
(4)プ ロモーターシャットオフの細胞 の表現型の解析

致死であるdcw1Δdfg5Δ 両破 壊株の表現型を調 べるため、プロモーターシャットオ

フの方法を採用することにした。すなわち、ガラクトース存在下でDFG5を 発 現す るプ

ラスミド(pYC2D)を 保持したdcw1Δ dfg5Δを作成することにした。この株をまずガラクト

ース含有培地で培養すると、この条件ではDFG5は 発現しているが、その後 、グルコ

ース含有培地に培養液を接種し、培養するとこの条件では 、DFG5は 発現しないはず

である。

目的 の株 を作 成 す るた め、まず55FCYをpYC2Dで 形 質 転 換 した。55FCYに 保 持 さ

れ ているpRS424Yを 除 くため 、生 じたコロニ ーを5-FAAを 含 む 培 地 に接 種 した(Toyn 

et al.,2000)。 このクロー ンを以後56FCFと 呼 ぶ。56FCFの 細 胞 をガラクトースを含 む

CSM-URA培 地 で30℃ にお いて48時 間 培養 し、ガラクトースあるいは グル コー スを含

むCSM-URA培 地 に接 種 し、30℃ で48時 間培 養 した。ガラクトースで培養 した細 胞 は

コロニ ー を形 成 したが 、グル コー スで培 養 した 細 胞 はコロニ ー を形 成 しなか った(Fig.

4-4B)。 この 結 果 は 明確 に、dcw1Δ dfg5Δ はDfg5pが 発 現 してい るときのみ増 殖 でき

ることを示 している。Dcw1pとDfg5pの 両 方 を欠 損 している細 胞 は1Mソ ル ビトール 存

在 下でも生 育 できなか った。次 にこのDcw1pとDfg5pを 枯 渇 させ た細 胞 の表 現 型 を詳

しく調 べ た 。ガ ラクトー スを含 むCSM-URA培 地 で 培 養 した 後 グル コー スを含 む

CSM-URA培 地 で 培 養 し、経 時 的 にサ ンプ リングしてメチ レンブル ー 染 色 法29)で 生菌

率 を調 べると、グル コースで培 養 開始16時 間後 か ら急 速 に生 菌 率 が 下 降 し、25時 間

後 に細 胞 はす べ て死滅 した。そこで、グル コースに移 してか ら15時 間 後 の細 胞 を詳 し

く調 べ ることにした。これ らの 細 胞 は、プ ロモー ター が活 性 化 され た細 胞 、す なわちガ

ラクトー スを含 む 培 地 で 培 養 され た細 胞 に比 べ てい くつ か の細 胞 壁 に関 連 す る表 現

型 を示 した。微 分 干 渉 対 照 の光 学 顕 微 鏡 で観 察 す ると、プ ロモ ー タをシャットオ フした

細胞 は 、プロモー ター が活 性 化 され た細 胞 よりも丸 く大 きくなっていた(Fig.4-4)。 これ

はFACSを 用 いたforward light scatterで も確 認 され た。Forward light scatterは 細 胞



の 大きさを表 す 。プ ロモ ー ター シャットオ フの 細 胞 は、プ ロモ ー ター が活 性 化 された 細

胞 の約2倍 のforward light scatterを 持 っていた。細 胞 壁 に欠 損 がある細 胞 は 丸 く大 き

くなることが 知 られ ている(Vai et al.,1991)の で 、この結 果 は 、dcw1Δ dfg5Δ 両破 壊株

は 欠 損 した細 胞 壁 を持 ってい ることを示 唆 してい る。プ ロモ ーター シャットオフの細 胞

を、キチ ンを染 色 す るカル コフロー ル ホワイトで染 色 す ると、細 胞 表 層 全 体 が 強 く染 ま

ったの に対 し、プ ロモー ター が活 性 化 され た細 胞 で は 出 芽 痕 の周 りだ けに強 い シグナ

ル があった(Fig.4-4)。 この結 果 は 、プ ロモー ター シャットオ フの細 胞 では 、細 胞 壁 が弱

くなったた め にキチ ンが増 加 し、キチ ンが脱 局 在 したことを示 している。



Fig. 4-4. Promoter shut-off cells show phenotypes of a defective cell wall.

Cells of the double disruptant of dcw1Δ and dfg5Δ harboring plasmid (GALP::DFG5) 

(56FCF) were incubated at 30℃ for 48 hours in CSM-URA containing galactose. An 

aliquot of the sample (0.2 ml) was used to inoculate 5ml CSM-URA containing 

galactose (A) or glucose (B) and the new cultures were incubated at 30℃ for 48 hours 

on plates (left panels) or for 15 hours in liquid culture (other panels). Growth on plates, 

differential interference contrast microscopy, fluorescence microscopy, and analysis of 

forward light scatter with FAGS are shown.



そこで 、キチ ンの含 量 をRamら が 報 告 している炭 水 化 物 の解 析 方 法(Ram et al.,

1998)に より確 認 した。キチ ンの含 量 はグル コサミンの含 量 を測 定 す ることで求 め た。た

だ し、この 分 解 条 件 で は 、N-ア セチ ル グル コサミンも脱 アセチ ル 化 され てしまうた め 、

グルコサミンとN-ア セチ ル グル コサミンを区別 す ることはできない 。プロモ ー ター シャッ

トオ フの細 胞 で は 、グル コサミンは細 胞 の炭 水 化 物 量 全 体 の5.71±0.51%で あったの

に対 し、プ ロモー ター が活 性 化 した細 胞 で は 、グル コサミンは炭 水 化 物 量 全 体 の2.76

±0.36%で あった。この結 果 はプ ロモー ター シャットオ フの細 胞 でキチ ン含 量 が増 えた

ことを 明 確 に 示 して い る。キチ ンは 細 胞 壁 に欠 損 が あ ると増 えると報 告 され て い る

(Shimizu et al.,1994;Ram et al.,1998;Popolo et al.,2001)こ とか ら、この結 果 はプ ロ

モ ー ター シャットオ フの 細 胞 が欠 損 した細 胞 壁 を持 ってい ることを示 して いる。Dcw1p

とDfg5pが 細 胞 壁 の 生合 成 に 関与 しているとい う本 研 究 の仮 説 をさらに検 証 す るため、

GPI-CWPの ひ とつ であるCwp1p(Shimoi et al,1995)の 細胞 壁 へ のアンカリングを調 べ

た。Cwp1pは 野 生 株 や プ ロモ ーター を活 性 化 した細 胞 、dcw1破 壊 株 、dfg5破 壊 株 の

培 養 上 清 で は検 出され なか ったの に対 し、プ ロモ ー タニ シャットオ フの 細 胞 の 培 養 上

清 で は検 出され た(Fig.4-5)。 この結 果 は 、GPI-CWPの 細 胞 壁 へ のアンカリングが

dcw1Δ dfg5Δ で は欠 損 してい ることを示 してい る。以 上 のプ ロモ ー タシャットオ フの細

胞 の解 析 か ら、Dcw1pとDfg5pが 細 胞 壁 の生 合成 に 関与 していることが 明らか となっ

た。



Fig. 4-5. Western analysis showing that Cwp1p is secreted into the culture 

supernatant in the double disruptant of dcw1Δ and dfg5Δ.

Lane 1, wild-type cells (YPH499); lanes 2 and 3,dfg5Δ (52F); lanes 4 and 5,dcw1Δ 

(51C), all incubated in YPAD. Lanes 6-9, disruptant of dcw1Δ and dfg5Δ harboring 

plasmid (GALP::DFG5) (56FCF). Cells were first incubated in YPAGal, aliquots of 

these cultures were used to inoculate duplicate YPAGal (lanes 6 and 7) and YPAD 

(lanes 8 and 9) cultures and the new cultures were incubated at 30℃ for 15 hours. 

Lanes were loaded with 10μl culture supernatant, the gel was electrotransferred to a 

membrane, and the membrane was stained with an antiserum against Cwp1p. MW 

values (kDa) of standards are indicated at the left.



(5)Dcw1p-HAの 生化 学 的解 析

次 にDcw1pのN末 端 にHAの3回 繰 り返 しのエピトー プ を挿 入 す ることで 、Dcw1p

を生 化 学 的 に解 析 す ることとした。まず 、DCW1-HAを 含 むプ ラスミドpRS416Hを 作 成

し、dcw1破 壊 株 に導入 し59SHYを 得 た。pRS416Hはdcw1破 壊 株 のザイモリアー ゼ

高 感 受 性 を相 補 できたの で 、機 能 を保 持 していると考 えられ た。C末 端 の解 析 か ら、

Dcw1pは 膜 に局在 す るGPIア ンカー型 タンパ ク質 であると考 え られ る。そこで、まず

Dcw1p-HAの 局 在 を 調 べ た 。59SHYの 膜 フ ラクシ ョン を調 製 し 、そ の ま ま か

endoglycosidase Hあ るい はN-glycanaseで 処 理 した後 、HAに 対 す る抗 体 を使 ってウ

ェスタン解 析 した(Fig.4-6A)。 膜 フラクションにHAと 反応 す る80kDaの バ ンドが検 出さ

れ 、endoglycosidase Hあ るい はN-glycanaseで 処 理 した後 は分 子 質 量 が55kDaに な

ったことか ら、膜 に局在 し、N糖 鎖 を持 つ ことが 明らか となった。この 結 果 は 、Dcw1pが

12個 の想 定 上 のN糖 鎖 結 合 部位 を持 つ ことと一 致 す る。また 、Dcw1pの タンパ ク質 部

分 の計 算 上 の分 子 質 量 は49.5kDaで あり、Dcw1pは 多 数 のセ リン ・スレオニ ン残 基 を

持 つ ことか ら、Dcw1pはN糖 鎖 だ けで はなくO糖 鎖 も持 つ と考 えられ た。次 に 、Dcw1p

が膜 とどのように相 互 作用 しているか を調 べ た。59SHYの 膜 画 分 をTriton X-100あ る

いはPI-PLCバ ッファー 中37℃ で2時 間処 理 し、遠 心 し、上 清 と沈 殿 をHA抗 体 でウ

ェスタン解析 した(Fig.4-6B)。 そ の結果 、Dcw1p-HAは バ ッファーAでincubateし た と

きは 沈殿 だ けに検 出 され た が、detergentで あるTritonX-100の 存 在 下 では 上清 に移

行 した 。この結 果 は 、Dcw1pが 膜 に局 在 して いることを明 確 に示 して いる。一 方1M 

NaClや0.2M Na2CO3の 存 在 下 で はDcw1pは 沈 殿 の み に検 出 され たことか ら、

Dcw1p-HAは 膜 に 弱 い 相 互 作 用 で 結 合 してい るわ け で は な い ことが わ か った 。

PI-PLCで 処 理 す ると、Dcw1p-HAの シ グ ナ ル は 上 清 に 検 出 され た ことか ら、

Dcw1p-HAはGPIア ンカー 型 タンパ ク質 であることが示 され た。これ らの結 果 か ら、

Dcw1pはN糖 鎖 が付 加 してお り、膜 にGPIア ンカー を通 じて結 合 していることが示 さ

れ た。しか しなが ら、細胞 壁 にも少 量 のDcw1p-HAが スメアなバ ンドとして検 出され た。



これらの 結果 はGas1pと 類 似 して お り、Gas1pもN糖 鎖 が 結 合 したGPIア ンカー型 膜

タンパ ク質 であるが 、細 胞 壁 にも検 出され ている(De Sampaio et al.,1999)。

Fig. 4-6. Dcw1p-HA is an N-glycosylated, GPI-anchored membrane protein.

(A) The membrane pellet of dcw1Δ harboring pRS416 containing DCW1-HA (59SHY) 

was treated with Endoglycosidase H or N-glycanase (both Takara Shuzo). The pellet 

was then subjected to western analysis using anti-HA. Lane 1: Fraction not treated 

with Endoglycosidase H or N-glycanase, lane 2: Fraction treated with Endoglycosidase 

H, lane 3: Fraction treated with N-glycanase. MW values (kDa) of standards are 

indicated at the left. (B) The membrane fraction of dcw1Δ harboring pRS416 containing 

DCW1-HA (59SHY) was treated without Triton X-100 or PI-PLC (lanes 1 and 2), with



Triton X-100 (lanes 3 and 4) or with PI-PLC at 37℃ for 2 hours (lanes 5 and 6), 

centrifuged at 10,000 g for 20 min and fractionated into the precipitate (lanes 1, 3, and 

5) and the supernatant (lanes 2, 4, and 6). The precipitate and the supernatant were 

subjected to western analysis using an antibody against HA. MW values (kDa) of 

standards are indicated at the left. (C) The membrane pellet and laminarinase-treated 

cell wall ffaction of dcw1Δ harboring pRS416 containing DCW1-HA (59SHY) was 

analyzed by western analysis using an antibody against HA. Lane 1: the membrane 

pellet, lane 2: the cell wall fraction. Each lane contains approximately 5×105 cells.



(6)Dcw1p-HAの 局 在 性 の解 析

次 にDcw1p-HAの 細 胞 内 の局在 をHA抗 体 で調 べ た。DCW1-HAを 含 む 単 コピー

プラスミドであるpRS416Hを 持 つ59SHYの 蛍 光 は弱 す ぎて正 確 な 局在 がわか らなか

った 。この ことは 恐 らく、DCW1の 発 現 が 元 々 弱 い せ い だ と考 え られ る。そ こで 、

DCW1-HAを 含 む マル チ コピー プラスミドを持 つ60MHYを 観 察 したところ、蛍光 は は

るか に強 く局 在 を決 定 す るの に充 分 な 強 さであった(Fig.4-7)。Recombinant β-1,3-

グル カナ ー ゼ で あるQuantazymeを 用 い ると蛍 光 は は るか に強 くなった ことか ら、

Dcw1pの 主要 な 局在 は細 胞 壁 で はなく細胞 膜 であると考 えられ た。Dcw1p-HAの 蛍 光

は細 胞 表 層 にパ ッチ 状 に観 察 され た。このパ ター ンはGFPを 連 結 した細 胞 壁 タンパ ク

質 でも観 察 され ている(Ye et al.,2000;Ram et al.,1998)。 核 の周 りにも強 いシグナル

が検 出 された ことか ら、小 胞 体 にも一 定 の量 が局 在 してい ることが 示 唆 され た。ただし、

これ はDcw1p-HAを 強 発 現 してい るため にDcw1p-HAの 中間 体 が小 胞 体 に滞 留 して

いるのか もしれ ない。Dcw1p-HAがGPIア ンカー 型 膜 タンパ ク質 であること、細 胞 壁 より

も細 胞 膜 に多 く検 出 され ること、多 くの 研 究 がGPIア ンカー 型 タンパ ク質 が 細 胞 膜

(Roemer and Bussey,1995;Popolo and Vai,1999)か 細 胞 壁(Shimoi et al.,1995;van 

der Vaart et al.,1995)に 局在 す ると報 告 してい ることを合 わせ て考 えると、Dcw1pは 細

胞 膜 に主 に局 在 していると考 えられる。



Fig. 4-7. Dcw1p-HA is localized on the cell surface.

The cells of dcw1Δ harboring pRS426 containing DCW1-HA (60MHY) were incubated 

to an OD660 of approximately 1.0 in 5 ml CSM-URA at 30℃. The cells were observed 

under a microscope (NIKON Eclipse 600, 100-fold objective) by immunofluorescence 

using the antibody against HA (panels 1), DAPI staining (panels 2) or by differential 

interference contrast (panels 3).



4考 察

dfg5破 壊株 は酵母 の糸状成長や細胞の極性化、伸長に欠損があると報告されてい

る(Mosch and Fink,1997)。 しかしながら、Dcw1p(Ykl046cp)とDfg5pの 正確な役割 はこ

れまでわかっていなかった。これまで多数の細胞壁が弱くなった変異株が取得されて

きたにも関わらず、DCW1とDFG5が 同定されてこなかったのは、これらが二つとも破

壊されないと明確な表現型が出ないためであったと考えられる。本章では、これらの遺

伝子の産物の機能を明らかにするため、まず遺伝学的方法を用いた。その結果、両

遺伝子の破壊は致死であり、dcw1破 壊株 とdcw1Δ dfg5Δ 株 は細胞壁が欠 損した表

現型を示すことが明らかとなった。また東京大学のグループもdfg5破 壊株 でCwp1Pが

高発 現し、また細胞壁のマンナンタンパク質とグルカンのおおまかな比率を表す細胞

壁のMannose/Glucose比 が高いことを見 出しており(Tomishige et al.,2003)、dfg5破 壊

株 の細胞壁 が損傷 していることを示唆するデータを得ている。これらのことから、Dcw1p

及びDfg5pは 細胞壁 の生合成 に関与すると考 えられた。またDcw1p-HAの 生化 学的

な解析から、Dcw1pはN糖 鎖 が結合したGPIア ンカー型膜タンパク質で、細胞表層に

局在すると考えられた。

細 胞 壁 の 生 合 成 の経 路 は 次 の4つ のステ ップを含 む。す なわ ち 、(i)β-1,3-グ ル カ

ンの生 合 成 、(ii)β-1,6-結 合 を通 じた β-1,3-グ ル カンの分 岐 、(iii)β-1,3-グル カンの

分 岐鎖 の伸 長 、(iv)β-1,3-グ ル カンの分 岐 の非 還 元 末 端 を通 じたキチ ンや β-1,6-グ

ル カン、マンナ ンタンパ ク質 など他 のポリマー のcross linking、である。当初 はDcw1pと

Dfg5pが 、(iv)ス テップ のひ とつ であるGPI-CWPが 膜 結 合 型 か ら壁 結合 型 に転 移 す る

反 応 に関 与 していると仮 定 した。しかしな がら、まだこれ らの遺 伝 子 産 物 の酵 素機能 は

明らか に はなっていない。dcw1Δ dfg5Δ はgas1破 壊 株(Ram et al.,1998)と い くつ か

の 共 通 点 が ある。そ れ は 、キチ ン含 量 の増 加 であ り、Cwp1pを 培 地 中 に分 泌 す ること

であり、丸く大 きな細胞 形 態 である。GAS1も また 、GPIア ンカー 型 タンパ ク質 をコー ドし、



細胞 壁 の 生 合 成 に関 与 している。Gas1pは グル カノシル トランスフェラー ゼで あり、β

-1
,3-グ ル カン分 子 を分 子 中 で切 断 し、新 しくで きた還 元 末 端 を他 の β-1,3-グ ル カン

の非 還 元 末端 に β-1,3-グ ル カン結 合 で転 移 させ る(Mouyna et al.,2000)。 これ はステ

ップ(iii)に相 当す る。このように、Dcw1pとDfg5pも 、Gas1pの ようにステップ(ii)から(iv)

の、細 胞 壁 構 成 分 子 の再 構成 に関 与 してい る可 能 性 が高 い。しか し、dcw1破 壊 株 の

表 現 型 の いくつ か は、gas1破 壊 株 のものと異 なってい るところがある。dcw1破 壊 株 は

ザイモ リアー ゼ 高感 受 性 であ りカル コフロー ル ホワイト感 受 性 は有 意 に高 くな いの対 し、

gas1破 壊 株 は ザイモ リア ー ゼ 耐 性 で あ りカル コフロー ル ホ ワイトに 高感 受 性 で ある

(Ram et al.,1998)。 従 って、Dcw1p及 びDfg5pと 、Gas1pは 細 胞 壁 の 再構 成 の別 のス

テップ に関 与 していると考 えられ る。

DCW1とDFG5の ホモ ログは真 菌 全 体 に広 く分 布 してお りlarge familyを 構 成 してい

る(Coutinho et al.,1999)。 しか し、これ らの遺 伝 子 のうちまだ詳 しく解 析 され たもの はこ

れ まで になく、まして細 胞 壁 関連 の遺 伝 子 として見 出 され たものもない。これ らの遺 伝

子 のうち、少 なくともSchizosaccharomyces pombeのQ9P6I3とO74556、Neurospora 

crassaのQ9C2J1、Candida albicansのOrf6.1293pとOrf6.7480pの コー ドす る遺 伝 子

産 物 は 、N末 端 とC末 端 に疎 水 性 領 域 を持 つ ことか ら、GPIア ンカー 型 タンパ ク質 だ と

考 えられ 、Dcw1pやDfg5pと 似 た機 能 を持 つことが推 察 され る。Dcw1pとDfg5pは 細 胞

壁 の 生 合 成 経 路 のキ ー 分 子 で あると考 えられ 、細 胞 壁 の 生 合 成 にお けるDcw1pと

Dfg5pの 役 割 を調 べ れ ば 、真 菌 の細 胞 壁 生 合 成 にお ける共 通 で重 要なステップ が 明

らか にな り、真 菌 にだ け効 果 があり動 物 や 植 物 には 効 果 のない 新 たな抗 真 菌 剤 の 開

発 が可 能 になると期 待 され る。



5要 約

主要な酵母 細胞壁 タンパク質 はGPIア ンカータンパク質 として合成され、細胞壁の

β-1,6-グ ルカンに転移す ることが知 られている。この転移を糖転移反応であると仮定

し、Bacillus circulansの α-1,6-mannanaseを コードする遺伝 子とホモロジーのある酵

母の遺伝子をゲノムデータベースから検索したところ、YKL046cとDFG5が 見 出され

た。これ らの遺伝子 は互いに相同であり、GPIア ンカータンパク質 に特徴的な構造を持

っていた。YKL046cとDFG5の 単独破壊株 は生育 可能であったが、Δykl046cは 細

胞壁 溶解酵 素 に感 受性 を示 し、細胞壁が弱くなっていたことから、この遺伝子が細胞

壁 の生合成 に関与していることが示唆された。そこで、YKL046cをDCW1(Defective 

Cell Wall)と命名した。Δdcw1 Δdfg5は 致死であったことから、両遺伝子産物の機能

は重複しており、細胞の増殖のためには少なくともひとつは必要であると考えられた。

両方の遺伝子産物が欠損した細胞では、細胞は大きく丸くなり、細胞壁のキチン含量

が多くなり、主要な細胞壁タンパク質であるCwp1pを 培地 に分泌 した。Dcw1pに エピト

ープタグを付加 して解析したところ、Dcw1pはN糖 鎖 を持ったGPIア ンカー型膜 タン

パク質であり、細胞表層を含む膜画分に局在していた。これらの結果から、Dcw1pと

Dfg5pはGPIア ンカー型膜タンパク質であり、細胞壁の通常の生合成に必要であること

が示唆された。



第5章 温度感受性変異株dcw1及 びdfg5変 異株の取得と解析

1 緒言

前 章 で 、Dcw1pとDfg5pは どちらか がない と酵 母 は生 育 で きないこと、これ らのタン

パ ク質 は細 胞 壁 の生 合成 に 関与 していること、Dcw1pはN結 合 糖 鎖 を持 ったGPIア ン

カー 型 膜 タンパ ク質 であり細 胞 表 層 に局 在 す ることを明 らか にした。またそ の後 、アメリ

カ・コロンビア大 学 のグル ー プ が 、Candida albicansで もDfg5pが 細 胞 膜 と細胞 壁 に存

在 してお り、アル カリのpHへ の適 応 に必 要 なことを報 告 して いる(Spreghini et al.,

2003)。しかし、これ らのタンパク質が細胞壁生合成のどのステップに関与しているかは

明らかでなかった。これは、前章ではプロモーターシャットオフの細胞を使っており、

DFG5の 転写 が停止してから分解して機 能が完全になくなるまでに時間がかかりすぎ

たためだと考えられた。事実、この細胞はプロモーターシャットオフ後増殖の特定のフ

ェーズで止まることなく20時 間以上も死滅しなかった。そこで、Dcw1PとDfg5pが 細胞

壁 の生 合 成 のどのステップ に関与しているかをより明確 にするため、より短 時間で

Dcw1pあ るいはDfg5pの 機 能が失われる変異株 の取得を試みた。このような変異株を

取得するため、DCW1及 びDFG5の 温度感受性 変異株 を取得した。その結果、培養

温度を上げてから3時 間で表現型 が観察しうる変 異株を取得できた。本章では、この

温度感受性dcw1及 びdfg5変 異株 の表現型 につ いて詳しく解析した結果について記

述 す る。

2 実験方法

(1)酵 母の株 、培養 条件

使用 した酵母 の株はTable5-1に 示す とおりである。酵母の培養条件は前章の方法



に従 った。

Table 5-1. Strains used in this chapter

All strains have a YPH499 (MATa ura3 lys2 ade2 trp1 his3 leu2) background (Sikorski 

and Hieter, 1989).

(2)細 胞 周 期 の 同調

既 報(Lieberman,2004)の 方 法 を少 し変 えて行 った。野 生株 をYPADで 前培 養 した

後 、12時 間 以 上 か けてOD660=0.3ま で培 養 し、hydroxyureaを 加 えて最 終 濃 度0.15M

にし、30℃ で2時 間振盪 培 養 し、冷 や した蒸 留 水 で洗 い 、YPADで 再 び30℃ で さまざ

まな時 間振 盪 培 養 した。

(3)PCR mutagenesisと プ ラスミドの 構 築

DCW1とDFG5の 遺 伝 子 にrandom mutationをGene Morph PCR mutagenesis kit



(Stratagene)を 用 い て導 入 した。BamHIで 切 断 したDCW1あ るいはDFG5を プライマー

BamDCW1-1とBamDCW1-2あ るい はBamDFG5-1とBamDFG5-2(Table 5-2)を 使

ってmutagenic PCRで 増 幅 し、BamHIで 切 断してBamHIで 切 断 したpRS415に ライゲ

ー シ ョン した(pRS415-dcw1 or dfg5)
。この プ ラス ミドを 大 腸 菌 で 増 幅 し、Wizard

Midiprepで 精 製 し、56FCF(dcw1Δ dfg5Δ pYC2-DFG5)に 導 入 した。グル コース培

地 上 で、25℃ で はコロニ ー を形 成 す るが37℃ ではコロニー を形 成 しなかった株 を選 抜

し、5-FOA培 地 上 で選 抜 して、元 々56FCFを 生 育 可 能 にしていたpYC2-DFG5を 脱

落 させ た。選 抜 した株 か らプ ラスミドを抽 出 し、大 腸 菌 で増 や して精 製 し、BamHIで 切

断 してBamHIで 切 断 したpRS405に ライゲー ションした(pRS405-dcw1 or dfg5)。 このプ

ラスミドを56FCFに 導 入 し、5-FOAで 選 抜 した。SPBの 構 成 成 分 で ある(Donaldson and

Kilmartin.,1996)SPC42-GFPはKilmartin博 士 か らの親 切 な贈 り物 である(Adams and

Kilmartin.,1999)。



Table 5-2. Primers used in this chapter

(4)FACS解 析

 細 胞 をYPAD培 地 で5-10×106/mlま で25℃ に お い て増 殖 させ 、37℃ で3時 間 培

養 した 。1×107個 の 細 胞 に 相 当 す る液 を1mlの0.2M Tris-HCl(pH 7.5)で 洗 い 、70%

エ タノー ル 、0.2M Tris-HCl(pH 7.5)で 固 定 した 。1mlの0.2M Tris-HCl(pH 7.5)で 洗

い 、1mlの0.25mg/mlのRNase A(Wako)を 含 む0.2M Tris-HCl(pH 7.5)に 沈 殿 を懸

濁 し、50℃ で1時 間 反 応 させ 、20μ1の50mg/ml Proteinase K(Wako)と 混 ぜ 、50℃ で

1時 間 反 応 させ 、10,000gで2分 間 遠 心 し、1mlの16μg/mlのpropidium iodideを 含

む0.2M Tris-HCl(pH7.5)で 懸 濁 し、室 温 に お い て 暗 室 で30分 間 反 応 させ 、超 音 波

処 理 し、フ ロー サ イトメトリー(Coulter,EPICS ELITE)で 解 析 した(Howlett et al.,1999)。



(5)細胞の染色と顕微鏡観察

細 胞 をYPADで5-10×106/mlま で25℃ で 培 養 した 後 、37℃ で3時 間 培 養 し、4',

6-diamino-2-phenylindoke(DAPI)か 、カル コフロー ル ホ ワイト(Pringle et al.,1989)、 ロ

ー ダ ミン ・フ ァロイジ ン(Benedetti et al.,1994)で 染 色 した 。間 接 免 疫 抗 体 染 色 は 、抗 チ

ュー ブ リンマ ウスモ ノクロー ナ ル 抗 体(Chemicon International)を200分 の1の 希 釈 で 一

次 抗 体 として用 い た。顕 微 鏡 観 察 はCCDカ メラ(ORCA-ER,浜 松)の 附属 したNikon

Eclipse E800を 用 いて行 い、画像 処理 はAQUA LITE(Hamamatsu)を 用 いて行 った。

(6)生 菌 率 測 定

細 胞 を 上 記 の とお りに培 養 し、集 菌 し、超 音 波 処 理 し、蒸 留 水 に 懸 濁 した 。5mlの

100mMTris-HCl(pH9.5)/100ml NaCl/5mM MgCl2を加え、33μ1のnitro blue

tetrazolium(50mg/ml,Promega)と16.5μ1の5-bromo-4-chloro-3-indoryl-phosphate

(50mg/ml,Promega)を 加 え溶 液Aと した 。500μ1の 溶 液Aを とり、5mlの 溶 液B

(0.05M Tris-HCl,pH9.5)と 混 ぜ た 。この 液 を 細 胞 懸 濁 液 と1:1で 混 ぜ て 顕 微 鏡 で 観

察 した(Cabib and Duran,1975)。

(7)ノ ーザ ン解 析

前 章 の 方 法 に従 い 、CLN2-1とCLN2-2を プ ライマ ー としてPCRで 増 幅 し、

XhoI-HindIIIで 切 断 した0.86kbの 断 片 をプ ロー ブ として用 いた。

(8)統 計解析

差の有意差 の検定は、均等でない分散を持った集団に対するT検 定(Welch検 定)

を行った。



3結 果

(1)37℃ で生育不可能なDCW1及 びDFG5変 異株 の取得

250Cで はDcw1pとDfg5pの 機 能が正常だが37℃ では急速 に破壊される変異株を

取得するため、変異の起きたdcw1と 破 壊されたdfg5、 あるいは破壊 されたdcw1と 変

異 の起きたdfg5を 持つ変異株 の取得を試みた。これを達成するため、DCW1あ るいは

DFG5の 変 異対 立 遺伝 子 をmutagenic PCRで 作成 した。PCRで 増 幅 した断 片 をプラス

ミドに挿 入 し、このプラスミドをdcw1Δ dfg5Δ に導 入 し、50コ ロニー を得た。この 中から、

グル コー ス培 地 上 で25℃ で は正 常 に生 育 す るが37℃ では 生 育 しないコロニー を5個

選 んだ(Fig.5-1A,B)。 これ らの変 異 株 のDCW1及 びDFG5の 配 列 をシークエ ンスし

たところ、3個 から6個 の点変異が生じてお り、それらすべてがアミノ酸置換になってい

た。見つかった変異をSite-directed mutagenesisに より元の野生型 の遺伝 子にひとつ

ずつ導入したが、どの変異も温度感受性の増殖をもたらさなかったことから、これらの

変異は単一の変異ではなく、すべての変異が合わさってタンパク質の立体構造に変

化 を誘 起 し、温 度 感 受 性 の増 殖 という表 現 型 をもたらしていることが示 唆 され た。これ

らの5個 の変 異 株 のうち、dcw1-3とdfg5-29の アレル を含 む変 異株(DC61とDF66)が 、

温度 による増 殖 の停 止 が最 も明確 だったた め、以 後 の解 析 に用 いた。これ らの変 異 株

は 、野 生 型 のDCW1を 導 入 す ると相 補 され ることを確 認 した(Fig.5-2A,B)。DC61と

DF66は ともに 、1Mソ ル ビトー ル を含 むYPAD培 地 に37℃ でコロニー を形成 した。この

ことか ら、DC61とDF66は 細 胞 壁 に欠 損 があるため に37℃ で は生 育 不 可能 で あること

が示 唆 され た。DC61とDF66は37℃ で3時 間 培 養 した後25℃ に移 す と再 び 増 殖 を

開始 した(Fig.5-1C)。



Table 5-3. Estimated amino acid substitutions of Dcw1p or Dfg5p in the alleles of dcw1 and dfg5



Fig. 5-1. DCW1 and DFG5 point mutants display temperature-sensitive growth. 

(A, B) Cells were grown to saturation in 5 ml YPAD. An aliquot of the culture (0.2 ml)

was used to inoculate 5ml YPAD and the new culture was incubated at 25℃(A) or

37℃(B).Closed diamond; wild-type, open squares, DF64; closed squares, DF65;

closed triangles, DF66; closed circles, DC61; open circles, DC62. Growth was scored 

with biophotorecorder (Advantec Toyo). 

(C) Growth of DC63 and DC61 cells under different temperature regimes. Growth is 

expressed as the number of colony forming units (CFUs) per ml. All cells were initially

incubated at 25℃ to OD660=0.5.DC63-37, DC63(wild-type) cells incubated at 37℃;

DC61-37, DC61 cells incubated at 37℃; DC61-37/25, DC61 cells incubated at 37℃

for 3 hours and then transferred to 25℃.



Fig. 5-2. Temperature sensitivity of DC61 and DF66 is rescued by osmotic support.

(A,B,C)Mid-log phase cells were diluted to OD660=O.5 and 5μl of this suspension and

three subsequent 10-fold serial dilutions were spotted onto YPAD agar (A, B) or 

YPAD agar containing 1 M sorbitol (C) (left to right). Growth was scored after 2 days

at (A) 25℃ or(B,C)37℃.



(2)37℃ で培 養 したDC61及 びDF66の 形 態 の解 析

顕 微 鏡 観 察 す るの に適 切 な 時 間 を決 め るた め 、これ らの 細 胞 の 生 菌 率 をcolony

forming unit/mlで 測 定 した。DC61は37℃ に移 して3時 間で は生 存 率 を維 持 したが、

5時 間後には急速 に死滅した(Fig.5-1C)。DF66も 似た生育率の推移 を示した。37℃

で3時 間培養 した時点が、これらの細胞は生存率を維持しながら、Dcw1pあ るいは

Dfg5pの 破 壊の影 響が最もよく観察できる時点だと考え、この条件を以後の観察に用

いた。この時 点 にお いては 、37℃ で培 養 したDC61とDF66は25℃ で培 養 したものより

も芽 のある細 胞 が優 位 に(p<0.05)多 かった(Fig.5-3A,B)。 この時 点 で 、ほとん どの芽 は

単 一 の芽 であった。25℃ で培 養 したDC61の 細 胞 にお いては 、母 細胞 に対 す る娘 細

胞の面積の比は20%か ら80%で あったのに対し、37℃で培養 したDC61の 細胞 にお

いては、ほとんどの娘細胞の面積は母細胞の面積の20%以 下であった(Fig.5-3C)。

野生株(DC63)に おいては、25℃で培養 しても37℃ で培養しても母 細胞と娘細胞 の比

は有意には変わらなかった。DF66の 母細胞 と娘 細胞 の比も似た傾 向を示した。これら

の結果から、Dcw1pあ るいはDfg5pの 酵素活性 が枯渇 した細胞 では、芽の出現は正

常だが、芽の成長が異常になっていることがわかった。
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Fig. 5-3. DC61 and DF66 cells arrest growth with small buds when incubated at 37℃.

The cells were grown to a density of OD660=0.5 to 1.0 in YPAD medium at 25℃ and

incubated at 37℃ for 3 h.(A)Morphology of DC63, DC61, DF66 and DF67 incubated

at 25℃ or 37℃ for 3 h.(B)Ratio of cells with buds to total cells.(C)Distribution of

bud area, expressed as a percent of mother cell area, for DC63 and DC61 cells

incubated at 25℃ and 37℃ for 3h.

(3)DC61の 細胞周期 の解 析

これ までの結 果 か ら、DC61を37℃ で 培 養 す ると、細 胞 周 期 が停 止 す ることが示 唆 さ

れ た。そこでこの ことをFACS解 析 を使 って確 認 す ることにした。S.cerevisiaeの 細 胞 周

期 は次 の ように進 む ことがわか ってい る。G1期 の終 わ りに 、細 胞 が一 定 の大 きさに達

す ると、芽 の形 成 が始 まる。芽 の形 成 の初 期 に お いて は 、芽 の形 は ほ ぼ球 に近 く、グ

ル カンや マンナ ンタンパ ク質 は球 全 体 に均 一 に取 り込 まれ る(Farkas et al., 1974)。S期

になると、DNAの 複 製 が起 こると同 時 に、芽 が大 きくなるに連 れ て極 性 のある先 端 成

長 が盛 ん になる(Cabib et al., 1982; De Nobel et al., 1991)。 娘 細胞 の大 きさが母 細 胞

のほ ぼ3分 の1に なると、S期 が終 わ り、SPBが 分離 し、両極 性 の紡 錘 体 が形 成 される

(Byers et al., 1975)。 娘 細 胞 の大 きさが母 細 胞 の ほぼ3分 の2に なると、再 び 細 胞 壁

成 分 は娘 細 胞 全 体 に均 質 に取 り込 まれるようになる。FACS解 析 によると、37℃ で培 養

したDC61で は 、25℃ で培 養 したもの よりも、1NのDNA含 量 を持 った細 胞 が少 なくな

っていることが わかった(Fig.5-4C)。DC63で は 、37℃ で培 養 した細 胞 と25℃ で 培 養 し

た細胞 でDNA含 量 の割 合 に差 は認 められ なかった。この結 果 か ら、DC61は37℃ で

培 養 すると、細 胞 周 期 がDNAの 複 製 の後 停 止 す ることがわ かった。



Fig. 5-4. DNA content of DC63 and DC61.

DC63 and DC61 cells were grown to a density of OD660=0.5 to 1.0 in YPAD medium at

25℃ and the cells were incubated at 37℃ for 3h. The cells were fixed, stained with

propidium iodide, and subjected to FACS analysis. (A)DC63, 25℃ (B)DC63, 37℃

(C)DC61, 25℃(D)DC61, 37℃.



次 にDC61の 細胞 周 期 につ いてより詳 しく解 析 した。25℃ で 培養 したDC61で は、

多 くの 細 胞 で 核 がbud-neckに 近 接 してい た が 、37℃ で 培 養 した もの で は 、核 は

bud-ｎeckか ら離 れ ていた(Fig.5-5A)。 伸 長 した紡 錘 体 を持 つDC61の 割 合 は、25℃

で は35.8%だ った が、37℃ では9.8%だ けだった(Fig.5-5B)。 この結 果 は 、37℃ で培 養 し

たDC61で は、二 極 性 の紡 錘 体 が形 成 され ていないことを示 唆 してい る。そこで 、SPB

の構 成 成 分 のひ とつ であるSpc42p(Donaldson and Kilmartin.,1996)にGFPを 連 結 し

たGFP-Spc42pをDC61に 形 質転 換 した株(DC70)を 観 察 してSPBの 状 態 を調 べ るこ

ととした。GFP-Spc42pの ドットが 二 つ になっているもの は、25℃ で培 養 したDC70で は

44.6%で あったの に対 し、37℃ で培 養 したDC70で は11.6%に 過 ぎなかった(Fig.5-5C)。

これ らの結 果 は37℃ で培 養 したDC70で はSPBの 分 離 の前 で 細胞 周 期 が停 止 してい

ることを明確 に示 してい る。さらに、37℃ で培 養 したDC61で は 、アクチ ンパ ッチが分 散

してお り、細 胞 の極 性 が失 われ ていた(Fig.5-5D)。
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Fig. 5-5. DC61 cells are arrested prior to SPB separation and show actin

delocalization when incubated at 37℃.

DC61 and DC70 cells expressing SPC42-GFP cells were grown to a density of

OD660=0.5 to 1.0 in YPAD medium at 25℃ and incubated at 37℃ for 3 h.(A)Nuclear

morphology of DC61 cells incubated at 25℃ or 37℃ as shown by DAPI staining.(B)

Microtubule morphologies of DC61 cells incubated at 25℃ or 37℃ visualized by

staining with anti-tubulin antibody.(C)SPB separation in DC70 cells incubated at

25℃ or 37℃. DAPI and tubulin or Spc42p were visualized at different excitation

wavelengths.(D)Actin staining of DC61 cells incubated at 25℃ or 37℃.

(4)DC61の 芽の細胞壁 の解析

37℃ で培養 したDC61が 異常な細胞壁 を持つことを確 かめるため、芽におけるキチ

ンの局在を調べた。キチンを特異的に染色するカルコフロールホワイトを使って染色し

たところ、野生株や25℃ で培養 したDC61で は芽 の根元だけしか染色されなかった

(Fig.5-6A,B)。しかし、37℃で培養したDC61では、小さな芽の先端だけが染色され

ていた。これらの結果から、37℃で培養 したDC61で は、芽の表層 、特 に先端 でキチン

が蓄積していることが明らかとなった。このことをさらに確かめるため、通常は液胞に封

じ込められているアルカリ性ホスファターゼ活性の局在を37℃ で培養したDC61で 調

べたところ、いくつかの細胞 の小さな芽にアルカリ性ホスファターゼの活性が見出され

た(Fig.5-6C)。これらの結果から、37℃で培養したDC61は異常な細胞壁を持ってい

ることが示された。



Fig. 5-6. Small buds of DC61 incubated at 37℃ have aberrant cell walls.

(A,B) Chitin localization after Calcofluor staining.(A) DC63 and DC61 cells were

incubated at 25℃ to a density of OD660=0.5 to 1.0 in YPAD medium, cells were

incubated at 37℃ for 3h, stained with Calcofluor white(CF)and observed under a

fluorescence microscope. Arrows indicate the localization of chitin in DC61 cells

incubated at 37℃. DIC, differential interference contrast. (B) The same view of DC61

incubated at 37℃ with different magnification.(C)DC63 and DC61 were prepared as

above, alkaline phosphatase substrate was added, and was observed under the

microscope. Arrows indicate the localization of alkaline phosphatase activity in DC61

cells incubated at 37℃.



(5)DCW1及 び ＤFG5mRNAの 細胞周期及び増殖期依存 的調節

これ まで の結 果 は 、DCW1とDFG5が 細 胞 周 期 の進 行 に重 要 な役 割 を持 つ ことを示

している。そこで 、これ らの遺 伝 子 のmRNAの レベル が細 胞 周 期 依 存 的 に変 わ るか を

調 べた。DCW1のmRNAはG1期 に、DFG5のmRNAはS期 にピー クがあった(Fig.

5-7B)。 これ らの結 果 は、DCW1とDFG5のmRNAレ ベ ル が細 胞 周 期 に応 じて調 節 さ

れ ていることを明確 に示 している。次 にDCW1とDFG5の レベ ル が増 殖 期 に応 じて調

節 され てい るか を調 べ た。細 胞 壁 の生 合 成 に 関 与 している遺 伝 子 は 、増 殖 期 に依 存

して調 節 され て いることが知 られ ている。例 えば 、増 殖 や 成 長 に必 要 な遺 伝 子 は 対数

増 殖 期 に(Zhao et al.,1998)、 環 境ストレスからの防護 及 び長 期 の生 き残 りに 関わる遺

伝 子 は定 常 期 に発 現す る(Werner-Washburne et al.,1996)こ とが知 られ ている。そ こで

これ らの遺伝 子 の発 現 を調 べ たところ、ＡCT1と ほとん ど同じように、DCW1とDFG5は

対 数 増 殖 期 に最も発 現 す ることが 明 らか となった(Fig.5-5c)。ACT1は 対数 増 殖 期 に

多 く発 現 す ることが 知 られ ている(Ludwig et al.,1982)。Dcw1pとDfg5pが 芽 の形 成 に

関 与す るとい う結 果 と符 合 す ることだが 、これ らの結 果 か ら、DCW1とDFG5は 対 数 増

殖 期 の成 長 に 関与 す ると考 えられ る。



Fig. 5-7. Cell cycle- and growth phase-dependent regulation of DCW1 and DFG5 

mRNAs. 

(A), (B). Cell cycle-dependent regulation of DCW1 and DFG5mRNAs. Wild-type cells 

were released from hydroxyurea-induced S arrest, incubated in YPAD and samples 

were taken at the times indicated. 

(A) Budding index. Only the percentage of cells with small buds is shown. 

(B) Northern analysis. RNA was prepared and used for Northern analysis of DCWI 

(upper panel), DFG5 (middle panel) and CLN2 (lower panel). 

(C) Growth phase-dependent regulation of DCWI and DFG5mRNAs. Wild-type cells

were grown to OD660=0.4,0.7,1.0,2.0,3.6 and 5.8 in YPAD at 30℃. RNA was

prepared and used for Northern analysis of DCW1 (upper panel), DFG5 (middle panel) 

and ACT1 (lower panel).



4考 察

Dcw1pとDfg5pが 細胞壁 の生合成 に関与するということは前章の結果から示されて

いたが、具体的にこれらのタンパク質がどのステップに関与しているかは明らかではな

かった。そこで本章では、非許容温度では生育が不可能なdcw1-3,dfg5-29株 を用い

て解析 を行い、これ らの株が主に次の3つ の表 現型 を示すことを明らかにした。すなわ

ち、(i)小さな芽での増殖停止 、(ii)DNAの 複製 の後 、SPB分 離の前での細胞周期 の停

止 、(iii)細胞壁 の異 常を示すキチンの集 積とアルカリ性ホスファターゼの漏出、である。

これらの結果は、Dcw1pとDfg5pは 成長 中の細胞壁 の生合成に関与することを示して

いる。また、細胞壁合成に関与する遺伝子はG1期 及びS期 、対数増殖 期に多く発 現

することが知られているが、DCＷ1とDFG5のmRNAレ ベルもそれぞれG1期 、S期 に

ピークを持 ち、両方 とも対数増殖期に多いという結果が得られ、この仮説を支持してい

る。細胞壁はグルカンやキチン、他のタンパク質など多くの成分から構成されている複

雑な構成物であることから、芽の細胞壁に生合成にもたくさんの遺伝子が関与してい

ると考えられる。本研究で明らかにした結果から、DCＷ1とDFG5は これらの遺伝子 の

うちのふたつであると考えられる。

前章で示したプロモータシャットオフの細胞と本章で示した温度感受性変異株の細

胞の形態にはいくつか異なる点があった。プロモーターシャットオフの細胞では、細胞

の形態が大きく丸くなっていた。一方、温度感受性変異株では、小さい芽が小さいまま

で成長を止めていた。この違いは、ふたつの変異株における、Dcw1pあ るいはDfg5p

の酵 素活性 の減少 の速度 の違いで説明できる。プロモーターシャットオフの細胞では、

Dfg5pの 減少 は、グルコース培地 に移 す とDFG5の 転 写が停止 す るだけなので、

Dfg5pの 分解 にのみ依存すると考えられる。一方、温度感受性変異株では、培養温度

を上げると、Dcw1pあ るいはDfg5pの 酵素活性 は急速に失われると考 えられる。このこ

とが、温度感受性変異株でより明確 に表現型が見られた理由だと考えられる。プロモ



ーターシャットオフの細胞と温度感受性変異株の細胞とではこの他にも違いがあり、プ

ロモーターシャットオフの細胞は浸透圧保護剤の存在下生育できないが、温度感受性

変異株 の細胞は生育できる。これは、プロモーターシャットオフの細胞においては

Dfg5pの 酵素活性 はゆっくりしか減 らないものの最終的には完全にゼロになるのに対

し、温度感受性変異株の細胞ではDcw1pあ るいはDfg5pの 酵素活性 は急激 に減るも

のの、最終的に酵素活性はわずかには残るためであると考えられる。

DCW1とDFG5のmRNAの ピー クはG1、S期 に あった 。G1-S移 行 に 関 与 す る遺 伝

子 はSCB(Swi4p依 存 的cell cycle box)あ るい はMCB(MluI cell cycle box)をORFの

上 流 に 持 って い る(Iyer et al., 2001)。G1-S移 行 イベ ン トの 中 に は 、芽 の成 長 、細 胞 壁

の 生 合 成 、DNAの 複 製 な ど が あ る(Ogas et al.,1991; Igual et al., 1996; Madden et al.,

1997;Horak et al.,2002)。G1-S期 に 発 現 す る遺 伝 子 の ひ とつ としてFKS1が あ り、

FKS1は その上 流 にSCBとMCB elementを 持 つ。FKS1のmRNAはG1期 にピー クを

持 ち 、Fks1pは 芽 の細 胞 壁 に生合 成 に 関与 している(Mazur et al.,1995)。DCW1も ま

た2個 のSCB elementと2個 のMCB elementを 、DFG5も1個 のSCB elementを そ

のORFの 上流 に持 つ(Table 5-4)。 これ らの結 果 は、Dcw1pとDfg5pも また 、G1-S期

移 行 イベ ントである芽 の細 胞 壁 の生 合 成 に 関与 す ることを示 唆 している。dcw1とdfg5

の温 度感 受性 変 異株 は似 た表 現 型 を示 す ことか ら、Dcw1pとDf95pは 似 た役 割 を持 っ

ていると考 えられ るが 、発 現 時期 の違 いか ら、Dcw1pはG1期 での 芽 の成 長 のごく初 期

に、Dfg5pは 芽 が ある程 度 大 きくなってか らの成 長 に関与 す ると考 えられ る。



Table 5-4. SCB and MCB elements upstream of DCW1 and DFG5

The consensus sequence of SCB element is 5'-CACGAAA, 5'-NACGAAA or 

5'-CNCGAAA (Ogas et al., 1991). N indicates any nucleotide.

鈴 木 らは 、細 胞 壁 の合 成 と細 胞 分 裂 とを調 製 す る新 しいチ ェックポイントを提 唱 して

いる(Suzuki et al.,2004)。 このチェックポイントは、細胞 壁 の合 成 の進 行 を監 視 し、細

胞壁 合 成 の欠 損 に応 答 して、DNA複 製 の 後 、SPBの 分 離 の前 で細 胞 周 期 を停 止 する。

このチェックポイントは細 胞 壁 の β-1,3-グ ル カン合 成 酵 素 をコー ドす るEKS1(Douglas

et al.,1994)に 変 異 があるfks1ts株 で発 見 された。fks1ts株の 細胞 周 期 の停 止 はdcw1tS

株 と驚 くほど似 てお り、dcw1t5株 もまた細 胞 壁 チェックポイントによって細 胞 周 期 を停 止

していることが示 唆 される。細 胞周 期 の ほか にも、dcw1ts株 はfks1ts株 とい くつ かの表 現

型 を共 有 している。それ は 、細 胞 の溶 解 、芽 の先 端 へ のキチ ンの蓄 積 、小 さい芽 での

増 殖 停 止(Garcia-Rodriguez et al.,2000)、 で ある。Dcw1pは 主 に細 胞 膜 に、部 分 的 に

細胞 壁 に局 在 してい ることか ら、Dcw1pとDfg5pはFks1pと 同じように細胞 表 層 で 細 胞

壁 成 分 の構 築 に関 与す ると考 えられ る。Dcw1pとDfg5pは バ クテリアのグリカナ ー ゼと

ホモ ロジー があることか ら、新 しく合 成 され た細 胞 壁 成 分 の再 構 築 に関 与 しているのか

もしれ ない。しか しなが ら、Dcw1pとDfg5pの 正確 な酵 素機 能 はまだよくわかっていな

い。37℃ で培 養 したdｃw1ts齊株 あるいはdfg5ts株 の細 胞 壁 を詳 しく調 べ ることで 、そ の酵

素 機 能 も明 らか になると思 わ れる。



5要 約

Dcw1p及 びDfｇ5pの 細胞壁生合成 に関する機 能をより詳細に解析するため、PCR

でランダムにDCW1に 変異を導入し、プラスミドに組み込んだ後、Δdｃw1 Δdfg5に 形

質転換 して温度感 受性 変異株DC61を 単離した。DC61を37℃ で培養 すると、ほとん

どの細胞 は母細胞の20%以 下の断面積 しか持たない小 さな芽の状態で増殖を止め

ていた。この結果は、37℃で培養したDC61で は細胞周期が停止 していることを示唆し

ていたため、DNA含 量を調べたところ、37℃で培養したDC61で は、1nDNAを 持った

細胞 の割合が減少 していたが、SPBは 分離 していなかった。また、細胞をDAPI染 色 し

たところ、単核であった。このことから、37℃で培養 したDC61はDNA合 成の後 、SPB

分離 の前で細胞周 期を停止 していると考えられた。これらの小さな芽の表層 にはキチ

ンが集積し、芽は溶解を示したことから、芽の細胞壁が異常になっていると考えられた。

また、DCW1 mRNAはG1期 に、DFG5 mRNAはS期 に、また両者 とも対数増殖期 に

多く蓄積しており、芽の形成に重要な時期に発現すると考えられた。これらの結果から、

Dcw1pとDfg5pは 、芽の細胞壁の生合成 に重要な役割を持つことが示された。
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論文の要旨

酵母はその細胞の外側に強固な細胞壁を持っている。酵母細胞壁は酵母を外界

の環境か ら守 ると同時に、外界の情報を酵母細胞に伝 えるイ ンターフェースで

もある。また醸造 においても、酵母細胞壁は清酒酵母の高泡形成能や ビール酵

母の凝集性 などに関与 し、重要な役割 を有 している。本研究では、酵母の静置

培養特異的細胞壁タンパ ク質 としてTir1p/Srp1pを 、定常培養期 において主要

な細胞壁タンパ ク質としてSed1pを 同定 し、Sed1pが 定常培養期 において溶解酵

素に対す る耐性に関与 していることを明らかにした。また、DCW1及DFG5の 遺

伝子産物 はGPIア ンカー型膜 タンパ ク質であ り、芽の細胞壁の生合成に重要な

役割を持つ ことを明 らかに した。

1 静 置培養 特異的細胞壁 タンパ ク質Tir1p/Srp1pの 同定 と解 析(1)

静 置 培養 した酵 母 の細 胞 壁 グル カ ンか ら酵母溶解酵素で あるRarobacter

protease I処 理 で遊離す る100kDaの タンパ ク質 を精製 した。この タンパ ク質は、

振盪培養 した酵母か らは見いだされなかった。 このタンパク質のア ミノ酸配列

を決定したところ、T I R 1 / S R P 1遺伝子がコードするタンパク質であった。

TIR1/SRP1は これ までに グル コー ス、低 温 シ ョックあるいは嫌気培養で誘導 され

る遺伝子 として見つかってお り、その産物は細胞壁 タンパク質ではなく細胞膜

タンパク質であると考えられてきた。 しか しながら、Tir1p/Srp1pは β-1,3-グ

ル カナーゼ処理 に よって細胞壁 から溶出され、精製 したTir1p/Srp1pは β-1,6-

グル カ ンに対す る抗 体 と反応 し、グル コースを含んでいた。これ らのことか ら、

Tir1p/Srp1pは 静置培養 された酵母 にお ける主要な細胞壁タンパク質のひとつ

であ り、細胞壁 に β-1,6-グ ル カ ンを通 じて結合 して い るこ とが示唆 された。



TIR1/SRP1 mRNAは 静置培養 でのみ転 写 され 、その転写はRox1pに よ り制御 され

ていた。以上の こ とか ら、Tir1p/Srp1pは 静置培養 特異的細胞 壁 タンパ ク質であ

ることが示 された。

2定 常培養期 の主要細胞壁 タンパ ク質Sed1pの 同定 と解 析(2)

上記 と同様 の方法 によ り、振盪培養 した酵母の細胞壁か ら260kDaの 構 造細胞

壁 タンパ ク質 を精製 した。ア ミノ酸配列 の解析か ら、このタンパ ク質はSED1遺

伝子 の産物で あるこ とが 明 らか となった。SED1は これ まで に、分泌経路か らの

小胞体 内腔のタンパク質の回収に欠陥を持つerd2変 異 のマルチ コピーサ プ レッ

サー として見出されている。Sed1pは セ リン とス レオニ ンに富み、他の細胞壁タ

ンパ ク質 と同じよ うにグリコシルポスファチヂルイノシ トール(GPI)ア ンカー

を付加す るた めの想 定上の シグナル配列 を含んでいる。 しか しなが ら、他の細

胞壁タンパク質 とは異な り、Sed1pは6個 のシステイ ン と7個 の想定上 のN糖 鎖

結合部位 を含 む こ とか ら、細胞壁タンパク質の新 しいファミリーに属す ること

が示唆 された。エ ピ トープタグを付加 したSed1pは イ ムノブ ロッ ト解析 で細胞

壁 の β-1,3-グ ル カナーゼ抽 出画分 に見 出 されたことか ら、Sed1pは グル カナー

ゼで抽 出可能 な細胞壁 タンパク質であると考えられた。SED1 mRNAの 発現 は定常

培養期 で増加 し、それ に付随 して細胞壁のSed1p含 量 も増加 していた。SED1を

破壊 して も、対数増殖 期 の細胞 には効果がなかったが、定常培養期の細胞は溶

解酵素感受性になった。これ らの結果は、Sed1pが 定常培養期 における主要 な構

造細胞壁 タンパク質のひ とつであ り、定常培養期における溶解酵素に対する耐

性に必要であることを示 している。

3 細胞壁 生合成 に関与す るDCW1(YKL046c)とDFG5の 同定 と解 析(3)

主要 な酵母細胞壁 タ ンパ ク質 はGPIア ンカータ ンパ ク質 と して合成 され、細



胞 壁 の β-1,6-グ ル カ ンに転 移 す る こ とが知 られ てい る。 この転 移 を糖 転 移 反 応

で あ る と仮 定 し、Bacillus circulansの α-1,6-mannanaseを コー ドす る遺 伝 子

とホ モ ロ ジ-の あ る酵 母 の遺 伝 子 を ゲ ノ ムデ ー タベ ー ス か ら検 索 した とこ ろ 、

DFG5とYKL046cが 見出 され た。 これ らの遺伝子 は互いに相同であ り、GPIア ン

カー タンパ ク質 に特徴的 な構造を持っていた。DFG5とYKL046cの 単独破壊株 は

生育可能で あった が、Δyk1046cは 細胞壁溶解酵素 に感 受性 を示 し、細胞壁が弱

くな っ て い た こ とか ら、 この 遺 伝 子 が 細胞 壁 の生 合 成 に 関 与 して い る こ とが 示

唆 され た。 従 っ て 、YKL04cをDCW1(Defective Cell Wall)と 命 名 した 。Δdcw1

Δdfg5は 致 死 で あ っ た こ とか ら、 両遺 伝 子 産 物 の機 能 は重複 してお り、 細 胞 の

増殖のためには少なくともひ とつは必要であると考えられた。両方の遺伝子産

物が欠損 した細胞では、細胞 は大きく丸 くなり、細胞壁のキチン含量が多 くな

り、主要な細胞壁タンパク質であるCwp1pを 培地 に分泌 した。Dcw1pに エ ピ トー

プタグを付加 して解析 したところ、Dcw1pはN糖 鎖 を持 ったGPIア ンカー型 膜 タ

ンパ ク質 であ り、細胞表層 を含む膜画分に局在 していた。 これ らの結果か ら、

Dcw1pとDfg5pはGPIア ンカー型膜 タンパ ク質で あ り、細胞壁の通常の生合成に

必要であることが示唆 された。

4 温度感受性dcw1変 異株 の取得 と解析(4)

Dcw1p及 びDfg5pの 細胞壁生合成 に関す る機 能 をよ り詳細に解析するため、PCR

で ランダムにDCW1に 変異 を導入 し、プ ラス ミ ドに組 み込んだ後、Δdcw1Δdfg5

に形質転換 して温度感受性 変異株DC61を 単離 した。DC61を37℃ で培養す る と、

ほ とん どの細胞 は母細胞の20%以 下 の断面積 しか持た ない小 さな芽の状態で増

殖を止めていた。この結果は、37℃ で培養 したDC61は 細胞周期 のア レス トを起

こ して い る こ とを示 唆 して い た た め、DNA含 量 を調 べ た とこ ろ、37℃ で 培養 した

DC61で は 、1nDNAを 持 った 細 胞 の割 合 が 減 少 して い た が 、Spindle pole body



(SPB)は 分離 してい なか った。 また、細胞をDAPI染 色 した ところ、単核で あっ

た。 このことから、37℃ で培養 したDC61はDNA合 成 の後、SPB分 離 の前で細胞

周期 を停止 してい る と考えられた。 これ らの小 さな芽の表層にはキチンが集積

し、芽は溶解 を示 したことか ら、芽の細胞壁が異常になっていると考えられた。

また、DCW1 mRNAはG1期 に、DFG5 mRNAはS期 に、また両者 とも対数増殖期 に

多 く蓄積 してお り、芽の形成に重要な時期に発現す ると考えられた。 これ らの

結果か ら、Dcw1pとDfg5pは 、芽 の細胞壁 の生合成 に重要 な役割を持つ ことが示

された。

5 結 論

酵 母 溶 解 酵 素 で あ るRarobacter protease I処 理 で細 胞 壁 グル カ ン か ら遊 離

す る260kDaと100kDaの タ ンパ ク質 を精 製 した。ア ミノ酸 配 列 を解 析 した 結 果 、

260kDaの タ ンパ ク質 の配 列 はSed1pの 配 列 と一 致 し、100kDaの タ ンパ ク質 の配

列 はTir1P/Srp1Pの 配 列 と一 致 した。TIR1/SRP1遺 伝 子 は静 置 培 養 特 異 的 に発 現

し、Tir1p/Srp1pは β-1,6-グ ル カ ン に結 合 して い る と考 え られ た こ とか ら、

Tir1p/Srp1pは 静置培養特異的 な細胞壁 タンパ ク質であると考えられた。一方、

SED1遺 伝子 は定常培養期 に多 く発現 し、Sed1pは 細胞壁 か ら β-1,3-グ ル カナー

ゼ に よ り抽 出できた ことから、Sed1pは 定 常培養期 の主要 な細胞壁 タンパク質で

あると考えられた。また、Sed1pは 定常期 にお ける溶解酵素 に対す る耐性に関与

していた。

Bacillus circulansの α-1,6-mannanaseを コー ドす る遺伝子 とホモ ロジ-を

持つ遺伝子 として酵母 ゲ ノムデータベースから見出したDCW1とDFG5に つ いて

詳 しく調 べた。そ の結 果、 これ らの遺伝子は互いに相同であ り、両方破壊す る

と致死 であった。 Δdcw1は 溶解酵 素 に対 して感 受性 であ り、 Δdcw1Δdfg5も

細胞壁 が弱 くなった表現型 を示 したことから、これ らの遺伝子は細胞壁の生合



成に関与 していると考えられた。DCW1に エ ピ トー プタ グを付加 して解析 したと

ころ、Dcw1pはN糖 鎖 を持 ったGPIア ンカー型膜 タンパ ク質 であ り、膜を含む細

胞表層に局在 していた。Dcw1p及 びDfg5pの 細胞壁生合成 にお け る詳細 な役割に

ついて解析す るため、温度感受性のdcw1変 異株 を作成 した ところ、37℃ で培養

したdcw1ts株 は異 常な細胞壁 を持 った小 さな芽の状態でDNA合 成 の後、SPB分 離

の前 で細胞 周期 を停止 してお り、細胞壁チェックポイン トにより細胞周期を停

止 したと考えられた。事実、DCW1 mRNAはG1期 に、DFG5 mRNAはS期 に、また

両者 とも対数増殖期 に多 く蓄積 してお り、芽の形成に重要な時期 に発現 してい

た。このことか ら、Dcw1p及 びDfg5pは 芽の細胞壁 の生合成 に重 要な役割を持つ

ことが明らかとなった。

本研究により、酵母細胞壁タンパク質が培養条件に応じてダイナミックに変化するこ

と及び、新規なGPIア ンカー型膜タンパク質であるDcw1pとDfg5pが 芽の細胞壁の生

合成 に関与することが明らかとなった。今後、酵母細胞壁タンパク質が培養条件に応

じて変化する生理学的な役割を明らかにするため、培養条件特異的酵母細胞壁タン

パク質がどのような成分と相互作用し細胞壁の構造を形成しているか、またDcw1p及

びDfg5pの 細胞壁 の形 成 にお ける役 割を明らかにするため、大量発現系を用いて

Dcw1p及 びDfg5pを 高発現し、どのような酵 素作用 を持つか、dcw1Δdfg5Δ 破壊株

の細胞壁画分 にその酵素を作用させたときに細胞壁画分にどのような変化があるかな

どを調べることが必要であると考えられる。
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