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論､文 内 容 の､要 旨 も

仇花d励α胎血那(C.¢路加那)は,りで最も頻繁に単離されゑ二形性病原真菌であ卑○亀の真菌の有す

る病原性の程度(vi,ulence)を規定する因子として,これまでにいくつふの物質が提唱されており,プロテアー

ゼやホスホリパーゼなどの細胞外に分泌される加水分解酵素,宿主組織への接着物質が代表的なものである｡ま

た,二形性変換と病原性との関連も指摘されているが,その詳細は現在のところ明らかではない｡

申請者は,C･alb画御中viTu19nCeに関連する遺伝子を同定するヱとを目的として･ヰこれまで‡与･盲Vilurence因
.
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子甲｢つと考えられているホ鍾リパ｢ギの分泌能が異なる,病原性の強い株と弱い株を用い･琴伝子の発現パ

ターYの葺いをdiffereq如Id如1ayBを用いて比較分野した｡その結果,押野(C･al衝撃甲転写開始因子)車!■
■u

の発現が病原性の強い株に高度であることが明らかにな三た｡本研究で払C.α批叩の形態の二形性

(dimorphism)がviru1enpeに閑俸していること『華目したoRasをはじめとする嘩分子暴GT哨合蛋白質はt酵
母や哺乳類細胞で,周昭形態を含む乙さまざま宰相胞輝能を制御して,いるこ≒が判明しフつあるが･なかでも

CDC紹は･馳血相mッcesc叩Uや塵1(阜平準桓頑の出華形成(bqdding)に関与してい号ことが明らかに
なっている｡そ､こで本研究では.C.q拍車昭α)0好適伝子(CD草2仇)をクローニングし-C･佐助Ⅲ偶の温

度変化に伴う形態変化におけるCDG才2発現を調べた｡
-･■㍉

実額材料および方法

仇扇ゆα批甲5印0鱈遺伝子のク?.｢ニングに卿やブロープはPCR掛こ与って以下申ように合成した0

プライて二‡孝之竺トlざ･,､､讐画寧ぬLおよび鱒坤?き聖Cん¢叩mツCeぶぞ?叩わe(阜pomむぞ)?の甲ざの間で帯皮に

保存された領域(エフェクタードメインおよびGT押合ド.ヂ↑㌢)のアミノ酸配列に阜もづ上しさて設計した0鋳
型DNAにはC.albicans(ATCClO261)ゲノムDNAライブラリーを用い,上記プライマーにてPCRを行い,

予想されたサイズ(約350bp)に近いサイざの産物車卿9甲1サ?モづク,要一にクローニンれた｡塩基配列を決
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定したところ.ヒトおよび且ceJ℃Uね払eのCDO婚と高い相同性を有していたので,これをブロープとして用い,

プラークハイプリグイゼqション法でC.olbicgTZSyノムDNAライブラリーのスクリーニングを行い,C･albic(lnS

CDα碍伝子をクワノーニγれたo l

温軍変仲こ伴う形琴変隼率羊びCD甲クmRNA発現畢の変化の観察には･㌣C▼.西中禦1594‡Fq株を即､.た｡

株の維持はサブロ÷グルヲてス野草地で-一形態琴僻鱒郎アミィ琴叩掛印甲った｡キず写印で甲rly
stationaryphaseにまで培養した後,新鮮な培地に回収して2つに分割し,それぞれをさらに28℃と37℃で培養

した｡28℃ではt細胞は培養開始2時間後に出芽を形成しはじめた｡一方,37℃では,細胞は発芽管卑生じ,｡培

養開枇4時間準に菌糸筆琴草野成持(帯革撃)｡試料旦2,｡4γ8,､2り･､.および写嘩間?鱒点で採申し･ダラチぎ丁

ズで細胞破砕し.ついでフェノール･クロロホルムを用いて常法に従って全RNAを坤申した○

ノーザンプロット分析は.各時点の等量の全RNAを試料として,上記ブロー,プを即†て標準悶方法により行っ

た｡塩基配列の決定はジデオキシ法を用いた｡塩基およぴアミノ酸レベルでの相同性検索には,それぞれblastn
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およびblastpプログラムを用いた｡

実験結果

PCR法で合成したブロープを用い約50,000個のプラークをスクリーニングした｡最終的に得られた陽性クロー

ン札 EcoRIで制限分解した後pUCl18プラスミドにサブクローニングし,その中からブロープとハイプリダイ

ズする4.2kbの断片を単離した｡塩基配列の解析の結果,この4.2kbの断片は.190アミノ酸からなる推定分子量

20.5kDaのタンパク質をコードする単一Openreadingframe(570bp)を有していることが判明した｡さらに阻.

同性検索の結果,アミノ酸レベルで且ce柁Uぬ加CDC紹と87.8%,鼠pomわeα)(#2と82.8%.ヒトCDO躇と

76.4%の相同性を示した｡

次に,形態変化に伴うCDCす2仇mRNA量の変化をノーザンプロット法を用いて解析した｡CDGす2仇のmRNA

は約1.5kbで,その発現量はstationaryphaseではごく僅かであった｡細胞を28℃の新鮮な培地に移すと,mRNA

発現量は出芽形成に従って培養開始2時間後でピークとなる上昇を示した｡この時,少なくとも培養開始2時間後

までは細胞数に変化はなかった｡一方,37℃の新鮮な培地に移した細胞では,発芽管の形成.それに続く菌糸型

への移行と共に軽度なCDC蛮妃k mRNAの発現の上昇を示し,培養開始12～24時間後にはプラトーに達した

(約4倍の上昇)｡

考 察

低分子量GTP結合蛋白質は,酵母から哺乳動物に至るまで,これまでに50種類以上見出されており,スーパー

ファミリーを形成している｡このスーパーファミリーは,Ras,Rho,Rab,Arf,その他の5つのグループに分

類され,細胞の分化･増殖,細胞連動･細胞形態の制御,細胞内小胞輸送といった幅広い細胞機能に関与するこ

とが明らかにされつつある｡CDC42はRhoファミリーに属する低分子量GTP結合蛋白質の一つで,哺乳類細胞

では細胞骨格の構築およびMAPキナーゼ系に至るシグナル伝達において重要な役割を果たしており,また.且

ceJ℃Uねよαでは出芽の形成に関与していることが明らかにされている｡今回申請者は.CDC紹仇をC.α賊¢α那

からクローニングし,それが,出芽酵母の5.ceJ℃Uねぬet 分裂酵母の且pomね およぴヒトの馴2と高い相

同性を有し,特に,且ceJ℃Uぬ£αeCDC才2との相同性が最も高いことを明らかにした｡また,C.α肋cα偶の温度

変化による形態変化に伴うCDG≠2CbmRNAの発現レベルを検索した結熟 その出芽及び発芽管,菌糸の形成

に相関して上昇することが示された｡これらの結果は.CDC尋2仇が,且ceJ℃Uぬよαの場合と同様に.形態変化

に関連することを示唆している｡C.α仏よcα那の形態の二形性がvirulence因子の一つと考えられていることから

も.CDC紹仇がC.albicα偶のvirulenceに関与している可能性が強く示唆された｡ところが,CDC42(ぁがC.

albicansのvirulenceに必須な分子であるか否かに関しては.CDC蕗Chのノックアウト株を樹立し,その病原性

及び二形性に対する影響を検討することによって明らかにされる｡

論文審査の結果の要旨

申請者MirbodFaribaは.日和見真菌感染を引き起こす代表的菌種であるC.albicansから,Rhoファミリー

のGTP結合蛋白質のCDC42をコードする遺伝子(CヱX刀2仇)をクローニングし,それがC.αぁわα那の形態変化

およびvirulenceに関与している可能性を示した｡この結果は,分子医真菌学の発展のみならず.臨床的にきわ

めて重要な日和見真菌感染症の発症予防および治療の研究の発展に少なからず寄与するものと認める｡
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