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序章

あ らゆる 生 命 現 象 は細 胞 を構 成 し、 か つ 機 能 を持 つ 蛋 白質 が 合 成 され る こ と

が 基 盤 とな って い る。 した が って 、 遺 伝 情 報 に基 づ き 蛋 白質 を合 成 す る 機 関 で

あ る リボ ソ ー ム は 、 そ の 生 命 にお け る 中心 的 な 役 割 を担 っ て い る と言 え る
。現

在 まで 、 リボ ソ ー ム の 機 能 と構 造 に つ いて は よ く研 究 され 、特 に近 年 の構 造 生

物 学 にお け る細 菌 の リボ ソー ム のX線 結 晶 解 析 の 発展 は 際 だ って い る
。1999年

に3つ の グル ー プか ら リボ ソー ム のX線 結 晶解 析 が 報告 され(Ban et al
.1999;

Clemons et al.1999;Cate et al.1999)、 そ の立 体 配 置 が 明 らか に な っ た の を は じめ
、

2000年 にお い て は好 塩 性 古 細 菌Haloarcula marismortuiの50Sの 立 体 構 造 を さ

らな る分 解 能 で解 析 す る こと に よ り、 ペ プ チ ド転 位 反応 の触 媒 活 性 はRNAが

に な っ て い る こ とが 明 らか に さ れ た(Ban et al.2000;Nissen et al.2000)。 ま た 、

2001年 に入 って高度好 熱菌  Thermus thermophilus の70Sリ ボ ソ ー ム がtRNA ,

mRNA と結 合 した状 態 の構 造 が 報 告 され た(Yusupov et al. 2001) 。 これ らによっ

て 細 菌 、 古細菌の リボソームの立体構造はほぼ完壁に解明された。 また 、 真 核

生物のリボソームは原核生物の リボソームと比較するとrRNAが 長 く
、蛋 白質

の種類も多いことから高分解能での構造解析は非常に難しいことが予測されて

い る。 酵母 Saccharomyces cerevisiae の80Sリ ボソームの ク リオ電子顕微 鏡によ

る構造解析が行われているが
 (Gomez-Lorenzo et al.2000)、 その高次構造は明ら

か で は な く、 今後の更なる解析が必要 とされている。このように細菌、古細菌

のリボソームの機能と構造についての解析は進んでいるが
、 リボソームの生合

成の調節 (リボソー ム蛋 白質 とrRNAの 協調制御)に ついて不 明な点が多 く残

さ れ て いる 。大腸菌では細胞のリボソーム含有量は細胞の増殖速度と相関関係

を示 し、 growth-rate dependent control と呼ばれる制御機構により管理されている

(Jinks-Robertson and Nomura 1987)。 リボソーム構成成分の各 リボソーム蛋白質

と各rRNAは モル比で1:1に なるよ うに調節 されて いて、細胞内にリボソーム

蛋白質 とrRNAの プール は存在 しな い。
大 腸 菌 で はgrowth-rate dependent control

により直接rRNA遺 伝子の転写制御 が行われ 、 リボ ソーム蛋白質 をコー ドする



遺伝子の合成はrRNA量 によ り間接 的に調 節され ている (リボ ソーム蛋 白質が

rRNA量 を こえ る と、 フリーのリボソーム蛋白質が自分 自身のmRNAに 結合 し

て そ の 翻 訳 を 阻 害 す る-translational feedback)  (Nomura et al.1984)。 真 核 細 胞

で も大腸菌と同様にリボソームの合成量は細胞の増殖速度と相関を示し、rRNA

の転写速度 と細胞増殖速度が共役 して い る こ と が 知 られ て い る(Waldron and

Lacroute 1975;Kief and Warner 1981)。 しか しな が ら、 リボソーム蛋白質の合成

量は各 リボソーム蛋 白質遺伝子の転写量で調節されていて、大腸菌で見 られた

translational feedback  機構 は存在 しな いようであ り、真核細胞のリボソーム合成

機構は大腸菌に比べ複雑のようである。また、真核細胞では リボソームの合成

はス トレスなどの刺激に応答して構成成分である4種 のrRNAと 約80種 の リボ

ソーム蛋 白質 の転写 レベル で協調制御されると考え られているが、はっき りと

証明されているわけではない。

グルタルイ ミド系の抗生物質のひとつであるシクロヘキシミ ド(CYH)は 、

多くの真核生物の細胞において蛋白質合成の有力な阻害剤であることが知られ

ている。CYHは 、濃度依存 的に翻訳 の三段階 (開 始 、 伸 長 、終 止)の す べ て に

おいて作用する。ま た 、CYHは80Sリ ボ ソー ム の 大 サ ブユ ニ ッ トに1:1の 割 合

で 結 合 し、伸長因子EF2を 介 したA部 位 か らP部 位へ のペ プチ ド転移反応 を阻

害 す る(Oleinick 1977)。 しかしながら、その阻害機構に関しては、頻繁に使われ

る抗生物質でありながら、正確なメカニズムは未だ知られていない。

CYH耐 性 に関す る詳細 な生化 学的、遺伝学的研究の例は、CYH感 受性 を示

すS. cerevisiaeに お いて 優 性 的CYH耐 性 を示すCYH2変 異株 に関す る解 析 が あ

る 。 野 生型cyh2はL29リ ボ ソー ム タ ンパ ク質 遺伝 子 を コー ドして お り
、cyH2

ではL29リ ボ ソームタ ンパ ク質 の構成 アミノ酸残基の一つのグルタミンがグル

タ ミ ン酸 へ 変化 す る こ とに よ って 、CYHの60Sリ ボ ソ ーム サ ブユ ニ ッ トへ の親

和 力 が 低 下 した 結 果 、CYH耐 性 化 して い る と考 え られ て い る(Stocklein et al
.

1980)。 また 、糸 状 菌Neurospora crassaに お いて も、酵 母 にお け るL29リ ボ ソ

ー ム タ ンパ ク質 遺 伝 子 に相 当す る遺 伝 子 の変 異 に よ りC
YHに 対 して耐 性 化 す

る こ とが 明 らか にな って い る(Kreader et al.1987) 。 さ らに は 、S.cerevisiae L24



リボソームタンパク質遺伝子 も CYH耐 性化 に関与 して いる ことが最近報告さ

れ た 。 L24リ ボ ソーム蛋 白質が欠失 した変異株は、CYHに 対す る耐性 を増加 さ

せ る 。 野生株 とL24変 異株 ではペプチジル転位反応 の速度、程度に違いが見ら

れ な い こ とか ら、 L24リ ボ ソーム蛋 白質 は伸長 因子EF2に 影響 を与えないが、

リボ ソ ー ム へ のCYHの 結 合 に 関 与 して い る と考 え られ て い る(Dresios et al.

2001)。

無胞子酵母であり不完全菌類に分類される酵母の中には産業的に有用なもの

または今後有用 となると期待されるものが多い。例 え ば 、n-ア ル カ ン 、 メ タ ノ

一 ル
、 エ タ ノー ル 、 酢 酸 、 油脂等を炭素源として生育できる多くの酵母が無胞

子酵母に分類されている。n-ア ル カ ン資 化 性 のCamdida maltosaも こ の よ う な 無

胞子酵母の一つであ り、本 研 究 室 で用 い られ て い るC.maltoSa IAM12247株 は

部分二倍体であり安全性の確認された株である。C.maltoSa をn-ア ル カ ン を 炭

素源 として培養すると、チ トクロームP450を は じめ とす る種 々の酵素類の誘

導 、並びに膜系の著 しい発達が認められ、疎水性物質による酵素誘導や膜系の

消長に関するモデル生物として多 くの成果が期待されている(大熊博士論文)。

当研 究 室 の 川 合 らは 、C.maltosaのn-ア ル カ ン資 化 能 を解 析 して いる過 程 で 、

C.maltosaが 高 濃 度 のCYHに 対 して 耐性 で あ る こ と見 いだ した。 こ こで 特 に注

目され る の は 、 この 酵 母 が 誘 導 的 耐 性 を示 した とい う点 で あ る(Fig .0-1)。 これ

はそ の 当時 に知 られ て いた高濃 度 CYH耐 性 を 示 す 酵 母(C.albicams ,

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Yarrrowia lipolytiCa)は構成的耐性を示

す ものだけだったか らである。そ の 後C.tropicalis, Pichia gilliermomdiiな ど の 酵

母もCYHに 対 して誘導 的耐性 を示す ことが明 らかにされた (Takagi et al.1985;

川合博士論文)。 蛋白質合成と密接な関係があるCYH耐 性化機構の解析を進

め る こ と は、 それ までほとんど明らかになっていなかった真核生物の蛋白質合

成における個 々の リボソーム蛋白質並びにリボソームRNAの 機 能、 またその

反応機構 に関す る知見を得ることにおいて非常に有用であると考えられた。そ

こでC.maltosaで は じめて発見 され たCYH誘 導的耐性化機構 に注 目し、川合 ら

はCYHに 対す る誘導的耐性 をもつC. maltosaの 遺伝子 ライ ブラリー をCYH感



受 性 を 示 す 酵 母S.cerevisiaeに 導 入 し、 酵 母S .cerevisiaeにCYH耐 性 を 付 与 す

る 遺 伝 子 と してRIM-C (Ribosome Modification in Candida maltosa)遺 伝 子 を 獲 得

した 。 そ して このRIM-C遺 伝 子 はL41リ ボ ソー ム タ ンパ ク質 を コー ドす る遺 伝

子 で あ る こ と が 分 か つ た(Takagi et al.1986)。 こ の こ と は 、L29リ ボ ソ ー ム タ ン

バク質以外にCYH耐 性 に関与す る リボソーム蛋 白質が存在することを意味 し

た。 ま た 、村 尾 らに よ つてL41リ ボ ソ ー ム蛋 白質 遺 伝 子 の56番 目の ア ミノ酸

残 基 が グ ル タ ミ ン で あ るL41リ ボ ソー ム 蛋 白 質 を持 つ 生 物(C.tropicalis
,C.

maltosa,K.fragilis)はCYH耐 性 を 示 し 、 プ ロ リ ンで あ るL41リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質

を 持 つ も の(S.cerevisiae、Lycopersicon esculentum(ト マ ト))はCYH感 受 性 を

示 す こ とが示 され た。 実 際S.cerevisiaeに お いて 、 染色 体 上 のL41リ ボ ソー ム

蛋白質遺伝子の56番 目のアミノ酸残基である をプ ロリンをコー ドするコ ドンを

グルタミンをコー ドするコ ドンに改変することによりCYH耐 性 を示す ことを

明 ら か に し た(Kawai et al.1992)。 ま た 、 このL41リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 の56番 目 の

ア ミ ノ 酸 残 基 の 改 変 は 、CYH感 受 性 酵 母 で あ るCandida utilis (Kondo et al.1995),

Phaffia rhodozyma (Kim et al.1998),Cryptococcus neoformans (Varma and Kwon-

Chung et al.2000)に お いて 有効 な 形 質転 換 用 マー カ ー と して使 われ て い る
。 以 上

のことから、自然界においてCYH感 受性 を決定 しているのはL29リ ボソーム

蛋 白質 よ りむ しろL41リ ボソーム蛋 白質である場合が多 いと我々は考えている。

さ らに 当研 究 室 の 望 月 、武 藤 らに よ つて 、C.maltosaゲ ノム 上 には 、 そ の ア

ミ ノ酸 の56番 目が プ ロ リンで あ るCYH感 受 性 型L41リ ボ ソー ム蛋 白質(P -type

L41リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質)を コ ー ドす る 遺 伝 子 群(L41-P1a
,L41-P1aのalleleと

考 え られ て い るL41-P1b,L41-P2)と そ の56番 目が グル タ ミ ンで あ るCYH耐

性 型L41リ ボ ソー ム蛋 白質(Q-type L41リ ボ ソー ム 蛋 白質)を コー ドす る遺 伝

子 群(L41-Q1a,L41-Q1aのalleleと 考 え られ て い るL41-Q1b (RIM -C) ,L41-Q2,

L41-Q2aのalleleと 考 え られ て い るL41-Q2b ,L41-Q3)が 共 に 存 在 す る こ と、L41-

Ps遺 伝子がCYH添 加、非添加 に関係な く構成的 に転写されているのに対して、

これまで調べ られた どの条件においてもその発現が確認されていないL41 -Q1a ,

L41-Q1b以 外 のL41-Qs遺 伝 子 は 、CYH添 加 によ り転写 誘 導 され る ことが 示 さ



れ た(Mutoh et al. 1998)。 ま た 、 レポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い たL41 -Q2a遺 伝 子 の プ

ロ モ ー タ ー 解 析 よ り、 そ の 転 写 誘 導 にS . cerevisiaeのGCRE (Gcn4p responsive

element)に 類 似 の 配 列 が 必 須 で あ る こ と(Mutoh et al. 1999) 、 また一般的なリボ

ソ ー ム タ ンパ ク質 遺 伝 子 の 転 写 をpositiveに 制御 す る と考 え られ て い るprotein

kinase A (PKA: cAMP dependent protein kinase)がnegativeに 関 与 す る こ と 等 が 明

らかとなつた(武藤修 士論 文)。さ ら に 武 藤 ら は 、L41-Q1a ,L41-Q1b以 外 のL41-Qs

遺伝子がCYH添 加以外にもヒスチジン飢餓を誘導する薬剤として知られてい

る3-aminotriazole (3-AT)に よ る ア ミ ノ酸 飢 餓 条 件 下 、 完全 培 地 か ら最 少 培 地 へ

の栄養源変化 といつた生育阻害条件下でも転写誘導されることを見いだ し
、

L41-Qs遺 伝 子 の転写誘導 現象 は、CYH添 加特 異的な もので はな く生育 阻害条

件下での何 らかの情報伝達の結果であると考察 している。一方、発現 している

と考えられる3種 の染色体上 のL41-Qs遺 伝子 を全て破壊 して得たCYHに 対 し

て誘 導 的耐性 を示 さず常 に感 受性 を示す△L41-Qs株 と、3種 ある染色体 上 の

L41-Ps遺 伝子 を全て破壊 して得たCYH構 成的耐性 を示す△L41-Ps株 を用 いた

P-typeリ ボ ソ ー ム とQ-typeリ ボ ソ ー ム のin vitroで の 機 能 差 異 の 解 析 に よ り
、

リボソーム上でL41は その翻 訳効 率に影響 を与 える蛋 白質であることが明 らか

に さ れ て い る(Mutoh et al . 1998)。 ま た 、 武 藤 に よ っ てCYH添 加 に よ りP-type

リボソーム特異的に脱離するリボソーム会合蛋白質Ray38pが 見 出されている。

Ray38pは セ リン ・ス レオ ニ ン リ ン酸化 蛋 白質 で あ り、CYH添 加 後 高 ス レオ ニ

ンリン酸化 され、 リボソームか ら脱離する と予測されている(武 藤 博士論 文;

Takaku et al. 2001)。

C.maltosaは 、1mg/mlのCYHに 対 し耐 性 を示 す がSDS処 理 を施 した菌 体 で

は10μg/mlのCYHで 生 育 が 阻害 され る こ とが 望 月 によ つ て 明 らか に され て お

り、C. maltosaに お いてCYH耐 性 に 関与 して い る要 因がL41リ ボ ソー ム 蛋 白質

だ け でな い こ とが 示 唆 され て いた 。1992年Sasnauakasら の グル ー プ は
、酵 母 に

お け る薬 剤 耐 性 マ ー カ ー 取 得 の試 み の な かで 、L41-Q1b同 様 、S. cerevisiaeにCYH

耐性 を付 与す る遺 伝 子 と してC. maltosa遺 伝 子 ライ ブ ラ リー よ りCYHR遺 伝 子

を取 得 した(Sasnauskas et al. 1992)。CYHR遺 伝 子 はそ の ア ミ ノ酸 配 列 よ り トラ ン



スポーターであると予想 されている。そ して武藤 によつてCYHRはL41-Qsと 同

様CYH添 加 によつて転写誘導 される ことが明らかにされている。しか し、CYH

感受性△L41-Qs株 が誘導的耐性 を失 ったのに対 して、CYHR二 重破壊株 は野 生株

に比べて生育の回復が遅いなが らも誘導的耐性を保持 していることから、CYHR

遺伝子 の転写誘導がC. maltosaのCYH誘 導 的耐性 にお いて果 た している役割

は、CYH耐 性 型L41リ ボ ソーム蛋 白質 に比べて小さいものであると考えられて

いる。 しかしこれ らのことはC. maltosaに はCYH耐 性 に関わ る遺伝子が少な く

とも二種存在することを示唆する。また、△L41-Qs株 では25μg/mlのCYHに

対 して野 生株 が示す誘導的耐性 のような生育停止期間後の急激な生育上昇は起

こらないが、ある程度の生育回復は見 られる。以上のことはL41-Qsの 発現誘導

に依存 しない誘導的耐性化機構の存在の可能性 も考えられる。

CYH誘 導的耐性化機構 にお いて明 らか にされなければな らないことの-つ は、

CYH存 在下 の蛋 白質合成が停止 した状態で、いかにして耐性な リボソームを合

成するのかという点である。なぜならCYH存 在下 にお いて、生育に必要なQ-type

リボ ソーム(80種 以上の リボソーム蛋 白質 を含む)を 合成す る ことは、細胞 に

とつて非常に困難であると考えられるか らである。また、新たに合成されたQ-

typeリ ボソーム と既存 のP-typeリ ボ ソームが混在す る状態 を想定 した場合、ポ

リソームの中にーつでもP-typeリ ボ ソー ムが存在す る と、CYH存 在下で はそ

のポ リソーム上での翻訳がP-typeリ ボソーム のmRNA上 でのス トール によ り

ス トップして しまうことが推定 される。

こ の よ うな 背 景 の も と本 研 究 で は 、C . maltosaに お け る リボ ソ ー ム 蛋 白 質

L41-Qs遺 伝子の発現制御機構及び、CYH添 加後 に起 こる リボソームのCYH耐

性化 の機構 の解 明を 目的 とした。

本論文は5章 よ り構成 され る。第1章 で は、CYH耐 性型L41-Qリ ボソーム

蛋 白質 をコー ドす るL41-Qs遺 伝子 の転写活性化 因子C-Gcn4pの 取得 とそ の制

御機構の解 析 を行 つた。第2章 ではC-GCN4遺 伝子 の制御 に関わる と考 え られ

たGCN2ホ モ ログ遺伝子(C-GCN2)を 取得 し、解析 を行 つた。第3章 で は武藤 に

よつて見 出されたCYH添 加後特 異的に リボソー ムか ら脱離するRay38pの 機 能



解析を行った。第4章 では リボソーム のCYH耐 性化機構の解 明のため、CYH

添加後 のL41リ ボソーム蛋 白質 の リボ ソーム上での直接の交換の有無について

の検討およびプロテオームによるCYH耐 性化 に関与す る因子の探索 を行 った
。

第5章 で は偽菌糸形成 に関す るC-Gcn4pの 新たな機能 について解析 を行 った。



第1章 Candida maltosa CYH耐 性L41-Qs遺 伝 子 の 転 写 活 性 化 因 子C-GCN4

遺伝子の単離と解析

序

酵 母Candida maltosaは シ ク ロヘ キ シ ミ ド(CYH)に 耐性 化 す るた め に リボ ソ ー

ム 蛋 白質 遺 伝 子L41-Qsを 転 写 誘 導 す るが 、L41-Qs遺 伝 子 は、 一 般 の リボ ソー

ム 蛋 白 質 遺 伝 子 と違 い 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド(CYH),3-aminotriazole (3-AT)な ど に

よ り蛋 白質 合 成 が 低 下 した 時 にそ の合 成 が誘 導 され た(Mutoh et al. 1995; Mutoh

et al., 1999)。 この遺 伝 子 の発 現 制 御 機 構 を研 究 す る こ と によ り、 リボ ソー ム 蛋

白質合成の調節機構の多様性、蛋白質合成阻害ストレスに対し細胞が生き残る

ための情報伝達に関する知見が得られることが期待された。当研究室における

これ まで の解 析 に よ りL41-Qs遺 伝 子 の 一 つ で あ るL41-Q2a遺 伝 子 の プ ロモ ー

タ ー 解 析 の 結 果 よ り 、 そ の 転 写 誘 導 に はGCRE (Gcn4p responsive element of

Saccharomyces cerevisiae) like-elementが 必 須 で あ り、 さ ら に はGCN4遺 伝 子 の 発

現条件の一つ として知 られる3-ATに よるヒスチ ジン飢餓 にお いて もL41-Qs遺

伝 子 の 転 写 が 誘 導 され る こ とが 明 らか に な っ た(Mutoh et al. 1999)。 ま た 、

Neurospora crossaに お い てGCN4ホ モ ロ グ で あ るcpc-1遺 伝 子 がCYHに よ り転

写 誘 導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い た(Tamaru et al. 1994; Harashima and Inoue

1998)。 以 上 の こ と か らC.maltosaのGCN4ホ モ ロ グ がL41-Q2a遺 伝 子 の 転 写 を

制御 している可能性が考えられた。

S.cerevisiaeのGCN4遺 伝 子 は ア ミ ノ酸 合 成 の普 遍 制 御 にお け る転 写 活 性 化 因

子 として知られ、50種 類以上の標 的遺伝子 を持 ち、その中にはアミノ酸生合成

系酵素、アミノアシルtRNA合 成酵素、 プ リン生合成 に関わる蛋白質をコー ド

す る 遺 伝 子 が 含 ま れ て い る(Schurch et al. 1974; wolfner et al. 1975; Hinnebusch

1992)。 ま た 、2001年 にな ってcDNAマ イ ク ロ ア レイ解 析 に よ りア ミ ノ酸飢 餓

の条件下においてGcn4p依 存的 に制御 されて いる遺伝子は少なくとも539遺 伝

子 に の ぼ る こ とが 報 告 され 、 遺伝 子 発現 のmaster regulatorと して 認 知 され つ つ



あ る(Natarajan et al. 2001)。 ま た 、Gcn4p自 身 の 生 産 は 、 非 常 に ユ ニ ー ク でGCN4

mRNAの5'非 翻訳領域 に存在 する4つ の小さな上流ORF (uORF)に よって翻訳

レベ ル で 制 御 され て い る(Fig. 1-1)。 真核 細 胞 が 飢 餓 や ス トレス な どの条 件 下 に

おかれたとき、真核生物翻訳開始因子2 (eIF2)のαサブユ ニ ッ トが リン酸化 され

る ことによって蛋 白質合成が抑えられることが知 られている。eIF2の 機能 は、

43S開 始前複合体 を形成す るため に43Sリ ボ ソーム複合体へ開始tRNA結 合 さ

せ る ことで あ り、GTP,開 始tRNAと の 複 合体 を形 成 して43Sリ ボ ソ ーム 複 合

体 へ や って くる 。eIF2は 開始tRNAを リボ ソー ム に結 合 させ た 後 、GDPを 結 合

した 不活 性 型 とな って 遊 離す る 。GDPはeIF2がeIF2Bと 反応 し、eIF2-eIF2B

複合体 を作った後 にはじめてGTPと 置換 され る。 この複合体 でのeIF2のGTP

に対 する親和性 は高 く、eIF2はGTPを 結合 した活性型 とな って蓄積 し、開始

tRNAと 再 結 合 が可 能 にな る。eIF2に よ る この反 応 サ イ クル の 進行 は 、eIF2の α

サブユニットのリン酸化による影響を受ける。リン酸化されたeIF2とeIF2Bと

の結 合は よ り安定化 し、2つ の 因子 は複 合体 とな って反応系か らはずれてしま

う。よって反応開始に使用することのできるeIF2の 量 の低下が蛋 白質合成 を抑

え、 これがGCN4 mRNAの 翻訳効率 の上昇へつながっている。通常培養時には

GCN4 mRNAの もっ と も5'側 に あ るuORF1を 読 ん だ後 、 リボ ソー ム か ら60S

サブユニッ トが解離し、残 った40Sサ ブユニ ッ トが下流 に向か って開始コ ドン

のスキャニングを行う。翻訳開始複合体が再び形成 されるまでにあまり時間が

か か らず 、uORF2, uORF3ま た はuORF 4が 翻 訳 され 、 この翻 訳後60Sサ ブユ ニ

ッ トが解離 してしまい、GCN4 ORFのAUGに 達す るまで には翻訳 開始複合体

の再形成が間に合わないため、GCN4 ORFは 翻訳 されない。 これ に対 しアミノ

酸飢餓のときにはuORF 1の 翻訳後、上記 したよ うにスキ ャニングを続ける40S

サ ブユ ニ ッ トとeIF2-GTP-開 始tRNAの 複合体 とが結合 して再び翻 訳開始複合

体が形成される頻度が低下する。このため、40Sサ ブユニ ッ トがuORF4に 移動

す るまで には翻訳 開始複 合体 が効率よく形成 されない。しかし、さらに下流の

GCN4 ORFに 到達す るまで に翻訳開始複合体 が形成され、GCN4の 翻訳 が効率

よ く起 こ る と考 え られ て い る(Hinnebusch 1997)。 以 上 のGCN4 ORFの 翻 訳 効 率



Fig. 1-1. A model for translational control of yeast GCN4 by phosphorylation of eIF2 by

the protein kinase GCN2. GCN4 mRNA is shown with uORFs 1 and 4 and the GCN4

coding sequences indicated as boxes. 40 S ribosomal subunits are shaded when they are

associated with the ternary complex composed of eIF2, GTP , and Met-tRNAiMet and

are thus competent to reinitiate translation; unshaded 40 S subunits lack the ternary

complex and, therefore, cannot reinitiate.80 S ribosomes are shown translating uORF1 ,

uORF4, or GCN4, with the synthesized peptides depicted by coils attached to the 60 S

subunits. Free 40 S and 60 S subunits are shown dissociating from the mRNA following

termination at uORF4(left panel). The,, and subunits of eIF2 in yeast are encoded by

SUI2, SUI3, and GCD11, respectively. The subunits of eIF2B are encoded by GCD6 ,

GCD2, GCD1, GCD7, and GCN3, as shown. GCN1 and GCN20 are positive regulators

of the eIF2 kinase GCN2 that mediate its activation by uncharged tRNA . (Hinnebusch,

1997よ り転 載)



上 昇 機 構 はscanning/reinitiationメ カ ニ ズ ム と呼 ば れ て い る 。

上記のようなGCN4 ORF の翻訳上昇はア ミノ酸飢餓条件下 において起 こるこ

とがよく研究されているが、窒素飢餓条件下においてGCN4 ORFの 翻訳 は抑制

され ることが知 られて いる(Gmndmann et al. 2001)。 この抑制はア ンモニ ウム探

知 システムによるものではなく、uORF依 存 的で ある。 また、お もしろいこと

に窒素飢餓条件下において eIF2αは リン酸化 されて いる のに もか かわ らず、

GCN4 ORFの 翻訳は活性化 されない。す なわ ち、窒素飢餓は未だ知 られていな

い経路 を介 して eIF2αのキナーゼで あるGcn2p依 存 的なGCN4 mRNAの 翻訳の

脱抑 制 を抑制 している と考 えられている。また、まだ十分には理解されていな

いが、これ らの翻訳制御の他にもGcn4pは 以下の メカニズムによって制御 され

ている。

(1)Gcn4pの 分 解 機 構

非 ス トレス 条 件 下 にお いてGcn4pの165番 目の ス レオ ニ ン残 基 がPho85pに

よ り リ ン酸 化 され 、SCFcdc4 ubiquitin ligase依 存 的 にす ばや く分解 され る。 そ し

て ア ミ ノ酸飢 餓 また はCYH添 加 はGcn4pの リ ン酸 化 を抑 制 し、 半減 期 を延 ば

す ことが 知 られ て いる(Kornitzer et al. 1994; Meimoun et al. 2000)。

(2)Gcn4pの 活 性 制 御

翻 訳 開始 に関 与す る蛋 白質 と して知 られ るCpc2pがGcn4pの 活 性 を制 御 して

い る こ とが 示 唆 され て い る。Cpc2pはGcn2pを 介 したGCN4mRNAの 翻 訳 制御 、

Gcn4pの 安 定 性 、GCREへ のGcn4pの 結合 能 力 の どれ に も影 響 を与 え な いた め 、

未知 の メ カニ ズ ム によ って そ の活 性 を制 御 して いる と考 え られ て い る(Hoffmann

et al. 1999)。

(3)Ras/cAMP経 路 を介 したGCN4遺 伝 子 の活 性 化

UV照 射 ま た は グ ル コ ー ス 飢 餓 細 胞 へ の グ ル コ ー ス 添 加 に よ り一 時 的 な

Ras/cAMP経 路 を介 したGCN4遺 伝 子 の活 性化 が 知 られ て い る。 この活 性 化 は

Gcn2pに よ り調 節 され て い るが 、eIF2α の リ ン酸 化 お よびGCN4 ORFの 翻 訳 の

上 昇 は起 こ らな い こ とか ら、Gcn2pの 新 た な 機 能 が 示 唆 され て い る(Marbach et al.

2001)。



(4)転 写 制御機構

GCN4 mRNAレ ベ ル は ア ミ ノ酸 飢 餓 ま た は窒 素飢 餓 条 件 下 にお いて あ る程度

上 昇す る(Albrecht et al. 1998;Grundmann et a1. 2001)。 しか しなが ら、 そ の 転写

制御 はGcn4pの 制御 に お いて あ ま り重 要 で な い と考 え られ て い る。

(5)GCN4 mRNAの 安 定 性

nonsenseコ ド ン を 含 む 転 写 産 物 の 分 解 は 、nonsense-mediated mRNA decay

(NMD)経 路 に よ っ て 行 わ れ て い る 。 し か し な が ら、GCN4 mRNAの 安 定 性 は

uORF4とGcn4pを コ ー ド し て い るORFの 間 に 存 在 す るStabilizer element (STE)

に 結 合 す るPub1に よ っ て 調 節 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る(Ruiz-Echevarria

et al. 2000)。

本章では リボソーム蛋 白質L41-Qs遺 伝子 の転写制御 因子 である と予想され

たGCN4遺 伝子 のC. maltosaホ モ ログで あるC-GCN4遺 伝子 を取得 し、そ の機

能の解析 を行った。



1-2材 料 と方 法

1-2-1使 用 菌 株

prototrophic野 生 型 株 と し てCandida maltosa IAM12247を 用 い 、 そ れ 以 外 のC.

maltosa株 につ い て はTable 1-2-1に 示 した 。 また 大 腸 菌 に関 して は以 下 に示 し

た 。

EScherichia coli MV1190株[△(srl-recA)306::Tn10△(lac-pro),thi,supE

(F',proAB, laclq, lacZ△M 15,traD36)]

HB101株[hsdS20(rB,m-B)recA13 ara-14proA2 lacY1

galK2 rpsL20(Smr)xyl-5 mtl-1 I mcrA+mcrB]

DH5株[endA1, gyrA96, hsdR17(rk-mk+),recA1,relA1, sup E44,

thi-1]

1-2-2培 地

YPD培 地:酵 母用完全培地

1% yeast extract (Difco), 2% polypeptone (Wako), 2% glucose

SD培 地:酵 母用最少培地

0.17% yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate (Difco), 0.5%

(NH4)2SO4,2%glucose

必 要 に 応 じ てalanine 24μg/ml, histidine 24μg/ml, uracil24 μg/mlを 培 地 に 加 え

た 。 ま た 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド(nacalai tesque)は 、10mg/mlの ス ト ッ ク 溶 液 、 ア ニ

ソ マ イ シ ン(sigma)は33mg/mlの ス ト ッ ク 溶 液 を 最 終 的 に 表 記 して あ る 濃 度 に な

る よ う に 培 地 に 加 え た 。

LB培 地:大 腸菌用培地

0.5% yeast extract (Difco), 0.5% NaCl, 1% Bacto-peptone (Difco)

必 要 に応 じて ア ン ピ シ リン を50μg/mlと な る よ うに培 地 に添 加 した 。



Table 1-2-1



Superbroth培 地:大 腸 菌 用 培 地

2% yeast extract (Difco), 0.5% NaCl, 3.2% Bacto-peptone (Difco)

必要 に応 じて ア ンピシ リンを50μg/mlと なるよ うに培地 に添加 した。

1-2-3プ ラ ス ミ ド

プ ラス ミ ドの 構 築 で使 用 した プ ライ マ ー はTable 1-2-2に 示 した 。

pUC-CGCN4-pUC18のSmaI部 位 に2.7kbpのC-GCN4を 含 むEcoRV断 片 を

結 合 させ 、構 築 した 。

pUC-CGCN41-pUC-CGCN4のC-GCN4 ORFを 含 むAflII-Bst1107I部 位 にC-

ADEl (Kawai et al. 1991)を 含 むSalI断 片 を挿 入 し て 構 築 した 。

pUC-CGCN45-pUC-CGCN4のC-GCN4 ORFを 含 むAflII-Bst1107I部 位 にC-

HIS5 (Hikiji et al. 1989)を 含 むSalI断 片 を 挿 入 して 構 築 した 。

pPL-CGCN4-C-GCN4プ ロ モ ー タ ー とC-GCN4の5'側 の コ ー ド領 域 をprimer 1

とprimer 2で 増 幅 し、SalIで 消 化 し た 断 片 をpPL1のSalI-SmaI部 位 に挿 入 して

構 築 した 。

pPL-CGCN4m-uORF1, pPL-CGCN4m-uORF2, pPL-CGCN4m-uORF3-6つ のDNAフ ラ グ

メ ン ト(uORF11, uORF12, uORF21, uORF22, uORF31, uORF32)をpUC-CGCN4か

らprimer 1-8を 用 い て 増 幅 し た 。組 み 合 わ せ は 以 下 の 通 り で あ る 。uORF11 (primer

1とprimer 3),uORF12 (primer 2とprimer 4),uORF21(primer 1とprimer 5),uORF22

(primer 2とprimer 6),uORF31 (primer 1とprimer 7),uORF32 (primer 2とprimer 8).

次 にuORF11とuORF12を そ れ ぞ れSpeIとXbaIで 消 化 し 、ligationを16℃ で1h

行 い 、ligation産 物 か らprimer 1とprimer 2よ りDNAフ ラ グ メ ン ト(m-uORF1)



を 増 幅 し た 。 そ し て m-uORFI をSalI で 消 化 し、pPL1の3011-SmaI部 位 に 挿 入

し てpPL-CGCN4m-uORF1 を 構 築 した 。pPL-CGCN4m-uORF1 はuORFIのAUGがAGA

に塩 基 置 換 さ れ た 以 外pPL-CGCN4と 同 一 で あ っ た 。uORF21とuORF22はMunI

で 消 化 し 、uoRF31とuORF32はSpeIで 消 化 した 。 こ れ ら二 組 の フ ラ グ メ ン ト

もligationを16℃ で1h行 い 、m-uORFIと 同 様 な 方 法 でm-uORF2,m-uORF3の

PCR産 物 を 得 た 。 これ ら のDNAフ ラ グ メ ン トも 同 様 にSalIで 消 化 し、pPLIの

SalI-SmaI部 位 に 挿 入 し てpPL-CGCN4m-uoRF2,pPL-CGCN4m-uORF3を 構 築 し た 。

uORF2のAUGはCAAにuORF3のAUG はAGT に 塩 基 置 換 さ れ て い た 。

pPL-CGCN4m-uORF1,2,3-m-uORF3を テ ン プ レ ー トと してprimer2とprimer6を

用 い てDNAフ ラ グ メ ン ト(uORF23)を 増 幅 した 。uORF21とuORF23をMunIで

消 化 後 、ligationを16℃ で1h行 っ た 。 そ のligation産 物 か らprimer2とprimer4

を 用 い てDNAフ ラ グ メ ン ト(uORFI3)を 増 幅 し た 。uORFIl,uORF13を そ れ ぞ れ

SpeI,XbaIで 消 化 した あ とligationを16℃ で1h行 い 、primer1とprimer2で 増

幅 す る こ と に よ りDNAフ ラ グ メ ン ト(m-uORF1,2,3)を 得 た 。m-uORF1,2,3を

SalIで 消 化 し 、pPL1のSalI-SmaI部 位 に 挿 入 し てpPL-CGCN4m-uORF1,2,3を 構 築 し

た 。uORF1,uORF2,uORF3のAUGコ ド ン は そ れ ぞ れAGA,CAA,AGTに 塩 基

置 換 され て い た 。

pGEX-CGCN4-野 生 型 のC-GCN4ORFを コ ー ドす る 部 分 をpUC-CGCN4を テ

ン プ レー ト と してprimer9とprimer1Oを 用 い て 増 幅 した 。得 られ た 産 物 をBamHI,

EcoRIで 消 化 してpGEX-4T-3(Amersham Pharmacia Biotech)のBamHI-EcoRI部 位

に 挿 入 し、pGEX-CGCN4を 構 築 し た 。

pBTH30A-CGCN4-C-GCN4遺 伝 子 を含 む 平 滑 末 端化 した2.7kbpのEcoRVフ

ラ グ メ ン トをYRp-typeベ ク ターpBTH30Aの 平 滑 末端 化 したBamHI部 位 に挿

入 してpBTH30A-CGCN4を 構 築 した 。



L41-Q2aプ ロモ ー ター 解 析 用 プ ラス ミ ド-す べ て 武 藤 修 士 論 文 参 照(Mutoh et

al.1999)

pBS-Zl-ProteinAのIgG結 合領 域 に基 づ くZ領 域 が タ ンデム に2個 並 ん だ 領

域 がpBluescriptのK加1-X乃oI部 位 に挿 入 され た プ ラス ミ ド

pBS-Z1-CGCN4-pBS-Z1 のkpnI部 位 にprimer5'-

GGGGTACCGGAACCGGACTAATTACATA-3' (KpnlSite)  /5'-

GGGGTACCAAACAGTATACCATGACTGG-3' (Kpnl Site) を用いて増幅 したC-

GCN4遺 伝子 のプロモー ター、ORFを 含む領域 を挿入 して構築 した。

pBS-CGCN4ZZ-pBS-Z1-CGCN4 0) XhoI-EcoRV  部 位 に primer 5'-

CCGCTCGAGAAAAAAAAGGAAAACTAAAA-3' (Xhol Site)/5'-

AGATATCTTCCATCGGAATCTACC-3' (EcoRV Site) を用 いて増幅 したC-GCN4

遺伝子 のター ミネー ター を含む領域 を挿入し構築 した。

pUTU-CGCN4ZZ-pBS-CGCN4ZZ  を テ ン プ レ ー ト と し てprimer5'-

GGGGTACCGGAACCGGACTAATTACATA-3' (Kpnl Site)/5'-

AGATATCTTCCATCGGAATCTACC-3' (EcoRV Site) を用いて増幅したPCR産 物

を平末端化 してpUTU1のSmaI部 位 に挿 入 して構築 した。

pBTH30A-CGCN4ZZ-pBS-CGCN4ZZ  を テ ン プ レ ー トと し て  primer 5'-

GGGGTACCGGAACCGGACTAATTACATA-3' (KpnISite)/5'-

AGATATCTTCCATCGGAATCTACC-3' (EcoRV Site) を用いて増幅したPCR産 物

を平滑末端化 して、pBTH30AをBamHIで 消化 し平滑末端化 したベ クターに挿

入 して構築 した。

1-2-4DNAの 一 般 的 取 り扱 い



Table 1-2-2



制 限 酵 素 の 消 化 反 応 に つ い て は 、"Molecular cloning"に 従 っ た 。DNAの 連 結

反 応 に つ い て は 、TakaraのLigation Kit ver.2を 用 い 、 ま たDNAの 平 滑 化 に つ

い て は 、TakaraのT4 DNA polymerase、DNA断 片 の 脱 リ ン酸 化 に つ い て は 、Takara

のAlkaline Phosphataseを 用 い 、 方 法 は 各 々 の 付 随 の 説 明 書 に 従 っ た 。

1-2-5大 腸 菌 の 一 般 的 取 り 扱 い 法

本 研 究 に お け るE.coliの 形 質 転 換 法 は す べ てCaCl2/RbCl法 に よ っ て 行 わ れ た

(Maniatis et al.1982)。

1-2-6 C. maltosaの 形 質 転 換 法

基 本 的 にItoら の 方 法(Ito et al. 1983)に 従 い 、 前 培 養 の 菌 体 を10ml YPD培 地

に4%植 菌 し、2 OD660ま で 培 養 した の ち3000rpm,20sec,30℃ で 遠 心 し て 集 菌

し 、 上 澄 み を 捨 て た 。5mlの 無 菌TE bufferで3回 洗 浄 し た 後 、200μlの0 .2M

LiAcetate溶 液 と600μlの 無 菌TE bufferに 懸 濁 し、30℃ ,1hゆ る や か に 振 と う

し た 。DNA溶 液 と混 ぜ 、vortex mixerで 撹 拌 し、30℃,30min静 置 し た 後 、vortex

mixerで 軽 く撹 拌 し て か ら 、70% PEG4000を 等 量 加 え 、vortex mixerで よ く撹 拌

し て か ら30℃,1h静 置 し た 。42℃,5 min heat shockを 与 え 、1mlの 滅 菌 水 を 加

え 、8000rpm,1min遠 心 し集 菌 し 、 プ レー トに ま い た 。

TE buffer-----10mM Tris-HCl(pH8.0),1mM EDTA

0.2M LiAcetate溶 液-----10mM Tris-HCl(pH8.0),1mM EDTA,0.2M Lithium Acetate

70% PEG4000-----70% PEG4000, 10mM Tris-HCl(pH8.0),1mM EDTA

1-2-7酵 母 か ら の 染 色 体DNA調 製 法

大 熊 らの 方 法(Ohkuma et al. 1991a)に 若 干 の 改 良 を 加 え て 行 っ た 。C. maltosa

を10mlで 本 培 養 し 、 菌 体 を遠 心 分 離 に よ っ て 集 菌 し た 。1mlの ソ ル ビ トー ル

溶 液 に 懸 濁 し 、1.5ml遠 心 用 チ ュ ー ブ に 移 し 、 遠 心 し て 再 度 集 菌 し、 上 清 を 捨

て0.5mlの ソ ル ビ トー ル 溶 液 に懸 濁 し た 。10μlの β-Mercaptoethanolと5mg/ml



のZymolyase-20T溶 液50μlを 加 え て混 和 後 、30℃,30-60min静 置 し、 プ ロ トプ

ラ ス ト化 した。5000rpm,1min遠 心 し、集 菌 し、0.5mlのSDS溶 液 を加 え 、懸

濁 した後 す ぐに70℃ で15min静 置 した 。適 当量 のProteinase Kを 加 え て 、37℃,

30min静 置 した 後 、100μlのsolution 3を 加 え て 、 氷 中で30min静 置 した。 フ

ェ ノー ル処 理 に よ り除 蛋 白 し、2-プ ロパ ノー ル沈 殿 す る こ とに よ りDNAを 回

収 した。このDNAを50μlのRNase入 りTEで 溶 か し37℃,30min放 置 後 、50μl

の5M酢 酸 ア ンモ ニ ウム 溶液 を加 え 、氷 中 で30min放 置 した 。15000rpm,10min,

4℃ にて 遠 心後 、上清 を別 の遠 心 用 チ ュー ブ に移 し、エ タ ノー ル 沈 殿 によ りDNA

を 回収 した 。

ソ ル ビ トー ル 溶 液-----1.2 M Sorbitol, 50mM Tris-HCl(pH7.5)

SDS溶 液-----0.2%  SDS, 50mM EDTA(pH8.0)

Solution3-----3M 酢 酸 カ リウ ム,11.5%氷 酢 酸

RNase入 りTE-----10mM  Tris-HCl(pH8.0), 1mM EDTA, 50μg/ml RNase A

1-2-8サ ザ ン解 析 法

メ ン ブ レ ン ブ イ ル タ ー は 、Hybond-N+(Amersham)を 用 い た 。DNAの プ ロ ッ テ

ィ ン グ は 、0.4M NaOH水 溶 液 に よ る ア ル カ リ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 で 行 い 、 プ ロ

ッ ト後 の メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー を5xSSC溶 液 で 洗 浄 後 乾 燥 さ せ た 。 ハ イ ブ リ

ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、検 出 は 、ECL nucleic acid labeling and detection system(Amersham)

を 用 い 、 使 用 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。

20xSSC-----3M NaCl, 0.3Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

1-2-9塩 基 配 列 決 定 法

シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 は 、ABI PRISM Big Dye terminator Cycle Seqencing Ready

Reaction Kit(PERKIN ELMER)を 用 い 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ た 。ABI

PRISMTM310 Genetic Analyzerを 用 い 、 シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ た 。



1-2-105'-rapid amplification of cDNA end (RACE)

5'-Full RACE Core Set (Takara)を用 いて行 い、添付 の説明書 に従 った。1st strand

cDNA を 得 る た め に 5μgのTotal RNA と 5' リ ン 酸 化 primer 5'-

GACCTTATCTTCCAGTTGGT-3' を使 用 した。 First PCR 用の primer として primer

A1 5'-GCAACAGGATCTTCAATACC-3' と primer S1 5'-

AGCTAAGAATACAGAAGCCG-3' を用いた。Second PCR 用の primer として primer

A2 5'-ACAACAATTGGCTGCAATGG-3' と primer S2 5'-

CAGAAGATCTAGAGCTCGTA-3' を用 い た。 First, second PCR 共 に94℃ 、 30sec;

53℃ 、30 sec; 72℃ 、 1min; 30 cycles の条 件 でPCRを 行 った 。

1-2-11 プ ラ イ マ ー 伸 長 法

50μgのtotal RNA と IRD41-labeled primer 5'-CAAAACAAAGCGCGAGGATC-

3'を hybridization buffer で溶 か し、80℃ で 15min 変性させた後、28℃ までゆっ

く り冷や し、そ の後1hイ ンキ ュベ ー トした 。 エ タ ノー ル 沈 殿 後 、bufferAで 溶

解 し 、 M-MLV Reverse Transcriptase RNaseH (Toyobo) を用いて逆転写した産物を

エタノール沈殿で回収 した。その産物をテンプレー トとして pUC-CGCN4 を用

い 、IRD41-labeled primerでSequiTherm EXCEL II Long-Read DNA sequencing kit-

LC(EPICENTRE TECHNOLOGIES)で 反 応 さ せ た サ ン プ ル と 同 時 に 流 し、 オ ー ト

シ ー ク エ ンサ ーLi-COR model 4000Lを 用 い て 解 析 を行 っ た 。

hybridization buffer-----1:1=formamide:2mM EDTA,800 mM NaCl,80 mM PIPES

(pH6.4)

buffer A-----50mM Tris-HCl(pH7.5),75 mM KCl,3mM MgCl2,10mM DTT,1mM

dNTP

1-2-12 RNA回 収 法

Schmittら の ホ ッ トフ ェ ノ ー ル 法(Schmitt et al.1990)に 改 良 を 加 え て 行 っ た 。10



mlの ス ケー ル で 培 養 したC. maltosaの 菌 体 をRNA用 の プ ラスチ ックチ ュー ブ

に集 菌 し、菌 体 を400μlのAE bufferに 懸 濁 し、1.5ml遠 心 チ ュー ブ に移 した 。

10% SDSを40μl加 え てvortexで10 sec撹 拌後 す ぐ に フェ ノー ル ク ロ ロホル ム

を500μl加 え て よ く混ぜ 、65℃, 5 min保 温 した 。 ドライ アイ ス ーエ タ ノール で

急 速 凍 結 後 、15000 rpm, 5min遠 心 し、 上清 を別 の1.5ml遠 心 チ ュー ブ に移 した 。

蛋 白質 が 見 え な くな る まで フ ェ ノー ル ク ロ ロホ ル ム 、 ドライ ア イ スーエ タ ノール

処 理 を繰 り返 し、 そ の 後 上 清 に20μlの5 M NaClと1.5ml遠 心 チ ュー ブ の 口ま

で の エ タ ノー ル を加 え 、-80℃ で30 min以 上 凍 結 させ た 。15000 rpm, 10 min,4℃

で 遠 心 後 、 上 清 を捨 て70%エ タ ノー ル で洗 い 、再 度15000 rpm,5 min遠 心 し、

上 清 を捨 て ペ レ ッ トを乾燥 させ 、適 当量 のRNA水 に溶 か した。

AE buffer 50 mM AcONa (pH 5.3), 10 mM EDTA

1-2-13ノ ー ザ ン解 析法

ノーザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン の プ ロー ブDNAの 標 識 に はRandom Primer

DNA Lableing Kit ver. 2(宝 酒造)と[α 一32 P] dCTP (Amersham)を 用 い 、そ の 説 明 書

に従 っ た。 ま た 、Micro bio-spin 6 chromatography columns (Bio-rad)を 用 いて 、 未

反 応 の[α-32 P] dCTPを 除 去 し た 。 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー は 、Hybond-N+

(Amersham)を 用 いた 。RNAの プ ロ ッテ ィ ン グは 、0.05M NaOH水 溶 液 に よ るア

ル カ リブ ロ ッテ ィ ング法 で 行 い、プ ロ ッ ト後 の メ ンブ レ ンフ ィル タ ー を2 x SSPE

溶 液 で洗 浄後 乾 燥 させ た 。 そ の 後 メ ンブ レ ン フ ィル タ ー の 入 った ハ イ ブ リロ ー

タ ー に適 当量 のハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン溶 液 を 加 え 、1hプ レハ イ ブ リダイ ゼ

ー シ ョ ン行 っ た後
、 標 識 した プ ロー ブDNAを 添 加 し一 夜 適 切 な 温 度 でハ イ ブ

リダイ ゼ ー シ ョ ン した 。 そ の後 、2-0.1 x SSPE、0.1% SDS溶 液 で適 切 な温 度 に

て 数 回 洗 浄 を行 った 。 シ グナ ル の検 出 に は富 士 写 真 フ イル ム 社 のImaging Plate

を用 い、 そ の解 析 には 、 同 社 のFLA 3000 systemを 用 い た。

ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液 5 x SSPE, 5 xデ ン ハ ル ト溶 液,0.5% SDS, 10



μg/mlサ ケ精 子DNA

100xデ ン ハ ル ト溶 液-2% BSA,2% Ficoll400, 2%ポ リ ビニ ル ピ ロ リ ド ン

20x SSPE-3.6MNaCl,0.2Mリ ン 酸 ナ トリ ウ ム(pH7. 7),20mM EDTA

1-2-14β-galactosidase活 性 測 定(Masuda et al. 1994)

β-galactosidase活 性 を指 標 と した レポ ー ター ア ッセ イ は 以下 の方 法 で 行 った 。

活 性 を測 定 す る領 域 とLAC4遺 伝 子 との融 合 遺 伝 子 を プ ラス ミ ド上 で作 製 し、

適 当なC. maltosa株 を形 質 転 換 した 。 形 質 転換 体 を適 当な 培 地 にお い て1日 間

培 養 した後 、 適 当な 液 体 培 地 に2%植 菌 し、O. D. 660 nmが0.8に な った とき最

終 濃 度50μg/ml CYHま た は10 mM 3-ATに な る よ うにそ れ ぞ れ を添 加 した 。適

当時 間 誘 導 培 養 後 、 集 菌 、 洗 浄 し、700μ1のZ-buffer*に 懸 濁 し、 菌 体 量 とほ ぼ

等 量 の グ ラ ス ビー ズ(直 径0.45-0.5mm)を 加 え、1分 間vortex後1分 間 以 上氷

冷 のサ イ クル を4回 お こな って 菌 体 破 砕 した 。遠 心 分離 に よ りグ ラス ビー ズや

未 破 砕 菌 体 を分 離 し、そ の 上 清 を あ らか じめ 氷 令 して お い たマ イ ク ロ チ ュ ー ブ

に移 して 、 さ らに4℃,15,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 をお こな い、 そ の上 清 を

粗 酵 素液 と した。

粗 酵 素液 の蛋 白質 濃 度 の定 量 に はBio-Rad Protein Assay試 薬 を用 い、595nm

の 吸光 度 の値 を測 定 し、bovine semm albumin (BSA)を ス タ ンダ ー ドと した検 量

線 に よ り定 量 した 。

β-galactosidase活 性 測 定 は 、ONPG (o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside)の

ONP (o-nitrophenol)へ の変 換 を測 定 す る こ とに よ り行 っ た。 粗 酵 素液 の20-200

μlをZ-bufferで 希 釈 して500μ1と し、0.1Mリ ン酸 バ ッフ ァー(pH7.0)ま た は

Z-bufferに4mg/mlの 濃 度 のONPG溶 液 を100μ1加 え、30℃ で保 温 した。 適

当な 時 間 で1M炭 酸 ナ トリウ ム溶 液 を250μ1添 加 して 反応 を止 め 、420nm

の 吸 光 度 の 値 を測 定 した 。 また 、 反 応 と 同時 に コ ン トロー ル と して 、ONPG

溶 液 を添加 す る 前 に250μ1の1M炭 酸 ナ トリウ ム溶 液 を先 に添 加 してお いた

も の を 同時 に 反 応 させ 、 同様 に吸光 度 を測 定 後 、そ の値 を差 し引 い た。ONP

の モ ル 吸光 係 数 を0.0213μM-1cm-1と し、1 unitを1分 間 でlxl0-3μmolのONP



を生ずる酵素量 と定義 し、蛋白質1mgあ た りのunit数 を以下 の式 を用 いて

算 出 した。

β-galactosidase活 性(units/mg protein)=

△OD 420x79.8x希 釈 率/

蛋 白質 濃 度(mglml)x反 応 時 間(min)

Z-buffer-60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KC1, 1 mM MgSO4, 50 mMβ-

mercaptoethanol

1-2-15組 換 え 蛋 白質 の 生産 と精 製

pGEX。CGCN4を 持 つ 大 腸 菌 を1 LのSuperbroth中 でOD600 0.7ま で250Cで 培

養 した後 、0.5mMIPTGで4h誘 導 した あ とに菌 体 を回 収 した。Lysisbufferで

菌 体 を溶 解 した後 、フ レンチ プ レス(SLM Instruments)で 菌 体 を破 砕 した 。4℃,1h,

100,000xgで 遠 心 して 未破 砕 菌 体 な どを除 いた上清 に 0.5 ml glutathione-

shepharose beads を 混 ぜ 、4℃,12hで ゆ っ く り振 と う し た 。Beadsを40ml 0.8%

Triton X-100を 含 むlysisbufferで 洗 い 、そ れ か ら10mllysis bufferで 洗 っ た あ と 、

25mM glutathioneを 含 むlysis bufferで 溶 出 し た 。

Lysis buffer-0mM Tris-C1(pH 7.6),500 mM NaC1, 10% glycerol, 5 mM

dithiothreitol, 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride, 10μg/ml leupeptin,10μg/ml

pepstatin A

1-2-16 SDS-ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 法

Laemmliの 方 法(Laemmli et al.,1970)に 従 っ た 。 ま た 、 分 子 量 マ ー カ ー と し て

はBIO-RAD社 の ブ ロー ドマ ー カ ー を使 用 した。 泳 動 後 の染 色 は 、 ク ー マ シー

ブ リ リア ン トブル ーR250に て 行 った 。



1-2-17ゲ ル シ フ トア ッ セ イ

精 製 し たGST-C-Gcn4pと32P-1abelled DNAフ ラ グ メ ン トの 結 合 反 応 は 、10mM

Tris-C1 (pH7. 6), 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.8mM DTT, 2% glycerol, 1μg poly

(dI-dC)の 反 応 溶 液 中 で 行 っ た 。 ま た 、 ス ケ ー ル は15μlで 室 温 で10 min放 置 し

た 後 、 す ぐ に5% (W/V)ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(acrylamide-to-bisacrylamide ratio

of 50:1)に ロ ー ド し 、 泳 動 バ ッ フ ァー と して1 x TBEを 用 い120Vで 泳 動 し た 。

ま た 、 用 い た3種 類 の プ ロ ー ブ は 以 下 に 示 す(そ れ ぞ れ1と2を ア ニ ー ル さ せ 、

用 い た)。

p-GCRE-GTl 5'-GGAGATACTTTTGGGGGGAAATTTATGAGTCATACGTTT-3'

p-GCRE-GT2 5'-AAACGTATGACTCATAAATTTCCCCCCAAAAGTATCTCC-3'

p-GCREl 5'-AAATTTATGAGTCATACGTTT-3'

p-GCRE2 5'-AAACGTATGACTCATAAATTT-3'

p-GTl 5'-GGAGATACTTTTGGGGGGAAATTT-3'

p-GT2 5'-AAATTTCCCCCCAAAAGTATCTCC-3'

1-2-18 生 育 曲 線 の 測 定 法

前 培 養 して お い たC. maltosa CMT 100株 、 △C-GCN4株 、CMT102/pBTH30A

株 、CMT102/pBTH30A-CGCN4株 を 測 定 用 の 培 地 に2%植 菌 し 、O. D. 660で 測 定

をBiophotorecoder (model TN-112D; Toyo Co.)を 用 い て 行 っ た 。



1-3結 果

1-3-1 C-GCN4遺 伝 子 の 単 離

C. maltosa GCN4遺 伝 子 の 一 部 の 取 得 す る た め 、s. cerevisiae Gcn4p (Hinnebusch

1984)そ の 他 のGcn4pホ モ ロ グ で あ るN. crassa CPC1 (Paluh et al. 1988)、A. niger

CpcA (Wanke et al. 1997)、C. albicans Ca-Gcn4pの 保 存 領 域(DNA結 合 領 域)を

比 較 検 討 し、Forwardプ ラ イ マ ー とReverseプ ラ イ マ ー を設 計 し た(Fig. 1-2)。 ま

た 、 保 存 領 域 の 比 較 の 際 に4つ の 蛋 白 質 で 共 通 に保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 に つ

い て は そ の ま ま 利 用 し た が 、 共 通 し て い な い も の に つ い て はC. maltosaとC.

albicansは 近 縁 で あ る こ と か らC. albicansの ア ミ ノ酸 を 優 先 的 に 利 用 し た 。 材

料 と 方 法 に 示 した 条 件 に お い てPCR反 応 を 行 い 、130 bpのPCR産 物 を得 た 。

また このPCR産 物 の塩 基 配 列 よ り予 想 され た ア ミ ノ酸 配 列 は 、Gcn4pと そ の他

のGcn4pホ モ ログ と高 い相 同性 を示 した 。 次 に130 bpのPCR産 物 をプ ロー ブ

と して コ ロニ ー ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ りC. maltosa全DNAラ イ ブ ラ

リー か らC. maltosm GCN4ホ モ ロ グ を取得 しよ う と した が 、 プ ロー ブ の長 さが

不 十 分 の た め か 困 難 を極 め た 。そ こで5' RACE-PCR法 を用 い て250 bpま で の

ば した 後 、 このPCR産 物 をプ ロー ブ と してC. maltosa全DNAラ イ ブ ラ リー か

らC. maltosa GCN4ホ モ ログ を取 得 し、C-GCN4と 命 名 した。

C-GCN4遺 伝 子 はが コー ドす る 蛋 白質 は314ア ミ ノ酸 か らな り、 計算 予 想 分

子 量 は34,038で あ り、C. maltosaに お い て ロイ シ ンをセ リン と読 む こ とで 知 ら

れ るCUGコ ドン を一 つ 持 って い た(Fig. 1-3)。 ア ミ ノ酸 レベ ル でS. cerevisiae

Gcn4p (32% identity, 52% similarity) (Hinnebusch 1984), N. crassa CPC1 (33%

identity, 53% similarity) (Paluh et al. 1988), A. niger CpcA (35% identity, 52%

similarity) (Wanke et al. 1997), Aspergillus nidulans CPCA (35% identity, 55%

similarity) (Hoffmann et al. 2001), Cryphonectria parasitica CPC1 (33% identity, 50%

similarity) (Wang et al. 1998)と 高 い相 同性 を示 した 。 また他 の ホ モ ログ と同様 に

C-Gcn4pもDNA結 合 ドメ イ ン、 ロイ シ ンジ ッパ ー ドメイ ン に相 当す る領 域 に

お いて は非 常 に 高 い相 同性 を示 した(Fig. 1-4)。 ま た 、 この両 ドメイ ンの 高 度 な



Fig. 1-2

Alignment of the deduced amino acids sequences of the conserved region from N. crassa CPC1,
A. niger CpcAp, C. albicans Ca-Gcn4p, and S. cerevisiae Gcn4p (aligned with Clustal X). Identi-
cal and conserved amino acids among sequences are indicated by asterisks and dots, respectively.
Forward and reverse primers designed to amplify a part of C-GCN4 are shown.



Fig. 1-3 DNA nucleotide and deduced amino acid sequences of C-GCN4. The DNA
sequence is numbered beginning at the start codon ATG. The deduced amino acid sequence
is shown below the nucleotide sequence. The two transcriptional start sites are indicated by
outlined letters. The three uORFs are indicated by bold letters. The sequence has been
registered with DDBJ under Accession No. AB063247.



Fig. 1-4
Alianment of the deduced amino acid sequences of the basic DNA binding domain and the leu-
cine zipper region at the C-terminus of C-Gcn4p (C. maltosa), Gcn4p (S. cerevisiae), COC1 (N.
crassa), and CpcA A. niger). Amino acid residues at heptad positions in the leucine zipper
region are indicated by bold letters. Amino acids that are identical and conserved among



保 存 性 は 、C-Gcn4pがGcn4p(Thireos et al. 1984)と そ の ホ モ ログ と同様 にb-ZIP

familyに 属 す る こ と を示 唆 して い る。C-Gcn4pの ロイ シ ンジ ッパ ー ドメイ ンに

相 当す る領 域 にお いて ロイ シ ン残 基 が7個 の ア ミ ノ酸 ご とに繰 り返 しで存 在 し、

そ の位 置 、 数 がGcn4pと 一 致 して い る ことが 分 か る 。 この こ とか らC-Gcn4pも

Gcn4pと 同様 に この ロイ シ ンジ ッパ ー ドメイ ン を介 して 二 量 体 を形 成 し、 そ の

形 成 によ ってDNAと の 結 合 を促 進 して い る と考 え られ る。

本 章 の 序 で も述 べ た よ うに 、GCN4遺 伝 子 はGCN4 mRNAの5'上 流 領 域 に存

在 す る4つ のuORFに よ っ て 翻 訳 レ ベ ル で 制 御 さ れ て い る(Mueller and

Hinnebusch 1986; Hinnebusch 1997)。 ま た 、GCN4ホ モ ログ にお いて も5'上 流 領

域 にuORFが 存在 す る こ とが 知 られ て い る。 そ こで プ ライ マ ー伸 長 法 に よ って

二 つ の転 写 開始 点(開 始 コ ドンか ら465 ,461塩 基 上流)を 決 定 した 結果(Fig.1-

5)、C-GCN4 mRNAの5'上 流 領 域 に も3つ のuORFで ある 可能 性 を持 つ もの が

見 出 され た(Fig.1-3)。 そ のuORFの コー ドして い る ア ミ ノ酸 残 基 数 がN. crassa

cpc-1(Paluh et al. 1988)、A. niger cpcA(Wanke et al. 1997)、A.nidulans cpcA

(Hoffmann et al. 2001)、C. parasitica cpCPC1(Wang et al. 1998)に 比べ て 少 な く

GCN4(Hinnebusch 1984)と 同 じ ぐ ら い で あ る た め 、S. cerevisiaeと 同様 にC.

maltosaのuORFは 翻 訳 レベル にお け る制 御 機 構 に関 わ る可 能性 を持 つ と思 わ れ

る。

1-3-2 CYHに よ るC-GCN4遺 伝 子 の 発 現 誘 導

CYH添 加 後 、経 時 的 にC-GCN4 mRNAレ ベ ル を ノーザ ン解 析 に よ り測 定 し

た 。 そ れ ぞ れ の シ グ ナル は 内部 標 準 と してACT1 mRNAを 用 いて 定 量 化 した 。

そ の結 果 、C-GCN4 mRNAレ ベル はCYH添 加 後1時 間 にお い てCYH添 加 前 の

4倍 の上 昇 が 見 られ た 。 そ して 時 間 の 経 過 と共 にC-GCN4 mRNAレ ベ ル は減 少

した(Fig.1-6A)。 これ はC-GCN4遺 伝 子 はCYHに 反応 して 転 写 レベ ル で 制御 さ

れ て い る こと を示 唆 して い る。

C-GCN4遺 伝 子 の発 現 制御 の さ らな る詳 細 な 解 析 の た め 、C-GCN4-LAC4融 合

遺 伝 子 を含 む プ ラス ミ ド(pPL-CGCN4)を 作 製 し、C. maltosa CMT101株 に導 入



Fig. 1-5

Determination of C-GCN4 transcriptional start sites. Lane P represents the primer extension
reaction with the total RNA prepared from C. maltosa cells. Lanes G, A , T, and C corre-
spond to the dideoxy sequencing reaction carried out with the same primer . Transcriptional
start sites are indicated by arrows on the complementary strand sequence at the right .31



Fig. 1-6

Induction of C-GCN4 and C-GCN4-LAC4 fusion gene after the addition of CYH. A: Total RNA was

prepared from the yeast strain CMTIol. Cells were grown in minimal medium with appropriate sup-
plements. CYH  (50μg/ml)  was added at time zero. Signals were Quantified using an imaae analyzer
FLA-sooo (Fuji Film). Bars of C-GCN4 transcription indicate the amount of C-OCN4 mRNA relative
to that ofACTI. The value at time zero is set to 1. B and C: CMTIol containing C-GCN4-LAC4 fusion

gene (wild-type or mutant, respectively) was assayed for specific  β-galactosidase activity. Cells were
cultivated in minimal medium with appropriate supplements. Values represent the average of at least
three independent measurements. CYH  (50μg/ml)  was added at time zero. Amounts of C-GCN4-LAC4
mRNA in the same culture were determined by northern hybridization analysis using radio-labeled
LAC4 DNA as a hybridization probe.



した 。 この 場 合 レポ ー タ ー 遺伝 子 と してKluyveromyces lactisの β-galactosidaseを

コー ドす るLAC4遺 伝 子 を用 い、C-GCN4遺 伝 子 の9番 目の コ ドン まで とLAC4

遺 伝 子 のORFを 融 合 させ た(Masuda et al.1994)。CYH添 加後 経 時 的 に野 生 型 の

CMT101/pPL-CGCN4株 のβ-galactosidase活 性 を測 定 した結 果 、 β-galactosidase活

性 の増 加 が 確 認 され 、 またCYH添 加4時 間 後 に最 大値 を示 した(Fig.1-6B)。 こ

のβ-galactosidase活 性 の増 加 が 少 量 な の は 、CYHに よ る 蛋 白質 合 成 阻害 の影 響

を受 けて い るた め と考 え られ る。 これ らの結 果 、C-GCN4遺 伝 子 の 発 現 はCYH

に応 答 して 上 昇 して い る こ とが 示 唆 され た。

S.cerevisiaeGCN4遺 伝 子 はGCN4mRNAの5'上 流領 域 に存 在 す る4つ のuORF

によ って 翻 訳 レベ ル で 制御 され て い る ので 、C-GCN4mRNA上 に存 在 す る3つ

のuORFがCYH添 加後 のC-GCN4遺 伝 子 の発 現 制 御 に きたす 影 響 を調 べ た 。

材 料 と方 法 で述 べ た よ うにC-GCN4-LAC4融 合遺 伝 子 の3つ のuORFのAUGコ

ドンに対 し塩 基 置 換 を行 う こ とに よ り3つ のuORFす べ て をつぶ した 遺 伝 子 を

含 む プ ラス ミ ド(pPL-CGCN4m-uORF1,2,3)をC.maltosa CMT101株 に導 入 した 。CYH

添 加 後 経 時 的 にβ-galactosidase活 性 とC-GCN4-LAC4融 合mRNAレ ベ ル を測 定

した 。 変 異 型CMT101/pPL-CGCN4m-uORF1,2,3株 はCYHに よ る誘 導 をか け て い な

い の に もか か わ らず 、 非 常 に高 いβ-galactosidase活 性 を示 した(Fig .1-6C)。 野 生

型C-GCN4-LAC4遺 伝 子 を導 入 した株 のβ-galactosidase活 性 がCYH添 加 前 よ り

も30-40%上 昇 した の に対 して 、変 異 型 融 合 遺 伝子 を導 入 した株 の β-galactosidase

活 性 はCYH添 加 前 よ りも16%し か 上 昇 しな か った 。 この 違 いは変 異型 遺 伝 子

の翻 訳 の脱 抑 制 また はmRNA量 によ る もの と考 え られ る。 しか しな が ら、 変 異

型 融 合 遺 伝 子 のmRNAは 野 生 型 融 合 遺 伝 子 のmRNA(Fig.1-6B)とC-GCN4

mRNA(Fig.1-6A)と 同様 な経 時 的変 化 を見 せ た 。 これ らの 結果 は 、uORFがC-

Gcn4pの 生産 を効 率 よ く抑 制 して い る こ と を示 して い る。

1-3-3ヒ ス チ ジ ン飢 餓 に よ るC-GCN4遺 伝 子 の発 現 誘 導

酵母S.cerevisiaeの ア ミノ酸 合成制御 には普遍 的制御 と特異的制御があ り、

普遍的制御では単一アミノ酸の欠乏によ り、多 くのアミノ酸合成系遺伝子の転



写 がGcn4pの 作 用 に よ り活 性 化 さ れ て い る(Hinnebusch1984; Arndt and Fink

1986;Hinnebusch 1992)。3-ATは ヒス チ ジ ン合 成 系 を阻 害 し、 ア ミノ酸 の 普 遍 的

制 御 の研 究 にお い て ア ミ ノ酸 飢 餓 を誘 導 す るた め によ く使 わ れ て い る。 酵母C

maltosaに お いて も3-ATはC-HIS遺 伝 子 や 他 の ア ミ ノ酸 合 成 系 遺伝 子 の発 現

を誘 導 す る た め、ア ミ ノ酸 の 普 遍 的 制 御 が働 い て い る と思 わ れ る(Mauersberger et

al.1995; Mutoh et a1.1999)。

ヒス チ ジ ン合 成 系 の 阻 害 剤 で あ る3-AT添 加 にお け るC-GCN4遺 伝 子 の発 現

につ いて検 討 した と ころC-GCN4mRNAレ ベ ル の上 昇 が 見 られ た。そ のC-GCN4

mRNAレ ベル は3-AT添 加 後1時 間 で4-5倍 の上 昇 を見 せ 、 少 な く とも7時 間

まで そ の 高 い レベ ル を保 って いた(Fig.1-7A)。 この こ とよ りC-GCN4遺 伝 子 は

ア ミ ノ酸飢 餓 に応 答 して転 写 レベ ル で 制 御 され て いる こ とが 示 され た 。

また 、3-AT添 加 後 のC-GCN4遺 伝 子 の発 現 の制 御 をC-GCN4-LAC4融 合 遺 伝

子 を持 つ 細 胞 の β-galactosidase活 性 を測 定 す る こ と に よ り検 討 した 。 野 生 型 の

CMT1O1/pPL-CGCN4株 の β-galactosidase活 性 を測 定 した結 果 、 時 間 の 経 過 と共

に 大 き な β-galactosidase活 性 値 の 上 昇 が 見 ら れ た(Fig.1-7B)。 変 異 型

CMT1O1/pPL-CGCN4m-uoRF1,2,3株 は 、3-AT 添 加 な しで 非 常 に高 いβ-galactosidase

活 性 を示 した(Fig.1-7C)。 この 結 果 は、C-GCN4遺 伝 子 の発 現 はC-GCN4mRNA

の5'領 域 にあ るuORFに よ り翻 訳 レベ ル で 抑 制 され て い る こ とを示 唆す る 。3-

AT添 加7時 間 後 の変 異 型 融 合遺 伝 子 導 入 株 のβ-galactosidase活 性 が 、 添加 前 の

2倍 の 上 昇 を示 した こ とはFig.1-7A,Cに 見 られ るよ うなmRNAの 増加 に反 映

す る も ので あ るか も知 れ な い。3-AT添 加7時 間後 の野 生型 融 合 遺伝 子 導 入 株 の

β-galactosidase活 性 は 、添 加 前 の20倍 に達 したが 、変 異 型株 のβ-galactosidase活

性 は 、 添 加 前 の2倍 に しか 達 しな か っ た(Fig.1-7B,c)。 また 、 野 生 型 と変 異 型

のC-GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 のmRNAレ ベル は経 時 的 に ほ ぼ同 じで あ っ た。 こ

れ らの こ とか ら、3-AT添 加 後 の野 生 型融 合遺 伝 子 導入 株 のβ-galactosidase活 性

の 非 常 に大 き な 上 昇 は 、翻 訳 脱 抑 制 に よ る もの で ある と考 え られ る。

1-3-4 C-GCN4遺 伝 子 の 翻 訳抑 制 に お け るそ れ ぞ れのuORFの 機 能



Fig. 1-7
Induction of C-GCN4 and C-GCN4-LAC4 fusion gene after the addition of 3-AT

. A, B and C:

Experimental procedures were the same as those described for Fig . 3 except for the addition of

10 mM 3-AT instead of 50μg/ml CYH .



c-GCN4 遺 伝 子 の発 現 を抑 制 して い る3つ のuORF の 開始 コ ドン をそ れぞ れ

塩 基 置 換 す る こ とに よ り不 活 性 に して 、 そ れ ら変 異 型 遺 伝 子 の 誘 導 性 につ いて

検 討 を行 った 。Fig. 1-8に はCYHま た は 3-AT添 加後4時 間 の β-galactosidase 活

性 が 示 して あ る 。1番 目のuORFの 機 能 が欠 失 す る と CYH,3-AT の非 存 在 下 に

お い て 非常 に低 いβ-galactosidase 活 性 を示 した 。CYH また は3-AT添 加 に よ って

β-galactosidase 活 性 の 増 加 は見 られ た が 、そ れ ぞ れ 野 生 型 融 合 遺 伝 子 の30%ま

た は7%だ っ た。 さ らに3-ATに よ る脱 抑 制 の 程 度 は 野 生 型融 合 遺 伝 子 導 入株 と

比 較 して 低 か った 。2番 目のuORFの 機 能 が 欠 失す る とCYH添 加 に よ り野 生 型

融 合 遺 伝 子 導 入 株 よ りもわ ず か に高 いβ-galactosidase活 性(野 生型 の160%)が

見 られ た が 、3-AT添 加 で はわ ず か に低 いβ-galactosidase 活 性(野 生型 の75%)

が 見 られ た 。3番 目のuORFの 機 能 が 欠 失 して も野 生型 と大 きな違 い は見 られ

な か った 。uORFす べ て の 機 能 が 欠 失す る と、非 常 に高 いβ-galactosidase 活 性 を

示 し、CYH,3-AT添 加 後 につ いて もそ の 高 い活 性 値 は見 られ た 。CYH添 加 後 の

β-galactosidase活 性 が3-AT添 加後 のβ-galactosidase活 性 よ りも低 い こ とは、CYH

が 強 力 な 蛋 白質 合 成 阻害 剤 で あ る こ とに よ る の か も知 れ な い。 ま た 、 これ らの

変 異 型 融 合 遺 伝 子 の mRNA レベ ル は 、CYH,3-AT 添加 後 も野 生型 融 合 遺伝 子 と

変 わ りはな か った 。 これ らの こ とよ り1番 目のuORFの 機 能 が欠 失 し、2番 目

の uORF が1番 目に翻 訳 され る よ う にな った とき 、β-galactosidase 活 性 が非 常 に

低 か った こ と、2番 目のuORFの 機 能 が 欠 失す る とβ-galactosidase 活 性 が高 くな

っ た こ との2点 か ら2番 目のuORFはc-GCN4mRNAの 翻 訳 にお い て強 力な 抑

制効 果 を持 つ と考 え られ る。 また 、1番 目のuORFの 機 能 が欠 失 した と き、 β-

galactosidase活 性 が非 常 に低 か った ことか ら、1番 目のuORFは5'領 域 の uORF

にお け る 全体 的 な 抑 制 効 果 を左 右 して い る と も考 え られ る 。CYHま た は3-AT

添 加 後 の C-GCN4mRNAの 翻 訳 の脱 抑 制 の程 度 は どのuORFに 変 異 が 入 って い

るかで異なるため、CYHと ヒスチ ジン飢餓 の効果 は同 じuORFを 必要 としてい

るわ けで はな いと考え られる。

1-3-5 C-GCN4遺 伝 子 はCYH誘 導 的耐 性 化 、 ア ミ ノ酸 合 成 の 普 遍的制御 に



Fig. 1-8

Effects of mutations in upstream AUG codons on the expression of the C-GCN4-LAC4 fusion gene,
CMT101 with mutant C-GCN4-LAC4 fusion genes was sampled at 4h after the addition of CYH or
3-AT. Data from Figures 3 and 4 are included for comparison-Valbes reptesent the average of at

least three independent measurements.  β-galactosidase activity relative to tbose at time zero are indi-

cated in parentheses. C-GCN4-LAC4 mRNAs  were analyzed with northern hybridization analysis as
described for Figs. 3 and 4.



必須で ある。

CYH誘 導 的 耐性 にお けるC-Gcn4pの 機 能 を検 討す る た め 、C-GCN4遺 伝 子 の

破壊を試みた。C-HIS5 遺伝子 をマーカー として含 む破壊用コンス トラク トを用

い てCHAUl株 のC-GCN4遺 伝 子 の 破 壊 を行 つ た(Fig. 1-9)(Ohkuma et al 1991b;

Ohkuma et al 1998)。 得 られ た 形質 転 換 体 か ら全DNAを 調 製 し、サ ザ ン解 析 を

行 つた 。 そ の 結 果 、CHAUl株 全DNAをEcoRVで 消 化 したDNAに 対 す るサ ザ

ン解 析 を、Fig. 1-9Aに 示 した約500bpのDNA断 片 を プ ロー ブ と して行 い、検

出 され て い た2.8kbp付 近 のバ ン ドが 、形 質 転 換 に よ り740bp付 近 に シ フ トし

た(Fig. 1-9B)。 し か し 、 も う1つ のC―GCN4対 立 遺 伝 子 の バ ン ドが2.8kbp付 近

に残 つて い た た め 、C-ADE1遺 伝 子 をマ ー カー と して含 む 破 壊 用 コ ンス トラ ク

トを用いて破壊を試みたが破壊株を取得できなかつた。そ こで上記した1遺 伝

子破壊株 に野 生型 のC-GCN4遺 伝 子 を含 んだC.maltosaに おけるYCp型 プ ラス

ミ ドを導入 した後で、 もう一度C-ADEl遺 伝子 をマーカー として含む破壊 用コ

ンス トラク トを用いて破壊 を試みた。その結果、サザン解析において2.8kbp

付 近 の バ ン ドが 、1.9kbp付 近 に シ フ トした 形 質転 換 体 が 得 られ た(Fig. 1-9B)。

先 に導 入 して お いた 野 生 型 のC-GCN4遺 伝 子 を含 ん だYCp型 プ ラス ミ ドを消

失 させ る こ と に よ り、 結果 的 に完 全 な△c-gcn4 破 壊 株 を取 得 し、△C-GCN4と 命

名 した 。

△C-GCN4株 はYPD培 地 にお いて野生型株 と同様な生育速度を見せたが、SD

培地 にお いては生育速度 が野 生型株 に比べて遅 く、偽菌糸の形成が見 られた(偽

菌糸 形成 ついては第5章 で詳 しく述べ る)。 これ らの結果はC-GCN4遺 伝子は

C. maltosaの 生育 には必須で はな いが、最少培地におけるよ り良い生育 には必

要であることを示 している。

△C-GCN4株 のCYHに 対 す る感 受性 を検 討 した結 果 、CYHを 含 む 培 地 で は

生 育 す る ことが で きな か った(Fig.1-10A,B)。 この結 果 は、C-Gcn4pはC.maltosa

にお いてCYH耐 性 化 を誘 導 す るた め に必 須 で あ る こ とを示 して い る。

C. maltosaに お い てL41-Qs遺 伝 子 の 発 現 はCYH耐 性化 す る の に必 要 で あ る。

そ こで△C-GCN4株 にお け るL41-Qs遺 伝 子 の発 現 につ いて検 討 した と ころ、CYH



Fig. 1-9

Disruption of C-GCN4. (A) Construction of the disrupted genes C-GCN4:: HIS5 and C-
GCN4:: ADEl. The detailed methods for the disruption are described in Materials and Methods.
(B) Southern blot analysis of  ΔC-GCN4 mutant,  Genomic DNAs from the strains were digested
with EcoRV and hybridized with the labeled C-GCN4 DNA region indicated in (A) as a probe.
Lane 1, CHAU1 (wild-type); lane 2,  ΔC-GCN4-S(C-GCN4/c-gcn4); lane 3,ΔC-GCN4(c-

gcn4/c-gcn4).39



Fig. 1-10

Effect of the addition of CYH on the growth of the △C-GCN4 strain. A: Growth on YPD agar medi-

um: upper, no addition;lower, 50μglml CYH. Strains were grown at 30oC for 2 days. B: Growth in

liquid YPD medium. Strains are: CMT100, rectangle;△C-GCN4, circle. Open symbols are without

CYH and closed symbols are with 50μglml CYH. CYH was added when culture OD660 reached

about 0.08(indicated by an arrow). Turbidity was automatically monitored by Biophotorecorder

(model TN-112D;Toyo Co., Tokyo, Japan).



添 加 後L41-Qs遺 伝 子 の転 写 誘 導 は野 生 型 株 で 見 られ た の に対 して 、△C-GCN4

株 にお いて は見 られ な か つた 。C-HIS5 mRNAはCYH添 加 後 野 生 型株 にお いて

そ の増 加 が 見 られ た が 、 △C-GCN4株 にお いて の 量 は 少 な か つた(Fig. 1-11A)。

ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件下 にお いてL41-Qs遺 伝 子 の転 写 誘 導 は 野 生 型 株 で 確 認 す

る こ とが で き た が 、△C-GCN4株 に お いて は そ の 転 写 誘 導 は 確 認 で き な か つ た

(Fig. 1-11B)。C-HIS5 mRNAは3-AT添 加 によ る ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお いて

非 常 に増 加 した が 、 △C-GCN4株 に お い て は増 加 が 見 られ な か つ た(Fig. 1-11B)。

これ らの結 果 はC-GCN4遺 伝 子 はCYH添 加 ま た は ヒス チ ジ ン飢 餓 にお いて

L41-Qs遺 伝 子 、C-HIS5遺 伝 子 の 転 写 誘 導 に必 要 で ある こ と を示 して い る。 ま

た 、 △C-GCN4株 のCYH感 受 性 はL41-Qs遺 伝 子 の転 写 を誘 導 す る こ とが で い

な い こ とに起 因 して い る ことが 示 唆 され た 。

1-3-6 C-Gcn4pの 高 生 産 はCYH耐 性 化 を促 進 す る

CYH誘 導 的 耐 性 化 にお け るC-Gcn4pの 役 割 を確 認 す る た め に、 多 コ ピー ベ

ク ター を用 いてC-Gcn4pを 高 生産 させ 、そ の影 響 を検 討 した 。C-GCN4遺 伝 子

を多 コ ピー 型 ベ ク ターpBTH30Aに 挿 入 し、C. maltosa CMT102に 導 入 した 。そ

の結 果 得 られ た 株(CMT102/pBTH30A-CGCN4)は 、CYH誘 導 的 耐性 化 につ い て

ベ クタ ー の み を持 つ株(CMT102/pBTH30A)と 比 較 した と き耐 性 化 が 早 くな つ て

い た(Fig. 1-12A)。CYH添 加 後 のCMT102/pBTH30A-CGCN4のL41-QsmRNAレ

ベ ル は 、 どの時 間帯 にお いて もCMT102/pBTH30AのL41-Qs mRNAレ ベ ル よ り

も高 くな つて い た。CYH添 加 後1時 間 にお いてCMT102/pBTH30A-CGCN4の

C-GCN4mRNAは4倍 、L41-Qs mRNAは4.7倍CMT102/pBTH30Aの そ れぞ れ

のmRNAレ ベ ル に 比べ て 高 くな つて い た(Fig. 1-12B)。 これ らの結 果 は 、C-GCN4

遺 伝 子 の高 発 現 はC-Gcn4pの 生産 とL41-Qs遺 伝 子 の発 現 を高 め、 そ の 結果 と

してCYH耐 性 化 が 早 くな つて いる こ とを示 唆 して い る。 す な わ ち 、C-GCN4遺

伝 子 の転 写 レベ ル の上 昇 はC. maltosaのCYH耐 性 化 に影 響 を与 え て い る。

1-3-7 C-Gcn4pはL41-Q2a遺 伝 子 のGCRE-like elementに 特 異 的 に 結 合 す る



A Cycloheximide

B Histidine Starvation

Fig.1-11
Effects of C-GCN4 disruption on L41 - Qs and C-HIS5 mRNA levels after the addition of CYH or 

3-AT. Total RNA was prepared from the yeast strain CMT100 or  △C- GCN4. The cultures were grown
in minimal medium. CYH  (50μg/ml)  (A) or 3-AT (10 mM) (B) was added at time zero.



Fig. 1-12

Bffects of over expression of C-CCN4 on the induction of CYH resistance . A:Growth in liquid mini-

mal medium. Strains are:CMTio2/pBTHsoA , rectangle; CMTio2/pBTHsoA-CGCN4, circle, Open

symbols are without CYH and closed symbols are with the addition of 50μg/ml CYH
. CYH was

added when OD66o reached about 0 .08(indicated by an arrow). Yeast growth was monitored as

described for Fig. 1-9. B:Change of C-CCN4 and L4l-Qs mRNAs after the addition of CYH
. Total

RNA was prgpared from yeast strain CMTio2/pBTHsoA or CMTio2/pBTHsoA-CGCN4
. Cells

wgre grown in minimal medium and 50μg/ml CYH was added at time zero . Signals were quantified

using an image analyzer FLA-3000 (Fuji Film). Numbers given under the signal image indicate rela-
tive signal intensities to ACTI mRNA. The value at time zero of CMT102/pBTH30A C-GCN4 tran-
scription was taken to be 1.



C-Gcn4pのDNA結 合 特 性 を決 定 す るた め に、C. maltosaに お いて は ロイ シ ン

をセ リン と認 識 す るCUGコ ドンをAGCコ ドン に変換 した コ ンス トラ ク トを作

製 し、 大 腸 菌 にお いてGSTタ グ をつ け たC-Gcn4pを 発 現 した 。 これ をグル タ

チ オ ンセ フ ァロー ス4Bを 用 い て精 製 した。 精 製 され た 産 物 はSDS-PAGE上 で

ほ ぼ 予 想 さ れ た 位 置 に 見 られ た(Fig. 1-13A)。 ゲ ル シ フ トア ッ セ イ に よ つ て

GCRE-like elementとGT-rich regionを 含 むDNAフ ラ グ メ ン トとGCRE-like

elementの み を含 むDNAフ ラ グ メ ン トの 精 製 したGST-C-Gcn4pと の 結 合 につ

い て検 討 した と こ ろ、 両 者 とも結 合 を 示す 位 置 にバ ン ドが 確 認 され た。 ま た 、

そ れ らのバ ン ドの シ グナ ル 強 度 のGST-C-Gcn4p濃 度 依 存 的 な 増 加 が 見 られ た

(Fig-1-13B, C)。 しか しな が ら、GT-rich regionの み を含 むDNAフ ラ グ メ ン トへ

のGST-C-Gcn4pの 結 合 は見 られ な か った(Fig. 1-13D)。 そ の シ フ トバ ン ドの 強

度 は ラベ ル され て いな いGCRE-like elementとGT-rich regionを 含 むDNAフ ラ

グ メ ン トま た はGCRE.like elementの み を含 むDNAフ ラ グ メ ン トの添 加 量 依 存

的 に減 少 した(Fig. 1-13E, F)。 ラベル され たGCRE-like elementとGT-rich region

を含 むDNAフ ラグ メ ン トの放 射 活 性 と ラベ ル され たGCRE-like elementの み を

含 むDNAフ ラ グ メ ン トの放 射 活 性 が ほ とん ど 同 じで あ る こ とを液 体 シ ンチ レ

ー シ ョンカ ウ ン ター を用 いた測 定 に よ り確 認 した 。す な わ ち 、GCRE-like element

とGT-rich regionを 含 むDNAフ ラ グ メ ン トへ のGST-C-Gcn4pの 結 合 は 、

GCRE-like elementの み を含 むDNAフ ラ グ メ ン トへ の結 合 の2倍 程 度 親 和 性 が

高 い(Fig. 1-13B, C)。 これ らの 結 果 は 、C-Gcn4pはL41-Q2aプ ロ モ ー タ ー の

GCRE-like elementに 特 異 的 に結 合 し、GT-rich regionを 伴 う とそ の 親 和性 が増 加

す る こと を示 して い る。 ま た、 レポ ー ター 遺 伝 子 と してLAC4遺 伝 子 を用 い た

L41-Q2aプ ロモ ー タ ー解 析 にお いてGCRE-like elementの み で も ある程 度 の活 性

を示 す が 、 十 分 な 活 性 を示 す にはGT-rich regionが 必 要 で あ っ た(Fig. 1-13G)。

す な わ ち、 ゲ ル シ フ トア ッセ イ にお け るin vitroの 結果 と レポ ー ター 遺伝 子 を用

いた プ ロモ ー ター 解 析 にお け るin vivoの 結果 は一 致 して お り、C-Gcn4pに 対 す

るGCRE-like element及 びGT-rich regionの 役 割 が 明確 に な つ た。



Fig. 1-13

DNA binding specificity of recombinant C-Gcn4p and the activities of L41-Q2a promoter elements. A: lane 1,
crude extract of E. coli cells expressing GST-C-Gcn4p; lane 2, affinity-purified GST-C-Gcn4p. Proteins were
separated by SDS-PAGE under the conditions described in the text. B-D: the effects of GST-C-Gcn4p protein
concentration on binding to DNA fragments containing GCRE-like element and a GT-rich region (B), GCRE-
like element only (C), and a GT-rich region only (D). Protein concentrations in the reactions of lanes 1-7 were
20, 0, 1, 2, 5, 10, and 20 nM, respectively. E-F: specific binding of GST-C-Gcn4p to the GCRE-like element
and the GT-rich region (E) and the GCRE-like element only (F). Protein was omitted from the reaction of lane
1, while all other reactions contained 20 nM GST-C-Gcn4p. The reactions in lanes 3-5 contained unlabeled

probe at concentrations of x1, x10 and x100 of the labeled probe, respectively.



Fig. 1-13 continued

DNA binding specificity of recombinant C-Gcn4p and the activities of L4l-Q2a promoter elements. G: The L4l-Q2a s'-promoter

constructs were placed upstream  of theβ- galactosidase reporter gene. Each number at the end of the fat bar indicates the position of
the deletion end no int from the start codon of the wild-type seauence (A of the ATG is designated as+1). Cells with respective con-

structs were grown for 6 h after the addition of  50μg/ml  CYH and β-galactosidase activities were measured. CYH was added when

OD660 reached 0.8. Values represent the average of at least three independent measurements.



1-4考 察

本章で明らかにしたことをまとめると、 1)△C-GCN4株 はCYH添 加 後L41-Qs

遺 伝 子 を 発 現 で き な か っ た(Fig. 1-11)。 2)C-Gcn4pの 高 発 現 はL41-Qs遺 伝 子 の

発 現 量 を増 加 し、CYH耐 性 化 を早 め る こ とが で き た(Fig. 1-12)。3)GST-C-Gcn4p

はゲ ル シ フ トア ッセ イ にお いてGCRE-likeエ レメ ン トに特 異 的 に結 合 した(Fig.

1-13B-F)。4)L41-Q2aプ ロ モ ー タ ー のGCRE-likeエ レ メ ン トの 欠 失 に よ りCYH

添 加 後 の レポー ター 遺 伝 子 の 発 現 が 見 られ な くな っ た(Fig. 1-13G)(Mutoh et al.

1999)。 これ らの こ とか らC. maltosaに お い てL41-Q2aプ ロモ ー タ ー のGCRE-like

エ レメ ン トに転 写 活 性 化 因子C-Gcn4pが 結合 す る こ とに よ ってCYH誘 導 的耐

性 化 が起 こる こ とが 明 らか にな っ た。 さ らにC-GC丼4遺 伝 子 の発 現 は少 な く と

も転 写 レベ ル で 制御 され て お りCYH添 加 に よ り増加 した 。 そ こで これ らの 考

え を ま とめ た モ デ ル をFig. 1-14に 示 した 。

S. cerevisiaeの ア ミ ノ酸 合 成 の普 遍 的制 御 にお け る転写 活 性 化 因子Gcn4pは 、

転 写 活 性 化 ドメ イ ン 、DNA結 合 ドメ イ ン 、 ロ イ シ ン ジ ッパ ー ドメ イ ン な ど の 特

異 的 な 機 能 ド メ イ ンか らな る こ と が 明 ら か に さ れ て い る(Hope and Struhl 1986;

Hope and Struhl 1987)。S. cerevisiae Gcn4p (Hinnebusch 1984)、N. crassa CPCl(Paluh

et al. 1988)、A. niger CpcA (Wanke et al. 1997)、A. nidulans CPCA (Hoffmann et al.

2001)、C. parasitica CPCl (Wang et al. 1998)、C. maltosa C-Gcn4pの ア ラ イ メ ン

トは 、 これ ら の ドメ イ ン が す べ て の 遺 伝 子 産 物 に お い て ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 非 常

に よ く保 存 さ れ て い る こ と を 示 して い る 。 こ れ はC-Gcn4pを 含 め た 他 のGcn4p

ホ モ ロ グ の 機 能 はGcn4pと 類 似 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。GST-C-Gcn4pは 、

Gcn4pや 他 のGcn4pホ モ ロ グ と 同 様 にAP-1コ ン セ ン サ ス 配 列(5'-

G/ATGACTCAT-3')に 結 合 し た 。 さ ら に 、Fig. 1-11に 示 し た よ う にC-Gcn4pは

ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 に お け るC-HIS5 mRNAの 転 写 誘 導 に 必 要 で あ る こ とが

明 らか と な っ た 。 す な わ ち 、 そ の 構 造 的 な 特 性 、DNA結 合 の 特 性 か ら予 想 さ れ

る よ う に 、C-Gcn4pはC. maltosaの ア ミ ノ 酸 合 成 の 普 遍 的 制 御 に お け る 転 写 活

性 化 因 子 と して の 機 能 を 持 つ と考 え られ る 。



Fig. 1-14

Schematic view of transcriptional regulation of L4l-Q genes. Response to CYH or histidine starvation
leads to the expression of C-GCN4. C-Gcn4p binds to the GCRE-like element of L4l-Qs promoter and
induces the expression of  L4l-Qs. Ribosomes with Q-type L41 proteins are then synthesized, and C.
maltosa exhibits resistance to CYH.



S. cerevisiae Gcn4p, N. crassa CPCl, A. niger CpcA, A. nidulans CPCA, C.

parasitica CPClのDNA結 合 ドメ イ ン、 ロ イ シ ン ジ ッパ ー ドメ イ ン は 転 写 活 性

化 因 子c-junと 類 似 して い る 。 こ れ ま で そ の 遺 伝 子 の 単 離 が 報 告 され て い るC-

Gcn4pを 含 め た す べ て のGcn4p、Gcn4pホ モ ロ グ は 、c-junと 同 様 にAP-1コ ン

セ ン サ ス 配 列 に 結 合 す る こ とが で き る 。 ま た 、Gcn4pは 機 能 的 にc-junと 類 似

し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る(Struhl et al. 1987)。 哺 乳 細 胞 に お い て 、CYH、

ア ニ ソ マ イ シ ン の よ う な 蛋 白 質 合 成 阻 害 剤 は 生 長 因 子 、 フ ォ ル ボ ー ル エ ス テ ル

に よ るc-jun、c-fosを 含 む 極 初 期 遺 伝 子(immediate early gene)の 発 現 誘 導 を 速 め 、

増長す るスーパーインダクションと呼ばれる現象を引き起 こす ことをが知 られ

ている。また、極初期遺伝子のいくつかはCYHの み によって もそ の発現が誘

導 され る ことも知 られている。 このスーパーインダクションのメカニズムにつ

いては不明な点が多いが、mRNAの 安 定性 の上昇、転写 の活性化、転写抑制制

御の阻害の3つ の効 果が組 合わさった結果で あると推測 されている(Muller et al.

1984; Rahmsdorf et al. 1987; Mahadevan and Edwards 1991; Edwards and Mahadevan

1992; Rao et al.1993)。 C. maltosaのC-GCN4遺 伝 子 へ のCYHの 効 果 は、 哺 乳細

胞 のc-junと 同様 で 非 常 に速 く一 時 的 な転 写 レベ ル の上 昇 が 見 られ る た め(Fig.

1-6A)、 類 似 の 転 写 活 性 化 機 構 が 働 いて い る 可 能 性 が 考 え られ る。 一 方 、CYH

の 唯一 の タ ー ゲ ッ トは60Sサ ブユ ニ ッ トで あ り、CYHが60Sサ ブユ ニ ッ トに

結 合す る と翻 訳 阻 害 、 リボ ソー ム のmRNA上 で のス トー ル に よ る ポ リソー ム の

安 定化 が起 こる 。CYHの60Sサ ブユ ニ ッ トへ の結 合 また は リボ ソー ム機 能 の阻

害 が 、 未 知 の細 胞 内 シ グナ ル 伝 達 系 を活 性 化 して い る可 能 性 も考 え られ る 。 そ

してそのシグナルはC-GCN4遺 伝子 の転写活性化 また は、翻訳抑制の解除を誘

起 し、さらにはこの厳 しい蛋白質合成阻害条件下に適応するための機能を持つ

他の転写因子の活性化へとつながる可能性が考えられる。

次にC-Gcn4pの 生産制御機構 について、以下 に翻訳 レベル、転写 レベルの順

に分けて考察する。

まず 翻 訳 レベ ル につ い て で あ る が 、S. cerevisiaeに お いてGcn4pの 生産 制 御

は 、 約600塩 基 か らな る長 いGCN4 mRNAのGcn4pを コー ドす るORFの5'上



流 領 域 に存 在 す る4つ のuORFに よ って 翻 訳 レベ ル で 制御 され て い る(Mueller

and Hinnebusch 1986; Hinnebusch 1997)。N. crassa cpc-1、A. niger cpcA、A. nidulans

cpcA、C. parasitica cpcpc-1のmRNAの それ ぞ れ のGcn4pホ モ ロ グ を コー ドす

るORFの5'上 流 領 域 に もuORFが 存 在 し、 同様 な 制御 機 構 を持 つ と考 え られ

て い る(Paluh et al. 1988; Wanke et al. 1997; Hofmann et al. 2001; Wang et al. 1998)。

また 、 す べ て のGCN4遺 伝 子 ホ モ ログ のmRNA上 のGcn4pホ モ ロ グ を コー ド

す るORFの5'上 流 領 域 は 、約600-900塩 基 か らな って いる 。C. maltosaの 場 合

に は、C-GCN4 mRNA上 に3つ のuORFが 存 在 す る こ とか ら、 同様 な 制御 機 構

が 翻 訳 レベ ル にお いて 起 こ って い る こ とが考 え られ た 。 実 際C-GCN4 mRNAの

3つ のuORFのAUGコ ドン に塩 基 置 換 によ る変 異 を導 入 した 結 果 、 非常 に高 い

レポ ー ター 遺 伝 子 の活 性値 が見 られ た(Fig.1-6C,7C)。 しか しな が ら、野 生型C-

GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 のβ-galactosidase活 性 が3-AT添 加7時 間後 にお いて 添

加 前 の 約20倍 の上 昇 を示 した の に対 して 、CYH添 加7時 間後 は添 加 前 の1.3

倍 に しか 上 昇 しな か った(Fig.1-6B,7B)。3-AT添 加 後 にお い て はC-GCN4遺 伝

子 の 制 御 機 構 に翻 訳 脱 抑 制 が 関 与 して い る と考 え られ る が 、CYH添 加 後 のC-

GCN4遺 伝 子 の制 御 機 構 にお い て はCYH添 加 後C-GCN4 mRNAレ ベ ル が約4

倍 に 上 昇 した の に対 してβ-galactosidase活 性 は1.3倍 しか 上 昇 しな か っ た ことか

ら、CYH添 加 時 に は翻 訳 抑 制 の解 除 が ほ とん どか か って い な い こ とを意 味 し、

む しろ抑 制 的 に働 いて い る と考 え られ る。

次 に転 写 レベ ル につ いて で あ るが 、C. maltosあ にお いてCYH添 加 後 に は、C-

GCN4 mRNA量 の 一 時 的 な急 増 が見 られ た(Fig.1-6A)。3-AT添 加 後 にお いて も

C-GCN4 mRNA量 の 増加 が見 られ 、 少 な くと も7時 間後 まで そ の レベ ル は一 定

で あ った(Fig.1-7A)。S. cerevisiaeに お いて ヒス チ ジ ン飢 餓 は あ る程 度GCN4遺

伝 子 の転 写 を誘 導 す るが 、 あ ま り重 要 な 意 義 を もつ過 程 で は な い と考 え られ て

いる(Albrecht et al. 1998)。 また 、S. cerevisiaeに お い て はCYH添 加 に よ ってGCN4

遺伝 子 の 転写 は 誘 導 され な か っ た(data not shown)。 一 方 、N. crassaとC. parasitica

にお い てCYH処 理 が 、 そ れぞ れ のGcn4pホ モ ロ グの 発現 を誘 導 す る ことが 報

告 され て い る(Tamaru et al. 1994; Harashima et al. 1998; Wang et al. 1998)。 特 に、



C. parasiticaのcpcpc-1 mRNAレ ベル はCYH添 加 後 急 速 に上 昇 す る(Wang et al.

1998)。 これ はC-GCN4遺 伝 子 もが転 写 レベ ル また はmRNAの 安 定性 に お いて

これ らの 遺伝 子 と 同様 の機 構 で 制 御 され て い る可 能性 が あ る こ と を示 して い る。

先 に も述 べ た よ う にCYH添 加 後 、 野 生 型C-GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 の β-

galactosidase活 性 は1.3倍 しか 上 昇 しな か った の に対 し(Fig. 1-6B)、C-GCN4

mRNA量 は4倍 まで 上 昇 した(Fig. 1-6A)。 マ ル チ コ ピー ベ ク ター にC-GCN4遺

伝 子 を連 結 させ たpBTH30A-CGCN4をCMT102に 導 入 した 株 にお いてC-GCN4

mRNA量 は4倍 増加 し、CYH誘 導 的 耐 性 化 に要す る時 間 を短 縮 化 した(Fig. 1-12)。

翻 訳 制御 の こ と と これ らの結 果 はuORFに よ る翻 訳 抑 制 制 御 機構 は3-ATの 場

合 と異 な りCYH存 在 下 にお いて そ れ ほ ど重要 で な く、 む しろC-GCN4 mRNA

レベ ル の 上 昇 がC-Gcn4pの 生産 の増 加 に とって 重 要 で あ る こ とを強 く示 唆 して

い る 。

CYH添 加 後 のC-GCN4遺 伝 子 の 誘 導 は速 く、一 時 的 で あ り、3-AT添 加 後 の

C-GCN4遺 伝 子 の誘 導 は 少 な く と も添加7時 間後 ま で 一定 で あ っ た(Fig. 1-6A,

7A)。 これ ら2つ の発 現 パ タ ー ンの 違 い は、 誘 導 条 件 に お け る細 胞 内 シ グナ ル

伝 達 系 が 異 な っ て い る こ とを想 定 させ る。S. cerevisiaeの 場 合 、セ リン ・ス レオ

ニ ン リ ン酸 化 蛋 白質Gcn2pがeIF-2α の リ ン酸 化 を介 してGCN4 mRNAの 翻 訳 を

制 御 し て い る こ とが 知 られ て い る(Hinnebusch 1997)。C. maltosaに お い て も

Gcn2pホ モ ログ が存 在 す るが 、 詳 しい解 析 、考 察 につ い て は2章 で 述 べ る 。

C. maltosa C-GCN4 mRNA上 には3つ のuORFが 存 在 す るが 、そ れ ぞ れ のuORF

にお け る抑 制 機 能 は異 な り、 また これ らの機 能 はCYHま た は3-AT依 存 的 で あ

っ た(Fig. 1-8)。uORF1のAUGコ ドンの塩 基 を置 換 す る こと によ り1番 目のuORF

とな ったuORF2はuORF1よ り も強 くC-GCN4 mRNAの 翻 訳 を抑 制 し、特 に ア

ミ ノ酸飢 餓 条 件 下 にお いて そ の効 果 は 顕 著 で あ っ た 。 これ はuORF2翻 訳 後 の

翻訳開始複合体 の再結合の効率が非常に悪いことに反映していると思われる。

GCN4遺 伝子 において はそれぞれ のuORFを 含 むそ の周 りの塩基配列が再結合

の効率を決定 していることが明らかにされている。GCN4 uORF1の 終止 コ ドン

の周 りの塩基 はAU-richで あ り、 これが リボ ソームの再結合を促進 している。



逆 に GCN4uORF4 の終 止 コ ドンの3'側 の塩 基 は GC-rich で あ り、 再 結 合 を阻害

して い る(Grant and Hinnebusch 1994)。C. maltosa にお いて uORF1とuORF3の 終

止 コ ドン の周 りの塩 基 配 列 及 びAU contentは 、GCN4 uORF1とuORF4に そ れ

ぞ れ 類 似 して い る。 これ はGCN4mRNAとC-GCN4mRNAの 翻 訳抑 制 の解 除 に

お いて 本 章 の 序 で も述 べ たscanning/reinitiationメ カニ ズ ムが 存 在 す る こ とを示

唆 す る。

S. cerevistaeに お け るGcn4p依 存 的 な遺 伝 子 発 現 制 御 のマ イ ク ロア レイ 分 析

に よ り、 リボ ソー ム 蛋 白質 を コー ドす る90も の 遺伝 子 が 、3-AT添 加後Gcn4p

依 存 的 にそ の 発 現 が 抑 制 され て い る こ とが報 告 され て い る(Natarajan et al. 2001)。

ま た、 リボ ソ ー ム 蛋 白質 を コー ドす る 遺 伝 子 の発 現 抑 制 は 、様 々 な飢 餓 また は

ス トレス 条 件 下 に お いて も見 られ る こ と も報 告 され て い る(DeRisi et al 1997;

Chu et al 1998; Jelinsky and Samson 1999; Cardenas et al 1999)。 す な わ ち 、CYH

また は3-AT存 在 下 にお いて L41-Q 遺伝 子 の発 現 が上 昇 す る ことは 、GCN4遺

伝 子 ホ モ ロ グが リボ ソー ム 蛋 白質 生合 成 の促 進 に関 与す る 初 め て の証 拠 で あ る。

ゲ ル シ フ トア ッセ イ にお い てC-Gcn4pはGCRE-like elementの み を含 むDNA

フ ラ グ メ ン トよ りもGCRE-like elementとGT-richregionを 共 に含 むDNAフ ラ

グ メ ン トの 方 に よ りよ く結 合 した(Fig. 1-13B, C)。L41-Q2aプ ロモ ー ター 解 析 に

お いて 、GCRE-like elementの み を含 む プ ロモ ー ター は あ る程 度 レポ ー ター 遺 伝

子 の 発 現 を誘 導 す るが 、GT-rich regionは 十 分 なL41-Q2aプ ロモ ー タ ー活 性 を得

る た め に必 要 で あ る(Fig. 1-13G)。 これ らin vttmとinvtvoに お け る解 析 の結 果

は 高 い相 関性 を示 して いる。 ま た 、CYH添 加後 に発 現 して い るL41-QS遺 伝 子

はL41-Q2の 他 にL41-Q3が 存在 す る こ とが サ ザ ン解 析 によ り今 ま で示 唆 され て

き た 。 武 藤 に よ ってL41-Q3の 取 得 が 試 み られ て い た が 、 大腸 菌 内 で そ の 発 現

が 毒性 を示す た め か ク ロー ニ ング に は至 って いな か った 。そ こでPCR法 に よ り

L41-Q3の 取 得 を試 み た 結 果 、5'側 の 一 部 だ け取 得 す る こ とが で き た(datanot

shown)。 そ の 配 列 はPCRに よ り増幅 され た もので あ るた め に完 全 に正 確 で あ る

とは言 え な い が 、L41-Q3プ ロモ ー タ ー にお い て もGCRE-like elementとGT-rich

regionの 存 在 を確 認 す る ことが で き た 。CYH添 加後 も発 現 しな いL41-Q1遺 伝



子 の プ ロモ ー タ ー にお い て はGCRE-like elementとGT-richregionの どち らも存

在 しな か っ た 。 これ らの こ とはCYH添 加 後 発 現 す るL41-Qs遺 伝 子 の誘 導 はC-

Gcn4pに よ っ て行 わ れ て い る こ とを示 唆 す る。S. cerevisiaeに お いてGCREに 隣

接 して い るATあ る いはGCホ モ ポ リマー 塩 基 配 列 はGcn4p依 存 的な 活 性 化 を

促 進す る こ とが 知 られ て い る(Iyer and Struhl 1995)。 ホ モ ポ リマ ー塩 基 配 列 は 隣

接 す るGcn4p結 合 部位 へ のGcn4pの 近 づ き 易 さを 上昇 させ 、Gcn4pが 効 率 よ く

結 合 で き よ う に して い る。L41-Q2, L41-Q3遺 伝 子 のGT-rich regionは 知 られ て

い る ホ モ ポ リマ ー塩 基 配 列 とは異 な るが 、C-Gcn4P依 存 的 なL41-Q遺 伝 子 の 誘

導 に にお い て 同様 な機 能 を持 って い るか も知 れ な い。

C. maltosaに お い て ア ミ ノ酸 合 成 の普 遍 的 制 御 及 び 、L41-Qs遺 伝 子 の発 現 誘

導 によ るCYH誘 導 的耐 性 化 にお いて 、転写 活 性 化 因子 と して の機 能 をC-Gcn4p

が 担 って い る こ とは 明 らか に な っ た。S. cerevtsiaeに お いてGcn4pは そ の機 能

が 必 要 で は な い時 、Pho85pに よ りGcn4pの165番 目のス レオ ニ ン残 基 が リン

酸 化 され 、SCFcdc4 ubiquitin ligase依 存 的 にす ば や く分解 さ れ る こ とに よ り、 低

い レベ ル で 維 持 され て いる(Meimoun et al. 2000)。 ヒス チ ジ ン飢 餓 条件 下 にお い

てPho85pに よ るGcn4pの リン酸化 が抑 制 され る こ ともGcn4pの 発 現 量 増 加 の

1つ の メ カニ ズ ムで あ るが 、CYH添 加 によ って もGcn4pの リン酸化 が抑 制 され

る ことが 知 られ て い る(Meimoun et al. 2000)。C. maltosaに お け るCYH添 加 後 の

C-Gcn4p合 成 の誘 導 及 び 、 分解 経路 の解 明 は非 常 に興 味 深 い ことで あ り、 今 後

の更 な る解 析 が 期 待 され る。 また 、CYH添 加 後 のC-GCN 4mRNA量 は4倍 も

上 昇 して い るの に対 して 、転 写 制御 をそ の ま ま反 映 して いる と考 え られ るuORF

を す べ て つ ぶ した 変 異 型C-GCN4-L4C4遺 伝 子 の β-galactosidase活 性 の 上 昇 は 低

い こ とか ら、CYH添 加 後 のC-GCN4遺 伝 子 の 制 御 機 構 は 転 写 、 翻 訳 レベ ル の み

で の 説 明 は 難 し く、 翻 訳 後 制 御 機 構 が あ る 可 能 性 が 考 え られ る 。S. cerevtsiaeに

お い てGcn4pと 相 互 作 用 す る 蛋 白 質 と してRNApolymerase II holoenzyme, TFIID,

Adap-Gcn5p coactivator複 合 体 、Mbflp coactivatorが 知 られ て い る(Drysdale et a1.

1998; Takemaru et al. l998)。CYH添 加 後 にC-Gcn4pに 結 合 、 ま た は 脱 離 す る 蛋

白 質 を 見 出 す こ と は 、CYH誘 導 的 耐 性 化 を 解 明 す る1つ の 方 法 で あ る と考 え 、



そ の検 討 を行 っ た 。Invtvoに お い てCYH添 加 後 にC-Gcn4pに 結 合 、 また は脱

離 す る蛋 白質 を取 得 す るた め 、C-GCN4遺 伝 子 の終 止 コ ドンの部 分 にProtein A

のIgG結 合 領 域 に基 づ くZ領 域 を挿 入 した コ ンス トラ ク トを作 製 した。 単 コ ピ

ー また は多 コ ピー ベ ク ター にのせ 、Cmaltosaに 導 入 した と ころ、 共 にCYHに

誘 導 的 耐 性 を示 した 。 そ こでz領 域 を利 用 してCYH添 加後 の 菌体 、 ヒスチ ジ

ン飢 餓 条 件 下 の 菌 体 よ りC-Gcn4pの 精 製 を試 み た が 精 製 は で き な か った(data

notshown)。 これ はC-Gcn4pのC末 端 につ けたZ領 域 が立 体 構 造 上IgGに 結 合

で き な い こ とが 考 え られ た 。 そ こで第2章 にお い て はS. cerevisiaeに お いて

GCN4遺 伝子 の 上流 に位 置 し、そ の発 現 制 御 に関 与 して い るGCN2遺 伝 子 の C.

maltoSaホ モ ロ グ とGcn4pの 活性 制御 に関 与す る 因子 と して 知 られ るS. cerevisiae

CPC2遺 伝 子 のC. maltosaホ モ ロ グ を取 得 し、 そ の機 能 の解 析 を行 った 。


