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略号表

CFW Calcofluor white

CIAP Calf intestine alkaline phosphatase

DIG Digoxigenin

DMSO Dimethyl sulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ER Endoplasmic reticulum

GAP GTPase activating protein

GEF GTP-GDP exchange factor

GPI-CWP Glycosylphosphatidylinositol-anchored cell wall protein

GTPase Guanosine triphosphatase

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid

HOG High osmolarity glycerol

HPLC High performance liquid chromatography

MAPK Mitogen-activated protein kinase

O. D. Optical density

ORF Open reading frame
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PEG Polyethylene glycol

PI-PLC Phosphatidylinositol-specific phospholipase C

PIR-CWP Protein with internal repeat-cell wall protein

PVDF Polyvinylidene difluoride
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TX-100, 114 Triton X-l00, 114
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dNTP deoxynucleoside triphosphate

r. t. room temperature
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序論

出芽 酵 母Saccharomyces cerevisiaeに お い て細 胞 壁 は 、細 胞 の 乾燥 重 量 の 約30%を も占 め

る構 造物 で あ る。ス フ ェ ロ プ ラス ト化 した細 胞 が 、浸 透 圧 保 護 剤 を添 加 しな い 限 り、破 裂 、

溶菌 して しま う事 実 は、細 胞壁 が生 育 に必須 で あ る こ と を示 してい る。

この細胞壁は三つの成分、グルカン、マ ンナン蛋白質、キチンによって構成 されている。

電子顕微鏡写真(図A)を 見 ると、細胞壁 は二層 の層状 構造 をとっていることが明 らかで

ある。内側の電子密度の低い、透けて見 える層 はグルカンに富んでお り、外側の電子密度

の高い、濃 く染まる層はマンナン蛋白質に富んでいる。グルカン、マ ンナン蛋白質はそれ

ぞれ、約60、40%を 占め、主要 な構成成分であ り、写真からは判別できないキチンは、残

りの1%前 後 を占める に過 ぎない。 グル カ ンは細胞の形態 を規定 し、機械的なス トレスか

ら細胞 を保護する構造的な剛性 を細胞壁へ与えている。マ ンナン蛋白質は細胞壁の透過性

を制限 して、ペ リプラズムからの可溶性蛋白質の流失や、環境 中か ら巨大分子の流入 を防

止 している。キチンは量的には微量であるが、出芽時に合成量が上昇 しchitin ring、primary

septumを 形成す る成分であ り、細胞分裂 に必須である。

しか しこれ らの構成成分の占める割合は、上述 したように常 に一定ではな く、細胞周期

を通 じて出芽か らはじまる細胞分裂、mating等 のイベ ン トや、環境 中の浸 透圧 変化や薬剤

の存在などに応 じて刻々変化する。この様 に細胞壁は、非常にダイナミックな一種のオル

ガネラであ り、細胞の生育だけでなく、増殖にも必須である。

本論では、以下に各構成成分 と本研究の目的について概説することにする。

1.β1,3-グ ル カ ン とキ チ ン

β1,3-グル カ ン は細 胞 壁 の主 要 な構 成 要 素 で あ り、 β-グル カ ンの約80%を 占め る。 グル コ

ー ス分 子 が β1
,3-結 合 した ポ リマ ーで あ り、1分 子 あ た り1,500グ ル コ ース残 基 か らな る 直

鎖状 の分 子 で あ る[Manner et a1., 1973a]。 そ して 約3%の β1,6-結合 に よ り枝 分 れ した分 子 が 、

直 鎖状 の分 子 に結 合 した構 造 を とって い る。キ チ ンはN-ア セ チ ル グル コサ ミ ン分 子 が β1,4-

結 合 した ポ リマ ー で あ り、β1,3一グル カ ンの非 還 元 末 端 と結 合 す る[Kollar et al., 1995]。 β1,3-
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グル カ ンは、化 学 的 に アル カ リ可 溶 性 、 不 可 溶 性 の画 分 に分 類 され るが 、 この 可 溶 性 の 差

は キ チ ンとの結 合 の有 無 に よ って生 じ、 キ チ ンが 結 合 した もの が アル カ リに不 溶 に な る。

さ らにin vivoで は、 ア ル カ リ可 溶 性 β1,3-グ ル カ ンは キチ ン との 結 合 に よ りア ル カ リ不 可

溶性 β1,3-グル カ ン に変 わ る前 駆 体 で あ る こ とが 明 か に され た[Hartland et al., 1994]。 細 胞 壁

の剛性 を決 定 してい るの は、 この キ チ ン を含 む 、 アル カ リ不 可 溶 性 のβ1,3-グル カ ンで あ る

こ とが 、 マ ンナ ン蛋 白質 、 ア ル カ リ可 溶 性 グル カ ン を除 い た後 で も、細 胞 が 形 態 を維 持 す

る こ とか ら示 され た[Fleet & Manners, 1976; Kopecka et al., 1974]。

形 態 学 的 、 化 学 的 な 解 析 が 進 め ら れ て きた β1,3-グ ル カ ン で あ る が 、 そ の 合 成 酵 素 を コ ー

ドす る 遺 伝 子 に つ い て は 長 い こ と不 明 で あ っ た 。 明 か で あ っ た の は 、 合 成 酵 素 がplasma

membrane画 分 に あ る こ と 、UDP-glucoseを 基 質 と す る と い う こ と で あ っ た[Shematek et

al., 1980]。 そ の 後 、 一 斉 に複 数 の グ ル ー プ に よ っ て β1,3-グ ル カ ン 合 成 酵 素 複 合 体 と、 そ れ

を コ ー ドす る 遺 伝 子 の ク ロ ー ン化 が 報 告 され た[Inoue et al., 1995; Garrett-Engele et al., 1995;

Ram et al., 1995; Douglas et al., 1994; Eng et al., 1994; el-Sherbeini et al., 1995; Castro et a1.,

1995]。 そ の 結 果FKS1、FKS2は 複 数 膜 貫 通 型 蛋 白 質 で あ り、 細 胞 周 期 、 炭 素 源 に よ っ て

そ れ ぞ れ の 転 写 、 発 現 が 制 御 され る 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ドす る こ と が 明 か と な っ た 。

ま た 、GEF Rom2p、GAP Sac7p、Bem2pに よ っ て 低 分 子 量GTPase Rholpの 活 性 が 調 節 さ

れ 、 活 性 化 型Rholpが 調 節 、 制 御 サ ブ ユ ニ ッ トと してFkslpに 結 合 す る こ とで 、 活 性 化 を

時 間 、 空 間 的 に 制 御 して い る[Qadota et al., 1996; Drgonova et al., 1996]。

2.β1,6-グ ル カ ン[Shahinian & Bussey, 2000]

β1,6-グ ル カ ン は 、 グ ル コ ー ス 分 子 が β1,6一結 合 した ポ リ マ ー で あ り、1分 子 あ た り約350

グ ル コ ー ス 残 基 か ら な り[Kollar er al., 1997]、 枝 分 れ の 多 い 分 子 で あ る[Manners et al., 1973b;

Boone et al., 1990]が 、 分 岐 点 は β1,3-結 合 に よ る 。 β1,3一グ ル カ ン に比 べ 、 量 的 に 少 な い 分 子

で あ る が 、 β1,3-グ ル カ ン 、 キ チ ン、GPI-CWPの 残 りのanchor部 分 を結 び 付 け る 細 胞 壁 の

ポ リ マ ー 構 築 に お い て は 、 非 常 に 重 要 な役 割 を 果 た し て い る[Kollar et al., 1997]。 β1,3-グ ル

カ ン 合 成 酵 素 、 キ チ ン合 成 酵 素 が 上 述 の よ う に サ ブ ユ ニ ッ ト構 成 も 明 ら か に な り、plasma

membraneに 局 在 して い る の に対 し、 β1,6-グ ル カ ン 合 成 酵 素 は 詳 細 が 未 だ に 明 か に な っ て

い な い 。 そ の 合 成 に 関 与 す る こ とが 明 か に な っ て い る 遺 伝 子 の 多 くは 、K1 killer toxinに 耐
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性 を 示 すkre変 異 株(Killer toxin resistance)の ス ク リ ー ニ ン グ か ら取 得 さ れ た[Boone et al.,

1990; Brown et al., 1993]。 ま た 、 細 胞 壁 の キ チ ン鎖 に 結 合 し、 ア セ ン ブ リ を 阻 害 す るCFW

に対 す る感 受 性 を指 標 と した ス ク リ ー ニ ン グ で 取 得 さ れ たcwh変 異 株(Calcofluor white

hypersensitive)の な か に も 、K1 killer toxin耐 性 を もつ も の が 存 在 し、 β1,6-グ ル カ ン合 成 に

関 与 す る遺 伝 子 が 補 完 す る よ う に取 得 さ れ た 。kre変 異 株 は 実 際 に、 β1,6-グ ル カ ン の サ イ

ズ と量 が 減 少 す る だ け で な く、 細 胞 壁 の 異 常 な 形 態 、 生 育 速 度 の 遅 延 、 細 胞 壁 マ ン ナ ン 蛋

白 質 α-agglutininを 培 地 中 に 漏 出 す る な ど の 表 現 型 を 示 した[Brown et al., 1993; Lu et al.,

1995]。

遺 伝 子 産 物 の局 在 の解 析 か ら、KRE5、CWH41、ROT2産 物 はERに 、KRE6産 物 はGolgi

に、KRE11は 細 胞 質 に、KRE9、KRE1は 細 胞 表 層 に局 在 して い た 。 この よ う に ほ とん ど

が 、 分 泌経 路 に沿 っ て局 在 して いた こ とか ら、 β1,6ーグ ル カ ンは細胞 外 へ 分 泌 され る 問 に 各

オル ガ ネ ラで逐次 、 伸 長 、 合 成 され る と推 定 され て い る。最 近 で は、 細 胞 切 片 をβ1,6-グ ル

カ ンに対 す る抗 体 を用 い てimmunogoldラ ベ ル す る と、 金粒 子 が細 胞 表 層 の み を標 識 す る

こ とか らβ1,6-グル カ ン合 成 は、細胞 表 層 で あ る とす る報 告 が 出 され た[Montijn et al., 1999]。

しか し、細 胞 内 に存 在 す るβ1,6-グル カ ン前 駆体 は 、大 きさの面 と輸 送 途 中 で あ る が故 に量

的 な面 か ら抗 体 で は検 出 で きない レベ ル で あ る可 能性 も除 外 で きず 、 決 定 的 な証 拠 は得 ら

れ て い ない 。

β1,6-グ ル カ ン合 成 の も う一 つ の 謎 は 、 合 成 に 関 与 す る と さ れ る 分 子 が 実 際 に どの よ う な

形 で 機 能 し て い る か で あ る 。KRE産 物 の 中 で β1,6-グ ル カ ン合 成 活 性 を と ら れ た も の は な

い が 、Kre5PはDrosophila[Parker et al., 1995】 とS. Pombe[Femandez et al., 1996]のUDP-

glucose: glycoprotein glucosyltransferase(UGGT)、Cwh41p、Rot2pは 、glucosidase I、IIに 有

意 に相 同 性 を示 す 。UGGTは 、ERに お い てCalnexin と glucosidase I、IIと 協 調 して 糖 蛋 白

質 のmisfoldingを 補 正 す る[Helenius & Aebi, 2001]。S.cerevisiaeで は 、UGGT活 性 は検 出 さ

れ て お らず 、 β1,6-グ ル カ ン合 成 に 直 接 的 に 、 或 い は 間接 的 に 機 能 す る の か も現 在 の と こ ろ

不 明 で あ る 。

3.cell integrity pathway[Gustin et al., 1998; Heinisch et al., 1999]

細 胞 壁 合 成 を大 きな枠 組 み か ら制御 して い るcell integrity pathwayに つ い て述 べ る 。

3



Cell integrity pathwayと は、Pkclpを 頭 にお い たMAPK cascade (Bcklp-(Mkklp , Mkk2P)-

Slt2P/Mpk1p)で あ り、 そ の 名 の通 り細 胞 壁 の 剛 性 を維 持 す るた め に機 能 す る シ グ ナ ル 伝

達 経 路 であ る。細 胞 周 期 が 進 む に従 い 、 出芽 酵 母 は 分 裂 、成 長 を繰 り返 す 。 こ う した 形

態 変 化 は細 胞 壁 の 柔軟 な変 化 、 キ チ ナ ー ゼ や グル カ ナ ー ゼ に よ る部 分 的 な分 解 と合 成 酵

素 に よる補 修 が な くて は起 こ り得 な い 。 形 態 変 化 に伴 う細 胞 壁 剛性 の 変 化 は シ グ ナ ル 伝

達 され 、 下 流 の細 胞 壁 合 成 関連 遺 伝 子 の 転 写 を活 性 化 す る。 こ う した性 質 か ら、 細 胞 壁

欠損 株 にお い てcell integrity pathwayの 機 能 は、 生 存 に必 須 な場 合 が多 い 。 こ の よ う な細

胞 壁 の欠 損 に よ って生 じるス トレス 、薬 剤 、低 浸 透圧 、熱 シ ョック な どの ス トレス は 、plasma

membraneに 局在 す る膜 蛋 白質Wsclp、Mid2Pに よ っ て感 知 され る。 これ らのス トレス セ

ンサ ー蛋 白質 に は 、 ま だ ホ モ ロ グ が存 在 し、 ス トレス の 種 類 に応 じて各 々 が 機 能 す る と

考 え られ て い る。ス トレス シ グナ ル は セ ンサ ーWsclP、Mid2Pへ のRHO1 GEFで あ るRom2p

の結 合[Philip & Levin, 2001]に よ って伝 達 され 、 そ こで 活 性 化 され たRho1PのPkc1p活 性

化 に よ り、 下 流 のcell integrity pathwayの 活性 化 が起 こ る と考 え られ てい る。cell integrity

pathwayはCdc28p kinaseに よ っ て も活性 化 され 、MAPKで あ るSlt2pの リン酸 化 はG1/S

期 に ピー ク に達 す る 。 上 記 の よ う に与 え られ た ス トレス に対 応 す る だ け で な く、 プ ロ グ

ラ ム され た転 写 の 活性 化 も担 って い る。

4.マ ンナン蛋 白質 と本研 究の 目的

マ ンナ ン蛋白質は、グルカン-キ チ ンネ ッ トワー クの隙 間を埋 めるよう外側 を覆い、細

胞壁の透過性を制限する役割を担っている。マンナン蛋白質は、まず細胞壁 に共有結合 し

ているか否かに分けられる。共有結合 していないマンナ ン蛋白質は、静電的な相互作用 に

よ りグルカンーキチンネ ットワーク内に留め られていると推定 されている。細胞壁 に共有

結合するマンナン蛋白質は、その結合様式 によ り、2つ に分 類 され ている。PIR-CWPと

GPI-CWPで ある。

PIR-CWPは 、 可 溶 性 の分 泌 蛋 白質 で ア ミノ酸 配列 上 、N末 に分 泌 の た め の シ グ ナ ル シ

ー クエ ンス と分子 内 に繰 り返 し配 列 を もつ
。 また セ リ ン/ス レオ ニ ンーリ ッチ で非 常 に多 く

のO-糖 鎖 の修 飾 を受 け る。 β1,3-グル カナ ー ゼ 処 理 あ るい は、O-糖 鎖 を切 るβ-エ リ ミネ ー

シ ョ ン に類 似 の 穏 や か な ア ル カ リ処 理 に よ っ て 、細 胞 壁 か ら遊 離 す る【Mrsa et al., 1997;

4



Mrsa & Tanner, 1999]こ とか ら、O-糖 鎖 を 介 して β1,3-グ ル カ ン に 共 有 結 合 し て い る と推 定

さ れ て い る 。S.cerevisiaeゲ ノ ム に は4種 類 のPIR-CWPを コ ー ド して い るPIR1-4が 存 在

して い る[Smits et al., 1999]。

GPI-CWPは 、 ア ミノ酸 配 列 上N末 の 分 泌 の た め の シ グ ナ ル シ ー ク エ ンス と、C末 に

GPI-anchor付 加 の た め の20-30ア ミノ酸 の 疎 水 性 配列 か らな る シ グナ ル シー クエ ンス を も

つ。PIR-CWP同 様 にセ リ ン/ス レオニ ン-リ ッチ で あ り、N-、O-糖 鎖 の修 飾 を受 け 、分 子 量

の 著 しい増 幅 を受 け る もの が多 い。

GPI-anchorの 生 合 成 はPIへ のGlcNAc付 加 か ら始 ま り、 最 後 にEtN-Pの ア ミ ノ基 が

GPI-anchor型 蛋 白質前 駆 体 ω site(後 述)の カ ル ボ キ シ ル基 とア ミ ド結 合 を形 成 してGPI-

anchor型 蛋 白質 が 誕生 す る まで 、全 てERで 行 わ れ る(図B)。GPI-anchorの 主 鎖 骨 格 は 真

核 生 物 で広 く保 存 され て い る。 最 近 特 にKinoshitaら は、 動 物 細胞 にお け るGPI-anchor合

成 不 全株pig変 異 株 と出 芽 酵 母 の ゲ ノム全 塩 基 配 列 を利 用 した相 補 的 な研 究 に よ り、anchor

主 鎖 の合成 のみ な らず 、側 鎖修 飾 に関与 す る酵 素 遺 伝 子 を次 々 と同定 して い る[Hong et al.,

1999; Watanabe et al., 1999; Oishi et al., 2001]。 主 鎖 、側 鎖 に 関 わ らず 、 合 成 に 関与 す る遺 伝

子 には 必須 な もの が 多 く、GPI-anchorの 存 在 意 義 を示 して い る 。GPI-CWPは 、小 胞 体 で

既 製 のanchorをen blocに 付 加 さ れ た 後 、 ゴ ル ジ 体 を 経 てplasma membraneま で 輸 送 さ れ

る 。plasma membraneに 一 時 係 留 さ れ た 後 に 、GPI-anchorの 一 部 で 切 断 さ れ 細 胞 壁 グ ル カ

ン に 共 有 結 合 す る 。 こ の 過 程 は 、GPI-CWPで あ る性 凝 集 素 α-agglutininを レ ポ ー タ ー に 、

各 輸 送 過 程 のsec変 異 株 を用 い たpulse-chaseに よ っ て 詳 細 な 解 析 が 行 わ れ た[Lu et al., 1994]。

こ れ に よ り、 α-agglutininがGPI-anchorに よ っ て い っ た んplasma membrane上 に 局 在 す る

こ と、GPI-anchorを 切 られ た 後 、 可 溶 性 中 間 体 を 経 て細 胞 壁 へ 共 有 結 合 す る こ とが 示 さ れ

た 。

GPI-anchor型 蛋 白 質 のER-Golgi間 の 輸 送 に は 、Keyと な る い くつ か の 因 子 が 存 在 す る 。

ま ずGPI-anchor型 蛋 白 質 は 、GPI-anchorを 付 加 さ れ る こ とがGolgi以 降 の 輸 送 、 修 飾 、 成

熟 化 に必 要 で あ る[Doering & Schekman, 1997]。Anchor付 加 の シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス が 切 断

され な い よ う な 変 異 体Gas1pは 、Golgiへ 到 達 して 糖 鎖 修 飾 さ れ る が 、ERへ 戻 っ て し ま う

[Letoumeur & Cosson, 1998]。 次 に 、 セ ラ ミ ド合 成 の 最 初 の ス テ ッ プ の 変 異 株Icb1-100に お
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い て[Sutterlin et al., 1997]、 あ る い は 野 生 株 へ の セ ラ ミ ド合 成 阻 害 剤myriocin [Horvath et al.,

1994]の 処 理 に よ っ て 、ER-Golgi問 の 輸 送 がGPI-anchor型 蛋 白 質 特 異 的 に 遅 延 す る 。 ま た 、

ER-Golgi間 の 輸 送 に は 、Emp24p、Erv25pと い っ た 、酵 母p24フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 がGPI-anchor

型 蛋 白 質 の 膜 レセ プ タ ー と して 効 果 的 な ソ ー テ ィ ン グ 、輸 送 に 機 能 し て い る[Schimmoller et

al., 1995; Belden & Barlowe, 1996; Marzioch et al., 1999; Muniz et al., 2000]。

ERで 他 のcargoと は異 な る分 泌 小 胞 に ソ ー テ ィ ン グ され る[Muniz et al., 2001]こ と と、

セ ラ ミ ドの 必 要 性 か ら小 胞 の 膜 成 分 も異 な っ て い る と容 易 に推 察 さ れ る[Horvath et al.,

1994; Sutterlin et al., 1997]。 この セ ラ ミ ド、GPI-anchor型 蛋 白質 を含 む分 泌 小 胞 は、Golgi

に到 達 して以 降 セ ラ ミ ドか らス フ ィ ン ゴ脂 質 の合 成 、GPI-anchor型 蛋 白質 の修 飾 、脂 質 部

分 の リモ デ リン グ を受 け る と推 察 され る。 この 間 、他 のcargoと はERか ら一 定 して 分 離

され た膜 ドメ イ ン を保 つ のか 、 い った ん解 離 して またGolgiを 出 る時 に ソー テ ィ ン グ さ れ

る のか は、不 明 で あ る。ERで コ ア糖 鎖 の 修 飾 を受 け たGPI-anchor型 蛋 白質 は、Golgi間

を進 む に従 い 、N-、O-糖 鎖 と もに さ らに伸 長 反応 を受 け、 成 熟 型 とな る。

一 方
、GPI-anchor型 蛋 白質 のGolgi-plasma membrane間 の輸 送 につ い て は、糖 鎖修 飾 な

どの マ ー カ ーが利 用 で きない こ ともあ る ため か ほ とん ど報 告 が ない 。ER-Golgi間 輸 送 時 の

よ うに レセ プ ター の存 在 は不 明 で あ る が 、他 のplasma membrane蛋 白 質 とは異 な る脂 質 組

成 の ソ ー テ ィ ング プ ラ ッ トホ ー ム に よっ て輸 送 、 ソー テ ィ ン グ され る こ とが 、動 物細 胞 で

の研 究 や 、ER-Golgi間 輸 送 の流 れか ら推 定 され る 。

こ れ ま で は 、 細 胞 壁 の 化 学 的 、 物 理 的 各 種 操 作 に よ りマ ン ナ ン蛋 白 質 の 抽 出 が 試 み ら れ

て き た 。 最 近 で は 、 β1,3-グ ル カ ナ ー ゼ 処 理 に よ っ てCwp1p、Cwp2P、Tip1pと3つ のGPI-

CWPが 細 胞 壁 か ら溶 出 さ れ た[Van der vaart et al., 1995]。Cwp1pは 細 胞 壁 を-Rarobacter

faecitabidus Proteasel (RPI)で 処 理 す る こ と に よ っ て も溶 出 さ れ る[Shimoi et al., 1995]。 他

に も、DTT存 在 下SDSに よ る 細 胞 壁 の 抽 出 で 、 既 知 を 含 む7つ の 可 溶 性 細 胞 壁 蛋 白 質

(Scw=soluble cell wall protein)が 同 宗 さ れ た(表2-1)。

S. cerevisiaeの ゲ ノ ム 全 塩 基 配 列 が 明 か に な り、 まず 効 力 を発 揮 した の はGPI-CWPの 同

定 に お い て で あ る 。GPI-CWPの 特 徴 的 な 一 次 配 列 は 、ORF検 索 の 判 断 基 準 と な り、58

ORFs [Caro et al., 1997、53ORFs [Hamada et al., 1998a]と 推 定 で は あ る が 、50を 超 え るORF
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がGPI-CWPを コ ー ドす る こ と が 明 か に な っ た 。 こ の 頃 、GPI-anchor型 蛋 白 質 に は 、 最 終

的 に 細 胞 壁 に共 有 結 合 さ れ る もの(GPI-CWP)と 、Gas1pの よ う に細 胞 質 膜 に 留 ま る もの

(GPI-anchor型 膜 蛋 白 質)の2種 が 存 在 して い る と考 え ら れ て い た 。GPI-CWPのC末 部

分 とα-galactosidase等 、 酵 素 活 性 を も つ レ ポ ー タ ー と の 融 合 蛋 白 質 の 局 在 を 、 活 性 を指 標

に検 討 した 結 果[Screuder et al., 1993; van Berkel et al., 1994; van der Vaart et a1., 1996, 1997]、

融 合 蛋 白 質 も ま た 細 胞 壁 へ 局 在 し、GPI-CWPのC末 、 特 にGPI-anchor付 加 さ れ る ア ミ ノ

酸(ωsite)付 近 に 、細 胞 壁 へ の 局 在 化 シ グ ナ ル が 存 在 す る と予 想 さ れ た 。しか し、GPI-anchor

型 膜 蛋 白 質 の ω siteか ら1-3ア ミ ノ 酸 残 基N末 側(ω-1～ ω-3)に は 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 が

2つ 以 上 並 ぶ とい う共 通 項 が 見 い 出 され たが 、GPI-CWPに は シ グナ ル様 の 配 列 は見 い 出 さ

れ な か った。 前 記 のHamada et al.は各ORF翻 訳 産 物 のC末 と、 レポ ー ター蛋 白質 との 融

合蛋 白質 の局 在性 か ら、 これ らのORFsを 分 類 した[Hamada et al., 1998a]。 さ ら に、C末 部

分 にsite directed mutagenesisを か け、 局 在 性 が変 化 す る ア ミノ酸 の種 類 、位 置 を網 羅 的 に

追 った[Hamada et al., 1998b]。 そ の結 果 、 ω-2と ω-4ま た は-5に 相 当 す る ア ミノ酸 が 細 胞 壁

へ の取 込 み に重 要 で あ り、 ポ ジテ ィ ブ に働 くシ グ ナル の存 在 が 初 め て 明 か にな った 。 ま た

GPI-CWPとGPI-anchor型 膜 蛋 白質 の 局 在 性 に、 明 瞭 な境 界 は な く細 胞 壁 へ の取 込 み 効 率

が高 い もの か ら低 い もの まで、様 々 な程 度 を示 す[Hamada et al., 1998a, 1999]。

シグナル様配列 は明かになったものの、GPI-CWPの 細胞壁へ の転移 に関与す る分 子 と

機構 については、未だ不明である。 しか し、酵母細胞の生育に必須な過程であ り基礎的 に

非常に興味深い。また応用的には人や家畜の真菌症において、真菌細胞壁のGPI-CWPが

感染 に重 要 な役割 を果 た してお り、GPI-CWPの 細胞壁 への転移 の過程 を抗真菌剤開発 の

ための有効 なターゲ ットとして、解明が待 たれている。そこで本研究では、このGPI-CWP

の細胞壁へ の転移 に関与す る分子 と機構 を明らかにすることを目的 とした。

Gas1pは 、1)G1/S期 の 移行 の 際 、 不 安 定 な蛋 白質 を 同定 す る こ と を 目的 と した、 同 調

培 養 した細 胞 か ら調 製 した サ ンプ ル の 二 次 元 電 気 泳 動 に よ り、gp115と して取 得 され た 。

後 に不 安 定 な分 子 種 は、Gas1pの 前 駆 体 で あ る こ とが判 明 した[Popolo et al., 1984, 1986]。

2)酵 母 にお け るGPI-anchor型 蛋 白 質 を同 定 す る 目的 で 、細 胞 をTX-114で 可 溶 化 、 膜 蛋
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白 質 、GPI-anchor型 蛋 白 質 を濃 縮 し、anchorを 切 断 す るPI-PLC処 理 に よ っ てdetergent画

分 か ら可 溶 性 画 分 に 移 行 す る 蛋 白 質 を 追 跡 し た 結 果 、Gaslp (Glycophospholipid-anchored

surface protein)を 取 得 した[Conzelmann et a1., 1988]。 以 上 の 二 つ の 生 化 学 的 な ア プ ロ ー チ

に よ り取 得 さ れ た 。 以 降 、Gaslpはplasma membraneに 豊 富 に存 在 す るGPI-anchor型 蛋 白

質 で あ る こ と、ERで の105kDaか らGolgiで の 糖 鎖 修 飾 に よ り、125kDaに シ フ トす る こ

とか ら 、主 に輸 送 の レ ポ ー タ ー 、GPI-anchor付 加 に 必 要 な 配 列 の 解 析 に 用 い られ た[Nuoffer

et a1., 1991,1993]。 細 胞 形 態 な どGaslp自 身 の 機 能 解 析 も行 わ れ て き た が 、 遺 伝 子 破 壊 株

で は 、 野 性 株 に比 べ 生 育 速 度 が 遅 く な る 、 形 態 はMulti-budded cellを 示 す 、CFW感 受 性 を

示 す 、 β1,3-、 β1,6-グ ル カ ン の 付 加 したGPI-CWPを 培 地 中 に 漏 出 す る 、 野 性 株 に 比 べ 細 胞

壁 糖 組 成 のMan/Glc ratioが 上 昇 す る 、 と い っ た 表 現 型 か ら、 β1,3-グ ル カ ン の ア セ ン ブ リ

に 関 与 す る と い う こ と が 示 唆 さ れ る の み で あ っ た[Vai et al., 1991; Popolo et a1., 1993;

Kapteyn et al., 1997; Ram et al., 1994, 1998]。 最 近 に な っ て β1,3-グ ル カ ン を 内 部 で 切 断 し て 新

た に 生 じた 還 元 末 端 を 、 他 の β1,3-グ ル カ ン の 非 還 元 末 端 に 結 合 させ て β1,3-グ ル カ ン を 伸

長 させ る 、 β1,3-glucanosyltransferase活 性 を もつ こ とがin vitro、recombinant Gaslpを 用 い

て 示 さ れ た[Mouyna et a1., 2000]。

これまで、細胞壁関連遣伝子の網羅的なスクリーニングが行 われてきたにもかかわ らず、

本研究の目的でもあるGPI-CWPの 転移 に関与す る分子、遺伝 子 は取得 されていない。そ

の主たる原因としては、機能重複遺伝子の存在が考えられる。

本研 究 で は 、細 胞 壁 欠損 株 の 中で は上 記 の よ うに 明 瞭 な表 現 型 を示 すgasl破 壊 株 が 、

さ ら にkre6破 壊 と合 成 致 死 を示 す[Popolo et a1., 1997]こ とに着 目 した。Kre6Pは β1,6-グ ル

カ ン合 成 酵 素 と考 え られ、 そ の破 壊 株 で は細 胞 壁 の β1,6-グル カ ン量 が50%ま で 減 少 す る

[Roemer et al., 1993, 1994]。 そ こで"gasl kre6二 重 破壊 株 の 合 成 致 死 性 は、 β1,3-グル カ ン

や キ チ ンへ のGPI-CWPの 結 合 量 の極 度 の 減少 に よ る"と い う仮 説 をた て た(図C)。GASI

遺伝 子 破 壊 とい う、既 に細 胞壁 へ のβ1,6-グ ル カ ン を介 したGPI-CWPの 転 移 が 生 存 に よ り

必 須 に な る よ う な不 全 の生 じたbackgroundを 利 用 す る こ とで 、 目的 の 分 子 が 機 能重 複 遺

伝 子 産 物 で あ って も互 い に相 補 す る こ とが で きな くな る と予 想 した。

ゲノム全塩基配列が明かにな り、利用 も自由な時に網羅的な、 しかも古典的なスクリー
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ニングはそ ぐわない。そこで、本研究では目的の分子に照準 を合わせることで、gaSl破 壊

株 を用いた合成致死ス ク リーニ ングを行 うこととした。

出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeは 真核細 胞のモ デル生物 と して、細胞内種々の生理現

象を解 き明かす研究が進められている。一方で動物細胞 には存在 しない細胞壁は、 こう し

た研究における解析をしばしば妨げている。 しか し、細胞壁 を研究対象 とすることは、対

象である生物を理解するためだけでな く、酵母 を含めた真菌類 と高等真核生物 との相互作

用が引 き起こす、病疾 を克服、予防するといった重要な使命 を自然 と帯びて くることが容

易に想像される。本研究で得 られた知見が、その コンテクス トにおいて理解、解明の一助

となれば幸いである。
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図A 野生型酵母(SEY6210)の 電子顕微鏡写真

N: nucleus; V: vacuole

Holthuis JC, Nichols BJ, Pelham HR

The syntaxin Tlg 1p mediates trafficking of chitin synthase lll to

polarized growth sites in yeast.
Mol Biol Cell 1998 Dec; 9 (12): 3383-97  より転載
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第1章GAS1遺 伝子破壊 と合成致死 を示す変異株の単離 と合成致死遺伝子

の同定

序

出芽 酵 母 に お い てgasl破 壊 株 で は、 β1,6-、β1,3-グル カ ンの付 加 したGPI-CWPが 培 地

中 に漏 出す る[Ram et al,1998]。 そ してβ1,6-グ ル カ ン を介 して キ チ ン に結 合 す るGPI-CWP

が 、野 生株 で は細 胞 壁 全 蛋 白質量 の1-2%し か存 在 しな い の に対 して、gasl破 壊 株 で は40%

まで増 加 す る よ う に な る[Kapteyn et al.,1997]。gas1破 壊 株 は ま た、KRE6の 破 壊 に よ り合

成 致 死 を示 す[Popolo et al,1997]。Kre6Pは β1,6-グル カ ン合 成 酵 素 と考 え られ 、 そ の破 壊

株 で は細 胞 壁 のβ1,6-グル カ ン量 が50%ま で 減 少 す る[Roemer et al,1993,1994]。 そ こで"gasl

kre6二 重破 壊 株 の合 成 致 死性 は 、β1,3一グ ル カ ンや キチ ンへ のGPI-CWPの 結 合 量 の 極 度 の

減少 に よる"と い う仮 説 を た てた 。 こ の仮 説 に基 づ け ば、β1,6-グル カ ンへ のGPI-CWPの

転 移 に働 く遺 伝 子 の変 異 も またgasl破 壊 株 と合成 致 死性 を示 す はず で あ る。 そ の よ う な

遺 伝 子 を取 得 す る こ とを 目的 と し、gasl破 壊 株 を用 い た合 成 致 死 ス ク リー ニ ン グ を行 っ

た 。本 章 で は、 ス ク リー ニ ン グの 結 果 と取 得 した遺 伝 子 の 破 壊 株 を用 い た解 析 に つ い て

述べ る。
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第一節 実験材料 と方法

1-1-1.実 験 材 料

1-1-1-1.菌 株

Escherichia coli

Saccharomyces cerevisiae
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菌株(続 き)
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菌株(続 き)

1-1-1-2.プ ラ ス ミ ド
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1.1-1-3.合 成DNA

*:制 限酵素サ イ トは配列 中下線 で示 す。
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1-1-1-4.試 薬(特 に断 わ りの ない 限 り特 級 を使 用 した。)

大腸菌生育培地

1) LB+Amp

Yeast extract (Becton Dickinson) 0.5% (0.5g/100mL)

Tryptone peptone (Becton Dickinson) 1% (1 g/100ml)

NaCl(国 産 化 学) 0.5%(0.5g/100ml)

上記 を混 合 、オー トク レー ブ後 、約70℃ に冷 め て か らア ン ピ シ リンナ トリウ ム を 100μg/ml

になるように粉末で加えた。

2)10×M9salts

Na2HPO4・12H20 (国 産 化 学)  11.2g/100ml

KH2PO4 (国 産化 学)  1.59/100ml

NH4CI (国 産化 学)  0.5g/100ml

NaCl  0.5g/100ml

3)M9+Amp plate (-trp)

A.10×M9 salts l0ml/l00ml

B.Casamino acid (Becton Dickinson)  0.2g/100ml

Adenine sulfate dihydrate (和 光 純 薬 工 業)  1ml/100ml

Uracil (和 光 純 薬工 業)  1ml/100ml

Histidine hydrochlohde monohydrate (和 光 純 薬 工 業) 0.2ml/100ml

以 上 を水 で30mlに メ ス ア ップ

C.glucose (国 産 化 学)  0.4% (0.4g/100ml)

Agar (国 産 化 学)  1.5g/100ml

以上 を水 で60mlに メス ア ップ
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オー トク レー プ後A、B、Cと 下 の 試 薬 を混 ぜ 、 プ ラス チ ック シ ャ ー レに注 い だ 。

1MMgSO4(国 産化 学)  1mM(0.1ml/100ml)

100mMCaC12(国 産 化 学)  0.1mM(0.1ml/100ml)

Ampicilllin sodium(和 光 純 薬 工 業)  50μg/ml(5mg/100ml)

4)SOB

Tryptone 2%(4g/200ml)

Yeast Extract 0.5%(1g/200ml)

1MNaCl 10mM(2ml/200ml)

1MKCI(国 産化 学)  2.5mM(0.5ml/200ml)

上 記 を混合 して、 オ ー トク レー プ後

1MMgCl2(国 産 化 学)  10mM(2ml/200ml)

1MMgSO4(国 産 化 学)  10mM(2ml/200ml)

に な る よ うに添加 した 。

5)SOC

Tryptone  2% (2g/100ml)

Yeast extract  0.5% (0.5g/100ml)

5MNaCl  10mM (200μl/100ml)

2MKCl  2.5mM (125μl/100ml)

上 記 を混 合 して 、 オー トク レー プ後

1MMgSO4  10mM(1ml/100ml)

1MMgCl2  10mM(1ml/100ml)

2MGlucose  20mM(1ml/100ml)

に な る よ うに添 加 した 。
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酵母生育培地

1) 5-FoA p1ate (100ml)

solution A

5-Fluoroorotic acid (和 光 純 薬 工 業) 100mg

uracil 2.4mg

H2o 50ml

Solution B

2×SD-ura 50ml

Agar 1.5g

オ ー トク レ ー ブ 後 、 約65℃ ま で 冷 ま し たSolution Bに フ ィ ル タ ー 滅 菌 したsolution Aを 器

壁を伝 わせ るように穏やかに加えて混合後、プラスチ ックシャーレに注いだ。

2) MY

Yeast Extract 0.3%(0.3g/100ml)

Malt extract (Becton Dickinson) 0.3%(0.3g/100ml)

Peptone 0.5%(0.5g/100ml)

Glucose 1%(1g/100ml)

3) SD

Yeast nitrogen base w/o a. a. (Becton Dickinson) 0.17%(0.17g/100ml)

Anmonium sulfate (国 産 化 学) 0.5%(0.5g/100ml)

Glucose 2%(2g/100ml)

こ れ に適 宜 、必 要 な ア ミ ノ酸,塩 基 を添 加 した(-uracil、-tryptophanの 時 に 限 り0 .2%casamino

acidも 加 え た)。
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4) SG

Yeast nitrogen base w/o a. a. 0.17%(0.17g/100ml)

Ammonium sulfate 0.5%(0.5g/100ml)

galactose (和 光 純 薬 工 業) 2%(2g/100ml)

sucrose (国 産 化 学) 0.05%(0.05g/100ml)

添加物はSDの 場 合 と同様

5) SporuLation medium

Potassium acetate (国 産 化 学) 1%(1g/100ml)

Yeast extract 0.1%(0.1g/100ml)

6) YPD

Yeast extract 1%(1g/100ml)

Peptone 2%(2g/100ml)

Glucose 2%(2g/100ml)

IM sorbitol添 加 培 地 作 製 時 は 、以 下 の試 薬 を加 えて オ ー トク レー ブ した。

D-Sorbitol 1M(18g/100ml)

100μg/ml Congo redプ レー ト作 製 時 は、 オ ー トク レー ブ後 、 培 地 の温 度 が約70℃ に下 が っ

てか ら以下の試薬 を加えた。

2%(2mg/ml)Congo red stock solution 100μg/ml(0.5ml/100ml)

7)2%(20mg/ml)Congo red stock solution

Congo red  2%(1g/50ml)

ス ター ラー で 良 く溶解 して か ら、 フ ィル タ滅 菌 を した。
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酵 母chromosomal DNA抽 出

1)ソ ル ビ トール 溶液

D-Sorbitol 1.2M(21.6g/100ml)

1M Tris-Cl (pH7.5) 50mM(5ml/100ml)

0.5M EDTA(国 産 化 学) 100mM(20ml/100ml)

2) EDTA溶 液

1M Tris-Cl(pH7.5) 10mM(1ml/100ml)

0.5M EDTA 100mM(20ml/100ml)

核酸操作

1) solution I

Glucose 50mM(1.8g/200ml)

1M Tris-HCl(pH8.0) 25mM(5ml/200ml)

0.5M EDTA(pH8.0) 10mM(4ml/200ml)

2) solutiom II

NaOH (国 産 化 学) 0.2N(1.6g/200ml)

Sodium dodecylsulfate (SDS;和 光 純 薬 工 業) 1%(2.0g/200ml)

3) solution III

5M AcOK (国 産 化 学) 120ml(58 .9g/200ml)

酢 酸 でpH5.5に 調 製 した。
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4) TE

1M Tris-HCl  10mM (2ml/100ml)

0.5 MEDTA  1mM(0.4ml/100ml)

5)PEG溶 液

PEG6000(国 産化 学)  30%(30g/100ml)

NaCI  1.6M(9.4g/100ml)

6) リ ン酸力 リ ウ ム ーソ ル ビ ト ール バツ フ ァー (l ytic a s e 用 バッ フ ァー )

0.2M KH2PO4(国 産 化 学)  0.1M(16ml/200ml)

0.2M K2HPO4(国 産 化 学)  0.1M(84ml/200ml)

D-Sorbitol(関 東 化 学)  1.2M(43.7g/200ml)

1M MgCl2  1mM(200μ1/200ml)

ス フ ェ ロ プ ラス トを扱 う時のみソル ビ トー ル を添加 した 。

Southern hybridization

1)20×SSPE

NaC l 3M(175.3g/11)

NaH2PO4・2H2O(国 産 化 学)  0.2M(31.2g/11)

EDTA  0.02M(7.4g/11)

10Nあ るいは粒状 NaOHでpHを 7.4に 調 整 した 。
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2)Hybridizatior buffer

20×SSPE  5×SSPE(20ml/100ml)

Formamide(国 産 化 学)  50%(50g/100ml)

Na-Pibuffbr pH7.0  50mM

SDS  7%(7g/100ml)

Blocking reagent(Roche diagnostics)  2%(2g/100ml)

N-Lauroylsarcosine sodium salt (nacalaitesque) 0.1% (0.1g/ml)

3)Denaturation sol

NaCl  1.5M(87,7g/11)

NaOH  05M(20g/11)

4)Bufferl

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (nacalai tesque) 0.1M (12.lg/11)

NaCl  0.15M(8.77g/11)

HClでpH7.5に 調 整 した 。

5)Blocking stock solution

Blocking reagent (Roche diagnostics)をBufferlに 終 濃 度10%に な る よ う に 溶 解 、4℃ で 保

存 。

6)Buffer2

BufferlでBlocking stock solutionを 終 濃 度1%に な る よ う に 希 釈 した 。
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7)Buffer3

使 用 直 前 に5ml調 製 し、3mlを 平 衡 化 に、2mlを 発 色 反 応 に用 い た。

1M Tris-ClpH9.5  0.1M (500μ1/5ml)

4MNaCl  0.1M(125μ1/5ml)

2MMgC12  50mM(125μ1/5ml)

大腸菌コンピテン トセル作製

Tranqformation buffer (TB)

piperazine-N, N'-bis (2-ethanesulfonic acid) (PIPES;同 仁 化 学)10mM(0 .3g/100ml)

CaCl2(国 産化 学)  15mM(0.22g/100ml)

KCl  250mM(1.864g/100ml)

1M KOHでpHを6.7に 調 整 後 、

MnCl24H2O(国 産 化 学)  55mM(1.09g/100ml)

を加 え、 フ ィル タ滅 菌 した。

酵母形質転換

1)10×LiOAc stock solution PH7.5

lithium acetate(国 産 化 学)  1M(10.2g/100ml)

希釈 した酢酸 でpHを 調整 した。

2)LiPEG

PEG#4000(国 産 化 学)  40%(40g/100ml)

1M Tris-ClpH7.5  10mM(1ml/100ml)

0.5M EDTApH7.5  1mM(0.2ml/100ml)

10×LiOAc stock  10ml/100ml
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3) LiIE

10×LiOAc stock solution  10ml/100ml

1M Tris-Cl pH7.5  10mM(1ml/100m1)

0.5M EDTA pH7.5  1mM(0.2ml/100ml)

SDS-PAGE

1) 4×sumple buffer

Tris  6%(0.6g/10ml)

HCl  3.5%(350μl/10ml)

SDS  4%(0.4g/10ml)

Glycerol(国 産 化 学)  40%(4ml/10ml)

2-Mercaptoethanol(和 光 純 薬 工 業)  20%(2ml/10ml)

2) SDS-PAGE running gel buffer (pH8.8)

Tris 1.5M(90.9g/500ml)

SDS 0.4%(2g/500ml)

3) SDS-PAGE stacking gel buffer (pH6.8)

Tris 0.5M(30.3g/500ml)

SDS 0.4%(2g/500ml)

4) 30% acrylamide

acrylamide(和 光 純 薬 工 業) 30%(150g/500ml)

N,N-Methylene-bis(acrylamide)(和 光 純 薬 工 業) 0.8%(40g/500ml)

5) SDS-RAGE泳 動用 バ ッファー
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Tris  0.5M (60g/101)

Glysine (日 理 化 学)  288g/101

SDS  10g/101

Western blotting

1) 10×TBS (pH7.4)

Tris  0.5M (121.14g/2L)

NaCl  1.5M (175.4g/2L)

2) Anode buffer 1 (pH 10.4)

Tris  0.3M (72.7g/2L)

Methanol (国 産 化 学)  10% (200ml/2L)

3) Anode buffer 2 (pH10.4)

Tris  25mM (6.06g/2L)

Methanol  10% (200m1/2L)

4) Cathode buffer (pH9.4)

Tris  25mM (6.06g/21)

6-amino-n-caproic acid (Sigma)  40mM (10.5g/21)

10% SDS  0.01% (2ml/21)

Methanol  20% (400ml/21)

5)TBS (Tris-buffered saline)

1M Tris-HCl, pH7.5  100mM (100ml/11)

NaCI  0.9% (9g/11)

TBSは 主 に10×TBSを 希 釈 して調 製 した 。

1-1-2.実 験 方 法
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1-1-2-1.大 腸 菌 か らの プ ラス ミ ド回 収

大腸 菌 の シ ングル コ ロニ ー をLB 2mlに 植 菌 し、 一 晩振 盪 培 養 した。 培 養 液 を1 .5mlチ

ユ ー ブ に 移 し、7,000rpm、5分 間 の 遠 心 で 集 菌 し た 。培 養 上 清 は 捨 て 、菌 体 を100μlのSolution

Iに 懸 濁 し、 続 い てSolution II、Solution IIIを そ れ ぞ れ200μl、150μl加 え 、2、3回 転 倒 混

和 し、 氷 上10分 間 静 置 した 。14,000rpm、5分 間 遠 心 し、 上 清 を新 しい1.5mlチ ュ ー ブ に

移 した。0.6倍 量 の イ ソ プ ロパ ノ ール を加 え て 良 く混 合 し、10分 間静 置 した。14,000rpm、

5分 間遠 心 し、上 清 を捨 て 、沈 殿 を50μlのTEに 溶 解 した 。2.5倍 量 のエ タ ノー ル を加 え

よ く混合 し、14,000rpm、5分 間遠 心 した。上 清 は捨 て 、沈 殿 を風 乾 した。20μlの50μg/mlRNase

入 りTEを 加 えて 沈殿 を溶解 し、65℃ 、10分 間 イ ンキ ュベ ー トした。 イ ンキ ュベ ー ト後 の

サ ンプ ル を回収 プ ラス ミ ドと し、制 限酵 素 処 理 、PEG沈 に供 した 。

1-1-2-2.制 限 酵 素 処 理

プ ラス ミ ドDNA、10×buffer、H2Oで 全 量 を10μ1に し、37℃ 、1時 間 イ ン キ ュベ ー トす

る こ とで 、制 限酵 素 処 理 を行 つ た。 用 途 に応 じて プ ラス ミ ドDNA量 は調 節 した。 制 限 酵

素 の種 類 に よつ て、 反 応 温 度 、10×bufferは 最 適 の もの(Roche diagnostics)を 選択 した 。

1-1-2-3.CIAP処 理

制 限 酵 素 処 理 した 後 の 反 応 液 に 、CIAP酵 素 液(Roche diagnostics)1μlを 加 え て37℃ 、

20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト した 。65℃ 、15分 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト後 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に

供 し、 目 的 の バ ン ドを 切 り出 し、gene clean kit(BIO 101)に よ り精 製 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン

用 サ ン プ ル と し た 。

1-1-2-4.ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動

1)ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 作 製

三 角 フ ラス コに入 れ たTAE bufferに0.8%に な る よ うに、 電 気 泳 動 用 ア ガ ロ ース(岩 井

化 学薬 品)を 加 え、電 子 レ ンジで 完全 に溶解 す る まで 加 熱 した。ス ター ラ ー で撹 拌 し、70℃

位 に冷 ま した と ころで 、 型 に流 し込 み 、 コー ム を さ して30分 静 置 、 ゲ ル化 させ た 。
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2)電 気泳動

ア ガ ロース ゲ ル をTAE buffer (0.1μg/ml Ethidium bromide)で 充 た したサ ブ マ リ ン式 泳

動槽(Mupid-21ミ ニ ゲ ル泳 動 槽;コ ス モ バ イ オ)に セ ッ トし、分 子 量 マ ー カー と6×loading

bufferを 加 え た サ ン プル をゲ ル の ウェ ル に ア プ ライ し、定 電 圧100Vで 泳 動 した。 サ ン プ

ルが ゲ ル の6～7割 まで達 した と こ ろで 泳 動 を止 め 、UVイ ル ミネ ー タ ー、撮 影 装 置(ATTO)

に よ り、確 認 、記 録 あ る い はバ ン ドの切 り出 しを行 っ た。

1-1-2-5.大 腸 菌 コ ン ピテ ン トセ ル の 調 製

大 腸 菌DH5α を ブ リー ズ ス トックか らLB2m1に 植 菌 し、 一 晩培 養 した もの を前培 養 と

した 。 前培 養 液 か らSOB l00mlず つ入 れ た2本 の300ml容 羽根 つ き三 角 フ ラス コ に100μl

ず つ植 菌 した。18℃ で二 晩 激 し く振 盪 培 養 し、O.D.600が0.6程 度 に な っ た と ころ で50ml

遠 心 チ ュ ー ブ に移 し、氷 上 に10分 間 静 置 した。7,000rpm、4℃ 、5分 間 の遠 心 で集 菌 し、

菌体 を氷 冷 したTB 30mlで 穏 や か に洗 っ た。再 び7,000rpm、4℃ 、5分 間 の遠 心 で集 菌 し、

菌体 を氷 冷 したTB 20m1に 穏 や か に懸 濁 した 。DMSOを 終 濃 度7%に な る よ う に1 .4ml加

えて よ く懸 濁 した。1.5mlチ ュー ブ に100～200μlず つ分 注 し、 液体 窒 素 で 凍結 、-80℃ で

保 存 した。

1-1-2-6.大 腸 菌 の 形 質 転 換

凍結 して い た コ ン ピテ ン トセル を融 解 し、プ ラス ミ ド溶 液 を1～5μl加 え て よ く混 合 し、

氷 上 に15分 間静 置 した。42℃ で30秒 間 、 熱 シ ョ ック を与 えて か ら、 マ ー カ ー薬 剤 入 りの

LBプ レー トに撒 い た。

1-1-2-7.エ レ ク トロ ポ レ ー シ ョ ン用 コ ン ピ テ ン トセ ル の 調 製

大 腸 菌TOP10Fま た はKC8の シ ング ル コ ロニ ー を10mlのLBに 植 菌 し、37℃ で 一 晩 、

前培 養 した。前 培 養 液10mlをLB11に 植 菌 し、2時 間 激 し く振 盪 培 養 す る。7,000rpm、4℃ 、

5分 間遠 心 し、上清 を捨 て 、菌体 を氷 冷 した1mM HEPES pH 7.0、200mlで2回 、100ml 、

50mlで1回 ず つ 洗 っ た。さ ら に氷 冷 した20m1の10%Glycerolで 洗 った後 、2mlの 氷 冷10%
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Glycerolに 懸 濁 した。氷 冷 した1.5mlチ ュ ー ブ に50μlず つ分 注 し、 液 体 窒 素 で 凍 結 、-80℃

で保 存 した 。

1-1-2-8.エ レ ク トロ ポ レ ー シ ョ ン に よ る 大 腸 菌 へ の プ ラ ス ミ ドDNAの 導 入

導入するプラス ミドDNAの 体積が大 きい場合、エ タノール沈殿 により濃縮 した。最終

的 に プ ラス ミ ドDNA3μl以 下 に な る よ う にH2Oに 溶解 した。 これ を氷 冷 した エ レ ク トロ

ポ レー シ ョン用 の キ ュベ ッ ト(BTX)の 側 壁 に付 け、 氷 上 で 融 解 して お い た エ レク トロ ポ

レー シ ョン用 コ ン ピテ ン トセ ル40μlで キ ュベ ッ トの底 に流 し込 み 、軽 く振 り気 泡 を除 い

た 。 キ ュ ベ ッ トの 周 囲 に 付 い た 水 分 を 良 く拭 き取 り、Gene pulser(Bio-Rad)の チ ャ ンバ

一 に セ ッ ト し
、25kV、25μF、200Ω の 条 件 でpulseし た 。 即 座 にSOC1.0mlを キ ュ ベ ッ ト

に加 え 、 ピペ ッテ ィ ングで 懸濁 した 後1.5mlチ ュ ー ブ に移 した 。 これ を37℃ で1時 間激 し

く振 盪 培 養 した後 、 希 釈等 に よ り目的 に応 じた菌 体 量 を プ レー トに撒 い た。

1-1-2-9.gas1△genomic libraryの 作 製

1)酵 母chromosomalDNAの 抽 出(ラ ー ジ ス ケ ー ル)

KA31αgasl△ のYPD10mlの 前 培 養 液 をYPD11に 植 菌 し、30℃ で1～20×108cells/mlの

濃 度 ま で培 養 す る。5,000rpm、 室 温 、5分 間遠 心 し、細 胞 を100mlの 水 で 洗 った 。集 菌 後

ソ ル ビ トー ル 溶 液10mlに 懸 濁 した 。Zymolyase100T(生 化 学 工 業)を5mg加 え 、37℃ 、20

分 間緩 や か に振 盪 した(懸 濁 液 を顕 微 鏡 観 察 し、80%以 上 の細 胞 が ス フ ェ ロ プ ラス ト化 す

る まで 、イ ンキ ュベ ー トを続 け た 。)。10%SDS溶 液 を1ml加 え て よ く混 合 した後 、proteinase

K(Roche diagnostics)10mgを 加 え、37℃ 、6時 間振 盪 した。 フェ ノ ー ル/ク ロ ロホ ル ム

抽 出 を2回 行 っ た。 上清 の2倍 量(20ml)の 氷 冷 エ タ ノー ル を ゆ っ く り加 え、鈎 状 に した パ

ス ツー ル ピペ ッ トで核 酸 を巻取 り、 氷 冷70%エ タ ノー ル で濯 い だ 。EDTA溶 液5mlに 溶 解

し、RNase stock solution(10mg/m1)100μlを 加 え、37℃ で2時 間 イ ン キ ュベ ー トした 。 さ ら

にフ ェ ノー ル/ク ロロ ホル ム抽 出 を2回 行 っ た後 、上 清 に2倍 量(10ml)の 氷 冷 エ タ ノ ー ル

をゆ っ く り加 え 、鈎 状 に したパ ス ツー ル ピペ ッ トで 核 酸 を巻 取 り、氷 冷70%エ タ ノー ル で

濯 い だ。 これ をEDTA溶 液2m1に 溶 解 し、 氷 冷 エ タ ノー ル4mlを 加 えDNAを 巻 き取 り、
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70%エ タノ ール で リ ンス した 。TE1mlに 溶 解 し、70℃ 、10分 間 イ ンキ ュベ ー トして残 存

DNaseを 完 全 に失 活 させ た後 、4℃ で保 存 した。

2)genomic libraryのinsert調 製

最 初 の チ ュ ー ブ はchromosomal DNA 130μgを 入 れ 、total 180μ1、 残 り9本 の チ ュ ー ブ は

chromosomal DNA65μg/tubeを 入 れ 、total90μlの 反 応 系 に な る よ う に10本 の1 .5mlチ ュ ー

ブ を用 意 した。 最初 の チ ュー ブ にSau3AI2μlを 加 え て混 合 し、90μlを と り、残 り9本 の

チ ュ ー ブ でseriial dilutionし た 。37℃ 、15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト後 、4μl/tubeの0 .5MEDTA

を加 え、 酵素 反 応 を止 め た。各 チ ュ ー ブ か ら4μlを ア ガ ロ ース 電 気 泳動 に供 し、genomic

library insertと して用 い る5kb以 上 の 範 囲 で 、部 分 消 化 され て い る チ ュー ブ を3本 選 択 し

た 。 こ れ を65℃ 、10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し、10%か ら40%のlinear sucrose gradient12ml

のtoPに の せ 、25krpm、20℃ で16時 間 、 超 遠 心 した(日 立 超 遠 心 機himacCP85β
、 ス ウ ィ

ン グ ロ ー タ ーP40S)。 超 遠 心 後 、gradientのbottomか ら300μlず つ 分 画 し、 う ち5μlを ア

ガ ロ ー ス電 気 泳 動 に供 し、5～20kbのDNAフ ラ グ メ ン トが 分 画 され て い るチ ュー ブ を3

本 選択 した 。 そ れ ぞ れ のチ ュ ー ブ に2倍 量(600μl)のTEを 加 え 、2本 に分 注 しエ タ ノ ー ル

沈殿 した 。2本 分 のDNA沈 殿 は50μlのTEに 溶 解 し、1本 の チ ュ ー ブ に ま とめ て ラ イ ゲ

ー シ ョン用 サ ンプ ル と した
。

3)gas1△genomic libraryの 作 製

genomic libraryの ベ ク タ ー に は 、low copyで 選 択 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 と してTRP1を も っ

pRS314を 用 い た。BamHIで37℃ で1時 間制 限処 理 した後 、CIAP処 理 した。 ア ガ ロー ス

電 気 泳 動 後 、 単 一 の バ ン ドを切 り出 し、gene cleanに よ り精 製 して 、 ラ イゲ ー シ ョ ン用 サ

ンプル と した。

ラ イゲ ー シ ョン反 応 は、 イ ンサ ー ト ニベ ク ター=10～20: 1(質 量 で)の 割 合 で混 合 し、

全 体 を20μ1の 反 応系 で4℃ 、一 晩 行 っ た 。 ラ イゲ ー シ ョン後 、 反応 液 の5μlを エ タノ ー ル

沈殿 に よ り2μlに 濃 縮 し、40μlの エ レ ク トロ ポ レー シ ョン用 コ ン ピテ ン トセル と混 合 して

氷 冷 した エ レ ク トロ ポ レー シ ョ ン用 キ ュ ベ ッ トに移 した 。2.5kV、25μF、200Ω の 条 件 で パ
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ル ス 後 、即 座 にSOC 1ml加 え、37℃ 、1時 間振 盪 培 養 した。 培 養 液 をLBで10倍 に希 釈

した もの100μlをLB+Amp Plateに 撒 き、37℃ 、 一 晩 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン した 。現 れ た コ

ロニ ー を培 養後 、 プ ラス ミ ドを抽 出 し、 マ ル チ ク ロ ー ニ ングサ イ ト両 脇 のPvuIIサ イ トで

切 断 、平 均 イ ンサー トサ イズ を計 算 した。 プ レー ト当 た りの コ ロニ ー数 、 平 均 イ ンサ ー ト

サ イズ 、 イ ンサ ー トの入 っ て い る割 合 か らS.cerevisiaeの ゲ ノ ムサ イ ズ(1.2×107bp)の10

倍 以 上 を カバ ー す る よ うに、 残 りの ラ イゲ ー シ ョン反 応 液 を用 い て 、 エ レク トロ ポ レ ー シ

ョン を行 っ た 。実 際 に は、約17万 コ ロニ ー を8mlのLBで 回 収 し、 グ リセ ロー ル5mlを

加 え た もの を200μlず つ 分 注 し-80℃ で保 存 した。 平均 イ ンサ ー トサ イ ズ6～10kb、 イ ン サ

ー ト率90%以 上 よ り
、 ゲ ノム の約90倍 を カバ ー してい る と考 え られ る。

1-1-2-10.gasl破 壊 株 と の 合 成 致 死 ス ク リ ー ニ ン グ

1) 変異処理

NTY9/pNT68の シ ン グル コ ロニ ー を500m1容 坂 ロ フ ラス コのSD-ura 100mlに 植 菌 し、

一 晩振 盪培 養 した
。合 成 致 死 ス ク リー ニ ン グ は コロニ ー の色 で 判 断 す る た め 、密 に生 育 す

る コ ロニ ー は見 極 めが 難 しい。検 討 の結 果500コ ロニ ー/plateを 目安 に菌 体 を撒 くこ と と

した。10倍 に希 釈 してO.D.600を 測 定 し、2×40×107 cells分 を2つ に分 け て集 菌 した 。50mM

のNaPi bufferで1回 洗 った後 、 そ れ ぞ れ 菌体 をlmlのNaPi bufferに 懸 濁 した 。2つ の チ

ュ ー ブ に ±30μl EMS(Sigma)で30℃ 、30分 間 静 置 した(約50%のsurvival rate)。 集 菌 し、

上 清 は500μl分 は、10%Na2S2O3を 入 れ た ビ ー カ ー に捨 て、チ ュ ー ブ に5OOμlの10%Na2S2O3

を加 え て よ く混 和 した 。再 び集 菌 して 、H2oで2回 洗 った後 に菌体 は1mlのH2Oに 懸 濁

した 。 この細 胞 懸濁 液 を2×103倍 まで希 釈 した後 、希 釈 懸 濁 液 を10本 のチ ュ ー ブ に分 注

し、2×104倍 の懸 濁 液 を それ ぞ れ につ い て調 製 した 。100μlず つ100枚 のYPD+1M sorbitol

plateに 撒 い た 。

2)合 成 致 死 ス ク リー ニ ン グ

変 異 処 理 した菌体 を撒 い たYPD+1M sorbitol plateは 、30℃ で7日 前 後 イ ンキ ュベ ー トす

る こ とに よ り、 コ ロニ ー の色 が 明 瞭 に な っ た 。実 体 顕 微 鏡(OLYMPUS)で 観 察 し、赤 い
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コロニ ー をYPD+1Msorbitol plateに パ ッチ に した。 これ をマ ス ター プ レ ー トと し、 こ こ か

らさ ら に2回YPD+1Msorbitol plateに ひ い て、 白 い コ ロニ ー 、 白い セ ク タ ー の 入 っ た コ ロ

ニ ー を生 じな い株 を さ らに選択 した。 結 局 パ ッチ に した1921コ ロニ ーか ら53コ ロニ ー を

選 択 した。 これ らの株 は、 まずADE3-GAS1プ ラス ミ ド(pNT68)依 存 に赤 くな る こ と を

確 認 し、 以 降 の解 析 を行 っ た 。

1-1-2-11.変 異 株 の プ ラ ス ミ ド交 換 ～ADE3-GAS1プ ラ ス ミ ド(pNT68)か らpGAL-GAS1

プ ラ ス ミ ド(pNT99-2)へ ～

どち らの プ ラ ス ミ ドもマ ー カ ーがURA3で あ る た め 、TRP1マ ー カ ー の プ ラス ミ ドpNT53

(CEN TRPI GAS1=TRP1プ ラス ミ ドと呼 ぶ)を 介 して交 換 す る こ と に した 。

変 異 株/ADE3-GASIプ ラ ス ミ ドをTRPlプ ラ ス ミ ドで 形 質 転 換 し、SD-trp+1M sorbitolプ

レー トに 撒 き、30℃ 、2～3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 の う ち 、ADE3-

GAS1プ ラ ス ミ ドが 脱 落 して 白 い コ ロ ニ ー を 形 成 す る もの を8コ ロ ニ ー 選 択 し、SD-ura+1M

sorbitol、SD-trp+1M sorbitolプ レ ー トに 同 時 に ひ い て30℃ 、2～3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

SD-trp+1M sorbitolプ レ ー トで 生 育 す る が 、SD-ura+1M sorbitolプ レ ー トで は 生 育 し な い も

の を選 択 し、 変 異 株/TRP1プ ラ ス ミ ドと し た 。 次 に 得 ら れ た 変 異 株/TRP1フ.ラ ス ミ ドを

pGAL-GAS1プ ラ ス ミ ドで 形 質 転 換 し、SG-ura+1M sorbitolプ レ ー トに撒 き30℃ 、2～3日

間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 られ た 形 質 転 換 体 を8コ ロ ニ ー ひ ろ い 、SG-ura+1M sorbitol、

SD-trp+1M sorbitolプ レ ー トに 同 時 に ひ き、30℃ 、2～3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト した 。 こ の う

ちSG-ura+1M sorbitolプ レ ー トで は 生 育 す る が 、SD-trp+1M sorbitolプ レ ー トで は 生 育 で き

な い もの を 選 択 し、変 異 株/pGAL-GASIプ ラ ス ミ ド と して 、以 下 の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 。

1-1-2-12.Yeastか ら のplasmid回 収

SD-trp+IM sorbitol plate上 、30℃ 、2日 間 の 培 養 で 現 れ た コ ロ ニ ー を 拾 い 、SD-trp+1M

sorbitol plateにmaster plateを 作 製 した 。Master plateか ら4mlSD-trp+1M sorbitolに 植 菌 し、

30℃ 、2日 間振 盪 培 養 し た 。 こ れ を集 菌 し、1回 滅 菌 水 で 洗 っ た 後 、 ソ ル ビ トー ル ーリ ン 酸

バ ッ フ ァ ー100μ1、2-mercaptoethanol O.5μl、lyticase lμlを 加 え て30℃ に 静 置 し、 ス フ ェ ロ
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プラス ト化 した。1時 間後2,000rpm、5分 間 遠 心 し、上 清 を除 い た後 は、大 腸 菌 か らの plasmid

回収 法(ア ル カ リ-SDS法)に 従 い 、 プ ラ ス ミ ドDNAを 回収 した。

1-1-2-13.ラ イ ブ ラ リ プ ラ ス ミ ドの 回 収 と増 幅

酵 母 か ら回収 した プ ラ ス ミ ドはTE20μlに 溶 解 し、 そ の う ち半 量(10μl)を1回 の形 質

転 換 に用 い た。 まず 、 エ レク トロ ポ レー シ ョン に よ り大腸 菌KC8の コ ン ピ テ ン トセ ル を

2.5kV、25μF、200Ω の条 件 でpulseし 、即 座 にLB0.8mlを 加 えて キ ュベ ッ トか ら1.5mlチ

ュ ー ブ に洗 い 込 み 、そ の ま ま26℃ 、2時 間振 盪 培 養 した 。培 養 液 の一 部 を そ の ま まM9+Amp

-trp plateに 撒 き、37℃ で一 晩 イ ンキ ュベ ー トした 。 こ こで得 られ た コ ロニ ー か らプ ラ ス ミ

ドを回 収 し、 これ を酵 母 の形 質転 換 、DNAシ ー クエ ンシ ング用 の サ ン プ ル と した 。

1-1-2-14.酵 母 の 形 質 転 換

酢 酸 リチ ウ ム法 を用 い た。 す なわ ち 、 シ ング ル コ ロニ ー をYPD10ml(ラ ー ジス ケ ー ル で

は100ml)に 植 菌 し、振 盪 培 養 後O. D.600=約0.5に 達 した と ころ で、3,000rpm、 室 温 、5分

間の 遠 心 で 集 菌 した 。滅 菌 水 と、LiTE溶 液 で1回 ず つ洗 った後 、300μl(ラ ー ジ ス ケ ー ル:

100μl)の 酢 酸 リチ ウ ムTE溶 液 に懸 濁 し、酵 母 コ ン ピテ ン トせ ル と した。こ の うち50μl(ラ

ー ジス ケ ー ル: 100μl)に
、 形 質 転換 す る プ ラス ミ ドDNA、 キ ャ リア ーDNA(10mg/ml)1μl

(ラ ー ジス ケ ー ル: 10μl)とLiPEG溶 液350μl(ラ ー ジ ス ケ ー ル: 700μl)と を加 え、 よ く懸 濁

した後 、30℃ で30分 間 イ ンキ ュベ ー トした。 さ らに42℃ 、15分 間熱 シ ョ ック を与 え た後 、

14,000rpm、5秒 間 遠心 して上 清 を捨 て た。 菌 体 は800μlの 滅 菌 水 で2回 洗 った後 、 滅 菌 水

に懸 濁 し、 形 質 転 換 効 率 、 目的 に応 じた菌 体 量 を、 形 質 転 換 に用 い た プ ラス ミ ドの マ ー カ

ー を欠 乏 す る合 成 培 地 に撒 い た
。

1-1-2-15.DNAシ ー クエ ンシ ン グ

大腸 菌 か ら回収 した プ ラス ミ ドは、PEG溶 液 を0.4倍 量 加 え、 氷 上30分 静 置 した 。

14,000rpm、4℃ 、10分 間遠 心 し、 沈殿 は70%エ タ ノ ー ルで 洗 っ た後 、 減 圧 乾 燥 した。 こ

れ をTEに 溶 解 した もの を シー クエ ンス 反 応 の鋳 型 と して用 い た。
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シ ー クエ ンス反 応 はBig Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (PE Applied

Biosystems)を 用 い、付 属 の説 明 書 に従 い お こな っ た 。1反 応 当 た り、PEG沈 殿 に て精 製

した鋳 型 プ ラス ミ ド約400ng、 プ ライ マ ー3.2pmol、Big Dye premix8μlに 蒸 留 水 を加 え て

20μlに な る よ う に調 製 した 。PCR反 応 は、 熱 変 性 を96℃ 、10秒 、 アニ ー リ ン グ を50℃ 、

5秒 、伸 長 反応 を60℃ 、4分 の3ス テ ップ を1サ イ ク ル と して 、25サ イ ク ル進 行 させ た 後

に4℃ に移行 す る プ ロ グ ラ ム に よ って行 った(PE Applied Biosystems; Gene amp 2400)。 反

応 産 物 は、1.5mlチ ュ ー ブ に移 してエ タ ノ ー ル沈 殿 し、 室 温 で14,000rpm、5分 間遠 心 沈 降

した 。沈 殿 は70%エ タ ノー ル で1回 洗 っ た後 、 減圧 乾燥 しTSR 20μlに 溶 解 した。2分 間

煮 沸 した後 、 即 座 に氷 冷 した もの をDNAシ ー クエ ン シ ン グの サ ン プ ル と して専 用 の チ ュ

ー ブ に移 した
。

DNAシ ー ク エ ン サ ー はModel310DNA Sequencer (PE Applied Biosystems)を 使 用 し た 。

操 作 及 び 、 設 定 は 標 準 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 っ た 。

1-1-2-16.Congo red sensitivity

中型 試 験 管 中YPD 4mlに 検 定株 を植 菌 し、30℃ で一 晩 激 し く振 盪 培 養 した。 対 数 増 殖

期(O.D.600=～2,3)ま で培 養 し、培 養 液 を10倍 希 釈 してO.D.600を 測 定 した。 こ の値 を基

にO.D.600=1.0相 当(2.0×107cell/ml)に 培 養 液 を希 釈 し、 これ を一 段 目の サ ン プル と した 。

こ こか らcell suspension10μlを と り、 あ らか じめ滅 菌水 を90μl入 れ て お い た1 .5mlチ ュ ー

ブ に入 れ 、10倍 に希 釈 した。 同様 に各 検 定 株 につ い て五 段 目 まで10倍 希 釈 を繰 り返 し、

各 サ ン プル か ら5μlず つYPDお よびYPD+100μg/ml Congo red plateに ス ポ ッ トした 。 ス ポ

ッ ト後 、30℃ で2日 間培 養 し、写 真 に記 録 した 。

1-1-2-17.Total lysateの 調 製

中 型 試 験 管(YPD4ml)で30℃ 、 一 晩 振 盪 培 養 した 前 培 養 液 か ら、YPD10mlの 入 っ た

Ltubeに2%植 菌 し、O.D.600=約1.0で3,000rpmr. t.で5分 間 の 遠 心 で 集 菌 した 。 培 養 上 清 は

TCA沈 殿 に よ り濃 縮 す る た め2ml分 と り、 使 用 す る ま で-80℃ で 保 存 した 。 菌 体 は 滅 菌 水

で1回 洗 っ た 後 、3,000rpmr. t.で5分 間 遠 心 し た 。次 にlysis bufferで1回 洗 い 、再 び3 ,000rpm
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r. t.で5分 間 遠 心 し た 。菌 体 をlysis buffer500μlに 懸 濁 して ワ ッ セ ル マ ン試 験 管 に 移 し、glass

beads (TOSHIN RIKO no. 04, 0.4-0.5mm)1.2gを 加 え 、1分vortexing、1分oniceを4回

繰 り返 し、 菌 体 を破 砕 した 。 さ ら にlysis buffer400μlを 加 え てtyよ く懸 濁 した 後 、 そ の う

ち450μ1を と り、4×sample buffbrを150ul加 え 、SDS-PAGEの サ ン プ ル と した 。

1-1-2-18.培 地 中 の 蛋 白 質 の 濃 縮[Nuoffer eta1. 1993]

lysateを 調 製 す る 際 に 、-80℃ で 保 存 して い た 培 地 上 清2mlを 、 まず13 ,000rpm、4℃ で5

分間遠心 し、培地に含まれる菌体 を完全に沈降させた。これより1.4ml分 の上清 を新 しい

1.5mlチ ュ ー ブ に 移 し 、 キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と し てovalbumin (Sigma)をstock solution

(12.5mg/ml)か ら終 濃 度0.125mg/mlに な る よ う に 加 え 、 よ く混 合 した 。 こ こ にTCA

(trichloroacetic acid;国 産 化 学)を10%(v/v)に な る よ う に加 え 、 よ く混 合 し、 氷 上 に 静 置

した 。30分 後 、13,000rpm、4℃ で5分 間 遠 心 して 得 られ た 沈 殿 を 、 氷 冷acetone800μ1で3

回 洗 い 、 風 乾 した 。 乾 燥 した 沈 殿 をlMThs-ClpH8.0に 溶 解 し、4×sample bufferを 加 え 、

SDS-PAGEの サ ン プ ル と した 。

1-1-2-19.細 胞 壁 糖 組 成 の 測 定[Dalliesefal., 1998]

1)細 胞壁 画分 の調 製

対 数 増 殖 期(O. D.600=1.0)ま で培 養 した細 胞 を3,000rpm、 室 温 で5分 間遠 心 し、 集 菌

した 。 脱 イ オ ン水 で3回 洗 い 、10mMThs-ClpH8.0500μlで 懸 濁 し、 ワ ッ セ ル マ ン 試 験 管

に移 した。0.5gの グ ラ ス ビー ズ を加 え 、低 温 室 に てvortexing1分 、 氷 上 静 置1分 を1サ イ

クル として8サ イクル行 い、細胞 を破砕 した。顕微鏡で細胞の95%程 度が破砕 したこ とを

確認 して 、次 へ 進 んだ 。細 胞 破 砕 液 は1.5mlチ ュ ー ブ に移 し、 グ ラス ビーズ を10mMTris-

ClpH8.0500μlで2回 洗 っ た もの と合 わ せ た 。7,000rpm、4℃ で5分 間 遠 心 し、 細 胞 壁 を 含

む画分 を沈降させ、これを上清が透明になるまで3回 を目安 に氷冷 した脱 イオン水 で洗 っ

た。SDS-lysisバ ッ フ ァー400μlに 洗 浄 後 の沈 殿 を懸 濁 し、5分 間煮 沸 を2回 行 い 、細 胞 壁

に非 共 有 結 合 的 に局 在 す る蛋 白質 、膜 画 分 の コ ン タ ミネー シ ョン を除 い た。14 ,000rpm、5

分間の遠心による沈殿を、上清が透明になるまで3回 を目安 に脱 イオン水 で洗 った。 さら
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にHPLCグ レー ドの蒸 留 水(関 東 化 学)で2回 洗 っ た 後 に、150μlのHPLCグ レー ドの 蒸

留水 に懸濁 したものを糖の定量、糖組成解析用のサ ンプルとして、使用するまで-80℃ で

保 存 した。

2)フ ェ ノー ル硫 酸 法 に よ る糖 の定 量

対 照 と し て0、0.O1、0.1mg/ml (0、0.056、0.56μmol/ml)マ ン ノ ー ス(国 産 化 学)を 同 時

に測定 した。調製 した細胞壁画分をHPLCグ レー ドの蒸留水 で250倍 に希釈 した もの500μl

を中型 試 験 管 に入 れ た。 これ に5%フ エ ノ ー ル500μlを 加 え、 よ く撹 拌 した 。濃 硫 酸(国

産化 学)を2.5ml安 全 ピペ ッター で と り、 直接 液面 に当 た る よ うに入 れ、 即 座 に よ く撹 拌

した。10分 間空 冷 して か ら40℃ の温 浴 に20分 間静 置 し、490nmの 吸 光 度 を測 定 した 。 対

照に用いたマンノースから検量線を作製 し、 これか ら各検体の糖含量 を算出 した。

3)糖 の加水分解

算 出 した糖 含 量 を も とに 、300-400μgの 細 胞 壁 画 分(約50μl分 に相 当 した。)を13,000rpm、

4℃ で5分 間遠 心 し、上 清 を捨 て た。72%(w/w) H2SO4 75μlを 加 え て よ く懸 濁 し、室 温 で3

時 間 イ ンキ ュベ ー シ ョン した 。450μlのHPLCグ レー ドの蒸 留 水 で2NH2SO4に な る よ う に

希 釈 し、ス ク リュ ー キ ャ ップ付 き試 験 管 に移 した。蓋 を きつ く締 め 、ヒー トブ ロ ック で100℃ 、

4時 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン した 。 しば ら く空 冷 した後 、氷 上 で 静 置 した。HPLCグ レー ド

の蒸留 水1mlを3回 に分 け て加 え 、15ml容 遠 心 チ ュ ー ブ(IWAKI)に 洗 い込 ん だ。 飽 和

水 酸 化 バ リウム を途 中pH試 験紙 で確 認 しなが ら、 中性(pH6.5～8.0)に な る まで加 え た 。 最

終 的 にpHメ ー タ ー で 液 性 がpH6.5～8.0で あ る こ と を確 認 した 。7,000rpm、4℃ で5分 間

遠 心 し、 中和 に伴 う硫 酸 バ リウム を沈 殿 させ た。 上 清 約6mlを デ カ ンテ ー シ ョン して新 し

い15ml容 遠 心 チ ュー ブ に移 して、4℃ で 一 晩 静 置 した。 残 留 硫 酸 バ リ ウム を再 び7
,000rpm、

4℃ 、5分 間 の 遠 心 に よ り沈 殿 させ 、 上 清 を デ カ ンテ ー シ ョン して新 しい15ml容 遠 心 チ ュ

ー ブ に 移 し
、 こ れ をHPAEC (High performance anion exchange chromatography)に よ る 糖 組

成解析用試料 とした。
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4)糖 組成 の解析

解 析 用 試 料 は、HPAECに か け る前 に ス ピ ンカ ラ ム(Millipore)で フ ィル タ濾 過 した 。Dionex

Carbopac PA-1 (Dionex)に まず 、 グル コー ス 、 マ ンノー ス 、 グ ル コサ ミ ン を5mMず つ 含

む標 準 溶 液 か ら調 製 した希 釈 系 列 を50μlず つ ア プ ライ した 。溶 出 はA:ミ リQ、B:100mM

NaOHを 設 置 し、Bを14%一 定 の設 定 で行 っ た。 次 に、 試 料 を50μlア プ ライ して 同様 の

条 件 で 溶 出 した。 希 釈系 列 の各 糖 の モ ル 数 に対 応 す る ピー ク面積 か ら、検 量 線 を作 製 し て

試 料 中 に含 まれ る各糖 の モ ル数 を算 出 し、 総 和 を100と して 表 した 。

1-1-2-20.サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

1)プ ロー ブの 調 製

制 限 酵 素 処 理 後 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り分 離 し たDNAフ ラ グ メ ン トを切 り出 し、

Gene clean kitで 精 製 した 。 精 製DNAフ ラ グ メ ン トは15μl(約1μg分)に 調 製 し、5分 間 煮

沸 した 後 、 即 座 に氷 水 に 浸 し変 性 させ た 。DIG labelling kit (Roche diagnostics)の ヘ キ サ ヌ

ク レ オ チ ド混 合 液(バ イ ア ル5)2μl、dNTP標 識 混 合 液(バ イ ア ル6)2μl、Klenow enzyme

(バ イ ア ル7)1μlを 加 え て 全 量 を20μlに し て よ く混 合 した 。37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ

ョ ン した 後 、1μl 0.5M EDTA pH8.0を 加 え て 反 応 を停 止 させ た 。エ タ ノ ー ル 沈 殿 後 、100μl TE

pH8.0に 溶 解 し、2回 分 の プ ロ ー ブ と した 。

2)酵 母chromosomal DNAの 抽 出(ス モ ー ル ス ケ ー ル)

対 数 増 殖 期 に あ るYPD 10mlの 培 養 か ら集 菌 し、500μlソ ル ビ トー ル バ ッ フ ァ ー で 洗 っ た 。

菌 体 は500μlソ ル ビ トー ル バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 し、2-メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル1μl、Zymolyase

100T(10mg/ml)5μl加 え て37℃ で1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。4 ,000rpm、5分 間 の

遠 心 で 集 菌 し、500μlの50mM Tris-Cl pH7.4, 20mM EDTA、50μl 10% SDSを 加 え て よ く

ピペ ッテ ィ ン グ 、 懸 濁 した 。65℃ で30分 間 静 置 後 、5M酢 酸 カ リ ウ ム200μlを 加 え チ ュ

ー ブ を2
、3回 反 転 して か ら氷 上 で60分 間 静 置 した 。14,000rpm、5分 間 の 遠 心 上 清 に 同

体 積 の イ ソ プ ロパ ノ ー ル を 加 え て10分 後 に14,000rpm、5分 間 の 遠 心 を行 っ た 。 上 清 は 捨

て 、 沈 殿 を風 乾 して か らTE 50μlに 溶 解 した 。 さ ら に エ タ ノ ー ル 沈 殿 を行 っ た 後 、 沈 殿 を

風 乾 して か らTE 50μlに 溶 解 し、RNase A stock solution (10mg/ml)を 最 終 濃 度50μg/mlに な
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る よ う に加 え た。 さ らに65℃ で10分 間処 理 した もの をサ ザ ンブ ロ ッテ ィ ング に用 い た
。

3)ト ラ ン ス フ ァ ー 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

酵 母chromosomal DNAは 一 晩 制 限酵 素 消化 を行 っ た もの を一 部 、 ア ガ ロー ス ゲ ル電 気

泳動 で消 化 の状 況 をチ ェ ッ ク して か ら、 トラ ンス フ ァー用 に ア ガ ロ ース ゲ ル 電 気 泳動 を行

っ た。DNAサ イ ズ マ ー カ ーの 隣 に定 規 をお い て 写真 を撮 り、検 出 の 際 にバ ン ドの 同 定 、

確 認 に用 い た。 変性 溶 液 に30分 、 中和 溶 液 に15分 を2回 、浸 して緩 や か に振 盪 した。 軽

く水 洗 い して か ら面 取 りを した。 ゲ ル の 大 きさ にそ ろ え た濾 紙 、上 下逆 さ まに した ゲ ル
、

Hybond-N (Amersham pharmacia biotech)、 濾 紙(3MM Chr; Whatman) 、 ペ ーパ ー タ オル を

重 ね 、 ブ ロ ッテ ィ ング を4時 間か ら一 晩 か け て行 っ た。 ゲ ル の 下 に ひ いた 濾 紙 は
、 ゲ ル の

幅 に合 わせ て帯状 に切 り、 両 端 が20×SSPEに 浸 る よ う に した 。 トラ ンス フ ァー 後 、

Hybond-NをDNA吸 着 面 を下 に してUVイ ル ミネ ー ター に30秒 間 あ て た
。Hybond-Nは

ハ イ ブ リパ ック に入 れ 、 キ ャ リアDNA 10μlを 含 むハ イブ リダ イゼ ー シ ョン溶 液3mlを 加

えて シ ール し、42℃ 、1時 間 プ レハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョン を行 っ た。 ハ イ ブ リパ ック の 隅

を切 り、 プ レハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン溶 液 を捨 て て、 プ ロ ー ブ50μlを 含 むハ イ ブ リ ダイ

ゼ ー シ ョン溶 液2.5mlに 入 れ 替 え て シ ー ル し、42℃ 、6時 間か ら一 晩 か け てハ イ ブ リダ イ

ゼ ー シ ョンを行 った。 メ ンブ レ ンは室 温 で25mlの2×SSPE 、0.1% SDSで2回 、5分 ず つ

振 盪 して洗 った後 、68℃ の湯 浴 につ け なが ら、25mlの0 .1×SSPE、0.1% SDSで2回 、5

分 ず つ振 盪 して洗 っ た。 この メ ン ブ レン を免 疫 学 的検 出 反応 に供 した。

4)免 疫 学的検 出

メ ンブ レ ン をBufferlで1分 程 度 馴 染 ませ る。Buffer2 15mlで30分 間
、Buffer2 5mlに 抗DIG

抗 体1μlを 加 え た溶 液 で30分 間振 盪 した後 、Buffer1 で2回 、15分 ず つ 激 し く振 盪 して 洗

った 。Buffer3 2mlで2～3分 平 衡 化 した後 、 メ ンブ レ ン をハ イ ブ リパ ック に入 れ
、 発 色 液

2mlを 加 え て シ ール した 。 バ ン ドが検 出 され る まで 、 暗所 にお い た。 最後 にTEで 反 応 を

停 止 し、 メ ンブ レン を乾 燥 させ た 。
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1-1-2-21. Western blotting

1) SDS-PAGE

Laemmli法 に基 づ き行 っ た[Laemmli, 1970]。 サ ン プ ル は 、4×sample bufferを 加 え2分

間 煮 沸 後 、 室 温 に 冷 ま し て か ら泳 動 し た 。SDS-ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル は 、 分 離 ゲ ル 溶

液6ml/ゲ ル1枚 を10cm×10cm×1mmの ゲ ル 板 に流 し込 み 、 ゲ ル 化 さ せ た 後 に 、 濃 縮 ゲ

ル 溶 液2ml/ゲ ル1枚 を 調 製 、 同 様 に ゲ ル 板 に 充 填 、 コ ー ム を セ ッ ト し、 ゲ ル 化 させ て 作

製 し た 。 サ ン プ ル お よ び 分 子 量 マ ー カ ー(Prestained Protein Marker, Broad Range; New

England Biolabs)をSDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に ア プ ラ イ し、 ゲ ル1枚 あ た り15mA

で サ ン プ ル が 分 離 ゲ ル の 下 端 に 達 す る ま で 電 気 泳 動 を行 っ た 。

2) Western blotting

SDS-ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル か らPVDF膜(Immobilon; Millipore)へ の トラ ンス フ ァ ー

は セ ミ ドラ イ 方 式 の ブ ロ ッ タ ー(TRANS-BLOT SDセ ル; Bio-Rad)を 用 い て 行 っ た 。

SDS-PAGE終 了 後 、ゲ ル板 よ りゲ ル を 取 り外 し、Cathode bufferに 浸 し5分 間 振 盪 し た 。PVDF

膜 と濾 紙(3MM Chr; Whatmann)は 、 あ ら か じ め 分 離 ゲ ル の 大 き さ(8.5cm×6cm)に 切

っ て お い た 。PVDF膜 は 、 メ タ ノ ー ル で ウ ェ ッ テ ィ ン グ 操 作 の 後 、Anode buffbr2に 浸 し 、

5分 間振 盪 した 。 陰 電 極 板 か らAnode buffer1に 浸 した 濾 紙 を2枚 、Anode buffer1に 浸 し

た 濾 紙 を1枚 、PVDF膜 、 ゲ ル 、Cathode bufferに 浸 した 濾 紙3枚 を順 に 重 ね 、 上 か ら 陽

電 極 板 を の せ 、1mA/cm2の 定 電 流 で50分 間 トラ ン ス フ ァ ー した 。

トラ ン ス フ ァ ー 後 の メ ン ブ レ ン は5% skim milk入 りのTTBS 15mlに 浸 し、1時 間 振 盪 、

ブ ロ ッ キ ン グ した 。 一 次 抗 体 反 応 は 、1% skim milk入 りのTTBS 6mlで 、 抗Cwplp抗 体

(下 飯 仁 博 士 、 酒 類 総 合 研 究 所 主 任 研 究 員)、 抗Yap3p抗 体(Yves Bourbonnais, ph . D、

Universite LAVEL)は3,000倍 に 、抗Sed5P抗 体 は1,000倍 に 、抗Pgklp抗 体(Molecular probe)

は6,000倍 に 希 釈 し、 メ ン ブ レ ン を 浸 して1時 間 振 盪 した 。TTBS 15mlで10分 間 激 し く

振 盪 を3回 行 い 、 メ ン ブ レ ン を洗 っ た 。 二 次 抗 体 反 応 は 、1% skim milk入 りのTTBS 6ml

で 二 次 抗 体Peroxidase-Labeled Antibody to Rabbit IgG (H+L)、 あ る い はPeroxidase-Labeled

Antibody to Mouse IgG conjugate (H+L)(抗Pgklp抗 体 の 時)(い ず れ も KPL)を6 ,000倍 に

希 釈 し、 メ ン ブ レ ン を浸 して30分 間 振 盪 し た 。TTBS 15mlで10分 間 激 し く振 盪 を3回
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行 い 、 メ ン ブ レ ン を 洗 っ た 後 、TTBSを 除 い て 発 光 基 質 溶 液 (SuperSignal WestPico

Chemiluminescent Substrate Kit; PIERCE) に良 く浸 した 。 シ グ ナ ル は ル ミノ ・イ メ ー ジ ア ナ

ライザ ーLAS-1000plus(富 士 写 真 フ イル ム)を 用 い て検 出 、記 録 した。
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