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研究成果の概要（和文）： 

がんなどの化学療法において，多剤排出トランスポーターの過剰発現による多剤耐性化は
解決すべき重要な問題である。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae の多剤耐性化遺伝子
（PDR）のネットワークは ABC トランスポーターの転写因子および ABC トランスポータ
ー自体をコードしている。本研究では 154 種のフラボノイド類を合成し，PDR1，PDR3，
PDR8，PDR10，PDR11 および PDR16 遺伝子を破壊した出芽酵母を用いて薬剤感受性に
基づくスクリーニングを行った。その結果，フッ素原子を導入したフラボノイド類が
pdr1D株に対する特異的増殖抑制活性を有することが明らかとなった。この結果は多剤耐
性化メカニズムに対する知見を深めるばかりでなく，がんの化学療法における新しい展開
が期待される。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Multidrug resistance (MDR) mediated by broad specificity transporters is one of the 
most important strategies used by pathogens, including cancer cells, to evade 
chemotherapy. In the yeast Saccharomyces cerevisiae, a complex pleiotropic drug 
resistance (PDR) network of genes involved in MDR is composed of the transcriptional 
regulators which activate expression of the ABC transporters-encoding genes. We have 
synthesized 154 flavonoids and screened for their antiproliferative activities toward 
isogenic S. cerevisiae strains deleted of PDR1, PDR3, PDR8, PDR10, PDR11, PDR16 
and fluorinated flavonoids demonstrated the specific antiproliferative activity toward 
pdr1D strains. Our results may contribute to a better understanding of the mechanism 
of MDR. They also provide the indication of the physiological function of MDR 
transporters and suggest new approaches for cancer chemotherapy. 
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１．研究開始当初の背景 
がんの化学療法における深刻な問題の一

つに，化学構造も作用機序も異なる複数の抗
がん剤に対して耐性化するという多剤耐性
化が挙げられる。多剤耐性化には数種のメカ
ニズムが知られているが，中でも過剰に発現
した薬剤トランスポーターである P-糖タン
パク質による抗がん剤の細胞外排出が重要
であることが明らかにされている。P-糖タン
パク質は，初めて同定された多剤耐性 ABCト
ランスポーターであり，現在までに約 250種
の多剤耐性 ABCトランスポーターが同定され
ている。その機能の解明は，がんの化学治療
における多剤耐性克服のための重要な課題
と位置づけられている。 
多剤耐性 ABCトランスポータースーパーフ

ァミリーに属するタンパク質の特徴は，
Walker A と walker B とよばれるモチーフで
ある。いずれも ATPとの結合，および ATPの
加水分解に関与している。ATP 結合／ATP 加
水分解する部位と膜貫通領域とのカップリ
ングが輸送機能に必須であり，ATP結合／ATP
加水分解によるトランスポータータンパク
質のコンフォメーション変化が伝達される
ことにより，物質の膜輸送が駆動，あるいは
制御されていることが報告されている。これ
らのモチーフが生物進化を超えてよく保持
されたアミノ酸配列を持つことは，本機構が
真核生物細胞の生命維持装置として重要な
ことを物語っている。 
細胞内に移行した薬剤分子は細胞膜近傍

でその効果を発揮するが，多剤排出トランス
ポーターは薬剤分子を細胞外へ排出するこ
とで，がん細胞は多剤耐性化する。 
さらにこの問題を複雑にしているのが，一

種類のトランスポーターであっても化学構
造や作用機序の異なる多種多様な薬剤を排
出してしまうことにある。一般的な酵素は特
定の基質にのみ作用するという基質選択性
をもつが多剤排出トランスポーターはその
例外であり，きわめて幅広い化合物を基質と
する。しかし，その選択性はまったくの無制
限ではなく，糖やアミノ酸など細胞にとって
有用な物質は排出しない。このように生物学
上例外的な性質をもつ多剤排出トランスポ
ーターが，どのような仕組みで薬剤を異物と
して認識し排除するか理解することはきわ
めて重要である。これにより多剤排出トラン
スポーターで排出されない薬剤や多剤排出
トランスポーター自体の阻害物質の開発に
つながるばかりでなく，多剤耐性化により有
効性の低下した薬剤に薬効を復活させるな
どの応用面での展開も期待されている。また，
がん細胞で多剤排出トランスポーターが過
剰発現することは，その生合成の調節も多剤
耐性化阻害のための標的となりうることを

示している。多剤耐性化阻害物質をスクリー
ニングするには，多剤排出トランスポーター
生合成を含めた多面的評価法の構築が必要
である。 
従来，多剤排出トランスポーターの活性評

価は培養細胞に供試化合物を投与し，このう
ち細胞膜を透過した供試化合物量を定量す
ることで行われており，これによりマクロラ
イド系抗生物質，アゾール系抗菌薬およびベ
ラパミル等の Ca2+チャネル開口抑制剤に多剤
排出トランスポーター阻害活性があること
が報告されている。しかし，この方法では定
量分析のための前処理等が必要であり，多数
の化合物や天然資源をスクリーニングする
ための手法としては適していない。また多剤
排出トランスポーター自体の阻害剤なのか，
それとも生合成阻害剤なのかの区別も困難
である。 
このような背景のもと多剤排出トランス

ポーター阻害物質開発のため，多面的で迅速
なスクリーニング法の構築が求められてい
る。本申請では，ヘテロ二倍体出芽酵母のハ
プロ不全を利用することで標的分子が明確
となるスクリーング法を構築し（図１），こ
れをもとにして新規多剤排出トランスポー
ター阻害物質の創製をはかるものである。 
本研究では化合物ライブラリーをスクリ

ーニングのための評価パネルとして出芽酵
母 Saccharomyces cerevisiae の遺伝子破壊
株コレクションを用いた。出芽酵母は遺伝学
研究が進んでおり，さらにヒトとの間で数千
のオルソログ遺伝子があると推定されてお
り，薬剤のターゲット探索と作用メカニズム
の解明に適したモデル生物である。実際，
FK506 やシクロスポリン A，ラパマイシン，
ワートマニンなどは出芽酵母のオルソログ
タンパク質もターゲットとすることが報告
されている。 
 

図１．遺伝子破壊株による標的分子の同定 

 
 
２．研究の目的 
(1) 遺伝子変異株による評価パネルの構築
と標的分子の同定  
Saccharomyces Genome Deletion Project に
より，既知酵母 ORF の 96 ％を網羅したノッ
クアウト酵母（YKO）コレクションが構築さ



れている。これには DNA修復，細胞周期チェ
ックポイント，エネルギー産生，情報伝達系，
多剤耐性など多岐にわたる遺伝子群に関わ
る 6,000 種以上の YKO突然変異株が含まれて
おり，酵母ゲノムが発現するタンパク質の機
能解析に有用である。 
そこで，作用機序が明らかにされている代

表的な生物活性化合物について YKOコレクシ
ョンの各突然変異株に対する感受性を調べ
る。できるだけ多くの化合物について感受性
パターンを解析することで，感受性パターン
による化合物の分類や作用様式，さらには標
的分子の同定を試みる。類似の多剤耐性化阻
害機構を有する化合物の間では，類似の感受
性プロファイルが得られることが期待され
る。さらに，感受性プロファイルと S. 
cerevisiae の詳細なゲノム情報を組み合わ
せることで，ある特定の多剤耐性メカニズム
について，関連する一連の遺伝子群が抽出さ
れてくる可能性もある。 
このように，作用メカニズム既知の生物活

性化合物を用いて，多剤耐性に関与する遺伝
子（すなわち突然変異株）の抽出を試みた後，
抽出された変異株の感受性パターンとゲノ
ム情報を精査することで，多剤耐性化に関与
する遺伝子の関連づけをはかることとした。
さらに，これらの知見をもとにして，新規多
剤耐性化阻害物質を検出するための「遺遺伝
子変異株による評価パネル」の構築をはかる
ことを計画した。 
 
(2) 化合物ライブラリーの構築と感受性プ
ロファイルの解析 
本研究の成否は，酵母変異株パネル用の試料
とするための化合物ライブラリーの特性に
依存していると考えた。すなわち，細胞内に
おける生命現象のメカニズムを解明する研
究では，細胞内に存在する多くのタンパク質
の機能を調整する必要があり，また無数とも
いえる表現型をもたらすための刺激を加え
る必要がある。このためには多様な化合物を
含む多様性指向ライブラリーが有利である
と考えられる。したがって，多様な化合物と
多様な生理活性を含む化合物ライブラリー
の構築を目指すこととした。作用機序が明ら
かにされている代表的な化合物として，フラ
ボノイド類とクマリン類を中心として，置換
基の多様性と共に骨格構造にも多様性を与
える反応の設計を行い，多様性指向ライブラ
リーの構築を試みた。 
このような化合物ライブラリーを遺伝子

変異株による評価パネルに供することで，新
しい多剤耐性化阻害物質の探索を試みるこ
ととした。しかし，新規多剤耐性化阻害物質
を検出するために， YKOコレクション中のす
べての突然変異株を用いて試験することは
非現実的である。上記の知見をもとに，同等，

あるいは代替可能な遺伝子を削除し，効率よ
く活性を検出するための評価パネルの最適
化をはかることとした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 評価パネルの構築  
出芽酵母の多剤耐性化関連遺伝子（pdr 遺伝
子）として 16 個が明らかにされている。そ
れぞれの遺伝子破壊株 16 株および野生株を
評価パネルとして，化合物ライブラリーのス
クリーニングを行い，新規多剤耐性化阻害物
質の探索的合成をはかった（図２ (1)）。多
様な物質の感受性パターンを解析すること
で，感受性パターンによる化合物の分類や作
用様式，さらには標的分子の同定を試みる。
類似の多剤耐性化阻害機構を有する化合物
の間では，類似の感受性プロファイルが得ら
れることが期待された。 
一方，出芽酵母遺伝子破壊株（YKO）コレ

クションの中には，pdr 遺伝子以外にも多剤
耐性化に関与する遺伝子が含まれて可能性
がある。しかし，すべてを評価パネルに用い
るのは非現実的であるため，作用機序の明ら
かな代表的生物活性物質を評価パネルとし
て YKOコレクションのスクリーニングを行い
（図２ (2)），多剤耐性化に関与する遺伝子
の抽出を試みた。感受性プロファイルと S. 
cerevisiae の詳細なゲノム情報を組み合わ
せることで，これまで明らかにされていなか
った多剤耐性化に関連する一連の遺伝子群
の抽出を試みた。 
薬剤の薬理学的標的分子を同定すること

ができれば，より薬効の高い薬剤の開発や副
作用の少ない薬剤の開発につながることか
ら，標的分子の体系的同定法の確立が求めら
れている。本申請で計画している遺伝子破壊
二倍体（ヘテロ二倍体）のハプロ不全を利用
した標的分子同定法はこの目的にかなうも
のであると考えられた。 

 

図 2．評価パネルの構築 

 

ヘテロ二倍体細胞では姉妹染色体のうち
一方に変異が起っているが，もう一方の染色
体により補われるため増殖可能である。しか



し，ヘテロ二倍体における当該遺伝子産物タ
ンパク質の量はホモ二倍体より少なく，当該
タンパク質の阻害物質に対する感受性は高
い。一方，当該タンパク質以外の阻害物質に
対する感受性についてはホモ二倍体とヘテ
ロ二倍体変異株の間で差異はない。すなわち，
ヘテロ二倍体変異株の薬物感受性はホモ二
倍体株よりも高く，薬剤添加することにより
ハプロ不全が表現型として表れることにな
る。この現象を利用して化合物ライブラリー
のスクリーニングを行うことで，特定遺伝子
産物に特異的な阻害物質を選抜することが
可能となることが期待された（図３）。 

  

図 3．ハプロ不全によるスクリーニング 

 

本研究では，出芽酵母で明らかにされてい
る 16個の多剤耐性化遺伝子（pdr遺伝子）を
それぞれ破壊したヘテロ二倍体変異株 16 種
（比較のためにホモ二倍体と一倍体野生株
を加えて）を評価パネルとして化合物ライブ
ラリーのスクリーニングを行った。すなわち，
化合物を野生株に投与した場合に得られる
遺伝子発現プロファイルと，当該化合物の標
的であるとされる遺伝子の破壊株の発現プ
ロファイルを比較し，その相関性を考慮する
ことで標的分子の同定を試みた。出芽酵母の
詳細なゲノム情報を組み合わせることで，薬
剤によるハプロ不全を用いたスクリーニン
グ法は，薬物の輸送，代謝または耐性に関わ
る遺伝子産物も明らかにできると期待され
る。また，標的となる遺伝子量が減少すると
薬剤感受性が増加する現象を利用して標的
分子の探索が行われていたという報告もあ
ることより，このような現象についても検証
を試みた。 
 
(2) 化合物ライブラリーの構築 
本研究の成否は，酵母変異株パネル用の試

料とするための化合物ライブラリーの特性
に依存している。生命現象のメカニズムを解
明する研究において，標的分子が明らかでな
い場合には，無数ともいえる表現型をもたら
すための刺激を加える必要があるため，多様
な化合物を含む多様性指向ライブラリーが
有利であると考えられる。 
しかし本研究のように，標的分子が明らか

な場合には，フォーカスト化合物ライブラリ
ーが用いられる。フォーカスト化合物ライブ
ラリーとは，標的タンパク質への結合能を高

めるために限られた骨格構造を基本として
数多くの類縁体を合成することで，化合物ラ
イブラリーの構築をはかるものである。 
そこで本研究では，フラボノイド類に ABC

トランスポーター阻害活性があるという報
告に注目し，フラボノイド類の系統的合成を
行うことでフォーカスト化合物ライブラリ
ーの構築をはかった。具体的には，2-ヒドロ
キシアセトフェノン類と安息香酸類（あるい
は各種の芳香族カルボン酸）とのエステルを
合成した後に，塩基性条件下で加熱処理を行
うことで Baker-Venkataraman 転位を誘導し
て 1,3-ジケトン類とし，これを酸性条件下で
脱水･環化することで各種のフラボノイド離
を合成した（図 4）。 

図 4．フラボノイド類の合成 

 
同時に本研究では，多様な化合物と多様な

生理活性を含む化合物ライブラリーの構築
を目指し，化合物ライブラリーを構成する化
合物について系統的に多剤耐性化阻害活性
を評価する必要があったため，天然資源中の
活性物質の探索についても検討を行った。特
にキク科リグラリア属植物中の化合物の探
索を行った。 
このようにして作用機序が明らかにされ

た代表的な化合物を中心として，置換基の多
様性と共に骨格構造にも多様性を与える反
応の設計を行うことで，多様性指向ライブラ
リーの構築も試みた。化合物ライブラリーを
遺遺伝子変異株による評価パネルに供する
ことで，新しい多剤耐性化阻害物質の探索的
創製をはかった。 
 
４．研究成果 
(1)効率的ハロゲノフラボノイド類合成法の
確立 
研究代表者らによりすでに構築されていた
フラボノイド類縁体の化合物ライブラリー
について ABCトランスポーター阻害物質のス
クリーニングを行った。当初，この化合物ラ
イブラリーにはポリヒドロキシフラボン類，
ポリメトキシフラボン類，ポリメトキシフラ
バノン類，ポリメトキシフラバノン類を中心
とした化合物が含まれていたが，その中で活
性を示したのはフラボノイド骨格にハロゲ
ン原子を導入したハロゲノフラボノイド類
であった。しかし当初の化合物ライブラリー



中のハロゲノフラボノイド類の数は少数で
あったため，ハロゲノフラボノイド類の系統
的合成を行った。 

図 5．合成ハロゲノフラボノイド類（一部） 

 

当初は Baker-Venkataraman 転位を経由す
る 1,3-ジケトン類を経由する方法でフラボ
ノイド合成を行っていたが，より効率的なハ
ロゲノフラボノイド類合成をはかるため，カ
ルコン類を合成中間体とし，環化条件を選択
することでフラボノイド骨格あるいはフラ
バノン骨格を選択的に合成する条件を明ら
かにすることができた。これによりハロゲノ
フラボノイド類 100種余りを合成することが
できた。 
 
(2)評価パネルの構築 
本研究ではフラボノイド類の他にクマリン
類やスチルベノイド類についても合成した
り天然資源より抽出したりして，本スクリー
ニングシステムで評価を行った。本研究では
多剤耐性関連遺伝子破壊株である pdr1，
pdr3，pdr8，pdr10，pdr11，pdr16，
および対照株として野生二倍体株 BY4743 の
増殖を比較することで，特定遺伝子破壊株へ
の作用を評価した。その結果，pdr1と pdr8

および pdr10に対して同時に活性を示すフ
ラボノイド類を見いだすことができ。Pdr1
と pdr8は ABCトランスポーターの転写因子
であることが明らかにされており，一方
pdr10は ABCトランスポーター自体をコード
する遺伝子であることが明らかにされてい
ることから，この知見は評価パネルを構築す
る上できわめて有用な知見であると考えら
れる。すなわちすべての遺伝子破壊株を用い
てスクリーニングすることは多大な時間と
労力を要するため非現実的であるが，このよ
うに化合物による感受性をもとにした遺伝
子の相互関係が明らかになることで，効率的
な評価パネルが構築できると考えられるた
めである。今後はより詳細な遺伝子間の相互
作用を明らかにするため，更なる研究を進め
ていく必要がある。

 
(3)ABC トランスポーター阻害活性を持つフ
ラボノイド類 
本研究で選択的阻害活性を示した化合物と
して 5a，5b，5fおよび 5jをあげることがで
きる（表 1）。 
 
表 1. 薬剤感受性試験結果 (IC50 / M) 
 5a 5b 5f 5j 
BY4743 25 11 >400 >400 
pdr1 7 14 63 >400 
pdr3 34 75 >400 >400 
pdr8 25 38 >400 >400 
pdr10 29 80 >400 >400 
pdr11 31 78 >400 >400 
pdr16 33 22 >400 >400 
 
いずれもフッ素原子を導入したフラボノイ
ド類である。フッ素原子は水素原子と原子半
径がほとんど変わらないことから、これら 4
種のカルコン類の立体構造に大きな差はな
いと考えられるため、活性の差は膜タンパク
通過時よりも生体内の代謝における反応性
の違いに起因するものであると推測される。 
また、pdr1のみに高い活性を示した化合物
が明らかになったことは，この遺伝子は薬剤
排出タンパクをコードする pdr5の転写に関
与しているとの報告があることから、興味深
い知見である。 
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