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論  文  内  容  の  要  旨  

メチルグリオキサール（MG）は解糖系から派生する代謝物であるにもかかわらず細胞の生育を阻害し，ある種の細胞に  

対してはアポトーシスを誘導する。さらにMGは，わlてガわⅦでタンパク質中のリシン残基ヤアルギニン残基，あるいは  

DNAやRNA分子中のグアニン残基を修飾することも報告されている。また近年，MGと疾病との関連が示唆されており，  

MGが大腸ガンや肺ガン，糖尿病を引き起こす可能性が指摘されている。しかしながら，MGが細胞内で生成する生物学  

的意義は明らかにされておらず，MGの細胞内での真の役割については不明な点が多い。本論文は，細胞レベルでのMG  

に対する応答機構を解明するため，出芽酵母助ccんαrO叩ツC錯Cg柁γよ∫fαgを用いて行った研究をまとめたものである。主な内  

容は次に示す通りである。  

（1）細胞内のMGレベルの変動を精査したところ，細胞の生育フェーズに応じてMG含量が変動し，エネルギー獲得系  

が解糖系から酸素呼吸へと遷移するジオキシックシフト時に最大となった。また，MG代謝酵素グリオキサラーゼⅠを欠損  

させた株（gloIA株）では，MG含量が構成的に増加していた。MGの細胞内機能を探索することを目的として，野生株と  

gわJ』株の遺伝子発現パターンの違いをDNAマイクロアレイ解析により比較した。その結果，gわヱ』株では且α別門止痛別  

のゲノム中の約10％の遺伝子で発現レベルが上昇しており，糖代謝やストレス応答などに関連する遺伝子の発現に変動が見  

られた。さらにgゐユ』株では転写因子Yaplが構成的に活性化され，その標的遺伝子群の発現も上昇していた。次に，  

Yapl活性化の機構について検討した。gloIA株ではMGが構成的に増加していることや，細胞外からのMG添加によっ  

てもYaplが可逆的に活性化されることから，gloIA株におけるYaplの活性化はMGの増加に起因している。このことは  

Yapl活性化の生理的意義として，グルタチオン生合成系を活性化し，グルタチオンによって増加したMGを代謝している  

ことを示唆している。従来Yaplは酸化的ストレスに応答して活性化され，その活性化機構は分子内ジスルフィド結合の形  

成によることが知られているが，MGによるYaplの活性化には活性酸素の発生を伴わず，また，ジスルフィド結合の形成  

を介さない新規な機構であることを明らかにした。  

（2）細胞外MGに対する応答を検討したところ，あらかじめ低濃度MGで処理した細胞は，高濃度MGに対して耐性を  

獲得した。そこでMGに対する適応機構について検討を行ったところ，MGは転写因子Msn2やCrzl，転写因子をプロモ  

ーター領域にリクルートする機能を持つHoglの活性化を引き起こすこと，またMG代謝酵素であるグリオキサラーゼI  

遺伝子（GエOJ）の発現を誘導することを見い出した。このことは，MGが遺伝子発現を引き起こすためのシグナル伝達  

経路を活性化させることを示しており，MGがシグナル分子として機能している可能性が考えられた。また，グリオキサ  

ラーゼⅠはMG代謝酵素であることから，この細胞応答は合目的的であると考えられた。  

（3）MGが引き起こす増殖阻害，ならびに細胞死について検討を行った。これまでにMGが細胞死を引き起こすことは  

報告されており，実際且cg柁ひZ∫∠αgにおいても過剰量のMG投与によってネクローシス様の細胞死が引き起こされた。一  

方，低濃度のMG処理は細胞増殖の可逆的な阻害を引き起こすことを見い出した。その機構について検討したところ，  
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MGは細胞の極性を制御するアクチンを脱極性化させることによって細胞増殖を停止させることを明らかにした。このと  

き，細胞増殖に関わるシグナル伝達経路のMpklMAPキナーゼ経路が活性化され，さらに，本経路の破壊株はMG感受  

性を示すことを見い出した。また，MpklMAPキナーゼ経路を構成的に活性化させる低分子量Gタンパク質Rholの活性  

化変異を導入した株は，MGによるアクチンの脱極性化の抑制とMG耐性を示した。これらのことから，MG存在条件下  

での生育にMpklMAPキナーゼ経路が必要であることが明らかとなった。   

以上のように，S cerevi5iaeをモデル生物としてMGに対する応答機構を細胞レベルで解析し，MGがシグナルイニシエ  

ーターとしで情報伝達系を活性化することや，Yaplを始めとする種々の転写因子の活性化を引き起こすことを明らかにす  

るとともに，MGは単なる代謝中間体ではなく細胞の生理機能に積極的に関与していることを明らかにした。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

MGは様々な生物種で普遍的に見られる化合物であり，真核生物における主な生成源は解糖系である。一方でMGは通  

常の代謝過程で生じるにもかかわらず，糖尿病や大腸ガン，肺ガンとの関連，あるいはアポトーシスへの関与などが指摘さ  

れている。しかしながらMGによるこれらの現象の分子機序については未解明な点が多い。その理由の一つは，MGがど  

のような細胞応答を惹起するかについての詳細な知見が得られていないことに起因する。本論文では，細胞内でのMGの  

役割，細胞外MGに対する細胞応答について，∫cg柁ぬfαgをモデル生物として検討した研究結果がまとめられている。以  

下に示す点が成果として評価できる。  

（1）細胞の生育に応じた細胞内MG量の変化についてはこれまでに報告がなく，MG含量がエネルギー獲得系が解糖系  

から酸素呼吸へと遷移するジオキシックシフト時に最大となることの発見は，MGの細胞内での役割を知る上で重要  

な知見となりうる。また，MG代謝酵素グリオキサラーゼⅠの欠損株（gloIA株）におけるMG含量が野生株に比べ   

構成的に高いことを見い出し，DNAマイクロアレイ解析により野生株とgわヱ』株で遺伝子発現パターンが異なること  

を示した。細胞内MGレベルの増減は，上記のように生育のフェーズ，あるいは利用可能な炭素源の違いによって細  

胞内で実際に起こりうる状況を反影しており，細胞内で生成するMGが遺伝子発現に影響を及ぼすことを示した興味  

深い結果である。さらに，発現パターンに変動のみられる遺伝子のプロファイリングから，それらを制御する転写因子   

がMGのターゲットとなりうる可能性を示唆し，実際，そのうちの一つであるYaplについて以下に示すように活性  

化の詳細なメカニズムを明らかにしている。  

（2）著者はMGのターゲットの一つとして転写因子Yaplを同定し，その活性化機構について検討を行っている。これ  

までの研究で，Yaplの活性化機構として過酸化水素が引き起こす分子内ジスルフィド結合の形成による活性化が報告  

されていたが，今回著者は，YaplのC末端側のシステインクラスターのうち，一つのシステイン残基を残したYapl  

分子でもMGによる活性化が起こること，また，そのシステイン残基にジスルフィド結合を介して結合するタンパク   

質がないことを生化学的に証明し，従来知られていた機構とは異なる新規なYaplの活性化機構の存在を示した。また  

このことは，酵母細胞においてMGがタンパク質の生理的な機能に影響を与えることを示した初めての例でもある。  

さらに，これまでMGはタンパク質分子中のリシン残基ヤアルギニン残基を不可逆的に修飾することが示されてきた  

が，本研究は，MGのタンパク質分子中のシステイン残基に対する可逆的な修飾を示唆した初めての報告である。  

（3）細胞内のみならず，細胞外のMGに対する細胞応答について検討を行い，MGがHOG－MAPキナーゼ経路や，カ  

ルシウム／カルシニューリン経路を活性化させることを発見し，MGがシグナル伝達経路のイニシエーターとして機  

能することを明らかにした。このことは，これらのシグナル伝達系によって制御される細胞応答機構とその意義を明ら  

かにする上で重要な知見を捷倹している。  

（4）MGが引き起こす細胞死の機構について検討を行った結果，過剰量のMGがS ce7YVisiaeに対しネクローシス様の  

細胞死を引き起こすことを明らかにしている。また，亜致死量のMGは可逆的な細胞増殖の阻害を引き起こすことを  

見い出し，その機構がアクチンの極性の破壊に依存していることを報告している。アクチンの極性は細胞増殖，細胞形  

態，細胞内物質輸送など，さまざまな局面において重要な役割を果たしていることから，MGの多面的な機能を裏付  

ける根拠の一つであると考えられる。  
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以上のように，本論文は細胞内で生成する代謝中間体が，単なる代謝中間体としての機能を超えて細胞の生理に影響を与  

えうることを示したものであり，代謝物によるシグナル伝達という新しい概念の構築へ向けての重要な知見を提供しており，  

生化学，細胞生物学，分子生物学の発展に寄与するところが大きい。   

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成17年2月14日，論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学力  

が十分あるものと認めた。  
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