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一酸化 窒素 （NO） は
、高等動物 な どにおい て様 々な生理現象 に関与す るシグナル分

子 であ るが、酵 母 を含 む微生物 にお け るNOシ グナル の存在や意義 について はほ とん

ど理解 され てい ない。当研 究室 では、真核生物 のモデル で ある出芽酵母Saccharo〃zyces

cerevisiaeに おい て、NOが 細胞 の酸化 ス トレス耐性 に関与す ることを見出 してい る。

そ こ で 本 研 究 で は 、 同 じ く代 表 的 な モ デ ル 生 物 と し て 知 られ る 分 裂 酵 母

SChizosaccharomycespombeに お けるNOシ グナル とそ の役割 に関す る研究 を行 った。

まず 、S．po〃zbe細 胞 内のNOお よびその誘導体 であるS，一ニ トロソチオール （RSNO）

を定量 した ところ、それ らの量 が細胞 の増殖 時期 で変動 していた こ とか ら、s．pombe

において もNOシ グナル の存在 が示唆 され た。実 際に、NOの 解毒 に関与す るNOジ オ

キシゲナーゼお よびS一 ニ トロソグル タチオ ン レダクターゼ のオル ゾログ遺伝子 であ る

SPAC869．02cお よびfmd2＋ の二重破壊 によって細胞 内のNO含 量が顕著 に増加 した こと

か ら、 これ ら2種 類 のNO解 毒酵 素が協調 的に機能 してい るこ とを明 らか になった。

SPAC869．02cお よびFmd2の 発 現 レベル を解析 した ところ、SPAC869．02cは 生育期 間

を通 じて恒常的 な発現 を示 したのに対 し、Fmd2は 定常期 に特異的 に発 現が誘 導 され た。

また、哺乳類NO合 成酵素 （NOS） 阻害剤 の処理 に よってSPAC869．02cの 発現量 のみ

が特異的 に減少 した。以 上の結果か ら、SPAC869．02cはNOSに よ り産 生 され るNOに

よって誘導 され るのに対 し、Fmd2はNOS非 依存的 に生成す るNOの シグナル に応答

す るこ とが示 唆 され た。 また、定常期 と関連 の深 い ミ トコン ドリアの活性 に着 目して

解析 を進 め ると、 ミ トコン ドリア電子伝達系 におけ るシ トクロムbc1（ 複合体III） が

新 た なNO生 成源 として同定 され た。NOの 細胞内局在 を調べ た結果 、定常期 には ミ ト

コン ドリアの近傍 に強いシ グナルが認 め られ た ことか らも、このモデル が支持 された。

ミ トコン ドリア活性 の上昇は活性酸素種 （ROS） の生成 につ ながる ことか ら、NOシ

グナル が酸化 ス トレス応答 に関与す る可能性 につ いて検証 を行 った。 まず、細胞 を酸

化 ス トレスに曝す前 に、予 めNOド ナー で処理 して細胞 内 にNOを 発生 させ ると、ROS

レベル の上昇が抑 え られ 、酸化 ス トレス に よる生育阻害が軽減 され るこ とが明 らか に

なった。そ の原 因を探 るために トランス ク リプ トー ム解析 を行 なった とこ’ろ、NOド ナ

ーの処理 が、① フェ ン トン反応 ，（Fe2＋イ オ ンと過酸化 水素が反応 してFe3＋イオ ン と毒性

の高い ヒ ドロキシル ラジカル を生成 す る反応 ）の抑制 、② スル フェ レ ドキシ ン、 グル

タチオ ン．S一トランス フェラーゼ な どの過酸化 水素 の解毒 に関与す る酵 素の発 現誘 導、

③ ミ トコン ドリア電子伝達系 の抑 制 を引き起 こす ことが示 唆 された。以上 の研 究 を通

して、分裂酵母 にお けるNOシ グナル が ミ トコン ドリアの活性 上昇 によって 引き起 こ

され、複数 の分子 メカ ニズム を介 して抗酸 化作用 を発揮す る とい う全体像 を初 めて理

解 す るに至 り、真核生物全体 にお けるNOシ グナル の重要性 を示す ことができた。“
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代表的 なモデル 生物で ある分裂酵母Schizosaccharomycespombeに おいて、一酸化 窒 、

素 （NO） を介 した シグナル伝達 が細胞 の胞 子形成 に関与す る ことは過去 の報 告か ら示

唆 され ていたが、NOの 生成 お よび解毒 に関与す る因子 お よびNOシ グナル の生理的意

義 につい てはほ とん ど理解 され てい なかった。 申請者 は、S．pombeに お けるNO解 毒

酵 素の 同定 と機能解析 を端緒 として、以 下に示す新 たな結果や重要 な知見 を得 た。

1）NO解 毒 酵 素 と して 知 られ るNOジ オ キ シゲ ナ ーゼ を コー ドす る新 規 遺 伝 子

SPAC869．02c、 お よびS一ニ トロ ソグル タチオ ンレダ クターゼ と相 同性 の高い3つ の

fmゴ 遺伝 子 の うちfmd2＋ のみ がNOレ ベル の制御 に機 能 してい るこ とを見 出 した。

2）Fmd2タ ンパ ク質 の発 現 レベル を解 析 した結果 、Fmd2が 定常期や グル コース枯渇

な ど、 ミ トコン ドリアの活性 が高い条件 にお いて誘 導 され、特 に ミ トコン ドリア電

子伝達 系にお けるシ トク ロムbc1（ 複合体III） がFmd2の 誘導 に必 要で あるこ とを

明 らかに した。複合体IIIは 硝酸 レダ クターゼ活性 を有す ることが他 の生物 におい て

報告 され てい るこ とか ら、複合体IIIが 硝酸 か らのNO合 成 に関与す る と考 え られ た。

3）NOの 細胞 内局在 を蛍光顕微鏡観 察に よって解 析 し、定常期 にお いてNOが ミ トコ

ン ドリアの近傍 におい て産生 され てい るこ とを示 した。

4）S．po〃zbeの 細胞 をNOド ナーで処理す るこ とによ り、酸化 ス トレス条件下 にお け

る活性 酸素種 （ROS） の生成が抑 え られ、生育 阻害 が軽減 され るこ とを示 した。

5）NOド ナーで処理 した細胞 のDNAマ イ ク ロア レイ解析 の結果 か ら、NOが 複数 の

分子 メカ ニズム （① フェン トン反応 （Fe2＋イオ ン と過酸化水 素が反応 してFe3＋ イオ

ン と毒性 の高い ヒ ドロキ シル ラジカル を生成す る反応 ） の抑制 、② スル フェ レ ドキ

シ ン、グル タチオ ンーS一トランス フェラーゼ な どの過酸化水 素の解 毒 に関与す る酵素

の発現誘導 、③ ミ トコン ドリア電子伝 達系の抑制）を介 して細胞 内ROSレ ベル の上

昇 を抑 え、抗酸化作用 を示 す こ とが示唆 され た。

申請者 は、NOシ グナル の存在 さえも明確 に示 され ていなか った分裂酵母 を用 いて本

研 究課題 に果敢 にチ ャ レンジ し、NOの 解毒酵 素 を新 規 に同定 した ことに加 え、NOの

合成 メカ ニズムの解 明に資す る新規 な知 見 を得た。 さらに、酸化 ス トレス応 答 にお け

るNOシ グナルの役割 を見 出 した ことは分裂酵 母 をは じめ微生物 のNO研 究 にお け る

大 きな進 展 であ り、新た なス トレス応答 の研 究分野が 申請者 に よ り開拓 され た。今後 、

本研究 の さ らなる発展 に よ り、 ス トレス環 境下 におけ る微 生物 の生理 ・生態 に関す る

理解が深 ま り、酵母 を用いた有用物質 の生産 な どの応 用研究 に繋 が る知 見が得 られ る。

加 えて、分裂酵母 をモデル としたNOシ グナル伝 達経路 の全体像 の解 明に も繋 が 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 イェ ンス）の学位 論文 として価値 あ るもの と認 めた。


