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論文内容の要旨

申請 者 氏 名IndahWijayanti

真 核 生 物 の モ デル で あ る酵 母Saccharomycescerevisiaeは 、高 温 や エ タ ノール な どの

ス トレス 下 で 傷 害 を受 けた 異 常 タ ンパ ク質 の修 復 ・除 去 シ ス テ ム を備 えて い る。 当研

究 室 で は 、酵 母 の 生 存 に必 須 な 唯一 のHECT型 ユ ビキチ ン リガ ー一ゼRsp5を 介 した ス ト

レス応 答 に 着 目 して お り、 異 常 タ ンパ ク質 を特 異 的 に認 識 し、分 解 す る分 子 機 構 の解

明 を 目指 して い る。 これ ま で に、細 胞 膜 上 の ア ミノ酸 パ ー ミアー ゼGap1を モ デル 基 質

と して解 析 を行 い 、機 能 欠 損 型 変 異rsρSA401Eお よび 高機 能型 変 異RSP5T357Aを 同 定 して

い るが 、他 の 基 質 タ ンパ ク質 の認 識 や 結 合 に重 要 な ア ミノ酸 残 基 に関 す る知 見 は少 な

か っ た。 本 研 究 で は 、 パ ー キ ン ソ ン病 な どの神 経 変 性 疾 患 の原 因 で あ る ヒ トα一シ ヌ ク

レイ ン を新 た な モ デ ル 基 質 と して 、新 規R8P5変 異 株 の 単 離 と機 能 解 析 を行 っ た。

まず 、α一シ ヌ ク レイ ン の過 剰 発 現 に よ る細 胞 毒 性 が 、rsp5A401Eお よび △vps1，△end3

変 異 株 に お い て 増 強 され た こ とか ら、酵 母 に お い て もα一シ ヌ ク レイ ンがRsp5に よ るユ

ビキ チ ン化 を介 した エ ン ドサ イ トー シ ス に よっ て 分解 され る こ とを示 した。 しか しな

が ら、Gap1に 対 す るユ ビキ チ ン化 能 を 向上 させ る高 機 能 型 変 異 体Rsp5T357Aは α一シヌ ク

レイ ン に よ る毒 性 を軽 減 しな か っ た。 そ こで 、新 た なRsp5変 異 体 の取 得 を 目指 し、

Ala401やThr357を 含 みRsp5に よる基 質 認 識 に重 要 なWWド メ イ ンの ラ ン ダ ム変 異 導

入 ライ ブ ラ リー をプ ラ ス ミ ドで 作 製 した。 これ を用 い た遺 伝 学 的 ス ク リー ニ ン グの 結

果 、Thr255Ala，Asp295Gly，Pro343Ser，Asn427Aspの4種 類 のRsp5変 異 体 が 、α一シヌ ク

レイ ン の過 剰 発 現 に よ る酵 母 の増 殖 遅延 を抑 圧 す る こ とを 見 出 した。

これ らの うち 、RSPSD295G，RSP5P343s，RSIPSN427D変 異 は 、α一シヌ ク レイ ンの 分 解 速 度 を

向 上 させ る と と もに 、α一シ ヌ ク レイ ン の過 剰 発 現 に伴 う細 胞 内 の活 性 酸 素 種 （ROS）

レベ ル の 上 昇 を抑 制 した。中で もRsp5P343sは 、野 生 型Rsp5と 比 べ てα一シヌ ク レイ ン と

のinvivoに お ける相互作用 を促進 し、 さ らにα一シヌ クレイ ンのユ ビキチ ン化 レベル も

増加 させ た こ とか ら、α一シヌ ク レイ ンの認識 、ユ ビキチ ン化 、分解 を特 異的 に促進 さ

せ る新規 な高機能型変 異で ある と結論づ けた。一方 で、RSP5T255A変 異 は、酢酸 に対す

る耐性 を向上 させ た ことか ら、α一シヌク レイ ンの過剰発 現 によるス トレス と酢酸 ス ト

レス に共通す る未知 の標 的 タンパ ク質 の分解 を促進 してい る可能性 が考 え られ た。

以上の結果 か ら、WWド メイ ンがRsp5に よる基質認識 の特異性 を生み 出す ことに よ

って、 ス トレス に よ り生成す る多様 な異常 タンパ ク質 を選択的 に認識 し、分解す るメ

カニズ ムの一端 を明 らか にす るこ とがで きた。α一シヌ ク レイ ンに特 異的な活性型変異

は、 同様 の メカ ニズム によ りα一シヌ ク レイ ンを分解す る哺乳類 に も応 用可能 であ り、

また、RSP5T255A変 異 の同定 は、木質バ イオマスか らのエ タノール製造時 に課題 とな る

酢酸 ス トレスの軽減 に繋 がる と期待 され る。 この よ うに本研 究で は、Rsp5を 標 的 と し

た酵母 の分子 育種 が創 薬 開発やバイ オ燃料生 産に も有用で ある可能性 が示 され た。
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論文審査結果の要旨

申請 者 氏名IndahWijayanti

酵 母Saccharo〃zycescerevisiaeは 発 酵 生 産 環 境 にお い て 、エ タ ノール 、浸 透 圧 、冷 凍 、

高 温 、 乾 燥 、 酸 化 な どの ス トレス に よ り生 じる異 常 タ ンパ ク質 を選 択 的 に認 識 ・除 去

す る メ カ ニ ズ ム を有 して い る。Nedd4フ ァ ミ リー に属 す る酵 母 のユ ビキ チ ン リガ ー ゼ

Rsp5は 生 育 に必 須 で あ り、 上 記 の ス トレス下 にお い て重 要 な役 割 を担 って い る。 申請

者 は 、ヒ トα一シ ヌ ク レイ ンの 過 剰 発 現 に よ る細 胞 毒 性 を緩 和 す る新 規Rsp5変 異 体 の単

離 と機 能 解 析 を通 して 、以 下 に示 す 新 た な 結 果 や 重 要 な知 見 を得 た。

1） α一シ ヌ ク レイ ンの過 剰 発 現 に よ り誘 導 され る酵 母 の増 殖 遅 延 は 、 既 知 の 高機 能 型

変 異 体Rsp5T357Aで は抑 圧 され ず 、 新 た に 単離 され たRsp5T255A，Rsp5D295G，Rsp5P343s，

Rsp5N427D各 変 異 体 に よっ て 特 異 的 に抑 圧 され る こ とを 見 出 した。

2）4種 類 の新 規 変 異 体 の うち、D295G，P343S，N427D変 異 は 、過 剰 発 現 され たα一シヌ

ク レイ ン の分 解 を促 進 す る こ とを 明 らか に した。 ま た 、 これ と矛 盾 す る こ とな く、

D295G，P343S，N427D変 異 は 、α一シヌ ク レイ ン の過 剰 発 現 に よ り誘 導 され る活 性 酸

素 種 （ROS） の 生成 も低 減 化 す る こ とを示 した。

3） 免 疫 共 沈 実 験 に よ り、P343S変 異 がRsp5と α一シヌ ク レイ ン のinvivoに お け る相 互

作 用 を 強化 させ る こ とを 明 らか に した 。

4）1加jvoユ ビキ チ ン化 ア ッセ イ の 結 果 か ら、P343S変 異 がRsp5に よるα一シヌ ク レイ

ン のユ ビキ チ ン化 能 を 向 上 させ る こ とを 明 らか に した。

5） ア ミ ノ酸 配 列 比 較 解 析 に よ り、Pro343残 基 が2つ の β一シ ー トに挟 ま れ た ル ー プ構

造 上 に位 置 してお り、当該 領 域 が 、Rsp5に よる基 質 認 識 の 特 異性 を生 み 出す 上 で重

要 な役 割 を果 たす 可能 性 を提 唱 した 。

6） ス トレス耐 性 試 験 の結 果 、T255A変 異 が酵 母 の酢 酸 ス トレス 耐性 を特 異 的 に 向上

・ させ る こ とを 見 出 した。

申請者 は、RSP5遺 伝 子上 の異 なるア ミノ酸残 基の変異が、異 なる基質 タンパ ク質 の

ユ ビキチ ン化 と分解能 に影響 を与 え、多様 なス トレス応答性 の表現型 を生み 出す こ と

を明 らかに した。α一シヌ ク レイ ンは、 ヒ トにおいて も同様 のメカニズムでNedd4ユ ビ

キチ ン リガーゼ を介 した分解 に よ り除去 され てい る。 本研究 で得 られた知見 は、α一シ

ヌク レイ ンによ り引き起 こされ る神経 変性疾患 （パー キ ン ソン病 な ど） の発 症 メカニ

ズムや治療方 法の確 立に貢 献で きる可能性 があ る。 また、T255A変 異 の同定 に よ り、

酢酸 ス トレス耐 性の向上 した有用 な産業酵母 が育種 で きる可能性が示 された。

以上 の よ うに本論文 は、 申請者 が作製 した ランダム変異導入 ライブ ラ リー を用 いて

新規Rsp5変 異体 を単離 し、基質認識 の特異性 を生み 出す分子 メカニズムの一端 を明 ら

かに した もので あ り、学術 上 、応用 上貢献す るところが少 な くない。 よって審査委員

一 同は
、本論 文が博 士 （バイオサ イエ ンス）の学位 論文 として価値 あ るもの と認 めた。


