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序章 

酵母 Saccharomyces cerevisiae はパンや酒類等の発酵食品やバイオエタノール

の製造において重要な産業微生物であるが、発酵過程で温度、浸透圧、pH、酸

化、エタノールなどで生じるストレスにより、その発酵生産性が低下すること

が問題となっている。ストレス下では、膜やタンパク質などの生体高分子が障

害を受けることによって、その有用機能が制限される。従って、酸化ストレス

等の障害から酵母細胞を保護し、発酵生産性の低下を抑制する機構についての

研究は重要である。これまでに当研究室では、プロリンの毒性アナログ耐性を

指標に分離したプロリン蓄積株において、プロリン合成の鍵酵素である

-glutamyl kinase（Pro1）のアミノ酸置換に伴い、プロリンによるフィードバッ

ク阻害感受性が低下し、プロリン合成系が強化されることを見出した。酵母は

野生株や通常の培養条件において、細胞内にプロリンを蓄積することはないが、

代謝工学的手法により作製したプロリン蓄積株は冷凍、乾燥、酸化、エタノー

ルなどのストレスに対して耐性を示すことが明らかとなった（Takagi, 2008）。ま

た、プロリン蓄積株が高スクロースストレスや冷凍製パン生地における発酵力

を向上することも明らかとなり、プロリンとストレス耐性との関連について基

礎・応用研究を進めている（Sasano et al., 2012a, b; Kitagaki and Takagi, 2014）。 

L-プロリン（2-pyrrolidinecarboxylic acid）は、19 世紀末に初めて化学合成され

（Willstätter, 1900）、casein の加水分解物より分離同定され命名されたアミノ酸

（イミノ酸）である（Fisher, 1901）。プロリンはコラーゲンに多く含まれ、以前

はゼラチンからプロリンを製造していたが、最近では発酵法において得ること

が多い。タンパク質のポリペプチド鎖においてプロリンは、水素結合を形成で

きずに屈曲点やよれの原因となる（大沢ら、1989）。コラーゲン以外にも S. 

cerevisiae の RNA polymerase Rpo21、Candida albicans の Hwp1、大腸菌の TonB、

タバコの extensin、トウモロコシの zein、ラットの synapsin I、ヒトの calcineurin 

A、HIV-I の Nef、ミツバチの abacecin、イカの rhodopsin、マウスの WBP-1 や 3BP1

等はプロリンリッチなタンパク質の代表例である（丸山、1997）。また、SH3（Src 

homology 3）ドメインや 2 つのトリプトファン残基を持つ WW ドメインは、標

的とする基質タンパク質のプロリンリッチな配列を特異的に認識している。例

えば、SH3 ドメインを持つ Src は RPLPPLP モチーフに結合し、WW ドメインを

持つ Rsp5、Nedd-4、Dystrophin などは、PPxY モチーフを認識する（Kay et al., 2010）。

タンパク質中のプロリンに富む配列は加水分解を受けにくいが、プロリン周辺

を特異的に切断する酵素である proline imino peptidase、prolylendopeptidase、HIV-I 

protease、aminopeptidase P、prolinase、prolidase、Streptomyces 属細菌のプロリン

特異的 dipeptidyl carboxypeptidase 等が報告されている（丸山、1997）。 

プロリンはタンパク質構成成分として以外にも様々な生命現象に関わってお
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り、哺乳類においてはプロリン残基がペプチドホルモンや神経伝達物質などの

シグナル分子の構成要素となっている（Mentlein, 1988）。また、プロリンベタイ

ン、ピログルタミン酸、ピペコリン酸、AZC（アゼチジン-2-カルボン酸）、D-

プロリン、アセチルプロリン、ヒドロキシプロリン（様々な異性体を有する）

など多くの L-プロリン誘導体や類縁化合物が存在する。さらにプロリンは、化

学合成の際の不斉触媒として使用されることでも知られている（List, 2002）。 

 プロリンには様々な生理機能が報告されており、細胞内の浸透圧を調節する

適合溶質としての機能のほか、冷凍、乾燥、高温時のタンパク質や膜の保護、

活性酸素種の消去などの多彩な機能が知られている。ストレスとプロリンの細

胞内局在に関する研究においては、塩ストレスを与えないジャガイモ培養細胞

では全プロリンの一定量が液胞に局在するが、塩ストレスを与えた細胞では 20

時間後に全プロリン含量が数倍に増大し、液胞に局在するプロリンの割合は急

激に減少するという報告もある（Fricke and Pahlich, 1990）。当研究室では酵母細

胞内で過剰に蓄積したプロリンは一定量液胞へ局在することを明らかにした

（Matsuura and Takagi, 2005）。これらの研究から、液胞がプロリンの貯蔵の場と

して働くだけでなく、ストレス時のサイトゾルにおける適合溶質の濃度制御に

も重要な役割を持っていることが示唆されている。出芽酵母において液胞には、

AVT（Amino acid Vacuolar Transport）や VBA（Vacuolar Basic Amino acid transporter）

など様々なアミノ酸トランスポーター（輸送体）のファミリーが局在し（Sekito 

et al., 2008）、トランスポーターを介した液胞におけるアミノ酸輸送の仕組みが

明らかになりつつある。機能未知のトランスポーター様タンパク質が数多く局

在しているにも関わらず、プロリンの液胞輸送機構に関しては全真核生物でほ

とんど解析されておらず、酵母の液胞に相当するオルガネラである高等動物の

リソソーム、植物の液胞（トノプラスト）におけるプロリン輸送の機構に関す

る知見も非常に少ない。 

  

Fig. 1. S. cerevisiae におけるプロリンの代謝経路
Gap1 と Put4 は、プロリンの環境中からの取り込
みを、図中の”？”はプロリンの推定ミトコンドリア
トランスポーターを示す。また、プロリンがグルタ
ミン酸を経て TCA に入る経路（図中の”??”）も良
く分かっていない。 
GSA: glutamate--semialdehyde,  
-GP: -glutamiyl-5-phosphate 
P5C: 1-pyrroline-5-carboxylate, 
-KG: -ketogulutarate をそれぞれ示す。 
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 プロリンは酵母のサイトゾルにおいて Pro1、Pro2、Pro3 の 3 つの酵素により

グルタミン酸から還元的に合成される。また過剰量のプロリンはミトコンドリ

ア内においてのみ Put1、Put2 の 2 つの酵素により酸化分解され、エネルギー源

や窒素源、炭素源となる。ここでプロリンが、炭素源としてどのような経路を

経て TCA 回路に入るかなど不明な点が多いのも現状である（Fig. 1）。酵母はプ

ロリンを単一窒素源として生育できるが、そのためには原形質膜上のトランス

ポーター（Put4、Gap1）から取り込まれたプロリンは、ミトコンドリア内に輸

送される必要がある（Fig. 1）。ミトコンドリア内膜にはミトコンドリアトランス

ポーターファミリーに属する様々な有機酸やアミノ酸のトランスポーターが存

在しており、プロリンを特異的に輸送するトランスポーターの存在が示唆され

る報告はいくつか存在するが（Di Martino et al., 2006; Pallotta, 2014）、特定のアミ

ノ酸トランスポーターの活性を網羅的に簡易に検出するような実験系は確立さ

れておらず、全真核生物においてその同定には至っていない。 

そこで第１章では、プロリンによる細胞保護機能に関与すると考えられてい

る液胞と、プロリン分解系酵素が局在するミトコンドリアに着目し、これらオ

ルガネラにおけるプロリンの輸送・代謝に関連する因子の同定と機能解析を目

的とした。また、第２章ではプロリンの炭素源としての代謝に関わる Fmp12 の

機能解析を行った。 
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第１章 オルガネラにおけるプロリン輸送体の同定と機能解析 

序論 

プロリンの生理機能と S. cerevisiae におけるプロリンの細胞保護効果 

プロリンは、塩、乾燥などの浸透圧ストレスに応答して細胞内に浸透圧調節

物質の一つとして蓄積されることが多くの植物（Delauney and Verma, 1993; Hare 

et al., 1999）や細菌（Csonka, 1989）で知ら

れている。プロリンは浸透圧調節以外にも、

冷凍・乾燥・高温時のタンパク質や膜の保

護（Rudolph and Crew, 1985）、活性酸素種

（ヒドロキシラジカル）の消去（Chen and 

Dickman, 2005）、核酸の融解温度低下

（Rajendrakumar et al., 1997）などの機能が

知られている（Fig. 2）。 

一方、S. cerevisiae ではストレスに応じて、

細胞保護作用のあるトレハロースやグリセロールを蓄積するのに対し、プロリ

ン合成系遺伝子の誘導はほとんど起こらない（Causton et al., 2001）。また、エタ

ノールやソルビトールストレスを受けた時にもプロリン代謝系遺伝子の転写は

上昇せず、プロリンを積極的に蓄積していない（Kaino and Takagi, 2008）。 

S. cerevisiae における既知のプロリン合成調節のメカニズムは、PRO1 がコー

ドする GK（-glutamyl kinase）の活性が鍵酵素として働き、プロリンによるフィ

ードバック阻害を受けるというものである（Li and Brandriss, 1992）。当研究室で

は、プロリンの毒性アナログである AZC に耐性を示す変異株の中から、GK 遺

伝子上の変異（pro1D154N）によりプロリンを蓄積する株を分離した（Morita et al., 

2003）。また、PRO1 へのランダム変異導入によりフィードバック阻害感受性を

低下させる変異型 PRO1 を複数取得（pro1I150T、pro1E149K 、pro1N142D/I166V等）し

た（Sekine et al., 2007）。これらの変異型 GK を発現するプロリン蓄積株は、冷凍、

乾燥、H2O2、エタノールなどのストレス耐性を示すことから（Terao et al., 2003; 

Takagi et al., 2000; 2005; 2008）、S. cerevisiae においてもプロリンが細胞保護効果

を有することが初めて見出された。さらに、プロリン蓄積株において液胞の機

能を欠損するとエタノールや高温ストレスへの耐性が失われることが明らかと

なり、液胞の機能がプロリン蓄積よりもたらされるストレス耐性に必須である

ことが示唆された（Matsuura and Takagi, 2005）。しかし、ストレス時のオルガネ

ラにおけるプロリンの局在については不明点が多いのも現状である。 

 プロリンと S. cerevisiae の元来の細胞保護物質であるトレハロースとの関係性

も検証された。S. cerevisiae のトレハロース合成系遺伝子 TPS1 を破壊したトレハ

ロース非合成株におけるプロリンのストレス耐性効果の解析では、変異型 PRO1

Fig. 2.プロリンの生理機能 
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を発現するプラスミドを PUT1 破壊株や TPS1 破壊株に導入してプロリンを蓄積

させても、トレハロース非合成株ではプロリンのストレス保護効果は見られず、

人工的に蓄積させたプロリンがトレハロースの代替にはならないと考えられた

（Kaino and Takagi, 2009）。最近、プロリンや野生型 PRO1 の過剰発現がリグノ

セルロース系バイオマス由来発酵阻害剤（フルフラール、酢酸、フェノール）

を添加した培地におけるストレス耐性に寄与することも報告されている（Wang 

et al., 2015）が、その詳細な耐性獲得機構は不明である。また、プロリン合成系

の遺伝子 PRO1、PRO2、PRO3 のそれぞれの単独破壊株では、ツニカマイシンや

dithiothreitol (DTT)といった薬剤により誘発される ER ストレスに感受性を示す

（Liang et al., 2014）。S. cerevisiae において PRO1 遺伝子を破壊するとストレス

感受性を示すが、GK 活性のない変異型 PRO1 の発現によりストレス耐性が回復

することから、Pro1 タンパク質自体がプロリン合成とは無関係な新奇機能を有

し、細胞保護に関与する可能性も示唆されている（立橋・博士論文、2016）。 

 また、proline oxidase 遺伝子（PUT1）の機能欠損による分解系の阻害と変異型

PRO1（pro1I150T 、pro1D154N）による合成系強化を組み合わせたプロリン高蓄積

株において、エタノールや H2O2 処理による細胞内 ROS レベルの上昇及び生存

率の低下が抑制された。ただし、細胞内プロリン含量とストレス耐性には相関

が見られなかったため（田口・修士論文、2009）、その耐性獲得には最適なプロ

リン含量が存在し、どのような代謝工学的手法でプロリンを蓄積させたかも重

要であることが示唆された。さらに、当研究室では酵母細胞内におけるプロリ

ンの蓄積とプロリン代謝を介した経路が高温や酸化ストレスの耐性に関与する

こと（Nishimura et al., 2010; 白川・修士論文、2011）や、Put1 の過剰発現が酸化

ストレス感受性に関与しないこと（筒井・修士論文、2013）も報告した。以上

のことから、プロリンはストレス耐性の付与に関与するが、その効果がプロリ

ンによる直接的なものであるかどうかについては未だに議論が続いている。 

 

S. cerevisiae と他種生物におけるプロリンの代謝系 

S. cerevisiae はサイトゾルにおいてグルタミン酸から三種類のプロリン合成

酵素（-glutamyl kinase (Pro1)、-glutamiyl-5-phosphate reductase (Pro2)、

Δ1-pyrroline-5-carboxylate reductase (Pro3)）によって合成される（Tomenchok and 

Brandriss, 1987）。Pro1 はキナーゼドメイン、リンカー領域、PUA ドメインから

構成される。PUA ドメインは GK 活性に必須ではないが、酵素として高い活性

を有するためには必要である（田坂・修士論文、2009）。プロリンは、ミトコン

ドリアにおいて二つの酵素; proline oxidase (Put1)、Δ1- pyrroline-5-carboxylate 

dehydrogenase (Put2)によって酸化分解を受ける（Brandriss, 1979; Wang and 

Brandriss, 1987）。Put1 は FAD を補酵素とし、ミトコンドリア内膜の CoQ（ユビ
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キノン）からの電子の受取を介してミトコンドリアにおいてプロリンの分解を

行っていることが知られている（Wanduragala et al., 2010）。proline oxidase はハエ

の飛翔筋ミトコンドリアにおいて内膜の膜間スペース側に局在することは明ら

かになっているが（Balboni and Hecht, 1977）、S. cerevisiae における Put1 の局在

が内膜の膜間スペース側かマトリックス側かは明らかになっていない。また、

Put2 は、ミトコンドリアのマトリックスに局在し（Brandriss and Krzywicki, 1986）、

植物の P5C dehydrogenase は、ミトコンドリア内膜結合タンパク質として見出さ

れている（Elthon and Stewart, 1981）。さらに、プロリンはアルギニン代謝系とも

関連しており、サイトゾルの ornithine aminotransferase (Car2)は、オルニチンを分

解し、P5C（Δ1-ピロリン-5-カルボン酸）を生じる反応を触媒する（Deschamps and 

Wiame, 1979）。これらプロリンの代謝経路は以下の Fig. 3 に示した。 

Fig. 3. 酵母 S. cerevisiae のプロリンの代謝経路と関連経路に関与する酵素群 

 

大腸菌やサルモネラにおけるプロリン生合成系は S. cerevisieae と同様だが、

分解系は、proline oxidase ドメインと P5C dehydrogenase ドメインを持つ putA タ

ンパク質によりプロリンからグルタミン酸まで分解される（Maloy and Roth, 

1983）。一方、ヒトやシロイヌナズナ等の高等真核生物では、P5CS タンパク質

（1-pyrroline-5-carboxylate synthase）によりグルタミン酸から P5C を合成し、P5C 

reductase で P5C からプロリンを合成する（Hu et al., 1992; Pérez-Arellano et al., 

2010）。S. cerevisieae では同定されていないが、オルニチンからプロリンを合成

する ornithine cyclodeaminase の存在もバクテリアや真核生物で広く知られてい

る（Costilow and Laycock 1971; Sharma et al., 2013）。Clostridium sticklandii や

Trypanosoma cruzi では L-proline と D-proline の相互変換を触媒するプロリンラセ

マーゼが知られている（Chamond et al., 2003）。 

 

プロリンと転写制御 
 プロリン合成系遺伝子の PRO1 と PRO2 の発現は、転写活性化因子 Gcn4 
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(General Control Nonderepressible 4)による一般アミノ酸制御（General amino acid 

control）で制御されている（Li and Brandriss, 1992; Natarajan et al., 2001）。一方、

PRO3 はその制御を受けておらず、恒常的に発現している（Natarajan et al., 2001）。

プロリン合成系鍵酵素の遺伝子である PRO1 は、グルタミン酸によって誘導さ

れず、プロリンによって発現抑制されない（Li and Brandriss, 1992）。また、プロ

リンの分解系は多くの転写因子によって制御されていることが知られており、

プロリンに応答した経路と、窒素源枯渇に応答した経路がある。 

 プロリンに応答した PUT1 や PUT2 の転写は、Zn (II) 2Cys6 ファミリーに属す

る転写因子の Put3 が関与している（Marczak and Brandriss, 1991）。Zn (II) 2Cys6

ファミリータンパク質は binuclear zinc cluster と呼ばれる DNA 結合ドメインを

有する。このドメインは Put3 の他にも Gal4、Ppr1、Leu3、Hap1、Lac9 などに存

在することで知られており、それぞれがホモダイマーで機能する（Todd and 

Andrianopoulos, 1997; MacPherson et al., 2006）。Put3 は、CGG-N10-CCG という特

定の DNA の配列を認識し、恒常的に PUT1 のプロモーターに結合しているが、

プロリンと結合すると高リン酸化状態となり、PUT1 の転写を活性化すると考え

られている（Axelrod et al., 1991; Sellick and Reece, 2003）。Put1 はその酵素活性に

補酵素として FAD を必要とすることで知られているが、Put3 は、原形質膜のリ

ボフラビントランスポーターをコードする MCH5 も誘導する（Spitzner et al., 

2008）。一方、その他の原形質膜トランスポーターやオルガネラトランスポータ

ーの Put3 による制御についてはあまり良く分かっていない。 

培地中の窒素源が、S. cerevisiae にとって資化しやすいグルタミン、アルギニ

ン、アンモニアなどの場合、難資化性のプロリンや、-アミノ酪酸（GABA）、

アラントインなどの代謝関連遺伝子の転写は窒素カタボライト抑制（Nitrogen 

Catabolite Repression: NCR）と呼ばれる機構により抑制されている（Cooper, 2002）。

プロリンの資化に関与する PUT1 や PUT2 も同様であり、その転写活性化は、培

地中にプロリンが存在する時（Brandiss, 1987; Siddiqui and Brandriss, 1989）、ある

いは窒素源飢餓時やラパマイシン処理時に起こる（Saxena et al., 2003）。NCR を

司る GATA ファクターは窒素源飢餓時あるいは、TOR（target of rapamycin）複合

体 1 の阻害剤であるラパマイシン（Heitman et al., 1991）の処理時に働く転写因

子である。GATA ファクターは、2 つの活性化因子（Gat1/Nil1, Gln3）と、2 つの

抑制因子（Dal80/Uga43, Gzf3/Deh1/Nil2）からなる。資化しやすいアミノ酸を豊

富に含む培地では、Gat1 と Gln3 はリン酸化されており、プリオン様タンパク質

の Ure2 によってサイトゾルに隔離されているが（Cox et al., 2000; Cunningham et 

al., 2000）、難資化性窒素源のみが存在する培地では核に移行し、PUT1 などの難

資化性窒素源の代謝関連遺伝子の転写を活性化する。Dal80 と Gzf3 は、標的遺
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伝子のプロモーターと競合的に結合し、核内の活性化因子と結合することで、

標的遺伝子の転写を抑制する（Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012）。 

 

原形質膜におけるアミノ酸の輸送系 

アミノ酸トランスポーターに関する研究は動植物の細胞や微生物などにおい

て 1940 年代ごろより始まった（Barnett, 2008）。S. cerevisiae においても 1960 年

代から 1980 年代にかけて輸送系を欠損する変異株が多く分離され（大隅、1982）、

S. cerevisiae S288C 株のゲノムの全塩基配列決定（Goffeau et al., 1996）がされて

以降、原形質膜やオルガネラのアミノ酸トランスポーターをコードする推定の

遺伝子が見出され（Paulsen et al., 1998; Van Belle and André, 2011）、アミノ酸トラ

ンスポーターを含む多くのトランスポーターの輸送基質が同定されていった

（Ren et al., 2004; Ljungdahl and Daignan-Fornier, 2012）。アミノ酸トランスポータ

ーには高親和性のものと低親和性のものがあることが知られている。あるアミ

ノ酸に特異的な高親和性のトランスポーターは、構造的に非常に似ている分子

種によってのみ阻害を受ける。S. cerevisiae の原形質膜におけるアミノ酸輸送系

は主に APC (Amino Acid-Polyamine-Organocation) Family のトランスポーターに

よって担われるが、（Regenberg et al., 1999）、一部 MFS (Major Facilitator 

Superfamily) によって輸送されるものもある。オリゴペプチドトランスポーター

はジ・トリペプチドトランスポーターの PTR (Peptide TRansport) と、 4～5 アミ

ノ酸残基のオリゴペプチドトランスポーターの OPT (OligoPeptide Transport)に

よって輸送される（Wiles et al., 2006）。原形質膜のアミノ酸トランスポーターは

環境中の栄養条件やストレス等によって転写レベルでの制御、翻訳レベルでの

制御、翻訳後の制御を受けている。APC Family トランスポーターの Gap1 は、

全てのアミノ酸を輸送する Ganeral amino acid permease（Jauniaux and Grenson, 

1990）として知られており、アンモニアなどの資化しやすい窒素源がある時や

環境ストレスに応答して ubiquitin ligase である Rsp5 とそのアダプターを介して

原形質膜からエンドサイトーシスされることが報告されている（Springael and 

André, 1998; Shiga et al., 2014, 佐々木・博士論文、2013）。プロリンは原形質膜に

おける 4 種類の APC Family のトランスポーター（Gap1, Put4, Agp1, Gnp1）によ

って細胞外から取り込まれるが、Gap1 やプロリンに高親和性な Put4 による取り

込みが主となる（Andréasson et al., 2004; Lasko and Brandriss, 1981）。また、S. 

cerevisiaeのアミノ酸センサーのSsy1とトランスポーターは構造的な類似性があ

るが、Gap1 はアミノ酸を感知するセンサー（Transceptor）としての役割も報告

されている（Van Zeebroeck et al., 2008）。 

大腸菌では主に 3 種のプロリン取り込み系が知られており、ナトリウム/プロ

リンシンポーターの PutP、プロトン/プロリンシンポーターの ProP、ABC トラン
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スポーター複合体の ProU システムにおいて取り込まれる（Culham et al., 1993）。

ヒト（Galli, 1999）や植物（Hayat et al., 2012; Verslues and Sharma, 2010）での高

親和性プロリントランスポーターは広く知られており、ストレス耐性や栄養源

枯渇時におけるプロリンの輸送などに関わっている。 

 

S. cerevisiae の液胞のアミノ酸輸送系 

S. cerevisiae はプロリンを環境中から、主に Put4 と Gap1 で取り込むが、プロ

リンを含まないアンモニアを窒素源とする SD 最少培地においてはプロリンの

細胞内含量が、細胞内の数%を閉めるグルタミン酸やアルギニンなどのアミノ酸

に比べて低く保たれており、乾燥細胞重量当たり 0.01%程度しか検出されない

（Tsolmonbaatar et al., 2012）。また、S. cerevisiae 液胞におけるプロリンのプー

ルも少ないことに加え、プロリンを添加した培養条件での解析も行われなかっ

たため、液胞内におけるプロリンの局在や輸送に関わる分子機構に関してはあ

まり注目されてこなかった。当研究室はこれまでに、S. cerevisiae の定常期にお

いてプロリンは主に液胞に存在することを示しており （Morita et al., 2002）、酵

母細胞において、液胞内のプロリンがストレス耐性に関与することが示唆され

ている。さらに S. cerevisiae においてプロリンの液胞膜を介した液胞内腔への取

り込み系の存在（Matsuura and Takagi, 2005）や排出系の存在（Ishimoto et al., 2012）

が示されている。S. cerevisiae の液胞は細胞体積の 30%を占めるオルガネラであ

り、単層の液胞膜によって囲まれている。内腔が酸性に保たれ、細胞内の異物

や不要になったタンパク質等を分解し再利用する。この生理機能の発現には、

液胞の H+ ATPase の働きが必要である（安楽、2005）。液胞膜におけるアミノ

酸輸送はこの H+ ATPase によって形成されるプロトン勾配を用いた二次的輸送

である（Ohsumi and Anraku, 1981; Sato et al., 1984）。アミノ酸の他にも、ヌクレ

オチド、カチオン、アニオン、重金属などがこの濃度勾配を用いて液胞内腔に

輸送されていることが知られている（Li et al., 2009）。S. cerevisiae の液胞には、

サイトゾルから取り込まれたアミノ酸のほか、液胞内

腔の protease による分解で生じたアミノ酸やペプチド

が存在しており、タンパク質を構成する全てのアミノ

酸を含む。しかし、液胞に局在するアミノ酸の構成は

サイトゾルとは大きく異なっている（Kitamoto et al., 

1988; Wiemken and Durr, 1974）。対数増殖期の S. 

cerevisiae では、70～90%の塩基性アミノ酸が液胞に局

在していることが知られている。一方で、グルタミン

酸やアスパラギン酸などの酸性アミノ酸の多くは、液

胞から排出されておりサイトゾルに局在する。中性アFig. 4. S. cerevisiae における液胞の
アミノ酸トランスポーター 
矢印の向きは輸送基質が輸送され
る方向を示している（詳細は Table 
1 を参照） 
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ミノ酸は、一般的に酸性アミノ酸ほどは液胞から排出されない。しかしながら、

対数増殖期の S. cerevisiae においてプロリンは主にサイトゾルに局在することが

知られている（Kitamoto et al., 1988; 西田・修士論文、2010）。これまでに、液胞

のアミノ酸トランスポーターが複数同定されてきたが（Avt1～Avt7, Vba1～Vba5, 

Atg22, Uga4, Ypq1 など；Fig. 4）、どのアミノ酸がどのトランスポーターで輸送

されているかについては部分的にしか解明されていない（Russnak et al., 2001; 

Shimazu et al., 2005; Yang et al., 2006; Umemura et al., 2004; Sekito et al., 2008, 

2014b)。ヒト（Schiöth et al., 2013）や植物 （Yong et al., 1999）にも存在してい

る AVT ファミリーのタンパク質のうち、Avt1、 Avt3、Avt4、Avt6 は、酸性あ

るいは中性アミノ酸の輸送に関わることが報告されている（Russnak et al., 2001; 

Chahomchuen et al., 2009）。最近、Avt4 が塩基性アミノ酸の排出に関わることも

明らかになった（Sekito et al., 2014a）。Avt2、Avt5、Avt7 の輸送基質は未知で

あったが、近年 Avt7 が中性アミノ酸の輸送や胞子形成に関わることが報告され

た。また、栄養豊富な培地から窒素源飢餓の環境に移動させた際、AVT3, AVT4, 

AVT7 の三重破壊株では AVT3, AVT4 の二重破壊株に比べて、液胞におけるプロ

リンの排出が低下したことが示された（Tone et al., 2014）。さらに、Vba1、Vba2、

Vba3 は塩基性アミノ酸の輸送に関わる MFS（Major Facilitator Superfamily）タン

パク質として知られている （Shimazu et al., 2005）。 MFS タンパク質は、 S. 

cerevisiae の原形質膜に多く局在しており、そのオルソログ遺伝子は高等真核生

物にも存在する（Wipf et al., 2002）。Atg22 は栄養飢餓時に機能し、液胞におけ

るオートファジックボディーの分解に伴い、様々なアミノ酸の排出を行うトラ

ンスポーターである（Yang et al., 2006）。Uga4 は、液胞と原形質膜の GABA 取

り込みトランスポーターである（Umemura et al., 2004）。Ypq1 は液胞膜でリジ

ンの取り込みに関与する（Sekito et al., 2014b）。液胞アミノ酸トランスポーター

の輸送基質については Table 1 にまとめた。 

  Table 1 S. cerevisiae における液胞のアミノ酸トランスポーターと輸送基質 
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ミトコンドリアのアミノ酸輸送系 

プロリンの分解の場はミトコンドリアであるため、Put1 がミトコンドリアの

マトリックスに局在する場合、プロリンはミトコンドリア外膜と内膜の両方を

通過する必要がある。その輸送・分解に伴う分子機構の詳細については良く分

かっていない。また、プロリンとその分解産物である P5C はプロリン-P5C サイ

クル（Phang et al., 2008; Miller et al., 2009）を形成して細胞内の酸化還元バランス

を制御しており、この過程におけるプロリンと P5C のトランスポーターの関与

が示唆されている。しかしながら、ミトコンドリア内外へのプロリンや P5C の

輸送に関する分子機構の詳細については不明点が多い。これまでに、S. cerevisiae、

コムギ、ホウレンソウ、ラット、ツェツェバエなどにおいて、ミトコンドリア

におけるプロリン輸送を示唆する報告はあるが（Pallotta, 2014; Di Martino et al., 

2006; Yu et al., 1983; Njagi et al., 1992; Atlante et al., 1994; 1996）、内膜トランスポー

ターの同定には至っていない。 

ミトコンドリアの外膜では、ポーリンと呼ばれる非特異チャネルによって

6000 ダルトン以下の物質がミトコンドリアの膜間スペースに輸送される（Cohen 

et al., 1982; Benz, 1985; Schmid et al., 1992）。酵母では、Por1 と Por2 がミトコンド

リアのポーリンとして知られている（Lee et al., 1998）。一方、多くのトランスポ

ーターが局在するミトコンドリア内膜は極めて選択性が高い。 

S. cerevisiae においては、35 種類のミトコンドリアトランスポーターファミリ

ー（MC (mitochondrial carriers)ファミリーや、MTP (Mitochondrial transport proteins)

などと呼ばれる）のタンパク質が存在し、アミノ酸や有機酸、カチオン、リン

酸、補酵素、ヌクレオチドなどを輸送する（Fig. 5）。これらの物質は、ミトコン

ドリアにおける酸化的リン酸化などにおけ

るエネルギー産生や糖新生、アミノ酸や脂

肪酸の合成と分解、ミトコンドリア DNA

の複製やそれにコードされる遺伝子の発現

に必要である。アミノ酸やその類縁体を輸

送する MC ファミリーでは、アスパラギン

酸/グルタミン酸交換トランスポーターの

AGC、グルタミン酸トランスポーターの

GC、カルニチン/アシルカルニチン交換ト

ランスポーターの CRC、オルニチントランス

ポーターの ORC、アルギニントランスポータ

ーの BAC などが知られている（Monné et al., 

2015）。S. cerevisiae にはアミノ酸やアミノ酸

類縁体の MC としてカルニチン/アシルカル

Fig. 5. S. cerevisiae におけるミトコンド
リアの物質輸送 
ミトコンドリアでは、MC ファミリーや
MPC といった内膜のトランスポーター
が様々な物質輸送に関与する。プロリン
がどのような経路で輸送され、Put1, 
Put2 による分解を受けているかは明ら
かでない。 
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ニチントランスポーターの Crc1（Palmieri et al., 1999）、オルニチントランスポー

ターの Arg11/Ort1（Crabeel et al., 1996; Palmieri et al., 1997; Soetens et al., 1998）、

アスパラギン酸/グルタミン酸交換トランスポーターの Agc1（Cavero et al., 2003）、

S-アデノシルメチオニントランスポーターの Pet8/Sam5（Marobbio et al., 2003）

が同定されている。 

高等真核生物においても、MC ファミリーのトランスポーターは保存されてお

り、SLC25 ファミリーとして知られる。ヒトでは 53 種類、シロイヌナズナでは

58 種類、ヒメツリガネゴケでは 93 種の SLC25 トランスポーターが存在する

（Palmieri et al., 2011）。一方、MC ファミリーのトランスポーターは原核生物で

は全く存在しておらず、進化の過程でどのように生じたのかは未知である。MC

ファミリーの多くのタンパク質は約 300 アミノ酸残基からできており、約 100

アミノ酸残基の類似配列が 3 回反復していることが明らかになっている。世界

で初めに同定され配列決定された MC タンパク質は、ウシミトコンドリアの

ADP/ATP 交換トランスポーターである（Aquila et al., 1982）。ADP/ATP 交換トラ

ンスポーターは P-X-[DE]-X-X-[RK]といったモチーフを有するが、このような配

列は全ての MC に保存されている。MC ファミリーの多くはミトコンドリア内膜

に局在するが、Ugo1 はミトコンドリア外膜に局在する。Ugo1 は MC ファミリ

ーであるにもかかわらず、トランスポーターではなく、ミトコンドリアの融合

を仲介する分子として機能する（Sesaki and Jensen, 2001）。また、Ant1 はペルオ

キシソームに局在する（Palmieri et al., 2001）。S. cerevisiae における MC ファミリ

ーの系統樹を Fig. 6 に示す。 

近年、MC ファミリーではないミトコンドリアトランスポーターとして、ピル

ビン酸トランスポーターの Mpc1, Mpc2, Mpc3 が同定されており（Bricker et al., 

2012; Divakaruni and Murphy, 2012; Herzig et al., 2012）、機能未知のミトコンドリ

アトランスポーターがプロリン輸送に関与する可能性も考えられる。植物では、

APC ファミリーのトランスポーターがミトコンドリアの GABA 輸送に関与して

いるという報告もある（Michaeli et al., 2011）。 

本研究では、機能未知のものを多く含む MC および Mpc に着目しミトコンド

リア内膜のプロリントランスポーターの候補として解析を行った。これら 38 種

のトランスポーターとその輸送基質を Table 2 にまとめた。 
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  Table 2 本研究で用いたミトコンドリアトランスポーターとその輸送基質 
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Fig. 6. S. cerevisiae におけるミトコンドリアトランスポーター（MC）の系統樹 

S. cerevisiae には 35 種の MC ファミリーのタンパク質が存在しており、その系統樹を作製し
た。アミノ酸やアミノ酸類縁体トランスポーターとして同定されているもの（Crc1, Arg11, 
Agc1, Pet8）を赤で示しており、それらにホモロジーの高いトランスポーターはアミノ酸を
輸送している可能性が示唆される。系統樹は（Palmieri, 2010）を参考にして作製した。 
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1. 材料と方法 

本研究における基本的な実験操作は、Molecular Cloning (Sambrook and Russel, 

2001)、バイオ実験イラストレイテッド 7（水野、2003）、酵母ラボマニュアル（山

本、大矢=共編、1998）を参考にして行った。 

 

1.1.1 菌株 

本研究で作製、および使用した酵母菌株を Table 3 に示す。 

Table 3-1 液胞プロリントランスポーターの探索で使用した酵母菌株 
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Table 3-2 ミトコンドリアプロリントランスポーターの探索で使用した酵母菌株 
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1.1.2 培地 

酵母の生育培地として、SD 最少合成培地（2% glucose and 0.17% Bacto yeast 

nitrogen base without amino acids and ammonium sulphate 0.5% ammonium sulphate）

と完全天然培地 YPD（2% glucose, 1% yeast extract, and 2% peptone）を使用した。

固体培地の作製には 2% agar を用いた。Bacto yeast nitrogen base without amino 

acids and ammonium sulphate、yeast extract、peptone は Difco Laboratories 社のもの

を用いた。 

最少培地の単一アミノ酸として、あるいは SD 培地への添加にプロリン（ナカラ

イテスク社）を用いた。特定のアミノ酸や核酸を欠いた完全合成培地の作製に

は、SD 培地に 2%の Drop out mix を混合した。 

 
＊Drop-out mixture は、下記の物質から必要に応じて特定の物質を取り除き、残り

をよく混合したものを使用した。 

 

Adenine 0.5 g L-Alanine 2.0 g  p-Aminobenzoic acid  0.2 g 

L-Arginine 2.0 g L-Asparagine 2.0 g  Uracil 2.0 g 

L-Aspartic acid 2.0 g L-Cysteine-HCl 2.0 g  L-Valine 2.0 g 

L-Glutamine 2.0 g L-Glutamic acid  2.0 g  L-Tyrosine 2.0 g 

Glycine 2.0 g L-Histidine 2.0 g  L-Serine 2.0 g 

Inositol 2.0 g L-Isoleucine 2.0 g  L-Tryptophan 2.0 g 

L-Leucine 10.0 g L-Lysine 2.0 g  L-Threonine 2.0 g 

L-Methionine   2.0 g  L-Phenylalanine  2.0 g L-Proline 2.0 g 

 

培地は全てオートクレーブで滅菌し作製した。YPD 完全培地には必要に応じて

抗生物質である G418（200 mg）、clonNAT（100 mg）や、hygromycin B （300 mg）

を 1 L の培地に対してオートクレーブ後に添加した。培地には必要に応じて粉末

寒天（20 g）を添加した。ミトコンドリア単離用には乳酸完全培地（酵母ラボマ

ニュアル（山本、大矢=共編、1998）を参照）を用いた。酵母の液体培養は、試

験管や三角フラスコにシリコ栓で蓋をして行った。 

 

大腸菌の生育培地として天然完全培地 LB 培地（1% NaCl, 0.5% yeast extract, and 

1% tryptone）を使用した。1L の LB 培地に対して必要に応じて抗生物質（ampicillin

（100 mg）、kanamycin（50 mg））、寒天（20 g）を添加した。 
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1.1.3 プラスミド 

本章で構築、および使用したプラスミドを Table 4 に示す。 

AVT1, AVT 3, AVT7 の過剰発現プラスミドの構築は酵母の Gateway TMシステム

（Hartley et al., 2000; Van Mullem et al., 2003）を用いて行った。S. cerevisiae 

BY4741 株からゲノム DNA を抽出後、PCR によって AVT7 を増幅させた。用い

るプライマーには目的遺伝子配列の 5'側に attB1 配列（AAAAAGCAGGCT）、3'

側に attB2 配列（AGAAAGCTGGGT）を付加した。PCR で増幅した産物をアガ

ロースゲル電気泳動によって分離し、目的サイズの DNA 断片を切り出した（Gel 

Extract Kit; キアゲン社）。AVT1 と AVT3 では BP 反応用の PCR 断片は作製せず

にORFコレクションのBG1805に既にクローニングされたプラスミドを用いた。 

抽出した AVT7 を含む PCR 産物もしくは BG1805-AVT1 や BG1805-AVT3 とク

ローニング用ベクターpDONRTM221（Invitrogen 社）と BP 反応により組換えた。

BP反応は付属の説明書に従って行った。得られた反応物で100lの大腸菌DH5
コンピテントセルを形質転換後、kanamycin（50g/ml）含有の LB プレートで選

択した。形質転換体からアルカリSDS法をベースにしたQIAprep spin miniprep kit

（QIAGEN 社）を用いてプラスミドを抽出し、PCR によりプラスミドの完成を

確認し pDONR221-AVT1、pDONR221-AVT3、pDONR221-AVT7 を得た。これら

を発現用ベクターpVV208（EUROSCARF）と LR 反応（Fig. 7A）により組換え

た。LR 反応は付属の説明書に従って行った。得られた反応物で 100l の大腸菌

DH5コンピテントセルを形質転換後、ampicillin（100g/ml）含有の LB プレー

トで選択した。得られた転換体からプラスミドを抽出し、PCR で確認後、実験

に用いる酵母を形質転換した。 

 Avt1, Avt3, Avt7 の細胞内局在性を観察するため、N 末端に GFP を融合させた

タンパク質を ADH1 プロモーター制御下で発現させるプラスミドを構築した。

その概略は Fig. 7B に示した。GFP とこれらの AVT 遺伝子を結合させるインサー

トの調製には、二段階 PCR 法（Krawchuk and Wahls, 1999）を用いた。

pAD4-GFP-AVT7 を 構 築 す る た め に 、 1st  PCR と し て 鋳 型 に

pFA6a-GFP(S65T)-KanMX6 を用いて HindIII-GFPN-F と GFP-C-start-AVT7N-R 

で GFP 領域を増幅した。また、AVT7 の増幅の為に pVV208-AVT7 を鋳型として

start-AVT7N-ORF1-F とAVT7stop-SacI-Rを用いて増幅した。次に 2nd PCRとして、

1st PCR でできた 2 種の断片と HindIII-GFPN-F と AVT7stop-SacI-R を用いること

により、融合遺伝子の増幅を行った。同様にして、pFA6a-GFP(S65T)-KanMX6 を

鋳型に HindIII-GFPN-F と GFPC-R、BG1805-AVT1 を鋳型に GFP-C-AVT1 と 

SacI-AVT1-R で 1st PCR を行い、HindIII-GFPN-F と SacI-AVT1-R を用いた 2nd PCR

でそれらの断片を連結させた。また pFA6a-GFP(S65T)-KanMX6 を鋳型に

PstI-GFPN-F と GFPC-R、BG1805-AVT3 を鋳型に GFP-C-AVT3 と SacI-AVT3-R
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で 1st PCR を行い、PstI-GFPN-F と SacI-AVT1-R を用いた 2nd PCR でそれらの断

片を連結させた。HindIII と SacI サイトを含む GFP-AVT1 と GFP-AVT7 は HindIII

と SacI で消化し、同様に HindIII と SacI で消化した pAD4 とライゲーションさ

せた。PstI と SacI サイトを含む GFP-AVT3 は PstI と SacI で消化し、同様に PstI

と SacI で消化した pAD4 とライゲーションさせた。ライゲーションには Ligation 

high var. 2（TOYOBO 社）を用いた。得られた反応物で 100l の大腸菌 DH5コ
ンピテントセルを形質転換後、ampicillin（100g/ml）含有の LB プレートで選

択した。得られた転換体からプラスミドを抽出し、制限酵素断片長により確認

後、実験に用いる酵母を形質転換した。 

Fig. 7. AVT 遺伝子の過剰発現プラスミドと GFP 融合タンパク質発現用プラスミドの構築 

(A) AVT 遺伝子過剰発現プラスミド構築の流れ。エントリークローンの pDONR221-AVT を
LR 反応により pVV208 と組換え、発現クローンである pVV208-AVT プラスミドを得た。
pDONR221-AVT は、P21 に示した方法で BP 反応により得た。(B) 二段階 PCR で GFP と AVT
遺伝子を連結させ、両端に制限酵素サイトを含む DNA 断片の GFP-AVT を得た。GFP-AVT1
と GFP-AVT7 の場合は、図のように pAD4 の HindIII, SacI サイトにクローニングした。
GFP-AVT3 の場合は、図中に詳細を示していないが PstI, SacI サイトにクローニングした。 
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ミトコンドリアトランスポーターの大腸菌発現用として、本学のシステム微

生物学研究室（森研究室）から分譲して頂いた pCA24N(-GFP)の SfiI サイトに各

ミトコンドリアトランスポーター遺伝子を導入した（Fig. 8A）。制限酵素断片長

や PCR による挿入の確認とシーケンス解析を行った。また、ADH1 プロモータ

ー制御下での酵母過剰発現用として、pAD4 の SalI と SmaI サイトの内側に新た

に SfiI サイトを付加したプラスミドを構築した。pCA24N(-GFP)にクローニング

した各遺伝子を、pAD4 の SfiI サイトに導入し（Fig. 8B）、制限酵素断片長や PCR

により確認した。 

Fig. 8. pCA24-N と SfiI サイトを導入した pAD4 の構造 
(A) pCA24N(-GFP)の SfiI サイトに各ミトコンドリアトランスポーター遺伝子をクローニン
グした。(B) pAD4 に新たに付加した SfiI サイトに各ミトコンドリアトランスポーター遺伝
子をクローニングした。 

 
Table 4-1 液胞プロリントランスポーターの探索で使用したプラスミド 
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Table 4-2 ミトコンドリアプロリントランスポーターの探索で使用したプラスミド 

 

  



25 
 

1.1.4 DNA オリゴマー 

本章で使用した DNA プライマーを Table 5-1 および 5-2 に示す。 

Table 5-1 液胞プロリントランスポーターの探索で使用したプライマー 
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Table 5-2 ミトコンドリアプロリントランスポーターの探索で使用したプライマー 
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1.1.5 DNA マイクロアレイ解析 

◆酵母の培養条件とサンプリング 

 S. cerevisiae の MB329-17C [pTV3, pUV2] 株を 50 ml の SD 最少培地に植菌し、

2 日間 30℃で振盪培養した。OD600=10.04 の前培養液 22 ml を新しい SD 培地 195 

ml に植菌し、217 ml 30℃で培養開始した（プロリン添加-2 時間、OD600=0.94）。

2 時間後 OD600=1.050 の細胞を、RNA 抽出用として 12 ml、アミノ酸抽出用に 5 ml

をそれぞれサンプリングし氷中で 10 分間冷却した。4℃、6,000 rpm で集菌後、1 

ml の冷却滅菌水で 3 回洗浄した。RNA 抽出用には液体窒素でペレットを-80℃

で凍結保存し、プロリン含量測定用には熱水抽出（後述）後、-20℃で保存した。

次に、RNA とプロリン抽出用の合計 17 ml サンプリング後に残った 200 ml の培

養液に対し、5 M のプロリンを 2 ml 添加することにより、SD+50 mM での培養

を開始した（この時点をプロリン添加後 0 時間とする）。以降、同様にしてプロ

リン添加 1, 3, 5, 7, 9 時間後の細胞を RNA 抽出用にサンプリングし、1, 3, 5, 7, 9, 

12, 16, 20, 24, 30, 36, 46 時間後の細胞をプロリン抽出用にサンプリングし、その

際 OD の測定も行った。サンプリングの量は細胞の増殖に応じて適宜調節した。  

 

◆Total RNA の抽出 

S. cerevisiae からの total RNA の抽出には RNeasy mini kit （キアゲン社）を用

い、製品の取扱説明書に従った。菌体の破砕は 0.5 mm 低アルカリグラスビーズ

（安井器械社）を加え、マルチビーズショッカー®（安井器械社製）で 4℃、2,700 

rpm で 60 秒間破砕後 60 秒間冷却するというサイクルを 6 回繰り返して行った。

DNA と RNA の核酸混合物をキットのカラムに吸着させ、カラム上にて

RNase-free DNase set（キアゲン社）を用いて DNase 処理を行い洗浄後、RNase

を含まない純水で溶出することで total RNA を得た。この際、クオリティチェッ

クとして、RNA の電気泳動を行い、SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain（Thermo 

Fisher 社）を用いて 18S rRNA と 28S rRNA の検出を行った。また、得られた total 

RNA を逆転写して cDNA を合成し、プロリン添加に伴い発現誘導される PUT2

の発現解析を定量リアルタイム PCR で行った。 

 

◆マイクロアレイ解析 

次に、total RNA を株式会社バイオマトリックス研究所に送付し、より精密な

クオリティチェックとマイクロアレイ解析を依頼した。まずサンプル RNA 溶液

を用いて Agilent 2100 Bioanalyzer （Agilent Technologies 社製）と、 NanoDrop 

（Thermo Fisher Scientific 社製）での評価（total RNA 量の定量）を行った。RNA

用 LabChip® キットや NanoDrop を用い、toral RNA の品質や純度に問題ないこ

とを確認した。Agilent 社 Quick Amp labeling kit を用いた cRNA 合成 （Agilent 
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社プロトコールに準ずる）を行い、ハイブリダイゼーションに必要な cRNA 量

が得られていることを確認した。次に Yeast オリゴ DNA マイクロアレイ（4×

44K）とのハイブリダイゼーション （Agilent 社 Gene expression hybridization kit 

を使用）を行った。Agilent Microarray Scanner で DNA マイクロアレイのイメー

ジを読み取り、Feature Extraction Software （v.9.5.3.1）にて各スポットの蛍光シ

グナルを数値化した。 

 

1.1.6 定量リアルタイム PCR 

マイクロアレイの際と同様の操作で、酵母菌体からトータルRNAを抽出した。

total RNA から cDNA への逆転写は High-Capacity cDNA reverse transcription kit

（Applied Biosystems 社）を用い、取扱い説明書に従い行った。リアルタイム PCR

は cDNA を鋳型とし、SYBR Green PCR master mix （Applied Biosystems 社）を

用いて行った。反応液組成は 20 ng の cDNA、1×SYBR Green PCR master mix 液、

プライマー溶液（終濃度 100 nM）から成り、25 l とした。反応条件は 50℃で

2 分間、95℃で 10 分間の加熱を行った後、95℃で 15 秒間と 60℃で 1 分間の加

熱を 40 回繰り返した。内在性コントロールとして ACT1 を用い、Ct 法で発現

量を計算した。Kaino et al. (2008)の方法に準じて解析した。 

 

1.1.7 酵母の形質転換 

酵母菌体を 5 ml の YPD 培地で 30℃、試験管で 24 時間振盪し、前培養を行っ

た後、その一部を 100 倍希釈して 12 時間培養した。YPD 培地 50 ml に OD600=1

以下で植菌し、OD600=0.5～5 程度まで増殖させた。3,000 rpm、室温で 5 分間遠

心分離後の菌体を滅菌水で 2 回、続いて 0.1%酢酸リチウム溶液で 1 回洗浄後、

OD600=10 になるよう 0.1%酢酸リチウムを加えた。100 l の細胞懸濁液をマイク

ロチューブへ移し、30℃で 5 分間静置後、Sheared cod and herring sperm DNA

（Roche 社；100℃、5 分熱処理後、直ちに氷冷）25 l と、プラスミドや、PCR

で増幅した遺伝子破壊用 DNA 断片を必要量、さらに酢酸リチウム入り 40% PEG

溶液*を 700 l 加え、撹拌した。30℃で 0.5～2 時間静置後、42℃、15 分間ヒー

トショックを与え、集菌した細胞を滅菌水 1 ml で洗浄後、再び遠心し、菌体を

滅菌水 100 l で懸濁して選択寒天培地に塗布した後、30℃で 2～3 日間培養し、

目的の形質転換体を得た。*PEG 溶液：40% polyethylene glycol 4000、100 mM 

CH3COOLi 

 

  



29 
 

1.1.8 細胞内及び液胞アミノ酸含量の測定 

菌体乾燥重量の算出は Kaino et al. (2008)の方法に従った。培

養液（5 ml）の吸光度（OD600）を測定し、x=y/978.45 （x：5ml

あたりの菌体乾燥重量（g）、y：OD600）より算出した。液胞画

分の調製は、銅イオン処理を用いる Ohsumi et al.（1988）の方

法に従った。アミノ酸を液胞とサイトゾル画分に分ける際には、

SD 最少培地あるいは SD+50 mM プロリン培地で培養した対数

増殖期の各菌株の OD600 で 20 unit の細胞を 600 l の buffer A 

（2.5 mM KPB (pH6.0)、0.6 mM sorbitol、10 mM glucose、1.0 mM 

CuCl2）に懸濁し、30℃で 20 分インキュベートした。微量高速

冷却遠心機（TOMY, MX-201）において 6,000 rpm、3 分で遠心

分離後の菌体を 150 l の buffer A w/o CuCl2 で 2 回洗浄して合

一し、計 900 l をサイトゾル画分とした。その後、遠心分離し

た菌体を 450 l の滅菌水に懸濁し、100℃、20 分熱水処理した

上清を液胞抽出液とした（右に示したような流れで行った）。 

各画分の抽出液をシリンジフィルター（Nylon-66 メンブレン、0.2 m、mdi

社）でろ過し、全自動アミノ酸分析機（AminoTac JLC500/V; 日本電子社製）に

供した。アミノ酸濃度を計算するためのスタンダードには標準アミノ酸混合液

（AN-II 型と B 型）を各 1 ml ずつとり、これにアスパラギン溶液（終濃度 1.25 

mM）、グルタミン溶液（終濃度 2.5 mM）、トリプトファン溶液（終濃度 2.5 mM）

を加え、1st buffer で 25 ml に調製したものを用いた（アミノ酸類はすべて和光純

薬工業社）。アミノ酸解析に用いるバッファー類は指定のマニュアルに従って作

製した。アミノ酸分析機を用いたアミノ酸の発色にはニンヒドリン試薬セット

（日本電子社）を用いた。 

 

1.1.9 破壊株の作製 

S. cerevisiae の非必須遺伝子破壊株コレクションである YKO (Euroscurf) 

(http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3.html) の 遺

伝子破壊は全てコロニーPCR で確認した。この際、目的遺伝子が破壊されてい

ない、あるいは YKO ライブラリーに目的破壊株が存在していないような場合は

新たに破壊株を作製した。 

 プラスミドに挿入されているマーカー遺伝子や非必須遺伝子破壊株ライブラ

リーのゲノム DNA を PCR の鋳型として利用し、抗生物質耐性や栄養要求性マ

ーカー遺伝子に各 AVT 遺伝子の ORF 領域の上流、下流 40～500 bp を付加した破

壊断片を増幅した。この PCR 断片を用いて酵母を酢酸リチウム法により形質転

換し、野生株の遺伝子を破壊した。 
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 AVT 遺伝子やミトコンドリアトランスポーター遺伝子を単独で破壊する際は、

kanMX4 を含む破壊断片を作製して遺伝子破壊した。AVT1 と AVT7 の二重破壊株

の作製には pFA6a-hphNT1 を鋳型にしてプライマーAVT1-S1 および AVT1-S2 を

用いて PCR で増幅した avt1::hphNT1 の破壊断片を用いてavt7 株を形質転換し

た。同様に AVT1 と AVT7 の三重破壊株を作製する際は pFA6a-natNT2 を鋳型に

してプライマーAVT3-S1 および AVT3-S2 を用いて PCR で増幅した avt3::natNT2

の破壊断片を用いてavt1avt7 株を形質転換した。さらに、pep3 株の作製や

pep3 株を用いて多重破壊株を作製する際は、pFA6a-natNT2 を鋳型にしてプラ

イマーPEP3-S1 および PEP3-S2 を用いて PCR で増幅し pep3::natNT2 の破壊断片

を用いた形質転換を行った。 

破壊断片を用いた形質転換後、YPD+選択培地（G418、clonNAT、hygromycin B

のいずれか）で生育したコロニーからシングルコロニーを分離し、遺伝子の破

壊をコロニーPCR により確認した。 

 

1.1.10 蛍光顕微鏡観察 

GFP 融合タンパク質の細胞内局在性観察を行うために、SD 培地で培養した対

数増殖期の細胞を集菌後、40 M の FM4-64 色素（PromoCell 社）を加え、10 分

間室温でインキュベートし、氷冷した培地で 3 回洗浄してから 30 分間 25℃で培

養することで液胞を染色し、観察を行った。蛍光顕微鏡は Axiovert 200M （Carl 

Zeiss 社製）を用い、画像を HBO 100 Microscope Illuminating System （Carl Zeiss

社製）のデジタルカメラで取り込み、その画像を解析した。 

 

1.1.11 ミトコンドリアの単離 

ミトコンドリアの調製は遠藤ら（1991）による分画遠心法で行った。酵母の

ミトコンドリアは 1,500×g , 5 分間の遠心では上清に回収されるが、10,500×g, 10

分間の遠心では沈殿に回収されるという原理に基づいている。 

酵母の培養は主に乳酸完全培地（3% yeast extract, 0.05% glucose, 0.05% CaCl2, 

0.05% NaCl, 0.03% MgCl2, 0.1% KH2 PO4, 0.1% NH4Cl, 2% lactate, pH 5.6）で培養し

たが、プラスミドを保持させて培養させるような場合は、酵母エキスの代わり

に（0.17% Bacto yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulphate 

（Difco Laboratories 社）, 0.5% ammonium sulphate, 2% dropout mix）を添加した。 

1 L の本培養を行う際は、評価菌株について乳酸完全培地 5 ml×2、試験管内

で前培養を行った（1 日～3 日）。2 本の 2 L フラスコにそれぞれ 500 ml の乳酸培

地を入れ、前培養液 5 ml×2 を加えた。乳酸天然完全培地の場合は約 15 時間、

乳酸完全合成培地の場合は約 24 時間本培養し、適切な遠心管で（3,000×g）集菌

した。この時の OD が 2 くらいとなる。菌体を 50 ml のプラスチック製コニカル
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チューブ（BD Bioscience 社、Corning 社、Greiner 社 等）に移し、滅菌水で洗浄

した。ここで得られた菌体の湿重量を測定した。Tris バッファー（100 mM Tris SO4 

(pH 9.4)-10 mM DTT）50 ml に菌体を懸濁し、30 分間、30℃の恒温槽で振盪した。

2000×g で 5 分間遠心して集菌した。沈殿を 45 ml の Sorbitol バッファー（1.2 M 

sorbitol-20 mM KPi (pH 7.4)）に懸濁し、2000×g で 5 分間遠心して集菌した。沈

殿を 40 ml の Sorbitol バッファーに懸濁した。1 g の細胞あたり、5 mg の

Zymolyase 20-T （生化学工業社もしくはナカライテスク社）を加え、30℃で 30

分以上、軽く振盪しながら細胞壁を消化した。適当な時間インキュベーション

したところで細胞懸濁液 10 μl を 1 ml の水に加え濁度が減少しているか、分光光

度計等を用いて確認した。スフェロプラスト化がうまくいけば、50 ml プラスチ

ック製コニカルチューブを用いて 6000×g 、4℃で 5 分間遠心し、スフェロプラ

スト沈殿として回収した。スフェロプラストを 0℃に冷やしたソルビトールバッ

ファー30 ml に懸濁し、3000×g、4℃で 5 分間遠心し、沈殿を回収した。以降の

操作は 0℃で行い、溶液は全て 0℃に冷やしたものを用いた。スフェロプラスト

沈殿をブレーキングバッファー（0.6 M mannitol-20 mM Hepes-KOH pH7.4, 1 mM 

PMSF, 0.5 mM EDTA）30 ml に懸濁した。スフェロプラスト懸濁液を予め冷やし

ておいた Dounce homogenizer に移し、氷上で 15 回ホモジナイズした。1,000×g

で 5 分間遠心し、上清を 25 ml 取り分けた。ここで得られた 5 ml の未破砕細胞

溶液に 25 ml のブレーキングバッファーを加え、懸濁後、Dounce homogenizer に

移し、氷上で 15 回ホモジナイズした。次に 1,500×g で 5 分間遠心し、上清を 25 

ml 取り分け、先に得られた上清と合一した（計 50 ml）。上清を 10,500×g で 10

分間遠心し、沈殿を回収した。この沈殿に 30 ml のブレーキングバッファーを加

え、ピペットで十分懸濁した。1,500×g で 5 分間遠心し、上清をピペット等で回

収した。この上清を 10,500×g で 10 分間遠心し、沈殿を回収した。PMSF を除去

するために、この沈殿を 30 ml のブレーキングバッファー（without PMSF）に懸

濁し、10,500×g で 10 分間遠心し、沈殿を回収した。この沈殿を約 500 μl のブレ

ーキングバッファー（without PMSF）に懸濁し、ミトコンドリア懸濁液とした。 

ミトコンドリア抽出液にプロリンを添加してインキュベートする事により、

プロリンの分解反応を行った。この際、分解物であるグルタミン酸の検出は、

アミノ酸アナライザーで行い、定量した。 

 

1.1.12 ウエスタンブロッティング 

 調製したミトコンドリアのサンプルは、サンプルバッファー（50 mM Tris-HCl 

(pH 6.8), 2 % ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、4.5 % グリセロール, 0.01 % ブ

ロモフェノールブルー, 0.7 M メルカプトエタノール）で懸濁後、95℃で 5 分熱

処理を行った。得られた抽出液のタンパク質量を、Protein assay kit （BIO-RAD
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社）を用いて、ブラッドフォード法により定量した。10 %-SDS-PAGE によりタ

ンパク質を分離後、ニトロセルロース膜に転写し、ブロッキング後、一次抗体

反応を行い TBS-T（Tris buffered saline + 0.05% tween 20）で洗浄した。さらに二

次抗体反応を行い TBS-T で洗浄後、ECLplus（GE Healthcare 社）を用い、X 線

フィルムに感光させ目的タンパク質を検出した。一次抗体として anti-yeast 

GAPDH ウサギポリクローナル抗体（Nordic Immunology 社）、 anti-yeast 

mitochondrial porinマウスモノクローナル抗体（Molecular Probes 社）を使用した。

二次抗体として、西洋ワサビ peroxidase 結合 anti-rabbit IgG および anti-mouse IgG

抗体（Promega 社）を用いた。GAPDH はサイトゾルのマーカーとして、また、

porin はミトコンドリアのマーカーとして使用した。 

 

1.1.13 ミトコンドリアにおけるアミノ酸輸送活性測定 

単離したミトコンドリアに放射性プロリンを取り込ませた。取り込み活性測

定には 5 M の 14C プロリンを含むマンニトールバッファー (0.6 M mannitol, 5 

mM EGTA-Na pH8) を 30℃でインキュベートさせた。取り込み試験は、0.5 mg

のミトコンドリアを添加する事により開始した（トータル 500 l の反応液）。反

応液は、の 1 ml の 1 M マンニトールに重層し、4℃、14,000 rpm, 1 分遠心分離

する事で反応停止させた。 

 

1.1.14 生育試験 

寒天培地において 30℃で増殖させた酵母を 5 ml の SD 培地に植菌し、30℃で

1 日培養して定常期まで増殖させた。その細胞を滅菌水で 3 回洗浄し、OD600が

1 になるよう原液を調製し、その原液を 10-1～10-3 もしくは 10-1～10-4 までの希釈

系列を作製し、4 l ずつ各培地にスポットし、30℃で培養した。 
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結果 

1.2.1 DNA マイクロアレイ解析によるプロリンが AVT 遺伝子の発現に及ぼす 

影響の解析 

液胞アミノ酸トランスポーターのプロリンによる遺伝子発現の変化を解析す

るため、プロリン分解酵素遺伝子 PUT1 の変異株（MB329-17C）を用いたトラ

ンスクリプトーム解析を行った。プロリンを添加した最少培地で PUT1 変異株を

培養すると、プロリンが細胞内で分解されずに蓄積する。そこで、プロリンの

細胞内含量が増加し、かつ分解系遺伝子（PUT2）の発現が上昇し始める時期の

細胞から抽出した RNA（Fig. 9）を用いてマイクロアレイ解析を行い、プロリン

添加の有無による全遺伝子の発現パターンの解析を試みた（Figs. 10, 11）。 

 

 

 

Fig. 9. RNA の品質チェックと PUT2 の転写レベルの確認 

(A) 左端の M はマーカーであるλ/HindIII を示す。2 番目からのサンプルはプロリン添加後
0、1、3、5、7、9 時間後に回収した菌体から抽出した RNA を示す。RNA の電気泳動確認
により、28S、18S、5S の rRNA が確認された。(B) プロリンを添加した際の PUT2 発現量
の経時的変化。ACT1 の発現量で各サンプルの PUT2 の発現量を標準化した。横軸の数字は、
プロリン添加後の時間を示している。 

  

A. B. 
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PUT1 の変異株はプロリン添加後 12 時間後ごろまでほぼ対数増殖を示したが

（Fig. 10A）、細胞内プロリン含量は、9 時間頃がピークとなった（Fig. 10B）。

マイクロアレイ解析では、プロリンなどの中性アミノ酸輸送に関わると考えら

れる AVT 遺伝子群（AVT1～AVT7）と、プロリン代謝や輸送に関わることで知ら

れている遺伝子群に着目した。その結果、プロリン添加後、1 時間と 5 時間にお

いて、AVT 遺伝子群は他の遺伝子の変動と比較して有意な発現誘導を示した（Fig. 

10C, D）。いずれの AVT 遺伝子も、プロリン添加後 0 時間と比較して発現変動

がないことを示す白線よりも上方に位置し、発現レベルが上昇していることが

明らかとなった（Fig. 10D）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10. 培地へのプロリン添加後に発現誘導された AVT 遺伝子群 

 (A) プロリン添加後の生育曲線。 (B) (A)の際の細胞内プロリン含量。 (C) (A)の0時間後に
対する1時間後（左）および5時間後（右）におけるAVT1～7遺伝子と全てのその他の遺伝子
の発現量の変化を、0時間の値でノーマライズし、全遺伝子と比較してBoxプロットで表し
た。*は全ての遺伝子に対して有意な増加を示す（Wilcoxon rank sum testでp<10-15）。 (D) (C)
と同じデータの両対数プロット。0時間目の値でノーマライズした1時間後（左）および5時
間後（右）の全ての遺伝子の発現量を示す。白の菱形（◇）は各AVT遺伝子のデータを示し
ており、番号は、どのAVT遺伝子かを示している。全てのデータはDNAチップごとにノーマ
ライズされている（それぞれのサンプルにおける発現した遺伝子における中央値のシグナ
ルを用いた）。白線は、発現変動がないことを示す。 
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また、培地へのプロリン添加によりプロリン合成に関わる遺伝子群（PRO1、

PRO2、CAR1）の発現が低下し、プロリン分解に関わる遺伝子（PUT1, PUT2, GDH2）

の全てが5時間後まで発現量が増加した。原形質膜上でプロリンの輸送に関わる

トランスポーターをコードする全ての遺伝子（GAP1, GNP1, AGP1, PUT4）も、5

時間後まで発現量が増加した（Fig. 11）。Fig. 4と同様に、AVT遺伝子も全て5時

間後まで発現量が増加していた（Fig. 11）。PUT1変異株はプロリン添加に伴い

野生株に比べて5倍程度の過剰なプロリンを細胞に蓄積する。プロリンの資化に

関わる遺伝子群に比べると度合いは小さいが、過剰なプロリンにより液胞アミ

ノ酸トランスポーターであるAVT遺伝子が誘導されることが示唆された。そこで、

次に、各AVT遺伝子の破壊株が、細胞内のプロリンの局在に及ぼす影響を調べた。 

Fig. 11. プロリン添加に伴うプロリン代謝に関連遺伝子とAVT遺伝子の発現変動 

プロリンの合成系（PRO1, PRO2, PRO3, CAR1, CAR2）、分解系（PUT1, PUT2, GDH2）、原
形質膜でのプロリン取り込み系（GAP1, GNP1, AGP1, PUT4）、各AVT遺伝子の発現変動を
示している。各グラフの縦軸は、DNAマイクロアレイ解析により得られたシグナル強度の
生データを、各アレイ解析における中央値で割った値である（per chip normalization）。 

 

  



36 
 

1.2.2 Avt トランスポーターによる液胞のプロリン輸送への関与 

Fig. 12. AVT1, AVT3, AVT7 の液胞におけるプロリン蓄積への関与 

(A) プロリン添加に伴う野生株における液胞内プロリン含量の変動（グルタミン酸はサイト
ゾルに多いアミノ酸のコントロール、アルギニンは液胞に多いアミノ酸のコントロールを
示している。）上部の白いバーはサイトゾルの、下の青色のバーは液胞のアミノ酸含量を
それぞれ示す。(B) プロリン添加に伴うAVT遺伝子単独破壊株とAVT1とAVT7の二重破壊株
における液胞内に占めるプロリンの割合の変動。(C) プロリン添加に伴うAVT1, AVT3, AVT7
過剰発現株における液胞内に占めるプロリンの割合の変動。*は有意な増加P < 0.01，**は
有意な低下P < 0.05、NS: 有意差なしを示す。A, Bにおいてそれぞれの菌株は空ベクターと
してpAD4とpRS416CgHIS3MET15を保有している。Cでは空ベクターとしてpVV208と
pRS415CgHIS3MET15を保有する、過剰発現の際にはpVV208の代わりに、pVV208-AVT1、
pVV208-AVT3 、pVV208-AVT7を導入した。 
 

まず野生株において、SD培地への50 mMプロリンの添加の有無による細胞（液

胞）内プロリン含量や割合の変動を解析した。その結果、プロリンを添加して

から2時間後に細胞内プロリン含量が増加し、特に、液胞画分における割合が有

意に上昇した（Fig. 12A）。一方、サイトゾルに多いアミノ酸のコントロールで

あるグルタミン酸や液胞に多いアミノ酸のコントロールであるアルギニンにつ

いては有意な差は見られなかった。次に、各AVT遺伝子破壊株において、プロリ

ン添加から2時間後における液胞のプロリンの割合を解析した。その結果、AVT1

とAVT7の単独破壊株において、液胞画分におけるプロリンの割合が有意に低下
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した（Fig. 12B）。このことから、AVT1とAVT7がプロリンの液胞内腔への取り

込みに関与していることが示唆された。またこれらの遺伝子の二重破壊は明確

な相加効果を示さなかった（Fig. 12B）。従って、Avt1あるいはAvt7はリダンダ

ントな機能を有するが、そのいずれかが液胞内腔への間接的なプロリンの取り

込みに関与している可能性が考えられた。一方、AVT3破壊株は液胞画分におけ

るプロリンの割合が有意に上昇した（Fig. 12B）。サイトゾルと液胞のコントロ

ールである、グルタミン酸およびアルギニンについては有意な変化は認められ

なかった。このことから、AVT3がプロリンの液胞内腔からの排出に関与してい

ることが示唆された。さらに、遺伝子破壊により液胞画分におけるプロリンの

割合に影響を及ぼしたAVT遺伝子の過剰発現系を構築した。その結果、AVT1の

過剰発現は液胞画分におけるプロリンの割合を上昇させたのに対し、AVT3ある

いはAVT7の過剰発現は、液胞画分におけるプロリンの割合を低下させた（Fig. 

12B）。以上のことから、Avt1が液胞へのプロリンの取り込み、Avt3が液胞から

のプロリンの排出に関与することが示唆された。AVT7の過剰発現は、プロリン

だけでなく液胞画分におけるグルタミン、グルタミン酸およびアルギニンの割

合も低下させたことから、過剰発現により細胞あたりの液胞の存在量自体が減

少する可能性などが示唆された。ただし、過去の報告においてAvt7が窒素源枯

渇時におけるプロリンの排出に関わることも知られており（Tone et al., 2014）、

AVT7の過剰発現による液胞のプロリン含量の低下は、今回の実験条件において

もAvt7がプロリンの液胞からの排出に関与することを示している可能性も考え

られる。その場合、Avt7はプロリンの液胞への取込みと液胞からの排出のどち

らにも関わるという結論となり、Avt7を介したプロリンの輸送の方向性を決定

付ける未知の因子の存在が推定される。 

 

1.2.3 Avt1、Avt3 、Avt7の細胞内局在性観察 

Avt1、Avt3 、Avt7 のアミノ酸残基はそれぞれ 602、692、490 であり、いずれ

も 10 回膜貫通ドメインを有する膜タンパク質である事が予測されている

（Saccharomyces Genome Database (http://www.yeastgenome.org/)）。そこで、本研

究で液胞のプロリンの局在に影響を及ぼすことが明らかになった Avt1、Avt3、

Avt7 の N 末端に GFP を融合させて細胞内局在性解析を行った。その結果、

GFP-Avt1、GFP-Avt3 、GFP-Avt7 の蛍光は液胞マーカーの FM4-64 の蛍光と共局

在することが明らかとなり（Fig. 13）、これらのタンパク質が SD 培地および SD+

プロリン培地で液胞に局在する事が示唆された。これらの GFP 融合タンパク質

の液胞局在に関しては過去の報告 （Chahomchuen et al., 2008; Sekito et al., 2014; 

Tone et al., 2014, 2015）の結果とも一致する。しかしながら、GFP-Avt1、GFP-Avt3、

GFP-Avt7 のいずれにおいても、cortical ER や核外膜といった液胞以外への膜系
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にもある程度存在した。特に Avt7 の C 末端に GFP を付加した際はその傾向が顕

著であり（Fig. 14）、Avt タンパク質の C 末端が液胞膜への局在に重要な役割を

果たしていると考えられる。今後、各 Avt タンパク質の液胞膜局在に必要なタン

パク質ドメインの特定も重要な課題である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. GFP-Avt1, GFP-Avt3 and GFP-Avt7 の蛍光顕微鏡観察 

野生株に、pAD4-GFP-AVT1, pAD4-GFP-AVT3 、pAD4-GFP-AVT7 のいずれかを導入した
菌株を作製し、蛍光顕微鏡観察を行った。SD 最少培地で対数増殖期まで培養した。FM4-64
は液胞を特異的に染色する試薬である。Merge は AVT-GFP の蛍光と FM4-64 による染色像
の重ね合わせである。DIC は微分干渉観察を示す。それぞれの菌株は空ベクターとして
pRS416CgHIS3MET15 を保有する。DIC に示す黒いバーの長さは、2 m を示す。 

 

Fig. 14. Avt7-ECFP の蛍光顕微鏡観察 

野生株に、pAG415GPDAVT7ECFP と pRS416CgHIS3MET15 を導入した菌株を作製し、蛍光
顕微鏡観察を行った。SD 最少培地で対数増殖期まで培養した。 

 

1.2.4 AVT 遺伝子破壊株におけるストレス耐性への影響の評価 

 これまでの当研究室の結果から、プロリン蓄積株において液胞の機能を欠損

するとエタノールや高温ストレスへの耐性が失われることが明らかとなり、液

胞の機能がプロリン蓄積よりもたらされるストレス耐性に必須であることが示

唆されている（Matsuura and Takagi, 2005）。また、液胞の欠損により過剰にサイ

トゾルに蓄積したプロリンが毒性を示すことが示唆されている。そこで、本研

究を通してプロリンの液胞への局在に関与する事が示された Avt1、Avt3、Avt7
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のストレス耐性への関与を評価した。まず、プロリンの液胞内腔への輸送に関

わると考えられる AVT1 と AVT7 に着目し、2.5 M という高濃度のプロリン培地

におけるavt1, avt7, avt1avt7 株におけるストレス耐性を評価した（Fig. 15）。

その結果、非ストレス培地である SD 培地および、2.5 M プロリン添加培地でも、

野生株と各破壊株において増殖には変化がなかった。このことから、液胞内腔

へのプロリン取り込みに関わると考えられる AVT1 と AVT7 が存在しなくても高

濃度プロリン存在下における S. cerevisiae の液胞の機能が野生株並みに保たれる

ことが明らかとなった。また、液胞機能欠損と AVT1 と AVT7 の遺伝学的関係を

検証するために液胞形態形成に関わるpep3 において、AVT1 と AVT7 を破壊し

た際の高濃度プロリン感受性について評価した（Fig. 15）。 PEP3

（carboxyPEPtidase Y-deficient 3）は、VPS18（Vacuolar Protein Sorting 18）とも呼

ばれ、液胞膜の融合に関与する遺伝子である（Mortimer and Schild, 1985; Rothman 

et al., 1989）。過去に報告されている通り、pep3 では高濃度のプロリン添加培地

（1.5 M あるいは 2.5 M）において感受性を示した。一方、液胞形態が異常なpep3

株では AVT1 や AVT7 の有無に関係なく高濃度プロリンに同様の感受性を示した。

このことから、液胞形態が不完全な菌株における高濃度プロリン感受性は AVT1

や AVT7 の有無によって影響しないことが明らかとなった。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. 高濃度プロリン添加時における酵母の生育 

SD 培地と 1.5 M あるいは 2.5 M のプロリン添加培地で培養した。上の 4 株は野生株をバッ
クグラウンド、下の 4 株は PEP3 破壊株がバックグラウンドである。PEP3 破壊株は、液胞
形成不全株であり、高濃度プロリンで生育阻害を示す。 
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次に、AVT1、AVT3、AVT7 の多重破壊株を作製し、各種ストレス（エタノー

ル、過酸化水素、AZC）とおよびプロリンを単一窒素源とする培地での生育を

評価した（Fig. 16）。Avt1, Avt3, Avt7 が液胞における毒物に対する毒性緩和に

関与するかを明らかにするために、プロリンの毒性アナログである AZC を用い

た。また、液胞における特定のアミノ酸の取り込みや排出は酵母の生育に影響

すると考えられたため、液胞へのプロリンの取り込みや排出への関与が示され

た AVT1、AVT3、AVT7 のプロリン資化能に対する表現型を評価した。その結果、

エタノール、過酸化水素、AZC のいずれのストレスにおいても AVT1、AVT3、

AVT7 を単独あるいは、多重で破壊しても野生株と差は見いだせなかった。さら

に、プロリンを単一の窒素源とする培地でも同様に生育に差がなく、これらの

遺伝子破壊がプロリンの資化には影響しないことが明らかとなった。 

 これらのことから、AVT1、AVT3、AVT7 の破壊はエタノール、過酸化水素、

AZC のストレスには関与しないことが明らかとなった。また、用いた菌株はプ

ロリンを単一窒素源とする培地で生育しているため原形質膜のプロリントラン

スポーターを介してプロリンの取り込みができると考えられるが（Fig. 16）、

AVT1、AVT3、AVT7 を破壊してもプロリンの資化に関しては、大きな影響はな

いことが示唆された。 

Fig. 16. ストレス条件下における各 AVT 変異株の生育 

SD 培地、および 5%エタノール、1 mM 過酸化水素、1 mM  AZC を含むストレス培地、あ
るいは 0.01%プロリンを単一窒素源とする寒天培地において各菌株を 30℃で 4.5日間培養し
た。WT は野生株を示す。 
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1.2.5 ミトコンドリア輸送体遺伝子破壊株と過剰発現株の表現型解析 

ミトコンドリアのプロリントランスポーターを探索するために、35 種類の MC

ファミリーと 3 種の MPC タンパク質に着目し、遺伝子過剰発現株および破壊株

におけるプロリン資化能を評価した（Fig. 17）。 

A 

 

B 

Fig. 17. MC および MPC ファミリー遺伝子の過剰発現と破壊によるプロリン資化への影響 

プロリン単一窒素源培地における、MC、MPC 遺伝子過剰発現(A)および破壊株(B)の生育。
それぞれの菌株は、pRS416CgHIS3MET15 と pAD4 を保有する。-N+Pro はプロリン 0.1%を
単一窒素源として含む。-C+glycerol は 3%グリセロールを単一炭素源として含む。-C+acetate
は 3%酢酸ナトリウムを単一炭素源として含む。過剰発現株では、pAD4 の代わりに、各ト
ランスポーター遺伝子を導入したpAD4を保持する。Emptyはベクターコントロールを示す。
put1 は、プロリンを単一窒素源として生育できないネガティブコントロールとして用いた。
WT は野生株を示す。 
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その結果、put1 株はプロリン単一窒素源培地で生育しないが、他のミトコン

ドリアトランスポーター遺伝子の過剰発現株は野生株と比べてプロリン単一窒

素源の培地で生育に差がないため、いずれの遺伝子を過剰発現しても、プロリ

ンの資化能には影響しなかった（Fig. 17A）。また、プロリンを分解できないput1

株と同様にmir1、pet8、mtm1、yhm1、flx1、ugo1、rim2、mpc1、mpc2

の菌株では、プロリンを単一の窒素源とする培地で生育の低下が認められたが、

非発酵炭素源であるグリセロールや酢酸でも同じような傾向が見られた（Fig. 

17B）。これらの破壊株では、無機リン酸、S-アデノシルメチオニン、フラビン、

ヌクレオチド、マンガン、ピルビン酸など、ミトコンドリアの機能や呼吸に重

要な分子をミトコンドリアマトリックスに輸送できない。そのため、ミトコン

ドリアの形成や機能が不全となり正常に呼吸鎖における電子伝達ができなくな

り、プロリンが分解できないと考えられた。これらの結果より、ミトコンドリ

アトランスポーター遺伝子の過剰発現や破壊による表現型への影響を指標とし

てプロリントランスポーターを同定する事は困難であると考えられた。実際に、

プロリンを単一窒素源とする培地上での生育に欠損を示した株のミトコンドリ

アの単離を試みたが、ミトコンドリアを発達させるための乳酸培地での生育は

悪く、単離はできなかった。 

 

1.2.6 ミトコンドリアにおけるプロリン輸送活性の検出 

次に、生化学的手法でプロリンがミトコンドリアに輸送され、分解されるか

を S. cerevisiae の野生株で解析した。まず、乳酸天然完全培地で培養した酵母か

らミトコンドリアを単離し、ミトコンドリア内のアミノ酸を検出したところ、

少なくとも 8 種類のプロリンを含むアミノ酸が検出された（Fig. 18A）。ミトコ

ンドリア画分ではプロリンの合成系の酵素が検出された報告はなく、それらの

酵素はミトコンドリア移行シグナルも有していない。このことから、プロリン

はミトコンドリアのトランスポーターを介して輸送されていることが示唆され

た。細胞全体のアミノ酸組成と大きく異なることからも、トランスポーターに

よる能動輸送の可能性が示唆された。次に、単離したミトコンドリアにプロリ

ンを添加し、プロリンからグルタミン酸が生成するかを確認した。その結果、

野生株由来のミトコンドリアではプロリンが Put1 と Put2 の酵素活性により分解

されグルタミン酸が生成した。一方、PUT1 を破壊するとその分解は起こらなか

った。このことから単離ミトコンドリアがプロリン分解活性を持つことが明ら

かとなった（Fig. 18B）。また、これらの条件で単離したミトコンドリア画分で

は、サイトゾルマーカーである GAPDH がほとんど検出されず、ミトコンドリ

アのポーリンが全細胞画分に比べて高い割合で検出された（Fig. 18C）。 
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Fig. 18.ミトコンドリアにおけるプロリンの検出とその分解 

(A) 単離ミトコンドリアでのプロリンやその他のアミノ酸（アスパラギン酸、グルタミン酸、
アラニン、オルニチン、ヒスチジン、リジン、アルギニン）の検出。(B)単離ミトコンドリ
アに 10 mM のプロリンを添加した際におけるグルタミン酸の経時的な生成。野生株(WT)か
ら単離したミトコンドリアではプロリンがミトコンドリアに取り込まれグルタミン酸が生
成されるが、プロリン分解酵素遺伝子 PUT1 の破壊株では、グルタミン酸の生成は見られな
い。(C) 野生株のミトコンドリア画分(1)と全細胞画分(2)における GAPDH と Porin の検出。 

  

さらに、14C ラベルしたプロリンを単離ミトコンドリアに取り込ませたところ、

30℃での取り込み活性が検出された。一方、0℃では取り込みが起こらなかった

（Fig. 19A）。しかしながら 30℃でのプロリンの取り込み活性は検出されたもの

の、このような取り込み活性は、1 mM プロリン（Fig. 19B）やミトコンドリア

トランスポーターの阻害剤である mersalyl の添加条件（Fig. 19C）でも観察され、

またそれらは阻害効果を示さなかったため、単純拡散などの内膜トランスポー

ター非依存的な様式によってミトコンドリア内に入っていることが推察された。

さらに、ミトコンドリアマトリックスに取り込まれない事で知られているスク

ロースを 14C ラベルしてミトコンドリアに取り込ませたところ、ミトコンドリア

に取り込まれた（Fig. 19D）。一方、14C プロリンの取り込みとは異なり、14C ラ

ベルした 5 M のアルギニンの場合は 1 mM アルギニンの添加により取り込みが

阻害されたため（Fig. 19E）、ミトコンドリアのアミノ酸輸送活性測定系は構築

できていると考えた。これらの結果から、ミトコンドリアには 30℃の条件でプ

ロリン、スクロース、アルギニンは取り込まれ、そのうちアルギニンにおいて

のみトランスポーター依存的な輸送活性が見られた。以上より、本実験条件で

はプロリンのトランスポーターを介したマトリックスへの輸送は起こらないと

結論づけた。また、0℃の条件では非特異的にプロリンを取り込むチャネルが閉

じているということが考えられた。 
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Fig. 19.ミトコンドリアにおけるプロリンやスクロースの取り込みと阻害剤の影響 

(A) 30℃における 5 M プロリンの継時的な取り込み。(B) RI 標識した 5 M プロリンにさら
に 200 倍量（1 mM）の非 RI のプロリンを添加した際の取り込み試験。(C) RI 標識した 5 M
プロリンに 50 M mersalyl を無添加の際（-）と添加の際のプロリンの取り込み試験。(D) ス
クロースの取り込み試験。(E) RI 標識した 5 M アルギニンにさらに 200 倍量（1 mM）の非
RI のアルギニンを添加した際の取り込み試験。 
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3.考察 

◆液胞のプロリントランスポーターの探索と機能解析 

本研究における DNA マイクロアレイの結果より、アミノ酸の取り込みと排出

の両方に関わる AVT 遺伝子群がプロリン添加に伴い発現誘導されることが明ら

かとなった（Fig. 11）。また、Put3 や Gat1 などの既存の制御系（Ljungdahl and 

Daignan-Fornier., 2012）を介して誘導されるプロリン分解系の酵素遺伝子

（PUT1/2）に比べると AVT 遺伝子群の発現誘導が弱いため、Put3 や Gat1 など

の既知の制御とは異なった様式で誘導された可能性が考えられた。さらに、プ

ロリン合成系遺伝子の（PRO1/2、CAR1）がプロリンの添加により発現が低下し

ていた。これら遺伝子のプロモーター領域には Put3 などの推定結合部位が存在

しないため、プロリン合成系の新規な転写抑制経路の存在も示唆された。 

また本研究では、これまでにグルタミン、アスパラギン、ロイシン、イソロ

イシン、チロシンなど中性のアミノ酸トランスポーターとして報告されている

Avt1（Russnak et al., 2001）が液胞へのプロリンの取り込みにも関わり、それら

の排出トランスポーターとして報告されている Avt3 が液胞からのプロリンの排

出にも関与すること強く示唆された。Avt1 は、栄養飢餓応答や寿命制御に関わ

ることが報告されている（Hughes and Gottschling, 2012）。そのため、Avt1 はプロ

リンが豊富にある環境下においてプロリンを液胞に輸送し、蓄えたプロリンを

栄養飢餓時に利用できるように備えていることが考えられる。Avt3 は、液胞か

らプロリンを排出することで、プロリンの効率的な分解に寄与していることが

考えられる。約 40%の相同性を示す Avt3 と Avt4 はいずれも中性アミノ酸の排

出系として知られているが（Russnak et al., 2001）、そのうちどちらが主にプロ

リンの排出に関わっているかはこれまで調べられていなかった。本研究より

Avt3 が主にプロリンの排出に働いていることが初めて明らかになった。このこ

とから、プロリンを主な窒素源として生育する際やプロリンを液胞に蓄積後に

おける飢餓条件において Avt3 発現を調節させると、生存やストレス耐性に影響

を与える可能性が考えられた。これまでに、液胞膜におけるプロリンの排出活

性は見出されており（Ishimoto et al., 2012）、今後 Avt3 のどのドメインがプロリ

ンを輸送基質として認識して排出するのか、詳細な解析が必要である。今回AVT7

を破壊するとプロリンの液胞取り込みが低下したことから、Avt7 がプロリンの

取り込みに関与する事が明らかとなった。一方、AVT7 の過剰発現は、液胞の様々

なアミノ酸の割合も低下させたことから、過剰発現により細胞当りの液胞の存

在量が低下していることや、間接的に液胞のアミノ酸輸送全体に影響を与えて

いる可能性が示唆された。このことは、過去に Avt7 がプロリンの排出に関わる

という報告とも矛盾しない（Tone et al., 2014）。本研究の結果より、Avt7 は両

方向性のプロリン輸送を液胞膜で制御していると考えられる。AVT7 を破壊した
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際にも細胞全体のアミノ酸含量が変動する事も知られており（西田・修士論文、

2010; Tsolmonbaatar et al., 2010）、液胞機能の変化等の間接的な影響でプロリン

の取り込みを低下させてしまい栄養飢餓時における液胞内のプロリン等の利用

能が低下し、過去に報告されているような胞子形成の低下とも関連しているこ

とが考えられる（Tone et al., 2014）。本研究により AVT7 は、液胞の機能や形態

にも関与する事が示唆されたため、AVT7 をはじめとする AVT ファミリー遺伝子

の破壊株や過剰発現株における液胞形態形成や液胞関連タンパク質の機能に与

える影響を、形態学的解析やプロテオーム解析、相互作用解析が必要である。 

また、酵母を用いた単離液胞膜ではプロリンの取り込み活性が測定しにくい

ことが知られている（Kitamoto et al., 1988）が、今後、Avt1, Avt3, Avt7 のプロリ

ンの輸送能について、乳酸菌（Herzig et al., 2012）やアフリカツメガエルでの異

種発現系（Hägglund et al., 2011）やプロテオリポソーム等（寺田・吉村, 1992; 

Indiveri, 2010）を用いてより詳細な生化学的な検証を行うことも必要である。 

今回、AVT1 や AVT7 といった液胞へのプロリン取り込み系に関与する遺伝子

を破壊してもストレスの感受性や高濃度プロリン感受性には影響しないことも

明らかとなった。このことから、プロリンが高蓄積した際に液胞におけるプロ

リントランスポーターの輸送能が低下しただけでは、細胞の生育には大きな影

響が出ないと考えられた。また、液胞形態形成に関わり、高濃度プロリン蓄積

により感受性を示す PEP3 の破壊株において AVT1 や AVT7 を破壊しても、相加

効果は見られなかったため（Fig. 15）、液胞形態が異常なpep3 では Avt1 や Avt7

は、正常に機能できていないことが考えられた。pep3 におけるこれらのタンパ

ク質発現や局在性についての解析も必要である。 

Avt タンパク質は、ヒトや高等植物に広くオルソログが存在している事で知ら

れており（Wipf et al., 2002）、高等真核生物においてもプロリン輸送との関わり

をより詳細に解析することは重要である。Avt1 は シロイヌナズナの 

AT5G02170 やヒトの SLC36A6 (SNAT6)にホモロジーがある。Avt3 はシロイヌ

ナズナ AT2G42005 遺伝子やヒトの SLC36A2 (PAT1, PAT2)とホモロジーがある。

PAT1と PAT2はプロリンの取り込みに関与する事が分かっている。（Metzner et al., 

2006; Sagné, C., 2001）。AVT7 オルソログも シロイヌナズナの AT3G30390 ヒト

の SLC38A1, SLC38A2 （Zhang et al., 2011）, SLC38A7 （Hägglund et al., 2011）

で保存されている。興味深いことに、Avt タンパク質と相同性を示すマウスの

SNAT2 (SLC38A2)はプロリンが誘導する ES 細胞の分化（Tan et al., 2011）に関わ

ることが明らかとなっている。さらに、哺乳類では、S. cerevisiae の AVT オルソ

ログ遺伝子産物である SLC38のリソソームトランスポーターがmTORC1構成因

子と関連していることが報告されており（Rebsamen et al., 2015）、トランスポー
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ター以外の機能も明らかになってきた。今後 S. cerevisiae における TORC1 活性

の AVT ファミリーによる調節機構の解明にも期待される。 
また、植物のストレス時にプロリンの液胞からの排出が必要である事（Fricke 

and Pahlich, 1990）や、哺乳類細胞のコラーゲンの分解とそれに伴うプロリンの

分解にリソソームの機能が必要であることが示されており（Berg et al, 1984）、動

植物における、液胞やリソソームにおけるプロリン輸送の分子機構の解明にも

期待がされる。 

 近年、ミトコンドリアと液胞や小胞体が直接コンタクトする vCLAMP (vacuole 

and mitochondria patch)や ERMES (endoplasmic reticulum-mitochondrial encounter 

structure) と名付けられた接触部位（contact site）の存在（Fig. 20）も注目されて

いる（Klecker and Wetermann, 2014; Hönscher et al., 2014; Elbaz-Alon et al., 2014）。

vCLAMP にはアミノ酸などのトランスポーターが集まり、物質輸送の場として

機能することが見出されている。本研究では、液胞膜上におけるプロリンの取

り込みと排出の両方の存在が示唆されたが、もしプロリンがサイトゾルからミ

トコンドリアに直接輸送されるのでなく、液胞と vCLAMP のような膜コンタク

トサイトを経由してミトコンドリアに輸送されるとすれば、液胞に一度取込ん

だプロリンを、必要に応じて液胞から排出し、ミトコンドリアに輸送するよう

な機構が存在する可能性も考えられる。ミトコンドリアが液胞で分解される「マ

イトファジー」（Müller et al., 2015）なども含め、オルガネラ同士の相互作用と細

胞内アミノ酸動態に関する知見の蓄積は今後の課題である。 

 

 

 

 

Fig. 20. 酵母における vCLAMP と ERMES 

ミトコンドリアは液胞や小胞体と接触部位 
（vCLAMP や ERMES）を形成し、アミノ酸 
などの物質のオルガネラ間における物質輸送
を行っているという可能性が示唆されている。
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◆ミトコンドリアのプロリントランスポーターの探索 

本研究ではミトコンドリアのプロリントランスポーターを同定することはで

きなかった。候補となるミトコンドリアトランスポーター遺伝子の破壊株や過

剰発現株でのプロリン資化能を指標にした探索は困難であった。Fig. 17B で見出

されたように、呼吸欠損を示すようなミトコンドリアトランスポーター遺伝子

の破壊株では、プロリン資化をする事ができないことが明らかとなった。プロ

リンオキシダーゼ Put1 は呼吸鎖の活性を必要とするが（Wanduragala et al., 2010）、

これらの呼吸活性の低下した破壊株において Put1 の活性が大幅に低下し、プロ

リンを窒素源として利用できず、生育阻害を示したと考えられる。 

また、ミトコンドリアには 30℃の条件で放射性プロリンやアルギニンが取り

込まれた。しかしながら放射性アルギニンでは大過剰の非放射性アルギニンの

添加により取り込み活性が阻害されたのに対し、放射性プロリンでは同様な現

象は見られず、また Mersalyl などの阻害剤の添加による取り込み活性の低下は

見られなかった（Fig. 19）。このことから、本研究の in vitro の実験条件の範囲

では、内膜トランスポーターを介したプロリンのマトリックスへの輸送は起こ

らないと考えられた。しかしながら、単離したミトコンドリアではプロリンが

検出され、また分解活性も検出出来たことから（Fig. 18）、S. cerevisiae における

生細胞のミトコンドリアではプロリンがトランスポーターによりマトリックス

に能動的に輸送され、分解を受けている可能性も考えられた。マトリックスで

プロリンが分解を受ける場合は、Put1 もマトリックスに存在する必要があるた

め、生化学的手法を駆使し、Put1 がマトリックス局在の酵素であることを検証

することが必要である。 

今後、S. cerevisiae においてさらにミトコンドリア内膜におけるプロリン輸送

の存在を追求するには精製したミトコンドリア内膜タンパク質を再構成し

（Cavero et al., 2003）、その vesicle にプロリンの輸送活性があるかを生化学的に

解析する必要がある。さらに、プロテオミクスやリガンド結合解析を用いた候

補膜タンパクの絞り込みも効果的であると考えられる。またこれまでに、ホウ

レンソウ、ラット、ツェツェバエなどにおいて、ミトコンドリアにおける内膜

系を介したプロリン輸送を示唆する報告はあるため（Yu et al., 1983; Njagi et al., 

1992; Atlante et al., 1994, 1996）、ミトコンドリアにおけるプロリンの内膜におけ

る透過性や、輸送活性に伴う補因子の要求性は、真核生物種によって異なる可

能性も考えられる。今後、様々な真核生物のミトコンドリアを対象とした、詳

細な生化学的比較検討が急務である。 
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第２章 ミトコンドリアにおけるプロリン代謝調節に 

関与する新規因子 Fmp12 の機能解析 

序論 

プロリン分解系と炭素源としての推定利用経路 

プロリンは炭素・窒素源、エネルギー源として利用され、原核生物（Maloy and 

Roth, 1983）やガン細胞の増殖（Phang et al., 2015）、ハエなど昆虫の飛翔筋の動

力源（Bursell, 1963; Njagi et al., 1992）、植物細胞において乾燥ストレスから解放

された際のエネルギー源として働くこと（Verbruggen and Hermans, 2008）などが

知られている。しかしながら、プロリンを炭素源として生育するためにどのよ

うな遺伝子群が働き、それらがどのように制御されることにより微生物の増殖

あるいは増殖の停止に繋がっているか、メカニズムの詳細は明らかではない。

古くから、放線菌や大腸菌、枯草菌などの原核生物において、グルタミン酸、

プロリン、アルギニン、アスパラギン酸、分岐鎖アミノ酸などが単一の炭素源

として利用し、生育可能なことが知られている（Romano and Nickerson, 1958; 

Chen and Maloy, 1991; Moses et al., 2012）。それらの経路には、Glutamate 

DeHydrogenase (GDH)、Amino Acid Transaminase (AAT)、Aspartase などの酵素群

が働き、その反応生成物が、TCA サイクルに入る事を通してそれらの細菌は生

育することができる。また、キシロース資化性酵母である Scheffersomyces stipitis

等の酵母では、プロリンやグルタミン酸を単一の炭素源かつ窒素源とする培地

で良好に生育し、その生育には Glutamate deydrogenase の Gdh2 の機能が重要で

あることが示されている（Freese et al., 2011）。一方、S. cerevisiae はグルコース

を好んで利用しエタノール発酵を行う微生物であるが、非発酵性炭素源である

アミノ酸、乳酸、グリセロールなどを単一炭素源とする液体最少培地では生育

しないことが知られている（Freese et al., 2011; McInnes et al., 2013）。従って、環

境中のグルコースなどの利用しやすい炭素源が減少した際に、プロリンやグル

タミン酸を炭素源として生育することが困難であり、プロリンやグルタミン酸

を単一炭素源とする液体培地での生育も見られず（Freese et al., 2011）、その原因

は不明である。ワインやビールの醸造においてプロリンは S. cerevisiae において

利用されずに残存する場合があり、プロリンを炭素源として利用する事ができ

れば収率を上げることができ、産業上も有意義であると考えられる。プロリン

あるいはグルタミン酸を炭素源として利用するための推定経路を Fig. 21 に示す。

プロリンは、ミトコンドリアにおいて、Put1、Put2 によって分解され、グルタミ

ン酸を生成する事が良く知られている（Brandriss and Magasanik, 1979）。このグ

ルタミン酸が次の四つの経路（Fig. 21 の①～④に対応）のいずれかにより TCA

サイクルに入ることによって炭素源としての利用が可能になると考えられる。

①ミトコンドリアにおける AAT による分解を受けて-KG に変換され TCA 回路
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に入る、以下はグルタミン酸

がミトコンドリアからサイ

トゾルに輸送された後に起

こると考えられる反応で、②

Glutamate dehydrogenase の

Gdh2、あるいは③AAT によ

る分解を受けて-KG へと変

換された後にミトコンドリ

アの TCA 回路に入る、④

Gad1（glutamate 

decarboxylase）、Uga1（GABA 

transaminase）、Uga2（succinate 

semialdehyde dehydrogenase）

からなる代謝系を経て GABA

からコハク酸へと変換された

後にミトコンドリアの TCA 回路に入る（Ramos et al., 1985; Coleman, 2001）。①

～③の経路の場合、-KG は KGDH（-KG dehydrogenase）によって succinyl-CoA

へ変換される。KGDH は Kgd1 (E1)、 Kgd2 (E2)、Lpd1 (E3)という構成因子から

成り、最近の研究において Kgd4 が安定な KGDH 複合体形成のためのアダプタ

ーとして機能していることが明らかとなった（Heublein et al, 2014）。また、①お

よび③の経路において必要な AAT については、サイトゾルとミトコンドリアの

両方において様々なタイプの酵素が存在しており、-KG を必要とする反応を触

媒するものも多い（Table 6）。一例として、Alanine aminotransferase（Glutamic 

pyruvic transaminase とも呼ばれる）の触媒反応を Fig. 22 に示す。 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22. Alanine transaminase の反応 

ピルビン酸がアミノ基の受容体となり、アラニンに変換される。それと同時に、グルタミ
ン酸が-ケトグルタル酸に変換される。 

Fig. 21. S. cerevisiae におけるプロリンを炭素源とし
て利用するための推定経路 
P5C: 1-pyrroline-5-carboxylate, GSA: glutamate-- 
semialdehyde, -KG: -ketoglutarate, GABA: 
-aminobutyric acid, SSA: succinic semialdehyde 
KGDH: -ketoglutarate dehydrogenase complex 
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Table 6 S. cerevisiae における様々な AAT 
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材料と方法 

2.1.1 菌株 

大腸菌の菌株はプラスミド構築用に DH5を用い、タンパク質発現用には、

RosettaTM DE3 株[F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3) pRARE (CamR)] (Merck 社)

を用いた。本章で使用した酵母菌株は以下の表に示す。 

Table 7 本章で用いた酵母菌株 
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2.1.2 培地 

第１章と同様にして作製した。アミノ酸を炭素源や窒素源とする最少培地は、

以下の表に示した要領で作製した。 

Table 8 本章で用いた最少培地 

大腸菌のタンパク質発現は、M9+CA 培地(0.4% glucose、0.6% Na2HPO4、0.3% 

KH2PO4、8.6 mM NaCl、18.7 mM NH4Cl、1 mM MgSO4、2% casamino acid) に 100 

g/ml ampicillin、30 g/ml chloramphenicol、100 M IPTG (isopropyl-β-D- 

thiogalactopyranoside) を添加した。また、大腸菌の選択用として LB 培地に 100 g/ml 

ampicillin、30 g/ml chloramphenicol、50 g/ml kanamycin を適宜追加した。 

 

2.1.3 プラスミド 

第２章で使用したプラスミドを以下の表に示す。プラスミドの取り扱いは、

第１章と同様にして行った。 

Table 9 本章で用いたプラスミド 
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ALT1 と FMP12 の過剰発現プラスミドの構築は酵母の Gateway TM システム

（ Van Mullem et al., 2003 ）を用いて行った。 BG1805-ALT1 あるいは

BG1805-FMP12 とクローニング用ベクターpDONRTM221（インビトロジェン社）

とを BP 反応により組換えた。BP 反応は付属の説明書に従って行った。得られ

た反応物で 100l の大腸菌 DH5コンピテントセルを形質転換後、kanamycin

（50g/ml）含有の LB プレートで選択した。形質転換体からアルカリ SDS 法を

ベースにした QIAprep Spin Miniprep Kit（キアゲン社）を用いてプラスミドを抽

出し、PCR によりプラスミドの完成を確認後、これらを発現用ベクターpVV208

や pVV209（EUROSCARF 社）と LR 反応により組換えた。LR 反応は付属の説

明書に従って行った。得られた反応物で 100l の大腸菌 DH5コンピテントセル

を形質転換後、ampicillin（100g/ml）含有の LB プレートで選択した。得られ

た転換体からプラスミドを抽出し、PCR やシーケンシングで確認後、実験に用

いる酵母を形質転換した。pET-53-DEST は大腸菌発現させたタンパク質を His

タグ精製するためのプラスミドである。pVV プラスミドの場合と同様にして、

pET-53-DEST に FMP12、FMP12 の推定ミトコンドリア移行シグナルを除去した

FMP12(-MTS)、アカパンカビ（NBRC 6067 Neurospora crassa）の -butyrobetaine 

dioxygenase 遺伝子 BBH を LR 反応でそれぞれ導入し、pET-53-FMP12、

pET-53-FMP12(-MTS)、pET-53-NcBBH を構築した。NcBBH 領域を増幅するため

には、NBRC から取り寄せたアカパンカビから抽出したゲノム DNA を用いて

PCR を行った。NcBBH のクローニングは（Franken et al., 2015）を参考にした。 

また、酵母の栄養要求性を相補するために、 pAD4, pRS416MET15, 

pRS416CgHIS3MET15 も必要に応じて空ベクターとして使用した。 
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2.1.4 DNA オリゴマー  

本章で使用したプライマーを以下に示す。 

Table 10 本章で用いたプライマー 
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2.1.5 破壊株の作製 

第１章と同様にして破壊断片を作製した。本章では、多重破壊株作製のため、

5 種類の破壊断片を使用した。単独破壊株の場合、酵母非必須遺伝子破壊株コレ

クションよりゲノム DNA を調製し、破壊したい遺伝子の上流と下流 500 bp を含

む kanMX4 断片を PCR で増幅し、その断片を用いて酵母を形質転換した。多重

破壊株作製の為には、pFA6a-hphNT1 を鋳型に破壊したい遺伝子の上流と下流 40 

bp を含む hphNT1 断片を PCR で増幅したもの、同様にして pFA6a-natNT2 を鋳

型に natNT2 を、pFA6a-GFP(S65T)-His3MX6 を鋳型に HIS3MX6 を、S1- AUR1-C S2

断片を鋳型に、AUR1-C を含む破壊断片を増幅したものを用いて酵母を形質転換

した。HIS3MX6 は、TEF プロモーター・ターミネーター制御下で

Schizosaccharomyces pombe の his5 を発現させる配列である。S1- AUR1-C -S2 は
pAUR123（タカラバイオ社）を鋳型に S1、S2 配列を付加した PCR 断片である。

AUR1-C は、タカラバイオ社が S. cerevisiae より取得した Aureobasidin A 耐性遺

伝子で、AUR1 遺伝子の 2 ヵ所のアミノ酸を遺伝子工学的に置換した変異遺伝子

である。酵母の形質転換体は、導入する破壊断片の種類に応じてG418 (200 g/ml)、

clonNAT (100 g/ml)、Hygromycin B (300 g/ml)、Aureobasidin A (0.25 g/ml)のい

ずれかを含む YPD 寒天培地、あるいは SC-His 培地で選択した。遺伝子の破壊

は、コロニーPCR で確認した。また、yeGFP を Fmp12 の C 末端に融合させた菌

株を作製するために、pYM25（Euroscarf 社）を鋳型に、プライマーの

FMP12-STOP-S3-(F)と FMP12-S2 を用い、STOP コドンを削除した FMP12 の C

末端の配列（40 bp）に yeGFP、hphNT1、FMP12 遺伝子の下流 40 bp を融合させ

たような DNA 断片を PCR で増幅し、その精製 DNA 断片を用いて酵母を形質転

換した。Hygromycin B で選択後、コロニーPCR で FMP12-yeGFP-hphNT1 断片の

存在を確認した。 

 

2.1.6 生育試験 

寒天培地において 30℃で増殖させた酵母を 5 ml の SD 培地に植菌し、30℃で

1 日培養して定常期に増殖させた。その細胞を滅菌水で 3 回洗浄し、OD600 が 2

になるよう原液を調製し、その原液を 10-1～10-3 の希釈系列を作製し、5 l ずつ

各培地にスポットし、30℃で培養した。 

 

2.1.7 Fermograph を用いた発酵力の測定 

AF-1101W Fermograph（Atto 社製）を用いて発酵力測定した。Fermograph は、

パン生地中の酵母、あるいは培地やもろみ中の酵母より発生する炭酸ガス量を、

10～20 検体並行して自動測定することが出来る装置である。酵母は SD 最少培

地（10%グルコース＋0.5%硫酸アンモニウム）あるいはプロリンを唯一の窒素源
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とする培地（10%グルコース＋3%プロリン）によって評価した。前培養を SD

最少培地で 2 日行い、菌体を洗浄後、OD600=0.2 で本培養を開始した（30℃）。

培養は静置で一週間行った。ソフトウェア Fermograph II でデータ取り込み、

fermo_plot で解析した。 

 

2.1.8 ウエスタンブロッティング 

1）タンパク質抽出液の調製（TCA 沈殿） 

 対数増殖期（OD600=1.0）になるまで培養した酵母培養液の遠心したペレット

やプレートからかき取った菌体を滅菌水に懸濁した。細胞を再度遠心により沈

殿させ、-80 ℃で保存した。沈殿を 10% (w/v)トリクロロ酢酸液 100 l で再懸濁

後、0.5 mm 低アルカリグラスビーズ（安井器械社）を加え、マルチビーズショ

ッカー®（安井器械社製）で 4 ℃、2,500 rpm で 60 秒間破砕後 60 秒間冷却する

というサイクルを 7 回繰り返して行った。細胞破砕液を遠心分離し、得られた

沈殿を 150 l の 0.5 M Tris-HCl (pH 8.0)を含むサンプルバッファー（50 mM 

Tris-HCl (pH 6.8), 2 % ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、4.5 % グリセロール, 

0.01 % ブロモフェノールブルー, 0.7 M メルカプトエタノール）で懸濁後、95℃

で 5 分間熱し、氷冷した。タンパク抽出液は、Protein assay kit （BIO-RAD 社）

を用いて、ブラッドフォード法によりタンパク質定量した。 

2）SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング 

 調製したサンプルは、10 %-SDS-PAGE によりタンパク質を分離後、ニトロセ

ルロース膜に転写し、ブロッキング後、一次抗体反応を行い TBS-T（Tris Buffered 

Saline + 0.05% Tween 20）で洗浄した。さらに二次抗体反応を行い TBS-T で洗浄

後、Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate（Thermo Fisher 社）を用い、X 線

フィルムに感光させ、GFP を含む融合タンパク質を検出した。一次抗体として

-GFP マウスモノクローナル抗体（Roche Diagnostics 社）、anti-HA ウサギポリク

ローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology 社）、anti-yeast GAPDH ウサギポリクロ

ーナル抗体（Nordic Immunology 社）を使用した。二次抗体として、西洋ワサビ

peroxidase 結合 anti-rabbit IgG および anti-mouse IgG 抗体（Promega 社）を用いた。 

 

2.1.9 Fmp12-GFP の蛍光顕微鏡観察 

SD 培地で培養した対数増殖期の Fmp12-GFP 発現細胞を用いて GFP 融合タン

パク質の細胞内局在性観察を行った。ミトコンドリアを可視化するために、菌

体を 40 nM の MitoTracker® Orange CMTMRos （Invitrogen 社）で 30 分間処理し

た。細胞を滅菌水で洗浄し、観察を行った。蛍光顕微鏡は Axiovert 200M （Carl 

Zeiss 社製）を用い画像を HBO 100 Microscope Illuminating System （Carl Zeiss 社

製）のデジタルカメラで取り込み、その画像を解析した。 
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2.1.10 大腸菌における Fmp12 の発現と精製 

大 腸 菌 Rosetta （ DE3 ） 株 に 、 構 築 し た プ ラ ス ミ ド （ pET-53-Fmp12 、

pET-53-Fmp12(-MTS) 、 pET-53-NcBBH の い ず れ か ） を 導 入 し 、 ampicillin と

chloramphenicol 含有 LB 寒天培地にストリークし、37℃で培養した。得られた各単一コ

ロニーを 5 ml の 2 %カザミノ酸、ampicillin と chloramphenicol 含有の M9+CA 液体培

地に植菌し、37℃で一晩前培養した。前培養液を同組成の 400 ml のカザミノ酸含有

M9 液体培地に 1 %植菌し、37℃で約 3 時間培養し、タンパク質発現誘導剤を添加す

る前に、培養液を誘導温度である 16℃に下げるため、16℃で 30 分間振盪培養し、

OD600 = 約 0.5 まで増殖させた。その後、氷上で冷やした菌液に対して IPTGを終濃度

0.1 mM になるように添加し、16℃で 20 時間振盪培養にて、各タンパク質（Fmp12、

Fmp12(-MTS)、NcBBH）の発現を誘導させた。IPTG による発現誘導を行った大腸菌

（Rosetta（DE3）/ pET-53-Fmp12 or pET-53-Fmp12(-MTS) or pET-53-NcBBH）を高速

冷却遠心機 SRX-201（TOMY 社製）で集菌し（3,500 rpm、10 min、4℃）、40 ml の A 

buffer （50 mM sodium phosphate、500 mM ammonium sulfate、 pH 7.4）にて洗浄し、

再度集菌した。40 ml の A buffer に再懸濁し、終濃度 1 mM の phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF)を添加し、超音波破砕機（SONIFIER450、Branson 社製）を用い、Out 

Put Control 3、30 秒 ON、30 秒 OFF、6 サイクルの超音波処理により氷上で破砕した。

得られた細胞破砕液を遠心分離機で遠心分離（10,000 ×g、15 min、4℃）により上清

を回収し、0.2 μm のフィルターでろ過した。4℃の条件下において、COSMOGEL® 

His-Accept （ナカライテスク社）を 10 ml の結合 buffer で平衡化した後、得られた無細

胞抽出液をカラムに通した。その後、10 ml の洗浄 buffer （Abuffer + 70 mM イミダ

ゾール pH 7.4）で洗浄後、5 ml の溶出 buffer （A buffer + 300 mM イミダゾール pH 

7.4）で溶出画分を回収し、精製酵素とした。必要に応じてタンパク質を Centriplus

（Millipore 社）で濃縮した。精製の確認として 10 % SDS ポリアクリルアミドゲルを用い

た電気泳動（SDS-PAGE）を行った。 

 

2.1.11 Fmp12 の活性測定（LC-MS/MS 解析） 

過去の論文（Vaz et al., 1998）を参考に-butyrobetaine dioxygenase 活性を測定し

た。250 l の反応液組成は：Purified enzyme (75 l), 1 mM -butyrobetaine, 3 mM 

-ketoglutarate, 0.25 mM ferrous ammonium sulfate, 10 mM sodium ascorbate 20 

mM KPB (pH7.0)であり、37℃で反応を行い、100℃の熱処理で反応停止させた。 

無細胞抽出液の場合は 25-50 g、精製酵素の場合は 7-21 g のタンパク質を用い

た。LC-MS/MS 解析では、サンプルを UHPLC システム（Nexera X2；島津製作

所社製）で分離し、オンライン接続したトリプル四重極型質量分析計

（LCMS-8030 plus、島津製作所社製）で検出した。条件を次ページに示す。 
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【LC 条件】 

カラム：Acquity CSH C18 HPLC column （1.7 μm, 2.1 × 150 mm; Waters） 

移動相： (A) 0.1% ギ酸 水 

(B) 0.1% ギ酸 アセトニトリル 

流速：0.25 ml/min 

グラジエントプログラム： 

0%B (0 min) – 0%B (2 min) – 10%B (5 min)– 100%B (6.5 min) – 100%B (10.7 min) – 

0%B (11 min) – 0%B (16.5 min)  

インジェクション：10 μl 

カラム温度：40ºC 

 

【MS 条件】 

イオン化インターフェース：ESI, 正（4.5 kV）/負（–3.5 kV） 

DL 温度：250ºC 

ヒートブロック温度：400 ºC 

ネブライザーガス：窒素ガス（1.5 L/min） 

ドライイングガス：窒素ガス（10 L/min） 

各測定分子の MS/MS における m/z と保持時間： 

・カルニチン 162.05 > 60.10 2.764 min 

 ・-ブチロベタイン  146.05 > 86.95 2.647 min 

 ・コハク酸  117.30 > 73.10 5.238 min 

 ・-ケトグルタル酸 145.25 > 101.15 7.296 min 

 

それぞれの標的分子の定量値は、内部標準である CSA（D-Camphor-10-sulfonic 

acid）に対するマスクロマトグラフィーのピーク面積比として算出した（相対値）。 

 

2.1.12 アミノ酸解析 

アミノ酸解析は、第１章と同様にして行った。 

 

2.1.13 定量リアルタイム PCR 

total RNA と cDNA の調製、リアルタイム PCR の反応条件等は第１章と同様に

行い FMP12 の遺伝子発現を解析した。 
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2. 結果 

2.2.1 FMP 遺伝子破壊株におけるプロリンを単一炭素源とする培地における 

表現型解析と FMP12 の取得 

S. cerevisiae は、炭素源としてグルコースを好み、アミノ酸を単一炭素源とし

て利用しないと考えられている（Freese et al., 2011）。一方、キシロース資化性酵

母の Scheffersomyces stipitis などはアミノ酸を炭素源として資化して生育できる

ため、S. cerevisiae には炭素源としてのアミノ酸の利用を抑制する未知の機構が

存在するものと推測される。そこで、プロリンの代謝に関連する新規因子の解

明を目的として、以前の研究においてミトコンドリアのプロテオームから同定

されたタンパク質（Found in Mitochondrial Proteome; FMP）をコードする遺伝子

（Chacinska et al., 2004）のうち、15 遺伝子の破壊株を用い、プロリンを炭素源

とする寒天培地での表現型解析を行った（Fig. 23）。その結果、グルコースを炭

素源、硫酸アンモニウムを窒素源とする通常の最少培地やプロリンを単一窒素

源とする寒天培地において、FMP29 破壊株が生育遅延を示した以外は、ほとん

どの破壊株が野生株と同等の生育を示した。一方、興味深いことに、プロリン

を単一の炭素源とする培地（SD-N-C+Pro および SD-C+Pro 培地）において、

FMP12 破壊株（fmp12）、FMP22 破壊株（fmp22）、FMP41 破壊株（fmp41）

が野生株に比べて良好に生育することを見出した（Fig. 23A）。 

Fig. 23. 各 FMP 遺伝子の破壊が酵母の生育に及ぼす影響 
(A) 一次スクリーニングの結果を示す。各酵母菌株について培養液の希釈系列を作製し、各
種寒天培地の上にスポットした。(B) 二次スクリーニングの結果を示す。作製しなおした、
菌株における表現型解析。fmp12 においてのみプロリンを炭素源とする培地で生育したこ
とから、A で生育したfmp22 やfmp41 は偽陽性と考えた。PUT1 と PUT2 の遺伝子破壊株
はプロリンを分解できないネガティブコントロールである。培地の組成は Table 8 に記載し
ている。※Fig. A の野生株 BY4741（BY4743 の胞子由来）と Fig. B の野生株 BY4741（NBRP
由来）は系統が異なり、プロリンの炭素源としての利用の表現型に差異がある。 
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Fig. 23A では、一次スクリーニングとして、市販の酵母非必須遺伝子破壊株コ

レクションの YKO（Euroscarf）を用いたが、予備検討において YKO に含まれ

るミトコンドリアトランスポーターの遺伝子破壊株のうち、破壊したトランス

ポーター遺伝子とは無関係にアミノ酸の炭素源としての代謝が亢進している

（偽陽性を示す）場合がしばしばみられた。そこで、二次スクリーニングとし

て、ナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）酵母由来の BY4741 を親

株に、FMP12, 22, 41 の単独破壊株（fmp12, fmp22, fmp41）を独自に作製した。

また、プロリンの利用に必須である Put1/2 をコードする遺伝子の破壊株（put1

およびput2）も解析対象に加えた。その結果、SD 培地ではいずれの破壊株も親

株と同様の生育を示したのに対し、プロリンを窒素源とする培地では、put1 お

よびput2 が生育に欠損を示し、他の FMP 遺伝子破壊株は親株と同様に生育し

た（Fig. 23B）。また興味深いことにfmp12 においてのみ、プロリンを単一の炭

素源とする培地（SD-N-C+Pro および SD-C+Pro 培地）での生育向上が再現良く

観察されたことから、FMP12 遺伝子の破壊がプロリンの炭素源としての利用を

亢進していることが明らかになった（Fig. 23B）。従って、Fmp12 はプロリンの

炭素源としての利用を抑制する新規因子であることが示された。以上の結果は、

S. cerevisiae がプロリンを炭素源として生育することが可能であり、それを抑制

する機構が存在する事を示唆する初めての知見となった。YKO の FMP22 破壊

株、FMP41 破壊株では、ゲノムのいずれかのサイトにプロリンの炭素源として

の利用を亢進させる変異が存在して偽陽性を示したと推察される。 


2.2.2 FMP12 過剰発現株の表現型解析  

次に、FMP12 遺伝子の過剰発現が酵母の生育に及ぼす影響を解析した。その

結果、まず空ベクター導入株も長時間の培養（7 日間）により SD-N-C+Pro にお

いてわずかに生育することが示された（Fig. 24）。これに対し、FMP12 の過剰発

現が、プロリンを単一の窒素源かつ炭素源とする培地での生育を阻害する事が

示された。このことは、上述のfmp12 の解析結果（Fig. 23）と合致しており Fmp12

が、プロリンの炭素源としての利用を阻害することを示すものと考えられる。

また、fmp12 で FMP12 を過剰発現させても、同様の傾向が見られた（Fig. 24）。

後述の Fmp12 の細胞内局在解析のために HA タグ融合 Fmp12 を過剰発現する株

も作製した。Fmp12-3HA融合タンパク質も、部分的ではあるがFmp12と同様に、

プロリンを単一の炭素源かつ窒素源とする培地での生育を阻害した。また、グ

ルタミン酸ナトリウム（MSG）を単一の炭素源かつ窒素源とする培地

（SD-N-C+MSG）を用いた場合にも、SD-N-C+Pro と同様の生育への影響が認め

られたことから、Fmp12 は、プロリンの分解により生じるグルタミン酸の炭素

源としての利用も抑制することが示唆された。 
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Fig. 24. FMP12 の過剰発現が酵母の生育に及ぼす影響 

各酵母菌株について培養液の希釈系列を作製し、SD 最少培地、あるいはプロリンやグルタ
ミン酸ナトリウム（MSG）を炭素・窒素源とする寒天培地の上にスポットした。親株とし
て、BY4741u 株を使用し、空ベクターには pVV208 あるいは pVV209 を用いた。 
 
2.2.3 Fmp12 の細胞内局在解析 

Fmp12 はミトコンドリアのプロテオーム中から見出されたタンパク質である

が（Chacinska et al., 2004; Reinders et al., 2006）、その細胞内局在性については未

知である。HA タグを付加した Fmp12-3HA 融合タンパク質を過剰発現させた菌

株を用いてミトコンドリア画分を調製し、ウエスタンブロッティングを行った

ところ（Fig. 25A）、矢印で示すように全細胞破砕液とミトコンドリア画分にお

いて、Fmp12-3HA の過剰発現依存的なバンドを検出することができた。同じミ

トコンドリア画分のサンプルで、ミトコンドリアマーカーであるポーリンの発

現についても確認した。このシグナルは、サイトゾルマーカーである GAPDH

と比較してミトコンドリア画分において顕著に濃縮されたことから、

Fmp12-3HA がミトコンドリアに局在する事が示唆された。ただし、Fmp12 は本

来のサイズである（58kDa）よりも低分子量で検出された。また、ミトコンドリ

ア移行シグナルを予測する Mitoprot (https://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) において

も、N 末端の 46 アミノ酸残基が切断されるという解析結果を得た。これらのこ

とから、この 46 アミノ酸のペプチド配列（MTS）がミトコンドリア移行時に切

断されている可能性が考えられた。さらに、Fmp12 の C 末端に yeGFP タグを付

加した融合タンパク質を発現する株を用いた蛍光顕微鏡観察により Fmp12 の細

胞内局在を解析した結果、GFP に由来する蛍光シグナルが、ミトコンドリアの

マーカーである MitoTracker による染色像と合致した（Fig. 25B）。以上の結果か

ら、Fmp12 はミトコンドリアに局在することが明らかになった。 
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Fig. 25. Fmp12 の細胞内局在性 

(A) ウエスタンブロッティングによる Fmp12-3HA の検出および全細胞（WCE）とミトコン
ドリア（Mt）における局在性解析。図中の”－”は Fmp12-3HA を発現していない細胞、”＋”
は発現させている細胞を示す。Fmp12-3HA はプラスミド pVV209-FMP12 を用いて過剰発現
させた。GAPDH は 33 kDa のサイトゾルのマーカータンパク質である。ポーリンは 30 kDa
のミトコンドリア外膜のマーカータンパク質である。(B) 蛍光顕微鏡による Fmp12-yeGFP
の検出および細胞内局在性解析。ミトコンドリアの可視化には MitoTracker を用いた。Merge
は Fmp12-GFP の蛍光と MitoTracker による染色像の重ね合わせである。DIC は微分干渉観察
を示す。 

 

2.2.4 様々な炭素源の際の Fmp12 の発現解析 

これまでの解析結果から、ミトコンドリア局在タンパク質 Fmp12 がプロリン

の炭素源としての利用を阻害することが示唆されたが、このような現象が、プ

ロリンを単一炭素源とする特殊な環境においてのみ起こるものであるかどうか

の手がかりを得るために、異なる栄養条件における Fmp12-yeGFP 融合タンパク

質の発現レベルを解析した。その結果、解析した栄養条件ではいずれも、発現

量に大きな影響を及ぼさなかった（Fig. 26）。このことから、Fmp12 は炭素源に

関係なく恒常的に発現しており、通常の生育条件においてもプロリンの炭素源

としての利用を抑制している可能性が考えられた。ただし、培養条件によって

Fmp12 が異なる翻訳後修飾を受けている可能性もあり、今後詳細な解析が必要

である。 

 

 

 

 

Fig. 26. 様々な炭素源で培養した酵母の Fmp12-yeGFP 発現解析 
BY4741 Fmp12-yeGFP 株（ゲノム上のオウンプロモーターで Fmp12-yeGFP 発現する）を使
用し、GFP 抗体を用いたウエスタン解析を行った。GAPDH はローディングコントロールで
ある。タンパク質は TCA 沈殿で抽出し、以下の培養条件のサンプルを用いた。5 g protein を
それぞれのレーンで用いた。 固体培地で 5 日間培養した細胞を用いた。培養条件と番号は
次のように対応する。1.SD, 2.SD+Pro, 3.-N-C+Pro, 4.-C+Pro, 5.-N-C+MSG, 6.-C+MSG  
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2.2.5 FMP12 破壊株における細胞内アミノ酸含量の測定 

Fig. 23 の結果から、FMP12 遺伝子の

破壊により、プロリンの炭素源として

の資化が促進されることが示唆され

た。また、プロリンのみが炭素源とし

て含まれる特殊な条件では、過剰なプ

ロリンがストレスとなる可能性が考

えられた。これらのことから、野生株

においてはプロリンの細胞内への過

剰な流入により細胞毒性を発揮する

が、FMP12 遺伝子を破壊することによ

ってプロリンの分解が促進され、毒

性を緩和していると予想した。そこ

で、Fmp12 が細胞内のプロリン代謝

に及ぼす影響を検証するため、プロ

リンを単一の窒素・炭素源とする寒

天培地上で培養した酵母の細胞内アミノ酸含量をアミノ酸アナライザーで定量

した。その結果、fmp12 は、プロリンと、その分解によって生じるグルタミン

酸の含量が野生株とほぼ同程度であったことから（Fig. 27）、Fmp12 が細胞内の

プロリン代謝やアミノ酸バランスに影響を及ぼすという仮説は否定された。 
 

2.2.6 FMP12 破壊株と過剰発現株を用いた発酵試験 

これまでの解析結果から、FMP12 が炭素代謝に影響を及ぼす新規因子である

ことが示唆されるが、そのことをより明確に示すために、S. cerevisiae における

最も主要な炭素代謝経路であるエタノール発酵に及ぼす影響を解析した。その

結果、硫酸アンモニウムを単一窒素源とする培地（SD、ただしグルコース濃度

を 10%に高め、エタノール発酵が長期間持続するようにしている）では、FMP12

遺伝子の破壊および過剰発現が発酵速度に及ぼす影響は小さかった（Fig. 28A）。

一方、興味深いことに、プロリンを単一窒素源とする培地（SD-N+Pro）におい

ては、fmp12 株は野生型株よりもわずかながら有意な発酵速度の向上を示し、

FMP12 の過剰発現は発酵速度を著しく有意に低下させた（Fig. 28B）。したがっ

て、Fmp12 が、プロリンの存在下において特異的に酵母の炭素代謝に影響を及

ぼす可能性が示唆された。 

Fig. 27. プロリンを単一の窒素源・炭素源とする
培地で培養した酵母のアミノ酸解析 
アミノ酸含量をアミノ酸アナライザーで定量し、
乾燥細胞重量当たりのプロリン含量とグルタミ
ン酸含量を定量した。 
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Fig. 28. 酵母の発酵試験 

SD 最少培地（10%グルコース＋0.5%硫酸アンモニウム）(A)と SD 最少培地（10%グルコー
ス＋3%プロリン）培地(B)における酵母の発酵試験を行った。各菌株の発酵力を Fermograph
（アトー社製）で測定するガス発生量によって評価した。前培養を SD 最少培地で 2 日行
い、菌体を洗浄後、OD600=0.2 で本培養を開始した（30℃）。Fig. A, B のいずれにおいても、
横に並んだグラフの左側は発酵試験開始から発生したガスの累積量であり、右側は単位時
間（培養日数）当たりのガス発生量を示している。アンモニアを窒素源とした場合(A)の方
がプロリン(B)の場合よりも発酵速度が速い事に注意。 
◆野生株（WT）：BY4741/pRS416CgHIS3MET15, pAD4、■FMP12 破壊株（fmp12）：BY4741 
fmp12/pRS416CgHIS3MET15, pAD4、▲野生株（WT）：BY4741u/pVV208、 
×FMP12 過剰発現株（FMP12 OP）：BY4741u /pVV208-FMP12 

 

 



66 
 

2.2.7 FMP12 とプロリン分解系下流遺伝子との多重破壊株の表現型解析 

S. cerevisiae において、プロリンを炭素源として利用するための代謝経路を明

らかにするために、野生株やプロリンを単一炭素源とする培地で顕著に生育す

るfmp12 における、各種酵素の関与を遺伝学的に解析した（Fig. 29）。その結果、

プロリンを単一の窒素源かつ炭素源とする最少培地（SD-N-C+Pro）における

FMP12 遺伝子破壊による生育の改善効果が、PUT1 や PUT2 遺伝子の破壊により

ほとんど消失した。このことから、Put1 および Put2 からなるプロリン分解経路

が、Fmp12 によって抑制される代謝経路に含まれることが示唆された（Fig. 29B）。

次に、プロリン分解により生じるグルタミン酸が、ミトコンドリアに局在する

AAT を介して-KG に変換され炭素源として利用される可能性（Fig. 21 の①）

を考え、Alanine transaminase 遺伝子 ALT1 を破壊したところ、予想通り、FMP12

遺伝子破壊による生育改善効果が消失した（Fig. 29B）。一方、GDH による-KG 

への変換を触媒する Gdh2、および主にその逆反応（-KG からグルタミン酸へ

の変換）を触媒すると考えられる Gdh1、Gdh3 の遺伝子を単独であるいは全て

破壊した場合にも、fmp12 の SD-N-C+Pro 培地での生育に影響を及ぼさなかっ

た（Fig. 29B）。また、GABA からコハク酸へのバイパス経路の酵素である Gad1

も FMP12 単独破壊株の表現型に影響を及ぼさなかった（Fig. 29B）。さらに、

GDH1～3 および GAD1 遺伝子の四重破壊でも同様であった。以上の結果から、

プロリンを単一の窒素源かつ炭素源とする培地におけるプロリン分解により生

じたグルタミン酸は、Alt1 を含むミトコンドリア局在型の AAT により特異的に

-KG に変換され、炭素源として利用されるのではないかと考えられる。興味深

いことに、Alt1 欠損による生育阻害は、グルタミン酸ナトリウムを炭素源かつ

窒素源とする培地（SD-N-C+MSG）では観察されなかったため、SD-N-C+MSG

培地の際は、Alt1 以外の他の AAT（Table 6）の活性が増大していることが推察

された。さらに、KGD1（KGDH 複合体の E1 コンポーネント遺伝子）の破壊に

より、SD-N-C+Pro 培地での生育に顕著な欠損を示した（Fig. 29B）。このことか

ら、プロリン分解により生じる-KG が KGDH を介して succinyl-CoA に変換さ

れ TCA 回路に入る事で、炭素源として利用される可能性が考えられた。一方、

FMP12 をゲノムに有するgdh1 やgdh2 では、プロリンを単一窒素源かつ炭素

源とする培地での生育阻害が見られた（Fig. 29A）。このことから、FMP12 をゲ

ノムに有する菌株では、Gdh1, Gdh2 の活性が、SD-N-C+Pro 培地における生育に

必要であることが示唆された。 
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Fig. 29. プロリンを炭素源として利用する際の推定経路の遺伝子を破壊した際の表現型 

各酵母菌株について培養液の希釈系列を作製し、各種寒天培地の上にスポットした。(A) 野
生株を親株に、様々な遺伝子を破壊した菌株を用いて評価した。(B)fmp12 株を親株に、様々
な遺伝子を破壊した菌株を用いて評価した。培地の組成は SD あるいは、プロリンやグルタ
ミン酸ナトリウム（MSG）を単一の窒素源かつ炭素源とする培地である。※野生株と各変
異株の親株は BY4741（NBRP 由来）である。培地組成は Table 8 に示した。 
 

以上より、S. cerevisiae では、プロリンを炭素源とする際、以下のようなミト

コンドリアの酵素を用いた代謝経路を通ることが明らかとなった。 

B. 

A. 

Fig. 30. S. cerevisiae においてプロリンを炭素源として利用するミトコンドリアの代謝経路 
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2.2.8 Fmp12 の精製と酵素反応生成物の LC-MS/MS による測定 

 これまでの結果から、S. cerevisiae においてプロリンを炭素源として利用する

ミトコンドリアの代謝経路（Fig. 30）が初めて明らかになり、Fmp12 がその阻害

に関与していることが明らかになったが、どのような機能を有しているか解明

を試みた。FMP12 は AIM17（Altered Inheritance rate of Mitochondria 17）（Hess et al., 

2009）としても報告されており、ミトコンドリア機能に関与していることが明

らかとなっている。また、Fmp12 は oxide reductase ドメインを有するが、一酸化

窒素合成酵素の活性は持たないことも知られる（西村・博士論文、2012）。 

 FMP12 の遺伝子産物のアミノ酸配列を調べた結果、clavaminic acid synthase

（CAS）様のスーパーファミリーに属する-KG 依存性 dioxygenase であると考

えられ、その一次構造はカルニチン生合成系の酵素である -butyrobetaine 

dioxygenase や trimethyllysine dioxygenase との相同性があり、Pseudomonas 属の細

菌（Fmp12 との相同性 28%）や、多くの酵母、ショウジョウバエ（Fmp12 との

相同性 26%）、ヒト（Fmp12 との相同性 25%）などに保存されている。さらに酵

母 Candida albicans の Fmp12 の相同タンパク質は、-butyrobetaine dioxygenase の

Bbh1（Fmp12 との相同性 32%）や trimethyllysine dioxygenase の Bbh2（Fmp12

との相同性 22%）として既に同定されている（Strijbis et al., 2009、Fig. 31）。Fmp12

と相同性を持つタンパク質を有する生物の代表例は Table 11 にまとめた。 

 

Table 11 FMP12オルソログを有する生物種及びオルソログ遺伝子産物とFmp12との相同性 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. albicans の Bbh1 は Fmp12 と同様に MTS を有することが明らかとなってい

る（Fig. 31）。C. albicans の Bbh2 と Bbh1 はいずれも-KG をコハク酸に変換す

る反応と共役して、アミノ酸の誘導体であり脂質代謝に関与する事が知られて

いるカルニチンの生合成経路の初めと終わりの dioxygenase 反応をそれぞれ触媒

するが、S. cerevisiae におけるカルニチン合成は現在までに報告されていない

（Fig. 31）。 
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Fig. 31. Fmp12 と C. albicans の相同タンパク質の構造およびカルニチン合成経路 

S. cerevisiae の Fmp12 の模式図（上段）と、Fmp12 に相同性を有する C. albicans の Bbh1, 2
の模式図とその触媒反応（下段）を示している（MTS：ミトコンドリア移行配列）。また、
C. albicans で報告されているカルニチン合成経路と S. cerevisiae におけるその推定経路もそ
れぞれの枠内で示した。C. albicans では、Bbh2 が 6-N-trimethyllysine, Gly12 が
3-hydroxy-6-N-trimethyllysine aldolase, Ald4 が 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase, 
Bbh1 が-butyrobetaine dioxygenase である。S. cerevisiae ではカルニチン合成系が報告されて
いないが、相同性を示すタンパク質は保存されている。TML, 6-N-trimethyllysine; HTML, 
3-hydroxy-6-N-trimethyllysine; TMABA, 4-trimethylaminobutyraldehyde; -BB, -butyrobetaine or 
4-N-trimethylaminobutyrate 

 

Fmp12がC. albicansのBbh1と同様

に -butyrobetaine dioxygenase 活 性

（Fig. 32）を有しているかどうか検証

するために、Fmp12 およびポジティ

ブコントロールとして-butyrobetaine 

dioxygenase 活性が既に報告されてい

る Neurospora crassa の NcBBH

（Franken et al., 2015）を大腸菌で発

現させ組換え酵素を精製した。その

結果、Fmp12 と NcBBH のバンドが水

溶性の画分で検出され、精製が確認

された（Fig. 33）。なお、Fmp12 のミトコンドリア移行シグナルを削除した

Fmp12-MTS は不溶性画分にのみ発現し、精製することはできなかった（データ

示さず）。 

Fig. 32.  -butyrobetaine dioxygenase の反応機構 

-butyrobetaine +-KG+O2→carnitine+コハク酸+CO2と
いった基質反応生成物という酵素反応を触媒し、二
価の鉄イオンとアスコルビン酸を要求する。 
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Fig. 35. Fmp12、NcBBH を発現する
大腸菌抽出液による Carnitine 生成 
横軸はそれぞれ反応時間を示す。(A)
は Fmp12、(B)は NcBBH を発現した
大腸菌の無細胞抽出液を基質と反応
させた。*0 時間は、反応液を加えて
からしばらくして熱で失活させるた
め、数分間の酵素反応は起こってい
る。また、(A)と(B)とでは縦軸が大
きく異なる点に注意。 

 

Fmp12 と NcBBH を用いた in 

vitro での酵素活性測定の結果、

NcBBH を用いた場合のみ時間

依存的に顕著なカルニチン合成

活性が検出された（Fig. 34）。し

かしながら、Fmp12 では同一の

反応条件においてもカルニチン

の生成は認められず、少なくと

も NcBBH のような高い活性は

有していないことが示された

（Fig. 34）。一方、大腸菌から得

た Fmp12 を発現させた無細胞抽出液を用いた反応液ではわずかにカルニチンの

ピーク見られたため（Fig. 35）、大腸菌の抽出液には Fmp12 の-butyrobetaine 

dioxygenase 活性に必要な補因子が含まれている可能性やカルニチンを非酵素的

に生成する性質を持つ可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33. Fmp12 と NcBBH のタンパク質発現と精製 
それぞれの画分におけるタンパク質の CBB 染色。レ
ーンごとの画分についての情報は次に示す。 
W: Whole cell, I: Insoluble fraction S: Supernatant, F: 
Flow through, R: Rinse, E: Eluted protein, Ec: Eluted 
protein (concentrated) 

Fig. 34. 精製した NcBBH によるカル
ニチンの生成 
横軸はそれぞれ反応時間を示す。縦軸
は CSA でノーマライズしたカルニチ
ンのピーク面積の相対値を示す。Heat
は予め熱処理をした酵素で反応させ
たものである。 
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3. 考察  

S. cerevisiae は、炭素源としてグルコースを好み、アミノ酸を炭素源として好

んで利用しない。本研究では、S. cerevisiae には炭素源としてのアミノ酸の利用

を抑制する未知の機構の解明を目的に、プロリンを炭素源として利用可能であ

るかについて、解析を行った。その結果、機能未知のミトコンドリアタンパク

質をコードする FMP12 遺伝子の破壊が、プロリンの炭素源としての効率的な利

用につながることを初めて見出した（Fig. 23）。 

微生物の栄養要求性や資化性については古くから多くの研究が行われており、

分子遺伝学が発展する以前は、微生物種の同定の為に用いられ、重要な表現型

であると考えられてきた。真核生物のモデル生物としてまた、発酵食品やバイ

オ燃料製造に用いられる産業微生物である酵母 S. cerevisiae の栄養資化性の制御

機構に関する研究は、やり尽くされていると考えられがちである（Ljungdahl and 

Daignan-Fornier., 2012）。しかしながら、本研究によりアミノ酸の一種であるプロ

リンを単一の炭素源として生育可能であることが明らかになったことは、学術

上・産業上の両面において大きな意義を有すると考えられる。S. cerevisiae を最

少培地で培養する際に、グリセロールや乳酸などプロリン以外の炭素源でも、

単一炭素源として資化できないことが知られているが、本研究と同様の方法を

用いることで、S. cerevisiae の新規な栄養資化性を開拓することにより、これま

で生育不能であるとされていたような環境での生育も可能になると考えられ、

S. cerevisiae を用いた物質生産にも応用できる可能性を秘めている。 

プロリンは、細胞内に取り込まれた後、ミトコンドリアの Put1、Put2 により

グルタミン酸に分解され、窒素源としての利用が可能になるが、炭素源として

の利用も同じ経路を用いていることが本研究により明らかになった（Fig. 29B, 

SD-N-C+Pro 培地の結果）。他の生物では、このグルタミン酸を GDH 活性によ

り-KG に変換することが炭素源としての利用の鍵になるのに対し（Freese et al., 

2011）、S. cerevisiae ではこの GDH は不要でありミトコンドリアの ALT（Alt1）

を介したトランスアミナーゼ活性が必須であることがわかった点は新規性が高

い。ALT を介したプロリンの分解は、トリパノソーマ（Spitznagel et al., 2009）

やツェツェバエ（Bursell, 1963）などにおいてごくわずかな報告例があるのみで

真菌類では初めての報告であり新規な発見である。グルタミン酸をミトコンド

リア外に輸送して代謝することによって生じることが可能な-KG やコハク酸

を再びミトコンドリア内に取り込んで TCA サイクルに使うことを行わず、ミト

コンドリア内で完結させること（Fig. 30）が、S. cerevisiae の炭素源としてのプ

ロリンの資化に必要であることが示唆された。S. cerevisiae では、他のプロリン

を炭素源として資化する生物と比べてグルタミン酸や-KG やコハク酸のミト

コンドリアトランスポーター（Agc1, Odc1, Odc2, Sfc1 など）の輸送活性がもと
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もと低いか、これらの輸送を抑制する調節機構が存在している可能性も考えら

れる。このことは TCA サイクルの中間代謝産物をミトコンドリアとサイトゾル

の間で無駄に行き来させることなく、ミトコンドリアに留めることにより、TCA

サイクルを効率的に行うための機構である可能性も考えられた。同様の報告例

として、近年、ミトコンドリアとサイトゾルの両方に存在するイソブタノール

代謝系の酵素をミトコンドリアに集約することによってバイオ燃料の生産向上

に貢献する知見を得たものもある（DeLoache and Dueber, 2013）。このように、

オルガネラにおける代謝の区画化の全体像を明らかにするためには、ミトコン

ドリアにおけるアミノ酸や有機酸のトランスポーターが同定されることに加え

て、それらの代謝に関わる酵素群の活性制御機構を明らかにしていく必要性が

考えられる。 

さらに本研究過程において得られた興味深い知見の一つとして、

Scheffersomyces stipitis などのキシロース資化性酵母ではプロリンを単一炭素源

とする固体培地と液体培地との両方において生育可能である（Freese et al., 2011）

のに対し、S. cerevisiae の野生株やfmp12 は固体培地のみでしか生育しないこと

が明らかとなった。このことから、S. cerevisiae におけるプロリンの利用には、

固体培地と液体培地の違いに基づく未知の生命現象が関与する可能性が示唆さ

れる。S. cerevisiae と同じく真菌類である Aspergillus 属の麹菌では、固体培養と

液体培養で遺伝子発現に大きな違いがあることが報告されており（Machida et al., 

2008）、S. cerevisiae における固体培養と液体培養の差をもたらす機構の解析の進

展が待たれる。 

本研究では、ミトコンドリアの機能未知遺伝子に着目し、プロリンを単一の

炭素源として利用する経路を抑制する新規因子である Fmp12 を同定した。

FMP12 遺伝子の破壊は、プロリンを単一炭素源とする寒天培地で野生株に比べ

て良好な生育を示した（Fig. 23）のに対し、FMP12 遺伝子を過剰発現すると、

野生株に比べて生育阻害を示すことを見出した（Fig. 24）。Fmp12 タンパク質は、

栄養条件に関わらず恒常的に発現しているミトコンドリア局在タンパク質であ

ることを明らかにしたが（Figs. 25, 26）、FMP12 過剰発現株における炭素代謝の

抑制効果については細胞外のプロリンに依存していることを示唆するデータも

得られた（Fig. 28）。このことから、Fmp12 が、プロリンに応答した翻訳後調節

機構によって活性調節を受ける可能性も示唆された。プロリンに応答した翻訳

後調節機構として、例えばプロリン応答性の転写因子として知られる Put3 のリ

ン酸化や立体構造変化などが知られており、同様のシグナル伝達経路が Fmp12

の活性調節機構にも関与している可能性が考えられた。 

Fmp12 との相同性検索の結果から、酵母 Candida albicans における

-butyrobetaine dioxygenase の Bbh1 や trimethyllysine dioxygenase の Bbh2（Strijbis 



73 
 

et al., 2009）などと同様に、Fmp12 が -ケトグルタル酸依存性 dioxygenase であ

る可能性が考えられ、その検証を試みたが、明確な酵素活性の検出には至らな

かった。その一つの原因として、大腸菌で発現させた Fmp12 において本来切断

されるべき N 末端の MTS 配列が切断されずに存在しているため、酵素活性に影

響を与えた可能性が考えられた。今回、MTS を欠いた Fmp12 は可溶化できなか

ったため、発現条件の検討が必要である。また、Fmp12 が未知の補因子を要求

したり、-butyrobetaine や trimethyllysine といった既知の基質以外の化合物を触

媒している可能性もある。今後これらの点を改善し、条件検討を行い、Fmp12

の酵素としての機能を明らかにすることが急務であると考えている。また、既

知の-butyrobetaine dioxygenase との立体構造比較による Fmp12 の基質の推定や

メタボローム解析などによる Fmp12 の触媒反応経路の特定も今後の課題である。 

もし、Fmp12 が-KG 依存性 dioxygenase であれば、ミトコンドリアにおける

Fmp12 の酵素反応で-ケトグルタル酸からコハク酸に至る TCA 回路のバイパス

経路が活性化し、そのことが厳密な炭素源の選択に寄与しているのではないか

と推測される（Fig. 36）。その詳細なメカニズムは不明であるが、このバイパス

経路は TCA サイクルにおける succinyl-CoA の合成を飛ばしてしまうことから、

succinyl-CoA を基質とするヘム等の生合成に欠損を生じる可能性も考えられる。

-KG 依存性 dioxygenase ファミリーによる[推定基質+-KG+O2→推定基質の水

酸化物+コハク酸+CO2]という水酸化反応やそれに類似した脱メチル化反応を行

う酵素には様々なタイプが存在しており、様々な生命現象に関与することが知

られている。S. cerevisiae には、少なくとも 7 種類が報告されている（Table 11）

が、これらの過剰発現や活性化によって、FMP12 の過剰発現と同様にプロリン

の炭素源としての利用が阻害されるのかについても詳細な検討することが望ま

れる。これらの遺伝子のオルソログのいくつかは哺乳類にも保存されており、

ガン細胞でオンコメタボライトとして同定されているフマル酸、コハク酸、2-

ヒドロキシグルタル酸が -ケトグルタル酸依存性 dioxygenase を競合阻害する

ことが報告されており、炭素源の代謝と-KG 依存性 dioxygenase の関連性につ

いて研究が進んでいる（Xu et al., 2011）。プロリンを炭素源とする際に生育阻害

を示す理由の一つの可能性として、Fmp12 が TCA 回路の succinyl-CoA の欠乏を

招くことが推察される。S. cerevisiae では、利用しやすいグルコースを優先的に

資化して勢力を拡大し、利用しにくい炭素源であるプロリンが環境中に炭素源

として唯一存在する際に、生育をしないよう制御する一つの方法として Fmp12

を利用している可能性が考えられる。 
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Table 12 S. cerevisiae における-ケトグルタル酸依存性 dioxygenase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 36. プロリンを単一の窒素・炭素源とする際の Fmp12 による阻害 

野生株では Fmp12 の経路（-KG→succinate）がプロリンを単一の窒素源・炭素源とする培

地において活性化され、succinyl-CoA などの生成を阻害することで TCA 回路を抑制してい

ると考えられる。赤矢印の経路（Put1, Put2, Alt1, Kgd1(KGDH)）は、本研究で遺伝学的に同

定されたプロリンを炭素源として利用する際に通る経路である。 
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