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論 一文 内 容 要 旨

細胞増殖や アポ トー シスな どの制御系で 中心 的な機 能 を果 たす脱 リン酸化酵素 や転 写因子な どの活性

が,シ ステイ ン(Cys;c)残 基 の酸化還元(レ ドックス)反 応 によ り制御 され ることが報 告 され ている。

これ らの活性 は細胞 の運命 を決定す る一 因で あ り,酸 化 を受 ける分子やそ こに含 まれ るCys残 基 の選択

や,酸 化 され たCys残 基 の還元な どのシステムが厳密 に制御 され る必 要があ る。本研究は,細 胞 内因子

の レ ドックス変化 による活性制 御の分子機構 を理解す るた め,出 芽酵母 の酸化 ス トレス感 受性転写 因子

Yap1のCys残 基の酸化 を介 した過酸化水素感知機構の解明 を 目指 した。

Yap1は 分 子 内 に2個 のcysteiperichdomaln(CRD)を 持 ち,N末 端 側 はrCRD(C303,C310,

C315),C末 端 側 はc-CRD(C598,C620,C629)と 呼 ば れ て い る。Yaplは 過 酸 化 水 素 に 応 答 して

peroxiredoxin(Prx)様 抗酸化 酵 素で あるGpx3の 助 けをか りてn-CRDのC303とc-CRDのC598の 間に

ジスル フィ ド結合 を形球す る。 ζ.れに続 いてC310,C629も 何 らかの形 で修飾 を受 けるこ とによ り核外輸

送 シ グナ ル の隠 蔽 が起 こ り,Yap1は 核

に局在化す るよ うにな る。核 に集積 した

Yap1は70種 以上 の標 的遺伝子 にコー ド

された抗 酸化酵素群 の発現 を誘 導す る。

また,Yapl分 子 内 の ジスル フィ ド結 合

はチ オ レ ドキ セ ンに よって還 元 され る

こ とも明 らか とな ってい る。

酸化ストレスによるYap1の 核外輸送阻害
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ペルオキシ レドキシンを介 した過酸化水素の認識 と伝達

Prxは 原核 生物 か ら高等真核 生物 にまで広 く保存 されたペル オキ シダー ゼで,チ オ レ ドキシ ンを介 し

て供給 され るNADPHを 電子 供与体 と してい る。前述の よ うにYap1はPrxと 同様 のペル オキシダーゼ活

性 を持つGpx3の 助 けをか りて酸 化(活 性化)さ れ ることが報告 され てお り,酵 母BY4742株 ではGpx3

を欠損 させ る と過酸 化水 素 によるYap1の 活 性化 が認 め られ な くな る。 しか し,Y700株 では,'Gpx3欠

損 の影響 は認 め られず,Prx・ の一種 であ るTsa1の 欠損 に よ りYaplの 活 性化 が起 こらな くな る。Gpx3と

Yaplと の相互 作 用 には第3の 因子 と してYapl結 合 蛋 白質 で あ るYbplが 関与 してい る5そ こでY700

株 の}四P1・遺伝子 の塩 基配列 を検討 した ところ,本 遺伝 子にナ ンセ ンス変異の あるこ とが判 明 し,こ の

γBP1遺 伝 子 の変異(yわ ρ1-2)に よ りY700株 ではGpx3がYaplの 活 性化 に寄与 しな くな り,代 わ りに

TsalがYap1の 活性 化 に関与 してい るこ と・が明 らか となった。Tsal .とGpx3に 依存 したYap1の 酸化機構

を比較す るた め,チ オ レ ドキシ ン等 の還元系酵素群 とGpx3又 はTsalを 含む,Yap1の 試験 管内酸化還 元

実験系 を構築 し,Yaplの 酸化反応 を検討 した結果,こ の系においてTsa1はGpx3と 同様 にYbp1非 存在

下で,Yap1中 のCRD間 で ジスル フィ ド結合を形成 したYap1酸 化体(Yapl(oxlI))の 形成 を促進す るこ

とが判明 した。また興味深 い事に,Yaplの 酸化体形成 において,こ れまで に知 られ ているYap1(oxII)
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形成 の前 に,別 の酸化体(Yapi(oxI))が 形成 され てい ることが判 明 した。Yapl(oxl)は ドメイ ン内で

ジスル フィ ド結合 を形成 している と考 え られ,Yapl(oxl)形 成 もTsalま たはGpx3に よって同様 に促進

され る ことが判 明 した。 これ らの結果か ら,Tsa1はGpx3と 同様の機構に よってYap1の 酸化 を補助 して

いる と考 え られ る。 しか し,Yaplの 酸化 がTsa1に 依存 してい るY700株 の細胞 内にはYap1(oxl)が 検

出 され るだ けで,Yap1(oxII)の 形成 は認 め られ

なか った。細 胞 内 で はTsa1がYap1に 対 してか

な り過剰 に発現 してい る(200倍)た め,1分 子

のYap1に 多 数 のTsalが 作 用 しよ う として,か

えってCRD間 の ジスル フィ ド結 合形成 が阻害 さ

れ て しま う とい う可能性 が考 え られ る。 また,・

Yaplの 酸化 がTsa1に 依存 してい るY700株 では

Gpx3に 依 存 して い るBY4742株 に比 べ てYapl

の転 写活 性 が低 い こ とか ら,Yaplが 最 大限 の活

性 を示す ために はYap1(oxII)に まで酸化 され る

必要 がある と思 われ る。

ペルオキシレ ドキシンによるYap1の 活性化モデル
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Ybplの 変異 によ りGpx3がYap1に 対 して作用 で きな くなった場合 には,細 胞 内に高濃度 に存在す る

Prxで あるTsalがGpx3の 代 わ りにYaplに 対 して作用す る とい う事実 は,Prxが 元々過酸化水素 の発生

を認識す る レ ドックスセ ンサー としての機能 を持 ってい ることを示唆 してい る。Ybp1の 変異 していない

酵母BY4742株 において も,Tsa1はYapl以 外 の蛋 白質 を標 的 として,そ の蛋 白質 に酸化 シ グナル を伝

達 して いるのか もしれない。また,酵 母のTsa1は 哺乳類 のPrxと60%以 上 の高い相 同性 を示す ことか ら,

レ ドックスセ ンサー としての機 能が哺乳類細胞 において も保存 され ている可能性 が高い。

ジスルフィ ド結合架 け替え反応を介 したYa1の 酸化機構

Yap1の 酸化反応 はYap1(oxl)の 形成 を経てYap!(oxII)へ と進行す る ことか ら,Yaplの 酸化機構 は

これ まで考 え られ てい たもの よ り複雑 で ある こ とが示唆 され た。そ こで,よ り詳細 にYap1の 酸化反応

を解析 した ところ,YaplはYap1(oxI)を 経 てYap1(oxII)と なった後,最:終 的 に さらに別の酸化体 を形

成す るこ とが判 明 した。Yapl(oxI)`はn-CRD内 のC310とC315の ジスル フィ ド結合 によ り形成 され る

こ とが,ペ プチダーゼで分解 したYap1断 片 のマ ススペ ク トル解 析 によ り示 され た。 また,Yapl(oxII)

1まこれ まで に報 告の あるC303-C598とC310-C629の2つ の ジスル フィ ド結 合 を形成 した酸化体(以 降

Yapl(oxII-1)と 呼ぶ)で あ り,最 後 に形成 され る酸化 体 は全 てのCys残 基 が酸化 され た酸化体(以 降

Yap1(6xlI-2)と 呼ぶ)で ある こ とが示唆 され た。Yap1(oxl)とYapl(oxll-1,2)で は,C310が ジスル

フィ ド結合 を形成 して いる相 手が異 なる ことか ら,Yap1(oxI)か らYapl(oxII-1)を 形成す る際には,

ジスル フィ ド結合の架 け替 えが起 こってい る と思われ る。

本研 究 に よ り,Yaplが 複雑 な反応 を経 て酸化 され るこ とが明 らか となったが,こ のYaplの 酸化 シス
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テ ム に お い て は,細 胞 内 が過 酸 化 状態

にな った こ とをGpx3自 身が素早 く酸化

され る こ とに よ り感 知 し,そ の情 報 が

Yaplに 伝 わ るこ とに よってYaplの 酸 化

が始 ま る。 一方,酸 化 され たYaplお よ

びGpx3は,チ オ レ ドキシンの還元状態,

す なわ ちNADPHの 濃度 に依 存 して還 元

され ると考 え られ るが,両 者 を比較 した

ところGpx3はYap1よ りもNADPHに よ

って還 元 されやす い こ とが判 明 し,Yap1

を酸化 したのちに素早 く還 元 されて元 の

状態 に戻 る ことが示唆 され た。 しか し,

YaplはGpx3か ら情報 を受 け取 った後,

細 胞質か ら核 内へ移行 し,細 胞 内が元 の

還 元状 態 に戻 るまで(NADPH濃 度 が十

ジスルフィド結合の架け替え反応を介したYap1の 酸化機構
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分高 くな るまで)そ の活性(酸 化状態)を 維持 しなけれ ばな らない。各酸化型Yap1を 比較 した ところ,

Yapl(oxI)はYap1(oxlI)よ りも還 元 されやすい(レ ドックスポテ ンシャル が低い)こ とが示唆 され た

こ とか ら,Yap1は 分子 内で のジスル フィ ド結合 の掛 け替 え反 応 による構造変化 を起 こ してYap1(oxll)

とな るこ とで レ ドックスポテ ンシャル を上 げ,迅 速 な還元 を防いでい る と考 え られ る。

一方 ,こ れ まで機能未 知で あったYap1のC315とC620を 変 異 させ たYap]c㏄cAcの 酸化 を試験 管内酸

化 還元系 によ り検討 した ところ本 変異Yap1はoxI型 酸化体か らoxlI-1型 酸化体 に移行 しに くい ことが判

明 し,ま た,細 胞 内にお けるYaplc㎝CACの 酸化 反応 では,野 生型Yap1で は認 め られ ない複 合体形成 が

認 め られ るこ とも明 らか となった。 また,Yapl(oxll-2)を 形成で きないYaplc㎝cAcの 酸化型は野生型の

Yaplよ りも早 く還 元 された こ とか ら,Yap1はYap1(oxII-2)を 形成 しジスル フィ ド結合 の本数 が増 える

こ とで よ り安定 に活性 を示す もの と考 え られ る。 これ らの結果は,C315とC620もYap1の 活性化機構 に

おい て重 要な役割 を果 た してい る ことを示唆 している。本 研究で明 らか となった6個 のCys残 基 を用い

た ジスル フィ ド結合の架 け替え反応 は,活 性チ オール基 をもつ 多様 な蛋 白質が存在す る細胞内において,

Yap1分 子 内に外部 か ら影響 を受 けに くい微 小空間を構築す るた めに必要 であると考え られ る。

本研究において,Gpx3の みならず細胞内の主要な抗酸化酵素であるTsalな どのPrxが 過酸化水素感

知に機能することが明 らかとなった。細胞内において最初に過酸化水素還元に働 くPrxが 過酸化水素の

認識にも機能す ることは非常に合理的である。YaplはGpx3のPrx活 性を利用して迅速な過酸化水素の

認識を行 ってお り,そ の後6個 のCys残 基 を使 ったジスルフィ ド結合の架 け替え反応により,他 の蛋

白質 と結合す ることなく,安 定で可逆的な酸化体形成を実現 していることも明らか となった。今回示
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されたYap1の 過酸化水素感知の分子機構は,多 様な蛋 白質が存在する細胞内で,活 性チオールをもつ

蛋白質がどのように して迅速にレ ドックス変化を感知 し,チ オール基の酸化還元による可逆的な活性の

ON10FFを 達成しているのか,そ の機構の全容解明に重要な知見を与えるものである。
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審 査 結 果 の 要 旨

近年,細 胞 増殖や アポ トー シスの調節 に関与す る脱 リン酸化酵 素や転 写因子な どの活性 がシステイ ン

(Cys;c)残 基 の酸化 還元反応 に よ り制御 され てい るこ とが明 らか とな ってきた。 これ ら因子 の活性 は

細胞 の運 命 を決 定す る重要 な要 因で あ るが〕.その調 節機 構 には不 明な点 が多い。本研 究 は細胞 内因子

の酸化還 元に よる活性 制御の分子機構 を理解 す るた め,出 芽酵母 の酸化 ス トレス感受性転写 因子 で ある

YaplのCys残 基 の酸化 を介 した過酸化水 素感知機構 の解明 を試み たもので ある。

Yaplは 分 子 内 に2個 のcysteinerichdomain(CRD)を 持 ち,N末 端 側 はrCRD(C303,C310,

C315),C末 端側 はc-CRD(C598,C620,C629)と 呼ばれてい る。酵母に酸化 ス トレス(過 酸化 水素処理)

が負 荷 され る と,peroxiredoxin(Prx)様 抗 酸化 酵素 で あるGpx3が これ を感 知 し,ま ずYap1のrCRD

のC303とc-CRDのC598の 間にdisu1飼e結 合 を形成す る。 これ に続 いてC310,C629も 何 らかの形で酸

化修飾 を受 ける ことに よ り,ぬplの 核外輸送 シグナル が隠蔽 され,Yaplは 核 に局在化す るよ うになる。

核 に集積 したYap1は70種 以上 の標的遺伝子 に コー ドされた抗酸化酵素群 の発現 を誘 導す る。本研究 で

は,最 少必要因子で構成 され る試験管 内反応系 を用 いて,過 酸化水素 によるYaplの 酸化反応 を検討 し,

これ まで に知 られ てい るYaplの 酸化体(oxII)形 成 の前 に,別 の酸化体(Yapl(oxI))が 形成 され るこ

とを見出 し,こ の新 しい酸化体 が細 胞内で も形成 され ている ことを明 らかに した。Yap1(oxI)が 分子 内

でのdisumde結 合 の複雑 な掛 け替 え反応 に よって,よ り還元 され難 いYap1(oxII)と な るこ とも判明 した。

また,こ の試験管 内反 応がGpx3の み な らず主要 なPrxで あるTsa1に よって も同様 に生起す るこ とを見

出 し,Prxフ ァ ミリー が酸 化 ス トレスを認識す る レ ドックスセ ンサー と して の機能 を持 ってい るこ とを

初 めて示 した。また,Yap1が 有す るCys残 基 の うちC315とC620は 機能未知 で必要 ない とされて きたが,

これ らもYaplの 一段階 目の酸化反応 お よび それ に続 くdisul飼e結 合の架 け替え反応 に必 要である ことが

試験管 内酸化実験 か ら明 らか となった。以上 の結果 か ら,Yap1はPrxの 介在 に よ り過 酸化水素特異 的な

迅速 な応答 性 を維持 してお り,さ らに6個 のCys残 基を巧 み に利用す るこ とによって他 の蛋 白質 と相 互

作用 をす るこ とな く ドメイ ン間の微 小空間内 で輸送 シ グナルのON10FFを 達成 してい るこ とが示唆 され

た。

本 論文 は酸化 ス トレスの感知 とその伝達 の機構 に関 して新 しい知 見を付加す るもので あ り,そ の学術

的価値 は極 めて高い。 よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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