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研究成果の概要（和文）：我々は出芽酵母液胞への塩基性アミノ酸蓄積に液胞膜タンパク質Vsb1が必須であるこ
とを明らかにしている。本研究では、Vsb1ホモログとして見出した分裂酵母SPAC24H6.11c(vsb1+)の機能解析を
行い、その遺伝子破壊により液胞内塩基性アミノ酸量が顕著に減少し、酸性および中性アミノ酸量は有意な影響
を受けなかったことから、本遺伝子産物が出芽酵母VSB1と同様に、液胞への塩基性アミノ酸蓄積に必須の遺伝子
であることを示した。Vsb1ホモログは酵母だけでなく担子菌や不完全菌にも広く分布しており、Vsb1による液胞
への塩基性アミノ酸蓄積は、真菌に共通する重要な生理的役割を担っていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this research, we identified SPAC24H6.11c (vsb1+), which is essential for
 the accumulation of basic amino acids into vacuoles of Schizosaccharomyces pombe. We also found a 
conserved acidic residue in the first putative transmembrane domain, Asp174, is required for its 
activity. Vsb1 homologs are highly conserved among fungi, suggesting that the accumulation of basic 
amino acids in vacuoles by Vsb1 plays an important physiological role in these organisms.

研究分野：生化学　分子生物学

キーワード： 酵母　液胞　アミノ酸　トランスポーター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究とこれまでの研究により、酵母液胞への塩基性アミノ酸取り込み／排出に関わる液胞膜タンパク質がほぼ
明らかとなった。本研究では液胞アミノ酸トランスポーターが細胞内の栄養応答シグナル伝達に影響を与えるこ
とを示唆する結果も得られており、液胞の新たな生理機能解明に向けた足がかりとなると考えられる。 

※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、研究者個人に帰属します。



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

 出芽酵母の液胞は細胞内アミノ酸の約 50％を蓄積するアミノ酸貯蔵庫である。特に塩基性アミノ酸は

細胞全体量のうち 70～90％が液胞内に存在し、液胞への集積が特に顕著である。塩基性アミノ酸の液

胞への蓄積については、その生理的意義が一時的に検討されたが、関与する分子装置が不明で近年

ほぼ手付かずであった。液胞内のアミノ酸は窒素飢餓条件など必要に応じてサイトゾルへ排出され、タ

ンパク質合成にリサイクルされる。液胞膜を介した液胞内外へのアミノ酸輸送には、液胞膜局在性の複

数のアミノ酸トランスポーターが重複して関わる。我々はこれまでに出芽酵母、分裂酵母、および植物

（Arabidopsis）の液胞アミノ酸トランスポーターの同定とその機能解析を進めてきたが、依然として未知

の取込み系トランスポーターの存在が示唆されていた。しかし最近、長年不明であった酵母液胞への塩

基性アミノ酸蓄積における必須因子 Vsb1 を同定し、液胞へのアミノ酸蓄積に関わるアミノ酸トランスポ

ーターがほぼ全て明らかになった。 

液胞／リソソームのアミノ酸トランスポーターに関する研究は近年飛躍的に進展してきた。さらに最近、

動物細胞リソソーム内腔のアミノ酸が、細胞の成長・増殖・代謝などをコントロールするTORC1 キナーゼ

複合体の活性に影響を与えることが示され(Wang S, et al., Science, 2015)、リソソームが細胞の栄養応

答に深く関与することが明らかになってきた。しかしその詳細な分子機構については未だ不明な点が多

く残されている。加えて、酵母液胞へのアミノ酸蓄積に関わるアミノ酸トランスポーターと栄養応答との関

係性は全くの未知であった。 

 

２．研究の目的 

本研究は、塩基性アミノ酸の蓄積に関わる液胞膜タンパク質 Vsb1 と、中性アミノ酸およびヒスチジン

取込みに関わる既知液胞アミノ酸トランスポーターAvt1 の機能解析を中心として、液胞へのアミノ酸集

積機構を明らかにすることを目的とした。さらに、その栄養応答への関与を検討することで、アミノ酸応

答シグナル伝達における液胞機能の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

（1）液胞アミノ酸トランスポーターの活性評価 

各トランスポーターの活性は、液胞画分のアミノ酸含量定量と、出芽酵母から単離した液胞膜小胞に

よる 14C標識アミノ酸の ATP 依存的な取り込み活性測定により評価した。 

（2）Vsb1 の相互作用因子の探索 

Vsb1 の Nおよび C末端親水性領域を pGBKT7 ベクターにクローニングし、pGADT7 ベクターにクロ

ーニングされた酵母 cDNA ライブラリーを用いた two-hybrid スクリーニングにより相互作用因子同定を

試みた。さらに、近位依存性ビオチン標識法による相互作用因子同定のために、前後にリンカー配列を

付加したビオチン化酵素AirID (Kido K, et al., eLife, 2020) を Vsb1 の C末端親水性領域中に挿入し、

活性を保持した AirID 挿入型 Vsb1 を構築した。AirID 挿入型 Vsb1 発現株をビオチン含有培地で培養

し、抽出したビオチン化ペプチドを質量分析法により同定した。 

（3）野生株および VSB1 遺伝子破壊株における遺伝子発現をマイクロアレイ解析によって比較した。 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

（1）我々は出芽酵母液胞への塩基性アミノ酸蓄積に関して、液胞膜タンパク質 Vsb1 が必須であること

を明らかにしている。本研究では、Vsb1 ホモログとして見出した分裂酵母 SPAC24H6.11c(vsb1+)の機能

解析を行った。GFP 融合型 Vsb1p が分裂酵母液胞膜に局在したことから、本遺伝子産物が新規液胞

膜タンパク質であることを示した。分裂酵母において vsb1+遺伝子の単一破壊により液胞内塩基性アミノ

酸量が顕著に減少した一方で、酸性および中性アミノ酸量は大きく変化しなかったことから、出芽酵母

VSB1 と同様に液胞への塩基性アミノ酸蓄積に関与する遺伝子であることが示唆された（図 1A）。トラン

スポーター活性の解析に使用する液胞膜小胞単離のため出芽酵母での vsb1+発現を試みたが、異種

発現させた分裂酵母 Vsb1p は出芽酵母の液胞膜に局在せず、単離液胞膜小胞を用いた Vsb1p 輸送

活性の生化学的解析は不可能だった。 

出芽酵母Vsb1 と分裂酵母Vsb1p は推定膜貫通領域において特に保存性が高い。推定第一膜貫通領

域内に保存されたアスパラギン酸残基のアラニン置換変異型 Vsb1p(D174A）過剰発現株では、液胞内塩

基性アミノ酸量が回復しなかったしたことから、分裂酵母Vsb1p の D174 残基が活性に関わる重要アミノ

酸残基であることを示した（図 1B）。これらの結果をまとめ、分裂酵母液胞への塩基性アミノ酸蓄積にお

ける Vsb1 の機能について論文報告した。Vsb1 ホモログは酵母だけでなく担子菌や不完全菌にも広く

分布しており（図 2）、動物や植物等の高等真核生物には存在しない。Vsb1 による液胞への塩基性アミ

ノ酸蓄積は、真菌に共通する重要な生理的役割を担っていると考えられる。 

図1. (A) YES培地で対数増殖初期まで培養した分裂酵母野生株およびvsb1Δ株の10OD660相当を集菌し、銅処理
法により抽出した液胞画分のアミノ酸を L8900 高速アミノ酸分析計（日立）により定量した。(B) EMM(-Leu)培地で対
数増殖初期まで培養した分裂酵母野生株、vsb1Δ株、および野生型vsb1+またはD174A変異型vsb1+過剰発現プラ
スミドを導入したvsb1Δ株について、液胞内アミノ酸量を(A)と同様に定量した。 

図 2. 真菌 Vsb1 ホモログのアミノ酸配列に
ついて ClustalX を用いてアライメントを作成
し、近隣結合法により系統樹を作成した。 



（2）Vsb1 はその N および C 末端に網羅的質量分析によって同定された複数のリン酸化部位を含む長

い親水性領域を持つ。ウエスタンブロット解析により、栄養豊富条件ではホスファターゼ処理によって低

分子量側に移行するバンドが検出されたことから（図 3）、Vsb1 は栄養豊富条件でリン酸化されているこ

とが示唆された。そこでリン酸化が Vsb1 の活性調節などに関与する可能性を考え、キナーゼやホスファ

ターゼを含む、Vsb1 の相互作用因子同定を試みた。 

まず、Vsb1 の N または C末端親水性領域を bait として酵母 two hybrid スクリーニングによる同定を試

みたが、有望な候補は同定できなかった。そこで、近位依存性ビオチン化酵素 AirID を利用したビオチ

ン標識法による相互作用因子同定を試みた。N もしくは C末端にタグを付加した Vsb1 はそれが HAや

FLAG などの小分子量タグであってもその機能を失うため、親水性領域中、他生物種ホモログ間での保

存性が低い箇所にAirID を挿入した。AirIDの両端にリンカー配列を付加することにより、部分的に活性

を保持した AirID 挿入型 Vsb1 を構築できた。これをもとに Vsb１近傍タンパク質のビオチン標識および

質量分析によるビオチン化ペプチドの同定を行った結果、複数のキナーゼ／ホスファターゼを含む相

互作用因子候補が同定された。 今後、これら相互作用因子候補の遺伝子破壊株におけるアミノ酸定

量などにより、リン酸化による Vsb1 活性調節の有無について検証する予定である。 

（3）アルギニンの毒性アナログに対する感受性を指標として親水性領域欠損変異型 Vsb1 の活性を評

価したところ、N 末端親水性領域の大部分が Vsb1 活性に必須ではない一方で、C 末端親水性領域は

Vsb1 の細胞内レベルと活性に関わることが示唆された。 

（4）野生株およびVsb1欠損株について、窒素飢餓および栄養再添加条件下でマイクロアレイ解析を行

ったところ、Vsb1 欠損株において栄養再添加時にリン酸代謝関連遺伝子の発現が低下していた。我々

は栄養再添加時のオートファジー減衰が Vsb1 欠損株で早期化することも見出している。これらの点に

ついては、細胞内のアミノ酸／リン酸応答シグナル伝達経路に対する Vsb1 の直接的作用と、Vsb1 欠

損による液胞内の塩基性アミノ酸蓄積量減少による間接的作用の両面から検討を加える必要がある。 

図3. N末端親水性領域にHA3タグを挿入したVsb1発現株
を対数増殖初期まで培養し、3OD660相当の細胞からタンパ
ク質を抽出した。λホスファターゼ処理（PPase+）、未処理
（PPase－）、もしくは PPase インヒビター処理をしたサンプル
を、抗HA抗体を用いたウエスタンブロット解析に供した。 
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日本農芸化学会中四国支部第67 回講演会（例会）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

酵母液胞アミノ酸トランスポーターAvt1の調節とその生理的意義の検討

酵母液胞膜に局在するアミノ酸トランスポーター相互作用タンパク質の同定解析から迫る液胞アミノ酸輸送の制御機構

液胞アミノ酸トランスポーターAvt3とAvt4の比較解析

液胞にアミノ酸を取り込むトランスポーターAvt1の調節とその意義について．

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2022年

2022年

2022年

2022年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第16回トランスポーター研究会年会（招待講演）

The Protein Island Matsuyama, the 20th International Symposium.（国際学会）

河田（河野）美幸, 関藤孝之

Yamamoto Y, Kawano-Kawada M, Sato Y, Ishimoto M, Nozawa A, Kosako H, Sawasaki T, Sekito T

Sekito T, Kawano-Kawada M.

御供遥、佐藤明香音、中城遥登、河田（河野）美幸、関藤孝之.

The 10th International Symposium on Autophagy.（国際学会）

第45回日本分子生物学会年会.

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

酵母液胞膜の多様なアミノ酸トランスポーター

The N-terminal hydrophilic region of Avt4 plays a regulatory role on its and TORC1 activity to maintain amino acid
homeostasis.

The analysis of vacuolar amino acid transporters involved in the autophagic amino acid recycling.

酵母液胞アミノ酸トランスポーターの発現誘導とその生理的役割について

 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2022年

2022年

2023年

2023年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第45回日本分子生物学会年会

第45回日本分子生物学会年会

日本農芸化学会中四国支部第64回講演会

日本農芸化学会中四国支部第64回講演会

大西祥太、市村悠、川崎裕美、山本悠介、秋山浩一、関藤孝之、河田（河野）美幸. 液胞への塩基性アミノ酸蓄積に関わるタンパク質の同
定とその機能解析. 第45回日本分子生物学会年会

山本悠介，佐藤有美香，石本晶也，野澤彰，小迫英尊，澤崎達也，関藤孝之，河田（河野）美幸.

中城遥登，濵田和，阿部創始，中川栞，河田（河野）美幸, 関藤孝之.

山本悠介，佐藤有美香，石本晶也，野澤彰，小迫英尊，澤崎達也，関藤孝之，河田（河野）美幸

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

液胞への塩基性アミノ酸蓄積に関わるタンパク質の同定とその機能解析.

液胞アミノ酸トランスポーターAvt4 N末端領域の機能とその分子機構解明.

液胞アミノ酸リサイクルの生理的意義.

液胞アミノ酸トランスポーターAvt4の輸送活性調節におけるN末端親水性領域による活性調節の役割について.

 １．発表者名



2022年

2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第44回日本分子生物学会年会

第62回日本生化学会中国・四国支部例会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

大西祥太，市村 悠，川崎裕美, 関藤孝之, 河田(河野)美幸．

大西祥太，山本悠介，秋山浩一, 関藤孝之, 河田(河野)美幸．

大西祥太，市村 悠，川崎裕美, 関藤孝之, 河田(河野)美幸．

山本悠介, 佐藤明香音，石本晶也，野澤 彰，小迫英尊，澤崎達也，関藤孝之，河田(河野)美幸．

日本農芸化学会中四国支部第61回講演会（例会）

第44回日本分子生物学会年会

 ２．発表標題

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

液胞アミノ酸トランスポーターVsb1による基質輸送について．

液胞塩基性アミノ酸蓄積における分裂酵母Vsb1pの役割について．

液胞アミノ酸トランスポーターVsb1の基質輸送に関わるアミノ酸残基の探索．

出芽酵母液胞アミノ酸トランスポーターAvt4の活性調節機構について．

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2021年

2021年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕
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７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

第62回日本生化学会中国・四国支部例会

第62回日本生化学会中国・四国支部例会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

御供 遥，佐藤明香音，河田(河野)美幸, 関藤孝之．

山本悠介, 佐藤明香音，石本晶也，野澤 彰，小迫英尊，澤崎達也，関藤孝之，河田(河野)美幸．

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

液胞アミノ酸トランスポーターAvt1の窒素飢餓に応答した発現調節．

液胞アミノ酸トランスポーターAvt4相互作用因子の同定．



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関


