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論文内容の要旨

申請者氏名 大城 聡

細胞 は生育環境 にお ける様 々なス トレスに応答 して、適応す るための機構 を備 えて

い る。 当研究室 では真核生物 のモデル であ り、また各 種発酵食 品の製 造 に重要 な出芽

酵母Saccharomycescerevisiaeを 材 料 に、新 しいス トレス応答 ・適応 の分子機構 を明 ら

か にす るこ とを 目的 に研究 を進 めてい る。 これ までに、高温 ・浸透圧 ス トレスに対 し

て感 受性 を示すRsp5変 異株 （rSp5A401E株）を取得 し、Rsp5が 細胞 のス トレス応答や 耐

性 に重要 な役割 を担 ってい ることを明 らか に して きた。また、ス トレス下 にお け るRsp5

の機 能 を解析す る過 程 で、rsρ5A401E株 の高温 ・塩化 リチ ウム感受性 を相補す るマル チ

コピーサプ レッサー として、POG1（PromoterOfGrowth） 遺伝子 を単離 してい る。 し

か しなが ら、POG7は 一 次構 造上 のオル ソログが酵母 に しか存在せ ず、そ の分子機構

や 生理 的役 割 につ いて ほ とん ど不 明で ある。本研 究 では、ス トレス下 にお け るRSP5

とPOG1の 関係 、お よび、POG1の 分子機能 と生理的役割 を解析 した。

酵 母の野生型細胞 にお いて もPOG1の 過剰発現 がス トレス耐性 を示す こ と、お よび

遺伝学的解析 の結果 か ら、RSP5とPOG1は 両者 とも酵母 のス トレス応答 に関与 してい

るが、両遺伝子 間 に遺伝学 的な相 互関係 はない と結論 付 け られ た。 次に、POG1過 剰

発現株 の表現型 として報告 され てい る 「接合 因子 に よるGlア レス トの阻害」の確認 を

試 み たが、再現性 を得 る ことが できなかった。 一一方で 、興 味深 い こ とに、既知 の報告

とは逆 にPQG1の 過剰発現株 では細胞周期 がG1期 で遅延す ることを見 出 した。また、

POG1の 過剰発現 に よ り、細胞が細長 く伸長 した形態異 常を示す こ とも明 らか に した。

次 に、酵母 ツーハ イブ リッ ド法 を用い てPOG1産 物 （Pog1） と相 互作用す るタンパ

ク質 として細胞周期 のチ ェ ックポイ ン トに関与 してい るユ ビキチ ン リガーゼDma2を

取得 した。生化学 的な解析 か ら、Po91はSer152とThr253が リン酸化 され 、 リン酸化

されたThr253がDma2のForkhead－associated（FHA） ドメイ ン と結合す る ことを明 ら

か に した。 また、 リン酸化 予測プ ログラムにおい て、Cyclin－dependentkinase（CDK）

がThr253を リン酸化す るこ とが示唆 され た。 そ こで、細胞周期依 存的 なPoglの リン

酸化 を解析 した結果 、Gl期 で検 出 され るPog1の リン酸化 が細胞周期 に伴 って減少す

るこ とが明 らか とな った。 また、Dma2依 存的 にPo91の 細胞 内量 が変化す ることも判

明 した。 さらに、PoglはDma2と の相 互作用依存的 にユ ビキチ ン化 され ること、お よ

びDma2が 翻訳後修飾 を介 してPo91タ ンパ ク質量 を制御 してい る可能性 が示唆 され た。

以 上の結果か ら、POG1遺 伝 子 は細胞 のス トレス応 答 ・適応 に関与す るこ とが明 ら

か となった。 また、Po91は 細胞周期 依存的 に リン酸化 され 、 リン酸化 され たPoglが

Dma2に よって認識 され 、ユ ビキチ ン化 され た後 、分解 され るもの と考 え られ た。さ ら

に、Po91の 生理 的役割 と しては、 リン酸化 による修飾 を介 して細胞周期 を制御す るこ

とで、細胞のス トレス応答 ・適応機構 に関与 してい る可能性が示 され た。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 大城 聡

酵 母Saccharomycescerevisiaeは 発 酵 生 産 環 境 にお い て 、エ タ ノール 、浸 透 圧 、冷凍 、

高 温 、 乾 燥 、 酸 化 等 の ス トレス を複 合 的 に受 けて い る。 申請 者 は ユ ビキチ ン リガ ー ゼ

Rsp5変 異株 （rSl25A401E）の ス トレス感 受性 を相 補 す るマ ル チ コ ピー サ プ レッサ ー と し

て 単 離 したPOG1遺 伝 子 の解 析 を行 い 、 以 下 に示 す 新 た な 結 果 や 重 要 な知 見 を得 た。

1） 酵 母 の野 生 型 細 胞 に お い て もPOG1の 過 剰 発 現 が 入 トレス 耐性 を示 す こ と、 お よ

び 遺 伝 学 的解 析 の結 果 か ら、RSP5とPOG1は 両 者 と も酵 母 の ス トレス応 答 に 関 与 し

て い る が 、 両遺 伝 子 間 に遺 伝 学 的 な相 互 関係 は な い こ とを 明 らか に した。

2）POG1の 過 剰 発 現 株 で は細 胞 周 期 がG1期 で遅 延 す る こ とを 見 出 した。 ま た 、細胞

が 細 長 く伸 長 した形 態 異 常 を示 す こ と も明 らか に した。

3） 酵 母 ツAハ イ ブ リ ッ ド法 を用 い て 、POG1産 物 （Pogl） と相 互 作 用 す る タ ンパ ク

質 と して細 胞 周 期 の 制御 に関 与 して い るユ ビキ チ ン リガ ーゼDma2を 取 得 した 。

4） 生 化 学 的 解 析 、お よびLC－MS／MS解 析 か らPoglはSer152とThr253が リン酸 化 さ

れ る こ と、 ま た 、Dma2はPog1のThr253と 相 互 作 用 す る こ とを明 らか に した。

5） リン酸 化 予 測 プ ロ グ ラ ムお よび 既 知 の報 告 か ら、Po91がCyclin－dependentkinase

（CDK） に よ って リン酸 化 され る 可能 性 を示 した。 ま た 、G1期 で 検 出 され るPo91

の リン酸化 が 細 胞周 期 に伴 って 減 少 す る こ とを見 出 した。

6）Dma2依 存 的 に細 胞 内 のPo91タ ンパ ク質 量 は変 動 す る こ とを見 出 した。ま た 、Pogl

はDma2と の相 互 作 用 依 存 的 にユ ビキ チ ン化 され る こ とを示 唆 す る知 見 を得 た。

申請 者 は 、POG1遺 伝 子 が ス トレス応 答 ・適 応 に 関 与す る こ とを 明 らか に した 。 ま

た 、Gl期 に リン酸 化 され たPo91が ユ ビキ チ ン リガ ー ゼDma2に よ って認 識 され 、ユ

ビキチ ン化 され た後 、分解 され ることで、細胞 内のPog1量 が制御 され・細胞周期 の適

切 な進行 に寄 与す る とい うPoglの 新 規 な分子機 能 を提 唱 した。 さらに、Pog1の 生理

的役割 と して、 リン酸化 に よる修飾 を介 して細胞周期 を制御 す る ことで、細胞 のス ト

レス応答 ・適応 機構 に関与 してい る可能性 を示 した。細胞 はス トレス下で細胞周期 を

停 止 し、細胞 が ス トレス に応 答 ・適応 で きるよ うにな る と、再び細胞周期 を進行す る

こ とが知 られ てい る。POG1過 剰発 現株 が示すス トレス耐 性は、Pog1が 過剰蓄積 して

い る ことで細胞周期 を抑 制 し、予 めス トレス に応答 ・適応 す る機構 二が働 いてい るため

だ と考 え られ る。 したが って、Po91レ ベルやPog1の 翻訳後修飾 を人為的 に制御す る

こ とで 、ス トレス耐性 の 向上 した有用 な産業酵母 が育種 で きる可能性が示 された。

以上 の よ うに、本論文 は これ まで機能未知 であったPOG1遺 伝子 の分子機能お よび

生理 的役 割 の一端 を明 らか に した もので あ り、学術 上、応 用上貢献す る ところが少 な

くない。 よって審査委員 一 同は、本論 文が博士 （バ イオサイエ ンス）の学位 論文 と し

て価値 あ るもの と認 めた。


