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研究成果の概要（和文）：新規物質bemzophomopsin Aは、1.25μg/discで遺伝子変異酵母に対し

作用したが、カルシニューリンを100μMで阻害しなかった。9-(Methylsulfinyl)hexyl 

isothocyanateは、GSK-3βをATP拮抗的にKi = 10.5μMで阻害し、一方falcarindiolは、ATP非拮

抗型（Ki=86.9 μM）でペプチド基質拮抗型（Ki=46.5 μM）であった。Pisiferdiolは、酵母に

対してカルシニューリンの発現を抑制した。 

 
研究成果の概要（英文）：A new compound, bemzophomopsin restored the growth activity of 
the yeast mutant strain (zds1Δ erg3Δ pdr1/3Δ) at 1.25μg/disc and has no inhibition 
activity against calcineurin at 100 μ M. 9-(Methylsulfinyl)hexyl isothocyanate 
inhibited GSK-3β with ATP competitive manner on Ki = 10.5μM and falcarindiol inhibited 
GSK-3β with ATP non-competitive manner on Ki = 86.9μM and the peptide substrate 
competitive manner on Ki=46.5 μM. Pisiferdiol decreased the expression of calcineurin 
in the mutant yeast. 
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１．研究開始当初の背景 

受精、免疫、神経系など種々の重要な細胞
機能の調節に関わる新たなCa2+シグナル伝達
阻害剤を、Ca2+感受性かつ薬剤超感受性の遺伝
子変異酵母（zds1Δ erg3Δ pdr1/3Δ）が、
そのCa2+シグナル伝達に関わるいずれかの分
子標的が阻害された結果示す特徴的な生育円

という表現型を用い、微生物の単離化合物に
求めた。本研究では、構造の異なる新規物質
の分子標的の解析を、合成致死の性質を有す
る遺伝子破壊酵母や野生型酵母の特徴的な生
理的性質に加え、結合タンパク質の手法を用
いることで明らかにすることを目的とし、そ
の解析の結果、有効な可能性のある病態が明
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らかとなり、将来的には医薬品などとして国
民の健康に寄与することを考えている。  
 
２．研究の目的 
 Ca2+感受性かつ薬剤超感受性の遺伝子変異
酵母（zds1Δ erg3Δ pdr1/3Δ）に対して生
育円活性を示した各種天然有機化合物の分
子標的を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 酵母の Ca2+シグナル伝達に関わり、ヒトの
病気とも関わる標的分子は、①Ca2+チャネル
（高血圧・狭心症）、②カルシニューリン（免
疫抑制、アレルギー）、③MAP キナーゼや PKC
がん）、④GSK-3β（アルツハイマー病、2型
糖尿病）などが知られている（Y. Ogasawara, 
et al., J. Antibiotics, 61, 496-502 (2008)、
図１）。これらのいずれかを阻害する物質は
遺伝子変異酵母の細胞周期を動かす、即ち酵
母が生育できて生育円を示すことから、①～
④の標的分子を中心に研究を進めた。 

図 1. 酵母の Ca2+シグナル伝達と疾病との関  
   係 
 
(1) 活性物質の cnb1Δと mpk1Δへの致死効

果試験 
  図 1．に示すように、カルシニューリン経
路と MAPキナーゼ経路はパラレルに作用する
ため、そのいずれの経路に作用しているか調
べるため、合成致死の関係にある遺伝子破壊
酵母 cnb1Δ株と mpk1Δ株に対する物質の致
死効果を調べる（T. Nakamura, et al., Mol 
Gen Genet 251, 211-219（1996））。 
①cnb1Δ＞mpk1Δ：MAP キナーゼ経路に作用     
②cnb1Δ＜mpk1Δ：カルシニューリン経路に
作用 
③cnb1Δ＝mpk1Δ：両方に作用、あるいはそ
の上流か下流に作用 
 
（2）活性物質の野生酵母に対する塩化リチ

ウム感受性試験 
 カルシニューリンは塩ストレス応答に関
わっており、カルシニューリン阻害剤は、塩
化リチウム添加培地の野生酵母に対し致死
活性を有する。そこで、活性物質がカルシニ
ューリンを阻害するかの検討をつける（T. 

Nakamura, et al., EMBO. J., 12, 4063-4071.
（1993））。 
 
(3)カルシニューリン反応 
 市販のカルシニューリン測定キットの酵
素量と基質量を減らして反応時間を長くし
た、図 2 の反応系(Y. Ogasawara, et al., J. 
Antibiotics, 61, 496-502 (2008))で測定し
た。 

図 2．カルシニューリンンの反応系 
 
（4）GSK-3β反応 
 市販のヒト GSK-3βとペプチド基質を用い、
図 3に示す反応系で GSK-3β反応を測定した
(J. Yoshida et al., Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 75, 136-139 (2011))。 

 
図 3. GSK-3βの反応系 
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阻害活性（%） 

=((RLU②サンプル－RLU①サンプル)/(RLU②コントロール－RLU①コントロール))×100 

 

酵素反応速度 v （nmol/min/mg）= （RLU② - RLU①）/180/0.025 

10.0 μl  (5×）      Reaction buffer 

 8.0 μl              H2O 

  5.0 μl  200μM      PGS2  

  5.0 μl  0.0044 unit GSK3β 

  2.0 μl             Sample 

 

 

 

 

 

 

 20.0 μ l  12.5μ M/25mM    ATP/MgCl2 

10.0 μl  (5×）       Reaction buffer 

 8.0 μl             H2O 

 5.0 μl (1×)       Reaction buffer 

 5.0 μl        Solution buffer 

 2.0 μl            Sample 

 

 

l2 

計 50μl 

プレインキュベーション 30℃、5 min 

20.0 μl 12.5μM ATP、25 mM MgCl2混合溶液  

インキュベーション 30℃、180 min 

+ Kinase-Glo Reagent （50μｌ/well） 

相対化学発光量（RLU）を測定 

25℃、10 min 

63μl  H2O 

25μl  Calmodulin (終濃度 0.0625μM) 

5μl  Calcineurin (20 unit)  

2μl  Test sample （control ; MeOH）   

5μl  RⅡ phosphopeptide (終濃度 37.5μM) 

   

  最終容量 100μl 

↓37℃、360 min 

100 µl BIOMOLGREEN T M Reagent              

↓30 min 発色 

 吸光度測定 (A650)  

 



 

 

 
(5)ウエスタンブロット 

酵母内のタンパク質発現の状態をウエス
タンブロット法にて測定した(N. Aburai, et 
al., Phytomedicine, 17, 782-788 (2010)). 
 
 
４．研究成果 
(1) Bemzophomopsin A 
①単離精製と構造決定 
  研究分担者の塩野が、植物寄生糸状菌から
既知物質の xyrainol と共に単離した（Y. 
Shiono, et al., J. Antibiotics, 62, 
533-535 (2009)、図 4）。 
 

 
図 4. Bemzophomopsin A（1）と xyrainol（2）

の構造 
 
②遺伝子変異酵母に対する活性 
 分 子 内 に エ ポ キ シ ド 構 造 を 有 す る
bemzophomopsin Aは遺伝子変異酵母に対し濃
度依存的に生育活性を有したが、xyrainol は
同濃度で活性は認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 5. Bemzophomopsin A（左）と xyrainol（右） 
の遺伝子変異酵母に対する活性 
 
 
(2)9-(Methylsulfinyl)hexyl isothocyanate 
（9-MSITC） 
①遺伝子変異酵母に対する活性 
 ワサビ由来の 6-(methylsulfinyl)hexyl 
isothiocyanate(6-MSITC)も阻止円の周りに
薄い生育円活性という、GSK-3β阻害剤に類
似の表現型を示したが、最も活性が強かった
9-MSITC の遺伝子変異酵母に対する活性を図
6 に示した。 
 
 
 
 

1: 9-MSITC (4μg/disc) 
2: 8-MSITC (4μg/disc) 
3: 7-MSITC (4μg/disc) 
4: 6-MSIOTC (4μg/disc) 
5: 6-MSITC (4μg/disc) 
6: 6-MTITC (4μg/disc) 
7: FK506 (0.02μg/disc) 

図 6. MSITC 各種の遺伝子変異酵母に対する
活性 
 
②GSK-3βに対する活性 
 各種イソチオシアネート類の、ヒト GSK-3
βに対する阻害活性（IC50値）を図 7 に示し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. イソチオシネート類の構造と GSK-3β
に対する活性 
 
 
③9-MSITC の GSK-3βに対する阻害形式 
 図 8 に、9-MSITC の GSK-3βに対する
Lineweaver-Burk plot を示した。9-MSITC は、
基質 ATP に対し拮抗阻害を示し、Ki=89.6μM
であった。 

図 8. 9-MSITC のヒト GSK-3βに対する
Lineweaver-Nurk Plot. 
 
  
(3) Falcarindiol 
①遺伝子変異酵母に対する活性 
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セリ科野菜とウド由来の falcarindiol は、
阻止円の周りに薄い生育円活性という、
GSK-3β阻害剤に類似の表現型を示したが、
GSK-3β阻害剤や 9-MSITC の場合より生育円
の強度は強かった。 
 
 

 
 
図 9. Falcarindiol の遺伝子変異酵母に対す
る活性 
 
③Falcarindiol の GSK-3βに対する阻害形式 
 図 10 に、falcarindiol の GSK-3βに対す
る Dixon-plot を示した。Falcarindiol は、
基質 ATP に対し非拮抗阻害（図 10（上）、
Ki=89.6μM）を示し、ペプチド基質に対し拮
抗阻害（図 10（下）、Ki=89.6μM）を示した。 

図 10. Falcarindiol のヒト GSK-3βに対する
Dixon-plot. 
 
 
(4) Pisiferdiol 
①遺伝子変異酵母に対する活性 
 Pisiferdiol は、マウス PP2Cαの活性化物
質として見出され、HL60 細胞に p38 の脱リン
酸化を促進してアポトーシス誘導細胞死を
引き起こすことを明らかにしているが、遺伝
子変異酵母に対しても濃度依存的に生育活
性を示した。 
 
 
 
 

 

 
 
 
図 11．Pisiferdiol の構造と遺伝子変異酵母
に対する活性 
 
② 遺伝子破壊酵母 mpk1Δ株と cnb1Δ株に対
する活性（合成致死） 
 Pisiferdiol は、cnb1Δ株よりも mpk1Δ株
に対し強く生育阻害（阻止円）を示すことか
らカルシニューリン経路に作用しているこ
とが示唆された。 

 
図 12. Pisiferdiol の cnb1Δ株と mpk1Δ株
に対する活性 
 
③野生酵母に対するリチウム塩感受性試験 
 カルシニューリンは塩ストレスの緩和に
作用しており、カルシニューリン阻害剤はリ
チウムなどの塩の存在下で野生株に致死効
果を示す。Pisiferdiol も、FK506 と同様に
LiCｌ存在下の野生株にのみ致死効果を示し
た。 
 

図 13. Pisiferdiol の LiCl 存在下（左）と
非存在下（右）での野生株に対する致死効果 
 
 
④カルシニューリン阻害とカルシニューリ
ン発現に対する影響 
 ②と③の実験より、pisiferdiol は酵母の
カルシニューリンを阻害することによって、
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遺伝子変異酵母の Ca2+シグナル伝達阻害活性
（遺伝子変異酵母の生育活性）を有すること
が考えられた。以前の我々の実験でマウス
PP2B (カルシニューリン）は 300μM でも阻
害しなかったので、酵母におけるカルシニュ
ーリンを含めた細胞周期に関わるタンパク
質の発現をウエスタンブロットにて調べた。
図 14 に示すように、cnb1p の発現が濃度以前
的に抑制され、その結果細胞周期に負に働く
Swe1p や Cdc25p が減少していた。 

図 14. Pisiferdiol の遺伝子変異酵母のタ
ンパク質発現に対する影響 
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