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序論 

D-アミノ酸 

 アミノ酸は生命活動に必須なタンパク質の構成成分であり，生命体の基本的な構成物質であ

る．タンパク質を構成する 20 種類の α-アミノ酸には，Gly を除いて α 炭素が不斉中心となる，

立体的に重ね合わすことができない一対の鏡像異性体が存在する．これらは，L-アミノ酸と D-

アミノ酸に区別され，融点や等電点などの物理的性質は同じであるが，旋光度などの光学的性

質は異なる．長年，生体を構成するアミノ酸のほとんどが L-アミノ酸であることから，D-アミ

ノ酸は環境異物だと考えられてきた．しかし近年，高速液体クロマトグラフィー (HPLC) など

の微量分析技術の発展に伴い，様々な D-アミノ酸が種々の真核生物にも見いだされ，多様な生

理機能を担うことが明らかになってきた． 

原核生物において，D-Ala や D-Glu などの D-アミノ酸が細胞壁の主要構成物質であるペプチ

ドグリカン (PG) の構成成分として機能することが古くから知られている (1-3)．近年では，D-

Asp や D-Asn，D-Lys，D-Ser も PG 構成成分として利用されていることが明らかにされた (4, 5)．

PG における D-アミノ酸の存在は，プロテアーゼから身を守るための細菌の生存戦略の一つと

考えられている (6)．さらに，いくつかの細菌の培養液上清に，上述した D-アミノ酸以外にも

様々な遊離 D-アミノ酸が検出されたことから，PG 構成成分以外の D-アミノ酸が生産されてい

ることが明らかとなった (7)．また，ある種の細菌が生産するポリグルタミン酸や gramicidin S

などのペプチド系抗生物質にも D-アミノ酸が含まれることが知られている (8)．近年のゲノム

配列解析の進展によって，数多くの細菌に D-アミノ酸の生合成を担う複数のアミノ酸ラセマー

ゼホモログ遺伝子が見いだされたことから，多様な細菌種において，複数種の D-アミノ酸が生

産されている可能性が指摘されている (9)．さらに，細菌における遊離 D-アミノ酸の生理学的

な役割が次々と明らかになっている．例えば，D-Leu，D-Met や D-Tyr は，枯草菌 Bacillus subtilis

のバイオフィルムに高濃度で蓄積し，これら D-アミノ酸がバイオフィルムを分散させる機能を

有している (10)．また，病原性細菌 Vibrio cholerae はラセマーゼによって，Vibrio 属を除く多

くの細菌種に対して毒性を示す細胞外エフェクター分子として D-Arg を生産し，生存競争を有

利にしていると考えられている (11)．さらに細菌において，D-アミノ酸は胞子の発芽や，リン

酸塩の取り込み，栄養源としての利用など多様な細胞プロセスに影響を与えていることが報告

されている (Fig. 1) (6)． 
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Fig. 1. 細菌における D-アミノ酸の機能 

細菌が生産する D-アミノ酸は，自身や同じ場所に生息する細菌に多様な影響を与える．図は Aliashkevich らの

論文から引用した (6)． 

 

真核生物においても，D-アミノ酸が多くの生理機能を有している．1981 年にカエル

Phyllomedusa sauvagei の皮膚分泌物に D-Ala 含有オピオイド dermorphin が見いだされた (12)．

これ以降，クモや軟体動物，甲殻類，脊椎動物からエネルギー貯蔵物質や抗菌作用，神経鎮痛

作用を有する様々な D-アミノ酸含有ペプチドが見いだされている (13-15)．真菌においては，

ペプチド系抗生物質の構成成分として，Tolypocladium inflatum の生産する cyclosporine には D-

Ala が，Aspergillus 属が産生する penicillin G には D-Val が利用されている (16)． 

水生無脊椎動物では，特に D-Ala や D-Asp が高濃度で見いだされる．二枚貝や甲殻類は Ala

ラセマーゼによって D-Ala を生合成し，環境の浸透圧に順応するためのオスモライトとして利

用している (17)．さらに，アカガイ Anadara broughtonii では Asp ラセマーゼによって生合成さ

れた D-Asp が，嫌気的代謝におけるエネルギー貯蔵物質として機能すると考えられている (18)．

一方，カイコ Bombyx mori を含む鱗翅目に属するいくつかの昆虫において，Ser ラセマーゼに

よって生合成された D-Ser が，変態と生殖過程におけるエネルギー源として機能すると考えら

れている (19, 20)． 

哺乳動物では，特に D-Ser と D-Asp が豊富に見いだされる．D-Ser は Ser ラセマーゼにより生

合成され，哺乳類の脳内で L-Glu 依存性のイオンチャネルの 1 つであり，記憶や学習といった

脳の高次機能に関与する N-メチル -D-アスパラギン酸  (NMDA) 型グルタミン酸受容体 

(NMDAr) の Gly 結合サイトに結合するコアゴニストとして神経伝達に関与していることが報

告されている (Fig. 2) (21-23)．また，ヒト脳において D-Ser は大脳新皮質や海馬，基底核に高

濃度に見いだされ，NMDAr の分布と非常に類似している  (24-26)．また，大脳新皮質の

Brodmann領野に基づく分類において，D-Ser濃度は特に随意運動に関与する一次運動野で低く，
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対して聴覚情報や音声言語処理を担う一次聴覚野とウェルニッケ野で高いことが示された (26, 

27)．このことから，大脳新皮質における D-Ser 分布と脳機能との間の相関関係が指摘されてい

る．実際に，大脳皮質や脳機能領域における D-Ser 濃度の変化が統合失調症や筋萎縮性側索硬

化症などの神経性疾患に関与する可能性が示唆されている (28-31)．  

 

 

Fig. 2. 脳シナプスにおける D-Ser と D-Asp の代謝と神経伝達への関与 

D-Ser と D-Asp および L-Glu は興奮性神経伝達物質として機能する．D-Ser は Ser ラセマーゼ (SR) によって L-

Ser から生合成され，DAO (DAAO) によって分解される．D-Asp は Asp ラセマーゼによって生合成されると考

えられており，その後 DDO (DASPO) によって分解される．D-Ser と D-Asp はそれぞれコアゴニストとアゴニ

ストとして NMDAr に結合し神経伝達に関与する．略称; NMDAr, N-methyl-D-aspartate receptor; AMPAr, α-amino-

3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor; mGluR5, metabotropic glutamate receptor 5; EAAT, excitatory 

amino acid transporter; 3PG, 3-phosphoglycerate; PP, phosphorylated pathway; ASCT1, Ala/Ser/Cys/Thr transporter 1; 

SHMT, serine hydroxymethyltransferase; PAG, phosphate-activated glutaminase; VGlut, vesicular glutamate transporter; 

GS, glutamine synthetase; GDH, glutamate dehydrogenase; AspAT, aspartate aminotransferase; 2-OG, 2-oxoglutarate; 

OAA, oxaloacetate; 図は Pollegioni らの論文から引用した (21)． 

 

D-Asp は軟体動物や両性類，爬虫類，鳥類，哺乳類に見いだされ，哺乳動物では主に脳内お

よび内分泌腺を含む末梢神経組織に分布する (32, 33)．いくつかの哺乳動物由来培養細胞株に

おいて D-Asp が生合成されることが知られている (34-37)．また，ラット胎児視神経細胞の初

代培養系において，L-Asp から D-Asp を生成する Asp ラセマーゼ活性が検出された (38)．この

ことから，哺乳動物では Asp ラセマーゼが D-Asp 生合成を担うと考えられている．近年，マウ

スにおいて機能未知のタンパク質であった glutamic-oxaloacetic transaminase-1 like 1 (GOT1l1) が

Asp ラセマーゼ活性を示すことから，生体内において D-Asp の生合成を担うことが示唆された

が，その後のいくつかの研究によって否定され，哺乳動物における D-Asp 合成酵素の分子実体
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は未だ明らかにされていない (39, 40)．D-Asp は脳や中枢神経系に広く分布する NMDAr の Glu

結合サイトに結合するアゴニストとして神経伝達に関与する (Fig. 2) (21, 32)．D-Asp を経口投

与されたマウスやラットの認知能力に関する研究において，D-Asp が NMDAr を介した神経伝

達を強化し，学習や記憶に有益な効果をもたらすと考えられている (41, 42)．さらに，D-Asp を

投与された神経疼痛モデルマウスでは対照群と比較して，痛みの閾値が引き上げられること，

また負傷部位を保護する行動が少ないことから，D-Asp が鎮痛特性を有することが示唆されて

いる (43, 44)．さらに近年では，D-Asp と NMDAr がヒトの統合失調症に関与する可能性が指摘

されている (22, 45-47)．ラットの臓器では，D-Asp が高濃度になる時期が，その機能や形態が

成熟する時期と一致することから，D-Asp が細胞の増殖と分化に関与している可能性が示唆さ

れている (8, 48, 49)．また，メラトニンやテストステロンなど，種々のホルモンの合成と分泌

の調節への D-Asp の関与が指摘されており，奇形精子症患者の精子や精漿における D-Asp 濃度

の減少が観察されている  (50-53)．雄ラットの性行動の質が脳の視床下部室傍核における

NMDAr の発現レベルと相関関係があることが示唆された (54)．また，交尾中の雄ラットの視

床下部室傍核の Glu と Asp 濃度が増加すること，NMDAr 阻害剤によって交尾活動が抑制され

ることから，NMDAr を介した興奮性神経伝達が勃起機能や交尾活動の制御に関与しているこ

とが示唆されている (55)．さらに，NMDA を投与された雄ラットでは，陰茎勃起を誘発する一

酸化窒素の脳内レベルが上昇することが示された (56)．これらの結果から，D-Asp が NMDAr

を介して一酸化窒素の産生を誘発することで性行動を制御する可能性が示唆されている．一方，

D-Asp を投与された雄ラットの脳下垂体と精巣に D-Asp が蓄積し，同時に性的興奮や陰茎勃起

に関与するテストステロンの血中濃度が上昇することが示された (57)．また，精巣細胞を用い

た in vitro 実験において D-Asp によるテストステロン合成の誘導が観察された (57)．このよう

に，D-Asp は特にオスの性行動に影響を与えると考えられている． 

これら真核生物における D-Ser や D-Asp の生理機能は，アミノ酸ラセマーゼによる生合成と

D-アミノ酸オキシダーゼ (DAO) および D-アスパラギン酸オキシダーゼ (DDO) による分解代

謝により量的なレベルで制御されていると考えられている (21, 58)．他にも，D-Pro や D-Leu，

D-Glu，D-Gln，D-Asn，D-Arg などが哺乳動物組織や組織液，細胞または尿中に見いだされてい

るが，その生理機能や生合成経路はほとんど明らかにされておらず，今後の解明が期待されて

いる (59-63)．  
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D-アミノ酸毒性 

 外部から添加された過剰な D-アミノ酸は多くの生物に対して毒性を示すことが報告されて

いる (64-73)．一般的に，細胞内に D-アミノ酸が取り込まれると，L-アミノ酸と比較して割合は

低いものの，tRNA と結合することが明らかにされている (72, 74-79)．in vitro において D-アミ

ノ酸が結合した tRNA (D-aa-tRNA) は L-aa-tRNA に比べて非常に低い親和性で，リボソームに

取り込まれタンパク質合成に利用されることが示された (80-84)．実際に，細菌 Bacillus subtilis 

168 株では D-Tyr がタンパク質中に取り込まれていることが確認され，高い D-Tyr 感受性に関

係していると考えられている (65)．一方，リボソームの P-site に結合したペプチジル D-aa-tRNA

は，L-aa-tRNA とは異なるコンフォメーションをとることでペプチジル転移反応を阻害し，翻

訳の停滞を引き起こす (85, 86)．結果として，D-aa-tRNA は不活性なリボソームと，それらが生

成する不完全なペプチドの蓄積を引き起こし，細胞毒性を引き起こすと考えられている (85)．

さらに，真核生物では D-aa-tRNA が形成されると，tRNA が減少するとともに核に集積するこ

とでタンパク質合成が阻害され，細胞死を引き起こすことが知られている (72, 85-88)．一方，

細菌特異的な D-アミノ酸毒性も存在する．例えば，細菌 E. coli や B. subtilis では不適切な D-ア

ミノ酸がペプチドグリカンに誤って取り込まれることで毒性を示す (10, 69-71)．さらに細菌

Pseudomonas aeruginosa や Staphylococcus aureus，S. epidermidis では，D-アミノ酸が細胞外高分

子物質のタンパク質成分に影響を与え，環境への定着と生育を阻害する (89-91)． 

 このような D-アミノ酸毒性はいくつかの D-アミノ酸代謝酵素によって回避される．例えば，

古細菌や原核生物，真核生物に広く存在する D-Tyr-tRNATyr デアシラーゼ (Dtd) は D-アミノ酸

と tRNA 間のエステル結合を切断する酵素であり，D-Tyr や D-Trp，D-Asp，D-Ser，D-Gln，D-Leu

の毒性低減に寄与することが報告された (72, 77, 92, 93)．真菌では，D-Ala と L-Ala の相互変換

を触媒する Ala ラセマーゼや，D-アミノ酸を α-ケト酸とアンモニアに分解する DAO や DDO，

D-セリンデヒドラターゼ (DSD) が D-アミノ酸レベルを低下させることで D-アミノ酸毒性を回

避する (58, 94, 95)．また，D-アミノ酸-N-アセチルトランスフェラーゼ (DNT) は D-アミノ酸の

α-アミノ基にアセチル基を付加して D-アミノ酸の毒性を不活化する役割を担っている (96, 97)． 
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D-アスパラギン酸オキシダーゼ (DDO) 

D-アスパラギン酸オキシダーゼ (DDO/DASPO, EC 1.4.3.1) はフラビンアデニンジヌクレオ

チド (FAD) を補酵素として含有する酸性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応を触媒する酵素で

あり，真核生物細胞のペルオキシソームに局在する (Fig. 3)．DDO の反応によって，基質であ

る D-アミノ酸は FAD の還元を伴いながら酸化されイミノ酸中間体となる．その後，イミノ酸

中間体は非酵素学的に脱アミノされ，最終的に α-ケト酸とアンモニアが生成される．還元され

た FAD は分子状酸素により再酸化され，酸化型の FAD に戻ると同時に過酸化水素が生成され

る．一方，真核生物における中性および塩基性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応は，D-アミノ

酸オキシダーゼ (DAO， EC 1.4.3.3) によって DDO と同様の機構で触媒される．DDO と DAO

は，アミノ酸配列の同一性が高いことから，共通の祖先から派生したものと考えられている (98, 

99)． 

 

 

Fig. 3. DDO および DAO による D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応 

D-アミノ酸は DDO または DAO の補酵素 FAD の還元を伴いながら酸化され，イミノ酸中間体になる．イミノ

酸中間体は非酵素学的に脱アミノされ，最終的に，α-ケト酸とアンモニアが生成される．還元された補酵素 FAD

は分子状酸素により再酸化され，酸化型の FAD に戻ると同時に過酸化水素が生成される． 

 

DDO は 1949 年に Still らによってウサギの肝臓に初めて見いだされた (100)．それ以降，

DDO は線虫や海洋無脊椎動物，魚，カエル，鳥，マウス，ラット，猫，ブタ，ヒツジ，ウシ，

そしてヒトに見いだされている (101-108)．さらに，微生物では糸状菌 A. ustus f 株に初めて見

いだされ，その後，糸状菌 Fusarium sacchari var. elongatum Y105 株や，酵母 Cryptococcus (Vanrija) 

humicola UJ1 株，酵母 Candida boidinii 2201 株，好熱性真菌 Thermomyces dupontii NRRL 2115 株

などに見いだされている (109-112)．このように DDO は真核生物に広く見いだされるが，原核

生物には未だ見いだされていない．多くの真核生物において DDO 遺伝子は 1 つしか見いださ

れず，D-Asp の分解代謝は DDO のみが担うと考えられている． 
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DDO の生理的役割 

酵母 C. humicola UJ1 株において，DDO 遺伝子 (ChDDO 遺伝子) 破壊株は D-Asp 上での生育

能を失い，D-Glu 上での生育に遅延を生じた (113)．また，過剰な D-アミノ酸は細胞に対して毒

性を有し，UJ1 株の生育が阻害されるが，ChDDO 遺伝子破壊株は D-Asp と D-Glu 毒性に対す

る感受性が顕著に増加した (113)．したがって，酵母において DDO は D-Asp を生育に利用する

ための資化酵素としての役割を果たすとともに，酸性 D-アミノ酸の解毒酵素として機能するこ

とが示された． 

多くの真核生物に DDO は 1 つしか存在しないが，線虫 Caenorhabditis elegans には 3 つの

DDO (DDO-1，DDO-2，DDO-3) が存在する (114)．ddo-1 変異体と ddo-3 変異体では，それぞ

れ D-Asp と D-Glu レベルが有意に上昇したことから，DDO-1 と DDO-3 はそれぞれ D-Asp と D-

Glu の代謝分解に関与すると考えられている．また，これら 3 つの ddo 変異体の表現型から，

全ての DDO が繁殖と孵化プロセスに関与し，DDO-3 は増殖と寿命の制御にも関与することが

示唆された (115)． 

哺乳動物では肝臓や腎臓に高い DDO 活性が存在することから，DDO は外因性および内在性

の酸性 D-アミノ酸の代謝分解の役割を担うと考えられている (116)．また，D-Asp は脳や精巣

に豊富に見いだされ，神経伝達やホルモン合成・分泌への関与が示唆されたことから，DDO が

D-Asp 代謝分解を介してこれら D-Asp の生理機能を制御していると考えられている．実際に，

げっ歯類ラットにおける DDO の局在は D-Asp の局在と一致している (117)．また，DDO 遺伝

子をノックアウトした DDO 欠損マウスでは，各組織における D-Asp レベルが上昇し，α-メラ

ニン細胞刺激ホルモンに依存する行動 (体重の増加，性行動の質の低下や毛づくろい行動の減

少など) の変化が観察されている (118-120)．これらの結果から，哺乳類において DDO が内因

性 D-Asp の代謝分解の役割を担うことが示唆された．一方，マウスでは D-Asp の経口投与によ

って，肝臓の DDO 酵素活性が上昇する (121)．また，妊娠したラットに D-Asp を投与すると，

新生ラットの肝臓と腎臓の DDO 酵素活性が上昇する (116)．したがって，哺乳類の DDO は外

因性 D-Asp の分解にも機能することが示唆された． 

また，哺乳類胚脳における D-Asp レベルは L-Asp レベルに比べて高いが，生後は DDO 活性

の上昇に伴って D-Asp レベルが著しく低下する (122, 123)．また，非生理的濃度の D-Asp にさ

らされた DDO 欠損マウスの脳では，加齢によるいくつかの劣化プロセスが加速される (124, 

125)．これは，過剰な D-Asp が NMDAr の過剰興奮を引き起こすことが原因であると考えられ

ている．したがって，哺乳動物において DDO は加齢による脳の劣化を防ぐことで，神経を保

護する役割を担うと考えられている．近年，統合失調症患者の死後脳において，D-Asp 濃度の

減少および DDO 活性と DDO mRNA レベルの増加が報告されたことから，DDO は D-Asp 代謝

を介して，統合失調症に関与することが示唆された (126, 127)．このように D-Asp 代謝の異常

が統合失調症を含む神経性疾患に関与すると考えられている (45-47)． 
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D-アミノ酸依存的な遺伝子誘導発現 

D-アミノ酸依存的な遺伝子誘導発現は様々な種で観察されている．いくつかの海洋性細菌に

おいて，D-アミノ酸トランスアミナーゼや D-アミノ酸デヒドロゲナーゼを含むいくつかの D-ア

ミノ酸代謝に関与する酵素遺伝子の発現が D-アミノ酸によって誘導されることが報告された 

(128)．また，細菌 Klebsiella pneumoniae における D-Ser デヒドラターゼの発現は，培養液中の

D-Ser によって誘導される (129)．病原性大腸菌の LysR 型転写因子 DsdC は，D-Ser に応答して

D-Ser の代謝に必要とされるアミノ酸パーミアーゼをコードする dscX と D-Ser デアミナーゼを

コードする dscA の転写を活性化する (130)．細菌 Pseudomonas aeruginosa PAO1 株の D-アミノ

酸デヒドロゲナーゼをコードする dguA は D-Glu によって誘導され，これには D-Glu のセンサ

ーまたは転写活性化因子として機能する DguR が関与することが示唆された (131)．さらに細

菌 Vibrio fischeri の LysR 型転写因子 DarR が D-Asp の存在に応答して，Asp ラセマーゼをコー

ドする racD の転写を活性化することが明らかにされた (132)．このように原核生物では，D-ア

ミノ酸に応答した遺伝子発現とそのメカニズムが明らかにされつつある． 

一方，真核生物では酵母 C. humicola UJ1 株の DDO (ChDDO) の発現は，培養液中の D-Asp の

存在によって特異的に転写レベルで誘導される (110, 113)．また，真菌 F. sacchari var. elongatum 

Y-105 株では，D-Asp または D-Glu を唯一の炭素・窒素源として生育させると DDO 活性が増加

する (109)．酵母 C. boidinii 2201 株では，D-Glu を唯一の炭素・窒素源として生育させると，

DDO 活性が上昇する (111)．このような酸性 D-アミノ酸による DDO 活性の誘導は，より高等

な哺乳動物でも観察されている．例えば，マウスに D-Asp を経口または腹腔内投与すると，肝

臓と腎臓における DDO 活性の上昇が観察されている (121)．妊娠中のラットに D-Asp を経口

投与すると，新生ラットの肝臓や腎臓の DDO 活性の上昇が観察されている (116)．また，ラッ

トではステロイドホルモン合成の律速段階にあたるステップに関わる因子である StAR protein 

(Steroidogenic Acute Regulatory protein) が D-Asp によって誘導される (52)．さらに，DDO の類

似酵素である DAO も D-アミノ酸によって誘導されることが種々の真菌やコイで観察されてい

る (106, 133-136)．また，酵母 Schizosaccharomyces pombe の Ala ラセマーゼは，培養液中の D-

Ala の存在によって誘導発現される (137)．これらの知見は，D-アミノ酸特異的な遺伝子誘導発

現機構が真核生物にも広く存在することを示唆しているが，D-アミノ酸の立体特異的なシグナ

ル伝達や転写誘導に関与するタンパク質因子など，発現誘導メカニズムの詳細はほとんど明ら

かにされていない． 

D-Asp 特異的に誘導発現される ChDDO は，L-Asp が培地中に共存することによって，その誘

導発現が抑制される (110, 113)．酵母 Saccharomyces cerevisiae のプロリン脱水素酵素 (Put1) は

L-Pro の存在によって発現が誘導されるが，他の良好な窒素源の共存によって発現レベルが減

少する (138)．これは，L-Pro の取り込みを媒介するアミノ酸パーミアーゼ (Aap，Put4) の窒素

源カタボライト抑制 (Nitrogen Catabolite Repression; NCR) による発現抑制に起因することが示

されている  (138)．DDO の類似酵素である DAO の D-アミノ酸による発現誘導は酵母
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Rhodotorula gracilis や Trigonopsis variabilis で解析されている．R. gracilis DAO は D-Ala によっ

て発現が誘導されるが，L-Ala の共存によって発現レベルが抑制される (136)．一方，T. variabilis 

DAO は D-Ala よりも N-carbamoyl-D-Ala や N-acetyl-D-Trp，N-chloroacetyl-D-α-aminobutyric acid

のような D-アミノ酸誘導体で発現が強く誘導される (133)．これら D-アミノ酸誘導体の高い

DAO 発現誘導能は，D-Ala よりも低い代謝・分解能によると考えられている．これらの知見は，

D-アミノ酸特異的な誘導発現機構に Aap による D-アミノ酸の取り込みが関与することを示唆

しているが，その実態は明らかにされていない． 
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酵母 Cryptococcus humicola UJ1 株と DDO (ChDDO) 

 C. humiocola は Basidiomycota 門-Agaricomycotina 亜門-Tremellomycetes 網-Trichosporonales 目-

Trichosporonaceae 科に属する酵母である (139)．近年，C. humicola は Vanrija humicola に再分類

された (140, 141)．本論文では広く使用されている表記 Cryptococcus を使用する．C. humicola

は土壌や植物，臨床検体など様々な場所から単離され，いくつかの菌株は学術的および工業的

に有用な特性を有している (142)．BSLL1-1 株はアルミニウム耐性を示し，アルミニウムの生

物毒性や耐性メカニズムの解析に有用とされている (143)．VKMY-2238 株は重金属耐性を示し，

重金属の生物分解に有用な性質を有している (144)．JCM 1461 株は殺菌効果を有するセロビオ

ース脂質を産生することから，真菌による食品腐敗の抑制に有用とされている (145)． 

 UJ1 株は D-Asp を唯一の炭素・窒素源として生育に利用可能な酵母として土壌から単離され

た (110)．UJ1 株は培地中の D-Asp に特異的に応答して，多量の DDO (ChDDO) を生産する 

(110)．この D-Asp 特異的な ChDDO の誘導発現は主に転写レベルで制御されている (Fig. 4) 

(113)． 

 

 

Fig. 4. C. humicola UJ1 株における ChDDO 発現の制御 

(A) 図に示される化合物を含む培地で誘導した UJ1 株細胞の粗抽出液における DDO 活性．(B) ChDDO 遺伝子

のノーザンブロット解析．図は Takahashi らの論文の Figure 3 を一部改変して引用した (113). 

 

ChDDO は微生物由来の DDO として酵素学的諸特性が詳細に解析されてきた．本酵素はホモ

テトラマーであり，補因子 FAD と非常に強固に結合している (110, 146)．さらに，動物由来

DDO と比較して，D-Asp に対する特異性が高く，触媒回転数も高い (99, 110)．一般的な真核生

物の DDO と同様に，ChDDO はペルオキシソームに局在する (99, 147)．UJ1 株において D-Asp

は，ChDDO の発現誘導に加えて，カタラーゼ活性やペルオキシソームの増殖を誘導する (Fig. 
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5) (147)．このような D-アミノ酸によるペルオキシソームの増殖とペルオキシソーム酵素活性

の誘導はいくつかの真菌で観察されている．酵母 R. gracilis では D-Ala によって，DAO 活性に

加えて，カタラーゼ活性とペルオキシソームの増殖が誘導される (148)．また，メタノール資

化性酵母 C. boidinii や Pichia (Ogataea) methanolica では，D-Ala が DAO やカタラーゼ遺伝子に

加え，ペルオキシソームの増殖に関与するペルオキシン (PEX) 遺伝子の発現を転写レベルで

誘導する (134, 149)．これらの知見は，真菌が効率的に D-アミノ酸を利用するために DDO や

DAO 活性とともに，D-アミノ酸によってペルオキシソーム機能が誘導されることを示唆して

いるが，その誘導メカニズムは明らかにされていない． 

 

 

Fig. 5. D-Asp (A) または L-Asp (B)で誘導した C. humicola UJ1 株の電子顕微鏡写真 

矢印はペルオキシソームを示し，バーは 1 µm を示している．N, 核; M, ミトコンドリア; V, 液胞．図は Kera

らの論文の Fig. 3 を一部改変して引用した (147)．  
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アミノ酸パーミアーゼ (Aap) 

 真菌は L-および D-アミノ酸を窒素源や炭素源，エネルギー源などとして生育に利用すること

ができる (113, 150, 151)．アミノ酸は，オキシダーゼ，デアミナーゼやトランスアミナーゼな

どの様々な酵素によって代謝され，アンモニアや Glu，Gln として細胞に窒素源を供給する 

(151)．加えて，アミノ酸の炭素骨格は TCA サイクルや糖新生経路のような生合成の中心的代

謝経路へ導入され，炭素源やエネルギー源として利用される (151)．一方，アミノ酸のような

親水性化合物は脂質で構成された細胞膜やオルガネラ膜を自身では通過することができない

ため，アミノ酸の利用はトランスポーターを介した細胞内外あるいはオルガネラ間の膜間輸送

に依存している (152)．真菌のアミノ酸トランスポーター (fungal Amino Acid Transporter; fAAT) 

は細胞膜や液胞膜，ミトコンドリア膜，細胞内小胞膜に存在し，いくつかのトランスポーター

ファミリーに分類される (152, 153)．ほとんどの fAAT は Amino acid-Polyamine-Organocation 

(APC) superfamily (TC: 2.A.3) に属しており，APC superfamily は真菌だけでなく動物や植物，細

菌にも見いだされる (152-154)．一方，分子系統解析では，生物分類のドメインや界を反映した

クレードに分類されることから，これらアミノ酸トランスポーター (AAT) は共通の祖先を有

する進化的に関連したタンパク質群と考えられている (152-154)．一般的に，AAT は基質アミ

ノ酸の α-炭素周辺の電荷と，側鎖の極性や電荷の有無を認識している (155)．多くの場合，AAT

は輸送基質の特異的な結合部位をもち，ミカエリス・メンテン型の基質飽和曲線を示すなど酵

素反応と類似した性質を有している (152, 156, 157)． 

細胞膜に局在する fAAT の大半は，APC superfamily の Yeast Amino acid Transporter (YAT) family 

(TC: 2.A.3.10) に属している (152, 153, 158)．これまで，特に子嚢菌門の YAT family タンパク質

を中心に遺伝学的あるいは生化学的解析が盛んに行われてきた (159)．典型的な YAT family タ

ンパク質は α-ヘリックスで構成される 12 個の膜貫通領域 (TransMembrane regions: TMs) を有

している (Fig. 6) (152, 153)．膜貫通領域 TM I–V と TM VI–X は特徴的な筒状の逆疑似対称性構

造を形成し，TM I と TM VI が主な基質結合ポケットを形成している (152, 153)．YAT family タ

ンパク質はアミノ酸とプロトンを共輸送 (プロトン駆動型二次能動輸送) するシンポーターと

して機能することから，アミノ酸パーミアーゼ (Aap)とよばれている (152, 153, 160-162)． 
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Fig. 6. YAT family タンパク質のトポロジーの模式図 

YAT family に属するタンパク質は 12 個の α-ヘリックスで構成される TMs を有し，TM I–V と TM VI–X が筒状

の逆疑似対称性構造を形成する．TM I と TM VI にはアミノ酸の α-カルボキシ基と α-アミノ基との結合部位が

存在し，基質輸送に重要な役割を担う．真菌 Aspergillus nidulans の Pro トランスポーター PrnB の構造を模式

図で示した．図は Vangelatos らの論文から引用した (163)． 

 

これまで，酵母 S. cerevisiae には 18 個の Aap が見いだされ，基質特異性が詳細に調べられて

きた (152) (Table 1)．これら Aap は異なる基質特異性を有するが，general amino acid permease 1 

(Gap1) は非常に幅広い基質特異性を有しており，天然に存在する全ての L-アミノ酸に加えて，

いくつかの D-アミノ酸やアミノ酸誘導体を輸送することができる (164-170)．また，Gap1 はア

ミノ酸を輸送すると同時に，細胞外アミノ酸を感知するトランスセプターとしても機能する 

(171-173)．また，S. cerevisiae の Ssy1 は，アミノ酸輸送活性を持たないが細胞外アミノ酸を結

合する能力のみを保持している．Ssy1 は Ptr3 と Ssy5 を介して，いくつかの AAP 遺伝子の転写

誘導をもたらすシグナル伝達経路を活性化する (SPSセンサーシステム) (174-176)．Ssy1は様々

な L-アミノ酸を感知できるが，D-Leu も感知し分岐鎖アミノ酸パーミアーゼ遺伝子 (BAP2 遺伝

子) の転写を誘導することが明らかにされている (174, 177)．S. cerevisiae の Dip5 は L-Asp と L-

Glu の高親和性かつ高容量の輸送を媒介する Aap である (178, 179)．酸性 L-アミノ酸に特異的

な Aap は糸状菌 A. nidulans (AgtA) や Penicillium chrysogenum (PcDip5) にも見いだされ，生化

学的な解析がされている (180, 181)．さらに，糸状菌 Neurospora crassa のアミノ酸輸送系Ⅳは

L, D-Asp と L, D-Glu を輸送することが示唆されている (182)．これらの知見から，D-アミノ酸は

L-アミノ酸と同様に Aap によって輸送されると考えられるが，酸性 D-アミノ酸が酸性 L-アミノ

酸と共通の Aap によって輸送されるかについては直接明らかにされていない． 
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Table 1. 真菌 Aap の基質特異性 

Name Uniprot Substrate (s) Species Refs. 

Agp1 P25376 Broad range (not L-Lys or L-Arg) S. cerevisiae 
(164, 165, 177, 183-

185) 

Agp2 P38090 L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Phe, L-Thr S. cerevisiae (185-187) 

Agp3 P43548 
L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Phe, L-Ser, L-Thr, L-Asp, 

L-Glu 
S. cerevisiae (179, 185) 

Alp1 P38971 L-Arg S. cerevisiae (179, 188) 

Bap2 P38084 
L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Ala, L-Phe, L-Tyr, L-Met, 

L-Cys 
S. cerevisiae (165, 179, 189-192) 

Bap3 P41815 
L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Ala, L-Phe, L-Tyr, L-Met, 

L-Cys 
S. cerevisiae (174, 179) 

Can1 P04817 L-His, L-Lys, L-Arg S. cerevisiae (193-195) 

Dip5 P53388 L-Ala, L-His, L-Asn, L-Gln, L-Asp, L-Glu S. cerevisiae (178, 179) 

Gap1 P19145 

All-natural L-amino acids, some D-amino acids 

(D-Leu, D-Ala, D-His, D-Arg, D-Ser, D-Met, D-

Tyr, D-Trp) 

S. cerevisiae (165-170, 185, 196) 

Gnp1 P48813 
L-Leu, L-Pro, L-Met, L-Cys, L-Ser, L-Thr, L-Asn, 

L-Gln 
S. cerevisiae (164, 179, 197) 

Hip1 P06775 L-His S. cerevisiae (198, 199) 

Mmp1 Q12372 S-Methylmethionine S. cerevisiae (200) 

Lyp1 P32487 L-Lys, L-Met S. cerevisiae (179, 194, 201-203) 

Put4 P15380 L-Pro, L-Ala, L-Gly S. cerevisiae (179, 204-206) 

Sam3 Q08986 S-Adenosylmethionine S. cerevisiae (200, 207) 

Ssy1 Q03770 Amino acid sensor system (Ssy1p-Ptr3p-Ssy5p) S. cerevisiae (176, 208, 209) 

Tat1 P38085 L-Val, L-Leu, L-Ile, L-Cys, L-Tyr, L-Trp, L-His S. cerevisiae (174, 179, 199, 210) 

Tat2 P38967 L-Ala, L-Gly, L-Cys, L-Phe, L-Tyr, L-Trp S. cerevisiae (179, 210, 211) 

Tat3 A4UZ28 L-Leu, L-Phe, L-Tyr, L-Trp S. pastorianus (212) 

CnAap1 J9VRP4 L-Met, L-Pro, C. neoformans (213) 

CnAap2 J9W019 L-Ile, L-Arg, L-Lys C.neoformans (214) 

CnAap3 J9VLA8 No data C. neoformans  

CnAap4 J9VEG4 
L-Gly, L-Ile, L-Val, L-Ser, L-Met, L-Asp, L-Lys, 

L-Phe 
C. neoformans (214) 

CnAap5 J9VF19 Gly, Ile, Pro C. neoformans (214) 

CnAap6 J9VP54 Transport activity has been not observed at 30°C C. neoformans (213) 

CnAap7 J9W199 No data C. neoformans  

CnAap8 J9VLY1 Transport activity has been not observed at 30°C C. neoformans (213) 

PcDip5 Q6SKV7 L-Asp, L-Glu P. chrysogenum (180) 

AgtA B2M1L6 L-Asp, L-Glu A. nidulans (181) 

PrnB P18696 L-Pro A. nidulans (215) 
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真菌 Aap は細胞の栄養条件やアミノ酸の利用可能性に応じて，その活性が転写や翻訳，翻訳

後の段階で多様な制御を受ける (Fig. 7, 7) (216-218)．例えば，上述した SPS センサーシステム

に加えて，窒素源異化抑制 (NCR) (219)，TOR (Target Of Rapamycin) 調節経路を介した窒素・

炭素源異化抑制 (220)，GAAC (General Amino Acid Control) 経路 (221)によって AAP 遺伝子発

現が転写・翻訳レベルで複雑に制御される．また，高親和性 L-Leu パーミアーゼである BAP2

は Leu生合成の前駆体である α-isopropylmalateの濃度に応じて特異的に転写制御される (222)．

さらに，細胞は Aap の局在や分解プロセスを制御することで，アミノ酸の輸送活性を調節して

いる (152)．これには，アミノ酸との結合による Aap の構造変化をシグナルとするユビキチン

化が関与する (216, 223-225)．酵母は Aap の活性を多様なレベルで制御することで，細胞の生

育環境条件に応じてアミノ酸の取り込みを最適化している． 

 

 

Fig. 7. 酵母 S. cerevisiae における AAP 遺伝子の発現制御に関与するシグナル伝達経路 

(A) 外部アミノ酸を感知する SPS センサーシステム．SPS センセーシステムによって活性化された Stp1 と Stp2

は AAP 遺伝子の転写を活性化する．(B) 細胞内アミノ酸を感知する TOR 経路．細胞内アミノ酸は EGO 複合体

(EGOC) を活性化し，tRNA の荷電状態を介して TORC1 の活性を制御する．TORC1 が Sch9 や Tap42 を活性化

し，NCR に関与する転写因子 Gln3 や Gat1，Gcn2 のリン酸化状態を制御する．(C) NCR が関与する転写制御．

良窒素源が存在する場合，Gln3 や Gat1 はリン酸化されることでその転写活性化機能が抑制される．(D) GAAC

経路による発現制御．GAAC 経路はアミノ酸の利用可能性に応じて転写因子 Gcn4 を介して AAP 遺伝子の発現

を制御する．Gcn2 はアミノ酸の利用可能性に応じてその活性が制御され，三元複合体 (TC) 形成を制御してい

る．TC は 40S リボソームと結合して 43S 転写開始前複合体 (PIC) を形成し GCN4 遺伝子の翻訳レベルを制御

する．さらに，これとは独立して窒素源が豊富な場合は Srb10 や Pho80 が活性化され，Gcn4 タンパク質を分

解する．図は Zhang らの論文から引用した (218)． 
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Fig. 8. Aap のユビキチン化による発現制御 

窒素飢餓条件で発現が誘導される AAP 遺伝子は小胞体 (ER)，ゴルジ体，細胞膜へと順次輸送される．一方，

窒素源が豊富に存在する場合はユビキチン化を受けて液胞で分解される．さらに，細胞膜上の Aap は Rsp5 に

よってユビキチン化され，Bul1/2 を介してエンドサイトーシスにより液胞へ輸送され分解される．一方，この

経路にはリサイクル経路が存在し，Aap は Aly1/2 を介して膜上へ再誘導される．図は Zhang らの論文から引用

した (218)． 

 

哺乳動物において酸性アミノ酸は栄養素としてだけでなく，興奮性神経伝達物質として高次

脳機能に深く関与する．したがって，シナプス間隙における酸性アミノ酸レベルの制御は非常

に重要であり，この濃度調節は Excitatory Amino Acid Transporter (EAAT) が担っている (226, 

227)．EAAT は L-Glu と L, D-Asp は効率的に輸送するが，D-Glu は輸送しない (227, 228)．EAAT

には 5 つのサブタイプ EAAT1–5 が存在し，酸性アミノ酸の生理機能と一致して，脳を含む中

枢神経系に広く発現している (227, 229, 230)．一方，EAAT3 は神経系以外にも消化器や腎臓な

どに広く分布し，浸透圧調節や栄養源としての酸性アミノ酸取り込みに関与することが示唆さ

れている (227, 229, 230)．EAAT は脳内の興奮性アミノ酸レベルを調節する中心的な役割を担

っており，その機能不全は筋萎縮性側索硬化症や統合失調症，アルツハイマー病のような慢性

神経性疾患や，虚血性脳卒中やてんかんのような急性神経性障害を引き起こす (227, 231-233)．

また近年，ラット精巣ライディッヒ細胞において，EAAT を介した D-Asp 取り込みがテストス

テロンの合成・分泌を増強することが示唆された (52)．さらに，ヒトの精子や精液，卵巣の卵

胞液中に D-Asp が見いだされることから，EAAT による D-Asp 取り込みが生殖細胞の成熟に関

与する可能性が指摘されている (53, 234, 235)． 
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Target of rapamycin (TOR) 

Target of rapamycin (TOR) は酵母 S. cerevisiae においてラパマイシン標的タンパク質として同

定された Ser/Thr キナーゼである (236-238)．ラパマイシンは真核生物の細胞成長・細胞増殖を

阻害し，ラパマイシン処理された細胞は擬似的に栄養飢餓応答の表現型を示す．TOR は真核生

物に高度に保存されており，特に酵母や哺乳動物においてその機能が詳細に調べられてきた． 

酵母や哺乳動物において TORは数種のタンパク質と 2種類の独立した TOR複合体 1, 2 (TOR 

complex 1, 2; TORC1, TORC2) を形成し，様々な代謝プロセスを制御している (Fig. 9) (239, 240)．

ラパマイシンに感受性を示すのは TORC1 のみであり，TORC1 が栄養条件やストレスに応答し

て，細胞の成長を決定するシグナル伝達ネットワークを制御する主要な役割を担っている．

TORC1 は栄養素，特にアミノ酸が豊富に存在し細胞活動が活発な条件で活性化され，タンパク

質や脂質，核酸やリボソームの生合成などを活性化する．逆にオートファジーやいくつかのス

トレス応答経路を抑制する．結果として，TORC1 は生育環境に応じて細胞の同化プロセスと異

化プロセスを協調的に制御し，細胞の恒常性を維持する重要な役割を担っている． 

 

 

Fig. 9. 酵母 TORC1 と TORC2 の構造 

TOR に存在するドメイン (HEAT, FAT, FRB, Kinase, FATC) と TOR 関連タンパク質 (KOG1, TCO89, LST8, 

AVO1–3, BIT61)．TORC1 と TORC2 はともに複数のタンパク質から構成され，二量体を形成していると考えら

れている．TORC1 はラパマイシン感受性であり，栄養条件やストレスに応答して，細胞の成長に関与するシグ

ナル伝達経路を制御している．TORC2 はラパマイシンに非感受性であり，アクチン細胞骨格の形成に関与し

ている．TORC2 の上流の制御因子は不明である．図は Wullschleger らの論文から引用した (240)． 
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酵母の TORC1 は液胞膜上に構成的に局在し，細胞質と液胞内のアミノ酸レベルに応じてそ

の活性が制御される (Fig. 10) (240, 241)．アミノ酸による TORC1 の活性は Ras-related GTP-

binding protein (Rag) GTPase である Gtr1 と Gtr2 からなる Rag 複合体の GTP または GDP 結合状

態によって制御される．アミノ酸の存在に応じて活性化された Rag 複合体は TORC1 と直接相

互作用して TORC1 活性を刺激する．アミノ酸による TORC1 制御モデルは非常に複雑であり，

未解明の部分も多く存在する．例えば，酵母の液胞は特に塩基性アミノ酸を高濃度に蓄積する

ことから，哺乳動物リソソーム以上にアミノ酸プールとして重要な役割を果たすと考えられて

いるが，TORC1 との直接的な関係は明らかにされていない (238, 241)．さらに，細胞が TORC1

の活性制御に対して全 20 種類のアミノ酸センシング機構を有するのか，あるいは特定のアミ

ノ酸のみが TORC1 活性を制御しているのかは現在のところ不明である (238, 241)． 

 

 

Fig. 10. 酵母におけるアミノ酸依存的な TORC1 の活性化機構 

アミノ酸による TORC1 の活性化は GTP または GDP 結合状態によって制御される Rag 複合体を介して行われ

る．Ego1, 2, 3 から構成される複合体 (EGO TC) は結合ドメインを介して液胞膜に繋がれ，Rag 複合体を液胞

膜上にリクルートする．TORC1 は液胞膜上に構成的に存在し，活性型 Rag 複合体 Gtr1GTP-Gtr2GDP によって活

性化される．酵母では Gtr1 に対する LeuRS と Vam6，Gtr2 に対する Lst4-Lst7 が Gtr1GTP-Gtr2GDPの形成を促進

し，GTPase 活性化タンパク質 SEACIT の阻害効果に拮抗する．現在までにアミノ酸が TORC1 を活性化する特

定のシグナル伝達経路がいくつか知られている (i) Leu が結合した LeuRS は Gtr1 と相互作用し Gtr1GTP状態を

維持する．(ii) Met が S-アデノシルメチオニンシンテターゼと Ppm1 メチルトランスフェラーゼを介して PP2Ac

をメチル化し，SEACIT を阻害する．(iii) Lst4-Lst7 複合体は不活性な GtrGTPに結合し，GtrGDP形成を促進する．

しかしながらアミノ酸の存在がどのように Lst4-Lst7 複合体に伝達されるかは不明である．(iv) 哺乳動物にお

いて v-ATPase と AA permeases は Arg や Gln，His レベルを Rag 複合体に伝達することが知られているが，酵母

では液胞内のアミノ酸センシング機構は明らかにされていない．図は Powis らの論文の Figure 1 を一部改変し

引用した (241)． 
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General amino acid control (GAAC) 

 酵母ではアミノ酸飢餓に応答して General amino acid control (GAAC) 経路が活性化される 

(217, 218, 221, 242)．転写因子 Gcn4 は GAAC 経路におけるマスターレギュレーターとして，

アミノ酸生合成や核酸代謝，ペルオキシソーム関連遺伝子を含む 500 以上の遺伝子の発現を

誘導する (Fig. 11C)．Gcn4 レベルは細胞の栄養条件に応答して翻訳や転写，分解など多様な

レベルで制御され，Gcn4p によるアミノ酸生合成遺伝子の転写活性を高めることによってア

ミノ酸飢餓に対処している． 

 

 

Fig. 11. GAAC 経路の活性化メカニズムと Gcn4 が制御する遺伝子群 

(A) アミノ酸非結合型の tRNA は eIF2 の α サブユニットをリン酸化 (eIF2α-P) する．eIF2α-P は GTP-GDP 交

換因子 eIF2B を阻害して TC 形成速度を低下させる．(B) GCN4 遺伝子は 5’UTR に 4 つの uORF をもつ mRNA

として転写される．TC と結合した 40S リボソーム (薄い緑) が uORF1 に到達すると，TC と結合した GTP が

GDP に加水分解され eIF2-GDP が遊離し 60S リボソームがリクルートされて翻訳が開始される (濃い緑)．

uORF1 で翻訳が停止すると 60S リボソームが外れて，40S リボソームがスキャンを続けるが，再び TC を獲得

するまで翻訳を開始することができない (赤)．TC が豊富に存在する条件 (上, GAAC 非誘導条件) では 40S リ

ボソームは uORF4で翻訳を再度開始する事ができる．uORF4の翻訳はGCN4遺伝子の翻訳効率を低下させる．

一方 GAAC 誘導条件 (下) では TC レベルが低いため，40S リボソームは uORF4 を通過し，GCN4 遺伝子の翻

訳を開始できる．(C) Gcn4 は UASGCREコンセンサス配列を持つ遺伝子のプロモーター領域に結合して，転写の

大きなリプログラミングが起こる．図は Ljungdahl らの論文から引用した (217)． 
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細胞内のアミノ酸が不足するとアミノ酸非結合型の tRNAが増加する．Ser/ThrキナーゼGcn2

に tRNA が結合することで Gcn2 が活性化される (Fig. 11A)．活性化された Gcn2 は翻訳開始因

子 eIF2 の α サブユニットをリン酸化し三元複合体 (TC) の形成を阻害することで，細胞全体

の翻訳活性を制限し，過剰なアミノ酸消費を抑制する．GAAC 誘導条件 (貧アミノ酸条件) に

おいて，例外的に GCN4 mRNA の翻訳レベルは増強される．これには GCN4 mRNA 5’UTR に

存在する短い 4 つの ORF (uORF1–4) が関与している (Fig. 11B) (217, 243)．一般に uORF は下

流に存在する真の開始コドンへのリボソーム結合確率を低下させることで翻訳を抑制する．

GAAC 非誘導条件 (富アミノ酸条件) では TC が豊富に存在するために uORF1 の翻訳終了後も

uORF2–4 の翻訳が再始動しやすくなり，GCN4 遺伝子の翻訳効率が低下する．一方で，GAAC

誘導条件では TC が減少するため uORF 上での再翻訳効率が低下し，40S リボソームは mRNA

に沿って移動を続け，GCN4 遺伝子開始コドンからの翻訳を開始できる．結果として，GAAC

誘導条件下では相対的に GCN4 遺伝子の翻訳レベルが増強される．これには uORF1–4 の 3’配

列や各 uORF 間の距離が重要な役割を果たしている (243)．さらに GCN4 遺伝子の翻訳は tRNA

の編集や輸送に欠陥のある細胞で誘導される (244)．これは Gcn2 とは独立して，核内の異常な

tRNA 蓄積を検出する未知のシグナル伝達経路が，細胞質内の TC 形成または機能の阻害を引

き起こし，GCN4 遺伝子の翻訳を誘導するモデルが提唱されている (244)． 

酵母 S. cerevisiae や A. nigar，N. crassa の GCN4 遺伝子は GAAC 誘導条件下において転写レ

ベルが上昇する (245-247)．しかしながら現在のところ GCN4 遺伝子の詳細な転写調節メカニ

ズムは明らかにされていない． 

Gcn4 は栄養源が豊富な細胞では半減期が 5 分以下の非常に短命なタンパク質である (242)．

このような条件では，Gcn4 はサイクリン依存性キナーゼ Pho85 と RNA ポリメラーゼⅡ関連キ

ナーゼ Srb10 によるリン酸化と，ユビキチン結合酵素 Cdc34 とユビキチンリガーゼ複合体

SCFCDC4によるユビキチン化を受け，26S プロテアソームによって迅速に分解される．一方で，

厳しいアミノ酸欠乏条件やタンパク質合成が損なわれた細胞では，主に Pho85 の活性が抑制さ

れることで Gcn4 の安定性が大幅に向上する (242, 248-250)．  
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ピルビン酸カルボキシラーゼ (Pyc) 

 ピルビン酸カルボキシラーゼ（Pyc; EC 6.4.1.1）はビオチンを補因子としてピルビン酸のオキ

サロ酢酸へのカルボキシ化を ATP 依存的に触媒する酵素である (Fig. 12)．Pyc は酵素機能に重

要な 3 つの機能ドメインである N 末端ビオチンカルボキシル化 (BC) ドメインと中央トラン

スカルボキシル化 (TC) ドメイン，C 末端ビオチンカルボキシルキャリア (BCCP) ドメインで

構成される (251)．さらに，3 つのドメイン間をつなぐ領域には酵素の四量体化とアロステリッ

クな調節に関与するドメイン (PT ドメイン) が存在する (252, 253)． 

 

 

Fig. 12. Pyc によるピルビン酸のカルボキシ化 

Pyc は 2 段階の反応によって，ピルビン酸のカルボキシ化を触媒する．BCCP ドメインに結合したビオチンは，

BC ドメイン上で ATP 依存的にカルボキシ化される．カルボキシ化されたビオチンは CT ドメイン上のピルビ

ン酸にカルボキシ基を付与しオキサロ酢酸を生成する． 

 

Pyc は細菌から真菌，植物，動物に至る幅広い生物に見いだされ，生物界に広く保存されて

いる (254, 255)．オキサロ酢酸は TCA サイクルの構成成分であることから，Pyc が欠損すると

効率的な TCA サイクルの代謝回転が阻害される．また，オキサロ酢酸はホスホエノールピル

ビン酸カルボキシキナーゼ (PEPCK) によってホスホエノールピルビン酸 (PEP) を経てグル

コースに変換される (256, 257)．オキサロ酢酸はピルビン酸デヒドロゲナーゼから生成される

アセチル CoA と結合し，TCA サイクルのもう一つの中間体であるクエン酸を形成する (256, 

257)．クエン酸は細胞質にも運ばれ，クエン酸リアーゼによって切断され，アセチル CoA とオ

キサロ酢酸が生成される (256, 257)．細胞質で生成されたアセチル CoA は脂肪酸の合成に利用

される (256, 257)．さらに，オキサロ酢酸は Asp や Asn の前駆体としてアミノ酸生合成にも関

与する (256, 257)．このように Pyc は TCA 回路にオキサロ酢酸を補充するアナプレロティック

酵素として，またエネルギー代謝や糖新生，脂質合成，アミノ酸生合成に関与する同化酵素と

して重要な役割を担っている (Fig. 13)． 
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Fig. 13. 代謝経路における Pyc の生理的役割 

Pyc によるピルビン酸からオキサロ酢酸の生成は，TCA 回路への基質補充および同化基質を提供することで，

エネルギー代謝や糖新生，脂質合成，アミノ酸生合成のような重要な役割を担う． 

 

酵母 S. cerevisiae の PYC1 遺伝子の転写は，L-Asp および L-Glu によって抑制され，エタノー

ルやピルビン酸によって誘導される (258-260)．さらに，Pyc1 の PT ドメインに結合するアセ

チル CoA は正のアロステリック調節因子であり，BC ドメインにおける反応の律速段階を促進

すること，また，BCCP ドメインの BC と CT ドメイン間の物理的な移動を促進すると考えら

れている (253, 261-266)．一方で，L-Asp はアセチル CoA とは異なる部位に結合して，負のア

ロステリック調節因子として機能することが知られている (267, 268)．このように，Pyc1 は細

胞の栄養状態に応じて転写と翻訳後のレベルでその活性が制御されている． 

ほとんどの真核生物において Pyc はミトコンドリアに局在するが，糸状菌 A. nidulans や A. 

terreus，Rhizopus oryzae，R. arrhizus，酵母 S. cerevisiae や Hansenula (Ogataea) porymorpha，Pichia 

(Komagataella) pastoris の Pyc1 はミトコンドリア標的シグナルを欠いており，細胞質にのみ局

在する (256, 269)．真菌 Pyc が細胞質に局在することから，TCA 回路の補充酵素としてだけで

なく，別の生理学的役割に関与する可能性が指摘されている (260, 270)．例えば，いくつかの

糸状菌では，細胞質 Pyc は多量のフマル酸生成に寄与している (269)．また，リンゴ酸デヒド

ロゲナーゼの基質であるオキサロ酢酸を供給し，NAD+と NADH の酸化還元サイクルに関与す

る可能性が指摘されている (271)． 

酵母 H. porymorpha はメタノールを唯一の炭素およびエネルギー源として利用可能な子嚢菌

酵母である．H. porymorpha をメタノールで生育させるとペルオキシソームが増殖しアルコー

ルオキシダーゼ (AO; EC 1.1.3.13) の発現が誘導される (272)．AO は，FAD を補因子とし，メ

タノールのホルムアルデヒドと過酸化水素への酸化反応を触媒する酵素で，ペルオキシソーム

に局在する．AO は 8 つの同一のサブユニットからなるオクタマーを形成することで活性体と
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して機能する (273)．ペルオキシソームに局在するほとんどのタンパク質は，C 末端にトリペ

プチドからなる輸送シグナル PTS1 (peroxisomal targeting signal 1) を有する．PTS1 受容体であ

る Pex5p は C 末端に存在する TPR (tetratricopeptide repeats) ドメインを介して PTS1 を認識し，

ペルオキソームへ PTS1 タンパク質を輸送する (274)．H. porymorpha AO (HpAO) にも PTS1 (-

ARF) が存在し，HpAO モノマーが Pex5p 依存的にペルオキシソームへと輸送され，マトリッ

クス内でオクタマーを形成し活性体として機能する (275-278)．これまでに，H. polymorpha に

おいて細胞内 FAD が制限されたリボフラビン栄養要求性変異体では，HpAO のペルオキシソ

ーム輸送が強く阻害されることが知られていた (279, 280)．このことから，補因子 FADのHpAO

モノマーへの結合がペルオキシソームへの輸送に重要と考えられていた． 

近年，メタノール資化性酵母の Pyc1 はその酵素活性とは独立して，AO を活性化する役割を

担っていることが報告された (281)．Pyc1 を欠損した H. porymorpha や P. pastoris では，新規に

合成された AO モノマーが FAD と結合することができずペルオキシソームへの輸送が阻害さ

れ，酵素活性を持つオクタマーを形成できない (281)．この AO のアセンブリにおける Pyc1 の

役割には酵素学的機能を必要としないこと，また Pyc1 と AO タンパク質が特異的に相互作用

したことから，メタノール資化性酵母の Pyc1 は FAD を AO モノマーに結合させる moonlighting

な機能を有すると考えられている (281-283)．このメカニズムは細胞質での過酸化水素やアセ

トアルデヒドの発生を抑制することで多量のアルコールの処理を可能にし，メタノール資化性

を進化させた可能性が指摘されている (281, 284)．これらの知見から，以下のような Pyc1 によ

る AO の活性化メカニズムが提唱されている (Fig. 14) (281, 285)． 
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Fig. 14. メタノール資化性酵母 H. polymorpha における Pyc1p による AO 活性化メカニズムのモデル 

AO モノマーは細胞質上のリボソームによって合成される．細胞質において，Pyc1p はタンパク質相互作用を

介して，新規に合成された AO モノマーへの補酵素 FAD の結合を媒介する．FAD を含む AO モノマーは PTS1

受容体である Pex5p と結合する．AO-Pex5p 複合体はペルオキシソーム膜を横切って移動し，マトリックス内

で解離する (I)．その後，FAD を含む AO モノマーがオクタマーを形成する．Pex5p は細胞質に戻り (II)，PTS1

タンパク質の再輸入を仲介する．図は Ozimek らの論文から引用した (281)． 

 

 最近，酵母 P. pastoris の PYC1 遺伝子破壊株において D-Ala 上での生育遅延と DAO 酵素活性

の減少が報告されたことから，Pyc1 の DAO 機能発現への関与が指摘された (286)．DAO は AO

と FAD を補因子とするペルオキシソーム酵素であるという共通点から，DAO も AO と同様の

メカニズムで活性化されると考えられている． 
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本研究の目的 

近年，種々の遊離 D-アミノ酸が，微生物からヒトを含む多くの動物にも見いだされ，多様な

生理機能を有していることが明らかになってきた．なかでも，D-Asp は動物に豊富に見いださ

れ，ホルモン合成・分泌や神経伝達に関与していることが明らかにされている．真核生物体内

における D-Asp レベルは，Asp ラセマーゼによる合成と DDO による分解によって制御されて

いる．哺乳動物において Asp ラセマーゼの実体は明確に明らかにされていないが，DDO につ

いては古くから多様な真核生物から単離され，酵素学的諸特性や生理機能などが詳細に解析さ

れてきた．近年，DDO による D-Asp の代謝異常が統合失調症を含む神経性疾患に関与するこ

とが示唆され，DDO による D-Asp レベルの制御機構の解明が期待されている．哺乳動物や真

菌において，酸性 D-アミノ酸の存在によって DDO が誘導発現することが知られているが，そ

の発現制御機構はほとんど明らかにされていない．DDO 遺伝子の誘導発現機構の解明は，D-

Asp と DDO が関わる生理機能や病態の解明において有益な知見をもたらすと考えられる． 

本研究では，酵母 C. humicola UJ1 株における ChDDO 遺伝子の D-Asp 依存的な誘導発現機構

の解明を目的とした．過去の知見から，D-Asp 依存的な ChDDO 遺伝子誘導発現に Aap を介し

た D-Asp 取り込みが関与することが示唆されている．そこで第 1 章では，UJ1 株において D-

Asp取り込みに関与するAapを同定し，ChDDO遺伝子誘導発現との関係性について解析した．

一方，D-アミノ酸の真核生物に対する影響や分子応答に関する知見は乏しかった．そこで第 2

章では，RNA-seq 解析により D-Asp 特異的に発現が変化する遺伝子の網羅的な情報から代謝経

路や細胞プロセスの変化について解析し，ChDDO 遺伝子誘導発現を含む細胞全体の D-Asp 応

答について解析した．さらに近年，メタノール資化性酵母の Pyc1 が，タンパク質間相互作用

による補酵素 FAD の結合補助を介して，DAO の活性化に関与することが示唆された．一方，

ChDDO遺伝子の発現はD-Asp依存的に転写レベルで制御されることが明らかにされているが，

翻訳後においてもChDDOの機能発現が制御されていれば非常に興味深い．そこで第3章では，

UJ1 株において PYC1 遺伝子を同定し，ChDDO 遺伝子の機能発現における Pyc1 の役割につい

て解析した．
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第 1 章 酵母 Cryptococcus humicola UJ1 株のドラフトゲノム解析と D-アスパラギン酸

酸化酵素遺伝子発現に関与するアミノ酸パーミアーゼの機能解析 

 

1. 緒言 

酵母 C. humicola UJ1 株の DDO (ChDDO) の発現は培養液中の D-Asp の存在によって特異的

に誘導され，主に転写レベルで制御されている (113)．また，培養液中に L-Asp が共存するこ

とで D-Asp による ChDDO 遺伝子の誘導発現が抑制されたことから，アミノ酸パーミアーゼ 

(Aap) によるD-Aspの取り込みがChDDO遺伝子の誘導発現に関与すると考えられた (110, 113)．

しかしながら，D-Asp の細胞内取り込みに関与する Aap は不明であった．そこで第 1 章では，

ドラフトゲノム解析によって C. humicola UJ1 株のゲノム情報を取得し，AAP 遺伝子の同定と

遺伝子破壊を通して，Aap と ChDDO 遺伝子誘導発現との関係性について解析した． 
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2. 結果 

2.1. C. humicola UJ1 株のドラフトゲノム解析と D-アミノ酸代謝酵素遺伝子の探索 

Illumina HiSeq 2500 を用いて C. humicola UJ1 株のゲノム配列を解析した (Table 1-1)．その結

果，44,746,782 個の paired-end 配列が生成された．これらの配列の de novo アセンブリにより計

46 個の scaffold が得られた．scaffold は最大で 3,532,612 bp，最小で 151 bp，平均 491,922 bp の

配列長を有しており，N50長と N90長 (scaffold を長い順に加算し，全体の 50%と 90%を超える

長さになった時の scaffold 長) はそれぞれ 1,340,400 bp と 602,907 bp であった．Scaffold を全て

加算した全長は 22,628,423 bp であり，全体の GC 含量は 62.8%であった．酵母 C. neoformans の

遺伝子モデルパラメータでトレーニングした AUGUSTUS を用いた解析により，8,919 個の遺

伝子の存在が予測された．現在までに，C. humicola では，UJ1 株以外に，CBS 4282 株と JCM 

1457 株のドラフトゲノム配列が明らかにされている (287-290)．CBS 4282 株と JCM 1457 株の

ゲノム長と GC 含量は，それぞれ 22,632,906 bp，62.80%と 22,653,840 bp，62.70%であり，UJ1

株と同等であった．また，CBS 4282 株のゲノム配列には 4,376 個の ORF が見いだされている 

(290)．JCM 1457 株のゲノム配列についても UJ1 株と同様の条件で AUGUSTUS を用いて解析

したところ，UJ1 株と同じ 8,919 個の遺伝子の存在が推定された． 

 

Table 1-1. C. humicola UJ1 株と CBS 4282 株，JCM 1457 株のゲノムデータの概要 

 UJ1 CBS 42821 JCM 14572 

Total sequence length (bp) 22,628,423 22,632,906 22,653,840 

Total ungapped length (bp) 22,606,932 22,632,800 22,618,217 

Genome coverage 200x 130x 313x 

G+C content (%) 62.8 62.8 62.7 

Scaffolds (number) 46 21 10 

Scaffold N50 (bp) 1,340,400 1,793,818 3,082,120 

ORF (number) 8,919 4,376 8,919 

1 GenBank assembly accession: GCA_008065275.1, 2 GCA_001600235.1 

 

 次に，UJ1 株に存在する DDO と DAO ホモログ遺伝子を推定するために，ChDDO (g3700) と

酵母 R. gracilis DAO (RgDAO, UniprotKB: Q99489) のアミノ酸配列を用いて UJ1 株のゲノム配

列に対してホモロジー検索を行った．その結果，UJ1 株には 3 つの DAO ホモログ遺伝子 g2200

と g6952，g8917 が見いだされた．また，CBS 4282 株と JCM 1457 株には DDO/DAO ホモログ

遺伝子としてそれぞれ 4 つの遺伝子 (それぞれ TXT10782.1 と TXT06147.1，TXT08871.1，

TXT08777.1および g4124 と g2168，g6973，g7167) が見いだされた．CBS 4282 株の TXT10782.1

と JCM 1457 株の g4124 がコードするタンパク質は ChDDO に対して最も高い 98.4％のアミノ

酸配列同一性を示したことから，DDO をコードすると考えられた (Table 1-2)．また，3 株に見

いだされた他 3 つの DDO/DAO ホモログ遺伝子がコードするタンパク質は全て RgDAO に対し
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て最も高い 26.4–43.2%のアミノ酸配列同一性を示した (Table 1-2)． 

 

Table 1-2. C. humicola UJ1 株と CBS 4282 株，JCM 1457 株における DDO と DAO ホモログの配列情報 

Strain Name Amino acid residues 
Amino acid identity (%) 

vs. ChDDO vs. TdDDO vs. RgDAO vs. TvDAO 

UJ1 ChDDO (g3700) 370 - 26.1 29.6 31.2 

g2200 374 27.5 30.3 37.5 30.3 

g6952 377 34.1 30.3 38.1 30.7 

g8917 367 34.5 29.5 43.1 33.8 

CBS 4282 TXT10782.1 370 98.4 25.9 30.4 30.7 

TXT06147.1 376 34.9 30.4 38.8 30.5 

TXT08777.1 374 34.7 30.3 37.2 30.1 

TXT08871.1 369 27.3 29.3 42.7 33.8 

JCM 1457 g4124 370 98.4 25.9 30.4 30.7 

g2168 377 34.8 30.3 38.7 30.4 

g6973 359 31.2 27.7 38.5 31.8 

g7167 369 27.7 31.0 37.8 31.0 

アミノ酸配列同一性は Needleman-Wunsch アルゴリズムによるグローバルアライメントを用いて算出した．使

用した DDO と DAO のアミノ酸配列のアクセッション番号を以下に示す：ChDDO (UniprotKB: Q75WF1)，

TdDDO (Thermomyces dupontii，真菌ゲノムデータベース Genozymes: talth1p4_002474)，RgDAO (UniprotKB: 

Q99489)，TvDAO (Trigonopsis variabilis，UniprotKB: Q99042)． 

 

次に，UJ1 株と CBS 4282 株と JCM 1457 株に見いだされた DDO と DAO ホモログ遺伝子が

機能的な DDO または DAO をコードしているか推定するために，既知の DDO と DAO のアミ

ノ酸配列とアライメントした (Fig. 1-1)．DDO と DAO の N 末端領域には補因子 FAD との結合

に関与する Wierenga ADP 結合配列 (GxGxxG: x は任意のアミノ酸) が保存されている (291)．

3 株の DDO/DAO ホモログには全て GxGxxG が保存されていた．また，真核生物の DAO と

DDO の C 末端には I 型ペルオキシソーム標的シグナル  (PTS1: [S/T/A/G/C/N]-[R/K/H]-

[L/I/V/M/A/F/Y]) が広く保存されている．3 株の他の DDO/DAO ホモログにはすべて PTS1 が

保存されていることから，ペルオキシソームに局在することが示唆された．また，3 株の

DDO/DAO ホモログには，DDO と DAO において基質 D-アミノ酸の α-アミノ基，α-カルボキシ

基と相互作用することが知られている Tyr と Arg，Gly/Ser 残基が保存されていたが，UJ1 株の

g2200 と CBS 4282 株の TXT08777.1，JCM 1457 株の g7167 には Y ではなく K233 が保存されて

いた (Fig. 1-1)．真菌 DDO の基質結合部位には，D-Asp 側鎖カルボキシ基と相互作用する Arg

残基と His 残基が保存されているが，真菌 DAO では Arg 残基に相当する位置に塩基性以外の

アミノ酸残基が，His 残基に相当する位置には Asn 残基が保存されており，この相違が真菌に
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見いだされる DDO と DAO の区別に有用であることが報告されている (292)．CBS 4282 株の

TXT10782.1 と JCM1457 株の g4124 には真菌 DDO に見られる Arg 残基と His 残基が保存され

ていた．一方，3 株の他の DDO/DAO ホモログには真菌 DAO に見られる Asn 残基が保存され

ていた． 

以上の結果より，アミノ酸配列の同一性と一次構造の比較から，UJ1 株と CBS 4282 株，JCM 

1457株には 1 つのDDO (それぞれ，ChDDO と CBS 4282 株の TXT10782.1，JCM1457株の g4124) 

と 3 つの DAO ホモログ (それぞれ，UJ1 株の g2200 と g6952，g8917 と，CBS 4282 株の

TXT06147.1 と TXT08871.1，TXT08777.1 と JCM 1457 株の g2168 と g6973，g7167) が存在する

と考えられた．これ以降，UJ1 株に見いだされた DAO ホモログ g2200 と g6952，g8917 をそれ

ぞれ ChDAO1 と ChDAO2，ChDAO3 とした．  
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Fig. 1-1. C. humicola UJ1 株と CBS 4282 株，JCM 1457 株の DDO と DAO ホモログの配列比較 

マゼンタは N 末端領域 Wierenga ADP ADP 配列 (GxGxxG) を示す．緑は C 末端領域の PTS1 ([S/T/A/G/C/N]-

[R/K/H]-[L/I/V/M/A/F/Y]) を示す．赤は真菌 DDO または DAO に保存されている His または Asn 残基を示す．

シアンは DDO と DAO において基質 D-アミノ酸の α-アミノ基，α-カルボキシ基と相互作用する Tyr と Arg，

Gly/Ser 残基を示す．黄は ChDDO において基質酸性 D-アミノ酸側鎖カルボキシ基と相互作用する Arg 残基を

示す．マルチプルアライメントには T-COFFEE server (http://tcoffee.crg.cat/) を用いた．  
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UJ1 株と CBS 4282 株，JCM 1457 株の DDO 遺伝子近傍に存在する遺伝子配置を以下に示す 

(Fig. 1-2，Table 1-3)．3 株の DDO 遺伝子近傍に存在する遺伝子は類似しており，UJ1 株の ORF1–

ORF8 間の塩基配列同一性は CBS 4282 株と JCM 1457 株に対してともに 96.7％であった．さら

に DDO 遺伝子近傍には酵母において毒性代謝産物の解毒酵素として機能する glutathione-S-

transferase ホモログ遺伝子 (ORF6) や，D-Ser の毒性低減や資化利用に関与する D-serine dehy-

dratase ホモログ遺伝子 (ChDSD, ORF8, g3704） が存在していた (95, 293)． 

 

 

Fig. 1-2. C. humicola UJ1 株と CBS 4282 株，JCM 1457 株における DDO 遺伝子近傍の遺伝子配置 

 

Table 1-3. C. humicola DDO 遺伝子近傍の各遺伝子の推定機能と塩基配列の比較 

 Putative function 

UJ1 CBS 4282 JCM 1457 

Length 

(bp) 

Length 

(bp) 

Identity 

(%) 

Length 

(bp) 

Identity 

(%) 

ORF1 hypothetical protein 2,982 2,984 100 2,984 100 

ORF2 anion transporter 2,270 1,762 77.4 2,270 99.5 

ORF3 
related to ATPase inhibitor, mi-

tochondrial precursor 
337 337 97.0 334 97.0 

ORF4 
ESCRT-II complex subunit 

VPS36 
1,901 1,896 97.5 1,896 97.5 

ORF5 ChDDO 1,183 1,183 98.4 1,183 98.4 

ORF6 glutathione-S-transferase 633 633 97.9 633 97.9 

ORF7 
2,5-dichloro-2,5-cyclohexadi-

ene-1,4-diol dehydrogenase 
962 959 98.4 959 98.4 

ORF8 D-serine dehydratase 1,739 1,745 98.1 1,724 97.9 

塩基配列同一性は Needleman-Wunsch アルゴリズムによるグローバルアライメントを用いて算出した． 
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 さらに，Blast2GO Basic を用いた ORF の機能アノテーションにおいて，UJ1 株のゲノム配列

には D-アミノ酸代謝に関与する遺伝子として，D-アミノ酸の α-アミノ基にアセチル基を付加し

て D-アミノ酸を不活化する役割を担う D-アミノ酸-N-アセチルトランスフェラーゼ (ChDNT, 

g6193) や D-アミノ酸が付加された tRNA から D-アミノ酸を遊離させることで D-アミノ酸毒性

を低減する D-Tyr-tRNATyr デアシラーゼ (Dtd) ホモログ遺伝子 (ChDTD, g3291) が見いだされ

た (72, 95, 96)．  
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2.2. C. humicola UJ1 株において D-Asp 輸送に関与する Aap の推定 

 C. humicola UJ1 株に存在する Aap ホモログを同定するために，C. neoformans に見いだされ

た 8 個の Aap (Aap1–8) のアミノ酸配列を用いて，UJ1 株のドラフトゲノム配列に対して

BLASTP 検索した (289, 294)．その結果，C. neoformans Aap1–8 に対して有意な類似性 (e-value 

≤ 1.0 × 10−50 かつアミノ酸配列同一性 ≧ 25%) を有する 31 個の Aap ホモログが見いだされ

た (Table 1-4)．これら Aap ホモログは 461–885 個のアミノ酸残基からなり，Table 1-4 に記載し

た各 CnAap に対して最も高いアミノ酸配列同一性を示した．また，いずれの Aap ホモログに

おいても APC super family に典型的な 9–12 個の膜貫通領域の存在が予測された． 

 

Table 1-4. Blastp 検索によって同定された UJ1 株の Aap ホモログ 

No. UJ1 Aap a.a. length TM regions a.a. identity (%) C. neoformans Aap* 

1 g920 (ChAap4) 573 12 69.2 CnAap4 

2 g1333 540 11 65.4 CnAap3 

3 g5887 (ChAap5) 562 12 63.5 CnAap4 

4 g7381 (ChAap1) 573 12 56.3 CnAap2 

5 g6377 555 11 52.8 CnAap3 

6 g1034 564 12 48.0 CnAap7 

7 g6586 555 9 45.7 CnAap3 

8 g7951 543 10 42.8 CnAap7 

9 g2921 557 12 40.5 CnAap3 

10 g2529 885 11 40.3 CnAap8 

11 g4718 553 11 39.9 CnAap1 

12 g6837 560 12 39.6 CnAap3 

13 g5432 554 12 39.5 CnAap2 

14 g8850 559 9 39.1 CnAap1 

15 g6585 601 9 38.8 CnAap3 

16 g231 628 11 35.7 CnAap2 

17 g8479 591 12 35.7 CnAap3 

18 g1106 482 9 35.5 CnAap2 

19 g6073 (ChGap2) 593 12 35.3 CnAap2 

20 g1718 467 11 34.6 CnAap3 

21 g5547 577 10 34.6 CnAap1 

22 g5888 554 12 34.2 CnAap4 

23 g1125 545 11 34.0 CnAap3 

24 g6267 (ChGap3) 607 12 33.9 CnAap2 

25 g6268 (ChGap4) 596 12 33.4 CnAap2 

26 g8907 510 11 33.0 CnAap1 

27 g4165 (ChGap1) 595 12 32.8 CnAap1 

28 g997 562 12 32.0 CnAap3 

29 g7979 469 10 31.4 CnAap2 

30 g8808 536 10 31.1 CnAap3 

31 g8890 461 11 29.0 CnAap3 

膜貫通領域 (TM regions) の予測には HMMTOP server (http://www.enzim.hu/hmmtop/) を使用した．アミノ酸配

列同一性は Needleman-Wunsch アルゴリズムによるグローバルアライメントを用いて算出した．* Fernandes ら

によって同定された C. neoformans の Aap (CnAap1–8) のアミノ酸配列を使用した (294)．  
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 同種のアミノ酸 (プロリン，酸性アミノ酸，塩基性アミノ酸，分岐鎖アミノ酸，芳香族アミ

ノ酸，種々のアミノ酸) の輸送を担う YAT は分子系統樹において同一の clade に分類されるこ

とが知られている (Fig. 1-3，Table 1-5) (159)．UJ1 株に見いだされた 31 個の Aap ホモログのな

かから，D-Asp 輸送に関与する可能性のある Aap を推定するために，輸送アミノ酸が明らかに

されている真菌 YAT のアミノ酸配列とともに分子系統樹を作製した (Fig. 1-3，Table 1-5)．そ

の結果，UJ1株に見いだされたg920とg5887が，酸性アミノ酸の輸送を担うAcidic YATs (CnAap4

と CnAap5，Dip5，PcDip5, AgtA) (178, 180, 181, 214) と同一の clade に分類された．したがって，

g920 と g5887 が UJ1 株において D-Asp 輸送に関与する可能性が示唆された．g920 と g5887 は

それぞれ C. neoformans の CnAap4 と CnAap5 と高いアミノ酸配列同一性を有していたことか

ら，それぞれ ChAap4 と ChAap5 と名付けた (Table 1-4）．また，S. cerevisiae の広基質特異性

Aap である Gap1 は酸性アミノ酸を輸送することが知られている (166)．したがって，General 

YATs clade に分類された g4165 と g6073，g6267，g6268 も UJ1 株における D-Asp 輸送に関与す

る可能性が示唆されたことから，これら Aap ホモログをそれぞれ ChGap1, 2, 3, 4 と名付けた．

加えて，C. neoformansのCnAap1, 2はL-Asp輸送に関与することが示されていることから (213)，

系統的に近縁である UJ1 株の g7381 (ChAap1) も D-Asp 輸送に関与する可能性が示唆された． 
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Fig. 1-3. C. humicola UJ1 株に存在する Aap ホモログと YATs との系統関係 

アライメントソフトウェア MUSCLE を用いて Aap のアミノ酸配列をマルチプルアライメントし，分子進化・

系統解析ソフトウェア MEGA7.0 の Neighbor-Joining 法を用いて，1,000 回のブートストラップ試行によって分

子系統樹を構築した．枝の数字はブートストラップ値 (%)，スケールバーの長さは 20%の相違アミノ酸残基を

示す．解析に用いた Aap のアミノ酸配列の CNAG accession number または UniprotKB accession number を以下

に示す．C. neoformans CnAap1 (CNAG_02539)，CnAap2 (CNAG_07902)，CnAap3 (CNAG_1118)，CnAap4 

(CNAG_00597) ， CnAap5 (CNAG_07367) ， CnAap6 (CNAG_07449) ， CnAap7 (CNAG_05345) ， CnAap8 

(CNAG_00574); Saccharomyces cerevisiae Tat1 (Uniprot: P38085)，Tat2 (P38967)，Tat3 (A4UZ28)，Gap1 (P19145)，

Hip1 (P06775)，Gnp1 (P48813)，Agp1 (P25376)，Agp2 (P38090)，Agp3 (P43548)，Bap2 (P38084)，Bap3 (P41815)，

Sam3 (Q08986)，Mmp1 (Q12372)，Lyp1 (P32487)，Alp1 (P38971)，Can1 (P04817)，Dip5 (P53388)，Put4 (P15380)，

Ssy1 (Q03770); Aspergillus nidulans AgtA (B2M1L6)，PrnB (P18696); Penicillium chrysogenum PcDip5 (Q6SKV7)． 
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Table 1-5. 真菌 Aap の基質特異性 

Name Uniprot Substrate (s) Species Refs. 

Agp1 P25376 Broad range (not L-Lys or L-Arg) S. cerevisiae 
(164, 165, 177, 183-

185) 

Agp2 P38090 L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Phe, L-Thr S. cerevisiae (185-187) 

Agp3 P43548 
L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Phe, L-Ser, L-Thr, L-Asp, 

L-Glu 
S. cerevisiae (179, 185) 

Alp1 P38971 L-Arg S. cerevisiae (179, 188) 

Bap2 P38084 
L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Ala, L-Phe, L-Tyr, L-Met, 

L-Cys 
S. cerevisiae (165, 179, 189-192) 

Bap3 P41815 
L-Val, L-Ile, L-Leu, L-Ala, L-Phe, L-Tyr, L-Met, 

L-Cys 
S. cerevisiae (174, 179) 

Can1 P04817 L-His, L-Lys, L-Arg S. cerevisiae (193-195) 

Dip5 P53388 L-Ala, L-His, L-Asn, L-Gln, L-Asp, L-Glu S. cerevisiae (178, 179) 

Gap1 P19145 

All-natural L-amino acids, some D-amino acids 

(D-Leu, D-Ala, D-His, D-Arg, D-Ser, D-Met, D-

Tyr, D-Trp) 

S. cerevisiae (165-170, 185, 196) 

Gnp1 P48813 
L-Leu, L-Pro, L-Met, L-Cys, L-Ser, L-Thr, L-Asn, 

L-Gln 
S. cerevisiae (164, 179, 197) 

Hip1 P06775 L-His S. cerevisiae (198, 199) 

Mmp1 Q12372 S-Methylmethionine S. cerevisiae (200) 

Lyp1 P32487 L-Lys, L-Met S. cerevisiae (179, 194, 201-203) 

Put4 P15380 L-Pro, L-Ala, L-Gly S. cerevisiae (179, 204-206) 

Sam3 Q08986 S-Adenosylmethionine S. cerevisiae (200, 207) 

Ssy1 Q03770 Amino acid sensor system (Ssy1p-Ptr3p-Ssy5p) S. cerevisiae (176, 208, 209) 

Tat1 P38085 L-Val, L-Leu, L-Ile, L-Cys, L-Tyr, L-Trp, L-His S. cerevisiae (174, 179, 199, 210) 

Tat2 P38967 L-Ala, L-Gly, L-Cys, L-Phe, L-Tyr, L-Trp S. cerevisiae (179, 210, 211) 

Tat3 A4UZ28 L-Leu, L-Phe, L-Tyr, L-Trp S. pastorianus (212) 

CnAap1 J9VRP4 L-Met, L-Pro, C. neoformans (213) 

CnAap2 J9W019 L-Ile, L-Arg, L-Lys C.neoformans (214) 

CnAap3 J9VLA8 No data C. neoformans  

CnAap4 J9VEG4 
L-Gly, L-Ile, L-Val, L-Ser, L-Met, L-Asp, L-Lys, 

L-Phe 
C. neoformans (214) 

CnAap5 J9VF19 Gly, Ile, Pro C. neoformans (214) 

CnAap6 J9VP54 Transport activity has been not observed at 30°C C. neoformans (213) 

CnAap7 J9W199 No data C. neoformans  

CnAap8 J9VLY1 Transport activity has been not observed at 30°C C. neoformans (213) 

PcDip5 Q6SKV7 L-Asp, L-Glu P. chrysogenum (180) 

AgtA B2M1L6 L-Asp, L-Glu A. nidulans (181) 

PrnB P18696 L-Pro A. nidulans (215) 
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2.3. Acidic YATs clade に分類された ChAap4 と ChAap5 の機能解析 

2.3.1. 緒言 

 2.2 節では UJ1 株に 31 個の Aap ホモログを見いだした．基質特異性が既知の真菌 Aap との

分子系統解析において，これら Aap ホモログのうち，ChAap4 と ChAap5 が Acidic YATs clade

に分類されたことから，UJ1 株における D-Asp 細胞内輸送に関与する可能性が示唆された．本

節では，ChAap4 と ChAap5 の詳細なアミノ酸配列情報と ChAAP4 と ChAAP5 遺伝子破壊を通

して両タンパク質のアミノ酸輸送特性と ChDDO 遺伝子誘導発現に与える影響を解析した． 

 

2.3.2. ChAap4 と ChAap5 の一次構造と二次構造 

 ChAap4 と ChAap5 はそれぞれ 574 個と 540 個のアミノ酸残基からなり，C. neoformas で酸性

アミノ酸の輸送に関わる CnAap4 に対して最も高いアミノ酸配列同一性を有しており，それぞ

れ 69.2%と 63.5%であった (Table 1-4)．また，ChAap4 は Acidic YATs である Dip5p と PcDip5，

AgtA に対してそれぞれ 41.5％と 41.7％，43.9％のアミノ酸配列同一性を，ChAap5 はそれぞれ

40.1％と 38.9％，41.2％のアミノ酸同一性を示した．ChAap4 と ChAap5 は 12 個の TM 領域を

持ち，N 末端と C 末端領域は細胞質に配向すると予測され，YAT の典型的なトポロジーと一致

した (Fig. 1-4)．また，TM 領域の位置は，大腸菌のアミノ酸トランスポーター AdiC (Arg/Ag-

matine antiporter) における TM 領域の位置とほぼ一致していた (Fig. 1-4)．両 ChAap の TM1 と

TM6 には，それぞれ GxG モチーフ (x は任意のアミノ酸) と (F/Y)(S/A/T)(F/Y)xGxE モチーフ

が見いだされた (Fig. 1-4)．これらモチーフは Aap に高度に保存されており，それぞれアミノ

酸基質の α-カルボキシ基と α-アミノ基との相互作用に関与することが知られている (152, 153)．

したがって，ChAap4 と ChAap5 は UJ1 株において Acidic Aap として機能することが示唆され

た． 
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Fig. 1-4. ChAap4 と ChAap5 の大腸菌 AdiC (UniprotKB: P60061)とのアミノ酸配列の比較 

TM 領域 (TM1–12) は HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php) によって予測し，黒塗りで示した．

GxG と(F/Y)(S/A/T)(F/Y)xGxE モチーフ (x は任意のアミノ酸)はそれぞれ●と▼で示した．＊と・，：はそれぞ

れ同一のアミノ酸残基と類似性の低いおよび高いアミノ酸残基を示す．  
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2.3.3. ChAAP4 遺伝子と CAAP5 遺伝子破壊株の作製 

 UJ1 株の有する ChAap4 と ChAap5 の D-Asp 細胞内取り込みによる ChDDO 遺伝子誘導発現

への関与を明らかにするために，UJ1 株のウラシル要求性変異株 (ura3) である UM3 株を用い

て，相同組換えに基づく遺伝子置換法により両遺伝子破壊株を作製した (Fig. 1-5)．ChAAP4 と

ChAAP5 遺伝子の破壊は，破壊候補株に対し両遺伝子破壊カセットの領域内外にプライマーを

設定した PCR により確認した (Fig. 1-5A, B)．解析の結果，破壊候補株のみに予想されるサイ

ズの DNA 断片が増幅され，正常な ChURA3 遺伝子を含む破壊カセットがゲノム上の ChAAP4

または ChAAP5 の遺伝子座に挿入されていることが確認された．以上の結果から，ChAAP4 と

ChAAP5 遺伝子破壊株 (ΔChaap4 と ΔChaap5) の作製が確認できた． 

 

 

Fig. 1-5. ΔChaap4 株と ΔChapp5 株の作製 

(A) ChURA3 遺伝子を用いた相同組換えによる ChAAP4 と ChAAP5 遺伝子破壊の概略図．ChURA3 遺伝子は

ChAAP4 と ChAAP5 遺伝子の転写方向に対して逆方向に挿入された．(B) ΔChaap4 株の PCR 解析．(C) ΔChaap5

株の PCR 解析．レーン 1 と 2 は野生株 (UJ1 株) における上流と下流領域を増幅したネガティブコントロー

ル．レーン 3 と 4 は ΔChaap4 株と ΔChaap5 株における上流と下流領域を増幅した． 
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2.3.4. ΔChaap4 株とΔChaap5 株の生育特性解析 

 ChAap4 と ChAap5 のアミノ酸輸送特性を明らかにするために，ΔChaap4 株と ΔChaap5 株の

pH 7.0 における種々のアミノ酸を窒素源とした培地での生育を野生株 (UJ1 株) と比較した 

(Table 1-6)． 

その結果，ΔChaap4 株と ΔChaap5 株はグルコースを唯一の炭素源，NH4Cl を唯一の窒素源と

する培地において野生株と同等の生育を示した．このことから，両 ChAAP 遺伝子の破壊は基

本的な生育に影響を与えないことが分かった．一方，ΔChaap4 株は L-Leu と L-Thr，L-Cys，L-

Asp，D-Asp，L-Glu，L-Phe，L-Trp において，ΔChaap5 株は L-Leu と L-Thr，L-Cys，L-Lys，L-Phe，

L-Trp において有意な生育遅延を生じた．これらの結果から，ChAap4 が酸性アミノ酸と L-Leu，

L-Thr，L-Cys，L-Phe，L-Trp の輸送に関与し，Acidic Aap として機能すると考えられた．一方．

ChAap5 は L-Thr と L-Cys，L-Lys，L-Phe，L-Trp の輸送に関与し，Acidic Aap として機能してい

ないと考えられた．  
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Table 1-6. 各種アミノ酸を窒素源とした培地における ΔChaap4 株と ΔChaap5 株の生育 

Amino acid group N source ΔChaap4 ΔChaap5 

 None n.g. n.g. 

 NH4Cl n.s. n.s. 

Aliphatic L-Ala n.s. n.s. 

 Gly n.s. n.s. 

 L-Ile n.s. n.s. 

 L-Leu 77%* 72%* 

 L-Val n.s. n.s. 

Hydroxylated L-Ser n.s. n.s. 

 L-Thr 69%** 63%** 

Sulphur L-Cys 47%** 48%** 

 L-Met n.s. n.s. 

Acidic/Amide L-Asp 36%*** n.s. 

 D-Asp 67%** n.s. 

 L-Asn n.s. n.s. 

 L-Glu 84%** n.s. 

 L-Gln n.s. n.s. 

Basic L-Arg n.s. n.s. 

 L-Lys n.s. 92%* 

 L-His n.s. n.s. 

Aromatic L-Phe 60%* 79%* 

 L-Trp 53％** 76％* 

 L-Tyr - - 

Imino L-Pro n.s. n.s. 

唯一の炭素源として 55.5 mM グルコース，唯一の窒素源として 10 mM の各窒素源とした合成培地において，

初期 pH 7.0 として 30°C で培養した．数値は野生株 (UJ1 株) の対数増殖中期にあたる生育値 (OD600) を 100％

とした相対値で示した．測定値は Student の t-検定によって統計解析した．n.g.; No growth, n.s.; Non-significant 

differences, -; Not tested,* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 (n = 3)． 
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 Acidic Aap は非プロトン化形態の酸性アミノ酸とより強く結合し (182, 295, 296)，大腸菌の

Aap であり Arg の細胞内輸送に関わる AdiC (Arg/agmatine antiporter) や Glu 輸送に関わる GadC 

(Glu/γ-aminobutyrate antiporter) の基質輸送は pHに依存することが知られている (297)．そこで，

ΔChaap4 株と ΔChaap5 株のアミノ酸生育時における培養液 pH の影響を調査した (Fig. 1-6)． 

 その結果，野生株 (UJ1 株) は試験されたすべての条件で生育可能であったが，特にアミノ

酸を窒素源とした培地において pH の上昇に伴って生育速度が低下した．このことは培養液 pH

の上昇に伴って，細胞のアミノ酸取り込み能力が低下したことを示唆している  (Fig. 1-6)．

NH4Cl を窒素源とした場合，両遺伝子破壊株はいずれの培養液 pH においても UJ1 株と同様の

生育を示した (Fig. 1-6A–C)．しかし，ΔChaap4 株は，pH 3.0 では L-Asp，D-Asp と L-Glu で野

生株と同様の生育を示したが，L-Phe では生育が遅延した (Fig. 1-6D, G, J, M)．pH 7.0 では，L-

Phe に加え L-Asp と D-Asp で生育が遅延した (Fig. 1-6E, H, K, N)．さらに，pH 10 では L-Asp と

D-Asp で全く生育せず，L-Phe では pH 7.0 の時よりもさらに生育が遅延し，加えて L-Glu での

生育遅延が観察された (Fig. 1-6F, I, L, O)．一方，ΔChaap5 株は，いずれの pH においても L-Phe

においてのみ生育遅延が観察され，他のアミノ酸では野生型とほぼ同様の生育が観察された 

(Fig. 1-6 D–O)．以上の結果より，ChAap4 は Acidic Aap として機能し，高アルカリ性 pH 条件下

での L, D-Asp の生育に必須の役割を果たすと考えられた．一方，ChAap5 は L-Phe の取り込み

に関与すると考えられた． 
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Fig. 1-6. ΔChaap4 株と ΔChaap5 株の各種アミノ酸における生育に及ぼす培養液 pH の影響 

野生株 (UJ1 株) は○，ΔChaap4 株は□，ΔChaap5 株は△で示す．唯一の炭素源として 55.5 mM グルコース，

10 mM NH4Cl または各アミノ酸を唯一の窒素源とする培地を pH 3.0 (A, D, G, J, M)，pH 7.0 (B, E, H, K, N) 及

び pH 10.0 (C, F, I, L, O) に調整し，30℃で培養した．各株の生育 (n = 3) は培養液の OD600を経時的に測定し

平均値を示した．  
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2.3.5. ΔChaap4 株とΔChaap5 株における ChDDO 遺伝子発現解析 

 ChAAP4 遺伝子の破壊は，pH 7.0 と 10 において，D-Asp での生育遅延または不能を引き起こ

した (Fig. 1-6）．そこで，ChAap4 と ChAap5 の機能と ChDDO 発現の関係性を明らかにするた

め，異なる pH 条件下で D-Asp を唯一の炭素源および窒素源とした培地で誘導した ΔChaap4 株

と ΔChaap5 株の DDO 活性と ChDDO 転写を解析した (Fig. 1-7)． 

解析の結果，野生株と同様に，ΔChaap4 株と ΔChaap5 株における DDO 活性と ChDDO 転写

は，D-Asp の存在下でのみ誘導され，L-Asp やそれらの非存在下では誘導されなかった．さら

に，野生株の DDO 活性と ChDDO 転写の誘導レベルは pH の上昇に伴って低下し，D-Asp にお

ける生育解析の結果と一致した．また，ΔChaap5 株の DDO 活性と ChDDO 転写の誘導レベル

はいずれの pH においても，野生型と同等であった．一方，ΔChaap4 株の DDO 活性と ChDDO

転写の誘導レベルは，全ての pH において野生型よりも低く，pH 10 では DDO 活性は検出され

なかった．これらの結果から，ChAap4 による D-Asp の取り込みが，D-Asp 依存的な ChDDO 誘

導発現に関与すること，高アルカリ性 pH 条件下における ChDDO 遺伝子の発現において

ChAap4 による D-Asp の取り込みが重要な役割を担っていると考えられた． 
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Fig. 1-7. ΔChaap4 株と ΔChaap5 株における ChDDO 遺伝子誘導発現に及ぼす培養液 pH の影響 

(A) 60 mM D-Asp または L-Asp を唯一の炭素源・窒素源として含む培地，または含まない培地 (None) で誘導し

た細胞の粗抽出液の DDO 活性．酵素活性は pH 3.0 における野生株の酵素活性に対する相対値で示した．測定

値は Student の t-検定によって統計解析した．* p < 5 × 10-4，** p < 5 × 10-6，*** p < 1 × 10-6．(B) ChDDO 遺伝

子の転写レベル．(A) と同様の条件で培養した細胞の total RNA を用いて qRT-PCR によって ChDDO 遺伝子の

転写レベルを解析した．正規化遺伝子として ChTAF10 遺伝子を使用して，pH 3.0 における野生株の転写レベ

ルに対する相対値で示した．測定値は Welch の t-検定によって統計解析された．† p < 5 × 10-4，† p < 5 × 10-7，

††† p < 1×10-7．数値は 3 回の独立した実験の平均値であり，エラーバーは標準偏差を示す．  
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2.4. General YATs clade に分類された ChGap1–4 と ChAap1 の機能解析 

2.4.1. 緒言 

2.3 節では，ChAap4 が L, D-Asp の細胞内輸送に関与することを明らかにした．さらに ChAap4

は高アルカリ性 pH において L, D-Asp を輸送する唯一の Aap であることが示された．一方，酸

性と中性 pH では，その他の Aap が ChAap4 とともに L, D-Asp 輸送を担うことが示唆された．

本節では，酸性と中性 pH において L, D-Asp を輸送する Aap の同定を目的とした．2.2 節にお

いて，UJ1 株において，L-Asp を含む幅広いアミノ酸を輸送する酵母 S. cerevisiae Gap1 に近縁

な Aap として ChGap1, 2, 3, 4 が，酵母 C. neoformans で L-Asp 輸送に関与する CnAap1 と CnAap2

に近縁な Aap として ChAap1 が見いだされた．したがって，これら 5 個の Aap ホモログが，酸

性と中性 pH において，UJ1 株における L, D-Asp の細胞内輸送を担う可能性が高いと考えた．

本節では，これら 5 個の Aap ホモログの詳細なアミノ酸配列情報と AAP 遺伝子破壊を通して，

各タンパク質のアミノ酸輸送特性と ChDDO 遺伝子誘導発現に与える影響について解析した． 

 

2.4.2. ChGap1–4 と ChAap1 の一次構造と二次構造 

ChGap1–4 はそれぞれ 595 個と 594 個，608 個，596 個のアミノ酸残基からなり，分子系統解

析において全て General YATs clade に系統分類された (Fig. 1-3)．ChGap1–4 は，特に S. cerevisiae

の幅広い基質特異性を有する Gap1 と L-His を輸送する Hip1 に対して 37.9–42.1%の高いアミノ

酸配列同一性を示した (Table 1-7)．ChAap1 は 573 個のアミノ酸残基からなり，C. neoformans

において L-Asp 輸送に関与する CnAap1 と CnAap2 に対してそれぞれ 66.3 と 68.0%の高いアミ

ノ酸配列同一性を示した (Table 1-7)．これら 5 つの Aap ホモログには 12 個の TM 領域の存在

が予測され，その位置は大腸菌 Arg トランスポーター AdiC の TM 領域の位置とほぼ一致した 

(Fig. 1-8)．さらに，TM1 と TM6 には YAT タンパク質に広く保存され，アミノ酸輸送に重要な

役割を果たす GxG (x は任意のアミノ酸) と(F/Y)(S/A/T)(F/Y)xGxE モチーフが見いだされた 

(Fig. 1-8) (152, 153)．したがって，ChGap1–4 と ChAap1 が，酸性や中性 pH において L, D-Asp を

輸送する Aap として機能することが示唆された． 

 

Table 1-7. ChGap1–4 と ChAap1 のアミノ酸配列情報 
 

ChGap1 ChGap2 ChGap3 ChGap4 ChAap1 

Amino acid residues (number) 595 594 608 596 573 

Amino acid identity (%) 

     

vs. Gap1 37.9 41.3 40.5 42.1 35.5 

vs. Hip1 39.4 39.1 38.3 39.1 34.4 

vs. CnAap1 32.9 34.8 33.9 32.9 66.3 

vs. CnAap2 32.6 35.3 33.9 33.4 68.0 

アミノ酸配列同一性は Needleman-Wunsch アルゴリズムによるグローバルアライメントを用いて算出した．  
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Fig. 1-8. ChGap1–4 と ChAap1 の AdiC とのアミノ酸配列の比較 

膜貫通領域 (TM1–12) はHMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php) によって予測し，黒塗りで示した．

GxG と(F/Y)(S/A/T)(F/Y)xGxE モチーフ (x は任意のアミノ酸) は，それぞれ●と▼で示した．＊と・，：はそれ

ぞれ同一のアミノ酸残基と類似性の低いおよび高いアミノ酸残基を示す． 
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2.4.3. ChGAP1–４遺伝子と ChAAP1 遺伝子破壊株の作製 

D-Asp による ChDDO 遺伝子誘導発現への ChGap1–4 と ChAap1 の関与を明らかにするため

に，相同組換えに基づく遺伝子置換法により，UJ1 株のウラシル要求性変異株である UM3 株

を用いて，それぞれの遺伝子破壊株を作製した (Fig. 1-9)．各遺伝子の破壊は，遺伝子破壊候補

株に対し，それぞれの遺伝子破壊カセットの領域内外にプライマーを設定した PCR によって

確認した (Fig. 1-9B–F)．解析の結果，破壊候補株のみに予想されるサイズの DNA 断片が増幅

され，破壊カセットがそれぞれの AAP 遺伝子座に挿入されていることを確認した．以上の結果

から，ChGAP1–4 と ChAAP1 遺伝子破壊株 (ΔChgap1–4 と ΔChaap1 株） の作製が確認できた． 

 

 

Fig. 1-9. ΔChgap1–4 株と ΔChapp1 株の作製 

(A) ChURA3 遺伝子を用いた相同組換えによるゲノム上の ChGAP1–4 と ChAAP1 遺伝子破壊の概略図．ChURA3

遺伝子はゲノム上の各 AAP 遺伝子の転写方向に対して逆方向に挿入された．(B) ΔChgap1 株の PCR 解析．(C) 

ΔChgap2 株の PCR 解析．(D) ΔChgap3 株の PCR 解析．(E) ΔChgap4 株の PCR 解析．(F) ΔChaap1 株の PCR 解

析．レーン 1 と 2 は野生株 (UJ1 株) における上流と下流領域を増幅したネガティブコントロール．レーン 3

と 4 はΔChgap1–4 株とΔChapp1 株における上流と下流領域を増幅した．  
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2.4.4. ΔChgap1–4 株とΔChaap1 株の生育特性解析 

 ChGap1–4 と ChAap1 のアミノ酸輸送特性を明らかにするために，ΔChgap1–4 株と ΔChaap1

株の pH 7.0 における種々のアミノ酸を窒素源とした培地での生育を野生株 (UJ1 株) と比較し

た (Table 1-8)． 

その結果，ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株は NH4Cl を唯一の窒素源とする培地において野生株

と同等の生育を示した．しかし，ΔChgap1 株は L-Ser と L-Asn，D-Asp，L-Cys，L-Phe，L-Trp，

ΔChgap2 株は L-Ser と L-Asn，L-Cys，L-Phe，L-Trp，ΔChgap3 株は L-Ser と L-Asn，L-Phe，L-Trp，

ΔChgap4 株は L-Ser と L-Asn，D-Asp，L-Glu，L-Cys，L-Phe，L-Trp，ΔChaap1 株は L-Ser と L-Asn，

L-Glu，L-Phe，L-Trp において有意な生育遅延が生じた．これらの結果から，各 Aap がこれら生

育遅延の観察されたアミノ酸の輸送に関与することが示唆された．  
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Table 1-8. 各種アミノ酸を窒素源とした培地における ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株の生育 

Amino acid group N source ΔChgap1 ΔChgap2 ΔChgap3 ΔChgap4 ΔChaap1 

 None n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. 

 NH4Cl n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

Aliphatic L-Ala n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 Gly n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 L-Ile n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 L-Leu n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 L-Val n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

Hydroxylated L-Ser 75%* 67%** 79%** 80%* 69%* 

 L-Thr n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

Sulphur L-Cys 66%** 80%* n.s. 82%* n.s. 

 L-Met n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

Acidic/Amide L-Asp n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 D-Asp 84%*** n.s. n.s. 77%* n.s. 

 L-Asn 29%*** 32%*** 37%*** 40%** 40%** 

 L-Glu n.s. n.s. n.s. 71%** 76%* 

 L-Gln n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

Basic L-Arg n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 L-Lys n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 L-His n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

Aromatic L-Phe 35%** 25%*** 35%*** 24%*** 26%*** 

 L-Trp 41%* 32%** 38%* 30%* 38%** 

 L-Tyr - -    

Imino L-Pro n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

唯一の炭素源として 55.5 mM グルコース，唯一の窒素源として 10 mM の各窒素源とする合成培地において，

初期を pH 7.0 とし 30°C で培養した．数値は野生株 (UJ1 株) の対数増殖中期にあたる生育値 (OD600) を 100％

とした相対値で示した．測定値は Student の t-検定によって統計解析した．n.g.; No growth, n.s.; Non-significant 

differences, -; Not tested, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 (n = 3–6)． 

  



第 1 章 

51 

 

酵母 S. cerevisiae Gap1 の L-Asp 細胞内輸送における Vmax値は pH が 3.0 から 7.0 に上昇する

と約 1/2 に低下し，Km 値は約 48 倍に増加することが報告されている (298)．また，糸状菌 P. 

chrysogenum において多様なアミノ酸の細胞内輸送を担う General amino acid transport system は

アニオン形態の L-Glu よりも非荷電形態の L-Glu を優先的に輸送することが報告されている 

(295)．このことは，酸性アミノ酸の荷電状態が Aap の輸送特性に影響を及ぼすことを示唆して

おり，ChGap1–4 と ChAap1 の Asp 輸送能力が酸性 pH で高く，アルカリ性 pH で低い可能性が

考えられた．そこで，L, D-Asp における ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株の生育に対する，pH の影

響を調査した (Fig. 1-10)． 

ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株は，グルコースを炭素源，NH4Cl を窒素源とした培地における全

ての pH 条件において，野生株 (UJ1 株) と同様の生育を示した (Fig. 1-10A–C)．一方，L-Asp

を窒素源とした場合，pH 7.0 と 10.0 では全ての破壊株が野生株と同様の生育を示したが，pH 

3.0 では ΔChgap1 株と ΔChgap3 株，ΔChaap1 株が対数増殖期初期において，わずかではある

が有意な生育遅延を示した (Fig. 1-10D–E)．D-Asp を窒素源とした場合，pH 10.0 では全ての遺

伝子破壊株が野生株と同様の生育を示したが，pH 7.0 では ΔChgap1 株と ΔChgap4 株の 2 株が

対数増殖期中期において，わずかではあるが有意な生育遅延を示した (Fig. 1-10H)．また，pH 

3.0 では，全ての遺伝子破壊株が対数増殖期初期から中期にかけて有意な生育遅延を示した 

(Fig. 1-10G)．特に，ΔChgap3株とΔChaap1株の生育遅延が大きかった．以上の結果から，ChGap1–

4 と ChAap1 は L, D-Asp 輸送能力を有し，酸性と中性 pH 条件下での L, D-Asp における生育に

寄与する可能性が示唆された． 
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N source pH ΔChgap1 ΔChgap2 ΔChgap3 ΔChgap4 ΔChaap1 

NH4Cl 3.0 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 7.0 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 10.0 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

L-Asp 3.0 66％*** n.s. 53%*** n.s. 80%** 

 7.0 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

 10.0 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

D-Asp 3.0 76％** 76％** 42％*** 63％*** 39％*** 

 7.0 84%*** n.s. n.s. 77%* n.s. 

 10.0 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 

Fig. 1-10. ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株の L, D-Asp における生育に及ぼす培養液 pH の影響 

唯一の炭素源として 55.5 mM グルコース，10 mM NH4Cl または各アミノ酸を唯一の窒素源とする培地を pH 

3.0 (A, D, G)，pH 7.0 (B, E, H)，pH 10.0 (C, F, I) に調整し，30°C で培養した．各株の生育 (n = 3–6) は培養液

の OD600 を経時的に測定し平均値を示した．表の数値は同グラフにおける野生株 (UJ1 株) の対数増殖初期ま

たは中期にあたる生育値 (OD600) を 100％とした相対値で示した．測定値は Student の t-検定によって統計解

析した．n.s.; Non-significant differences, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001．  
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2.4.5. ΔChgap1–4 株とΔChaap1 株における ChDDO 遺伝子発現解析 

ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株は pH 3.0 と 7.0 の D-Asp 上でわずかではあるが，有意に生育が

遅延した (Fig. 1-10)．次に ChGap1–4 と ChAap1 の機能と ChDDO 発現の関係性を明らかにす

るため，異なる pH 条件下で D-Asp を唯一の炭素源および窒素源とした培地で誘導した

ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株細胞の DDO 活性と ChDDO 転写を解析した (Fig. 1-11)． 

解析の結果，D-Asp における生育解析の結果と一致し，野生株の DDO 活性と ChDDO 転写の

誘導レベルは pH の上昇に伴って低下した．さらに，ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株の DDO 活性

と ChDDO 転写の誘導レベルは，pH 3.0 において野生株の約 4 割にまで著しく低下したが，pH

の上昇に伴って誘導レベルが野生株と同等レベルにまで回復する傾向が観察された．この結果

は，ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株の D-Asp 上での生育解析の結果と概ね一致しており，ChGap1–

4 と ChAap1 が主に低 pH 条件下で D-Asp 輸送を担う Aap であり，ChDDO 遺伝子の誘導発現に

関与することを示している． 
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Fig. 1-11. ΔChgap1–4 株と ΔChaap1 株の ChDDO 遺伝子の発現誘導に及ぼす培養液 pH の影響 

(A) 60 mM D-Asp を唯一の炭素源・窒素源として含む培地で誘導した細胞の粗抽出液の DDO 活性．酵素活性は

pH 3.0 における野生株 (UJ1 株) の酵素活性に対する相対値で示した．測定値は Student の t-検定によって，そ

れぞれの pH における野生株の数値に対して統計解析した．* p < 5 × 10-2，** p < 1× 10-2，*** p < 5 × 10-4．(B) 

ChDDO遺伝子の転写レベル．(A) と同様の条件で培養した細胞の total RNAを用いてqRT-PCRによってChDDO

遺伝子の転写レベルを解析した．正規化遺伝子として ChTAF10 遺伝子を使用して，pH 3.0 における野生株の

転写レベルに対する相対値で示した．測定値は Welch の t-検定によって，それぞれの pH における野生株の数

値に対して統計解析した．† p < 5 × 10-2，†† p < 5 × 10-3，††† p < 1×10-4．数値は 3 回の独立した実験の平均値で

あり，エラーバーは標準偏差を示す．  
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3. 考察 

C. humicola UJ1 株のドラフトゲノム解析と D-アミノ酸代謝酵素遺伝子の探索 

真菌において D-アミノ酸資化や毒性低減に関わる酵素として，DDO や DAO，D-Ser デヒド

ラターゼ (DSD)，D-アミノ酸-N-アセチルトランスフェラーゼ (DNT)，D-Tyr-tRNATyr デアシラ

ーゼ (DTD)，Ala ラセマーゼ，Ser ラセマーゼが報告されている (299, 300)．これらのうち，UJ1

株には ChDDO の他に 3 つの DAO と 1 つの DSD と DNT，DTD ホモログ遺伝子が見いだされ

た． 

酵母 S. cerevisiae には DDO と DAO ホモログ遺伝子は存在せず，酵母 Schizosaccharomyces 

pombe には 1 つの DAO ホモログ遺伝子のみが見いだされている (301)．一方，T. dupontii や

Rasamsonia emersonii を含むいくつかの好熱性真菌のゲノム配列には DDO と DAO ホモログ遺

伝子がそれぞれ 1 つずつ見いだされている (302)．また，多くの哺乳類においても両ホモログ

遺伝子が 1 つずつ存在する (58)．一方，C. humicola に近縁の酵母 C. neoformans と C. gattii に

は 1 つの DDO と 2 つの DAO ホモログ遺伝子が見いだされている (303)．本研究では，C. 

humicola UJ1 株と CBS 4282 株，JCM 1457 株には他の真核生物と比べて多い 1 つの DDO と 3

つの DAO ホモログ遺伝子を有していることが分かった．C. humicola に見いだされた DDO と

多数の DAO ホモログの系統的関係を明らかにするために，他の真菌の DDO と DAO のアミノ

酸配列を用いて系統解析した (Fig. 1-12)．ChDAO1, 2 は CgDAO1, 2 および CnDAO1, 2 と clade

を形成し，ReDDO や TdDDO と近縁であったことから，C. humicola では真菌 DDO から分岐し

て ChDAO1 を獲得し，さらに ChDAO1 から分岐して ChDAO2 を獲得したことが示唆された．

一方，ChDAO3 は ChDAO1, 2 とは独立して SpDAO と近縁であった．また，ChDDO は CgDDO

および CnDDO と clade を形成し TvDAO や TdDAO と近縁であった．したがって，C. humicola

では真菌 DAO から分岐して新たに ChDAO3 を獲得し，さらに ChDAO3 から分岐して ChDDO

を獲得したことが示唆された． 

真菌において，DDO や DAO は，D-アミノ酸の生育への利用や毒性の低減を担っている (73, 

113, 304)．C. gattii の主要な生態学的生息場所は植物であり，いくつかの D-アミノ酸種が高等

植物に存在することから，それら D-アミノ酸を生育に利用していると考えられている (305, 

306)．また，C. neoformans と C. gattii は哺乳動物に感染し，Cryptococcus 症と呼ばれる日和見

感染症を引き起こす代表的な種であり，C. humicola による感染もいくつか報告されている 

(306-308)．哺乳動物にも多様な D-アミノ酸が存在することから，これら病原性真菌の D-アミノ

酸の利用能は病理学的に非常に重要であると考えられている (303)．C. neoformans H99 株と C. 

gattii R265 株に存在する 1 つの DDO と 2 つの DAO はそれぞれが異なる基質特異性を有し，多

様な D-アミノ酸での生育や病原性に関与することが示唆されている (303)．現在，UJ1 株を含

む C. humicola がどの様な D-アミノ酸を生育に利用できるかは不明であるが，C. humicola の

DDO と多数の DAO ホモログの存在は，多様な D-アミノ酸での効率的な生育を可能にしてい

るかもしれない． 
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Fig. 1-12. C. humicola DDO と DAO ホモログの分子系統解析 

DDO と DAO のアミノ酸配列を MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) によってマルチプルアライ

メントし，Gblocks server (http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html) によって配列の保存領域を

抽出した．系統樹は MEGA 7.0 の Neighbor-Joining 法を用いて，ブートストラップ試行 1,000 回によって構築し

た．赤字は C. humicola 由来 DDO と DAO ホモログを示す．外群として細菌 Pseudomonas aeruginosa DAO 

(PaDAO) を用いた．枝の数字はブートストラップ値 (%)，スケールバーの長さは 10%の相違アミノ酸残基を

示す．略称: Ch, C. humicola; Cg, C. gattii; Cn, C. neoformans; Sp, S. pombe; Tv, T. variabillis; Td, T. dupontii; Re, R. 

emersonii; Rg, R. gracilis; Pa, P. aeruginosa．解析に用いた DDO と DAO のアミノ酸配列のアクセッション番号を

示す: ChDDO, UniprotKB Q75WF1; CgDDO, CNBG_1742; CgDAO1, CNBG_4524; CgDAO2, CNAG_4227; CnDDO, 

CNAG_05802; CnDAO1, CNAG_03562; CnDAO2, CNAG_02532; ReDDO, Ensembl Fungi T310_4920; ReDAO, En-

sembl Fungi T310_5354; Fungal Genome Database Genozymes Talth1p4_002474; TdDAO, Fungal Genome Database 

Genozymes Talth1p4_001973; SpDAO, UniprotKB Q9Y7N4; RgDAO, UniprotKB P80324; TvDAO, UniprotKB Q99042; 

PaDAO UniprtotKB Q9I602.  
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DSD は D-Ser の分解代謝に，DNT は D-アミノ酸の α-アミノ基にアセチル基を付加して D-ア

ミノ酸の毒性を不活化する役割を担っている (95, 96)．DTD は，D-アミノ酸が誤って結合した

tRNA から D-アミノ酸を除去することで，D-アミノ酸の毒性低減に寄与すると考えられている 

(72)．したがって，UJ1 株においてもこれら酵素が D-アミノ酸の毒性低減に関与していると考

えられる．酵母 S. pombe において Ala ラセマーゼは DAO とともに D-Ala の資化利用に関与し

ている (137)．一方，UJ1 株において Ala ラセマーゼなどの D-アミノ酸の合成に関わる酵素は

見いだされなかった．このことから，ChDDO を含むこれら D-アミノ酸代謝酵素は，外因性の

D-アミノ酸代謝に関与すると考えられた． 
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C. humicola UJ1 株における Aap ホモログの推定 

 各々の真菌において YAT family に属する Aap の個数は種によって多様である．最も詳細に

解析されている酵母 S. cerevisiae には 24 個の Aap が存在する (309)．一方，Fernandes らによ

れば，子嚢菌門に属する Neurospora crassa と Aspergillus nidulans，Candida albicans にはそれ

ぞれ 17 個と 38 個，31 個の Aap ホモログが，担子菌門に属する C. neoformnas と Ustilago 

maydis，Coprinopsis cinerea にはそれぞれ 10 個と 9 個，8 個の Aap ホモログの存在が報告され

ており，担子菌門に属する真菌に見いだされる Aap の個数の方が少ない (294)．C. humicola 

UJ1 株は担子菌門に属するが，他の担子菌に見いだされる Aap の個数よりも非常に数が多

い，31 個の Aap ホモログが見いだされた (Table 1-4)．また，CnAap1–8 のアミノ酸配列を用

いて，CBS 4282 株と JCM 1457 株のゲノム配列に対して，BLASTP 検索したところ CBS 4282

株には 20 個，JCM 1457 株には 30 個の Aap ホモログが見いだされた (e-value ≤ 1.0 × 10−50)．

したがって，C. humicola は担子菌門の中で特に多くの Aap ホモログを有していることがわか

った． 

Aapの個数の違いは，生育におけるアミノ酸の利用の違いをもたらす可能性がある．例えば，

C. neoformans は L-Ala や L-Cys，L-Thr，L-His を単一窒素源として利用することができず，L-

Val や L-Leu，L-Ile，L-Met は単一窒素源として有効に利用できない (214)．この理由として，C. 

neoformans ゲノム上にコードされた Aap の数が少なく，これらアミノ酸の取り込み量が低いこ

とに起因すると考えられている (214, 294, 310)．一方，C. humicola UJ1 株は，窒素源として用

いた全てのアミノ酸において NH4Cl と同等の生育が可能であったことから，UJ1 株に存在する

多くの Aap は幅広いアミノ酸上での生育に寄与している可能性がある． 
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基質特異性と系統分類 

性質が類似したアミノ酸を輸送する Aap は分子系統樹において同一の clade に系統分類され

ることが知られている (311)．例えば，子嚢菌酵母 S. cerevisiae，P. chrysogenum，A. nidulans に

おいて酸性アミノ酸の輸送を担うAapはそれぞれ1つ見いだされており (Dip5，PcDip5，AgtA） 

Acidic YATs cladeに分類される (Fig. 1-3）．担子菌酵母C. humicola UJ1株ではChAap4とChAap5，

C. neoformansでは CnAap4 と CnAap5 の 2つの Aapが Acidic YATs clade に系統分類された (Fig. 

1-3)．至適生育温度において，C. neoformans の CnAap4 は L-Asp を含む幅広いアミノ酸の輸送

に関与するが，CnAap5 は Acidic YATs clade に分類されるにもかかわらず酸性アミノ酸の輸送

に関与せず，Gly や L-Ile，L-Pro の輸送に関与することが報告されている (214)．本研究におい

ても，UJ1 株の Acidic YATs clade に属する 2 つの Aap のうち ChAap4 のみが酸性アミノ酸の輸

送に関与し，ChAap5 は主に L-Cys や L-Thr の輸送に関与することが示された (Table 1-6)．YAT

ファミリーに属する Aap は分子系統解析によって，各々の Aap の基質特異性が推定できるが，

例外も報告されている．例えば，S. cerevisiae の Hip1 や Tat2 は，それぞれ His と Trp 特異的な

Aap であるが，分子系統解析では Gap1 と同じ広基質特異性 Aap に分類される (159)．このよ

うな分子系統分類と Aap の基質特異性の相違は，アミノ酸輸送能の欠損 (あるいは不足) を補

うための進化に起因すると考えられている (159)．ChAap4 と ChAap5 はアミノ酸配列の同一性

が高く，遺伝子のエキソン-イントロン構造が同一であったことから (Fig. 1-13)，これら遺伝子

が遺伝子重複によって生成されたことが示唆された (312, 313)．したがって，ChAap5 は ChAap4

から分岐進化した結果，酸性アミノ酸の輸送能力を失い，逆に L-Cys や L-Thr の輸送能力を獲

得したと考えられる． 

至適生育温度において C. neoformans の CnAap1 は L-Met と L-Pro を輸送し，CnAap2 は L-Ile

と L-Arg，L-Lys の輸送に関与する (213, 214)．さらに，CnAAP1 と CnAAP2 の二重遺伝子破壊

株は酸性アミノ酸を含む幅広いアミノ酸上で生育遅延を生じることから，CnAap1 と CnAap2 は

基質特異性が広く重複していることが示唆されている．一方，UJ1 株からは ChAap1 のみが

CnAap1, 2 と clade を形成した (Fig. 1-3)．ChAap1 は主に酸性アミノ酸と芳香族アミノ酸の輸送

に関与しており，CnAap1, 2 よりも基質特異性が狭いことが示唆された (Table 1-8)．CnAap1, 2

が幅広い基質特異性を有することは，存在する Aap の個数が関係している可能性がある．C. 

neoformans で基質特異性の広い複数の Aap (CnAap1, 2) を有することで，多様なアミノ酸輸送

に少数の Aap で対応していると考えられる． 

 一方，ChAAP1 遺伝子のエキソン-イントロン構造は ChAAP4, 5 遺伝子と同一であったことか

ら，ChAAP1, 4, 5 遺伝子が遺伝子重複によって生成されたことが示唆された (Fig. 1-13)．さら

に，ChAap1 は系統的に ChAap4, 5 と近縁であり (Fig. 1-3)，ChAap1 と ChAap4, 5 の基質特異性

は酸性アミノ酸や芳香族アミノ酸を輸送する点で共通していたが，ChAap1 は L-Ser と L-Asn の

輸送にも関与することが示唆された (Table 1-6, Table 1-8)．したがって，ChAap1 は ChAap4, 5

から分岐し，酸性および芳香族アミノ酸の輸送能力を保持したまま，L-Ser と L-Asn の輸送能力

を獲得することで基質特異性を拡張したと考えられる． 
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Fig. 1-13. ChAAP1 と CnAAP1, 2 および Acidic YATs clade の AAP 遺伝子のエキソン-イントロン構造 

各 AAP 遺伝子のコーディング領域におけるエキソンとイントロンをそれぞれ黒箱と黒線で示す．色分けは系

統樹における clade を示している．数値はエキソンとイントロンの塩基長 (bp)を示す． 
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 UJ1 株の Aap ホモログのうち，ChGap1–4 の 4 つの Aap が General YATs clade に系統分類さ

れ，いずれの Aap も酸性アミノ酸輸送に関与することが示唆された (Fig. 1-3, Fig. 1-10，Table 

1-6, Table 1-8)．また，ChGAP1–4 遺伝子破壊株のアミノ酸上での生育挙動は非常に類似してい

ることから，これら Aap の基質特異性は類似していると考えられる．S. cerevisiae の Gap1 がほ

とんどのアミノ酸を輸送することができるのに対して，ChGap1–4 の輸送アミノ酸基質は狭い

ことが示唆された．この理由として，Aap の輸送基質を単一遺伝子破壊株の生育によって間接

的に観察しているため，実際にはアミノ酸を取り込んでいるが生育能に影響を与えなかった可

能性が考えられる．S. cerevisiae DIP5 遺伝子破壊株の酸性アミノ酸での生育は Gap1 の取り込

みによって相補される (178)．また，C. neoformans の ChAAP1, 2 遺伝子二重破壊株および

CnAAP4, 5 遺伝子二重破壊株はそれぞれの単一遺伝子破壊株よりも広範なアミノ酸において生

育遅延を生じる (213, 214)．したがって，ChGap1–4 は互いにアミノ酸輸送機能を相補しあって

いる可能性がある．各 Aap の機能を詳細に明らかにするためには，AAP 遺伝子の多重破壊株の

解析やアミノ酸輸送の直接的な測定が必要である． 

S. cerevisiae の Aap のうち Gap1 や Agp1，Gnp1 などの広基質特異性を有する Aap が General 

YATs cladeに含まれるが，Hip1 や Tat2のように基質特異性が狭いAapも含まれる (Fig. 1-3)．

Gournas らは，分子系統解析は基質特異性の決定には十分ではなく，同一 clade 内に複数の

Aap が存在することは，それらが異なる基質特異性を持ち生理的に異なる役割を担う可能性

を示唆していると報告している (159)．S. cerevisiae では多様なアミノ酸の輸送を補うために，

General YATs clade で Aap の重複が起こったと考えられている (159)．したがって，C. humicola 

UJ1 株においても同様に，輸送基質を補うために General YATs clade における Aap の重複が

起こった可能性が十分考えられる．一方，ChGAP1–4 のエキソン-イントロン構造は異なって

いた (Fig. 1-14)．このことは，これらに共通の祖先遺伝子が同一 clade 内においてイントロン

の欠失や挿入が繰り返されたことを示唆している (312, 313)． 

 

 

Fig. 1-14. ChGAP1–4 と GAP1，HIP1 遺伝子のエキソン-イントロン構造 

各 AAP 遺伝子のコーディング領域におけるエキソンとイントロンをそれぞれ黒箱と黒線で示す．数値はエキ

ソンとイントロンの塩基長 (bp)を示す．  
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基質特異性と構造因子 

 これまでに，APC スーパーファミリーに属する Aap のうち，大腸菌の L-Arg トランスポータ

ーAdiC と L-Glu トランスポーターGadC の結晶構造が明らかにされている (297, 314)．この構

造をもとに，これまでに YAT family に属する 8 つの Aap のモデル構造が作成され，基質ドッ

キングシミュレーション解析や変異導入解析により，TM1，TM3，TM6，TM8 と TM10 におけ

るいくつかのアミノ酸残基が，Aap の基質結合ポケットやその近傍に位置し，基質特異性に関

与していることが明らかにされている (153, 159, 225, 315)．Fig. 1-15 に，本研究で見いだされ

た ChAap1, 4, 5 と ChGap1–4 といくつかの Aap の TM1, 3, 6, 8, 10 領域を示した．Gournas らに

よって，(1) YAT family に高度に保存され，基質アミノ酸骨格との相互作用が予測されるアミノ

酸残基と (2) 保存性が低く基質アミノ酸側鎖との相互作用が予測されるアミノ酸残基が分類

されている (Fig. 1-15) (159)．これらのアミノ酸残基は，ChAap1, 4, 5 と ChGap1–4 の三次元構

造モデルにおいても，基質結合ポケット近傍に位置すると予測された (Fig. 1-16)．ChAap1 の

Y..S…TI..E (TM3)，Q..F.FIG (TM6)，SD (TM8)と S (TM10) は同じ clade の属する CnAap1 と

CnAap2 のものと，また ChGap1–4 の Y...W...L..E (TM3)，T..F.F.G (TM6)，S (TM8)と S (TM10) は

同じ clade に属する Gap1，Tat2，Bap2 のものと非常に類似していた (Fig. 1-15)．したがって，

これらアミノ酸残基がChAap1とChGap1–4の基質特異性に関与している可能性がある．一方，

Acidic YATs clade の Aap には Y..KY…….Q (TM3)，SD (TM8) や V (TM10) が完全に保存されて

いたことから，これらアミノ酸残基が酸性アミノ酸の輸送特性に関与する可能性が示唆された

が (Fig. 1-15)，酸性アミノ酸を輸送しない ChAap5 にも保存されていることから，Aap の酸性

アミノ酸の輸送能を決定する必要十分な要件ではないようである．基質結合部位に加えて他の

領域も Aap の基質特異性に影響を与えることから (153)，基質特異性に関与する構造的要因を

明確に示すためには，部位特異的変異導入実験などのさらなる解析が必要である． 
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Fig. 1-15. Aap の基質特異性に関与する可能性のあるアミノ酸残基 

Aap の色分けは系統樹における clade を示す: 黄, CnAap1, 2 clade; 赤, Acidic YATs clade; 緑, General YATs clade; 

橙, Proline Yats clade;青, Basic YATs clade. 赤で示されるアミノ酸残基は基質アミノ酸の主鎖との相互作用が予

測されるアミノ酸残基を示す．青で示されるアミノ酸残基は基質アミノ酸の側鎖との相互作用が予測されるア

ミノ酸残基を示す．緑で示されるアミノ酸残基は基質特異性に間接的に影響を与えることが予測されるアミノ

酸残基を示す． 
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Fig. 1-16. Aap の基質結合部位の比較 

(A) AdiC の三次元構造 (PDB ID: 3L1L)，(B) ChAap4 の三次元構造モデル，(C) ChAap5 の三次元構造モデル，

(D) ChAap1 の三次元構造モデル，(E) ChGap1 の三次元構造モデル，(F) ChGap2 の三次元構造モデル，(G) ChGap3

の三次元構造モデル，(H) ChGap4 の三次元構造モデル．Aap の三次元モデル構造は I-TASSER On-line Server 

(https://zhanggroup.org/I-TASSER/) を用いて構築した．A 図中央に示される黒色の分子は基質 Arg を示す．アミ

ノ酸残基の色分けはそれぞれ青:TM1，緑:TM3，ピンク:TM6，黄:TM8，橙:TM10 を表す． 
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大腸菌の L-Arg トランスポーターである AdiC において，正電荷を帯びた輸送基質である L-

Arg が負に帯電した基質結合ポケットに配置されていることから (Fig. 1-17A)，静電的な相互

作用が基質特異性と輸送能力に寄与していると考えられている (316, 317)．Acidic Aap である

ChAap4 と Dip5 のモデル構造の基質結合部位の静電ポテンシャルを解析したところ，正に帯電

していることが示唆された (Fig. 1-17B, D)．一方，Asp を輸送しない ChAap5 の基質結合部位

は中性であることが示唆された (Fig. 1-17C)．したがって，Acidic Aap の ChAap4 と Dip5 の基

質結合部位における正の静電ポテンシャルが，負に帯電した酸性アミノ酸の輸送能に寄与する

と考えられた． 

 

 

Fig. 1-17. 基質結合部位の静電ポテンシャル 

(A) AdiC の三次元構造 (PDB ID: 3L1L)，(B) ChAap4 の三次元構造モデル，(C) ChAap5 の三次元構造モデル，

(D) Dip5 の三次元構造モデル．静電ポテンシャルは PyMOL 2.3x によって算出し，青は正電荷，赤は負電荷を

示し，色の濃淡はポテンシャルの強さを反映している． 

 

ChAAP1,4 と ChGAP1–4 遺伝子破壊株の D-Asp における生育遅延は L-Asp よりも大きい傾向

が観察された (Fig. 1-6, Fig. 1-10)．糸状菌 N. crassa のアミノ酸輸送系Ⅳの L-Asp と D-Asp に対

する Km 値はそれぞれ 13 と 5.4 µM であることが報告されている (182)．したがって，真菌の

Aap は L-Asp よりも D-Asp をより効率的に輸送すると考えられる．このことは，環境中の存在

量が L-Asp よりも少ない D-Asp を効率的に利用するために寄与するかもしれない．  
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アミノ酸における生育に及ぼす培養液 pH の影響 

 YAT はプロトンシンポーターであり，プロトン勾配 (細胞外 > 細胞内)を駆動力としてアミ

ノ酸を輸送する．したがって，細胞外 pH の上昇に伴いアミノ酸輸送能力が低下するため，ア

ルカリ性 pH 条件下においてアミノ酸での生育速度の低下を引き起こしたと考えられる (Fig. 

1-6, Fig. 1-10)．また，ΔChaap4 株の酸性アミノ酸での生育は pH の上昇に伴って顕著に遅延し，

特に L, D-Asp における生育能は pH 10.0 で完全に失われた (Fig. 1-6)．一方，ΔChgap1–4 と

ΔChaap1 株の L, D-Asp における生育は，酸性または中性 pH でわずかに遅延し，アルカリ性 pH

では野生株と同等であった (Fig. 1-10)．真菌において酸性アミノ酸は，非特異的な (基質特異

性の広い) General Aap と Acidic Aap によって輸送される (153, 182, 295, 296)．酵母 S. cerevisiae 

Gap1 の L-Asp に対する Vmax値と Km値は pH 3.0 から 7.0 にかけて，それぞれ約 1/2 倍と約 48

倍に変化する (298)．これは，L-Asp の荷電状態が輸送能力に影響を与えることを示しており，

Gap1 のプロトン化形態の酸性アミノ酸に対する輸送能が高いことを示している (298)．また，

糸状菌 P. chrysogenum の General amino acid transport system は-1 の荷電形態の L-Glu よりも非荷

電形態の L-Glu を優先的に輸送する (295)．一方，P. chrysogenum の酸性アミノ酸輸送システム

は-1 の荷電形態と非荷電形態の酸性アミノ酸を同等の親和性で輸送する (295)．しかしながら，

酸性アミノ酸の側鎖カルボキシ基の荷電状態と Aap の輸送特性に関する分子メカニズムの詳

細は明らかにされていない． 

Asp (pI=2.77) の α-カルボキシ基，α-アミノ基と β-カルボキシ基の pKa はそれぞれ 1.99，9.90

と 3.90 であるため，pH 3.0 において Asp の約 90%が±0 の荷電状態をとる．pH 7.0 ではカルボ

キシ基のほとんどが脱プロトン化され，-1 の荷電形態が支配的となり，pH 10 では α-アミノ基

の一部も脱プロトン化され，約 40%の Asp が-1 の荷電形態で存在していると考えられる．この

ことは，ChAap1 と ChGap1–4 が S. cerevisiae Gap1 や P. chrysogeneum の General amino acid 

transport system と，また ChAap4 が P. chrysogenum の酸性アミノ酸輸送システムと同様の輸送

特性を持っていることを示唆している．すなわち，酸性 pH 環境では ChAap1, 4 と ChGap1–4 の

すべてが Asp 輸送に関与しているが，環境 pH が上昇するにつれて ChAap1 と ChGap1–4 の Asp

輸送能力が低下する．一方，高アルカリ性環境では ChAap4 のみが Asp 輸送能力を保持し，生

育をサポートするための効率的な Asp 輸送を担っていると考えられる． 

 pH 10 において ΔChaap4 株は L-Glu 上で生育は遅延するものの十分生育できたことから，ア

ルカリ性 pH 環境において ChAap4 の他にも Glu 輸送活性を有するトランスポーターが存在す

ることが示唆された．Glu の α-アミノ基の pKa を 9.47 とすると，pH 10.0 において約 80%が-2

の荷電形態で存在することから，ジカルボン酸を輸送するパーミアーゼが L-Glu の取り込みに

関与している可能性がある (318)． 

ΔChaap4 株は L-Phe 上での生育においても，酸性アミノ酸と同様に pH の上昇に伴って生育

遅延が顕著に増大した (Fig. 1-6)．S. cerevisiae Gap1 の分岐鎖アミノ酸 Leu に対する Km値は pH 

2.0 から pH 7.0 にかけてほとんど変化しない (298)．Leu (pKa=2.73, 9.74, pI=5.98) は pH 2.0 に
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おいて+1 の荷電形態が約 80%，pH 7.0 では非荷電形態が支配的に存在している．このことか

ら，Gap1 は+1 の荷電形態と非荷電形態の Leu に対して同等の親和性を持っていると考えられ

る．大腸菌 AdiC は輸送基質として Arg+2よりも Arg+1に対して選択性が高いが，Arg の α-カル

ボキシ基のプロトン化状態ではなく基質の総体的な荷電状態に基づいて基質を区別している

ことが明らかにされている (319)．このことは，Aap の輸送特性が基質アミノ酸の側鎖だけで

なく，α-カルボキシ基や α-アミノ基の荷電状態によっても変化することを示唆している．Phe 

(pKa=2.73, 9.31, pI=5.48) は pH 3.0 と pH 7.0 において非荷電形態が支配的であり，pH 10 では

Phe の約 80%が-1 の荷電形態で存在する．このことから，酸性アミノ酸の場合と同様に，ChAap4

は-1 の荷電形態の Phe の輸送において主要な役割を担っていると考えられる．  
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アミノ酸パーミアーゼと ChDDO 遺伝子発現 

 D-Asp 誘導条件下における ChAAP1, 4 と ChGAP1–4 遺伝子破壊株の ChDDO 遺伝子発現は，

異なる pH 条件の D-Asp における生育解析の結果と概ね一致していた (Fig. 1-6, Fig. 1-7, Fig. 1-

10, Fig. 1-11)．このことは，D-Asp 依存的な ChDDO 遺伝子誘導発現に Aap による D-Asp 輸送が

関与することを示唆している．一方，ΔChaap4 株は pH 3.0 の D-Asp で生育遅延は観察されなか

ったが，DDO 活性と ChDDO 遺伝子転写量の低下が観察された (Fig. 1-6, Fig. 1-7)．また，

ΔChaap1 株と ΔChgap1–4 株の pH 3.0 と pH 7.0 の D-Asp 上での生育遅延と比較して，DDO 活性

と ChDDO 遺伝子転写量は顕著に低下していた (Fig. 1-10, Fig. 1-11)．ChDDO 遺伝子誘導発現

は，良好な炭素源 (グルコースなど) および窒素源 (アンモニアや L-Gln など) の共存下ではそ

の誘導レベルが減少する (113)．一方で，ChDDO 遺伝子は窒素脱抑制条件下や炭素脱抑制条件

下では誘導されないことから，良好な栄養源による ChDDO 遺伝子の発現抑制は，D-Asp 取り

込みに関わる Aap が窒素源異化抑制 (NCR) あるいは炭素源異化抑制 (CCR) により発現抑制

を受けることで，D-Asp の取り込みが減少するためと考えられている (113)．酵母 S. cerevisiae

の BAP2 や GNP1，TAT1，CAN1 遺伝子の転写は CCR 脱抑制条件下で上昇し，さらに BAP2 と

GNP1 遺伝子は翻訳レベルの増強が観察された (220)．さらに，酵母 C. neoformans の CnAAP1, 

2, 4, 5, 8 遺伝子の転写は CCR 脱抑制条件下で上昇する (294)．したがって，AAP 遺伝子破壊株

の生育解析と ChDDO 遺伝子発現解析の間に観察された AAP 遺伝子破壊の影響の差は，培養液

中のグルコースによってChAAP1, 4やChGAP1–4遺伝子が発現制御を受けていたことに起因す

ると考えられる．具体的には，グルコース存在下で行われた生育解析では ChAAP1, 4 や

ChGAP1–4 遺伝子の発現レベルが抑制されていた可能性がある．この場合，細胞全体の D-Asp

輸送活性に占める ChAap1, 4 や ChGap1–4 の寄与度は低く，これら AAP 遺伝子破壊が生育に与

える影響が緩和されたと考えられる．対して，グルコースが存在しない CCR 脱抑制条件で行

われた ChDDO 遺伝子発現解析では，ChAAP1, 4 や ChGAP1–4 遺伝子の発現レベルが増加し，

細胞全体の D-Asp 輸送活性に占める ChAap1, 4 や ChGap1–4 の寄与度は増加する．結果として

AAP 遺伝子破壊の影響が顕著に観察されたと考えられる． 

 一方，ChAap1, 4 と ChGap1–4 のすべてが D-Asp 輸送に関与することが示唆されたが，これ

らの遺伝子破壊が D-Asp 上での生育と ChDDO 誘導発現に与える影響は，相加的ではなかった 

(Fig. 1-6, Fig. 1-7, Fig. 1-10, Fig. 1-11)．AAP 遺伝子の発現は細胞の栄養条件や，特定のアミノ酸

の利用可能性，CCR や NCR に応じて多様に制御される (216, 217, 219-221, 294)．また，酵母 S. 

cerevisiae Ssy1 は細胞外に存在する D-アミノ酸を含むさまざまなアミノ酸を認識して，いくつ

かの AAP 遺伝子の転写を誘導する (174, 177)．さらに，AAP 遺伝子の発現が細胞外 pH の影響

を受けることも報告されている (320-322)．したがって，ChAAP1, 4 と ChGAP1–4 遺伝子破壊株

の D-Asp 輸送能力は誘導条件や細胞の状態によって，大きく変化していた可能性がある．細胞

全体の D-Asp 輸送能力に対する ChAap1, 4 と ChGap1–4 の寄与度を詳細に解析するためには，

多重遺伝子破壊株の解析や経時的な ChDDO 誘導レベルの解析，あるいは AAP 遺伝子の発現レ
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ベルの変化について解析する必要がある． 

 本研究で得られた実験結果をまとめると，C. humicola UJ1 株における D-Asp による ChDDO

遺伝子発現と Aap の関係について以下のモデルが考えられた (Fig. 1-18)．酸性 pH および中性

pH 環境では，D-Asp は ChAap1, 4 と ChGap1–4 の複数の Aap によって輸送される．中性 pH か

らアルカリ性 pH になるにつれて，ChAap1 と ChGap1–4 による D-Asp 輸送は徐々に減少し，高

アルカリ性 pH 環境では ChAap4 のみが D-Asp を輸送する． 

 

 

Fig. 1-18. ChGap1–4 と ChAap1, 4 による D-Asp 取り込みと ChDDO 遺伝子発現の関係 

酸性 pH および中性 pH 環境下では D-Asp は ChGap1–4 と ChAap1, 4 を含む複数の Aap によって輸送される．

高アルカリ性 pH 環境下では ChGap1–4 と ChAap1 の D-Asp 輸送能力が消失し，ChAap4 によってのみ D-Asp が

輸送される．細胞内の D-Asp は未知のシグナル伝達経路を介して ChDDO 遺伝子発現を誘導する． 

 

 UJ1 株の D-Asp での生育は DDO 活性に依存すること，また ChDDO 遺伝子の転写が D-Asp

の存在下でのみ特異的に誘導されることからD-Asp特異的な転写活性化システムが存在すると

考えられる (99, 113)．酵母 S. cerevisiae では L-Pro 代謝に関与するプロリンオキシダーゼと Δ1-

ピロリン-5-カルボン酸デヒドロゲナーゼをコードする PUT1 と PUT2 遺伝子の発現は L-Pro に

よって誘導される (323, 324)．L-Pro は転写活性化因子 Put3 と結合することでコンフォメーシ

ョン変化を誘発し，PUT1 と PUT2 遺伝子の転写を活性化する (325)．Put3 はいくつかの Pro 類

似体を認識するが，転写活性化能力は D-Pro よりも L-Pro の方が約 2 倍高いことが示された 

(326)．さらに，転写活性化因子 Aro80 は芳香族アミノ酸に応答して，芳香族アミノ酸トランス

アミナーゼ 2 とフェニルピルビン酸デカルボキシラーゼをコードする ARO9 と ARO10 遺伝子

の転写を活性化する (327)．したがって，C. humicola において細胞内の D-Asp が未知の D-Asp

特異的なセンサータンパク質または転写活性化タンパク質に認識され，ChDDO 遺伝子の転写

が誘導されると考えられる．今後の研究では，この誘導発現システムに関与するタンパク質を

特定し，D-Asp 特異的な転写活性化の全容が明らかになることが期待される．酵母における

DDO 遺伝子発現の制御機構を解明することは，真菌のみならず動物における DDO や D-Asp の

生理機能や，DDO による D-Asp 代謝の関与が示唆されている精神疾患である統合失調症の発

症メカニズムの解明にも貢献すると考えられる． 
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4. 材料と方法 

材料 

試薬は特記しない場合，FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation (Osaka, Japan), Sigma Aldrich (St Louis, MO, 

USA)，Nacalai tesque (Kyoto, Japan), Difco (Detroit, MI, USA), Takara Bio (Shiga, Japan) または TOYOBO (Osaka, 

Japan)から購入した．D-Asp は Mitsubishi Tanabe Pharma Corporation (Osaka, Japan) から寄贈されたものを用い

た．オリゴヌクレオチドは，Eurofins Genomics (Tokyo, Japan) または Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, 

USA) から購入した． 

 

供試菌，培地 

酵母 Cryptococcus humicola UJ1 株とそのウラシル要求性変異株 UM3 株を供試菌として使用した (110, 328)．

これらの培養には YPD 培地 (10 g/l yeast extract, 20 g/l peptone, 20 g/l glucose) または SD 培地 (0.67 g/l BD Difco 

yeast nitrogen base w/o amino acids, 5 g/l glucose)，YCB 培地(11.7 g/l BD Difco yeast carbon base)，YNB 培地 (0.17 

g/l yeast nitrogen base w/o amino acids and ammonium sulfate) を用いて 30°C で培養した．必要に応じて 20 mg/l と

なるように uracil を加え，固体培地には精製寒天粉末を 20 g/l となるように添加した．DNA 組換えの宿主とし

て E. coli DH5α を LB (lysogeny broth) 培地 (5 g/l yeast extract, 10 g/l tryptone, 5g/l NaCl) を用いて 37°C で培養し

た．必要に応じて 100 µg/ml となるように ampicillin を加え，固体培地には精製寒天粉末を 15 g/l となるように

添加した． 

 

ゲノム DNA の調製 

UJ1 株のゲノム DNA は主に Takahashi らの方法に従い調製した (328)．UJ1 株を YPD 液体培地で 30°C，16 

h 培養した後，100 ml の YPD 液体培地に OD600が 0.01 となるように添加して 30°C で OD600が 1.2 になるまで

培養した．遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．次に SP buffer 

(50 mM Tris-HCl, 100 mM 2-mercaptoethanol, 50 mM EDTA, pH 8.0) で洗浄し，SP2 buffer (600 mM KCl, 100 mM 

tri-sodium citrate dihydrate) に懸濁した．さらに Trichoderma harzianum 由来 Lysing Enzymes (終濃度 30 mg/ml) 

と RNaseA (終濃度 100 µg/ml) を添加し 30°C で 2 h 保温した．得られたスフェロプラストに 2% (w/v) SDS を

含む TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) を添加し，65°C で 30 min 保温した．その後，5 M CH3COOK 

(pH 5.2) と 2-propanol を添加して穏やかに転倒混和し，氷上に 30 min 静置してゲノム DNA を析出させた．析

出したゲノム DNA をガラス棒ですくい取り，70% ethanol で数回洗浄して風乾し，0.1×TE buffer に溶解し，使

用するまで 4°C で保存した． 

 

ドラフトゲノム解析 

 ドラフトゲノム解析は，北海道システム・サイエンス株式会社に委託した．次世代シーケンサーIllumina Hiseq 

2500 を用いて Paired-End Sequencing によってリード情報が収集された．得られたリード情報はアセンブリプロ

グラム Velvet 1.2.10 と Platanus 1.2.4 によって de novo アセンブリされた (329, 330)． 
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ゲノムデータ中の ORF 予測と機能アノテーション 

C. humicola のゲノム配列中に存在する ORF 領域は，近縁酵母 Cryptococcus neoformans の ORF パラメータ

を使用した真核生物遺伝子予測ソフトウェアAUGUSTUS 2.5.5 (http://bioinf.uni-greifswald.de/webaugustus/) によ

って予測した (331)．また，Blast2GO Basic を使用して得られた ORF に対して機能アノテーションした (332)． 

 

DDO・DAO ホモログ遺伝子の探索 

ChDDO と RgDAO のアミノ酸配列を query とし C. humicola のゲノム配列に対して localBLASTp 2.6.0+シス

テムを用いてホモロジー検索した (333)． 

 

Aap ホモログ遺伝子の探索 

C. neoformans の 8 個の Aap のアミノ酸配列を query とし，C. humicola のゲノム配列に対して localBLASTp 

2.6.0+システムを用いてホモロジー検索した (333)． 

 

分子系統解析 

 アライメントソフトウェア MUSCLE を用いてアミノ酸配列をマルチプルアライメントし，分子進化・系統

解析ソフトウェア MEGA7.0 の Neighbor-Joining 法を用いて分子系統樹を構築した (334, 335)． 

 

二次構造予測 

 トポロジー予測ソフトウェア HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop/) を用いて，Aap の二次構造を予測した 

(336)． 

 

AAP 遺伝子破壊カセットの作製 

AAP 遺伝子破壊カセットは主に Heckman と Pease の方法に従い DNA ポリメラーゼ (Tks Gflex DNA Polymer-

ase) を使用した PCR によって作製した (337)．ChURA3 遺伝子を含むゲノム組込型ベクターpICUG を鋳型と

して，ChURA3 に特異的なプライマーペア URA3F/URA3R (Table 1-9) を使用して ChURA3 領域約 2,000 bp を増

幅した (328)．さらに，UJ1 株のゲノム DNA を鋳型とした PCR により増幅した ChURA3 領域の両末端 17 bp

を含む ChAAP4 と ChAAP5，ChGAP1–4，ChAAP1 に特異的なプライマーペア (Table 1-9) を使用して 5’と 3’領

域 (1,000–1,500 bp) 増幅した．増幅された ChURA3 領域と各 AAP 遺伝子の 5’と 3’領域の増幅断片を混合して，

各 AAP 遺伝子の 5’または 3’末端プライマーを使用した overlap extension PCR によって，これらの断片が融合

した AAP 遺伝子破壊カセット (約 5,000 bp) を作製した． 

 

AAP 遺伝子破壊株の作製 

 C. humicola UM3 株を YPD 液体培地で 30°C で，16 h 培養したのち，100 ml の YPD 液体培地に OD600が 0.05

となるように添加して 30°C で OD600が 0.5 になるまで培養した．遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌

体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．次に，菌体を TMS buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl2, 92.4 g/l sucrose) 

で 2 回洗浄し，菌体を 500 µl の TMS buffer に再懸濁した．50 µl の菌体懸濁液に AAP 遺伝子破壊カセットを 5 



第 1 章 

72 

 

µg 添加し，MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて抵抗 600 Ω，電圧 0.9 kV，静電容量 10 µF の条件

でパルスした．パルス後，直ちに 1 ml の氷冷 1 M sorbitol を加えて 30°C で 2 h 振盪した．その後，SD 寒天培

地に塗布して形質転換体を選抜し AAP 遺伝子破壊候補株とした．次に，コロニーPCR (EmeraldAmp MAX PCR 

Master Mix) によって，各 AAP 遺伝子破壊カセットの領域内外に設定したプライマーペア (Table 1-9) を使用

して 5’と 3’領域を増幅し，AAP 遺伝子の破壊を確認した． 

 

AAP 遺伝子破壊株の生育解析 

 UJ1 株と各 AAP 遺伝子破壊株 SD 液体培地において 30°C で，16 h 培養したのち，遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 

10 min) によって菌体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．HCl または NaOH で pH を調整した 10 mM の窒素

源を含む YCB 液体培地に OD600が 0.01 となるように添加し，30°C で振盪培養した．培養液の OD600を分光光

度計 UV-1800 (SHIMADU, Kyoto, Japan) で経時的に測定することで生育を評価した． 

 

ChDDO 遺伝子の発現誘導 

 UJ1 株と各 AAP 遺伝子破壊株を SD 液体培地で 30°C で，16 h 培養したのち，100 ml の SD 液体培地に OD600

が 0.05 となるように添加して 30°C で 16 h 培養した．菌体を氷冷滅菌水で 2 回洗浄し，再度氷冷滅菌水に懸濁

した．HCl または NaOH で pH を調整した 60 mM D-Asp または L-Asp を含む，または何も含まない YNB 液体

培地に OD600ユニットが 50 となるように添加し，30°C で 3 h 培養した．その後，遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 

min) によって菌体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．菌体を 0.8 g の 0.45–0.5 mm のガラスビーズまたは 0.2 

g の 0.45-0.5 mm のジルコニアビーズを含む 2 ml スクリューチューブに移して上清を除いた．菌体は使用する

まで−80°C で保存した． 

 

C. humicola 粗抽出液の調製 

 誘導菌体と 0.8 g の 0.45–0.5 mm のガラスビーズを含む 2 ml スクリューチューブに，800 µl の氷冷破砕 buffer 

(50 mM KPi, 2 mM EDTA, pH 7.0) を加えて Mini Bead Beater-8 (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) を用いて

最大速度で 1 min ホモジナイズし，氷上で 3 min 冷却した．この手順を 8 回繰り返した．その後，菌体破砕液

を遠心分離 (4°C, 20, 000×g, 30 min) して上清を粗抽出液とした． 

 

タンパク質濃度測定 

タンパク質濃度は Bio-rad protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて添付のプロトコル

に従い Bradford 法により測定した．標準タンパク質と酵素試料の吸光度を 2 点ずつ，SpectraMax Paradigm (Mo-

lecular Devices, San Jose, CA, USA) を用いて測定し，検量線は 0−1 mg/ml BSA を用いて作製した． 

 

DDO 酵素活性測定 

 DDO 反応によって生じる H2O2を 4-aminoantypiryne (4-AA) と horseradish peroxidase (HRP) によるカップリ

ング反応により検出することで活性を測定した．具体的には，20 mM D-Asp, 20 µM FAD, 1.5 mM 4-AA, 2 mM 

phenol および 25 U/ml HRP を含む 50 mM KPi buffer (pH 8.0) を 37°C で 5 min 保存した後，粗抽出液を添加して
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反応を開始した．活性は反応により生成するキノンイミン色素を 505 nm (ε = 6,580 M-1 cm-1) で SpectraMax 

Paradigm (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) を用いて経時的にモニタリングすることで算出した．なお，コ

ントロールとして基質を含まない反応液も同様に調製し，基質を含む反応液で得られた活性値からコントロー

ルの活性値を引いた値を活性値とした． 

 

Total RNA の抽出 

誘導菌体と 0.2 g の 0.45–0.5 mm のジルコニアビーズを含む 2 ml スクリューチューブを凍結乾燥システム 

DRC-1100 と FDU-2100 (EYELA, Tokyo, Japan) を用いて凍結乾燥した．凍結乾燥した菌体は使用するまで−80°C

で保存した．凍結乾燥菌体を含むチューブをボルテックスミキサーで 5 min 激しく振盪し細胞を破砕した．添

付のプロトコルに従って Direct-zol RNA Miniprep Kit (ZYMO Research, Irvine, CA, USA) を用いて，破砕細胞か

ら total RNA を抽出・精製した． 

 

定量的リアルタイム RT-PCR (qRT-PCR) 

 60 mM D-Asp または L-Asp を含む，または何も含まない YNB 液体培地で誘導した細胞の total RNA と，RNA-

direct SYBR Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO, Osaka, Japan) と StepOne real-time PCR system (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) を使用して qRT-PCR を行った．ChDDO 遺伝子と ChTAF10 遺伝子の転写量は

それぞれの遺伝子に特異的なプライマーペア (Table 1-9) を使用した．ChDDO 遺伝子の相対転写レベルは

ChTAF10 遺伝子を正規化遺伝子とする 2-ΔΔCt法によって計算した (338)． 

 

配列解析と三次元構造モデルの作成 

 アミノ酸配列のアライメントには T-coffee sever (http://tcoffee.crg.cat/) を使用した (339)．アミノ酸配列と

塩 基 配 列 の 比 較 と 同 一 性 の 算 出 に は ， EMBOSS Needle Pairwise Sequence Alignment 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) を使用した (340)．各 Aap の三次元構造モデルは I-TASSER On-

line Server (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) を 用 い て 作 成 し PyMOL ver. 2.3 に よ っ て 描 画 し た 

(http://www.pymol.org/) (341, 342)． 
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Table 1-9 本章で使用したプライマー 

Purposes Primers Sequences (5’ to 3’) 

Gene-disrupting cassette URA3F CGAGGTCGACGGTATCG 

 URA3R CAGGAAACAGCTATGAC 

 AAP4UF CGCGGCATCACGTGAAGTAC 

 AAP4UR CGATACCGTCGACCTCGTCCTGGGCTGCGTAGACATG 

 AAP4DF GTCATAGCTGTTTCCTGATCAGTGGCGACGAGACGAG 

 AAP4DR CACCGGCGACAATCTGGTTG 

 AAP5UF TCGAGCCGCTCTTCAGTACG 

 AAP5UR CGATACCGTCGACCTCGGCACGCCACCGAGATCAATG 

 AAP5DF GTCATAGCTGTTTCCTGTCCCACATTGCGTTCATGCG 

 GAP1UF TGGTGCAGGAAGGTAGCATG 

 GAP1UR CGATACCGTCGACCTCGTGAAGAAACCACCCGAGACG 

 GAP1DF GTCATAGCTGTTTCCTGTTCATCATCATCGCCGTCGT 

 GAP1DR TCGGACTCAATGCAACACGA 

 GAP2UF ATCCTCTACAGCAGCCCAGA 

 GAP2UR CGATACCGTCGACCTCGGTCGAGCATACGAGAAGCGA 

 GAP2DF GTCATAGCTGTTTCCTGTCGGTATCGTCTGCATCTGC 

 GAP2DR CGAGGTCGATCTCAGAAGCC 

 GAP3UF CCTCCGTCCGACATGATACG 

 GAP3UR CGATACCGTCGACCTCGTGATGTCACGCACAGTTCCA 

 GAP3DF GTCATAGCTGTTTCCTGGCGCGTGGATCACAATCTTC 

 GAP3DR CTGTAGGGAAAGCGCACAGA 

 GAP4UF GAGGTGGAСTGACACTCGTG 

 GAP4UR CGATACCGTCGACCTCGCCGGTCAGCACTTCCTTCAT 

 GAP4DF GTCATAGCTGTTTCCTGCGGCTTCAAGGGTGTTTGTG 

 GAP4DR GTACGAGACGGCTGCGATAA 

 AAP1UF CGGGCCAATAGAGATCGCAT 

 AAP1UR CGATACCGTCGACCTCGCGTCCCAGTACGAGATGACG 

 AAP1DF GTCATAGCTGTTTCCTGCACGATCGTCGGGCTTATCA 

 AAP1DR GCATCGTCGGCAAGATTGAC 

   

Checking gene disruption 4UFwd1 ATCTGGACCGACACAGGTAG 

 4URev1 TTGCAGGGTCGAATGGAATG 

 4DFwd2 ACTTTCTGCGCGTGGTAAAC 

 4DRev2 GTACCCATGTAGGCGAAGAG 

 5UFwd2 CTCTGGTTCACCGAGAGGAG 

 5URev2 TCTCTTCAGCCTTGGGAGTC 

 5DFwd3 CCTTGTGCTGCTCTTGATTG 

 5DRev3 TCACGATCGTCTTCCAGATG 

 ΔChgap1UFwd GGTGATTCAGGCTCCAAGCT 

 5Urev1 CTCCCTCCTCCTTCTTCTTG 

 5DFwd2 TCTCTCACTCACCACGCATC 

 ΔChgap1DRev TCTTAGCGTGGTGAGGCAAG 

 ΔChgap2UFwd CCACTCTCCAGTTCGCATGT 

 5Urev1 CTCCCTCCTCCTTCTTCTTG 

 ΔChgap2DFwd AGACAGTACCTTGCGCAACA 

 ΔChgap1DRev ACACGAGGGTCCATAGTCGA 

 ΔChgap3UFwd AGATGCGTGCTGTGAGTTGA 

 5Urev1 CTCCCTCCTCCTTCTTCTTG 

 5DFwd2 TCTCTCACTCACCACGCATC 

 ΔChgap3DRev GCGACATTCTTAGCCCGAGA 

 ΔChgap4UFwd TGTGGACTGCTTCGTCTGTC 

 5Urev1 CTCCCTCCTCCTTCTTCTTG 

 ΔChgap4DFwd GCCGAGTCTATGCACAAGGT 

 ΔChgap4DRev TCAACTCACAGCACGCATCT 

 ΔChaap1UFwd GCCGAGTCTATGCACAAGGT 

 5Urev1 CTCCCTCCTCCTTCTTCTTG 

 4DFwd3 CCACCTGTGGAAGCATGGTG 

 ΔChaap1DRev CTTCATCCCGCACATCCTGT 

qRT-PCR   

 RTChDDOF2 CTCACGCAGACCGAGATGTG 

 RTChDDOR2 GTCGAGCACGCGGAAATCT 

 RTChTAF10F CGAGGAGGTGACCGAGTACT 

 RTChTAF10R CAGAGACAACAGGCGCTTTAGTC 
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第 2 章 酵母 Cryptococcus humicola UJ1 株の D-または L-Asp 存在下における

発現変動遺伝子の解析 

 

1. 緒言 

第 1 章では，酵母 C. humicola UJ1 株において D-Asp 取り込みに関与する Aap を同定するた

めに，UJ1 株の 7 個の AAP 遺伝子について解析した．その結果，ChAAP1, 4 および ChGAP1–4

遺伝子破壊株は D-Asp 上での生育が遅延し，また ChDDO 遺伝子の誘導レベルが低下したこと

から，これら Aap が D-Asp の取り込みを介して ChDDO 遺伝子の誘導発現に関与することが示

された．さらに，酸性および中性 pH 条件下では ChAap1, 4 と ChGap1–4 を含む複数の Aap が

D-Asp の細胞内輸送を担うのに対して，アルカリ性 pH 条件下では ChAap4 が主要な D-Asp 輸

送を担うことが明らかとなった．これらの結果は，Aap によって細胞内に取り込まれた D-Asp

が未知のシグナル伝達経路を介して，ChDDO 遺伝子の転写を誘導することを示唆している． 

近年，海洋性細菌 Pseudoaltermonas elyakovii SM1926 株において D-Asp 誘導細胞の RNA-seq

解析結果が報告された (128)．この報告は，これまで明らかにされていなかった細菌における

D-アミノ酸代謝経路に関する多くの情報を提供した．一方，私の知る限り，真核生物において

D-アミノ酸によるトランスクリプトームの変化を解析した例は存在しない．そこで第 2章では，

UJ1 株の D-Asp と L-Asp 間におけるトランスクリプトーム情報を比較することで，D-Asp 特異

的に発現が変化する遺伝子の網羅的な情報から代謝経路や細胞プロセスの変化について解析

し，ChDDO 遺伝子誘導発現を含む細胞全体の D-Asp 応答について考察した．  
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2. 結果 

2.1. Sequence data の概要 

D-Asp または L-Asp を唯一の炭素源，NH4Cl を窒素源とした液体培地で，5 時間誘導培養し

た UJ1 株から total RNA を抽出し RNA-seq 解析を行った結果，D-Asp と L-Asp 条件でそれぞれ

6.4 G と 7.3 G の clean reads が得られ，Q30 と Q20 (raw reads のうち，それぞれ 99.9%と 99%以

上の信頼度をもつ clean readsの割合) はそれぞれ 93.57%と 93.67%および 97.62%と 97.67%であ

った．また，C. humicola UJ1 株のゲノム配列の GC content が 62.82％に対して，D-Asp と L-Asp

誘導条件の clean reads の GC content はそれぞれ 63.64％と 63.65％であった．さらに，D-Asp と

L-Asp 誘導条件の clean reads のそれぞれ 89.03％と 89.23％がゲノム配列に一意にマッピングさ

れた．以上の結果から，RNA-seq 解析が良好に行われたと判断した． 

 

Table 2-1. Quality control and Sequencing data 

 L-Asp D-Asp 

Raw reads1 49,934,972  44,003,866 

Raw bases2 7.5 G 6.6 G 

Clean reads3 48,813,266 42,953,666 

Total clean bases4 7.3 G 6.4 G 

GC content5 63.64% 63.65% 

Q306 93.61% 93.57% 

Q207 97.67% 97.62% 

Total mapped8 43,554,492 (89.23%) 38,405,554 (89.41%) 

Uniquely mapped9 43,460,356 (89.03%) 38,327,441 (89.23%) 

1, 2: RNA-Sequence によって得られたオリジナルの reads と bases．3, 4: Raw reads と bases のうちアダプター配

列や品質の低い reads を除いた reads と bases．5: reads の GC 含量．6: Clean reads のうち，99.9%以上の信頼度

をもつ clean reads の割合．7: Clean reads のうち，99%以上の信頼度をもつ clean reads の割合．8: 参照ゲノムに

対してマッピング可能な reads．9: 参照ゲノムに対して一意にマッピングされる reads． 

 

2.2. 発現変動遺伝子（DEGs）の解析 

RNA-seq 解析の結果，7,900 個の遺伝子の転写産物が確認され，D-Asp 条件では 122 個，L-Asp

条件では 244 個の遺伝子が特異的に発現していた (Fig. 2-1A)．Volcano plot により発現比 log2 

(Fold Change (D-Asp/L-Asp)) > 1 および統計的有意性 q-value < 0.005 を満たす発現変動遺伝子 

(Differentially Expressed Genes: DEGs) を可視化したところ，計 1,889 個の DEGs が見いだされ

た．このうち，864 個の DEGs の発現が D-Asp 存在下で上昇しており (log2 (D-Asp/L-Asp) > 1)，

1,025 個の DEGs の発現が D-Asp 存在下で減少していた (log2 (D-Asp/L-Asp) < -1) (Fig. 2-1B)． 
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Fig. 2-1. C. humicola UJ1 株の D-または L-Asp 存在下における発現変動遺伝子 (DEGs) 

(A) 発現遺伝子のベン図．各領域は L-Asp + NH4Cl (L-Asp，青) と D-Asp + NH4Cl (D-Asp，赤) 誘導条件下で特

異的に発現している遺伝子の数と両条件で発現が確認された遺伝子の数を示している．(B) DEGs の volcano plot．

横軸は発現比 (log2 (D-Asp/L-Asp)) を示し，縦軸はその差の統計的有意性 (-log10 (q-val.)) を示す．発現が D-Asp

存在下で有意に上昇した遺伝子を赤，低下したものは緑で示す．青は両条件で発現に有意な差が見られなかっ

たものを示す．  
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2.3. D-アミノ酸代謝酵素遺伝子の発現 

第 1 章において，酵母 C. humicola UJ1 株のゲノム配列に，D-アミノ酸の資化や毒性低減に関

与する酵素として ChDDO と 3 つの DAO (ChDAO1, 2, 3)，D-アミノ酸-N-アセチルトランスフェ

ラーゼ (ChDNT)，D-Ser デヒドラターゼ (ChDSD)，D-Tyr-tRNATyrデアシラーゼ (ChDTD) ホモ

ログ遺伝子が見いだされた．これら 7 個の遺伝子のうち，ChDDO，ChDAO1 と DSD 遺伝子の

発現量が D-Asp 上で統計的に有意 (q-value < 5.00×10-2)に上昇した (Table 2-2)．一方，ChDAO2, 

3 と ChDNT，ChDTD ホモログ遺伝子の発現量は若干低下したが，DEG とはみなされなかった． 

 

Table 2-2. D-アミノ酸代謝酵素遺伝子の発現変動レベル 

Gene Fold change*  q-value 

ChDDO 3.80 6.39×10-261 

ChDAO1 2.99 8.24×10-4 

ChDAO2 0.78 5.26×10-2 

ChDAO3 0.89 1.15×10-1 

ChDNT 0.80 1.36×10-8 

ChDSD 12.4 0 

ChDTD 0.61 1.48×10-1 

*各遺伝子の L-Asp 誘導条件下における発現レベルに対する，D-Asp 誘導条件下における発現レベル (D-Asp/L-

Asp) 

 

2.4. AAP 遺伝子の発現変動レベル 

第 1 章において，UJ1 株のゲノム配列に 31 個の AAP 遺伝子が見いだされた．これら 31 個の

AAP 遺伝子のうち，D-Asp 輸送に関与することが示唆された ChAAP1,4 および ChGAP1－4 を含

む 25 個の遺伝子の発現が D-Asp によって上昇することが分かった (Table 2-3)．特に，ChAAP1

と ChGAP3,4 遺伝子を含む 6 個の遺伝子は統計的に有意に 2 倍以上発現が上昇した DEGs (log2 

(Fold Change (D-Asp/L-Asp)) > 1 および q-value < 0.005) であった．  
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Table 2-3. AAP 遺伝子の発現変動レベル 

Gene Fold change* q-value 

ChAAP4 1.40 3.49×10-2 

ChAAP5 7.18 3.53×10-4 

ChAAP1 8.10 2.35×10-5 

ChGAP1 2.39 2.69×10-2 

ChGAP2 1.12 4.02×10-3 

ChGAP3 14.13 4.33×10-3 

ChGAP4 9.22 2.09×10-25 

g231 11.48 4.79×10-113 

g997 0.59 1.14×10-18 

g1034 2.05 2.87×10-1 

g1106 0.85 2.74×10-1 

g1125 1.35 4.79×10-1 

g1333 1.17 4.66×10-1 

g1718 1.14 4.48×10-1 

g2529 1.11 2.44×10-2 

g2921 1.25 4.48×10-1 

g4718 3.56 1.97×10-1 

g5432 0.40 2.09×10-1 

g5547 1.52 3.90×10-1 

g5888 1.83 6.77×10-44 

g6377 2.94 4.22×10-2 

g6585 4.14 3.91×10-1 

g6586 0.66 1.48×10-1 

g6837 1.40 3.90×10-1 

g7951 2.19 1.77×10-1 

g7979 0.98 2.40×10-1 

g8479 4.42 2.61×10-7 

g8808 1.73 1.57×10-1 

g8850 1.54 4.08×10-1 

g8890 0.78 4.25×10-1 

g8907 2.50 2.65×10-1 

*各遺伝子の L-Asp 誘導条件下における発現レベルに対する，D-Asp 誘導条件下における発現レベル (D-Asp/L-

Asp) 
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2.5. DEGs の Gene ontology (GO) エンリッチメント解析 

 DEGs の機能的関連性を明らかにするため，Gene ontology (GO) エンリッチメント解析を行

った．1,889 個の DEGs のうち 1,426 個の遺伝子にいずれかの GO term が割り当てられた．さら

に，D-Asp 存在下で発現量が増加した DEGs (669 個) と発現量が低下した DEGs (757 個) それ

ぞれについて GO エンリッチメント解析を行い，統計的に有意に濃縮された GO term (q-value < 

0.05) が見いだされた (Fig. 2-2)．発現量が増加した DEGs には，RNA ポリメラーゼやリボソー

ムに関連する GO term など遺伝子の転写や翻訳に関与する GO term が集中していた (Fig. 2-

2A)．一方，D-Asp 存在下で発現量が低下した DEGs にはタンパク質の分解・代謝，アクチン細

胞骨格や細胞壁やオルガネラを含む細胞構成要素に関連する GO term が集中していた (Fig. 2-

2B)．  
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Fig. 2-2. DEGs の GO エンリッチメント解析 

(A) D-Asp 存在下で発現量が上昇した DEGs の GO エンリッチメント解析．(B) D-Asp 存在下で発現量が低下し

た DEGs の GO エンリッチメント解析．縦軸は GO class と term を示し，横軸は D-Asp 存在下で発現が上昇ま

たは低下した全 DEGs に対してその GO term に分類された DEGs の割合を示している．  
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2.6. DEGs の KEGG Pathway 解析 

 DEGs に関する詳細な生物学的機能や代謝経路について調査するために KEGG (Kyoto Ency-

clopedia of Genes and Genomes) Pathway 解析を行った．7 つの主要な Class のうち Metabolism，

Genetic information processing と Cellular processes にほとんど全ての DEGs が分類された．各

Class で 10 個以上の DEGs が含まれる経路を Fig. 2-3 に示す．Metabolism の Class では，アミノ

酸代謝経路に加えて炭素源や脂肪酸，核酸代謝など幅広い代謝経路に関連する遺伝子の発現が

上昇もしくは低下していた (Fig. 2-3)．このことは，UJ1 株が D-Asp の効率的な利用のために代

謝経路を再構築していることを示唆している．特に，Ala, Asp and Glu metabolism に関連する

DEGs や Pyrimidine と Purine metabolism に関与する DEGs の多くが D-Asp 存在下において発現

が上昇していた (Fig. 2-3)．Genetic information processing の Class では Ribosome biogenesis in 

eukaryotes と RNA polymerase 機能に関連する DGEs の全ての発現が D-Asp の存在下において上

昇していた (Fig. 2-3)．したがって，UJ1 株の D-Asp に対する応答において，遺伝子の転写や翻

訳のプロセスが重要な役割を担うことを示唆している．一方，Ubiquitin mediated proteolysis と

Protein processing in endoplasmic reticulum に関連する多くの DEGs の発現が低下していた (Fig. 

2-3)．このことは，タンパク質のユビキチン化や小胞輸送の機能低下を意味しており，Cellular 

processes の Endocytosis や Phagosome，Cell cycle，Meiosis に関連する DEGs の多くの発現が D-

Asp 存在下で低下したことと関連していると考えられる (Fig. 2-3) (343-349)．逆に，Peroxisome

に関連する DEGs の発現が上昇していた (Fig. 2-3)．UJ1 株は D-Asp の唯一の代謝酵素である

ChDDO 遺伝子発現を誘導するとともに，反応の場である Peroxisome 機能も亢進させることで，

効率的な D-Asp 利用を可能にしていると考えられる．  
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Fig. 2-3. DEGs の KEGG Pathway 解析 

縦軸は KEGG pathway Class と Term，横軸は Rich factor (各 KEGG pathway term に分類された全遺伝子に対する

DEGs の割合) を示している．数字はその KEGG pathway term に分類された DEGs の数を示す．D-Asp 存在下で

発現が上昇した遺伝子を赤，低下した遺伝子を青で示した． 
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3. 考察 

D-アミノ酸代謝酵素遺伝子の発現 

UJ1 株に見いだされた 7 個の D-アミノ酸代謝酵素遺伝子 (ChDDO, ChDAO1–3, ChDNT, 

ChDSD, ChDTD) のうち，ChDDO，ChDAO1 と ChDSD の 3 個の遺伝子の発現が D-Asp におい

て有意に増加した (Table 2-2)．特に，ChDSD 遺伝子は ChDDO 遺伝子の 3 倍以上の非常に高い

発現増加を示した． 

ChDAO1 の基質特異性は現在のところ不明であるが，DAO は中性及び塩基 D-アミノ酸を基

質とし，D-Asp などの酸性 D-アミノ酸を基質としないこと，ChDDO 遺伝子破壊株は D-Asp で

生育できないことから，ChDAO1 が D-Asp を基質とするとは考え難い．C. humicola に近縁の C. 

gattii R265 株や C. neoformans H99 株に見いだされた 3 つの DDO/DAO ホモログ遺伝子の各 D-

アミノ酸に対する誘導発現レベルと各 D-アミノ酸の生育利用への関与は明確に一致しないこ

とから (303)，ChDAO1 遺伝子が D-Asp によって転写誘導される生理的意義は現在のところ不

明である． 

DSD は D-Ser のピルビン酸とアンモニアへの分解反応を触媒する酵素であり，D-Ser に対し

て高い特異性を示す．酵母 S. cerevisiae では，DSD は D-Ser の毒性低減に寄与すると報告され

ている (95)．真菌における DSD 遺伝子の転写制御に関する情報は知られていない．一方，大

腸菌 DSD 遺伝子の転写は D-Ser によって誘導されることは知られているが，D-Asp による誘導

は不明である (350)．また，DSD と約 30%程度のアミノ酸配列同一性を有している細菌 Delftia 

sp. HT23 株由来の酵素 D-threo-3-ヒドロキシアスパラギン酸デヒドラターゼ (D-THA DH) の生

産は 3-hydroxy Asp により誘導されるが，D-Asp では誘導されないことが明らかにされている 

(351)．一般的に，アミノ酸デヒドラターゼはアミノ酸側鎖に存在するヒドロキシ基と α 水素を

水として引き抜く反応を触媒するため，ChDSD が D-Asp を基質にするとは考え難いが，D-Asp

のヒドロキシ誘導体を代謝しているのかもしれない． 

酵母 S. cerevisiae DNT は，D-Asp を含む幅広い遊離 D-アミノ酸を基質とし，D-アミノ酸の α-

アミノ基にアセチル基を付加して D-アミノ酸の毒性を不活化する役割を担っている (96, 97)．

DNT 遺伝子の転写制御に関する情報は知られていないが，DNT は D-Asp を基質とすることか

ら，ChDNT は D-Asp の毒性低減に寄与する可能性がある． 

生物界に広く存在する DTD は D-アミノ酸が結合した tRNA 間のエステル結合を切断する酵

素であり，これまでに D-Tyr や D-Trp，D-Asp，D-Ser，D-Gln，D-Leu の毒性低減に寄与すること

が知られている (72, 77, 92, 93)．したがって，ChDTD も D-Asp 毒性の低減に寄与する可能性が

ある．哺乳動物において，DTD 遺伝子は D-アミノ酸が豊富に存在する中枢神経系で高度に発

現することが示されているが，本遺伝子の詳細な発現制御は知られていない (88)． 
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AAP 遺伝子の発現 

Aap は細胞の栄養条件やアミノ酸の利用可能性に応じて，その活性が転写や翻訳，翻訳後の

段階で多様な制御を受ける (216-218)．本研究の結果から，D-Asp は多くの AAP 遺伝子の発現

を誘導することが示された (Table 2-3)． 

一般的に，酵母は生育環境の栄養条件が欠乏している場合には，アミノ酸を生育に利用する

ために，低親和性・広基質特異性 Aap の発現が誘導され，広範なアミノ酸取り込みを促進させ

る (352, 353)．この発現誘導には，TORC1 (Target Of Rapamycin Complex1) 経路や GAAC (General 

Amino Acid Control) 経路が関与することが知られている (219-221)．また，いくつかの Aap は

細胞膜に存在する SPS センサーシステムが細胞外アミノ酸を感知して発現が誘導される (174-

176)． 

TORC1 経路では，細胞内にアミノ酸が豊富に存在する場合やアンモニアや Gln などの良好

な窒素源が存在する場合，TORC1 は活性化され Gln3 などの転写活性化因子のリン酸化を促進

し，これら転写因子を核から細胞質に隔離させることで AAP 遺伝子やアミノ酸生合成系遺伝

子の転写を抑制する．逆に，貧窒素源条件下ではこれら転写因子が脱リン酸化され核に移行す

ることで，これら遺伝子の転写を誘導する．本実験では NH4Cl が存在する富窒素条件で行われ

たことから，発現量が増加した AAP 遺伝子は TORC1 経路の抑制によるものではないと考えら

れた． 

GAAC 経路は，アミノ酸飢餓状況下で蓄積するアミノ酸非結合型の tRNA の増加を認識する

ことで活性化され，転写因子 Gcn4 の発現レベルを増加させることで，AAP 遺伝子やアミノ酸

生合成系遺伝子の転写を誘導する．逆に，アミノ酸が豊富に存在する条件下では Gcn4 の発現

レベルが低下し，これら遺伝子の転写が抑制される．細胞内に取り込まれた D-アミノ酸は L-ア

ミノ酸と比較して割合は低いものの，tRNAと結合することが実験的に明らかにされている (72, 

74-79, 354)．この D-アミノ酸が結合した tRNA は DTD によって脱アミノアシル化されてリサ

イクルされる (72, 77, 92, 93)．さらに，D-アミノ酸が結合した tRNA が形成されると，tRNA が

減少するとともに核に集積する (72, 85-88, 355)．このような tRNA の核への蓄積は，アミノ酸

欠乏時にも観察されており，アミノ酸非結合型の tRNAの形成が一因と考えられている (356)．

さらに，アミノ酸飢餓条件において GCN4 遺伝子は転写レベルにおいても発現誘導を受けるこ

とが知られている (247)．また，tRNA の核への蓄積は GCN4 遺伝子の翻訳レベルを増強するこ

とが示された (244)．したがって，UJ1 株における D-Asp 存在下での AAP 遺伝子の発現誘導は，

ChGcn4 レベルの増加によって引き起こされた可能性がある．UJ1 株には S. cerevisiae の Gcn4

ホモログは見いだされなかったが，C. neoformans の Gcn4 (CNAG_06246) に対してアミノ酸配

列同一性 32.6%を示すホモログとして g4609 (ChGCN4) が見いだされた (357, 358)．ChGCN4 の

転写レベルは D-Asp において有意に増加していた (Fold change; 2.13, q-val.; 3.79×10-15)．GCN4

遺伝子の転写レベルにおける誘導メカニズムの詳細は明らかにされていないが，D-Asp は

ChGCN4 の転写レベルを増加させ GAAC 経路を活性化し，AAP 遺伝子の発現を誘導したと考
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えられる． 

酵母 S. cerevisiae や C. albicans の SPS システムでは，Ssy1 と Ptr3，Ssy5 から構成される細胞

膜アミノ酸センサーが，Pro を除く全てのアミノ酸を認識して転写因子 Stp1 と Stp2 を活性化

し，分岐鎖アミノ酸パーミアーゼ BAP1, 2 遺伝子や酸性アミノ酸パーミアーゼ DIP5 遺伝子な

どいくつかの AAP 遺伝子の転写を誘導する (174, 177, 359)．さらに，Ssy1 は L, D-Leu を同等の

レベルで感知し，分岐鎖アミノ酸パーミアーゼ BAP2 遺伝子の転写を誘導することが示されて

いる (174, 177)．UJ1 株には，S. cerevisiae の Ssy1 に対してアミノ酸配列同一性 22.9%を示すホ

モログとして ChAap1 が見いだされたが，Stp1 と Stp2 のホモログは見いだされなかった．同様

に，近縁酵母 C. neoformans にも Ssy1 ホモログが存在するが，Stp1 と Stp2 ホモログは見いださ

れていない (213)．したがって現在のところ，UJ1 株において SPS センサーシステムのような

細胞外 D-Asp を感知するシステムが存在するかは不明である．さらに，細胞内外の D-アミノ酸

と AAP 遺伝子の転写制御に関する情報はほとんど知られていない．  
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ペルオキシソーム関連遺伝子の発現 

 酵母ペルオキシソームには脂肪酸の β 酸化経路やグリオキシル酸経路，D-アミノ酸やメタノ

ール代謝など様々な代謝経路が存在している (360)．本研究の結果から，D-Asp はペルオキシ

ソーム機能形成に関与するペルオキシン (PEX) 遺伝子の発現を誘導した (Fig. 2-3)．具体的に

は，ペルオキシソームの形成および分裂に関与する Pex19 やペルオキシソームタンパク質の輸

送に関与する Pex5 と Pex13 のホモログ遺伝子の発現が有意に上昇した (Table 2-4) (361) ．実

際に，D-Asp で誘導培養した C. humicola UJ1 株の細胞にはペルオキシソームの増殖が観察され

ていることからも (147)，D-Asp が PEX 遺伝子の発現を誘導することは妥当である． 

 

Table 2-4. D-Asp 存在下で発現が上昇したペルオキシソーム関連遺伝子 

Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Peroxisome g2424 2.13 acetyl-CoA acyltransferase 1 [EC:2.3.1.16] cne:CNA04700 3253293 
 

g4531 3.33 peroxin-5 (PEX5) cne:CNB02270 3255595 
 

g2697 2.07 peroxin-13 (PEX3) cne:CNC03550 3256121 
 

g6855 2.36 long-chain acyl-CoA synthetase [EC:6.2.1.3] cne:CNI00710 3259396 
 

g4167 2.47 long-chain acyl-CoA synthetase [EC:6.2.1.3] cne:CNI00710 3259396 
 

g815 2.37 acyl-CoA oxidase [EC:1.3.3.6] cne:CNG00320 3258644 
 

g6749 2.46 peroxin-19 (PEX19) cne:CND03130 3257318  

g6619 7.39 carnitine O-acetyltransferase [EC:2.3.1.7] cne:CNF04660 3258465 
 

g2636 7.50 protein Mpv17 cne:CNA06860 3253980 

*各遺伝子の L-Asp 誘導条件下における発現レベルに対する，D-Asp 誘導条件下における発現レベル (D-Asp/L-

Asp) 

 

ペルオキシソームの形成や機能は，真核生物のモデル生物として，真菌において活発に研究

されてきた (362)．特に，脂肪酸やメタノールで誘導されるペルオキシソーム増殖が活発に研

究されており，酵母 S. cerevisiae では脂肪酸に応答する転写因子 Pip2，Oaf1 や Adr1 が PEX や

脂肪酸代謝関連酵素遺伝子の転写制御に関与していることが明らかにされている (363-365)．

また，メタノール資化性酵母 H. polymorpha ではメタノールによって転写レベルが増大する転

写因子 Mmp1 が，Pex やアルコールオキシダーゼを含むメタノール資化関連遺伝子のマスター

レギュレーターであると考えられている (366-368)．一方，メタノール資化性酵母 C. boidinii や

P. methanolica において，D-Ala が DAO と PEX 遺伝子の転写を誘導することが報告されている

が，D-Ala によるこれら遺伝子の転写誘導に関わる転写因子は明らかにされていない (134, 149)．

したがって現在のところ，D-アミノ酸による DDO や DAO などの D-アミノ酸代謝酵素遺伝子

の誘導発現だけでなく，D-アミノ酸により誘導されるペルオキシソーム増殖メカニズムに関す

る知見もほとんどない．一方，S. cerevisiae において Gcn4 が PEX 遺伝子の転写を誘導すること

が示唆された (369)．したがって，UJ1 株における D-Asp による PEX 遺伝子の発現誘導は，D-

Asp による AAP 遺伝子の発現誘導と同様に ChGcn4 レベルの増加が関与しているかもしれな

い．  
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D-Asp によるリボソーム生合成関連遺伝子群の発現誘導 

Genetic information processing の Class において Ribosome biogenesis と RNA polymerase 機能に

関与する多くの遺伝子の発現が上昇していた (Fig. 2-3, Table 2-5)．また，Metabolism の Class に

おいてこれら遺伝子に関連すると考えられる Pyrimidine や Purine metabolism に関連する遺伝子

の多くが誘導されていた (Fig. 2-3, Table 2-5)．このことから，D-Asp により RNA 合成と翻訳に

関する遺伝子の発現が誘導されることが示された．前にも述べたが，細胞内に D-アミノ酸が取

り込まれると D-アミノ酸が結合した tRNA が形成され，tRNA が減少するとともに核に集積す

ることでタンパク質合成が阻害されることが知られている (72, 85-88, 355)．この D-アミノ酸に

よるタンパク質合成阻害が細胞にどのような応答を引き起こすかはあまり明らかにされてい

ないが，酵母 S. cerevisiae において，シクロヘキシミド (CHX) でタンパク質合成を阻害した細

胞では，栄養源を感知して細胞成長を制御する TORC1 が活性化され，リボソーム生合成 (Ribi) 

遺伝子群 (リボソームのアセンブリと修飾に関与するアクセサリー因子や rRNA，RNA ポリメ

ラーゼ，リボヌクレオチド代謝遺伝子などの 200 個以上の遺伝子) の発現を誘導することが報

告されている (239, 240, 370)．これは，CHX によるタンパク質合成阻害が細胞内の遊離のアミ

ノ酸濃度を増加させることで擬似的な富栄養状態が作られ TORC1 を活性化することに起因す

ると考えられている (370, 371)．したがって，UJ1 株においても，D-Asp によるタンパク質合成

阻害が擬似的な富栄養条件を作りだし，TORC1 が活性化されたことで，リボソームやヌクレオ

チド生合成に関与する多くの遺伝子の発現が誘導された可能性が考えられる． 
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Table 2-5. D-Asp 存在下で発現が上昇したリボソーム生合成関連遺伝子群 

Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Pyrimidine metabolism g2220 4.75 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA2 [EC:2.7.7.6] cne:CNF04080 3258149 

 g3674 4.48 carbamoyl-phosphate synthase / aspartate carbamoyltransferase [EC:6.3.5.5 2.1.3.2] cne:CNA06000 3253832 

 g6744 6.02 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA1 [EC:2.7.7.6] cne:CND03140 3257411 

 g1652 5.96 CTP synthase [EC:6.3.4.2] cne:CNC00220 3256812 

 g2656 2.61 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC1 cne:CNA07710 3253818 

 g2125 3.04 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC2 [EC:2.7.7.6] cne:CNI00420 3259518 

 g3480 2.16 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC3 cne:CNI02630 3259437 

 g7361 3.98 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA12 cne:CNC02990 3256285 

 g4987 3.87 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA49 cne:CNB01360 3255978 

 g6561 2.89 carbamoyl-phosphate synthase large subunit [EC:6.3.5.5] cne:CNM01170 3255144 

 g2600 2.11 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC5 cne:CNA06010 3253771 

 g393 2.63 orotate phosphoribosyl transferase [EC:2.4.2.10] cne:CNG03730 3258511 

 g8590 3.82 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC3 cne:CNE05090 3257592 

 g8331 3.11 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC1 [EC:2.7.7.6]  cne:CNF00390 3258319 

 g8332 5.12 UMP-CMP kinase [EC:2.7.4.14] cne:CNF00400 3258230 

 g8737 3.11 DNA polymerase delta subunit 1 [EC:2.7.7.7] cne:CNK00560 3254390 

 g8757 4.35 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA43 cne:CNK01350 3254646 

 g4989 3.18 DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC2 cne:CNB01370 3255880 

 g6740 3.77 DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1 cne:CND03040 3256969 

      

Purine metabolism g7361 3.98 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA12 cne:CNC02990 3256285 

 g6744 6.02 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA1 [EC:2.7.7.6] cne:CND03140 3257411 

 g6740 3.77 DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1 cne:CND03040 3256969 

 g5684 2.34 phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase / IMP cyclohydrolase [EC:2.1.2.3 3.5.4.10] cne:CNA06790 3253233 

 g2125 3.04 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC2 [EC:2.7.7.6] cne:CNI00420 3259518 

 g3480 2.16 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC3 cne:CNI02630 3259437 

 g8668 2.10 adenylate kinase [EC:2.7.4.3] cne:CNK03420 3254609 

 g2085 3.21 guanine deaminase [EC:3.5.4.3] cne:CNN00990 3255533 

 g7579 3.83 amidophosphoribosyltransferase [EC:2.4.2.14] cne:CNC04700 3256268 

 g2600 2.11 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC5 cne:CNA06010 3253771 

 g8830 2.71 IMP dehydrogenase [EC:1.1.1.205] cne:CNA04240 3253376 

 g3233 2.94 adenylate kinase [EC:2.7.4.3] cne:CNH02400 3259354 

 g4221 2.90 phosphoribosylformylglycinamidine synthase [EC:6.3.5.3] cne:CNI03300 3259499 

 g8590 3.82 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC3 cne:CNE05090 3257592 

 g8331 3.11 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC1 [EC:2.7.7.6] cne:CNF00390 3258319 
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Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Purine metabolism g2220 4.75 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA2 [EC:2.7.7.6] cne:CNF04080 3258149 

 g8809 3.80 GMP synthase (glutamine-hydrolysing) [EC:6.3.5.2] cne:CNK02180 3254682 

 g2656 2.61 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC1 cne:CNA07710 3253818 

 g8757 4.35 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA43 cne:CNK01350 3254646 

 g4987 3.87 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA49 cne:CNB01360 3255978 

 g7520 2.69 adenylosuccinate lyase [EC:4.3.2.2] cne:CNG03070 3258817 

 g2077 2.95 phosphoribosylamine-glycine ligase / phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase [EC:6.3.4.13 6.3.3.1] cne:CNN00440 3255300 

 g8737 3.11 DNA polymerase delta subunit 1 [EC:2.7.7.7] cne:CNK00560 3254390 

 g6254 2.29 ribose-phosphate pyrophosphokinase [EC:2.7.6.1] cne:CNG02440 3258605 

 g4989 3.18 DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC2 cne:CNB01370 3255880 

      

Ribosome biogenesis in eukaryotes g2982 3.11 nuclear GTP-binding protein cne:CNC01210 3256299 

 g794 3.85 RNA 3'-terminal phosphate cyclase-like protein cne:CNG03270 3258964 

 g7265 3.69 RIO kinase 2 [EC:2.7.11.1] cne:CNC01960 3256506 

 g6629 4.66 nucleolar protein 4 cne:CNN01920 3255326 

 g6666 3.47 ribosomal RNA-processing protein 7 cne:CNG00800 3258799 

 g4236 3.58 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 1 cne:CNI03970 3259552 

 g6480 4.21 RIO kinase 1 [EC:2.7.11.1] cne:CNN01780 3255542 

 g3410 3.30 U3 small nucleolar RNA-associated protein 4 cne:CNM00140 3255100 

 g3371 3.46 AAA family ATPase cne:CNG01950 3258791 

 g637 3.08 translation initiation factor 6 cne:CNJ00650 3254179 

 g5190 2.80 U3 small nucleolar RNA-associated protein MPP10 cne:CNB05580 3255590 

 g24 5.14 U3 small nucleolar RNA-associated protein 22 cne:CND02710 3256988 

 g2789 4.70 nuclear GTP-binding protein cne:CNC03480 3256324 

 g6782 3.78 periodic tryptophan protein 2 cne:CNG04380 3258929 

 g419 3.47 U3 small nucleolar RNA-associated protein 12 cne:CNL05200 3254866 

 g5298 3.47 U3 small nucleolar RNA-associated protein 13 cne:CNC05910 3256407 

 g8564 3.01 rRNA small subunit pseudouridine methyltransferase Nep1 [EC:2.1.1.260] cne:CNJ01990 3254039 

 g5645 3.03 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 2 cne:CNE01710 3257858 

 g4702 2.96 midasin cne:CNJ01380 3254120 

 g4994 3.49 U3 small nucleolar RNA-associated protein 5 cne:CNB01050 3255832 

 g5357 3.06 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 [EC:5.4.99.-] cne:CND02940 3256924 

 g6242 2.77 U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein SNU13 cne:CNG01500 3258685 

 g63 3.19 60S ribosomal export protein NMD3 cne:CNK01600 3254570 

 g3652 5.05 U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 cne:CNA07530 3253546 

 g5709 3.72 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP4 cne:CNE01090 3257909 

 g5215 2.81 U3 small nucleolar RNA-associated protein 6 cne:CNB05270 3255983 
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Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Ribosome biogenesis in eukaryotes g5458 3.85 RNA exonuclease [EC:3.1.-.-] cne:CNN02200 3255321 

 g5575 3.86 nucleolar GTP-binding protein cne:CNN01880 3255434 

 g2720 5.32 ribosome biogenesis protein BMS1 cne:CNC02190 3256650 

 g846 3.74 large subunit GTPase 1 [EC:3.6.1.-] cne:CNC01470 3256187 

 g8178 4.23 U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 cne:CNB00340 3255946 

 g4010 4.23 ribosome biogenesis ATPase cne:CNA06980 3253538 

 g5052 2.25 5'-3' exoribonuclease 2 [EC:3.1.13.-] cne:CNF01810 3258492 

 g3233 2.94 adenylate kinase [EC:2.7.4.3] cne:CNH02400 3259354 

 g6755 5.38 U3 small nucleolar RNA-associated protein 21 cne:CND02860 3257313 

 g6491 5.56 N-acetyltransferase 10 [EC:2.3.1.-] cne:CNN01050 3255449 

 g8337 3.09 nucleolar protein 58 cne:CNF00090 3258236 

 g4952 5.46 NET1-associated nuclear protein 1 (U3 small nucleolar RNA-associated protein 17)  cne:CNB01450 3255660 

 g8798 2.39 RNA-binding protein NOB1 cne:CNA04300 3253364 

 g6347 3.21 rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin [EC:2.1.1.-] cne:CNK00110 3254425 

 g7546 3.09 nucleolar protein 56 cne:CNE03320 3257711 

 g8739 5.98 U3 small nucleolar RNA-associated protein 18 cne:CNB00040 3255586 

 g3348 6.27 U3 small nucleolar RNA-associated protein 10 cne:CNI01790 3259411 

 g5466 4.97 nuclear GTP-binding protein cne:CND05640 3257402 

      

RNA polymerase g2220 4.75 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA2 [EC:2.7.7.6] cne:CNF04080 3258149 

 g2656 2.61 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC1 cne:CNA07710 3253818 

 g2125 3.04 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC2 [EC:2.7.7.6] cne:CNI00420 3259518 

 g3480 2.16 DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC3 cne:CNI02630 3259437 

 g7361 3.98 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA12 cne:CNC02990 3256285 

 g4987 3.87 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA49 cne:CNB01360 3255978 

 g2600 2.11 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC5 cne:CNA06010 3253771 

 g8590 3.82 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC3 cne:CNE05090 3257592 

 g8331 3.11 DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC1 [EC:2.7.7.6] cne:CNF00390 3258319 

 g6744 6.02 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA1 [EC:2.7.7.6] cne:CND03140 3257411 

 g8757 4.35 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA43 cne:CNK01350 3254646 

 g4989 3.18 DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC2 cne:CNB01370 3255880 

 g6740 3.77 DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1 cne:CND03040 3256969 

      

Ribosome g1596 2.08 large subunit ribosomal protein L5e cne:CNC05360 3256387 

 g5085 2.61 large subunit ribosomal protein L6 cne:CNG03160 3258738 

 g4035 2.24 large subunit ribosomal protein L4 cne:CNB02740 3255565 

 g6628 2.42 small subunit ribosomal protein S12 cne:CNN01910 3255535 
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Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Ribosome g5026 2.17 small subunit ribosomal protein S10e cne:CNF01650 3258245 

 g4219 2.56 large subunit ribosomal protein L15 cne:CNI03170 3259693 

 g1257 2.16 large subunit ribosomal protein L3e cne:CNK02240 3254568 

 g8504 2.98 large subunit ribosomal protein L23 cne:CNJ01410 3254119 

 g1606 2.01 large subunit ribosomal protein L37e cne:CNC00700 3256811 

 g1547 2.51 small subunit ribosomal protein S10 cne:CNI01480 3259785 

 g394 2.08 small subunit ribosomal protein S8e cne:CNG03720 3258792 

 g2445 2.48 large subunit ribosomal protein L24 cne:CNK03370 3254639 

 g8563 2.20 large subunit ribosomal protein L4e cne:CNJ01920 3254193 

 g6500 2.49 small subunit ribosomal protein S2 cne:CND04600 3257475 

 g8383 2.28 small subunit ribosomal protein S14e cne:CNF00670 3258345 

 g1647 2.03 large subunit ribosomal protein L23Ae cne:CNC00350 3256686 

 g3214 2.45 large subunit ribosomal protein L7Ae cne:CNH02040 3259208 

 g3032 2.00 large subunit ribosomal protein L12e cne:CNC06990 3256329 

 g7350 3.02 large subunit ribosomal protein L24e cne:CNC03010 3256149 

 g7373 2.70 large subunit ribosomal protein L1 cne:CNC03070 3256179 

 g5572 2.15 small subunit ribosomal protein S2e cne:CNF04150 3258428 

 g2960 2.47 large subunit ribosomal protein L5 cne:CNC01630 3256596 

 g1897 2.13 small subunit ribosomal protein S3e cne:CNA01060 3253810 

 g4489 2.88 small subunit ribosomal protein S11 cne:CNI02150 3259537 

 g3749 2.15 large subunit ribosomal protein L22 cne:CNE04980 3257499 

 g7323 3.11 small subunit ribosomal protein S15 cne:CNC01900 3256136 

 g6102 2.24 small subunit ribosomal protein S9 cne:CNG02250 3258621 

 g2458 2.01 small subunit ribosomal protein S5e cne:CNK03230 3254693 

      

RNA degradation g6197 3.72 protein AIR1/2 cne:CNA02330 3253825 

 g871 4.86 exosome complex protein LRP1 cne:CNA01840 3253820 

 g4762 2.04 molecular chaperone DnaK cne:CNL04260 3254889 

 g8231 3.18 exosome complex exonuclease RRP6 [EC:3.1.13.-] cne:CNC03940 3256693 

 g4716 3.53 6-phosphofructokinase 1 [EC:2.7.1.11] cne:CNJ01080 3254165 

 g6287 2.33 polyadenylate-binding protein cne:CNI01160 3259708 

 g5052 2.25 5'-3' exoribonuclease 2 [EC:3.1.13.-] cne:CNF01810 3258492 

 g5426 3.99 ATP-dependent RNA helicase DOB1 [EC:3.6.4.13] cne:CND05090 3257284 

      

RNA transport g5064 2.32 exportin-T cne:CNE02810 3257540 

 g3047 2.18 translation initiation factor 1A cne:CNH01170 3259000 

 g2621 2.51 translation initiation factor 4A cne:CNA07620 3253907 
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Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

RNA transport g4953 2.12 translation initiation factor 3 subunit D cne:CNB01420 3255656 

 g6287 2.33 polyadenylate-binding protein cne:CNI01160 3259708 

 g8340 2.24 ribonuclease Z [EC:3.1.26.11] cne:CNF00100 3258073 

 g7000 2.01 translation initiation factor 3 subunit B cne:CND05740 3257438 

 g4792 2.57 translation initiation factor 4G cne:CNA03900 3253408 

 g63 3.19 60S ribosomal export protein NMD3 cne:CNK01600 3254570 

*各遺伝子の L-Asp 誘導条件下における発現レベルに対する，D-Asp 誘導条件下における発現レベル (D-Asp/L-Asp) 
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D-Asp による細胞周期関連遺伝子の発現抑制 

Cellular processes の Class において，Peroxisome 以外の Cell cycle や Meiosis，Phagosome，

Endocytosis に関連する多くの遺伝子の発現が D-Asp の存在により逆に低下した (Fig. 2-3)．細

胞周期に関係する遺伝子の発現が低下したことから，D-Asp の存在により細胞増殖の低下が示

唆された (Table 2-6)．D-Asp 存在下の UJ1 株では Cdc20 や APC/C，コンデンシンと呼ばれる染

色体を凝集させる Smc2 と Ycs4，Brn1，Ycg1 からなるタンパク質複合体ホモログ遺伝子など

の発現が低下していた (Table 2-6)．Cdc20 と APC/C は他のタンパク質と紡錘体チェックポイン

ト複合体を形成し，細胞周期M期における染色体分配を適切に行う役割を果たしている (372)．

また，コンデンシンは M 期の染色体凝縮に中心的な役割を果たすタンパク質複合体であり，M

期以外の時期においても多様な染色体機能に関わることが明らかになっている (373)．したが

って，D-Asp 存在下の UJ1 株において M 期の染色体凝集と分配に障害が起きている可能性が

考えられる． 

 

Table 2-6. D-Asp 存在下で発現が低下した細胞周期関連遺伝子 

Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Cell cycle - yeast g6137 0.49 mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD1 cne:CNJ02500 3254215 

 g2430 0.49 condensin complex subunit 1 (YCS4) cne:CNK02970 3254443 

 g3070 0.43 condensin complex subunit 3 (YCG1) cne:CNA06590 3253910 

 g3716 0.42 anaphase-promoting complex subunit 6 (APC/C) cne:CNE03820 3257979 

 g7071 0.44 E3 ubiquitin-protein ligase RBX1 [EC:2.3.2.32] cne:CNB03140 3256060 

 g403 0.36 structural maintenance of chromosome 2 (SMC2) cne:CNG04180 3258928 

 g8144 0.39 separase [EC:3.4.22.49] cne:CNB00660 3255663 

 g7056 0.38 condensin complex subunit 2 (BRN1) cne:CNL06800 3254852 

 g5289 0.35 anaphase-promoting complex subunit 8 (APC/C) cne:CNC05740 3256315 

 g8605 0.35 checkpoint serine/threonine-protein kinase [EC:2.7.11.1] cne:CNG03850 3258523 

 g4183 0.36 cell division cycle 20, cofactor of APC complex cne:CNI04330 3259570 

 g94 0.32 anaphase-promoting complex subunit 2 (APC/C) cne:CNN02340 3255460 

      

Meiosis - yeast g6137 0.49 mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD1 cne:CNJ02500 3254215 

 g3716 0.42 anaphase-promoting complex subunit 6 cne:CNE03820 3257979 

 g4801 0.31 protein kinase A [EC:2.7.11.11] cne:CNA03840 3253859 

 g8144 0.39 separase [EC:3.4.22.49] cne:CNB00660 3255663 

 g5289 0.35 anaphase-promoting complex subunit 8 cne:CNC05740 3256315 

 g6784 0.41 adenylate cyclase [EC:4.6.1.1] cne:CNG03670 3258703 

 g8605 0.35 checkpoint serine/threonine-protein kinase [EC:2.7.11.1] cne:CNG03850 3258523 

 g4183 0.36 cell division cycle 20, cofactor of APC complex cne:CNI04330 3259570 

 g6632 0.43 carbon catabolite-derepressing protein kinase [EC:2.7.11.1] cne:CNF04650 3258277 

 g94 0.32 anaphase-promoting complex subunit 2 (APC/C) cne:CNN02340 3255460 

*各遺伝子の L-Asp 誘導条件下における発現レベルに対する，D-Asp 誘導条件下における発現レベル (D-Asp/L-

Asp) 

 

細胞周期や減数分裂に関係する遺伝子の発現には多数の活性化因子や抑制因子が複雑に関

わっている．細胞周期の進行は細胞の栄養条件によって制御され，栄養源を感知する TORC1

経路が関与することが知られている (239, 374, 375)．活性化された TORC1 は転写因子 SBF と

MBF を活性化して，細胞周期を制御する G1サイクリン (CLN) またはサイクリン B (CLB) 遺

伝子の転写および翻訳レベルを増強することで，G1/S 期および G2/M 期移行を促進する．Cln



第 2 章 

95 

 

や Clb は cdc28 とサイクリン依存性キナーゼ (CDK) 複合体を形成し標的タンパク質のリン酸

化を介して細胞周期を制御する．逆に，貧栄養条件では TORC1 経路が活性化されず，細胞周

期は G1/G0期で停滞する．前述したように，D-Asp 存在下では TORC1 が活性化されることが示

唆されたことから，発現が抑制された細胞周期関連遺伝子は TORC1 経路の抑制によるもので

はないと考えられた． 

近年，酵母 S. cerevisiae において Gcn4 が CLN1, 2 遺伝子の翻訳レベルを抑制することが示唆

された (376)．Cln1, 2 は SBF と MBF の抑制因子 Whi5 を不活性化することで，自身やその他

の CLB 遺伝子の転写を促進することができる (375)．本研究では，D-Asp が tRNA の核への蓄

積または減少を引き起こすことで ChGcn4 レベルが増加することが示唆された．このことから，

UJ1 株ではサイクリン遺伝子の発現が抑制されたことで，細胞周期の進行が抑制された可能性

がある．実際に UJ1 株に見いだされたサイクリン遺伝子の転写レベルは D-Asp によって低下し

ていた (Table 2-7)．したがって，UJ1 株における D-Asp 存在下での細胞周期関連遺伝子の発現

抑制は，ChGcn4 レベルの増加によってサイクリン遺伝子の発現レベルが低下したことに起因

すると考えられる．また，D-Tyr で処理したヒト HeLa 細胞では，S 期と G2/M 期の細胞増加が

観察されており，tRNA の編集・輸送と細胞周期における未知の関係が指摘されていることか

ら (88)，UJ1 株において tRNA の編集・輸送が細胞周期関連タンパク質の発現に負の影響を与

えているかもしれない． 

 

Table 2-7. サイクリン遺伝子の発現変動レベル 

Genes Fold change*  q-value 

g626 0.55 7.61×10-3 

g7231 0.61 3.28×10-4 

g3667 0.64 1.56×10-15 

S. cerevisiae Cln1–3, Clb1–6 のいずれか 1 つに対して相同性 (e-value ≤ 1.0 × 10−50) を有する遺伝子の発現レベル

を示した．*各遺伝子の L-Asp 誘導条件下における発現レベルに対する，D-Asp 誘導条件下における発現レベル 

(D-Asp/L-Asp)． 
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D-Asp によるオートファジー関連遺伝子の発現抑制 

Cellular processes の Class において Phagosome や Endocytosis に関連する遺伝子の発現が抑制

されていた (Fig. 2-3, Table 2-8)．オートファゴソームは，オートファジー時にのみ細胞内に見

られる脂質２重膜で囲まれた球状のオルガネラであり，細胞が飢餓状態に陥った際に，細胞質

やオルガネラの一部を分解してエネルギーやタンパク質合成のための材料を供給することで，

生存を存続させる役割を担っている (377, 378)．オートファジーは，アミノ酸，窒素源や炭素

源などの様々な栄養源の飢餓状態により TORC1 の働きが抑制されることで誘導される (379)．

一方，栄養源が豊富な状態では TORC1 が活性化されるためオートファジーは誘導されない．

オートファゴソームの形成には，多数のタンパク質因子が関与しているが，D-Asp 存在下での

UJ1 株では，Vps30/Atg6，Vps34，Sec22，Atg13，Atg4 や Vac8 ホモログ遺伝子などの発現が低

下していた (Fig. 2-3, Table 2-8)．Vps30/Atg6 と Vps34 は他のタンパク質とホスファチジルイノ

シトール 3-キナーゼ (PI3K) 複合体を形成しており，オートファジー形成に必須である (380, 

381)．Sec22 は，オートファジー形成時の膜融合などに関係している (382)．また，Atg13，Atg4

や Vac8 は複数の他の Atg (autophagy-related) タンパク質とともに，液胞近傍に存在する前オー

トファゴソーム構造体 (PAS) と呼ばれる複合体を形成することに関係している (383, 384)．酵

母 S. cerevisiae において，オートファジー形成に関連する ATG 遺伝子群の転写は Rph1 や Pho23

などの複数のリプレッサーにより抑制されていることが明らかにされている (385-387)．これ

らリプレッサーは，TORC1 不活性化時にリン酸化されることで不活性化し，ATG 遺伝子が転

写される．一方，TORC1 活性化時には ATG 遺伝子の転写を抑制する (385-387)．したがって，

D-Asp による Phagosome 形成に関連する遺伝子の発現抑制は，D-Asp によるリボソーム生合成

関連遺伝子群と同様に，細胞内の遊離アミノ酸濃度増加による TORC1 の活性化に起因する可

能性が考えられる． 
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Table 2-8. D-Asp 存在下で発現が低下したオートファジー関連遺伝子 

Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Ubiquitin mediated proteolysis g6277 0.35 ubiquitin-conjugating enzyme E2 N [EC:2.3.2.23] cne:CNE03880 3257505 

 g7071 0.44 E3 ubiquitin-protein ligase RBX1 [EC:2.3.2.32] cne:CNB03140 3256060 

 g2951 0.50 ubiquitin-activating enzyme E1 [EC:6.2.1.45] cne:CNA01230 3253709 

 g3716 0.42 anaphase-promoting complex subunit 6 cne:CNE03820 3257979 

 g3057 0.40 E3 ubiquitin-protein ligase synoviolin [EC:2.3.2.27]  cne:CNH01290 3259240 

 g4789 0.45 ubiquitin conjugation factor E4 B [EC:2.3.2.27] cne:CNL04300 3254790 

 g94 0.32 anaphase-promoting complex subunit 2 cne:CNN02340 3255460 

 g5527 0.46 ubiquitin-conjugating enzyme E2 G1 [EC:2.3.2.23] cne:CNF04270 3258043 

 g5289 0.35 anaphase-promoting complex subunit 8 cne:CNC05740 3256315 

 g4708 0.50 ubiquitin-conjugating enzyme E2 M [EC:2.3.2.34] cne:CNJ01020 3254214 

 g5293 0.38 ubiquitin-conjugating enzyme (huntingtin interacting protein 2) [EC:2.3.2.23] cne:CNC05160 3256722 

 g4183 0.36 cell division cycle 20, cofactor of APC complex (CDC20) cne:CNI04330 3259570 

      

Protein processing in endoplasmic reticulum g877 0.49 oligosaccharyltransferase complex subunit delta (ribophorin II) cne:CNC04720 3256230 

 g7071 0.44 E3 ubiquitin-protein ligase RBX1 [EC:2.3.2.32] cne:CNB03140 3256060 

 g8158 0.46 protein transport protein SEC24 cne:CNB00260 3255871 

 g5527 0.46 ubiquitin-conjugating enzyme E2 G1 [EC:2.3.2.23] cne:CNF04270 3258043 

 g1562 0.50 protein transport protein SEC13 cne:CNI03320 3259673 

 g2961 0.34 peptide-N4-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine amidase [EC:3.5.1.52] cne:CNC01650 3256632 

 g3443 0.24 Ataxin-3 [EC:3.4.22.-] cne:CNI03470 3259734 

 g1609 0.42 protein disulfide-isomerase A6 [EC:5.3.4.1] cne:CNC05350 3256273 

 g197 0.36 dolichyl-diphosphooligosaccharide---protein glycosyltransferase [EC:2.4.99.18] cne:CNI01850 3259592 

 g8565 0.45 protein OS-9 cne:CNJ01780 3254031 

 g4554 0.31 protein kinase C substrate 80K-H cne:CNA04410 3253346 

 g4823 0.40 phospholipase A-2-activating protein cne:CNL05350 3254986 

 g7146 0.29 GTP-binding protein SAR1 [EC:3.6.5.-] cne:CNB03430 3255850 

 g2723 0.46 nuclear protein localization protein 4 cne:CNC02370 3256137 

 g3057 0.40 E3 ubiquitin-protein ligase synoviolin [EC:2.3.2.27] cne:CNH01290 3259240 

 g4789 0.45 ubiquitin conjugation factor E4 B [EC:2.3.2.27] cne:CNL04300 3254790 

 g6320 0.32 Derlin-2/3 cne:CNN00930 3255509 

 g1458 0.48 oligosaccharyltransferase complex subunit beta cne:CNJ01740 3254145 

 g8714 0.34 protein transport protein SEC31 cne:CNJ02300 3254267 

 g2618 0.42 UV excision repair protein RAD23 cne:CNA07500 3253530 

 g6455 0.42 ubiquitin thioesterase OTU1 [EC:3.1.2.-] cne:CNN01520 3255445 

 g7225 0.43 protein transport protein SEC24 cne:CNM01000 3255235 
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Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Phagosome g5559 0.20 V-type H+-transporting ATPase subunit a cne:CND02320 3256882 

 g4925 0.34 t-SNARE cne:CNB01520 3255682 

 g7533 0.41 hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate cne:CNE03710 3257686 

 g4660 0.46 V-type H+-transporting ATPase 16 kDa proteolipid subunit cne:CNA02690 3254000 

 g7074 0.18 phosphatidylinositol 3-kinase [EC:2.7.1.137] cne:CNB03120 3255809 

 g8586 0.50 V-type H+-transporting ATPase subunit D cne:CNC00590 3256674 

 g6746 0.46 vesicle transport protein SEC22 cne:CND03150 3257244 

 g5050 0.09 syntaxin 18 cne:CNF01710 3258365 

 g2289 0.38 V-type H+-transporting ATPase subunit F cne:CNF02860 3258107 

 g7598 0.36 V-type H+-transporting ATPase subunit C cne:CNC06660 3256138 

      

Regulation of autophagy g8784 0.30 cysteine protease ATG4 [EC:3.4.22.-] cne:CNK01520 3254616 

 g2631 0.32 autophagy-related protein 13 (ATG13) cne:CNA07560 3253267 

 g7018 0.44 beclin (VPS30) cne:CNC02730 3256443 

 g7074 0.18 phosphatidylinositol 3-kinase [EC:2.7.1.137] (VPS34) cne:CNB03120 3255809 

 g4809 0.25 vacuolar protein 8 (VAC8) cne:CNA03500 3253261 

      

Endocytosis g3067 0.20 ESCRT-I complex subunit VPS28 cne:CNA06540 3253940 

 g7015 0.32 phospholipase D1/2 [EC:3.1.4.4] cne:CND05920 3257028 

 g1965 0.34 actin related protein 2/3 complex, subunit 3 cne:CNJ01950 3254269 

 g2699 0.30 vacuolar protein sorting-associated protein 35 cne:CNC03240 3256155 

 g8241 0.32 signal transducing adaptor molecule cne:CNF00910 3258098 

 g5481 0.35 vacuolar protein sorting-associated protein 26 cne:CND05390 3256975 

 g2046 0.23 AP-2 complex subunit alpha cne:CNG00660 3258875 

 g2420 0.34 charged multivesicular body protein 1 cne:CNA04510 3253330 

 g4806 0.32 amphiphysin cne:CNA03420 3254027 

 g5721 0.36 phospholipase D1/2 [EC:3.1.4.4] cne:CNE01480 3258006 

 g2703 0.23 ESCRT-I complex subunit TSG101 cne:CNC02240 3256213 

 g8609 0.35 epsin cne:CNE03280 3257945 

 g4668 0.38 actin related protein 2/3 complex, subunit 5 cne:CNA03030 3253417 

 g7533 0.41 hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate cne:CNE03710 3257686 

 g7398 0.40 vacuolar protein-sorting-associated protein 4 cne:CNI00460 3259663 

 g6949 0.36 vacuolar protein sorting-associated protein IST1 cne:CNE00300 3257966 

Endocytosis g8593 0.38 neural Wiskott-Aldrich syndrome protein cne:CNE05050 3257888 

 g6321 0.19 epidermal growth factor receptor substrate 15 cne:CNK00600 3254418 

 g8279 0.47 actin related protein 2/3 complex, subunit 1A/1B cne:CNF00940 3258118 

 g8693 0.44 clathrin heavy chain cne:CNJ03270 3254223 
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Term Gene Fold change* Putative function KO number Entrez ID 

Endocytosis g3129 0.37 charged multivesicular body protein 2A cne:CNH01380 3259275 

 g6161 0.34 capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta cne:CNB03880 3255991 

 g8825 0.38 charged multivesicular body protein 3 cne:CNA04070 3253247 

 g1726 0.30 rabenosyn-5 cne:CNJ02080 3254045 

 g6432 0.41 sorting nexin-1/2 cne:CND04350 3257121 

 g3666 0.22 actin related protein 2/3 complex, subunit 2 cne:CNE04410 3257678 

*各遺伝子の L-Asp 誘導条件下における発現レベルに対する，D-Asp 誘導条件下における発現レベル (D-Asp/L-Asp) 
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C. humicola UJ1 株の D-Asp 応答 

 本章で明らかになった C. humicola UJ1 株の D-Asp 応答を Fig. 2-4 にまとめた．D-Asp はアミ

ノアシル tRNA 合成酵素によって tRNA と結合する (D-Asp-tRNA)．また，D-Asp-tRNA は DTD

によって切断され，再度アミノ酸非結合型の tRNA が再生されるが，核に集積することで利用

可能な tRNA は減少する．その結果，リボソームによるタンパク質合成プロセスが阻害され，

細胞内に遊離のアミノ酸が蓄積し TORC1 が活性化されることで，Ribi genes や核酸生合成関連

遺伝子群の転写を誘導し，オートファジー関連遺伝子群の転写を抑制したと考えられる．また，

アミノ酸非結合型の tRNA は転写因子 Gcn4 の発現レベルを増加させ，GAAC 経路を活性化す

ることで，AAP 遺伝子やアミノ酸生合成遺伝子群，PEX 遺伝子群の転写を誘導し，細胞周期関

連遺伝子群の転写を抑制したと考えられる．一方，ChDDO 遺伝子の転写は，TORC1 制御下に

ある NCR や CCR を受けないこと，また，Gcn4 発現レベルを増加させると考えられる他の D-

アミノ酸によって誘導されないことから (99, 113)，未知の D-Asp 特異的なシグナル伝達経路に

より転写誘導されると考えられる． 

 

 

Fig. 2-4. C. humicola UJ1 株の D-Asp 応答の概要 

(A) L-Asp/NH4Cl 条件 (D-Asp 非存在下) では，良好な窒素源の存在によって Gcn4 レベルが抑制され，TORC1

の活性が基底レベルで機能している．(B) D-Asp/NH4Cl 条件 (D-Asp 存在下) では，D-Asp-tRNA が形成され，利

用可能な tRNA が減少する．利用可能な tRNA の減少は Gcn4 レベルを増加させ GAAC 経路が活性化される．

細胞のタンパク質合成プロセスが阻害されることで，遊離アミノ酸が増加し TORC1 が活性化され下流のプロ

セスを制御する．ChDDO 遺伝子は独立した経路によって誘導される．矢印は活性化を示し，バーは抑制を示

す．発現が増加した遺伝子はオレンジ，発現が低下した遺伝子は青で示した．  
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D-Asp 存在下において AAP 遺伝子の転写が誘導されることで，細胞の D-Asp 取り込み活性は

増加すると考えられる．さらに，D-Asp の唯一の代謝酵素である ChDDO 遺伝子発現を誘導す

るとともに，反応の場であるペルオキシソーム機能も亢進させることは効率的な D-Asp 利用に

寄与していると考えられる．一方で，D-Asp は利用可能な tRNA の減少を引き起こすことで貧

栄養条件を作り出すとともに，遊離のアミノ酸を増加させ擬似的な富栄養条件を作り出すこと

が示唆された．このような状態が継続することは，細胞の代謝経路を撹乱し生育に深刻な影響

を与える可能性がある．実際に D-Asp によって Cell cycle 関連遺伝子群の転写が抑制され細胞

分裂に負の影響を与えることが示唆された．ChDDO 遺伝子の転写は D-Asp の存在下でのみ特

異的に誘導されることから D-Asp 特異的な転写活性化システムが存在すると考えられている 

(99, 113)．ChDDO 遺伝子の誘導システムが GAAC 経路や TORC1 経路とは独立して存在するこ

とは，効率的な D-Asp 毒性の低減に寄与すると考えられる． 

ChDDO 遺伝子を含む D-アミノ酸代謝酵素遺伝子の転写誘導に関与するシグナル伝達経路に

関する情報はほとんど知られておらず，また D-アミノ酸の真核生物に対する影響や分子応答に

関する知見は乏しかった．本研究は，真核生物の D-アミノ酸によるトランスクリプトーム変化

を解析した初めての例であり，ChDDO 遺伝子誘導発現を含む D-アミノ酸応答に関する有益な

情報を提供すると考えられる．本研究によって得られたトランスクリプトーム情報は，ChDDO

遺伝子誘導発現に関与するD-Asp特異的な誘導あるいは脱抑制に関与するセンサータンパク質

や転写因子の特定に有用かもしれない． 
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4. 材料と方法 

試薬 

試薬は特記しない場合，FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation (Osaka, Japan), Sigma Aldrich (St Louis, MO, 

USA)，Nacalai tesque (Kyoto, Japan), Difco (Detroit, MI, USA), Takara Bio (Shiga, Japan) または TOYOBO (Osaka, 

Japan)から購入した．D-Asp は Mitsubishi Tanabe Pharma Corporation (Osaka, Japan) から寄贈されたものを用い

た．オリゴヌクレオチドは，Eurofins Genomics (Tokyo, Japan)または Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, 

USA)から購入した． 

 

試供菌，培養条件 

酵母 Cryptococcus humicola UJ1 株を供試菌として使用した (110)．これらの培養には YPD 培地 (10 g/l yeast 

extract, 20 g/l peptone, 20 g/l glucose) または SD 培地 (0.67 g/l BD Difco yeast nitrogen base w/o amino acids, 5 g/l 

glucose)，YNB 培地 (0.17 g/l yeast nitrogen base w/o amino acids and ammonium sulfate) を用いて 30°C で培養し

た．固体培地には精製寒天粉末を 20 g/l となるように添加した． 

 

RNA-seq 実験 

誘導菌体の調製 

UJ1 株を SD 液体培地で 30°C で，16 h 培養したのち，100 ml の SD 液体培地に OD600が 0.05 となるように添

加して 30°C で 16 h 培養した．菌体を氷冷滅菌水で 2 回洗浄し，再度氷冷滅菌水に懸濁した．30 mM NH4Cl と

30 mM Ｄ-Asp または L-Asp を含む YNB 液体培地に OD600ユニットが 10 となるように添加し，30°C で 5 h 培

養した．その後遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．菌体を 0.2 

g の 0.45–0.5 mm のジルコニアビーズを含む 2 ml スクリューチューブに移して上清を除いた．菌体は使用する

まで−80°C で保存した． 

 

Total RNA の調製 

誘導菌体と 0.2 g の 0.45–0.5 mm のジルコニアビーズを含む 2 ml スクリューチューブを凍結乾燥システム 

DRC-1100 と FDU-2100 (EYELA, Tokyo, Japan) を用いて凍結乾燥した．凍結乾燥した菌体は使用するまで−80°C

で保存した．凍結乾燥菌体を含むチューブをボルテックスミキサーで 5 min 激しく振盪し細胞を破砕した．添

付のプロトコルに従って Direct-zol RNA Miniprep Kit (ZYMO Research, Irvine, CA, USA) を用いて，破砕細胞か

ら total RNA を抽出・精製した． 

 

RNA-seq 解析 

 一連の RNA-seq 解析はフィルジェン株式会社に委託して行った．RNA サンプルの濃度，純度は Nanodrop 

2000 (Thermo Scientific) と Agarose Gel Electrophoresis, Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies)，Qubit 2.0 

fluorometer (Life Technologies) によって確認された．Total RNA はオリゴ (dT) ビーズを用いて mRNA が濃縮さ

れ，その後断片化された．次に，ランダムヘキサプライマーを用いて cDNA が合成され，A-tail 付加，シーケ

ンシングアダプター配列の付加，PCR エンリッチメント等を経て最終的な cDNA ライブラリーが構築された．
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配列解析は Illumina Nova Seq 6000, PE150 によって行われた． 

 

配列のマッピングと機能アノテーションおよび解析 

 適切な解析データを得るために，raw reads からアダプター配列を含む reads や低品質の reads が除かれた．

以降の解析にはフィルタリングされた clean reads が使用された．マッピングにはソフトウェア TopHat2 (388) 

と酵母 C. humicola UJ1 株のゲノムデータ (289) が使用された．発現変動遺伝子 (DEGs) 解析にはソフトウェ

ア DEGseq と edgeR が使用された (389, 390)．得られた ORF 配列はソフトウェア KOBAS を使用して，酵母

Cryotococcus neoformans JEC21 株を参照ゲノムとして，機能アノテーションと KEGG pathway 解析された (391, 

392)．GO エンリッチメント解析にはソフトウェア GOseq が使用された (393)． 
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第 3 章 酵母 Cryptococcus humicola UJ1 株の D-アスパラギン酸酸化酵素遺伝子発現

におけるピルビン酸カルボキシラーゼの機能解析 

 

1. 緒言 

 第 2 章では，UJ1 株において D-Asp 応答に関与するシグナル伝達経路に関する情報を得るた

めに，RNA-seq により D-Asp 特異的に発現が変動する遺伝子を網羅的に解析した．その結果，

D-Asp によって ChDDO 遺伝子だけでなくペルオキシソーム増殖に関与する PEX 遺伝子の発現

も転写レベルで誘導されることが示唆された．さらに，D-Asp の存在は間接的に TORC1 経路

や GAAC 経路に関連する遺伝子発現を大きく変化させることが示唆された．これらの結果は，

真核生物の D-アミノ酸によるトランスクリプトーム変化を解析した初めての例として，

ChDDO 遺伝子誘導発現を含む D-アミノ酸応答に関する有益な情報を提供すると考えられる． 

ピルビン酸カルボキシラーゼ (Pyc) は細菌や真菌，植物，動物に広く分布し TCA サイクル

にオキサロ酢酸を供給するアナプレロティック酵素として機能する．メタノール資化性酵母 H. 

polymorpha や P. pastoris では，Pyc1 がタンパク質相互作用を介してアルコールオキシダーゼ 

(AO) への補酵素 FAD の結合を補助することで，AO のペルオキシソームへの輸送と四次構造

形成による活性化に関与することが報告されている (Fig. 3-1) (281, 285)．さらに近年，P. pastoris

における PYC1 遺伝子破壊が D-Ala における生育遅延と D-アミノ酸オキシダーゼ (DAO) 酵素

活性の低下も引き起こすことが報告された (286)．DAO と AO は FAD を補酵素とするペルオ

キシソーム酵素であることから，AO と同様の機構で DAO も活性化されると考えられている．

一方，ChDDO 遺伝子の発現は D-Asp 依存的に転写レベルで制御されることが明らかにされて

いるが (113)，翻訳後においても ChDDO の機能発現が制御されていれば非常に興味深い．ヒ

トにおいてD-Aspの代謝異常は統合失調症を含む神経性疾患に関与することが示唆されている 

(45-47)．DDO 機能発現に関する新たな知見は，これら疾患の発病メカニズムやその治療に有益

な情報を提供するかもしれない．そこで第 3 章では，C. humicola UJ1 株の PYC1 遺伝子を同定

し，遺伝子破壊と機能解析を通して，ChDDO 遺伝子の機能発現における Pyc1 の役割について

解析した． 
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Fig. 3-1. メタノール資化性酵母 H. polymorpha における Pyc1p による AO 活性化メカニズムのモデル 

AO モノマーは細胞質上のリボソームによって合成される．細胞質において，Pyc1p はタンパク質相互作用を

介して，新規に合成された AO モノマーへの補酵素 FAD の結合を媒介する．FAD を含む AO モノマーは PTS1

受容体である Pex5p と結合する．AO-Pex5p 複合体はペルオキシソーム膜を横切って移動し，マトリックス内

で解離する (I)．その後，FAD を含む AO モノマーがオクタマーを形成する．Pex5p は細胞質に戻り (II)，PTS1

タンパク質の再輸入を仲介する．図は Ozimek らの論文から引用した (281)． 
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2. 結果 

2.1. C. humicola UJ1 株のピルビン酸カルボキシラーゼ遺伝子の同定 

 C. humicola UJ1 株の PYC1 遺伝子 (ChPYC1 遺伝子) を同定するために，酵母 P. pastoris の

Pyc1 (PpPyc1, Uniprot: P78992) のアミノ酸配列を用いて，UJ1株のドラフトゲノム配列中のPyc1

ホモログを検索した．その結果，PpPyc1 に対して有意な相同性を有するホモログ g8318 を見い

だし，ChPyc1 と名付けた．ChPyc1 は 1,211 個のアミノ酸残基からなり，PpPyc1，H. polymorpha 

Pyc1 (HpPyc1) および S. cerevisiae の Pyc1p と Pyc2p に対してそれぞれ 58.4%と 60.5%，59.5%，

59.1%のアミノ酸配列同一性を示した．ChPyc1 には，Pyc の 3 つの機能ドメインである N 末端

のビオチンカルボキシル化 (BC) ドメインと中央のトランスカルボキシル化 (TC) ドメイン

とC末端のビオチンカルボキシルキャリア (BCC) ドメインが保存されていた (Fig. 3-2) (251)．

このことから，ChPyc1 は UJ1 株において Pyc として機能すると考えられた．真核生物の Pyc

の多くはミトコンドリア標的化シグナル (MTS) を有しミトコンドリアに局在するが，酵母 S. 

cerevisiae や糸状菌 A. nidulans, A. terreus, Rhizopus oryzae の Pyc は MTS を有しておらず，細胞

質に局在する (256, 269)．さらに，メタノール資化性酵母 H. polymorpha や P. pastoris の Pyc も

細胞質に局在する (281)．ChPyc1 にも MTS は見いだされなかったことから，他の真菌と同様

に細胞質に局在すると考えられた．
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Fig. 3-2. ChPyc1 と真菌 Pyc のアミノ酸配列の比較 

赤と青，緑で囲まれた領域は，それぞれ Pyc の機能ドメインである BC と TC，BCC ドメインを示す [1]．＊と・，：はそれぞれ同一のアミノ酸残基と類似性の低い

および高いアミノ酸残基を示す．以下に使用したアミノ酸配列の UniprotKB アクセッション番号を示す：HpPyc1，H. polymorpha，A0A1B7SK73；PpPyc1，P. pastors，

P78992；Pyc1p，S. cerevisiae，P11154；Pyc2p，S. cerevisiae，P32327．
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2.2. 酵母 S. cerevisiae における ChPYC1 遺伝子の発現 

 ChPYC1 遺伝子が機能的なピルビン酸カルボキシラーゼをコードしていることを確認するた

め，S. cerevisiae における ChPYC1 遺伝子発現系ベクター (pWGP3_ChPYC1) を作製し，S. cere-

visiae W303-1A 株でグリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼプロモーター制御下で

ChPYC1 遺伝子を発現させた． 

pWGP3_ChPYC1 を導入した酵母細胞と ChPYC1 遺伝子を有していないコントロールベクタ

ー (pWGP3) を導入した酵母細胞から粗抽出液を調製し，粗抽出液中の Pyc 活性を測定したと

ころ，コントロールベクターを保持する細胞の粗抽出液の Pyc 活性 (約 10 mU/mg-protein)と比

較して，pWGP3_ChPYC1 を保有する酵母細胞の粗抽出液の Pyc 活性は顕著に高かった (約 60 

mU/mg-protein) (Fig. 3-3A)．次に，ChPYC1 遺伝子発現産物の分子質量を明らかにするために粗

抽出液のタンパク質を SDS-PAGE で解析したところ，ChPYC1 遺伝子発現株においてのみ

ChPyc1 の推定分子質量に相当する約 133 kDa の位置に特異的なタンパク質バンドが観察され

た (Fig. 3-3B)．これらの結果から，ChPYC1 遺伝子が機能的な Pyc をコードすることが示され

た． 

 

 

Fig. 3-3. S. cerevisiae W303-1A 株における ChPYC1 遺伝子の発現 

(A) ChPYC1 遺伝子を発現させた (pWGP3-ChPYC1) 細胞と発現させていない (pWGP3) 細胞の粗抽出液の Pyc

活性．pWGP3-ChPYC1 または pWGP3 を保持する細胞を SD 最少培地において 30°C で 20 h 培養し粗抽出液を

調製した．活性は，Payne と Morris が報告した malate dehydrogenase (MDH) との共役反応により，分光光度法

で測定した (394)．測定は 3 回行い，その平均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す．測定値は Welch の

t-検定によって統計解析した．** p < 5 × 10−3．(B) pWGP3-ChPYC1 または pWGP3 を保持する細胞粗抽出液の

SDS-PAGE 解析．10 µg のタンパク質を 12％ SDS-PAGE で分離し，Coomassie Brilliant Blue で染色した．矢印

は，ChPyc1 に対応するタンパク質バンドを示す (分子質量：約 133 kDa)．  



第 3 章 

109 

 

2.3. ChPYC1 遺伝子破壊株の作製と生育解析 

 Pyc は TCA サイクルの代謝物質の 1 つであるオキサロ酢酸を供給するアナプレロティック

酵素として機能する．一方，ChDDO は D-Asp からオキサロ酢酸を生成することから，Pyc 機能

を相補できると考えられた．本節では，ChPYC1 遺伝子破壊株 (ΔChpyc1) を作製し，その生育

解析を通して，ChPyc1 が他の生物と同様に TCA 回路のアナプレロティック酵素としての役割

を果たしているか，また ChDDO がその機能を相補できるか解析した． 

 UJ1 株のウラシル要求性変異株である UM3 株を用いて，相同組換えに基づく遺伝子置換法

により ChPYC1 遺伝子破壊株を作製した (Fig. 3-4A)．ChPYC1 遺伝子の破壊は破壊候補株に対

し遺伝子破壊カセットの領域内外にプライマーを設定した PCR によって確認した．その結果，

破壊候補株にのみ予想されるサイズの DNA 断片が増幅されたことから，正常な ChURA3 遺伝

子を含む破壊カセットが ChPYC1 遺伝子座に挿入された ChPYC1 遺伝子破壊株 (ΔChpyc1) の

作製が確認できた．さらに，野生株 (UJ1 株) と ΔChpyc1 株の粗抽出液を調製し，Pyc 酵素活性

を測定した (Fig. 3-4B)．その結果，野生株の粗抽出液の Pyc 活性 (約 20 mU/mg-protein) に対

して ΔChpyc1 株の Pyc 活性 (約 1 mU/mg-protein) は顕著に低かった．このことから，ΔChpyc1

株において Pyc 酵素機能が失われていることを確認した． 

 

 

Fig. 3-4. ΔChpyc1 株の構築および C. humicola の野生株 (UJ1 株) と ΔChpyc1 株の粗抽出液の Pyc 活性 

(A) ChURA3 遺伝子を用いた相同組換えによる ChPYC1 遺伝子破壊の模式図と PCR による遺伝子破壊の解析．

数字は ChPYC1 遺伝子の開始コドン ATG からの距離 (bp) を示す．ChURA3 遺伝子は ChPYC1 遺伝子の 977 bp

から 1,749 bp の間に逆方向に挿入された．レーン: 1, 2 野生株 (UJ1 株)におけるそれぞれ上流と下流領域を増

幅したネガティブコントロール; レーン: 3, 4 ΔChpyc1 株における上流とか領域の増幅産物．(B) 野生株 (UJ1

株) と ΔChpyc1 株を L-Asp を含む SD 最少培地において 30°C で 20 h 培養し粗抽出液を調製した．Pyc 活性は

Fig. 3-3 と同様に測定した．測定は 3 回行い，その平均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す．測定値は

Welch の t-検定によって統計解析した．* p < 5 × 10−2．  
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 次に，グルコースを炭素源，NH4Cl または L-Asp を窒素源とした培地における ΔChpyc1 株の

生育を観察した (Fig. 3-5A, B)．その結果，ΔChpyc1 株は，グルコースを炭素源，NH4Cl を窒素

源とした培地において生育が野生株よりも遅延したが，L-Asp を窒素源とした培地では生育が

野生株と同等に回復した．さらに，ΔChpyc1 株は α-ケトグルタル酸を炭素源，NH4Cl を窒素源

とした培地においても生育が野生株と同等に回復した (Fig. 3-5C)．これらの結果から，ChPyc1

がアナプレロティック酵素として機能し，また L-Asp と α-ケトグルタル酸はトランスアミナー

ゼ反応によってオキサロ酢酸を生成し，TCA 回路に基質を供給することで，ChPyc1 の酵素機

能を相補することが示唆された． 

 

 

Fig. 3-5. C. humicola 野生株 (UJ1 株) と ΔChpyc1 株の異なる炭素と窒素源における生育 

野生株 (UJ1 株，●) と ΔChpyc1 株 (○) を，55.5 mM グルコースまたは 66.6 mM α-ケトグルタル酸を炭素源，

10 mM NH4Cl または L-Asp，D-Asp を唯一の窒素源 (A, B, C, D)，83.3 mM L-Asp または D-Asp を炭素源，10 mM 

NH4Cl を窒素源 (E, F) とする培地で生育させた．各株の生育は培養液の OD600 を経時的に測定することで観

察した．  
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UJ1 株において，D-Asp は ChDDO によってオキサロ酢酸に変換されることから，L-Asp と同

様に，ΔChpyc1 株の生育遅延を回復させる可能性が考えられた．そこで，グルコースを炭素源，

D-Asp を窒素源とした培地における ΔChpyc1 株の生育を観察したところ，D-Asp は L-Asp とは

異なり，ΔChpyc1 株の生育遅延を回復させることはできなかった (Fig. 3-5D–F)．したがって，

ChDDO による D-Asp からのオキサロ酢酸の供給は ChPyc1 の欠損を補うことができないこと

が分かった．酵母 P. pastoris において PYC1 遺伝子の破壊は DAO 活性の低下を引き起こすこと

から (286)，ΔChpyc1 株においても DDO 活性が低下し，欠損を補うことができなかった可能性

が考えられた．そこで，D-Asp を含む培地で ChDDO 遺伝子発現を誘導した細胞の粗抽出液を

調製し DDO 活性を測定したところ，ΔChpyc1 株の DDO 活性は野生株の約 60%に低下してい

た (Fig. 3-6A)．さらに，ΔChpyc1 株の ChDDO 転写量も同様に野生株の約 6 割に低下した (Fig. 

3-6B)．このことから，ChPYC1 遺伝子破壊により ChDDO 転写量が低下し，その結果として DDO

活性の誘導低下が引き起こされたと考えられた． 

 

 

Fig. 3-6. C. humicola 野生株 (UJ1 株) と ΔChpyc1 株における ChDDO 遺伝子の誘導発現 

(A) 60 mM D-Asp または L-Asp を唯一の炭素・窒素源として含む培地で誘導した細胞の粗抽出液の DDO 活性．

数値は D-Asp を用いた野生株の酵素活性を 100%とした相対値で示した．(B) ChDDO 遺伝子の転写レベル．

DDO活性と同条件で誘導した細胞の total RNAを用いて qRT-PCRによってChDDO遺伝子の転写量をChTAF10

遺伝子の転写量で正規化した．数値は D-Asp 上での野生株の ChDDO 転写量を 1 とする相対値で示した．測定

は 3 回行い，その平均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す．測定値は Welch の t-検定によって統計解析

した．* p < 5 × 10−2，** p < 5 × 10−3．  
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2.4. ピルビン酸が ChDDO 遺伝子誘導発現に与える影響 

 ChPYC1 遺伝子の破壊によってピルビン酸が細胞内に蓄積し，ChDDO 遺伝子誘導発現に負

の影響を与えた可能性が考えられた．そこで，野生株と ΔChpyc1 株の細胞内ピルビン酸含有量

を測定したが，その量に有意な差は見いだせなかった (Fig. 3-7A)．さらに，ピルビン酸が

ChDDO 誘導発現に与える影響を詳細に解析するため，培養液に 60 mM ピルビン酸を添加し，

DDO 活性，ChDDO 転写量と細胞内ピルビン酸含有量を測定した．60 mM ピルビン酸を添加

した場合，両株の細胞内ピルビン酸含有量に有意な差は観察されなかった (Fig. 3-7A)．一方，

野生株の DDO 活性と ChDDO 転写量はピルビン酸添加によりともに増加したが，ΔChpyc1 株

では逆に低下した (Fig. 3-7B, C)．最近，アミノ酸パーミアーゼ (Aap) を介した D-Asp の取り

込みが ChDDO 遺伝子の誘導発現に関与することが報告されたことから (395)，モノカルボン

酸であるピルビン酸の培養液における存在がジカルボン酸であるD-Aspの取り込みに影響を与

える可能性が考えられたが，ピルビン酸は D-Aspの細胞内への取り込みを阻害しなかった (Fig. 

3-7D)．以上の結果から，D-Asp とは独立して，ChPyc1 によるピルビン酸からオキサロ酢酸へ

の酵素代謝が ChDDO 遺伝子の転写を正に，他の酵素によるピルビン酸代謝が ChDDO 遺伝子

の転写を負に部分的に制御している可能性が示唆された． 

 

 

Fig. 3-7 ピルビン酸が ChDDO 遺伝子誘導発現に与える影響 

(A) 細胞内ピルビン酸濃度．60 mM D-Asp と 60 mM ピルビン酸 (+Pyruvate) またはピルビン酸未添加 (None) 

の培地において誘導した細胞の粗抽出液のピルビン酸量を測定した．細胞内ピルビン酸濃度は，Zhu ら (396) 

方法に従って，酵素法および蛍光光度法により測定した．細胞内のピルビン酸濃度は，乾燥菌体重量あたりの

ピルビン酸量として算出した．(B) 粗抽出物中の DDO 活性は，野生株，None における活性を 100％とした相

対値で示した．(C) ChDDO 遺伝子の転写は，野生株，None における転写量を 1 とした相対値で示した．(D) 

ChDDO 遺伝子破壊株の細胞粗抽出液中の D-Asp を，Kajitani ら (397) 方法に従って HPLC 法で測定した．細胞

内の D-Asp 濃度は，乾燥菌体重量あたりの D-Asp として算出した．測定は 3 回行い，その平均値を示した．エ

ラーバーは標準偏差を示す．測定値は Welch の t-検定によって統計解析された．n.s., no significant, * p < 5 × 10−2，

** p < 5 × 10−3，*** p < 5 × 10−4．  
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3. 考察 

酵母 S. cerevisiae や H. polymorpha，P. pastoris，糸状菌 A. nidulans において，Pyc 活性を持た

ない変異株はグルコース上での良好な生育に L-Asp または L-Glu を必要とし，Pyc は TCA 回路

にオキサロ酢酸を供給するアナプレロティック酵素として機能している  (281, 398-400)．

ΔChpyc1 株はグルコースを炭素源，NH4Cl を窒素源とした培地で生育遅延を生じたが，L-Asp ま

たは α-ケトグルタル酸の添加により生育遅延が回復した (Fig. 3-5A–C)．このことは，ChPyc1

が TCA 回路のアナプレロティック酵素として機能していること，また Asp トランスアミナー

ゼ (AST) 反応が Pyc の機能を相補できることを示している．ChDDO は D-Asp からオキサロ酢

酸を直接供給できるため Pyc の機能を相補できると考えられたが，ΔChpyc1 株では ChDDO 発

現量が低下したために，D-Asp の添加はグルコースを炭素源，NH4Cl を窒素源とした培地で生

育遅延を回復させることができないと考えられた (Fig. 3-5D–F)． 

メタノール酵母 H. polymorpha や P. pastoris の Pyc1 は，新規に合成された AO に補酵素 FAD

を結合させる機能を有していることから，PYC1 遺伝子の破壊は細胞内の AO 活性の顕著な低

下を引き起こすことが知られている (281-283)．また近年，P. pastoris の PYC1 遺伝子破壊が細

胞内の DAO 活性も顕著に低下させることが報告され，AO と同様に，Pyc1 欠損による補酵素

FADのDAO への結合の低下がDAO 活性低下の原因と考えられている (286)．一方，C. humicola 

UJ1 株では，ChDDO 転写誘導レベルの低下が DDO 活性の低下を引き起こすことが明らかとな

った (Fig. 3-6B)．P. pastoris Δpyc1 株における DAO 遺伝子の転写が解析されていないため，P. 

pastoris において実際に Pyc1 の欠損が DAO 遺伝子の転写ではなく，DAO の触媒能に影響を与

えたことは明らかではないが，これらの結果は，メタノール資化性酵母の AO や DAO とは異

なり，ChDDO の機能発現が ChPyc1 の触媒機能を介して，転写レベルで制御されていることを

示唆した． 

D-Asp 誘導時にピルビン酸を添加すると，野生株では ChDDO 遺伝子の転写レベルが増加し

たが，ΔChpyc1 株では低下した (Fig. 3-7C)．この時，野生株と ΔChpyc1 株の細胞内ピルビン酸

含有量に有意な差は見られなかったことから (Fig. 3-7A)，ピルビン酸代謝が ChDDO 遺伝子の

転写制御に関与している可能性が考えられた．酵母において，ピルビン酸は主に Pycに加えて，

ピルビン酸デヒドロゲナーゼ (Pdh) とピルビン酸デカルボキシラーゼ (Pdc) によって代謝さ

れる (Fig. 3-8) (254)．したがって，Pdh や Pdc を介したピルビン酸代謝が ChDDO 遺伝子の転

写を負に，逆に Pyc によるピルビン酸代謝が ChDDO 遺伝子の転写を正に部分的に制御する可

能性が考えられる．ピルビン酸やオキサロ酢酸は，糖代謝，脂肪酸やアミノ酸の生合成など，

さまざまな反応に関与する代謝の鍵となる化合物である (254, 401)．酵母 S. cerevisiae の PYC1

遺伝子の転写は，L-Asp および L-Glu によって抑制され，エタノールやピルビン酸によって誘

導される (258-260)．さらに，Pyc1 の酵素活性は acetyl-CoA と L-Asp によってそれぞれ正と負

にアロステリックに制御される (402, 403)．これらの知見は，細胞がさらされる環境や栄養条

件に応じて Pyc 酵素活性が複雑に制御されることを示している．本研究では ChPyc1 の非存在

下で ChDDO 遺伝子の誘導発現が低下することが示された．このことは，ChDDO 遺伝子の誘

導発現が，ChPyc1 酵素活性を介した細胞の代謝レベルに応じて制御されるメカニズムが存在
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する可能性を示唆している．メタノール資化性酵母P. methanolicaでは，AOをコードするMOD1

と MOD2 遺伝子の発現が酸素濃度によって厳密に制御されている (404, 405)．この AO の発現

調節は呼吸鎖の活性に応じて転写レベルで制御されており，ミトコンドリアとペルオキシソー

ムの酸素消費バランスを維持することで，メタノール上での効率的な生育に寄与すると考えら

れている (405)．同様にChDDOがペルオキシソームにおいて酸素を消費すること，またChDDO

と ChPyc1 がミトコンドリアの TCA 回路に基質を供給することを考慮すると，両オルガネラ間

の代謝レベルが，D-Asp による ChDDO 遺伝子の誘導発現に関与する可能性がある．具体的に

は，ChPYC1 遺伝子の破壊によるオキサロ酢酸の減少は TCA 回路の停滞を引き起こし，ミトコ

ンドリアにおいて好気代謝の機能不全として感知された可能性がある．あるいは，ピルビン酸

以降の代謝産物の蓄積がシグナル伝達因子として ChDDO 遺伝子の発現制御に部分的に関与し

ている可能性がある．本メカニズムはミトコンドリアとペルオキシソームの代謝レベルを協調

的に制御するメカニズムとして D-Asp の効率的な利用に寄与していると考えられる．ChDDO

遺伝子の発現とピルビン酸代謝との関係をより詳細に明らかにするためには，ChPyc1 の生理

学的役割や発現制御について，あるいはミトコンドリア機能との関係性について調査する必要

がある． 

 

 

Fig. 3-8. ChPyc1 機能を相補する AST と ChDDO 遺伝子発現に関与する可能性のあるピルビン酸代謝経路 

ChPyc1 は TCA 回路にオキサロ酢酸を供給するアナプレロティック酵素として機能し，その反応は AST によ

って相補される．ChPyc1 によるピルビン酸代謝は ChDDO 遺伝子の転写を正に，一方 Pdh や Pdc を介したピ

ルビン酸代謝は ChDDO 遺伝子の転写を負に部分的に制御している可能性がある． 
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以上の結果と考察から，ChDDO 遺伝子の機能発現と ChPyc1 の関係について，以下のモデル

を提案する (Fig. 3-9)．ChDDO 遺伝子の転写は，アミノ酸パーミアーゼ (Aap) を介して取り込

まれた D-Asp によって，未知のシグナル伝達経路を介して誘導される (395)．ChPyc1 は TCA

サイクルにオキサロ酢酸を供給するアナプレロティック酵素として機能しており，その機能は

AST によって補われるが，ChPYC1 遺伝子破壊により ChDDO 遺伝子の転写誘導が抑制される

ため，ChDDO による D-Asp からのオキサロ酢酸の供給では補うことができない．また，D-Asp

による誘導とは別に，ChPyc1 によるピルビン酸の代謝は ChDDO 遺伝子の転写を正に，他の酵

素によるピルビン酸代謝は負に部分的に制御している可能性がある．現在，ChDDO 遺伝子の

転写制御に関与するピルビン酸代謝産物やそのシグナル伝達経路は不明である．今後，ChDDO

遺伝子の転写制御に関与する代謝産物やタンパク質を同定し，その制御機構の全容解明が期待

される．酵母における DDO 遺伝子の発現制御機構に関する知見は，真核生物における DDO お

よび D-Asp の生理機能の解明に貢献すると考えられる． 

 

 

Fig. 3-9. ChPyc1 が関与する ChDDO 遺伝子誘導発現のモデル 

Aap によって細胞質に取り込まれた D-Asp は，未知のシグナル伝達経路を介して ChDDO 遺伝子の転写を誘導

する．ChPyc1 と他の酵素によるピルビン酸代謝は，D-Asp による ChDDO 遺伝子の転写をそれぞれ正と負に部

分的に制御する可能性がある．  
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4. 材料と方法 

材料 

試薬は特記しない場合，FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation (Osaka, Japan), Sigma Aldrich (St Louis, MO, 

USA)，Nacalai tesque (Kyoto, Japan), Difco (Detroit, MI, USA), Takara Bio (Shiga, Japan) または TOYOBO (Osaka, 

Japan)から購入した．D-Asp は Mitsubishi Tanabe Pharma Corporation (Osaka, Japan) から寄贈されたものを用い

た．オリゴヌクレオチドは，Eurofins Genomics (Tokyo, Japan)または Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, 

USA)から購入した． 

 

供試菌，培地 

酵母 Cryptococcus humicola UJ1 株とそのウラシル要求性変異株 UM3 株を供試菌として使用した (110, 328)．

遺伝子発現の宿主として酵母 S. cerevisiae W303-1A (MATa, leu2-3, 112, trp1-1, can1-100, ura3-1, ade2-1, his3-11, 

15) 株を使用した．これらの培養には YPD 培地 (10 g/l yeast extract, 20 g/l peptone, 20 g/l glucose) または SD 培

地 (0.67 g/l BD Difco yeast nitrogen base w/o amino acids, 5 g/l glucose)，YNB 培地 (0.17 g/l yeast nitrogen base w/o 

amino acids and ammonium sulfate) を用いて 30°C で培養した．必要に応じて 20 mg/l uracil および/または 20 mg/l 

adenine，100 mg/l L-Leu, 20 mg/l L-His, 20 mg/l L-Trp, 10 mM L-Asp を加え，固体培地には精製寒天粉末を 20 g/l

となるように添加した．DNA 組換えの宿主として E. coli DH5α を LB (lysogeny broth) 培地 (5 g/l yeast extract, 

10 g/l tryptone, 5g/l NaCl) を用いて 37°C で培養した．必要に応じて 100 µg/ml となるように ampicillin を加え，

固体培地には精製寒天粉末を 15 g/l となるように添加した． 

 

Pyc1 ホモログ遺伝子の探索 

 PpPyc1 のアミノ酸配列を query とし UJ1 株のゲノム配列に対して localBLASTp 2.6.0+システムを用いてホモ

ロジー検索した (333)． 

 

配列解析 

 アミノ酸配列のアライメントには T-coffee sever (http://tcoffee.crg.cat/) を使用した (339)．アミノ酸配列と塩

基 配 列 の 比 較 と 同 一 性 の 算 出 に は ， EMBOSS Needle Pairwise Sequence Alignment 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) を使用した (340)． 

 

ChPYC1 遺伝子発現ベクターの構築 

 ChPYC1 遺伝子の cDNA (ChPYC1 cDNA) は 60 mM D-Asp を含む YNB 液体培地で誘導した細胞の total RNA

を鋳型とし，SuperScrip IV One-Step RT-PCR System (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) と ChPYC1 遺伝子に

特異的なプライマーセット ChPyc1F1 / ChPyc1R1 (Table 3-1) を使用して逆転写 PCR によって合成した．次に，

KOD FX neo DNA ポリメラーゼと酵母プラスミド pWGP3 を鋳型として，プライマーセット pWGP3R / pWGP3F 

(Table 3-1) を使用した PCR によって線状化 vector を増幅した (406)．さらに ChPYC1 cDNA を鋳型として，線

状化ベクターの両末端 17 bp を含むプライマーセット pWGP3ChPyc1F / pWGP3ChPyc1R (Table 3-1) を使用した

PCR によって insert 領域を増幅した．つぎに，In-Fusion HD Cloning Kit (Takara Bio) を使用して，insert 領域と

線状化 vector を連結した．その結果，酵母 S. cerevisiae 由来 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
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プロモーター制御下に ChPYC1 cDNA が挿入され，ChPYC1 遺伝子を構成的に発現させるプラスミド

pWGP3ChPYC1 を構築した (Fig. 3-10) ．構築された pWGP3_ChPYC1 は Eurofins Genomics に委託してシーケ

ンス解析し ChPYC1 の配列を決定した． 

 

 

Fig. 3-10. pWGP3_ChPYC1 のベクターマップ 

ColE1 Ori : 大腸菌複製起点，Ampr : β-lactamase (ampicillin resistance gene)，2µ Ori : 2μ DNA 複製起点，TRP1 : 

Phosphoribosylanthranilate isomerase (tryptophan biosynthesis gene) 

 

S. cerevisiae の形質転換  

 S. cerevisiae W303-1A 株を YPD 液体培地で 30ºC で，16 h 培養したのち，100 ml の YPD 液体培地に OD600が

0.01 となるように添加して 30ºC，18 h 培養した．遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌体を回収し氷冷

滅菌水で 2 回洗浄した．次に，菌体を 10% glycerol に懸濁した．50 µL の菌体懸濁液に pWGP3ChPYC1 または

pWGP3 を 1 µg 添加し，MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて抵抗 600 Ω，電圧 1.5 kV，静電容量

10 µF の条件でパルスした．パルス後，直ちに 1 ml の氷冷 1 M sorbitol を加えて 30°C で 1 h 振盪した．その後，

SD 寒天培地に塗布して形質転換体を選抜した． 

 

S. cerevisiae における ChPYC1 遺伝子の発現  

 pWGP3_ChPYC1 株と pWGP3 株を SD 液体培地で 30ºC で，16 h 培養したのち，200 ml の SD 液体培地に OD600

が 0.01 となるように添加して 30ºC で，20 h 培養した．その後，遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌体

を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．上清を除いて，菌体を 0.8 g の 0.45–0.5 mm のガラスビーズを含む 2 ml

スクリューチューブに移した．菌体は使用するまで−80°C で保存した． 

 

S. cerevisiae 粗抽出液の調製 

 菌体と 0.8 g の 0.45–0.5 mm のガラスビーズを含む 2 ml スクリューチューブに氷冷破砕 buffer (100 mM Tris-

HCl, 10% glycerol, pH 8.0) を 500 µL 加え，Mini Bead Beater-8 (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) を用いて

最大速度で 1 min ホモジナイズし，氷上で 3 min 冷却した．この手順を 8 回繰り返した．その後，菌体破砕液
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を遠心分離 (4°C, 20, 000×g, 30 min) して上清を粗抽出液とした． 

 

タンパク質濃度測定 

タンパク質濃度は Bio-rad protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて添付のプロトコル

に従い Bradford 法により測定した．標準タンパク質と酵素試料の吸光度を 2 点ずつ，SpectraMax Paradigm (Mo-

lecular Devices, San Jose, CA, USA) を用いて測定し，検量線は 0–0.5 mg/ml BSA を用いて作製した． 

 

Pyc 酵素活性測定 

 Pyc 酵素活性測定は Payne と Morris の方法に従い，Pyc 反応によって生じるオキサロ酢酸を Malate dehydro-

genase (MDH) によるカップリング反応により検出することで測定した (394)．具体的には，終濃度 7 mM py-

ruvate，15 mM KHCO3，5 mM MgCl2，1 mM ATP，0.05 mM acetyl-CoA，0.23 mM NADH および 1 U/mL MDH を

含む 135 mM triethanolamine (pH 8.0) を 37℃で 5 min 保温した後，粗抽出液 50 µL を速やかに添加して反応を

開始した．活性は，反応により消費される NADH を波長 340 nm (ε = 6.22 mM-1cm-1） で分光光度計 UV-2500 

PC (SHIMADU, Kyoto, Japan）を用いて継時的にモニタリングすることで算出した．なお，ブランクとして基質

を含まない反応液も同様に調製し，基質を含む反応液で得られた活性値からブランクの活性値を引いた値を活

性値とした． 

 

SDS-PAGE 解析 

 SDS-PAGE 解析は，ラビタス・ミニスラブ電気泳動装置 (Atto, Tokyo, Japan），12.5% polyacrylamide gel を用

いて，Laemmli 法により行った．タンパク質マーカーとして Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA) を用いた．泳動後のタンパク質は coomassie brilliant blue R-250 染色によって可視化し，デジタルカ

メラ COOLPIX P7800 (Nikon, Tokyo, Japan) で撮影した． 

 

ゲノム DNA の調製 

UJ1 株のゲノム DNA は主に Takahashi らの方法に従い調製した (328)．UJ1 株を YPD 液体培地で 30°C，16 

h 培養した後，100 ml の YPD 液体培地に OD600が 0.01 となるように添加して 30°C で OD600が 1.2 になるまで

培養した．遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．次に，SP buffer 

(50 mM Tris-HCl, 100 mM 2-mercaptoethanol，50 mM EDTA, pH 8.0) で洗浄し，SP2 buffer (600 mM KCl, 100 mM 

tri-sodium citrate dihydrate) に懸濁した．さらに，Trichoderma harzianum 由来 Lysing Enzymes (終濃度 30 mg/ml) 

と RNaseA (終濃度 100 µg/ml) を添加し 30°C で 2 h 保温した．得られたスフェロプラストに 2% (w/v) SDS を

含む TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) を添加し，65°C で 30 min 保温した．その後，5 M CH3COOK 

(pH 5.2) と 2-propanol を添加して穏やかに転倒混和し，氷上に 30 min 静置してゲノム DNA を析出させた．析

出したゲノム DNA をガラス棒ですくい取り，70% ethanol で数回洗浄して風乾し，0.1×TE buffer に溶解し，使

用するまで 4°C で保存した． 

 

ChPYC1 遺伝子破壊カセットの作製 

ChPYC1 遺伝子破壊カセットは主に Heckman と Pease の方法に従い DNA ポリメラーゼ (KOD FX neo DNA
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ポリメラーゼ) を使用したPCRによって作製した (337)．ChURA3遺伝子を含むゲノム組込み型ベクターpICUG

を鋳型として，ChURA3 に特異的なプライマーペアURA3F/URA3R (Table 3-1) を使用して ChURA3 領域約 2,000 

bp を増幅した (328)．さらに，UJ1 株のゲノム DNA を鋳型とした PCR により増幅した ChURA3 領域の両末端

17 bp を含むプライマーセット ChPYC1UF / ChPYC1UR と ChPYC1DF / ChPYC1DR (Table 3-1) を使用して 5’と

3’領域 (1,000-1,500 bp) 増幅した．増幅された ChURA3 領域と ChPYC1 遺伝子の 5’と 3’領域の増幅断片を混合

して，ChPYC1 遺伝子の 5’または 3’末端プライマーを使用した overlap extension PCR によって，これらの断片

が融合した ChPYC1 遺伝子破壊カセット (約 5,000 bp) を作製した． 

 

ΔChpyc1 株の作製 

 C. humicola UM3 株を YPD 液体培地で 30°C で，16 h 培養したのち，100 ml の YPD 液体培地に OD600が 0.05

となるように添加して 30°C で OD600が 0.5 になるまで培養した．遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌

体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．次に，菌体を TMS buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl2, 92.4 g/l sucrose) 

で 2 回洗浄し，菌体を 500 µl の TMS buffer に再懸濁した．50 µl の菌体懸濁液に ChPYC1 遺伝子破壊カセット

を 5 µg 添加し，MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて抵抗 600 Ω，電圧 0.9 kV，静電容量 10 µF の

条件でパルスした．パルス後，直ちに 1 ml の氷冷 1 M sorbitol を加えて 30°C で 2 h 振盪した．その後 SD 寒天

培地に塗布して形質転換体を選抜し ChPYC1 遺伝子破壊候補株とした．次に，コロニーPCR (EmeraldAmp MAX 

PCR Master Mix) によって，ChPYC1 遺伝子破壊カセットの領域内外に設定したプライマーセット

ChPYC1UCKF / 5URev1 と 5DFwd2 / ChPYC1DCKR を使用して 5’と 3’領域を増幅し，ChPYC1 遺伝子の破壊を

確認した． 

 

Pyc 酵素活性測定に使用する C. humicola の粗抽出液の調製 

 UJ1 株と ΔChpyc1 株を，SD 液体培地で 30°C で，16 h 培養したのち 200 ml の SD 液体培地に OD600が 0.01

となるように添加して 30°C で OD600が 3 になるまで培養した．菌体を氷冷滅菌水で 2 回洗浄し，菌体を 0.8 g

の 0.45–0.5 mm のガラスビーズを含む 2 ml スクリューチューブに移して上清を除いた．菌体は使用するまで

−80°C で保存した．菌体と 0.8 g の 0.45–0.5 mm のガラスビーズを含む 2 ml スクリューチューブに，800 µl の

氷冷破砕 buffer (50 mM KPi, 2 mM EDTA, pH 7.0) を加えて Mini Bead Beater-8 (BioSpec Products, Bartlesville, OK, 

USA) を用いて最大速度で 1 min ホモジナイズし，氷上で 3 min 冷却した．この手順を 8 回繰り返した．その

後，菌体破砕液を遠心分離 (4°C, 20, 000×g, 30 min) して上清を粗抽出液とした．  

 

ΔChpyc1 株の生育解析 

 UJ1 株と ΔChpyc1 株を L-Asp を含む SD 液体培地で 30°C で，16 h 培養したのち，遠心分離 (4°C, 5, 000×g, 

10 min) によって菌体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．HCl または NaOH で pH を 7.0 または 4.0 に調整し

た窒素源と炭素源を含む YNB 液体培地に OD600が 0.01 となるように添加し，30°C で振盪培養した．培養液の

OD600を分光光度計 UV-1800 (SHIMADU, Kyoto, Japan) で経時的に測定することで生育を評価した． 

 

ChDDO 遺伝子の発現誘導 

 UJ1 株と ChPYC1 遺伝子破壊株を SD 液体培地で 30°C で，16 h 培養したのち，100 ml の SD 液体培地に OD600
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が 0.05 となるように添加して 30°C で，16 h 培養した．菌体を氷冷滅菌水で 2 回洗浄し，再度氷冷滅菌水に懸

濁した．HCl または NaOH で pH を調整した 60 mM D-Asp または L-Asp，60 mM pyruvate を含む，または何も

含まない YNB 液体培地に OD600 ユニットが 50 となるように添加し，30°C で 5 h 培養した．その後遠心分離 

(4°C, 5, 000×g, 10 min) によって菌体を回収し氷冷滅菌水で 2 回洗浄した．菌体を 0.8 g の 0.45–0.5 mm のガラ

スビーズまたは 0.2 g の 0.45–0.5 mm のジルコニアビーズを含む 2 ml スクリューチューブに移して上清を除い

た．菌体は使用するまで−80°C で保存した． 

 

DDO 酵素活性測定に使用する C. humicola の粗抽出液の調製 

 誘導菌体と 0.8 g の 0.45–0.5 mm のガラスビーズを含む 2 ml スクリューチューブに，800 µl の氷冷破砕 buffer 

(50 mM KPi, 2 mM EDTA, pH 7.0) を加えて Mini Bead Beater-8 (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) を用いて

最大速度で 1 min ホモジナイズし，氷上で 3 min 冷却した．この手順を 8 回繰り返した．その後，菌体破砕液

を遠心分離 (4°C, 20, 000×g, 30 min) して上清を粗抽出液とした． 

 

DDO 酵素活性測定 

 DDO 反応によって生じる H2O2を 4-aminoantypiryne (4-AA) と horseradish peroxidase (HRP) によるカップリ

ング反応により検出することで活性を測定した．具体的には，20 mM D-Asp, 20 µM FAD，1.5 mM 4-AA, 2 mM 

phenol および 25 U/ml HRP を含む 50 mM KPi buffer (pH 8.0) を 37°C で 5 min 保存した後，粗抽出液を添加して

反応を開始した．活性は反応により生成するキノンイミン色素を 505 nm (ε = 6,580 M-1 cm-1) で SpectraMax 

Paradigm (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) を用いて経時的にモニタリングすることで算出した．なお，コ

ントロールとして基質を含まない反応液も同様に調製し，基質を含む反応液で得られた活性値からコントロー

ルの活性値を引いた値を活性値とした． 

 

Total RNA の抽出 

誘導菌体と 0.2 g の 0.45–0.5 mm のジルコニアビーズを含む 2 ml スクリューチューブを凍結乾燥システム 

DRC-1100 と FDU-2100 (EYELA, Tokyo, Japan) を用いて凍結乾燥した．凍結乾燥した菌体は使用するまで−80°C

で保存した．凍結乾燥菌体を含むチューブをボルテックスミキサーで 5 min 激しく振盪し細胞を破砕した．

添付のプロトコルに従って Direct-zol RNA Miniprep Kit (ZYMO Research, Irvine, CA, USA) を用いて，破砕細胞

から total RNA を抽出・精製した． 

 

定量的リアルタイム RT-PCR (qRT-PCR) 

 60 mM D-Asp または L-Asp，60 mM pyruvate または何も含まない YNB 液体培地で誘導した細胞の total RNA

と，RNA-direct SYBR Green Realtime PCR Master Mix と StepOne real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) を使用して qRT-PCR を行った．ChDDO 遺伝子と ChTAF10 遺伝子の転写量はそれぞれの遺伝子

に特異的なプライマーペア (Table 3-1) を使用した．ChDDO 遺伝子の相対転写レベルは ChTAF10 遺伝子を正

規化遺伝子とする 2-ΔΔCt法によって計算した (338)． 
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細胞内 D-Asp とピルビン酸の測定 

 60 mM D-Asp または L-Asp，60 mM pyruvate または何も含まない YNB 液体培地で誘導した細胞を凍結乾燥シ

ステム DRC-1100 と FDU-2100 (EYELA, Tokyo, Japan) を用いて凍結乾燥した．凍結乾燥した誘導菌体にメタノ

ールと等容量の φ0.45–0.5 mm ガラスビーズを添加し，Mini Bead Beater-8 (BioSpec Products，Bartlesville，OK，

USA) を用いて 5 min ホモジナイズした．破砕液を遠心分離 (4ºC，20,000 × g，30 min) し，得られた上清を 40°C

で真空乾燥した．細胞内 D-Asp は Kajitani らの方法に従って HPLC システムで測定した (397)．細胞内ピルビ

ン酸は Zhu らの方法に従ってピルビン酸オキシダーゼ (PO) と HRP，Amplex Ultrared (Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific) を使用して定量した (396)．PO 反応によって生成される H2O2と Amplex Ultrared の反応によ

って生じる resorufin を励起/発光波長 530/590 nm で SpectraMax Paradigm (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) 

を用いて測定した．反応液の組成は 0.1 mM Amplex Ultrared，0.3 mM thiamine pyrophosphate，0.02 mM FAD，15 

mM Mg2SO4，7.5 U/mL HRP，1 U/mL PO と 50 mM KPi buffer (pH 5.9) に調製した． 
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Table 3-1. 本章で使用したプライマー 

Purposes Primers Sequences (5’ to 3’) 

cDNA synthesis ChPyc1F1 CGTCATGACACCCACACGTC 

 ChPyc1R1 TGAAGCCTAGGCCTTCTCAG 

Expression vector pWGP3_ChPyc1F TTCGAGCTCGGTACCATGACACCCACACGTC 

 pWGP3_ChPyc1R GACTCTAGAGGATCCCTAGGCCTTCTCAGCCGCCTCCTC 

 pWGP3R GGTACCGAGCTCGAATTC 

 pWGP3F GGATCCTCTAGAGTCGAC 

Gene-disruption cassette URA3F CGAGGTCGACGGTATCG 

 URA3R CAGGAAACAGCTATGAC 

 ChPYC1UF GTCACCTCCCGTACAACAAG 

 ChPYC1UR CGATACCGTCGACCTCGGCGATCTCGACGACCTTCTG 

 ChPYC1DF GTCATAGCTGTTTCCTGCGACGGCAAGGTTGTTGACAC 

 ChPYC1DR CTGGACGTCAAAGTCGGTGA 

Checking gene disruption ChPYC1UCKF CAGGACTTGACCCGGTATAG 

 5URev1 CTCCCTCCTCCTTCTTCTTG 

 5DFwd2 TCTCTCACTCACCACGCATC 

 ChPYC1DCKR GTCCCAAGGCAGGTTGAATG 

qRT-PCR RTChDDOF2 CTCACGCAGACCGAGATGTG 

 RTChDDOR2 GTCGAGCACGCGGAAATCT 

 RTChTAF10F CGAGGAGGTGACCGAGTACT 

 RTChTAF10R CAGAGACAACAGGCGCTTTAGTC 
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総括 

近年，様々な遊離 D-アミノ酸が微生物のみならずヒトを含む多くの動物にも見いだされ，多

様な生理機能を有していることが明らかになってきた．なかでも，D-Asp は動物に豊富に見い

だされ，ホルモン合成・分泌や神経伝達に関与していることが明らかになってきた．真核生物

における D-Asp レベルは，Asp ラセマーゼによる合成と D-アスパラギン酸オキシダーゼ (DDO) 

による分解によって制御されている．哺乳動物において Asp ラセマーゼの実体は明確に明らか

にされていないが，DDO は古くから多様な真核生物に見いだされ，酵素学的諸特性や生理機能

などが詳細に解析されている．近年，DDO による D-Asp の代謝異常が統合失調症を含む神経

性疾患に関与することが示唆され，DDO による D-Asp レベルの制御機構の解明が期待されて

いる．哺乳動物や真菌において，酸性 D-アミノ酸の存在によって DDO が誘導発現することが

知られているが，その発現制御機構はほとんど明らかにされていない．DDO 遺伝子の誘導発現

機構の解明は，D-Asp と DDO が関わる生理機能，病態の解明やその治療法の開発に有益な知

見をもたらすと期待される． 

本研究室では，D-Asp を唯一の炭素・窒素源として生育可能な担子菌酵母 Cryptococcus humi-

cola UJ1 株を単離し，本酵母が生産する DDO (ChDDO) の生理的役割や酵素学的諸特性を解析

してきた．UJ1 株において ChDDO は培地中の D-Asp の存在により転写レベルで誘導発現され

る．しかし，この D-Asp 依存的な誘導発現に関わる因子は全く明らかにされていない．そこで

本研究では，酵母 C. humicola UJ1 株における ChDDO 遺伝子の D-Asp 依存的な機能発現に関わ

る因子を明らかにすることを目的とした． 

第 1 章では，初めにドラフトゲノム解析によって C. humicola UJ1 株のゲノム情報を取得し

た．UJ1 株のゲノム配列には ChDDO 遺伝子以外にも複数の D-アミノ酸代謝に関与する酵素遺

伝子が見いだされた．特に，UJ1 株には他の真核生物よりも多い個数の DDO/DAO ホモログ遺

伝子が見いだされた．真菌において DDO と DAO は D-アミノ酸の生育への利用や毒性の低減

を担うことから，多数の DDO と DAO ホモログは，UJ1 株の多様な D-アミノ酸上での生育を

可能にすると考えられた． 

過去の知見から，UJ1 株における D-Asp 依存的な ChDDO 遺伝子誘導発現にはアミノ酸パー

ミアーゼ (Aap) を介した D-Asp の細胞内取り込みが関与することが示唆されていた．そこで，

UJ1 株において D-Asp 輸送に関与する AAP 遺伝子を同定し，ChDDO 遺伝子誘導発現との関係

を解析した．UJ1 株のゲノム配列には他の担子菌酵母よりも多い 31 個の AAP 遺伝子が存在し

た．分子系統解析によって D-Asp 輸送に関与する可能性の高い 7 個の AAP 遺伝子 (ChAAP1, 4, 

5, ChGap1–4) を特定した．ChAAP1, 4 と ChGAP1–4 遺伝子破壊株の D-Asp における生育は遅延

し，DDO 活性と ChDDO 遺伝子が転写レベルで低下したことから，これら複数の Aap が D-Asp

の取り込みを介して ChDDO 遺伝子の発現に関与することが明らかとなった．さらに，UJ1 株

では酸性および中性 pH 条件下では，ChAap1, 4 と ChGap1–4 を含む複数の Aap が D-Asp の細

胞内輸送を担うのに対して，アルカリ性 pH 条件下では ChAap4 が D-Asp 細胞内輸送を主に担
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うことが明らかとなった．これらの結果から，複数の Aap による D-Asp の細胞内取り込みが

ChDDO 遺伝子の発現に関与することが明らかとなった． 

第 2 章では，UJ1 株において D-Asp 応答に関与するシグナル伝達経路に関する情報を得るた

めに，RNA-seq により D-Asp 特異的に発現が変動する遺伝子を網羅的に解析した．D-Asp 誘導

細胞では，ヌクレオチド生合成やリボソーム生合成，ペルオキシソーム増殖などに関与する遺

伝子の発現が誘導され，オートファゴソームやエンドサイトーシス，細胞周期などに関与する

遺伝子の発現が抑制された．これは，D-Asp-tRNA の形成によって利用可能な tRNA が減少す

ることで，GAAC 経路が活性化されること，また利用可能な tRNA の減少によりタンパク質合

成プロセスが阻害されることで遊離アミノ酸が細胞内に蓄積し，TORC1 経路が活性化される

ことに起因すると考えられた．一方，ChDDO 遺伝子の転写は，GAAC 経路を活性化すると考

えられる他の D-アミノ酸で誘導されないこと，TORC1 制御下にある NCR や CCR を受けない

ことから，未知の独立した D-Asp シグナル伝達経路により転写誘導されると考えられた． 

一般的に，GAAC 経路は貧アミノ酸条件によって活性化されるのに対して，TORC1 経路は

富アミノ酸条件によって活性化される．D-Asp の存在により，栄養条件に対する相反する応答

が継続することは，細胞の代謝経路を撹乱し生育に深刻な影響を与える可能性がある．ChDDO

遺伝子の誘導システムが GAAC 経路や TORC1 経路とは独立して存在することは，効率的な D-

Asp 毒性の低減を可能にし，異常な細胞代謝システムを正常な状態に移行するために寄与する

と考えられる．さらに，D-Asp 誘導細胞では ChDDO 遺伝子だけでなく AAP 遺伝子やペルオキ

シソーム増殖に関与する PEX 遺伝子の発現が誘導されていた．このことから，UJ1 株では細胞

の D-Asp 取り込み活性を増加させ，D-Asp 代謝反応の場であるペルオキシソーム機能も亢進さ

せることで効率的な D-Asp 代謝を促進していると考えられた． 

第3章では，UJ1株のピルビン酸カルボキシラーゼ (Pyc1) とChDDO遺伝子の機能発現との関

係性について解析した．メタノール資化性酵母において，Pyc1はTCA回路にオキサロ酢酸を供

給するアナプレロティック酵素として機能し，ペルオキシソームに局在するフラビン酵素の

AOやDAOの翻訳後の機能発現に寄与していると考えられている．しかし，UJ1株においても

Pyc1がアナプレロティック酵素として機能し，ChDDOの翻訳後の活性化に寄与するかどうか

は不明であった．そこで，UJ1株のPYC1遺伝子 (ChPYC1) を同定し，その遺伝子破壊株を解析

したところ，ChPyc1はTCA回路のアナプレロティック酵素として機能することが分かった．ま

た，ChPyc1の機能は，Aspトランスアミナーゼ反応によるL-Aspからのオキサロ酢酸の供給によ

り相補されたが，ChDDOによるD-Aspからのオキサロ酢酸の供給では相補されないことが分か

った．これは，ChPYC1遺伝子破壊によりChDDO遺伝子の発現が転写レベルで低下したことが

原因と考えられた．さらに，D-Asp誘導時にピルビン酸を添加すると，野生株とChPYC1遺伝子

破壊株の細胞内ピルビン酸含有量は同程度であったが，ChDDO遺伝子の転写レベルは野生株

では増加し，ChPYC1遺伝子破壊株では低下した．このことから，ChDDO遺伝子の転写はD-Asp

だけでなくピルビン酸代謝レベルによっても部分的に制御されていることが示唆された．この
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ことは，細胞の好気代謝レベルに応じてChDDO遺伝子発現を制御することで，D-Aspの効率的

な資化利用に寄与すると考えられる． 

Fig. I に本研究で得られた結果の概要を示す．本研究によって，酵母 C. humicola UJ1 株にお

いて D-Asp輸送に関与する 6つのAAP遺伝子を同定し，細胞内に取り込まれた D-AspがChDDO

遺伝子を転写レベルで誘導することが明らかとなった．また，D-Asp は GAAC 経路や TORC1

経路を活性するが，D-Asp による ChDDO 遺伝子の転写は，これらシグナル伝達経路とは異な

る経路で誘導されることで，効率的な D-Asp 代謝分解に寄与すると考えられる．さらに，Pyc1

によるピルビン酸代謝も D-Asp による ChDDO の転写誘導を部分的に制御し，D-Asp 上での効

率的な生育に寄与すると考えられた． 

 

 

Fig. I. 酵母 C. humicola UJ1 株の ChDDO 遺伝子発現に関与するシグナル伝達経路と D-Asp 応答のモデル 

UJ1株においてD-Aspは少なくとも6つのAapによって細胞内へ輸送される．取り込まれたD-AspはtRNAの利用可

能性に影響を与え，GAAC経路とTORC1経路を活性化する．D-AspによるChDDO遺伝子の誘導性シグナル伝達

経路はこれら経路とは独立しており，効率的なD-Asp代謝分解に寄与すると考えられる．一方，ピルビン酸代

謝レベルは，D-AspによるChDDO遺伝子の転写誘導を部分的に制御する．このことは，細胞の好気代謝レベル

に応じてChDDO遺伝子発現を制御することで，D-Aspの効率的な資化利用に寄与すると考えられる． 

 

今後，D-Aspを立体特異的に認識するセンサータンパク質やChDDO遺伝子プロモーター領域

に結合するタンパク質，あるいはピルビン酸代謝レベルを感知する制御因子の同定が期待され

る．また，本研究で得られた研究成果は真核生物のD-Aspを含むD-アミノ酸応答に関する有益な

情報を提供すると考えられ，ヒトを含む哺乳動物細胞に対するD-アミノ酸の毒性，機能や影響

の解明に貢献すると期待される．ヒトにおいて，D-Aspの代謝異常は統合失調症を含む神経性

疾患に関与することが示唆されていることから，本研究で得られたDDO機能発現に関する新た

な知見は，これら疾患の発病メカニズムやその治療に貢献すると期待される． 
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