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論文内容の要旨

申請者 氏名NatthapornTakpho

分 岐 鎖 ア ミ ノ酸 の 一 種 で あ るバ リンは 、 哺 乳 類 で は必 須 ア ミノ酸 で あ る こ とか ら、

飼 料 や サ プ リメ ン ト、 抗 ウィル ス薬 の原 料 な どに広 く用 い られ て い る。 現 在 、バ リン

は 主 に大 腸 菌 やCorynebαcterium属 細 菌 を用 い た発 酵 法 に よ り生産 され て い るが 、食 品

と して 高 い 安 全 性 が認 め られ て い る酵 母Sαceharomycescerevisiaeを 用 い れ ば 、 有 用 性

の 高 い 技 術 に な る こ とが 期 待 され る。 ま た 、 真 核 生 物 の モ デ ル と して も知 られ る ＆

cerevisiaeに お け るバ リンの 合 成 制 御機 構 と生 理 記 役 割 の解 明 は 、高 等 生 物 にお け る研

究 に も貢 献す る と考 え られ る。 そ こで 本 研 究 で は 、バ リン合 成 を制 御 して い る鍵 酵 素

で あ るア セ トヒ ドロキ シ酸 合 成 酵 素 （AHAS） とバ リン合 成 の最 終 ス テ ップ を担 う分 岐

鎖 ア ミノ酸 ア ミ ノ基 転 移 酵 素 （BCAT） に着 目 し、S．cerevisiaeで の機 能 解 析 を行 った。

酵母 のAHASは 、触 媒 サ ブ ユ ニ ッ トIlv2お よび 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト11v6か ら成 り、Ilv6

にバ リン が結 合 す る こ とに よ りAHAS活 性 が 阻 害 され る と推 測 され て い る・ これ ま で

に 、大 腸 菌 のAHASに お い て バ リン に よ る フ ィー ドバ ック 阻害 を解 除 す る ア ミノ酸 置

換 が複 数 同 定 され て い る こ とか ら、 酵 母 のIlv6上 にお け る相 同 な ア ミノ酸 残 基 の置 換

がAHAS活 性 に及 ぼす 影 響 を解 析 した。 そ の結 果 、 バ リン との結 合 領 域 で あ るACT

ドメ イ ン上 のN86A，G89D，N104H置 換 体 を発 現 す る株 で は 、バ リン の毒 性 アナ ロ グ

で あ る ノル バ リン に対 す る耐性 が 野 生 型 株 よ りも上昇 し、細 胞 内バ リン含 量 も著 し く

増 加 して い た 。 ま た 、酵 母 のIlv2お よびIlv6を 大 腸 菌 の組 換 え タ ンパ ク質 と して 調 製

し、invitro再 構 成 系 を用 い てAHAS活 性 を測 定 した とこ ろ 、N86A，G89D，N104H置

換 が バ リン に よ る フ ィー ドバ ック 阻害 を解 除 す る こ とも 明 らか に した。 以 上 の結 果 か

ら、AHASの フ ィー ドバ ック阻 害 機 構 が生 物 間 で広 く保 存 され て い る こ とが示 され たこ

酵 母 のBCATに つ い て は 、 ア ミノ末 端 に ミ トコ ン ドリア移 行 シ グナル （MTS） を有

す る ミ トコ ン ドリア局 在 型 （Bat1） と有 さな い サ イ トゾル 局 在型 （Bat2） の2種 類 が

存 在 す る。 本研 究 で は、Bat1の 欠 損 が細 胞 内バ リン含 量 を減 少 させ 、バ リン欠 乏培 地

にお け る細 胞 の 生 育 を遅延 させ る の に対 し、Bat2の 欠 損 は ほ とん ど影 響 を及 ぼ さな い

こ とを見 出 した 。従 っ て 、バ リン合 成 に お い てBat1が 主 要 な役 割 を果 た して い る こ と

が示 唆 され た。 さ らに 、BCATの 細 胞 内局 在 の意 義 を調 べ るた め に 、MTS欠 失型Bat1

発 現 株 （Bat1－MTS） とMTS付 加 型Bat2発 現 株 （Bat2＋MTS） を構 築 し、表 現 型 を解

析 した。 その結 果、Bat1－MTS株 だけがBat1欠 損株 と同様 に細胞 内バ リン含 量を減少

させ 、バ リン欠 乏培地 にお ける生育 を遅延 させ た。以上 の結果 か ら、 ミ トコン ドリア

に局在す るBCATが 効率的 なバ リン合成 を行 うために必要 である ことが半1」明 した。

本研究 を通 して、酵母 のバ リン合成 にお けるAHASの フィー ドバ ック阻害 とBCAT

の細胞 内局在 の重要性 を明 らかにす るこ とがで きた。 これ らの知 見は、バ リンの発酵

生産へ の応 用や 高等生物 にお けるバ リン合成制御 の理解 に繋 がる ことが期待 され る。
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論文審査結果の要旨
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酵母Sacchoromycescerevisiaeは 、発酵産業 にお いて広 く利用 され てい る微 生物 であ

るが、ア ミノ酸 生産にお ける活用例 は未だ多 くはない。 しか しなが ら、S．cerevisiaeを

用 いて製 造 され る発酵食 品や飼料等 にお けるア ミノ酸含量 を直接 高め るこ とができれ

ば、それ らの高付加価値 化お よび発酵産 業上有用 な技術 の確 立に貢 献す る ことが期待

され る。申請者 は、これ まで研 究が あま り進 んでいなかったS．cerevisiaeに お けるバ リ

ンの合成 制御機 構 と生理的役割 に着 目し、以 下に示す新 たな知 見や重要 な結果 を得 た。

1） 大腸 菌での先行研 究 を参考 に して、酵母 のAHASに お け る調節サ ブユニ ッ トIlv6

のACTド メイ ンにア ミノ酸置換 （N86A，G89D，N104H） を導入 す るこ とで、バ

リンによるAHASの フ ィー ドバ ック阻害が解 除 され 、それ らの置換 体 を発 現す る

酵母で は細胞 内バ リン含量 が著 しく増加 す るこ とを見出 した。

2）AHASの フィー ドバ ック阻害 が解 除 され たIlv6のN86A，G89D，N104H置 換体 を

発現す る酵 母 では ノルバ リン耐性 が上昇 していた こ とか ら、ノル バ リン耐性 を指

標 としたバ リン高生産株 の選抜 ・育種 に資す る有用性 の高い知 見が得 られた。

3）N86A，G89D，N104H， 置換 体 を発 現す る酵母 では細胞 内バ リン含 量のみが増加 し

てお り、他 の分 岐鎖 ア ミノ酸 （ロイ シン ・イ ソロイ シン） の含 量 には影響 を及 ぼ

さなか った。 この こ とか ら、酵母 にお ける分岐鎖 ア ミノ酸 の合成 経路 は共通 で あ

るに も関わ らず、合成制御機構 は各ア ミノ酸で独 立 してい る可能性 が示 され た。

4） 大腸菌 では、ACTド メイ ンに加 え、カル ポキシル末端側 のALS ＿ss＿Cドメイ ン上

の ア ミノ酸置換 もフ ィー ドバ ック阻害 を解 除 したが、酵母 では該 当す るア ミノ酸

置換 はバ リン合 成 に影響 を及 ぼ さなかった。 この こ とか ら、原核 生物 と真核 生物

にお けるALSssCド メイ ンの機 能の違いが示唆 された。

5） 酵母 に存在 す る2種 類 のBCATの うち、ミ トコン ドリア局在型 であるBat1が サイ

トゾル 局在型 で あるBat2と 比べて、バ リン合成 に重要 な役割 を有す るこ とを明 ら

かに した。 ’

6）MTS欠 失型Bat1お よびMTS付 加型Bat2の 発現株 をそれぞれ構築 し、機 能解析 を

行 った結果 、MTSの 存在 が細胞 内バ リン含 量の増加 に必要で あるこ とが明 らか に

なった。この ことか ら、Bat1とBat2自 身の酵素活性 や機 能 に差が あるのではな く、

BCATの ミ ト・コン ドリア局在 が効率的なバ リン合成 に必要で ある と結論づ けた。

以上 の結果 か ら、酵母 のバ リン合成 にお けるAHASの フィー ドバ ック阻害 と、BCAT

の細胞 内局在 の重要性 を明 らかにす るに至 った。 これ らの知見 は、真核 生物 にお ける

バ リン合成 の制御 メカニズ ムの理解 や、酵母 を用 いたバ リンの発酵生産技術 に繋が る

有用 な 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。


