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緒言

好気的生物は進化の過程で酸素呼吸により効率的にエネルギーを生産する機構を獲得した。

酸素呼吸により、分子状酸素は4電子を受け取り水にまで還元される。 しかし、一部の酸素分

子は不完全な還元状態で留まり、活性酸素 (0
2
・一、H

202、OH・)として細胞内に放出される。

これらの分子の一部は生体膜脂質にも作用し、不飽和脂肪酸のアリル水素を引き抜くことによっ

て連鎖的に脂質過酸化反応を進行させるこ とが知られている (1，2)。さら に微量の遷移金属

の存在下では、過酸化脂質は分解されヒドロキシルラジカル (LO.) や脂質ペルオキシラジカ

ル (LOO.)を生じる (3，4)。これら活性酸素分子種は細胞内の重要な構成成分であるDNA、

タンパク質と反応し細胞に酸化的障害を与える (5，6)。

このような活性酸素分子種に対して、生物は抗酸化系酵素を中心とした防御機構を同時に獲

得してきた。原核生物である大腸菌Escherichiacoliなと で々、は過酸化水素(H
202)やスーパーオキシ

ド(0
2
・-)に起因する酸化的ストレスを感知すると、転写因子OxyRおよび、SoxRSの支配下にある

Mn-ス}パーオキシドジスムターゼ、グルコースー6-リン酸脱水素酵素、カタラーゼおよびグル

タチオン還元酵素の発現が活性化される (7-10)。これらの酵素群は細胞内の酸化還元反応に

関わっており、結果的に大腸菌はこれらの遺伝子群の総合した表現型を反映し酸化的ストレス

耐性を示す様になる。一方、真核生物であるおccharomycescerevisiaeにおいても過酸化水素に

起因する酸化的ストレスを受けると数十種類のタンパク質の合成が同時に誘導されることが報

告されている (11)。これら誘導されるタンパク質の多くはストレスに対して細胞を守る為に

機能するものであり、共通の転写因子によって転写が制御されているものも存在する

(12，13)。

しかし、微生物の酸化的ストレスに関する研究の多くは過酸化水素を用いて行われており過

酸化脂質を用いたものは少なく、その防御機構の詳細については不明な点が多い。過酸化物を

基質に用いるペルオキシダーゼは、過酸化脂質に起因する酸化的ストレスに対して重要で、ある

と予想される。このペルオキシダーゼには、電子供与体としてシトクローム c、アスコルピン

酸、グルタチオンなどを用いるものが存在する (14-16)。酵母細胞において、シトクロームc

はミトコンドリア膜間腔に局在し細胞全体を保護するのに十分で、はなく、またアスコルピン酸

は細胞内でほとんど見いだされない (17) 。これに対して、グルタチオンは細胞内に数mM濃

度で存在していることから、グルタチオンを電子供与体とするグルタチオンペルオキシダーゼ

(GPx)が機能している可能性が高い (18)。事実、酵母Hansenulamrakiiで、は膜結合型GPxが

存在していることが明らかにされ、酵母S.cerevisiaeのゲノムDNA中にはヒトのGPxと高い相同



性を示す3つのGPxホモログ遺伝子が存在することが報告された (19・21)。

そこで本研究では、酵母におけるGPxの酸化的ス トレスに対する機能について検証する事を

目的とし、第一章ではH. mrakiiからGPxの基質として重要なグルタチオンの代謝に関連する酵

素について調べた。第二章で、は酵母のGPxについて遺伝学的側面から検討するためにH. mrakij 

のGPx遺伝子の取得を試みた。第三章ではS. cerevisiaeで、見い出された3つのGPxホモログ遺伝

子 (GPXl、GPX2、GPX3)産物について解析を行い、酵母のもつGPxの機能について検討し

た。

[51用文献1
l)Steels， E.L.， Learmonth， R.P. and Watson， K. (1994) Stress tolerance and membrane lipid 
unsaturation in Saccharomyces cerevisiae grown aerobically or anaerobically. Microbiology， 
140.569-576 

2)Vladimirov， Y.A.， 01enev， V.1.， Suslova， T.B. and Cheremisina， Z.P. (1980) Lipid peroxidation 
in mitochondrial membrane. Adv. Lipid Res.， 17，173-249 

3)Howlett， N.G. and Avery， S.V. (1997) Induction of lipid peroxidation during heavy metal 
stress in Saccharomyces cerevisiae and influence of plasma membrane fatty acid unsaturation. 
Appl. Environ. Microbiol.， 63， 2971-2976 

4)Aikens， J. and Dix ，T.A. (1991) Perhydroxyl radical (HOO) initiated lipid peroxidation. The 
role of fatty acid hydroperoxides. J. Biol. Chem.， 266， 15091-15098 

5)Berlett， B.S. and Stadtm釦， E.R. (1997) Protein oxidation in aging， disease and oxidative 
stress. J. Biol. Chem.， 272， 20313-20316 

6)Girard， P.M.and Boiteux， S. (1997) Repair of oxidized DNA bases in the yeast Saccharomyces 
cereνisiαe. Biochimie， 79， 559-566 

7)Christman， M.F.， Storz， G. and Ames， B.N. (1989) 0砂R，a positive regulator of hydrogen 
peroxide-inducible genes in Escherichia coli and Salmonella typhimurium， is homologous to a 
family of bacterial regulatory proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A， 86， 3484-3488 

8)Christman， M.F.， Morgan， R.W.， Jacobson， F.S. and Ames， B.N. (1985) Positive control of a 
regulon fo1' defenses against oxidative stress and some heat-shock proteins in Salmonella 
typhimurium. Ce!l， 41， 753-762 

9)Greenberg， 1.T.， Monach， P.， Chou， J.H.， Josephy， P.D. and Demple， B. (1990) Positive control 
of a global antioxidant defense regulon activated by superoxide-generating agents in Escherichia 
coli. Proc. NIαtl. Acad. Sci. U S A， 87， 6181-6185 

2 

10)Tsaneva， I.R. and Weiss， B. (1990) SoxR， a locus goveming a superoxide response regulon 
in Escherichia coli K-12. J. Bacteriol.， 172，4197-4205 

11)Godon， C.， Lagniel， G.， Lee， 1.， Buhler， J.恥1.， Kieffer， S.， Perrot，恥1.，Boucherie， H.， Toledano， 
M.B.組 dLabarre， J. (1998) The H202 stimulon in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem.， 
273，22480-22489 

12)Kullik， 1. and Storz， G. (1994) Transcriptional regulators of the oxidative stress response in 
prokaryotes and eukarγotes. Redox Report， 1，23-29 

13)DeRisi， J.L.， Iyer， V.R. and Brown， P.O. (1997) Exploring the metabolic and genetic control 
of gene expression on a genomic scale. Science， 278， 680-686 

14)Kubo， A.， Saji， H.， Tanaka， K.， Tanaka， K. and Kondo， N. (1992) Cloning and sequencing of 
a cDNA encoding ascorbate peroxidase from Arabidopsis thaliana. PI，αnt Mol. Biol.， 18，691-701 

15)Goltz， S.， Kaput， J. and Blobel， G. (1982) Isolation of the yeast nuclear gene encoding the 
mitochondrial protein， cytochrome c peroxidase. J. Biol. Chem.， 257， 11186-11190 

16)Brigelius-Flohe， R.， Aumann， K.D.， Blocker， H.， Gross， G.， Kiess， M.， Kloppel， K.D.， Maiorino， 
M.， Roveri， A.， Schuckelt， R. and Usani， F. (1994) Phospholipid-hydroperoxide glutathione 
peroxidase. Genomic DNA， cDNA， and deduced amino acid sequence. J. Biol. Chem.， 269， 
7342-7348 

17)Jamieson， D.J. (1998) Oxidative stress responses of the yeast S，αccharomyces cerevisiae. 
Yeast， 14， 1511-1527 

18)Kistler， M.， Summer， K. and Eckardt， F. (1986) Isolation of glutathione-deficient mutants of 
the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mutation Res.， 173， 117-120 

19)Tran， L.T.， Inoue， Y. and Kimura， A. (1993) Oxidative stress response in yeast: purification 
and some properties of a membrane-bound glutathione peroxidase from Hansenula mrakii. 
Biochim. Biophys. Acta， 1164，166-72 

20)Che汀y，1.M.， Adler， C.， BaU， C.， Chervitz， S.A.， Dwight， S.S.， Hester， E.T.， Jia， Y.， Juvik， G.， 
Roe， T.，Schroeder， M.， Weng， S. and Botstein， D. (1998) SGD: Saccharomyces Genome Database. 
Nucleic. Acids Res.， 26，73-79 

21)Inoue， Y.， Matsuda， T.， Sugiyama， K.， Izawa， S. and Kimura， A. (1999) Genetic analysis of 
glutathione peroxidase in oxidative s仕essresponse of Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem.， 
274，27002-27009 

3 



章第

酵母のグルタチオン代謝関連酵素の精製
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第 一郎

Hansenula mrakiiのグルコースー6・リン酸脱水素酵素の精製と諸性質

【目的]

生物が酸素を利用する過程で発生する活性酸素(0
2
、OR、HzO)は、細胞内の脂質成分と反応し

過酸化脂質(LOOH)を発生させる原因となる(1，2)。過酸化脂質は、膜脂質成分の過酸化や細胞内成

分の非特異的な修飾などを引き起こし細胞にとって有害である (3，4)。過酸化脂質を除去する酵

素としてグルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)が存在する。 GPxは還元型グルタチオン(GSH)を用

いて、過酸化物を安定な水もしくはアルコールへと還元する反応を触媒する(5)。酵母Hansenula.

mrakijが示す過酸化脂質に対する高い耐性の獲得には、過酸化脂質誘導型のグルタチオンペルオ

キシダーゼ (GPx)が必須であることが変異株の解析から明らかにされている(6，7}0

一方、 GPxによって過酸化脂質が安定なアルコールに還元される際、 GSHは酸化型グルタチオ

ン(GSSG)に酸化される。このGSSGはNADPH存在下でグルタチオン還元酵素(GR)により GSHへ

と再還元され、 GPxの基質として再利用される (8)。また、 GRの基質である NADPHの生成源と

しては、グルコース ー6-リン酸脱水素酵素(G6PDH)による NADP+の還元が重要である。事実、

G6PDH 遺伝子を欠損した酵母は細胞内GSH/GSSG比が低下することから、 GRへのNADPHの供

給は主に G6PDHによって行われると考えられる(9)。この 2つの酵素 (GR、G6PDH)を介した

GSSGならぴにNADP+の再還元がうまく進まない場合、 GPxは基質となる GSHが供給されなくな

り、結果的に過酸化物の還元は円滑に進まないと考えられる。また、過酸化脂質による酸化的ス

トレスによって、 H.mrakiiのG6PDH活性は上昇することが明らかにされている(10)。これは、

GPx反応により不足したNADPHを補う為の活性上昇であり、 H.mrakiiの持つ高い酸化的ストレ

ス耐性に関係していると考えられている。しかし、 G6PDHの活性上昇は過酸化脂質によるタンパ

ク質の修飾によるものなのか、 G6PDHのde1101-re合成による量的な増大によるものか明らかでは

ない。本節では、過酸化脂質によって G6PDHの活性が変化するのかどうか明らかにすることを

目的とし、 H.mrakjjから G6PDHを精製し、その諸性質について検討した。

{材料と方法}

使用菌株と培養方法

Hansenula mrakij IFO 0895株は財団法人発酵研究所(Institutefor Fermentation， Osaka， J apan) 

より入手した。菌体を 2mMtert-ブ、チルヒドロペルオキシド(t-BHP)を含むSD最少培地 (2%グ

ルコース、 0.67%Yeast Nitrogen Base、pH5.5)に植菌し、 28'Cで 30時間の振塗培養を行ヮた。

6リットルの培養液を遠心分離 (3000x g、10分間)し、湿重量で 71.3gの菌体を取得した。
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粗酵素液抽出方法

得られた菌体を、 0.85%生理的食塩水で、洗菌し、 4t:に冷却した 10mMリン酸緩衝液 (pH7.0)

こ50!l.IvIのフェニルメチルスルフ ォニルフルオリド (Pl¥IlSF)を含む緩衝液[BufferAIに懸濁した。

この菌体懸濁液に対し、半容量のガラスピーズを加え Dyno-mil1を用いて氷冷下で10分間、細胞

を破砕した。細胞破砕溶液を 25000x g、30分間遠心分離し、上清 (3401111)を得た。

酵素液とし以下の酵素精製に供した。精製操作は全て 4t以下で、行ったO

DEAE-celIuloseカラムクロマトグラフイー

これを粗

細胞抽出液 (340m1、総タンパク質量 4270mg)を、 BufferAで平衡化したDEAE-celluloseカ

ラム (4.5x 25cm)に供しタンパク質を吸着させた後、 BufferAでカラムを洗浄した。カラムに

吸着したタンパク質を 0-1:tvlのKClの濃度勾配により溶出させ、試験管に 10mlずつ分取した。こ

れらのうち活性を示した画分 (0.65-2.9mmho: 286ml)を集め、 この酵素溶液に硫酸アンモニウ

タンパク質の塩析を行った。ム (50.3g) を加え、 30%硫酸アンモニウム飽和とし、

Butyl-Toyopearl 650Mカラムクロマトグラフイ}

酵素溶液を 0"Cで2時間放置した後、 20000x g、30分間の遠心分離を行い、上清277mlを得

た。これを、 30%硫酸アンモニウムを含むBufferA[Buffer BIで平衡化したButyl-Toyopearl650Ivl 

カラム(2.5 x 23cm )に導通しタンパク質を吸着させた後、 BufferBでカラムを洗浄した。 カラ

ムに吸着したタンパク質を 30-0%の硫酸アンモニウムの濃度勾配により溶出させ、試験管に4m

ずつ分取した。これらのうち活性を示した画分 (10.2-9.6mmho:35.2ml)を集め、 AmiconPMIO 

による限外ろ過により、酵素溶液を 2.4ml~こまで濃縮した。

Sephadex G-15 0 カラムクロマトグラフイ}

濃縮された酵素溶液を、 BufferAで平衡化したSephadexG-150カラム(1.8 x 92cm )に導通し、

Buffer Aを流速0.5mllminで流すことによりタンパク質を溶出させ、試験管に1.5mlずつ分取し

た。 これらのうち、活性を示した画分 (Ve/Vo=1.21-1.38 :6ml) を集めた。

Blue.Sepharose CL-4B カラムクロマトグラフィー

Sephadex G-150カラム後のサンプルを、 BufferAで平衡化した Blue-SepharoseCし4Bカラム

( 1.3 x 7cm )に導通し、 50mlのBufferAおよびlOOmJVlKC1を含む 25m1のBufferAで洗浄した。

さらに 0.3mMNADP+および5.0mIvlグルコ}ス -6-リン酸を含むBufferAでタンパク質を溶出さ

せ、 2.5m1ずつ試験管に分取した。活性を示す画分 (28.5ml)を集め、 AmiconPJVI10による限外

ろ過により、酵素溶液を1.7m1まで濃縮した。濃縮した酵素溶液を、 SephadexG-25カラム(1.3x 

7 C111 )に導通し、 NADP+およびグルコース -6-リン酸などを除去した。活性を示した画分 (3.6m1)

を精製酵素とし、以下の実験に供した。

5 

表1 各種カラムクロマトグラフィーによるG6PDHの精製過程

Step 

CeIl extracts 

DEAE-cellulose 

Butyl Toyopearl650M 

Sephmkx 0-150 

Blue-Seph訂正洛eCL-6B

G6PDH活性測定方法

T otal protein T ota] activ ity(U) Specific activity 
(mgL____ (U/mgprotein) 

4270 1120 0.262 

包 7 614 0.742 

51.0 497 9.75 

0.858 20.6 zιo 
0.204 19.9 す7.5

Pmぜication
(fold) 

1.00 

283 

37.2 

91.6 

玄72

Yield 
(%) 

l(刃

生k8

牛t4

1.84 

1.78 

グルコ}ス -6・1)ン酸脱水素酵素の活性は、本酵素反応により還元される NADPHの増加量を吸

光度 340nmで測定することにより求めた。終濃度で 20mMトリス -塩酸緩衝液(pH7.5)，5mIvlグ

ルコース司6リン酸、 0.3mMNADP+， 20mM MgClzを含む反応液中で、 340nmにおける吸光度の

増加量を 25tで1分間測定した。 NADPHのミリモル吸光係数を 6.22とし、一分間に1.0μmolの

NADPHを生成する酵素量を lunitとした。また、酵素溶液のタンパク質濃度はLowryら(11)の方

法に従い測定した。

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

SDS-PAGEはLaemmliの方法 (12)に基づき行った。分子量マ}カーとしてミオシン H鎖(200

KDa)、フォスフォリラーゼ b(97.4KDa)、ウシ血清アルブミン (68KDa)、オボアルブミン (43KDa)、

カルボニックアンヒドラーゼ (29KDa)を用いた。電気泳動後のゲルに対し、クーマシーブリリア

ントブルー G250よる染色を行いバンドを検出した。

ゲルろ過による分子量測定

精製酵素の分子量の測定は、 Andrewsの方法(13)を用いた。ブルーデキストランを用いて void

vo1umeを測定し、 SephadexG150カラムの分子量標準化には、 S. cerevisiaeのグルコース ー6・ 1)

ン酸脱水素酵素(128KDa)、ウシ血清アルブミン (68KDa)、オボアルブミン (43KDa)およびリソザ

イム(14KDa)を用いた。

試薬

グルコースー6・リン酸およびNADP+は、(株)ナカライテスクより購入した。 B1ue-SepharoseCし

4BはPharmaciaより購入した。 tert-ブチルヒドロペルオキシドは片山化学より購入した。

{結果}

G6PDHの精製

各種クロマトグラフィーの結果を表1に示した。各カラムクロマトグラブイーを用いることに
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図1 ゲルろ過カラムおよびSDS-PAGEによるG6PDH分子量の測定
A)Sephadex G-l50カラムクロマトグラフィーによる分子量測定の結果、 H.mrakiiのG6PDHは
約130KDaを示した。 B)SDS-PAGE(ゲル濃度:1汐6)の結果、 81ueSepharose CL -68カラム
クロマトグラフィー後のサンフルは、単一のバンドを示し、その分子量は約52KDaを示した。
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図2 pHがG6PDH活性に及ぼす影響
A)それぞ、れのpH{こ対応する緩衝液(.:クエン酸ーリン酸緩衝液、 0:トリス一塩酸緩衝液、
口:リン酸緩衝液、圃:炭酸ナトリウム緩衝液)を用いて活性を測定した。その結果、最適pHは
9.0であることがわかった。 B)pHがG6PDHの安定性に及ぼす影響を調べた。それぞ、れのpH{こ
対応する緩衝液中で精製酵素を処理した後、残存活性を調べた。その結果、 pH8.Of'寸近で安定で
あることがわかった。
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図3 温度がG6PDH活性に及ぼす影響
A)50mMリン酸緩衝液 (pH7.0)中での活性を、温度を変化させて調べた。その結果、 50--550C
で活性は最大となった。8-)温度がG6PDHの安定性に及ぼす影響を調べた。 G6PDHを50mMり
ン酸緩衝液 ~pH7.0) 中に入れ、それぞれの温度で処理した後、残存活性を調べた。その結果、
300Cを越えると活性は急激に低下した。

よって G6PDHを活性は 372倍にまで精製でき、活性の収率はl.78%であった。SephadexG-15 0 

カラムクロマトグラフィーによる分子:景測定の結果、 H.mrakiiのG6PDHの分子量は約 130KDa

と算出された(図 lA)。一方、 SDS-PAGEの結果、 SephadexG-150カラムクロマトグラフィー後

のサンプルには、数本のバンドが見られたが、 Blue-SepharoseCL-4Bによる精製後のサンプルに

は単一なバンドが見られ、その分子量は約 52KDaであった (図lB)。また、本カラムクロマ トグ

ラフィーにおいて G6PDHを溶出する為には、基質であるグルコース -6・リン酸およびNADP+が

必要であったことから、 Blue-SepharoseCL-4BカラムはG6PDHとつよい親和性を示 し、 H.mrakii 

のG6PDHの精製に有効であることがわかった。

G6PDH i~.性に及ぼす pH および潟度の影響

pHがG6PDH活性におよぽす影響を調べた結果1 最大活性を示すpHはトリス -塩酸緩衝液中の

9.0であることがわかった(図 2A)。また、 pH7以下あるいはpHIO以上で活性が50%にまで減

少したことから、本酵素は比較的狭い範囲で活性を示すことがわかった。精製酵素溶液の pHを

変化させ、 o'Cで 24時間処理し安定性を調べた結果、 pH7.5叫 8の問で活性は低下は見られず、安

定であった。しかし、 pH4.5以下あるいはpH9以上では活性が 50%以下に減少した(図 2B)。

G6PDH 活性におよほす温度の影響を調べた結果、 5"51:で精製酵素は最大活性を示した (図

3A)。しかし、温度が651:を越えると活性ば速やかに低下した。また、精製酵素溶液の温度を変

化25せ、 p肝7.0(リン酸緩衝液)で30分間処理し安定性を調べた結果、.30ヒでほぼ活性は残存し

ていたものの 40
0

C では 60%~~ まで活性が低下し、それ以上ーの温度で、は活性を失った (図 3B) 。
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表8 金属イオンのG6TDH活性に及ぼす影響表2 種々の薬剤の_G.6P.DH活性に及ぼす影響 G6PDH活性測定反応溶液中に金属イオンを存在させ活性を測定しG6PDH活性測定反応溶液中に種々の薬剤を加えて活性を測定レた。 た。金属イオンを含まないものをコントロール (1∞%)とし残存活
薬剤を含まないものをコシトロール (1∞%)とレ残存活性を%で表 性を%で表した。
した。

Relati ve .ac.ti双ity(%) Me胞1iuns Conc， 

Chemicals Conc. Relati ve 'activity (lnM) (+Mε2十) (-M.g2十)
(%) 

Control 100 100 Con甘01 100 
pムChlotoi泊eioeutioe泊zoate 1t泊M 89~O Zn2+ 0;1 29;8 5.50 
N-Ethy1maleimide 1mM 89.9・

0.5 8.80 0.00 
1.0 7.50 0.00 HgC12 lmM 88.7 

Iodoacetamido lnホf 93.9 C02+ 0;1 90;4 98.4 
2，4，6-Tri nitorobenzene stilfonate O.2mルf 24.8 
Diethylpyroαrbohate 11rtM 1:53 恥1n2+ 0.1 97;8 131 
DTI lnホ4 85.3 

47.8- 98;5 Cu2+ 0.1 2-恥1E lmM 95.3 
0.5 斗8.2 56.5 

GSH 1mルI 94.4 1.0 20;8 24.6 
GSSG lmM' 96~9 

EDTA 1m恥1 91.9 F~ 0.1 99.9 143 

CDTA lmM 68.9 
Ni2+ 0.1 98.8 72.3 8-Hydroxyquinoline lmM 89.9 

Lubrol.PX 0.01% 148 Cd2+ 0.1 68.3 41.7 
Triton X-loo 0.01% 130 0.5 22.8 32.9 
Tween 20 0.01% 120 1.0 ー0.00 30.4 

Sp組 20 0.01% 118 
AP+ 0.1 87.4 83.5 teげ=Butylhydroperoxide O.lmM 123 0.5 0.30 0.00 

1m恥f 127 1.0 0.00 0.00 
5mM 115 

Mg2+ 0.1 118 
CDTA， 1 ，2-cycl ohexanedian1Inetetraacetic acid. 10 120 

20 119 
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基質特異性

Blue-Sepharose CLABによるアフイニテ ィーカラムタロマトグラフィーの結果から、 H_mrakii 

のG6PDHは基震であるグルコース -6-リシ酸および、NADP+に対して高い特異性を示すことがわ

か'うた。しかし、 Leuconostocmesen teroI desおよび ZymomollaSmobifjsのG6PDHはNADP+なら

びに NAD+の両方を基質として用いることが報告されている (14，15)0H. miakiiのG6PDHの基

質特異性について調べた結果、グルコースー6-リン酸およびNADP+に対する Km値ば、それぞ、れ、

Z93μMおよび、24.1μMであった。他属酵母から精製されたG'6PD自のグルコ}ス -6-リン酸および

NADP+に対する Km値は、 S.cerevisiae では 51~tM および 7.5μìvI (16)、Candidautilisでは 15μM

および2，5μT¥!f(J 7)、Pichia .d upon.tiではJ60uMおよび4.3p.M(J B)であり~瓦.mrakiiが示す各

基質に対する J(m値との間に大きな差はみられなかった。

種々の薬剤が活性に及ぼす影響

精製酵素に対する薬剤の影響を調べた-結果、システイン残基の修飾剤である p'クロ臼マーキュ

リー安息香酸、 N-エチルマレイミドおよび、HgC12は-、本酵素活性を約 1o.<1o低下させた。アルギニ

ン残基の修飾剤である2，4.6・トリニトロペンゼ、ンスルホン酸およびヒスチジン残基の修飾剤であ

るジエチルピロカーボネ}トは、本酵素活性を著 Lく阻害した。SH基の還元斉Ijで、あるジチオスレ

イトール、 2-メルカプトエタノールおよびグルタチオン(GSH)は本酵素活性に影響を与えず、酸

化型グルタチオン (GSSG)についても同様で、あった。金属キレーターである CDTAは、 1mMで

本酵素の活性を約 30%低下させた。また、 8-ヒドロキシキノリンおよびEDTAは、約 10.%活性

を低下させた。界面活性剤である Lubrol'PX、TritonX-IOO、Tween2.0、Span20は、本酵素活

性を約 20%上昇させた。さらに、過酸化脂質である t-BHPも本酵素活性をやや上昇させたが、 t-

BHPによるストレス処理を行った酵母で見られるG6PDH活性の上昇に比べると低い値でvあった。

金属が活性に及ぼす影響

精製酵素に対する金属の影響を調ベアぉ 3m1vfのEDTAを含むえOmMのトリスー塩蹴緩衝液ー

(pH7.5)に対して酵素標品を透析し、酵素標品と混在する金属を取り除いた。さらに‘酵素標品

を10.0.倍量の 2o.mMのトリスー塩酸緩衝液 (pH7.5)に対して 3回透析しEDTAを完全に除いた。

この酵素溶液を用いて各種金属を酵素活性測定反応液に加え、G6PDH活性を測定しその影響を調

べた。 Zn2+、Cd"2+"， Cu2 + およびAr~+ は本酵素活性を阻害し、 Cd.2+ および Alけは 1mM濃度で活性

を完全に阻害した。また、反応溶液から M'g2+を除いて活性を比較したところ、 G6PDH活性は、

ivlgけを加えることにより活性が約 18%上昇した。さらに、Ivln2+，Fez+は反応液中にMgl+が含まれ

ていない状態では活性を約 30.%上昇させが、 Zn2+，Ni2+，Cd2+， AP+はMg2+を含む反応液と同様に

活性を阻害した。
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I考察}

H. mrakiiは過酸化脂質に対して強い耐性を示し、この耐-性には過酸化脂質によーって誘導される

GPxiJ~重要な役割を果たしている (6)σGPx~主過酸化脂質を安定なアルコ}ルに変換する際、還元

型のグルタチオン(GSH)を消費し酸化型のグルタチオン (GSSG)を生成する。すなわち、 GPx反

応が円滑に進行するためには、 GSHが常に供給される必要がある。 GSHはグルタチオン合成酵素

IおよびIIによって de110VO合成される他に (19)、 GSSGをグルタチオン還元酵素が還元するこ

とによっても生成する(8)。細胞内グルタチオンの濃度はミリモーラーオーダーであり、そのGSH/

GSSGの比率ば極めて高い (20.)。この細胞内での高いグルタチオン還元率を実現するためにほ、

.GSSGを還号するグルタチオン還元酵素(GB)が重要である。さらに、グルコース・6・リン閉廷水素

酵素(G6PDH)は、この GR反応で消費される NADPHを供給する機能を持つo H. mrakiiを過酸化

脂質を含む培地で培養すると、 G6PDH活性は約 2.3倍に上昇する(10.)。同様に過酸化脂質によっ

てG-p.xが誘導されることを併せると、 G6PDHはGPxに還元力、すなわち NADPHを供手合するた

めに活性が上昇しているのではないかと考えられたO 本節では、過酸化脂質によって G6PDHの

活性がタンパク質レベルで変化するのかどうかを明らかにすることを目的とし、瓦 mrakiiから

Gb'JJDRを精製し、その諸性質について検討したO

多くの生物種から精製されている G6PDHの分子量は 50.----6o.KDaの間にあり、特にホ乳類の

G6PDHは58--._. 67KDaを示し、比較的狭い範囲に集中していた(2.1)。丘 mrakii_のG.6PDRの分

子量は、 SephadexG150ゲルろ過カラムタロマトグラプイーの結果w 分子量は約 130KDaと算出

され、約 5.2KDaのサブユニットからなる 2量体と考えらた。このサブユニット構造と分子量は

種々の微生物で報告されている G6PDHとほぼ同じであった。また、 ReillyとAllredはS.cerevisiae 

のG6PDHは糖タンパク質である報告している(22)。一般に、糖鎖、を-持つ分子をゲルろ過クロマト

グラブイーに供ーした場合、見かけ上の分子量は大きくなることが知られている。 H.mrakijの

G6PDHがザブユニッドから考えられる分子量よりもゲルあ過による分子量が若干大きい原因とし

て、本酵素が糖鎖を持つためではないかと考えられた。

精製 G6.PDH を用いて t~BHP 存在下での活性の変化を調べたところ、著しい活性の上昇は見ら

れなかった。このことから， t-BHPで処理した細胞で見られる G6PDH活性の上昇(約2，3倍)は、

t-BHPのC6PDHに対する直接的な影響によるものではなく、過酸化脂質によって増大するG.6PDH

活性は、 G6PDHがdenO¥TO合成された結果であると考えられた。酵母の酸化的ストレスに対する

適応は、新たなタンパク質を合成を伴うことが知られている (23)0 H. mrakiiのG6PDHは過酸

化脂質によって誘導されることから、本酵素は酸化的ストレス防御に重要ーであると考えられたO

次に、 H.mrakiiのG6PDHがinvitroでどのような物質に影響をうけるのか化学修飾剤および

金属イオンを用いて調べた。リジン残基の化学修飾剤である 2，4，6・トリニトロベンゼ、ンスルホン

酸(TNBS)によって活性は約25%にまで低下した。同様にS.cerevisiaeおよびヒト赤血球から精製

された G6PDHもTNBSによって活性が阻害されることが報告されている (23)。また、 L.

mesen teroidesのG6PDHについては既に遺伝子が取得されており、塩基配列より推定されるアミ
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ノ酸配列から、活性部位にはリジン残基が存在していることが報告されている(15)。これら知

見から、他の生物穏と同様にH.mralaiのG6PDHについてもiJlf件部位にリジン残基が存存ーしてい

ると考えられた。

また、ヒスチジン残基の修飾斉!Jであるジエチルピロカーボ、ネートによって H.mrakiiのG6PDH

活性は、ほほ完全に消失した。酵母 CandidautilisおよびS.cerevisiaeのG6PDHは、その活性発

現にヒスチジン残基が重要で、あることが報告されている (17)。これらのことから瓦 ηlrakiiの

G6PDHは活性発現にヒスチジン残基が重要で、ある事がわかった。

Mg2←を含まない反応液中での G6PDH活性は、 Mg2+を含む場合に比べて約 15%活性が減少し

た。本酵素活性の発現には Mg2+が重安であり、金属が本酵素の活性に関与することが示唆され

た。そこで、本酵素に対する各種金属の影響を調べた。 2n2+，Cd2+， CU2←およびA13+は本酵素活

性を阻害し、 Cd2+およびAt3+は 1mM濃度で完全に活性を阻害した。

Mn2+およびFe2+を含む反応液は、 NIg2+を含まない反応液でも本酵素活性を上昇させることか

ら、これらの金属は Mgけと共に G6PDH活性発現の補因子として機能すると考えられた。 S.

cerevlSlaeのG6PDHはZn2+によッては影響を受けずCd2+によッて阻害を受けることが報告され

ている (24)。また、 A13+による阻害は、 S.cerevisiaeおよびホ乳類で報告されている oS. cerevisiae 

では、 A13+による阻害を受けたG6PDHをNaF処理することにより阻害が消失することが報告さ

れているが(25)、H.mrakiiではこのような現象は見られなかヮた。

本節では、 t-BHPによる酸化的ストレスにより活性が上昇する H.mrakiiのG6PDHについて検

討したO 本酵素は、 invitroで過酸化脂質による影響をほとんとや受けなかったことから、酸化的

ストレス条件下で見られるG6PDHの活性上昇はdcnovo合成により酵素量が増大した結果である

ことが明らかとなった。また、活性部位にリジンおよびヒスチジン残基が存在していることがわ

かった。さらに、本酵素活性に対する各種金属の影響を調べたところ S.cerev j siaeのG6PDHに

対して阻害を示す2n21、Cd21、Cu21およびAP'は本酵素活性を阻害する事が明らかになり、両者

はよく似た酵素化学的性質を持つと考えられた。
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第二節

Hansenula mrakiiのグルタチオン還元酵素の精製と諸性質

[Ef的}

グルタチオンは細胞内に豊富に存存するトリペプチドである oSaccharomyces cerevisiaeに

おいてy-グルタミルシステイン合成酵素をコードする GSHl遺伝子を欠損した株は酸化的ス

トレスに対する耐性が低下する(1)。このことは酸化的ストレスに対してグルタチオンが重要

な機能を果たしていることを示している。酸化的ストレスにより発生した過酸化物に対して

のグルタチオンを介した還元反応は、グルタチオンベルオキシ夕、L ゼ(GPx)によって行われる。

しかし、GPxが抗酸化酵素として機能を発揮するためには還元型グルタチオン(GSH)の存在が

必要である。酸化型グルタチオン (GSSG)を還元する酵素としてグルタチオン還元酵素 (GR)

が存在する。本酵素は、細胞質に存在するグルコースー6-リン酸脱水素酵素反応によって供給

される NADPHを還元力として、 GSSGを還元すると考えられている。 S.cerev';siaeを用いた

研究から、本酵素は細胞内のグルタチオン還元酸化比率 (GSH/GSSG)を高く保つのに必要で、

あることが報告された (2)。また、SalmonellatyphimurIumで、は、微弱な酸化的ストレス (HzOz)

を与えると、 GRを含む 30種のタンパク質の合成が誘導され耐性が強化される (3)。一方、

変異型oxyRlを持つ株では、 GRを含む5つ以上のタンパク質が過剰に発現し、過酸化水素に

耐性を示すことから、GRの酸化的ストレス防御系における重要性は酵母のみならず細菌類で

も見られる (4)。一方、酵母Hansenula mrakjiは過酸化脂質に起因する酸化的ストレスに対

して高い耐性を示し、この耐性獲得には誘導性のGPxが必須で、あることが明らかにされてい

る (5，6)。そこで、本節では GPxにGSHを供給する機能を持つ GRを各種カラムクロマトグ

ラフイ}を用いて精製し、その諸性質ついて検討した。

{材料と方法}

使用菌株と培養方法

Hansenula mrakii IFO 0895株は財団法人発酵研究所 (Institutefo1' Fermentation， Osaka， 

Japan)より入手した。2mMtert-ブチルヒドロベルオキシド (t-BHP)を含むSD最少培地 (2

%グルコ」ス、 0.67%Yeast Nitrogen Base、pH5.5) に、 610nmでの濁度 (OD610) が 0.05

になるよう接種し、 28tで30時間の振塗培養を行ったO 合計6リットルの培養液を遠心分離

(3000 x g、10分間)し、湿重量で 36.8gの菌休を取得した。

粗酵素液抽出方法

得られた菌体を、 0.85%生理的食塩水で、洗菌し、 4tに冷却した 10m1vlリン酸緩衝液
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(pH7.0)に5O~l.ìvr のフェニルメチルスルフォニルフルオリド(PMSF)を含む緩衝液[BuffeγA]に

懸濁した。この菌体f管:濁液に対し、半量のガラスビーズを加えDyno-millを用いて氷冷下で10

分間、細胞を破砕した。細胞破砕溶液を 25000xg、30分間遠心分離し上清 (275ml) を得

た。これを粗酵素液とし以下の酵素精製に供した。精製操作は全て 4'C以下で

DEAE-celluloseカラムクロマトグラフィー

細胞抽出液 (275ml、総タンパク質量 1940mg) を、 BufferAで平衡化した DEAE-cel1ulose

カラム (4.5x 25cm)に導通しタンパク質を吸着させた後、 BufferAでカラムを洗浄したO カ

ラムに吸着したタンパク質を合計1リットルの 0-lMのKClの濃度勾配により溶出させ、試験

管に 5mlずつ分取した。これらのうち活性を示した画分 (0.65-2.9mmho: 286ml)を集め、こ

の酵素溶液に硫酸アンモニウム (60.7g)を加え 30%:硫酸アンモニウム飽和とし、 2時間タン

パク質の塩析を行った。

Butyl-Toyopearl 650Mカラムクロマトグラフィー

30%硫酸アンモニウムを含むBufferA!Buffer B Jで平衡化したButyl-Toyopearl650Mカラム

( 2.5 x 23cm )に導通しタンパク質を吸着させた後、 BufferBでカラムを洗浄した。カラムに

吸着したタンパク質を合計 600mlの 30-0%の硫酸アンモニウムの濃度勾配により溶同させ、

試験管に 4mlずつ分取した。これらのうち活性を示した画分 (9.4・8.2mmho: 55ml) を集め、

Amicon PMIOによる限外ろ過ににより、酵素溶液をl.9mlまで濃縮した。

Sephadex G-150 カラムクロマトグラフイー

濃縮した酵素溶液を、 BufferAで平衡化した SephadexG-15 0カラム(l.8 X 92c111 )に導通

し、BufferAを流速O.5ml/minで流通させることによりタンパク質を溶出させ、試験管にl.5m1

ずつ分取したO これらのうち、活性を示した画分 (Ve/Vo=1.38-1.45:3.58m1)を集め、酵素

溶液とした。

Blue-Sepharose CL-4Bカラムクロマトグラフィー

酵素溶液を、 BufferAで平衡化したBlue-SepharoseCL-4Bカラ ム(l.3 x 7cm )に導通しタン

表1 各種カラムクロマトグラフィーによるGRの精製過程

Step Total protein Total activity(U) Specifi c acti vi ty Purification Yield 
(mg) (U/mgprotein) (fold) (%) 

CeU extracts l生↓斗 48 0.025 1.00 100 

DEAE-cell ulae 363.8 39.3 0.108 12.4 80.8 

Butyi Toyopearl650M 62.2 36.2 0.538 21.5 74.6 

Sephadex G-150 1.57 32.8 21.0 838.0 67.5 

BI田 -SepharoseCL-6B 0.33 28.7 88斗 3.536 59.1 
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パク質を吸着させた後、 BufferBでカラムを洗浄した。カラムに吸着したタンパク質を 10・

300mMのKClの濃度勾配により溶出させ、試験管に 3.0mlずつ分取した。これらのうち、活

性を示した画分 (2.9-3.2mmho) を集め、 20倍量の BufferAに対して透析したものを以下の

実験に供した。

グルタチオン還元酵素活性測定方法

グルタチオン還元酵素の活性は、本酵素反応により消費される NADPHの減少量を測定する

ことにより測定した。すなわち、終濃度で 50mMリン酸緩衝液(pH7.5).3mM酸化型グルタ

チオン、 0.3mMNADPHを含む反応液中で、 340nmにおける吸光度の減少量を 25'Cで 1分間

測定したo NADPHのミリモル吸光係数を 6.22とし、 1分間に 1.0p.molのNADPHを消費する

酵素量を 1unitとした。また、酵素溶液のタンパク質濃度はBradfordの方法(7)によりを測定し

た。

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)およびタンパク質の分子量測定

第一節と同様の方法を用いたの

試薬

GSSGおよびNADPHはSigamaChemicalより購入した。 Blue-SepharoseCL-4BはPharmacia

ミ
」。。

Sephadex G・150

5.5 

G6PDH(128区Da)

L，GH.R mfrmom ki， 
(123 KDa) 

sSA (68 KDa) 

.. ...IOVA(43KDaA 

1.5 2.0 2.5 3.0 

Ve/Vo 

2 3 4 5 

2∞ 
97.4 

68 

極函lhTTU 誌 嗣 ι- - - j!.日昼 ー 56

43 

29 

(KDa) 

1. Cell extracts 2. DEAE-cellulose 3. Bntyl-Toyopearl 
4. Sephadex G・1505. Blue Sepharoseα.I-6B 

図1 ゲルろ過カラムおよびSDS-PAGEによる分子量の測定
A)Sephadex G-150カラムクロマトグラフィーによる分子量測定の結果、 H.mrakiilのGRは約
123KDaを示した。 B)SDS-PAGE(ゲル濃度:12%)の結果、 81ueSepharose CL -68カラム
クロマトグラフィー後のサンフルは単一のバンドを示し、その分子量は約56KDaを示した。
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{結果}

GRの精製

各種カラムクロマトグラフィーによる GRの精製の結果を表1に示した。各カラムクロマト

グラフィーによる酵素精製の結果、最終酵素標-品の比活性は 3500倍、活性収半は 59.1%で

あったoSephadex G-150カラムクロマトグラフィーによる分子量測定の結果、 H.mrakiiのGR

の分子量は約 123KDaと算I引された(図 1)。また、 SDS-PAGEの結果、 SephadexG-150カラ

ムクロマトグラフィー後のサンプルには、数本のバンドが見られたが、 Blue-SepharoseCL-4B 

による精製後のサンプルには単一なバンドが見られ、その分子量は 56KDaであった。これら

のことから、瓦 mrakiiのGRは56KDaの同一サブユニットから成る 2量体と考えられた。

精製酵素を用いて GRの基質である GSSGとNADPHに対する Km値を調べた結果、それぞ

れ 21.3μMおよび 14.3μMであった。また、 NADHは本酵素の基質とはならなかったO

より購入した。

A I B 

~100 100 
、¥、，ー内、"、 、，か，.，.，、h ， 

噌噌=t6〉田・Ah a e 5 0 z担〉。-
問

50 

.広4。〉句。:;
何

司gコm o 3 

。
o 10 20 30 40 50 60 70 o 0 1'0 ~o 30 40 50 :0 ~o 

Temperature (OC) Temperature (OC) 

図3 温度のGR活性に及ぼす影響
A)50mM リン酸緩衝液 (pH7.0)中での活性を、温度を変化させて調べた。その結果、 550C付近
でGR活性は最大となった。 B)温度がGRの安定性に及ぽす影響を調べた。精製酵素を5αnM リ
ン酸緩衝液 (pH7.0)中で図に示した温度で処理した後、残存活性を調べた。その結果、 400Cを
越えると、活性は急激に低下した。

pHおよび温度の影響

pHがGR活性に及ぼす影響を調べた結果、精製酵素が最大活性を示したpHは9.0(トリス ー
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塩酸緩衝液中)であることがわかった(図 2A)。また、 pH6以下あるいはpH8.5PJ、上では最大

活性の約 50%にまで活性が減少したことから、本酵素は比較的狭い範囲で活性を示すことが

わかヮた。図に示したpHで、精製酵素をot:で24時間放置し安定性を調べた結果、 pH4.0-----9.0

の間で安定であることがわかった。また、 pH3.5以下あるいはpHll以上で活性が50%以下に

減少したことから、比較的広範囲の pHで安定であることがわかった。

温度がGR活性におよぼす影響を調べた結果、精製酵素が最大活性を示す温度は55t:である

ことがわかった。また、 55'Cを越えると GR活性は速やかにj成少し、 65'Cで活性は約 50%ま

で低下した(図 3A)。次に、精製酵素の温度安定性を検討した。図 3Bに示した各温度で30分

間インキュベートした後の残存活性を測定した。氷中でインキュベートした場合の残存活性を

100%として比較した。 50'Cでの処理により GR活性は約50%にまで低下し、それ以上の温度

では活性がほとんど見られなくなった。
ωω
広

o u 
2 4 6 8 10 12 

pH 

B 

。
種々の薬剤が活性に及ぼす影響

精製酵素に対する種々の薬剤の影響を調べた(表2)。システイン残基の修飾剤である N.エ

チルマレイミドは、本醇素活性を約 10%低下させた。また、 p-クロロマーキュリ}安息香酸

は本酵素活性を著しく阻害した。ヒスチジン残基の修飾剤であるジエチルピロカーボネートは、

本酵素活性にほとんど影響を及ぼさなかった。 SH基の還元剤であるジチオスレイトール

(DTT)、2・メルカプトエタノール(2・ME)、及びGSHは本酵素活性に影響を与えず、 GSSGにつ

いても同様であった。 CDTA、8-ヒドロキシキノリンおよびEDTAなどの金属キレーターや、

Lubrol PX、TritonX'100、Tween20、Span20などの界面活性剤は本酵素活性に影響を与え

2 4 6 8 10 12 

pH 

図2 pHのGR活性に及ぼす影響
A)それぞれのpHに対応する緩衝液(・:ク工ン酸ーリン酸緩衝液、。:トリスー塩酸緩
衝;夜、国:リン酸緩衝液、ム:炭酸ナトリウム緩衝液)を用いて活性を測定した。その
結果、最適pHは8.0付近であることがわかった。 B)pHがGRの安定性に及ぼす影響を
調べた。それぞ、れのpHlこ対応する緩衝液中で、精製酵素を処理した後、残存活性を調
べた。その結果、 pH4.D-8.o付近で安定で、あることがわかった。
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表2 種々の薬剤のGR活性に及ぼす影響
G6PDH活性測定反応溶液中に薬剤を加えて活性を測定した。薬剤を含ま
ないものをコントロール (1∞%)とし残存活性を%で表した。

Chen1icals Conc Relative activity 
(%) 

Control 100 

p-Cloromercuri benzoate lmM 。
N-Ethylmaleimide 1m九4 92.3 

Iodoacetamide 1nホ4 106.9 

Dietylpyrocarbonate 1nホ4 105 

DTT 1nホf 104.2 

2-恥1E 1mM 105.8 

EDTA lmM 110.5 

CDTA 1m恥f 117.1 

8-Hydroxyquinoline 1mM 102.9 

Lubrol PX 0.01% 100.7 

Triton X-100 0.01% 101.7 

Span 20 0.01% 103 

Tween 80 0.01% 101.8 

Tween 20 0.01% 107.3 

Chaps 0.01% 111.7 

teげ -Butylhydroperoxide O.lmM 101 

1m加i 107.8 

1伽nM 92.5 

CDTA， 1ユcyclohexane diam inetetraace tic aci d. 

なかった。さらに、過酸化脂質である tert-ブチルヒドロベルオキシド(t-BHP)は、 lmM濃度に

おいても本酵素活性に影響を与えなかった。

金属が活性に及ぼす影響

精製酵素に対する金属の影響を調べた(表3)0 Fe3+およびCd2+は本酵素活性を阻害し、

0.0011111'1濃度で約20%にまで活性を低下させ、O.OlmM濃度で、はほぼ完全に活性が消失した。

Zn2+およびCu2+は0.01mJvl 濃度で約 30%にまで活性が低下した。 Mn2+，AP+および、Co2+は

O.lmJvI 濃度で本酵素活性をほぼ完全に阻害した。逆に、 Mg~+ およひ、'In~+ は、 0.0011111'1 濃度

で本酵素活性を 10%程度上昇させ、 Fe2+はO.OlmM濃度で約1.7倍にまで活性が上昇した。
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表3 金属イオンのGR活性に及ぼす影響
GR活性測定反応溶液中に金属イオンを存在させ活性を測定した。金属イオ
ンを含まないものをコントロール (1∞%)とし残存活性を%で表した。

Metal ion Conc(m~v1) Relati ve activi ty 
~% 

Fe 2+ 0.1 N.D. 

0.01 169.5 

0.001 108.0 

Fe 3+ 0.1 N.D. 

0.01 0.9 

0.001 18.6 

Cd 2+ 0.1 0.0 

0.01 6.7 

0.001 17.7 

Ni 2+ 0.1 2.2 

0.01 96.8 

0.001 100.5 

Co2
+ 0.1 0.0 

0.01 84.8 

0.001 94.9 

Cu 2+ 0.1 6.1 

0.01 38.4 

0.001 87.1 

zn 2+ 0.1 0.0 

0.01 39.1 

0.001 75.7 

Mn2+ 0.1 0.0 

0.01 120.1 

0.001 114.4 

A13
+ 0.1 0.0 

0.01 100.3 

0.001 106.7 

Mf 0.1 89.1 

0.01 111.9 

0.001 115.3 

N.D" Not done 
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{考察I

Saccharomycθs cerevisIaeのGRをコードする GLRl遺伝子破壊株では過酸化脂質、及びスー

パーオキシドに対する感受性が上昇し、細胞内にGSSGの蓄積が見られることが報告されてい

る (2)。この事は、 S.cère~Tjsjae の GR は酸化的ストレスに対して重要で、あり、細胞内の GSH/

GSSH比率に影響すること意味している。しかし、 H.mrakiiのGRについてはほとんど検討さ

れていない。そこでH.mrakiiから各種カラムクロマトグラフィーを用いてGRの精製を試み、

諸性質について調べた。

H. mrakiiのGRはSephadexG-150ゲルろ過カラムクロマトグラフイ)による分子量測定で

約 123KDa"SDS-PAGEでは約 56KDaを示した。高等真核生物や原核生物から精製されてい

るGRの多くは、分子量が100KDa付近で、あり、 2量体構造を持つことが知られている(8)。こ

れらのことから H.mrakiiのGRは56KDaのサブユニットから成る 2量体と考えられた。

GRの基質特異性について調べた結果、 NADPHは本酵素の基質であったが、 NADHは基質

とはならなかった。ホ乳類及びカピから精製されたGRはNADHとNADPHの両方を基質とし

て用いることができる (9・11)。これに対して、高等植物およびシアノバクテリアの GRは

NADPHのみを基質として用いる (12，13)0H.mrakiiのGRは植物から精製された GRと同様

にNADHを基質として用いることはできなかったが、 NADPHとGSSGに対する Km値はそれ

ぞれ21.3p，Mおよび14.3μMであり、 S.cerevisiaeのGRのそれとほぼ同じ値を示した (8)。通

常、酵母細胞中の総グルタチオン濃度は 1----2mMであり、そのうちの約 5%(50μIvl)程度が

酸化型(GSSG)で存在していることが報告されている (14)。これは、酵母GRのGSSGに対す

るJ(m値を上回っており、 GSSGは細胞内で GRにより速やかに還元されると考えられる。

精製GRに対する pHの影響を調べた結果、 pH7.5で最大活性を示した。また、 pHを変化さ

せ 4'Cで 48時間処理し安定性を調べたところ、 pH4----10の間で活性は安定であった。しか

し、 pH3以下あるいはpH11以上では約50%まで活性が低下し不安定で、あることがわかったO

精製GRに対する温度の影響を調べた結果、 55'Cで最大活性を示した。また、温度を変化させ

pH7.0で15分間処理し安定性を調べたところ、 40'Cまでは比較的安定であったが50'Cでは

約 50%まで活性が低下し、それ以上の温度では失活した。瓦 mrakiiのグルコース -6・リン酸

脱水素酵素に比べて、比較的広いpHで安定であったのに対して、最大活性を示すpHは8.0付

近の狭い範囲であッた (15)。

ヒト赤血球GRのX線構造解析の結果から、この活性部位に2つのシステイン残基が存在し

ていることが明らかにされている(16)。また、 S.cerevisiaeのGRにも活性中心にシステイ

ンが存在している。そこで¥丘 mrakiiのGRに対する種々の薬剤jの影響を調べた。その結果、

システイン残基の修飾斉1Jである N-エチルマレイミドは本醇素活性を約 10%しか低下させな

かったが、 p-クロロマーキュリ一安息香酸は1.0mMで本酵素活性をほぼ完全に阻害した。こ

れのことから、丘 mrakiiのGRも活性部位にシステイン残基が存在していることが強く示唆

された。

精製GRに対する金属イオンの影響を調べた結果、 Fe3+およびCd2+は著しく本酵素活性を阻
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害し、 Cu2+およびZn2+は約 40%にまで活性を低下させた。一方、 S.cerθ仰VlωS幻laeでで、は Fe3+によ

る阿害はみられないカが宝iCd

一の金属により強く阻害を受けることが明らカか瓦になつた(什17竹)。
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第三節

Saccharomyces cerel/isiaeのグルタチオン酸化酵素の精製と機能解析

{目的1
Hansenula mrakiiのグルタチオンペルオキシダ}ゼ (GPx)を精製する過程で、還元型グル

タチオン(GSH)をグルタチオンジスルフイド (GSSG)に酸化する活性を示す画分を偶然みい

だした。精製の結果、この活性は細胞膜画分に存在する単一のタンパク質によって触媒され

ていた。この様な活性を示す酵素は、既にホ乳類で見られ、グルタチオン酸化酵素(GOD)とし

て報告されていた (1-3)。一方、酵母細胞のグルタチオン酸化還元比 (GSH/GSSG)は、 GR

により常に高く保たれている (4)0 5accharomyces cerevIsiaeを用いた研究から、 GR欠損株

は酸化的ストレスに対し感受性を示すことが報告されており、細胞内のGSH/GSSG比は酸化

的ストレス防御に深く関係している (5)。酸化的ストレス防御系酵素である GPxは過酸化脂

質をアルコールへと還元する際、基質としてGSHを用いるためGSH/GSSG比の影響を大きく

受けるのではないかと予想される。 GODは酸素を用いてGSHを酸化することから、本酵素に

よって細胞内GSH/GSSG比が変化しGPx活性に影響が生じる可能性が考えられた。そこで本

節では、 GODのGPxに及ぼす影響を調べることを目的として、酵母5，cerevisiaeを矧いてGOD

の精製と遺伝子の取得を試みた。

{材料と方法]

使用菌株と培養方法

5accharomyces cerevisiae YPH250 (MA Ta trp1-L11 his3-L1200 leu2-L11 lys2・801ade2・101

ura3-52)はYeastGenetic Stock Center (アメリカ カリフォルニア州立大学パークレー校)よ

り入手した。 YPD栄養培地 (2%グルコース、 2%ペプトン、 1%酵母エキス、 pH5.5) に

て280Cで 24時間の種培養を行い、この培養液の一部を SD培地 (2%グルコース、 0，67%

Yeast Nitrogen Base、pH5.5)を含む試験管に移し、 28('(で、振漫培養を行い 610nmにおける

濁度(OD610)を測定することにより生育を調べた。また、酵素精製には市販の酵母菌体 (5.

ccrcvisielC ;オリエンタル酵母社製)1kgを用いた。

粗酵素液抽出方法

菌体を 0.85%生理的食塩水で、洗菌し、 10mMリン酸緩衝液 (pH7.0)に50μMのフェニルメ

チルスルフォニルフルオリド (PMSF) を含む緩衝液[BufferAlに懸濁した。この菌体懸濁j伐

に対し、半量のガラスビーズを加え Dyno-millを用いて氷冷下で 10分間、細胞を破砕した。

得られた溶液を 100.000x g、30分間の超遠心を行い、細胞膜を含む沈殿を得た。 沈殿を
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240mlの1.0%Triton X100を含む BfferA[Buffer Blに再懸濁した後、 4tで3時間、穏やか

に撹枠し膜タンパク質を可溶化した。再び4t:で100，000x g、30分間の超遠心を行い212ml

の細胞膜抽出液を得た。

カラムクロマトグラフイーによる精製

細胞膜抽出液 (212ml、総タンパク質量 6261.5mg)を、Bu[[erBで平衡化した DEAE

Toyopear1650Mカラムに導通しタンパク質を吸着させた後、 BufferBでカラムを洗浄した。

カラムに吸着したタンパク質を 0-lJvlのKC1の濃度勾配により溶出させ、試験管に 101111ずつ

分取した。活性を示した幽分を集め、 6リッタ}の BufferBに対して 4tで12時間、透析に

より脱塩処理を行った。脱塩後の酵素溶液を、 Q-Toyopeaγ1550カラムに導通しタンパク質

を吸着させた後、 BfferBでカラムを洗浄した。吸着したタンパク質を 0・1MのKClの濃度勾

配により溶出させ、試験管に4mlず、つ分取した。活性を示した画分を集め、 4リッタ)のBuffer

Bに対して 4t:で 12時間、透析を行ったO 脱塩後の酵素溶液を、 GlutathioneSepharose CL-

4Bカラムに導通しタンパク質を吸着させた後、 BfferBでカラムを洗浄した。吸着したタン

パク質を 0-lIvrのKClの濃度勾配により溶出させ、試験管に 1m1ずつ分取した。活性を示し

た画分を集め、 1リッターの BufferBに対して 4tで 12時間、透析を行った。

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

第一帯一節と同様の方法を用いた。分子量マーカーとして NewEngland Bio.Lab.社製の

Nfolccular wcight markcrs : 7701Sを用いた。

アミノ酸シーケンス

精製酵素を Pluアミノペプチダーゼ(タカラバイオインダストリー)用いて N末端側のアミノ

酸残基を消化しデブロックキングを行った。デブロック後のサンプルを SDS-PAGEで分離精

製後、 PVDF膜にブロッテイングした。ポンソーsによる染色後、目的のバンドを切り出し、

アミノ酸シーケンサー(AppliedBiosystems. model 470A)によりアミノ酸配列を決定した。

酵素活性測定方法および潤胞内酸化度の測定方法

酸素電極を用いた GOD活性の測定は、 Hooberらの方法 (6)に従った。また、グルタチオ

ン還元酵素を用いた GOD活性の測定は、 LashとJonesの方法 (7) を用いたoGPx活性の測

定は、 GPx反応液(終濃度:100mMトリス-塩酸緩衝液(pH8.0)、 50mlVIEDTA、2mMGSH、

200mM NADPH、10U/rnlGR)を用意し、これに酵素溶液を約 1mg/mlになるよう加え 25
0

C

で1分間反応させた。この溶液に tert-ブチルヒドロベルオキシド(t-BHP)を終濃度で1.5mMに

なるよう加え、 340nmにおける吸光度の減少を測定した。NADPHのミリモル吸光係数を6.22

として、 1 分間に l~mol の GSH を消費する酵素量を 1unitとした。

GSH、GSSG濃度は Andersonの方法 (8) に従い測定した。細胞内酸化度は蛍光プローブ
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(DCFH -DA:2 '，7'-d ich lorodihydrof1 uoresci n diacetate) を用い、 Davidsonらの方法 (9) に従い

測定した。酵素溶液のタンパク質濃度は、 Bradfordの方法 (10) に従い測定した。

各種薬剤による GOD活性の誘導

S. cerevisiaeを100mlのYPD液体培地中で対数増殖期 (OD
610
= 1.0) まで振渥培養した後、

各種薬剤 (1・クロロ -2、4-ジニトロベンゼン， 25μM;エタクリル酸， 1mIvI ;ジアミド，2mM;

ジチオスレイトール I 1mM ; H
Z
021 O.4mM ; t-BHP， O.6mM ;パラコート， 1mM ; NaCl， O.5M ; 

CaC1
2
. 200mM :ソルピト}ル .0.5M) で 1時間処理 した。 10mMリン酸緩衝液 (pH7.0)で

洗菌後、細胞膜抽出液を調製した。PD-10ゲjレろ過カラムに導通することによりストレス剤を

取り除いた後、 GOD活性を測定した。

遺伝子クローニング

精製酵素のN末端付近の配列 (10アミノ酸)を YeastProtein Database (YPD， h坑p:lIwww 

proteome .com databases lindex. htm1).を用いて検索した結果、第7香染色体に存在する 1113bp

からなる読み枠 (YGR079w)から推定されるアミノ酸配列と高い相向性を示した。そこで、

この YGR079wをGOLl(Glutathioneoxidase like 1)と命名した。 GOLlをS.cerevisiae S288C 

株のゲノムをテンプレートとし、オリゴヌクレオチドプライマー GOL-F(Sal1サイトを付加し

開始コドンより 763bp上流に結合する。[5'-TT A TGGCCTCGTCGACGGGA T A TTC-3'1)および

COL-R(SphIサイトを付加し開始コドンより 590bp下流に結合する。[5'-TTATTCTCGCATC

CAGGACGGGCAC-3'J)を用いて、 PCRによる増幅を行った。 2466bpの増幅断片を低融点アガ

ロース電気泳動により精製し、 T
4
リガーゼ、を用いてベクタ -pUC19に連結した(PC19GOL)o

遺伝子被壊株の構築

制限酵素 StyIでPC19GOLを切断し、 GOLl遺伝子の 621bpを欠失させたものを Klenow断

片で処理し、マーカーである HIS3(1652bp)を連結した。これを制限酵素HpaIおよびPvuII

で切断して得られる 2037bpを、エレクトロポレーション法を用いて酵母細胞に導入し、相同

組み換えによる遺伝子破壊を行った。遺伝子破壊の確認は PCRにより行った。

表1 各種カラムクロマトグラフィーによるGODの精製過程

Step TotaJ Protein Total A cti vity Specific activity Fold Purifiωtion YieJd 

(ag2 sI2 (U/mg) ~ 
Total Membra.1le Fraction 6261.45 10.27 0.0016 1.0 100.0 
DEA E-Toyopearl 650M 699.00 4.82 0.0069 4.2 46.9 
Q-Sepharose 178.39 2.88 0.0161 9.8 28.0 
GSH-Sepharose CL-4B 0.36 0.22 0.6166 376.1 2.1 
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図3 SDS-PAGEによるGOD分子量の測定

SOS-PAGE(ゲル濃度:15%)の結果、 Glutaけlione

Se pharose CL-4Bカラムク口マトグラフィ-{愛のサン

プルは、単一のバンドを示し、その分子量は約29KOa

を示したO
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図1各種薬剤処理によるGOD活
性の変化

YPD栄養培地 (100ml) で対数生

育期00610=1.0まで培養し、 GOO

活性を測定したの

{結果}

各種薬剤による GODの誘導

各種薬剤によるグルタチオンオキシダーゼ、の誘導を調べた結果、スルフヒドル基(SH基)枯

渇剤である 1-クロロ ー2、4-ジニトロべンゼ、ン、エタクリル酸、ジアミドなどは GOD活性を

上昇させることがわかった(図 1)。一方、酸化的ストレスを与える薬剤 (H
2
0

2
、t-BHP、パ

ラコート)は GOD活性に影響を及ぼさなかったものの、浸透圧ストレス剤(NaCl、CaC1
2
、ソ

ルピトール)は GOD活性を低下させた。また、 SH基枯渇剤による GODの誘導は濃度依存的

(図 2)。な傾向にあった

グルタチオンオキシダーゼ、の精製

各種クロマトグラフィーを用いて GODの精製を試みたO 精製の概略を表 lに示したO 最終

精製酵素標品の活性収率は 2.1%であり、 376倍に精製したo Glutathione Sepharose CL-4BアCDNB Diamide Ethacrynic 

acid -のバンドが見られた

(図 3)。精製GODの分子量は約 29KDa(SDS-PAGE)を示した。精製酵素のグルタチオンに対

する Km値は約 4.8mMであった。

精製酵素のN末端付近のアミノ酸配列をの決定を試みたが修飾されており決定することがで

きなかったO そこで、 Pfuアミノペプチダーゼ、を用い N末端側から消化した。木ペプチダーゼ

フイニティークロマトグラフイー後のサンプルは、 SDS-PAGE上で単

GODのアミノ酸配列の決定
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 行った結果、機能不明の読み枠 YGR079wから推定されるタンパク質のアミノ酸配列の一部

と6アミノ酸配列が一致していた。(PNKVITKEDI) 

GOLl破壊株における GODおよびGPx用件

GOLl遺伝子破壊株(golld.)における GOD活性は、野生株の約 10%にまで低下した。 (図 4)
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図2 SH基枯渇剤濃度によるGOD活性の変化
YPO培地 (100ml)で対数生育期 (00610=1.0) まで培養

し、各グルタチオン枯渇剤を添加し1時間培養を続けたり

集菌後、 GOD活性を測定した。
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{考察}

グルタチオンは細胞内に多く存存する低分子チオ}ルであり、細胞内の酸化還元状態の維持

に関与している (11)。還元型グルタチオン(GSH)は、グルタチオン還元酵素による酸化型グル

タチオン(GSSG)の再還元や、グルタチオン合成系酵素 (y-グルタミルシステイン合成酵素とグ

ルタチオン合成酵素)などによって生成される (12.13)。しかし、 GSSGの生成については、

GPx反応による GSHの酸化、あるいはグルタチオンと酸素が直接反応することにより生じる

ものが大部分で、あると考えられてきた。 H.mrakjjで見られた GODは、 GSSGを積極的に生成

することから、グルタチオンの酸化還元比をコントロ}ルし、細胞内の酸化還元状態、を酸化側

へ導く機能を持つと考えられた。GPxはGSHを崩いるため、グルタチオンの酸化還元比率に
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大きく影響を受けるのではないかと考えた。そこで本節では、 GODの GPx活性に及ぼす影響

を調べるために、遺伝学的解析が容易なS.cerevisiaeを用いて、 GODをコードすると思われる

。。

遺伝子を同定し、遺伝子破壊株の構築を試みた。

細胞を様々な薬剤jで処理し、 GODの誘導条件について検討したO その結果、 SH基枯渇剤 (1-

クロロ 2、4・ジニトロベンゼン、エタクリル酸、ジアミド)によって GOD活性が増大したが、

酸化的ストレス誘導斉IJ (H
2
0

2
、t-BHP、パラコ}ト)では変化が見られず、浸透圧ストレス斉1J

(NaCl、 CaC1 2 •、ソルピトール)では逆に低下した。酸化的ストレスによって細胞内グルタチオ

ンの酸化還元比は低下する事が報告されている (14)。これに対して、 SH基枯渇斉11は細胞内の

還元型グルタチオンと結合し還元物質としての機能を失わせることが報告されている

山庁 gol1d

図5gol1企株における細胞内酸化度とGSSG比率
SO栄養培地 (100ml)で対数生育期(00610=1.0)まで培養
したものを集菌し、細胞内酸化度、及び細胞内GSSG濃
度を測定したo

さらに、細胞内で発生する H
2
0

2
の量的指標である綱胞内酸化度も 20%程度低下していた。ま

た、 GOD反応によって生成する GSSGの総グルタチオンに対する割合も約 2%低下していた

GOLl破壊株の GPx活性は親株との聞に差は見られなかった。 0.4mIvlのt-

山汀gol16.

(15)。

GOD活性はSH基枯渇剤処理により増大することから、 S.cerevisiaeのグルタチオンオキダ}

ゼは SH基が減少するようなストレスで活性が増大すると考えられた。

酵素精製の結果、 S.cerevisiaeのGOD活性は超遠心を行った細胞破砕液の可溶性画分からは

検出されず、沈殿から活性が検出され、 H.mrakiiと同様に細胞膜に結合して存在していた。ま

た、 GODの分子量は約 29.4KDa(SDS-PAGE)であり、還元型グルタチオン(GSH)に対する Km

値は4.8mMで、あったOホ乳類で報告されている GOD(Rat kidney: 42KDa、Bovinemil1王:45KDa、

(図 6)。

しかし、

BHPを含む培地で培養した場合においても同様の結果が得られた

1.5 

Rat semirenal visicle : 33 KDa)と比べ、分子量はやや低かった(1-3)。本酵素の部分アミノ酸
1 

配列の解析から、 YeastProtein Databaseに登録されていた YGR079wが部分的に一致する配

列を含んでいた。本遺伝子産物の推定分子量は、約 41KDaであり C末端側に疎水性の強い領

域が存在しており、 YGR079wは膜に結合して存在していると考えられたO

YGR079wの機能について検討するため YGR079wの遺伝子破壊を行い表現型を調べたo

ygr079w破壊株における GOD活性は野生株の約10%程度にまで低下することがわかったO ま

た、 ygr079w破壊株で、は野生株に比べ、細胞内の過酸化水素量の指標で、ある細胞内酸化度が

20%程度低下し、全グルタチオン含量に対する酸化型グルタチオンの割合も約2%低下してい
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(図 5)。

たO これらの事から YGR079wはGODをコードしていると考えられ、遺伝子破壊によりグル

タチオンの酸化還元比率は変化することがわかった。そこで、 GODを欠損する事により GPx

活性は影響を受けるかどうか調べたが、野生株と goll11の間に GPx活性の差はみられなかっ
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た。

図6gol1 11株におけるGPx活性
A) SO栄養培地 (200ml)で対数生育期(00610=1.0)まで
培養したものを集菌し、グルタチオンペルオキシダーゼ
(GPx)活1性を測定したo B) 0.4m M tert-ブ‘チルヒドロペ

ルオキシドを含むso培地で培養したものを、 Aと同様に
GPx活性を測定したo
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第二章

Hansenura mraki iのグルタチオンベルオキシダーゼ遺伝子の解析



{目的}

細胞と外界、細胞内器官と細胞質を隔てる生体膜は、リン脂質の二重膜で構成されている。

呼吸により生じる活性酸素種によって起こる脂質膜の過酸化は、鉄あるいは銅などの金属が

存在した場合、連鎖的に進む事が報告されている (1，2)。さらに、 過酸化の進んだ生体膜にお

いては正常な物質輸送が見られず、最終的には細胞死を引き起こすこ とが知 られている

(3，4)。このような障害をもたらす過酸化物の消去を行う酵素と して、ベルオキシ ダーゼ、が存

在する。このペルオキシダーゼには、電子供与体としてシ トクローム c、アスコルピン酸、 グ

ルタチオンなどを基質に肘いるも のが存在し、それらは生物によって特徴的であると考えら

れてきた (5，6，7)。真核細胞である酵母において、 シ トクローム cはミト コンドリア膜問腔

に局在 しており細胞全体を保護するのに十分でないことや、アス コルピン酸は細胞内でほと

んど見いだされないのに対 して、グルタチオンは数mJV[濃度で、存在 していることから (8)、酵

母における主要なペルオキシダーゼはグルタチオンペルオキシダーゼ (GPx)ではないかと考

えられる。とこ ろが、数種類の酵母ではGPx活性が動物の GPxに比べて低いため、 過酸化脂

質除去にはグルタチオンではない電子供与体を基質とするペルオキシダーゼが機能している

のではないかと考えられてきた。

しかし、当研究室で取得された酵母Hansellulamrakiiは他の酵母に比べ高い過酸化脂質耐

性を示し、過酸化脂質を含む培地中で本菌を生育させると GPxの誘導が観察される (9)。ま

た、本菌よりGPxが精製され生化学的にグルタチオンペルオキシダーゼが存在することが証

明された (10)。筆者は、 GPxと共役しグルタチオン還元サイクルを形成する酵素(グルタチ

オン還元酵素、及びグルコース -6・リン酸脱水素酵素)の諸性質を明らかにした (第 1章)。そ

こで、本章では酵母における GPxの存在を より明らかにする目的で、 H.mrakiiより GPx遺伝

子のクローニングを言式みた。

{方法}

使用菌株と培養方法

使用 した菌株のうちHansenulamrakii IFO 0895株は財団法人発酵研究所 (Institutefor 

Fermentation， Osaka， J apan)より入手 したo Saccharomyces cerevisiae YPH250 (lvIATa trpl・

~ 1 his3 -~2 00 leu2-tl1 lys2-801 ade2・101ura3-52)はYeastGenetic Stock Center (アメリカ

カリフォルニア州立大学パー クレー校) より入手したo H. mrakiiおよび S.cerevisiaeは、そ

れぞれHm培地 (1%グルコース、 0.5% ペプ トン、 0.2% 酵母エキス、 0.03% K
2
HP04

、0.03

% KH
2
P0

4
、0.01% IvlgC1

2
， pH5.5) およびYPD培地 (2%グルコース、2%ペプトン、 1%

酵母エキス、pH5.5)にて 28'Cで 24時間振塗培養を行った。 この培養液の一部を5mlのSD

培地 (2%グルコース、0.67%Yeast Nitrogen Base、pH5.5)を含む試験管に移し、 28'Cで

振塗培養を行い 610nmにおける濁度(OD610)を測定するこ とにより 生育を調べた。
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DNA抽出および操作方法

ゲノム抽出はCryerらの方法に準じて行った(11)。得られたゲノムDNAを制限酵素HindIII 

で処理した後、単コピーベクタ~ pYE-Ura3にT
4
・Ligaseを用いて連結した。大腸菌JM109

(rec A1 end A1 gyrA96 hsdR17 sup E44 relA1 thiD(1ac-proAB) F・[traD36proA~ lacl41acZ 

!1M15J) に形質転換した。

サザンハイブリダイゼーション

ホ乳類で報告されている GPxのcDNAから推定されるアミノ酸配列を比較し、コンピコ、ー

タープログラム (DNASISMac，HITACHI Co.)を用いてアラインメントを構成した (12-16)。

10 20 30 40 50 
Rat 1 MSRILRAS仁LLSlLLAGFVP PGRGQEKSKT DCHGGMSGTI YEYGALTIDG 

Mornel 1 MVTELRVFYL VPlLLASYVQ TTPRPEKMKM DCYKDVKGTI YDYEALSLNG 
Morne2 1 MARILRASζl LSLLLAGFVP PGRGQEKSKT 0仁HGGMSGTIYEYGALTIDG 
Bovio 1 MARLFRAS仁LLSLLlAGFIP PSQGOEKSKT 0仁HAGVGGTIYEYGALTIOG 
Hum~ 1 MARLLQASCL LSlLLAGFVS QSRGQEKSKM 0ζHGGISGTI YEYGAlTIDG 

・
60 70 80 90 100 

51 EEYIPFKOYA GKYIlFVNVA SYCGLTOOYl ELNAlOEELG PFGLVILGFP 
51 KEDIPFKOYR GKHVlFVNVA TY仁GlTIOYPELNALOEDLK PFGLVIlGFP 
51 EEYIPFKQYA GKYILFVNVA SY仁GlTDOYLELNAlQEElG PFGlVILGFP 
51 EEYIPFKQYA GKYIlFVNVA SYCGLTGQYV ELNALOEELE PFGLVILGFP 
51A半PFKQYAGKYVLFVNVA SYCGLTGQYI ELNALQEELA PFGLVIlGFP 

110 1Z0 130 140 150 
101 CNOFGKOEPG ENSEILPSLK YVRPGGGFVP NFOLFEKGDV NGEKEOKFYT 
101仁NQFGKOEPGDNLEIlPGlK YVRPGKGFLP NFOlFAKGDV NGENEOKIFT 
101 SNQFGKOEPG ENSEIlPSLK YVRPGGGFVP NFQLFEKGDV NGEKEQKFYT 
101仁NQFGKOEPGENSEILATLK YVRPGGGFTP NFQLFEKGDV NGEKEQKFYT 
101仁NQFGKQEPGENSEILPTLtくYVRPGGGFVPNFQLFEKGOV NGEKEQKFYT 

160 170 180 190 Z00 
151 FLKNS仁PPTAELLGSPGRLF WEPMKIHDIR WNFEKFLVGP DGIPIMRWYH 
151 FLKRS仁PHPSETVVMSKHTS WEPIKVHDIR WNFEKFLVGP DGVPVMRWFH 
151 FLKNS仁PPTAElLGSPGRLF WEPMKIHOIR WNFEKFlVGP OGIPVMRWYH 
151 FLKNSCPPTS ELLGSPDRLF WEPMKVHDIR WNFEKFlVGP DGIPIMRWYH 
151 FLKN$ζPPTS ElLGTSDRLF WEPMKVHDIR WNFEKFLVGP DGIPIMRWHH • 

210 2Z0 Z30 
201 RTTVSNVKMD ILSYMRRQAA l~ARGK.... Z30 
201 QAPVSTVKSD IMAYLSHFKT 1......... Z30 
201 RTTVSNVKMD IlSYMRRQAA lSARGK.... 230 
201 RTTVNSVKMD ILTYMRRRAV WEAKGK.... 230 
201 RTTVSNVKMD ILSYMRRQAA LGVKRK.... 230 

図1 ホ乳類で取得されたGPxYミノ酸配列のアラインメント
ラット、マウス(血媛、精細胞)、ウシ 、ヒトのGPxのアミノ酸配列を比較し
たo シャドーは、 2種類以上のGPxでのアミノ酸が一致した部分を示す。矢印で示
した部分に対応するオリゴヌクレオチドプライマーを合成 し、 PCR)去を用いて増
幅を行ったO 得られた増幅断片をフ口ーフとしH. mrakiiのGPx遺伝子ク口一二ン
グに用いたO
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これらの配列の内、比較的、相向性の高い領域 (アミノ酸残基:番号40"'-180)を増幅する

オリゴヌクレオチドプライ マーをRatのGPx-cDNAの塩基配列に基づき設計した。プライマー

の配列は以下の通りであるoHGP-F(5' -GCCAAGCTT AAGGTGCTGCTCA TTG AGAA T-3' )お

よびHGP-R(5' -GCCAAGCTTGTGT ATCTGCGCACTGAACTA-3')。これらのプライマーを

用いて PCRを行い、得-られた増幅断片 (280bp) をECLDirect Labelting and Detection Sys-

tem(アマシャム社)を用いてラベルしGPxプロープとして用いたO アガロースゲル電気泳動

f麦のプラスミドおよびゲノム断片をナイロンメンブレンにプロテイングし、 GPxプロ}ブを

用いてサザ、ンハイブリダイゼーションを行った。

GPx 活性測定方法

菌イ本を 50m1のSD培地で28"(:で振塗培養を行い、 ODωnmが1.0に到達した時点で集菌し

た。 Braunhomogenizerを用いたガラスピーズ破砕を 3分間行い菌体破砕溶液を得た。 4"(:で

6000rpm、lOminの遠心分離を行い、得られた上清を粗酵素溶液としたoGPx活性はF10heと

Gunzlerら(17)の方法を用いて測定した。 GPx反応により酸化される GSHをグルタチオン還元

酵素で還元し、吸光度 340nmにおける NADPHの減少を 25"(:で 1分間測定した。 NADPHの

ミリモル吸光係数を 6.22として、 1分あたり 1μm01のGSHを消費する酵素量を 1unitとした。

粗酵素溶液のタンパク質濃度は Bradfordの方法(18)により測定した。

塩基配列の決定

H. mrakiiのゲノム DNA断片を M13mp19ファージプラスミドに移し、 TakaraDNA dele-

tion Kitを用いてデレーシヨンミュータントを作製したoDyeTerminator Cycle Sequencingキッ

ト (AppliedBiosystems社)を用いて DNA塩基配列のシーケンスを行った。

遺伝子破壊株の構築

H. mrakiiの遺伝子破壊には抗生物質で、あるオーレオパシジン A (Aureobasidin A)に耐性

を賦与する AURI-C遺伝子 (4759bp)をマーカーとして用いたoAURI-C遺伝子はプラスミ

ドpAURl12(タカラバイオケミカル)をお1Iと5maIで、切り出したものを Klenow処理し、ア

ガロースゲル電気泳動により精製したものを用いた。

pGPx8をおmHIと5a11で、処理して得られる断片 (Rl) をpUC19に連結したものを pUR1

とした。 pUR1をEco651で切断しKlenow処理したものに、 AURI-C遺伝子を導入したプラス

ミド (pAUR1)を構築した。これのプラスミドをお11とApa1で、消化し、 R1断片の一部とAURl-

C遺伝子を含むフラグメント (5325bp) を得た。この DNA断片をエレクトロポレーション

法で丘 mrakjiへ導入し、オーレオパシジンA(0.1μg/ml)を含むSD最少培地へ塗布し、オー

レオパシジン耐性株を選択した。オーレオパシジン耐性株より染色体DNA調製し、 GPLl遺

伝子の読み枠を増幅するプライマー (GPL-F、5'-TTACCT AT ACAGATGGAT ACAACCATG 

GAT'3' ; GPL-R、5ヘCAAGGTACGTTCTAACCCCAGACAGACATG-3')を用いて遺伝子破壊
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を確認した。

一方、 PCRを用いて GPLl遺伝子の読み枠の一部を以下のプライマー (5'-ACTCCCTTTGG 

CTCT AGATTTGAAGGTGAG-3' ; 5'-GCTCTGTTAGCAGCATGCCCATTATTCTCA-3')を用い

て増幅させた。増幅断片をXba1と5ph1で、消化し、 AURI-C遺伝子をもっ染色体組込型ベクター

pAURI01のXbaI-SphIサイトに組み込み、 pAUR2を構築したopAUR2をNde1で、切断したも

のをエレクトロポレーション法を用いて H.mrakiiに導入し、オーレオパシジン A耐性株を選

択した。オーレオバシジン A耐性株の染色体DNAをHindIIIで消化し、 GPLl遺伝子の終止コ

ドンから341bp上流部分を含む断片をプローブとしてサザンハイブリダイゼーションを行い、

遺伝子破壊を確認した。

pGPx8をHindIIIとお1Iで、処理して得られる断片 (R2)を、 pUC19に連結したものを pUR2

としたopUR2をNheIとClaIで切断し、 Klenow処理したたものに AURI-C遺伝子を導入した

プラスミド (pAUR3) を構築した。とのプラスミドを JvIunIとNdeIで消化し、 R2断片の一部

とAURI-C遺伝子を含むフラグメント (6027bp)を得た。この DNA断片を先ほどと同様に H.

mrakiiへ導入し、オーレオバシジンA耐性株を選択した。オーレオバシジン耐性株より染色体

DNA調製し、 LPRl遺伝子の読み枠を増幅するプライマー (LPR-F、5'-CTCAGCTTCG AAAC 

CATGGTTGTGAAACTC-3' ; LPR-R、5'-ACAA TCTTTTTTTTTT A TT AGCAGTTCTCC-3 ')を

用いて遺伝子破壊を確認した。

一方、 PCRを用いてLPRl遺伝子の読み枠の一部を以下のプライマー (5'-CAGAATATTTGT

CGACAGTGAATCT AAACG-3 ; 5'-AA TCCACTGGTCGACACAATTCTCACCGTC-3 ，)を用いて

増幅させた。増幅断片を 5alIで、消化し、 pAURI0lの5a}Iサイトに組み込みんだ。得られたプ

ラスミド (pAUR4)をClaIで、切断したものをエレクトロポレーション法を用いて H.mrakii に

導入し、オーレオパシジンA耐性株を選択した。オーレオバシジンA耐性株の染色体DNAを

HindIIIで消化し、 LPRl遺伝子の終止コドンから 439bp上流部分を含む断片をプロ}プ、として

サザンハイブリダイゼーションを行い、遺伝子破壊を篠認した。

や i令 て争
~ò-" 4~~ A\).~ 

ゃ内庁φ-po〆

A B C D 

図2 PCR増幅産物のサザンハイブリダイ

ゼ-ション

A:Rat cDNAライブラリーに対しPCRを行い増

幅されたGPxcDNA B:H. mrakiiのゲノムDNA
に対してPCRを行い増幅されたパン FoC:Rat-
GPx cDNAに対して、 H.mrakiiの増幅断片をプ

ローブとしてサザン解析を行ったo D:H. mrakii 
の増幅断片に対してRat-GPx cD NAをプローブ

としてサザン解析を行ったの
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試薬

tert-ブチルヒドロペルオキシド(t-BHP)は片山化学より購入した。 GSHは興人化学より購

入した。制限酵素類、 T
4
・DNAligerse、及び TaqpolymeraseはNewEngland Bio. labより購

入した。 ECLTMラベリングキット、及びナイロン膜 (Hybond-N)は Amersham社より購入し

た。Taqdye deoxy terminator cyc1e seqllencingキットは AppliedBiosystem社より購入した。

Vector 

{結果}

Hanヨ

いる GPx(札12-16ω)のアミノ酸配列を基にプロ}ブをイ作乍製した。各種ホ乳類の GPxアミノ酸

配列は約42%の相向性を示し、その中でも相向性の高い領域に対応する部分を増幅した(図

1) 0 Rat -GPxcDNAを鋳型とした PCR増幅断片と (R-GPxP:約 300bp)、丘 mrakiiゲノム DNA

を鋳型とした PCR増幅断片 (H-GPxP:約 350bp) についてサザンハイブリダイゼ}シヨンを

行った結果、相互に強くハイブリダイズしたことから、 2つの増幅断片は強い相向性を示す

ことがわかった(図 2)。

日GPxPをGPxプロープに用いて H.mrakiiのゲノムライブラリーに対して、一次スクリー

ニングを行い、得られたプラスミドを S.cerevisiaeに導入し過酸化脂質耐性を指標に 2次ス

クリーニングを行ヮた結果、 一株の陽性クローン (GPx8)を得た。本クローンより単離した

プラスミドpGPx8を制限酵素HindIIIにより消化したところ、 pGPx8は約8.3kbの染色体DNA

を含んで、いることがわかったo pGPx8をS.cerevisiaeに形質転換し、過酸化脂質に対する耐

性を調べた。その結果、ベクターのみを導入した形質転換体は、 3mlVIのt-BHPを含む寒天

培地では生育できなかったのに対し、 pGPx8保有株は 3mIYI t-BHP含有寒天培地でも生育可

能であった(図3)。このことから、 pGPx8の挿入断片中には酵母に対して過酸化脂質-耐性を

付与する遺伝子が存在していることがわかった。

さらに、過酸化脂質耐性を示す領域について検討するために、 pGPx8のサブクローニング

を行った。まず、 pGPx8の挿入断片の制限酵素地図を作製した(図4)0pGPx8を大まかに切断

する BamHIとSalIで処理して得られる断片を Rl、SalIとHinclIIIで処理して得られる断片を

R2 とした。この 2 つの断片を多コピーベクタ~ YEp24に連結したものを、それぞれpRlお

よびpR2とした。これらを S.cerevisiaeに形質転換し過酸化脂質に対する感受性を検討した

結果、 pR2を保持した株は 1mM t-BHP含有液体培地でも生育が可能であり、強い t-BHP耐

性を示すことが明らかになった(図 5)。また、 pRl保持株は 1mM t-BHP含有液体培地では

生育できなかったものの、対照株が生育できないt-BHP含有寒天培地で生育可能であったこ

とから pR2保持株に比べ弱い t-BHP耐性を示すことが明 らかになった。

そこで、比較的強い耐性を与える R2領域の塩基配列を決定したところ、 783bpから成る

読み枠が存在した(図6)。この遺伝子から推定されるタンパク質の分子量は 29，032であり、

N末端側には強い疎水性を示す領域が存在した。そこで、 pR2領域中に存在する過酸化脂質

耐性遺伝子を GPLl (glutathione peroxidase-like)遺伝子と命名したO

3mM 

tert-ブチルヒドロベルオキシド

図3 pGPx8を導入したS.cerevi siaeのt-BHP含有寒天培地での生育

ベクターのみを形質転換した株は、 3mMのtθrt-ブ‘チルヒドロペルオキシド

を含む培地では生育不能であったのしかし、 pGPx8を形質転換した株は生育

可能であった O

. . 

I 

1 kb 

図4 pGPx8の制限酵素地図

pGPx8を制限酵素BamHI、及びSanで消化し得られる断片をR1としたO

また、 Sall、友ひ、Hind111で消化し得られる断片をR2とした。この2つの

断片をYEp24'こ連結したものを、それぞれp問、及ひ。pR2とした。

(
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図5 pR 1およびpR2導入株のt-BHP含有培地での生育

YEp24のみを含む株では、 1mMのterトブチルヒドロペルオキシド件

BHP)を含む培地では生育不能であったo pR1を含む株はt-BHP含有培

地でやや生育し、 pR2を含む株は生育可能であった。
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CAGTGGGATCAAGTGATAGGTATCAGTGGGAGTACAGCAGGC 

TCATTCATCTATAAATACTTCCTTTTCTTGGGTGACGAGTCTGATTCTGGCGTCTTCTGCAGCGATCTTGGTGAAAGATACCG 

ATTTCGTCAAAACTAGCGGTATCGCGGAAGTGAAAGTCATCATCAGTGGTGTTCTGATAAAAAACTTTCTCAGCTTCGAAACC 

ATG GTT GTG AAA CTC GTG GGA TTG ACG CTG GCT GTC AGT TCC AAT ATG TGG GCT GGT AAA GAA 

M V V K L V G L T L A V S S N M W A G K E 

GGT CCA TTA GTT CAT ATC TCG TGT TGC TGT GCA AAC ATC TTG ATG GAA TCA TTC AGA ATA TTT 

G P L V H 工 s C C C A N 1 L M E S F R 1 F 

GAT GGC AGT GAA TCT AAA CGT CGT GAA TTG TTA CTA GCT GCC AGC GCT GCT GGT ATA TCT GTT 

D G S E S K R R E L L L A A S A A G 1 S V 

GCA TTT AAT GCC CCC ATC AGT GGT GTC ATC TTC ACA CTC GAA CAA TTG ACC TCT TAC TTC TAC 

A F N A P 工 S G V 工 F T L E Q L T S Y F Y 

GCA TCC AGT AAG ATG TGG CCT TCT TTT GTC TGT GCA ATG GCT GCC ACT GTG GTG TTG AAC TCA 

A S S K M W P S F V C A M A A T V V L N S 

TTC AAG GAA GGT ATT GAC GTC TAT GTC ACT ATG AAT AAT CAA TGG CTA GGA TTT GAA CTG TTT 

F K E G 工 D V Y V T M N N Q W L G F E L F 

GGT TTC ATG ATG CTT GGA GTT GCC GGT GGT GTA TTT GGT GCA TTT TTC AAT AGG CTC AAT ATG 

G F M M L G V A G G V F G A F F N R L N M 

AAG TTT GCC AAT TTA CGC CGT GCA TTC ATA AGT TCC AGA GGA GCA AGA TAC GAA GTA TTG GAA 

K F A N L R R A F 1 S S R G A R Y E V L E 

GTT GTG GCA TTA TCC CTT GTC ACA TCT GTT GTG ACA TTT CCG TTG GTC TTC CCA AGG TTA TCG 

V V A L S L V T S V V T F P L V F P R L S 

CTG AAC GCG TTG ATT TCA CGA TTA TAT AAA GAT TGT GAA AAC ATC GAT GAG AAC ATC ATG GGT 

L N A L 工 S R L Y K D C E N 1 D E N 1 M G 

GGG CTA TGC TCT GAG CAC TCT GGA TAT ACC TTA CTG TTA CTC CTC TGT ACC GGT GTC ACA GTG 

G L C S E H S G Y T L L L L L C T G V T V 

TCG GTG ATT ACA GCT TAT ACA TTC GGT ACT ATC GTA CCA GCG GGT GTT CTC ACT CCG GCA CTG 

S V 工 T A Y T F G T 工 V P A G V L T P A L 

GCC ATT GGC GCA ATA TTT GGA CGT ATC CTA GGT ATA ATT GTT GAA AAC GTT CAA ACT TCT TCG 

A 工 G A 工 F G R 1 L G 1 工 V E N V Q T S S 

CCA TTG CTA TCG TCG GTA TGT TCC AAC TCT TCG AAT CTC TGT GTT TCA CCT GCT GCT TAT GCC 

P L L S S V C S N S S N L C V S P A A Y A 

GTT GTT GGA TCT GCC GCC TTT TTA GCT GGT GTT ACC AAG ATG ACT GTA TGG GTT GTG GTC ACC 

V V G S A A F L A G V T K M T V W V V V T 

GTT TTT GAA TTA ACA GGC GCC TTG ACT TAT GTA TTG CCT ATT ATG ATC ACG GTA TTG ATC GCG 

V F E L T G A L T Y V L P 工 M 工 T V L 工 A

AGA TGG ACA AGC GAT CAG CTC GAC GGT GAG AAT TGT TAC GAT CAG TGG ATT AAA TTC TTC GGA 

R W T S D Q L D G E N C Y D Q W 工 K F F G 

TAT CCT TAC CTG ACA G且A GTC AAG AGA CCT CTG CCT TTG ACA AAG AGT CGA GAT TTC TTA AAA 

Y P Y L T E V K R P L P L T K S R 0 F L K 

CCA CTG GAC GAA ATT AAG GCG ATA TAT CTG GAA GAT GTG GCT ACT TTA GAA TCA TTG GAG TCG 

P L D E 工 K A 工 Y L E D V A T L E S L E S 

CTG ACG CAG TTG且AATAC CAA GGG GTG CCG ATA TTG AAG AGT CGT ATT GAA CCA AGA CTA TTT 

L T Q L K Y Q G V P 工 L K S R 工 E P R L F 

GGA TGG CTA TCG CTA GCC GAC TTG GAA GAC AAG TTG TTA CAA ATA CAC GCT GCT TCA GAG CCT 

G W L S L A D L E D K L L Q 工 H A A S E P 

GCT GAT TCA CAA AGG AGA GTT GTG TTC ACC AAT AGT GAT CGC GAT GAG GGT AAT GAT AAT GAT 

A D S Q R R V V F T N S D R D E G N D N D 

AAT GCG CAC AAT TTA TCG GAT ATT GTG GAA AAT GGT TAT ATA ACT CTC AGC CCG GAA CTG CCA 

N A H N L S D 工 V E N G Y 工 T L S P E L P 

CTA CCC TCA CTG GTT GAC GTC TTC TTC AAT ATG AAG CCT CGG TAT GTT TTG TTC TGT GAG GAT 

L P S L V D V F F N M K P R Y V L F C E D 

GGG CTG TTC TGT AGC CTG CTA ACC TTG AGA GAT GTG TCC GGG ATT GTG GAG AAC TGC TAA TAA 

G L F C S L L T L R D V S G 1 V E N C * 
AAAAAAAAGATTGTCAGCACTGCGCGTTCCAGGCTCCAGGCTCCAGGCTCCAGGCTCCAGCCCTACGTACCTGAAGCCTTCTG 

TTTGTAGTTTTTTGCTCCATGAAAATCCGCATTGTTTGACCAAAGTCGGTGTTCCGCGTGGAAGTTTCCGATGTGGAAAAACT 
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図7 R1領域に存在する LPR1遺伝子の塩基配列および推定アミノ酸配列

約3.0kbpの大きさを示すpR2領域のテごレーションミュータントを作製し塩基配列を決定した。1572bpからなる

読み枠が.一つ存在した。この読み枠をLPR1と命名した O
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一方、S.cerevisiaeに対 し弱い耐性を与える R1には、1.572bpから成る読み枠 (523アミ

ノ酸、分子量57，340)が存在していた(図7)。ホモロジー検索の結-果、S.cerevisiaeのGEFl

遺伝子(鉄イオ ンの取り込みに関与)、 JvJDL2遺伝子(多剤耐性様タンパク質)、及ぴホ乳類の

CLCl遺伝子(ク ロライ ドイオンチャネル)などの膜タンパク質が高いスコア を示 した。(19-

21 )。本遺伝子産物中には疎水性に富む領域が存在することから、細胞膜に結合しているこ と

が示唆された。そこで R1領域に存在する弱い過酸化脂質耐性を示す遺伝子を LPR1 (lipid 

hydroperoxide resistance)遺伝子と命名 した。

これらの結果から、 GPLl、及びLPRl遺伝子はと もに過酸化脂質耐性に機能することが明

らかとなり 、特に GPLlがH.mrakiiのGPx遺伝子を コードしている可能性が強く示唆された。

そこで、GPLl遺伝子が本菌における GPxをコードしているかどうかを検討するため、本遺伝

子の破壊株の構築を試みた。抗真菌性物質であるオーレオバシジン耐性遺伝子(AURI-C)をマー

カ)遺伝子として種々の破壊用プラスミドを構築したoGPLlおよびLPRl遺伝子破壊を試み、

約 121株のオー レオバシジン耐性株を調べたが、遺伝子破壊が確認できた株は得られなかっ

た。

{考察i
LPRl遺伝子産物は、酵母 S.cerevisiaeのGef1pやホ乳類のクロライドチャンネルタンパク

質であるClc3pと高い相向性(約 31----42%)を示した (19-21)0GEFl遺伝子産物はC末端

側にゴルジ体保留シグナルを持つことから、ゴルジ体のイオンの取り込みに機能すると考えれ

ている。さらに、 GEFl遺伝子を破壊した株では、鉄の取り込みに重要なれt3の活性が消失す

ることから、 GEFl遺伝子産物は鉄イオンの取り込みに関与していることが示唆されている

(22) 0 LPRl遺伝子の推定アミノ酸配列から、 PSORTProgram(23)により細胞内存在部位を予

想した結果、 Lpr1pは確率43.5%でゴルジ体膜上に存在すると予想された。 GEFl遺伝子産物

と相向性を示すLPRl遺伝子産物がt-BHP耐性を示すメカニズムについては不明で、ある。

一方、強い過酸化脂質耐性を示すR2領域には 783bpから成る読み枠を持つ GPLl遺伝子が

存在していた。本遺伝子を導入した株ではGPx活性が観察された。 GPLl遺伝子産物の推定分

子量は約 28KDaであり、 H.mrakiiから精製されている GPxとほぼ同じ値を示した。また、 N

末端側には一部疎水性の強い領域が存在しており、本菌のGPxが膜結合型である事実とよく 一

致していた。これらの結果から、 GPLl遺伝子は H.mrakiiのGPxをコードしている可能性が

高いと考えられた。しかしながら、そのアミノ酸配列はホ乳類の GPxのアミノ酸配列と 13.5

%程度の相向性しか示さないことから、Gpllpはこれまでに報告されたものとは異なる分子構

造をもっ可能性も考えられる。

そこで、 GPLlがH.mrrakiiのGPxをコードしているか否かについて明らかにするため、本

株における GPLl遺伝子破壊株の構築を試みた。H.mrrakiiでは適当なマーカー遺伝子が取得

されていないことから、マーカ}としてオーレオパシジン耐性遺伝子(AURI-C)を用いた。

GPLl遺伝子を AURI-C遺伝子を用いて置換破壊、あるいは挿入破壊を試みた。約 1000株
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のオーレオパシジン耐性株が得られ、そのうちの約 121株について PCR、及びサザンプロ ッ

テイングにより GPLl遺伝子の破壊を検証した。しかしながら、調べた株についてはいずれも

GPLl遺伝子は破壊されていなかった。これは、 LPRl遺伝子についても同様で、あった。その原

因については不明であるが、考えられる可能性のーっとして、 AURl-ci遺量宣，伝伝子子'が瓦 mraJ“ak仁(11
AURI-C遺伝子ホモログ、部分で、組み変わつていることが考えられる O オーレオパシジンはス

フインゴ脂質の生合成に必須な酵素イノシトールリン酸ーセラミド合成酵素(IPCS)を特異的に阻

害する(24)0AURI-CはS.cerevisiaeの野生型AURl遺伝子に置換変異が導入されており、オー

レオパシジンに対 し脱感作型のIPCSをコードしている。 AURl遺伝子ホモログはS.cerevisiae 

以外の酵母やカピ、植物のゲノム上にも存在することから (25)、丘 mrakiiにも AURI-C遺伝

子ホモログが存在すると考えられる。従って、今回作製 した破壊用プラスミドではAURI-C遺

伝子は瓦 mrakiiのAURl相同遺伝子座位で組み変わって しまうている可能性が考えられた。

いずれに しても、 GPLl遺伝子が丘 mrakuのGPx構造遺伝子をコー ドしているか否か同定を行

うことはできなかった。
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章一一一第

Saccharomyces cerevisiaeのグルタチオンベルオキシダーゼ、の機能解析



第一節

SaccharoI11.Yces cere vIsI況のグルタチオンベルオキシダーゼ、遺伝子の酸化的ストレス

による発現誘導

{目的}

すべての生物は常に変化する環境に適応することによって生存している。この適応機構に

は、多くの場合、生命維持活動を守る方向に働く酵素の合成あるいは活性の上昇が含まれる。

このような細胞内の変化は、おそらく環境の変化を感知する因子によって行われると考えられ

る。大腸菌で、は過酸化水素およびスーパーオキシドに起因する酸化的ストレスを感知すると、

転写因子 OxyRおよび、SoxRSの支配下にある Mn-ス}パーオキシドジスムターゼ、グルコー

スー6-リン酸脱水素酵素、カタラーゼ、グルタチオン還元酵素、及びアルキルヒドロペルオキ

シド還元酵素遺伝子の発現が活性化される (1-5)。これらの酵素群は細胞内の活性酸素の消去

に関わっており、結果的に大腸菌は、これらの遺伝子群の総合した表現型として酸化的ストレ

スに対して耐性を示す様になる。真核生物であるおccharomycescerevisIaeにおいても過酸化

水素に起因する酸化的ストレスを受けると、十数種類のタンパク質が誘導されることが報告さ

れている (6)。誘導されるタンパク質の多くはストレスに対して細胞を守る為に機能するもの

であり、これらは共通の転写因子によって転写が制御されているものもある (7)。

酵母Hansenula mrakiiのグルタチオンペルオキシダーゼ (GPx)は過酸化脂質に起因する酸

化的ストレスによって誘導され、本菌の過酸化脂質耐性獲得にこの誘導が欠かせない(8 )。

そこで本節では、 S.cerevisiaeの3つの GPX遺伝子のストレスによる誘導性について検討した

(9)。

{方法}

使用菌株

S. cerevisiae YPH250 (1vIATa trp1-.11 his3-.1200 leu2-.11 lys2・801ade2-101 ura3司 52)は

Yeast Genetic Stock Center (アメリカ カリフォルニア州立大学パークレー校)より入手したo

S. cerevisiaeのYap1欠損株 (yap1ム)はWuらによって構築されたプラスミドpSM27を用い

て作製した (10)。また、 YAP1過剰発現株 (YEp13・YAP1)は、 lnoueらによって構築された

ものを用いた (11)。

GPX 遣イ云子のクロ}ニング

GPXl (YKL026C)、GPX2(YBR244W)、GPX3(YIR037vV) の各遺伝子を以下のプライ

マーを用いて PCRによりクローニングしたO

GPXl遺伝子のATGコドンより 493---473bp上流に結合し、制限酵素サイト BamHIとS刀1aI
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を含むプライマー GPX1-F(5'-AGTTAATGTTGGATCCGCCCGGGGAGTTAA-3')とGPXl遺

伝子の TAAコドンより 964----944 bp下流に結合し制限酵素サイト 5alIを含むプライマー

GPX1-R (5'-CGCCCTGAAGGTCGACCGTGT AAGAATCCT-3')によって増幅される断片の大

きさは 1905bpである。

GPX2遺伝子の ATGコドンより 720----700bp上流に結合し、制限酵素サイト 5ma1と5a11

を含むプライマー GPX2-F(5' -GTTACCGTTC<二CCGGGTTGGTCGACTTGAT-3')と GPX2遺

伝子の TGAコドンより 1951----1931 bp下流に結合し、制限酵素サイト 5a11サイトを含むプ

ライマー GPX2-R (5'-GATCAAGCGTGTCGACATGCAACAAGAGGC-3')によって増幅され

る断片の大きさは 3720bpである。

GPX3遺伝子の ATGコドンより 853-----833bp上流に結合し制限酵素サイト SamISalIを含

むプライマー GPX3-F(5" ATCTTTCTGCACCCGGGTGTCGACGACGCC-3') とGPX3遺伝子

の TAGコドンより 1045.-~ 102 5 bp下流に結合し、制限酵素サイト SphIを合むプライマ-

GPX3-R(5 ~ CCTCGT ACCCGCATGCTCCAGT A TGGTGAA-3')によって増幅される断片の大き

さは 2390bpである。

GPXl、GPX2、GPX3の各遺伝チ断片は、プラスミドベクター pUC19のマルチクローニン

グサイトに、それぞれ連結した。

ノーザンプロッテイング解析

菌体を 50mlのYPD液体培地 (2%グルコース、 1%酵母エキス、 2%ペプトン， pH5.5) 

で対数増殖期 (OD
610

=l.0) まで振塗培養した後、各種ストレスIH
2
0

2
，O.4rnM; tert-ブチルヒ

ドロペルオキシド(t-BHP)，O.6mM;クメンヒドロベルオキシド(CHP)，0.2m1vf;ノfラコート (PQ)，

GPXl 

GPX2 
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図1 各GPX遺伝子ホモログのノーザンブロット解析

GPX3遺伝子はストレスの有無に関わらず高いレベルで転写されているの

に対して、GPX2遺伝子は酸化的ストレスによって誘導された。
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1.0rnM;メナジオン.10rnM;ジアミド， 2.0 mIv1; 9，1 0・ナフトキノン(9.10-NQ)，50μIvl;エタノ ー

ル(EtOH)，7.5%; NaCl， 0.5lvl;熱ショック(42t，一時間);2，デオキシグルコース(deGlc)，0.1 %;グ

ルコース飢餓 (yp)1で1時間処理した。生理的食塩水で洗菌後、全RNA画分を Schmittら(12)

の方法により調製した。また Yap1の各 GPX遺伝子の発現に及ぼす影響を調べるため、 SD最

少培地(2%グルコース、 0.67%Yeast Nitrogen Base、pH5.5)に適当なアミノ酸を添加した培地

で野生株、 yaplL1株、 YEp-YAPl保持株をそれぞれ対数生育期まで培養し、全RNA画分を調

製した。全RNAをアガロースゲル電気泳動後、ナイロンメンブレンに転写し 80tで 1時間乾

燥させ固定した。 GPXl、GPX2、GPX3の各遺伝子に対応するプロープを lα_32P]dCTP 

(Amersham社製)を用いてアイソトー プラベルし、ノーザンプロット解析を行った。

{結果}

S. cerevisiaeのGPX遺伝子ホモログのストレス応答(誘導)性について検討した。 3つの GPX

遺伝子うち、 GPX2はエタノール、熱ストレス、浸透圧ストレス、グルコース飢餓などによっ

ては誘導されないものの、過酸化脂質、過酸化水素、メナジオンなどの酸化的ストレスにより

GPXl 

GPX2 

GPX3 

ACTl 

11i-::R 羽|11ふ;トλI!引広伝i
，巴争 lJi!I 

Eと之、..句1ヮι.4

、有fT yaplA YEp13.YAPI 

図2 YA P1欠損株と過剰発現株における各

GPX遺伝子の発現

GPX2遺伝子はyap1!J.で転写が見られなくなり 、

逆にYEp13-YAP1では転写レベルが増大した O

(W丁、里子生株 ;yap111、YAP1遺伝子破壊株;

YEp13-YAP1， YAP1遺伝子過剰発現株)

顕著に誘導されることが明らかになった。これに対して、様々なストレス剤の有無に関係なく

なく GPX3遺伝子は常に高いレベルで転写されていることがわかった。また、 GPXl遺伝了-は

グルコース飢餓ストレスでやや誘導されることがわかった。

S. cerev isi aeでは酸化的ストレスに重要な転写因子として Yap1が知られている。 (13，14)0 

Yap1は、 YRE(Yap 1 response element) と呼ばれる配列 (5'-TTA(C/G)TAA-3')に結合し、標

的遺伝子の転写を活性化する (15)。酸化的ストレスに対して誘導性を示す GPX2遺伝子の 5'

上流域を調べたところ、 Yap1の認識配列が3カ所 (TTAGTAA、620bp上流 ;TTACTAA、

410bp上流 ;TTAGTAA、253bp上流)存在していた。
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そこで、 GPX2遺伝子の転写がYap1に依存しているのかどうか明らかにするために、 YAP7

遺伝子破壊株と、過剰発現株における各GPX遺伝子の発現量を解析した(図2)0 GPXl、GPX3

遺伝子の発現には変化が観察されなかったものの、 GPX2遺伝子はYap1が欠損した株では転

写はほとんど見られず、逆に YAPl遺伝子を大量に発現させた株では発現量が増大することが

わかったO また、 Yap1が欠損した株に酸化的ストレスを与えても、 GPX2遺伝子の発現誘導

は観察されなかった。

{考察}

酸化的ストレスによる S.cerεvIsIaeのGPxの誘導性について検討した。 S.cerevisIaeの3つ

のGPX遺伝子のうち、 GPX2遺伝子は酸化的ストレスに応答すること、 GP)(3遺伝子はストレ

スとは関係なく常に高いレベルで転写されていること、 GPXl遺伝子は炭素源飢餓ストレスで

やや誘導されるととが明らかとなった。とれらのことから、 S.cerevisiaeの各GPX遺伝子は、

それぞれ異なる転写制御を受けることが明らかとなった。

同じ反応を触媒する酵素の遺伝子が異なる転写制御を受ける例として、酵母のカタラーゼが

挙げられる。 過酸化水素を水と酸素に分解するカタラーゼは、 CTTl遺伝子と CTAl遺伝子に

コードされている。前者の発現は酸化的ストレスに応答し、その遺伝子産物の細胞内局在部位

は細胞質である(16.17)。後者の発現は脂肪酸(オレイン酸)の存在下で誘導され、その遺伝子

産物はペルオキシソームに局在化することが報告されている (18，19)。これらの事実から、 S.

cerevisiaeの GPX遺伝子が異なる転写制御を

受ける理由のーっとして、 GPX遺伝子産物の

細胞内での機能部位が異なる可能性が考えら

れる。

GPX2遺伝子の誘導機構について調べたと

ころ、 GPX2遺伝子の 5'上流域には酸化的ス

トレス応答に重要な転写因子Yaplの認識配列

が3カ所存在していた。 Yaplはロイシンジッ

パー構造を持つホ乳類の転写因子AP-1の機能

的ホモログである (20，21)。また、 Yap1は、

YRE 
Gsm TGACTAA 
GSH2 ATAGTCA 
GLRl TTACT AA 
TRX2 TTACT AA 
TRR 1 TTAG TCA 
GPXZ TTACT AA 

図3 酸化的ストレスに応答するYap1の機能
とその標的遺伝子:酸化的ストレスを感知した
Yap1は核に局在化し、標的遺伝子の転写を活性
イヒする。YRE、Yap1認識，配列

酸化的ストレスを受けると核に局在し、その標的遺伝子の転写を活性化する (22) (図 3)。

そこで、 YAPl遺伝子破壊株と過剰発現株を用いて、 GPX2遺伝子の転写量の変化を調べたと

ころ、 YAPl遺伝子破壊株では GPX2遺伝子の転写はほとんど観察されず、逆に YAPl過剰発

現株では発現量の増大が観察された。これらの結果から、 S.cerevisiaeのGPX2遺伝子はYapl

によって制御されていることが明らかとなった。酵母 Kluyveromyces lactisおよび Candida

albicanceにおいても Yap1のホモログである Kaplおよひ:Caplがそれぞれ同定されており、酸

化的ストレスに対して重要である ことが報告されている (23.24)0Yapl標的遺伝子として、
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細胞内抗酸化物質であるグルタチオンの合成系酵素 (GSH7、GSH2)、グルタチオン還元酵素

(GLRI)、グルタチオンと並ぶ細胞内還元物質である チオレドキシン (TRX2)とチオレドキ

シン還元酵素 (TRRl) などが同定されている(25-29)。これらは、いずれも酸化的ストレス

に対して重要な機能を持つことから、 Yap1によって転写が制御される GPX2遺伝子産物は酸

化的ストレス耐性に重要であると考えられた。
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{目的}

第二節

Saccharomyces cerevisiaeのグルタチオンベルオキシダーゼの

酸化的ストレス応答における機能

グルタチオンペルオキシダーゼ (GPx)は、グルタチオンを基質として過酸化水素や過酸化

脂質を安定な水やアルコールに還元する反応を触媒する。原核生物で、はGPxを生化学的に証明

した報告はないものの、酵母 Hansenulamrakiiにおいては膜結合型の GPxが報告されている

(1、2)。また、ヒトでは GPX遺伝子が6種類同定されており、組織問による発現の違いが報告

されている (3-8)。しかし、 GPxを完全に欠損したホ乳類生物を作り出すことは技術的に容易

ではないことから、酸化的ストレスに対するGPxの重要性について遺伝学的に検討することは

困難であった。これに対して、遺伝子破壊が容易な酵母では、 GPxを欠損した株を作製でき、

その機能について表現型を解析することによって、検討することが可能で、ある。そこで、本節

ではおc:c:haromycesc:erevisiaeの持つ、 3つの GPXホモログ遺伝子破壊株を構築し、酸化的ス

トレスに対する防御系としての役割について検討した (9)。

{方法}

使用菌株

Saccharomyces cerev-isiae YPH2 50 (MA. Ta trp1-L11 his3-.t1200 leu2-i!1 lys2-801 ade2-101 
ura3-52)はYeastGenetic Stock Center (アメリカ カリフォルニア州立大学パ}クレー校)

より入手し、各遺伝子破壊株は YPH250株を基に作製した。

遺伝子破壊株の構築

pUC19にGPX1遺伝子を連結したプラスミド(第三章一節)を EcoRI、及び、SphIで切断し、

Klenow断片で、末端を平滑化した後、栄養要求性マーカー遺伝子であるHIS3遺伝子を導入した。

このプラスミドを SmaIおよびXbaIで切断し、 gpx1L1 :: HlS3を含むフラグメントをアガロー

スゲル電気泳動により精製した後、酵母に導入し遺伝子破壊を行った。また、 GPX1遺伝子破

壊株はgpx1Oで示した。

pUC19にGPX2遺伝子を連結したプラスミド(第三章一節)を XbaI、及びStyIで切断し、

Klenow断片で末端を平滑化した後、栄養要求性マーカー遺伝子である URA3遺伝子を導入し

た。このプラスミドを BamHIおよびSphIで切断し、。x2L1::URA3を含むフラグメントをア

ガロースゲル電気泳動により精製した後、酵母に導入し遺伝子破壊を行った。また、 GPX2遺

伝子破壊株は gpx2d..で示した。
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pUC19にGPX3遺伝子を連結したプラス ミド (第三章一節)を NheI、及びStuIで切断し、

Klenow断片で末端を平滑化した後、栄養要求性マーカー遺伝子である LEU2遺伝子を導入し

た。このプラスミドを Be1mHIで切断し、gpx3iJ.::LEU2を含むフラグメントをアガロースゲル

電気泳動により精製した後、酵母に導入し遺伝子破壊を行った。また、 GPχ3遺伝子破壊株は

gpx3Aで示した。

これら 3種の GPX遺伝子について 2重、 3重の遺伝子破壊を行い、合計7種類の GPX遺伝

子破壊株 (gpxlA、gpx2A、gpx3A、gpxlAIgpx2ムgpxlAIgpx3A、gpx2A/gpx品、。xlAlgpx2A/

gpx3A) を構築したO

スポットアッセイ

YPD液体培地 (2%グルコース、 2%ペプトン、 1%酵母エキス、 pH5.5) に菌株を接種し

610nmにおける濁度(OD610)が0.5に達したものを、生理的食塩水で100倍、及ぴ1000倍に希

釈した。これを 4.0mM過酸化水素、及ぴ1.5m_Nltel・t-ブチルヒドロペルオキシド(t-BHP)を含む

YPD寒天培地に 10μiずつスポットし 28l:で 3日間培養した。

GPx活性測定方法

1リッターのYPD液体培地を含む2リッター容の坂口フラスコに菌株を接種し、 28l:で振塗

培養を行い、 OD610=1.0で集菌した。生理的食塩水による洗菌後、 4'Cに冷却した 10mTvIリン

酸緩衝液 (pH7.0) に菌を懸濁し、ガラスビーズを加えブラウンホモジナイザー用いて 10分

間、細胞を破砕した。得られた溶液を 4'Cで14000rpnh10分間の遠心分離を行い無細胞抽出

液を得た。 GPX活性測定反応液150mMリン酸緩衝液(pH7.0)、1mMGSH、0.16mIvl NADPH、

1.0mM NaN
3
、0.24unit/mlグルタチオン還元酵素(オリエンタル酵母社製)1を準備した。活性

測定反応液にt-BHPを終濃度で1mMになるよう加え、 340nmにおける吸光度(A
340

)の減少を 3

分間測定しブランク 1(B1)とした。 t-BHPの溶剤として用いたジメチルスルホキシドを反応

液に加え、 A
340

の減少を 3分間測定しブランク 2(B2)とした。無細胞抽出液を反応液に加え、

A
340

の減少を 3分間測定しブランク 3(B3)とした。これら、非酵素的な GSHの酸化を予め測

定した。無細胞抽出液を含む反応液にt-BHPを加え、 A
340

の減少を 3分間測定し粗活性(A)とし

た。 Aから B1、B2、B3の値を差しヲ!いた値を GPx活性とした。 NADPHのミリモル吸光係数

を6.22として、 1分あたり 1μmolのGSHを酸化する酵素量を 1unitとした。タンパク質濃度は

Bradfordの方法 (10) を用いて測定した。

{結果}

GPX遺伝子破壊、株の表現型

GPxの基質で、ある過酸化脂質や過酸化水素に起因する酸化的ストレスに対する感受性を、ス

ポットアッセイにより検討した。 GPXl遺伝子、あるいは GPX2遺伝子の単独破壊株 (gpxlA、

gpx211)、あるいは二重破壊株 (gpxll1lgμ2/1)では4.0mM過酸化水素、ならびに1.5mMt-BHP 
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に対して感受性を示さなかったのに対し、 GPX3遺伝子の単独破壊株は強い感受性を示した。

さらに、 gpxl企Igpx品、。x2AIgpx3!J.および、gpxl企1gpx 2111 gpx 311 {* ~ 、ごついても同様に感受件

が見られた(図 1)。

No stress 

4.0 mM H202 

1.5 mM t-BHP 

ぷに ♂ f f f 〆〆♂
も t も J4442』

図1 GPX遺伝子破壊株の酸化的ストレスに対する感受性

X 10-2 

X 10・3

X 10-2 

X 10・3

X 10-2 

X10・3

各GPX).童伝子破壊株を対数増殖期(OD610=0.5)まで培養し、 102および103

倍に希釈したものを4.0mMのH202ならびに1.5mMのtert-ブ.チルヒドロペル

オキシド(t-8HP)を含むYPD寒天培地にスポットしたO 菌体は28~C で3 日間培
養を行った。

遺伝子破壊株の GPx活性

gpxlAおよび、gpx211株における GPx活性は、野生株と比べ差は見られなかったが、 gpx3A株

における GPx活性は、野生株に比べ約30%にまで低下した。さらに、 RPxl企/即x2A/gpx3A三

重破壊株では、ほとんど用性は見られなかった。(阿 2)

{考察}

S. cerevisiaeの3つの GPXホモログ遺伝子が酸化的ストレスに対して機能しているか否かを

検討するために、各 GPX遺伝子破壊株を構築し、それらの表現型を調べた。いずれの遺伝子

破壊株も致死性は示さないことから、これらの GPXホモログは必須遺伝子ではないことがわ

かった。スポットアツセイの結果、 GPX3遺伝子を欠損した株 (gpx3ム gpxl/3ム gpx2/3企)

は酸化的ストレスに高い感受性をボすことがわかった。また、各 GPX遺伝チ破壊株の GPx活

性を測定した結果、 GPX3遺伝子破壊株では野牛.株に比べて30%まで活性が低下した。ノーザ

ンプロット解析の結果(第三章一節)でも、 GPX3遺伝子は構成的に発現していた (9)。これ

らの結果から、 S.cerevisIeleの3つの GPXホモログ遺伝子のうち、特に GPX3遺伝子産物が主

要なグルタチオンペルオキシダーゼであることが明らかになった(9)。

酵母Hansenula mrakiiの過酸化脂質に対する温度感受性変異株の表現型の解析結果から、制

56 



2.0 

三〈壱PZF(ちCE 包m 15 

E0主Eζm 10 

0.5 

。
ィえ

や
ぐV ややちわ
グザグ y

<b'< 
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限温度下にある変異株では、過酸化脂質によるGPxの誘導が見られなくなることが報告されて

いる (11)。このことは、H.mrakiiの過酸化脂質耐性には、 GPxの誘導による活性上昇が必須

であるこ とを示 している。同様に S.cerevisiaeのGPX2遺伝子も酸化的ストレスによって誘導

される。 また、GPX2遺伝子の発現には酸化的ストレス応答に重要な転写因子Yap1が関係し

ている(9)0 しかし、 GPX2遺伝子破壊株 (gpx211)では酸化的ストレス に対する感受性の増大

は観察されなかった。
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要約

1. 酵母Hansθnulamrakii IFO 0895株からグルコース司6-リン酸脱水素酵素ならびにグル

タチオン還元酵素を精製し、その諸性質を明らかにした。また、酸化的ストレスによ

るグルコース-6-リン酸脱水素酵素の活性上昇は、 denovo合成によることを明らかに

した。また、 Saccharomycescerevisiaeのグルタチオンオキダーゼの有無は、グルタ

チオンペルオキシダーゼ (GPx)活性に影響を及ぼさないことを明らかにした。

2. 瓦 mrakiiIFO 0895株のゲノムからS.cerevisiaeに対して過酸化脂質耐性を付与す

るDNA断片をクローニングした。得られた断片には、 2つの読み枠 (GPLl遺伝子、 LPRl

遺伝子)が存在した。 GPLl遺伝子を導入したS. cerevisiaeで、はGPx活性の上昇が確認

された。

3. S. cerevisiaeの3つのGPX遺伝子のうち、 GPX3遺伝子は構成的に発現しているのに対

し、 GPX2遺伝子は酸化的ストレスによって発現レベルが増大した。さらに、その発現

は転写因子Yaplに依存していることを明らかにした。 GPXl遺伝子の発現はグルコース

飢餓によって若干誘導された。

4. S. cerevi s i aeのGPX:遺伝子破壊株の表現型の解析から、 GPX3遺伝子が主要なGPxとし

て機能していることを明らかにした。



謝辞

本研究を遂行するにあたり、ご指導ご鞭撞を頂いた京都大学食糧科学研究所

木村光教授に感謝いたします。

本研究を遂行するにあたり、終始ご指導ご鞭援を頂いた京都大学食糧科学研究所

井上 善晴助教授に心より感謝いたします。

本研究を遂行するにあたり、ご指導、励ましを頂いた京都大学食糧科学研究所

真野純一助手に感謝いたします。

本研究を遂行するにあたり、ご指導、励ましを頂いた京都大学食糧科学研究所

井沢真吾助手に感謝いたします。

また、本研究を行うにあたり、助力、助言を頂いた京都大学食糧科学研究所

微生物分子育種分野の皆様、特に鎌倉 昌樹氏と松田 俊文氏に心から感謝

いたします。


	0001
	0002
	0003
	0004
	0005
	0006
	0007
	0008
	0009
	0010
	0011
	0012
	0013
	0014
	0015
	0016
	0017
	0018
	0019
	0020
	0021
	0022
	0023
	0024
	0025
	0026
	0027
	0028
	0029
	0030
	0031
	0032
	0033
	0034
	0035
	0036
	0037
	0038
	0039
	0040

