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研究成果の概要（和文）：酵母 AVT トランスポーターファミリーの Avt3 および Avt4 が中性

アミノ酸全般の排出に機能し、Avt4 はさらに塩基性アミノ酸排出にも機能することが示唆

された。一方 Avt1 は中性アミノ酸全般とヒスチジンの取り込みに機能することが新たに明

らかとなった。機能未知トランスポーターの網羅的局在解析より 13 種の新規液胞膜局在性

トランスポーターを同定し、このうち数種が液胞膜を介したアミノ酸輸送に関与する可能

性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）：This study suggests that Avt3 and Avt4 in Saccharomyces 
cerevisiae AVT transporter family are redundantly involved in the export of a broad 
range of neutral amino acids from vacuoles, and that Avt4 but not Avt3 functions to 
extrude vacuolar basic amino acids during nitrogen starvation. On the other hand, 
Avt1 was suggested to uptake various neutral amino acids and histidine into vacuoles. 
In addition, we newly identified 13 transporters localized to the vacuolar membrane, 
and found that some of these transporters may be involved in the vacuolar amino acid 
transport.  
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１．研究開始当初の背景 
 微生物や植物の液胞はアミノ酸を蓄積し、
さらに飢餓時には、オートファジータンパク
質分解によってもアミノ酸を生じる。液胞内
のアミノ酸含量は栄養条件に応じて変化す
ることが知られている。我々と他のグループ

は出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を用
いて液胞内外へのアミノ酸輸送に機能する
トランスポーターを AVT／VBA 各トランスポ
ーターファミリーより数種同定していた。
我々はさらに液胞からグルタミン酸／アス
パラギン酸を排出する液胞アミノ酸トラン

機関番号：１６３０１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：２１５７０２００ 

研究課題名（和文） 液胞アミノ酸プールの形成機構と生理機能の解明 

                     

研究課題名（英文） The molecular mechanism and the physiological role of vacuolar amino 

acid pool formation    

研究代表者 

関藤 孝之（SEKITO TAKAYUKI） 

愛媛大学・農学部・助教 

 研究者番号：20419857 



 

 

スポーターAvt6 がオートファジーアミノ酸
リサイクルに機能することを報告し、他のグ
ループからも Avt3 と Avt4 のロイシンリサイ
クルへの関与が報告されていた。しかし、塩
基性アミノ酸をはじめ他の多くのアミノ酸
の液胞からの排出経路は依然未知であった。
液胞へのアミノ酸取り込みについても、塩基
性アミノ酸取り込みに機能する Vba1、Vba2、
Vba3 全てを欠損しても液胞内に塩基性アミ
ノ酸の蓄積がみられることから、未知の塩基
性アミノ酸トランスポーターの存在が予想
された。また、単離液胞膜小胞を用いた実験
により 7種のアミノ酸／プロトン対向輸送系
の存在が示唆されていたが、未同定の輸送系
が残っていた。液胞アミノ酸プールの生理機
能解明にはこれら液胞内外へのアミノ酸ト
ランスポーターを網羅的に同定することが
不可欠と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 S. cerevisiae を用いてアミノ酸を液胞内
外に輸送するトランスポーターの同定を進
め、液胞アミノ酸プールの生理機能解明に向
けた研究基盤構築を目指す。また、基礎生物
学研究所（現埼玉大学） 藤木友紀研究員と
連携し、高等植物モデル生物であるシロイヌ
ナズナ AVT／VBA ホモログの解析を進めるこ
とにより、多細胞生物における液胞アミノ酸
プールの形成機構と生理機能を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
酵母ゲノムデータベースの機能未知トラン
スポーターから液胞膜局在を示すものを選
抜し、そこからアミノ酸トランスポーターを
輸送アミノ酸基質とともに同定する。次に液
胞アミノ酸トランスポーター多重欠損株の
表現型や細胞内アミノ酸濃度の解析により、
液胞アミノ酸トランスポーターの細胞内ア
ミノ酸濃度維持における役割を中心に検討
する。平行して酵母液胞アミノ酸トランスポ
ーターのシロイヌナズナホモログの解析を
進め、発現の組織特異性やノックアウト植物
の表現型等の解析により植物の多様な生命
活動における液胞アミノ酸プールの働きを
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 機能未知トランスポーターに GFP を付
加し、細胞内局在を調べた結果、13 種の新規
液胞膜局在性トランスポーターを同定した。
これらのアミノ酸輸送能をより直接的に評
価するため、単離液胞膜小胞を用いて放射ラ
ベルしたアミノ酸の取り込みおよび排出活
性を調べた結果、過剰発現もしくは遺伝子破
壊によってアミノ酸輸送活性が変化するも
のを数種見出した。また、Avt1 と Avt3／Av4

が中性アミノ酸全般をそれぞれ液胞内外に
輸送することを見出し（図 1）、現在その生
理機能および活性調節機構を解析中である。
また Avt1 ついては基質特異性について再検
討を行い、塩基性アミノ酸であるヒスチジン
も液胞内に取り込むことを示唆する結果を
得た。以前我々が同定した塩基性アミノ酸ト
ランスポーターVba との多重欠損株を単離し、
解析する予定である。 

 
(2) Gap1 を恒常的に活性化した株（GAP1K9R, 

K16R）において VBA 遺伝子を破壊し、生育への
影響を調べた。単一アミノ酸を培地に加える
と Gap1 によってアミノ酸が細胞内に過剰に
取り込まれ、生育が停止した。VBA 遺伝子破
壊株の生育停止期が野生株より長かったこ
とより、細胞内アミノ酸濃度の速やかな適正
化に Vbaタンパク質が機能すると考えられた
（図 2）。 

(3) 液胞アミノ酸トランスポーターの植物
ホモログを出芽酵母液胞アミノ酸トランス
ポーター欠損株に発現させ、液胞膜への局在
を確認後、単離液胞膜小胞を用いたアミノ酸



 

 

輸送実験により植物ホモログがアミノ酸輸
送活性を有することを明らかにした（図 3）。 
 
(4) 分裂酵母 Avt トランスポーターホモロ
グの細胞内局在およびアミノ酸輸送活性を
解析し、これらが出芽酵母同様、液胞膜を介
したアミノ酸輸送に機能することを明らか
にした 
 
(5) 分裂酵母ゲノムにコードされる Vba ホ
モログは３種と出芽酵母の７種に比べ少な
いことから、遺伝子破壊により細胞の生育／
アミノ酸組成に大きな変化を生じる可能性
がある。これらはいずれも液胞膜に局在し、
出芽酵母に発現させ液胞膜小胞を用いたア
ミノ酸輸送実験を行なった結果、出芽酵母
Vba トランスポーターと同様に液胞への塩基
性アミノ酸取り込みに機能する一方、中性ア
ミノ酸も取り込むことが示唆された。 
 
(6) Mycタグを付加した各Vbaタンパク質の
ウエスタン解析により、窒素飢餓条件で
Vba1-Myc のレベルが顕著に増加することを
見出した。一方、Vba4-Myc の細胞内レベルは
窒素飢餓条件で急速に減少した（図 4）。これ
らは各 Vbaタンパク質の生理機能を理解する
上で重要な情報であり、栄養条件を変えて各
遺伝子破壊の影響を解析中である。また、液
胞外へアミノ酸を排出するトランスポータ
ーAvt4についてはN末端親水性領域に依存し
た活性調節機構の存在が示唆された。 
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