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論文内容の要旨

申請者氏名 志賀 岳希

酵 母Saccharo〃IYcescerevisiaeは 、発 酵 産 業 に お い て 広 く利 用 され て い る有 用微 生 物

で あ るが 、 実 際 の発 酵 生 産 環 境 に は 高 濃 度 エ タ ノー ル や 高 温 な どのス トレス が複 合 的

に存在 して お り、酵 母 の 生 育 お よび発 酵 を 阻害 す る要 因 とな っ てい る。 そ の た め、 発

酵 生 産 環 境 中 の ス トレス に強 い耐 性 を示 し、発 酵 力 の 高 い酵 母 の 育 種 が 望 まれ て い る。

酵 母 のユ ビキ チ ン リガ ー ゼRsp5は 、細 胞 膜 タ ンパ ク質 をユ ビキ チ ン化 し、エ ン ドサ イ

トー シ ス を誘 導 す る こ とで 、 そ の タ ンパ ク質 の細 胞 膜 上 か らの 除去 と、続 く液 胞 で の

分 解 を促 進 して い る。 酵 母 の 細 胞 は、 この仕 組 み を利 用 して 、細 胞 膜 タ ンパ ク質 の 品

質 管 理 （？lasmaMembraneΩualityControl；PMQc） を行 っ て い る と報 告 され て い るが 、

詳 細 な分 子 機 構 、特 に環境 ス トレス 下 に お け るPMQCに つ い て の 知 見 は 乏 しい 。 当研

究 室 で 単離 したRsp5の 機 能 低 下型 変 異 株 （rsp5A401E株 ） で は 、 ア ミ ノ酸 パ ー ミアー ゼ

Gap1の ユ ビキ チ ン化 とエ ン ドサ イ トー シ ス が抑 制 され る ほ か、様 々 な ス トレス に高 い

感 受 性 を示 す こ とが 分 か っ て い る。 した が って 、Rsp5に よ るPMQCの 分 子 機 構 を解 明

す る こ とは、 酵 母 の ス トレス 応 答 へ の理 解 が 深 ま る と と もに 、 ス トレス 耐 性 と発 酵 力

の 向 上 した酵 母 の 育種 に も繋 が る た め 、基 礎 ・応 用 の 両 面 で重 要 な研 究課 題 で あ る。

本 研 究 で は 、 ま ずRsp5の モ デ ル 基 質 と してGap1に 着 目 し、 エ タ ノール ス トレス 下

に お け るGap1の ユ ビキチ ン化 とエ ン ドサ イ トー シ ス につ い て解 析 した。そ の結 果 、エ

タ ノー ル ス トレス に よってGap1の ユ ビキ チ ン化 が誘 導 され る こ とが確 認 され 、さ らに 、

続 くエ ン ドサ イ トー シス の解 析 に よっ て 、未 知 の ア ダ プ ター タ ンパ ク質 がRsp5とGap1

と を仲 介 して い る こ とを見 出 した。 次 に 、 ス トレス 下 でRsp5とGap1と を仲 介 す る ア

ダ プ ター タ ンパ ク質 を探 索 した と こ ろ、Bu11，Bul2，Art1，Art3，Art6の 関与 が 明 らか とな

り、 これ らの ア ダ プ ター タ ンパ ク質 は機 能 的 な 冗長 性 と選 択 性 を併 せ 持 って い る こ と

が 示 され た。 ま た 、本 機 構 は エ タ ノー ル に 限 らず 、 高 温 や 酸 化 な どの ス トレス に よ る

Gap1の エ ン ドサ イ トー シ ス誘 導 に も関 与 して い た 。 さ らに 、rspsA401E株 で は 、Bu12と

Art1がRsp5と ほ とん ど相 互 作 用 しな い こ とを見 出 した。 この結 果 か ら、rsp5A401E株 に

お け るRsp5の 機 能 不 全 は 、基 質 認 識 能 の 異 常 に 起 因 す る こ とが 示 され た 。

こ のPMQCの 解 析 の過 程 で 、ARTI遺 伝 子 の単 独 破 壊 に よっ て酵 母 の ス トレス 耐 性

が 低 下す る一 方 で 、Gap1の エ ン ドサ イ トー シス に は 野 生型 株 との 差 が 見 られ ない こ と

か ら、Art1がPMQC以 外 の ス トレス応 答 に も関 与 して い る可 能性 を見 出 した 。そ こ で 、

DNAマ イ ク ロア レイ解 析 を行 い 、ARTI破 壊 株 に お い て 、 エ タ ノー ル ス トレス 下 で野

生 型 株 よ りも発 現 が低 下 す る遺 伝 子 を 同定 した。 そ の 中に は 、 細 胞 質 中 に 存在 す る複

数 の ス トレス応 答 因 子 の遺 伝 子 も含 まれ て い た。 これ はARTI破 壊 株 の ス トレス耐 性

低 下 と同様 、PMQCの み で は説 明 で きな い 現 象 で あ った 。 以 上 の結 果 よ り、 ア ダ プ タ

ー タ ンパ ク質Art1がPMQC以 外 の ス トレス応 答 に も関 与 す る こ とが 初 め て示 唆 され た。’
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 志賀 岳希

酵母Saccharomycescerevisiaeは 、発酵産業 において広 く利 用 されてい る有用微 生物

で あるが、実 際の発酵 生産環境 では、高濃 度エ タ ノールや 高温 とい ったス トレス によ・

って、酵母 の生育 と発酵 が阻害 され る。 した がって、酵母 のス トレス応答機構 の解 明

は、ス トレス耐性 の 向上 した酵母 の育種 技術 の開発 に も繋 が り、基礎研究 のみな らず

産業利 用 の観 点で も重要で ある。 申請者 は、酵母 のス トレス耐 性に深 く関与 してい る

ユ ビキチ ン リガーゼRsp5と そ のア ダプ ター タンパ ク質 に着 目し、未 だ詳 細な知見 の乏

しいス トレス応 答機 構で ある 「細胞膜 タンパ ク質 の品質管理 （plasmaMembraneΩuality

⊆ontrol；PMQC） 」 について解析 を行 い、以 下に示す新 たな知 見や重 要 な結果 を得 た。

1） ア ミノ酸パー ミ・アーゼGap1を モデル基質 として用 い、エ タノールス トレス によっ

て、Rsp5依 存的 に細胞膜 タ ンパ ク質 がユ ビキチ ン化 され るこ とを示 した。

2）Gap1を 含む複数 の細胞膜 タンパ ク質 が、エ タノール ス トレス下でエ ン ドサイ トー

シス に よって細胞膜 上 か ら除去 され 、 この仕組 みが細胞膜 タ ンパ ク質 に共 通 した

ス トレス応答機構 であ ることが示 唆 され た。

3） エ タノール な どの各種 ス トレスに よってGap1の エ ン ドサイ トー シスが誘 導 され、

これ にはRsp5だ けでな く、Art1やBu11，Bul2と いったRsp5の アダプ ター タンパ

ク質 の関与 が重要 であ ることを明 らかに した。

4）Rsp5の アダプター タンパ ク質 には機 能的 な冗長性 が存在す る一方 で、細胞 内外 の

環 境や状況 に応 じた選択性 も存在す るこ とが判明 した。

5） 機能低 下型 の変異型Rsp5（Rsp5A401E） で は、ArtlやBul2と いった一部 のアダプ

ター タ ンパ ク質 とめ相互 作用が著 しく低 下 してお り、 その機 能不全 の原 因が基質

認 識能 の異 常であ るこ とが初 めて示 された。

6）ARTI遺 伝子 の破壊株 を用 いた解析 か ら、PMQcの み では説 明できない ス トレス耐

性 お よび遺伝子発 現の低 下が観 察 され、Art1がPMQC以 外 のス トレス応答 に も関

与 している可能性 を初 めて見出 した。

これ らの結 果 か ら、Rsp5に よるPMQcの 分子］幾構 の詳 細が明 らか とな り、PMQcに

お けるアダプ ター タンパ ク質 の重要性 が示 された。PMQCに 関わ る個別 の因子 の同定

とその機 能解析 は、酵 母 のス トレス応 答 を精密 に制御 す る ことで、発酵 力 を効率 的に

向上 させ る技術 の開発 に繋 が る可能性 があ る。 また、Artlの 機 能解析 に よって、Rsp5

とア ダプ ター タンパ ク質 に よる新規 な細胞機 能制御機 構 の発見 も期待 できる。

以上の よ うに、本論 文はRsp5と アダプ ター タンパ ク質 の機能解析 に よって酵母 におけ

るPMQCの 詳細 な分子機構 を解 明 した上で、新 た な研究領域 を開拓 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。
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