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総 説

真 菌 ア レ ル ギ ー

-ア レル ゲンのクローニ ング と組換 アレルゲ ンの診断への応用-

安 枝 浩 竹 内 保 雄

国立相模原病院臨床研究センター

要 旨

アレルギー疾患の原因となる真菌の種類は数多い. その原因真菌を特定するための診断に, 従来 の標準化されてい

ない真菌アレルゲンエキスを使うことにはさまざまな問題点があり, 遺伝子クローニング技術で調製された組換アレルゲ

ンを使う方がはるかに有用である. これ までに, 70種 以 上の真菌アレルゲンがクローニングされており, その中のい

くつかはすでに組換体が市販品として入手できる. 市販の組換アレルゲンを用いてIgE抗 体 を測定することにより, 疾

患 ごとで異なる感作のパターンや, 真菌アレルゲン間での交差反応性についてさまざまな有用な知見が得られている.

現状では利用できる組換アレルゲンの種類は限られている. 臨床の場でより多くの組換アレルゲンが利用できるよ

うに, 真菌 アレルゲンの分子生物学的解析をさらに推し進めていく必要がある.
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は じ め に

真菌は, ダニ, 花粉とな らんでアレルギー疾患におけ

る主要な原因アレルゲンの一つであると考えられてい

る. 真菌に対する1型 アレルギー反応が関与するアレル

ギー疾患としては気管支喘息, アレルギー性鼻炎, ア ト

ピー性皮膚炎や, アレルギー性気管支肺アスペルギルス

症 (allergic brochopulmonary aspergillosis, ABPA) な

どが知られている. これらの疾患において, ABPAを 除

いてはその原因となる真菌を特定することは必ずしも容

易ではない. アレルギー疾患は, 抗原の曝露を受けてそ

れに対する感作が成立すれば発症 しうるので, ヒトとの

間に何らかの接点がある真菌, すなわちヒ トの生活環境

中に生息している多種多様な真菌は どのようなもので

も, 感染性, 病原性とは無関係に, ヒ トにアレルギーを

発症させる可能性がある.

真菌アレルギーの診断における問題点

気道アレルギーに関与する真菌は属レベルで80以 上

あるといわれている1). これらの多種類の真菌のすべて

がアレルゲンとして同等に重要であるとは思えないが,

わが国で原因アレルゲンを診断するためのアレルゲンエキス

で, 医薬品として承認され正式に診療に使 うことのでき

るものは, Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Penicillium,

Candidaの わずか5種 類しかな く, 可能性のある真菌の

すべてにはとても対応できないというのが現状である.

診断用アレルゲンの種類が少ないということに加えて,

真菌アレルギーの診断における問題点として次の2点 が

挙げ られる. すなわち, 真菌アレルゲンは標準化が困難

であるということと, 真菌問で広範な交差反応性が見ら

れるということである.

真菌のアレルゲンエキスを調製するためには, 培養と

いう過程が必須である. 同じ菌株由来であつても, 培地

の選択, 培養時間や温度の相違など, 培養条件によつて

産生される抗原成分の組成や濃度 は大きく異なるし, 液

体培地の場合には菌体成分を用いるのか濾液成分を用い

るのかによつても構成成分の組成は大幅に異なつてく

る2). このために, 真菌アレルゲンを標準化するという

作業は, 各種の花粉アレルゲンやダニアレルゲン以上に

困難である. 実際, 欧米ではさまざまなアレルゲンの標

準化が実施され, 標準化アレルゲンエキスが 日常診療に

利用されているが, 真菌に関してはこれまでのところ標

準化されたアレルゲンは市販されていない.

真菌間での広範な交差反応性に関与するのは, 1つ は

pan-allergenと いわれる進化の過程で高度 に保存された

タンパク質アレルゲンである. 分類学的に遠 くかけ離れ

た種の間においても分子の構造的類似性が高いために互

いに強 く交差反応する3,4). pan-allergenが 関与する代表

的な疾患 として, 花粉症やラテックスアレルギーに合併

した 口腔内アレルギー症候群(oral allergy syndrome,

OAS)が よく知 られているが5), 真菌の場合にも, MnSOD

(Manganese superoxide dismutase), cyclophilin, enolase

などがpan-allcrgenと して働き, 異なつた真菌種 の間
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で の交 差 反応 に関与 す る6-8). も う1つ は, cross-reactive

carbohydratc determinant, CCDと い われ てい るマ ンナ

ンやガ ラク トマ ンナ ンな どの多糖体 ア レルゲ ンで ある

2,9). 多 糖 体 ア レルゲ ンはIgE抗 体 との親 和性 が低 いた

めに臨床的 には ほとん ど意味 を持たない と考え られてい

るが, 少 な くともin vitroに お け るIgE抗 体 の測 定系 に

は大 きく影響 して くる.

従 来 の標準化 されて いな い真菌ア レルゲ ンエキス を使

う限 りは このよ うな問題は絶 えずつ きま とう. この 問題

を解決す るにはさまざまな成分の雑多な混合物であるア

レルゲ ンエキ スで はな く, 単 一 の ア レル ゲ ン精製 標 品,

あ るいはそれ を適切 にブレン ドした もの を使用す る必要

がある10). この よ うな診断 に用 いる精製 アレル ゲンを真

菌抽 出液 か ら調製す るというのは, 精 製 に要す る時間 と

労力を考える と非現実的で あ り, ア レル ゲンの遺伝 子 を

クローニングしてそ の組換体 を調製す るという方法 をと

る ことが必須 になる.

真 菌ア レルゲ ンのク ローニ ング

真菌 に限 らず 同定, 精 製 され たア レル ゲ ン, あ る いは

ク ローニ ングされたア レルゲンはWHO/IUIS(Interna-

tional Union of Immunological Socicties)の ア レル ゲ

ン命名 委員会 にお いて一括 して管理 され, こ こ に登録

され た ア レル ゲ ン には統 一 的 な 名称 が 付 け られ て い

る11). この 命名法 では アレル ゲ ン名 をそ の学名 の属 名3

文 字 と種小名1文 字で表 し, 登 録 された順番 にア ラビァ

数字 で番 号 を付 け る. し た が つ て, Aspergillus fumigatus

の ア レル ゲ ンはAsp f1, Asp f2… とな り, Malassezia

furfurの ア レルゲ ンはMal f1, Mal f2… とな る.

ア レルゲ ンの遺伝子 をクローニングす るためにさまざ

まな技術が応用 されてい るが, そ の 方法は大 き く2つ に

分 け られ る. 1つ は, まず ア レル ゲ ンタ ンパ ク質 を単離

あるいは 同定 して, そ の タンパク質のア ミノ酸配列情報

をもとにPCRを 利 用 してク ローニ ングす る という方法

で あ り, も う1つ は, 最 初 か らcDNA expression library

を構 築 して, 患 者 血清中のIgE抗 体 をプ ロー ブにして ク

ローニ ングす る という方 法で ある. 後 者 の方法 は前者

とは異な り, 適 切 な発現系 を構築すれ ば一つの ライ ブラ

リーか ら多種類 のア レル ゲンを一挙 にクローニ ングす る

ことができ る. しか しこの方法 では天然のア レルゲ ンの

単 離 同定 を全 く行 わな いので, 組 換 体 を調製 した とき

にそれが天然のものと同等 の活性 を持 つて いるのか どう

かの直接 的な確認 をす る ことができないという問題点が

あ る. 我 々 がM. furfurの 一 連 のア レルゲ ンを クローニ

ング した ときは前者の方法 で行 い12,13), 最 近, 最 も精力

的に解 析が進め られて いるA. fumigatusの ア レルゲ ンは

主に後 者の方 法でクローニングされ ている14,15).

2003年10月 現 在, 遺 伝 子 が ク ロー ニ ングされ た真菌

由来 のア レル ゲ ン約70種 類 が ア レル ゲ ン命名委 員会 の

リス トに登 録 さ れ て い る(http://www.allcrgen.org/参

照). また, 委 員 会の リス トには登録 され ていないアレル

ゲ ンも数多 くある. 代 表 的なア レルゲ ンをTable 1に 示

した. 表 中 のPMP20は, 細 胞 質 小器 官で あ るペ リオ キ

シゾー ムの膜関連 タンパ ク質で, Candida boidiniiで 最 初

に同定 された ものであ る16). 表 か ら明 らかな ように, 同

じ グルー プのタ ンパ ク質が複数の菌種においてア レルゲ

ンにな つて いる ことが多い. これ らの タンパ ク質 が構造

的類似性 の高 いもので あれ ば, い わ ゆるpan-allergenと

な り, 分 類 学的 にはかけ離 れた菌種間 にお いて も強 い交

差反応性 を示す.

市 販の組換 ア レルゲ ン

いつたん遺伝子が クローニ ングされ配列が明 らかにな

ると, そ の組換体 を大規模に発現, 調 製 する ことは, 現在

の遺伝子工学の技術 をもつてすればそれほ ど困難な こと

で はな く, い くつかの組換ア レルゲ ンはす でに市 販され

ている. M. furfurのMal f2(PMP 20), MF3(MnSOD),

Mal f6(cyclophilin), Candida albicansのMnSOD, cyclo-

philinは タ カ ラ バ イ オ か ら, A. fumigarusのAsp f1

(mitogilin), Asp f2, Asp f3(PMP 20), Asp f4, Asp

Table 1. Some cDNA-cloned fungal allergens

PMP20: peroxisomal membrane protein 20

MnSOD: Manganese superoxide dismutase

MMD: mitochondrial malate dehydrogenase
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f6(MnSOD)は フ ァルマシアから, Alteraria alternataの

Alt a1, Alt a11(enolase)は オ ース トリアのBioMayか

ら入手できる. な お, フ ァルマシアの Aspf1～Aspf6

は 組 換 タ ンパ ク質 そ の も ので な くIgE抗 体 測 定 用 の

ImmunoCapと して市販 されている.

Fig. 1にM. furfurのMal f2, MF3, Mal f6に つ い

て, 菌 体 抽 出液 か ら精 製 した 天然 体 と組換 体 市販 品 の

SDS-PAGEに お けるbandの 比 較 を示 した. 組 換 体 と天

然体 のバ ン ドは完 全 に一致 して お り, ま た対 応す る菌体

抽 出液 中のバ ン ドとも一致 して, 組 換 体 の見 かけ上 の分

子 量 が天 然体 と同 じで ある こと を示 して い る. し か し,

組 換体の分子 量が天然体 と同 じであった として も, あ る

いは アミノ酸配 列が同 じで あつた として も, 組 換 体 のア

レルゲ ン活性が天然の もの と同じで あるという保証 はど

こにもない. IgE抗 体 はア レル ゲン分子 の3次 元 構造 を

主要なエ ピ トープ として認識す るので, 発現 された タン

パク質が天然の もの と同じ立体構造 をとつて いな けれ ば

その ア レルゲ ンの活 性は大幅 に低 くなる. す な わ ち, ど

の よ うな系, あ る いは方法で組換体 を発現 させる のか と

い うことが非常 に重要 になつて くる. Fig. 2に これ らの

アレルゲンについて, 菌体抽出液から精製した天然体 と

組換体 に対するア トピー性皮膚炎患者血清中IgE抗 体

価の相関を示 した. Mal f2, MF3に おいては天然体 と

組換体に対す る抗体価がほぼ1:1で 対応していて, 両

者の活性に差が見 られないが, Ma1 f6に おいては天然

体のみにIgE抗 体が陽性で組換体には反応 しない血清

が全体の約1/3に みられ, 組換体が100%そ の活性 を保

持 しているわけではないということを示している. しか

しなが ら, これ らのM. furfurの アレルゲンのように天

然の精製標品が得 られていることはむしろ例外で, 多 く

のアレルゲンは天然体を同定することなしにクローニン

グして組換体が調製されているので, 組換体のアレルゲ

ン活性について十分に評価されていないのが現状であ

る.

組換アレルゲンの診断への利用

ABPAの 鑑別診断

いくつかの臨床的所見と血清学的な所見を組み合わせ

たABPAの 診断基準が1977年 に設け られているが17),

ABPAの 診断に関しては今 日でもさまざまな議論が絶

えない. Crameriら は, A. fumigatusの いくつかの組換ア

レルゲンに対するIgE抗 体を測定するだけでABPAの 鑑

別ができるという, 新 しい診断法 を提唱 している15, 18).

Tablc 2に その具体的なデー タを示した. ABPA 54例

と, 主にAspergillusに感作された喘息患者である非ABPA

35例 についてAspf1か らAspf6ま でのA種 類の組換

アレルゲ ンに対するIgE抗 体を測定すると, Asp f1と

Asp f3に 対 しては両群ともに陽性例が見 られる. しか

し, Asp f4とAsp f6に 対 しては非ABPA群 全例が陰

性であるのに対 して, ABPA群 は陽性率がAsp f4に 対

しては78%, Asp f6に 対しては56%で, しかも全例が

少な くともどち らか一方に陽性である(Table 2). した

がつて, Asp f4とAsp f 6に 対するIgE抗体を測定して,

どちらか一方に陽性であればABPAと 診断できる, とい

うことになる. 何故Asp f4とAsp f6に 対するIgE抗 体

はABPA患 者だけが陽性 にな り喘息患者は陽性にな ら
Fig. 1. SDS-PAGE analysis of natural (n) and recombinant (r)

forms of Malassezia furfur allergens.

Fig. 2. Comparison of allergenic activities of natural and recombinant forms of Malassezia furfur allergens.

IgE antibody levels to natural and recombinant forms of MF3. Mal f2 and Mal f6 in sera from 27
Malassezia fuyfur-sensitized patients with atopic dermatitis were measured by RAST.

MF3

(MnSOD)

r=0.97

Mal f2

(PMP20)

r=0.99

Mal f6

(Cyclophilin)

r=0.76
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ないのか という問いに対しては, 両者は非分泌性の細胞

内タンパク質で, 遊離の形で空中アレルゲンとして環境

中には存在 しないために, 喘息患者が曝露される機会は

ない. ABPA患 者においては, 菌が気道にcolonizeし てそ

れが生体側の貧食などの防御メカニズムで破壊されたと

きには, 非分泌性の細胞内タシパク質に対 しても曝露さ

れるために, それに対する免疫応答が起 こり感作され

る, というように説明している. しかし, Asp f3(PMP20)

はペルオキシゾームの膜関連タンパク質16)で非分泌性

であるし, Asp f1も 菌が発芽するときにしか分泌され

ず, 環境中からはほとんど検出されないということが明

らかにされている19). したがつて, Crameriの 説明は当

を得ていないのかもわか らないが, 米国のABPA患 者を

対象とした調査でもTable 2と 同様の成績が得 られてお

り20), 理由はともか く事実としてIgE抗 体の測定だけで

ABPAの 鑑別診断ができればそれは画期的なことであ

る. それでは, わが国の患者ではどうなのかを見るため

に, 相模原の症例を対象に予備的な検討をしてみた. Asp

f4とAsp f6に 対しては, 喘息患者は4例 と少ないが

全例が陰性で, ABPAは12例 のうち10例 が少なくとも

どち らか一方に対 しては陽性であ り(Fig. 3), Crameri

の主張 とほぼ一致 している. しかし, Malasseziaに 対す

るIgE抗 体が高値のア トピー性皮膚炎患者21)も, Asp f6

に対するIgE抗 体はABPA患 者 と同等, あるいはそれ

以上に高値である(Fig. 3). 気道症状のないアトピー性

皮膚炎患者 をABPAと 診断する ことはあ り得ないが,

気管支喘息にア トピー性皮膚炎 を合併 した患者でも

Malasseziaに 対するIgE抗 体が高値の例は同様に, 多 く

がAsp f6に 対してもIgE抗 体が高値である. これ らの

結果は, Crameriの 主張を全面的に支持できるわけでは

なく, ア トピー性皮膚炎合併例に注意を払う必要はある

が, 組換ア レルゲ ンに対するIgE抗 体 の測定だ けで,

ABPAを 鑑別診断できる可能性のあることを示 してい

る. さらに症例を増や して詳細に解析をする必要がある.

AspergillusとMalasseziaの 間での交差反応性

Fig. 3に 示 したように, Malasseziaに 対するIgE抗 体

が高値のア トピー性皮膚炎患者は, 特にAsp f6に 対す

るIgE抗 体が高値である. そこで, Asp f6と 同じMnSOD

であ るMalasseziaのMF3, お よ びAsp f3と 同 じPMP20

で あ るMal f2に 対 す るIgE抗 体 を測定 して, ABPA患

者 とア トピー性 皮膚炎 患、者 のAspergillusとMalasseziaの

対 応 す るア レルゲ ン間 で の抗 体価 を比較 した(Fig. 4).

MnSODに 対 して は, ア トピー性 皮 膚炎 患 者 は多 くが

Asp f6とMF3に 対 して同等の抗体価 を示 し, ABPA患

者 もAsp f6陽 性 例 の半数 はMF3に も陽性 で あ. 一

Table 2. Sensitization of asthmatic patients with and without ABPA to different
recombinant A. fumigatus allergensi5)

The upper row represents the mean value+SD of IgE binding to the allergen, and the
lower row the number and percentage of individuals sensitized to the allergen for each

group of subjects.

Fig. 3. Comparison of IgE antibody levels to rAsp f1, rAsp f3,

rAsp f4 and rAsp f6 in sera from patients with ABPA (n
=12), asthma (n=4) and atopic dermatitis (n=10).

●: ABPA(n=12), ◆: Asthma(n=4), □: AD(n=10)

rAsp f1 rAsp f3 rAsp f4 rAsp f6

Fig. 4. Comparison of IgE antibody levels to MnSODs and

PMP20s from Aspergillus fumigates and Malassezia furfur in

sera from patients with ABPA and atopic dermatitis.

MnSOD PMP20

Asp f6 MF3 Asp f6 MF3 Asp f3 Mal f2 Asp f 3 Mal f2
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方, PMP20に 対 しては, ABPA患 者はMal f2に はほと

んどが陰性で, 逆にアトピー性皮膚炎患者はAsp f3に

対 してはMal f2に 比べて大幅に低値である. Fig. Aの

データを書き改めて, AsperggillusとMalasseziaに対する抗

体価の相関を見ると(Fig. 5), PMP20の 場合はABPA

群とア トピー性皮膚炎群で大きな乖離が見 られ全体では

全く相関しないが, MnSODの 場合には両群の抗体価に

それほど大きな違いはなく, 両群全体で有意に相関する.

これ らの結果は, AsperogillusとMalasseziaの間でMnSOD

は非常に強く交差反応し, 逆にPMP20の 交差反応性は

きわめて弱い, ということを強く示唆 している. この交

差反応性の違いはMnSODとPMP20ア ミノ酸配列一致

率の程度の違いによる. Asp f6とMF3の 間, Asp f3

とMal f2の 間のアミノ酸配列 の一致率はそれぞれ,

62.7%, 37.6%で ある. 一致率が高い, すなわち, 分子の

構造的類似性が高いものほど強く交差反応する. MnSOD

のようなpan-allergenに 感作されていれば, 少なくとも

IgE抗 体の測定系においては感作された菌種のMnSOD

だけでなく, さまざまな菌種のMnSOD, さらにはヒ ト

のMnSODと も反応し得る22). しかし, このようなpan-

allergenに よる交差反応が臨床的にどれだけの意味があ

るのかということについての解明は今後の課題である.

真菌アレルギーの診断において, 組換アレルゲンは従

来のアレルゲンエキスよりもはるかに有用であり, 組換

アレルゲンを用いることによりさまざまな新知見を得る

ことができる. 現状では利用できるアレルゲンの種類は

限 られているため, 真菌アレルゲンの分子生物学的解析

をさらに推 し進めて, その成果を臨床の場に還元 してい

くことが望まれる.

Fig. 5. Correlation between IgE antibody levels to Asp f6 and MF3 (left) and those to Asp f3 and Mal f2

(right) in sera from patients with ABPA and atopic dermatitis.

●: ABPA(n=12), □: AD(n=10)

n=22, r=0.65

p<0.001

MnSOD

Asp f6 vs MF3

n=22, r=-0.40

NS

PMP20

Asp f3 vs Mal f2
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Molecular Cloning of Fungal Allergens and Clinical

Applications of Recombinant Allergens in Fungal Allergy

Hiroshi Yasueda, Yasuo Takeuchi

Clinical Research Center for Allergy and Rheumatology, National Sagamihara Hospital,
18-1 Sakuradai, Sagamihara, Kanagawa 228-8522, Japan

A large number of fungi are associated with allergic disorders. There are many problems in using
non-standardized fungal extracts for diagnosis of fungal allergy. These problems can be solved by using

genetically engineered recombinant allergens. At present, more than 70 fungal allergens have been cloned and
sequenced, and the recombinant forms of several of these are commercially available.

Measurement of IgE antibodies to these commercially available recombinant allergens could provide the
tools useful for characterizing the differential sensitization pattern in relation to a paticular disease and the

allergenic cross-reactivity among fungi.
Only a limited number of recombinant allergens are available at present, thus further studies on the

molecular biology of fungal allergens are needed so that more recombinant allergens can be used in the

clinical field.
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