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研究成果の概要（和文）：菌類は多様な二次代謝産物を産生するが、その多様性は培養条件（培地種、温度、pH
等）以外に、非栄養化学物質の添加などに対する生物学的応答としても生じる。これらの事実から、多くの生薬
の化学物質の総体である漢方薬添加による真菌代謝産物の産生に関する研究を行った。その結果、Emericella 
nidulans IFM60678株によるemericellin類の生産性が真武湯の効果で大きく増加した。その主要因１つは、真武
湯中のグルコースであった。 さらに、IFM60678株は芍薬甘草湯の構成生薬であるシャクヤクの効果で
stigigmatocystinを産生することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Fungi produce a diverse array of bioactive secondary metabolites. Fungal 
metabolites are produced as biological responses of fungi to medium component, culture temperature, 
pH of cultural medium and addition of non-nutritional chemical substances such as epigenetic 
chemicals. These facts led us to a study of fungal metabolite production as a biological response of
 fungi on Kampo medicines including a lot of phytochemicals. Fungi were incubated with various Kampo
 extracts, and changes in secondary metabolite production were then examined. In this study, we have
 found the productivity of prenylated xanthone derivatives in Emericella nidulans IFM 60678 were 
greatly increased by the effect of Shimbu-to, and the primary factor was glucose in Shimbu-to. 
Furthermore, we revealed that E. nidulans IFM 60678 produced sterigmatocystin (ST) by incubating 
with Shakuyaku-kanzo-to, and the production of ST is attributed to Peony root (Paeonia lactiflora) 
which is a component of Shakuyaku-kanzo-to.

研究分野：天然資源系薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
菌類は多様な二次代謝産物を産生するが、
その多様性は物理的な培養条件（培地種、温
度、pH 等）以外に、非栄養化学物質の添加
などに対する生物学的応答としても生じる。
申請者らは、糸状菌の第二次代謝産物に関す
る研究を行っているが、その研究過程で糸状
菌の培養液中に漢方薬を添加すると一部の
培養液で菌の代謝産物が大きく変化する現
象を見出した。そこで、さらに漢方薬と糸状
菌の代謝産物との関連性を調べるために、日
本薬局方（第 16 改正）に収載されている漢
方処方を中心に数十種の漢方薬を添加して
糸状菌の培養を行い、漢方薬を添加した約 3
割の培養液に新たな化合物が産生すること
を確認した。そこで、漢方薬が“多くの化学
物質の総体”であるという事実から、漢方薬
の中には糸状菌の生合成を制御する機能性
分子が存在すると予測した。 
２．研究の目的 
本研究では、漢方薬添加により新たに産生し
た糸状菌の第二次代謝産物を同定するとと
もに漢方薬中に含まれる糸状菌の生合成代
謝制御因子を特定し、それらの機能を明らか
にすることを目的とした研究を行い、将来的
にこれらの制御因子を利用して糸状菌から
多様性に富んだ新規化合物の創製を目指す。 
３．研究の方法 
(1)漢方薬が作用する糸状菌の生合成経路の
解明 
①漢方薬添加培地を用いたスクリーニング 
試験菌には、2005 年に全ゲノム解析が完
了し糸状菌の中でモデル生物として最も良
く 研 究 さ れ て い る Emericella nidulans 
IFM60678 株を用いた。添加する漢方薬は、
日本薬局方第 16 改正収載品の 27 処方を選
択した。培地には、真菌培養の代表的培地で
ある天然素材を主な原料とした Potato 
dextrose broth (PDB) と無機塩類を中心とし
た Czapek-Dox yeast broth (CDY) を用いた。
試験菌 E. nidulans IFM60678 株は各種漢方薬
を添加した培地で 30°C、7 日間培養した後、
凍結乾燥した。乾燥物は CH3OH で抽出した
後、濃縮乾固して培養エキスとした。得られ
た各培養エキスは ダイオードアレイ検出器
（DAD）付 HPLC装置で成分分析した後、コ
ントロール（漢方薬無添加培養）と比較し、
漢方薬添加培養時に新たに産生されるピー
クを比較検討した。新たな産生ピークは大量
培養した後、分取用 HPLC装置にて培養エキ
スの分離精製を行った。単離した化合物は
NMR および MS を主とした機器分析により
構造解析を行った。 
②真武湯中の emericellin 類誘導因子の探
索 
①の結果から、漢方薬 19 処方を添加した 

PDB 培地で E. nidulans IFM60678 株を培養
すると、コントロールでは確認されないキサ
ントン誘導体 emericellin 類が新たに産生さ
れることが明らかとなった。Emericellin類の

産生量は真武湯添加培養で最も多く産生さ
れた。そこで、emericellin 類を誘導させた因
子について着目し、emericellin の産生を指標
にした真武湯由来の誘導因子の探索を行っ
た。さらに、真武湯の構成生薬エキスの
emericellin誘導性についても検討を行った。 
③芍薬甘草湯およびその構成生薬エキスの
E. nidulans に対する ST 産生誘導能 
①の実験で、漢方薬 13 処方をそれぞれ添
加した CDY 培地で E. nidulans IFM60678 
株を培養すると sterigmatocystin (7; ST) が産
生し、特に八味地黄丸、芍薬甘草湯および乙
字湯を添加培養したときに ST の顕著な産
生が観測された。この 3処方のうち構成生薬
が最も単純である芍薬甘草湯をモデルに、E. 
nidulans IFM60678 株に対する各構成生薬の
ST産生誘導能を検討した。さらに、非 ST産
生 E. nidulans 菌株に対して E. nidulans の
ST産生誘導作用を検討した。また、E. nidulans 
と同様の ST 生合成経路を有するカビ毒アフ
ラトキシン類(AFs)の産生菌 Aspergillus flavus 
30 株に対しても添加培養実験を行い、本作
用に対する種特異性について検討した。 
４．研究成果 
(1)漢方薬が作用する糸状菌の生合成経路の
解明 
①漢方薬添加培地を用いたスクリーニング 
本研究では、糸状菌 E. nidulansを用い、漢
方薬が真菌二次代謝物産生能に与える影響
を検討した。まず、真菌二次代謝産生能に影
響を与える漢方薬を探索する目的で、日本薬
局方第 16 改正収載漢方薬を PDB 培地に添
加し E. nidulans IFM60678 株を培養した。そ
の結果、真武湯を含む 19 処方の漢方薬がコ
ントロールでは生産されない emericellin (2)、
1)shamixanthone (3)、2)および epishamixanthone 
(4) 3) の産生を誘導した。また、これらの化合
物 の 同 定 の 過 程 で 既 知 化 合 物
pre-shamixanthone (5) 4)、variecoxanthone A (6) 
5) と と も に 新 規  xanthone 誘 導 体 
24-hydroxyshamixanthone (1) を単離し、NMR
およびMSからその構造を決定した。(図１) 
次に CDY 培地を用いて検討を行った結果、

葛根湯加川芎辛夷、乙字湯、八味地黄丸、小
柴胡湯、柴胡桂枝湯、半夏厚朴湯、当帰芍薬
散、加味逍遥散、真武湯、補中益気湯、釣藤
散、十全大補湯および芍薬甘草湯の 13 処方
で共通に観測されるピーク (7: tR = 16.5 min) 
が顕著に観測された。（図２）化合物 7 は 
HPLC の保持時間および UV スペクトルを
sterigmatocystin (ST) 標準品と比較すること
によって、ST であると同定した。ST は、特
に八味地黄丸、芍薬甘草湯および乙字湯を添
加培養したときに顕著な産生が観測された。
今回、漢方薬添加により新たに産生した
emericellin類および STは、いずれも真菌の第
二次代謝産物として知られており、それらは
ポリケタイド生合成経路によって産生され
る。この結果から、漢方薬は PDB 培地およ
び真菌の CDY 培地を用いた場合でも E. 



nidulans IFM60678 株のポリケタイド生合成
に作用したと考えられた。  
 

 
 
   
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
図 1真武湯添加 IFM60678 株培養エキスの

HPLCクロマトグラムと 1-6の構造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ Sterigmatocystin (7;ST) の構造 
 
②真武湯が誘導する二次代謝物に関する検
討 
真武湯中に含まれると予想された 

emericellin 類の産生誘導因子の探索を行う
ため、生薬より熱水抽出した真武湯エキスを
常法により分離した。その結果、糖類を主成
分とする水溶性画分に emericellin 産生誘導
能が確認された。そこでアミノカラムによる
糖分析を行った結果、水溶性画分の主たる構
成糖は glucose、sucrose および fructose であ
ることが明らかになった。さらに、構成糖類
のうち glucose を添加して培養した場合に、
濃度依存的な emericellin 産生が確認された。
（図３）さらに、真武湯を構成する生薬 5種
（ブシ、ブクリョウ、ソウジュツ、ショウキ
ョウ、シャクヤク）について添加培養した結
果、ブクリョウエキス添加時に真武湯と同様
な emericellinの産生を示した（図４）。次に 
ブクリョウエキスの糖分析した結果、

glucose が主成分であることが明らかとなっ
た。これらの結果から、真武湯に含まれる産
生誘導因子の１つとして glucose の可能性
が示唆された。 

Glucose は栄養素として機能するのが一般
的であり、今回得られた結果もその可能性が
考えられる。一方で glucose は細胞へのシグ
ナル伝達因子として機能する場合もある。例
えば、Pseudomonas chlororaphis は glucose 
によって抗真菌物質 phenazine の産生を亢
進させること、逆に Serratia marcescens の 
prodigiosin の産生は glucose 存在下で抑制さ
れることが報告されている。6)7) また、酵母菌 
Candida albicans では、 glucose 依存性の 
cAMP 産生を介し、PKA 系と MAP キナー
ゼ系が働くことで発芽管の誘導が促進され
ることが知られている。8)  

図 3 水溶出画分の主成分として得られた
糖類の emericellin (2) 誘導性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 真武湯の構成生薬エキス添加により得
られる培養エキスのHPLCクロマトグラム  
HPLC condition: column: Inertsustain C18 (GL 
science), monitored by DAD detector; a ブク
リョウ、b: ブシ、c: ソウジュツ、d: シャ
クヤク、e: ショウキョウ、f: コントロール  
 
 
以上の報告例から、本研究で得られた E. 
nidulans に対する glucose の作用は、シグ
ナル伝達因子として機能した可能性も考え
られた。さらに真菌類以外でも同様のシグナ
ル伝達システムが発見されている。中でも大
腸菌の glucose 効果は非常に有名である。9) 



Glucose が大腸菌の糖リン酸転移系のセ
ンサーに結合し、さらに cAMP の遊離抑制が
引き起こされることで、glucose 以外の糖代
謝を抑制するシステムである。ヒトにおいて
は、歯肉線維芽細胞が糖尿病を模した高
glucose 状態に曝されると VEGF 産生量が増
加し、炎症を惹起する可能性があると報告が
ある。10) このように種を超えた応答系である
ことも、glucose がシグナル伝達因子である
ことを支持している。しかしながら真武湯中
の glucose 含有量は、実験で 2 の産生が誘
導された添加量よりも少ないため、他に協奏
的に作用する物質が含まれ、真武湯としての
機能を発現している可能性も考えられた。 
また、emericellin 類の生合成遺伝子クラスタ
ーは 2011年に Sanchezらが報告しており、11) 
その後の研究によりこのクラスターは、ヒス
トンアセチル化酵素 EsaA によりポジティ
ブ制御され 12) 、ロイシンジッパーを活性部
位に持つ転写調節因子 NapA によりネガテ
ィブ制御されることが明らかとなっている。
13) 今回の実験からはどの点に作用したかを
結論付けることが難しいが、emericellin 類の
産生が誘導されたことは、真武湯がこれらの
生合成酵素や転写制御因子に作用した可能
性が推測された。 
③芍薬甘草湯およびその構成生薬エキスの E. 
nidulans に対する ST 産生誘導能 
①の実験で、E. nidulans IFM60678 株を八
味地黄丸、芍薬甘草湯および乙字湯添加 CDY 
培地で培養したときに ST の産生量は乙字
湯 (23.2 μg/mL)、八味地黄丸 (26.5 μg/mL) お
よび芍薬甘草湯 (23.5 μg/mL)と顕著な ST の
産生が観測された。この 3処方のうち、構成
生薬が最も単純である芍薬甘草湯をモデル
にして、E. nidulans IFM60678 株に対する芍
薬甘草湯の構成生薬による ST 産生誘導能を
検討した。芍薬甘草湯の構成生薬であるシャ
クヤクおよびカンゾウ抽出エキスについて
添加培養を行った結果、シャクヤク抽出エキ
スを添加した場合のみ STの産生が確認され
た。（図５）次に、シャクヤク抽出エキスに
よる ST の産生誘導が一般的な現象であるか
を調査するため、複数の ST 非産生 E. 
nidulans 26 株に対して添加培養実験を行っ
た。その結果、ST の産生が 78% の菌株で誘
導された。（表１） 
以上のことから、シャクヤク抽出エキスは
異なる菌株であっても ST の産生を誘導す
ると考えられた。さらに STを中間体として
相同遺伝子で生合成される AFs を合成する
アフラトキシン産生菌 A. flavus  22 株に対
して、E. nidulansと同様の培養実験を行った
結果、ST および AFs の産生は確認されなか
った。シャクヤク抽出エキスは A. flavus に対
して、ST および AFs の産生誘導能はないこ
とが明らかとなった。シャクヤク抽出エキス
の E. nidulansと A. flavusに対する ST および 
AFs の産生誘導作用の違いは、基質特異性に
よる酵素への結合率や作用物質の膜透過性

の違いなどが考えられるが、今回の実験では
結論付けることはできなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 芍薬甘草湯の構成生薬エキス添加培養
エキスの HPLCクロマトグラム 

HPLC condition: column: Inertsustain C18 (GL 
science), monitored by DAD detector ; a: シ
ャクヤク、b: カンゾウ、c: 芍薬甘草湯、
d: コントロール 
 
 
表 1 ST非産生 E. nidulans 26 菌株に対す
るシャクヤクエキスの ST 産生誘導能 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
検出波長は UV 324 nm とした。値は標準
偏差 (SD, N = 4) とともに、培地 1 mL あ
たりの ST 産生量を示す。n. d.: not detected. 
a: non ST-producing strain in control. 
 
 
一方で、STを誘導する漢方薬の中には、シ
ャクヤクを構成生薬として含まれていない
ものもあることから、シャクヤク以外にも ST
の産生を誘導する機能を有する生薬が存在
すると考えられた。そこでシャクヤク以外の
生薬についても E. nidulans に対する ST 誘
導性を確認した。その結果、22 種のうち 11 
種で ST産生誘導が確認された。(表２) 



 
表２ 各種生薬抽出エキスの E. nidulans に
対する ST 産生誘導能 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
検出波長は UV 324 nm とした。値は標準
偏差 (SD, N = 4) とともに、培地 1 mL あた
りの ST 産生量を示す。n. d.: not detected. n.g.: 
not grew. 
 
 
漢方処方の構成生薬としてシャクヤクが
含まれているにも関わらず、ST を誘導しな
い漢方薬も 4 種（小青竜湯、桂枝茯苓丸、
葛根湯、大柴胡湯）存在した。漢方薬は、同
じ生薬が使われている場合でも、処方により
各生薬の抽出率が異なることが知られてい
る。特に pH の影響は顕著であり、小青竜湯
の pH低下によりカンゾウの成分が減少した
例や、14)ブシのアコニチン系アルカロイドは、
処方に依存した pHの低下により加水分解が
抑制される例などが報告されている。15)その
原因の一つとして有機酸類が考えられてい
る。有機酸類は、ゴミシやサンシュユといっ
た果実生薬に多く含まれているとされてい
る。上記の 4 処方のうち、小青竜湯、葛根
湯および大柴胡湯の構成生薬には、果実生薬
としてそれぞれゴミシ、タイソウおよびキジ
ツが含まれている。これらの果実生薬中に含
まれた有機酸類による pH への変化が、生薬
中に含まれる ST 誘導成分の抽出に影響与
えた可能性も考えられたが、今回の実験結果
からは結論づけるには至らなかった。 
(２)まとめ 
今回の研究結果から、真菌の新たな二次代
謝物を取得する方法との１つとして、漢方薬
や生薬エキスを添加する本手法は有用であ
る可能性が示された。しかし当初、様々な物
質が含まれる漢方薬を利用すれば、個別の漢
方薬に応じて多様な二次代謝物が産生され
ると予想していたが、実際に研究を行ってみ
ると、添加する漢方薬の種類にかかわらず、 
E. nidulans IFM60678株は同じ系統の二次代

謝物しか産生されないという結果を得た。こ
の結果は、漢方薬の構成生薬に特有な成分で
はなく、殆どの生薬に共通する成分が真菌の
生合成を制御している可能性を示唆した。一
方、今回の漢方薬の添加培養実験では、培地
種ごとに誘導される二次代謝物が異なる結
果を得た。微生物の代謝産物は培地の違いで、
変化することはよく知られているが、なぜ培
地によって特定の種類の代謝物が産生され
るかについては明確にはわかっていない。し
かし、これらの二次代謝物は培地のみで培養
した場合には観測されなかったことから、代
謝物は漢方薬により誘導されるが、培地の種
類も産生される物質の性質を決定する重要
な要素であると考えている。 
また本研究方法は、培地に漢方薬を添加す
るだけという非常に簡便な手法であるため、
E. nidulans 以外の真菌や、放線菌などの他の
微生物に対して拡大して本手法を適用する
ことは容易である。今後、漢方薬・菌種・培
地種と代謝産物間の相互作用について、更な
る科学的エビデンスに基づいた知見や情報
を得ることで、本手法による幅広い二次代謝
物の計画創製が期待できるものと考えてい
る。 
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