
 

 

 

 

微生物のストレス応答における情報伝達の解明とその利用 

―酵母Saccharomyces cerevisiaeの酸化ストレスに対するALD5遺伝子の役割― 
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Role of ALD5 gene for oxidative stress in Sacchromyces cerevisiae 
 

by  Osamu KURITA 
 

  Mitochondrial aldehyde dehydrogenase ALD5 of Saccharomyces cerevisiae is involved in the 
biosynthesis of mitochondrial electron transport chain and the ald5 mutant is incompetent for 
respiration. With of the mutant, we examined the detoxication of H2O2 generating by fatty acid β
-oxidation in peroxisome. The ald5 mutant (AKD321), as well as 746ρ0 mutant, was more resistant 
to H2O2 stress than the wild type. However, overexpression of MDH3 gene that was involved in the 
reoxidation of NADH during fatty acid β-oxidation caused a decrease in cell viability of  AKD321 
to H2O2 stress, while 746ρ0 mutant had no such effect. Intracellular H2O2 concentration increased 
approximately 4-fold in MDH3 overexpressing ald5 strain (MD3-AKD321), compared with AKD321. 
The peroxisomal catalase activity of MD3-AKD321 decreased by 83% to that of AKD321. And also, 
the overexpression of MDH3 had only a weak effect in MDH3 overexpressing 746ρ 0 strain, 
decreasing by 14% to that of  746 ρ 0 mutant. The increased palmitoyl CoA oxidation by 
overexpresion of MDH3 gene was the same in both strains. Under conditions of MDH3 
overexpression, peroxisomal catalase (CTA1) appears to be a limiting factor to oxidative stress. 
These observations point to an important, as yet unidentified, role of mitochondrial aldehyde 
dehydrogenase (ALD5) to endogeneous oxidative stress in peroxisome. 
Key words: oxidative stress, aldehyde dehydrogenase, malate dehydrogenase, yeast 
 

１．はじめに 

 好気的に生育する細胞にとって，フリーラジカ

ルや過酸化水素などの活性酸素種の除去は，細胞

の構成成分を保護する上で重要である１），２）．活性

酸素種は，呼吸中のミトコンドリアにある電子伝

達系における分子状酸素の不完全な還元による産

物として生じる３），４），５）．また，過酸化水素はペ

ルオキシソ－ムにおける脂肪酸のβ酸化の際にも

生じる．この反応は補酵素 FAD が関与し，ミトコ

ンドリアでの電子が直接酸素に転移する反応とは

異なる．生細胞は酸化障害を回避するために，カ 

タラーゼ，スーパオキシドジスムターゼ，及びグ 

＊ 生物食品グループ 

ルタチオンペルオキシダーゼなどの酵素を含む

タンパク質の生合成を行っている６），７）．これまで，

酵母 Saccharomyces cerevisiae の酸化ストレス

に対する多くの研究は，ミトコンドリアに集中し

て行われてきいたが，ペルオキシソームに対して

は ほとんど行われていなかった．本研究では，

ペルオキシソームでの脂肪酸のβ酸化を促進し

たときに，酵母細胞が如何に応答するかについて

検討した． 

 酵母 S． cerevisiae において，ミトコンドリア

局在のアルデヒド脱水素酵素 ALD5 はマイナーな

酵素であり，ミトコンドリアの電子伝達系の生合

成に関与する８），９）．ald5 変異株は，プチット変



 

 

異株とはミトコンドリア DNA が正常な点で異なる

が，呼吸する能力が欠けている．本研究では，両

株のペルオキシソームにおける酸化ストレスの応

答の差異について検討した．ペルオキシソーム局

在のリンゴ酸脱水素酵素(MDH3)は Steffann らに

より同定され 10），脂肪酸のβ酸化中に生じる NADH

の再酸化に関与することが報告された 11）．このこ

とから，ペルオキシソームでの酸化ストレスの影

響を調べる方法として，MDH3 遺伝子の過剰発現を

試みた． 

酵母 S．cerevisiae には，二つのカタラーゼ；

ペルオキシソーム局在のカタラーゼ A （CTA1）と，

細胞質局在のカタラーゼ T （CTT1）がある 12）．そ

のカタラーゼの二重変異株は，野生株及び単一変

異株に比べて H2O2に対して感受性を示した 13）．し

かしながら，CTA1 の発現は CTT1 とは対照的に，

H2O2 に対して影響を示さないことが報告されてい

る 1４）． 

本研究では，ペルオキシソーム局在の MDH3 遺伝

子の過剰発現が，ペルオキシソーム由来のカタラ

ーゼの活性に影響を与え，またその活性はミトコ

ンドリア局在の ALD5 の存在に依存したことを報

告する． 

  

２．実験方法 

２．１ 酵母菌株及びプラスミド 

本研究に使用した酵母菌株は The Yeast 

Genetic Stock Center から分譲された DBY 746 

(MATα his3 leu2-3,112 trp1-289 ura3-52)を親

株として用い，AKD321株は前報で記述した DBY 746

株の ALD5 の遺伝子破壊によって作出した株であ

る 8）．プチット変異株（ρ０）はエチジウムブロマ

イド処理により分離した 15）． AKD321 株及びプチ

ット変異株は MDH3 遺伝子過剰発現プラスミド

pRS426-MDH3 により形質転換した．プラスミド

pRS426-MDH3 は，多コピー型ベクターpRS426 の

XhoI/SalI部位に MDH3遺伝子をクローニングする

ことにより構築した．また，MDH3 遺伝子は DBY746

のゲノムを鋳型 DNA として PCR 法により，フォワ   

―ドプライマーとして 5’-TTAGATTAGAGGGAAATAAAT 

TGCA-3’を，またリバースプライマーとして，

5’-TCTCATGATTTTTTTCGGT-3’を用いて増幅した．

その PCR 増幅産物 3.8kb の断片を XhoI と SalI の

制限酵素で処理し，pRS426 の XhoI/SalI 部位にク

ローニングした．酵母の形質転換は，酢酸リチウ

ム法により行った 16）． 

２．２ 培地及び培養条件 

 酵母菌株はＹＰＤ培地(1% yeast extract, 2% 

polypeptone, 2% glucose)或いは適当なアミノ酸

及 び 核 酸を 添 加 し た YNB 培 地 (0.67% yeast 

Nitrogen Base, 2% glucose)で培養した．固体培

地は 2%の寒天の添加により作成した．生育度は

600nm の濁度をモニターすることにより測定した． 

２．３ 過酸化水素処理 

 酵母細胞は 105 cells/ml の菌体密度で，YNB 培

地に摂取し，約 107 cells/ml になるまで培養した

後，集菌し，0.1M リン酸カリウム緩衝液(pH7.5)

に OD600=0.1 となるように懸濁した．酵母細胞の死

滅率の測定は，細胞懸濁液に対して最終濃度が２

mM H2O2 となるように調製し，30℃,１時間浸透

しながら保持した．生菌数は適宜希釈した試料液

を YPD 培地に塗布し，30℃２日間培養後のコロニ

ー数より求めた． 

２．４ ペルオキシソーム画分の調製 
 ペルオキシソーム画分は Kapperli らの変法に

より調製した 17）．対数後期まで培養した細胞を集

菌し，1 mM DTT, 1 mM EDTA, 及び 1 M ソルビト

ールを含む 0.1 M トリス－塩酸緩衝液(pH8.0)（緩

衝液 A）で洗浄した．細胞壁は緩衝液 A 中に 1mg/ml

の濃度の Zymolyase100-T を加えて，30℃１時間酵

素処理した．得られたスフェロプラストは２回緩

衝液 A で洗浄し，1 mM DTT, 1 mM EDTA,及び 0.25 

M スクロースを含む 0.1 M トリス－塩酸緩衝液

(pH8.0)に懸濁した後，超音波処理して破壊した．

その懸濁液を 4000g，10 分間遠心し，得られた上

清液を細胞フリーの抽出液とした．細胞フリーの

抽出液は 12,000g 15 分間遠心してミトコンドリ

ア画分を取り除き，その上清液を 25,000g, 15 分

間遠心して得られた上清液に対して，16 mM の

CaCl2濃度となるように固形 CaCl2を添加した．ペ

ルオキシソーム画分は，15,000g，15 分間遠心し

て集めた．沈殿物は 0.15 M KCl を含む 0.1 M トリ

ス－塩酸緩衝液(pH8.0)で洗浄し，25,000g, 15 分

間遠心した．その沈殿物（ペルオキシソーム）は

1 mM DTT, 1 mM EDTA,及び 0.25 M スクロースを含

む 0.1 M トリス－塩酸緩衝液(pH8.0)に懸濁し，酵

素活性測定に用いた．  

２．５ 過酸化水素の測定 





 

 

AKD321 株において，MDH3 遺伝子の過剰発現により，

粗抽出液中の過酸化水素の濃度は約 1.4 倍及び 4

倍それぞれ上昇した（図２）．この観察は，MDH3

遺伝子の過剰発現による脂肪酸のβ酸化が促進し

た結果と推定した．しかしながら，増加した過酸

化水素の濃度は MD3-746ρ０（14.2μmol／mg タン

パク質）と MD3-AKD321（44.3μmol／mg タンパク

質）で大きく異なっていた．その差は両株におけ

る過酸化水素の酸化ストレスに対する細胞の生存

率の差に反映されたものと推定した． 
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図２ 各酵母菌株における粗抽出液中の過酸化水

素濃度 

  
MD3-AKD321 において，細胞内の過酸化水素濃度

が MDH3 遺伝子の発現により何故著しく増加した

かを確かめるために，ペルオキシソーム中でのパ

ルミトイル CoA の酸化とカタラーゼ活性を調べた．

表１に示すように，MD3-AKD321 と MD3-746ρ０の

両株とも，それぞれに対する対照株に対して約

1.4倍のパルミトイル CoAの酸化が上昇していた．

一方，MD3-AKD321 のカタラーゼ活性は AKD321 の 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

それに対して 83％まで減少し，MD3-746ρ０のその

活性は 746ρ０に対して 14％減少していた．この

様に，MD3-AKD321 における過酸化水素に対する極

度の感受性は，ペルオキシソーム局在のカタラー

ゼ活性の減少が寄与していると推定される． 

 酵母のペルオキシソームのカタラーゼ A はヘム

含有の酵素である．ヘムはそれを含む酵素におい

て，可逆的に酸素を保持することができる．それ

ゆえ，MD3-AKD321 の過酸化水素ストレスに対する

感受性増加がヘムの欠乏による結果としてのカタ

ラーゼ活性の低下が起因しているかを検討した．

図３に示すように，MD3-AKD321 は培地中のヘミン

の存在により過酸化水素に対する抵抗性が増加し

た．一方，AKD321 ではヘミンの添加による影響は

認められなかった．これらの結果は，MDH3 遺伝子

の過剰発現によって引き起こされたペルオキシソ

ーム局在のカタラーゼ活性の低下は，部分的では

あるが，ヘムの欠乏が寄与していると推定される． 

 

４．考察 

 前報の中で，ミトコンドリア局在のアルデヒド

脱水素酵素(ALD5)を欠損した酵母の変異株では，

呼吸能がなく，シトクローム含量が少なくなって

いることを明らかにした 8）．ald5 変異株は野生株

と同様の正常なシトクローム c を含むプチット変

異株とは異なるが，外因性の過酸化水素に対して 

はその変異株と同様に抵抗性を示した．しかしな

がら，MDH3 遺伝子の過剰発現は ald5 変異株のそ

の酸化ストレスに対する感受性を増加させた．プ

チット変異株では，MDH3 遺伝子の過剰発現による

酸化ストレスの影響がなかったことから，MDH3 の

過剰生産によって誘導された内因性の酸化ストレ

スに対しては，シトクローム c の含量がその適応

に重要であると思われる．確かに，MDH3 遺伝子の 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1. 各酵母菌株のペルオキシソーム抽出液中のリンゴ酸脱水素酵素、パルミトイル-CoA 酸

化及びカタラーゼの酵素活性 

菌株        Malate dehydrogenase     Palmitoyl-CoA oxidation        Catalase 

                       (mU/mg-p)               (μM O2/min/mg-p)            (mU/mg-p) 

DBY746                  30.2                       0.81                       2.58 

DBY746ρ0                          28.1                       0.73                       3.47 

AKD321                  26.0                       0.80                       2.95 

MD3-746ρ0                        31.7                       1.03                       2.99 

MD3-AKD321              35.3                       1.15                       0.50 





 

 

５．まとめ 
 酵母 S. cerevisiae の ALD５遺伝子破壊株を用

いて，ペルオキシソームにおける脂肪酸β酸化よ

り生じる過酸化水素の解毒機構について検討した． 
 ald5 変異株は呼吸欠損株と同様に過酸化水素

に対して抵抗性を示した．しかしながら，MDH3
遺伝子の増幅効果により，ald5 変異株ではその抵

抗性は減少した．その原因としては，細胞内の過

酸化水素濃度の上昇が確認された．また，ペルオ

キシソームにおけるカタラーゼ活性が低下してい

ることも確認した．ALD5 は，呼吸鎖のシトクロ

ーム c の生合成に関与しており，また MDH3 遺

伝子の過剰発現の際に, 細胞内に蓄積する過酸化

水素の分解を担うカタラーゼ活性の保持に要する

ヘムの生合成に対しても，ヘミン添加効果による

MDH3 遺伝子過剰発現した ald5 変異株の過酸化

水素に対する感受性が低下した実験結果より，関

与していることが明らかとなった． 
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