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1．略語
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2．序論

生命への新たなアプローチ

ゲノムプロジェクトの進行にともない，さまざまな生物種で膨大な数の遺伝子が同定

され続けており，これら情報をもとにした遺伝子の機能とネットワークの解析は

「生命の全体像」解明に大きな成果を挙げている．20世紀は人類が遺伝子を物質と

して研究するようになり，発展させ，さらには遺伝子の総体であるゲノムと言う膨大

な情報の玉手箱を開いた記念すべき世紀であった．遺伝子から機能へ，それら機能，

構造のネットワーク，システムの構築，そして，そこから形づけられる生命の実像に

閉じこめられた普遍性と多様性．ゲノムサイエンスは最も単純で洗練された物質

「DNA」と，最も複雑で興味深い「生命」とを，両方向性のベクトルで繋げ得ること

を明確にした．また現在では，ゲノム塩基配列にもとづき，より高次の生命現象を

タンパク質のレベルで紐解くポストゲノムシーケンス世代へと広がりをみせている．

我々は遺伝子研究をもってたどり着いた「生命像」を解釈し，この科学的成果を

通して，新たな「生命とは何か」と言うイデアを創造したとも言えるだろう．

ある生物が持つ全遺伝子の解読，つまり生物固有の全ゲノム塩基配列解読の

必要性は1980年代に提唱された（Dulbecco，1986）．その後，インフルエンザ菌の

全ゲノム完全長解読（1995年10月）をパイオニアワークとして，これまでの最新

データである植物初のアラビドプシスゲノム完全長解読（2000年12月）を含め，

41生物種（古細菌8種，貞正細菌29種，真核生物4種）の全ゲノム塩基配列がすでに

決定されている（TableI）．これら解読済みゲノムの中には，生物学に広く用いられ

研究されているモデル生物，真正細菌の大腸菌や枯草菌，真核生物では出芽酵母，

線虫，ショウジョウバエなどが含まれ，さらには病原微生物であるピロリ菌や

クラミジア，および進化的にも興味深い極限環境微生物である超好熱性古細菌の

メタン菌およびAeropyrumperハブズなどが含まれる．また現在，微生物だけでも

70種以上，真核生物ではヒトを始め，マウス，イネ，トウモロコシなど，多数の

モデル生物種および有用生物種でのゲノムプロジェクトが進行中である．これら膨大

なゲノム情報を比較，再構築し，より詳細な高次解析を行うことで，ゲノムサイエン

スの目指す生命像の僻轍と本質の解明が具体的なものとなってきた．
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ゲノム解析には，従来の遺伝学的，生化学的実験による機能解析のみなら，

超大量の遺伝子情報を効率よくシステマチックに解析する情報学的アプローチと，

多検体を一一度に処理できる実験学的アプローチ両面での革新が必須であった．情報学

的アプローチに関しては，コンビュター性能の向上　－一一般化とネットワークの整備に

よって，大きく進展した．単なるATCGの塩基配列の羅列であるゲノム塩基配列に，

遺伝子としての枠組みを与え，分類，比較，統合そして類推する事により，膨大な数

の遺伝子についてゲノム内での位置づけ，および生物種間での位置づけが行われた．

その結果，多くの生物種に普遍的に保存されている遺伝子群の存在や生命システムの

保存性，各生物種において特異的に進化した遺伝子群の発見につながった（Leonardet

a］．，1998；Makarova et al．，2000；Tatusov et al．，1997）．ヒトからバクテリア

にまで高度に保存される既知遺伝子群の検索結果（1998年9月，著者による）を

Tablellに示す．pIR database（Baker et al．，1987）に対して，何らかの遺伝子

ファミリーまたはスーパーファミリーに属する機能既知遺伝子を抽出し，高等真核生

物であるヒトから，真正細菌および古細菌にまで保存される遺伝子群を分類した．

これにより，進化的に大きく隔たった生物種間で保存されている遺伝子群は，電子

伝達，代謝およびタンパク質合成など，生命維持の中心となる機能に関与することが

明らかとなった．また最近，21生物種の完全長ゲノムに対して，NTH（National

Institute ofHealth）の情報解析チームが行った解析結果”The OrthorogousGroups

of proteins（COG）database”では，これら進化的に有意な広がりを持つ21生物種

に，普遍的に存在している2091個のオーソログ遺伝子群の存在が予測された（Tatusov

et∂J．，2000）．遺伝学，分子生物学および生化学にもとづく既知遺伝子機能をもと

に，これらオーソログ遺伝子群を分類したところ、セントラルドグマに関わる479

遺伝子群，細胞プロセスに関わる543遺伝子群，および代謝に関わる865遺伝子群か

ら構成されていた．また注目すべきは663個の機能未知オーソログ遺伝子群の発見で

ある．これまで実験的には発見されることも，省みられることもなかった多数の

遺伝子群が進化的に保存されていることが明らかとなった．保存惟の高い機能既知

オーソログ遺伝子群が，生命維持の中心的役割を担う重要な遺伝子群であるように，

これら保存性の高い機能未知遺伝子群が生命にとって重要な機能を有している事は

容易に想像できる．個々の遺伝子，表現型や生理現象だけを追求する実験スタンスか

らは見過ごされていた，重要な遺伝子群の存在確認と言う点でも，ゲノム解析学が示

した有用性は計り知れない．また，遺伝子発現制御の解析や機能モチーフ，タンパク

質立体構造の予測など，デジタル情報から実験レベルへとシフト可能な情報の利用も，
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これら機能未知遺伝子の解析に大きく役立っている．

－一一方，より実際的レベルにおいてゲノムスケールで生命現象を，網羅的に解

析できる実験学的手法の開発により，細胞および生物を具体的に生命反応の塊として

捉えることができるようになってきた。ポストゲノムシーケンス解析技術の開発と

向上によるものである．細胞の中で起こるゲノム情報のモーメントは，セントラルド

グマの流れに従って，転写情報の総体としてのトランスクリプトーム，翻訳情報の総

体としてのプロテオームへと総括することができる（Velculescu et al．，1997；Kahn，

1995）．細胞内での転写産物の動態を，網羅的かつ簡便に検出できるSAGE（Serial

analysis of gene expression），DNA array，DNA chipなどは，細胞の増殖条件や

遺伝子破壊，およびストレス条件下や組織特異的な発現など，いろいろな条件での

転写プロファイル解析を可能にした（Velculescu et a］．，1995；Schena et al．，1995；

Pastinen et a］．，1997）．これらトランスクリプトーム解析の結果は，遺伝子発現の

制御ネットワークの全体像を把握し，個々の遺伝子レベルでの機能示唆と解析を支援

できる高品質な情報ソースとなっている．またさらに，細胞のほとんどすべての実際

的な機能はタンパク質機能に依存している．遺伝子情報はセントラルドグマの最下流

であるタンパク質の発現に到達し，生体内で機能できるフォームへと変換される．

それゆえ，ゲノム情報による生物体の形成と機能は，タンパク質の集合体として捉ま

えることができる．プロテオームとは，細胞をタンパク質の反応塊として考え，生命

機能の最終構築物とその内にある反応すべてについてタンパク質の動態をもとに，

より具体的に切り込んでいこうとするものである．現在，ゲノムスケールで行われて

いるこれらプロテオーム解析では，全遺伝子間1対1の組み合わせによるTwo－hybrid

法を用いたタンパク質問相互作用の解析，およびMass spectrometryを用いたコンポ

ーネントやサブユニット間相互作用の解析などが行われている（Chien et a］．，1991；

Wasinger et a］．，1995）．また細胞内のタンパク質発現プロファイルの作成を目的と

して，二次元電気泳動法を用いた発現タンパク質の網羅的な解析や，転写産物の動態

検出の場合と同様にProtein arrayの開発などが進んでいる．さらには，タンパク質

の全体構造や活性化部位の構造を片っ端から明らかにし，構造と機能とを網羅した

新しいカタログ作りを目的とする構造ゲノム解析などが始まっている．これら技術は，

ゲノム情報が実際に細胞内でどのように機能していくか，生体内の情報と機能がいか

なる流れによって支配されているかを網羅的，かつ圧倒的な情報量をもって説明でき

る．それだけでなく，生命機能のネットワークや代謝経路，およびそのヒエラルキー

を解明できる有効な手段である．実際の解析結果から，細胞周期，遺伝子発現制御な
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ど，生体システムに関わる新規因子の存在が同定が報告され（Spellman et al．，1998；

Lyons et al．，2000；DeRisiet al．，2000），タンパク質問相互作用のカタログ化，

さらには代謝経路の統合化がなされている（Schwikowskietal．，2000；Ogata eta］．，

1999；Pfeiffer et a］．，1999）．

しかしながら現時点では，これら各々のポストゲノム角牢析手法が，生体反応

および現象を検出できる最良の方法であるとは断言できない．なぜなら，微妙な動態

の遺伝子産物に対する検出精度や再現性の問題，また実験操作の煩雑さやデータの

解析処理技術など，さらに改善を要する課題が多く残されているからである．また，

情報の必然性と信頼性を高めるため，トランスクリプトームとプロテオームとを平行

した解析が主流となってきているが，精緻な部分でそれぞれの結果の間にギャップが

生じたり，既知タンパク質機能および相互作用に関して，これまでの報告との間に

不一致があったり，非再現的な結果が得られたりする事もある．生命現象をより直接

的に判断できるポストゲノム解析の成熟には，今暫くの時間が必要であり，従来の

生化学的，遺伝学的手法を組み合わせた詳細な検証が必要とされている．

これまでの科学は複雑な生命現象を，できるだけシンプルな作用に置き換え

て科学の言葉で説明することに重点を置いてきた．しかし，ゲノムサイエンスを通し

て，生命機能，構造およびシステムに対する再構築が図られ，生命への新たな見識が

かたち造られてきた．それは生命現象を細密に分解し解析できる科学をもって，生命

をより大きく捉え直すことで，生命の実像へ迫ることから始まり，そこにある生命の

複雑さをもう胴一度受容し，理解することを意味する．大きく捉えることから細密に

理解すること，細密に捉えることから大きく理解することへと，常に意識と

行為の往復運動が，真なるものの探求には不可欠である．ゲノムサイエンスは遺伝子

が秩序と体系のうちに在ることを示し，同時に，それら遺伝子が非常に複雑に絡み合

っているだけでなく，未だ機能不明の遺伝子群とそれらを介した未知の生体機能シス

テムが存在することを示した．ゲノムサイエンスの可能性と限界の延長線上で再び，

個々の遺伝子解析を出発点とした研究の重要性がクローズアップされてきたと考えら

れる．

出芽酵母におけるゲノムサイエンス

出芽酵母S∂CC∂rO町CeS CereVisi∂eは，最も効率よく詳細にゲノム解析が進められて

いるモデル生物である．単なる生物学的なモデル生物としてだけでなく，ゲノムサイ

エンスのトップモデル生物としての役割を担っているとも言ってもよいだろう．多く
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の遺伝子情報データベースの比較基準となり，他生物種におけるデータベースの枠組

み構築の基礎となっている．また，出芽酵母ゲノムでの成功をもとに応用され，汎用

化しているポストゲノム解析技術も数多い．これは出芽酵母の生物体としての特徴と，

実験生物としての優利性によるものである．出芽酵母は1860年代から実験対象とし

て用いられ，生化学，細胞生物学，細胞学，分類学と幅広く研究されてきた．とりわ

け出芽酵母における遺伝学と分子生物学の導入が，実験生物としての有用性を確立し

たと言える．単細胞生物でありながら，真核生物としての基本的細胞構造を備え，

遺伝学的解析の－一一般的ストラテジーが確立されているうえ，突然変異導入や遺伝子

破壊など遺伝子レベルでのハンドリングが容易である．豊富な実験結果の蓄積と比較

的明確な実験結果を得ることができることから，モデルを立てやすい．また，進化的

にも真核生物，真正細菌および古細菌の分岐点に近く，機能の保存悼も高いことから，

他生物種における相同遺伝子を導入し機能の相補性を調べることで，モデルの評価を

行うことができる（大島泰治編，1996）．さらには，真核生物としてはゲノムサイズ

が約12Mbと比較的小さいので，現在のポストゲノム解析能力で一度に処理できる

大きさに適している．これらのことからも出芽酵母細胞のゲノムサイエンスにおける

モデル生物としてのポテンシャルは非常に大きいことがわかる．現在では，出芽酵母

ゲノム配列決定を出発点として，1000研究室を越える世界規模の出芽酵母ゲノム解

析コミュニティーが，ゲノムサイエンス全体を力強く牽引している．

出芽酵母ゲノムプロジェクトは米国，カナダ，ヨーロッパおよび日本の国際

協力のもとに行われ，1996年に真核生物初の全ゲノム塩基配列決定として報告され

た（Goffeau et al．，1996）．その結果，16本の染色体から構成される12，068kbの

ゲノム中に総数5885個のORFが同定された（questionableORFを含めると63540RFs，

TableJ‖）．これにより，ヒトにつながる真核生物の最も小さな「生命」は，わずか

6000個ほどの遺伝子により支配されていることが明らかとなったのである．これま

での実験結果と機能既知遺伝子をもとにした比較解析の結果，出芽酵母ゲノムに

コードされる5885遺伝子のうち，RNA関連遺伝子（rRNA，tRNAおよびsnRNA）8％，

エネルギー生産および代謝関連遺伝子14％，遺伝子複製，修復および組み換え関連

遺伝子3％，転写および転写因子関連遺伝子7％，翻訳関連遺伝子6％，タンパク質移行

関連遺伝子0．8％および構造タンパク質関連遺伝子0．4％と予想され，およそ60％の

遺伝子は機能不明の未知遺伝子であることが報告された．（2001年1月現在，出芽酵

母ゲノム中の遺伝子数は6354遺伝子と改訂された．これら遺伝子群の分類をTable

I‖に示した．）また興味深いことに，出芽酵母遺伝子とヒト疾病関連遺伝子との

9
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比較の結果，ヒト疾病関連155遺伝子に対して出芽酵母288遺伝子が相同惟を有し，

このうち239遺伝子が機能的に相同であると推定された（Andrade et al．，1998）．

これら遺伝子の中にはフェニルケトン尿症やWiskott－Ardrich症候群など，難治療

疾患に関わる遺伝子も多数含まれていた．

出芽酵母におけるポストゲノム解析は，出芽酵母第三染色体におけるラージ

スケールでの遺伝子破壊株の作成と表現型解析をパイロットプロジェクトとして

（Rieger et a］．，1997）生化学および遺伝学的解析，遺伝子情報解析，トランス

クリプトーム解析およびプロテオーム解析と多岐にわたる解析を統合的に進展させて

いる．これまでに報告された最も大規模な出芽酵母遺伝子破壊プロジェクトの結果か

ら，2026遺伝子について作成した6295遺伝子破壊株を用いた解析で，406遺伝子が

必須遺伝子であることが明らかとなっている（Winzeler et a］．，1999）．またさらに，

このうち558遺伝子破壊株を用いて行った表現型検索およびDNA array解析の結果か

ら，約40％の遺伝子で遺伝子破壊による増殖への影響がみられ，4000を越える

転写産物の変化が検出された．現在までに，出芽酵母全遺伝子のうち3872遺伝子の

破壊が完了し，必須遺伝子9070RFsおよび非必須遺伝子29650RFsが同定されてい

る（MIPS database，2000年12月，TableI］Ⅰ）．グルコース培地中でのSAGEによる

トランスクリプトーム解析の結果では，4665遺伝子（このうち機能既知1981遺伝子，

機能未知2684遺伝子）について60，633の転写産物を検出し，ゲノムワイドの転写

活性と転写パターンに関する情報が収集されている（Kalet∂J．，1999）．同様に，

DNA array解析を用いたトランスクリプトーム解析では，各種栄養条件，化学物質に

よるストレスなど出芽酵母の増殖条件と，胞子形成や膜関連タンパク質などの遺伝子

破壊株の組み合わせに応じた，ゲノムワイドでの転写産物の解析がなされている

（Gasch eta］．，2000；Chu et a］．，1998；Diehn eta］．，2000；Dumond eta］．，20（）0）．

また，Two－hybrid法および二次元電気泳動解析法を用いて，出芽酵母全遺伝子の

うち約半数に相当する機能未知遺伝子のタンパク質相互作用と発現パターンの解析が

勢力的に行われている．これら出芽酵母ゲノムにおけるラージスケールで

の，，Functionalanalysis”（HieterandBoguski，1997）の結果および進行状況は，SGD，

MIPS，YPD，Sanger center（本論文に記載したデータベースのURLをTableIVに

まとめた）などのデータベース上に随時公開されており，各解析データ相互の統合化

が図られている．今日までに，これら出芽酵母ポストゲノム解析の結果から，全6362

遺伝子に関して，それぞれの遺伝子機能解明につながる表現型や機能的プロファイル

および相互作用などの多大な情報が蓄積されている．この2年の間だけでも，
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機能解明または機能予測にまでおよんだ未知遺伝子は53遺伝子にものぼる．しかし

ながら，依然として全遺伝子のうち約30％の1988遺伝子は機能類推すらできない

未知遺伝子として残されたままである．これら未知遺伝子の機能解明は，出芽酵母の

ゲノム解析をさらに飛躍させる上で非常に重要な意味を持つ．また，生命現象に関わ

る遺伝子機能システムおよびネットワークの完全解明と，出芽酵母を軸にした他生物

種でのゲノム解析の発展に貢献できるだけでなく，未だ知られていない生命機能の

発見につながるのである．

ヒトからバクテリアにまで高度に保存される機能未知遺伝子群

我々は，ポストゲノム解析を通して遺伝子機能解析が精力的に行われているにもかか

わらず，未だ何ら機能解明の辛がかりすら掴めないこれら未知遺伝子の機能解析を

行い，代謝・増殖など生命維持にかかわる主要な現象において，重要な機能を担って

いる新規生命機能の発見とその解明を目指した．特に生命機能の中心となる普遍的な

機能の抽出，解析を目標とするため，できるだけ進化的に広範囲にわたって存在し，

かつ高度に保存されている遺伝子の選定を行った．MIPS databaseに公開されている

出芽酵母遺伝子の分類データから，他生物種の機能未知遺伝子と保存性の高い遺伝子

群の抽出を行った．データベース上に”Similarity to unknown protein（1998年

6月公開データ）”として分類される出芽酵母766遺伝子の塩基配列およびアミノ酸

配列を収集し，これら全ての遺伝子配列およびアミノ酸配列に対してBLASTおよび

FASTAプログラムを用いて相同遺伝子を検索して，得られた全ての相同遺伝子群の

アミノ酸配列比較をClustalWプログラムを用いを行った．高度保存性の機能未知

遺伝子の同定基準は，まず高等真核生物，特にと卜から真正細菌および古細菌の

三生物界に相同遺伝子が多数存在するだけでなく，アミノ酸配列比較の結果から，

アミノ酸配列全体にわたって保存性が高く，相同性20％（類似性40％）以上の機能未知

相同遺伝子群に属するもととした．解析の結果，出芽酵母766個の機能未知遺伝子の

うち，この基準をみたす遺伝子はわずかに相即25c，和則96c，膵斤057cおよびi≠肝J7伽

の4遺伝子だけであった（Table V）．我々はこれら機能未知遺伝子のうち，

特に進化的に広範囲にわたって高度に保存されている1官斤057cを機能解析の候補

遺伝子として選んだ．また，ここでの未知遺伝子抽出結果と，先に述べた高度保存性

の既知遺伝子とを合わせて，ヒトからバクテリアにまで高度に保存されている出芽

酵母遺伝子の総数は60遺伝子であることがわかった．この抽出遺伝子数の少なさは，

1998年当時における出芽酵母ゲノム解析の完成度の低さと，他生物種における
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ゲノム解析データの未完結，未整理によるところが大きい．2001年1月に再度行っ

た機能未知遺伝子（741遺伝子）に対する同様の解析結果では，これら4遺伝子に加え

て，新たに7遺伝子が抽出された（Table V）．これら遺伝子ファミリーの中で膵17057c

の属する遺伝子ファミリーが最も高度に保存されていた．これら高度保存件の11個

の機能未知遺伝子のうち，その保存性の高さおよび予測される機能モチーフの共通性

から，yD17140wおよびY7m209wはmethyltransferaseとして機能することが予測され

た．また各遺伝子ファミリー内の既知遺伝子との保存性の高さから，柑⊥036cおよび

1′晰178wはそれぞれ，Proline synthase associated proteinおよびcompetence－

damaged proteinとしての機能の類推が可能であった（Published onlyin Database，

1998，http：／／www．genome．ad．jp／dbget－bin／www＿bget？genbankTtOday＋

ABO18566＃cdsl；Martin et a］．，1995）．さらに，出芽酵母機能未知遺伝子yB17025cに

関して我々が行った機能解析の結果から，この遺伝子が出芽酵母細胞の液胞膜透過機

能維持に関与することを見いだした．ことからもこれら遺伝子が，生体機能の維持や

代謝において鍵となる重要な働きを担っており，生命にとって普遍的な生体システム

に関与し機能していることが示唆できる．しかし検索の結果抽出された4遺伝子の

うち完全に機能が同定されているものはなかった．生物の全容を見定める上で，

これら機能未知遺伝子ファミリーの解明は，克服すべき問題点である．またそれだけ

でなく，新たな生命現象の発見と理解，さらには生物進化を通して保存される生命の

普遍性を読み解くうえでも，非常に興味深い研究対象である．

機能未知YERO57c／Yjgf／UKl14タンパク質フ7ミリー

出芽酵母遺伝f－yE17057cは，機能未知YERO57c／Yjgf／UKl14ファミリーに属する．

真核生物，貞正細菌および古細菌の全生物界に属する26生物種28遺伝子で，アミノ

酸配列全体を通して非常に高度に保存されている（VoIz，1999）．また，これら相同

遺伝子産物に対する構造予測の結果からも，機能の高い保存性が示唆されているが，

機能の解明に直接つながる既知モチーフなどは全く見い出せない．現在までの

ところ，哺乳類での相同タンパク質である粘土tus sp．PSPlは肝細胞および腎細胞に

局在し，その発現は肝細胞の分化時に誘導される【一方，癌細胞では強い発現抑制を

受ける（Levy－Favatier et a］．，1993；Asagiet a］．，1995）．またHomosaplensUKl14

についてもPSPlと非常に類似した生理学的特徴が報告されている（Schmiedeknechtet

∂し1996）．さらに，これら遺伝子産物が止仁山Lmでタンパク質合成開始を阻害す

ることなどが報告されている．貞正細菌での相同遺伝子であるβ∂CiJノus sリムtfブイs
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m鋸，hctococcusJ∂CtJs此ββおよびS∂JmoneJJ∂亡脚力fmurfu〃7りGFはそれぞれ

プリン合成，ロイシン合成およびチアミン合成系にそれぞれ関与する因子と考えられ

ているが，その具合的な機能および作用機序などは何ら明らかにされていない（Rappu

et a］．，1999；Enos－Berlage et al．，1998；Goupi卜Feuillerat et a］．，1997）．

しかし，これら相同遺伝子に関する知見は，生体の基本代謝系と細胞増殖を結びつけ

る新規の制御系の存在を示唆するだけでなく，遺伝子の機能分化とそれを支える

遺伝子ネットワークの進化に迫るよい材料になると考えられる．

本研究は機能未知YERO57c／Yjgf／UKl14ファミリーに属する出芽酵母遺伝子

膵斤057cとその種内の相同遺伝子であるy几05Jcの機能解析を，出芽酵母を用いた

遺伝学的解析を中心に行った．本研究が目指すものは，ゲノムサイエンスの可能性と

限界を見据えながら，個々の遺伝子解析を出発点とした研究の重要性を再認識し，

網羅的かつ細密な解析を行うことによって，未知の生命機能を発見，解明することで，

ラージスケールでのゲノム解析が描画した点線を実線へと連杵することである．また，

こうした逆流の発想から提起される新たな生命機能の解明が，「生命とは何か」を

問ううえで，斬新な理解の切り口を創造する契機となることを期待した．

13



3．材料と方法

3．1遺伝子塩基配列の取得と相同遺伝子およぴモチーフ検索

出芽酵母遺伝子膵斤057cおよびy几05Jcの塩基配列および翻訳産物のアミノ酸配列は，

Saccharomyces cerevisiae Genome Database（SGD：Stanford university）から

取得した．相同遺伝子検索は出芽酵母YERO57cタンパク質のアミノ酸配列をもとに，

BIJASTおよびFASTAプログラム（東大医科研ヒトゲノム解析センター）を用いて検索

を行った．YERO57cタンパク質の配列に対して，相同性30％以上，かつ類似性50％以

上を基準としてタンパク質群を抽出し，これらに対しアミノ酸配列比較を行い，

相同遺伝子を同定した．相同遺伝子群のアミノ酸配列比較にはClustalWプログラム

（国立遺伝学研究所）を用いた．アミノ酸配列内のタンパク質ソーティングモチーフ検

索にはPSORTlおよびPSORTITプログラム（国立遺伝学研究所）を用いた．相同タン

パク質の二次構造予測および，その他モチーフの検索にはComputationalservicesat

EMBL（http‥／／www．embトheidelberg．de／Servjces／index．html）を用いた．

3．2　培地

出芽酵母株の培養にはグルコース培地（1％yeast extract，2％bacto－PePtOne，2％

glucose，0．2％adenine）および最少培地（Synthetic minimum medium；O．67％yeast

nitrogenbasewithoutaminoacid，2％glucose）をもとに、適宜必要なアミノ酸（0．025％

adenine，0．025％isoleucjne，0．125％1eucine，0．025％histidine，0．025％tryptophan，

0．025％urasil）を添加した培地を用いた．遺伝子破壊株のスクリーニングには

SC（Synthetic complete medium；0．67％yeast nitrogen base without amino acid，

2％glucose，2％drop－Out mixture）をもとに，マーカーとなるアミノ酸を適宜省いた

選択培地を作成し用いた．遺伝子破壊株の呼吸機能試験にはグリセロール培地（1％

yeast extract，2％bacto－PePtOne，2％glycerol，0．025％adenine）を，また

遺伝子大量発現試験にはガラクトース培地（1％yeast extract，2％bacto－PePtOne，

2％galactose，0．025％adenine）を用いた．

3．3　オリゴヌクレオチドおよぴプラスミド

本実験に用いたオリゴヌクレオチドをTable Vl．に，またプラスミドをTable VIl．

にそれぞれ示した．

14

．＿．一L■＿＿＿＿．＿＿＿



遺伝子破壊および遺伝子クローニングには，合成オリゴヌクレオチド（サワディー

テクノロジー社）をプライマーとして用いた．また，遺伝子クローニングベクター

および栄養要求性マーカー遺伝子の鋳型DNAとしてTable Vll．に示したプラスミド

を用いた．

出芽酵母遺伝子yE肘57cおよびy几05Jcのサブクローニングは，SGDから

取得した塩基配列をもとに設計したプライマーを用い，出芽酵母ゲノム遺伝子を鋳型

としてPCR法により増幅したORFとその上流500塩基および下流300塩基を含む

遺伝子断片を，単コピーベクターであるYCplac33および多コピーベクターである

YEplac195（Gietz and Sugino，1988）にそれぞれ組み込んだ．これによりプラスミド

psElおよびpS11とpMElおよびpMIlを得た．

yEI7057cおよびYTLO51c遺伝子産物（YerO57cpおよびYjlO51cp）の発現を検出

するため，これらタンパク質のC末端に4xHAタグを付加したYerO57cp－4HAおよび

YilO51cp4HAの発現用クローンを作成した．単コピープラスミドpSElおよびpSIlに

組み込んだ陀斤057cおよびy几05Jc遺伝子のORFのすぐ下流に，4ⅩfIAタグ配列を

コードするオリゴヌクレオチドを組み込んで，プラスミドpSE4haおよびpS14haを

作成した．同様に多コピープラスミドpMElおよびpMIlにそれぞれ組み込み，

プラスミドpME4haおよびpMI4haを作成した．

出芽酵母遺伝子1朋057cおよびy几05Jcの細胞内大量発現にはGAl」7

プロモーター制御下にあるマルチコピープラスミドpAA7（Tajima et a］．，1986）に

PCR法により増幅したyEHO57c－4HAおよびYILO51c－4HAのORFをそれぞれ組み込んだ

プラスミドpGETlおよびpGITlをそれぞれ作成した．

YerO57cpおよびYilO51cpの機能相補実験には，YilO51cpの開始メチオニン

から11アミノ酸残基分までをコードするオリゴヌクレオチドを合成し，これをプラ

イマーとして用いて，YerO57cp－4HAにYilO51cpのN末端領域を付加した遺伝子断片

をPCR法により増幅した後，この道伝子断片をy几05Jc遺伝子のネイティブ

プロモーター制御下にある単コピープラスミドに組み込んで，プラスミドp＋MtE4ha

を作成した．また，YilO51cpの開始メチオニンから11アミノ酸残基より内側から

下流の配列をもとにプライマーを設計し，N末端11残基を欠失させたタンパク質を

コードする遺伝子断片をPCR法により増幅し，同様の単コピープラスミドに組み込ん

でpAMtIを作成した．さらに同様の方法でYilO51cp－4HAのMTSを欠失させたタンパ

ク質をコードする遺伝子断片をPCR法により増幅し，単コピープラスミドに組み込ん

でpAMt14haを作成した．
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3．4　四胞子分析

グルコース培地上，30℃で－一一目間培養した出芽酵母二倍体細胞を，胞子形成培地

（1％potassium acetate）に移し，23℃で4日間インキュベートして，子嚢胞子を

形成させた．形成した子嚢胞子を0．05mg／mlZymolyaselOOT（生化学工業）中に

懸濁し，室温で10分間処理し，顕微操作機を用いて分離した。

3．5　出芽酵母株

本実験に用いたすべての出芽酵母は，野性型株W303－1AおよびW303－1Bを親株として，

遺伝子破壊および遺伝子導入を行うことにより作出した（Table VIIl）．また，分離

した出芽酵母株の遺伝子破壊は，コロニーPCR法により確認を行った．出芽酵母一一一一倍

体株の作出は，親株となる出芽酵母二倍体細胞を四胞子分離することにより行った．

出芽酵母遺伝子相即57cおよび1′几05Jcの破壊はそれぞれ，栄養要求性マーカーで

あるWJ，⊥g【ゼ遺伝子を相同組み換えを利用して染色体上の標的遺伝子と置き換え

ることにより行った．遺伝子破壊に用いた栄養要求性マーカー遺伝子断片は，WJ

およびLELe遺伝子を組み込んだプラスミド（Table VII）をそれぞれ鋳型とし，

遺伝子破壊を目的として設計したプライマー（Table Vl）をそれぞれ用いて，PCR法

により増幅した．BATlおよびBAT2遺伝子の破壊は，相同組み換えを利用してI，ELI2

遺伝子を染色体上のBATlおよびBAT2遺伝子とそれぞれ置き換えることにより行った．

また，得られたBATlとBAT2の一倍体遺伝子破壊a株およびα株をかけ合わせて

遺伝子破壊二倍体株を作出した後，四胞子分離を行い，SC－1eu選択培地上で遺伝子

破壊株を選択，分離した．1gとゼ遺伝子断片を相同組み換えを利用して染色体上へ戻

すことにより，野生型株および各遺伝子破壊株のロイシン要求性を相補する出芽酵母

株を作出した．これら遺伝子破壊の確認は，栄養要求性を指標とした選択培地上での

コロニー形成を見るとともに，それぞれ破壊した遺伝子座を特異的に増幅し得る

プライマーを用いて，PCR法により破壊した遺伝子座の増幅することにより確認した．

野生型pり株は，4叫1／mlエチジウムブロマイドを含むグルコース培地上　30℃で

継代培養を行い，細胞内のミトコンドリアを脱落させて作出した．

3．6　出芽酵母細胞からのタンパク質抽出

出芽酵母細胞からのタンパク質の抽出はSDS／Urea法により行った．総0．D．l．5相当

の出芽酵母細胞を400ulbuffer U（40mM Tris－Hcl，0・1mM EDTA，4％SI）S，8M urea，

1％2－merCaPtO－ethanol，1mM PMSF，2×complete）に懸濁し，等量の細胞破砕用

16



ガラスビーズ（SIGMA杜）を加えて，70℃，10分間処理した後，BeadBeader（BioRad

杜）を用いて，4℃，4200rpm，10秒の条件で5回，細胞破砕操作を繰り返した．

破砕した細胞抽出液を4℃，7000rpm，5分で遠心分離した後，95℃，5分間熱処理を

行った．

3．7　ウエスタンプロツティング

出芽酵母遺伝子YEHO57cおよびyILO5］cの翻訳産物（YerO57cpおよびYi］051cp）の

検出は，出芽酵母細胞内にプラスミドpSE4haおよびpSI4haそれぞれ導入し，発現し

た遺伝子産物のC末端に付加した4ⅩHAタグを標的として，ウェスタンブロツティン

グを行うことにより検出した．細胞破砕により抽出したタンパク質溶液に等量の1mM

PMSF，2匹g／mll．eupeptin，1ug／mlPepstatinAを含む2×SDS bufferを加え，95℃，

3分間加熱処理を行った後，氷冷したタンパク質溶液を15％アクリルアミドゲル中で

150mA，70分間，電気泳動した．転写緩衝液（0．1MTris，0．192MGlycine，0．O25％SDS）

中，25℃，30分で平衡化した電気泳動後のゲルから，150mA，60分間の条件でタンパ

ク質をPVDF膜上に転写した．タンパク質を転写したPVDF膜を3％BSA，5％skimmilk，

0。025％Tween20を含むTBS溶液（0．03M Tris，0．2M NaCl，pH7．5）中，25℃，3時

間震近

してブロッキングを行った後，0．1rlg／ml抗HA high affinityラット抗体（Roche

杜），3％BSA，5％skim milk，0．025％Tween20を含むTBS溶液中，25℃，

3時間震塗し，4×HAタグを標的とした一一次抗体を反応させた．【一一次抗体反応後，

0．025％Tween20を含むTBS溶液で洗浄したPVDF膜を，10巨g／mlhorseradish

peroxjdase（HRP）共役型抗ラットIgGウサギ抗体（Bio Rad杜），3％BSA，5％skim

milk，0．025％Tween20を含むTBS溶液中で，25℃，3時間震迄を行い，二次抗体を

反応させた．二次抗体反応後，0．025％Tween20を含むTBS溶液で洗浄したPVI）F膜

にECL溶液（アマシャムファルマシア杜）を反応させた．

3．8　抗体染色

YerO57cpおよびYilO51cpの細胞内局在は，出芽酵母細胞内に多コピープラスミド

クローンpME4haおよびpMI4haそれぞれ導入し，発現したYerO57cp－4rIAおよび

YilO51cp－411AのHAタグを標的としてFITC抗体でラベルしたタンパク質を蛍光顕微

鏡‾Fで観察することにより同定した．出芽酵母細胞を等量の2×ホルマリン固定液

（6％formaldehyde，1．2％ethanol，0．2M K－Pibuffer，PH6．5）を加え25℃，30分
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静置し，細胞を固定した．固定した細胞を遠心集菌後（25℃，3000rpm，5分），

1×ホルマリン固定液（3％formaldehyde，1．2％ethanol，0．2M K－Pibuffer，Pli6．5）

に再懸濁し，1時間静置した．細胞を遠心集菌後，0．1M KTPibuffer（pI16．5）で細

胞を洗浄し，さらにSKC溶液（0．12M K2HPO4，0．033M citrate，1．2M sorbiol）に懸

濁した．200ulの0．5mg／mlZymolyase20Tとβ－merCaPtO－ethanolを加え，3O℃，7

分間処理した後，SKC溶液で細胞を洗浄，遠心集菌し，methanolに懸濁して，20℃に

6分間静置した．BSA－PBS溶液で細胞を洗浄後，2Oug／ml抗HA high affinity

ラット抗体を加え，4℃で12時間処理した．この細胞をBSA－PBS溶液で洗浄し，50ul

FITC標識抗ラットIgGウサギ抗体（Bio Rad社）を加え，22℃，2時間処理した後，

蛍光顕微鏡下で観察した．

3．9　タンパク質の発現確認

YerO57cpおよびYilO51cpの細胞増殖にともなうタンパク質の発現を調べるため，

YerO57cpおよびYilO51cpのC末端に4xHAタグを付加したタンパク質YerO57cp－4rlA

およびYilO51cp－4HAをそれぞれコードするプラスミドpSE4haおよびpS14haを野惟

型株細胞にそれぞれ形質転換した後，YerO57cp－4HAおよびYilO51cp－4HAの細胞増殖

にともなうタンパク質の発現を，HAタグを標的としたウェスタンブロツティングに

より検出した．それぞれの出芽酵母形質転換株細胞はSC－ura培地中，30℃で対数

増殖期（ODO．5）まで振返培養した後，細胞を10倍に希釈してSC－ura培地中に植菌し，

30℃で振返培養を続けた．植菌直後（0時間）から24時間まで2時間毎にOD O．5相当

の出芽酵母細胞を集菌し，タンパク質抽出を行い，YerO57cp－41iAおよびYi］051cp－

4HAの発現パターンを調べた．

3．10　大量発現

YerO57cpおよびYilO51cpの大量発現はpGETlおよびpGITlをそれぞれ野生型株に

導入し，得られたYerO57cp－4HAおよびYilO51cp－4HAの大量発現株をSC－ura，

グルコース培地上30℃，3日間培養後，タンパク質大量発現誘導培地であるSC－ura，

ガラクトース培地上に植菌して，3日間培養した時のコロニー形成能を観察した．

YerO57cp－4HAの大量発現誘導と細胞増殖阻害との関係をさらに詳しく調べる

ため，液体培地中での大量発現誘導にともなう細胞生存率を算出するとともに，細胞

の形態変化を観察した．YerO57cp－4HA大量発現株をSC－ura，グルコース培地中30℃

でODO．3まで培養後，出芽酵母細胞を遠心集菌し，SC－ura，ガラクトース培地中に
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移してYerO57cp－4HAの大量発現を誘導した．大量発現誘導後15分毎にODO・5相当

の出芽酵母細胞を集菌し，タンパク質抽出した後，ウェスタンブロツティングにより

YerO57cp－4HAの大量発現を誘導を確認した．またこの時，2時間毎に8時間まで

分取した出芽酵母細胞をSC－ura，グルコース培地上で30℃，3日間培養し，出現し

たコロニー数をもとに細胞生存率を算出した．

細胞生存率（％）：

100×（各時間サンプ／レのコロニー出現数／0時間サンプルのコロニー出現数）

3．11　FACS解析

フローサイトメトリーでの細胞内のDNA量測定（EpsteinandCross，1992；Paulovich

a。dH。rtWell，1995）は，細胞を7O％ethanolで固定後，終濃度0・25mg／mlのRNaseA

で50℃，60分間処理し，さらに終濃度Img／mlのprotenase Kを加えて5O℃，60分

間処理した．この細胞溶液に終濃度8ug／mlのpropidiumiodideを加えてDNAを

染色した後，FACScan（Becton Dickinson社）で解析した・

3．12　遺伝子破壊株の表現型検索

出芽酵母僅々057cおよびy几05Jc遺伝子の破壊によって生じる表現型を検索するため，

初期スクリーニングとして以下の条件で出芽酵母遺伝子破壊株の細胞増殖を調べた・

グルコース培地中で対数増殖期まで培養した出芽酵母遺伝子破壊株細胞を104，10：ミ，

102，101cells／spotになるように段階希釈した後，それぞれの培地上にスポットし，

細胞培養温度16，23，30，37，39℃でのコロニー形成能を調べた・表現型検索には

以下の試験培地をそれぞれ作成し用いた．

l州：

紫外線：

浸透圧：

10N HClまたは10N NaOHを添加してpH5，7，9，11にそれぞれ

調整したグルコース固体培地．

グルコース培地上にスポットした出芽酵母細胞に，Xl」－1500

UV CROSSLINKER（Spectronics，Co．）を用いて0，30，60，90，

120J舟の紫外線を照射した後の細胞増殖を調べた・

1．0，1．2，1．5，2．OMSorbitiolをそれぞれ含むグルコース培地・
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炭素源：

窒素源：

アミノ酸：

2％glucose；3％potassium acetate；3％ethanol；2％galactose；

2％raffin。Se；3％1actate；3％glycerolをそれぞれ唯一一一の炭素源

としてそれぞれ含む培地．

proline［1mg／ml］；glutamic acid［1mg／ml］；glutamine

［1mg／ml］；NH4Cl［1mg／ml］；ornithine［lmg／ml］；serine

［1mg／ml］；threonine［1mg／ml］；urea［1mg／ml］をそれぞれ唯一一一

の窒素源として含む窒素源要求性試験培地（1．17％yeastcarbonbase，

0・1％K2HPO4、2％glucose，0・O16％adenine，O・016％histidine，0・016％

1eucine，0．016％methionine，O．016％trptophane）・

adenine，alanine，argineine，aSParagine，aSParatic acid，

cystein，glutamine，glutamic acid，histidine，isoleusine，

1eucine，1ysine，methionine，phenylalanine，PrOline，

threonine，tyrOSine，uraCilおよびvalineをそれぞれ

［5，10，50，100，200mM］の濃度で含むグルコース培地・

塩および重金属イオン：FeCl，8．5mM］；FeC12［1mg／ml］；FeSO4［23mM］；

CaC12［0．5M］；CdC12［10LIM］；CsC12［0・1M］；CuSO4［2mM］；

KCl［1．3M］；NaCl［1．3M］；MgC12［0．5M］；NH。Cl［0・2M］；

MgSO。［0．4M］；LiCl［500mM］；MnC12［3mM］をそれぞれ含む

グルコース培地．

阻害剤： 。。ffeine［0．2％］；ethanol［10％］；formamide［3％］；li20：［2％］；

s。rbitol［1．8M］；methylmethane slufonate［0．03％］；

paraquat［500uM］をそれぞれ含むグルコース培地上での細胞増殖，

およびhydroxyurea［6mg／ml］；cycloheximide［0．3巨・g／ml］；emetjne

［20mg／mlin ethanol］；canavanine［30匹g／ml］をそれぞれ含む

SC培地．
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3．13　オルガネラ特異染色

3．13．1　ミトコンドリア染色：

出芽酵母細胞内のミトコンドリアDNAおよびミトコンドリア膜をそれぞれSYTO18

およびRhodamine B（Molecular Probes，Oregon，USA）を用いて染色した．

10mlグルコース培地中，30℃で培養した対数増殖期にある出芽酵母細胞を集菌した

後，10mMHEPES緩衝液中に10cells／mlになるように懸濁し，SYTO18およびRhodamine

Bをそれぞれ最終濃度10mMおよび100mMになるように加え，25℃で5分間染色した．

10mM HEPESで染色した細胞を洗浄した後，10mM HEPESに再懸濁し，蛍光顕微鏡下で

観察した．

3．13．2　核DNA染色：

10mM HEPESを用いて細胞を洗浄した後，10mM HEPESに再懸濁し，1ul出芽酵母細胞

液，叫1マウンティングバッファーと1匹1の1ug／mlDAPIを加えて25℃，5分間

処理し，核DNAを染色した．マウンティングバッファーには1mMp－Phenylenediamide

を含む90％グリセロール溶液を用いた．

3．14　側鎖型アミノ酸感受性試験

最少培地中にisoleucine（Ile）［0～10mM］，1eucine（I」eu）［0～50mM］，Valine（Val）

［0～10mM］をそれぞれ添加した側鎖型アミノ酸感受性試験培地を作成し，これら培地

上でのコロニー形成能を調べた．遺伝子破壊株細胞を最少培地にすべての側鎖型

アミノ酸（0．57mMIle，2．82mM Leu，0．71mMVal）を添加した培地中，30℃で対数増

殖期まで培養した後，最少培地を用いて段階希釈した出芽酵母細胞を，側鎖型アミノ

酸感受性試験培地上にスポットし，30℃，3日間培養した．

3．15　側鎖型アミノ酸要求性試験

最少培地をもとに，適宜側鎖型アミノ酸（0．57mMIle，2．82mM Leu，0．71mMVal）を組

み合わせて添加して作成した側鎖型アミノ酸要求性試験培地上での，コロニー形成能

を調べた．遺伝子破壊株細胞を最少培地にすべての側鎖型アミノ酸（0．57mMIle，

2．82mM Leu，0．71mM Va］）を添加した培地中，30℃で対数増殖期まで培養した後，

側鎖型アミノ酸を添加していない最少培地を用いて段階希釈した出芽酵母細胞を，

側鎖型アミノ酸要求性試験培地上にスポットし，30℃，3日間培養した．
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3．16　呼吸機能残存率

培養した出芽酵母細胞をグルコース培地およびグリセロール培地上に撒き，30℃で

3日間培養した後，生育したコロニー数を計数し，呼吸機能残存率を算出し比較した．

呼吸機能残存率（％）：

川0×（グリセロール培地上で生育したコロニー数

／グ／レコース培地上で生育したコロニー数）

3．17　アミノ基転位酵素活性測定

アミノ基転位酵素活性測定はIchihara et a］．，（1966）の測定法をもとにした．

アミノ基転位酵素活性測定にはスフェロブラスト化させた出芽酵母細胞から抽出した

タンパク質抽出液を用いた（Yaffe，1991）．ヘテロニ倍体遺伝子破壊細胞をグリセ

ロール培地上で四胞子分離して得た－一一倍体遺伝子破壊株細胞を，グリセロール培地中，

70℃，300rpmでOD3．0まで培養した．培養した出芽酵母細胞を23℃，3000g，5minで

遠心集菌後，0．1M Tris－HCIpH9．3，10mM DTT溶液に細胞濃度0．1g／mlになるよ

うに懸濁し，30℃で10minインキュベー卜した．この細胞を23℃，3000g，5minで

遠心集菌後，スフェロブラスト化溶液（1．2M sorbitol，20mM potassium acetate

pH7．4）に再懸濁し，2．5mg／mlcellsになるようにZymolyase20Tを加えて30℃，30min

処理してスフェロブラスト化した出芽酵母細胞を得た．

スフェロブラストからのタンパク質の抽出は，総ODl．5相当の出芽酵母

細胞をスフェロブラスト化溶液に懸濁し，等量の細胞破砕用ガラスビーズ（SIGMA杜）

を加えてBead Beader（Bio Rad社）を用いて，4℃，420Orpm，10秒の条件で5回，

細胞破砕操作を繰り返した．破砕した細胞抽出液を4℃，7000rpm，5分で遠心分離し

て，タンパク質抽出液を得た．

得られたタンパク質溶液5匹1に135Oul反応溶液（37mM Sodium phosphate

buffer pH8．6，6．7mM Branched chain amino acid，6．7mM（ユーketoglutamate，67トIM

Prjdoxalphosphate）を加えて，37℃，10minインキュベー卜した後，75u・11OO％TCA

を加えて反応を停止させた．23℃，3000g，5minで遠心した上暗に2mlO．5％2，4－

djnitropheny］hydrazineを加えて25℃，5min反応させた後，5mlTolueneを加え

て激しく2min擬拝した．さらにこの溶液を23℃，3000g，5minで遠心した後，

トルエン画分を分取した．このケト酸を含む溶液の440nmの吸光を測定した．
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An extinction coeffjcient ofl．4A／umoI

Specific activity；1unit：

（uMofbranchedchainketoacidsproduced）／（minXmgofprotein）

で算出した．

3．18　タンパク質機能相補実験

YilO51cpのN末端領域に存在するミトコンドリア移行シグナル（MTS：坦itochondria

工argeting墨ignal）をもとに，Yi－051cpの開始メチオニンから11残基分までを

コードするオリゴヌクレオチドを合成し，これをプライマーとして用いて，YerO57cp

のN末端に直接MTSを付加したタンパク質（MTS－YerO57cp－4rlA）をコードする遺伝

子断片をPCR法により増幅した．この遺伝子断片をy几05Jc遺伝子のネイティブ

プロモーター制御下にある単コピープラスミドに組み込んだ．また，YilO51cpのMTS

をコードする塩基配列のすぐ下流の配列をもとにプライマーを設計し，YilO51cpか

らMTSを欠損させたタンパク質（AMTS－Yi1051cp－4HA）をコードする遺伝子断片をPCR

法により増幅し，同様の単コピープラスミドに組み込んだ・これらプラスミドを

△yi川5J。⊥gと畳二倍体株に形質転換した後，四胞子分離し，これらプラスミドを保持

する4再りαHc上五臓一一倍体株を作出した．これら形質転換株を最少培地中，30℃で

対数増殖期まで培養後，段階希釈して，最少培地およびグリセロール培地上に

スポッティングし，30℃で3日間培養したときのコロニー形成を調べた・

3．19　遺伝子操作

遺伝子のクローニングおよびプラスミドDNAの調製は，「Molecular C］oning」に

従って行った（Sambrooketa］．，1989）．基本的な出芽酵母の遺伝子操作は「Methodsln

Yeast Genetics」に従って行った（Kaiser et a］．，1994）．

出芽酵母細胞への形質転換は酢酸リチウム法で行った・
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4．結果

4．1YERO57c／Yjgf／Ukl14フ7ミリーに属する相同タンパク質の検索

YERO57c／Yjgf／Uk114ファミリーに属する相同タンパク質の検索を，出芽酵母遺伝子

yE17057cの翻訳産物のアミノ酸配列をもとに，BLASTおよびFASTAプログラムを用い

て行った．得られた検索データから，相同性30％以上　類似性50％以上，期待値3e－08

をcut offとして設定するとともに，PIRデータベースLに登録されている

YERO57c／Yjgf／Ukl14ファミリーシグネチャー配列（UPFOO76；［PAト［ASTPVトR－［sACVF］

－X－［LIVMFY］－X（2）－［GSAKR］－X－［LMVA］－Ⅹ（5，8）－［LIVM］－E－［Ml］）を95％以上みたすタン

パク質群を抽出した．その結果，真核生物11生物種13個∴真正細菌23生物種28個，

および古細菌5生物種5個，合計46個の相同タンパク質を同定した（TablelX）．

しかしながら，新たに同定された相同タンパク質の中に，機能既知または機能予測さ

れているものはなかった．

4．2YERO57c／Yjgf／Ukl14タンパク質フ7ミリーの相同遺伝子検索

とアミノ配列比較，モチーフ検索および二次構造予測

同定された相同タンパク質問のアミノ酸配列およびタンパク質構造に関する保存性か

ら，これら遺伝子群の機能を類推するために，46個の相同タンパク質問のアミノ酸

配列比較を行うとともに，タンパク質二次構造予測を行った．その結果，これら相同

タンパク質問には大きなアミノ酸配列上のギャップもなく，アミノ酸配列全体を通し

て非常に高度に保存されていることがわかった（Figurela）．また，各アミノ酸配列

中に見い出される機能モチーフ検索を行った結果，真核生物における5つの相同

遺伝子，S∂CCム∂rOJ町CeSCereVfsi∂ey〃．05Jc，Scムizos∂CCム∂rOJ町CeSpOJ打ムeSPβ（フG2．04C，

17attus sp．PSP］，I］omo saplens L甘114およびBos prImigenius taurus Calpain

activator（Melloniet a］．，1998）の翻訳産物のN末端領域にミトコンドリア移行シ

グナル切断配列が見い出された（Figurela）．一一方，その他の相同タンパク質は細胞

質性タンパク質と推測された．しかしながら，これら全相同タンパク質において直接

的に機能を類推しうる既知モチーフは見いだせなかった．

すべての相同タンパク質において予測された二次構造はβ卜β2－β3－ul－β4－

α2一β5－β6（α‥α－helix，β‥β－Sheet）構造をとっており，構造上も非常に高度に保存

されていると推測できた（Figurelb）．
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4．3出芽酵母YerO57cpおよぴYiIO51cp間のアミノ酸配列比較

出芽酵母における種内相同遺伝子YEHO57cおよびYILO51cの翻訳産物（YerO57cpと

YilO51cp）間の構造的共通点と相違点，および特徴を明らかにするため，これら二二つ

のタンパク質問でのアミノ酸配列比較を行った（Figure2）・これら二つのタンパク質

の相同惟は7晒（類似性85％）であった・アミノ酸配列上の大きな違いは，YilO51cp

の方がYerO57cpにくらべてN末端領域で16残基長く，この突出領域には

ミトコンドリア移行シグナルモチーフがコードされるとともに、シグナル切断配列が

見い出された．－一一方で，これら2つのタンパク質の機能的差違を予測し得るアミノ酸

配列上の大きな差違は見いだせなかった・また，報告されている立体構造（Sinha et

∂J．，1999）にアミノ酸配列を当てはめ，これら出芽酵母タンパク質問の立体構造上で

の相違点の比較を行ったが，特徴的な相違はみられず，機能的差異を類推することは

できなかった．

4．4YerO57cpおよぴYi1051cpの発現パターン

出芽酵母遺伝子y甜057cおよびy〃ノ05Jcに関するタンパク質レベルでの表現型を検索

するため，まずYerO57cpおよびYilO51cpの細胞増殖にともなうタンパク質の発現

を調べた．YE17057cおよびYILO51cORFの下流に4×＝Aタグを付加した塩基配列

（YERO57c－4HAおよびyILO51c－4HA）を単コピープラスミドに導入して得たプラスミド

psE4haおよびpS14ha（TableVII）を野生型株細胞にそれぞれ形質転換した後，グルコ

ース培地中，ネイティブプロモーター制御下で発現させ，YerO57cp－4HAおよび

YilO51cp－4HAの細胞増殖にともなうタンパク質の発現を，tiAタグを標的とした

ウェスタンブロツティングにより検出した・

psE4haおよびpSI4haプラスミドの形質転換株は，野生型細胞にYCplac33

プラスミドを導入した対照株と同様の増殖曲線をそれぞれ示した（Figure3a）・

これら形質転換株の細胞倍加時間は2時間であった・またこの時，細胞形態への影響

もみられなかった．この結果，ヒ記細胞培養条件に於いて，ネイティブプロモーター

制御による単コピープラスミドからのYerO57cpおよびYilO51cpの発現による細胞増

殖への影響はないと考えた．

ウェスタンブロツティングの結果，YerO57cp－4HAは細胞増殖にともなって，

そのタンパク質発現量が大きく変化することが明らかとなった（Figure3b）・

その発現パターンは対数増殖中期（培養開始後4時間）から発現し始め，対数増殖後期

から静止期侵入初期にかけて発現し，静止期への移行にともない，培養開始後およそ
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16時間で消失することがわかった．一方，YilO51cp－4HAの発現イ1ターンは細胞増殖

の変化に依存した発現量の変化はみられず，その発現は細胞増殖を通してほぼ－－一一定し

ていた（Figure3b）．これより，出芽酵母相同遺伝子1′E17057cとyILO51cのタンパク

質発現パターンは異なっており，特にl′甜057cは増殖段階の静止期進入と通過に，

何らかの発現または分解制御などの影響を受けることが示唆された．

4．5YerO57cpおよぴYi1051cpの細胞内局在

次に，これらYerO57cpおよびYilO51cpの細胞内局在部位の同定を行った．

yE17057c－4HAおよびYILO51c－4HA塩基配列を多コピープラスミドに組み込み，高発現

プラスミドpME4haおよびpMI4ha得た．これらプラスミドを野性型株細胞に形質転換

した後，発現したYerO57cp－4HAおよびYilO51cp－4HAの細胞内局在をHAタグを標的

として，FTTCラベルしたタンパク質の蛍光を観察することにより調べた．その結果，

YerO57cpT4HAの局在を示す蛍光は，DAPIを用いて二重染色した核DNAの蛍光と一一致

した（Figure4a）．また，細胞質全体に拡散した弱い蛍光が観察された．一一方，

YilO51cp－4HAの局在を示す蛍光は，細胞内で核以外の場所でミトコンドリアと考え

られる紐状のオルガネラ上に観察された（Figure4a）．また，この細胞内のミトコン

ドリア膜を特異染色剤であるRhodamineBを用いて染色し，その局在をYi］051cpT4HA

の局在箇所と比較したところ，その蛍光は完全に－－－一一致した（Figure4b）．

以＿上の結果から，これら相同タンパク質は局在部位に違いがあり，YerO57cpは核

および細胞質に，YilO51cpはミトコンドリアにそれぞれ局在することが明らかと

なった．

4．6YerO57cpおよぴYi105lcpの細胞内大量発現

YerO57cpおよびYilO51cpの大量発現による細胞への影響を調べるため，

陀17057c－4HAおよびyIIJO51c－4HA塩基配列を，GAL7プロモーター制御卜にある大量

発現プラスミドpAA7に組み込み，PGETlおよびpGITl（Table VlI）を得た．

これら大量発現プラスミドをそれぞれ野生型株に導入した．得られたYerO57cp－4IIA

およびYilO51cp－4HAの大量発現株をグルコース培地で培養後，タンパク質大量発現

誘導培地であるSC－ura，ガラクトース培地上に移して培養し，それぞれのコロニー

形成能を観察した．野生型株にpAA7プラスミドを導入した野生型対照株および

YilO51cp－4HA大量発現株では，大量発現誘導後もコロニーの形成および細胞の増殖

に何ら変化はみられなかった（Figure5）．一一方，YerO57cp－4HA大量発現株では大量
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発現誘導後，SC－ura，ガラクトース培地上でコロニーを形成できないことから，

YerO57cp－4HAの大量発現により出芽酵母の細胞増殖が阻害されることが明らかと

なった．

YerO57cp－4HAの大量発現誘導と細胞増殖阻害との関係をさらに詳しく調べる

ため，液体培地中での大量発現誘導にともなう細胞生存率の変化を調べるとともに，

細胞の形態変化を観察した．大量発現誘導以前のSC－ura，グルコース培地中におい

て，YerO57cp－4HA大量発現株の細胞増殖は既に抑制されていた（Figure6a）．

このときの野生型対照株での細胞倍化時間が2時間なのに対して，YerO57cp－4HA

大量発現株では8時間であった．SC－ura，ガラクトース培地への変換を行い，大量発

現誘導後，野生型対照株は正常に増殖を続けるのに対して，YerO57cp－4HA大量発現

株の細胞増殖は回復せず，細胞数の増加もみられなかった．

次にウェスタンブロツティングにより大量発現誘導にともなうYerO57cp－4HA

の発現確認を行った．その結果，YerO57cp－4HAは発現誘導をかける以前から，細胞

中に発現していることがわかった（Figure6b）．さらにSC－ura，ガラクトース培地へ

変換後，約30分で誘導前のおよそ3倍量の発現誘導が確認された．また，発現誘導

後45分から2時間までにYerO57cp－4HAは減少し，発現誘導前とほぼ同様のタンパク

質量にまで低下していた．このことから，YerO57cp－4日A大量発現による出芽酵母細

胞の増殖阻害は，YerO57cp－4HAの－…一過的な大量発現により引き起こされ，この増殖阻

害はガラクトース培地中では不可逆的な現象であることがわかった．また，大量発現

後にYerO57cpT4HAの検出量が減少することから，細胞内でYerO57cpは不安定である

か，またはYerO57cp分解過程の存在が示唆される．さらに，発現誘導から24時間後

までの間で，大量発現誘導と細胞の増殖停止にともなう生存率の低下は見られなかっ

た（Figure7a）．

このとき，YerO57cp－4HAを大量発現を誘導した細胞を経時的にサンプリング

しFACS解析を行った．その結果，野生型細胞にべクターのみを形質転換した形質転

換株では，大量発現誘導後24時間の間で細胞内のDNA量を示す1Nおよび2Nの

ピークに量的な変動がみられるのに対し，YerO57cp－4HA大量発現株細胞内のDNA含

量プロファイルは大量発現と同時に停止したまま全く推移しなかった（Figure7b）．

これにより，YerO57cp－4HAの大量発現による増殖停止は，細胞周期に依存して特異

的に生じる現象ではないと考えられた．

また，大量発現誘導にともなう細胞形態の変化を観察したところ，SC－ura，

ガラクトース培地中でYerO57cp－4HA大量発現株細胞は大きく肥大し，著しい形態
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異常を示していた（Figure8）．

以上の結果から，出芽酵母遺伝子膵斤057cの大量発現は，出芽酵母細胞の

形態変化をともなう増殖の阻害を引き起こすことが明らかとなった．

4．7遺伝子破壊株の作出

出芽酵母遺伝子y甜057cおよびy比05Jcが必須遺伝子かどうかを調べるため，

野生型－一一倍体であるW303－1AとW303－1Bを掛け合わせて作出した二倍体株をもとに，

これら遺伝子を相同組換えを利用してWJマーカー遺伝子と置き換えて破壊株を

それぞれ作成した（Figure9）．この道伝子破壊ヘテロニ倍体細胞を四胞子分析にかけ，

生じる一倍体株の分離および細胞増殖を調べた。その結果膵斤057c遺伝子破壊

（△yerO57c）ヘテロニ倍体株由来の－一一倍体細胞四月包子ともにグルコース培地上で正常

に増殖した．一・＝＝一・方，y比05Jc遺伝子破壊（△yJ川5Jc）ヘテロニ倍体株由来の一一倍体細胞

では，グルコース培地上で正常増殖と増殖遅延が2：2の分離比で出現することがわか

った（FigurelO）．この増殖遅延を示す－－一一倍体株の遺伝子型を調べたところ，

すべて△y上川5Jc株であった．この結果から出芽酵母遺伝子膵斤057cおよびy几0封c

は必須遺伝子ではないが，y比05Jc遺伝子は出芽酵母細胞の増殖に関与することが

示唆された．

また，y几05Jc遺伝子の単コピークローンプラスミドであるpS】1を，直接

△yf川5Jc－一一倍体株に形質転換した場合，AyJ川5Jc一倍体株の増殖遅延を相補する

ことはできなかったが，△再比例cヘテロニ倍体株にpSllを導入後，四月包子分離し

て得られたpSIlを保持するAyilO51c－一一倍体株は正常に増殖することができた（data

not shown）．このことから，yILO5］c遺伝子破壊によって細胞増殖に対して不可逆的

な欠損が生じることが明らかとなった．

4．8遺伝子破壊株の表現型検索

4．8．1初期スクリーニング（感受性および耐性）

膵斤057cおよびy〃．05Jc遺伝子機能解析の初期スクリーニングとして，遺伝子破壊に

ともなう表現型を網羅的に検索するため，△yerO57c株；KEY601および△y上川5Jc株；

TIYOOlに対して様々な生育条件，栄養源および阻害剤などに対する感受性，耐性

および要求性試験を行った．スクリーニングの試験項目はRj＿eger et∂J．，（1998）に

よって行われた方法をもとにした．スクリーニング試験の対照株には野生型株，

W303－1Aを用いた．
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初期スクリーニングの結果，何らかの表現型を示した項目についてTableX

にまとめた．AyerO57c株は側鎖型アミノ酸であるjsoleucine（1le），1eucine（1」eu）

ぉよびvaline（Val）のうち10mM］1eおよび10mMValに感受性を示した・また塩お

よび金属イオンに対しては，1・3MNaClと2mMMnC12には感受性を，0・5MCa（「12と500mM

LiClには耐性を示した．一一方，△y川5Jc株は，すべてのグリセロールおよび乳酸な

ど非発酵系培地上で生育できないことが明らかとなった・また，AyerO57c株の場合

と同様に，側鎖型アミノ酸である10mMHe，50mMLeuおよび10mMValに感受性を

示した．塩および金属イオンに対する感受性は500mMIJiCl，10［lMCdC12でみられ，

2mMCuSO4に対しては耐性を示した・さらにAyi］051c株は多数の阻害剤に対して

感受性を示した．以上の結果より，△yerO57c株と△yJJO5Jc株の塩，金属イオン

ぉよび阻害剤に対する感受性および耐性には差違があることがわかった・また特に，

△yerO57c株はI」iClについて強い耐性を示すことが明らかとなった・－－－一一方，△y川5Jc

株は非発酵系培地上で生育出来ないことから，y比05Jc遺伝子の破壊によって呼吸機

能欠損を生じていると考えられた・さらに△yerO57c株，△yJ川5Jc株ともに側鎖型

アミノ酸に対してのみ共通して感受性を示すことから，出芽酵母細胞の側鎖型アミノ

酸合成系に対するこれら遺伝子の機能的関与が示唆された・また，様々な細胞増殖

阻害剤（caffeine，emetine，CanaVanine，HU，urea）に対する感受性が，Ayi］051c株

でのみ検出された．

初期スクリーニングでみられた△yerO57c株および△y川5Jc株の表現型，

特に△yerO57c株におけるI」iCl耐性および△yiJO5Jc株におけるグリセロール培地で

の呼吸機能欠損について，それぞれの遺伝子を組み込んだ単コピープラスミドである

psElおよびpSIlによる機能相補について調べた・しかし，酢酸リチウム法による

△yerO57c一一倍体破壊株へのプラスミドDNAの形質転換は全く行えず，また一一方で，

△yiJO5Jc一一倍体破壊株へPSllを直接導入した場合，増殖遅延を相補させた時と同様

にその表現型を相補することはできなかった・そこで△yerO57cおよび△y上川5Jc

ヘテロニ倍体株にpSElおよびpSIlをそれぞれ導入した後，剛包子分離して，これら

単コピークローンプラスミドを保持した遺伝子破壊一倍体株を用いて，それぞれ表現

型相補実験を行った．その結果，AyJJO5Jc株におけるグリセロール培地での呼吸

機能欠損はy几05Jc遺伝子の導入により，相補されることが明らかとなったが，

AyerO57c株におけるLiCl耐性はYEHO57c導入による相補は，野生型株でみられる

LiCl感受性がURA3マーカーを保持するベクターの導入のみでも相補されることか

ら，プレートでの判断は困難であった（Figurell）・また，AyerO57c株について
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液体培地中でのLiCl耐性表現型の相補を，細胞増殖速度から判定しようと試みたが，

yE17057c導入による明瞭な表現型の相補はみられなかった（data not shown）．

4．8．2　ミトコンドリア特異染色

出芽酵母細胞において，呼吸機能欠損はほとんどの場合ミトコンドリアの機能異常を

ともなう．△yiJO5Jc株に見られる呼吸機能欠損がミトコンドリアの機能異常をとも

なう変異かどうかを調べるため，細胞内のミトコンドリアの形態観察を行った

（Figure12）．染色には生細胞でミトコンドリアのDNAと膜を特異的に，かつ

ミトコンドリアの膜電位が失活していても染色できるSYTO18およびRhodamine Bを

用いた．特異染色の結果、野生型株および△yerO57c株細胞内にはミトコンドリアDNA

およびミトコンドリア膜の染色蛍光が多数の観察でき，それら蛍光の局在部位は完全

に一致した．h∬一方，Ay上川5Jc細胞内にはそれらの蛍光はほとんど観察されず，ミト

コンドリアを脱落させた野生型pO細胞の場合と同じであった．また，わずかに観察で

きるミトコンドリアは凝集した異常形態をしていた．このことから，y几05Jc遺伝子

の破壊はミトコンドリア脱落をともなう呼吸機能欠損を生じていることがわかった．

また，△yf川5Jcヘテロニ倍体株にy几05Jc遺伝子を組み込んだ単コピー

プラスミドpSIlを導入後，四胞子分離して得られたpSIlを保持する△yjlO51c一倍

体株ではミトコンドリアの脱落は起こらず，グリセロール培地上で正常に増殖する

ことができた．

以上の結果から，y几05Jc遺伝子破壊によって生じる出芽酵母細胞の不吋逆

的な呼吸機能欠損は，ミトコンドリアの脱落をともなうことがわかった．これらより，

出芽酵母遺伝子y〃．05Jcはミトコンドリアの維持に必須であることが明らかとなっ

た．

4．8．3側鎖型アミノ酸感受性および要求性試験

初期スクリーニングの結果，AyerO57c株，△yfJO5Jc株は共通した表現型として，

ともに側鎖型アミノ酸に対して感受性を示すことがわかった．そこで1朋057cおよび

y几05Jc遺伝子と側鎖型アミノ酸との関係を明らかにするため，これら遺伝子破壊株

の側鎖型アミノ酸に対する要求性および感受性をさらに詳細に調べた．

側鎖型アミノ酸に対する感受性は，最少培地に2．82mM Leuのみを添加した

培地中に，‖e［0～10mM］，Leu［0～50mM］，Val［0～10mM］をそれぞれ添加した側鎖
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型アミノ酸感受性試験培地を作成し，これら培地上でのコロニー形成能を調べた・

その結果，AyerO57c株は2．5mM＝e，40mM Leuおよび7．5mM Valで感受性を示し，

AyilO51c株は5mMIle，40mMLeuおよび7．5mMValで感受性を示した（Figure13）・

さらに，野生型株およびAyerO57c株は最少培地に2．82mM Leuのみを添加した培地上

で生育しコロニーを形成できるのに対して，△yfJO5Jc株は同培地上で増殖できなか

った．また，この増殖欠損は2．5mMlleの添加により相補された（Figure14）・

これら△yerO57c株および△アブ川5Jc株の側鎖型アミノ酸に対する感受性は，

単コピーベクターに組み込んだi朋057cおよびy〃．05Jc遺伝子によって相補された

（Figure14）．特にAyerO57c株の感受性表現型は単コピープラスミドYCplaclll

（Table VII）の導入による，1，ELぼ遺伝子によっても相補されることが明らかとなった

（Figure15）．このことは側鎖型アミノ酸合成系に何らかの関与を持つyE17057c

遺伝子機能が，ロイシン合成経路の活性化によって相補されることを示す・

側鎖型アミノ酸に対する要求性は，最少培地をもとに適宜側鎖型アミノ酸

（0．57mMlle，2．82mM Leu，0．71mMVal）をそれぞれ，または組み合わせて添加し

作成した側鎖型アミノ酸要求性試験培地上での，遺伝子破壊株のコロニー形成能を

調べた．側鎖型アミノ酸要求性試験には，親株であるW30：i－1A株の遺伝的バック

グラウンドである⊥gと甘遺伝子の変異（Jeu2－JJ2；Jeu2変異株）による側鎖型アミノ酸

合成系への影響を避けるため，△yerO57c株および△yi川5Jc株のJeu2－JJ2遺伝子座

を1丑ゼ遺伝子に置き換えた遺伝子破壊株，△yerO57c⊥gと甘株および△yi川5JcIEとゼ

株を作出し用いた．その結果，△yiJO5Jc⊥glゼ株はIleを含む培地＿＿L二で野性型株に

くらべて，わずかに増殖遅延を起こしながらも生育しコロニーを形成するのに対し，

‖。を欠くすべての培地上ではコロニーを形成できなかった（Figure16）・

このことからy几05J。遺伝子の破壊により，出芽酵母細胞はイソロイシン単独の要求

性を示すことが明らかとなった．一一方△yerO57c株は，どの側鎖型アミノ酸に対して

も要求性を示さなかった．

また，△yJJO5Jc上古Iゼヘテロニ倍体株にpSIlを導入した後，四月包子分離して

得られたpSIlを保持する△再〟削clgと甘一倍体株は，イソロイシン要求性を示さず，

Ileを欠くすべての培地上で生育し，コロニーを形成することができた（Figure17）・

以上の結果から，y〃．05Jc遺伝子は出芽酵母のイソロイシン生合成に必須の

遺伝子であることが明らかとなった。
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4．9イソロイシン生合成系におけるⅥLO57c遺伝子の機能解析

4．9．1アミノ基転移酵素活性測定

野生型⊥g｛一世株，AyerO57c⊥gと／2株および△再川封cほ㍑株の細胞抽出液を用いて，

細胞内の側鎖型アミノ酸特異的なアミノ基転移酵素活性を調べた．Ichlhara et∂J．，

（1966）の方法に従い，イソロイシン、バリンおよびロイシンの側鎖型アミノ酸をそれ

ぞれ基質とし，glutamateとのカップリング反応によって，生成したケト酸量を算出

する事によりアミノ基転移酵素活性を測定した．また，それぞれのアミノ基転移酵素

活性は野生型株での活性を100％とした，相対活性で表した．その結果，

野生型1gとゼ株細胞でのロイシン，イソロイシンおよびバリンに対するアミノ基転

移酵素活性をそれぞれ100％とした場合，A再川朗c⊥gとゼ株ではそれぞれ114．8±0．1％，

2．7±0．0％および75．7±0．1％であり，イソロイシン特異的なアミノ基転移酵素活性

が著しく低下していることが明らかとなった（Table Xり．－一一方，△yerO57clどと′2株

ではすべての側鎖型アミノ酸に対してアミノ基転移酵素活性が上昇しており，

ロイシン，イソロイシンおよびバリンに対する酵素活性はそれぞれ，162．7±0．1％，

117．0±0．3％および137．3±0．1％であった．

このことから，y几05Jc遺伝子が側鎖型アミノ酸合成系の最終段階である

アミノ基転移反応，特にイソロイシン特異的なアミノ基転移反応において何らかの

機能を有することが示唆された．またy甜057c遺伝子の破壊により，細胞内の側鎖

アミノ酸特異的なアミノ基転移活性が促進された。これらの結果から，細胞質に局在

するYer57cpと，ミトコンドリアに局在するYilO51cpはアミノ基転移反応を介した，

側鎖型アミノ酸生合成の制御に関わる役割を担っていると考えた．

4．9．2　ⅥLO57c遺伝子破壊によるミトコンドリア欠損とイソロイシン

生合成系欠損との相関

y〃ノ05Jc遺伝子の破壊による呼吸機能欠損とイソロイシン要求性との関係を明らかに

するため，イソロイシン欠乏に依存して△再州別cほ㍑株の呼吸機能が低下するかど

うかを調べた．△わ川封c比㍑ヘテロニ倍体株細胞をイソロイシンを含むグリセロー

ル培地上で四胞子解析を行い，呼吸機能を損なっていない－－一一倍体の△再川封cほ㍑株

を分離した．野性型株，△再州別c比㍑株，△yerO57clglゼ株および，出芽酵母の側

鎖型アミノ酸特異的アミノ基転移酵素の遺伝子であるBATlおよびBAT2の二重破壊株

Abatl，bat2株を0．57mMlleおよび0．71mM Valを添加した最少培地中で細胞濁度

OD O．5まで30℃で培養した後，イソロイシンを含まない最少培地に細胞濁度OD O．5
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になるように移して16時間培養を続けた．イソロイシンを含まない最少培地に移し

た直後（0時間）と24時間まで4時間毎に，培養した各出芽酵母細胞をグルコース

培地およびグリセロール培地上に撒き，30℃で3日間培養した後，生育したコロニー

数を計数し，呼吸機能残存率（グリセロール培地土で生育したコロニー数／グルコー

ス培地上で生育したコロニー数）xlOO（％）を算出し比較した．また同様に，

イソロイシン以外の側鎖型アミノ酸欠乏による呼吸機能に対する影響を調べるため，

野生型Jeu2変異株（W303－1A）をロイシンを含む培地および含まない培地中で培養した

時の増殖および呼吸機能欠損率を調べた．その結果，△再川封c比㍑株はイソロイシ

ンを添加した最少培地中では野性型1g乙・ワ株と同じ増殖速度（倍化時間はともに2時

間）であり，呼吸機能残存率の変化は野性型⊥g！甘株で0時間88．2％から16時間

94．4％なのに対し，A再〟削c⊥g｛ゼ株では0時間85．7％から16時間69．7％であり，

わずかに呼吸機能の欠損がみられた（Figure18）．一方，イソロイシンを欠いた最

少培地中では野性型株の細胞倍化時間が2時間であったのに対して，△再川封cほ㍑

株の細胞倍化時間は6時間と増殖遅延を示した．また，△y上川5JclgJぼ株の細胞増殖

は20時間以降停止する事が明らかとなった．この増殖速度はミトコンドリアを脱落

させた野性型pO株の倍化速度3．5時間よりも遅かった．また，呼吸機能残存率の変化

は0時間から8時間までは，85．7％から82．3％と呼吸機能欠損は生じていないが，

8時間以降24時間までに著しく減少し，4．9％になった．△yerO57clgJゼ株では，

イソロイシンの有無にかかわらず，増殖の遅延，呼吸機能残存率の低Fはみられ

なかった．Ab∂fJ，b∂t2二重破壊株および野生型Jeu2変異株は，イソロイシン欠乏

培地およびロイシン欠乏培地中でそれぞれ増殖できなかった．

しかしながら，このとき培養24時間までの呼吸機能欠損率にほとんど変化はなく，

それぞれの欠乏培地中で呼吸機能の脱落は起きなかった．

また，イソロイシン欠乏培地中24時間までの細胞のミトコンドリアをSYTO18

を用いて染色し，呼吸機能欠損とミトコンドリア形態の経時的な変化を観察した

（Figure19）．イソロイシンおよびロイシン欠乏培地に移した直後には，すべての

株の細胞内において，多数の紐状またはドット状のミトコンドリアが観察できた．

培地変換後24時間までに，野生型⊥g亡ぼ株，△yerO57c⊥別佗株および野生型Jeu2

変異株では多数の小さなmtヌクレオイドが観察できた．これに対して，△yf川5Jc

⊥g乙72株では，培地変換後8時間までは野生型株細胞の場合と同様のミトコンドリア

形態であったが，16時間以降細胞内のミトコンドリアは消失または大型化した少数

のmtヌクレオイドが観察できた．また24時間では細胞内にミトコンドリアDNAの
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蛍光は全く観察できず，すべてのミトコンドリアが細胞内から消失していた・

イソロイシンおよびバリン要求性を示す△b∂tJ，ム∂亡2二重破壊株では，培地変換後

24時間ですべての細胞内のミトコンドリアは大型化した少数のmtヌクレオイドの

形態をとっていた．しかし，ミトコンドリアの消失した細胞は観察されなかった・

加えて，イソロイシン欠乏培地中で△yH（別c株を培養し続けると，この出芽酵母

細胞は肥大化することが明らかとなった（Figure20）．イソロイシン欠乏培地に転換

後，Ayi川5J。株細胞は8時間で細胞の膨張が観察される・培養継続後24時間で細胞

の肥大化ほぼ停止いているように見える．この時の細胞膨張率はイソロイシン欠乏

培地培地転換前の細胞の直径と比較して約2．5倍であった（顕微鏡‾Fでランダムに

100細胞選択し，細胞の直径を計測して比較した）．

さらに48時間まで培養を継続すると，全ての△再比例c株細胞は完全に

肥大化し，中には押しつぶされた様な細胞形態を取る細胞が多数観察された・また，

培養24時間後の肥大した細胞を200細胞顕微鏡下で分離し，グルコース上での増殖

を調べたが，これら細胞は出芽分裂することはなかった．おそらく，イソロイシン

欠乏培地に移して8時間までは，持ち越した内在性のイソロインンを利用することで，

△y川5J。株細胞内のミトコンドリアを維持することができるが，それ以降はイソロ

イシンが枯渇してミトコンドリアが脱落すると考えられる．また，イソロイシン欠乏

培地中の△y川削c株の増殖曲線に見られる増加は，細胞分裂によるものではなく，

細胞の肥大化による見かけ上の増加によると考えられる．これらは，呼吸機能残存率

の結果と合わせて，変化時閉経過にともなうデータとよく合致する・

4．10YerO57cpによるYi1051cpの機能相補

これまでの解析から，y甜057c遺伝子の機能解明につながる直接的な結論は得られな

かった．しかしながら，YerO57cpおよびYilO51cpはアミノ酸配列レベルで非常に

高度に保存されているうえ、ともに遺伝子破壊株が側鎖型アミノ酸に対する感受性を

示すなど，これらホモログタンパク質問の機能的共通性，類似性を示唆する結果が

得られている．YEHO57c遺伝子のより直接的な機能を明らかにするため，YerO57cpに

よるYilO51cpの機能的な置き換えが可能かどうか調べた。

y几05J。遺伝子のネイティブプロモーター制御下で，YilO51cpのミトコンド

リア移行シグナル（MTS）をコードする開始メチオニンから11アミノ酸残基を，

YerO57cp－4HAのN末端に直接付加したタンパク質（MTS－YerO57cp－4トIA）と，YilO51cp

34



ぉよびYilO51cp－4IrIAのMTSを欠損させたタンパク質（AMTS－YilO51cpおよびAMTS－

YilO51cp－4HA）をコードするプラスミドp＋MtE4ha，pAMtIおよびpAMt14ha（Figure21）

を，それぞれ△yHO5JcL耶佗二倍体株に形質転換した後，剛包子分離して，これら

プラスミドを保持するAyゴJO5JcLg柁一一倍体株をそれぞれ得た・これら形質転換株が

y几05Jc遺伝子破壊株の表現型であるイソロイシン要求性およびミトコンドリアの

脱落を相補できるかどうか調べた・その結果，MTS－YerO57c－4HAおよびAMTS，YilO51c

タンパク質はy比05Jc遺伝子破壊株のイソロイシン要求惟を完全に相補することが

ゎかった．また，AMTS－YilO51cp－4＝Aではイソロイシン要求性の部分的な相補がみら

れた（ITigure22）．

さらにこれら4HAタグを標的としたFITCラベルしたタンパク質の局在を

調べたところ．それぞれAMTS－YilO51cp－4＝AおよびMTS－YerO57cp－4HAの細胞質と

ミトコンドリアでの局在が観察された（Figure23）・このことからYerO57cpは

Yi1051cpの機能を完全に相補できることが明らかとなった・また，細胞内に遊離し

たAMTS－YilO51cpがミトコンドリアにおけるYjlO51cp機能を相補できるのに対し，

細胞内に局在するYerO57cpはこの機能を相補できない・このことから，これら二つ

の相同遺伝子産物が同様の機能を持ちながら，それぞれのタンパク質特有な活性制御

系が存在しているのではないかと考える・
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4．考察

本実験からy几05Jc遺伝子は，出芽酵母はミトコンドリアに局在するイソロイシン

生合成，特にアミノ基転移反応過程に必須の遺伝子であること，さらに，ミトコンド

リアの維持に必須の遺伝子であることが明かとなった．この結果は機能未知

YERO57c／Yjgf／UKl14ファミリーに属するホモログ遺伝子のうちで，細胞内の現象と

遺伝子機能を明確に結び付けた初めての報告である．－一一方，y比05Jc遺伝子の相同

遺伝子である相即57cは，その破壊株細胞においてイソロイシンおよびバリンに

感受性を示し，かつ細胞質に局在するYerO57cpの大量発現により出芽酵母細胞の

増殖を阻害すること，また，YilO51cpと同じイソロイシン特異的なアミノ基転移

反応過程に関与し，細胞質での側鎖型アミノ酸代謝と細胞増殖制御に関わる新たな

因子であることが示唆された．

本研究の開始に際し，これら出芽酵母遺伝子の機能解析を始める辛がかりを

求め，あらゆるデータベースおよび機能推定プログラムを用いて，機能に直接つなが

る情報の収集を行った．しかしながら，情報学的な検索によって何ら機能解明につな

がる情報は獲得できず，また他生物種における相同遺伝子での解析結果においても，

生理学的な役割を示唆するほどの報告しかなされていなかった．情報解析の結果から

得られたものは，わずかに出芽酵母YilO51cpのN末端部分にミトコンドリア移行

シグナルと推定されるアミノ酸配列が見いだされたのみであった．また，多数の生物

種でゲノム塩基配列決定されるたびに，これら出芽酵母遺伝子の属する

YERO57c／Yjgf／UKl14ファミリーに多数の機能未知相同遺伝子が加算されてゆくが，

これら遺伝子間の非常に高い相同性を示すだけで，この遺伝子ファミリーが確実に

広範囲の生物種に保存されていると言うことが明らかとなるだけであった．本研究で

行った最新の相同遺伝子解析結果（2001年1月）では，YERO57c／Yjgf／UKl14ファミリ

ーは，真核生物13遺伝子，古細菌5遺伝子および真正細菌28遺伝子の，合計46

遺伝子から構成されることを明らかにしている．しかし現在においても，これら

遺伝子群の機能解明に至った報告はない．（gscムerfcムJ∂COJf闇斤とm〔アは

ORF予測において開始コドンの位置が異なる同じ遺伝子と考えられる．）
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相同遺伝子間でのアミノ酸配列比較の結果から，出芽酵母遺伝子r甜057c

およびy几0封cに最も近縁と考えられる相同遺伝子は鮎cJJJus sリムtゴJfs YAB．J

遺伝子と推測できた．鮎c⊥‖us sリムHJJsでのポストゲノム解析からm鋸遺伝子

破壊株は界面活性剤を含む培地中で弱く溶菌しやすいとの情報もたらされたが，

同様の表現型解析では，出芽酵母1朋057cおよびy几057c遺伝子破壊株は感受惟を

示さなかった．その後，遺伝子機能の解明に先立って，ほぼ同時期に鮎c⊥‖us

subtl］jsYABJおよびgscherichia co］1YJGFタンパク質の結晶構造がそれぞれ報告

された．この結晶構造解析と二次構造比較の結果から，YERO57c／Yjgf／uKl14

ファミリーに属するすべての相同タンパク質はβ1－β2－β3－α1－β4－α2－β5－β6

（α‥α－helix，β‥β－Sheet）構造をとるタンパク質のホモトライマーであると推測され

ているが，立体構造から機能解明に直接つながる結果は得られなかった・出芽酵母

YerO57cpおよびYilO51cpはアミノ酸配列レベルで相同性70％（類似性は85％）と

非常に高く，これら二つのタンパク質問にみられる大きな違いはYilO51cpのN末端

に見い出されたミトコンドリア移行シグナル（MTS）（Gaveland von Heijne，1990）

の有無だけであった．また結晶構造解析と二次構造比較をもとに，YilO51cpおよび

YerO57cpのわずかなアミノ酸残基の相違部分をこの三次構造に当てはめて比較して

も，機能の相違を明確に示す部位の同定は困難であった．そこで出芽酵母遺伝子

i朋057。およびy几057cの機能解析を進めるにあたり，まずこれら遺伝子の破壊株を

作成し，遺伝子破壊に起因する表現型を片っ端から検索するとともに，遺伝子産物の

細胞レベルでの動態を観察または検出することで，機能類推に関する情報の蓄積を

行い，これら遺伝子機能の共通点と相違点を明確にしようとした・

アミノ酸配列および構造的にこれほど類似しているYi］051cpとYerO57cpで

あるが，その発現パターンおよび局在部位には大きな差があることがわかった・

YilO51cpはグルコース培地中で細胞増殖を通して定常的に発現しミトコンドリアに

局在する∴－一一方でネイティブプロモーター制御下にある単コピープラスミドからの

YerO57。Pの発現パターンは，対数増殖中期から後期にかけて発現し，静止期に入る

と消失すると言う特徴を示す．YerO57cpは出芽酵母細胞の細胞増殖，特に静止期へ

の移行時に何らかの役割を持つと考えられる．次にこの単コピーベクターを利用して

発現させたYerO57cpでは，細胞内のタンパク質検出はできず局在部位の同定はでき

なかった．そこで，多コピーベクターを用いてYerO57cpを発現させ，局在を調べた

ところ，YerO57cpは細胞質および核に多く局在することがわかった・これら遺伝子
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の転写については，SAGEによるトランスクリプトーム解析の報告で，YILO51c遺伝子

のmRNA量について1細胞あたり18コピーと算出されている（http：／／．proteome．com／

database／YPD／，YEI（057c遺伝子については報告なし）．また，DNAarrayを用いた

トランスクリプトーム解析での報告では，グルコース培地中の陀斤057c遺伝子の転写

量は全増殖段階を通してわずかしか発現しておらず，また大きな消長はみられない

（http：／／genome－WWW4．Stanford．EDU／cgi－bin／SGD／expression／）．このことから，

YilO51cpにくらべ，YerO57cpのタンパク質発現量はそれほど多くないと言える．

しかし，yEHO57c遺伝子に関して，実験的に得られたタンパク質発現とDNAarrayに

よるmRNA転写の動態にギャップがある．これら転写および発現調節に

関しては，より詳細な検討が必要とされる．

タンパク質大量発現の結果から，YerO57cpは細胞増殖に阻害的に作用する

ことが明かとなった．YerO57cpの細胞内での過剰の存在は，細胞増殖に対して負に

働く．通常細胞内でのYerO57cp発現量の低さは，YerO57cpの機能的な側面を示唆し

ているのかも知れない．また，YerO57cpを大量発現を誘導した細胞を経時的に

サンプリングしFACS解析を行った結果からは，細胞内のDNA含量は大量発現と同時

に停止したまま全く推移していないことがわかった．このことからYerO57cpの増殖

阻害機構は，細胞周期特異的な増殖の停止を導くのではなく，一一一過的かつ不rlr逆的に

細胞増殖全体を停止させてしまう何らかの制御系に作用するものと思われる．

またこの時，YerO57cpの大量発現は著しい形態変化をともなうことがわかった．

ラットおよびと卜での相同タンパク質であるPSPlとUKl14はそれぞれ，

in vJtroでタンパク質合成を阻害するうえ，肝癌細胞ではその発現が著しく抑制

されていることが報告されている（Asagiet al．，1998）．細胞増殖に対するこれら

他生物種での相同タンパク質の機能を比較するため，ラットPSI〕1タンパク質を出芽

酵母細胞内で大量発現したところ，YerO57cpの場合と同様に出芽酵母細胞は増殖阻

害を起こした．相同タンパク質PSPlとYerO57cpとの間に機能的な保存性があること

が推察できる．－－一一方で，YilO51cpの大量発現は細胞増殖に影響を与えなかった．

しかしながら，この結果の差はYerO57cpではYilO51cpの機能的な差からも

たらされるものではないと考える．なぜなら，ミトコンドリア移行シグナル付加実験

において，ミトコンドリア移行シグナルを付加したYerO57cpはミトコンドリアに

移行した後，y几05Jc遺伝子の機能を相補でき，またミトコンドリア移行シグナルを

欠いたYirlO51cpは細胞質内にあっても，イソロイシン合成系欠損およびミトコンド
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リア呼吸機能欠損を相補できるからである・通常ミトコンドリア移行型のタンパク質

は，ミトコンドリアにソーティングされた後に移行シグナルペプチドが切り離され，

オルガネラ内部で有機能型のフォールディングを取ることが知られている（Hartl，

1991）．さらに，YilO51cpの二次構造解析の結果，N末端の16アミノ酸が付加してい

る場合，このミトコンドリア移行シグナル領域とそれに続く高疎水性のアミノ酸領域

（26～37番残基）のcomplexityが変化すると予測できる・恐らく，細胞内に大量に

放出されたYilO51cpはミトコンドリア移行シグナルを有しているため，タンパク質

のフォールディングが正常に起こらず，不活性なペプチド鎖状態で細胞中に蓄積して

いると考えられる．また，大量に発現した多くのYilO51cpはミトコンドリアにも

ソーティングされているものと考えると，ミトコンドリア内での有機能型のYilO51cp

の蓄積は細胞の増殖に影響を与えない，またはミトコンドリアの機能停止を引き起こ

さないと考えられる．もし，ミトコンドリア機能の停止などの負の影響が起きた場合，

出芽酵母細胞はガラクトース培地上で増殖遅延を起こすはずである・このことから，

これら相同タンパク質の細胞内での作用場所の違いによって，機能または機能シス

テムに差異があるのかも知れない．もしくは，これら二つの相同タンパク質問で基本

的な機能（ミトコンドリアにおけるイソロイシン合成に果たす機能）は保存されている

が，その他に付加的な機能的相違があるのかも知れない・この機能的相違点に関して

は，ミトコンドリア移行シグナルを欠失させ，細胞質に局在したAMTS－YjlO51cpが

ミトコンドリア機能相補できるのに対し，細胞質局在のYerO57cp単独で機能相補で

きない．また，ミトコンドリア内において，C末端に4HAを付加したYilO51cp．4HA

は，MTS－YerO57cp－4HAおよびYilO5lcpにくらべて相補性が弱いことから，C末端領

域を中心とした構造のわずかな違いが，機能的相違につながっているのではないかと

推測している．

このタンパク質機能の微妙な使いわけが生じていることは非常に興味深く，

出芽酵母におけるこの二つの相同タンパク質問の構造に起因する機能的相違点をより

詳細に調べることがYERO57c／Yjgf／Ukl14ファミリー全体の機能予測にもつながるも

のと考える．

側鎖型アミノ酸（バリン，イソロイシンおよびロイシン）合成に機能する

主要な酵素群についてはすでに多数の報告がある（Ryanandkohlhaw，1974）

（Figure24）．イソロイシンおよびバリン生合成は，スレオニンを基質として1LVl

（Threoninedeaminase）の作用で生じたcrketobutyricacidおよび解糖系から供給
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されたピルビン酸から，四段階の反応を経て生合成される．この四段階の反応は順に，

1LV2，6複合体（Acetohydroxyacid synthase），1LV5（Reductoisomerase），lLV3

（Dehydrase）とBATlおよびBAT2（Transaminase B）によって触媒され，バリン

およびイソロイシンの両生合成経路はともに，各反応ステップで同一一一の酵素がそれぞ

れ機能することが知られている（KakarandWagner，1964；Thuriauxeta］．，1971；Pang

andDuggleby，1999；Pertersen andHolmberg，1986；Velasco et al・，1993；Kispal

et a］．，1996；Eden et a］．，1996）．一一方，ロイシン生合成はバリン合成の第三段階

の代謝産物であるα－ketovaleric acidを基質として生合成経路が分岐し，順次LEt14

（α－isopropylmalate synthase），LEUl（α－isopropylmalateisomerase），LEU2

（β－isopropylmalatedehydrogenase）の触媒作用で生じたα－ketoisocaproateにBATl

およびBAT2の作用によりglutamateからアミノ基が転移され，最終的にロイシンを

生じる（Chang et a］．，1986；Ryan et a］．，1996；Ryan and kohlhaw，1974）．

これらすべての側鎖型アミノ酸合成経路において，最終段階のアミノ基転移反応には

BATlおよびBAT2が共通して使われると考えられている（Kispaleta］．，1996；Edenet

∂J．，1996）．バリンおよびイソロイシン生合成の酵素をコードする遺伝子の破壊また

は欠失変異導入のに関するこれまでの報告では，それら遺伝子破壊細胞はそれぞれバ

リンまたはイソロイシン生合成において，側鎖型アミノ酸栄養要求性，酵素活性の低

下がみられるか，中間代謝物の蓄積が起こることが知られている．あわせて，朋rJ

および朗㍑の単独変異，または二重変異株ではバリン，イソロイシンおよび

ロイシンそれぞれのアミノ基転移活性が低下することが知られている．しかしながら，

側鎖型アミノ酸合成系の制御機構は非常に複雑であると考えられている．

几佗および兄ぃ5遺伝子がアミノ酸欠乏時にGCN4によって活性化される

Generalcontrolのpathway－SpeCific control（Hinnebush，1988）を受ける一一一方で，

側鎖型アミノ酸存在下ではMultivalent repressionにより，GCN4の誘導が阻害され

ること（Magee and Hereford，1969；Bollon and Magee，1971），また，バリン合成に

おいてTransaminase BはCross－Pathway control制御を受け，イソロイシンの不足

を補うことが示唆されている（Holmberg and Petersen，1988）．これらの複雑な制御

系の存在が，これまでの側鎖型アミノ酸合成系の明快な解明を困難にしていると言え

る．さらに，バリンおよびイソロイシンの二つの合成系において，両方に共通して

利用される酵素群がどのように基質を使い分け，どのように制御されているのかに

ついての報告は全くなく，未だ不明のままであった．
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本実験の結果，出芽酵母y几05Jcの遺伝子破壊株が明瞭なイソロイシン要求

性を示すことから，YilO51cpは側鎖型アミノ酸合成においてイソロイシン生合成特

異的な因子として，機能しているものと考えた．次にイソロイシン合成系のうち，

どの反応段階でYilO51cpが機能しているか調べるため，反応経路の中間代謝物添加

によるイソロイシン合成経路欠損の相補実験を行った．これまでに，側鎖型アミノ酸

合成系において唯一一一イソロイシン単独の要求性を示す遺伝子変異として，

TLVl遺伝子の変異が報告されている（Kakar andWagner，1964）．ILVl遺伝子は

イソロイシン合成系の出発基質であるスレオニンを基質として，スレオニン脱アミノ

酵素として働き，Crketobutyric acidを生じる．従って，もしyILO5］c遺伝子が

ヵリ〃遺伝子と機能的に相関し，y几05Jc遺伝子の破壊によって触媒ステップに欠損が

生じているならば，このAyilO51c LEU2株のイソロイシン要求性をα－ketobutyric

acidの添加により相補できるものと考えた．しかしながら，α－ketobutyric acidの

添加の添加ではA再川封c昆㍑株のイソロイシン要求性を相補することはできなかっ

た（dat。nOt，Shown）．また，α－ketobutyric acidより下流の合成経路に関しては，

合成系中間代謝物の安定性が非常に悪いため，精製化合物として入手できず，また

細胞内での中間代謝物を検出するアッセイ系の確立もされていない・そのため，

中間代謝物質の添加による反応経路の同定はできなかった．これまでに，側鎖型

アミノ酸合成に関する研究は，バリンおよびロイシン合成経路を中心に精力的に行わ

れている．それにも関わらず，イソロイシン合成経路解明に及ばなかった理由の一一つ

として，これら中間代謝物の不安定性による生化学的なアプローチの困難さが挙げら

れる．

また，遺伝学的解析からはイソロイシンとバリンの反応経路の共通性から，

側鎖型アミノ酸代謝経路に関して，それぞれの経路を分離して解析できる出芽酵母の

遺伝子変異株の単離がなされなかったことにもよると考える．そこでyf〟削c遺伝子

機能と，側鎖型アミノ酸経路に関与する遺伝子群との機能的相互作用を，それぞれの

タンパクの生理学的な解析結果と結びつけて類推することにした．側鎖型アミノ酸合

成経路に機能すると報告されている遺伝子を検索し，全てのタンパク質の作用機序と

機能，局在，表現型，発現情報および相同遺伝子の有無と保存性などについてまとめ

考察した．その結果，y即057cとy比05Jc遺伝子に対して，生化学的，生理学的な

対応を有すると考えられる遺伝子群を抽出することができた．側鎖型アミノ酸合成

経路の最終段階であるアミノ基転移反応に機能する，朗rJおよび朗㍑遺伝子である・
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側鎖型アミノ酸合成経路に関与する遺伝子の中で唯一一一種内相同遺伝子が存在し，これ

ら遺伝子のアミノ酸配列上の保存性も非常に高く，真核生物および原核生物にも高度

に保存されている．また，BATlおよびBAT2タンパク質の局在部位はミトコンドリア

と細胞質にそれぞれ分別されている上それぞれのタンパク質の細胞増殖に伴う発現

パターンは，BATlが対数増殖期に誘導され静止期に抑制されるのに対して，BAT2は

対数増殖期に抑制され静止期に誘導されることが報告されていた（Kispalet∂J・，

1996；Ede。et a］．，1996）．これらBATlおよびBAT2タンパク質の特徴とYilO51cp

およびYerO57cpの特徴を重ね合わせ，BATIpとBAT2pおよびYilO51cpとYerO57cp

がそれぞれ相互に作用しアミノ基転移反応において機能すると仮定した・

アミノ基転移反応におけるYilO51cpの関与を特定するために，再一打削c

遺伝子破壊株の細胞抽出液を用いて，BATlおよびBAT2に依存したアミノ基転移活惟

を調べた．その結果，Ab∂tJ，b∂t2二重破壊株では全ての側鎖型アミノ酸を基質とし

たアミノ基転移活性が著しく低下する．同時に，イソロイシンを基質にした場合にの

み著しくアミノ基転移活性が低下していることが明らかとなった・このことから，

YilO51cpは側鎖型アミノ酸合成系の最終段階であるアミノ基転移反応において，BATl

ぉよびBAT2との何らかのを相互作用を持ち，イソロイシン合成系特異的な制御因子

としての機能を有していると考えるに至った．

イソロイシン，バリン生合成経路に関与するタンパク質のうち，BAT2タンパ

ク質を除くすべてのタンパク質は，ミトコンドリアに局在することが知られている・

このことから，対数増殖期のバリンおよびイソロイシン合成の場はミトコンドリアに

局在し，細胞増殖に必要な側鎖型アミノ酸生合成の重要な場としてミトコンドリアが

機能していると考えられる．加えて現在までに，アミノ酸合成系に関して，生合成，

代謝経路に関与するすべてのタンパク質がミトコンドリアに局在しているのはイソロ

イシン，バリン生合成系のみであることも明らかとなっている・このことからも，

側鎖型アミノ酸生合成とミトコンドリアとの機能的な相互関係が何える・yf川5Jc

遺伝子破壊株では，イソロイシン供給停止後24時間までに細胞内のミトコンドリア

が完全に消失することが明らかになった・しかしながら，この道伝子破壊細胞の呼吸

機能欠損が，イソロイシン生合成欠損とリンクした呼吸機能欠損によるのか，

それともミトコンドリアの脱落が直接の原因となったものかは不明である・

出芽酵母細胞において，ミトコンドリアに局在またはコンポーネントして

機能すると考えられる遺伝子は376遺伝子，また，ミトコンドリアの変異に関与する

出芽酵母遺伝子は37遺伝子あると考えられている
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（http：／／www．mips．biochem・mPg・de／proj／yeast／catalogues／index・html）・しかし，

これらミトコンドリアの維持に必須と考えられている遺伝子群の中に，アミノ酸代謝

関連酵素の遺伝子は含まれていない・特にミトコンドリア形態維持および細胞質遺伝

に関与する遺伝子には，船町陀別，ACrJ，捌肌，肋肌および旭）肥の6遺伝子が

知られている（McConnelleta］．，1990；Rapaporteta］・，1998；Drubinetal・，1993；

otsuga et a］．，1998；Burgess et al・，1994）・これらのほとんどは細胞骨格に相互

作用したミトコンドリア維持に機能していると考えられている・このことからも

本研究は，側鎖型アミノ酸合成系が，出芽酵母のミトコンドリア維持に必須であると

いうこと，特にイソロイシン合成系が鍵となることを見いだした初めての報告であ

る．

イソロイシンの欠乏にともなって，ミトコンドリア機能がいつ消失するか，

また，出芽酵母細胞からのミトコンドリア脱落がどのような作用機序で起こるのかを

調べるため，イソロイシン欠乏培地中でのミトコンドリアの呼吸機能残存率および

。tDNA形態の変化を追っていった．野生型株p十細胞のミトコンドリアは，側鎖型

アミノ酸存在fでperipheralcytoplasm全体に分布した紐状の形態をとるのに対し，

p－petite細胞では少数の大きなmtDNAヌクレオイドが形成される（MacAIpine etal・，

2000）．また，野生型株p＋およびp－petite細胞ともに，側鎖型アミノ酸欠乏におくと

GCN4によるgeneralcontrol制御下でmtDNAの組み換えが誘導されて，粒子状のmtDNA

ヌクレオイドの数が増加する．この粒子状のmtDNAヌクレオイドの形成はp，petite

細胞よりもp＋細胞で顕著である・これまでにイソロイシン生合成に働くタンパク質

群のうち，ミトコンドリア維持と呼吸機能への関与が考えられるものとして几作が

知られている．△iJv5株はミトコンドリアゲノムが不安定化するとともに，呼吸

機能欠損をおこし，P－petite表現型を示す（Zelenaya－Troitskaya etal・，1995）・

この表現型はILV5とミトコンドリアゲノム維持に働くHMG（HighMobilityGroup）

タンパク質であるABF2との遺伝子二重破壊によりさらに強調される（Diffley and

sti11ma。，1991；MacAlpine eta］．，2000）．Ai］v5株ではILV5の破壊にともない

generalcontrol制御の影響を受けなくなるため，細胞内にはミトコンドリアの

コピー数が減少する－－－－一一方で，少数の大きなmtDNAヌクレオイドが形成される・Abatl，

bat2二重破壊株ではイソロイシン欠乏により，大きなmtDNAヌクレオイドが形成され

る．またこのことは，BATlおよびBA7？遺伝子がgeneralcontrol制御下にあることを

示している．さらに，野生型Jeu2変異株ではロイシン欠乏下でもミトコンドリアは
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粒子状のmtDNAヌクレオイドを形成する．これはLELL2がgeneralcontrol制御を受け

ないことと合致する．△再〟削c株細胞中ではイソロイシン生合成だけが特異的に

停止しているため，細胞内のミトコンドリア消失はイソロイシン単独の欠乏によって

引き起こされる現象であると考えられる．イソロイシン存在下で△yfJO5Jc株細胞中

のミトコンドリアは野生型と同様の形態をとっており，また，イソロイシン欠乏培地

に移行後，8時間まではミトコンドリアの形態に大きな変化はみられない．

これは細胞内にpoolされた持ち越しのイソロイシンが残っているためと思われる．

しかし，8時間以降16時間までにの大きなmtDNAヌクレオイドの形成がみられた後

，24時間までにほとんどすべてのミトコンドリアは細胞内から消失する．また，この表

現型は単コピーベクターに組み込んだy几05Jc遺伝子の導入により相補される．

このAyilO51c株細胞中にみられる大きなmtDNAヌクレオイドの形成から，

AyilO5］c株ではイソロイシン合成停止によりgeneralcontrol制御系が機能してい

ないことを示している．このことから，側鎖型アミノ酸生合成系おいて，y几05J

遺伝子がgeneralcontrol制御‾‾Fにあることが考えられ，かつイソロイシンの不足を

関知するセンサーの様な働きを担いつつ，イソロイシン特異的なアミノ基転移反応

に関与しているのではないかと推測している．

GCN4によるYl］0］5c遺伝子の制御の有無を探るため，YILO5］c ORF上流の

プロモーター配列予測を行った（Figure25）．その結果，ylLO51c ORF上流－105～－100

領域（YIL／GCN4sitel）および，－525～－520領域（YIL／GCN4site2）にTGACTAからなる

GCN4結合領域が見いだされた．またTATAbox（TATATAA）はYrl，／GCN4sitel領域の上流

yllO15c ORFからの距離－119～－113（YIL／TATAl）および，YIL／GCN4site2の＿ヒ流

Yl］015c ORFからの距離－502－494（YIL／TATA2）に見いだされた．これまでにGCN4によ

る制御を受けプロモーター領域の解析が明らかとなっている側鎖型アミノ酸合成系

関連の遺伝子には，ILVl，およびII，V2がある（Arndt and Fink，1986）．また，側鎖

型アミノ酸合成系において，ILV5およびBATl，BAT2もgeneralcontrol制御下に

あると考えられている（Hinnebush et al．，1988；Xiao and Rank，1988；rIolmberg and

Petersen，1988）．これら遺伝子におけるORFとGCN4結合領域との位置関係はどれも

v350nt以内である．また，GCN4結合領域とTATA box　との位置関係はこれら遺伝子

群に関しては明らかになっていない．さらにYIL／TATAl配列上流（－183～－168）には

16ntからなるPUT3結合配列（CGGAGATGCGATTCCG）が見いだされた（Siddiquiand

Brandriss，1989）．PUT3はProline utilization geneであるPUTl，PUT2それぞれ

のORF上流配列に結合し，転写を活性化する．プロリン以外のアミノ酸合成，分解系
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においてもPtJT3による転写制御が行われていると推量されているが，現時点では，

これら転写制御因子とy几05Jc遺伝子発現の関係は全く不明である．

最近，出芽酵母細胞のさまざまな増殖条件おけるトランスクリプトーム解析

に関するDNAarrayのデータが公表された（Gasch et al．，2000）．そのデータベース

上でy比05Jc遺伝子発現は窒素源の枯渇によって転写量が減少することが報告されて

いる．しかし，その発現制御については全く知られていない．またTwo－hybrid法で

のプロテオーム解析データからも，相互作用するタンパク質の報告されていない．

今後，アミノ酸代謝における研究を中心に，generalcontro］制御系での制御タンパ

ク質であるGCN4によるYILO51c遺伝子発現の誘導，GCN4で発現誘導を受けるILV2，

lLV5との機能的関連など，generalcontrol制御系における機能的解析，さらには

Y‖＿051cpとBATlおよびBAT2タンパク質との相互作用についての解明が望まれる．

Ayi］051c株細胞でのミトコンドリアの消失および大きなmtDNAヌクレオイド

の形成はイソロイシンの添加で抑制される．このことはイソロイシン自体がミトコン

ドリアの維持に必須であること示している．出芽酵母のミトコンドリア維持に

イソロイシンが必須の因子であることは，ミトコンドリアのbjogenesisを考える上

で非常に興味深い．また，イソロイシン欠乏が及ぼす細胞へのもう－一一つの影響として，

不可逆的な細胞形態の異常とそれに続く細胞死が観察された．△yJJO5Jc株細胞に

関してはグルコース培地（0．57mMIle含有）とで継代培養をつづけると，Ayf川5Jc株

細胞ポピュレーションの中に肥大した細胞が増えていくことが観察されていた．

大きく肥大した細胞の直径は，正常細胞のおよそ2．5倍程度になっており，これら細

胞を顕微鏡下で200細胞分離し，グルコース培地上での増殖を調べたところ，全ての

肥大細胞で全く細胞分裂を行わず，ついには触々になってしまった．また，イソロイ

シン欠乏培地中でミトコンドリア脱落後，AyJJO5Jc株細胞を培養し続けると，48時

間後にはグルコース培地での継代培養でみられた場合より顕著に，ほぼすべての細胞

の直径が正常細胞のおよそ2．5倍程度になっており，なかには押しつぶれた様な形態

の細胞も観察できた．野生型株細胞およびその他の側鎖型アミノ酸代謝遺伝子の破壊

株ではこれら形態変化と細胞死は観察されず，イソロイシン添加により増殖を回復す

ることが確認されている．このことから，イソロイシンは細胞の形態変化とそれにつ

ながる何らかの生命維持機構で重要な役割を持つことが示唆される．加えて，

YerO57cpの大量発現誘導時には，縦方向への細胞の肥大化が観察されている．これ

ら出芽酵母遺伝子相即57cおよびy几05Jcの機能と細胞形態および生命機能の維持に
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関しては，これら遺伝子機能と新たな生体維持システム発見を結びつける大変興味深

い現象である．

これら解析の結果，出芽酵母遺伝子y几05Jcに関しては，その機能がかなり

明らかとなった．しかしながら■－・・・一一方で，i′即057cに関してはy〃．05Jcと同様の機能を

有すると言うこと以外，膵斤057c遺伝子単独の表現型から直接的に機能を示唆するよ

うな良好な実験結果は得られていない．yE榊57c遺伝子については，AyerO57c株が

示すほとんどの全ての表現型が膵斤057c遺伝子によって，ごく部分的に相補される

ことはあっても，完全明瞭に相補されることはなかった．△yerO57c株は培養時の

栄養条件，特に糖源をグルコース培地からガラクトース培地に変換した場合，野生型

株の糖源代謝適応よりも，ごくわずかに早く適応すると言うデータが得られている．

しかし，この表現型は膵斤057c遺伝子導入で相補されない．また，この実験結果を

軸として，糖源代謝系の変換と適応に関するかなり網羅的な解析を行ったが，

グルコースからガラクトースへの糖源変換の場合にみられるような表現型は得られな

かった．最近，SAGEによる糖源代謝に関する解析データベース上で，yERO57c遺伝子

のガラクトース培地中でのわずかに転写量が増加し，グルコース培地の1．4倍になる

ことが報告されている．この他に，高温環境での△yerO57c株の生存率を調べた

ところ，野生型株の生存率が42℃以上の高温ストレスで大きく減少するのに対して，

AyerO57c株では42．5℃まで明瞭に生存率の減少が野生型株よりも小さく，わずか

0．5℃の耐熱化を示す実験結果を得た．しかし，この遺伝子破壊による耐熱化は実験

結果に再現性はみられるものの，温度変化が微妙なため，実験デザインが難しいく，

この表現型からの機能解明をあきらめた．しかしその後，驚いたことにマウスでの

相同遺伝子であるHrp12の転写量が42．5℃の時に特異的に誘導されることが報告さ

れた．この報告ではHrp12に関するアミノ酸配列上の検討から，Iisp70との相同性を

見いだしている（Samuelet al．，1997）．ところが，YerO57cpに関してはこの相同配

列に対する保存性が低く，またy甜057c遺伝子でのデータに対する懐疑性が強いこと

から，これ以上の言及を避け，y〃．05Jc遺伝子機能との比較を行うことで，表現型検

索を行った．その結果，△yerO57c株側鎖型アミノ酸に対する感受性がyだ斤057c遺伝

子の導入により相補されること，またこの感受性は⊥gと世道伝子の導入によっても

相補されることが明らかとなった．さらにミトコンドリア移行シグナルの置換実験で

のAyIlO51c株に対する機能相補から，YerO57cpはYilO51cpと同様にイソロイシン

合成経路においてアミノ基転移活性に作用する機能があることが明らかとなった．
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しかしながら，相即57c遺伝子の直接的な機能を明らかにできる結論を導き出すには

至っていない．－－一一方で，細胞質局在型のYerO57cpには細胞質で特異的にYerO57cpと

相互作用し，細胞質での側鎖型アミノ酸アミノ基転移反応を負に制御している未知因

子が関与すると考えられる．ミトコンドリア移行シグナ′レの付加実験の結果から，細

胞質局在型のAMTS－yilO51cpがAyllO51c株でのイソロイシン合成欠損を相補できる

のに対し，細胞質局在型のYerO57cpはこれを相補できない．また，アミノ基転移酵

素活性測定において，△yerO57c株では側鎖型アミノ酸全体に対する活性がと昇して

いる．特にロイシンおよびバリンでの活性上昇は著しい．このことは，YerO57cpの

欠損により，細胞質でのアミノ基転移活性を負に制御していた未知因子とYerO57cp

およびBAT2との制御関係が崩壊し，フリーになったBAT2が細胞質でのアミノ基転移

活性を回復したためであると推論する．

明確な機能および作用機序は不明であるが，これまでに報告されている他生

物種での相同遺伝子に関して，これら相同遺伝子群が機能的に保存されている可能性

を示す興味深い報告がいくつかなされている．⊥∂Ct∝OCCUSJ∂Ctfs此〃〝遺伝子は

ゲノム上で1」EUオペロンおよびILVオペロンの下流に位置し，その遺伝子破壊株は

部分的なイソロイシン要求性を示し，ロイシンの添加によって増殖が阻害される

（E。。S－Berlage et al．，1998）．また，Sa］mone］1a tJPhlmurlum YJGF遺伝子破壊株

ではセリンとイソロイシンの添加により，増殖が回復することが報告されている

（Goupi卜Feuillerat et a］．，1997）．真核生物では，Fk）mO SaPiens膵114により

出芽酵母遺伝子YII，05］cの機能が相補されることが報告された（Oxe］mark et al・，

2000）．さらに，本研究により新たに相同遺伝子として同定されただscムerJcムJ∂CO一日

m押遣伝子はゲノム上の位置から，イソロイシン分解系酵素を含むTDCオペロンの

下流に隣接して存在していた（http：／／ecoli．aist－nara．aC．jp／）．これらの知見から

も，YERO57c／YJGF／UKl14ファミリーのイソロイシン合成系制御に関する機能的保存

性が示唆される．

本研究により明らかとなった出芽酵母遺伝子y几05Jcの機能を中心にふまえ，

出芽酵母における側鎖型アミノ酸合成経路の制御機構とミトコンドリア機能を含めた，

新たな生体維持システムについて考察してみた（Figure26）．細胞質で合成された

スレオニンおよびビルビン酸を基質とし，ミトコンドリア内部で三段階の酵素反応を

経て合成された，ケト酸crketo－P－methylvalerateを基質として，アミノ基転移酵素

47



BATlの作凧こより，イソロイシンが合成される．このアミノ基転移反応において出

芽酵母YilO51cpは，イソロイシン合成特異的にBATlのアミノ基転移反応活性をiEtこ

制御する．この時，YilO51cpにはイソロイシン結合型および非結合型が存在し，BAlll

の活性化にはイソロイシン非結合型のYilO51cpがイソロイシンの不足を感知するセ

ンサーとして機能していると考える．この機構により細胞内のイソロイシン量が保た

れ，代謝が維持される．またミトコンドリアの維持にイソロイシンが必須であること

から，ミトコンドリアの維持機構にイソロイシンと相互作用できる未知因子（X）の

存在を想定できる。同時に，YilO51cp自体もミトコンドリア維持に必須であり，イ

ソロイシン欠乏時にはイソロイシン非結合型のYi1051cpがミトコンドリア脱落を回

避する何らかの経路（Y）に関与していると考える・

一一方，細胞質においてYilO51cpと同様のアミノ基転移反応制御に機能すると

考えられるYerO57cpは，細胞質でわずかに起こる，イソロイシン合成のアミノ基転

移酵素反応に作用し，何らかの細胞増殖制御システムに関与していると考える・また

細胞質においてYerO57cp特異的に作用する因子が存在し，この未知因子がYerO57cp

と相互作用することでをBAT2によるアミノ基転移活性を負に制御していると考えて

いる．YcrO57cpとYilO51cpが細胞質およびミトコンドリアでの側鎖型アミノ基転移

活性を制御することで，細胞全体の側鎖型アミノ酸レベルを制御すると考える・

アミノ酸代謝関連遺伝子の遺伝子破壊により，イソロイシン単独の栄養要求

性を示す制御因子の発見はy比05Jc遺伝子が初めてであり，側鎖型アミノ酸制御を

含むアミノ酸代謝制御と細胞増殖の研究発展に大きく寄与するものであると考える・

また，イソロイシンを介した細胞内でのミトコンドリアの維持機構など，r几05Jc

遺伝子をもとに，ミトコンドリアbiogenesisの新たな側面もみえてくるだろう・

出芽酵母における細胞増殖とアミノ酸代謝を研究する上でy比05Jcおよび相即57c

遺伝子のより詳細な機能解明は，出芽酵母のみならずYERO57c／Yjgf／UKl14ファミリ

ーを介した新しい生命維持システムの解明に寄与するだろう・また，これら遺伝子を

基軸として，再度ゲノムワイドでのプロテオーム解析を行うことにより，細胞全体を

視野に入れた，さらにもう－－－一一歩進んだ新しい遺伝子ネットワークと生命システムの発

見に繋がると考える．
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6．表と図
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¶劇elゲノム全塩湖己列が決定されている生物種

Gcms血；染色体の塩基数0肝s；タンパク質コード領域および情造m領域をコーートす

ると予測される総ORF数．

SpeCleS genOme ORFs sequenclngmPleted

Size orpublishedyG汀

Eu血rh

〃（〟〃岬桐山J押kノJに血ノ〟‘J

〃ビ虹りわ〟（励－fヤわわ2麟

βαてi伽見め血

加力♂五力由仁o〟

β0〃ぞ加わ∽苫血〃誠

糎〔ゾ叩鮎P㈹

明細ぬ虚血佃地肌止血

句叫h甜戒Ⅶ

梢止川血り）mlltに（血

物′脚〃〟四書肱加研

（刊加叩加庸肛J紗〝J〟J加

〃ビJわわαr妙PvわわJ妙

β由／虻rαrWmdわ（加mJび尺J

し’仙〃叩んγ）J蘭／フナ九州川明山‘′し’l岬ノノコリ

川‘耶Ⅲ′J‘即川‘〝諏J肘

．1恒ヴ）山IWⅢりフ圧7∽…血ぐ

臓腑血Ⅷ加地舶机状況

伽打由〝脚肘哲血払Z冴9ノ

凸捌（わ〝！β′M∫（肌♂′即〟月40ノ

βαri肋げ力〟わ血n〝ぴC－ノ25

伽／けm甲・A門

GJ〝ち町わぬ（’おr細川

口血〝叩（桓フん血pJ捌〝狛J血βARヲ9

口血J叩（桓フカ血〝′捌〝紗／血ど1JJj8

（プ血〝叩血〝以血仰J

U′㍗叩）ん…仙川／叫油‖J川

伽r力β加

斗お肋．匝血〟

八郎叩フ加Mg伊J血r由椚

1g～OKb

l（吏邁Kb

ヰ215Kb

⊥1（ヨ9Kb

911Kb

3罰3Kb

斗112Kb

1551Kb

ll12Kb

l138Kb

l（）13Kb

16」l二1Kb

3（垢1Kb

lヱうOKb

l鮎1Kb

816Kb

2mKb

218⊥lKb

62（JKb

4狐Kb

6ニ11Kb

l♭11Kb

1230Kb

l三三9Kb

l（海9Kb

752Kb

購3Kb

2679Kb

劇）Kb

50

1封5

1郵

1221

ヰ耕

87う

3219

3972

1522

871

1雌2

939

1」191

2！芙）5

1（汐5

1経）5

732

2（髄

2121

先二10

斗柑

dl）

1（i～」1

1151

11（避

9」9

6ヌ）

3娘）

2紀2

こ格1

（1埜）5）

（1禁汀）

（1埜汀）

（1労刀

（1労勺

（1労7）

（1朔）

（1埜渇）

（1埜渇）

（1ザ潟）

（1朔）

（1リサ・・））

（1照））

（1ゲ菓））

（1璧莱））

（2αX））

（2（XX））

（2αX））

（二（l11）

（2（XX））

（2（XX））

（2（XX））

（ヱ（rO）

（2（rO）

（2（X氾）

（2（XX））

（ユ用ぃ）

（2什X））

（2住）1）



AI℃加

．1山JJ‘J川抑（・（町メJ川J（Ⅲ血

A汀血ど昭わわ叫声な血∫

A融／‡α1βわ〟r紗血別納ピ〝Wα〟わ坤血JⅢ

ハ7川川・一丁ハ／いJTん，川

ハT川川・川＼り／）いⅥ

77旺γ〃…叩（J〃J‘JJ而メナ日

加叩叩叫灯血椚

〃dわわ〟√・ぬ川平・

Tll叫鮎皿add叩旭um

El血叩a

助rrJMm〝町郡r伊円心加

伽′7〃〃王（め劇加ピ転α〃∫

血血如血血血棚

伽∬pJ血〝－ど由仰g‘ぴねγ

1（箔5Kb

2178Kb

1751Kb

17う9Kb

1765Kb

l艶1Kb

1670Kb

201ヰKb

l先5Kb

12Mb

卯九′Ib

l19Mb

lⅡ）九仙

1758

2120

1916

2113

1765

1経）5

2紗l

ニ11（1

1526

6ヱう7

1曳X沿

26αX）

1鮒l）

（1璧抵）

（1禁汀）

（1誓打）

（1璧渇）

（1卿）

（1朔）

（1朔）

（2（XX））

（ⅩXX））

（1ゲ垢）

（1ゲ渇）

（三川11）

けぃ））

51

旨

∃
■

∃

（

1

E

ト

ド

巨

蔓

旨

∃

1

I

毒

ミ

号

言

「

目

口

l

l

目

．日

日

汀

】

日

日

日

日

日

田

日

田



・mbleIIヒトからバクテリアにまで高度に保存される機知タンパク質

ファミリー

electrontransfbr

Cyt∝hrome－b
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Cyt∝h－Ome－COXidasechainII
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TableIII相同性による出芽酵母遺伝子の分類

入ⅢPSdatabaseで公開されている出芽酵母遺伝子の分類を参考にして改変した・

d飢arclease

1998．6　　　　2000．12

knownprotein　　　　　　　　　　　　　　3106　　　3398

strongsimilarltytOknownprotein　　　　　　　　306　　　227

similarltyOrWeaksimilarltytOknownprotein　　　885　　　791

similarltytOunknownprotein　　　　　　　　　795　　　　741

nosimilarlty　　　　　　　　　　　　　　　804　　　　751

questionableORF　　　　　　　　　　　　　448　　　446

totalORFs　　6344　　　　　6354
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11ableⅥ本研究で用いたオリゴヌクレオチド
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ov打eXpI℃Sion

hrTS－YER－1brward　51C（m（てiAACATCATCATTACATrrrCTAGAATGrrITITrAAGAAJuTCCGTT　九′rrS血ditk）n

rITIIGAGAACAGClてrAGTCTTGAGGAG（一GGTArrAA（℃ACWGACTC（てGTT

ATTr（iTGAATC（3T

AMrS－YⅡ′fbrward　5・C〔てiTTrTCAGAACAGCTmGT（掬血唾鵬TGATAACAACATTGAC（m3▼　mdeledon
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TableVII本研究で用いたプラスミド

plぉmklinsert（rekvantnwkeIS）　　　vector refeIt，nl鷲

Yqplac22（AnlPrARSITRPICEN4）　　（dngkcopyvedor）　　　SuglnO＆Getz，1985

YCpla（33（AnvrARSltTRA3CIN4）　　（血gkcopyvedor）　　　SuglnO＆Getz，1985

Ycplacl11（AmprARSllJEU2CN4）　　（血gkcopyvedor）　　　SuglnO＆Gdz・1985

YEplac195（A叩r2tJOriURA3）　　　　（muldcopyvedor）　　　SuglnO＆GetzJ媚5

pAA7　（Anvr2t10riURA3GAl｝pJt）n血r）（multicopy Nogielal・，1986

pSEl lrERO57c

pSll l′ⅢJ）51c

pMEl lTRO57c

phⅢ1　1’M51c

pSBlha　17肌）57c－lxm

pSI4ba　　ヽrm51c－4dlA

pME14ha YERO57c－1xHA

p九瓜14ha　ヽ′m51c一触HA

〆iET　17ERO57c4xHA

〆；汀　　1′M51c－4xHA

pMtE MTS－YER（）57c

pMtBlha MTS－YERO57c－4xIiA

pAMtI4ha AMrS－YM51c－4xIiA

OVereXpre＄10nVeCtOr）

YCplad3　　　　　　　thissnldy

YCpla（33　　　　　　　　thisstudy

l′Eplaclり5　　　　　　　血s或ud）▼

YEplac195　　　　　　　thissltldy

YCplaく33　　　　　　　血s如dy

YCpla‘33　　　　　　　thisshldy

ヽrEplacけ5　　　　　　　血s血dy

17坤1aclリ5　　　　　　　血s血dy

pAA7

pAA7

YCplac33

YCpla‘33

ヽ7Cpla（ヨ3

血s血1dy

血s血1dy

血s血1d）▼

血s血1dy

血s或ud）r
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TableVIII本研究で用いた出芽酵母株

straln gen叫′pe　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　refbl℃nCe／source

W3（B－1A A′∠47b

W3（B－1AIJ八丈47わ

W3（二B－1B　　八丈47「（ズ

W3（B－1BL　几ヱ4γα

SKヽ’3（‾B　　ル∠4九止ズ

KEV軋）l　　凡慮47b

KED川）1L　几止4穴山ズ

mll）1L Aヱ47b

KIY（X）1　　んみ17b

ll17（れ1　　A∠47b

Tm）1L　八丈4九血

m’（X）1L　　几∠47b

BAD（X）1　几ヱ47b

板d－〃．ノ5（W！ノーノ仙αおユノJ摺イユJノJご咋，ノノl〝心

血d－〃J右Ⅵ再」αノαおユノJ啓一ご一J，ノノユ●．⊥mかPノハ〝r日

加d－〃．ノj（Wノー几出血有ユノkJ2－j．ノノご咋ノーハイIn一

触ゴーノノ，ノ5（ⅥJJノノ仙αおユノJのイニーj，ノブユ．■⊥且ご咋ノブJ〝が

た止りノ，ノ5（詔〃ノーノ伏ノαおユ‖のイエゴ，ノノニ咋ノノ∫〝が

毎d－ノノノ5（Ⅵ〃ノノ（勅α女2－‖hは」．ノノごりノノーハィ′てdl町t析スー・■ご7RPノ

ブJびJノノ，ノjr甜7ノノ（ルαおユノJのイユJ．〃ユ・J」ヨノコ咋ノハーmJiモR（乃入れ棚ス▲∴●7Rf）ノ

方正ノノ，ノ5（WJノノ00（社友ユ川制エゴ，〃ユ・．・⊥即吟ノーノ“和JγP′ぴた∴■Wノ

加太仁〃．ノ5（Ⅵ〃ノノ（ルαおユノJ印2j．扶叫叶鳥m旬躍如∴上Erだ

／7扉ノノ，ノ5（Ⅷ7ノノαノαおニノg創ニーj．ノノニ咋ノノ〟rがⅥ7（祈ノぐ∴■乃びり

巌d－〃，ノ5（Ⅵ〃ノノ伴）αおユノ7のJコj，ノノユ・．・⊥gLご咋ノノ醐11）乱（祈ノ（加ル5ノr∴刀びり

ん山一ノノ．ノ5〔mノーノ（ルαおユノ上のイユJ，〃ユ■．－⊥m咋，ノハ〝がγ跡ノc∴■7Rf）ノ

血d－ノノ，ノjm〃ノーノ（ルαおご－ノ血ご－j，〃ユ・．・⊥m咋ノノJJmj加ノ．■⊥ELワ～詔だ∴⊥gLノコ

（H（扇．1ゲ刀）

1Ⅶs丸山y

（Hqi、1ゲ〝）

1髄s丸山）・

（甜血血ige、l！担5）

Ths血ゆ

－ms血ゆ

1hs丸山y

Ths丸山y

Ths丸ゆJ

l≠sオし山y

Ths凱ゆ

Ths丸山）▼
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rIbbleIX YERO57c／Yjg仇＿TK114ファミリー→に属する相同遺伝子群

AC款アクセッション番号、AAs：アミノ酸残基数

gelle

Euk叩de
YERO57C

Yn』51C

M（才二1Z．17

Sf唱CZGZ．（叫C

dp血肛dvabr

UKl14

UKl】4

PSPI

SmClO：！9．10

HRP12

blll

D獣）7851二‡

CDGlO．2

Euba（・tqia

l■．ヽlU

DR2512

BH【X）63

m5二‡39

DFRA

ALDR

q1388

1rVNI

V（ユ51ヱ

カgF

ヽ’jgF

XR）353

Ⅰ璃3123

NMB恥bZ

l■鹿F

NMAO861

ヽ’142

）■漣F

AQj64

「m（YHAR）

ヽ’4SK

如鯛7り

R）朋ヰ

SI▼RO709

YllaR

S（りC7．14c

AmnE

ATdlaea

mOZ15

1？・＼ⅢlHヱ5

PHO854

VNG2099C

org肌Sm AC＃　　AAsidendtyOon）1ogyX％）

助‘・CJ∽JてノJ肌rP∫（・Pm，uW p昭037　　1Z9　　　　10（叫100）

お√C／捉m）I刑（：P∫（やm，LW　脚）185　　145　　　　70（85）

加血句加減娘靴　　　ARO狙036　143　　　47（bl）

∫（庇（）皿tCJ∽m叩Cど叩〃用わ0弔003　162　　　射（65）

良明血加東′∫U∬蝕れ一∫　　Z417351A　135　　　43（佗）

功J冊力肝lが　　　　　S74181　137　　　4Z（bl）

月…耽ノ叩”ど耶　　　　　P5275S　　137　　　41（糾）

助肋叩・　　　　　D493b3　137　　　41（bl）

ぶ（厘（）朋r〔九抑′叩こg叩〃用反「r50Zbb lZb　　　41（55）

几血相イ∫rⅥ鮎　　　　　　P527仙）　173　　　　載）（63）

∫c旭叩叫伽〃CO用′Ⅲ仰　AFl181（婚　1Z8　　　朋（b2）

抄肌函南仰壷岬押肋　ABⅨ）3糾7　138　　　3b（bl）

功g〃0〃泊摘出P毎〃那　　qlOIZl　158　　　5b（57）

盆山丑軋血妬揖

Dp∽0（1のぐ（コがⅧ710血m那

艮血丑軋厄山九m椚

fなのdo撒）〃心（甘口JgけJ（ノ皿

。l人：Y．～・（机・It＝‖JJJ〃ハ

山rわ（・0ぐm∫わ（・如

（加甲わ玩c研一ノ印」〝丁

ノ短0めわαニ匪rlり〝Pわ〃dl

l助血相わ如Ⅷ

J品川理／‖山川脚一川ごり′－

JふんIn．・J川＝イl

杓わ肋J毎止血粛

／1ヾ一†止り仙刷上ヾり′¶岬JJり、ヽJ

伽・gmmg〃け増血毎

払鮫J〝？鮎川血ノ（コ血

伽のVJ用g〝∽g加ゎ

Ⅰ当7552

G75265

AIⅦ）1507

A紀ウ79

052178

034133

A81284

B41514

B820（）7

1月ヰRll）

Ⅰつ9二‡30

B8Z817

Ag3256

F81174

Am79Z3

A8193Z

1ユ4　　　　　51（67）

1Z5　　　　　51（伽i）

125　　　　　48（（撼）

1ヱb　　　　　45（b5）

131　　　　■l（b3）

1之b　　　　　43（bZ）

1ヱ0　　　　　43（（氾）

1Z7　　　　　4Z（bヱ）

129　　　　」11（59）

130　　　　　41（58）

127　　　　　41（57）

127　　　　　〟）（62）

125　　　　　00（61）

129　　　　　載）（61）

ほ9　　　　　劇）（59）

129　　　　　39（bl）

上′〟（、（沼0∫わ（リ〃搭ど〝おm好ね9　fり7117　　130　　　　3り（57）

嵐如拙挽呵画血血胴

句叫桓‘α0巌コイ∫

と二ヾ．・リIJ・∩（・J川＝一山

尺んに〃わ紺〃甲・

上寿か0わ〃f・J打JγわrT

上寿如（ノむαニ／打ノγわr7

勤〝P（血（Ⅴ加甲・

励cんJJgm畢・

馳甲伽叩一郎

A円形5578

0（詭（i89

Ⅰ叫2631

P55（）S4

A71g78

0Z559S

P527（11

A㈹1119

T35％5

lZ8　　　　　二‡8（58）

1Z5　　　　　二I8（58）

129（150）　37（（湖）

1Z6　　　　　37（甜））

1Z5　　　　　二享7（55）

1ヱ5　　　　：‡7（55）

130　　　　：‡b（57）

1Z8　　　　　35（57）

l二I2　　　　　32（5二‡）

P一別舶用川野畢・　　　ABOZO5Zl14Z　　　31（別）

乃灯傲北都…相加仰　　　A72004

蝕）（tOぐαイ∫ぬ　　　　　G7503Z

蝕）C（）C（コJ∫J狛れんr）∫／JT！　　058584

J羞わわαぐ飢J川平　　　　ABⅢ）50男

A叩一川〃〝田　　　　口2630
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1ヱ7

137

127

1とi

48（70）

47（（藩）

ヰ7（（撼）

43（65）

43（（わ）



TableX　初期スクリーニングの結果

グルコーース培地上でこう0しC，3日間培養して形成された野生型株のコロニー

形成（十十）を指標として，上り増殖が良いものを（1十十），増殖が悪いもノ）を

（十），ほとんど増殖できないものを（士），全く増殖できないものを（－）とした・

試験培地 野生型株　Aγeパ）J7ぐ株　AJ′ブ川5J（－株　表現型

検出温度

糖源

2％　glucose

2％　glycero1

3％　　ethano1

3％　1actate

アミノ酸

10mM is〔）1euciIle

50mM leucine

lOmM valine

塩および金属イオン

500mM LICl

O．5M CaClり

1．3M NaC1

2mM CuSO4

2mM MnClり

10トIM CdClり

阻害剤

0．2％　　cafTeiTle

2mg′／mlemetine

2mg／mlcarlalranille

6mg／mlHU

lmg／mlurea

＋＋

＋＋

＋

＋

＋

＋＋

＋＋

＋

＋＋

±

＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋

＋

＋＋

±

＋＋＋

＋

＋

±

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

十

±

＋＋

十＋

＋

30しC

3（）しC

30Cc

30しc

：iOしC

30℃

ニiOしc

こう0しC

37℃

37しc

ニう0℃

：う7（C

3（）㌧c

ニう0じc

30〔c

37eC

30Cc

30Cc
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職ueXl側鎖型アミノ酸特異的アミノ基転移酵素活性

reladve activlty　of each subsb－ate（％）

S仕出n

IJeuCine Vbline lsoleucine

W3（β－1AL

TIlr（カ1L（郎此址）

Ⅰくn’601L（㊥ビr（妨穴）

1（れ．0ニヒ2．0　　　　　1〔ル．0十10．6　　　　1〔れ．0土2．0

114．8±0．1　　　　　75．7±0．1　　　　　　2．7±0．0

162．7±0．1　　　　137．3±0．1　　　　117．0ヒ0．3
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ngl耶2出芽酵母タンパク質ヽrerO57cpおよびⅥ1051cp間のアミノ酸配列比較

赤字は相同アミノ酸残基，線色下線はミトコンドリア移行シグナルモチーフ配列を示す・
黒色下線はシグナル配列の切断部位を示す，
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101

a）

巨10‘’

害
＼．D

010－■

10－ユ

・　＿　Wt－V8：：lくけ

－－－－－－－－－㌻－－－WトY訂057亡P－4HA

十W†YllO51q）－4日A

0　4　8　121（，20　24

「rime（h）

b） Time（h）

0　2　4　6　glOlえ141t｝l写2024

YERO57cp－4HA

YIu51。F4。A∴採卵締碗や∴－
300

■YilO5lcp－4HA

ロY訂057甲－4HA

■実200

＞ヽ

・苫
忘100／
q

0

－1－　「

0　2　4（）810121416182024

Figure3出芽酵母の細胞増殖にともなうYerO57cpおよびYiL（）51cpの発現
YEROS7cおよびYILO5止遺伝子を組み込んだプラスミドpSE14haおよびpSI14haをそれ

ぞれ形質転換した野生型林を、グルコース培地中・30℃で培養し，24時間まで2時間毎に分

取した細胞からタンパク質を抽出後、ウエスタンプロッティングを行った・

a）形質転換杯の増殖曲線b）ウエスタンプロツティングの結果とデンシティー評価

（プラスミドについてはTableVIl参照）
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l＼■t

a） NomlarSkl DAPl
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Figure4YerO57cpおよびYilO51cpの細胞内局在
野生型株欄胎内で発現させたYel－O57cp4日AおよぴⅥ1051q）－4HAを蛍光抗体法より検出し

局在部位を同定した．a）各タンパク質の局在をFITCラベルした抗体を用いて，また核r）NAを
DAPIを用いて二重染色した．Wt；W303－1A株にYEplac195を形質転換した細胞，

YerO57cp－4HA；W303－1AにpME4haを形質転換した細胞，Yn）51cp‾4HA；W3O3‾1Aに

pM14haを形質転換した細胞・b）YilO51cI）4一－LAの局在をFITCラベルした抗体を剛一て染色

した後，恥⊂〉da†11ineBを用いてミトコンドリア膜を二重染色した・（プラスミドについては

nbleVIl参照）
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Glucose Galactose

Vector

1′ilO51cpIY’e州57cp

n脚e5固体培地上での大量発現誘導と細胞増殖
Gd7プロモ」一夕ーー制御下にある大泉発現ベクターーpAA7を用いたYerO57cpおよぴⅦ0封印の

大量発現．Vect畔W303－1A株にpAA7を形質転換した組隠YerO57cp；W303－1A殊にPGETを

形質転換した細胞，m51cp；W3胴－m株にポ汀を形質転換した細胞・Glu（：脱；グルコース培地・

Gabd⊂駅；ガラクトス培地扶桑発現誘導培臥それぞわの出芽酵母株を3肛，聞間培養した・

（プラスミドについてはTaueV日参照）
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Flgure6YerO57cpT4rLlの大量発現と細胞増殖
a）大量発現誘導時の増殖曲線：累線：ベクターのみを形質転換した野性型阻赤繚ニlⅧ5托一亜8遺伝子
を組み込んだ大量発現プラスミドpGET叫厄を形質転換したW3α㌢1A阻矢印は大量発現誘層のため
グルコー・ス培地からカラク卜し－ス培地へ変換したポイントb）ウエスタンブロツティングによる大量発現の
検出とデンシティーー評価（プラスミドについてはTableVII参照）
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Flgure7YerO57cpの大量発現にともなう生存率とFACS解析
YerO57cp“4HAの大量発現誘導後．播時的に出芽酵母細胞を分取し，グルコpス培地上30℃・3日間

培養した．扇出現したコロニー数を計数し，0時間でのコロニー数を100？らとして生存率を算出した・

b）FACS解析；細胞内DNAの相対含昌1Nおよび2Nの位置を矢印で示した・
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日印陀8YerO57cp大量発現にともなう細胞の形態変化

Ye州57叩大量発現誘導開始時（0時間）と4，8および24時間後のガラクトース培地中での細胞形態を

観察した．Vector．W303－1A株にpAA7を形質転換した阻YerO57cp：W303－1A株にYerO57cp

大量発現プラスミドpGET4haを形質転換した株．（プラスミドについてはTableV‖参蜘
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相同組み換えによる遺伝子破壊

Ⅵ‡尺057c

l

胞子形成

†
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作冊7〔　　　　1ロト

十で十十

、、過ご

l
四胞子分析

選択培地上でスクリ」－ニング

†

－－t皿■一

二三・亘ユ、

－一個■－－
‥＿ニーこ㌃、

「igwc9　出芽酵母の遺伝子破壊模式図
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△γerO57c 八＼、〃り、†巨

ngurelO遺伝子破壊林の四胞子分析
Alで州57（二l官尺r娼7〔瀬伝子破壊株，△二川仇5JcWJc遺伝子破壊株
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AγgrO57c

．＼＼イ／＝、くJ．

Normarski SYTO18　RhodamineB Merge
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ノ菓、者ノ薮†＋
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wt。0幣
拉迄鮭二一

＋∴十＊

て小吉＋ナ 璃

Figure12ミトコンドリア特異染色
出芽酵母細胞内のミトコンドリアⅠ）NAおよびミトコンドリア膜を，それぞれ

SYTC18およびRhodamineBを用いて二重染色した．染色にはグルコース

培地中，3OCcで01jO．3まで培養した各出芽酵母株を用いた．Wt；W303－1A株，

AJでrO57c：KEY601軋A57IlO51c：lmTOOl株，WtpO：W：303－1ApO株
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SMM

WI

AyビrO57c

．＼、、伸一・†巨

Wt
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10410110三10】10410〕10010l

45mMLeu

lO410310210■

7．5mMVal

lOヰ10ヨ102101

2．5mMIle　　　　　5mMIIc

1了igurc13　側鎖型アミノ酸に対する感受惟試験
遺伝子破壊株そ才1ぞれを全ての側紙型アミノ酸を含むSMM培地で30C・3口間培養した後，段階

希釈して側鎖型アミノ酸感受性試験培地上にスポットし・30、Cで3日間培養した・W†：1V303－1A・

A夕7ピノ竹57（∴KEl′601株，A♪づ拍5Jc：Tn′001株・SMM：最少培岨45Il－MIゴt－；45nlh・IlノミtLを含む
最少培地．7．5mMVal：7．5r－1MV山を含む最少培地．2．5Ⅰ血4Tle；2■5一丁lMIlビを含む最少塀地・

74



Wl

△γgr〃∫穴’

△vf7（）5Jr
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Cells／SF）t

lO410j lげ101
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Figurelヰ　側鎖型アミノ酸感受性相補実験
遺伝子破壊株でみらわた側鎖型アミノ酸感受性を，そオ1ぞれの遭伝干草入により相補できるかどうか

調べた．W303－1A軌Aye）t）J7c：KEYEう01株，＾yiJ（，5］c：TIYO（）1株，Wt－vectol・；W3031A殊に

Y（「Plac33を形質転換，Wt＋vecror；W3O31A株にYCl〕lac33を形質転換，Aye）t）57c＋YEROS7c；

KEY601株，にl）SElを形質転換，心イJO5Jc十17⊥け5jc；m7001株，にpSllを形質転換．こわら一一倍体遺

伝子破壊形質転換株は，そわぞれの遺伝子破壊ヘテロニ倍体株にプラスミドを形質転換後，四胞子分離

して得られた．2．5mMIle；25InMIle，45mMl上11；45mMl，eUを含む最少培地，7．5mMVal；7．SmM

ヽ7alを含む最少培地．（プラスミドについてはTableVII参照）
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△1，ピr（フ57（－＋上g【乃

△1▼Jの5J〔・＋上gU2

＋十　　小　　　　∴十

■

2．5mMIle　　　　7．5mMVal

Figure15△yeJ伽7c株の⊥左しr2遺伝子による側鎖型アミノ酸感受性相補実験
遺伝子破壊株および遺伝子破壊形質転換株を，全ての側鎖型アミノ酸を添カロした最少培地また

は，イソロイシンおよびパリンを添カロした最少培地でODO．3まで培養後，段階希釈して培地上

にスポットした．こ才1ら細胞を30℃で3日間培養した．Ⅵrt：W3（）31九A｝℃J弔57c；KEY601阻

∧勇〟旧ヱ（・；¶1′0（）1株；Wl＋⊥Et＿72；W303－1A株にプラスミドヽrCplaclllを形質転換した株，

出でJり57c＋⊥ELJ2；l官尺05行遺伝子破壊株にYCplaclllを形質転換した株，

△ユ旭〃古Jc＋LEtノ2；mけ5Jc遺伝子破壊株にヽ■Cplaclllを形質転換した帆7・5Ⅰ－1Mヽral；
7．51TIMValを含む最少培地，2，5rTIMlle；2．51TIMIleを含む最少培地．

（プラスミドについてはTableVll参照）
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Figure16　側鎖型アミノ酸要求性

退伝予破壊株の側鎖型アミノ酸要求性を調べた一野生型株および遺伝子破壊株を全て

の側鎖型アミノ酸を含む最少培地中，30℃でODO－3まで培養後・段階希釈して側銃型

アミノ酸試験培地［二にスホットした・こ才lら細胞を300c・3日間培養した・

wr：W303－1Aし阻AyピTt，57（∴KEYOOll風AYIl（）51（：：TrYOOIL株・SMM；最少培地

十Ile：0．57T．1MIleを添加した最少培姐十1J3u．V…11：2・82mMLぶuおよぴ0▲71r－1MVfll

を添加した最少培地．」Tle、ku，Val：0・571TIM－l（ミ，2－821nMIノミuおよび0・71r－－M＼／al

を添加した最少培地．
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Wt＋VeCtOr

△γerO5九＋1官尺057c

△γfJO5Jc＋‡7⊥05J（丁

Figure17イソロイシン要求性相補実験
遺伝子破壊株にサブクローン化した遺伝子をそわぞれ導入し，側鎖型アミノ酸
要求性を相補するかどうか調べた．野生型株および逓伝子破壊株を全ての側鎖

型アミノ酸を含む最少培地中またはこの培地にウラシルを添加した培地中，

こiO℃でODO．3まで培養後．段階希釈して側鎖型アミノ酸試験培地上にスポット

した．こわら細胞を30℃．3日間培養した，Wt；W303－1AL，AyerO57cこ

KEYOOllノ株．AyilO51c；TIYOOllノ株，Wt＋vector；W303－1Alノ株にYCplac33を

形質転換，AJ佗rO5た＋yE尺057c；l官邸57〔遺伝子破壊株にpSElを形質転換，

Ayf郁Jc÷ⅥM封c；Ⅵ⊥〃5jc遺伝子破壊株ににpSIlを形質転換▲

これら一倍体遺伝子破壊形質転換株は，それぞれの遺伝子破壊ヘテロニ倍体株
にプラスミドを形質転換後，四胞子分離して得られた．SMM；最少培地，＋‖e；

0．57mMlleを添加した最少培土臥（プラスミドについてはTableVIl参照）
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Figure18　イソロイシン欠乏と呼吸機能欠損
イソロイシン添加最少培地で培養した野生型株および各遺伝子破壊株を，

イソロイシンを添加している最少培地および添加していない最少培地に

そわぞれに移して，30℃で培養を行った時の細胞増殖と呼吸機能残存率を

調べた．（右図）イソロイシン欠乏最少培地中での細胞増殖曲線・（左図）

呼吸機能残存率．実線；イソロイシンを添加していない最少培地中での

増殖曲線，破線；イソロイシンを添加している最少培地中での増殖曲線，

●；W3O3－1Alノ株，OTIYOOllノ株，■；KEY6OlIノ株，□；BADOOl株，

／；W303－1A株．

79



0　　　　　8

′

wt　　国・6日
田

口

△γピrO5存

△γ～JO5ノ（・

△わ〟ナノ，わ〟J2

Wt，Jビ∫J2－Jノ2

忘］

や一寸

E：：ヨ

Eコ

⊂ヨ

ヽニ
目口

．！、●

◆　十i

■コ

【コ

ロロ

ゝ◆十
十　◆

田■■傾 こ

E】

Eコ

ロ田

［］

16　　　24（h）
E】

◆

●

【コ

ロロコ

⊂コ

◆．●

【：コ

［コ

口■■

田口

′
【ヨ

【コ

Figure19　イソロイシン欠乏にともなうミトコンドリア脱落

Figure17の実験とともに，イソロイシン欠乏培地で培養した出芽酵母株を経時的に分取し，

SYTO18を用いてミトコンドリアDNAを染色した．Wt；W303－1AL株，AyeIJO57c：KEY601IJ株，

AyllO51LT：TrYOOIL株，Abarl，ba［2；BADOOl株，Wt，1eu2一」12：W303－1A株・
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Figure20イソロイシン欠乏にともなう細胞の形態変化
FigⅥr亡1りで示したイソロイシン欠乏培地中での細胞培養と同じ条件で出芽酵母制包を培養した時の
細胞の形態変化を亜時間まで観察した・－11e；イソロイシン欠乏培地中での培養，＋Ile；イソロイシンを

添加した培地中での培養，WtこW303－－1Alノ抹，Aγf伯方Jc；mOO11ノ株
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Figure22　ミトコンドリア移行シグナル（MTS）を付加したYerO57cpによるyi］05］c
遺伝子破壊株の表現型相補実験

Itl，Sを欠失させた1・il肺1叩才＿㍉ヒリ瑚TSを付加した1’ビrO57叩を発現するプラスミドpAM1日ha，p△肌1・

pゝttE4ll礼をそれぞれ∧γブ川5Jぐ株に形質転換し▼Aγ上川JJぐ株の表現型であるイソロイシン要求惟が相補で
きるかどうかを調／くた．S一肌培地中にイソロイシンを添加した培地；十11e▼　お上び添加していない培触
－11ビ，でそれぞれの形質転換株を30（cで3＝閉培養した√・（プラスミドについてはTableVIl参照）

83

ト



Normarski FITC DAPI

Wt＋VeCtOr

AγfJO5Jr

＋1′ilO51cp－4HA

∧γfJの∫Jr

十AN汀S－YilO51cp－4HA

．＼l・J／りさJ一’

＋h／rrSrYerO57cp－4HA

十＋＋＋†

■
＋十∴∴
■

■
」「－－　★←

＋十十

や＋㌧

ヤご㌢せ
田口
■田

四国

目

や

■口l目口．■■匹一園

Figureヱ3　ミトコンドリア移行シグナルの置換とタンパク質の局在
ミトコンドリア移行シグナルを付加したYe－，057cp－4■腱）よび・ミトコンドリア移行シグナルを欠失
させたYilO51cp4日Aの細胞内局在部位を，HAタグを標識として・FITCラベルした抗体を用いて
蛍光抗体染色により同定した・また・同時に核DNAを】）APTを用いて二重染色した・Wt十ⅤどぐtOl’；
w303－1AL株にYCplac33を形質転換，＾yi］（軌＋YilO51ep－4HA＝YILO51c遺伝∫二破壊株にpSl14haを
形質転換，△／‖0∫Jd）MTS－YilO51cp－4榔｝・几0久k造伝子破壊株にpA肌14llaを形質転換，
AγJ川5J州TS－YerO57叩一皿q；r几臥逓伝子破壊株にpLttユ4－1dを形質転換・これら一倍体遺伝子
破壊形質転換株は，それぞれの遺伝子破壊ヘテロニ倍体株にプラスミドを形質転換後・凶胞子
分離して得られた．げラスミドについてはTableVII参照）
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Figure24側鎖型アミノ酸生合成経路
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－5ユ5　　5之II

GTTGTACTATTTTAAGAACCGTAGATGAÅTATATAGATÅTACTTTTTGTA　－501
GCNヰ

TATATAAAGGTTTGAGATGTTGAAGCCTGCGCTGCTATCCCCTGCTTTGT　－451

■llATA box

TTACACCGTTTTGGACCCATCGCAAGATACCGAGATTCCGAAACCGGCCT　－401

cAAAACTCCCAGAGATTAGGCGCGATAGATAGTAATACCTTAAGCCATAG　－351

TAでGCCでATGGAでGCAAAATGCAATGATCACTGTCCATGTTATACAATTA　－301

AAAGAGCCCGTAGAAAAGTGCACAGGCGGTGATCTTAGAAGACCAGTGCT T251

GCTTATTGGATAAGTCTCTATCATTGAAGGACGTTATTCACTTTGCTCCT　－201

－＝D　　　　　　　　　　　　　　－1G＆

GTGTACGCTCTCATTTGCGGAGATGCGATTCCGCCTCTGTCGCTCATCCA　－151

PUT3 119　　　　－113　　　　　　－105

GCGAAAAACACACCGTATGGATCCCCTGATATATATAAATACATATGACT　－101
TATAbox G（二Nヰ

ÅAATGGGTCTTACACATGCATAAGAATTAGGTTAGCTAGTAÅATTGTGTG　－51

AGATTTACAGGTAAAAAGGACAACACATÅCACACAAATATATTACCAATA　　－1

ATGTTTTTAAGAAATTCCGTTTTGAGAACAGCTCCAGTCTTGAGGAGGGG

TATAACAACATTGACCCCGGTCAGCACCAAGTTGGCCCCACCCGCTGCCG

CCTCTTACTCCCAAGCTATGAAGGCCAACAATTTTGTGTACGTGTCTGGT

CAÅATCCCTTÅTACTCCAGÅTAACAAGCCTGTTCAAGGTTCTATCでCTGA

IIJ．〟5Jぐの〟r

GAAGGCCGAACAAGTTTTTCAAAACGTTAAGAATATCTTAGCAGAAAGT

ATTCTTCTTTAGACAATATAGTCAAAGTCAACGTATTCTTGGCTGACATG

AB．AAACTTTGCCGAATTCAACTCTGTATACGCCAAACACTTCCACACCCA

TAAGCCTGCAAGATCCTGTGTTGGTGTTGCTTCCTTACCTTTGAATGTTG

ATTTAGAAATGGAAGTTATCGCTGTTGAAAAGAAでTGA

Figure25日1芽酵母y几〃5Jc遺伝子転写制御配列欄」
出芽酵付1′几0封c遺伝子ORFから550t）Pヒ流領域に存在する転写制御
配列をSCPl）；T十Ie Promoter Datiibase of SacchaTDmyCe
。ejleVゴsi∂Pデータベースの転写制御配列予測プログラムを用いて
調べた．下線は出芽酵母1′几〃5jc遺伝子ORF領域を示す．
また，予測の結果を図中に示した．
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