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学位論文の内容要旨

Possible Involvement of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in 
Glucose Deprivation -Induced Activation of Transcription Factor Rst2 

低グルコース状態よる転写因子Rst2の活性化にー酸化窒素・活性酸素種が関与する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

分子薬理・薬理ゲノム学

(指導教員:平井みどり 教授)

加藤俊明

I緒言】
グルコースはエネルギー源・炭素源として極めて重要な栄養素である。そのため、細胞は細胞

内外のグルコース量を感知し、その量に応じて緒新生や解梼系などに関わる遺伝子の発現調節を

おこないグルコースを一定量に保とうとする。モデル細胞である分裂醇母において、低グルコー

ス状態で活性化する転写因子としてR.sUが知られている。R.sUはSTREP(豆!ress1.:'旬。出e呈¥ementof

SchizosaccharomJ阿国l!.ombe)と呼ばれる転写調節領域に結合することで、糖新生などに関わる遺伝

子群の発現調節を行っている。これまでに、 R武2は高グルコース状態ではPKAにより直接リン酸

化され、転写活性が抑制されることが知られている。しかし、低グルコース状態によるR.sUの活

性化メカニズムは明らかとなっていない。そこで本研究では、低グルコース状態によるR.sUの活

性化メカニズムを解明するため、生細胞を用いたR.sUの転写活性のモニタリングシステムを構築

した。また、このシステムを使用し薬剤処理おこなった際の活性や遺伝子欠損株における活性を

調べた結果、低グルコース状態によるR.sUの活性化に活性酸素種 (ROS)、および一酸化窒素 (NO)

が関与する可能性が示唆されたので報告する。

【方法1
1 使用した株、培養条件および試薬

本研究で使用した主な分裂酵母株を以下に記す。凪A123(!野生採)、KP2691(Arst2; R.st2欠損株)、

回 2921印刷;PKA触媒サブユニット欠損株)。分裂酵母の培養には YPD培地、 E抽 4培地を

用いた。分裂酵母の遺伝学的操作はMorenoら(1991)の方法に従った。

2. SτREPレポータープラスミドの作製

S1REPによりノレシブエラーゼが発現誘導されるレポータープラスミドを下記の方法で作製

した。周らが報告した CREレポータープラスミド(2012)の C阻 配 列 を 釘REPの 3回繰り返

し配~J (5'-GGCTI♀CC♀エQATACAQ♀♀旦♀:ATACA CAC CC♀TCA TGC AC-3'，下線部が STREP

配列)に置き換えた。

3. SτREPレポーターアッセイ

Rst2の転写活性をモニタリングする為に sτREPレポーターアッセイを下記の方法に従いお

こなった。 sτREPレポータープラスミドを分裂酵母株にトランスフォームした。この抹を

E凶 4培地で一晩埼養後に回収し、 2%グルコースを含む E凶 4培地(高グルコース培地)と

0.1%グルコースを含む E抽 4培地(低グルコース培地)に培地交換をおこなった。ルシブエ

ラーゼの基質である C曲 1田恒国型睡を添加し、ノレミノメーターで発光強度(!l.ela町 e!'ight 11ni¥，紅.u)

を測定した。

I結果1
L R.sUの転写活性のモニタりング

野性株でsτREPレポーターアッセイをおこなったところ、低グルコース培地において RLU

が上昇した。 drst2では低グルコース培地において RLUの変化はみられなかった。この結果

より、構築した sτREPレポーターアッセイは Rst2依存的な転写活性をそニタリングしている

ことが確認できた。また、野性株において、酸化ストレス、浸透圧ストレス、重金属ストレ

ス処理をおこないモニタリングをおこなったがR.sUの転写活性は上昇しなかった。このため、



Rsロは低グルコース状態特異的に活性化していることが示唆された。

2. PKAはRst2の転写活性を抑制する

これまでに、RsロはPKAにより高グルコース状態では抑制されていることが報告されている。

そこで、 PKA触媒サブユニット欠損株であるdpkaIでモニタリングをおこなった。その結果、

I'!.pkaIでは低グルコーえ・高グルコース状態ともに野性株と比較しRst2の転写活性が高くな

った。また、 dpkaIにおいても低グルコース培地で Rst2の転写活性の上昇がみられた。この

ことから、医A はRst2の転写活性を抑制しているが、他の制御因子が低グルコース状態による

Rst2の活性化に関与していることが示唆された。

3 低グルコース状怒による Rst2の活性化に酸化還元状態の変化が関与する

フリーラジカルである ROSは酸化ストレスを引き起こすこと、シグナル伝達物質として働くこ

とが知られている。これまでに、分裂酵母において低グルコース状態は酸化ストレスを引き起こ

すことが報告されている。そこで、 ROS発生剤であるぬ02を添加した際の Rst2の転写活性を

モニタリングした。その結果、高グルコース状態ではぬ02による活性化はみられなかったが、

低グルコース状態ではぬ02濃度依存的に活性化された。また、フリーラジカノレスカベンジャ

ーである N-アセチルシステイン (NAC)の濃度依存的に低グルコース状態でみられる Rst2の

活性化が抑制された。以上の結果から、低グルコース状態によるRst2の活性化に酸化還元状態

の変化が関与している可能性が示唆された。

4 ミトコンドリアチオレドキシンTrx2が欠損するとRst2の転写活性が上昇する

細胞内のE主化還元状態がRst2の転写活性に影響を及ぼしているか調べるため、酸化還元に関与

するタンパク質が欠損した株におけるRst2の転写活性を調べた。ミ卜コンドりアに存在する酸化

還元タンパク質であるミトコンドリアチオレドキシンTrx2欠損株においてRst2の転写活性は野性

株と比較し高くなっていた。しかし、細胞質に存在する酸化還元タンパク質であるチオレドキシ

ンベノレオキシターゼ Tpxl欠損株、酸化還元タンパク質の転写制御に関与する転写因子 Papl欠損

株におけるRst2の転写活性は野性株との聞に差はみられなかった。以上の結果から、細胞内の酸

化還元状態がRst2の転写活性に影響を及ぼしている可能性が考えられる。

5 一酸化窒素 (NO)がRst2の活性化に関与する

NOはROSと同様にフりーラジカルの一種であり、生体内における様々な現象の制御に関与し

ていることが知られている。そこで、 NOがRst2の転写活性に影響するか調べた。その結果、 H202

と異なり NO発生剤である SNAPは高グルコース・低グルコース状態ともに濃度依存的にRst2

の転写活性を上昇させた。他の NO発生剤である SNP、DEA-NONOateもSNAPと比較すると

活性上昇は低いが、同様に Rst2を活性化した。また、 NO特異的スカベンジャーである

calboxy-PTIOの濃度依存的に低グルコース状態による Rst2の活性化が抑制された。さらに、

dpkaIにおいても NOによるRst2の活性化がみられた。以上の結果から、 PKA非依存的に NO

はおt2の活性化に関与していることが示唆された。

I考察]

本研究では、低グルコース状態でNOとROSがRst2の転写活性を上昇させることを明らかにし

た。また、フリーラジカルスカベンジャーである NAC、並びにNO特異的スカベンジャーである

calbo巧-PTIOが低グルコース状態で起こる R必の活性化を抑制した。これらのことから、 NOと

ROS共に、またはいずれかが低グルコース状態でのRst2の活性化に関与している可能性が考えら

れる。また、高グルコース状態においても NOはR武2を活性化するのに対し、 ROSは活性化しな

かった。そのため、 NOとROSによるRst2の活性化メカニズムは異なる可能性も考えられる。

NOによる翻訳後修飾であるふニトロソ化は遺伝子発現やシグナル伝達の制御に関与している

ことが報告されている。また、 SNAPによるRst2の活性化が DEANONOate.より高くなっていた。

さらに、岱.fAPがDEANONOateより S・ニトロソ化を引き起こしやすいことが報告されている。こ

のことから、タンパク質のSーニトロソ化がRs包の活性化に関与している可能惇が考えられる。

これまでに、低グルコース状態になることでROSが産生されること、ミトコンドリアチオレド

キシンがミトコンドリアからのROS産生の制御に関与していることが報告されている。また、酸

化還元タンパク質のうちミトコンドリア内で機能しているチオレドキシン Trx2の欠損株のみが

Rst2の転写活性が高くなった。このことから、低グルコース状態ではNOとROS共に、またはい

ずれかが産生され、Rst2を活性化している可能性が考えられる。



神戸大学大学院医学(系)研究科(博士課程)

論文審査の結果の要旨

受付番 号 甲第 2387号 加藤俊明

Possible Involvement of Nitric Oxide and Reactive 

論文題目
Oxygen Species in Glucose Deprivation-Induced 

Title of 
Activation of Transcription Factor Rst2 

Dissertation 

低グルコース状態よる転写因子Rst2の活性化に一酸化窒
素・活性酸素種が関与する

主 査 サキ司イ支-
Chief Examiner 

審査委員
jlJ 査 勺 表L 識にせ見

Examiner 
Vice-ex庄mmer

高IJ 査 v々負f之/Vice-examiner 

(要旨は 1，000字~2 ， 000字程度)

グノレコ}スはエネルギー源・炭素源として極めて重要な栄養素である。そ

のため、細胞は細胞内外のグルコース量を感知し、その量に応じて糖新生や

解糖系などに関わる遺伝子の発現調節をおこないグルコースを一定量に保と

うとする。モデル細胞である分裂酵母において、低グルコース状態で活性化

する転写因子として Rst2が知られている。 Rst2はSTREP (stress response 

element of Schizosaccharomyces pombe) と呼ばれる転写調節領域に結合す

ることで、糖新生などに関わる遺伝子群の発現調節を行っている。これまで

に、 Rst2は高グルコース状態ではPKAにより直接リン酸化され、転写活性が抑

制されることが知られている。しかし、低グルコース状態による Rst2の活性

化メカニズムは明らかとなっていない。そこで本研究では、低グノレコース状

態による Rst2の活性化メカニズムを調べた。

Rst2の転写活性のモニタリング野性株でSTREPレポーターアッセイをおこ

なったところ、低グルコース培地においてRLUが上昇した。I:lrst2では低グル

コース培地においてRLUの変化はみられなかった。これまでに、 Rst2はPKAに

より高グルコース状態では抑制されていることが報告されている。そこで、

PKA触媒サブユニット欠損株であるI:lpkalでモニタリングをおこなった。その

結果、I:lpkalでは低グ、ノレコース・高グルコース状態ともに野性株と比較しRst2

の転写活性が高くなった。また、I:lpkalにおいても低グルコース培地でRst2

の転写活性の上昇がみられた。

フリーラジカルである ROSは酸化ストレスを引き起こすこと、シグナル伝達

物質として働くことが知られている。これまでに、分裂酵母において低グル

コース状態は酸化ストレスを引き起こすことが報告されている。そこで、 ROS

発生剤である H202を添加した際のRst2の転写活性をモニタリングした。その

結果、高グルコース状態ではH202による活性化はみられなかったが、低グル

コース状態ではH202濃度依存的に活性化された。また、フリーラジカルスカ

ベンジャーである N-アセチノレシステイン (NAC) の濃度依存的に低グルコース

状態でみられる Rst2の活性化が抑制された。



更に、細胞内の酸化還元状態がRst2の転写活性に影響を及ぼしているか調べるため、酸

化還元に関与するタンパク質が欠損した株におけるRst2の転写活性を調べた。ミトコンド

リアに存在する酸化還元タンパク質であるミトコンドリアチオレドキシンTrx2欠損株にお

いてRst2の転写活性は野性株と比較し高くなっていた。しかし、細胞質に存在する酸化還

元タンパク質であるチオレドキシンベルオキシターゼTpxl欠損株、酸化還元タンパク質の

転写制御に関与する転写因子Papl欠損株におけるRst2の転写活性は野性株との聞に差はみ

られなかった。

NOはROSと同様にフリーラジカルの一種であり、生体内における様々な現象の制御に関与し

ていることが知られている。そこで、 NOがRst2の転写活性に影響するか調べた。その結果、

H202と異なりNO発生剤であるSNAPは高グルコース・低グルコース状態ともに濃度依存的に

Rst2の転写活性を上昇させた。

本研究では、低グルコース状態でNOとROSがRst2の転写活性を上昇させることを明らかに

した。また、フリーラジカルスカベンジャーであるNAC、並びにNO特異的スカベンジャーで

あるcalboxy-PTIOが低グルコース状態で起こるRst2の活性化を抑制した。これらのことか

ら、 NOとROS共に、またはいずれかが低グ、ルコース状態でのRst2の活性化に関与している可

能性が考えられる。また、高グルコース状態においてもNOはRst2を活性化するのに対し、

ROSは活性化しなかった。そのため、 NOとROSによるRst2の活性化メカニズムは異なる可能

性も考えられる。

本研究は、分裂酵母を用いた解析から、低グルコース状態で NOとROS等のフリ

ーラジカルが糖新生などに関わる遺伝子群の発現調節に関与する転写因子 Rst2を活性化

することを示したものであり、低栄養状態で誘導される遺伝子発現のメカニズムを分子レ

ベルでの解明したものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究

者は、博士(医学)の学位を得る資格があると認める。




