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論文内容の要旨

申請者氏名 立橋 祐樹

当研 究室で は、酵母Saccaryomycescerevisiaeに よる醸 造や製パ ンな どの発酵生産過

程 にお けるプ ロ リンの様 々な有用性 につ いて報告 してきた。Y一グル タ ミル キナーゼ （GK）

は生物 に広 く保存 されてお り、その活性 はプ ロ リン合成 の初発反応 を担 うとともに、

プ ロ リンに よるフィー ドバ ック阻害 を受 ける ことで合成 量 を制御す る重要 な酵素 であ

る。 酵 母 のGKは 触 媒 活 性 を示 すN末 端 側 の キ ナ ー ゼ ドメイ ン 、C末 端 側 の

？seudo旦ridinesynthaseand△rchaeosinetransglycosylase（PUA） ドメイ ン、お よび両 ドメ

イ ンを繋 ぐ リンカー領 域 か ら構成 されてい るが、キナーゼ ドメイ ン以外 の領域 の役割

につい ては不 明である。PUAド メイ ンは、多 くの生物 に保存 され るRNA結 合 ドメイ

ンの一つ であ り、RNA修 飾酵 素や真核生物 の翻訳 開始 因子 な どのタンパ ク質 に多 く見

出 され るが、酵母 のGKに お ける機 能や意義 について は不 明で あった。 そ こで、本研

究 では、酵母 にお け るGKの 分子機 能 とス トレス耐性獲得機 構 に関す る解析 を行 った。

まず 、キナーゼ ドメイ ン以外 の領域 がGKの 酵素機能 に及 ぼす影響 を調べ た ところ、

活1生にはキナーゼ ドメイ ンだ けで な く、 リンカー領域 も必須で あるこ と、PUAド メイ

ンは必須 でないが、その欠 失 によ りVm、、値 が野生型GKの 約1％ にまで低 下す るこ と

が見 出 され た。 また、PUAド メイ ンは基質 との親和性や ア ロステ リック性 には顕著な

影響 を及 ぼす ことな く、反応 速度 の制御 に重要 な働 きを示す ことも明 らかになった。

次 に、プ ロ リン合成 を介 した ス トレス耐性機 構 の解 明のため、プ ロ リン合成 に関連

す る変異株 を用 いて、ス トレス下 にお け る表現型 を解析 した。そ の結果、GKを コー ド

す るPRO1遺 伝 子の破壊 はス トレスに感受性 を示 したが、GKの 下流 に位置す るグル タ

ミル リン酸 レダ クターゼ をコー ドす るPRO2遺 伝子 の破壊 は感 受性 を示 さなか った。

また、PUAド メイ ンの欠失 に よ りス トレス感受性 が上昇 したが、触媒活性 の消失はス

トレス感受性 に影響 を及 ぼ さなかった。これ らの結果 か ら、GKを 介 したプ ロ リン合成

には依存せず 、PUAド メイ ンが特異 的に関与す るス トレス耐性機構 の存在 が示 された。

さ らに、遺伝学 的解析 の結果 か ら、脱 ユ ビキチ ン化酵 素 として様 々な細胞機 能 の調

節 に関与 す るUbp3－Bre5複 合 体 とGKの 間 に相 互 作用 が あ る こ とが見 出 され た。

Ubp3－Bre5複 合体 は窒素飢餓 時に リボ ソームの選択 的オー トファジー （リボ ファジー）

を促進す るた め、GKが リボ ファジー に及 ぼす影響 を調べ た。そ の結果、GKが リボフ

ァジー に必須 で あるこ と、その進行 の制御 には触媒活性 が関与す る可能性が示 され た。

本研 究では、遺伝学的お よび生化学 的解析 に よって、酵母 のGKに おいて、PUAド

メイ ンを含 むC末 端領域 が触媒活性 に及 ぼす影 響 を明 らか に した。 また、酵母 のGK

は、触媒活性 に依 存 しないス トレス耐性機 構 、お よび リボ ファジー に関与す る機能 を

有 してい るこ とが新 たた判 明 した。 これ らの結果 か ら、酵母 のGKに 関 して、分子機

能 の全容解 明 に資す る新規 な知 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 立橋 祐樹

酵 母Sacchαro〃2Ycescerevisiaeは 、醸造や製パ ンな どに用 い られ る重要 な微 生物 であ

るが、発酵環 境 にお ける様 々なス トレス に よって優 れた発酵力 が制 限 されて しま う。

したが って、酵母 のス トレス応 答機 構 を解 明す るこ とで、 ス トレス耐性 と発酵力 が向

上 した酵母 の育種 に資す ることが期待 され る。 これまで に 申請者 の所属研 究室 では、

プ ロ リンがス トレス下にお け る細胞保護 物質 として機 能す る ことを報告 して きた。

そ こで本研究 では、酵母 にお けるプ ロ リン合成 を調節す る鍵酵素 であるY一グル タ ミル

キナーゼ （GK） の機能 に着 目し、その役割 が不明で あったC末 端領 域がGKの 酵素機

能 に及 ぼす影響 、お よびGKが 有す る新 規 な生理機能 につ いて解析 を行 ない、以 下に

示す新 たな知 見や重要 な結果 を得 た。

1） 遺伝学的解析 か ら、GKの 触媒活性 にはN末 端側 のキナーゼ ドメイン とC末 端側

に存在す る機能未知 の ？seudo旦ridinesynthaseand△rchaeosinetransglycosylase（PUA）

ドメイ ンを繋 ぐ リンカー領域 も必須で あるこ とを明 らかに した。

2） 酵素学的解析 に よ り、PUAド メイ ンは触媒活性 に必須 ではないが、高い活性 を発

現す るために重要 な役割 を果 たす こ とを見 出 した。

3）GKを 介 した新規 なス トレス耐性機構 の存在 を見出 した。また、その機構 にはGK

の触媒活性 （プ ロ リン合成 能） とは独 立 して、PUAド メイ ンの機能 が特異 的に関

与す るこ とを明 らかに した。

4）GKと 遺伝学的 な相互作用 を示す新規 な因子 と して、リボ ソー ムの選択的オー トフ

ァジー （リボ ファジー）に関わる脱ユ ビキチ ン化酵素 の 「Ubp3－Bre5複 合体」を同

定 し、GKが リボファジー に必須 であ ることを見出 した。また、 リボファジー の進

行 の制御 にはGKの 触 媒活性 が 関与 してい る可能性 が示 され た。

5） リボ ファジー に欠損 を示すUBP3遺 伝子 、BRE5遺 伝子 の各破壊株 、お よびPRO1

遺伝子 の破 壊株 は窒素飢餓 に対 して高い感受性 を示 した こ とか ら、 リボ ファジー

が窒素飢餓時 にお け る細胞 の生 存 に重要 な機 構 である ことが示唆 され た。

以上 の よ うに、本研 究 では、遺伝学 的お よび生化学 的な解 析 に よbて 、酵母 のGK

においてその役割が不 明であったPUAド メイ ンを含 むC末 端領域 が触媒活性 に及 ぼす

影響 を明 らか に した。また、酵母 のGKは 、触 媒活性 に依存 しないス トレス耐性機構 、

お よび リボフ ァジー に関与す るこ とが示 され 、プ ロ リン合成以外 に新 たな生理機能 を

有 してい るこ とを初 めて見 出 した。

本 論文 は、酵母 にお けるス トレス応 答機 構 の一端 を明 らか に した上 で、ア ミノ酸代

謝酵 素 が 自らス トレス応 答 ・栄養応答 の調節 に関わ る とい う新規性 の高い現象 を提 唱

す るものであ 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。


