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研究成果の概要（和文）：最近明らかにしたMpr1の立体構造に基づいて理論的な分子設計を行い、分子内相互作用の強
化によって野生型酵素に比べて熱安定性が著しく向上したMpr1変異体（Asn203Lys-Mpr1）を取得した。また、同変異体
を発現する酵母ではMpr1を介したアルギニン合成能が亢進し、同変異体の有用性が認められた。次に、Mpr1の細胞内に
おける基質と生成物の同定、および触媒反応を含め、Mpr1依存的なアルギニン合成経路の解明を試みた。その結果、Mp
r1依存的に合成されたN-アセチルプロリンがアルギニン合成の中間代謝物質として、またはアルギニン代謝酵素の制御
分子として機能する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We constructed stable Mpr1 variants by a rational design based on its crystal 
structure. Substitution of Asn203 to a Lys was suggested to stabilize α-helix 2, which is important for 
the whole structure of Mpr1, probably by neutralizing its dipole moment, leading to an increase in the 
thermostability of Mpr1. Expression of the Mpr1 variant enhanced the arginine biosynthesis in yeast. This 
finding will lead to the construction of new yeast strains with increased arginine synthetic activity and 
fermentation rate. We also attempted to clarify the Mpr1-dependent arginine synthetic pathway in yeast 
including identification of the cellular substrate of Mpr1 and its catalytic reaction. As a result, 
N-acetyl proline, which is converted from proline catalyzed by Mpr1, was suggested to function as the 
intermediate for Mpr1-dependent ariginine synthesis or the regulator for the arginine metabolic enzyme.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 酵母においては、発酵生産時に高温や高濃
度エタノールに曝されることにより、ミトコ
ンドリア膜の損傷などにより活性酸素種
（ROS）が生成し、生体高分子が酸化的障害
を受ける。また、ROSが高温応答と酸化スト
レス応答を連結している可能性も報告され
ている（Moraitis et al., Yeast, 21, 313, 2004）。
一方、植物では ROSによって光合成や生育の
阻害が見られ（Miller et al., Plant Cell Environ., 
33, 453, 2010）、ヒトにおいても酸化ストレス
と疾病・老化との関連が注目されている（Lu 
et al., Exp Cell Res., 314, 1918, 2008 ; Avery., 
Biochem J., 434, 201, 2011）。従って、細胞の酸
化ストレスに対する応答機構を理解するこ
とは基礎・応用の両面で非常に重要である。 
	
 Mpr1 は当初プロリン（Pro）アナログ（ア
ゼチジン-2-カルボン酸: AZC）を解毒する N-
アセチルトランスフェラーゼとして同定し
たが（Shichiri et al., JBC, 276, 41998, 2001）、
その後 Pro 代謝中間体（Δ1-ピロリン-5-カル
ボン酸: P5C）を N-アセチル化し（Nomura and 
Takagi, PNAS, 101, 12616, 2004）、アルギニン
（Arg）と NO の合成を亢進することで細胞
に酸化ストレス耐性を付与することが判明
した（Nishimura et al., FEMS Yeast Res., 10, 687, 
2010）。また、P5C自身も ROS発生を誘導す
るため（Nishimura et al., FEBS Lett., 586, 2411, 
2012）、Mpr1は P5Cのアセチル化によっても
ROS発生を防いでいると考えられる。最近 in 
vitro の実験から、Mpr1 によるアセチル化反
応がグルタチオン（GSH）の代謝産物である
ピログルタミン酸（pGlu）によって阻害され
ることが明らかになった（未発表）。GSH は
細胞内のレドックス制御に関与する重要な
抗酸化物質であるため、Mpr1 依存的な抗酸
化機構とGSH依存的な抗酸化機構がMpr1の
活性発現によって統合的に制御されている
可能性がある（図 1）。 
 

 
２．研究の目的 
	
 以上の背景から、Mpr1 依存的および GSH
依存的な２つの抗酸化機構（ROS応答機構）
について、GSH・pGlu量と Mpr1活性・Arg/NO
量の関連性、ROS発生や生体分子の酸化状態、
生育や細胞死などの表現型を解析し、両機構
が統合的に制御されていることを証明する。
また、Mpr1 のミトコンドリアへの輸送機構
とその生理的意義、細胞内の Mpr1 活性化因

子について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）各生理的条件における細胞内 pGlu の
定量と Mpr1依存的抗酸化機構の関連性解析 
	
 ま ず 、 2,4-dinitrophenylhydrazine と
N-[3-(Dimethylamino)propyl]-N'-ethylcarbodiimi
de を用いた pGlu の可視化と HPLC を組み合
わせて、pGluの定量系の構築を試みた。また、
pGlu分解酵素（oxoprolinase Oxp1）の過剰発
現株と破壊株を構築し、Mpr1 のモデル基質
である毒性物質 AZC に対する耐性を指標と
して、in vivoでの Mpr1の活性を評価した。	
 
	
 
（２）Mpr1 のミトコンドリアへの輸送の生
理的意義の解明 
	
 ヒスチジンタグを融合した Mpr1 を酵母細
胞内で発現させ、Niカラムによるプルダウン
アッセイを行った。また、GFPを融合させた
Mpr1を用いて、各種条件による Mpr1の局在
を蛍光顕微鏡にて観察した。	
 
	
 
（３）立体構造に基づく Mpr1の高機能化 
	
 大腸菌を用いた組換え酵素として Mpr1 を
発現・精製した後、モデル基質である AZC
を用いて in vitroで酵素活性を測定した。また、
高温（50℃）処理後の残存活性により安定性
を評価した。 
	
 
（４）Mpr1 依存的な新規アルギニン合成系
の解析	
 
	
 Mpr1 が Arg 代謝にどのように関与してい
るか検討するため、Arg 合成系遺伝子の破壊
株を用いて Arg要求性の検討を行った。また、
Arg 代謝に関連するアミノ酸や、既知の基質
である AZC と構造の類似するアミノ酸を用
いて基質のスクリーニングを行った。	
 
	
 
４．研究成果 
（１）各生理的条件における細胞内 pGlu の
定量と Mpr1依存的抗酸化機構の関連性解析 
	
 pGluの定量系の構築を試みたところ、標準
試料の pGlu の定量は可能であったものの、
細胞内 pGluを定量することはできなかった。
これは、細胞内 pGlu 量が非常に少なく、本
検出系の感度では検出できなかったと考え
られる。また、細胞内で Mpr1 の活性が内在
性 pGlu によって制御されているかを検証す
るために、pGlu分解酵素（oxoprolinase Oxp1）
の過剰発現株と破壊株を構築し、Mpr1 のモ
デル基質である毒性物質 AZC に対する耐性
を指標として、in vivoにおける Mpr1の活性
を評価した。しかし、Oxp1 過剰発現株は野
生株と同等の AZC 耐性を示し、また、Oxp1
破壊株は予想に反して AZC耐性が向上した。
これらのことは、細胞内 pGlu 濃度は非常に
低く、Mpr1 の活性を阻害するほどではない
ことを示唆している。 
	
 今回我々は遺伝学的な解析を用いて、Mpr1
の細胞内基質がこれまで考えられてきた
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P5C/glutamate-γ-semialdehyde (GSA)ではなく、
glutamate-5-phosphate (Glu-P)であることを示
す結果を得た。Glu-Pは非常に不安定であり、
また in vitroの反応系ではMpr1は活性を示さ
ないことから、この反応には何らかのタンパ
ク質との相互作用等が必要であると考えら
れた。細胞内濃度の pGluでは Mpr1の活性を
制御していないことを示唆する上記の結果
は、モデル基質の AZC を用いて得られた結
果であり、今後は生理的機能（酸化ストレス
耐性）とそれに寄与する Mpr1 の酵素反応に
関連付けた解析により、Mpr1 の生理機能が
内在性 pGlu によって制御されるかどうかを
さらに検証する必要がある。 
	
 
（２）Mpr1 のミトコンドリアへの輸送の生
理的意義の解明 
	
 Mpr1がミトコンドリアへ輸送される場合、
何らかのタンパク質との相互作用は必須で
あるとの着想から、ヒスチジンタグを融合し
た Mpr1を酵母細胞内で発現させ、Niカラム
によるプルダウンアッセイを行い、Mpr1 と
相互作用するタンパク質を探索した。しかし、
今回の試みでは、相互作用タンパク質を見出
すことはできなかった。また、各種クロスリ
ンカーを用いて Mpr1 と相互作用タンパク質
を共有結合にて結合させ同定するというこ
とも試みたが、同様に、相互作用タンパク質
の発見には至らなかった。 
	
 一方、培養条件やストレス条件と Mpr1 の
局在との関連性を評価するために、GFPを融
合させた Mpr1 を用いて、各種条件による
Mpr1 の局在を蛍光顕微鏡にて観察した。そ
の結果、ストレス等の刺激では Mpr1 の局在
変化は観察されなかったが、炭素源をグリセ
ロールにして培養した時のみ、Mpr1 とミト
コンドリアのシグナルが重なることが観察
された。しかしこれは、単純に非発酵性炭素
源であるグリセロールによりミトコンドリ
アの量が増え、結果的にミトコンドリアと重
なる Mpr1 が増えたことが原因と考えられた。 
	
 以上の結果から、研究期間内に当初の研究
目的を達成することは困難であると判断し、
研究の方針・目的を、立体構造に基づく Mpr1
の高機能化、および Mpr1 依存的な新規 Arg
合成系の解析に変更した。 
 
（３）立体構造に基づく Mpr1の高機能化 
	
 最近明らかにした Mpr1 の立体構造
（Nasuno et al., PNAS, 110, 11821, 2013）に基
づいて理論的な分子設計を行い、活性や安定
性の向上した変異型 Mpr1 を取得するととも
に、それらの構造機能相関を解析した。大腸
菌を用いた組換え酵素として Mpr1 を発現・
精製した後、モデル基質である AZC を用い
て in vitroで酵素活性を測定した。また、高温
（50℃）処理後の残存活性により安定性を評
価した。まず、CoAチオレートの安定化によ
り反応を触媒する Asn178 とその近傍にある
Ser181 をアニオン安定化能の高い残基に置

換した変異型 Mpr1、および基質のカルボキ
シレートを認識・結合する Asn135 をアニオ
ン結合能の高い塩基性残基などに置換した
変異型 Mpr1 を作製した。これらの活性を測
定したところ、野生型酵素に比べて著しく低
下した。これは側鎖サイズの変化により正常
な触媒反応が阻害されたためと考えられた。 
	
 一方、N-アセチルトランスフェラーゼには
二量体形成が活性に重要である酵素も存在
することが報告されている。Mpr1 は溶液中
で二量体を形成することから、二量体形成が
活性や安定性に関与すると考えた。また、一
般的に分子内相互作用はタンパク質の安定
性を上昇させる。そこで、二量体の分子間表
面かつ分子内ドメイン間に位置する Asn203
にアミノ酸置換を導入し、分子間または分子
内相互作用の強化を試みた（図 2）。 
 

 
	
 その結果、Asn203を塩基性残基（Lys, Arg）
に置換すると熱安定性が向上し、特に
Asn203Lys-Mpr1 は 50℃における活性半減期
が野生型酵素の最大約 3.7 倍に延長し、著し
い安定性の向上が認められた（図 3）。 
 

 
	
 また、ネイティブゲルを用いた電気泳動の
結果から、この熱安定性の向上は二量体形成
の促進ではなく、分子内相互作用の強化に起
因するものと考えられた。さらに、過去に取
得した安定化型変異体（Phe65Leu）との二重
変異体では、安定性が単独変異体よりも有意
に向上した。また、各変異型酵素を酵母で発
現させた結果、細胞内でのMpr1を介した Arg
合成能の亢進が認められた（図 4）。 
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（４）Mpr1 依存的な新規アルギニン合成系
の解析	
 
	
 酵母では、グルタミン酸を出発物質として
Arg2,6,5 により、N-アセチルグルタミン酸
（N-AcGlu）、N-アセチルグルタミルリン酸
（N-AcGluP）、N-アセチルグルタミル-γ-セミ
アルデヒドへとそれぞれ変換され、その後数
段階の反応を経てアルギニン（Arg）が合成
される。Mpr1 が Arg 代謝にどのように関与
しているか詳細に検討するため、Arg 合成系
遺伝子の破壊株を用いて Arg要求性の検討を
行った。その結果、Arg2遺伝子破壊株は Arg
要求性にならなかったが、Arg2の下流である
Arg5/6（同一遺伝子上にコードされる）の遺
伝子破壊株は Arg要求性を示すことが確認で
きた。このことより、Mpr1は N-AcGlu、もし
くは N-AcGluP の生成反応を触媒しているこ
とが示唆された。また、Arg 合成に Mpr1 の
酵素活性が重要であるかを検証するために、
Arg2遺伝子破壊株で野生型Mpr1および活性
残基の Asn178を Aspに置換した変異型Mpr1
（Asn178Asp）を過剰発現させ、Arg 無添加
の培地での生育を評価した。その結果、野生
型Mpr1の過剰発現によりArg2遺伝子破壊株
は良好に生育するようになったが、変異型
Mpr1 の過剰発現では生育は改善されなかっ
たことから、Mpr1 依存的な Arg 合成にはそ
の酵素活性が必要であることが示された。 
	
 次に、Mpr1 の Arg 合成経路における生成
物がN-Ac GluもしくはN-Ac GluPのどちらで
あるかを明らかにするため、Arg6活性が野生
型株の 1/1,000 に低下した arg6 株に、Mpr1
の過剰発現プラスミドを導入し、Arg 非含有
培地における生育を評価した。その結果、arg6
株は Arg非含有培地において著しく生育が悪
化したが、Mpr1 を過剰発現させてもこの生
育悪化は改善されなかった。Mpr1が Arg6の
生成物である N-Ac GluP を供給する場合、
Mpr1の過剰発現によって arg6株の生育悪化
は改善されると考えられる。従って、Mpr1
は N-Ac Glu の供給により Arg 合成に寄与す
ることが示唆された（図 5）。しかし、Mpr1
のGluに対するN-アセチル化活性の測定を行
ったところ、活性は検出できなかった。 
	
 そこで、Arg 代謝に関連するアミノ酸や、
既知の基質である AZC と構造の類似するア

ミノ酸を用いて基質のスクリーニングを行
った。その結果、興味深いことに pH8.0-9.0
の条件において Mpr1の Proに対する N-アセ
チル化活性を検出した（図 6）。また、LC-MS
を用いた解析により、Mpr1は in vitroにおい
てProをN-アセチル化することによりN-アセ
チルプロリン（N-Ac Pro）を合成することが
明らかになった。以上の結果から、Mpr1 依
存的に合成されたN-Ac ProがArg合成の中間
代謝物質となる可能性、Arg 代謝酵素の制御
分子として機能する可能性が考えられるこ
とから（図 7）、現在、N-Ac Proの Arg代謝経
路における機能の解析を含め、Mpr1 依存的
な Arg合成経路の全容解明に取り組んでいる。 
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