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研究成果の概要（和文）：　病原酵母Candida glabrataにおけるマイトファジーの活性化条件の探索を行い、鉄
欠乏条件でマイトファジーが活性化することを見出した。鉄欠乏条件におけるマイトファジーには、出芽酵母と
同様、ATG32が必須であった。ATG32遺伝子破壊株を用いた解析により、ATG32は、鉄欠乏条件でのミトコンドリ
ア機能維持に必要であること、鉄欠乏条件での長期間生存に重要な役割を果たしていること、マウス病原性に関
与していることを明らかにした。C. glabrataのマイトファジーは鉄欠乏環境および宿主臓器内における生存に
関与しており、病原性に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The Screening of mitophagy activation conditions indicated that mitophagy 
was induced in Candida glabrata cells under iron-poor conditions, and that the disruption of ATG32, 
which is responsible for mitophagy in Saccharomyces cerevisiae, blocked mitophagy in C. glabrata. 
Unexpectedly, the mitophagy-deficient mutant of C. glabrata (atg32Δ) exhibited decreased longevity 
under iron-depleted conditions. The mitochondrial membrane potential in atg32Δ cells was 
significantly lower than that in wild-type (WT) cells under iron-depleted conditions. In a mouse 
model of disseminated infection, the atg32Δ strain resulted in significantly decreased kidney and 
spleen fungal burdens compared with WT strain. These results indicate that mitophagy in C. glabrata 
occurs in an iron-poor host tissue environment, and it may contribute to the longevity of cells 
through mitochondrial quality control, and to their pathogenesis.

研究分野： 医真菌学、分子生物学、生化学
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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、非選択的なオートファジーと
同様に、栄養飢餓に適応するためのアミノ酸
調達に役立つと考えられている（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、細胞内ミトコンドリアの品質
管理にも関わることが示唆されているが、詳
細は明らかにされていない（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るが、ミト
コンドリアにおける呼吸機能を失った呼吸
欠損突然変異株がしばしば臨床から分離さ
れる。呼吸欠損株は合成培地では生育速度が
極端に低下しているため、宿主体内での生存
率も低くなると考えられていたが、予想に反
して一部の呼吸欠損株は野生型株よりも病
原性が高いことがマウス感染実験によって
示された（文献③）。このように、C. glabrata
の病原性とミトコンドリアの機能には関連
があることが示されているが、ミトコンドリ
ア機能を調節する機構は全く明らかにされ
ていない。 
 申請者らは、マウス感染実験を行い、感染
臓器内における C. glabrata の遺伝子発現解
析を行ったところ、合成培地中で生育してい
る場合と比べ、感染臓器内ではマイトファジ
ー関連遺伝子 ATG32 の発現量が著明に増加
していることを見出した（文献④）。C. 
glabrata のマイトファジーは感染臓器内に
おいて活性化していることが推測され、これ
がミトコンドリアの機能調節に関与してい
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、病原酵母 C. glabrata のマイ

トファジー関連遺伝子 ATG32 の発現量が感
染臓器内において著明に増加することを見
出し、マイトファジーによるミトコンドリア
の機能調節が C. glabrata の宿主内での生育
（病原性）においてなんらかの役割を果たし
ていると考えた。本研究では以下の 3 点を明
らかにすることを目的とする。 
(1) C. glabrata におけるマイトファジー活性
調節機構、(2) C. glabrata のマイトファジー
がミトコンドリア機能に及ぼす影響、(3) 感
染臓器、食細胞内でのマイトファジーの役割 
 
 
３．研究の方法 
(1) C. glabrata における ATG32 の発現およ
びマイトファジー活性調節機構 
 S. cerevisiae におけるマイトファジーは、
「窒素飢餓培地で培養した条件」、「非発酵性
培地で長期間培養を続けた条件」で誘導され
ることが報告されている（文献⑤）。C. 
glabrata でも同様の培養条件において、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

べる。マイトファジー活性の確認は、ミトコ
ンドリアに高発現させた GFP 融合ジヒドロ
葉酸還元酵素（DHFR）が液胞で分解を受け
て GFP が切り出される活性によって評価す
る（文献⑥）。宿主体内でマイトファジーが
起きるという仮説を検証するために、C. 
glabrata が宿主体内で暴露されると予想さ
れる、血清、活性酸素、鉄欠乏、低酸素など
の培養条件において、マイトファジーおよび
マイトファジー関連遺伝子の発現誘導が起
こるかを調べる。 
(2) マイトファジーがミトコンドリアの機能
に及ぼす影響 
 上記実験でマイトファジーが活性化した
培養条件において、ミトコンドリアの量、形
態、呼吸活性、膜電位、ROS 産生量がどのよ
うに変化するのかを調べる。量、形態の観察
に関しては、mtDHFR-GFP を高発現させた
C. glabrata および、ミトコンドリア染色試薬
SYTO18 による染色を行った菌体を蛍光顕
微鏡観察することで行う。画像解析ソフト
Image J を用い、撮影した蛍光画像の解析を
行い、蛍光強度と染色された面積の解析から
ミトコンドリア量および形態の変化を数値
化して客観的に評価する。膜電位の観察は、
ミトコンドリア膜電位依存的蛍光染色試薬
DiOC6(3)を用い、Flow cytometry によって
定量する。呼吸活性は細胞の酸素消費量測定
キット MitoXpress-Xtra を用いて測定する。
活性酸素種産生量に関しては、ROS 検出蛍光
プ ロ ー ブ H2DCFDA お よ び
Dihydroethidium を用いて細胞内の H2O2お
よび superoxide産生量をFlow cytometryを
用いて定量する。全ての実験を野生株と
atg32Δ 株について行い、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を明
らかにする。 
(3) マウス感染臓器中または貪食細胞でのマ
イトファジーの活性および役割 
 マイトファジーが感染宿主内で起きてい
るのかどうかを、マウス感染実験によって明
らかにする。また、野生株と atg32Δ 株をマ
ウスに感染させ、臓器定着率を比較すること
で、病原酵母の病原性におけるマイトファジ
ーの重要性を調べる。 
マウスに C. glabrata を感染させて、2 日

目、7 日目において、肺、肝臓、脾臓、腎臓
を摘出する（文献⑦）。臓器内の C. glabrata
菌体のみを密度勾配用媒体 Percoll を用いた
密度勾配遠心法によって臓器から分離し、前
述のように、マイトファジー活性の検出とミ
トコンドリア機能を調べる。同様の条件にお
いて野生株と atg32Δ 株の臓器定着率を比較
し、マイトファジーが病原性に関与している
かどうかを調べる。 

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
やマクロファージの貪食された後の生存で
ある（文献⑧）。株化されたマクロファージ
様細胞、Raw264、J774、分化させた THP-1



細胞などを用いて、貪食された状態でのマイ
トファジー活性と菌の生存率を調べる。野生
株と atg32Δ 株を上記マクロファージ様細胞
と混合し、12 時間後に細胞を滅菌蒸留水で破
裂させて寒天培地に塗布し、生存菌数を計数
する。また、同じ操作で得られる C. glabrata
を回収し、前述のようにウエスタンブロット
と顕微鏡観察を行い、貪食細胞内でのマイト
ファジー活性を検討する。 
 
４．研究成果 
（1）宿主臓器内においてマイトファジー関
連遺伝子 ATG32 の発現量が増加することを
既に明らかにしていたため、宿主体内におい
て菌が遭遇しうるストレス条件でスクリー
ニングを行ったところ、鉄欠乏条件において
マイトファジーが活性化することが明らか
となった。宿主体内、特に血液中ではトラン
スフェリンなどの鉄キレートタンパク質の
働きにより、菌が利用することのできる遊離
鉄濃度は非常に低く保たれている。そのため、
病原真菌にとって鉄欠乏に適応することは
病原性を発揮するために重要であると考え
られている。マイトファジーによるミトコン
ドリア分解が鉄欠乏での生育に何らかの役
割を果たしていることが示唆され、C. 
glabrata の病原性についての新たな知見が
得られた。 
 
（2）鉄欠乏条件におけるミトコンドリア機
能調節におけるマイトファジーの役割を明
らかにするために、ミトコンドリア機能指標
である mitochondrial membrane potential 
(MMP)、reactive oxygen species（ROS）産
生量について、WT と atg32Δ とで比較を行
った。鉄欠乏条件では MMP が WT と比べて
atg32Δ で有意に低下していることを明らか
にした。また、鉄欠乏条件下での ROS 産生
量に関しても atg32Δ で有意に低下している
事が明らかになり、マイトファジーがミトコ
ンドリア機能に何らかの影響を与えている
事が示唆された。 
鉄欠乏条件において野生株および ATG32 遺
伝子破壊株の長期間培養を行い、増殖を停止
した細胞の生存期間である Chronological 
lifespan（CLS）の測定を行った。通常の合
成培地（鉄有り）条件では WT、atg32Δ 共に
20%程度の生存率を 12 日間維持した。一方
で、鉄欠乏培地条件では WT は鉄有り条件と
同様の生存率を示したものの、atg32Δ では 5
日間の培養で生存率が 0.1%以下となり、鉄
欠乏条件におけるCLSの維持にATG32が関
与していることが示唆された。 
 
（3）マウスに野生株または ATG32 遺伝子破
壊株を尾静脈感染させ、7 日後の腎臓および
脾臓における生菌数の測定を行ったところ、
atg32Δ では WT と比較して両臓器内の生菌
数が有意に低下していることが明らかとな
った（図 1）。マウス尾静脈から C. glabrata

を感染させ、7 日後の腎臓から菌体を採取し、
総 RNA を抽出して定量 RT-PCR によって感
染状態における ATG32 の発現量を調べたと
ころ、感染状態では合成培地で培養されてい
る状態と比較して顕著に ATG32 の発現量が
増加していることが明らかとなり(図 2)、感
染時にはマイトファジーが活性化している
ことが示唆された。 

C. glabrata のマイトファジーは鉄欠乏環
境および宿主臓器内における生存に関与し
ており、病原性に重要な役割を果たしている
ことが示唆された。 
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