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序章 

 

酵母 Saccharomyces cerevisiae は、高等真核生物のモデルとして広く研究が進められ

ていると同時に、様々な有用物質の発酵生産にも用いられる学術上・産業上重要な微

生物である。生物は、環境変化に巧みに応答し適応する機構を備えており、それらの

多くは単細胞生物である S. cerevisiae にも保存されている。当研究室では酵母の多様

なストレスに対する応答機構に関する研究を行っており、本研究ではその中の一つで

あるユビキチン化を介したタンパク質分解機構に着目した。 

 

環境変化への適応機構 

1) 環境成分の取り込みと細胞毒性 

 酵母は、環境中の成分を細胞内に取り込み、自身の生育や香気成分などの二次代謝

産物の生産に利用する。グルコースなどの炭素源は解糖系による ATP の合成に利用さ

れるため重要な環境成分であるが、アミノ酸などの窒素源も酵母の生育に大きく影響

を及ぼす (1)。1950 年頃から現在までに、原核生物を用いた解析により、環境中の過

剰なアミノ酸が細胞の増殖を阻害すること、あるいは細胞死を引き起こすことが報告

されている (2–6)。また、酵母を用いた解析により、これらの生育抑制および細胞死

は細胞内のアミノ酸レベルの上昇と相関があることが示された (7, 8)。単細胞生物に

加えて、ヒトにおいても細胞内アミノ酸レベルの増加は、例えばフェニルケトン尿症

の発症に強く関与している (9)。アミノ酸含量の増加が細胞毒性を引き起こすメカニ

ズムについては未だに明らかになっていないが、細胞内代謝の変化、あるいはミトコ

ンドリアの機能阻害がその可能性として考えられている (10)。上記のように、アミノ

酸は細胞の生育に不可欠な反面、負の側面を併せ持つことが明らかになりつつある。 

 環境中のアミノ酸については、細胞膜上のアミノ酸トランスポーターを通じて細胞

内に取り込まれるため、アミノ酸トランスポーター活性の厳密な制御が過剰なアミノ

酸による細胞毒性を防ぐ上で重要となる。アミノ酸トランスポーターの活性は、大き

く Nitrogen catabolite repression (NCR) と Nitrogen catabolite inactivation (NCI) の 2 つの

メカニズムにより調節されている (図 1)。NCR は、環境中の窒素源の資化し易さに依

存して、特定の遺伝子の発現が抑制、あるいは活性化される機構である (11)。一例と

して、窒素源が豊富なワイン醸造条件において、NCR によりいくつかのアミノ酸ト

ランスポーターの発現が抑制される (12)。NCR が遺伝子発現の調節機構である一方、

NCI は既に存存する細胞膜上のタンパク質をエンドサイトーシスにより不活性化す

る機構である (13)。これにより、細胞膜上のタンパク質が細胞内に取り込まれ、その

機能が抑制される。また、NCI は環境中の窒素源の資化し易さに依存して誘導される

ことに加え、トランスポーターの基質アミノ酸が環境中に過剰に存在しても引き起こ

される (14, 15)。このように、細胞膜上のアミノ酸トランスポーターは、遺伝子発現

および細胞内局在の 2 つのメカニズムによりその働きが制御され、細胞内のアミノ酸

含量を厳密に調節している。 
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図 1 NCR および NCI 

資化し易い窒素源が環境中に存在すると、細胞膜上のトランスポーターにより易資化性の窒素源が

細胞内に取り込まれる。取り込まれた窒素源、あるいはその代謝産物がシグナルとなり、窒素源の取

り込みに関わる遺伝子の転写を抑制する (NCR)。また、このシグナルは、細胞膜に既存の異なるトラ

ンスポーターのエンドサイトーシスを誘導する (NCI)。NCI は、窒素源の資化し易さのみだけでなく、

トランスポーターの基質アミノ酸に応答して特異的に引き起こされる条件も存在する。この場合、ト

ランスポーターによる基質の過剰な取り込みを防ぐため、役割を終えたトランスポーターをエンドサ

イトーシスにより細胞膜から取り除く。 

 

2) タンパク質の変性/凝集と細胞毒性 

 高温などの大幅な環境の変化は、細胞にとってストレスとなり、細胞内でタンパク

質の変性が引き起こされる (16)。また、細胞は環境の変化に適応するためにタンパク

質を新たに合成するが、新生タンパク質の折りたたみに欠陥が生じると、これらも変

性タンパク質として細胞内に蓄積する。このような変性タンパク質のほとんどは、小

胞体によるタンパク質品質管理機構、あるいはプロテアソームやオートファジーを介

したタンパク質分解機構により除去されるものの、一部のタンパク質はこれらの過程

を通り抜けて細胞内に蓄積し、タンパク質の凝集体を形成する (17–21)。凝集タンパ

ク質の特徴として、β-シートが規則的に配列した構造体を形成することが知られてお

り、非エネルギー依存的にタンパク質の凝集を促進する (22)。したがって、一度タン

パク質の凝集体が生成されると、凝集タンパク質を取り除かない限り、その肥大化が

進行する (図 2)。ヒトの神経細胞においては、このような凝集タンパク質の蓄積は神

経変性疾患であるアルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋委縮性側
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索硬化症 (ALS) などの発症に関与している (23)。これら凝集したタンパク質が細胞

毒性を示すメカニズムは未だ明らかになっておらず、タンパク質分解システムである

プロテアソーム、オートファジー、エンドサイトーシスを阻害すること、さらにミト

コンドリアの機能阻害など細胞内の恒常性を破綻させることが要因であると考えら

れている (24–27)。また近年、細胞質で凝集したタンパク質が細胞膜孔を形成し、細

胞膜の透過性に影響を及ぼすことも報告され、凝集タンパク質と細胞膜の恒常性維持

に注目が集まっている (28, 29)。 

 

 

 

図 2 タンパク質の変性/凝集と細胞毒性 

リボソームにより合成された新生タンパク質は、シャペロンタンパク質により正常に折りたたまれ、

酵素としての役割を果たす。一方、折りたたみに異常が生じた場合や、正常なタンパク質に高温など

のストレスが加えられた場合は、タンパク質の構造が不安定となり、変性したタンパク質が生成する。

この変性タンパク質は、通常、プロテアソームやオートファジーにより迅速に分解されるが、これら

タンパク質分解経路に欠損が生じるとタンパク質の凝集体が形成される。この凝集体が細胞の様々な

機能を阻害する結果、生育阻害や細胞死などの細胞毒性を示す。 
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エンドサイトーシスと小胞輸送 

 エンドサイトーシスの機構は真核生物において広く保存されており、生育環境中の

栄養分や、細胞膜および細胞膜タンパク質などを細胞内に取り込む際に重要な役割を

果たしている。エンドサイトーシスは、その取り込みの様子からピノサイトーシス 

(液相エンドサイトーシス) とファゴサイトーシスに大別され、前者はさらにダイナミ

ン依存性と非依存性に分けられる。クラスリン依存性エンドサイトーシスは、ダイナ

ミン依存的なエンドサイトーシスの一つであり、エンドサイトーシスの中で最も解析

が進められている。エンドサイトーシス (ピノサイトーシス) には、約 60 種ものタ

ンパク質が関与し、時間的、空間的に厳密に制御されていることに加え、互いのタン

パク質の機能重複性も相まって複雑な機構となっている (30–33)。エンドサイトーシ

スは大きく、1) 初期被覆形成、2) 被覆成熟、3) アクチン重合を伴う小胞形成、4) 細

胞膜からの小胞の切断と被覆の脱離 の 4 つの過程を経て完了する (図 3)。まず 1) 初

期被覆形成過程では、初期コートタンパク質である積み荷タンパク質の認識に関わる

Ede1 やクラスリンタンパク質 (Chc1, Clc1) などがエンドサイトーシスの生じる領域

に集積する。その後、後期コートタンパク質の Sla2, Ent1, Ent2 などがこの区画に集ま

ることにより 2) 被覆成熟が起こる。3) アクチン重合を伴う小胞形成過程では、Sla1, 

End3, Pan1 などの因子がさらに集積するとともに、アクチン骨格の形成も生じる。こ

の過程では、Myo3, Myo5 といったミオシンタンパク質や、アクチン重合の活性化因

子である a homolog of human Wiskott-Aldrich Syndrome Protein (WASP) 様タンパク質の

Las17 および各タンパク質と相互作用することで空間的なアクチンフィラメントの組

み立てに関わる Bbc1 などのタンパク質がエンドサイトーシスの生じる領域に集積し、

アクチン骨格の形成に働く (34–40)。これらコートタンパク質とアクチンによる細胞

膜陥入が開始すると、4) アンフィフィジンを介した小胞の切断が順次誘導される。

S. cerevisiae では、アンフィフィジン様タンパク質である Rvs161 および Rvs167 がエ

ンドサイトーシスの生じる領域へリクルートされ、細胞膜の湾曲の制御を行う (41, 

42)。また、ダイナミン様 GTPase である Vps1 も膜の脱離に関与するとされている。

上記の過程を経て細胞内に出芽した小胞は、アクチンフィラメントにより初期エンド

ソームへと運ばれる。 

 初期エンドソームでは、その後 5 つの Endosomal sorting complex required for transport 

(ESCRT) 複合体により、積み荷タンパク質を含むエンドソーム膜が小胞内腔にさらに

出芽し、多胞体小胞 (Multivesicular body；MVB) を形成する (図 4) (43–45)。エンド

ソーム膜陥入の初期過程で働く ESCRT-0, ESCRT-Ⅰおよび ESCRT-Ⅱは、積み荷タンパ

ク質の認識を行い、ESCRT-Ⅲの足場となる。ESCRT-Ⅲは、ESCRT 機能の中心的な役

割を担っており、エンドソーム内腔への脂質膜陥入とそれによって生じる膜間の切り

離しを行う。ESCRT-Ⅲにより形成した陥入膜は、ESCRT-Ⅳが有する ATP ase 活性に

より切り離され、エンドソーム内腔に乖離する。ESCRT 複合体による多胞体小胞の

形成を経て成熟したエンドソームを後期エンドソームと呼び、後期エンドソームは最

終的に液胞/リソソームに運ばれる。多胞体小胞と液胞/リソソームが融合すると、多
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胞体小胞の内部小胞が持つ脂質とタンパク質は、リソソーム内腔に局在する Pep4 な

どの加水分解酵素によって分解される。上記に示す一連の過程を経て、不要になった

細胞膜上のタンパク質は液胞/リソソームに運ばれ、分解される。 

 

 

 

図 3 エンドサイトーシス 

エンドサイトーシスが生じる初期段階として、細胞膜が陥入する膜区画に初期コートタンパク質が

集積し、初期被覆が形成される。その後、後期コートタンパク質が当膜区画へリクルートされ、被覆

が成熟する。被覆成熟が完了すると、アクチンフィラメントの形成と膜の陥入が始まる。細胞内に陥

入した膜区画は、アンフィフィジンタンパク質により切除され、小胞が出芽する。この出芽小胞は、

その後初期エンドソームへ輸送される。 
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図 4 多胞体小胞形成と液胞への小胞輸送 

初期エンドソームに輸送された基質タンパク質は、ESCRT-0 および ESCRT-Ⅰにより識別され、

ESCRT-Ⅱに渡される。ESCRT-Ⅱは、膜陥入を制御する ESCRT-Ⅲの足場として小胞形成に関与する。エ

ンドソーム内腔に陥入した膜区画は、ESCRT-Ⅳにより切り離され、小胞が出芽する。この過程を経て

形成された多胞体小胞は、最終的に液胞/リソソームと融合する。これにより、多胞体小胞の内腔に局

在する基質タンパク質や小胞は、液胞/リソソーム内腔に放出され、分解される。 

 

 

ユビキチン化修飾 

 エンドサイトーシスを含む様々なタンパク質分解機構において、ユビキチンと呼ば

れる低分子タンパク質による翻訳後修飾は、分解する基質の選択、あるいは分解装置

自体の制御に関与する重要な因子である。ユビキチン化のメカニズムは、真核生物に

広く保存されたタンパク質の翻訳後調節機構として広く知られており、ユビキチン活

性化酵素 (E1)、ユビキチン結合酵素 (E2)、ユビキチンリガーゼ (E3) から構成され

た複合酵素系が、76 アミノ酸残基からなるユビキチンの基質タンパク質への共有結合 

(ユビキチン化) を触媒する (46) (図 5)。ユビキチンは基質の Lys 残基に結合するが、

その結合様式は大きく 3 つのタイプに分別され、1 つの Lys 残基にユビキチン 1 分子

が結合するモノユビキチン化、複数の Lys 残基に 1 つずつユビキチン分子が結合する

マルチユビキチン化、そして 1 つの Lys 残基に鎖状のユビキチン多量体が結合するポ

リユビキチン化がある(47–49) (図 6)。基質への結合様式によってユビキチンが有する
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役割がそれぞれ異なっており、タンパク質のモノユビキチン化は、ポリユビキチン鎖

形成の足場として、あるいはエンドサイトーシスや DNA 修復のシグナルとして用い

られる (50, 51)。モノユビキチン化と同様に、マルチユビキチン化もポリユビキチン

鎖形成の足場となることに加え、エンドサイトーシスのシグナルとして機能する (52)。 

 ポリユビキチン化においては、既に基質に結合したユビキチン分子内の 7 つの Lys

残基 (K6/K11/K27/K29/K33/K48/K63) およびN末端に位置するMet残基 (M1) のどの

アミノ酸残基に新たなユビキチンが修飾するかによって、その結合様式が多数存在す

る。最も広く知られているユビキチン化修飾は K48 ユビキチン鎖であり、基質のプロ

テアソーム分解のシグナルとなる (53)。また、K63 ユビキチン鎖も解析が進められて

おり、主にエンドサイトーシスなどの細胞内小胞輸送のシグナル因子として用いられ

る (54–57)。さらに近年、K63 ユビキチン鎖が DNA 修飾や免疫応答にも関与する知

見が得られており (58–61)、このユビキチン鎖が関わる生命現象の全体像解明が求め

られている。 

 K6 ユビキチン鎖については、UV による DNAダメージ応答に関与することや、マ

イトファジーの誘導に関与することが報告されているものの、詳細なメカニズムは明

らかになっていない (62–65)。また、病原微生物感染の際に、細菌から動物細胞内に

放出されるエフェクター分子である E3 ユビキチンリガーゼが、K6 ユビキチン鎖を形

成することも報告されている (66, 67)。 

 K11 ユビキチン鎖は、細胞周期においてプロテアソームによる分解シグナルとして

の役割を有している。これまでに、K11 ユビキチン鎖を形成する E3 ユビキチンリガ

ーゼとして、APC/C ユビキチンリガーゼが報告されている (68, 69)。また、このユビ

キチン修飾は、他のユビキチン化修飾パターンを組み合わせたヘテロ型で検出される

ことが多い。 

 K27 ユビキチン鎖については、RING 型ユビキチンリガーゼの RNF168 と HECT 型

ユビキチンリガーゼの HACE1 が、このユビキチン鎖を形成することが報告されてい

る (70–72)。RNF168 は、DNA損傷応答の際に、ヒストン H2Aのユビキチン化に関わ

ることから、核内に局在すると考えられている。また、HACE1 は Optineurin のユビ

キチン化を介してオートファジーの制御に関与すると考えられている。上記のように

K27 ユビキチン鎖を形成するユビキチンリガーゼは同定されたものの、このユビキチ

ン鎖の役割については、ほとんど明らかになっていない。 

 K29 および K33 ユビキチン鎖は、近年発見されたユビキチン修飾構造であり、双方

ともプロテアソームによる分解に関与することが示唆されている (73, 74)。なお、K29

ユビキチン鎖は主に免疫応答に関与すること、K33 ユビキチン鎖はプロテアソーム分

解のシグナルに加え、ゴルジ体からの小胞輸送に関与することが報告されている (75, 

76)。 

 M1 ユビキチン鎖は、ユビキチン分子内の Lys 残基を介さないユビキチン化修飾で

あり、ユビキチン鎖が直鎖状に連なった特徴的な構造となっている。このユビキチン

鎖はヒトの免疫反応に関与しており、RING 型ユビキチンリガーゼである LUBAC に
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より形成される (77–81)。基質の M1 ユビキチン鎖はタンパク質複合体形成の足場と

なることで、タンパク質間相互作用を促進させ、NFκB シグナルを効率良く伝達する。 

 上記に示したユビキチン鎖は全てホモ型であるが、近年、複数の修飾パターンを組

み合わせたヘテロ型の分岐鎖ユビキチンが相次いで発見された。これまでに、HACE1

ユビキチンリガーゼによる K27/K48 分岐鎖ユビキチン、UBE3C ユビキチンリガーゼ

による K29/K48 分岐鎖ユビキチン、APC/C ユビキチンリガーゼによる K11/K48 分岐

鎖ユビキチンなどが報告されている (66, 72, 75, 82–86)。この分岐鎖ユビキチンは、ホ

モ型ユビキチン鎖の役割をそれぞれ併せ持っており、基質の効率的なプロテアソーム

分解、あるいは迅速なシグナル伝達を可能にする。この分岐鎖ユビキチンについては、

現在盛んに研究が進められている。 

 これらのユビキチン化修飾は、ユビキチン結合ドメイン (UBD) を持つタンパク質

により認識され、その下流にシグナルが伝達される。ユビキチン分子内の Ile44 は、

プロテアソームや脱ユビキチン化酵素との相互作用に関わることが知られている 

(87)。上記の例に加え、Leu8、Ile36、Val70 などの疎水性アミノ酸残基が、UBD を有

するタンパク質に認識されることが報告されている (77, 88–90)。 

 また、興味深いことに、ユビキチン分子の翻訳後修飾も近年発見されており、これ

までに、Thr14および Ser20/57/65がリン酸化されることが報告された (91, 92) (図 7)。

特に Ser65 は、PINK1 キナーゼによりリン酸化され、マイトファジーに関与すること

が示されている (93, 94)。これらのアミノ酸残基のリン酸化に加え、Lys6/48/63 のア

セチル化が質量分析計を用いた解析により同定されている (95)。これらアミノ酸残基

のアセチル化は、ユビキチン鎖形成を阻害する役割を担うと考えられている。 

 

 

 

図 5 ユビキチンシステム 

ユビキチン化活性化酵素 (E1) によって ATP 依存的に活性化されたユビキチン (Ub) が、ユビキチ

ン結合酵素 (E2) に渡され、ユビキチンリガーゼ (E3) が E2 から基質へのユビキチンの共有結合を触

媒することによりユビキチン化が生じる。 
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図 6 ユビキチンシグナル 

 ユビキチン (Ub) の結合様式は、モノユビキチン化、マルチユビキチン化およびポリユビキチン化

に分けることができる。ポリユビキチン化は、既に基質と結合したユビキチン分子内のどの Lys 残基

に新たなユビキチンが修飾するかによって、さらにホモ型とヘテロ型に分けられる。基質に対するユ

ビキチンの結合様式により、細胞内での役割がそれぞれ異なる。図は (48) を参考にして作製。 
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図 7 ユビキチンの翻訳後修飾部位 

A) ユビキチン化修飾部位。これらのアミノ酸残基のユビキチン化により、ポリユビキチン鎖が形成

される。B) アセチル化修飾部位。これら Lys 残基のアセチル化により、ポリユビキチン鎖の形成が阻

害される。C) リン酸化修飾部位。基質に結合したリン酸化状態のユビキチンは、特定のシグナルを伝

達する役割を持つ。図は、(91) から引用。 

 

 

HECT型ユビキチンリガーゼ Rsp5 

 上記のように、多様なユビキチン化修飾が様々な生命現象の引き金となるため、対

象となる基質タンパク質に応じて、ユビキチン化修飾を厳密に使い分ける必要がある。

したがって、ユビキチン化の最終ステップを担当する E3 には、ユビキチン化の基質

を選択的に認識し、E2 から基質にユビキチンを転移させる働きがあるため、ユビキ

チン化の反応の中で最も重要な酵素である。S. cerevisiae における E3 ユビキチンリガ

ーゼの一つである Rsp5 は、タンパク質をユビキチン化することで、環境応答やタン

パク質品質管理などの重要な生命現象に深く関わっている。Rsp5 は、真核生物にお

いて広く保存された Nedd4 ファミリーに属する Homologous to the E6-AP carboxyl 

terminus (HECT) 型ユビキチンリガーゼであり、N 末端に膜との結合に関与する C2 ド

メイン、中央部分に基質タンパク質上の認識配列である Pro-Pro-X-Tyr から成る配列 

(PY モチーフ) と結合する WW ドメイン、C 末端にユビキチンリガーゼ触媒部位であ

る HECT ドメインを有している (96) (図 8, 9)。 

 C2 ドメインは、哺乳類プロテインキナーゼ C 内の保存性の高い 4 つのドメインの

内、2 番目のドメインとして同定された。現在までに、プロテインキナーゼ C におけ

る C2 ドメインの機能として、Ca2+との結合を介してリン脂質と相互作用し、プロテ

インキナーゼ Cの膜区画へのリクルートに関与することが報告されている (97)。Rsp5

の C2 ドメインにおいては、ドメイン内に存在する 5 つの Lys 残基 

(K44/K45/K75/K77/K78) が生体膜の成分の一つであるリン脂質のフォスファチジル
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イノシトールと直接相互作用する (98)。したがって、Rsp5 は、C2 ドメインの機能を

介して膜区画に局在移行すると考えられている。一方で、C2 ドメインはタンパク質

間の相互作用にも関与する。Rsp5 のヒトオルソログである Nedd4 において、C2 ドメ

インが HECT ドメインと物理的に分子内相互作用することでユビキチンリガーゼ活

性を抑制するという新規な機能が報告された (99)。さらに、Rsp5 の C2 ドメインが小

胞輸送に必須な Sec7 タンパク質と直接的に相互作用することからも (100)、C2 ドメ

インが有する多様な機能が、細胞内における Rsp5 の役割を制御する上で重要である

と考えられている。 

 WW ドメインは、Trp-Trp 残基が並ぶおよそ 20 アミノ酸残基からなるドメインであ

り、Rsp5 は 3 つの WW ドメインを有している。これら WW ドメインは、逆並行 β-

シートをそれぞれ形成し、それぞれの疎水性ポケットにより、Ⅰ - Ⅳのグループに属す

るモチーフを認識する  (101–104)。グループ  Ⅰ は、一次配列上の Pro-X-Tyr、

Leu-Pro-X-Tyr あるいは Pro-Pro-X-Tyr を認識し、グループ  Ⅱ および  Ⅲ は

Pro-Pro-Leu-Pro、Pro-Pro-Arg をそれぞれ認識するグループである。また、グループ Ⅳ 

は、Pro に続くリン酸化された Serあるいは Thr残基を認識することが知られている。

Rsp5 に存在する 3 つの WW ドメインは、グループ Ⅰ に属するとされているが、これ

までにプロリン残基が富んだ配列を認識することも報告されており (105)、WWドメ

インの認識機構には未だに不明な点が多く残っている。Rsp5 は、PY モチーフを持た

ない基質をユビキチン化することも知られており、この場合、PY モチーフを有する

アダプタータンパク質を介して基質を認識する。この WW ドメインの立体構造は、

基質の選択性を生み出す上で重要な役割を有しており、これまでにマウスにおける

Nedd4 ファミリーの Itchにおいて、WW ドメインのリン酸化が PY モチーフを有する

基質との相互作用を減弱させることが報告された (106)。また、Rsp5 においても

Thr357 が Ala に置換した変異 (RSP5T357A) により、Arrestin-related trafficking (Art) フ

ァミリータンパク質である Bul2 との相互作用が強化された (107)。さらに、Rsp5 の

Thr255 を Ala に置換した変異 (RSP5T255A) は、塩ストレスに耐性を付与することや、

Pro343 が Ser に置換 (RSP5P343S) することにより、異種タンパク質であるヒト α-シヌ

クレインの細胞毒性を緩和することが報告されている (108, 109)。これらの翻訳後修

飾やアミノ酸置換は、WW ドメインの立体構造を変化させた結果、基質との親和性に

影響が生じたものと考えられているが、その分子メカニズムは明らかになっておらず、

詳細な機構の解明が求められている。 

 HECT ドメインは、Rsp5 分子内で最も解析が進んだドメインである。HECT ドメイ

ンは E2 に結合した活性化ユビキチン分子を活性中心である Cys777 に転移し、基質タ

ンパク質のユビキチン化を行う (96)。したがって、活性中心の Cys 残基を Ala に置換 

(rsp5C777A) すると、Rsp5 の活性が完全に失われる。また、HECT ドメイン内の Leu733

が Ser に置換した Rsp5 の変異 (rsp5L733S / rsp5-1) は、Rsp5 の温度感受性変異として

広く用いられている (110–112)。当変異体は、非制限温度下 (30 ℃) ではユビキチン

リガーゼ活性を有するが、制限温度下 (38 ℃) ではタンパク質の安定性が低下し、
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Rsp5 の活性が失われる。したがって、HECT ドメインが Rsp5 の酵素活性を決定付け

る最も重要なドメインである。 

 上記のように Rsp5 は各ドメインの機能を協調的に用いることで、多様な基質をユ

ビキチン化する。これに加え、リン酸化やユビキチン化による Rsp5 の翻訳後修飾、

あるいは脱ユビキチン化酵素の働きも Rsp5 のユビキチン化活性に大きな影響を及ぼ

すことが知られている (図 10)。これまでに、Rsp5 の Thr761 がプロテインキナーゼ A

によりリン酸化され、ユビキチン化活性が低下することが報告されている (113)。ま

た、Rsp5 の脱リン酸化状態を模した変異 (RSP5T357A) は、恒常的に Gap1 を液胞へ輸

送することから、Rsp5のリン酸化はRsp5の活性を抑制すると考えられている (114)。

Rsp5 のユビキチン化については、Lys432 のユビキチン化が知られている (115)。この

ユビキチン化は、Rsp5 のホモ多量体化を誘導し、Rsp5 を不活性化することが示され

ている。また、Rsp5 の脱ユビキチン化には、Ubp2 が主に拮抗酵素として関与する 

(116–118)。Ubp2 は、ユビキチン結合ドメインを有する Rup1 を介して Rsp5 と相互作

用し、Rsp5Rup1/Ubp2複合体を形成すると考えられている (119)。この複合体形は、Rsp5

が標的とする基質タンパク質の脱ユビキチン化およびユビキチン鎖の種類を決定付

ける。Rsp5 は K63 ユビキチン鎖を形成するユビキチンリガーゼとして知られている

ものの、熱ショックストレス時には、細胞質中のタンパク質を K48 ポリユビキチン化

する (112)。この機構では、Ubp2 および Ubp3 から成る脱ユビキチン化酵素の複合体

が、Rsp5 による基質の K63 ポリユビキチン化を阻害するため、結果として K48 ユビ

キチン鎖が形成され、基質のプロテアソーム分解を促進する (120)。上記のような、

Rsp5の機能制御は Rsp5が関わる様々な生命現象を厳密に調節する上で重要な役割を

担うと考えられている。 
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図 8 Rsp5 によるユビキチン化反応の概略 

HECT 型ユビキチンリガーゼ Rsp5 は、E2 に結合しているユビキチン (Ub) を HECT ドメインに位置

する活性中心である Cys残基にチオエステル結合させた後、基質タンパク質の Lys残基に転移させる。

この際、WWドメインは、基質タンパク質が有する PYモチーフと結合することで標的の認識を行う。

また、PY モチーフを有していないタンパク質を基質とする際、PY モチーフを有しているアダプター

タンパク質を介して基質と結合する。 
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図 9 Rsp5 における C2 ドメイン、WW ドメイン、HECT ドメインの各立体構造 

A) C2 ドメインの立体構造。Rsp5 の C2 ドメインのアミノ酸配列 (1-140 a.a.) と Nedd4 の C2 ドメイ

ンの構造 (Protein Data Bank no. 3B7Y.1.A) をもとに、SWISS-MODELソフトウェアを用いてモデルを

作製した。作製したモデル構造は、PyMOLソフトウェアを用いて表示した。赤色で示す 5 つの Lys 残

基が生体膜との相互作用に必要である。B) WW ドメインの立体構造。Nedd4 の WW3 ドメインと PY

モチーフを有する基質 (Protein Data Bank no. 1I5H) を PyMOLソフトウェアにより作製した。基質認識

に関わる WWドメイン内のアミノ酸残基 (Phe, His, Lys, Thr, Trp) を赤色で示し、基質ペプチドを青色

で示す。C) HECTドメインの立体構造。(Protein Data Bank no. 4LCD) を PyMOLソフトウェアにより作

製した。活性中心の Cys 残基を緑色で示す。 
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図 10 Rsp5 における既知の一アミノ酸置換と翻訳後修飾部位 

Rsp5 のドメイン構造を示しており、N 末端から順に C2 ドメイン(■)、WW ドメイン (■)、HECT ド

メイン (■) が並ぶ。それぞれのアミノ酸置換は、Rsp5 の基質選択性やユビキチンリガーゼ活性に影響

を及ぼす。リン酸化およびユビキチン化による翻訳後修飾は、Rsp5 の活性を抑制すると考えられてい

る。(Ub; ユビキチン, P; リン酸)。 

 

 

Rsp5が関わる生命現象 

1) Rsp5 による不飽和脂肪酸合成の制御 

 Rsp5 の最も重要な生理的役割の一つは、生育に不可欠なオレイン酸を合成するこ

とである。酵母における不飽和脂肪酸は、脂肪酸不飽和化酵素 Ole1 により合成され、

OLE1 遺伝子の発現は小胞膜結合型の転写因子である Spt23 および Mga2 により調節

されている (121, 122)。Spt23およびMga2がOLE1の転写を活性化するためには、Rsp5

によりユビキチン化される必要がある。このユビキチン化は、プロテアーゼを未成熟

の Spt23 および Mga2 にリクルートし、それぞれの細胞質領域の部分的な分解を引き

起こすことで、分子量 120 kDa (120p) のSpt23およびMga2から分子量 90 kDa (90p) の

活性型 Spt23 および Mga2 を生成する。また、部分分解により生じた 90p は、Rsp5 に

より付加されたユビキチン鎖を有しており、これを目印に Cdc48Npl4/Ufd1セグレターゼ

複合体がリクルートされる (123, 124)。この複合体は、90p の核内移行を促進し、OLE1

遺伝子の転写を活性化させる。したがって、RSP5 遺伝子の欠損、あるいは Rsp5 の活

性中心のアミノ酸置換 (rsp5C777A) は、培地に不飽和脂肪酸を供給するか、あるいは

酵母に OLE1 遺伝子を導入しなければ生育が困難である。 

 

2) 細胞膜での役割 

 最もよく研究されている Rsp5 の機能は、細胞膜に局在するタンパク質のユビキチ

ン化を介したエンドサイトーシスの誘導である。まず、α-ファクター受容体の Ste2 に

ついては古くから研究が進められており、Ste2 の細胞内局在を指標に Rsp5 の各ドメ

インの機能や、重要なアミノ酸残基について解析が進められた (125)。また、Rsp5 は
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様々な環境変化によりエンドサイトーシスを誘導することが知られており、アミノ酸

パーミアーゼ Gap1 は、窒素源の変化およびエタノールや過酸化水素などのストレス

に応答したエンドサイトーシスのモデル基質として用いられてきた (14, 126–128)。さ

らに、Gap1 の細胞内局在を指標に、Npr1 キナーゼおよびフォスファターゼの Sit4 な

ど、Rsp5 の活性を制御する因子についても同定された (127)。Rsp5 はメチオニンパー

ミアーゼ Mup1 を基質とすることも知られており、Mup1 を用いた解析を通じて、Art

ファミリータンパク質の発見、および Art ファミリーに保存された機能について研究

が進められている (129–132)。アルギニンパーミアーゼ Can1 は、過剰なアルギニンが

環境中に存在すると、Rsp5 によりユビキチン化される (14, 15)。Can1 の様々な変異

体を用いて、Can1 の立体構造の変化が Rsp5 によるユビキチン化とエンドサイトーシ

スに及ぼす影響が解析された。ヘキソーストランスポーターの Hxt1 および Hxt3 を用

いた研究では、AMP-activated protein kinase (AMPK) の Snf1 が Art ファミリータンパ

ク質のリン酸化を介して、Rsp5 の機能を制御することが明らかにされている (133)。

また、これらのタンパク質は哺乳類にも保存されており、糖尿病の発症機構を解明す

るモデルにも用いられている (134)。これら細胞膜上のタンパク質のエンドサイトー

シスには K63 ユビキチン鎖を必要とすることから、Rsp5 は K63 ユビキチン鎖の形成

を介して細胞膜の恒常性維持に関与すると考えられている (116, 120, 135–138)。 

 一方、細胞膜上の基質以外にも、Rsp5 はエンドサイトーシスの進行を調節するエ

ンドサイトーシス関連タンパク質である Chc1, Ent2, Rvs167 をユビキチン化すること

や、Sla1/2, Las17, Crn1, Ede1 と直接相互作用することがそれぞれ報告されている 

(139–142)。また、Rsp5 は液相エンドサイトーシスの調節に関与することから、Rsp5

がエンドサイトーシス関連タンパク質の制御を介してエンドサイトーシス全体を調

節する可能性も考えられている。しかしながら、これらタンパク質のユビキチン化の

意義は未だ明らかになっていない。 

 

3) 小胞体/ゴルジ体での役割 

 Rsp5 は小胞体膜およびゴルジ体膜上において、基質タンパク質のユビキチン化に

より、小胞輸送を調節する。これまでに、Rsp5 が Coat protein complex Ⅱ (COPⅡ複合

体) を構成する GTPase の Sec23 をユビキチン化することが報告されている (143)。こ

のユビキチン化はポリユビキチン鎖形成の足場となり、ポリユビキチン化された

Sec23 はプロテアソームにより分解される。一方で、Rsp5 による Sec23 のユビキチン

化が、脱ユビキチン化酵素の Ubp3 から構成される Cdc48Ubp3/Bre5複合体をリクルート

することから、Rsp5 は Sec23 のユビキチン化を介してそのタンパク質量を調節し、小

胞体からゴルジ体への小胞輸送を制御していると考えられている。また、アクチンフ

ィラメントを構成する Sla1 と COPⅠ構成因子から成る複合体が、Rsp5 と相互作用する

ことから、ゴルジ体から小胞体間への小胞輸送の調節にも関与していると考えられて

いる (144)。さらに、Rsp5 は C2 ドメインを介して、Arf GTPase の Sec7 と相互作用す

る (100)。この相互作用はフォスファチジルイノシチド-3-キナーゼの Vps34 により促
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進されるが、Rsp5 と Sec7 の相互作用の意義については、未だ不明である。現在のと

ころ、Sec7 がゴルジ体に局在するために必要なのではないかと考えられている。上記

に示すように、Rsp5 は小胞体-ゴルジ体間の膜輸送タンパク質の制御を介して小胞輸

送に関与しているものの、未だに報告は少なく、不明な点が多く残る。 

 一方、ゴルジ体からエンドソームを介した液胞へのタンパク質の輸送は、モデル基

質である液胞カルボキシペプチダーゼSのCps1およびポリフォスファターゼのPhm5

を用いて解析が進められている (145)。Rsp5 はこれらの積み荷タンパク質をユビキチ

ン化し、基質を効率良く液胞に輸送している。 

 

4) エンドソーム/多胞体小胞での役割 

 細胞膜上のタンパク質、あるいはゴルジ体から分泌される一部のタンパク質は、エ

ンドソームを介して多胞体小胞に輸送される。これらのタンパク質は、Rsp5 により

K63 ポリユビキチン化されており、このユビキチン化を目印に ESCRT 複合体がエン

ドソームの成熟を促進する (146)。一方、基質の中にはユビキチン化修飾を受けてい

ないタンパク質も存在し、このような場合、Rsp5 がエンドソーム膜上に局在するア

ダプタータンパク質の Sna3 などを介してエンドソーム膜上の基質を認識し、ユビキ

チン化する (147–150)。エンドソーム膜に局在する基質のユビキチン化については、

Cps1 や Phm5 を用いて解析が進められており、ユビキチン化に欠損が生じると、これ

らの基質が液胞膜上に局在する (145)。さらに、Rsp5 は、Vps17 および Vps23 などの

ユビキチン結合ドメインを有する ESCRT 複合体構成因子のユビキチン化にも関与す

ることから、エンドサイトーシス関連タンパク質のユビキチン化と同様に、何らかの

機能を付与する修飾であると考えられている (136)。 

 

5) 液胞での役割 

 液胞/リソソームはタンパク質の分解あるいはアミノ酸の貯蔵などの役割を担い、細

胞の恒常性を維持する上で必須な細胞小器官である。Rsp5 は液胞膜上に局在するタ

ンパク質の分解にも関与しており、この場合、アダプタータンパク質である Ssh4 を

介して基質を認識する。これまでに、この Rsp5Ssh4 から構成される Vacuole anchored 

ubiquitin ligase (VAcUL) 複合体が液胞膜上に局在するアミノ酸トランスポーターの

Ypq1 をユビキチン化することが報告されている (151)。このユビキチン化により、

Ypq1 を含む液胞膜画分は一度液胞膜から細胞質へ出芽し、初期エンドソームとの融

合を介して、多胞体小胞の内腔へと輸送される。そして、Ypq1 を含む多胞体小胞が

再び液胞へ運ばれ、Yqp1 が分解される。 

 ほとんどの細胞膜タンパク質は、エンドサイトーシスおよびエンドソーム内腔への

局在移行を経て液胞内に輸送されるが、多胞体小胞形成過程で何らかの欠陥が生じ、

多胞体小胞の外膜側に膜タンパク質が局在した結果、液胞での分解を逃れて液胞膜上

に局在する細胞膜タンパク質も存在する。このようなタンパク質のモデルとして

Mup1、細胞壁センサーの Wsc1、リジンパーミアーゼ Lyp1 を用いて解析が進められ
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ており、これらの分解にも上記に示した VAcUL 複合体が基質のユビキチン化を担っ

ている (152)。 

 

6) 細胞質での役割 

 これまでに、42 ℃の熱ショックストレスにより、Rsp5 依存的に細胞質のピルビン

酸キナーゼ Cdc19 やピルビン酸脱炭酸酵素 Pdc1、翻訳終了因子の Sup45 がユビキチ

ン化されることが報告されている (153)。これらのユビキチン化では、Rsp5 が熱ショ

ックストレスより変性したタンパク質の PY モチーフを直接認識する機構、およびア

ダプタータンパク質である Ydj1 を介して認識する機構の 2 つの方法で基質を選択す

る。Rsp5 はアクチンフィラメントの形成を調節する Lsb1 のユビキチン化も行うこと

が報告されており、おそらく Lsb1 の細胞内局在に関与すると考えられている (154)。

また、Lsb1 のユビキチン化は、翻訳終了因子の Sup35 を核としたプリオン形成にも

影響を及ぼすことから、Rsp5 による Lsb1 の機能制御がタンパク質の凝集を防ぐ上で

重要な役割を担うことが示唆されている 。 

 さらに、Rsp5 はリボソームの安定性にも関与する。これまでに、Rsp5 における

Pro418 が Leu に置換した変異 (rsp5P418L/rsp5-19) により、富栄養条件でのリボソーム

分解が促進されること、あるいは逆に、Rsp5 が窒素源飢餓時のリボファジー誘導に

関与することが報告されている (155, 156)。しかしながら、どのようなメカニズムで

Rsp5 がリボソームの安定性に関与するかについては不明である。 

 上記に加え、細胞質における Rsp5 の大きな役割として、ミトコンドリアタンパク

質の品質管理機構がある。ミトコンドリアに局在するタンパク質のおよそ 15 %は細

胞質で翻訳が行われ、ミトコンドリアへと輸送される。これまでに、Rsp5 はミトコ

ンドリア間隙に局在するシトクロムオキシダーゼを構成する Cox12 を細胞質中でユ

ビキチン化し、Cox12 の分解を引き起こすことが報告されており、Rsp5 の細胞質での

機能はミトコンドリアの恒常性維持にも寄与することが示されている (157)。 

 

7) 核での役割 

 Rsp5は HECT ドメイン内に 1つの核移行シグナル (NSL) と 2つの核局在シグナル 

(NLS) を持つことが報告されており (158)、Rsp5 は核内においても何らかの役割を担

うと考えられている。核内での Rsp5 の働きは、RNA の転写調節、RNA の核外輸送、

クロマチンのリモデリングに分けられる。 

 まず、mRNA の転写調節については、RNA ポリメラーゼⅡ複合体を構成する Rpb1

のユビキチン化が最も解析されている (159–163)。mRNAの転写途中において、RNA

ポリメラーゼⅡ複合体が損傷を負った DNA 部位に遭遇すると、mRNA の伸長が停止

する。Rsp5 は停止状態にある RNA ポリメラーゼⅡ複合体の中から、Rpb1 の C 末端側

に位置する PY モチーフを認識し、Rpb1 をユビキチン化する。これにより、RNA ポ

リメラーゼⅡ複合体が DNA から脱離し、Cdc48Ubx5セグレターゼ複合体によりプロテ

アソームに運ばれ、分解される。このような一連の過程を経て、Rsp5 は RNA ポリメ
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ラーゼⅡ複合体の機能を制御していると考えられている。さらに、Rsp5 は RNA ポリ

メラーゼⅠ複合体や RNAポリメラーゼⅢ複合体の構成因子である Rrn3 や Rrn5 などを

基質とすることも報告されており (139, 140)、RNAポリメラーゼ複合体の機能制御を

介して、mRNA の転写調節に関与している。 

 rRNA の調節においては、rsp5P418L変異により、核内に未成熟の 60S リボソームサ

ブユニットが蓄積すること、35S rRNAの切断によって生じる 20S rRNA や 27S rRNA

の量が減少することが報告されている (155)。また、Thr104/Glu673/Gln716 が、それ

ぞれ Ala/Gly/Pro に置換した変異 (rsp5T104A/E673G/Q716P/rsp5-3) や rsp5L733S変異により、

細胞内の成熟 rRNA 量およびリボソームタンパク質量自体が減少することからも、

Rsp5 は rRNA の成熟に必要であると考えられている (164)。さらに、rRNA の核外輸

送に関与する Crm1 や Nmd3 は Rsp5 の基質であることから、rRNAの輸送にも関与し

ていることが推測されている (164)。 

 なお、RNA の核外輸送については、mRNA に関しても rRNA と同様の知見が報告

されている。これまでに、rsp5L733S変異株において、核内に poly (A)+RNAが蓄積して

いることや、解糖系の代謝酵素である Pgk1、Ssa heat shock タンパク質の Ssa1, Ssa2, 

Ssa3 をコードする mRNA が核内に蓄積していることが示されている (165)。また、

rsp5A401E変異株において、熱ストレスに応答した転写因子の Hsf1 および Msn2/4 をコ

ードする mRNA が、核内に蓄積することが報告された (166)。上記に加え、Rsp5 が

mRNA の核外輸送因子である THO 複合体を構成する Hpr1 をユビキチン化し、プロテ

アソームにより分解することや、mRNA の核外輸送に関わる Mex67 および Mtr2 を

Rsp5 がユビキチン化することも知られている (167)。 

 tRNA においても、mRNA および rRNA と同様に、成熟や核外輸送の過程で Rsp5

が関与する。これまでに、tRNAの成熟に関わる Trz1 や Lhp1、あるいは tRNAの核外

輸送に関わる Mrt10, Tef2, Los1 が Rsp5 の基質として報告されている (168)。さらに、

rsp5P418L変異により tRNALeuや tRNAtyrなどの様々な tRNAが核内に蓄積することが示

されている (164)。しかしながら、tRNA の成熟および輸送に関する詳細な機構につ

いては、ほとんど明らかになっていない。 

 Rsp5 の核内での役割の一つであるクロマチンリモデリングについては、Rsp5 がユ

ビキチンリガーゼの APC 複合体と共にクロマチンリモデリングを制御することが明

らかにされている (169–171)。また近年、Rsp5 と Bul1 の複合体がコヒーシンの Smc1/3

ユビキチン化し、複製フォークの進行を調節することが示された (172)。これらの知

見から、Rsp5 は核内で DNA および RNA の恒常性維持に重要な役割を担うと考えら

れている。 

 

8) ミトコンドリアでの役割 

 Rsp5 のミトコンドリアにおける役割は、約 25 年前から遺伝学的に示されていたも

のの、どのようなメカニズムでミトコンドリアの恒常性維持に関わるかについては不

明であった (173, 174)。近年、Rsp5 がミトコンドリア外膜に局在する Mdm12 および
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Mdm34 をユビキチン化し、窒素源飢餓時のマイトファジーを効率良く誘導すること

が示された (175)。また、Rsp5 がユビキチンリガーゼ複合体の SCFMdm30と共にミトコ

ンドリア外膜上のマイトフシン GTPase である Fzo1 をユビキチン化し、分解すること

が報告されている (176–178)。この Fzo1 のユビキチン化を介した分解調節は、ミトコ

ンドリアの融合や機能維持に影響を及ぼすことが考えられており、細胞老化により液

胞の機能が低下した場合は、Fzo1 の分解がミトコンドリアの機能を保つために必要で

あることが示されている。したがって、Rsp5 がミトコンドリア外膜の恒常性を調節

することにより、ミトコンドリアの機能を維持していると推測されている。 

 

 

アダプタータンパク質を介した膜タンパク質の認識 

 生体膜に局在する多くのタンパク質は PY モチーフを有しておらず、Rsp5 が直接的

に相互作用することは困難である。したがって、Rsp5 は Art ファミリータンパク質を

基質認識のアダプターに用いることにより、細胞膜上に局在するタンパク質のユビキ

チン化を行う。Art ファミリータンパク質は、N 末端に膜タンパク質との相互作用に

必要なアレスチンドメインを有していること、および C 末端側に Rsp5 により認識さ

れる PY モチーフを有していることが特徴である (129, 179)。Art ファミリータンパク

質は、アレスチンドメインを介して細胞膜上に局在する基質タンパク質の酸性領域を

認識することで Rsp5 を基質へリクルートし、Rsp5 によるユビキチン化を手助けする 

(131)。近年、このアレスチンドメインは、いくつかのループ構造を有することが見出

され、このループ領域のリン酸化および脱リン酸化が Art ファミリータンパク質の機

能を特徴づける重要なドメインであることが報告された (180)。また、Art ファミリー

タンパク質は、Npr1 や calcineurin などの様々なキナーゼおよびフォスファターゼによ

り翻訳後修飾を受けており、Art ファミリータンパク質の脱リン酸化状態が活性化の

シグナルであると考えられている。リン酸化による翻訳後修飾に加え、Art ファミリ

ータンパク質がユビキチ化されることも報告されている (118, 129, 181)。この Art フ

ァミリーのユビキチン化修飾状態は、その機能を制御する上で重要であり、過剰なユ

ビキチン化修飾は Art ファミリータンパク質の分解が誘導され、Rsp5 のアダプターと

しての役割を果たさなくなる。一方、Art ファミリータンパク質のモノユビキチン化

状態は、Rsp5 との相互作用を増大し、効率的な基質のユビキチン化を引き起こす 

(182)。このユビキチン化状態は、脱ユビキチン化酵素である Ubp2 および Ubp15 によ

って調節されていることが見出されている。 

 表 1 に示すように、酵母には 14 種類の Art ファミリータンパク質が存在しており、

それぞれのタンパク質が異なる基質を認識すること、一方、Gap1 の認識における Bul1

と Bul2、あるいは Fur4 の認識における Art1 と Art2 のように基質認識に冗長性がある

ことが報告されている (134, 147, 183–187)。 
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表 1 Art ファミリータンパク質とその基質 

遺伝子名 基質 

ART1/LDB19 Mup1, Ste2, Ste3, Can1, Lyp1, Tat2, Fur4 

ART2/ECM21 Tat2, Fur4, Lyp1, Smf1, Thi7 

ART3/ALY2 Gap1, Dip5, Ste3, Put4, Acr3 

ART4/Rod1 Hxt1, Hxt3, Hxt6, Jen1, Acr3, Chc3, Ste2 

ART5 Itr1 

ART6/ALY1 Gap1, Dip5, Ste3 

ART7/ROG3 Hxt3, Ste2 

ART8/CSR2 Hxt6, Hxt7, Hxt2, Hxt4 

ART9/RIM8 Rim21, Pma1 

ART10 Not Known 

BUL1/SMM2/DAG1/RDS1 Jen1, Gap1, Ptr2, Tat1, Tat2, Ctr1, Put4, Dal5 

BUL2 Gap1, Ptr2, Tat1, Tat2, Ctr1, Put4, Dal5 

BUL3 Not known 

SPO23 Not known 

 

 上記のように、細胞膜上のタンパク質は主に Art ファミリータンパク質により識別

されるものの、Art ファミリー以外のアダプタータンパク質も細胞内の様々な膜区画

に局在する基質タンパク質または細胞質に局在するタンパク質の認識に関与するこ

とが報告されている (表 2) (149, 188–192)。これらのタンパク質は、Art ファミリーと

同様に PY モチーフを有しており、Rsp5 との相互作用を介して Rsp5 を基質へリクル

ートする。また、Ssh4, Ear1, Sna3, Bsd2, Tre1/2, Rcr1/2 は、膜貫通領域をそれぞれ有し

ており、エンドソーム膜および液胞膜上で機能する。さらに、Ydj1 は変性した細胞質

のタンパク質を認識するために必要な、唯一のアダプタータンパク質である。 

 

表 2 Art ファミリー以外のアダプタータンパク質 

遺伝子名 基質 細胞内局在 

SSH4 
Fur4, Gap1, Sit1, Smf1, Ypq1 Mup1, 

Wsc1, Lyp1 
液胞 

EAR1 Fur4, Gap1, Sit1, Smf1 エンドソーム 

SNA3 Mup1 エンドソーム、液胞 

BSD2 Fur4, Itr1, Smf1, Tat2, Cps1 エンドソーム 

TRE1 Sit1, Smf1, Cps1 エンドソーム、液胞 

TRE2 Sit1, Smf1 エンドソーム、液胞 

RCR1 Chs3 細胞膜 

RCR2 Not known 液胞 

YDJ1 Cdc19, Pdc1, Sup45 細胞質 
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細胞膜タンパク質のユビキチン化 

 近年、Mup1 および Can1 を用いた解析により、細胞膜ドメインを形成するエイソソ

ームを介したアミノ酸-ポリアミン-オルガノカチオン (APC) トランスポーターの局

在制御機構が提唱された (15, 132, 193, 194) (図 11)。このモデルでは、まず炭素源が

枯渇した条件下において APC トランスポーターはエイソソームに局在し、不活性化

状態となっている。これは細胞内の ATP が減少した結果、プロテインキナーゼの

AMPKが活性化され、エイソソーム構造を維持するためだと考えられている。エイソ

ソームに局在する APC トランスポーターは、細胞外の基質と結合が可能な

Outward-facing (OF) 構造を形成している。この構造により、アレスチンドメインが相

互作用する領域が構造内部に配置し、Art ファミリータンパク質による認識から保護

されている。これに加え、エイソソームが形成するドメイン構造により、Art ファミ

リータンパク質から隔離され、APC トランスポーターが安定して細胞膜上に局在する。

一方、環境中に炭素源が存在する場合、Majour facilitator superfamily (MSF) に属する

グルコーストランスポーターなどにより、細胞内に炭素源が供給され、ATP の合成と

並行して細胞膜上に局在するATP依存性プロトンポンプ Pma1がプロトンを細胞外に

放出する。また、細胞内 ATP レベルの上昇に伴い AMPK が不活性化し、エイソソー

ム構造の弛緩が誘導される。これにより、APC トランスポーターがエイソソームから

離脱する。さらに、APC トランスポーターの基質アミノ酸が環境中に加わると、プロ

トンの濃度勾配により、細胞外の基質が APC トランスポーターの構造変化を介して

細胞内へと取り込まれる。この構造変化により、APC トランスポーターは OF状態か

ら Inward-facing (IF) 構造となり、アレスチンドメインに認識される領域が細胞内に露

出する。Rsp5 は、Art ファミリータンパク質を介して IF 構造の APC トランスポータ

ーをユビキチン化し、エンドサイトーシスを誘導すると考えられている。 

 上記のエイソソームおよび膜タンパク質の構造変化を介したエンドサイトーシス

機構とは異なり、窒素源の資化し易さがトランスポーターのエンドサイトーシスを誘

導することも知られている(127, 195) (図 12)。アミノ酸パーミアーゼ Gap1 は、資化し

難い窒素源であるアラントインが単一窒素源の場合は細胞膜上に局在するが、アンモ

ニウムイオンなどの資化し易い窒素源が存在すると、Gap1 のエンドサイトーシスが

誘導される。この機構においては、まず資化し易い窒素源あるいはアミノ酸が枯渇し

た条件下では、キナーゼである Target of rapamycin complex 1 (TORC1) の活性が抑制

され、Npr1 による Bul1 と Bul2 のリン酸化が引き起こされる。14-3-3 タンパク質は、

Bul1 と Bul2 のリン酸化状態に依存してこれらタンパク質と相互作用するため、上記

の Bul1 と Bul2 のリン酸化は 14-3-3 との相互作用を促進し、Rsp5 と Bul1 および Bul2

を乖離させる。一方、環境中にアンモニウムイオンなどの資化し易い窒素源が存在す

る場合は、アンモニウムパーミアーゼである Mep1/2/3 により細胞外のアンモニウム

イオンが細胞内に取り込まれ、TORC1 が活性化する。TORC1 の活性化は、Npr1 のリ

ン酸化による不活性化および脱リン酸化酵素 Sit4 と Tap42 の相互作用を促進し、Bul1

および Bul2の脱リン酸化を引き起こす。この脱リン酸化により、Bul1と Bul2は 14-3-3
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と乖離し、Rsp5 と相互作用することが可能になる。この一連の反応により、Rsp5 が

Gap1 をユビキチン化し、エンドサイトーシスを介してその活性を抑制する。 

 

 

 

図 11 エイソソームを介した APC トランスポーターの制御機構 

グルコース枯渇時は、細胞内 ATP 含量の低下により AMPK が活性化し、エイソソーム構成因子であ

る Pil1, Lsp1, Shm1/2, Nce102 の機能によりエイソソームが維持される。APC トランスポーターは、こ

の細胞膜ドメインに OF 構造で局在する。グルコースが環境中に存在する場合は、MFS トランスポー

ターにより環境中のグルコースが細胞内に取り込まれ、ATP の合成を進める。これにより AMPK の活

性は抑制され、エイソソームの弛緩が生じ、APC トランスポーターがドメイン構造から脱離する。エ

イソソームの弛緩と並行して、Pma1 により ATP 依存的にプロトンが細胞外へ排出され、プロトンの濃

度勾配が形成される。APC トランスポーターは、プロトンの濃度勾配および自身の立体構造の変化に

より、環境中のアミノ酸を細胞内に取り込み、IF 構造となる。Rsp5 と Art タンパク質の複合体は、IF

構造の APC トランスポーターを認識し、ユビキチン (Ub) を結合することでエンドサイトーシスを効

率的に進める。 
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図 12 TORC 経路を介した Gap1 の抑制機構 

A) 難資化性窒素源における Gap1 の活性化機構。アラントインやプロリンなどの難資化性の窒素源

が単一窒素源の場合、TORC1 の活性が抑制され、Sit4により Npr1 が脱リン酸化される。これにより活

性化した Npr1 は、Bul1/2 をリン酸化する。14-3-3 はリン酸化した Bul1/2 と相互作用することにより、

Rsp5 と Bul1/2 との相互作用を阻害する。その結果、Gap1 のエンドサイトーシスが抑制される。B) 易

資化性窒素源における Gap1 の抑制機構。アンモニウムイオンなどの資化し易い窒素源が環境中に加わ

ると、TORC1 の活性化を介して Npr1 が抑制される。Sit4 は Bul1/2 を脱リン酸化することで、14-3-3

との相互作用を乖離させる。Rsp5 は脱リン酸化状態の Bul1/2 と相互作用し、Gap1 のユビキチン化を

介したエンドサイトーシスを促進する。(Ub; ユビキチン, P; リン酸)。  
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本研究の目的 

 上記に示したように、Rsp5 が様々な生命現象に関与することがこれまでの研究で

示された。細胞膜上に局在するタンパク質の品質管理は、Rsp5 の主要な役割であり、

細胞が環境の変化に応答、あるいは適応するために必須の機構である。しかしながら、

細胞膜タンパク質の制御機構については、膜タンパク質の種類の多さから、その全体

像は明らかになっていない。また、Rsp5 の各ドメインの機能が、基質タンパク質の

エンドサイトーシスを誘導する上で重要であるものの、どのように機能が発揮される

のか、未だ不明な点が多く残されている。さらに、Rp5 が属する Nedd4 ファミリーユ

ビキチンリガーゼの欠陥による細胞内恒常性維持の破綻が、様々な疾患に関与するこ

とからも、Nedd4ファミリーが関わる生命現象の全容解明が重要な課題となっている。 

 以上の知見に基づき、第 1 章では、未だ Rsp5 の基質として報告されていない広域

アミノ酸パーミアーゼ Agp1 の抑制機構について解析した。また、第 2 章では、Rsp5

の N 末端側に位置する C2 ドメインについて、エンドサイトーシスにおける機能解析

を行った。さらに、第 3 章では、Nedd4 ファミリーが関わる疾患の一つである神経変

性疾患に着目し、酵母を用いた神経変性疾患モデルの構築と、Rsp5 による細胞の恒

常性維持機構の解明を目的として解析を行った。 
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第 1章 Rsp5による Agp1の基質アミノ酸依存的なエンドサイトーシス機構 

 

1-1. 序論 

 

 酵母は、環境中の窒素源を細胞膜上のトランスポーターにより細胞内に取り込み、

生育や二次代謝産物の生産に利用する。一方、過剰なアミノ酸の取り込みは細胞内の

代謝を変化させ、その生育を阻害する。したがって、アミノ酸トランスポーターの活

性は環境の変化に応答して厳密に制御される必要がある。アミノ酸トランスポーター

の中でも、Agp1 は幅広い種類のアミノ酸を細胞内に取り込むため、その抑制機構は

細胞の恒常性を維持するために重要である。アミノ酸トランスポーターのエンドサイ

トーシスを介した抑制機構については、Mup1 や Can1 などの高親和性特異的トランス

ポーターをモデルに研究が進められてきたが (132, 179, 196, 197)、基質に対する親和

性および特異性が低い Agp1 のエンドサイトーシス機構については、ほとんど明らか

になっていない。 

 近年、アミノ酸などの窒素源が豊富なワイン醸造環境において、AGP1 遺伝子の転

写が抑制されていることが報告された (12)。AGP1 の転写は、アミノ酸センサーの

Ssy1-Ptr3-Ssy5 (SPS センサーシステム) を介した GATAファミリー転写因子によって

制御されている (198–200)。この SPS センサーシステムが環境中のアミノ酸を検知す

ると、AGP1 の転写が促進される。そして、新たに合成された Agp1 が細胞膜上に局

在し、アスパラギンやグルタミンなどの中性アミノ酸を細胞内に取り込む (201–203)。

上記のように、AGP1 遺伝子の転写については研究が進められているものの、一度細

胞膜に局在した Agp1 が抑制されるメカニズムは不明である。以上の知見に基づき、

本章では、Agp1 のエンドサイトーシス機構を解明することを目的として、研究を行

った。 
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1-2. 材料と方法 

 

1-2-1. 菌株とプライマー、プラスミド 

1-2-1-1. 菌株 

Saccharomyces cerevisiae 

 使用した菌株を表 3 に示す。Yeast Knock Out Strain Collection は Horizon Discovery

社より購入した。 

 

表 3 本研究で使用した菌株のリスト 

 

 

Escherichia coli 

・DH5α 株：遺伝子のサブクローニング用に使用。 

F-Φ80lacZΔM15Δ (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK -, mK +) phoA supE44 

λ-thi-1 gyrA96 relA1 

 

・DB3.1 株：ccdB を含むプラスミドのサブクローニング用に使用。 

F-gyrA462 endA1Δ (sr1-recA) mcrB mrr hsdS20 (rB -, mB -) supE44 ara-14 galK2 lacY1 

proA2 rpsL20 (SmR) xyl-5 λ-leu mtl1 

 

 

 

 

 

名称 遺伝子型 由来
BY4741 MATα his3 Δ1 leu2 Δ0 met15 Δ0 ura3 Δ0 Yeast Knockout Strain Collection

rsp5
L733S

BY4741 rsp5
L733S

Nishimura et al ., 2020

GNP1-GFP BY4741 GNP1-GFP ::hphNT1 本研究
CAY29 MATa ura3-52 Andréasson et al ., 2004

gap1 Δ put4 Δ gnp1 Δ CAY29 gap1 Δ put4 Δ gnp1 Δ Andréasson et al ., 2004

gap1 Δ put4 Δ gnp1 Δ agp1 Δ CAY29 gap1 Δ put4 Δ gnp1 Δ agp1 Δ Andréasson et al ., 2004

art1 Δ BY4171 art1 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art2 Δ BY4171 art2 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art3 Δ BY4171 art3 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art4 Δ BY4171 art4 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art5 Δ BY4171 art5 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art6 Δ BY4171 art6 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art7 Δ BY4171 art7 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art8 Δ BY4171 art8 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art9 Δ BY4171 art9 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

art10 Δ BY4171 art10 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

bul1 Δ BY4171 bul1 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

bul2 Δ BY4171 bul2 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

bul3 Δ BY4171 bul3 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

spo23 Δ BY4171 spo23 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection
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1-2-1-2. プライマー 

 プラスミド構築のために、表4のプライマーをファスマック社に依頼し、合成した。 

 

表 4 本研究で使用したプライマーのリスト 

 

 

1-2-1-3. プラスミド 

・pRS415, pRS416 (Stratagene 社) 

 YCp型のプラスミド。酵母での選択マーカーとして、pRS415にLEU2遺伝子、pRS416

に URA3 遺伝子を含む。セントロメア配列が含まれているため、染色体と同様に複製

され低コピー数 (1~2 コピー) で、細胞内において安定に保持される。また、大腸菌

の複製起点および選択マーカーとしてアンピシリン耐性遺伝子を含む。 

 

・pRS415-cgHIS3-MET15 

 研究室保有。pRS415 に、Candida glabrata 由来 HIS3 (cgHIS3) 遺伝子と S. cerevisiae

由来 MET15 遺伝子が組み込まれている (114)。 

 

・pDDOR221 (Invitrogen 社) 

 Gateway technology (Thermo Fisher Scientific社) による相同組換えを利用したクロー

ニングに使用するプラスミド。attP1-ccdB-CmR-attP2 配列を有しており、BP 酵素を用

いた in vitro 組換え反応に用いることができる。また大腸菌の複製起点および選択マ

ーカーとしてカナマイシン耐性遺伝子を含む。 

 

・pDONR221-BUL1, pDonr221-BUL2 

 pDONR221 上 の attP1-ccdB-CmR-attP2 配 列 が attL1-BUL1-attL2 あ る い は

attL1-BUL2-attL2 に置換されている (107)。 

 

・pAG416-PGPD-ccdB-yEGFP-TCYC1, pAG416-PGPD-ccdB-TCYC1  

Gateway technology (Thermo Fisher Scientific社) を用いたクローニング方法に使用す

る 発 現 用 プ ラ ス ミ ド 。 PGPD-attR1-CmR-ccdB-attR2-yEGFP-TCYC1 お よ び

PGPD-HA-attR1-CmR -ccdB-attR2-TCYC1配列を有しており、LR 酵素を用いた in vitro 組換

え反応に用いることができる。また、大腸菌の複製起点および選択マーカーとしてア

ンピシリン耐性遺伝子を含む。 

名称 配列

S3-GNP1_Fw AGAGATTAAGAAACGGACCATACTGGAAAAGAGTTCTTG

ATTTCTGGTGTCGTACGCTGCAGGTCGAC

S2-GNP1_Rv ATTGTTTCTTCAAGTTTTTTTTTTTTTTTTTGAATCGTGATTT

CTGCTTTAATCGATGAATTCGAGCTCG

GNP1_Up_-532_Fw TATGCGACGTGCTTGCGATC

hph_Rv_21 GACAGACGTCGCGGTG



31 

 

 

・pAG416-PGPD-AGP1-yEGFP-TCYC1 

・pAG416-PGPD-GAP1-yEGFP-TCYC1 

・pAG416-PGPD-PUP4-yEGFP-TCYC1 

 AGP1-yEGFP および GAP1-yEGFP, PUP4-yEGFP 融合遺伝子の ORFの上流に TDH3

遺伝子のプロモーター、下流に CYC1 遺伝子のターミネーターが存在しており、恒常

的に高発現を行うことができる (114)。 

 

・pAG416-PGPD-BUL1-TCYC1, pAG416-PGPD-BUL2-TCYC1 

本研究において、pDONR221-BUL1, pDONR221-BUL2 と pAG416-PGPD-ccdB-TCYC1の

LR 酵素を用いた in vitro 組換え反応により作製した。BUL1 遺伝子および BUL2 遺伝

子の ORF の上流に TDH3 遺伝子のプロモーター、下流に CYC1 遺伝子のターミネー

ターが存在しており、恒常的に高発現を行うことができる。 

 

・pFA6a-GFP-hphNT1 (AddGene) 

PCR Toolbox (204) に含まれるプラスミド。S3-GFP-hphNT1-S2 配列を有している。 

 

1-2-2. 培地 

・YPD 培地(酵母用完全培地) 

酵母エキス 1 % (オリエンタル酵母社) 

ペプトン 2 % (日本ベクトン・ディッキンソン社) 

グルコース 2 % (ナカライテスク社) 

寒天 2 % (必要に応じて添加) (三井製糖社) 

hygromycin B 200 μg/mL (必要に応じて添加) (富士フィルム和光純薬社) 

 

・SD + Am培地 (アンモニウムイオンを窒素源とする酵母用最少培地) 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 0.17 % (FORMEDIUM 社) 

グルコース 2 % (ナカライテスク社) 

硫酸アンモニウム 0.5 % (ナカライテスク社) 

寒天 2 % (必要に応じて添加) (三井製糖社) 

アスパラギン 5 mM (必要に応じて添加) (ナカライテスク社) 

アゼチジン-2-カルボン酸 (AZC) (必要に応じて添加) (BaChem社) 

1 N NaOH で pH 6.0 ~ 6.5 に調整 

 

・SD - N + Allantoin培地 (アラントインを窒素源とする酵母用最少培地) 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 0.17 % (FORMEDIUM 社) 

グルコース 2 % (ナカライテスク社) 

アラントイン 0.1 % (ナカライテスク社) 
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1 N NaOH で pH 6.0 ~ 6.5 に調整 

・LB 培地 (大腸菌用完全培地) 

酵母エキス 0.5 % (オリエンタル酵母社) 

トリプトン 1 % (ナカライテスク社) 

NaCl 0.5 % (ナカライテスク社) 

寒天 2 % (必要に応じて添加) (三井製糖社) 

アンピシリン 100 μg/mL (必要に応じて添加) (ナカライテスク社) 

カナマイシン 50 μg/mL (必要に応じて添加) (富士フィルム和光純薬社) 

 

1-2-3. GFP 融合タンパク質の作製 

pFA6a-GFP-hphNT1 を鋳型とし、S3-GNP1-Fw, S2-GNP1-Rv プライマー対と KOD FX 

Neo (東洋紡社) を用いて PCR を行った。得られた PCR 産物を酢酸リチウム法により

BY4741 に導入することで GNP1-GFP を得た。作製した GFP 導入株は

GNP1_Up_-532_Fw, hph_Rv_21プライマー対とKOD FX Neo (東洋紡社) を用いたコロ

ニーPCR によって確認した。選択培地は YPD+hygromycin B (200 μg/mL) 培地を用い

た。 

 

1-2-4. Agp1-EGFPおよびGap1-EGFP, Put4-EGFP, Gnp1-GFP融合タンパク質の蛍光顕微

鏡観察 

 各株を SD + Am培地で一晩前培養後、各株を集菌し、滅菌水で洗浄した。OD600 = 

0.01 になるように SD - N + Allantoin培地に懸濁し、OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃

で振盪培養した。rsp5L733S株においては、さらに 30 ℃あるいは 38 ℃で 1 時間振盪培

養した。硫酸アンモニウムまたは Agp1 の基質 (アスパラギン、グルタミン) をそれ

ぞれ終濃度 50 mM および 10 mM になるように添加し、1 時間振盪培養した後、観察

を行った。HBO 100 Microscope Illuminating System (Carl Zeiss 社製) デジタルカメラが

付属した蛍光顕微鏡 Axiovert 200M (Carl Zeiss 社製) を用いて解析を行った (励起波

長; 488 nm, 吸収波長; 509 nm)。 

 

1-2-5. Agp1-EGFP 融合タンパク質の免疫沈降 

各株を SD 培地で一晩前培養後、各株を集菌し滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.01 にな

るように SD - N + Allantoin 培地に懸濁し、OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃で振盪培

養した。rsp5L733S株においては、さらに 30 ℃または 38 ℃で 1 時間振盪培養した。ア

スパラギンを終濃度 10 mM になるように添加し、30 分振盪培養した後、細胞を回収

した。回収した細胞を RIPA buffer (50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、150 mM sodium chloride、

1 % NP-40、0.1 % deoxycholate acid、0.1 % Sodium dodecyl sulfate [SDS]、protease 

inhibitors) に懸濁し、ガラスビーズを加え、マルチビーズショッカーMB601U (安井器

械社製) で破砕した (2,500 rpm、30 秒間 ON、40 秒間 OFF、15 サイクル)。破砕液を

遠心分離し (3,000 rpm、2 分間、4 ℃)、上清を回収した後、Bradford 法で総タンパク
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質量を定量した。上清 (3.0 mg/mL) に 10 μL の平衡化した抗 GFP マグネティックビ

ーズ (免疫生物学研究所社, ClonID: RQ2) を加え、ローターを用いて 2 時間、4 ℃で

インキュベートした。ビーズを洗浄バッファー (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 150 mM 

sodium chloride, 10 % glycerol, and 0.1 % NP-40) で 3 回洗浄し、沈降物に精製水で 1×

になるように希釈した 5×SDS sample buffer (250 mM Tris-HCl [pH 6.8]、10 % SDS、

11.25 % glycerol、25 % 2-mercaptoethanol、0.0625 % bromophenol blue [BPB]) を加え、2

分間、95 ℃で煮沸して可溶化した。一方、タンパク質濃度を調整した後の上清を 40 μL

分取し、5×SDS sample buffer を 10 μL加え、2 分間、95 ℃で煮沸したものを全細胞抽

出液とした。 

 

1-2-6. 生育試験 

 各株を SD - N + Allantoin培地で一晩前培養後、OD600 = 0.01 になるように希釈し、

OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃で振盪培養した。硫酸アンモニウムを終濃度 50 mM

になるように添加し、75 分振盪培養した後、各株を集菌した。培養した培地と同量の

滅菌水で洗浄後、OD600 = 1.0 になるように滅菌水で懸濁した。得られた懸濁液を 10

倍ずつ 3 段階 (10 ~ 1,000 倍) に希釈したサンプルを調製し、3 μLずつ寒天培地上にス

ポットした。スポット後の寒天培地を 1 ~ 5 日間 30 ℃で培養し、観察を行った。 

 

1-2-7. ウェスタンブロッティング 

各サンプルを、8 %あるいは、10 %の SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳動 (200 

V、15 mA/枚、60 ~ 90 分) を行った。泳動後のゲルから転写バッファー (0.58 % [w/v] 

Tris、0.1 % [w/v] SDS、2.9 % [w/v] グリシン、20 % メタノール) で満たしたトランス

ファーユニット (Bio-Rad 社製) を使用して、PVDFメンブレン (Millipore 社) にタン

パク質を転写した (115 V、400 mA、120 分)。メンブレンをブロッキングバッファー 

(1×TBS - T、3 % スキムミルクあるいは5 % BSA) でブロッキングした (室温、60分)。

1次抗体として、Can Get Signal Solution 1 (東洋紡社) で 10,000倍に希釈した抗GAPDH

ウサギ抗体 (ClonID: GA1R)、5,000 倍に希釈した抗ユビキチン (Ub) マウス抗体 

(ClonID: 13-1600)および5,000倍希釈したGFPマウス抗体 (ClonID: AVU73901) をそれ

ぞれ用いた。2 次抗体には Can Get Signal Solution 2 (東洋紡社) で 2,000 倍に希釈した

抗マウス IgG 抗体 (GE Healthcare 社)、Easy blot 抗マウス IgG 抗体 (Gene Tex社) をそ

れぞれ用いた。検出には ECL plus Western blotting Detection System (GE Healthcare 社) 

を用い、ルミノメーターLAS-4000 (Fujifilm社製) で検出した。各バンドのシグナル強

度は、Image J ソフトウェアを用いて測定し、定量化した。 

 

1-2-8. その他 

 大腸菌からのプラスミド調製は、アルカリ SDS 法をベースにした QIAprep Spin 

Miniprep Kit (QIAGEN 社) を用いて行った。大腸菌の形質転換は「バイオマニュアル

シリーズ①遺伝工学の基礎技術」(羊土社) および「バイオ実験イラストレイテッド」
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(秀潤社) に、酵母の取り扱いや遺伝子操作は「バイオマニュアルシリーズ⑩酵母によ

る遺伝子実験法」(羊土社) および「生物化学実験法 39 酵母分子遺伝実験法」(学会出

版センター) に準じた。その他、各試薬の調整は「バイオ試薬調整ポケットマニュア

ル」(羊土社) を参照した。 
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1-3. 結果 

 

1-3-1. Rsp5 による基質依存的な Agp1 のエンドサイトーシス 

 アミノ酸パーミアーゼのエンドサイトーシスは、易資化性窒素源または過剰な基質

アミノ酸の存在によって誘導される。しかし、これまでに Agp1 がどのような条件に

応答してエンドサイトーシスされるのか明らかになっていない。そこでまず、アラン

トインを窒素源とする培地に硫酸アンモニウム、アスパラギン、またはグルタミンを

添加した時の Agp1 の細胞内局在を解析した (図 13)。アラントインを単一窒素源する

条件において、細胞膜上で GFP の蛍光シグナルを示す細胞が 90 %の割合で観察され

た。このことから、難資化性の窒素源を用いて酵母を培養した場合は、Agp1 が細胞

膜に局在することが明らかになった。一方、Gap1 のエンドサイトーシスを誘導する

易資化性窒素源であるアンモニウムイオンを添加しても、細胞膜上で GFP の蛍光シ

グナルを示す細胞が 84 %の割合で観察された。したがって、アンモニウムイオンを

添加しても、Agp1 は細胞膜上に局在することが示された。興味深いことに、Agp1 の

基質であるアスパラギンおよびグルタミンを添加した場合は、細胞膜上で蛍光を示す

細胞の割合が 10 %および 28 %にそれぞれ減少した。つまり、アスパラギンおよびグ

ルタミンの添加により、Agp1 のエンドサイトーシスが誘導されることが示された。 

 翻訳後修飾の 1 つであるユビキチン化は、細胞膜タンパク質のエンドサイトーシス

を誘導する引き金となることが知られている。実際、易資化性窒素源に応答した Gap1

のエンドサイトーシスや、基質に応答した Can1 のエンドサイトーシスの場合におい

ても、これらタンパク質のユビキチン化が観察される。そこで、アンモニウムイオン

やアスパラギン添加条件における、Agp1 のユビキチン化レベルを検出した (図 14)。

アンモニウムイオンを添加した場合、Agp1 のユビキチン化レベルの僅かな増大が検

出された (2.2 倍)。一方、Agp1 の基質であるアスパラギンの添加によって、5 倍以上

のユビキチン化レベルの増大が検出された。以上の結果から、Agp1 は自身の基質ア

ミノ酸に応答して、ユビキチン化修飾を受けることが判明した。 

 次に、Agp1 のエンドサイトーシスに Rsp5 が必要かどうか検討した。酵母において

は、Rsp5 が多くの細胞膜タンパク質のユビキチン化に関与する (147, 205)。そこで、

Rsp5 の温度感受性変異 (rsp5L733S) 株を用いて、Rsp5 による Agp1 の細胞内局在制御

を解析した (図 15)。rsp5L733S株は、非制限温度下 (30 ℃) では正常なユビキチンリガ

ーゼ活性を有するが、制限温度下 (38 ℃) においては、ユビキチンリガーゼ活性が劇

的に減少する。まず、野生型株について解析を行ったところ、非制限温度 (30 ℃) お

よび制限温度 (38 ℃) どちらの条件においても、アスパラギンの添加により、細胞膜

上で GFP の蛍光を示す細胞の割合が顕著に減少した。このことから、Agp1 のエンド

サイトーシスが誘導されていることが明らかになった。また、rsp5L733S株においても、

非制限温度下 (30 ℃) では、アスパラギンの添加により、細胞膜上で GFP の蛍光を示

す細胞の割合が 98 %から 16 %に低下した。一方、制限温度下 (38 ℃) においては、

アスパラギンを添加しても、97 %の細胞が細胞膜上で蛍光シグナルを示したことから、
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Agp1 のエンドサイトーシスは誘導されていないと考えられた。これらの結果から、

Agp1 のエンドサイトーシスは、Rsp5 の活性に依存することが明らかになった。 

 また、rsp5L733S株を用いて、Rsp5 による Agp1 のユビキチン化を調べたところ (図

16)、非制限温度下 (30 ℃) では、アスパラギンの添加により、5 倍以上のシグナルの

増大が検出された。一方、制限温度下 (38 ℃) においては、アスパラギンを添加して

も、ユビキチン化レベルの増大は確認されなかった。以上の結果から、Agp1 のユビ

キチン化は、Rsp5 の活性に依存することが明らかになった。 

 

 

 

図 13 Agp1 の細胞内局在 

BY4741 株 (WT) に Agp1-EGFP 発現プラスミド  (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1) を導入し、

pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培

養し、終濃度 50 mM の硫酸アンモニウム添加後 1 時間の細胞 (+ NH4
+) および添加前の細胞 (- NH4

+)、

または終濃度 10 mM のアスパラギン添加後 1 時間の細胞 (+ Asn) および添加前の細胞 (- Asn)、終濃度

10 mM のグルタミン添加後 1 時間の細胞 (+ Gln) および添加前の細胞 (- Gln) をそれぞれ蛍光顕微鏡

で観察した (GFP)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。それぞれの条件において、

Agp1-EGFP を発現する 100 個の細胞をカウントし、カウントした細胞の総数を 100 %とした場合に細

胞膜上で Agp1-EGFP の蛍光を示す細胞の割合を示した。 
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図 14 Agp1 のユビキチン化 

BY4741 株に Agp1-EGFP 発現プラスミド  (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1) を導入し、

pRS415-CgHIS3-MET15で栄養要求性を相補した各株を SD - N + Allantoin培地でOD600 ≒ 1.0になるま

で培養した。終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムまたは終濃度 10 mM のアスパラギンを添加し、30 分

培養後の細胞から全細胞抽出液を調製した後、抗 GFP抗体を用いた沈降物中のユビキチンを検出した。

全細胞抽出液 (Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサンプルを用いて、抗ユビキチン抗体 (Ub)、抗GFP抗体、

抗 GAPDH 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。ウェスタンブロットにより得ら

れたユビキチンのシグナル強度を、イメージ解析ソフト (Image J) により算出した。硫酸アンモニウム

添加前における IP 後のユビキチンシグナルを 1.0 とした場合に、それぞれのシグナル強度について相

対値を示した。 
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図 15 Rsp5 の活性に依存した Agp1 の細胞内局在 

BY4741 株または rsp5L733S株に、Agp1-EGFP 発現プラスミド (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1) を導

入し、pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になる

まで培養し、さらに 30 ℃または 38 ℃で 1 時間培養した。その後、終濃度 10 mM のアスパラギン添加

後 1 時間の細胞 (+ Asn) および添加前の細胞 (- Asn) をそれぞれ蛍光顕微鏡で観察した (GFP)。細胞形

態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。それぞれの条件において、Agp1-EGFP を発現する 100 個

の細胞をカウントし、カウントした細胞の総数を 100 %とした場合に細胞膜上で Agp1-EGFP の蛍光を

示す細胞の割合を示した。 
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図 16 Rsp5 の活性に依存した Agp1 のユビキチン化 

BY4741 株または rsp5L733S株に、Agp1-EGFP 発現プラスミド (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1) を導

入し、pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になる

まで培養し、さらに 30 ℃または 38 ℃で 1 時間培養した。その後、終濃度 10 mM のアスパラギン添加

後 30 分間培養後の細胞から全細胞抽出液を調製し、抗 GFP抗体を用いた沈降物中のユビキチンを検出

した。全細胞抽出液 (Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサンプルを用いて、抗ユビキチン抗体 (Ub)、抗 GFP

抗体、抗 GAPDH 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。ウェスタンブロットによ

り得られたユビキチンのシグナル強度を、イメージ解析ソフト (Image J) により算出した。30 ℃で培

養した条件でのアスパラギン添加前にける IP 後のユビキチンシグナルを 1.0 とした場合に、それぞれ

のシグナル強度について相対値を算出した。 
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1-3-2. AZC を用いたスクリーニング系の構築 

 Rsp5 は 14 種類の Art ファミリータンパク質をアダプターとして利用することによ

り、細胞膜上の基質を認識し、ユビキチン化する (129, 179)。しかしながら、Agp1 の

ユビキチン化に必要なアダプタータンパク質は未だ不明である。Agp1 の認識に必要

なアダプタータンパク質を同定するため、まず、プロリンの毒性アナログである AZC

を用いた簡便なスクリーニング系の構築を試みた。AZC は Agp1、Gap1、プロリンパ

ーミアーゼ Put4およびグルタミンパーミアーゼGnp1により細胞内に取り込まれるこ

とが報告されている (206)。これら遺伝子の発現、あるいはタンパク質の細胞内局在

は環境中の窒素源に依存しており、アラントインを窒素源とした培地で酵母を生育さ

せると、Agp1, Gap1 および Put4 は細胞膜上に局在する。また、アンモニウムイオン

の添加により Gap1 と Put4 はエンドサイトーシスにより液胞に移行する (114, 207, 

208)。一方、Gnp1 はアラントインおよびアンモニウムイオンを窒素源とした培地条

件では、発現が抑制されていることが知られている (209)。まずこれらの知見の再現

性を得るため、BY4741株 (WT) に EGFPをC末端側に融合したAgp1、あるいは Gap1, 

Put4 をそれぞれ発現させた。また、Gnp1 の発現レベルを解析するために、C 末端側

に GFP を融合したゲノム由来の Gnp1 を発現させる株を作製した。これらの株を用い

て、アラントインを窒素源とする培地にアンモニウムイオンを添加した時の Agp1, 

Gap1, Put4 および Gnp1 の細胞内局在をそれぞれ解析した (図 17)。その結果、Agp1, 

Gap1 および Put4 はアラントインを窒素源とした場合、細胞膜上に局在した。一方、

アンモニウムイオンの添加により、Gap1 および Put4 はエンドサイトーシスによって

液胞に輸送された。また、Agp1 は予想通り、アンモニウムイオンの添加後も細胞膜

上に残存した。Gnp1 については、アラントインを窒素源とした場合およびアンモニ

ウムイオンを添加した場合でも、GFP のシグナルは観察されなかった。つまり、これ

らの条件では Gnp1 が発現しないことが示唆された。以上の結果から、アラントイン

を窒素源とした培地へのアンモニウムイオンの添加により、AZC の取り込みに関わる

アミノ酸パーミアーゼの中で Agp1 のみが細胞膜に局在することが判明した。 

 上記の結果から、細胞膜に局在する Agp1 依存的な AZC の細胞毒性を評価できるこ

とが示唆された。そこで次に、Agp1 のエンドサイトーシス誘導物質であるアスパラ

ギンが AZC 耐性に及ぼす影響を検討したところ (図 18)、AZC が存在しない場合、ア

スパラギンの添加は酵母の生育に影響を与えなかった。興味深いことに、AZC が存在

する場合、アスパラギンを添加してない培地では酵母の生育が著しく阻害されたのに

対し、アスパラギンの添加培地においては、酵母の生育阻害が部分的に回復した。図

17 の結果と併せて考えると、アスパラギン含有培地では、Agp1 のエンドサイトーシ

スが誘導され、細胞膜上の AZC 取込みが抑制された結果、AZC の毒性が解除された

と考えられた。 

 図 18 の結果が細胞膜に局在する Agp1 に依存するかどうか調べるため、Agp1 を除

くAZCの取り込みに関わる遺伝子の三重欠損 (gap1Δ put4Δ gnp1Δ)およびAZCの取り

込みに関わる全ての遺伝子の欠損 (gap1Δ put4Δ gnp1Δ agp1Δ) が AZC 耐性に及ぼす



41 

 

影響について解析した (図 19)。その結果、AZC が存在しない場合、それぞれの多重

遺伝子欠損は酵母の生育に影響を与えなかった。興味深いことに、AZC が存在する場

合、アスパラギンを添加してない培地では gap1Δ put4Δ gnp1Δ 株の生育が抑制された

のに対し、gap1Δ put4Δ gnp1Δ agp1Δ 株は酵母の生育阻害を部分的に回復した。また、

アスパラギンの添加により、AZC が存在しても gap1Δ put4Δ gnp1Δ 株は gap1Δ put4Δ 

gnp1Δ agp1Δ 株と同程度の生育を示した。この結果から、アスパラギン非含有培地で

は細胞膜に局在する Agp1 依存的に AZC が細胞内に取り込まれ、酵母の生育が抑制さ

れることが明らかになった。また、gap1Δ put4Δ gnp1Δ 株において、アスパラギン含

有培地では Agp1 がアスパラギンに応答してエンドサイトーシスされたため、gap1Δ 

put4Δ gnp1Δ agp1Δ 株と同等の生育を示したことが考えられた。以上の結果から、ア

ラントインを窒素源とした培地にアンモニウムイオンを添加し、AZC を含む培地で酵

母の生育を観察することにより、細胞膜上に局在する Agp1 依存的な AZC の細胞毒性

を評価できることが示された (図 20)。 

 

 

 

図 17 アンモニウムイオンによる Agp1, Gap1, Put4 および Gnp1 の細胞内局在の変化 

Gnp1-GFP 株または BY4741 株に、Agp1-EGFP 発現プラスミド (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1)、

Gap1-EGFP 発現プラスミド  (pAG416-PGDP-GAP1-yEGFP-TCYC1) 、 Put4-EGFP 発現プラスミド 

(pAG416-PGDP-PUT4-yEGFP-TCYC1) をそれぞれ導入し、pRS416 および pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要

求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養し、終濃度 50 mM の硫酸アン

モニウム添加後 75分後の細胞 (+ NH4
+) および添加前の細胞 (- NH4

+) をそれぞれ蛍光顕微鏡で観察し

た (GFP)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。  
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図 18 アスパラギン含有培地を用いた AZC 感受性試験 

BY4741 株 (WT) に pRS416 および pRS415-CgHIS3-MET15 を導入し、栄養要求性を相補した。SD - N 

+ Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養し、終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加した。75

分培養した後、各株の OD を 100 ~ 103倍まで段階希釈し、SD 寒天培地、SD + Asn 寒天培地、1.0 mM AZC

含有 SD 寒天培地、1.0 mM AZC 含有 SD + Asn 寒天培地にそれぞれスポットした。スポット後の寒天培

地を 30 ℃で 2 日間培養した。 

 

 

図 19 細胞膜に局在する Agp1 に依存した AZC 感受性試験 

CAY29 株 (WT)、および gap1Δ put4Δ gnp1Δ 株、gap1Δ put4Δ gnp1Δ agp1Δ株に pRS416 を導入して栄

養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養し、終濃度 50 mM の硫酸

アンモニウムを添加した。75 分培養した後、各株の OD を 100 ~ 103倍まで段階希釈し、SD 寒天培地、

SD + Asn 寒天培地、5.0 mM AZC 含有 SD 寒天培地、5.0 mM AZC 含有 SD + Asn 寒天培地にそれぞれス

ポットした。スポット後の寒天培地を 30 ℃で 2 日間培養した。  
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図 20 AZC の取り込みに関わるアミノ酸パーミアーゼの細胞内局在 

アラントインを窒素源とした培地で培養した細胞にアンモニウムイオンを添加した細胞では、GNP1

遺伝子の発現が抑制され、さらに Gap1 および Put4 がエンドサイトーシスを介して液胞に局在する。

したがって、AZC の取り込みに関わるアミノ酸パーミアーゼの中で、Agp1 のみが細胞膜上に局在する。

上記の条件を用いて、Agp1 依存的な AZC の細胞毒性を評価することが可能である。また、アスパラ

ギンが存在する場合、Agp1のエンドサイトーシスが誘導され、AZC の細胞毒性が緩和される。(Ub; ユ

ビキチン)。 
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1-3-3. Bul1 依存的な Agp1 のユビキチン化を介したエンドサイトーシス 

 1-3-2 に示した結果から、AZC を用いた簡便なスクリーニング系が構築できたと判

断した。そこで、Agp1 のエンドサイトーシスに必要な Rsp5 のアダプタータンパク質

の候補を得るため、野生型株および各 Art ファミリータンパク質をコードする遺伝子

の破壊株を用いて、AZC の有無による生育の違いからアダプタータンパク質の同定を

行った。図 21 に示すように、art5Δ を除くすべての一遺伝子欠損株は AZC が存在し

ない場合、ほとんど生育に差はなかった。また、WT, art1Δ, art2Δ, art3Δ, art4Δ, art6Δ, 

art7Δ, art8Δ, art9Δ, art10Δ, bul2Δ, bul3Δ, spo23Δ 株は、AZC が存在しても、酵母の生育

に影響を及ぼさなかった。なお、培養 2 日後の時点では art5Δ の生育が著しく遅延し

たため、培養 5 日後に改めて観察を行ったところ、AZC が存在する場合でも、酵母が

生育することを確認した。一方、興味深いことに、BUL1 遺伝子の欠損 (bul1Δ) によ

り、AZC を含む培地での酵母の生育が顕著に抑制された。この結果から、Bul1 が Agp1

のエンドサイトーシスに関与することが示唆された。 

 次に、Bul1 がアスパラギンの添加に応答した Agp1 のエンドサイトーシスに必要か

どうか調べるため、アスパラギンを添加した時の Agp1 の細胞内局在を解析した (図

22)。野生型株では、アラントインを単一窒素源する条件において、細胞膜上で GFP

の蛍光シグナルを示す細胞が 90 %の割合で観察され、アスパラギンの添加によりそ

の割合が 13 %に低下した。この結果は、図 13 の結果と一致しており、Agp1 のエン

ドサイトーシスが誘導されたことを示した。一方、BUL1 遺伝子の欠損 (bul1Δ) によ

り、アスパラギンを添加しても 73 %の細胞が細胞膜上で蛍光シグナルを示したこと

から、Agp1 のエンドサイトーシスが抑制されたことが明らかになった。 

 図 22 の結果から、Bul1 が Agp1 のユビキチン化を介したエンドサイトーシスに必

要であることが示唆された。そこで、BUL1 遺伝子の欠損株 (bul1Δ) を用いて、Bul1

を介した Agp1 のユビキチン化について解析したところ (図 23)、WT では、アスパラ

ギンの添加により、ユビキチンシグナルの増大が検出された (14.9 倍)。一方、アスパ

ラギンを添加しても、BUL1 遺伝子の欠損によりユビキチンシグナルの増大が抑制さ

れた (3.6 倍)。以上の結果から、Bul1 は Agp1 のユビキチン化を介したエンドサイト

ーシスに関与することが明らかになった。 

 Bul1 とそのパラログである Bul2 は、膜タンパク質の認識に冗長性があることが知

られており、Gap1 のエンドサイトーシスにおいては、どちらかの遺伝子が欠損して

も Rsp5 による Gap1 のユビキチン化とエンドサイトーシスが誘導される (128, 210)。

しかしながら、上記の結果から、Agp1 のユビキチン化を介したエンドサイトーシス

には Bul1 が唯一のアダプタータンパク質であることが強く示唆された。Agp1 のエン

ドサイトーシスにおける Bul2 の関与を調べるため、BUL1 遺伝子の欠損株 (bul1Δ) に

おける BUL2 遺伝子の過剰発現が AZC 耐性に及ぼす影響について解析した (図 24)。

その結果、AZC が存在しない場合は、酵母の生育にほとんど差を示さなかった。また、

1 mM AZC を含む培地においては、BUL1 遺伝子および BUL2 遺伝子の過剰発現は

bul1Δ 株の生育抑制を回復した。一方、興味深いことに、bul1Δ 株における BUL1 遺伝
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子の過剰発現は 5 mM および 10 mM の AZC を含む培地においても生育が可能であっ

たのに対し、BUL2 遺伝子の過剰発現は、BUL1 遺伝子の過剰発現に比べて酵母の生育

が抑制されることが明らかになった。以上の結果から、Agp1 のエンドサイトーシス

に Bul2 は部分的に関与するが、Bul1 が主要な役割を担うことが示された。 

 

 

 

図 21 アダプタータンパク質の一遺伝子欠損株を用いた AZC 感受性試験 

BY4741 株 (WT)、art1Δ 株、art2Δ 株、art3Δ 株、art4Δ 株、art5Δ 株、art6Δ 株、art7Δ 株、art8Δ 株、

art9Δ 株、art10Δ株、bul1Δ 株、bul2Δ 株、bul3Δ 株、spo23Δ 株に、pRS416 および pRS415-CgHIS3-MET15

を導入し、栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養し、終濃度

50 mM の硫酸アンモニウムを添加した。75 分培養した後、各株の OD を 100 ~ 103倍まで段階希釈し、

SD + Asn 寒天培地および 1 mM AZC 含有 SD + Asn 寒天培地にスポットした。スポット後の寒天培地を

30 ℃で 2 日間、あるいは 5 日間培養した。  
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図 22 Bul1 に依存した Agp1 の細胞内局在 

BY4741 株 (WT) または bul1Δ 株に、Agp1-EGFP 発現プラスミド (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1) 

を導入し、pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0に

なるまで培養し、終濃度 10 mM のアスパラギン添加後 1 時間の細胞 (+ Asn) および添加前の細胞 (- 

Asn) をそれぞれ蛍光顕微鏡で観察した (GFP)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。そ

れぞれの条件において、Agp1-EGFP を発現する 100 個の細胞をカウントし、カウントした細胞の総数

を 100 %とした場合に細胞膜上で Agp1-EGFP の蛍光を示す細胞の割合を示した。 
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図 23 Bul1 に依存した Agp1 のユビキチン化 

BY4741 株 (WT) または bul1Δ 株に、Agp1-EGFP 発現プラスミド (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1) 

を導入し、pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した各株を SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 

1.0 になるまで培養した。終濃度 10 mM のアスパラギンを添加し、30 分培養後の細胞から全細胞抽出

液を調製した後、抗 GFP抗体を用いた沈降物中のユビキチンを検出した。全細胞抽出液 (Lysate) と免

疫沈降後 (IP) のサンプルを用いて、抗ユビキチン抗体 (Ub)、抗 GFP 抗体、抗 GAPDH 抗体を用いた

ウェスタンブロッティングにより検出した。ウェスタンブロットにより得られたユビキチンのシグナ

ル強度を、イメージ解析ソフト (Image J) により算出した。WT のアスパラギン添加前における IP 後

のユビキチンシグナルを 1.0 とした場合に、それぞれのシグナル強度について相対値を算出した。 
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図 24 BUL1 遺伝子または BUL2 遺伝子の過剰発現株を用いた AZC 感受性試験 

BY4741 株 (WT) または bul1Δ 株に、空ベクター (pAG416-PGDP-ccdB-TCYC1)、Bul1 発現プラスミド 

(pAG416-PGDP-BUL1-TCYC1)、Bul2 発現プラスミド  (pAG416-PGDP-BUL2-TCYC1) をそれぞれ導入し、

pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培

養し、終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加した。75 分培養した後、各株の OD を 100 ~ 103倍まで

段階希釈し、SD + Asn 寒天培地および 0.5 mM AZC 含有 SD + Asn 寒天培地にスポットした。スポット

後の寒天培地を 30 ℃で 2 日間培養した。 
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1-4. 考察 

 

Rsp5と Bul1による基質アミノ酸依存的な Agp1のエンドサイトーシス 

 本章では、低親和性広域アミノ酸パーミアーゼ Agp1 のエンドサイトーシスによる

抑制機構について解析を行った。その結果、Agp1 の基質アミノ酸が環境中に過剰に

存在すると、Rsp5 によるユビキチン化を介したエンドサイトーシスが誘導されるこ

とが明らかになった。また、AZC の細胞毒性を指標に、Agp1 のエンドサイトーシス

を評価する実験系を構築し、このエンドサイトーシスに必要なアダプタータンパク質

として Bul1 を同定した。さらに、Agp1 のエンドサイトーシスにおいて、Rsp5 はパラ

ログである Bul2 ではなく、Bul1 を選択的に用いることが明らかになった。 

 以上の結果を踏まえると、Rsp5 と Bul1 による Agp1 のエンドサイトーシス誘導モ

デルが考えられた (図 25)。まず、Agp1 の基質アミノ酸が環境中に存在すると、未知

のメカニズムにより、Rsp5 と Bul1 が活性化されると考えられる。活性化した Bul1

は、Rsp5 を Agp1 にリクルートし、Agp1 のユビキチン化を引き起こす。これにより、

Agp1 のエンドサイトーシスが促進され、細胞膜上から Agp1 が除去される。上記の機

構のように、環境中の基質アミノ酸に応答して Agp1 を細胞膜上から迅速に除去する

ことにより、Agp1 を介した過剰なアミノ酸の取り込みを防いでいることが示唆され

た。 

 

 

図 25 Rsp5 と Bul1 による Agp1 のエンドサイトーシスモデル 

細胞膜上に局在する Agp1 は環境中の基質アミノ酸を細胞内に取り込み、これにより、Rsp5 と Bul1

が活性化される。Rsp5 は、Bul1 との相互作用を介して Agp1 を認識し、ユビキチン化することで Agp1

のエンドサイトーシスを促進させ、Agp1 を細胞膜から迅速に除去する。 
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基質アミノ酸の取り込みとエンドサイトーシス 

 広域アミノ酸パーミアーゼのエンドサイトーシス誘導機構については、Gap1 をモ

デルに解析が進められてきた (126–128)。Gap1 は、アンモニウムイオンのような資化

し易い窒素源が環境中に存在すると、エンドサイトーシスによって細胞膜から除去さ

れる。Agp1 は、アスパラギンやグルタミンを含む全ての中性アミノ酸を細胞内に取

り込むことから、広域アミノ酸パーミアーゼとして定義されている。当初、Gap1 と

同様に、窒素源の資化し易さが Agp1 のエンドサイトーシスを誘導する要素であると

考えていたが、本研究の結果に基づくと、Agp1 の基質アミノ酸がエンドサイトーシ

スを引き起こすことが示された。基質アミノ酸に依存したエンドサイトーシスについ

ては、Can1やMup1をモデルに研究が進められている (14, 15, 130–132, 180, 211, 212)。

これら基質特異的アミノ酸パーミアーゼは、環境中の基質アミノ酸を細胞内に取り込

むことにより、自身の立体構造を Outward-facing (OF) 構造から Inward-facing (IF) 構

造に変化することが知られている。Art ファミリータンパク質は、上記の IF構造への

変化によって細胞質に露出した酸性領域を認識し、Rsp5 によるユビキチン化を介し

たエンドサイトーシスを促進する。Agp1 のエンドサイトーシスが環境中の基質アミ

ノ酸に依存して誘導されたことを踏まえると、おそらく基質の取り込みによって生じ

た Agp1 の構造変化が自身のエンドサイトーシスを制御する要因になっていると推測

される。今後、Agp1 の構造解析や、OF および IF 構造を模した変異体を用いること

で、Agp1 によるアミノ酸の取り込みとエンドサイトーシス制御の関係性が明らかに

なるであろう。 

 一方、Agp1 とは対照的に、プロリン特異的アミノ酸パーミアーゼ Put4 のエンドサ

イトーシスは、アンモニウムイオンの添加によって引き起こされる (207)。また、当

研究室では近年、Put4 の非基質アミノ酸であるアルギニンによって Put4 のエンドサ

イトーシスが誘導されることを見出しており (111)、一部の基質特異的アミノ酸パー

ミアーゼは窒素源の資化し易さによってその局在が制御されている可能性が示され

た。今後、Agp1 や Put4 を含む様々な種類のアミノ酸パーミアーゼについて、エンド

サイトーシスが誘導される条件、およびその分子機構をそれぞれ明らかにすることで、

アミノ酸トランスポーター制御機構の全体像が理解できると思われる。 

 

リン酸化修飾による Artファミリータンパク質の機能制御 

 Art ファミリータンパク質の Bul1 と Bul2 には、基質認識に冗長性があることが知

られている。したがって、どちらかの遺伝子が欠損しても、Gap1 や Dal5 のエンドサ

イトーシスは進行する (128, 207, 210)。しかしながら、今回の解析結果は、Bul1 と Bul2

の役割に違いがあることを示唆している。近年、Art4 と Bul1 依存的に、モノカルボ

キシトランスポーターJen1 のエンドサイトーシスが引き起こされることが報告され

た (213, 214)。Jen1 のエンドサイトーシスにおいては、Bul1 が脱リン酸化されること

から、Bul1 と Bul2 の翻訳後修飾状態の違いがそれぞれの機能を制御することが示唆

された。Bul1 と Bul2 は、TORC1 経路により制御される Npr1 キナーゼおよび Sit4 フ
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ォスファターゼにより、リン酸化あるいは脱リン酸化される (127)。リン酸化状態の

Bul1 と Bul2 は、14-3-3 タンパク質との相互作用を強化する結果、Rsp5 との複合体形

成が阻害される。したがって、Agp1 のエンドサイトーシスにおいて、Bul1 は脱リン

酸化され、Bul2 はリン酸化を維持している状況が作り出され、Rsp5 による Bul1 と

Bul2 の選択性を生み出していることが予想される。また、Art1, Art4, Art8 は Npr1, Snf1, 

PKA によりそれぞれリン酸化されること、あるいは Art6 は Calcineurin により脱リン

酸化されることから (215–217)、それぞれ異なるキナーゼ/フォスファターゼを介して、

Rsp5 によるアダプタータンパク質の選択性が調節されていることも考えられる。今

後、リン酸化酵素および脱リン酸化酵素をコードする遺伝子の一遺伝子欠損株を用い

て、これら変異株における Agp1 の細胞内局在を観察することにより、Agp1 のエンド

サイトーシスに関わる因子を同定できると考えられる。また、Phos-tag 試薬を用いた

ウェスタンブロットなどにより、Bul1 および Bul2 のリン酸化状態の違いについて解

析することが必要である。さらに、このリン酸化状態が Rsp5 との相互作用に及ぼす

影響を共免疫沈降法などで解析することにより、Rsp5 によるアダプタータンパク質

の選択メカニズムが解明できると思われる。 

 

エンドサイトーシスを介して細胞膜タンパク質を制御する意義 

 本研究では、Rsp5 とアダプタータンパク質による基質アミノ酸依存的な Agp1 のエ

ンドサイトーシス調節機構を明らかにした。今後、本エンドサイトーシスの生理学的

意義について調べる必要がある。アミノ酸トランスポーターの多くは、細胞外アミノ

酸の取り込みに冗長性があることから、トランポーターの一遺伝子欠損変異は酵母の

生育に大きな影響を及ぼさない。一方、窒素源が豊富な培地における Lyp1 や Can1 な

どのアミノ酸トランスポーターの過剰発現は、酵母の生育を抑制する (1)。したがっ

て、エンドサイトーシスを介したアミノ酸トランスポーターの抑制機構は、過剰なア

ミノ酸の細胞内への取り込みを防ぐために必要であると推測される。近年当研究室で

は、高親和性広域アミノ酸パーミアーゼ Gnp1 のエンドサイトーシスに欠損が生じる

と、細胞内にアミノ酸が過剰に蓄積し、酵母の生育が抑制されることを見出した (Tira 

未発表データ)。また、細胞内アミノ酸含量の増加は、ミトコンドリアの機能阻害、

アミノ酸代謝の変化あるいは TORC1 の活性化を引き起こすことも報告されている 

(218–220)。今後、なぜ細胞内アミノ酸レベルが厳密に制御されなければならないのか、

その意義を明らかにする研究が必要である。そして、アミノ酸トランスポーターを制

御する生理学的意義の解明と併せて、Rsp5 と Art ファミリータンパク質複合体による

基質タンパク質の選択メカニズムについても明らかになると期待される。 
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第 2章 Rsp5の C2ドメインを介したエンドサイトーシス調節機構 

 

2-1. 序論 

 

 前章で示したように、Rsp5 はエンドサイトーシスの過程において、細胞膜上に局

在する基質タンパク質をユビキチン化し、基質を効率良く細胞膜から取り除く。Rsp5

によるユビキチン化を介したエンドサイトーシスについては、Gap1 を細胞膜タンパ

ク質のモデルに用いて盛んに研究が進められてきた (14, 126–128, 221)。易資化性の窒

素源に応答して、Rsp5 は細胞膜上の Gap1 をユビキチン化し、エンドサイトーシスを

誘導する。Gap1 のユビキチン化において、Rsp5 は WW ドメインを介して Bul1 およ

び Bul2 と相互作用し、Gap1 を認識する。そして、HECT ドメインが有するユビキチ

ンリガーゼ活性により、ユビキチンを Gap1 に転移する。このように、Rsp5 による基

質認識、およびユビキチン化に必要な因子とそれらの相互作用のメカニズムは徐々に

解明されつつあるが、Rsp5 の N 末端側に位置する C2 ドメインの役割は未だ十分に明

らかになっていない。 

 Rsp5 の C2 ドメインは、ドメイン内に存在する 5 つの Lys 残基 

(K44/K45/K75/K77/K78) が生体膜の成分の一つであるリン脂質のフォスファチジル

イノシトールと直接相互作用することが知られている (98)。一方で、Nedd4 において、

C2 ドメインが HECT ドメインと物理的に相互作用することも報告されており (222)、

リン脂質との相互作用だけでなく、より直接的にユビキチンリガーゼ活性の調節に関

与する可能性も考えられる。以上の知見に基づき、本章では、Gap1 を細胞膜タンパ

ク質のモデルとして使用し、Rsp5 における C2 ドメインのエンドサイトーシスでの役

割を解明することを目的として、研究を行った。 
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2-2. 材料と方法 

 

2-2-1. 菌株とプライマー、プラスミド 

2-2-1-1. 菌株 

Saccharomyces cerevisiae 

 使用した菌株を表 5 に示す。Yeast Knock Out Strain Collection は Horizon Discovery

社より購入した。 

 

表 5 本研究で使用した菌株のリスト 

 

 

Escherichia coli 

第 1 章と同様に、遺伝子のサブクローニングおよび ccdB を含むプラスミドのサブク

ローニングに、DH5α 株および DB3.1 株をそれぞれ使用した。 

 

2-2-1-2. プライマー 

 プラスミド構築のために、下記表 6 のプライマーをファスマック社に依頼し、合成

した。 

 

表 6 本研究で使用したプライマーのリスト 

 

 

2-2-1-3. プラスミド 

・pRS313, pRS415, pRS416 (Stratagene 社) 

 YCp型のプラスミド。酵母での選択マーカーとして、pRS313に HIS3遺伝子、pRS415

名称 遺伝子型 由来
BY4741 MATa his3 Δ1  leu2 Δ0  met15 Δ0  ura3 Δ0 Yeast Knockout Strain Collection

rsp5
L733S

BY4741 rsp5
L733S

Nishimura et al ., 2020

rsp5 Δ BY4741 rsp5 Δ::hphNT1 Sasaki and Takagi, 2013

chc1 Δ BY4171 chc1 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

ent2 Δ BY4171 ent2 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

rvs167 Δ BY4171 rvs167 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

名称 配列
C2 domain K44Q Fw ACATCCGCAGCGCAGAAAACGTTAAAT

C2 domain K44Q Rv ATTTAACGTTTTCTGCGCTGCGGATGT

C2 domain K45Q Fw TCCGCAGCGCAGCAAACGTTAAAT

C2 domain K45Q Rv ATTTAACGTTTGCTGCGCTGCGGA

C2 domain K75Q Fw TTTGATCAAAAGCAATTTAAAAAG

C2 domain K75Q Rv CTTTTTAAATTGCTTTTGATCAAA

C2 domain K77Q Fw AAGCAATTTAAACAGAAGGATCAAGGG

C2 domain K77Q Rv CCCTTGATCCTTCTGTTTAAATTGCTT

C2 domain K78Q Fw CAATTTAAACAGCAGGATCAAGGGTTT

C2 domain K78Q Rv AAACCCTTGATCCTGCTGTTTAAATTG
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に LEU2 遺伝子、pRS416 に URA3 遺伝子を含む。セントロメア配列が含まれている

ため、染色体と同様に複製され低コピー数 (1~2 コピー) で、細胞内において安定に

保持される。また、大腸菌の複製起点および選択マーカーとしてアンピシリン耐性遺

伝子を含む。 

 

・pRS313-MET15, pRS415-MET15, pRS416-MET15 

 pRS313, pRS415, pRS416 それぞれに MET15 遺伝子が組み込まれている (114)。 

 

・pRS415-cgHIS3-MET15, pRS416-cgHIS3-MET15 

 pRS415 および pRS416 に、C. glabrata 由来 HIS3 (cgHIS3) 遺伝子と MET15 遺伝子が

組み込まれている (114)。 

 

・pRS-MET15 

 pRS416 上の URA3 遺伝子を MET15 遺伝子に置換している (114)。 

 

・pRS415-RSP5, pRS416-RSP5  

 pRS415 あるいは pRS416 のマルチクローニングサイトに RSP5 遺伝子の ORF およ

びその上下流 500bp の配列が組み込まれている (107)。 

 

・pRS416-RSP5T357A 

 pRS416-RSP5 を鋳型に、QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene 社) に記

載の方法に準じてアミノ酸置換を導入した。pRS416 のマルチクローニングサイトに

RSP5T357A 変異遺伝子の ORF およびその上下流 500bp の配列が組み込まれている 

(107)。 

 

・pRS415-RSP5, pRS416-rsp5C2Δ 

pRS415 あるいは pRS416-RSP5 を鋳型に、QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit 

(Stratagene 社) に記載の方法を利用した Inverse PCR を行い、C2 ドメインを欠失させ

た。pRS416 のマルチクローニングサイトに rsp5C2Δ変異遺伝子の ORF およびその上

下流 500bp の配列が組み込まれている (107)。 

 

・pRS416-RSP5C2Δ/T357A 

pRS416-rsp5C2Δを鋳型に、QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene 社) に

記載の方法に準じてアミノ酸置換を導入した。pRS416 のマルチクローニングサイト

に RSP5C2Δ/T357A変異遺伝子の ORF、およびその上下流 500bp の配列が組み込まれてい

る (107)。 

 

・pRS415-rsp5K44Q 
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・pRS415-rsp5K44/45Q 

・pRS415-rsp5K75Q 

・pRS415-rsp5K75/77/78Q 

・pRS415-rsp5K44/45/75/77/78Q  

 本研究において、pRS415-RSP5 を鋳型に、QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit 

(Stratagene 社) に記載の方法に準じてアミノ酸置換を導入し作製した。pRS415 のマル

チクローニングサイトに rsp5K44Q, rsp5K44/45Q, rsp5K75Q, rsp5K75/77/78Q, rsp55KQ 変異遺伝子

の ORF、およびその上下流 500bp の配列が組み込まれている。 

 

・BG1805 (Horizon Discovery) 

Yeast ORF libraryに含まれるプラスミドの親プラスミド。attB1-ORF-attB2 配列を有

しており、Gateway technology (Thermo Fisher Scientific 社) による相同組換えを利用し

たクローニングにて、BP 酵素を用いた in vitro 組換え反応に用いることができる。ま

た、大腸菌の複製起点および選択マーカーとしてアンピシリン耐性遺伝子を含む。 

 

・BG1805-RVS167 

 Yeast ORF libraryに含まれるプラスミド。attB1-RVS167-attB2 の配列を有している。

また、C 末端にタグを融合するため、遺伝子の終止コドンは除去されている。 

 

・pDONR221 (Invitrogen) 

 Gateway technology (Thermo Fisher Scientific社) による相同組換えを利用したクロー

ニングに使用するプラスミド。attP1-ccdB-CmR-attP2 配列を有しており、BP 酵素を用

いた in vitro 組換え反応に用いることができる。また大腸菌の複製起点および選択マ

ーカーとしてカナマイシン耐性遺伝子を含む。 

 

・pDONR221-RVS167 

 本研究において、BG1805-RVS167 と pDONR221 の BP 酵素を用いた in vitro 組換え

反応により作製した。pDONR221 上の attP1-ccdB-CmR-attP2 配列が attL1-RVS167-attL2

に置換されている。また、C 末端にタグを融合するため、各遺伝子の終止コドンは除

去されている。 

 

・pAG413-PGPD-ccdB-yEGFP-TCYC1 

・pAG415-PGPD-HA-ccdB-TCYC1 

・pAG416-PGPD-ccdB-yEGFP-TCYC1 

Gateway technology (Thermo Fisher Scientific社) を用いたクローニング方法に使用す

る 発 現 用 プ ラ ス ミ ド 。 PGPD-attR1-CmR-ccdB-attR2-yEGFP-TCYC1 お よ び

PGPD-HA-attR1-CmR -ccdB-attR2-TCYC1配列を有しており、LR 酵素を用いた in vitro 組換

え反応に用いることができる。また、大腸菌の複製起点および選択マーカーとしてア
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ンピシリン耐性遺伝子を含む。 

 

・pAG413-PGPD-GAP1-yEGFP-TCYC1 

・pAG416-PGPD-AGP1-yEGFP-TCYC1 

・pAG416-PGPD-GAP1-yEGFP-TCYC1 

・pAG416-PGPD-PUP4-yEGFP-TCYC1 

 GAP1-yEGFP、および AGP1-yEGFP, PUP4-yEGFP融合遺伝子の ORFの上流に TDH3

遺伝子のプロモーター、下流に CYC1 遺伝子のターミネーターが存在しており、恒常

的に高発現を行うことができる (114)。 

 

・pAG415-PGPD-RVS167-HA-TCYC1 

本研究において、pDONR221-RVS167 と pAG415-PGPD-ccdB-HA-TCYC1の LR 酵素を用

いた in vitro組換え反応により作製した。RVS167-HA融合遺伝子のORFの上流に TDH3

遺伝子のプロモーター、下流に CYC1 遺伝子のターミネーターが存在しており、恒常

的に高発現を行うことができる。 

 

2-2-2. 培地 

 YPD 培地、SD + Am培地、SD - N + Allantoin 培地および LB 培地については、第 1

章と同様にして調製した。 

 

・SC 培地 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 0.17 % (FORMEDIUM 社) 

グルコース 2 % (ナカライテスク社) 

硫酸アンモニウム 0.5 % (ナカライテスク社) 

Drop out mix (各種アミノ酸) 0.2 % 

寒天 2 % (必要に応じて添加) (三井製糖社) 

1 N NaOH で pH 6.0 ~ 6.5 に調整 

 

2-2-3. 部位特異変異によるアミノ酸置換の導入 

 pRS415-RSP5 を鋳型として、C2 domain K44Q, C2 domain K45Q, C2 domain K75Q, C2 

domain K77Q, C2 domain K78Q プライマー対 (Fw/Rv) を用いて、QuikChange によっ

て Rsp5 に各々のアミノ酸置換を導入した。ポリメラーゼは KOD Plus Neo (東洋紡社) 

を用いた。PCR 増幅産物を DpnI (NEB 社) により 37 ℃で 1 時間処理した後、DH5α

に導入しサブクローニングを行った。 

 

2-2-4. Gap1-EGFP 融合タンパク質の蛍光顕微鏡観察 

 各株を SD + Am培地で一晩前培養後、細胞を回収し、滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.1

になるように SD - N + Allantoin培地に懸濁し、OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃で振
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盪培養した。硫酸アンモニウムを終濃度 50 mM になるように添加し、30 分振盪培養

した後、観察を行った。HBO 100 Microscope Illuminating System (Carl Zeiss 社製) デジ

タルカメラが付属した蛍光顕微鏡 Axiovert 200M (Carl Zeiss 社製) を用いて、GFP のシ

グナルを検出した (励起波長; 488 nm, 吸収波長; 509 nm)。 

 

2-2-5. Gap1-EGFP および Rvs167-HA 融合タンパク質の免疫沈降 

各株を SD 培地で一晩前培養後、細胞を回収し、滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.2 に

なるように SD - N + Allantoin培地に懸濁し、OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃で振盪

培養した。rsp5L733S株においては、さらに 30 ℃あるいは 38 ℃で 1 時間振盪培養した。

硫酸アンモニウムを終濃度 50 mM になるように添加し、30 分振盪培養した後、細胞

を回収した。回収した細胞を RIPA buffer (50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、150 mM sodium 

chloride、1 % NP-40、0.1 % deoxycholate acid、0.1 % Sodium dodecyl sulfate [SDS]、protease 

inhibitors) に懸濁し、ガラスビーズを加え、マルチビーズショッカーMB601U (安井器

械社製) で破砕した (2,500 rpm、30 秒間 ON、40 秒間 OFF、15 サイクル)。破砕後、

破砕液を遠心分離し (3,000 rpm、2 分間、4 ℃)、ガラスビーズを取り除いた。上清を

回収した後、Bradford 法で総タンパク質量を定量した。上清 (3.0 mg/mL) に 10 μLの

平衡化した抗GFPマグネティックビーズ (免疫生物学研究所社, ClonID: RQ2) あるい

は、抗 HAマグネティックビーズ (免疫生物学研究所社, ClonID: 5D8) を加え、ロー

ターを用いて 2 時間、4 ℃でインキュベートした。ビーズを洗浄バッファー (50 mM 

Tris-HCl [pH 8.0], 150 mM sodium chloride, 10 % glycerol, and 0.1 % NP-40) で 3 回洗浄

し、沈降物に精製水で 1×になるように希釈した 5×SDS sample buffer (250 mM Tris-HCl 

[pH 6.8]、10 % SDS、11.25 % glycerol、25 % 2-mercaptoethanol、0.0625 % bromophenol blue 

[BPB]) を加え、2 分間、95 ℃で煮沸して可溶化した。一方、タンパク質濃度を調整

した後の上清を 40 μL分取し、5×SDS sample buffer を 10 μL加え、2 分間、95 ℃で煮

沸したものを全細胞抽出液とした。 

 

2-2-6. 生育試験 

 各株を SD - N + Allantoin 培地で一晩前培養後、OD600 = 0.1 ~ 0.2 になるように希釈

し、OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃で振盪培養した。培養した各株を集菌し、培養

した培地と同量の滅菌水で洗浄後、OD600 = 1.0 になるように滅菌水で懸濁した。得ら

れた懸濁液を 10 倍ずつ 3 段階 (10 ~ 1,000 倍) に希釈したサンプルを調製し、3 μLず

つ寒天培地上にスポットした。スポット後の寒天培地を 1 ~ 5 日間 30 ℃で培養し、観

察を行った。 

 

2-2-7. Rvs167-HA融合タンパク質と Rsp5 の共免疫沈降 

各株を SD 培地で一晩前培養後、細胞を回収し、滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.2 に

なるように SD - N + Allantoin培地に懸濁し、OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃で振盪

培養した。硫酸アンモニウムを終濃度 50 mM になるように添加し、30 分振盪培養し
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た後、細胞を回収した。回収した細胞を Lysis buffer (25 mM Tris-HCl [pH 7.4]、150 mM 

sodium chloride、10 % glycerol、1.0 % NP-40、protease inhibitors) に懸濁し、ガラスビ

ーズを加え、マルチビーズショッカーMB601U で破砕した (2,500 rpm、30 秒間 ON、

40 秒間 OFF、15 サイクル)。破砕後、破砕液を遠心分離し (3,000 rpm、2 分間、4 ℃)、

ガラスビーズを取り除いた。上清を回収した後、Bradford 法で総タンパク質量を定量

した。上清 (3.0 mg/mL) に 10 μLの平衡化した抗 HAマグネティックビーズ (免疫生

物学研究所社) を加え、ローターを用いて 2 時間、4 ℃でインキュベートした。ビー

ズを洗浄バッファー (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 150 mM sodium chloride, 10 % glycerol, 

and 0.1 % NP-40) で 3 回洗浄し、沈降物に精製水で 1×になるように希釈した 5×SDS 

sample buffer (250 mM Tris-HCl [pH 6.8]、10 % SDS、11.25 % glycerol、25 % 

2-mercaptoethanol、0.0625 % BPB) を加え、2 分間、95 ℃で煮沸して可溶化した。一

方、タンパク質濃度を調整した後の上清を 40 μL分取し、5×SDS sample buffer を 10 μL

加え、2 分間、95 ℃で煮沸したものを全細胞抽出液とした。 

 

2-2-8. シクロヘキシミドを用いた Rvs167-HA 融合タンパク質量の経時的な解析 

各株を SD 培地で一晩前培養後、細胞を回収し、滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.1 に

なるように SD - N + Allantoin培地に懸濁し、OD600 = 0.4 付近になるまで 30 ℃で振盪

培養した。タンパク質の翻訳合成を停止するため、シクロヘキシミドを終濃度 200 

μg/mL になるように添加し、30 分振盪培養した。硫酸アンモニウムを終濃度 50 mM

になるように添加し、30 分振盪培養した後、細胞を回収した。回収した細胞を 10 % 

(v/w) トリクロロ酢酸溶液に懸濁し、ガラスビーズを加え、マルチビーズショッカー

MB601U で破砕した (2,500 rpm、30 秒間 ON、40 秒間 OFF、9 サイクル)。破砕後、

破砕液を遠心分離し (3,000 rpm、2 分間)、ガラスチューブを取り除いた。沈殿物に

SDS sample buffer (0.5 M Tris-HCl [pH 8.0]、2 % SDS、2.25 % glycerol、5 % 

2-mercaptoethanol、0.0125 % BPB)を加え、2分間、95 ℃で煮沸して可溶化した。 

 

2-2-9. ウェスタンブロッティング 

各サンプルを、6 %あるいは、8 %、10 %の SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳

動 (200 V、15 mA/枚、60 ~ 90 分) を行った。泳動後のゲルから転写バッファー (0.58 % 

[w/v] Tris、0.1 % [w/v] SDS、2.9 % [w/v] グリシン、20 % メタノール) で満たしたト

ランスファーユニット (Bio-Rad 社製) を使用して、PVDF メンブレン (Millipore 社) 

にタンパク質を転写した (115 V、400 mA、120 分)。メンブレンを ブロッキングバッ

ファー (1×TBS - T、3 % スキムミルクあるいは 5 % BSA) でブロッキングした (室温、

60 分)。1 次抗体として、Can Get Signal Solution 1 (東洋紡社) で 2,000 倍に希釈した抗

Rsp5ウサギ抗体 (Jon M. Huibregtse博士 [University of Texas at Austin, U. S. A.] より分

譲、10,000 倍に希釈した抗 GAPDH ウサギ抗体 (ClonID: GA1R)、5,000 倍に希釈した

抗ユビキチン (Ub) マウス抗体 (ClonID: 13-1600)、および 5,000 倍希釈した GFP マウ

ス抗体 (ClonID: AVU73901) をそれぞれ用いた。2 次抗体には Can Get Signal Solution 2 
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(東洋紡社) で 2,000 倍に希釈した抗マウス IgG 抗体 (GE Healthcare 社)、Easy blot 抗

マウス IgG 抗体 (Gene Tex 社) および抗ウサギ IgG 抗体 (Promega 社) をそれぞれ用

いた。検出には ECL plus Western blotting Detection System (GE Healthcare 社) を用い、

ルミノメーターLAS-4000 (Fujifilm 社製) で検出した。各バンドのシグナル強度は、

Image J ソフトウェアを用いて測定し、定量化した。 

 

2-2-10. Luciffer Yellow 染色細胞の蛍光顕微鏡観察 

各株を YPD 培地で一晩前培養後、OD600 = 0.05 になるように YPD 培地に懸濁し、

OD600 = 0.1 ~ 0.2 になるまで振盪培養した。各株を集菌し、上清を捨てた後、YPD 培

地 90 μLと Luciffer Yellow 溶液 (40 mg/mL) 10 μLを加え懸濁し、30 ℃で 25 分間静置

培養した。50 mM リン酸ナトリウム緩衝液 pH7.5 (50 mM リン酸二水素ナトリウム、

50 mM リン酸水素ナトリウム、10 mM NaN3、10 mM NaF) 1 mLを加え反応を停止さ

せ、50 mM リン酸ナトリウム緩衝液 pH7.5 で洗浄後、観察を行った。HBO 100 

Microscope Illuminating System (Carl Zeiss社製) デジタルカメラが付属した蛍光顕微鏡

Axiovert 200M (Carl Zeiss 社製) を用いて解析を行った (励起波長; 488 nm, 吸収波長; 

509 nm)。 

 

2-2-11. Rvs167-HA 融合タンパク質の免疫沈降と LC-MS/MS によるユビキチン化部位

の同定 

 Rvs167-HA 発現株を SD 培地で一晩前培養後、細胞を回収し、滅菌水で洗浄した。

OD600 = 0.2 になるように SD - N + Allantoin培地に懸濁し、OD600 = 1.0 付近になるまで

30 ℃で振盪培養した。硫酸アンモニウムを終濃度 50 mM になるように添加し、30 分

振盪培養した後、細胞を回収した。回収した細胞を RIPA buffer (50 mM Tris-HCl [pH 

8.0]、150 mM sodium chloride、1 % NP-40、0.1 % deoxycholate acid、0.1 % Sodium dodecyl 

sulfate [SDS]、protease inhibitors) に懸濁し、ガラスビーズを加え、マルチビーズショ

ッカーMB601U (安井器械社製) で破砕した (2,500 rpm、30 秒間 ON、40 秒間 OFF、

15 サイクル)。破砕後、破砕液を遠心分離し (3,000 rpm、2 分間、4 ℃)、ガラスビー

ズを取り除いた。上清を回収した後、上清に 10 μLの平衡化した抗 HAマグネティッ

クビーズ (免疫生物学研究所社, ClonID: 5D8) を加え、ローターを用いて 2 時間、4 ℃

でインキュベートした。ビーズを洗浄バッファー (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 150 mM 

sodium chloride, 10 % glycerol, and 0.1 % NP-40) で 3 回洗浄した後、純水でさらに 3 回

洗浄した。洗浄したビーズを 200 mM グリシン (pH 2.0) に懸濁した後、上清を回収

し、200 mM Tris-HCl (pH 8.5)を加えて上清を中和した。中和した上清にトリプシン 

(Sigma-Aldrich社) 、およびリシルエンドペプチダーゼ (富士フィルム和光純薬社) を

それぞれ終濃度 4 ng/μL、および 40 ng/μLになるように添加し、一晩、37 ℃でインキ

ュベートした。酵素反応液にギ酸 (富士フィルム和光純薬社) を終濃度 1 % (v/v) にな

るように加え、溶液の pH を 4.0 以下にすることにより酵素反応を停止した後、酸性

溶液を遠心分離し (15,000 rpm、15 分間、4 ℃)、消化酵素を取り除いた。生成したペ



60 

 

プチド断片の濃縮・脱塩は、Solid Phase Extraction (SPE) C-TIP (AMR 社) を用いて実

施した。脱塩処理したペプチド溶液を遠心濃縮機 (Eppendorf社製) にて乾固させた後、

0.1 % ギ酸含有 5 % アセトニトリル溶液を加え可溶化した。 

 ペプチド断片は、移動相に 0.1 % ギ酸含有アセトニトリル/水溶媒を使用した 80 分

間の liner gradient (54 分間の 5–35 % アセトニトリル/水溶媒、8 分の 35–65 % アセト

ニトリル/水溶媒、1 分の 65–95 % アセトニトリル/水溶媒) の条件で、L-Column ODS, 

(0.075x150 mm) (CERI 社製 ) カラムを装着した Advance UHPLC (Michrom 

BioResources 社製) により分離した。ペプチドの分離後、LTQ OrbitrapXL (Thermo 

Fisher Scientific 社製) を用いて、分離したペプチドを 2.0 kV でイオン化し、450 から

1,500 m/z 領域の MS スペクトルを検出した。スペクトル強度が上位 3 番目までのプ

リカーサイオンをそれぞれ MS/MS 解析に使用した。得られたデータは、Mascot ソフ

トウェア (Matrix Science 社製) を使用し、帰属したペプチドに由来するタンパク質の

同定は、NCBIprot 20190324 を用い行った。 

 

2-2-12. その他 

 大腸菌からのプラスミド調製、大腸菌の形質転換、酵母の取り扱いや遺伝子操作お

よび各試薬の調製については、第 1 章と同様にして実施した。 
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2-3. 結果 

 

2-3-1. Rsp5 の C2 ドメインに依存したエンドサイトーシス 

 現在までに、Rsp5 遺伝子の変異によって細胞膜上のアミノ酸パーミアーゼである

Gap1 のエンドサイトーシスが影響を受けると、プロリンの毒性アナログである AZC

の含有培地における生育が変化することが見出されている (107, 114, 223)。そこでま

ず、C2ドメインを欠損した Rsp5変異体 (rsp5C2Δ)を rsp5Δ株にて発現する株を構築し、

AZC 耐性に及ぼす影響を解析した (図 26)。その結果、rsp5C2Δ発現株は、AZC が存在

しない場合では野生型 RSP5 発現株と比較して生育の差を示さなかったのに対し、興

味深いことに、AZC が存在する場合、rsp5C2Δ 発現株の生育は著しく阻害された。こ

の結果から、C2ドメインの欠損によりGap1のエンドサイトーシスが抑制されたため、

AZC が細胞内により多く流入し、増殖が阻害されたことが考えられた。 

 図 26 の結果から、C2 ドメインの欠損が Gap1 のエンドサイトーシスを抑制する可

能性が示された。そこで、アラントインを単一窒素源とする培地に硫酸アンモニウム

を添加した時のGap1の細胞内局在を解析した (図 27, 28)。まず野生型株においては、

難資化性のアラントインを単一窒素源とする場合に Gap1 が主に細胞膜上に局在し、

易資化性のアンモニウムイオンを添加することでエンドサイトーシスが誘導され、

Gap1 が液胞に移行した。一方、rsp5C2Δ 発現株では、アンモニウムイオンの添加に関

わらず、Gap1 の多くはエンドサイトーシスを受けずに細胞膜上に局在した。これら

の結果は、AZC含有培地での生育評価と一致しており、Rsp5はC2ドメインを介して、

Gap1 のエンドサイトーシスを誘導することが示された。 

 次に、C2 ドメインは Gap1 に対して特異的に機能するのか、あるいは幅広い膜タン

パク質に対しても必要なのか検討した。Gap1 以外の膜タンパク質に対するエンドサ

イトーシスへの影響を調べるため、アラントインを単一窒素源とする培地にアンモニ

ウムイオンまたはアスパラギンを添加した時のプロリンパーミアーゼ Put4 および広

域アミノ酸パーミアーゼ Agp1 の細胞内局在をそれぞれ解析した (図 29)。その結果、

野生型株ではアラントインを単一窒素源とする条件において、Put4 および Agp1 は主

に細胞膜上に局在するのに対し、アンモニウムイオンあるいはアスパラギンを添加す

ることでエンドサイトーシスが誘導され、Put4 および Agp1 がそれぞれ液胞に局在移

行した。一方、rsp5C2Δ発現株では、エンドサイトーシスを誘導する窒素源の添加にも

関わらず、Put4 および Agp1 の多くはエンドサイトーシスを受けずに細胞膜上に局在

した。よって Rsp5 は C2 ドメインを介して、Gap1 を含む幅広い細胞膜タンパク質の

エンドサイトーシスに関与することが示された。 

 Rsp5 による Gap1 のユビキチン化は、エンドサイトーシス誘導の引き金となること

が知られている。そこで、Rsp5 の温度感受性変異 (rsp5L733S) 株および rsp5C2Δ発現株

を用いて、Gap1 のユビキチン化レベルを検出した。まず rsp5L733S 株について解析を

行ったところ (図 20)、非制限温度条件下 (30 ℃) では、アンモニウムイオンの添加

により、ユビキチンシグナルの増大が検出された。一方、制限温度条件下 (38 ℃) に
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おいては、アンモニウムイオンの添加によるユビキチン化レベルの増大が抑制された。

この結果から、アンモニウムイオンの添加により生じる Gap1 のユビキチン化は、Rsp5

の活性に依存していることが確認された。興味深いことに、今回の解析対象である

C2 ドメイン欠損株においては (図 31)、アンモニウムイオンの添加により、野生型

RSP5 発現株と同程度のユビキチンシグナルの増大が検出された。以上の結果から、

C2ドメインはGap1のユビキチン化とは異なるメカニズムでエンドサイトーシスに関

与することが示唆された。 

 これまでに、Rsp5 の C2 ドメインを欠損することで細胞膜を透過しない蛍光試薬で

ある Luciffer Yellow の細胞内への取込みが減少することが報告されている (125)。培

地中に含まれる Luciffer Yellow の細胞内への取り込みは、液相エンドサイトーシスに

より行われるため、C2 ドメインの欠損が液相エンドサイトーシスを抑制すると考え

られている。そこで、本研究においても C2 ドメインの欠損が Lucifer Yellow の細胞内

への取り込みに及ぼす影響を解析したところ (図 32, 33)、野生型 RSP5 発現株では、

液胞で蛍光シグナルを示す細胞の割合が 95 %と高い割合を示した。一方、rsp5C2Δ発

現株ではその割合が 65 %程度であり、野生型 RSP5 発現株と比較して Luciffer Yellow

の細胞内への取り込みが部分的に減少した。このことから、Rsp5 は、C2 ドメインを

介して液相エンドサイトーシスの調節に関わることが示唆された。 
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図 26 C2 ドメイン欠損株を用いた AZC 感受性試験 

rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5C2Δ変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現プラスミドを導入

し、pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した各株を OD600 ≒ 1.0 になるまで SD - N + Allantoin

培地において 30 ℃で培養した。各株の OD を 100 ~ 103倍まで段階希釈し、SD 寒天培地および 0.5 mM 

AZC 含有 SD 寒天培地にスポットした。スポット後の寒天培地を 25 ℃で 72 時間培養した。 

 

 

 

 

図 27 C2 ドメイン欠損株における Gap1 の細胞内局在 

rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5C2Δ変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現プラスミドを導入

した株に、Gap1-EGFP 発現プラスミド (pAG413-PGDP-GAP1-yEGFP-TCYC1) を導入し、pRS313-MET15

で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養し、終濃度 50 mM の

硫酸アンモニウム添加後 1 時間の細胞 (+ NH4
+) および添加前の細胞 (- NH4

+) をそれぞれ蛍光顕微鏡

で観察した (GFP)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。  
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図 28 C2 ドメイン欠損株における Gap1 の細胞内局在に関する定量的解析 

野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5C2Δ 変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現株のそれぞれについて、

Gap1-EGFP を発現する 100 個の細胞をカウントし、細胞内局在を細胞膜、液胞に分類した。各株とも

独立に 3 クローンを用いて同様の実験を行い、カウントした細胞の総数を 100 %とした場合に Gap1 の

各局在パターンを示す細胞が占める割合の平均値を示した。エラーバーとして 3 回の標準誤差を用い

た。*p < 0.05 versus + WT (two-way ANOVA with Turkey’s test)。 
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図 29 C2 ドメイン欠損株における Put4 および Agp1 の細胞内局在 

rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS415-RSP5) および rsp5C2Δ変異 (pRS415-rsp5C2Δ) 発現プラスミドを導入

し た 株 に 、 空 ベ ク タ ー  (pAG416-PGDP-ccdB-yEGFP-TCYC1) 、 Put4-EGFP 発 現 プ ラ ス ミ ド 

(pAG416-PGDP-PUT4-yEGFP-TCYC1)、Agp1-EGFP 発現プラスミド (pAG416-PGDP-AGP1-yEGFP-TCYC1) を

それぞれ導入し、pRS313-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 にな

るまで培養し、終濃度50 mMの硫酸アンモニウム添加後 1時間の細胞 (+ NH4
+) および添加前の細胞 (- 

NH4
+)、または終濃度 10 mM のアスパラギン添加後 1時間の細胞 (+ Asn) および添加前の細胞 (- Asn) 

をそれぞれ蛍光顕微鏡で観察した (GFP)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。 
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図 30 Rsp5 の活性に依存した Gap1 のユビキチン化 

rsp5L733S株にGap1-GFP発現プラスミド (pAG413-PGDP-GAP1-yEGFP-TCYC1) を導入し、pRS313-MET15

で栄養要求性を相補した各株を SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養した。さらに

30 ℃または 38 ℃で 1 時間培養した後、終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加後 30 分間培養後の細

胞から全細胞抽出液を調製し、抗 GFP抗体を用いた沈降物中のユビキチンを検出した。全細胞抽出液 

(Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサンプルを用いて、抗ユビキチン抗体 (Ub)、抗 GFP 抗体、抗 GAPDH

抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。ウェスタンブロットにより得られたユビキ

チンのシグナル強度を、イメージ解析ソフト (Image J) により算出た。30 ℃で培養した条件での硫酸

アンモニウム添加前における IP 後のユビキチンシグナルを 1.0 とした場合に、それぞれのシグナル強

度について相対値を算出した。 
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図 31 C2 ドメイン欠損株における Gap1 のユビキチン化 

rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5C2Δ変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現プラスミドを導入

した株に、空ベクター  (pAG413-PGDP-ccdB-yEGFP-TCYC1) または Gap1-GFP 発現プラスミド 

(pAG413-PGDP-GAP1-yEGFP-TCYC1) を導入し、pRS313-MET15 で栄養要求性を相補した各株を SD - N + 

Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0になるまで培養した。終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加後 30 分

間培養後の細胞から全細胞抽出液を調製し、抗 GFP抗体を用いた沈降物中のユビキチンを検出した。

全細胞抽出液 (Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサンプルを用いて、抗ユビキチン抗体 (Ub)、抗GFP抗体、

抗 Rsp5 抗体、抗 GAPDH抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。ウェスタンブロッ

トにより得られたユビキチンのシグナル強度を、イメージ解析ソフト (Image J) により算出した。野生

型 RSP5 発現株の硫酸アンモニウム添加前における IP 後のユビキチンシグナルを 1.0 とした場合に、

それぞれのシグナル強度について相対値を算出した。 
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図 32 C2 ドメイン欠損株における液相エンドサイトーシス 

rsp5Δ株に野生型RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5ΔC2変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現プラスミドを導入

した株をYPD培地でOD600 ≒ 0.1 ~ 0.2になるまで培養し、終濃度4 mg/mLのLucifer Yellowを添加し、

25 分後の細胞を蛍光顕微鏡で観察した (LY)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。 

 

 

 

図 33 C2 ドメイン欠損株における液相エンドサイトーシスに関する定量的解析 

野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5C2Δ変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現株のそれぞれにおいて、Lucifer 

Yellow で染色した約 200 細胞の中で蛍光シグナルを液胞で示す細胞をカウントした。カウントした細

胞の総数を 100 %とした場合に Lucifer Yellowの各蛍光パターンを示す細胞が占める割合の平均値を示

した。エラーバーとして 30 回の標準誤差を用いた。*p < 0.05 versus + WT (two-way ANOVA with Turkey’s 

test)。  
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2-3-2. Rsp5 の C2 ドメインにおけるフォスファチジルイノシトール結合能を介したエ

ンドサイトーシス 

 現在までに、Rsp5 の C2 ドメインが生体膜の成分の一つであるリン脂質と相互作用

すること、およびタンパク質と相互作用することが報告されている (98)。Gap1 のエ

ンドサイトーシスにおける C2 ドメインの役割を明らかにするため、C2 ドメイン内に

存在する 5 つの Lys 残基 (K44/K45/K75/K77/K78) を Gln に置換することで、C2 ドメ

インによるフォスファチジルイノシトール結合能を欠損させた変異型 RSP5 

(rsp5K44/45/75/77/78Q) を rsp5Δ 株において発現する株を作製した。また、5 つの Lys 残基

の内いくつかを Gln に置換した株も併せて作製し (rsp5K44/45Q, rsp5K75/77/78Q)、これらの

変異が AZC 耐性に及ぼす影響について解析した (図 34)。これらの変異型 RSP5 発現

株は、AZC が存在しない場合ではほとんど生育の差を示さなかった。一方、0.5 mM 

AZC が含まれる条件においては、rsp5K44/45Q発現株は野生型 RSP5 発現株とほぼ同程

度あるいは部分的な生育阻害を示したが、rsp5K75/77/78Q および rsp5K44/45/75/77/78Q 発現株

の生育は著しく阻害され、rsp5C2Δ発現株と同様の表現型を示した。より低濃度の AZC

が存在する培地においては、rsp5K75/77/78Q発現株は rsp5C2Δ発現株よりも良好な生育を

示したが、野生型 RSP5 発現株や、その他の変異株と比べて顕著な生育遅延を示した。

以上の結果から、C2 ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能を失うと、Gap1

のエンドサイトーシスが抑制されたため、AZC が細胞内により多く流入し、増殖が阻

害されたのではないかと考えられた。また、フォスファチジルイノシトール結合能に

必要であることが報告されていた 5つのLys残基の内、3つのLys残基 (K75, K77, K78) 

が重要な役割を果たすことが明らかになった。 

 図 34 の結果から、Rsp5 の C2 ドメインによるフォスファチジルイノシトール結合

能が、Gap1 のエンドサイトーシスに必要であることが示唆された。そこで、アラン

トインを単一窒素源とする培地に硫酸アンモニウムを添加した条件における、Gap1

の細胞内局在を解析した (図 35, 36)。その結果、rsp5K44/45Q 発現株ではアンモニウム

イオンの添加後に Gap1 が液胞に局在しており、その程度も野生型 RSP5 発現株とほ

ぼ同等であったことから、これらの変異は、Gap1 のエンドサイトーシスに影響しな

いことが示された。一方、rsp5K75/77/78Q および rsp5K44/45/75/77/78Q 発現株においてはアン

モニウムイオンの添加後でさえも Gap1 は細胞膜上に局在しており、rsp5C2Δ発現株の

表現型と酷似していたことから、Gap1 のエンドサイトーシスに欠損が生じたことが

明らかになった。この結果は、AZC 含有培地での生育評価と一致しており、Rsp5 は

C2 ドメインによるフォスファチジルイノシトールとの結合を介して、Gap1 のエンド

サイトーシスを制御していることが示された。 

 次に、C2 ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能の欠損が、Lucifer Yellow

の細胞内への取り込みに及ぼす影響について解析した  (図 37, 38)。その結果、

rsp5K44/45Q発現株では液胞で蛍光シグナルを示す細胞の割合が約 90 %程度であり、野

生型 RSP5 発現株と同程度の割合を示した。一方、rsp5K75/77/78Qおよび rsp5K44/45/75/77/78Q

発現株においては、その割合がそれぞれ約 75 %あるいは約 60 %であり、野生型 RSP5
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発現株と比較して Luciffer Yellow の細胞内への取り込みが部分的に減少した。この傾

向は、rsp5C2Δ発現株とほぼ同程度であったことから、Rsp5 は C2 ドメインによるフォ

スファチジルイノシトールとの結合を介して液相エンドサイトーシスの調節に関わ

ることが示唆された。 

 

 

 

 

図 34 C2 ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能欠損株を用いた AZC 感受性試験 

 rsp5Δ株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5)、rsp5C2Δ変異 (pRS416-rsp5C2Δ)、rsp5K44Q変異 (pRS415-rsp5K44Q)、

rsp5K44/45Q 変 異  (pRS415-rsp5K44/45Q) 、 rsp5K75Q 変 異  (pRS415-rsp5K75Q) 、 rsp5K75/77/78Q 変 異 

(pRS415-rsp5K75/77/778Q)、rsp5K44/45/75/77/78Q変異 (pRS415-rsp5K44/45/75/77/78Q) 発現プラスミドをそれぞれ導入

し、pRS415-CgHIS3-MET15または pRS416-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した各株を OD600 ≒ 1.0

になるまでSD - N + Allantoin培地において30 ℃で培養した。各株のODを100 ~ 103倍まで段階希釈し、

SD 寒天培地および 0.5 mM AZC 含有 SD 寒天培地にスポットした。スポット後の寒天培地を 25 ℃で

72 時間培養した。 
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図 35 C2 ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能欠損株における 

Gap1 の細胞内局在 

rsp5Δ 株に rsp5K44Q 変異  (pRS415-rsp5K44Q)、 rsp5K44/45Q 変異  (pRS415-rsp5K44/45Q)、 rsp5K75Q 変異

(pRS415-rsp5K75Q)、 rsp5K75/77/78Q 変異  (pRS415-rsp5K75/77/778Q)、 rsp5 K44/45/75/77/778Q 変異  (pRS415-rsp5 

K44/45/75/77/778Q) 発現プラスミドをそれぞれ導入した株に、 Gap1-EGFP 発現プラスミド 

(pAG413-PGDP-GAP1-yEGFP-TCYC1) を導入し、pRS416-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + 

Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0になるまで培養し、終濃度 50 mM の硫酸アンモニウム添加後 1 時間の細

胞 (+ NH4
+) および添加前の細胞 (- NH4

+) をそれぞれ蛍光顕微鏡で観察した (GFP)。細胞形態は微分

干渉観察によるものを示す (DIC)。  
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図 36 C2 ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能欠損株における 

Gap1 の細胞内局在に関する定量的解析 

各変異型 RSP5 発現株について、Gap1-EGFP を発現する 100 個の細胞をカウントし細胞内局在を細

胞膜、液胞に分類した。各株とも独立に 3 クローンを用いて同様の実験を行い、カウントした細胞の

総数を 100 %とした場合に Gap1 の各局在パターンを示す細胞が占める割合の平均値を示した。エラー

バーとして 3 回の標準誤差を用いた。*p < 0.05 (Student’s t-test)。 
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図 37 C2 ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能欠損株における 

液相エンドサイトーシス 

rsp5Δ 株に rsp5K44Q 変異  (pRS415-rsp5K44Q)、 rsp5K44/45Q 変異  (pRS415-rsp5K44/45Q)、 rsp5K75Q 変異 

(pRS415-rsp5K75Q) 、 rsp5K75/77/78Q 変 異  (pRS415-rsp5K75/77/778Q) 、 rsp5K44/45/75/77/778Q 変 異 

(pRS415-rsp5K44/45/75/77/778Q) 発現プラスミドをそれぞれ導入した株をYPD培地でOD600 ≒ 0.1~0.2にな

るまで培養し、終濃度4 mg/mLのLucifer Yellowを添加し、25分後の細胞を蛍光顕微鏡で観察した (LY)。

細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。 

  



74 

 

 

 

図 38 C2 ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能欠損株における 

液相エンドサイトーシスに関する定量的解析 

各変異型 RSP5 発現株について、Lucifer Yellow で染色した約 200 細胞の中で蛍光シグナルを液胞で

示す細胞をカウントした。カウントした細胞の総数を 100 %とした場合に Lucifer Yellowの各蛍光パタ

ーンを示す細胞が占める割合の平均値を示した。エラーバーとして 30回の標準誤差を用いた。*p < 0.05 

versus + WT (two-way ANOVA with Turkey’s test)。 
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2-3-3. アダプタータンパク質と独立した C2 ドメインを介したエンドサイトーシス 

 先行研究において、RSP5T357A変異により、アダプタータンパク質の Bul2 との相互

作用が強化され、Gap1 が恒常的に液胞へ輸送される結果、AZC に対する耐性が上昇

することが報告されている (107, 114)。もし、C2 ドメインがアダプタータンパク質と

の相互作用を介した Gap1 の認識に関与しないのであれば、C2 ドメインを欠損しても

RSP5T357A 変異による恒常的な液胞輸送も阻害されないことが推測された。そこで、

RSP5T357Aの C2 ドメインを欠損した変異型 RSP5 (rsp5C2Δ/T357A) を rsp5Δ 株において発

現する株を構築し、AZC 耐性に及ぼす影響について解析した。先行研究で報告された

ように、RSP5T357A発現株では、AZCが存在する場合でも良好な生育を示した (図 39)。

興味深いことに、rsp5C2Δ発現株は AZC 含有培地で顕著な生育阻害を示したのに対し、

RSP5T357A発現株におけるC2ドメインの欠損は生育にほとんど影響を及ぼさなかった。

この結果から、C2 ドメインの欠損は RSP5T357A発現株における Gap1 の恒常的な液胞

輸送には影響を及ぼさない可能性が考えられた。 

 そこで次に、アラントインを単一窒素源とする培地に硫酸アンモニウムを添加した

条件における Gap1 の細胞内局在を解析した。先行研究により、RSP5T357A株では、ア

ラントインを窒素源とする培地においても、Gap1 が恒常的に液胞に局在することが

報告されている (107, 114)。本研究においても、RSP5T357A発現株ではアラントインを

単一窒素源とする場合において、Gap1 が液胞に局在していた。RSP5C2Δ/T357A発現株も

同様に、アラントインを含む条件にて Gap1 の液胞輸送が誘導されており、RSP5T357A

発現株と同様に Gap1 が液胞に局在した (図 40, 41)。したがって、AZC 含有培地での

生育評価と一致して、RSP5T357A発現株の C2 ドメインを欠損しても、Gap1 の恒常的

な液胞輸送には影響を及ぼさないことが明らかとなった。 

 次に、C2 ドメインの欠損が RSP5T357A発現株における液相エンドサイトーシスに及

ぼす影響を解析した (図 42, 43)。その結果、RSP5T357A発現株では液胞で蛍光シグナル

を示す細胞の割合が約 85 %であり、野生型 RSP5 発現株とその割合がほとんど同じで

あったことから、RSP5T357A変異は液相エンドサイトーシス全体に対しては明確な効果

を及ぼさないことが明らかになった。興味深いことに、野生型 RSP5 発現株および

RSP5T357A発現株のいずれにおいても C2 ドメインの欠損により、液胞での蛍光シグナ

ルを示す細胞の割合が約 65 %となり、部分的な減少を示した。以上の結果から、

RSP5T357A発現株における C2 ドメインの欠損により、Gap1 の液胞輸送は影響を受け

ないにも関わらず、液相エンドサイトーシスが部分的に抑制されることが明らかにな

った。このことから、C2 ドメインは、Gap1 の認識とは異なる何らかのエンドサイト

ーシスの過程で働く可能性が強く示された。 
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図 39 RSP5C2Δ/357A株を用いた AZC 感受性試験 

 rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 、 rsp5C2Δ 変異  (pRS416-rsp5C2Δ) 、 RSP5T357A 変異 

(pRS416-RSP5T357A)、RSP5C2Δ/T357A 変異 (pRS416-RSP5C2Δ/T357A) 発現プラスミドをそれぞれ導入し、

pRS415-CgHIS3-MET15で栄養要求性を相補した各株をOD600 ≒ 1.0になるまで SD - N + Allantoin培地

において 30 ℃で培養した。各株の OD を 100 ~ 103倍まで段階希釈し、SD 寒天培地および 0.5 mM AZC

含有 SD 寒天培地にスポットした。スポット後の寒天培地を 25 ℃で 72 時間培養した。 

 

 

 

図 40 RSP5C2Δ/357A株における Gap1 の細胞内局在 

Δrsp5 株 に 野 生 型 RSP5 (pRS416-RSP5) 、 rsp5C2Δ 変 異  (pRS416-rsp5C2Δ) 、 RSP5T357A 変 異 

(pRS416-RSP5T357A)、RSP5C2Δ/T357A変異 (pRS416-RSP5C2Δ/T357A) 発現プラスミドをそれぞれ導入した株に、

Gap1-EGFP 発現プラスミド (pAG413-PGD-GAP1-yEGFP-TCYC1) を導入し、pRS313-MET15 で栄養要求性

を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養し、終濃度 50 mM の硫酸アンモニ

ウム添加後 1 時間の細胞 (+ NH4
+) および添加前の細胞 (- NH4

+) をそれぞれ蛍光顕微鏡で観察した 

(GFP)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。   



77 

 

 

 

 

 

図 41 RSP5C2Δ/357A株における Gap1 の細胞内局在に関する定量的解析 

RSP5T357A変異 (pRS416-RSP5T357A) およびRSP5C2Δ/T357A変異 (pRS416-RSP5C2Δ/T357A) 発現株について、

Gap1-EGFP を発現する 100 個の細胞をカウントし、細胞内局在を細胞膜、液胞に分類した。各株とも

独立に 3 クローンを用いて同様の実験を行い、カウントした細胞の総数を 100 %とした場合に Gap1 の

各局在パターンを示す細胞が占める割合の平均値を示した。エラーバーとして 3 回の標準誤差を用い

た。*p < 0.05 (Student’s t-test)。 

  



78 

 

 

 

図 42 RSP5C2Δ/357A株における液相エンドサイトーシス 

rsp5Δ 株 に 野 生 型 RSP5 (pRS416-RSP5) 、 rsp5C2Δ 変 異  (pRS416-rsp5C2Δ) 、 RSP5T357A 変 異 

(pRS416-RSP5T357A)、RSP5C2Δ/T357A変異 (pRS416-RSP5C2Δ/T357A) 発現プラスミドをそれぞれ導入した株を

YPD 培地で OD600 ≒ 0.1 ~ 0.2 になるまで培養し、終濃度 4 mg/ml の Lucifer Yellowを添加し、25 分後

の細胞を蛍光顕微鏡で観察した (LY)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。 

 

 

図 43 RSP5C2Δ/357A株における液相エンドサイトーシスに関する定量的解析 

RSP5T357A変異 (pRS416-RSP5T357A) およびRSP5C2Δ/T357A変異 (pRS416-RSP5C2Δ/T357A) 発現株において、

Lucifer Yellowで染色した約 200細胞の中で蛍光シグナルを液胞で示す細胞をカウントした。カウント

した細胞の総数を 100 %とした場合に Lucifer Yellowの各蛍光パターンを示す細胞が占める割合の平均

値を示した。エラーバーとして 20 回の標準誤差を用いた。*p < 0.05 versus + RSP5T357A (two-way ANOVA 

with Turkey’s test)。  
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2-3-4. エンドサイトーシス関連タンパク質のRvs167を介したGap1および液相エンド

サイトーシス 

 上記 2-3-3 の結果から、C2 ドメインは、Gap1 の認識とは異なる何らかのエンドサ

イトーシスの過程で働く可能性が示された。先行研究において、Rsp5 がエンドサイ

トーシス関連タンパク質である Chc1, Ent2 および Rvs167 と相互作用することが報告

されている (115, 141, 142)。C2 ドメインが Gap1 の基質認識に関わらないのであれば、

これらのタンパク質を介してエンドサイトーシスの調節に関与することが推測され

た。そこで、CHC1, ENT2 および RVS167 遺伝子の各単独破壊株を用いて、AZC 含有

培地における生育への影響、Gap1-EGFP の細胞内局在への影響、液相エンドサイトー

シスへの影響をそれぞれ解析し、Rsp5 が C2 ドメイン依存的に調節するエンドサイト

ーシス関連タンパク質の候補遺伝子の取得を試みた。まず、AZC 含有培地における生

育を評価したところ (図 44)、これらの一遺伝子欠損株は AZC が存在しない場合では

ほとんど生育の差を示さなかった。また、AZC を含む条件においては、CHC1 遺伝子

および ENT2 遺伝子の単独破壊株 (chc1Δ, ent2Δ) は野生型 RSP5 発現株に比べてわず

かに生育が阻害された。一方、RVS167 遺伝子の単独破壊株 (rvs167Δ) は、野生型 RSP5

発現株に比べて生育が著しく阻害され、rsp5C2Δ発現株と同様の表現型を示した。この

結果から、RVS167遺伝子の欠損によりGap1のエンドサイトーシスが抑制されたため、

AZC が細胞内により多く流入し、増殖が阻害されたのではないかと考えられた。 

 図 44 の結果から、RVS167 遺伝子の欠損が Gap1 のエンドサイトーシスに必要であ

ることが示唆された。そこで、アラントインを単一窒素源とする培地に硫酸アンモニ

ウムを添加した時の Gap1 の細胞内局在を解析したところ (図 45, 46)、chc1Δ 株およ

び ent2Δ 株ではアンモニウムイオン添加後に Gap1 が液胞に局在しており、その程度

は野生型 RSP5 発現株とほぼ同等であった。この結果から、これらの変異株において

は、アンモニウムイオンの添加により Gap1 のエンドサイトーシスが誘導されること

が示された。一方、rvs167Δ 株ではアンモニウムイオン添加後でさえも Gap1 は細胞膜

上に局在しており、rsp5C2Δ 発現株の表現型と酷似していたことから、Gap1 のエンド

サイトーシスが抑制されたことが明らかになった。したがって、AZC 含有培地での生

育評価と一致して、Rvs167はGap1のエンドサイトーシスを調節することが示された。 

 次に、各遺伝子の単独破壊株における Luciffer Yellow の細胞内への取込みを解析し

たところ (図 47, 48)、ent2Δ 株では液胞で蛍光シグナルを示す細胞の割合が約 90 %で

あり、野生型 RSP5 発現株と比較してその割合が同程度であった。この結果から、Ent2

は液相エンドサイトーシス全体に対しては明確な効果を及ぼさないことが明らかに

なった。一方、CHC1 遺伝子の単独破壊 (chc1Δ) により、液胞での蛍光シグナルを示

す細胞の割合は約 65 %となり、部分的な減少を示した。さらに、rvs167Δ 株ではその

割合は約 15 %となり、液相エンドサイトーシスが顕著に阻害された。以上の結果か

ら、RVS167 遺伝子の一遺伝子欠損により、C2 ドメインの欠損変異と同様に、Gap1

のエンドサイトーシスおよび液相エンドサイトーシスの両方に欠損が生じることが

明らかになった。このことから、Rvs167 は C2 ドメインと同様のエンドサイトーシス
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の過程で働く可能性が示された。 

 

 

 

図 44 CHC1、ENT2、RVS167 遺伝子の各単独欠損株を用いた AZC 感受性試験 

 rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5C2Δ変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現プラスミドを導入

し、pRS415-CgHIS3-MET15 で栄養要求性を相補した各株、chc1Δ 株、 ent2Δ 株、rvs167Δ 株の栄養要

求性を pRS416, pRS415-CgHIS3-MET15で相補した各株を OD600 ≒ 1.0になるまで SD - N + Allantoin培

地において 30 ℃で培養した。各株のODを 100 ~ 103倍まで段階希釈し、SD寒天培地および 0.5 mM AZC

含有 SD 寒天培地にスポットした。スポット後の寒天培地を 25 ℃で 72 時間培養した。 
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図 45 CHC1、ENT2、RVS167 遺伝子の各単独欠損株における Gap1 の細胞内局在 

 rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 発現プラスミドを導入した株、chc1Δ、ent2Δ、rvs167Δ に

pRS416 をそれぞれ導入した各株に、Gap1-EGFP 発現プラスミド (pAG413-PGDP-GAP1-yEGFP-TCYC1) を

導入し、pRS313-MET15 で栄養要求性を相補した。SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になるまで培

養し、終濃度 50 mM の硫酸アンモニウム添加後 1 時間の細胞 (+ NH4
+) および添加前の細胞 (- NH4

+) 

をそれぞれ蛍光顕微鏡で観察した (GFP)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。 
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図 46 CHC1、ENT2、RVS167 遺伝子の各単独欠損株における 

Gap1 の細胞内局在に関する定量的解析 

野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 発現株、chc1Δ 株、ent2Δ 株、rvs167Δ 株のそれぞれについて、Gap1-EGFP

を発現する 100 個の細胞をカウントし、細胞内局在を細胞膜、液胞に分類した。各株とも独立に 3 ク

ローンを用いて同様の実験を行い、カウントした細胞の総数を 100 %とした場合に Gap1 の各局在パタ

ーンを示す細胞が占める割合の平均値を示した。エラーバーとして 3 回の標準誤差を用いた。*p < 0.05 

(Student’s t-test)。 
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図 47 CHC1、ENT2、および RVS167 遺伝子の単独欠損株における液相エンドサイトーシス 

 rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 発現プラスミドを導入した株、および chc1Δ, ent2Δ, rvs167Δ

各株を YPD 培地で OD600 ≒ 0.1 ~ 0.2 になるまで培養し、終濃度 4 mg/ml の Lucifer Yellowを添加し、

25 分後の細胞を蛍光顕微鏡で観察した (LY)。細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。 
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図 48 CHC1、ENT2、RVS167 遺伝子の各単独欠損株における 

液相エンドサイトーシスに関する定量的解析 

野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 発現株、chc1Δ、ent2Δ、rvs167Δ 各株それぞれにおいて、Lucifer Yellow

で染色した約 200 細胞の中で蛍光シグナルを液胞で示す細胞をカウントした。カウントした細胞の総

数を 100 %とした場合に Lucifer Yellowの各蛍光パターンを示す細胞が占める割合の平均値を示した。

エラーバーとして 25回の標準誤差を用いた。*p < 0.05 versus + WT (two-way ANOVA with Turkey’s test)。 
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2-3-5. Rsp5 における C2 ドメインの機能を介した Rvs167 のユビキチン化 

 上記 2-3-4 の結果から、Rvs167 は Rsp5 の C2 ドメインと同様のエンドサイトーシス

の過程で働く可能性が示された。もし、Rsp5 が C2 ドメインを介して Rvs167 を制御

することにより、エンドサイトーシスを調節するのであれば、C2 ドメインの欠損に

より Rvs167 との相互作用が抑制されることが推測された。そこで、Rsp5 における C2

ドメインの欠損が Rvs167 との相互作用に及ぼす影響を解析したところ (図 49)、野生

型 RSP5 発現株ではアンモニウムイオンの添加に関わらず Rsp5 が検出された。この結

果から、窒素源の変化に関わらず、Rsp5 は Rv167 と相互作用することが示された。

一方、興味深いことに、rsp5C2Δ発現株では Rsp5 が検出されなかったことから、Rsp5

における C2 ドメインは Rvs167 との相互作用に必要であることが明らかになった。 

 これまでに、in vitro 条件で Rsp5 が Rvs167 をユビキチン化することが報告されてい

る (115)。まず、Rvs167 のユビキチン化が in vivo 条件においても生じるのか調べるた

め、温度感受性変異 (rsp5L773S) 株を用いて、Rvs167 のユビキチン化レベルを検出し

た (図 50)。その結果、非制限温度条件下 (30 ℃) では、アンモニウムイオンの添加

により Rvs167 におけるユビキチンシグナルの増大が検出された。一方、制限温度条

件下 (38 ℃) においては、アンモニウムイオンを添加しても、そのユビキチンシグナ

ルの増大は検出されなかった。この結果から、アンモニウムイオンの添加により生じ

る Rvs167 のユビキチン化は、Rsp5 の活性に依存していることが確認できた。 

 図 50 の結果から、アンモニウムイオンに応答して、Rsp5 が Rvs167 をユビキチン

化することが明らかになった。次に、C2 ドメインの欠損および C2 ドメインにおける

フォスファチジルイノシトール結合能の欠損が、Rvs167 のユビキチン化に及ぼす影

響について解析した (図 51)。その結果、野生型 RSP5 発現株においては、アンモニウ

ムイオンの添加により Rvs167 のユビキチンシグナルの増大が検出された。一方、

rsp5C2Δ 発現株および rsp5K44/45/75/77/78Q 発現株では、アンモニウムイオンが添加された

のにも関わらず、Rvs167 のユビキチン化の増大は検出されなかった。これらの結果

から、アンモニウムイオンの添加に応答した Rvs167 のユビキチン化に、Rsp5 の C2

ドメインによるフォスファチジルイノシトール結合能が必要であることが明らかに

なった。 
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図 49 C2 ドメイン欠損体と Rvs167 との相互作用 

rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) および rsp5C2Δ変異 (pRS416-rsp5C2Δ) 発現プラスミドを導入

した株に、空ベクター  (pAG413-PGDP-ccdB-HA-TCYC1) または Rvs167-HA 発現プラスミド 

(pAG413-PGDP-RVS167-HA-TCYC1) を導入し、pRS415-MET15 で栄養要求性を相補した各株を SD - N + 

Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0になるまで培養した。終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加後 30 分

間培養後の細胞から全細胞抽出液を調製し、抗 HA 抗体を用いた沈降物中の Rsp5 を検出した。全細胞

抽出液 (Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサンプルを用いて、抗 Rsp5 抗体、抗 HA 抗体、抗 GAPDH 抗体

を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。 
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図 50 Rsp5 の活性に依存した Rvs167 のユビキチン化 

rsp5L733S 株に空ベクター  (pAG413-PGDP-ccdB-HA-TCYC1)または Rvs167-HA 発現プラスミド 

(pAG413-PGDP-RVS167-HA-TCYC1) を導入し、pRS416 および pRS415-MET15 で栄養要求性を相補した各

株を SD - N + Allantoi 培地で OD600 ≒ 1.0になるまで培養した。さらに 30 ℃または 38 ℃で 1 時間培養

した後、終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加後 30 分培養後の細胞から全細胞抽出液を調製し、

抗 HA 抗体を用いた沈降物中のユビキチンを検出した。全細胞抽出液 (Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサ

ンプルを用いて、抗ユビキチン抗体 (Ub)、抗 HA 抗体、抗 GAPDH 抗体を用いたウェスタンブロッテ

ィングにより検出した。ウェスタンブロットにより得られたユビキチンのシグナル強度を、イメージ

解析ソフト (Image J) により算出した。30 ℃で培養した条件での硫酸アンモニウム添加前における IP

後のユビキチンシグナルを 1.0とした場合に、それぞれのシグナル強度について相対値を算出した。 
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図 51 C2 ドメイン欠損およびフォスファチジルイノシトール結合能欠損株における 

Rvs167 のユビキチン化 

 rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 、 rsp5C2Δ 変異  (pRS416-rsp5C2Δ) 、 rsp5K75/77/78Q 変異 

(pRS415-rsp5K75/77/78Q) 発 現 プ ラ ス ミ ド を そ れ ぞ れ 導 入 し た 株 に 、 空 ベ ク タ ー 

(pAG413-PGDP-ccdB-HA-TCYC1) または Rvs167-HA 発現プラスミド (pAG413-PGDP-RVS167-HA-TCYC1) を

導入し、pRS415-MET15 または pRS416-MET15 で栄養要求性を相補した各株を SD - N + Allantoin 培地

で OD600 ≒ 1.0 になるまで培養した。終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加後 30 分培養後の細胞

から全細胞抽出液を調製し、抗 HA 抗体を用いた沈降物中のユビキチンを検出した。全細胞抽出液 

(Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサンプルを用いて、抗ユビキチン抗体 (Ub)、抗 HA 抗体、抗 GAPDH抗

体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。ウェスタンブロットにより得られたユビキチ

ンのシグナル強度を、イメージ解析ソフト (Image J) により算出した。野生型 RSP5 発現株の硫酸アン

モニウム添加前における IP 後のユビキチンシグナルを 1.0 とした場合に、それぞれのシグナル強度に

ついて相対値を算出した。 
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2-3-6. ユビキチン化修飾による Rvs167 の安定化 

 図 50, 51 の結果から、アンモニウムイオンの添加に応答して Rvs167 はユビキチン

化されることが示された。タンパク質のユビキチン化の多くは、基質の分解シグナル

としての役割を有している。しかしながら、図 45, 46 の結果が示すように、RVS167

遺伝子の欠損は Gap1 のエンドサイトーシスを顕著に抑制するため、Rvs167 のユビキ

チン化は分解のシグナルではない可能性が考えられる。そこで、タンパク質の翻訳合

成を停止するシクロヘキシミドを用いて、Rvs167 のタンパク質レベルについて経時

的に解析した (図 52, 53)。その結果、アンモニウムイオンを添加しない条件では、

Rvs167 のタンパク質量が 1 時間後に約 50 %にまで低下した。一方、このタンパク質

量の減少は、アンモニウムイオンの添加により抑制された。この結果から、Rvs167

のユビキチン化は、タンパク質の安定性に寄与することが明らかになった。 

 図 52, 53 の結果から、Rvs167 のユビキチン化がエンドサイトーシスに重要である

ことが示されたものの、Rvs167 分子内のユビキチン化修飾部位は不明である。そこ

で、LC-MS/MS を用いて、トリプシン消化により得られた Rvs167 のペプチド断片か

らユビキチン化部修飾位の同定を試みた。まず、LC-MS/MS 解析の結果、Rvs167 由

来のペプチドがいくつか検出された (Protein sequence coverage：38 %)。ユビキチン化

修飾されたアミノ酸残基はユビキチン由来の di-Glyを有することが知られており、本

研究においても di-Gly を含むペプチドが検出された (図 54)。また、これらの di-Gly

はRvs167の Lys118/K242/K259/K260にそれぞれ結合していることが明らかになった。

Rvs167 は、細胞膜との相互作用に必要な Bin-Amphiphysin-Rvs161/167 (BAR) ドメイ

ンおよびタンパク質との相互作用に関わるSrc-homology 3 (SH3) ドメインを有してい

る。ユビキチン化された Lys 残基は、BAR ドメイン内および BAR ドメインと SH3 ド

メインの中間領域にそれぞれ位置することが判明した。この結果から、アンモニウム

イオンに応答して、Rvs167 に内のこれら Lys 残基がユビキチン化修飾されることが示

された。 
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図 52 Rvs167 のユビキチン化によるタンパク質の安定性試験 

rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 発現プラスミドを導入した株に、空ベクター 

(pAG413-PGDP-ccdB-HA-TCYC1) または Rvs167-HA 発現プラスミド (pAG413-PGDP-RVS167-HA-TCYC1) を

導入し、pRS415-MET15 で栄養要求性を相補した各株を SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になる

まで培養した。終濃度 200 μg/mLのシクロヘキシミドを添加し、さらに 30 分培養後、終濃度 50 mM の

硫酸アンモニウムを添加した。硫酸アンモニウム添加直後 (0 min)、30 min、60 min 後の細胞からそれ

ぞれ全細胞抽出液を調製した。全細胞抽出液を用いて、抗 HA 抗体、抗 GAPDH 抗体を用いたウェス

タンブロッティングにより検出した。 
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図 53 Rvs167 のユビキチン化によるタンパク質の安定性試験 

 ウェスタンブロットにより得られた Rvs167-HA および GAPDH のシグナル強度を、それぞれの存在

量からイメージ解析ソフト (Image J) により算出し、Rvs167-HA のシグナル強度を GAPDHのシグナル

強度により補正した。各株において、硫酸アンモニウム添加 0 時間後の Rvs167-HA のシグナル強度を

100 %とした場合に、それぞれのシグナル強度について相対値を算出した。各株とも独立に 3 クローン

を用いて同様の実験を行い、それぞれの平均値を示した。エラーバーとして 3 回の標準誤差を用いた。

*p < 0.05 versus + Am (two-way ANOVA with Turkey’s test)。 
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図 54 Rvs167 のユビキチン化修飾部位の検出 

rsp5Δ 株に野生型 RSP5 (pRS416-RSP5) 発現プラスミドを導入した株に、空ベクター 

(pAG413-PGDP-ccdB-HA-TCYC1) または Rvs167-HA 発現プラスミド (pAG413-PGDP-RVS167-HA-TCYC1) を

導入し、pRS415-MET15 で栄養要求性を相補した各株を SD - N + Allantoin 培地で OD600 ≒ 1.0 になる

まで培養した。終濃度 50 mM の硫酸アンモニウムを添加後 30 分間培養後の細胞から全細胞抽出液を

調製し、抗 HA 抗体を用いた沈降物中のユビキチン化ペプチドを検出した。上の図は、Rvs167 のモデ

ル図を示した。Bin-Amphiphysin-Rvs161/167 (BAR) ドメイン、Src-homology 3 (SH3) ドメイン。下の図

は、帰属されたペプチド配列を示した。各ペプチドにおけるユビキチン化修飾 (Ub) を受けた Lys を赤

字で示す。  
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2-4. 考察 

 

Rsp5の C2ドメインを介した Gap1のエンドサイトーシス調節機構 

 本章では、Gap1 を細胞膜タンパク質のモデルに用いて、Rsp5 における C2 ドメイ

ンの機能について解析を行った。その結果、C2 ドメインはフォスファチジルイノシ

トール結合能を介して、エンドサイトーシスに関与することが示された。また、C2

ドメインはアダプタータンパク質との相互作用を介した Gap1 のユビキチン化に関与

しないことが明らかになった。一方で、C2 ドメインの機能がエンドサイトーシスの

進行に必須な Rvs167 のユビキチン化に必要であることを見出した。そして、窒素源

の変化に応答し、Rsp5 が Rvs167 の Lys118/242/259/260 をそれぞれユビキチン化する

こと、さらにこのユビキチン化が Rvs167 の安定性に寄与することが明らかになった。 

 以上の結果を踏まえると、Rsp5 の C2 ドメインを介したエンドサイトーシス調節モ

デルが考えられた (図 55)。当モデルでは、まず、窒素源が枯渇した条件および資化

し難い窒素源が単一窒素源の場合、Rsp5 は細胞質あるいは C2 ドメインのフォスファ

チジルイノシトール結合能を介して細胞膜にそれぞれ局在する。細胞膜に局在する

Rsp5は、Rvs167と相互作用するものの、Rsp5の活性が部分的に抑制されているため、

Rvs167 のユビキチン化は強く誘導されないことが考えられる。上記の条件にアンモ

ニウムイオンなどの資化し易い窒素源が加わると、アンモニウムトランスポーターの

Mep1/2/3 により、環境中のアンモニウムイオンが細胞内に取り込まれ、Rsp5 および

Bul1/2 の活性化を介した Gap1 のユビキチン化を引き起こす。この Gap1 のユビキチ

ン化と並行して、C2 ドメイン依存的に細胞膜に局在する Rsp5 は Rvs167 をユビキチ

ン化する。Rvs167 がエンドサイトーシスに必要であることや、Rvs167 のユビキチン

化がタンパク質の安定性を向上させる結果を踏まえると、このユビキチン化はエンド

サイトーシスの進行を調節する役割を持つことが考えられる。上記の機構のように、

Rsp5 が細胞膜タンパク質およびエンドサイトーシス装置タンパク質をそれぞれユビ

キチン化することで、エンドサイトーシスを効率的に進めていることが示唆される。 
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図 55 Rsp5 における C2 ドメインを介したエンドサイトーシス調節機構モデル 

 Mep1/2/3 により細胞内に取り込まれたアンモニウムイオンに応答して、Rsp5 が活性化する。一部の

Rsp5 は、Bul1/2 との相互作用を介して Gap1 の認識とユビキチン化を行う。Gap1 のユビキチン化と並

行して、C2 ドメイン依存的に細胞膜に局在する Rsp5 は Rvs167 をユビキチン化する。このユビキチン

化により Gap1 のエンドサイトーシスが効率良く進められ、Gap1 が液胞へと輸送される。 

 

 

C2ドメインおよびアダプタータンパク質に依存した Rsp5の細胞内局在 

 上記のモデルを踏まえると、Rsp5 の生体膜区画への局在移行は、C2 ドメインによ

るフォスファチジルイノシトール結合能およびアダプタータンパク質による基質認

識を介したリクルート の 2 つのメカニズムによって制御されていると推測される。

これまでに、C2 ドメインの欠損によって、Rsp5 の細胞内局在が細胞膜や小胞などの

膜区画から細胞質に移行することが報告されている (142, 224)。また、C2 ドメインの

フォスファチジルイノシトール結合能が Gap1 のエンドサイトーシスに必要であった

ことから (図 35, 36)、C2 ドメインは細胞膜との相互作用に関与することが考えられ

る。一方、アダプタータンパク質による細胞内局在移行に関しては、C2 ドメイン欠

損株において、エンドソーム膜上に局在する Ear1 を過剰発現すると、Rsp5 の局在が

エンドソームに移行することが報告されている (189)。また、Bul2 との相互作用が強
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化される RSP5T357A変異体の C2 ドメインを欠損しても、Gap1 の恒常的な液胞輸送に

影響を及ぼさなかったことから (図 40, 41)、アダプタータンパク質と C2 ドメインは

それぞれ独立したメカニズムで、Rsp5 の細胞内局在に関与すると考えられる。これ

ら Rsp5 の細胞内局在の意義として、まず、これまでの研究により、アダプタータン

パク質による Rsp5 の膜区画への局在移行は、生体膜上に局在する基質タンパク質の

ユビキチン化に関わることが示されている。そして、本研究により、C2 ドメインを

介した Rsp5 の細胞内局在制御は、Rvs167 のユビキチン化に必要であることが見出さ

れ、Rsp5 によるエンドサイトーシス調節機構の一端が明らかになった。 

 近年、in vitro 条件において、Rsp5 の C2 ドメインを欠損しても Rvs167 をユビキチ

ン化することが報告された (115)。Rvs167 は Rsp5 により認識される PY モチーフを有

しているため、Rsp5 が Rvs167 と直接的に相互作用し、ユビキチン化を引き起こすこ

とが考えられる。しかしながら、図 51 の結果が示すように、in vivo 条件においては、

Rsp5の C2ドメインを欠損すると Rvs167のユビキチン化は抑制された。したがって、

Rsp5 は WW ドメインを介して Rvs167 と相互作用するものの、C2 ドメインによる細

胞膜への局在移行が Rvs167 との相互作用に必要であることが予想される。 

 

Rsp5の活性制御 

 今回の解析により、資化し難い窒素源が単一窒素源の場合においても、Rsp5 は

Rvs167 と相互作用するものの、そのユビキチン化能は抑制されていることが示され

た (図 50, 51)。Rsp5 の活性制御に関しては、このタンパク質の翻訳後修飾が重要な

役割を担う。まず、Rsp5 における Thr761 のリン酸化は、tRNA のプロセシングの抑

制、あるいは Sna3 におけるユビキチン化レベルの低下など、Rsp5 が関わる様々な生

命現象を抑制することが報告されている (113)。また、Thr357 のリン酸化には、Bul2

との相互作用を阻害するため、基質タンパク質に対するユビキチン化を抑制する働き

がある (107)。さらに、Rsp5 における Lys432 がユビキチン化されることも報告され

ており、この翻訳後修飾がRsp5のホモ多量体化を誘導し、Rsp5を不活性化する (115)。

Rvs167 のユビキチン化においても、これら翻訳後修飾による Rsp5 の活性制御が関与

することが予想される。今後、難資化性窒素源および易資化性窒素源それぞれの条件

における Rsp5 のリン酸化やユビキチン化修飾状態について解析する必要がある。ま

た、翻訳後修飾を受けるアミノ酸残基の置換が、Rvs167 のユビキチン化に及ぼす影

響を調べることにより、これらのアミノ酸残基の意義が明らかになるであろう。 

 

Rvs167をユビキチン化修飾する意義 

 本研究により、易資化性窒素源の添加に応答して Rvs167 のユビキチン化レベルが

増大し、タンパク質が安定化することが示された (図 52, 53)。しかしながら、このユ

ビキチン化がどのように Rvs167 の安定性に寄与するのかについては、未だに不明で

ある。一つの可能性として、このユビキチン化がタンパク質間の相互作用を促進する

ことが考えられる。エンドサイトーシスに関与するタンパク質の多くは、ユビキチン
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結合ドメイン (UBD) を有しており、タンパク質に付加されたユビキチン鎖を認識す

ることでタンパク質のネットワークを構築する (141, 225, 226)。また、脱ユビキチン

化酵素である Ubp2 および Ubp7 の欠損により、初期コートタンパク質の Ede1 がエン

ドサイトーシス完了後でさえも、エンドソーム膜上に局在することが報告されている 

(30)。この結果から、エンドサイトーシス関連タンパク質のユビキチン化は、そのタ

ンパク質の局在や機能に影響を及ぼすことが推測される。また、ヒトの免疫応答時に、

RING 型ユビキチンリガーゼの LUBAC により形成されるポリユビキチン鎖は、UBD

を持つタンパク質の足場として機能することで、タンパク質複合体の形成を促進し、

NFκB シグナルを効率良くその下流に伝達する (77–79)。したがって、Rvs167 のユビ

キチン化も、タンパク質間相互作用の強化を介してエンドサイトーシスを促進する役

割を担うと考えられる。今後、新たに同定した Rvs167 分子内の 4 つの Lys 残基 

(K118/K242/K259/K260) を Argに置換したユビキチン化修飾部位欠損変異体を作製し、

Gap1 のエンドサイトーシスや液相エンドサイトーシスへの影響を解析することで、

Rvs167 のユビキチン化修飾の意義を解明できることが期待される。 
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第 3章 Rsp5による神経変性疾患の発症に関わる凝集タンパク質の分解機構 

 

3-1. 序論 

 

 第 1 章および第 2 章を通じて、Rsp5 がエンドサイトーシスを介して細胞膜の恒常

性維持に関与することが示された。一方で、Rsp5 は細胞内で凝集するタンパク質の

分解にも寄与している (105, 227, 228)。細胞内でのタンパク質の凝集は、ヒトの神経

変性疾患の病理学的特徴であることから、凝集体を形成することが知られているヒト

α-シヌクレインや、ポリグルタミン (PolyQ) を付加したヒト Htt などの神経変性疾患

の発症に関わる基質タンパク質を用いて、現在までに様々な酵母のモデル実験系が構

築されてきた。しかしながら、これまでのモデル実験系の多くは、GAL1 プロモータ

ーを用いた過剰発現システムを利用しており、炭素源をグルコースからガラクトース

に置換するため、細胞内の代謝を大きく変え、対象となるタンパク質の細胞毒性に影

響を及ぼすことが懸念されている。近年、エストラジオール誘導型の遺伝子発現シス

テムを用いて、凝集タンパク質の毒性緩和機構について解析が行われた (229)。この

例のように、今後の神経変性疾患モデル実験系では、酵母の代謝に影響を及ぼさない

遺伝子発現システムを用いた実験系の構築が求められている。 

 これまでに構築されたモデル実験系により、Rsp5 が α-シヌクレインの毒性緩和に

関与することが報告された。Rsp5 は基質の C 末端側に位置する Pro が富んだ配列を

認識し、α-シヌクレインを K63 ポリユビキチン化する (105)。また、N-アリルベンゾ

イミダゾールの添加により、Rsp5 を介したエンドサイトーシス経路が活性化され、α-

シヌクレインの細胞毒性が緩和される (227)。α-シヌクレインに加え、PolyQ が付加

した Htt の凝集に起因する細胞毒性の緩和に対しても、Rsp5 が関与している (228)。

上記の条件において、Rsp5 は PolyQ が付加した Htt をユビキチン化し、Atg8 のアダ

プタータンパク質である Cue5 を介したオートファジー経路により分解する。したが

って、Rsp5/Nedd4 の役割が凝集タンパク質の毒性緩和に重要であると考えられるが、

筋委縮性側索硬化症 (ALS) の発症に関わるヒト TDP-43 などの他の様々なタンパク

質に対しても幅広く関与するのかは不明である。さらに、当研究室では Rsp5 におけ

る WWドメイン上の一アミノ酸置換が、α-シヌクレインとの相互作用に影響を及ぼす

ことも見出しており (109)、Rsp5 による基質認識機構が凝集タンパク質の分解に何ら

かの役割を担うことが推測されている。しかしながら、Rsp5 がどのように凝集タン

パク質の分解に寄与するのか、その詳細なメカニズムは不明である。以上の知見に基

づき、本章では、TDP-43 を新たなモデル基質として使用し、Rsp5 による凝集タンパ

ク質に共通した分解機構の解明を目的として、研究を行った。 
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3-2. 材料と方法 

 

3-2-1. 菌株とプライマー、プラスミド 

3-2-1-1. 菌株 

Saccharomyces cerevisiae 

 使用した菌株を表 7 に示す。Yeast Knock Out Strain Collection は Horizon Discovery

社より購入した。 

 

表 7 本研究で使用した菌株のリスト 

 
 

Escherichia coli 

 第 1 章と同様に、遺伝子のサブクローニングおよび ccdB を含むプラスミドのサブ

クローニングに、DH5α 株および DB3.1 株をそれぞれ使用した。 

 

3-2-1-2. プライマー 

 プラスミド構築のために、下記表 8 のプライマーをファスマック社に依頼し、合成

した。 

 

表 8 本研究で使用したプライマーのリスト 

 
 

3-2-1-3. プラスミド 

・pCM190 

Ralf J. Braun博士 (Danube Private University, Austria) より分譲。YEp 型のプラスミド

で 2μ DNAの複製起点と、酵母での選択マーカーとして URA3 遺伝子、大腸菌の複製

名称 遺伝子型 由来

BY4741 MATa his3 Δ1 leu2 Δ0 met15 Δ0 ura3 Δ0 Yeast Knockout Strain Collection

rsp5
A401E

BY4741 rsp5
A401E Sasaki and Takagi, 2013

RSP5
P343S

BY4741 RSP5
P343S Sasaki and Takagi, 2013

rpn4 Δ BY4171 rpn4 Δ::kanMX4 Watanabe et al ., 2018

end3 Δ BY4171 end3 Δ::natNT2 Sasaki and Takagi, 2013

atg7 Δ BY4171 atg7 Δ::kanMX4 Tatehashi et al ., 2016

vam3 Δ BY4741 vam3 Δ::kanMX4 Yeast Knockout Strain Collection

vps1 Δ BY4171 vps1 Δ::kanMX4 Sasaki and Takagi, 2013

pep4 Δ BY4171 pep4 Δ::hphNT1 Sasaki and Takagi, 2013

RSP5
P343S

end3 Δ BY4741 RSP5
P343S

end3 Δ::natNT2 本研究

名称 配列

END3_S1_+50_Fw AGTTAGTGGGTATTGGAAAGGCCGGTAAAGATAACAGGG

ATCTCTGAAAAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC

END3_S2_-50_Rv AACAAACAGTAAATATTACACATTCATGTACATAAAATTA

ATTATCGGTGTCAATCGATGAATTCGAGCTCG

END3_check_+575_Fw TCATTTCCCTTGAGCGGATGGT

clonNAT_R CGATGTCCTCGACGGTCAG
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起点と選択マーカーのアンピシリン耐性遺伝子を含む。マルチクローニングサイトの

上流には ADH1 遺伝子のターミネーターおよび 7 回反復 tetO 遺伝子のオペレーター、

下流には CYC1 遺伝子のターミネーターが存在する。また、ヒトサイトメガロウィル

ス (CMV) 遺伝子のプロモーターを上流に持つテトラサイクリン制御性トランス活

性化因子 (tTA) をコードする遺伝子も含まれている。恒常的に発現する tTAはドキシ

サイクリン非存在下において、tetO 遺伝子のオペレーターに結合し、マルチクローニ

ングサイトに組み込まれた目的遺伝子の転写を活性化する。一方、ドキシサイクリン

が存在する場合は、ドキシサイクリンが tTAと結合し、tTAと tetO 遺伝子のオペレー

ターとの結合を介した目的遺伝子の転写を抑制する (230)。 

 

・pCM190-TDP-43 

Ralf J. Braun博士 (Danube Private University, Austria) より分譲。pCM190 のマルチク

ローニングサイトにヒト由来 TDP-43 遺伝子の ORFが組み込まれている。 

 

・pAG426-PGAL1-ccdB-yEGFP-TTEF1 

Gateway technology (Thermo Fisher Scientific社) を用いたクローニング方法に使用す

る発現用プラスミド。PGAL1-attR1-CmR-ccdB-attR2-yEGFP-TTEF1配列を有しており、LR

酵素を用いた in vitro 組換え反応に用いることができる。また、大腸菌の複製起点お

よび選択マーカーとしてアンピシリン耐性遺伝子を含む。 

 

・pAG426-PGAL1-TDP-43-yEGFP-TTEF1 

Ralf J. Braun博士 (Danube Private University, Austria) より分譲。TDP-43-yEGFP 融合

遺伝子の ORFの上流に GAL1 遺伝子のプロモーター、下流に TEF1 遺伝子のターミネ

ーターが存在しており、恒常的に高発現を行うことができる。 

 

・pFA6a-natNT2 

PCR Toolbox (204) に含まれるプラスミド。Nourseothricin 耐性遺伝子 natNT2 配列を

持ち、遺伝子破壊の際の鋳型として用いた。 

 

3-2-2. 培地 

 YPD 培地および LB 培地については、第 1 章と同様にして調製した。 

 

・SC 培地 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 0.17 % (FORMEDIUM 社) 

グルコース 2 % (ナカライテスク社) 

硫酸アンモニウム 0.5 % (ナカライテスク社) 

Drop out mix (各種アミノ酸) 0.2 % 

寒天 2 % (必要に応じて添加) (三井製糖社) 
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1 N NaOH で pH 6.0 ~ 6.5 に調整 

ドキシサイクリン 2 μg/mL あるいは 10 μg/mL (必要に応じて添加) (ナカライテスク

社) 

 

・SG 培地 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 0.17 % (FORMEDIUM 社) 

ガラクトース 2 % (富士フィルム和光純薬社) 

硫酸アンモニウム 0.5 % (ナカライテスク社) 

Drop out mix (各種アミノ酸) 0.2 % 

寒天 2 % (必要に応じて添加) (三井製糖社) 

1 N NaOH で pH 6.0 ~ 6.5 に調整 

 

3-2-3. 遺伝子破壊株の作製 

 pFA6a-natNT2 を鋳型とし、END3_S1_+50_Fw, END3_S2_-50_Rv プライマー対と

KOD FX Neo (東洋紡社) を用いて PCR を行った。得られた PCR 産物を酢酸リチウム

法により RSP5P343Sに導入することで RSP5P343Send3Δ を得た。作製した遺伝子破壊株

は END3_check_+575_Fw, clonNAT_R プライマー対と KOD FX Neo (東洋紡社) を用い

たコロニーPCR によって確認した。選択培地は YPD+hygromycin B (200 μg/mL) 培地

を用いた。 

 

3-2-4. 生育試験 

 各株を 2 μg/mL ドキシサイクリン含有 SC - Uracil 培地で一晩前培養後、各株を集

菌し、培養した培地と同量の滅菌水で洗浄後、OD600 = 0.2 になるように滅菌水で懸濁

した。得られた懸濁液を 10 倍ずつ 3 段階 (10 ~ 1,000 倍) に希釈したサンプルを調製

し、3 μLずつ寒天培地上にスポットした。スポット後の寒天培地を 1 ~ 5 日間 30 ℃で

培養し、観察を行った。 

 

3-2-5. TDP-43-EGFP 融合タンパク質の蛍光顕微鏡観察 

 各株を 2 μg/mL ドキシサイクリン含有 SC - Uracil培地で一晩前培養後、細胞を回収

し、培養した培地と同量の滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.2 になるように SC - Uracil

培地に再懸濁し、OD600 = 1.0 付近になるまで 30 ℃で振盪培養した。細胞を回収し、

培養した培地と同量の滅菌水で洗浄後、OD600 = 1.0 になるように SG - Uracil培地に懸

濁した。30 ℃で振盪培養を行い、培養開始 6 時間後、12 時間後および 24 時間後の細

胞について観察を行った。HBO 100 Microscope Illuminating System (Carl Zeiss 社製) デ

ジタルカメラが付属した蛍光顕微鏡 Axiovert 200M (Carl Zeiss 社製) を用いて解析を

行った (励起波長; 488 nm, 吸収波長; 509 nm)。 
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3-2-6. 凝集タンパク質画分の調製 

各株を 2 μg/mL ドキシサイクリン含有 SC - Uracil培地で一晩前培養後、細胞を回収

し、培養した培地と同量の滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.01 になるように SC - Uracil

培地に懸濁し、OD600 = 2.0 付近になるまで 30 ℃で振盪培養した後、細胞を回収した。

回収した細胞を Lysis buffer (50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、5 mM ethylenediaminetetraacetic 

acid [EDTA]、1 % TritonX-100、protease inhibitors) に懸濁し、ガラスビーズを加え、マ

ルチビーズショッカーMB601U (安井器械社製) で破砕した (2,500 rpm、30 秒間 ON、

40 秒間 OFF、15 サイクル)。破砕後、破砕液を遠心分離し (3,000 rpm、2 分間、4 ℃)、

ガラスビーズを取り除いた。上清を回収した後、Bradford 法で総タンパク質量を定量

した。上清 (3.0 mg/mL) を遠心分離し (10,000 rpm、15 分間、4 ℃)、上清画分と沈殿

画分に分画した。沈殿画分を Lysis buffer で 3 回洗浄し、Lysis buffer と等量の

2×Treatment buffer (200 mM Tris-HCl [pH 6.8]、500 mM dithiothreitol [DTT]、2 % glycerol、

0.4 % SDS、0.02 % BPB) を加え、2 分間、95 ℃で煮沸して可溶化した。一方、タンパ

ク質濃度を調整した後の上清、および遠心後の上清画分を 30 μL ずつ分取し、

2×Treatment buffer を 30 μL 加え、2 分間、95 ℃で煮沸したものをそれぞれ全細胞抽出

液、および上清画分とした。 

 

3-2-7. TDP-43 の経時的分解評価 

各株を 2 μg/mL ドキシサイクリン含有 SC - Uracil培地で一晩前培養後、細胞を回収

し、培養した培地と同量の滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.01 になるように SC - Uracil

培地に懸濁し、OD600 = 2.0 付近になるまで 30 ℃で振盪培養した。ドキシサイクリン

を終濃度 10 μg/mL になるように添加し、振盪培養開始前 (0 時間)、1 時間後、3 時間

後および 6 時間後の細胞を回収した。回収した細胞を精製水に懸濁し、精製水と等量

の 200 mM NaOH を加え、10 分間、室温でインキュベートした後、細胞を再度回収し

た。回収した細胞に、1×SDS sample buffer (50 mM Tris-HCl [pH 6.8]、2 % SDS、2.25 % 

glycerol、5 % 2-mercaptoethanol、0.0105 % BPB) を加え、2 分間、95 ℃で煮沸して可

溶化した。 

 

3-2-8. TDP-43 と Rsp5 の共免疫沈降 

各株を 2 μg/mL ドキシサイクリン含有 SC - Uracil培地で一晩前培養後、細胞を回収

し、培養した培地と同量の滅菌水で洗浄した。OD600 = 0.01 になるように SC - Uracil

培地に懸濁し、OD600 = 2.0 付近になるまで 30 ℃で振盪培養した。ドキシサイクリン

を終濃度 10 μg/mL になるように添加し、振盪培養開始 3 時間後の細胞を回収した。

回収した細胞を Lysis buffer (25 mM Tris-HCl [pH 7.4]、150 mM NaCl、10 % glycerol、

1.0 % NP-40、protease inhibitors) に懸濁し、ガラスビーズを加え、マルチビーズショ

ッカーMB601U で破砕した (2,500 rpm、30 秒間 ON、40 秒間 OFF、15 サイクル)。破

砕後、破砕液を遠心分離し (3,000 rpm、2 分間、4 ℃)、ガラスビーズを取り除いた。

上清を回収した後、Bradford 法で総タンパク質量を定量した。上清 (3.0 mg/mL) に 10 
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μL の平衡化したマグネティックビーズ (Bio-Rad Laboratories) と 5μL の抗 Rsp5 ウサ

ギ抗体 (Jon M. Huibregtse 博士 [University of Texas at Austin, U. S. A.] より分譲) を加

え、ローターを用いて 2 時間、4 ℃でインキュベートした。ビーズを洗浄バッファー 

(50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、150 mM sodium chloride、10 % glycerol、0.1 % NP-40) で 3

回洗浄し、沈降物に精製水で 1×になるように希釈した 5×SDS sample buffer (250 mM 

Tris-HCl [pH 6.8]、10 % SDS、11.25 % glycerol、25 % 2-mercaptoethanol、0.0625 % BPB) 

を加え、2 分間、95 ℃で煮沸して可溶化した。一方、タンパク質濃度を調整した後の

上清を 40 μL分取し、5×SDS sample buffer を 10 μL 加え、2 分間、95 ℃で煮沸したも

のを全細胞抽出液とした。 

 

3-2-9. ウェスタンブロッティング 

各サンプルを、10 %の SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳動 (200 V、15 mA/枚、

60 ~ 90 分) を行った。泳動後のゲルから転写バッファー (0.58 % [w/v] Tris、0.1 % [w/v] 

SDS、2.9 % [w/v] グリシン、20 % メタノール) で満たしたトランスファーユニット 

(Bio-Rad 社製) を使用して、PVDF メンブレン (Millipore 社) にタンパク質を転写し

た (115 V、400 mA、120 分)。メンブレンを ブロッキングバッファー (1×TBS - T、5 % 

BSA) でブロッキングした (室温、60 分)。1 次抗体として、Can Get Signal Solution 1 (東

洋紡社) で 2,000 倍に希釈した抗 Rsp5 ウサギ抗体、2,000 倍に希釈した抗 GAPDH ウ

サギ抗体 (ClonID: GA1R)、および 5,000 倍に希釈した抗 TDP-43 ウサギ抗体 (Abcam

社, ClonID: ab104223) をそれぞれ用いた。2 次抗体には Can Get Signal Solution 2 (東洋

紡社) で 2,000 倍に希釈した抗マウス IgG 抗体 (GE Healthcare 社) 、Easy blot 抗ウサ

ギ IgG抗体 (Gene Tex社) および抗ウサギ IgG抗体 (Promega社) をそれぞれ用いた。

検出には ECL plus Western blotting Detection System (GE Healthcare 社) を用い、ルミノ

メーターLAS-4000 (Fujifilm社製) で検出した。各バンドのシグナル強度は、Image J

ソフトウェアを用いて測定し、定量化した。 

 

3-2-10. その他 

 大腸菌からのプラスミド調製、大腸菌の形質転換、酵母の取り扱いや遺伝子操作、

各試薬の調製については、第 1 章と同様にして実施した。 
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3-3. 結果 

 

3-3-1. ヒト TDP-43 を用いた酵母の ALS モデル実験系の構築 

 まず、ヒト TDP-43 を用いた酵母の ALS モデル実験系の構築を試みた。GAL1 プロ

モーターを用いた過剰発現システムは、酵母の代謝を大きく変えてしまうことが問題

であることから、本研究ではドキシサイクリンの存在によって TDP-43 の発現が抑制

されるTet-offシステムを使用し、TDP-43の細胞毒性を評価した。図 56に示すように、

ドキシサイクリンが存在する場合は、TDP-43 発現株と非発現株の生育に差が見られ

なかったのに対し、TDP-43 の発現誘導により酵母の生育が顕著に阻害された。この

結果から、TDP-43 の過剰発現により細胞毒性が生じることが示された。 

 TDP-43 の凝集・蓄積が ALS の病理学的特徴であることから、図 56 で示した細胞

毒性は TDP-43の凝集に起因することが示唆された。そこで、EGFPを融合した TDP-43

の細胞内動態について解析した (図 57)。その結果、EGFP 発現株では、発現誘導 24

時間後でさえも GFP が細胞質中に拡散した。一方、TDP-43-EGFP 発現株においては、

発現誘導 3 時間後または 6 時間後に小さなドット状の凝集体が観察された。さらに、

発現誘導 12 時間後および 24 時間後に凝集体の大きさが肥大化し、強い蛍光シグナル

を示した。したがって、TDP-43 過剰発現条件での生育と一致して、TDP-43 が酵母細

胞内で凝集し、酵母に毒性を示すことが明らかになった。 

 

 

 

図 56 TDP-43 の毒性試験 

BY4741 株に空ベクター (pCM190) または TDP-43発現プラスミド (pCM190-TDP-43) を導入し、一

晩、2 μg/ml ドキシサイクリン含有 SC - Uracil 培地において 30 ℃で培養した。各株を OD600 ≒ 0.2 に

調整した後、100 ~ 103倍まで段階希釈し、10 μg/mLドキシサイクリン (DOX) 含有 SC - Uracil 寒天培

地および SC - Uracil 寒天培地にスポットした。スポット後の寒天培地を 30 ℃で 72 時間培養した。 
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図 57 TDP-43 の細胞内動態 

BY4741 株に空ベクター (pAG426-PGAL1-ccdB-yEGFP-TTEF1) または TDP-43-EGFP 発現プラスミド 

(pAG426-PGAL1-TDP-43-yEGFP-TTEF1) を導入し、SG - Uracil 培地で TDP-43-EGFP の発現を誘導した。

TDP-43-EGFP発現誘導後 3時間、6時間、12時間および 24時間の細胞を蛍光顕微鏡で観察した (GFP)。

細胞形態は微分干渉観察によるものを示す (DIC)。 
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3-3-2. Rsp5 を介した TDP-43 の分解誘導 

 上記 3-3-1 の結果から、過剰発現した TDP-43 が酵母細胞内で凝集し、細胞毒性を

示すモデル実験系が構築できた。本研究の解析対象である Rsp5 が TDP-43 の毒性緩和

に関与するのか検討するため、Rsp5 の機能欠損変異 (rsp5A401E) 株および機能獲得変

異 (RSP5P343S) 株において TDP-43 を発現させ、過剰発現条件における酵母の生育を

評価した。これまでに当研究室では、rsp5A401E株は α-シヌクレインの過剰発現により

生育が抑制されること、一方 RSP5P343S 株はその生育抑制を緩和することを報告して

いる (109)。興味深いことに、TDP-43 を過剰発現させた場合においても、rsp5A401E変

異により酵母の生育が抑制され、RSP5P343S変異によりその生育が回復することが明ら

かになった (図 58)。この結果から、Rsp5 が TDP-43 の細胞毒性の緩和に関与するこ

とが示された。 

 一般的に、凝集したタンパク質は、遠心分離を用いた分画法により Pellet 画分に含

まれる。そこで、各株における TDP-43 の凝集について解析したところ (図 59)、Pellet

画分において、rsp5A401E変異によりTDP-43のタンパク質量が野生型株よりも増加し、

RSP5P343S変異によりその量が減少した。この結果から、Rsp5 が TDP-43 の凝集に関与

することが示唆された。これまでに、Rsp5 内のアミノ酸置換が α-シヌクレインの分

解に影響を及ぼすことが報告されている (105, 109, 227)。また、図 58, 59 の結果から、

これら Rsp5 の変異は TDP-43 の分解にも影響することが推測された。そこで、TDP-43

の発現停止後のタンパク質レベルを経時的に解析した (図 60, 61)。その結果、野生型

株においては、発現停止 6 時間後までに TDP-43 のタンパク質量が 45 %程度まで減少

した。一方、rsp5A401E株においては、発現停止 6 時間後でさえもそのタンパク質量は

70 %程度までしか減少しておらず、分解が抑制された。興味深いことに、RSP5P343S

株においては、発現停止 3 時間後の時点で TDP-43 のタンパク質量が 40 %程度まで減

少しており、分解が促進したことが示された。この結果から、Rsp5 が TDP-43 の分解

に関与することが明らかになった。 

 rsp5A401E変異および RSP5P343S変異は、基質との相互作用に必要な WW ドメイン上

のアミノ酸置換であることから、これらの変異が TDP-43 との相互作用に及ぼす影響

について解析した。図 62 に示すように、野生型株では抗 Rsp5 抗体による共沈物中か

ら TDP-43 が検出された。一方、rsp5A401E株においては、TDP-43 のシグナルが減弱し、

反対に、RSP5P343S株ではそのシグナルが増大した。この結果から、Rsp5 による WW

ドメインを介した基質認識が、TDP-43 との相互作用に重要であることが明らかにな

った。 
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図 58 Rsp5 変異株を用いた TDP-43 の毒性試験 

 BY4741 株 (WT)、rsp5A401E株および RSP5P343S株に空ベクター (pCM190) または TDP-43 発現プラス

ミド (pCM190-TDP-43) を導入し、一晩、2 μg/mLドキシサイクリン含有 SC - Uracil 培地において 30 ℃

で培養した。各株を OD600 ≒ 0.2 に調整した後、100 ~ 103倍まで段階希釈し、10 μg/mLドキシサイク

リン (DOX) 含有 SC - Uracil 寒天培地および SC - Uracil 寒天培地にスポットした。スポット後の寒天

培地を 30 ℃で 72 時間培養した。 

 

 

 

図 59 Rsp5 変異株における TDP-43 の凝集 

 BY4741 株 (WT)、rsp5A401E株および RSP5P343S株に、空ベクター (pCM190) または TDP-43 発現プラ

スミド (pCM190-TDP-43) を導入した各株をOD600 ≒ 2.0になるまで SC - Uracil培地において 30 ℃で

培養した。培養後の細胞から全細胞抽出液を調製し、遠心分離を用いた沈殿画分中の TDP-43 を検出し

た。全細胞抽出液 (Total)、沈殿画分 (Pellet)、上清画分 (Supernatant) それぞれのサンプルを用いて、

抗 TDP-43 抗体、抗 GAPDH抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。ウェスタンブロ

ットにより得られた TDP-43 のシグナル強度をイメージ解析ソフト (Image J) により算出した。WT の

Pellet 画分における TDP-43 シグナルを 1.0 とした場合に、それぞれの Pellet 画分における TDP-43 のシ

グナル強度について相対値を算出した。  



107 

 

 

 

図 60 Rsp5 変異株における TDP-43 の分解 

BY4741 (WT) 株、rsp5A401E株および RSP5P343S株に、空ベクター (pCM190) または TDP-43 発現プラ

スミド (pCM190-TDP-43) を導入した各株をOD600 ≒ 2.0になるまで SC - Uracil培地において 30 ℃で

培養した。終濃度 10 μg/mL のドキシサイクリンを添加して添加直後 (0 時間)、1 時間後、3 時間後お

よび 6 時間後の細胞から全細胞抽出液をアルカリ抽出により調製した。これらのサンプルを用いて抗

TDP-43 抗体、抗 GAPDH抗体を用いたウェスタンブロッティングにより検出した。 

 

 

 

図 61 Rsp5 変異株における TDP-43 の分解に関する定量的解析 

BY4741 (WT) 株、rsp5A401E株、RSP5P343S株それぞれについて、ウェスタンブロットにより得られた

TDP-43 および GAPDHのシグナル強度をそれぞれの存在量からイメージ解析ソフト (Image J) により

算出し、TDP-43 のシグナル強度を GAPDH のシグナル強度により補正した。各株において、TDP-43

発現停止 0 時間後の TDP-43 のシグナル強度を 100 %とした場合に、それぞれのシグナル強度について

相対値を算出した。各株とも独立に 3 クローンを用いて同様の実験を行い、それぞれの平均値を示し

た。エラーバーとして 3 回の標準誤差を用いた。  
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図 62 Rsp5 変異体における TDP-43 との相互作用 

 BY4741 (WT) 株、rsp5A401E株および RSP5P343S株に、空ベクター (pCM190) または TDP-43 発現プラ

スミド (pCM190-TDP-43) を導入した各株をOD600 ≒ 2.0になるまで SC - Uracil培地において 30 ℃で

培養した。終濃度 10 μg/mLのドキシサイクリンを添加して 3時間後の細胞から全細胞抽出液を調製し、

抗 Rsp5 抗体を用いた共沈物中の TDP-43 を検出した。全細胞抽出液 (Lysate) と免疫沈降後 (IP) のサ

ンプルを用いて、抗 Rsp5 抗体、抗 TDP-43 抗体、抗 GAPDH 抗体を用いたウェスタンブロッティング

により検出した。ウェスタンブロットにより得られた TDP-43 のシグナル強度を、イメージ解析ソフト 

(Image J) により算出した。WT の IP 後における TDP-43 シグナルを 1.0 とした場合に、それぞれの

TDP-43 のシグナル強度について相対値を算出した。 
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3-3-3. エンドサイトーシスを介した TDP-43 の毒性緩和 

 細胞は、プロテアソームによるタンパク質分解経路およびエンドサイトーシスやオ

ートファジーを介した液胞/リソソームでのタンパク質分解経路を有している。どのタ

ンパク質分解経路が TDP-43 の毒性緩和に関与するかを調べるため、プロテアソーム

分解に関わる Rpn4、エンドサイトーシスに関与する End3、オートファジーに関連す

る Atg7、液胞プロテアーゼの Pep4、細胞内の小胞輸送を行う Vam3, Vps1 に着目し 

(231–236)、各遺伝子の欠損が TDP-43 の細胞毒性に及ぼす影響について解析した (図

63)。その結果、ドキシサイクリンが存在する場合、RPN4, VAM3, VPS1 遺伝子の各単

独破壊株 (rpn4Δ, vam3Δ, vps1Δ) は野生型株と比較して生育に差はなかった。また、

END3, ATG7, PEP4 遺伝子の各単独破壊株 (end3Δ, atg7Δ, pep4Δ) については、酵母の

生育にわずかな遅延が生じたものの、野生型株と比較して大きな生育阻害は観察され

なかった。一方、TDP-43 の過剰発現条件においては、rpn4Δ, vam3Δ, vps1Δ, atg7Δ 株

は野生型株と同程度の生育を示したが、END3 遺伝子および PEP4 遺伝子の欠損によ

り生育が顕著に抑制された。この結果から、エンドサイトーシスを介した液胞でのタ

ンパク質分解経路が TDP-43 の毒性緩和に関与することが示唆された。 

 Rsp5 は細胞膜上のタンパク質をユビキチン化し、エンドサイトーシスを誘導する

ことにより細胞膜の恒常性維持に関与する。もし、Rsp5 がエンドサイトーシス経路

を介して TDP-43 の毒性緩和に関与するのであれば、TDP-43 の分解を促進する

RSP5P343S 株において、END3 遺伝子の欠損を組み合わせると、RSP5P343S 変異による

TDP-43 の毒性緩和が抑制されることが推測された。そこで、RSP5P343S株の END3 遺

伝子を破壊した株 (RSP5P343Send3Δ) を用いて、TDP-43 の細胞毒性について解析した 

(図 64)。その結果、TDP-43 の発現が誘導された条件では、図 58 の結果と一致して

RSP5P343S 株は良好な生育を示し、反対に END3 遺伝子の欠損株 (end3Δ) は生育が抑

制された。興味深いことに、今回の解析対象である RSP5P343Send3Δ 株はドキシサイク

リンが含まれる場合でさえも部分的に生育が抑制され、TDP-43 の発現誘導によりそ

の生育が顕著に阻害された。この結果から、Rsp5 がエンドサイトーシスを介して

TDP-43 の毒性を緩和することが示唆された。 
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図 63 タンパク質分解に関わる遺伝子の欠損株を用いた TDP-43 の毒性試験 

 BY4741 (WT) 株、rpn4Δ 株、atg7Δ株、end3Δ 株、vam3Δ 株、vps1Δ 株および pep4Δ 株に、空ベクタ

ー (pCM190) または TDP-43 発現プラスミド (pCM190-TDP-43) を導入し、一晩、2 μg/mLドキシサイ

クリン含有 SC - Uracil 培地において 30 ℃で培養した。各株を OD600 ≒ 0.2 に調整した後、100 ~ 103倍

まで段階希釈し、10 μg/mLドキシサイクリン (DOX) 含有 SC - Uracil 寒天培地及び、SC - Uracil 寒天

培地にスポットした。スポット後の寒天培地を 30 ℃で 72 時間培養した。 
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図 64 RSP5P343Send3Δ 株を用いた TDP-43 の毒性試験 

BY4741 (WT) 株、end3Δ 株、RSP5P343S株および RSP5P343Send3Δ 株に、空ベクター (pCM190) または

TDP-43 発現プラスミド (pCM190-TDP-43) を導入し、一晩、2 μg/mLドキシサイクリン含有 SC - Uracil

培地において 30 ℃で培養した。各株を OD600 ≒ 0.2 に調整した後、100 ~ 103倍まで段階希釈し、10 

μg/mLドキシサイクリン (DOX) 含有 SC - Uracil 寒天培地及び、SC - Uracil寒天培地にスポットした。

スポット後の寒天培地を 30 ℃で 72 時間培養した。 
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3-4. 考察 

 

Rsp5によるエンドサイトーシスを介した TDP-43の毒性緩和機構 

 本章では、ALS の発症に関わるヒト TDP-43 を用いた酵母のモデル実験系の構築お

よび真核生物に広く保存された Nedd4 ファミリーユビキチンリガーゼ Rsp5 による

TDP-43 の分解機構に関する解析を行った。まず、TDP-43 が酵母細胞内で凝集し、細

胞毒性を示すことが明らかになった。また、Rsp5 における WW ドメインの基質認識

が TDP-43 の分解を介した細胞毒性の緩和に重要であることを見出した。さらに、Rsp5

を介したエンドサイトーシス経路が、TDP-43の分解に関与する可能性が示された。 

 以上の結果を踏まえると、図 65 に示すような Rsp5 によるエンドサイトーシスを介

した TDP-43 の分解機構が考えられた。まず、TDP-43 は酵母細胞内において、可溶性

のタンパク質として細胞質に局在する。しがしながら、TDP-43 のタンパク質レベル

が増加すると、徐々に不溶性の凝集体が形成される。TDP-43 が不溶性画分に移行す

る機構は不明であるが、エンドサイトーシスが TDP-43 の毒性緩和に関与する結果を

踏まえると、可溶性あるいは凝集体の TDP-43 が細胞膜またはエンドソーム画分に局

在することが考えられる。Rsp5 はこれらの TDP-43 を認識し、ユビキチン化を介した

エンドサイトーシスにより、分解することが推測される。これまでに、PolyQ を付加

した Htt および Tau などの様々な凝集タンパク質が、エンドサイトーシスを阻害する

ことが報告されている (237–239)。また、TDP-43 がエンドソーム膜上に局在する

GTPase の Rab5 と共局在することも示されており (240)、凝集タンパク質とエンドサ

イトーシス経路が未知のメカニズムにより相互作用すると考えられている。したがっ

て、Rsp5 は上記のようなメカニズムで様々なタンパク質を分解し、凝集に起因した

細胞毒性を緩和することが予想される。 

  



113 

 

 

 

 

図 65 Rsp5 によるエンドサイトーシスを介した TDP-43 の分解機構モデル 

細胞内に局在する TDP-43 は、そのタンパク質レベルが増加すると凝集体を形成する。何らかのメカ

ニズムにより生体膜区画へ移行した可溶性の TDP-43 またはその凝集体は、Rsp5 により認識され、エ

ンドサイトーシスを介して液胞にて分解される。 

 

 

Rsp5のWWドメインによる基質認識機構 

 Rsp5は基質タンパク質のPYモチーフを介して基質と相互作用することが広く知ら

れているが、TDP-43 は PY モチーフを有しておらず、Rsp5 がどのように TDP-43 を認

識するのかは不明である。α-シヌクレインを認識する場合、C 末端に位置する比較的

Proに富んだ PVDPD NEAYE MPSEE GYQDY EPEA配列を認識することが示されてい

る (105)。図 66 に示すように、類似配列として、TDP-43 は N 末端側に PIEIP SEDDG 

TVLLS TVTAQ FPGAC GLRYR NPVS を有しており、Rsp5 がこの配列を認識すると予

想される。したがって、Rsp5 は TDP-43 における上記の配列を認識し、可溶性の過剰

な TDP-43 を分解へと誘導するものの、Rsp5 に機能欠損変異が生じると、タンパク質

分解が抑制され、凝集体の形成が促進することが考えられる。一方、WWドメインは

疎水性の基質認識ポケットを形成することから、立体構造が変化したタンパク質の疎

水性領域と相互作用する可能性も考えられる。これまでに、TDP-43、Tau、α-シヌク

レインなどの様々な凝集タンパク質に共通して関与するタンパク質として唯一、脱凝

集化酵素の Hsp104 が報告されている (241)。Hsp104 は、変性あるいは凝集したタン
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パク質の疎水性領域を認識すると考えられることから (242–244)、基質の疎水性領域

を介した相互作用は、幅広いタンパク質を共通して認識するメカニズムの一つだと推

測される。したがって、Rsp5 が WW ドメインを介して、変性あるいは凝集したタン

パク質の疎水性領域を認識する可能性は十分に考えられる。 

 先行研究の結果と併せて考えると、RSP5P343S変異は α-シヌクレインおよび TDP-43

との相互作用を強化することから、上記の基質認識メカニズムを解明する足掛かりに

なると予想される。興味深いことに、SWISS-MODEL ソフトウェアを用いて作製した

Rsp5 における WW2 ドメインの立体構造モデルでは、Pro343 はループ構造の折り返

し部位に位置しており、逆並行 β-シートによる基質認識と直接的に関与しない可能性

が示された (図 67)。したがって、Pro343 の Ser への置換が WW ドメインの立体構造

に及ぼす影響を解析することにより、変性あるいは凝集タンパク質に共通する認識機

構の解明が期待される。また、図 68 に示すように、この Pro 残基は Rsp5 のヒトオル

ソログである Nedd4 において、WW3 ドメイン上の 852 番目に保存されていることか

ら、Pro852 の置換が α-シヌクレインや TDP-43 などの凝集タンパク質に対する特異性

を Nedd4 においても高める可能性が考えられる。今後、in vivo/vitro の条件にて、

Rsp5/Nedd4とTDP-43との相互作用およびユビキチン化修飾について解析する必要が

あり、RSP5P343S変異体または Nedd4P852S変異体を用いることにより、Nedd4 ファミリ

ーに保存された基質認識メカニズムの解明に繋がることが期待される。一方、Rsp5

のアダプタータンパク質である Ydj1 は、Rsp5 を変性したタンパク質にリクルートす

ることから (153)、Ydj1 のようなアダプタータンパク質が関与する可能性も考えられ

る。したがって、免疫沈降法と質量分析計を用いて、Rsp5 と相互作用するタンパク

質を網羅的に解析しても興味深い知見が得られることが予想される。上記の解析によ

り得られる結果を踏まえて、WWドメインと基質タンパク質との相互作用について構

造解析することにより、Nedd4 ファミリーに保存された WW ドメインによる基質認

識の分子機構を解明できることが期待される。 
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図 66 α-シヌクレインおよび TDP-43 のドメイン構造 

A) α-シヌクレインのドメイ構造。α-シヌクレインは、脂質相互作用モチーフを含むN-terminal region、

凝集体形成の核となる non-Aβ component (NAC)、Pro残基に富むAcidic C- termを有している。B) TDP-43

のドメイン構造。TDP-43 は、Pro残基に富む N-terminal region、RNA recognition motif (RRM) 1/2、凝集

体形成の核となる C-terminal region を有している。 
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図 67 Rsp5 における WW2 ドメインの立体構造 

WW2 ドメインの立体構造。Rsp5 における WW2 ドメインのアミノ酸配列 (331-364 a.a.) と Nedd4 に

おける WW3 ドメインの構造 (Protein Data Bank no. 1I5H) をもとに SWISS-MODELソフトウェアを用

いてモデルを作製した。作製したモデル構造は、PyMOL ソフトウェアを用いて表示した。343 番目に

相当する Pro残基を赤色で示した。 
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図 68 Rsp5 および Nedd4 のドメイン構造と一次配列の比較 

A) Nedd4 と Rsp5 のドメイン構造。N 末端から順に C2ドメイン(■)、WWドメイン (■)、HECT ド

メイン (■) が並ぶ。B) Rsp5およびNedd4におけるWWドメインのアライメント。Rsp5におけるPro343

および Nedd4 における Pro852 を赤色で示す。 

 

 

エンドサイトーシスによる凝集タンパク質の分解機構 

 これまでに、可溶性の TDP-43 はプロテアソームにより分解されること、および凝

集した TDP-43 はオートファジーを介して分解されることが報告されている (245–

248)。また、ヒトの培養細胞においては、RING 型ユビキチンリガーゼの Parkin が

TDP-43 を K48 または K63 ポリユビキチン化する知見も得られており、TDP-43 の分

解に関わるユビキチンリガーゼとその経路が明らかになりつつある (249, 250)s。一方、

興味深いことに、酵母およびショウジョウバエのモデル実験系を用いた解析により、

オートファジーが欠損した場合は、凝集体または可溶性の TDP-43 がエンドソーム-

リソソーム経路を介して分解されることが示されている (240, 251)。また、ヒトの培

養細胞においても本機構が保存されている。細胞質に局在する TDP-43 が、どのよう

にエンドソーム小胞内に取り込まれ、液胞/リソソームにより分解されるのかは不明で

あるものの、可能性の一つとして、多胞体小胞を形成する際に、細胞質中の TDP-43

が小胞内腔に取り込まれるメカニズムが考えられている (図 69)。これまでに、

ESCRT-Ⅲ複合体を構成する VPS24 遺伝子の欠損により、TDP-43 の細胞毒性が増加す

ることが報告されており (251)、ESCRT 複合体による多胞体小胞の形成が、TDP-43

の分解に重要な役割を担うことが推測される。さらに近年、Cdc48Ubx3セグレターゼ複

合体がエンドサイトーシスを介して、TDP-43 や FUS タンパク質の分解に関与するこ

とが報告された (252)。当複合体はエンドソーム膜に局在することから、生体膜上に
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おける Cdc48Ubx3 セグレターゼ複合体が細胞質タンパク質の分解に重要な役割を担う

ことが予想される。また、Rsp5 と Cdc48 に関する過去の知見を踏まえると、Rsp5 に

よってユビキチン化された凝集タンパク質を Cdc48 がエンドサイトーシスを介して

分解する機構が存在する可能性もある。 

 TDP-43 と同様に、細胞質に局在する変性または凝集したタンパク質の多くは、プ

ロテアソームやオートファジーを介して分解される。酵母においては、熱ショックス

トレスによって変性した Cdc19 や Pdc1 を Rsp5 がユビキチン化し、E3 ユビキチンリ

ガーゼの Ubr1 が変性タンパク質を K48 ポリユビキチン化することで、プロテアソー

ムを介して分解する (153)。一方、本研究で示したように、細胞質に局在するタンパ

ク質がプロテアソームやオートファジー以外のタンパク質分解経路で除去される機

構も見つかっている。リボソーム関連タンパク質の Lsg1 および Tma19 は、42 ℃の熱

ショックストレスにより凝集体を形成する。これらの凝集タンパク質はミトコンドリ

アに輸送され、ミトコンドリア局在型プロテアソームにより分解される (253)。また、

凝集タンパク質がエンドサイトーシスを抑制することや、Hsp104 による液胞の恒常

性維持が凝集タンパク質の細胞毒性を弱めることから (254, 255)、細胞質中のタンパ

ク質がエンドサイト－シス経路を介して液胞で分解される可能性は十分に考えられ

る。これらの可能性を検討するため、生理学的な条件において、RSP5P343S変異が細胞

機能に及ぼす影響を解析する必要がある。また、Lsg1 や Tma19 など凝集することが

知られているタンパク質をモデル基質に用いて、RSP5P343S変異がこれらタンパク質の

分解に及ぼす影響を解析することも必要である。これらの解析を通じて、Rsp5 によ

る細胞質局在タンパク質のエンドサイトーシスを介した分解機構の一端が解明でき

ると期待される。 
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図 69 エンドサイトーシス経路を介した TDP-43 の分解機構モデル 

可溶性および凝集した TDP-43 は、細胞膜あるいはエンドソーム膜と未知のメカニズムにより相互作

用する。エンドソームが多胞体小胞を形成する際に、細胞質中の TDP-43 は小胞内腔に取り込まれ、液

胞へ輸送された後、分解される。 
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総括 

 

 本研究の第一章では、広域アミノ酸パーミアーゼ Agp1 のエンドサイトーシス機構

について解析を行った。その結果、Agp1 が自身の基質アミノ酸によって、Rsp5 のユ

ビキチン化活性依存的にエンドサイトーシスされることを明らかにした。また、AZC

の細胞毒性を指標に Agp1 のエンドサイトーシスを評価する実験系を構築し、Rsp5 の

アダプタータンパク質として Bul1 を同定した。さらに、Agp1 のエンドサイトーシス

において、Rsp5 は基質認識に冗長性のある Bul2 ではなく、Bul1 を選択的に用いるこ

とを見出した。以上の結果から、基質認識に冗長性のある Art ファミリータンパク質

にそれぞれ特異性があり、アダプタータンパク質が基質に応じて使い分けられる可能

性を示すことができた。 

 

 第二章では、Rsp5 における C2 ドメインの機能について解析した。その結果、C2

ドメインのフォスファチジルイノシトール結合能を介して、総アミノ酸パーミアーゼ

Gap1 のユビキチン化ではなく、エンドサイトーシスを進行する装置タンパク質の制

御に関与することを明らかにした。そして、C2 ドメインの機能がエンドサイトーシ

スに必須な Rvs167 との相互作用、およびそのユビキチン化に必要であることを見出

した。さらに、窒素源の変化に応答して、Rvs167 内の Lys118/242/259/260 がユビキチ

ン化され、タンパク質の安定性が向上することを明らかにした。以上の結果から、Rsp5

が非分解性のユビキチンシグナルを用いてエンドサイトーシスの進行を調節する可

能性を見出した。 

 

 第三章では、ヒトの神経変性疾患の発症に関わるヒト TDP-43 を凝集タンパク質の

モデル基質に用いて、Rsp5 による凝集タンパク質分解機構の解明を試みた。その結

果、本研究で構築した酵母のモデル実験系において、TDP-43 が細胞内で凝集し、酵

母の生育を阻害することを明らかにした。また、Rsp5 が基質認識に必須な WW ドメ

インを介して TDP-43 と物理的に相互作用し、TDP-43 の分解・除去に関わることを示

した。さらに、Rsp5 を介したエンドサイトーシス経路が、TDP-43 の毒性から細胞を

保護していることを明らかにした。これらの結果をもとに、Rsp5 が細胞質で凝集す

るタンパク質を、エンドサイトーシスを介して分解する機構を見出した。 
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まとめ 

 

 真核生物は、環境の変化やストレスによって生じる不要または異常なタンパク質に

ついて、ユビキチン化を介して選択的に分解・除去する巧妙な機構を備えている。ユ

ビキチン化されたタンパク質の多くは、プロテアソームやエンドサイトーシス経路を

経て分解・除去される。酵母 S. cerevisiae においは、Nedd4 ファミリーユビキチンリ

ガーゼ Rsp5 が細胞膜上のタンパク質や細胞内の凝集タンパク質をユビキチン化する

ことで、細胞の恒常性維持に関与していることが知られている。本研究では、Rsp5

が WWドメインを介して不要または異常なタンパク質を認識すること、また C2 ドメ

インの機能によってエンドサイトーシスのイベントを調節することを明らかにした。 

 それでは、Rsp5 が自身のドメインを協調的に用いることにより、分解する基質を

選択し、さらにエンドサイトーシスの進行を調節する意義とは何であろうか？その回

答の一つとして、ユビキチンという翻訳後修飾因子をタンパク質分解における一連の

過程で用いることにより、不要または異常なタンパク質を効率良く除去しているので

はないかと考えられる。ユビキチン化修飾の役割は、ユビキチンで標識されたタンパ

ク質を分解するための目印であるが、これに加え、約 60 種ものタンパク質が相互作

用する複雑なエンドサイトーシスを秩序立てる役割を担うことが予想される。酵母に

おいて全タンパク質の約 11%が PY モチーフを有していることを踏まえると、幅広い

基質を認識できるWWドメインおよび膜結合ドメインを有する Rsp5が上記の目的を

満たすために採用されたのだろう。また、PY モチーフが存在する 14 種類の Art ファ

ミリータンパク質を組み合わせることで、200 種類以上の細胞膜タンパク質の中から、

除去すべきタンパク質を正確に選択していると考えられる。そして、タンパク質の合

成および分解のバランスが崩れた場合には、膜タンパク質の分解促進という本来の役

割に加え、プロテアソームやオートファジーによるタンパク質分解経路を手助けする

ために、エンドサイトーシス経路を活性化することが予想される。このように、Rsp5

がエンドサイトーシスを介して細胞内の恒常性を維持することにより、環境の変化や

ストレスに対して迅速に適応できる考えられる。上記のモデルを立証するためには、

Rsp5 が Art ファミリータンパク質を選択するメカニズムや、ユビキチン化修飾による

Rvs167 の機能制御、さらには、細胞質に局在するタンパク質がエンドサイトーシス

を介して分解される分子機構を解析する必要がある。 

 本研究により、Rsp5 によるエンドサイトーシス調節機構の全体像を解明するとと

もに、エンドサイトーシスを介した新たなタンパク質分解機構の可能性を示すことが

できた。将来的には、Rsp5 に関する解析が、真核生物において Nedd4 ファミリーユ

ビキチンリガーゼにより制御される多様な生命現象の解明のみならず、酵母による発

酵化学産業への貢献および創薬開発技術の進展に繋がることを期待する。 
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