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研究成果の概要（和文）：本研究課題においては、研究代表者らが開発した細胞内のレドックス

状態をリアルタイムで可視化するセンサータンパク質、レドックスフロールを用い、細胞内の

還元化をもたらすメカニズムについて、遺伝性疾患モデル細胞株や窒素源を含む栄養飢餓条件

での酵母細胞を対象として解析した。その結果、ペルオキシソーム病モデル CHO 細胞で見ら

れる細胞内還元化と極長鎖脂肪酸の量との関連を見出した。また、高温かつ飢餓条件下の酵母

細胞の細胞内レドックスの還元状態の維持にチオレドキシンが重要であることも見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this project we aimed to elucidate the mechanism of intra-cellular 
reduction in model cell lines of a hereditary disease or in yeast cells exposed to nutrient 
starvation (including nitrogen starvation), by utilizing a sensor protein of intra-cellular 
redox state termed Redoxfluor which we had developed. As a result we found that 
intra-cellular reduction observed in CHO cell lines of peroxisomal disease had a correlation 
with the level of very-long chain fatty acid. Furthermore, we discovered that thioredoxin 
proteins are important for the maintenance of cellular redox in yeast cells exposed to both 
heat stress and nutrient-deprivation.  
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１．研究開始当初の背景 
 本研究課題開始以前に私たちは、細胞内の
レドックス状態変化を蛍光共鳴エネルギー
移動（FRET）効率の変化として示すセンサ
ータンパク質レドックスフロールを開発し、
これを用いてペルオキシソーム疾患モデル

細胞株における細胞内の還元化現象を見出
していた。また、酵母細胞において、窒素源
飢餓時にレドックス状態をつかさどる分子
のひとつグルタチオン量が変動することが
知られていたため、飢餓条件での細胞内レド
ックス状態の変化が予想されていた。一方で
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このようなレドックス状態変化をもたらす
分子メカニズムはほとんど解明されていな
かった。 
 
２．研究の目的 
（１）ペルオキシソーム疾患モデル細胞にお
ける細胞内還元化メカニズムの解析 
ペルオキシソーム疾患モデル細胞株として
ペルオキシソーム形成に機能する遺伝子
（PEX 遺伝子）欠損株を用い、本細胞株での
細胞内レドックス状態還元化をもたらす分
子機構を解明する 
（２）飢餓条件での細胞内レドックス状態維
持の分子機構の解析 
窒素源飢餓をはじめとする飢餓条件におけ
る酵母細胞内のレドックス状態を把握し、そ
の状態を規定する分子を探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）ペルオキシソーム疾患モデル細胞にお
ける細胞内還元化メカニズムの解析 
PEX遺伝子欠損CHO細胞株におけるレドッ
クス関連低分子化合物の量を液体クロマト
グラフィー・タンデム質量分析により比較し
た。またレドックスフロールを発現する正常
CHO 細胞に、ペルオキシソーム形成不全に
より代謝できなくなる脂質、極長鎖脂肪酸を
継続添加し、その後細胞内レドックス状態を
可視化解析した。 
（２）飢餓条件での細胞内レドックス状態維
持の分子機構の解析 
チオレドキシンタンパクの還元活性に対す
るレドックスフロールの応答性を、精製した
レドックスフロールおよびチオレドキシン、
チオレドキシン再生システムを用いた生化
学的解析により調べた。 
レドックスフロールを発現させた酵母細胞
株（野生株およびチオレドキシン欠損株）を
飢餓および高温ストレス条件にさらした後、
その内部のレドックス状態の可視化解析を
行った。また、同株の生存菌体数を計測比較 
した。 
 
４．研究成果 
（１）ペルオキシソーム疾患モデル細胞にお
ける細胞内還元化メカニズムの解析 
 PEX遺伝子欠損CHO細胞株から抽出され
た低分子化合物量を液体クロマトグラフィ
ー・タンデム質量分析により比較した結果、
還元型および酸化型のグルタチオンの量・比
から規定される酸化還元電位について、正常
株よりもPEX遺伝子欠損CHO細胞株の方が
低い（より還元的）であることを確認し、レ
ドックスフロールを用いた可視化解析と一
致した結果を得た。 
 次にレドックスフロールを発現する正常
CHO 細胞に対し経時的に極長鎖脂肪酸を添

加し培養した後、細胞内のレドックス状態を
レドックスフロールによって可視化したと
ころ、添加培養以前よりも細胞内レドックス
状態が還元化することを見出した。この結果
は前述の液体クロマトグラフィー・タンデム
質量分析によっても確認された。 
 これらの研究結果は以前に我々が見出し
ていた、PEX 遺伝子欠損細胞における細胞内
還元化のメカニズムを解明するために重要
なものである。というのも PEX 遺伝子欠損
によるペルオキシソーム形成不全がもたら
す影響は多岐にわたり、どの要素が細胞内還
元化をもたらすかについては謎であったの
に対し、本結果から、候補要素の中でも極長
鎖脂肪酸の代謝異常が細胞内の還元化につ
ながることが明らかとなったからである。 
今後は極長鎖脂肪酸の蓄積がもたらす低分
子化合物メタボロームの変化や、遺伝子発現
変動などを調べ、実際の細胞内還元化をもた
らすアウトプットの詳細を把握することを
企図している。 
 
（２）飢餓条件での細胞内レドックス状態維
持の分子機構の解析 
 細胞内でグルタチオンとともに多くの抗
酸化酵素への電子受容体としてはたらくチ
オレドキシンは、酵母のストレス条件への耐
性に重要な働きを担うことが報告されてい
た。本研究課題においてはまず、レドックス
フロールがチオレドキシンの還元力を検知
しうるかどうかを検定するため、本センサー
タンパク質を大腸菌体発現させてから精製
し、同様の方法で精製したチオレドキシン、
およびその酸化型を還元型に戻す再生酵素
などとともにインキュベーションした後レ
ドックスフロール分子内の FRET 効率変化
を蛍光スペクトル測定により追跡した。その
結果、レドックスフロールはチオレドキシン
の濃度依存的に FRET 効率を上昇させ、還元
化を示すことが明らかとなった。これまでの
生化学的解析とあわせると、レドックスフロ
ールは複数の活性酸素種、グルタチオンの酸
化還元比の検知ができるのと同時に、チオレ
ドキシンの還元力も検知することから、細胞
内においては、これらの複数の要素を包括し
た総合的なレドックス状態を指し示すこと
が明らかとなった。 
 次に上記のような生化学的性質の示され
たレドックスフロールを、チオレドキシン欠
損株に導入し、その FRET 効率を蛍光顕微鏡
解析することで、細胞内レドックス状態を調
べた。酵母の細胞質にはチオレドキシン 1
（Trx1）とチオレドキシン 2（Trx2）という
2 つのチオレドキシンが存在することが知ら
れていた。そこでそれぞれのチオレドキシン
を失った株（単独破壊株）に加え、両方のチ
オレドキシンを失った二重破壊株も作成し



 

 

野生株との細胞内レドックス状態の差を比
較した。興味深いことに通常の培養条件にお
いてはこれらの破壊株内のレドックス状態
は野生株とほぼ同じであることが分かった。 
 チオレドキシン欠損により過酸化水素等
の酸化剤に対する細胞耐性が弱まることは
知られていたが、酵母が自然界で実際に受け
る可能性の高いストレス、すなわち飢餓スト
レスや高温ストレスに関してはその機能に
ついて不明な部分が多かった。そこでレドッ
クスフロールが導入された上記各株を、飢餓
条件（培地を水に変換）高温条件（37℃）、
およびその組み合わせ条件（37℃水中でイン
キュベーション）に置き、細胞内のレドック
ス状態を追跡観察し比較した。その結果、上
記二重破壊株では高温ストレスのみで細胞
内が野生型と比較し顕著に酸化状態になる
ことが分かった。さらに高温と飢餓ストレス
を組み合わせた条件下では、二重破壊株のみ
ならず、Trx2 の単独欠損株においても野生株
と比較して細胞質が顕著な酸化状態になる
ことを見出した。すなわち Trx2 が複合スト
レス条件下で細胞内レドックスの還元化に
寄与することが分かった。 
 チオレドキシン欠損株において見出され
た細胞質の酸化が細胞の生存率と相関する
かどうかを調べるため、上記使用株を高温・
飢餓組み合わせ条件（37℃水中）でインキュ
ベーションし、生存率の変化をコロニー形成
数により追跡測定した。その結果、細胞質の
酸化が見られた株（二重破壊株および Trx2
単独欠損株）においては、本条件で野生株と
比較して顕著な生存率の低下が示された。こ
のことは細胞内のレドックス状態と細胞生
存率との密接な関係を強く示唆している。 
 以上の研究成果をあわせると、酵母細胞の
細胞質にあるチオレドキシンは、通常の培養
状態ではレドックス状態の維持には必須で
はないが、高温・飢餓ストレスにさらされた
場合の細胞内レドックス状態の維持（酸化防
止）に必要であることが分かった。このよう
なチオレドキシンの生理学的機能は初めて
見出されたものであり、酵母のみならず他の
生物種においても同様の機能を持つことが
考えられるため、今後の研究対象の拡大が期
待される。また、チオレドキシンが飢餓・高
温条件でどのような抗酸化酵素の活性を支
えているのか、さらに調べる必要がある。 
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