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研究成果の概要（和文）：出芽酵母の液胞内での糖質分解の機構とその生理的意義を明らかにするために、本研
究ではまず、液胞内糖鎖の代謝分解を担うAms1酵素の栄養シグナルに応じた制御機構を明らかにした。その結
果、Ams1酵素は転写レベル及び翻訳後レベルで栄養飢餓に応じて強く誘導されることを明らかにした。栄養豊富
な条件ではTORキナーゼ複合体により強く抑制されているが、栄養源が枯渇すると、TORキナーゼ複合体による抑
制が解除され、ストレス応答性転写因子により転写誘導されるとともに、液胞内でプロテアーゼ依存的なプロセ
シングを受けることで翻訳後レベルでも活性化されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the recycling mechanism and function of vacuolar carbohydrate 
in yeast, I focused on regulatory mechanism of Ams1 enzyme respond to nutrition.
As a result, it was found that this enzyme was strongly upregulated respond to starvation at both 
transcription level and post-translationl level. It was also revealed that this enzyme was tightly 
suppressed by TORC1 in nutrient rich condition, but induced by a stress-induced transcritional 
factor and by protease dependent processing in the vacuoles. These results suggested that yeast may 
recycle degradation product of intracellular mannnose in the vacuole especially in starved 
condition.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： nutrition sensing　carbohydrate metabolism
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞内不要物質の分解除去を担うのはリ

ソソームであり、酵母や植物では液胞がこれ
に相当する。出芽酵母において発見された
“オートファジー”は、不要となったタンパ
ク質やオルガネラ等のさまざまな細胞内成
分を液胞へ運び込み、分解へと導く主要な経
路であり、酵母からヒトに至る全ての真核生
物に共通な生命維持に必須の細胞内浄化機
構である。オートファジーは、アミノ酸など
の栄養源が枯渇した時に誘導され強く活性
化されることから、単なる細胞内浄化機構で
はなく、栄養飢餓時に細胞内自己成分を積極
的に分解することによって、生命維持に最低
限必要な栄養源を供給する「細胞内不要物質
のリサイクルシステム」としての生理機能を
も担うと考えられている。最近では、オート
ファジーの不全が糖尿病やリソソーム病な
どの代謝不全症と関連することを示唆した
報告が増えているがメカニズムは全くわか
っておらず、未解明な「オートファジーの細
胞内生理機能」を分子レベルで解明すること
が必要であり、重要課題となっている。 
 
２．研究の目的 
細胞内で不要となったタンパク質やオル

ガネラなどのさまざまな物質は、細胞内消化
器官であるリソソーム(酵母では液胞)に輸
送され、分解される。リソソーム(液胞)で生
じた分解産物は細胞質に供給され細胞内で
リサイクルされると考えられているが、その
メカニズムは明らかでない。本研究では、モ
デル生物である出芽酵母の液胞における細
胞内物質のリサイクル機序を分子レベルで
解明することによって、ヒトのリソソーム病
などの疾病の治療に応用する基盤を構築す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 出芽酵母の液胞内での糖質分解の機構と
その生理的意義を明らかにすることを目的
として以下の方法で研究を行った。 
 
（１）Ams1 の活性制御機構の解明 
液胞内糖鎖の代謝分解を担う Ams1 酵素の栄
養シグナルに応じた制御機構を明らかにす
ることとした。 
 

①出芽酵母を異なる栄養条件下で培養し、
Ams1 の活性変動を解析した。また、栄養応
答に関わる主要な制御因子であるTORキナ
ーゼ経路や ProteinkinaseA 経路の関与に
ついて調べた。 

 
②Ams1 の制御栄養シグナルに応じたマン
ノシド糖鎖の代謝に関わる新規の分子を
同定し、細胞内分子メカニズムを明らかに
することを試みた。関連分子の探索は、
種々の出芽酵母遺伝子欠損株を用いて、細
胞内の Ams1 活性の変動を指標として解析

した。 
 
（２）出芽酵母の液胞内での糖鎖分解の機序
の解明 
出芽酵母の細胞内の糖鎖構造は解析され

ているが、実際に液胞内にどのような構造の
糖鎖がどれくらい存在するかについては明
らかでない。研究成果（１）-①により、細
胞内マンノシド糖鎖の代謝分解を担う Ams1
酵素は栄養飢餓時に液胞で強く活性化され
ることが示唆されたが、酵素の基質となる糖
鎖が栄養飢餓時に量的・構造的にどう変化す
るのかは判っていない。そこで、異なる栄養
条件下で培養した出芽酵母の液胞を単離し、
液胞内の糖鎖の定性的・定量的解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）-①出芽酵母を異なる栄養条件下で培
養し、無細胞抽出画分中の α マンノシド分
解活性の変動を定量した。また、種々の遺伝
子欠損株を作製し、Ams1 の酵素活性やタンパ
ク質の発現量、遺伝子の転写量などを解析し
た。その結果、Ams1 酵素は転写レベル及び翻
訳後レベルで栄養飢餓に応じて強く誘導さ
れることを明らかにした。栄養豊富な条件で
はTORキナーゼ複合体により強く抑制されて
いるが、栄養源が枯渇すると、TOR キナーゼ
複合体による抑制が解除され、ストレス応答
性転写因子 Msn2/4 により転写誘導されると
ともに、液胞内でプロテアーゼ依存的なプロ
セシングを受けることで翻訳後レベルでも
活性化されることが判った（図１）。これら
の結果から、出芽酵母は栄養飢餓時に細胞内
のマンノシド糖鎖を積極的に代謝し、利用し
ている可能性が示唆された。すなわち本研究
によって、オートファジーを介した液胞にお
ける糖質分解の重要性を実験的に示す重要
な知見が得られた。 
 

 
図１ Ams1 の活性制御機構 
 
 
（１）-② 
 さまざまな出芽酵母の遺伝子欠損株を異
なる栄養条件下で培養し、Ams1 の活性の変動
を解析した。その結果、細胞表層に存在する
ことが報告されている機能未知の分子の遺
伝子欠損株において、栄養条件下における
Ams1 の活性が著しく上昇していることを見
出した。本遺伝子欠損株では、富栄養条件下
における細胞増殖が遅延していた。そして、
栄養飢餓時に誘導されるオートファジーが



富栄養条件下においても誘導されていたこ
とから、本遺伝子欠損によって細胞が富栄養
条件下においても飢餓状態にシフトしてい
ることが示唆された。すなわち、本遺伝子は
細胞表層で細胞外の栄養シグナルを細胞内
に伝達する機能を担っていることが示唆さ
された。グルコースのアナログの取り込み効
率を解析した結果、本遺伝子欠損株において
は、取り込み効率が顕著に低下しており、細
胞内のATPレベルも野生株と比較して著しく
低下していたことから、細胞外のグルコース
の効率的な取り込みに関与し、TOR キナーゼ
経路を活性化する役割を担うことが示唆さ
れた。本研究によって、未解明な糖質シグナ
ルに応じたTORキナーゼ経路の活性化機構の
一端を明らかにすることが出来た。引き続き
本遺伝子の分子機能について詳細に明らか
にしていく。 
 
（２）出芽酵母の液胞内糖鎖の定性的・定量
的解析を行うため、まず液胞の単離方法の確
立を試みた。酵母の液胞単離に習熟している
京都大学・奥博士及び東京大学・鈴木博士の
助力を得ながら行った。細胞質、小胞体、液
胞に局在するマーカータンパク質の移行を
指標として、フィコールを用いた密度勾配遠
心により試みた。その結果、糖鎖を多く含む
細胞質画分及び小胞体画分を分離して液胞
画分を精製することができた。精製した液胞
画分を用いて糖鎖の定量的・定性的分析を行
ったところ、高分子量の糖鎖が栄養飢餓時に
蓄積することを示唆する予備データが得ら
れた。今後引き続き、詳細な解析を行う。 
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