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研究成果の概要（和文）：まず、プロリンが細胞の経時寿命に及ぼす影響を調べた。その結果、経時寿命はプロ
リン含量と無関係であるが、プロリンオキシダーゼPut1の遺伝子欠損によって顕著に短くなった。Put1はプロリ
ンを酸化分解し、電子とプロトンをミトコンドリア電子伝達系に送ることから、Put1によるエネルギー産生が経
時寿命の制御に関与する可能性が示された。続いて、プロリン資化の抑制機構を解析した。その結果、アルギニ
ンがアルギニン輸送体Can1依存的なプロリン輸送体Put4のエンドサイトーシスを介して、プロリンの資化を抑制
することが判明した。また、Can1は輸送体と受容体の機能を有するトランスセプターであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：First, we examined the effect of proline on cellular longevity. The results 
showed that the replicative lifespan was independent of proline content, but was significantly 
shortened by deletion of the gene encoding the proline oxidase Put1, which oxidatively degrades 
proline and transfers electrons and protons to the mitochondrial electron transport system, 
indicating that Put1-mediated energy production may be involved in the regulation of the replicative
 lifespan in yeast. We next analyzed the inhibitory mechanism of proline utilization. We found that 
arginine suppressed proline utilization via endocytosis of the proline transporter Put4 in the 
arginine transporter Can1-dependent manner. The results also suggest that Can1 is a transceptor with
 both transporter and receptor functions.

研究分野：応用微生物学

キーワード： 酵母　Saccharomyces cerevisiae　プロリン資化　プロリントランスポーター　アルギニン　細胞寿命
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プロリンによる細胞寿命制御については、Put1のホモログ遺伝子はヒトを含む多くの生物で保存されているた
め、Put1とエネルギー代謝、寿命の関係を解明することで、老化防止や健康長寿、エネルギー代謝不全が原因の
疾患予防に資することができる。また、細胞寿命が延長したパン酵母やビールを育種することで発酵力の向上が
期待できる。プロリン資化抑制については、トランスセプターの生理的意義、シグナル伝達の分子機構を解明で
きる。また、実験室酵母で得られた知見をもとに、プロリンを高効率で資化するワイン酵母やビール酵母を育種
することで、プロリン含量の低い酒類の醸造が可能になり、酒類の高付加価値化と差別化が期待できる。

※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 
（１）プロリンによる細胞寿命制御機構の解析 
 酵母 Saccharomyces cerevisiaeの寿命は分裂寿命（replicative lifespan）と経時寿命（chronological 
lifespan）に大別され、分裂寿命は母細胞から娘細胞が何回分裂できるか、一方、経時寿命は分裂
を停止した細胞がいつまで生存できるか、を示している。つまり、酵母の分裂寿命は幹細胞の寿
命モデルであり、経時寿命は老化細胞の寿命モデルであると言える。線虫ではプロリンの添加や
ミトコンドリアにおけるプロリン分解による細胞寿命の延長が、酵母では分岐鎖アミノ酸によ
る経時寿命（増殖停止細胞の生存期間）の延長が報告されているが（BMC Genet., 16, 8, 2015; Cell 
Metab., 15, 451, 2012）、特定のアミノ酸やその代謝酵素を介した制御については不明である。 
 
（２）プロリン資化抑制機構の解析 
酵母はワインやビールなどの酒類醸造に用いられ、酵母による原料の資化（細胞内への取込み
と代謝）は多様な味・風味を生み出す。プロリンは醸造原料に最も多く含まれるアミノ酸である
が、酵母はプロリンをほとんど資化できないため、発酵後も製品中に多量に残り、苦味の増加や
酸味の減少を引き起こすことで酒質を低下させる（J. Sci. Food Agric., 83, 830, 2003）。また、プロ
リンを窒素源として利用できないため、発酵中に窒素源の枯渇が起こり、人工窒素源（アンモニ
ウム塩）の添加が必要となる（J. Food Sci., 83, 1542, 2018）。これまでに、ブドウ中に含まれる資
化効率の良い窒素源が nitrogen catabolite repression（NCR）を介して、資化効率の悪いプロリンの
資化を抑制することが示唆されているが、その分子機構や生理的意義については理解されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
（１）プロリンによる細胞寿命制御機構の解析 
 これまでに、細胞内の Pro含量が野生型株に比べて増加している株では細胞の分裂寿命が長く
なること、逆に減少している株では短くなることを見出した。そこで、本研究では細胞内プロリ
ン含量が経時寿命に及ぼす影響について調べ、Proが細胞寿命を制御する機構を解析した。 
 
（２）プロリン資化抑制機構の解析 
発酵環境下においてプロリンを効率良く資化できる菌株の創製を目的とし、プロリン資化抑
制に関わる因子の同定とその作用機序の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）プロリンによる細胞寿命制御機構の解析 
まず、プロリン代謝が細胞増殖に及ぼす影響を調べるために、各菌株の生育度をモニターする
とともに、経時寿命を測定した。次に、細胞内プロリン含量と経時寿命との相関を調べるため、
プロリン含量の異なる菌株を作製し、経時寿命を測定した。また、老化期における Put1 の重要
性を検証するために、qPCR法を用いて PUT1の発現を解析するとともに、蛍光分析と細胞内の
ATP含量の測定を行った。 
 
（２）プロリン資化抑制機構の解析 
 まず、プロリン要求性株を構築し、様々な窒素源を含む培地において生育試験を行った。次に、
塩基性アミノ酸の存在下でもプロリン資化が可能な変異株を取得し、これらの変異株の全ゲノ
ム配列を決定することで、アミノ酸置換を伴う遺伝子変異を同定した。また、これらの変異体の
機能を生化学的に解析するとともに、炭素源応答の主要制御系である Protein kinase A（PKA）シ
グナルの活性化レベルを解析した。 

 
４．研究成果 
（１）プロリンによる細胞寿命制御機構の解析 

WTと put1Δの間で培養開始時および対数増殖期において細胞増殖に有意な差は見られなかっ
た。一方、put1Δの定常期における最大増殖量はWTに比べてやや少なかった。また、put1∆の経
時寿命はWTよりも著しく短縮された。これらの結果から、PUT1の破壊、すなわちプロリン酸
化能の低下が酵母細胞の寿命短縮に寄与することが判明した。 
次に、細胞内プロリン含量と経時寿命との相関を調べるため、プロリン含量の異なる複数の酵
母株（WT、put1∆、I150T、I150T put1∆）を作製した（図 1a）。I150Tはプロリンによるフィー
ドバック阻害感受性が低下したγ-グルタミルキナーゼ変異体（Ile150Thr）を発現している。予
想通り、定常期において細胞内のプロリン含量は、I150T put1∆ > I150T > put1∆ > WTの順で多く
なった。これらの菌株の経時寿命を測定したところ（図 1b）、興味深いことに、プロリン含量が
最も高い I150T put1∆は WT や I150T よりも寿命が短く、put1∆と同程度の寿命だった。また、
I150TはWTと同程度の寿命であった。これらの結果は、PUT1を破壊すると、細胞内のプロリ
ン含量とは無関係に寿命が短くなることを強く示唆している。 



 
図 1. Put1-dependent longevity regulation. (a) Proline content in WT, put1Δ, I150T, and I150T put1Δ. 
After cultivation for 72 h, proline content was measured with an amino acid analyzer. Data are presented 
as means ± SD (n = 3) and statistical significance was determined by one-way ANOVA with Tukey’s test. 
*p < 0.05, vs. WT; **p < 0.05, vs. put1Δ; ***p < 0.05, vs. I150T. (b) Chronological survival curves of WT, 
put1Δ, I150T and I150T put1Δ. Chronological lifespan was determined by counting the number of colony-
forming units. Data are presented as means ± SD (n = 5) and statistical significance was determined by two-
way ANOVA with Tukey’s test. *p < 0.05, vs. WT; #p < 0.05, vs. I150T. 
 
さらに、プロリン添加が寿命に及ぼす影響を観察するために、プロリンを 5日ごとに培養液に
添加したところ、プロリンの添加により WT の寿命はわずかであるが、有意に延長されたもの
の、put1∆の寿命にはプロリン添加の影響はなかった。おそらく、Put1 によるプロリンの分解が
寿命の調節に関与しているが、プロリンそのものは直接的には関与していないものと思われる。 
また、PUT1 の発現が老化期に劇的に誘導されることが示された。一般に、PUT1 は転写因子

Put3 によって正に制御されているため、put3∆における PUT1 の誘導を確認したが、put3∆では
WTと異なり PUT1の転写に変化はほとんど見られなかった。さらに、WTではプロリン含量が
徐々に減少したが、put1∆、put3∆ではプロリン含量はほとんど変化しなかった。また、put3∆の経
時寿命は WT よりも有意に短いことが分かった。これらの結果から、Put3 依存的な PUT1 の誘
導が老化期のプロリン分解に必要であり、細胞寿命を制御している可能性が示された。 

Put1 がプロリンを酸化することで発生する電子がミトコンドリアの電子輸送に供与されて
ATP が産生される。この反応過程は、細胞のエネルギー恒常性を維持する役割を担っていると
考えられる。そこで、Put1がミトコンドリアのエネルギー代謝に寄与しているかどうかを調べた
ところ、put1∆は老化期にWTよりも低いミトコンドリア膜電位を示した。また、WTの ATP含
量は老化期に徐々に減少したが、put1∆では劇的に減少した。これらの結果は、WTと put1∆の膜
電位とよく相関しており、put11∆のエネルギー恒常性が低下していることを示している。 
以上のように、酵母細胞の経時寿命はプロリン含量と無関係であるが、プロリンオキシダーゼ

Put1 の遺伝子欠損によって顕著に短くなったことが判明した。Put1 はプロリンを酸化分解し、
電子とプロトンをミトコンドリア電子伝達系に送ることから、Put1 によるエネルギー産生が経
時寿命の制御に関与する可能性が示された（図 2）。プロリンによる細胞寿命制御については、
Put1のホモログ遺伝子はヒトを含む多くの生物で保存されているため、Put1とエネルギー代謝、
寿命の関係を解明することで、老化防止や健康長寿、エネルギー代謝不全が原因の疾患予防に資
することができる。また、細胞寿命が延長したパン酵母やビールを育種することで発酵力の向上
が期待できる。 

 
図 2. Schematic model of longevity regulation by proline oxidation. In the absence of principal energy 
sources, such as glucose and ethanol, yeast cells start to utilize proline as an energy source via the Put1-
catylatic reaction. This reaction results in the generation of electrons which are donated to ETC, which 
generates ATP. Such a mechanism may contribute to longevity. 
 



（２）プロリン資化抑制機構の解析 
 まず、プロリンの細胞内取り込みを酵母の生育によって評価するために、プロリン要求性株を
構築した。酵母のプロリン生合成経路はグルタミン酸とアルギニンからの二つの経路が存在す
るため、それぞれの経路に関与するグルタミルキナーゼ（Pro1）とオルニチンアミノトランスフ
ェラーゼ（Car2）をコードする遺伝子を破壊した二重欠損株を作製した。このプロリン要求株を
用いて、様々な窒素源を含む培地において生育試験を行ったところ、一般的な NCRの因子であ
るアンモニウムイオンとグルタミン酸はプロリンの資化をほとんど抑制せず、過去に報告のな
いアルギニンがプロリンの資化を完全に抑制することを見出した（図 3）。 

図 3. Screening of inhibitory factor for proline utilization. The yeast strains were tested for growth by 
spotting onto SD-N+Pro plates that added the indicated nitrogen compound. The X2180-1A wild-type 
(WT) and the proline auxotrophic strain (pro1Δ car2Δ) were used in the assay. Ammonium ion (NH4

+, 
0.5%) and amino acids (Ala, Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, Gly, Ile, Leu, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr and Val, each 
0.01%) utilized by yeast as a sole nitrogen source were individually added to the medium. The medium 
containing ammonium ion and all amino acids above is denoted as ‘All’. 
 
また、プロリンの取り込みに関与するトランスポーター群（Gap1, Gnp1, Put4）およびプロリ
ンの分解に関与する酵素（Put1, Put2）をコードする遺伝子の発現がアルギニンによって抑制さ
れることが判明した。さらに、アルギニンはユビキチンリガーゼ Rsp5とそのアダプタータンパ
ク質である Art3依存的にプロリントランスポーターPut4のエンドサイトーシスを強力に誘導す
ることで酵母のプロリン取込み能を抑制していることも明らかになった。 
 以上の結果から、アルギニンがアルギニン輸送体 Can1 依存的なプロリン輸送体 Put4 のエン
ドサイトーシスを介して、プロリンの資化を抑制することが示された。また、プロリン資化抑制
因子として見出したアルギニン以外の塩基性アミノ酸が Pro 資化能に及ぼす影響を検討したと
ころ、オルニチンやリジンもプロリントランスポーターPut4 のエンドサイトーシスを誘導する
ことで、プロリン資化抑制因子として働くことが分かった。 
次に、塩基性アミノ酸の存在下でもプロリン資化が可能な変異株の分離を試み、4株を取得し
た。これら 4株の全ゲノム配列を決定したところ、全ての株でアルギニントランスポーターCan1
をコードする遺伝子にアミノ酸置換を伴う変異（Gly434Cys, Leu161Pro, Gly224Cys, Ala379Ile）を
同定した。また、これらの Can1 変異体を解析した結果、アルギニントランスポーター活性は、
プロリン資化抑制の制御と無関係であることが明らかになった。このことから、Can1 はアルギ
ニン取込み以外の機能を有することが示唆された。近年、トランスポーターの中で輸送活性以外
に外部環境因子の受容体活性を持つタンパク質が報告され、このような受容体様の機能を併せ
持つトランスポーターは「トランスセプター」と呼ばれ、炭素源応答の主要制御系である Protein 
kinase A（PKA）シグナルを cyclic AMP（cAMP）非依存的に活性化する。そこで、Can1もトラ
ンスセプターである可能性を考え、Arg 添加時の PKA シグナルの活性化レベルを検討した。そ
の結果、アルギニン添加によって Can1 依存的に PKA シグナルが活性化することが判明した。
また、その活性化は cAMP非依存的に起こることが示された（図 4）。以上のことから、アルギ
ニンは Can1 依存的に PKA を活性化させ、プロリン資化抑制の制御を行っていることが強く示
唆された。 
以上のように、アルギニンがアルギニン輸送体 Can1 依存的なプロリン輸送体 Put4 のエンド
サイトーシスを介して、プロリンの資化を抑制することが判明した。また、Can1 は輸送体と受
容体の機能を有するトランスセプターであることが示唆された（図 5）。今後、トランスセプタ
ーの生理的意義、シグナル伝達の分子機構を解明する予定である。また、実験室酵母で得られた
知見をもとに、プロリンを高効率で資化するワイン酵母やビール酵母を育種することで、プロリ
ン含量の低い酒類の醸造が可能になり、酒類の高付加価値化と差別化が期待できる。 



図 4. Can1-depedent activation of the PKA signaling by arginine. (A) PKA-dependent phosphorylation 
levels of proteins. The pro1Δcar2Δ or pro1Δcar2Δcan1Δ cells harboring pRS416-PADH1-yEGFP-TCYC1 
(+Vector) or pRS416-PADH1-can1G434C-yEGFP-TCYC1 (+G434C) were grown in SD-N+Pro medium and 
treated with 0.01% arginine. After incubation for 5 min, 10 min, and 25 min, phosphorylated proteins in 
cells were observed by Western blotting with anti-phosphorylated PKA consensus (α-RRxS/T). Anti-
GAPDH (α-GAPDH) antibodies were used as a loading control. Uncropped Western blot images are shown 
in Fig. S8. (B) Trehalase activity. The pro1Δcar2Δ or pro1Δcar2Δcan1Δ cells harboring pRS416-PADH1-
yEGFP-TCYC1 (+Vector) or pRS416-PADH1-can1G434C-yEGFP-TCYC1 (+G434C) were grown in SD-N+Pro 
liquid medium and treated with 0.01% arginine. Trehalase activity were determined at indicated time points. 
The relative activity was shown with time 0 as 1.0. (C) Intracellular cAMP determination. The pro1Δcar2Δ 
or pro1Δcar2Δcan1Δ cells harboring pRS416-PADH1-yEGFP-TCYC1 (+Vector) or pRS416-PADH1-can1G434C-
yEGFP-TCYC1 (+G434C) cells were grown in SD-N+Pro medium and treated with 0.01% arginine. After 
incubation for 5 min, 10 min and 25 min, cAMP in cells was measured. The relative quantification of cAMP 
was shown with time 0 as 1.0. 

図 5. The arginine transporter Can1 functionally acts as transceptor and induces a signal for the inhibition 
of proline utilization. 
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