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研究成果の概要： 
 本研究ではメチロトローフ酵母の酸素認識とメタノール代謝制御について解析した。AOD は

低酸素でMod1pが支配的で、高濃度ではMod2pが支配的だった。一方、高呼吸鎖阻害でMod1p、
低阻害下で Mod2p の発現比が高くなった。これは呼吸鎖が酸素濃度を感知、それに合わせ AOD
発現を調節し、代謝を制御している、つまり、ペルオキシソームとミトコンドリア間のオルガ

ネラクロストークの存在が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 
 生物は進化の過程で効率よいエネルギー

生産システムとして酸素を利用する呼吸を

獲得した。しかし、生物は酸素により効率よ

くエネルギーを獲得できる反面、適切な酸素

代謝を行わなければ活性酸素が生じるとい

うリスクを負っている。つまり、生物は生命

維持のために生育環境の酸素状態を的確に

認識し、それに応じて酸素代謝を厳密に制御

しなければならず、複数の酸素代謝系の酸素

消費バランスの維持をはじめとした細胞内
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の酸素を必要する代謝系全体での代謝調節

システムが重要であると思われる。 

 一方、メタノールを炭素源として生育でき

るメチロトローフ酵母は、メタノール代謝の

際、少なくとも2つの酸素依存的な重要な段

階を経る。一方は初段階反応アルコールオキ

シダーゼ（AOD）によるメタノールの酸化で

あり、本反応はメタノール代謝の律速段階で

あることから、本酵母は菌体内タンパク質の

数十%を占めるほど強力に誘導されるAODの

活性発現を制御することでメタノール代謝

を制御している。他方は、呼吸鎖の電子伝達

系であり、エネルギー獲得におけるメタノー

ル代謝の最終段階である。つまり、メタノー

ル代謝ではAODと呼吸鎖の間で酸素の消費

が競合するため、メタノール代謝を円滑に保

つためには生育環境の厳密な酸素認識とそ

れに合わせたAODと呼吸鎖の酸素消費バラ

ンスの制御が必要となる。また、AODと呼吸

鎖活性は、それぞれペルオキシソーム(Ps)と

ミトコンドリア(Mt)に局在しており、メチロ

トーフ酵母はPs-Mt間で酸素消費バランスを

調節するために、タンパク質細胞内局在制御

さらにはPs-Mt間のオルガネラクロストーク

を行っているものと思われる。 

 つまり、メチロトローフ酵母のメタノール

代謝には、酸素を中心とした代謝制御系が存

在し、個々の代謝酵素の発現誘導の制御のみ

でなく、酸素認識、細胞内局在制御、さらに

はオルガネラクロストークなど、生育環境下

の酸素に合わせたメタノール代謝制御を行

っていると考えることができる。 

 

 
２．研究の目的 

 本研究ではメチロトローフ酵母特に P. 

methanolica のメタノール代謝系が真核生物

に普遍的な酸素代謝制御メカニズムの格好

のモデル系であると考え、本酵母のメタノー

ル代謝における酸素認識機構および細胞内

におけるオルガネラコミュニケーションを

中心とした酸素代謝制御機構の解明を目指

していく。 

 
 

３．研究の方法 

 

(1)AOD アイソザイムの酸素に対する発現応答 

 P. methanolica は、2 種の AOD 遺伝子産物

Mod1p と Mod2p のランダムな 8 量体への会

合により形成される AOD アイソザイムをも

つ。まず最初に、両 AOD 遺伝子の生育環境

下の酸素に対する応答発現について解析す

ることにした。 

 P. methanolica 酵母細胞を様々な酸素濃度

下でメタノール生育（16 時間）させ、それぞ

れの培養菌体中の MOD1 および MOD2 の発

現を酵素活性レベル、活性染色、ノザン解析、

さらにはプロモータアッセイで解析を行っ

た。 

 

(2)AOD アイソザイムの酸素に対する性質 

 AOD は酸素を基質として利用するオキシ

ダーゼであるため、その酵素科学的諸性質を

知ることは本酵母の酸素代謝制御の解明に

において重要な意味を持つものと思われる。

そこで、AOD アイソザイムを構成する 2 種

のサブユニットの酸素に対する親和性を観

察することにした。 

 メタノールで生育させた P. methanolica 

mod2∆株および mod2∆株の培養細胞から、

Mod1p および Mod2p をそれぞれ硫安沈殿、

イオン交換体、ゲル濾過カラムを用いて精製

し、それぞれの酵素科学的諸性質を明らかに

した。 

 



 

(3)AOD アイソザイム活性発現に対する呼吸鎖

の影響 

 AOD アイソザイムともう一つの酸素消費

系である呼吸鎖との関係を解析するため、メ

タノール生育時（16 時間）に、呼吸鎖阻害剤

（アジ化ナトリウム、シクロヘキシミド）を

添加することによる AOD アイソザイムの活

性発現レベルを酵素活性、活性染色、ノザン

解析、さらには出芽酵母の PHO5 遺伝子をレ

ポーターとして用いたプロモータアッセイ

で解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

 

(1)AOD アイソザイムの酸素に対する応答 

 P. methanolica AOD アイソザイムの発現は

酸素に対して依存的であることを見出し、低

酸素下では MOD1、高酸素下では MOD2 が

より支配的に誘導されていた。これより P. 

methanolica は的確な酸素認識によりメタノ

ール代謝を制御していることが明らかとな

った。 

 

(2)AOD アイソザイムの酸素に対する性質 

 P. methanolica Mod1pとMod2pは酸素に対し

て異なる性質を示し、Mod1p は低 Km型、Mod2p

は高 Km型サブユニットであることを明らかに

した。また、P. methanolica AOD アイソザイム

は酸素濃度に応じてサブユニット構成比を変

化させることから、アイソザイムの組み合わせ

で酸素に対する Vmaxおよび Kmを自在に制御し

ている。 

 つまり、P. methanolica は生育環境中の酸素

濃度に応じて AOD アイソザイムの発現比を制

御することで、AOD アイソザイム全体の Vmax

および Km を調節し、過剰な AOD 活性を抑制

していた。 

 

(3)AOD アイソザイム活性発現に対する呼吸鎖

の影響 

 呼吸鎖阻害下ではP. methanolica AOD発現

は完全に抑制され、低阻害下では Mod1p が

支配的であった。これは酸素濃度による挙動

と類似しており、呼吸鎖が酸素濃度を感知し、

自身の活性に合わせて AOD アイソザイムの

発現を何らかの形で制御することでメタノ

ール代謝を巧妙に制御しているものと思わ

れる。つまり、AOD と呼吸鎖がそれぞれ局

在する Ps とミトコンドリアの間でメタノー

ル代謝を制御するための、いわゆる「オルガ

ネラクロストーク」が何らかの形で行なわれ

ていることが示唆された。 
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