidase, N-glycosidase 等による

酵素処理を行い糖鎖修飾について検討した。一部の蛋白質に

ついて糖鎖修飾について確認した。残りの不明な蛋白質につ

いては条件を変えて解析を進めている。 

［山越 智、梅山 隆、橋本ゆき、田辺公一、大野秀明、宮

﨑義継］ 

(2) 免疫染色によるAsperugillus fumigates B11 蛋白質の細胞

局在についての解析 

 B11 蛋白質は、3 つのホモログ（B11a, B11b, B11c）からな

り、生化学的解析により、分泌蛋白質であり細胞壁に存在す

ることが判明している。免疫染色により、それを確認するこ

とを試みた。その結果、B11b では、細胞外マトリックスと考
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えられるところに、ドット状のシグナルが確認できた。分泌

後、その部分に集積する可能性が示唆された。他の蛋白質に

ついても検討を続けている。 

［山越 智、梅山 隆、橋本ゆき、田辺公一、大野秀明、宮

﨑義継］ 

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

研究 

昨年までに Ku70 遺伝子欠損株 Afs35 から作製した、

ATP アナログ 1NM-PP1 感受性となる変異株を使用した。こ

の株に核小体マーカーNopA-mCherry を導入し、4D ライブ

イメージングを行うことによって、Mps1 のキナーゼ活性が

正常な核分配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］ 

（4）A. fumigatus のPolo-like キナーゼの研究 

A. fumigatus 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 Polo-like キナーゼPLK1 の遺伝子破壊株を作製した。さ

らに、PLK1 遺伝子およびピリチアミン耐性遺伝子を含む

DNA 断片を選択マーカーとして使い、遺伝子相補株を作製

した。遺伝子破壊株は、親株と比べて生育が 6 割程度に遅く

なり、分生子形成効率が顕著に低下していることから、PLK1

遺伝子は生育と分化に重要な役割を果たしていることが明ら

かになった。 

［梅山 隆、山越 智、大野秀明、田辺公一、宮﨑義継］ 

(5)A. fumigatus の接着因子の候補の探索 

Candida albicans の接着因子Als3 の相同遺伝子 3 種類に

ついて、A. fumigatus 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 遺伝子

破壊株・過剰発現株を作製した。いずれの遺伝子破壊株・過

剰発現株も、生育・分化・肺胞上皮細胞への接着能に関して、

親株と顕著な差が認められなかったことから、これら３種類

の遺伝子は接着因子でないことが示唆された。 

［石戸健一（日本大）、梅山 隆、山越 智、大野秀明、田辺

公一、宮﨑義継］ 

(6) 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。本年度の検討では、十分

な結果が得られなかったため、今後、条件の調整が必要である。

 ［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) Candida 属臨床分離株の疫学解析 

 国内の主要医療機関において侵襲性感染を引き起こした

Candida 属、特に分離頻度の高いC. albicans を収集し、遺伝

子型解析結果と感染症発生動向および薬剤感受性との関連を

明らかにすることを目的とした。臨床分離株の解析の準備段

階として、コロニーダイレクト PCR 法や塩基配列解析法につ

いて検討し、多数の臨床分離株の遺伝子解析を効率よく進め

ることを可能にした。 

［田辺公一、中山靖子、名木 稔、山越 智、梅山 隆、大

野秀明、宮﨑義継］ 

（2）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た。抗真菌薬の

種類により、バイオフィルムに対する動的な作用の違いが明

らかになった。 

［金子幸弘、宮川 進（株式会社アイカム）、宮﨑義継］ 

（3） 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 

アゾール耐性に関与する細胞外ステロールの供給源が血清

中に存在すると考え、C. glabrata の血清への応答を調べた。

血清添加は、AUS1 の発現を強力に誘導し、細胞外ステロー

ル取り込みを誘導した。実際に細胞外ステロールの取り込み

はステロール合成阻害剤による抗真菌作用を減弱させた。ま

た、リポタンパク質を除去した血清は AUS1 の発現を誘導し

たが、ステロール合成阻害剤の効果を減弱させなかった。以

上の結果より、血清中のリポタンパク質がC. glabrata にとっ

てステロール供給源となりうること、また血清中のリポタン

パク質以外の何らかの因子が細胞外ステロール取り込みを活

性化することを明らかにした。 

［田辺公一、中山浩伸（鈴鹿高専・生物応用化学科）、名木 稔、
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山越 智、梅山 隆、大野秀明、宮﨑義継］ 

 

4. ヒストプラスマ症に関する国際共同研究 

(1) タイ北部におけるヒストプラスマ症の調査 

昨年度から続いてタイ・チェンマイ大学とチェンマイ地方

におけるヒストプラスマ症の発生動向に関する調査を行った。

結核症疑いで、喀痰塗抹法抗酸菌陰性の症例から得られ、臨

床検査に供された喀痰などの臨床検体を対象に、ヒストプラ

スマ属を検出する PCR 法を行ったところ、約 1%の症例でヒ

ストプラスマ属 PCR 法が陽性を示し、臨床的にもヒストプラ

スマ症と矛盾しないことがわかった。このように、結核疑い

症例にヒストプラスマ症が含まれることが判明したことは、

今後診療において両者を常に鑑別する必要性を示した。 

［大野秀明、田辺公一、草地弘子、山越 智、梅山 隆、宮

﨑義継、Trepradab Norkaew、Pojana Sriburee（チェンマイ大）］ 

 

(2) タイにおけるヒストプラスマ症の感染源ならびにヒス

トプラスマ属生息状況調査 

 タイ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。タイ・チェンマイにおける遺伝子検出

法を用いた検討から、ヒストプラスマ属はクリプトコックス

属と同様、家禽類の糞で汚染された土壌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

伺われた。 

［大野秀明、田辺公一、草地弘子、山越 智、梅山 隆、宮

﨑義継、Trepradab Norkaew、Pojana Sriburee（チェンマイ大）、

Natteewan Poonwan（タイNIH）］ 

 

(3) 北部ベトナム地域におけるヒストプラスマ症の疫学 

ハノイ市を中心とする北部ベトナムにおけるヒストプラス 

マ症の疫学研究、ヒストプラスマ属の環境中生息状況調査を 

行った。ハノイ市における医療機関で呼吸器感染症が疑われ 

た症例を対象にしたヒストプラスマ症の疫学調査では、培養 

法からヒストプラスマ症の確定診断が得られた症例は現時点 

まで確認できなかったが、抗ヒストプラスマ抗体の陽性率は 

約 18%であった。また環境検体については約 120 検体を採取 

しヒストプラスマ属検出の検討に供した。今回の我々の結果 

から、ベトナムにおいてもヒストプラスマ属感染は稀な事象 

ではないことが推定され、ベトナムにおける本症に関する初 

めての疫学的情報の一端と考えられた。 

［大野秀明、田辺公一、草地弘子、山越 智、梅山 隆、宮

﨑義継、Hoang Thi Thu Ha（ベトナム国立衛生疫学研究所）、

Nguyen Van Tien（ハノイ・バクマイ病院）］ 

 

5. 侵襲性真菌症に関する多施設臨床研究 

（1）   慢性肺アスペルギルス症を対象とした無作為化臨床

試験 

 確立した治療法が無い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臨床試験を実施し、菌種同

定と薬剤感受性試験も実施した。 

［宮﨑義継、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

崎医大）、藤内 智（旭川医療センター）、泉川公一・河野 茂

（長崎大）ほか］ 

（2）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。本

年度は、肝膿瘍由来の 1 件の真菌を同定した。 

［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. カンジダ菌血症の経過に及ぼす細菌感染の影響 

真菌・細菌共感染マウスモデルを用いて、共感染した細菌

が真菌排除に及ぼす影響を解析した。マウスに Candida 

albicans の単独感染または腸管内常在菌の Novosphingobium 

属細菌と共感染させたところ、共感染群では腎臓内の真菌数

および炎症性サイトカイン産生の増加を認めた。その病態に
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は、NKT 細胞などのリンパ球が産生する IFNとよばれる蛋

白が関与することが分かった。また、緑膿菌とC. albicans の

共感染においても真菌感染の増悪を認めた。このことから、

カンジダと細菌の重複感染では、細菌による自然免疫の活性

化が真菌の排除に影響を及ぼすことが示唆された。 

［樽本憲人、金城雄樹、北野尚樹、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］ 

 

2. 真菌感染免疫におけるLMIR3 の役割 

免疫グロブリン様受容体 LMIR3 (leukocyte mono- 

immunoglobulin-like receptor 3)は、細胞内ドメインに抑制型モ

チーフを有する抑制型受容体であるが、感染応答における機

能は明らかでない。野生型マウスとLMIR3 欠損マウスを用

いて、Candida albicans (Ca) に対する応答性を比較した。

LMIR3 欠損マウスは、Ca の致死的感染において生存率が有

意に高く、臓器内菌数も少ない傾向にあった。また、骨髄由

来のCD11c 陽性樹状細胞を各種抗原で刺激し、IL-6 の産生性

を比較したところ、LMIR3 が欠損した樹状細胞では、Ca の

菌体やマンナン刺激では IL-6 の産生性は増加したが、LPS 刺

激では IL-6 の産生性は有意に低下した。LMIR3 欠損マウス

が感染抵抗性になる要因やCaがLMIR3を悪用して感染を有

利に展開している可能性について検証を続けている。 

［上野圭吾、金城雄樹、大川原 明子、北浦次郎・伊沢久未 (東

京大学医科学研究所) 、宮﨑義継］ 

 

3. クリプトコックス属に対する免疫応答の研究 

(1) Cryptocccous gattii に対するTh1 応答の解析 

C. gattii (Cg)は、C. neoformans (Cn)に比べると感染時にTh1

応答を殆ど誘導しないことが本菌の高病原性をもたらす可能

性がある。今年度は、Cg によるTh1 応答を評価する in vitro

の実験系を構築した。Cg またはCn を感染マウスから回収し

た脾臓細胞をCg またはCn で再刺激し、培地上清中の IFN-

γを評価した。どちらで免疫した場合も、Cn で再刺激すると

IFN-γの産生を認めたのに対し、Cg で再刺激した場合はどち

らの脾臓細胞からも IFN-γの産生を認めなかった。この結果

はCg の場合、Cn 刺激とは異なり、抗原特異的T 細胞が何ら

かの要因で再誘導されなかったことを示唆している。T 細胞

の誘導には抗原提示細胞のはたらきが必須であることから、

今後Cg が樹状細胞の活性化に及ぼす影響を解析する予定で

ある。 

［上野圭吾、大川原 明子、金子幸弘、金城 雄樹、宮﨑義継］ 

(2) 高病原性クリプトコックス症の免疫原性および病原性に

関する研究． 

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、金城雄樹、上野圭吾、大野秀明、宮﨑義継］ 

 

4. 糖脂質抗原による肺炎球菌ワクチン増強効果の解析 

 肺炎球菌は成人肺炎の最も頻度の高い起炎菌である。本

研究では新規の肺炎球菌ワクチン開発を目指した基礎的検

討を行った。マウスに肺炎球菌蛋白抗原と糖脂質抗原の新

規併用ワクチンを接種することにより、蛋白抗原に対する

IgG 抗体価が上昇し、肺炎球菌の排除が促進され、高い生

存率をもたらした。併用ワクチン接種マウスでは、蛋白抗

原に対する特異的な CD4T 細胞の誘導を示す結果を得た。

そのことから、糖脂質抗原の併用による NKT 細胞の活性

化により、CD4T 細胞の誘導が増強し、抗体産生を増強さ

せることが示唆された。 

［金城雄樹、井澤 由衣奈、大川原 明子、金子幸弘、上野圭

吾、小川伸子、朴 貞玉（大阪大学微生物病研究所）、川上和

義（東北大学）、竹山春子（早稲田大学理工学術院）、大石

和徳（感染症情報センター）、宮﨑義継］ 

 

5. 肺炎球菌多糖ワクチン抗原認識機構の解析 

 現行の成人用肺炎球菌ワクチンは胸線非依存性抗原であ

る多糖抗原であることから、メモリー細胞が誘導されず、

ブースター効果が期待できない。その効果を増強する方法

を模索するため、肺炎球菌多糖抗原ワクチンによる抗体産

生機序の解析を行った。その結果、肺炎球菌多糖ワクチン



生物活性物質部 

抗原の認識に Dectin-2 という分子が重要な役割を担うこと

を見出した。Dectin-2 を欠損したマウスでは、肺炎球菌多

糖抗原ワクチンによる抗体産生の障害を認めたが、糖脂質

抗原によるNKT 細胞の活性化により抗体産生が回復した。

そのことより NKT 細胞が抗体産生に影響を与える可能性

が示唆された。 

［金城雄樹、宮﨑義継、宮坂智充・川上和義（東北大学）］ 

 

6. 生体防御に関与するサイトカインLECT2 の解析 

LECT2のレセプター候補X発現細胞株数種類および抗X

蛋白質抗体を用い、フローサイトメトリーによりLECT2 結

合の特異性の検討を行った。その結果、LECT2 がX 蛋白質

と特異的に結合すること、さらにその結合がそれぞれの蛋

白質の性質によると考えられる特徴を有することが示唆さ

れた。 

［山越 智、橋本ゆき、梶川益紀（ACTGen 社）、梅山 隆、

田辺公一、大野秀明、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 

種々の放線菌や真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 2 株の放線菌の

ゲノムシークエンシングを行い、4 株の真菌ゲノムシークエ

ンスの比較を行った。 

［石川 淳、関塚剛史・黒田 誠（病原体ゲノム解析研究セン

ター）］ 

 (2) 生物活性物質生合成遺伝子探索ツールの開発 

感染症治療薬のシードとなる生物活性物質の生合成に与る

タンパクに頻繁に見出されるドメインを指標として、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

的に見出すためのウェブツール（2ndFind, 

http://biosyn.nih.go.jp/2ndfind/）の開発において、アミノグリコ

シド系抗生物質の生合成遺伝子の検出効率を向上させる改良

を行った。 

［石川 淳］  

(3) キャンディン系抗真菌化合物の生合成遺伝子の解析 

糸状菌の生産するキャンディン系抗真菌化合物の生合成を

明らかにすることを目的とし、これまでに次世代シークエンサ

ーを用いたゲノム解析・ゲノム情報を用いた生合成遺伝子の探

索を行ってきた。本年度は、見出された酸化還元酵素をコード

する遺伝子の破壊株を作製し、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、相補実験に

より生産性が回復した。これらの結果から、見出された遺伝子

は、キャンディン系抗真菌化合物の生産に関与していることを

明らかにした。 

［星野泰隆、荒井裕太郎、石川 淳］ 

 (4) キャンディン系抗真菌化合物の生合成遺伝子の改変によ

る新規抗真菌物質の創製 

キャンディン系抗真菌化合物の環状ペプチド鎖部分を構成

するアミノ酸の部分構造を変異させるために、取り込まれるア

ミノ酸の生合成に関与すると予想される遺伝子の破壊株を用

いて、環状ペプチド鎖部分の異なる新規キャンディン系化合物

の生産を試みた。結果、遺伝子破壊株において、野生株では生

産されていない化合物を生産していることが判明した。しかし、

この培養菌体抽出物においては、抗真菌活性が認められなかっ

た。今後、生合成経路の改変による新たな化合物の生産する方

法を用いて、抗真菌活性を有する化合物生産を目指す。 

［星野泰隆、荒井裕太郎、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の生産性とキャンディン系 

抗真菌化合物耐性の関係 

臨床におけるキャンディン系抗真菌薬への耐性にはFKSI

のアミノ酸配列の変異が関与すると報告されているが、キャ

ンディン系抗真菌化合物生産株のFKSIにはそのような変異

が存在しないことがゲノム解析から判明している。そこで、

生産株の自己耐性機構の解明ならびに耐性の付与による生

産性の向上を目的に、FKSIに耐性変異を導入し耐性化を試み

た。その結果、キャンディン系抗真菌化合物（ミカファンギ

ン、キャスポファンギン等）に対する耐性度が野生株と比較

して向上した。キャンディン系抗真菌化合物の生産性に関し

ては、現在検討中である。 
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［星野泰隆、清野優花、石川 淳］ 

(2) LC-MS を用いたアミノグリコシドリン酸化酵素の活性

測定法の開発 

アミノグリコシドリン酸化酵素のカイネティクスアッセ

イを行うために、リン酸化物をHILICカラムを用いたHPLC

で分離し、続いて MS によって定量検出する方法を開発し

た。反応生成物を直接定量する点が従来法とは異なる。 

［滝野有花、星野泰隆、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（ア

ッセイ系１）、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（アッセイ系２）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。今年度支援班より依頼された 88 サンプルのう

ち、アッセイ系１において何らかの阻害活性があると判定さ

れたものは 29 サンプルあったが、アッセイ系２では陽性サン

プルはなかった。 

［福山まり、旦 慎吾・矢守隆夫（癌研）、深澤秀輔］ 

 

2．Candida albicans に対する併用療法に関する検討 

FDA approved drug 640薬剤とFLCZの併用効果をin vitroで

検討した。640薬剤のうち、相加・相乗的に作用する薬剤、拮

抗的に作用する薬剤の構造活性相関についての知見が得られ

た。また、拮抗作用を示す薬剤のうち、シクロオキシゲナー

ゼ阻害剤の拮抗するメカニズムについて、排出ポンプとの関

連性を見いだした。 

［金子幸弘、深澤秀輔、大野秀明、梅山 隆、田辺公一、宮﨑

義継］ 

 

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およびレチノイドX受容体のリガンド、

レチノイドおよびレキシノイドは JFH-1 感染細胞でHCV 阻

害作用を示したが、レプリコン細胞でもそのRNA とNS5A

蛋白質を阻害した。このことによりHCV のRNA 複製を阻

害することが示唆された。また、これらはHCV 持続感染細

胞でもHCV RNA 阻害を示した。さらにインターフェロンと

同時に作用させたところ併用効果があり、臨床応用への可能

性が示唆された。 

［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］ 

 

4．BET ファミリータンパク質に関する研究 

bromodomain は、ヒストンテールのアセチル化リジンと相

互作用する約 110 アミノ酸のモチーフである。BET ファミリ

ータンパク質は２つの bromodomain と ET（extra-terminal）

domain と呼ばれる領域を特徴とするクロマチン結合タンパ

ク質群であり、ヒストンコードの読み取りを行うエピジェネ

ティックス制御因子として、様々な遺伝子の発現制御に関わ

っている。BET ファミリーには bromodomain、ET domain 以

外にも、機能不明の保存された領域がある。今回BET ファミ

リーの２つの bromodomain 間に、12 アミノ酸からなる保存さ

れた配列があることを見いだし、その配列がBET ファミリー

タンパク質の核局在シグナルの一部であることを明らかにし

た。 

［深澤秀輔］ 

 

 

レファレンス業務 

医療機関や研究機関、自治体、他省庁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、真菌症に関す

るする相談業務などを行った。平成 24 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 37 件（菌

株 35 株、臨床検体 28 検体）、ならびに行政検査 1 件の対応

にあたった。これらの検査の結果、感染症法の対象となる真

菌の分離、検出は認めなかったが、アスペルギルス症の原因
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真菌としてnon fumigatusによる感染症例が比較的多く認めら

れた。 

［大野秀明、中山靖子、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 

収去検査による抗生物質医薬品の力価試験 

今年度の医薬品等一斉監視指導・収去検査（後発医薬品品質

確保対策）においては、抗生物質医薬品 2 品目 40 ロット（メ

ロペネム注射用 24 ロット、ミノサイクリン塩酸塩注射用 5

ロット、顆粒 2 ロット、錠剤 6 ロット、カプセル 3 ロット）

について力価試験を担当し、日局各条収載の液体クロマトグ

ラフィー法に準拠した定量法により行った。いずれの収去品

も含有量は規格範囲内にあり、すべて「適合」と判定された。 

［村上裕子、石川 淳、深澤秀輔、星野泰隆、金子幸弘、 

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 の協力のもと現地担当者

と情報交換を行った。 

［大野秀明、田辺公一、宮﨑義継］ 
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