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研究成果の概要（和文）：タンパク質の工場であるリボソームは、栄養が豊富な条件では盛んに合成されるが、
貧栄養環境では逆に負荷となる。そこで、出芽酵母では、栄養飢餓に応答してリボソームが分解され、これを介
して貧栄養状態への適応化が図られる。
リボソームは、リボソームRNA（rRNA）とリボソームタンパクから構成される複合体である。本研究、およびこ
れまでの研究成果から、リボソームタンパクおよびrRNAが共にオートファジーに依存して分解されることが示さ
れた。また、このrRNA分解がオートファジーを活性化し、リボソーム分解を促進することも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Rapidly growing Saccharomyces cerevisiae cells synthesize a large amount of 
ribosome and promote cell division in nutrient-rich condition. However, when nutrient is exhausted, 
ribosomes are degraded to adapt to the starvation condition.
Ribosome is composed of ribosomal RNAs (rRNAs) and ribosomal proteins. Previously, it was reported 
that rRNA degradation depends on autophagy. In this study, we demonstrated that ribosomal protein is
 also degraded via autophagy. Moreover, rRNA degradation upregulates autophagy, which facilitates 
the degradation of ribosomal protein.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： リボソーム　リボヌクレアーゼ　ストレス応答

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々を取り巻く環境には様々なストレスが存在する。生体を構成する細胞は、こうしたストレスに適応する能力
を備えている。この適応化の破綻は細胞にとって有害であり、時として細胞死をもたらす。こうしたことから、
ストレス環境への適応メカニズムの理解は重要な課題である。本研究は、貧栄養条件に対する適応化メカニズム
について、細胞に多量に存在するリボソームの動態に注目し、これを明らかにしようとするものである。リボソ
ームの動態と適応化との関係性については未だ多くの不明な点が存在するが、本研究により新たな視点が拓ける
ものと期待される



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞は種々のタンパク質から構成されており、これは細胞を構成する成分としては水につい

で多い。これら膨大なタンパク質は、「工場」であるリボソームで合成される。細胞には 20 万個

のリボソームが存在すると試算され、その総体積は細胞全体の 4 割にも達する。また、リボソー

ムによるタンパク合成には、膨大なエネルギーが消費される。栄養が豊富な環境では、細胞は盛

んにリボソームを合成し、タンパク合成を活性化させることで細胞増殖を促進する。しかし、栄

養が枯渇すると、逆にこれらリボソームは細胞にとって負荷となる。そこで、細胞が貧栄養状態

に陥ると、新規リボソーム合成が停止し、更に翻訳開始が抑制される。しかし、すでにタンパク

合成に従事しているリボソーム（成熟リボソーム）が、どのような運命を辿るかは不明であった。 
近年、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）において、栄養飢餓を誘導する抗生物質である

ラパマイシン（rapamycin）を作用させると、速やかに rRNA が分解されることが報告された。

すなわち、栄養飢餓に陥ると、細胞は成熟リボソームを分解すると考えられる。我々は、この

rRNA 分解に、リボヌクレアーゼ Rny1p が関わることを見出した。また、この Rny1p による

rRNA 分解を介して、宿主細胞が飢餓条件へと適応することを明らかにした。Rny1p は、RNase 
T2 スーパーファミリーに属するリボヌクレアーゼである。ほぼ全ての生物に存在し、多様かつ

重要な生命現象に関わるユニークな因子である。出芽酵母に対して窒素源飢餓を誘導すると、オ

ートファゴソームにリボソームが蓄積する。このことから、非選択的オートファジーによりリボ

ソームが分解されることが報告された。一方、同じ窒素源飢餓により、リボソームが選択的オー

トファジーにより分解されることも示されている。これはリボファジー（ribophagy）と呼ばれ

る。一方、正常に機能しないリボソームが分解される現象も知られている。ここでは、機能上重

要な部位に変異を持つ rRNA を含むリボソームが分解対象となる。これらは、nonfunctional 
rRNA decay（NRD）と呼ばれ、変異部位により異なる分解機構が存在する。18S rRNA に変異

がある場合は 18S NRD、25S rRNA 変異の場合は 25S NRD と呼ばれる。これらは、リボソー

ムの機能異常を細胞が認識し、排除する「品質管理機構」と考えられる。この 25S NRD には、

ユビキチン-プロテアソーム系が関与することが報告されている。以上述べた通り、同じリボソ

ーム分解であっても、様々なメカニズムが存在する。また、窒素源飢餓におけるリボソーム分解

では、同じ現象を観察しているにも関わらず、報告された内容に相違がみられる。 
 
２．研究の目的 
 
リボソームは、rRNA とリボソームタンパクとが複雑に相互作用することで構成される巨大

複合体である。こうしたことから、栄養飢餓に応答したリボソーム分解の全体像を理解するため

には、rRNA 分解とリボソームタンパク分解の双方向から、体系的に検証することが必須と考え

た。 
前述の通り、我々は、Rny1p の機能に注目することで、これまでにラパマイシンに応答した

rRNA 分解について研究を行ってきた。そこで、本研究では、リボソームタンパクの分解機構を

明らかにすることとした。ここで得られた成果と、rRNA 分解に関する知見とを総合的に考察す

ることで、出芽酵母における、栄養飢餓に応答した成熟リボソーム分解機構の全容を解明するこ

とを目的とした。また、このリボソーム分解において重要な鍵を握ると考えられる Rny1p の動

態について明らかにする。更に、このリボソーム分解を介した栄養飢餓への適応機構を明らかに

することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 

（１）栄養飢餓に応答したリボソームタンパク分解機構の解明 
 実験対象株に対し、ラパマイシンを作用させて栄養飢餓を誘導する。その後、細胞を経時的に

サンプリングし、ウエスタンブロッティングにより残存リボソームタンパク量を見積もる。得ら

れた結果から、分解の進行度を算出する。これまでの知見から、リボソームタンパク分解には、

ユビキチン-プロテアソーム系あるいはオートファジーのいずれかが関与すると考えられた。そ

こで、プロテアソーム活性が低下した株や、オートファジーの機能欠損株におけるリボソームタ

ンパク分解の程度を野生株のものと比較する。この実験結果から、リボソームタンパク分解がい

ずれの経路に依存するかを検証する。 
 
 



（２）Rny1p における C 末端領域の機能解明 
 Rny1p には、C 末端に機能不明な領域が存在し、これが Rny1p による rRNA 分解、環境適応

能の付与に関わると予想した。そこで、野生型および C 末端領域欠失型 Rny1p を、rny1D破壊

株で発現させる。そして、この形質転換株の rRNA 分解能、および環境適応能を調べ、野生型

発現株の結果と比較する。これを通して、この C 末端領域の、Rny1p の機能への関与を検討す

る。 
 
（３）リボソーム分解を介した適応化機構の解明 
 植物において、RNase T2 を欠損するとオートファジー活性が変化することが報告されてい

る。これが出芽酵母でもみられるのであれば、rRNA 分解すなわちリボソーム分解を介した環境

適応化に、オートファジーが関わる可能性がある。そこで、rny1D株におけるオートファジー活

性を定量し、野生株と比較することで、出芽酵母でも Rny1p（RNase T2）がオートファジー活

性に関わるかを検証する。 
 
４．研究成果 
 
（１）栄養飢餓に応答したリボソームタンパク分解機構の解明 
野生株に対し、ラパマイシンを作用させることで栄養飢餓を誘導した。そして、残存リボソー

ムタンパク量を、ウエスタンブロッティングで経時的に測定した。これを飢餓誘導直前のものと

比較し、減少量を見積もることで、分解の進行度を測定した。ここでは、Rps14p および Rpl3p
を特異的に認識する抗体を使用した。また、C 末端に FLAG タグを付加した Rpl28p を発現す

る株を作製し、FLAG 抗体を用いることで Rpl28p 分解の観察も行った。ラパマイシンを作用さ

せると、これらリボソームタンパク mRNA の合成が速やかに停止したことから、これまで知ら

れていた通り、この条件で新規リボソームタンパク合成が停止することが示された。そのため、

残存リボソームタンパク量の推移を算出することで、分解程度の評価が可能と判断した。そこで、

野生株に対して同様に飢餓誘導を行った後、これらリボソームタンパク分解を調べた。その結果、

Rpl3p に関して、経時的に分解が進行する様子が観察された。 
次に、リボソームタンパク分解が、ユビキチン-プロテアソーム系とオートファジーのいずれ

に依存するかを調べた。Rpn4p は、プロテアソーム構成因子の遺伝子発現を制御する転写因子

であり、これを欠損した株ではプロテアソーム活性が低下する。そこで、野生株および rpn4D株
に対し、ラパマイシンを作用させた後の Rpl3p 分解を観察した。その結果、rpn4D株で Rpl3p の

分解が抑制された。もしリボソームタンパクがプロテアソームにより分解されるのであれば、

rpn4D株では、ユビキチン化されたリボソームが蓄積すると考えられる。しかし、野生株および

rpn4D株から粗調製したリボソームのユビキチン化の程度に明確な差は見られなかったことか

ら、ユビキチン-プロテアソーム系が関与する可能性は低いと考えた。 
次に、オートファジー欠損株 atg2D, atg7D株で Rpl3p が分解されるかを調べた。その結果、

これら欠損株では、ラパマイシンに応答した Rpl3p の分解が抑制されたが、結果にみられる誤

差が大きかった。ラパマイシンに応答したリボソームタンパクの分解程度は、 大で二割程であ

った。ウエスタンブロッティングは、転写効率や抗体反応の不均一性などが原因となり定量誤差

を生じやすい。そのため、この程度の差を、残存リボソームタンパクのシグナル強度だけで比較

検討するのは困難と考えた。そこで、これに替わる方法として、Rpl25p と GFP との融合体

（Rpl25p-GFP）を発現する株を用いることとした。オートファジーにより標的因子は液胞へ運

ばれて分解されるが、GFP は液胞で安定なため、未分解物として残存する。これを利用し、特

定のリボソームタンパクに GFP を融合させ、GFP 抗体を用いて検出することで、未分解物と分

解物との量比が GFP のシグナル強度比として計算出来る。そこで、Rpl25p-GFP 発現株を用い、

リボソームタンパク分解を測定することとした。まず、Rpl25p-GFP 発現株において、ATG2, 
ATG7 を破壊した。そして、これら破壊株に対しラパマイシンを作用させた後、蛍光顕微鏡観察

を行うことで、Rpl25p-GFP の液胞への移行を観察した。その結果、野生株では、Rpl25p-GFP
が液胞に移行する様子が観察されたが、ATG2, ATG7 破壊株では観察されなかった。 
次に、Rpl25p-GFP 発現株、およびこれの ATG2, ATG7 破壊株に栄養飢餓を誘導した後、GFP

抗体を用いたウエスタンブロッティングにより、Rpl25p の分解を調べた。ラパマイシンは TOR
だけを標的とすることから、栄養飢餓応答の一部しか観察出来ない可能性がある。そこで、ここ

ではラパマイシンに替えて実際に窒素源飢餓を誘導した。その結果、ラパマイシンを用いた時と

同様、野生株で Rpl25p が経時的に分解される様子が観察された。また、この分解は atg2D, atg7D



株株では観察されなかった。以上のことから、栄養飢餓に応答し、リボソームタンパクは rRNA
と共にオートファジー依存的に液胞に運ばれて分解されると結論した。 
 

（２）Rny1p における C 末端領域の機能解明 
Rny1p は、栄養飢餓に応答してリボソームに含まれる rRNA を分解する。また、Rny1p を欠

損すると、液胞に rRNA が蓄積する。このことから、Rny1p は液胞局在酵素であると考えられ

た。Rny1p の N 末端にはシグナルペプチドが存在し、これにより小胞体からゴルジ体へと移行

する。この過程で糖鎖修飾を受けた後、細胞外へと運ばれて細胞壁に繋留されると報告された。

一方、液胞への局在も示唆されているが、今のところ活性型 Rny1p は液胞では観察されていな

い。また、異常な糖鎖修飾を受けた Rny1p が、分解されるために液胞に輸送されるとの主張も

ある。RNase T2 の局在性は、出芽酵母の

みならず他生物においてもほとんど明ら

かにされておらず、これが機能解明を阻む

要因の一つと考えられる。 
 Rny1p は、RNase T2 に共通した配列に

加えて、C 末端に機能未知領域（C-
terminal extension）が存在する。この C
末端領域は Rny1p に特徴的であることか

ら、単細胞に固有の機能を持つ可能性があ

る。 
この C 末端領域の機能を調べるために、以下の実験を行った。rny1D株に対し、MET3 プロ

モーター制御下で全長 Rny1p、C 末端領域欠失型 Rny1p、活性中心変異型 Rny1p を発現するプ

ラスミドをそれぞれ導入した。コントロールとして、空ベクター導入株を用いた。そして、これ

らの株のストレスへの適応能を調べた。しかし、ラパマイシンを用いて栄養飢餓を誘導した場合、

全長 Rny1p 発現株であっても生育適応能が観察されなかった。理由は不明であるが、ここで作

製したプラスミドを用いた発現では、Rny1p 欠損を完全には相補出来ないため、形質転換体が

ストレスに高感受性を示したと考えた。そこで、ストレスの条件を種々検討したところ、熱スト

レスの作用が妥当と考えられた。Rny1p は、栄養飢餓に加えて熱ストレスへの適応にも関わる

ことがすでに報告されている。また、我々は、rny1D株に熱ストレスを作用させると、ラパマイ

シンを作用させた時と同様、液胞で rRNA が蓄積することを明らかにした。こうしたことから、

熱ストレスの作用は、これまでの結果を反映すると考えた。そこで、全長 Rny1p、C 末端欠損

型 Rny1p、活性中心変異型 Rny1p 発現株の、熱ストレスへの生育適応能を調べた。その結果、

全長 Rny1p 発現株のみが生育適応能を示した。 
次に、C 末端領域と rRNA 分解との関連性を検証するために、上記の株に熱ストレスを作用

させ、核酸染色した後、蛍光顕微鏡観察を行った。コントロールである空ベクター導入株および

活性中心変異型 Rny1p 発現株では、液胞での rRNA 蓄積が観察された。一方、予想外なことに、

C 末端領域欠失型 Rny1p 発現株では、液胞での rRNA 蓄積は観察されなかった。分解されるべ

きリボソームが液胞に運ばれなかった可能性がある。以上のことから、Rny1p はリボソームの

液胞への移行に関与し、これに C 末端領域が必要であることが示唆された。 
 
（３）リボソーム分解を介した適応化機構の解明 
植物では、RNase T2 の欠損によりオートファジーが恒常的に活性化することが報告されてい

る。このことから、出芽酵母においても、Rny1p がオートファジー活性に影響する可能性を考

えた。そこで、rny1D株におけるオートファジー活性を測定することとした。まず、野生株およ

び rny1D株に対して窒素源飢餓を誘導した。経時的に細胞をサンプリングした後、ALP アッセ

イによりオートファジー活性を測定した。ALP アッセイでは、液胞局在型ホスファターゼ

（Pho8p）を細胞質局在型（Pho8D60p）に改変したものを発現する株を用いる。この Pho8D60p
が、オートファジーにより液胞へと運ばれて活性化した際に、この活性を定量することでオート

ファジー活性として評価するものである。Pho8D60p 発現株およびこれの RNY1 破壊株に対し

て窒素源飢餓を誘導した後、ALP アッセイを行った。その結果、RNY1 破壊株で、オートファ

ジー活性が有意に低下することが分かった。 
すでに述べた通り、本課題研究で、我々はリボソームタンパク分解がオートファジーに依存す

ることを明らかにした。これを踏まえると、このリボソームタンパク分解が、rny1D株で抑制さ

れることが考えられた。そこで、これを検証するために以下の実験を行った。Rpl25p-GFP 発現

Catalytic active sites

C-terminal extension

Glycosylation

Signal peptide



株、およびこれの RNY1 破壊株に対し窒素源飢餓を誘導した。そして GFP 抗体を用いたウエス

タンブロッティングにより、Rpl25p の分解を観察した。その結果、rny1D株において、予想通

り Rpl25p の分解が抑制されていた。以上の結果から、rRNA 分解がリボソームタンパク分解を

促進することが示唆された。また、この rRNA 分解によるオートファジーの活性化が、ストレ

ス環境への適応化の一部を担う可能性がある。 
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