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研究成果の概要（和文）：　本研究では、出芽酵母において、糖タンパク質や細胞壁を構築する構造性糖質(非
貯蔵性糖質)が細胞内で分解され代謝される分子機構およびその生理的意義の解明を目的として行った。そし
て、サイクリンの一つとして知られるClb4が糖質飢餓ストレスの応答に関与することおよびその分子経路を明ら
かにした [FEBS Lett (2019)]。また、出芽酵母の新規ヘキソキナーゼ酵素Emi2を同定し、グルコース飢餓スト
レス条件において高発現することを明らかにした [J Appl Glycosci (2020)]。

研究成果の概要（英文）： This study was carried out to clarify the mechanism and  physiological 
roles of structural glycan degradation in yeast. As a result, we revealed that a cyclin Clb4 
involves in starvation response and clarify the molecular mechanism [FEBS Lett (2019)]. In addition,
 we identified Emis as a novel hexokinase in yeast [J Appl Glycosci (2020)]. 

研究分野： 応用分子細胞生物学

キーワード： 酵母　栄養応答　代謝制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖質は細胞の構築成分であるとともにエネルギー源として不可欠であるため、その代謝分解の分子メカニズム
を細胞レベルで解明していくことはライフサイエンスの分野における重要課題の一つであり、本研究成果により
当該分子メカニズムの一端が明らかとなった。また、本研究により得られた知見は、人類の食生活に不可欠の産
業酵母である出芽酵母の代謝発酵のメカニズムの解明にも結びつくものであるため、学術的にも社会的にも意義
があると考えている。

※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 
   
糖質は、ATP の生合成や、細胞壁や糖タンパク質などの構造性糖質を構築する主要な栄養素

であり、その代謝分解および制御調節は細胞機能の恒常性維持に重要不可欠であると考えられ
るが、その分子メカニズムは未解明である。申請者は、細胞外環境に応じて細胞増殖を決定する
真核モデル微生物である出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae)を用いて、糖質及び糖質飢餓に
対する細胞応答のメカニズム解明に取り組んできた。先行研究において、出芽酵母の主要な構造
性糖質である高マンノシル 糖鎖を単糖のマンノースまで分解する主要な細胞内マンノシダーゼ
酵素が、栄養増殖時にはほとんど発現しないが、糖質飢餓時において高発現し活発化されること
を明らかにしており[Biochem Biophys Acta (2016)]、当該糖鎖の分解は糖質飢餓時に重要な生
理的役割を持つことが示唆された。出芽酵母は細胞内外において、マンノースに富む高マンノシ
ル糖鎖を多数有しており、糖質飢餓条件において代謝分解が活発化される分子機構と生理的意
義を明らかにすることが学術的に重要であり必要であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 出芽酵母において、糖質飢餓時に高マンノシル糖鎖の代謝分解が活発化される分子機構およ
び生理的意義を解明することを本研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 研究代表者は、細胞内で高マンノシル糖鎖の代謝分解を担う糖加水分解酵素の細胞内活性を
定量解析する手法をこれまでの研究において確率している。当該メカニズムに関わる新たな分
子を同定するため、本定量法を用いて、糖質飢餓条件においても細胞内の高マンノシル糖鎖分解
活性が活発化しない一遺伝子欠損株をノックアウトコレクションからスクリーニングすること
を試みた。キナーゼ、フォスファターゼおよびその捕因子を含む約 500 の遺伝子欠損株について
スクリーニング解析を行った。得られた遺伝子欠損株および過剰発現株を用いて、既知の細胞内
代謝経路が野生株とどのように異なるかを解析し、細胞内機能の解明を試みた。また、組換えタ
ンパク質を作製し、in vitro でタンパク質の機能解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 上述した手法により当該メカニズムに関わる新規分子をスクリーニングした結果、サイク
リンの一つとして知られる Clb4 の遺伝子欠損株においては、野生株と異なり、糖質飢餓条件に
おいても高マンノシル糖鎖分解活性が殆ど上昇しないことが見いだされた。同様の結果は、遺伝
子型の異なる 2種類の実験室酵母株について新たに作製した Clb4 の欠損株においても確認でき
た。[FEBS Lett. 594:1329-1338 (2020)]。先行研究において、野生株では、マンノシダーゼの
細胞内活性は炭素源の枯渇のみならずアミノ酸の枯渇によっても著しく上昇することを明らか
にしている。Clb4 の欠損株では、糖質飢餓条件における高マンノシル糖鎖分解の活発化は生じ
ないが、アミノ酸飢餓に応じた同経路の活発化は野生株と同程度まで上昇した。このことから、
Clb4 は糖質の飢餓に特異的に応答して細胞内代謝経路の制御に関わることが示唆された。また、
Clb4 以外の他の既知サイクリンの欠損株においては、糖質飢餓条件におけるマンノシダーゼ活
性の上昇は損なわれなかった。このことから、Clb4 は他のサイクリンとは異なり、糖質飢餓に
応じた細胞内代謝経路制御に不可欠の役割を持つことがわかった。また、Clb4 の欠損株では、
マンノシダーゼ酵素を制御する TOR キナーゼの活性が、糖質の有無に関わらず亢進しており、制
御不全が生じていることを示唆する結果が得られた。次に、TOR キナーゼの下流で制御されてお
り、炭素源に応じて細胞周期の G2/M 期移行を制御する転写因子 Sfp1 の核局在について顕微鏡
を用いて解析した。その結果、Clb4 の欠損株では、野生株と異なり、糖質の有無に関わらず Sfp1
が細胞質に分散していた。Clb4 の欠損株の富栄養条件における細胞増殖は野生株と同程度であ
ったが、糖質飢餓条件における経時寿命が野生株と比較して著しく低下した。 
以上の結果から、Clb4 が酵母の糖質飢餓応答および高マンノシル糖鎖の分解活性の制御調節

に重要な新たなタンパク質であることが見いだされた。そして、Clb4 は炭素源飢餓に応じた TOR
キナーゼおよびその下流の転写因子を介して細胞内代謝経路と細胞周期を制御する役割を有す
ることが示唆された。これらの成果は、FEBS letters 誌に掲載され、当該号の Highlight article
に選抜された[FEBS Lett. 594:1329-1338 (2020)]。 
 



(2) 糖質飢餓に応答して高発現し、高マンノシル糖鎖の分解により生じるマンノースを代謝す
る新規ヘキソキナーゼ酵素である Emi2 についても同定するに至った。出芽酵母の主要なヘキソ
キナーゼとして知られる Hxk2 は高グルコース条件で対数増殖時に高発現するが、それとは異な
り、Emi2 は対数増殖時にはほとんど発現しないが、糖質飢餓に応答して高発現することがわか
った。また、グルコースおよびマンノースに対する親和性は Hxk2 よりも高いが、代謝回転速度
は Hxk2 よりも非常に低いことから、低グルコース条件下でゆっくりと代謝する酵素であること
も示唆された。これらの成果は日本応用糖質科学会誌に掲載された [J App Glycosci. 67: 103–
109 (2020)]。ほかにも、出芽酵母の糖質代謝に関わる新規分子を同定し、機能解析を進めてい
る。成果の一部は日本農芸化学会や日本応用糖質科学会、酵母遺伝学フォーラムなどの国内学会
にて成果発表を行っており、現在論文作成中である。 
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