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研究成果の概要（和文）：真菌のキャッピング酵素Ceg1、Cet1および、Ceg1と結合できないCet1変異体を用い
て、核移行シグナルはCet1のみに存在し、Ceg1はCet１に結合しないと核移行できないこと、細胞質でCet1と
Ceg1が結合し、Cet1-Ceg1複合体が核に移行することを明らかにしている。そして、酵母を用いた遺伝学的研究
により、Cet1とCeg1の結合が真菌の生育に必須であることが示された。このことから、Cet1-Ceg1結合阻害が新
規抗真菌薬の作用機序となりうる事が示された。そして、これまでにモデルとした出芽酵母のcapping反応を選
択的に阻害するアプタマーを取得している。

研究成果の概要（英文）：Using the fungal capping enzymes Ceg1, Cet1 and Cet1 mutants that can not 
bind to Ceg1, we show that nuclear translocation signals are present only in Cet1, and that Ceg1 can
 not translocate to the nucleus without binding to Cet1. Furthermore, we demonstrate that Cet1 and 
Ceg1 bind in the cytoplasm, and that the Cet1-Ceg1 complex translocates to the nucleus. Moreover, 
genetic studies using yeast show that Cet1 and Ceg1 binding is essential for fungal growth. These 
data indicate that inhibition of Cet1-Ceg1 binding may be the mechanism of action of novel 
antifungal agents. Then, we obtained the aptamers that selectively inhibit the capping reaction of 
budding yeast that has been used as a model so far.

研究分野： RNA生化学

キーワード： RNAアプタマー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真菌と哺乳類とで異なる反応経路をとるmRNAのcapping反応に着目し、真菌のcapping反応のみを阻害するRNAア
プタマーの創製を試みた。その結果、Cet1-Ceg1結合阻害が新規抗真菌薬の作用機序となりうる事が示し、これ
までにモデルとした出芽酵母のcapping反応を選択的に阻害するアプタマーを取得している。また、今後作動性
が確認されたRNAアプタマーはそれ自身を修飾すること、またはその構造を解析することによる新規化合物のス
クリーニングにより、抗真菌薬開発に応用可能である。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
高齢化、広域抗菌薬、ステロイド、抗悪性腫瘍薬、免疫抑制薬、留置カテーテルなどの使用、

さらには AIDS 患者に代表される細胞免疫低下症例などで深在性真菌症の増加が問題になってい
る。抗真菌薬はヒトと同じ真核細胞を有する真菌細胞に対してその増殖抑制もしくは殺真菌作
用を示す薬剤で、ヒトの細胞にも障害を示す場合も少なくない。また、深在性真菌症の原因とし
て、アスペルギルス、カンジダ、クリプトコッカス、ムーコルが 4大病原真菌として知られてい
るが、これら全てに適応する抗真菌薬は非常に少ない。更に、耐性化やブレイクスルー感染など
の増加も問題となっている。そのため、本研究開始当初の時点において、真菌選択性の高い新規
機序を有する抗真菌薬の開発が急務となっていた。	
２．研究の目的	
深在性真菌症は、高齢化社会の到来、抗悪性腫瘍薬治療等による易感染宿主の増加にともな

い世界的に増加傾向にあり、選択係数の高い新しい抗真菌薬の開発が急務である。	
全ての真核生物において mRNA の 5’末端に付加される cap構造はタンパク質の合成に必須で

あり、その欠損は致死となる。cap 構造は転写と連携して capping 酵素により付加される。哺乳
動物のキャップ構造は１つのタンパク質で合成される。一方、真菌では Cet1、Ceg1 の２つの異
なるタンパク質が結合することで１つの酵素として機能し、cap 構造を合成する。すなわち、ヒ
トと真菌類ではキャップ構造を異なる素過程で合成する。そこで、ヒトと真菌類で異なる
capping 反応の素過程に着目し、新規抗菌開発を最終目的に、真菌の capping 反応のみを阻害す
る RNA アプタマー創製を試みる。	
３．研究の方法	
1)	Ceg1 の Cet1 結合ドメインを標的とした SELEX の実施：	
申請者はこれまでにカンジダ（C.	 albicans）由来の高純度 Cet１タンパク質および Ceg1 タ

ンパク質の調製に成功している。さらに、それぞれの TPase 活性および GTase 活性を測定する
in	vitro 系および、in	vitro 結合解析系も構築済みである。特に、Ceg1 中の Cet1 結合ドメイ
ン（OB ドメイン）は種を越えてアミノ酸配列が保存され、その立体構造も明らかとなっており、
Cet1-Ceg1 の結合阻害の標的として最適である。そこで、この OB ドメインを標的とした SELEX
を実施し、RNA アプタマーを得る。得られたアプタマーは速やかに Cet1-Ceg1 結合解析系におい
て結合阻害活性を示すかどうかを検証する。	
2)	酵母を用いた Cet1-Ceg1 結合阻害検証系の構築：	
申請者はこれまでに出芽酵母 Saccharomyces	cerevisiae を用いた、Cet1-Ceg1 機能評価系を

構築している。この系では、Cet1 および Ceg1 ノックアウトバックグランドにおいて、ヒト由来
capping 酵素存在下において生育可能とした酵母を用い、外来の Cet1 および Ceg1 の機能を評価
できる。そこで、このシステムを応用し、C.	albicans 由来 Cet1 および Ceg1 の機能を評価する
システムを確立する。	
４．研究成果	
本研究課題では、真菌のキャッピング酵素 Ceg1、Cet1 および、Ceg1 と結合できない Cet1 変

異体を用いて、①	核移行シグナルは Cet1 のみに存在し、Ceg1 は Cet１に結合しないと核移行で
きないこと、②	細胞質で Cet1 と Ceg1 が結合し、Cet1-Ceg1 複合体が核に移行することを明ら
かにしている。このことから、Cet1-Ceg1 結合の阻害により、Ceg1 が核移行できず cap 構造が合
成されない、つまり真菌類が死ぬという可能性が示唆された。そして、酵母を用いた遺伝学的研
究により、Cet1 と Ceg1 の結合が真菌の生育に必須であることが示された。このことから、Cet1-
Ceg1 結合阻害が新規抗真菌薬の作用機序となりうる事が示された。そして、これまでにモデル
とした出芽酵母の capping 反応を選択的に阻害するアプタマーを取得している（下図）。	
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