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研究成果の概要（和文）：アネトールは薬剤排出ポンプPDR5およびその転写因子PDR3の転写亢進を抑制し、相乗的な抗
真菌作用を発揮する。PDR3転写亢進の抑制には、ミトコンドリアDNA欠損によるLGE1経由のPDR3およびPDR5転写亢進の
抑制が関与していた。また、細胞質Ca2+の低下に関わるゴルジ体Ca2+-ATPase PMR1およびその調節因子SWI/SNF複合体
関連の欠損は相乗作用を消失させた。さらに、アネトールはCa2+蓄積を促進させたが、上記の欠損株では薬剤排出は恒
常的に抑制された。以上より、Ca2+調節機構が薬剤排出関連遺伝子の調節にも関与し、Ca2+レベルの上昇は副次的なも
のである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Anethole expresses synergistic antifungal activity via restriction of 
over-expression of drug exhaust pump PDR5 and its transcription factor PDR3. We found that the 
restriction was involved in the restriction of PDR5 and PDR3 over-expression induced by LGE1, which is 
over-expressed as a result of deprivation of mitochondrial DNA. In addition, the synergy disappeared in 
strains lacking PMR1 and genes related to chromatin remodeling complexes SWI/SNF. Whereas anethole 
accelerated Ca2+ accumulation, drug exhaust was constitutively restricted in the strain described above. 
Therefore, these results indicated that regulatory mechanism of Ca2+ homeostasis was involved in 
regulation of genes related to drug exhaust and elevation of Ca2+ levels was provably secondary effects 
on the gene regulation.

研究分野：生物系薬学

キーワード： 薬剤耐性　カルシウムシグナル　アネトール　出芽酵母
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
新たな医薬を求める研究開発は医療分野
における最重要課題の一つであるが、新薬の
開発は困難を極めている。多くの生物でゲノ
ム解析が終了し、DNAマイクロアレイなどに
よる網羅的な解析が広く行われ、ゲノム創薬
が大いに期待されているが、その成果はまだ
医療の現場にフィードバックされてきてい
るとは言い難い。本研究申請者らは、天然資
源から、真核生物である真菌やヒトを含むほ
乳動物細胞にそれぞれ選択性の高い生理活
性物質の単離を試み続けており、さらには、
新たな薬のターゲットを求めて、その活性の
発現機構を詳しく解析し続けている。 
 その中で、我々はミトコンドリアに対して
様々な障害作用を示す物質として植物由来
の ト ラ ン ス ・ ア ネ ト ー ル
（ trans-1-methoxy-4-(1-propenyl)benzene）、以
下アネトールと略す）に着目している。本物
質は、興味深いことに、多くの抗菌剤と併用
することで絶大な相乗効果をもたらし、その
相乗効果は多剤耐性薬剤排出ポンプ群の遺
伝子発現抑制に由来することを明らかにし
た（すでに特許出願を行った）。 
アネトールは、セリ科の果実、種子から抽出
した無色～黄色のアニスオイルと呼ばれる
植物精油の主成分で、そのオイルは石けんや
歯磨き粉に香料として、食品にも甘味料とし
て添加されている。一方、本物質は防虫・抗
菌作用を示し、その作用は古くから知られて
いるがその作用メカニズムが全く不明であ
ったので、我々はその詳細について解析して
きた。本研究課題申請者らは、アネトールが、
出芽酵母やアスペルギルス属の糸状菌に対
して、核の断片化を伴うアポトーシス様の細
胞死を引き起こすことを見いだした。加えて、
本物質は、電子伝達の阻害による呼吸阻害、
活性酸素産生誘導、ミトコンドリア内膜にお
ける膜電位消失、ミトコンドリア内外でのア
デニンヌクレオチドの輸送を担っているア
デニンヌクレオチド・トランスロケーターの
阻害などミトコンドリアに様々な障害を誘
導することも報告してきた。その細胞死は恐
らくミトコンドリアでの酸化ストレスに起
因して誘導されると推察され、本物質で誘導
されるアポトーシスは、ほ乳動物細胞で観察
されるものをよく似たステップを経ている
ことをすでに明らかにしている。 
アネトールの抗菌力は、上市されている抗
生物質に比べてかなり弱い。しかしながら、
本物質は、単独では抗生物質や抗ガン剤など
の医薬への応用性が殆どないが、アネトール
自身は食品に添加されていることもあり、低
濃度で使用する限りヒトの細胞への毒性は
ほとんどない。出芽酵母を含む真菌とヒトの
多剤耐性薬剤排出ポンプ群は大変類似して
いることから、アネトールはガンが再発した
ときにみられる薬剤排出ポンプの亢進を抑
制し、再び抗ガン剤をもちいた治療が有効と
なる可能性を秘めている。 

出芽酵母における薬剤耐性ポンプの遺伝子
群は主として転写因子 PDR1および PDR3に
よって発現制御されている。我々はアネトー
ルによる薬剤耐性ポンプ群の遺伝子発現抑
制にも、これらの転写因子抑制が関わってい
ることを明らかにした。しかしながら、本酵
母が薬剤ストレスを感知して、その情報を伝
達し、最終的に薬剤排出ポンプ遺伝子群の発
現に関わる転写因子を調節するカスケード
は依然不明のままである。一方、カルシニュ
ーリンを阻害する免疫抑制剤 FK-506 は相乗
的抗真菌作用を発揮する、多剤耐性排出ポン
プの過剰発現による抗ガン剤の耐性にはカ
ルシウム結合タンパク質 sorcinが関与するな
どの報告があり、本研究室で得られた予備実
験においてもゴルジ体 Ca2+-ATPaseの欠損株
薬剤排出ポンプの遺伝子発現調節にはカル
シウムイオンと相互作用するタンパク質が
関連する可能性が非常に高い。アネトールは
ミトコンドリアに様々な影響を与えるが、そ
の一時作用点は不明である。アネトールは
Ca2+-ATPase および電位依存性カルシウムチ
ャネルに直接、影響を与えるという報告もあ
り、薬剤排出ポンプの遺伝子発現制御には、
何らかの形で細胞内あるいはミトコンドリ
ア内の Ca2+濃度の変動が関係し、それにはカ
ルシウム濃度の調節にかかわる、あるいはカ
ルシウム結合性のタンパク質が関わってい
ると想定した。 
 
２．研究の目的 
本申請研究の目的は、アネトールを用いて、
薬剤排出ポンプ遺伝子群の過剰発現を抑制
する機構をカルシウムイオン関連タンパク
質とその調節系に焦点を絞って生化学的あ
るいは分子生物学的手法に解析し、最終的に、
薬剤ストレスが薬剤排出ポンプ群の遺伝子
発現を誘導するカスケードの一端を一般的
に明らかにすることである。本実験には真菌
を超えて、モデル生物として動物培養細胞も
用いて、真核生物における薬剤耐性発現機構
を一般化しようとする試みも含まれる。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞質 Ca2+イメージング 

Calcium Kit-Fluo 4（同仁化学）を使用した。
S. cerevisiae BY 4741をモルト液体培地 5 mL
を含む試験管に少量懸濁し、30℃で 16～18
時間振盪培養し前培養液とした。同培地 100 
mL を含む三角フラスコに、コントロールと
してジメチルホルムアミド(DMF)、アネトー
ル処理では終濃度 320 µM、ドデカノール処
理では終濃度 32 µM、両者の組み合わせ処理
では終濃度 320 µM + 32 µMとなるようにそ
れぞれ 1 mLずつ加え、30℃、4時間静置培養
した。静置培養後、培養液より遠心分離して
集菌し、そこに新しいモルト液体培地を 2 mL
加えて濁度を測った。600 nm での濁度が
2.0/500 µLとなるよう 1.5 mLエッペンドルフ
チューブに本培養液を加え、4℃、10000 rpm



で 5分間遠心分離して集菌した。上清を捨て、
PBSで細胞を洗浄した後、Loading Buffer 500 
µLを加え、アルミホイルで遮光した。30℃に
保ちながら 1時間超音波処理をして、細胞に
Fluo 4 を導入させた。PBS で 2 回洗浄後、
Recording Medium 100 µLを加えた。観察用の
プレパラートを作成し、顕微鏡にて観察した。
励起フィルターは WU（BA330-385）を、蛍
光フィルターは NIBA（BA510-550）を使用し、
露出時間は、Controlが 20 msec、蛍光が 100 
msecで観察した。同様の作業を 48時間薬剤
処理後にも行った。 
 
(2) 相乗効果判定および RT-PCR 

PDR3 を抑制するように働く LGE1、PSD1
に注目し、それぞれの遺伝子欠損によって、
アネトールとドデカノールとの組み合わせ
における相乗効果に影響があるのかを調べ
た。 

S. cerevisiae BY4741およびそれ由来 Δlge1、
Δpsd1 をそれぞれモルト液体培地 5 mL を含
む試験管に少量懸濁し、30℃で 16～18 時間
振盪培養し、前培養液とした。予備実験で、
Δlge1 と Δpsd1 に対するアネトールの最小生
育阻害濃度（MIC）は両方とも 625 µM、ドデ
カノールのMICがそれぞれ 15.6 µMと 1000 
µM 以上と明らかになっている。そこで、モ
ルト液体培地 3 mLを含む試験管に、アネト
ール処理では終濃度 625 µMから倍々希釈に
より 39 µMまでコントロール（DMF）を含め
6 段階の濃度で、ドデカノール処理では、
Δlge1株の場合は、終濃度 15.6 µMから倍々
希釈で 0.975 µMまでコントロール（DMF）
を含め 6 段階の濃度で、Δpsd1 株の場合は、
終濃度 1000 µMから倍々希釈で 62.5 µMまで
コントロール DMF）を含め 6段階の濃度でそ
れぞれ 15 µLずつ加えた。その後、600 nmで
の濁度が 0.1 になるように前培養液を加え、
30℃、48時間静置培養した。培養後、それぞ
れの培養液から 100 µLずつ 96穴ウェルプレ
ートに移し、プレートリーダーにて 595 nm
での吸光度を測定し、濁度を求めた。 
相乗効果の判定：各濃度におけるMICをプ
ロットしたグラフを作成し、さらに FIC index
を求めた。FIC indexは、薬剤 Aと薬剤 Bを
併用した場合、以下の式で求められる。この
値が 0.5 以下ならば相乗効果、0.5～1 ならば
相加効果、1～2ならば不関効果、2以上なら
ば拮抗作用であることを示す。 
FIC index =（薬剤 A併用時の MIC値 / 薬剤
A単独時のMIC値）＋（薬剤 B併用時のMIC
値 / 薬剤 B単独時のMIC値） 
各PDR遺伝子の発現量測定はRT-PCR法に
より行った。出芽酵母の Total RNA抽出には
QIAGEN RNeasy Mini Kit（50）を用いた。S. 
cerevisiae BY 4741（親株）、それ由来 Δlge1、
Δpsd1 はそれぞれモルト液体培地 100 mL を
含む坂口フラスコに少量懸濁し、30℃で 16
～18時間振盪培養し前培養液とした。モルト
液体培地 200 mLを含む三角フラスコに、コ

ントロールとして DMF、アネトール処理では
終濃度 312 µM、ドデカノール処理では終濃
度 31.2 µM、両者の組み合わせ処理では終濃
度 312 µM + 31.2 µMとなるようにそれぞれ 1 
mLずつ加えた。その後、600 nmでの濁度が
0.1/mLになるように前培養液を加え、同様に
十分に混ぜた。30℃、4 時間静置培養した。
培養後、培養液より遠心分離にて集菌した。
PBSで洗浄した酵母細胞より total RNAを抽
出した。RT-PCR は常法にて行い、プライマ
ーは以下の通りとした。 
 
Primer 
ACT1 
Left 5’-ATGGTCGGTATGGGTCAAAA-3’ 
Right 5’-AACCAGCGTAAATTGGAACG-3’ 
 
PDR3 
Left 5’-GTTTGGGCATGTTTGGACTT-3’ 
Right 5’-CCCGGTTCAACTTCTTTCAA-3’ 
 
PDR5 
Left 5’-GTTGCCTAAACCCAGGTGAA-3’ 
Right 5’-ATTGCTACTTCCGCCAAATG-3’ 
 
(3) 蛍光物質 Rhodamine 6G (R6G)を用いた排
出活性の測定 
①飢餓条件における排出活性の測定 
飢餓細胞の調製（細胞内 ATP源の除去） 
 S. cerevisiae BY4741 株をモルト液体培地
100 mL を含む坂口フラスコに少量懸濁し、
30℃で 16〜18時間振盪培養した。50 mL フ
ァルコンチューブに移し、27℃、3700 ×gで 5
分間遠心分離した後、PBSで 2回洗浄し、改
めて PBS 100 mLに懸濁した。懸濁液を坂口
フラスコに移し、16~18 時間、30℃、貧栄養
環境で振盪培養した。 
R6G染色 
 飢餓細胞を OD600 ＝ 50（菌体数 5×108 
cells/mL）となるよう PBS に懸濁した。終濃
度 10 µM となるよう R6G を加え、30℃で
15~20 分間振盪培養した。培養の際は、全面
にアルミホイルを巻き、完全に遮光した。 
R6G排出実験 
 染色した菌体を PBS で 2 回洗浄し、 PBS 
に OD600 = 15（菌体数 1.5×108 cells/mL）と
なるよう再懸濁した。PBSが 10 mL入った試
験管に、DMFを溶媒とした試薬を 120 µL加
えた。アネトールは 312.5 µM、ドデカノール
は 31.2 µMとした。また、両薬剤を組み合わ
せた場合も、同じ濃度で作用させた。染色さ
れた菌の懸濁液を、それぞれ 2 mLずつ加え
（菌体数 5×107 cells/mL）、30℃で静置した。 
排出された R6Gの蛍光測定 
 懸濁液を入れた直後に試薬サンプルをボ
ルテックスミキサーでよく攪拌し、ファルコ
ンチューブからエッペンドルフチューブに 1 
mL移し、遠心分離して菌を除いた。上清 100 
µLを 96ウェルマイクロプレートに移し、プ
レートリーダーにて、蛍光量（励起波長 485 



nm、測定波長 535 nm）を測定した。 
②栄養条件における排出活性の測定 
上記で得られた飢餓細胞を用いて R6G 排出
活性を同様に測定した。ただし、R6G排出実
験の際、グルコースを 10 mMとなるよう加え
た。  
 
４．研究成果 
アネトールは、アニスの果実から抽出され
る精油の主成分であり、香辛料として食品に
添加されている。本物質はドデカノールを含
む他の薬剤と併用することで相乗的な抗真
菌作用を発揮する。ドデカノールのストレス
によって出芽酵母のコロニー形成単位(CFU)
は一旦低下するが、その後 CFUは回復する。
先行研究の結果より、そのストレスからの回
復には多剤耐性薬剤排出ポンプ PDR5および
その転写因子 PDR3の転写亢進が関与し、ア
ネトールはその亢進を抑制することがわか
っている。 
本研究では、薬剤が Pdr5を亢進させる系を
一種の薬剤ストレス応答機構としてとらえ
て、それらに与えるアネトールの影響を他の
ストレス応答機構などと比較しながら解析
した。 
ミトコンドリア DNA 欠損によるストレス
が LGE1に依存して PDR3および PDR5を亢
進させて薬剤耐性を示すことが報告されて
いる。LGE1 欠損株は、ドデカノールに対し
て感受性となり相乗効果も消失していた。加
えて、本欠損株において、ドデカノールは
PDR3 および PDR5 の転写亢進を抑制し、逆
にアネトールとの併用処理ではそれらの発
現抑制は弱められた。 
一方、相乗的抗真菌作用も示す免疫抑制剤

FK506は細胞質Ca2+の低下に関わるゴルジ体
Ca2+-ATPase 遺伝子 PMR1 を抑制することが
報告されている。ドデカノールは細胞質 Ca2+

濃度を一過的に上昇させたが、アネトール共
存下ではその上昇が維持されていた。さらに、
PMR1 欠損株では長時間のドデカノール処理
後も濃度上昇が維持されていた。以上の結果
より、アネトールによる相乗的な抗真菌作用
には少なくとも LGE1に依存した薬剤排出ポ
ンプ亢進の抑制、および PMR1の抑制による
Ca2+ストレスからの回復阻害が関与している
と推察された。 
 最終年度は、カルシウム代謝に関わる遺伝
子の欠損株について網羅的にドデカノール
感受性を調べ、次いで、感受性が持続する、
あるいは耐性を示す株について多剤耐性排
出ポンプによって排出されることが判明し
ている蛍光プローブ・ローダミン 6G を用い
て薬剤排出への影響を調べた。その結果、ド
デカノールに対して持続的な抗真菌作用を
示した株には PMR1の転写活性化にかかわる
SWI/SNF 複合体のサブユニット遺伝子欠損
株が数多く含まれていた。具体的には SWI2, 
SWI3, SWI10, SNF1, SNF4, SNF6の遺伝子欠損
株であった。以上より、まず、ドデカノール

耐性の一つの要因として細胞質カルシウム
濃度の低下が関与していると強く示唆され
た。一方、以上の欠損株については薬剤排出
活性自体が親株に比べて約半分に低下して
おり、またその活性はアネトール処理やドデ
カノール処理によって大きく変動しなかっ
たことから、ドデカノール処理によるカルシ
ウム濃度上昇は副次的な的なもので、カルシ
ウム調節機構自体が薬剤排出活性をコント
ロールしている可能性も指摘された。 
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