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概 要

真菌部は真菌感染症の調査研究を主な任務としてい

る。真菌症の病原真菌の病原因子や宿主免疫機構の

解明、疫学研究、ならびに、実用化をめざした診断薬・

治療薬・ワクチンの基盤研究を推進している。

わが国の三大侵襲性真菌症は、カンジダ症、アスペル

ギルス症、ならびにクリプトコックス症であるが、最近では

新興真菌症として世界規模でアウトブレイクをおこしてい

るCandida aurisはじめ薬剤耐性真菌が公衆衛生学的

に重要となっており、これらの真菌症の制圧を目標として

以下の様な調査研究を実施した。

平成30年度は各種真菌に関する病原因子解明と宿主

反応に関する基盤研究、糸状菌感染症における治療法、

病原体診断に関する研究を行った。宿主因子に関して

は、病原体の認識分子や自然免疫機構の役割、ワクチ

ン基盤に関する研究を実施した。感染症制御薬に関し

ては、新規薬剤シーズの抗真菌活性探索や薬剤耐性

機構の研究、細胞内シグナル制御の解明と応用に基づ

く感染症制御、既存薬の新規薬効の応用等に関する研

究を行った。

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

開発と薬剤耐性制御に関する研究

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に基づく感染症制御に関す

る研究

真菌部各室が実施した主な業務は、それぞれ以下のと

おりである。

第一室は、真菌症の疫学研究、真菌病原因子に関

する研究と真菌検査業務、真菌レファレンス業務を担当

した。侵襲性真菌症では国内最多の侵襲性真菌症であ

るカンジダ症を対象としC. glabrataのマイトファジー、カン

ジダ眼内炎の病態、薬剤耐性機構、病原因子の解明に

関する研究を実施した。

第二室は、免疫不全宿主にみられるアスペルギルス

症やムーコル症等の糸状菌感染症に関して、アゾール

系薬耐性機構、A. fumigatusの増殖機構、宿主因子に

関する研究を行った。また、病原微生物の細胞内シグナ

ル伝達分子の解析とそれを応用した疾病制御に関する

研究を行った。また、検査業務のうち後発医薬品の収去

検査を第四室と共同で実施した。

第三室は、クリプトコックス属や肺炎球菌、インフルエ

ンザ等を対象として宿主因子や免疫機構の解明と、その

制御に基づく難治性感染症の病態研究やワクチンに関

する基盤研究を実施した。また、真菌検査業務のうち法

的規制にかかる病原体とBSL3真菌の管理業務を担当し

た。

第四室は、真菌や放線菌の二次代謝産物等の探索

と代謝経路の解明、バイオインフォマティクス研究等を実

施した。また、検査業務として、病原真菌検査の標準作

業手順書の改訂、後発医薬品の収去検査を実施した。

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審査等を実

施した。国際交流では、ベトナムNIHEを中心に、カンジ

ダ症、クリプトコックス症に関する調査研究や検査技術研

修を実施した。

人事面では、平成31年3月31日付で第二室長 深澤

秀輔が定年退官した。

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
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と疫学研究

1. 地域流行型真菌症の研究

(1) 自然免疫回避機構におけるCryptococcus gattii

の莢膜多糖の生理作用

樹状細胞 (DC)は、本菌の野生株を貪食できないが

莢膜欠損株 (CAP∆)は効率よく貪食する。DCによる

CAP∆の認識機構や莢膜多糖が認識回避に及ぼす

分子機構は不明であった。これまでに、我々は莢膜多

糖が菌体の抗原を被覆しDCによる貪食を回避するモ

デルを提唱している。平成30年度は、DCがCAP∆を認

識する際、DC内で活性化する各種リン酸化タンパク質

を、ウェスタンブロットにより評価した。CAP∆で樹状細

胞を刺激するとリン酸化P1, P2, P3の増加を認めたが、

CAP∆を莢膜多糖で事前処理した場合は、それらの増

加を認めなかった。またP1及びP2のリン酸化阻害剤は、

DCによるCAP∆の貪食を阻害した。これらの結果は、

DCによるCAP∆の初期認識及び貪食にP1-P2経路が

必要であることを示しており、莢膜多糖による抗原の被

覆は、P1-P2経路の活性化を阻害することを示してい

る。

［上野圭吾、大谷淑子・柳原尚・清水公徳 (東京理科

大 基礎工学部 )、金城雄樹、宮﨑義継］

(2) マクロライド系薬による高病原性クリプトコックス症

の病原性制御に関する研究

C. gattiiに対するClarithromycin (CAM)の病原性抑

制効果についてC. gattii R265株以外の臨床分離株

で検討した。C. gattiiでは、CAM用量依存的に莢膜

多糖が減少し、H2O2やβ-defensinに対する感受性が

亢進し、好中球殺菌に対する抵抗性が低下した。その

機構解析のためC. gattiiのMAPKシグナル伝達経路

の一つであるHog1のリン酸化をwestern blotで確認し

たところ、CAM投与群でリン酸化の抑制を認めた。一

方、莢膜形成関連遺伝子の一つであるCAP59やメラ

ニン産生および細胞膜のintegrityに関与する

LAC1/LAC2遺伝子の発現はCAM処理により低下し、

CAMによる莢膜菲薄化と関連する可能性が示唆され

た。以上をマクロライド系薬の効果の１つとして、海外

学術雑誌上で公表した.

［中村茂樹、壇辻百合香、金蓮今、名木稔、梅山隆、

山越智、宮﨑義継］

2. アスペルギルス症に関する研究

(1) Aspergillus fumigatus 菌体外タンパク質に対する

新規抗体の作製

深在性真菌感染症は致死率が高く早期に適切な

治療が必要とされることから、正確な早期診断が求め

られている。現在、真菌感染症の血清学的検査では

血清中の真菌由来の細胞壁の構成成分、および抗マ

ンナン抗体を検出する診断法が用いられているが、検

出感度・特異度の面でも十分な検出系とは言えず、よ

り抗原への特異性が高い抗体を用いた新たな検出系

の開発が求められている。このような背景から私たちは

新規診断系の開発を目指した研究を行っており、

Signal Sequence Trap (SST) 法を用いて選定された

分泌型のアスペルギルスの抗原候補に対して抗体を

作製する研究を行っている。真菌由来のタンパク質抗

原は原核生物である大腸菌で作製するよりも真核生

物の発現系を使用した方が翻訳後修飾や立体構造

の点でより native な構造に近い抗原として宿主に認

識させることができる。よって私たちは生体内で発現さ

せた標的抗原を宿主に暴露することができる DNA 免

疫法を用いた。この方法は in vivo エレクトロポレーショ

ン法により、抗原候補のタンパク質を発現する発現ベ

クターをマウスの大腿四頭筋細胞に導入し、筋細胞が

作った標的抗原を宿主が認識し抗体産生応答を惹起

させることができる。この方法により抗原候補の B11c を

抗原として免疫したマウスからは大腸菌由来組換え体、

および A. fumigatus Af293 の培養上清に反応性が高

く、Candida albicans および B11c 遺伝子破壊株の培

養上清に対して低反応性を示すハイブリドーマクロー

ンを選択し 12 種類のモノクローナル抗体を産生するク

ローンを選択することができた。また 293T 細胞に発現

させた B11c タンパク質を含む培養上清を抗原としてサ

ンドイッチ ELISA の系を構築し、論文として報告した。

現在 B11c に引き続き、B11b や Y69 などその他の抗

原候補分子に対する抗体作製を行っている。
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［高塚翔吾、犬飼達也、山越智、伊達琴恵、橋本ゆき、

梅山隆、名木稔、中村茂樹、宮﨑義継］

(2) A. fumigatus の分泌小胞に関する研究

A. fumigatus の分泌小胞に含まれるタンパク質を解

析するために、超遠心法での分泌小胞の回収率と純

度を上げる検討をした。完全合成培地では、電子顕

微鏡観察で分泌小胞と共にほぼ同じ大きさの結晶と

考えられる棒状物質が大量に共沈殿すること、さらに

糖と考えられる大量の共雑物もゲル状に共沈殿し、分

泌小胞の回収率に影響を与えた。培養条件等の様々

な検討した結果、培地中のタンパク質の混入が問題で

あるが糸状菌の一般的な半合成培地を用いることとし

た。また、ゲルろ過法による解析で超遠心法により調

製した分泌小胞が不安定であることが明らかとなった。

これは、動物細胞に使われるエクソソーム安定化剤に

より改善した。現在、昨年同定された分泌小胞中の

RNA をターゲットとする RT-PCR 系の構築を行ってい

る。

［山越智、梅山隆、片野晴隆（感染病理部）、黒田誠

（病原体ゲノム解析研究センター）、橋本ゆき、名木

稔、犬飼達也、高塚翔吾、中村茂樹、宮﨑義継］

(3) Aspergillus fumigatus の血清応答機構の解析

臨床上問題となる Aspergillus fumigatus は、他の

Aspergillus 属とは異なり、血清存在下での増殖能が

優れていることから宿主での増殖に有利な機構である

と考えられる。そこで、本菌の血清存在下での生育メカ

ニズムの解明を目的に、平成 29 年度までに、 A. fu-

migatus の分泌蛋白質をコードする B11b 遺伝子の破

壊株が、病態モデルマウスを用いた感染実験で低病

原性であることを見出しており、さらに B11b 遺伝子破

壊株は、血清存在下で菌糸伸長阻害が起こることを

発見している。平成 30 年度は、B11b 遺伝子破壊株の

増殖を阻害する血清中の成分を特定することを目的と

した。血清をクロロホルム/メタノール混液で分画・精製

を行い、各画分を適宜添加した DMEM 培地で B11b

遺伝子破壊株を培養した。B11b 遺伝子破壊株に対

する菌糸伸長阻害は、血清を有機溶媒で分画した水

層画分に確認された。これまでの結果から、本菌の血

清存在下での増殖機構には、本菌の B11b 依存的に

血清中の特定の水溶性物質と相互作用することが示

唆された。

［犬飼達也、梅山隆、星野泰隆、山越智、中村茂樹、

宮﨑義継］

(4) CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術による Aspergillus 

fumigatus ボリコナゾール耐性変異の検証

肺アスペルギルス症におけるアゾール薬耐性が近年

問題となっている。アゾール耐性の原因は、主に標的

酵素である Cyp51A の遺伝子変異や過剰発現に起因

している。慢性進行性肺アスペルギルス症と診断され、

ボリコナゾールを長期投与されている 74 歳男性の喀

痰からアゾール耐性 A. fumigatus が分離された。耐性

株および感受性株における Cyp51A 塩基配列の比較

より、Gly138Ser および Asn248Lys の変異がアゾール

耐性に関与する可能性が示され、CRISPR/Cas9 ゲノ

ム編集技術を用いて耐性株のそれぞれの変異を感受

性株の配列に置換した結果、138 番目の Ser を Gly に

置換した株でボリコナゾールの感受性が上昇した。逆

に、感受性株 AfS35 において、138 番目の Gly を Ser

に置換したところ、アゾール感受性が低下した。以上

の結果から、本症例のアゾール耐性分離株のボリコナ

ゾール耐性化の一つの原因として、Cyp51A の 138 番

目の Ser 残基が関与する可能性が高いことが明らかに

なった。

［梅山隆、犬飼達也、山越智、名木稔、中村茂樹、宮

﨑義継；林悠太、下坂寿希、小川賢二（国立病院機

構東名古屋病院）］

(5) non-Cyp51A 型アゾール耐性 HMG1 変 異の

Aspergillus fumigatus における CRISPR/Cas9 ゲノム編

集による直接検証

臨床、環境を含めて肺アスペルギルス症におけるア

ゾール薬耐性が近年問題になっている。アゾール耐性

の主な原因は、アゾールの標的酵素である Cyp51A の

遺伝子変異やプロモータ領域のタンデムリピート化に
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よる過剰発現に起因していると推測されている。一方、

Cyp51A に変異が確認できない non-Cyp51A 型のアゾ

ール耐性株が数多く分離されているが、それらの株の

耐性機序は不明である場合がほとんどである。慢性肺

アスペルギルス症の患者から分離されたアゾール耐性

株において non-Cyp51A 型の変異 (HMG1 S269F 変

異 )が報告された（Emerg. Infect. Dis. 2018, 24(10), 

p1889）。この HMG1 変異がアゾール耐性に関与する

かどうかを、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を導入して

検 討 し た 。 HMG1 は hydroxymethylglutaryl-CoA 

(HMG-CoA) 還元酵素をコードしており、エルゴステロ

ール生合成経路の律速酵素である。変異が確認され

た 269 番目のセリン残基は、ステロール感知ドメインに

位置し、このアミノ酸残基の変異がアゾール耐性に影

響を与えている可能性が示唆されていた。感受性株で

ある AfS35 株の HMG1 の 269 番目のセリン（S）をフェ

ニルアラニン（F）に置換したところ、複数のアゾール薬

に対して低感受性化が観察された。以上より、同一の

患者から経時的に分離されたアゾール耐性臨床分離

株のゲノム解析により発見された、Cyp51A 以外の新し

いアゾール耐性変異が、アゾール感受性に寄与するこ

とを検証出来た。新しいアゾール耐性機構を提唱でき

ると期待される。

［梅山隆、犬飼達也、新居鉄平・渡辺哲・亀井克彦

（千葉大学真菌医学研究センター）、宮﨑義継］

3. カンジダ症に関する研究

(1) C. glabrata におけるマイトファジー必須遺伝子

ATG32 の転写調節機構の解明

これまでの研究から、C. glabrata のミトコンドリア選

択的オートファジー（マイトファジー）は鉄欠乏条件で

強く誘導されること、ミトコンドリア外膜に局在する

Atg32 が必須であること、ATG32 の遺伝子破壊株では

ミトコンドリア機能の低下、鉄欠乏環境下での短命化、

病原性の低下がおこることを明らかにした。C. glabrata

と遺伝的に近縁な出芽酵母 Saccharomyces cere-

visiae の場合、マイトファジー活性は ATG32 の発現量

によって調節されていると考えられている。平成 30 年

度は、C. glabrata の鉄欠乏条件におけるマイトファジ

ー活性調節機構の解明を目的に、転写因子結合部

位 予測プログラム （ YEASTRACT ）を用 い、 ATG32

ORF 上流領域における転写因子結合部位予測を行

った。予測プログラムから 13 種類の転写因子の結合が

予想されたため、それぞれの転写因子について遺伝

子破壊株、致死遺伝子に関してはテトラサイクリン応

答型プロモーター (Tet-p) を用いた発現抑制株を作

製し、鉄欠乏条件における ATG32 発現解析を行った。

各遺伝子破壊株と発現抑制株を鉄の有無で培養し

ATG32 の発現量を野生株と比較したところ、2 つの転

写因子破壊株において、鉄欠乏時の発現増加が減

弱することが明らかになった。

［名木稔、田辺公一（龍谷大・農学部）、山越智、梅山

隆、中村茂樹、宮﨑義継］

(2) Candida 属の粘膜定着が Staphylococcus aureus

による菌血症発症機構に及ぼす影響に関する研究

これまでの研究から、C. albicans の定常増殖期に培

養上清中に分泌される DNA 成分が、腸上皮細胞の

バリア機能を低下させることが明らかとなっている。定

常増殖期の菌体を電子顕微鏡で確認すると、無数の

菌体外小胞を分泌していることが分かった。菌体外小

胞を SYTO-61 で反応させたところ核酸染色陽性であり、

DNase 処理により陰性化したことから、菌体外小胞内

に DNA 成分が含まれていることが分かった。さらに超

遠心で抽出した菌体外小胞で処理した腸上皮細胞の

バリア機能が低下することも確認した。今後は腸上皮

細胞内に取り込まれた菌体外小胞がバリア機能低下

をきたすに至る細胞内シグナル伝達経路および小胞

内に含まれる DNA 成分の役割について明らかにす

る。

［中村茂樹、壇辻百合香、金蓮今、名木稔、梅山隆、

山越智、宮﨑義継］

(3)カンジダ眼内炎の病態解析

カンジダ眼内炎はカンジダ血症の重大な合併症で、

カンジダ血症の 10-15％に合併する。眼内炎の起炎
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真菌は、non-albicans Candida に比べて、Candida 

albicans の眼内炎が多いがその病態は明らかにな

っ て い な い 。 マ ウ ス に C. albicans ま た は

non-albicans Candida（C. glabrata、C. parapsilosis）

を感染させ、眼内の真菌数、炎症性細胞の集積、

及 び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 解 析 し た 。

non-albicans Candida に比べて、C. albicans 感染

マウスでは眼内の真菌数、及び炎症性細胞（好中

球・炎症性単球）の集積が多く検出された。また、C. 

albicans 感染マウスでは眼内の炎症性サイトカイン

及 び ケ モ カ イ ン の 産 生 を 認 め る の に 対 し 、

non-albicans Candida 感染マウスではこれらの産生

を認めなかった。また、病理学的解析では、C. albi-

cans 感染マウスでは網膜・硝子体への真菌浸潤像・

炎症細胞集簇像を認めるのに対して、non-albicans 

Candida 感染マウスではこれらの炎症所見を認めな

かった。構築したカンジダ眼内炎マウスモデルは病

態の解析に有用と考えられる。

［阿部雅広、金城雄樹、高塚翔吾、上野圭吾、定本

聡太・篠崎稔・澁谷和俊（東邦大学医学部）、宮﨑

義継］

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. Cryptococcus gattii に対する樹状細胞ワクチンとそ

の感染防御効果

これまでの解析で、本菌に対する樹状細胞 (DC)ワ

クチンが、肺常在性記憶型 Th17 細胞 (Lung 

TRM17)を誘導すること、Lung TRM17 が好中球や多

核巨細胞の活性化を介して高病原性クリプトコックス

症の病態を改善することを示した。平成 30 年度は、

Lung TRM17 の肺内局在を免疫組織化学的手法で

解析した。その結果、細気管支と血管が隣接する間質

に Lung TRM17 が局在することが分かった。また Lung 

TRM17 は、抗原非存在下でも IL-17A と IL-17RA を

恒常的に発現することが明らかになり、IL-17A 欠損マ

ウスでは、DC ワクチンで誘導される Lung TRM17 が減

少し、Lung TRM17 を長期間維持できなかった。このこ

とは、Lung TRM17 の分化や維持に IL-17A が必要で

あることを示唆している。

［上野圭吾、金城雄樹、大谷淑子・柳原尚・清水公徳

（東京理科大 基礎工学部）、定本聡太・篠崎稔・澁

谷和俊（東邦大 医学部）、宮﨑義継］

2. C. gattii に対する好中球の殺菌活性

上述のように DC ワクチンは、好中球の活性化を介し

て、本菌の増殖を抑制する。これまでに、新鮮血清存

在下で、好中球が C. gattii R265 を貪食し殺菌するこ

とを示した。平成 30 年度は、殺菌機構を調べる目的

で各種阻害剤を供し、殺菌活性に与える影響を調べ

た。その結果、セリンプロテアーゼ阻害剤で処理した好

中球は C. gattii や C. neoformans に対する殺菌活性

が低下した。一方、NADPH オキシダーゼ阻害剤で処

理した場合は、C. neoformans に対する殺菌活性のみ

低下した。両菌の酸化・窒素化ストレス感受性を評価

したところ、C. neoformans に比べて C. gattii は、酸化

ストレスや窒素化ストレスに対して耐性であった。これら

の結果は、好中球が、セリンプロテアーゼを利用して C. 

gattii を殺菌するモデルを示唆している。

［上野圭吾、柳原尚・大谷淑子・清水公徳 (東京理科

大 基礎工学部 )、金城雄樹、宮﨑義継］

3. 好中球に発現する LMIR3 の機能解析

LMIR3 (leukocyte mono-immunoglobulin-like re-

ceptor 3)は好中球の細胞表面に発現するがその機能

は不明であった。これまでに LMIR3 欠損好中球にお

いて一次顆粒成分が増加すること、それに伴って病原

性真菌や細菌に対する殺菌活性が亢進することを示

した。一次顆粒は、好中球の前駆細胞で生産されるこ

とから、平成 30 年度は、LMIR3 の好中球前駆細胞で

の発現レベルをフローサイトメトリー及びウェスタンブロ

ットで解析した。その結果は、LMIR3 は骨髄球以降、

成熟に伴って発現が増加し、細胞表面に露出すること

が明らかになった。ヒト前骨髄球細胞 HL-60 も定常状

態では LMIR3 の発現を認めなかったが、DMSO による

分化誘導後には細胞表面に LMIR3 が発現した。一

方、好中球を病原体で刺激すると細胞表面の LMIR3
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の発現は、更に増加するが、ウェスタンブロットで解析

した場合、発現総量は刺激前後で同等であった。これ

らの結果は、細胞内に蓄積されている LMIR3 が、好

中球の成熟や活性化に伴って細胞表面に露出するモ

デルを示唆している。

［上野圭吾、金城雄樹、北浦次郎・伊沢久未 (順天

堂大 医学部 )、柳原尚・大谷淑子・清水公徳 (東京

理科大 基礎工学部)、片岡紀代 (感染病理部 )、宮

﨑義継］

4. 肺炎を予防する新規ワクチンの開発研究

肺炎は日本人の主な死因の一つであり、肺炎球菌

はその起炎菌として最も多くの割合を占める。本研究

では肺炎球菌に対する新規ワクチン開発を目指した

基礎的検討を行っている。これまでに肺炎球菌蛋白・

糖脂質経鼻ワクチンを接種したマウスでは、血中に抗

原特異的 IgG 抗体価の上昇及び長期にわたる抗体

価の持続が認められ、濾胞性ヘルパー NKT 細胞と

いう特殊な細胞集団が誘導されることを明らかにした。

今年度は、NKT 細胞において特異的に Bcl6 遺伝

子を欠損したマウスを用いて、コントロールマウスでは

検出される濾胞性ヘルパー NKT 細胞が、NKT 細胞

特異的 Bcl6 遺伝子欠損マウスでは誘導されないこと

を明らかにした。またこの欠損マウスではワクチン接種

後に胚中心も形成されないことから、Bcl6 遺伝子が

濾胞性ヘルパー NKT 細胞の分化誘導における責

任遺伝子であること、さらにこの濾胞性ヘルパー NKT 

細胞が胚中心の形成に直接関わることが示唆された。

以上のより、新規肺炎球菌ワクチンによって誘導される

濾胞性ヘルパー NKT 細胞が肺炎球菌感染防御に

重要な役割を担う可能性が示唆された。

［高塚翔吾、金城雄樹、林崎浩史、川久保俊、阿部

雅広、上野圭吾、小野寺大志・高橋宜聖（免疫部）、

朴貞玉（阪大微生物研究会）、明田幸宏（大阪大学

微生物病研究所）、大石和徳（富山県衛生研究所）、

宮﨑義継］

5．金属キレーターによる抗微生物活性の評価と新

規薬剤の創薬に関する研究

環境または生体内に含まれる Fe や Zn などの微量

金属元素は病原微生物の生存に必須であるが、詳

細は明らかにされていない。我々は多剤耐性緑膿菌

や難治性真菌株 (アスペルギルス属やムーコルな

ど )に対する金属キレーターの抗菌・抗真菌活性の

評価とそのメカニズムの解析を進めている。これまで

に理化学研究所から提供を受けたキレーターライブ

ラリーの中で数種類について、抗アスペルギルスおよ

びムーコル活性を有していることが分かった。今後は

感染動物実験を立ち上げ、その in vivo における有

効性を評価していく。

［中村茂樹、壇辻百合香、金 蓮今、名木稔、梅山

隆、山越智、和田章 (理化学研究所 )、宮﨑義継］

6． 新規抗真菌薬 T-2307 によるカンジダ眼内炎へ

の有効性の検討

カンジダ眼内炎は治療を誤れば失明することもある

カンジダ血症の重篤な合併症の一つであるが、有効

な治療薬は限られている。酵母様真菌に対する優れ

た抗真菌活性が報告されている新規抗真菌薬

T-2307 のカンジダ眼内炎に対する有効性について

マウスモデルを用いて検討した。その結果、既存薬

（アゾール系・ポリエン系）の殺真菌的に作用するポ

リエン系薬と同等の有効性を確認することができた。

［阿部雅広、中村茂樹、壇辻百合香、金蓮今、名木

稔、梅山隆、山越智、満山順一 (富山化学工業 )、

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) Streptomyces rochei の詳細ゲノム解析

ポリケチド系抗生物質であるランカサイジンおよびラ

ンカマイシンを生産する S. rochei ゲノムの詳細解析を

行った。完全ゲノム配列の解析により、35 種の二次代

謝産物生合成遺伝子群候補を見出し、それらのいく

つかを人為的に発現させることにより、アゾキシアルケ
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ン化合物、ペンタマイシンおよびシトレオジオールの生

産を証明した。この結果は、放線菌のゲノムマイニング

が、新たな治療薬候補の発見に有用であることを示し

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）、荒川賢治（広島大）］

(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/）を前年

度に引き続き運用した。年度内に国内外から 51,678

回の利用があり、前年度より 52%増加した。

［石川淳］

2. 薬剤耐性機構に関する研究

(1) Aspergillus fumigatus におけるアゾール耐性メカニ

ズムの解析

A. fumigatus におけるアゾール系抗真菌薬の耐性

は、主にその標的タンパクである CYP51 の変異によっ

て付与されているが、この変異がないアゾール耐性株

が臨 床 から分離 され問 題となってきている。この

CYP51 変異以外の耐性に関与するメカニズムを明ら

かにするために、CYP51 に耐性の変異がないアゾール

耐性の臨床分離株を用いて解析を行った結果、耐性

に関与すると予想されるゲノム上の領域を得た。感受

性株を親株として、この領域を導入した株では、アゾー

ルに対する感受性が親株と比較して上昇したことから、

得られた領域は、アゾールに対する耐性化に関与して

いることが明らかになった。

［星野泰隆、石川淳］

(2) カンジダ薬剤耐性メカニズムとしてのステロール合

成・代謝に関連する研究

Candida glabrata の細胞外ステロール取り込みは、

嫌気条件や鉄欠乏条件などステロール生合成が阻害

される条件において活性化するが、通常の好気条件

では強く抑制されることが報告されている。ところが一

部の臨床分離株では、好気条件においてもステロール

取り込みが恒常的に活性化していることが明らかとなっ

た。好気条件ではステロールを取り込まない臨床分離

株（L999 株）と同一患者から経時的に分離された好気

条件でもステロールを取り込む臨床分離株（73246 株）

を用い、薬剤耐性におけるステロール取り込みの役割

を調べた。コレステロール添加培地におけるフルコナゾ

ールおよびアムホテリシン B の感受性を比較したところ、

L999 株では両薬剤共にコレステロール添加の影響は

なかったが、73246 株では両薬剤ともコレステロール添

加によって感受性が顕著に低下し、ステロール取り込

みが抗真菌薬耐性化に関与していることが示唆され

た。

また、両株の塩基配列比較を行い、ステロールを取

り込みに関わる因子の探索を行った。エルゴステロー

ル合成酵素に複数の変異が見つかっており、そこから

ステロール取り込み因子の特定を試みている。

［名木稔、田辺公一（龍谷大・農学部）、山越智、梅山

隆、中村茂樹、石川淳、宮﨑義継］

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に基づく感染症制御に関

する研究

1．細菌型チロシンキナーゼに関する研究

黄色ブドウ球菌チロシンキナーゼの触媒サブユニッ

トと調節サブユニットに蛍光タンパクタグを付加し、ヒト

培養細胞に発現させて、局在やチロシンキナーゼ活

性を調べた。単独で発現させると、触媒サブユニットは

細胞質に、調節サブユニットは細胞膜に局在した。共

発現させると両者の相互作用が観察され、チロシンキ

ナーゼ活性が上昇した。種々変異体を作製し、キナー

ゼ活性や相互作用に必要な領域をいくつか特定し

た。

［深澤秀輔、福山まり、宮﨑義継］
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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、真菌症に関する相談業務などを行った。平成 30

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 63 件（菌株数：35 件、

臨床検体数：48 件、パラフィン検体数：17 件、抗真菌

薬感受性試験依頼数：17 件、行政検査 5 件）の対応

にあたった。これらの検査の結果、感染症法 4 類疾患

の 対 象 と な る コ ク シ ジ オ イ デ ス 症 の 病 原 体

Coccidioides immitis は 0 件、感染症法 5 類全数把握

疾患の対象となる播種性クリプトコックス症の病原体

Cryptococcus neoformans を検出したのは 4 件 、

Cryptococcus gattii を検出したのは 0 件であった。

［中村茂樹、中山靖子、名木稔、星野泰隆、山越智、

橋本ゆき、壇辻百合香、梅山隆、髙塚翔吾、上野圭

吾、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

平成 30 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 64 ロット（アジスロマイシン水和物カプセル 4 ロ

ット、アジスロマイシン水和物散 7 ロット、アジスロマイ

シン水和物錠 21 ロット、クリンダマイシンリン酸エステ

ル注射液 14 ロット、注射用セフトリアキソンナトリウム

18 ロット）について力価試験を担当し、日本薬局方及

び日本薬局方外医薬品規格の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力価を測定し

た。その結果、アジスロマイシン水和物錠２製品が規

格を満たさず、「不適合」と判定された。

［深澤秀輔、石川淳、星野泰隆、福山まり、宮﨑義継］

検定・検査教育講習会への協力

検定検査教育小委員会による講習会の開催に協力

し、平成30年度第２回 継続者向け検定・検査教育講

習会を企画、同講習会の講師を務め、外部精度管理

事業について説明した。

［宮﨑義継、梅山隆、深澤秀輔］

国際協力関係業務

ベトナム国立衛生疫学研究所 （ NIHE ）ならびに

Vietnam Military Medical University （VMMU）とヒス

トプラスマ症、クリプトコックス症およびカンジダ症の診

断法と疫学調査に関する共同研究を実施した。今年

度は、NIHE を介して臨床サンプル（喀痰、 VATS、

BALF 等）を収集し、クリプトコックス属菌およびカンジ

ダ属菌の分離、収集を行った。それらの分離菌を用い、

菌種同定および MLST 解析を行った。また、カンジダ

属菌に関しては菌種同定を行った後、抗真菌薬感受

性試験を行い、ベトナム国内におけるカンジダ属菌の

菌種傾向および耐性発生状況の解明を試みた。また、

NIHE の研究員および VMMU の研究者を 1 名ずつ招

へいし、真菌同定および抗真菌薬感受性試験に関す

る研修会を行った。［名木稔、宮﨑義継］
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