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論文内容の要旨

申請者氏名 西 田 郁久

ア ミノ酸 の一種 であ るプ ロ リンは、タ ンパ ク質 の構成分子や栄養素 として用 い られ

る ことに加 え、細胞保護 な どの新規 な機能 を有 す るこ とも知 られてい る。本研 究では、

モデル生物 と して、また産業微 生物 として重要 な酵母SaccharOMYcescerevisiaeを 用い、

プ ロ リンによる細胞保護機 能の発現 に関与す る と考 え られ てい る液胞 お よび プ ロ リン

の分解 系酵 素が局在す る ミ トコン ドリア に着 目し、 これ らのオルガネ ラにお け るプ ロ

リンの輸送 ・代謝 に関連 す る因子 の同定 と機能解析 を 目的 と して研究 を行 なった。

まず 、プ ロ リンに よ り誘 導 され る新規 因子 の同定を 目的 として、細胞 内プ ロ リン含

量の増加 に伴 い誘 導 され る遺伝子 を、DNAマ イ クロア レイ解析 に よ り調 べた。そ の結

果、プ ロ リンの分解 系酵素や細胞膜 のプ ロ リン トランスポー ター を コー ドす る遺伝子

に加 え、液胞 ア ミノ酸輸送 に 関わるAVT遺 伝子 （AVIZ71－7）の発現 が上昇 していた。そ

こで、各AVT遺 伝子破壊株 を用 いて最少培 地 にプ ロ リンを添加 した際 のプ ロ リン含量

を解析 した ところ、AVT1破 壊株 では液胞 画分 にお けるプ ロ リンの割合が低下 し、AVT3

破壊株 では増加 した。 またAVTIの 過剰 発現 は液胞画分 にお けるプ ロ リンの割合 を増

加 させ たのに対 し、AJ7T3の 過剰発 現は低下 させた。 これ らの ことか ら、Avt1が プ ロ

リンの液胞へ の取 り込み 、Avt3が 排 出に関わるこ とが示唆 され た。次 に、 ミ トコン ド

リアにお けるプ ロ リン輸送 の分 子機構 を明 らか にす るために、遺伝 学的 ・生化学 的手

法 に よ りミ トコン ドリアの トランスポー ター遺 伝子 の探索 を試 みたが、最終的 にその

同定には至 らなか った。 特に単離 ミ トコン ドリア を用 いた実験 か ら、 トランスポータ

ー非依存 的な様 式でプ ロ リンが輸送 されてい る ことを示唆す るデー タが得 られ た。

そ こで、S．cerevisiaeにお ける トランスポー ター以外 のプ ロ リン代謝 関連 因子 を明 ら

かにす るために、機 能未知 の ミ トコン ドリア関連 タ ンパ ク質遺伝子 の破壊株 について、

表現型解析 を行 った。その結果、プ ロ リンを単一 の炭素源 とす る培地 にお いて、FMP12

の破壊株 では野生型株 と比較 して良好 な生育 が見 られ た。一方 、FMP12の 過剰 発現 に

よ りプ ロ リンの炭素源 として の資化能 が低 下 した。 これ らの結果 か ら、S．cerevisiaeに

おいて、 プ ロ リンを炭 素源 と して利 用す る ことを抑制 す る未知 の機構 が存在 し、そ の

機構 にα一ケ トグル タル酸依 存性 ジオ キシゲナーゼ と相 同性 のあ るFmp12が 関与 してい

るこ とが判 明 した。 また 、遺伝 学的解 析 の結果 、 ミ トコン ドリアに局在す るプ ロ リン

分解酵 素 （Put1／2）、ア ラニ ン トランスア ミナーゼAlt1、 α一ケ トグル タル酸デ ヒ ドロゲ

ナーゼ （KGDH） か ら成 る経 路が プ ロ リンの炭素源 と しての利 用 に必須 で ある ことを

S．cerevisiαeで初 めて見 出 し、Fmp12が この経路 の抑制 に関与す ることを明 らかに した。

以上 の結果 か ら；酵母S．cerevisiaeの オル ガネ ラ （液胞 、ミ トコン ドリア）において、

プ ロ リンの輸送 や代謝 に関連 す る新規 因子 を同定 し、 プ ロ リンの細胞 内局在 の生理的

意義 とそ のメカ ニズムの解 明に資す る知見 を得 る ことがで きた。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 西 田 郁 久

酵 母Sαccharomycescerevisiaeに おいて、ア ミノ酸 の一種で あ るプ ロ リンは、窒素源

として利用 され るだけでな く、ス トレス環境 下にお ける細胞保護物質 と して も機 能す

る。それ らの機 能 の発現 には、液胞膜や ミ トコン ドリア 内膜 におけ るプ ロ リンの輸送

系 が必要 であ るこ とが示唆 されてい るが、そ の分子機構 の全容解 明には至 っていない。・

また、プ ロ リンを窒素源 として利用す る以外 の代謝経路 については、 ほ とん ど不 明で

ある。 申請者 は、S．cerevisiaeにお けるプ ロ リンの細胞 内輸送機構や新規 な代謝制御機

構 の解 明を 目的 として研 究 を展 開 し、以下 に示す新た な結果や重要 な知 見を得 た。

1）DNAマ イ クロア レイ解析 の結果 か ら、細胞外 か らのプ ロ リン添加 に よ りプ ロ リン

代 謝 ・輸 送 に関す る遺伝子 の発 現が変動 し、 中で も液 胞膜 トラ ンスポー ターを コ

ー ドす るAPiT遺 伝子 （AVTI－7）の発現が誘導 され る ことを示 した。

2）Al7T遺 伝子 の破壊株や過剰発現株 を用 いて液胞 にお けるプ ロ リンの局在解析 を行

ない 、主にAvt1が 液胞 にお けるプ ロ リンの取 り込み に、Avt3が 液胞か らのプ ロ リ

ンの排 出にそれ ぞれ 関与す ることを見出 した。

3） ミ トコン ドリアにお けるプ ロ リン トランスポーターの 同定 には至 らなかったが、

生化 学的解析 に よ り、単離 ミ トコン ドリア にお け る トランスポー ター非依 存的 な

プ ロ リン取 り込 み系の存在 を示 唆す るデー タを得た。

4） ミ トコン ドリア関連 タンパ ク質 をコー ドす る機能未 知遺伝子 に着 目した ところ、

プ ロ リン を単一 の炭 素源 と した 時 の資化 能 がFMP12破 壊株 にお いて増 大 し、

FMP12過 剰発現株 では逆 に低 下す るこ とを明 らか に した。

5）FMP12破 壊株 を用いた遺伝学的 な解析 よ り、 プ ロ リンを炭素源 として利用す る際

に必 要な代謝経 路 を同定す るこ とができた。

申請者 は、本研究 を通 してS．cerevisiαeの液胞 にお け るプ ロ リン輸送 系の存在 を見出

した。AVT遺 伝 子のオル ソログは植物や動物 に も保存 され てお り、高等真核 生物の液

胞 （リソソー ム） にお けるプ ロ リン輸送経 路 とそ の意義 の解 明 にも繋が る と考 え られ

る。 また、S．cerevisiαeにおい てア ミノ酸 を炭素源 と して利 用す る経路が存在 す るこ と

を明 らか に し、その調節 に関わる新規 因子 として、α一ケ トグル タル酸依存性 ジオ キシ

ゲナーゼ と相 同性 のあるFmp12を 同定 した。S．cerθWα θ は様 々な有用物質 の発酵生

産 のた めの宿主 と して広 く用 い られ てお り、本研究 で得 られた知見 が、従 来の発 酵産

業 にお ける常識 を打 ち破 る新 たな発酵 生産プ ロセ スの確 立 のた めの端緒 とな るこ とが

期待 で きる。以上 のよ うに、本論文 はS．cerevisiaeに おい て、プ ロリンの細胞 内輸送経

路やプ ロ リンを炭素源 として利 用す る経路 の一端 を明 らか に した上で、新 た な仮説 を

提 唱 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。


