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 一酸化窒素（NO）は生物種を問わず多くの生命現象に関わるシグナ

ル分子として機能する。哺乳類において、NO は可溶性グアニル酸シク

ラーゼ（ sGC）のヘム鉄に結合してこれを活性化する。sGC により合成

された cGMP はセカンドメッセンジャーとして働き、血管機能や神経

伝達などの生理反応を制御する。一方、NO はタンパク質の翻訳後修飾

を引き起こす。例えば、システイン（ Cys）残基特異的な翻訳後修飾で

ある S-ニトロソ（SNO）化はタンパク質の安定性や酵素の活性制御に

関与している。これまでに当研究室では、酵母 Saccharomyces cerevisiae

における NO の分子機能について研究を進めており、NO が高温条件下

では細胞保護に、高濃度の過酸化水素処理条件下では細胞死にそれぞ

れ寄与することを見出した。また、過剰な NO により引き起こされる

NO ストレス条件下では、酵母の pyruvate decarboxylase Pdc1 の酵素活

性が阻害され発酵力が低下することを明らかにした。このように、酵母

において NO は細胞保護と細胞機能阻害の二面性を示す。しかし、酵母

における NO の生理的役割や応答の分子機構には未だ不明な点が多い。

酵母のゲノム上には sGC のオルソログが存在しないことから、NO が

機能を発揮するためには、タンパク質の翻訳後修飾が重要であると推

測される。しかしながら、酵母における NO 依存的なタンパク質の翻訳

後修飾に関する解析はほとんど行われていない。本研究では、NO 処理

条件下において細胞内で翻訳後修飾されるタンパク質を網羅的に解析

し、酵母の NO ストレスに対する応答・耐性機構を明らかにすることを

目的とした。  

 まず、翻訳後修飾として SNO 化に着目した。SNO 化タンパク質の解

析に広く用いられているビオチンスイッチ法を用いたプロテオーム解

析を行い、SNO 化タンパク質の探索・同定を行った。NO ドナー処理し

た細胞抽出液を解析した結果、解糖系酵素を含む多くの SNO 化タンパ

ク質を同定した。一方、酸性条件下にて NaNO2 から発生させた NO で

酵母を処理し（酸性亜硝酸処理）、抽出したタンパク質を同様に解析し

た結果、NO 処理による SNO 化タンパク質の増加は検出されなかった。 

近年、グルタチオンとの反応により SNO 化修飾が S-グルタチオン

（SGT）化修飾へ変換されることが示唆されている。そこで、酸性亜硝

酸処理した酵母から細胞抽出液を調製し、抗グルタチオン抗体を用い
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たウェスタンブロットにより解析したところ、NO 処理依存的に細胞内

タンパク質の SGT 化レベルが上昇した。このことから、酵母細胞内に

おいては NO 依存的なタンパク質の SGT 化が何らかの機能を有する可

能性が示された。そこで細胞抽出液を NO 処理したサンプルから SNO

化タンパク質として同定したタンパク質に着目し、SGT 化修飾の解析

を行った。まず、候補タンパク質をタグ融合型タンパク質として発現す

る株を作製し、酸性亜硝酸処理後に得られた細胞抽出液を用いて、免疫

沈降および抗グルタチオン抗体を用いたウェスタンブロッティングに

より解析した。その結果、 fructose-1,6-bisphosphate aldo lase Fba1 が NO

処理に依存して SGT 化されることを見出した。また、 Cys 残基をセリ

ン（Ser）残基に置換した Fba1（Cys112Ser-Fba1）を用いた解析の結果、

Fba1 の 112 番目の Cys 残基（Cys112）が NO 処理依存的に酵母細胞内

で SGT 化されることが示された。さらに、大腸菌を用いて調製した組

換え Fba1 を用いた解析から、Cys112 の SGT 化により Fba1 の酵素活性

が抑制されること、グルタレドキシン Grx1 との反応により Fba1 の SGT

化修飾が除去され酵素活性が回復することが示された。  

病原性細菌の Staphylococcus aureus は感染時に、宿主の免疫応答に

より合成される NO に曝露されることで、解糖系に関わる酵素活性が

低下することが報告されている。このことから、酵母において SGT 化

による Fba1 の酵素活性の抑制により、解糖系を含む代謝が変化すると

考えた。Fba1 の基質である fructose-1,6-bisphosphate（ FBP）、解糖系の

上流から 分岐する ペント ースリ ン 酸回路の 中間代謝 物であ る 6-

phosphog luconate（ 6PG）を測定した結果、NO 処理依存的にこれらの細

胞内含量が有意に増加することが示された。一方で、 Cys112 における

SGT 化修飾が起こらない Cys112Ser-Fba1 を発現する株では、NO 処理

に依存した細胞内 FBP 量および 6-PG 量は増加しなかった。一方、細胞

の酸化還元状態の維持や NO を含む酸化剤に対する応答に重要であり、

ペントースリン酸回路により主に合成される NADPH の細胞内レベル

を解析した。その結果、野生型株においては NO 処理によって細胞内

NADPH 量が上昇したが、Cys112Ser-Fba1 発現株では NADPH 量は増加

しなかった。これらの結果から、NO ストレス条件下においては、Cys112

の SGT 化により Fba1 の活性が抑制された結果、解糖系、ペントースリ

ン酸回路の変化を介した NADPH 量の増加が引き起こされ、細胞の NO

応答に寄与する可能性が示された。  

NADPH はチオレドキシン系やグルタレドキシン系などの抗酸化経

路に還元力として深く関与している。そのため、Cys112 の SGT 化によ

る Fba1 の阻害に起因して増加した NADPH が、細胞の NO ストレス応

答に寄与すると考えている。また、 SGT 化による Fba1 活性の抑制は

Grx1 により解除されることから、この現象はタンパク質の合成・分解

を伴わない速やかな可逆的な応答機構であると考えられる。  
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＜略語リスト＞  

 

ROS：React ive oxygen spec ies（活性酸素種）  

NO：Nitr ic oxide（一酸化窒素）  

sGC：Soluble guanylat e cyc lase  

cGMP：Cyclic guanosine monophosphate  

Cys：Cyste ine（システイン）  

-SH 基：Thio l（チオール）基  

SNO 化： S-Nitrosylat ion（ S-ニトロソ化）  

GAPDH：Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase   

BS 法：Biot in-swit ch 法（ビオチン -スイッチ法）  

SGT 化： S-Glutathionylat ion（ S-グルタチオン化）  

Grx：Glutaredoxin  

GSSG：Glutathione d isulfide（酸化型グルタチオン）  

TPI：Triosephosphate iso merase  

FBPA： Fructose-1,6-bisphosphate a ldo lase  

FBP： fFuctose-1,6-bisphosphate  

GAP：Glyceraldehyde 3-phosphate  

DHAP：Dihydroxyacetone phosphate  

GSNOR： S-Nitrosoglutathione reductase  

NOR：Nitr ic oxide reductase  

DARP： 2,5-Diamino-6-(5-phospo-D-r ibosylamino)-pyr imid in-4(3 H)-one 

ORF：Open reading frame（オープンリーディングフレーム）  

IPTG： Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside  

GSNO： S-Nitrosoglutathione  

Biot in-HPDP：N-[6-(Biot inamido)hexyl] -3 '-(2-pyr idyld ithio)propio namide 

SDS-PAGE：SDS-Po lyacrylamide gel e lectrophoresis（SDS-ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動）  

Iodoacetyl-Biot in：N-(Biot inoyl)-N”-(Iodoacetyl) Ethylenediamine  

Ser： Ser ine（セリン）  

CBP：Calmodulin bind ing protein-tag 

6PG： 6-Phosphog luconate  

Cys-ss-：Cysteine perthiosu lfide  
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1.  序論  

 

1-1.  酵母 Saccharomyces cerevisiae  

 酵母 Saccharomyces cerevisiae はパン類、酒類、エタノール生産などの

発酵生産に必須な微生物である。また、酵母は哺乳類や病原性真菌のモ

デルとしても利用されており、産業上および学術上、極めて重要な微生

物である。  

酵母は発酵条件下において、高温、高濃度エタノール、高浸透圧など

の多様な環境ストレスに曝されている。環境ストレスに曝された酵母の

細胞内では、活性酸素種（ react ive oxygen spec ies ; ROS）が増加し、細胞

の生育や有用物質（アルコールや香味成分）の生産が著しく阻害されて

いる（ Figure 1）1。このような環境ストレスに対して酵母は様々なストレ

ス応答機構を有していることが明らかとなっている。例えば、高浸透圧

ストレス条件下では HOG1 経路が活性化し、適合溶質 2 として細胞内の

浸透圧調節に寄与するグリセロールの合成が促進される。これらのこと

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

献できると期待されている。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  発酵環境で受ける環境ストレス 酵母は発酵条件下において、高温、高

浸透圧、エタノールなどの環境ストレスを受けている。環境ストレス条件下では

酵母の有用成分の生産能が低下している。  

 

 また酵母は、ヒトをはじめとする高等真核生物が有する基本的な生命

現象に関与する遺伝子の多くを有しており、酵母をモデルとした基礎研

究から得られた知見は、様々な高等真核生物の研究に利用されている。

酵母のゲノミクスと遺伝学を組み合わせた解析手法が提案されており、
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これにより新たな薬物作用様式や標的分子に関する知見が報告されてい

る 3 ,4。さらに、ヒトの神経変性疾患のモデルとして酵母を用いる研究も

行われている 5。以上のことから、酵母の環境ストレスに対する応答機構

やシグナル伝達経路を明らかにすることは、幅広い生物種の生命現象の

理解に繋がることから、基礎・応用両面において極めて重要である。  

 

 

1-2.  一酸化窒素  

1-2-1.  一酸化窒素依存的な生命現象  

 一酸化窒素（ nit r ic oxide ; NO）は生物種を問わず多くの生命現象に関与

するシグナル伝達物質である。哺乳類においては、血管弛緩作用 6 や免

疫応答 7 に関与している。また、植物においては、種子の発芽に関与し、

病原体誘発過敏反応にも関与する 8。さらに、微生物においても NO が

様々な生理機能に関与することが報告されている。例えば NO は、

Pseudomonas aeruginosa におけるバイオフィルムの形成と分散 9 や、

Bacil lus subt ilis、B. anthracis の酸化ストレス応答に関与している 1 0 ,11。  

 一方で、NO は環境や濃度によっては、細胞毒性や細胞死を誘導する場

合がある。例えばヒトにおいて、NO はアルツハイマー病やハンチントン

病のような神経変性疾患を引き起こすことが報告されている 1 2。また、

NO がヘモグロビン中のヘムに結合し、低酸素血症を引き起こすことも知

られている 1 3。植物細胞においては、病原体の感染時に誘導されるアポ

トーシスにも NO が関与することが分かっている 1 4 ,1 5。  

 

1-2-2.  酵母における NO の生理機能  

 酵母においても、NO がシグナル伝達物質として細胞内で作用し、スト

レス応答経路に関与することが報告されている。近年、当研究室では高

温処理条件下での酵母の細胞内で diflavin oxidoreductase Tah18 依存的に

NO が合成されること、および NO が細胞の高温ストレス耐性に寄与する

ことを見出した 1 6。さらに、NO が転写因子 Mac1 の活性化を介して銅イ

オンの細胞内への取り込みを促進し、銅依存性 superoxide dismutase Sod1

の活性を増加させることで、高温ストレス耐性に関与することを報告し

た 1 7。また、過酸化水素処理条件下においては、Tah18 依存的な NO 合成

により細胞死が誘導されることを明らかにした 1 8。  

一方、 S. cerevisiae の近縁種である病原性真菌（Candida glabrata や C.  

albicans）は感染時に宿主からの免疫応答として NO に曝露される。宿主
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のマクロファージは、細菌や真菌由来のペプチドグリカンなどを TLR2

レセプターにより認識して活性化され、免疫応答が引き起こされる 1 9。

その結果、マクロファージによって合成された NO は、電子伝達に関与

する鉄硫黄クラスターの分解 2 0 や cytochrome c oxidase を阻害し、ミトコ

ンドリア呼吸の停止を引き起こすことで 2 1 ,2 2 病原性生物の生育を阻害す

る。そのため、病原菌の NO 耐性は感染性や毒性に極めて重要であり、

C. albicans の NO 解毒酵素欠損株はマウスへの感染性が低下することも

報告されている 2 3。したがって、酵母の NO に対する防御応答の理解は、

新規な抗真菌薬の発見や開発に繋がることが期待される。  

 

1-2-3.  NO の作用機序  

 NO の主な作用機序として、以下の 2 つが報告されている。1 つ目とし

て、NO が so luble guanylat e cyclase（ sGC）のヘムへの配位結合を介して

sGC を活性化し、 cyc lic guanosine monophosphate（ cGMP）のレベルを増

加させることが知られている。この cGMP がセカンドメッセンジャーと

して、protein k inase や cat io n channe l などのタンパク質に作用することで

様々な生理機能に関与する 2 4。2 つ目として、タンパク質の翻訳後修飾に

NO が直接的または間接的に寄与することが知られている。NO はシステ

イン（Cys）残基のチオール（ -SH）基に結合することで、S-ニトロソ（SNO）

化を誘導する。 SNO 化修飾は、酵素活性やタンパク質の局在の制御に関

与する。また、NO と superoxide anion の反応生成物である peroxinit r ite

は、タンパク質の t yrosine 残基をニトロ化する。ニトロ化は t yrosine 残基

のリン酸化を阻害すること 2 5、ニトロ基の導入により構造変化を引き起

こすこと 2 6、さらに t yros ine 残基のヒドロキシル基の pKa を低下させる

（約 10.1 から約 7.2 へ）ことなどが報告されている 2 7。ニトロ化はこれ

らの機構によって、タンパク質の機能を変化させる。  

 一方、酵母のゲノム上には sGC のオルソログが存在しないことから、

哺乳類が有する sGC/cGMP を介した経路とは異なる機構によって NO が

作用する可能性が考えられる。従って、酵母において NO は主にタンパ

ク質の翻訳後修飾を介して生理機能を発揮していることが考えられる。

しかしながら、生理的条件下において酵母細胞内で翻訳後修飾されるタ

ンパク質に関する報告は極めて少ない。  
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1-2-4.  酵母と NO ストレス  

酵母は自然環境中で過剰な NO に曝されることでストレスを受けてい

る。例えば、バイオエタノールの原料として用いられる廃蜜糖には最大

で 50 mM 程度の亜硝酸塩が含まれている 2 8。亜硝酸イオンは、酵母の発

酵に伴って培地が酸性化した条件（ pH 2.0 程度）においてプロトン化さ

れ、NO へと分解される 2 9。 pH 5.0 以下の条件は亜硝酸塩濃度依存的に

glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase （ GAPDH ） や g lutamate  

dehydrogenase の酵素活性を抑制するとともに、細胞内 ATP 量を減少さ

せ、酵母の生育を阻害する 3 0。これらのことから、バイオエタノールな

どの発酵生産において酵母と NO ストレスに関する知見は重要である。  

 

 

1-3.  NO による Cys 残基の翻訳後修飾  

1-3-1.  Cys 残基の化学的性質  

タンパク質 Cys 残基の -SH 基は極めて高い求核性とレドックス感受性

を有しており、タンパク質の機能において重要な役割を担っている。例

えば、Cys 残基の -SH 基はタンパク質の分子内また分子間でのジスルフ

ィド結合もしくは金属原子への配位を介して構造の安定化に寄与するが、

酵素の活性部位として触媒作用に関与する 3 1。細胞中の 10～ 20 %の Cys

残基の -SH 基は容易に酸化される一方で、 80 %近くはレドックス反応に

対して比較的不活性であると考えられている 3 2。レドックス感受性に影

響を与える要因の一つとして、 -SH 基の pKa が挙げられる。過酸化水素

のような生物学的な酸化剤は脱プロトン化されたチオレート型（ -S -）と

のみと反応する 3 3 ,3 4。 -SH 基の pKa はタンパク質の局所的な環境に影響

を受けることが示唆されている。例えば、正に帯電したアミノ酸が近傍

に存在する場合、Cys 残基側鎖のチオレートアニオンは安定化され、そ

の結果 Cys 残基の反応性を上昇させる 3 5。しかしながら、 -SH 基の反応

特異性に関する分子メカニズムは完全には理解されていない。  

 

1-3-2.  SNO 化修飾  

SNO 化は Cys 残基の -SH 基に NO が付加する可逆的な反応であり、細

胞代謝や膜輸送、酵素の活性制御など広範囲の重要な機能に関与する 3 6。

例えば、哺乳類細胞においては、アポトーシスに関与する caspase-3 の活

性化には SNO 化を介したタンパク質 -タンパク質間相互作用が必要であ

る 3 7。また、ヒトの GAPDH は SNO 化によって E3 ubiquit in ligase Siah1
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と複合体を形成した後、核移行し、核タンパク質の分解を引き起こすこ

とで細胞死を誘発する 3 8。さらに、大腸菌においては、ストレス応答性

転写因子 OxyR が SNO 化によって活性化されることが報告されている 3 9。 

 

1-3-3.  SNO 化タンパク質の解析手法  

SNO 化修飾は可逆的な修飾であり、還元剤や金属イオンの影響を受け

やすい不安定な翻訳後修飾である。SNO 化タンパク質の検出手法として、

Saville 法や蛍光分析法が確立されている。Saville 法は Hg2 +イオンを用い

て SNO 化修飾を酸性条件下で亜硝酸イオンに分解した後、亜硝酸をジア

ゾカップリング反応により定量する手法である 4 0。また、蛍光分析法は

Saville 法と同様に、Hg2 +イオンにより SNO 化修飾を中性条件下で亜硝酸

イオンに分解し、d iaminonapthelene と反応させ、生成する t r iazo le 誘導体

の蛍光を測定することで SNO 化修飾を定量する手法である 4 1。これらの

手法はサンプル中の夾雑物質の影響を受けやすいだけでなく、 SNO 化タ

ンパク質の同定や個々の SNO 化タンパク質レベルの解析は不可能であ

る。そのため、 SNO 化タンパク質の同定を目的に動植物等を用いた NO

の研究では、 SNO 化修飾を特異的にビオチン化するビオチン -スイッチ

（BS）法が広く用いられている。  

BS 法は①還元状態の -SH 基を保護するブロッキング、②アスコルビン

酸を用いた SNO 化部位特異的な -SH 基への還元、③生成した -SH 基のビ

オチン化、の 3 段階により、SNO 化 Cys 残基を特異的にビオチン化する

手法である（ Figure 2）4 2。これまでに多くのタンパク質の SNO 化とその

機能が、BS 法を用いた解析によって明らかにされている。例えば、 7 回

膜貫通型受容体 G protein-coupled receptor は G タンパク質を介して細胞

内に情報を伝達する受容体であるが、3 つのタンパク質（GPCR kinase4 3、

β-arrest in4 4、dynamin4 5）が SNO 化されることで受容体の細胞内移行に関

与している。また、BS 法によりビオチン化されたタンパク質は、ビオチ

ン -アビジン特異的相互作用を利用したプルダウンにより単離・精製が可

能であり、質量分析と組み合わせることで SNO 化タンパク質を同定でき

る。一方、酵母においては GAPDH Tdh2 が SNO 化されることが知られて

いるが 4 6、生理的条件下において SNO 化されるタンパク質を BS 法によ

り網羅的に解析した報告はほとんどない。  
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Figure 2  ビオチン -スイッチ（BS）法の概要 ビオチン -スイッチ（ BS）法は 3 段

階の反応（①還元状態の -SH 基の保護、② -SNO 基の特異的還元、③ -SH 基のビオ

チン化）により、SNO 化タンパク質を特異的にビオチン化する。R：タンパク質、

もしくは低分子化合物、M： -SH 保護基   

 

1-3-4.  S-グルタチオン（ SGT）化修飾  

Glutathione は glutamic acid、Cys および glyc ine からなるトリペプチド

で、酸化ストレス応答に関与する glu tathione peroxidase ファミリーや

peroxiredoxin に利用され、過酸化水素や過酸化脂質の除去に作用してい

る 4 7。Glutathione は哺乳類の細胞質内に 0.5～ 2mM の範囲で存在してお

り 4 8、酵母の細胞内においては対数増殖期に 10 mM の glutathione が細胞

質内に存在している 4 9。  

タンパク質 Cys 残基の -SH 基が glutathione とジスルフィド結合を形成

する S-グルタチオン（ SGT）化も Cys 残基の翻訳後修飾の一つとして知

られている。 -SH 基は酸化ストレス条件下で ROS と反応し、スルフェン

酸に酸化される。スルフェン酸は極めて不安定であり、さらに ROS と反

応することで、スルフィン酸基またはスルホン酸を形成する。スルフィ

ン酸、スルホン酸への酸化は生体内では不可逆的な反応であり、タンパ

ク質の不活性化や凝集を引き起こす 5 0。スルフィン酸残基の SGT 化修飾

は不可逆的な酸化から Cys 残基の -SH 基を保護することに寄与する 5 1。

また、活性中心の Cys 残基の SGT 化は酵素活性を抑制する一方、SGT 化

による立体障害や電荷の変化によってタンパク質の構造と機能が変化す

ることが報告されている。例えば、protein k inase である Ca2 + /ca lmodulin-

dependent  protein kinase I は活性部位の Cys 残基の SGT 化によって阻害

される 5 2。一方で、 adenosine monophosphate-act ivated protein k inase は触

媒サブユニット α が SGT 化されることで活性化する 5 3。また、シグナル

伝達性転写因子 3 の SGT 化は SGT 化部位近傍の t yrosine 残基のリン酸

化を阻害し、不活性化を誘導する 5 4。  
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1-3-5.  SNO 化修飾から SGT 化修飾への置換  

遊離の SNO 化 Cys と glutathione を反応させた条件下において、SGT 化

Cys が生成することから、SNO 化修飾から SGT 化修飾への置換反応が示

唆されている 5 5。また近年、タンパク質の Cys 残基においても SNO 化修

飾が SGT 化修飾へ置換される可能性が多く報告されている。例えば、 i n  

vitro で NO 処理した GAPDH、 caspase-3、 cathepsin K といったタンパク

質は、樹脂に結合させた g lutathione と反応し、SGT 化タンパク質として

濃縮される 5 6。また、NO 処理した細胞から抽出したタンパク質の解析か

ら、同一の Cys 残基において SNO 化と SGT 化の両方の修飾が検出され

た例も知られている 5 7 – 5 9（ Figure 3）。  

Figure 3  S-グルタチオン（ SGT）化の概要 S-グルタチオン（ SGT）化は大きく

分けて 2 つの経路で起こる。 1 つ目の経路として、Cys 残基のチオレートアニオ

ンと ROS が反応した中間体もしくは sulfen ic acid と gluta thione が反応すること

で生じる。 2 つ目の経路は SNO 化と glutath ione が反応することで生じる。また、

脱 SGT 化反応に関しても報告されている。  

 

1-3-6.  Glutaredoxin  

SGT 化修飾は可逆的な翻訳後修飾である。細胞内において SGT 化修飾

は glutaredoxin（Grx）によって脱 SGT 化され、-SH 基へと変換される 6 0。

Grx は進化的に広く保存された酵素であり、Cys 残基の酸化的修飾を修復

する反応に関与する 6 1。Grx にはモノ -SH タイプとジ -SH タイプが存在す

る。 SGT 化タンパク質の S-SG 結合に Grx のチオレートアニオン（Grx-

S -）が攻撃することで、Grx-S-SG を形成する。還元された -SH 基を有す

るタンパク質を放出する点では両タイプ同様であるが、モノ -SH タイプ
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は 1 分子、ジ -SH タイプは 2 分子の g lutathione と反応し、チオレート型

へと還元され、GSSG を生成する。GSSG は glutathione reductase によっ

て NADPH を用いて還元される（ Figure 4） 6 2。一般的に、タンパク質の

脱 SGT 化反応の効率はモノ -SH タイプがジ -SH タイプよりも高いことが

報告されている 6 3 ,6 4。  

酵母 S. cerevisiae  においては 8 種類の Grx を有することが知られてい

る（Grx1～Grx8）。また、Grx1～Grx4 は細胞質に、Grx5 はミトコンドリ

アに、Grx6、Grx7 はゴルジ体にそれぞれ局在することが報告されている。

また、Grx8 はヒ素処理に依存して細胞質で発現誘導される 6 5 – 6 9。細胞質

型 Grx の内、Grx1 と Grx2 はジ -SH タイプ、Grx3 と Grx4 はモノ -SH タイ

プである 7 0 ,7 1。一方で、各 Grx の脱 SGT 化反応の基質がどのタンパク質

であるかなどに関しては不明な点が未だ多く残されている。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4  グルタレドキシン（Grx）による脱 SGT 化機構 Glutaredoxin（Grx）は

脱 SGT 化に関与している。Grx のチオレートアニオンが SGT 化タンパク質に攻

撃し、 SGT 化 Grx が形成される。 SGT 化 Grx に gluta thione が作用し、酸化型

glutathione（GSSG）が生成し、通常の Grx に還元される。gluta thione r eductase（GR）

が NADPH を用いて GSSG を還元する。  

 

 

1-4.  解糖系とペントースリン酸回路  

 解糖系は 1 分子のグルコースから 2 分子のピルビン酸の生産と 2 分子

の NADH、 2 分子の ATP を合成する 7 2。好気条件下ではクエン酸回路に
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おいてピルビン酸と NADH の酸化から 30 分子の ATP を得ることができ

る。このことから、解糖系は、グルコースおよびその他のヘキソースを

クエン酸回路で代謝可能な基質へ変換で経路である 7 3。解糖系は不可逆

的 な ス テ ッ プ に 関 与 す る 酵 素 で あ る hexok inase Hxk1 、

phosphofructokinase1 Pfk1、pyruvate kinase Cdc19 によって調節される 7 4。  

解糖系とその分岐経路であり、NADPH や核酸合成に不可欠な五炭糖を

合成するペントースリン酸回路の代謝産物のフローは厳密に制御されて

いる（ Figure 5）。哺乳類においては、 fructose-6-phosphate が Pfk1 によっ

て fructose-1,6-bisphosphate（ FBP）へと変換される触媒経路は解糖系の調

節に関与することが知られている。また、 phosphofructokinase 2 Pfk2 は

Pfk1 のアロステリック制御に関与する fructose-2,6-bisphosphate を合成す

る。ガン細胞においては、免疫細胞からの攻撃に対して Pfk2 の酵素活性

が低下することで、Pfk1 の酵素活性も阻害される。この制御によってペ

ントースリン酸回路への代謝産物のフローが増加することが報告されて

いる 7 5 ,7 6。また、 t r io sephosphate isomerase（TPI）の欠損によって解糖系

が阻害され、ペントースリン酸回路が促進されることで、酸化ストレス

に 応答 する可能性 が報告 されている 7 7。また、病原性細菌である

Staphylococcus aureus は宿主への感染時に、宿主の防御応答による酸化ス

トレスに曝されるが、解糖系からペントースリン酸回路へと代謝を変換

させることでストレスに応答している 7 8 – 8 0。このように解糖系とペント

ースリン酸回路が制御されることでストレス耐性に寄与すると考えられ

ている。   
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Figure 5  解糖系とペントースリン酸回路の代謝経路図  解糖系は細胞のエネル

ギー獲得に重要である。グルコースを出発物質として、各酵素によって種々の物

質に変換され、最終的に pyruvic acid が合成される。 pyruvic acid は好気的条件下

では TCA 回路の出発物質として利用される。ペントースリン酸回路は解糖系の中

間代謝産物である fructose-  6-phosphate から分岐する代謝経路であり、核酸の合

成や NADPH の生産に関与する。 Hxk1/2 :  hexokinase、 Pgi1:  glucose-6-phosphat e  

isomerase、 Pfk1:  phosphofructokinase、 Fba1:  fructose-b isphosphate a ldolase、 Tpi1 :  

tr iose-phosphate i somerase、 Tdh1/2 /3:  glyceraldehyde-3-phospha te dehydrogenase、

Pgk1:  phosphoglycera te  kinase、Gpm1:  phosphoglycerate  muta se、Eno1/2:  enolase、  

Pyk2、  Cdc19:  pyruva te  kinase、 Zwf1:  glucose-6-phosphate dehydrogenase、 Sol3/4 :  

6-phosphogluconolactonase、Gnd1/2:  6-phosphoglucona te dehydrogenase、Rki1 :  r ibose-

5-phosphate isomerase  

 

 

1-5.  Fructose-1,6-bisphosphate aldolase  

 Fructose-1,6-bisphosphate aldo lase（ FBPA）は生物種を問わず、幅広く保

存されている解糖系の酵素であり、解糖系の中間代謝物である FBP を

glyceraldehyde 3-phosphate（GAP）と dihydroxyacetone phosphate（DHAP）

へと可逆的に変換する 8 1。触媒反応機構によって FBPA Ⅰ型と FBPA Ⅱ型

の 2 つのクラスに分類されており、 FBPA Ⅰ型酵素は活性部位のリジン残

基の ε-アミノ基と FBP のカルボニル基の間にシッフ塩基中間体を形成す

る 8 2。一方、 FBPA Ⅱは金属依存性酵素であり、マグネシウムや亜鉛など



17 

 

の 2 価の金属イオンに FBP が配位する 8 3（ Figure 6）。 FBPA Ⅰ型は主に真

核生物と一部の細菌に 8 4 ,8 5、 FBPA Ⅱ型は主に細菌にそれぞれ保存されて

いる。また、 FBPA Ⅰ型はさらに 2 つのファミリーに分類され 8 6、真核生

物ではホモ四量体であるのに対して、細菌やアーキアではモノマーから

デカマーまで存在することが報告されている 8 5 ,8 7。  

 酵母やその近縁種である C. glabrata や C. albicans の FBPA である Fba1

は FBPA Ⅱ型であり、亜鉛イオンの結合が活性に必須である 8 8。  

 

Figure 6  Fructose-1,6-bisphosphate aldolase（ FBPA）のクラス別による反応機構  

FBPA Ⅰ型は FBPA のアミノ基と FBP のカルボニル基がシフ塩基を形成し、GAP と

DHAP へと変換する。FBPA Ⅱ型は FBPA に Zn2 +が配位し、FBP と反応することで

GAP と DHAP へと変換する。  

 

 

1-6.  NADPH と細胞保護  

 NADPH（ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸）はレドック

ス代謝や細胞内シグナル伝達に関与する補酵素であり、主にペントース

リン酸回路で合成される電子伝達物質である。酸化型（NADP+）と還元

型（NADPH）の 2 つの状態を循環している。また、脂肪酸やアミノ酸、

ヌクレオチドおよびステロイド合成を含む、いくつかの還元的合成反応
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の電子供給源としても機能している 8 9。  

 一方、NADPH は細胞の抗酸化システムにおいて重要な役割を有してい

る。1-3-6 で述べたように、glut athione reductase によって NADPH を補因

子として GSSG を glutathione に還元する反応に関与する。生成した

glutathione は glutathione peroxidase の補因子として働き、過酸化水素な

どの ROS の消去に関与する 9 0 ,9 1。また、NADPH は過酸化水素の消去に

関与する thioredoxin reductase や細胞内の多くの酵素の酸化還元バランス

に寄与する t hioredoxin の還元型の維持に電子供与体として利用される

9 2 ,9 3。さらに、NADPH は過酸化水素の分解に重要な catalase の活性にも

関与する。具体的には、cata lase は過酸化水素に曝されると不活性型が生

成されるが、NADPH はこの不活性型 catalase の蓄積を抑制することが報

告されている 9 4。このように NADPH は細胞の抗酸化システムに極めて

重要である。  

 

 

1-7.  NO 耐性機構  

 過剰な NO は細胞の生育阻害や細胞死を誘導する。そのため、生物は

様々な方法で細胞内の NO 濃度を厳密に制御している。例えば、 nit r ic  

oxide dioxygenase は NO を酸化的に分解することで 9 5、S-nit rosoglutathione  

reductase （ GSNOR ） は NO と glutathione の 反 応 生 成 物 で あ る S-

nit rosoglutathione（GSNO）を還元的に分解し、GSSG へと変換すること

で、それぞれ NO の消去に関与する 9 6 ,9 7。また、NO の耐性機構には NADPH

も重要な働きを有している。Nitr ic oxide reductase（NOR）は嫌気的条件

下で NADPH を利用して NO を亜酸化窒素（N2O）へと還元する 9 8 ,9 9。糸

状菌の Aspergil lus nidulans では、NO を硝酸塩に変換することで解毒する

flavohemoglobin fhbA,  fhbB1 0 0 ,1 0 1 および NO を還元的に解毒する nit r it e  

reductase niiA1 0 2 はともに NADPH を利用することが報告されている。  

酵母の NO 分解酵素 Yhb1 においても NADPH が利用される。Yhb1 は

細胞内の過剰な NO を硝酸イオンへと無毒化することで、細胞保護に寄

与する 1 0 3 ,1 0 4。また、当研究室において、 r ibo flavin 合成の初発酵素であ

る GTP cyc lohydro lase Ⅱ Rib1 が NO ストレス耐性に寄与することを見出

し、Rib1 が産生する 2,5-d iamino-6-(5-phospo-D-r ibosylamino)-pyr imid in-

4(3 H)-one（DARP）が NO と結合して消去することが示された。 1 0 5。  
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1-8.  本研究の目的  

 上記のことより、酵母 S. cerevisiae において、NO は細胞内タンパク質

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が、その機

能については未だ不明な点が多い。そこで、本研究では、酵母における

NO による翻訳後修飾、特に SNO 化、 SGT 化修飾に着目し、NO ストレ

スに対する細胞の応答・耐性機構とその生理的意義を明らかにすること

を目的とした。  
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2. 材料と方法  

 

2-1.  菌株およびプラスミド  

 本研究では、酵母 S. cerevisiae の∑ 1278b 株または BY4741 株を野生型

株として用いた。本研究で使用した酵母 S. cerevisiae および大腸菌 E. coli

の菌株リストを Table 1 に示す。また、使用したプラスミドを Table 2 に

示す。大腸菌 E. col i  DH5α 株をプラスミドの構築に、BL21(DE3)株を in  

vitro の酵素アッセイ用タンパク質の発現ホストとして用いた。  

 解糖系の酵素の解析のために、 Fba1, eno lase Eno1, Eno2, Pfk1, Pfk2,  

phosphog lycerate mutase Gpm1, Cdc19, alcoho l dehydrogenase Ad h1, Tdh1,  

Thd2, Tdh3 をエピトープタグ融合タンパク質として発現する株を構築し

た。C 末端に Myc7His タグ（RTLQVDEQKLISEEDLHHHHHHH）を融合し

た Fba1, Eno2, Pfk1, Pfk2, Gpm1,Cdc19,  Adh1 の各発現株を構築するため

に、プラスミド pYM46 と対応するプライマーを用いた PCR を行った。

また、C 末端に HA タグ（AAGRLPIRRPRLRLARHF）を融合した Eno1 の

発現株を構築するために、プラスミド pYM45 と対応するプライマーを用

いた PCR を行った。さらに、C 末端に 5FLAG（RIPGLINHMDYKDDDDKD  

YKDDDDKLMDYKDDDDKDYKDDDDKLMDYKDDDDK）タグを融合した

Tdh1, Tdh2, Tdh3 の各発現株を構築するために、プラスミド pFA6a-5FLAG

と対応するプライマーを用いた PCR を行った。また、C 末端に TAP タグ

（ RTLQVDKRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGALDYDIPTTASVDGSENLYF

QGSPQQNKTAALAQHDEAVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQ

SLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNE

EQRNAFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKVDANSAAL）を融合し

た Fba1 の発現株を構築するために、プラスミド pYM13 と対応するプラ

イマーを用いた PCR を行った。増幅されたそれぞれの PCR 断片を酵母

BY4741 株に導入した。  

Fba1 を詳細に解析するために、Fba1-TAP 融合株を鋳型に Fba1-TAP 配

列を対応するプライマーを用いた PCR にて PCR 断片を増幅した後、

pRS416 の XhoI/EcoRI サイトに In- fusion 法により PCR 断片を導入した。

また、必要に応じて下記に述べる Fba1 のアミノ酸置換体を構築した。作

製したプラスミドを BY4741 株に導入した後、プラスミド pFA6a-natNT2

を鋳型として増幅した PCR 断片を用いて BY4741 株のゲノム上の FBA1
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遺伝子を破壊した。  

栄養要求性の相補には、 pRS416, pRS415-CgHIS3-MET15 ,  pAG415GPD-

ccdB ,  pRS313-MET15 ,または相当するベクターを用いた。  

 pET55-FBA1 は、プラスミド pET-55-DEST（Sigma）の isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside（ IPTG）誘導性プロモーターの下流に FBA1 のオー

プンリーディングフレーム（ORF）を組み込んだものであり、 IPTG 誘導

により N 末端に Strep タグ（MASWSHPQFEKGAVTSLYKKAGL）を、C 末

端に 6His タグ（HPAFLYKVVHHHHHH）をそれぞれ融合したタンパク質

として Fba1 を発現する。 pET55-FBA1 は以下の方法で構築した。まず、

BG1805-FBA1 と pDONR221-ccdB を BP 反応させ、 pDONR221-FBA1 を作

製した。次に、 pDONR221-FBA1 と pET55-ccdB を LR 反応させ、 pET55-

FBA1 を作製した。また、 pQE2-GRX1 ,  pQE2-GRX2（M35-Q143） ,  pQE2-

GRX3 ,  pQE2-GRX4 は、多コピープラスミド pQE2（Qiagen）の NotI/Hind

Ⅲサイト、IPTG 誘導性プロモーターの下流に GRX1 ,  GRX2（M35-Q143）,  

GRX3 ,  GRX4 の ORF をそれぞれ組み込んだものであり、IPTG 誘導により

N 末端に 7His タグ（MKHHHHHHHMHAGAHAA）を融合したタンパク質

として発現する。pQE2-GRX1 ,  pQE2-GRX2（M35-Q143）,  pQE2-GRX3 ,  pQE2-

GRX4 は以下の方法で構築した。BY4741 株を鋳型に各 ORF に対応するプ

ライマーを用いた PCR にて各 ORF の PCR 断片を増幅した。 pQE2 の

NotI /HindⅢサイトに In- fus ion 法により PCR 断片を導入し、プラスミド

を作製した。大腸菌を用いた組換えタンパク質の発現にはこれらのプラ

スミドを用いた。  

 

 

2-2.  FBA1 遺伝子への部位特異変異導入  

 FBA1 遺 伝 子 へ の 部 位 特 異 変 異 導 入 は 、 QuikChange Sit e-Directed 

Mutagenesis Kit（ Invit rogen）に準ずる方法で行った。pRS416-FBA1 また

は pDONR221-FBA1 を鋳型として、 PCR により変異が導入された FBA1

遺伝子をプラスミドごと増幅し、Dpn I 処理により鋳型プラスミドを消

化した後、反応液を用いて E. coli  DH5α 株を形質転換した。コロニーか

らプラスミドを抽出して FBA1 の配列を確認したプラスミドを用いた。 
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Table 1  本研究で使用した菌株  

Name Strain  Genotype   

 S. cerevisiae    

Σ1278b 野生型株  Σ1278b  MATa prototroph  研究室所有  

BY4741 野生型株  BY4741  MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  pRS416 pRS415-CgHIS3-MET15  研究室所有  

Fba1-Myc-7His 発現株  
BY4741 Fba1-

Myc-7His  

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 FBA1-Myc-7His-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Eno1-HA 発現株  BY4741 Eno1-HA 
MATα h is3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ENO1-HA-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Eno2-Myc-7His 発現株  
BY4741 Eno2-

Myc-7His  

MATα his3Δ1 leu2Δ0 me t15Δ0 ura3Δ0 ENO2-Myc-7His-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Pfk1-Myc-7His 発現株  
BY4741 Pfk1-

Myc-7His  

MATα h is3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 PFK1-Myc-7His-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Pfk2-Myc-7His 発現株  
BY4741 Pfk2-

Myc-7His  

MATα h is3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 PFK2-Myc-7His-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Gpm1-Myc-7His 発 現

株  

BY4741 Gpm1-

Myc-7His  

MATα h is3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Gpm1-Myc-7His-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Cdc19-Myc-7His 発 現

株  

BY4741 Cdc19-

Myc-7His  

MATα his3Δ1 leu2Δ0 me t15Δ0 ura3Δ0 CDC19-Myc-7His-kanMX6  

pRS416 pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Adh1-Myc-7His 発現株  
BY4741 Adh1-

Myc-7His  

MATα h is3Δ1 leu2Δ0 me t15Δ0 ura3Δ0 ADH1-Myc-7His-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  
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Tdh1-5FLAG 発現株  
BY4741 Tdh1-

5FLAG 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TDH1 -5FLAG-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Tdh2-5FLAG 発現株  
BY4741 Tdh2-

5FLAG 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TDH2 -5FLAG-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Tdh3-5FLAG 発現株  
BY4741 Tdh1-

5FLAG 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TDH3 -5FLAG-kanMX6  pRS416 

pRS415-CgHIS3-MET15  
本研究  

Fba1-TAP 融合株  
BY4741 Fba1-

TAP 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 FBA1-TAP-kanMX4  pRS416 

pAG415GPD-ccdB  pRS313-MET15  
本研究  

Fba1(野生型 )発現株  
BY4741 fba1Δ  

Fba1(WT)-TAP 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 fba1Δ::na tNT2 pRS416-

FBA1(WT)-TAP pAG415GPD-ccdB  pRS313-MET15  
本研究  

Fba1 アミノ酸置換体

(Cys112Ser)発現株  

BY4741 fba1Δ   

Fba1(Cys112Ser) -

TAP 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 fba1Δ::na tNT2 pRS416-

FBA1(Cys112Ser) -TAP pAG415GPD-ccdB  pRS313-MET15  
本研究  

Fba1 アミノ酸置換体

(Cys158Ser)発現株  

BY4741 fba1Δ   

Fba1(Cys158Ser )-

TAP  

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 fba1Δ::na tNT2 pRS416-

FBA1(Cys158Ser) -TAP pAG415GPD-ccdB  pRS313-MET15  
本研究  

Fba1 アミノ酸置換体

(Cys292Ser)発現株  

BY4741 fba1Δ   

Fba1(Cys292Ser) -

TAP 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 fba1Δ::na tNT2 pRS416-

FBA1(Cys292Ser) -TAP pAG415G PD-ccdB  pRS313-MET15  
本研究  

 E. col i    

Fba1(野生型 )精製用株  
BL21(DE3)  

Fba1(WT)  
F－  ompT hsdSB(r B

－  mB
－ )  gal  dcm(DE3)  pET55-FBA1(WT)  本研究  
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Fba1 アミノ酸置換体

(Cys112Ser)精製用株  

BL21(DE3)  

Fba1(Cys112Ser)  
F－  ompT hsdSB(r B

－  mB
－ )  gal  dcm(DE3)pET55-FBA1  (Cys112Ser)  本研究  

Fba1 アミノ酸置換体

(Cys158Ser)精製用株  

BL21(DE3)  

Fba1(Cys158Ser)  
F－  ompT hsdSB(r B

－  mB
－ )  gal  dcm(DE3)pET55-FBA1  (Cys158Ser)  本研究  

Fba1 アミノ酸置換体

(Cys292Ser)精製用株  

BL21(DE3)  

Fba1(Cys292Ser)  
F－  ompT hsdSB(r B

－  mB
－ )  gal  dcm(DE3)  pET55-FBA1  (Cys292Ser)  本研究  

Grx1 発現株  BL21(DE3)  Grx1  F－  ompT hsdSB(r B
－  mB

－ )  gal  dcm(DE3)pQE2-GRX1  本研究  

Grx2(M35-Q143) 発 現

株  

BL21(DE3)  

 Grx2(Q35-Q143)  
F－  ompT hsdSB(r B

－  mB
－ )  gal  dcm(DE3)pQE2-GRX2(M35-Q143)  本研究  

Grx3 発現株  BL21(DE3)  Grx3  F－  ompT hsdSB(r B
－  mB

－ )  gal  dcm(DE3)pQE2-GRX3  本研究  

Grx4 発現株  BL21(DE3)  Grx4  F－  ompT hsdSB(r B
－  mB

－ )  gal  dcm(DE3)pQE2-GRX4  本研究  
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Table 2  本研究で使用したプラスミド  

Plas mid     

S. cerevisiae  Maker,  Gene, Promoter,  Terminator  Copy number   

pRS416  URA3, AmpR  Centromere  研究室所有  

pRS415-CgHIS3-MET15  Leu2 , CgHIS3, MET15, AmpR  Centromere  研究室所有  

pRS313-MET15  HIS3, MET15,  AmpR  Centromere  研究室所有  

pAG415GPD-ccdB  Leu2 , AmpR, PG A P-ccdB-TC Y C1  Centromere  研究室所有  

pRS416-FBA1(WT)-TAP URA3, AmpR,  P F B A 1 -FBA1(WT)-TAP-TFB A 1  Centromere  本研究  

pRS416-FBA1(Cys112Ser) -TAP URA3, AmpR,  P F B A 1 -FBA1(Cys112Ser) -TAP-TFB A 1  Centromere  本研究  

pRS416-FBA1(Cys158Ser) -TAP URA3, AmpR,  P F B A 1 -FBA1(Cys158Ser) -TAP-TFB A 1  Centromere  本研究  

pRS416-FBA1(Cys292Ser) -TAP URA3, AmpR,  P F B A 1 -FBA1(Cys292Ser) -TAP-TFB A 1  Centromere  本研究  

E. col i  Maker,  Gene, Promoter,  Terminator    

pET55-FBA1(WT)  AmpR,  P T 7- la c operator-Str ep-Ta g II-FBA1(WT)-6×His-TT 7   本研究  

pET55-FBA1(Cys112Ser)  AmpR,  P T 7- la c operator-Str ep-Ta g II-FBA1(Cys112Ser) -6His-TT 7   本研究  

pET55-FBA1(Cys158Ser)  AmpR,  P T 7- la c operator-Str ep-Ta g II-FBA1(Cys158Ser) -6His-TT 7   本研究  

pET55-FBA1(Cys292Ser)  AmpR,  P T 7- la c operator-Str ep-Ta g II-FBA1(Cys292Ser) -6His-TT 7   本研究  

pQE2-GRX1  AmpR,  P T 5- la c operator-7His-GRX1-T r r n B_ T 1   本研究  

pQE2-GRX2(M35-Q143)  AmpR,  P T 5- la c operator-7His-GRX2(M35-Q143)-T r r n B_ T 1   本研究  

pQE2-GRX3  AmpR,  P T 5- la c operator-7His-GRX3-T r r n B_ T 1   本研究  

pQE2-GRX4  AmpR,  P T 5- la c operator-7His-GRX4-T r r n B_ T 1   本研究  

For  DNA sequence prepara tion  Maker,  Gene, Ta g     

pYM13 kanMX4, AmpR,  TAP  研究室所有  

pYM45 kanMX4, AmpR,  HA  研究室所有  

pYM46 kanMX4, AmpR,  Myc-7His   研究室所有  

pFA6a-5FLAG  kanMX6, AmpR,  5FLAG   研究室所有  

pFA6a-natNT2  na tNT2, AmpR  研究室所有  
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2-3.  培地  

酵母の生育培地として、完全培地 YPD 培地、最少培地 SD 培地を使用

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アルミ箔栓、

試験管とアルミキャップを用いて培養した。また、必要に応じて寒天粉

末（ 2 %）、G418、 nourseothr ic in、 hygromycin を最終濃度 200 μg/mL にな

るようそれぞれ添加した。以下にそれぞれの培地の組成を示す。  

 

1) YPD 培地（酵母用完全培地）  

 

2) SD 培地（硫酸アンモニウムを窒素源とした酵母用最少培地）  

 

大腸菌の生育培地として、完全培地 LB 培地を使用した。液体培養を行

う際は三角フラスコとシリコ栓もしくはアルミ箔栓、試験管とアルミキ

ャップを用いて培養した。また、必要に応じて寒天粉末（ 2 %）、ampicillin、

kanamycin、chloramphenico l を最終濃度 100 μg/mL になるようそれぞれ添

加した。以下に培地の組成を示す。  

 

LB 培地（大腸菌用完全培地）  

 

 

2-4.  酵母の形質転換  

 酵母細胞を 2 mL の適切な培地において 30 ℃で前培養を行った。その

後、適切な培地 5 mL に OD6 0 0＝ 0.15 となるように希釈して植菌し、

OD6 0 0 =0.5～ 0.8 程度まで 30 ℃で増殖させた。遠心分離により細胞を回収

した後、滅菌水で洗浄・集菌を 2 度行い、続いて 0.1 M lit hium acetate 50 

μL で懸濁した。 30 ℃で 15 分間静置した後、Shared cod and herr ing sper m 

DNA（Roche, 100 ℃で 5 分間熱処理した後、直ちに氷冷したもの） 13 μL

と、プラスミドや PCR で増幅した遺伝子破壊用 DNA 断片を 40 μL、 1 M 

lit hium acetate 36 μL、さらに 50 % po lyethylene glyco l 4000 溶液 280 μL を

 Glucose   2 % 

 Bacto peptone  2 % 

 Yeast  ext ract  1 % 

 Glucose 2 % 

 Ammonium su lfate ((NH4)2SO4)  0.5 % 

 Yeast  nit rogen base w/o Amino acid and Ammonium sulfat e  0.17 % 

 Yeast  extract  0.5 % 

 Tryptone 1 % 

 NaCl 1 % 
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加え、混和した。 30 ℃で 30 分間静置後、DMSO を終濃度 10 %となるよ

うに加え、混和した後、42 ℃、20 分間インキュベーションした。遠心分

離により細胞を回収した後、適切な培地に懸濁し、室温で 2 時間回復培

養を行った。その後、選択寒天培地に塗布し、30 ℃で 2～ 3 日間培養した

後、目的の形質転換体を得た。  

 

 

2-5.  DNA オリゴマー  

 本研究に用いた DNA オリゴマーの合成はファスマック社に依頼した。

Table 3 にその名称と配列を記す。  
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Table 3 本研究で使用したプライマー一覧 

Primer name Primer sequence (5’→3’) 

M13Fw_pRS_pAG_pDONR CGTTGTAAAACGACGGCCAG 

M13Rv_pRS_pAG_pDONR CAGGAAACAGCTATGACCATG 

Pfk1_int_S1S2_Fw TTAAAGTTGAGAGCTGAGGTAGCCGCTTTAGCCGCTGAAAACAAACGTACGCTGCAGGTCGAC 

Pfk1_int_S1S2_Rv 

Pfk2_int_S1S2_Fw 

TTTACCTCCTTTTGCTTAACTTAAACTTTTCATTGCAATCATTCAATCGATGAATTCGAGCTCG 

ACCAGACTCATTGCTGACCATTTGGTTGGAAGAAAGAGAGTTGATCGTACGCTGCAGGTCGAC 

Pfk2_int_S1S2_Rv TTGACATTAATAATAGAAAGTGTAATAAAAGGTCATTTTCTTTTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

Pyk2_int_S1S2_Fw GGCCATTCCAATACCTTACGCATTTCTACTGTTGGTCAAGAATTCCGTACGCTGCAGGTCGAC 

Pyk2_int_S1S2_Rv TTAAATAAAATTAAGTAAAAAAAATAAGGACTTTAATTTTTACTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

Cdc19_int_S1S2_Fw AAGGCCGGTGCTGGTCACTCCAACACTTTGCAAGTCTCTACCGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC 

Cdc19_int_S1S2_Rv AATTCAAAAAAATAATATCTTCATTCAATCATGATTCTTTTTTTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

ENO1-S1 Fw AACGCTGTTTTCGCTGGTGAAAACTTCCACCACGGTGACAAATTACGTACGCTGCAGGTCGAC 

ENO1-S2 Rv AAAAAAACGTGTTTTTTGGACTAGAAGGCTTAATCAAAAGCTTTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

ENO2-S1 Fw AAGGCTGTCTACGCCGGTGAAAACTTCCACCACGGTGACAAGTTGCGTACGCTGCAGGTCGAC 

ENO2-S2 Rv AAAATAAGCAGAAAAGACTAATAATTCTTAGTTAAAAGCACTTTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

GPM1-S1 Fw GCTGCCGCTGCTGGTGCCGCTGCTGTTGCCAACCAAGGTAAGAAACGTACGCTGCAGGTCGAC 

GPM1-S2 Rv ATGGAGGGAAAAAGAAATCATCAAATCATTCATTCTTCAGACTTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

TDH1-F2-Fw CGCCAGAGTTGTTGACTTGATCGAATATGTTGCCAAGGCTcggatccccgggttaattaa 
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TDH1-S2-Rv 

TDH2-F2-Fw 

CAAAAAAAAATCATTATCCTCATCAAGATTGCTTTATTTAatcgatgaattcgagctcg 

TACCAGAGTTGTCGACTTGGTTGAACACGTTGCCAAGGCTcggatccccgggttaattaa 

TDH2-S2-Rv AAAAACTAAATCATTAAAGTAACTTAAGGAGTTAAATTTAatcgatgaattcgagctcg 

TDH3-F2-Fw TACCAGAGTTGTCGACTTGGTTGAACACGTTGCCAAGGCTcggatccccgggttaattaa 

TDH3-S2-Rv AAAATTTATTTAAATGCAAGATTTAAAGTAAATTCACTTAatcgatgaattcgagctcg 

Fba1_dis_S1_Fw CTTTTTCTTTTGTCATATATAACCATAACCAAGTAATACATATTCAAACGTACGCTGCAGGTCGAC 

Fba1_dis_S2_Rv 

Fba1-TAP_pRS416_inf_Fw 

GATTCAATACTCATTAAAAAACTATATCAATTAATTTGAATTAACATCGATGAATTCGAGCTCG 

CGGGCCCCCCCTCGACTGGTAGAGAGCGACTTTGTATGC 

Fba1-TAP_pRS416_inf_Rv CGGGCTGCAGGAATTAACGTGAGTCTTTTCCTTACCCATG 

Fba1-TAP_C112S_Fw CTGACCACTcTGCCAAGAAG 

Fba1-TAP_C112S_Rv CTTCTTGGCAgAGTGGTCAG 

Fba1-TAP_C158S_Fw CATCTCTACTTcTGTCAAGTACTTCAAG 

Fba1-TAP_C158S_Rv CTTGAAGTACTTGACAgAAGTAGAGATG 

Fba1-TAP_C292S_Fw CTTGGACACTGACTcTCAATACG 

Fba1-TAP_C292S_Rv CGTATTGAgAGTCAGTGTCCAAG 

Fba1_promoter-495bp_seq_Fw CATTACGTAAATAATGATAGGAATGG 

pYM13-TAP-kanMX4_seq_Rv CCTGACCTACAGGAAAGAGTTACTC 

FBA1 RT-PCR Fw TGCTTCCATCAAGGGTGCTA 

FBA1 RT-PCR Rv CTTCTTGGCACAGTGGTCAG 

FBA1624-643 Fw GGCTTTGCACCCAATCTCTC 
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Grx1_pQE2-NotI_Fw GGAGCTCATGCGGCCATGGTATCTCAAGAAACTATCAAGC 

Grx1_pQE2-HindIII_Rv TCAGCTAATTAAGCTTTAATTTGCAAGAATAGGTTCTAACAATTC 

Grx2_pQE2-NotI_Fw GGAGCTCATGCGGCCATGGTATCCCAGGAAACAGTTG 

Grx2_pQE2-HindIII_Rv TCAGCTAATTAAGCTCTATTGAAATACCGGCTTCAATATT 

Grx3_pQE2-NotI_Fw GGAGCTCATGCGGCCATGCCTGTTATTGAAATTAACGATC 

Grx3_pQE2-HindIII_Rv TCAGCTAATTAAGCTTTAAGATTGGAGAGCATGCTGC 

Grx4_pQE2-NotI_Fw GGAGCTCATGCGGCCATGACTGTGGTTGAAATAAAAAGCC 

Grx4_pQE2-HindIII_Rv TCAGCTAATTAAGCTTTACTGTAGAGCATGTTGGAAATAT 

pQE2-NotI-HindIII_infus_Fw AGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACT  

pQE2-NotI-HindIII_infus_Rv GGCCGCATGAGCTCCC 
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2-6.  タンパク質濃度の測定  

 タンパク質濃度の測定は Bradford 法、BCA 法にて行った。Bradford 法

には Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent  Concentrat ion（Bio-Rad）を用い、

5 倍希釈したもの 1 mL にタンパク質溶液 20 μL を添加し、室温で 10 分

間反応させた。反応液の 595 nm の吸光度を分光光度計（U-1100,  日立製

作所）により測定した。検量線は、牛血清アルブミン（BSA）の標準タン

パク質濃度溶液（ 0.1、0.2、0.3、0.4 mg/mL）を用いて作製した。BCA 法

には Protein Assay BCA kit（ナカライテスク）を用い、BCA kit  so lut ion A

と BCA kit  so lut ion B を 50： 1 で混合したもの 700 μL にタンパク質溶液

を 35 μL を添加し、 37 ℃で 30 分間反応させた。反応液の 562 nm の吸光

度を分光光度計により測定した。検量線は BSA の標準タンパク質濃度溶

液（ 0.1、 0.5、 1.0、 1.5、 2.0 mg/mL）を用いて作製した。  

 

 

2-7.  酵母抽出液の NO ドナー処理  

 酵母細胞を SD 培地で 2 日間前培養した後、SD（ pH 6.0）培地で OD=0.9

～ 1.1 まで培養した。遠心により菌体を回収した後、MilliQ で洗浄を 2 度

行い、Lysis buffer（ 25 mM HEPES-Na（ pH 7.5）、50 mM NaCl、1 % NP-40、

0.5 mM PMSF）に再懸濁し、プロテアーゼインヒビターカクテル（ PIC）

（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（安井器械）を用いて破砕した。4 ℃で遠心

分離を行った後、上清を回収し、タンパク質濃度を測定した。続いて、

タンパク質濃度が 8 μg/μL となるように HEN buffer（ 100 mM HEPES-Na

（ pH 8.0） ,  1 mM EDTA, 0.1 mM neocupro ine）と混合した。その後、最終

濃度 2 mM になるように S-nit rosoglutathione（GSNO）（同人化学研究所）

を加え、 37 ℃で 3 時間処理した。  

 

 

2-8.  酵母細胞の NO ストレス処理  

 酵母細胞は SD 培地で 2 日間前培養した後、SD（ pH 4.0）培地で OD=0.9

～ 1.1 まで培養した。最終濃度 1 mM となるようにフィルター滅菌した

NaNO2 溶液を加え、30 ℃で 1 時間処理した（酸性 NaNO2 処理）。処理後、

遠心分離により細胞を回収した。  
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2-9.  SNO 化タンパク質の網羅的解析  

2-9-1.  細胞抽出液を用いた SNO 化タンパク質の解析  

 GSNO 処理を行った細胞抽出液に SDS ,  N-methylmale imide をそれぞれ

最終濃度  1.8 %, 0.15 %になるように加え、 50 ℃で 20 分間反応させた。

室温まで冷却した後、 acetone（ -30 ℃）を 3 倍量加え、 -30 ℃で 30 分間

静置した。遠心分離により上清を除いた後、70 % acetone で 4 回洗浄し、

HENS buffer（ 100 mM HEPES-Na（ pH 8.0）,  1 mM EDTA, 0.1 mM neocupro ine,  

2 % SDS ） に 再 懸 濁 し た 。 N-[6-(Biot inamido)hexyl] -3 '-(2-

pyr idyld ithio)propionamide （Biot in-HPDP）（DOJINDO）、CuCl2、L-ascorbic  

acid sodium salt を、それぞれ最終濃度 0.761 mM、 0.082 mM、 47.9 mM に

なるように加え、遮光して室温で 3 時間反応させた。続いて、acetone（ -

30 ℃）を 3 倍量加え、 -30 ℃で 30 分間静置した。遠心分離により上清を

除いた後、70% acetone で洗浄し、Neutralizat ion buffer（ 25 mM HEPES-Na

（ pH 7.0） ,  100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 % Tr iton X -100）と HENS /1 0  

buffer（ 10 mM HEPES-Na（ pH 8.0） ,  0.1 mM EDTA, 0.01 mM neocupro ine,  

2 % SDS）を 3 : 1 で混合した N3H1 buffer に再懸濁した。N3H1 buffer で

希釈し、サンプル間でタンパク質濃度が同一になるよう調整した。上清

のタンパク質の一部を 2×SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ SDS-

PAGE）  sample buffer（ 0.1 M Tr is-HCl（ pH 6.8） ,  4 % SDS, 20 %（wt/vo l）

Glycero l,  0.1 % bromopheno l blue,  10 % 2 -mercaptoethano l）と 1 : 1 で混合

しウェスタンブロット用サンプルとした。上清の残りを N3H1 buffer で

平 衡 化 し た ア ビ ジ ン 結 合 樹 脂 PierceT M NeutrAvid in UltraLink Resin

（Thermo Fisher Scient ific）と混和し、 4℃で 18 時間反応させた。Wash 

buffer（ 25 mM HEPES-Na（ pH 7.0）,  600 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 % Tr ito n 

X-100）で 4 回洗浄を行った後、HEN /1 0  buffer と 2×SDS-PAGE sample buffer

を 1:1 で混合した buffer にアビジン樹脂を懸濁した。 100 ℃で 5 分間静

置し、アビジン樹脂に結合したビオチン化タンパク質を溶出した。  

 

2-9-2.  SNO 化タンパク質の同定  

 溶出液を SDS-PAGE および Flamingo ゲル染色に供し、LC-MS/MS 解析

により ゲルに 含まれ るタ ンパク 質 の同定 を試み た。 ま ず、 ゲル を

dithiothreito l,  iodoacetamide および t rypsin で処理し、 Ion Trap-Orbit rap 

Mass Spectrometer LTQ-Orbit rap XL（Thermo Fisher Scient ific）を用いて

LC-MS/MS 解析を行った。データベース検索は Proteome Discover 1.4
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（Thermo Fisher  Scient ific）と Saccharomyces cerevis iae database（NCBI）

を用いて行った。また、以下の修飾についても検出した。Acetyl / + 42.011 

Da（N-Terminus）、Oxidat ion / + 15.995 Da（Methionine）,  Carbamidomethyl 

/ + 57.021 Da（Cys）  

 

2-9-3.  酵母細胞を用いた SNO 化タンパク質の解析  

 NO 処理した酵母細胞を Lysis buffer に再懸濁し、 PIC 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

カーを用いて破砕した。0 ℃で遠心分離を行った後、上清を回収し、タン

パク質濃度を測定した。サンプルに SDS ,  N-methylmale imide をそれぞれ

最終濃度  1.8 %, 0.15 %になるように加え、 50 ℃で 20 分間反応させた。

室温まで冷却した後、 acetone（ -30 ℃）を 3 倍量加え、 -30 ℃で 30 分間

静置した。遠心分離により上清を除いた後、70 % Acetone で 4 回洗浄し、

HENS buffer に再懸濁した。N-(Biot inoyl) -N”-(Iodoacetyl)  Ethylenediamine

（ Iodoacetyl-Biot in）（ANASPEC）、CuCl2、L-ascorbic acid sodium salt を、

それぞれ最終濃度 0.761 mM、 0.082 mM、47.9 mM になるように加え、遮

光して室温で 3 時間反応させた。続いて、 acetone（ -30 ℃）を 3 倍量加

え、 -30 ℃で 30 分間静置した。遠心分離により上清を除いた後、 70%  

acetone で洗浄し、HENS /1 0  bu ffer に再懸濁した。サンプル間でタンパク

質濃度が同一になるよう調整した。 2×SDS-PAGE sample bu ffer と 1:1 で

混合し、 100 ℃で 5 分間静置した。  

  

 

2-10.  SGT 化タンパク質の検出  

 NO 処理した酵母細胞を RIPA buffer（ 50 mM Tris-HCl (pH 7.6)、150 mM 

NaCl、 1 % Tr iton X-114、 0.5 % sodium deoxycho late、 0.1 % SDS）に再懸

濁し、PIC 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を用いて破砕した。0 ℃で遠心分離を行った

後、上清を回収し、タンパク質濃度を測定した。サンプル間でタンパク

質濃度が同一になるよう調整した。 2-mercaptethano l を含まない 2×SDS-

PAGE sample buffer と 1:1 で混合し、 37 ℃で 40 分間静置した。  

 

 

2-11.  免疫沈降法  

 酵母細胞を SD（ pH 4.0）培地で 2 日間前培養した後、 SD（ pH 4.0）培
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地で OD6 0 0 =0.9～ 1.1 まで培養した。最終濃度 1 mM となるようにフィル

ター滅菌した NaNO2 溶液を加え、30 ℃で 1 時間処理した。処理後、MilliQ

で洗浄・集菌を 2 度行い、RIPA buffer に再懸濁し、 PIC 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

カーを用いて破砕した。0 ℃で遠心分離を行った後、上清を回収し、タン

パク質濃度を測定した。その後、サンプルをあらかじめ RIPA buffer で平

衡化した 10 μL の抗タグ抗体結合樹脂 ant i-c-Myc magnet ic beads（ 88842,  

Thermo Fisher scient ific）、もしくは ant i-HA magnet ic beads（ M132-11,  

Medical & Bio log ical Laboratory）と混和し、 30 分間、 4 ℃でインキュベ

ーションした。5FLAG タグまたは TAP タグ融合型タンパク質の免疫沈降

には、 ant i-FLAG ant ibody（抗 FLAG 抗体）（ F1804, Sigma）、または ant i-

calmodulin bind ing protein-tag ant ibody（抗 CBP 抗体）（PM071, Medica l & 

Bio log ical Laboratory）を結合させた Protein G Mag Sepharose（ 28951379,  

Cyt iva）を抗タグ抗体結合樹脂として用いた。1 mL の RIPA buffer で 4 回

洗浄し、樹脂 に結合したタンパク質を 2- mercaptethano l を含まない

2×SDS-PAGE sample buffer と 1:1 で混合した。37 ℃で 40 分間静置し、抗

タグ抗体結合樹脂に結合したタンパク質を溶出した。  

 

 

2-12.  SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ SDS-PAGE）およびウェス

タンブロット解析  

 調製したサンプルを SDS-PAGE に供した後、固定液（ 40% ethano l,  10% 

acetate）で、室温で 2 時間処理してタンパク質を固定した。続いて、

Flamingo T M Fluorescent  Gel Stain（ Flamingo）（Bio-Rad）を用いた全タンパ

ク質の検出を行った。ウェスタンブロット用のサンプルは、SDS-PAGE 後、

タンパク質を Immobilon-P t ransfer membranes（Merck Mill ipore）へ転写し

た。メンブレンを 3 %スキムミルクと室温で 30 分間反応させ、ブロッキ

ングした。後述する抗 glutathione 抗体によるウェスタンブロットを行う

メンブレンは Blocking One（ナカライ）を用いてブロッキングした。ビ

オチン化タンパク質の解析には ant i-biot in ant ibody（抗 Biot in 化抗体）

（Z021, Invit rogen）、 ant i-3-phosphoglycerate kinase ant ibody（抗 Pgk1 抗

体）（ 22C5D8, Invit rogen）、SGT 化タンパク質の解析には ant i-g lutathione 

ant ibody（抗 glutathione 抗体）（ 101-A, Virogen）、ant i-β-act in ant ibody（抗

β -act in 抗体）（ 8F-10-G10, abcam）、ant i-HA-probe ant ibody（抗 HA 抗体）
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（ F-7, Santa Cruz Biotechno logy）、抗 FLAG 抗体、ant i-c-Myc ant ibody（抗

Myc 抗体）（ 9E10, Santa Cruz Biotechno logy）、 ant i-Hist idine-tagged protein

（抗 His 抗体）（OB05, Calbiochem）抗 CBP 抗体をそれぞれ一次抗体とし

て使用した。二次抗体として、抗 mouse 抗体（W4021, Promega）、抗 rabbit

抗体（ 7074S, Cell signaling）を適宜使用した。 PierceT M ECL Plus Western 

Blot t ing Substrate（Ther mo Fisher scient ific）を用いて標的タンパク質を検

出した。  

 

 

2-13.  タンパク質の二次元電気泳動  

 タンパク質の二次元電気泳動による解析を行うため、BS 法の溶出液に

acetone（ -30℃）を 3 倍量加え、-30℃で 30 分間インキュベーションした。

遠心により上清を除いた後、70% acetone で洗浄を行い、ATTO Instruct ion 

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 % Tr iton X-100、 0.01 % PIC）に溶解

し、1 M Iodoacetamide をサンプルの 1/10 量になるように添加し二次元電

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 3-10（ATTO）を用い、二次元

目には e-PAGEL 電気泳動用既製ゲル 12.5 %（ATTO）を使用した。電気

泳動後、タンパク質を固定液で固定し、 Flamingo 染色に供した。  

 

 

2-14.  各 Fba1 と各 Grx の精製  

 各組換えタンパク質発現用プラスミドを導入した大腸菌 BL21(DE3)株

の形質転換体を LB 培地で 1 晩前培養した。その後、 LB 培地で OD6 0 0 が

0.6 になるまで 37 ℃で培養した。培養液を 18 ℃まで冷却した後、 IPTG

を終濃度 1 mM となるように添加し、タンパク質の発現誘導を 18 時間行

った。遠心分離により回収および洗浄した細胞を Buffer  A（ 20 mM sodium 

phosphate buffer (pH 7.4),  500 mM NaCl）に懸濁し、超音波破砕機 Sonifier  

450（BRANSON）を用いて細胞を破砕した。破砕液を 5,800×g で 10 分間

遠心分離後、上清を 0.20 μm のフィルターで濾過し、粗酵素液とした。  

 粗酵素液を Buffer A で平衡化した Ni 結合樹脂 Ni Sepharose 6 Fast  Flow

（ 17531801, GE Hea lthcare Bio -Science）にアプライし、His-tag 融合型タ

ンパク質を吸着させ、 80 mM imidazo le を含む Buffer A（ pH 7.4）により

夾雑タンパク質を洗い流した。その後、 500 mM imidazo le を含む Buffe r  



36 

 

A（ pH 7.4）により目的タンパク質を溶出した。その後、精製 Fba1 は Amicon 

Ultra 30kDa membrane（Merck Millipore）を、精製 Grx1, Grx2, Grx3, Grx4

は Amicon Ultra 10kDa membrane（Merck Millipore）をそれぞれ用いて、

PBS buffer（ 8.1 mM Na 2HPO4 ,  14.7 mM KH2PO4（ pH 7.4） ,  137 mM NaCl,  

2.68 mM KCl）にバッファー交換した。各 Grx に関しては 5 mM DTT で還

元処理した後、再度 PBS buffer にバッファー交換して、以降の解析に用

いた。  

 

 

2-15.  組換え Fba1 の SNO 化、 SGT 化の誘導  

 SGT 化処理は 2-13 で調製した Fba1 に終濃度がそれぞれ 2 mM となる

ように diamide、g lutathione を添加し、37 ℃で 30 分間反応させた。SNO

化処理は Fba1 に終濃度が 100 µM となるように NOC9 を添加し、 37 ℃

で 30 分間反応させた。各処理を行った後、Amicon Ultra 30kDa membrane

を用いて PBS buffer にバッファー交換した。その後、Bradford 法により

タンパク質濃度を測定した。  

SGT 化修飾は抗 GSH 抗体を用いたウェスタンブロットにより確認し

た。 2-mercaptoethano l で SGT 化修飾を還元した後、MeOH と混合し除タ

ンパクした。凍結乾燥した後、buffer に再懸濁してアミノ酸アナライザー

（ JLC-500/V2,  日本電子）に供して遊離の glutathione 量から SGT 化 Fba1

量を定量した。  

SNO 化修飾は BS 処理した後、抗 Biot in 化抗体を用いたウェスタンブ

ロットにより確認した。  

 

 

2-16.  Grx による SGT 化 Fba1 の脱 SGT 化  

Grx を用いた脱 SGT 化処理は SGT 化処理した Fba1 にモル濃度が 1.5

倍になるように各 Grx を添加し、 37 ℃で 30 分間反応させた。  

 

 

2-17.  Fba1 の酵素活性の測定  

 Fba1 の aldo lase 反応は、50 mM Tris-HCl（ pH 7.5）および 1.5 mM NAD+、

30 µM ZnCl2、 12 U/mL TPI（Sigma）、 2 U/mL GAPDH（Sigma）、 0.5 mM 

FBP（CAYMAN Chemica l）、 10 μg Fba1 を含む溶液組成で室温にて行った

1 0 6 – 1 0 8。分光光度計（DU-800, Beckman Coult er）を用いて NADH に由来す

る 340 nm の吸光度（モル吸光係数 ε=6300 M -1・ cm-1）の増加を経時的に  
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1 分間測定し、反応初速度を求めた。 1 分間に 1 µmol の NADH を生成す

る酵素量を 1 U として定義し、 Fba1 量で標準化した。  

 

 

2-18.  代謝産物の測定  

2-8 のように酸性 NaNO 2 処理した酵母細胞を速やかに洗浄、回収し、

液体窒素で瞬間凍結した。MeOH（ -80 ℃）に懸濁し、ビーズ破砕した。

遠心分離により上清を回収した後、凍結乾燥した。ペレットを 4 % SDS

を含む PBS に懸濁した後、タンパク質濃度を BCA assay により測定し、

細胞タンパク質濃度とした。凍結乾燥させたサンプルを 50 mM Tr is-HCl 

(pH 7.5)に溶解し、以下の酵素法により FBP, 6-phosphogluconate（ 6PG）

および NADPH の濃度を測定した。  

FBP は大腸菌から精製した組換え Fba1 を用いて、2-17 に記載した方法

で活性を測定した。測定ごとに既知濃度の FBP と精製 Fba1 を用いて検

量線を作製した。検量線を用いて Fba1 の反応初速度から FBP 量を算出

し、細胞タンパク質濃度で標準化した。  

6PG は 6-Phosphogluconic Acid Co lor imetr ic Assay Kit（BioVis ion）を用

いて測定した。酵母細胞由来サンプル 50 µL と Kit  react ion so lut ion を混

合し、 37 ℃で 1 時間反応させた。マイクロプレートリーダー TriStar 2 

LB942（BERTHOLD）を用いて反応液の 450 nm の吸光度を測定した。測

定ごとに 6PG standard を用いて検量線を作製した。検量線から 6PG 量を

算出し、細胞タンパク質濃度で標準化した。  

NADPH は NADP/NADPH Quant ificat ion Co lor imetr ic  Kit（BioVis ion）を

用いて測定した。まず、酵母細胞由来サンプルを 60 ℃で 30 分間反応さ

せ、NADP+を分解した。その後、50 µL と Kit  react ion so lut ion を混合し、

室温で 2 時間反応させた。マイクロプレートリーダーを用いて反応液の

450 nm の吸光度を測定した。測定ごとに NADPH standard を用いて検量

線を作製した。検量線から NADPH 量を算出し、細胞タンパク質濃度で

標準化した。  

 

 

2-19.  細胞生存率の測定  

 各酵母細胞を SD 培地で 2 日間前培養した。その後、SD 培地（ pH 4.0）

で OD=0.9～ 1.1 まで 30 ℃で培養した。最終濃度 0.5 mM となるようにフ
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ィルター滅菌した NaNO2 溶液を加え、NO ストレス処理した。ストレス

処理後の細胞を希釈し、 SD プレートに塗布した。 30 ℃で培養し、スト

レス未処理の細胞のコロニー数を 100 %として、ストレス処理後のコロ

ニー数を算出し、各処理時間における細胞の生存率とした。  
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3. 結果  

 

3-1.  NO 処理したタンパク質抽出液を用いた SNO 化タンパク質の網羅的

解析  

 まず、酵母の野生型株から抽出したタンパク質を NO ドナーである

GSNO で処理し、Biot in-HPDP を用いた BS 法により解析した。ビオチン

化処理を行ったサンプルについて、抗 Biot in 抗体を用いたウェスタンブ

ロットにより解析した結果、GSNO 処理濃度依存的にビオチン化シグナ

ルが上昇した（ Figure 7A）。続いて、ビオチン化したサンプルについて、

Neutravidin 結合樹脂を用いたプルダウンに供し、溶出液を SDS-PAGE ま

たは二次元電気泳動にて解析した。その結果、GSNO 処理条件において、

より多数のタンパク質のバンド、スポットが検出された（ Figure 7B, 7C）。 
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Figure 7  NO 処理したタンパク質抽出液からの SNO 化タンパク質の検出  SD 培

地で培養した酵母の野生型株から抽出したタンパク質を GSNO 処理し、 Biot in-

HPDP を用いた BS 法に供した。（A）ビオチン化したサンプルについて、抗ビオチ

ン抗体を用いたウェスタンブロットにより解析した。ローディングコントロール

として、 Pgk1 を用いた。（ B, C）Neutravidin 結合樹脂を用いたプルダウンアッセ

イに供し、（B）SDS-PAGE、または（C）二次元電気泳動により解析した。タンパ

ク質は Flamingo 染色により可視化した。  

 

一方、プルダウンアッセイにより得られた溶出液に含まれるタンパク

質を LC-MS/MS により同定した（Table 4）。その結果、GSNO 処理サンプ

ルにおいて多数のタンパク質を同定できた。解糖系の酵素である  Fba1,  

Tdh3, Cdc19, ペントースリン酸回路の酵素である Gnd1 がそれぞれ同定

さ れ た 。 ま た 、 act in Act1 や エ タ ノ ー ル 生 産 に 関 与 す る pyruvate 
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decarboxylase Pdc1、 alcoho l dehydrogenase Adh1、アミノ酸合成に関与す

る acetohydroxyacid reducto isomerase I lv5、 ser ine hydroxymethylt ransferase  

Shm2、S-adenosylmethionine synthetase Sam2 が同定された。解糖系に関与

するタンパク質が多く同定されたことから、解糖系の酵素が NO により

SNO 化されることが示唆された。  

 

Table  4  GSNO 処理したタンパク質抽出液から同定した SNO 化タンパク質候補  

Signi f icance threshold p を 0.05 未満として同定されたタンパク質のうち、スコア

上位 10 位を抜粋し、タンパク質の機能ごとに分類した。  

 

 

3-2.  NO ストレス条件下における細胞内 SNO 化タンパク質の解析  

 細胞から抽出したタンパク質の SNO 化が示唆されたことから、次に、

NO ストレスで処理した酵母細胞内で SNO 化されるタンパク質を解析し

た。酸性 NaNO2 で処理した酵母細胞からタンパク質を抽出し、Iodoacetyl-

Biot in を用いた BS 法によりビオチン化した後、抗 Biot in 抗体を用いた

ウェスタンブロットにより解析した。NO ドナー処理した細胞抽出液をポ

ジティブコントロールとして用いたところ、明確なビオチン化シグナル

が検出された。一方、NO 処理した酵母細胞から抽出したサンプルのビオ

チン化シグナルは、極めて軽微であった（ Figure 8）。この結果から、NO

ストレス処理を行った酵母細胞内では、SNO 化タンパク質はほとんど存

在しないことが示唆された。  

Gene Protein Funct ion Coverage  Score  

FBA1 
Froctose-1,6-b isphosphate 

a ldolase  
Glycolysis  56 % 1125  

TDH3 
Glycera ldehyde-3-

phospha te dehydrogenase  
Glycolysis  60 % 1000  

CDC19  Pyruva te  kinase  Glycolysis  79 % 1843  

GND1 
6-Phosphogluconate 

dehydrogenase  

Pentose phospha te 

pa thway 
52 % 916  

ACT1 Act in Structural protein  58 % 616  

PDC1 Pyruva te  decarboxylase  
Ethanol  

biosynthesis  
40 % 1441  

ADH1 Alcohol  dehydrogenase  
Ethanol  

biosynthesis  
59 % 1233  

ILV5  
Acetohydroxyacid 

reductoisomerase  

Amino acid  

biosynthesis  
60 % 786  

SHM2 
Ser ine  

hydroxymethyl transferase  

Amino acid  

biosynthesis  
43 % 714  

SAM2 
S-adenosylmethionine 

synthetase  

Amino acid  

biosynthesis  
51 % 966  



43 

 

 
Figure 8  酸性 NaNO2 処理した酵母細胞における SNO 化タンパク質の検出 SD

（ pH 4.0）培地で培養した BY4741 株を NaNO2 処理し、抽出したタンパク質につ

いて、抗 Biotin 抗体を用いたウェスタンブロットにより解析した。ローディング

コントロールとして、 β-act in を用いた。  

 

 

3-3.  SGT 化タンパク質の検出  

 上記の解析から、タンパク質抽出液を NO 処理したサンプルからは多

くの SNO 化タンパク質が同定されたのに対し、NO 処理した細胞からは

SNO 化タンパク質が検出されなかった。哺乳類のタンパク質においては、

SNO 化修飾から SGT 化修飾への置換を示唆する報告があること 5 6、酵母

細胞内には高濃度の g lutathione が蓄積していることから、酵母細胞内に

おいても SNO 化修飾から SGT 化修飾へと置換される反応が起きる可能

性を考え、これを検証した。酸性 NaNO2 処理した細胞からタンパク質抽

出液を調製し、抗 glutathione 抗体を用いたウェスタンブロット解析に供

した。その結果、酸性 NaNO2 処理依存的に SGT 化シグナルの増加が確認

された（ Figure 9）。このことから、酵母細胞において NO 処理によって

タンパク質の SGT 化修飾レベルが上昇することが示された。  
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Figure  9  酸性 NaNO2 処理した酵母抽出液における SGT 化タンパク質の検出 SD

（ pH 4 .0）培地で培養した BY4741（野生型株）を NaNO 2 処理し、抽出したタンパ

ク質について、抗 glutathione 抗体によるウェスタンブロットにより解析した。ロ

ーディングコントロールとして、 β-act in を用いた。  

 
 

3-4.  解糖系酵素の SGT 化の検出  

 3-1 で SNO化タンパク質候補として同定した解糖系酵素が、酸性 NaNO2

処理した酵母細胞内で SGT 化されるとの仮説を立て、各酵素の SGT 化

修飾を免疫沈降およびウェスタンブロットにて解析した。解析対象とし

て、 Fba1, Pfk1, Pfk2, Cdc19, Tdh1, Tdh2, Tdh3, Eno1, Eno2, Adh1, Gpm1 を

選抜した。酸性 NaNO2 処理した細胞から免疫沈降により標的酵素を単離

し、抗 glutathione 抗体を用いたウェスタンブロット解析に供した。その

結果、Tdh1, Tdh2, Tdh3, Eno1, Eno2, Adh1（ Figure 10A, B, C）では、NO

処理の有無に関わらず SGT 化シグナルが検出され、NO 処理によるシグ

ナルの増加は見られなかった。また、CdC19, Pfk1, Pfk2, Gpm1（ Figure 10D,  

E, F）については、酸性 NaNO2 処理の有無に関わらず、 SGT 化シグナル

は検出されなかった。興味深いことに、Fba1 については酸性 NaNO2 処理

依存的に SGT 化シグナルが増加した（ Figure 10G）。これらの結果から、

酵母細胞内では NO ストレスに応答して Fba1 が SGT 化修飾を受けるこ

とが示された。  
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Figure 10  酸性 NaNO2 処理した細胞における解糖系酵素の SGT 化レベルの解析 

各解糖系酵素エピトープタグ融合型タンパク質として発現する株を構築し、SD 培

地（ pH 4 .0）で対数増殖期まで培養した後、NaNO 2 で処理した。対応する抗タグ

抗体を用いた免疫沈降により、目的タンパク質を単離した後、抗 glutathione 抗体

および各抗タグ抗体を用いたウェスタンブロット解析を行った。（A）GAPDH Tdh1,  

Tdh2,  Tdh3（ B） enolase Eno1, Eno2（C） alcohol dehydrogenase Adh1（D） pyruva te  

kinase Cdc19（ E）phosphofructokinase Pfk1 , Pfk2（ F）phosphoglycera te  mutase Gpm1

（G） FBPA Fba1  

 

 

3-5.  Fba1 の SGT 化部位の同定  

 続いて、 Fba1 の SGT 化部位の同定を試みた。 Fba1 は 5 つの Cys 残基

を有しており、その中から SGT 化部位の候補として、酵母の近縁種や細

菌において保存性の高い 3 つの Cys 残基に着目した（ Figure 11）。Fba1 の

E 

F G 
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SGT 化修飾が起こらない株を構築するために、Fba1 の Cys 残基をセリン

（Ser）残基に置換した Fba1 を発現する酵母を作製し（ 112 番目の Cys 置

換体：Cys112Ser 株 ,  158 番目の Cys 置換体：Cys158Ser 株 ,  292 番目の Cys

置換体：Cys292Ser 株）、各アミノ酸置換体の SGT 化シグナルを比較する

ことで SGT 化部位を同定した。ここでは、C 末端に TAP タグを融合した

Fba1 を発現する株を用い、 3-4 と同様に酸性 NaNO2 処理後のタンパク質

抽出液を調製し、抗 CBP 抗体による免疫沈降、および抗 glutathione 抗体

によるウェスタンブロットにて解析した。その結果、Cys158Ser 型および

Cys292Ser 型 Fba1 では、野生型 Fba1 と同様に酸性 NaNO2 処理に依存し

て SGT 化レベルが上昇した。一方、Cys112Ser 型 Fba1 においては、NO

処理に依存した SGT 化シグナルの上昇は見られなかった。このことから、

Fba1 の 112 番目の Cys 残基（Cys112）が NO によって SGT 化されること

が示唆された（ Figure 12）。  

 
Figure 11  酵母の近縁種および細菌における fructose-1 ,6-bisphosphate aldolase の

Cys 残 基 の 保 存 性 の 比 較  S. cerevisiae :  Saccharomyces cerevis iae  S288 C 

(NP_012863) ,  C. g labrata :  Candida g labrata  (XP_448879) ,  C. a lb icans :  Candida  
alb icans  SC5314 (XP_722690 .1) ,  A. n idu lans :  Asperg il lus  nidulans  FGSC A4  

(XP_660479 .1) ,  S. pombe :  Schizosaccharomyces pombe  972h (P36580.2) ,  S.  aureus :  

Staphy lococcus  aureus（MVH29661.1）  
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Figure 12  酸性 NaNO2 処理依存的な Fba1 の SGT 化部位の同定 酵母の野生型

株と各 Cys 残基を Ser に置換した Fba1 を発現する株（ Cys112Ser,  Cys158Ser,  

Cys292Ser）を SD（ pH 4 .0）培地で対数増殖期まで培養した後、NaNO 2 で処理し

た。抗 CBP 抗体を結合した樹脂を用いた免疫沈降により、各 Fba1-TAP を単離し

た後、抗 gluta thione 抗体および抗 CBP 抗体によるウェスタンブロット解析を行

った。 SGT 化修飾の確認は DTT 処理による還元処理したサンプルを用いて行っ

た。  

 

 

3-6.  SGT 化 Fba1 の酵素活性測定  

SGT 化の標的である Cys 残基は酵素の活性や立体構造に大きく関与す

るため、Fba1 の SGT 化が酵素機能に何らかの影響を与えるものと予想し

た。そこで、大腸菌の形質転換体から組換え酵素として、野生型 Fba1（WT-

Fba1）および SGT 化 Cys 残基の Ser 置換型 Fba1（ Cys112Ser-Fba1,  

Cys158Ser-Fba1, Cys292Ser-Fba1）を精製し、酵素活性を測定した（ Figur e 

13A）。その結果、各 Cys 残基の Ser への置換は酵素活性に影響を及ぼさ

なかった。続いて、 diamide と glutathione を用いて化学的に精製酵素の

SGT 化処理を行ったところ、Cys112Ser-Fba1 の SGT 化レベルは、WT-Fba1

や他の Ser 置換型 Fba1 と比べて有意に低かった。（ Figure 13C）。このこ
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とから、精製酵素を用いた解析においても、Cys112 が主な SGT 化部位で

あることが示された。さらに、SGT 化処理後の Fba1 の酵素活性を測定し

た。WT-Fba1、Cys158Ser-Fba1 および Cys292Ser-Fba1 の酵素活性は SGT

化処理により低下したのに対し、Cys112Ser-Fba1 では SGT 化処理に伴う

酵素活性の低下は見られなかった（ Figure 13A）。また、Cys112 における

SGT 化量を定量的に解析するため、 SGT 化処理した WT-Fba1 および

Cys112Ser-Fba1 に結合した glutathione 量を定量した（ Figure 13D）。その

結果、 1 分子の WT-Fba1 には約 1.5 分子の glut athione が、 1 分子の

Cys112Ser-Fba1 には約 0.3 分子の glut athione がそれぞれ結合していたこ

とが明らかとなった。Cys112 のアミノ酸置換により 1 分子当たりの結合

glutathione 量が約 1.2 分子減少したことから、精製酵素を用いた本解析

条件において、ほぼ全ての Cys112 が SGT 化されたことが示唆された。

以上の結果から、Cys112 の SGT 化により Fba1 の酵素活性が著しく抑制

されることが明らかとなった。  
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Figure 13  各 Cys 残基の SGT 化が Fba1 の酵素活性に及ぼす影響  大腸菌を用い

て組換え酵素として WT-Fba1,  Cys112Ser-Fba1, Cys158Ser-Fba1 および  Cys292Ser-

Fba1 を精製し、dia mide と gluta thione を用いた化学的 SGT 化処理を行った後、解

析した。（A）Ni-a ffini ty カラムにより精製した Fba1 を SDS-PAGE に供した後、

CBB 染色により純度を確認した。（ B）Fba1 の酵素活性は TPI と GAPDH を用いて

NADH の増加量を 340 nm の吸光度の上昇から評価した。（C）抗 glutathione 抗体

および抗 CBP 抗体によるウェスタンブロット解析を行った。（D）2- mercaptethanol

に よ り SGT 化 修 飾 を 切 断 し た 後 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て 遊 離 の

glutathione 量を測定した。 *p<0.05（ n=3, Student’s  t- test）  

 

 

* 
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3-7.  SNO 化 Fba1 の酵素活性測定  

次に、この酵素活性の抑制が SGT 化修飾特異的な現象であるかを解析

する目的で、組換え酵素として精製した WT-Fba1 を NO ドナーである

NOC9 で処理し、SNO 化修飾と酵素活性を解析した。NOC9 処理した Fba1

を BS 法でビオチン化し、抗ビオチン化抗体を用いたウェスタンブロッ

トにて解析した結果、NOC9 処理依存的に Fba1 がビオチン化、即ち、SNO

化されていることが確認できた（ Figure 14A, B）。続いて、NOC9 処理し

た Fba1 の酵素活性を測定したところ、SGT 化を誘導した Fba1 では酵素

活性が有意に抑制されたのに対し、NOC9 処理で SNO 化を誘導した Fba1

の酵素活性は、未処理時の酵素活性と同程度であった（ Figure 14C）。こ

のことから、Cys112 の SNO 化は Fba1 の酵素活性を抑制しないことが明

らかとなった。  

 これらの結果から、 Fba1 の Cys112 を介した活性抑制は SGT 化修飾特

異的な現象であることが示唆された。  
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Figure 14  Fba1 の SNO 化修飾が酵素活性に及ぼす影響  大腸菌を用いて組換え

酵素として WT-Fba1 を精製した後、NOC9 または diamide と glutathione で処理す

ることで SNO 化、 SGT 化をそれぞれ誘導し、解析を行った。（A）各処理を行っ

た Fba1 を BS 法に供した後、抗ビオチン化抗体によるウェスタンブロット解析に

供した。（ B）各処理を行った Fba1 を抗 glu tathione 抗体によるウェスタンブロッ

ト解析に供した。（ C）各処理を行った Fba1 を酵素活性測定に供した。 Fba1 の酵

素活性は TPI と GAPDH を用いて NADH の増加量を 340 nm の吸光度の上昇から

評価した。 *p<0.05（ n=3,  Student’s t- test）  

 

 

3-8.  解糖系・ペントースリン酸回路の代謝産物測定  

 病原性細菌である S. aureus は宿主からの酸化ストレスによって、解糖

系からペントースリン酸回路への代謝シフトが起こることが報告されて

いる 7 8 – 8 0。本解析において、 Fba1 の SGT 化修飾が Fba1 の酵素活性を抑

制することが示されたことから、NO ストレス条件下では解糖系が抑制さ

れている可能性がある。そこで、NO ストレス条件下の酵母においては、

Fba1 の SGT 化を介して解糖系からペントースリン酸回路への代謝シフ

トが起きると考え、Fba1 の基質である FBP とペントースリン酸回路の中

間代謝物である 6PG の細胞内含量を測定した。その結果、WT-Fba1 株に

おいては、NO 処理時間依存的に FBP と 6PG の細胞内含量が増加した。

一方、Cys112Ser-Fba1 株ではどちらの代謝物量も NO 処理により変化し

なかった（ Figure 15）。これらの結果から、NO 処理条件下では Fba1 が

Cys112 の SGT 化修飾により阻害され、解糖系からペントースリン酸回路

* 
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へと代謝物の流れが変化することが示唆された。  

ペントースリン酸回路で主に合成される NADPH は、レドックスバラ

ンスの制御に重要な役割を有するとともに、NO 解毒酵素である Yhb1 の

酵素反応に必要な電子供与体である。そこで、酸性 NaNO2 処理条件下に

おける細胞内 NADPH 量を測定した。その結果、WT-Fba1 株において、

NO 処理時間依存的に有意に細胞内 NADPH 量が増加することが示され

た。一方、Cys112Ser-Fba1 株では NADPH 量は変化しなかった（ Figure 16）。 

以上の結果から、NO 処理条件下では、Cys112 の SGT 化を介した Fba1

の抑制により、ペントースリン酸回路における NADPH の合成を促進す

ることで NO ストレス応答に寄与する可能性が示された。  
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Figure 15  Fba1 の Cys112 の SGT 化修飾が酵母の代謝産物に及ぼす影響  WT-

Fba1 株と Cys112Ser-Fba1 株を SD（ pH 4.0）培地で培養した後、 0 h,  1 h,  2  h それ

ぞれ NaNO 2 処理した。その後、細胞抽出液を解析に用いた。 (A）FBP 量は大腸菌

を用いて精製した組換え Fba1 ,  TPI と GAPDH を用いて NADH の増加量を 340 nm

の吸光度を測定し、 FBP 量は検量線から算出した。（ B） 6PG 量の測定は 6-

Phosphogluconic Acid Colori metr ic Assay Ki t を用いて測定した。 *p<0.05,  **p<0.01

（ n=3 or  n=4 , Student’s  t- test）  

* 

** 

* 
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Figure 16  Fba1 の Cys112 の SGT 化修飾が細胞内 NADPH 量に及ぼす影響 WT-

Fba1 株と Cys112Ser-Fba1 株を SD（ pH 4.0）培地で培養した後、 0 h,  1 h,  2  h それ

ぞれ NaNO 2 処理した。その後、細胞抽出液を解析に用いた。細胞内 NADPH 量は

NADP/NADPH Quant i ficat ion Colorimetr ic Kit により測定した。 *p<0.05, **p<0.01

（ n=3,  Student’s t- test）  

 

 

3-9.  Grx による Fba1 の脱 SGT 化と酵素活性測定  

 細胞内の代謝制御機構において、その制御の解除も極めて重要である。

そこで、酵母の細胞質に局在する Grx（Grx1～Grx4）に着目し、 Fba1 の

脱 SGT 化を行う Grx の同定を試みた。大腸菌を用いて組換えタンパク質

として精製した Grx1～Grx4 を SGT 化した精製 Fba1 とそれぞれ反応さ

せ、 Fba1 の SGT 化レベルを、抗 glut athione 抗体によるウェスタンブロ

ットにて解析した。その結果、Grx3,  Grx4 との反応では Fba1 の SGT 化

シグナルが変化しなかったが、Grx1, Grx2 は、Fba1 の SGT 化レベルを低

下させた（ Figure 17B）。続いて、Grx1, Grx2 による脱 SGT 化が Fba1 の

酵素活性に及ぼす影響を解析するため、Grx1, Grx2 それぞれと反応させ

た Fba1 の酵素活性を測定した（ Figure 17C）。その結果、SGT 化処理によ

り低下した Fba1 の酵素活性は、Grx1 との反応により、SGT 化未処理の

Fba1 の酵素活性とほぼ同等まで回復した。一方、Grx2 を反応させた条件

下では完全に酵素活性は回復しなかった。このことから、 SGT 化された

Fba1 は主に Grx1 によって脱 SGT 化され、酵素活性も脱 SGT 化によって

回復することが示唆された。  

* ** 
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Figure 17  グルタレドキシン Grx1 による Fba1 の脱 SGT 化と酵素活性への影響  

大腸菌を用いて組換え酵素として WT-Fba1,  Grx1,  Grx2,  Grx3,  Grx4 を精製し、WT-

Fba1 を diamide と glutathione を用いた化学的 SGT 化処理を行った後、解析を行

った。（A）Ni-aff inity カラムにより精製した Grx1,  Grx2 , Grx3 , Grx4 を SDS-PAGE

に供した後、CBB 染色により純度を確認した。（ B） SGT 化 Fba1 を Grx1, Grx2,  

Grx3, Grx4 とそれぞれ反応させた後、抗 glutathione 抗体を用いたウェスタンブロ

ット解析に供した。（C） SGT 化 Fba1 を Grx1, Grx2 とそれぞれ反応させた後、酵

素活性測定に供した。Fba1 の酵素活性は TPI と GAPDH を用いて NADH の増加量

を 340  nm の吸光度の上昇から評価した。*p<0.05,  **p<0.01（ n=3, Student’s t- test）  

 

 

3-10.  NO ストレスに対する表現型の解析  

 Cys112 の SGT 化を介した Fba1 の活性抑制の生理的意義を解析するた

めに、NO ストレス条件下における酵母の表現型を解析した。まず、WT-

Fba1 株および SGT 化修飾による代謝制御が起こらない Cys112Ser-Fba1

株を用いて 細胞の生 育速度 を測定 した（ Figure 18A）。 その結果 、

Cys112Ser-Fba1 株は WT-Fba1 株と比較して同等の生育速度を示し、

Cys112 のアミノ酸置換は酵母の生育に影響を与えないことが示された。

次に、NO 処理後の細胞が形成するコロニー数から細胞の生存率を算出し

た。その結果、WT-Fba1 株においては 2 時間の NO 処理によって 80 %程

度の生存率を示した。一方、Cys112Ser-Fba1 株では 50 %程度の生存率を

示し、WT-Fba1 株と比較して有意に低下した（ Figure 18B）。このことか

ら、Cys112Ser-Fba1 株は WT-Fba1 株に比べて NO に感受性を示すことが

* 

** 

C 
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明らかとなった。従って、 Fba1 の Cys112 における SGT 化を介した活性

抑制とそれに起因する代謝変化による NADPH 合成の亢進が、細胞の NO

ストレス耐性に寄与するものと考えられた。  
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Figure 18  NO ストレスに対する Fba1 の Cys112 の SGT 化修飾が及ぼす影響  WT-

Fba1 株と Cys112Ser-Fba1 株を SD（ pH 4.0）培地で培養した後、解析に供した。

（A）各酵母細胞の生育速度を 600  nm の吸光度により測定した。（ B）各酵母細胞

を 0 h,  1  h,  2  h それぞれ NaNO 2 処理し、細胞を SD 培地に塗布した。非 NaNO 2 処

理条件下の細胞数を 100  %として生存率を計算した。*p<0.05（ n=7,  Student’s  t- test） 

  

* 
* 
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4.  考察  

 

本研究では、酵母の FBPA である Fba1 の Cys 残基が NO により SGT 化

修飾されること、SGT 化修飾が Fba1 の活性を抑制し、代謝を制御するこ

とを明らかにし、NO による SGT 化を介した代謝制御機構のモデルを提

唱した。また、Grx1 による脱 SGT 化が代謝制御を解除することも明らか

となった。さらに、Fba1 の SGT 化を介した代謝制御機構は NO ストレス

に対する細胞保護に寄与することも示唆された。  

 

 

NO ストレス条件下において酵母細胞内では SNO 化修飾ではなく、 SGT

化修飾が生理機能に関与する可能性が示された  

これまで、 SNO 化修飾が盛んな動植物において、多くのタンパク質が

SNO 化されることが報告されている。このような背景から NO ストレス

条件下においても、SNO 化修飾が主な翻訳後修飾であると考えられてき

た。一方、近年になって SNO 化修飾は SGT 化修飾へ置換されることが

示唆されている。本研究における NO ストレス条件下においては、酵母

細胞内で Fba1 が SGT 化されることが示された。また、酵母細胞内には

SGT 化の必須因子である glutathione が高濃度（ 10 mM）で存在すること

から、NO により細胞内で生じた SNO 化修飾が glutathione と反応するこ

とで SGT 化修飾へと置換される可能性は高いと考えられる。発酵条件等

においてはより複雑な NO ストレスに曝されると予想されることから、

より多くのタンパク質が SGT 化されていると考えられる。一方、SNO 化

修飾を介した SGT 化修飾への置換について、実験的に証明された報告は

ないが、 g lutathione 合成酵素の遺伝子破壊株や合成阻害剤を用いた解析

によって、SGT 化修飾ではなく、SNO 化修飾として検出することで証明

できる可能性が考えられる。また、細胞内において SGT 化修飾されてい

る Fba1 の Cys112 の割合については未だ明らかとなっていないが、

Cys112Ser 株においては Fba1 の基質である FBP が増加しなかったことか

ら、Cys112 の SGT 化修飾は細胞内で十分な割合起きていると考えられ

る。NO ストレス処理を行った酵母細胞から Fba1 を精製し、還元処理に

よって遊離される glutathione 量を測定することで、酵母細胞内で SGT 化

されている Fba1 の割合を定量することができると考えられる。  

SGT 化修飾は Grx システムによって脱 SGT 化されることが報告され
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ている 6 0。また、 SGT 化修飾は生体内で比較的安定な修飾であると考え

られており、以下のトランスニトロソ化が細胞内で容易に発生する可能

性が高い修飾である 1 0 9。  

R-S-H + R’-S-NO  → R-S-NO + R’-S-H 

一方で、SGT 化修飾は以下のトランスグルタチオン化が細胞内では起

こりづらく安定であることが報告されている 11 0。  

R-S-H + R’-S-S-G  → R-S-S-G + R’S-S 

これらのことから、NO による代謝制御の上で安定的な制御が可能とい

う点で SGT 化修飾には利点があると考えられる。  

 また、本解析では活性中心以外の Cys 残基の SGT 化修飾が酵素の活性

を制御することを明らかにした。これまでの SGT 化修飾に関する研究に

おいては、活性中心の Cys 残基の機能を直接阻害することで生理機能に

関与することが報告されているのみであった。このように、 SGT 化修飾

は未だ不明な点が多くあり、NO ストレス耐性のみならず多くの生理現象

に関与していると考えられる。  

 

 

Fba1 は酸性 NaNO2 処理依存的に SGT 化され、酵素活性の抑制に寄与す

る  

 これまでに、酵母の Fba1 が SGT 化されることは報告されていない。

本研究から、酸性 NaNO2 処理に依存して Cys112 が SGT 化され、酵素活

性が低下することが示された（ Figure 12, 13）。酵母の Fba1 について結晶

構造は明らかとなっていないが、酵母 S.  cerevisiae の近縁種である C.  

albicans の Fba1 では 110 番目のアスパラギン酸残基が活性部位であるこ

とが示唆されている（ S. cerevisiae の Fba1 と ident it y 85 %）。また、 111

番目のヒスチジン残基が亜鉛イオンの結合に関与することが示されてい

る。一方で、Cys112 の Ser への置換によって酵素活性が低下しないこと

から、Cys112 自体は酵素活性の発現に重要ではないことが示唆されてい

る（ Figure 13）。このことから構造的に嵩高い分子が Cys112 に結合する

ことが、酵素の活性に影響を与える原因であると考えられる。酵母 S.  

cerevisiae やその近縁種の FBPA は FBPA Ⅱ型であり、亜鉛イオンが酵素

活性に必須であることが報告されている 8 8。分子描画ソフト PyMOL

（Schrödinger）を用いて、C. albicans の Fba1（PDB ID: 6 lnk）の立体構造

をもとに考察した結果、Cys112 の側鎖に着目すると、周辺のアミノ酸残
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基と 近 接して いるこ とが 観察さ れ る。こ の空間 に トリ ペプ チド の

glutathione のような嵩高い分子が導入されることで、周辺の立体構造が

大きく変化する可能性が考えられる（ Figure 19 A, B）。この立体構造の変

化により、亜鉛イオンの結合が阻害されることで酵素活性が低下するこ

とが示唆される。また、亜鉛イオンを含めた活性中心の構造や周辺の空

間が変化することで基質である FBP との結合力が弱まった可能性も考え

られる。一方、SNO 化修飾は Fba1 の酵素活性を制御しないことが示され

た（ Figure 14C）。Fba1 の Cys112 に SNO 基を導入したモデルを構築した

ところ、SGT 化と比較して周辺のアミノ酸残基との距離の変化は小さく、

立体構造を変化させるほどの立体障害は生じないことが示唆された

（ Figure 19C）。このことから、嵩高い glutathione が Cys112 に結合する

ことが Fba1 の酵素活性の抑制に重要であると考えられる。  

 

 

 

 

 

A 
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Figure 19  Fba1 の Cys112 周辺構造図 Fba1 の立体構造を car toon モデルで、

His111 , Ala113 , Leu116, Leu117,  Trp119 , Phe120, Met143, Leu144, His227, His265 を

sticks モデルでそれぞれ表示した。点線と黒字は Cys112 の周辺の原子との距離ま

たは gluta thione の大きさを、青い球体は亜鉛イオンを、薄い灰色は cavi ties をそ

れぞれ示している。（A）Fba1 の Cys112 の周辺構造図。（B）Gluta thione の立体構

造図。（C） SNO 化 Cys112 の周辺構造図。  

 

 

Fba1 は細胞内で 2 つの形態で存在する可能性がある  

 3-5.において細胞内の Fba1 の SGT 化修飾を検出した結果、 WT、

Cys292Ser において 2 本のバンドが検出された（ Figure 12）。一方で、

Cys112、Cys158 の Ser 置換体においては 1 本のバンドのみが検出された。

B 

C 
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2 つの Cys 残基のそれぞれのアミノ酸置換によってこの現象が起こって

いることから、Cys112 と Cys158 の間でジスルフィド結合を形成してい

る可能性が考えられる。C. albicans の立体構造から Cys112 と Cys158 は

10.3  Åと原子間の距離が離れていることが観察され、ジスルフィド結合

は形成していないと考えられる。しかしながら、システインパースルフ

ィド（Cys-SS-）のような形で分子内結合を形成している可能性は考えら

れる 111 ,  11 2。 1 つの仮説として、通常条件では細胞内に Cys-SS-を介した

分子内結合を有する Fba1 と分子内結合を有さない Fba1 の 2 種の形態が

混在する。細胞が NO ストレスに曝されると分子内結合を有する Fba1 は

部分分解され、Cys112 で SGT 化される。分子内結合を有さない Fba1 の

Cys112 も SGT 化されるため、分子量の異なる 2 本のバンドがウェスタ

ンブロットで検出された可能性が考えられる。この仮説の検証のために、

酵母細胞の細胞抽出液を還元処理し、抗 CBP 抗体を用いたウェスタンブ

ロットにおいて 2 本のバンドが NO ストレス条件の有無によって検出さ

れるかを解析することで、検証できると考えている。  

Figure 20  酵母細胞内での Fba1 の状態予想図 Fba1 は酵母細胞内で 2 種類の形

態で存在する可能性が考えられる。WT、Cys292Ser においては Cys-SS-を介して

Cys112 と Cys158 が結合するフォームと Cys112 がチオレートフォームの 2 種類

が存在すると考えられる。Cys112 と Cys158 が結合するフォームは NO ストレス

によって部分分解されることでウェスタンブロットにおいて 2 本のバンドが検出

される。Cys158Ser は分子内結合を有さない形態のみが存在することから、1 本の

バンドが検出されないと考えられる。  
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解糖系とペントースリン酸回路の代謝制御機構   

本研究において、FBPA である Fba1 の SGT 化修飾が解糖系、ペントー

スリン酸回路の代謝を制御する可能性が示された。ヒトのガン細胞にお

いても、解糖系からペントースリン酸回路へと代謝が変化する同様の制

御が報告されている 7 5 ,7 6。ガン細胞においては免疫細胞からの攻撃に対

して Pfk1 の活性化因子である Pfk2 の酵素活性を阻害する。Pfk2 による

制御によって解糖系からペントースリン酸回路へと代謝を変化し、

NADPH の合成を促進する。酵母 S. cerevisiae も Pfk2 を有しているが、

ヒトの Pfk2 と比較すると、 ident it y は 40 %程度と低い。また、 FBPA に

ついても S. cerevisiae やその近縁種は FBPA Ⅱ型であるのに対して、ヒト

は FBPA Ⅰ型に分類されており、相同性は極めて低い。さらに、上述した

ように酵母細胞内には高濃度（約 10 mM）の glutathione が存在している

が、哺乳類の g lutathione 濃度は細胞や組織に依存するものの 0.5～ 2 mM

と低いことから、 SGT 化が起こりづらいことも考えられる。これらのこ

とから、SGT 化修飾による代謝制御機構は S. cerevisiae やその近縁種の

ような FBPA Ⅱ型の生物種に特異的であり、ヒトのような FBPA Ⅰ型の生

物は Pfk2 を介した代謝制御機構が存在する可能性が考えられる（ Figure  

21）。  
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Figure 21  FBPA の違いによる解糖系、ペントースリン酸回路の代謝制御機構の違

い  FBPA Ⅱ型グループは Fba1 の SGT 化による酵素活性の低下によって、 FBPA Ⅰ

型グループは Pfk1、Pfk2 の酵素活性の低下によってそれぞれの代謝が制御されて

いると考えられる。  

 

 

ペントースリン酸回路の亢進によって合成された NADPH がストレス応

答に関与する可能性が示された  

 Fba1 における Cys112 の SGT 化修飾を介した代謝制御が酵母の NO ス

トレス応答に寄与する可能性が示された。 ペントースリン酸回路におい

て主に合成される NADPH は、glutathione peroxidase による過酸化水素の

消去に関与する。また、ROS の消去に関与する thioredoxin の還元にも関

与している。NOR や GSNOR は NADPH を用いて NO の解毒関与するこ

とも報告されており 9 6 – 9 9、ペントースリン酸回路の亢進による細胞内

NADPH 量の増加は細胞のストレス耐性に寄与すると考えられる。  

酵母 S. cerevisiae  の NO 解毒酵素である Yhb1 においても、NADPH は

NO の硝酸イオンへの無毒化に重要な役割を果たしている。このように

Fba1 の SGT 化修飾を介した代謝制御によってペントースリン酸回路が

亢進され、NADPH 量が上昇することが NO ストレスに対する細胞保護に

寄与していると考えられる。また、糸状菌 A. nidulans の NO 解毒酵素に
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おいても NADPH を利用することが報告されている。  

また、NADPH は NO の除去のみならず、ROS の除去にも関与すること

が多くの生物種において報告されている 9 0 ,  9 1。 SGT 化修飾は SNO 化修

飾を介した経路以外にも、ROS による酸化的経路によっても起こること

が報告されている。ROS に対する SGT 化修飾を介した細胞内 NADPH 量

の増加は t hio redoxin や catalase による ROS の消去に深く関与すると考え

られる。  

これらのことから、S. cerevisiae だけでなく、その近縁種や糸状菌にお

いても FBPA の Cys112 に相当する Cys 残基の SGT 化を介してペントー

スリン酸回路が亢進され、NADPH の合成量の増加することが、病原性真

菌の NO や ROS などに対するストレス耐性を向上させる可能性が考えら

れる。  

 

 

Grx1 による Fba1 の脱 SGT 化反応が代謝制御の解除メカニズムである  

 Fba1 の SGT 化修飾による代謝制御が Grx である Grx1 によって解除さ

れることも本研究によって示唆された。Grx1 が SGT 化 Fba1 と反応し、

Fba1 を脱 SGT 化するとともに、生成した SGT 化 Grx1 が glutathione に

よって還元され、GSSG が生成される。GSSG の還元を担う glutathione  

reductase はその還元反応に NADPH が必須である。これらのことから、

NO ストレス条件下において、代謝制御が解除されるメカニズムとして、

以下のようなフローが考えられる。①NO ストレスに応答して、 SNO 化

修飾を介して細胞内の還元型 glutathione が消費され、 Fba1 が SGT 化さ

れる。②SGT 化によって解糖系が阻害され、ペントースリン酸回路が亢

進されることで、NADPH の合成量が増加する。③NADPH が NO の消去

系である Yhb1 や酸化還元制御に関与する thioredoxin 系に消費されるこ

とで、NO ストレスが解除される。④NO ストレスが解除された後も合成

される NADPH と Grx1 が SGT 化 Fba1 の脱 SGT 化を行うことで、代謝制

御が解除される（代謝制御シグナルの解除）（ Figure 22）。一方で、本解

析結果は in vitro での現象であることから、より詳細な in  vivo での解析

が必要であると考えられる。GRX1 遺伝子の破壊株を用いて、NO ストレ

スの除去後、細胞の増殖が遅延するかを解析することで Grx1 の SGT 化

修飾を介した代謝シグナルの解除への関与を立証できると考えられる。  
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Figure  22  酵母における翻訳後修飾を介した NO の代謝制御モデル 酵母細胞が

環境ストレスとして NO に曝されると、細胞内で Fba1 の SNO 化修飾が起きる。

SNO 化修飾は細胞内の glutathione と速やかに反応して SGT 化修飾へと変化する。

SGT 化修飾は Fba1 の酵素活性を低下させることで、解糖系を阻害する。その結

果、解糖系の代謝産物がペントースリン酸回路へと流れることで、ペントースリ

ン酸回路が亢進され、レドックス制御に重要な NADPH の合成量が増加する。こ

れらの結果、酵母細胞は NO ストレスに応答することができる。  

 

 

ペントースリン酸回路の亢進による Rib1 を介した NO ストレス応答機構

の可能性  

 上記のように Fba1 の SGT 化によってペントースリン酸回路が亢進さ

れることが示された。ペントースリン酸回路は NADPH だけでなく、核

酸の合成にも関与している。最近、当研究室において、酵母 S. cerevisiae

の GTP cyc lohydro lase Ⅱ Rib1 が NO ストレス耐性に寄与することを見出

した 1 0 5。Rib1 の反応生成物である DARP が NO を消去するが、Rib1 の

基質は核酸の GTP であり、GTP はペントースリン酸回路の代謝物である

r ibose-5-phosphate を基質としている（ Figure 23）。 Fba1 の SGT 化を介し

たペントースリン酸回路の亢進に起因する細胞内 GTP 量の増加に伴って

化学平衡が傾くことで、Rib1 による DARP の合成が亢進され、DARP が

NO の消去に寄与すると考えられる。このように、NADPH を介した抗酸

化メカニズム以外に、Fba1 の代謝制御による DARP を介した NO ストレ

ス応答も存在する可能性がある。  
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Figure 23  ペントースリン酸回路と Rib1 による DARP の合成経路  ペントース

リン酸回路によって合成された r ibose 5-phosphate はプリン・ピリミジンヌクレオ

チド合成経路を経て、GTP へと変換される。GTP は Rib1 によって DARP に変換

される。  

 

酵母・病原性真菌に特異的なストレス応答機構である可能性  

C. glabrata や C. albicans は宿主への感染する病原性真菌である。 S.  

cerevisiae についても、宿主の免疫機構の不全状態に陥ると感染できるこ

とが示唆されている。本研究によって明らかとなった Fba1 の SGT 化修

飾は宿主からの免疫応答に重要な役割を有することが予想される。上述

の通り、S. cerevisiae とヒトの Fba1 は ident it y が 40 %程度と低い。一方、

S. cerevisiae の Fba1 と C. glabrata や C. albicans の Fba1 は高い相同性を

示している。また、糸状菌の A. nidulans においても Cys112 は保存され

ている（ Figure 11）。これらのことから、病原性真菌の Fba1 を標的とす

ることで、ヒトへの影響を抑えることが可能な新規抗真菌薬の開発が期

待できる。抗真菌薬の候補分子として、SGT 化修飾を介したストレス耐

性機構を阻害する目的で Cys112 の -SH 基に分子が結合し、かつ Fba1 の

立体構造に大きく影響を与えないことが望ましいと考えられる。一方で、

S. cerevisiae は Fba1 の活性が生育に必須であることも報告されており 11 3、

Cys112 により嵩高い分子が不可逆的に結合することでも抗真菌活性を示

すことができると考えられる。  
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5. 総括  

 

・酵母の細胞抽出液において、NO ドナー処理に依存して細胞内タンパク

質が SNO 化されることが示唆された。  

 

・酵母の細胞内において、解糖系の酵素である Fba1 の Cys112 が NO ド

ナー処理依存的に SGT 化されることが明らかとなった。  

 

・Cys112 の SGT 化修飾は、 Fba1 の酵素活性を抑制することが明らかと

なった。  

 

・Fba1 の SGT 化修飾は解糖系の上流を抑制し、ペントースリン酸回路を

亢進することで、代謝を制御している可能性が示された。  

 

・ Fba1 は Grx1 によって脱 SGT 化され、代謝の制御が解除されることが

示唆された。  

 

・Fba1 の SGT 化修飾による代謝制御が、酵母の NO ストレス耐性に寄与

することが示された。  
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