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研究成果の概要（和文）：我々は、東北大学倉田研究室と共同研究を行い、カンジダ・グラブラータの網羅的組
換え体ライブラリーの中から、ショウジョウバエの殺傷力を大きく低下させた菌株をスクリーニングした。その
中から10菌株について着目し、カイコ幼虫を用いた感染実験を進めたところ、特に殺傷力が低下したA,B各遺伝
子欠損した２株を特定することができた。A遺伝子がコードするタンパク質は細胞膜上に局在し、特殊な膜構造
維持に必要な因子であり、血清中の成分を同化するために必要な遺伝子であるということが示唆された。現在
我々は、それらの結果をまとめ、論文投稿準備中である。また、B遺伝子については、病原性との関わりを解析
する予定である。

研究成果の概要（英文）：We have screened strains by which greatly reduced a virulence to the 
Drosophila from the comprehensive gene knockout library of the Candida glabrata, on the 
collaboration with Tohoku University Kurata's laboratory. After foucused on the 10 strains from 
that, and pushing forward the infection experiments with the silkworm larva, We identified A and B 
gene defective strains respectively in which virulence particularly decreased. The protein which 
encoded by gene A was located on the cell membrane, and it was a factor necessary to  maintain the 
cell membrane, and it was suggested to be a gene necessary to assimilate serum ingredient. We settle
 those results, and we are preparing publishing a papar. About the B gene, we are going to analyze a
 relation with the pathogenicity.
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１．研究開始当初の背景 
病原性カンジダ菌は、腸管粘膜や、膣、泌尿

器の粘膜に常在する真菌であるが、健常者で

は特に問題とはならない。しかし、臓器移植

に伴う免疫抑制剤や癌患者への抗癌剤、抗生

物質、ステロイドの長期投与、AIDS、高齢化

などにより免疫力が低下し、易感染状態にな

った患者に対して重篤な日和見感染症を発

症する。血流感染菌（細菌感染も含む）のう

ちカンジダは第4位 (9%) に位置し（Shorr AF 
et al, Crit Care Med, 2007）、死亡者数は 40 万

人／年に達している（Morgan J et al, Infect 
Control Hosp Epidemiol, 2005）。国内において

も、カンジダ血症患者数は 1 万人、死亡者数

は 1,000〜5,000 人／年と推定され、生存者の

予後も不良である（日本医真菌学会総会

2016）。また、アルツハイマーにカンジダ等

の真菌が関与することを強く支持する調査

結果が報告されている（Pisa D et al, Nature, 
2015）。さらに、川崎病は年間 1 万人の乳幼

児で発症し、近年増加中であるが、その原因

としてカンジダを示唆する結果が報告され

ており（Rodó X et al, PNAS USA, 2014）、これ

まで原因不明とされていた疾患にカンジダ

が関係していることが分かりつつある。今後、

国内の超高齢化社会において易感染患者の

増加は不可避であり、カンジダを原因とする

疾患は益々大きな問題になると予測されて

いる。 
 カンジダ属の中で注目すべきは、カンジ

ダ・グラブラータ（Candida glabrata）である。

本菌種はカンジダ属の中で臨床的な分離頻

度は、現在 2 番目であるが、致死率は 40-50%
とカンジダ種の中で最も高く（Nevitt and 
Thiele, PLoS Pathog, 2011）、近年症例数が最も

上昇し問題となっている(Pfaller MA et al, 
PLoS One, 2014)。その原因はカンジダ症の二

大主要治療薬であるアゾールに対して自然

耐性でありことと、エキノキャンディンに対

する耐性株率が 8%と高いためである。さら

に内蔵真菌症では他に類がない耐性株の人

か ら 人 へ の 伝 播 が 示 唆 さ れ て い る

(Vallabhaneni S et al,ASM microbe 2016)。しか

し、これまでカンジダ・グラブラータの宿主

への感染機構についての知見が少なく、現在、

最も重要な研究対象である。 
一方でカンジダ・グラブラータは、研究材料

としても使用する利点が多い。まず、他の病

原真菌が二倍体、異数体、多核体であること

に対して、カンジダ・グラブラータは一倍体

で、1 細胞あたり 1 核であり、最も単純なゲ

ノム構成である。そのため、病原真菌の中で

最も高精度なゲノムシークエンス情報が提

供されている。また、本菌種は、遺伝子重複

が他の病原真菌に比べて少なく、全遺伝子数

は 5,223 個であり、カンジダ・アルビカンス

の 6,400 個やアスペルギルス・フミガタスの

9,000 個などと比較してコンパクトである。

さらに倍加時間が 60 分と短く実験効率が高

い。遺伝子操作も簡便で有り、1 遺伝子操作

が表現型へ反映されるため遺伝子機能解析

も容易である。病原真菌の病原性大規模解析

では、Johnson AD の研究室において、カンジ

ダ・アルビカンスの２つの相同遺伝子欠損

（null 変異）組換え体が、 674 遺伝子（全遺

伝子の 11%）について作製されることにより、

病原性に関する 115 遺伝子見出された(Noble 
SM et al, Nature genet,2010)。また、クリプト

コックス・ネオホルマンスの研究においては、

Noble SM の研究室において、1,201（全遺伝

子の 18%）について欠損株（null 変異）が作

製され、病原性に関する 40 遺伝子が見出さ

れた(Liu OW et al, Cell, 2008)。アスペルギル

ス・フミガタスの研究における大規模組換え

体の作製は、Roemer T が行った抗真菌薬の標

的となり得る 54 遺伝子(0.5%)の解析に限ら

れている（Hu W et al,PLoS Patho, 2007）。カン

ジダ・グラブラータの研究においては、

Kuchler K が舵を取り、619(全遺伝子の 12%)
遺伝子について、欠損株（null 変異）を作製

したが、解析は抗真菌薬感受性に関する培地

上での解析に留まっている(Schwarzmuller et 
al, PLoS Patho, 2014)。これら以外にも全遺伝

子の 20%を越えるようなカバー率の病原性

解析を行った研究は未だなく、申請者らが作

製した 5,200 遺伝子（全遺伝子の 99.5%）に

対する組換え体は、ゲノムワイドな病原性解

析を可能にする世界初の組換え体コレクシ

ョンである。 
 
２．研究の目的 
カンジダの感染経路は、腸管粘膜に定着し、

腸管粘膜の突破、血流浸入し全身感染へ移行

すると考えられている。本研究計画では、カ

ンジダ・グラブラータの組換え体コレクショ

ンを用いて血流感染の各プロセスに必要な



機能遺伝子をスクリーニングし、抽出した遺

伝子の生理的機能を解析する。これにより、

感染に関与する遺伝子群の個々の機能と各

感染プロセスとの因果関係を明らかにし、抗

真菌薬の開発に寄与する。 
 
３．研究の方法 
カンジダ・グラブラータ全遺伝子組換え体ラ

イブラリーは、約 3,500 の遺伝子欠損株と約

1,500 の遺伝子発現抑制株で構成されている。

本研究では、遺伝子欠損株の中から生育への

影響がないことを確認した約 2,000 の遺伝子

欠損株を用いた。宿主のショウジョウバエは、

カンジダ・グラブラータに対する感受性の高

い Toll 経路の変異株を用いた。カイコは、5
令幼虫を用いた。血清培地は、貧栄養培地に

牛血清 5%(v/v)を添加した。 
 
４．研究成果 
我々は、東北大学倉田研究室と共同研究を行

い、カンジダ・グラブラータ全遺伝子組換え

体ライブラリーの中から培地上での生育状

態が良好にも関わらず、ショウジョウバエの

殺傷力を大きく低下させた菌株をスクリー

ニングした。その中から 10 菌株について着

目し、カイコ幼虫を用いた感染実験を進めた

ところ、特に殺傷力が低下した A,B 各遺伝子

欠損した２株を特定することができた。分子

系統分類学的に近縁種であるサッカロマイ

セス・セレビシエでの情報より A 遺伝子がコ

ードするタンパク質は細胞膜上に局在し、特

殊な膜構造維持に必要な因子であることが

報告されている。カンジダ・グラブラータの

A 遺伝子欠損株は、富栄養培地での生育状況

は野生株と比較して遜色は見られなかった。

カンジダ・グラブラータは貧栄養（最少）培

地では、生育が大きく低下するが、それに血

清を添加すると生育状態が良好となる。しか

し、A 遺伝子欠損株は、貧栄養培地に血清を

添加しても、生育状態は不良のままであった。

この結果より、A 遺伝子は、血清中の成分を

同化するために必要な遺伝子であるという

ことが推測された。現在我々は、その血清中

の成分を明らかに、それらの結果をまとめ、

論文投稿準備中である。また、B 遺伝子につ

いては、病原性との関わりを解析する予定で

ある。A,B 両遺伝子がコードするたんぱく質

は共に抗真菌薬の分子標的になり得ると考

えられ、今後の薬剤開発へ寄与することが期

待できる。 
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