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研究成果の概要（和文）：臨床使用が可能な抗真菌薬は極めて限られている中で、多剤耐性菌の出現は重大な問題であ
る。特に近年、アゾール系薬のみならず、キャンディン系薬にも耐性を示す病原真菌Candida glabrataの増加が問題視
されている。本研究で我々は、C. glabrataのX遺伝子に起こるわずか一つのアミノ酸変異が、病原性に影響せずに多剤
耐性を誘導することを発見し、この現象の分子生物学的機序を解明した。

研究成果の概要（英文）：Considering the limitations of the currently available antifungals, emergence of 
multiantifungal resistance poses a serious concern in clinical settings. Recent surveillance data have 
revealed an increased number of Candida glabrata clinical isolates that display resistance to not only 
azoles but also echinocandins. In this study, we discovered that a single amino acid substitution in gene 
X confers multiantifungal resistance without affecting virulence in C. glabrata and revealed molecular 
mechanisms of this phenomenon.

研究分野：医真菌学

キーワード： 薬剤耐性

  ２版



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景  
—多剤耐性病原真菌の脅威— 
	
 医療の進歩や HIV/AIDS 患者の増加に伴
い、日和見感染症は増加の一途にある。カン

ジダ症やアスペルギルス症をはじめとする

深在性真菌症は、有効な抗真菌薬が限られて

おり、治療に難渋することも少なくない。そ

のような中で、多剤耐性病原真菌の出現は、

人類において、特に免疫不全患者にとっては

きわめて重大な問題である。これまで人類と

病原菌の戦いは、新規薬剤開発と耐性菌出現

の巧妙な“いたちごっこ”であったが、われ

われは常に後手にまわっている。細胞壁合成

阻害剤として新しく開発されたキャンディ

ン系抗真菌薬は、副作用が少ないこともあり、

臨床現場で頻用されるようになった。しかし

近年、特に Candida glabrata のキャンディ
ン低感受性株が確実に増加してきている

（Pfaller MA et al. Diagn Microbiol Infect 
Dis. 69:45-50, 2011）。難治性真菌感染症を克
服するためには、既存抗真菌薬に対する耐性

機序の解明は重要な課題とされている。 
 
２．研究の目的  
前述したとおり、近年、アゾール系薬のみ

ならずキャンディン系薬にも耐性を示す多

剤耐性 Candida glabrata の増加が問題視さ
れている。アゾール耐性機序はこれまでの研

究である程度解明されてきたが、キャンディ

ン耐性に関しては標的酵素である FKS 遺伝
子の変異以外にはほとんど知られていない。

臨床現場では、FKS遺伝変異を有さないキャ
ンディン低感受性あるいは耐性株も分離さ

れており、そのメカニズムの解明が求められ

ている。本研究は、C. glabrataにおける多剤
耐性機序の詳細を解明し、今後の治療戦略や

新規薬剤開発へ応用していくことを目的と

している。 
 
３．研究の方法  
(1) Micafungin (MCFG) 低感受性株の誘導 
	
 C. glabrataの野生株 CBS138をキャンデ

ィン系薬の一つである MCFG を含有した

YPD固形培地に接種した。増殖してきたコロ
ニーを順次 MCFG 濃度を増加させた培地で
継代培養したところ、MCFG低感受性株が選
択された。表現型の可逆性を検討するために、

これらの株はMCFGを含まない培地で 23日
間継代培養した。 

 
(2) 抗真菌薬感受性試験 
	
 抗真菌薬感受性は、標準的に行われている

spot dilution assay, E-test, 微量液体希釈法
（ASTY）を用いて評価した（Miyazaki T et 
al. PLoS Pathog. 9:e1003160, 2013）。 

 
(3) 遺伝子発現解析およびフローサイトメト
リー解析 
	
 qRT-PCRや rhodamine 6G (R6G) を用い
たフローサイトメトリー解析は、これまでに

報告されている手法を用いて行った

（ Miyazaki T et al. PLoS Pathog. 

9:e1003160, 2013, Prasad T et al. 
Antimicrob Agents Chemother. 50:3597, 
2006）。 

 
(4) 播種性カンジダ症マウスモデルを用いた
病原性の検討 
	
 C. glabrataの病原性は、播種性カンジダ症
マウスモデルを用いて解析した（Miyazaki T 
et al. PLoS Pathog. 9:e1003160, 2013）。
BALB/cマウス、8週齢、雌（Charles River 
Laboratories Japan Inc.）の尾静脈から0.2 
mlのC. glabrata懸濁液（4 x 108 cells/ml）を
接種した。7日後、マウスから肝、腎、脾を摘
出し、臓器内菌数を解析した。 

 
(5) 倫理的配慮 
	
 すべての動物実験は、事前に長崎大学の動

物実験専門委員会及び、組換え遺伝子実験委

員会の承認を得た上で実施した。関連法令を

遵守し、動物は可及的に少ない頭数を用いる



とともに、人道的エンドポイントに達した動

物は安楽死によって無用な苦痛が生じない

ように配慮した。 
	
 
４．研究成果	
 

(1) C. glabrataにおけるMCFG低感受性化
の誘導 
	
 低濃度の MCFG に継続的に暴露されるこ
とによって、MCFG低感受性の C. glabrata
株が in vitro で選択された。これらの株は
MCFGを含まない培地で 23日間継代培養を
行ったが、MCFG低感受性は不可逆的なもの
であった。 

 
 
(2) MCFG低感受性 C. glabrata株の表現型
解析 
	
 驚くべきことに、今回実験的に選択された

MCFG低感受性 C. glabrata株は、作用機序
が異なるアゾール系薬 [フルコナゾール 
(FLC), イトラコナゾール (ITC), ボリコナ
ゾール (VRC)] に対しても同時に高度耐性
が誘導されていた。さらに、複数の菌株で同

様の表現型を示すことも確認された。 

 

 
(3) 全ゲノムシーケンスおよび cDNAライブ
ラリーを用いた相補的解析による責任遺伝

子の同定 
	
 MCFG 暴露株の全ゲノムシーケンスを行

ったところ、複数の遺伝子変異が検出された

が、cDNAライブラリーを用いた相補的解析

によって、単一の責任遺伝子変異が同定され

た。更に、この変異を野生株に導入したとこ

ろ、全ての表現型が再現された。 

 

	
 	
 	
  
	
 	
 	
  
(4) アゾール耐性機序の解明	
  
	
 主要なアゾール耐性機序として、標的分子

である14α-demethylase（Erg11p）の変異や
過剰発現、薬剤排出ポンプ（Cdr1, Pdh1）の
活性化が知られている（Cowen LE, Nat Rev 
Microbiol. 6:187-198, 2008）。この変異株では、
ERG11遺伝子の変異は認めず、発現量も野生



株と同等であった。一方、CDR1は約12倍、
PDH1は約2倍の発現量増加が変異株におい
て認められた。 

 

	
 更に、フローサイトメトリーを用いて、

Cdr1の基質の一つであるrhodamine 6G 
(R6G) の細胞内濃度を解析した。薬剤排出ポ
ンプを不活化した状態で受動的に細胞内に取

り込まれるR6G濃度は野生株と変異株で同等
であった。一方、通常の増殖環境で検討した

ところ、変異株では野生株よりも明らかに

R6Gの細胞内濃度が低下しており、主にCdr1
の過剰発現による薬剤排出の促進が示唆され

た。コントロールとして使用したcdr1欠損株
では、予想通り細胞内R6G濃度の上昇が確認
された。 

 
	
  
(5) 播種性カンジダ症マウスモデルを用いた
病原性の検討 

	
 今回同定された遺伝子変異がC. glabrataの
病原性に与える影響を検討した。経静脈感染

７日後の腎および脾内菌数は、野生株と変異

株で有意差はなく、播種性カンジダ症マウス

モデルにおいては、この変異がC. glabrataの
病原性を低下させないことが証明された。 

 

 
考察 
近年、世界的にキャンディン系薬の使用頻

度が増えており、アゾール系薬のみならずキ

ャンディン系薬にも耐性を示す C. glabrata
臨床分離株の増加が報告されている。FKS遺
伝子と ERG11 遺伝子の産物が、それぞれキ
ャンディン系薬とアゾール系薬の薬剤標的

として知られている。薬剤標的の変異は薬剤

親和性の低下をもたらすため、重要な耐性機

序の一つであるが、今回我々が作製した耐性

誘導株においては、いずれの標的遺伝子にも

変異を認めなかった。ところが、ある遺伝子



のわずか一つのアミノ酸変異が、病原性を低

下させることなく、異なる系統の抗真菌薬耐

性を誘導することが本研究により示された。 
この実験的に誘導された多剤耐性 C. 
glabrata株では、アゾールの主要な排出ポン
プである Cdr1 が、アゾール不在でも著明に
活性化されていた。Cdr1 は、キャンディン
系抗薬を基質として認識しないため、二次的

に誘導された現象であると推察される。これ

らは今まで報告のない新規の現象であり、今

後、より詳細な分子生物学的機序の解明と臨

床との関連性を検証する必要がある。 

 
結論 
	
 本研究により、新規の抗真菌薬耐性機序が

明らかになった。これは、病原性を低下させ

ることなく、多剤耐性をもたらすものであり、

臨床現場で実際に起こりうる可能性がある。

既存の抗真菌薬に対する耐性機序の解明は、

今後新たな薬剤や治療戦略の開発に重要な

情報をもたらすものと考えられる。分子生物

学的手法を用いた更なる解析に加え、この耐

性機序が他の菌種でも同様に存在するのか、

また、実際に多剤耐性臨床分離株においてど

の程度関与しているのかを今後検証してい

く予定である。 
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