
長崎国際大学・薬学部・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）

３７３０３

基盤研究(C)（一般）

2022～2019

出芽酵母ケミカルジェネティクスを用いた生薬エキス成分の真の作用機序と標的分子解明

Elucidation of the mechanism of action and the target molecules of ingredients 
in crude extracts by chemical genetics approach using yeast knock-out strain 
collection

９０４６９３９６研究者番号：

宇都　拓洋（UTO, Takuhiro）

研究期間：

１９Ｋ０７１４５

年 月 日現在  ５   ６ １９

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、約4000株の遺伝子破壊出芽酵母株を用いたケミカルジェネティクスのア
プローチにより、カンゾウ、オウレン、オウゴンエキス感受性株を選抜し、その変動パターンを解析した。その
結果、これらの生薬エキスは代表的な薬剤とは異なる経路に作用しており、各生薬エキスの高感受性株の遺伝子
の機能や細胞内局在は多岐にわたり、また生薬エキスにより特徴的であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used the chemical genetics approach using approximately 
4000 yeast knock-out strain collection to identify the mechanism of action and the target molecules 
of ingredients in crude extracts, including Glycyrrhiza (Licorice), Coptis rhizome, Scutellaria 
root. Analyses of their variation patterns demonstrated that these crude drug extracts acted on 
genes and pathways different from those of representative drugs and chemicals. Furthermore, the 
functions and subcellular localization of the genes of the sensitive strains were diverse and 
specific, depending on each crude drug extract.

研究分野： 生薬学

キーワード： ケミカルジェネティクス　出芽酵母　生薬エキス　カンゾウ　オウレン　オウゴン　相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ケミカルジェネティクス的手法を用いて生薬エキスが約4000の遺伝子群に与える影響を網羅的に解析
する初の試みである。本研究により、生薬エキスにより与える遺伝子群は複雑かつ多岐にわたるとともに、一部
では共通する部分も見られた。今後、より詳細な検討を要するが、本研究が、生薬・漢方エキスなどの多成分系
薬物の作用機序解明の一助になり得ると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
各種疾患モデル動物などの利用により、生薬エキスの薬理作用の科学的エビデンスが得られ

るとともに、分子生物学的手法の発達やケミカルバイオロジーの導入によって、生薬エキスに含
有されている個々の成分の作用機構解明は著しく進んでいる。しかしながら、生薬エキスは多種
多様な成分からなる多成分系薬物であり、生薬エキスとしての薬理作用と、個々の含有成分の作
用機序や成分間の相乗効果との因果関係は解明されていない部分が多い。 
我々は、これまで天然化合物の作用機序解明や生薬エキス成分間の相乗作用の解明を行って

きた。しかしながら、我々を含めた国内外のこれまでの研究は、エキスまたはその精製成分を用
いて活性を絞って解析したものが主であり、エキス中に混合物として存在する個々の成分を網
羅的に活性評価したものではない。そこで我々は、まず初めにパイロット研究として、ケミカル
ジェネティクス的手法による約 4000 株の遺伝子破壊出芽酵母株を用いて生薬エキスの感受性
株の網羅的解析を実施した。本パイロット研究では、甘草（カンゾウ）エキスにより増殖が著し
く制御される高感受性株を選抜した。得られたカンゾウエキス高感受性株の遺伝子の機能とタ
ンパクの細胞内局在を解析した結果、カンゾウエキスは代表的な既知の薬剤とは違う経路を標
的と作用しており、遺伝子の機能は多岐にわたることが明らかとなった。しかしながら、このパ
イロット研究は、カンゾウエキスのみを用いた研究であり、他の生薬エキスでも同様な解析が可
能であるのかは不明であること、さらにエキス高感受性株の詳細な解析までは実施していなか
ったため、本研究課題の申請に至った。 
 
２．研究の目的 
生薬エキスは多種多様な成分からなる多成分系薬物であり、エキス全体としての薬理作用と、

個々の含有成分の作用機序や成分間の相乗効果との因果関係は解明されていない部分が多い。
本研究では、ケミカルジェネティクス的手法により約 4000 株の遺伝子破壊出芽酵母株を用いる
ことで、数種の代表的な生薬エキスに対する感受性株を見つけ、その変動パターンを解析し比較
する。それによりエキス中に存在する個々の成分が、標的分子群にどのように作用するのかを明
確にすることを目的とする。本研究が、エキス中における生薬成分の真の標的分子および成分間
の相乗効果の解明に結び付き、生薬・漢方製剤の新たな科学的エビデンス提供に貢献することを
目指す。 
 
３．研究の方法 
3.1. 生薬エキスによる出芽酵母のサブリーサル濃度の確認 
生薬粉末 1 g にメタノール 10 mL を加え、低温室で抽出し上清を回収した後、窒素ガスを吹

付けて濃縮した。凍結乾燥後、100 mg/mL になるように DMSO に溶解した。出芽酵母野生型株 
BY4741 を各エキスにて処理し、30℃で振とう培養しながら経時的に濁度の測定を行い、培養時
間あたりの菌体濃度における近似曲線を作成した。さらに、コントロールの近似曲線の傾きを
100％とした時の各濃度の傾きの割合をプロットし、各生薬エキス添加時の増殖速度が 70％とな
る濃度（サブリーサル濃度）を決定した。 
 
3.2. 生薬エキスによる出芽酵母破壊株の変動解析 
出芽酵母破壊株プール（Yeast Knockout Collection Haploid MAT-a pool）を各生薬エキスの

サブリーサル濃度とそれより低い濃度の最低 2 点で処理し、30℃で振とう培養しながら経時的
に濁度の測定をった。10～12 時間後にサンプルを回収し、ゲノム抽出し PCR にてバーコードタ
グを増幅させた。その後、次世代シークエンサーにより野生株と各生薬エキス処理破壊株のバー
コードタグの定量結果を比較（タグカウント）し、感受性株を同定した。 
 
４．研究成果 
4.1. 野生型株 BY4741 における生薬エキスのサブリーサル濃度の決定 
代表的な生薬の中から、候補となる生薬としてカンゾウ、黄連（オウレン）、黄芩（オウゴン）、

人参（ニンジン）、麻黄（マオウ）を選び、エキス作製後、野生型株 BY4741 を用いてサブリー
サル濃度の決定を試みた。その結果、カンゾウ、オウレン、オウゴンエキスのサブリーサル濃度
を、45.0 μg/mL、8.63 μg/mL、250.2 μg/mL と決定した。一方、ニンジンおよびマオウエキ
スは、最終濃度 125～500 μg/mL で検討したが、ニンジンエキス処理において菌体濃度は増加
し、マオウエキスにおいては変化しなかった。この結果から、サブリーサル濃度を決定できたカ
ンゾウ、オウレン、オウゴンエキスに焦点を当て、遺伝子破壊出芽酵母株を処理し、次世代シー
クエンサーによるエキス耐性株の選抜を行うこととした。 
 

4.2. カンゾウ、オウレン、オウゴンエキス感受性株の選抜 
バーコードシークエンス法により、約 4000 株の遺伝子破壊出芽酵母株からカンゾウ、オウレ

ン、オウゴンエキスに高感受性を示す破壊株を選抜した。ノックアウト酵母クローンコレクショ
ンを、サブリーサル濃度とそれより低い濃度の最低 2 点で処理し、サブリーサル濃度における



z-score が－2 以下に変動しているものを抽出した。その結果、カンゾウ、オウレン、オウゴン
エキスで、それぞれ 55株、22 株、52株が有意に抑制され、そのうち既知の代表的な化合物や薬
剤に対する 65の薬剤耐性関連遺伝子株は、それぞれ 0株、1株（SAC6）、1株（VMA8）であった。
このことから、これらの生薬エキスは、代表的な薬剤とは異なる経路に作用していることが示唆
された。 
 

4.3. カンゾウ、オウレン、オウゴンエキス感受性株の遺伝子オントロジー(GO)のカテゴリー 
Gene Ontology Slim Term (GO slim)を使って、解析によって抽出された高感受性株において

破壊されている遺伝子を Biological Process (BP)、Cellular Component (CC)、Molecular 
Function (MF)の３つのカテゴリーについて評価した。 
カンゾウエキス高感受性株の 55 遺伝子は、BP 60 項目、CC 14 項目、MF 22 項目に分類された

（Fig. 1）。カンゾウエキス高感受性株の 55 遺伝子について偏りがあるかどうかを調べるために
全出芽酵母遺伝子約 6000 遺伝子の比率と比較した。その結果、カンゾウエキス高感受性株の遺
伝子において、BP では response to chemical、lipid metabolic process、cytoskeleton 
organization、mitotic cell cycle、meiotic cell cycle、endocytosis、carbohydrate metabolic 
process、cytokinesis、CC では cytoplasm、MF では enzyme regulator activity、lipid binding
に偏りが見られた。 
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Fig. 1. カンゾウエキス高感受性株の 55 遺伝子と全 6000 遺伝子と BP (A)、CC (B)、MF (C)の分類 
(■ カンゾウエキス、□ 全 6000 遺伝子) 
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オウレンエキス高感受性株の 22 遺伝子は、BP 29 項目、CC 12 項目、MF 8 項目に分類された
（Fig. 2）。オウレンエキス高感受性株の 22 遺伝子について偏りがあるかどうかを調べるために
全欠損遺伝子約 6000 遺伝子の比率と比較した結果、BP では transcription by RNA polymerase 
II、cytoskeleton organization、chromatin organization、CC では plasma membrane、MF では
transmembrane transporter activity、protein-macromolecule adaptor activity、DNA-binding 
transcription factor activity に偏りが見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
オウゴンエキス高感受性株の 52 遺伝子は、BP 56 項目、CC 15 項目、MF 25 項目に分類された

（Fig. 3）。オウゴンエキス高感受性株の 52 遺伝子について偏りがあるかどうかを調べるために
全欠損遺伝子約 6000 遺伝子の比率と比較した結果、BP では cellular ion homeostasis、lipid 
metabolic process、cell wall organization or biogenesis、mitochondrion organization、
cytoskeleton organization、Golgi vesicle transport、protein targeting、mitochondrial 
translation、CC では mitochondrion、membrane、endoplasmic reticulum、MF では transmembrane 
transporter activity、guanyl-nucleotide exchange factor activity に偏りが見られた。 
これらの結果から、各生薬エキスの高感受性株の遺伝子の機能および細胞内局在は多岐にわ

たり、また生薬エキスにより特徴的であることが示された。 
 
4.4. カンゾウ、オウレン、オウゴンエキスで共通の感受性株の抽出 
カンゾウ、オウレン、オウゴンエキスの間で、共通の感受性株を抽出した（Fig. 4）。カンゾウ、

オウレン、オウゴンの 3エキス間、およびカンゾウ、オウレンの 2エキス間で共通する感受性株
はなかった。一方、カンゾウ、オウゴンの 2 エキス間では、13 の感受性株が共通していた。こ
れらの遺伝子は、endoplasmic reticulum、membrane、cytoplasm へ多く局在しており、lipid 
metabolic process や response to chemical に関与するものが多かった。また、オウレン、オ
ウゴンの 2エキス間では、1つの感受性株が共通していた。 
 
本研究は、ケミカルジェネティクス的手法を用いて生薬エキスが約 4000 の遺伝子群に与える

影響を網羅的に解析する初の試みであった。本研究により、生薬エキスにより与える遺伝子群は
複雑かつ多岐にわたるとともに、一部では共通する部分も見られた。今後、より詳細な検討を要
するが、本研究が、生薬・漢方エキスなどの多成分系薬物の作用機序解明の一助になり得ると考
える。 
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Fig. 2. オウレンエキス高感受性株の 22 遺伝子と全 6000 遺伝子と BP (A)、CC (B)、MF (C)の分類 
(■ オウレンエキス、□ 全 6000 遺伝子) 
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Fig. 3. オウゴンエキス高感受性株の 52 遺伝子と全 6000 遺伝子と BP (A)、CC (B)、MF (C)の分類 
(■ オウゴンエキス、□ 全 6000 遺伝子) 
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Fig. 4. カンゾウ、オウレン、オウゴンエキス間で共通する感受性株 
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