
愛媛大学・農学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６３０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

液胞アミノ酸リサイクルシステムの調節機構解明

Investigation for the regulatory mechanism of vacuolar amino acid recycle system

２０４１９８５７研究者番号：

関藤　孝之（Sekito, Takayuki）

研究期間：

１５Ｋ０７３９６

平成 年 月 日現在３０   ６   ８

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：　出芽酵母液胞アミノ酸トランスポーターAvt4の活性調節において窒素飢餓条件での
発現誘導に転写因子Gln3とGat1が転写段階で重複して機能することと、栄養豊富条件ではAvt4のN末端親水性領
域が翻訳後段階で抑制的に作用することを見出した。並行してシロイヌナズナ、分裂酵母、フザリウム菌のAvt4
ホモログの解析も進め、これらが機能的にも保存され、液胞からのアミノ酸排出に機能することを報告した。さ
らにPQループタンパク質Ypq3がヒスチジン輸送活性を有する新規液胞アミノ酸トランスポーターであることを明
らかにした。 

　

研究成果の概要（英文）：On the research for regulation of Avt4, a vacuolar amino acid transporter in
 the budding yeast Saccharomyces cerevisiae, we have found that its expression under nitrogen 
starvation condition is induced at transcriptional level by the transcription factors Gln3 and Gat1 
in a redundant manner, and its activity to transport amino acids in nutrient-rich condition is 
repressed at post-translational level via the action of the N-terminal hydrophilic region. In 
parallel, we proceeded the analysis for the Avt4 homologs in the other organisms, and reported that 
the homologs in the plant (Arabidopsis thaliana), the fission yeast (Schizosaccharomyces pombe), and
 the plant pathogenic fungi (Fusarium oxysporum), are all involved in the vacuolar export of amino 
acids, showing that they are functionally conserved. We also revealed that Ypq3, a PQ loop protein, 
is a novel vacuolar amino acid transporter with histidine transport activity.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景  
 真核微生物および植物細胞内に発達する
液胞は能動的にアミノ酸を取り込むととも
にタンパク質分解によってアミノ酸を生成
する。外部の窒素源が枯渇すると液胞内アミ
ノ酸は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。こうした液胞内アミ
ノ酸プールの形成・リサイクルの生理的意義
を正確に理解するためには、液胞膜を介して
アミノ酸を輸送するトランスポータータン
パク質の同定解析が不可欠である。我々は酵
母液胞アミノ酸トランスポーターAvt3、Avt4、
Avt7 がそれぞれ中性アミノ酸、中性／塩基性
アミノ酸、中性アミノ酸全般を液胞外へと排
出すること、さらに線虫リソソームアミノ酸
トランスポーターの酵母ホモログ Ypq1 が液
胞膜で塩基性アミノ酸輸送に機能すること
を報告した。これら液胞アミノ酸トランスポ
ーターの活性は栄養条件に応答して調節さ
れると考えられるが、その報告は皆無であっ
た。Avt4 の N 末端には複数のリン酸化部位を
含む約 300 アミノ酸残基の親水性領域が存在
する。我々は Avt4 が窒素飢餓条件で脱リン酸
化されることから、活性調節を受けると考え
た。N 末端の親水性領域内には５つの保存配
列（I〜V） が見出され、このうち保存配列 V は
液胞からのアミノ酸排出を抑制し、保存配列 I〜IV
は促進的に作用するとの結果を得ていた。さらに、
14-3-3 タンパク質（Bmh1）がこの領域と相互
作用することを見出した。そこで、これらを
相互に結びつけることにより、液胞アミノ酸トラ
ンスポーターとしては初の活性制御機構解明が可
能と考えた。 
 
２．研究の目的  
 これまで同定されたアミノ酸トランスポーター
の多くは栄養条件に応答した活性調節を受けるこ
とが示されているが、液胞のような内膜に局在す
るアミノ酸トランスポーターの活性調節は未だ報
告がない。そこで本研究では液胞アミノ酸トラン
スポーターAvt4をモデルケースとしてその翻訳後
レベルでの活性調節機構を明らかにすることを目
的とした。さらに液胞のアミノ酸コンパートメン
テーション機能を組み込んだ新たなアミノ酸代謝
研究とその応用展開の基盤確立に向け、他生物種
ホモログも含め、他の液胞アミノ酸トランスポー
ターについても同定解析を進めた。 
 
３．研究の方法   
 Avt4のリン酸化状態が栄養条件に応答して変化
することに着目し、推定リン酸化部位のアラニン
置換変異型Avt4および各種キナーゼ／ホスファタ
ーゼ欠損株での野生型Avt4の活性を液胞内アミノ
酸含量測定により評価した。また推定リン酸化部
位が存在するN末端親水性領域を欠損した変異型
Avt4について、液胞内アミノ酸含量測定とともに
単離液胞膜小胞を用いてアミノ酸輸送活性の変化
を検討した。Avt4の発現調節はリアルタイムPCR
による mRNA 定量およびウエスタンブロット解
析によるGFP融合Avt4の検出によって検討した。

Ypq3は発現量が低いことが分かったため、過剰発
現し、液胞膜小胞のATP依存的なヒスチジン取り
込み活性と、それに対する各種アミノ酸の阻害効
果を調べた。出芽酵母以外の生物種の Avt4(Avt3)
ホモログは各生物種細胞内でのGFP融合タンパク
質の液胞膜局在を確認した後、出芽酵母で発現さ
せ、単離液胞膜小胞のアミノ酸輸送活性への影響
評価、および液胞内アミノ酸含量の変化について
も検討した。 
 
４．研究成果  
(1) Avt4 N 末端親水性領域の推定リン酸化部
位のアラニン置換により栄養豊富条件でも
脱リン酸化された変異型 Avt4 を発現すると、
液胞内アミノ酸含量が窒素飢餓条件に比べ
部分的に減少した（図 1）。また、プロテイン
ホスファターゼSit4が窒素飢餓条件でのAvt4
の脱リン酸化に関与することを見出した。同
条件での SIT4 破壊株の液胞内アミノ酸含量
の減少は野生株に比べ部分的に抑制された。
これらの結果より Avt4 の窒素飢餓条件での
活性化に脱リン酸化が関与することが示唆
された。同時に、重複して機能する別の機構
もしくは窒素飢餓条件特異的に発現する他
因子の関与も示唆された。 

(2) 染色体より発現したGFP融合Avt4の窒素
飢餓条件での細胞内レベルの増加が、Sit4 欠
損株では抑制されることを見出した。さらに
Sit4 下流で機能する転写因子 Gln3 と Gat1 が
AVT4 の転写に重複して機能することを明ら
かにした。(1)の結果と合わせると、Sit4 は転
写と翻訳後の両段階で Avt4 の活性調節に機
能することが示唆された。さらに AVT4 のプ
ロモーター解析を進め、窒素飢餓条件での転
写誘導に必要な領域を特定した。この領域内
には転写因子 Gln3／Gat1 の認識配列が存在
し、変異導入により AVT4 mRNA および細胞
内 Avt4 レベルが低下したことから、これら転
写因子が AVT4 の転写に直接的に関与するこ
とが示唆された。 
(3)N 末端親水性領域を欠損した変異型 Avt4
発現株の液胞内アミノ酸含量および液胞膜
小胞からのアミノ酸排出活性を調べた結果、
N 末端親水性領域が栄養豊富条件で液胞から
のアミノ酸排出を抑制することが示された
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図1 脱リン酸化型変異体Avt4発現による液胞内アミノ酸含量の変化
A. 野生型(WT)と推定リン酸化部位のアラニン置換変異型(SA)Avt4のGFP
融合タンパク質のウエスタンブロット解析では高分子側へのバンドシフト
がSAでは検出されなかった。B. Avt4(SA)発現株の液胞内アミノ酸含量が
減少した。
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（図 2）。これに対し、以前、N 末端親水性領
域中の保存配列の中には液胞からのアミノ
酸排出に促進的に作用するものも見出され
ていた。共免疫沈降による N 末端親水性領域
との相互作用タンパク質同定実験では、操作
中の分解等により、良好な結果が得られなか
ったが、N 末端親水性領域断片の過剰発現が
液胞内アミノ酸含量を大きく変化させるこ
とを見出し、この断片に Avt4 の活性制御因子
が結合することが強く示唆された。 

(4) 14-3-3タンパク質であるBmh1と重複して
機能する Bmh2 にオーキシン依存的分解タグ
である AID タグを付加し、bmh1∆株において
オーキシン添加を添加すると液胞内中性／
塩基性アミノ酸含量の大幅な減少を検出し
た。しかし、この減少は Avt4 に依存しなかっ
たことから、14-3-3 タンパク質の Avt4 の活性
への関与を示すには至らなかった。 
(5) Avt4 による基質輸送の速度論的解析に向
けたプロテオリポソーム再構成のために、
Avt4 大量精製系の確立を試み、コムギ胚芽無
細胞タンパク質合成系によって全長タンパ
ク質と膜貫通領域を合成した。しかし活性評
価に十分な発現量は得られず、さらなる条件
検討が必要とされた。 
(6) シロイヌナズナ、分裂酵母および植物病
原菌（フザリウム菌）の Avt ホモログがいず
れも液胞膜に局在することを明らかにし、出
芽酵母に発現させると単離液胞膜小胞のATP
依存的アミノ酸排出活性が増加したことか
ら、これらは機能的にも保存されていること
が示唆された（図 3）。また、分裂酵母ホモロ
グの N 末端親水性領域を欠損すると胞子形
成効率が低下することを報告した。 

 (7) 他の液胞アミノ酸輸送系の同定解析を
進め、Avt4 と同じ AAAP ファミリーに属する

Avt1 が中性アミノ酸全般とヒスチジンの液
胞内への取り込みに機能するプロトン／ア
ミノ酸アンチポーターであることと、液胞膜
局在性PQループタンパク質Ypq3がヒスチジ
ン輸送活性を有することを報告した。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 8 件） 
① Yuki Fujiki, Hiromitsu Teshima, Shinji 

Kashiwao, Miyuki Kawano-Kawada, Yoshinori 
Ohsumi, Yoshimi Kakinuma, Takayuki Sekito, 
Functional identification of AtAVT3, a family 
of vacuolar amino acid transporters, in 
Arabidopsis, FEBS Lett., 査読あり 591, 2017, 
5-15 

②関藤孝之, 柿沼喜己, 液胞／リソソーム膜
を介したアミノ酸輸送の分子機構, 化学と
生物（日本農芸化学会和文誌）, 査読なし
5, 2016, 324-334 

③ Miyuki Kawano-Kawada, Soracom 
Chardwiriyapreecha, Kunio Manabe, Takayuki 
Sekito, Koichi Akiyama, Kaoru Takegawa, 
Yoshimi Kakinuma, The amino-terminal 
hydrophilic region of the vacuolar transporter 
Avt3p is dispensable for the vacuolar amino 
acid compartmentalization of 
Schizosaccharomyces pombe. Biosci. 
Biotechnol. Biochem., 査読あり 80, 2016, 
2291-2297 

④ Kunio Manabe, Miyuki Kawano-Kawada, 
Koichi Ikeda, Takayuki Sekito, Yoshimi 
Kakinuma, Ypq3p-dependent histidine uptake 
by the vacuolar membrane vesicles of 
Saccharomyces cerevisiae, Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 査読あり 80, 2016, 1125-1130 

⑤ Miyuki Kawano-Kawada, Pongsanat 
Pongcharoen, Rieko Kawahara, Mayu Yasuda, 
Takashi Yamasaki, Koichi Akiyama, Takayuki 
Sekito, Yoshimi Kakinuma, Vba4p, a vacuolar 
membrane protein, is involved in the drug 
resistance and vacuolar morphology of 
Saccharomyces cerevisiae, Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 査読あり 80, 2016, 279-287 

⑥Soracom Chardwiriyapreecha, Kunio Manabe, 
Miyuki Kawano-Kawada, Takayuki Sekito, 
Siriporn Lunprom, Koichi Akiyama, Kaoru 
Takegawa, Yoshimi Kakinuma, Functional 
expression and characterization of 
Schizosaccharomyces pombe Avt3p as a 
vacuolar amino acid exporter in 
Saccharomyces cerevisiae, PLoS One, 査読あ
り 10, 2015, e0130542 

⑦Siriporn Lunprom, Pongsanat Pongcharoen, 
Takayuki Sekito, Miyuki Kawano-Kawada, 
Yoshimi Kakinuma, Koichi Akiyama, 
Characterization of vacuolar amino acid 
transporter from Fusarium oxysporum in 

R
el

at
iv

e 
am

ou
nt

 (%
)

0

50

100

150

200

0 2 4 6 8
0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8
0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8

図3 出芽酵母から単離した液胞膜小胞からのアラニン排出活性. 
シロイヌナズナ(A)、分裂酵母(B)、フザリウム菌(C)のAvt4(Avt3)ホモログの発現ベク
ター導入出芽酵母株(●)もしくは空ベクター導入株(○)から液胞膜小胞を単離し、ATP
存在下での活性を測定した。出芽酵母株にはavt3∆avt4∆株(A)もしくはアラニンを液胞
内に能動的に取り込むトランスポーターAvt1をさらに欠損したavt1∆avt3∆avt4∆株(Bと
C)を使用した。
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図2 N末端欠損変異型Avt4(∆280-Avt4)発現による液胞内アミノ酸含量および液胞から
のアミノ酸排出活性の変化 A. 野生型(FL)とN末端欠損変異型(∆280)Avt4の模式図. B.
とC. GFP-∆280-Avt4の発現により、液胞内アミノ酸含量が低下し(B)、液胞膜小胞の
ATP存在下でのアミノ酸排出活性が増加した(C)。
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