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研究成果の概要（和文）：病原性酵母クリプトコックス・ネオフォルマンスのタンパク質マンノシル化機構と病
原性の関連の解明を目指して研究を行ったが、タンパク質の抽出やGFP融合タンパク質の観察などの技術的な面
で遅滞が発生した。含硫アミノ酸合成系の解明に至る過程でMET5遺伝子を同定するとともに、その病原性への関
与について明らかとした。並行して実施したアスペルギルス・ニドランスを用いたタンパク質マンノシル化酵素
のかび毒産生への関与に関する研究では、論文として好評にいたる成果が上げられた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate the relationship between the protein mannosylation 
mechanism and pathogenicity of a human pathogenic yeast Cryptococcus neoformans, but there were 
technical delays in the extraction of proteins and the observation of GFP-fused proteins. In a 
parallel study on the involvement of protein mannosylation enzymes in mycotoxin production using 
Aspergillus nidulans, the results were well received.

研究分野： 微生物学、医真菌学

キーワード： 病原性酵母　Cryptococcus neoformans　病原性実験　含硫アミノ酸　遺伝子機能解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
病原性酵母クリプトコックス・ネオフォルマンスのタンパク質マンノシル化機構と病原性の関連の解明を目指し
て研究を行った。タンパク質の抽出やGFP融合タンパク質の観察などの技術的な面で遅滞が発生した。関連して
実施した含硫アミノ酸合成系の解明に至る過程でMET5遺伝子を同定するとともに、その病原性への関与について
明らかとした。その結果、MET5遺伝子欠損はマウスに対する病原性を失わせるのに対して、カイコに対する病原
性については顕著な影響が見られないことを示した。このことは、病原微生物の病原性を評価する上で用いる実
験動物の選択が重要であることを示唆するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究の着想に至った源流は、病原酵母類の分類基準とされる形質（DBB 染色応答）の分子

メカニズムの解明を試みた研究である。すなわち、タンパク質マンノシル化酵素の一つ PMT2
機能が DBB 染色に関わることを見出した。さらに、PMT2 機能の欠損により、病原性をはじめ
交配能、莢膜合成やストレス応答など多くの面で異常が認めれることを解明した。このように、
PMT2 の機能がクリプトコックスの性状に及ぼす影響は広汎におよぶものの、分子レベルでの
生命現象の説明には至っていない。これまで DBB 染色メカニズムを解明する目的の研究を続け
る中で PMT2 以外にも細胞壁合成酵素が DBB 染色に必須であることを突き止めた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題「病原性酵母クリプトコックスの病原因子としてのタンパク質マンノシル化機構
の解明」では、病原性遺伝子としての性質をもつ PMT2 のターゲットタンパク質の同定を通し
て、タンパク質マンノシル化機構を解明することを目的とした。これまで病原真菌のタンパク質
糖鎖化酵素が病原性に関与する研究は数多く報告されてきた。ところが、これらの酵素の基質が
どのようなタンパク質で、そのタンパク質がどのような機構で病原性に関わるのかを関連付け
て論じた研究報告例は皆無である。私たちのこれまでの研究では、病原性に直接関わる莢膜、莢
膜合成への分泌タンパク質の関与、そして分泌タンパク質の修飾酵素を、それぞれ明らかにして
きた。その実績にもとづき、これまでの発見の隙間を埋める研究計画である。 
 
３．研究の方法 
（1）プロテオミクス的アプローチによるマンノシル化タンパク質の同定 
① マンノシル化を含む糖鎖修飾を受けるタンパク質を特定するため、クリプトコックス野生
型株（以下、WT株）および PMT2 遺伝子変異株（以下、PMT2 株）からそれぞれタンパク質を抽出
し、二次元電気泳動により全タンパク質を分画する。タンパク質スポットのうち、シフトしたタ
ンパク質を切り出し、アミノ酸配列を解読する。 
② また、これとは別に、WT 株および PMT2 株からそれぞれ抽出したタンパク質から、マンノー
ス結合型レクチンであるコンカナバリン A（ConA）によるマンノシル化タンパク質のみを抽出す
る。すなわち、ConA‐アガロースカラムを用いてそれぞれの株の全タンパク質からマンノースが
付加したタンパク質を精製する。これらを SDS-PAGE あるいは二次元電気泳動により分画し、WT
株特異的なタンパク質スポットを切り出し、アミノ酸配列を解読する。 
上記の方法により解読したアミノ酸排列をもとにクリプトコックスのゲノムデータベースのア
ノテーションデータと比較し、同定したタンパク質をコードする遺伝子配列を特定する。 
 
（2）マンノシル化タンパク質の病原性への関与 
① 上記に従い特定したタンパク質コード遺伝子 ORF をそれぞれノックアウトする（以下、KO
株）。KO株にノックアウトした遺伝子を再導入した株（RC株）を作製する。 
② WT 株、KO株および RC株をカイコに接種し、WT株と KO 株の間で病原性が異なるかについて
解析する。菌の分離試験および病理試験により、病原性に変化が生じた KO 株が宿主から影響さ
れる感染段階を突き止める。 
 
（3）マンノシル化タンパク質の細胞内挙動解析 
① 病原性への関与が認められた遺伝子 ORF を PCR により増幅する。すでに構築したクリプト
コックス発現ベクター（Shimizu et al, 2014）にクローニングする。 
② クローニングした ORF の上流または下流に GFP、RFP などの蛍光タンパク質コード遺伝子を
組み込み、融合タンパク質を発現するコンストラクトを作製する。これを WT株および PMT2 株に
導入し、目的タンパク質の細胞内における挙動を観察する。 
 

  



４．研究成果 
病原性酵母クリプトコックス・ネオフォルマンスのタンパク質マンノシル化機構と病原性の

関連の解明を目指して研究を行った。タンパク質の抽出や GFP 融合タンパク質の観察などの技
術的な面で遅滞が発生した。関連して実施した含硫アミノ酸合成系の解明に至る過程で MET5 遺
伝子を同定した（Fig. 1）。 
 
 

 
また、MET5 遺伝子欠損はマウスに対する病原性を失わせるのに対して、カイコに対する病原

性については顕著な影響が見られないことを示した（Fig. 2）。 
 

 
このことは、病原微生物の病原性を評価する上で用いる実験動物の選択が重要であることを

示唆するものである。また、並行して実施したアスペルギルス・ニドランスを用いたタンパク質
マンノシル化酵素のかび毒産生への関与に関する研究では、論文として公表にいたる成果が上
げられた。 
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