
氏 名

学位(専攻分野)

学 位 記 番 号

学位授与の日付

学位授与の要件

研究科 ･専攻

学位論文題 目

菖 部

博 士

農 博 第 1089号

平 成 12年 1月 24日

学 位 規 則 第 4条 第 1項 該 当

農 学 研 究 科 食 品 工 学 専 攻

StudiesonZincHomeostasisbyZRClinYeastSacchwomycesceyleVisiae

(酵母SacchwomycescerevisiaeにおけるZRClによる亜鉛恒常性維持に関する

研究)

(主 査)
論文調査委員 教 授 木 村 光 教 授 熊 谷 英 彦 教 授 江 崎 信 芳

輪 文 内 容 の 要 旨

出芽酵母SaccharomycescerevisiaeのZRCl(ZincResistanceConferring)遺伝子は亜鉛の毒性に対するマルチコピー

サプレッサーとして取得された｡Zrclpは重金属の解毒に関与するCDF(CationDiffusionFacilitator)ファミリーに属

する｡zyd 遺伝子破壊株は亜鉛に対して感受性を示すことから,本遺伝子産物も酵母細胞における亜鉛の解毒に重要な役割

を演じていると考えられているが,その詳細な機構については明らかではない｡著者はZRCl遺伝子の発現制御機構,Zrcl

pの細胞内局在性,および細胞内亜鉛含量の解析を通して,ZRCl遺伝子産物による細胞内亜鉛の恒常性維持機構について

研究を行った｡その結果,Zrclpは亜鉛の解毒のみならず亜鉛飢餓を回避させる機能をも有することを明らかにした｡本論

文の主な内容は以下のとおりである｡

第 1部 第1章zRCl遺伝子の亜鉛制限条件下における発現誘導

ZRCl遺伝子の発現条件を明らかにするため,ZRC1-lacZレポーター遺伝子を用いて検討した結果,本遺伝子は亜鉛耐性

を賦与する遺伝子であるにも拘らず, その発現は金属イオンキレーク-であるEDTAによって誘導された｡ この発現誘導

は,EDTAを含む培地に対して亜鉛を添加しておくことによって特異的に抑制された｡また,亜鉛を含まない最少合成培地

を用いた場合にも,ZRCl遺伝子の発現が誘導された｡一方,これらの発現誘導は亜鉛制限条件下で6時間から8時間培養

した後に観察された｡細胞内亜鉛含量を経時的に測定した結果,亜鉛制限条件下での増殖に伴い細胞内亜鉛含量は減少して

いた｡ まだ,亜鉛の取り込み系 トランスポーターを欠失した株でのEDTAよるZRCl遺伝子の発現誘導は亜鉛によって抑

制されなかったことから,本遺伝子の発現は細胞内の亜鉛含量の低下に応答していることを明らかにした｡

軍1郡 第 2章ZRCl嘩伝子の発現制御に及拝すZaplpの影響

亜鉛制限条件下では転写因子Zaplpが亜鉛取り込み系 トランスポーターをコードしている遺伝子の発現を誘導すること

が知られているOそこで,ZRCl遺伝子の発現制御に及ぼすZaplpの影響を調べるために,zapl遺伝子破壊株を構築し,

ZRCl遺伝子発現量を測定した｡その結果,EDTAに応答した発現誘導は認められず,さらに,ZRCl遺伝子のプロモーター

領域に保存されているZap1pの結合領域 (ZRE:Zinc-ResponsiveElement) と相同性の高い領域を欠失させた場合も

EDTAに応答した発現誘導は認められなかった｡これらの結果から,亜鉛制限条件下におけるZRCl遺伝子の発現誘導は

Zaplpにより制御されていることを明らかにした｡

第2部 ZRCl遺伝子破壊が細胞内亜鉛の動態に及ぼす影響

Zrclpの細胞内局在性をZrclp-GFP融合タンパク質を用いて検討した結果,液胞膜に局在していることを見出した｡ま

た,対数増殖期のzrcl遺伝子破壊株を亜鉛制限培地で培養した後の細胞数は,野生株の約55%であった｡そこで,Zrclp

は亜鉛制限条件下において液胞から細胞質への亜鉛輸送に関与するのではないかと考え,細胞質の亜鉛濃度を検討するため

にグリオキサラーゼI活性及びZRCl遺伝子発現量を測定した｡グリオキサラーゼIは活性発現に亜鉛を必要とする細胞質
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酵素であり,また,ZRCl遺伝子の発現は細胞内亜鉛含量の低下によってZaplp依存的に誘導されることから,どちらも細

胞質の亜鉛濃度を反映していると考えられるO通常の培地で培養した場合,野生株とzrcl遺伝子破壊株でグリオキサラーゼ

Ⅰ活性,およびZRCl遺伝子発現量に差は認められなかったが,亜鉛を制限した培地で培養した場合,zrcl遺伝子破壊株の

グリオキサラーゼⅠ活性は野生株よりも低く,またZRCl遺伝子発現量は野生株よりも高かった.一方,通常の培養条件で

のzyrl遺伝子破壊株の細胞内亜鉛含量は野生株の約 60%であった｡以上の知見から,Zrc1pは通常の亜鉛濃度では液胞に

おける亜鉛プールの形成,つまり細胞質から液胞への亜鉛輸送に関与する一方,亜鉛制限条件下では液胞から細胞質への亜

鉛輸送に関与することで細胞質の亜鉛濃度の低下を防いでいるものと考察した.

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文では,出芽酵母Saccharom37CeSCereVisiaeの亜鉛耐性賦与遺伝子として単離されたZRC1(ZincResistanceCon-

ferring)遺伝子の発現が亜鉛ではなく亜鉛制限条件下で誘導されることを見出し,従来,亜鉛の解毒にのみ機能すると考え

られてきたZrclpが亜鉛飢餓を回避させる方向にも機能していることを示したO評価すべき点は以下のとおりであるo

l.ZRCl遺伝子の発現条件を検討した結果,本遺伝子の発現は金属イオンキレ-タ-であるEDTAによって誘導される

ことを見出した｡また,EDTAによるZRCl遺伝子の発現誘導は培地中の亜鉛が制限されたことに起彊していることを明ら

かにした ｡

2.EDTA含有培地におけるZRCl遺伝子の発現量と細胞内亜鉛含量を経略的に測定した結果,本遺伝子の発現は亜鉛を

制限した培地での増殖に伴う細胞内亜鉛含量の低下に応答していることを明らかにした｡

3.転写因子Zap1pは細胞内亜鉛含量の低下に応答して標的遺伝子の発現を誘導することが知られているが,亜鉛制限

条件下におけるZRCl遺伝子の発現もZaplpによって制御されていることを明らかにした｡

4.Zrc1pの局在性を明らかにするために,ZRC1-GFP融合遺伝子をzrcl遺伝子破壊株に導入し蛍光顕微鏡観察を行っ

た結果,Zrclpは液胞膜に局在することを明らかにした｡

5.zrcl遺伝子破壊株を亜鉛制限条件下で培養した場合,野生株の55%の細胞数であることを明らかにした｡

6.活性発現に亜鉛を必要とする細胞質酵素であるグリオキサラーゼI活性を野生株とzrcl遺伝子破壊株で比較したと

ころ,基底レベルでの活性に差はみられないものの,亜鉛制限条件下で培養した場合,野生株ではコントロールの約50%に

まで活性が低下したのに対し,zrcl遺伝子破壊株では約70%の活性が消失していることを明らかにした｡

7.zrcl遺伝子破壊株におけるZRCl遺伝子の基礎発現量は野生株のそれとくらべ差は認められないが,亜鉛制限条件下

では野生株よりも強く誘導されていることを明らかにした｡

8.細胞内亜鉛含量を原子吸光分析により測定した結果,zrcl遺伝子破壊株の亜鉛含量は野生株の約60%であることを

明らかにしたO これらの結果から通常の培養条件下ではZrc1pは細胞質から液胞-の亜鉛輸送に関与する一方,亜鉛制限

条件下ではZrc1pは液胞から細胞質への亜鉛輸送に関与することで細胞質の亜鉛濃度の低下を防いでいることを示した｡

以上のように,本論文は従来,亜鉛の解毒にのみ機能すると考えられてきたZrclpが亜鉛制限条件下において,細胞質の

亜鉛濃度の低下を防ぐために機能していることを明らかにしたものである｡ 細胞にとって必須金属である亜鉛の新規な恒常

性維持機構を明らかにしたことは応用微生物学,分子生物学,微生物生理学など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 11年 12月14冒,論文なら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

学力が充分あるものと認めた｡
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