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研究成果の概要（和文）：分裂酵母には、自身が微量に分泌する「窒素源シグナリング因子」を介した細胞間コ
ミュニケーションが存在し、それにより窒素カタボライト抑制を解除し、窒素代謝を調節し「適応生育」現象を
起こす。そのメカニズムを明らかにすることを目的とし、「窒素源シグナリング因子」の受容に関与する遺伝子
を探索し、新たな適応生育誘導因子を同定した。また、適応生育現象は、その記憶維持機構も含めてエピジェネ
ティックな制御を受けていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The fission yeast Schizosaccharomyces pombe has cell-cell communication 
mediated by “Nitrogen Signaling Factors (NSF)” that are secreted from S. pombe cells. The NSFs can
 regulate nitrogen metabolism and induce “adaptive growth” phenomena in the fission yeast cells by
 canceling nitrogen catabolite repression. This project aims at elucidating NSF-mediated cell-cell 
communication in fission yeast. We screened genes related to NSF reception and identified novel 
chemical communication factors from a lipid library. The results also suggested that the adaptive 
growth phenomenon is epigenetically regulated, including its inheritance mechanism.

研究分野：酵母ケミカルバイオロジー

キーワード： 細胞間コミュニケーション　分裂酵母　窒素代謝　オキシリピン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分裂酵母における窒素源シグナリング因子を介した細胞間コミュニケーションによる代謝調節は、変異株を特定
の培養条件に置くことで発見できたが、実は真菌類において広く存在している可能性がある。本研究から窒素源
シグナリング因子の受容に関わる遺伝子や新たなコミュニケーション因子が明らかになった。この研究をさらに
進めていくことにより、「細胞間コミュニケーション」による真菌類の生存戦略を解明するための糸口を見いだ
すことが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
酵母は培地中の利用しやすい、増殖に適した良質な窒素源を優先的に取り込むため、利用しやす

い窒素源存在下では、利用しにくい窒素源を取り込めない「窒素カタボライト抑制（Nitrogen 
Catabolite Repression; NCR）」と呼ばれる機構がはたらく。我々はこれまでに、分裂酵母
Schizosaccharomyces pombeの分岐鎖アミノ酸要求性株（eca39Δ株）を用いて、利用しやすい
窒素源（グルタミン酸）の多い最少培地においてはNCRが起こり、利用しにくい窒素源（分岐
鎖アミノ酸）の取り込みが制限され増殖できないが、近傍にいる別の同種細胞から分泌される

「窒素源シグナリング因子」により NCRが解除され、アミノ酸トランスポーターAgp3から利
用しにくい窒素源の取り込みが起こり「適応生育」することを発見した（引用文献 1, 2）。窒素
源シグナリング因子は極低濃度（数十 nM）で作用する新規構造のオキシリピンであった（図 1）
（引用文献 2）。しかしながら、この窒素源シグナリング因子を介した細胞間コミュニケーショ
ンの詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
分裂酵母の窒素代謝を制御する「窒素源シグナリング因子」を介した細胞間コミュニケーション

のメカニズム（図 2）を明らかにするため、窒素源シグナリング因子の受容体および下流因子の
同定、因子の産生および分泌機構の同定を行う。また、eca39Δ株は「窒素源シグナリング因子」
を受容することにより一旦獲得した形質の記憶維持機構の解明を行う。また、すでに同定したオ

キシリピン以外にも適応生育現象を誘導する物質の存在が示唆されることから、その分離・同定

にも挑戦する。本研究から微生物が栄養環境に適応するための生存戦略を解き明かす。 
 

 
 
３．研究の方法 
(1)窒素源シグナリング因子の受容体および下流因子の同定 
窒素源シグナリング因子の相互作用する受容体および下流因子（標的分子）の同定には、それら

をコードする遺伝子の破壊株を用い、因子存在下で適応生育できない破壊株をスクリーニング

する。また、窒素源シグナリング因子の活性を保持したプローブ分子を有機合成手法により開発

し、これと直接相互作用する標的の同定を行う。 
(2)窒素源シグナリング因子の産生・分泌機構の解明 
遺伝子破壊株ライブラリーを用いたスクリーニングを行う。分裂酵母野生株上清からの、超遠心

によるマイクロベシクル等の分離を試みる。 
(3)適応生育の記憶維持機構の解明 
適応生育の記憶維持に関与する因子を同定するためにマイクロアレイ解析を行う。 
(4)新規の適応生育誘導因子の同定 
分裂酵母野生株上清の酢酸エチル抽出物の分画より新規の適応生育誘導因子を同定する。同定

が困難な場合は、市販の脂肪酸ライブラリーからの探索を実施する。 



 

 

 
４．研究成果 
(1)窒素源シグナリング因子の受容体および下流因子の同定 
まず、高濃度アンモニアおよび十分量のロイシンを含む液体培地において、窒素源シグナリン

グ因子を含む分裂酵母野生株の培養液上清を添加しても適応生育が見られない分裂酵母の遺伝

子破壊株の取得を試み、いくつかのヒット株を得た。その後、寒天培地を用いて窒素源シグナリ

ング因子そのものの添加の有無での適応生育を確認したところ、液体培地での試験と一致しな

い結果が得られた。そこで実験行程の再検証をしたところ、遺伝子破壊株のバックグラウンドか

ら不必要な栄養要求性を取り除いたほうがクリアな結果が得られることを見出した。よって、ロ

イシン要求性のみ有する株を掛け合わせによって作製し（leu1-32 xxxΔ）、3,229株から成る新
たなライブラリーを準備した。高濃度の塩化アンモニウムと十分量のロイシンを含んだ培地に

おいて野生株の近傍で適応生育できない株をスクリーニングしたところ、3,229株のうち 205株
が野生株の近傍で適応生育できなかった（図 3）。
さらに窒素源シグナリング因子を添加して培養

したところ、114株が適応生育しなかった。その
中には、液胞局在のアミノ酸トランスポーター

をコードする遺伝子やGタンパク質共役受容体

や細胞膜局在タンパク質をコードする遺伝子が

含まれていた。また、Gene Ontology（GO）解
析で適応生育できなかった遺伝子の傾向を分析

すると、呼吸や代謝に関連する遺伝子が多く含

まれていた。 
窒素源シグナリング因子の結合パートナーを同定するためのプローブ分子の合成にも着手し

た。脂肪鎖先端にアルキンを導入したプローブを合成し、オリジナルの窒素源シグナリング因子

より 30 倍ほど活性は低いものの、適応生育活性を保持していることを確認した。ジアジリンを

有する光親和性標識プローブも各種合成し、適応生育活性を試験した。現在、プローブの最適化

の最終段階に入っており、合成後に結合実験を実施する予定である。 
 
(2)窒素源シグナリング因子の産生・分泌機構の解明 
上記のロイシン要求性型の遺伝子破壊株ライブラリー（leu1-32 xxxΔ）を用いて、グルタミ
ン酸を含む最少培地にて eca39Δ 株の横にスポットし、eca39Δ 株が適応生育してこない株をス
クリーニングした。選抜された株の中にはオキシリピンの合成に直接関与するような酵素は含

まれていなかったが、ミトコンドリア関連の遺伝子が多く含まれていた。今後、窒素源シグナリ

ング因子とミトコンドリアとの関連について検討する予定である。 
細胞間コミュニケーションの媒介手段として細胞外小胞の関与の有無を調べるため、分裂酵

母野生株上清の超遠心分画を行い、沈殿物の単離を複数回試行したが、明確な沈渣は検出できな

かった。 
 
(3)適応生育の記憶維持機構の解明 
適応生育の記憶維持に関与する因子を同定するために、窒素源シグナリング因子存在下で適

応生育した eca39Δ株、継代培養しても適応生育の記憶が保持されている eca39Δ株および転写

調節を司るヒストンアセチル化酵素 Gcn5の欠失変異株（gcn5Δ株）を用いてマイクロアレイ解

析を行ったところ、適応生育の記憶が保持されている eca39Δ 株と gnc5Δ 株の遺伝子発現プロ
ファイルに類似点が見いだされた。すでに Gcn5によるアミノ酸取り込み能の調節がこの適応生

育現象に関与していることが示されており（引用文献 1）、また、(1)のスクリーニングにおいて、
転写伸長制御複合体である PAF 複合体の因子も選抜されていたことから、適応生育現象はエピ



 

 

ジェネティックな制御を受けていることが示唆された。 
 
(4)新規の適応生育誘導因子の同定 
窒素源シグナリング因子は、培養液上清の酢酸エチル抽出物をシリカゲルカラムで分画後、適

応生育活性の最も強い画分から単離、精製してきたが、今回、次に活性の強い画分について、逆

相カラムを用いてさらなる分画を行ったが、残念ながらどの画分にも活性が認められなかった。 
 そこで、市販の脂肪酸ライブラリーの約 600 化合物の中から、eca39Δ株の適応生育を誘導す
る化合物を探索し、マイクロモル濃度オーダーで適応生育活性を示す Platelet activating factor
およびその類縁体、Sphingosine、Dihydrosphingosine 等を選抜した。 
 
本研究で、窒素源シグナリング因子を介した分裂酵母の細胞間コミュニケーションの分子メ

カニズムに迫るための鍵となる役者を探索することができた。今後は、培養上清中あるいは細胞

中の窒素源シグナリング因子の定量技術も取り入れながら、分子メカニズムの解明を包括的に

進める予定である。 
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