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研究の目的 

出芽酵母の液胞はタンパク質等の生体分子の分解を行うとともにアミノ酸を集積す

るオルガネラである。通常、細胞全体の 以上のアミノ酸が蓄積しており、液胞がア

ミノ酸代謝に重要な役割を担うことは明白である。特に近年は、飢餓条件での自食作用

によって生じた液胞内アミノ酸の液胞からの排出と新規タンパク質合成へのリサイクル

の過程は、自食作用研究のトピックとして注目されているが、その分子機構はブラック

ボックスのままである。本研究では液胞アミノ酸集積の分子機構および調節機構を明ら

かにする目的で液胞アミノ酸集積・排出に関わるトランスポーターの網羅的同定を行い、

それらの機能解析を行なった。

方法

アミノ酸組成解析

出芽酵母を 培地（ ）で対数増殖初期

まで培養し、集菌後、銅処理 により液胞アミノ酸を抽出した。また、対数増殖初期

の細胞を 培地（

）に移しさらに 時間培養することにより窒素飢餓処理を行い、同様に液胞ア

ミノ酸を調製した。アミノ酸サンプルは自動アミノ酸分析装置（日立 ）にて解

析した。

顕微鏡解析

蛍光はオリンパス蛍光顕微鏡 により観察し、 ソフトウエアによ

り画像取得および解析を行なった。

結果

１ 破壊株の液胞内アミノ酸組成

 単離液胞膜小胞を用いた 解析により出芽酵母 におい

て液胞内外へのアミノ酸輸送に機能するトランスポーターが数種同定されている 。

しかし、これらトランスポーターの での機能についてはこれまで検討されてい

ない。 と はいずれもグルタミン、チロシン、イソロイシンを液胞外へ排出す

ることが 解析より示唆されている 。これらトランスポーターの単一破壊株お

よび二重破壊株について液胞内アミノ酸組成を野生株と比較したところ、二重破壊株に

おいて中性アミノ酸全般の含量に増加傾向が見られた（図 ）。このことは と

がグルタミン、チロシン、イソロイシンだけでなく多くの中性アミノ酸の液胞からの排

出に重複して機能することを示唆する。液胞からのアミノ酸排出は自食作用アミノ酸リ

サイクルの必須プロセスである。 と がこのプロセスに機能する可能性が高い



 

と考え、自食作用を誘導する窒素飢餓条件での液胞アミノ酸組成を調べたところ、二重

破壊株において中性アミノ酸全般の含量増加を検出した（図 ）。さらに野生株と

株では塩基性アミノ酸（リジン、ヒスチジン、アルギニン）の液胞内含量が大幅に低下

するが、 株と ではこの低下が抑えられ、野生株の 倍以上の塩基性ア

ミノ酸が液胞内に存在した（図 ）。このことは と が自食作用アミノ酸リサ

イクルに機能し、 は中性アミノ酸だけでなく塩基性アミノ酸も液胞から排出する

可能性を示唆する。

末端親水性領域の機能解析

 トポロジー予測によると 末端には約 アミノ酸残基の長い親水性領域が存

在する。トランスポーターの親水性領域は翻訳後修飾や他のタンパク質との相互作用を

介して活性調節に機能する例が報告されている。 末端の機能を検証するため、こ

の領域を 末端から アミノ酸ずつ欠損した変異型 の 融合タンパク質を

株で発現させ、細胞内レベル、液胞膜局在、および液胞内アミノ酸組成への

影響を調べた。 末端 アミノ酸残基を欠損した は窒素飢餓条件での細胞内レ

ベル低下を示し、液胞膜への局在化にも欠損を示した。一方 末端から および

アミノ酸残基を欠損した は野生型 とほぼ同じ細胞内レベルでかつ正常に液胞

膜へと局在したが、窒素飢餓条件での液胞内アミノ酸含量の低下が抑えられ、野生型

発現細胞に比べ 倍以上のアミノ酸が液胞内に存在した（図 ）。以上の結果は

末端親水性領域が液胞からのアミノ酸排出に機能することを示唆している。

図１ 栄養豊富条件（ ）と窒素飢餓条件（ ）における液胞内アミノ酸含量

 野生株（白色）、 株（薄い灰色）、 株（濃い灰色）、 株（黒色）

それぞれを培養し、銅処理によって液胞アミノ酸プールを抽出した。液胞内含量の多

い塩基性アミノ酸量は別のグラフ（右側）に示した。 



 

出芽酵母トランスポーターの細胞内局在解析

 出芽酵母ゲノムにコードされるトランスポーター候補から機能未知のものに を

付加し蛍光顕微鏡観察により液胞膜局在の有無を調べた。 種について調べたうち、

種が液胞膜局在を示すことが明らかとなった。しかし各遺伝子破壊株での液胞内アミノ

酸組成は野生株と比べ大きな変化が認められず、他のトランスポーターによる機能相補

の可能性が考えられた。そこで現在、 や他のトランスポーターとの多重破壊株と個々

のトランスポーターを過剰発現した株での液胞アミノ酸組成について検討中である。

結論

 アミノ酸組成解析により、 および が中性アミノ酸全般の液胞からの排出に

機能することが示唆され、さらに窒素飢餓条件で培養した細胞の解析により は塩

基性アミノ酸の液胞からの排出にも機能することが示唆された。野生株と 遺伝子

破壊株から単離した液胞膜小胞のアミノ酸輸送活性の比較においてもこのことを支持す

る結果が得られており、 と が広い基質特異性を有すると考えられた。液胞膜

を介したアミノ酸輸送は細胞内へのアミノ酸取り込みやアミノ酸代謝系酵素などの活性

と連動して細胞内アミノ酸レベルの適正化に機能すると考えられる。よって液胞アミノ

酸トランスポーターの活性は細胞内アミノ酸レベルの変化に応答して厳密な調節を受け

図 末端親水性領域欠損による窒素飢餓条件での液胞内アミノ酸含量の変化

 各酵母株を窒素飢餓条件で培養し、液胞内アミノ酸含量を測定した。液胞内含量の多

い塩基性アミノ酸量は別のグラフ（下側）に示した。空ベクターを導入した 株（白

色）、空ベクターを導入した 株（薄い灰色）、 を発現させた

株（濃い灰色）、 を発現させた 株（黒色）、

を発現させた 株（斜線）

 



 

る可能性が高い。液胞アミノ酸トランスポーター には アミノ酸残基の長い親

水性領域が存在し、本研究によりこの領域が液胞からのアミノ酸排出に重要な機能を果

たすことが示唆された。細胞膜に局在するアミノ酸トランスポーターの親水性領域は翻

訳後修飾やそれに伴う他のタンパク質との相互作用を介してトランスポーターの活性調

節に機能することが報告されている。 の 末端も同様に活性調節に機能する可能

性があり、今後さらに解析を進める予定である。また本研究では液胞膜局在性トランス

ポーターを新たに６種同定した。これらの中には窒素飢餓条件で発現量が増加するもの

も含まれており、アミノ酸輸送活性を有することが期待される。
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