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研究の目的 
 アンモニウムは多くの微生物や植物にとって重要な窒素源であり、外界から取り込ま

れアミノ酸の合成に利用される。アンモニウムの膜透過を仲介するのは、真正細菌や古

細菌から真核生物に至るまで保存されているアンモニウムトランスポーターと呼ばれ

る膜タンパク質である（1）。興味深いことに、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae および

植物やヒトの病原真菌である Ustilago maydis や Candida albicans において、窒素源の制

限により誘導される酵母形態から繊維状形態への変換にアンモニウムトランスポータ

ーが関与している（2–4）。最近私は、分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe の３つのアン

モニウムトランスポーターAmt1, Amt2, Amt3 を初めて機能的に同定し、低アンモニウム

培地で起こる形態分化（寒天培地内部での繊維状の成長、以下、侵入成長；図 1A）に

Amt1 が必要であることを見出した（5,6）。この形態分化における Amt1 の役割に関して

は２つのモデルが考えられる。ひとつは、Amt1 がアンモニウムのセンサーとして機能

しシグナルを生成する（図 1B 左）というもので、もうひとつは、取り込まれたアンモ

ニウムまたはその代謝産物がシグナルとして働く（図 1B 右）というものである。本研

究の目的は、窒素源感知における役割に焦点を当てながら、分裂酵母のアンモニウムト

ランスポーターの生理機能を明らかにすることである。 
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図１ 分裂酵母の形態分化における Amt1 の役割。（A）寒天内のコロニーの形態。（B）侵入 

成長の誘導に関する２つのモデル。 
 
方法 
 本研究で用いた分裂酵母の野生型株および遺伝子破壊株については報告済みである

（5）。分裂酵母の侵入成長は、アンモニウム濃度を変えた LNB 寒天培地を用い、培地

表面の細胞を水で洗い流すことにより調べた（5）。また、窒素源を含まない EMM–N 培

地および EMM–N にアンモニウム以外の窒素源を添加した培地を用いて生育を調べた。

胞子形成の有無は顕微鏡により観察した。出芽酵母の MEP2 破壊二倍体（mep2∆/mep2∆）

株は、一倍体株の MEP2 遺伝子を PCR 法を用いて URA3 マーカーで破壊したのち接合

により作製した。二倍体出芽酵母の偽菌糸成長は SLAD 寒天培地（2）のアンモニウム



濃度を変えて調べた。 
 

結果 
１. 形態分化におけるアンモニウムトランスポーターの役割 

 1 mM アンモニウムを含む寒天培地において、分裂酵母の野生型株は侵入成長を示す

が、amt1 遺伝子の破壊（amt1∆）株は示さない（図２）。侵入成長の誘導における Amt1

の役割が図 1B 右のモデルのようであれば、アンモニウムの濃度を上げることによって

amt1∆株の侵入成長欠損が回復する可能性が考えられる。実際に、5 mM アンモニウム

では amt1∆株も寒天培地内に侵入した（図 2）。次に、二倍体出芽酵母の偽菌糸成長に必

要であり、アンモニウムセンサーとしての機能が提唱されている Mep2 について遺伝子

破壊株を作製し、その偽菌糸成長不能表現型に対するアンモニウム濃度の効果について

検討した。分裂酵母の場合とは異なり、mep2∆/mep2∆株はアンモニウム濃度を上げても

偽菌糸成長を示さなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ amt1∆株の侵入成長欠損に対するアンモニウム濃度の効果。30°C で 14 日間培養したプ

レートの表面の細胞を水で洗い流したあと寒天内に残った細胞を示している。 
 

２. アンモニウムの細胞内保持におけるアンモニウムトランスポーターの役割 

 分裂酵母のアンモニウムトランスポーターの三重破壊（amt1∆ amt2∆ amt3∆）株は低

アンモニウム培地における生育が野生型株に比べて非常に遅い（5；図 3）。今回新たに、

amt1∆ amt2∆ amt3∆株がアンモニウム以外の窒素源での生育においても欠損を示すこと

を見出した。例えば、アンモニウムの代わりにトリプトファンを窒素源として含む培地

において、三重破壊株は野生型株と比較して明らかに生育が遅かった（図 3）。また、

窒素源を含まない培地（EMM− N）においても、三重破壊株は野生型株より生育が悪か

った（図 3）。これらの一見奇妙な結果は、アミノ酸の代謝によって生じたアンモニウ

ムが細胞内から細胞外へ漏れ出すかあるいは排出され、それがアンモニウムトランスポ

ーターによってふたたび細胞内に取り込まれると考えることにより説明できる。三重破

壊株の EMM− N 培地におけるオートファジーの有無について胞子形成能を指標にして

検討したところ、オートファジーは起きていることが示唆された。このことは、三重破

壊株が EMM− N 培地において生育欠損を示すのは、オートファジーが起こらないため

ではなく、オートファジーの結果生じたアンモニウムを細胞内に保持できないためであ

ることを示している。 



 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
図３ アンモニウム以外の窒素源を含む培地および窒素源を含まない培地における amt1∆ 
amt2∆ amt3∆株の生育欠損。 

 

結論 
 アンモニウムトランスポーター欠損株の形態分化不能表現型に対するアンモニウム

濃度の効果から、窒素源感知におけるアンモニウムトランスポーターの役割が分裂酵母

と出芽酵母とで異なっていることが示唆された。また、分裂酵母アンモニウムトランス

ポーターの生理機能としてアンモニウムの細胞内保持を見出し、アンモニウム以外の窒

素源での生育においても、アンモニウムトランスポーターがアンモニウムの輸送や感知

に役割を果たしている可能性が示された。これらは今後の解析の基礎となる重要な知見

である。 
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