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研究成果の概要（和文）：真菌類のグルコシルセラミド（GlcCer）分解酵素としてEGCrP1、ステリルグルコシド（SG）
分解酵素としてEGCrP2を同定した。Cryptococcus neoformans のEGCrP1欠損株の解析から、EGCrP1はGlcCerの品質管理
を行っていること、GlcCerの品質管理は莢膜形成に関わっていることが明らかになった。一方、EGCrP2欠損株では、EG
の液胞への蓄積と液胞形態の異常、細胞増殖・分裂の抑制が見られた。また、X線結晶構造解析によってEGCrP2の立体
構造、基質特異性、反応様式に関して詳細な情報が得られた。

研究成果の概要（英文）：The two major glycolipids in C. neoformans are glucosylceramide (GlcCer) and 
steryl β-glucoside (SG). We found two homologues of EGCase in C. neoformans and designated EGCrP1 and 
EGCrP2. EGCrP1 is a neutral glucocerebrosidase specific to GlcCer, whereas EGCrP2 is an acid 
β-glucosidase capable of hydrolyzing not only GlcCer but also various β-glucosides, including SG. Using 
each disruption mutant of egcrp1 and egcrp2, we elucidated that EGCrP1 plays an integral role in quality 
control of the fungus specific GlcCer, whereas EGCrP2 is involved in the catabolism of SG in the vacuoles 
of C. neoformans. The disruption of EG catabolism resulted in growth arrest, dysfunction in cell budding, 
and abnormal vacuole morphology. These results indicate that catabolism of two different glycolipids 
plays different physiological roles in C. neoformans and strongly suggest EGCrP1 and EGCrP2 as targets 
for anti-cryptococcal drugs with a new mechanism of action.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 セラミドにグルコースが結合したグルコ
シルセラミド（GlcCer）は、真菌類の主要な
糖脂質である。病原性真菌 Cryptococcus 
neoformansの GlcCerは、未成熟型セラミド
にスフィンゴ脂質Δ８デサチュラーゼ、Δ９
メチルトランスフェラーゼが順次作用して
生成される成熟型セラミドに、UDP-グルコ
ース：セラミドグルコース転移酵素（GlcCer 
synthase, GCS）によってグルコースが付加
されることによって合成される。近年、Δ８
デサチュラーゼ、Δ９メチルトランスフェラ
ーゼの欠失変異株の解析から、成熟型 GlcCer
を持つ野生株に比較して、未成熟型 GlcCer
しか合成できない変異株は著しく病原性が
弱いことが示された (S. M. Nobel et al. Nat. 
Genet. 42, 590-598, 2010)。GCSは成熟型の
みならず未成熟型セラミドも基質とするに
もかかわらず、野生株が成熟型 GlcCer だけ
を発現している分子基盤は明らかではない。
一方、GlcCer分解酵素（グルコセレブロシダ
ーゼ）が未同定なため、真菌の GlcCer の異
化経路は未解明である。また、真菌類の糖脂
質としてステロールグルコシド(SG) 類が知
られているがその代謝経路は不明である。 
 筆者らは、糖脂質に作用し、オリゴ糖鎖と
セラミドを遊離する酵素エンドグリコセラ
ミダーゼのホモログタンパク質（EGCrP1, 
EGCrP2）が広く真菌類に存在することを見
出した。 
 
２．研究の目的 
１）EGCrP1 と EGCrP2 の酵素化学的諸性
質を明らかにする。２）EGCrP1と EGCrP2
の結晶構造を解析し、反応機構を原子レベル
で解明する。３）EGCrP1 と EGCrP2 の真
菌類における生物学的な機能を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 EGCrP1,2を大腸菌で発現させたリコンビ
ナント酵素を用いて酵素化学的な諸性質を
明らかにする。また、精製タンパク質を結晶
化し、立体構造を解明する。さらに、C. 
neoformansの EGCrP1,2欠損変異株を作製
し、真菌類における生理学的な役割を解明す
る。 
 
４．研究成果 
 大腸菌で発現させたリコンビナント酵素
を用いて、EGCrP1 は GlcCer 分解酵素、
EGCrP2は SG分解酵素とであることを明ら
かにした。また、EGCrP2の X線結晶構造解
析によって本酵素の立体構造、基質特異性、
反応様式に関して詳細な情報を得た。特に、
EGCrP2の基質結合クレフトの構造は、エン
ドグリコセラミダーゼのそれと比較して狭
く、本酵素が GlcCerや SGなどのβ−グルコ
シド以外のオリゴ糖結合型糖脂質に作用し
ない理由を原子レベルで明らかにすること

ができた。 
 C. neoformans の EGCrP1 欠損株の解析
から、EGCrP1は GlcCerの合成過程で産生
される未完成なスフィンゴシン塩基を持つ
GlcCer（未成熟 GlcCer）を分解除去する役
割、つまり GlcCer の品質管理を行っている
ことを明らかにした。さらに、EGCrP1欠損
株の莢膜形成が不十分なことから、GlcCer
の品質管理機構は、莢膜形成に重要な役割を
持つことを示した。一方、C. neoformansの
EGCrP2 欠損株では、SG の一種であるエル
ゴステリルグルコシド (EG) の液胞への蓄
積と液胞形態の異常、細胞増殖・分裂の抑制
が見られた。EGCrP2 は液胞に存在し、EG
の分解に関わっていることが分った。また、
EG 代謝は液胞形成に重要であることが示さ
れた。 
 さらに、出芽酵母のエンドグリコセラミダ
ーゼホモログとして Egh1を同定し、そのリ
コンビナント酵素の解析から Egh1は EG分
解酵素であることを示した。出芽酵母の
Egh1 欠損株も液胞形成に異常を呈すること
を明らかにした。 
 本研究によって、真菌類糖脂質代謝のミッ
シングリンクとされて来た、２つの鍵酵素、
GlcCer 分解酵素 (EGCrP1)、SG 分解酵素
(EGCrP2, Egh1) が同定された。また、真菌
類GlcCer合成機構にEGCrP1が共役するこ
とで真菌類特異的な GlcCer が選択的、効率
的に産生される分子機構が解明された。また、
GlcCer の品質管理が病原性に深い関連性が
ある莢膜の形成に重要であることを突き止
めた。さらに、SG（EG）代謝が液胞形成に
深く関わっていることを示した。以上の結果
から、EGCrP1, 2は抗真菌薬創成の新たな標
的となりうると結論づけた。 
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