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1. 序論 

 
1-1. 酵母 Saccharomyces cerevisiae 
	 酵母 Saccharomyces cerevisiaeはパン類、酒類、バイオエタノールなどの発酵
生産に必要不可欠な微生物である。発酵生産過程において、酵母は高温、高浸

透圧、高濃度エタノールなど様々なストレスに曝されており、細胞内はミトコ

ンドリア膜の損傷や抗酸化酵素群の変性などにより活性酸素種（reactive oxygen 
species: ROS）が蓄積する「酸化ストレス」状態に陥り有用機能（アルコール、
炭酸ガス、味・風味成分などの生成）の発現が著しく制限されている 1,2。 
	 以上のことから、酵母のストレス応答機構を理解することで産業酵母の育種

に貢献することが期待できる（Figure 1）。 
	 また酵母では、ヒトをはじめとする高等生物に存在する基本的な生命現象や

遺伝子がよく保存されているため、酵母を用いた基礎研究から得られた知見は、

多くの高等生物に活用できる可能性を秘めている。例えば、ショウジョウバエ

や線虫では、酸化ストレス耐性の向上が寿命の延長に繋がると報告されている

が、同様の現象は酵母でも見られている3。神経変性疾患研究に酵母をモデル生

物として用いる試みも、数多くなされている4,5。従って、酵母の環境刺激に対す

る応答や細胞内外シグナル伝達経路を理解することは、普遍的な生命現象を理

解することに加え、発酵産業に新たな技術的ブレイクスルーをもたらすなど、

基礎・応用の両面において非常に重要である。 

 

Figure 1. ストレス耐性と発酵 
	 発酵過程において、酵母は高温、高浸透圧、高エタノールなどの様々な 
ストレスを受けている。このようなストレス条件下では、酵母の有用機能が 
低下している。 
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1-2. 一酸化窒素（Nitric oxide : NO） 
	 	 一酸化窒素（NO）は拡散性を有するフリーラジカルであり、動植物や微生
物において様々な生命現象に関与している。多細胞生物の場合、NOは拡散性の
観点から細胞間のシグナル伝達物質として、大きな役割を持っており 6,7、 
例えば、哺乳類では血圧の調節、神経伝達、免疫応答に関与している 8,9。また

植物では、種子の発芽の調節に関与し 10、強光ストレスに対する応答にも寄与し

ている 11。一方、単細胞である微生物でも NOの生理的機能が報告されている。
例えば、放射線耐性バクテリア Deinococcus radioduransにおいて、放射線ストレ
ス時に合成する NOが耐性に重要であることが示されている 12。また、

Pseudomonas aeruginosaのバイオフィルム形成と分散に NOが関与することが報
告されている 13。さらに、Staphylococcus aureusでは宿主体内での過剰なヘムに
対する防御機構として、Bacillus subtilis、Bacillus anthracisでは、酸化ストレス
に対する防御機構として、それぞれ nitric oxide synthase活性が寄与し、細胞の生
存および病原性の獲得に重要であることが報告されている 14–16。このように、

NOは細胞間の情報伝達物質だけでなく、細胞内の様々な機能に関与しているこ
とが示されている。 
	 主なNOの作用機序として、以下の2つが報告されている。一点目として、 
NOが可溶性guanylyl cyclase (sGC) のヘムに結合してこれを活性化し、GTPから 
cyclic guanosine monophosphate (cGMP) 含量を増加させることが示されている17。

増加したcGMPはセカンドメッセンジャーとなり、リン酸化酵素やイオンチャネ
ル、ホスホジエステラーゼなどのタンパク質に結合して、血管機能調節、神経

伝達などの様々な生理反応を調節している。二点目として、NOは直接、または
間接的にタンパク質の翻訳後修飾を行うと報告されている18–20。その一つに、 
NOはタンパク質のシステイン残基を直接S-ニトロソ化する。タンパク質の直接
のS-ニトロソ化は酸化ストレス防御機構に関与しているという仮説が提唱され
ており、NOがタンパク質のシステイン残基をS-ニトロソ化することで、酸化ス
トレスによるタンパク質の変性を防いでいる可能性が挙げられる。ROSによる
システイン残基の酸化が非可逆的であるのに対して、NOによるシステイン残基
のS-ニトロソ化は完全に可逆的である21。そのため、可逆的なS-ニトロソ化が非
可逆的な酸化からタンパク質を保護していると考えられる。実際、B. subtilisは	 	
感染時にNOを発生させ、システイン残基をS-ニトロソ化し、マクロファージ	 	
からの酸化ストレスに抵抗している15,16。また、転写因子のS-ニトロソ化を通し
て抗酸化遺伝子の転写を制御していることが報告されている。例えば、動植物

や微生物でascorbate peroxidase, catalase, glutathione reductase, peroxidase, 
superoxide dismutase (SOD) などの遺伝子の転写が制御されている15,22–26。大腸菌

においては、ストレス応答因子OxyRがニトロソ化によって活性化されることが
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知られている26。一方、哺乳類においては、小胞体膜上に存在するセンサータン

パク質であるIre1aがS-ニトロソ化修飾によってその活性が抑制され、神経細胞
死が誘導される27。またglyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH EC 
1.2.1.12）はS-ニトロソ化修飾によって核移行シグナルを持つタンパク質Siah1と
複合体を形成し、核へ移行することで、細胞死を引き起こす28。一方、NOと
superoxide anionの反応生成物であるperoxinitrite（PN）は、タンパク質のチロシ
ン残基をニトロ化する。ニトロ基の立体障害によって当該チロシン残基のリン

酸化が阻害されるということが知られている29。さらに、NOやPNとcGMPの反
応生成物である8-nitro cGMPは、タンパク質のシステイン残基のチオール基を  
S−グアニル化修飾し、シグナル伝達に寄与する。酸化ストレスセンサーである
Keap1はS−グアニル化によって転写因子であるNrf2から解離し、Nrf2の転写活性
が上昇し、抗酸化機構に寄与することが報告されている30。 
	 これらの報告にあるように、NOは様々なシグナル伝達機構によって数多くの
生命現象に関与する。NOは、細胞保護だけでなく細胞死の誘導をも引き起こす、
二面性を持ち合わせたシグナル伝達物質であるため、その合成機構は非常に厳

密に制御される必要がある。NOの合成経路については、現在までに、nitric oxide 
synthase (NOS, EC 1.14.13.39) やnitrite reductases (NIR, EC 1.7.2.1)、非酵素的な
nitriteの還元と3つの経路が主に知られている。NOSはアルギニンを2段階で酸化
し、NOとシトルリンを産生する（Figure 2）。一方、NIRはnitriteを還元して、NO
を発生させる。哺乳類や酵母の場合、cytocrome c oxidese (ミトコンドリア呼吸鎖
の複合体Ⅳ) は低酸素条件下で酸素の代わりにnitriteを電子受容体として使用し、
その結果NOを発生させる31。また、細菌のNIRは通常、nitriteを6電子還元してア
ンモニアを合成するが、副産物としてNOを産生することが知られている32。   
さらに、植物のnitrate reductaseはnitrateだけでなく、nitriteも還元することができ、
その結果NOが発生するとも報告されている33。さらに、nitriteは酸性条件下では
nitrous acidとなり、非酵素的にNOに還元される34。 
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Figure 2. NOSによる NO合成反応 
アルギニンから二段階の酸化反応により、代謝中間体 Nω-ヒドロキシアルギニン
(NOHA)を経て、NOとシトルリンを合成する。哺乳類には、endothelial NOS
（eNOS）、neuronal NOS（nNOS）、inducible NOS（iNOS）の 3種類のアイソザ
イムが保存されており、それぞれ発現する組織や器官、生理機能が異なる。 
 
1-3. NOの解毒系 
	 上記において記述したように、NOが示す毒性の側面から、様々な生物種、   
特にNOに直接曝される病原菌においては、NOに対する防御機構が存在する。哺
乳類の主なNO合成系であるNOSは、生体内で多くの制御を受けて局所的にNO
を産生しており、arginase (EC 3.5.3.1) を活性化することで基質であるアルギニ
ンを積極的に消費することで、過剰なNO合成を回避する35。一方、脱窒微生物

がもつNIRは脱窒という生体エネルギー獲得系と共役しており、多量にNOを産
生するため、NO消去系としてNO還元酵素nitric oxide reductase（NOR, EC 1.7.1.15）
を有している36,37。また、多くの微生物に保存されているNO解毒系としてnitric 
oxide dioxygenase (EC 1.14.12.17) であるフラボヘモグロビン（FHb）が知られて
おり、FHbに結合するヘム鉄がNOを優先的に補足し、硝酸へと酸化的に無毒化
する38。またFHbは嫌気条件下ではNOをN2Oへと還元的に無毒化する39。多くの

病原菌はFHbの発現量を厳密に制御することで宿主細胞内でのNO耐性を獲得し
40,41、このFHbによるNO消去系はS. cerevisiaeにおいても保存されている42,43。	 	

これらのようにNOを直接的に分解する解毒系の他に、やS-nitrosoglutathione 
reductase (GSNOR EC 1.2.1.46) によるNO解毒系が微生物だけでなく植物でも報
告されている44,45。細胞内で も多量に存在するチオール化合物の1つであるグ
ルタチオン（GSH）はNOと反応して、S-nitrosoglutathione (GSNO) へと変換され
るが、GSNORはGSNOをGSHとアンモニアへと還元的に分解する。さらに、    
近年Aspergillus nidulansから発見されたNO-inducible nitrosothionein (iNT)はシス
テイン残基を豊富に含む短いペプチドであり、NOと反応してS-ニトロソ化され、
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thioredoxin (TRX, EC 1.8.1.8) およびthioredoxin-disulfide reductase (TRR, EC 
1.8.1.9) と協調することで、NOの解毒に寄与する46。このように、NOは様々な
機構により消去され、その細胞内濃度は適切に制御される。 

1-4. 一酸化窒素合成酵素（NOS） 
	 哺乳類 NOSは、nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) と酸素を
使用して、アルギニンを基質として、NOとシトルリンを合成する。この反応に
は、補酵素として flavin adenine dinucleotide (FAD)、flavin mononucleotide (FMN)、、
tetrahydrobiopterin (H4B) が必要なことが知られている 47。哺乳類 NOSは N末端
側の oxygenase domain（Oxy）と C末端側の reductase domain（Red）から成り、
NOS 反応は 2 段階のアルギニン酸化反応を経て起こる（Figure 2, 3）。先ず、
NADPH由来の電子が Red中の FAD、FMNを介して Oxyへと渡される。続いて、
Oxy のヘム鉄に結合した分子状酸素がこの電子により活性化され開裂し、Oxy
に結合したアルギニンのグアニジノ基を酸化し、 終的に NO とシトルリンが
合成される。酸化反応は 2 段階の酸素添加反応であり、一段階目の反応生成物
（全反応の中間体）として Nω-ヒドロキシアルギニン（NOHA）が合成される。
(Figure 2)48,49。このため、NOSはアルギニンと NOHAの両者を基質として用い
ることが可能である。Calmodulin (CaM) は Oxyと Redを連結する役割を担って
おり、全ての哺乳類 NOS アイソザイムで必須である 50。一方、H4B は NADPH
からの電子がヘムに供給されるときに重要となると考えられているが、その詳

細はほとんど理解されていない 51。また NOSには神経型（neuronal NOS : nNOS）、
誘導型（inducible NOS : iNOS）および血管内皮型（endothelial NOS : eNOS）の 3
つのアイソフォームが知られる 47。これらの NO合成活性は異なり、また異なる
発現調節を受けている。現在までにアルギニンから NOを合成する NOS活性は
動物、植物、細菌、真菌類など多くの生物の細胞から検出されている。Bacillus, 
Deinococcus, Staphylococcus, Streptomyces属細菌などで発見された細菌型の NOS
は、哺乳類 NOSの Oxyに相同性を示すアミノ酸配列を有するものの、Redに相
同性を有する配列が存在しない 52。分子状酸素の活性化に用いられる電子を

NADPHから伝達する機能は、任意の Redタンパク質が担うと考えられている。
また、一般的に細菌類は H4B を生合成できないため、その構造類似体である
tetrahydrofolate（H4F）を、H4B の代わりに要求する 53。高等植物の場合、NOS
活性は Arabidopsisや Maize属の植物などで明確に認められているが、これらの
生物種のゲノム上には哺乳類 NOS遺伝子と相同な配列は見出されていない。一
方、興味深いことに、真核藻類である緑藻 Ostreococcus tauriのゲノム解析から、
哺乳類 NOSと類似したドメイン構造を持ち、NOS活性を有する NOS様タンパ
ク質が発見された 54。このため、多くの研究者が高等植物における NOS様タン
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パク質の探索を行っているが、未だその同定には至っていない。一方、S. 
cerevisiaeや分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe、Pleurotus eryngii var. tuoliensis.
などの真菌類でも、NOS活性の存在が報告されている 22,55,56。また、哺乳類 NOS
抗体に対する反応性から、酵母における NOSの存在を示唆した例もあるが 57、

真菌類におけるNOSおよびそれをコードする遺伝子はこれまでに同定されてい
ない。以上のように、現在は高等植物と真菌類における NOSの同定が急務とな
っている。 
  
1-5. 酵母における NOと NOS 

	 酵母 S. cerevisiaeにおいては、NOがストレス応答経路に関与することが報告
されている。例えば、低濃度の NO処理が酵母に高圧ストレス耐性に寄与する
こと 58、転写因子 Ace1を介して銅ストレス耐性を付与することが示されている
59,60。また 近、当研究室では、高温処理条件下での酵母細胞内において、アル

ギニンから NOが生成され、高温ストレス耐性に寄与することを見出した 61。	

さらに、NOが転写因子Mac1の活性化を介して銅の取り込みを促進し、銅依存
性 superoxide dismutase（Sod1）の活性を向上させて、細胞の高温ストレス耐性
を上昇させることを明らかにした 62。一方、過酸化水素処理条件下で誘導される

アポトーシス経路に、NOや NOによる GAPDHの S-ニトロソ化が寄与するとい
う報告もある 22。さらに、内因性の NOが Yap1を介して抗生物質である PAF26
耐性を示すことが報告されている 63。 
	 酵母からも NOS様の活性が検出されているが、酵母ゲノム上には哺乳類 NOS
のオルソログに相当する配列は存在せず、NOSタンパク質やこれをコードする
遺伝子も同定されていない。そのためこれまで酵母における NO合成について
は、ミトコンドリア呼吸鎖の複合体Ⅳによる nitriteの還元に起因する NO合成機
構が主に解析されていた 31。近年当研究室では、diflavinoxidoreductase Tah18が
酵母の NOS様活性に関与することを明らかにした 61。しかし、大腸菌を用いて

精製した組換え Tah18単独では NOS様活性を示さないこと、また Tah18が
cytochrome P450 reductaseや NOSの Redと相同性を示すものの、Oxyに相同な配
列を含まないことなどから Tah18が酵母のNOSそのものとは考えにくい（Figure 
3）。これらのことから、酵母の NOSや NOS活性、その制御機構については未
だ不明な点が多く、NOの生理機能やその発現機構の解析も総合的に理解するに
至っていない。 
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Figure 3. NOSおよび P450のドメイン構造と Tah18の比較 
	 哺乳類 NOS 、P450、P450還元酵素の基本的なドメイン構造を示す。Heme、
H4B、CaM、FMN、FAD、NADPHは、それぞれの分子の結合領域を示す。矢印
は酵素反応における電子移動の方向を示す。 
 
1-6. ジフラビン酸化還元酵素 Tah18 
	 酵母S. cerevisiaeの生育に必須なTAH18遺伝子は当初、DNA修復などに関与す
るDNA polymerase δの触媒サブユニットをコードするPOL3遺伝子の温度感受性
変異と合成致死（生育阻害）を引き起こす遺伝子として取得された64。その後、

TAH18がコードするdiflavinoxidoreductase Tah18が、生育に必須な鉄硫黄クラスタ
ータンパク質Dre2と複合体を形成しており、Tah18がNADPHからの電子をDre2
に受け渡すことで細胞質の鉄硫黄クラスタータンパク質の生合成に寄与するこ

とが報告されている（Figure 4）65。真核生物における鉄硫黄クラスターは、様々

な生命現象に必須なプロセス（電子伝達、酵素の触媒作用、リボソームによる

タンパク質の合成、tRNA修飾、DNA複製・修復）で機能する補因子である。酵
母やヒトの細胞において、正常な鉄硫黄クラスタータンパク質の成熟は、多く

のタンパク質の複合体により構成される細胞質の鉄硫黄クラスターマシナリー

を必要とする。Tah18-Dre2複合体はこの鉄硫黄クラスターマシナリーに必須な初
期段階における電子伝達の役割を担っている。このようにTah18に関しては、   
鉄硫黄クラスター合成への寄与を含め様々な報告がなされているが、上述のよ

うに、NOS様活性に関与する報告は当研究室以外からは例がない。 
	 一方、酵母のTah18とDre2は、ヒトにおいて機能的オルソログのNdor1
（NADPH-dependent diflavin oxide reductase-1）とCiapin1（Cytokine-induced 
apoptosis inhibitor-1）がそれぞれ保存されており、鉄硫黄クラスタータンパク質
の生合成に必要な電子の受け渡しに関わる相互作用の様式が部分的な結晶構造

解析により示されている66。Ciapin1はアナモルシンとも呼ばれ、新規の抗アポト
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ーシス分子として単離され、アナモルシンのノックアウトマウスは造血障害に

より胎生後期に致死となることが報告されている67。またCiapin1は、酵母におい
てDre2の機能を相補することが知られている68。さらに酵母では、高濃度の過酸

化水素処理に伴い、Tah18とDre2の複合体が解離すること、またTah18がミトコ
ンドリアへと移行し、ミトコンドリアからのシトクロムcの放出に伴う細胞死を
引き起こすことが示されている68。このことは、Tah18依存的なNOS様活性が、
過酸化水素処理条件下における細胞死誘導にも関与する可能性を示唆している。 
	 しかし、Tah18依存的なNOS様活性の全容やその制御機構についてはまったく
不明である。そこで本研究は、酵母におけるTah18依存的なNOS様活性の制御	
機構の解明を目的として行った。 
 

	  
 
Figure 4. 酵母における細胞質の鉄硫黄クラスタータンパク質生合成系における  
Tah18-Dre2複合体の役割 
	 Tah18による NADPHから Dre2への電子伝達は鉄硫黄クラスターマシナリー
に必要な電子供給の初期段階を担い、酵母においては唯一の電子伝達経路であ

る。そのため、TAH18および DRE2は酵母の生育に必須である。 
 
1-7. 単細胞生物における細胞死 
	 	 動物や植物のような多細胞生物において、細胞死の誘導機構「プログラム

細胞死」は、その分子機構や生理的意義の研究が盛んに行われている。例えば、

動物では組織中で不要あるいは有害となる細胞を排除することで、正常な発生

や成体の恒常性維持に 69,70、また植物では病原菌からの感染防御機構 71,72などに

それぞれ寄与している。 
	 一方、単細胞生物においては、細胞集団にあってもそれぞれの細胞が生物個

体であることから、細胞死を誘導することに生理的な意義が見出されず、プロ

グラム細胞死は存在しないと考えられてきた。しかし 近、単細胞生物におい
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ても、プログラム細胞死に関する知見が蓄積している。中でも、原核生物にお

いては、高温、pH、栄養飢餓、酸化ストレス、DNAダメージなどのストレスに
応答して細胞死が誘導され、異常な細胞や修復不可能な細胞を排除することで

集団の保存に貢献していると考えられていた。また 近、緑膿菌 Pseudomonas 
aeruginosaにおいて、環境ストレスに応答して細胞集団の一部の細胞が破裂する
ことにより細胞外へ DNAや膜小胞を放出することで集合体（バイオフィルム）
の形成に寄与することが報告された 73。この細胞の破裂を引き起こす遺伝子は、

細菌間で高く保存されている遺伝子の一つであり、細菌共通のシステムである

と考えられている。細菌はバイオフィルムを形成することで社会性を発揮しな

がら多細胞生物様な挙動を示し、高度な生存戦略を取っている。この報告 73は、

微生物においても、細胞集団における一部の細胞の積極的な細胞死の誘導が、

細胞集団の利益に繋がるという重要な知見である。 
	 また真核単細胞生物の酵母 S. cerevisiaeに関しては、Yamakiらの報告において、
ヒストンシャペロン CIA1遺伝子の欠損株を用いた解析で、核の断片化、クロマ
チンの分断などが観察され、さらに多細胞生物のアポトーシスの指標の一つで

ある TUNEL染色、Annexin-V染色がともに陽性を示したことから DNAの断片
化と細胞膜の反転が確認され、ミトコンドリアからのシトクロム cの放出も検
出された 74。また、カスパーゼをリクルートするドメイン（CARD）と相同の領
域を持つ UNI1を過剰発現させた酵母細胞や哺乳類培養細胞は、アポトーシス様
表現型を示した 75。さらに、哺乳類細胞における細胞死の実行に必須であるカス

パーゼ様のタンパク質として、酵母のメタカスパーゼMca1が同定された 76。

Mca1は哺乳類細胞におけるカスパーゼ 3と類似する構造を有することも報告さ
れている 77。Mca1はこれまでに過酸化水素処理、酢酸処理、細胞老化などの条
件において細胞死を誘導することが示されている 78–80。酵母の細胞老化に関する

報告では、Mca1依存的に誘導される細胞死が生き残った細胞集団のストレス耐
性および生育寿命を向上させた。Mca1保持株（野生型株）とMca1非保持株で
競合的に生育させた結果、 終的には野生型株が生き残った 80。このように、微

生物においてもプログラム細胞死を誘導する機構が見出されており、その生理

的意義についても知見が蓄積されてきている。さらに、酵母に見出された細胞

死の誘導因子は、哺乳類においても同様に保存されていることから、酵母にお

ける細胞死の誘導機構に関する知見は多細胞生物における現象を、多角的に理

解することに資することが期待される。 
	  
	 以上の様に、酵母における Tah18依存的な NOS様活性の全容やその制御機構
についてはいまだ不明な点が多い。一方で、Tah18依存的な細胞死誘導機構には
Tah18依存的なNOS様活性が関与する可能性も考えられる。そこで本研究では、
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酵母における Tah18依存的な NOS様活性の制御機構を明らかにするとともに、
Tah18依存的な細胞死誘導機構を Tah18依存的な NOS様活性・NO合成との関連
性を切り口として、その詳細を解明することを目的とした。 
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2. 材料と方法 

 
2-1. 菌株とプラスミド 

	 本研究で使用した酵母 S. cerevisiaeの菌株リストを Table1、プラスミドを 
Table 2にそれぞれ示す。プラスミド構築には大腸菌 Escherichia coli DH5a株を用
いた。本研究では、出芽酵母 S. cerevisiae S1278b株の野生型株 L5685 (MATa 
ura3-52 trp1 TAH18 DRE2)、TAH18破壊株 (MATa ura3-52 trp1 tah18::hph DRE2)、
DRE2破壊株 (MATa ura3-52 trp1 TAH18 dre2::natNT2)、TAH18/DRE2二重破壊株 
(MATa ura3-52 trp1 tah18::hph dre2::natNT2) を用いた。 
	 まず TAH18と DRE2の発現抑制株を作製するため、TAH18破壊株、もしくは 
DRE2破壊株に pAG416GAL-Tah18、または pAG416GAL-Dre2を導入し、 
それぞれ TAH18発現抑制（KD）株、DRE2発現抑制（KD）株とした。 
	 次に、DRE2の発現量の影響を観察するため、DRE2破壊株に
pAG424GAL-Dre2-5FLAGを導入した DRE2転写制御株を用いた。続いて、Tah18 
と Dre2の相互作用解析のため、野生型株に pAG424GPD-3HA-Dre2、
pAG426GPD-EGFP-Tah18を導入した EGFP-Tah18と 3HA-Dre2の共過剰発現株 
(Co-OP株) を用いた。さらに、Tah18と Dre2の融合タンパク質の機能解析のた
め、TAH18/DRE2二重破壊株に pRS414-Dre2-3HA-Tah18 PDRE2 TDRE2を導入した

Tah18-Dre2融合(Tah18-Dre2 fusion) 株を用いた。 
	 Tah18と相互作用するタンパク質の探索のため、TAH18破壊株に
pAG416GPD-Tah18、または pAG416GPD-13Myc-Tah18を導入した Tah18過剰発
現株、13Myc-Tah18過剰発現株を用いた。続いて、Tah18 と Dre2の本来のタン
パク質発現量での発現量解析、および相互作用解析のため、TAH18破壊株に
pRS416-13Myc-Tah18 PTAH18 TTAH18を導入した 13Myc-Tah18発現株、DRE2破壊株
に pRS414-Dre2-5FLAG PDRE2 TDRE2を導入した Dre2-5FLAG発現株、TAH18/DRE2
二重破壊株に pRS416-13Myc-Tah18 PTAH18 TTAH18、pRS414-Dre2-5FLAG PDRE2 TDRE2

を導入した 13Myc-Tah18 Dre2-5FLAG発現株を用いた。さらに、Dre2とMca1
の相互作用解析のため、DRE2破壊株に pAG424GPD-3HA-Dre2、
pAG416GPD-Mca1-EGFPを導入した 3HA-Dre2とMca1-EGFPの共過剰発現株を
用いた。 
栄養要求性の相補には、pRS414、pRS416、または相当する空ベクターをそれぞ
れ用いた。 
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2-2. 培地 
1) YPD培地 (酵母用完全培地) 
	 Glucose   2% 
	 Bacto peptone   2% 
	 Yeast extract   1% 
 
2) SD培地 (硫酸アンモニウムを窒素源とした酵母用 少培地) 
	 Glucose       2% 
	 Ammonium sulfate       0.5% 
	 Yeast nitrogen base w/o Amino Acids and Ammonium sulfate 0.17% 
 
3) SG培地 (硫酸アンモニウムを窒素源とし、ガラクトースを炭素源とした酵母
用 少培地) 
	 Galactose       2% 
	 Ammonium sulfate       0.5% 
	 Yeast nitrogen base w/o Amino Acids and Ammonium sulfate 0.17% 
 
4) SC培地 (酵母用完全合成培地) 
	 Glucose       2% 
	 Ammonium sulfate       0.5% 
	 Yeast nitrogen base w/o Amino Acids and Ammonium sulfate 0.17% 
	 *Drop-out mixture      0.2% 
*Drop-out mixtureは必要に応じて下記の物質を組み合わせてよく混合したもの。 
	 Adenine  0.5 g  L-Alanine  2.0 g 
	 L-Arginine  2.0 g  L-Asparagine  2.0 g 
	 L-Aspartic acid 2.0 g  L-Cysteine-HCl  2.0 g 
	 L-Glutamine  2.0 g  L-Glutamic acid  2.0 g 
	 Glycine  2.0 g  L-Histidine  2.0 g 
	 Inositol  2.0 g  L-Isoleucine  2.0 g 
	 L-Leucine  2.0 g  L-Lysine  0.2 g 
	 L-Methionine  2.0 g  p-Aminobenzoic acid 0.2 g 
	 L-Phenylalanine 2.0 g  L- Proline  2.0 g 
	 L-Serine  2.0 g  L- Threonine  2.0 g 
	 L-Tryptophan  2.0 g  L-Tyrosine  2.0 g 
	 Uracil   2.0 g  L-Valine   2.0 g 
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これらの培地には必要に応じて寒天 (2%) を添加した。液体培養を行う際は三
角フラスコとシリコ栓、もしくは試験管とアルミキャップを用いて培養した。

また必要に応じてハイグロマイシン、G418、nourseothricinを 終濃度 200 µg/mL
になるよう添加した。 
 
 
5) LB培地 (大腸菌用完全培地)  
	 Bacto tryptone  1% 
	 Yeast extract  0.5% 
	 NaCl   1% 
	 必要に応じて寒天末 (2%) を添加した。また、必要に応じてアンピシリン、
カナマイシンを 終濃度 100 µg/mLになるよう添加した。 
 
2-3. プラスミド構築 
	 使用したプライマーを Table 3に示す。先ず、pRS414と pRS416を EcoR1およ
び XhoI で 処 理 し 、 EcoRI-XhoI 断 片 （ PTAH18-TAH18-TTAH18 お よ び

PTAH18-13Myc-TAH18-TTAH18、PDRE2-DRE2-TDRE2および PDRE2-DRE2-5FLAG-TDRE2）

を準備した。 
この断片を pRS414および pRS416に導入し、pRS414-Tah18、pRS414-13Myc-Tah18、
pRS414-Dre2、pRS414-Dre2-5FLAG、pRS416-Tah18、pRS416-13Myc-Tah18 を作
製した。 
	 その他の発現用プラスミドの構築には Gateway systemを用いた。PCRにより
増幅した Tah18、13Myc−Tah18、Dre2、Dre2-5FLAG の ORF をドナーベクター
pDONR221へ BP反応により導入し、エントリークローンとした。その後、任意
のデスティネーションベクターへと LR反応により導入し、過剰発現プラスミド
とした。 
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2-4. 酵母の形質転換 
	 酵母菌体を 2 mlの適当な培地で 30℃、試験官で 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。その後、適当な培地 5 ml
に OD =0.05となるよう希釈して植菌し、OD =0.6〜0.8程度まで増殖させた。遠
心により菌体を回収した後、蒸留水で洗浄・集菌を 2度行い、続いて 0.1%酢酸
リチウム溶液で懸濁した。30℃で 10分間静置した後、Shared cod and herring sperm 
DNA（Roche：100℃で 5分間熱処理後、直ちに氷冷）25 µl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% 
polyethylene glycol (PEG) 4000溶液を 700 µl加え、攪拌した。30℃で 0.5〜2時間
静置後、42℃、20分間ヒートショックを与えた細胞を滅菌水 1 mlで洗浄後・集
菌し、菌体を適当な培地にて 1 時間回復培養を行った後、滅菌水に懸濁して選
択寒天培地に塗布した。その後、30℃で 2〜3日間培養し、目的の形質転換体を
得た。 
 
2-5. ゲノム上の TAH18、および DRE2遺伝子の欠失 
ゲノム上の TAH18、および DRE2遺伝子の欠失は、pAG416GAL-Tah18、

pAG416GAL-Dre2、もしくは pRS414-Dre2-3HA-Tah18を野生型株 L5685に導入
した後、これをゲノム上の TAH18, DRE2遺伝子を欠失させる tah18::hphNT1、
dre2::natNT2断片により形質転換した。これらの断片は、pFA6a-hphNT1、
pFA6a-natNT2を鋳型として、プライマーTAH18 dis-hygromycin Fw、TAH18 
dis-hygromycin Rvと dre2_natNT2_Fw、dre2_natNT2_Rvを用いて PCR により調
製した。ゲノム上の TAH18、DRE2の破壊はプラスミドシャッフリング法を用い
て確認した。 
 
2-6. プラスミドシャッフリング法による遺伝子破壊の確認およびタグ融合タン
パク質の機能相補確認 

2-4に示す方法により作製した菌株を YPD培地にて 1日培養を行い、SD寒天
培地と 5FOA含有 SC寒天培地にそれぞれ塗布した。その後 30℃で 1〜2日培養
した。菌株が保有するウラシル要求性を相補するプラスミドを保持している株

は 5FOAの毒性により生育できないため 81、ウラシル要求性を相補するプラスミ

ドが脱落する。Tah18と Dre2はそれぞれ生育に必須なタンパク質であるため、
5FOA含有 SC寒天培地で生育できなければ遺伝子の破壊が確認できる。さらに、
完成した TAH18発現抑制株、DRE2発現抑制株にタグ融合 Tah18、Dre2を発現
するトリプトファン要求性を相補するプラスミドを導入した。YPD培地にて 1
日培養を行い、SD寒天培地と 5FOA含有 SC寒天培地にそれぞれ塗布した。そ
の後 30℃で 1〜2日培養した。5FOAにより脱落するのはウラシル要求性を相補
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するプラスミドのみなので、5FOA含有 SC培地で生育できればタグ融合タンパ
ク質が野生型の Tah18、Dre2の機能を相補することが確認できる（Figure 5）。 

 

 
 

Figure 5. 5FOAを用いた遺伝子破壊、および必須タンパク質の機能相補の確認方
法 

Tah18の機能相補を例にプラスミドシャッフリング法を図に示す。 
親株はΔura3であるためウラシル要求性。URA3遺伝子がコードするが
Orotidine-5’-phosphate (OMP) decarboxylase (Ura3) はウラシル合成に必須である
と同時に、5-FOAを基質として毒性の 5-fluorouracilへと変換する。5-fluorouracil
は S. cerevisiaeに対して毒性を示し、寒天培地上で生育を示さない。 
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2-7. 過酸化水素処理後の細胞内での NOの観察 
各酵母細胞を SD培地で OD = 0.8〜1.0まで 25℃で培養し、NO特異的な蛍光
プローブ Diaminofluorescein-FM diacetate (DAF-FM DA)を添加後、さらに 30分培
養した。その後、 終濃度 2 mMとなるよう過酸化水素を添加し、60分間培養
した後、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、Adobe 
Photoshop Elements 5.0を用いて画像解析を行った。 
 
2-8. 過酸化水素処理後の細胞内 NO量の測定 
各酵母細胞を SD培地で OD = 0.8〜1.0まで 25℃で培養し、DAF-FM DAを添
加後、さらに 30分培養した。その後、 終濃度 2 mMとなるよう過酸化水素を
添加し、5、30、60分間で培養した後、処理時間毎の細胞内平均蛍光強度を Flow 
Cytometer (Becton, Dickinson Bioscience) を用いて計測した。必要に応じて、培地
中に 100 mM Nω-nitro-L-arginine methyl ester （NAME）を添加した。過酸化水素
処理後の細胞内 NO量を評価するため、過酸化水素処理前の蛍光強度を 100 %と
して相対的な蛍光強度を算出した（下記の式）。 
(mean of fluorescence intensity at the indicated time point)/(mean of fluorescence 
intensity at 0 min after H2O2 treatment) × 100. 
 
2-9. 培地交換後の細胞内 NO量の測定 
	 各酵母細胞を SG培地で OD = 0.8〜1.0まで 25℃で培養し、遠心により菌体を
回収した後、滅菌水で洗浄・集菌を 2度行い、SG培地、SD培地へと培地交換
を行った。必要に応じて、培地中に 100 mM NAMEを添加した。その後、DAF-FM 
DAを添加後、30分、1、2、3時間 25℃で培養し、培養時間毎の細胞内蛍光強
度を Flow Cytometerを用いて計測した。 
 
2-10. 共免疫沈降およびウェスタン解析 
タンパク質の相互作用解析のため、任意の株を SD 培地で OD = 0.8〜1.0まで

25℃で培養し、 終濃度 2 mMになるよう過酸化水素を 0、5 、60分間処理した。
遠心により菌体を回収した後、蒸留水で洗浄・集菌を 2度行い、TNETG buffer 	
(10 mM Tris-HCl (pH 7.4) 、2.5 mM EDTA、150 mM NaCl、10% (vol/vol) glycerol、
0.5％ (vol/vol) Triton X-100) に再懸濁し、2 mM phenylmethlsulfonyl fluoride 
(PMSF) とプロテアーゼインヒビターカクテル (Wako) を添加・混和した。細胞
懸濁液にガラスビーズ (0.5 mm) を加え、マルチビーズショッカー (Yasui Kikai) 
を用いて破砕した。低温で遠心し上清を回収し、タンパク質濃度を測定した。

その後上清 1 ml (600 µg protein) を 10 µlの任意のタグ抗体結合ビーズ Anti-GFP 
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magnetic beads (Medical & Biological Laboratories)、Anti-c-Myc Agarose Affinity Gel
（SIGMA-ALDRICH）、Anti-HA magnetic beads（Medical & Biological Laboratories）
と混和して 15分間、室温でインキュベートした。0.5 mlの TNETG bufferで 3回
洗浄を行い、ビーズに結合したタンパク質を sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) sample buffer (50 mM 
Tris-HCl (pH 6.8)、10% (wt/vol) grycerol、2% (wt/vol) sodium dodecyl sulfate、0.1% 
bromophenol blue、5% 2-mercaptoethanol) により溶出し、恒温槽で 100℃ 5分間
変性処理を行い、Co-IPサンプルとした。また、上清のタンパク質濃度を終濃度
1 µg/µlとなるように SDS-PAGE sample bufferにて希釈し、恒温槽で 100℃ 5分間
変性処理を行い、Inputサンプルとした。これらのサンプルを SDS-PAGEに供し
た後、PVDF membrane (GE Healthcare) へ転写した。その後、抗体 : 
anti-3-phosphoglycerate kinase (PGK) (Invitrogen)、anti-GFP (Roche)、anti-HA（Santa 
Cruz）antibodiesを用いてウエスタンブロット解析を行った。 

DRE2転写誘導停止時間に伴う Dre2タンパク質レベルの観察のために、野生
型株とDRE2転写制御株を用いた。SG 培地でOD =0.8〜1.0まで 25℃で培養し、	 	 	
遠心により菌体を回収した後、滅菌水で洗浄・集菌を 2度行い、SG培地、SD
培地にそれぞれ再懸濁し、0、1、3時間 25℃で培養した。遠心により菌体を回
収した後、蒸留水で洗浄・集菌を 2度行い、TNETG bufferに再懸濁し、2 mM PMSF 
とプロテアーゼインヒビターカクテルを添加・混和した。細胞懸濁液にガラス

ビーズを加え、マルチビーズショッカーを用いて破砕した。低温で遠心し上清

を回収し、タンパク質濃度を測定した。上清のタンパク質濃度を終濃度 1 µg/µl
となるように SDS-PAGE sample bufferにて希釈し、恒温槽で 100℃ 5分間変性処
理を行い、サンプルとした。 
 
2-11. タンパク質濃度の測定 
	 タンパク質濃度の測定は Bradford法にて行った。牛血清アルブミン (BSA) を
用いた標準タンパク質濃度溶液 (0.1、0.2、0.3、0.4 mg/ml) を調製し、Bio-Rad 
Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio Rad社製) を 5倍希釈したもの 1 mlに
タンパク質溶液 20 µlを添加、室温で 10分間インキュベーションした。反応液
の 595 nmの吸光度を分光光度計（DU800、BECKMAN社製）により測定し、	 	 	
検量線を作成した。その後、試料タンパク質溶液を同様に反応させ、検量線か

らタンパク質濃度を算出した。 
 
2-12. 細胞生存率の測定 
各酵母細胞を SD培地（25°C）で OD = 0.8〜1.0まで培養した。その後、 終

濃度 2 mMの過酸化水素を添加し、酸化ストレス処理を行った。必要に応じて、
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培地中に 100 mM NAMEを添加した。ストレス処理後の細胞を希釈し、YPDプ
レートに塗布した。その後 30℃で培養し、ストレス処理直前のサンプルから生
育してきたコロニーの数を 100％として、各生存率を算出した（下記の式）。 
(number of colonies after exposure to oxidative stress)/ (number of colonies before 
exposure to oxidative stress) × 100 
 
2-13. スポットテスト 
	 各酵母細胞を SD培地（25°C）で OD = 0.8〜1.0まで培養した。遠心により菌
体を回収した後、滅菌水で洗浄・集菌を 2度行い、OD600 =0.5になるように滅
菌水で希釈したサンプルを、さらに 5倍希釈を繰り返し、6段階の希釈系列とし
た。各希釈液 3 µlを各種寒天培地にスポットし、30℃で培養した。 

 
2-14. 生育速度の測定 
経時的に OD600を測定して各酵母細胞の生育を観察した。各酵母細胞を SD培
地で前培養後、SD培地で OD600 =0.05になるように植え継ぎ、25°Cで培養した。
その後、経時的に培養液を回収し、OD600を測定した。 
 
2-15. 二次元電気泳動法による Tah18の相互作用タンパク質の探索 
	 相互作用タンパク質の探索には 13Myc融合 Tah18過剰発現株を使用し、ネガ
ティブコントロールとして野生型 Tah18過剰発現株を使用した。SD 培地で OD 
=0.8〜1.0まで 25℃で培養し、 終濃度 2 mMになるよう過酸化水素を 0、40分
間処理した。遠心により菌体を回収した後、蒸留水で洗浄・集菌を 2度行い、
TNETG buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4) 、2.5 mM EDTA、150 mM NaCl、	 	 	
10% (vol/vol) glycerol、0.5％ (vol/vol) Triton X-100) に再懸濁し、2 mM 
phenylmethlsulfonyl fluoride (PMSF) とプロテアーゼインヒビターカクテル 
(Wako Pure Chemical) を添加・混和した。細胞懸濁液にガラスビーズ (0.5 mm) を
加え、マルチビーズショッカー (Yasui Kikai) を用いて破砕した。低温で遠心し
上清を回収し、タンパク質濃度を測定した。その後上清 1 ml (1,000 µg protein) を
20 µlの anti-c-Myc sepharose beads (Wako) と混和して 15分間、室温でインキュ
ベートした。0.7 mlの TNETG bufferで 3回洗浄を行い、ビーズに結合したタン
パク質を ATTO Instruction Manualに従い調製したサンプル溶解液（60 mM 
Tris-HCl (pH 8.8)、5 M Urea、1 M Thio-Urea、1% CHAPS、1% Triton X-100、コン
プリートミニ EDTA-free Protease inhibitor Cocktail（Roche））に溶出し 1 M 
iodoacetamideをサンプルの 1/10量になるよう添加し、二次元電気泳動に供した。
一次元目の電気泳動には等電点電気泳動用既製アガロースゲル ミニサイズ	
（75 mm）pHレンジ 5−8（アトー株式会社）を用い、二次元目には e-PAGEL電
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気泳動用既製ゲル 12.5%（アトー株式会社）を使用した。電気泳動後のゲルは
Flamingo Fluorescent Gel Stain（BIO-RAD）を用いてタンパク質の検出を行った。
さらに、条件依存的に検出されたタンパク質については、本研究科の LC-MS依
頼解析により同定した。 
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3. 結果 

 
3-1. 酵母細胞内において過酸化水素ストレスに応答してTah18依存的なNOS様
活性により NO が合成される 
	 これまで当研究室では、高温条件下において、酵母 S. cerevisiae の細胞内で
Tah18 依存的な NOS 様活性により NO が合成され、高温ストレス耐性に寄与す
ることを報告している 61。一方、過酸化水素処理を行った酵母細胞内においても

NOS様の活性が報告されているが、その詳細な機構については不明である 22。 
	 そこで、過酸化水素処理後の、野生型株および TAH18 KD 株を用いて細胞内
NOレベルを測定した。TAH18 KD株は、ゲノム上の TAH18遺伝子を欠損してい
るが、ガラクトース誘導性プロモーター制御下で TAH18 を発現するプラスミド
である pAG416GAL-Tah18 を保持している。実験で用いた SD 培地においては
TAH18 の転写がごく僅かしか転写されず、発現量が野生型株と比較して抑制さ
れている。 
	 まず、本実験において、野生型株および TAH18 KD株を、SD培地で培養した
際の Tah18のタンパク質量を評価した。この解析には、ゲノム上の TAH18遺伝
子を欠損しているが、ガラクトース誘導性プロモーター制御下で TAH18 を発現
するプラスミド pAG416GAL-13Myc-Tah18を保持した 13Myc-TAH18 KD株、お
よびゲノム上の TAH18遺伝子を欠損しているが、TAH18プロモーター/ターミネ
ーターの制御下で TAH18 を発現する pRS416-13Myc-Tah18 を保持した
13Myc-Tah18発現株を用いた。両株を SD培地で培養し Tah18タンパク質量を定
量した（Figure 6A）結果、13Myc-Tah18発現株に比べ、13Myc-TAH18 KD株にお
ける Tah18タンパク質量は 1/10程度であった。このことから、本実験において
用いた、ガラクトース誘導性プロモーター制御下で TAH18 を発現する株を SD
培地で培養すると、Tah18の発現量は野生型株よりも著しく低くなることが確認
された。 
	 次に細胞内 NO 量を測定した結果、野生型株では非ストレス処理条件では細
胞内 NO量が全く増加しないが、過酸化水素処理時間に伴い細胞内 NO量が増加
した。また先行研究と同様に 22、哺乳類 NOS 阻害剤である NAME 処理によっ
て細胞内 NO 量の増加は見られなくなった。これは、過酸化水素処理に応答し
て酵母の NOS様活性により NOが合成されることを示している。興味深いこと
に、TAH18 KD株は野生型株と比較して過酸化水素処理に伴う NO生成量が顕著
に低下した (Figures 6B, 6C)。また、TAH18 KD株においても NAME処理によっ
て NO 合成が抑制されたが、NAME 処理後の NO 生成量は野生型株と同程度と
なった。これらの結果は、Tah18 が過酸化水素処理条件において NOS 様活性お
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よび NO生成に必要であることを示している。 
 

 
 
 

 

A 

B 
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Figure 6. 過酸化水素処理条件下における酵母細胞内での Tah18 依存的な	 	 	 	
NO生成 
	 (A) 13Myc-Tah18発現株、13Myc-TAH18 KD株を用いて SD培地で培養を行っ
た後の 13Myc-Tah18、Pgk1をそれぞれMyc抗体、Pgk1抗体によってそれぞれウ
エスタンブロット法で検出した。コントロールとして野生型株と PTAH18TTAH18 

13Myc-Tah18の発現株を用いた。図下のグラフは、13Myc-Tah18の発現量をイメ
ージ解析ソフトによってシグナル強度を測定し、PTAH18TTAH18 13Myc-Tah18 の発
現株における 13Myc-Tah18の発現量を 100%として計算した（下記の式）。 
Relative 13Myc-Tah18 protein level = (13Myc-Tah18/Pgk1) 
	 (B) NO特異的な蛍光プローブ DAF-FM DAを処理し、野生型株、TAH18 KD
株の過酸化水素処理後 0、60分後の細胞を用いて蛍光顕微鏡観察を行った。 
	 (C) NO特異的な蛍光プローブDAF-FM DAを処理し、NAME処理（+ NAME）、
未処理の野生型株、TAH18 KD株の過酸化水素処理後0、5、30、60分後の相対的
な細胞内蛍光強度を示す。またコントロールとして、野生型株の非ストレス条

件における0、5、30、60分後細胞内蛍光強度も合わせて示している。独立して3
試行の測定を行い、平均および標準偏差を算出した（*p < 0.05）。 

C 
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3-2. Dre2は酵母細胞内での NOS様活性を抑制する 
	 これまでに、Tah18は鉄硫黄クラスタータンパク質であるDre2と相互作用し、
NADPHからDre2へと電子を伝達することで鉄硫黄タンパク質の合成に寄与し、
生育に必須であることが報告されている 65。また、Tah18は NOSの Redと相同
性を示す。NOSの Redは NADPHから Oxyへと電子を伝達することで NOS活
性に寄与する 82 。そこで、Dre2が Tah18依存的な NOS様活性に与える影響を
検討するために、ガラクトースにより DRE2遺伝子の転写が誘導される DRE2
転写制御（PGAL-DRE2）株を用いて解析を行った。DRE2転写制御株は、ゲノム
上の DRE2遺伝子を破壊しているが、ガラクトース誘導性の発現プラスミドで
ある pAG424GAL-Dre2-5FLAGを保持している。実験で用いた SG培地において
は DRE2-5FLAGの転写が誘導され、SD培地では DRE2-5FLAGはほとんど転写
されない。 
	 まず、本実験において Dre2タンパク質量の解析のために用いた Dre2-5FLAG
が Dre2の機能を損なっていないかどうかプラスミドシャッフリング法を用いて
確認した。その結果、Dre2-5FLAG保持株は 5FOA含有寒天培地上でも生育を示
したことから（Figure 7A）、Dre2-5FLAGは生育に必須である機能を失っていな
いことが分かった。 
	 続いて、野生型株、および DRE2転写制御株を SG培地で培養後、SG培地、
SD培地への培地交換を行い、DAF-FM DAを処理した後 0.5、1、2、3時間培養
後に細胞内 NOレベルを測定した (Figure 7B) 。その結果、野生型株では、SG、
SD培地において細胞内 NO量に変化は見られなかった。一方、DRE2転写制御
株においては、SG培地で培養した場合に比べ、SD培地で培養した細胞内 NO
レベルが有意に高かった。また、DRE2転写制御株における、Dre2タンパク質
量の経時変化を評価するため、SD培地への培地交換により誘導を停止し、0、1、
3時間後のタンパク質レベルをウエスタンブロット法により解析した (Figure 
7C) 。その結果、誘導停止後 1、3時間で Dre2タンパク質レベルが顕著に減少
した。Dre2タンパク質量の低下に伴い細胞内 NO量が増加したことから、Dre2
は酵母における NO合成活性を抑制する可能性が示された。さらに、野生型株、
DRE2転写制御株それぞれに NAMEを処理し、同様に細胞内 NOレベルを測定
した（Figure 7D）。その結果、NAME処理条件下では、DRE2転写制御株の誘導
停止条件下における細胞内 NO量の上昇が抑制された。この結果から、Dre2の
タンパク質量の低下に伴う細胞内 NO量の上昇は、NOS様活性に起因すること
が示唆された。 
	 本実験における、DRE2転写抑制条件下での Dre2タンパク質量と野生型株に
おける Dre2のタンパク質量を比較するため、DRE2転写制御株の転写誘導時、	 	
非誘導時の Dre2タンパク質量、および DRE2プロモーター/ターミネーター制御
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下で発現した Dre2タンパク質量を定量した（Figure 7E）。その結果、DRE2プロ
モーター/ターミネーター制御下で発現した Dre2タンパク質量に比べ、DRE2転
写制御株の転写非誘導時のタンパク質量は 1/10程度であった。このことから、
本実験で用いた DRE2転写抑制条件では、Dre2の発現量は通常生育時よりも低
くなっていたことが確認された。 
 

 
 
 

  

A 

B 
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Figure 7. Dre2のタンパク質レベルに伴う細胞内 NO量の上昇 
	 (A) DRE2 KD 株にネガティブコントロールとしてプラスミド

pAG424GAL-ccdBを導入した株（N）もしくは pAG424GAL-Dre2-5FLAGを導入
した株（#1、2）を SD 寒天培地（左）および 5FOA 含有 SC 寒天培地（右）へ
ストリークした後、30℃でインキュベートした。 
	 (B) 野生型株と PGAL-DRE2株を用いて、ガラクトース培地での培養後、ガラク
トース、グルコース培地へと交換した後、培養時間 0.5、1、2、3 時間後の細胞
内蛍光強度（A. U.）を示す。独立して 4試行の測定を行い、平均および標準偏
差を算出した（*p < 0.05）。 
	 (C) PGAL-DRE2株を用いてガラクトース培地によって培養を行った後、ガラク
トース、グルコース培地へと交換して培養を行い、転写誘導停止後 0、1、3 時
間後の細胞内の Dre2-5FLAG、Pgk1をそれぞれ FLAG抗体、Pgk1抗体によって
それぞれウエスタンブロット法で検出した。 
	 (D)野生型株と PGAL-DRE2株を用いて、ガラクトース培地での培養後、ガラク
トース、グルコース培地へと交換した後、培養時間 0.5、1、2、3 時間後の細胞
内蛍光強度（A. U.）を示す。培地には常に NAMEを添加した（+ NAME）。独立

E 
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して 4試行の測定を行い、平均および標準偏差を算出した（*p < 0.05）。 
	 (E) PGAL-DRE2株を用いて SD培地、SG培地によってそれぞれ培養を行った後
の Dre2-5FLAG、Pgk1をそれぞれ FLAG抗体、Pgk1抗体によってそれぞれウエ
スタンブロット法で検出した。コントロールとして野生型株と PDRE2TDRE2 
Dre2-5FLAGの発現株を用いた。図下のグラフは、Dre2-5FLAGの発現量をイメ
ージ解析ソフトによってシグナル強度を測定し、PDRE2TDRE2 Dre2-5FLAGの発現
株における Dre2-5FLAGの発現量を 100%として計算した（下記の式）。 
Relative Dre2-5FLAG protein level = (Dre2-5FLAG/Pgk1) 
 
 
 
3-3. Tah18と Dre2の複合体は過酸化水素処理に伴い解離する 
	 通常、タンパク質間の電子伝達には物理的な相互作用が重要である。例えば、

哺乳類NOSのオキシゲナーゼドメインとレダクターゼドメイン間の相互作用は
カルシウムイオン濃度およびカルモジュリンによって制御されており、この相

互作用は適切な電子伝達に必要である。Dre2の C末端領域は Tah18と相互作用
し、この相互作用は Tah18、Dre2 それぞれの機能、電子伝達に必須であること
が報告されている 65。一方で、本研究によって、Dre2 が酵母の NO 合成活性を
抑制する可能性が見出された（Figure 7）。また、Tah18はアミノ酸配列の相同性
からNOS様活性においてもレダクターゼとして電子伝達を担う可能性が考えら
れる。以上のことから、Dre2 が Tah18 から伝達される電子の優先的なアクセプ
ターとして機能し、Tah18 依存的な NOS 様活性に必要な電子伝達を阻害してい
るとの仮説を立てた。これを検証するため、EGFP-Tah18と 3HA-Dre2の共過剰
発現（Co-OP）株を用いて、酵母が NOS 様活性を示す条件である過酸化水素処
理後の Tah18と Dre2の相互作用を解析した。Co-OP株は野生型株に恒常的な過
剰発現プラスミド pAG426GPD-EGFP-Tah18 と pAG424GPD-3HA-Dre2 を導入し
た菌株である。 
	 まず、本実験で相互作用解析に用いた EGFP-Tah18と 3HA-Dre2が Tah18およ
び Dre2の機能を損なっていないかどうかプラスミドシャッフリング法を用いて
確認した。その結果、EGFP-Tah18保持株、3HA-Dre2保持株は共に野生型 Tah18、
Dre2保持株と同様に 5FOA含有寒天培地上でも生育を示した (Figures 8A, 8B) 。
このことから、EGFP-Tah18、3HA-Dre2は生育に必須な機能を失っていないこと
を確認した。 
	 続いて、非ストレス処理、過酸化水素処理後 0、5、60分で EGFP-Tah18の共
免疫沈降を行い、ウエスタンブロットによる相互作用解析を行ったところ、非

ストレス条件下では Tah18と Dre2の相互作用に経時変化は見られなかった。し
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かし、過酸化水素処理条件下では Dre2のタンパク質量に変化は見られなかった
ものの、EGFP-Tah18による共免疫沈降画分中の 3HA-Dre2タンパク質量が有意
に減少した。また、この現象は過酸化水素処理後 5 分という早い段階から観察
された (Figure 8C)。この結果から、Tah18と Dre2の複合体は過酸化水素処理後、
速やかに解離することが示された。 
 

 
 

 

 
 
 
 
 

A 

B 
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Figure 8. 過酸化水素処理条件下での Tah18と Dre2の相互作用 
	 (A) TAH18 KD 株にネガティブコントロールとしてプラスミド

pAG424GPD-ccdB を導入した株（N）、ポジティブコントロールとして
pAG424GPD-Tah18（P）もしくは pAG424GPD-Dre2-EGFP-Tah18を導入した株（#1、
2）を SD 寒天培地（上）および 5FOA 含有 SC 寒天培地（下）へストリークし
た後、30℃でインキュベートした。 
	 (B) DRE2 KD 株にネガティブコントロールとしてプラスミド

pAG424GPD-ccdB を導入した株（N）、ポジティブコントロールとして
pAG424GPD-Dre2（P）もしくは pAG424GPD-3HA-Dre2を導入した株（#1、2）
を SD寒天培地（上）および 5FOA含有 SC寒天培地（下）へストリークした後、
30℃でインキュベートした。 
	 (C) EGFP-Tah18、3HA-Dre2 の共過剰発現株を用いて、非ストレス条件下、    
もしくは過酸化水素処理を行った後、EGFP-Tah18 の共免疫沈降を行った画分、
粗抽出画分における EGFP-Tah18、3HA-Dre2、Pgk1 をそれぞれ GFP 抗体、HA
抗体、Pgk1 抗体によってウエスタンブロット法で検出した。コントロールとし
て EGFP-Tah18、3HA-Dre2 のみをそれぞれ過剰発現させた株と野生型株を用い
て同様の解析を行った。 
 

C 
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3-4. Dre2の過剰発現は過酸化水素処理条件下における Tah18依存的な NOS 様
活性を抑制する 
	 これまでの結果により、過酸化水素処理条件において、Tah18依存的な NOS
様活性による NO合成と Tah18-Dre2複合体の解離が観察されたことから、
Tah18-Dre2の解離と Tah18依存的な NOS様活性が相関している可能性が示され
た。そこで両者の関連性を解析するため、Tah18と Dre2の解離が抑えられる条
件を用いて解析を行った。 
	 そこで、遊離型の Tah18を減少させることを目的に、Dre2のタンパク質量を
増加させるために、Dre2の過剰発現株を用いて同様の解析を行った。Dre2過剰
発現株は、ゲノム上の DRE2が欠損し、恒常的に Dre2を過剰発現するプラスミ
ド pAG424GPD-Dre2を保持した株であり、恒常的に Dre2が過剰発現している。
Dre2過剰発現株においては、TAH18 KD株と同程度に NO合成量が低下した。
以上の結果から、Tah18と Dre2の相互作用によって Tah18依存的な NOS様活性
を抑制することが示唆された。 

 

 
Figure 9. 過酸化水素処理条件下での Tah18依存的な NO合成 
	  
	 NO特異的な蛍光プローブ DAF-FM DAを処理した野生型株、TAH18 KD株、
Dre2過剰発現株の過酸化水素処理後 0、5、30、60分後の相対的な細胞内蛍光強
度を示す。独立して 3試行の測定を行い、平均および標準偏差を算出した（*p < 
0.05）。 
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3-5. 過酸化水素処理条件における Tah18依存的な NO合成は細胞死を誘導する 
	 NOは、様々な生物種において細胞死の誘導に関与することが知られている 83。 
酵母においても、過酸化水素処理を施した酵母が細胞内で合成された一酸化窒

素依存的に細胞死を誘導することが報告されている 22。また、Tah18は過酸化水
素処理条件における細胞死の誘導に関与することが知られている 68。さらに、本

研究の結果から、過酸化水素処理に応答して Tah18依存的に NOが合成されるこ
とが明らかになった。そこで、過酸化水素処理条件において Tah18依存的に合
成される NOが細胞死を誘導すると予想し、Tah18依存的な NO合成量が減少し
た TAH18 KD株と、NAME 処理、未処理の野生型株の過酸化水素処理後の生存
率を測定した (Figure 10)。その結果、TAH18 KD株は野生型株と比較して有意に
生存率が高かった。また、NAME処理を施した野生型株は著しい生存率の向上
を示した。したがって、Tah18依存的な NO の合成により細胞死が誘導されるこ
とが示唆された。 
 

 
 
Figure 10. 過酸化水素処理条件下における細胞生存率 
	 野生型株、TAH18 KD株を用いて、過酸化水素処理後 0、2、3、5時間後のコ
ロニー形成率を測定した。必要に応じて、NAME処理を行った（+ NAME）。独
立して 3試行の測定を行い、平均および標準偏差を算出した（*p < 0.05）。 
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3-6. Tah18は Dre2との解離後、相互作用するタンパク質が変わる 
	 これまでの結果から、Tah18が酸化ストレス応答的にDre2と解離することが、
酵母の NOS 様活性に重要であることが明らかとなった。一方、Tah18 は既知の
NOS のレダクターゼドメインと類似した一次構造を有しているが、基質である
アルギニンを結合・酸化するためのオキシゲナーゼドメインが欠落している。

そのため、Dre2との解離後、NOSのオキシゲナーゼと同様の働きをする未知の
タンパク質（yOxy）と相互作用することで NOS様活性を発現する可能性が考え
られる。そこで、yOxyの候補タンパク質を見出す目的で、過酸化水素処理条件
下において、Tah18と相互作用するタンパク質を探索した。本実験には過酸化水
素処理条件下での Tah18 の相互作用タンパク質の探索を目的に 13Myc-Tah18 過
剰発現株、Tah18 過剰発現株を用いた、これらの株は、ゲノム上の TAH18 が欠
損し、恒常的に 13Myc-Tah18 および Tah18 を過剰発現するプラスミド
pAG416GPD-13Myc-Tah18、pAG416GPD-Tah18 をそれぞれ保持した株であり、
恒常的に 13Myc-Tah18および Tah18が過剰発現している。 
	 まず、本実験でに用いた pAG416GPD-13Myc-Tah18から発現する 13Myc-Tah18
が、生理的な機能を損なっていないかどうかプラスミドシャッフリング法を用

いて確認した。その結果、13Myc−Tah18保持株は、野生型 Tah18保持株と同様
に 5FOA含有寒天培地上でも生育を示した (Figure 11A)。このことから、本実験
で用いた 13Myc-Tah18は正常な機能を失っていないことを確認した。 
	 13Myc-Tah18 の過剰発現株を過酸化水素処理した後、抗 Myc 抗体により共免
疫沈降した画分を二次元電気泳動に供し、Tah18と相互作用するタンパク質を本
研究科の LC−MS依頼解析により同定した(Figures 11B-11E)。その結果、過酸化
水素処理後 Tah18 と相互作用するタンパク質として、黒矢印により示されたシ
グナルから、 cystathionine b-synthase Cys4（ 4.2.1.22）、 b-isopropylmalate 
dehydrogenase Leu2（1.1.1.85）、S-adenosylmethionine synthase Sam1（2.5.1.6）、
mitochondrial GTP/GDP transporter Ggc1、cis-golgi localized monothiol glutaredoxin 
Grx7 が同定できた。これらは、Tah18 との相互作用についてはこれまで報告さ
れていない新規なタンパク質である。 
 A 
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Figure 11. Tah18-Dre2複合体解離後の相互作用タンパク質の探索 
	 (A) TAH18 KD株にネガティブコントロールとしてプラスミド pRS414を導入
した株（N）、ポジティブコントロールとして pRS414-Tah18（P）もしくは
pRS414-13Myc-Tah18を導入した株（#1、2）を SD寒天培地（上）および 5FOA
含有 SC寒天培地（下）へストリークした後、30℃でインキュベートした。 
	 (B) 野生型 Tah18 の過剰発現株、（C）13Myc-Tah18 の過剰発現株を用いて、   
過酸化水素処理を行った後、Myc 抗体ビーズにより共免疫沈降を行い、二次元
電気泳動を行った後、Flamingo 染色によりタンパク質の検出を行った。	 	 	 	 	
※13Myc-Tah18以外に黒矢印にて示されたシグナルは、条件依存的に検出された
シグナルのみを示している。13Myc-Tah18の検出位置は（D）5倍のサンプル濃
度の Tah18の過剰発現株、(E) 13Myc-Tah18の過剰発現株で解析を行った際に、
13Myc-Tah18過剰発現株特異的に検出されたシグナルの位置、タンパク質のサイ
ズを参考にして推測した。 
 
 
 
 

E 
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3-7. 過酸化水素処理条件下で、Dre2はMca1によって分解される 
	 Tah18とDre2の相互作用解析の結果から、Dre2はTah18との解離後、タンパク
質量が顕著に減少していた（Figure 8C）。 近、哺乳類におけるDre2のホモログ
Ciapin1が、カスパーゼ3の特異的な基質としてアポトーシス誘導時に分解される
ことが報告された84。酵母S. cerevisiaeにおいては、メタカスパーゼとして同定さ
れたMca1がカスパーゼ3と類似した構造を持つことが知られている77。これらの

知見から、酵母のDre2もMca1のカスパーゼ活性によって分解される可能性を考
えた。 
	 そこで、MCA1破壊株を用いて、過酸化水素処理後のTah18-Dre2間の相互作用
およびタンパク質発現量に与える影響を解析した（Figure 12A）。この解析には、
ゲノム上のTAH18、DRE2を欠損させ、pRS416-13Myc-Tah18、および
pRS414Dre2-5FLAGを保持した菌株を用いた。pRS416-13Myc-Tah18、
pRS414Dre2-5FLAGは、TAH18プロモーター制御下で13Myc-Tah18を、DRE2プロ
モーター制御下でDre2-5FLAGを、それぞれ発現する。本解析は、この株と相当
するMCA1遺伝子破壊株を用いて行った。 
	 共免疫沈降画分のウエスタンブロッティングの結果、過酸化水素処理条件下

におけるTah18とDre2の複合体の解離は、野生型株とMCA1破壊株で差は見られ
なかった。一方、過酸化水素処理に伴うDre2タンパク質量の減少は、野生型株
に比べてMCA1破壊株では有意に抑制された。この結果から、Dre2の過酸化水素
処理依存的な分解は、少なくとも部分的にはMca1依存的であることが示された。 
	 さらに、過酸化水素処理条件下でのDre2とMca1の相互作用について、
3HA-Dre2とMca1-EGFPの共過剰発現株を用いて、3HA-Dre2の共免疫沈降により
解析した。3HA-Dre2とMca1-EGFPの共過剰発現株は、ゲノム上のDRE2を欠損さ
せ、恒常的な過剰発現プラスミドであるpAG424GPD-3HA-Dre2および
pAG416GPD-Mca1-EGFPを保持している菌株である。その結果、非ストレス条件
下では3HA-Dre2とMca1-EGFPとの相互作用は見られなかったが、過酸化水素処
理後1、2時間の時点で共免疫沈降画分においてMca1-EGFPのバンドが検出され
た（Figure 12B）。このことから、Dre2は過酸化水素処理条件下において、Dre2
がMca1と相互作用することが示された。 
	 これらの結果から、Mca1によるDre2の分解がNO合成に影響を及ぼす可能性を
考えた。そこで、MCA1破壊株と野生型株の過酸化水素処理条件下におけるNO
合成量を測定した。その結果、MCA1破壊株は野生型株と比較して有意にNO合
成量が低下した（Figure 12C）。この結果から、Mca1が過酸化水素処理条件下に
おけるNOS様活性に寄与する可能性が示された。 
	 またこれまでに、MCA1破壊株は過酸化水素処理条件において細胞死を誘導す
ることが知られているため 78、過酸化水素処理条件下での生存率を測定し、野生
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型株、TAH18 KD株、MCA1破壊株をそれぞれ比較した。これまでの報告と同様
に、MCA1破壊株は野生型株と比較して有意に生存率の低下が抑制された（Figure 
12D）。また、NAMEを処理した MCA1破壊株および野生型株は同様の生存率を
示した。これらの結果から、Mca1 によって誘導される細胞死においても、NO
合成が寄与することが示唆された。 
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Figure 12. 過酸化水素処理条件下においてMca1は Dre2を分解し、NO合成を
増大する 
	 (A) TAH18および DRE2のプロモーター、ターミネーターにより発現を 
制御する 13Myc-Tah18、Dre2-5FLAGを発現する TAH18/DRE2発現解析株の、
MCA1保持、非保持株を用いて、2 mM過酸化水素処理後 13Myc-Tah18の 
共免疫沈降を行った画分、粗抽出画分における 13Myc-Tah18、Dre2-5FLAG、 
Pgk1をそれぞれ c-Myc抗体、FLAG抗体、Pgk1抗体によってウエスタンブロッ
ト法で検出した。コントロールとして 13Myc-Tah18、Dre2-5FLAGのみを 
それぞれ発現させた株と野生型株を用いて検出を行った。 
	 (B) 3HA-Dre2、Mca1-EGFP共過剰発現株を用いて、2 mM過酸化水素処理を 
行った後の 3HA-Dre2の共免疫沈降を行った画分におけるMca1-EGFPを 
GFP抗体によってウエスタンブロット法で検出した。また、※が示すバンドは
非特異的に検出されており、ローディングコントロールとして示す。 
	 (C) 野生型株とMCA1破壊株の 2 mM過酸化水素処理 1時間後の細胞内蛍光強
度を野生型株の細胞内蛍光強度を 100%として示した。独立して 3試行の測定を
行い、平均および標準偏差を算出した（*p < 0.05）。 
	 (D) 野生型株、TAH18 KD株、MCA1破壊株における、過酸化水素処理後 0、2、
3、5時間後のコロニー形成率を比較した。必要に応じて、NAME処理を行った
（+ NAME）。独立して 3試行の測定を行い、平均および標準偏差を算出した（*p 
< 0.05）。 
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3-8. Mca1はエタノール、抗真菌薬添加条件においても酵母の生育に影響を及ぼ
す 
	 Mca1は過酸化水素処理、酢酸処理、細胞老化条件において活性化され、細胞
死を誘導することが報告されている 78–80。一方、Mca1は本研究の結果から、 
酵母における NOS様活性に影響を及ぼす可能性が考えられた。Mca1に関する
解析はこれまであまり行われておらず、Mca1が NO 合成に影響を与えるという
報告もない。また、種々のストレス条件下で酵母が NOを生成することが分か
っている 85。そこでMca1がストレス条件下における酵母の生育に及ぼす影響を
解析した。 
	 その結果、MCA1破壊株は抗真菌薬であるフルコナゾール、イトラコナゾール
添加培地において、野生型株と比較して高い感受性を示した。一方、エタノー

ルの添加培地においては、野生型株よりも高い耐性を示した (Figure 13)。 
 

 
 
Figure 13. 各種ストレス条件下における酵母の生育 
	 野生型株と MCA1破壊株を培養後、滅菌水により洗浄・再懸濁を行い、段階
希釈を行った後、エタノール、フルコナゾール、イトラコナゾール、また DMSO
（抗真菌薬の溶媒）をそれぞれ添加した SD寒天培地上にスポットし、30℃で 1
週間培養した。 
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4. 考察 

 
酵母における Tah18依存的なNOS様活性は新規なNO合成制御機構により制御
される 
	 本研究では、酵母のフラボタンパク質 Tah18が過酸化水素処理条件下でのNOS
様活性に必要であること、鉄硫黄クラスタータンパク質 Dre2が酵母の NO合成
活性を抑制すること、過酸化水素処理により Tah18と Dre2が解離することを明
らかにし、Tah18依存的なNOS様活性がDre2により抑制されることを示唆した。
また、Tah18 依存的な NOS 様活性が過酸化水素処理条件下での細胞死誘導に寄
与することを示唆する結果を得た。以上の結果に加え、哺乳類型 NOS の反応、
既知のTah18の機能やタンパク質の構造に基づいて構築した、酵母におけるNOS
様活性の制御機構モデルを以下に示す（Figure 14）。通常の生育条件では、Tah18
は Dre2と複合体を形成し、NADPHの電子を Dre2へと伝達することで、鉄硫黄
クラスター合成に寄与する。この状態では、Tah18 は電子を NOS 反応に用いる
ことができず、Tah18 依存的な NOS 様活性は抑制されている。一方、酵母が過
酸化水素のような酸化的環境に暴露されると、Tah18 と Dre2 が解離し、Tah18
は哺乳類型 NOSの Oxyに相当する未知のタンパク質（yOxy）に電子を伝達し、
その結果、酵母 NOS様活性が発現する。その結果、NOS様活性により合成され
た NOが、細胞死を引き起こす。 
	 この NOS 様活性の制御機構は、Tah18 からの電子の受容体を細胞内のレドッ
クス状態に応じて Dre2から Oxyへと交換するものであり、電子受容体の交換を
介した NO合成の制御機構はこれまでに報告が無い。 
	 また、過酸化水素処理条件下では Dre2が酵母のメタカスパーゼ Mca1との相
互作用により分解されること、Mca1が NOS様活性に関与することを見出した。
しかし、現時点で得られている結果からは、Mca1が Tah18-Dre2複合体に及ぼす
影響は明らかではない。 
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Figure 14. 酵母における Tah18依存的な NOS様活性の制御モデル 
	 非ストレス条件下において、Tah18 と Dre2 が複合体を形成し、細胞質の鉄硫
黄クラスタータンパク質の生合成に必要な電子伝達の役割を担う。この状態に

おいては、Dre2が電子の優先的なアクセプターとして機能し、Tah18は NADPH
からの電子を NOS様活性へと利用できない。一方、過酸化水素処理のような酸
化ストレス条件下において、Tah18と Dre2の複合体が解離し、Tah18が Dre2か
ら遊離することで NADPHからの電子を NOS様活性へと利用できる。これによ
り、NO合成が行われ、細胞死が引き起こされる。 
 
 
酵母における NOS のオキシゲナーゼタンパク質は既知 NOS オキシゲナーゼと
は異なる構造を有する可能性が考えられる 
	 Tah18は哺乳類 NOSの Redと相同性を示すものの、基質であるアルギニンの
酸化反応を行う Oxy に相同な配列は有していない。また、酵母などの真菌類に
は、NOS の Oxy と相同性を有するタンパク質も見出されていない。これまで、
哺乳類 NOSのオルソログが保存されている生物種として、植物では一部の藻類
が哺乳類 NOS と相同な遺伝子を保存している 54。一方、微生物においては

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Deinococcus radiodurans, Streptomyces 
turgidiscabies, Geobacillus strearotbermophilisなど一部の細菌において哺乳類NOS
のオルソログが存在すると報告されているが、これらは哺乳類 NOSの Oxyとの
み相同性を有しておりRedに相当する配列を持たない。また、粘液細菌Sorangium 
cellulosumに見出された NOSは、哺乳類 NOSの Oxyに相同な配列の N末端側
に、哺乳類 NOSの Redとは異なる鉄硫黄クラスターを含む領域が存在し、これ
が電子伝達を行う（Figure15）86,87。このように、近年、哺乳類 NOSとは異なる
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構造を有する NOSが主に細菌から見出されており、特に Redは特定の構造を保
っていない。しかしながら、NOSの Oxy構造は哺乳類も含め生物種間で高度に
保存されており、ヘムを含めNOS活性における重要な機能を有している。一方、
上述したような B. subtillisをはじめとする細菌由来の NOSでは、Oxyタンパク
質と Red タンパク質が別々のペプチド鎖として発現することも報告されている
82。これらの知見は、Tah18が酵母 NOSにおける Redタンパク質として機能し、
未知の Tah18相互作用タンパク質が yOxyとして NOS様活性を触媒する可能性
を提示している。 
	 本研究では、酵母 NOS における yOxy 候補タンパク質として、過酸化水素条
件下において Tah18 と相互作用するタンパク質を複数同定した。そのうち、    
すでに酵素として同定されているものとして、cystathionine b-synthase Cys4 (EC: 
4.2.1.22)、b-isopropylmalate dehydrogenase Leu2 (EC: 1.1.1.85)、S-adenosylmethionine 
synthase Sam1 (EC: 2.5.1.6) が挙げられる。これらはすべてヘムタンパク質では
なく、また NOS のような monooxygenase 活性は報告されていない。しかし、	 	 	
極めて多種の陸上植物や酵母・真菌類などは、ゲノム上に哺乳類 NOSの Oxyに
相同性の高い遺伝子が保存されていないにもかかわらず、NOS（様）活性が数
多く報告されている。したがって、既知の NOSとは異なる反応機構でアルギニ
ンを酸化し NO を合成する Oxy タンパク質が見出される可能性は十分にある。
今回 Tah18の相互作用タンパク質として同定した酵素の中にも、Leu2のように
NOS と同様に酸化還元酵素に分類されるものもある。今後、これらの酵素の遺
伝子破壊株や過剰発現株の NO合成活性の評価や、in vitroでの解析を行うとと
もに、さらなる候補タンパク質の探索を行う必要がある。 
	  
 

 

Figure 15. 生物種間で報告されている異なる NOSの構造比較 
	 異なる生物種における NOSのドメイン構造を示す。mammalian NOS（mNOS）、
Bacillus subtilis（bsNOS）、Deinococcus radiodurans NOS（drNOS）、Sorangium 
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cellulosom（scNOS）および Saccharomyces cerevisiaeにおける Tah18を比較した。
矢印は電子の流れを示す。Fe-S：鉄硫黄クラスター、Cyt：シトクロム。 
 
酵母細胞内の NOS様活性は迅速な応答を示す 
	 本研究で見出した、過酸化水素条件下における Tah18 依存的な NO 合成は、   
処理後 5分以内の迅速な応答であった。一方で、Tah18と Dre2の解離も、過酸
化水素処理後 5分の時点で観察された。電子受容体である Dre2との解離により、
速やかな NOS様活性を発現することは、酸化ストレスに速やかに応答する上で
非常に重要である。当研究室では、酵母を高温ストレスに曝した時に、Tah18依
存的に合成される NO が高温ストレス耐性を付与することを見出しているが、
高温ストレス下での NO合成は数時間単位で合成され、その応答は比較的遅い。
つまり、環境ストレスの種類や強度に応じて NO 合成の応答速度が異なる。	 	
現時点では、Tah18-Dre2複合体による NOS様活性の制御が、高温ストレス下で
も機能しているか明らかではない。今後、Tah18-Dre2複合体を介した NOS様活
性の制御の普遍性を明らかにするうえでも、高温ストレスや他のストレス条件

下における、NO 合成と Tah18-Dre2 複合体の挙動の関連性を解析する必要があ
る。 
 
培地交換に伴う細胞内 NO量の上昇は何に起因するのか 
	 本研究の実験結果から、Dre2のタンパク質量の低下に伴い、NOS様活性依存
的に細胞内 NO量が増加するという結果が得られた（Figure 7B）。一方、この実
験系においては、野生型株など Dre2タンパク質量が低下しないような条件にお
いても、過酸化水素のようなストレス処理は行っていなかったのにも関わらず、

細胞内 NO 量が上昇していた。これまで、過酸化水素処理条件における細胞内
NO量の測定を行っていた際には、非ストレス処理条件においては細胞内の NO
量の上昇は観察されていない。そのため、本実験で行った培地交換という処理

が、細胞内 NO 量を上昇させた原因であると考えられる。また、Dre2 が過剰発
現している菌株においても、野生型株と同様の細胞内 NO 量の上昇が観察され
ているため、Tah18 依存的な NOS 様活性とは異なる NO 合成機構が培地交換に
よって発現していることが予想される。これを検証するために、同様の実験を

NAME 処理条件下で行った結果、細胞内の NO 量が培養時間に伴い上昇した 
(Figure 7D)。一方これまでの解析では、NAME を処理した細胞は、培地交換を
行わない実験系においては培養時間に伴う NO 量の増加は観察されていない。
そのため、NAME 処理条件下においても、培地交換が刺激となって細胞内 NO
レベルが上昇したと考えられる。以上のことから培地交換によって観察される

細胞内 NO 量の上昇は、NOS 様活性非依存的に NO が合成されたことが原因で
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あると考えられる。NOS 様活性以外にも、酵母ではミトコンドリア呼吸鎖の複
合体Ⅳや sulfite reductaseによる nitriteの還元に起因するNO合成機構が知られて
いる 31。また、非酵素的な NO生成の可能性も無視できない。これらの可能性を
検証することで、培地交換に伴う細胞内 NO 量の上昇の原因が明らかにできる
かもしれない。 
 
酵母におけるNOS様活性にはTah18以外のレダクターゼが存在する可能性があ
る 
	 本研究の結果から、TAH18 KD株や Tah18-Dre2融合株における NOS様活性の
抑制は、NAME（哺乳類 NOS 阻害剤）処理による NOS 様活性の抑制と比較し
て、その効果が小さいことが分かった。これは、TAH18 遺伝子が生育に必須で
あるため TAH18 の発現抑制条件下での解析であり、生育に必要な濃度の Tah18
タンパク質が細胞内に存在することが、原因の一つとして考えられる。また、

細菌のNOSは任意のレダクターゼタンパク質を電子供与体として用いることが
可能であり、これはレダクターゼ反応が他のタンパク質で代替できる可能性を

示している。従って、NOS の Red に相同性を示す他のタンパク質が、Tah18 の
代わりに NOS様活性における Redとして機能する、すなわち Tah18非依存的な
NOS様活性の存在も考えられる。酵母ゲノム上には、NOSの Redと相同性を示
すタンパク質として、NADP-cytochrome P450 reductase Ncp1 (EC: 1.6.2.4)、sulfite 
reductase のaサブユニット Met10 (EC: 1.8.1.2) が保存されており、これが NOS
様活性におけるレダクターゼ反応を触媒する可能性がある。酵母における NOS
様活性の全容を解明するため、これらの破壊株や過剰発現株の解析を行う必要

がある。 
 
Tah18依存的な NOS様活性による細胞死はどのように誘導されるのか 
	 これまでに、Tah18は高濃度の過酸化水素処理条件下において、ミトコンドリ
アへと移行し、細胞死を誘導することが報告されている 68。また今回の結果から、

過酸化水素処理条件下における Tah18依存的な NOS様活性が細胞死を誘導して
いることが示唆された（Figure 10）。これらのことから、過酸化水素処理条件下
において、Tah18がミトコンドリアで NOを合成することが細胞死を誘導する可
能性が考えられる。一方当研究室において、高温処理条件では Tah18 依存的な
NOS 様活性が細胞保護に寄与することを報告している 61 が、高温処理条件で

Tah18 の局在は変化しない 85。これらのことから、Tah18 の局在、NO の生成場
所によって、NOの生理機能が異なる可能性が考えられる（Figure 16）。今後は、
NO合成が生じる場所と NOの生理機能との関連性を明らかにするため、細胞死
を誘導する過酸化水素処理条件と細胞保護機能を発揮する高温ストレス条件下
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で、NOの局在を観察する必要がある。一方、Tah18依存的に合成される NOの
細胞内局在を議論する場合、我々のモデルで想定している yOxyの局在も重要で
ある。yOxy を同定した後は、各条件における yOxy の細胞内局在も解析する必
要がある。一方、本研究の NAME処理や TAH18 KD株を用いた解析から、過酸
化水素処理条件下での NO 合成量と細胞生存率に負の相関があることが明らか
となった（Figure 9, Figure 10）。また、高温処理条件での NO合成量は、過酸化
水素処理条件における NO合成量と比較して極端に低い（Figure 17）。以上のこ
とは、細胞内での NO 合成量はその生理的な機能の重要な要素であることを示
している。今後の解析で、高温処理条件下で NO が細胞死を誘導する、過酸化
水素処理条件下で細胞保護を引き起こす NO濃度を見出すことができれば、NO
の細胞保護・毒性は濃度が決定因子だと考えられる。一方で、高温処理では細

胞保護のみ、過酸化水素処理では細胞死誘導だけが観察されれば、NOが発生す
る環境がより重要であると考えられる。NOの発生場所に加え、細胞内のNO量、
また NO が生理機能を発現するときの外的な環境の違い、例えば発生する ROS
レベルやその種類を明らかにすることで、細胞死誘導を含めた NO の作用機序
をより詳細に理解できる（Figure 16）。 
 

 

 
Figure 16. NOS様活性による細胞死誘導の原因 
 NO はその量や生成場所、外的な環境などにより作用機序が異なる可能性が考
えられる。 
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Figure 17. ストレス条件による細胞内 NO合成量の違い 
 NO特異的な蛍光プローブ DAF-FM DAを処理した野生型株の高温（39℃）で
の培養８時間後、2 mM過酸化水素処理一時間後の非ストレス処理条件での細胞
内蛍光強度と比較した時の相対的な細胞内蛍光強度を示す。独立して 3 試行の
測定を行い、平均および標準偏差を算出した（*p < 0.05）。 
 
MCA1の破壊が細胞死だけでなく NO合成にも影響を及ぼす 
	 本研究において、MCA1破壊株の過酸化水素処理条件下における NO合成量を
測定した際に、過酸化水素処理後 1 時間の時点で細胞内の NO 量が野生株と比
較して低下していた（Figure 12C）。この結果から、過酸化水素処理に応答した
酵母の NO 合成を、メタカスパーゼ Mca1 が促進することが示唆された。一方、
過酸化水素処理 1時間で Tah18-Dre2の相互作用に差が観察されず、Dre2のタン
パク質量にも明確な差は認められなかった。これらの結果から、過酸化水素処

理条件下における NOS様活性に Mca1が及ぼす影響は、Tah18-Dre2複合体を介
した制御とは別の経路であることが考えられる。一方、Mca1 は過酸化水素処理
に応答して Dre2と相互作用する結果が得られた（Figure 12B）。Mca1 と Dre2の
相互作用は過酸化水素処理後 1 時間で既に確認できたが、過酸化水素処理後 1
時間では Mca1 依存的な Dre2 タンパク質量の減少は確認できなかった（Figure 
12A）。このことから、Dre2 が Mca1 と相互作用してから分解されるまでに時間
差が存在することが考えられる。以上のことから、Mca1が過酸化水素処理条件
下での酵母の NO 合成に影響する機構として、以下のような可能性が考えられ
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る。例えば、Mca1が基質とするタンパク質に NO合成を抑制するタンパク質が
含まれることが考えられる。また、Mca1 が Dre2 と相互作用することで、
Tah18-Dre2複合体や Dre2の分解を介さずに、NO合成に関与する可能性も考え
られる。 
	 本研究から、過酸化水素処理条件下における MCA1 破壊株の生存率は、これ
までの報告にあるように、野生型株と比較して有意に高かった（Figure 12D）。
また MCA1破壊株における生存率の上昇は TAH18 KD株と同等もしくはそれ以
下であり、それぞれの菌株における NO 合成量の低下の割合とほぼ相関する。
さらに、NAME 処理を施した野生株、MCA1 破壊株の過酸化水素処理条件下に
おける生存率はほぼ同程度であったことから、Mca1を介した細胞死誘導機構に
おいて細胞内 NO レベルの寄与が大きいことが予想される。つまり、過酸化水
素処理条件における細胞死の誘導には、NOの合成による影響が大きいことが予
想できる。 
	 本研究においては、Tah18-Dre2 複合体による NO 合成を介した細胞死の誘導
と Mca1 の関連性については明らかではない。MCA1 破壊による Tah18-Dre2 複
合体の挙動への影響は観察されなかったものの、過酸化水素処理によってMca1
と Dre2 の相互作用が誘導された。一方、ヒトにおける Dre2 のホモログである
Ciapin1は、抗アポトーシス分子として同定されており、神経変性に伴いカスパ
ーゼ 3 によって分解されることが知られているが、その作用機序は不明である
84。本研究の結果から、酵母において Dre2は、Tah18依存的な NO合成を抑制す
ることで NO により誘導される細胞死を抑制しているとも考えられる。これら
の知見から、Mca1による Dre2の分解が Tah18-Dre2複合体の挙動には影響を及
ぼさずに細胞死の誘導に関与することが予想されるが、Dre2 の分解が細胞死に
及ぼす影響は現時点では不明である。これを検証するために、例えば Dre2 が
Mca1によって分解されない変異株を作製することで、Mca1が Dre2を分解する
ことによる細胞死および NO合成への影響を検討できると考えられる。 
 
酵母において、過酸化水素処理条件下において細胞死を誘導する意義はあるの

か 
	 これまでに、酵母のような単細胞生物において細胞死を誘導するという機構

が存在するのかどうかは未だ結論の出ていない課題である。酵母において、Mca1
依存的に積極的な細胞死が誘導されると考えられている根拠としては、過酸化

水素処理条件下で、酵母はMca1依存的にアポトーシスの形態的な特徴をを示す
ということが挙げられる 78。また、過酸化水素処理条件下において、MCA1破壊
株は野生型株と比較して、酸化修飾を受けたタンパク質量をより多く細胞内に

蓄積する 78。つまり、野生型株は過酸化水素処理条件において、細胞死を誘導す
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ることで細胞集団中のより状態の悪い細胞を死滅させる。そのため、細胞死を

誘導していない MCA1 破壊株と比較して、生き残った細胞集団としてのレドッ
クス状態が改善されていると考えられている。本研究の結果、MCA1破壊株の方
が過酸化水素処理後の細胞生存率は高く、また上述したMca1依存的に細胞内の
酸化タンパク質レベルが上昇するという報告でも、MCA1破壊株は過酸化水素に
より高い耐性を示した 80。一方、酵母を数十日間培養した場合、MCA1破壊株が
野生型株よりも低い生存率を示した報告もある 80。一般的に、老化した細胞内に

は高レベルの ROS が蓄積する。過酸化水素処理を用いて得た本研究の知見は、
酵母の細胞老化と細胞死との関連性の詳細を明らかにする一助となるかもしれ

ない。 
 
Tah18と Dre2が哺乳類におけるホモログ Ndor1および Ciapin1のモデルとして
活用できる 
	 哺乳類における Dre2 のホモログである Ciapin1 は、神経変性疾患であるパー
キンソン病およびアルツハイマー病患者の脳細胞において Caspase3 による分解
を受けることが知られており 84、神経変性疾患におけるカスパーゼの主要なター

ゲットの一つであると考えられている。そのため上記に示す解析により、Mca1
による Dre2の分解様式およびその影響をより明らかにすることで、哺乳類の有
用なモデルとして用いることが期待できる。 
	 また、Ciapin1 のパートナータンパク質である Ndor1 については、これまで
NO合成に関する報告はない。しかし、Ndor1は酵母において Tah18と置換して
も鉄硫黄クラスター活性に影響を及ぼさない 65。したがって、酵母における NOS
様活性を Ndor1が相補できれば、酵母における NOS様活性の新規な制御機構は、
哺乳類にも保存されている可能性があり、細胞死の誘導機構の解明にも寄与で

きるかもしれない (Figure 18)。 
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Figure 18. 哺乳類における Tah18-Dre2複合体ホモログ Ndor1-Ciapin1 
 Ndor1-Ciapin1は酵母において生育に必須な機能（細胞質における鉄硫黄クラス
ター活性）を相補するが、NO合成への関与は報告されていない。 
 
酵母における NOの生理的機能の探索とその作用機序の解析 
	 本研究では、主に酵母における Tah18依存的な NO合成の制御機構に焦点を当
て、その中で Tah18 を介した NO 合成が細胞死誘導に関与することを示した。	 	
また当研究室では、これまでに Tah18依存的な NO合成が高温ストレス下におい
てはストレス耐性に働くことを示している 61。しかし、その他の環境における

NOの生理機能は未解明な部分が多い。一方、NOはグアニル酸シクラーゼ（sGC）
の活性化や S-ニトロソ化などの翻訳後修飾によって、重要な生理機能に関与す
ることが、哺乳類を用いた解析から明らかになっている。酵母の場合、ゲノム

上に sGC のオルソログ遺伝子が存在しないことから、NO は S-ニトロソ化やニ
トロ化などの翻訳後修飾を介して生理機能に関与していると考えられる。その

ため、酵母細胞内で NOが合成される条件をさらに探索し、NOにより S-ニトロ
ソ化やニトロ化修飾を受けるタンパク質を同定することで、酵母における NO
の生理的役割に対する理解を深めることが可能になると言える。 
	 NO による翻訳後修飾を介したストレス応答機構として、植物 Medicago 
truncatulaにおいては glutamine synthetase（GS）が特定のチロシン残基のニトロ
化修飾により、その活性が顕著に抑制されることが報告されている 88。ニトロ化

による GSの活性抑制の結果、細胞内グルタミン酸濃度が上昇し、グルタチオン
合成酵素群の転写量が増加することで 89,90、グルタチオンの合成が亢進され、酸

化ストレス耐性を獲得すると考えられている。この抗酸化モデルは植物におい

てまだ実証されていないが、この植物種の GSと酵母におけるグルタミン合成酵
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素（Gln1）は一次構造上高い相同性を示すことから、このモデルを酵母で検討
することが可能だと考えられる。 
 
Dre2は酸化的環境に対するレドックスセンサーとして働くのか	  
	 本研究では、Tah18-Dre2複合体の相互作用解析よって、過酸化水素処理に伴い
Tah18とDre2が速やかに解離することを示した。これまでにTah18のFAD/FMN結
合領域とDre2の鉄硫黄クラスター結合領域がTah18とDre2の相互作用に重要で
あることが報告されている91。Tah18-Dre2複合体が過酸化水素処理に伴い解離し
た後、Tah18のタンパク質レベルに変化は見られなかったが、Dre2のタンパク質
レベルは60分以内に急激に減少した。このことから、Dre2はTah18からの解離後
に分解されるが、Tah18はDre2よりも安定であることが考えられる。一般的に、
鉄硫黄クラスタータンパク質は酸化ストレスに対して感受性である。例えば、

ABCファミリータンパク質であるリボソームタンパク質Rli1、aconitaseは自身の
鉄硫黄クラスターが酸化されることで不活性化されると報告されている92–94。

Dre2はC末端側のdomain of unknown function (DUF689) の領域に、[2Fe-2S]と
[4Fe-4S]の鉄硫黄クラスターが結合している66。ヒトにおけるDre2のホモログで
あるCiapin1はC末端領域が正に荷電しており、[2Fe-2S]鉄硫黄クラスターが結合
するシステインモチーフは、Tah18のホモログであるNdor1との相互作用および
電子伝達に極めて重要な役割を果たしていると考えられている。 
	 これらの知見から、過酸化水素処理に伴って、Dre2に結合する鉄硫黄クラス
ターが酸化されることで構造変化が引き起こされ、その結果Tah18-Dre2複合体が
解離する可能性が挙げられる (Figure 19)。 
 
 
 

  
Figure 19. Dre2による酸化的環境の感知 
 Cipin1 においては[2Fe-2S]の鉄硫黄クラスターの結合のみが報告されており、
これが電子伝達の役割を果たすのならば、Dre2 に結合する[2Fe-2S]と[4Fe-4S]の
うち、[4Fe-4S]鉄硫黄クラスターは酸化されることで酸化的環境を感知する。 
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MCA1 破壊株に見出された表現型から、発酵能向上、抗真菌薬の開発への応用
が期待される 
	 また、本研究によりMca1が酵母細胞のストレス耐性に関与することを見出し
た。興味深いことに、エタノール存在下では、過酸化水素処理条件と同様に MCA1
破壊株が野生型株と比べて耐性を示した。Mca1とエタノール耐性の関連性につ
いては不明ではあるが、一方、酵母は発酵生産過程において高濃度のエタノー

ルに暴露されるため、この結果は、非常に興味深い知見である。今後、Mca1と
エタノール耐性の関連性を解析するとともに、MCA1破壊株を用いた発酵試験な
どを行い、MCA1破壊株を用いた発酵生産が産業応用可能な技術であるか検証す
る必要がある。 
	 一方で、抗真菌薬であるフルコナゾールおよびイトラコナゾール添加培地に

おいては、Mca1 が細胞の生存に必要であるという結果が得られた。これまで、
微生物の薬剤耐性機構としては、細胞膜に局在する排出ポンプである、ATP 
binding cassette（ABC）またはMajor facilitator superfamily（MFS）輸送体の発現
量および活性の亢進が報告されている 95,96。Mca1 が薬剤耐性に寄与するという
知見はこれまでに報告がなく、非常に興味深い。Mca1依存的な抗真菌薬耐性機
構の詳細が明らかになれば、その経路に関わる因子は新規の抗真菌薬の標的分

子になる可能性がある。Mca1 依存的な NO 合成や細胞死誘導機構が、Mca1 依
存的な抗真菌薬耐性に関わる可能性も考えられるため、抗真菌薬処理下での細

胞死誘導や NO合成とMca1の関連性を解析する必要がある。今後は、抗真菌薬
条件下におけるMca1の基質・相互作用タンパク質の探索や、NOドナーやNAME
処理が抗真菌薬の薬効に及ぼす影響について解析する予定である。 
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5. 総括 

 

	 本研究では酵母 S. cerevisiaeを用いて以下の知見を得た。 
 
・	過酸化水素処理に応答してTah18依存的なNOS様活性によりNOを合成する
ことを明らかにした。 

 
・	Dre2は酵母における NOS様活性を抑制することが示唆された。 
 
・	Tah18と Dre2の相互作用解析から、過酸化水素処理に応答して Tah18と Dre2
は速やかに解離することを見出した。 

 
・	Dre2は酵母における Tah18依存的な NOS様活性の抑制因子であることが示
唆された。 

 
・	過酸化水素処理条件下において Tah18依存的に NOが合成されることで細胞
死が誘導されることが示唆された。 

 
・	過酸化水素処理条件下で、Mca1によって Dre2が分解されることが示唆され
た。 

 
・	Mca1は、過酸化水素処理条件下での NOS様活性に関与することが示唆され
た。 

 
・	過酸化水素条件下において Tah18と相互作用するタンパク質を複数同定した。 
 
なお、Figure 6C, 7A, 7B, 7C, 8A, 8B, 8C, 10については、 
下記の論文にて掲載済みである。 
 
Yoshikawa et al. Regulatory mechanism of the flavoprotein Tah18-dependent nitric 
oxide synthesis and cell death in yeast. Nitric Oxide-Biol. 57, 85-91 (2016) 
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