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研究成果の概要（和文）：一般に水虫として知られる白癬は皮膚糸状菌というカビによって引き起こされ、国民
の１０人に１人以上が罹患していると言われるほど一般的な疾患です。皮膚糸状菌の糸状の細胞形態である菌糸
は、皮膚糸状菌が病気を起こすために必要であると考えられていますが、その分子機構については未だ不明な点
が多いです。本研究では、菌糸成長に関わるRac様タンパク質としてTrRac及びそのホモログTrCDC42を見出し、
変異株や大腸菌で作製したタンパク質を用いて、その機能を解析しました。また、活性を定量的に試験管内で評
価する系を確立し、抗真菌薬の候補となりうる阻害剤の探索を行う基盤を構築しました。

研究成果の概要（英文）：Dermatophytosis, commonly known as athlete's foot, is caused by a fungus 
called dermatophytes and is so common 10％ of  the population is suffered. Hypha, the filamentous 
cell form of dermatophytes, is considered to be necessary for dermatophytes to cause the disease, 
but its molecular mechanism is still largely　unknown. In this study, we found TrRac and its 
homologue TrCDC42 as Rac-like proteins involved in mycelial growth and analyzed their functions 
using mutant strains and proteins produced by E. coli. We also established a system to 
quantitatively evaluate their activity in vitro for the discovery of inhibitors that could be 
candidates for antifungal drugs.

研究分野：医真菌学

キーワード： 皮膚糸状菌　Rac様蛋白異質　Rac　CDC42

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水虫の原因となる皮膚糸状菌を含む真菌（カビ）は、大腸菌や黄色ブドウ球菌のような細菌と異なり、真核細胞
生物であり、そのため、細胞を構成する分子群はヒト細胞と良く似ています。ヒト細胞に似た特徴を持つ真菌に
対する抗真菌薬の開発は抗菌薬（抗細菌薬）の開発に比べて困難であり、新たな作用標的となりうる分子が求め
られています。本研究は、新たな抗真菌薬作用標的としてRac様タンパク質を中心とした細胞内シグナル伝達系
を提案するとともに、その阻害剤（抗真菌薬候補）を探索するための基盤の構築を行いました、本研究成果は、
将来の新規抗真菌薬開発に貢献しうると期待されます。

※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 
 白癬は国内においても非常に患者数が多く、皮膚の発赤、頭髪の脱毛、爪の肥厚などの外見上
の変化だけでなく、爪の変形による歩行困難や強いかゆみを生じる他、糖尿病患者においては足
部潰瘍のリスクファクターとなることが示唆されており、患者の QOL を著しく低下させる疾患
である。世界的な高齢化に伴い白癬の罹患者数も増加傾向にある。現在も白癬の治療薬開発は盛
んに行われており、ルリコナゾールやエフィナコナゾールといった爪白癬治療薬が開発されて
いる。一方、それらの新薬を用いても爪白癬の完全治癒率は十分でない。また、主要な治療薬で
あるテルビナフィンやアゾール系抗真菌薬に対する耐性菌も報告され始めている。白癬治療薬
の作用標的は非常に限られており、薬剤耐性菌の出現などにより増加が懸念される難治性の白
癬を治療するためにも新規作用標的を持つ抗真菌薬の開発が望まれている。 
 皮膚糸状菌は名前の通り、“いと”状の菌糸と呼ばれる構造体を伸長することで、増殖してい
る。皮膚糸状菌に対する新規作用標的薬の開発が進展していない要因として、皮膚糸状菌の特徴
的な形態形成を伴う増殖（菌糸成長）や、病原性に関わる分子機構の解明が進んでいないことが
挙げられる。皮膚糸状菌がどのように正常な菌糸成長を行うかを解明することは、抗真菌薬の新
規標的分子を発見する上で重要である。 
 低分子量 G タンパク質は、生体の正常な機能を維持するために重要な分子スイッチとしての
役割を担っている。低分子量 G タンパク質である Rac は哺乳類においてはアクチンフィラメン
トの脱重合を調節することで、ラメリポディアと呼ばれる細胞形態変化を制御する。申請者は低
分子量 Gタンパク質阻害剤の皮膚糸状菌への作用を検証する中で、Rac 阻害剤が皮膚糸状菌の菌
糸成長を阻害することを見出した。また、皮膚糸状菌のゲノム上には Rac と高い相同性（80％）
を有するタンパク質がコードされており、皮膚糸状菌の Rac 様タンパク質が菌糸成長に必須の
役割を担っていることが示唆された。低分子量 Gタンパク質の機能は、Gタンパク質活性化因子
である GEF、不活性化因子である GAP、活性化阻害因子である GDI といった相互作用因子によっ
て制御されている。相同性検索の結果、ヒトの Rac 活性化因子（GEF）と皮膚糸状菌の GEF ホモ
ログとの同一性は非常に低く（21-32%）、Rac GEF は真菌に選択性の高い創薬開発のための分子
標的となりうることが期待された。これまでは皮膚糸状菌の低分子量 G タンパク質の生理的意
義や機能についての報告がなかったため、プリミティブな真核細胞である皮膚糸状菌の Rac 様
タンパク質とその活性化因子（GEF）の菌糸成長における機能は未解決の課題であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は皮膚糸状菌の低分子量 G タンパク質の生理的意義を明らかにするとともに、
創薬における新たな分子標的を同定することにある。申請者は、本研究の予備検討において低分
子量 G タンパク質 Rac の阻害剤が皮膚糸状菌の菌糸成長を阻害することを見出していた。本研
究では、これまで皮膚糸状菌の菌糸成長との関与が知られていなかった Rac 様タンパク質およ
びその GEF に着目し、皮膚糸状菌の菌糸成長への寄与を明らかにするとともに、医薬品開発にお
ける新規分子標的の同定を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、皮膚糸状菌の Rac 様タンパク質の生理機能を遺伝学的手法により解明するとと
もに、生化学的手法によりタンパク質の特性を明らかにし、抗皮膚糸状菌薬の開発を目標とした
糸状菌に特徴的な低分子量 G タンパク質阻害剤探索のためのスクリーニング系を指向した解析
系の基盤確立を目指した。 
(1) 皮膚糸状菌の Rac 様タンパク質の生理的機能の解明 
(1)-① Rac 様タンパク質の生理機能についての遺伝学的手法による解析： 
 皮膚糸状菌のゲノム情報を用いて、Rac 様タンパク質の変異株を作出する。すでに得られてい
る結果から、Rac 様タンパク質は増殖に必須の分子であると予想され、欠損株は致死であると推
測された。そこで、銅イオン依存性の条件発現抑制株を作製し、各遺伝子の菌糸成長における必
要性を検討した。また、Rac様タンパク質と類似のCDC42タンパク質についても変異株を作出し、
解析した。遺伝子変異株の作出については、アグロバクテリウムを用いた形質転換法で行った。
得られた株について、菌糸成長等を親株と比較した。 
 
(1)-② 大腸菌で発現させた組み替え Rac 様タンパク質による生化学的な解析： 
 Rac 様タンパク質が低分子量 G タンパク質として機能しうるかを生化学的に検証するために、
Rac 様タンパク質の組み換え体を大腸菌で作製し、蛍光ラベルされたグアニンヌクレオチドとの
結合能を定量的に検討した。さらに、予備的な検討において皮膚糸状菌の菌糸成長を阻害した
Rac 阻害剤について、in vitro のグアニンヌクレオチド結合活性の阻害が見られるか検討した。 
 
(2) 皮膚糸状菌の Rac 様タンパク質の相互作用因子の同定と薬剤スクリーニングを見据えたア
ッセイ系の確立 
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(2)-① Rac 様タンパク質の相互作用因子（GEF）の同定： 
 確立した酵素アッセイを用いて、Rac 様タンパク質のグアニンヌクレオチド交換反応を促進す
る相互作用因子を探索した。一次構造から Rac 様タンパク質の GEF と推測されたタンパク質を
大腸菌にて発現させ、グアニンヌクレオチド交換因子としての活性を in vitro のアッセイ系で
測定した。 
 
(2)-② 同定した Rac GEF の菌糸成長への寄与の解析： 
 同定した Rac GEF の条件遺伝子発現株を作出し、皮膚糸状菌菌糸成長への寄与を遺伝学的に
解析した。 
 
(2)-③ Rac 様タンパク質と Rac GEF を用いた薬剤スクリーニング系の確立： 
 Rac 様タンパク質と Rac GEF の生化学的な検討を基に、両者の相互作用もしくはグアニンヌク
レオチド交換反応を阻害する物質を探索するスクリーニング系の構築に向け条件検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 皮膚糸状菌の Rac 様タンパク質の生理的機能の解明 
(1)-① Rac 様タンパク質の生理機能についての遺伝学的手法による解析： 
 ゲノム上の Rac 様タンパク質の解析から皮膚糸状菌ゲノム上には Rac 及びその類縁タンパク
質 CDC42 が存在することを見出した。Rac 阻害剤が菌糸成長を抑制したことから、皮膚糸状菌
Rac が菌糸成長に必須のタンパク質であろうと考え、条件発現抑制株を作出したが、Rac 抑制下
においても菌糸成長の抑制は観察されなかった。そこで、Rac 欠損株の作出を試みたところ、Rac
の欠損が可能であり、菌糸成長も野生株と同程度であることがわかった。このことから、阻害剤
が類縁の CDC42 タンパク質を阻害することで、菌糸成長を抑制しているのではないかと考え、
CDC42 の条件発現株を作出したところ、CDC42 の抑制によっても菌糸成長の顕著な抑制は見られ
なかった。そこで、Rac 欠損下で CDC42 の発現を抑制できる組み換え株を作出したところ、Rac
欠損下、CDC42 の発現を抑制すると顕著な菌糸成長の抑制が観察され、皮膚糸状菌の Rac と CDC42
に遺伝学的な相互作用が見られた。 
 
(1)-② 大腸菌で発現させた組み替え Rac 様タンパク質による生化学的な解析： 
 上記結果を受け、大腸菌での Rac 及び CDC42 タンパク質の作出を試みた。Rac は、pGEX6p-1 を
ベクターに用い、比較的容易に大腸菌で発現することに成功した。調製した Rac を用いた解析か
ら、皮膚糸状菌 Rac は蛍光標識した GTP と結合することが明らかになった。CDC42 は、pCold ベ
クターを用いることで、少量ながら調製することに成功し、Rac 同様蛍光標識した GTP と結合し
た。 
 
(2) 皮膚糸状菌の Rac 様タンパク質の相互作用因子の同定と薬剤スクリーニングを見据えたア
ッセイ系の確立 
(2)-① Rac 様タンパク質の相互作用因子（GEF）の同定： 
 大腸菌で発現させた Rac タンパク質と同じく大腸菌で発現させたグアニンヌクレオチド交換
因子（GEF）候補の活性化ドメインを用いてグアニンヌクレオチド交換反応を行うことで、Rac 
GEF を同定した。同定した GEF はヒト相同因子との同一性が 27％と低く、その差に着目すること
で、真菌 GEF に対して選択的な薬剤開発が可能になると期待された。CDC42 についても、Rac と
同様に同定した Rac GEF によって活性化されたことから、Rac 及び CDC42 が Rac GEF の下流で細
胞内シグナル伝達系を相補的に制御していることが示唆された。また、皮膚糸状菌の菌糸成長を
抑制した Rac 阻害剤は、試験管内で Rac GEF による Rac 及び CDC42 の活性化をも阻害した。以
上のことは Rac 様タンパク質及びその GEF が皮膚糸状菌における菌糸成長を制御する新規経路
を構成する分子であり、新奇創薬標的候補となることを示唆している。 
 
(2)-② 同定した Rac GEF の菌糸成長への寄与の解析： 
 同定した Rac GEF の条件発現抑制株を作出し、菌糸成長に対する影響を検討した。Rac や CDC42
と異なり、Rac GEF の発現は単独で菌糸成長を抑制することを見出した。さらに、ヨウ化プロピ
ジウム処理後の蛍光顕微鏡観察の結果、Rac GEF の発現抑制により皮膚糸状菌に細胞死が引き起
こされることが示唆された。 
 
(2)-③ Rac 様タンパク質と Rac GEF を用いた薬剤スクリーニング系の確立： 
 Rac 及び Rac GEF は大腸菌を用いて比較的大量にタンパク質を得られたが、CDC42 は得られる
可溶性タンパク質量が少ないという問題があった。そこで、シャペロンの同時発現や融合するタ
グを変更することで、発現量や可溶性を改善できないかと考えた。いくつかの条件を検討した結
果、可溶化タグ ProS2 の融合タンパク質として発現させることで、活性を保持し、比較的多くの
タンパク質を安定的に発現することが可能であった。これらのタンパク質を用いて 384 ウェル
プレートで測定可能なアッセイ系を確立した。今後、確立したアッセイ系を用いたスクリーニン
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グにより、皮膚糸状菌により有効で、選択的な阻害剤の発見が望まれる。 
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