
一酸化窒素(NO)は、様々な生物において多様な生命現象に関わるシグナル分子で

ある。一方、過剰なN0産生は nitrosativestresS によるネ醐包毒性を示すため、ボ剛包は種々
の方法でホ醐包内 N0 濃度を厳密に制御するとともに、 nitrosativestresS耐性機構を備え

てぃる。酵母Sacchω0"リC"cerevisiae においては、 N0 は高温ストレス耐陛やボ剛包死誘
導に関与することが明らかになっている。本研究では、酵母における新たな N0而"生
遺伝子を探索・同定し、その特性やN0耐性機構を解析することを目的とした。

まず、細胞膜透過型N0特異的蛍光プローブΦAF・FMDA)で処理した酵母細胞を、

酸性の亜硝酸含有晒對生亜硝酸)培地で培養したところ、細胞内蛍光レベルが上昇し
た。また、 N0分解酵素をコードするγHB1の破壊株は、酸性亜硝酸培地において顕著
な生育阻害を示したことから、酸性亜硝酸条件下で生成するN0 が細胞毒性を示すこ
とが明らかとなった。次に、酵母のゲノムDNAライブラリーの多コピープラスミドを

野生型株に導入し、酸性亜硝酸培地で生育が早いコロニーを取得した。各コロニー由
来のプラスミドのシーケンス解析を行った結果、りボフラビン合成の初発酵素である

GTpcyclohydrolase Ⅱ(GTPCH2爪iblp)をコードする RIB1遺伝子をN0耐性遉伝子候
補として取得した。R佑1の過剰発現株および破壊株は、酸性亜硝酸に対してそれぞれ

而竹生と感受性を示した。また、 RIB1過剰発現株をN0 ドナー(NOC・5)で処理した結
果、野生型株に比べて細胞生存率が上昇し、細胞内 N0 レベルは低下した。以上のこ

とから、Rm1は細胞内N0レベルを低下させてN0耐性に寄与することが示唆された。

RIB1依存的なN0耐性機構を解析するため、既知のN0 耐性遺伝子破壊株で RIBI

を過剰発現したところ、野生型株と同様に^倉性亜硝酸耐性が上昇したことから、 RIBI

依存的N0耐性機構には既知のN0耐性遺伝子は関与しないと考えられた。また、活

性中心変異型Riblp (cyS148Ser, cyS159Ser, cyS161Ser)を過剰発現させたところ、 N女
性亜硝酸に耐性を示さなかったため、 R1別依存的N0耐性機構にはRiblPの活性が重

要であることが明らかとなった。続いて、 Ribゆの N0分解活性を検証するため、

DAF"FM と NOC.5 を組換え精製R北ゆ存在下で反応させ、蛍光強度を測定した。その

結果、精製RiblP による N0 レベルの減少は観察されなかった。一方、精製Ribゆを
GTPと反応させたGTPCH2反応液を同様の系に添加すると、NOC・5添加による蛍光強

度の上昇が阻害された。さらに、 GTPCH2 反応の生成物である

2,5、diamino-6、(1,D、ribosylamino)pyrimidin・4(3H)・one 5'・phosphate (DARP)のピリミジン
音畔立に相当する 2,4,5、triamino-6、hydroxy・pyrimidin血e (D肌PM)の添加により、蛍光強
度の上昇が抑制された。以上のことから、 RiblP が生成する DAN がN0 と反応して

分解することで、N0耐性に寄与することが示唆された。
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一酸化窒素(NO)は多様な生物において種々の生命現象に関わるシグナル分子であ

るが、酵母Sacchω0抗yC部Ceルνisi卯におけるN0耐性機構にっいては不明な点が多い。
申請者は、遺伝学的スクリーニングにより N0而竹生に関与する新規遺伝子としてRIBI

を同定し、その特性を解析することで、以下に示す新たな知見や重要な結果を得た。

D りボフラビン合成の初発酵素である GTp cyclohydrolase n (GTPCH2爪、iblp)をコ
ドするR1別遺伝子の過剰発現が、 N0ドナー処理時の酵母細胞内N0濃度を低

下させるとともに、細胞生存率の低下を抑制することを見出した。

2) RIB1造伝子の破壊株は、 N0を発生する酸性亜硝酸に対して感受性を示した。

3)活性中心変異型Ribゆ(cyS14器er, cyS159Ser, cyS161Ser)を過剰発現した株は、
野生型R1β1の過剰剰発現株と異なり、酸性亜硝酸に対する耐性を示さなかった。

4)精製した組換えRiblPは、 N0 ドナーによる N0濃度の上昇を抑制しなかった。

5)組換えRiblP を GTP と反応させたGTPCH2反応液が、 N0 ドナーによる N0濃度
の上昇を抑制することを見出した。

6) GTPCH2 の反応生成物である 2,5、diamino-6・(1・D・ribosylamino)pyrimidin・46H)・one

5'、phosphate (DARP)のピリミジン音"イ立である 2,4,5・triamino・6・hydroxy・pyrimidinine
①ANM)の添加が、 N0 ドナーによるN0濃度の上昇を阻害した。

これらの結果から、 RIB1遺伝子がコードする GTPCH2/RiblP が GTP を DARP に変

化し、 DANがN0 を消去していると老えられた。 RIB1遺伝子がN0耐性に関与する

という報告はなく、 DARP やその類縁化合物が N0 と反応することも新たな知見であ

る。従0て、 R1β1遺伝子がN0耐性に関与することを見出L、その機構を解析した申

請者の研究は極めて意義深い。一方、酵母S.化形νismeは病原真菌のモデル生物として

重要であるが、病原真菌は感染時に宿主由来のN0や関連活性分子により攻撃を受け

る。 RIB1遺伝子は噛乳類には保存されていないことから、申請者が見出した酵母にお

ける新規なN0耐性機構の重要分子であるRiblP は、新たな抗真菌薬の標的となり得

る。さらに、申請者の結果から、 DAN やそのピリミジン部位である D肌PM が NO

と直接反応することが強く示唆されたが、これは新たな N0 特異的なスカベンジャー

や蛍光プローブを開発する端緒となる。今後、 DARPやDARPM と N0 との反応機構

および反応生成物を明らかにすることで、これらの応用研究への貢献が期待される。

'、,゛△'酵;'こおナる新規ナ N0而井生一仁子RIB1を見出し、その以上のように、本論文は酵母における新規な N0而井生遺伝子 RIB1 を見出し、その

N0而竹生機構を解析したものであり、学術上、応用上貢献するところが少なくない。よ

つて審査委員一同は、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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