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研究成果の概要（和文）： 

 メチルグリオキサール（MG）は解糖系から生成する普遍的な代謝物である。出芽酵母

Saccharomyces cerevisiae を MG で処理すると、細胞内でホスファチジルイノシトール(3,5)ビス

リン酸レベルが上昇することを見いだした。さらに、MG 処理によりアクチンパッチの脱極性

化とともに、核分配が阻害され、細胞分裂が停止することを見いだした。MG による核分裂阻

害は、Pkc1 の構成的活性化変異体（Pkc1-R398P）を導入することにより部分的に抑制された。

一方、MG は Cdc28の Tyr19を Swe1依存的にリン酸化することを見いだすとともに、Swe1を
欠損させることによっても MG による核分裂阻害が部分的に抑制されることを明らかにした。

さらに、swe1∆株に Pkc1-R398Pを導入することで、MG による核分裂阻害の抑制に関して相加

的な効果が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Methylglyoxal (MG) is a natural metabolite derived from glycolysis. We found that the treatment of 
Saccharomyces cerevisiae cells with MG increases the intracellular levels of phosphatidylinositol (3,5) 
bisphosphate. We also found that MG depolarizes actin cytoskeleton, thereby inhibiting the nuclear 
division of S. cerevisiae cells. The MG-induced depolarization of actin cytoskeleton was repressed by 
the expression of a constitutively active allele of PKC1 (Pkc1-R398P), and consequently, the nuclear 
division was partially restored. We also found that MG induces the phosphorylation of Tyr19 of Cdc28 
in a Swe1-dependent manner. The disruption of SWE1 partially alleviated the inhibitory effect of MG on 
the nuclear division. The expression of Pkc1-R398P in swe1∆ cells caused the additive effect in terms of 
alleviation of the MG-induced inhibition of nuclear division. 
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１．研究開始当初の背景 
 解糖系はすべての生物にとって普遍的な

エネルギー獲得機構であると同時に、あらゆ

る代謝の根幹を成す。栄養条件は細胞の増殖
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を保証する最も重要なファクターの一つで

あるが、解糖系の過程で、典型的な２-オキソ

アルデヒドであるメチルグリオキサール

（MG、CH3COCHO）が生成する。MG は一

分子内にケト基とアルデヒド基をもつため

反応性に富み、MG の代謝異常と糖尿病、あ

る種のガン、アルツハイマー病、自閉症など

の種々の疾患との関連も指摘されている。し

かしながら、MG の代謝異常（MG レベルの

上昇）がそういった疾患の原因なのか、ある

いは結果なのかは明らかになっていない。そ

の最大の原因は、MG がそういった疾患との

関連において引き起こす細胞応答と、その分

子メカニズムの実態が明らかにされていな

いことにある。 
 私はこれまでに、酵母をモデル生物として、

MG の細胞内機能について解析を行ない、そ

の代謝制御と、それに関わる遺伝子の発現制

御機構の詳細を明らかにしてきた（JBC, 271, 
25958-25965, 1996; JBC, 273, 2977-2983, 1998）。
また、DNA マイクロアレー解析の結果から、

MG 代謝異常株では細胞内 MG レベルが上昇

し、転写因子 Yap1 が活性化していることを

見いだした。さらに、MG による Yap1の活性

化機構の詳細を明らかにするとともに、MG
による Cys残基の新奇な修飾機構を見いだし

た（MCB, 24, 8753-8764, 2004）。 
 一方、細胞外 MG が二成分制御系を介して

p38-MAP キナーゼ系を活性化することを明

らかにした（JBC, 280, 253-260, 2005; JBC, 280, 
36708-36713, 2005; JBC, 281, 9086-9092, 2006）。
さらに、MG 代謝酵素が欠損した変異株では

MG による p38-MAP キナーゼのリン酸化状

態が長く継続することを見いだし（JBC, 281, 
9086-9092, 2006）、その原因が p38を脱リン酸

化するチロシンホスファターゼのMGによる

阻害に起因することを明らかにした（BBRC, 
363, 942-947, 2007）。また、MG は細胞外 Ca2+

イオンの細胞内への一過的な流入を誘導し、

Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインホス

ファターゼ（カルシニューリン）の活性化を

引き起こすことを見いだした（ JBC, 280, 
253-260, 2005）。これらのことから、細胞内外

のMGはシグナル伝達系活性化のイニシエー

ターとして機能していることが明らかとな

り、代謝物によるシグナル伝達=メタボリッ

クシグナリング=という概念を提唱するに至

った。 
 メタボリックシグナリングの概念をさら

に発展させるため、平成 17〜19 年度の科学

研究費補助金（基盤研究 B、メタボリックシ

グナリング:解糖系代謝中間体によるシグナ

ル伝達の意義とメカニズム、代表：井上善晴）

を受けて、MG が引き起こす種々の細胞応答

機構について解析を進めた。その結果、高濃

度の MGは酵母を含むあらゆる細胞に致死的

に作用することは以前から知られていたが、

非致死量の低濃度の MGは可逆的に酵母の増

殖を停止させることを見いだした。さらにそ

の解析の過程で、MG はホスファチジルイノ

シトール代謝を変動させることを見いだし

た。すなわち、MG 感受性変異株をスクリー

ニングしたところ、ホスファチジルイノシト

ール代謝、とくにホスファチジルイノシトー

ル（3,5）ビスリン酸（PtdIns(3,5)P2）合成に

関わる遺伝子の欠損株が多く取得された。ま

た、MG 処理によって PtdIns(3,5)P2レベルの

上昇が見られたことから、PtdIns(3,5)P2は MG
に対する細胞応答に重要な役割を果たして

いることが予想された。  
  
２．研究の目的 
 本研究では、出芽酵母（ Saccharomyces 
cerevisiae）をモデル生物として用い、MG に

よる PtdIns(3,5)P2代謝変動の分子機構、なら

びに細胞増殖阻害機構についての分子機序

を明らかにすることを目的として研究を行

った。前者については、PtdIns(3,5)P2 の合成

や分解に関わる因子の欠損変異株を用いる

ことで、細胞内での PtdIns(3,5)P2レベルの変

動を解析することを目的とした。後者につい

ては、出芽酵母は極性成長細胞のモデルとし

ても用いられていることから、極性成長に重

要なアクチンの局在性と、核分裂に焦点をあ

て、MG による細胞極性への影響と、細胞増

殖の関係を明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）ホスファチジルイノシトールの分析 
 3H標識したmyo-イノシトールを酵母に取り

込ませてホスファチジルイノシトール分子

種を分離し、デアシル化した後に HPLCで分

析した（Methods, 20, 465-473, 2000）。 
（2）アクチン染色 
 アクチンの染色にはローダミン-ファロイ

ジンを、核の染色には Hoechst 33342を用い、

蛍光顕微鏡を用いて観察した。 
（3）細胞内タンパク質の局在観察 
 GFP、あるいは DsRedを付加したタンパク

質を発現させ、蛍光顕微鏡を用いてそれぞれ

のタンパク質の細胞内での局在性を観察し

た。 
 
４．研究成果 
（1）MG による PtdIns(3,5)P2レベルの制御 
 MG 処理により PtdIns(3,5)P2レベルが上昇

した。PtdIns(3,5)P2 の合成は Fab1によるが、

PtdIns(3,5)P2 に作用するホスファターゼとし

て、Fig4、Inp52、Inp53 が知られている。そ

こで、これらの遺伝子の破壊株を構築し、MG
処理による PtdIns(3,5)P2レベルの変動につい

て検討を行った。その結果、inp52∆inp53∆二
重破壊株では PtdIns(3,5)P2のベースのレベル

の上昇が観察され、MG 処理により顕著に



PtdIns(3,5)P2 レベルの上昇が観察された。一

方、fig4∆株では MG による PtdIns(3,5)P2レベ

ルの上昇が観察されなくなった。また、

inp52∆inp53∆fig4∆株では、PtdIns(3,5)P2 のベ

ースレベルの上昇は認められるものの、MG
による PtdIns(3,5)P2レベルの上昇は観察され

なくなった。Fig4 は PtdIns(3,5)P2に対するホ

スファターゼとして機能すると同時に、Vac7、
Vac14とともに Fab1の活性化因子として機能

することが知られている。従って、MG は Fig4
を介して Fab1 の活性に影響を与え、結果的

に PtdIns(3,5)P2レベルの上昇を引き起こして

いると考えられた。 
 
（2）MG によるアクチンの脱極性化 
 出芽酵母は出芽により増殖を行う。すなわ

ち、母細胞から娘細胞が出芽し、それが成長

し、やがて娘細胞が母細胞から切り離される。

このように、成長の方向性は母細胞から娘細

胞に向かっており、そこに極性が生じる。細

胞の極性維持に重要な役割を果たしている

因子の一つにアクチンがある。酵母において

アクチン重合体は大きく分けて２つの構造

に分類される。すなわち、アクチンパッチと

アクチンケーブルである。アクチンパッチは、

出芽初期には芽（娘細胞）に集積する。 
 高濃度の MG処理は細胞死を引き起こすの

に対し、中低濃度の MG 処理は、可逆的な細

胞増殖阻害を引き起こすことをわれわれの

研究グループでは既に明らかにしている

（JBC, 280, 253-260, 2005; FEMS Microbiol. 
Lett. 243, 87-92, 2005）。そこで、中低濃度の

MG による細胞増殖の阻害時におけるアクチ

ン極性について検討を行った。その結果、出

芽酵母を MG で処理すると、芽に集積してい

たアクチンパッチは、約 30 分で細胞全体に

拡散し、細胞は極性を失うことを見いだした。

アクチンパッチの極性維持には低分子量 G
タンパク質 Rho1が重要な役割を果たし、そ

の機能的下流には C キナーゼである Pkc1が
位置している。そこで、Rho1や Pkc1の活性

化変異体(Rho1-Q68Lや Pkc1-R398P)導入株に

おけるMGによるアクチンパッチの極性変化

について検討を行った。その結果、これらの

変異体では MGによるアクチンパッチの脱極

性化が抑制されることを見いだした。 
 
（3）MG による核分裂阻害 
 中低濃度の MG処理により細胞増殖が阻害

された酵母細胞の核を Hoechst 33342で染色
して蛍光顕微鏡で観察したところ、芽（娘細

胞）が十分に成長しているにもかかわらず、

娘細胞へ核が移行していない細胞が蓄積し

ていることを見いだした。そこで、染色体分

配のための重要なマシナリーであるスピン

ドル極体（SPB、動物細胞の中心体に相当）

を、SPB構成タンパク質に DsRedタグを付加

して蛍光顕微鏡を用いて観察したところ、M
期終期（telophase）の状態にまで芽が成長し

ても、SPBが娘細胞に移動できないことを見

いだした。この時、その他のオルガネラ（小

胞体、ミトコンドリア、液胞）は娘細胞に輸

送されていたことから、核の分配のみが特異

的に阻害されていることが明らかとなった。

そこで、その原因について詳細に解析を行っ

た結果、Myo2 と astral microtubule結合タンパ

ク質（Bik1、Bim1）のアダプタータンパク質

である Kar9の SPBにおける非対称分布の崩

壊と、それに伴う SPBの配向性の乱れによる

ことを明らかにした。 
 MG により極性成長が阻害され、それと同

時に SPB の娘細胞への移行と核分裂が阻害

されたことから、MG 処理により G2/M期で

細胞周期が停止している可能性が示唆され

た。そこで、細胞周期進行に重要な役割を果

たすサイクリン依存性プロテインキナーゼ

Cdc28の活性状態を検討した。その結果、MG
処理により Cdc28の Tyr19がリン酸化された。

またそのリン酸化は、swe1∆株では起こらな

かった。一方、本研究において、Pkc1の構成

的活性化変異体 Pkc1-R398Pの導入株では、

MG によるアクチンの脱極性化が抑制される

ことを見いだしていることから、MG による

核分裂阻害と Pkc1 との関与について検討を

行った。その結果、Pkc1-R398Pの導入により

MG による核分裂阻害が部分的に抑制された。

これらのことから、Cdc28と Pkc1がパラレル

にMGによる核分裂阻害に関与することが強

く示唆された。 
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