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研究成果の概要（和文）：Candida albicansはヒト口腔に常在する病原真菌であり、高齢者などの易感染宿主において
日和見感染を起こす。近年、既存の抗真菌薬であるフルコナゾールに対し耐性を獲得した耐性菌が報告され問題となっ
ている。我々はheat shock protein70に属するタンパク質Sse1pがフルコナゾール抵抗性に関与することを見出し、Sse
1pは、フルコナゾール抵抗性を制御するシグナル伝達系であるカルシニューリン経路を正に制御することで抵抗性に関
与することが明らかとなった。また見出したSse1pの機能はC. glabrataにおいても確認され、新規抗真菌薬の標的とな
る可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：Candida albicans is the most important fungal pathogen of humans. Azoles are the 
most developed and widely used antifungal drugs in clinical treatments. The emergence of azole resistant 
strains in clinical isolates from individuals remains a serious problem in clinic. We investigated the 
cellular function of Sse1p, belonging to the heat shock protein 70 family, in Candida albicans. Drug 
susceptibility tests indicated that repression of SSE1 expression resulted in hypersensitivity to 
fluconazole and conferred fungicidal activity to fluconazole. We further found that Sse1p confered 
fluconazole tolerance by partially influencing the calcineurin signaling pathway. Involvement of Sse1p in 
fluconazole tolerance was also observed in an azole insensitive pathogenic fungus C. glabrata. Our 
results indicate that compromising Sse1p functions offers an alternative strategy for increasing the 
effectiveness of fluconazole in the treatment of C. albicans and C. glabrata infections.

研究分野： 微生物学

キーワード： 病原真菌　薬剤耐性　感染　分子シャペロン
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１．研究開始当初の背景 
Candida albicans は、口腔、皮膚、腸管、膣

に常在する病原真菌で、宿主が健常な場合は
問題ないが、高齢者や免疫不全患者などの易
感染宿主では重篤な日和見感染を起こす。本
菌は臨床上で最も発症頻度が高い病原真菌
であるが、ヒトへの副作用が少ない安全で有
効な抗真菌薬は非常に少ない。 
臨床で高頻度に使用されるC. albicansに対

する抗真菌薬として、アゾール系抗真菌薬で
あるフルコナゾールが挙げられる。フルコナ
ゾールは細胞膜成分エルゴステロールの合
成阻害剤であり、エルゴステロールの欠如、
毒性合成中間体の蓄積、それに伴う細胞膜ス
トレスにより静菌的作用を示す。近年、臨床
においてフルコナゾール耐性菌の出現が深
刻な問題となっている。国内外の研究者によ
りフルコナゾール耐性化の分子機構が少し
ずつ解明されてきており、その機構は、薬剤
排出ポンプの発現誘導、カルシニューリン経
路などのストレス応答経路の活性化、標的分
子の過剰発現など多岐に渡ることが明らか
となっている。  
我々のグループは、C. albicans の菌糸形へ

の形態変換時に発現する遺伝子として新規
heat shock protein 70（Hsp70）タンパク質をコ
ードする SSE1 遺伝子（別名 MSI3）を単離し
ている（Cho et al., Yeast. 2003）。申請者は、
C. albicans において発現調節が可能な SSE1
発現制御株を構築し（図１a）、SSE1 発現抑制
によりフルコナゾール超感受性になるとい
う予備実験データを得ている。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに、新規 Hsp70 タンパク質

Sse1p が C. albicans のフルコナゾール抵抗性
を制御することを見出している。本研究では
以下の項目について解析することを目的と
する。 
（１）Sse1p がどのようにフルコナゾール抵
抗性を制御するのか分子レベルで解明する。 
（２）Sse1pのフルコナゾール抵抗性を in vivo
で評価するための感染モデルを構築する。 
（３）他の病原性 Candida 属における SSE1
ホモログ遺伝子の機能を解析する。 
 
３．研究の方法 

SSE1 遺伝子は生育に必須である可能性が
考えられたため、解析には SSE1 遺伝子をテ
トラサイクリン応答型プロモーター下に制
御した発現制御株（tetSSE1 株）を構築した。
対照として、野生型のプロモーター下で SSE1
が制御されている株（contSSE1 株）も構築し
た。tetSSE1 株はドキシサイクリン（DOX：
テトラサイクリンアナログ）の添加により
SSE1 の発現量を抑制することができる（図１
b）。構築した tetSSE1 株を用いて、以下の実
験を行った。 
（１）薬剤感受性における C. albicans SSE1
の役割  

 SSE1 の発現量抑制条件において、抗真菌薬
に対する薬剤感受性試験を行った。細胞膜合
成阻害を示すフルコナゾールとイトラコナ
ゾールを含むアゾール系の他に、細胞膜傷害
を示すポリエン系であるアムホテリシン B、
細胞壁合成阻害を示すキャンディン系であ
るミカファンギンを使用した。遺伝子発現変
化はリアルタイム PCR により解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）カイコ幼虫を用いた感染実験モデルの
構築 
菌糸形誘導培地（N-アセチルグルコサミン

培地）に酵母形細胞を接種し、培養時間によ
り、0 分（酵母形：Y0 cells）、60 分（酵母形：
Y60 cells）、90 分（菌糸形：H120 cells）の各
細胞を調製した。5 齢のカイコ幼虫に上記の
調製した各種細胞を105 細胞になるようにカ
イコ血液中に注射した。注射後、カイコの死
亡率を経時的に観察した。また、注射後 24
時間のカイコ内の菌数をコロニー形成単位
により測定した。また、In vitro において採取
した 10％カイコ体液を含む水溶液に各細胞
を接種し、形態変換能を評価した。 
 
（３）C. glabrata SSE1 の機能解析  

C. glabrata ゲノムデータベース情報により
SSE1 ホモログ遺伝子を単離し、図１と同様に
C. glabrata における SSE1 発現制御株を構築
した。方法（１）と同様に SSE1 発現抑制時
における各種抗真菌薬に対する感受性を評
価した。  
 
４．研究成果 
（１）薬剤感受性における C. albicans SSE1
の役割 
構築した tetSSE1 株を用いて薬剤感受性試

験を行った結果、SSE1 遺伝子発現を抑制した
条件下において、フルコナゾールと同様にイ
トラコナゾールに対して超感受性を示した。

図１. (a) SSE1 発現制御株の構築, (b)DOX に 
よる SSE1 発現制御 

 



一方、ミカファンギンやアムホテリシン B に
対する抵抗性には影響は見られなかった（図
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
つまり、SSE1 はアゾール系抗真菌薬特異的に
抵抗性に関与することが示された。また、
SSE1 発現抑制条件下でフルコナゾールを作
用させると、静菌的作用のフルコナゾールの
作用が殺菌的になることが明らかになった。
フルコナゾールは C. albicans のエルゴステロ
ール合成系をターゲットとするが、菌体内で
は同時にフルコナゾールによるストレスに
対してカルシニューリン経路を活性化し抵
抗すると考えられている。カルシニューリン
経路と SSE1 との関係を、カルシニューリン
下流遺伝子（UTR2、PLC3）の発現量を指標
に解析した。野生株ではフルコナゾールによ
り SSE1 および UTR2、PLC3 の発現量は増加
した。一方 SSE1 の発現を抑制された tetSSE1
株では UTR2、PLC3 の発現も抑制された。こ
の現象は SSE1 発現抑制条件下におけるフル
コナゾール超感受性の一因と考えられ、SSE1
はフルコナゾールによるカルシニューリン
経路の活性化に関与することが示唆された
（図３）。Saccharomyces cerevisiae のホモログ
タンパク質 Sse1p は Hsp90 のコシャペロンと
して機能するという報告がある。この知見か
ら、C. albicans において Sse1p は Hsp90 と協
調してカルシニューリン経路を活性化する
可能性が考えられる。今後、Hsp90 との関連
を含めて詳細な解析が必要となる。 

 
（２）カイコ幼虫を用いた感染実験モデルの
構築 

C. albicansは口腔カンジダ症の原因菌であ
る。これまでに見出したSse1pの薬剤抵抗性に
おける機能をin vivoでも評価することを目的

とし、C. albicans感染モデルの構築を試みた。
これまでにC. albicansの粘膜感染モデルの簡
便かつ迅速な評価系として、カイコ幼虫を用
いた感染モデルが既に報告されている。我々
は、カイコ感染モデルを申請研究に適用する
ことにした。第１段階として、カイコ感染モ
デルを構築し、モデルの妥当性を評価するこ
とにした。C. albicansは環境因子により酵母形
から菌糸形へ形態変換する二形成病原真菌で
ある。この二形成は病原性に関与すると考え
られているが、明確な答えはない。そこで、
カイコ感染モデルを用いてC. albicansの二形
態および形態変換能が病原性に及ぼす影響を
評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
菌糸形誘導培地に酵母形細胞を接種し、培

養時間により、0 分（酵母形：Y0 cells）、60
分（酵母形：Y60 cells）、90 分（菌糸形：H120 
cells）を調製した。各細胞をカイコに感染さ
せた結果、Y0 cells と H120 cells で致死率に大
きな違いはなかったが、形態変換の準備が出
来た Y60 cells は致死時間を顕著に早めた（図
４a）。また Y60 cells は他の細胞と比べ、感染
24h 後においてカイコ内で増殖していた（図
４b）。In vitro カイコ体液中での形態は、0 分
細胞は酵母形のままだが、60 分細胞は 2h 後
に菌糸形に変化した。以上から、C. albicans
の形態変換能がカイコ感染において病原性
に関与することが示唆された。 
現在、構築したカイコ感染モデルを用いて

SSE1 発現制御株の病原性や抗真菌薬感受性
の評価を進めている。  
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図２．SSE1 発現制御株を用いた抗真菌薬
感受性試験 

図３. Sse1p によるカルシニューリン経路
の制御機構の推定モデル 

図４．(a) 各形態細胞の感染後のカイコの生
存率 
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（３）C. glabrata SSE1 の機能解析  
近年、臨床において、C. glabrata による真

菌症が増加傾向にある。C. glabrata の重要な
特徴として、アゾール系抗真菌薬に対する感
受性が低いことが挙げられる。今回、我々は
C. glabrata Sse1p（C. albicans Sse1p との相同
性 63%）に着目し、抗真菌薬抵抗性への関与
を解析した。C. glabrata において SSE1 発現
を抑制すると、フルコナゾールやイトラコナ
ゾールに対して高い感受性を示した。しかし、
細胞膜傷害を示すアムホテリシンBや細胞壁
合成阻害活性を示すミカファンギンに対す
る感受性には影響は見られなかった（図２）。
Sse1p は C. albicans だけでなく、C. glabrata
においてもアゾール系抗真菌薬に対する抵
抗性を制御する新規な因子であることが明
らかとなった。  

 
以上のことから、Sse1p は新規抗真菌薬の

標的となる可能性が期待される。Sse1p の機
能を抑制する薬剤を開発することができれ
ば、既存の抗真菌薬であるフルコナゾールの
効果を増強することができ、カンジダ感染症
に対する新しい治療法を提供すると期待さ
れる 
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図４. (b) 感染 24h 後のカイコ体内における
各形態細胞の菌数 

 

 


