
 1 .  種特異的反復配列を用いた RFLP から AFLP へ

　1980 年代後半, C. albicans の菌株識別の方法として種

に特異的反復配列をプローブに用いた RFLP （restriction 

fragment length polymorphism） 法が開発され, プロー

ブには, Ca3 1）, 27A 2）, RPS 3） などが用いられた. これら

3 種のプローブは, 異なる研究室でクローニングされた

ものであるが, 互いに相同な領域を含んでいる （Fig. 

1）. これらのプローブは, 現在でも広く使用されてお

り, 論文報告は合計 70 件を越えている 4）. これらの解析

では, C. albicans のゲノム DNA を制限酵素 EcoR I で処

理し, プローブをハイブリダイゼーションすると 2-3 kb

の間に数本のラダーバンドが現れ, そのバンドのパター

ンの相違を利用して菌株の分類が行われる. ラダーバン

ドを生じる原因について調べてみると, これらのプロー

ブの内部には, サブリピート alt （172 bp） が含まれて

おり, その繰り返し回数が異なるために, 多型を示す

ことが明らかにされている 5）. この結果にもとづき, alt

を PCR によって増幅する簡便な方法, すなわち AFLP 

（amplification fragment length polymorphism） 法によっ

て, 前述の RFLP とほぼ同等の解像度が得られることが

示された 6）. Kanbe らは alt の AFLP 法と TOP2 のPCR 

を組み合わせた解析結果を報告しており 7－9）, 現在では, 

このような複数の標的を利用した分子分類法が，標準に

なりつつある 10, 11）. 

 2 .  染色体長多型と反復配列の関係

　C. albicans の臨床分離株を PFGE （パルスフィールド電

気泳動法） により解析すると, 染色体長多型 （chromosomal 

length polymorphism） が観察されるが, その原因にも

反復配列が関与していることが分かっている.  

Iwaguchi らによって, RPS がクローニングされた際に,  

8 本の染色体中で染色体 3 番 注） 以外のすべての染色体

上に RPSが存在し, 特に染色体 5 番 注） に高密度で RPS

が存在することが示されている. さらに RPS は, ゲノム

中に無秩序に存在するのではなく, 各染色体上の特定の

領域に局在することが示唆されている 3）. C. albicans の

ゲノム GC 含量をもとに推測すると, 制限酵素 Sfi I の認

識配列の出現は, およそ 1Mb に 1 カ所の頻度である. そ

れにもかかわらず, RPS （2-3 kb） の配列上には Sfi I の

認識配列が, 高密度 （≥2） で存在している. 

　RPS がクローニングされた同時期に, ミネソタ大学の

Chu らによって, ゲノム制限地図の作製には Sfi I が適

していることが見いだされ, その制限地図を用いて Sfi I

の近傍で染色体相互転座を起こし, 染色体長多型性を引

き起こしていることが示されている 12）. Chindamporn

らによって, RPS が高密度に存在する染色体 5 番 注） の

物理地図が作製され, RPS の正確な位置 13） と RPS に隣

接して HOK と RB2 が存在し, RB2-RPS-HOK の並びで

反復単位を形成していることが示され 14）, Chibana らに
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よって, RB2-RPS-HOK の反復単位は他の染色体にも共

通して存在していることが確認され, その反復単位は

MRS （major repeated sequence） と名付けられている 15）

（Fig. 1）. さらに, C. albicans の染色体長多型性は, MRS

領域を介した染色体相互転座と RPS の繰り返された回数

の違いで生じていることが明らかにされている 16）. 現

在, ゲノム全体に分布する MRS や, MRS を部分的に含

む配列が, 染色体 3 番を含むすべての染色体上に分布し

ていることが分かっており, MRS の存在意義について

研究が進められている. 

 3 .  染色体不分離により誘導される C. albicans の交配

型

　C. albicans では長い期間, 有性生殖が確認されず, 少

なくとも主な増殖過程は無性生殖によるとの報告もされ

ていた 17）. しかし, Hull らのゲノム情報解析により, C. 

albicans に Saccharomyces cerevisiae の交配型遺伝子座であ

る MAT 遺伝子座に類似の MTL （mating-type-like） 遺伝

子座 （MTLa と MTLα） が発見された 18）. その対立遺伝

子座は染色体 5 番に存在することが確認され, 染色体 5

番を操作することにより実際に交配が可能であることが

示されている 19, 20）. 臨床分離株は, 多くの場合ヘテロ接

合体 （MTLa/MTLα） であり交配できないが 21）, C. 

albicans 独特の段階を経てホモ接合体が誘導される. 

MTL のヘテロ接合体では, 体細胞分裂時に複製した染色

体 5 番が, （まれに起こる） 染色体不分離 （chromosome 

non-disjunction） によって  2 つの染色分体が一方の細胞

に分配される. その結果, 染色体 5 番が単染色体 

（monosomy） になった細胞が生じる. このとき, 他の染

色体は二本のままである. 次に 2 度目の染色体不分離に

よって染色体 5 番が二染色体 （disomy） になった細胞

が生じ, ホモ接合体 （MTLa/ MTLa or MTLa/MTLa） 

になる. ホモ接合体は, オペーク細胞と呼ばれる交配型

に誘導され、接合し四倍体 （tetraploid） になる 22）. 四倍

体化した細胞において, 減数分裂はまだ確認されていな

いが, 全染色体で染色体不分離が任意に起り, 徐々に二

倍体に近づくと考えられている. このように, C. albicans

の生活環において, 染色体不分離が重要な意味を持つこ

とが分かって来た 23, 24）.

 4 .  染色体不分離により誘導される形質変化

　交配型の誘導に加えて, C. albicans では, 相同染色体

の数の変化によってフルコナゾールの感受性が変化する

ことが報告されている 25）. また, 染色体 5 番が単染色体

化した場合にはソルボース （L-sorbose） の資化性が向

上することも報告されている 26）. このような現象から, 

染色体不分離は新たな環境での生態的地位 （niche） 獲

得のための C. albicans の戦術の一つと考えられている. 

 5 .  FISH 法を用いた染色体の観察

　1996 年に病原真菌では初めて FISH （fluorescence in 

situ hybridization） 法 に よ る 解 析 が 報 告 さ れ た. 

Propidium iodide による核染色, 間接蛍光抗体法による

β-チューブリン染色, FISH 法による DNA 染色の三重

染色が施された. これにより C. albicans の細胞周期の各

ステージにおける RPS, rDNA, テロメアの核内局在が観

察され, C. albicans の細胞分裂期では顕著な染色体凝集

は起らないことや, 分裂後期の所用時間が長いことが示

されている 27）. これらの観察結果より, C. albicans の分
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Fig. 1.  Anatomic description for MRS: from sequence to chromosome. 

Every chromosome except chromosome 3 includes one or two MRS. MRS consists of HOK, RPS and 
RB2, of which only RPS is repeated tandemly. MRS shares homologous sequences with Ca3 or 27A, 
which are frequently used as probes for RFLP analyses. RPS includes sub-repeated sequences alts, which 
are a good target for AFLP. The primer pair of ASDCF and pCSCR for the AFLP has been designed 6, 7）

.

注） 染色体 3 番 : Iwaguchi らは染色体 4 番と表記しているが, 後
に統一され染色体 3 番となった. 同様に Iwaguchi らが表記した
染色体 6 番は染色体 5 番に統一された 12）. 
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裂期では, 高等生物とは異なり染色体が絡んだ状態にな

り, 絡まった染色体が解かれながら両極へ分離している

ことが推測された. この推測が正しければ, MRS のよう

な長い繰り返し構造をもつ異質な領域が, 染色体分離に

何らかの影響を与えるのではないかという仮説が立てら

れた （Fig. 2）. 

 6 .  MRS の染色体不分離への影響

　C. albicans をソルボースだけを炭素源にした培地に塗

布すると, 染色体 5 番が単染色体化したクローンだけが

生育できる. このことを利用して染色体 5 番の相同染色

体間で, MRS のサイズが異なる株の染色体不分離の頻

度が調べられている. その結果, MRS のサイズが長い相

同染色体の方が, 染色体不分離の頻度が高いことが明ら

かになっている 28）. 既に述べたように C. albicans におい

て, 染色体不分離は重要な意味を持っており MRS は染

色体分離を介して, 交配や核相変換, 糖の資化性, 薬剤

感受性などに影響していることが分かってきた. 特に染

色体 5 番の染色体不分離では, 他の染色体の場合に比べ

て有効な事例が多いために染色体 5 番の MRS のサイズ

が長い傾向にあると考えられる. 

 7 .  MRS とセントロメア

　MRS の構造的特徴として, MRS の中に, RPS があり, 

RPS の中には alt が存在するという階層的な繰り返し構

造が見られる. このような繰り返し構造は, ヒトのセン

トロメア （動原体） であるアルフォイド DNA 29） によく

似ていることから, MRS が C. albicans のセントロメア

である可能性が示唆されていた. また前述の FISH 法に

よる解析では, MRS がセントロメア, あるいはその近傍

に存在することも示唆されていた 27）. そこで MRS がセ

ントロメアか否かを遺伝学的に検証するために, 自立的

複製型ベクターである pABSK が構築され MRS （16 

kb） を挿入, C. albicans の体細胞分裂における分離の効

率が調べられた. しかし, 安定性は認められず, セント

ロメアとして機能は示されなかった （未発表）. Sanyel 

らによって, セントロメアの有力な候補領域が示された

が, その領域に MRS は含まれていないが 30）, その領域

と MRS の関係は現在も解析中であり, 結論はまだ得ら

れていない. 

 8 .  C. albicans 染色体物理地図の構築

　C. albicans のゲノム物理地図の作製は, Magee らに

よって開始された. まず制限酵素 Sfi I を用いてマクロ

物理地図が作製され, ゲノムあたりの染色体は基本的に

8 本, ゲノムサイズは 16 Mbp,  2 倍体であることが明ら

かにされた 12）. 次に, C. albicans のゲノム DNA ライブ

ラリーを用いて, 染色体 7 番 （約 1 Mbp） のテロメアを

除く全域をカバーする STS （sequence tagged sites） 

map が作製され, C. albicans の染色体の基本的構造が明

らかにされた 15）. その過程で、物理地図の作製方法が改

良され 31）, この手法によって,  7 番以外の染色体の物理

地図の作製が効率的に進められた. 
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Fig. 2.  A model for chromosome non-disjunction events, supported by FISH and genetic analysis.

It is supposed that chromosome disjunction proceeds while undoing chromosomes that have gotten 
tangled 27）. This process seems to progress less efficiently due to MRS region, and in rare cases leads to 
failure of chromosome disjunction. Chromosome nondisjunction occurs more often on the 
chromosome bearing the longer MRS than the shorter one 28）.  
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 9 .  C. albicans のゲノムシークエンスプロジェクト

　スタンフォード大学における C. albicans のゲノム

シークエンスプロジェクトでは, 二倍体細胞から抽出し

たゲノムをショットガン法で解析するという世界初の試

みであった （約 30 万個のプラスミドのシークエンスが

決定され, その合計は C. albicans のゲノムの約 10 倍, 156

 Mbp におよんだ）. 多少強引な手法であったためアセン

ブル （assemble） の作業に 10 年近く費やされたが, 

Assembly 19 として論文発表された 32）. しかし, この時, 

RPS はアセンブルの工程に支障をきたすという理由で, 

ほとんどのシークエンスが破棄されている. 

10.  更新され続けるゲノム情報

　Assembly 19 は 412 の contig で構成され, 各 contig の

末端, または末端付近には, MRS や様々な反復配列 33） 

が存在し, 不完全な状態である. 特に MRS 領域をホール

ゲノムショットガン法によって, シークエンスを決定す

ることは不可能であった. そこで, 先に完成していた染

色体 7 番の物理地図をもとに, 染色体 7 番 （ 1 Mbp） の

 contig マップが作製された. これによって 16 カ所の

ギャップが示され, これらのギャップは PCR で増幅, さ

らに染色体 7 番の 2 つの MRS 領域 （16 kb） の全シー

クエンスも決定された 34）. この時の染色体 7 番のアノ

テーションの結果と Assembly 19 のアノテーション 35） 

の結果にもとづいて作製されたデータベースが, 

Candida Genome Database （CGD） で公開されている 

[http://www.candidagenome.org/]. 

　カナダ, アメリカ, 日本の共同により Assembly 19 に

もとづく finishing 作業を進められている. まず, PFGE

によって染色体 DNA が分離され, ゲルから抽出した各

染色体 DNA がマイクロアレイにハイブリダイズされ

た. これにより, Assembly 19 の各 contig が, どの染色体

に由来するかが示された. マイクロアレイの結果とミネ

ソタ大学で進められてきた STS map の情報, さらには

進行中の C. dubliniensis のゲノムシークエンスデータと

の参照結果も合わせて, Assembly 19 の contig が, 染色

体ごとに並ぶゲノム地図が作製された. 最後に, 各

contig の両端からそれぞれ外側に向けた PCR が行わ

れ, MRS を除くほとんどのギャップが埋められた. 

（http://candida.bri.nrc.ca/candida/alignments/index. 

cfm）. 現在, そのアセンブルによって作製された

Assembly 20 が公開されようとしている. ただし, 

Assembly 20 に至っても完全なものではなく, サブテロ

メアは不完全であり, テロメア領域は全く含まれていな

い. MRS 領域については, 染色体 6 番と 7 番のシークエ

ンスが決定されたが, それ以外の MRS は, ギャップが残

された状態である.

　S. cerevisiae のデータベース SGD においても, シーク

エンスとアノテーションのデータは現在でも更新され続

けている. これに習い, Assembly 20 の公開以降も

Candida Genome Database （CGD） において, ゲノム情

報は継続的に更新されていくことになっている 36, 37）.

お わ り に

　C. albicans の研究者は, いち早く分子生物学的手法を

導入することにより, 病原真菌の中で最も早く基礎研究

を発展させてきた. 現在では, C. glabrata, C. famata 38） 

や  C. dubliniensis など non-albicans Candida や, Cryptococcus 

neoformans 39）, Aspergillus fumigatus  40） の全ゲノム配列も

次々に決定され, ゲノムをプラットフォームに C. 

albicans の研究から得られた遺伝子解析結果が, 多くの

菌種で瞬時に検証されることが容易となってきた. 今後

は真菌側と宿主側との分子レベル相互作用がゲノムワイ

ドに研究され, 病原真菌の多様性と普遍性が体系的に解

析されていくことになるであろう. その結果, MRS のよ

うな機能未知で “Junk DNA” と思われた DNA の中に

も, 予想されなかった新たな病原真菌特有の機能等が見

つけられ, 病原性の解明と抗真菌薬の開発に役立てられ

ると考えられる. 
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Structural and Functional Analyses of MRS （Major Repeated Sequnece） in Candida albicans
－Application for Genotyping and the Eternal Way to the Complete Genome Sequence－
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　There are several different types of repeated sequences in the genome of Candida albicans, including the 
MRS （Major repeated sequence）. In 2004, the whole genome sequence of C. albicans was published. 
Assembly of the sequences to chromosomal length contigs was not achieved, mainly due to interruption of 
the sequences by MRS. However, MRS including Ca3, 27A and RPS have been playing important roles in a 
number of epidemiological research studies and basic biological investigations into C. albicans chromosome 
loss events and associated phenotypic changes. Here we summarize structural analyses from subrepeat 
sequences to the chromosome level, and functional analyses of MRS.
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