
大阪市立大学・大学院理学研究科・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４４０２

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

薬剤誘導型酸化ストレスによる薬剤排出ポンプの活性および遺伝子発現の制御

Regulation of drug efflux pump's activities and gene expression by drug-induced 
oxidative stress

１０２８５２８１研究者番号：

藤田　憲一（Fujita, Ken-ichi）

研究期間：

１６Ｋ０８２９９

年 月 日現在  元   ５ １７

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：フェニルプロパノイド類は，多剤耐性薬剤排出ポンプの遺伝子発現やその活性の抑制
を介して相乗的な抗真菌作用を発揮する．一方，本物質群は活性酸素種も産生誘導する．本研究では，薬剤で誘
導された酸化ストレスが多剤耐性薬剤排出ポンプの遺伝子発現やその活性に及ぼす影響について検討した．その
結果，フェニルプロパノイド様の構造を含むショウガ由来のデヒドロジンゲロンは活性酸素種を産生させなかっ
たが，薬剤排出ポンプの遺伝子発現やその活性を抑制し相乗的な抗真菌作用を示した．しかし，その効果はフェ
ニルプロパノイド類よりは弱かった．以上より，活性酸素種は薬剤排出ポンプの遺伝子発現やその活性の抑制を
促進することが判明した．

研究成果の概要（英文）：Phenyl propanoids exhibit synergistic antifungal effects via the restriction
 of drug efflux pump’s activities and gene expression. In addition, these compounds induce the 
production of reactive oxygen species (ROS). In this study, we investigated the effect of 
drug-induced oxidative stress on their activities and gene expression. Dehydrozingerone, derived 
from the rhizomes of ginger and contains a partial structure similar to phenyl propanoids, did not 
induced ROS. However, this showed synergistic antifungal effects via the restriction of drug efflux 
pump’s activities and gene expression. Furthermore, the effects were weaker than those of the 
phenylpropanoids. Therefore, drug-induced ROS accelerated the restriction of the restriction of drug
 efflux pump’s activities and gene expression.

研究分野：生物系薬学

キーワード： 薬剤耐性　酸化ストレス　活性酸素種　薬剤排出ポンプ　抗真菌　デヒドロジンゲロン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多剤耐性に関与する薬剤排出ポンプの遺伝子発現やその活性を抑制する薬剤には2種類あり、すなわち活性酸素
種などの酸化ストレスを誘導するものとしない薬剤があることが判明した。加えて、酸化ストレスを与える薬剤
のほうがその抑制効果は強かった。以上より、真菌の薬剤耐性に打ち勝つ薬剤、さらに、真菌とヒトの薬剤排出
ポンプは似ていることから、抗がん剤の薬剤耐性を抑制する薬を開発するにあたって、活性酸素種の誘導産生の
有無は重要な指標となると予想される。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

20 世紀後半，人類は微生物による感染症を抗生物質により克服できると期待していた．一方，抗生
物質の乱用は多剤耐性菌を頻出させてきた．1990年代以降，新薬の開発が困難となってきており，薬
剤耐性菌の抑制は未解決の課題として残されている．近年，感染症の病原体として，原核生物の細菌
に加えて，真核生物の真菌が注目されてきている．真菌による日和見感染症は，エイズ，高齢化，臓
器移植後の免疫抑制剤の長期投与，抗ガン剤によるガンの化学療法などにより免疫力が低下した人
が増加しており，多発してきている．真菌の治療に用いられる抗真菌薬は真菌がヒトと同じ真核生物で
あることから副作用を伴い，より副作用の少ない薬の開発が求められている．しかしながら，その開発
は細菌の薬よりも困難であり，許認可されている薬の数は細菌のそれよりずっと少ない．現在，臨床で
多用されているアゾール系抗真菌薬に対する耐性菌が多発しており，耐性菌への対策が必須となっ
ている． 
薬剤耐性には様々なメカニズムが報告されているが，薬剤分解酵素の獲得，薬剤のターゲットであ
るタンパク質の構造変化，薬剤排出ポンプの亢進などが挙げられる．このうち薬剤排出ポンプは，構造
や性質が全く異なる様々な種類の薬の排出に関わっており，一度出現した耐性菌は多剤耐性を示す
ことが多く，それらを抑えることは非常に困難となっている．一方，ヒトの場合，ガンが再発した時，抗ガ
ン剤が効きにくくなることは常識となっており，それには薬剤排出ポンプの亢進が深く関与している．真
菌とヒトの薬剤排出ポンプは遺伝子や構造が類似しており，真菌の薬剤排出機構を抑制できれば，そ
れをヒトの抗ガン治療へ応用することも十分可能である． 
我々はアニス種子より抽出したアニスオイルの主成分トランス・アネトールに，真菌である出芽酵母
および病原性酵母Candida albicansの薬剤排出を抑制する効果を見いだしてきた．アネトールは出芽
酵母の最も主要な多剤耐性薬剤排出ポンプ PDR5 遺伝子をはじめとするいくつかの薬剤排出ポンプ
の遺伝子発現を抑制し，既承認の抗生物質と組み合わせた場合，優れた相乗効果を発揮し，薬効を
長時間持続させる． 
多剤耐性薬剤排出ポンプの調節機構は，意外にも，そのほとんどが未解明のままである．例えば，
研究が進んでいる出芽酵母でさえ，薬剤排出ポンプ遺伝子の転写は排出ポンプに特化した二つの転
写因子により促進されることが知られているのみである．本転写因子の一つは，さらにタンパク質の正
常なフォールディング制御に関与する分子シャペロンや，アゾール系抗真菌薬の結合により，その転
写が促進される．もう一方の転写因子は，酸素呼吸が不全であるミトコンドリア DNA 欠損株において，
その転写が促進される．以上の報告から，出芽酵母の場合，何らかのストレスに対する防御機構の１つ
して薬剤排出ポンプを亢進させているにように思われる． 
多くの生物は酸素のある環境で暮らしていることから酸化ストレスを避けることは非常に困難である．
最近，我々の研究で，脂溶性抗酸化剤などで出芽酵母を処理すると薬剤排出能がアップすることがわ
かってきた．薬剤排出を抑制するアネトールは，呼吸阻害に起因する活性酸素種を産生させ酸化スト
レスを酵母に与える．加えて，アネトールによる薬剤排出抑制は α-トコフェロールによってキャンセルさ
れた．さらに，ミトコンドリア DNA 欠損株では，呼吸不全であるため，呼吸鎖に依存した活性酸素種の
産生は認められず薬剤耐性となる．以上より，我々は酸化ストレスが薬剤排出ポンプの活性や遺伝子
発現に影響を与えているという仮説を打ち立てた．すなわち，強い酸化ストレスにより薬剤排出は抑制
される．逆に，酸化ストレスが弱いと薬剤排出は盛んになる．また，通常の生育条件下では適度な酸化
ストレスが細胞に与えられて，薬剤排出は弱いながらも恒常的に認められる． 

 
２．研究の目的 
抗生物質の乱用により多剤耐性真菌の頻出が問題となってきている．加えて，ガンの再発時に抗ガ
ン剤が無効となった腫瘍の多剤耐性化はガンの化学療法を困難にしている．両者に共通するのは薬
剤排出ポンプによる薬剤の排出である．本研究代表者らは「酸化ストレスの強弱が薬剤排出を制御し
ている」という実験結果を得た．本研究では，薬剤によって誘導される酸化ストレスが薬剤排出ポンプ
群の遺伝子発現や排出活性に与える影響を網羅的に調べ，酸化ストレスによる薬剤排出ポンプの抑
制が一般化できるかどうかを検証し，最終的に，酸化ストレスの種類や強弱によって薬剤排出ポンプを
コントールできるかを検討する．本研究で得られた成果は薬剤耐性を抑える薬を開発する上で有益な
情報を提供すると大いに期待される． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞膜障害および細胞膜 H+-ATPaseのアッセイ 
・細胞膜障害 
 YPD培地にて増殖させた出芽酵母を S-bufferにて洗浄し，同 bufferに 108 cells /mLになるように再
懸濁し，薬剤を懸濁液に添加し，30℃で 2 時間インキュベーションした．その後，遠心上清に含まれる
カリウムイオンおよび 260 nm吸収物質をそれぞれ，K+ ion assay kit (HACH Co.) および 260 nmの吸
収を利用して定量し，薬剤が細胞膜障害を引き起こすかどうか検討した． 
・H+-ATPase 
 YPD培地で増殖させた出芽酵母の菌体を，イオン交換水で 2回洗浄し，5 x 107cells/mLになるよう
にイオン交換水に再懸濁した．次いで，その懸濁液に薬剤を添加し，さらに 2%グルコースを加え，
30℃でインキュベーションを開始し，10分後まで経時的に懸濁液の pH を測定した． 
 
(2) リアルタイム PCRによる遺伝子発現量の定量 



出芽酵母を，各薬剤を含む麦芽末液体培地にて30℃で72 時間まで静置培養した．経時的に培養
液をサンプリングし，その菌体より，RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)を用いて，Total 
RNAを抽出した．なお，酵母の細胞壁はZymolyase 20T（生化学バイオビジネス社）を用いて溶解した．
cDNA合成は常法により行った．その後，Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix (BIO RAD) 
を用いるリアルタイム PCR (CFX-Connect (BIO-RAD) )により遺伝子発現量を定量した．PDR5の遺伝
子発現量はハウスキーピング遺伝子 ACT1の遺伝子発現量に対する相対量で示した．使用したプライ
マーは以下の通りである． 

 
ACT1 Forward 5’-CGTCTGGATTGGTGGTTCTAT-3’ 
 Reverse 5’-GGACCACTTTCGTCGTATTCTT-3’ 
 
PDR5 Forward 5’-ATTCACCAACCCTCTGCTATT-3’ 
 Reverse 5’-TTACAACCTTCGCCCAAGTC-3’ 
 
 
(3) ローダミン 6G を用いる薬剤排出ポンプのアッセイ 
ローダミン 6G は薬剤排出ポンプによって細胞外へ排出される蛍光低分子である．本物質を用いて
薬剤排出ポンプの活性を測定した．まず，出芽酵母を麦芽末液体培地 100 mLに少量懸濁し，30℃で
16〜18 時間振盪培養し，PBS buffer で菌体を洗浄した後，同 buffer へ再懸濁したものを，30℃で
16~18時間，振盪した．その後，OD600 = 50 となるよう PBS bufferに懸濁し，10 µM となるようローダミ
ン 6Gを加え，30℃で 15~20分間振盪し，菌体を染色した．染色した菌体を PBS bufferにOD600 = 15
となるよう再懸濁した．さらにグルコースを 10 mM となるよう加えた．経時的にサンプリングした懸濁液
から遠心分離にて菌体を除き，上清中に含まれるローダミン 6Gの量を，蛍光プレートリーダー（励起波
長 485 nm，蛍光波長 535 nm）を用いて定量した． 
 
(4) 活性酸素種の定量 
 細胞内の活性酸素種は主として 2', 7'-Dichlorodihydrofluorescin diacetate (DCFH-DA)を用いて行っ
た．アセチル基のついたDCFH-DAは細胞透過性を示し，細胞に取り込まれるとエステラーゼによって
脱アセチル化され，非蛍光型の 2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin (DCFH)に変化する．DCFHは活性
酸素種により酸化され，蛍光性 2’, 7’-Dichlorodihydrofluoresceinに変化する．この蛍光強度を測定す
ることにより，細胞内の ROS レベルを測定した．まず，麦芽末液体培地を用いて OD600 = 1.0 となるよ
うに出芽酵母の懸濁液を準備し，そこに 40 µM DCFH-DA を添加し，30℃で 1時間振盪させた． 
さらにテストする薬剤を懸濁液に加え，30℃で 1時間振盪した．その後，PBS bufferに再懸濁した細胞
におけるDCFの蛍光量を，蛍光プレートリーダー（励起波長 485 nm，測定波長 535 nm）を用いて定量
した． 
 
４．研究成果 
(1) フェニルプロパノイド類は，ドデカノールやフルコナゾールなど含む他の薬剤と併用すると，多剤耐
性薬剤排出ポンプの遺伝子発現抑制を介して相乗的かつ持続的な抗真菌作用を発揮する．フェニル
プロパノイド類の一つであるアネトールは遺伝子発現抑制に加えて，細胞膜上にある薬剤排出ポンプ
の酵素活性を直接抑制している可能性も示唆された．本物質群が非特異的に細胞膜および細胞膜上
のタンパク質類に影響を与えている可能性があるため，本物質群が細胞膜障害作用を示すか，また細
胞膜上の他のタンパク質 H+-ATPase の活性を抑制するのか検討した．その結果，本物質群は細胞膜
障害作用を示さず，H+-ATPase の活性も全く阻害していないことが判った．以上より，フェニルプロパノ
イド類は薬剤排出ポンプの活性だけを特異的に阻害している可能性が強く示唆された． 
 
(2) フェニルプロパノイド類と構造・物性が類似する物質としてウコンの根茎に含まれる脂溶性物質ク
ルクミンが挙げられる．本物質は様々な生理活性を示す可能性が報告されている．しかしながら，微生
物に対する活性についてはほとんど報告されていない．出芽酵母をクルクミンで単独処理した場合，
その生育にはほとんど影響が見られなかったが，一過性の殺菌作用を示すドデカノールとクルクミンと
を組み合わせた場合，相乗的な抗真菌作用を発揮すること，また，クルクミンは薬剤排出ポンプの活
性を抑制していると示唆された．さらに，クルクミンが薬剤排出ポンプの遺伝子発現に影響するか検討
した．その結果，ドデカノール処理することで薬剤排出ポンプ PDR5 の発現量が増大するが，クルクミ
ンを併用させるとその発現量が大幅に低下することが判明した．以上の結果より，クルクミンは出芽酵
母の薬剤排出を抑制することでドデカノールの菌体外への排出を抑制し，相乗的抗真菌作用を示す
ことが示唆された． 
 
(3) フェニルプロパノイド類の多くは活性酸素種も産生誘導し，これが薬剤排出ポンプ遺伝子発現を
抑制する可能性がある．フェニルプロパノイド類について活性酸素種(ROS)に関する構造活性相関を
行うとともに，ROS の由来についても検討を行った．その結果，炭素数 3-6 程度の炭化水素側鎖が
ROS 産生誘導と抗菌活性の発現に必須であることがわかった．また，ミトコンドリア DNA 欠損によって
呼吸不全となった rho0株に対してもフェニルプロパノイド類は ROSを産生誘導したことから，誘導され
た ROSは呼吸鎖由来ではないことがわかった． 



 
(4) 上記の(2)において，フェニルプロパノイド類と構造・物性が類似する物質であるクルクミンに薬剤
排出ポンプ抑制活性を見いだしていたが，高い脂溶性のため，応用の範囲が限られることが判明した．
一方，ショウガの根茎に微量含まれるデヒドロジンゲロンはクルクミンの 1／2の化学構造を持つ水溶性
の高い分子である．出芽酵母をデヒドロジンゲロンで単独処理した場合，その生育には全く影響が見ら
れなかったが，一過性の殺菌作用を示すドデカノールとデヒドロジンゲロンを併用した場合，相乗的な
抗真菌作用を発揮すること，また，デヒドロジンゲロンは薬剤排出ポンプの活性を抑制していることがわ
かった．さらに，デヒドロジンゲロンが薬剤排出ポンプの遺伝子発現に影響するか検討した．その結果，
ドデカノール処理することで多剤耐性薬剤排出ポンプ PDR5の発現量が増大するが，デヒドロジンゲロ
ンを併用させるとその発現量が低下することが判明した．以上の結果より，デヒドロジンゲロンは出芽酵
母の薬剤排出を抑制することでドデカノールの菌体外への排出を抑制し，相乗的抗真菌作用を示す
ことが示唆された． 
 
(5) フェニルプロパノイド類は活性酸素種も誘導産生することから，薬剤排出抑制と活性酸素種との相
関を検討した．まず，クルクミンやデヒドロジンゲロンが活性酸素種を誘導するかどうかを検討した．そ
の結果，クルクミンは活性酸素種の測定に用いるプローブと蛍光波長が重なっており，活性酸素種の
定量は不可能であった．一方，デヒドロジンゲロンは活性酸素種を全く産生誘導しないことが判明した．
従って，薬剤排出ポンプの遺伝子発現の制御には必ずしも活性酸素種の産生誘導は必須ではないこ
とがわかった．また，薬剤排出ポンプによって直接排出される蛍光色素ローダミン 6Gを用いてアッセイ
を行った結果，クルクミンおよびデヒドロジンゲロンは薬剤排出ポンプ遺伝子 PDR5 の発現抑制に加え
て，薬剤排出を直接抑制している可能性も示唆された．加えて，デヒドロジンゲロンの薬剤排出抑制効
果はフェニルプロパノイド類やクルクミンより弱いことから，活性酸素種は薬剤排出抑制効果を増強す
る可能性が示唆された．一方，活性酸素種の由来について検討したが，ミトコンドリア DNA 欠損株や
NADPH oxidase欠損株においても，フェニルプロパノイド類は活性酸素種を産生誘導したことから，残
念ながら，本研究の範囲では活性酸素種の由来を特定することはできなかった． 
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