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研究成果の概要（和文）：病原酵母Candida glabrataのミトコンドリア選択的オートファジー（マイトファジ
ー）は病原性、宿主体内環境適応、鉄欠乏環境における生存の維持に関与している事が明らかにされていたが、
それらにおける詳細な役割はわかっていなかった。本研究では、C. glabrataのマイトファジー必須遺伝子であ
るCgATG32が、好中球内における生存に関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although mitophagy in the pathogenic yeast Candida glabrata has been shown 
to be involved in pathogenicity, adaptation to the host environment, and maintenance of survival in 
an iron-deficient environment, its detailed role in these processes was not known. In this study, we
 show that CgATG32, a mitophagy essential gene in C. glabrata, is involved in survival in 
neutrophils.

研究分野：医真菌学、生化学、分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
病原酵母Candida glabrataのマイトファジーは病原性や宿主体内環境における生存に関与しているが、その詳細
は不明であった。本研究において、C. glabrataのマイトファジーに必須なCgATG32の遺伝子破壊株は、好中球と
共培養した際の生存率が顕著に低下することが明らかになった。C. glabrataを含むカンジダ属の感染において
重要なステップは、血中で好中球やマクロファージに貪食された後の生存である。感染における重要ステップに
マイトファジーが関与していることが明らかになったことは、マイトファジーの新たな生理的役割の発見であ
り、CgATG32は真菌症の新たな治療標的となり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae のミトコンドリア選択的オートファジー（マイトファジ
ー）は、栄養飢餓に適応するためのアミノ酸調達に関与している（文献 1）。また、機能不全に陥
ったミトコンドリアを選択的に分解し、ミトコンドリアの機能維持に関与していると考えられ
ている（文献 2）。 
Candida glabrata は、免疫低下に伴い全身性感染を引き起こす病原酵母であり、特に好中球減
少患者において重症化リスクが高いことが知られている（文献 3）。申請者らは、C. glabrata に
おいてマイトファジー活性検出系を構築し、マイトファジーに必須な遺伝子である ATG32 を同
定した。C. glabrata において ATG32 遺伝子破壊株（atg32Δ株）を作製し、以下の結果を得た
（文献 4にて報告）。 
①C. glabrata のマイトファジーは鉄欠乏条件において活性化 
②マイトファジーは鉄欠乏条件におけるミトコンドリア膜電位維持に関与 
③atg32Δ株は鉄欠乏条件における経時寿命（分裂を停止した細胞の生存期間）が顕著に低下 
④マウス臓器内に感染状態の C. glabrata において ATG32 の発現量が顕著に増加 
⑤atg32Δ株はマウス臓器への定着（病原性）が顕著に低下 
申請者らによって C. glabrata のマイトファジーが病原性に関与していることは示されたが、
その病原性における詳細な役割はわかっていない。C. glabrata を含むカンジダ属の全身性感染
において重要なステップは、血中で好中球やマクロファージに貪食された後の生存である（文献
5）。好中球やマクロファージ内にはラクトフェリン等の鉄結合タンパク質が存在しており、細胞
内は厳しい鉄欠乏環境であることが報告されている（文献 6）。鉄欠乏環境での C. glabrata の
生存にはマイトファジーが必要であることが明らかにされているため、貪食細胞内における生
存にもマイトファジーが関与していることが推測される。また、経時寿命の維持にはミトコンド
リア膜電位の維持が重要であることが報告されており（文献 7）、C. glabrata ではマイトファジ
ーによって膜電位を維持することが鉄欠乏環境における生存率の維持に関与していると考えら
れる（文献 4）。 
 
２．研究の目的 
病原酵母 C. glabrata のミトコンドリア選択的オートファジー（マイトファジー）は病原性と
鉄欠乏環境における生存の維持に関与している事が明らかにされたが、病原性における詳細な
役割はわかっていない。本研究では、鉄欠乏環境である貪食細胞内での生存にマイトファジーが
関与しているという仮説を立て、この仮説を検証するために以下の 3点を明らかにする。 
A. 貪食細胞内におけるマイトファジー活性 
B. 貪食細胞内でのミトコンドリア機能維持におけるマイトファジーの役割 
C. 貪食細胞内での生存におけるマイトファジーの役割 
 
３．研究の方法 
前項に記載の内容（A, B, C）の検証のため、以下 3点の方法にて研究を行った。 
A. 貪食細胞内における ATG32 発現解析およびマイトファジー活性解析 
貪食細胞に貪食された菌体を用いて遺伝子発現解析およびマイトファジー活性解析を行う。 
B. 貪食細胞内でのミトコンドリア機能維持におけるマイトファジーの役割の解明 
 貪食された状態での、ミトコンドリア量、形態、呼吸活性、膜電位、reactive oxygen species
（ROS）産生量がどのように変化するのかを明らかにする。以上の観点において野生株と atg32
Δ株の比較を行う。 
C. 貪食細胞内での生存におけるマイトファジーの役割の解明 
 C. glabrata をマクロファージ、好中球細胞に貪食させ、野生株と atg32Δ株の貪食効率およ
び貪食抵抗性を比較する。 
 
４．研究成果 
前項研究方法 A, B, C によって得られた成果について以下記載する。 
A. 貪食細胞内における ATG32 発現解析およびマイトファジー活性解析 
①申請者らは、C. glabrata におけるマイトファジーが「鉄欠乏条件」で誘導されることを報告
した（文献 4）。細胞内が鉄欠乏環境である貪食細胞に貪食された C. glabrata でもマイトファ
ジーおよびマイトファジー活性化遺伝子の発現誘導が観察されるかどうかを調べた。株化され
たマクロファージ様細胞、Raw264、J774、分化させた THP-1 細胞、マウス骨髄および腹腔から調
整した好中球細胞、マクロファージ、ヒト血液から調整した好中球細胞に C. glabrata を貪食さ
せ、貪食した状態におけるマイトファジー関連遺伝子の発現解析を行った。前述の複数種類の細
胞全てについて、貪食された C. glabrata ではマイトファジー関連遺伝子の発現増加が認めら
れたが、特にマウス骨髄およびヒト血液由来の好中球細胞に貪食された場合において顕著な発
現量増加が認められた。貪食細胞内における C. glabrata のマイトファジー活性検出のため、出



芽酵母の液胞内プロテアーゼをコードする PEP4 の C. glabrata におけるホモログである
CAGL0M02211g の破壊株にミトコンドリア移行シグナルと GFP を付加したジヒドロ葉酸リダクタ
ーゼを高発現させた菌株（pep4Δ-mitoDHFR-GFP 株）を作製した。CAGL0M02211g の破壊株では、
マイトファジーの過程で液胞へと運ばれたミトコンドリアが液胞内で分解されずに蓄積するた
め、ミトコンドリアに発現した GFP の細胞内局在を観察することでマイトファジーによって液
胞へ運ばれたミトコンドリアの観察が容易となり、マイトファジー活性化を検出することがで
きる。pep4Δ-mitoDHFR-GFP 株をマウス骨髄およびヒト血液由来の好中球細胞に貪食させ、傾向
顕微鏡観察によって液胞内局在ミトコンドリアの検出を試みたが、液胞内に明らかな蛍光は観
察されなかった。貪食細胞内ではマイトファジー関連遺伝子の発現増加が認められているため、
マイトファジーの活性化を予想したが、前述の方法で観察できるほどのマイトファジー活性化
は認められなかった。 
 
B. 貪食細胞内でのミトコンドリア機能維持におけるマイトファジーの役割の解明 
 GFPを付加したミトコンドリア局在タンパク質発現C. glabrata株をヒト血液から調整した好
中球に貪食させ、C. glabrataのミトコンドリア形態観察を行った。好中球に貪食された状態と、
通常の合成培地（YNB+2% glucose 培地）で培養された状態のミトコンドリアは、形態や量の顕
著な差は認められなかった。貪食された状態の菌の呼吸活性、ミトコンドリア膜電位、ROS 産生
量の測定に関しては、貪食後に好中球を破裂させ、フローサイトメーターによって破裂した好中
球と貪食された菌体を分離し、各種指標依存的染色薬によって染色した菌体の解析を試みたが、
破裂後の好中球と菌体が分離できず、定量的なデータが得られていない。 
 
C. 貪食細胞内での生存におけるマイトファジーの役割の解明 
ヒト血液から調整した好中球と C. glabrata 野生株またはマイトファジー欠損株を混合し、
貪食効率および貪食後の生存率の測定を実施した。野生株とマイトファジー欠損株における被
貪食効率に有意な差はなかったが、貪食後の生存率においては、野生株が欠損株と比べて有意に
高い事を明らかにした。 
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