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緒言

すべての生物は外界の情報を得、その情報を認識し、さまざまな対応をして生命活動

を営んでいる o r生物」とい うものを定義したとき、回りの環境に適応するとい うのも

最も重要な lつの条件であると思える O もちろん下等生物には高等生物のような高度な

適応機構は存在しないがシンフ。ルな機構を持っているし、ウイルスのようなものでも宿

主を見分けるという 一種の環境認識システムを持っている O すなわち回りの状況を認識

し、それを細胞内へ伝え、それに適応するメカニズムの解明は生物の仕組みを理解する

上で非常に重要で、あるといえる O

細胞が情報を細胞内に伝える機構の解明は古くから行われてきた。その中で原核生物

と真核生物ではその仕組みが大きく異なること、 真核生物の問では酵母のような下等単

細胞生物と人間をはじめとする高等多細胞生物の聞においても細胞内の基本的な仕組み

はほとんどかわらないこと、などがわかってきた。その基本的な仕組みというのは細胞

外の環境変化あるいは情報伝達因子(サイトカインなど)を受けとめるセンサーが存在

しその情報をセカンドメッセンジャーと呼ばれる別の情報伝達因子に読みかえられて、

その情報が増幅されしかるべき場所に伝えられていくというものである O このセカンド

メッセンジャーとしてはcAMP.，DG (ジアシルグリセロール)など多くのものが知られ

ているがCa2+はその中でももっともメジャーなものの一つである O

サイ トカイ ン、ストレスなど

つ

Ca の濃度上昇

j ¥  
CaMの活性化 、

j 
CaM結合タンパク

質の活性化

j 
情報への対応

Ca2+結合タンパク

質の活性化

j 
情報への対応

災11Ca什、青報伝達系の予想、図
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Ca2+は他のイオンと異なり直接結合したり遊離したりすることによりそのタンパク質

の機能を制御している o Ca2+は通常細胞内(細胞質)では細胞外の10万分のlという非

常に低濃度に抑えられており 、細胞外の情報などに応じて、細胞外あるいは小胞体、 液

胞、ミトコンドリアなとマの細胞内Ca2ト貯蔵庫から細胞質にCa2+が放出され、それに伴い

一連のCa2+結合タンパク質を活性化しその情報に対応している (1) (図1) 0 このような

Ca2十結合タ ンパク質の中でカルモジュリン (CaM)は特に興味深い性質を持っている O こ

のタンパク質は分子量14------18kですべての真核生物に存在し、また生物種間で、高い保存

性が見いだされているタンパク質である(2)(3)(4)(5)(6)0 CaMは酵素としての機能は持たな

いが、 Ca2+と結合することにより活性化されCaM結合タンパク質と呼ばれる一連のタン

パク質を活性化することが知られている (7)(8)。すなわちCa2+の濃度上昇という情報が

CaMを介して細胞内に伝えられ多くの重要なイベントの制御に関わっていることが予想

される(図1)。

当研究室で、は酵母においてCa2+情報伝達に関わる研究を行っており、このCaMに結合

するタンパク質遺伝子のクローニングが行われてきた(9)(10)。その結果、動物細胞(ラッ

ト)のカルシニューリン (CN)の触媒サブユニッ トと 高い相向性を有する(アミノ酸レベ

ルで約50%)2つの遺伝子CMPl.， CMP2が取得された(9)(11)(12)0 CNはCaMによって活性化

されるプロテインホスファターゼ (PPase)で、Cohenの分類で、はPPase2Bという (13)。この酵

素は約60kの触媒サブユニットと、 CaMと相向性をもっ約20kの調節サブユニットから

なり(図2) 、 内蔵された調節サブユニットと可逆的に結合する CaMによってCa2+~こよ
る2段階の調節を受ける非常にユニ」クな性質を持っと予想、される(14)。またCa2+シグナ

ルとリン酸化シグナルという 2つのシグナルを結びつけるという意味においてもその性

質には非常に興味が持たれる O

Ca2+ 

calmod山¥

calcineurin 

図2カルシニューリン (CN)の予想、図

「
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この酵素の研究は古くから行われてきた。その結果、他のPPase(すなわち1，2A， 2C 

型)に比べ基質特異性が高いこと、脳神経系に多く含まれていること(牛の脳において

は全タンパク質の約1%)、グリコーゲン代謝に関わっていることなどが明らかにされ

た(15)(16)(17)。特に1989年Liuらが免疫抑制剤FK506及び:cyclosporinA(CsA)のターゲット

がこの酵素であることを明らかにして以来、非常に注目されるようになった(18)。図3に

示すように免疫抑制斉IJFK506やCsAはその結合タンパク質 (FK506はFKBP、CsAは

Cyclophilin)を介してCNに結合し、その活性を阻害することが明らかにされた。

calcineurin 
FKBP 

(cyclophili n) 

Eコ
銀器-tr

FK506 
(CsA) FK506/FKBP 

complex 

(CsA/cyc1ophilin 
complex) Calcineurin inactivate! 

図3免疫抑制剤によるCN活性の阻室

(CsA: cyclosporinA， FKBP: FK506結合タンパク質， cyclophilin: CsA結合タンパク質)

この結果により CNが免疫の情報伝達に関わるということがわかっただけでなく、間接

的ではあるが、 CNに作用する低分子の阻害剤が発見されたことにより動物細胞におい

て生理学的解析が大きく進展することになった。しかしながら高等生物では多くの情報

伝達系が複雑にからみあい、今後、 1つの情報伝達系あるいは複数の経路間のクロストー

クを明らかにしていくことは困難であると思われる O 酵母は強力な遺伝学的解析、及び

生理生化学的解析の両面からアプローチできるので、また系自体も動物細胞に比べてシ

ンプルなのでこのような情報伝達系を明らかにする上で有用な系である O

しかしながら、当研究室で取得された酵母CN遺伝子CMP1，CMP2は動物細胞のものと

高い相向性を有しているにも関わらず、その遺伝子を破壊しでも細胞の生育にはなんら

問題はなかった(9)(11)。

CNは酵母においてどのような働きをしているのであろうか?具体的にどのようなタ

ンパク質を制御し、どのようなイベントに関わっているのであろうか?あるいはあま

り重要で、はないのであろうか?これらの疑問を明らかにするために、本論文は第1章で

は生化学的、第2章では生理学的、第3章及び第4章では遺伝学的立場から酵母のCNの役

割について解析する O そして総折ではそれらの結果をもとにCNの重要性について推察

する。
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第 1章

酵母カルシニューリンの生化学的解析
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はじめに

緒言で述べたように、当研究室でクローニングされた 2つの遺伝子CMP1，CMP2はと

もに動物細胞のCN触媒サブユニットと高い相向性を有していた。 しかしながら実際に

この遺伝子産物はCNとして働いているのか、また酵母CNの生化学的性質は動物細胞の

ものと比べてどのような相違点があるのか、など疑問な点も多い。本章では実際に酵母

からCNを精製し、その簡単な生化学的性質及び先の疑問点を明らかにし、次いで

CMP1， CMP2以外にCNをコードする遺伝子が存在するかどうかを生化学的に解析し、

考察した。

第 l節材料と方法

1 ~ 1 使用菌株

酵母 Saccharomyces cerevisiae 

RAY3A(19) (MATa trpl leu2 ura3 his3) 

YLL24 (9) (MATa trpl his3 cmpl二LEU2cmp2二URA3)

20B-12(20) (MATαtrpl pep4-3) 

HTT8b (MATa trpl leu2 ura3 pep4-3) 

HTT8c (MATa trpl cmpl ::LEU2 cmp2::URA3 pep4-3) 

なおHTT8b，HTT8cはYLL24と20B-12をかけ合わせて作製した。

大腸菌 Escherichiacoli 

pop2136 (clts85η 

1 ~ 2 使用培地

YEPD培地

2XYT培地

Super Broth培地

2%グルコース、 1%酵母エキス(オリエンタル酵母)

2%ポリペブトン(日本製薬)、 0.005%アデニン、

0.003%ウラシル、(1.5%寒天)、

1.6%ポリペプトン、 1%酵母エキス、 0.5%NaCl、

(2%寒天、1.25mg/eアンピシリン)、

※NaOH，またはKOHで、pH7.0に調整

A: 1.2%バクトペプトン (DIFCO)，2.4%酵母エキス、

80%グリセリン

B: 1Mリン酸カリウムバッファー (pH7.5)

※AとBをオートクレープ後に混合
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1 ~ 3 DNA操作

1-3-1 大腸菌からプラスミドの取得

Sambrookらの方法に従った(21)。

1-3-2 DNAの制限酵素消化

Sambrookらの方法に従った(21)。

1・3-3 DNA粘着末端の平滑化

5'突出末端の平滑化

Sambrookらの方法に従った(21)。

3'突出末端の平滑化

T AKARA Blunting Kitを用いて行った O

1-3-4 DNAの末端の脱リン酸化

Sambrookらの方法に従った(21)。

1-3-5 アガロース電気泳動

Sambrookらの方法に従った(21)。

1・3-6 アガロースゲルからDNA断片の回収

Sambrookらの方法に従った(21)。

1-3-7 大腸菌の形質転換

Sambrookらの方法に従った(21)0 (塩化カルシウム法)

野島らの方法に従った(22)0 (高効率形質転換法)

1 ~ 4 融合タンパク質の発現及び精製

1-4・1 牛脳からカルモジ、ユリン (CaM)の精製

(a) boiling法(23)

特に述べない限り操作lはま4
0

C以下で

牛脳約2初O∞O匂gを氷冷した等量のBuffer101 (50mM Tris-HCα1 (ωpH7.5町)， 1mM EDT A， 0.5mM 

PMSF)にいれてミキサーですりつぶした。遠心分離 (27000g，30min)した上清を集め沈

殿をもう 一度Buffer101に懸濁、遠心した。集めた上清は100
0

Cで3分処理した後、遠心

分離 (27000g，30min)した。遠心後の上清に最終濃度が5mMになるように100mMCaClz 

をかくはんしながら加え、 Buffer102 (50mM TrIs-HCll (pH7.5)， O.lmM CaClz， 1mM 

s-mercaptoethanol)で、平衡化した40mlのフェニルセフアロース(ファルマシア)、また

はフェニルセルロファイン(チッソ)に室温でチャージした。カラム容量の約10倍の

Buffer102， Buffer102+0.5M NaClで、洗浄後、カラム5倍量のBuffer103(50mM TrIs-HCl 

-9・



(pH7.5)， 5mM EGTA， 1mM s-mercaptoethanol)で、溶出した O 溶出液は5eの脱イオン水に

対して3回透析し、凍結乾燥した。適当な濃度(通常は1mg/ml)となるように脱イオン水

にとかし、 -80
0

Cで保存した。

(b) TCA法(24)

特に述べない限り操作lは土4
0

C以下で

牛脳j彩約ポ句)200gをク氷k冷したBuぱ1ffたer201(50mM sodium phosphate buffer (ωpH5.7η)，lmM 

EDTA)に懸濁し、家庭用ミキサーですりつぶした。遠心分離 (27000g，30min)をし、上

清を集め、沈殿はもう一度Buffer201で、洗浄した。集めた上清にかくはんしながら最終

濃度が3%になるように50%トリクロロ酢酸 (TCA)を加え、約10分間かくはんを続けた。

かくはんを続けながら6NNaOHを徐々に加えpHが5.2になるようにし、さらに0.5M

EDTA (pH7.5) ， O.lM PMSFを最終濃度がそれぞれ1mM，0.lmMになるように加えて約1

時間かくはんを続けた。遠心 (5000g，10min)後、沈殿を30mlの脱イオン水に!懸濁し、

1M Trisを加えてpH7.0にあわせ溶解した o 10mM Tris-HCl (pH8.0)で、100mlになるよう

に希釈し、 50%飽和になるように固体硫酸アンモニウムを加えた。30分聞かくはんした

後、遠心分離 (17000g，20min)して上清を集めた。この上清に最終濃度が1%になるよう

に50%TCAを加え30分かくはんした。遠心分離 (17000g，10min)した沈殿を、少量の脱

イオン水に懸濁した後、 1MTrisを加えとかし、最終濃度がそれぞれ5mM.0.1mMにな

るようにEDTA，PMSFを加えたのち、 5eのBuffer202(50mM Tris-HCl (pH7.5)， O.lmM 

EDTA)に対して透析した。透析後のサンプルを遠心分離 (27000g，10min， room temp)に

より不溶物を除き、上清に最終濃度が5mMになるようにCaC12を加えた。Buffer20 3 

(50mM Tris-HCl (pH7.5)， O.lmM CaC12)で、平衡化したフェニルセフアロース(またはフエ

ニルセルロファイン)にチャージし、カラム容量の約10倍量のBuffer203，

Buffer203+0.5M NaClで、洗浄後、 Buffer204(5 OmM Tri:s-HCl (pH7.5)， 1mM EDT A)で溶

出した。溶山物は脱イオン水に対して透析後、凍結乾燥し適当な濃度になるように希釈

して-80
0

Cで保存した。

(c) CaM活性の検定

CaMはCa2+が存在したときは、 Ca2+と結合することに.より存在しないときに比べて形

がコンパクトになる O これはSDS存在下でもみられることから、この性質を利用して

CaMの活性は次のように調べた。Samplebuffer (0.625M Tris-HCl (pH7.5)， 5% SDS， 50% 

glycerol， 25% s -mercaptoethanol) rl"J ~こ CaCI 2(lmM) をいれたもの、 EGTA (5mM)を加えた

ものを用意 しそれぞれにCaMを加えboilingせずに、 SDS-PAGEを行った O この条件下で

2つのバンドの泳動度に差があるときはそのCaMは活性をもっ、差がないときは活性を

持たない。

1・4-2CNBr活性化ゲルを用いたタンパク質セフアロースカラムの作製

CNBr活性化セフアロース (フアルマシア)必安量を とり、 1mMHClrlJに15分以上お

くことにより膨潤させた。 (lgの乾燥品は3.5mlのゲルになる o )吸引ろ過器 (ミリポ
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ア)を用いて1mMHClで洗浄と)膨潤を繰り返し、最後にカップリングバッファー (O.lM

NaC03 (pH8.3)， 0.5M NaCl)で、洗浄した。ゲルと等量のカップリンク*バッファーに懸濁し、

カップリングさせるタンパク質を1mg/mlになるように加え、室温で約2時間かくはんし

た。このとき三角フラスコにゲルを入れ旋回培養器を用いて穏やかにかくはんした。

(マグネチックスターラ)は使わない。)吸引ろ過器でカップリングバッファーを除い

た後、ゲルを等量のブロッキングバッファー (0.2MGlycine-KOH (pH8.0))に懸濁し、 30

℃で2時間かくはんしてブロッキングした。吸引ろ過器を用いてゲルをカップリングバッ

ファーと酢酸バッファー (O.lM，pH4.0)で、交互に4，5回洗浄した。最後にカップリングバッ

ファーで洗浄した後、保存用バッファー(タンパク質によって異なる o )に懸濁し40C
で保存した。

1-4-3融合タンパク質の大腸菌内での発現(25)

融合タンパク質発現用プラスミドを持ったE.coli pop2136をSB+Ampicilin培地で一晩

28
0

Cで培養したものをOD6oo=0.1になるように500mlの新しいSB培地に植菌、 OD600=3.0

になるまで28
0

Cで培養した。その後56
0

Cに保温した等量のSBを無菌的に混合して42
0

C

で目的の時間振とうさせた。

1・4-4融合タンパク質の精製

村上の方法を一部改変して行った(25)。

1-4・3の条件で融合タンパクを生産させた菌体を遠心分離 (1000g，10min)で集め、少

量のTE(20mM Tris-HCl (pH7.5)， 1mM EDTA)で洗浄し、もう 一度遠心分離した。沈殿

を約20mlのTE+0.5mMPMSFに懸濁し、 Sonicator(ASTRASON W-385， 20% output 

power)で、菌体を破砕した。菌体が破砕されたかどうかは顕微鏡で確認した。この破砕物

を遠心分離 (17000g，10min)し、沈殿をもう 一度TE+PMSFに懸濁して遠心分離した。沈

殿を8Mの尿素を含むTE+PMSFを入れ、 (100mlあたり 10ml) を入れ懸濁後、氷中に

30分おいた。そして遠心分離(17000g，10min)を行い上清を回収した。沈殿はもう 一度

尿素処理した。この上清に終濃度が2MになるようにTE+PMSFを加えた後スターラーで

かくはんしながらCaClzを最終濃度が5mMになるように少しづっ入れた。これを

TE+1mM CaClzで、平衡化したカルモジュリンセフアロースカラムにチャージした。カラ

ム10倍量のTE+1mMCaClz， TE+CaClz+0.5M NaClで、洗浄後、カラム5倍量のTris-HCl

(pH7.5)+lmM EGT Aで溶出した。洛出物を脱イオン水に対して透析し、凍結乾燥を行

い、濃度が約1mg/mlになるように蒸留水に懸濁した後、 -80
0

Cで凍結保存した。

1・4・5sーガラクトシダーゼの生産及び精製

pEX2をもったE.coli pop2136を融合タンパク質の時と同じ条件でβガラクトシダー

ゼを発現させる O 菌体をSonicatorで、破砕し、遠心分離を行い、沈殿をTE+PMSFで洗浄

後、 1X sample buffer 5 ---10 ml加え、熱湯中に3---5分おいてタンパクを可溶化した。氾

'し、分離 (17000g，10min)して不溶物を除いた後、 SDS-PAGEゲル (18X15cm，厚さ 3mm)

に流して40mAの定電流で、電気泳動を行った。電気泳動後、 0.15Mの冷KClに浸し予測さ
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れる分子量下で白く染まった部分を切り出した。切り出したゲルを透析チューブに中に

入れReserviorbuffer (25mM Tris， 192mM glycine)で、中を満たしチューブを閉じ、

Reservior bufferを電気泳動層に満たして、 80Vで3，4時間かけてタンパク質を溶tBした。

それから逆方向に電流を1，2分流し、チューブρ内のReserviorbufferを回収した。ゲルの

法はもう 一度電気的溶出を行った。電気的溶出後、サンプルを脱イオン水に対して透析

した。透析後サンプルを凍結乾燥し、少量の蒸留水にとかし、 Lowry法(後述)により

タンパクを定量した。そして濃度が1mg/mlになるように蒸留水に溶かして-80
0Cで凍結

保存した。

1 --5 抗体の作製

1・5-1免疫サンプルの調製

免疫サンプルは濃度1mg/mlに調製した融合タンパク質溶液500μ!と等量のアジュバン

ト(初回免疫はFreundcomplete adjuvant， 2回目以降はincompleteadjuvant (DIFCO))を混

ぜ、て、 vortexとsonicatorによりかくはんをサンプルがエマルジョンになるまで繰り返し

た。エマルジョンになったかどうかは、その一滴を水面に落としたとき、拡散しないで

滴状のまま水面に浮いているかどうかで調べた。

1-5-2うさぎへの免疫

うさぎに注射する前にコントロールとして耳静脈から血液を5ml採取した。うさぎへ

の注射は次のようにした。まずうさぎをしっかりと固定して背中の必要な面積をバリカ

ンできれいに刈った後、 70%エタノールで消毒した。そして前述のエマルジョン溶液

1mlを10μlずつ100箇所以上皮下注射した。初回免疫から 2週間ごとにブースターとして

免疫を続けた O また抗体価の上昇を調べるために初回免疫から 3週間後とそこから2週

間ごとに採血した。抗体価はELISA法 (1-5-4) によって測定した。

1-5-3抗血清の取得

取得した血液は室温で4，5時間放置後、遠心分離 (13 0 0 g， 30m i n， 4 oC )を行い上清を集

め、 NaN3を最終濃度が0.1%になるように加え、 20μlず、つエツペンドルフチューブに分

注して、短期間は4
0

C、長期間は-80
o

Cで保存した。また全採血l後の血液は同じように遠

心して、上清を集め、 NaN3を加えた後、 5mlずつにわけで-80
oCで保存した。

1・5-4ELISA法による抗体側の測定

TBS (20mM Tris-HCl (pH7.5)， 500mM NaCl) 50μlに抗原0.1-----1.0μgの割合で、混合した。

これをマイクロタイタープレート (FALCOM， 12 X 8 well)に1wellあたり 50μlずつ分注し

て、 1時間室温で静置した O 反応、液を振り落とし1wellあたり 300μ!のTBSで、2回洗浄した O

つぎにBlockingreagentを各wellあたり 300μl入れて、 30分IUJ室jiltで、静出した。その後、

TTBS (TBS+0.05% Tweenで3回洗浄した O その次にTTI3S100μlを3列口を除いて分注し

た。抗血清20μ!とconjugation buffer (TTBS+ 1 % BSA) 190μlを混合し、 3列日にそのうち

の100μlを分注し、 4列目から分注しであるTTBSと混合して、そこから次の列に100/-tl
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ずつ分注する操作を繰り返すことによって20倍から 5120倍の希釈系列を作製した。分

注後1時間室温で静置した後サンプルを捨てTTBSで3回洗浄した。次に2列目から 12列

目には1wellあたり 100μlのproteinA peroxidase conjugate buffer (Protein A peroxidase 

(ZYMED LABORA TORIES INC)をconjugation bufferで~ 1: 50000 に希釈したもの)を入れ

1列目には 100~1のTTBSを入れた O そしてこの状態で1時間静置した後、サンプルを拾

ててTTBSで5回洗浄し、マイクロタイタープレートをひっくり返してペーパータオルで

完全に水気をふき取った。次に各wellに基質溶液 (SolutionA， B (810-RAD社)を等量に混

合)50μlずつ分注し発色させた。そして適当に発色したところで2%(W /V)シュウ酸溶

液50μlずつを入れ反応を停止させた。そして3倍希釈してOD414を測定した。

1・5-5抗血清の精製

得られた抗血清は抗原タンパクを用いたカラムにより精製した。まず取得した抗血清

約5mlをPBS(10mM sodium phosphate buffer (pH7.5)， 0.9% NaCl)で平衡化したβガラク

トシダーゼセフアロースカラム 1mlに通してβガラクトシダーゼ、を認識する抗体を取り

除いた。この操作を2，3回行った後、す通りの画分を同じく平衡化した融合タンパク質

セファロ)スカラムにチャージした。カラム10倍量のPBS，ABS (100mM acetate buffer 

(pH4.8)， 500mM NaCl)で、洗浄後、 0.2Mglycine-HCl (pH2.6)で、抗体を溶出した。フラクショ

ンは100μlずつ集め、目的の抗体の存在する画分はEL1SA法によって確認した。

1 ~ 6 タンパク質解析一般

1-6-1酵母破砕液の調製

酵母破砕液の大まかな分画は次のようにして行った o 5mlのYEPDで、対数増殖期中期

(3 ~ 5 X 107cells/ml)まで培養した菌体を遠心集菌しTE(20mM Tris-HCl (pH7.5)， 1mM 

EDTA)で洗浄後、 100~1のTE+0.5mM PMSFに懸濁し、等量のグラスビーズ (NIPPON

R1KAGAKU K1KAI GMB-40)を入れvortexをし、菌体の破砕を行った。このとき氷中に

ときどき入れながらサンプルの温度を低温に保った O 顕微鏡でIネi休が破砕されたことを

確認した後、サンプルを遠心分離 (15000rpm，10min， 4
0

C， TOMY MPX-150)した O 沈殿

はもう 一度TE+PMSFで洗浄後、 100μlの1>くsamplebuf:fer ~こ懸濁してSDS-PAGEのサン

プルとし(沈殿画分) 。また上清には25μlの5X sample bufferを加えSDS-PAGEのサンプ

ルとした(可溶性画分) 0 また破砕後のサンプルにそのまま 5X sample bufferを加え

SDS-PAGEのサンプルとした (Total画分) 0 なおサンプルはSDS-PAGE直前に遠心分離

(15000rpm，10min)し、不純物を取り除いた。

1・6-2ウエスタン法(26)

Transfer用泳動タンク (B10-RAD; TRNS-BLOTTM cell)にTransferbuffer (2 5mM Tris， 

192mM glycine) 3 e満たし、冷却器付き恒jE槽中で氷冷した。またゲルの大きさに切っ

た転写膜 (M1LLIPORE;Immobilon™)をメタノールに軽く浸し、次いで、Transfer buffer ~こ
浸して、 5-----10分間振とうして平衡化した。ゲルホルダーにスポンジ、Transferbufferに

浸したろ紙を)IIITに重ね、その上にSDS-PAGEの終了したゲルを起き、さらに!I立与脱を主
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ねて、 Transferbufferに浸したろ紙、スポンジを重ねてゲルホルダーを閉じた。ゲルホ

jレダ}を泳動タンクにセットし、 35V.30min次いで"100V.1hr転写を行った O このとき

分子量マーカーはサンプルと同時に転写を行い、転写終了後アミドブラック溶液

(0.1 %アミドブラック 10B、25%イソプロパノール、 10%酢酸)に 1分間浸した後、

脱色液 (10%メタノ)ル、 10%酢酸)で脱色し、水洗後ペーパータオルの上で風乾し

た。

転写の終わった膜を軽く TBST(10mM Tris-HCl (pH8.0)， 150mM NaCl， 0.05% 

Tween20)で、リンスした後、ブロッキング溶液 (1% BSAを含むTTBS)浸し、 37
0

Cで約 1

時間放置した。膜を軽く TBSTでリンスした後、 l次抗体溶液(精製抗体をTBSTで500

倍希釈したもの) 5mlに浸し、室温で約 1時間放置して反応を行った。反応後、膜を

TBSTで3回 (5分)洗って、次に二次抗体溶液 (AntiRabbit 19G alkali phosphate buffer 

(Promega) を TTBSで~10000倍に希釈した液)に浸し室温で約1時間放置して反応させた 。

反応後、膜をTBSTで3回洗った後、発色液 (Alkaliphosphatase buffer (100mM Tris-HCl 

(pH9.5)， 100mM NaCl， 5mM MgC12) 10mlにNBT40μ1， BC1P 20μ1 (ともにPromega) を

とかしたもの)に浸してタンパク質を発色させた。発色は光を遮断するためにアルミホ

イルに包み37
0

Cで、行った。バンドが適当な濃さになったときに膜を脱イオン水に浸して

反応を停止した O

1・6-3ゲルオーバーレイ法

(A) 1251・標識カルモジュリンの作製(27)

カルモジュリン40μgを反応buffer(160mM 1midazole-HCl (pH7.0)， O.lmM CaC12， 

LPO/GO solution (65nM Lactoperoxidase (S1GMA)， 230nM Glucose oxidase 

(Boehringer Mannheim Biochemicals))100~1 に懸濁し、 Na 1 25 1 (540μCi) (アマシャム)を

加えて軽く混合し、 30
0

C，4分間保温した。次に2.5mg/mlのグルコース8.8μlを加え混合

し、 30
0C，15分間反応させたo 14Mのß - メルカプトエタノ ~ )レ 2μl加えることによって

反応を停止させ、 100mMCaC12を8μ1，2mM Na1を16μlを加え、これをBuffer102(1-4-1 

参照)で平衡化したフェニルセフアロース0.5mlにチャージした。カラム 10倍量の

Buffer102+5mM Na1で、洗浄後、 Buffer103(1-4-1参照)で溶出した。フラクションは

100μlずつ取り、各フラクションの放射線量をYカウンター (PACKARD AUTO-GAMMA 

5650)で測定し、放射線量の高いフラクションの活性があることをSDS-PAGEで確認後、

ゲルオーバーレイに用いた O

(B)ゲルオーバーレイ法(28)

SDS-PAGEを同じサンプルについて3セット行った(クマシー染色用、 Ca2+存在下用、

Ca2+非存在下m) 0 SDS-P AGE終了後のゲjレのうち1枚をクマシー染色し、残りの2つを

をBuffer301 (固定用 40%メタノール、 10%酢酸)で30分!日j室温で緩やかに振とうし

てタンパクバンドを回定した o 10%エタノールでゲルをリンスした後、 10%エタノー

ルを加えて2時間振とうし、ゲルrlJのSDSを除去した。この操作を6回以上繰り返した後、

O.lM 1midazole-HCl (pH7.0)で、30分間緩やかに振とうし、エタノールの除去及びゲルの
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平衡化を行った。 2枚のゲルのうちlつはCa2+存在下 (lmM)、もう 1つは非存在下

(5mM EGTA)のBuffer302(20mM 1midazole-HCl (pH7.0)， 100mM KCl， 0.5% BSA， 0.02% 

NaN3)で、2時間室温で、緩やかに振とうし、平衡化した。ゲルと等量のBuffer302 (lmM 

CaCl2を含むも の、 5mMEGTAを含むものそれぞれ)に106cpm/6mlとなるように1251-標

識したカルモジュリンを入れてピニールシート内で一晩反応させた。反応後、ゲルを

Buffer302 (lmM CaClzを含むもの、 5mMEGTAを含むものそれぞれ) 2時間、 3回洗浄

した。洗浄後ゲルを乾燥し、オートラジオグラフイにかけた。

1・6-4酵母形質膜の単離(29)

1 eのYEPD培地に酵母を中期対数増殖期まで培養し、遠心集菌し (1700g，5min)， TE 

(50mM Tris-HCl (pH7.5)， 1mM EDTA)で2回洗浄後の菌休をBuffer401(50mM 

Tris-HCl (pH7.5)， 5mM EDTA， 1mM EGTA， 0.3M Sucrose， 5mg/ml BSA， 1mM PMSF)約

30mlに懸濁した後、フレンチプレス (20000pSi，American instrument company)で、破砕し

た。遠心分離 (4300g，10min)後の上清をもう 一度遠心分離 (15000g，20min)し、その上

清をさらに超遠心 (180000g，1hr)し、沈殿を取得した O この沈殿を20mlのBuffer403

(50mM Tris-HCl (pH7.5)， 1mM EGTA， 10% glycerol， lmM PMSF)にホモゲナイザー

(WHEATON)で、懸濁した。 もう 一度超遠心し、沈殿を5mlのBuffer403にホモゲナイザー

で、懸濁し膜サンプルとした。

1・6-5酵母形質膜カルモジ、ユリン結合タンパク質の部分精製

田原の方法に従った。(30)

1-6・6酵母核の単離

平賀の方法に従った。(31)

1-6-7タンパク定量

Lowry法により行った。 (32)

1 ~ 7 カルシニューリン (CN)の活性測定

1-7-1酵母からCNの部分精製

実験結果3・4に示した。

1・7-2基質の調製

32p_カゼインの作製はP.Cohenらの方法(33)を改変して行った o dephosphorylated casein 

(S1GMA) 0.5mgを500μiのReactionbuffer (2 5mM MES..KOH (pH6.5)， 4mM MgOAc， 

O.25mM EGTA， 2mM sodium-2-phophoglycerate， O.4mM: βmercaptoethnol)にとかし、

protein kinase A溶液 (cAMPdependent protein kinase catalytic subunit (S1GMA) 1mg 

(41 units)を4μlのDTT溶液 (6mg/ml)にとかしたもの、及び、y32P-ATP(Amersham) 20μCi 

を加え30
0

C、1時間反応させた。最終濃度が10%になるようにTCAを加え、反応を停止
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した。 5000rpm，5minの遠心後の沈殿を5%TCAで洗浄する操作を3回以上繰り返し、遊

離の32pを除いた。沈殿は最後に蒸留水で2回リンスし、 50mMTris-HCl (pH8.5)に

40000cpm/10!-t1になるように溶かして基質とした O

1-7-3カルシニューリンの活性測定

反応buffer(20mM Tris-HCl (PH7.5)， 1mg/ml BSA， 0.3mM MgC12) 70μiに酵素を含むサ

ンプルを30μiいれ、 30
0

Cで必要な時間反応させたo Ca2十 (2mM)，カルモジュリン (10μg)，

EGTA(5mM)は必要に応じて加えた。反応は100%TCAを最終濃度が10%になるように

加えて停止させた。 10%TCAを400μl加えた後、 10000rpm，5分の遠心分離後の上清

400μlをチェレンコフ法で測定した。測定にはPACKi¥.RDTRI-CARB 300Cを用いた。
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実験結果

第 2節抗Crnp2抗体の作製

2 ~ 1はじめに

CMPl及びCMP2遺伝子産物 (Crnp2)を解析するのに先立つて、Crnp2に対する抗体を作

製した。抗Crnp1抗体はすで、に村-上によって作製されている (25)。

2 ~ 2 s-ガラクトシダーゼーCmp2融合タンパク質発現用プラスミドの構築

抗原は大腸菌内で発現させたs-ガラクトシダーゼとCrnp2の融合タンパク質を用いた。

発現プラスミドにはpEX2を用いた。このブラヌミドはフア)ジの強力なプロモーター

である croをもち42
0Cでヒ}トショックをかけると下流のLacZ遺伝子の発現が誘導され

るO 図4に示すようにpEX2のEcoRI部位にCMP2遺伝子の約1.8kbのEcoRI-EcoRI断片を挿

入し発現用プラスミドを作製した O

LacZ 

XoaJ 
a 

EcoRI 

CMP2 

LacZ 

E∞RI 

CMP2 
&:oRI 

図4 融合タンパク質発現用

プラスミドの構築

&:oRI 

160kd 

図5 精製融合タンパク質
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2~3 融合タンパク質の発現及び精製

1・4-5の方法で融合タンパク質を発現、精製した。図5に示すように融合タンパク質は

予想通りほぼ160kdの位置に lバンドまで精製された。よってこの抗原を用いて抗体の

作製を行った。

2~4 抗Cmp2抗体の作製

2・3で精製した融合タンパク質を抗原として抗Cmp2抗体の作製を行った。 1-5に示し

た方法でうさぎに免疫し、取得した抗血清に抗体価をELISA法で測定した。その結果、

7週間目以降は抗体価は定常状態に達したので、 13週間目に全採血を行い、 1・5-5に示す

方法で、抗Cmp2抗体を精製した。

第3節 酵母カルシニューリン (CN)の部分精製

3 ~ 1 はじめに

前節で作製した抗Cmp2抗体、村上によって作製された抗Cmp1抗体を用いて酵母CNの

精製を試みた。 32p-カゼインを基質として測定した結果、酵母破砕液中にはプロテイン

ホスファターゼ (PPase)活性は存在するが、これらはCa2+/カルモジュリン (CaM)非依存

的なもので、逆にCa2+/CaMが存在しないときの方がはるかlこ活性が高かった(データ

不示) 0 これは酵母のPPaseの活性の大部分を占めるCN以外のPPase、あるいはカゼイ

ンを基質とできるアルカリホスファターゼなどの影響が強いと考えられる O これらの理

由で、Ca2+/CaM依存的なPPase活性を濃縮していく方法ではCNの精製は困難であると考

えた。そこで、抗Cmp1，Cmp2抗体を用いたウエスタン法、及びCaM結合タンパク質を感

度よく検出できるゲルオーバーレイ'法 (1-6-3)を用いて酵母CNの精製条件を検討した。

3 ~ 2 CMP2遺伝子産物 (Cmp2)の同定

前節で作製した抗Cmp2抗体を用いてウエスタン法により酵母細胞内で、Cmp2の同定を

行った。その結果Cmp2は塩基配列から予想される分子量よ りもやや小さい約64kdのタ

ンパクをコードしていることがわかった(図6)。また抗Cmp1抗体、抗Cmp2抗体はお

互いの遺伝子産物を認識せずそれぞれ高い特異性を持・っていることがわかった。

3~3 酵母CNの精製条件の検討

CNは動物系問包においてすで、に精製されその酵素学的解析もよくなされている(34)(35)(36)。

この条件を参考にして酵母においてCNを精製する条件を検討した。まずこの酵素が細

胞内のどこに局在するかをウエスタン法によって調べた(図6) 0 サンプルは1・6-1に示

す方法で調製した。その結果Cmp1，Cmp2はともに可溶性画分、沈殿画分両方に存在す

ることがわかった。よって精製の容易な可溶性画分を用いて行うことにした。

まずCaMセフアロースカラムにかける前に、大まかな精製及び細胞内のCaMを除く操

作を行うために超遠心分離 (160000g，lhr)後の上清をDE52陰イオン交換カラム

(Whatman)にかけた。oからO.5Mまで、O.05MずつNaClの濃度を上げて溶出して各溶出画

分のタンパク質をウエスタン法及びゲルオーバーレイ法によって確認した結果、 Cmp1，
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Cmp2は0から0.15Mまでにその大部分が溶出されることがわかった。この溶出液に固形

硫酸アンモニウムを40%飽和までとそこから 10%ごとの沈殿を同じくウエスタン法及び

ゲルオーバーレイ法で確認した結果、 60%飽和までにそのほとんどが沈殿することがわ

かったo 50から60%飽和まで、は他の画分に比べて少なかったため実際の精製には55%飽

和までの画分を使うことにした。その画分はCa2+を含むbufferに懸濁し、 CaMセフ アロー

スカラムにカ、けた O

1 2 3 

Anti-Cmp1 
antibody 

1 2 3 

AntトCmp2
antibody 

3 ~4 酵母CNの部分精製

ヌ16 抗Cmp1，抗Cmp2抗体を用いたCMP1，

CMP2遺伝子産物の酵母細胞内局在性

lane1:酵母破砕液 Total画分

lane2: 可溶性画分

lane3: 沈殿画分

3-3で決定した条件を用いて酵母からCNを部分精製した。精製過程での分解を防ぐた

め、菌は液胞のプロテアーゼ欠損変異pep4-3を持った株HTT8b(野生株)、 HTT8c(CN 

欠損株)を用いた。 (こ れらの株はYLL24と20B-12をかけ合わせて作製した。)また

精製の過程はすべて4
0

Cで行った O

まず目的の商体を中期対数増殖期 (3---5 X 107cells/ml)まで6eのYEPD培地で培養し、

遠心集菌 (1700g，5min)した。集めた菌はTE(20mM Tris-HCl (pH7.5)， 1mM EDT A)で2

回洗浄し、 BufferA(20mM Tris-HCl (pH7.5)， 1mM EDTA， 1mM EGTA， 5mM 

s-mercaptoethanol， protease inhibitor mixture (0.5mM PMSF， 5μg/ml Leupeptin， 5μg/ml 

Pepstatin))で1回洗浄した後、 BufferAに5X 109cells/mlになるように懸濁し、氷冷したフ

レンチプレス(20000pSi)にかけて菌体を破砕した。破砕の確認は顕微鏡で行った。破砕

液は遠心分離 (27000g，20min)し、さらにその上清を超遠心分離 (160000g，lhr)し、上

清を取得した O この上清を2初Om凶n凶iのDE52陰イオン交換カラムにかけ20∞Om凶n川l叫lのBuぱ1ffおerAで
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浄後、 100mlの0.15MNaClを含むBufferAで、溶出した。溶出液に55%飽和になるように

同形硫酸アンモニウムを加え30分以上かく はんした。遠心分離 (12000g，20min)後の沈

殿をBufferA100mlに懸濁した後、もう 一度硫安処理を行った。沈殿は30mlのBufferB

(20mM Tris-HCl (pH7.5)， 5mM s-mercaptoethanol， O.lmM CaCl2 1mM Mg-acetate， 

p戸ro叫teaseinhibitor miはxtu山I口r叫に}~怪芸濁し、 6mlのCaMセフアロースカラムにチャージした O

60mlのBufferB，0.2M NaClを含むBufferBで洗浄後、 20mlのBufferC(BufferBのCaCl2の

かわりに1mMEGTAを含む)で溶出した。溶出液を5e のBufferD(20mM Tris-HCl 

(pH7.5)， 1mM Imidazole， 1mM Mg-acetate， O.lmM EGT A， 5mM s-mercaptoethanol)に対-し

て透析し、 1mlのヘパリンアガロースカラム(Pierce)にチャージした。カラムを10mlの

BufferCで、洗浄し、その洗浄液を200μlずつ集めた。その後BufferDの0----0.6Mまでの

NaClの直線勾配をかけ200μlずつフラクションを集めた。集めたフラクションは活性測

定用に保存した。

3~5 活性測定

まず、 CaM結合タンパク(すなわち3-4の条件で精製したときのCaMセフアロースカ

ラムの溶出液をPolyvinylpyrrolidone(片山化学)を用いて濃縮したもの)のPPase活性

を1-7-3の方法に従って測定した。結果は図7に示す。この結果このPPase活性は

Ca2+ /CaMが存在するときに約10倍活性化された。Ca2十のみを加えてもあまり活性化さ

れなかった O また、 CaMの姑抗阻害斉IJといわれるTFP(Trifluoperazine)を加えると、活

性は大幅に減少しちょうと"Ca2+のみを加えたときと同じぐらいになった。type1あるい

は2A型のPPase阻害斉IJで、あるオカダ酸には動物細胞に同じくほとんど活性が阻害されな

かった。また動物細胞のものと同じようにMn2+の添加により約20%さらに活性化された。

これらの結果からこのPPase活性はCNによるものでさらに動物細胞のものと同じ様な基

本的性質を持つことが明らかになった。またこの画分はウエスタン法でみるように(図

8) Cmp1， Cmp2が高い割合で、含まれることが明らかになった O

〆ー、、

g ∞ 
ロ
O 
υ 

母
、-'
b 
>-
'C 50 
υ 
〈
ω 
〉
c 
(¥l 

ω 
~ 。

Ca2
+ 

CaM 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

+TFP 

+ + 

+ + 

+ O.A. +恥4n2+ 

-20-

図7酵母CaM結合タンパク質

における PPase1舌性

(反応時間15分)

関;忘液中の各成分(最終濃度)

CaCl2 (2mM)， 

CaM (bovine calmodulin 1mg) 

TFP (100mg) 

O.A. (okadaic acid 100nM) 

Mn2+ (MnC12 1mM) 



A B 
Ml2 345 6 7 8 1 2 3 4 S 

200 

116 

66 

42 

30 

図8 CN精製各ステップにおけるタンパク質とCmp1，Cmp2の動向

(A:クマシー染色、 B:抗Cmp1，Cmp2抗体を用いたウエスタン解析)

(1: Total， 2:超遠心後の上清， 3: DE52カラム後， 4:硫安分画後 5:CaMセフアロースカ

ラム千麦， 6:ヘパリンアガロースカラム (P1)，7:同 (P2)，8:同 (P3))

3 ~ 6 CMP1， CMP2はCNをコードするか

図9に示すようにヘパリンアガロースのPPase活性は大きく 3つのピークに分かれる

ことがわかった。ピーク 1(P1)、ピーク 2(P2)はともにCa2+/CaM存在時に大きく活性化

されたが、ピーク3(P3)はCa2+/CaMあるなしにかかわらず、値がほとんど変化しなかっ

た。図8に示すようにP1はCmp2、P2はCmp1，Cmp2両方のタンパクに富み、 P3はどちら

のタンパクも含まれなかった。

次にこれらのピークがCmp1，Cmp2の活性によるものか調べるためにCN欠損株

(cmplcmp2株)のPPase活性を同じ方法で測定した(図9) 0 CN欠損株ではP1，P2ともに

活性が消失していることがわかった。ウエスタン法の結果と合わせて考えると P1.P2の

活性はCmp1，Cmp2によるもので、このことから CMP1， Cl'vfP2はCNをコードしているこ

とが明らかになった。
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図9ヘパリンアガロースカラム溶出フラクション中のPPase活性

(反応時間30分)

3 ~ 7 CMP1， CMP2以外のCN遺伝子は存在するか。

緒言でも述べたようにCMP1，CMP2遺伝子を両方破壊しでも細胞は生育が可能であっ

た。この理由としては①CNが細胞にとって重要ではない。②CMP1，CMP2以外の別の

CN遺伝子が存在し、それがCMP1，CMP2の役割を補っている O の2つが考えられる O

このことを確かめるためにCN欠損株に残ったPPase活性P2lの正体を確かめてみた。図9

に親株に存在するP1，P2、CN欠損株に存在するP3の活性の性質について調べた結果を

示した。 P1，P2はともにCa2+/CaM依存性を示しまたオカダ酸に非感受性なCN特有の性

質を示した。これに対してP3はCa2+/CaM依存性は全く示さず、オカダ酸に対して感受

性を示した O これはCN以外のPPase(1型、 2A型)にみられる性質である o P3はCN以外

の別のPPaseで、あることがわかった。この精製系は可溶性画分からのものなので他の画

分についても調べてみた。形質膜 (1・6-5)、核 (1-6-6)のCaM結合タンパク質には

Ca2+ /CaM依存的なPPase活性は検出できなかった(データ不示) 0 これらの結果から酵

素学的にはCMP1，CMP2以外にCNをコードする遺伝子は存在しないことが強く示唆さ

-22・

れる O



。
』・d

l∞ 

80 

g 60 
0 

ぱ

〉、
;..j 

:;: 40 
() 

〈

。

Pl (CMPICMP2) 

Ca2+j EGTA OA 
CaM 

第4節考察

P3 (cmpl cmp2) 

Ca2+! EGTA OA 
CaM 

図10ヘパリンアガロー

スカラム溶出フラクシ ョ

ンのPPaser舌'性のピーク

の性質

(濃度は図7に同じ)

CMP1CMP2 (HTT8b) 

cmplcmp2 (HTT8c) 

酵母には動物細胞に存在する 4つのタイフ。のPPaseのうち3つ (1型， 2A型， 2C型)存在す

ることが知られている(37)。これらのPPaseは細胞内に割合多く存在し、活性測定も比較

的容易にできる O しかしながら酵母においては28型のPPase(カルシニューリン:CN) 

はまだ活性測定はもとより存在さえも知られていなかった。当研究室で得られた遺伝子

CMP1， CMP2はDNA塩基配列から予想されるアミノ酸配列からは動物細胞のCNと高い

相向性が見いだされたがこの遺伝子が本当にCNとして機能するのかを確かめるには実

際に酵母のCNを精製してその生化学的性質を調べなければならない。すでに精製され

ている動物細胞の条件を参考にして精製を始めた。酵母からCNを精製するのには多く

の問題点があった。まずCNの酵母細胞内で、の含量は他のPPaseに比べて非常に少ないこ

とである O 実際に酵母破砕液のクルードの状態ではCN活性は測定できなかった。よっ

て精製条件は通常行われる活性を濃縮する方法はあきらめてCrnp1，Cmp2タンパク質を

追跡する方法を用いた。しかしながら CMP1，CMP2以外のCNが存在した場合、この方

法ではとりのがす可能性が考えられるので"CaM結合タンパク質を感度よく検出するゲル

オーバ)レイ法も合わせて行った。精製ステッフ。はCaMセフアロースアフイニテイカラ

ムを中心とし、種々の条件を検討した。

CaM結合タンパク質におけるCN活性はCa2+/CaM存在時にないときに比べて約10から

12倍に活性化された。基質にはカゼ、インを用いた。カゼインがlnVIVOでCNの基質で、あ

ることは確認されていないが(酵母においてはカゼインの存在は確認されていない。)、

①真のCNの基質はまだ確認されていないこと②動物細胞においてinvitroで"CNの基質

になりうることが確認されていること③本実験は酵母CNの酵素学的性質を細かく調べ

るのではなくこれまでの遺伝学的解析の結果を裏付けるのが第 lの目的であること。な

どの理由でいわば人工基質のようなつもりで用いた。基質特異性など細かく生化学的性
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質を調べる場合にはもっと多くの種類の基質を用いる必要があろう O この活性における

酵母CNの性質は図7に示したように動物細胞のものによく似ていた。また抗Cnbl抗体

(38)(39)を用いて調べた結果、 CaM結合タンパク質中にバン ドが検出されたので酵母CNも

動物細胞のものと同じように調節サブユニット持っていることがわかった。 Cyertらは

この調節サブユニットも動物細胞のものと同じようにN末がミリスチン酸により修飾さ

れていることを報告している(39)。脂肪酸による修飾は膜に局在するためのものである

と考えられているので、動物細胞のものと同じ機構で働いていることも考えられる O し

かしながら可溶性画分においてもこの酵素は多く存在するので細胞内でさまざまな働き

をしていることが予想される O

CN活性を検出した次はこのCN活性が本当にCMP1，CMP2によるものであるかどうか

を調べた。CaM結合タンパク質にはまだ複数のタンパク質が存在しているのでヘパリン

アガロースカラムを用いてさらにCaM結合タンパク四分を分画した O その結果、図9に

示したように3つのピークに分かれた。このうち2つのピークはCmpl，Cmp2タンパクが

豊富に含まれていたのでこの活性がCMP1，CMP2遺伝子産物によるものであることが予

想される O さらにこのことを強く証明するためにCN欠損株で同じように活性を測定し

たところ、先の 2つのピークは消失した。

①CMP1， CMP2がアミノ酸レベルで動物のCN触媒サブユニットと高い相向性があった

こと②精製段階におけるCNの活性の動向と抗Cmpl、抗Cmp2抗体によるウエスタン法

によるCmpl，Cmp2の動向が一致したこと ①CMP1，C1vfP2両遺伝子破壊株においてCN活

性が消失したこと O これら 3つの理由より CMP1，CMP2はCNをコードしていることが結

論づけられた。

また緒言でも述べたようにCNは動物細胞の研究から非常に重要な役割を果たしている

ことが考えられるが、酵母においてCMP1，CMP2を破壊しても細胞は生育可能で、あった。

この理由としては①CNは細胞にとってさほど重要ではない。②CMP1.CMP2以外にCN

をコードしている遺伝子が他に存在していてこの遺伝子がCMP1，CMP2の役割をカバー

している O の2つが考えられる O 当研究室で、はすで、にCNに保存されている領域を使って

緩い条件のサザン法及びPCR法によって新たなCMP遺伝子の取得を試みたカ当専られなかっ

た。しかしながら新たなCMP遺伝子の予想アミノ酸配列がCmpl，Cmp2とかなり異って

いるといるという可能性も考えられる O この問題を解決するためにCN欠損株でのCN残

存活性をもっと細かく調べてみた。図9の結果及び形質膜回分、及び、核画分にもCNが存

在しないことから、生化学的にも CMP1， C!vfP 2以外のCN遺伝子は存在しないことが強

く示唆される O ①カゼインを基質とできないアミノ酸配列のかなり異なるCN②Cmpl，

Cmp2に比べて非常に失活しやすいCNの存在など可能性がないわけではないがCNは

CMP1， CMP2のみによってコ}ドされているといって間違いないだろう O

このことを言い換えると ICNは酵母において重要ではない」という結論に至ってしま

う。しかしながらCN欠損は通常の増殖に影響がないというだけで、 CNが通常の増殖に

直接関係しない重要なプロセスに関わる可能性も十分考えられる O

ICNは細胞内でどのような働きをしているのであろうか ?J
次章で、はCNの細胞内で、の役割について解析する 。
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第2章

CNによる細胞内Na+濃度調節機構の解析
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はじめに

酵母のカルシニューリン (CN)遺伝子CMP1，CMP2を両方破壊しでも細胞は正常に生

育した。また、第 l章で示したようにCNをコードする遺伝子はCMP1.CMP2のみであ

るo CNは細胞内でどのような役割を果たしているのであろうか。CN欠損株の形質-を細

かく調べたところCMP2破壊株は高濃度のNa+に対して感受性になることが明らかにさ

れた(40)。この形質はCMP1欠損と重ねることにより強められること、 CN調節サブユニッ

トCNB1の欠損株でも同様にみられることも同時に明らかになった。

またCN欠損株は酵母においてNa+と同じ輸送系で調節されているLi+に対しでも感受性

になることも明らかになった O これら感受性は培地中にK十を添加することによって抑圧

されたことから、 CNが細胞内Naト濃度の調節機構に深く関わっている可能性が強く示唆

された(40)(41) (~立~ 11) 0 本章ではこのCNによる細胞内Na+濃度調節機構について生理学

的に解析する O

A 

B 
W303-1八

cmpJ ::LEU2 
W303-1A 

cmp2::HIS3 
cmpl ::LEU2 cmp2::HlS3 

cmpJ :.LEU2 cmp2::HIS3 
cnbl:汗 IS3

cllbJ ::HIS3 

YPD r、.JaCI LiCI 
1.2M 140 mM  

送J11CN欠損株はNa+，Li+に対して感受性を示す。

2∞mMKCI 

一+

140mM LiCI 

(使用菌株:cmp1: DHT22-1c， cmp2: DHT22-1d， cmp1cmp2: DHT22-1a， cnbl: DHT14) 

第5節材料 と方法

5~1 使用関株

酵母 5accharomycescerevisiae 

W303 (MATa/MATαade2-1/ade2-1 his3-11，15/his3-11.15 

leu2-3，112/Jeu2-3，112 trp1-1/trpl-1 ura3-1/ura3-1 

canl-100/can1-100) from Rothstein 

W303-1A (MATa他はW303に同じ)

WHU3B (HI53+ URA3十他はW303-1Aに同じ)

DHT23-1山b いcmpμ1:
DHT22-1aμCl刀mη1p1:ιEU2cmp2:二:HJ，β53他lはまW303-1Aに同じ)

DHT2幻2-1c いCl刀mηlpμ1:ιEU2他はW303-1Aに同じω) 
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DHT22-1d (cmp2::HIS3他はW303-1Aに同じ)

DHT14 (cnb1:・:HIS3他はW303-1Aに同じ)

DHF1 (fkbl::HIS3他はW303-1Aに同じ)

5~2 使用培地

YEPD培地 (1・2参照)

pHはHClで、調整した。ただし、この場合滅菌はフィルターを用いた。イオン、薬剤等

は培地をオートクレーブ後55
0Cまで下げて加えた。

5~3 イオン濃度測定用サンプルの調製

Gaxiolaらの方法を改変して行った。 (42)

目的の菌体を100mlのYEPD培地に植え、中期対数増殖期まで培養した。この培地に

目的の濃度になるようにNaCl，KCl，薬剤などをいれ再び振とうする O 目的の時間にサン

プリングを行った。サンプリングは、 1回5ml行い、遠心集菌後、菌体は洗浄液(1.5M

Sorbitol， 20mM MgClz)で3回洗浄し、 l回蒸留水でリンスした後、 200μlの蒸留水に懸濁

した後、 95
0

Cで30分間処理した。遠心分離 (15000rpm，10min)後の上清を酵母抽出液と

してイオン濃度測定用サンプルとして用いた。

5~4 酵母Na+の排出の測定

目的の菌体を5-3と同じ方法で(最終濃度0.85MNaCl， 4時間)Na+を取り込ませてか

ら遠心集菌した。菌体を軽く蒸留水でリンスし、 70mMLiCl， 1.7Mソルピトールを含む

YEPD培地に3........5X 107cells/mlになるように懸濁した。 5-3と同じように菌体を処理し

細胞内イオン濃度を測定した。

5~5 等速電気泳動装置によるイオン濃度の測定

(原理) (43)(44)等速電気泳動法(IP法)は、キャピラリーに試料をいれこの両端に電圧

をかけ、試料中に含まれるイオンをその移動度の差により分離する方法である o IP法は

試料イオンよりも移動度の大きいイオンを含むリーデイング電解液と、試料電解液より

移動度の小さいイオンを含むターミナル電解液の2種類を用い、この両者の境界面に試

料を注入した後、通電を行うと、図12に示したような分離過程を経て連続したゾーンが

形成される O 定常状態に達したときの各イオンの泳動度は等しく一定となり、文字通り

等速電気泳動である。また、 IP法は連続した試料ゾーンを形成し、各試料濃度はリーデイ

ング電解液に支配されて濃縮あるいは希釈されるという特徴があり、謝斗境界面はシャー

プである O また各ゾーンにおけるイオン濃度は一定であり、このゾーンの幅をはかれば

イオン濃度を測定できる O 原理からIP法は定量的に高い再現性が得られ、試料のイオン

の分離はもとより、イオン濃度を測定するのにも適している O またイオン電極や原子吸

光法のようにサンプルを直接測定せず、サンプルをいったん分離して測定するので爽雑

物などの影響も非常に受けにくい。ここでは酵母細胞内イオン濃度をこのIP法を用いて

測定する O
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図12等速電気泳動の原理

(測定法)

等速電気泳動装置はShimadzuIsotachophoretic analizer IP-2Aを用いた。リーデイング

電解液 (6mMHCl， 2mM HZS04， 80%(V /V) methanol (液クロ用))、ターミナル電解液

(10mM CdClz， 80%(V /V) methanol (液クロ用) )をそれぞ、れリザーバータンクに満た

し、オペレーションスイッチ (OS)をRINCEの位置に合わせ、 pressureが0.5の位置にき

て約5秒間キャピラリーを洗浄した。OSをFILLの位置の合わせ、約3秒間待ち、キャピ

ラリーにリーデイング電解液を満たした。 OSをINJ/CTFの直前で止め、 pressureが0に

なるのを確認してから、 OSをINJ/CTFの位置に合わせ、サンプリングボックスのふたを

開けマイクロシリンジでサンプルを適当な量 (100μlまで、通常2μl打ち込む)注入した。

サンプリングボックスのふたを閉めた後、 OSをRUNの位置に合わせSTARTスイッチを

押して測定を開始した。設定条件は1stSTAGE=150~A， 12min， 2nd STAGE=100~A ， 

13min (合計25min)，TEMP=25 oc、レコ)ダーはShimadzuRl12を用いた。

イオン濃度はチャートに記入しである微分のピークからピークの終わりまでの長さを

測り、濃度の明らかな標準液のピーク聞の長さと比較して求めた。
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実験結果

第6節 酵母細胞内のイオン濃度の測定及びCN遺伝子破壊の与える影塑

6 ~ 1 はじめに

先にも述べたようにCNはNa+濃度調節機構に関わっている可能性が考えられる O この

可能性を確かめるためには実際に細胞内のイオン濃度を測定する必要がある O そこで、

高塩濃度ストレス下におけるイオン濃度の動向について調べた。

6~2 細胞内Na+ ， K+濃度の測定

野生株 (WT:WHU3B)、CN欠損株 (cmplcmp2破壊株:DHT23-1b)をYEPD培地で中期

対数増殖WJまで培養し、最終濃度が0.85Mになるよ うにNaClを加え(野生株と破壊株と

の間で増殖のスピードに差がでて、さらに破壊株が生存可能な濃度である o )、 5-3，

5-5に示す方法で、細胞内のNa+及び、動物細胞においてはそのカウンターパートとして知ら

れるrの細胞内濃度を測定した O

図13に示すように通常のYEPD培地で培養したときは野生株、 CN欠損株の問で両イオ

ンとも大きな差はない。このとき細胞内にはNどはほとんど存在せず、 K+は1.5μmol/mg

protein含まれていた。Na+添力1I後来IIlJJ包内Nど濃度は上昇し逆にK+濃度は減少していった。

このときCN欠損株の細胞内Na+濃度は破壊株に比べて異常に高く逆にK+濃度は異常に低

かった。塩添加後10時間で、はCN欠損株は野生株に比べてNa+濃度は約2倍、 K+濃度は約

半分であった。 以上の結果からCN欠損株がNどに対して感受性を示すのは高Na-'培地で、

の細胞内Na+濃度が異常に高いことに起因することがわかった。

∞E 
υω 。

~i=. .I 1.5t K+ ...，......-4 

阿

+ 
210トNa • .¥ 1.0 
o g E 

Jたこi o.sf r 
ドUロ吋E 『

O 6 O 
O 2 4 6 8 10 O 2 4 6 8 10 

Time， hr Time， hr 

図13野生株とCN欠損株のNa+.K+濃度の動向

野生株 (WT:WHU3B)、CN欠損株 (cmplcmp2':DHT23-1b) 
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6 -3 Na+排出の測定

さきにのべたCN欠損株の異常に高いNa+濃度を引き起こす原因としては①Na+の取り

込み系が異常に活性化されている O ②Na十排出系に欠陥がある O などの理由が考えられ

るO そこでより解析が容易な排出について解析してみた(図14)。

5・4に示した条1tl二で、菌体にNどを取り込ませ、 Na+を含まない培地に移した。このとき

ストレスのかかった条件で解析を行うため培地中には0.85MNa+とほぼ同じ作用を示す

70mM Li+を用い、浸透圧の影響を考え、 0.85MNa-lと同じ浸透圧である1.7Mソルピトー

ルを培地中に添加した。

予想通り排出のスピ)ドは野生株に比べてCN欠損株は遅いことがわかった。すなわち

Na+のターンオーバーの効率がCN欠損株では悪くなり、これにより細胞内のNa+の濃度

が異常に上昇するものと思われる O またこの実験においてrの細胞内濃度は野生株、

CN欠損株の間でほとんと々差がなかった(データ不示) 0 これにより CNは主に排出系の

制御により Na+濃度調節に関わっているものと考えられる O

(

民
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図14Na+排出の測定

野生株 (WT:WHU3B)、CN欠損株 (cmplcmp2:DHT2 3-1 b) 

KCl (200mM)を加えた。
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6 ~ 4 K+の影響

先に述べたようにCN欠損株のNa+感受性はrの添加により抑圧される O 高等動物では

細胞膜にNa+/K+ ATPaseが存在し、 Na-lとK+は交換反応、によって細胞内の濃度が調節され

ている O また6・2の結果により K+の存在がNa+濃度調節系において重要なポイントになる

ことが示唆される O よってK+の添加が細胞内Na+濃度に与a える影響について調べてみた 0

6-2と同じ条刊二で6時間Na+を取り込ませ、細胞内のNa+.K+濃度を測定した。このとき

同時に200mMKClを添加したものも用意しそのイオン濃度を比較した。図15に示すよ

うにCN欠損株にKClを添加したときそのNa+.K+の割合が野生株の割合に近づくことが

わかった。また図14に示したようにrの添加により CN欠損株の排出のスピ)ドは野生

株に近づくことがわかった。以上の結果からCN欠損株のNa+感受性がK+の添加によって

抑圧されるのは、細胞内のNal-， K+濃度の動向がK-lの添加によって野生株に近づくため

であると思われる O 酵母においても細胞内Na+濃度の調節はrが非常に重要な役割を果

たしていることがわかった O
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図15細胞内Na+濃度に対するrの影響

野生株 (WT:WHU3B)、CN欠損株 (cmplcmp2:DHT23-1b) 

KCl (200mM)を力日えた O

6 ~ 5 FK506の影響

緒言で述べたように免疫抑制斉'JFK506，CyclospolinAはCNの活性を阻害することが知

られている O また酵母においてもこの作用は同様にみられることも知られている(18)(45)。

先に述べたイオン濃度の動向がCNによるものであるならば野生株にFK506を作用させ

たときのイオン濃度の動向がCN破壊株のイオン濃度の動向に一致するはずで、ある O そ

れについて調べてみた。 6-2と同じ条件で、Na+を取り込ませた。図16Aに示したように予
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fE、通り野生株にFK506を作用させたときそのNa+.K+濃度の動向はCN欠損株のものに一

致した。またCN欠損株にFK506を作用させてもほとんどその影響がみられなかったこ

とから、FK506がCNに作川していることが示唆される O

FK506はFK506結合タンパク質 (FKBP)を介してCNに作用する O 先の作用がFK506に

よるものであるならば酵母のFKBP(Fkb1)欠損株(46)(47)(48)(49)においてその作用がみられ

ないはずで、ある O 図16Bに示すようにFkb1欠損株においてFK506の作用はみられなかっ

た。以上のことからFK506はCNに作用し、同時にCNが細胞内Na+濃度調節に関わって

いることが明らかになった O

またここでFkb1の株のイオン濃度の動向が野生株と若干異なるのはこの株が野生株に

比べて通常の増殖が遅いためであると思われる O
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図16細胞内Na+濃度に対するFK506の影響

野生株 (¥VT:WHU3B)、CN欠損株 (cmplcmp2:DHT23-1b) 

FK506結合タンパク質 (FKBP)欠損株 (fkbl:DHF1) 

FK506は最終濃度が1μg/mlになるように培養のはじめから加えた。

第 7節考察

酵母のCN欠損株は生育可能であった。その他大きな表現形はみられなかった。動物細

胞においてCNは非常に重要な系に関わっていることが知られているし、 Cmp1，Cmp2は
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動物細胞のCNとアミノ酸レベルで約50%と非常に高い相向性がみられたことから、酵

母においても重要な働きをしていることが考えられた。細かく CN欠損株の形質を調べ

た結果Nどに対して感受性を示すことが明らかにされた (40)。これらの形質はCN欠損株

が細胞内のNa+の濃度調節がうまくできないことに起因するのではないかと考え、野生

株とCN欠損株で、の細胞内のNal-濃度を等速電気泳動装置を用いて測定した。このとき

Na+のカウンターパートとして知られるK+の濃度も同時に測定した O 通常の培地で培養

したときは両者の間で大きな差はみられなかったが、 Naトを加えるとCN欠損株は予想通

り野生株に比べて細胞内Na-lは異常に高く、逆にK-t-濃度は異常に低かった。培地にK'を

同時に加えると、 CN欠損株のNa十， K+濃度は野生株と同じようになった。 CN欠損株の

Na+感受性が培地中へのrの添加によって抑圧されるのはこの感受性が細胞内のこの2

つのイオン濃度の動向が野生株に近づくためであった。またCN欠損株の細胞内Na+濃度

が異常に高いのはNa+排出系に欠陥があるためであった O

動物細胞において免疫抑制剤FK506はCaNをターゲットとし、その活性を阻害するこ

とが知られている O また酵母においてもこれと同じ機構でこの薬剤が働くことが知られ

ている(45)。酵母にこの薬剤を作用させるとCN欠損株と同じく細胞はNa+，Li+に対して感

受性を示した(46)。この条件で細胞内のイオン濃度の動向をみてみると野生株にFK506

を作用させたときCN欠損株のものにほぼ一致した(図16A) 0このFK506の作用は酵

母のFKBP欠損株fkbl株ではみられなかったことから、この現象はFK506によるもので

あり、同時にCNが細胞内イオン濃度を調節していることが明らかになった O

では具体的にCNはどのようなメカニズムで、細胞内Na-t-濃度を調節しているのであろう

か。酵母には動物細胞において知られているouvam感受性のNゲ/K寸ATPaseは知られて

いない。酵母においては、 Na+濃度の調節は酵母に存在する強力なH+-ATPaseによって

形成されたpH勾配を利用して細胞外にNa+を放出するNa+/H+antiporterによるものか

(50)(51)、動物細胞のものと性質の異なるNa+/K+ ATPaseのどちらかが調節していると考え

られている O

最近、当研究室ではCN欠損株のLi+感受性を多コピーで相補する遺伝子のクローニン

グを行った結果、 ENA11PMR2遺伝子が取得された(41)(52)。この遺伝子はLi+感受性変異

株を取得し、その結果得られた遺伝子である(53)。構造上はP-typeATPase(54)で、この遺伝

子が欠損すると細胞はNa+/Li+のみ強い感受性を示すことからNa+-ATPaseとして働くこ

とが考えられている(53)(55)。この遺伝子の転写はNa寸によって誘導されるがこの転写誘

導の一部がCNによって制御されていることが最近明らかになった(56)0CNは排出系を中

心にNa+濃度を調節していると考えられるがNa+ストレスによってENAlの転写量を増や

しNa+排出を強めると考えればこのメカニズムが説明できる。しかしながら①ENAlは

CN以外にも Na+によって誘導される転写調節系を持つこと(57)(58)②enal株でCNを高発現

するとNど耐性があがること(57)③enal株で、さらにCNを欠損させると細胞のNa+感受性が

さらに強まること(57)以上のことからCNはEnal以外にもターゲツトを持ちいくつかの機

能タンパク質を制御することによって細胞内Nゲ濃度を調節しているものと考えられる O
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第3章

バナジン酸耐性に必要な遺伝子SVSlの解析
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はじめに

酵母においてCNがどのような役割を果たしているかを知るためにはCN関連遺伝子を

取得してその解析を行うことが重要である 。第 2章で、述べたNa+，Li+感受性の他にCN破

壊株はパナジン酸に対しでも感受性になることが明らかにされた(図17)(59)。バナジン

酸は形質膜ATPaseやチロシンホスファターゼ、の組害剤として知られ(60)(61)、この薬剤の

関わる系とCNの関係には非常に興味が持たれる O ここで、はCNの下流で、働く遺伝子を取

得する目的でこのパナジン酸感受性を多コピ)で相補する遺伝子の取得と解析について

述べる 。

+4mM 
vanadate 

/戸

lIJ 

-・[] • • • [~ 

[]・• • 
-Leu -His 

図17CN欠損株はバナジン酸に対して感受性を示す。

CMPl (LEU2で破壊)， CMP 2 (HIS3で破壊)を同時に欠損する株(すなわち日IS培地、

-LEU培地、どちらでも生育可能な株)はパナジン酸感受性になる 。

第 8節材料と方法

8 ~ 1使用菌株

酵母 Saccharomycescerevisiae 

RAY3A-D 

RAY3A 
YLL34(62) 

YLN1(62) 

TNP15 

TNP20 

TNP59 

(MATa/MATα his3/his3 leu2/1eu2 trpl/trpl ura3/ura3) 

(MATa his3 leu2 trpl ura3) 

(cmpl::LEU2 cmp2::HIS3他はRAY3Aに同じ)

(cnbl二HIS3他はRAY3Aに同じ)

(svsl::URA3他はRAY3Aに同じ)

(svsl ::HIS3他はRAY3Aに同じ)

(cmpl::LEU2 cmp2二HIS3svsl::URA3他はRAY3Aに同じ)
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大腸菌 Escherichiacoli 

DH5α (supE44 L11acU169 (戸80LacZ L1Ml幻hsdR1 7 recAl 

endAl gryA96 thi-l relAl) 

JM109 (recAl endAl gryA96 thi-l hsdR17 supE44 L1(lac-proAB) 

[F' traD36 proAB lacI ZL1M15]，ベー

8~2 使用培地

YEPD培地、 2XYT培地(第1章 1-2)、MM培地(63)

8 ~ 3 DNA操作

8-3-1酵母の形質転換

Itoの方法に従った(64)。

8-3-2酵母からプラスミドDNAの回収

田口の方法に従った(65)。

8-3-3大腸菌の形質転換

第 l章 1・3-7参照

8・3-4大腸菌からプラスミドDNAの回収

第1章 1・3・1参照

8-3-5サザン法

Southern， Sambrookらの方法したがった(66)(21)。

8-3・6ノーザン法

①酵母からmRNAの取得はSchmittの方法に従った(67)。

②ノーザン法はManiatisの方法に従った(68)。ブロ)ブはSVS10RF内PvuII-PvuII約

400bpを用いた O

8-3-7 DNAの塩基配列の決定

DNA の塩基配列の決定はTAKARAのAmpliTaqTMSequencingKitを用い、付属の説明主

の方法に従って行った。

8-3・8SVSl遺伝子の取得

SVSl遺伝子の取得は難波、劉によって行われた(69)(62)0 CN欠損株 (YLL34)に、 YEp24

ゲノムライブラリーを形質転換し、約7000個の形質転換休からパナジン般感受性を相

補する遺伝子が1個取得された(条件4.5------5.0mMYEPD桁1&) 0 
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8-3・9SVSl遺伝子の破壊

p102のSaII-SmaI領域をpBlueScriptの同制限部位につなげた。BstEII，PstI消イ七した後切

断断片を平滑化し、同じく両端を平滑化した URA3，あるいはHIS3遺伝子を挿入した。

破壊の際はこのプラスミドをSphIで、切断し、線状にして酵母に形質転換した。破壊の確

認はゲノムDNAをめhI消化し、 SVSlのSphI-SphI領域をプローブとしてサザン法により

行った。

8-3-10 SVSl転写誘導の解析

対数増殖期前期 (1X 107cells/ml)の細胞に最終濃度が6.0mMになるようにバナジン酸

を添加し、経時的に菌体をサンプリングし、 Schmittらの方法(67)に従ってmRNAを回収

した O プローブはSVSlはORF内の約O.4kbのPvuII-PvuII断片、 ACTlは約1.1kbの

XhoI-KpnI断片を用いた O プロープのラベリングはMultiprimeDNA labeling kit 

(Amersham)を用いた。

8-3-11 HA標識SVSl遺伝子の作製

HAのエピトープ配列を含む46merのオリゴヌクレオチドを合成した O

①5'・CCACATTT ACCCTT ACGATGTTCCTGATT ACGCTT AAGCTTGGT AC-3' 

②5'-CAAGCTT AAGCGT AATCAGGAACATCGT AAGGGT AAATGTGGGT AC-3' 

この 2つを等量混ぜ、合わせ65
0

Cで5分間処理した後、 pUCSVSl (pUC19のSalI-SmaI部

位にp102のSaII-SmaI断片を挿入したもの)のI(pnI部位にこのヌクレオチドを挿入した。

挿入の確認はヌクレオチド内にあるHindIIIで、切断されるかどうかで行い、方向はシ)ク

エンスによって確かめた。

8-3-12 CN高発現用プラスミドの作製

YEpCMP1CNBl はCMPlを含む約3.6kbのXbaI-Hin dIII断片と CNBlを含む約1.5kbの

EcoRV -EcoR V rfTr片をYEp24に接続して作製した。YEpCMP2CNBlはCMP2を含む約

3.2kbのBglII-PvuII断片と、 CNBlを含む約1.5kbのEcoRV-EcoRV断片をYEp24に接続し

て作製した。

8-3-13培養液中から細胞外分泌タンパク質の取得

菌体を中期対数噌殖期まで培養した5mlの培養液を遠心集菌後の上清に最終濃度が5%

になるようにトリクロロ酢酸を加え、氷中に1hrおいた後、遠心分離 (15000rpm，

10min， 4 oC， TOMY MPX-150)し、タンパクを沈殿させた。沈殿を蒸留水で1回リンスし

た後、 100μiの蒸留水に懸濁し、 5X sample bufferを20μ11Jnえて、 boilingしてSDS-PAGE

用のサンプルに用いた。
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(実験結果)

第9節 SVSl遺伝子の取得と解析

9 ~ 1はじめに

CN欠損株はNa+，Li+の他にバナジ、ン酸に対しでも感受性になることが明らかにされた

(59)。先にも述べたようにパナジン酸は形質膜ATPase、チロシンホスファターゼの阻害

剤として知られその系とCNとの関わりを明らかにすることは非常に重要であると考え

られる O そこでCNの周辺で働く遺伝子を取得するためにこのパナジン酸感受性を多コ

ピーで相補する遺伝子の取得が試みられた(62)(69)。

9 ~ 2 SVSl遺伝子の取得

SVSl (Suppressor of Vanadate Sensitivity of calcineurin -deficient mutant)遺伝子はCN欠

損株のバナジン酸感受性を多コピ)で相補する遺伝子として取得された (8-3-8)0SVSl 

は多コピーで、CN欠損株のパナジ、ン酸感受性は相補するが、 Na+，Li+感受性あるいは

「αfactorによるG1期停止から通常の細胞周期への復帰ができない」形質は相補するこ

とができなかった(図18) 0 SVSl遺伝子を含む取得プラスミドの活性領域の検討は図

19のように行いSphI-SphI約1.6kbの聞の塩基配列の決定を行った。

YEp24 

YEpSVSl 

YEpCMPl 

ぐp
x.~ 

-<)<yぷro
、 Jv ふy

図18SVSl遺伝子はCN欠損株のパナジン酸感受性を相補する

(使用菌株 YLL34，vanadate (5.2mM)， LiCl (70mM)) 
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p301 

S Sp B P P PK Sp suppre~10n 

u + Eおおお次ほ辻次長ミ¥ヨ
SVSI0RF 

+ 
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HIS3 

図19SVS1遺伝子の必須領域の検討

p102は取得されたプラスミド(データ不示)でp201はp102をSaIIで、切断し、 self

ligationしたものである O

9 --3 DNA塩基配列の決定 .

塩基配列を決定した結果SVSlは750bpのORFを有し、 260個のアミノ酸からなるタン

パク質をコードしていた(図20)・Q この遺伝子は新規でアミノ酸レベルで部分的、全体

的に相同性の高いタンパク質は見いだせなかった。またSVSl遺伝子の3'末端側約400bp

後方に別のORFが存在していた。この遺伝子の予想タンパクは酵母の減数分裂時の組み

替えに関係しているといわれるPMSl(70)にアミノ酸レベルで高い相向性が見られた(デー

タ不示)。

9 --4 Svs1タンパクの予想、アミノ酸配列上での解析

Svs1pはこれまで知られているいずれのタンパク質とも部分的、全体的に高い相向性

は見いだせなかったが、 DNA配列から予想、されるタンパク質にはかなり特徴を持ってい

ることがわかった O 図20Aに示すようにこのタンパク質はセリン、スレオニンに非常に

富んでいる O セリンは全アミノ酸の15%、スレオニンは25%にも達する O また親水性・

疎水性領域の検討をKyteらの方法(71)に従って解析した結果、図20Bに示すように全体的

に親水性のタンパク質であるのにも関わらず、 N末付近は非常に疎水性に富んで、いるこ

とがわかった。この領域のアミノ酸配列配列を調べてみるとAla-X-Alaという分泌シグ

ナルにみられるコンセンサス配列がみられることがわかり (72)、この部分は分泌シグナ

ルとして働いていることが予想される O よってSvs1pは分泌タンパク質として働いてい

る可能性が考えられた O
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A 
GGAACAAACATTTTGATTTCAATTTCCACAAGCCTAGACTCTTCAACACATAATCTGTGG 60 G'l'TATTGTTTGGGAAAGCATTCTCCGCTAGMGAA'rGlV¥.ACTGGCGCTCAGGTTTGATTC 120 'I'ATAACTACGGCAGTTTTTCCTATTCTATTTTCG'l"l"rT'l'TGAT'l'T'l'CCCGCCGCl¥T'l'GGA 180 Tl¥TTCl¥ATTCGCGACGCTMTMT'l'GGCl¥T'rrrCGTGTTCTrrl¥AGTl¥l¥TTTCGTG'rTTCAA 240 l¥Tl¥l¥CCGTl¥AACAGAGAl¥l¥Gl¥CCCMGAl¥TTTCAGATGGCTTAGAAGAGGTAGACl¥TTAA 300 l¥TCl¥l¥TCTGTATGTGATGGAGAGGGAGTGTl¥TT'l'AAAAGl¥CGTAAGAAAATGAATTATCA 360 AGATCCGTTl¥TGGCCATCTAGTCTCTTTCTTGTACACTAGTTGTCTAACACAACCAACAA 420 
ATTAGAATATATATCGCAATGATTTTCAAAATATTGTGTAGTTTACTACTGGTAACCTCC 480 

|M 1 F K 工 L C a L L L V T a 14 
AACTTCGCTTCTGCCTTATATGTCAATGAAACTACGAGCTATAC.ACCATACACGAAGACA 540 N F A a AI L Y V N E T T a Y T P Y T K T 34 
TTAACTCCAACATACTCTGTTTCACCTCAAGAGACAACATTAACGTACAGCGATGAAACA・ 600L T P T Y a V a P Q E T T L T Y ~ D E T 54 
ACCACCTTCTACATAACATCTACTTTTTACTCTACCTACTGGTTCACTACCTCCCAATCA 660 T T F Y 1 T S T F Y S T Y W F T T S Q S 74 
GCTGCTATTATTAGTACACCTACTGCAAGTACACCTACTGCAAGCACGCCTAGCCTAACT 720 A A 1 工 S T P T A S T P T A S T P S L T 94 
ACGTCCACAAATGAATACACCACCACCTATTCTGACACAGACACCACCTACACGTCTACT 780 T a T N E Y T T T Y S D T D T T Y T S T 114 
CTGACCTCTACTTACATAATAACTCTATCTACGGAATCCGCCAACGAGAAGGCTGAACAG 840 L T a T Y 1 1 主 L a T E a A N E K A E Q 134 
ATTTCCACGAGCGTCACAGAAATTGCTTCTACAGTAACCGAATCGGGCAGTACATACACC 900 工 a T a V T E 1 A a T V T E a G a 'I' Y T 154 
TCTACTTTGACCTCAACCTTATTGGTTACTGTATATAATTCCCAl¥GCTAGTAATACAATA 960 a T L T a T L L V T V Y N a Q A a N T 1 174 
GCGACATCCACAGCTGGGGACGCCGCCTCCAATGTTGATGCCTTÞ~GAAAAGTTAGTCTCT 1020 A T a T A G D A A a N V D A L E K L V S 194 
GCTGAACATCAATCTCAGATGATTCAAACCACATCCGCCGATGAACAGTACTGTAGTGCG 1080 A E H Q a Q M 工 Q T T a A D E Q Y C S A 214 
TCTACCAAGTATGTTACAGTTACAGCTGCTGCAGTTACCGAAGTGGTTACTACTACGGCG 1140 a T K Y V T V T A A A V T E V V T T T A 234 
GAGCCTGTTGTTAAATACGTTACTATAACTGCCGATGCTAGTAATGTTACAGGTTCTGCT 1200 E P V V K Y V T 1 T A D A a N V T G a A 254 
~C~CGÇTAÇCCACATTTAATGCGTGACGTTGAATCGAGAAAAAAAGCTACTTTTAACG 1260 N N G T H 1 * ------~-~-~~---------- -26O 
AAACCTTTACTAGTTATCCTATATGGGATCACTAGTATTTTTTGATTTACGATTCAATAA 1320 ATAGACTAGAGACAACTTTCATATCATTCCTTAAAAAATACATAAAGCGCAAATTCAACC 1380 CCATTGATACATATATAAGTAGTTCTATTATGACTTTCAAGAACAATAGTAGCTTTTCTA 1440 AATAATCl¥ATAAGTAGCACAAAATCTGTCTGTTTGTACGCTTATATTTAGTTTGCGTTTA 1500 TTTGCGAGCGCCACGAGAAGGGGCAGGAAAAAAAGATCAATAGTTTGCAATAAACATCGA 1560 ATGATGATTTCAACCACCGATACA 1584 

3 

2 

O 

-2 

-3 

O 

B 

80 160 240 aa 

図20SVSl遺伝子の (A)塩基配列及び予想、アミノ酸配列と (B)予想タンパクの疎水性・
親水性領域の解析(71)

(A)セリン、スレオニン残基には下線を、分泌シグナルと思われる領域は囲った。
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9 ~ 5 SVSl遺伝 fの破壊

Svs1の細胞内での機能を調べるために8-3-9に従って破壊用プラスミドを構築し、酵

母ゲノムJ-_のSVSl遺伝子の破壊を行った(図19)。 破壊の確認はSphI-SphI領域を プロー

プとしてサザン法によ って行った(データ不示) 0 

遺伝子破壊の結果SVSlは細胞の生育には必須で、ないことがわかった。しかしながら了

想通り SVSl欠損株はノ汁ージン酸に対して感受性を示した(図21)。このバナジン酸感受

性はCN欠損株よりも弱いものであった O またバナジン酸以外にもCN欠損株にみられた

Na¥LrT高pH(tJl)感受性、 「α-factorによる G1期停止からの復帰ができない」といった

形質はみられなかったn このほかにも胤度感受性、低温感受性、ヒートショック感受tl:
などにはならず、 種々 の金属イオン (Kl，Mg2寸， Cu2-1， Mn2¥Zn2寸，Sr2-1， C02+， Cd2+， Ba2→ 

NH4r
， SOI¥2'， S032 ， N022 ， Cr04マ ー ASO.12、種々の薬剤 (hygromycin B， ch loramphenicol， 

Ethdium bromide， amyloride， haloperidol， syringomycin， JG957， trifluoperazine， 

flu phenazi ne， cycloheximide， FK5 06， cyc lospori nA， nystati n， ceru lenin， puromycin)、その

他のス トレス (エタノール、 H202、浸透版、SDS、s-メルカ プ トエタノ ール、 pH、炭素

源利用)に対しでも野性株と比べて感受性、耐性にはならなかった O

YPD 

YPD 
+vanadate 

図21SVS1遺伝子破壊株はノ汁『ジン酸に対して感受性を示す。

(左から時計同りにwildtype: RAY3A， cmplcmp2: YLL34， svsl: TNP20， 

パナジン酸の濃度は5.6mMで、ある o ) 
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9 ~ 6 SVSl遺伝子の転写制御

これまでの解析からSVSlはバナジン酸耐性に関わる遺伝子であることがわかった O ア

ミノ酸配列上からSvs1pは機能タンパク質として働く可能性が高いので、パナジン酸によ っ

て誘導される可能性もあると考えられる O それについて調べてみた。8-3-10の方法で細

胞からmRNAを回収し、ノーザン法を行った。インターナルマーカーとしてはアクチン

遺伝子 (ACT1)を用いた。図22に示すようにSVSlmRNAはパナジン酸により顕著に誘導

されていることがわかった。またこの誘導はLi+，cycloheximide， heatshockなどに対して

全くみられず、バナジン酸特異的であることがわかった。

wild type cm
j
plcmp2 

O 2 4 O 2 4 (hr) 

SVSl 

ACTl 

ヌ122SVSlmRNAはバナジン酸によって転写誘導される O

(wild type: RAY3A， cmplcmp2: YLL34) 

第 10節 SVSl遺伝子産物の解析

1 0 ~ 1はじめに

9章でも述べたようにSvs1pは分泌シグナルと思われる配列を持ち、その生化学的特徴

には非常に興味が持たれる。そこで、抗体を用いた生化学的解析を行った。

1 0 ~ 2抗Svs1抗体の作製

SVSl遺伝子産物の解析を行うために抗Svs1抗体の作製を試みた O まず常法に従い、グ

ルタチオンーS-トランスフエラーゼ、 (GST)とSvs1の融合タンパク質を大腸菌内で生産し、

それをマウスに免疫して抗血清を取得したが、この抗体は大腸菌内で生産したSvs1Dは

認識できるが酵母内で、発現させたS叫 pは認識で、きなかった問。そこでこの方法はあき

らめ、インフルエンザウイルスのヘマグルチニン (HA)に含まれる 9個のアミノ酸

(YPYDVPDY A)を特異的に認識する抗体 (HA抗体)を用いることにした。8・3-11に示す

方法で、SVSl遺伝子のC末端にこのエピトープが読まれるように合成したオリゴヌクレオ
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チドを挿入した(SVS1-HA)oSVS1-HAは単コピーで、svsl株のパナジン酸感受性を完全に

抑正したことからこの遺伝子は通常のSVSlと同じように働くことが明らかになった。

よってこの抗体を用いておslpの解析を行うことに した。

1 0 ~ 3 SVSl遺伝子産物の解析

Svs1pはその予想、アミ ノ酸配列から分泌タンパクとして働く可能性が示唆された O そ

こでまずSvs1pがどこに局在するかをウエスタン法によって調べた。Svs1-HAをもっ株

の細胞Total画分と、その培養液を取得した O その結果、図23に示すようにSvs1pは細胞

外に分泌されず、細胞内で働くことがわかった。

しかしながらSvs1pが細胞内のどこに局在するのか。あるいはどのようにこの分泌シ

グナルが働いているのかは厳符、な分聞を行う必要があると考えられる O

1 2 2 

4・(35kd 

Wild type clnpJ c177p2 

l、cxtraccllularprotcin 2、intraccllularprotein 

関23Svs1は細胞内に局在するタンパク質である O

第11節 Svs1とCNの遺伝学的関係

1 1 ~ 1はじめに

VSl遺伝子はCN欠損株の形質を多コピーで相補する遺伝子であるから、 CNの下流で

働く可能性が考えられる O 本節はCNとSVSlとの関係を遺伝学的に解析する O

1 1 ~ 2 CNはSVSlの転写を制御するか

VSlがCNの下流で働いているならば、 CNによってその転写が制御されている可能性

が考えられる 。この可能性を調べるために野生株とCN欠損株との問でSVSlの転写量の

差を調べた O 図22に示すようにCN欠損株においても SVSlmRNAはパナジン酸によって
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誘導され、添加4時間後の転写量には両株の間でほとんとマ差がなかった。2時間後CN欠

損株の転写が若干少ないように見えるのはCN欠損株はこの濃度で、はバナジ、ン酸に対し

て感受性を示すためであると思われる O よってCNはSVSlの転写を制御してないことが

明らかになった。

1 1 ~ 3 Svs1はCNと同じ情報伝達系で働くか。またその位置関係はどうか。

11-2でCNはSVSlの転写を制御しないことが明らかになったが、 Svs1の翻訳後調節を

行っていることも十分考えられる O そこでこの 2つのタンパクの関係を遺伝学的に調べ

たo Svs1がCNの下流で、働くならばsvsl株のパナジン酸感受性はCNの高発現によっては

抑圧されないはずで、ある O このことを確かめるためにsvsl株にCMP1+CNB1，

CMP2+CNBlを多コピーで導入した。表1に示したようにCNを高発現させても svsl破壊

株のバナジン酸感受性は抑圧できなかった。しかしながらcmplcmp2svsl三重変異株は

cmpl cmp2， svsl単独変異株の感受性よりも強まった。この結果は高発現の結果と矛盾す

るがその可能性については考察で述べる O

表1CNとSvs1のEpistatic解析

wild type (RAY3A)， cmplcmp2 (YLL34)， svsl (TNP20)， cmplcmp2svsl (TNP59) 

MIC (minimam inhibitory concentration)は、菌体をさまざ、まな濃度のバナジン酸 (4.8-----

6.4mM， O.2mMごと)を含む培地にスタンプし、増殖可能なもっとも高い濃度として定

義した。

stram 

wild ty戸

cmp1cmp2 

svs1 

cmp1cmp2sνsl 

svs1 

svs1 

sνsl 

svs1 

plasmid 

YEp24 

YEpC!vlP1CNB1 

YEpCMP2CNB1 

YEpSVS1 
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第 12節考察

CNの細胞内での役割を調べるためにはその周辺で働く遺伝子を取得し、その解析を

行うことも重要である o CN欠損株はNa十感受性の他にバナジン酸に感受性になることが

明らかになった。パナジン酸は形質膜ATPaseの他にチロシンホスファターゼの阻害斉IJ

としても知られ京町包内でさまざまな重要なイベントに関わっている可能性が考えられる O

そこで、CN欠損株のノ汁ージン酸感受性を多コピーで抑圧できる遺伝子SVSlが取得された

(62)(69)0 SVSl はCN欠損株のバナジ、ン酸感受性以外の形質 (Na+，Li+感受性、 α-factorによ

るGl期停止からの復帰ができない。)は抑圧できなかった。またNa+感受性を多コピー

で抑圧する遺伝子も取得されているが、いずれもパナジン酸感受性を抑圧することはで

きなかった。このことからCNは複数の独立した系に関係していること、及び、Svslの関

わる系とNa+濃度調節系は直接関係していないことが強く示唆された。

SVSlの塩基配列を決定した結果、新規な遺伝子であった O また予想、タンパクも既知タ

ンパクと部分的全体的に高い相向性は見いだせなかった O しかしながらSvslpは分泌シ

グナルを持ったセリン、スレオニンに富むタンパク質であった。

SVSl欠損株は予想通りバナジン酸に対して感受性を示した。またSVSlmRNAはパナ

ジン酸に転写誘導されたことから、このタンパク質はバナジ、ン酸ストレスに対してタン

パク量を増加することによって対応しているものと思われる O

Svslpは分泌タンパク質である可能性がその配列から予想されたが抗体を用いたウエ

スタン法より細胞内に局在していることがわかった O タンパク量 もバナジン酸によって

増加することもわかった(データ不示) 0 

SVSlを高発現したときCN欠損株のバナジ、ン酸感受性を相補したこと、 CNを高発現し

ても SVSl欠損株のバナジン酸感受性を相補できなかったことから、 SvslはCNによって

調節されている可能性が考えられた。しかしながら次の理由でSvslはCNとは別々の経

路で、バナジン酸感受性に関わると考えられる O ①SVSlの転写はCNによっては制御され

ていないこと②Svslを高発現すると野生株のバナジン酸耐性も強めること、すなわち

CN欠損株の抑圧は見かけの上だけである可能性がある O 一方CNを高発現させても野生

株、 svsl株いずれにおいてもパナジン酸耐性は強めない①Svsl欠拐、とCN欠損を重ね合

わせるとそれぞれの単独欠損よりもバナジン酸感受性が強まること

酵母がバナジン酸ストレスに対応する機構は少なくとも 2つあり、 1つはCNを介する

もの、もう 1つはSVSlの転写を上昇させることにより対応するものである o Svslは残念

ながら直接CNとの関連性はないがこの遺伝子の転写機構の解明はパナジン酸耐性機構

を明らかにする上で非常に重要で、あると考えられる O
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第4章

CNとMAPキナーゼカスケードとの遺伝学的関係
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はじめに

CN欠損株は正常に増殖したが、これまで、の解析の結果①Na+，Li¥Mn2+， Ba2+， 

s-mercaptoethanol，バナジン酸に対しては感受性(40)(41)(46)(59)②Ca2十に対しては耐性(41)

①α-factorによるG1期停止からの復帰ができない(11)(39)などの形質が知られている o CN 

は多くの遺伝子 とともに細胞内のプロセスに関わっていると考えられる o rCNの周辺

で働く遺伝子に変異が入るとその変異株はCN欠損株に類似した形質を示すであろう」

という仮定を元にCN欠損株に類似した形質、すなわち上に述べた形質を示すような変

異株の取得及びその解析を試みた O

第 13節材料と方法

1 3 ~ 1使用菌株

酵母 Saccharomycescerevisiae 

W303 (MATa/MATαade2-1/ade2-1 his3-11.15/his3-11.15 

leu2-3，112/1eu2・3，112trp1-1/trp1-1 ura3-1/ura3-1 

can1-1 00/can1-1 00) 

W303・1A

TNC1 

TNC3 

TNC33 

TNC40 

TNP36 

TNP44 

TNP46 

TNP54 

DHT14 

(Mata他はW303に同じ)

(crv.1-1他はW303-1Aに同じ)

(crv2-2他はW303-1Aに同じ)

(crv3-1他はW303-1Aに同じ)

(crv4-1他はW303-1Aに同じ)

(cnb1::HIS3 crv3・1イ也はW303-1Aに同じ)

(bck1二:HIS3'1112はW303・1Aに同じ

(mpk1::HIS3他はW303-1Aに同じ

(cnb1二HIS3crv2-2イ也はW303-1Aに同じ)

(cnb1二HIS3イ112はW303-1Aに同じ)

大腸菌 Escherichiacoli 

DH5α (supE44 L11acU169 (戸80LacZ L1M15) hsdR1 7 recA1 endA1 

gryA96 thi-1 relA1) 

JM109 

1 3 ~ 2使用培地

YEPD培地

2XYT培地

MM培地

(recA1 endAl gryA96 thj-1 hsdRl 7 supE44 L1(1ac-proAB) [F' 

traD36 proAB lacI ZL1Aイ15J，A-

(1-1-2参照)

(1-1-2参照)

(文献 (G3)、 薬剤、イオン等は培地をオートクレーブ後、 550C

に冷ましてから力日えた。)
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1 3 -----3 DNA操作

8-3参照

13-3-1 bckl， mpkl破壊株の作製

MPKl破壊用プラスミドはMPI(lのEcoRI-SalI断片 (2.3kb)をpUC19の同部位に接続した O

Bal1で、切断後、両端を平滑化したHIS3遺伝子を挿入した。BCI(l破壊用プラスミドは

BCK1のEcoRI-EcoRI断片 (2.5kb)をHindIII部位をつぶしたpUC19のEcoRI部位に接続した O

HindIII切断し平滑化した後、両端を平滑化したHIS3遺伝子を挿入した。遺伝子破壊の際

にはともにPvuIIで、線状にして酵母に形質転換した。またFI(Sl.FKS2破壊用プラスミド

は日本ロシュ研究所抗真菌部よりいただいた(74)。いずれの場合も破壊の確認はサザン

法によって行った。

13-3-2プラスミドの作製

YEpMPK1及びpTNM1はMPI(l遺伝子のEcoRI-Sal1断片をそれぞ、れYEp24のSaII-SmaI部

位、 pYES2 (In vitrogen)の同部位に接続して作製した。YEpCNB1は次のように作製した。

ゲノムDNA由来のCNBlを含むEcoRV-EcoRV約1.5kbをpUC19のHincII部位につなぎ、そ

のSaII-SphI断片をYEp24の同部位につないだ。どちらの場合も粘着末端の接続できない

部位はfillin (1-3-3)により平滑化して接続した。 YEpCMP2CNB1は8・3-12に示した。

YEpBCK1(75)， YCpBCKl-20(76)は、名古屋大学の松本先生よりいただいた。

13-3-3α-factorによるG1期停止からの復帰の検定

Cardenasの方法(77)を一部改変して行った。対数増殖期の細胞を最終濃度が3X

105cells/mlになるように55
0

Cに保温したtopagar (YEP D培地+0.7%Agarあらかじめ煮

とかしておく)に懸濁し、 55
0

Cに保温したYEPDプレートにひろげたo top agarが固まっ

たことを確認した後、 15μgのα-factor(ペプチド研究所)を含むろ紙(直径6mmの円形)

を培地の上にのせた。プレートの底を下にして28
0Cで丸1日おいた後、プレートの向き

を逆にして3---4日静置し、形成されたHaloの境界而をみてリカバリーしているかどうか

を検定した。

13-3-4感受性の測定

①液体培地:対数増殖期の細胞を最終濃度が1X 1 05cellsl mlになるように目的の濃度

のCaClzまたはバナジン酸を含むYEPD植菌し、 30
0

Cで目的の時間振とうして、

OD600を測定した。

②固体培地 :Wellの穴 lこ 100~dの滅菌水をいれ、目的の細胞を 2 X 107cells/mlになる

ように懸濁した。目的の薬剤またはイオンを含むYEPDIEJ体培地にイノキュレータ

ーを使ってスタンプし、 30
0

Cで目的の時間培養した。

③MIC (Minimum Inhibitory Concentration)の測定

MICはつぎのように定義した。様々な濃度の、目的のイオンや薬剤を含む培地を用

意し、菌体を上記②に示す方法で、回体崎地にスタンプし、 2から4日(マテリアルに
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よって異なる)30
0

Cで培養 した。菌が増殖できない最低の濃度をMICとした。

13-3-5 CN高発現による mpkl(bckl)株の形質の抑圧の検定

プラスミドを持った細胞を1Mソルピトールを含むMM-URA培地で対数増殖期まで30

℃で培養し、 最終濃度が1X 105cells/ mlになるように新しいYEPO培地に懸濁、目的の時

間培養し、 00600を測定した。また細胞形態の変化はYEPOに植菌後、 13時間後のサン

プルを調べた。

13-3-6 FKS1， FKS2の転写量の測定

野生株、 mpkl，bckl株いずれの場合もYEPO培地で培養し、 Schmittらの方法(67)で

mRNAを回収してノーザン法により行った(68)。またプロープはFKSlはN末領域約500bp、

FKS2はScaI-PstI約600bpを用いた O

第 14節 crv変異株の取得

1 4 ~ 1はじめに

rCNの周辺で働く遺伝子に変異が入るとその変異株はCN欠損株に類似した形質を示

すであろう」という仮定を元にCN欠損株に類似した形質の取得を試みた。ここで特に

注目すべき形質はCa2十耐d性で、ある O なぜ、なら「耐性」という形質はポジテイブ、なセレク

ションが可能となり目的の変異株を容易に取得することができる O ここで、は1stスクリー

ニングとしてはこのCa2+耐性、 2ndスクリーニングとしてはその他の形質すなわちNa+

Li+， Mn2十，バナジン酸感受性の形質を用いた。

1 4 ~ 2 crv変異株の取得

約109個の酵母野生株細胞を野生株の増殖することができない0.7MCaC12を含むYEPO

培地に撒き、増殖可能な株すなわちspontaneousなCa2+変異株を約3200個取得した O こ

れら株を90mMLiCl， 1.0M NaCl， 6.0mM MnC12， 5.6mMバナジン酸を含む培地にスタン

プし、そのいずれかで増殖できない変異株103個を取得した。これらの株はいずれもバ

ナジン酸に対して感受性を示したことから crv(Calci um Resistant and Vanadate sensitive) 

と命名した。相補性試験の結果crv変異株は4つの相補性グ、ループに分かれ、そのうち

crvlはCN調節サフゃユニットをコードする CNBl遺伝子由来のものであった(表2) 0 こ

の中で、特にcrv2，crv3はCa2+耐性の他にNa+，Mn2+，パナジン酸感受性、 α-factorによるG1

期停止からの復帰ができない。などCN欠損株に非常に類似した形質を持っていた(図

24)。これらのことからCrv2，Crv3はCNと強く関わっている可能性が高いと考え、この

2つの変異株の解析を行うことにした。
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表2crv変異株の形質

詳しくは13-3-4に示した。培養時間は NaCl(4days)， MnClz (2.5days)， MgClz (2.5days)， 

Cyc (cycloheximide (2.5days))， FK506 (2.5days)で、ある o MIC測定に用いた菌株はcrvl

(TNC1)， crv2 (TNC3)， crv3 (TNC3 3)， crv4 (TNC40)であるO

strain number MIC 
of alleles NaCI (M) MnCI2(mM) MgCI2(M) FK506 (μg/ml) cyc (μg/ml) 

W303・1A 1.6 8.5 1.2 >50 0.05 
crv11cnb1 62 0.7 3.5 1.2 >50 0.05 
crv2 33 1.2 5.5 0.4 1.0 0.015 
crv3 7 1.3 5.5 0.4 1.0 0.015 
crv4 1.6 8.5 1.2 >50 0.05 

A ~e; 

ぷOJQ/J〆
wild type 

cnbl 

crv2 

crv3 

B 

wild type crν2 

cnbl cr¥ノ3

図24crv変異株の特性

(A) YEPD培地に以下の濃度を加えた。CaClz(0.75M， 4days)， vanadate (5.2mM， 

2.5days) ， NaCl (1.2M， 4days)， MnC12 (6.0mM， 2.5days)， 

(B)α-factorによるG1期停止からの復帰について
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図24続き crv変異株のCa2ト耐性 (C)、バナジン酸感受性 (D)

培養時間はCa2+52時間、バナジン酸16時間

使用菌株wildtype (W303-1A)(O)， cnbl (DHT14)(口)， crv2 (TNC3)(ム)， crv3 (TNC33)(く))

CRV2， CRV3遺伝子の取得

CRV2， CRV3遺伝子の取得はcrv2-2林、 crv3-1株にYCp50ゲノムライブラリーを形質

転換しそのバナジン酸感受性を相補する遺伝子を取得した。このとき crv2-2を相補する

ものは3000の形質転換体から 5個、 crv3-1を相補するものは8000の形質転換体から46

個取得された。確率的にはずいぶん多くのプラスミドが取得されたがこの理由としては

もともとcrv2，crv3株はMM培地で、の増殖カ普く、正常に増殖する目的のプラスミドを持っ

た株が濃縮されたためであると考えられる O 取得したプラスミドを利用して制限酵素地

図を作製した(図25)

1 4 ~ 3 

O 

suppress 

トー一一一寸 500bp 

BS 

lζ 
H B E Bs 

+ clonel 

c10nellH 

+ clone26 

c1one13 
+ 

Bg: sglII， Bs: sstEII， E: EcoRI， H: HilldIII 

c10nc III I----c loncl/ Hinal 11 cut 

川 25CRV3の必須領域の検定

suppreSSlOnは変異株のノけージン酸感受性についてである O
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必須部分を決定して、部分的に塩基配列を決定した結果、 CRV3はMPJ(lISLT2(77)(78) 

であることカ宝わかったO またCRV2はBCJ(lISKC1 ISLJ(l ISSP31 (76)(79)(80)(81)であったO

次の理由により CRV3はMPJ(lと同ーの遺伝子と確認された。①mpk1破壊株を作製し

(13-3-1)、その形質を調べた結果、 crv3-1変異株と同じ形質 (Ca2+耐性、 Na+，Mn2+，バナ

ジン酸感受性、 30
0

Cで、のslowgrowth， ts性、 α-factorによるG1期停止からの復帰ができ

ない。)を示すこと②crv3-1Impk1t12倍体はそれぞれの単独変異と同じ形質を示したこ

と③URA3遺伝子をMP](l遺伝子の近くにインテグレートし、その株をcrv3-1株と掛け

合わせ、二倍体をつくり、胞子形成させ、四分子解析を行った結果、 URA+の形質と crv

の形質が2:2に分離したこと O 同様の理由により CRV2はBCK1であることがわかった。

この 2つの遺伝子はともに動物細胞のMAPキナーゼカスケードの遺伝子で、Mpk1はMAP

キナーゼ、 Bck1はMAPキナーゼ、キナーゼキナーゼのホモログである(76)(77)。酵母におい

てこの 2つの遺伝子はプロテインキナーゼCホモログPkc1の下流で、細胞壁の構築に関係

していると考えられている(75)(76)(77)(79)(82) (図26)。よって以後、 CRV2はBCK1、CRV3

はMP1(1とする O

つムし
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Cell wall construction (7) 

災126酵母のMAPキナーゼ、カスケード
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第 15節 CNとMAPキナーゼカスケー ドの遺伝学的解析

1 5 -1 CN， MAPキナーゼ、カスケード二重欠損株の解析 (1)

14-3の結果か らCNはMAPキナーゼ、カスケ ー ドと関わっている可能性が示唆されたの

でその可能性について調べてみた。まず、 CNとMAPキナーゼ、カスケード欠損との二重

変異株の作製を試みた。CN欠損株と mpkl株の2情体をつくり、胞子形成させ、 1Mソル

ピト ールを含むYEPD培地上で内分子分離後の胞子を増殖させた O 図27に示すように、

CNを欠損させても通常の増殖は野生株とほとんど変わらない。またmpkl株は30
0Cでは

ややslowgrowthで、はあるが十分増殖する O ところがこの 2つの変異を合わせ持った株

はこの条件で非常に強く増殖が阻害された。この形質は培地中に1Mソルピトールを添

加することによりほぼ完全に抑圧された O ここで興味深いのは50mMCaClzの添加によっ

て、mpklの30
0

Cのslowgrowth及びts性は抑圧されたが(データ不示)、この二重変異

株の形質は全く抑圧されなかった点である。この理由について考察で述べる 。同様の結

果はcnbl変異の代わりにcmplcmp2、mpklの代わりにbcklを用いても得られた O また

mpkl， bckl破壊はcrv変異と同じ結果が得られた。
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関27CN情報伝達系、 MAPキナーゼカスケー ドを同時に欠失した細胞は強い増殖阻宝

を起こす。(Wild(W303-1A)， cnblρHT14)， bckl (TNC3)， bcklcnbl (TNP54)， 

mpkl (TNC33)， mpklcnbl (TNP36)， sorbi tol (1Mソルピトールを含むYEPD培地)、

培養時間(YEPD，50mM CaClz(2days)， sorbitol (3days).， O.7M CaClz (4days)) 
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1 5 ~ 2 CN， MAPキナーゼカスケード二重欠損株の解析 (II)

先にも述べたようにcnblmpkl，cnbl bckl二重変異株は非常に強く増殖が阻害されるこ

とがわかったが、このときの細胞形態について調べてみた。図28に示すようにmpkl株

は通常の温度において一定の割合で野生株と明らかに異なる以上に小さい形の細胞を生

ずることが知られている (81)0 mpklcnbl株で、はこのような細胞が劇的に増加することが

わカ、った O

WT 

cnbl 

mpkl 

mpkl 
cnbl 

ヌ128:CN， Mpkl二重変異株は異常な形をした細胞が多く発生する O

(用いた細胞は図27のものと同じ)

しかしながら、この二重変異株は通常のYEPD培地では多くの細胞が死滅していると

考えられるので、次のような条件で調べることにした。まずmpkl単独、 mpklcnbl二重

変異株を 1Mソルピトールを含む培地で増殖させる O この培地ではどちらの株もほとん

どが生存しており、さらに上に述べた異常な形をした細胞の割合も非常に少ない (mpkl

1 %， mpklcnbl 4%)。遠心集菌後、菌体をソルピトールを含まないYEPD培地で 2回洗浄

後、最終濃度が1>く107cells/mlになるようにYEPD培地に懸濁して経時的にサンプリング、

サンプル中の異常な形の細胞の割合、及び生存率を調べた(図29) 0 なお生存率の検定

はメチレンブルーを用いた(63)0YEPD培地にシフト後、異常な形の細胞は増加し、生存

率は逆に低下した O シフト 30分後、 mpklcnbl株の生存率はmpkl株とほとんど変わらな

いが、異常な形の細胞は約 2倍になっている。シフト 2時間後、異常な形の細胞の約半

分は死滅していた O 異常な形の細胞にしめる死滅した細胞の割合はその後上昇し、また

正常な形の細胞において死滅した細胞はほとんど見られなかったことから、変異株はま

ず異常な形の細胞になり、それから死に至ると考えられる O 以上のことから、 mpkl株
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の形態異常はCNによって強められることがわかったo I司織の結果はmpkl株の代わりに

bckl株をJfJいても得られた O また野生株と cnbl株で、同級な実験を行って もこの ような形

態異常及び生存率の低下は見られなかったO
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図29CN， MAPキナ)ゼカスケード二重変異株の異常な形をした細胞の割合

使用菌株bckl(TNC3)(O)， bcklcnbl (TNP54)(e)， mpkl (TNC33)(口)， 

mpklcnbl (TNP36)(_) 

Timc (hr) 

1 5 ~ 3 CNはMAPキナーゼカスケードと共通のプロセスに関わるか。

これまでの結果からCNがMAPキナーゼ、カスケードと同じ細胞内プロセスに関わる可

能性が示唆された。もしそうであるならばどちらかの系路を活性化したときにもう 一方

の経路の欠損による形質を抑圧するはずで、ある O 実際にそれについて調べてみた。CN

とMpklの二重変異株は強い増殖阻害を起こしたので、この 2つの経路は通常の増殖に

必要なプロセスに関わっている可能性が考えられる O しかしながらCNを欠損させても

通常の増殖に対して大きな表現形は得られないので、 mpkl株について調べてみた。図

30Bに示すようにCNを高発現するとmpkl株の30
0Cで、のslowgrowthを部分的に抑圧する

ことがわかった。同様の結果はmpkl株の代わりにbckl株を用いても得られた(図30A)o

またこのとき先に述べたmpkl株にみられる異常な形をした細胞の割合がCNの高発現に

よって減少することもわかった(図30C)。以上の結果からCNとMAPキナーゼカスケー

ドは細胞の増殖に必要な共通のプロセスに関わっていることが明らかになった。

-55-



10|A  bckl 
A 

ん~ 5~ 町M回 1 口YEpBCKl (d) 
5 

。
。 5 10 15 

Time (hr) 

50 

C 
40 

かr、

、同，〆

CIω υ ・・43 4 

30 

甘iEE吋cU』aL q コLJ 3 20 

10 

。
2 3 4 5 6 

20 

10 

B mpkl 

YEp24 (0) 
YEpCMP2CNBl (ロ)

g 、。 pTNMl (d) 

8 5 

O 
O 5 10 

Timc (hr) 

15 

bckl wi th YEp24 (1) 
YEpCMP2CNB 1 (2) 
YEpBCKl (3) 

mpkl with YEp24 (4) 
YEpCMP2CNB 1 (5) 
pTN~11 (6) 

図30CNの高発現により mpkl株 (bckl株)の形質は抑圧される O

20 

(A:30 ocにおけるslowgrowth， B:異常な形をした細胞の割合、詳しくは13-3-5に

示した。使用菌株bckl(TNC3)， mpkl (TNC33)) 

1 5 ~ 4グルカン合成系との関わり

メルクのParentらはFK506に超感受性になる変異株としてfkslを取得している(84)。解

析の結果、 F](Slは細胞壁の主成分であるグルカンを合成する酵素β1，3グルカンシンター

ゼをコードしていることがわかった(74)(84)(85)(86)。またこの遺伝子と非常に相向性の高

い同じ酵素をコードする遺伝子F](S2も取得された(74)(87)。このFI(S2の転写がCNによっ

て調節されていることも示している(87)。彼らはF](Slの欠損がFK506に感受性になるこ

とを次のように説明している o FI(SlとFKS2の欠損は合成致死となる o FKS2の転写は

CNに大きく依存しており CN欠損株ではFKS2はほとんど転写されない。細胞にFK506を

作用させるとCNが働かなくなり、 fksl株で、はs-1，3グルカンが全く合成されなくなり、

死に至る O

Mpk1は細胞壁の構築に関わっていることが知られているので、ここで強く考えられ

るのは、 Mpk1がFKSlの転写、あるいは活性調節をしており、それにより CN欠損と合成
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的な増殖阻害が起こるという可能性である O そこで、実際にmpkl株におけるFI(Sl，FKS2 

の転写量の変化について調べてみることにした O 図31に示すようにmpkl，bckl， cnbl株

においてFKSlの転写量が野生株に比べてほとんど差がなかった O またfks2mpkl，

fks2bckl株が正常に増殖すること、 fkslmpkl，fkslbcklが合成致死になったこと、及び、

mpklfks2株においても mpk1由来のslowgrowth， ts性はCa2+によって抑圧されることから

(データー不示)、Fks1はMpk1によって制御されていない可能性が強く示唆される O

Fksの系はこのMAPキナーゼカスケ)ドとCNが関わっているプロセスとは直接には関係

ないようである O

FKSl 

FKS2 

ACTl 

JGρ 、ο
々、けや;χ

図31mpkl株のおいても FI(Sl，FKS2の転写量は変化しない。

(用いた細胞は図27のものと同じ)
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1 5 ~ 5α-factorによる停止からの復帰における両情報伝達系の関係

先にも述べたよ うに、 crv2，crv3変異株はα-factorに対して強いdefectを示し、 Gl期

停止からの復帰 (以後リカバリ ーと略す)ができなかった O よってリカバリーに関して

も両情報伝達系が関与している可能性が考えられる O その可能性について調べてみたo

r:X!33に示すよ うにMPKlを高発現するとCN欠損株のリカバリーできない形質を抑圧でき

ることがわかった。こ れによりこのプロセスに関しでもこの2つの情報伝達系が関与し

ている ことがわかった O しかしながらBCKlの高発現、 BCKlの優性活性化型変異

BCKl-20(76)を導入しでもこの形質の抑圧はみられなかった O この原因については考察

でふれる 。

control j¥1PKJ 

BCKl ~CNBl 

図33MPKlを高発現するとCNのリカバリーできない形質を抑圧できる

(用いた細胞は図27のものと同じ)
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第 16節 考察

CNは多くの遺伝子とともに細胞のプロセスに関与しているものと思われる 。 rCNの

周辺で働く遺伝子に変異が入るとその変異株はCN欠損株に類似した形質をもつであろ

うo Jという仮定を元にCN欠損株と類似した形質をもっ変異株の取得を試みた。 1stス

クリーニングはポジテイブセレクションの可能なCa2十耐性を用いた O そのような株の中

から同時にNa+，Mn2+，パナジン酸感受性などを示す変異株を取得した。このような変異

株は103個得られたが、すべてパナジン酸感受性になったため、 crv(Calci um Resistant 

and Vanadate sensitive)と命名した。crv変異株は4つの相補性ク勺レープに分かれたが、

crvl はCN調節サブユニット遺伝子CNBl由来であった。 crv2，crv3はパナジン酸の他に

Na+， Mn2+にも感受性を示し、またα-factorによるG1期停止からの復帰ができなかったこ

となどCN欠損株の形質を多く持つことから(図24，表2)、CRV2，CRV3はCNと深く関わっ

ている可能性が示唆されたのでこの遺伝子の取得を試みた。遺伝子を取得し、塩基配列

を決定した結果、 CRV2はBCKl、CRV3はMPKlをコードしていることがわかった。こ

れらはともに動物細胞のMAPキナーゼカスケードの遺伝子でプロテインキナーゼCホモ

ロクゃPkc1の下流で、主に細胞壁の構築に関与していると考えられている (76)(78)。

そこではじめにCNとこのMAPキナ)ゼ、カスケードの関連性を遺伝学的に調べてみた O

CN欠損株単独で、はなんら増殖には影響はないし、 mpkl株は若干slowgrowthながら十分

増殖できる O この 2つの系の遺伝子を同時に破壊した場合、 300Cで、細胞は非常に強い増

殖阻害を受けることがわかった。この形質はソルピトールの添加によりほぼ完全に抑圧

された(図27)。興味深いのはmpkl株のslowgrowth及び:ts性はCa2-lの添加により抑圧さ

れるが、この抑圧は二重変異株では全く起こらない点である O またCN欠損株、 mpkl株

は高濃度のCa2十に耐性になったが二重変異株では逆に全く増殖できなかった
O また

mpkl株は30
0

Cにおいて一定の割合で異常な形をした細胞が現れることが知られている

が、このとき 二重変異株はこのような細胞が劇的に増加していることがわかった(図28，

29)。この形質もソルピトールの添加によって抑圧された。また、 CNを高発現すると

mpkl株のslowgrowthを一部抑圧できることがわかった(図30) 0 このような結果から、

CNはMAPキナーゼ、カスケードとともに通常の増殖及び細胞形態の維持に必要な共通の

プロセスに関わっていることが示唆された(図34) 0 

この系においては二重変異株において71~質が合成的であったのでこの2つの経路はパ
ラレルに働き、 MAPキナ}ゼカスケードはメジャーな系路、 CNはそれに補助的に働く

マイナーな系路であると考えられる O またCNは培地中にCa2十を添加することによって

活性化されるが(88)(89)、mpkl株の形質の一部 (slowgrowth， ts)がCa2-1の添加によって抑
圧されるのはCNの系が活性化されるためではないかと考えられる O 二重変異株の形質

がCa2
+の添加により抑圧されないのはそのためではないかと考えられる O それではこの

「通常の増殖に重要なプロセス」とはいったい何であろうかo Mpk1 はPkc1の下流で細

胞壁の構築に関わる考えられている O これまで細胞壁の構築に対してMpk1で知られて

いる役割は細胞壁の主要成分のキチンの局在に関わっていることである O 細胞壁は細胞

内の浸透圧を調節するのに重姿な働きをしているので、壁の欠損は培地中に浸透圧保護

剤(ソルピトール)を添加することによってネJIJうことができる o mpkl株のslowgrowth， 
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ts性、二重変異株のgrowthdefect及ぴ細胞形態の異常はソルピトールの添加によって補

えること、 CNの欠損はmpkl株の形質を強める方向に働いていることからこのプロセス

は細胞壁の構築ではないかと考えられる O
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図34CNとMAPキナーゼカスケードの関係予想以

メルクのParentらはFK506に超感受性になる変異株としてfkslを取得している O 解析

の結果、 F](Slは細胞壁の主成分であるグルカンを合成する酵素β1，3グルカンシンター

ゼをコードしていることがわかった(74)(85)(86)0Mpk1がFks1の機能を制御していると考

えれば、先に述べた2つの経路の関わる「共通のプロセスJが明らかになるが、①mpkl

株でF](Slの転写量は野生株と比べて変化しないこと②fks2mpklは正常に増殖すること

①fkslmpklは合成致死になることこのような結巣から Fks1はMpk1によっては制御され

ていない可能性が高いと考えられる O さらにMPKlは細胞壁のβ1，6グルカンシンター

ゼをコードする](RE6とも合成致死になることが知られており (90)、この系がこれら細胞

壁の構築には関係しているがそれがβ1，3グルカンの合成系ではないことが示唆される O

その他の形質についてであるが、リカバリーの系に関しでも両伝達系が関わっている
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ことが明らかになった。この系が先に述べた通常の増殖の系と同様なものであるかどう

かはわからないがリカバリーの際に必要な劇的な細胞壁の変化の際にCNが必要で、ある

と考えれば同様のメカニズムであるといっても説明できる O また先に示したように

Mpk1の高発現により CN欠損株のリカバリーできない形質を抑圧できたが、 Bck1の高発

現や優性活性化型変異であるBckl-20で、は抑圧で、きなかった。これについてはMpk1を高

発現することによるMpk1の活性化とBck1を活性化することによるMpk1の活性化で、は意

味が違うものと考えている O

mpkl株はCN欠損株と同じようにNa+，Mn2+，バナジン酸に対して感受性を示したが、

このほかにもCN欠損株が示さないMg2+，cycloheximide， TFPなどに対しても同株に感受

性となる(表2)0またMPKlやBC](lの高発現、あるいはBC](lの優性活性化型変異である

BC](1-20などを導入しでもCN欠損株のNa+，Mn2+，バナジン酸感受性を抑圧することが

できなかった。このようなことからmpkl株のこのような形質は細胞壁の欠損などによっ

て透過性が上昇したためであることが強く示唆される O しかしながらこの理由であれば

両欠損株のCa2+耐'性は説明で、きないo CN欠損株が耐性になるのは次のような理由が考

えられている (91}0 CNは細胞内のあるオルガネラに細胞質からCa2十を能動輸送する系を

抑制している o CNが欠損するとこの抑制機構が働かず、どんどんCa2十がこのコンパー

トメントに輸送される O このとき細胞質のCa2十は低くなるので、 Ca2+耐a性になる O

preliminaryな結果で、はあるが高Ca2+培地におけるCN欠損株の細胞内Ca2+含量は野生株に

比べてかなり大きかった。一方mpkl株の細胞内量は野生株とほとんとε差がなかった。

これにより両伝達系のCa2十ホメオスタシスに対する役割は異なっていると考えられる
O

Ca2
+ホメオスタシスと通常の増殖を結びつけて考えるのは現段階ではかなり困難である

と考えられる O

しかしながら今回得られた結果はこれまで特定のストレスに対応するときのみ必要で

あると思われていたCNが通常の増殖に必要なプロセスに関わっていること、その際に

MAPキナーゼカスケードという動物細胞に高く保存されている非常に重要な系とクロス

トークしているという非常に重要な知見が得られた。具体的に両伝達系がどのようなプ

ロセスに関与しているのかを明らかにするためには、ターゲツト遺伝子の取得が重要で、

あろう O
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総括

1つの発見がその研究を大きく発展させることはしばしば見られる o 1989年Liuらは免

疫抑制剤FK506の結合タンパクFK8Pにインターラクトするタンパク質の精製を行いそ

のタンパク質がCNであることを示した(17)。この発見により免疫の情報伝達 (T-cell

RecepteriJ~らリンホカインの発現を制御する情報伝達系)、免疫抑制機構を解明する 』

で非常に重要な知見が得られた O またCN自身の研究から考えると間接的ではあるが低

分子の活性阻害斉IJが発見されたことから特に生理学的研究が大きく発展するようになっ

た。

CNが最初に発見されたのは今から約15年前のことである (92)。それから他のPPaseと同

じように代謝系を中心に研究が行われていた。これらの研究の中でCNは、 Ca2+/CaMに

よってその活性が制御されていること、脳神経系に多く含まれていること、他のPPase

に比べて基質特異性が高いこと、などがわかってきた(14)。しかしながらPPaseの研究は

その基質特異性が低く、基質を同定することが困難であり生化学的研究が発展しなかっ

たことや、華やかなPKase(protein kinase)の研究の陰に隠れて、同じリン酸化に関わる

酵素でありながらその注目度は今一つであった o PPaseのcDNAがクローニングされその

分子が得られたこと (93)、PPaseの阻害剤 (1型、 2A型)オカダ酸が発見され{94)生理学的

解析が進んだこと、分裂酵母においてPPaseが細胞周期で、非常に重要な働きをしている

ことがわかったこと (95)(96)などからPPaseの存在は一気に注目されるようになった。

出芽酵母においてもその後多くのPPase遺伝子が取得されその解析が行われた O その

結果動物細胞において報告されたPPaseのほとんどのタイプが酵母に存在すること

(37)(97)(98)(99)( 100)、それぞれのサブタイプの遺伝子を破壊すると細胞は致死になることな

どがわかった(97)(98)(99)。さまざまな研究から細胞内で重要な働きを果たしていることが

明らかにされてきた。しかしながら28型のPPase(カルシニューリン:CN)遺伝子C!vfP1， 

CMP2は破壊しでも重大な形質はみられなかった(9)(11)(39)。この結果から予想されるこ

とは①酵母CNは細胞にとって霊安ではない。②CMP1，CMP2以外のCN遺伝子が存在し、

その遺伝子がCMP1，CMP2の役割を補っている O などが考えられる O

本研究はこれを明らかにすることから始まった O まず②の可能性について調べるため、

細胞からCNを部分精製し、その活性を訓べたところ動物細胞のものと同じように

Ca2+ /CaMによって活性化され、オカ夕、、酸~I :感受性のCN活性が見いだされた o CMP1 

CMP2破壊株ではこの活性が見いだされなかったことから生化学的には酵吋においてCN

をコードする遺伝子はCMP1，CMP2のみであることがわかった O よってCNは細胞の生

には重要で、はないことがわかった(釘1章) 0 しかしながら直接生育には関係なくて

も細胞にとって重要なイベントも存在するのでCN欠損株の形質について細かく調べて

みたところ、この株はNafに対して感受性を示すことが|珂らかにされた(40)。細胞内のイ

オン濃度を測定した結果、 CNは系IIIJJ包内で排，'H系のiIllJ御をr/l心としてNa+の恒常性維持に

関わっていることが明らかになった O このとき FK506を作川させると野生株はCN欠損

株と同じような兆候を示したことからこの系に|却しでも FK506がCNに作川することが

明らかになった(第2章) 。それではJLイ本的にCNはどのようにこの系に関わっているの

であろうか?最近、 MendozaらはNaf感受性変与144朱のーっとしてcnb1変呉株を取得し、



その解析を行ったところ、 Na+-ATPaseとして働くと思われるENA1IP!vfR2の転写がCN

によ って行われていることを示 した(56)。当研究室においてもこの遺伝子はCN欠損株の

Na+感受性を多コピーで、相補する遺伝子として取得され、その発現がCNとcAMP系によ っ

て制御されることが示された(41)(52)(101)。第2章でも示したようにCNはこの遺伝子の他

にもターゲットを持っている o CNは複数のタンパク質を同時に制御することにより、

Na+ホメオスタシスに関わっているものと考えられる O

多コピーサプレッサーによりある遺伝子の下流で働く遺伝子を取得する方法にはいく

つかの欠点がある O たとえば複数のサブユニットからなり、さらにそのサブユニットが

すべてそろわないと活性をもたないようなタンパクの場合、 lプラスミドに1遺伝子しか

のっていない多コピーライブラリーからは取得できない。またある遺伝子が下流遺伝子

の活性を100%近く制御しているような場合、多コピープラスミドによって量的に増や

しても「ある遺伝子」が存在しないと活性化されないのでこの手法では取得ができない。

(この場合、 「ある遺伝子」の活性が部分的にでも残っている必要がある o ) 0 

Na+ /Li+感受性の時も (41)(52)、バナジン酸感受性の時もターゲット遺伝子すべてが取得で

きなかったのはその可能性が高いと考え られる O

そのような欠点を補うためにはCN欠損株と類似した形質をもっ変異株を取得し、その

解析を行うのも 1つの方法であるO 第4章で示 した実験はそのような経緯で、行った。CN

欠損株に類似した形質を示したcrv変異株の うち、 crv2，crv3はMAPキナーゼカスケード

由来のものであった。この経路はこれまで細胞壁の構築に関わっていると考えられてお

り高温で細胞が溶解するなどの形質を持っている O 今回、この経路の欠損によりイオン

等に感受性になることなど新しい形質が見いだされた。 しかしながらMAPキナーゼカス

ケードがイオンのホメオスタシスに関わっているかどうかは疑問である O なぜ、ならこの

経路に欠損により Na+，Mn2+だ、けで、なく Mg2
1などCN欠損株が感受性にならないイオン、

またcycloheximideをはじめとするさまざまな薬剤に対しでも感受性を示すからである O

mpkl株は細胞壁の構造が野生株に比べて弱いので、薬剤やイオンの透過性が野生株に

比べて高くなり、感受性になると考えた万が良さそうである O しかしながらCNが特殊

なストレスに対してのみ働いているのではなく、補助的にではあるが通常の増殖に必要

なプロセスに関わっているとい う知見は非常に重要である O さらに最近CNと合成致死

となる遺伝子として VMA3(液)]包H+ATPase)も報告されCNが通常の増殖に対しても様々

な系で働いている可能性が示唆された(91)(102)。また動物細胞においても IL-2の転写にお

いてホルボールエステル (PKaseCを間性化)する系とCNによって制御する系が関わって

いることが最近明らかにな った(103)。今IITIの結来により酵母においてもこの2つの重要

な系が関わっていることが切 らかになった。

酵母においてCNの細胞内の機能は次のよ うに予想される 。CNはこれまで、Nゲ Mn2+

Ca2+などのイオンのホメオスタシス、バナジン酸耐性、 通Jji?の;増殖、 α-factorによる停

止からのリカバリーなどの|対わっていることがIYJらかになっている O これまで当研究室

で得られたそれぞれの形質の多コピーサプレッサーがその他の形質を抑圧できなかった

ことや、 crv変異のrllにCNのJILTi:と思われる 辿イJ，子が合まれなかったことから、CNが|拘

わる プロセスは少なくともCNの下流では別々 の経路ではた らき 、CNは多く の別の系で
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働く基質をもっと考えられる o PPaseの数は同じリン酸化反応に関わるPKaseに比べて非

常に種類が少ない。PPaseの基質特異性がPKaseに比べて-けいことからも PPaseは複数の

PKaseの基質を脱リン酸化していると思われる o CNの場合も例外に漏れず多くの基質を

持っていると考えられる O 先に示した多くのプロセスに対して働く専任のPKaseが存在

し、その逆反応行うことによりその系の制御に関わっていると考えられる(図35)0

Na'， Mn2¥/¥ナジン酸など

¥γ 〆
E12ア t PKas 

e出:お:山とに口:口;

:case の活化 h 

ム ，'+ ~ Lナジン酸

図35酵母CNの細胞内機能予想以

しかしながらここで大きな疑問が浮かび上がる O それは「複数の細胞外情報に対して

CNはどのように対応しているのか」というものである o Na+とMn2+の場合、 CNの活性

化に至るまでの経路は同じなのかあるいは呉なるのか。複数の情報が一つのセカンドメッ

センジャーや1つの酵素によって制御されている場合、それぞれの情報に対応するため

の系路のみをどのように起動させるのであろうか。動物細胞においてもいくつかのサイ

トカインがCa2←をセカンドメッセンジャーとしていることが知られているが、同じ

Ca2-i情報でそれぞれ異なる対応をするメカニズムの解明は未解決のままである O

現在、我々はNa+，Mn2+の2つの形質に絞って、それぞれの感受性変異株を取得してい

る(89)(104)。それぞれの経路についてCNを'1-:1心に解析し、この2つのストレス対応のメカ

ニズムにおいて、どこが重複し、またどこが呉なるのかを明らかにすることができれば

この疑問を解く大きな手がかりが得られることになるであろう O
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