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研究成果の概要（和文）：　アンホテリシン B による真菌液胞膜の選択的破壊作用による新たな抗真菌化学療法の実
現に向け、新規因子の探索とそれらの作用機序の解明を試みた。アリシン以外の新たなアクセラレーター因子として抗
生物質 niphimycin の側鎖である N-methyl-N”-dodecylguanidine を見いだすとともに、これらによる作用メカニズ
ムの一端を明らかにした。
　液胞破壊作用の誘引条件として、膜構成要素であるエルゴステロール分子の存在と、細胞のオートファジーが深く関
与していることを明らかにし、選択的液胞破壊作用に基づく新たな抗真菌化学療法を実現するためのシステムについて
の提案を行った。

研究成果の概要（英文）： To attempt realization of a novel antifungal chemotherapy based on selective 
fungal vacuole-disruptive activities using amphotericin B, exploring novel amplifier factors and 
elucidating their action mechanism were performed. These studies showed that 
N-methyl-N"-dodecylguanidine, a synthetic analogue of the alkyl side chain of niphimycin, would be a 
candidate as an enhancer of activities of vacuole targeting antifungal antibiotics, in addition to 
allicin, an allyl sulfur compound from garlic, and partly revealed its mode of action.
 Our results obtained with analyses of the mode of action suggested that the presence of ergosterol as a 
component in membranes and progression of autophagy induced execution of vacuole-disruption. We 
additionally proposed a practical approach to realize an antifungal chemotherapy via selective 
vacuole-disruptive activities.

研究分野：生体分子機能学

キーワード： 液胞破壊作用
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１．研究開始当初の背景 
	
 あらゆる抗真菌薬が効かず、発病すると治
療の手だてがない薬剤耐性真菌が世界に広
がり始めている。健康人においては大きな問
題とはならないが、高齢者や免疫抑制剤の投
与を受けている臓器移植患者などの免疫力
が低下した人は命にかかわる。日本では薬剤
耐性真菌による症例の報告はまだ少ないが、
とりわけ、深在性真菌症は難治性疾患であり、
治療期間が長期化することから薬剤耐性化
する可能性が強く潜在し、その拡大は時間の
問題と懸念されている。日本における真菌症
治療では「細胞膜エルゴステロール」あるい
は「細胞壁グルカン」をターゲットとする数
種類の抗真菌剤が承認、使用されているもの
の、薬剤耐性菌の出現の問題に対処しきれて
おらず、臨床現場からは新たな抗真菌剤の開
発が熱望されている。しかしながら、真菌は
宿主と同様の真核生物であり、その機能や構
造から、真菌だけをターゲットとする選択毒
性の高い抗真菌剤の開発は困難であること
に加え、新規物質の開発研究には莫大なコス
トが必要とされることから、抗真菌剤の新規
開発研究は行き詰まりの様相を呈している。
臨床では異種抗生物質の複合使用もなされ
ているが、耐性化の助長、副作用の増幅もあ
って、必ずしも有効な手段とはいえない。こ
のような背景のなか、新たな抗真菌機序に基
づいた抗生物質の開発および使用方法に向
けての臨床医学的要望は高まるばかりであ
る。 
	
 高コストを要する新規物質のスクリーニ
ングや、副作用が危惧される抗真菌剤の複合
使用といったこれまでの手法ではなく、安全
が担保されている天然由来成分と既承認の
抗生物質を組み合わせる新たな手法を用い
て、既存抗生物質に潜在する未知なる活性を
検索した結果、天然由来のニンニク薬効成分
であるアリシンがアクセラレーター因子と
なり、臨床で繁用される既存抗生物質アンホ
テリシンＢ（AmB）に潜在する「真菌液胞膜
障害作用」を増幅する事実が見いだされた。
ヒトには存在しない細胞小器官である「液
胞」をターゲットとするこれまでにない全く
新しいアプローチは、副作用を著しく低減さ
せることや、抗真菌剤への耐性化抑止が可能
となることに加えて、臨床における既存抗生
物質活用の選択肢を拡大し得る画期的なも
のであると考えられる。 
	
 抗真菌剤は細菌用抗生物質に比べて開発
が困難であることや、加速する高齢者人口の
増加に伴って真菌感染症が拡大の一途をた
どっていること等を勘案すると、本研究が及
ぼす社会的インパクトは計り知れない。この
ような背景から、本研究で提案する抗真菌化
学療法の実現に向けた基礎的、応用的検討が
急務と考えた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究においては、まず AmB が真菌に及

ぼす液胞膜破壊作用に基づいて、細胞膜をは
じめとした細胞小器官への影響、液胞膜障害
に関与するタンパク質の解析、薬剤および液
胞膜の保護作用に関与する因子の探索、ヒト
培養細胞における特異性の検証など一連の
インビトロ試験を通して、基礎的データを総
括し、新規ターゲットに基づいた抗真菌剤の
開発と、その臨床使用への具現化に向けた検
討を進める。一方で、真菌液胞膜に選択的な
破壊作用を現出させる新規因子のスクリー
ニングシステムに基づく、新規抗生物質の開
発研究における新たなデザインとしての確
立を目指す。 
 
３．研究の方法 
	
 AmB の殺真菌作用を増幅するアリシン以
外のアクセラレーター因子を見いだすため、
主として出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 
W303 をモデル細胞として使用し、スクリー
ニング実験を行った。ペーパーディスク法お
よび液体培地希釈法を用いて AmB とアクセ
ラレーター因子の組合せによる相乗的抗真
菌作用を観察した。ペーパーディスク法では、
AmB を含まない YPD 寒天培地と AmB を含
む寒天培地それぞれに、YPD培地にて前培養
した S. cerevisiaeを 1×106 cells/mlとなるよう
に懸濁したシャーレプレートを作成した。寒
天培地上に種々薬剤を含んだペーパーディ
スクを貼付し、30℃で 48 時間静置培養した
後に生育阻止円の有無を観察した。液体培地
希釈法においては、YPD培地にて前培養した
S. cerevisiaeを 1×106 cells/mlに希釈した細胞
懸濁液に、倍々希釈により調整した AmB と
種々薬剤を添加し、各々の組合せによる相乗
的効果をチェッカーボード法により判定し
た。AmBとの組合せによって相乗効果が認め
られた新規因子については病原性酵母
Candida albicans お よ び 病 原 性 糸 状 菌
Aspergillus fumigatusに対する効果についても
確認を行い、系統的データを取得した。また、
ヒト培養細胞 HL60 を使用し、RPMI 培地中
における各種薬剤の有効性および細胞毒性
についても検証を行った。 
	
 真菌の細胞小器官である液胞膜に対する
破壊作用については液胞を特異的に染色す
る蛍光プローブ（FM4-64）を使用した。YPD
培地にて前培養した試験菌を PBS バッファ
ーで洗浄した後、5 µM FM4-64 を含む YPD
培地中において 30分間の染色処理を施した。
染色処理後の細胞を再度 PBS バッファーで
洗浄した後、YPD培地中あるいは蒸留水中に
おいて各種薬剤処理を行い、蛍光顕微鏡にて
液胞の形状を観察した。 
	
 AmBの液胞膜障害作用は、貧栄養下、とり
わけ蒸留水中で著しく増幅される。これらの
状況においてはオートファジーが促進され
ることから、AmBとオートファジーとの関連
について検討した。本実験系には、主として 
S. cerevisiae BY4741株および本株に由来する 
Δatg 株ならびに Δvma 株を用いた。これら



の株を YPD 培地中で前培養したのち、蒸留
水に懸濁することでオートファジーを促進
させた。1×107 cells/ml の細胞を懸濁した蒸
留水を、AmBを始めとする種々薬剤の有無の
条件でインキュベートしたのち、生菌数をコ
ロニーカウント法で測定した。また、細胞内
K+の細胞外への漏出を細胞膜障害の指標と
して測定した。AmBの細胞内動態については
AmB に蛍光標識を施した AmB-誘導体 
(dAmB)を用いて蛍光顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
	
 S. cerevisiae 標準株および病原性酵母 C. 
albicans をモデルとして、アリシンおよび
AmB 以外に液胞膜断片化を介して殺真菌活
性を引き起こす新規因子の探索を行った結
果、既存抗生物質ニフィマイシンの側鎖であ
る N-methyl-N''-dodecylguanidine（MC12）が
これらの真菌に対する AmB の液胞膜障害作
用を増幅する事実を見いだした。また、抗グ
ラム陰性細菌剤ポリミキシン B（PMB）にお
いては、アリシンとの併用によってこれらの
真菌に対して液胞膜障害作用に起因する殺
真菌作用を引き起こすことを見いだした。 
	
 MC12 においては単独では液胞膜障害作用
を引き起こさないが、AmBとの併用によって
のみ真菌液胞膜の断片化を引き起こすこと
が判った。すなわち、MC12 は AmB が有す
る液胞膜障害作用を増幅していることが明
らかになった。さらに、高濃度のエルゴステ
ロールで処理した真菌細胞は MC12 と AmB
による本活性に対して耐性を示すことから、
アリシンと同様にエルゴステロールの細胞
内輸送に関与して液胞膜障害作用を発揮し
ているものと推察された。一方、PMBが細胞
小器官を破壊する作用を有するかどうかに
ついて検討した結果、高濃度で処理した場合
において、単離液胞の断片化を引き起こすこ
とが明らかになった。アリシンは液胞膜障害
作用を有していないことが明らかにされて
いることから、PMBとアリシンの組合せによ
る真菌液胞膜障害作用に関しては、アリシン
が、PMBの細胞内への取り込みを促進するこ
とで液胞膜に対する直接的な作用を助長し
ていることが明らかとなった。 
	
 ヒト培養細胞 HL60 に対する AmB とアリ
シンの組合せ効果について検証したところ、
HL60の生育に対するAmBの作用は極めて僅
少であり、少なくとも S. cerevisiae や C. 
albicans に対して致死作用を示す濃度までの
範囲においては HL60 に対して、何ら細胞毒
性を示さないことがわかった。また、HL60
に対しては AmB とアリシンの組合せによる
相乗的作用が発現しないことが判った。	
  
	
 dAmB を用いて AmB を可視化し、その致
死作用と細胞内動態との関係を検討した結
果、致死濃度以下の dAmB処理細胞では、液
胞膜に dAmBの蛍光が観察されたが、液胞膜
障害作用は観察されなかった。一方、MC12
の共存下においてはdAmB処理細胞において

液胞膜障害が観察されたことから、MC12 は
細胞内に取り込まれた AmB が液胞膜に作用
する過程に対して促進作用を及ぼしている
ことが判った。さらに、種々のエルゴステロ
ール合成タンパク質の欠損株を用いて AmB
とエルゴステロールの関係について検討を
行った。AmB に耐性を示す Δerg3 株はエル
ゴステロールの代替としてエピステロール
を細胞内に蓄積する。本変異株においては、
細胞内にdAmBの蛍光が観察されなかったこ
とから、真菌においてエルゴステロール合成
が機能していることが、細胞内への AmB の
取り込み、および AmB の液胞膜破壊作用の
増幅における重要な要因であることが明ら
かとなった。 
	
 AmB による真菌液胞膜破壊作用が効果的
に発現する条件を検討したところ、貧栄養、
低浸透圧下において顕著にその作用が増幅
することが判った。すなわち、液胞膜融合が
促進される低浸透圧環境下において AmB の
液胞膜障害作用が顕著に発現することを明
らかにした。また、同様の条件下においては
MC12 による更なる致死作用の促進は認めら
れなかった。一方、YPD培地中で非致死濃度
の AmB により処理した細胞を蒸留水中に懸
濁したところ、液胞膜障害を伴う致死作用が
確認された。以上の結果から、AmBの液胞膜
破壊作用は真菌における液胞膜融合の過程
で発現し、MC12 は液胞膜融合を誘導するこ
とで AmB の液胞膜障害作用を増幅している
可能性が示された。 
	
 AmBによる液胞膜障害作用と、貧栄養およ
び低浸透圧下において発現するオートファ
ジーとの関連を検証するため、オートファジ
ー関連遺伝子の欠損変異株に対する AmB の
致死作用と液胞膜障害作用、ならびにその細
胞内動態を親株のそれと比較した。本実験系
においては、主として S. cerevisiae BY4741株
および本株に由来するΔatg株ならびにΔvma
株を用いた。 
	
 本実験系に供試したすべての Δatg 株およ
び Δvma 株において AmB 耐性が生じている
ことが判った。液胞観察が容易な Δatg18株、
Δvma1株、Δvma2株、Δvma3株に対して dAmB
を作用させたところ、Δatg18株では細胞質中
に拡散し、Δvma1株、Δvma2株、および Δvma3
株ではdAmBが液胞内部へと取り込まれてい
ることが判った。すなわち、Δatg 18 株では
AmB を液胞膜に輸送する機構が機能しない
ことでAmB耐性が生じていると推察された。
一方、Δvma株では AmBを取り込んだ小胞が
液胞と融合しないために、AmB耐性が生じて
いると推察された。これらの結果から AmB
による液胞膜障害作用の発現は細胞のオー
トファジー機能と深く関連していることが
明らかになった。 
	
 以上の研究成果は、液胞をターゲットとす
る新たな抗真菌作用における発現メカニズ
ムの一端を明らかにした基礎的データであ
るのみならず、ヒト培養細胞に対しての安全



性についても検証されていることから、今後
の新規抗真菌剤の開発および新たな抗真菌
化学療法の展開に繋がる有用な知見と成り
得る。さらに、本研究における新規増幅因子
のスクリーニングシステムによって AmB お
よびアリシン以外の有効なアクセラレータ
ー因子が見いだされていることなどから、本
スクリーニングシステムは新規抗真菌剤開
発研究における新たなシステムへと展開す
る可能性が示された。 
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