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研究成果の概要（和文）： 
 出芽酵母に対してドデカノールは一過性の殺真菌作用を示す。本研究では、ミトコンド
リア障害物質であるアネトールをドデカノールと併用させた場合に引き起こされる持続的
な殺真菌作用の発現メカニズムを解析した。その結果、ドデカノール処理によって ABC
トランスポーターのうち薬剤排出ポンプ PDR5 の発現量増大が見られたが、アネトールと
の併用によりその増大は抑制された。アネトールは PDR5 の遺伝子発現を抑制し、持続的
な殺真菌作用を発揮することがわかった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Dodecanol exhibits temporary fungicidal activity against budding yeast. In this study, we investigated 

expression mechanism for the durable fungicidal activity of a mitochondrion-disturbing agent, anethole, 
combined with dodecanol. In dodecanol-treated cells of S. cerevisiae, increase in the gene expression of 
PDR5 among ABC transporters was detected. On the other hand, in cells treated with dodecanol and 
anethole, over-expression of PDR5 gene was restricted. These results indicated anethole expressed 
durable fungicidal activity via restriction of PDR5 gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
多くの生物でゲノム解析が終了したが、そ

の成果は医療の現場にフィードバックされ
ているとは言い難い。ガンの遺伝子治療など
はテスト段階であり、その一方、医療の現場
では依然として多くの医薬品が活躍し続け
ており、新たな医薬品を求める研究開発は医
療分野における最重要課題の一つである。本
研究申請者らは、以前より天然資源から真菌
に特異的に作用するような、あるいはアポト
ーシスを誘導するような生理活性物質の単
離を試み続けており、さらには、新たな医薬
品のターゲットを求めて、その活性の発現機
構を詳しく解析し続けている。その中で、ミ
トコンドリアに対して様々な障害作用を示
す物質として植物由来のトランス・アネトー
ル（ trans-1-methoxy-4-(1-propenyl)benzene）、
以下アネトールと略す）を見いだしている。
本物質は、興味深いことに、他の多くの抗菌
剤と併用することで絶大な相乗効果をもた
らし、それには未知の薬剤ストレス耐性機構
が関与していることも報告してきた。本申請
研究の目的は、何故、ミトコンドリアに作用
する物質が、他の抗菌剤と併用して作用させ
たときに絶大な相乗効果を発揮するのか、そ
のメカニズムの詳細を生化学的にあるいは
分子生物学的に明らかにし、新薬開発のため
の新たなデザイン方法、あるいは活性が弱い
ために使用できない既知薬剤に再び脚光を
当てる方法をモデル的に提示することであ
る。 

 
２．研究の目的 

本研究課題の目的は、まず、アネトールに
よる出芽酵母のアポトーシス様の細胞死が、
我々が上記で明らかにしてきたミトコンド
リア障害作用のいずれに起因するのか、ある
いはそれ以外のミトコンドリアにおける障
害作用に依存するのかを突き止めることで
ある。次いで、アネトールとの併用によって
もたらされる抗真菌剤の活性増強が、薬剤耐
性機構の無力化であると思われるが、何故起
こるのかというメカニズムをアネトール単
独の作用と比較しながら、特にミトコンドリ
アの機能を中心に生化学的に解析する。さら
に、構造活性相関を行い、アネトール特有の
作用を保持しつつ本物質自身の活性を増強
できないか、あるいは単にアネトールの相乗
効果作用をさらに増強できないか検討する。
最後に、動物細胞においてアネトールは細胞
毒性を示さないが、アネトールと他の薬剤の
併用によって相乗効果が発揮され、それによ
って新たにアポトーシス誘導作用が発生し
ないか、あるいは他の薬剤のアポトーシス誘
導活性を増強しないかどうかについても検
討したい。 

 

３．研究の方法 
 アネトールは Saccharomyces cerevisiae 
ATCC 7754 株に対して嫌気条件下で殺菌作用
を示す。アネトール、ドデカノール、アネト
ールとドデカノールの組み合わせにおいて
殺菌効果の経時的変化をコロニーカウント
法により明らかにした。 
 Malt 液体培地（2.5% Malt extract）3 ml を含
む試験管（直径 10 mm）に、アネトール処理
では終濃度 1250 μM から倍々希釈により
312.5 μM まで 3 段階の濃度で、ドデカノール
処理では終濃度 250 μM、125 μM の 2 段階の
濃度で、アネトールとドデカノールの組み合
わせ処理では終濃度 312.5 μM+125 μM、312.5 
μM+250 μM の濃度でそれぞれ 30 μl ずつ加え
た。両物質とも水に不溶であるので、本実験
では N,N-dimethylformamide（DMF）を溶媒と
して用いた。600 nm での濁度が 0.1 になるよ
うに S. cerevisiae ATCC 7754 を懸濁した。濁
度の測定には、SHIMADZU UV-2450 を用い
た。ここで加えた S. cerevisiae ATCC 7754 株
の前培養液は、Malt 液体培地（2.5% Malt 
extract）20 ml を 30℃ 16 h 振とうしたものと
振とうしていないものを準備した。 
 試薬と培養液を含んだ Malt 液体培地から、
コントロール（DMF）では更に 102、104、106
倍希釈しそれぞれ 100 μl をシャーレ上にひろ
げ、コントロール以外の試薬では 1、102、104
倍希釈し 100 μl をシャーレにひろげた。希釈
には 0.9% NaCl を用いた。同様の作業を 4 h、
8 h、24 h、組み合わせ処理では更に 48 h、72 
h 後に行った。30℃で培養し 48 時間後の様子
を観察した。 
ドデカノール処理によっていったん低下

した生菌数が短時間で上昇することから、生
菌数の増加には薬剤耐性機構が関与してい
る可能性が高い。S. cerevisiae では薬剤耐性に
関する ABC トランスポーターが 30 種類知ら
れている。ABC トランスポーターの中で本研
究では pleiotropic drug resistance （PDR）遺伝
子群に注目した。RT-PCR 法を用いて薬剤排
出ポンプである PDR5、PDR10、PDR11、PDR12、
PDR15 遺伝子における発現量の差について
検討した。これらの遺伝子の発現量を調べた
結果 PDR5 の発現がドデカノール処理によっ
て増大し、それはアネトールによって抑制さ
れていることがわかった。従って、PDR5 の
転写因子である PDR１、PDR3 においても遺
伝子発現量の差を検討した。 
 ・トータル RNA 抽出 
 前培養液として Malt 液体培地（2.5% Malt 
extract）20 ml を含む三角フラスコに S. 
cerevisiae ATCC 7754 を懸濁し 30℃で 16 h 振
とう培養した。Malt 液体培地（2.5% Malt 
extract）100 ml を含む三角フラスコにこの前
培養液を 1 ml、各試薬、すなわちコントロー
ル（DMF）、アネトール 312.5 μM、ドデカノ



 

 

ール 125 μM、アネトールとドデカノールの
組み合わせ 312.5 μM+125 μM を 1 ml ずつ加
え 30℃、24 h 嫌気的培養した。 
 600 nm での濁度が 5 になるように S. 
cerevisiae ATCC 7754 を遠心チューブにとり
5000 rpm で 5 min 遠心分離し集菌した。濁度
の測定には、SHIMADZU UV-2450 を用いた。
遠心分離には sakuma社 M200-IVDを用いた。
2 ml の Buffer Y1（100 ml 滅菌水、0.1 M 
D-sorbitol、0.01 M EDTA・2Na を含み、使用
直前に 0.1% β-ME と 250 U Immun O Yeast 
Lytic Enzyme を添加）に細胞を懸濁した。30℃、
10~30 min 静かに撹拌しながらインキュベー
トしスフェロプラストを調製した。 
 5000 rpm で 5 min 遠心分離しスフェロプラ
ストをペレット化した。上清を注意深く捨て
る。スフェロプラストを溶解するために 350 
μl の Buffer RLT（1 ml の Buffer RLT あたり 10 
μl の β-ME を添加）を添加して激しくボルテ
ックスした。さらに、350 μl の 70% エタノー
ルを添加しピペットでよく混和した。 
 サンプル700 μlを2 mlコレクションチュー
ブにセッティングした RNeasy スピンカラム
にアプライした。10000 rpm 以上で 15 sec 遠
心操作し、ろ液を捨てた。Buffer RW1 350 μl
をスピンカラムに添加し 10000 rpm 以上で 15 
sec 遠心操作し、ろ液を捨てた。 
 DNase I stock solution 10 μl を buffer RDD 70 
μl に加えた。その 80 μl をスピンカラムに添
加し 20~30℃ 15 min 静置した。350 μl の
Buffer RW1 をスピンカラムに添加し 10000 
rpm 以上で 15 sec 遠心操作し、ろ液を捨てた。 
 スピンカラムに 500 μlのBuffer RPEを添加
し 10000 rpm 以上で 15 sec 遠心操作し、ろ液
を捨てた。さらにスピンカラムに 500 μl の
Buffer RPE を添加し 10000 rpm 以上で 2 min
遠心操作し、ろ液を捨てた。 
 RNeasy スピンカラムを新しい 1.5 ml コレ
クションチューブにセットした。RNase フリ
ー水 30 μl を直接スピンカラムメンブレンに
添加した。10000 rpm 以上で 1 min 遠心操作し
RNA を抽出した。 
 ・RT-PCR 
 （cDNA 合成） 
 マスターミックス（RNase inhibitor 0.5 μl、
CDS-PRIM 0.5 μl、Rever Tra Ace 1μl、5×Buf 4 
μl、2 mM dNTPs 10μl）を 16 μl ずつ PCR チュ
ーブに分注した。トータル RNA 量が 0.5~5 μg
となるように調製したサンプル液を 4 μl 加え
た。30℃ 10 min・42℃ 60 min・99℃ 5 min
で逆転写し cDNA合成した。PCRマシンには、
Applied Biosystems 社 2720 サーマルサイク
ラーを用いた。 
 （PCR 反応） 
 マスターミックス（Taq ポリメラーゼ 0.05 
μl、10×PCR buf 1 μl、2 mM dNTPs 1 μl、H2O 滅
菌水 5.95 μl、10 μM Primer-foward 0.5 μl、10 

μM Primer-reverse 0.5 μl）を 9 μl ずつ PCR チ
ューブに分注した。cDNA 合成したサンプル
を 1 μl 加えた。94℃ 2  min・30 ×（94℃ 30 
sec・Tm℃ 30 sec・72℃ 1 min）で PCR 反応
させた。 
 （電気泳動） 
 アガロースゲルを作製した。1×TAE buffer
に 2%アガロースを加えゲルを作成した。泳
動槽にゲルと 1×TAE buffer を入れた。試料 10 
μl に 2 μl Dye solution を加えた。マーカー 5 μl、
試料 12 μl をピペットマンでウェルに入れた。
100 V、30 min 泳動した。ゲルレッド溶液
（1×TAE buffer 40 ml にゲルレッド 6 μl）に
30 min 浸した。UV 照射で観察し、発現量の
差を見た。 
Candida albicans に対するアネトールとフル
コナゾールの相乗効果について検討した。 
 アネトールおよびフルコナゾールは
N,N-dimethylformamide（DMF）に溶解させた。
Malt 液体培地（2.5% Malt extract）3 ml を含む
試験管（直径 10 mm）に、アネトール処理で
は終濃度 800 μM から倍々希釈により 100 
μM まで 4 段階の濃度で、フルコナゾール処
理では終濃度 5000 ng/ml から倍々希釈により、
156 ng/ml の 6 段階の濃度で、それぞれ組み合
わせて添加した。なお、DMFの終濃度は30 μ
l/3 ml すなわち 1%とした。600 nm での濁度
が 0.1になるようにCandida albicans IFO 1061
株を懸濁した。濁度の測定には、SHIMADZU 
UV-2450 を用いた。ここで加えた C. albicans 
IFO 1061 株の前培養液は、Malt 液体培地
（2.5% Malt extract）20 ml を 30℃ 16 h 振と
うしたものを準備した。 
 抗菌剤を含む培養液を 30℃で培養し 24 時
間後、培養液 100μl ずつサンプリングして
96 穴ウェルに移して、595 nm での培養液の
濁りを測定し、生育阻害濃度を決定した。 
 
４．研究成果 
コロニーカウント法で調べた結果、振とう

条件下で前培養した際に、アネトールの殺菌
作用が示された。ドデカノール処理では 4 h
まで殺菌作用が持続するもののおそらくド
デカノール耐性機構の発現により時間の経
過とともに細胞数の増加がみられた。組み合
わせ処理ではそのドデカノールに対する耐
性機構をアネトールが抑制していると考え
られた。加えて、ドデカノールに対する耐性
機構は一過性のものではなく、常にはたらい
ているものである可能性も示唆された。 
 コントロール、アネトール 312.5 μM、ドデ
カノール 125 μM、アネトールとドデカノー
ルの組み合わせ 312.5 μM+125 μM の条件で
30℃、24 h で処理したものを用いた RT-PCR
の結果より、ドデカノール処理では ABC ト
ランスポーターPDR5 の発現が増幅されてい
ることがわかった。従って、時間の経過とと



 

 

もに細胞数の増加が認められた際に機能し
ていると考えられたドデカノール耐性機構
は PDR5 タンパク質の可能性が高いと考えら
れた。また、組合せ処理では、その発現量増
幅が抑制されていた。また PDR5 の転写因子
であると考えられている PDR1、PDR3 におい
ても組合せ処理で遺伝子発現量が抑制され
ていることがわかった。 
 一方、PDR 欠損株においてはドデカノール
の最小生育阻害濃度と思われる1000 μMが見
出された。また、野生株と PDR5 欠損株の生
育の違いをコロニーカウント法で調べたこ
とでドデカノール耐性機構には PDR5 が大き
く関与していることがわかった。PDR5 欠損
株でも 48 h 以降ドデカノール処理では細胞
数が増加したことにより他の耐性機構もド
デカノールに対してはたらいていることが
示された。しかし、アネトールを組み合わせ
ることでその細胞数増加が抑制されていた
ことよりアネトールは他の耐性機構も抑制
していることがわかった。 
 本実験では、アネトールとドデカノールを
組み合わせることで少なくとも薬剤耐性機
構 ABC トランスポーターPDR5、その転写因
子 PDR1、PDR3 の遺伝子発現が抑制されてい
ることが示された。しかし、その詳細な作用
機構は未知である。他の PDR 遺伝子群、ABC
トランスポーター遺伝子についての解析が
必要である。また、他の薬剤との相乗効果に
ついても調べることが新たな応用につなが
るかもしれない。 

病原性真菌 C. albicans IFO 1061 株に対す
るアネトールの最小生育阻害濃度（MIC）は
400 μM、C. albicans の代表的な抗真菌薬で
あるアゾール剤フルコナゾールの MIC は
2500 ng/ml であった。両者の薬剤を組み合わ
せた場合、すなわち、アネトール 100 μM を
培養液に添加した場合、C. albicans の生育を
抑制するにはフルコナゾールは 250 ng/ml の
投与で十分であった。以上の結果は、インビ
トロの実験ではあるが 1/4MIC のアネトール
を組み合わせることによって高価なフルコ
ナゾールの投与量を 1/10 にまで減らせるこ
とを意味している。 
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