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	 出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）の液胞は細胞体積の約 25%を占める巨大なオルガネラである。

その内腔には様々な加水分解酵素を含み、エンドサイトーシスやオートファジーにより液胞内に運ば

れた物質を分解する。また、種々の中間代謝物やイオンを蓄積する。特にアミノ酸は細胞全体の 50 %

程度が蓄積している。そのうち、塩基性アミノ酸は細胞全体の約 70〜90 %が液胞内に存在するが、

酸性アミノ酸は約 10 %程度しか存在しない（1, 2）。このようなアミノ酸分布の偏りから、液胞膜に

は選択的なアミノ酸輸送機構が存在すると考えられていた。単離液胞膜小胞を用いた in vitroでの輸

送実験により、V-ATPase により形成されたプロトン濃度勾配を駆動力とするアミノ酸取り込み活性

が報告され、7種類の能動的アミノ酸輸送系の存在が示唆された（3, 4）。近年、逆遺伝学的アプロー

チおよび単離液胞膜小胞を用いた輸送実験により、液胞膜を介したアミノ酸輸送に関わるトランスポ

ーターとしてVBAファミリーおよびAVTファミリーが報告された（5, 6）。VBAファミリーはMajor 

Facilitator Superfamilyに属し、VBA1〜VBA5、AZR1および SGE1の 7遺伝子により構成される（5, 7, 8, 

9）。このうち、VBA1、VBA2、VBA3 は液胞内への塩基性アミノ酸の取り込みに関与することが明ら

かにされている（5）。AVTファミリーはAAAP（Amino acid/Auxin Permease）ファミリー（10）に属

し、AVT1〜AVT7の 7遺伝子により構成される。先行研究において、Avt1pはグルタミン、イソロイ

シン、チロシンの取り込み、Avt3pおよび Avt4pはこれらアミノ酸の排出、Avt6pはアスパラギン酸

およびグルタミン酸の排出に関与することが示唆された（6）。その後、当研究室でのアミノ酸組成解

析や単離液胞膜小胞によるアミノ酸輸送活性測定により、Avt3pは液胞からの中性アミノ酸全般の排

出に、Avt4p は中性アミノ酸および塩基性アミノ酸の排出に関与することが明らかとなった（11）。

しかし、Avt2p、Avt5p、Avt7pの機能は未だ明らかになっていない。液胞膜を介したアミノ酸輸送は

多様なトランスポーターにより担われていること

が明らかにされつつあるが、個々の遺伝子に対する

理解は不十分である。本研究では出芽酵母液胞アミ

ノ酸蓄積におけるトランスポーターの意義解明を

目的として、Avt1pおよびAvt7pに着目し、その機

能解析を行った。 
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	 GFP融合型Avt1pを用いて局在を調べた

ところ、Avt1pは液胞膜に局在することが

確認された（Fig. 1）。野生株由来の液胞膜

小胞ではグルタミン酸、アスパラギン酸、

アラニン、プロリン、バリン、スレオニン

の取り込みは見られないことが報告されて

いる（4）。このうち、アラニン等の中性

アミノ酸はAvt3pおよびAvt4pにより排出

されるため、見かけ上取り込みが検出され

なかったと考えられる。そこで、avt3∆avt4∆

株を親株とし、単離液胞膜小胞による輸送

活性に対するAVT1欠損の影響を調べた

（Fig. 2）。その結果、avt3∆avt4∆株由来の液胞膜小胞においてイソロイシン、バリン、スレオニン、

グルタミンの取り込み活性が検出され、この取り込み活性はAVT1の欠損により消失した。塩基性ア

ミノ酸のうちヒスチジンの取り込みはAVT1の欠損により顕著に抑制された一方で、アルギニン、リ

ジンの取り込みはほとんど影響を受けなかった。また、AVT1遺伝子を過剰発現させたavt1∆avt3∆avt4∆

株由来の液胞膜小胞において、ATP依存的なイソロイシンおよびヒスチジンの取り込み活性が検出さ

れた。Avt1pによるイソロイシンおよびヒスチジンの取り込みの速度論パラメーターは、それぞれKm= 

0.9 ± 0.2 mM、Vmax=193.7 ± 33.5 nmol/min/mg protein およびKm= 0.5 ± 0.1 mM、Vmax=89.5 ± 13.8 

nmol/min/mg proteinであった。以上の結果から、Avt1pがヒスチジンと中性アミノ酸の取り込みに機

能することが示唆された。さらに、この取り込み活性はコンカナマイシンA、CCCP、およびナイジ

ェリシン添加により阻害されたことから（Fig. 3A）、Avt1pによるアミノ酸輸送はプロトン濃度勾配

に依存することが示された。また、イソロイシンおよびヒスチジンの取り込み活性はいずれもバリノ

マイシン添加により促進傾向にあったことから、Avt1pは側鎖に電荷を持たないアミノ酸を選択的に

輸送する可能性があると考えられた。 
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	 キナクリンの蛍光強度変化を指標とし、Avt1pによるアミノ酸取り込みに伴うプロトンの挙動を観

察した結果、Avt1pを過剰発現した単離液胞膜小胞においては、ATP依存的なキナクリン蛍光のクエ

ンチングはイソロイシンおよびヒスチジンの添加により部分的に解消した。このことから、Avt1pは

プロトン／アミノ酸アンチポーターであることが示唆された。（Fig. 3B）。 

	 次に、イソロイシンの取り込みに対する各種アミノ酸の阻害効果を調べた（Fig. 4）。その結果、イ

ソロイシンの取り込みはヒスチジン、フェニルアラニン、トリプトファン、アラニンにより強く阻害

され、メチオニン、ロイシン、バリン、グルタミン、プロリン、セリン、スレオニン、グリシンによ

りわずかに阻害された。リジン、アスパラギンおよびアルギニンによる阻害は有意ではなく、アスパ

ラギン酸、グルタミン酸およびGABAによってはほと

んど阻害されなかった。また、ヒスチジン存在下および

非存在下におけるイソロイシンの取り込み活性につい

てLineweaver-burk plotをとった結果、ヒスチジンによる

イソロイシン取り込みの阻害は競合的であることが分

かった（Ki=0.6 ± 0.1 mM）。これらの結果から、Avt1p

がヒスチジンおよび様々な中性アミノ酸を輸送するこ

とが明らかとなった。 

	 Avt1pが属する出芽酵母AVTファミリーのうち、

Avt2p、Avt5p、Avt7pの機能は明らかとなっていない。

それぞれのGFP融合タンパク質を出芽酵母で発現させ

たところ、GFP融合型Avt7pのみが液胞膜に局在した

（Fig. 5）。Avt7pは液胞膜を介したアミノ酸輸送に機能

する可能性があると考え、液胞からのアミノ酸排出に重

複して機能するAvt3pおよびAvt4pを欠損した

avt3Δavt4Δ株を親株とし、AVT7欠損および過剰発現の
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アミノ酸輸送活性に対する影響を検討した（Fig. 6）。その結果、avt3Δavt4Δ株由来の液胞膜小胞で

検出されたグルタミンおよびプロリンの取り込み活性は、AVT7欠損により促進され、AVT7過剰発現

により抑制された。したがって、Avt7pはこれらのアミノ酸の液胞からの排出に関わることが示唆さ

れた。 

	 栄養飢餓時において、液胞内に蓄積されたアミノ酸は窒素代謝や新規タンパク質合成のために細胞

質中へ排出されることが示唆されており（2, 12）、これには液胞アミノ酸トランスポーターが深く関

与すると考えられる。avt3Δavt4Δ株を親株として、液胞内アミノ酸含量に対するAVT7欠損の影響を

調べたところ、AVT7の欠損によりアスパラギン酸、アスパラギン、グルタミン、グリシン、バリン、

メチオニン、イソロイシン、ロイシン、チロシン、プロリンの液胞内含量が顕著に増加した（Fig. 7）。

以上の結果から、Avt7pは窒素飢餓条件における液胞からのアミノ酸排出に関与することが示された。 

	 出芽酵母は非発酵性炭素源存在下において窒素飢餓にさらされると減数分裂を誘導し胞子を形成

する。この過程において、液胞からのアミノ酸排出に関わるトランスポーターは胞子形成に必要なタ

ンパク質合成のために、細胞質へアミノ酸を供給する役割を果たすと考えられる。当研究室では単離

液胞膜小胞を用いたアミノ酸輸送実験によりAvt3p/Avt4pの分裂酵母ホモログであるSpAvt3pが液胞

からのアミノ酸排出に機能することを見出している（Kakinuma et al., 未発表データ）。さらに、分裂

酵母では SpAVT3の欠損により胞子形成効率が低下することが報告されている（13）。以上のことか

ら、出芽酵母の液胞アミノ酸排出系であるAvt3p、Avt4pと共に、

Avt7pについても胞子形成への関与を検討した（Fig. 8）。出芽

酵母二倍体株を胞子形成培地で培養した後、胞子形成効率を算出

したところ、野生株と比較して avt7Δ株および avt3Δavt4Δ株で

は胞子形成効率が低下する傾向が見られ、avt3Δavt4Δavt7Δ株で

は有意に低下した。以上の結果から、Avt7pはAvt3pやAvt4pと

同様に、胞子形成時における液胞からのアミノ酸排出に関わるこ

とが示唆された。 

	 本研究ではAvt1pについて生化学的解析を行い、広範な基質特

異性を有するプロトン／アミノ酸アンチポーターであることを

0 

50 

100 

150 

200 

250 

Lys His Arg 

nm
ol

/5
 ×

 1
08

 c
el

ls
�

avt3∆avt4∆�
avt3∆avt4∆avt7∆�

0 

10 

20 

30 

40 

Asp Thr Ser Asn Glu Gln Gly Ala Val Met Ile Leu Tyr Phe Pro 

Fig. 01#$,.��:45?�'�ACB(%�:�7?AVT���;�+
1avt3∆avt4∆� (white bars)4>=avt3∆avt4∆avt7∆� (black barsD@YPD�	9�-�2
SD-N�	:"626�*�-62�'�ACB()@��683��ACB(<��:!6
83&�<3�;�/;�
	±� ��9!683�

Sp
or

ul
at

io
n 

ef
fic

ie
nc

y 
(%

)�

Wild-type�
avt3∆avt4∆�

avt7∆�
avt3∆avt4∆avt7∆�

20 

30 

40 

50 

60 

70 

0�
Day 3� Day 6�

.�

Fig. 01%��<�7AAVT7��=�*
1%���
:'��5@?avt7∆, 
avt3∆avt4∆, avt3∆avt4∆avt7∆=��	�B6�
)�,683+�(B 49#%�;%�B&

�62%����B"�683$�>/	=�
-=���±����:!683., p < 0.05.�



（様式５）(Style5) 

明らかにした。また、機能未知であったAvt7pが液胞からのアミノ酸排出に機能し、窒素飢餓および

胞子形成時おけるアミノ酸排出に関わることを示した。これらの結果は出芽酵母液胞におけるアミノ

酸蓄積の分子機構を理解する上で有用な知見であると考えられる。さらに、近年、ホスホプロテオミ

クス解析によりAvt1pがリン酸化修飾を受けることが報告されている。今後は液胞アミノ酸トランス

ポーターの翻訳後修飾を明らかにしていくことで、その活性制御機構が解明されることが期待される。 
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