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研究成果の概要（和文）：トリプトファン (Trp) は、生体に必須のアミノ酸であるが、過剰なTrpの蓄積は有害
であり、様々な病態との関連が示唆されている。しかし、過剰なTrpによる毒性の原因は不明であった。本研究
では、過剰なTrpの毒性の原因が細胞内情報伝達の阻害であることを示す結果を得た。さらに、過剰なTrpへの耐
性にTrpの分解系とその反応に必要となる有機酸の生合成系が必要であったことから、過剰なTrpの蓄積を解消す
る応答機構の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tryptophan (Trp) is an essential amino acid for living organisms, but 
excessive accumulation of Trp can be toxic. Also, it has been suggested that excessive accumulation 
of Trp is associated with various pathological conditions. However, the cause of toxicity due to 
excess Trp was unknown. In this study, we obtained the results showing that the cause of excessive 
Trp toxicity is inhibition of an intracellular signal transduction. Furthermore, it was suggested 
that the existence of a cellular response mechanism that eliminates excess Trp accumulation since 
degradation pathway of Trp and biosynthesis of organic acids which is necessary for the Trp 
degradation were required for tolerance to excess Trp.

研究分野：農芸化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トリプトファン (Trp) の蓄積やTrpの過剰摂取が有害であることは古くから知られていたが、その原因はよく分
かっていなかった。本研究では、過剰なTrpによる細胞毒性の原因を明らかにした。この知見を発展させること
により、Trpの蓄積を伴う病態の理解が深まり、その治療にも貢献することが期待される。さらに、補助的な栄
養素としてのTrpの安全な利用にも貢献すると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 
Trpはヒトでは必須アミノ酸の一つで、生理活性化合物であるセロトニンやメラトニンの原料
になることも知られている。その一方で、Trp代謝異常は高 Trp血症や好酸球増加筋肉痛症候群
のみならず、肥満、糖尿病、うつ病などの疾患との関連も示唆されている。これらの病態の治療
のためにも、Trp代謝の理解が求められている。 
真核細胞のモデル生物である出芽酵母において、Trpは必須アミノ酸の中でもその合成に多く
の ATPを要する。そのため、細胞内の Trpの生合成は厳密に制御されている。しかし、過剰な
Trpが及ぼす影響と応答は意外にもよく分かっていない。 
これまでの研究で、申請者は過剰な Trp そのものが細胞の増殖を阻害することを出芽酵母で
見出した。本研究では過剰な Trpへの細胞応答を分子レベルで理解し、Trp生合成が厳密に制御
される意義を明らかにする。 
 
 
２．研究の目的 
  
これまでの研究で、申請者らは過剰な Trpが細胞増殖を阻害することを見出し、Trpの分解経
路の重要性を報告した (Ohashi et al., Sci. Rep., 2017)。研究を進めたところ、過剰な Trpへの
耐性にいくつかのオートファジー遺伝子が必要であることが分かった。オートファジーは細胞
内のタンパク質を分解する機構の一つで、アミノ酸の再利用にも重要な分子機構であるが、過剰
な Trp との関連は不明である。また、メタボロミクス解析では Trp 代謝物の増加にともなった
代謝変動が明らかになってきた。本研究では、生化学および遺伝学的手法に加え、メタボロミク
ス解析を駆使しながら、過剰な Trpへの耐性にオートファジーが必要であることを明らかにし、
過剰な Trpへの細胞応答を理解する。 
 
 
３．研究の方法 
 
申請者は高濃度 Trp 培地において、いくつかのオートファジー関連分子の遺伝子欠損株が生
育遅延を示すことを見出した。この結果から、過剰な Trp への耐性にオートファジーが必要であ
ると考えられ、過剰な Trp 存在下ではオートファジーが活性化されていると予想した。そこで、
オートファジーの活性を生化学的に検出する。オートファジーの活性は、GFP-Atg8 が切断され
て生じる GFP のシグナルを用いて評価される。そこで、過剰な Trp を加えて数時間で、GFP-Atg8
の切断シグナルをウエスタンブロットで検出する。 
これまで、オートファジーはアミノ酸の欠乏によって活性化されることが知られている。その
ため、過剰な Trp によってオートファジーの活性化が認められた場合、全く新規の分子機構が存
在すると考えられる。そこで、過剰な Trp への応答に必要な分子を特定するために、過剰な Trp
によってどのような遺伝子が変動しているのかを RNA シーケンスによる発現解析で調べる。ま
た、得られた結果に基づき、変動した遺伝子の発現を制御する分子の特定を試みる。 
さらに、出芽酵母の非必須遺伝子欠損株 (約4800株) および必須遺伝子発現低下株 (DAmP株, 
約 800 株; Breslow et al., 2008) のライブラリを用いて、過剰な Trp への耐性に必要な遺伝
子群を網羅的に探索する。RNA シーケンスによる発現解析と遺伝子変異株のスクリーニングの結
果を統合し、過剰な Trp への応答を担う分子を特定する。また、これらの遺伝子変異株に過剰な
Trp を作用させた時のオートファジーの活性を測定し、これらの過剰な Trp への応答を担う分子
がオートファジーの制御に関わっていることを明らかにする。 
なお、過剰な Trp を認識する分子は、過剰な Trp への応答に必要な分子に含まれているはずで
ある。そこで、オートファジーの活性や遺伝子変動など適切な応答を指標に用いて、過剰な Trp
を感知する分子を探索する。 
以上の実験により、過剰な Trp への細胞応答を明らかにし、過剰な Trp への耐性にオートファ
ジーが必要である理由を明らかにする。また、スクリーニングの表現型から得られる知見は、過
剰な Trp への細胞応答の包括的な理解にも貢献する。 
 
 
４．研究成果 
 
当初期待していた過剰な Trp によるオートファジーの活性化はほとんど認められなかったが、
過剰な Trp への耐性にいくつかのオートファジー遺伝子が必要であった。オートファジーはタ
ンパク質を分解し、アミノ酸を再利用する機構であることを考えると、過剰な Trp への耐性には
アミノ酸代謝が重要であることが予想された。次に、過剰な Trp により誘導される遺伝子を明ら
かにするために、RNA シーケンスによる遺伝子発現解析を行った。その結果、過剰な Trp 処理に
よって、Trp の分解酵素やアミノ酸生合成酵素の発現が変動していることが明らかになり、過剰
な Trp への耐性にアミノ酸代謝が重要であることが改めて確認された。また、この結果から、過



剰な Trp の分解反応とその反応に必要となる有機酸の供給が活性化していると考えられた。す
なわち、これらの結果は、過剰な Trp の蓄積を解消する機構の存在を示唆している。そこで、過
剰な Trp への細胞応答の仕組みを明らかにするために、簡便な真核生物のモデル細胞である出
芽酵母を用いて、過剰な Trp への応答に必要な遺伝子のスクリーニングを行った。その結果、一
部のアミノ酸代謝系が過剰な Trp への耐性に必要であることが明らかになった。さらに、遺伝子
スクリーニングと RNA シーケンスの結果を統合的に解析し、Trp への応答に必要な細胞内シグナ
ル伝達を担うタンパク質の同定にも成功した。実際、過剰な Trp によって、このシグナルタンパ
ク質のリン酸化が変化していることも生化学的に明らかにした。 
しかし、このリン酸化シグナル伝達の上流で過剰な Trp がどのように認識されているかは不
明である。過剰な Trp を感知する分子の遺伝子欠損株は、過剰な Trp 存在下で抑制される細胞内
シグナルが抑制されず、高濃度 Trp に耐性を示すはずである。上記の遺伝子欠損株のスクリーニ
ングと同様の方法で、過剰な Trp に耐性を示す遺伝子欠損株を 147 株見出した。さらに、この
147 株の中から、過剰な Trp で抑制されるはずの細胞内シグナルが抑制されない遺伝子欠損株を
いくつか同定することに成功した。これらの遺伝子にコードされた分子は過剰な Trp の感知に
関わる分子であると予想され、これらの分子の解析により、過剰な Trp の認識機構が明らかにな
ると期待される。 
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