
1 .  は じ め に

　呼吸欠損変異はパン酵母 （Saccharomyces cerevisiae） で

最初に観察された現象で, ミトコンドリアが何らかの障

害を受けて呼吸によるエネルギー産生ができない. その

ため生育が極端に遅くなり, 寒天培地上で微小コロニー

を作ることから petite mutation と呼ばれている 1）. 

　パン酵母の場合, 呼吸欠損変異は容易に誘導され, 培

養集団のすべての細胞が呼吸欠損になることもある. し

かし, すべての種類の酵母で呼吸欠損変異が起こるわけ

ではない. Bulder  2） は多数の酵母種について呼吸欠損変

異誘発性を調べ,  誘発された酵母は 20 種で, 63 種では

誘発されなかった. そして, 誘発される酵母を petite-

positive yeasts, 誘発されない酵母を petite-negative yeasts

にグループ分けした. Candida 属酵母では, Candida 

（Torulopsis） glabrata と C. robusta からは呼吸欠損株が誘

発された. しかし, ヒトから分離される C. albicans, C. 

tropicalis, C. pseudotropicalis, C. guilliermondii, C. stellatoidea

を含む 16 種は petite-negative yeasts に分類された. 

　われわれは, カンジダ細胞学研究 3, 4） の過程で C. 

albicans の呼吸欠損株を誘導することを試み, 分離する

ことができた. 以後, 変異株の形態学, 生理生化学, 病原

性などについて研究を進めてきている. 本稿では, C. 

albicans の呼吸欠損変異についてのわれわれの研究の経

過とともに, 呼吸欠損株の研究材料としての有用性につ

いて紹介したい. 

2 .  呼吸欠損変異の誘発と分離

　パン酵母などに呼吸欠損変異を誘発する条件を基本

に, いろいろな誘発培養を試みた結果, ポリペプトン, 

酵母エキスおよびグルコースを含む液体培地に

acriflavine （0.1 g/ml ） を加え, 42 C゚    でカンジダ細胞を振

とう培養すると呼吸欠損が誘発されることが分かっ

た 5, 6）. 誘発培養した細胞を eosin Y と trypan blue を含

む鑑別用色素寒天培地 7） に播くと, 正常な呼吸能をもつ

親株による淡青色のよく発育したコロニーのほかに, 約

1 ％の頻度で呼吸欠損株の濃青紫色の小コロニーが出現

してきた. 

3 .  呼吸活性とチトクローム

　呼吸欠損株は, 非発酵性の炭素源である乳酸や酢酸な

どは利用できない. 呼吸活性 （酸素消費） を測定する

と, 親株の数％に低下していた. また, チトクロームの

酸化還元差スペクトル測定から, 呼吸欠損株ではチトク

ロームが欠損していた. このことから, ミトコンドリア

に大きな障害が起こっていることが示された 5）. 

　C. albicans の呼吸はチトクローム鎖を介しておこなわ

れる. しかし, 細胞を非栄養的条件に曝すとシアンやア

ンチマイシン A で阻害されないシアン耐性呼吸が発現

してくる 4）. 呼吸欠損株でシアン耐性呼吸が発現してく

るかどうかを調べたところ, その発現を確認できなかっ

た. 
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4 .  ミトコンドリア

　親株細胞にはクリステのよく発達したミトコンドリア

が認められた. 一方, 呼吸欠損株ではクリステのない嚢

状のミトコンドリアが観察された 5） （Fig. 1）. ミトコン

ドリアに特異的な蛍光色素 （DASPMI） で染色すると, 

親株細胞では分岐をもった大きな形態のミトコンドリア

が鮮明に染色された. これに対して, 呼吸欠損株細胞の

ミトコンドリアは鮮明に染色されなかった 8）. しかし, 

電顕的連続切片から呼吸欠損株細胞の 3 次元構造を構

築すると, 親株と同様に巨大形態のミトコンドリアが観

察された. したがって, 蛍光染色でミトコンドリアが観

察されなかったのは, 呼吸活性がないために蛍光色素に

よる染色性が低かったためと推定された. 

　DNA に特異的な蛍光色素 （DAPI） で染色すると, 親

株細胞では核のほかに細胞質中の 10 個前後のミトコン

ドリア核様体が染色された. 呼吸欠損株細胞にも同様の

粒子構造が観察された 8）. 親株ミトコンドリア DNA の

制限酵素断片を調べると, Wills ら 9） が報告した 41kbp 

の環状構造と完全に一致した. しかし, 呼吸欠損株細胞

からミトコンドリアを分離することは非常に困難であっ

た. これは呼吸欠損株のミトコンドリアはクリステを欠

いているために構造的に不安定であるためではないかと

推定された. 結果的にミトコンドリア DNA を抽出でき

ず, その分子構造がどうなっているかは不明のままであ

る. 

5 .  病原性

　実験動物に尾静脈接種したときの病原性を, 50％致死

量 （カンジダ細胞数/動物） で求めたところ, 親株では, 

7.2×10 6/マウスおよび 4.8×10 7/ラットであった 10, 11）. 

しかし, 呼吸欠損株では接種限度の 1×10 8 細胞を接種

してもマウス, ラットともにまったく致死は認められな

かった. 標的器官である腎臓におけるカンジダ細胞の消

長を調べたところ, 親株細胞は増加したのに対して, 呼

吸欠損株細胞は接種直後にはやや増加するもののやがて

減少した. したがって, 呼吸欠損株細胞は増殖速度が遅

いため, 病原性を発揮できないまま宿主から排除される

と示唆された. また, 親株はラットに高率で関節炎を発

症させるが 12, 13）, 呼吸欠損株には発症能はなかった. 

6 .  活性酸素感受性と superoxide dismutase （SOD）

　微生物から高等真核生物まで, 好気的細胞が消費する

酸素の 2 ～ 3 ％は活性酸素に変換する. 活性酸素は細胞

成分と反応して, いろいろな障害をひき起こす. 細胞内

での主要な活性酸素産生部位はチトクローム呼吸鎖であ

ることを考えると, C. albicans の呼吸欠損株で活性酸素

の産生と消去は, 非常に興味ある問題である. 

　まず, カンジダ細胞の過酸化水素に対する感受性を調

べたが, 親株と呼吸欠損株では大きな差は認められな

かった 14）. つぎに細胞外および細胞内で産生されたスー

パーオキシド （O 2
－） に対する感受性を調べた. カンジ

ダ細胞をリボフラビン液に懸濁し, 可視光線を照射して

細胞外に産生されたスーパーオキシドに曝し, 経時的に

生存率を調べたところ, 親株と呼吸欠損株で生存率減少

に差は見られなかった. カンジダ細胞内にスーパーオキ

シドを産生させるためには, 除草剤 paraquat （PQ） を

用いた. いろいろな濃度の PQ を含む寒天培地に一定数

のカンジダ細胞を播き, 形成されてきたコロニー数を調

べた. その結果, 親株は PQ 濃度の上昇とともにコロ

ニー数が減少した. これに対して, 呼吸欠損株は PQ に

対して非感受性であった. 

　両株の PQ に対する感受性の差にスーパーオキシドの

消去酵素である SOD が関係しているかどうかを確かめ

るため, SOD の活性とゲル電気泳動バンドを調べた. そ

の結果, 親株および呼吸欠損株細胞ともに, 細胞質の

真菌誌　第46巻　第 4 号　平成17年244

Fig. 1.  Electron microscopic structures of Candida albicans cells. a, Wild-type strain cell; b, petite mutant cell. Cristae are not observed in 

mitochondria of the petite mutant cell. Bars indicate 1μm.



CuZn-SOD とミトコンドリアの Mn-SOD が検出され

た. しかし, 呼吸欠損株では親株に比べて Mn-SOD が少

なかった. したがって, PQ に対する両株の感受性の差

は, SOD の種類と量からは説明できなかった. 親株と呼

吸欠損株の PQ に対する感受性の差は, SOD の質的 ・ 量

的差によるものではないことが明らかになった 14）. 

7 .  活性酸素産生の測定と画像化

　PQ は細胞内で適当な電子伝達系から 1 電子を受けて

PQ ラジカルに変わることが知られている. この PQ ラ

ジカルは, 細胞内で分子酸素に電子を渡しスーパーオキ

シド （O 2
－） を産生する. したがって, もし呼吸系から

電子の供給がされていると仮定すると, 呼吸欠損株では

電子の供給が十分でないためにスーパーオキシド産生も

少ないと推定される. そして, 結果的に呼吸欠損株は 

PQ に対して抵抗性を示したと考えられる. 

　このことを解決するために, カンジダ細胞からのスー

パーオキシド産生を直接測定することを試み, ウミホタ

ルルシフェリン類似体 （MCLA） を用いた化学発光法を

開発した 15）. その結果, PQ によるスーパーオキシド産

生は, 呼吸欠損株に比べて親株ではるかに旺盛であっ

た. また, 発育時期との関係をみると, 対数増殖中期が

旺盛で, 定常期には減少していた （Fig. 2）. これによ

り, 親株と呼吸欠損株の PQ に対する感受性の差がスー

パーオキシド産生量の違いで説明できた. 親株発育過程

におけるスーパーオキシド産生は, 呼吸活性および 

SOD 活性の消長と一致しており, これらの 3 つの酸素

関連活性が連動していることが示された 15）. 

　つぎにカンジダ細胞からの活性酸素産生をより詳細に

観察するため, 超高感度カメラで画像として捉えること

を試みた. 寒天培地上で発育している親株および呼吸欠

損株のコロニーに MCLA と PQ の混液を静かに滴下し, 

暗黒下で活性酸素による MCLA の発光をカメラで記録

した. 親株の生長中のコロニーでは, その周辺部からの

発光が強かった 16）. すなわち, コロニー中心部に老化し

た細胞を残しながら周辺部の呼吸活性の高い若い細胞が

盛んに増殖している様子がうかがえた. 呼吸欠損株のコ

ロニーからの活性酸素産生は弱かった. 現在単一のカン

ジダ細胞からの活性酸素産生を記録する条件を検討して

いるが, もしこれが可能になれば細胞内での活性酸素産

生の部位などについての新しい情報が得られるであろ

う. 

8 .  活性酸素による Amphotericin B 活性の増強

　Amphotericin B （AmB） の抗真菌活性は, 真菌の細胞

膜に結合 ・ 破壊して細胞質を漏出させることにある. と

ころで AmB の活性発現には酸化的障害が関連している

ことが報告されている 17-19）. そこで AmB の抗カンジダ

活性に対してスーパーオキシドがどのような効果を示す

かを調べた. 液体培養において, PQ は単独ではカンジ

ダの増殖を阻害しない濃度範囲で, 親株に対する AmB

の最小発育阻止濃度 （MIC） を約 1/10 にまで低下させ

た. 一方呼吸欠損株では, 親株で観察されたような著明

な MIC の低下は見られなかった 20）. このような PQ に

よる AmB の抗カンジダ活性の増強は, 寒天培地での

ディスク法でも確認された. 活性酸素の作用は, 少なく

とも細胞質の漏出とは関係ないことが分かったが, なお

詳細な検討をしている. 

9 .  将来への展望

　最後に, 呼吸欠損株のカンジダ研究への応用について

述べる. とくに新しい応用が期待されるのは活性酸素研

究分野である. ドイツのグループはカンジダの二形性と

の関係で, 酵母形より菌糸形の細胞の方が活性酸素を旺

盛に産生していることから, 病原性との関連性を指摘し

ている 21）. われわれも同様の観察をしている 22）. 活性酸

素の毒性を考えると, 病原性との関係は今後大事な課題

となり, カンジダにおける活性酸素産生と SOD との関

係もさらに解明する必要がある. また, AmB の他に唾液

中の抗菌物質 histatin 5 23） や miconazole 24） の作用には

活性酸素が関係していることが報告されている. これら

の研究には, 呼吸欠損株が有用な材料となる. 

　われわれは呼吸を通して C. albicans を研究してきたが, 

たとえばその菌糸伸長は屈気性を示すことから, 本菌種
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Fig. 2. Chemiluminescent measurement of superoxide generated 
by cells of a wild-type parent strain （a） and of a petite 
mutant （b）. ○, exponential phase cells; ●, stationary phase 
cells. The chemiluminescent probe MCLA and the 
superoxide generator paraquat （PQ）  were sequentially 
added to cell suspensions. Superoxide generation is 
vigorously stimulated by PQ in the wild-type strain. Higher 
superoxide generation is observed in exponential phase cells 
in both strains, as compared with stationary phase cells. 



は酸素要求性がかなり高いとの印象をもっている 25）. カ

ンジダ酵母と酸素との関係は, まだまだ多くの研究課題

を含んでいる. 
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Cell Biology of Respiration-deficient Mutants of Candida albicans
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　Respiration-deficient （petite） mutation is caused by hereditary impairment in mitochondrial functions. 
Yeasts have been grouped into “petite-positive” and “petite-negative” yeasts. Candida albicans has been 
regarded as a member of the petite-negative yeasts in which the respiration deficiency cannot be easily 
induced. We have succeeded in inducing the petite mutation in C. albicans by culturing in the presence of a 
chemical mutagen, acriflavine, at an elevated temperature. In the present review, we describe the cell biology 
of C. albicans petite mutants on the basis of experiments performed by our research group: namely, on 
respiratory activity and cytochrome composition, fine structures of cells and mitochondria, mitochondrial 
DNA structure, pathogenicity, oxidative stress sensitivity, generation of reactive oxygen species （ROS） and 
the roles of ROS in antifungal actions. We discuss also the usefulness of petite mutants in Candida research. 

この論文は, 第 48 回日本医真菌学会総会の “シンポジウム 3 ： カンジダとカンジダ感染症の
研究の現状 －基礎と臨床の連携を目指す－” において発表されたものです.


