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研究成果の概要（和文）：病原性真菌Cryptococcus neoformansのエルゴステリルグルコシド（EG) 合成酵素遺
伝子を２つ同定し、それぞれの遺伝子欠損株、両遺伝子二重欠損株を作製した。欠損変異株の解析からEG合成は
C. neoformansの熱ストレス耐性に重要であり、欠損させるとマウス体内での生存率低下と著しいマウス殺傷性
の低下が観察された。一方、海洋真核生物ラビリンチュラ類Aurantiochytrium limacinumでは、様々なステロー
ルにグルコースが結合したステリルグルコシド（SG)、およびSGのグルコースにDHAが結合した新規な糖脂質アシ
ルステリルグルコシドが合成されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We identified two ergosteryl glucoside (EG) synthase genes of the pathogenic
 fungus Cryptococcus neoformans, and generated each gene-deficient mutant and both genes 
double-deficient mutants. Analyses of the defective mutants showed that EG synthesis is important 
for the heat stress tolerance of C. neoformans, therby it relates to the survival in the mouse and 
its pathogenecity for mouse. On the other hand, we found that marine eukaryotic microbe 
Aurantiochytrium limacinum synthesizes various steryl glucosides (SGs) in which glucose is bound to 
various sterols. Furthermore, we identified a novel acyl steryl glucoside in which DHA is bound to 
glucose of SG in A. limacinum.

研究分野：応用生物科学
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１．研究開始当初の背景 
ステリルグルコシド（SG、ステロール骨格
にグルコースが結合した糖脂質の総称）は、
真核微生物からヒトまで生物界に広く存在
する糖脂質である。SG は熱ショック等によ
り出現するので、ストレス応答糖脂質とし
ても注目されている（Kunimoto et al. Cell 
Struct Funct, 2002）。真核微生物の SG 合
成酵素としてSaccharomyces cerevisiaeの
UGT51、Pichia pastoris の Atg26 が同定さ
れおり（Warnecke et al. JBC, 1999）、Atg26
は液胞におけるペルオキシソームの分解に
関与していることが示唆されている（Oku 
et al. EMBO J, 2003）。一方、SG 分解酵
素は、本報告者の伊東らによって病原性真
菌 Cryptococcus neoformans で初めて同定
されたが、その構造、生理機能、病原性と
の関わり等に関しては不明な点が多く残さ
れている。さらに、EGCrP2 は C. neoformans 
以外の病原性真菌にも存在することが明ら
かになっており、その阻害剤は新しい抗真
菌薬としても期待される。また、C. 
neoformansや油糧微生物ラビリンチュラ類
の SGS 合成酵素も未同定であり、SGS 代謝
の全貌とその生物学的意義の解明が望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
SGは真核微生物に広く存在する糖脂質で、
ストレス応答分子としても知られる。C. 
neoformans や出芽酵母では、エルゴステロ
ールにグルコースがβ結合したエルゴステ
リルグルコシド（EG）が主要な SG である。
一方、ラビリンチュラ類ではグルコースに
様々なステロールが結合した SG が存在す
る。本研究では C. neoformans の EG 分解
酵素である EGCrP2 の構造と触媒機構を明
らかにし、その阻害剤の開発を目指すとと
もに、EGCrP2の生理機能を解明する。また、
C. neoformans およびラビリンチュラ類の
SG合成酵素遺伝子をクローニングしその諸
性質を明らかにするとともに、それぞれの
欠損株を作製して生理機能を解明する。本
研究では、SG の代謝と機能を明らかにする
ことを目的として、SG 分解酵素と合成酵素
の機能を分子、細胞、個体レベルで解析す
る。 
 
３．研究の方法 
 SG は真核微生物に広く存在する。本研究
では、病原性真菌 Cryptococcus neoformans、
出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeおよび
油量微生物Aurantiochytrium limacinumを
主な研究対象とした。SG 分解酵素（EGCrP2）
および SG 合成酵素（SGS1,2）遺伝子は対象
生物の cDNA またはゲノム DNA からクロー
ニングし、大腸菌または出芽酵母で発現さ
せ、リコンビナント酵素を得た。EGCrP2 の
リコンビナント酵素を用いたハンギングド
ロップ法で結晶を作製し、X線結晶解析に

供試した。それぞれの代謝酵素の生理機能
を明らかにするために、抗生物質耐性遺伝
子をマーカーとした相同組換え法によりそ
れぞれの遺伝子の欠損株を取得した。C. 
neoformans の病原性は、C57BL/6J マウス（5
週齢、メス）を用いた感染実験で調べた。 
  
４．研究成果 
① EGCrP2 の構造解析 
 EGCrP2 の結晶を得ることに成功し、X線
結晶構造解析を実施した結果、EGCrP2 の基
質結合クレフトはグルコース 1分子とステ
ロール１分子がタイトに挿入される構造で
あることが分かった。また、E270 が酸塩基
触媒残基、E520 が求核触媒残基であること
が構造からも確かめられた。EGCrP2 の構造
が解明されたことで in silico での阻害剤
開発が可能になり、ハイスループットスク
リーニングで得られた EGCrP2 阻害剤が酵
素とどのように相互作用するかを調べるこ
とができた。 
② EGCrP2 の生理機能解析 
C. neoformans の EGCrP2 欠損株（EGCrP2 
KO）は、野生株と比較して対数増殖期以降
の増殖が抑制される。この要因の１つは、
液胞へのエルゴステリルグルコシド（EG）
の蓄積だと考えられる。EG が蓄積するこ
とで、C. neoformans の液胞の肥大化が観
察された。この分子メカニズムを明らかに
するために、出芽酵母において EGCrP2 の
ホモログ Egh1 をクローニングし、その欠
損株を作製した。Egh1 欠損株においても
液胞の異常が観察された。出芽酵母の液胞
異常の表現型は、エルゴステロール合成不
全株と類似していた。この結果から Egh1
は液胞におけるエルゴステロールの供給
に関与している可能性が示された。また、
C. neoformans の EGCrP2 KO において、EG
以外に新たな糖脂質が蓄積することを見
出した。LC-MS 等による解析の結果、本糖
脂質は EG のグルコースに脂肪酸が結合し
たアシル EG (AEG)であることを明らかに
した。C. neoformas 野生株を C57BL/6J マ
ウスに鼻腔感染させると今回の条件下で
は約 20 日間でマウスは全滅した。しかし、
EGCrP2 欠損株投与群のマウスの生存期間
は有意に延長し、感染 3日目のマウス肺の
EGCrP2 KO 株の菌数は野生株と比較して激
減していた。 
EGと AEGが自然免疫系を賦活化する可能
性を調べるために、自然免疫系で駆動する
種々の C型レクチンとの反応性を調べた。
その結果、EG、AEG ともに Mincle を活性
化することが分かった。その活性化は AEG
の方がより強いことも示された。以上の結
果は、病原性真菌の EG、AEG が新規の免疫
賦活化糖脂質であることを示している。 
③SGS1,2 遺伝子のクローニングと機能
解析 



上記のように EG 分解酵素が欠失すると
C.neoformans や出芽酵母の液胞形成に異
常が見られ、マウス殺傷性の低下が観察さ
れた。これは EG の蓄積が原因と考えられ
る。続いて EG の生理機能を解明するため
に、EG(SG)合成酵素に関して調べた。出芽
酵母の SG 合成酵素のホモログとして、C. 
neoformansから２つのSG合成酵素遺伝子
(SGS1, 2)を単離した。両酵素とも種々の
ステロールを受容体基質、UDP-グルコース
を供与体基質とすることが分かった。
CnSGS１、２の二重欠損株は、EG を全く合
成しないことが明らかになった。二重欠損
株投与群では、80%以上のマウスが 40 日以
上生存した。二重欠損株では、熱ストレス
負荷時のHSP104のmRNAの増加量が野生株
と比較して有意に低下し、それとともに生
存率も低下した。 
以上の結果から、EGCrP2 欠損による EG
蓄積だけでなく、EG が欠損すると C. 
neoformans のマウスに対する病原性が大
きく損なわれることが明らかになった。
つまり、宿主への感染時の熱ストレスに
対応するために EG 合成は必要であるが、
その後の EGCrP2 による EG の分解は増殖
抑制や宿主免疫系からの攻撃を回避し、
感染を成立させるために必要なプロセス
であることを示唆している。 
ラビリンチュラ類 A. limacinum の EG
合成酵素を解析し、本遺伝子も熱ストレ
スによってmRNAレベルで上方制御される
ことを明らかにした。また、A. limacinum
から DHA を含む、新規 AEG を見出し、そ
の生産法を開発した（特許出願中）。 
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