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研究成果の概要（和文）：酵母には、利用しやすい窒素源が環境中に存在すると、利用しにくい窒素源の資化に
必要な酵素やトランスポーターの発現が抑制される機構（Nitrogen catabolite repression; NCR）が存在す
る。本研究で我々は、分裂酵母のアミノ酸要求性変異株が示す「適応生育」の発見から、分裂酵母が極低濃度で
作用する不飽和脂肪酸2種を分泌し、それらを介して細胞間情報交換を行い、NCRを解除して窒素代謝を変化させ
ることを明らかにした。また、この脂肪酸を介した細胞間情報交換はアミノ酸トランスポーターAgp3依存的であ
ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Yeast has nitrogen catabolite repression (NCR) by which unnecessary 
production of enzymes/transporters for utilization of non-preferred nitrogen sources is suppressed 
when a preferred nitrogen source such as glutamate (Glu) is available. NCR prevents growth of 
auxotrophic mutants that require particular amino acids (poor nitrogen sources) for their growth. 
Amino acid auxotrophic mutants of fission yeast were unable to grow on minimal medium containing Glu
 even when adequate amounts of required amino acids were supplied. However, growth of the mutant 
cells was recovered near the prototrophic strain, suggesting that some substances secreted from the 
growing cells allowed the mutants to switch their nitrogen source preference. We identified two 
fatty acid molecules secreted from fission yeast that abrogate NCR and allow the cells to uptake 
poor nitrogen sources even in the presence of preferred ones. We also showed that the Agp3 amino 
acid transporter was involved in the adaptive growth.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 単細胞である微生物は、自身の生存に環境
の影響を直接受けやすく、環境への適応メカ
ニズムが生存に欠かせない。個体としての生
存はもとより、種としての生存を維持してい
くための環境適応機構として細胞（個体）間
情報交換が挙げられる。たとえば、細菌は「ク
オラムセンシング」という自身の種に有利な
情報交換メカニズムを有することが知られ
ている。そこでは、個体は環境に応じてある
物質を分泌しており、個体数が一定数に達す
ると、その物質の濃度が他の個体に対して活
性を持つ濃度となり「バイオフィルム」を形
成するなど、その種の個体全体の増殖を促進
する。一方、真核微生物である酵母において
は、細胞間情報交換因子として広く知られて
いるのは性フェロモンである。分裂酵母の場
合、培地中の栄養源のうち、特に窒素源が枯
渇すると、貧栄養でも耐えて生き延びること
ができる胞子になるべく、効率よく異性を見
つけて接合するためにペプチド性の構造を
もつ性フェロモンを分泌する。また、原核生
物の細菌に存在している密度依存的な調節
機能「クオラムセンシング」は、実は真核生
物である出芽酵母にも存在していることが、
2006年に Finkらのグループにより示された。
菌体数が過剰となり窒素源が低濃度になる
ことに反応して、Tyrosol などの因子が偽菌
糸形成を引き起こす。しかし、このような「ク
オラムセンシング」は分裂酵母では報告され
ていない。 
 我々はこれまでに、分裂酵母において素源
確保のための「細胞間情報交換」を行ってい
るかのような現象に出くわした。生物にとっ
て、細胞外からの窒素源（NH4

+、アミノ酸）
の取り込みおよび細胞内でのアミノ酸合成
は、生命を維持する重要な代謝機能の一つで
ある。酵母には、利用しやすい窒素源（NH4

+、
グルタミン酸等）を含む環境下では利用しに
くい窒素源（分岐鎖アミノ酸 Branched-chain 
amino acid; BCAA等）の利用・取り込みに必
要な酵素やトランスポーターの発現が抑制
される窒素源カタボライト抑制（Nitrogen 
catabolite repression; NCR）という機構が存
在する。BCAAアミノ基転移酵素はグルタミ
ン酸を基質として、BCAA（Leu、Ile、Val）
を合成する。分裂酵母において、BCAAアミ
ノ基転移酵素をコードする eca39 遺伝子の
破壊株（eca39Δ 株）は、利用しやすい窒素
源が含まれている培地上では十分量の BCAA
が含まれていても（この条件を「最少培地」
と記載する）それらを取り込むことができず、
生育できない。ところが、同じ最少培地にお
いて、野生型株近傍に位置する eca39Δ株の
生育が回復するという「適応現象」を、我々
は偶然に発見した（Takahashi et al., 2012, J. 
Biol. Chem.）。また、この現象が野生株から
分泌される「分泌ファクター」により引き起
こされる現象であることを確認した。 
 

２．研究の目的 
 これまでの研究から、我々が見出した「適
応現象」は、分裂酵母野生株から「分泌ファ
クター」が分泌され、それにより利用しやす
い窒素源を多く含む培地においても、eca39Δ
株は利用しにくい BCAA の取り込み能が回
復したことが示唆された。つまり、「分泌フ
ァクター」により NCR が解除された、と予
測できた。そこで本研究では、「分泌ファク
ター」を分離・構造決定し、そのファクター
により BCAA の取り込み能が回復する機構
を解明する。環境に応じた代謝機能調節メカ
ニズムを明らかにし、分裂酵母における窒素
源確保のための「細胞間情報交換」という、
これまでに報告のない新しい仕組みを提唱
することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 分泌ファクターの分離・同定 
 これまでの「挑戦的萌芽研究」（H25〜26
年度）において、分泌ファクターの 1 つが
「10-hydroxy-8-octadecenoic acid」であるこ
とを明らかにしたが、まだ絶対立体配置の同
定まで至っていなかったので、より詳しい構
造解析を行う。また、他にもいくつか分泌フ
ァクターが存在するという証拠が得られて
いたので、適応生育活性をもつ物質の同定に
取り組む。 
 
(2) 分泌ファクター類縁体の合成および合成
類縁体や脂肪酸ライブラリーのスクリーニ
ング 
 同定できた分泌ファクターの類縁体（合成
化合物または市販の化合物をつかう）を試験
することにより、構造活性相関研究を行う。
また、Cayman 社から販売されている 86 種
の脂肪酸が 96 穴プレートに収蔵された脂肪
酸ライブラリーを用いて、最少培地上で 
eca39Δ 株を生育させる脂肪酸をスクリーニ
ングする。 
 
(3) 分泌ファクターの受容体および受容後の
シグナル経路に関与する因子のスクリーニ
ング 
 分泌ファクターの作用機序解明のために
遺伝学的手法を導入する。eca39Δと Bioneer
社から購入した約 3,000 株の遺伝子破壊株
（xxxΔ）とを掛け合わせ、胞子形成を行うこ
とにより約 3,000 株の二重破壊株（eca39Δ 
xxxΔ）を作製し、分泌ファクター存在下では
最少培地上で eca39Δ株は生育できるが、同
じ条件下で生育できない二重破壊株をスク
リーニングすることにより、分泌ファクター
の受容体および受容後のシグナリング経路
に関与する因子の同定が期待できる。 
 
(4) 分泌ファクターの生産条件の検証および
他の微生物への影響 
様々な窒素源条件を検討し、「分泌ファクタ



ー」の生産性を確認する。また、分泌ファク
ターの他の微生物（出芽酵母、細菌等）の生
育等に対する影響の確認を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 分裂酵母野生株を最少培地40 Lにて培養
し、その培養上清を酢酸エチルで抽出し、シ
リカゲルカラム分画、HPLC分画を経て活性
フラクションを二つ得た（フラクション 1：
2.2 mg、フラクション 2：0.9 mg）。それぞれ
のフラクションについて各種 NMR 解析、質
量分析を実施した結果、フラクション 1から
10(R)-acetoxy-8(Z)-octadecenoic acid（アセ
トキシ体）（図 1左）、およびフラクション 2
から 10(R)-hydroxy-8(Z)-octadecenoic acid
（ヒドロキシ体）（図 1 右）のいずれも構造
新規のオキシリピンを同定した。これらオキ
シリピンを全合成して、eca39Δ 株の適応生
育誘導活性を調べた結果、最小有効濃度はい
ずれも 20〜40 nMと、非常に低濃度で効果を
示す物質であることがわかった。以上の結果
から、分裂酵母がオキシリピンを生産、分泌
し、それを介して同種個体に影響し、そのア
ミノ酸の取り込みを調節していることが示
唆された。我々は、今回同定したオキシリピ
ンをその機能にちなんで「窒素源シグナリン
グ因子（Nitrogen signaling factor; NSF）」と
命名した。 

 
 
(2) アセトキシ体およびヒドロキシ体の類縁
体について合成品および市販の脂肪酸ライ
ブラリーに収蔵されている化合物を集め、構
造活性相関を調べた。その結果、C-8 の二重
結合および C-10の R体のアセトキシ基ある
いはヒドロキシ基が適応生育誘導能に必須
であることがわかった。 
 
(3) eca39Δ株の生育が遅く、また掛け合わせ
にも適していなかったので、eca39Δ 株と同
様に適応生育現象を示すロイシン要求性変
異株（leu1-32 株）を試験株として用いるこ
とにした。leu1-32 変異と約 3,000 遺伝子の
欠失との二重変異株について、最少培地にて、
野生株上清抽出物（NSFが含まれている）を
加えても生育できない、つまり適応生育でき
ない株をスクリーニングした。その結果、適
応生育の際の最終的なロイシン取り込みに
必要なアミノ酸トランスポーターAgp3 を同
定した。また他に、膜融合や小胞輸送に関与
する SNAREタンパク質をコードする遺伝子
などもスクリーニングにおいて選抜された。
これらは NSF 受容後のシグナリング経路に
関わる可能性がある。 

 
(4)  野生株を窒素源の異なる培地で培養し、
それらの上清の酢酸エチル抽出物について、
eca39Δ 株の適応生育誘導活性を比較した。
その結果、NH4

+よりもグルタミン酸を含む最
少培地で培養した野生株の培養上清におい
て高い活性が見られた。また、対数増殖期よ
り定常期の培養上清の適応生育誘導活性能
が高かった。 
 高濃度のNSFはeca39Δ株の適応生育を誘
導できなかったが、これは毒性を示したから
ではないことを分裂酵母および出芽酵母の
野生株を用いて検証した。高濃度（100 
g/mL）から 2倍段階希釈して感受性を調べ
たが、どちらの野生株においても NSF が増
殖を阻害することはなかった。また、NSFを 
生産する分裂酵母の培養上清を用いて、さま
ざまな放線菌の増殖への影響を調べたが、放
線菌の増殖阻害効果はなかった。 
 
 本研究では、分裂酵母の分泌する脂肪酸分
子 2種を同定し、それらをNSFと名付けた。
分裂酵母において、利用しやすい窒素源の多
い環境中では、NCRが起こり、利用しにくい
窒素源の取り込みが制限されるが、近傍にい
る別の同種細胞から分泌される NSF により
NCRが解除され、アミノ酸トランスポーター
Apg3 から利用しにくい窒素源の取り込みが
起こることがわかった。分裂酵母において、
窒素源確保のための NSF を介した「細胞間
情報交換」が存在することが示された。NSF
がオートインデューサのように機能し、蓄積
が進む培養後期において、細胞に、利用しに
くい窒素源を取り込ませるためのクオラム
センシングを起こして自分たちにとって有
利な状況を作り出し、細胞増殖を調節してい
る可能性も考えられる。今後は基盤 B課題に
て、NSFのさらなる作用機序解明を進めてい
きたい。 
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