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研究成果の概要（和文）：マクロファージ内脂肪滴蓄積阻害剤として真菌の培養液中より発見し

た beauveriolideの標的分子について詳細に解析した。その結果、本化合物の標的分子が ACAT1 
(コレステロールアシル転移酵素 1)であることは疑いのないものと示すことができた。さらに、
2 種類のアイソザイム (ACAT1 と ACAT2) のうち、ACAT1 を選択的に阻害するには小胞体膜
の維持が重要であることが示唆された。他に類のない珍しい作用様式であることから、新しい

タイプのプローブとして期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The action mechanism of fungal beauveriolide on lipid droplet formation in macrophages was studied. 
Biochemical study revealed that beauveriolide inhibited acyl-CoA:cholesterol acyltransferase (ACAT) 
in mouse macrophages. Furthermore, the compound selectively inhibited ACAT1 isozyme in intact cells, 
while it inhibited both ACAT1 andACAT2 isozymes in microsomes. Cell biological study suggested 
that this discrepancy between intact cells and microsome might be due to the different membrane 
topology of the active sites between the two isozemes. 
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１．研究開始当初の背景 
 高脂血症や動脈硬化症は心筋梗塞や脳卒
中など死に直結する疾患へと発展するリス
クが高く、以前よりこの過程を経た死は死因

の上位を占め、毎年世界中で 1700 万人が心
血管疾患で死亡している。当時、動脈硬化症
の予防治療薬としてはコレステロール生合
成の律速酵素の１つである HMG-CoA 
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(3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A) 還元
酵素を特異的に阻害しコレステロールを低
下させるスタチン系医薬品が主に用いられ
ており、研究開始当初では、世界の医薬品売
上高のトップ 10 にスタチン系医薬品は 3 製
品も入っていた。しかし、現実には 30~40%
しか発症抑制効果が得られず、治療を受けて
いた患者の半数が心血管疾患等を抑制して
いないことが明らかになってきていた 
(Libby P, J. Am. Coll. Cardiol. 46, 1225-1228 
(2005))。その理由として動脈硬化の発症は複
雑で複合的であることがあげられ、患者個々
の病態や病因に合わせた治療が必要である
と考えられる。以上のことから、スタチン系
医薬品とは異なる新しい作用機序を有する
医薬品の開発が急務であった。しかし、スタ
チン系医薬品に代わる医薬品の開発はほと
んど進んでいなかった。 
 動脈硬化初期病巣において、変性した低密
度リポ蛋白質 (LDL) をマクロファージが取
り込み、細胞内に主にコレステリルエステル 
(CE) 及びトリグリセリド (TG) で構成され
た脂肪滴を大量に蓄積することが知られて
いる。動脈硬化症はこの過程を経て進展して
いくと考えられていることから、それを阻害
する化合物は医薬品の新たな候補として期
待されている。 
 
２．研究の目的 
 西川らは、変性
LDL の代わりに、
容易に調製できる
酸性リン脂質を含
有したリポソーム
をマウス腹腔マク
ロファージととも
に培養することに
よりマクロファージ内に脂肪滴を形成させ
ることを報告した (Nishikawa et al., J Biol 
Chem., 265, 5226 (1990))。この過程は変性 LDL
の場合と同様にスカベンジャーレセプター
を介した代謝経路で進行する。我々は、この
評価系を基本とし、マイクロプレートを用い、
脂肪滴を直接染色し顕微鏡で観察する評価
系と放射標識脂肪酸を同時に添加し脂肪滴
成分である中性脂質 (CE と TG) を定量する
生化学的な評価系を構築し、微生物資源を中
心に、その阻害剤を探索してきた。その過程
において、3 つのアミノ酸と 1 つの ß ヒドロ
キシ酸で構成されるシクロデプシペプチド
beauveriolide IIIが Beauveria sp. FO-6979株よ
り発見された。本化合物は、マウスレベルで
動脈硬化の進展を抑制することを既に証明
しており (Namatame et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 101, 737 (2004))、新たな動脈硬化予
防治療薬のリード化合物として注目されて
いる。生化学的解析から、作用点は小胞体

膜 に 局 在 す る acyl-CoA:cholesterol 
acyltransferase (ACAT) と報告してきた。
ACATには 2種類のアイソザイム (ACAT1
と ACAT2) が存在し、生体内における機能
や局在が異なることから、阻害剤のその選
択 性 を 調 べ る こ と は 重 要 で あ る 。
Beauveriolide IIIは細胞レベルと酵素レベル
で阻害の選択性が一致しないという疑問点
があり、本研究ではその理由を検討した。
また、新たな候補分子の提供を目的とし、
天然資源を対象としたマクロファージ内脂
肪滴蓄積阻害剤の探索と作用機序の解析を
行った。 
 
３．研究の方法 
(1) マクロファージ内脂肪滴蓄積阻害活性の
測定 
脱血死させたマウス腹腔から採取した初代
培養マクロファージにホスファチジルセリ
ンを含むリポソームを添加することで脂肪
滴を蓄積させた。①その培養液に[14C]オレイ
ン酸を加えておくことで放射標識させた脂
肪滴の主成分であるコレステリルエステル
とトリアシルグリセロールの放射線量を測
定し、阻害活性を算出した。②脂肪滴を oil red 
Oで染色後、顕微鏡で観察して形態学的に評
価した。また、リソソームからのコレステロ
ール輸送を阻害する pregnenoloneと[14C]コレ
ステロールを含むリポソームを用いること
で、コレステロールの輸送に対する影響を調
べた。 
 
(2) ACAT1、ACAT2阻害活性の測定 
ACAT1及び ACAT2発現細胞 (ACATを欠損
させた Chinese hamster ovary細胞に、各々ア
フリカミドリザルACAT1遺伝子及びACAT2
遺 伝 子 を 安 定 導 入 し た 細 胞 、 各 々
ACAT1-CHO、ACAT2-CHO と略) は、Prof. 
Rudel (Wake Forest Univ. USA) より入手した。
これらの細胞に蛍光基質 (NBD-cholesterol) 
または [14C]基質 ([14C]オレイン酸) を取り
込ませ、生じたコレステリルエステル (CE) 
量を定量し、ACAT1及び ACAT2 の活性を測
定した。また各細胞のミクロソーム画分を用
いて、[14C]基質 ([1-14C]oleoyl-CoA) により酵
素レベルでのACAT1とACAT2の活性も測定
した。 
 
(3) セミインタクト細胞を用いた脂肪滴蓄積
阻害活性の測定 
ACAT1-CHO、ACAT2-CHO 細胞をジギトニ
ンで処理することでセミインタクト細胞を
調製し、その確認はトリパンブルー排除法に
より行った。[1-14C]oleoyl-CoA を基質として
取り込ませ、生じたコレステリルエステル 
(CE) 量を定量し、ACAT1 及び ACAT2 の活
性を測定した。 

Beauveriolide III 



 

 

 
(4) 結合タンパク質の解析 
共同研究者に調製していただいたビオチン
標識体に細胞のライセートを反応させ、アビ
ジンビーズを用いて結合タンパク質を回収
した。SDS-PAGEで分離後、LC-MS/MSある
いは Western blotting法で解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 以前に、我々が真菌の培養液中より発見
した beauveriolideについて解析を進めた。本
化合物の標的は ACAT (小胞体膜に局在) で
あると予想していたが、細胞を用いた解析 
(小胞体膜が正常に維持) とミクロソームを
酵素源とした解析 (小胞体膜の配向性は無制
御) では阻害活性と両アイソザイムに対する
選択性が異なっていた (細胞での評価は
ACAT1 選択的、ミクロソームでは両アイソ
ザイムを同程度阻害)。そこで、膜の配向性が
重要であると仮説をたて、それを維持させた
セミインタクト細胞を調製して評価を行っ
た。その結果、細胞を用いた評価と同様に
ACAT1に選択性を示した。以上の結果から、
本化合物の選択的阻害活性には小胞体膜の
維持が重要であることが示唆された。さらに
解析を進めるにあたり、得られた構造活性相
関を考慮してビオチンを付加した誘導体を
共同研究者に調製して頂いた。まず、ACAT1
または ACAT2 を選択的に発現させた細胞の
ミクロソームを用いて酵素アッセイを行っ
たところ、天然の beauveriolide と同様に
ACAT1に対してACAT2より強い阻害活性を
示したことから、本誘導体はツールとして活
用できると考えられる。そこで、ビオチン標
識したビーズを用いて結合タンパクをつり
あげWestern blotting法で解析した。その結果、
期待した通り本誘導体は ACAT1 に親和性高
く結合していることが明らとなった。以上の
結果から、beauveriolideの標的が ACATであ
ることは疑いのないものと理解している。 
 
(2)マクロファージ内脂肪滴蓄を阻害する化
合物を、微生物資源、食品や生薬成分などの
天然物資源から探索した。 

①アカネ科の Rubia 
cordifola に含まれる成
分である rubimaillin に
目的の活性を見いだし
た。さらに、その標的が
ACAT であることを明
らかにした。本植物は、
利尿や解熱作用を有す
る薬草として中国で使
用されており、今後、動脈硬化予防作用のあ
る機能性食品としての活用が期待できる。さ
らに、本化合物は angular 型に結合した芳香

環を基本骨格とする。過去の我々の報告 
(Sakai et al., J Antibiot., 61, 568 (2008)) と相関
性よく、2種の ACATアイソザイム (ACAT1、
ACAT2) のうち ACAT2 に対して ACAT1 よ
りも強い阻害活性を示した。ACAT2 に選択
的に阻害活性を示す化合物は現在のところ
pyripyropene A 以外にはあまり報告されてい
ないことから、本発見は非常に興味深いもの
である。 

②真菌 Penicillium cecidicola FKI-3765-1株よ
り新規 pentacecilide 類を発見した。コレステ
ロール代謝に対する影響や酵素阻害活性等
を調べた結果、本化合物も ACATを阻害して
いることを明らかにした。現在までに報告さ
れている中で最も優れた ACAT2 選択的阻害
剤である pyripyropene Aと類似したテルペン
類であることから、さらに詳細に構造活性相
関を研究することにより、pyripyropene 類の
創薬研究に応用できると期待される。 

③ACATはマクロファージ内脂肪滴蓄積阻害
剤の重要な標的と考えられることから、その
阻害剤を探索した結果、真菌 Verticilium sp. 
FKI-2679株より新規verticilide類を発見した。
本化合物は beauveriolide類と同様に環状デプ
シペプチドであるが、beauveriolide とは逆に
ACAT2に対してACAT1よりも強い阻害活性
を示した。Beauveriolide 類は、構成アミノ酸
を置換することでACAT1とACAT2に対する
選択性を変化させることが可能であること
から、verticilide類と比較しながら、環状デプ
シペプチド類の構造活性相関をさらに詳細
に解析できると考えられる。それらの成果を
ふまえて誘導体研究を発展させることによ
り、beauveriolide からの創薬研究が大きく進
展すると期待される。 
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