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論文内容の要旨

申請者氏名 西村 明

酵母Saccharo〃rycescerevisiaeΣ1278b株 には、プ ロ リン代 謝 中間体の△1一ピロ リンー5一

カル ボ ン酸／グル タ ミン酸一Y一セ ミアルデ ヒ ド（P5C／GSA）をN一アセ チル化 す る酵素Mprl

が存在 してお り、Mpr1はP5C／GSAを アセチル化す るこ とでプ ロ リン （Pro）とアル ギ

ニ ン （Arg）の代謝 を連結 してい る。 また、Mprlは 高温や過酸化水素 な どに よ り生 じ

る細胞 内ROSレ ベル を制御 し、酸化 ス トレスか ら細胞 を防御 している ことも判 明 した。

しか し、P5C／GSAの アセ チル 化 と抗 酸化 との 関連 につ いては不 明な点が多 く、Mpr1

に よる抗酸化機構 は明 らかに なっていない。そ こで本研 究で は、酵母 のPro／Arg代 謝 を

介 した新規 な酸化 ス トレス耐性 機構 にっ いて、分子機構 と生理機 能 の解析 を行 った。

まず 、酵母 が高温 に曝 され る とProオ キシダーゼ とMpr1の 遺伝 子が誘 導 され 、Pro

か らMpr1を 介 したArg合 成 が充進 してい るこ とが判 明 した。 また、Mprlは ミ トコン

ドリアでP5C／GSAを アセチル化 し、Arg合 成 の元進 に寄与 してい る と考 え られ た。

次 に、Arg合 成 の充進 が酸 化 ス トレス耐 性に関与す る と予想 し、その機構 を解析 し

た。Argの 作用機序 と しては、哺乳類 と同様 に一酸化 窒素 （NO） の関与 が考 え られ る

が、酵母 のゲ ノム上 には哺乳類NO合 成酵素 （NOS） のオル ソログが存在 してお らず、

NOの 生成機構 や生理機能 は不 明であ る。 そ の結果 、酵母 にお いて もArgか らNOS活

性依存 的 に発生す るNOが 酸化 ス トレス耐性 に寄与 してい る ことが明 らかにな った。

そ こで、酵母 のNOS様 タンパ ク質 を哺乳類NOSに 存在す るオキシ ドレダ クターゼ ド

メイ ンを指標 に生化 学的手法 で探 索 した。 その結果 、オ キシ ドレダ クターゼ と推 定 さ

れ る27個 の機 能未知 タ ンパ ク質の 中か ら、Tah18に 明瞭 なNOS活 性 を検 出 した。Tah18

を組 換 えタ ンパ ク質 と して調製 し、解析 した ところ、Tah18は 基質特異性や補酵 素要

求性 な どの点 で哺乳類NOSと 類似 の性質 を示すが、一次構造上 オキシゲナーゼ ドメイ

ンが な く、活 性化 にカルモ ジュ リンは必要 ない。 また 、ヘ ムではな く鉄イオ ンがオ キ

シゲナーゼ反応 に重要で あるこ とが判 明 した。Tah18は 複合 体を形成 す るDre2タ ンパ

ク質の鉄硫黄 クラス ター にFADとFMNを 介 して電子 を転移す るタンパ ク質 として報

告 され て い るが、NOSと しての活性 は初 めての知 見で ある。Tahl8のNOS活 性 とDre2

へ の電子転移活性 は無 関係で あった。 さ らに、生育 に必須 であ るTah18遺 伝 子の条件

的破壊株 を作製 した ところ、高温処理 下で もNO含 量 が増加せず 、生存率 も野生株 に

比べて著 しく低 下 した。 また 、Tah18過 剰発現株 で は野生株 よ り高いNOS活 性 が検 出

され た。 これ らの結果 か ら、酵母 のNOS活 性 はTahl8に 依 存 してい る と結論 づ けた。

最後 に、NOに よる抗酸化機構 を解析 した ところ、NOが 細胞 内への銅 の取 り込み を

制御 し、銅 依存性 スーパーオ キシ ドジスムター ゼ （Sod1）の活性 を増加 させ るこ とを

見 出 した。以 上の結果 か ら、高温処理 に よ り誘導 され るNO合 成 がTah18のNOS活 性

に依存 し、銅 の取 り込 み を介 して細胞 の酸化 ス トレス耐 性に関与す るこ とが示 され た。



（月日糸氏2）

論文審査結果の要旨

申請者氏名 西村 明

酵母Saccharo〃2ycescerevisiaeは 発酵生産環境 において、冷凍 、乾燥 、高温、浸透圧 、

エ タ ノール な ど細胞 内に活性 酸素種 （ROS） が蓄積 す る酸化 ス トレスに よ り有用機能

の発現 が制限 され てい る。 申請者 は、酵母 のプ ロ リン （Pro）・アル ギニ ン （Arg）代謝

を介 した酸化 ス トレス耐性機構 を解 析 し、以 下に示す新 たな結果や重要 な知見 を得 た。

1） 酵母 Σ1278b株 に存在 す る抗酸化酵素Mpr1の 機能 を解析 し、MprlはROS産 生に

関与す るPro代 謝 中間体 を ミ トコン ドリアでN一アセチル化す ることで、細胞 内ROS

レベル を制御 す ると ともに、ProとArgの 代謝経路 を連結 して いる ことを示 した。

2） 酵母 Σ1278b株 は細胞内ROSレ ベル を増加 させ る高温処理 （39℃） に曝 され る こ

とで、Proオ キシダーゼ遺伝子 とMprl遺 伝子 が誘 導 され、Proか らのArg合 成 が

充進 し、増加 したArgが 細胞 の酸化 ス トレス耐性 に関与す るこ とを明 らか に した。

3）Argの 作用機序 と して、哺乳類 や一部 の細菌 と同様 に一酸化 窒素 （NO） の関与を

想 定 し、解析 を行 った ところ、酵母 にお いて もArgか らNO合 成酵素 （NOS） 活

性 依存的 にNOが 生成 し、細胞 の酸化 ス トレス耐性 に寄与 してい るこ とを見 出 した。

4）酵母 の オキシ ドレダクターゼ と推 定 され る27個 の機 能未知蛋 白質 の中か ら、Tah18

に明瞭 なNOS活 性 を検 出 した。組換 えタンパ ク質 を用いた酵素学的 な解析 か ら、

Tahl8は 哺乳類NOSと 類似 の性質 を示す が、ヘムでは な く鉄イオ ンがオキ シゲナ

ーゼ反応 に重 要で あるこ とを示 した。↑ah18は 鉄硫 黄 クラス ター の生成 に関与す る

タンパ ク質 であ るが、NOSと しての活性 は初 めての知 見で あ る。 さらに、Tahl8

遺伝子 の条件的破 壊株の実験 か ら、酵母 細胞 内でのNO生 成 はTahl8のNOS様 活

性 に依存 してお り、生成 したNOが ス トレス耐性 に関与 してい るこ とを見 出 した。

5）NOの 下流経路 を解析 し、NOが 細胞 内へ の銅 の取 り込 み を制御 す るこ とで 、銅依

存性 スーパ ーオ キシ ドジスムターゼ （Sodl）の活性 を増加 させ る ことを確認 した。

これ らの結果 か ら、酵母 にお いて酸化 ス トレス下でProか らのArg合 成 が元進 され、
’増加 したA

rgか らTahl8のNOS活 性依 存的 にNOが 生成す るこ と、お よびNOが 銅 の

取 り込み を介 して細胞 の酸化 ス トレス耐性 に関与す るこ とを初 めて明 らかに した。

これ まで酵母 、糸状菌 な どの真菌類 ではNOSが 同定 され てお らず、NO研 究はほ と

ん ど進 展 していないが、本研究 は真菌類 にお けるNOの 生理機能 を理解す る上で意義

深 い。一方 、バイ オテ クノロジーの面か らも、酸化ス トレス耐性 能 を高 めた産業 用酵

母 の育種 に有用 な知見で ある。 また、 ヒ トで はNOが 炎症 、高血圧 、癌 な ど多 くの疾

病 に関与 してお り、将来的 にはNOと 病気 の関連性 を調べ るモデ ル として期待 で きる。

以上 の よ うに、本論文 は酵母 におけ るNOの 生成機構 と生理 的役割 の一端 を明 らか

に 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。


