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 はじめに

酵母やカビなどをはじめとする真菌は自然界に広く生

育している。更にヒトの皮膚などにも常在菌として存在し

ている。しかし、一部の真菌は免疫力が低下したヒトに対

して、日和見感染し真菌症を引き起こす原因になり得る。

真菌症の主な原因菌としては、Aspergillus 属、Candida 属、

Cryptococcus 属等が挙げられる 1)。真菌症は病原性真菌の 

 
感染部位によって分類される。皮膚の表面や爪などに感染

する表在性真菌症、皮膚表面にできた傷などを介して組織

に感染する深部皮膚真菌症、肺や肝臓などの臓器や組織に

感染する深在性真菌症の 3 つに分類される 2)。これらの真

菌症の中でも深在性真菌症は、症状が重篤化しやすく、直

接の死因に繋がる場合もある 3)。この深在性真菌症は 1989
年(4.5%)から 1994 年(3.2%)にかけて減少傾向にあったが、

2001 年(4.4%)以降、再び増加傾向にある。また近年では、
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The infection by fungus such as yeast or mold is called mycoses. Among mycoses, deep mycoses are 
most likely to have more severe symptoms. To cure those deep mycoses, antifungal agents is used as a 
chemotherapy. However, the number of antifungal agents which can be used for treatment are only 4 
classes 11 types. In addition, side effects and the appearance of resistant fungi have been confirmed for 
these drugs. Therefore, it is necessary to develop an antifungal agent different from the conventional 
antifungal agent. 
  Thus, we focused on a tip growth, which is a unique growth system of fungi. Tip growth is a method 
of growth by repeating the decomposition and the resynthesis of the cell wall. It has been reported that 
the cell wall-degrading enzyme β-1,3-D-Glucanase (BGL2) involved in this tip growth is vesicular 
transported from the inside of the cell to the growth point.  
We consider that targeting vesicle transport during tip growth will provide selective toxicity to fungi. 
  The purpose of this study is to develop novel antifungal agents targeting vesicle transport of fungal 
tip growth. Therefore, we constructed an evaluation system for visualizing vesicle transport using 
Saccharomyces cerevisiae. 

This evaluation system can visualize the vesicle transport of BGL2 during tip growth by fusion of the 
green fluorescent protein (EmGFP) to BGL2. The constructed tip growth evaluation systems were 
applied to search for vesicle transport inhibitor in herbal medicine. As a result, vesicle transport 
inhibitory activity was observed in 8 Kinds of herbal medicine extract. 
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悪性腫瘍や白血病、臓器移植の治療に伴う免疫抑制剤の使

用により免疫力が低下した患者や、 AIDS(Acquired 
Immunodeficiency Syndrome)などの免疫不全患者に尿厳正

真菌が日和見感染することにより、深在性真菌症を発症す

るケースが増加しており、大きな問題となっている 4)。 
深在性真菌症の治療は主に抗真菌剤を用いた化学療法

が行われている 5,6)。しかし、臨床で使用することが可能

な抗真菌剤は 4 クラス 11 種類(細胞膜合成阻害を引き起

こすアゾール系、核酸合成阻害を引き起こすピリミジン系、

細胞膜障害を引き起こすポリエン系、細胞壁合成阻害を引

き起こすキャンディン系)のみであるため、薬剤の種類が

少なく治療の選択肢が限られてしまう 7,8)。更に、これら

の薬剤にはヒトへの副作用や薬剤耐性真菌の出現 9-11)が

報告されており、深在性真菌症の治療法は未だに確立して

いない状況となっている。深在性真菌症の治療法を確立す

るためには、新たな作用機作の抗真菌剤を開発し、治療の

選択肢を増やすことが重要となる。 
深在性真菌症の治療法を確立するために、新たな抗真菌

剤開発のための研究は多く行われているが、真菌とヒトは

細胞構造が類似していることから、真菌に特異的に作用し、

副作用の小さい薬剤を開発することが難しいのが現状で

ある 12)。新規の作用機作の抗真菌剤開発のための研究は、

そのほとんどが有効成分を病原性真菌に添加し、該当成分

の抗真菌活性を評価している。この評価法では、抗真菌活

性物質を探索することは可能だが、既存の抗真菌剤と同様

の作用機作やヒトに対して副作用が大きい物質を選択す

る可能性が高く、実際に抗真菌剤開発に繋がらないケース

が多い。そこで本研究ではあらかじめ作用点を絞って物質

を選択することのできる評価系の構築を目指している。作

用点を真菌に特異的に作用するターゲットに絞りスクリ

ーニングを行うことで、副作用が小さく、新しい作用機作

の抗真菌活性物質を探索することが可能になり、抗真菌剤

の開発に繋がりやすくなると考えている。 
本研究では、真菌に特異的な成長方法である先端成長に

着目した。先端成長は、細胞壁の一点を成長点として、①

細胞壁分解酵素による細胞壁の分解、②膨圧による細胞の

伸長、③細胞壁合成酵素による細胞壁の再合成、この 3 つ

のステップを繰り返すことで細胞を伸長する成長方法で

ある 13)。この真菌のみで起きる先端成長の抑制をターゲ

ットとすることで、真菌特異的に作用させることができる

と考えられる。先行研究において、酵母内で細胞壁分解酵

BGL2 を過剰発現させ、細胞壁を脆弱化させることによっ

て既存の抗真菌剤であるアンホテリシン B(AmB)と
Miconazole (MCZ)の作用を増強させることを明らかにし

ている 14)。これは、BGL2 の過剰発現により細胞壁が脆弱

になっている状態で細胞膜に損傷を与える AmBや細胞膜

合成を阻害する MCZの作用が加わることにより膨圧に耐

えられなくなり、当該薬剤への感受性が向上したためと考

えている。このことから、先端成長が新規抗真菌剤のター

ゲットになり得ると考えた。そこで著者らは、先端成長に

関与している小胞輸送を阻害する物質を見出すことで、真

菌の先端成長を抑制でき、真菌特異的に作用する新しい薬

剤の開発に繋がると考えた。 
この先端成長に関与する、細胞壁分解酵素β-1,3-D-

glucanase(BGL2)は細胞質内から成長点である細胞壁まで

小胞輸送によって運ばれることが報告されている。この

BGL2 の小胞輸送を指標とすることで、先端成長に関与す

る小胞輸送を阻害する物質を見出すことが可能になると

考えている。  
本研究では、先端成長に関与する細胞壁分解酵素 BGL2

に緑色蛍光タンパク質 EmGFP を付加することで先端成

長中の BGL2 の小胞輸送を可視化できる評価系を構築し

た。その後、構築した評価系を用いて、生薬スクリーニン

グを行い小胞輸送を阻害する生薬抽出物の探索を行った。

これによって、新たな作用機作の抗真菌剤の開発に繋がる

ことが期待できる。 
 
 実験

 材料及び装置

本実験で用いた酵母 Saccharomyces cerevisiae INVSc1 株

と大腸菌・出芽酵母バイナリーベクター pYES2 は

Invitrogen Inc.より購入した。DNA の切断に用いた制限酵

素 XhoⅠ及び EcoR I、ベクターの構築に使用した In-Fusion 
HD Cloning Kit, PCR の際の TaKaRa Taq™ Hot Start Version
は TaKaRa Bio Inc.より購入した。核酸の精製に用いた

QIAquic Gel Extraction Kit は QIAGEN K.K. (Tokyo 
Japan)より購入した。DNA の電気泳動に用いたアガロー

ス、LB 培地 Miller、LB 寒天培地 Miler、ガラクトース、

ラフィノース、アミノ酸、AmB は NACALAI TESQUE, 
INC. (Kyoto Japan)より購入した。Bacto Peptone 及び

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acid, BactTM Yeast 
Extract (Extract of Autolysed Yeast cells)は Becton, 
Dickinson and company Difco から購入した。D-グルコー

スは Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka 
Japan)から購入した。D-Sorbitol は KANTO CHEMICAL 
CO.,INC. から、Competent cell E. coli DH5αは Cosmo 
Bio Co., Ltd.からそれぞれ購入した。ミカファンギンナト

リウム(MCFG)は Astellas Pharma Inc., 5-フルシトシン

(5-FC)と MCZ は Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.、ジ

メチルスルホキシドと Nocodazole、は FUJIFILM Wako 
Pure Chemical Corporation, DAPI は Funakoshi Co., Ltd.
から購入した。生薬スクリーニングに使用した生薬は

Tochimoto Tenkaido Co., Ltd.から購入した。その他の試薬

は、特級および生化学グレードで購入し使用した。電気泳

動 後 の サ ン プ ル は ゲ ル 撮 影 装 置 ChemiDocXRS 
(BioRAD)にて分析した。核酸の精製及び集菌に用いた遠

心機は LC-100 (TOMY DIGITAL BIOLOGY CO., LTD. 
Tokyo Japan)をそれぞれ用いた。エレクトロポレーショ

ンには Bio-Rad Laboratories, Inc.の MicroPulserTM と

Gene Pulser® Cuvette を用いた。酵母の培養には TOKYO 
RIKAKIKAI CO, LTD の LTI-400E を用いた。EmGFP の発
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現確認には Olympus Corporation の Confocal laser scanning 
microscope (FV1000D IX81)と Fluorescent Microscope (CKX
41)を用いた。 
 

 小胞輸送観察のためのベクター構築

研究室が保有する pYES2 に BGL2 が導入された pYES2-
BGL2 を保有する E. coli DH5α からアルカリミニプレップ

法を用いて pYES2-BGL2 のプラスミド抽出を行った。次

に pYES2-BGL2 上の BGL2 の終止コドンを削除するため

に Inverse PCR を行った。反応条件は、94 ℃ 1min (初期

熱変性)、94 ℃ 30 sec (増幅：熱変性)、50 ℃ 30 sec(増幅：

アニーリング)、72 ℃ 7 min30 sec (増幅：伸長反応)、72 ℃ 
2 min (最終伸長反応)、4 ℃(保存)で増幅反応を 30 サイ

クルで行った。プライマーは Fw：AATTCTGCAGATAT
CCATCACACTG、Rv：ACTTTTCAGTGTCAGGTTCCTC を

用いた。更に終止コドンを取り除いた pYES2-BGL2 の C
末端に EcoR I の認識配列(5’-GAATTC-3’) を、BGL2 の C
末端に EcoR I 配列をそれぞれ PCR で付加した。プライマ

ーは Fw： AATTCTGCAGATATCCATCACACTG, Rv：GCA
GAATTCTGA AAAGTCACA GTCCAAGG を用いた。その

後、EcoR I の配列が正しく挿入されていることを確認す

るために DNA シークエンス法を用いて配列の解析を行

っ た 。 DNA シ ー ク エ ン ス に は プ ラ イ マ ー Fw ：

CTGGTAAGCAAGTCGGTACTG を用いた。

次に、In-fusion 法を用いて pYES2-BGL2 に EmGFP 配

列を導入した。EmGFP 配列にベクターと相補的な配列を

付加するために pGLO を鋳型として PCR を行った。アニ

ーリング温度を 61 ℃、伸長時間 2 min で反応を行った。

またプライマーは Fw：GACTGTGACTTTTCAATGGCTAG
CAAAG, Rv：GATATCTGCAGAATTTTCTTTGTAGAGCTC
を用いた。In-fusion 反応は PCR チューブに pYES2-BGL2 
(15.1 ng/µL) 13.0 µL, In-Fusion 用 EmGFP(15.9 ng/µL) 3.0 
µL, 5×In-Fusion HD Enzyme remix 4.0 µL を加え、50 ℃, 15 
min で行った。In-fusion 反応後の pYES2-BGL2-EmGFP を

コンピテントセル(E.coli DH5α)へヒートショック法を用

いて形質転換した。得られた形質転換体より、プラスミド

を抽出し、制限酵素処理(XhoⅠ 37 ℃, overnight)を行い、

アガロース電気泳動にてpYES2-BGL2-EmGFPが構築でで

きていることを確認した。更に DNA シークエンス法を用

いて配列の確認を行った。 
 

 形質転換体 S. cerevisiae の作製及び BGL2-EmGFP の

発現確認 
S. cerevisiae INVSc1 を YPD 液体培地 5 mL に植菌し一

晩培養した。培養液を 4 ℃, 3000 ×g で集菌後、上清を破

棄し、1 M ソルビトール溶液を加え懸濁し、3000 ×g, 5 
min, 4 ℃で洗浄した。この洗浄ステップを 3 回繰り返し行

った。洗浄後、氷上で冷やした 1 M ソルビトール溶液を

1.0 mL 加え、マイクロチューブへ移し集菌した。40 µL の

1M ソルビトールを加え懸濁し菌懸濁液を作製した。菌懸

濁液にプラスミド DNA (100 ng) を加え撹拌し、冷却した

エレクトロポレーション用キュベットに全量を移した、エ

レクトロポレーション (Preset conditions: 1.50 kV, 
 1 pulse) を行った。その後、360 µL の 1 M ソルビトール

溶液を加え、選択培地 SC-ura-2%ラフィノース培地に塗布

し、コロニーが形成されるまで培養した。 
得られたコロニーより、コロニーPCR を行い、目的のベ

クターを保持した形質転換が得られたことを確認した。 
得られた形質転換体を選択培地 SC-ura-2%ラフィノー

ス培地で一晩前培養した後、誘導培地 SC-ura- 2%ガラクト

ース/1%ラフィノース培地で 16 時間誘導培養を行い、共

焦点レーザー顕微鏡を用いて BGL2-EmGFP が発現してい

ることを確認した。 

 最小発育阻止濃度 試験及び既存薬剤添加時の蛍

光局在観察

MIC 試験を行うために pYES2-BGL2-EmGFP ベクター

を保有する S. cerevisiae INVSc1 株を SC-ura-2%2%ラフィ

ノース培地 5 mL に植菌し 21 時間、30 ℃で振とう培養し

た。SC-ura-2%ラフィノース培地 40 mL に前培養液 400 μL
植菌し 40 時間、30 ℃で振とう培養し、本培養液を作製し

た。その後、血球計算版を用いて菌数 2.0×10⁶ cells/mL に

調製した。各抗真菌薬の微量希釈系列の作成するために

96 well プレートのレーン 1 からレーン 11 に SC-ura-2%ラ

フィノース液体培地を 50 µL ずつ分注した。コントロール

として、レーン 12 には 100 µL 分注した。各濃度に揃えら

れた 4 種類の抗真菌薬(MCFG:32 μg/mL, AmB:256 μg/mL, 
5-FC:256 μg/mL, MCZ: 2048 μg/mL)をレーン 1 に添加し、

ピペッティング後、50 µL をレーン 2 に移した。同様の操

作を 11 レーンまで行い、2 倍希釈系列を作成した。抗真

菌剤の 2 倍希釈系列を作成した 96 well プレートのレーン

1 からレーン 11 の各 well に真菌における MIC 試験で一

般的に用いられる菌数(終濃度 1.0×106 cells/mL)になるよ

うに菌液を 50 µL を添加した。このプレートを 27 ℃で一

晩培養し、MIC を決定した。 
また、各抗真菌薬の MIC の 2 分の 1 の濃度における小

胞輸送の阻害を観察するために、菌液 100 µL をマイクロ

チューブに回収し、集菌した。SC-ura-2%ガラクトース/1%
ラフィノース培地 100 µL を加え懸濁し、2 時間、30 ℃で

培養し、顕微鏡観察を行った。 
小胞輸送阻害物質であるノコダゾール添加時の BGL2-

EmGFP の局在を観察するために菌数 1.0×106 cells/mL の

菌液 1 mL を試験管に加え、終濃度 5 µg/mL になるように

DMSO で溶解したノコダゾール溶液(500 µg/mL)を 10 µL
添加し 5 時間、30 ℃で振とう培養した。培養後、上清を

廃棄した後、SC-ura-2%ガラクトース/1%ラフィノース培地

1 mL を加え、2 時間、30 ℃で培養し、蛍光顕微鏡を用い

て BGL2-EmGFP の局在を観察した。 
 

 スクリーニング条件の検討 
pYES2-BGL2-EmGFP を保有する S. cerevisiae INVSc1 株

を SC-ura-2%ラフィノース培地 5 mL で 21 時間、30 ℃で
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振とう培養した。その後、SC-ura-2%ラフィノース培地 40 
mL に前培養液 400 µL を加えこれを 40 時間、30 ℃で振と

う培養した。次に血球計算版を用いて、菌数 1.0×106 
cells/mL, 2.0×107 cells/mL に調整した。各濃度の菌液を試

験管に 5 mL 加え、ノコダゾールを終濃度 5 µg/mL になる

ように添加し、1, 2, 3, 4, 5 時間培養した。その後、SC-ura-

2%ガラクトース/1%ラフィノース培地に置換し、2 時間誘

導培養した。誘導培養後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて

出芽している酵母のうち出芽点や分裂部に EmGFP が局

在している個体の数割合(出芽率)を算出した。 
 

生薬スクリーニング

pYES2-BGL2-EmGFP を保有する S. cerevisiae INVSc1 株

を S SC-ura-2%ラフィノース培地 5 mL に懸濁し 21 時間、

30 ℃で振とう培養した。その後、SC-ura-2%ラフィノース

培地 40 mL に前培養液 400 µL 加えこれを 40 時間、30 ℃
で振とう培養した。その後、血球計算版を用いて菌数

2.0×10⁷ cells/mL に調製した。 
スクリーニングに使用する生薬は、本研究室が保有して

いる 100 種類の生薬をそれぞれ 5 mg 電子天秤で計量し、

マイクロチューブに入れ、DMSO 100 µL で溶解し、生薬

抽出物を調製した。溶解しにくい生薬は、氷水をいれた超

音波器を用いて破砕し、溶解した。 
24 ウェルプレートに 2.0×10⁷ cells/ml の菌液 1 mL を入

れ、生薬抽出物 2 µL（終濃度 100 μg/mL）を添加した。24
ウェルプレートのサンプルをウェルシェイカーにて 30 ℃、

300 rpm で 5 時間培養した。その後 SC-ura-2%ガラクトー

ス/1%ラフィノース培地に置換した後、生薬抽出物 2 µL
（終濃度 100 μg/mL）を添加し、30 ℃で 2 時間誘導培養し

た。その後、蛍光顕微鏡を用いて観察を行い、BGL2-EmGFP
の局在を評価した。 

 結果及び考察

小胞輸送観察のためのベクター構築

In-fusion 反応により、得られた pYES2-BGL2-EmGFP を

大腸菌 DH5α株に形質転換後、プラスミド抽出を行い、

DNA シークエンス法を用いて目的のベクターが構築でき

ていることを確認した。その結果、予想される配列と 100%
一致し、目的のベクターが構築できたことを確認した。 
 

形質転換体 S. cerevisiae の作製及び BGL2-EmGFP の

発現確認  
の実験により得られた pYES2-BGL2-EmGFP を酢酸

リチウム法をもちいて S. cerevisiae INVSc1 に形質転換を

行った。S. cerevisiae INVSc1 は、ウラシル栄養要求株であ

るためウラシル非存在下では生育できない。そのためウラ

シル合成酵素をコードする pYES2が形質転換されること

でウラシル非存在下で生育が可能となり、セレクションを

かけることができる。形質転換の結果 SC-Ura 培地(ウラシ

ル非存在下)にて、コロニーを得ることができた。 

得られた形質転換体 pYES2-BGL2-EmGFPを保有する S. 
cerevisiae INVSc1 株が正常に機能することを確認するた

めに、形質転換体をガラクトース存在下で誘導培養し、

BGL2-EmGFP の発現確認を共焦点レーザー顕微鏡を用い

て行った(Fig. 1)。形質転換体を誘導培養し蛍光顕微鏡で観

察を行った結果、S. cerevisiae INVSc1 内で BGL2-EmGFP
が発現していることを確認することができ、pYES2-BGL2-
EmGFP が正常に機能していることが分かった。 

試験及び既存薬剤添加時の蛍光局在観察  
pYES2-BGL2-EmGFP を保有する S. cerevisiae INVSc1

株に対する既存の抗真菌薬の MIC を決定するために、既

存の抗真菌薬 4 種類をそれぞれ添加し MIC 試験を行っ

た。その結果、得られた MIC は、AmB では 1.0 µL/mL, 
MCZ では 32 µg/mL, MCFG では 0.175 µg/mL, 5-FC では 
4 µg/mL であった。

次に、既存の抗真菌剤添加時の蛍光局在を観察するため

に、得られた MIC の 2 分の 1 の濃度の抗真菌剤を pYES2-
BGL2-EmGFP を保有する S. cerevisiae INVSc1 株に添加し、

蛍光顕微鏡観察を行った(Fig. 2)。コントロールである薬剤

を添加していない S. cerevisiae では、EmGFP が先端部や

分裂部に局在している酵母が多く、出芽している個体のう

ち先端部や分裂部に BGL2Em-GFP の局在率は 89.8%を示

した[Fig. 2(a)]。また、既存の抗真菌剤を添加した酵母にお

いても、薬剤の作用で形態変化などは見られたが、コント

ロールと同様に先端部や分裂部に蛍光の局在がみられた

Fig. 1 Expression of BGL2-EmGFP novel  
evaluation system of tip growth  

Fig. 2 Changes in the localization of BGL2-GFP due 
to the addition of existing antifungal agents. 
 

(a)Control (b)AmB (c)MCZ (d)MCFG (e)5-FC 
(f) Nocodazole. Scale bar = 5 μm. 
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[Fig. 2(b-e)]。これは BGL2-EmGFP の小胞輸送が問題なく

行われていることを示している。一方で、小胞輸送阻害剤

であるノコダゾールを添加した場合、先端部や分裂部に蛍

光の局在している個体は非常に少なく局在率は 21.5%で

あった[Fig. 2(f)]。以上の結果より、既存の 4 種類の抗真菌

剤は、作用点が細胞壁や細胞膜、核酸の合成阻害であるた

め、小胞輸送は阻害されず BGL2-EmGFP が局在する表現

型が得られたと考えている。一方で小胞輸送を阻害するノ

コダゾールにおいては、BGL2-EmGFP が先端部や分裂部

に蛍光が局在しない表現型を得られたと考えている。以上

の結果より、BGL2-EmGFP の小胞輸送が阻害された場合

のみで、EmGFP の局在の変化が確認できることが明らか

になった。よって、この評価系を用いることで細胞壁分解

酵素の小胞輸送を標的に、BGL2-EmGFP の局在の有無で

スクリーニングが行えることが示唆された。 

スクリーニング条件の検討 
局在率を定量するにあたり、出芽状態の数が多いタイミ

ングと薬剤処理をしてから、その効果が現れる時間の検討

を行った。まず、菌数 1.0×106 cells/mL, 2.0×10⁷ cells/mL の

条件でノコダゾールを終濃度 5 µg/µL になるように添加、

5 時間培養した。1 時間毎にランダムに 3 か所を観察し、

出芽している細胞のうち BGL2-EmGFP が局在している細

胞の割合(局在率)を算出した(Fig. 3)。その結果、菌数 1.0
×106 cells/mL の条件では、全ての時間で、高い局在率を

示した。これは、1.0×106 cells/mL では出芽している状態

の細胞が少なかったため、正確な局在率を算出することが

できなかったためであると考えられる。 
菌数 2.0×107 cells/mL では 1 から 4 時間培養したもの

では、蛍光が局在している細胞が多く、高い局在率が得ら

れた。これらは、培養 4 時間では G2/M 期に到達しないた

めに、小胞輸送が停止されない可能性が示唆された。一方

で、菌数 2.0×107 cells/mL で 5 時間培養したものでは、酵

母が細胞分裂直前の形態で停止しており、蛍光が局在して

いる個体が少ないことが分かった。以上よりノコダゾール

添加後、5 時間培養を行うことで、小胞輸送が阻害される

ことが示唆された。また、ノコダゾールを添加しない条件

で培養した酵母では、5 時間培養しても高い局在率が得ら

れ、正常に生育していた(Fig. 3 5h cont.)。 

以上の結果より、1.0×106 cells/mL では菌数が少なく、

2.0×107 cells/mL の方がスクリーニング条件に適している

と考えた。よって、スクリーニングの条件を菌数 2.0×10⁷ 
cells/mL、培養時間 5 時間で行うこととした。また、ポジ

ティブコントロールとして終濃度 5 µg/mL のノコダゾー

ルを添加することとした。 

生薬スクリーニング

pYES2-BGL2-EmGFP を保有する S. cerevisiae INVSc1 株 
を用いて生薬スクリーニングを行った。生薬抽出物中より、

小胞輸送を阻害する物質を見出すために、100 種類の生薬

抽出物をそれぞれ終濃度 100 μg/mL になるように添加し、

蛍光顕微鏡を用いて BGL2-EmGFP の局在を観察し、局在

率を算出した(Fig. 4)。その結果、局在率が 30%未満であっ

た生薬が 9 種、30%以上 70%未満を示した生薬が 8 種、

Fig. 3 Examination of screening conditions for 
pYES2-BGL2-GFP in S. cerevisiae INVSc1 

Fig. 4 Results of herbal medicine screening using 
pYES2-BGL2-GFP in S. cerevisiae INVSc1 
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70%以上を示した 82 種、計測不能(生育阻害)が 1 種であ

った。 
100 種類の生薬スクリーニングの結果で示したように、

ネガティブコントロールであるノコダゾールの局在率は

約 20%であった。誤差が約 10%と見込んで、局在率が 30 %
未満を示した生薬 9 種類(鳥梅、黄柏、詞子、霍香、黒文

字、荊芥、鶏血藤、決明子、五味子)を同条件で 3 回実験

を行い再現性の確認を行った。その結果、BGL2-EmGFP の

局在率が 30%未満を示したのは、鳥梅、詞子、霍香、黒文

字、荊芥、鶏血藤、決明子、五味子の 8 種類であった。 
以上の結果より、pYES2-BGL2-EmGFP を保有する S. 

cerevisiae INVSc1 株を用いた BGL2 の小胞輸送を指標とし

た小胞輸送阻害評価を行った結果、鳥梅、詞子、霍香、黒

文字、荊芥、鶏血藤、決明子、五味子の 種類の生薬抽出

物中に小胞輸送を阻害する可能性のある物質が含まれて

いることが示唆された。

 結論

細胞壁分解酵素 BGL2 の小胞輸送を標的とした小胞輸

送阻害物質評価系であるpYES2-BGL2-EmGFPを保有する

S. cerevisiae INVSc1 株を構築することができた。この評価

系では細胞壁分解酵素の小胞輸送を標的に、蛍光の局在の

有無でスクリーニングが行えるため、スクリーニングの段

階で小胞輸送を阻害する物質ののみを探索することが可

能となる。従来の抗真菌剤の開発研究で行われているスク

リーニングでは、そのほとんどが、効果があることが示唆

された物質を病原性真菌に添加することで抗真菌活性有

無を調べた後に、抗真菌活性を有する物質がどこに作用し

ているかを調べている。このようなスクリーニングでは、

既存の抗真菌剤と同じ作用機作の物質や、ヒトに対して副

作用が大きい物質を探してしまう可能性が高くなる。一方

で、本研究で構築した評価系では従来の作用機作とは異な

る、またヒトには無い小胞輸送を阻害する物質を見出すこ

とが可能となるため、ヒトへの副作用が出にくいまたは小

さく抗真菌剤になり得る物質を探索することが可能とな

る。 
また、pYES2-BGL2-EmGFP を保有する S. cerevisiae 

INVSc1 株を用いてスクリーニングの条件の確立し小胞輸

送阻害物質探索系を構築することができた。さらに、この

評価系を用いて 100 種類の生薬スクリーニングを行った

結果、8 種類の生薬で先端成長に関与する小胞輸送を阻害

する可能性を示した。この 8 種類の生薬から成分を分離

し、抗真菌活性物質を調べることで、従来の作用機作とは

異なる、真菌の先端成長を阻害する物質を得ることができ

ると考えられる。今後、単離した物質の抗真菌活性を調べ

たり、実際の病原性真菌への効果を評価することで、副作

用の小さい抗真菌剤開発に繋げていきたいと考えている。
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