
は じ め に

　すべての真核生物は, DNA 合成開始と核分裂開始と

いう共通した細胞周期制御点を持っている. この制御は

子嚢菌出芽酵母の Saccharomyces cerevisiae と子嚢菌分裂

酵母の Schizosaccharomyces pombe で詳しく調べられてい

る 1, 2）. S. cerevisiae では細胞周期の最も重要な制御点は

“スタート” で, 細胞がこの点を通過すると （1） 出芽の開

始, （2） DNA 合成の開始, （3） 紡錘極体の複製という形

での核分裂の開始が起こる. 一方, S. pombe では通常の

培養条件では細胞分裂直後すでにスタートに必要な細胞

のサイズを上回っているため, DNA 合成は細胞分裂に

引き続き起こる. いわば, スタートは自動的にかかる. 

また本酵母には出芽という出来事がない. さらに, 紡錘

極体の複製の開始も G2 期の遅い時期に起こる. この様

に G1 から S 期への移行の役割は減少するが, 核分裂の

開始は真の制御点として重大である. 細胞周期の様相は

異なるが, しかし, 細胞周期の移行を遂行する酵素の遺

伝子 （S. cerevisiae では CDC28）, （S. pombe では Cdc2） 

は相補できるほどアミノ酸配列の保存性が高い 3）. また

多くの生物から単離されたものもしばしば同様である. 

　CDC28/Cdc2 活性はそれが果たす重大性から非常に

複雑な制御下にあるが 4, 5）, サイクリンが最も大きな影

響を与える. G1 期から S 期への移行には G1 サイクリン

との結合が, また G2 期から M 期への移行には G2 サイ

クリンの結合が必須である 6, 7）. これらの活性はさらに

MIH1/Cdc25, CKS1/Suc1, SWE1/Wee1, CAK/Csk1, 

SIC1/Rum1 などの影響下にあり 4）, これらの輪はさら

に複雑な制御下にある. この様に S. cerevisiae の細胞周期

およびそれを制御する酵素 （遺伝子産物） の研究は非常

に進んでおり, かつ S. pombe と並んで単純な真核生物の

モデルとしての地位もあって, S. cerevisiae の細胞周期制

御機構は, 基本的には, 出芽酵母に一般的に成り立つと

暗黙の内に考えられている.  “基本的”を狭い意味に取

れば, 勿論全ての出芽酵母になりたつわけであるが. 

　深在性真菌症の起因菌として重要な真菌である

Cryptococcus neoformans は, 担子菌酵母として系統発生上
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の違いから細胞周期 （制御機構） も S. cerevisiae や S. 

pombe と違いがある可能性が期待できる. さらに, C. 

neoformans の感染時の形態は培養時のものに比べて, 細

胞は大型化, 細胞壁と莢膜は顕著に厚くなるなどの特徴

的な変化を示すことが前世紀から知られている 8）. この

ことは C. neoformans の細胞周期制御機構が少なくとも

感染時は S. cerevisiae のそれと顕著に異なることを示唆

するが, 感染時の酵母の取り扱いは難しいので, 先ず, 

菌にストレスを与えることで感染時の状態をミミックで

きると考えて菌を様々なストレス条件下で培養した結果

を示す. また複雑な制御機構の中心およびその近くに位

置するものについてのクローニングの結果を示す. 

C. neoformans の細胞周期は可塑的である

　栄養豊富な培地で至適温度近くで指数的に増殖してい

る状態は, あまりストレスなしに増殖している状態と見

なすことが出来る. この条件では C. neoformans の細胞

周期に特に変わったことは認められなかった. すなわ

ち, 本酵母でも S. cerevisiae と同様に DNA 合成が開始さ

れた後, 引き続いて出芽し, さらに DNA 合成完了後, 核

分裂が起った. 

　しかし, 何らかの培養条件を悪化させたストレス下で

の培養では様相が異なり, そのストレスの程度によって

は本酵母の細胞周期は非常に大きな影響を受けた. 

　培養温度を 25 C゚ から 34 C゚ へ上昇させる, また培地の

pH を 6 から 4 へ低下させるなど, 比較的弱いストレス

環境下では, DNA 合成の開始時期が遅れ, 出芽開始はさ

らに遅れたが, その程度は小さかった. またその条件で

の培養が続くと正常に戻った 9）. 

　栄養条件の決定的悪化は微生物にとって強いストレス

の 1 つと言える. 定常期への移行期では S. cerevisiae と

同様に DNA 合成の開始が遅れた. C. neoformans では出

芽はさらに遅れ, その程度は定常期への移行が進むにつ

れてさらに遅くなった. ついには DNA 合成が終了して

も出芽せずに G2 期から定常期に入った 10, 11）. この未出

芽の状態で G2 期に停止した個体も新鮮培地に移すと正

常に出芽し, 増殖した. G1 期のみならず G2 期からも定

常期に入れる性質は S. pombe では報告されていたが, 出

芽酵母では C. neoformans が初めてである 10）. 

　C. neoformans は発酵能を持たない. そのため, 溶存酸

素濃度低下は本酵母の生育に大きな影響を与えるのは当

然であるが, 細胞周期への影響は, 顕著でこれまでどの

酵母にも報告されていなかった. すなわち, 細胞分裂が

抑制され, 細胞が大型化し, 細胞壁が厚くなった. 出芽

は, G2 期にまで遅れ, さらに, ほとんどの細胞は未出芽

で G2 期の状態に停止していた 12, 13）. 

　C. neoformans の特徴を直感的に訴えるデーターとし

て Fig. 1, 2 を示す. また以上の結果を Fig. 3 に纏めた. 

　もし未出芽で定常期に入った酵母が, DNA 合成を既

に完了していることをいわば忘れた場合, その細胞は生

長のはじめに再び DNA の合成を開始することになる. 

このことは事実 C. neoformans に起こった. すなわち, 

C. neoformans の調べた全ての半数体菌株で自然な倍数

体化が, 個々の酵母細胞レベルでは高頻度でおこること
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Fig. 1. Change of cell cycle distribution of C. neoformans with progression of growth phase as examined by laser scanning 
cytometer. Horizontal axis shows propidium iodide fluorescence value. Vertical axis shows full scale count, i.e. 
number of cells showing a particular propidium iodide fluorescence value. BI indicates budding index; G 1 I, and G 2 I, 
G 1 and G 2 indexes, i.e. the proportion （%） of cells in the G 1 and the G 2 phase, respectively. Cited from11）.



を確認した 14）. 但し菌株として倍数体化するのは例外的

であり, かつ長期間を必要としたことを誤解をさけるた

め付け加える. 

　C. neoformans が感染し体内に寄生, 増殖することは当

然宿主にとって大きなストレスである. 本酵母にとって

も, 通常の培養条件で増殖している状態に比べればとて

も大きなストレス下にあるといえる. このことを細胞生

物学的に確認するためにラットの肺で増殖している C. 

neoformans が細胞周期のどの時期に出芽するかを調べ

た. G1 または S 期に出芽している菌はほとんどなく, 

95％以上の菌は G2 期で, それも遅い G2 期に出芽して

いた 「未発表データ」. 

細胞周期を制御する遺伝子, 特に Cdk 1 のクローニング

　以上のように C. neoformans 細胞周期はストレス条件

下では S. cerevisiae と大きく変わるから, 制御の中心に位

置する CDC28/cdc2 ホモログ （サイクリン依存性キ

ナーゼ 1，Cdk 1） を C. neoformans からクローニングし

た. Degenerate RT-PCR によって, CDC28/Cdc2 のホモ

ログ の cDNA 断片を単離した. また, CDC28/Cdc2 の保

存領域の配列を用いて C. neoformans のゲノムデータ

ベースを検索し, Cdk 1 の類似性を持つ遺伝子をいくつ

か同定した. その内, RT-PCR によって単離された cDNA

断片と一致したものが Cdk 1 に最も類似していることが

判明され, これを CnCdk 1 と名づけた. この遺伝子の全

長コーディング領域を増幅するために開始コドンおよび

終止コドンに設計したプライマーを用いて, RT-PCR を

行い, 全長 cDNA のクローンを取得した. その遺伝子配

列を解析した結果, CnCdk 1 は, 1283 bp からなり, 6 個

のイントロンを有し, 299 個のアミノ酸からなるタンパ

ク質をコードすることが分かった. なお, その他の Cdk

に比較した結果 S. cerevisiae や S. pombe の CDC28/cdc2

と高い相同性を示した 3, 15－28）. また, Cdk1 の特異的な

保存領域配列を有し, Pho85, Kin28 など他の Cdk とは

明らかに異なることがわかった （Fig. 4）. 

　この遺伝子を S. cerevisiae の CDC28 の温度感受性

ミュータントに転換し機能解析を行った. C. neoformans

の Cdk1 遺伝子を S. cerevisiae 用の発現ベクター p YES2

に組み込み, S. cerevisiae の CDC28 の温度感受性ミュー

タントである cdc28-4 や cdc28-1N 株に形質転換し, ガラ

クトースで発現を誘導し, 制限温度下 （36.5 C゚） での生

育を調べた. その結果, C. neoformans Cdk1 を導入した

ことにより, S. cerevisiae の CDC28 の温度感受性は相補

された. 
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Fig. 2.  Cell population of strain IFM 49144 under phase contrast. Number of the cells with buds decrease and the cells clearly become 
larger from （a） to （c）. The bar indicates 10μm. （a） Exponential phase cells grown under moderate aeration （OD 1）. （b） Cells 
grown to OD 4 under moderate aeration. （c） Cells grown to OD 4 under moderate aeration as in （b）, diluted 2.5 times, and then 
grown under limited aeration for 5 h. Cited from12）.

Fig. 3.  Effects of stress on cell cycle control of Cryptococcus neoformans
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　GDSEID モチーフ即ち Glycine, Aspartic acid, Serine, 

Glutamic acid, Isoleucine, Aspartic acid よりなる配列

は CDC28/cdc2 ホモログに特異的で, これまで知られて

いる全ての生物に完全に共通している 24, 25）. 一方, 

Cdk1 以外のCdkでは保存されていない. Cn Cdk1 では

確 か に 保 存 さ れ て い た （Fig. 5）. こ の こ と で C. 
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Fig. 4.  Phylogenetic tree showing similarity between amino acid sequences of CnCdk1 and other fungal Cdks. The tree 
was constructed using the Genetyx-Win v.5.2.3 （Software Development Co., Tokyo, Japan） by the UPGMA method 
and the numbers refer to the distance （branch length） between the compared sequences. Cited from29）.

Fig. 5.  Alignment of CnCdk1 amino acid sequence with sequences of other reported fungal Cdks showing the conserved 
motifs shared by CnCdk1, other Cdc28/Cdc2p homologues and other Cdks. Asterisk shows the divergence in the 
conserved PSTAIRE motif. Boxed sequences represent conserved regions. Cited from29）.
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neoformans の Cdk1 は確かにCDC28/cdc2ホモログとい

うことが出来た 29）. 

C. neoformans の Cdk1 とそれを制御するシステムの特徴

　PSTAIRE モチーフ即ち Proline, Serine, Threonine, 

Alanine, Isoleucine, Arginine, Glutamic acid 配列部位

はサイクリンとの結合部位であり, 保存性の大変良いサ

イトである 28, 30, 31）. PSTAIRE モチーフが保存されてい

ない Cdk では一般的には Cdc28/cdc2 活性の欠損を相

補できない. しかし, 本菌の Cdk1 ではアラニンがセリ

ンに置き換わっていた （Fig. 5）. PSTAIRE モチーフ保存

されていないがしかし Cdc28/cdc2 活性を相補できる

Cdk1 としては, それまで線虫 Caenorhabditis elegans  32）, 

細胞性粘菌タマホコリカビ Dictyostelium discoideum 33）, 

リーシュマニア Leishmania major 34） のみがしられてい

る. これらの生物はいずれも真菌に属せず, 系統発生的

に S. cerevisiae や S. pombe から遠くへだたっている. C. 

neoformans のものは第 4 例であり, Cn Cdk1の特異性を

示した 29）. 

　おわりに, われわれは C. neoformans の G1 サイクリン

と G2 サイクリン遺伝子, さらにはこの活性を制御する

遺伝子もクローニングし, その性質を調べている. 出芽

制御がフレクシブルで, 環境条件により大幅に変わるこ

とは本酵母の細胞周期制御に関わる遺伝子系の特徴であ

ることが示唆された 「未発表」. 
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　In Cryptococcus neoformans the DNA content of cells having tiny buds varied rather widely, depending on 
growth phases and strains used. Typically, buds of C. neoformans emerged soon after initiation of DNA 
synthesis in the early exponential phase. However, bud emergence was delayed to G2 during transition to the 
stationary phase, and in the early stationary phase budding scarcely occurred, although roughly half of the 
cells completed DNA synthesis. The timing of budding in C. neoformans was shifted to later cell cycle points 
with progression of the growth phase of the culture.  Similarly, a deficit in oxygen was demonstrated to delay 
the timing of budding, prolong the G2 phase and cause accumulation of cells after DNA synthesis, but before 
commitment to budding.
　The C. neoformans homologue of the main cell cycle control gene CDC28/Cdc2 was isolated using 
degenerate RT-PCR. The full-length coding region was then amplified using primers to target the regions 
around the start and stop codons. The gene was called CnCdk1 and was found to have high homologies to S. 
cerevisiae CDC28 and S. pombe cdc2. To determine its function, its ability to rescue S. cerevisiae cdc28-
temperature sensitive mutants was tested. S. cerevisiae cdc28-4 and cdc28-1N strains transformed with the 
pYES2- CnCdk1 construct exhibited growth at the restrictive temperature. Results of the sequence analysis 
and the ability of CnCdk1 to complement the S. cerevisiae cdc28-ts mutations support its assumed role as the 
CDC28/cdc2 homologue in C. neoformans.
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