
第2節 結果

1-2-1. GAS1遺 伝 子 破 壊 株 を用 い た 合 成 致 死 ス ク リー ニ ン グ

本 ス ク リー ニ ン グ系 で 、取 得 が 予 想 され る 変 異 株 と して 目的 の 変異 株 以 外 に、 細 胞 壁

の 主 要 な構 成 要 素 で あ る グ ル カ ン、キ チ ンの合 成 酵 素 や 、PKC1と そ の下 流 のMAPK cascade

の コ ンポ ー ネ ン トの変 異 株 が挙 げ られ る 。 しか し グル カ ン、 キ チ ン合 成 酵 素 を コー ドす

る そ れ ぞ れFKS1、CHS3の 破 壊 はgas1破 壊 株 で は、 生 育 に影 響 が 出 る もの の 致 死 的 で は

ないことが報告されてお り[ Kapteyn et al., 1997; Popolo et al., 1997 ]、合 成 致 死 ス ク リー ニ ン

グ を遂 行 す る動 機 の一 つ とな っ た。 一 方 で、PKC1と そ の下 流 のMAPK cascadeの コ ン ポ

ー ネ ン ト(BCK1
、SLT2/MPK1)の 破 壊 は 、GAS1破 壊 と合 成 致 死 に な る こ とが 報 告 さ れ

て い る[Popolo et al., 1997; Turchini et al., 2000 ]上 に、その変異株 は細胞壁変異株 のスクリー

ニ ン グ に は必 ず現 れ る[Shimizu et al , 1994]。 そ れ らは37℃ 以 上 で は溶 菌 を起 こ し致 死 的 だ

が 、 浸 透 圧 保 護剤 の添 加 に よ り生 育 は 回復 す る とい う特 徴 的 な表 現 型 を示 す[Cid et al. ,

1995]。 そ こ で本研 究 で は 、 既 知 で あ り、 シ グナ ル伝 達 系 の分 子 の取 得 を で きる 限 り回 避

す る た め に、1Mソ ル ビ トール を添 加 した培 地 でス ク リー ニ ン グ を行 った 。

ス ク リー ニ ン グ系 と して は、古 典 的 なade2 ade3の 系[Kranz & Holm , 1990]を 用 い た 。ade2

株 は アデ ニ ン生 合 成 中 間体 の蓄 積 の ため 赤 い コロニ ー を生 じ、加 え てade3欠 損 を もつade2

ade3株 は 白い コロニ ー を生 じる こ とを利 用 した系 で あ る。 染 色 体 上 のade3、gas1△ を プ ラ

ス ミ ド上 のADE3 GAS1遺 伝 子 で相 補 した株 を変 異 処 理 し、新 た に入 った変 異 がgas1△ に

とっ てessentialで あ るか ど うか を、 この プ ラ ス ミ ド(pNT68: CEN ADE3 URA3 GAS1 、

ADE3-GAS1プ ラス ミ ドとす る)の 脱 落 が 許 され る か否 か で判 定 す る(図1-1)。 つ ま り赤

い コ ロ ニ ー は合成 致 死 で あ る(ADE3-GAS1プ ラ ス ミ ドを脱 落 し得 な い)こ と、 白 また は

白い セ ク ター の入 っ た コロ ニ ー は変 異 が致 死 的 で は ない(ADE3-GAS1プ ラス ミ ドを脱 落

し得 る)こ とを表 す 。

以 上 を指 標 に、ade2 ade3 gas1△ をADE3-GAS1プ ラス ミ ドで 相補 した株(NTY9/pNT68

MATα)を 親 株 と して 、EMSに よ り変 異 処 理 した。 約10万 コ ロニ ー か ら、 プ ラス ミ ド脱

42



図1-1gas1破 壊株 を用 いた合成致死を示す遺伝子のスク リーニング

右:変 異Xがgas1△ と合成致死 を示 す場合、pNT68無 しでは生育できな くな る

ため赤 いコロニーを形成する。

左:変 異が合成致死を示 さな い場合、pNT68を 脱落 した細胞 が生 じるため赤

いコロニーの中に白いセクターを形成する。

本 ス ク リー ニ ング で は 、合 計100,000コ ロニ ーを ス ク リー ン した。



落が許 されない、赤いコロニーを生 じる合成致死変異株53株 を単離 した。

まず栄養 マーカーの異なるTRP1と 野生型GAS1の 載 った プラス ミ ド(pNT53)で 変 異

株 を形 質転換 した。全 ての株 でセクターを回復 したため、コロニーの赤色は染色体上 に

入った合成致死変異 によるものであ り、プラス ミドのADE3が 染色体 上 へ転位 した た め

ではない ことが明かになった。

またMATa株(ade2 ade3 gas1△)と か け合 わせ て二 倍体 を作 製 した と こ ろ、全 て の変 異

株 で セ ク ター を回復 した た め、 変 異 が 劣 性 で あ る こ とが 明 か に な っ た。

生育の温度感受性を調べたところ、37℃ での温度感受性 を5株 、14.5℃ での低温感受 性

を15株 が示 した。 その うち、3株 が両方 に感受性 を示 した(表1-1)。

また細 胞壁 β1,3-グル カ ンの ア セ ンブ リー を阻害 す るCongo redに23株 が 感 受 性 を示 し、

細 胞 壁 生 合成 に関係 す る遺 伝 子 に変 異 が 入 っ て い る こ とが示 唆 され た(表1-1、 図1-2)。

1-2-2. 相 補 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

1-2-2-1. 相 補 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

クローニングに際 し、 まず、多数の形質転換体 中からのポジティブな選択が可能な、

温度感受性、低温感受性を指標にした。gas1破 壊株 のchromosomeか ら作製 したゲ ノム ラ

イブ ラリNTLYlで 変異株 を形 質転換後 、温度感 受性株の場合は37℃ に、低温感受性株 の

場合 は26.5℃ で一定時間 インキ ュベー シ ョン後、14.5℃ に移 した。生育 して きたコロニ ー

か ら、ライブラリプラス ミドの回収、大腸菌での増幅後、再び変異株 を形質転換 したが、

温度感受性、低温感受性 どちらの場合 も再現性 はみられなかった。そ こで、クローニ ン

グに用いた変異株 を二倍体 に し、四分子解析 を行 った。その結果、合成致死性 と温度感

受性 はリンクしておらず、クローニ ングの指標 として適さないことが明かになった。

そのため、次には、定法に従 いセクターの回復 を指標 にクローニ ングをすすめること

にした。即ち、変異 を相補する遺伝子が導入 されることにより、.ADE3-GAS1プ ラス ミ ド

の脱 落が許 される よ うになった形質転換体 を選択する。 この方法は形質転換体のすべ て

を、コロニー色状が判定可能な大 きさに生育 させる必要がある。そこで特 に、四分子
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図1-2 取 得 した 変 異 株 のCongo red感 受性

変 異 株 、NTY9(gas1△)/pCOM3、NTY9/pNT68(GAS1)の 菌 体 数 を2,0×

107cells/mlに 揃 え、10倍 ず つ2段 階 の 希 釈 を 行 い、1株3段 階 の希 釈 段 階 を 作

製 した 。 各 希 釈 段 階 か ら5mlず つ 、YPD、YPD+100mg/ml Congo red plateに

ス ポ ッ トし、30℃ で2日 間 培 養 した 。

53株 の うち23株 が感受性 を示 した。



図1-2取 得 した 変 異 株 のCongo red感 受性(続 き)

変 異 株 、NTY9(gas1△)/pCOM3、NTY9/pNT68(GAS1)の 菌 体 数 を2.0×

107cells/mlに 揃 え 、10倍 ず つ2段 階 の 希 釈 を行 い、1株3段 階 の 希釈 段 階を 作

製 した 。 各 希 釈 段 階 か ら5mlず つ 、YPD、YPD+100mg/ml Congo red plate

にスポ ットし、30℃ で2日 間培養 した。

53株 の うち23株 が感受性を示 した。



解析 を行 った変異株の うち、合成致死性が一遺伝子変異 に起 因す ることが確実 なもの か

らクローニ ングを行 った。 ところが、ここで も得 られたライブラリプラス ミ ドには再 現

性が得 られなかった。 この理由として、取得 した53変 異株 はコロニ ーの色 を指標 にス ク

リー ンしたが、 この中には非常に生育が困難にはなるものの、致死的ではないものが含

まれている可能性が考えられた。

ADE3-GAS1プ ラス ミ ドの マ ー カ ー がURA3で あ る の で 、5-FOAを 利 用 し、 プ ラス ミ ド

脱落時の致死性について、各変異株 をさらに検討 した ところ、15株 が5-FOAに 感受 性 を

示 した(表1-2)。 この うち、細胞壁 合成 に関与す る遺伝子 に変異が入っている可能性が 高

いCongo red感 受性 を示す10株 を中心 に、セ クターの回復 を指標 としたクローニ ング を

行った。 ところが、 この方針に従い得 られたライブラ リプラス ミドに も、再現性のあ る

ものはなく、まだ他 に障害 となる原因の存在が考えられた。

ade2ade3の 系 に よる ク ロー ニ ン グで は、 変 異 を相 補 す る遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ プ ラス ミ ド

を保持する株は、ADE3-GAS1プ ラス ミ ドを脱落 して、 白また は白いセクター入 りのコロ

ニーを生 じることを前提 としている。 ところが前述 したように、gas1破 壊 株 は細胞 壁 に

比較 的重度 の欠損 を持ち、生育速度にも影響が出る。た とえ、変異 を相補す る遺伝子 ラ

イブラリプラス ミドを保持 していたとしても、ADE3-GAS1プ ラス ミ ドの方 も保持 してい

た方 が生育に有利 になるため、脱落するものは少 ない、つま り白または白いセクター を

生 じるコロニーは少 ない という可能性が考え られた。その場合、セクターを指標 として

いては、ライブラリプラス ミ ドの変異の相補活性がはっきりせず、結果 クローニ ングを

困難に していることが推測 された。

そ こで、ライブラリプラス ミ ドの変異 を相補する活性が明瞭に判断で きる系 を構築す

る こ とに した 。 そ の た め に、 まず 野生 型GAS1をGAL1プ ロモ ー ター下 にお い た プ ラ ス

ミ ドpNT99-2(CEN URA3 GAL1::GAS1、pGAL-GAS1プ ラ ス ミ ドとよぶ)を 作 製 した 。

このpGAL-GAS1プ ラス ミ ドを導 入 した変 異 株 で は、グル コ ース培 地 上 で は 強制 的 にGAS1

の転 写 が停 止 し、生 育 は ラ イ ブ ラ リプ ラス ミ ドの相 補 活 性 に完 全 に依 存 す る。 この 系 で

は、 コロニーの生育で相補活性 を判断できるようになるはずである。

取 得 した全53株 でADE3-GAS1プ ラス ミ ドとpGAL-GAS1プ ラス ミ ドを交 換 した(実

験方法)。 交換 の完 了 した変異株か らYPDとYPGプ レー トにひいて、YPG上 では生育 す
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図1-3 グル コー ス培 地 で生 育で きな いpGAL-GAS1 plasmid(pNT99-2)を

導 入 した 変 異株

各 変 異 株(242、313:上 段 、358、547、725:下 段)の

シ ング ル コロニ ー を 同時 にYPD+1M sorbitol、YPG+1M sorbitol plateに ひ

き、30℃ 、2日 間 培 養 した 。 こ こで は グ ル コー ス培 地 で生 育 で き な い242

株 以外 で 、 変 異 相 補 遺伝 子 の ク ロー ニ ング を行 った 。



るが、YPD上 では生育 で きない株、あ るいは生育 に顕著 な差が出る株 を選択 した(図1.3)。

その結果 、5-FOA感 受性株 では10株 、5-FOA非 感 受性株 で は4株 の計14株 で生 育 の差

が顕著 、つ ま り致死性 が明かであ り、以降のクローニングを行 うことにした。

NTLY1で 形 質転 換 した変 異 株 は 、SD-trp+1M sorbitol plateに 撒 い た。30℃ で2～3日 培

養 後 、現 れ た コ ロニ ー か ら ラ イ ブ ラ リ プ ラ ス ミ ドを 回収 し、大 腸 菌 で増 幅 後 、 ポ ジ テ ィ

ブ コ ン トロ ー ルpNT53(CEN TRP1 GAS1)、 ネ ガテ ィ ブ コ ン トロ ールpRS314(CEN TRP1)

と共 に形 質 転 換 し、 相 補 活 性 の再 現 性 を確 認 した。 今 回 は再 現 性 の あ る ラ イ ブ ラ リ プ ラ

ス ミ ドが得 られ 、 これ ら につ い て はDNAシ ー クエ ンシ ング に よ り、 イ ンサ ー トに含 ま れ

るDNA領 域 を同定 した。ORFが 複 数 含 まれ てい た場 合 、 制 限 分析 に よ り相 補 活 性 の あ る

領 域 を同定 した。そ の結 果 、9株 にお い て こ れ まで に合 成 致 死 性 の報 告 の あ るKRE6、BCKl

を含 む8種 類 の変 異 遺 伝 子 を 同定 した(表1-2)。

1-2-2-2.取 得 した遺 伝 子 産 物 の 性 質

取得 した各遺伝子について、これまでに得 られている知見 を以下にまとめる。

BIG1は 、tor2tsの2つ の サ プ レ ッサ ー 変 異rot1-1、rot2-1が 示 す 合 成 致 死 の マ ル チ コ ピ

ーサ プ レ ッサ ー と して取 得 され た[Bickle et al
.,1998]。Big1pは87bpの イ ン トロ ン を含 む

335ア ミノ酸 、推 定1回 膜 貫 通 型 蛋 白質 で あ る が 、 ホ モ ロ グは見 つ か っ て い な い 。遺 伝 子

破 壊 は 、致 死 的 で は な い もの の非 常 に厳 しい生 育 阻 害 を起 こす 。 また 非 常 に大 き く膨 ら

ん だ形 態 を と り、 しば しば 出 芽 せ ず に多 核 化 した様 子 が 観 察 され る 。破 壊 株 の 生 育 阻 害

は、炭 素 源 と して ガ ラ ク トース や1Mソ ル ビ トー ル の添 加 に よっ て軽 減 され る。細 胞 壁 の

キチ ン含 量 が 野 生 株 の173%に な る こ と、cwh41、gas1、fks1と い っ た細 胞 壁 に欠 損 を生

じる変 異 もま たtor2tsを サ プ レスす る こ とか ら、big1破 壊 株 も細 胞 壁 に欠損 を生 じて い る

こ とが 示 唆 され てい る。

CSG2、IPT1は 、 ス フ ィ ン ゴ脂 質 合 成 の 最 後 の2ス テ ッ プIPC→MIPC→M(IP)2Cに 関 わ

る遺 伝 子 で あ る 。図1-4に あ る よ う に 、csG2、SUR1/CSG1はIPC(inositolphosphoceramide)

50



か らMIPC(mannosyl-inositolphosphoceramide)へ の マ ン ノ ー ス 付 加 の ス テ ッ プ で 、IPT1は 、

MIPCか らM(IP)2C(mannose-(inositolphosphate)2-ceramideを 合 成 す る ス テ ッ プ で 機 能 す る

と推 定 さ れ て い る 。SUR1/CSG1、CSG2は50mM Ca2+感 受 性 の 生 育 を示 す 変 異 株 の ス ク リ

ー ニ ン グ に よ り取 得 さ れ た 遺 伝 子 で あ る
。Sur1pの み が ゴ ル ジ体 の α1,6-mannosyltransferase

で あ るOch1p[Nakayama et al.,1992]、Hoc1p[Neiman et al.,1997]の 活 性 中心 に ホ モ ロ ジ ー の

あ る 配 列 を もつ こ と、Csg2Pは 小 胞 体 に局 在 す る[Takita te al.,1995)こ と、SUR1はcsg2の

Ca2+感 受 性 を マ ル チ コ ピ ー で サ プ レス す る が 、 そ の 逆 は サ プ レス し な い[Beeler et al.,1997]

こ とか ら、SUR1は 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト、CSG2は 制 御 を 担 うサ ブ ユ ニ ッ トを コ ー ド して い

る と推 定 さ れ て い る 。IPT1は 、IP(inositolphosphate)を 付 加 す る 反 応 の 類 似 性 か らセ ラ ミ ド

を基 質 とす るAur1pの ホ モ ロ グ と して 取 得 され た[Dickson et al.,1997]。ipt1破 壊 株 で は 、

M(IP)2C合 成 酵 素 活 性 が な くな り、 完 全 にM(IP)2Cは 欠 失 、 そ れ を補 う よ う にMIPCが 増

加 す る[Dickson et al.,1997]。 ま た ス テ ロ ー ル に 親 和 性 を 示 す ポ リエ ン系 抗 生 物 質Nystatin

に対 す る 耐 性 が 増 す[Leber et al.,1997]。

BCK1、WSC1/HCS77/SLG1、MID2はMAPK cascadeのcell integrity pathwayの コ ン ポ ー

ネ ン トを コ ー ド して い る 。BCK1[Lee & Levin,1995]は 一BCK1-(MKK1, MKK2)-SLT2/MPK1

か ら構 成 さ れ るMAPK cascadeのMAPKKKで あ る 。Cell integrity pathwayは 細 胞 周 期 が 進

行 し、 出 芽 と い っ た 形 態 変 化 の た め の 細 胞 壁 再 構 築 時 に伴 う 剛 性 の 変 化 を シ グ ナ ル 伝 達

し、 細 胞 壁 合 成 に 関 わ る遺 伝 子 の 転 写 を活 性 化 す る 。WSC1[Verna et al.,1997;Gray et al.,

1997;Jacoby et aL,1998]、MID2[Rajavel et al.,1999]は 短 い 細 胞 質 領 域 と セ リ ン/ス レ オ ニ ン

に 富 ん だ 細 胞 外 領 域 を持 ちplasma membraneに 局 在 す る[Ketela et al.,1999;Lodder et al.,

1999; Vema et al., 1997; Rajavel et al., 1999]、1回 膜 貫 通 型 蛋 白 質 で あ る 。 こ の 細 胞 外 領 域

はO-糖 鎖 修 飾 に 富 み 、 棒 状 の 構 造 を と っ て 細 胞 壁 の ス ト レス セ ンサ ー と し て 機 能 す る と

推 定 され て い る 。 現 在 、 と も にRho1pのGEF Rom2Pと 相 互 作 用 し、 活 性 化 され たRho1p

のPkc1p活 性 化 に よ り、cell integrity pathwayの 活 性 化 が 起 こ る と考 え ら れ て い る[Philip &

Levin, 2001]。

KRE6に は 同 じ く ゴ ル ジ 体 に 局 在 す る ホ モ ロ グ を コ ー ドす るSKN1が 存 在 す る 。

hydrophobic cluster analysisに よ る と 、Kre6とSknlはfamily 16 glycoside hydrolasesに 有 意

に類 似 性 を も つ が 、nucleotide diphospho-sugar glycosyltransferasesに は類 似 して お らず 、
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*1 pGAL-GAS1 plasmidを 使 用 した ア ッ セ イ

○:ガ ラク トース培地で生育す るが、グルコース培地で生育できない

×:い ずれの培地 におい て も生育す る
*2 r:resistant,s:sensitive

*3 ts:temperature sensitivity at 37℃
,cs:temperature sensitivity at 14.5℃

*4 ○:synthetic lethal
,×:not lethal

表1-2ク ロ-ニ ング を行 った変異株 と同定 した変異遺伝子



Schematic representation of the biosynthesis of sphingolipids in S.cerevisiae.

Abbreviations used:

GPI,glycosyiphosphatidylinositol;Cer, ceramide;Cer-P,ceramide phosphate;
DAG,diacyiglycerol;DHS,dihydrosphingosine;IPC,inositol phosphoceramide;
MIPC,mannosylinositol phosphoceramide;M(IP)2C,inositol phospho-MIPC;
PHS,phytosphingosine;PI, phosphatidylinositol;

図1-4S.cerevisiaeに おけるス フィンゴ脂質生合成経路

本 研 究 で 解 析 したCSG2、SUR1、IPT1の 機 能 す る 位 置 を 赤 丸 で示 した 。

MIPSデ ータベースよ り転載

Adapted from F.Reggiori and A.Conzelmann

Biosynthesis of inositol phosphoceramides and remodeling of glycosylphosphatidyl anchors in

Saccharomyces cerevisiae are mediated by different enzymes.

J Biol Chem 273:30550-30559 (1998)



glucosyltransferasesと い う よ り も、glucosyl hydrolasesかtransglucosylasesで あ る とす る 報

告 が あ る[Montijn et al.1999]。 こ れ に よ れ ば 、Kre6pは β1,6-グ ル カ ン伸 長 反 応 と い う よ り

もプ ロ セ シ ン グ を し て い る こ と に な る 。

DFG5は 、filamentous growthに 欠 損 を示 す 変 異 株 の ス ク リー ニ ング に よ り取 得 さ れ た

[Mosch & Fink,1997]。Mutant homozygous diploidは 、 野生 株 が細 胞 の 両極 端 か ら交 互 に 出

芽 す る の に対 し、 細 胞 極 性 を消 失 して ラ ン ダム な 出芽 パ ター ン を示 す 。 最 近 で は 、 バ ク

テ リア のmannanaseに 低 い なが ら もホ モ ロ ジー を示 し、GPI-anchor型 蛋 白 質 を コ ー ドす る

遺伝 子 と して 、DFG5とYKL046cが 見 い 出 され た 。 そ れ ぞ れ 単独 の 遺伝 子 破 壊 は生 育 可

能 で あ った が 、 二重 破 壊 株 は合 成 致 死 で あ る こ とが報 告 され た[Kitagaki et al.,2001]。

KEX2は 、 ゴル ジ体 に局 在 す る プ ロ セ シ ング プ ロテ ア ー ゼ を コー ドす る遺 伝 子 で あ る 。

これ までpro-α-factorやkiller toxinの プ ロ セ シ ング、 活 性 化 を行 っ て い る こ とが 良 く知 ら

れ てい るが 、 基 質 蛋 白質 配列 中KRが 最 適 認 識 配列 で あ る こ とが 明 か に な っ てい る。

1-2-3.破 壊株 の作製 と変異遺伝子 の同定、gasl破 壊 との合成致死性

上 記8変 異 遺 伝 子 の うち、CSG2と 同 じス テ ップで機 能 す る と考 え られ て い るSUR1、

DFG5の ホモ ロ グで あ るYKL046cを 加 え た、10種 類 の遺 伝 子 の破 壊 株 をipt1、wsc1、mid2

破 壊 株 以外 は、 二倍 体 でone step gene disruptionに よ り作 製 した 。遺 伝 子 破 壊 はSouthern

hybridyzationに よ り確認 した後 、胞 子 分 け に よ り両mating typeの 破 壊 株 を得 た。 二 倍 体

で作 製 したbck1破 壊株 は、胞 子 分 け の結 果YPD、YPGに お い て生 育 す る もの 、 生 育 で き

な い ものが2:2に 分 離 し、KA31 backgroundで は破 壊 は致 死 で あ っ た。1Mソ ル ビ トー ル

を添 加 したYPD、YPGに お い て も生 育 は回復 しなか った 。big1破 壊 株 は、YPD+1Mソ

ル ビ トー ル にお い て の み胞 子 を分 け る こ とが で きた が 、 非 常 に生 育 が 悪 か っ た。 い っ た

ん生 育 した もの は、1Mソ ル ビ トー ル の添 加 に関 わ らず生 育 し、germinationの 段 階 に欠 損

が あ る こ とが 示 唆 され た。 これ らをgas1破 壊 株 とか け合 わせ 、 四 分子 解 析 を行 っ た と こ

ろ、csg2、wsc1、kex2破 壊 株 の3株 で新 た に合 成 致 死 性 が 確 認 され た 。本 ス ク リー ニ ン

グで も取 得 され た が 、合 成 致 死 性 は既 に報 告 さ れ て い るbck1、kre6破 壊 株 と合 わせ て5
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株でgas1破 壊株 と合成致死 を示 す ことが明か となった(表1-2)。

一 方
、sur1、mid2、ipt1破 壊 株 は合 成 致 死 を示 さ なか った。 この うちgas1 ipt1二 重 破 壊

株 はYPDプ レー ト上 で は、gas1破 壊 株 と同程 度 に生 育 の 遅 れ を示 した が 、YPD+1Mソ ル

ビ トー ル プ レー ト上 で は 、更 に生 育 の 遅 れ を示 した(図1-5)。 またGaslp同 様 にGPI-anchor

型 蛋 白質 を コー ドす るCWP1の 破 壊 株 とipt1破 壊株 をか け合 わせ 、CWP1 ipt1二 重 破 壊 株

の高 浸 透 圧 感 受 性 につ い て検 討 した 。gas1 ipt1二 重 破 壊株 、cwp1 ipt1二 重 破 壊 株 そ れ ぞ れ

6個 の胞 子 嚢 由来 の胞 子 につ い て30℃ 、YPD±1Mソ ル ビ トー ル プ レー トで の生 育 を観 察

した。gasl ipt1二 重 破 壊 を もつ胞 子 は す べ て1Mソ ル ビ トール存 在 下 で 生 育 阻 害 を起 こ し

て い るの に対 し、cwp1 ipt1二 重 破 壊 を もつ胞 子 の生 育 は1Mソ ル ビ トー ル の 存 在 に よ らず 、

良好 で あ った(図1-5)。
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図1-5 gas1 ipt1二 重破壊株の 高浸透圧感受性はgas1破 壊 に特 異的で ある

A. NTY47(MATa/a gas1△/GAS1 ipt1△/IPT1)の 四分 子 解 析 に よ り生 じた 胞 子

を、YPDお よ びYPD+1M sorbitol plateに ひ き30℃ で2日 間培 養 した 。

gas1△ipt1△ の 胞 子 は、 致 死 で は な い もの の 高 浸透 圧 感 受性 の生 育 を示 した 。

B. NTY30(MATa/a cwp1△/CWP1 ipt1△/IPT1)の 場 合

cwp1△ipt1△ の胞 子 は感 受性 を 示 さな い。

いずれの株も検討 した独立の5個 の子嚢 において、上 と同様の結果が得られた。



1-2-4.破 壊株 にお ける細胞壁生合成 の解析

取得 した遺伝子の細胞壁合成への関与 を検討す るため、作製 した破壊株 を用 いて細胞

壁欠損時に特徴的な表現型の有無 を観察 した。

1.Congo redに 対す る感受性 、

2.細 胞壁の グルカ ン由来 の グル コース、マンナン蛋 白質由来のマンノース、キチン由来

のグルコサ ミンの3種 の糖組成、

3.欠 損 をもつ細胞 壁 に対 して機能す る補償機構の一つである細胞壁蛋白質Cwplpの 発 現

量増加、

の3点 について検討 した。以下その結 果について述べる。

1-2-4-1.Congo redに 対 す る 感 受 性

Congo red は β1,3-グ ル カ ン に親 和 性 を も ち 、 結 合 して β1,3-グル カ ン鎖 が 最 終 的 に リボ ン

状の線維へとアセンブルするのを妨げ、細 胞 壁 は 異 常 な 形 態 を 示 す[Kopecka et al., 1992]。

そのため、細胞壁 に欠損 をもつ変異株、遺伝子破壊株では、野生株に比べ高い感受性 を

示す。本スクリーニ ングで得 られた変異株 については 既 に 検 討 し た が(図1-2)、additional

な変異のない遺伝子破壊株 を用いて、細胞壁に欠損を生じている可能性について検討 し

た(図1-6)。 そ の 結 果 、 ネ ガ テ ィブ コ ン トロー ル の gaS1破 壊 株 の ほ か はkre6、wsc1破 壊

株が顕著に感受性 を示 した。 big1 破 壊 株 はmnn9破 壊 株 同様 、 既 にYPDプ レー ト上 で 他

に比 べ 生 育 が悪 か った。 しか し、 YPD+100μg/ml Congo red プレー ト上ではさらに生育阻

害 を生 じ、第一段 目のスポ ットで も菌体 は生育で きなかった。これより両者 とも感受性

を示 していると考えられる。kex2破 壊 株 につ い て は第2章 に示 す 。
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図1-6取 得 した遺伝子破壊株のCongo redに 対す る感受性

各遺伝子破壊株の菌体数を2×107に 揃え 、10倍 ずつ4段 階の希釈を行 い、

各希釈段階か ら5μlずつスポ ッ トした。



1-2-4-2.細 胞 壁 の 糖 組 成

細 胞 壁 を構 成 す る糖 は グ ル カ ン由 来 の グ ル コー ス 、 マ ンナ ン蛋 白 質 のN-、0.糖 鎖 由 来

の マ ン ノー ス、 キチ ン由来 のN-ア セ チ ル グ ル コサ ミンの3種 類 で あ る 。 これ ま で に取 得

され た変 異株 や遺 伝 子 破 壊 株 の 細 胞 壁 糖 組 成 の解 析[Ram et a1., 1994; Lussier et a1., 1997]か

らは、そ の遺 伝 子 産 物 の機 能 を反 映 した 結 果 が 得 られ て い る[Dallies et a1., 1998]。 そ こで 、

本 研 究 で取 得 した遺 伝 子 の 細 胞 壁 合 成 に お け る役 割 に関 して 知 見 を得 る 目的 で 、 各 遺 伝

子 破 壊 株 の細 胞壁 糖 組 成 を解 析 した。

1-2-4-2a.各 遺 伝 子 破 壊 株 の細 胞 壁 糖 組 成 解 析 とMan/Glc ratioの 比 較

野 生 株KA31-1A、BY4741に 加 え 、 これ まで の 報告[Dallies et a1., 1998]か ら、野 生 株 に

比 べ て グ ル コース に対 す る マ ンノ ー ス の割 合(Man/Glc ratio)が 低 下 す る株 と してgas1破

壊株 、 上 昇 す る株 と してmnn9破 壊株 を コ ン トロ ー ル と した。 ス ク リーニ ング の条 件 で あ

るYPD+1Mソ ル ビ トール で培 養 した細 胞 の細 胞壁 画 分 か らサ ン プル を調 製 した 。

そ の結 果 、破 壊株 に よっ て様 々 な値 を とる こ とが 明 か と な っ た(図1-7)。gaS1、Kre6、

Kex2、ipt1、dfg5破 壊 株 が 、 野生 株 のMan/Glc ratio 0.79、0.75に 比 べ 高 い値 を とる の に対

してmnn9、sur1、Csg2破 壊 株 は低 い値 を とっ た。yk1046c破 壊 株 は ほ ぼ 同様 の値 を とっ た 。

前 者 は、gas1、Kre6破 壊 株 に代 表 され る よ う に、 グ ル カ ン合 成 ・修 飾 に欠損 を持 つ株 で あ

る可 能性 が 示唆 され る。 一 方 、 後 者 はmnn9破 壊 株 に代 表 され る よ う に、 マ ン ノー ス糖 鎖

不 全 株 で あ る可 能 性 、 も し くは細 胞 壁 に局 在 す るマ ン ナ ン蛋 白 質量 が 減 少 して い る株 で

あ る可 能性 が考 え られ る。

1-2-4-2b.細 胞 壁糖 組成Man/Glc ratioの 低 い株 にお け る糖 鎖 不 全 の 可 能性

Sur1、csg2破 壊株 で は、N-糖 鎖 不 全 株 のmnn9破 壊 株 同様 、細 胞 壁 糖 組 成 は低 いMan/Glc

ratioを 示 した。 そ こで、Sur1、csg2破 壊 株 でN-糖 鎖 不 全 を生 じて い る可 能 性 を検 討 す る
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ため に、surl、csg2にiptl破 壊 株 を加 え て ラ イセ ー トを、 分子 内 に推 定 のN-糖 鎖 付 加 部

位 が10ケ 所 存 在 し、 過 剰 な修 飾 を受 け るYap3Pに 対 す る抗 体 で の ウ ェ ス タ ン解 析 に供 し

た(図1-12)。N-糖 鎖 不 全 株 の コ ン トロ ー ル と して、mnn9破 壊 株 の ほ か に、vig9-1変 異

株 を用 い た。

そ の 結 果 、 コ ン トロー ル で は そ の変 異 、 遺伝 子 破壊 の 影 響 の大 き さに従 い 、Yap3Pの ス

メ ア なバ ン ドは、vig9-1で 低 分 子 量 域 に シ フ トし、mnn9破 壊 株 で は 、約80kDaま で シ フ

ト、単 一 なバ ン ドと して検 出 され た。

backgroundの 異 な る野 生 株 に よ っ て 、検 出 され るス メ ア なバ ン ドの 分 子量 域 に差 が 生 じ

たが 、csg2、sur1破 壊株 、jptl破 壊 株 で検 出 され るバ ン ドの分 子 量 域 はそ れ ぞ れ の 野 生 株

と同様 で あ っ た。 この こ とか ら、 い ず れ の株 に お い て もN-糖 鎖付 加 には 欠損 を生 じて い

な い こ とが 示 唆 され た。
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1-2-4-3.各 遺伝 子 破 壊 株 にお け るCwp1pの 発 現 量

Cwp1pは ア ミノ酸 配列 中 、N末 に分 泌 の ため の シ グナ ル シ ー クエ ンス 、C末 にGPI-anchor

付加のための疎水性配列 を持 ち、坪 糖鎖付加部位 は1ケ 所 で あるが、 セ リン、 ス レオ ニ

ン リ ッチ で あ り、O-糖 鎖 の 修 飾 を非 常 に多 く受 け る典 型 的 なGPI-CWPで あ る[Shimoi eta1.
,

1995; van der Vaart eta1., 1995]。 過 剰 な糖 鎖 付 加 の た め 、219ア ミ ノ 酸 よ りな る 蛋 白 質 は 、

抗体 を使って小胞体の前駆体型 は45kDa、 ゴル ジ体以 降の成熟型 は55kDaに 検 出 され る

[Fraehng et al., 2001]。 序 論 で 述 べ た よ う に 、MAPK cascade の cell integrity pathwayは 、 欠

損のある細胞壁に対する補償機構 として機能し、細胞壁合成に関係する遺伝子の転写を

活 性 化 す る 。CWP1は 、細 胞 周 期 に よ っ て 転 写 制 御 を受 け て い る[Caro et al. 1998; Spellman et

al., 1998]が 、cell integrity pathwayに よ っ て も転 写 活 性 化 さ れ る 遺 伝 子 の 一 つ で あ る[Kapteyn

et al., 1997; Ram et al., 1998; Jung & Levin, 1999]。

1-2-4-3a.各 遺伝 子 破 壊 株 にお け るCwp1pの 発 現 量

そこで本実験ではCwp1pの 発現量 をも とに、各遺伝子破壊株 において補償機構が機 能

しているか否か、Cwp1pの 成熟化の プロセス に欠損が ないか、そ して各遺伝子産物がcell

integrity pathwayの コ ン ポ ー ネ ン ト と して 機 能 して い る 可 能 性 に つ い て 検 討 した 。た だし 、

各遣伝子破壊株によって細胞壁の溶解度が異 な り、遊離するCwp1Pの 量 に差 が出 る可 能

性が あるため、本実験ではライセー ト調製に溶菌酵素でな く、グラスビーズを使用 した。

この場 合 、細 胞 壁 に共 有 結 合 して い るCwp1pは 含 まれ ない 。対 数 増殖 期(O . D. 600=1.0～

2.0)に あ る各 破 壊 株 か らラ イ セ ー トを調 製 し、O. D. 600か ら1レ ー ンあ た りの 菌体 数 を揃

え てSDS-PAGE、 ウ ェ ス タ ン解 析 に供 した(図1-8, 9)。

まず 、gas1破 壊 株 で はNorthem解 析 でCWPlmRNA量 が3倍 程 度 まで増 加 す る こ とが

報 告 され てい る[Ram et al. 1998]が 、本 実験 で もCwp1p発 現 量 の増 加 が 確 認 され た。 野 生

株では、培地にソル ビトールを添加することでCwp1pの 発現量増加 が認 め られ た。 また

全 ての株 にお い て 士 ソル ビ トー ル でCwp1p発 現 量 に違 い は認 め られ なか った(図1-8, 9)。
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csg2、surl破 壊株 では若干増加 してい る ようにも見 えるが、野生株 とほぼ同程度の発現

量を示 した。その他の破壊株では軒並み発現量が増加 していた。なかで も、kex2破 壊株 、

bigl破 壊株 にお いて発 現量 の増 加が顕著であった。ipt1破 壊株 で はgas1破 壊株 と同程 度

の発現量増加が認め られるが、45kDaの 前駆体 が蓄積 していた(図1-8,9A)。

1-2-4-3b.各 遺 伝 子破 壊 株培 養 上 清 にお け るCwplp量

GPI-CWPの 細 胞 壁 へ の 転 移 の ス テ ッ プ に欠損 を生 じて い る場 合 、Cwplpを 培 地 中 に 漏

出することが予想 されるので、ライセー ト調製時の培養上清 をTCA沈 殿 によ り濃縮 し、

1レ ー ンあ た りの 菌体 数 を揃 え てSDS-PAGE、 ウ ェス タ ン解析 に供 した(図1-10)。

そ の結 果 、培 地 中のCwp1pはkex2、wsc1、big1破 壊 株 で顕 著 に検 出 され た。培 地 に1M

sorbito1を 添 加 に よ り、bigl破 壊 株 で は検 出 量 が 減 少 した。

1-2-4-3c.培 地 中 に 漏 出 し たCwp1pの 由 来 ・原 因 の 検 討

PKC1-MAPK cascadeの コ ンポ ー ネ ン トを コー ドす る遺 伝 子 の変 異 株 は 、37℃ で 溶 菌 す

ることが報告 されている。そこで、前項の培地中で検出 されたCwplpが 、破壊 株の溶 菌

が原 因である可 能性 を検討 した。そのために、細胞質のマーカー蛋白質Pgklpに 対 す る

抗体 で ウ ェス タ ン解析 を行 った(図1-11)。 ポ ジ テ ィブ コ ン トロ ー ル と して、 野 性株 の ラ

イセ ー トを用 い た。

その結果、wscl破 壊株 ではPgklpに 対す る抗体 でシグナルが検 出され、溶菌 してい る

こ とが示 唆 され た。 それ に対 しkex2、big1破 壊 株 で は、 シ グナ ル は検 出 され ず 、培 地 中

のCwplpは 溶菌のためでは な く、細胞壁 か ら漏れ出していることが示唆 された。
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anti-Cwp1p

anti-Pgk1p

図1-11培 地 上清 の 了CA沈 殿 によ る濃 縮

上:図1-9で 培地 中(YPD+1M sorbitol)にCwp1pを 漏 出す る株 の サ

ン プル を再 び 並 べWestemに 供 した

下:上 のmembraneをcytosolのmarker protein Pgk1pに 対 す る抗 体

でreprobeし た

kex2△ 培養上清 で検 出 されたCwp1pは 、wsc1△ と黒な り、溶菌 によ

るものではない
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第3節 考察

本章では、既知の遺伝的相互作用か ら考察 した仮説"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"に 基 づ き、gasl

破 壊 との合 成致死 ス ク リーニ ング を行 い、変異株の取得 と変異遺伝子の同定、クローニ

ング、遺伝子破壊株の作製 と合成致死性の確認、そ して取得 した遺伝子の細胞壁合成 に

おける役割を検討 した。

合成致死スクリーニングか ら相補遺伝子のクローニングまで

本スクリーニ ングでは、新規の遺伝子 を取得することはで きなかったが、gasl破 壊 株

と合成致死 を示 す とい う点 では新規の遺伝子の取得 に成功 した。 また、IPT1以 外 の遺 伝

子 について は飽和 してお らず、本スクリーニングによってまだ未知の合成致死遺伝子 の

取得の可能性が残 されている。本研究でクローニ ングに到 らなかった残 りの変異株 につ

いても、Congo red感 受性、温度感受性が合成致死性 と連鎖 していることを確認の上、あ

るいは他の表現型 を見い出 した上でクローニングを進めることによつて も未知の合成致

死遺伝子の取得がなるかも知れない。本 スクリーニング系は古典的な変異処理、変異株

の取得、ゲノムライブラリによる相補遺伝子の探索か らなる。本研究 では、クローニ ン

グ系の確立に手間取ったものの、相補活性のあるライブラリプラス ミドが得 られた後は、

インサー ト両端のDNAシ ー クエ ンス をデー タベースで検索するだけで相補活性 を含 む領

域を同定することがで きる。 このような遺伝的相互作用 とゲノム全塩基配列情報の利用

は、出芽酵母の利点、特性である。さらに変異処理 もTransposon mutagenesisを 用 いれ ば、

ア ミノ酸置 換 に よる変異株 は得 られない ものの、変異株 を取得 してか ら合成致死遺伝子

の同定 までを速やかに遂行で きると期待 される。

遺伝子破壊株の作製と合成致死性の確認

本 スクリーニ ングは"gaslと 二重破 壊株 が合成致死性 となる変異 は、β1,3-グルカ ンや

キチ ンへのGPI-CWPの 結合量 を極度 に減少 させ る"と い う仮説 の もとに行 い、合成致死

を示す変異株 を単離 した。この仮説の検証 は、得 られた遺伝子の細胞壁生合成 における
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役 割 が 明 か に な っ た 時 点 で 自ず とな され る もの で あ り、本 研 究 で は得 られ た 遺 伝 子 と そ

の産 物 の解析 を優 先 して行 う こ と と した 。

取得 した遺伝 子 の うち 、KRE6、BCK1の2遺 伝 子 は、 合 成 致 死 性 が 既 知 で あ っ た が 、

これ は本 ス ク リー ニ ング系 が 妥 当 に行 わ れ た こ と を支 持 す る結 果 で あ る。 ま た破 壊 株 は

作 製 した もの の 、 新 規 の 合 成 致 死 遺 伝 子 の 解 析 を優 先 させ た 結 果 、 本 研 究 で は合 成 致 死

性 は追 試 してい ない 。

KEX2、CSG2、WSC1の3遺 伝 子 は、 新 規 の合 成 致死 を示 した 。 この うち、WSC1に 関

して はPKC1-MAPK cascadeの 上 流 で 細 胞 壁 の ス トレス セ ンサ ー と して の知 見 が 蓄積 し て

お り、後 に も述 べ るが 、cell integrity pathwayが 機 能 しな くな った た め で あ る可 能 性 が 高 い 。

KEX2、CSG2は 細 胞 壁 合 成 へ の 関与 に つ い て は全 く とい っ て い い位 に報 告 は な く、 そ う

い っ た意 味 で新 規性 が 高 く興 味 深 い 。KEX2産 物 は分 泌 経 路 、 ゴル ジ体 に局 在 して細 胞 壁

合 成 に関 与 す る分 子 の プ ロ セ シ ン グ 、 活 性 化 を通 じて細 胞 壁 合 成 に 関 与 して い る 可 能 性

が 考 え られ る。 また、Kex2PはC末 の 短 い細 胞 質 領 域 に ゴル ジ体 局 在 化 シ グナ ル を も っ

てお り、ゴル ジ体 、plasma membrane、 エ ン ドソー ム をサ イ クル して い る 。Plasma membrane

にサ イ クル して きた 時 に、 未 知 の 機 能 を果 た す こ とで 細 胞 壁 合 成 に関 与 して い る可 能 性

も考 え られ る。KEX2の 細 胞 壁 合 成 に お け る役 割 の 詳細 な解 析 につ い て は、 第2章 で 述 べ

る こ とにす る。

MID2、IPT1は ス ク リー ニ ング で取 得 され た もの の 、 そ の破 壊 株 は合 成 致死 性 を示 さ な

か っ た。MID2はWSC1同 様 に、 細 胞 壁 の ス トレス セ ンサ ー と して 認 知 され てい るが 、 合

成 致 死 性 の違 い は 、MID2、WSC1の 感 知 す るス トレス の 違 い 、 役 割 の 違 い を示 して い る

可 能性 が あ る と示 唆 され る。

IPT1と ス ク リーニ ン グで は取 得 され な か った が 、SUR1は 合 成 致 死 性 を示 さな か っ た 。

SUR1、CSG2、IPT1は ス フ ィ ン ゴ脂 質合 成 系 の最 終2段 階 の 反応 を担 う酵 素 で あ る。 動

物細 胞 で は ス フ ィ ン ゴ脂 質 はス テ ロー ル 、GPI-anchor型 蛋 白質 と緊 密 に相 互 作 用 した膜 ド

メ イ ン を形 成 す る こ とが 示 唆 され 、報 告 も蓄 積 して きて い る が 、 最 近 、 出芽 酵 母 に もそ

う した膜 ドメ イ ンが 存 在 す る こ とが報 告 さ れ た[Bagnat et al., 2000]。 細胞 壁 合 成へ の 関 与

につ い て の報 告 は全 くない とい った が 、本 研 究 の対 象 と したGPI-CWPは ま さにGPI-anchor

型蛋 白質 で あ り、 これ らの遺 伝 子 は この よ う な膜 ドメ イ ンの 形 成 とい う側 面 か ら、 細 胞
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壁合成 に関与 している可能性 もあると考えられる。

BIG1、DFG5とDFG5の ホモ ログYKL046cに つ いては、破壊株 は作 製 した ものの、合

成致死性は確認 していない。 これ らの遺伝子 については報告 も蓄積 していないが、本研

究の結果、細胞壁 に欠損 を生 じていることが示唆 されてお り、合成致死性の確認 を急 ぐ

とともに、機能の解析、細胞壁合成における役割の解析 を進めたい。

各遺伝子の、細胞壁合成における役割

BIG1

結 果 の節 で触 れ た細 胞 壁 の 欠損 がtor2tsを サ プ レスす る 、 とい う事 実 はtor2tsで は 、 制 限

温 度 下 で はRho1pを 活 性 化 で きず に生 育 に影 響 が 出 るが 、 細 胞 壁 に欠 損 を もつ 変 異 株 で

は、GEFで あ るRom2Pの 活 性 化 を通 じてRho1Pが 活 性 化 され る ため 、tsが サ プ レス され

る とい うメ カ ニ ズ ム を と る こ とが 推 測 さ れ て い る 。 こ れ は以 下 の観 察 に よ つ て支 持 さ れ

る。1)big1破 壊 株 もRho1pを 活 性 化 す る こ と、tor2tsはRho1pの 活 性 化 に よっ てサ プ レ ス

され る こ と、2)rot1-1 rot2-1の 合 成 致 死 性 、big1破 壊 株 の 生 育 はRHO1 GAPsで あ るSAC7

の過 剰 発 現 に よっ てサ プ レス され る。3)rof1破 壊株 、big1破 壊 株 の生 育 はRHO1 GEFs

で あ るROM2の 破 壊 に よ って完 全 で は ない が 、 改 善 さ れ る 。 そ して細 胞 壁 の キ チ ン含 量

が 野 生 株 の173%に な る こ と、cwh41、gas1、fks1と い つ た細 胞 壁 に欠 損 を生 じる変 異 も

ま たtor2tsを サ プ レスす る こ とか ら、big1破 壊 株 も細 胞 壁 に欠 損 を生 じて い る こ とが 示 唆

され てい る[Bickle et a1.,1998]。 本 研 究 で もCongo red感 受 性 、Cwp1pの 発 現 量 増 加 と同 時

に培 地 中へ の漏 出 か らbig1破 壊 株 が細 胞 壁 に欠損 を生 じて い る の は明 か で あ る。Big1pは

そ の 一 次 配 列 か ら1回 膜 貫 通 型 蛋 白質 で あ る こ とが 予 想 され て い る が 、局 在 につ い て の

報 告 は な い 。 ど この 膜 に局 在 して い る か とい う情 報 は 非 常 に重 要 で あ る と考 え られ る 。

現 在 、BIG1に タギ ング した構 築 を作 製 して お り、 局在 につ い て情 報 が得 られ る と期 待 し

て い る。 また、BIG1に つ い て の報 文 は上 記 のBickle et al.の1報 しか な く、 しか も彼 等 は

rot1-1 rot2-1合 成致 死 のマ ル チ コ ピーサ プ レ ッサ ー と して 取 得 してお り、big1変 異 と して

取 得 した の は、本 研 究 が最 初 で あ る。 ホ モ ロ グ は見 つ か っ て い ない が 、BIG1塩 基 配 列 中

の 変 異 点 の 決 定 か ら活性 中心 とそ の周 りの ドメ イ ン構 造 につ い て知 見 が 得 られ る可 能 性

が あ る。 ま た細 胞壁 糖 組 成 の測 定 か ら、機 能解 析 へ の 手 が か りが 得 られ るか も知 れ な い 。
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CSG2、SUR1、IPT1

S.cerevisiaeに お け る ス フ ィ ンゴ脂 質 は 、 図1-4に 示 した よ うに、IPC、MIPC、M(IP)2C

の3種 類 で あ る。 そ して この3種 の ス フ ィ ン ゴ脂 質 は、 主 にplasma membraneに 存 在 し て

い る が 、全 て の膜 を構 成 す る脂 質 の7-8%、plasma membraneの リ ン脂 質 の30%を 占 め る 。

そ して ス フ ィ ン ゴ脂 質 の 最 終 産 物M(IP)2Cは 全 ス フ ィ ン ゴ脂 質 の 約75%を 占め る 。 動 物

細 胞 で は低 温(4℃)でTX-100に 不 溶 で あ る膜 画分 が単 離 され 、 こ こ にス フ ィ ン ゴ脂 質 、

ス テ ロ ー ル 、GPI-anchor型 蛋 白質 、ras等 の シ グ ナ ル伝 達 に関 わ る分 子 が 含 まれ て い た 。

ス フ ィ ン ゴ脂 質 は長 鎖 の 飽 和 炭 化 水 素 を もち 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル スカ と水 素 結 合 に よ り

会合 しや す い性 質 を もって い る。またGPI-anchorの 脂 質 部 分 もま た飽 和 炭 化 水 素 を もち 、

in vivoで もこ れ らが ス テ ロー ル と共 に 高 度 にパ ック され た膜 ドメ イ ン を形 成 す る と考 え

られ 、 これ を リ ン脂 質 に よる膜 の 海 に浮 か ぶ"ラ フ ト"と 呼 び 、GPI-anchor型 蛋 白 質 の ソ

ー テ ィ ング や輸 送 の
、 ま た脂 質修 飾 さ れ るras等 の シ グ ナ ル伝 達 分 子 の プ ラ ッ トフ ォー ム

と して機 能 す る との概 念 が提 出 され て い る[Ikonen & Simons, 1997]。 近 年 、 そ れ を裏 付 け

る報告 が対 数 的 に蓄積 して きて い る の に対 し、 酵 母 で の 報 告 は少 な く[Bagnat et al., 2000]]、

これ か らの 展 開が 期 待 され る。 そ れ で も酵 母 で は 、 こ れ ま で にス フ ィ ン ゴ脂 質 の 前 駆 体

で あ るセ ラ ミ ドがGPI-anchor型 蛋 白質 のERか らGolgiへ の効 率 良 い輸 送 に必 要 で あ る と

い う報 告[Horvath et al., 1994; Sutterlin et al., 1997]、 ス フ イ ン ゴ脂 質 の 欠失 に よ る低pH下

で の生 育 不 良 をGPI-CWPを コー ドす るCWP2が マ ル チ コ ピー で サ プ レスす る とい う報 告

[Skrzypek et al.,1997]が あ り、GPI-CWPの 輸 送 に お け る ス フ ィ ン ゴ脂 質 の必 要 性 を示 唆 す

る。本 ス ク リー ニ ング で取 得 され たCSG2、IPT1加 え てSUR1の 遺 伝 子破 壊株 はCongo red

感 受 性 を示 さ なか っ た。 しか し、興味 深 い こ とに、一 連 の表 現 型 はipt1破 壊 株 とcsg2、sur1

破 壊 株 間 で異 な る傾 向 にあ った 。ipt1破 壊 株 で は、細 胞 壁 糖 組成 のMan/Glc ratioが 低 く、

Cwp1pの 発 現 量 増 加 だ け で な く、前 駆 体 型 が 蓄 積 して い る こ とが 認 め られ た。一 方csg2、

sur1破 壊 株 で は 、細 胞 壁糖 組成 のMan/Glc ratioが 高 く、Cwp1p発 現 量 は微 増 も し くは野

生 株 と変 わ らず 、前 駆 体 型 の蓄 積 は認 め られ な か った 。 これ ら三 つ の 遺 伝 子 破 壊 が ス フ

ィン ゴ脂 質 組 成 に及 ぼす 影響 をみ て み る と、ipt1破 壊 株 で は最 終 産 物 で メ ジ ャー なM(IP)2C

は完 全 に欠 失 し[Dickson et al.,1997;Thevissen et al.,2000]、Ipt1pの 基 質 で あ るMIPCが 野

生株 の4倍 に増 加 す る[stock et al.,2000]。csg1/sur1、csg2破 壊 株 で は 、M(IP)2C、MIPC共
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に欠 失 す る とす る報 告[Beeler et al.,1997]と 両 破 壊 株 で はMIPCが 欠 失 す る ほか に、csg2破

壊 株 で はM(IP)2Cが 激減 す るが 、両破 壊 株 と もにM(IP)2Cは 存 在 す る とい う報 告[Stock et al.,

2000]が あ り、SUR 1、CSG 2の 役 割 に つ い て はIPCへ の マ ン ノ ース付 加 で 決 着 が つ い て い

る もの の 、議 論 が分 か れ てい る。前 者 のM(IP)2C、MIPC共 に欠 失 す る とい う報 告 か らは 、

本 研 究 で のipt1とsur1、csg2破 壊 株 間 の表 現 型 の違 い は、M(IP)2Cの 存 在 に よ る可 能性 が

生 じる が 、後 者 を考 慮 す る と ま だ ほ か の 可 能性 が あ りそ うで あ る。 また 、S.cerevisiaeの

ゲ ノ ム に は、SUR1と65%のidentity、71%のsimilahtyを 示 すORF、YBR161wが 存 在 して

い る。 このlocusの 破 壊 はCa2+感 受 性 を与 えず 、sur1破 壊 のCa2+感 受性 に な ん ら影 響 し な

い[Beeler et al.,1997]。Beeler et a1は 、ybr 161 w破 壊 株 にお け る ス フ ィ ン ゴ脂 質 組 成 には 言

及 して お らず 、このORFが 機 能 す る の で あ れ ば 、後 者 のsur1、csg2破 壊 株 にお い て もMIPC

合 成 活 性 が残 っ てお り、M(IP)2Cも 完 全 に は欠 失 しな い とい う観 察 も説 明 が つ く。 ま た 、

M (IP) 2 Cの 減 少 が シ グナ ル伝 達 され、mannosyltransferaseと ホモ ロ ジ ーの ないCsg 2 Pが そ

れ に応 じて ス フ ィ ンゴ脂 質 の 合 成 を制 御 、 調 節 す る と い う可 能 性 も考 え られ る。 実 際 、

M (IP) 2 Cがsur 1破 壊株 で は微 減 、csg 2破 壊株 にお い て激 減 す る とい う観 察 は この 可 能 性 に

よ く一致 す る。 またsurl、csg 2破 壊 株 は類似 の細 胞 壁 糖 組 成 、Cwp1pの 発 現 量 を示 す が 、

csg 2破 壊 株 のみ がGAS 1破 壊 と合 成 致 死 を示 す の は、Sur1pに は ホモ ロ グが存 在 して い る

か も知 れ ない 可 能 性 とCsg2pの 制御 、調 節 的 な広 い役 割 に起 因 して い る可 能 性 を想 起 さ

せ る。ER-Golgi間 の輸 送 に関 わ るsec変 異 株 を制 限 温 度 で イ ンキ ュベ ー トした時 に 、IPC

の1種 は検 出 され るが 、 マ ンノ ース付 加 され たIPCは 検 出 され な くな る こ とか ら、IPCは

ERで 合 成 され る と考 え られ て い た[Puoti et al.,1991]。 最 近 の報 告 で は セ ラ ミ ドか らIPC

を合 成 す るAur1pは ゴル ジ体 に局 在 す る こ とを示 して い る[Levine et al., 2000]。 そ こでIPC

の う ちhydroxylationの 度 合 い が 高 いIPC-Dは ゴル ジ体 に も存 在 してい る。 そ して次 反 応

の マ ン ノ ース修 飾 の マ ン ノー ス供 与 体 がGDP-マ ン ノ ー ス で あ る こ とか ら、 そ れ以 降 の 分

子 種 の合 成 反 応 は ゴル ジ体 で行 わ れ る と考 え られ て い る 。 こ う した反 応 と生 成 ス フ ィ ン

ゴ脂 質 の位 置 関係 を考 慮 す る と、本 研 究 で得 られ たipt1破 壊 株 で はCwp1pのER前 駆 体

が蓄 積 す る とい う観 察 は、説 明 が難 しい。 パ ル スーチ ェ イス 分析 に よ りER型 、Golgi型 が

良 く確 立 して い るGPI-anchor型 蛋 白質Gas1pを マ ー カ ー に改 め て検 討 す る必 要 が あ る と

思 わ れ る 。また 、間接 蛍光 抗 体 染 色 に よ りHA-Csg2pがERに 局 在 す る とい うデ ー タ[Takita
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et al.,1995]が あ る が 、Surlp、Iptlpに つ い て は 、 反 応 の 位 置 か ら局 在 が 推 定 さ れ て い る だ

け で あ る。Surlp、Iptlpの 局 在 を明 か に して お くこ と も今 後 の重 要 な課 題 で あ る。 また、

sur1、csg2破 壊株 で は細 胞 壁 糖 組成 のMan/Glc ratioが 野 生 株 に比 べ 低 くな っ て い た。 こ れ

らの 株 の細 胞 壁 画 分 をβ1,3-グ ル カ ナ ー ゼ 、 β1,6-グ ル カ ナ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ な どで 溶 出 さ

れ る蛋 白質量 と種 類 を解析 す る こ とで 、GPI-CWPと ス フ ィ ン ゴ脂 質 との 関 わ りにつ い て

知見が得 られると考える。

gasl iptl二 重破壊株 は高浸透圧下、 合成生育阻害 を示 した。 同じく合成致死性 を示 さな

かったgasl surl 二重破壊 株 は、 一つの子嚢 由来 の胞子で しか検討 していないが、 合成生

育 阻 害 は 示 さ な か っ た[data not shown]。 ま た、GPI-CWP Cwplpを コ ー ドす る 遺 伝 子 と の

cwpl iptl 二重破壊株 もまた、 合成致死性 は示 さなかったが、 高浸透圧感受性 も示 さなか

った。cwpl 単独破壊株 は、 野生株 同様 良好 な生育 を示 し、Congo red やCFWに もほ とん

ど感 受性 を示 さな い。 あ るGPI-CWPの 欠 失 は、 他 のGPI-CWPの 増 加 に よ って 補 わ れ る

と推定 されている。 このようにcwpl破 壊株 で は細 胞壁 の欠損 は、 全 く生 じていない、 あ

るいはごく軽微な欠損で しかないと推察 される。 高浸透圧下 ということで、iptl破 壊株 は

細 胞壁 に欠損 を生 じた条件 下、 膨圧 を保てないことが示唆 される。 このことか らは2つ

の可 能性 が 考 え られ る。1)高 浸 透 圧 下、HOGlMAPKcascadeが 働 くの と は、独 立 にplasma

membraneのFpslpグ リセ ロー ル チ ャ ネル が 不 活 化、グ リセ ロ ール透 過 性 を制 限 す る[Luyten

efal., 1995; Sutherland et al., 1997]。plasmamembraneH+-ATPaseで 複 数 回 膜 貫 通 型 蛋 白 質 で

あ るPmalpは 、 ラ フ ト上 に局 在 す る こ とが示 唆 され て お り[Bagnat et al., 2000]、plasma

membraneレ ベ ル で の ス フ ィ ンゴ脂 質 組 成 が 変 化 す る こ とで 、複 数 回 膜貫 通 型 蛋 白質 で あ

るFpslpの 局 在 、 機 能 に影 響 が 出 て い る。2)ス フ ィ ン ゴ脂 質 組 成 の 変化 に よ る セ ンサ ー

分 子Slnlp[Posas etal., 1996]、Sholp[GustinetaL,1998]の 局 在 、機 能 に影 響 が 出 て 、HOG1

MAPK cascadeへ の シ グナ ル が効 果 的 に伝 達 され な くな っ て い る。 これ らの 可 能 性 に関 し

て は 、 まず破 壊 株 にお い てHoglPの リ ン酸 化 に よる 活性 化 が 行 わ れ て い る か 、 あ るい は

ア ウ トプ ッ トの 一 つglycerol-3-phosphate dehydrogenaseを コー ドす るGPD1の 転 写 量 、Gpdlp

発 現 量 の 変化 を検 討 しなけ れ ば な らない 。 そ れ と と もに、plasma membraneの 蛋 白 質組 成

を野 生株 、sur1、csg2破 壊 株 の もの と比 較 す る こ とで 、生 じて い る変 化 が 明 か に な るか も

しれ ない 。
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ここまで、膜 ドメイ ンの存在 を考慮 して考察を進めて きたが、スフィンゴ脂 質 ととも

に膜 ドメイ ン を構 成 す る コ レス テ ロー ル につ い てBagnat et al.が興味 深 い 知 見 を得 て い る

。コ レス テ ロー ル合 成 系 の変 異 株erg12-1で は 、Gaslpお よびPmalpは 、TX-100不 溶 性 画

分で検出されな くなる。 これは、コレステロールの減少、消失が膜 ドメインの形成 に影

響すると考察 している。 コレステロール生合成 に関与する遺伝子 は、必須 な ものが多 い

ため変異株 とgas1破 壊 との合成致死性 を検討す る ことで、本研究への膜 ドメインの関与

を決定することができる可能性を最後 に挙げてお く。

BCK1、WSC1、MID2

BCK1、WSC1/HCS77/SLG1、MID2はMAPK cascadeのcell integrity pathwayの コ ン ポ ー ネ

ン トを コ ー ド し て い る 。IBCK1[Lee & Levin,1995]はBCK1-(MKK1,MKK2)-SLT2/MPK1か ら

構 成 さ れ るMAPK cascadeのMAPKKKで あ る 。Cell integrity pathwayは 細 胞 周 期 が 進 行 し 、

出 芽 と い っ た 形 態 変 化 の た め の細 胞 壁 再 構 築 時 に 伴 う 剛 性 の 変 化 を シ グ ナ ル 伝 達 し、 細 胞

壁 合 成 に 関 わ る 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る 。 ま た こ う した 健 や か に 生 育 す る 細 胞 に お い て

も重 要 で あ る が 、 細 胞 壁 合 成 の 関 連 遺 伝 子 に お け る 変 異 、 薬 剤 や 低 浸 透 圧 、 熱 シ ョ ッ ク と

い っ た ス ト レス 条 件 下 に お け るcell integrity pathwayの 機 能 は必 須 で あ る[Gustin et al.
, 1998]。

gas1破 壊 株 で は 、pathwayのMAPKで あ るSlt2pが リ ン酸 化 、活 性 化 さ れ る[Nobel et al.,2001]。

bck1破 壊 がgas1破 壊 と合 成 致 死 を示 す と い う こ と は 、cell integrity pathwayの 機 能 しな い 状

況 下 で はgas1破 壊 は 、 致 死 的 な 細 胞 壁 の 欠 損 を 引 き起 こ す と言 い 換 え ら れ る 。

WSC1[Verna et al., 1997; Gray et al., 1997; Jacoby et al., 1998]、MID2[Rajavel et al.,1999]

はN末 の セ リ ン/ス レ オ ニ ン に 富 ん だ 細 胞 外 領 域 とC末 の 短 い 細 胞 質 領 域 を持 ちplasma

membraneに 局 在 す る[Ketela et al.,1999;Lodder et al.,1999;Verna et al.,1997;Rajavel et al.,

1999]、1回 膜 貫 通 型 蛋 白 質 で あ る 。 こ の 細 胞 外 領 域 はO-糖 鎖 修 飾 に 富 み 、 棒 状 の 構 造 を

と っ て 細 胞 壁 の ス トレ ス セ ンサ ー と し て 機 能 す る と推 定 さ れ て い る 。C末 の 細 胞 質 領 域 が

と も にRholpのGEF Rom2pと 結 合 す る こ と が 、two-hybrid analysisに よ っ て 示 され た[Philip

& Levin,2001]。 そ こ で 活 性 化 さ れ たRholpのPkclp活 性 化 に よ り、cell integrity pathway

の 活 性 化 が 起 こ る と考 え ら れ て い る 。

本 章 の 実 験 で は 、mid2破 壊 株 で は な くwsc1破 壊 株 でCongo red高 感 受 性 に な っ た 。 こ

れ は 、Congo redの よ う な細 胞 壁 ス ト レ ス の シ グ ナ ル 伝 達 がWsclpに よ っ て 行 わ れ る こ と
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を示 唆 して い る。 この こ とは、mid2破 壊 株 は 、CFWに 対 し耐性 を示 す[Ketela et al.,1999]

こと、wsc1破 壊株 はgas1破 壊 が引 き起 こす細胞壁 ス トレス と合成致死を示す ことと一致

す る。 言 い換 え れ ば 、gas1破 壊 に よ る細 胞 壁 ス トレス はWsC1の 破 壊 に よ っ てMAPK

cascadeに シ グ ナ ル 伝 達 さ れ な く な る 。

一 方
、Cwplp発 現 量 はwsc1、mid2破 壊 株 と もに野 生株 に比べ 増 加 が 認 め られ た 。 しか

も増 加 の程 度 は、wsc1破 壊 株 の方 がmid2破 壊 株 よ りも若 干 多 い よ うで あ る。 これ は 、 対

数増殖期の形態変化に伴 って生 じる細胞壁ス トレスのシグナル伝達 には、Mid2pが よ り機

能的 とい う可 能性 を示 唆 している。ただ両者 ともに発現量が増加 してい ることは、wsc1

mid2二 重破 壊 株 が 致死 で あ る[Stirling&Stark,2000]よ うに、 機 能 の 重 複 して い る部分 が あ

る[Rajavel et al.,1999]こ と を 示 唆 し て い る 。S.cerevisiaeゲ ノ ム 上 にはWSC1-4[Vema et al.,

1997; Zu et al.,2001]、MID2、MTL1[Rajavel et al.,1999;Ketela et al.,1999]と 類 似 の 構 造 を

もつ遺伝子が複数存在する。にも関わらず、wsc1 mid2二 重破壊株 の合成 致死性 か らは、

この二つの遺伝子が細胞壁ス トレスのセンシングに主要な役割を果た してお り、その他

の遺伝子は熱シ ョックなどそれ以外のス トレスのセンシングに関与 しているという可 能

性が推定 される。

KRE6

kre6破 壊 株 はCongo red感 受 性 を示 した 。こ れ は 、CFWに よ る ス ク リ ー ニ ン グ[Ram et al.,

1994]で も取 得 され た こ と と一 致 し、 細 胞 壁 ポ リマ ー の アセ ンブ リ を阻 害 す る薬 剤 に対 し

て高 感 受 性 を示 した。 また、 ソル ビ トー ル添 加 に関 わ らず 、Cwplp発 現 量 増 加 を示 した 。

本 ス ク リー ニ ン グは"gas1 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 の も と行 った 。GPI-CWPの 転 移 を

担 う分子 の取 得 には 、kre6破 壊 株 の よ うなGPI-CWPの ア クセ プ ター で あ るβ1,6-グル カ ン

合成に欠損 をもつ株 を用いて合成致死スクリーニングを行 うことも考えられた。 しか し、

kre6破 壊株 の生育 速度 は非常 に遅 く、gas1破 壊株 と比べ て もス クリーニ ング には実際 的

で は な い と判 断 した 。 ま たgas1破 壊 株 を 用 い る こ と で 、GPI-CWPのplasma membraneか

らの 遊 離 とβ1,6-グル カ ン との結 合 ま で の 、 未 知 の ス テ ップ を広 くカバ ー で きる と判 断 し

た 。
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DFG5、YKL046c

DFG5、YKL046cは 、 前 述 した よ う にバ ク テ リアの マ ンナ ナ ーゼ に低 い なが ら もホ モ ロ

ジ ー を示 す 、 互 い に相 同性 の高 いGPI-anchor型 蛋 白質 を コ ー ド して い た 。 そ れ ぞ れ 単 独

の 遺 伝 子 破 壊 株 は生 育 可 能 で あ っ た が 、 二 重 破 壊 株 は合 成 致 死 で あ っ た[Kitagaki et al.,

2001]。 まず 、 一次 配列 上 の特 徴 か らGPI-anchor型 蛋 白質 で あ る可 能 性 が 高 く、 細 胞 壁 の

生 合 成 に関与 して い る可 能 性 が 考 え られ る。 ま たGPI-CWPがplasma membraneか ら細 胞

壁 グ ル カ ンへ 転 移 され る際 に、GPI-anchor内 の マ ン ノー ス残 基 で切 断 され 、 そ の還 元 末 端

が グ ル カ ン に共 有 結 合 す る[Fujii et al.,1999]。 この こ とか ら、 マ ンナ ナ ーゼ に低 い な が ら

もホ モ ロジ ー を示 すDFG5、 YKL046cは この ス テ ップ を担 う酵 素 で あ る可 能性 が 高 い。

Congo redに 対 す る感 受 性 は どち らの単 独 遺伝 子 破壊 株 も示 さ な か っ た 。 この 遺伝 子 重

複 は 、FKS1とFKS2[Mazur et al., 1995]、 KRIE6とSKN1 [Roemer et al., 1993]、 KRE9と

KNH1 [Dijkgraaf et al., 1996]、 そ してCHS1、 CHS2とCHS3 [Cid et al., 1995」に表 され る よ う

に、DFG5、YKL046cの 担 うス テ ップ の重 要性 を示 して い る の か も知 れ な い。 そ れ と一 致

して 、 そ れ ぞ れ 単独 の 遺伝 子 破 壊 株 の 生 育 は 、 野 生 株 と比 べ て も遜色 な い が 、Cwplpの

発 現 量 は と もに野 生株 に比 べ 増 加 して お り、細 胞 壁 に欠 損 を生 じて い る もの の 、 互 い に

機 能 を相 補 し合 い、 影響 が小 さ くな っ てい る可 能 性 が 示 唆 され た。

今 後 はDFG5、 YKL046cの 破 壊 がgas1破 壊 と合 成 致 死 に な る こ と を まず確 認 しな け れ

ば な ら ないが 、 遺伝 学 的 には さ ら に、kre6、 kre9破 壊 株 とい った β1,6-グル カ ン合 成 に欠 損

の あ る株 と合 成 致死 を示 す か ど うか が 、 非 常 に興 味 深 い 。

1Mソ ル ビ トー ル存 在 下 にお け るCwplp発 現 量 変 化 につ い て

本 章 の 実 験 で は、 培 地 に ソル ビ トー ル を添 加 した場 合 に 、 野 生 株 を は じめ破 壊 株 の ほ

とん ど全 て にお い て 、Cwplpの 発 現 量 が 増 加 した 。野 生株 で は もち ろ んの こ とfks1、gas1、

kre9破 壊 株 の よ う な細 胞 壁 に欠損 を もつ 株 で は 、培 地 へ の ソ ル ビ トー ル 添 加 に よ り、cell

integrity pathwayのSlt2pリ ン酸 化 が軽 減 も し くは 、起 こ らな くな る[Novel et al., 2001]。 一

方 、 高 浸 透圧 条件 下 で はMAPK cascade pathwayの ひ とつ 、HOG pathwayが 働 き、 グ リセ

ロ ー ル 合 成 経 路 の 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 して 細 胞 内 の 膨 圧 を高 め る こ と で 対 応 す る

[Nevoigt & Stahl, 1997; Gustin et al., 1998]。 そ の他 、 培 地 の 低pH時 にHOG pathwayが 活 性
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化 され、Cwp1pの 発 現 量 が 増 加 、細 胞 壁 へ の 取込 み が 増 加 す る[Kapteyn et al., 2001]。 こ

れ らの事 実 か ら、本 実 験 で ソル ビ トー ル 添 加 の 場 合 に観 察 され たCwp1P発 現 量 の 増 加 は 、

HOG pathwayの 活 性 化 に よ る可 能 性 が 考 え られ る。 そ うで あ る な ら、 こ れ は新 しい 知 見

で あ り、 実 際 にHog1pとSlt2pの リン酸 化 の 状 態 を検 討 しな け れ ば な らな い。 また は 、 本

ス ク リーニ ング で得 られ たbck1変 異 株 で 、 ソル ビ トー ル添 加 時 のCwp1p発 現 量 の変 化 を

検討 す る こ とで知 見 が 得 られ るか も知 れ な い 。
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