
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)

2013～2011

カンジダ感染における留置カテーテルの影響に関する遺伝子機能解析

Functional gene analysis for the influence of the indwelling catheter in the Candida
 ifection

３０３３３４８８研究者番号：

知花　博治（Chibana, Hiroji）

千葉大学・真菌医学研究センター・准教授

研究期間：

２３５９０５０２

平成 年 月 日現在２６   ５ ２９

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：カンジダグラブラータの病原性には複数の因子が関与すると考えられているが、未解明な点
が多い。最近の研究において、危険因子の中で特に問題となっているが留置カテーテルである。そこで、本研究では留
置カテーテルの付着に関与すると考えられるβ-グルカン、マンノプロテイン、レクチンなど細胞表層を構成する成分
や加水分解酵素などの分泌酵素、さらにバイオフィルムの形成に関する成分などをコードする遺伝子などを中心中心に
遺伝子欠損株を作成し研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：It is thought that multiple factors participate in pathogenicity of the Candida gl
obrata, but there are many unexplained points. In a recent study, it becomes the problem in particular as 
a risk factor is indwelling catheter. Therefore we made deletion mutants of the genes encoding beta-glucan
, manno protein, the secretase such as an ingredient or the hydrolase which constituted the cell outer lay
er including the lectin. They were thought that participating in adhesion of the indwelling catheter by th
e formation of the biofilm.
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１．研究開始当初の背景 

カンジダ属（Candida albicans, C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis など）は、表皮、粘膜、

口腔、食道、腸、肛門など人体の様々な部位に

常在する真菌である。健常者にとってカンジダ

は重要な問題ではないが、抗生物質、ステロイ

ド剤などを長期投与された患者には、しばしば

膣カンジダ症や口腔カンジダ症を起こす。さら

に重度の糖尿病、抗がん剤や免疫抑制剤の長期

投与、臓器移植、エイズ、留置カテーテルなど

危険因子を伴う患者に対しては、重篤な深在性

（内臓）感染症を起こす。国内において全血流

感染原因菌（細菌感染を含む）のうちカンジダ

は第４位（7-8%）であり、致死率 20 - 50%に達

する重篤な日和見感染症を起こし問題となって

いる(医真菌学会 2010)。 

 多様な感染症を起こすカンジダ症においては、

複数の病原因子が関与すると考えられているが、

未解明な点が多く残されている。カンジダ血症

を発症した患者において、最近、特に問題にな

っている危険因子は留置カテーテルである。カ

ンジダは留置カテーテルの表面にバイオフィル

ムを形成するだけでなく、抗真菌薬の感受性低

下させることが知られている（Nett et al. 2007）。 

 

２．研究の目的 

我々はカンジダ属の中で最も分子生物学的操作

が簡便なカンジダグラブラータについて、ゲノ

ム情報の高品質化を行うとともに、網羅的な遺

伝子組換え株を作成し、本菌が宿主の危険因子

である留置カテーテルをどのように利用し感染

に至るのか、関与する遺伝子をスクリーニング

する。 

 

３．研究の方法 

(1) ゲノム情報の高品質化：カンジダグラブラ

ータを温度、糖濃度、最少培地、富栄養培地等

様々培養条件において培養を行い RNA を抽出

する。IniTIA 法により 5’端側を選択的に精製す

る。これを cDNA に逆転写し次世代シークエ

ンサーを用いてシークエンスを決定する。得

られたシークエンスを染色体にマッピング

することにより、各遺伝子の転写開始点を決

定すると共に、未同定遺伝子を特定する。 

 

(2) 分泌性タンパク質の予測：SignalP4.0 を用

いて分泌性シグナルペプチドを予測する。 

 

(3) 遺伝子組換え体の作成：分泌性シグナル

ペプチドを予測された遺伝子について網羅

的に遺伝子組換え体を作成する。 

 

 

 

 

 

 

 

その際、生育必須等の理由により遺伝子欠損

操作が施せない遺伝子については、テトラサ

イクリンを培地に添加することによって転

写抑制される組換え体（Tet 株）を作成し、

必須ではない遺伝子については遺伝子破壊

株（KO 株）を作成する。 

 

４．研究成果 

(1) ゲノム情報の高品質化：4,316 遺伝子の転

写開始位置を決定し、新規に 59 遺伝子を見

出した。その内 22 遺伝子については、他の

生物の遺伝子にもアミノ酸配列の類似性が

低く、本菌の特異的な遺伝子であることが示

され、病原性の解明などに寄与することが期

待できる。また転写開始点から開始コドンま

での距離を計測した結果、95%の遺伝子が

200bps 以内に転写開始点を持つことが示さ

れた(Figure 1)。さらにパン酵母の 5’-UTR の

長さと比較も合わせて行ったところ、転移酵

素の 5’-UTR が平均-805bps でパン酵母

（7 3 . 4 b p s）の 11 倍にも達することが 



 

 

 

わかった。転移酵素の多くは細胞壁の構築に重

要な機能を司っている。宿主との接点である細

胞壁の構築に関与する遺伝子群がパン酵母と比

較し、その差が顕著であることはカンジダグラ

ブラータの病原性を考える上に興味深い。さら

に本解析結果は組換え体作成におけるテトラサ

イクリンプローモータの挿入位置の決定に有用

である(Figure 3. Aoyama, Chibana et al., 2014). 

 

(2) カテーテルへの付着やバイオフィルム形成

には細胞外分泌タンパクが重要な役割を担うこ

とが予想されるため、SignalP4.0 を用いてカン

ジダグラブラータの全ゲノムについて検索した。

その結果 21.1%（1,000 遺伝子）において分泌性

シグナルペプチドの存在が予測された。このう

ち約 90%（900 遺伝子）について遺伝子欠損あ

るいは転写抑制組換え体を作成した。今後これ

らの組換え体を用いて、バイオフィルム形成や

カテーテルへの付着メカニズムについて研究を

進めている。 
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