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研究成果の概要（和文）：本研究では、RNS依存的翻訳後修飾の網羅的定量解析系の開発を試みたが、従来法よ
りも革新的な手法の確立には至らなかった。しかし、従来法を用いた解析から、NOストレス条件下において、酵
母のピルビン酸脱炭酸酵素Pdc1がニトロ化修飾を、フルクトース-1,6-二リン酸アルドラーゼFba1がS-グルタチ
オン化修飾を受けることを見出した。さらに、生化学的解析等から、Pdc1のニトロ化はNOストレス条件下におけ
る発酵力抑制の原因であることを見出した。また、S-グルタチオン化によるFba1の活性抑制が、解糖系抑制・ペ
ントースリン酸回路亢進とNADPH量の増加を介して、NOストレス耐性に寄与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：My proteomic and biochemical analyses identified pyruvate decarboxylase Pdc1
 as a nitrated protein. Nitration at Tyr157 and Tyr344 decreased the enzymatic activity of Pdc1. 
Further analyses showed that reactive nitrogen species (RNS) suppress the fermentation efficiency 
through the inhibition of Pdc1 by its nitration at Tyr157 and Try344.
I also demonstrated that fructose-1,6-bisphosphate aldolase Fba1 was S-glutathionylated at Cys112, 
which inhibits the enzymatic activity of Fba1, in response to RNS. My metabolite quantification 
suggested that S-glutathionylation of Fba1 increased the intracellular NADPH, via the metabolic 
shift from glycolysis to pentose phosphate pathway. Furthermore, My cell viability assay showed that
 S-glutathionylation of Fba1 contributed to RNS tolerance in yeast. These results suggest that yeast
 protects cells from RNS stress by the increased NADPH via the metabolic shift induced by 
S-glutathionylation of Fba1.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 翻訳後修飾　一酸化窒素　酵母　代謝　ニトロ化　グルタチオン化

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、RNSストレス環境下で酵母のPdc1がニトロ化され、発酵力が抑制されることを見出した。発酵生産
過程では、安価な炭素源である廃糖蜜が含有する亜硝酸塩がRNSを発生すること、発酵が阻害されることが知ら
れている。本研究の成果は、発酵生産過程における発酵力阻害の分子機構を明らかにしたものであり、発酵産業
への応用が期待できる。
一方、Fba1のS-グルタチオン化が、代謝フローの改変を介してRNSストレス耐性に寄与する機構は、これまでに
報告が無い。また、活性中心以外のCys残基のS-グルタチオン化が酵素活性を抑制する現象も、全く新たな知見
であり、RNS依存的翻訳後修飾の更なる理解に資する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（1）活性窒素種（RNS）は、タンパク質翻訳後修飾（PTMs）により生理機能を発揮する。 

 一酸化窒素（NO）をはじめとする RNSは反応性が高く、タンパク質、核酸、脂質など様々な
生体分子と反応し、種々の生命現象に関与することが知られている。NOは、哺乳類では血圧調
節や神経伝達、免疫応答などに、植物では生育や形態形成、細菌においては抗生物質耐性や酸化
ストレス応答などに関与することが報告されている。NOは、可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）
のヘムに結合してこれを活性化し、sGC により合成された cGMP がセカンドメッセンジャーと
して、種々の細胞機能を制御する。一方、NOはタンパク質システイン残基を S-ニトロソ化（SNO

化）修飾し、また NOと活性酸素種の反応生成物であるパーオキシナイトライトは、タンパク質
チロシン残基をニトロ化（PTN化）する。これらの翻訳後修飾は、タンパク質の機能を制御する
ことが知られており、近年盛んに研究されている。 

 

（2）酵母における RNSの生理機能やその分子機構には、不明な点が多い。 

酵母 Saccharomyces cerevisieは、高等真核生物や病原性真菌の優れたモデル生物であり、発酵
産業における重要な微生物でもある。近年申請者らは、酵母が高温や過酸化水素に応答して生成
する NOが、細胞の高温耐性や細胞死を引き起こすことを明らかにしたが、酵母における NOや
RNSを介した生命機能の制御に関しては、いまだ不明な点が多い。また、酵母ゲノム上には sGC

のオルソログが保存されていないため、RNSによる分子機能の制御機構は、主に SNO化や PTN

化を介したタンパク質の修飾を介して行われると予想される。 

 

（3）RNS依存的な PTMsのハイスループットな網羅的・定量的解析系は未確立である。 

 SNO化タンパク質は、SNO化部位をビオチン基に置換するビオチンスイッチ（BS）法による
検出方法が確立されている。一方、PTN化タンパク質は、抗ニトロチロシン抗体を用いたウェス
タンブロットにより検出が可能である。一方、酵母において、これらの PTMsを解析した例はほ
とんどない。また、PTMsをハイスループットに網羅的・定量的に解析する手法も確立されてい
ない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、酵母における SNO化タンパク質、PTN化タンパク質をハイスループット、かつ
網羅的に定量解析する方法を確立する。さらに、これを用いて、環境ストレスに応答した酵母の
RNS依存的シグナル伝達経路を総合的に理解することを目指す。 

 

３．研究の方法 

 LC-MS/MSによるプロテオーム解析と、従来のRNS依存的 PTMsの解析手法を組み合わせて、
網羅的定量解析系の構築を試みた。RNS 依存的翻訳後修飾タンパク質として同定した候補タン
パク質は、生化学的な解析により PTMsを確認した。同定したタンパク質を、大腸菌を用いた組
換えタンパク質として調製し、翻訳後修飾がタンパク質機能に及ぼす影響を解析した。代謝物の
測定と細胞の RNSストレスに対する耐性を評価することで、RNS依存的 PTMsの生理機能と分
子機構を解析した。 

 

４．研究成果 

（1）新規な網羅的定量解析系の開発 

 BS法と SILAC法による定量プロテオーム解析を組み合わせて、SNO化タンパク質を網羅的・
定量的に解析する手法の開発を試みたが、従来法よりも優れた手法の確立には至らなかった。 

 

（2）PTN化修飾を介した RNSによる発酵力制御の分子機構の解明 

 RNSストレス処理した酵母のプロテオーム
解析から、ピルビン酸脱炭酸酵素（PDC）Pdc1

が PTN化修飾を受けることを見出し、修飾チ
ロシン残基を同定した。アンバーコドン変異
による人工アミノ酸取り込み系（Biochemistry, 

53:1916, 2014）を用いて部位特異的 PTN 化
Pdc1を調製し、酵素活性を測定したところ、
Tyr157および Tyr344の PTN化が Pdc1の酵素
活性を阻害することを明らかにした。また、
酵母粗酵素液中の PDC 活性を測定したとこ
ろ、細胞の RNS 処理によって PDC 活性が低
下した。さらに、細胞内ピルビン酸含量は、
RNS処理により著しく増加した。一方、酵母
培養上清中のエタノール含量を測定したとこ
ろ、RNS処理によりエタノール生産量は有意



に低下した。しかし、Pdc1の PTN化修飾 Tyr 残基をフェニルアラニンに置換し、PTN化が起こ
らない変異株では、RNS処理によるエタノール含量の低下は見られなかった。以上のことから、
RNSストレス条件下では、Pdc1が PTN化により抑制され、ピルビン酸からアセトアルデヒドへ
の変換が阻害されることにより、エタノール発酵が制限されることが明らかになった（図 1）。 

 

（2）S-グルタチオン化（SGT化）修飾を介した RNS耐性機構の解明 

 酵母細胞抽出液を RNS処理したサンプルをプロテオーム解析に供し、SNO化候補タンパク質
として、複数の解糖系酵素を見出した。一方、細胞を RNS 処理し、同様にプロテオーム解析を
行ったが、SNO化タンパク質は検出されなかった。続いて、BS法とウェスタンブロットによる
解析を行ったところ、抽出液を RNS 処理したサンプルからは明確な SNO 化シグナルが検出さ
れたが、細胞を RNS処理したサンプルからは SNO化シグナルは見られなかった。しかし、RNS

処理した細胞からは、明確な SGT化修飾のシグナルが観測された。そこで、細胞内では RNSに
より SGT化が誘導されると仮説を立て、プロテオーム解析で同定した SNO化候補タンパク質を
個別に解析した。その結果、フルクトース-1,6-二リン酸アルドラーゼ Fba1 が RNS により SGT

化されることを見出した。また、アミノ酸置換型 Fba1 発現株の解析から、Cys112 が SGT 化部
位であることが明らかになった（図 2A）。さらに、組換え精製 Fba1 をグルタチオンとジアミド
を用いて化学的に SGT化し、酵素活性を測定した結果から、Cys112の SGT化により Fba1の酵
素活性が抑制されることを明らかにした（図 2B）。Fba1の SGT化は、グルタレドキシン Grx1に
より脱修飾された。細胞内代謝物を解析したところ、Fba1 の基質であるフルクトース-1,6-二リ
ン酸（FBP）、ペントースリン酸回路（PPP）の中間体である 6-ホスホグルコン酸（6PG）、主に
PPPで合成される NADPH量が、RNS処理により増加することを見出した（図 3）。さらに、Cys112

をセリンに置換した Fba1を発現する酵母株は、RNSに対して感受性を示した。以上のことから、



RNSストレス条件下では、酵母の Fba1が SGT化により阻害され、代謝フローが解糖系から PPP

へと変化することで NADPH量が増加し、NADPH依存的なストレス耐性機構が活性化されるこ
とで、RNSストレス耐性に寄与すると、結論付けた（図 4）。 
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