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研究成果の概要（和文）： 出芽酵母非必須遺伝子の破壊株セットを利用した網羅的表現型解析

により、液胞酸性化や DNA 修復、ミトコンドリア機能等に関わる遺伝子が酸化ストレスを負荷

した細胞の生育に必要であることを明らかにした。また、液胞酸性化を担う V-ATPaseの機能が

様々なストレス耐性に不可欠であることを見出した。酸化ストレス耐性を示す遺伝子破壊株に

ついて解析を進めた結果、一部の液胞関連遺伝子及びペルオキシソーム関連遺伝子の破壊は酸

化ストレス耐性を付与する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：  Based on comprehensive phenotype analysis using the complete 
collection of mutant strains deleted for each of all non-essential genes of budding yeast, 
I revealed that genes involved in vacuolar acidification, DNA-repair and mitochondrial 
function were required for the growth after exposure to oxidative stress. The function 
of V-ATPase, which is responsible for vacuolar acidification, was found to be 
indispensable for tolerance to multiple stresses. Analysis of deletion mutants that 
exhibited tolerance to oxidative stress suggested the possibility that deletions of a 
part of genes involved in vacuolar function and peroxisome function confer tolerance to 
oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 
 酵母の産業利用において、酵母は高浸透圧

や冷凍、乾燥等、様々なストレスに曝される。
このような実用上問題となるストレスが酸
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化を伴う作用機序を持っている可能性が指
摘されている。従って、酵母の実用的ストレ
スに対する耐性には、酸化ストレス耐性が重
要であると考えられる。酸化ストレスに対す
る応答や耐性のメカニズムについては、レド
ックス制御系に関連した研究を中心に様々
な研究がなされているが、酸化ストレスによ
って引き起こされる傷害の修復メカニズム
については、未だ不明な点が多く残されてい
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では酸化ストレスによって引き起
こされる傷害の修復メカニズムの全貌解明
を目的として、出芽酵母 Saccharomyces 
cerevisiae を用いた全ゲノム網羅的なポス
トゲノム解析を実施する。 
 
３．研究の方法 
 遺伝子破壊株セット（S. cerevisiae全非
必須遺伝子の各々が破壊された株のセット）
および遺伝子過剰発現株セット（S. 
cerevisiae全遺伝子の各々の過剰発現が可
能な株のセット）を用いて網羅的表現型解析
を行い、酸化ストレス傷害の修復において重
要な役割を担っている遺伝子を同定する。次
いで、これらの遺伝子の破壊株あるいは過剰
発現株における酸化ストレス傷害の性状を
精査し、遺伝子機能と傷害修復との関連を明
らかにする。 
 
４．研究成果 

酸化ストレス負荷条件（50 mM 過酸化水素

で2時間処理後）及び非ストレス条件における

野生株と全遺伝子破壊株の生育を測定し、ス

トレス負荷条件における破壊株の野生株に対

する生育（濁度）の比を酸化ストレス感受性

の指標とした。非ストレス条件において著し

い生育遅延（野生株の10%以下の生育）を示す

株を解析対象から除外し、ストレス負荷条件

において野生株の50%以下の生育を示す破壊

株（約300株）を酸化ストレス感受性株と定義

した（図１参照）。 

図１ 酸化ストレス負荷条件における全遺伝子破壊
株の生育
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酸化ストレス感受性株において破壊されて

いる遺伝子の本来の機能は、酸化ストレス耐

性に必要であると考えられることから、これ

らの遺伝子について、MIPS（Munich 

Information Center for Protein Sequences

）データベースに基づく分類を行った（表１

）。その結果、DNA修復、液胞酸性化、ミトコ

ンドリア機能等が酸化ストレス耐性に重要で

ある可能性が強く示唆された。 

 

p 値a

CELL CYCLE AND DNA PROCESSING 1.0E-07
DNA processing 2.2E-06
DNA recombination and DNA repair 5.4E-06
DNA recombination 3.3E-06
nuclear and chromosomal cycle 1.4E-05

PROTEIN SYNTHESIS 2.5E-06
ribosomal proteins 9.2E-06

BIOGENESIS OF CELLULAR COMPONENTS 4.5E-06
mitochondrion 6.7E-05

INTERACTION WITH THE  ENVIRONMENT 4.9E-06
homeostasis 6.0E-05
homeostasis of cations 8.7E-05
homeostasis of protons 7.7E-08

7.0E-03

ion transport 7.9E-05

cation transport (H+, Na+, K+, Ca2+ , NH4+, etc.) 1.4E-05
electron transport 1.9E-05
transport ATPases 6.9E-09
vacuolar/lysosomal transport 3.7E-06

表１　酸化ストレス負荷後の生育に必要な遺伝
子の機能分類

遺伝子機能カテゴリー

CELLULAR TRANSPORT, TRANSPORT
FACILITIES AND TRANSPORT ROUTES

a該当する遺伝子が偶然に当該カテゴリーに含ま
れる確率。p <1.0E-03のみを表示。  
 

そこで、これらの細胞機能に関連する遺伝

子の破壊株について、酵母の産業利用上問題

となる冷凍および乾燥ストレスに対する感受

性を調べたところ、多くの株において交差感

受性を示す傾向が観察された。特に、液胞酸

性化を担っているV-ATPaseをコードする遺伝

子群の破壊株が、最も顕著な交差感受性を示

すことが明らかとなった（表２）。この結果か

ら、V-ATPaseが様々なストレス耐性において

不可欠な役割を担っていると考えられた。 

次に、酸化ストレスマーカーとしてDPPP（

Diphenyl-1-pyrenylphosphine）等を用いた実

験により、酸化ストレス感受性を示すtps1遺
伝子破壊株において、脂質過酸化等の酸化ス

トレス傷害が野生株よりも亢進していること

を示す結果が得られた。このことから、遺伝

子破壊株における酸化ストレスによる傷害の

評価手法として、DPPPをプローブとした脂質

過酸化物の簡易定量が有効である可能性が示

された。 

 また、酸化ストレス感受性を示す遺伝子破

壊株について、V-ATPase機能に着目した解析

（pH感受性、亜鉛感受性、液胞酸性化能等の



 

 

評価）および評価結果のデータマイニングを

行い、V-ATPase欠損型の表現型を示す新たな

遺伝子破壊株を同定することができた。今後

、これらの株において破壊されている遺伝子

について、V-ATPase機能並びに酸化ストレス

耐性との関連を検討することが酸化ストレス

傷害の修復メカニズムの解明に有効であると

考えられる。 

 

冷凍 乾燥 酸化

V1 A TFP1 0.03 0.05 0.01
B VMA2 0.01 0.01 0.01
C VMA5 ND ND 0.61
D VMA8 0.02 0.40 0.02
E VMA4 0.07 0.01 0.01
F VMA7 0.02 0.02 0.01
G VMA10 ND 0.10 0.01
H VMA13 0.22 0.03 0.01

V0 a VPH1 0.29 0.85 0.08
c CUP5 0.02 0.06 0.01
c' TFP3 0.12 0.02 0.01
c'' PPA1 ND 0.02 0.01
d VMA6 ND 0.76 0.00
e VMA9 0.02 0.00 0.01

小胞体局在 PKR1 0.77 0.72 0.31
（アセンブリ因子） VPH2 0.01 0.01 0.00

VMA21 0.03 0.02 0.01
VMA22 ND ND ND

表２　V-ATPaseのサブユニットおよびアセンブリ因
子をコードする遺伝子の破壊株におけるストレス感
受性

a標記ストレス負荷条件における遺伝子破壊株の野生株に対

する生育の比。

ドメイン
サブユ
ニット

遺伝子名 当該遺伝子破壊株の感受性a

 
 

本研究における網羅的表現型解析では、酸

化ストレス感受性株だけでなく、酸化ストレ

スに耐性を示す株も少ないながら見出すこと

ができた。酸化ストレス耐性を示す遺伝子破

壊株について解析を進めた結果、一部の液胞

関連遺伝子あるいはペルオキシソーム関連遺

伝子の破壊によって、酸化ストレス耐性が付

与される可能性が示唆された。現在のところ

、この耐性獲得のメカニズムは全く不明であ

る。 

遺伝子過剰発現株セットを活用した表現型

解析については、GST融合遺伝子過剰発現株セ

ット（OpenBiosystems）を用いて条件検討を

行ったが、当該株セットの性質上、解析の実

施は困難であると判断した。過剰発現株セッ

トを活用した網羅的表現型解析を実施するに

は、当該株セットとは異なる過剰発現株コレ

クションあるいは過剰発現遺伝子ライブラリ

ー等を利用する必要があると考えられる。 

 

以上を総括すると、本研究実績は、酸化ス

トレス耐性並びに傷害修復における液胞関連

機能（特にV-ATPase機能）の重要性を示した

ものであり、ストレス耐性の分子メカニズム

解明に大きく貢献するものであると考えられ

る。今後、酸化ストレスに感受性を示す遺伝

子破壊株の解析だけでなく、耐性を示す破壊

株や過剰発現株コレクション等の解析を進め

ることによって、酸化ストレス耐性並びに傷

害修復の分子メカニズム解明の基盤となる新

たな知見が得られるものと期待される。 
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