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研究成果の概要： 
 
アゾール剤耐性獲得に寄与する病原真菌 ABC トランスポーターの薬剤排出機構の解明

と新規抗真菌薬の開発を視野に入れた基礎研究を行った。病原真菌の ABC トランスポー
ターを発現した出芽酵母を用い、ポンプ阻害剤とアゾール剤を組み合わせてポンプ阻害剤
に非感受性の変異 ABC トランスポーターを多数分離した。変異部位の同定と変異トラン
スポーターの生化学的性状を解析し、ポンプの基質特異性、アゾール剤排出能、ポンプ阻
害剤の結合部位などを明らかにした。 

C. albicans の ABC トランスポーター遺伝子 CaCDR1 に変異を誘導し、ポンプ阻害剤 FK506
に非感受性となる変異を 17 種類同定した。これらの変異 CaCDR1 遺伝子を出芽酵母にそれぞ
れ発現させた株を作製し、薬剤感受性試験および阻害剤感受性試験を行った。ほぼすべての変
異株は、fluconazole、rhodamine 6G、cycloheximide に対する耐性を保持していた。しかし、8 番
目の膜貫通αへリックスに N1240D 変異を有する株はローダミン６G に対する耐性度が著しく
低下し、1 番目の膜貫通αへリックスに N535I 変異をもつ株は fluconazole に対する耐性度が特
異的に低下した。この結果は、CaCdr1p における FK506 による阻害効果と CaCdr1p の薬剤輸送
との間に相関があることを示唆している。さらに、変異株は構造の異なる阻害剤、enniatin B と
beauvericin に対しては野生型 CaCdr1p 発現株と同程度の感受性を示したことから、本研究で同
定した遺伝子変異は FK506 に対する感受性を特異的に低下させるものであると考えられた。 
変異部位の特徴から多種の基質輸送の仕組みを解析し、病原真菌の細胞外輸送の理解を

深めることが可能となった。新しい作用部位を標的とする新規抗真菌薬の開発が困難な現
状で、将来ポンプ阻害剤の併用により既存のアゾール剤の優れた特性を生かすことができ
れば、この研究の意義は大きい。 
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１．研究開始当初の背景 
 
カンジダ症やアスペルギルス症などの深

在性真菌症が確実に増加している。これらの
真菌症は、エイズ、悪性腫瘍、血液疾患など
の基礎疾患を持つ患者や臓器・骨髄移植を受
けた患者に多発しており、医療の先進・高度
化ならびに人口の高齢化に伴う日和見感染
症として、今後もさらに増加することが危惧
されている。真菌症を克服するための新薬の
開発が待たれているが、病原真菌と宿主であ
るヒトの間には共通した遺伝子や生体分子
が多いために、選択毒性の高い薬剤が得られ
難い。既存の抗真菌薬の中では、アゾール系
抗真菌剤が最も広く使われ、ヒトに対する副
作用が少なく、良好な血中濃度が得られるた
め新薬開発の中心をなしてきた。特にフルコ
ナゾールは、エイズ患者の口腔咽頭カンジダ
症の予防・治療に用いられてきたが、本薬に
対して耐性の C. albicans 臨床分離株が頻繁に
分離されるようになった。これを契機に C. 
albicans のアゾール剤に対する耐性機構の解
明が進み、真菌細胞膜に局在する薬剤排出ポ
ンプの過剰発現がアゾール耐性の主な原因
であることが明らかになった。 
 そこで真菌の薬剤排出ポンプの働きを止
めてアゾール剤の菌体内濃度を保つことに
より、薬剤本来の抗菌力を発揮する方法を考
えた。これは既存の抗真菌剤を生かすことに
もなり、新規の抗真菌物質の探索と並行して、
耐性菌問題を克服するための手段として欠
かせないと考えられる。本研究においては病
原真菌の薬剤排出ポンプを高発現した出芽
酵母発現系を用いて真菌の薬剤排出ポンプ
阻害剤の探索を行った。 
 
２．研究の目的 
 
 ATP binding cassette (ABC) トランスポータ
ーは、ATP の加水分解エネルギーによって立
体構造を変化させて、様々な生体異物を細胞
外に排出する。病原真菌において ABC トラ
ンスポーターは、アゾール系抗真菌薬を排出
して真菌を薬剤耐性化するため、抗真菌薬に
よる真菌症治療を困難にしている。本研究で
は、病原真菌 C. albicans の ABC タンパク質
Cdr1p (CaCdr1p)とその阻害剤として働く
FK506との相互作用メカニズムを明らかにす

ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
排出ポンプ阻害剤スクリーニングの評価

系およびポンプ機能の解析としては、C. 
albicans の主要な排出ポンプ遺伝子 CDR1、
CDR2、MDR1、C. glabrata の CgCDR1 および
CgPDH１、S. cerevisiae の ScPDR5 をそれぞれ
S. cerevisiae AD 株に導入した排出ポンプ高発
現株を用いた。S. cerevisiae AD 株はあらかじ
め 7 種の内在性ポンプが破壊されているので
アゾール剤に高度感受性であり、この株に外
来性の排出ポンプ遺伝子を導入・発現するこ
とによりポンプ固有の排出機能を反映した
アゾール剤耐性株が得られている。さらにア
ゾール耐性C. albicans 臨床分離株2株を用い
た。 
 ポンプ阻害剤による菌の感受性化は in vivo 
および in vitro assayによってしらべた。In vivo 
assay においては、sub-MIC 濃度のフルコナゾ
ールを含む寒天培地で菌を培養し、感受性デ
イスク法を用いて阻止円の大きさで判定し、
またマイクロプレートを用いたミクロ希釈
チェッカーボード法でしらべた。さらにロー
ダミン 6G の排出活性阻害効果を測定した。
一方、In vitro assay はアゾール耐性菌から細
胞膜を調整し、排出ポンプ (Cdr1p) の ATPase
活性に対する阻害効果を測定した。 
 
４．研究成果 
 
 CaCDR1遺伝子上の FK506非感受性化変異

をこれまでに 17 種類同定した。FK506 非感

受性化変異をもつCaCDR1遺伝子を出芽酵母

に発現させた株を作製し、薬剤感受性試験お

よび阻害剤感受性試験を行った。ほぼすべて

の変異株は、 fluconazole、 rhodamine 6G、

cycloheximide に対する耐性を保持していた。

しかし、8 番目の膜貫通αへリックスに

N1240D 変異を有する株はローダミン６G に

対する耐性度が著しく低下し、1 番目の膜貫

通αへリックスに N535I 変異をもつ株は

fluconazole に対する耐性度が特異的に低下し

た。この結果は、CaCdr1p における FK506 に

よる阻害効果とCaCdr1pの薬剤輸送との間に

相関があることを示唆している。さらに、変



異株は構造の異なる阻害剤、enniatin B と

beauvericin に対しては野生型 CaCdr1p 発現株

と同程度の感受性を示したことから、本研究

で同定した遺伝子変異は FK506 に対する感

受性を特異的に低下させるものであると考

えられた。 
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