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研究成果の概要（和文）：液胞膜でアルギニン／ヒスチジン交換輸送を行うYpq2と、プロトン濃度勾配依存的な
塩基性アミノ酸取り込みに関与するVsb1を同定した。また、Ypq2の分裂酵母ホモログStm1が液胞膜を介したアミ
ノ酸輸送に関与し、機能的にも保存されていることを報告した。さらにアミノ酸を液胞外へ排出するトランスポ
ーターAvt4とAvt6の発現がGATA転写因子によって転写レベルで直接的に制御されることを明らかにした。GATA転
写因子は窒素源の変化に対するアミノ酸代謝の適応応答で中心的な役割を担う。その直接的な標的であることか
ら細胞内アミノ酸恒常性への寄与が液胞アミノ酸輸送の生理機能の一つであることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research, we identified Ypq2, which mediates the arginine/histidine 
exchange across the vacuolar membrane, and Vsb1, which is involved in the uptake of basic amino 
acids into vacuoles. We also revealed that Stm1, a Ypq2 homolog in the fission yeast, is 
functionally conserved. In addition, the expression of AVT4 and AVT6, both of which are transporters
 to export amino acids from vacuoles, were shown to be directly regulated at the transcriptional 
level by the GATA transcription factors. Since the GATA transcription factors play a central role in
 the adaptation of cellular amino acid metabolism in response to the changes in environmental 
nitrogen availability, our results strongly suggest that the vacuolar amino acid transport system 
contributes to the cellular amino acid homeostasis.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 液胞　オートファジー　Saccharomyces cerevisiae　トランスポーター　TORC1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内のアミノ酸ホメオスタシスは細胞の適正な成長・増殖を維持するとともに、ストレス時の生存にも必須で
ある。液胞／リソソームはその中で重要な役割を担うと考えられている。本研究でのYpq2とVsb1の同定解析で得
られた知見はその分子機構の解明に大きく貢献する。また、本研究を含めこれまでの研究により、液胞アミノ酸
トランスポーターの同定が大きく進捗した。本研究ではトランスポーター欠損による生育表現型や活性調節に関
する知見も得られており、液胞内アミノ酸の生理機能解明への突破口になると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

申請者の研究グループは出芽酵母を用いて液胞アミノ酸トランスポーターの同定解析を進め、AVT
ファミリーの Avt3、Avt4、Avt6、Avt7 がそれぞれ中性アミノ酸、中性／塩基性アミノ酸、酸性／中性アミ
ノ酸、中性アミノ酸を液胞外へ排出することを明らかにしている。さらに動物リソソームアミノ酸トランスポ
ーターLAAT-1／PQLC2 の酵母ホモログ Ypq1 と Ypq3 が液胞膜に局在し、塩基性アミノ酸の輸送活性
を有することも報告した。 
 オートファジーは当初報告されたアミノ酸リサイクルだけでなく、不要タンパク質／オルガネラの除去や、
核酸／脂質／糖／各種ミネラル等のリサイクルも行うことが示されている。こうした生理機能の中でアミノ
酸リサイクルの意義を正確に理解するためには、液胞からのアミノ酸排出のみを抑えたことによる影響を
評価することが不可欠である。そのためには、液胞アミノ酸トランスポーターのさらなる同定が必要であ
った。また、オートファジーの持続・減衰の機構は誘導やオートファゴソーム形成に比べて理解が大幅
に遅れている。TORC1 はアミノ酸等の栄養が豊富な条件で活性化し、オートファジーを負に制御してい
る。申請者は、TORC1 活性とアミノ酸リサイクルのクロストークがオートファジー活性の持続に作用すると
の仮説を立てている。この仮説を検証するためにも液胞アミノ酸トランスポーターを全て同定し、それら
の多重破壊株を使った解析が必要とされていた。さらに、既知の液胞アミノ酸トランスポーターについて
も、活性調節機構の解明は液胞からのアミノ酸リサイクルの生理的意義を理解する上で重要な手掛かり
を与えるはずであるが、ほぼ手付かずの状態であった。 
 
 
２．研究の目的 

現在同定されている液胞アミノ酸トランスポーターの多重欠損株はオートファジー欠損株に比べて生
育等の表現型が依然部分的である。本研究では未知トランスポーターを同定し、多重破壊による生育
表現型を探索すると共に、活性調節の分子機構を明らかにすることにより、液胞アミノ酸リサイクルの生
理的意義の解明を目的とした。また、TORC1 をはじめとする他のアミノ酸関連代謝（アミノ酸やタンパク
質の分解／合成）の調節との重複・連携といった側面からも液胞アミノ酸輸送の役割を検討しその重要
性を明らかにすることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
・アルギニン／ヒスチジン交換輸送活性の検出 

出芽酵母から単離した液胞をヒスチジン含有バッファーで懸濁して液胞膜小胞を単離し、これを 14C-アル
ギニンを添加したヒスチジン非含有バッファーで希釈することによって小胞内外でのヒスチジン濃度勾配を
形成させ、その際の 14C-アルギニン取り込みを検出した。 

・新規液胞アミノ酸トランスポーターの同定解析 
液胞膜局在性トランスポーターを網羅的に同定し、それら破壊株の液胞内アミノ酸含量を測定することによ

って液胞アミノ酸トランスポーター候補 Ygr125w を見出し、これを欠損すると液胞内塩基性アミノ酸量が大幅
に低下することを見出した。さらに YGR125W過剰発現株から調製した液胞膜小胞に ATP と 14C-アルギニン
を添加し、小胞内の放射活性を経時的に測定した。 

・AVT遺伝子プロモーターと GATA 転写因子の相互作用検出 
GATA 転写因子である Gat1 と Myc13の融合タンパク質を発現させた酵母細胞を、ホルムアルデヒド処理に

よって DNA とタンパク質を架橋させ、調製した抽出液に抗 Myc 抗体を加え免疫沈降実験を行なった。沈降
試料中の AVT遺伝子プロモーターDNA 断片量をリアルタイム定量PCR によって定量解析した。 

 
 
４．研究成果 
（１）高等生物まで広く保存されている PQ ループタンパク質の酵母ホモログ Ypq2 が液胞膜小胞のアル
ギニン／ヒスチジン交換輸送活性の分子実体であり、さらにプロトン濃度勾配に依存してアルギニンを
輸送する活性も有することを論文発表した（図 1）。また、その分裂酵母ホモログ Stm1 を出芽酵母に発
現させ、単離した液胞膜小胞を用いて Stm1 が Ypq2 同様ヒスチジン濃度勾配およびプロトン濃度勾配
依存的なアルギニン取り込み活性を有するとともに、リジンの取り込み活性も有することが示唆された。こ
れら結果をまとめ、PQ ループタンパク質が種を越えて液胞アミノ酸輸送に機能することを論文発表した。 



 
（２）液胞内には細胞全体の 70-90%の塩基性アミノ酸が蓄積する。網羅的なタンパク質局在解析によっ
て同定した液胞膜タンパク質のうち、出芽酵母 Ygr125w を欠損すると液胞内塩基性アミノ酸含量が大
幅に低下することを見出した（図 2A）。欠損株の解析をさらに進め、液胞内に塩基性アミノ酸を蓄積する
生理的意義について新たな知見を得ることができた。YGR125W については他のグループからも発表が
あり、以後遺伝子名を VSB1 と改めその遺伝子産物である Vsb1 タンパク質が塩基性アミノ酸を液胞内
に取り込むトランスポーターであるとの仮説を立て実験を進めた。Vsb1 の N 末端親水性領域と第１膜貫
通領域の境界付近に HA タグを挿入することにより、機能を保持した HA-Vsb1 融合タンパク質の検出
に成功し（図 2B）、液胞膜小胞を用いて、HA-Vsb1 依存的なアミノ酸輸送活性が検出されたことから、
Vsb1 が液胞アミノ酸トランスポーターとして機能することが強く示唆された。また液胞内塩基性アミノ酸
蓄積に重要な Vsb1 中のアミノ酸残基も特定し、これらの結果を合わせて論文発表した。 

 
（３）液胞アミノ酸トランスポーターの発現調節については、中性・塩基性アミノ酸を液胞外へと排出する
トランスポーターAvt4 の発現調節を中心に研究を進め、窒素飢餓条件での細胞内 Avt4 レベルの増加
が、GATA 転写因子 Gln3 と Gat1 の二重欠損によって低く抑えられることを明らかにした。また、AVT4 プ
ロモーター領域の Gln3／Gat1 結合配列に変異を導入しても、窒素飢餓条件での AVT4 mRNA と Avt4
タンパク質レベルが低く抑えられたことから、GATA 転写因子が直接 AVT4 の転写に機能することが示
唆された。さらに、クロマチン免疫沈降実験を行い、GATA 転写因子と共沈降したクロマチン試料に
AVT4 プロモーター断片を検出したことから、AVT4 は GATA 転写因子の直接的なターゲットであること
が明らかとなった。AVT4 に加え、酸性アミノ酸トランスポーターをコードする AVT6 もクロマチン免疫沈降
実験によって GATA 転写因子の直接的な調節を受けることを明らかにし、まとめて論文発表した。GATA
転写因子は窒素源の変化に応答してアミノ酸代謝関連因子の発現を誘導する。GATA 転写因子の直
接的な制御下にある液胞アミノ酸トランスポーター遺伝子を他にも見出しており、細胞内アミノ酸恒常性
への寄与が液胞アミノ酸輸送の生理機能の一つであることが強く示唆された。 

その一方で、プロモーターへの変異導入によって細胞内 Avt4 レベルが減少しても窒素飢餓条件で
の液胞内アミノ酸は野生株と同様に減少した。したがって、発現調節のアミノ酸排出活性への影響を検
出するには至っておらず、AVT4 発現誘導の生理的意義を明らかにすることはできなかった。これにつ
いては他のアミノ酸トランスポーターによる相補が考えられ、現在検討中である。 
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図1. Ypq2はヒスチジン濃度勾配に依存してアルギニンを液胞膜小胞内
に取り込む
10 mMヒスチジンを含む液胞膜小胞をヒスチジンを含まない溶液で希釈
すると野生株由来の液胞膜小胞（左）はアルギニンを取り込んだ（●）。
一方希釈液を10 mMヒスチジン含有溶液で希釈するとアルギニンは取り
込まれなかった（○）。ypq2∆株由来の液胞膜小胞（右）はヒスチジンを含
まない溶液で希釈してもアルギニンはほとんど取り込まれなかった（●）。
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図2. VSB1の解析
A.野生株（□）に比べてvsb1∆株（■）では液胞内のリジン、ヒスチジン、アルギニンの
含量が大幅に減少した。B. HAタグ融合Vsb1が抗HA抗体を用いたウエスタンブロット
解析によって検出された。

A. B.Vacuolar amino acid contents Detection of HA-tagged Vsb1
by Western blot analysis



 
（４）Avt4 の翻訳後の活性調節機構解明に向けて、Avt4 N 末端親水性領域と相互作用するタンパク質
候補を数種同定し、細胞内での相互作用を共免疫沈降によって検討した。その際、Avt4 のリン酸化に
依存した相互作用の可能性も考慮し、推定リン酸化部位をアラニンもしくはアスパラギン酸に置換した
変異型 Avt4 との相互作用も検討した。しかし、操作中の分解や界面活性剤の影響などが原因で共免
疫沈降実験は結果が安定しないことが問題となった。また GST pull-down による相互作用因子の探索
にも着手したが、Avt4 N 末端の GST 融合タンパク質は大腸菌細胞内で不溶化するなど良好な結果を
得られていない。現在、別法での相互作用検出に着手している。 
 
（５）液胞アミノ酸トランスポーターの欠損および過剰発現によって生育等において表現型を示す培養条
件を見出し、液胞アミノ酸リサイクルの生理機能に関わる手がかりを得た。また液胞内アミノ酸が TORC1
活性に作用することを示唆する結果も得られており、これらの成果はシンポジウム・国際学会等で発表し
た。 
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図3. GATA転写因子（Gln３／Gat1）によるAVT4の
発現調節
A.野生株（WT■）に比べてgln3∆gat1∆株（■）では
窒素飢餓条件（-N）でのAVT4 mRNAレベルが大幅
に減少した。B.野生株に比べてgln3∆gat1∆株では
窒素飢餓条件（-N）でのGFP-Avt4タンパク質レベ
ルが大幅に減少した。 C.窒素飢餓条件（-N■）で
は栄養豊富条件（Rich□）に比べてMyc13融合
Gat1発現株ライセートからの抗Myc抗体免疫沈降
試料中にAVT4プロモーターDNA断片が明らかに
多く検出された。一方、タグなしのGat1発現株を用
いた同じ実験ではAVT4プロモーター断片の増加
は検出されなかった。
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