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推薦のことば

窒素栄養欠乏により脂質を蓄積するオイル生産微細藻は、次世代バイオ燃料の原料とし 

て期待されている。本論文では、窒素栄養欠乏時におこるオートファジーと呼ばれる細胞 

内の物質再利用機構に着目したことで、オートファジーと脂質蓄積が同調的に引き起され 

る事を初めて明らかにし、新たな脂質蓄積の制御機構の可能性を示した。また、慶應義塾 

大学先端生命科学研究所のメタボローム解析技術を駆使することで、これまでに明らかに 

なっていない、オートファジーによる分解物から生産された代謝物を検出することに成功 

した。オイル生産微細藻におけるオートファジーの役割の重要性を示した研究であり、優 

秀修士論文として強く推薦する。

慶應義塾大学 

環境情報学部教授 

冨 田 勝
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修士論文2012年 度 （平成24年度)

オイル生産微細藻における 

オートファジーによる分解物とその利用

論文要旨

単細胞緑藻類の中には窒素栄養欠乏（-N) 下においてトリアシルグリセロール（TAG)

を蓄積するオイル生産微細藻が存在する•また同条件では，オートファジーを誘導するこ 

とが知られている.オートファジーは飢餓時に細胞質のオルガネラやタンパク質を液胞で 

低分子へとバルク分解する真核生物で広く保存された機構であり，細胞は分解されたアミ 

ノ酸をタンパク質合成に再利用することで飢餓に応答している.しかし、それ以外の利用 

先に関する知見は乏しい.近年，微細藻類が生産するT A Gは，二酸化炭素から新規に固定 

された炭素分子以外に，細胞内の炭素分子を炭素源として再利用している事が示唆されて 

おり，再利用機構として知られるオートファジーがTA G蓄積にも関与しているのではない 

かと考えた.

本研究では，-N 下でT A G を蓄積する緑藻類を対象に，オートファジーによる分解物と 

その代謝を明らかにするために2 つの実験を行った•一つ目は，TA G蓄積におけるオート 

ファジーの役割を明らかにするために，栄養状態とは独立に薬剤添加によりオートファジ 

一を誘導または阻害した時のT A G量の変化を調査した.その結果，TA G量が増加したこと 

から、オートファジーを制御するTargetofrapamycin (TOR) の下流にTA G蓄積機構が 

あることが示唆された.しかし，オートファジーの分解を阻害剤で制御できなかったため， 

TA G蓄積へのオートファジーの関与については考察できなかった.二つ目は，オートファ 

ジーによって分解されたアミノ酸の代謝を明らかにするために，タンパク質を窒素安定同 

位体標識した細胞を用いて-N 下でタンパク質からアミノ酸への同位体の移動を確認した. 

アミノ酸以外の代謝物質について調査したところ，A rgや L y sの分解経路上の物質からも 

標識が検出された.このことから、窒素がない状態においていくつかのアミノ酸は，アン 

モニァとして窒素源を排出するかアミノ基転移をすることで，炭素骨格へ分解されると推 

測された.

キーワード

1.オイル生産微細藻，2.窒素栄養欠乏，3 .オートファジー，4.再利用，5. メタボローム 

解析
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Master’s Thesis Academic Year 2012
The degradation products by autophagy and 

its metabolic utilization in oil-rich algae
Summary

Some of unicellular green algae accumulate a large amount of triacylglycerol (TAG) 

under nitrogen deficient (-N) conditions. Under the same conditions, autophagy is also 

induced in Chlamydomonas reinahrdtii Autophagy is widely conserved catabolic 

process in euka^ otes, whereby cytosolic organelles and protein complexes are degraded 

to monomeric units in vacuole during starvatioa These degradation products of protein 

are recycled to protein sjnaithesis adapting to starvation. However, degradation products 

and its metabolic utilization are almost unknown. Recently, some reports have 

su^ested that TAG is synthesized by not only photosynthetically fixed compounds but 

also intracellular compounds. Therefore, I speculated that autophagy relates to TAG 

accumulation as recycling pathway of carbon source under -N  conditions in green alga.

In this study, I focus on the degradation products by autophagy and its metabolic 

utilization in oil-rich alga, and planned two experiments. Firstly, to clear the role of 

autophagy in TAG accumulation, I examined TAG accumulation during pharmacological 

autophagy induction or inhibition, which independent to nutritional conditions. As the 

results, TAG was accumulated by autophagy induction, therfore TAG accumulation is 

probably regulated downstream of Target of rapamycin (TOR), a regulator of autophagy. 

However, it was not demonstrated the involvement of autophagy in TAG accumulation, 

because autophagy inhibitore did not work for an autophagic degradation in C. 

reinhardtii. Secondly, to find metabolic utilizations of degradation products by 

autophagy, all amino acids in proteins were labeled by stable nitrogen isotope (15N) and 

free amino acids were unlabeled using modified a method of long-lived protein 

degradation assay. Labeling ratio of free amino acids increased under -N  conditions, 

and intermediate metabolites on Arg and Lys degradation pathway were also labeled by 

15N. Therefore, some of amino acids are supposed to be degraded to carbon skeleton and 

ammonia under -N  conditions.

Keywords
1 . Oil-rich algae, 2. Nitrogen deficiency, 3. Autophagy, 4. Recycle, 5. Metabolome 

analysis

Graduate School of Media and Governance, Keio University
Miho Tanaka
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2-OG : a -ケトグルタル酸、Ac-CoA :アセチルCoA、 Ala :アラニン、 Arg :アルギニン、 

A s p :アスパラギン酸、A s n :アスパラギン、C y s : システイン、D A G :ジアシルグリセロ 

一ル， DGDG :ジガラクトシルジアシルグリセロール， Gin :グルタミン、 Glu ••グルタミ 

ン酸、G ly :グリシン、H is: ヒスチジン、l i e :イソロイシン、L e u : ロイシン、；L y s: リジ 

ン、M e t: メチ才ニン、M G D G:モノガラクトシルジアシルグリセロール，O x :オキサロ 

酢酸， PE :ホスファチジルエタノールアミン、 Phe :フエニルアラニン、 PI :ホスファチ 

ジルイノシトール， Pro :プロリン、 Ser :セリン、 Su :コハク酸，Su-CoA :スクシニル 

CoA、T h r:スレ才ニン、T r p : トリプトフアン、T v r:チロシン、V a l:バリン
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第 1 章序論

1.1飢餓時におけるオートファジーの役割

細胞内のタンパク質，脂質，核酸や糖類などは，合成と分解により常に代謝回転されて 

いる.タンパク質の分解機構にはユビキチン-プロテアソーム系とオートファジー•リソソー 

ム系があり，どちらの機構も真核生物で広く保存されている.ユビキチン-プロテアソーム 

系は目的タンパク質にユビキチン等の分解シグナルとなる分子を標識し，プロテアソーム 

によって分解する機構である.その役割は，不要となったり，ミスフォールデイングや凝 

集などの異常をきたしたりしたタンパク質を選択的に分解して，細胞から除去することで 

ある.それに対し，オートファジー-リソソーム系は主に飢餓時に誘導され，タンパク質や 

オルガネラをバルク分解するシステムであり，これにより新規タンパク質の合成材料とな 

るアミノ酸を供給して生命を維持する役割を担っているとされる.この様に，ユビキチン- 

プロテアソーム系は主に単一のタンパク質をターゲットとして常に活性{匕しているのに対 

し，オートファジー-リソソーム系によって分解されるターゲットは多様であると考えられ 

ており，細胞の生存に必要な物質が枯渴する飢餓下において，多様な分解産物を大量に供 

給する点で飢餓応答に重要な役割を果たしていると考えられる（Mizushima，2007) . 実際 

にオートファジー能を欠いた酵母では，栄養欠乏下で生存率が減少するため（S co ttが aム 

19 9 6 )，オートファジーは飢餓時の生存に必須と言える.しかし，オートファジーによっ 

て分解される物質や分解産物，またその分解産物の利用については，知見が乏しい.

オートファジーが誘導されると，オートファゴソーム膜と呼ばれる隔離膜が細胞質のタ 

ンパク質，ミトコンドリアや小胞体などを包み込み，動物の場合はリソソームへ，植物の 

場合は液胞へと輸送される.リソソームや液胞にはタンパク質分解酵素，脂肪分解酵素， 

グリコシダーゼ，ヌクレアーゼなど数十種類の分解酵素が存在することから，オートファ 

ゴソーム内の物質はアミノ酸や脂肪酸，グルコース，核酸などの低分子へと分解され，細 

胞質へと放出されると予想されている（ Kuma and Mizushima, 2010) . オートファジー 

欠損株では遊離アミノ酸プールが野生株に比べて少ないことが酵母（Onodera and Ohsumi， 

2005) とマウス（Kom atsu时 aム2005; S o u 时 a/，2008) で報告されている.また，酵母 

のオートファジー欠損株では窒素栄養欠乏でタンパク質合成が誘導されないことから，オ 

一トファジ一によって分解されたアミノ酸はタンパク質合成に再利用されていると考えら 

れている（OnoderaandOhsumi，2005) . Atg5欠損マウスの新生仔は，出生10時間後の 

糸且織においてAMP-activated protein kinaseが活性化してしており，細胞内エネルギーレ 

ベルの低下が示唆されたことから，分解されたアミノ酸はエネルギーの維持にも利用され 

ていると考えられる（K u m aが a/，2004) . さらに，ATG7 欠損マウスでは絶食時の血糖 

値が野生型よりも低いことから，糖新生にも利用されているとされている（E z a k i批沒ん
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2 0 1 1 ) .以上に述べたオートファジー能を失った個体の研究から，ほ乳類では，オートフ 

ァジ一によって分解されたアミノ酸は新規タンパク質合成やエネルギー生産，糖新生に使 

われ，飢餓に適拓していると考えられている（Kuma andMizushima，2010) •

1.2窒素栄養欠乏とTAG蓄積

藻類とは， 「酸素発生型光合成をおこなう陸上植物以外の生物j の総称で，互いに異な 

る 1 0 前後の系統群が含まれる.ほとんどの藻類は，高等植物同様，無機栄養があれば， 

光を受けて光合成することにより二酸化炭素を唯一の炭素源として生育可能である•生育 

環境が至適条件から大きく変化した際には，環境に応じて代謝を積極的に変化させて，ス 

トレスに応答し生命を維持する.多くの藻類は，細胞内にエネルギー貯蔵物質としてデン 

プンなどの多糖やトリアシルグリセロール（TAG) などの中性脂質を蓄積するが 

(Klyachko-Gurvich,1974; Opute, 1974; Suen e オ a/,1987; Tonon e オ ^, 20 0 2 ) , ストレ 

ス条件下において乾燥重量比で20〜5 0 %と高度にT A G を蓄積するオイル生産微細藻が数 

十株報告されている（Chisti, 2007). T A G 蓄積が誘導されるストレスとしては，光量， 

温度，水量などの物理的要因，藻類自身の増殖に起因するpH, 栄養源，毒素，二酸化炭素 

濃度などの化学的要因（I i u 时 沒ム2008; L y n n 2000; Reitanが 1994; R ao批及ん 

2007; Guschina and Harwood, 2006) , 共生，バクテリアなどによる生物的要因（Lebsky 

がa2,200l ;de-Bashanがa i，2002) などが様々な生物種で報告されている.その中でも特 

に，窒素栄養欠乏（-N) ストレスは，素早く，そして広範囲な種においてT A G蓄積が誘導 

され,T A Gの含有量は誘導前の1.5〜15倍に増加することが知られている（Hu 2008;

1111nan eひム2000, Shfirin and Chisholm, 1981) . しかし，-N ストレスに対する分子拓 

答メカニズムとT A G蓄積の生理的関係は明らかになっていない.

実験室での藻類の培養には，二酸化炭素から光合成で炭素固定して唯一の炭素源とする 

光独立栄養と，炭素固定に加えて培地中に添加した炭素源も利用する混合栄養が用いられ 

ている.緑藻のモデル生物であるdfe/aiDアflfoUKMl朋 • は ，どちらの培養方法にお 

いても-N 下でT A G量が増加する事から，T A Gの炭素源は外部から取り込んだ二酸化炭素 

や酢酸に由来すると考えられてきた〇i 时 a i,2012). しかし， みガの独立栄養 

環境下において，-N 下 24時間後に，炭素固定反広を行う酵素ribulose-l ，5-bisph〇8phate 

carboxylase/oxyenase (RubisCO) のラージサブユニットや，光合成の光受容体となる 

Chlorophyllが減少する（M sanneが a i，2 0 1 2 ) .混合栄養環境下においても，-N 下 48 

時間後のトランスクリプトームを行った研究で，脂質合成関連の遺伝子は発現量が増加し， 

光合成関連遣伝子の発現量は減少する（M iller时 《/，2010) . これらのことから，-N 下で 

は光合成による炭素固定能が低下していることが推測される.そのため，T A G合成に必要 

な炭素源は二酸化炭素からの新規固定以外に細胞内の物質をTA Gの炭素源として利用して 

いることが予測されている（W ang时 a/, 2009; M sanneが 2 0 1 2 ) . また，窒素栄養が
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供給されない-N 下においても生存に必須なタンパク質を作る必要があり，光合成能が低下 

する中で細胞内の物質を再利用しているしている可能性がある. G ゴ扭は-N 下に

おいてT A G を蓄積すると共に（W eersan dG ulati，1997)，オートファジーを誘導する 

(P6rez-P6r e z 时 a/, 2010) . オートファジーが真核生物で広く保存されていることから， 

様々なオイル生産微細藻においてTAG蓄積とオートファジーが同調的に引き起されている 

と考えられる.そのため，-N 下においてオートファジーがT A G 蓄積や生存に重要な役割 

を担っていると推測した。

1.3オイル生産微細藻類の意義

オイル生産微細藻が蓄積するT A Gはグリセロール貴格に3つのアシル基が結合した中性 

脂質であり，加水分解により脂肪酸を遊離してメチルエステル化することによりバイオデ 

イーゼル燃料として利用可能である.

近年，地球温暖化の一因とされる「大気中の二酸化炭素濃度上昇の抑制」と限りある「地 

下資源の有効利用」という2 つの観点から，化石燃料に変わる持続的に利用可能な燃料の 

開発が望まれている.特に注目されているのは，植物の利用拡大である.なぜなら，植物 

は光合成により大気中のニ酸イ匕炭素を吸収して成長するため，植物を燃焼して二酸化炭素 

が発生しても大気中の二酸化炭素量は増加しないとみなされる，カーボンニュートラルな 

資源だからである.すでに植物を原料とするバイオ燃料としては，サトウキビやトウモロ 

コシなどから作られるバイオエタノールがガソリンの，ナタネやアブラヤシなどから作ら 

れるパイオデイーゼルが軽油の代替燃料として実用化されている.しかし，これらは食用 

作物を原料としているため，バイオ燃料の増産にともない，食糧価格の高騰を招いている 

ことや，新たな耕作地を得るために森林伐採が行われていること，栽培時に使用する肥料 

が強い温室効果ガスである窒素酸化物を発生させることなど，弊害や非持続性などの問題 

が指摘されており，現在の作物由来バイオ燃料の評価方法を見直す提案がなされている 

(M elilloがa/，2009) . それに対して微細藻類は，工業的に培養できるため荒野など未開 

拓地を利用できる，陸上植物に比べて単位面積あたりの二酸化炭素吸収量，および，オイ 

ル産生量が格段に多いなどの理由から，次世代バイオ燃料の原料として期待されている 

(Schenk eむん2008) •現在，アメリカを中心に世界中の企業や研究機閨が，商用規模で 

連続的に培養可能な装置の開発，低コストで培養するための条件検討，効率的な細胞回収 

法の開発など，微細藻に特化した多くのプロセス開発に力を注いでいる.しかし，微細藻 

類は，これまで産業的にほとんど利用されてこなかったために依然として製造コストが高 

く，バイオ燃料としての実用化には，設備の効率化のみならず，微細藻による脂質の産生 

効率を高める事が必要である（Ratledge and Cohen, 2008).
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1.4本研究の目的と意義

本研究では，- N ストレスによってT A G を蓄積するオイル生産微細藻を対象に，-N 下に 

おけるオートファジーの役割を解明することを目的とした.第2 章では G 用inAarみ丘の 

T A G 蓄積におけるオートファジーの役割を明らかにするために，栄養状態とは独立に薬剤 

によりオートファジーを誘導，阻害させた際のT A G量，およびその他の物質量の変化を調 

査する.オイル生産微細藻におけるオートファジーとT A G蓄積の生理学的関係を明確にす 

ることにより，-N 下でのオートファジーの新たな役割を推測できると期待している.第3 

章では，-N 下の“■/知ewrfocAoriej访 i 9eZ&josw/flfeダにおいて，限りある細胞内窒素の利用を明 

らかにするために，窒素安定同位体を用いてオートファジーによって分解されたタンパク 

質由来アミノ酸の分配先を追跡する•オートファジーによるタンパク質分解の意義は，新 

規タンパク質を合成するためのアミノ酸の供給であると言われてきたが，本研究の解析方 

法により，これまでどの真核生物でも知られてこなかった，オートファジーによって供給 

された物質の代謝を明らかにすることを目指した.
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果 2 早

C h l a m y d o m o u a s  r e i n h a r d t i i  \こ お い て オ  

ートファジーがTAG蓄積に及ぼす影響

2.1背景と目的

単細胞緑藻のモデル生物である犯nycfoin如asiieioftarflfei!•は，-N 下で T A G を蓄積 

し （Weers and Gulati,1997)，オートファジーを誘導する（P6rez-P6rez 时 《/•，2010) . 近 

年，-N 下でT A G を蓄積する緑藻類において，二酸化炭素からの新規固定以外に細胞内の 

物質をT A Gの炭素源として再利用していると考えられ，細胞内物質のT A Gへの再利用機 

構としてオートファジーとの関係性が示唆されている（Wang e亡a i，2009; Msanne e亡沒ム 

2012). Arafc/cfopsis の老化時には葉緑体タンパク質であるRubiscoがオートファ

ジーによって分解されることから（Onoが没ん2012)，Rubiscoを含む葉緑体がオートファ 

ジーによって分解されていると考えられている（W ada楗 aム2009) . オイル生産微細藻類 

である” の- N 下では，葉緑体の減少や，葉緑体膜である 

M GD Gの減少が見られることから，オートファジーによって葉緑体膜や，細胞膜脂質など 

に含まれるグリセロ脂質が分解され，TA G合成の炭素源となっているとの仮説を立てた.

セリン•スレオニンキナーゼであるTarget of rapamycin (TOR) は，細胞増殖やタン 

パク質合成を促進し，オートファジーを負に制御する（Zhangが aム2000; Oldham e以ム 

2005;WuUschleger时 2 0 0 6 ) . — 方で，飢餓下では様々な真核生物においてT O R が不 

活性化され，細胞増殖やタンパク質合成を制御すると同時に，オートファジーを促進する

(Diaz-Troyae亡<a/，2008).Rapamycinや T b rin lは T O R の阻害剤として知られており， 

いくつかの真核生物で，Rapamycin添加により増殖が抑制され，オートファジーが誘導す 

ることが知られている（ Noda e亡a/，1998). RapamycinとT orin lはT O Rを不活性化させ 

る作用機序はそれぞれ異なる.TO RはTOR complex1 (TORC1)とTOR complex 2 (TORC2) 

の 2 つの異なる複合体を形成する（H elliwellが aム 1994). Rapamycinは FKBP-12と結 

合しやすぐそのタンパク質複合体はT O R上のFRB (FKBP12-rapamycin binding) ド 

メインに結合し，TORC1 にしかないT O R とRaptorの結合が不安定になりT O Rを不活性 

イ匕する.そのため,RapamycinはTORC1特定的な阻害剤である.一方,ATP競合的なIbrinl 

はTORC1 とTORC2 の両方を阻害する （Guertin and Sabatini，2009) . オートファジー 

は TORC1 の不活性化により誘導されるが，ほ乳類においてはRapam ycinよりもTbrinl
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の方が強くオートファジーを誘導するという報告がある（Thoreen and Sabatini, 2009; 

GuertinandSabatini, 2009).その理由として，TbrinlはRapamycinよりも多くのTORC1 

リン酸化サイトをリン酸化することが一部で分かってきた（ThoreenW W, 2009) . 高等植 

物は,Rapamycin耐性がありTO Rへ効果はないが， においてはRapamycin 

添加によりT O R が不活性化され（C respo时 a/, 2005)，オートファジーが誘導される 

(P谷rez-P知e z批 a i, 2010) ことが報告されている.

オートファジーが誘導されると，オートファゴソーム膜の形成に必須であるATG8 は， 

ホスファチジルエタノールアミン(PE)が結合したATG8-P E となるため(Ichimurae“ム 

2000), ATG8 の脂質修飾をウェスタンブロットにより検出することで，オートファジー 

の活性を観測することができる（K ab aya时 a/, 2004). ATG8-P E はオートファゴソーム 

膜に局在し，ATG8-P E 自身も液胞と融合した後は，液胞内の酵素によって分解される•そ 

のため，一般的にはオートファジーを誘導するとATG8 とATG8-P E が増加し，液胞分解 

阻害剤によりオートファジーの分解を阻害した際にはATG8-P E のみの増加が観察される. 

このような液胞におけるオートファジーの分解阻害剤としては，液胞型A T Pアーゼ特異的 

阻害剤である0111〇1<〇«11|1|16(81^1^时 沒ム2002)やわ&61〇1117(^11入1(〇1〇86时 《/，1993) 

が知られている.

本研究では，TAP培地にRapamycinまたはIb r in l添加によりオートファジーを誘導さ 

せた際と，T A P培地から窒素源を除いたTAP-N 培地にChloroquineまたはBafilomycin 

添加丨こよりオートファジーによる分解を阻害させた際のT A G 蓄積を液体クロマトグラフ_ 

質量分析計（LOTOFM S) を用いて調査することで，T A G蓄積とオートファジーの関係性 

を明らかにすること目的とした.またオートファジー誘導時に増加，阻害時に減少した物 

質はオートファジーによる分解産物である可能性があるため，キヤピラリー電気泳動-質量 

分析計（CE-TOMS) を用いてメタボローム解析を行った.

2.2材料と手法

2 .2 .1株と培養条件

财 iieinAarfl始 CC-503 株は Chlamydomonas resource centei•から分譲さ 

れた.培地を500m L入れた扁平フラスコに，C〇2を 1%添加した大気をlOOmL/m in通気 

し，200 iimol/m% の蛍光灯を24時間照射して25てで培養した.

培地は， TAP 液体培地 （Gorman and Levine, 1965)に， Rapamycin (LC laboratories, 

USA) とTbrinl (TOCRIS, USA) を加えた培地と，TA P培地からアンモニウムイオンを 

狳いた T A P-N  培地に Chloroquine (Sigma-Aldrich, USA)， Bafilomycin A 1 (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) を加えた培地を用いた. Rapamycin は，90% ethanoト10% Tween 20 

で溶解したlmg/m Lのストックを終濃度が25 nM, 50 nM，100 nM になる様に加え，溶媒 

だけを加えたものをネガティブコントロールとした.T brin lは，DM SOで溶解した5 mM
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のストックを終濃度が20 nM，100nM, 5001lM になる様に加え，溶媒だけを加えたものを 

ネガティブコントロールとした.Chloroquineは DM SOで溶解した1 m Mのストックを終 

濃度が10, 50, 250 jiM になる様に加え，溶媒だけを加えたものをネガティブコントロール 

とした. Bafilomycin A 1 は DM SOで溶解した1 mg/m Lのストックを終濃度が0.1,1.0 [iM 

になる様に加え，溶媒だけを加えたものをネガティブコントロールとした.

2.2.2細胞密度測定

培養中の細胞密度は，培養瓶から分取した培養液を必要に応じてセルパック（Sysmex, 

Japan) で希釈し，細胞粒子計測器CDA-1000 (Sysmex，Japan) を用いて測定した.この 

測定により，細胞密度と細胞体積が測定される.細胞体積は，細胞直径を用いて換算され 

た.

2.2.3オルガネラの観察

脂質染色には，親油性の色素であるNile Red (Sigma-Aldrich, USA； Greenspanが a/, 

1985)を用いた. Nile R edはDM SOで 33pg/m Lに溶解し，染色液とした.培養液に最終 

濃度6.6胳 /m Lの染色液を加え，3 分室温でインキュベート後観察した.微分干渉および堂 

光観察には，LeicaDM2500 (Leica，Germany) の顕微鏡を用いた. Nile R edの観察には， 

励起波長 540-552 nm，吸収波長580-620n m のフィルターセットと蛍光ランプEL6000 

(Leica，Germany) で観察し,顕微鏡デジタルカメラDP51 (Olympus, Japan) で撮影し 

た.

2.2.4代謝物の抽出

培養液から約1.0X 107細胞を回収し，遠心分離により培地を除去した後，500ルのメタ 

ノールで酵素反忠を停止した.回収した細胞に直径〇.5m m のジルコニアビーズを加えて 

Micro Smash (Tbmmy Seiko, Japan) を用いて破碎した.その後，超純水450 f iL と内部 

標準物質として10 |iM の 1，2-dihexanoyl (d22)-8irglycer〇-3-ph〇8phocholine (Avanti 

Polar Lipids, USA) を含んだクロ ロホルムを500 jiL加え，2,000ダで1 5分遠心すること 

で 2 層に分けた.その後，有機層をガラスバイアルに分注して脂質の測定に用い，水層は 

8 0 0ルを限外濾過し，真空乾燥後40 »i L のMilli-Q 水で溶解して脂質以外の代謝物の測定 

に用いた.

2.2.5代謝物の測定

脂質は液体クロマトグラフ•質量分析計（LC-TOFMS) で先端生命科学研究所の藤倉純子 

技術員に，その他の代謝物はキヤピラリー電気泳動•質量分析計（CE-TOFMS) の陽イオン 

モードと陰イオンモードで先端生命科学研究所の斎藤佳苗技術員にそれぞれ測定していた 

だいた （Hirayama e(沒ム 2009; Soga 2009; Ito 封《/，2012).
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データの解析には， MasterHands (Sugimoto时 a i, 2010) のバージョン2.13.0.8を用 

いた.ピーク面積を内部標準物質の面積値で補正し，各物質は回収した細胞数で正規化を 

行った.物質の同定にはI t o ら （2012)が用いた物質リストを参考に，精密質量（質量精 

度 20ppm) 泳動時間（誤差0.2分）から同定した.

2 .2 .6タンパク質抽出と定量

培養液から1.2X 107細胞を回収し，遠心分離により培地を除去した後，すばやく液体窒 

素に浸して酵素反応を停止した. 班のタンパク質の抽出には，トリクロロ酢酸 

(TCA) 沈殿とビーズ破砕による抽出方法の2 種類を用いた.T C A 沈殿による抽出では， 

O.lM D ithiothreitol入 り 0.2M N aO Hを IOOjiL で細胞を破碎し，2 0 % トリクロロ酢酸を 

100ル加えることでタンパク質を沈殿させ，13,000Xぎで4U  5 分間遠心した.上清を除 

いた後，p H を酸性から塩基性にするためにl m L のアセトンを加え，ソニケーターでペレ 

ットをはがした.13,000Xダで4で，5 分間遠心し，10分間室温でペレットを乾かした後， 

SDS-PAGE sample buffer (0.1 M Tris-HCl (pH 7.5), 2 % SDS,10% glycerol,20 mM DTT, a 

trace amount of bromophenol blue) を40 jiL加えて65*C で 1 0 分間インキュベートする 

ことでタンパク質を溶出させた. 95でで 5 分間インキュベートすることでタンパク質を変 

性させた後，13,000Xダで4で，1分間遠心して上清を定量と，ウェスタンブロットに用い 

た.ビーズ破砕による抽出では，0.5% Triton X-100を含んだpH7.5の 50 mM Tris-HCl 

を200 »iL でペレットを再溶解させた後，直径 0.5 m m のジルコニアビーズを加えてMicro 

Smash (Tommy Seiko, Japan) を用いて破碎した.その後，13,000Xぎで4で，5 分間遠 

心して上清を定量に用いた.定量後，SDS-PAGE sample b u ffe rを加えて95で で 5 分イ 

ンキュベートすることでタンパク質を変性させ，ウェスタンブロットに用いた.

A がwJKaiwのタンパク質は同慶應義塾大学大学院，政策•メディア研究科の海老敬行氏 

よりいただいた.

タンパク質の定量は Quant-iT protein assay kits と Qubit fluorometer ( Life 

Tfechnologies, USA) を用い，125, 250, 500, 750,1000,1500, 2000 gg/mL の BSA を用い 

た検量線により定量した.

2.2.7ウェスタンプロット

ATG8 のウェスタンブロットには，T C A 沈殿により抽出したタンパク質を用いた.セパ 

レーシヨンゲルに6 M u reaを含んだ12.5% SDS-PAGE (Laemmli，1970) によりタンパ 

ク質を分難した（Kirisako批a i, 2000) .分離したゲルからPVDF メンブレン（Millipore， 

USA) にタンパク質をセミドライで転写後，2%  milk (明治,Japan) で 3 0 分ブロッキン 

グした.一次抗体には， A  のATG8 全長の抗体， a -ATG8 (abeam, Japan; Chung

が a/，2009) を 1:1,000の濃度で用い，4 1 で一晚インキュベートした.二次抗体には， 

Horseradish peroxidase (HRP)標識された anti-rabbit (GE Healthcare, UK) を 1:10,000
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の濃度で1時間インキュベートした•免疫反広については，ルミノール化学発光（Millipore， 

USA) で反応後， ImageQuant LAS4000 mini (GE Healthcare, Sweden) で撮影した. 

各サンプルの測定に用いたタンパク質量はCoomassie Brilliant Blued (CBB) 染色により 

可視化された.

卢 -A ctinのウェスタンプロットには，T C A沈殿とビーズ破碎により抽出したタンパク質 

を用いた• SDS-P A G Eと転写は上記と同様の方法に行った後，一次抗体には，A 泣 ^ /  

の台-A c tin全長の抗体，Actin-11 (Agrisera，Sweden) を 1:3000の濃度で用い，常温で1 

時間インキュベートした.その後，5 %  milk (明治，Japan) を用いて室温で1時間ブロッ 

キングした.二次抗体には， Horseradish peroxidase (HRP) 標識されたanti-mouse (GE 

Healthcare, UK) を 1:50,000の濃度で用い，室温で1時間インキュベートした.免疫反応 

については，ルミノール化学発光（Millipore, USA) で反応後， ImageQuant LAS4000 mini 

(GE Healthcare, Sweden) で撮影した.

2.3結果

2.3.1A  thalianaの杭体とC. minhardtiiのタンパク質の結合

<7, かi /のATG8 と办 -A ctinの検出には，それぞれのA  抗体を用いた.

A . thaJiana抗体の結合を臃認するi t めIこ，C. rein h a rd tiiとA  thalianaのタンパク質を用 

いて，12.5%SDS-PA G Eでウェスタンブロットを行った.ATG8 抗体はA 纽 aiKa/w と C： 

姐の両方で15k D 付近にバンドが検出され，結合が認められた（図 1 (A)). ATG8 

は，システインプロテアーゼであるATG4 によってC 末端のG ly残基の直後を切断され， 

その後P E が結合してATG8-P E となる.C： reinAan/扭 の ATG8 は 134アミノ酸であり， 

その後ATG4 により120番目のGlycinで切断されてP E が結合するため,ATG8-P E は 120 

アミノ酸となる（付図1).A 給 及 の ATG8 は 127アミノ酸であり，その後ATG4 に 

より132番目のGlycinで切断されてP E が結合するため，ATG8-P E は 132アミノ酸とな 

る （付図1).そのため，A と G reinAaiY/姐の ATG8 とATG8-P E の泳動距離に 

差が見られた（図 1 (A)).

一方，A 这 a iih w のActin-11抗体についてはA 幼 で は 目 的 の 42k D付近にバン 

ドが検出されたのに対して， かガの定常期，-N 下ではj3-A ctinのバンドが検出 

されなかった（図 1 (B)). Actin-11抗体は，A 级 出お伽の全長タンパク質に対する抗体 

で， N icotiana tabacm nや Oryza sa tiv a K は緒合し，C. re in h a rd tiiK h結合するこ b が 

予想されていた. i3-A c tin はストレス下においてもタンパク質量に変化が見られないため 

様々な生物でコントロールとされているタンパク質である.本研究ではG jreinAajYかi/•の定 

常期，-N 下の細胞において，T C A沈殿とビーズ破碎どちらの方法を用いてタンパク質を抽 

出しても， j3-A ctinのバンドが検出されなかったことから（図 1 (B)), 犯ゴ扭に

は結合しない抗体であることが推測された.•のウェスタンブロットを用いた
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他の研究では， 也ガのアクチン抗体を作製するか，C B Bを用いており（Barnes批 

2005) ,本研究ではタンパク質量の可視化にC B Bを用いることとした.

2.3.2才ートフアジ一誘導剤と阻害剤の濃度検討

オートファジーの誘導剤であるRapamycinとT brin lは，T O Rを不活性化することで増 

殖を抑制する.効果のある薬剤濃度を決定するために，25 nM, 50 nM, 100 n M の 

Rapamycinと，20 nM, 100 nM, 500 n M の I b r in lについて，増殖の変化を調査した. 

Hapamycinは溶媒のみの0 n M に比べてどの濃度でも増殖が阻害されたが，25 n M よりも 

5 0n M と lOOnMの方が増殖を阻害する期間が長かった（図2 (A)). 5 0n M と10011M は 

大きな差が見られなかったため（図 2 (A)), Rapamycinは十分な効果を期待できる5 0nM 

で以降の実験を行った.I b r in lは溶媒のみの0 n M と50 nM, 100 n M において大きな差 

が見られなかったが，500n M で増殖が抑制されたため（図2 (B)),以降の実験には500nM 

のT b rin lを用いた.また，いずれの薬剤を添加した際も時間の経過に伴い増殖が回復した 

た め （図 2 (A) (B) ) ,増殖が抑制されている期間に試験を行った.

オートファジーの阻害剤であるChloroquineとBafilom ycinAlは，液胞内の分解を阻害 

するため，細胞の生存率が下がり，ATG8-P E が蓄積する事が期待される（S h a ck a时 aん 

2006).効果のある薬剤濃度を決定するために，10,50,250ゆ1の0111〇1^111加と0.1，1.0 

jiM のBafilomycin A1 について，細胞密度とATG8 の脂質修飾をウェスタンブロットで調 

査した.どちらの処理についても，溶媒のみを加えたO îM は-N 下であるため細胞密度に 

大きな変化が見られなかった（図 3 (A) (〇). ChloroquinelOjiM, 5 0 _ は ，O jtM と 

大きな差が見られなかったが，250»iM では細胞密度が減少し，細胞の生存率が下がってい 

ると考えられた（図 3 (A) ) . ウェスタンブロットによるATG8-P E の蓄積については， 

Chloroquine10 fiM，50 j t M は，0 f i M と大きな差が見られなかったが，250 j i M の 

Chloroquine添加2 4時間後にATG8-P E の増加が見られた（図 3 (B)) •しかし，同時に 

ATG8 の増加も見られた（図 3 (B)).別の日に行った繰り返し実験においても，250jiM と 

1000 jiM の Chloroquine添加で細胞密度が減少し，ATG8 とATG8-P E の増加が確かめら 

れ た （date not shown) . 液胞阻害時には，ATG8 は変わらずATG8-P E の蓄積が見られる 

事が知られている（Shacka时 a i, 2006) . そのため，Chloroquine25〇MMについては細胞 

生存率が下がっているが，それは液胞阻害による影響ではないと考えた. Bafilom ycinAl 

についても，0.1，1.0 j iM で細胞密度が減少し（図 3 (C) ) ,生存率が下がっているが， 

ATG8-P E の蓄積が見られなかった（図 3 (D) ) .これらの結果から，オートファジー阻害 

剤であるChloroquineとBafilom ycinAlは d  neinAan/姐の細胞生存率に影響を与えるが， 

液胞を阻害しないと考えられた.

2.3.3 RapamydnとIbrinl添加による增薄，細胞角律ifとATG8 の変化

50 nM Rapamvcinと500 nM Tbrinl添加による細胞への影響と，オートファジーの誘導
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を調べるために，処理前と添加1，3, 6,15,28時間後の細胞をサンプリングし，細胞粒子計 

測器による細胞密度と細胞体積の測定,顕微鏡観察,ATG8 のウェスタンプロットを行った. 

条件検討時と同様に，Rapamycin添加により増殖が抑制され，1 時間後に細胞の増殖が見 

られなくなった（図 4 (A))•また，細胞体積測定において添加1時間の間に細胞体積が増 

加した（図4 (B) ) .顕微鏡観察から葉緑体やピレノイドの形状には，大きな変化は見られ 

なかった（図 4 (〇). ATG8 とATG8-P E は Rapamycin添加1 5時間と2 8時間後に増加 

が見られたことから，15時間後にはオートファジーが誘導されたと考えられる個4(D)). 

T b r in l添加時についても，条件検討同様，増殖が抑制され，1 時間後に細胞の増殖が見ら 

れなくなった（図 5 (A)).また，添加3 時間後に細胞体積の増加が認められた（図 5 (B)). 

顕微鏡観察から葉緑体やピレノイドの形状には，大きな変化は見られなかった（図 5(C)). 

ATG8 とATG8-P E は Rapamycin添加1 5時間と2 8時間後に増加が見られたことから，15 

時間後からオートファジーが誘導されていることが分かった（図 5 (D)).

2.3.4 Rapamydn と Todnl による TAG 量の変化

5 0 nM Rapamycinと500nM Torin l添加により，ATG8-P E が増加した15, 2 8時間をオ 

一トファジ一誘導条件として（図 4 (D) , 図 5 (D)), T A G量をLC-TOFM Sで測定した. 

Rapamycin添加時には3 0分子種のT A Gが同定された（図 6 (A)) . オートファジーの誘 

導が確かめられた15, 2 8時間のいずれか，または，双方において，全ての分子種が有意に 

増 え （図 6 (A) ) ,またNile Red染色した蛍光顕微鏡観察においても2 6時間後にT A Gと 

みられる油滴が観察され（図 6 (E))，オートファジー誘導下ではT A G 量が増加すること 

が分かった.変化率が最も大きかった分子種は，Rapamycin添加15時間後にTAG46:1が 

約 5.9倍に増加した.また，全ての分子種についてRapamycin添加1,3, 6 時間後にも有意 

に増減が見られた.これらの2 8時間までの変化は，階層的クラスタリングにより3 つの異 

なる変化に分類され（図 6 (A)), 3 つの各クラスター内で最も存在量が多かった分子種を 

代表として図1 5 の B-D に示した.TAG44:0を主要な分子種とするクラスターは， 

Rapamycin添加1 時間後に増加し，徐々に減少した（図 6 (B)). TAG50:3を主要な分子 

種とするクラスターと，TAG50:7を主要な分子種とするクラスターは，Rapamycin添加1 

時間後に減少後，徐々に増加した点で共通であるが，TAG50:3を主要な分子種とするクラ 

スターは1 5時間が最も増加した点であったのに対して（図 6 (C)), TAG50:7を主要な分 

子種とするクラスターは2 8時間が最も増加した点であった（図 6 (D) ) .不飽和度が高い 

分子種の多くがTAG50:7を主要な分子種とするクラスターに含まれた.

T b rin l添加時には，1 7分子種が同定され，コントロールに対する比の変化を図7 ( A) 

に示した.才ートフアジ一の誘導が確かめられた15, 2 8時間のいずれか，または，双方に 

おいて，全ての分子種において有意に増え，またNile Red染色した蛍光顕微鏡観察の結果 

からも2 8時間後にT A Gが観察され（図 7 (E)), T b rin l添加によるオートファジー誘導 

下でもT A G量が増加することが分かった.変化率が最も大きかった分子種は，Ib r in l添加

17



15時間後にTAG52:2が 7.3倍に増加した. Tbrinl添加時でもRapamycin添加時同様，1， 

3, 6 時間後にも有意に増減が見られ，その変化は2 つの異なるクラスターに分類され（図 7 

(A)),各クラスター内で最も存在量が多かった分子種を代表として図1 5の B とC に示し 

た .TAG52:4を主要な分子種とするクラスターは，15時間が最も増加した点であったのに 

対して（図7 (B)), TAG52:6(rt:37.12>を主要な分子種とするクラスターは2 8時間が最 

も増加した点であった（図 7 (C)).不飽和度が6 以上の分子種の多くがTAG52:6(rt: 37.12) 

を主要な分子種とするクラスターに含まれ，Rapamycin同様不飽和度が高い分子種ほど遅 

れてT A Gが蓄積することが分かった.

Rapamycinでは炭素数が4 4から5 2の分子種が検出されたのに対して，T brin lでは50 

から 5 4の分子種が検出され（図 6 (A) , 図 7 (A)), T b rin lよりもRapamycinの方がや 

や短い脂肪酸鎖が結合したT A Gを多く合成する傾向がみられた.また，変化率についても 

違いが見られた.共通して検出されたT A G の全ての分子種について，T b r in lの方が 

Rapamycinよりも1.4倍から3.9倍変化率が高かった.

2.3.5才ートフアジ一に関わる物質の諝査

5 0nM RapamycinとSOOnMTbrinlで T A Gが増加した理由を調査するために，オート 

ファジー誘導時に増減する代謝物をCE-T O F M Sと LC-T O F M Sを用いて調べた. 

Rpam ycinとT ro in l添加それぞれについて，オートファジーの誘導下である15，2 8時間 

の双方においてコントロールに対してたte s tで/? < 0.05で顕著に差のあった物質をオート 

ファジーに関わる物質とした.RpamycinとT roinl共通して増加した24物質， Rapamycin 

のみで増加した5物質,Tbrinlのみで増加した48物質を表1に示した.RpamycinとTroinl 

共通して減少した3物質，Rapamycinのみで減少した2 9物質，T brin lのみで減少した10 

物質を表2 に示した.
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Chlamydomonaa reinhardtii\こ対する Arabidopais thaHana の ATG8抗体と p-Acting 
体のウェスタンプロット

(A) A. thaJiam (At)と（2 reinhardtii (Cr)の餘タンパク質}！こ，A. tJmUana の ATG8a 抗体（a .NTG8) 

を用いてウェスタンブロットを行った.ATG8 とフォスファチジルエタノールアミン（PE) で修飾された 

ATG8-PEのバンドを矢印で示した•分子量マーカー(kD)の位置を左に示した.（B) A 淡aifeiiaのActin-11 

抗 体 （AtActiirll) を用いてウェスタンブロットを行った• A  (At) のタンパク質を3 0 叫ロー

ドした.1:定常期（1.2X 107 cell/mL) の細胞からビーズ破枠により抽出したタンパク質を30叫ロード 

した.2 : 1と同様のタンパク質を20叫ロードした. 3 :定常期（1.2x i〇-7cell/mL) の細胞からTCA沈殿 

で抽出したタンパク質を20叫ロードした. 4:窒素栄養欠乏2 4時間後の細胞からTCA沈殿で抽出したタ 

ンパク質を20飓 ロードした. j3 -Actinのバンドを矢印で示した•分子量マーカー（kD) の位置を左に示 

した.

P-Actin
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図2 RapamydnとIbrinl添加時の増薄変化

(A) 溶媒のみ（OnM)，Rapamycin25,50,100nMをTAP培地に添加した時の細胞密度を経時的に測定 

した•それぞれ1 回ずつ実験した.（B) 溶媒のみ（OnM)，Tbrinl50，100, 500nMをTAP培地に添加し 

た際の細胞密度を測定した.それぞれ1 回ずつ実験した.
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図 3 CUoroquineとBafilom ydnA l添加時の増薄とATG8の脂質修嫌

(A) 溶媒のみ（0 nM)， Chloroduine 10, 50, 250 fiM を TAP-N 培地に添加した際 （-N +Chloroquine) 

の細胞密度を測定した.それぞれ1回の実験である.（B) 溶媒のみ（OfiM), ChloroquinelO, 50,250 jiM 

をTAP-N 培地に添加（-N +Chloroquine), 9, 2 4時間後の細胞からTCA沈殿によりタンパク質を抽出

した.3 0叩のタンパク質を12.5%SDS-PAGEで分離後，ATG8 とその脂質修飾（ATG8-PE) を，ATG8 

抗 体 U -ATG8 ) を用いてウェスタンプロットで検出した•分子量マーカー（kD) の位置を左に示した.

タンパク質量はCBBで可視イ匕した.（C) 溶媒のみ（0 ゆ1)，BafilomycinA1 0.1，1.0 pMをTAP-N 培地 

に添加した際（-N +BafilomycinAl) の細胞密度を測定した.それぞれ1回の実験である.（D) 溶媒のみ 

(0 jiM)， Bafilomycin A1 0.1，1.0 |iM を TAP-N 培地に添加 （-N +Bafilomydn A1)，6， 24 時間後の細 

胞からTCA沈殿によりタンパク質を抽出した• 3〇ngのタンパク質を12.5%SDS-PAGEで分離後，ATG8 

とその脂質修飾（ATG8-PE) を，ATG8 抗 体 U -ATG8 ) を用いてウェスタンプロットで検出した.分子 

量マーカー（kD) の位置を左に示した.タンパク質量はCBBで可視化した.
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図4 Rapamydn添加による増殖，細胞体積とATG8 の変化

(ん溶媒のみを添加（0〇扯.）と，5〇11]^1^技11^111添加（118?3111外111)1，3,6,15,28時間後の増殖変 

化 .Cont.は 1 回，Rapamycinは4 回の実験である.（B) 溶媒のみを添加（Cont.)と，5 0nMRapamydn 

添 加 （Rapamycin) 1，3, 6,15, 2 8時間後の細胞体積の変化.*は，Cont.と比較してれestで夕< 0.05と有 

為差が認められた，どちらも4 回の実験である.（C) 溶媒のみを添加（Cont. )と，50 nMRapamycin添 

加 2 8時間後の微分干渉顕微鏡を用いた細胞の形態変化•（D)溶媒のみを添加(Cont.)と，5 0nM Rapamycin 

添 加 （Rapamycin) 1,3, 6,15, 2 8時間後の細胞からTCA沈殿によりタンパク質を抽出した. 3 0 叫のタ 

ンパク質を12.5%SDS-PAGEで分離後，ATG8 とその脂質修飾（ATG8-PE) を，ATG8 抗体 U -ATG8) 

を用いてウェスタンプロットで検出した•分子量マーカー（kD) の位置を左に示した.タンパク質量は 

CBBで可視化した.
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図 5 500nMToriiil添加による増殖，細胞体積とATG8 の変化

(A) 溶媒のみを添加（Cont. )と，500nMTbrinl添 加 Obrinl) 1，3,6,15,28時間後の増殖変化.どち 

らも4回の実験である.汩 ）溶媒のみを添加（〇〇111;.)と，50〇11]\/11\)1*1111添加〇^1^11)1，3,6，15,28 

時間後の細胞体積の変化.*は，Cont.と比較して亡testで/?<0.05と有為差が認められた.どちらも4 回の 

実験である.（C) 溶媒のみを添加（Cont. )と，500nMTorinl添加2 8時間後の微分干渉顕微鏡を用いた 

細胞の形態変化.（D) 溶媒のみを添加（Cont. )と，500nMTbrinl添 加 （Tbrinl) 1，3,6，15, 2 8時間後 

の細胞からTCA沈殿によりタンパク質を抽出した• 3 0 叫のタンパク質を12.5% SDS-PAGEで分離後， 

ATG8 とその脂質修飾（ATG8-PE) を，ATG8 抗体 U -ATG8 )を用いてウェスタンプロットで検出した. 

分子量マーカー（M) )の位置を左に示した.タンパク質量はCBBで可視化した.
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した.階層的クラスタリングにより3 つの異なる変化に分類され，各クラスターの中で存在量が最も多い 
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矢印で示した.右下のパーはl〇nmである.
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(A) 溶媒のみを添加（Cont. )と，SOOnMTorinl添 加 （Torinl) 1,3,6,15,28時間後に LC-TOFMS で 

同定したTAGの各分子種の変化.同定できた3 0分子種のCont.に対する割合をヒートマップにして示し 

た.階層的クラスタリングにより3 つの異なる変化に分類され，各クラスターの中で存在量が最も多い分

子種を〇で示し，B,C に濃度の変化を示した.（B，C) 溶媒のみを添加（Cont. )と，5 00nMTbrinl添加 

Obrinl) 1，3, 6,15, 2 8時間後の各TAG分子種の濃度変化.*は，Cont.と比較してたtestで/? < 0.05と 

有為差が認められた.ぞれぞれ4 回の実験結果である.（D) 溶媒のみを添加（Cont. )と，500 nMTorinl 

添 加 （Tbrinl) 2 6時間後のNile Redで染色をした細胞.赤く光った油滴がTAGであり，矢印で示した.

右下のバ一は10 jimである.
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2.4議論

ATG8 の脂質修飾をウェスタンブロットで検出することでオートファジーをモニターす 

る方法は真核生物で広く使われている（Mizushima, 2004) . 本研究では， の 

ATG8 抗体が61 に結合することを確かめた.その逆で，0 iofiarcfeiz•の全長

の ATG8 抗体もまたA 纽 に 結 合 す る （P6rez-P6r e z が a i, 2010) . また， A  

纽 a A k n a の ATG8 抗体は為 am 处 》のタンパク質にも結合する（ChungefaZ，2009)• 

酵母のATG8 ペプチド抗体では，N 末端配列よりもC 末端の配列の方がよりATG8-P E へ 

の結合が強かったことから（KabayaW aZ，2004)，AtATG8 抗体はC 末端を認識すると考 

えられる.C： rein/wiゴ姐とA が の ア ミ ノ 酸 配 列 は 特 に C 末端配列の相同性が高い 

ために（付図1),相互に結合可能だと考えられる.緑藻から高等植物に至るまでC 末端配 

列の保存性が高いため，他の緑藻類においてもA  Mwムa/w の ATG8 抗体を利用できると 

期待される.

50 nM Rapamycin, または，500 nM I b r in lの添加により，細胞増殖が抑制され（図 4

(A) ，図 5 (A)), TO Rの不活性イ匕を確認した. 50 nM Rapamycinでは約70時間後に， 

500 n M のT brin lでは約6 0時間後に増殖の抑制が阻害され，増殖の抑制が見られなくなっ 

た （図2 (A), (B) ) .長時間のT O Rの不活性化はTO Rの上流であるPI3K-A k t経路の活 

性化により，再度T O Rを活性化させる報告があり（W anがa/，2007)，増殖が抑制されて 

いる間が，TO Rが不活性化している間と考えられる.さらに，TO Rの不活性化によりオー 

トファジ一の誘導を確認した（図 4 (D) , 図 5 (D) . 表現系としては，体積の増加（図 4

(B) , 図 5 (B)), T A Gの蓄積が見られたが（図 4 (E) , 図 5 (D) ) ,その他の細胞形態に 

は大きな変化は見られなかった（図 4 (C) , 図 5 (C). 印p M a においてはT O R を阻 

害すると増殖が停止し，細胞サイズが小さくなる（Zhangがa/,2000) .本研究と共通して 

みられた増殖の抑制はTORC1が細胞周期のG1期やG2期を停止するためだろうが(Wang 

and Proud, 2009) ，体積への制御関係やその機構は未解明である.

RapamycinまたはT o rin lどちらによるオートファジー誘導下においてもT A Gの蓄積が 

認められ（図 6 ,図 7) , -N 下でなくともオートファジーとT A G蓄積は同調的に起こる事 

が分かった.本研究の仮説通り，オートファジーによってT A Gが増加したのであれば， TAG 

合成の供与体となった脂質がオートファジー誘導下で顕著に減少すると期待できる.しか 

し，R apam ycinと I b r i n l添加時に共通して減少した脂質は一つも検出されなかった. 

Rapamycinのみ減少したものにPI28:1(コントロールに対する15時間後の変化率が0.76 

倍）とPE36:5 (コントロールに対する1 5時間後の変化率が0.61倍)，I b r in lのみ減少し 

たものにPI28:0 (コントロールに対する1 5時間後の変化率が0.72倍）などの細胞膜脂質 

があり，オートファジー誘導下では異なる分子種を分解している可能性は考えられる.し 

かし，Rapamycin添加時にT A Gの中で最も増加率が高かったTAG46:1では，コントロー 

ルに対する1 5時間後の変化率が5.9倍，Ib r in l添加時にはTAG52:2が 15時間後に7.3倍
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であり，T A G の増加率に比べると膜脂質の減少率は非常に少なかった•その他にT A G が 

蓄積した理由については，T O R がオートファジー以外の機構を経由して脂質代謝に関与し 

ていることも考えられる.マウスの線維芽細胞ではT0 RC1 が l ip in lタンパク質を制御す 

ることが示唆されている（Laplante and Sabatini, 2009) . 複数の異なる局在と働きをも 

つ lip in lは，ほ乳類ではPhosphaticacicUPA) からD AG合成を促進するホスファチジン 

酸ホスファターゼ活性をもつ（H an批沒ム2006;D o n k o rehム2007) . •で

もlip in lのホモログとして，ホスファチジン酸ホスファターゼPAH1が存在する（Merchant 

が a i，2011). TORC1 と細胞質に局在するlip in lの制御関係は未解明であるが，TORC1 

不活性化によりlip in lが活性化し，T A Gの前駆体であるジアシルグリセロール（DAG) 及 

び T A G 合成を促進させることが予想されている（Laplante and Sabatini，2009). C! 

feinAarぬi/においてもT O R不活性時にD A Gの増加が見られた（表 1 ) . マウスの脂肪細 

胞においてはRapamycinによるTORC1 の不活性化によりT A G分解が促進し，脂肪滴が 

減少する（Chakrabartiが aZ, 2010) . またマウスの肝細胞においてオートファジーによ 

って脂肪滴が分解することも示唆されている（S in gh批 W，2 0 0 9 ) . — 方で，刀!ro如/?M a  

においてはTO Rの不活性化により増殖が抑制し，脂肪滴の蓄積が見られたという本結果と 

類似した報告がある （ Oldham e t a ム 2000; Z h a n gが a/，2000) . 本研究により，C!

姐 の T O R不活性化と同調的にT A Gが蓄積することが分かったが，T O Rの不活 

性化による貯蔵脂質への影響は生物種により大きく異なった.また本研究により，T O Rの 

阻害に作用機構の異なるRapamycinとT brin lを用いることで，蓄積するTA G組成が変化 

する事が明らかとなった.T brin l添加時には検出されたなかった44, 46, 4 8 といった短い 

炭素鎖のT A Gが Rapamycin添加時には検出された事から，Rapam ycinとT b rin lでは脂 

肪酸伸長反応の制御において違いがある可能性がある.また，T b r in lの方がRapamycin 

に比べてTAG増加の変化率が高いのは，Tbrinlの方がRapamycinよりも強くオートファ 

ジーを誘導する （Thoreen and Sabatini, 2009; Guertin and Sabatini，2009) ためかもし 

れない.また，どちらの薬剤添加でも，T A G の不飽和度が高いものは遅れて増加したこと 

か ら （図 6 (B) (C) , 図 7 (B) (C) ) ，T A G合成時には不飽和度の低い分子種が先に

合成され，その後に不飽和化されると考えられた.

また本研究では，LC-T O F M SとCE-TO FM Sを用いてオートファジー誘導下で変化する 

物質を同定することで，オートファジーにより分解される物質，生産される物質を予測し 

ようとした.増加した物質はオートファジーによる分解産物，もしくは分解産物から代謝 

物されたと考えられる.一方で，オートファジー誘導時に減少した物質は，オートファジ 

一によって低分子へと分解された物質と考えられる.オートファジー誘導時にはタンパク 

質がアミノ酸へと分解されるため，アミノ酸の増加が期待される.R apam ycinと Torinl 

両方で増加した1 6物質のうち，タンパク質を構成するアミノ酸が10物質含まれており， 

また9 つのアミノ酸はT brin lで増加したことから（表 1)，タンパク質分解による遊離アミ 

ノ酸への供給はオートファジーの最も貢献度が大きい役割であることが考えられた.同様
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に Rpamycin と Troinl共通して増加がみられた Citrulline，gamma-Guanidinobutyrate， 

N-Acetylputre8cine は Argine and protein metabolism 上 の 代 謝 物 で あ り ， 

N-gamma-EthlyglutamineはG luから2 反佑で合成される物質であるため，これらは分解 

産物であるアミノ酸から合成されたと考えられる.また，GuanosineとCytidineはリボー 

スと糖が結合したヌクレオシドであり，R N A の分解物であると考えられる.また， 

Rpamayicnと1Ib rin l添加してオートファジーを誘導した際に，共通の変化をする物質数よ 

りも，それぞれの薬剤のみで変化する物質数が多かった（表 1，2 ) . これらの違いは， 

rapamycinよりもTbrinlの方がリン酸化を阻害する範囲が広いといった作用機構の差にあ 

ると考えられる.

T A Gを含め，同定できた物質については，ATG8-P E 検出以前の1,3, 6 時間においても 

物質量の変化が確認されたが（ date notshown), T O Rによるオートファジー以外の機構を 

経由した変化であるか，ATG8-P E がウェスタンブロットでは検出できない程度のオートフ 

ァジ一による変化であるかは不明である.

本章では，T o rin lまたはrapamycinを添加して-N とは独立にT O Rを不活性化しオー 

トファジ一を誘導することにより，T A G蓄積がおこることが明らかになった.このことか 

らT A G蓄積機構はT O Rの下流にあることが強く示唆された.T O Rを不活性イ匕したことに 

よりT A Gが蓄積した理由は， （i) 本研究の仮説通り，オートファジーによって細胞膜脂質 

が分解され，D A GとT A G合成へと利用された， （ii) オートファジーとは異なるTO Rか 

らの機構（D A G 合成を促進するホスファチジン酸ホスファターゼの活性化など）により 

T A Gが蓄積したということが予測される（図 8 ) . — 方で，液胞阻害剤であるChloroquine 

とBafilom ycinAlを用いてオートファジーによる分解の阻害を試みたが，高等植物やほ乳 

類で見られるATG8 の検出パターンとは異なり（図 3 ) , オートファジーを阻害できなか 

つたと考えられる。そのため、オートファジーによってT A G 蓄積がおこったのか、 TOR 

の不活性化によりT A G蓄積がおこったのかは考察できなかった.しかし、本研究により初 

めて， ね& •においてTO Rの不活性化によりT A G蓄積がおこる事を示した.
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図 8 RapamydnまたはTorinlを添加した際にみられた変化

5011MRapmycinと50011M Torinlを添加してTarget of rapamycin (TOR) を不活性化した時には，増殖 

(Growth) の抑制，オー•トフアジ'— (Autophagy) の誘導， トリアシルグリセロール （TAG) の増加がみ 

られた.TORの不活性イ匕により，TAGが増加した理由は2 つ考えられた .（i) 本研究の仮説通り，オート 

ファジーによって他の脂質が分解されTAG合成へと供給された.（ii) オートファジーとは異なるTORか 

らの機構（DAG合成を促進するホスファチジン酸ホスファターゼの活性イ匕など）によりTAGが蓄積した. 

どちらの機構にしろ ， G においてTORの下流にTAG蓄積機構があることを本研究で明らか

にした.
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窒素安定同位体を用いた

“ P s e u d o c h o r i c y s t i s  e l l i p s o i d e a ” （D  蜜 素 兔

養欠乏下における細胞内分解物とその利用

3.1背景と目的

緑 藻 “及01«/<^加2*2)£?^!9故6/&>祝》> ^ ^ ’河 61〇 112〇 4株は ,-3^下で (318:1と €；16:〇を主成 

分とする軽油クラスのT A G を蓄積すること，倍加時間は 8.8時間であり他のオイル生産微 

細藻に比べて増殖が速いことから，ディーゼル燃料の代替としての実用化が期待されてい 

る有用なオイル産生微細藻類である（Satoh时 a/, 2010) . しかし，他のオイル生産微細藻 

類と同様に，-N 下でのストレス応答やTA G蓄積の代謝制御機構は不明である.

-N 下では窒素同化や新規のアミノ酸合成の低下が示唆されており，またアミノ酸プールや 

タンパク質量は減少することがことがいくつかのオイル生産微細藻で調べられている.緑 

藻綱•オオヒゲマワリ目に属するモデル生物の C! iTeinAa/Y/姐においては，T rp合成遺酵素 

量 の 低 下 が 示 さ れ て い る （M san n eが a i，2 0 1 2 ) . ト レ ボ ウ ク シ ア 藻 綱 に 属 す る “ jR 

所 ^ e i は，-N 下で総タンパク質量，および，T r p と H isを除くタンパク質を構成する 

アミノ酸の量が顕著に減少する（I t o が及ム2012) . G reioA犯 说 こ お け る -N 下での一 

次代謝物質を中心としたメタボローム解析においても， T r p と l i e を除くアミノ酸が減少 

した（BGlliiigaiidFiehn，2005) . また不等毛植物門•真正眼点藻鋼の iVhMwdifoivpsis属 

PP 9 8 3 株では，培地中唯一の窒素栄養である硝酸ナトリウム量を 3 m Mか ら 1 5 0 |iM に減 

らすと，脂質量が大幅に増加し，タンパク質量が減少することが報告されている （Huand 

Gao, 2006) . しかし一方で，-N 下でも生命維持のための一次代謝物質や，タンパク質合成 

のためのアミノ酸は必要であると考えられる.

第一章で既述した通り，オートファジーは，飢餓時にタンパク質を分解してアミノ酸を 

供 給 す る 機 構 で あ り ， かi / の - N 下 で は オ ー ト フ ァ ジ ー が 誘 導 さ れ る  

(P6rez-P6rez et al.,2010) . オートファジーは真核生物で広く保存されている機構である 

ことから，” 执 M’cfeダ の 一N 下でもオートファジーが誘導され，タンパク質分解により 

アミノ酸を供給していると予想される.酵母では -N 下でタンパク質分解によりアミノ酸プ 

一ルが一時的に増加するとタンパク質合成が促進したことから，分解されたアミノ酸がタ 

ンパク質合成に再利用されることが示されている（OnoderaandOhsumi, 2005) . このこ
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とから，飢餓時に誘導されるオートファジーは， タンパク質合成のアミノ酸を供給するこ 

とで，飢餓に適応する役割があると考えられている.一方で， タンパク質量とアミノ酸プ 

一ルが顕著に減少したことから（Ito批 aム 2012) , タンパク質分解により供給されたアミ 

ノ酸はタンパク質合成以外にも代謝されることが考えられる.しかし，分解されたアミノ 

酸の利用先については， タンパク質合成以外に調べられていない.

オートファジーのモニター方法には，オートファジー関連タンパク質を検出する方法が多 

く利用されているが（Mizushima, 2004) , 物質分解を物質レベルで直接的にモニターする 

長寿命タンパク質分解アツセイ法もある（Klionskyが a7 2 0 0 7;Uenoが a i 2008) .例えば， 

[i4C] V a lの放射性同位体で長時間培養することで細胞内のタンパク質を標識した後，非標 

識 の V a lで短時間培養することで，置換に時間のかかるタンパク質は標識されたまま，遊 

離 の V a lは非標識された細胞ができる.これに飢餓や薬剤添加といった処理を施し，その 

後，細胞質や培地中に放出された物質の放射線量を測定することで， タンパク質分解率を 

定量することができる.この手法はほ乳類や酵母で古くから利用されているが，単一のア 

ミノ酸でタンパク質を標識しているため，タンパク質から分解された全てのアミノ酸の代 

謝を追跡することができない.

本 章 で は ” i ? 0與网〇/£3^’の-N 下におけるタンパク質分解の仮説を検証し， さらに分解 

物がどの代謝物へ再利用されているのか明らかにすることを目的とした.そのために，長 

寿命タンパク質分解アツセイ法を参考に安定同位体により標識された化合物を細胞内に取 

り込ませてメタボローム解析を行う.本手法では，唯一の硝酸源である i5N〇3 を用いてタ 

ンパク質を窒素安定同位体（i5N) , 遊 難 ア ミ ノ 酸 （A.A . ) を i4N となるように標識させた 

細胞を作り出し，その後-N 下で培養した細胞におけるタンパク質と遊離アミノ酸の i4N と 

の割合を測定することでタンパク質分解を検証する.また，分解されたアミノ酸は同位 

体標識されており，同位体が検出された窒素代謝物を網羅的に解析することにより，同時 

に-N 下における窒素代謝物の分配を明らかにすることができると考えている.
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3.2材料と手法

3 . 2 . 1株と培養条件

” 如 zVfeダ MBIC1 1 2 0 4株は株式会社デンソー（Aichi，Japan) より供与された.

培 地 を 600 m L入れた扁平フラスコに，C〇2 を 1 % 添加した大気を 300 mL/m in通気し， 

1 8 0 iimol/m2/8の蛍光灯を2 4 時間照射して25て：で 培 養 し た .培 地 は A5 G4N〇3 ;付 表 1) 

培地を基本とし，窒 素 安 定 同 位 体 （16N) 標識された NaN〇3 (SHOKO,Japan) を用いた 

A5 G5N0 3) 培 地 と A5 培地から NaN〇3 を 除 い た （一N) 培地を用いた.培地交換は，細 

胞を遠心により収集後，新 し い 培 地 で 1 度共洗いしたのち，新しい培地で再懸濁して培養 

した.

3 . 2 . 2細胞内窒素がmNに置き換わる時間の検射

!4N〇3培地で培養した細胞を処理前としてサンプリング後，1SN0 3 培地へ培地交換し 6 

時間，1，2, 4, 7 日後に，サンプリングを行った.各サンプリングポイントではOD720が 0.32 

〜0 . 7 4の 細 胞 を 約 95 mL〜219 m L 遠心分離により約 OD72〇 7 0 相当の細胞を回収した. 

細胞における全窒素と，15N の濃度測定は，それぞれ日立 RMI- 2質量分析計と Elemental 

analyzer EA1 1 1 0を用いて燃焼法により測定された.測定は S Iサイエンス株式会社に依頼 

し，細胞内の前窒素に対する i5N の比率を換算した.

3 . 2 . 3アミノ酸とタンパク質の同位体標識交換比率の検討

^ N0 3培 地 で 5 日間培養することで，細 胞 内 の 窒 素 を に 置 換 し ，処理前としてサンプ 

リングを行った。14N〇3培地で培養し，3, 6, 9 時間後にサンプリングを行った.各サンプ 

リングポイントではOD72〇 0.18〜0.52の細胞を約 116〜 327 m L遠心分離により約 OD720 

6 0 相当の細胞を回収した.回収した細胞から代謝物を抽出（3.2.5参照） し，3.2.6で述べ 

る方法でタンパク質を抽出後加水分解し，3.2.7で述べる方法でそれぞれのアイソトポマー 

を測定後， 3.2.8で述べる方法で同位体標識交換比率（ILR) を求めた.

3 . 2 . 4同位体標識方法とサンプリング

i5N〇 3培 地 で 5 日間培養することで，細 胞 内 の 窒 素 を に 置 換 し た .次 に i4N〇 3培 

地 で 6 時間培養することで，遊 離 ア ミ ノ 酸 は i4N ，タ ン パ ク 質 は i5N が主成分となるよ 

うに調整し，処 理 前 （Oh) のサンプリングを行った.その後，処理前の細胞を一N に培地 

交換し 3, 6 , 1 2 ,  24, 7 2 時間後にサンプリングを行った.以上に述べた手法の簡略図を図 

9 に示した.それぞれのサンプリングポイントでは ODm 0.17〜0 . 6 6の 細 胞 を 約 48 mL 

〜176 m L 遠心分離により約 OD720 3 0 相当回収した.
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3.2.5代謝物質の抽出

回収した細胞は 3,310X $ で 3 分遠心後，1 m Lの M illi-Qで一度洗った.その後，直 径 0.5 

m mのジルコニアビーズ約 5 0 0 f iL と，内部標準物質として L-Methioninesulfone (Wako, 

Japan), MES (Dojindo, Japan), CSA (Wako, Japan) を 20 jiM 含んだメタノール 1050 

f i L を 加 え て Micro Smash (Tbmy, Japan) で物理的に破砕した.細胞破碎液のうち 50 jiL 

を D N Aの定量に用いて，同定した代謝物濃度について単位細胞あたりの代謝物濃度に換算 

した.ゲノム DNA は，FastPure DNAKit (Takara Bio, Japan)で抽出し，Quant-iT dsDNA 

HS assay kit と Qubit fluorometer (Life Tbchnologies, USA) で定量した.細胞破碎後の 

メタノール溶液 6 0 0 ル に ，超 純 水 600 とクロ ロホルム240 j iL を入れることで水層と

有機層に液•液分配し，水層部分を限外濾過した.ろ液は真空乾燥後， 5 0 ル の M illi-Q水 

で溶解し，代謝物の測定に用いた.

3.2.6タンパク質抽出と加水分解

細胞破碎後のメタノール溶液200 j iL に， 8 M u re aと 0.1M Tris-HCl (pH 8 ) を加え， 

タ ン パ ク 質 を 溶 解 し た .溶解したタンパク質の精製には，ゲ ル 濾 過 （PD_10 Desalting 

Columns (GeneralElectric Company, Germany)) と，限 外 濾 過 （AmiconUltra-4 10,000 

MWCO Centrifugal Filtuer Devices (Millipore corporation, America) ) を用いた .その  

後，ガラスバイアルに移して 6 N の塩酸で 105 t ：、1 6 時間インキュベートすることでタン 

パク質をアミノ酸へ加水分解した（H am aが沒ム1 9 8 7 ) .加水分解されたアミノ酸は， ドラ 

フ ト 内 で 6 0 1で 2 日間インキュベートし，塩酸を完全に揮発させた.その後，内部標準物 

質として L-Methionine sulfone (Wako, Japan) , MES (Dojindo, Japan)， CSA (Wako, 

Japan) を 200 fiM含 ん だ Milli-Q 2 5 0 ル に 溶 解 し ，全量を限外濾過後，アミノ酸の測定 

に用いた.

3.2.*7代謝物質とタンパク質アミノ酸の定量

キヤピフリー電気泳動 -質量分析計（CE-TOFMS) (Alilent Technologies，Waldbronn， 

Germany) を用いて代謝物質を定量した（Sogae域 2 0 0 3; Sogaeひ ム 2009) •デ ー タ 解  

析には ， MasterHands (Sugimotoが a/, 2010) -2.0.0.1.4を用いた.代謝物質については， 

付 表 2 に示した窒素元素を含む代謝物質を対象にそれぞれの質量アイソトポマーを質量電 

荷 比 （質量精度 5 0 ppm) と 泳 動 時 間 （誤 差 5 分）から同定した.タンパク質アミノ酸につ 

いては，タンパク質を構成する2 0 アミノ酸を対象にそれぞれの質量アイソトポマーを同様 

に同定した.同定できた物質は，20 jiM, ま た は 50 jiL の標品の測定値を基準に，濃度に 

換算した.
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3.2.8同位体標識交換比率（ILR) の計算

遊離アミノ酸とタンパク質アミノ酸，その他の代謝物のデータの総窒素に対する15 N O  

比率は，Hasumunaら （2 0 0 9 ) が行った 13C fraction (%)の式を参考に，代謝物質あたりの 

同位体標識交換比率 （ Isotope Labeled Ratio; ILR) として計算した（式 1 ; (例）窒素原子 

を 2 つ含 む Ginの ILR =  (Gln〇 x 〇+Glm X l +  Gln2 X幻/2X(Gln〇+Glm + Gln2) ) . ま

た，各物質のプールサイズはアイソトポマーの総和として計算した.

E ( ^ ，x 0

Isotope Labeled Ratio (ILR) =  » (式 1)

n x

n: 代謝物中の窒素の数 

f 15N 標識された窒素の数

個の窒素が 15N 標識された質量アイソトポマーの濃度

3.2.9 ATG8 のウェスタンブロット

+ N で培養した処理前 ( 0時間）と，-N 1，3, 6 時間後の培養液からそれぞれ 1.0X 1〇8cells 

の細胞を回収した.4,000X ダで 24で， 5 分間遠心して培地を除去した後，液体窒素で酵素 

反応を停止した.その後，0.1MDithiothreitol入 り 0.2M N aO H を 100  jiL で細胞を破砕 

し，2 0 % トリクロロ酢酸を1001 i L 加えることでタンパク質を沈殿させ，13,000X ダで4で，

5 分間遠心した.上清を除いた後，p H を酸性から塩基性にするために lm L アセトンを加 

え，ソニケーターでペレットをはがした.13,000X ぎで4で，5 分間遠心し，1 0分間室温で 

ペレットを乾かした後，SDS-PAGE sample buffer (0.1 MTris_HCl (pH 7.5)，2 % SDS, 1 0 %  

glycerol,20 mM DTT, a trace amount of bromophenol blue) を加えて 65*C で 10 分間イ 

ンキュベートすることでタンパク質を溶出させた.

抽 出 し た タ ン パ ク 質 を 95で で 5 分インキュベートすることでタンパク質を変性させた 

後，13,000Xぎで4 1 , 1 分間遠心した.タンパク質の定量は Quant-iT protein assay kits 

と Qubit fluorometer (Life Technologies, USA) で行い，スタンダードには125, 250, 500, 

7 5 0 , 1000,1500, 2000 將 /m Lの B S A を用いた .全てのサンプルは 30 m g分のタンパク質 

を用いて，セパレーシヨンゲルに 6 M u reaを含んだ 12.5% SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 

によりタンパク質を分離した（Kirisakoが a/，2000) . 分離したゲルから PVDF メンブレ 

ン （Millipore，USA) にタンパク質を転写後，2 %  milk (明治,Japan) で 3 0 分ブロッキ 

ングした.一次抗体には，AnafezV/o/wis故afiaoaの ATG8 全長の抗体， a -ATG8 (abeam, 

Japan; Chung时 a i, 2009) を 1:1，000の濃度で用い， でー晚インキュベートした.ニ 

次抗体には , Horseradish peroxidase (HRP)標識された antiTabbit (GE Healthcare, UK) 

を 1:10,000の濃度で 1 時間インキュベートした•免疫反忠については，ルミノール化学発
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光 （Millipore, USA) で反応後 ， ImageQuant LAS4000 mini (GE Healthcare, Sweden) 

で撮影した.

各サンプルの測定に用いたタンパク質量はCoomassie Brilliant Blued (CBB) 染色によ 

り可視イ匕された.
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3 J ?12,24s72 h

図 9 同位体標識方法の簡略図

培地は A5 (+N;i4N) 培地，窒素安定同位体標識された15NaN〇3を用いたA5 (15N) 培地と A5 培地から 

NaN0 3 を 除 い た （一N) 培地を用いた .通常 14N で構成されている細胞を15N で 5 日間培養することで， 

細胞内の全窒素を15N に置換した.その後，6 時 間 14N 培地で培養することで，タンパク質（Protein) は 

15N ，ア ミ ノ 酸 （A.A. )は 14N が主成分となるような細胞を構成して処理前（Oh) とした .一N 培地で 

3, 6，12, 24, 7 2 時 間 後 の ん A.における 15N の比率を ILRとして求めた.0, 7 2 時間後ではProtein 

に お け る の 比 率 を ILRとして求めた.
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3.3結果

3.3.1 i4N培地とWN培地を用いた同位体標識交換比率の検討

大気中の窒素は 99.634 % が i4N, 0.366 % が 15N で構成されており，細胞内窒素の同位体 

比率はこれに準じている .細胞内窒素を十分に W Nに置換されるのに必要な培養時間を調 

査するために処理前と -N 0.5,1,2, 4, 7 日後の同位体比を測定した結果，4 日後に 9 9 .9%の 

置換率となり，4 日 以 上 培 養 す れ ば 十 分 に 置 換 さ れ る こ と が 分 か っ た （図 10).

また，細胞內 窒素が 15N で構成されている細胞を i4N で培養し，遊離アミノ酸を i4N ， 

タンパク質を is N が主成分となるように区別するのに最適な培養時間を調査するために， 

処理前と -N 3, 6, 9 時間後にサンプリングを行いタンパク質と遊離アミノ酸における ILR 

を 測 定 し た .タ ン パ ク 質 の is N 標識率が高く，遊離アミノ酸とタンパク質の分離度が大き 

くなる時間を，最適条件とした.遊離アミノ酸の0, 3, 6, 9 時間における各アミノ酸の ILR 

の平均は 0.98, 0.25, 0.17, 0 . 1 2であり，タンパク質の0, 3, 6, 9 時間における IL Rは 0.99， 

0.86, 0.75, 0.61で あ っ た （図 1 1 ) .また，遊離アミノ酸に対するタンパク質の比は0.99， 

3.48, 4.35, 5 . 1 3だった .麵アミノ酸とタンパク質を完全に分離することはできなかつ 

たが， の割合についてアミノ酸が2 割以下，タンパク質が7 割以上に標識された 6 時 

間を培養時間とした .（図 11).

3 . 3 . 2タンパク質分#Pの検証

タンパ ク 質 は i5N , 遊 離 ア ミ ノ 酸 は i4N が主成分となるような状態（Oh) と-N  7 2 時 

間 後 （一N 72 h) における，遊離アミノ酸とタンパク質アミノ酸の IL R を求めた結果をぞ 

れ ぞ れ 図 12 (A) と （B) に示した.

タンパク質を構成する2 0 のアミノ酸のうち，C y sは検出されなかった .検出された 1 9 ア 

ミノ酸の処理前では，遊離アミノ酸の IL R の平均値が0.30で，タンパク質アミノ酸の ILR 

の平均値は 0.7 2であり，標識率に勾配をつけることができた（図 12 (A) (B))•し か し ， 

A r gの遊離アミノ酸とタンパク質アミノ酸の IL R はそれぞれ0 . 5 2と 0. 7 5で，A snの遊離 

アミノ酸とタンパク質アミノ酸の IL Rはそれぞれ0. 7 0と 0.70であり，遊離アミノ酸の ILR 

が高い値を示し，勾配をつける事ができなかった（図 12 (A)). 2 回行った実験どちらにお 

いても，-N  7 2 時間後のタンパク質アミノ酸は全て減少したのに対して（図 12 (B) ; 付 

図 2 (B))，A r g と A s nを除く全てのアミノ酸について，遊離アミノ酸は 1.5倍以上増加し 

た （図 12 (A) ; 付 図 2 (A)). - N 下で遊離アミノ酸における IL R が増加したことは，高 

度 に 15N 標識されたタンパク質がアミノ酸へ分解されたためであり，タンパク質分解が促 

進していることが明らかになった.
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3 . 3.3タンパク質分解檐構の調査

” i ? e功かorVfeダの-N 下におけるタンパク質分解がオートファジーに起因するかを明らか 

にするため，経過時間に伴う IL R の変化と，オートファジーのモニター方法の一つである 

ATG8 の脂質修飾の変化を調査した.遊離アミノ酸の0, 3, 6,12, 24, 7 2 時間における ILR 

の変化では，2 回の実験において，IL Rは-N 3時間には増加が見られ，-N か ら 3 時間でタ 

ンパク質分解がおこっていることが分かった（図 13 (A) ; 付 図 3 ) . — 方で， ウェスタン 

プロットで ATG8 の 0,1，3, 6 時間後における変化をみたところ，1,3, 6 時間後には0 時間 

に比べて ATG8 の量が増加し，ATG8-P E も検出されたことから（図 13 (B)), -N 1時間  

後にオートファジーがおこっていることが分かった.これらの結果から，I L R の増加によ 

つて明らかとなったタンパク質分解は，オートファジーが起因していることが明らかにな

つた.

3.3.4各アミノ酸におけるプールサイズの変化

飢餓時におけるオートファジーの意義は，タンパク質を分解することでアミノ酸プール 

へ供給することであると言われている.そこで，-N 下における各アミノ酸のプールサイズ 

の変 化 を 調 べ た （図 14). Arg, Ile，Leu，Met, Phe，Pro, Ser, TVr, V a lにおいては，2 

反復の実験で共通して 3 時間以降で一時的に増加したポイントがあり，タンパク質由来の 

アミノ酸がプールの維持に関与していることが分かった（図 14).一方で，Ala, Asn, Gin, 

Glu, Gly，T h rは IL Rが増加しているが，プールサイズが一方的に減少した（図 1 4 ) . こ 

のように，検出できた全てのアミノ酸の IL R は増加した一方で，H isと T rp以外のアミノ 

酸は一時的にプールサイズが増加したとしても，その後は減少しており，供給されたアミ 

ノ酸を代謝していることが分かった.

タンパク質を構成するアミノ酸は分解すると， クエン酸回路上の物質もしくはその前駆 

体 の 物 質 と な る （図 1 4 ) . 各アミノ酸のプールサイズと I L R の変化をアミノ酸分解経路に 

マッピングし，2 回の実験で共通して -N 7 2 時間後に 0 時間に対して 6 倍以上に減少したア 

ミノ酸を減少率の高かったアミノ酸として水色の背景で示した（図 1 4 ) .減少率が高かった 

アミノ酸は炭素骨格までの異化反応が4 反応以内で行われるアミノ酸であった（図 1 4 ) .そ 

れらの反応式は，脱アンモニア反忠と，G l u にアミノ基を転移する反応であった•また， 

Pyruvate，Citrate, 180 citrate, 2-0 G ， Malate は-N 72 時間後に顕著に増加，Fumarate， 

S u は顕著に減少することが分かっている（Ito 时 aム 201 2 ; 図 14).

3.3.5 標識された他の代謝物

タンパク質から分解されたアミノ酸の代謝を追跡するために， 標識された窒素代謝物 

を抽出したところ，IL R が 0. 3 3以上の窒素代謝物が2 8 物質同定された.それらの物質に 

つ い て KEGG (Kanehisa e亡a/，2008) か ら P a th w a yを調べたところ ， Arg and pro 

metabolism, Glutathion metabolism, Lys degradation, Cvs and met metabolism, Glv,
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ser and thr metabolism といったアミノ酸代謝上と，Purine metabolism, Pyrimidine 

metabolismといった核酸代謝上に多く検出された（表 3 ) . アミノ酸代謝のうち，Arg and 

pro metabolismと Lysine degradation上で検出された代謝物の IL R とプールサイズの変 

化 を 図 1 5 , 1 6 に 示 し た .Arg and pro metabolism上に存在する物質については，タンパ 

ク質アミノ酸の IL Rが増加した 6 時間の間で，Citrullin, Ornithineの IL Rの増加が見ら 

れ，N-acetyl-gluは 0 時 間 で IL Rが 0 . 5 4と高かったために i5N が入ってきたのかは不明で 

あ る （図 1 5 ) . また，Lysine degradation上に存在する物質は全て L ysか ら AcetyhCoAま 

での分解経路上の物質であった（図 16). alpha-Aminoadipateと N-epsilon-Acetyllysine 

は IL R の増加がみられたが，Pipecolateは 0 時 間 で IL R が 0 . 7 4と高かったために i5N が 

入ってきたのかは不明である（図 16).
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Time (day)

図 1 0 細胞が 16N に置換されるのに必要な培養時間の検討

横軸に時間（日），縦軸に細胞全体における15N の比率を示した.通常の細胞を15N〇3 培地で培養して0, 0.5, 

1,2, 4, 7 日後の15N の比率を燃焼法により測定したたところ，細胞内の窒素が 99.9%15N に置換されるた 

めには4 日以上の培養が必要であることが分かった.
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図 1 1 A*A•は i4N, Proteinは MNが主成分となるのに最適な培養時間の検討

横 軸 に 時 間 （h) , 縦軸に標識率（ILR) を示した.白いパーは遊離アミノ酸（A.A.)，グレーのパーはタン 

パク質アミノ酸 （Protein A.A. ) である• A. A•の0, 3，6, 9 時間における ILRは 0.98, 0.25, 0.17, 0.12 

であり，Proteinの 0，3, 6，9 時間における ILRは 0.99，0.86，0.75, 0.61であった .また，バーの上 

に示した数値はA. A•に対するProteinの比であり0.99, 3.48, 4.35, 5.13倍であった• Proteinの ILRが 

高く高く、A.A.と Proteinの分離度が大きくなる時間を最適条件とし、WNの割合についてA.A.が 2割以 

下，Proteinが 7 割以上に標識された 6 時間を培養時間とした.
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図 12 — N 72時間後における遊離アミノ酸とタンパク質アミノ酸のILRの変化

(A) 処 理 前 （Oh；白） と-N 7 2時 間 後 （72 h ; グレー）における遊離アミノ酸 （Free amino acids) の 

ILRの 変 化 .（B) 処 理 前 （Oh；白）と-N 7 2 時 間 （7 2 h ; グレー）におけるたんパク質アミノ酸 （Protein 

amino acids) の ILR の変化.

N.D.:検出されなかった.

*1:GinとAsnは HC1 により，GluとAspへそれぞれ加水分解された.

*2:Cys，Tip, Metは HC1 により分解された.

*3: lieと Leuはピークを分解することができなかった.
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図 1 3 オートファジーによるタンパク質分解の検証

(A) -N 0,3, 6 1 2 時間後における遊離アミノ酸のILRの 変 化 .横 軸 に 時 間 （h)，縦 軸 に 標 識 率 （ILR) 

を示した.Cysは検出されなかった.（B) — N 0,1，3,6 時間後の細胞からTCA沈殿によりタンパク質を抽 

出 し た .30叫 の 総 タ ン パ ク 質 を 12.5%80を ？̂ £で 分 離 後 ，左姑3/|；8朋 の 奶 0 8技 抗 体 （《-八丁08)を 

用いてウェスタンプロットを行った.ATG8 とフォスファチジルエタノールア ミ ン （PE) で修飾された 

ATG8-P Eのパンドを矢印で示した.分子量マーカー（kD) の位置を左に示した.タンパク質量はCBBで 

可視化した.
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図 1 4 タンパク質を構成するアミノ酸の分解経路

-N 0, 3, 6 1 2 時間後におけるタンパク質を構成するアミノ酸のILRの変化を折れ線グラフに，プールサイ 

ズの変化を棒グラフに示した.横軸に時間（h)，縦軸左はプールサイズ変化，縦軸右は標識率（ILR) で 

ある.灰色が背景のアミノ酸は2 回の実験で共通して，-N 72時 間 後 に 0 時間に対して 6 倍以上に減少し 

た，減少率の高いアミノ酸である•アミノ酸に応じてピルビン酸（Pyruvate)、アセチルCoA (Ac-CoA)，

クエン酸（Citrate)、イソクエン酸 （Iso citrate)、 a •ケトグルタル酸（2-〇G)，スクシニルCoA (SirCoA)， 

コ ハ ク 酸 （Su)，フ マ ル 酸 （Fumarate)、 リ ン ゴ 酸 （Malate)、オ キ サロ酢酸（Ox) へと分解され，高等 

植物の分解経路を示した.また，これらの中心代謝物についてはプールサイズがたtestの/?<0.05で有意に 

増加した物質を黒丸，有意に減少した物質を白丸，；?>0.05で有意な差がみられなかった物質を白と黒の丸， 

CE-TOFMSで測定できない物質を灰色の丸で示した.矢印の数は反応の数を示す.
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表 3 高 度 に 15N 標識された窒素代謝物とその代謝経路

代謝経路 代謝物質

Adenine

Adenosine

ADP

Purme metabolism
AMP

ATP

GMP

Guanosine

IMP

CDP

Pyrimidine metabolism CMP

Cytidine

Arg and pro metabolism

Citrulline

GABA

N-Acetyl-glutamate 

Ornithine

Glutathione metabolism

5-〇xoproline 

gamma-Glu-cys 

Glutathione (oxidized form) 

Glutathione (reduced form)

alpha-Aminoadipate

Lys degradation N-epsilon* Acetyl-lysine 

Pipecolate

Cys ana met metabolism
O-Acetylserine

S-Adenosylhomocysteine

Gly, ser and thr metabolism Betaine

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism N-Acetylglucosamine 6 -phosphate

Taurine and hypotaurine metabolism Hypotaurine

Vitamin B6 metabolism Pyridoxal
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図 15 A rgpro代謝経路上でi^Nが検出された窒素代謝物

黒丸は15N が検出された窒素代謝物を表し，窒素原子の個数を括弧内に示した.-N 0,3, 6 1 2 時間後にお 

けるタンパク質を構成するアミノ酸のILRの変化を折れ線グラフに，プールサイズの変化を棒グラフに示 

した•横軸に時間（h)，縦軸左はプールサイズ変化，縦軸右は標識率 (ILR)である.矢印の数はG re in h a rd tii 
で推測されている代謝反応の数を示した.
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図 16 I^ s 分解経路上で1SNが検出された窒素代謝物

黒丸は 15N が検出された窒素代謝物を表し，窒素原子の個数を括弧内に示した . - N 0, 3, 6 1 2 時間後にお 

けるタンパク質を構成するアミノ酸のILRの変化を折れ線グラフに，プールサイズの変化を棒グラフに示 

した.横軸に時間（h)，縦軸左はプールサイズ変化，縦軸右は標識率 (ILR)である•矢印の数はG re in h a rd tii 
で推測されている代謝反応の数を示した.
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3.4考察

タンパク質分解をモニターするために，唯一の硝酸源である 15n 〇3 を用いてアミノ酸は 

“N,タンパク質は i5N となる様に標識したのち，-N 下で経時的に IL R を調査したところ， 

遊離アミノ酸の ILRが増加しタンパク質分解がおこっていることが明らかとなった（図 12). 

放射性同位体 V a lを用いた長寿命タンパク質分解アツセイ法によりタンパク質分解を検証 

した酵母の-N 下の研究では，処理前のタンパク質内の放射線量は150-200阽 で あ り ，-N 6 

時 間 後 の 細 胞 質 内 の 放 射 活 性 は 10 で あ っ た （ Onodera and Ohsumi, 2005; 

Supplemental Table SI) . そのため Gronostajski and Pardee ( 1 9 8 4 )の計算方法に従っ 

たタンパク質分解率（処理前のタンパク質内の放射性活性に対する -N  6 時間後の細胞質内 

の放射性活性）で計算すると 6 時 間 で 5.0-6.7 % であり， これまでのオートファジーに関す 

る異なる手法から導いた分解率とほぼ同じであるため，主な長寿命タンパク質分解はオー 

トファジーによるものであると_ 論している.同様にマウスの肝細胞でも絶食時に長寿命 

タンパク質分解アツセイを用いており，4 時 間 で 15.2%で あ っ た （U en o时 aム 20 0 8 ) . 本 

研 究 で は 標 識 さ れ た 0 時間のタンパク質濃度は 64.4 M/g D N Aであり，遊離アミノ酸 

の濃度は-N 6時 間 後 に 3.52M/g D N A だったため，タンパク質分解率（0 時間のタンパク 

質 内 の i5N 濃度に対する -N 6時間後の細胞質内の 15N 濃度）は 5.4 % と計算された.繰り 

返し実験においても 6 時間のタンパク質分解率は 5.2%であった .酵母の -N 時の分解率と 

近い結果が得られたことから，真核単細胞生物の -N 下におけるタンパク質分解率は約 5 %  

であることが示唆された.マウスの絶食時の分解率はより高く，多細胞生物は単細胞生物 

よりも飢餓時におけるタンパク質分解率が高いか，栄養飢餓の種類によって異なることが 

考えられた.また，”/?ei&jo所 の -N 下においてオートファジーが誘導されたことから 

(図 1 3 ) ,長寿命タンパク質分解はユビキチン•プロテアソームによる分解も関わっている 

と思われるが，分解率から主にオートファジーによるものであると考えられた.

アミノ酸プールは H isと T rp以外は減少したことから， タンパク質分解により供給され 

た以上の量を利用していると考えられる.本研究の長寿命タンパク質分解アツセイ法では 

分解された全てのアミノ酸が15N 標識されており，分解されたアミノ酸の代謝を追跡する 

ことができる .実際に高濃度に 15N 標識された窒素代謝物質はタンパク質アミノ酸以外に 

2 8 物質検出され，分解物は他の窒素代謝物へと供給していることが明らかとなった.

Purinmetabolism上と Pyrimidine metabolism上 で 15N が供給された物質には ,AMP， 

CMP, GMP, IM Pなどのヌクレオチドと，Adenosine, Guanosine，Cytidineといったヌ 

ク レ オシドが検出された .オートファジーによって R N A が分解されるとの報告がある 

(Balavoine 1990; Lardeux e ta i 1 9 8 7 ) .今回の実験では R N Aの標識率を測定して 

いないが，R N Aも i5N 標識されている可能性があり，ヌクレオチドの IL R の増加は RNA 

からの分解物が供給されたためであることが考えられた.一方で，核酸新規合成経路でし 

か生産されない IM Pが検出された•核酸に含まれる窒素を供給しているのは，プリン環の
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新規合成で付加される Asp, Gln，G ly と，ピリミジン環の新規合成で付加されるAsp, Gin 

であり，核酸代謝の IL R が増加した理由には，R N Aの分解以外にアミノ酸からの核酸代謝 

へ の 新 規 合 成 も 考 え ら れ た •ま た D N A のオートファジーによる分解の報告はないが， 

Adenosine, Guanosine, Cytidineや Adenineの IL Rが増加したことや，第 2 章ではオー 

トファジ一誘導時にもGuanosine, Cytidineが増加したことから（表 1)，オートファジー 

による D N Aの分解が示唆された.ADP, ATP, C D Pはヌクレオチドからの代謝であると 

考えられる.

また ， Arg and pro metabolism上の尿素サイクル周辺でいくつかの物質に15N が供給さ 

れ て い た .A r g は窒素原子を 4 つもっており，標準アミノ酸のうちで最も窒素含有量が高 

い.高等植物で知られている A rg分解経路は 3 つある.Arginaseによる Ornithineと Urea 

への分解，Agmatinaseによる Putrescineと U reaへの分解 ， Arginine deiminaseによる 

C itru llin eと NH3 へ の 分 解 で あ る . “ 如/也， と 同 じ 緑 藻 類 の モ デ ル 生 物 C  

reziiAarcfeii'では，高 等 植 物 や 珪 藻 と は 異 な り A rgin aseが機能していないという報告 

(A rm brust批 a/, 2004) や ，A gm atinaseは コ ー ド さ れ て い な い 報 告 が あ る .唯 一 C! 

re/aAarcfeii’に お け る A r g の 分 解 経 路 に ， Arginine deim inaseが 報 告 さ れ て お り  

(Sus8enbachandStrijkert，1969)， これは Arg が Citrulline と NH3へ分解し，室素を 

NH4+と し て 細 胞 外 へ と 排 出 す る 反 応 で あ る .実 際 に A r g のプールサイズが減少し， 

Citrullineの IL R が 増 加 し た こ と か ら 個 15) ， Arginine deiminaseによる A rgの5 ^ が 

考 え ら れ た .Citrullineの生産はその他に，O rnithinと Carbamyトphosphateが合成する 

経路も存在するが，-N 3, 6 , 1 2 ,  24, 7 2 時間後における Citm llineの IL Rは Ornithine 

よ り も 高 か っ た .I L R が低い物質から高い物質へ合成されることは考えられないため， 

O rnithinと Carbamyトphosphateに よ る Citrullineの合成は活発ではないと考えられる. 

これらのことから，A r gは C itru llin eと NHaへ分解され，一N 下では窒素を NH4+として 

細胞外へと排出する反広を行っていることが推測された.その他に検出されたN-Acetyトglu 

は 0 時 間 の IL R が高かったために，G luから合成されたかは不明であるが，プールサイズ 

が減少したことから Ornithineへと代謝した可能性が高い.Ornithineについても IL Rが 6 

時間までは増加したことから，N-Acetyトg l u から代謝された可能性が高い.またプールサ 

イズが減少したことから，C itru llin eへと代謝したことも考えられるが，O rnith ineは 

Putrescine, N-Acetyトornithine, P roにも代謝経路が繫がっており（図 1 5 ) , それらへ少 

量ずつ分散して代謝していることが考えられた.Lysdegradation上 で i5N が供給された物 

質については ,Lysから Acetyl-CoAへの分解経路上の物質であり（図 16),Lysの Acetyl-CoA 

への異化反応が促進していると考えられた.

このように,A r g と L ysについてはアミノ酸の分解反応が促進していることが分かった. 

今回の実験で分解が推測されたのはA r g と L y sのみだったが，A r g と L ys同様，他のアミ 

ノ酸についても -N  7 2 時間後でプールサイズが減少することから，他に利用されているもし 

くは分解されている可能性が高い.中でも減少率が高かった，Gly, Ala, Asp, Asn, Arg, Pro,
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Glu, G in は，アミノ酸を積極的に分解していることが予想された.これらのアミノ酸は4 

反応以内で炭素骨格へと分解されるアミノ酸であり（図 14)，炭素骨格へ供給しやすく、窒 

素を取り出しやすい性質があるといえる。逆に，炭素骨格までの反応数が多かったアミノ 

酸の多くは，減少率も少なく積極的に分解しないことが考えられた.さらに、Gly,A laの分 

解産物である Pyruvateや Arg, Pro, Glu, G i n の分解産物である2-0G についてはプールサ 

イズの増加が見られ，アミノ酸から供給されたために増加したと考えられる.これらの結 

果から -N 下においては，アミノ酸は分解反応を促進させていることが示唆された.これま 

での研究では，-N 下の酵母において，タンパク質から分解されたアミノ酸の大部分がタン 

パク質合成へ再利用されると推測している （ Onodera and Ohsumi, 2005)。本研究ではタ 

ンパク質合成の再利用は確認していないが、オートファジーによって供給されたアミノ酸 

はタンパク質合成に利用されるだけでなく、分解して窒素源を排出していることが推測さ 

れた。-N 下ではタンパク質量が約2/5へと減少し，H isと Trp以外のアミノ酸は4/5〜1/100 

へと減少したことからも（I t o 批 2 0 1 2 ) ,細胞内の窒素源は大幅に減少しており，アミ 

ノ酸が分解されていると考えるのは妥当である.窒素栄養が枯渴する中で， タンパク質を 

アミノ酸へ分解し，アミノ酸も分解することで，アミノ酸プールを減らしてタンパク質合 

成が活発におこらない様に調整しているのかもしれない•また必要な炭素は光合成による 

炭素同化から得るのではなく，窒素源同様に細胞内の炭素源を再利用しているのかもしれ 

ない。今後アミノ酸を構成する炭素骨格と窒素の利用先についてタンパク質合成以外の代 

謝の観点でより詳しく調べる必要がある。

本章では，i5N〇3を用いて，タンパク質が isN,遊離アミノ酸が i4N となるように標識し， 

-N 後の標識率の変化を測定することで，タンパク質由来とみなされる高度に isN標識され 

た遊離アミノ酸が検出され，” i ? ei&jo说 の -N 下においてオートファジーによるタンパ 

ク質分解が起こる事を検証した.タンパク質由来のアミノ酸から代謝されたと考えられる 

高 度 に 15N 標識された代謝物が2 8 物質検出された.その中には，A rgや L y sの分解経路上 

の物質が検出され，窒素がない状態において一部のアミノ酸は分解されていることが分か 

った。 またタンパク質分解によるアミノ酸供給があるにも関わらず遊離アミノ酸とタンパ 

ク質の量が顕著に減少したことからも，他のアミノ酸も積極的に分解していると考えられ 

る .これまでは他の真核生物において，オートファジーにより分解されたアミノ酸はタン 

パク質合成に再利用されていると言われてきたが，本研究により，その他にアミノ酸を積 

極的に分解していることが示唆された.これにより生産された炭素骨格はT A G の炭素源と 

なっている可能性がある.
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第 4 章総括
オートファジーは細胞質にあるオルガネラやタンパク質をバルク分解する機構であるが , 

タンパク質以外の分解物は未解明である.さらに，タンパク質から供給されたアミノ酸を 

含め分解物の利用先も不明である.本研究では，オイル生産微細藻においてオイル生産微 

細藻においてオートファジーとT A G蓄積が同調的におこることを明らかにした.また，タ 

ンパク質由来のアミノ酸はアンモニアとして窒素源を排出するかアミノ基転移をすること 

で，炭素骨格へ分解していることを示唆するデータを得た.本研究の第 3 章で述べた手法 

は， タンパク質分解を証明する際に一般的に用いられるプロテアーゼ活性測定法やオート 

ファジー検出方法とは異なり， タンパク質分解の検証だけでなく，分解物から生産された 

代謝物も検出することに成功した•本研究により，オートファジーの生理的役割を解明す 

るための基礎を築いたと考える.今後は，本手法を用いることで分解物のリサイクルとそ 

の意義の解明が進むと期待している。

53



謝辞
学 部 1 年の秋から修士 2 年 ま で 5 年半，冨田研究会の多くの方々にお世話になり，お陰様 

で本稿を執筆することが出来ました.特にアドバイザーの慶應義塾大学先端生命科学研究 

所の伊藤卓朗博士には研究の方向性から実験まで昼夜問わず御指導と御助言をいただきま 

した .仲田崇志博士は，藻類だけでなく，生物学の様々な分野における知識を語って下さ 

り，研究することの厳しさと面白さについて考えさせられました.また，多くの実りある 

議論をして下さった中東憲治博士，CE-TOFM Sの測定をして下さった技術員の斎藤佳苗氏, 

鈴木麻子氏，畑山陽子氏，LC-TOFM Sの測定と指導を下さった藤倉純子氏， ウェスタンブ 

ロットの実験指導を下さった北川光洋博士，曽我朝子氏，東京工業大学の中戸川仁博士，”i ?

抑jV/eダの株を提供してくださったデンソー基礎研究所の阿野嘉孝氏と蔵野憲秀氏，

A 油 の タ ン パ ク 質 を 提 供 し て く だ さ っ た 海 老 敬 行 氏 ，タンパク質定量や同位体実験 

を御指導して下さった今見考志博士と戸谷吉博博士，研究について事細かに情報交換を行 

い日々の研究を共にした新川はるか氏は，本研究の成果には必要不可欠であり，多忙な中 

でも親身になってお力添えいただいた事に感謝致します.本研究は山形県及び鶴岡市から 

多方面にわたる援助を受けました.また，2 0 1 1 年 度 と 2 0 1 2 年度には森基金からも援助を 

受けました .関係各位に，厚く御礼申し上げます .最後に， このような研究活動を行える 

環境と機会を設けてくださった冨田勝教授には，懇切なる御指導，御鞭撻を賜り， この場 

をお借りして深く感謝申し上げます.

54



参考文献
Armbrust,E.V. e t al.(2004) The genome of the diatom Thalassiosira pseudonana- 

ecology, evolution, and metabolism. Science, 306, 79-86.

Balavoine,S. e ta l. (1990) Rates of RNA degradation in isolated rat hepatocytes. Eur. J. 

Biochem ., 189, 617-623.

Barnes,D. e ta l. (2005) Contribution of 5'- and S'-untranslated regions of plastid mRNAs 

to the expression of Chlamydom onas rem hardtii cbioroplaat genes. M ol. G enet. 

Genom ics., 274, 625-636.

Bdlling, C. and Fiehn,0. (2005) Metabolite profiling of Chlamydomonas reinhardtii 

under nutrient deprivation. P la n t P h y sio l, 139, 1995-2005.

Chakrabarti,P. e t aL (2010) Mammalian target of rapamycin complex 1 suppresses 

lipolysis, stimulates lipogenesis, and promotes fat storage. D iabetes, 59, 775-781.

Chisti,Y . (2007) Biodiesel from microalgae. B iotechnol Adv., 25, 294-306.

Chung,T. e t al. (2009) The ATG autophagic conjugation system in maize： ATG

transcripts and abundance of the ATG8 -lipid adduct are regulated by development 

and nutrient availability. P la n t P h y sio l, 149, 220-234.

Crespo, J. e t a l (2005) Inhibition of target of rapamycin signaling by rapamycin in the 

unicellular green alga CMamydomonaa reinhardtii P lant Physiol.,139,1736-1749.

de-Bashan,L.E. e t a l (2002) Increased pigment and lipid content, lipid variety, and cell 

and population size of the microalgae Chlorella spp. when co-immobilized in alginate 

beads with the 111icroalgae-growth-promoting bacterium A zospirillum  brasilense. 

Can. J. M icrobiol.,48, 514-521.

Diaz*Troya,S. e t aL (2008) The role of TOR in autophagy regulation &om yeast to plants 

and mammals. Autophagy, 4, 851-865.

Donkor, J. e t al. (2007) Three mammalian lipins act as phosphatidate phosphatases with 

distinct tissue expression patterns. J. B io l Chem., 282, 3450-3457.

Drose,S. e t al. (1993) Inhibitory effect of modified bafilomycins and concanamycins on P- 

and V-type adenosinetriphosphatases. Biochem istry, 32, 3902-3906.

Ezaki,J. e t a l (2011) Liver autophagy contributes to the maintenance of blood glucose 

and amino acid levels. Autophagy, 7, 727-736.

Gorman，D.S. and Lecine,R.P. (1965) Cytochrome f  and plastocyanin: their sequence in 
the photosynthetic electron transport chain of Chlamydomonas reinhardii Proc. 

N a tl Acad. Sci. U SA 54,1665-1669.

Greenspan,P. e ta l. (1985) Nile red： a selective fluorescent stain for intracellular lipid 

droplets. J. CeU B iol.,100, 965-973.

55



Guertin,D.A. and Sabatini,D.M. (2009) The pharmacology of mTOR inhibition, Sci. 

Signal.,2, pe24

Guschina,I. A  and Harwood, J.L. (2006) Lipids and lipid metabolism in eukaryotic algae. 

Prog. L ip id R es., 45,160-186.

Hama, T. e ta l (1987) Determination of amino acid production rate of a marine 

phj^toplankton population with 13C and gas chromatography-mass spectrometryl. 

Lm nol. Oceanogr., 32,1144-1153.

Han,G.S. e ta l. (2006) The Saccharom yces (^revisiaeM pin homolog is a Mg2+-dependent 

phosphatidate phosphatase enzyme. J. B io l Chem., 281, 9210-9218.

Hasunuma,T. et al.(2010) Metabolic turnover analysis by a combination of in vivo 

13C_labelling from 13C〇2 and metabolic profiling with CE-MS/MS reveals 

rate-limiting steps of the C3 photosynthetic pathway in N icotians tabacum leaves. J. 

Exp. Bot., 61,1041-1051.

Helliwell,S.B. (1994) TORI and TOR2 are structurally and functionally similar 

but not identical phosphatidylinositol kinase homologues in yeast. MoL B io l C ell 5, 

105-118.

Hirayama, A  e t a l (2009) Quantitative metabolome profiling of colon and stomach 

cancer microenvironment by capillary electrophoresis time-〇f-£light mass 

spectrometry. Cancer Bea., 69, 4918-4925.

Hu, H. and Gao, K* (2006) Response of growth and fatty acid compositions of

Nannochloropsis sp. to environmental factors under elevated CO2 concentration. 

BiotechnoL L ett., 28, 987-992.

Hu,Q. eta l. (2008) Microalgal triacylglycerols as feedstocks for biofuel production： 

perspectives and advances. P la n t J., 54, 621-639.

Icmmura, Y . e t a l (2000) A ubiquitin-Hke system mediates protein lipidation. Nature, 

408, 488*492.

Illman,A M . e ta l. (2000) Increase in ChlorellastssAm  calorific values when grown in 

low nitrogen medium. Enzym e M icrob. TechnoL, 27, 631-635.

Ito,T. e t a l (2012) Metabolic and morphological changes of an oil accumulating 

trebouxiophycean alga in nitrogen-deficient conditions. M etabolom ics,

10.1007/s l l 306-012-0463-z

Kabeya,Y ., e t a l, (2000) LC3, a mammalian homologue of yeast Apg8p, is localized in 

autophagosome membranes after processing. E M B O J.,19, 5720-5728.

Kabeya,Y . e t a l (2004) LC3, GABARAP and GATE 16 localize to autophagosomal 

membrane depending on form-II formation. J. C ell Sci., 117, 2805-2812.

Kanehisa,M. e t a l (2008) KEGG for linking genomes to life and the environment.

56



N ucleic A cids R es., 36, 480-484.

Kirisako,T. e t al.(2000) The reversible modification regulates the membrane-binding 

state of Apg8/Aut7 essential for autophagy and the cytoplasm to vacuole targeting 
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付図 1 C： と A  /AaZ&iwにおけるアミノ酸配列の相同性

Chlamydomonais reinhardtii の A[TG8 (Cr NHG松 t ， Arabidopsis thaliana の NTG83l (Jd KTGSa) 
のアミノ酸配列を ClustalW2 によりアライメン卜を行った.ATG8 は，システインプロテアーゼである 

ATG4 によって C 末端の Gly残 基 （矢印）の直後を切断され，その後 P Eが結合してATG8-P E となる.
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付 図 2 -N 7 2 時間後における遊離アミノ酸とタンパク質アミノ酸のELRの変化

(A) 処 理 前 （Oh; 白） と-N 7 2時 間 後 （72 グレー）における遊離アミノ酸 （Free amino acids) の 

ILRの 変 化 .（B) 処 理 前 （Oh；白）と-N 7 2時 間 後 （7 2 h ;グレー）におけるたんパク質アミノ酸 （Protein 

amino acids) の ILR の変化.

N.D.:検出されなかった.

*1:GinとAsnは HC1により，GluとAspへそれぞれ加水分解された.

*2:Cys，Trp，Metは HC1により分解された.

*3: lieと Leuはピークを分解することができなかった.
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付図3 遊離アミノ酸のILRの変化

-N 0, 3,612時間後における遊離アミノ酸の ILRの 変 化 .横 軸 に 時 間 （h)，縦軸に標識率（ILR) を示し 

た . Cysは検出されなかった.
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付 表 1 A 5 培地の組成

NaNOa 150 mg

MgS〇4 • 7H2〇 10 mg

KH2PO4 3.5 mg

K2HPO4 4.5 mg

Fe-EDTA 1.2 mg

CaCl2 0.68 mg

H3BO3 0.007 mg

MnS〇4 • 5 H2O 0.013 mg

ZnS〇4 • 7H20 0.03 mg

CuS〇4 • 5H20 0.03 mg

Na2M0 4 • 2H20 0.0035 mg

C0CI2 * 6H2O 0.013 mg

Milli-Q up to 100 mL
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付表2 各アイソトポマーの同定に用いた物質リスト

:質量電荷比、m t:泳動時間

物W名 m /z mt
5-Aminolevulinate 132.0655 10.33
D-Am«nolevulinate+1 133.0626 10.33
5-〇xoproline 130.0499 24.35
5-Oxoproline+1 131.0469 24.35
Adenine 136.0618 9.89
Adenine+1 137.0588 9.89
Adenine+2 138.0558 9.89
Adenine+3 139.0529 9.89
Adenine+4 140.0499 9.89
Adenine+5 141.0469 9.89
Adenosine 268.1040 12.37
Adenosine+1 269.1011 12.37
Adenosine+2 270.0981 12.37
Adenosine+3 271.0951 12.37
Adenosine+4 272.0922 12.37
Adenosine+5 273.0892 12.37
ADP 426.0225 14.11
ADP+1 427.0192 14.11
ADP+2 428.0162 14.11
ADP+3 429.0133 14.11
ADP+4 430.0103 14.11
ADP+5 431.0073 14.11
Ala 90.0550 11.49
Ala+1 91.0520 11.49
alpha-Aminoadipate 162.0761 13.53
alpha-Aminoadipate+1 163.0731 13.53
AMP 346.0562 15.88
AMP+1 347.0528 15.88
AMP+2 348.0499 15.88
AMP+3 349.0469 15.88
AMP+4 350.0440 15.88
AMP+5 351.0410 15.88
Arg 175.1190 9.33
ArgH 176.1160 9.33
Arg^2 177.1130 9.33
Arĝ -3 178.1101 9.33
Arg+4 179.1071 9.33
Asn 133.0608 13.03
Asn+1 134.0578 13.03
Asn+2 135.0548 13.03
Asp 134.0448 14.11
Asp+1 135.0418 14.11
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物質名 m /z mt
ATP 505.9886 13.49
ATP+1 506.9855 13.49
ATP+2 507.9825 13.49
ATP+3 508.9796 13.49
ATP+4 509.9766 13.49
ATP+5 510.9737 13.49
beta-Ala 90.0550 9.57
beta -Ala+1 91.0520 9.57
Betaine 118.0863 13.85
Betaine+1 119.0833 13.85
GDP 402.0108 13.65
CDP+1 403.0079 13.65
CDP+2 404.0050 13.65
CDP+3 405.0020 13.65
Citrulline 176.1030 13.62
Citrulline+1 177.1000 13.62
Citrulline+2 178.0970 13.62
Citrulline+3 179.0941 13.62
CMP 322.0453 15.39
CMP+1 323.0416 15.39
CMP+2 324.0386 15.39
CMP+3 325.0357 15.39
Cys 122.0270 13.87
Cys+1 123.0240 13.87
Cytidine 244.0928 12.16
Cytidine+1 245.0898 12.16
Cytidine+2 246.0869 12.16
Cytidine+3 247.0839 12.16
GABA 104.0706 9.98
GABA+1 105.0676 9.98
gamma-Glu-cys 251.0696 15.34
gamma-Glu-cys+1 252.0667 15.34
gamma -  Glu-cys+2 253.0637 15.34
GDP 442.0172 14.32
GDP+1 443.0141 14.32
GDP+2 444.0111 14.32
GDP+3 445.0082 14.32
GDP+4 446.0052 14.32
GDP+5 447.0022 14.32
Gin 147.0764 13.30
Gln+1 148.0735 13.30
Gln+2 149.0705 13.30
Glu 148.0604 13.50
Glu+1 149.0575 13.50
GlutathioneCoxidized form) 307.0833 14.74
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物 名 m /z mt
Glutathione(oxidized form)+1 308.0803 14.74
Glutathione(oxidized form)+2 309.0774 14.74
Glutathione(oxidized form)+3 310.0744 14.74
Glutathione(oxidized form)+4 311.0714 14.74
Glutathione(oxidized form)+5 312.0685 14.74
Glutathione(oxidized f〇rm)+6 313.0655 14.74
Glutathione(reduced form) 308.0911 15.74
Glutathione(reduced form)+1 309.0881 15.74
Glutathione(reduced form)+2 310.0852 15.74
Glutathione(reduced form)+3 311.0822 15.74
Gly 76.0393 10.69
Gly+1 77.0363 10.69
GMP 362.0510 16.08
GMP+1 363.0478 16.08
GMP+2 364.0448 16.08
GMP+3 365.0418 16.08
GMP+4 366.0389 16.08
GMP+5 367.0359 16.08
Guanosine 284.0989 15.04
Guanosine+1 285.0960 15.04
Guanosine+2 286.0930 15.04
Guanosine+3 287.0901 15.04
Guanosine+4 288.0871 15.04
Guanosine+5 289.0841 15.04
His 156.0768 9.54
His+1 157.0738 9.54
His+2 158.0708 9.54
His+3 159.0679 9.54
Hypotaurine 110.0270 20.10

Hypotaurine+1 111.0241 20.10

lie 132.1019 12.77
Ile+1 133.0989 12.77
IMP 347.0404 15.54
IMP+1 348.0369 15.54
IMP+2 349.0339 15.54
IMP+3 350.0309 15.54
IMP+4 351.0280 15.54
Leu 132.1019 12.87
Leu+1 133.0989 12.87
Lys 147.1128 9.06
Lys+1 148.1098 9.06
Lys+2 149.1069 9.06
Met 150.0583 13.28
Met+t 151.0554 13.28
N-Acetylgiucosamine 222.0972 23.09
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物!誓名 m /z mt
N-Acetylglucosamme+1 223.0943 23.09
N-Acetylglucosamine 6~phosphate 300.0490 15.08
N-Acetylglucosamine 6-phosphate+1 301.0460 15.08
N-Acetylglutamate 188.0564 12.07
N-Acetylglutamate+1 189.0535 12.07
N-epsilon- Acetyllysine 189.1234 14.01
N-epsilon-Acetyllysine+1 190.1204 14.01
N-epsilon-Acetyllysine+2 191.1174 14.01
O-Acetylserine 148.0604 15.17
O-Acetylserine+1 149.0575 15.17
Ornithine 133.0972 8.99
Ornithine+1 134.0942 8.99
Omithine+2 135.0912 8.99
Pantothenate 218.1034 18.39
Pantothenate+1 219.1004 18.39
Phe 166.0863 13.66
Phe+1 167.0833 13.66
Pipecolate 130.0863 12.84
Pipecolate+1 131.0833 12.84
Pro 116.0706 13.38
Pro+1 117.0676 13.38
Pyridoxal 168.0655 11.19
Pyridoxal+1 169.0626 11.19
S-Adenosylhomocysteine 193.0681 11.17
S-Adenosylhomocysteine+1 194.0651 11.17
S-Adenosylhomocysteine+2 195.0622 11.17
S-Adenosylhomocysteine+3 196.0592 11.17
S-Adenosylhomocysteine+4 197.0562 11.17
S-Adenosylhomocysteine+5 198.0533 11.17
S-Adenosylhomocysteine+6 199.0503 11.17
5-Methlthioadenosine 200.0762 9.33
5-Methlthioadenosine+1 201.7590 9.33
5~Methlthioadenosine+2 202.7561 9.33
5-Methlthioadenosine+3 203.7531 9.33
5-Methlth 丨 oadenosine+4 204.7501 9.33
5-Methlthioadenosine+5 205.7472 9.33
Ser 106.0499 12.50
Ser+1 107.0469 12.50
Thr 120.0655 13.07
Thr+1 121.0626 13.07
Trp 205.0972 13.58
Trp+1 206.0942 13.58
Trp+2 207.0912 13.58
Tyr 182.0812 13.92
Tyr+1 183.0782 13.92
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物質名 m /z mt
Val 118.0863 12.56
Val+1 119.0833 12.56
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