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研究成果の概要（和文）： 真菌クリプトコックスの細胞周期制御の鍵分子、G1 サイクリンの

分子機能解析を行い、また、本菌の細胞周期制御と低酸素ストレス状態における環境応答との

連関の解析を進めた。更に、真菌クリプトコックス・細菌スタフィロコッカス相互作用におけ

る真菌細胞死を誘導する細菌側トリッガー、トリオースリン酸イソメラーゼ分子 がブドウ球菌

では細胞表層にも確かに局在することを、実験的手法により明白に示した。 

 
研究成果の概要（英文）： The G1 Cyclin CnCln1 gene, a key molecule in the cell cycle control 
in a pathogenic yeast, Cryptococcus neoformans, was cloned, identified and characterized. 
Interaction between cell cycle control and stress (hypoxia) response was analyzed. Also, 
localization of triosephosphate isomerase, the molecules responsible for 
contact-mediated killing of Cryptococcus, on the surface of Staphylococcus was 
demonstrated by scanning immunoelectron microscopy. 
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ガリー 

 
１．研究開始当初の背景 

病原性酵母 C. neoformans は我が国に常

在する真菌で病原性も強く、臨床的にも極め

て重要な真菌である。本菌は、HIV 感染者や

臓器移植患者など、免疫機能の低下した患者

の日和見感染症の一つであるクリプトコッ

クス症の原因真菌であり、ヒトの肺、脳、髄

膜などを侵し、とりわけエイズ患者の直接死

因としても極めて重要であり、また、本症は

健常者にも発症することもあり病原性の強
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い真菌である。一般的に本菌による感染は、

菌体を含むエアロゾルの吸入、肺胞内より血

流への移行、脳髄膜などの標的臓器への侵入

を経て、髄膜炎を発症するものと考えられて

おり、本菌の病原因子としては、莢膜、メラ

ニン色素などが言われている。しかし、本菌

の感染成立過程の詳細や、あるいは、そもそ

も本菌の病原性発揮過程を考察するのに必

須な基礎知識になるはずの、本菌の基礎的生

命現象である、細胞の生存、増殖、細胞死な

どについての分子情報についての知見は非

常に乏しいといわざるを得ない。しかるに、

2005 年には本菌 C. neoformansの全ゲノム解

読 の 完 了 が 報 告 さ れ （ Science 307: 

1321-1324, 2005）、本菌の研究についても、

いよいよポストゲノム、ポストシークエンス

の時代に入りつつある。このような背景のも

と、本研究では、本菌の宿主における病原性

発揮過程を考察するための基礎情報とする

べく、本菌の生存、増殖に関わる分子解析を

進め、本菌の生存、増殖、細胞応答、環境適

応、シグナル伝達等の基礎生命現象に関する

更なる知見を得て、本菌の感染成立過程や病

原性発揮機構の考察にもつなげて行きたい。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、臨床的に重要な病原真菌

クリプトコックス・ネオフォルマンス 

Cryptococcus neoformans の「細胞の生存」

と「細胞死」に関わる分子解析を進めること

である。本菌の「生存」に関わる解析として

「Cryptococcus neoformans の細胞周期制御

の分子解析」を、また、本菌の「死」に関わ

る 解 析 と し て 「 黄 色 ブ ド ウ 球 菌

Staphylococcus aureus 付 着 に よ る

Cryptococcus neoformans の死滅誘導の分子

解析」を進める。尚、前者については、我々

のこれまでの成果の更にその発展を期する

ものであり、後者は、我々（Journal of 

Bacteriology 189(13): 4815-4826 (2007)）

が最近、報告した新たな真菌・細菌間相互作

用の更なる分子解析である。 

 

３．研究の方法 

本菌の G1サイクリン遺伝子 CnCln1 の遺

伝子破壊株を構築して機能解析した。モデ

ル酵母 S. cerevisiae には、３種の、い

わゆる、G1 サイクリン分子が知られており、

それぞれの欠損変異体に、我々がクローニ

ングした１種類の C. neoformans G1 サイ

クリン遺伝子を導入して、その細胞周期の

様態の変化などを解析するなどして、本菌

の G1 サイクリン遺伝子などの細胞周期制

御における機能を探った。 

我々は、真菌 C. neoformansが常在性の

病原細菌 S .aureusの付着によって死滅す

る現象の分子機構解析を進めている。C. 

neoformansの死滅のきっかけになる、細菌

S .aureus の付着に関与する真菌側、及び

細菌側の各細胞表層物質について解析、検

討し、C. neoformans 側では莢膜主成分の

莢膜多糖類 Glucuronoxylomannan（GXM）、

S. aureus 側 で は 表 層 タ ン パ ク 質

Triose-phosphate Isomerase (以下、TPI

と省略)（本酵素は細胞質内解糖系酵素で

もある）と同定するなど、この新たに知ら

れた「真菌・細菌間相互作用」の分子機構

を解明しつつあり、黄色ブドウ球菌側で関

与する分子の検証を進めるべく、免疫組織

化学的研究などを進めた。 

 

４．研究成果 

Cryptococcus neoformans には特異な細胞

周期制御現象が観察され、我々は細胞周期制

御の中心に位置する Cdk1（サイクリン依存性

キナーゼ１）とそれと相互作用する制御因子



 

 

サイクリン類について解析を進めた。CnCln1

分子は 本菌では唯一の G1サイクリン遺伝子

であると思われたが、その遺伝子破壊株が得

られたことより、本菌の生存には必須ではな

いことが示された。CnCln1 遺伝子破壊株は

「出芽時期が遅れ、細胞は大型化する」等「in 

vitro 低酸素環境下」や「in vivo 感染時」

と類似した極めて異常な形態・特徴的な変化

を示し, CnCln1 は,細胞の大きさと形態, 出

芽と細胞分裂のタイミング、DNA 合成開始の

タイミング、37℃での生育遅滞など幅広く細

胞の形態形成や生理的機能に大きな影響を

及ぼす極めて重要な細胞機能制御遺伝子で

あることが示された。また、CnCdk1 と CnCln1

の結合について,その構造機能相関解析を行

い、生理的意義についても考察した。本菌

CnCln1 の 遺 伝 子 を Saccharomyces 

cerevisiae において発現させその機能を検

証し S. cerevisiaeのG1サイクリンScCln1, 

ScCln2, ScClin3との分子構造・機能の比較、 

S. cerevisiae のサイクリン依存性キナーゼ

ScCDK1 と CnCln1 との間の結合などについて

そのバイオインフォマテイックス的解析を

行い、その結果を踏まえて分子間結合相関の

生理的な意義を考察した。 

また、C. neoformans は肺で感染後、脳髄

膜へ移行して病原性を発揮して行く際、高酸

素環境から低酸素環境への酸素欠乏ストレ

ス条件に打ち勝ってはじめて増殖して行く

が、本菌ゲノムへのランダム挿入遺伝子変異

体ライブラリーを構築し変異体の低酸素状

態への応答解析などを通して、本菌において

低酸素ストレス応答に関与する遺伝子の同

定を行った。そのうちの一つとして転写因子

を同定し、分子生物学的、生化学的、細胞学

的解析を進め、本分子の低酸素環境ストレス

応答機構における意義を考察するとともに、

その遺伝子破壊株を用いたマウス病原性試

験も実施するなどして考察を進めた。  

更に、我々は真菌・C. neoformans 細胞と

他の菌種細胞との相互作用に着目したとこ

ろ、細菌・黄色ブドウ球菌 Staphylococcus 

aureus細胞が C.  neoformans へ付着し、C. 

neoformans の死滅が誘導される現象を見い

だし、分子的解析を進めているが、一般的に

細胞質に局在して機能していると言われる

解糖系酵素 Triose phosphate isomerase 

(TPI) がブドウ球菌では細胞表層にも確か

に局在することを免疫電子顕微鏡解析法や

細胞凝集反応などを用いて、TPI がブドウ球

菌では細胞表層にも確かに局在することを、

実験的手法により明白に示した。  
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