
酵母の新規アセチルトランスフェラーゼ
Mpr１によるプロリン代謝を介した活性酸
素種の制御

は じ め に

様々な環境に曝される生物の細胞内は活性酸素種（ROS）

が発生しやすい状態にあり，ROSレベルの制御が細胞の

生命維持に重要である．酵母では高温，冷凍，乾燥，エタ

ノール，高浸透圧などにより，ミトコンドリア膜の損傷に

起因する ROSが発生し，生育阻害や細胞死が引き起こさ

れ，発酵生産過程での酵母の有用機能が制限される．高等

生物においても，植物では高温，乾燥，高浸透圧，強光な

どに伴い ROSが発生し，光合成能や成長速度に支障を来

す．動物では，ミトコンドリアから細胞質へのシトクロム

c の放出に伴い ROSが発生し，アポトーシスが誘導され

る．このように，細胞内 ROSレベルの制御は，生物に

とって極めて重要な生存戦略であると同時に，ROSレベ

ルの制御による酵母や植物へのストレス耐性付与，がん細

胞特異的なアポトーシス誘導は，食品・環境・医薬などの

バイオテクノロジーにおいて非常に有用な技術となり得

る．

我々が酵母 Saccharomyces cerevisiae に見出した「アセ

チル化酵素Mpr１」は，高温，冷凍，エタノール，過酸化

水素などの処理により生じる ROSのレベルを制御し，酵

母を酸化ストレスから保護している．興味深いことに，

Mpr１は既知の抗酸化酵素と異なり，ROSには直接作用せ

ず，ミトコンドリアで ROSの発生に関与するプロリン

（Pro）代謝中間体をアセチル化し，ROSの生成を未然に

防ぐ新しいタイプの抗酸化酵素である．本稿ではMpr１の

生理機能，特に Pro代謝を介した新規な抗酸化機構につい

て概説する．また，本酵素機能を活用したストレス耐性獲

得や細胞死制御への応用についても紹介する．

１． Mpr１とは？

我々が S. cerevisiae Σ１２７８b株に見出した遺伝子MPR１

（sigma１２７８b gene for proline-analogue resistance）１）は，Pro

アナログのアゼチジン-２-カルボン酸（AZC）を解毒する

N -アセチルトランスフェラーゼMpr１をコードしている

（図１）２）．AZCはタンパク質合成の際に Proと競合して取

り込まれる．その結果，コンフォメーション異常のタンパ

ク質が蓄積し，生育が阻害されるが，MPR１を発現する

細胞では，AZCが細胞質でアセチル化され，新生タンパ

ク質に取り込まれないため，AZC耐性を獲得すると考え

られる２）．MPR１は Σ１２７８b株の染色体１４番のサブテロメ

ア付近に存在するが，１０番のサブテロメア付近にも１コ

ピー存在する（MPR２）．両者の一次構造は８５番目残基だ

けが異なっており（Mpr１：Gly，Mpr２：Glu），機能的な違

いは観察されていない１）．MPR１はゲノム解析に用いられ

た S. cerevisiae S２８８C株や清酒酵母には存在しないが，S.

paradoxus３）や Schizosaccharomyces pombe４）などの酵母にも

同様の機能を有するホモログ（Spa Mpr１，Ppr１）が存在す

る．また，Kluyveromyces lactis，Candida albicans，Wicke-

rhamia fluorescens など多くの酵母はMPR１と相同性の高

い DNA配列を含んでいることから５），MPR１は酵母に広

く分布し，共通の祖先遺伝子に由来すると考えられる（図

２）．

２． Mpr１の生理的役割

Mpr１は AZCの解毒作用を有する酵素であるが，AZC

はユリ科植物スズランを除き自然界に存在しないため，

Mpr１の本来の基質であるとは考えにくい．では，なぜ酵

母にMpr１が存在するのだろうか？ 興味深いことに，

Σ１２７８b株のMPR１を破壊すると過酸化水素や熱ショック

で処理後の ROSレベルが増加し，生存率も低下した．一

方，MPR１を元々保持していない S２８８C株にMPR１をプ

ラスミドで導入すると，ROSレベルは減少し，生存率も

上昇した．したがって，Mpr１は細胞内 ROSレベルを制御

し，酵母を酸化ストレスから保護していると考えられた

（図３）６）．また，ミトコンドリア膜へのダメージにより，

細胞内 ROSレベルを上昇させ，間接的に酸化ストレスを

引き起こす冷凍―解凍処理や高濃度エタノール処理におけ

るMpr１の機能を解析した７，８）．その結果，Σ１２７８b株の

MPR１を破壊すると野生株に比べ各処理後の ROSレベル

が増加し，生存率も著しく低下した．一方，S２８８C株に

MPR１を導入すると，ROSレベルは減少し，生存率も上
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昇した．このようにMpr１は冷凍やエタノールなどのスト

レスにおいても，細胞内 ROSレベルを制御し，酵母を保

護することが示された．最近，著書らは清酒酵母９）やパン

酵母（投稿中）においてMpr１がエタノール，高温乾燥な

どのストレス耐性に関与することを見出しており，各種の

発酵生産（パン類，酒類，バイオエタノールなど）に用い

る産業酵母のストレス耐性向上への応用が期待される．

３． Mpr１の酵素的性質

相同性検索や部位特異変異導入実験から，Mpr１は生物

に幅広く存在する N -アセチルトランスフェラーゼ（NAT）

のスーパーファミリーに属することがわかり，アセチル

CoA結合に関与するモチーフや共通配列（（Q／R）XXGX

（G／A））も保存されていた．そこで，Mpr１の機能発現に

重要な残基の同定を目的に，基質との結合や触媒機能に関

与すると考えられるアミノ酸残基を置換した変異型Mpr１

を作製した１０）．NATスーパーファミリー内で保存性の高

い Arg１４５を Ala, Gly, Trp, Asp, Gluにそれぞれ置換する

と，AZC，アセチル CoAの両基質に対する親和性が顕著

に減少したことから，Arg１４５が基質との結合に関与する

ことが示された．また，Mpr１ホモログ内で保存性の高い

Tyrを Alaに置換した結果，ほとんどの変異型酵素で触媒

効率が低下し，同時に温度安定性が低下したものもあっ

た．さらに，各 Tyrを Pheに置換すると，Y１６６F変異型酵

素のみ酵素機能が低下したことから，Tyr１６６の側鎖の OH

基が触媒活性に重要であることが示された（図２）１０）．さら

に，エラープローン PCRを用いたMPR１へのランダム変

異導入により，野生型酵素よりも過酸化水素やエタノール

処理後の ROSレベルを低下させ，生存率を向上させる変

異型Mpr１（K６３R，F６５L）も取得した９）．各変異型酵素は

AZCを基質とした触媒活性が向上しており，F６５L変異型

酵素では温度安定性も著しく向上していた．また，K６３，

F６５を含む領域は αへリックスを形成すると予想され，変
異型酵素や分子モデリングによる解析からも，この領域の

重要性が示唆された（図２）９）．

一方，組換え酵素の解析や遺伝学的アプローチから，

Mpr１は AZC以外に Pro代謝中間体の ∆１-ピロリン-５-カル

ボン酸（P５C），または平衡関係にあるグルタミン酸-γ-セ

ミアルデヒド（GSA）をアセチル化することが判明した（図

１）６）．P５C／GSAはミトコンドリアでの ROS生成に関与し，

細胞死を引き起こすが，Mpr１は P５C／GSAをアセチル化

し ROSレベルを制御していると考えられる．NATスー

パーファミリーの中でこのような生理機能は報告されてお

らず，Mpr１の細胞内での作用機作は非常に興味深い．ま

た，一次構造全長に渡りMpr１と相同性を示すタンパク質

は存在せず，構造的にも新規なタンパク質であると予想さ

れるため，その立体構造や触媒反応機構にも興味が持たれ

る．現在，組換え酵素から得られた結晶を用いて X線構

図１ Mpr１によるプロリン関連化合物のアセチル化活性
精製した組換えMpr１のアセチル化活性をアセチル CoAと各化合物を基質にして測定し
た．活性値を酵素１mgあたりのユニットで表す．また，∆１-ピロリン-５-カルボン酸／グ
ルタミン酸-γ-セミアルデヒド（P５C／GSA），アゼチジン-２-カルボン酸（AZC）に対する
kcat値と Km値をカッコ内に示す．
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造解析を行っており１１），近いうちに立体構造が明らかにな

るであろう．

４． Mpr１による抗酸化メカニズム

Mpr１は既存の抗酸化酵素のように ROSに直接作用する

のではなく，ROS発生に関与する P５C／GSAなどの化合物

をミトコンドリアでアセチル化し，その結果，何らかの経

路や機構により ROS生成が抑えられているのではなかろ

うか．

そこで，Mpr１と P５C／GSAの関連性を明らかにするた

めに，代表的な酸化ストレスである高温処理後（３９℃，４

時間）の細胞内 P５C／GSA含量を測定した．その結果，興

味深いことに，野生株ではストレス前後で変化はなかった

が，MPR１破壊株ではストレス後に３倍程度の増加が見

られた．また，他のストレス（エタノール，過酸化水素，

冷凍―解凍など）においても，MPR１破壊による P５C／GSA

の蓄積が観察された（図３A）．次に，P５C／GSA含量が増

加する原因について検討した．酵母のミトコンドリアの内

膜には，Proを酸化し，P５C／GSAを生成する Proオキシ

ダーゼ（PUT１産物）が存在する．また，マトリックス

には P５C／GSAを酸化し，グルタミン酸（Glu）を生成す

る P５Cデヒドロゲナーゼ（PUT２産物）が存在する．植

物においても，P５C／GSAが Proオキシダーゼの過剰発現

や P５Cデヒドロゲナーゼ遺伝子の破壊により蓄積され，

その過程で ROSが発生し，細胞死を引き起こす１２）．また，

多くのがん細胞では，転写因子 p５３により Proオキシダー

ゼ遺伝子が誘導され，P５C／GSAの生成過程で ROSが発生

し，アポトーシス経路が活性化される１３）．そこで，酵母に

おいても酸化ストレスにより PUT１が誘導され，P５C／

GSAが酵素的に産生される可能性を考え，高温や過酸化

水素処理後の mRNAを調製し，リアルタイム PCR解析を

行った．その結果，酸化ストレス処理により PUT１や

MPR１の転写量は増加することが示された（図３B）．ま

た，PUT１破壊株では高温ストレスに曝しても P５C／GSA

は蓄積されなかった．Proによる PUT１と PUT２の誘導

は知られているが，PUT１だけが誘導される現象は初め

てである．PUT１の上流には抗酸化関連遺伝子の転写因

子 Yap１が結合する配列が示唆されているが，YAP１破壊

株でも PUT１が誘導されたことから，Yap１が関与する可

能性は否定された．最近，細胞を擬似的な栄養飢餓状態に

するラパマイシンによる PUT１の誘導が報告されてい

る１４）．ラパマイシン処理と酸化ストレスは部分的に類似し

た応答機構であるため，ラパマイシンによる PUT１の誘

導に関与する転写因子（Put３，Nil１）が酸化ストレスによ

る誘導にも関与するかどうかは興味深い．

また，通常の酵母細胞内には遊離の Proはほとんど存在

せず，分解された Proがどこに由来し，どのようにミトコ

ンドリアに輸送されるのかは不明である．動物細胞にも酸

化ストレスにより Proオキシダーゼ遺伝子を誘導し，Pro

を分解するシステムが存在する．この場合，タンパク質末

端から Proを遊離するプロリダーゼの関与が示唆されてい

る．酵母にもそのホモログ遺伝子があり，哺乳類と同様の

経路が存在するのかも知れない．

さらに，高温ストレス前後の細胞内の各アミノ酸含量を

測定したところ，野生株の場合，ストレス処理後にオルニ

チン（Orn）やアルギニン（Arg）含量が増加することを

見出した（データ示さず；図３D）．一方，MPR１破壊株

の場合，Ornや Argの増加は見られず，Gluの増加が認め

られた．また，PUT１破壊株の場合は Ornや Argの増加

は見られず，また，Gluも増加していなかった．これらの

結果から，野生株は高温ストレス下で Proオキシダーゼに

より Proを分解し，Mpr１を介して Arg経路を活性化させ

ることが予想された．次に，MPR１破壊株や PUT１破壊

株を高温ストレスに曝したところ，両破壊株は野生株より

生存率が低く，ROSレベルも野生株より増加していた．

したがって，これらの菌株が高温ストレスに感受性である

原因として，ストレス下で Arg経路が活性化されていな

い可能性を考え，PUT１破壊株に Ornや Argを添加し，

高温ストレスに対する感受性を調べた．その結果，予想通

り Ornや Argの添加により PUT１破壊株の高温ストレス

後の生存率が野生株並みに戻ることが観察された．現在ま

で Ornや Argが酸化ストレス耐性に関与する機序は不明

である．しかし，哺乳類の場合，Argの添加で細胞内の一

酸化窒素（NO）濃度が上昇し，エネルギー代謝を活性化

する．そこで，酵母にも Argから NOを合成する機構が存

在し，エネルギー代謝を活性化するのかも知れない．

GFPを用いて細胞内局在を観察したところ，Mpr１は細

胞質以外にも Proオキシダーゼと同様にミトコンドリアに

も存在していた（図３C）．Mpr１の一次構造には明確なミ

トコンドリア移行シグナルは存在しない．また，GFPを

Mpr１の N末端に融合すると AZC耐性を示さず，液胞に

局在したことから，N末端側に酵素機能の発現や細胞内局

在に関与する領域が存在すると考えられる．

以上の結果から，Mpr１による新規な抗酸化メカニズム

として，MPR１を保持する酵母では酸化ストレスで発生

した ROSに応答し，PUT１の誘導によりミトコンドリア
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図２

図３
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で Proが酸化分解されるが，Mpr１が生成した P５C／GSA

をアセチル化し，Arg経路を活性化することで，酸化スト

レス耐性を獲得するモデルを考えている（図３D）．

お わ り に

Mpr１は P５C／GSAをアセチル化し，Arg経路を活性化す

ることで ROSの発生を未然に防いでいると考えられる．

一方，MPR１を保持しない S２８８C株においても，酸化ス

トレス時に Ornトランスアミナーゼ遺伝子の誘導を介し

て Arg経路を活性化することが確認されている．

P５C／GSAが関与する ROSの発生機構に関しては，二つ

の仮説（P５C／GSAやその代謝産物，Proオキシダーゼ活

性）が議論されている．著者らの実験では，PUT１破壊

株でも P５C／GSAの毒性が認められ，P５C／GSAやその代

謝産物が ROSを発生するという仮説を支持した．一方，

呼吸欠損変異株では P５C／GSAが毒性を示さないことか

ら，P５C／GSAが呼吸鎖に関連して ROSを発生する機構が

示唆された．今後，酵母を用いて P５C／GSAの作用機作を

解明できるものと考えている．

Mpr１はバイオテクノロジーの面においても興味深い．

Mpr１を発現させ酸化ストレス耐性能を高めることにより，

発酵生産能の向上した産業酵母の育種が期待できる．さら

に，Mpr１は他の生物でも機能すると予想され，ROSが発

生する乾燥や強光などのストレスに耐性を示す有用植物の

作出への応用，ヒトにおける酸化ストレスと病気との関連

性を調べる研究などに繋がる可能性がある．

本研究の一部は，「生研センター基礎研究推進事業」の
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図２ Mpr１とホモログの一次構造比較と推定二次構造
Mpr１（S. cerevisiae），Ppr１（S. pombe），Spa Mpr１（S. paradoxus）の一次構造を並べ，太字は同一のアミノ酸を表す．青色のボック
ス内はモチーフ A内の共通配列を示す．K６３R，F６５L，L１１７Vは抗酸化能の向上したアミノ酸置換を，R１４５，Y１６６は機能発現に重
要な残基をそれぞれ示す．また，Mpr１の推定二次構造として，αヘリックスを赤色のボックスで，βシートを黄色の矢印でそれぞれ
表す．

図３ Mpr１によるプロリン代謝を介した新しい抗酸化機構
（A）各ストレス処理後のMPR１破壊株の細胞内 P５C含量（菌体乾重量１gあたりの濃度）．（B）各ストレス処理後の野生株の PUT１
とMPR１の mRNA量変化（リアルタイム PCRで解析し，ストレス処理前の mRNA量を１．０とした相対値で表す）．（C）Mpr１の細
胞内局在（DIC：微分干渉像，GFP：GFP融合型Mpr１像：Mitotracker：ミトコンドリア像，Merge：GFPとMitotrackerの重ね合わせ
像）．（D）Mpr１による抗酸化機構のモデル．酸化ストレスにより細胞内の ROSレベルが増加すると，PUT１が誘導され，その産物
（Put１）によりプロリンが P５C／GSAに酸化分解される．さらに，PUT１と同様に転写が誘導されるMPR１の産物がプロリン代謝中
間体（P５C／GSA）をミトコンドリア内で N -アセチル化し，反応生成物の N -アセチル GSAがアルギニン経路に流入する．これらの
結果，オルニチンやアルギニンの含量が増加するとともに，ROSレベルが低下し，酸化ストレス耐性を獲得する．酸化ストレスに
よる各変動を緑色の矢印で示す．
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