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‘論 文 内容 の要 旨

申請者氏名 吉川 雄樹

酵母Saccharomycescerevisiaeは 、アル ギニ ンを基 質 として一酸化 窒素 （NO） を合成

す るNO合 成酵素 （NOS） 様 活性 を有 し、過酸化水素 に応答 してNOS様 活性依存 的 に

NOを 合成す る。 しか し、酵母 のゲノム上 には ヒ トな どで発見 され 、よく解析 されてい

る哺乳類型NOSの オル ソログがないた め、酵母 にお けるNOS様 活性 の制御機構 や生

理 的意義 につ いて は不 明であった。 一方、 当研究室 では近年 、高温処理条件 下 におい

て、酵母 の細胞 内で フラボタ ンパ ク質Tah18依 存 的なNOS様 活性 に よ りNOが 合 成 さ

れ、細胞 の高 温ス トレス耐性 に寄与す るこ とを見 出 した。 そ こで本研究 では、酵 母 に

お けるTah18依 存的 なNO合 成制御機構 とその生理 的意義 について解析 を行 った。

まず、過酸化水素処理条件 下での細胞 内NOレ ベル を評価 した ところ、哺乳類NOS

の阻害剤 （NAME） 処理や、Tah18の 発現抑制 に よって有意 に低 下 した ことか ら、過 酸

化水素処理 において もTah18依 存的 なNos様 活性 が誘導 され る ことが示 され た。続い

て、Tah18と 相 互作用す る鉄硫黄 クラス ター タンパ ク質Dre2の 発 現 を抑 制 した株 で、

継時 的にNOレ ベル を測 定 した ところ、Dre2タ ンパ ク質量の低 下 に伴 って、有意 な上

昇 が観察 され た。また 、Tah18とDre2の 過剰発現株 を用い てTah18－Dre2複 合体 の挙動

を生化学 的に解析 した ところ、Tah18は 過 酸化水素処理後、速やか にDre2と 解 離す る

ことが明 らかになった。 さ らに、遊離型 のTah18を 減少 させ るこ とを 目的 に、細胞 内

でDre2を 過剰発現 させ ると、過酸化水 素処理 条件 下でのNOレ ベルが有意 に低下 した。

一方
、酵母 は過酸化水素処理 によ り細胞死 が誘導 され るため、Tah18発 現 抑制株 の

細胞 生存 率 を測定 した ところ、NAME処 理 した場合 と同様 に、野生型株 と比べて細胞

生存 率が有意 に上昇 した。以上の結果か ら、通 常の条件 下ではTah18とDre2が 相互作

用す るこ とでNOS様 活性 は抑制 され てい るが、酸化 ス トレスに応答 してTah18がDre2

か ら解離す るこ とでNOS様 活性 が発 現 し、合成 され たNOが 細胞死 を引 き起 こす と結

論付 けた。また、哺乳類 型NOSは レダ クターゼ ドメイ ンか らオ キシゲナ“ゼ ドメイ ン

に電子 が伝達 され て反応 が進行 す るが、一次構造 上 レダクターゼ ドメイ ンの配列 しか

有 していないTah18は 未知 のオ キシゲナーゼ様 タンパ ク質 に電子 を伝達す るこ とで、

NOS様 活性 を発現 してい る と考 え られ た。

最近 、哺乳類 にお けるDre2の ホモ ログで あるCiapin1はCaspase3に よって分解 さ

れ ることが報告 された。そ こで、過酸化水素処理条件下で のDre2タ ンパ ク質量 を解析

した ところ、酵母 の メタカスパーゼMca1の 遺伝 子破 壊株 で は、野生型株 で観 察 され

るDre2の 分解 が抑制 された。 また、1過酸化水 素存在 下でMca1はDre2と 相互作用す

ることが示 された。 さらに、Mca1遺 伝 子破 壊株 は野生型株 に比べて、過 酸化 水素処理

後 の細胞 内NOレ ベル が低 く、細胞 生存 率は高かった。 以上の結果 か ら、Mca1がNO

合成 の充進 を介 して、過 酸化水 素処理 による細胞 死 を促進 す る可能性 が考 え られた。
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酵母Saccharomycescerevisiaeの ゲノム上 には、 ヒ トで よく解析 され てい る一酸化 窒

素合成 酵素 （NOS） のオル ソログがないた め、NOの 合成制御機構や 生理 的意 義 にっい

て は不明で あった。 申請者 は、酵母 に見 出 した フラボタ ンパ ク質Tah18と 複合 体 を形

成す る鉄硫黄 クラスター タンパ ク質Dre2に 着 目し、Tah18依 存 的なNOS様 活性 の制

御機構 と生理的意義 に関す る解析 を行 い、以下 に示 す新 たな知見や重 要 な結果 を得た。、

1） 高温処理 と同様 に、過酸化水素処理条件 下におい て、Tah18依 存的 なNOS様 活性

が誘導 され 、NOが 合成 され るこ とを見 出 した。 ’

2）Dre2は 酵母 にお けるTah18依 存 的なNOS様 活性 の抑 制因子で あ り、過 酸化水素

処理後 、速や か にTah18か ら解離す ることを明 らかに した。

3） 遊離型 のTah18を 減少 させ るこ とを 目的 に、細胞 内でDre2を 過 剰発現 させ る と、

Tah18依 存 的なNOS様 活性 に よるNO合 成が抑制 され るこ とを示 した。

4）Tah18依 存 的なNOS様 活性 を抑制す ることで、過 酸化 水素処理 によ り誘導 され る

細胞 死が阻害 され るこ とを明 らか に した。

5） 過酸化水 素処理条件下 におい て、メタカスパーゼMca1がDre2と 結合 し、Dre2の

分解 に関与す るこ と、お よびNO合 成 を充進 し、細胞死 を誘 導す る ことを示 した。

これ らの結果 か ら、申請者 は通常 の条件下で はTah18に 依存 的なNOS様 活性 はDre2

との結合 に よ り抑制 されてい るが、酸化 的環境 においてはDre2か ら遊離 したTah18が

未知のオ キシゲナーゼ タンパ ク質 に電子 を伝達 し、NOS様 活性が発現す るとい う新規

のNO合 成制御 機構 を提唱 した。 また、過酸化水素処理 に伴 ってTah18依 存 的に合成

され るNOが 細胞 死 を誘導す ることを明 らかに した。一方 、Mca1が 何 らかの機構 で過

酸化水素処理条件 下にお けるNq合 成 に関与す る ことを見 出 した。 これ まで酵母 な ど

の真菌類で は、NOSは 同定 され てお らず 、哺乳類型NOSの オル ソログ も保存 され てい

ないた め、NOS様 活性 の制御機構 につ いてはほ とん ど不 明であった。本研 究は、酵母

にお けるNO合 成 制御機構 の一端 を明 らか に した もので あ り、真菌 にお けるNO研 究

を進 める上で重要 な知見 とな り得 る。 また、Tah18やDre2の ホモ ログは哺乳類 な どの

高等生物 で も保 存 され てお り、多 くの生物種 にお いて同様 の機構 が存在す る可能性 を

示 した点で、学術的 に興 味深 い。 さらに、酵母 にお いてMca1に よる細胞 死誘 導機構

にNOが 関与す る可能性 を初 めて示 した。 カスパーゼ依存 的な細胞死 は多 くの真核 生

物で見 られ る現 象で あ り、酵母 を用 いてそ の分子機構や生理 的意義 に対す る理解 を深

めるこ とが期待 され る。、 ＼

本論文 は酵母 に見 出 したNO合 成 の制御機構 と生理 的役割 を解析 した ものであ り、

学術上 、応用 上貢献す る ところが少 な くない。 よって審査委員 一 同は、本論文 が博 士

（バイオサイエ ンス） の学位論文 として価値 あ るもの と認 めた。


