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研究成果の概要（和文）：侵襲性カンジダ症の原因菌 Candida glabrata は、強酸（pH2）耐性であり、胃を通
過して腸管に常在し病原性を発揮する。しかしC. glabrataにおける強酸耐性機構の分子メカニズムは全く分か
っていなかった。申請者は、独自のC. glabrata遺伝子欠損株ライブラリー（5,000株）を用いたスクリーニング
により、転写制御因子RIM101が強酸耐性機構に必須であることを新たに見出した。さらにRIM101の上流および下
流で機能する因子を網羅的解析により同定し、強酸耐性機構の全貌を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Candida glabrata, a member of invasive candidiasis, is resistant to strong 
acids (pH 2), passes through the stomach, resides in the intestinal tract, and exerts its 
pathogenicity. However, the molecular mechanism of the strong acid tolerance mechanism in C. 
glabrata was unknown at all. We newly found that the transcription factor RIM101 is essential for 
the mechanism of strong acid resistance by screening using a unique C. glabrata gene-deficient 
strain library (5,000 strains). Furthermore, the factors that function upstream and downstream of 
RIM101 were identified by exhaustive analysis, and the entire mechanism of the strong acid tolerance
 mechanism was clarified.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カンジダ症原因菌において酸耐性に関する研究は少ない。真菌ではなく細菌である大腸菌や乳酸菌において、プ
ロトン排出ポンプ、細胞壁構成成分が酸耐性に重要である可能性が示されている。
菌種によってRIM101経路に関わる遺伝子層に大きなバリエーションがあり (Cornet, 2014)、C. glabrataにおい
てRIM101経路に関わる遺伝子、またRIM101に制御される遺伝子を明らかにすることにより、抗真菌薬に対する耐
性菌が出現しやすいC. glabrataへの対処の幅が大きく広がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

カンジダ症原因菌において酸耐性に関する研究は少ない。真菌ではなく細菌である大腸菌

や乳酸菌において、プロトン排出ポンプ、細胞壁構成成分が酸耐性に重要である可能性が示

されている。C. glabrata において、pH3 の酸性条件下に対する３つの耐性遺伝子が見つか

っているが (Wu et al., 2015) 、これらの遺伝子は pH2 の強酸条件には対処できず、また、

Rim101 に制御されているものではないことを確認している。 

パン酵母 Saccharomyces cerevisiae において、アルカリ耐性に関する代表的な遺伝子とし

て RIM101 が報告されており(Maeda, 2012)、C. albicans では RIM101 が病原性に関わるこ

とも明らかとなっているが(Davis, 2003)、C. glabrata における RIM101 経路に関する研究

は例がない。菌種によって RIM101 経路に関わる遺伝子層に大きなバリエーションがあり 

(Cornet, 2014)、C. glabrata において RIM101 経路に関わる遺伝子、また RIM101 に制御さ

れる遺伝子を明らかにすることにより、抗真菌薬に対する耐性菌が出現しやすい C. glabrata

への対処の幅が大きく広がることが期待される。 

 

２．研究の目的 

免疫抑制を伴う高度医療には常に感染症への対策が必要とされる。表皮や腸管粘膜の常在菌

である病原性酵母 Candida glabrata は、免疫抑制を伴う治療により侵襲性カンジダ症を引き

起こす。C. glabrata の特性として酸耐性機構があり、pH2 の強酸条件化においても増殖可能

であるが、その分子メカニズムは明らかになっていない。申請者はこれまでに、所属研究室の

所有する C. glabrata 遺伝子欠損株ライブラリーを用いて酸耐性遺伝子のスクリーニングを行い、

RIM101 遺伝子が強酸耐性に関わり、マウス胃内での生存に重要であることを明らかにした。

RIM101 経路は、パン酵母および Candida albicans において、アルカリ条件に応答して転写

因子 Rim101 タンパクを限定分解し活性化する経路として知られている。そこで本研究では、

C. glabrata において RIM101 経路上に位置し、強酸耐性を制御する遺伝子群について詳細な

解析を行う。はじめに、Rim101 の上流で機能すると予測される遺伝子の欠損株を用いて

Rim101 タンパクの活性化有無を調べ、C. glabrata において Rim101 タンパクの活性を制御

する遺伝子を特定する。次に、次世代シークエンサーを活用し、RIM101 欠損株における RNA-

seq および ChIP-seq を行い、Rim101 が結合し、発現を制御している下流の遺伝子群を特定

し、強酸耐性メカニズ ムの詳細な解析を行う。最後に、これらの遺伝子の病原性への関与を

評価するため、哺乳動物細胞および動物を用いた実験を行う。これらの研究により C. glabrata

の酸耐性機構の概要が明らかとなり、抗真菌薬の開発等への応用が期待される。 

 

 

 



３．研究の方法 

 

C. glabrata における RIM101 経路の特定 

①上流：RIM101 経路上流で機能する遺伝子の特定 

A. C. glabrata において Rim101 上流で機能すると予測される 11 の遺伝子（図３）の欠損株の

強酸耐性と、Rim101 タンパクの活性化有無をウエスタンブロッティングによる Rim101

タンパクのサイズ変化有無により判定する。Rim101 抗体による検出ができない場合には、

パン酵母で行われている手法を採用し、HA タグを付けた Rim101 を強制発現させて活性

化有無を評価する。 

B. 予備実験においてパン酵母等にはない新規のセンサータンパクが存在する可能性が示され

ているため、C. glabrata 欠損株ライブラリーのうち、細胞膜に局在することが予測される

因子の欠損株を用いて上記試験を行うことにより新規センサータンパク質を探索する。 

②下流：RIM101 が制御する強酸耐性遺伝子の特定 

Wild type 株および RIM101 遺伝子欠損株を異なる pH 条件で培養し、次世代シークエンサー

を用いて mRNA 発現動態を比較解析する（RNA-seq）。強酸条件下において欠損株で発現せず、

wild type 株でのみ発現する遺伝子を酸耐性関与遺伝子群として以降の解析に用いる。細胞壁

合成酵素、イオンチャネル・トランスポーターなどが予測される。 

 

４．研究成果 

 

RIM101 の遺伝子破壊株を用いて RNA-seq を行い、Rim101p が発現を制御している下流の遺

伝子群（198 遺伝子）を特定した。さらに、酸耐性株のスクリーニングと RNA-seq の結果を

統合することにより RIM101 上流候補遺伝子（2171 遺伝子）を選出した。これらの遺伝子の

欠損株を用いて Rim101 タンパクの活性化有無を調べ、Rim101 タンパクの活性を制御する

遺伝子を特定した。以上の結果から、C. glabrata の強酸耐性には、S. cerevisiae のアルカリ耐

性 Rim101p 活性化経路との共通遺伝子と相違遺伝子が存在し、さらに新規の RIM101 経路構

成遺伝子が存在することを見出した。 
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