
第2章KEX2の 細胞壁合成における役割 とGAS1破 壊 との合成致死性の解析

序

Kex2pは 分泌経路 に局在 し、蛋 白質前駆体のプロ体やプロホルモンを特異的な部位で切

断するプロセシングプロテアーゼのプロ トタイプである。これ らの酵素は酵母、線虫、昆

虫 、 両 生 類 、 哺 乳 類 に い た る 真 核 生 物 のregulated secretory pathway (e.g.PC1/3、PC2)、

constitutive secretory pathway (e.g.furin、 PC7、 Kex2)の 両 方 に 存 在 す る こ と が 明 か に な っ て

い る 。 こ の う ちkexin/furinはsubtilase super familyに 属 す る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る

[Rockwell & Fuller, 2001]。 た だ し 、 同 じ く ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 含 ま れ るsubtilisinは 、 リ

ソソームや液胞 といった蛋白質分解活性 のあるコンパー トメン ト、細胞外 で機能する消化

酵 素 で あ る の に対 し、Kex2pの よ う な プ ロセ シ ング プ ロ テ ア ーゼ は細 胞 内 の ソー テ ィ ン グ

や分泌 に関わるコンパー トメン トで、 より特異的な切断を行 うとい う点で大 きく異 なる。

S.cerevfsiaeで は、Kex2pはC末 端 側 に膜 貫 通領 域 を も ち、 ゴル ジ体 に局 在 し、 基 質 の

di-basicな 部 位(aliphatic/basic P4、 basic P2、 Arg at P1:P1ア ミ ノ 酸 のC末 側 で 切 断 さ れ る と

す る 。)を 認 識 す る プ ロ セ シ ン グ プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド して い る[Rockwell & Fuller, 1998]。

kex2変 異株 は、 これ まで に よ く知 られた低温感受性や、低温下でのキチン、アクチンの

delocalizationの 他 に 、pH7.0以 上 の 培 地 で 生 育 不 能 、Ca2+感 受 性 の 生 育 、fluorecent weak base

quinacrineを 液 胞 に蓄 積 で きない な どの 液 胞 の酸 性 化 欠損 に起 因 したvma-phenotypeを 示

し、vma45変 異 株 と して 単 離 さ れ て い る[Oluwatosin et a1., 1998]。 そ の 他 に もRNA polymerase

II complexと の 遺 伝 的 な 相 互 作 用 が 報 告 さ れ て い る[Davie & Kane, 2000]。 こ の よ う に 、 い

くつかの付加的な表現型を示す ことからもKex2pの 基質 は、知 られてい る以上 に多種存

在すると考えられる。

本研究では、KEX2は 取得 した変異alleleば か りで な く遺伝子破壊 もGAS1破 壊 と合 成

致 死 を 示 し た 。 ま た 、kex2破 壊 株 はCongo red感 受 性 で あ る こ と(図2-1)、Cwp1pの 発

現量が増加 していること(図1-8, 9)か ら細胞壁 に欠損 を生 じてい るこ とが示唆 された。

そこでKEX2の 細胞壁 合成 におけ る役 割 とGAS1破 壊 との合成致死性 につ いて詳細 に解

析 した 。
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図2-1 kex2破 壊 株 の 低 温 感 受性 、Congo red感 受性

A. 両mating typeのKA31にvector pRS314、NTY37(kex2△MATa)、

NTY38(kex2△ MATa)にpRS314,pYN126(KEX2,を 導 入 し 、

YPDにstreak、14.5℃ で5日 間 培 養 した 。

B. 両mating typeのKA31(w.t.)、NTY37(kex2△MATa)、

NTY38(kex2△MATa)か ら第 一段 を2×107cells/mlに 調 製 し、

さ ら に10倍 希釈 を4段 階 行 い 、1株5段 の希 釈 段 階 を作 製 した。

各 希釈 段 階 か ら5mlず つ 、YPD±Congo red plateに スポ ッ トし、

30℃ で2日 間 培養 した。

kex2破 壊 株 はMatingtypeに 関わ らず 、 低温 感 受性 、Congo red感 受性

を 示 した。



第1節 実験材料 と方法

2-1-1.実 験 材 料

2-1-1-1.菌 株

Escherichia coli

Saccharomyces cerevisia e

2-1-1-2.プ ラ ス ミ ド
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2-1.1-3.合 成DNA

*表 中下 線 は制 限 酵 素siteを 示 す 。

2-1-1-4.試 薬

組成を記 していない試薬 については、第1章 を参照 の こと。

大腸菌生育培地

1) LB+Amp

酵母生育培地

1) MY

2) SD

3) YPD

4) 5×YM broth

Yeast extract  1.5% (1.5g/100ml)

Malt extract  1.5% (1.5g/100ml)

Peptone  2.5% (2.5g/100ml)

Glucose  5% (5g/100ml)
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5) 0.1M citrate-trisodiumcitrate buffer (pH4.4)

A. 0.1Mク エ ン 酸

クエン酸一水和物(国 産化 学)  0.1M(1.04g/100ml)

B. 0.1Mク エ ン酸 三 ナ ト リ ウ ム

クエ ン酸 三 ナ トリ ウム二 水 和 物(和 光 純 薬 工 業)0.1M(1.3g/100ml)

A49.5ml、B50.5mlを 混 合 し 、100mlと す る 。

6) YM-0.1M citrate buffer (pH4.6)broth

5×YM broth と0.1M citrate-trisodiumcitrate buffer(pH4. 4)と を オ ー ト ク レ ー ブ 後 、1:4の

割合で混合 した。

核酸操作

1) Solution I

2) solution II

3) so1ution III

4) TE

5) PEG溶 液

酵母細胞の分画

lYsis buffer (SDS-lysis buffer)

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

0.5 MEDTA pH7.5  5mM(1ml/100ml)

4M NaCl  150mM(3.75ml/100ml)

(SDS)  (2%)

使 用 直 前 に100mMPMSF、protease inhibitor cocktailを そ れ ぞ れ100、500倍 希 釈 で 加 え た 。
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lyticase用 バ ッ フ ァ ー

リ ン酸 カ リ ウ ムーソ ル ビ トー ル バ ッ フ ァ ー

0.2MKH2PO4  0.1M(16ml/200ml)

0.2MK2HPO4  0.1M(84m1/200ml)

Sorbitol  1.2M(43.7g/200ml)

1MMgCl2  1mM(200μ1/200ml)

細胞壁画分を処理する時は、ソルビ トール抜 きで調製 した。

SDS-PAGE

1) 4×sumnle buffbr

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

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

4) SDS-PAGE泳 動 用 バ ッ フ ァ ー

Western blotting

1) 10×TBS (pH7.4)

2) Annde buffer 1(pH10.4)

3) Anode buffer2(pH10.4)

4) Cathode buffer (pH9.4)

5) TBS (Tris-buffered saline)

酵母形質転換

1)  10×LiOAc stock sol. pH7.5

2) LiPEG

3) LiTE
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2-1-2.実 験 方 法

題のみ記 した項目は、第1章 を参照の こ と。

2-1-2-1.大 腸 菌 の 形 質 転 換

2-1-2-2.酵 母 の 形 質 転 換

2-1-2-3.DNAシ ー ク エ ン シ ン グ

2-1-2-4.K1 killer toxin sensitivity

中型試験管のYPD4ml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 に希 釈 してO. D. 600を 測 定 し た 。 こ れ を も と

に 、O. D. 600=0.01相 当(2.0×105cell/ml)に 培 養 液 を希 釈 し、 検 定 に 用 い た 。K1 killer toxin産

生 株 の 培 養 上 清 を1.5mlチ ュ ー ブ に100ul入 れ 、 二 段 目以 降 はYM medium(pH4.6)50μ1を

あ ら か じめ い れ て お い た1.5mlチ ュ ー ブ に50μlず つserial dilutionし 、五 段 目 ま で(K1 killer

上 清 の 濃 度1/2、1/4、1/8、1/16、1/32)調 製 し た 。

同 時 にkiller上 清 を 含 ま な いYM medium(pH4.6)を 用 意 し た 。 次 に検 定 菌 を 全 て の チ ュ ー

ブ に50μ1(1×104/tube)ず つ 加 え て100μlの 培 養 液 と し、18℃ 、41hr静 置 培 養 後 、O. D. 600を

測 定 した 。 感 受 性 はkiller上 清 の を 含 ま な い 培 養 液 のO. D. 600に 対 す るkiller上 清 入 り培 養

液 のO. D. 600の 割 合 と して 表 した 。

2-1-2-5.Congo red sensitivity

2-1-2-6.Total lysateの 調 製

2-1-2-7.培 地 中 の 蛋 白 質 の 濃 縮[Nuoffer et al, 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
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(tricloroacetic acid)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 したacetone 800μlで3回 洗 い 、

風 乾 した 。乾 燥 した 沈 殿 を1M Tris-ClpH8.0に 溶 解 し、4×sample bufferを 加 え 、SDS-PAGE

のサ ンプル と した 。

2-1-2-8.酵 母 細 胞 の 破 砕 と分 画

YPD 10mlで 一 晩培 養 した前培 養 液 か ら、500ml容 坂 口 フ ラス コのYPD100mlに 植 菌 し、

30℃ で 振 盪 培 養 し た 。O. D. 600=1.0に 達 した と こ ろ で 、3,000rpm、5分 間 の 遠 心 に よ り集 菌

した 。脱 イ オ ン水 、lysis bufferで1回 ず つ 菌 体 を洗 った後 、 直前 に100mMPMSF、PICを

そ れ ぞ れ100、500倍 希 釈 に な る よ う に加 え た氷 冷lysis buffbr 500μlで 懸 濁 し、氷 冷 ワ ッ セ

ルマ ン試 験 管 に移 した 。 こ こ に グ ラス ビー ズ1.59を 計 り入 れ、1分 間 ボ ル テ ック ス に よ る

破砕、1分 間氷 上 に静置 を1サ イクル とし、 これ を低温室 で8サ イ クル行 った。細胞破 砕

液 は い っ た ん15ml容 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し、 氷 冷lysis buffer 500μlで2回 グ ラ ス ビ ー ズ を

洗 い 、細 胞 破 砕 液 に加 え た もの を ラ イセ ー トと した。 ライ セ ー トは3,000rpm、4℃ 、5分

間の遠心で上清 と沈殿(細 胞壁画分 を含 む)に 分 けた。

2-1-2-9.ラ イ セ ー トの 遠 心 分 画

O. D. 600=1.0の 菌 体 か ら上 記 の 要 領 で 調 製 した ラ イ セ ー トは体 積 が 約1.6mlに な る た め 、

800μlず つ2本 の15mlチ ュ ー ブ に分 け3,000rpm、4℃ 、5分 間 の低 速 遠 心 後 、上 清 を600μl

ずつとり、1本 のチューブにま とめた。沈殿 は細胞壁画分 として別に粗精製を行った。

12,000rpm、4℃ 、10分 間 の遠 心 後 、 上清800μlを ベ ックマ ン卓 上 超 遠 心 機 用 遠 心 チ ュ ー ブ

に移 しS10と し、 上 清 の 残 り を 除 い た 沈 殿 はP10と した 。S10は 、45krpm、4℃ 、1時 間

の超 遠 心 後(卓 上 超 遠 心機TL-100,TLA55; BECKMAN)、 上 清 を300田 と り、S100と した 。

上 清 の 残 りを 除 い た 沈 殿 をP100と した 。P10、P100はPMSF、PICを 添 加 したlysis buffer

600μlを 加 えて ピペ ッテ ィ ング に よ り、 よ く懸濁 した 。S100、P10、P100画 分 は そ れ ぞ れ

適 量 の4×sample bufferを 加 え て1分 間 煮 沸 し、SDS-PAGEの サ ン プ ル と した 。
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2-1-2-10.細 胞 壁 画 分 のlyticase処 理

ラ イセ ー トの低 速 遠 心 に よる沈殿 は、 上 清 の残 りを完 全 に捨 て、lysis buffer 800μlで 懸

濁 し、3,000rpm、4℃ 、5分 間 の 遠 心 で の 洗 い を2回 行 っ た 。SDS-lysis buffer 300μlを 加 え

よく懸濁 した後、5分 間の煮沸 を2回 行 い、細胞壁 に非 共有 結合 により残っている蛋 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 で細 胞 壁 画 分 を沈 降 さ せ

た。2回 の洗 い か らそ れ ぞ れ上 清 を150μlず つ 分 取 、 一 つ に ま とめ てhot-SDS処 理 画 分 と

した 。細 胞 壁 画分 はLysis buffer 400μlで5回 洗 い 、 完 全 にSDSを 除 い た後 、 ソル ビ トー

ル抜 きのlyticase buffer 400μlで3回 洗 った もの を粗 精 製 細 胞 壁 と した 。粗 精 製細 胞 壁100mg

(wet weight)に 対 し、lyticase buffer 200μlを 加 え た 懸 濁 液 に 、15μlのlyticaseを 加 え 、 ピ ペ

ッテ ィ ン グ に よ っ て よ く懸 濁 した 。30℃ で2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト後 、さ ら に15μlのlyticase

を加 え、 ピペ ッテ ィ ング に よ って よ く懸 濁 した。30℃ で 一 晩 イ ンキ ュベ ー ト後 、4×sample

bufferを 加 え て2分 間煮 沸 し、14,000rpm、5分 間 の 遠 心 上 清 を細胞 壁 のlyticase処 理 画 分

と しSDS.PAGEの サ ン プ ル と した 。
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第2節 結果

2-1. KEX2の 細胞壁合成 における役割

2-1-1.細 胞 壁 合 成 にお け るKex2pプ ロ テ アー ゼ 活性 の 役 割

MKC7はmono-basicな 部 位 を 認 識 す るGPI-anchor型aspartyl proteaseを コ ー ドす る が 、

kex2破 壊 株 の低 温 感 受 性 のマ ルチ コ ピーサ プ レ ッサ ー と して取得 され た[Komano& Fuller,

1995]。 これ は 、Mkc7PがKex2Pよ り も基 質 特 異 性 認 識 が 緩 く、plasma membraneに 局 在

す る た め 、 マ ル チ コ ピ ーで発 現 させ る こ とで 、 輸 送 途 中 の ゴル ジ体 でKex2Pの 基 質 を プ

ロセ シ ングす るた め と考 え る と理 解 しや す い 。YAP3も また 、mono-basicな 部位 を認 識 す

るGPI-anchor型aspartyl proteaseを コ ー ド し 、Kex2変 異 株 のpro-a-factor processing defect

の マ ル チ コ ピ ー サ プ レ ッサ ー と し て 取 得 さ れ た[Egel-Mitani et aL, 1990]が 、 低 温 感 受 性 の

弱 い マ ル チ コ ピ ー サ プ レ ッサ ー で もあ る[Komano & Fuller, 1995]。 そ こ で"Kex2Pは プ ロ

テアーゼ活性 を通 じて細胞壁合成 に関与 している。"と 仮説 をた てた。 これ を検証 す るた

め、 同様 の 論拠 に よ りMKC7お よびYAP3が マ ル チ コ ピー でkex2破 壊株 のCongo red感

受 性(図2-1)を サ プ レス す る か ど うか検 討 した(図2-2)。

そ の 結 果 、MKC7は マ ルチ コ ピーでkex2破 壊 株 のCongo red感 受性 を野 生株 と同程 度

まで サ プ レス した 。YAP3も また、 弱 い な が ら もサ プ レ ッサ ー 活性 を示 した 。 この こ と か

ら、Kex2pが 細胞壁合成 に関与す る基質分子 をプロセシングしていることを強 く示唆 され

た 。

88



図2-2 類 似 の プ ロテ ア ーゼ 活 性 はkex2破 壊 株 のCongo red感 受性

を マル チ コ ピーで サ プ レスす る

SD-trpで 培 養 した 上 記各 株 を

A. MKC7 (pNT 150-2 2μm)

B. Y4P3 (pNT 151 2μm)

第1段 目を2.0×107に 調製 し、 さ ら に10倍 希 釈 を4段 階 行 い 、1株5段 階 の 希釈

系 列 を作 製 した 。 各 希 釈 系列 か ら5mlず つYPD±Congo red plateに スポ ッ ト

し、30℃ で2日 間培 養 した。

pRS424: 2μm TRP1、pYN126: CEN TRP1 kEX2、

pNT150-2: 2μm TRP1 MkC7、pNT151: 2μm TRP1 YAP3



2-2. Kex2pの 細胞壁合成 に関与す る基 質分子 の探索

2-2-1. Kex2pプ ロ テ アー ゼ活 性 のGPI-CWP転 移 機 構 へ の 関与 の可 能性

kex2破 壊 株 で は、野 生 株 に比 べCwp1pの 発 現 量 が顕 著 に増 加 す る と と もに 、Cwp1pの

培 地 中へ の漏 出 も認 め られ た(図1-10)。 これ らの こ とか ら、kex2破 壊 株 で は細 胞 壁 へ の

GPI-CWPの 転 移 のス テ ップ に欠損 が あ る 可 能性 が 示 唆 され た。 そ こで 、 野 生 株 、kex2破

壊 株 の細 胞 壁 画 分 に局 在 す るCwp1pの 量 を検 討 した。YPDで 培 養 した野 生株 、kex2破 壊

株 を グ ラ ス ビ ー ズ に よ り破 砕 して 調 製 した ラ イ セ ー トを遠 心 分 画 し、 各 画 分 に存 す る

Cwp1p量 を比 較 した。 また 、細 胞 壁 画分 はrecombinant β 1, 3-glucanase、lyticaseで 処 理 し、

遊 離 して くるCwp1p量 を ウェス タ ン解 析 に よ り比 較 した(図2-3)。

そ の 結 果 、細 胞 内 の膜 画 分P10、P100画 分 にお け るCwp1p量 は 一様 に増 加 して い た 。

また細 胞 壁 か ら非 共有 結 合 に よ り存 在 す る蛋 白質 、膜 画 分 の コ ン タ ミネ ー シ ョン を溶 出 し

たhot-SDS画 分 、 そ してβ1, 3-グ ル カ ン に共有 結 合 した蛋 白質 が 溶 出 され るlyticase処 理 画

分 にお い て も、Cwp1p量 は一様 に増 加 して い た。と くにlyticase処 理 画 分 にお け るCwp1p量

増 加 は 、単 に発 現 量 の増 加 を反 映 して い る だ け で な く、kex2破 壊 株 に お い て もGPI-CWP

転移のプロセスに欠損は生 じていないことを示唆する。

2-2-2. 細 胞 壁 グル カ ン生合 成 へ の 関与 の 可 能 性

破 壊 株 の うち、Man/Glc ratioが 野 生 株 に比 べ 高 くなる株 で は 、 グル カ ンの合 成 量 が 減 少

して い る可 能 性 が考 え られ た 。 そ こ で β1, 3-、 β1, 6-グ ル カ ン の ど ち ら に影 響 が 出 て い る の

か 更 に検 討 す る ため 、β1,6-グル カ ン欠損 株 が耐 性 を示 すK1 killer toxinに 対 す る感 受 性 を

観 察 した(図2-4)。

その結果、各破壊株は耐性 を示す もの と感受性 を示す もの とに二分 した。耐性株 の コ

ン トロー ル で あ るkre2、kre6破 壊 株 は耐 性 を示 す の に対 し、kex2破 壊 株 は野 生 株 同様 に

感受性 を示 した。
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図2-3 細 胞内、細胞壁各画分 におけるCwp 1p量 の比較

野 生 株、kex2破 壊 株 を破 砕 後 、3,000rpm5分 の 遠 心 によ り細 胞 内、

細胞外画分に分画 した。

細胞内画分

P10: 12,000rpm 10分 の遠 心 の 沈 殿

P100: 45krpm 1時 間の 超 遠 心 の 沈殿

細胞外画分

hot-SDS: 細 胞 壁 画 分 をSDS含 有 バ ッフ ァー によ り5分2回 煮 沸 した 画分

lyticase: 粗精 製 細 胞 壁 画分 をrecombinant β1, 3-glucanase処 理 した画 分

kex2破 壊株で は、野生株 に比べ発現量の増加 したCwp1pは 細胞 内、

細胞壁各画分で も一様 に増加 していた。
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Fullerら は、Kex2破 壊 株 の低 温 感 受 性 の マ ルチ コ ピーサ プ レ ッサ ー と してMKC7を 取

得 した際 、MKC7に 比 べ る と活 性 の 弱 いMKC1 とMKC4と2つ の 分 泌 蛋 白 質 を コー ドす

る遺伝 子 を同時 に取 得 して い る[Komano & Fuller, 1995]。MKC1、MKC4に 関 す る知 見 は 、

そ の後 報 告 され てお らず 、 これ らの産 物 は不 明 な ま ま で あ る。 そ こで 、Kex2Pの 認 識 サ イ

トKRを もち、 グル カ ン合成 へ の 関与 が考 え られ る分 泌 性 の蛋 白質 をMIPS、YPD両 デ ー

タベ ー ス を検 索 し、 β1,6一グ ル カ ン の 合 成 、 プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す る と の 報 告 が あ る

Kre9P [Brown et al., 1993]、Exglp [Jiang et a1., 1995]を 選 択 した 。Kex2Pが これ らの 蛋 白質 の

プ ロセ シ ング と活性 化 を行 っ て い る可 能 性 につ い て検 討 す る こ とに した。MKC7の 場 合

と同様 にkex2破 壊株 のCongo red感 受 性 につ い て 、KRE9、EXG1の マ ル チ コ ピ ーサ プ レ

ッサ ー活 性 の有 無 を観 察 した(図2-5)。

そ の結 果 、KRE9、EXG1はCongo red感 受性 をサ プ レス しなか っ た。 また 、kre9、exg1

破 壊 株 は と も に低 温 感 受 性 を示 す とい う報 告 が な い こ とか ら、Kex2破 壊 株 の 細 胞 壁 欠 損

が 、Kre9P、Exglpの プ ロセ シ ング、 活性 化 不 能 に起 因す る可 能 性 は小 さい と判 断 した。

2-2-3.細 胞 壁 に局 在 す るKex2pの 基 質 につ い て

Mrsa et al.は、細 胞 質膜 に対 し非 透 過 性 の ビ オチ ン化 試 薬 を用 い て細 胞 壁 蛋 白 質 を標 識

した 後 、30mM NaOH、 あ る い はβ1,3-glucanase laminarinaseに よ る細 胞 壁 蛋 白質 の抽 出 、

同定 を行 っ た。N末 シ ー ク エ ン シ ング に よ っ て 蛋 白 質 同 定 を行 った 結 果 、 一 群 の 蛋 白 質

Ccwp(Pir1-4P)はN末 が プ ロセ シ ン グ され てい る こ と、 ア ミノ酸 配 列 との 照 会 でKRの

C末 側 で 切 断 さ れ て い る こ とが 明 か に な っ た 。Kex2変 異 株 で 同様 の 蛋 白 質 抽 出 、

streptavidin-HRPに よ る ウ ェス タ ン解 析 とN末 シー クエ ン シ ン グ を行 っ た結 果 、 そ れ ら は

高 分子 量側 に シ フ トす る こ と、N末 はN末 シ グ ナ ル シ ー クエ ンス の後 で プ ロ セ シ ン グ さ

れ た状 態 で あ る こ とが 明 か に な り、Kex2Pの 基 質 で あ る こ とが 判 明 した。 しか し、 ウ ェス

タ ン解 析 時 の バ ン ドのintensityか らは、 プ ロ セ シ ング の有 無 は細 胞壁 へ の 局 在 に影 響 し な

か っ た。 ま た還 元 条件 下 、SDSに よ る細 胞 壁 蛋 白質 の 抽 出 で は 、N末 シ ー ク エ ン シ ン グ

の結 果 、Scwpの 同定 とな った 。Ccwp/PirPの 場 合 と同様 に、 ア ミノ酸KRのC末 側 で プ

ロセ シ ン グ され て い る こ とが 明 か に な った[Capellaro et al., 1998]。 これ らのkex2Pの 基 質

で あ る 、基 質 とな り得 る細 胞壁 蛋 白質 を表2-1に ま とめ る。
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図2-5kex2破 壊 株 のCongo red感 受性 の

マル チ コ ピーサ プ レ ッサ ー活 性 の 検 定

A. EXGI(pNTt52、2μm TRP1)、B. KRE9(pNT153、 2μm TRP1)が

kex2破 壊 株 のCongo red感 受性 を マル チ コ ピーで サ プ レス す る か検 討 した。

Congo red感 受 性 の 検 定 方法 は 、 図2-2に 同 じ。

pRS424:2μm TRP1,pYN126:CEN TRPI KEX2

EXG1、KRE9をkex2破 壊株 にマル チ コ ピー で導 入 した が 、

Congo red感 受性 をサ プ レス しな か った 。
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細 胞 壁 に 限定 して も これ だ け の 基 質 と な り得 る蛋 白質 が存 在 して い る こ とか ら 、kex2

破 壊 株 の 細 胞 壁 欠 損 は 、 こ れ ら複 数 の基 質蛋 白 質 の プ ロセ シ ン グ不 能 が原 因 とな っ て い

る可 能 性 が推 定 され る。pir1-4破 壊 株 は、 そ れ らの組 み合 わせ で 二 重 、 三 重 、 四 重 破 壊 株

と破 壊 を進 め る に従 い 、Congo red、CFWへ の 感 受 性 が 高 くな っ た[Mrsa & Tanner,1999]。

一 方
、Scw4、10、11pは グ ル カ ナ ーゼ に弱 い ホモ ロ ジー を示 し、 単 独 破 壊 株 は表 現 型 を

示 さ ない 。しか し、scw4scw10二 重 破 壊 株 はCFW感 受性 を示 し、二 重破 壊 株 同士 で はmating

効 率 も低 くな る[Capellaro et a1.,1998]。

本節 にお け る解 析 は以 上 で あ り、Kex2Pの 基 質 とそ の細 胞 壁 合 成 にお け る役 割 につ い て

考 察 に ま とめ る。
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第3章 考察

本章では、gas1破 壊株 を用 いた合成致 死 スク リーニ ングによって取得 されたKEX2遺

伝子産物の細胞壁合成 にお ける役割 を明かにすることを目的 として解析 を行 った。

KEX2の 細胸壁 合成 におけ る役割

Kex2破 壊 株 は 、野 生株 に比 べCwplpの 発 現 量 が顕 著 に増 加 し(図1-8,9)、 またCongo red

感 受 性 も示 す(図2-1)こ とか ら、細 胞 壁 に欠損 を もつ こ とが 示 唆 され た 。gas1破 壊 との 合

成 致 死 性 は、 細胞 壁 の 欠損 が重 な り、Cwp1pを は じめ細 胞 壁 合 成 遺 伝 子 の転 写 、発 現 増 加

で は補 填 で きない位 の 欠損 を生 じた た め とい う可 能性 が考 察 され る 。

そ れ で は 、Kex2破 壊 株 の細 胞 壁 に は どの よ うな変 化 が 生 じて い るの だ ろ うか 。細 胞 壁

糖 組 成Man/Glc ratio(図1-7)を 参考 にす る と、 上 記 の 明 瞭 な表 現 型 か らは予 想 外 で あ る

が 、 大 きな変化 を示 さな か っ た。 そ れ で も野 生 株 の0.75-0.8に 比 べ る と0.94と 増 加 して お

り、 グル カ ン合 成 が影 響 を受 け てい る こ とが 推 定 され た。 β1,6-グ ル カ ン量 の減 少 す る株 が

耐 性 を示 す 、K1 killer toxinに 対 して は感 受 性 を示 し、細 胞 壁 β1,6-グ ル カ ンの量 が 減 少 し

て い る可 能 性 は排 除 され る。kex2破 壊 株 で は 、培 地 中 にCwplpを 漏 出 す る。 しか しこ の

漏 出 は 、溶 菌 の ため で は な く(図1-10)、 また細 胞 壁 へ の転 移 に欠 損 を生 じて い る た め で

もな い こ とが 推 定 され る(図2-3)。 こ の こ とか らは 、培 地 中 に存 在 す るCwplpに グ ル カ

ンが付 加 して い る こ とが 予 想 され る。 そ うで あ れ ば 、Kex2破 壊 株 で生 じて い る細 胞 壁 欠

損 は グ ル カ ンの架 け替 え のス テ ップで あ る可 能性 が推 察 さ れ る。 そ こで 、 β1,3-グル カ ンの

抗 体 に よ り培 地 中のCwplpに グ ル カ ンが付 加 して い る か検 討 す る こ とが 、今 後 非 常 に重

要 で あ る と考 え られ る。 もち ろ ん、他 の原 因 で細 胞 壁 に欠損 を生 じ、 単 に発 現 量 の 増 加 し

たCwp1pを 留 め てお け な くな っ て い る可 能 性 も除外 で き ない 。

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 ドしてお り、 素 直 に推

察 す る な らば 、分 泌 経 路 を細 胞 外 まで 輸 送 され る、細 胞 壁 合 成 に関 与 す る分子 の プ ロセ シ

ング 、活 性 化 を行 う こ とで 細胞 壁 合 成 に与 って い る こ とが予 想 され た 。この 予想 に違 わ ず 、

Kex2PのKRと い う認 識 よ り緩 い 、mono-basicな ア ミ ノ酸 を認 識 す る プ ロ セ シ ン グ プ ロ テ

ァー ゼ を コー ドす るMKC7、YAP3は 程 度 の差 こそ あ れ 、Kex2破 壊 株 のCongo red感 受 性

をマ ル チ コ ピー で サ プ レス した(図2-2)。 この こ とか らMkc7P、Yap3Pに よって代 わ りに

プ ロセ シ ン グ され た基 質分 子 が 、細 胞 壁 合 成 に機 能す る こ とが 示 唆 され た。Mkc7P、Yap3P
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は、GPI-anchorに よ り細 胞 表 層 に局 在 す る。 そ の た め ゴル ジ体-plasma membrane-エ ン ドソ

ー ム をサ イ クルす るKex2pが
、 細 胞 表 層 で機 能 す る可 能 性 も除外 で きな い か も知 れ な い 。

Kex2pの 基 質

Kex2Pの 基 質 と し て は 、mating Pheromone pro-α-factor、killer toxinな ど が 広 く知 ら れ て

い る が 、kex2破 壊 株 の 多 種 多 様 な 表 現 型 に 対 応 し て 、 ま だ 未 知 の 基 質 も 多 種 存 在 し て い

る こ とが 予 想 さ れ る 。 実 際 、vma45-1と して 取 得 さ れ たkex2変 異 株 はvacuoleの 酸 性 化 不

全 に 起 因 す る 、pH7.0以 上 の 培 地 で 生 育 不 能 、Ca2+感 受 性 の 生 育 、fluorecent weak base

quinacrineを 液 胞 に 蓄 積 で き な い とい っ た 表 現 型 を示 す 。 こ こ で もMKC7、YAp3がkex2

変 異 株 のpH7.0で の 生 育 を マ ル チ コ ピ ー で サ プ レ ス し、 液 胞 の 酸 性 化 に 関 与 す るvacuolar-

type ATPase (V-ATPase)の 活 性 化 を担 う基 質 分 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て い る[Oluwatosin &

Kane, 1998]。

細 胞 壁 合 成 に 関与 す る基 質分 子 に 目 を向 け る と表2-1に 挙 げ た よ うな分 子 が 報 告 され て

い る。sCWs、CCWs / PIRsは 、 と もに分 泌 蛋 白質 を コー ドす る。kex2破 壊 株 の 低 温 感 受 性

は、細 胞壁 欠損 とは連 鎖 して い な い可 能性 が 高 い もの の 、Fullerら が 、MKC7と 同時 に 取

得 したMKC1、MKC4は 分 泌 蛋 白 質 を コー ドして い た こ とは、Scwps、Ccwps/Pirpsが 細 胞

壁 合 成 を担 う基 質 で あ る可 能 性 を支 持 す る知 見 に な るか も知 れ ない 。SCWsもCCWS/PZRs

も多 重 破 壊 株 は、Congo redやCFWに 感 受 性 を示 し、mating効 率 も低 くな る。しか し、Scwps

が グ ル カ ナー ゼ へ 低 い な が ら もホ モ ロ ジ ー を示 す の に対 し、Ccwps/Pirpsは 活 性 を もた な

い細 胞 壁 の構 造 蛋 白質 で あ る よ うで あ る[Mrsa & Tanner, 1999]。 そ して、kex2変 異 株 に お

い て もCcwps/Pirpsの 細 胞 壁 へ の局 在 は 、 変化 しない 。以 上 を考 慮 す る と、Kex2Pに よ っ

て プ ロセ シ ン グ、 活性 化 され る基 質 分 子 と して は 、酵 素 活 性 を もち得 るScwpsの 方 が 仮 説

に合 う と考 察 で きる。

本 章 で検 討 したExg1pとKre9Pで あ るが 、 まだ ま だ検 討 が 不 十 分 で、1)プ ロセ シ ン グ 後

の成 熟 型 の発 現 が 、kex2破 壊 株 のCongo red感 受 性 をサ プ レスす る。2)exg1破 壊 株 、kre9

破 壊 株 そ れ ぞ れ とgas1破 壊 の合 成 致 死 性 の確 認 。3)Exg1pはKex2Pプ ロ セ シ ン グサ イ ト

がN末 、Kre9pは プ ロセ シ ングサ イ トがC末 にあ る た め 、C末 に タギ ング したExg1p、N

末 に タギ ン グ したKre9Pが 、 野 生株 にお い て プ ロセ シ ング され、 分 子 量 の 減少 が観 察 さ れ

る か 。 以 上 の3点 につ い て検 討 しな けれ ば、Kex2Pの 基 質 で あ り、 活 性 化 され る こ との 証

明 には な らない 。 しか し、Exg1pはKex2Pの 基 質 で あ る こ とは既 知 で あ る もの の 、各 輸 送
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ス テ ップのsec変 異株 を用 い てKex2pに プ ロセ シ ン グ され る まで の経 路 を、 p-nitropheny1-

β-D-glucopyranoside を基 質 に 活 性 で 追 跡 して お り[Basco et al., 1990]、 プロセシングによる

活性化 との関係 は明かでない。 ま たkre9破 壊 の影 響 は重 篤 で 、 生育速度、破壊株の示す

形 態 の報 告 もkex2破 壊 の もの と一致 しな い。 こ れ らの こ とか ら、Exg1pもKregPもKex2P

によって細胞壁合成に関与する基質分子ではない可能性が高い と考察する。

以上の考察から、今 後 はScwpsに つ い て4) プロセシングを受ける前の前駆体型 をマ ル

チ コ ピー で発 現 させ た時 に、 kex2破 壊 株 のCongo red感 受性 をサ プ レス す る。 を上記の3

点 に含 めた、4点 を検討す る価値 が ある と考 える。

他 の ア プ ロー チ と して は、 以 下 の2つ の方 法 が 考 え られ る。

1)基 質 分子 の ス ク リーニ ン グ

具 体 的 には 、kex2破 壊 株 のCongo red感 受性 あ るい は低 温 感 受 性 のマ ルチ コ ピー サ プ レ

ッサ ー の ス ク リー ニ ン グが考 え られ る 。vma3破 壊 株 もkex2破 壊 株 同様 、低 温 感 受 性 、pH7.0

で の 生 育 不 能 、quinacrineを 液胞 に蓄 積 で きな い等 の表 現 型 を示 し、kex2の 低 温感 受 性 が

液胞 酸 性 化 不 全 に起 因 して い る こ とが 示 唆 され る 。本 研 究 で も、YPDに1Mソ ル ビ トー ル

を添 加 して もkex2の 低 温 感 受 性 は 回復 しな か っ た こ とか ら もkex2破 壊 株 の低 温 感 受 性 は 、

細 胞 壁 欠損 とは連 鎖 して い ない可 能性 が 示 唆 され る。 この 点 を考慮 す る と、細 胞 壁 欠損 と

直結 して い る と考 え られ るCongo red感 受 性 を指 標 とす るの が 良 い と思 わ れ る。また 、KEX2

を ク ロー ニ ン グす る の に用 いた 、pGAL-GAS1プ ラス ミ ドを導 入 したkex2変 異 株(gas1△)

を用 い る こ とも考 え られ る。 この株 をkex2mkc7二 重破 壊 株 か ら作 製 したマ ル チ コ ピー ラ

イ ブ ラ リで 形 質転 換 後 、 グ ル コー ス培 地 上 で の 生 育 回復 を指 標 とす る もの で あ る 。 こ の場

合 、GAS1が 取 得 され る こ と、gas1kex2二 重 破 壊 株 の マ ル チ コ ピー サ プ レ ッサ ー で あ る こ

とに注 意 しな け れ ば な らな い。gas1kex2二 重 破 壊 株 に お け る細 胞 壁 の欠 損 は 、kex2単 独

破 壊 株 よ り重 篤 で あ る こ とは容 易 に予 想 され、 マ ル チ コ ピー サ プ レ ッサ ー と して基 質 遺 伝

子 を取得 で きるか どうか は 、実 際 的 で は な いか も知 れ な い 。

2)細 胞周期 にお ける合成致死 の時期 の決定

細胞壁マ ンナン蛋白質をはじめ、細胞壁合成に関与する多 くの遺伝子の発現 は、細胞周

期 によって厳密に制御 され、その情報 も現在利用可能である[Spellman et al.,1998]。gas1

kex2二 重破壊株 にpGAL-GAS1プ ラス ミ ドを導入 し、グル コース培地でGas1pの 発現 を停

止 した時 に、二重破壊株 の合成致死が細胞周期の どの時期であるのか、形態観察、FACS

でのDNA含 量の解析 によ り検討す る。 その時期に発現が ピークに達する、ゴルジ体以降
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に局 在 す る、 プ ロセ シ ングサ イ トKRを もつ 、 とい うcriteriaに よ り、Kex2Pの 基 質 分 子 を

同定 す る こ とが で きる か も しれ な い。

以上、細胞壁合成へのKEX2の 役割 について考 察 して きたが、Kex2Pが プロテアーゼ 活

性 を通 じて関与 するという知見 は、これが最初である。Kex2Pの プロセ シ ングに よる活性

化 が実際 に起 きているのであれば、これは細胞壁合成の新たな制御の形 を示 してお り、な

おのこと基質分子の同定が望 まれる と同時に急がれる。

本 研 究 で も観 察 され たが 、kex2変 異 株 の ラ イ セ ー トをSDS-PAGE後 、 クマ シ ー染 色 に

供 す る と野生 株 と比 較 して 、 バ ン ドが 全 体 的 に高 分 子 量 側 に シ フ トして い る こ とが 、報 告

され て い る[Rogers et al., 1979]。 この 観 察 か ら もKex2Pの 基 質 は、 予 想 以 上 に多 種 で あ る

こ とが 推 察 され る。Kex2Pは セ リ ンプ ロテ アー ゼ の ー種 で あ る。 セ リン プ ロ テ ア ー ゼ は 、

基 質 分 子 との 問 でacyl-enzyme中 間体 を形 成 した後 に プ ロ セ シ ン グす る こ とが 知 られ て い

る。Kex2Pの 活 性 中心 と活 性 に必 要 な残 基 も同定 され て い る た め 、acy1-enzyme中 間体 形

成 が 律 速 段 階 と な る よ う なKex2P変 異 体 の 取 得 も可 能 と考 え られ る。 そ の よ う な変 異 体

をin vivoで 発現 させ 、 変 異 体 と共 沈 す る よ うな蛋 白質 の コ レク シ ョンか らKex2Pの 多 様

な基 質 を 同定 す る こ とが で きる か も知 れ ない と考 え る。 細 胞 壁 合 成 に関 与 す る とい う観 点

か ら は、離 れ るがKex2Pの 多 岐 にわ た る細 胞 内 での 役 割 を考 え る と非 常 に興味 深 い 。
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総括

本研究の目的と方針

酵母細胞壁の生合成に関与する遺伝子の探索は、これまでに何度 も行われ、そして様 々

な薬剤に対する感受性 を指 標 と した網 羅 的 なス ク リー ニ ン グ に よ っ て、 その多くが取得 さ

れ た。 β1,6-グル カ ン合 成 酵 素 につ い て は、 まだ不明な点が多 く残 されているが、キチン、

β1,3-グル カ ン合成 酵 素 につ い て は、 遣伝子は決定 し、その遺伝的、生化学的な解析 も一通

り済 ん だ とい った 印象 で あ る。 そ し て 、 3つ の細 胞壁構成糖 ポ リマー もそ れぞれ複数存在

する合成遺伝子の多重破壊がいずれも致死的であることから、どれを欠いても生育 に支障

を きたす 重 要 な コ ンポ ー ネ ン トで あ る こ とは 明 か で あ る。 In vivoで は こ れ ら の 糖 ポ リ マ ー

は互いにクロス リンクし、ここにマ ンナン蛋白質を加えて細胞壁が形成 される。細胞壁、

特 にグルカンのメジャーな環境 に存在するマンナン蛋白質は、グルカナーゼとホモロジー

を示す ものが多い。糖ポリマー間のクロスリンクは細胞壁の剛性 を決定するが、結合 自身

はマンナン酵素によるものであ り、今後はこれらのクロスリンクを触媒する酵素を同定 し

てい くことが基礎的にも、応用的にも必要であると考 える。

本 研 究 は 、 クロ ス リ ンクの 中 で もGPI-CWPと グ ル カ ンあ る い は キ チ ン との 問 に形 成 さ

れ る もの に焦 点 をあ て た。GPI-CWPは 、 そ の 配列 上 の 特徴 か ら50余 りのORFに よ っ て

コ ー ドされ る こ とが推 定 され て い るが 、 そ れ ぞ れ の破 壊 は ほ とん ど生 育 に影 響 しな い 。 細

胞 壁 合 成 に関与 す る遺 伝 子 の 変 異 、破 壊 株 はcell integrity pathwayに よっ て補 償 され る た

め 、 変 異 、破 壊 の 一義 的 な影 響 が見 え難 く、 細 胞 壁 の 解析 を困 難 に してい る一 つ の 要素 で

あ る。

第1章 では、以上 の背景 を踏 まえたgas1破 壊株 を用 いた合成致死 スク リーニングによ

り、クロス リンクを担 う分子、遺伝子の取得 を試みた。これまでのスクリーニ ングで目的

の遺伝子が取得 されなかった原因 として、網羅的であったことと重複遺伝子によってコー

ドされている可能性が挙げられる。本研究の目的か らは網羅的である必要はな く、GPI-CWP

の糖 ポ リマーへの クロス リンクが生育に必須 となる背景を作 り上げることが重要であ り、

それによって重複遺伝子の可能性 を克服できると判断 した。そこで、gas1破 壊株の示す表

現型 に着 目し、合成致死スクリーニングを選択 した。
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取得 した遺伝子 について

本スクリーニングによ り取得 された遺伝子 は、これまでの知見から細胞壁合成 に関与 す

る、関連 していると考えられるもの と、全 く未知の もの とに分類で きる。

KRE6、BCK1、WSC1、BIG1は 細 胞 壁 合 成 へ の 関 与 が 明 か な遺 伝 子 群 で あ る。 破 壊 株

の 示 すCongo red感 受性 と、Cwplpの 発 現 量 の上 昇 か ら も、 これ まで の知 見 と一 致 して 細

胞 壁 欠 損 は明 か で あ る 。前3者 につ い て は 、報 告 が 蓄積 し異論 ない とこ ろ だが 、BIG1は

細 胞 壁 の欠損 は明 か で あ る もの の 、機 能 未 知 で あ り[Bickle et al.,1998]、 本 研 究 で もそ の 手

が か りは掴 め なか っ た。 よ り基 礎 的 な解 析 の 蓄積 か ら始 め て 、機 能 解 明へ の 手 が か り と な

る知 見 を得 る こ とが望 まれ る 。

CSG2、IPT1、DFG5は 、 細 胞 壁 合 成 に 関連 して い る と考 え られ る遺 伝 子 群 で あ 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]。 この こ とか ら、 形 態 変 化 に伴 う細 胞 壁 の リモ デ リ ン グ に関与 して い

る と示 唆 され る。 またKitagaki et al.の報 告 に あ る 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 こ と、GPI-anchor型 蛋 白質 を コ ー ドす る遺伝 子 と して、 ホ モ

ロ グYKL046cが 存 在 し、 それ ぞ れ単 独 の遺 伝 子破 壊 は生 育 可 能 で あ る が 、 二 重破 壊 株 は

合 成 致 死 で あ る こ とな どは 、GPI-CWPの ク ロ ス リ ン ク を担 う分 子 の予 想 と合 致 す る 。 本

研 究 で も、Cwplpの 発 現 量 は増 加 す る もの の 、Congo red感 受 性 は示 さ なか った 。 表 現 型

の現 れ に くい 分 子 の 解析 と して 、今 後 はin vitroで 予 想 され る活 性 を検 討 す る こ とで役 割

が 明 か に で きる と考 え られ る。

CSG2、IPT1は 、 ス フ ィ ン ゴ脂 質 合 成 最 後 の2ス テ ップ に関 与 す る遺 伝 子 で あ り、予 想

され るGPI-anchor型 蛋 白 質 との相 互 作 用 か ら、細 胞 壁 合 成 へ の直 接 的 で は ない 関 与 が 推

定 され る。 ス フ ィン ゴ脂 質前 駆 体 の セ ラ ミ ド合 成 が 、GPI-anchor型 蛋 白質 の効 果 的 な輸 送

に必 要 で あ る とい う知 見 、 セ ラ ミ ド合 成 欠 損 に よ り低pHで の生 育 不 良 をGPI-CWPで あ

るCWP2が マ ル チ コ ピー で サ プ レス す る とい う知 見 は得 られ て い る 。 しか し、 これ ら の

知 見 と異 な り、GPI-CWPと の 関 連 を考 察 す る 上 で セ ラ ミ ドで な く、 ス フ ィ ン ゴ脂 質 に 限

定 す る これ らの 遺 伝 子 が取 得 され た の は 、 本研 究 が 最 初 で あ る。 今 後 は 、 これ らの遺 伝 子

破 壊 株 のTriton X-100不 溶性 画分 の解 析 は さ る こ となが ら、GPI-CWPとGFPと の融 合 蛋

白 質[Ram et al.,1998;Nichols et al.,2001]や 、 ス フ ィン ゴ脂 質特 異 的 な プ ロ ー ブの 開発 に よ

102



り、in vivoで のGPI-CWPの 挙動、 ス フィンゴ脂質の組成 と局在を解析す ることで、GPI-

CWPと ス フィンゴ脂 質 との関連 に新 たな知見が得 られると予想 される。現在、膜 ドメ イ

ンに関する研究は非常にホットであ り、本研究で得 られた遺伝子の解析 による貢献が期待

される。

KEX2は 細 胞 壁 合 成 に お け る 関連 が 未 知 の 遺 伝 子 で あ る 。 た だ し、Congo red感 受 性 を

示 し、Cwp1pの 発 現量 も顕 著 に増 加 して い る こ とか ら、細 胞 壁 に欠 損 を生 じて い る の は 明

か で あ り、 これ はS.cerevfsiaeで は予 想 もされ な か っ た ま っ た く新 しい知 見 で あ る。 ご く

最近 、Candida glabrataに お い てKEX2の ホモ ロ グ遺 伝 子 が 取 得 され 、 そ の遺 伝 子 破 壊 株 は

これ まで にS.cerevisiaeのkex2破 壊 株 で観 察 され る高Ca2+濃 度 、pH7.0付 近 で の生 育 不

能 とい っ た表 現 型 の ほか に、CFWやSDSに 感 受 性 を示 す こ とが 報 告 され た[Bader et al.,

2001]。 た だ しS.cerevisiaeに お け る報 告 は本 研 究 が最 初 で あ り、さ らな る解 析 が 急 が れ る。

Kex2pの 基 質 分子

第2章 の解析 よ り、Kex2Pは プロセ シ ングプ ロテアーゼ と して本来の機能を果たすこ と

により、細胞壁合成 に関与することが明かになった。そうであれば、当然その基質分子 が

何であるかに関心が向 く。残念なが ら本研究では同定することができなかったが、考察 の

項で触れたように、さらに基質分子のスクリーニング系を組むことも考 えている。ただ、

細胞壁合成におけるKex2Pの 基質分子 は複 数存 在 してい るこ とも明かであ り(表2-1)、

全体 として影響 を及 ぼ している可能性 も十分予想 される。kex2破 壊株 で は、Cwp1p発 現

量 増加 に応 じて細胞壁β1,3-グル カンに共有 結合 す る量 も増加 してお り、GPI-CWPの ク ロ

ス リンクには欠損 を生 じていないことが示唆 された。 このことか ら、kex2破 壊株 が培 地

中に漏 出す るCwp1pは 、 いった ん細胞 壁へ 結合 した ものが グルカンの リモデリングの際

に、培地 に流れ出た可能性が考えられる。 これは、漏出 したCwp1pへ の グルカ ンの付 加

を検討 しな くてはならないが、付加 しているのであればKex2pに よ り活性 化 され る基 質

は、グルカナーゼ様蛋白質であると可能性が高い と考えられる。また、液胞酸性化不全 で

取得 されたkex2の 別 のalleleが 示すpH7.0で の生育不 能が、本研 究同様 にMKC7に よっ

てマルチ コ ピーでサ プレス された[Oluwatosin&Kane,1998]。 この ように、多様 な基質 を

もつ と推 定されるKex2pは 、 まだ未知 の細 胞 内生理現象 に関与 していると予想 される。
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本筋 をはずれるが、Kex2Pの 基 質 コレクシ ョンを取得 、同定することも非常に興味深い。

本研究の展望

近年のDNA chipの 普及 は、出芽酵母 のゲ ノム全塩基配列が明かになったことと相 まっ

て、様々な情報が得 られるようになった。そのなかで、全蛋 白質の発現時期 について解析

が行 われ、細胞壁合成 に関与する分子の多 くが細胞周期によって発現制御 されているこ と

が明かになった[Spellman et al.,1998]。今 後 は、 こう した視 点か ら細胞壁合成をとらえる こ

とで、機能解析の手掛か りを得 ることも可能であろう。

細 胞 壁 高 分 子 ネ ッ トワ ー ク は生 化 学 的 に は、 β1,3-グ ル カ ン はβ1,6-グ ル カ ン 、 キ チ ン と

ク ロス リ ンクす る[Kapteyn et al.,1996]こ と、 マ ンナ ン蛋 白質 、 β1,3一グ ル カ ン、 キ チ ン と が

β1,6-グル カ ンを介 して ク ロス リ ン クす る[Kollar et al.,1997]こ と、GPI-anchor主 鎖 の マ ン ノ

ース とβ1
,6-グ ル カ ン との ク ロス リ ン ク[Fujii et al.,1999]な どが 、詳 細 な構 造 解 析 に よっ て

明 か に な っ て い る。S.cerevisiaeで は 、 細 胞 壁 の糖 ポ リマ ー は大 き く分 け て グ ル カ ン、 キ

チ ン、 マ ンナ ン と種 類 が 少 な く、 モ デ ル と して非 常 に有 効 で あ る。 こ う した手 法 は 、変 異

株 や 破 壊 株 の細 胞 壁 につ い て も行 われ るべ きで 、 影 響 を受 け て い る結合 の 種類 が 分 子 レベ

ルで 明 か に な る こ とが 期待 され る。 た だ し、 こ こで も機 能 重 複 の 問題 に突 き当 た る可 能 性

も高 く、 そ れ を避 け る た め に は興 味 の 分 子 の み を抽 出 したin vitro系 の構 築 が有 効 か も知

れ ない 。

本研究のテーマであるGPI-CWPの 細胞壁へ の転 移 につい て も、in vitro系、 その一歩 手

前 の転 移活性検 出系 の構築は有効である と考えられる。 レポーターの選定 と活性の検出方

法、反応条件など十分 な検討が必要 と思われるが、活性で追跡することにより、機能重複

分子 も一挙に取得できると予想 される。検出系構築後は、転位反応阻害剤の探索 と解析 な

ど発展性 もまた持ち合わせている。

以上、細胞壁の研究における方向性 を考察 したが、まずは本研究で取得 された遺伝子産

物の解析 に取 り入れ、新たな知見を得ることが期待 される。
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