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細胞の増殖、分化の過程において、遺伝子の転写レベルでの制御は非常に重要な役

割を担っている。この制御は特異的な塩基配列を認識するDNA結合タンパク質C転写因

子)による転写装置の活性化や抑制によって行われ、調節の原理は生物種を越えて保存

されている。細胞外からの刺激は細胞内情報伝達経路によって伝達、増幅され、転写

因子のDNA結合活性や転写装置の活性化(または抑制)能に反映される。その調節は、

大腸菌のカタボライト活性化タンパク質 (catabolit巴activatorprotein， CAP)のように、エ

フェクタ一因子(この場合はcAMP)の転写因子への結合により、あるいは大腸菌ntrC遺

伝子産物や真核細胞で見られる多くの例のように、転写因子のリン酸化なとによって

行われる。通常、真核細胞の細胞内情報伝達経路は、細胞表面付近のシグナル受容体

から核内で機能する転写因子まで、複数の遺伝子産物からなるカスケードを構成して

おり、その伝達経路にcAMP、Ca
2
+イオンなどのセカンドメッセンジャーが関与してい

る例も少なくない。本研究では、分裂酵母Schizosaccharomycespombeの栄養j原の枯渇

に対する細胞応答、有性生殖過程の開始に注目し、そこで働く細胞内情報伝達経路と

転写調節機構の解析を行った。

細胞内情報伝達経路の研究を行う上で、遺伝学的手法が整備されている酵母は優れ

た材料である。近年のMAPキナーゼカスケードの研究が示すように、高等真核細胞で

みられる細胞内情報伝達経路の基本構造は酵母でも保存されており、酵母の遺伝学は

そのカスケードの解析に多大な貢献を果たしている。研究対象とした分裂酵母は、サ

ッカロミセス醇母Saccharomycescerevisiaeに次いて、j宣伝学的解析が進んでいる真核生物

である。分裂酵母は通常一倍体で栄養増殖し、培地の栄養源、主として窒素源が枯渇

すると有性生殖過程が誘導される(Egel，1973 ; Egel and Egel-Mit加 i，1974)。分裂酵母に

はが型とh-型の2種類の接合型があり、栄養源が枯渇すると、異なる接合型を示す細

胞の間で接合因子のやり取りを経て接合を行い、 h+/ hの接合子を形成する。自然環境

では引き続いて減数分裂が起こり、胞子が形成される(図J)。接合が完了した直後に接

合子を栄養が豊富な環境に移すと、二倍体細胞として生育させることができる。二倍

体は栄養源の枯渇により直接減数分裂を行う。胞子は栄養の豊富な環境に移されると

発芽し、栄養増殖過程に入る。ここで述べた生活環の切り替えは、実験室では培地の

交換により、向調的に誘導することができる。
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凶2分裂隣母の有性生殖過程の開始機構のモデル

培地の栄主主 ~Jfsîの情報はcAMP-PKA経路を介して，le11遺伝チの転'ぅ;止に反映される。Slellpはイ!性生
殖過程の進行に必要な校数の遺伝チの転写を誘導する。図rl"太い矢fJlは11の;制御を、逆T守二はHの制御

を示す(本文を参日目)。
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分裂酵母の有性生殖過程の開始において、中心的役割を担っているのは、 HMG型転

写因子をコードするsteJ/ 遺伝子である(Sugimotoel aJ.， 1991、図2)。有性生殖過程の進

行に必要なmei2、matJ-P、matI-M、ste6などの遺伝子は、三塁素j原枯渇条件下で転写

誘導を受ける。steJ/遺伝子産物(Ste11p)は、これらの遺伝子のプロモータ領域に共通

して存在するグーTTCTTTGTTY-3' (TR box、図3)という塩基配列に結合し、窒素源枯渇

条件下でこれらの転写を正に制御している、有性生殖過程の開始を支配する転写因子

であることが示された。一方、 steJJ 遺伝子自身も窒素源の枯渇により転写誘導を受け

る。野生型細胞内で、5伝11遺伝子を5皇帝IJ的に過剰発現すると、培地の条件にかかわらず

有性生殖過程が観察されることから、分裂酵母細胞内て、のsteJJ 遺伝子の機能発現は、

主として転写誘導によって調節されていると思われる。この転写の制御に必要な栄養

源の情報は、栄養源の認識に関わるGタンパク質からcAMP依存性プロテインキナーゼ

(PKA)に至るcAMP-PKA経路によって伝達されていることが明らかにされた。まず培

地へのcAMPの添加が有性生殖過程を阻害することがわかり (Callejaet aJ.， 1980; Beach 

et aJ.， 1985)、後にcAMPホスホジエステラーゼをコードするcgs2/ pd，巴l遺伝子の破壊

(DeYoti etaJ.， 1991 ; Mochizuki and Yamamoto， 1992)、PKAの調節サブユニ y トをコード

するcgsJ/ rak /遺伝子の破壊(DeYotietaJ.， 1991;望月， 1992)、PKAの触媒サプユニ y ト

をコードするpka/遺伝子の細胞内過剰発現(Maedaet aJ.， 1994)が、いずれも有性生殖過

程を著しく抑制することが示された。逆に、アデニル酸シクラーゼをコードする、 cyrJ

遺伝子の破壊株(Maedaet aJ.， 1990; Kawamukai et aJ.， 1991)、cyr/遺伝子産物の活性化に

働く Gタンパク質 αサブユニットをコードするgpa2遺伝子の破壊株(lsshikiet aJ.， 

1992)、PKAの触媒サブユニットをコードするpkaJ遺伝子の破捜株(Maedaet aJ.， 1994) 

では、いずれも、野生型株の有性生殖が抑制される富栄養条件下で接合胞子形成が観

察された。培地の栄養源が枯渇すると、細胞内cAMPレベルが低下することも示された

(Mochizuki and Yamamoto， 1992)。すなわちcAMP-PKA経路の活性化は有性生殖を抑制

し、逆にその経路の不活性化は有性生殖過程を誘導した。そして、 cAMPを培地に添加

した場合(Sugimotoet aJ.， 1991)、あるいはI丘k/遺伝子を破壊した場合(図21を参照)に

は、窒素i原枯渇条件下でもsteJJ遺伝子の転写が誘導されず、逆にcyr/遺伝子破壊株

(Sugimoto et aJ.， 1991)やpka/遺伝子破壊株(図21を参照)では、富栄養条件下でもsteJ/ 

遺伝子が高いレベルで転写されていることが示された。以上より、栄養源枯渇の情報

はcAMP-PKA経路の不活性化によって伝達され、最終的にste// 遺伝子の転写誘導に

よって有性生殖過程が開始されるというモデルが証明された。しかし、 ste/J遺伝子の

3 



材料と方法転写を直接制御している因子はまだ不明で、窒素源枯渇による転写誘導の詳細な機構

とともに、 ste11遺伝子の転写調節は研究課題として残されていた。

本研究は、分裂酵母の有性生殖過程の開始に必須で、かつ中'L、的役害IJを果たすste11 l菌株と遺伝子型の表記法

遺伝子の転写調節機構を解明することを目的として、第 I章でste11遺伝子のプロモー

本研究で用いた分裂酵母の菌株を表lに示す。

分裂酵母の遺伝子名は、遺伝子の性質を示すアルフアベットの小文字3文字の後に、

遺伝子座を区別する数字を付けて、斜字で表記される。さらに同一遺伝子座内の変異

アリルを区別する場合には、 ade6-M216のように遺伝子座番号にハイフンを付し、アリ

ター構造の解析を行い、 stel1遺伝子の転写誘導がste11遺伝子産物自身によって正に制

f却されていることを示した。第 II章では、PKAとste11遺伝子の転写との聞を結ぶ因

子の候補として、ste11遺伝子の転写に必要な新たな転写因子、rst2遺伝子を単離して

その性質の解析を行った。以上の結果から、 ste11遺伝子の転写調節機構について考察

ル番号を続ける。但し、第 11章で分離したRD変異株の変異遺伝子は、"RDII01変異川

のように示した。

分裂酵母の接合型は 、 ヘテロタリックのが と h~，ホモタリックのh90に区別される。
図3栄主主ilj引の枯渇によって転写誘導を受ける泣伝

h
90株では細胞分裂に伴って規則的に接合型の変換が起こるため、単一の細胞に由来す

子のORFの5'上utLに存在するTRbox (Sugimolo el 

aJ.， 1991より号IIIl、改変)

る細胞集団内にh+型と]J'型の細胞が混在する。二倍体細胞は、接合型の異なる一倍体mei2遺伝子(mei2)、mar1，P泣伝チ(maIP)、marJ

細胞の接合、あるいは人為的な細胞融合によって生ずる。二倍体菌株の各対立遺伝子Mr自伝子(maIM)，sIe11 jil伝子(sle11)のORFの5'

座は、h+/ hのように、間にスラッシュを挟んで表す。
上流に存在するTRboxを比較した。 consensus

CGATTTCTTTGTTCCTAT 

AAGTTTCTTTGTTTTACA 

GAGATTCTTTGTTTACTT 

TAACTTCTTTGTTCTCTA 

TCTTTTCTTTGTTTGTTT 

CTAATGCTTTGTTCCCTC 

CTCTTTCTTTGTTCCTTA 

TTGTTCCTTTGTTTTTGG 

GGGTTTCTTTGTTCTGTA 

GTATTTCTTTGTCTCTAC 

TTGTTTCTTTGTTGCÞ~T 

TTCTTTGTTY 

を加えた。

a

b

e

d

e

 

皿ei2

matP 

matM 

stel1 

rst1 :' ura4+はrstl遺伝子が野生型ura4遺伝子で破壊されている ことを表す。本論文で

はしばしば、破壊された遺伝子座をrS11ムのように、遺伝子名に"ム"を続けて表した。

遺伝子産物を表す場合に、本論文ではしばしばStellpのように、遺伝子名の頭の文

は、共通してみられる塩基配列を示す。 Fi〈皐はコ

ンセンサスと一致しない庖1与を示す。
Consensus 

字を大文字、後にγ?を続けて表した。

h90 ade6，M210 1白)1rak1 回 4+ura4-Dl8 HA129 

h9りt?oade6-M210jade6-M2161eu1jleuI rak1 ::ura4+jrakl ::u日イ ura4・DI8j四 4-D18HA130 

h
90 
ade6-M210 leu I rSI I 山ヨイ ura4-Dl8 JX226 

h' ade6・M2161eu1rS11 ::u日 4'ura4一DI8JX227 

h
90 
ade6-M216/eul rSI2 町'84+ura4-D18 JX231 

90 I{V ade6-M2 10 1eu 1 rSI2 町'a4守 ura4-D18JX232 

}J'ade6，M216/eu1 rSI2::ura4' ura4・D18JX233 

コ

(友l次頁に絞り

ー4



90 。
JX239 h，vade6-M216 1eu1 pka1 ::ura4'rst2::ura4' u日4一D18

JX250 h'/h必e6-M210/ade6-M2161eu1/1eu1目立国，，4'/rst2::ura4' ura4-D1 I!/u目4-D18

JX263 h ade6-M2161eu1 patl-114四位::u日4'u1"a4-DI8 

JX280 h9υade6-M216 1eu1 rst2 ::Wd4' steJ 1-029 u日 4-D18

JY333 h' ade6-M2161eυl 

JY362 h'/h-ade6-M210/ade6-M216 1eu1/1eu1 

90 JY450 h'v ade6-M216 1eu1 

JY476 h90ade6-M2101eu1 

90 JY858 h'V ade6-M216 1eul ste11-029 

JY878 h90 ade 6-M2 1 6 1eu1 ura4一Dl8

JY879 h
90 
ade6-M210 leul ura4-D18 

90 __ J _ r .1">. r ， .<+ JZ396 h'v ade6-M216 leu1 ste11 凹 4令 ura4-Dl8

JZ409 h ade6-M2161eul paJl-114 

90 
JZ633 h'V ade6-M216 leu 1 pkal :: ura4' ura4一Dl8

JZ636 がade6-M2101eul pka1 ::ura4' ura4-D18 

JZ858 h
90 
ade6-M2 1 6 1eu 11辿 l 旧 4'ura4-Dl8 

RD1101 h
90 
ade6-M2161eu1 rakl 町-.4'RD1101変興 llra4-Dl8

RD1132 h90ade6-M2161eul日k1凹ぷRD1132変異 ura4-D18

RDII78 h90ade6-M2161eulrak1 四 4'RD1178変異 ura4引 8

RD203Y h90 ade6-M216 1eul rakl 町叫今RD203Y変異 ura4・D18

1<1木研究で用いた分裂併母の菌株

2培地

栄養培地としてYPO、最小培地としてSOおよびPMを用いた(Sh巴rmanet aJ.， 1986 ; 

Nurse， 1975)。窒素源を選択的に枯渇させる場合には、 PM培地より NH4CIを除いた

-6-

PM-N培地を用いた。胞子形成培地としてMEAおよびSSAを用いた。MEAとSSAには

少量の窒素j原が含まれているため、細胞が増殖してコロニーを形成した後に接合およ

び胞子形成を行う。それぞれの培地の組成を次に示す。YPO(10 g/I yeast extract， 20 g/I 

polypeptone， 20 g/I glucose，寒天培地の場合は1.5%agarを添加); SO (6.7 g/I yeast nitrogen 

base w/o amino acids， 10 g/I glucose，寒天培地の場合は1.5%agarを添加);PM (1 % glucos巴，

0.5% NH4Cl， 0.14% Na2HP04， 0.3% potassium biphthalat巴， 0.1% KCI， 0.05% MgCI2， 0.001 % 

CaCl2， 0.001 % Na2S04， vitaminesキおよびtraceelements判); MEA (30 g/l malt extract，2% 

agar) ; SSA (10 g/I glucos巴，0.5g/l aspartic acid， 2.0 g/I KH2P04， 0.2 g/I Na2HP04， 0.5 g月

MgS04・7H20，0.1凶 CaCI2'2H20， 2.0 g/l (NH4)2S04， vitamines*および、trace巴lements*ヘ1.5

%a伊， NaOHでpH5.9に調整)0vitamines*として(1mg/l calcium pantothenate， 1 mg/I 

nicotinicacid， 10 mg/I myo→nositol， 10 /1 g/I biotin)を、 traceelemen岱料として(0.5mg/l 

H3BU4， 0.04 mg/l CUS04・5H20，0.1 mg/I KI， 0.2 mg/l FeCl3・6H20，0.53 mg/l MnS04'4H20， 

1.0 mg/l (NH4)6Mo7024' 4H20， 0.4 mg/l ZnS04' 7H20)を加えた。SO、PM、SSAでは菌4未

の栄養要求性に応じてadenine、leucine、uracilをいずれも50mg/Iとなるように加えた。

大腸菌の培養にはTY(10 g/l polypepton， 5 g/l yeast extract， 5 g/l J、JaCl)または2XYT(16 
g/l bacto trypton巴， 10g/l y巴astextract， 5 g/I r、JaCI)に適宜抗生物質を添加して使用した

(Sambrook et aJ.， 1989)。

3遺伝学的な解析

交雑、四分子分析、菌株の維持 -保存など分裂酵母の一般的な遺伝学的解析は一般

的な方法に従った(Gutzet且J.，1974;山本正幸編， 1994)。

交雑にはアデニン要求性変異のade6変異をマーカーとして利用した。ade6j宣伝子座

の二つのアリルade6-M2JO変異と ade6-M216変異は遺伝子内相補する。ade6-M2JO変異

株とade6-M216変異株を交雑し、アデニン非要求性の二倍体菌株を選択した。接合不能

変異株の交雑は細胞のプロトプラスト融合により行った(Sipiczki，1988)。

分裂酵母の形質転換には酢酸リチウム法を用いた(Okazakiet aJ.， 1990)。

接合、胞子形成の有無の検出には、主としてコロニーをヨウ素蒸気で染色する方法

を用い、必要に応じて顕微鏡観察を併用した。分裂酵母の胞子にはアミロース様の多
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糖類が蓄積されるため、子嚢胞子を含むコロニーはヨウ素蒸気で褐色に染色される。

r丘k1遺伝子破壊株の優性抑圧変異株の分離、マルチコピーサプレ yサーの単離に用い

た。

4 接合率、胞子形成率の測定

接合率はホモタリ yク(1[0)株、胞子形成率はヘテロ二倍体(h+1 h-)株を用いて測定

を行った。胞子形成培地で30"C、 2日間から4日間培養した菌株の細胞塊をかき取り、

水に懸濁して顕微鏡下で細胞数を計数した後、以下の計算式により算出した。少なく

とも2個の独立したコロニーについて測定を行い、その平均値を示した。

接合司，，=IOOX (2Z+2A+u.5S)j(H+2Z+2A+u.5S) (%) 

胞子形成準=IOOX (A+O.25S)j(D+A+O.25S) (%) 

H=接合していない一倍体細胞の数(numberof unmated Haploid cells) 

D=胞子]形成していない二倍体細胞の数(numberof unsporulated Diploid cells) 

Z=緩合子数(numberofZygotes) 

A= Hi数(numberof Asci) 

s=胞子数(numberof free Spores) 

5 組換えDNA技術、ベクタープラスミド

DNAの制限酵素による切断、結合、アガロースゲル電気泳動、大腸菌の形質転換な

との操作は標準的なプロトコールに従った(Sambrookel aJ.， 1989)。プラスミドベクター

としてpUCI19、および:'pBluescript-SK+を使用し、宿主の大腸菌としてDH5α(sup臼4

ム1ad.J169( ~ 80 1acZd. M 15) hsdR17 recAI endA 1 gyrA96 Ihi・1re1AI)を用いた。

分裂酵母の形質転換に用いるシャトルベクターとして、 pDB248'(Beach el aJ.， 1982) 

およびpREPI(Maundr巴11，1990)を用いた。いずれのベクターも、分裂酵母の1eu1変異を

相補するサッカロミセス酵母のLEU2遺伝子をマーカーとして持つ多コピープラスミド

である。pDB248'には分裂酵母内で構成的なプロモーターとして機能する配列が存在す

る。n01l1プロモーターを持つpREPIをベクターに用いると、培地中のthiamineの有無

により、クローニングした遺伝子の転写量を~Ij御できる o n01l1プロモーターからの転
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写量は、培地に2μ Mのthi町 tn巴を添加すると、 thiamin巴を全く添加しない場合と比較

して約1/80に低下する(Maundrell，1990)。

6. rak1 遺伝子破壊株に接合、胞子形成能を回復させる優性抑圧変異株の分離

ホモタリックの二倍体(h
90
1 h
90
) rak 1 遺伝子破壊株HAI30をYPD培地で約1.0X10

7
細

胞Imlまで培養した。遠心により集菌し、菌体を滅菌水でl回i先った後、 TM緩衝液(6.1

mg/ml Tris， 5.8 mg/ml mal巴icacid， 1.0 mg/ml (NH4)2S04， 0.1 mg/ml MgS04・7H20，5μ g/ml 

Ca(N03)2， 0.25 j' g/ml FeS04' 7H20)に2.0X10
7
細胞Imlとなるように再懸濁した。懸濁液

を2mlずつ分注し、ニトロソグアニジン(N-me山yl-N'-nitro-J'Iιnitrosoguanidine)を最終i農，

度が50μg/ml、200μg/ml、および500f1 g/mlになるように加えた。30"Cで30分間振と

うした後、 2mlの滅菌水で3回洗った。 YPD培地に1.0X10
7
細胞Imlの濃度となるよう

に再懸濁し、 30"Cで一晩培養した。遠心集菌後、菌イ本を滅菌水でI@]洗い、滅菌水に再

懸濁してMEAプレート l枚あたり 1.0X10
3
から 1.0X10

4
の細胞を塗布した。 30"Cで4

日間培養後、ヨウ素蒸気で染色されるコロニーを顕微鏡観察し、胞子形成しているも

のを選択した。約84，000コロニーのスクリーニングにより、 54株の胞子形成回復株を

得た。それぞれの変異株を胞子形成させて一倍体にし、 MEAに撒いて接合能が回復し

ている19株のRD(rakl dispensable)変異株を選択した。さらに、得られた一倍体菌株を

ホモタリ yクrak1遺伝子破壊株(JZ858あるいはHA129)とスフエロプラスト融合し、生

じた二倍体菌株が胞子形成能を持つ、1憂性抑圧変異株を4株選択した。これらの4株に

ついて、ホモタリックrak1遺伝子破壊株と少なくとも l回は戻し交配し、連鎖解析およ

び以降の解析に用いた。

7分裂酵母からのRNAの調製とノザンプロット分析

分裂酵母の菌株を約1.0X10
7
細胞Imlの濃度になるまでPM培地中、 30"Cで培養し

た。遠心集菌後、菌体を滅菌水でl回i先い、半分を対数増殖期の試料(N:+)とした。残

りの半分をPM-N培地に先の濃度と同じ濃度になるように再懸濁し、 30"Cで4時間培養

して、窒素源枯渇状態の試料(N:-)とした。
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細胞をガラスビーズで破壊して全RNAを調製した。ホルムアルデヒド変性したRNA

151' gを1.2%アガロースゲル電気泳動により分離し、ナイロンメンブレン(GeneScreen

Plus，テeユポンNEN)にトランスファーした。以下に示すDNA断片をマルチプライミン

グ法により 31>で標識してプローブとし、ハイブリタイゼーシヨンを行った ;fbpl 遺伝

子， ORF全長のPCR反応産物;mei2遺伝子，アミノ末端を欠く ORFと、3'非翻訳領域を

含む3.3kbpのPvu11 -Hin dIII断片 ;rstJ 遺伝子， ORF全長を含む2.5kbpのHindII1・ Hin

dIIl断片またはORFのアミノ末端を欠く 2.5kbpのBamHI -Bam HI断片 ;rst2遺伝子，

ORFのカルボキシル末端を欠く 1.4kbpのHindIII -Hin dIII断片 ;stell 遺伝子， ORFのア

ミノ末端を欠く 1.3kbpのPvuII -Pvu II断片。

転写産物の量の比較を行う場合には、ノミイオイメージングアナラ イザ-BAS 2000 

(富士写真フィルム)を用いて放射活性を測定した。

8.分裂酵母のゲノムDNAの調製とサザンフ口、yト分析

ゲノムDNAの調製は、 ザイモリアーゼ(生化学工業)により細胞をスフェロプラスト

化した後にSDSで溶菌する、サッカロミセス酵母で用いられている方法に基づいて行

った(Cryeret aJ.， 1975)。

サザンブロット分析およびプラスミドDNAの回収に用いる試料を調製する際には、

エタノール沈澱により DNAを濃縮した。ゲノムライブラリーの作製に使用するDNAを

調製する際には、分子量の大きなDNAのみを得るために、 DNAをガラス棒で巻きとっ

て濃縮した。

サザンプロット分析には、5μgのゲ ノムDNAを制限醇素により切断し、 1.0%アガ

ロースゲル電気泳動により分離後、ナイロンメンブレン(GeneScreenPlus，デュポン

NEN)にトランスファーした。マルチプライミング法により 32pで標識したDNAをプ

ローブとしてハイブリダイゼーションを行った。プロープとして使用したDNA断片

は、ノザンブロ y卜分析の場合と同じである。

プラスミドのコピー数を比較する場合には、ハイ オイメージングアナラ イザ-BAS 

2000を用いて放射活性を測定した。
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9 プライマー伸長反応によるstelJ 遺伝子の転写開始点の決定

ホモタリァク野生型株JY450の対数増殖期、および、窒素源枯渇条件下の細胞から調製

した全RNA10μEと、 T4polynuc!eotide kinas巴(宝酒造)で5'末端を31>標識したプライ

マ-5'-AACGAGGCAAAAGCTCT-3' (SEPE1，図5の+178から+162の相宇高鎖に相当)を

用い、リバーストランスクリプターゼRAV-2(宝酒造)により一般的な方法で伸長反応

を行った(Sambrooket aJ.， 1989)。

10. sーガラクトシダーゼアッセイ

表2および図7の戸ガラクトシダーゼア yセイで用いたプラスミドは、以下の手順で

作製した。 pSL-E3は、steJ1遺伝子ORFの5'上流5.7kbpと開始コドンから48番目まで

のアミノ酸を含むSma1-PvuII断片を、コドンのフレームが合うようにfusionv巴ctor

pMC1871のlacZ遺伝子と連結し、nmtJプロモーターを欠失させたpREPlにクローニン

グして作製した。 pSL-E4はsteJJ 遺伝子ORFの5'上流0.4kbpを含むXba1 -Pvu II断片

を、pSL-E6はORFの5'上流3.0kbpを含むSph1-Pvu II断片を、 pSL-E8はORFの5'上

流1.6kbpを含むB訓 HI-Pvull 断片を、pSL-E9はORFの5'上流1.3kbpを含むEcoRV-

PvuII断片を用い、それぞれpSL一日 と同じ手)@!で作製した。 pSL-ESp(t:， EV -EV)、pSL

ESp(ムEV-X)、pSL-ESp(ムNd-X)は、pSしE6のsteJJ 遺伝子由来のDNA断片から、 0.9

kbpのEcoRV-EヒoRV断片、 1.8kbpのιcoRV -Xbal断片、2.0kbpのNdeト Xbal断片

それぞれを欠失させた。 pSL-ENd(t:，EV-X)は、 EcoRV-Xbal断片を欠失させたNdeト

PvuII断片を用い、pSL-E3と同じ手順で作製した。表3で用いたpSL-ESp7.1、pSL-

ESp8.1、pSL-ESp9.1、pSL-ESpl0.1、pSL-ESp11.1は、3.2kbpのSph1 -Pvu 11断片(pSL-

E6で用いたものと同ーのDNA断片)に巴xonucleaseIII(宝酒造)およびS1 nucleas巴(宝酒造)

で5'→ 3'方向に段階的に欠失を導入したDNA断片を用い、 pSL-E3と同じ手順で作製

した。

各フ。ラス ミドDNAで形質転換したヘテロタリック野生型株JY333を、 RNAの調製と

同じ要領で培養、集菌し、s-ガラクトシ ダーゼアッセイ用の試料とした。，9-ガラクト

シダーゼ活性の測定は、サッカロミセス酵母で用いられる方法(Guarente，1983)で行つ

た。それぞれのプラスミドについて独立な2個の形質転換体で測定を行い、その平均値

を示した。
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11 分裂酵母ゲノムライブラリーの作製

rakl遺伝子破壊株由来の優性抑圧変異株RD1178変異株、 RD203Y変異株の2株につ

いて、シャトルベクタ -pREP1をベクターとしてゲノムライブラリ ーを作製した。

それぞれの菌株よりゲノムDNAを調製し、Sau3A1で部分分解した。これを1.0%ア

ガロースゲル電気泳動により分離し、 2kbpから3kbp、3kbpから6kbp、および6kbp 

から 15kbpのDNA断片を回収した。回収したDNA断片と、B訓 H1で消化後、アルカ

リホスファターゼ処理したpREP1とを結合して大腸菌を形質転換した。 RDI178変異株

由来のDNA断片を挿入したものについては約40，000クローン、RD203Y変異株由来の

DNA断片を挿入したものについては約48，000クローンの独立な形質転換体が得られ

た。これらの形質転換体よりプラスミドDNAを調製し、ゲノムライブラリーとして使

用した。

12. rakl遺伝子破壊株に接合、 胞子形成能を回復させるマルチコピーサプレッサーの

単離

ホモタリックrakl遺伝子破壊株JZ858を、RDI178変異株、RD203Y変異株から作製

したゲノムライブラリーで形質転換し、 SSA培地に撒いた。形質転換体を4日間、 30'C

で培養した後、ヨウ素蒸気で染色した。褐色に染色されたコロニーを顕微鏡観察し

て、子嚢が形成されているものを選択した。それらの形質転換体よ り調製したゲノ ム

DNAで大腸菌DH5aを形質転換し、アンビシリン耐性となった大腸菌からプラスミ ド

DNAを調製した。 こうして得られたプラスミドDNAで再びJZ858を形質転換し、接

合、胞子形成を回復させるプラスミドクローンを以降の解析に用いた。

13塩基配列の決定と解析

塩基配列を決定するDNA断片をpUC119にサブクローン化し、exonucleas巴IlI(宝酒造)

およびS1 nucl巴ase(宝酒造)で一方向に、段階的に欠失を導入した。XL1-Blue(supFA4 

hsdR17 recAI endA 1 gyrA46的irelAl lac' F'[p-oAB+ lacf! lacZ!::. M 15 TnlIXle/)])を宿主とし

て、ヘルパーファージM13K07を用いてl本鎖DNAを調製し、鋳型DNAとした。 Bω

BEST Did巴oxySequencing Kit (オートシーケンサ用コアキット)(宝酒造)を用いたジデオ
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キシ法により反応を行い、モデル370A型蛍光自動シーケンサー(AppliedBiosystems)で

塩基配列の決定を行った。本論文中で報告する以下のDNA断片について、両鎖の塩基

配列を決定した;slell i宣伝子の転写調節領域Sph1-8訓 HI[析片(1.4kbp、関5); rstl遺

伝子を含むHindIlI-Hin dlll断片(2.5k旬、図16); rst2遺伝子を含むSac1-Sph 1断片(3.8

k旬、図18)。

塩基配列、アミノ酸配列の解析ならび刊こ町-aaデータベースに対する相向性検索は東

京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センターのUWGCGSequence Analysis Softwar巴

Packageによりf子った。

14遺伝子の破壊

a) rsI1 遺伝子の破壊

クローン化したrSll遺伝子のORF内、0.8kbpのEcoRV-Kpn 1断片を、分裂酵母ura4

遺伝子を含む1.8kbpのDNA断片で置換した。破壊されたrSll遺伝子を含む3.1kbpの

B訓 HI-Hin dIIl断片を用いてJY878、JY879を形質転換した。

b) rst2遺伝子の破渓

クローン化したrst2遺伝子のORF内、 1.2kbpのKpnl-Nde1断片を、分裂酵母ura4遺

伝子を含む1.8kbpのDNA断片で置換した。破壊されたrSI2遺伝子を含む2.6kbpのCla1-

EcoRI断片を用いてJY879を形質転換した。

いずれの場合も安定なウラシル非要求性の形質転換体を選択し、正しく遺伝子破壊

が起きていることをゲノムDNAのサザンブロット分析で確認した。

15 部位特異的変異導入

部位特異的変異導入は、 Kunkel法(Kunkel，1985)により行った。

slell 遺伝子の転写調節領域内のTRbox (TRIおよびTR2、図5を参照)にG→ T置換

変異を導入した場合の、 TRトT変異の導入にはグーAAAATCAAAAAAAGAAA TTC-3'， 

TR2-T変異の導入には5二AAGTCAAAAAAAAGAAAAGA-3'のオリゴヌクレオチドを用

いた。 UASstの除去は、オリゴヌクレオチド5'-GCCAAAATGCA. T A TGAGGGG-3'を用

いてslell遺伝子の転写開始点の5'上流ー188塩基の位置にNdelサイトを新造し、Ndel

で切断後、再結合してー225からー185を欠失させた。rSl2遺伝子のORFの開始コドンに
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Ndelサイトを導入した場合には、 グーGAAAACTTGTTITCA工ATGACGCGT-3'のオリゴ

ヌクレオチドを用いた。各オリゴヌクレオチドの下線部は変異を導入した塩基を示

す。いずれの場合にも、正しく変異が導入されたことを塩基配列決定によって確認し

た。

16 ゲ、ルシフトア yセイ

DNAプローブは、以下に示すstelJ 遺伝子のプロモー ター領域付近のDNA断片を、

T4 polynucIeotide kinase (宝酒造)によるリン酸転移反応で3I>標識したものを用いた，

Spel -Nde 1断片 (-404からー230; #5) ; Ndeト Spel断片 (ー229から 96;#6) ; TR1-T変異

を導入したNdel-Spel断片 (-229から -96;#6m); Spe 1 -Eco RV断片 (-95から +6;#7); 

Spel-Spel断片 (-404から -96;#8);およひ、UASstを欠失させたSpeI-SpeI断片(-225か

らー185を欠失した-404から-96;#86.)。

ゲルシフ トアッ セイ用のタンパク質は、pET-19b(Novagen)をベクターとして作製し

たプラスミドで大腸菌BL21(DE3)(hsdS ga1 (A cIts857 ind1 Sam7 nin5 JacUV5-T7 geneJ)) 

を形質転換し、その形質転換体から調製、精製したHis'Tag融合タンパク質を用いた。

タンパク質の発現に用いたプラスミドと 、発現されたタンパク質に含まれる範囲を以

下に示す。pETst巴11HMG: steJ J遺伝子ORFの開始コドン(部位特異的変異導入による

NdeI (Sugimoω et a1.， 1991)からHincIIまで(0.7kbp)をpET-19bベク ターに挿入したプラ

スミドで、 St巴11pのDNA結合領域であるHMGモチーフを含む239残基目 まで

(Ste11HMGタンパク質)が発現される。pETrst2+ZF: rst2遺伝子ORFの開始コドン(部位

特異的導入によるNdeI)からSphIまで(0.6kbp)をpET-19bベク ターに得入したプラスミ

ドで、 Rst2pのDNA結合領域であるZn-fingerモチーフを含む183残基目 まで(Rst2ZF

タンパク質)が発現される。 pETrst2ムZF:rst2遺伝子の1.7kbpのHincII -Hin cIl断片を

pET-19bベクターに挿入したプラスミドで、 Rst2pのZn-fingerモチーフを欠く 113番目

のグルタミン残基からカルボキシル末端まで(Rst2ムZFタンパク質)が発現される。

His ・Tag融合タンパク質のBL21(DE3)宿主内での発現、大腸菌からの調製、および精

製は、発現ベク ターの発売元の指示に従っ て行ったが、すべての緩衝液に10%glycerol

を、さらにRst2ZFタンパク質とRst2ムZFタンパク質の精製時には、すべての緩衝液に

101' M ZnS04を添加した。精製後のタンパク質はほとんとが目的の融合タンパク質で

-14 

あったが、若干の爽雑タンパク質を含んだ。爽雑タンパク質にDNA結合活性が含まれ

ないことを確認するため、 pET19bベクターで形質転換した大腸菌の粗抽出液も用い

た。精製したタンパク質は、 centricon10 (amicon)を用いて緩衝液をbufferA (25 mM  

HEPES(pH7.5)，5 mM  MgCI2， 0.1 mM EDTA， 10% glycerol， 50 mM KCl， 0.5 mM DTT， 1 mM  

PMSF， 21' M pepstatin A(SIGMA)， 0.61' M 1巴upeptin(SIGMA))(Eisen el a1.， 1988)に交換

し、使用直前まで-80"Cで保存した。タンパク質の量は、 Bio-RadProt巴inAssay (Bio-Rad) 

を用いてBradford法により決定した。

DNAータンパク質結合反応は、約2ngの標識DNAプローブと0.1μEの精製タンパク

質、または0.5μgのタンパク質を含む大腸菌粗抽出液とを、 lμgのpoly[d(l-C)]-poly[d 

(I-C)] (Pharmacia)、1mM  A TP (SIGMA)とともに10μ !のbuff，巴rA中で混合し、氷上で10

分間反応させた。競合実験の場合には、標識していないDNAプロープを約200ng加え

て反応させた。Rst2ZFタンパク質のDNA結合能がZn2+イオン依存性であることを確認

した実験の場合には、10mMの1，10 -phen回 throIine(和光純薬)を加えて氷上で5分間反

応させた後に、 buff，巴rAまたは0.5mM ZnS04を加え、さらに5分間氷上で反応させた。

反応液をプレランしておいた3.5%ポリアクリルアミドゲル(3.5%acrylamide， 0.94% N， 

N-me出ylene-bisacrylamid巴， 2.5%glycelol， 50 mM Tris， 380 mM glycin巴)で、室温、 15mA 

で電気泳動し、ゲルを乾燥後、オートラジオグラフィーを行った。

17. DNaselフ yトプリンテイング解析

DNAプローブは次の手順で調製した。steJ1 遺伝子の転写調節領域である1.4kbpの

Sphl-B訓 HI断片をpUCI19にクローン化したプラスミド(pSEL-CR)を作製した。

pSEL-CRを挿入断片内のNdelで切断し、 T4polynucIeotide kinas巴(宝酒造)で5'末端を

3I>標識した。これをHindlllで切断後、 1.0%アガロースゲル電気泳動で分離し、 0.8

kbp (ー228キから +570、*は標識の位置)のDNA断片を回収してセンス鎖が標識された

DNAプローブとした。pSEL-CRを挿入断片内のEcoRVで切断し、 T4polynucleotid巴

kinaseで5'末端を32p標識した。これをEcoRIで切断、1.0%アガロースゲル電気泳動で、

分離し、0.8kbp (-834から +が、 川ま標識の位置)のDNA断片を回収してアンチセンス

鎖が標識されたDNAプロープとした。

ー15



ゲルシフトアァセイに用いたものと同じ精製Rst2ZFタンパク質 0.31
'
gまたは1.5μg

と、約0.2μgの標識DNAプローブを、 4f1 gのpoly[d(l-C)] -poly[d(トC)](Pharmacia)とと

もに70μ lのbuff<巴rA中で混合し、氷上で10分間平衡化させた。最終i農度0.5μ g/mlの

d巴oxyribonucieas巴I(宝酒造)を加えて室温で2分間反応させ、 3501，1のDNaselstop 

solution (25μ 1 saturated ammonium ac巴tate，325μ 1 ethanol)を加えて反応を停止させた。

12，000 rpm、15分間の遠心分離でDNAを回収し、 51"のformamideloading buffer (80% 

fOffilamide， 10 mM NaOH， 1 mM EDTA， 0.1 % xylene cyanol， 0.1% bromph巴nolblue)に溶解

して、そのうち2μ lを7%シークエンスゲルで分離した。マーカーとして、フットプリ

ンテイングに用いたものと同じ標識DNAで化学修飾法による塩基配列決定反応(Maxam

and Gilbert， 1980)を行い、ともに電気泳動した。

18.フ。ラスミド

図9および図12で使用したpDMCF+は、 pDB(m巴i2)ム16(Sugimoto et a1.， (1991)に記載

されているpDB(mei2)612と類似のプラスミド)のHindIII -Pvu II断片を除き、そこに

stell 遺伝子の転写調節領域を含む1.4kbpのSphl-B訓 HI断片を挿入して作製した。

シャトルベクターpDB248'の構成的なプロモーターは除去されており、 stell-mei2融

合遺伝子の転写は挿入されたstell遺伝子断片内のプロモーターから開始される。 mei2

遺伝子のORFはアミノ末端側127アミノ酸が欠失しており、 mei2遺伝子産物としては

機能しない。ここではノザンプロット分析による転写量測定のマーカーとして用いて

いる。図12で使用したpDMCF1、pDMCF2、pDMCF12は、それぞれpDMCF+にTR1-T

変異、 TR2・T変異、 TRトT変異およびTR2・T変異を導入したプラスミドである。図9で

使用したpDMCF6Ndは、 pDMCF+からUASstを除去したプラスミドである。

表4で用いたpSEL-E1は、 stel1遺伝子のORFをpREP1にクローニングしたプラスミ

ドである。表4および図22で使用したpMC3WT、pDOM1は、 pDB248'にそれぞれ野生

裂のr紘1/cgs 1 遺伝子、 raklのi憂性変異アリルのrakl-D343遺伝子が挿入されたプラス

ミドである(望月， 1992)。図10、図22、表6、および図29で用いたpDB-stell+はpDB248'

』こstel1遺伝子のORF全長を含む4.1kbpのDNA断片が挿入されたプラスミドで、

pDB248'をベクターとした分裂酵母ゲノムライフラリーから単離された。図22およ び表

6で用いたprstl一DlはpDB248・のHindIlIサイトにrstl遺伝子のORFの全長を含む2.5klコp

のHindIlI-Hin dIIl断片を挿入して作製した。図22、表6、および図29で用いたprst2-

-16-

DI はpDB248・のPvuIIサイトにrst2遺伝子のORFの会長を含む2.5kbpのHindIlI -Sph 1 

断片を挿入して作製した。
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結果と考察

第|章 sfe11遺伝子の転写調節機摘の解析

l山且
同月ミ

真核生物の基本的な転写調節機構は、酵母から晴乳動物に至るまで良く保存されて

いる(Guarent巴andBenningham-McDonogh， 1992)。多くの遺伝子の転写調節領域は、転

写開始点の5'上流に隣接するプロモーターエレメント(プロモーター)と、そこから離れ

た位置に存在するエンハンサーエレメント(エンハンサー)とから構成される。プロモ 4

ターは基本転写装置複合体の形成に必要なTATAboxを、また両エレメントは複数の転

写因子の結合配列を含む。それぞれの塩基配列に特異的に結合する転写因子と、転写

因子と基本転写装置の聞に介在するアダプタ一分子との組み合わせによって、転写装

置の活性が調節される。

サッカロミセス酵母では、遺伝子の転写調節に関する C1S-およびtrans-の因子の研究

が盛んに行われ、高等真核生物との共通性を証明した多くの成果が得られている

(Struhl， 1987 ; Wi巴derrechtet aJ.， 1987)。サッカロミセス酵母で転写開始点の5'上流に存

在し、転写を促進する C1S の因子はupstreamactivation site (UAS)と呼ばれ、エンハン

サーと同様な性質を持つ(Guar巴日以 1992)。非常に簡略化すれば、サァカロミセス酵母の

転写調節は転写開始点、 TATAbox、UAS(s)と、それらに特異的に結合する転写装置、

転写因子によって行われる。一方、分裂酵母では特定の条件により転写調節を受ける

遺伝子があまり知られていなかったことから、転写調節機構の研究は例が少なかっ

た。近年になって、培地中のチアミンによって転写抑制を受けるチアミン生合成経路

の遺伝子nmlJ (Maundrell， 1990)、nmt2(Manetti et aJ.， 1994)や、栄養源の枯渇によって転

写誘導を受ける、有性生殖過程の進行に必要な遺伝子のmei2(Sugimotoel aJ.， 1991)、

sxa2(矢花 1992)、mat1 -Pm (Aono el aJ.， 1994)などで転写調節の研究が行われている

が、分裂酵母の転写調節機構の一般性を導くにはまだ不十分である。

分裂酵母のsIe11遺伝子は、温度シフトのみで有性生殖過程が誘導されるpal1-114 

(patJ可変異の抑圧変異を起こす遺伝子として単離された(Watanabeet aJ.， 1988; Sugimoto 

el且1.，1991)0sIe11変異を単独に持つ株は接合および胞子形成不能で、その表現型を相
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補する3.2kbpのBamHI -EcoRI断片(図4を参照)の塩基配列が決定されている。 steJJ 

遺伝子産物(St巴IIp)はHMGモチーフを持つ468アミノ酸からなる転写因子で、有性生殖

過程に必要な、窒素源の枯渇によって転写が誘導される複数の遺伝子の転写を支配し

ている。Stellpの支配下にある遺伝子の上流には 7・TTCITTGTTY-3'というコンセン

サス配列(TRbox)が存在し、 St巴IIpはこの配列に結合して転写を誘導する。 steJJ遺伝

子は、対数増殖期でも若干の転写産物が検出されるが、培地の栄養源の枯渇によって

転写が誘導され、その転写はcAMP-PKA経路により負に調節されていることが示され

ている(序を参照)0sleJ J 遺伝子の転写調節に関して興味深いのは、コンセンサス配列

とl塩基ミスマッチのTRboxが、上述の塩基配列内、 steJJ 遺伝子のORFの5'上流に存

在することである(図3と図5を参照)。またsteJJ 遺伝子に点変異を持つsteJJ変異株で

は、窒素i原枯渇によるsteJJ 遺伝子の転写誘導が非常に弱いこと(杉本，1991、図10)か

ら、 stelJ遺伝子産物による自己転写制御の可能性が示唆されていた。しかしsteJJ 遺伝

子の転写誘導におけるこのTRboxの必要性や、プロモーターの構造は全く検討されて

おらず、また、 steJJ遺伝子の転写を直接制御している因子は未同定であり、その転写

調節機構は不明な点が多かった。
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l吋4slell逃伝子時の制限l'iLl-i地凶 (SugimolOel al.， 199 1 より ~II胃、改変)

オリジナJレクローンpSXIのもつ仲人断片とその制限防止;サイトをj止ヒ段に示し、 sleJJJ世伝子のORF

を:J~矢印で表した。 pSX 卜DI 、 pSXI-D2， pSXトD3、pSXトD4は、ンヤト Jレベクタ-pDB248・にサプク

ローニングされた純1IJ1を、ベクター上のプロモーターからの転'う方向(i"J抜きの矢印)とともに示す。

sle! !変災株に ~Jする各サブクロ ーンの相布Iì能を+ で示した。示されている制|拠俳素サイトは、 B ， BiUll 

HI ; Bg， BglI ; C. C/a 1; E. Eco RI‘EV. EcoRV; M. M/ul ; Nd. Nde 1， P， P!1I; Pv. Pvull; Sac， Sac 1: Sm， 

S[]J;J 1 ; Sp， Sph 1 ; X， Xb. 1である。

本章ではまず、転写調節機構の解明に不可欠なsteJJ 遺伝子の転写開始点とプロモー

ター領域の決定、およびれeJJ遺伝子の効率的な転写に必要な5'上流領域(UASst)の限

定を行った結果について述べる。続いて、 steJJ 遺伝子の転写がSt巴IIp自身による自己

制御を受けていることを示す。

2. sleJ J 遺伝子のプロモータ一周辺の塩基配列決定

pガラクトシダーゼの構造遺伝子(lacZ)をレポーターとした予備的な実験(4.1節を

参照)から、 steJJ 遺伝子のプロモーターは、報告されている全塩基配列の5'末端よりさ

らに上流の、 l.4kbpのSphI-B訓 HI断片内にあることが判明した。報告された塩基配

列と連続していることを確認するため、 l.7kbpのSphI-Eco RY断片をサブクローン化

し、塩基配列を決定した(図5)。

新たに塩基両日列を決定した範囲内に、コンセンサス配列と完全に一致するTRboxが2

箇所見いだされた(TRlおよびTR2)。塩基配列中のBamHIサイトから3・末端のEcoRY

サイトまでは、以前に報告されていた塩基配列と完全に一致した。

3. steJ J遺伝子の主要な転写開始点の決定

対数増殖期および、窒素源枯渇条件下の野生型細胞から調製した全RNAに対するプラ

イマー伸長反応により、 steJJ 遺伝子の転写開始点を決定した。プライマーはKN4(5'-

CAA ITCCAACAGAGGAGG -3" ;図5では+591から+574の相補鎖に相当)またはSEPEl

(5'-AACGAGGCAAAAGCTCT -3' ;図5では+178から+162の相補鎖に相当)を用いた。

いずれのプライマーを用いた場合にも、 l箇所の主要な転写開始点と、その5'上流に

隣接する弱い転写開始点が検出され、その位置は同一であった。 この隣接する2塩基以

外に強い転写開始点は検出されず、またここで見られたプライマー伸長反応の結果が

窒素j原枯渇条件下で増加するsteJJ 遺伝子の転写産物のパターンと良く対応していたこ

とから、今回検出した位置がsteJJ 遺伝子の主要な転写開始点であると結論した。

SEPElを用いたプライマー伸長反応の結果を図6に、決定された主要な転写開始点を図

5に+1で示す。これ以降、本論文中て"steJJ遺伝子の塩基の位置を示す場合には、特に

ことわりのない場合、この主要な転写開始点を基準としてそこからの塩基数で記述す

る。転写開始点の5'上流-60付近に、チミンとアデニンの反復配列が存在し、これが



争 834 Sph 1 -800 -750 
GCATGCCATCTCCAGGGAτ'GAτ泡GAAGGCAλACACAAGCACCCACGCCTAATTTTCGGTAλλτ'TGTAGCλAAAτ守CCAATGGCAATGACTCGATAGAATC
E6 

700 -650 
AT守'CTAτ'Gτ'01'<目'GGτマτ'CTTTCC'l寸'CCGCτ'CGTAGTACCTGTAτ"M可'TCATCATGACτ'CCAAGτ'CTTCGCCAτ可'C'M'Aτ可寸CACTCCCGττ'CCGτ'TCAC

-600 -550 
CCCAA，ACTACTTCCTCλτ℃λC'I'TGC'I'TACTACTCλλλcτ'GCCGGCACττ℃アr'I'TCACACATTCGCTATGCT'l'TTTTAτ'TC'M"M'λλCAτ"'M'GCTTAAACC

500 -450 
'M'ACCTATAATACCCTGCGCT'I'TCGCλAATTGCCGCTC'I守CAλAT沼CCCGCTTACτでTA'M'ττ'GCTTTCTCCACCCCTCC'I寸入ACTCTCCAACTTCCCCA

Spe 1 

-400 -350 
GCGTTCTACAA1'TCCτ℃λ'I'TCATτ'CGAAGACTAGTCGττ'CGC'I'TCTτ'GTCATT'I'TGCCTTGCGCTATCτ'CCCTCAACGAAAAGTAGCTττ。CGAGAC1'TT

Sp7.1 

-300 -250 
ττヌ:;CCAλ，GTGCCACλCTAATCττττ'GTACAGGGGGGhATCCCτ'GACτ寸'TG'M'τロcτ'0τ'G1'TACAτ'CGττマ'GTAGGCAAGTAAAAGτ'GACAAATGCTτ可'CG

Nd9 1 -20  o -150 
CAτ'CATAτて単-rACTτ寸九λCCCCι'.oll.oAATl・zτロτ'CCCTTCCCCTCATACA"AT'TTτ'GGCTAGACτ寸AλλλλλGτ'TGAAT'I'TCτ寸寸'GT守"I'GATTTTCA'l寸'G
Nd一四 UAS.t Sp8.1 Sp10ナ了守王，-

ーユ00 ミte1 -50 
TCAGTAACATCGCGTATT九CGCCTCGCτ'CTATACTCτ'TACTAG'I守、:;G'I'TGCCAATGCGTAτ'GTATATATATATATATATACATACATACCTGGTGAC'M'A

Sp9.1 

..1 Eco RV +50 
CATAGTGAGAAτ'CTA'M'CAT'M'AGCATATA'I'TAAAAGGATAτ'CCAGCGT'τ'GAA'M'GτTτむGCGTCGTATA'M匂GATTTrC'I守TA'I'TAτ'CAAATAAACAAA.

Spll.1 

+100 ..150 
GCλτ'TAτ寸AGCλτ'TCτむACT'I'T'I'CAATCTTAAACCτ'GATTGTGAATGCTAAλAGAAλGTAT官'TCAT可可'GAτマAG'M'τ'GCAτTτ寸Aττ"M'TCTττ'GAGAGC

φ200 ‘250 
TTTTGCCTCGT'ITTτ"'M'GTT'I'TCTCTττ'G'M'T守'C'M"M'TT・TT'TTτマλCTCλACτ'TAAC1'TAACT'I'T'I'C'l'GGTCT'I'TGTCττ沼λτマ'GCAGCTτロTCGTCτT

..300 +350 
τ'GAATTAGCTTGCCTCCτ'CCCA'I可'CTTτ'CCTGTCTA'τ'TCGT<Gτ'TAAGTCTATTCCττ寸λτ'CTτ'GGT'円、:;CTTτ'GGCτ"I'AGCTCTAT'IでTI可'TCτマ守'GT'TT

TR> 

..400 ・450
τ'CACTτ寸九C雪守τ"GACTTATT'I・TCACTて:;ACTAT'I寸'CTAAGτ寸寸九λτ?τ'CTTGAτ'TAAτマτ可寸九τ"I'CACATCTC'I'守'CTττ'TCττマ九TAGTAAACAGACτマ九λ

..500 ..550 
ACτ寸寸守寸寸守寸℃τ寸Cτ'TCTATTCTGτ'TTCTTCAττTτロTT沼GTCCAAτ守、:;GCTTCGCT守CTCTCTTCAAACTτ寸τ'CTCGTτ'TTτ'CTτ'GCCTCTACG'lマcτ寸

BlIm HI ・600 .650 
Tr'GGGAτ'CCτ'CCτ℃τ'GTτむGAA1"rGτ寸九λτ守、:;;"GλλGτ℃τ'TGGAATAAτママ"M'TCGτ守守'CTTGAAATCAAAAGGATT'I'TATCττマ守寸マττ寸λλTI可'TTAC
E8 

..700 ...750 
GTCGATTCCCTTACτ'GTACGTCGλATCCCCCCC'i寸'TTTT'TT九τマτ守守可Tτ'CTACG守CAAAAτ寸"M可寸"I'ATAGTAτ可'TC'M'τ'GTCTCTACCACCATAGτ寸λ

..800 ..850 
TCCTTTATCAAC'l'TTCTCTCTACTAAT'I'AACTAAG'ITG'I'!!S!!'!S工:::;_CAA廿廿TGCCCAACTTTAAA円T'TT廿'TATTCGCATCG'l'TA廿 'CTATCGC

Eco RV・888
Tτ沼GCτ'GCT守'ATCCττ'GATAτ℃

E9 

図551eJJ 遺伝子のプロモータ一周辺の塩基配列

51e] ]巡伝子の転写開始点およびプロモーターを合む 1.7kbpのSphl-EcoRV断片の温基配列と、 主な

制限M;f，サイトを示した。プライマー伸長反応で決定した主要な転写開始点(3節を参照)を+1として太

字で表し、そこからの塩基対数を盗基配列上に示した。 コンセンサス配列と一致するTRbox (TRI、TR2)

を実線の下線で、 l塩基ミスマッチのTRboxを破線の下線で示すo steJ J j立伝子の転写ffi性化領域(UASst

j 節を参Hめを凶みで表す。E包1主配列の下に記されているE6、E8、E9、Nd-EV、Sp7.1、Sp8.1、

SpIO.1、Sp9.1、Spll.lはいずれも、 F ガラクトシダーゼ活性測定にJflいたプラスミド(4.1節を参JIIi)に

含まれる、 51eJJ 遺伝子断片の5・末端の温基の位世を I~す。
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TATAboxとして機能していると恩われた。ちなみにstell遺伝子のORFは+2183か

ら+3586に相当する。

-N+NG A T C 

a画・r

123456  

以16プライマー伸長反応による5Ie]]j立伝子の~:~

な転写開始市の決定

士、I数J哲勉WJ(+N;レーン2)およひ''1I*i原佑渇条件
下(-N;レーン 1)のホモタリァク野生型事幻Y450か

ら調製したRNAに対 し、プライマ-SEPEIをm
いてプライ マー伸長反応を行った。同じプライ

マーで1.4kbpのSphl-B抑 HI断片の猛基配列決

定反応を行い、 7ーカーとして用いた(レーン3か

ら6.順にG、A、T、およびC)O5Ie!!遺伝子の七

安な転写閲tm.l主を黒矢印で、それに隣接する弱い

転写日目的点をグレーの矢印で示す。$i写産物は-N

で多〈検出された。

4. stell 遺伝子の効率的な転写に必要な領域(UASst)の限定

stell遺伝子のプロモーターの範囲を決定し、併せて窒素源枯渇による転写誘導に必

要な領域を特定することを目的とし、 stell遺伝子ORFの 5'上流のさまざまなDNA断

片を2種類のレポーターに連結して、対数増殖期および窒素j原枯渇条件下で転写活性を

測定した。
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4.1 steII -IacZ融合遺伝子を用いた解析

ORFの5'上流にさまざまな欠失を導入したsteII遺伝子と大腸菌IacZ遺伝子との融合

タンパク質を分裂酵母細胞内で発現させ、 ，9ーガラクトシダーゼ活性を指標にsteII遺伝

子の転写誘導に必要な領域の限定を行った。

はじめに、 steII-IacZ融合遺伝子の発現、および戸ガラクトシダーゼ活性が本来の

steII i宣伝子の転写パターンを反映していることを確認するため、 steII遺伝子ORFの上

流約5.7kbpをIacZ遺伝子と連結したプラスミドpSし E3またはORFの上流0.4kbpのみ

をIacZ遺伝子と連結したpSし E4(材料と方法、図7を参照)でホモタリック野生型株

JY450とrぽl遺伝子破壊株JZ858それぞ、れを形質転換し、対数増殖期の細胞と窒素j原枯

渇条件下の細胞を調製してsteII遺伝子断片およびIacZ遺伝子断片をプロープとしたノ

ザンプロット分析、ならびにpガラクトシダーゼアッセイを行った。

菌株 遺伝子型プラスミド βーガラクトシダーゼ活性(uniIS) -N/+N 

+N 

90 JY450 h'VWT pSL-E3 1151 1546 1.34 

pSL-E4 38 N.D N.D 

JZ858 h90四 kJ:' pSL-E3 78 165 2.12 

表2Ti'生型株、 四kJ遺伝子破壊株株を用いての，1カラクトシダーゼ前竹の測定

JY450およびJZ858を示したプラスミドで形質転換し、対数増殖WJ(+N)および窒素減枯渇粂件下(-N)

の細胞を調製して，1-ガラクトシダーゼ活性を測定した。-N/+Nの列には+Nに付する NのFーガラクトシ

ダーゼ活性の比を示した。N.D.;測定せず

ノザンプロット分析の結果、 pSL-E3で形質転換された細胞では、S伝11遺伝子の転

写パターンとsteII-IacZ融合遺伝子のそれとは良く一致していた。すなわち、JY450の

形質転換体て1むteII遺伝子の転写産物、IacZ遺伝子の転写産物と もに窒素j原枯渇条件

下で約5倍の転写誘導が見られ、1Z858の形質転換体では対数増殖期、窒素源枯渇条件

のいずれの条件でもほとんど転写は観察されなかった(データは示さ ない弘これは、

pSしE3に含まれるDNA断片がstel1遺伝子の転写調節領域の主要な部分をほぼ含んで
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いることを示す。一方s-ガラクトシダーゼの活性は、 JY450と1Z858とでは明らかな

差が観察されたが、 JY450の窒素源枯渇条件下て、の活性は対数増殖期の1.3倍程度にし

か増加していなかった(表2)。これは ，9-ガラクトシダーゼタンパク質が対数増殖期の分

裂酵母細胞内では安定で、窒素j原枯渇条件下ではプロテアーゼによ って分解されるた

めと恩われた(まとめと考察を参照)0steII 遺伝子のORFの上流0.4kbpのみが含まれる

pSL-E4では、 IacZ遺伝子の転写(データは示さない)、 ，9-ガラクトシダーゼ活性(表2) 

ともにほとんど観察されず、この領減にsteII.遺伝子のプロモーター活性はないことが

わかった。なお、各形質転換体からゲノムDNAを調製し、サザンプロ ット分析でプラ

スミドのコピー数を比較した結果、形質転換体問で、有意な差は認められなかった(デー

タは示さ ない)。これらの結果から、 stel1-JacZ融合遺伝子の J9-カラクトシダーゼ活性

は、窒素j原枯渇条件下で低めに測定されることを除いては、 steII遺伝子のプロモー

ター活性を反映していると考え、以下一連の解析を s-ガラクトシダーゼの活性測定を

指標として行った。

pSしE3を用い、制限酵素サイトを利用してsteJJ 遺伝子のORFの5'上流に様々な欠

失を導入し、 s-ガラクトシダーゼ活性を測定して大まかにsteIJ遺伝子のプロモーター

の範囲を決定した。次にExonuclease111で5'上流から段階的に欠失を導入して、 steII 遺

伝子の効率的な転写に必要な領域をさらに狭めた。市IJ限酵素サイトを用いた欠失ク

ローンの解析結果を図7に、段階的欠失を導入したクローンの解析結果を表3に、双方

の結果を まとめたものを図8に示す。

対数増殖期の試料のs-ガラクトシダーゼ活性は、制限酵素サイトを用いて作製した

欠失クローンのpSL-E6 (5'末端の位置は-833)、pSし ESp(ムEV-EV)(5'末端は-833、+7

から+885を欠失)、 pSしESp(ムEV-X)(5'末端は-833、+7から+1771を欠失)、pSし ENd

(1'1 EV-X) (5'末端はー229、+7から+1771を欠失)では高かったが、 pSL-E8 (5'末端の位

置は+570)では有意に低く、 pSし ESp(ムNd-X)(5'末端は-833、 227から+1771を欠

失)、およひ‘pSしE9(5'末端の位置は+886)では非常に低かった(図7)。段階的欠失を導

入したプラスミドクローンではpSL-ESp7.1 (5'末端の位置は-366)のみが高い活性を示

し、 pSしESp8.1(5・末端の位置はー194)以下の活性は非常に低かった。これらの結果か

ら、sleIJ 遺伝子の効率的な転写に必要なプロモーターは、コンセンサス配列と一致す

るTRboxであるTRI(ー155からー146)を含む、Ndelサイトから転写開始点までの約230

塩基対の間にあり 、そのうちNdelサイトとpSL-ESp8.1の5'末端との間(ー229からー195)

の35塩基対は特に重要なことが示唆された。TR2と以前報告されていたl塩基ミスマ

ー25-



l'ーガラクトシダーゼ治性
士N

5'末端プラスミドッチのTRbox 2箇所は、 steJJ 遺伝子の効率的な転写には関係しないことがわかった。

一方、どのプラスミドを用いた場合にも、窒素j原枯渇条件下のFーガラクトシダーゼ活

性は対数増殖期のそれよりも高〈、窒素源の有無による制御に必要な領域を特定する 8721 5557 ー366pSL-ESp7.1 

173 99 ー194pSL-ESp8.1 

日l

223 

25 

113 

ー159

-113 

pSL-ESp 1 0.1 

pSL-ESp9.1 ー主当~
.2kφ3k φ‘k 
F P7FF 月ppv?干干干g

昌邑』

NdEV BEVSac 

設 問時」

ことはできなかった。

-2k -lk 

己~ヱ
ー‘k -3k 

Bg Sm E 126 80 +7 pSL-ESpl 1. 1 

表3段階的欠失を導入したプラスミドを月lいてのFーガラクトシダーゼ活性の測定

ヘテロタリ γク野生型車本JY333を示したプラスミドでj杉11転換し、対激増殖j切(+N)および笠素1即柿渇
室町室町

条件下(ーN)の細胞を調製してJーガラクトシダーゼ活性を測定した。5'末端の列には、各プラスミドに合

まれるsteJJ j宣伝f断片の5'末端の温基の位慨を、転写開始点からの広lt;数で示した。
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図7steJ J遺伝子ORFの5'上流欠失クローンをJl1いてのs-ガラクトシダーゼ活性のiJIU定

ヘテロタリック野生型株JY333 をそれぞれのプラスミドで形質転換し、 ~t数I官殖期(+N) および~~i原

枯渇条件下(-N)の細胞を調製してl'-ガラクトシダーゼ活性を測定した。遺伝子地図上の制限解素サイト
の表記は図4と同一である。アスタリスクはsteJJ遺伝子の主要な転ち'開始点を示し、遺伝子地図上にそ

+1000 -25ゆ +1
口O

UASst TRl positions 

0・galactosidase
activity (units) 

+N -N 

4364 90口22

2025730552 

3461 12624 

633311552 

42 78 

6314 8730 
8 

二〉ー 492 1149 

EV ...::>- 89 236 
lL.・ ーコ>- 4 64 

-833 

2000 

O 

-3400 

こからの大まかな距離を示す。遺伝子地図上の白抜きの絡円はTRbox(TRI、TR2)の位置を示す。斜線

の45円はコンセンサス配列と l塩基ミスマッチのTRboxの位置を示す。なおTRboxのサイズは遺伝子地

図のスケーJレと対応していない。

図8，1-ガラクトシダーゼ活性測定のまとめ
ヘテロタリック野生生w、JY333をste1J -'.cZ融合J宣伝子を発現するプラスミドで形質転換し、 N数m
殖!闘いN)および笠井5源-llii砧条件下(-N)の細胞を調製してJーガラクトシダーゼii'i"'t'-tを測定した。横軸は各

プラスミドに合まれるsteJ1 遺伝子断片の5・」、端の温基の位i泣を、中孟'J]開始点からのJa，lJ;数で示した。(1

抜きの楕円はTRbox (TR 1 、TR2)の位慌を、斜線の桁円はコンセンサス自己列と 1J孟基ミ λ7.;17ーのTR

boxの位置を示す。効咋o(内な転写lこ必'uなUASsl領域(4.2節を参)1世)を長}'j形で示す。
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4.2ノザンプロット分析による解析

Pーガラクトシダーゼ活性を指標とした実験から、転写開始点の5'上流 229からー195

の間35塩基対は、 steJI 遺伝子の効率的な転写に必要な領域を含むことが示唆された。

これをさらに確認するため、この領域を含まないプロモーターを作製し、ノザンブロ

y ト分析でその転写活性を野生型のプロモーターと比較した。

野生型steJJ遺伝子のプロモーターを含んだDNA断片の下流にレポーターとしてmei2

遺伝子の一部を連結したプラスミド"pDMCF+と、プロモーター内の 225からー185を除

去した以外はpDMCF+と同ーのプラスミドpDMCF6Ndを作製した(材料と方法を参

照)。それらでホモタリック野生型株JY450を形質転換し、対数増殖期および、窒素原、枯

渇条件下の細胞からRNAを調製してmei2遺伝子断片をプロープとしたノザンプロット

分析を行った(図9)。

放射活性の測定から、 pDMCFムNdからの転写量は、pDMCF+からの転写量と比べ

て全体に約1/8に低下しており(レーンl、2とレーン3、4を比較)、除去された-225か

らー185がsteJI遺伝子の効率的な転写に必須であることが確認された。一方、窒素j原枯

渇条件下の野生型プロモーターからの転写量は対数増殖期の約15倍に増加しており

(レーンlと2を比較)、愛素j原枯渇による転写誘導はpDMCF6Ndでも観察された(レー

ン3と4を比較)。形質転換体問でプラスミドのコピー数に差がないことは、形質転換体

のゲノムDNAに対するサザンプロット分析を行って確認した(データは示さない)。以

上、 s-ガラクトシダーゼ活性の測定、ノザンプロット分析双方の結果より、 -225から

185を欠失させるとプロモーターの活性は著しく低下し、プロモーター内のこの領域は

steJ J遺伝子の効率的な転写に必須であることが示された。steJI遺伝子の転写に正に働

いていると思われるこの領域を、本論文中で、は今後UASslと記す。ノザンプロット分

析の結果から、窒素j原枯渇によるsteJI 遺伝子の転写誘導にUASslは必要ではないこと

が示唆された。
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plasmid 

N: 

pDMCF+ pDMCF~Nd 
+ー+

じ〉

rRNA 

1 2 3 4 

図9UASst (ー225からー185)の欠失によるsreJJプロモーターの活性の低下

ホモタリック野生氾.j'，rJY450を野生型のsreJJ 泣伝子のプロモーターをもっプラス ミドpDMCF+(レー

ンl、2)と、 UASstを欠失したpDMCFムNd(レーン3、4)で形質転換し、対数t曽殖Wl(+N;レーン1、3)と

~Æi原枯渇条件下(-N レーン2、 4) の形質転換体からRNA を調製した。 各試科のsreJJプロモーターから

の転写産物を、レポーターとして述結したmei2遺伝子をプロープとしたノザンプロット分析で検出し

た。プラスミド上の5re]]プロモーターからの転写産物の位置を矢印で示す。 F段には、 fE気泳動した

RNA，止の目安となる、 rRNAのエチジウムブロマイド染色の結来を示した。

5. steJ J 遺伝子産物によるsteJJ遺伝子の自己転写制御

steJ I 遺伝子に点変異を持つsteJJ変異株では、窒素i原枯渇によるsteJJ 遺伝子の転写

誘導が野生型株に比べて非常に弱いことが、杉本によって報告されている(杉本， 1991; 

図10レーンl、2とレーン5、6を比較)。考えられる理由のーっとして、 steJJ遺伝子産

物(Slellp)による自己転写制御の可能性が指摘されていたが、本節ではこの仮説を支持

する結果をいくつか示す。まず、 steJI 遺伝子の転写誘導がSlellpの活性に依存してい

ること示し、続いてSI巴IIpがmVltroで、stelJプロモーター内のTRbox、TRlに塩基配列

特異的に結合すること、さらにsteJI遺伝子の転写誘導にTRIが必要なことを示す。
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5.1窒素源枯渇によるsteJJ遺伝子の転写誘導には、活性のあるsteJJ 遺伝子産物が必

要である

steJ J遺伝子の転写がStellp自身によ って正の転写制御を受けているとすると、 steJJ 

遺伝子の転写誘導が観察されないsteJJ変異株に、活性のあるSt巴IIpをプラスミドで供

給すれば、ゲノム上の変異をもっsteJJ遺伝子の転写が回復すると期待される。そこで

ホモタリ:;7 steJ J -029変異株JY858と対照の野生型株JY450を、ベクタープラスミド

pDB248'あるいはsteJJ遺伝子をベクター上のプロモーターから発現するプラスミド

pDB-stell+で形質転換し、その形質転換体から対数増殖期および窒素源枯渇条件下で

RNAを調製して、ノザンプロット分析て"steJJ 遺伝子の転写を観察した(図10)0steJ J-

029変異はs伝Jl遺伝子のORF中のl塩基欠失によってフレームシフトが生じ、 Stellp

の378番目以降のアミノ酸が置換した変異で、変異株は完全に接合不能の表現型を示す

(杉本、未発表データ)。

ベクターのみを導入した場合、野生型株では窒素j原枯渇によるsteJJ遺伝子の転写誘

導が見られる(レーン!とわが、 steJJ変異株では観察されない(レーン5と6)。 しかし、

野生型steJJ遺伝子を発現するpDB-st巴11+を導入すると、窒素j原枯渇条件下でsteJJ変異

株のゲノム上のsteJJ変異遺伝子の転写誘導が回復した(レーン?と8)。この結果は、窒

素i原枯渇によるsteJJ遺伝子の転写誘導には活性のあるsteJJ 遺伝子産物が必要であるこ

とを示している。

図IO(次頁)steJJ 遺伝子の転写誘導はsteJJ泣伝チ産物の活性に依存する

ホモタリック野生型4ねY450(レーン1;からめとsteJJ-029変異例リY858(レーン5からめを、ベクター

プラスミドpDB248'(レーンl、2、5、6)または野生型の5te110RFをベクター上のプロモーターから発現

するプラスミドpDB-ste11 + (レーン3、4、7、8)で形11転換し、対数I官刑期(+N;レーンl、3、5、7)およ

び笠素iW伯尚条件下(-N;レーン2、4、6、8)の形質転換体からRNAを潟製してste11;宣伝子をプロープと

したノザンプロット分析を行った。各菌株のゲノム由来のsteJJ転写産物の位置(ste11(+))とプラスミド由

来のste1t転写産物の位置(steJJ(1印ncated))を矢印で示す。下段には、屯気泳動したRNA;I!:の目安とな

る、 rRNAのエチジウムブロマイド染色の結来を示した。
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WT stell-029 

plasmid pDB stell pDB stell 

N: +ー+ー+ー+ー

stell (+) [> 

stell [> 

(truncated) 

rRNA 

1 2 3 4 567  8 

5.2 steJ J遺伝子産物はstelJプロモーター内のTRbox、TRIにmVttroで、塩基配列特異

的に結合する

stell遺伝子の効率的な転写に必要なsteJ1プロモーター(-229から転写開始点までの

問)内には、コンセンサス配列と完全に一致するTRboxがl箇所(TRI;ー155から 146、

図5を参照)存在する。プロモーター領域外にも、 steJJ遺伝子のORFの5'上流には、コ

ンセンサス配列と一致するTR2(+357から+366)と、 l塩基ミスマッチのTRboxが2箇

所(+742から+751および、+806からは15)存在する(図5を参照)0Stellpが釜素j原枯渇に

よるstelJ 遺伝子の転写誘導に関与しているならば、これらのTRboxへの結合を介して

転写を調節している可能性が高い。4箇所あるTRboxのうち、 TRI以外はstell遺伝子

の効率的な転写には必ずしも必要ではないことを4節で示した。この小節ではTRIに注

目し、 St巴IIpがTRIに塩基配列特異的に結合することを示す。

大腸菌から精製したStellpの部分タンパク質を用い、 TRIを含むDNA断片をプロー
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ブとしてゲルシフトアッセイを行った(図11)0His'Tag融合タンパク質として精製され

たStellpのDNA結合領域であるHMGモチーフを含むタンパク質(SteIIHMGタンパク

質)は、野生型のTRlを含むDNA断片(probe#6)に結合して移動度の遅いバンドを生じ

た(レーン3、矢印の位置)が、 TRIにG→T点変異(TRI-T変異)を導入したDNA断片

(probe #6m)には結合活性を示さなかった(レーン4)。対照とした、ベクターのみを発現

させた大腸菌の粗抽出液には、 TRIを含むDNA断片への結合活性は見られず(レーンl

と2)、StellpがTRIの塩基配列特異的にこのDNA断片に結合していることが示され

た。今回用いた反応条件では、プロープの約100倍量の標識していないDNA断片を反

応液に加えた場合でも、競合によるバンドの消失は見られなかった(レーン5と6)。独立

に行った実験で、 StellHMGタンパク質は、 TR2を含むDNA断片にも結合することが

判明した(データは示さない)。

protein 

probe 

competitors 
or1. 

ー・ー

F 

control StellHMG 
「一一一一11
#6 #6m #6 #6m #6 #6 

#6 #6m 

1 2 3 4 5 6 
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[I{111 (前:ITlSte11pのTR1への血基配列特民的な結合

DNA結合領域であるHMGモチーフを合むSte11 Pの239残基J]までを、 pET-19bをベクターとする

His'Tag 触合タンパク~~として大腸菌より精製し (SteI1 HMG ; レーン 3 ， 4、5，6)、TR1を合むNde1. Spe 

I断片(#6(ー229から・96);レーンl、3、5、のあるいはTRlにG→ TtrL換変異(TR1-T変興)を導入した同断

片(尚m; レーン2とめをプロープとして、ゲJレシフト 7γ セイを行った。央制I タンパク 1!の日，;~~を否定す

る対照として、ベクターのみを発現させた大H括的の組t111山液をITJ，、た(レーン!と2)。競合実験では、プ

ロープの約 100 倍lli:の t!~~" 晶していないDNA 断片を反応液にJJ目えた{レーン 5 と 6) 0 Ste11HMGタンパク貨

のTR1への特異的結合によって生じた移動皮の遅いバンドを、矢印て./r-す。 Fはプロープの位置を、 0"

は電気泳動のウェルの位fllを示す。

5.3 steJ Jプロモーター内のTRlは窒素源枯渇による転写誘導に必要である

活性のあるStellpがsteJ1遺伝子の転写誘導に必要なこと、またStellpがmVltroで

stellプロモーター内のTRbox、TRlに塩基配列特異的に結合することから、 Ste11pは

TRlへの結合を介して自身の転写を調節しているのではないかと考えた。この仮説に

基づけば、 St巴IIpが結合できないTRトT変異をsteJJプロモーターに導入すると、 stell

遺伝子の転写誘導は見られなくなるはずである。そこで'UASstの場合と同じ系を用

い、 steJ1遺伝子の転写誘導におけるTRlの重要性をノザンブロット分析で確認した。

レポーターとしてmei2遺伝子の一部を連結した、野生型のstelJプロモーターをもっプ

ラスミドpDMCF+、TRIにTRトT変異を導入したpDMCF1、TR2にG→T点変異(TR2-T)

変異を導入したpDMCF2、およびTRI-T、TR2-T両方の変異を導入したpDMCFl2(材料

と方法を参照)でホモタリック野生型株JY450を形質転換し、対数増殖期および窒素原、

枯渇条件下の細胞からRNAを調製してmei2遺伝子断片をプロープとしてノザンプロッ

ト分析を行った(図12)0

pDMCF1からの転写量は、 pDMCF+からの転写量と比べて対数増殖期(レーンlと3

を比較)、窒素源枯渇条件下(レーン2と4を比較)ともに低下しており、 TR1がsteJJプ

ロモーター全体の活性の維持に重要で、あることが示された。TR2単独の変異はプロ

モーターの活性にほとんど影響を与えなかった(レーン5とめが、 TR1、TR2の双方に変

異が入った場合の転写量は、 TRI単独の変異の場合よりもさらに若干低下し(レーン?と

8)、TR2もプロモーターの活性に何らかの寄与をしている可能性が残された(まとめと

考察を参照)。釜素源枯渇による転写産物の増加は、どのプラスミドを用いた場合にも
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観察され(レーン lと2、3と4、5と6、?と8それぞれを比較)、 TRlやTR2の点変異は

窒素源枯渇条件下て、の転写誘導への影響は少ないことが示唆された。形質転換体問で

プラスミドのコピー数に差がないことは、形質転換体のゲノムDNAに対するサザンプ

ロット分析を行って確認した(データは示さない)。

plasrnid 
τ〆 τ妙C幸、〆乍〆0
'9
Y 
'9
Y 
'9
Y 
'9 

N: + + + + 

じ〉

rRNA 

1 2 3 4 567  8 

図12TRトT変異による51elJプロモーターの活性の低下

野生型の51e11プロモーターを持つpDMCF+(レーンlと2)、TRトT変異を導入したpDMCFI(レーン3

との、 TR2-T変興をお入したpDMCF2(レーン5と6)、およびTRI・TとTR2-Tの両方の変呉を導入した

pDMCFI2(レーン?とめでホモタリック野生型株JY450を形質転換した。対数t官勉期(+N;レーンl、3、

5 、 7) および~素 iJ~l佑泌条件下(-N ; レー ン 2 、 4 、 6、 8) の細胞からRNA を調製してmei2 遺伝子断片をプ

ロープとしてノザンプロット分析を行い、プラス ミド上の51elJプロモーターからの転写産物を検出、欣

射活性を比較した。51e11プロモーターからの転写産物の位世を欠印で示す。下段に、屯気iiI¥!Ii.IJしたRNA

量の目安となる、 rRNAのエチジウムブロ7 イド染色の結果を示した。
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ここで、 5節で得られた結果をまとめておく 。 まず、 steJJ変異株ではゲノム上の変

異steJJ 遺伝子の転写誘導が非常に弱く、そこに活性のあるsleJJ遺伝子産物(Slellp)を

導入すると、窒素j原枯渇条件下で転写誘導が回復することから、 steJJ 遺伝子の窒素棟、

枯渇による転写誘導にはStellpの活性が必要なことが示された。 また、 sleJJ遺伝子の

効率的な転写には、プロモーター内にあるStellpの結合配列であるTRlが重要なこと

が示された。 Stellpはmν11mて、TRlに塩基配71J特異的に結合することと併せて、

St巴IIpはTRlへの結合を介して自身の栄養源枯渇条件下における転写を促進している

ことが強く示唆された。

Sp 

prp且 er

Spe Nd Spe~町

lkbp 

B EV Sac Hc Hd HdHdXb 

ATG 

/ UASStTRl一一一TR2一一一一一一一
?に二ヨー~
UASst TRl 

一一一一___lLLT一一一一

lOObp 

*『

#5 #7 
#8 

#8t. 

図1351elJ 泣伝子の転写調節領域

51elJ遺伝子ORFの5'上流の転写調節領域を様式的に示す。制限両手ki地図中の太線は、本研究で新た

に塩基配列を決定した1.4kbpのSphl-BamHI断片を示している。51e11i宣伝子の主要な転写開始点をア

スタリスクで、効率的な転写に必要なプロモーター領主主をコの字型の闘いで示した。右端のATGはsleJJ 

遺伝子産物の翻訳開始，占を示す。UASstを長方形で、 TRboxを杓円で示す。斜線の桁円はコンセンサス

配列と IJ草基ミスマァチのTRboxを表す。下の制限酵素地図はSpeJ-EcoRV断片を拡大したものであ

る。 灯、 #6、#6m、#7、将、 #86はそれぞれ、本論文中のゲルシフト 7';/セイでプロープとして使用し

たDNA断片の範囲を表す。制限Nf，tサイトは、B，Bam HI ; EV， Eco RV ; Hc， J-lincll ; Hd句 J-lindJlI; Nd， 

Nde 1; Sac， Sac J ; Sp， Sph J ; Spe， Spe 1 ; Xb， Xba 1である。
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6.第 i章のまとめと考察

本章では、 stell遺伝子の転写調節機構の解析を行った。図13に本研究で明らかとな

ったstell遺伝子の転写調節領域を模式的に示す。

まず、 stelJ遺伝子の効率的な転写に必要なプロモーターを含む1.4kbpのSplJl-Bam 

HI 断片の塩基配列を新たに決定し、そこにコンセンサス配列と完全に一致するTRbox 

を2箇所見いだした(TRIおよびTR2)。続いてプライマー伸長反応によりstell遺伝子の

転写開始点を決定した。転写開始点(j:stell遺伝子の翻訳開始点から約2.2kb離れた、

隣接する2塩基で、その一方が主要な転写開始点であり、それらの他に強いシグナルは

得られなかった。ただし、 stell遺伝子の転写産物は、ノザンフロット分析で廿約4.0kb 

付近に幅広いバンドとして検出され(Sugimotoet al.， 1991)、長さの異なる複数の転写産

物の存在が示唆されている。その構造の違いが主として転写開始点の違いによるもの

か、転写終結点の違いによるものか、あるいはスプライシングの違いによるものかは

今のところ不明であるが、今回決定した転写開始点以外に弱い転写開始点が存在する

可能性を示唆する結果がある。図4で示したように、 stell遺伝子のORFを含むB訓 叩

-EcoRI断片は、ベクタープラスミドpOB248'のプロモーターに対する挿入断片の方向

にかかわらずsteJ1変異を相補し(pSX1一01および'pSX1-02)、そのONA断片内にプロ

モーター活性を持つ領域があると推定される。 s-ガラクトシダーゼ活性を指標とした

実験でも、 pSXI-01、pSXト02と同じB制 HIを5'末端にもつpSL-E8にはやや高い活

性が観察されている(図?を参照)。一方、 pSし E8より長い5'上流域を含むプラスミド

の中にpSL-E8より明らかに活性の低いものがあり(表3と図8を参照)、 B訓 H1-EcoRI

断片で見られたプロモーター活性が本来機能するものであるか、はっきりとは結論で

きない。もしこの断片内にプロモーター活性があるとすれば、 βーガラクトシダーゼ活

性測定の結果は、転写開始点からB訓 HJサイトの聞にそのプロモーターからの転写を

負に制御する領域が存在すること示唆するが、その証明にはさらに解析を行う必要が

ある。分裂酵母では、大腸菌RNaseIIJ 遺伝子と相向性を持ち、生育に必須であるが過

剰j発現させると有性生殖過程を阻害する遺伝子pacJ(Iinoet al.，1991)や、減数分裂の開

始を制御するmei2遺伝子(Watanabeet al.， 1988)で数百塩基以上離れた複数の転写開始点

の存在が報告されている。データは示さなかったが、 stell-lacZ融合遺伝子の転写産物

はノザンプロット分析では非常にシャープなハンドとして検出されることから、本来

のstell遺伝子では転写終結点あるいはスプライシングによって異なる構造の転写産物
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ができている可能性も十分残されている。転写開始点の上流-60付近にはチ ミンとアデ

ニンが交互に繰り返す回転対象の塩基配列(ー76TATGTATATATATATATATATACATA

-51)が存在し、この塩基配列がTATAboxとして機能していると思われる。いずれに し

ても以下に述べるUASstの同定と、 TR1を必要とする転写誘導の市IJ御から、今回決定

した転写開始点がsteJJ遺伝子の転写開始点としては最も重要なものであることは明ら

かである。

サッカロミセス酵母のUASと同様な機能領域が分裂酵母にも存在することは、かな

り以前から指摘されている(Matsumoto叩 dYanagida， 1985)。しかし、各遺伝子について

UASが詳細に検討された例は少ない(後述)0steJ J 遺伝子は対数増殖期にも若干転写さ

れており (Sugimotoet al.， 1991)、本研究ではs-ガラクトシダーゼ活性を指標とした転写

活性の測定から、対数増殖期におけるstelJ遺伝子の効率的な転写に必要なプロモー

ター領域を転写開始点の5'上itrE-229(Nde 1サイト)から転写開始点までの問に限定し

た。そのうち特に 229から司185の問(UASst)には、高いプロモーター活性に必須な領域

が含まれることをpガラクトシダーゼ活性測定、ノザンプロット分析の双方で示し

た。s-ガラクトシダーゼの活性で測定した窒素源枯渇による転写誘導は、転写産物で

みた転写誘導よりかなり弱〈、この測定て、はstell遺伝子の転写そのものに必要な領域

と、転写誘導に必要な領域とを明確に区別することはできなかった。Fーガラクトシ

ダーゼ活性が転写産物の量を正確に反映しなかった理由はいくつか考えられるが、主

として酵母細胞内のプロテアーゼの活性が窒素源枯渇条件下で非常に強いことが挙げ

られる(渡辺， 1989)。窒素I原枯渇条件下ではタンパク質の分解が早く、転写誘導が，'1-ガ

ラクトシダーゼ活性に正しく反映されなかったと思われる。本研究で提唱したUASst

がサッカロミセス酵母で同定されているような本来のUASであることを示すために

は、 TATAboxと転写開始点のみを持つ(ヘテロな)レポーター遺伝子にUASst領域を連

結して、転写の促進が観察される必要があり、現在そのような実験を進めている。分

裂酵母では、接合因子M-factorの受容シグナルによる転写誘導に必要なcis-因子とし

て、 matl-Pm遺伝子のTRboxがUAS様の働きをすることが報告されている(Aonoet 

a1.， 1994)。また、窒素i原枯渇による転写誘導にmei2遺伝子のTRboxが必要であること

が示されており (Sugimotoetal.， 1991)、どちらもTRboxに塩基配列特異的に結合する

stell遺伝子産物(Stel1p)による制御と考えられている。UASstはこれらとは異なる塩

基配列を持つ新規のCJS-因子であり、そこに結合してstell遺伝子の転写を調節する

町ans-因子の解明は興味深い課題である。
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コンセンサス配列と完全に一致するTRbox (TRIとTR2、図5を参照)と、以前に報告

されていた1塩基ミスマッチのTRbox (Sugimoto et al.， 1991、図5を参照)とを含めて、

stell遺伝子のORFの5・上流には4箇所のTRboxが存在する。stell遺伝子の転写が窒

素j原の枯渇により促進されること(Sugimotoet al.， 1991)と、 stell変異株て、stell遺伝子

の転写誘導が非常に弱いこと(杉本， 1991)から、 Stellpによるstell遺伝子の自己転写誘

導の可能性が指摘されていたが、本研究では以下の事実からそれを証明した。まず、

stell変異株に里子生型のstell遺伝子をプラスミドで導入すると、ゲノム上の変異stell

遺伝子の転写誘導が回復することを示し、 stell遺伝子の転写誘導には活性のある

St巴IIpが:必要なことを示した。次に、 Stellpがstellプロモーター内のTRIにmv/troで

塩基配列特異的に結合すること、さらにTRIの変異によってstell遺伝子の転写レベル

が全体に低下することを示した。これらの結果は、 StellpがTRIへの結合を介して

stell遺伝子自身の転写誘導を正に制御していることを強〈示唆する。転写因子が自身

の転写を制御する例は高等動物でもHES-I(Takebayashi et al.， 1994)、Cソ叩 (Angeland 

Karin， 1991)などが知られている。転写因子による自己の転写促進は、増殖刺激やホル

モン刺激など外界からの刺激を受けて、その遺伝子を一過的に、急激に発現させる場

合に有効である。分裂酵母にとって、接合は接合因子の分泌と受容、細胞の凝集、相

手細胞との融合など細胞聞の同調性が要求される過程であり、栄養源枯渇の情報を受

けて有性生殖過程の開始を決定付けるstell遺伝子の発現が、自己転写制御によって急

激な上昇を示すことは都合が良い。

上述のmat1-Pmの例では、 TRboxはM-factorに対する反応に必要なc/s-因子であ

るばかりでなく、遺伝子の転写そのものに必須な因子でもある(Aonoet al.， 1994)0 stell 

遺伝子のTRIも、 stell遺伝子の効率的な転写に必要であった。本研究では、 stell遺伝

子の効率的な転写に必要なc/s一因子としてUASstとTRIを同定したが、窒素i原の有無

による制御に必要な領域は特定できなかった。St巴IIpが栄養源枯渇により転写後に活

性化を受けている場合には、 stell遺伝子の転写調節領域にそのようなc/s 因子が存在

しなくても、 stell遺伝子の転写誘導を説明することができる。分裂醇母細胞内て、stell

遺伝子をプラスミドから構成的に転写させた場合にも、標的のひとつであるmei2遺伝

子の転写は窒素源枯渇に依存した変化を示す(未発表データゐこの結果は、Stellpが窒

素j原枯渇による翻訳調節またはタンパク質レベルでの活性化受けている可能性を示唆

している。今後はそのようなSt巴IIpの転写後調節の可能性も含め、 steJJ遺伝子の転写

調節機構についてさらに検討していきたい。本研究では、主としてTRIのみに注目し
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て解祈を行ったが、 5.3節で述べたとおり、 TR2もstelJ 遺伝子の転写調節にいくらか

の寄与があると恩われ、 1:塩基ミスマッチのTRboxと併せてさらに解析が必要であ

る。これらのTRboxが長さの異なる転写産物を生じる弱いプロモーター活性の核とな

っている可能↑生もある。
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第 11章 cgs1/rak1遺伝子破壕株の接合、胞子形成不能の表現型を抑圧するマルチコ

ピーサプレッサーの単離と解析

l背景

真核細胞の細胞内シグナル伝達物質として、 cAMPはcl+とともに良く知られてい

るocAMPの細胞内シグナル伝達における作用機構は、主として晴乳類の細胞を用いた

生化学的解析により解明された。cAMPi;l:cAMP依存性プロテインキナーゼ(PKA)を活

性化することによってその役割を果たす。PKAのホロ酵素は2分子の調節サブユニッ

トと2分子の触媒サプユニットからなる4量体で、この4量体は不活性である。cAMPが

ホロ酵素の調節サプユニットに結合すると、触媒サブユニ y トが解離する。解離した

触媒サブユニットには活性があり、基質をリン酸化する。cAMP-PKA経路が関与する

細胞内情報伝達経路は生物種を越えて存在し、それによって伝達される細胞外シグナ

ルは多岐にわたるが、その作用機構は基本的に保存されていると思われる。

サッカロミセス酵母では、 cAMP-PKA経路の活性は培地の栄養源、の有無を反映し、

栄養源の枯渇によって生じる種々の生命現象に関与している。まず、糖代謝における

遺伝子のグルコース抑制への関与が示唆されている(Johnstonand Carlson， 1992)。サッカ

ロミセス酵母にとって最も利用しやすい糖はグルコースであり、それ以外の糖の代謝

に必要な多くの遺伝子、 GAL(ガラクトースの代謝に必要)、 MAL(マルトースの代謝に

必要)、 SUC(スクロースの代謝に必要)、 GUT(グリセロールの代謝に必要)、 ADH2(エ

タノールの代謝に必要)などがグルコース抑制を受ける。これらのうち、 ADH2遺伝子

の転写はZn-fingerモチーフを持つADRl遺伝子産物(Adrlp)によって制御されてお

り、 Adrlpは主としてPKAによるリン酸化によってその活性が負に制御されている

(Cherry el aJ.， 1989)。

細胞周期のGl期にあるSTARTと呼ばれる時点において、サッカロミセス酵母の細

胞は、 PKA活性が十分高ければ増殖を続け、低ければ休止状態(GO期)に入る(Gibbs

and Marshall， 1989)。アデニル酸シクラーゼをコードするCYRl/ CDC35遺伝子の温度感

受性変異(cyrl吋株は、 市IJ限温度下では培地の栄養源が豊富であるにもかかわらずGl期

で停止し、熱ショ ック耐性など、栄養源枯渇条件下で休止した細胞と同様の表現型を

示す。cAMP-PKA経路を構成する他の遺伝子、例えばPKAの調節サブユニ yトを
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コードするBCY1遺伝子、 PKAの触媒サブユニ ットをコードする TPK1、TPK2、TPK3

各遺伝子も、それぞれこのSTARTの制御に関与していることが示されている(Todaet 

al.， 1987a; 1987b)。

サ 7カロミセス酵母は、細胞がヘテロ二倍体で坊主つ培地の窒素j原と醗酵性炭素i原が

同時に制限された場合に限り 、STARTから減数分裂過程を開始する。 このときcAMP-

PKA経路は栄養源の情報を伝達し、減数分裂の開始に必須な遺伝子群の転写を制御す

るIME1遺伝子の転写を負に調節している(Broach，1991)。制限温度下に置いたヘテロ二

倍体のcyr1
ts
変異株では、栄養源の状況にかかわらず1MEJ遺伝子の転写と減数分裂が

観察され、逆にbcy1変異株では胞子形成培地中でも1ME1遺伝子の転写、減数分裂が抑

制される(Ma岱umotoet al.， 1983 ; Matsuura et al.， 1990)。

分裂酵母では、 cAMP-PKA経路は細胞の生育に必須ではない(Maedaetal.， 1990; 

Kawamukai et al.， 1991)。サ yカロミセス酵母と同じく、この経路は栄養源の認識に関与

していることが示唆されている(Hoffmanand Winston， 1991 ; lsshiki et al.， 1992; Noc巴roel 

al.， 1994)。分裂酵母でフルク トース 1，6-ピスホスファターゼをコードするfbp1遺伝

子の転写は、グルコース抑制を受ける(Vassarottiand Friesen， 1985)。グルコース存在下

でもfbp1遺伝子の転写が抑制されない変異株が分離され、その中にアデニル酸シク

ラーゼをコー ドするgit2(=cyr1)遺伝子や、 cyr1遺伝子産物の活性化に働く三量体Gタ

ンパク質の αサブユニ y トをコー ドするgit8(=gpa2)遺伝子、 PKAの触媒サプユニット

をコードするgit6(=pka1)遺伝子が含まれる ことが明らかとなった(Hoffm加釦dWinston， 

1990， 1991 ; Bym巴andHoffman， 1993; Nocero et al.， 1994)0 fbp1遺伝子の転写は、 培地の

~素源の枯渇によっても若干誘導されるが、その程度は炭素J原にグルコース以外の糖

を用いた場合や、 glt変異で観察される転写誘導に比べると はるかに弱い(未発表デー

タ)。

序で述べたように、分裂酵母のcAMP-PKA経路は有性生殖過程の開始にも関与して

いる。培地の栄養j原が枯渇すると細胞内cAMPレベルが低下し、それが引き金と なって

有性生殖過程の開始に必要なHMG型転写因子をコードする5伝Jl遺伝子の転写が誘導

され、有性生殖過程が開始される(Mochizukiand Yamamoto， 1992; Sugimoto et al.， 

1991)。分裂酵母でPKAの触媒サブユニ ットをコー ドする遺伝子はpka1遺伝子(Maedaet 

al.， 1994)、調節サブユニットをコードする遺伝子はcgs1/ 1枇 1;遺伝子(DeVotietal.，1991 

，望月， 1992)が知られている。 pka1遺伝子破壊株では栄養状態にかかわらずste11j宣伝

子の転写が活性化されており(図21)、富栄養条件下で接合、胞子形成を行う (Maedaet 

42-

al.， 1994)。一方I丘k1遺伝子破壊株では培地の栄養源が枯渇しでもste1J 遺伝子の転写誘

導は起こらず(図21)、この株は接合、減数分裂不能の表現型を示す(D巴Votietal.， 1991 ; 

望月，1992)0 pka1 遺伝子破壊 f丘k1遺伝子破壊の二重変異株はpka1遺伝子単独の破壊株

と同じ表現型を示す(Maedaet al.， 1994)。いずれの表現型も非常に明確で、分裂酵母の

PKAは調節サブユニ y トrak1遺伝子産物と触媒サフ*ユニットpkaJ遺伝子産物の組み合

わせで機能していることが示唆された。ここで述べた分裂酵母のcAMP-PKA経路の有

性生殖過程への関与は、主として温度シフトのみで有性生殖過程が誘導されるpat1 / 

ran1変異株の発見(linoand Yamamoto， 1985a， 1985b; Nurse 1985)が発端となって解明さ

れた。pat1遺伝子産物はタンパク質リン酸化酵素をコードしており (McLeodand Beach， 

1986)、減数分裂の開始を決定付けるrrei2遺伝子産物(Watanabeet al.， 1988 ; Watanabe 

and Yamamoto， 1994)を直接リン酸化してその活性を抑制する(渡辺ら， 1994)。上述の

ste11遺伝子、cgs1遺伝子は、 patJ -114温度感受性変異株の抑圧変異を起こす遺伝子と

して同定され、それらの変異がいずれもmei2遺伝子の転写を抑制していることが示さ

れている(Watanabeet al.， 1988 ; Sugimoto et al.， 1991 ; DeVoti et al.， 1991)0 mei2遺伝子の

転写はste1J遺伝子産物の活性に直接依存しており (Sugimotoet al.， 1991)、これらの変異

株はいずれもste11遺伝子の発現を抑制することによってその効果を発揮していると換

言できる。

cgs1/ rak1変異株とcAMPホスホジエステラーゼをコードするcgs2/pde1 遺伝子の変

異株は、栄養源が枯渇しでも休止状態(GO期)に入れず、急速に生存率が低下する

(DeVoti etal.， 1991)0 cyrJ 遺伝子破壊株、 pka1遺伝子破壊株は野生型株と比べて増殖が

遅<(Maeda et al.， 1990; Kawamukai et al.， 1991 ; Maeda et al.， 1994)、pka1遺伝子破壊株て、

はさらに、胞子の発芽率が非常に低い(Maedaet al.， 1994)という表現型も報告されてい

る。分裂酵母では、cAMP-PKA経路が関与することが明らかな上述のいずれの場合に

おいても、 PKAの基質となっている分子は今のところ不明であり、 PKAが制御する機

能の詳細は明確になっていない。

分裂酵母の有性生殖過程の開始において、栄養源の情報がPKAによ って伝達されて

いることは確実と考えられるが、ste11遺伝子の転写を直接制御している因子はこれま

で未知であった。本章では、PKAとste11遺伝子の転写との聞を結ぶ因子の向定を目的

に、r丘kJ遺伝子破壊株の接合、胞子形成不能の表現型を抑圧する優性抑圧変異株の分

離を行って、一群の優性抑圧変異株を得た。その後の解析でそれらの優性変異自体を

同定することはできなかったが、その過程で、多コピープラスミドで導入する ことに
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より rakl遺伝子破壊株に接合、胞子形成能を回復させる遺伝子を複数単離した。そし

てその一つであるrst2遺伝子が、 stell遺伝子の転写に必須な新たな転写因子をコード

していることを明らかにした。

問、EII_，.1 ・ |

しClIîII二~ベ
.~-~・千九~

-~"f " " ~ 
r!y，'“ ・1

三ーやベミ|

-・・圃圃・・・圃・

図14rakl 遺伝子依壊株の接合、 l抱子形成不能の表現型を抑圧する優性抑圧変異株の細胞形態

それぞれの菌株をMEA培地で2日間培養した後、位中日差顕微鋭下で搬影した。 各パネルは、A，1Y450

(h
90
野生型株); B， 12858 (h90 rdk 1 山ヨ4'(日k16));C，RD1101変5'J，株(t?O悶k16RD1101変異);D，RD1132 

変異株(h
90
rakl 6 RD1132変異);E，RD1178変異株(h90rak16RD1178変nl;F， RD203Y変異株(h何 回k16

RD203Y変異)。パーは10μmを示す。
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2. rakJ遺伝子破壊株の接合、胞子形成不能の表現裂を抑圧するi憂性抑圧変異株の分

離と表現型の解析

複数の遺伝子がカスケードを形成している場合、下流の遺伝子の変異は上流の遺伝

子の変異に対して上位となる(epistasis)oPKAとsrelJ 遺伝子の転写との間にある因子を

遺伝学的に検索する一つの方法として、 rakl遺伝子破壊株に突然変異を誘発し、接

合、胞子形成不能の表現型を抑圧する変異株の分離を行った。rakl遺伝子破湊株の抑

圧変異としては、 PKAの触媒サブユニットをコードするpkaJ遺伝子の変異が考えられ

る。実際、 pkal遺伝子破壊・r且kl遺伝子破壊の二重変異株はpkal遺伝子単独の破壊株

と同様、有性生殖過程の開始が脱抑制され、富栄養条件下で接合、胞子形成が観察さ

れた(Maedaer a1.， 1994)。この二重破壊株をrakl遺伝子破壊株と融合させて作製した二

倍体菌株は胞子形成不能となる(データは示さない)。すなわち、 pkal遺伝子の変異は劣

性変異である。単に抑圧変異を分離するスクリーニングではpkal遺伝子の変異が多数

分離される と思われたので、 ここではrakl遺伝子破壊株の表現型を抑圧する優性変異

の分離を目指した。

90. ......... .. 'lT_l-
ホモタリックな二倍体unh乃のrakl遺伝子破壊株HAI30をニトロソグアニジンで処
理して突然変異を誘発した。約84，000個のコロニーをスクリーニングする ことによ

り、 54株の胞子形成回復株を得た。胞子形成を経て得られた一倍体菌株が接合、胞子

形成する変異株19株を選択し、 RD(rakJ・dispensable)変異株とした。RD変異株のう

ち、 rakl遺伝子破湊株とスフエロプラスト融合して生じた二倍体菌株が胞子形成能を

持つ優性抑圧変異株は4株あり (RDIIOI、RDI132、RDII78およびRD203Y各変異株)、

それらについて解析を行った。

まず、 i憂性変異株4株の表現型がいずれも単一遺伝子の変異によるものである こと

を、ランダム胞子分析により確認した。次に連鎖解析による変異の分類を試みた。そ

の結果、RD1132変異株とRDI178変異株は同一遺伝子座の変異、 RD203Y変異株は他

のいずれとも異なる変異を持つことがわかった。ホモタリ yクのRDIIOI変異株は

RD203Y変異株以外とは安定した二倍体菌株を形成することができず、分類できなかっ

た。各変異株の表現型を観察したところ、RD1101、RDI132とRDI178の各変異株は富

栄養条件下て、も接合、胞子形成が観察され、胞子の生存率が非常に低く(データは示さ

ない)、細胞形態が球形に近い(図14パネルCからE)などの共通した表現型を示した。

ちなみに野生型株の細胞はす早型であり、 rぷl遺伝子破嬢株は富栄養条件下では野生型
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株と差はないが、栄養源枯渇条件下で細長く伸びた細胞形態となる(図14パネルB)。

sleJ 1遺伝子をプロープとしたノザンブロ y ト分析で、これらの株におけるsteJJ遺伝子

の転写を観察したところ、 RD203Y変異株の塗素源枯渇条件下でのみ非常に強い転写誘

導が観察され、他の変異株では転写産物は見られたものの、あまり多くはなかった

(データは示さない)。これより RD203Y変異株listeJJ 遺伝子の転写を回復させる優性

変異によって、他の変異株はsteJJ遺伝子の転写よりも下流の機能の回復によって、有

性生殖過程を回復したことが示唆された。

3. rakJ遺伝子破壊株に接合、胞子形成能を回復させる多コピープラスミドクローン

の分離

前節で分離した優性抑圧変異遺伝子の単離を目的として、RD1178変異株とRD203Y

変異株からゲノ ムDNAを調製し、pREP1をベクタ ーとしてゲノムライ ブラリーを作成

した。このゲノムライブラリ ーでホモタ リックrakJ遺伝子破壊株JZ858を形質転換し、

接合、胞子形成が回復した形質転換体からプラスミドDNAを回収した。得られたプラ

スミドDNAでJZ858を再度形質転換し、接合、胞子形成を回復させる ことが確認され

たプラスミドクローンを16個選択した。 この方法では目的とする優性抑圧変異に加え

て、多コピーで、rakJ遺伝子破壊株の表現型を抑圧するマルチコピーサプレッサーも得

られると予想される。予備的な実験から、steJJ 遺伝子がマルチコピーサプレッサーと

なる ことがわかっていた(表4)016個のプラスミドクローンのうち、RD203Y変異株由

来のゲノムライブラリーから得られたl個は、挿入断片の制限酵素地図からsteJJ i宣伝

子を含むこ とが判明したため、以降の解析から外し、残りの15個のプラス ミドク ロー

ンについて解析を進めた。

得られたプラスミドクローンの挿入断片の市IJ限酵素地図を比較する とと もに、挿入

断片をプロープとしたサザンプロット分析によって重複する挿入断片を含むもの同士

を分類したと ころ、5つのグループに分別できた(表4)02つのグループはRDl178変異

株のゲノムライブラリー由来のクローンと RD203Y変異株のゲノムラ イブラリー由来の

クローンの双方を含み、マルチコピーサプレッサーであると考えられた。残 りの3グ

ループはRD1178変異株のライブラリ ー由来、またはRD203Y変異株のライ ブラリー由

来のクローンのみを含み、これらの中に優性抑圧変異が含まれている可能性が存在し

た。 5つのグループより代表として各lクローン(pRDト12、pRDI-17、pRDト19、pRD2-

8、およひ'pRD2-27)を選択し、そのプラスミドDNAでJZ858を形質転換して接合率を

il.IJ定した(表4ゐいずれの形質転換体も接合、胞子形成能を回復したが、接合率はr丘kJ

遺伝子そのものをプラスミドで導入した場合よりは低かった。

優↑生抑圧変異を含むプラスミドクローンに加えて、マルチコピーサプレ yサーも得

られている ことがわかったので、本研究では比較的抑圧能の強かった、 RD203Y変異株

の変異遺伝子を含む可能性があるpRD2-8と、 マルチコピーサプレッサーを含むと考え

られるpRD2・27についてさらに角l付斤を行:った。

プラスミド 接合ヰ;(%)

pREP1 <0.1 

pRDI-12 33.7 

pRDI-17 35.1 

pRDI-19 68.3 

pRD2-8 53.0 

pRD2・27 53.8 

pSEL-El 10.5 

pMC3Wf 79.4 

pDOM1 39.6 

表4rdkl遺伝子破壊株形質転換体の接合尋:

重複する何人断片を合むクローンの数

RD1178 RD20W 

。

。
。

4 

制|県西手素地図とサザンプロット分析によって分類した5つのグループから、代表として示したプラス

ミドクローン(pRDI-12、pRDI-17、pRDI-19、pRD2-8，およびpRD2-27)を選択し、ホモタリック日kl;宣

伝子破嬢株JZ858を形質転換した。形質転換体をSSA培地で30"(;、4日IlU崎長して媛合準を測定した。各

プラスミドにつき、 21闘の独立な形i{[転換体を選んで測定を行い、その苧均11主を示した。 pREP1はベク

タープラスミド、 pSEL-E1はslellJ世伝子を過剰発現するプラスミド、 pMC3Wfは野生型日kl遺伝子を

過剰発現するプラスミド、 pDOM1は優位変異アリルのraklj立伝チ(";lFJ，1992)を過剰発現するプラスミ

ドである(材料と方法を参!!の。 r重複する挿入断片を含むクローンの数」の僻lには、 RD1178変異株、

RD203Y変異株の各ゲノムライブラリーより分離された、重複する何人断片をfrむ独立なプラスミドク

ローンの数を示した。 pRDI-12のグループとpRD2-27のグループはl可}Iのゲノムライブラリーから得ら

れており、 7)レチコピーサプレ γサーであると思われた。



4. rakl遺伝子破喫株の接合、胞子形成不能の表現型を多コピーで抑圧するマルチコ

ピーサプレ yサ一、 rstl遺伝子、 rsr2遺伝子の塩基配列の決定

4.1 rsr/ 遺伝子のクローニングと塩基配列の決定

pRD2-8の挿入断片である2.5kbpのB訓 H1-Bam H1断片の市IJ限酵素地図を作成し、

pDB248'をベクターとしてサブクローニングを行った結果、 rakl遺伝子破壊株の接合能

を回復させるのに必要な最小機能領域は、ベクターからの転写があるときには2.0kbp 

のEcoRI-Hin dIII断片であることがわかった(図15)。オリジナルクローンpRD2-8の挿

入|析片全長の塩基配列を決定したところ、ベクター上のnmr/プロモーターの転写方向

と一致して連続したアミノ酸配列が見いだされ(データは示さない ，下記参照)、この遺

伝子をrstl(r51 ; restoration of s le 11 transcription)と命名した。そのアミノ酸鎖はベクター

との連結点から連続しており、 rsr/遺伝子の本来のORFはさらにアミノ末端側に長い

可能性が示唆された。ホモタリック野生型株JY450のゲノムDNAに対するサザンプロ

ット分析から、 rsO遺伝子は2.5kbpのHindIII -Hin dllI断片として得られることがわか

っていた(データは示さない)0ORFの確定と、野生型遺伝子との比較を行う目的で、

JY450のゲノムDNAをHindIIIで切断し、約2.5kbp付近のDNA断片をpB1uescriptSIく+

にクローニングした分裂酵母ゲノムのサプライブラリーを作成して、その中からコロ

ニーハイブリダイゼーションによってrsO遺伝子断片を含むプラスミドクローンを選択

した。その挿入断片2.5kbpの全塩基配列を決定したところ、 637アミノ酸をコードし

得るORFが見いだされた(図16)。この塩基配列のうち、 pRD2-8の挿入断片と重複する

2.1 kbpは先に決定した塩基配列と完全に一致した。野生型株より得られたORF全長を

含む2.5kbpのHindI1I -Hin dIII断片も、ベクタ ー上のプロモーターの転写方向とORF

の向きを一致させてrak/遺伝子破壊株に導入した場合には、接合、胞子形成不能の表

現型を抑圧した(図15)。以上より、 rsO遺伝子はr丘k/遺伝子破壊株の有性生殖不能の表

現型を多コピーで抑圧するマルチコピーサプレァサーであると結論した。
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野生型株ゲノムのサプライブラリーより符られた2.5kbpのHindlll-Hindlll断片とpRD2-8の係入断片

である2.5kbpのBamHI-B訓 HI断片の制限酵素地図を合成して示した。ORFの位世と方向を太い矢印

で示し、 ORFのカルポキンJレ末端に存在する2つのZn-日ngerモチーフをORFJに円形で表した。ORF

の下にはpDB248'をベクターとして作製した各サブクロ ンの何人断片の純闘を、ベクターヒのプロ

モーターの転写方向(矢印)とともに示し、 rakJ遺伝子磁波株の接合、 l胞子形成不能の表現型を抑圧する

クローンを+で、抑圧しないクローンを ーで表した。最下段には遺伝子破岐にJl]いたDNA断片のm造を
示した。略記した制限防素サイトは、 B，B町 HI;E， EcoRI ; EV， EcoRV ; H， Hin dlll; Kp， Kpnl ; Nd， Nde 

lである。

4.2 rsr2遺伝子のクローニングと塩基配列の決定

pRD2-27の挿入断片4.1kbpの1!J1j限酵素地図を作成し、 pDB248'をベクターとしてサ

プクローニングを行った結果、 rak/遺伝子破壊株に接合、胞子形成能を回復させるの

に必要な領域は、 2.6kbpのSacI-Nde 1断片であることがわかった(図17)。その断片を

含む3.8kbpのSacI-SphI 断片の塩基配列を決定したところ、オリジナルクローンの

pRD2-27ではベクター上のプロモーターの転写方向とは逆向きにあたる方向に567アミ

ノ殺をコードし得るORFが見いだされた(図18)。このORFを含む遺伝子をrsr2と命名し

た。同じ領域を野生型細胞のゲノムライブラリーよりクローン化してその塩基配列を

決定したところ、 pRD2-27由来のDNAI新片の配列と完全に一致した。また野生型株か

ら得たrsr2遺伝子のORF会長を含む2.5kbpのHindI[I -Sph [断片を、 pDB248'ベクター

上のプロモーターの転写方向とORFの向きとを一致させてrak/遺伝子破壊株に導入し

た場合にも、形質転換体で接合、胞子形成の回復が観察された(図[7)。

-49-



1 UOCTTGCAGCGTATTCCTTCATTAGTGCGTTATGACTUCCGCGATATATllOOTGATTTllGTACTOOAAGCTCGCTTTCCATATGAGAOOACAGCGT 100 

101 AGAGCGCAAGTCGCAGA TTGAAGGAATGT AATTOOOOTTCGCTTACACATTACGCGCTTTTATTTGA..LU.GUCGllTCAGCAGCACTGCCAGCOCATTC 200 

20 1 TGACATTTCCATGCTACTTCATTGGCGOCCTCTGATTClGCTCA.ATCUTGTA..LU.CGACGTCAATTGCTAACCUTGTTGTTTGACAAOOGTOOTTTTTT 300 

301 CAATCAGACGCTTGACGTCA TTCTTTATA TAT ACATTGCCTCGCOCATCTTTGCTOOGTAGTATOOACACTACllA.CAACACATATGCllGATC.u.TTTC ・00
1 N D T T N N T 't A R S 1 S 13 

401 TAGTAATGOOAACGATllCTTTCCCACTCCAGATTOOCUTTTAATOOATCCCUTTGCU CA.AA.ATCGTllA.TCCUAATGUTOOTCGCTCTGTGACT 500 

1‘ S N G N D N r P T P D W Q r N G S Q L Q Q N R X S X N N G R S V T ・‘
501 AATGTATTTCCGAATGCATTCTCOOATOCTGλ.ATTCGA.GCA.AATCTCGATOCCCGAACTCUTTTllA.GCGTTTTAACCCTACTACGTTAGAAGA.AA.ATA 600 ‘ヲ N V r P N A r S D A r.: r r.: Q 1 S N P E L N L X R F N P T T L r.: E N N 80 

601 ACTCAGATTTATCTGATATGTCCTCCTOOGACTATATGATGAACGTTCCCATTCGTGTCTAC.u.CGATGCTGACACUTGG.ACCCCTTCTCCCTCGACAC ヲ。。
81 5 D L S D M S S W D Y M M N V P I R V Y N 0 A D T M 0 P r S L D T 113 

ヲ01 TATTCCCGATTCCTCGATOOACATGCCATT1'GATCCCTTAGCATCTGA.CTATOOT AACGCTOCT AACTTTCCUGTGTCCCTTCGTCCCTTGOCAGCAAT・00
114 1 P D S S III 0 M P r 0 P L A 5 0 Y G N A A N r P S V P S S L G S N 1・6
801 CATCAATTTATCACCACACCTCCTGTCAACGGGTCGAACGAACCTACCTCGGCTCA.AACQAATCACATTATTACTGCTllCAG'宮巳rCCCCCAGToo.u.ATG 900 

1・7 H Q l' 1 T 'f P P V N G S N E P T S A Q T N H 1 1 T A N S S P S Q N A 180 
901 CTOOGAGTAACGCATCTGCAAGCATGTCCGTCCCTCCTCCTCTTACTCCATCTGCTTCCACCATTAATGACCAOCCCTTCTCCAACTCTTTCGAT'1'TACC 1000 

181 G S N A S A S M S V P P P L T P S A S T 1 N D Q P r S N S r D L P 213 

1001 TAGTCAOOTGATTGCTGATGOCACTGOCGCGATTTCCGACATCAACOOTAATCCATTTCCCATGU TTCTCCACCTTTOOATATOOU CCGTTGCCCTCG 110。
2'‘SQVIADGTOAISDINGNPFPMNSPPLDIIEPLPB  2‘. 
1101 ATATCCATOOATGCUGTOACTCTOTCTCCGAACAACTTGTAAAOOACGCCTCTCTTCCTAGTOOTCCTTTTTCAACCOATTATTTOO}‘GAATOOAAGTG 1200 
2‘7 15M  D A S D S V S !: Q L V X D A S L P S 0 P r S T D Y L E N 0 S 0 :UO 
ll01 ACTTAA.A.A.AOOTCACTOOGTCACAATCAAAAOTCAGACAGAGTCTCAAA.AGATOTCTCACCTCAACACCAAOCA.AATCCCTC'rACCCTTAACAATCCTCT 1300 

281 L X R S L 0 B N Q It S D R V S X 0 V S P Q B Q 込 N P S T L N N P L 313 

1301 CAAGACCCAA.AATTTTGATTCCTCTAAGAACCTTTATACCOACllCAAGGATTCCTCCC'fTOTATCTCC.u.COOOACTTCAA'fCCCOTATOGAACAA.AAT 1・00
31‘X T Q N r D S S X N L Y T D N X 0 S S L V S P T Q L Q S R M E Q N 3・6
1401 CCOOAAGTGCGGOCOCATCCTATOllOOACTCGGCOACGAGCACTGCOTTACGCCGTTCTCATGCTCTOOGAGCTGCTGCTOACTCTCTTCTTCCTCllO 1500 

3・7 P E V R A B P M X D S A T S T A L R R S B A L 0 A A A D S L L P Q E 3・0
1501 llAACTCCGCTCAGATATATGATGOGllOGATOTATCTATOOTCll'rGATAACATGCACTCCGATOTTCOGCAGOACAGCTTCAATA.AAGllTCTATTll 1‘。。
381 N S A Q 1 Y D 0 X D V S M V N 0 N M B S D V R Q D S r N X E S 1 k ・13
1601 ACAACOCATCCCTTCTTTGTCTCCTCCGATAACOCOATCATACAATOCCAAGCATCOCCCCTCCTTGOTOCTTOO門rACGTCGOT.LU.TCCACATTCACTT 1700 

‘1・Q R 1 P S L S P P 1 T R S Y N A k B R P S L V L G T S V N P B S L ・“
1701 TCTCCTTCACAOCC'l'CCTOT'l'OTCGTACCTTCA.llTACTACG.ATCAOCTCCTCTCCTCCACTCACTTCTCCTGTTllAACCTCTOCTllTATACCTllCT 110。.‘7 S P S Q P P V V V P S N T T 1 S S S P P L T S P V k T S A N 1 P N L 41。
1801 TATTACCGACTTCAGAOTTAOACAGT'l'CCllCGCTCCTCACTCTCllTCGOCTGCTACTCATGACCTllA.TGACO司rTAAGTCGTATTACllTACTAGOTC 1900 ・81 L P T S E L 0 S S N A P B S Q S A A T B D L N D V X S Y Y N T R S 513 

1901 TTCTCATTCCGTOOTACCTllTCCllCCllCCA.AAAAGTllGCATCACCOOTGCTGCTGCTGATOOCCCCUCOOATCTGCTCCTGTTG.ACACCACTCCT 2000 "・ SBSVVPNPTNQXVSITG AAA DGPNOS APVDTTP 5・6
2001 ACAllTTCTTCTACTACTGCTACOQOTGCTCAOAOOAAGCGTAGGllGTTTAAATTTGGTAAACA..u.TTOOTCC}、。TTCOOTOTAC'fCTTCAGAACAOAO 2100 
5‘7 T N S S T T A T 0 A Q R X R R X r X r 0 X Q 1 0 P V R C T L Q N R V 51。
2101 TTACAOOAOA..u.TTTGTAACACAGTGTTTTCTAOOACGTATGATTTGATCCOTCACCAOOATACOATACATOCTUGACACOACCTOTATTTCGATOTOA 220。
581 TG  E 1 C N T V r S R T Y D L 1 R B 0 0 T 1 B A X T R P V r R C J: 613 

2201 OATTTOTOOCGATCllCOCCATTTCAGTAOACATOATOCCTTOOTTAGOCATCTCCOTGTOAAACACOOTAOATAAATTOA.llOOAOTCTCTTCTGCCAC 2300 "‘ 1 C G D Q R H r S R B D A L V R B L R V X B G R・'"
2301 AAATATTA.AA.AAA..AOOTTATTGCATTATCTATTGTCATTTTTCACCTCTTACGCTTCTTCATTOATTCCTTGTTTATOllTTTTA.AA.AAA..AOTTGCATTT 2・00
2‘01 TOCTAATTATTTTCllOAA.A..A..AA.ATTOOTACCOTTATTATTTCACAGCCCTTTTOAAAOTGCT'l'T'l''l'CCTT'l'OTC'l'CCTTTCATOTACATTTA'l'CATCTT 2500 
2501 U1勺~'l'GCCTCTTC轟TT'l'CATCOTATCCTCllGCTT 2536 

図16rsl J 遺伝チの鹿~Mc列と 予怨される遺伝子産物の7 ミノ 般配列

野生型株ゲノ ムのサプラ イブラリー より得られた2.5kbpのHind111-Hindlll断片の温基配列と、 ORF

から -f'~l{ さ れる 7 ミノ 限配列を示した。 底基配ilJの帯号は 5' ぷ端か らの庖lb数、ア ミ ノ椴配列の1Ff ~J は

ORFの最初のメチオニンからのアミ ノ般の数を示した。 Zn-fingerモチー フを下級で示した。
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これらの結果から、rst2遺伝子は多コピーて、rakJJ宣伝子破壊株の接合、胞子形成不能

の表現型を抑圧するマルチコピーサプレッサーであり、3.8kbpのSacl-Sphl断片内に

lirst2遺伝子の発現に必要なプロモーターも含まれていると結論した。
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図17rst2遺伝子座の制限酵点地図とサプク ローンの情造

i誌上段にpRD2・27の挿入国f片の制限解京地図を示した。ORFの位世と}j向を太い矢印で示し、ORFの

7ミノ末端側に存在する2つのZn-日ngerモチーフ をORF上に円形で表した。 ORFの下には、pDB248'を

ベクターとして作製した各サプクローンの締入断片の範囲を、 ベクター上のプロモーターの転写方向(矢

印)とともに示し、rakJ遺伝子破域株の筏合、胞子形成不能の表現型を抑圧するクローンを+で、抑圧し

ないク ローンをー で表した。 最下段には遺伝チ破壊にJ1IいたDNA断片の構造を示した。略記した制限酵

"JAサイトは、 C1，Cla 1; E， EcoR1; Hc， Hin c11; H， Hindlll : Kp， Kpn 1; Nd， Nde 1; Sac， Sac 1; Sal， SaJ1; Sp， 

Sph1である。

~1 18(次頁)四2遺伝了4の塩基配列と 予怨さ れる遺伝子産物のアミノ 酸配列

四2;宣伝チを含む3.8kbpのSacト Sph1断片の塩基配列と、ORFから予怨、されるアミノ蔽配11Jを示し

た。塩基配列の番号は5'末端からの温必数、 アミノ酸自己列の番号I!ORFのむ初のメチオニンからのアミ

ノ肢の数を示した。Zn 日ngerモチーフを下線で示した。連続したアルギニン妓法に続〈 、PKAによっ

てリン酸化を受ける可能性のあるセリン残基(139)とスレオニン残基(140、141)を網掛で示した。
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1 GAOCTCTAGJ‘GTCCATGGACATGT守GTTCOGCAGATllCCOTAOTTTGACCCT.A.CCCCCACA..U..AOTATGTllTGTCGATTCAOA.ATTTCCACATOOTOC 100 
101 CTTllOCATCGTTACCTOTGTTACCTOOAllTATTAOOTTATTATA.A.llTTTOTTTAOTCOCOACllCOACATGCATTll.ACTGACllTCCTCCATATAC 200 

201 ATOAGTGAOATTGAllTTATTTOTTllGAllGAOTTTTGACOOATTCAOAAAGTTTGAOTll'I守A.A.llGTATCllGGTTTTTACTAOllOTCAOTGU ふ.. 30。

301 CATTC………………一一…一……一一一…ー・00‘01 TTCTUGTTOCllTllCTTCATTTATTCOllTTOTA.A.ll7ACOAOTTCACTGCAOAGTTTCAOATCATTGllGATTATTGCACTA.A.llTTCOTTTTTUG 500 
501 TGTTA.A..u.OC70ATTTGTTCTT7ACllTTCGCATAOOATACACTTCATTTATCATTCUTTTTGGTTTTTCCTT'l'OTGAllTAGOA.u.ACCOCA.AAGCGT 600 

601 TTOTCTGTTATTTTA7ATTT'rT'rAGTTTGGATGTATA.u.ATTGACA'rCC'rTAACCllTC'l'ATCAGACATTTAGTATATATOTTATAGOATTCOTTTTTTG 700 

ヲ01 TCCTTCACOTOCCTTGTTTCAGTTATTATT'l'GACTGTT llTTCTTTCTCCTTTCCTTACJ、TTTCCGATTCTCCTCTTOACOTACAT'l'GTTTCGACUTAC・00
801 G'rTTCTTATTTCCT AGTTAGTGTCT.u.TTCTATTT A.A..AGTGTGOATOGCOTTTATCTTTTTOAAATTTATTTTCCAOGCTTTTTTTOA.AAT AGACTCTTC 900 

901 TOllOTACATTllGTTTTTCllOTOTCTT'rTCTTGTTTATCTOTOCTATTACTOTOTOCAGOTTCllTCGATTGTTTTTATTCTTTCTCTGTCTATTTTA 1000 

1001 CCGACCTTCTTTCCTTGTTGTTC7TCOCGGTGGCTTTTTGTTTGATTACACTCTTTTTTTATCCCCTTT~GTTTGGCATCTCllCAOTTC 1100 

1101 TCCTCATATTTTCCTTCTTCllCTACTTTTCTCATCTCCCTOTTGTCCTTUGAllTATTTllCATATTCTOTTGCTTTOCTATTllCGTTATTTOOTll 1200 

1201 llTTATTTOGCAGATTATATCTTGC7TATTTT7OCCTACCTGTATTTCTCTOACllOTCllTTTTOATT守ATTTAOCTATTTCTTTTTTCTGACTTO'r7G 1300 

1301 ATllCTllTTTAGOATCTTOCATTTCATTTTCGAAllTTATTTTGCGOTTTTCOTTTTTAGTCTTTTTGllTCCTGATTOCUTCACTTTCllOCTTTAT 140。
1401 TTCCCTTCA'l'A'l'C'l'TT'l'AT77T…CATATTCTTCTTTTG…TllG.U.AATllTTOTTTUTT70山 CTT07TT7ATCA'I'OACOC町 GAGTC'I' 1500 
1 M7RE S 5 

1501 TTAGCACCGATAGCCTCOA.AA<iにTllTACTTTATCC0A.A7CA.A.A..AGTTTCOGA.A.A..ACTTGATOTCTATTllTTCCGATTCTGOTACCTCTllTOCTUTA 1600 
6 L A P 1 A S JC A N T L S E S 11:: V S E N L M S 1 N S D S G T S N A N T 39 

1601 CAC町一CTOTTACTTCT llTTC山町一TTCTTCTACCOCTOCTllAllOOACCCTll7OCCCCACCCC…町一UTATGTTTG 口 00
40 P s S V T S N S 11:: P V A S S 7 A A 11:: 11:: D P N A P P Q 11:: V 11:: Q Y V c " 

1701 TG.v..ACATOTACACGCGCTTTTOCTCGATTGGAGCATCTTAAACGACATATCAGATCTCAT ACCllCGA.A.A..AGCCTTTTACTTGTAGTGAGATTOATOOT 1・00
73 E T C T R A F' A R L E H L JC R B 1 R S B T N E 11:: P F' T C S E 1 D G 105 

1801 TT ACCTACAOOTTGTOOTCGACAOTTTTCOAGGCGTGATCTTCT ACTTCGTCACCUCAGA.AAATCCATAOOAATCCACllCCTCGAAGllGACG7COTT 1900 
106 1~PTGCORO F' SRRDLLLRI五 Q Q X 1 BR  N P Q P R R R R R 11 139 

1901 CAACllCGGCTTTACCCUTCCTTCTCTTTCll.ATGTTTCOOTUGCACllCll.AT'l'TAOCTTCTJ..AACCT077A7TTCTT'l'ACCTCAGGCAGATTCC.A.T 200。
1・o r r A L P N P S L S N V S V S T T N L A S X P V 1 S L P Q .A. D 5 1 172 

2001 TGACAAATT7COTTATCCAA.AO'l'TGCATOCCOCACTACllGCGCAGCTTGCGllCllCTCAOOT7CATTTTCTGCUOTTOOTTGCAAOCCCAACllCAA 210。
エヲ3 D 11:: F R Y P JC L B A A L Q A Q L A N N S 0 S F S A S W L Q A Q Q Q .205 

2101 AOGCTOOTTTCTOCCOOTU TOOOAGOOll.ACOOTAAATOCCTCTGCATCTOOTOCAOTA.AATCCTACATCTTCTCA.ATOOTCAGATCUC07CTCGOTO :iI.200 
:il06 R L V S A G N 0 R E T V N A S A S G A V N P T S S Q W S D Q R L 0 V :iIl9 

2;1:01 TOCC'l'TA'l'OGJ、CCCOACAGTCCTTTGTACTATCOTAGG喝ICUCCATTOCCAOCGATTTGAGGCC7TC707TTA7CUCACCCGCAGCTTTATGACTTTA.A 2300 
240 P Y G P D S P L Y Y R R A T 1 A S D L R P S V Y Q B P Q L Y D F' N 27:i1 

2301 7AGACCTGll.AGCCTTTCAGOTCllTTAGACGATGll.AGTTTOGCTAOA.ATGCCGTATTCACCTAACGCCGTTTCACGAAATTACGCTATGUTA'I'GACA :il400 
273 R P E S L S G Q L D D E S L A R M P Y S P N A V S R N Y A M N M T 305 

2‘01 CTTCCTGAATCTATTCCTOA.AOOO門rACGAOATTOATAAATTGGATTOOATGAOTTTTAGTGAGTCTTTll.ATCTTCCTACTTTCU7CU CC7AGTGOI巴C :il500 
306 L P E S 1 P E 0 Y E 1 D X L D W M S F S E S L N L P T F N Q P S 0 P 339 

:il501 CATCTGATG'rTTCTGCTTCOTTTC'rTll'rCT7CAOGC'rA'l'GCCTTC'rCC'rCATGCTTCACCA.A.llGAT'rCTTTGATCllCAAATCll.ATAGTTACT7T'l'T ;1:600 

3・o S 0 V S A S F' L N L 0 A M P S P B A S P X D S L 1 N X S N S Y F F 372 

2601 TCAOllTCCTCC'rUGAGTUTTCTG'rOOATTATACTCG'rCTTGATAATCTCOAACATATGCGTCAGTCTTQCATATCGCCTAGTGGCACTllTTT'I'TCA 2ヲ00
373 Q N P P JC S N S V D Y T R L 0 N L E B M R Q S C 1 S P S G T N F' S ・05
2701 CCGAGCTG'I'TATAGCCC7GU 'rCTTTllTQCAQCUCCATTllCGT'rGAGTCC'I'TC'l'TCGA'rCCCTTCTGGATTGCCCACA'rATOCACATOTTUTTCQC 2・00・06 P S C Y S P ! S L M Q Q P L T L S P S S 1 P S G L P T Y A B V N S P・"
2801 CATTAOOUCAGAGCllTATCCJ、'l'CTGllGCTTA'l'CCTCCA.UAGGCTATGTTGATATOOUOOllOllTA'rCAGllOGCATCllAGλAGUOOCATTTC ~900 

“o LGTEQYPSEAYPPJCGYVDMEGRISEOIXEEGIS ‘" 
2901 ATTATCTOU GAAATTACCGATAllGATCAOOCCTTCOCTTCGATGOOA'rATTTTOAC7C7TACll'l'TT'l'GllOOCOTTOAGllTTCAAATTCATTGUC 3000 ・13 L 5 E E 1 T D X D Q A F A S hI 0 Y F D S Y N F' E G V E N S N S L N 505 
3001 llCGUOOGGATCA.llTGGAGACTllTTTTCAGTCTGAGAAATTAGATUTTCCUTTCllTTCC'l'TTC'rTTUTTTTllTTCATTCUTUCllTGO唱回 3100 
506 N E 0 D Q M E T N r Q S E X L D N S N S 1 P r F N F N S F N N N G A 53S1 

3101 CAAA'l'TOOTCTTCAGACTTTUTTATCCTG'rATCCOllAC'l'TCCGOTTTGCTTACAGA'rllTllTCOOUTCllCCQCCCTCATTTTllTTTTTTTCATA 3200 

5‘o NWSSDFNYPVSETSGLLTDNNRNQPPSF・"ヲ
3201 'rCTTTATATTTTATACTATTTOTTTCTTU7Gll.ATGCATCT'rTTAGTTTTTTTA.AACll.A.A.A'rCllCTJ凶 CTTTOATTCOGTTTTTllTTA.ATTTU<i回 3300

3301 ATTGATC'l'GllGTTTTGAA'l'AT'rTTGATTTOOGG'r'l'CllTTGTTGATAGGA.UACOATCCTCTTT'rACCCllTA'rTTllTTACOCTUOATATGCllTGC 3・00
3・01 TGAGAOGTTCACllCACA'rTAO'rTUGAGOO'r'rQC'rTCTGATATTTTATTATCAAAAUOOTTCAGCG'rOATATOOTTllCUTAOCllCGGAGGCTTTA 3500 
3501 TATTTllGATOA..U...U.UTOGCJ、TTCllGCACATGTTCCCTTllTTCTCllOll.AGllTCTAC'rCGT7CllACTTTTCCTTllTU'I'GATllTCATUCA 3600 
3601 'l'GACTACG'l'ATG'r'l'TAA'rAATAGllGACllTAT'l'TTTTAATGAGATGJ..AOGJ..ATllTATAGCA.UACT'l'CTGA.AAATAA..A'rTGA'rACAGCTllTTG轟.AGA 3700 

J 7 0 1 T ATTGTTGT'rT ATTGT'r'r ACTGCCCTGAA 'rCT ll.A.A.ATTTTGAA..AGTCT AA'rAOO'l'TATTT A'rTCAA..A'rGTCAA..AT llOOAGT'rA TT AGCGAllCJ..AAGT 3・00
3801 7TOTUCAA..ATGOTTATTllOCJ、T'rCAC'l'C'rGCATGC 3837 
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5. [511遺伝子産物、 [5t2遺伝子産物はともにZn-fingerモチーフを持つ

5.1 [511遺伝子産物はZn-fingerモチーフを持つ

[511 遺伝子のORFの予想されるアミノ酸配列から、[511i宣伝子産物(Rstlp)は分子量

約69kDaの、セリン残基(会アミノ酸の14.8%)とプロリン残基(全アミノ酸の9.3%)に富

むタンパク質であることが示唆された。クローニングの経緯に示したとおり、 [511遺伝

子産物はORFのアミノ末端57アミノ酸を欠いても機能する。ORFのアミノ末端121ア

ミノ酸の中にメチオニン残基が9残基存在し、これらのいずれかが観訳開始点になって

いると予想された。558番目アルギニン残基から564番目のリジン残基にかけて、塩基

性アミノ酸のストレッチが存在した。データベースに対する相向性検索を行ったとこ

ろ、 Rst1pのカルボキシル末端にはZn-fingerモチーフを持つ一群のタンパク質との相

向性が見いだされた。 Zn-fingerモチーフは真核生物の転写因子のDNA結合ドメイン

として知られ、その構造にはいくつかのバリエーションが知られている。RstlpはC2

H2型と呼ばれるZn-fingerモチーフを2つ持つ。Rstlpの予想されるアミノ酸配列にお

けるZn-fingerモチーフ部分を図16に下線で、相向性を示した既知の遺伝子産物との比

較を図19aに示す。Rst1pはZn-fingerモチーフにおいて、サ yカロミセス酵母のSON1

遺伝子産物と最も高い相向性を示した。SONJ遺伝子は核タンパク質の核への局在に欠

損があるサッカロミセス酵母np11-1/5ec63 -101 変異の抑圧変異を起こす遺伝子として

同定され、核タンパク質をコードしている(Nelsonel aJ.， 1993)。やはり相向性の認めら

れたMSN2遺伝子は、サッカロミセス酵母の糖代謝に関与する遺伝子である(Estruch

and Car1son， 1993)。増殖刺激により誘導を受ける転写因子のマウスのKrox-20遺伝子産

物にhavrieret aJ.， 1988)とは、 Zn-fingerモチーフ以外にも相向性を示す部分が見いださ

れた(図19b)。
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a 

Rst1(1) 
Son1(1) 
Msn2(1) 
Krox20(1) ;;;i252E霊童霊碑
Rst1(2) 
Son1(2) 
Msn2(2) 
Krox20(2) ;;;1空軍I~~~~~~二
10252密密軍;;;:;:;;:;禁法融;;謙二:32:it;::哩
図19rslJ 遺伝子産物と種々の遺伝子産物とのアミノ酸~è91Jの比較

a， rsrJ逃伝子産物(RsII)と、相向性検索で見いだされたi坑却lの遺伝子産物のZn 日ngerモチーフを並べ

て示した。保存されているシステイン残基とヒスチジン残よしをアスタリスクで示した。各泣{王子産物

は、 Sonl，Saccharomyc回目印円SlaeのSONJ遺伝子産物(Nelsonel aJ.. 1993); Msn2， Saccharomyc回 目reVLSJae 

のMSN2遺伝子産物(Estruch加 dCarlson， 1993); Krox20，マウスのκrox-20遺伝子産物(Chavrierel aJ.， 1988) 

である。泣伝子産物名の後に付けた括弧内の数字は、それぞれの遺伝千産物にとって、そのZn-日ngerモ

チーフがいくつ目のZn・日ngerモチーフであるかを示す。各アミノ般の列に付けた数字l立、その列の最初

のアミノ酸妓基が、その遺伝子産物の何番目のアミノ酸残基であるかを示す。保存されているアミノ般

のグループ分けは、 (V，L， 1， M)， (F， Y， W)， (K句 R)，(E， D)， (Q， N)， (S， T)， (A， G)である。

b， rsl J 遺伝子産物とKrox-20遺伝子産物との比較。 rslJ 遺伝子産物(Rstl)はKrox-20遺伝子産物

(Krox20)とはZn一日ngerモチーフ以外にも相向性を示す部分が存在した。各遺伝子のアミノ般の列のはじ

めに付けた数字は、その列の段初のアミノ酸残基が、その.il'l伝子産物の何番目のアミノ酸残主主であるか

を示す。保存されているアミノ酸のグループ分けはaと同じである。

5.2 rst2遺伝子産物はZn-fing巴rモチーフを持つ

rst2遺伝子の塩基配列から、 rst2遺伝子産物(Rst2p)は分子量約63kDaのタンパク質

をコードしていることが示唆 された。サブクローニングの結果、 rst2遺伝子はORFの

カルボキシル末端の175アミ ノ酸を欠いても rakJj宣伝子破壊株の接合、胞子形成能を回

復させ得た。データベースに対する相同性検索を行ったと ころ、C2・H2型のZn-fing巴『

モチーフを有するタンパク質との相向性が見いだされた。 Rst2pはその型のZn-finger 

モチーフをアミノ末端側に2つ持つ。 Rst2pのアミノ酸配列におけるZn-fingerモチー

....... 酔 ー

7部分を図18に下線で、相向性を示した既知の遺伝子産物との比較を図20に示す。

ADRJ遺伝子産物はADH2遺伝子の、 MICJ遺伝子産物はSUC2遺伝子の、ともにグル

コース抑制に関与するサッカロミセス酵母の転写因子である(Shusterel aJ.， 1986 ; Eisen 

el a1.， 1988 ; Nehlin and Ronne， 1990)0 WT遺伝子はヒトのWilms'Tumorの原因遺伝子

(Call el aJ.， 1990)、ECRJ遺伝子は増殖刺激により転写誘導を受けるヒトの遺伝子である

(Sukhatme el aJ.， 1988)0 Rst2p はZn-fingerモチーフにおいてADRJ遺伝子産物(Adrl)と

非常に高い相向性を示した。 Zn-fingerモチーフ以外の部分では、 Rst2pと有意な相同

性を持つ既知の遺伝子産物は見いだされなかった。

Rst2 (1) 66 
Adr1(1) 100 
Mig1(1) 34 

WT (3) 

Egr1(2) 

Rst2(2) 94 
Adr1(2) 128 
Mig1(2) 62 

WT (4) 306 
Egr1(3) 392 

-------融蝉I

図20即 2遺伝子産物と種々の遺伝子産物のアミノ酸配列の比較

回 2;宣伝子産物(Rst2)と相向性検索で見いだされた既知の遺伝子産物とのZn-日ngerモチーフの比較。

保存されているシステイン残基とヒスチジン残基をアスタリスクで示した。各jil伝子産物は、Adrl，

Saccharomyces cerev山 aeのADRJi立伝子産物(Hanshorneel aJ令 1986); Mig 1， Saccharomyces ce疋 VlSJaeの

MJGJ 遺伝子産物(NehlinandRonne， 1990); WT，ヒトの九円l遺伝チ産物(Callel aJ.， 1990) ; Egrl，ヒトの

EGRJ 泣伝子産物(Sukhatmeel al.， 1988)である。 j立伝子産物名の後に付けた折弧内の数字は、それぞれの

遺伝子産物にとって、そのZn-日ngerモチーフがいくつBのZn・日ngerモチーフであるかを示す。各アミ

ノ酸の列に付けた主主字は、その列のlu1JJのアミノ鮫残基が、その造伝子産物の(nJ{昨日のアミノ般残基で

あるかを示す。保存されているアミノ般のグループ分けは、図19と同じである。

6. rSI遺伝子の転写産物の検出

pkaJ 遺伝子破壊株では有性生殖過程の進行が脱抑制されていて、富栄養条件下でも

接合、胞子形成を開始し、 rぽl遺伝子の破壊株では逆に有性生殖過程が著しく抑制さ



れている。遺伝学的解析と有性生殖過程の開始の制御に関するこれまでの知見から、

両者の表現型はsrell遺伝子の転写誘導の有無によって説明できると考えられたが、こ

れらの変異株を用いてのsrell遺伝子の転写産物の検出は、実際にはまだ行われていな

かった。一方rsrl遺伝子、 rst2遺伝子はrakl遺伝子破壊株の接合、胞子形成不能の表現

型を多コピーで抑圧するマルチコピーサプレッサーとして単離された。このことは、

これらの遺伝子が有性生殖過程の進行を促進する働きを持つことを示唆している。

srell遺伝子をはじめ分裂酵母の有性生殖過程の進行に必要な多くの遺伝子が窒素源、枯

渇条件下で、転写誘導を受ける。 rsrl遺伝子、 rst2遺伝子の転写がどのような調節を受け

ているかを知ることは、それらの遺伝子の機能を推定する上で重要である。

r且kl遺伝子破壊株とpkal遺伝子破壊株の表現型がsrell遺伝子の転写によって説明で

きることを確認し、またrsrI遺伝子、rst2遺伝子がどのような転写調節受けているかを

調べる目的で、野生型株、 rakl遺伝子破壊株、 srell遺伝子破壊株、 pkal遺伝子破壊株

からRNAを調製して、 srell遺伝子断片、 rsll遺伝子断片、 rst2遺伝子断片をプロープ

としたノザンブロ y ト分析を行った(図21)。

野生型株でみられる窒素源枯渇条件下でのsrell遺伝子の転写誘導(図21下段レーンl

と2)は、 rakl遺伝子破壊株では観察されず(図21下段レーン3と4)、pkal遺伝子破壊株

では富栄養条件下でも野生型株の窒素源枯渇条件下と同程度のslell遺伝子の転写産物

が検出された(図21下段レーン?と8)。この結果から、 rakl遺伝子破壊株ではsrell遺伝

子の転写が抑制されているために接合、胞子形成不能となり、 pkal遺伝子破壊株では

富栄養条件下でもsrell遺伝子の転写が活性化されているために有性生殖過程の脱抑制

が起こっていることが確認された。

rSl1遺伝子の転、写産物は約3.0kbで、使用したいずれの菌株でも転写産物が検出され

た(図21上段)。その量は窒素源枯渇条件下で2倍程度の増加が観察されたが、その増加

の程度はste1l遺伝子の窒素源枯渇条件下での転写誘導に比べると非常に弱かった。野

生型株と比較して、転写産物の量はstell遺伝子破壊株では富栄養条件下、窒素i原枯渇

条件下ともに約2倍(図21上段レーン5と6)、pka1遺伝子破嬢株では約4倍(図21上段

レーン7とめであった。 rstl遺伝子の転写産物の量はr丘kl遺伝子破填株では野生型株と

ほぼ同程度て rakl遺伝子破壊株で転写が抑制されるstell遺伝子とは異なる転写調節

を受けていると考えられる。 また、 rstlj宣伝子の転写産物はstell遺伝子破壊株でも窒

素i原枯渇条件下で約2倍に増加していたことから、この転写量の増加はste11遺伝子産

物の支配下にはないと思われた。
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rsl2遺伝子の転写産物は約3.3kbで、実験に用いたいずれの菌株でも転写産物が検出

され、その量は富栄養条件下、窒素i原枯渇条件下であまり変化は見られなかった(図21

中段)0TSt2遺伝子の転写も、 srel1遺伝子や、 ste1l遺伝子によって支配される有性生殖

過程に必要な多くの遺伝子とは異なる調節を受けていることが示された。

~ 〓少 ...e包少。少
手c，. $V '9 

N: +ー+ー+ー+ー

rstl t>・・・・・・・・(3.0kb) 

rst2 t> 
(3.3kb) 

stel1 t> 
(4kb) 

1 2 3 4 5 678  

図21~f生型株、 rakI ili伝f破I車株、 sle!!]宣伝

チ破壊株、 pka!)宣伝 f-i攻I車株におけるrsl!]宣伝

千、 rSI2遺伝子二、 Sle!!]宣伝チのfi写産物の検出

野生型株JY450(レーンlと2).rdk!泣伝子破

壊株JZ858(レーン3と4)、sle!! 遺伝子破壊株

JZ396 (レーン5と6)、pka!]宣伝子磁波材リZ636

(レーン7と8)の笥栄長条('!'.F(N:+;レーンl、

3 、 5 および7) と~，f;iW枯渇条件下(N.. レーン

2、4、6および8)の細胞からRNAを剥製し、

四11遺伝子断片(よ段)、即2J立伝子断片(中段)、

Sle! !遺伝子断片(下段)をプロープとしてノザン

プロァト分析を行った。各転写産物のバンドの

位l買を矢印で示し、J".Ii弧内に各転写産物のおよ

そのサイズを示した。各レーンに等主の全RNA

が屯気泳動されていることは、エチジウムブロ

マイドで染色したrRNAのハンドの波きで確認

した(データは示さない)。転写産物のサイズ

は、 rRNAのパンドの位向から見積もった。

7. rst遺伝子の過剰発現はI丘k1i宣伝子破壊株にstel1遺伝子の転写を回復させる

rakl 遺伝子破壊株ではste1l遺伝子の転写が抑制され、接合、胞子形成不能の表現型

を示すが、この表現型はsrell遺伝子の過剰発現により抑圧される(表4)。有性生殖過程

の開始にとってstell遺伝子の発現は必須であることから、 rakl遺伝子破壕株の接合、

胞子形成不能の表現型を抑圧するマルチコピーサプレ yサーとして得られたrsrI遺伝

子、 rst2遺伝子の多コピー導入によっても、 rakl遺伝子破壊株て、stell遺伝子の転写が

回復していると期待される。rstl遺伝子産物、rst2遺伝子産物はともにZn. fingerモ

.57. 



チーフをもっタンパク質と予想され、これらがstell遺伝子の転写を制御している転写

因子である可能性も十分に考えられる。 しかしまた、 rst遺伝子がrakl遺伝子破摂株の

有性生殖不能の表現型を抑圧する機構としては、直接stell遺伝子の転写を誘導する以

外に、PKA活性を低下させる ことにより 間接的にstell遺伝子の転写を促している可能

性も考えられる。PKA活性の著しい低下はfbpl遺伝子の転写誘導を引き起こす(本章 l

節を参照)ので、 ゐ'pl遺伝子の転写を観察すればこの可能性の当否が確認できると考え

た。

野生型rakl遺伝子、i憂性変異アリルのrakl遺伝子(望月.1992)、rstl遺伝子、rst2遺伝

子、 steJ1遺伝子それぞれを過剰発現するプラスミドでγ且kl遺伝子破壊株を形質転換

し、対数増殖期および窒素i原枯渇条件下の各形質転換体の細胞からRNAを調製して、

stel J 遺伝子断片、またはfbpJ遺伝子断片をプロープとしてノザンプロット分析を行っ

た(図22)0steJ J遺伝子の転写産物を検出したところ、 rstJ遺伝子を過剰発現した形質転

換体では、培地の栄養状態とは無関係にsteJJ 遺伝子の転写が観察された(図22上段

レーン?と8)01512遺伝子を過剰発現するプラス ミドで形質転換した細胞では、 窒素i原

の枯渇に依存してstell遺伝子の転写の回復がみられ(図22上段レーン9と10)、野生型

rakJ遺伝子を戻した場合(図22上段レーン3と4)と同様のパターンを示した。fbplj宣伝

子断片をプロープとした場合、優性変異アリ ルのrakl遺伝子で形質転換した細胞の窒

素j原枯渇条件下で、のみ強い転写誘導が観察された(図22中段レーン6)。

これらの結果から、 rstl遺伝子、rst2遺伝子の過剰発現は、どちらもPKAの活性を失

わせることなく、 stelJ遺伝子の転写を回復させることによってrakJ遺伝子破壊株の媛

合、胞子形成不能の表現型を抑圧することが強く示唆された。その際、 rstJ遺伝子は栄

養条件とは無関係に、 rst2遺伝子は窒素源枯渇の情報を受けて、 stell遺伝子の転写を

促進している と恩われた。
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図22rst J 遺伝子、四t2遺伝子の過剰発現は、用kJ遺伝子破壊株にsteJJ J似云子の転写を回復させる。

ベクタープラスミドpDB248'(pDB;レーンlと2)、野生型rdkJ遺伝子を発現するプラスミドpMC3WT

(rakl+;レーン3と4)、優位変異7')ルのrakJ遺伝子を発現するプラスミドpDOMI(raklD;レーン5と6)、

1St}遺伝子を発現するプラスミドprSlトDI(rSll;レーン?とめ、四t2遺伝子を発現するプラスミドprsl2-DI

(rsロ，レーン9と10)、stei} 遺伝子を発現するプラスミドpDB-Sle11 +(ste 11;レーン 11と12)で形質転換した

ホモタリァク rak} 泣伝子磁波株JZ858 の、対数~殖期(N:+ ; レーン l 、 3 、 5 、 7 、 9 、 および 11 ) と窒素源枯

渇条件下(N:-;レーン2、4、6、8、10、および12)の調1I!1'&からRNAを調整し、steJJ遺伝子(上段)とめ'P}

遺伝子(中段)をプロープとしてノザンプロ γト分析を行った。各転写産物の位置を矢印で示した。上段

でste}}(+)はゲノム上のste}}j世伝子の転写産物を、 ste}}(lruncaled)はプラスミド上のsteJJ遺伝子の転写

産物を表す。いずれのプラスミドもpDB248・をベクターと し、各泣{云チはベクター とのプロモーターに

よって転写される。下段には電気泳動したRNA;;1の目安となる、 rRNAのエチジウムプロ7 イド染色の

結果を示した。
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8. rSI遺伝子の破壕 ;rst2遺伝子破壊株は接合、胞子形成不能の表現型を示す

遺伝子の機能を解析する上で、遺伝子破壊は大変有効な手段である。分裂酵母は相

同的組換えによって容易に遺伝子破壊を行うことができる。

rsl/ 遺伝子ORF内の0.8kbpのEcoRV-Kpn 1断片をura4遺伝子断片で置換したDNA

断片(図15を参照)を用いて、ホモタリック ura4遺伝子欠損株JY878およびJY879を形質

転換した。ウラシル非要求性となった形質転換体から、中日向的組換えによりゲノム上

のrSI/遺伝子がura4遺伝子で破壊された株をサザンブロ y ト分析を行って選択した

(データは示さない)。得られたホモタリ YクrSll遺伝子破壊株JX226は増殖速度、細胞

形態、接合、胞子形成については野生型株と異なる顕著な表現型は観察されなかった

(接合率の測定結果は表5、それ以外のデータは示さない)。またグルコース以外の炭素

ィ原の利用の可否に関して行った実験でも、 rstJ遺伝子破壊株は、マルトース、スクロー

ス、フルクトース、グリセロールで野生型株と同程度に生育できた(データは示さな

し、)。

rst2遺伝子ORF内の1.2kbpのKpnl-Nd，巴I断片をura4遺伝子断片で置換したDNA断

片(図17を参照)を用いて、ホモタリック ura4遺伝子欠損株JY879を形質転換した。ウラ

シル非要求性となった形質転換体から、相問的組換えによりゲノム上のrst2遺伝子が

ura4遺伝子で破壊された株をサザンプロット分析を行って選択した(データは示さな

い)。得られたホモタリックrst2遺伝子破壊株JX232は接合が著しく抑制されていた(表

5)。交配により作製したヘテロ二倍体(h+/正)rst2遺伝子破壊株JX250は、胞子形成不能

であった(表5)0rst2遺伝子破壊株は増殖速度、細胞形態については野生型株と異なる

顕著な表現型は観察されず、 rSll遺伝子破壊株と同時に行った炭素;原の利用に関する実

験でも、 rst2遺伝子破壊株は野生型株と同程度に生育できた(データは示さない)0cgs / / 

r丘k/変異株、 cgs2/ pdel変異株は栄養源枯渇条件下で伸長した細胞形態を示し、正常に

休止期に入ることができずに生存率が低下するの巴Votiel aJ.， 1991 ; rak 1遺伝子破壊株の

細胞形態については図14パネルBを参照)0rst2 i宣伝子破壊株は栄養源枯渇条件下でイ申

長した細胞形態は観察されず(図23パネルB)、生存率の低下も示さなかった(データは

示さない)0rst2 遺伝子は分裂酵母の有性生殖過程(接合および胞子形成)の推進に重要

な機能を担っているが、その破壊株の表現型は、 cgs/ / rak /変異株やcgs2/ pde/変異株

が示す、 cAMP-PKA経路の活性化を促す表現型とは異なるものであった。
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前t;t jí'Hl~ f i\~ J在合14{%) 血£必盛主ほj

JY476 h90 rstZ令 61.9 

JX226 h90 r訂16 85.6 

JX232 h90 rst2 6 0.1 

JY362 h+ /h'四t2' 自7.5

JX250 が/h'rsr26 く0.1

表5野生型株とr訂l遺伝子磁波株、 rst2遺伝子依壊株の接合守:、胞チ形成事の測定

ホモタリァク野生型宇よJY476、rst1泣伝子磁波株JX226、四2J宣伝子二依i典t;tJX232をMEA培地、 30'Cで

2日間結差し、接合率を測定した。接合型ヘテロ二倍体の野生型株JY362、目t2泣伝子破jJ定例リX250を同

じ条件で培養して胞子形成率を測定した。それぞれの歯粉、について2例の独立なコロニーを選んで測定

を行い、その平均値を示した。 JX232は完全に媛合不能ではなかった。

9. rst2遺伝子機能の遺伝学的解析

rst2遺伝子の機能を解明するため、まず遺伝学的解析によるその位置付けを行った。

9.1 rst2遺伝子の破壊はpkal遺伝子破壊による有性生殖過程の脱抑制を抑圧する

PKAの触媒サブユニットをコードするpkal遺伝子の破壊株は、有性生殖過程が脱抑

制されており、富栄養条件下でも接合、胞子形成を開始する。 PKAとrst2遺伝子の遺

伝学的上下関係を調べるため、 pka/遺伝子破壊 rsl2遺伝子破壊二重変異株を作製して

その表現型を検討した。

ホモタリックな野生型株、 pkal遺伝子破壊株、 rst2遺伝子破壊株、 pkal遺伝子破湊-

rSl2遺伝子破壊二重変異株をMEA培地で培養し、顕微鏡観察を行った(図23)。ホモタ

リックpka/遺伝子破壊株は、野生型株の有性生殖が抑制される富栄養条件下で一部の

細胞が接合、胞子形成を行いながら増殖する。この実験で使用したMEA培地では、わ

ずかに増殖することができる。野生型株(図23パネルA)、pka/遺伝子単独の破壊株(図

23パネルc)では接合子や子嚢が観察された。pkal遺伝子破壊 rst2遺伝子破壊二重変

異株(図23パネル0)はMEA培地上で接合不能で、 rst2遺伝子単独の破壊株(図23パネル
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B)と同じ表現型を示した。rst2遺伝子破壊の表現型はpka1遺伝子破撲の表現型に対し

て上位であり、この結果はrst2遺伝子がpka1遺伝子よりも下流で、機能している可能性

を示唆する。

句

P ~ 

，咽除

-、 '‘ . 
il'， 

-
図23rsl2泣伝子の磁波は、 pkal遺伝子破壊による有性生殖過程の脱抑制を抑圧する

ホモタリック野生型4初Y450(パネルA)、四12遺伝子政Jj提株JX231(パネルB)、pkal遺伝子磁波株JZ633

(パネルC)、pkal遺伝子破i点.rsl2 J宣伝子破壊二重変異株JX239(パネル0)をMEA培地上で30"c、 2日IiU

溶養し、位相差顕微鏡下で写真を織影した。パーは10μmを示す。

9.2 rst2遺伝子の破壊はpat1変異を部分的に抑圧する

pat 1 -114 (pat1's)変異は温度シフトのみで減数分裂を開始する変異として単離された

(本章 l節を参照)。接合、胞子形成不能の表現型を示す変異は、 pat!'S変異との遺伝学

的な上下関係から大きく 2つのグループに分けることができる。pat1"変異を抑圧でき

62・

るグループには、 ste11変異、 cgs11 rak1変異、 cgs21pde1変異が含まれる。これらの変

異株では共通してste11遺伝子の転写が抑制されている(図21;園友， 1992)。接合、 胞子

形成不能変異株のうちで、 pati'変異を抑圧できないグループには、 stell遺伝子やm巴i2

遺伝子の発現より下流で機能する遺伝子の変異が含まれると考えられる。rst2i宣伝子破

壕株は接合が著しく抑制され、胞子形成不能の表現型を示したので、 patlS・rst2遺伝子

破壊二重変異株を作製してその表現型を検討した。ヘテロタリックの野生型株、 pallS

変異株、 rst21宣伝子破壊株、 pat!'S・rst2遺伝子破壊二重変異株を25'cおよび37'cで培

養して、その生育状況を比較した(図24)。

I古0遺伝子破壊株(4つに分割された左下)は2S'C(左のプレート)、 37'C(右のプレー

ト)いずれの温度でも生育可能であった。pat!'S変異株(右上)は許容温度の25'cでは生

育可能であるが、制限温度の37'cでは生育できない。pati'・rst2遺伝子破壊二重変異

株(右下)は37'cで生育可能であった。37'cで生育したコロニーを顕微鏡で観察したと

ころ、二重変異株では6%程度の細胞に胞子形成が観察され、 rst2遺伝子の破壊による

patl
S
変異の抑圧は完全ではないことが明らかとなった(データは示さない)。前節まで

の結果と合わせて、 rst2遺伝子はpka1遺伝子より下流で、かつste11遺伝子の発現より

は上流で機能している可能性が強いと恩われた。

9.3 rst2遺伝子破壊株ではste11遺伝子の転写誘導が抑制されている

rst2遺伝子破壊株の接合、胞子形成不能の表現型はpka1遺伝子破壊、 pa(/変異の双

方に対して上位性を示した。これらの表現型はste11変異(または遺伝子破壊)のそれと

良〈類似している。rst2遺伝子の破壊がsteJJ遺伝子の転写誘導に与える影響を調べる

目的で、 rst2遺伝子破壊株の富栄養条件下および窒素源枯渇条件下の細胞からRNAを

調製し、 steJ1遺伝子断片をプロープとしてノザンプロ ット分析を行った。併せて、顕

著な表現型が見られなかったrsrl遺伝子破壊株についても同じ実験を行った(図25)。

野生型株で見られる窒素j原枯渇条件下でのsteJ1 遺伝子の転写誘導(レーン!と2)は、

rst2遺伝子破壊株ではほとんど観察されなかった(レーン3と4)0rst1 遺伝子破壊株では

野生型株と同様に、窒素j原枯渇条件下て'ste11遺伝子の転写誘導が観察された(レーン5

と6)0rst2遺伝子破壊株でsleJ1 i宣伝子の転写誘導が観察されなかったことは、これま
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で見てきたrst2遺伝子破壊株の表現型を良く説明する。

2S
0

C 37
0

C 

図241St2遺伝子の破綾はpaJJ変異の温度感受性を抑圧する。

ヘテロタリァクの野生型4まJY333(WT;左上)、 paJJ-114変異株JZ409旬aJ1~; 右上)、即2遺伝子磁波株

JX233 (1St2 tl ;左下)、およびpaJJ-114・1St2遺伝子破壊二重変-央f:jUX263(pat1" 1St2 tl ;右下)をYPD培地

で、 25"C(左のプレート)または37"C(右のプレート)で3臼問培養した。

WT rst2d rstld 
N: + + + 

stell [> 

rRNA 

ト

， 

I…I .圃・‘岨~日[][K・ a圃D ‘ ・I

1 2 3 4 5 6 
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図25(前頁)四t2遺伝子依壊株ではste11遺伝子の転写誘導が抑制lされている

ヘテロタリックな野生型粉司Y333(¥νT;レーン!と2)、rst2J宣伝 f-Ii車検HUX233(四t2:;';レーン3との、

国l遺伝子破壊株JX227(回/:;.;レーン5とめの対主主培殖期(N:+;レーンl、3、および5)と窒素源結渇条

件下(N:-;レーン2、4、および6)の制111抱からRNAを調製し、 51e/J 泣伝子断片をプロープとしてノザンプ

ロァト分析を行った。 sle11遺伝子の転写産物の位置を矢印で示す。n止には、 1t気泳到JしたRNA;，1:の
目安と なる、 rRNAのエチジウムブロマイド染色の結果を示した。

9.4 rst2遺伝子破壊株の有性生殖不能の表現型はsteJJ遺伝子の過剰発現により抑圧さ

れる

rst2遺伝子破壊株ではs伝11遺伝子の転写誘導が抑制されていた。ste11遺伝子の転写

誘導が起こらないことがrst2遺伝子破壊株の有性生殖不能の主な原因であるならば、そ

の表現型はsteJJ遺伝子をプラスミドで過剰発現することによ って抑圧されると予想で

きる。

ベクター上のプロモーターからste!J遺伝子を過剰発現するプラス ミドでホモタリッ

クrst2遺伝子破壊株を形質転換したところ、接合、胞子形成の回復が観察され(表6)、

5te! J遺伝子の転写の抑制がrst2遺伝子破壊株の有性生殖不能の主因であることが確認

された。同じ菌株をrstl遺伝子を過剰発現するプラスミドで形質転換した場合にも有性

生殖過程の回復が見られ、 r5tl遺伝子の過剰発現がste!!遺伝子の転写を促進すること

が改めて示唆された。ホモタリックste!J 遺伝子破壊株をrstl遺伝子、 rst2遺伝子を過剰

発現するプラスミドで形質転換しでも有性生殖不能の表現型は回復せず(データは示さ

ない)、 1St!遺伝子、 rst2遺伝子はsteJJ遺伝子の機能を置き換えられるものではないこ

とが示された。
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プラスミド 縫合千~

pDB248' <0.1 

prst2-DI 83.6 

pDB-stell+ 29.7 

prstトDI 21.1 

表6sIe11遺伝子およびrsl1遺伝子の過剰発現は、四12泣伝子破決株の有性生殖不能の表現型をjilll工す

る

ホモタリックrsl2J宣伝子破壊1'，!UX231を、ベクタープラスミドpDB248'、四2遺伝子を過剰発現するプ

ラスミドprst2-DI、sle11巡伝子を過剰発現するプラスミドpDB-stell+、目t1遺伝子を過剰発現するプラス

ミドprstl-DIで形質転換した。}彩質転換体をSSA培地、 30'cで3日間培養して、援合E事を測定した。各

プラスミドにつき2個の独立な形質転換体を選んで測定を行い、その平均値を示した。

ここで、本節で得られた結果をまとめておく 。rst2遺伝子破壊株で、は有性生殖過程が

著し く抑制されていたが、その表現型はpkal遺伝子の破壊、 patl変異のいずれに対し

ても上位であった。この表現型はstel1変異と類似しており 、遺伝学的な上下関係にお

いてrst2遺伝子はstell遺伝子に近い位置で機能していることが示唆された。 このこと

は、 rst2遺伝子破壊株で'I;Istell遺伝子の転写が抑制され、rst2遺伝子破壊株の有性生殖

不能の表現型がstell遺伝子の過剰発現によって抑圧されたことから、さらに確認され

た。すなわち、 rst2遺伝子はpkal遺伝子よりも下流で、 stell遺伝子の転写に必要な機

能を持つことが示された。

rst1遺伝子の破壊株は野生型株と比較して特徴的な表現型は示さなかった。 rst1遺伝

子破壊株ではstell遺伝子の転写誘導も正常に観察された。I"stl遺伝子の過剰発現がrst2

遺伝子破壊株の有性生殖不能の表現型を抑圧したことから、 rstl遺伝子には、過剰発現

されたときにstell遺伝子の転写を促進する働きがあると思われた。

10. rst2遺伝子産物はstell遺伝子の転写を調節する転写因子である

rst2遺伝子は、塩基配子IJからZn-fingerモチーフを持つタンパク質をコードしている

と予想された。rst2遺伝子産物が転写因子として機能し、 stell遺伝子の転写を正に調
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節していれば、これまでの結果を良く説明できる。この節では、 rst2遺伝子産物(Rst2p)

がstell遺伝子プロモーター内の、 stelI遺伝子の効率的な転写に必要なUASsl領域(第 I

章4節を参照)にm vItroで塩基配列特異的に結合することを示す。

本節で行った実験において、タンパク質はpET-19bをベクターとして大腸菌内で発現

させ、アフィニティーカラムで精製したHis'Tag融合タンパク質を用いた。RSl2pの

Zn -fingerモチーフを含む部分タンパク質(Rst2ZFタンパク質，図中ではR)と、対照と

してZn-fingerモチーフを欠く部分タンパク質(Rst26ZFタンパク質，図中ではc)を用

いて実験を行った(材料と方法を参照)。

10，1 rst2遺伝子産物はZn2+イオン依存的にstell遺伝子の転写調節領域に結合する

rst2遺伝子産物(Rst2p)がsteII遺伝子の転写因子として機能するならば、 Rst2pは

stell 遺伝子の転写調節領域に結合するはずである。これを確認するため、大腸菌から

精製したRst2pを用い、 stel1遺伝子の効率的な転写に必要なプロモーター領域(転写開

始点から5'上流 -229まで，第 I章4節を参照)付近をプロープとしてゲルシフトアッセ

イをf子った(図26)。

標識二本鎖DNAプローブとして、 stel1遺伝子の転写開始点の5'上流-404からー230(# 

5)、-229から-96(#6)、および-95から+6(#7)を用いた(塩基配列は図5、模式図は図13

を参照)0stell 遺伝子の効率的な転写に必要なプロモーターは、 #6と#7を合わせた範

囲である。#6にはプロモーター内で特に重要なUASSl領域と、 sleII遺伝子産物が結合

するTRbox (TR1)を含む(第 I章を参照)0Zn -fingerモチーフを含むRst2pの部分タン

パク質(R)は、 #6のプロープに結合して移動度の遅いバンドを生じた(レーン3)0#5お

よび#7のプロープには結合活性を示さず(レーン9と12)、RS12pのDNA結合活性は塩基

配列特異的であることが示唆された。Zn-fingerモチーフを欠く Rst2pの部分タンパク

質(C)は、いずれのDNAプローブにも結合活性を示さず(レーン2、8、および11)、

RS12pのDNA結合活性にはZn-fingerモチーフが必要なことが示された。

Zn -fingerモチーフはDNA結合領域の構造の維持にZn2+イオンを必要とすることが

知られている(P合Tagaet aJ" 1988)。そこで、 #6をプロープとした反応液中に金属イオン

のキレート剤を加えて、 Rst2pのDNA結合活性に与える影響を検討した。反応液に10

mMの1，10 -phenanthrolineを加えると、 Rst2pのDNA結合活性は消失し(レーン6)、キ
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レート剤を加えたf去に0.5mMのZnS04を添加すると、 DNA結合j首↑生カf回f夏した(レー

ン7)。この結果から、 Rst2遺伝子産物はZn2+イオン依存的にDNA結合活性を示すこと

カぎ明らかとなった。

Rst2pは#6のDNAプロープにのみ結合活性を示し、塩基配列特異的な結合が示唆さ

れたが、これをさらに確認する目的で、 #6を標識DNAプロープとした反応液中に、モ

ル数にして約100倍量の標識していない#6DNA断片(レーン4)または#5DNA断片(レー

ン5)を加えて競合実験を行った。いずれの場合も競合の効果は見られず、競合実験の

ための反応条件の検討が必要であると思われた。なお、 Rst2pの全長のタンパク質を用

いた場合にも、 #6のDNAプローブのみで移動度の遅いバンドが観察され、その性質は

図26の実験で用いたRst2ZFタンパク質と同じであった(データは示さない)。

probe #6 #5 #7 

protein 1 - C R R R R R Irττ寸I_ C R 

competitor - -ー #6 #5 -

mM OP -ーーー- 10 10 -

mM Zn ー 0.5 -

or・l.. ... ・‘・・'司骨
4・-

.. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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区126(前頁)目12遺伝子産物(Rst2p)は51e11遺伝子の転写調節銀波を合むDNA断片に結合する

51e11 j世伝子の転写開始点の5'上流 404から・230(#5 ;レーン8との、ー229から 96(#6;レーンlから

7)、および-95から+6(#7;レーン10から12)を標識DNAプロープとし(いずれも二本鎖DNA;盗基配列は

l亙5、模式図は ISJ13を参!町、Rst2pのZn日ngerモチーフを含む部分タンパクn(Rst2ZFタンパク質1図中

ではR'レーン3から7、9、および12)とZn一日ngerモチーフを欠くタンパク11(Rst2.:).ZFタンパクT21医l中

ではC;レーン2、8、および11)を片]いてゲJレンフトアァセイを行った。 栃と仰のDNAプロープについ

ては、タンパク質を含まない反応液も屯気ホ到j した(レーン!と 10) 。 タンパク ft が際~;':l:DNA プロープに

結合しで生じた移動度の遅いバンドの位前Lを矢印で示す。Fはプロープの位置を示す。 Rst2ZFタンパク

質のDNA結合能がZn2+イオン依存性であることを確芯するための実験では、 10mMの1，10-

phenanthrolineを力日えた後に、 bufferA (レーン6)または0.5mMZnS04 (レーン7)を))0えてインキュベート

した(材料と方法を参JI~)。競合実験では、モ lレ数にして標識DNA プロープの約 100115 iî;:に相当する、 f~

識していない#6DNA断片(レーン4)または#5DNA断片(レーン5)を加えた。

続いてRst2pカ弐JASst領域内の塩基配列に結合している可能性を検討した。

前の実験で用いたものと同じRst2pの部分タンパク質を用い、 UASstを含むDNA断

片(#8;-404から-96，塩基配列は図5、模式図は図13を参照)と、そこからUASstを除去

したDNA断片(#86; -225から 185を欠失させたー404から-96，図5、図13を参照)を標

識DNAプローブとしてゲルシフトア yセイを行った(図27)0Zn -fing巴rモチーフを含む

Rst2ZFタンパク質は#8のDNAプローフーに結合して移動度の遅いバンドを生じ(レーン

3)、その結合はZn2+イオン依存的であった(レーン4と5)。しかしRSl2ZFタンパク質は

将ムのDNAプロープには結合しなかった(レーン10)。レーン 10では非常に少量の移動

度の遅いバンドが見られるが、これは#86をプロープとしてタンパク質を含まない反

応液を電気泳動した場合(レーン8)や、 Zn-fingerモチーフを欠いたRst26ZFタンパク

質を用いて反応させた場合(レーン9)でも観察され、タンパク質とDNAプロープとの結

合によって生じたものではないと考えられる。従って、 RSI2ZFタンパク質はsleJJ遺伝

子のプロモーター領域に結合するが、その結合にはUASst領域が必要であることが結

論される。なお、 #8を標識DNAプローブとした反応液中に、モル数にして約100倍量

の標識していない#8DNA断片(レーン6)または#8ムDNA断片(レーン7)を加えたが、

いずれの場合もやはり競合の効果は見られなかった。
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probe #8 #8~ 

protein C R R R R R C R 

competitor - ー #8 #8~ -

mM OP 10 10 ー

mM Zn ー 0.5 -

-ー
4画- ... ‘- .~ 

司・・・・-_11
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

図27rst2遺伝子産物(Rst2p)の5te11遺伝子の転写調節領域への結合には、 UASstが必要である

51e11遺伝子の転写開始点の5'上流-404から-96に相当するDNA断片(#8;レーンlから7)と、そこから

UASst (-225から 185)を欠失させたDNA断片 (#86;レーン8から10)を標識DNAプロープとし(いずれも

二本鎖DNA;塩基配列は図5、模式図は図13を参照)、 Rst2pのZn-fingerモチー7を含む部分タンパク

1't(Rst2ZFタンパク質，図中ではR;レーン3から7、および10)とZn-日ngerモチーフを欠〈タンパク質

(Rst26ZFタンパクJI{， 図中ではC;レーン2とめを用いてゲルシフ トアァセイを行った。それぞれのプ

ロープについて、タンパク 1~ を含まない反応液も電気司，ôJ'ij) した(レーン ! と針。タ ンパク質が標識DNA プ

ロープに総合して生じた移動度の遅いハンドの位置を矢印で示す。 Fはプロープの位訟を示す。 Rst2ZF

タンパク質のDNA結合能がZn2+イオン依存性であることを硲認した実験では、10mMの1，10-

phenan山rolineを加えた後に、 bufferA (レーン4)または0.5mMZnS04 (レーン5)を加えてイ ンキュベー ト

した(材料と方法を参照)。競合実験では、モル数にして標識DNAプロープの約100j音量に相当する、際

識していない総DNA断片(レーン6)または#86DNA断片(レーン7)を加えた。
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10.2 rst2遺伝子産物I;l:UASstに結合する

Rst2pが結合する塩基配列を特定することを目的として、 Rst2ZFタンパク質を結合タ

ンパク質としたsteII遺伝子の転写調節領域のDNaseIフ y 卜プリンテイング解析を行

った。

DNase Iフットプリンティング解析は、 DNA結合タンパク質がDNAに結合している

と、その結合部位がDNaseIによる切断から免れる、という性質を利用して、結合部位

を塩基レベルで特定したり、定量的に実験を進めることによって、タンパク質 DNA

結合の量的関係や結合エネルギーの推定を行うことができる。標識DNA断片の定量化

が困難であったため、ここではむt2ZFタンパク質の結合配列の特定を目的とした。二

本鎖DNAの片方の鎖の5'末端が標識されたsteIl遺伝子の転写調節領域と、 Rst2ZFタ

ンパク質を平衡化(結合)させ、 DNaseI処理した。同じ標識DNA断片を用いて化学修

飾法による塩基配列決定反応を行った試料とともに、 DNas巴I処理した試料をシークエ

ンスゲルで分離した。センス鎖を標識した場合を図28Aに、アンチセンス鎖を標識し

た場合を図28Bに示した。Rst2ZFタンパク質を加えた場合にのみDNas巴iによる切断を

免れてバンドが消失している部分が見いだされ(図の右にコの字型で示した部分，レー

ンA5、A6、B3およびB4)、Rst2ZFタンパク質が特定の塩基配列に結合していることが

示された。その部分の塩基配列を決定したと ころ、その位置はセンス鎖とアンチセン

ス鎖で重なっており(図28C)、センス鎖ではー198からー183(5' -CTTCCCCTCA T ACACA -

3' )、 アンチセンス鎖ではー185からー195(グー TGTATGAGGGG-3')であった。以上の結

果は、Rst2pがsteII遺伝子の効率的な転写に必要なUASst領域に塩基配列特異的に結合

していることを強〈示唆する。Rst2pの結合配列は、 Zn-fingerモチーフにおいてRst2p

と最も高い相向性を示したサッカロミセス酵母のADRl遺伝子産物の結合配列(5'ー

TCTCCAACTT A TAAGTTGGAGA -3' )とは異なるが、 MJGI遺伝子産物の結合サイト

に保存されているGGGGモチーフ(Nehlinet aJ.， 1991)を持っていた(図30;まとめと考察

を参照)。

以上、この節ではまず、rst2遺伝子産物(Rst2p)がZn-finger型のDNA結合タンパク質

であることを示し、続いてRst2pがsteIl遺伝子の転写調節領域内のUASst領域に塩基配

列特異的に結合することを、DNase1フットプリンテイング解析により示した。本節の

結果と、UASstはsteIl遺伝子の効率的な転写のために特に重要な領域であること(第 I

章4節)、ISt2J宣伝子の過剰発現がrakl遺伝子破壊株にstelI遺伝子の転写誘導を回復さ
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A2とBl);Pu，グアニン猛恭とアデニン出庄の位置を示す温基配~IJiÆ定j豆J，i'，"，・の式料(レーン A3)、をそれぞ

れ意味する。 Rst2ZFタンパク貨の添加によ ってDNase1による切断から保ぶされた領域をAとBの右目IJ

せること(本章7節)、 rst2遺伝子の破壊はsteJJ 遺伝子の転写レベルを著しく低下させさ

せること(本章9節)から、 Rst2pはsteJJ 遺伝子の効率的な転写に必要な転写因子である

ことが結論される。 にコの字型で示し、 Cにその領域を温基自己ダIJとともに示した。Cでは l二がセンス鎖、干がアンチセンス

鎖で、センス鎖の5'末端と3'末端にsre!!J立伝チの転写1m始点からの出jt欽を示した。UASstを四角で四

み、 TRbox (TRl)を下車!itで示した。

11. steJ J 遺伝子の窒素源枯渇条件下での転写誘導はrst2遺伝子産物とsteJJ 遺伝子産
、句。'"1:)'、. . 物の双方によって調節を受ける

第I章5節てはsteJ1遺伝子の窒素源枯渇による転写誘導は、 stell遺伝子産物

(Ste11p)自身による正の調節を受けていることを示し、本章ではrst2遺伝子産物(Rst2p)

がslell遺伝子の効率的な転写に必要な転写因子であることを示した。stell遺伝子の転

写調節におけるRst2pとSte11pの機能についてさらに考察するため、片方の遺伝子の過

剰発現がもう一方の欠損によるstelJ 遺伝子の転写量の低下を打ち消すことができるか

を検討した。一方の過剰発現により、もう一方の欠損を補うことができれば、それら

はたがいに共通な機能を持つことを示唆し、補えなければそれらは独自の機能をもっ

て役割を分担していると考えられる。

rst2遺伝子破壊 stell-029二重変異株を作製し、 rst2遺伝子を過剰発現するプラスミ

ドとsteJI 遺伝子を過剰発現するプラスミドそれぞれで形質転換した。対数増殖期と窒

素源枯渇条件下の形質転換体からRNAを調製して、 steJI 遺伝子断片をプロープとした
.‘ 
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ノザンブロッ ト分析を行った(図29)。二重変異株では、それぞれ単独の変異株で見られ

たのと同様に、窒素源枯渇条件下で、のsteJJ遺伝子の転写が抑制されていた(レーンlと

C 

2)。この株では、steJJ遺伝子の過剰発現(レーン3と4)、rst2遺伝子の過剰発現(レーン5

.231 r-一一ーーーーーーー， -，‘， 

5. c:AlrI\帽 TTACTTTUCC:CC:首相~TT守司町oe=官CTCATAC~ATTT吹裕CTAQACTT.v.AAAAGT司~= ，
"弘T.eu司品目吋前品c.o刊品品目田品叫個品目仇間帯，~司副官司M円刊?官.u.CTT.u.A臥~e~

UAS・t L一一ーーーーーー.....J TIH 

と6)のどちらの場合にも窒素源枯渇条件下でゲノム上の変異stelJ遺伝子の転写が回復

した(レーン4と6)。この結果は、stell遺伝子とrst2遺伝子は、過剰発現した場合に

は、どちらも窒素源枯渇条件下で"steJI 遺伝子の転写を促進し、 stell遺伝子の転写に関
図28rsr2泣伝子産物の結合配列の特定

Rst2ZFタンパク11を結合させたsreJJ遺伝子の転写調節領減のDNasel7'Jトプリンティング解析(A
して相手の欠損を補い合うことができることを示している。

とB)oAにセンス鎖の5'末端を放射性標識した場合、 Bにアンチセンス鎖の5'末端を線識した場合の粘

果を示す。各レーンの上に示してある数字および記号は、 0，タンパク11を加えていない標識DNAを

DNaseI処理した試料(レーン AI、A4、およびB2); 0.3， 0.3μgのRst2ZFタンパク11と平衡化させた標識

DNAをDNasel処理した試料(レーン A5とB3);1.5， 1.5" gのRst2ZFタンパク'Itと平衡化させた際識DNA
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をDNasel処理した試料(レーン A6とB4);G，グアニン海J，!;の位慌を示す塩基配!{IJiた定反応の試料(レーン
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plasmid pDB stell rst2 

N: + + + 

stell {+}じ〉
1唱贋野

stell じ〉 開{truncated} 

rRNA 

1 2 3 4 5 6 

図295Ie!!;世伝子の転写誘導は即2遺伝子産物と51e!!泣伝子産物の双方によって調節を受ける

ホモタリックrsl2遺伝子破Jil.sleJJ・029二重変異4利X280を、ベクタープラスミドpDB248・(レーンl

と2)、Sle!!遺伝子を過剰発現するプラスミドpDB-stell+(レーン3とめ、 rsl2遺伝子を過剰発現するプラ

スミドprsl2-Dl(レーン5と6)で形質転換した。対数噌殖期(N:+;レーンl、3、および5)と窒素i原枯渇条

件下(N:-;レーン2、4、および6)の形質転換体からRNAを謝製し、 Sle!!;自伝子断片をプロープとしてノ

ザンプロット分析を行った。転写産物の位置を矢印で示す。Sle!!(+)はゲノム上の変異Sle!!ill伝子の転

写産物の位置を、 sleJJ(tr叩 caled)はpDB-stell+のベクターよのプロモーターからの転写産物の位置を示

す。各レーンに屯気i本動されたRNA:iii:の目安として、 rRNAのエチジウムブロマイド染色の結栄を下に

示した。
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12 第 II章のまとめと考察

栄養J原の枯渇によって転写誘導を受けるste11遺伝子の転写調節機構を解明する一環

として、この章では、栄養t原の情報を伝達するcAMP-PKA経路と、 sle11遺伝子の転

写調節との問を埋める因子の同定を試みた。

はじめに、rak1遺伝子破壊株の接合、胞子形成不能の表現型を抑圧する{憂性変異株

の分離を行った。そのような変異の候補としては、 cAMP-PKA経路を優性に不活性化

する変異、 ste11遺伝子の転写を正に調節する未知の転写因子の優性変異、活性型の

stell変異などが考えられた。分離された4株のうち、 RD203Y変異株の窒素源枯渇条

件下でのみste11遺伝子の非常に強い転写誘導が観察された。ste1J 遺伝子の転写因子と

しては、本研究で同定したrst2遺伝子産物と、自身の遺伝子産物が、どちらも転写に促

進的に働くことが明らかとなった。第 I章のまとめと考察で述べたように、 ste11遺

伝子の転写調節領域にはその転写を負に制御する領域も存在し得ると考えられる。

RD203Y変異はその負の調節に関わる因子の変異である可能性と、まだ未同定の正の制

御を行う転写因子の変異である可能性とが残されている。本研究で解析を行ったrst1遺

伝子は、 優性変異遺伝子ではなかった。優性変異遺伝子は、過剰発現すると細胞の生

育を阻害する可能性があり、マルチコピーサプレッサーとしては単離できなかったと

も考えられる。

r且k1遺伝子破壊株の有性生殖不能の表現型を多コピーで抑圧するマルチコピーサプ

レyサーとして単離したrstJ遺伝子と rst2遺伝子は、塩基配列治、ら、ともにC2-H2型の

Zn -fingerモチーフを持つタンパク質をコードしていると予想された。この型のZn

fingerモチーフは、2つのシステイン残基と十数アミノ酸離れて存在する2つのヒスチ

ジン残基を含む約30アミノ酸残基がひと組となってZn2+イオンを挟み込み、ループと

なった部分の後半がαヘリックスを形成して指のようにDNAのm勾orgrooveに結合す

ると考えられている(Paπagaet aJ.， 1988)0 rSl1 遺伝子産物(Rstlp)と最も高い相向性を示

したSON1遺伝子はサッカロミセス酵母の核タンパク質の局在に異常が起こるsec63

101/口'plI-1変異株の抑圧変異遺伝子として同定された核タンパク質をコードする

(Nelson et aJ.， 1993)0 SON 1 ;宣伝子産物I;J:Zn-finger型の転写因子であるという報告はさ

れていないが、Zn-fingerモチーフと有意な相同性を示し、転写因子である可能性は高

いと考えられる。Rstlpは他にサ yカロミセス酵母のMSN2J宣伝子産物やマウスのKrox
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-20遺伝子産物のZn-fing巴rモチーフと高い相向性を示した。MSN2遺伝子産物はアミ

ノ酸配列が良く類似したMSN4遺伝子産物とともに、インベルターゼをコードする

SUIα遺伝子の転写調節を行う転写因子であることが示唆されている(Estruchand 

Carlson，1993)0 msn2 msn4二重変異株は、呼吸阻害剤存在下でガラクトース培地での生

育ができなくなる。Krox-20 遺伝子は増殖刺激に応答して転写誘導を受けるマウス培

養細胞の転写因子として同定された(Chavrieret a1.， 1988)。後になってKrox-20遺伝子

がijr発生の過程で後脳に特異的に発現していることがわかり、そのセグメンテーショ

ンに関与している可能性が示唆されている(Wilkinsonet a1.， 1989)0 Rst 1 pはKrox・20遺

伝子産物とはZn-fingerモチーフ以外にもプロリン残基に富む相向性を示すアミノ酸配

列が見いだされた。そこがRstlpの機能上どんな意味を持つか興味深い。 Krox-20遺伝

子産物には転写因子の転写活性化ドメインとして知られる酸性アミノ酸に富んだ領域

が存在し、実際にその機能を持つことが示されている(Vesqueand Charn巴y，1992)0 Rst 1 p 

には酸性アミノ酸に富んだドメインは存在しない。一方、 rst2遺伝子産物(Rst2p)のZn-

fingerモチーフはサッカロミセス酵母のADR1遺伝子遺産物(Adrlp)と最も高い相向性

を示した。AdrlpはアルコールデヒドロゲナーゼをコードするADH2遺伝子のグルコー

ス抑制lを制御している転写因子で、(Blumberget a1.， 1987)、PKAによるリン酸化がAdrlp

の転写活性化能を負に制御することが示されている(Ch巴汀ye[ a1.， 1989)0 Rst2p liAdrlp 

の他にサァカロミセス酵母のM1G1遺伝子産物(N巴hlin加 dRonne， 1990)、ヒトのWilms'

1重傷の原因遺伝子WTli宣伝子産物(Callet a1.， 1990)、ヒトの培養細胞て、増殖刺激に応答

して転写量が増加するZn-fingerモチーフを持つ転写因子EGR1遺伝子産物(Sukhatm巴et

a1.， 1988)などともZn-fingerモチーフにおいて相向性を示した。このうちM1G1遺伝子

産物(Miglp)はグルコース抑制を受けるSUC2遺伝子、 GAL1遺伝子、 GAL4遺伝子の

転写調節領域に結合してそれらの転写に抑制的に働く転写因子である(Nehlinand Ronne， 

1990;Nehlineta1.，1991)0 Rst1p、Rst2pはどちらも、サッカロミセス酵母のグルコース

抑制に関わる転写因子と相向性を示した。サッカロミセス酵母の場合と同様に、それ

らの遺伝子の破壊は糖代謝に欠損を引き起こすのではないかと考え、 1'st1遺伝子破壊

株、 1'st2遺伝子破壊株をグルコース以外の糖を含む培地で培養して生育状況を観察した

が、野生型株と有意な差はみられなかった。 1'st1遺伝子、 1'st2遺伝子は単離された経緯

から、栄養源の情報を伝達する転写因子である可能性は高く、より条件を細かく検討

すれば新たな表現型が現れる可能性がある。

月 [1遺伝子で形質転換された1'ak1遺伝子破壊株では、栄養源の有者まにかかわらず
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sle11遺伝子の転写が昂進し、 1'st2遺伝子で形質転換された株では窒素源枯渇条件下で

のみste11遺伝子の転写が観察された。1'st1遺伝子、 1'st2遺伝子はどちらもste11遺伝子

の転写を回復させることによって1'ak1遺伝子破壊株の有性生殖不能の表現型を抑圧し

たことが示唆されたが、その機備の詳細は異なると考えられる。1'st2遺伝子は窒素{原枯

渇による転写レベルでの調節をあまり受けていない。1'st2iX!伝子の機能発現は転写後の

活性調節、例えば翻訳効率や翻訳後のタンパク質レベルでの調節を受けていることが

示唆された(この点については後程さらに考察する)0~政 l 遺伝子破壊株を1'st1遺伝子、

1'st2遺伝子、 ste11遺伝子を過剰発現するプラスミドそれぞれで形質転換して、各形質

転換体で、1'sl1遺伝子の転写産物、 1'st2遺伝子の転写産物をノザンプロット分析で検出し

た。その結果、 1'st1遺伝子の転写産物の量liste11遺伝子の過剰発現により減少してい

るのが観察されたが、 1'st2遺伝子の転写産物の量には変化はみられなかった(データは

示さない)。また、 ISt2遺伝子の転写産物の量は1'st1遺伝子の過剰発現により約4倍に増

加していた(データは示さない為 1'st1遺伝子、 1'st2遺伝子の相互関係や転写調節に関す

るこれらの結果を矛盾なく、十分に説明できるデータは今のところ得られておらず、

それは今後の謀題である。

j宣伝学的な解析から、 1'st2遺伝子はpka1遺伝子よりも下流、 ste11遺伝子よりは上流

で機能し、 sle11遺伝子の転写に必要な因子であることが示された。1'st1遺伝子破壊-

1'st2遺伝子破壊二重変異株は、 1'st2遺伝子単独の破壊株と同様、有性生殖不能の表現型

を示した(データは示さない)。一方1'st1遺伝子の機能については、これまでのところ、

過剰発現によるste11遺伝子の転写の促進が確認されているのみである。1'st1遺伝子破

壊株は細胞の生育に重大な欠損を示さないことから、 1'st1遺伝子産物がハウスキーピン

グ遺伝子の転写因子である可能性は低いと思われる。1'st1遺伝子産物が転写因子で、ある

場合、その標的遺伝子の同定を行い、 1'st1遺伝子が有性生殖過程以外で機能している可

能性も含めて、遺伝子機能の解明を進める必要がある。

1'st2遺伝子産物(Rst2p)はstel1遺伝子の効率的な転写にと って重要なUASst領域内に

結合し、 s[e11遺伝子の転写を正に制御する転写因子であることがわかった。 Rst2pの

結合配列は、 Zn-fingerモチーフにおいて相向性を示したサッカロミセス酵母のMIG1

遺伝子産物の結合サイトに保存されている、 "AT-richは塩基配列に続く GGGGモチー

フ"(N巴hlinel a1.， 1991)を持ち、 Rst2pは、 MIGI遺伝子産物とZn-fingerモチーフの相向

性ばかりでなく、結合配列の相向性も共有する(図30)0Zn -fingerモチーフの相向性と

結合配列の相向性については、 Zn-fingerモチーフ内に保存されたアミノ酸を持つヒト
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のSpl(Kadonagael al.， 1987)、EGRl遺伝子産物(Suggsel al.， 1990)とEGR2遺伝子産物

(Joseph el al.， 1988)、およびマウスにおけるEGR2相同遺伝子のKrox-20遺伝子の産物

(Chavrier el al.， 1988)がいずれもGC-richな塩基配列に結合することが示されている。

protected 

SUC2 AGTAATAAAAATGCGGGGAAT 
TTAGGAAATTATCCGGGGGCG 

GAL4 GAAGCTGAAAATCTGGGGAAG 
GALl TTAGCCTTATTTCT唱GGGTAA
cons. W WWTS GGGG 
stell CAAAATGTGTATGAGGGGAAG 

同30rsr2遺伝J-PE物の結合自己列とサッカロミセ

ス僻i手MIGli自伝チ産物の結合配列の比l絞

上から4段目までは、 MIGI遺伝子産物(Miglp)

によって調節を受ける遺伝f名とともに、それぞ

れの遺伝チの転写，湖節領成|付のMi旦Ipの結合自己列

を示した(Nehlinera/.， 1991)。コンセンサス配列

(cons.)は、 Miglpの結合配!iIJとrsr2遺伝チ産物

(Rst2p)の結合配列に共通なものを示した。 Wは

AまたはT、5はGまたはCを示す。最も下段に

はsrell泣伝子の転写調節領域内のRst2pの結合自己

列を示した。コの字型はタンパク質の結合により

DNaselによる切断から保議された範囲を示す。

最後に、 stell遺伝子の転写調節機構に関して本研究で明らかになったことをま と

め、それについて考察する。第 I章 5節では、 slell遺伝子の転写がslell遺伝子産物

(Slellp)自身によって正に制御されていることが示された。第 H章では、rst2遺伝子産

物がsleJJ遺伝子の効率的な転写に必要な転写因子であることが明らかになった。それ

では、これまでに得られた知見から、栄養源枯渇の情報はどのようにしてこれらの転

写因子に伝えられると考えられるであろうか。rst2遺伝子の転写量は培地の栄養状態に

よってあまり変化しない。またrst2遺伝子を過剰発現しでも、 slell遺伝子の転写は窒

素j原の枯渇に依存した誘導を受け、それはrakl遺伝子破壊株でも観察された。これよ

り、 rst2遺伝子はrakl遺伝子に依存しない栄養源枯渇の情報によって、転写後の活性

化、例えば翻訳効率の向上やタンパク質レベルでの修飾による活性化を受けていると

考えられる。rst2遺伝子産物には、 PKAの基質となり得るアミノ酸残基が存在する。

PKAの活性がrakl遺伝子に依存しない栄養j原枯渇による調節を受けている場合、 PKA

がRst2pをリン酸化によって負に制御している可能性がある。塩基性アミノ酸に続くセ
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リン残基やスレオニン残基は、 PKA以外の多くのタンパク質リン酸化酵素の基質とな

り得る(Hunter， 1991)。最近になって、サッカロミセス酵母のSCH9i宣伝子によってコー

ドされるタンパク質リン酸化酵素と高い相向性を示す分裂酵母の遺伝子として、 sckl

遺伝子が単離された(Jinelal.パnpress)o sck 1 遺伝子を過剰発現させた分裂酵母細胞では

有性生殖過程の抑圧が観察され、 PKAの触媒サブユニットをコードするpkal遺伝子を

過剰発現した場合と同様の表現型を示す(Jinet丘J.，in press)。またcAMP-PKA経路以外

にも培地の栄養源の情報を伝達する経路の存在が示唆されている(Kunilomoel al.， in 

p'巴ss)。栄養源枯渇の情報がこれらによってRst2pの転写活性化能に影響を与えている

可能性もある。今後はRst2pに対する抗体を作製して、 m V1VOでのRst2pの修飾やDNA

結合活性、 slell遺伝子の転写活性化能が栄養源枯渇により変化するか否かを検討し、

併せてrst2遺伝子の活性型変異を単離するなどして、 Rst2pの栄養源枯渇による活性化

機構について研究を進めたい。

、
す唾タ， 

UASst TRl stell 

関31srell 遺伝子の転写調節機桃のモデル

市12，宣伝子産物(Rst2p)は栄主主源の佑渇(-N)により活性化されてsrell泣伝子の効率的な転写に必要な

UASst内の結合サイトに結合し、srell遺伝子の転写を促進する。転写、制~~されたsrell 泣伝子産物

(Stellp)も栄養il)/.枯渇条件下で活性化されて転写調節領域のTRboxに結合し、さらに転写を促進する。

Rst2p、Stellpが栄益i原の枯渇の情報としてPKAによる制御を受けているかどうかは、まだ不明である。

野生型株で、slelJ遺伝子を過剰発現しても、 mei2)宣伝子の転写は窒素源枯渇に依存し

た変化を示す(未発表データ)ことから、 slell遺伝子産物の活性も転写後の活性調節を
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受けている可能性がある。本研究で得られた結果から、 slelli宣伝子の栄養源枯渇によ | 謝辞
る転写誘導について、次のようなモデルが考えられる(図31)0Rst2pは栄養源の枯渇に

よる活性化を受けてslell遺伝子の転写を促進する。それによ って増加したStellpもま

た、栄養源の枯渇による活性化を受けて自らの転写をさらに促進する。slell遺伝子の

完全な転写活性化にはRst2pとその結合配列であるUASst、Stellpとその結合配列であ

るTRboxのすべてが必要であり、 Rst2pとStellpによる効果は相加的であると考えら

れる。Rst2pやSt巴IIpが、栄養源、枯渇条件下で、のみ転写活性化能を持つような転写後の

活性化調節を受けているとすれば、栄養源の枯渇による転写誘導も説明できるが、そ

れを直接証明する結果は得られていない。 stell遺伝子の転写調節領域に転写誘導に必

要なC1S 因子があり、そこに結合する未知の転写因子を介して栄養j原による調節を受

けている可能性も残されている。

steJ/遺伝子の転写を直接制御し得る遺伝子としては、 rst2遺伝子、 stell遺伝子以外

にも、転写を促進する因子としてrstl、moclが得られている。mocl遺伝子は、細胞内

cAMPレベルが高い株が示す接合、胞子形成不能の表現型を回復させるマルチコピーサ

プレッサーとして単離された必須遺伝子である(望月，1992)0mocl 遺伝子産物はヒトの

MHC dass II遺伝子の転写を調節するRFX転写因子のDNA結合ドメイン(R巴ithet aJ.， 

1990)と相向性のある部分を持ち、 rstl遺伝子産物は本研究で示したようにZn-finger 

モチーフを持ち、ともにstell遺伝子の転写因子である可能性は十分にある。最近にな

ってCRE(cAMPresponsive element)に結合するヒトのCREBP-1と相向性を示すgad7遺伝

子とpcrl遺伝子が分裂酵母より単離され、それらの遺伝子破壊株ではsteJ/遺伝子の転

写が弱まっていることが示されている(加納、渡辺私信)。分裂酵母の有性生殖過程に

おけるPKAの主要な基質は依然として不明である。高等真核生物で明らかになってい

るように、これらのCREBP-1相同遺伝子産物がcAMP-PKA経路の制御を受けている

かどうかが興味深い。slell遺伝子の転写調節領域のより詳細な解析と、これらの転写

因子の機能とが対応付けられるかどうかも、今後の謀題である。
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大学院における5年間の研究を熱心にご指導くださいました山本正幸先生に心より

感謝いたします。

srell遺伝子関連の実験に関して、未発表データの引用をさせていただき、プラスミ

ドクローンの供与、実験上のアドバイスをしてくださった杉本亜砂子博士に心よりお

礼申し上げます。

山本研究室の皆様には大変お世話になりました。特に、渡辺嘉典博士、加納純子氏

には未発表データを引用させていただきました。飯野雄一博士、渡辺嘉典博士は研究

環境を整備し、多くの時間を割いて有益なデイスカッションをしてくださいました。

矢花直幸氏、藤田雅文氏には研究を進める過程で貴重なデータを提供していただきま

した。研究の進め方について、また結果の解釈について多くの議論をし、さらに精神

上の支えとなってくれた同学年の一色孝子氏、田仲加代子氏、黒森崇氏に深く感謝い

たします。

大学生活を経済的に支援していただいた財団法人竹中育英会にお礼申し上げます。

最後に長い学生生活を見守ってくれた両親に感謝します。
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