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研究成果の概要（和文）：酵母Saccharomyces cerevisiaeにおいて、Dre2がTah18依存的なNO合成を阻害すること、酸
化ストレスに応答して、Dre2がTah18との複合体から解離することを見出し、Dre2によるNO合成の制御機構を提唱した
。また、NOは高温ストレス耐性に寄与する一方で、高濃度の過酸化水素存在下で細胞死を誘導することから、二面性（
細胞保護・細胞毒性）が示唆された。さらに、病原真菌（Candida glabrata, Cryptococcus neoformans, Aspergillus
 fumigatus）において、NOと増殖・感染・病原性との関連を示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The flavoprotein Tah18 is involved in NO synthase (NOS)-like activity and 
Tah18-dependent NO synthesis confers high-temperature stress tolerance on the budding yeast Saccharomyces 
cerevisiae. We showed that NOS-like activity requiring Tah18 induced cell death upon treatment with H2O2. 
Our findings indicate that the Tah18-Dre2 complex regulates cell death as a molecular switch via 
Tah18-dependent NOS-like activity in response to oxidative stresses. We also studied the antioxidative 
mechanism by NO. NO increased the transcription of the CTR1 gene encoding copper transporter, the 
intracellular copper content, the activity of superoxide dismutase Sod1, and the cell viability in a 
manner dependent on Mac1. Thus, Tah18-dependent NO synthesis exhibits dual effects, cell protection and 
death, in yeast. Our results also suggest that NO is involved in the growth, infection and pathogenicity 
of the pathogenic yeasts and fungi, Candida glabrata, Cryptococcus neoformans and Aspergillus fumigatus.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 酵母　一酸化窒素　酸化ストレス　シグナル伝達　病原真菌
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１．研究開始当初の背景 
	 哺乳類の細胞内でアルギニンと酸素から
NO 合成酵素（NOS）によって生成する NO
は、血圧調節、神経伝達、アポトーシス、感
染・炎症・免疫、酸化ストレス耐性など幅広
い生命現象に関わっている（J. Exp. Biol., 211, 
114, 2008）。NOはグアニル酸シクラーゼを活
性化し、cGMP レベルを増加させる。増加し
た cGMPが二次メッセンジャーとして、リン
酸化酵素やイオンチャネル、ホスホジエステ
ラーゼなどに結合し、血管機能や神経伝達な
ど様々な生理反応を調節している。また、NO
は直接的なニトロソ化やニトロ化を通して、
タンパク質の翻訳後修飾を行っている。特に、
システインのチオール基に NOが共有結合す
る S-ニトロソ化は、転写因子などの活性を制
御することで遺伝子の転写を調節し、多くの
生理機能に関与している。さらに，NO は活
性酸素種（ROS）との反応によって毒性の高
い活性窒素種（パーオキシナイトライト）を
生成し、タンパク質や脂質、核酸に酸化やニ
トロ化を惹起するため、様々な病態との関連
も注目されている。 
	 酵母 Saccharomyces cerevisiae においても、
NO はストレス応答経路に関与していると考
えられ、低濃度の NO処理が細胞に高静水圧
や銅に対する耐性を付与するという結果が
報告されている（FEMS Yeast Res., 3, 341, 
2003）。また、過酸化水素で誘導されるアポ
トーシスに NOが関与している可能性もある
（J. Cell Sci., 120, 3279, 2007）。これまでに、
酵母の細胞内で一般的な NOS 活性が検出さ
れること、哺乳類 NOS の抗体に反応するタ
ンパク質が存在することが報告されている
が（Biochem. Mol. Biol. Int., 45, 1081, 1998）、
酵母のゲノムには哺乳類 NOS のオルソログ
が存在しないため、NO の生成機構や生理機
能についてはほとんど研究が進んでいない。 
	 研究代表者は最近、実験室酵母 S. cerevisiae 
Σ1278b株の細胞内で、高温処理（39℃）のよ
うな ROS レベルが上昇する酸化ストレスに
伴い、プロリンオキシダーゼ Put1 と N-アセ
チルトランスフェラーゼ Mpr1（PNAS, 101, 
12616, 2004）の発現が誘導され、プロリンか
らのアルギニン（Arg）合成が亢進されるこ
と、および増加した Argから NOが生成され
ることを見出した（Nishimura et al., FEMS 
Yeast Res., 10, 687, 2010; BBRC, 430, 137, 
2013）。また、NOS活性依存的に生成する NO
が細胞の酸化ストレス耐性に寄与すること
も判明した。興味深いことに、パン酵母（産
業酵母）にも同様の機構が存在し、NO 合成
系の強化により製パン過程の酸化ストレス
（乾燥、冷凍）に対する耐性と生地発酵力の
向 上 に 成 功 し た （ Microbial Cell Fact., 
11:40 doi:10.1186/1475-2859-11-40, 2012）。 
	 酵母 S. cerevisiae のオキシドレダクターゼ
と推定される機能未知タンパク質（27種）の
中から、フラボタンパク質 Tah18が NO生成
に関与し、細胞のストレス耐性に寄与するこ

とを見出した。Tah18 は基質特異性や補酵素
要求性などの点で哺乳類 NOS と類似の性質
を示すが、一次構造上オキシゲナーゼドメイ
ンがなく、活性化にカルモジュリンは必要な
い。Tah18は複合体を形成する Dre2の鉄硫黄
クラスターに FADと FMNを介して電子を転
移するタンパク質として報告されているが
（Nat. Chem. Biol., 6, 758, 2010）、NO生成への
関与は初めての知見である。また、Dre2 が
Tah18依存的なNOS活性を阻害していること
も判明した。さらに、NO の下流シグナル経
路を解析したところ、NO が銅代謝に関与す
る転写因子 Mac1 の活性を制御し、スーパー
オキシドジスムターゼ Sod1 の活性上昇を介
して、酸化ストレス耐性を付与している可能
性が示された。以上の結果から、「酵母は酸
化ストレスに伴って増加した Argから Tah18
依存的に NOを生成し、ストレス耐性を獲得
する」という新しいモデルを提唱し（図 1）、
酵母における NOの生成機構と生理的役割の
解明をめざす研究を着想した。 

 
	 一方、深在性真菌症の重要な起因菌である
病原真菌（Cryptococcus neoformans, Candida 
albicans, Aspergillus fumigatusなど）はヒトに
感染する際、温度・低酸素・栄養などのスト
レスに応答して耐性を獲得し、病原性を示す
ことから、NO がストレス耐性や病原性に関
与する可能性があるが、これまで NOに関す
る研究はほとんど行われていない。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、酵母 S. cerevisiae で見出した
NO の生成機構と生理的役割について、以下
の３点に取り組む。 
（１）NOの生成機構の解析 

Tah18が関与する NOS活性に着目し、Dre2
による NOS活性制御機構の解析、Tah18が関
与する NOS活性発現機構の解析（Tah18の相
互作用タンパク質の探索・機能部位・細胞内
局在の解析など）、哺乳類の Tah18 オルソロ
グ（Ndor1）の機能解析などを行う。 
（２）NOの生理的役割の解析 
シグナル分子としての NO に着目し、NO

による Mac1 のニトロソ化と抗酸化機構の解
明、NO によるニトロソ化タンパク質の同定
と抗酸化能との関連性の解析、NO に応答す
る新規なシグナル伝達系・代謝系の解析など
を行う。 
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（３）病原真菌における NOの生成機構・生
理的役割の解析と病原性への寄与の検証 

S. cerevisiase の NO 生成に関与する酵素
（Mpr1, Tah18）のオルソログ遺伝子が存在し、
深在性真菌症の重要な起因菌である病原真
菌（C. neoformans, C. albicans, A. fumigatusな
ど）を用いて、NO と増殖、感染、病原性と
の関連性に着目し、解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）NOの生成機構の解析 
	 Tah18とDre2それぞれにタグを融合した共
過剰発現株を作製し、プルダウン後にウェス
タン解析を行った。 
 
（２）NOの生理的役割の解析 
	 哺乳類 NOSの阻害剤（NAME）を添加した
条件で、高温ストレス処理後の生存率を測定
した。また、NO特異的蛍光プローブ（DAF-FM 
DA）を用いて細胞内の NOレベルを測定した。 
 
（３）病原真菌における NOの生成機構・生
理的役割の解析と病原性への寄与の検証 
まず、C. glabrataにおいて Tah18オルソロ

グ遺伝子（CgTAH18）の発現抑制株を作製し、
マウスマクロファージに貪食させた。次に、
C. neoformans において、プロモーター部位を
改変して Tah18オルソログ遺伝子（CnTAH18）
の発現抑制株を構築した。さらに、 A. 
fumigatus において、Mpr1 オルソログ遺伝子
（AfMPR1）の破壊株および高発現株を作製し、
表現型の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）NOの生成機構の解析	 
	 研究代表者は、酵母 S. cerevisiaeにおいて、
高温ストレスに応答して Arg依存的に NOが
合成され、細胞のストレス耐性に寄与するこ
と、この NOS 活性にフラボタンパク質の
Tah18 が関与することを明らかにした。既知
のNOSはNADPHからの電子の受け渡しを行
なうレダクターゼドメインと、基質の結合を
行なうオキシゲナーゼドメインから構成さ
れる。しかし、Tah18には NOS活性に必須の
オキシゲナーゼドメインが欠落しており、
Tah18 が関与する NO 合成の詳細な機構は不
明である。最近、Tah18 との相互作用が知ら
れている Dre2タンパク質が酵母の NOS活性
を阻害する可能性を見出した（図 2）。 
	 本研究では、これまでの知見から「非スト
レス下では Dre2 が Tah18 と相互作用するこ
とで Tah18 依存的な NOS 活性を抑制し、ス
トレスに応じた Tah18-Dre2 複合体の解離に
より遊離した Tah18が NOS活性に寄与する」
という仮説を立て、酵母の新規ストレス応答
的な NO合成とその制御機構の解析を行った。 
	 その結果、興味深いことに、高温や過酸化
水素処理後 5分でTah18-Dre2複合体の割合が
低下した。また、過酸化水素処理 1時間でそ
の割合はさらに減少した（図 3）。 

	  

 
	 以上の結果は「非ストレス下では、Dre2は
Tah18と相互作用することで Tah18依存的な
NOS活性を抑制し、NOが過剰合成されない
よう制御しているが、酸化ストレスに応答し
て Dre2 が Tah18 から解離・分解することに
よって遊離した Tah18 が NOS 活性に寄与す
る。」という仮説を支持している。酵母 S. 
cerevisiae において、Dre2 が酸化ストレスの
センサー分子として働き、NO 合成を制御す
る機構を初めて提唱した（図 4）。 

 
（２）NOの生理的役割の解析 
	 これまでの結果から、高温ストレス下で生
成した NO によって活性化された転写因子
Mac1 が銅の取り込みを促進し、Sod1 を活性
化することで、高温に伴い細胞内に発生する
ROSが除去され、ストレス耐性を獲得すると
いうモデルを考えている。そこで、哺乳類
NOS の阻害剤（NAME）を添加した条件で、
高温ストレス処理後の生存率を測定したと
ころ、Mac1 遺伝子破壊（Δmac1）株では野
生型株に比べて有意な生存率の低下が認め
られた。また、野生型株では細胞内銅含量、
Sod1 活性ともに高温ストレス下で上昇する
のに対し、Δmac1株や NAME処理した野生
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型株では両者の上昇は見られなかった。高温
ストレス下では Mac1 の標的である銅トラン
スポーター遺伝子 CTR1 の転写量が増加して
いたが、NAME処理によって転写量の増加は
抑制された。これらの結果は、高温ストレス
下で発生する NO が Mac1 を活性化し、銅の
取り込み系を亢進することで銅含量を増加
させ、Sod1活性の上昇を引き起こし、耐性を
獲得するという仮説を支持している（図 5）。 

 
一方、過酸化水素処理条件下において TAH18
遺伝子の過剰発現が細胞死を誘導すること
が報告されている。そこで、Tah18 依存的に
生成する NOと細胞死との関連性を検証した。
まず、NO特異的蛍光プローブ（DAF-FM DA）
を用いて細胞内の NOレベルを測定した。そ
の結果、酵母の野生型株を過酸化水素処理し
た時に観察される NO生成が、TAH18遺伝子
の発現抑制や NAMEにより抑制された。この
結果から、過酸化水素処理条件下で Tah18依
存的なNOS様活性によりNOが合成されるこ
とが示された（図 6）。 

 
	 また、DRE2 過剰発現株では、TAH18 発現
抑制株と同程度まで NO合成が低下したこと
から、Dre2 が酵母の NOS 様活性を阻害する
ことが示唆された。さらに、過酸化水素処理
後の細胞生存率測定により細胞死の程度を
評価したところ、TAH18 発現抑制や NAME
処理により細胞死は有意に阻害された。興味
深いことに、TAH18 発現抑制株に NAME を
処理しても細胞死の阻害効果は見られなか
ったことから、Tah18依存的な NOS様活性に
より合成される NOが細胞死誘導に寄与する
ものと考えられた 
	 以上の知見から、Tah18-Dre2複合体が過酸
化水素処理により解離することで遊離した
Tah18 に依存的に合成される NO が細胞死を

誘導するモデルを考えている（図 7）。また、
ヒトの心臓血管系で報告されているように、
酵母においても NOは、ストレスの種類や条
件に応答して二面性（細胞保護・細胞毒性）
を有していることが示唆された（図 8）。 

 
（３）病原真菌における NOの生成機構・生
理的役割の解析と病原性への寄与の検証 
本研究では、近年の薬剤耐性株の出現率が

高いこと、および研究分担者が遺伝子発現の
制御系を確立したことなどの理由から、当初
の研究目的に記載した C. albicans ではなく、
C. glabrataを使用して研究を進めた。 
まず、C. glabrataにおいて Tah18オルソロ

グ遺伝子（CgTAH18）の発現抑制株を作製し、
マウスマクロファージに貪食させた。その結
果、CgTAH18の発現抑制株は野生型株に比べ
てマクロファージ内での増殖率が高かった
ことから、CgTAH18が病原性に関与している
可能性が示唆された。また、カイコ幼虫のテ
トラサイクリン転写抑制系を用いた in vivo必
須遺伝子の判定法を開発し、CgTAH18 が C. 
grabrata の生育や病原性の発現に必須である
ことを示す結果を得た（図 9）（投稿中）。さ
らに、CgTAH18の発現抑制株は野生型株より
毒性が低下したことから、NO 合成と感染と
の関連性が示唆された。 
次に、C. neoformans において、プロモータ

ー部位を改変して Tah18 オルソログ遺伝子
（CnTAH18）の発現抑制株を構築したところ、
生育が抑制されたことから、CnTAH18は生育
に必須な遺伝子であることが示唆された。ま
た、銅イオンによって CnTAH18 の発現を誘
導する系を構築し、銅キレーターの添加によ
って生育が悪化することを確認した。さらに、
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Mpr1オルソログ遺伝子（CnMPR1）の破壊株
を作製し、解析を行った。その結果、50℃の
熱ショックに対し、破壊株では野生型株より
感受性が高くなることが示唆された。 

 
さらに、A. fumigatusにおいて、Mpr1オル

ソログ遺伝子（AfMPR1）の破壊株および高発
現株を作製し、表現型解析を行った。その結
果、AfMPR1破壊株は Mpr1の基質であるアゼ
チジン-2-カルボン酸（AZC）に対する感受性
が観察されたことから、Mpr1 が N-アセチル
トランスフェラーゼとして機能することが
示唆された。また、これらの株は高温ストレ
スや酸化ストレスに対して、野生型株と変わ
らない表現型を示した。一方、Tah18 オルソ
ログ遺伝子（AfTAH18）の発現抑制株を構築
したところ、生育が抑制されたことから、
AfTAH18は生育に必須な遺伝子であることが
示唆された。また、A. fumigatusの培養時に、
過酸化水素添加や高温処理を行うと、NO 特
異的蛍光プローブによる染色が菌糸内に確
認できたことから、これらの酸化ストレスに
応答した NOの生成が示唆された（図 10）。 
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