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論文内容の要旨

申請者氏名 佐 々木 俊弥

細 胞 は外 界 の 様 々 な環 境 変 化 や ス トレス に応 答 し、 適 応 す るた め の機 構 を備 え て い

る。 パ ー ミア ー ゼ や レセ プ ター 等 の原 形 質 膜 上 の タ ンパ ク 質 の エ ン ドサ イ トー シ ス も

外 界 の 環 境 変 化 に対 す る応 答 であ る が 、真 核 生 物 で はユ ビキ チ ン化 が 引 き金 に な っ て

行 わ れ る場 合 が 多 い 。 高 等 生 物 のモ デ ル と して 、 また パ ン類 や酒 類 、バ イ オ エ タ ノー

ル 等 の 製 造 に重 要 な酵 母Saccharomycescerevisiaeで は、多 くの場 合Nedd4フ ァ ミ リー に

属 す るユ ビキチ ン リガ ー ゼRsp5が 原 形 質 膜 タ ンパ ク質 の ユ ビキチ ン化 を行 っ てい る。

しか しな が ら、Rsp5自 身 の活 性 が 制 御 され る機 構 につ い て は 明 らか に な っ て い な い 。

当研 究 室 で は これ ま で にRsp5が ス トレス 耐 性 に深 く関 与 す る こ とを 明 らか に して

い る。ス トレス 下 にお け るユ ビキ チ ン シス テ ム の理解 と強 化 を め ざ し、RSP5遺 伝 子 に

ラ ン ダ ム変 異 を導 入 した と こ ろ 、 タ ンパ ク質 合 成 の際 に プ ロ リン と競 合 して 取 り込 ま

れ 、 異 常 タ ンパ ク質 を生 成 させ るアゼ チ ジ ンー2一カ ル ボ ン酸 （AZC） に対 して 強 い 耐 性

を細 胞 に 付 与 す る変 異型Rsp5（T357A－Rsp5） を取 得 した 。 本 研 究 で は 、T357A－Rsp5

・を発 現 す る株 （T357A株 ）の表 現型 で あ るAZC耐 性 に着 目 し
、T357A－Rsp5がAZCを

細 胞 内 に取 り込 むパ ー ミア ー ゼ の活 性 を制 御 す る機構 を解 析 した 。 また 、T357A株 の

解 析 を糸 口に 、rRsp5の 活 性 制 御 機 構 」 を明 らか にす る こ とを 目的 に研 究 を行 っ た。

蛍 光 顕 微 鏡 を用 い た解 析 に よ り、T357A株 で は 、原 形 質 膜 上 の プ ロ リンパ ー ミア ー

ゼ （Gapl，Put4，Agpl，Gnpl） が液 泡 に局 在 して お り、Put4，Agp1，Gnplが エ ン ドサ イ ト

ー・シ ス を経 由 して 液 胞 へ
、Gap1の み が ゴル ジ体 か ら直接 液 泡 へ 、そ れ ぞ れ 輸 送 され る

可 能 性 が示 され た。 ま た、 ウェ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ン グ に よ り、T357A－Rsp5は そ の変 異

に よ っ てGap1を 恒 常 的 にユ ビキ チ ン化 す る活 性 を有 してお り、液 泡 に輸 送 され たGap1

は 液 泡 プ ロテ アー ゼ に よ る分 解 を受 けて い る こ とが判 明 した。 ま た 、他 の プ ロ リンパ 、

一 ミアー ゼ も同様 にユ ビキ チ ン化 され て い る可 能性 が 高 い。 この よ うに 、T357A－Rsp5
∫

はプ ロ リンパ ー ミア ー ゼ の活 性 を恒 常 的 に負 に制 御 して い る こ とが 明 らか に な っ た。

さ らに 、マ ウス のRsp5オ ル ソロ グ を用 い たinvitroの 実 験 か ら、Rsp5の 活 性 は リン

酸 化 に よっ て制 御 され て い る と予 測 され た。 そ こで 、LC－MS解 析 と抗 リン酸 化 ペ プ チ

ド抗 体 を用 い た解 析 を行 っ た とこ ろ 、Rsp5の 基 質認 識 に 関 わ るWW2ド メ イ ン内 の

Thr357が リン酸 化 され る こ とが 明 らか に な った 。ま た ・Rsp5の ア ダ プ ター タ ンパ ク質

Bul1／2がT357A－Rsp5に よるGap1の ユ ビキ チ ン化 に 関 与 して お り、特 にT357A－Rsp5

はBul2と の結 合 が 野 生型Rsp5に 比 べ て 強 くな って い る可 能 性 が示 唆 され た。

以 上 の 結 果 か ら、T357A－Rsp5は 恒 常 活 性 型 変 異 体 で あ り、Thr357が リン酸 化 され る

こ とが 判 明 した。 ま た 、T357A－Rsp5は 恒 常 的 にGaplの ユ ビ キチ ン化 活 性 を 持 つ こ と

か ら、Rsp5は 分 子 内 の リン酸 化 状 態 がBul1／2と の 結 合 能 に影 響 を 与 え、ユ ビキチ ン化

活性 のon／offス イ ッチ と して働 くこ と で活 性 が制 御 され て い る可 能 性 が示 され た。
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論文審査結果の要冒
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酵 母Sα 在加 γo〃zycescerevisiaeは 発 酵 生 産 環 境 に お い て 、エ タ ノー ル 、浸 透 圧 、冷 凍 、

高 温 、 乾 燥 、 酸 化 等 の ス トレス を複 合 的 に受 けて い る。Nedd4フ ァ ミ リー に属 す る酵

母 の ユ ビキチ ン リガ ご ゼRsp5は 生 育 に必 須 で あ り、上 記 の ス トレス 下 にお い て重 要 な

役 割 を担 って い る。申請 者 は ス トレス 下 にお け るRsp5の 機 能 解 析 とそ の 強化 を 目的 に

分 離 した 変 異株 （T357A－Rsp5） を解 析 し、以 下 に示 す 新 た な結 果 や 重 要 な知 見 を得 た 。

1）T357A－Rsp5を 発 現 す る株 （T357A株 ） は、原 形 質 膜 上 の プ ロ リンパ ー ミア ー ゼ で

あ るGapl，Put4，Agp1，Gnp1が 液 泡 に局 在 す る こ とで 、プ ロ リンの毒 性 ア ナ ロ グ （AZC）

の細 胞 内へ の取 込 み が減 少 し、 強 い 耐 性 を示 す こ とを 明 らか に した。

2）T357A株 で は 、原 形 質 膜 上 の プ ロ リンパ ー ミアー ゼ （Gapl，Put4，AgP1，Gnp1） が

液 泡 に局 在 してお り、Put4，Agp1，Gnp1が エ ン ドサ イ トー シ ス を経 由 して 液 胞 へ 、

Gap1の み が ゴル ジ体 か ら直 接 液 泡 へ 、 そ れ ぞ れ 輸 送 され る可 能 性 を示 した。

3）T357A－Rsp5は そ の変 異 に よ ってGap1を 恒 常 的 に ユ ビキ チ ン化 す る活性 を有 して

お り、液 泡 に輸 送 され たGap1が 液 泡 プ ロテ アー ゼ に よ る分 解 を受 けて い る こ とを 明

らか に した。Put4，Agp1，Gnp1も 同様 に ユ ビキ チ ン化 され て い る可 能 性 が 高 い 。

4）LC－MS解 析 と抗 リン酸 化ペ プ チ ド抗 体 を用 い た解 析 を行 い 、Rsp5の 基 質認 識 に 関

わ るWW2ド メイ ン 内 のThr357が リン酸 化 され る こ とを 明 らか に した。。

5）rRsp5の ア ダ プ タ ー タ ンパ ク質Bul1／2がT357A－Rsp5に よ るGap1の ユ ビキチ ン化

に関 与 す る こ とを 明 らか に し、特 にT357A－Rsp5はBul2と の 結 合 が 野 生 型Rsp5に 比

べ て 強 くな っ て い る 可能 性 を示 した 。

以 上 の 結 果 か ら、Rsp5は 分 子 内 の リン酸 化 状 態 がBul1／2と の 結 合 能 に影 響 を与 え 、

ユ ビ キチ ン化 活 性 のon／offス イ ッチ と して働 く こ とで活 性 が 制御 され て い るモ デ ル を

提 唱 した。本 論 文 は 、酵 母 で 唯 一 のNedd4フ ァ ミ リー型 ユ ビキチ ン リガ ー ゼ で あ るRsp5

の リン酸 化 につ い て の初 め て の 報 告 で あ る。 リン酸 化 され るThr残 基 はNedd4フ ァ ミ

リー型 ユ ビキ チ ン リ、ガー ゼ のWWド メイ ン に高 度 に保 存 され てお り、高 等 生 物 にお い

て も 同様 の制 御 機 構 が存 在 す る可 能 性 も考 え られ る。 ユ ビ キチ ン リガ ー ゼ は神 経 変 性

疾 患 や ガ ン な ど多 くの病 気 と関 連 して お り、今 回 の知 見 はNedd4フ ァ ミ リー に 関連 し

た 疾 病 の原 因や 治 療 法 の 開発 に重 要 な示 唆 を与 え得 る。 ま た 、WWド メイ ン の改 変 や

リン酸 化 状 態 の制 御 に よっ て 、Rsp5の ユ ビキ チ ン化 活 性 を人 為 的 に変 化 させ る こ とが

期 待 で き る た め 、 ス トレス 下 で生 成 す る異 常 タ ンパ ク質 の分 解 能 を 高 め た変 異型Rsp5

の創 製 に よ り、 ス トレス 耐性 の 向上 した産 業 酵 母 が 育種 で き る可 能 性 が 示 され た。

以 上 の よ うに 、本 論 文 はRsp5で 初 めて 単 離 した恒 常 活 性 型 変 異 体 （T357A－Rsp5）

の分 子 機 構 を解 析 し、Rsp5の 活 性 制 御 機 構 の 一 端 を明 らか に ，U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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