
第2章 C-GCN4遺 伝 子 の制 御 因子 の解 析

序

第1章 において も少 し触れ たが、真核細胞 にお いてeIF2α が リン酸化 される

ことによって細胞 内の蛋 白質 合成が抑 え られ る(第1章 序参 照)。 そのeIF2α

を リン酸化す るキナーゼ として以下の4種 類が知 られて いる。また、それ ら4

種類 のキ ナーゼ は保存 されたeIF2キ ナーゼ ドメイ ンを持 つが、それぞれ異なっ

た制御 ドメイ ンを持つ。

(1) HRI (heme-regulated inhibitor of translation)

HRIは 赤芽球細胞 にお いて もっともよく見 られ、ヘムの レベルが低 い条件

下 にお い て活 性 化 され る。 ヘ ム は 直接HRIに 結 合 し、キ ナー ゼ活 性 を 阻

害 す る(Chefalo et al. 1998)。 利 用 可 能 な ヘ ム が 少 な い とき にHRIは グ ロブ

リ ン蛋 白質 の合 成 を制 限 して い る と考 え られ て い る。

(2)PKR (double-stranded RNA-activated eIF2α kinase)

PKRは イ ンター フェロンによって誘導 され る。PKRのN末 端 には調節領

域 として2つ のdsRNA結 合 ドメイ ンが存在 し、 ここにウイルスRNAの

複製 中間体で ある二本鎖RNAな どが結合す る ことによ り活性化する(Patel

and Sen 1998)。 活性化酵素 は最初 に自己 リン酸化 反応 を触媒 し、それか ら

eIF2αを リン酸 化す る ことによってウイル スが感 染 した細胞 の蛋 白質合 成

を阻害す る、すなわち ウイルスの増殖 をくい とめる と考 え られている。

(3) PERK

小 胞 体 にunfolded蛋 白 質 が 蓄 積 す る と シ ャ ペ ロ ン の 発 現 が 誘 導 さ れ る

(Kaufman 1999)。 この経 路 をunfolded protein response (UPR)と 呼 び 、 キ ナ

ー ゼIRE1が 関 与 して いる こ とが知 られ て い る
。PERKはIRElと 相 同性

を有 す る膜 貫 通 型 キ ナ ー ゼ と して 同定 され た(Harding et al. 1999)。PERK

の制 御 ドメイ ン はIRElと 同様 に 小胞 体 側 に位 置 し、ERス トレス 条 件下

に お いて 細 胞 質 側 に存 在 す る キ ナ ー ゼ ドメイ ン を活 性 化 す る こ と に よ り



蛋白質合成を阻害する方向に制御 していると考えられている。

(4)Gcn2p

eIF2αキ ナ ー ゼGcn2pは 、GCN4 ORFの 翻 訳 上 昇 に必 要 とされ る因 子 と し

て酵 母S. cerevisiaeで は じめ て 同定 され た 。Gcn2pはeIF2α キ ナ ー ゼ ドメイ

ンのす ぐC末 側 に ヒス チ ジ ンtRNA合 成 酵 素 に類 似 した ドメイ ン を持 つ と

い う構 造 的特 徴 が あ る。 酵 母 で ア ミ ノ酸 飢 餓 条 件 下 で は ア ミ ノ酸 をチ ャー

ジ して い な いtRNAが 増 加 し、 このtRNAが ヒス チ ジ ンtRNA合 成 酵 素 に

類似 した ドメイ ン に結 合 す る こ とに よ って 隣接 す るキ ナー ゼ ドメイ ンが活

性 化 さ れ る と 考 え られ て い る(Hinnebusch 1997)。GCN2ホ モ ロ グ は

Nurospora crassa (Sattlegger et al. 1998)、 Drosophia melanogaster  (Santoyo et al.

1997; Olsen et al. 1998)、Caenorhabditis elegans、 哺 乳 動 物 (Sood et al. 2000)

にお いて も同定 されて いる。 これ らの ことはGCN2は  elF2α キ ナ ー ゼ フ ァ

ミ リー のなか で もっ ともよ く保存 されたキナーゼである ことを示唆 してい

るが、GCN2ホ モ ログの機能 につ いて はまだ明 らか にな っていな い。

第1章 においてC-Gcn4pはCYH耐 性 リボソー ム蛋 白質L41-Qs遺 伝子の転写

活性化 因子で ある ことが明 らか とな った。 また、C-GCN4遺 伝子 の発現 の制御

は ヒスチ ジン飢餓条 件下 にお いて は主 として翻訳 レベル にお ける制御機構 が強

く示唆 され たが 、CYH添 加後 のC-GCN4遺 伝子 の制御機構は転写 または翻訳 レ

ベル にお ける制御 のみの説明で は難 しく、翻訳後制御 の存在 の可能性 が考 え ら

れ た。

そ こで本章ではCYH添 加後 のC-GCN4遺 伝子 の制御機構 を明 らか にす るた

め に、GCN4遺 伝子 の翻訳制御 を調節 して いる eIF2αキナーゼ のGCN2遺 伝子

とGcn4pの 活性 を制御 している と考 え られて いるCPC2遺 伝子のC. maltosaホ

モ ログを取得 し、解 析 した。



2-2 材 料 と方 法

2-2-1 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 2-1に 示 し た 。 ま た 大 腸 菌 に 関 して は1-2-1に 述 べ

た菌 を使用 した。

2-2-2 培 地

1-2-2 に述 べ た 培 地 を使 用 した 。

2-2-3 プ ラ ス ミ ド

pUC-CGCN2D-----pUC119のSmaI部 位 に4.7kbpのC土GCN2遺 伝 子 の ほ ぼ 全ORF

を含 むXbaI-AflII断 片 を平 滑 末 端 化 し結 合 させ 、 構築 した。

pCGCN2::HIS5-----pUC-CGCN2DのXhoI-Bst1107I部 位 にC-HIS5を 含 むSalI断

片 を挿入 して構築 した。

pCGCN2::URA3-----pUC-CGCN2DのXhoI-Bst11071部 位 にC-URA3を 含 むXhoI

断片 を挿入 して構築 した。

2-2-4 C. maltosaの 形 質 転 換 法

1-2-6 に述 べ た方 法 に従 っ た。

2-2-5 サ ザ ン解 析 法

1-2-8 に 述 べ た 方 法 に 従 っ た 。

2-2-6 塩 基 配 列 決 定 法

1-2-9 に 述 べ た 方 法 に 従 っ た 。



Table 2-1



2-2-7 RNA回 収 法

1-2-12 に述 べ た 方 法 に従 っ た 。

2-2-8 ノ ー ザ ン解 析 法

1-2-13 に 述 べ た 方 法 に 従 っ た 。

2-2-9 β-galactosidase活 性 測 定

1-2-14 に 述 べ た 方 法 に 従 っ た 。



2-3 結 果

2-3-1 C-GCN2遺 伝 子 の 単 離

C.maltosaGCN2遺 伝 子 の一 部 の取 得 す るた め 、S.cereyisiae Gcn2pとN.crassa

CPC3とD.melanogaster DGCN2の 保 存 領 域 の1部 で あ るeIF2α キ ナー ゼ ドメイ

ン(キ ナ ー ゼ サ ブ ドメイ ンII-V)の 構 造 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. 2-1)。 保 存 領 域 の 比較 の 際 に3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S.cerevisiaeの ア ミ ノ酸 を優 先 的 に利 用 した 。PCR反 応 を行

っ た結 果 、約500bp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、Gcn2p、CPC3と 高 い相 同性 を示 した。 次 に500bp

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3つ の ク ロー ン(1-1、6-6、9-15)を 取 得 した。

3つ の ク ロー ンの塩 基 配 列 を決 定 した 結 果 、9-15はC.maltosa GCN2ホ モ ログ

の5'上 流 域 とN末 端 を コー ドす る部 分 を含 み 、6-6は 全ORFを 含 み 、1-1は キ

ナ ー ゼ ドメイ ン以 降 のC末 側 を コー ドす る領 域 を含 ん で いた(Fig. 2-2A)。9-15

と6-6の 重 な って い る部 分(2.7kbp)の 塩 基 配 列 は100%一 致 して い た た め 、9-15

は6-6の5'上 流側 を含 む こ とが 示 され 、 そ の遺 伝 子 をC-GCN2と 命 名 した(Fig.

2-2B)。

2-3-2 C-Gcn2p、 Gcn2p、 CPC3、 DGCN2、 mGCN2β の 比 較 解 析

C-GCN2遺 伝 子 よ り 推 定 さ れ たORFは1709ア ミ ノ 酸 か ら な り 、S.cerevisiae

Gcn2p(38% identity, 71% similarity)(Wek et al.1989)、N.crassa CPC3(27% identity,

61% similarity) (Sattlegger et al.1998)、D. melanogaster DGCN2(24% identity,56%

similarity) (Santoyo et al.1997; Olsen et al.l998)、mouse mGCN2β(25% identity,

58% similarity) (Sood et al.2000)と 全 長 に わ た り 高 い 相 同 性 を 示 し た 。

最 も高 い保 存 性 はキ ナー ゼ ドメイ ン にお いて 見 られ(C-Gcn2p637-1021番 目の

ア ミ ノ 酸)、 そ の ホ モ ロ ジ ー は そ れ ぞ れS. cerevisiae Gcn2p(4g% identity, 78%



Fig. 2-1
Alignment of the deduced amino acids sequences of the conserved region (kinase domain I-V)

from S. cerevisiae Gcn2p, N. crassa CPCs, and D. melanogaster DGCN2 (aligned with Clustal
X). Amino acids identical and conserved among all sequences are indicated by asterisks and dots ,
respectively. Designed forward and reverse primers to amplify a part of C-GCN2 are shown .



Fig. 2-2A Molecular organization of the C. maltosa C-GCN2 gene and cloned fragments.



Fig. 2-2B Nucleotide and deduced amino acid sequences of C-GCN2. The deduced amino
acid sequence is shown below the nucleotide sequence. A TATA box in the 5' flanking region
is indicated by bold letters.



Fig. 2-2B Continued
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Fig. 2-2B Continued



similarity)、N.crassa CPC3 (39% identity, 66% similarity)、D.melanogaster DGCN2

(37% identity, 70% similarity)、mouse mGCN2β (36% identity,69% similarity)で あ っ

た(Fig.2-3)。 このキ ナ ー ゼ ドメイ ンの 中 にお いて もサ ブ ドメ イ ン(I-XI)は 非 常

に高 く保 存 され て いた 。 また 、 サ ブ ドメ イ ンのVIとVIIIの 配 列 か らセ リン ・

ス レオ ニ ンキ ナー ゼ で あ る こ とが 予 想 され た 。C-Gcn2p は Gcn2p 及 び他 の ホ モ

ロ グ と同様 にサ ブ ドメイ ンIV-Vの 間 に130ア ミ ノ酸 の大 き な 間 隔 が見 られ た 。

C-Gcn2pはFig. 2-3に 太 字 で 示 して あ る よ うにRamirez et al.に よ ってeIF2α キ

ナ ーゼ の 特 徴 的 な ア ミ ノ酸 残基 と して 示 され た ア ミ ノ酸 残 基 を ほ とん ど含 ん で

いた(Ramirez et al.1992)。 これ らの こ とか らC-Gcn2pはGcn2p及 び 他 の ホ モ ロ

グ と同 様 にeIF2α セ リン ・ス レオ ニ ンキ ナー ゼ と して の機 能 を持 つ こ とが 考 え

られ る。

Gcn2p及 び 他 の ホ モ ロ グ の よ う にC-Gcn2pも キ ナ ー ゼ ドメ イ ン の す ぐC末 側

にHisRS様 ドメ イ ン を 持 っ て い た(C-Gcn2p 1031-1555番 目 の ア ミ ノ 酸)(Fig.2-3)。

HisRS 様 ド メ イ ン に お け る 保 存 性 はs.cerevisiae Gcn2p (38% identity,71%

similarity)、N.crassa CPC3(25% identity, 61% similarity)、D.melanogaster DGCN2

(22% identity,56% similarity)、mouse mGCN2β (23% identity,56% similarity)で あ っ

た 。Gcn2pのHisRS 様 ドメ イ ン は ク ラ スIIア ミ ノ ア シ ルtRNA合 成 酵 素family

と類 似 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ て い る(Ramirez et al.1992; Arnez et al. 1995; Wek et

al.1995)。 この ク ラス は3つ の モ チー フ に よ って 定 義 され て お り、C-Gcn2pに

もそ の よ うな モ チー フが 見 られ た(Fig.2-3)。 モ チー フ2はtRNAの ア クセ プ タ

ー ステ ム に結 合 す る こ とが で き
、Gcn2p の この領 域 の変 異 がin vitroに お い て非

チ ャー ジtRNAと の結 合 、ま た は ア ミ ノ酸飢 餓 条 件 下 にお け る細 胞 のGCN4 ORF

の翻 訳 制 御 を妨 害 す る こ とが 知 られ て い る(Wek et al.1995;Zhu et al.1996)。 そ

の他 にHisRS酵 素 はHistidine AとHistidine Bの2つ の配 列 を持 ち、 基 質 との結

合 を 促 進 す る機 能 を 担 っ て い る こ とが 報 告 され て い る(Arnez et al.1995)。

Histidine Bの 配 列(AAGGRYD)はHisRS酵 素 、C-Gcn2p、Gcn2p、CPC3、DGCN2、

mGCN2β の間 にお い て高 い保 存 性 を持 って いた 。そ れ とは反 対 にC-Gcn2p、Gcn2p、

CPC3、DGCN2、mGCN2β のHistidine Aの 配 列 は 、HisRS酵 素 と は似 て いな か



Fig.2-3 Mutiple sequence alignment of C .maltosa C-Gcn2p,S.cerevisiae Gcn2p,N.crassa
CPC3,mouse mGCN2b,and D .melanogaster DGCN2  (aligned with ClustalX).The N-(<<) and C-
terminal (>>) ends of the C-Gcn2p degenerated kinase , kinase domain, and HisRS-like domain are
indicated. Kinase subdomains (roman numerals) , HisRS motif 1-3,and Histidine A ,B are shown
above the alignment. The 11 eIF-2a kinase-characteric  amino acids pointed out for GCN2 by
Raminez et al.are indicated by bold letters .Identical  and conserved amino acids all among
sequences are indicated by asterisks  and dots,respectively.
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った 。Gcn2pに お いて もす で にHisRS様 ドメイ ン は ア ミ ノア シルtRNA合 成 酵

素 と して の 機 能 は な いの で は な い か と考 察 され て い るよ う に(Arnez et al. 1995)、

C-Gcn2pのHisRS様 ドメイ ン もア ミ ノア シルtRNA合 成 酵 素 と して の機 能 はな

い こ とが予 測 され る 。

2-3-3C-GCN2遺 伝 子 破 壊 株 のCYHま た は3-AT感 受 性

CYH誘 導 的 耐 性 ま た は ア ミノ酸 合 成 の普 遍 的制 御 にお け るC-Gcn2pの 機 能

を検 討 す るた め 、C-GCN2遺 伝 子 の破 壊 を試 み た 。Gcn2pの 機 能 の 中心 は キ ナ

ー ゼ ドメ イ ンで あ り
適HisRS様 ドメイ ンの モ チ ー フ2は そ の活 性 化 に関 与 して

い る こ とが報 告 され て い る こ とか ら(Wek et al. 1995; Zhu et al. 1996)、 遺 伝 子 破

壊 は キ ナ ー ゼ ドメ イ ン全 領 域 とHisRS様 ドメイ ンの モチ ー フ1,2を 含 む 領 域 の

破壊 を試 み た 。C-HISS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CHAu1株 のC-GCN2遺 伝 子 の破 壊 を行 っ た(Fig.2-4)。 得 られ た形 質 転 換

体 か ら全DNAを 調 製 し、 サ ザ ン解 析 を行 った。 そ の結 果 、CHAU1株 全DNA

をEcoT14で 消 化 したDNAに 対 す るサ ザ ン解 析 を、Fig.2-4A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2.5kbp付 近 のバ ン ドが 、

形 質 転 換 によ り1.35kbp付 近 に シ フ トした(Fig.2-4B)。 しか し、 もう1つ のC-

GCN2対 立 遺 伝 子 のバ ン ドが2.5kbp付 近 に残 っ て い た ため 、C-URA3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2.5kbp付 近 のバ ン ドが 、1.7kbp付 近 に シ フ トした形 質 転

換 体 を取 得 し、 このC-GCN2破 壊 株 を△C-GCN2株 と命 名 した(Fig.2-4B)。

△C-GCN2株 はYPD、 ウ ラ シル を含 む 最 少 培 地 にお いて 野 生型 株 と同様 な生

育 速 度 を 見 せ た(Fig.2-5,data not shown)。 こ の 結 果 はC-GCN2遺 伝 子 はC. maltosa

の 生 育 に は 必 須 で は な い こ と を 示 し て い る 。

△C-GCN2株 のCYHま た は3-ATに 対 す る感 受性 を検 討 した 結 果 、CYHを 含

む 最 少 培 地 で は野 生 型 株 と同 様 の 生 育 速度 でCYH誘 導 的耐 性 化 が 見 られ た が 、

3-ATを 含 む 最 少 培 地 にお いて は生 育 す る こ とが で きな か った(Fig.2-5)° この結

果 は適C-Gcn2pはC. maltosaに お いてCYH耐 性 化 を誘 導 す るた め に必須 で は な



Fig.2-4 Disruption of C-GCN2.  (A)Construction of the disrupted genes C-GCN2::HIS5 and
C-GCN2::URA3.  (B)Southern blot analysis of △C-GCN2mutant.  Genomic DNAs from the
strains were digested with EcoT14 and hybridized  with the labeled C-GCN2 DNA region indi-

cated in (A) as a probe. Lane 1,CHAU1 (wild-type);lane2,△C-GCN2-S1 (C-GCN2/c-gcn2);

lane3、 △C-GCN2-S2 (C-GCN2/c-gcn2); lane4,△C-GCN2(c-gcn2/c-gcn2).



Fig. 2-5 Effect of the addition of CYH or 3-AT on the growth of the  △C-GCN2  strain. Growth
on minimal agar medium: upper , no addition: middle  50μg/ml  CYH; lower 10mM 3-AT .
Strains were grown at  30℃  for 1 day (no addition)  or 2 days (CYH or 3-AT).



いが、 アミノ酸合成 の普遍的制御 にお いては必須 であるを示 している。

2-3-4 ヒ ス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 に お け る△C-GCN2株 のC-GCN4、C-HIS5 mRNA

レ ベ ル の 減 少

C. maltosa にお いてL41-Qs、C-GCN4遺 伝 子 の発 現 はCYH耐 性 化 す るの に必

要 で あ る。 そ こで △C-GCN2株 に お けるL41-Qs、C-GCN4遺 伝 子 の 発 現 につ い

て検 討 した と ころ 、CYH添 加後L41-Qs、C-GCN4遺 伝 子 の 転写 誘 導 は野 生型 株

と△C-GCN2株 と もに見 られ 、 また そ のmRNAレ ベ ル に違 い は見 られ な か った

(Fig.2-6)。C-HIS5 mRNAの 転 写 誘 導 もCYH添 加 後 の野 生 型株 と△C-GCN2株 に

お い て そ のmRNAレ ベル の違 い は見 られ な か った(Fig.2-6)。 ま た 、野 生 型 株 に

お いて はCYH添 加 後 で はC-GCN2 mRNAレ ベ ル の上 昇 が見 られ た(Fig.2-6)。

ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお いてC-HIS5、C-GCN4遺 伝 子 の 転写 が誘 導 され る

こ と は 先 に述 べ た が(Mutoh et al. 1999)、 ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお いて △C-

GCN2株 のC-HIS5、C-GCN4遺 伝 子 のmRNAレ ベル は野 生型 株 と比較 して減 少

して い た(Fig.2-7)。 また 、 野 生 型株 に お い て3-AT添 加 後 のC-GCN2 mRNAレ

ベ ル の上 昇 がCYH添 加後 と同様 に見 られ た(Fig.2-7)。 これ らの結 果 はC-GCN2

遺 伝 子 はCYH添 加後 で はCYH誘 導 的耐 性 化 に必 要 と され るL41-Qs、C-GCN4

遺 伝 子 の発 現 誘 導 に影 響 を与 えな いが 、3-AT添 加 後 で は 生育 す る の に必 要 とさ

れ るC-HIS5、C-GCN4遺 伝 子 の 発 現 に影 響 を及 ぼす こ とを示 して い る。

2-3-5 △C-GCN2に お け るC-GCN4 ORFの 翻 訳

第1章 で も示 した よ うに3-AT添 加 後C-GCN4遺 伝 子 は主 に翻 訳 レベ ル で 制

御 され て い る と考 え られ る。 ま た 、 ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお け るGCN4遺 伝

子 の 発 現 はGcn2pに よ り翻 訳 レベ ル で 制 御 され て い る(Hinnebusch 1997)。C.

maltosaに お いて もS. cerevisiaeと 同 様 にC-GCN2遺 伝 子 がC-GCN4遺 伝 子 の発

現 を 翻 訳 レベ ル で 制御 して い る 可 能 性 が 考 え られ た 。△C-GCN2株 と野 生 型 株

にC-GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 を導 入 し、 β-galactoSidase活 性 を測 定 した 。 そ の結

果 、野 生型 株 にお いて3.AT添 加 後4時 間 で のC-GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 の β-



Cycloheximide

Fig. 2-6 Effect of C-GCN2 disruption on C-GCN4 , C-HIS5, and L41-Qs mRNA levels after the
addition of CYH. Total RNAs  were prepared from the yeast strain CMT101  (wild-type) or △C-

GCN2. The cultures were  grown in minimal medium with adenine.  50μg/ml CYH was added at

time zero. mRNA amounts  were equalized in parallel  with the use of constitutively expressed
ACTI gene.



Histidine starvation

Fig. 2-7 Effect of C-GCN2 disruption on C-GCN4, C-HIS5 , and L41-Qs mRNA levels after the
addition of 3-AT. Experimental procedures were the same as those described for Fig. 2-6 exept
for the addition of 10mM 3-AT instead of 50μg/ml CYH.



galactosidase活 性 値 は3-AT添 加 前 の20倍 の 上 昇 を示 した。 △C-GCN2株 にお い

てC-GCN4-LAC4融 合遺 伝 子 のβ-galactosidase活 性 は非 ス トレス条 件 下 で 減 少 し、

3-AT添 加 後4時 間 の△C-GCN2株 にお け るβ-galactosidase活1生 値 は野 生 型株 と比

較 して60分 の1を 示 した。また 、△C-GCN2株 にお いて 測 定 され たβ-galactosidase

活 性 値 は 非 ス トレス 条件 と ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 の 間 で ほ とん ど違 い は見 られ な

か った(Fig.2-8)。 これ らの 結果 か らC-GCN2遺 伝 子 は ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 に

お けるC-GCN4ORFの 翻 訳 抑 制 の解 除 に必 要 で あ る こ とが 示 され た 。

また 、野 生 型株 にお けるCYH添 加 後4時 間で のC-GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 の

β-galactosidase活 性 値 はCYH添 加 前 の1.6倍 の上 昇 を示 した 。CYH添 加 後4時

間 の△C-GCN2株 にお けるC-GCN4-LAC4融 合遺 伝 子 のβ-galactosidase活 性 値 は

野 生型 株 のβ-galactosidase活 性 値 の40%で は あ る が 、CYH添 加 後 △C-GCN2株 に

お い て測 定 され たβ-galactosidase活 性 値 はCYH添 加 前 の活 性 値 の2.7倍 を示 し

た(Fig-2-8)。 これ らの結 果 はCYH添 加 後 のC-GCN4ORFの 翻 訳 に もC-GCN2

遺 伝 子 は影 響 を与 え るが そ の影 響 は 小 さい こ とが示 唆 され た 。

2-3-6C-CPC2遺 伝 子 の 単 離

S.cerevisiaeに お いてCpc2pがGcn4pの 活 性 を制御 して い る こ とが 示唆 さ

れ て い る(Hoffmann et al.1999)。 ま た 、Cpc2pは リボ ソー ム40Sサ ブユ ニ ッ トに

非 常 に 強 く結 合 して い る蛋 白質 で あ る こ とが 報 告 され て い る(Washburn et al.

2001)。C.maltosaに お いて もCpc2pホ モ ロ グがC-Gcn4pの 活 性 を制 御 し、CYH

誘 導 的 耐性 化 に貢 献 して い る可 能 性 が 考 え られ た。 そ こでC.maltosaに お け る

CPC2遺 伝 子 の ホ モ ロ グ を取 得 す る た め 、S.cerevisiae Cpc2p(Hoffmann et al.

1999)、N.crassaCPC2(Muller et al.1995)、rat RACK1p(Imai et al.1994)のN末

とC末 の 保 存 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. 2-9)。 また 、保 存 領 域 の 比 較 の 際 に3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 同 じ酵 母 類 で あ るS.cerevisiaeの ア ミ ノ酸 を優 先 的 に利 用 した。PCR反 応

を行 い、 約1.1kbpのPCR産 物 を得 た 。 また このPCR産 物 の塩 基 配 列 よ り予想



Fig. 2-8induction of C-CCN4-LAC4 fbsion gene after the addition of CYH or 3-AT in the
△C-GCN2 and wild-type strains , Expression of aC-GCN4-LAC4 fusion gene was measured in
the s1rain CMT101(wt)and  △C-GCN2(△) after the addltion of 50μg/m1  CYHor l0mM3-
AT. Cells were cultivatd in minima1  medium.Values  represent the average of at leas three
independent measurements,80



N-terminus

C-terminus

Fig. 2-9

Alignment of the deduced amino acids sequences of N- and C -teuminus from S. cerevisiae
Cpc2p,  N. crassa CPC2, and rat RACK1p  (aligned with Clustal X). Amino acids identical and
conserved among all sequences are indicated by asterisks and dots , respectively. Forward and
reverse primers designed to amplify a part of C-CPC2 are shown .



され た ア ミ ノ酸 配 列 は 、Cpc2p, CPC2, RACK1pと 高 い相 同性 を示 した 。 次 に こ

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. maltosa CPC2ホ モ ログ を取 得 し、 全 塩 基

配 列 を決 定 しC-CPC2と 命 名 した 。

C-CPC2遺 伝 子 が コ ー ドす る 蛋 白 質 は 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 が318ア ミ ノ

酸 か ら な り(Fig.2-10)、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル に お い てS. cerevisiae Cpc2P(68% identity,

90% similarity),N. crossa CPC2(63% identity,90% similarity),rat RACK1p (58%

identity, 86% similarity)と 全 長 に わ た り高 い 相 同性 を 示 し た 。 ま た 、 他 のGβ-like

protein同 様 に7回 のWD repeatが 見 られ た(Fig.2-11)。 ま た 、S. cerevisiae CPC2

ORFとN. crassa cpc-2 ORFに は1カ 所 イ ン トロ ン が 存 在 し て い る 。C-CPC2 ORF

に お い て も 同 様 の 位 置 に イ ン ト ロ ン の コ ン セ ン サ ス 配 列 で あ る5'-GTATGT-

TACTAAC-YAG-3'が 見 られ た(Fig.2-10)。

CYH誘 導的耐性 にお けるC-Cpc2pの 機能 を検討するため、C-CPC2遺 伝子の

破壊 を試 みた。現在 まで1重 破壊株 が得 られ ているが、CYH感 受性 に関与 して

い る表現型 は得 られ ていな い。 しか しなが ら、サザ ン解析 の結果 よ りC-CPC2

遺伝子 はC. maltosa内 に2コ ピー存在する ことが示 唆されたため、2重 破壊株

を取得 し、検 討す る必要がある と考 え られ る。



Fig. 2-10 The nucleotide and deduced amino acid sequences of C-CPC2. Initiation and
termination codons are indicated by white letters. The predicted intron is underlined, and
boxes in the intron show the consensus sequences for splicing in C. maltosa. A potential
TATA box is indicated by bold letters.



Fig. 2-10 Continued



Fig. 2-11 Amino acid sequences comparison between C-Cpc2 and Gβ-like proteins from

other organisms. The deduced amino acid sequences of C. maltoSa C-Cpc2p was compared

with other Gβ-like proteins, including S. cerevisiae Cpc2p, N.crassa CPC2 , and rat

RACKlp. The protein alignment was perfbrmed with Clustal X. Identical and conserved

amino acids in all sequences are indicated by asterisks and dots, respectively . Seven WD

repeats are indicated by bold letters.



2-4 考 察

GCN2キ ナ ーゼ は 哺乳 動 物 か ら酵 母 まで の 真核 生物 にお いて 同定 され て い る。

そ れ ぞ れ のGcn2pホ モ ロ グ にお いて3つ の ドメイ ン (degenerated kinase domain,

kinase domain, HisRS-like domain) は よ く保 存 され て い る。C. maltosa C-GCN2遺

伝 子 か ら推 定 され るC-Gcn2pに お いて も これ らの3つ の ドメイ ン には高 い保 存

性 が 見 られ 、類 似 した機 能 を持 つ こ とが 予 想 され た。す な わ ち 、C-Gcn2pはGcn2p

と 同様 に ア ミ ノ酸 合 成 の普 遍 的 制 御 に関 与 して い る可 能性 が考 え られ る。 実 際

にC.maltosaの ア ミ ノ酸 合 成 の 普 遍 的 制御 を行 って い る と考 え られ るC-GCN4

遺 伝 子 の 翻 訳 制 御 が△C-GCN2株 にお いて ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 で 解 除 され な

か った こ とか らも(Fig. 2-8)、C-Gcn2pはGcn2pと 同様 に ア ミ ノ酸 合 成 の普 遍 的

制 御 を担 う 因子 の1つ で あ る と考 え られ る 。

C-GCN2遺 伝 子 の 破壊 は キ ナー ゼ ドメイ ン の全 領 域 とHisRS様 ドメ イ ンの機

能 に必 須 と され るモ チ ー フ2を 含 む領 域 を欠 失 させ る型 で行 い 、C-GCN2全ORF

の 遺 伝 子 破 壊 で はな か った が 、S. cerevisiaeの 完 全 破 壊 株 同様 に△C-GCN2株 は

3-ATに 対 して 感 受 性 を示 し(Fig. 2-5)、 また ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお いて そ の

下 流 に存 在 す る と考 え られ るC-GCN4 ORFの 翻 訳 抑 制 の解 除 が 起 こ らな か っ た

ことか らも(Fig. 2-8)、 破 壊 によ り完全 に機 能 を欠 失 した ことが 想定 され る。

S. cereviSiaeで は ヒスチ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお い てGcn2pがeIF2α を リン酸 化 し

た 結 果 、GCN4 ORFの 翻 訳 が 上 昇す る(Hinnebusch 1997)。C. maltosa △C-GCN2

株 で は ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお い てC-GCN4遺 伝 子 の転 写 レベ ル の 上 昇 が見

られ た が 、C-GC丼4-LAC4融 合遺 伝 子 の β-galactosidase活 性 の 上 昇 は見 られ なか

った(Fig. 2-7, -8)。 また1章 で述 べ た よ うにC-GcN4 ORFの5'上 流 に存 在 す る

uORFは 翻 訳 抑 制 に関 与 して い る こ とか ら も、C. maltosa C-GCN4遺 伝 子 とS.

cerevisiaeGCN4遺 伝 子 の 間 に は ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお いて は 同様 な 翻 訳 制

御 機 構 が 働 いて い る と考 え られ る。

C-GCN4遺 伝 子 の転 写 誘 導 はCYH添 加後 、野 生型 株 と△C-GCN2株 の どち ら

にお いて も見 られ た(Fig. 2-6)。 また3-AT添 加 後 で は△C-GCN2株 にお いて は野



生型株 に比べてその転写誘導 レベルは減少 して いたが 、それぞれの株において

転 写 誘 導 が確 認 さ れ た(Fig. 2-7)。 N. crassaに お い てGCN2ホ モ ロ グ のcpc-3遺

伝子破壊株ではヒスチジン飢餓条件下において GCN4ホ モ ロ グのcpc-1遺 伝 子

の転写誘導 レベルが野生型株 に比べ減少す る ことが知 られ、CPC3に よ るcpc-1

遺 伝 子 の未 知 の転 写 制 御 機 構 が存 在 す る と考 察 され て い る(Sattlegger et al. 1998)。

C. maltosa にお いて もヒスチ ジン飢餓 に応答す る機構 に関 しては、C-GCn2Pが

C-GCN4遺 伝 子 の 転 写 をN. crassa  と類似の機構 で制御 している可能性が考えら

れ る 。

CYH添 加 後 、 野生型株 と△C-GCN2株 はともにCYH誘 導的耐性化 を示 し、

また耐性化 に要する時間が同じであることか らCYH誘 導的耐性化機構 にはC-

GCN2遺 伝子 は必須で はな いと考え られる。 C. maltosaがCYH添 加後 耐 性 化 す

るのにはC-GCN4遺 伝子 が必須で あるので、CYH誘 導 的 耐性 化 にお け るC-Gcn2p

の寄与 は大き くな く、 C-Gcn2p 非依存的なシグナル伝達系路の存在の可能性が

考 え られ る。

1章 で も 述 べ た よ う にS. cerevisiae にお いてUV照 射 または グル コース飢餓 に

応 答 したRas/cAMP 経 路 がGcn4p の転写活性を調節すること報告 されている

(Engelberg et al. 1994; Marbach et al. 2001)。
C. maltosaに お い てCYH添 加 後C-

Gcn4pの 活 性 もS. cerevisiae のようにRas/cAMP経 路 な どの他 の経路で制御 され

て いる可能性 が考 え られる。 さ ら にS. cerevisiae にお いて グル コース飢 餓条件

下 ではア ミノ酸飢餓条件下 の場合 と同 じようにGcn2p依 存 的にGCN4 ORFの 翻

訳 レ ベ ル が 上 昇 す る が(Yang et al. 2000)、 Gcn4pに よって転写制御 されて いる

HIS4遺 伝子 の発現 の上昇が見 られ ない ことよ りGcn4p の転写活性化能を制御

して い る 因子 が存 在 し、Gcn4pは 翻 訳 後 にそ の活 性 制 御 が 行 わ れ て い る と考 え

られ て い る(Marbach et al. 2001)。1章 で も述 べ た がC. maltosaで はCYH添 加 後

1時 間でC-GCN4 mRNAレ ベ ル がCYH添 加 前 の4倍 ま で増 加 して いた が 、C-

GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 のβ-galactosidase活 性 はCYH添 加 後4時 間 で もCYH添

加 前 の1.3倍 しか 上 昇 しな か った 。 またCYH誘 導 的 耐 性化 に要す る時 間 は野 生

型 株 と△C-GCN2株 の間 で は ほ ぼ 同 じで あ る こ と、CYH添 加 後4時 間 の△C-GCN2



株 にお け るC-GCN4-LAC4融 合 遺 伝 子 のβ-galactosidase活 性 は野 生 型株 の40%を

示 して い た が 、CYH添 加 後 に野 生型 株 と△C-GCN2株 の 間 で誘 導 され るL41-Qs

mRNAレ ベ ル は 同 程 度 で あ っ た こ と よ り(Fig. 2-6,-8)、C. maltosaに お い て もS.

cerevisiaeと 同 様 にC-Gcn4pの 転 写 活 性 化 能 を制 御 す る 因子 が 存 在 し、翻 訳 後

の活性制御が行われている可能性が考えられる。

翻 訳 後 の活 性 制 御 に関 す る 有 力 な 因 子 と してs. cerevisiaeのCpc2pが 知 られ

て いる。CPC2遺 伝子の欠失はGCN4遺 伝子の翻訳制御機構 に関係な く特 異的

にGcn4p依 存的な転写 を上昇 させ る ことか ら、Gcn4pの 活性 を制御 して いる因

子 と考 え られ て い る(Hoffmann et al. 1999)。 ま た 、Cpc2p及 び 哺 乳 細 胞Cpc2pホ

モ ロ グで あ るRACK1pは 、 リボ ソー ム の40Sサ ブユ ニ ッ トに非 常 に強 く結 合 し

て いる ことも知 られ てい る ことか ら、翻 訳の効率 に関与 して いる ことも推測 さ

れ 、CYH誘 導的耐性化 との関連性が推 察 される。C-CPC2遺 伝子が コー ドする

と推 測 さ れ る ア ミ ノ酸 配 列 は は 、S. cerevisiae Cpc2p、N. crassa CPC2、rat RACK1p

と相同性 が高い。真核 生物 にお いてWDリ ピー トと呼 ばれるモジュール の存在

が知 られてお り、約40前 後のア ミノ酸か らな り、そ のモ ジュールは2つ のβシ

ー トか らな る 。 そ の終 わ りに はTrp-Asp (WD)の ア ミ ノ酸 配 列 が 見 られ る。C-

Cpc2p, Cpc2p, CPC2, RACK1pの い ず れ もWDリ ピー トを含 む 蛋 白質 で あ る。 共

通 の 構 造 的 特 徴 を持 つC-Cpc2pもCpc2p, CPC2, RACK1pと 同様 な 機 能 を持 つ こ

とが 考 え られ る。 今 後 、C-Cpc2p の 局在 が 明 らか に し、 さ らにはC-CPC2遺 伝

子破壊株 のCYH感 受性、C-GCN4遺 伝子 との関与 を検討 を行 えばC-Cpc2pの

CYH誘 導的耐性化への関与が明 らかになる と思われ る。



第3章 Candida maltosaに お け る 新 規 の リ ボ ソ ー ム 会 合 蛋 白 質Ray38p

(ribosome-associated protein of yeast)の 単 離 と 解 析

3-1 序

酵 母Candida maltosaの シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド(CYH)耐 性 は 、CYH耐 性 型Q-type L41

リボ ソーム蛋 白質が誘導 される ことにある。 また、CYHの 唯一の標 的 として知

られて いるの もリボ ソームで あ り、それ がCYH耐 性化への 中心的な役割 を果

た している可能性 は非常 に高い。 さ らにCYHはrRNAに 結合 し、そ のrRNA

への結合部位 はL41リ ボソーム蛋 白質 とrRNAが 相互作用 している部位で ある

と言 わ れ て いる(Cannon et al.1994)。 そ こでCYH非 存 在 下 と存 在 下 にお け るそ

れそれ の リボ ソーム のプ ロテイ ンプロフ ァイ ルの比較検 討 を行 う ことによ り、

CYH耐 性化に関与する因子が見出される可能性が考えられた。当研究室の武藤

は、C.maltosaの 野 生 型IAM12247株 の リボ ソー ム 画 分 か らCYH添 加 に よ り消

失 す る38kDaの 蛋 白質 が あ り、そ の蛋 白質 はQ-type L41の 誘 導 に よ るCYH耐

性化に伴 いリボソーム画分 に再び出現 してその蛋白質の量を回復することを見

出 した 。 そ して そ の 蛋 白 質 を精 製 し コ ー ドす る 遺 伝 子 を取 得 し、RAY38

(ribosome-associated protein of yeast)と 命 名 し た 。 ま たRAY38の コ ー ド す る 蛋 白

質Ray38pは セ リ ン ・ス レオニ ン リン酸 化 蛋 白質 で あ り、CYH添 加 後 そ の ス レ

オニ ン残 基が高 リン酸化 され る ことを明 らか に して いた。 しか しなが ら、主 に

一次元 電気 泳動 によって リボソームか らのRay38pの 脱離 反応 を確認 していた

こと、RAY38遺 伝子 破壊株 における詳 しい解析が行われていなかった ことよ り、

Ray38pの 機 能 に つ い て は 明 らか に な って いな か った 。

本 章では、武藤 によって見出 されたRay38pの リボソームか らの脱離 を二 次

元電気泳動 、ウエスタ ン解析で確認 し、その機能解析 について検討 した。



3-2 材料 と方 法

3-2-1 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 3-1に 示 し た 。 ま た 大 腸 菌 に 関 し て は1-2-1に 述 べ

た菌を使用 した。

3-2-2 培 地

1-2-2 に述 べ た 培 地 を使 用 した。

3-2-3 プ ラ ス ミ ド

pUC-RAY38-pUC19のXbaI-EcoRI部 位 に2.9 kbpのRAr38a遺 伝 子 を 含 む

XbaI-EcoRI断 片 を結 合 させ 、構 築 した。

pRAY38::HIS5-pUC-RAY38のRAY38a遺 伝 子 部 分 のHindIII-HpaI部 位 にC-

HIS5を 含 むSalI断 片 を挿入 して構築 した。

pRAY38::URA3-pUC-RAY38のRAr38a遺 伝 子 部 分 のHindIII-HPaI部 位 にC-

URA3を 含むXhoI断 片 を挿入 して構築 した。

3-2-4 リボ ソ ー ム、S-100画 分 の 調 製 法

前 培養 して お いた 菌体 をYPD培 地 に1%植 薗 し、30℃ で1.0 OD660 まで 培 養

した 菌体 を(最 終 的 にin vitro翻 訳 系 を行 う時 に は少 な くと も300mlス ケ ー ル

の培 養 か らの 菌体 が 必 要 とな る。)に 氷 を入 れ て急 冷 し、3,000g,5minの 遠 心

で集 菌 し上清を捨 てた後 、氷水で洗浄 して3,000g,5min遠 心 し上清 を捨て た。

さ ら にそ の後 、あ らか じめ 冷 や してお いたAbufferで 菌 体 を洗 浄 した後 、5,000g,

10min遠 心 して上 清 を捨 て、菌体 を液体窒素 にて急速 に凍結 して-80℃ で使用

時 まで保存 した。4℃ 下でそ の菌体 をあ らか じめ冷や してお いた乳鉢 によ り菌



Table 3-1



体 と等 量 の 海 砂(ナ カ ライ)と 共 に マ イ ル ドにつ ぶ した 。 菌 体 が ペー ス ト状 に

な った ら4℃ に冷 や したB bufferを 適 量 加 え 、 乳 鉢 か らシー ラム チ ュー ブ に移

し、1,500g,20sec,4℃ の遠 心 で軽 く海 砂 、破 砕 され て い な い菌 体 を落 と した後 、

上 清 を700g,20min,4℃ 遠 心 し、 さ らにそ の 上清 を30,000g,30min,4℃ 遠 心 し

て そ の 上 清 をS-30画 分 と した。 このS-30画 分 にKC1を 加 えて 最 終 濃度0.5M

と して か ら100,000g,4.5h,4℃ 遠 心 した 上清 を一 晩C buffer中4℃ で透 析 しS-

100画 分 と した 。100,000gの ペ レ ッ トは 、AbufferにPMSFを 適 当 量加 え た溶

液 に浸 し、一 晩 氷 中 にて 溶 解 し粗 リボ ソー ム 画 分 と して用 い た 。 そ の 後 、 最 終

濃度0.5Mと な る よ うにKCl、0.8%(v/v)と な る よ うにTriton X-100(ナ カ ライ)

を加 え て 、45,000g, 20min,4℃ 遠 心 し不溶 物 を落 と し、そ の上 清 を100,000g,4.5

h,4℃ 遠 心 し、得 られ た ペ レ ッ トを再 びAbufferにPMSFを 適 当量 加 えた 溶 液

に浸 し、 一 晩 氷 中 にて 溶 解 し、 さ らに精 製度 の 高 い精 製 粗 リボ ソ ー ム画 分 と し

た 。 また 、 二 次 元 電 気泳 動 な ど さ らに精 製度 の 高 い リボ ソー ム が必 要 な とき に

は、 得 られ た ペ レ ッ トをD bufferに 溶解 し、13PAチ ュー ブ(日 立)にD buffer

に よ り調 製 され た5ml 20%,(w/v)sucroseと5ml 5%,(w/v)sucroseに お ける不 連

続 シ ョ糖 密 度 勾 配 溶 液 に リボ ソー ム を重 層 して 、RPS-40Tロ ー タ ー(日 立)を

用 いて 、150,000g, 8h,4℃ で遠 心 し、ペ レッ トをA bufferにPMSFを 適 当量 加

えた 溶 液 で 溶 解 し、washedリ ボ ソー ム 画 分 と した。

A buffer-50mM Tris-HCI (pH7.6), 30mM KCl, 10mM MgCl2, 10mM β-

mercaptoethanol, 10% glycerol

B buffer-A buffer, 2mg/ml bentonite, 1mM PMSF, 1mM NaN3

C buffer-10mM Tris-HCI (pH7.6), 10mM MgCl2, 10mM β-mercaptoethanol, 25%

glycerol

D buffer-10mM Tris-HCI (pH7.6), 500mM NH4C1, 100mM Mg(CH3COO)2, 5mM

β-mercaptoethanol

3-2-5in vitro翻 訳 系



上記 の方法で得 られ たS-100画 分、粗 リボソー ム画分(Triton X-100に よる

処 理は、サ ンプル間の ロ ッ ト差 を大き くす る ことが予備的 な実験 によ り分か っ

ているので省 いて いる)ま たその他in vitro翻 訳系 に必要な もの を以下 に示す

量用いた。

リ ボ ソ ー ム,1.0 OD260; S-100画 分,40μg; Mixture l,25μ1; poly (U) solution 200

OD260(透 析 膜UC8-32-25(三 光 純 薬)で10mM Tris-HCIに 対 し て 透 析 後 用 い る 。),

5μ1; Phe-tRNA (sigma) 20 OD260,2.5μ1

これ らを全 量 で90μ1に し氷 冷 中で 素 早 く混 和 し、遠 心 した後 、14C-phe(モ

ラベ ッ クMC262,37 MBq/ml)を10μ1混 和 して 、30℃ で イ ンキ ュベ ー トしな が

ら経 時 的 に ろ紙(Whatman 3MM)に20μ1程 度 ス ポ ッ トした。この ろ紙 を3.75%過

塩 素 酸 中で15 min煮 た後 、氷 冷0.2 M HC1で 洗 浄 し、 これ を2回 繰 り返 した 後 、

氷 冷 エ タ ノー ル で 洗 浄 し、 完 全 に乾 燥 させ た後 、液 体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン

ター に よ りdpmを 計測 した 。

Mixture 1-200mM Tris-HC1 (pH7.6), 160mM KC1, 32mM Mg (CH3COO2)2, 5.5

mM ATP, 0.67 mM GTP, 20 mM  β-Mercaptoethanol, 2 mM Dithiothreitol, 4 mM

Spermidine,  10%  Glycerol

3-2-6 SDS-ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 法

1-2-16に 記 述 した 通 りに行 っ た。

3-2-7ウ エ ス タ ン 解 析 法

メ ン ブ レン フ ィル タ ー と してHybond-C (Amersham)を 用 い 、蛋 白質 の トラ ン

ス フ ァー はTransfer buffer中 にお いて20mA, 12h, 4℃ の 条 件下 で 行 った 。PBS

で 蛋 白質 が ブ ロ ッ トされ た メ ンブ レ ン を軽 く洗 っ た後 、5%ス キ ム ミル ク と0.1%

tween 20を 含 むPBSで 室温 、lhブ ロ ッキ ン グ した。 そ の後0.5%ス キ ム ミル ク

を含 むPBSで 抗Ray38抗 体 を5,000倍 に希 釈 して メ ンブ レ ンに加 え 、室温 で1h

振 と う した。0.5%tween20を 含 むPBSで メ ンブ レン を5min,3回 洗 った後 、二



次 抗 体 のCAPPEL (55676) (Organon Teknika Corp.)を0.5%ス キ ム ミ ル ク を含 むPBS

で5000倍 希 釈 して メ ン ブ レ ン に 加 え 、 室 温 で1 h振 と う し た 。 そ の 後 再 度0.5%

tween20を 含 むPBSで メ ン ブ レ ン を5min,3回 洗 っ た 後 、ECL Direct System

(Amersham)を 用 い て シ グ ナ ル を 検 出 した 。

Transfer buffer-25mM Tris-HCl (pH8. 3), 0.15M glycin, 20% methanol, 0.1% SDS

PBS-10 mM Na 2 HPO 4, 10 mM NaHPO 3, 150 mM NaCl

3-2-8 二 次 元 電 気 泳 動 法(radical-free and highly reducing method) (Wada 1986)

リボ ソー ム蛋 白質 な どの塩 基 性 蛋 白質 の分 離 に適 して い る二 次 元 電 気 泳 動 法

3-2-8-1 泳 動 サ ン プ ル の 調 製

15 OD 260 washedリ ボ ソ ー ム にMg (OAc) 2最 終 濃 度100mMに な るよ う に加 え 、

さ ら に等 量 の 酢 酸 を加 え 、4℃ で1時 間 振 と う した。15,000rpm, 30min, 4℃ で

遠 心 し、上 清 を捨 て 、上清 の5倍 量 の アセ トン を加 え て-80℃, 30 min冷 却 した 。

そ の後4, 500 rpm, 1 h, brake Oで 遠 心 し、 す ぐに アセ トンを捨 て 、壁 面 を綿棒 で

ふ き取 り、 ペ レ ッ トをdry upし 、-20℃ で 使 用 時 まで保 存 した。 使 用 時 には 、

凍 結 した リボ ソ ー ム蛋 白質 を8 M尿 素 、0.2M β-mercaptoethanol (β-ME)に 溶 か

し、40℃,30minイ ンキ ュベ ー トして シ ス テイ ン残 基 を還 元 し、1/50容 のO-D

buffer (50x)と 泳 動 マー カー と して1/30容 の0.5%ピ ロニ ン-G, 0.5%ア ク リジ ンオ

レン ジ を加 えて 、電 気 泳 動 を行 った 。

O-D buffer (50x)-60ml 5N KOH, 18.5ml氷 酢 酸 を 蒸 留 水 で500mlに す る 。

3-2-8-2 ゲ ル の 作 製

0次 元

0次 元 専 用 ゲ ル 板 を組 み 立 て 、 ゲ ル ス ペ ー ス に1/200容 の10% APS (75μl)を

加 え た0-Dgel 溶 液15mlを 加 え 、 素 早 く 少 量 の 水 を 上 乗 せ し 、7.5cm x 7. 5cm x



5mmの ゲル を作製 した(3時 間程度所要、但 し室温 によって変わ る)。

0-D gel溶 液-360g尿 素,80gア ク リル ア ミ ド,1.34g N, N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク

リル ア ミ ド,3ml TEMED, 20ml O-D buffer (50x)を 蒸 留 水 で1000mlに し 、 さ ら

に120g尿 素 を 加 え る 。

1次 元

左 右 のvesselと 接 す る部 分 を防 水 テ ー プ で ふ さぎ 、ゲ ル ス ペ ー ス に1/200容

の10% APS (300μl)を 加 えた1-D gel溶 液60mlを 加 え 、 泡 が残 らな いよ う にふ

た を 閉 めて 、5mm x 1cm x 16cmの ゲ ル を6本 作 製 した(3時 間 程 度 、但 し室

温 に よ って 変 わ る)。

1-D gel溶 液-360g尿 素,80gア ク リル ア ミ ド, 1.34g N, N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク

リル ア ミ ド,3ml TEMED, 250ml 1-D buffer (4x)を 蒸 留 水 で1000mlに し、 さ ら

に120g尿 素 を 加 え る 。

2次 元

ゲル 板 を組 み立 て 、 ゲル スペ ー ス に1/30容 の10% APS (2ml)を 加 えた2-D gel

溶 液60mlを ゲル 板 に注 ぎ、直 ち に コー ム をゲ ル板 に平 行 に7mm程 度 差 込 み16

cm x 16cm x5mmの ゲ ル を作 製 した(3時 間程 度 、 但 し室温 に よ って 変 わ る)。

2-D gel溶 液-360g尿 素,180gア ク リル ア ミ ド,5.0g N, N'-メ チ レ ン ビ ス ア ク

リル ア ミ ド, 5.8ml TEMED, 100ml 2-Dゲ ルbuffer (10x)を 蒸 留 水 で1000mlに し 、

さ ら に120g尿 素 を 加 え る 。

3-2-8-3 Pre run

0次 元

O-D buffer (1x) 150mlをO-D (-) vesselに 入 れ 、O-D buffer (50x) 3ml, 8M尿 素150



ml, 2-mercaptoethylamine hydrochlohde (MEA) 1.5 gを 混 ぜ た 溶 液 を0-D (+) vessel

に 入 れ た 。 ゲ ル 上 に と ど ま っ て い る 泡 が あ れ ば 追 い 出 し 、Vesselを ラ ッ プ で 覆

い 、 扇 風 機 で 風 冷 しな が ら、100Vで1 h通 電 し た 。

1次 元

1-D buffer (4x) 100ml, 8M尿 素300ml,β-ME 2mlを 混 ぜ た 溶 液 の 半 分 の200

mlを1-D (+) vesselに 入 れ 、 残 り の200mlに2-mercaptopropionic acid (MP) 1.7ml

を 加 え て 混 ぜ た も の を0-D (-) vesselに 入 れ た 。Vesselを ラ ッ プ で 覆 い 、 扇 風 機 で

風 冷 し な が ら 、100Vでovernightで 通 電 し た 。

1-D buffer (4x)-32g EDTA,128gホ ウ 酸194.5g Trisを 蒸 留 水 で1000mlに す

る 。

2次 元

ゲ ル 化 し た 後 コ ー ム を 外 し余 分 な ゲ ル を 除 去 し た 。2-D gel buffer (10x) 70ml

に 蒸 留 水 を 加 え て700mlに し た も の を2-D (-) vesselに 入 れ 、2-D gel buffer (10x) 80

ml, 8M尿 素720ml,MEA4gを 混 ぜ た 溶 液 を2-D (+) vesselに 入 れ た 。Vesselを

ラ ッ プ で 覆 い 、 扇 風 機 で 風 冷 しな が ら、100Vでovernightで 通 電 した 。

3-2-8-4 電 気 泳 動

0次 元

Pre runを 終 えた0-D gel上 のpre run bufferを 十 分 に 除去 し、 ゲ ル 上 にサ ンプ

ル を先 細 チ ッ プ を使 って のせ た 。2-D電 極buffer (10 x) 16.5mlに8 M尿 素82.5ml

を加 え 、 撹 拌 し、 これ にL-シ ス テ イ ン-HCI 5.775gを 加 えて 蒸 留 水 で165mlに

し、先細 チ ップ でサ ンプル の上 に注 ぎ、レー ンに静 か に上 乗せ した。0-D buffer (1

x) 150mlを0-D (-) vesselに 入 れ 、 ラ ッ プで 覆 い、 扇風 機 で風 冷 しな が ら、100V

で 通 電 した 。 ピ ロニ ン-Gの バ ン ドが シ ャー プ にな り、2-3cmゲ ル に入 った ら通

電 を止 め 、 ポ リ袋 を敷 い てそ の上 にゲ ル を横 た え 、 ピ ロニ ン-Gと ア ク リジ ンオ

レ ンジ を完 全 に含 む よ うに専 用 のス パ ー テ ル で ピ ロニ ン-Gの バ ン ドの直 下 で 切



断 し、 そ の 上5-10mmの サ ンプ ル ゲ ル片 を作 製 した 。

2-D電 極buffer (10x) -16ml酢 酸,150gグ リ シ ン を 蒸 留 水 で1000mlに した 。

1次 元

Pre runを 終 え た1-Dゲ ル コ ンテ ナ を と りはず し、サ ン プル カ バ ー を開 け、 専

用 の ス パ ー テ ル で 露 出 した1-Dゲ ル をサ ンプル ゲル 片 と同 じ長 さ に合 わせ て 切

除 した 。 そ のス ペ ー ス にス パ ー テ ル の 先 で1滴1-D陽 極run bufferを 落 と し、

サ ンプル ゲ ル 片 を電 極 方 向 を一 致 させ て は め込 み 、 気 泡 を追 い 出 して 上 下 と も

1-Dゲ ル に密 着 させ た 。挿 入 した サ ンプル ゲル 片 上 に再 び1-D陽 極run bufferを

1滴 ず つ 乗 せ た 後 サ ンプル カ バ ー を静 か には め 、ク リ ップで しっか りと止 め た。

1-D buffer (4x) 100mlに8M尿 素300ml,β-ME 2mlを 加 え 、 そ の 半 分 の200ml

を1-D (+) vesselに 入 れ 、 残 りの200mlにMPを1.5ml加 え て か ら1-D (-) vessel

に 入 れ た 。vesselを ラ ッ プ で 覆 い 、 扇 風 機 で 風 冷 しな が ら 、150Vで13h通 電 し

た 。 泳 動 後vesselと ク リ ッ プ を 外 し 、 ゲ ル カ バ ー を 開 け て ス パ ー テ ル で サ ン プ

ル ゲ ル と1-Dゲ ル を取 り 出 し、 ポ リ袋 上 に 並 べ た 。

2次 元

Pre runを 終 え た 後 、 専 用 の ス パ ー テ ル を 用 い て 余 分 な ゲ ル を 除 き 、2-Dゲ ル

上 面 を 整 え 、2% agar+2-D陽 極run befferを2-Dゲ ル 上 面 に 適 当 量 入 れ 、 ス パ ー

テ ル で1-Dゲ ル+サ ン プ ル ゲ ル を2-Dゲ ル と接 着 した 。2-D電 極buffer (10 x) 240

mlに8M尿 素1800ml,L-シ ス テ イ ン-HCl 84 gを 加 え 、 蒸 留 水 で2400mlに し、

2-D (+) vesselに 入 れ た 。2-D電 極buffer (10 x) 70 mlに 濃HCI 1.75mlを 加 え 、 蒸

留 水 で700mlに し 、2-D (-) vesselに 入 れ た 。Vesselを ラ ッ プ で 覆 い 、 扇 風 機 で

風 冷 しな が ら 、100Vで24 h通 電 した 。

3-2-8-5 染 色 と 脱 色

ゲル板 か ら一枚ず つ2-Dゲ ルを割れやす いので慎重 に取 り出 し、網 に入れ、

0.05%ア ミ ドブ ラックで1h染 色 した。染色後、蒸留水で慎重 によ くすす ぎ、専



用 の脱 色 槽 に1%酢 酸 を入 れ 、2-Dゲ ル を網 に挟 んで 垂 直 に保 ち、300 mA定 電

流 で30 minの 脱 色 を2-3回 繰 り返 した 。

3-2-9 蛋 白 質 のblotting (WADA法-SDS処 理 し な い 蛋 白 質 に 適 して い る

blotting法)

PVDF膜 を必 要 な大 き さ の2倍 の 大 き さ に切 断 し、 メ タ ノー ル に浸 透 させ 、

全 体 的 に しみ込 ませ 、EP bufferに 浸 し5分 以 上振 と う した 。泳 動 後 のゲ ル をEP

bufferに 浸 し15-30分 間 振 と う し、 ゲ ル 中 の グ リシ ン と シス テ イ ン を除 い た 。

ワ ッ トマ ン3MM濾 紙 を6枚 、PVDF膜 を用 い たEP bufferに 浸 し、blotterの 下

側 の マ イ ナ ス極 か ら濾 紙 、PVDF膜 、 ゲ ル 、濾 紙 の順 で 気 泡 が 入 らな いよ う に

重 ね て い った 。Blotterの 上ふ た を一 方 の端 か らゆ っ く りと密 着 させ 、上 の 電 極

を プ ラス 、 下 の 電 極 をマ イ ナ ス に して 、10V定 電 圧 で低 温 室 にお いて6h通 電

した 。 た だ し、 大 電 流 な の で300mA程 度 に抑 えた 。blotting後PVDF膜 に残 っ

て い るゲ ル な どを除 去 す るた め にEP後 洗 浄 液 に浸 し、5-10分 間 振 とう後 、 蒸

留 水 に浸 して5-10分 間振 と う した。 このPVDF膜 を ウエ ス タ ン解 析 に用 いた 。

EP buffer-9.6ml 5N KOH, 52.3ml氷 酢 酸200mlメ タ ノ ー ル を 蒸 留 水 で1000

mlに す る 。

EP後 洗 浄 液-25mM NaCl, 10mM NaBr (pH 8.0)を10倍 希 釈 して 使 用 す る 。

3-2-10 二 次 元 電 気 泳 動 法

塩 基 性 蛋 白質 の分 離 能 にお いて 上 述 したradical-free and highly reducing method

に劣 る が 、酸 性 、塩 基 性 蛋 白質 の両 方 の 分 離 に適 して い る二 次 元 電 気 泳 動 法。

3-2-10-11次 元

1次 元 目の等 電 点 電 気 泳 動 用 内径2mmガ ラス管 を用 意 し、 底 部 をパ ラフ ィ

ル ム で シー ル した 後 、 ガ ラス管 立 て に垂 直 に立 て た。100mlの ビー カー 中 に8

本 分 と して4.8g尿 素,1.16ml 1次 元 目用 ア ク リル ア ミ ドゲル 溶 液,2.84ml純 水,2



ml 10% NP-40を 加 え、 ビー カ ー を温 め て尿 素 を溶 か した 後 、0 .25mlア ン フォ

ライ ン(pH3.5-10), 0.25mlア ンフ ォ ライ ン(pH5-8),15μl 10% APS,10μl TEMED

を加 え て1次 元 目のゲ ル 溶 液 を調 製 した 。10mlの 注 射 器 を用 いて 、 ガ ラ ス管

の 下 部 よ り11cmの 高 さ まで 気 泡 が 入 らな い よ うにゲ ル 溶 液 を注入 した後 、 ゲ

ル の 上部 に純 水 を重 層 し1h放 置 して ゲル 化 させ た 。 ゲ ル 上 に残 る水 分 を注 射

器 で 除 き 、 ガ ラス管 を等 電 点 電 気 泳 動 装 置 にセ ッ トして 、Lysis緩 衝 液 に溶解 し

た試 料 を ゲル 上 に注 入 し、1/2 Lysis緩 衝 液 を20μl重 層 した。下 槽 の陽 極 側 に0.02

Nリ ン酸 を入 れ 、 ガ ラス管 の1/2 Lysis緩 衝 液 の 上 に0.02N水 酸 化 ナ トリウ ム を

静 か に重 層 し、 上 層 の 陰 極 側 に も0.02N水 酸 化 ナ トリウ ム を満 た した 。200V

(定 電 圧)で30min予 備 泳 動 した 後 、400V(定 電 圧)で16-18h泳 動 し、最 後

に600V(定 電 圧)で1h泳 動 した 。純 水 を満 た した 注 射器 で ゲル とガ ラス 管

の 間 に水 を入 れ な が ら静 か にゲ ル を抜 き 出 し、 陽 極 側 のゲ ル の下 部 を ナ イ フで

斜 め に切 断 して 印 を付 け た 。15mlチ ュー ブ にそ っ と泳 動 後 の ゲル を入 れ 、試

料 用 緩 衝 液 を5ml加 え15min振 と う し平 衡化 した。 この平 衡 化 を3回 行 った 。

1次 元 目用 ア ク リル ア ミ ドゲ ル 溶 液-28.38gア ク リル ア ミ ド(高 純 度) ,1-62g

N,N'-メ チ レ ン ビス ア ク リル ア ミ ドア ク リル ア ミ ドを純 水 に溶 か して100mlと

す る 。

Lysis緩 衝 液-4.8g尿 素,0.2ml Nonidet P-40, 0.2mlア ン フ ォ ラ イ ン(pH35-10) ,

0.5ml β-mercaptoethanolを 純 水 で 撹 拌 して 溶 か し10mlと す る 。

試 料 用 緩 衝 液-10mlグ リ セ ロ ー ル,0.757g Tris, 2.5g SDS , 5ml β-

mercaptoethanolを 約80mlの 純 水 に 溶 か し て 塩 酸 でpHを6 .8に 調 整 し、 最 終 容

量 を100mlと す る 。

3-2-10-22次 元

2次 元 目の ガ ラス板 を組 み立 て 、1枚 分8.5ml分 離 ゲ ル 用 ア ク リル ア ミ ド溶

液,6.3ml分 離 ゲ ル用 緩 衝 液,2ml純 水,60 μ1 APS, 10 μl TEMEDを 混 ぜ て ガ ラス

板 の上 か ら2.5cmの 高 さ まで注 入 し、1mlの 純 水 を静 か に重層 して1h放 置 し



た。1.1ml濃 縮ゲル用 アク リル アミ ド溶液,3.3ml濃 縮ゲル用緩衝液,2.2ml純 水,

33μl APS, 22μl TEMEDを 混ぜて2次 元 目濃縮ゲルを調製 し、分離ゲル の上 に

注入 し20min放 置 し、16cm× 16cm× 1mmの ゲル を作製 した。1%ア ガ ロース

を電子 レンジで加熱 して 溶解 した後、濃縮ゲル の上にアガ ロース溶液 を加え、

ア ク リル板 を用 いてそ こに平衡化 した1次 元 目のゲル を静か に気泡 が入 らな い

よ うにのせ た。泳 動用電極液槽 に電極液 を加 えて、ゲル1枚 あた り30mAで 泳

動(こ の とき上部電極槽 にBPBを 少量加 えてお く)し 、 プロモ フェノール ブル

ーが下部か ら5mmの ところまで移動 した ら泳動 を停止 した
。ゲル上 の蛋 白質

をクマシー ブルー染色液で30min染 色 し、脱色液 にてバ ックグ ラウン ドの色が

薄 くなるまで脱色 した。

分 離 ゲ ル 用 ア ク リル ア ミ ド溶 液-30gア ク リル ア ミ ド(高 純 度), 0.135gN, N'-

メチ レン ビス ア ク リル ア ミ ドア ク リル ア ミ ドを純 水 に溶 か して100mlと す る。

分 離 ゲ ル 用 緩 衝 液-12.11g Tris, 0.27g SDSを 約80mlの 純 水 に溶 か して塩 酸

でpHを8.8に 調 整 し、最 終 容 量 を100mlと す る 。

濃 縮 ゲ ル 用 ア ク リル ア ミ ド溶液-29.2gア ク リル ア ミ ド(高 純 度),0.2gN, N'-

メチ レ ン ビス ア ク リル ア ミ ドア ク リル ア ミ ドを純 水 に溶 か して100mlと す る。

濃 縮 ゲ ル 用緩 衝 液-3.03g Tris, 0.2g SDSを 約80mlの 純 水 に溶 か して 塩 酸 で

pHを6.8に 調 整 し、 最終 容 量 を100mlと す る。

電 極 液(泳 動 用 緩 衝 液)-9g Tris, 3g SDS, 43.2gグ リシ ンを純 水 に溶 か して

31と す る。

BPB溶 液-0.1gのBPBを100mlの10%(v/v)グ リセ ロール 水 溶 液 に加 え 、撹

搾 して 溶 か す 。

クマ シー ブ リ リア ン トブル ー 染 色 液-400mlメ タ ノー ル,100ml氷 酢 酸2gク

マ シー ブ リ リア ン トブル ーR250に 純 水 を加 え て11と す る。

脱 色 液-200mlメ タ ノー ル,50ml酢 酸 に純 水 を加 え て11と す る。

3-2-11ゲ ル 濾 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー



Sephadex G-250 (Amersham Pharmacia Biotech)をbuffer (50mM Tris-HCl (pH 7.6),

30mM KCI, 10mM MgCl 2)で 平 衡 化 し た 後 、 野 生 株 に よ り調 製 さ れ た リ ボ ソ ー

ム 画 分 を ロ ー ドし て 、 平 衡 化 と 同 じbufferを 用 い て 、 分 速1mlの 速 さ で 蛋 白 質

を 溶 出 し 、 分 画 した 。

3-2-12 alkaline phosphatase処 理

buffer (100mM Tris-HCl(pH 9.8), 1mM MgCl2, 0.1mM ZnCl 2)で 溶 か した10

OD 260の リ ボ ソ ー ム にalkaline phosphatase (sigma P-5521 from bovine intestinal

mucosa)を 加 え て 、30min,30℃ で 処 理 した 。alkaline phosphatase処 理 後 、 サ ン

プ ル を超 遠 心(100,000g, 4.5h)で リボ ソ ー ム 画 分 と 上 清 画 分 に 分 画 した 。

3-2-13生 育 曲 線 の 測 定 法

前 培 養 してお い たC. maltosa CMT100株 、△RAY38株 を測 定 用 の培 地 に2%植

菌 し、OD 660で の 測 定 をTN1506 (Advantec)を 用 いて 行 つた 。

3-2-14ポ リ ソ ー ム 分 析 法

3-2-4で 述 べ たA bufferを 用 い て10-40%の シ ョ糖 濃 度 勾 配 を13PAチ ュー ブ

(日 立)に 作 製 した。20 A260ユ ニ ッ トの粗 リボ ソー ム 画 分(容 量 は100μl位 に

お さ え る)を 静 か に重 層 し、RPS-40Tロ ー タ ー(日 立)を 用 い て4℃ 、40,000rpm、

25時 間遠 心 した 。そ の後 ペ リス タポ ン プ を用 い て 、254nmの 吸光 度 をUVモ

ニ ターAC-5200S(ア トー)で 測 定 しな が ら13PAチ ュ ー ブ の底 か ら500μlず つ

溶 液 を 吸 い だ し、分 画 した。



3-3結 果

3-3-1シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド(CYH)処 理 に よ り リボ ソー ム か ら脱 離 す る38kDa

蛋白質

本章の序で も述 べたよ うに当研 究室 の武藤 はCYH処 理 による リボソーム上

の蛋 白質 の変化 を調べ るために、CYH非 存在下、存在下 において 生育 させた菌

体 よ り調製 した リボソーム画分 を15% SDS-PAGEで 比較検討 を行 った結果 、

38kDaの 位置 のバ ン ド(Ray38p由 来)がCYH添 加後 の野 生型株 由来の リボソー

ム画分か ら消 失 して いる ことを見 いだ した。 また、そ の消失 はCYH添 加後 、

野生型株 と同様 にP-typeL41リ ボソーム蛋 白質のみを もつ△L41-Qs株 由来 の リ

ボ ソー ム画 分 にお いて見 られ るが、Q-typeL41リ ボ ソーム蛋 白質 の み を もつ

△L41-Qs株 由来 の リボ ソーム画分 において は見 られな いことが明 らか にな って

いた(武 藤博士 論文)。 しか しそ の消失 は一 次元電気泳 動 による解 析で不 明瞭

であった ことか ら、Ray38pの 消失 をよ り明確 にす るため に二次元電気泳動 を行

つた。 リボソーム蛋 白質 の二次元電気泳動 としてはKaltschmidtとWittmannに

よるK-W法 が有 名で あるが 、蛋 白質の 回収率 が悪 く、泳動距離が蛋 白質 の電

気 的性 質 と分子 量を正確 に反映 しな い とい う弱点 を持 って いた。それ に対 し和

田によって 開発 され た ラジカル フ リー 高還元性二次元電気泳動法(3-2-8参 照)は

そ の弱点 を補強 してあ り、飛躍的 に定 量性が向上 し、S-S架 橋 によ る人為的な

スポ ッ トの消滅 によ り高い再現性 を示す。そ こで ラジカル フ リー高還 元性二次

元 電気泳動 のシステム を用 い、△L41-Qs株 また は△L41-Ps株 由来の リボ ソーム

画 分 の比較 を行 った。そ の結果 、一次元SDS-PAGEの 結果 と同様 に、Ray38p

のバ ン ドはCYH添 加後△L41-Qs株 由来の リボソーム画分か ら消失 して いたが、

△L41-Ps株 由来の リボソーム画分か らは消失 しなか った(二 次元電気泳動 ゲル

上 の38kDa蛋 白質 の位置 はウエス タン解析 によ り確 認済みで ある)(Fig . 3-1A)。

次 にRay38pの 消失が 、 リボソームか らの脱離 によるもので あるか を検討 し

た。武藤 によ って抗Ray38p抗 体 を用 いたウエス タン解 析でCYH添 加後 の リボ

ソーム画分のRay38pの 完全 な消失が示 されて いたが、今 回再度解 析 した結果 、



Fig. 3-1

A 38 kDa protein dissociates from P-type ribosomes containing P-type L41 protein, but not
from Q-type ribosomes containing Q-type L41 protein, by the addition of CYH. (A) Ribosome
fractions from respective strains grown in the absence of CYH (CYH(-)) or in the presence of
CYH (CYH(+)) were separated by two-dimensional gel electrophoresis and stained with
Amide Black (wako). The positions of Ray38p were determined by western blot analysis
using anti-Ray38p antiserum and are indicated by arrows in the panels.



CYH添 加後 の 野 生 型 株 の リボ ソー ム 画 分 か ら少 量 で はあ るがRay38pが ウエ ス

タ ン解 析 に よ って検 出 され た(Fig. 3-1B,C)。 また 、CYH添 加後 の リボ ソー ム を

含 まな いS-100上 清画 分 か ら もRay38pが ウ エ ス タ ン解 析 によ って 検 出 され た

(Fig.3-1C lane6-8)。 以 上 の こ とか らRay38pはCYH処 理 によ っ て野 生 型 株 リボ

ソー ム か ら脱 離 す るが 、そ の脱 離 はCYH耐 性 に関 与 す る可 能 性 が 考 え られ た。

3-3-2Ray38pは リ ボ ソ ー ム 会 合 蛋 白 質 で あ る

Ray38pは リボ ソー ム 画 分 に見 出 され た が 、 そ の 局在 の確 認 のた め粗 リボ ソー

ム 画 分 をゲ ル 濾 過 ク ロマ トグ ラ フ ィー を用 い て 分画 し、Ray38pの 局在 をウエ ス

タ ン解 析 に よ り調 べ た 。Ray38pの 溶 出 プ ロ フ ァイ ル は リボ ソー ム蛋 白質L41

の プ ロフ ァイ ル と非 常 に似 て い た(Fig. 3-2A-C)。 ま た 、Ray38pは リボ ソー ム の

60Sサ ブユ ニ ッ トと40Sサ ブユ ニ ッ トの どち らに存 在 す る か を検 討 した 。粗 リ

ボ ソ ー ム画 分 を シ ョ糖 濃 度 勾 配 遠 心 に よ り分 画 し、Ray38pの 局在 を ウエ ス タ ン

解 析 に よ り調 べ た 。そ の結 果 、 リボ ソー ム の60Sサ ブユ ニ ッ トに属 す る リボ ソ

ー ム 蛋 白質L41と 同 じフ ラ ク シ ョン にRay38pが 見 られ た こと によ り(Fig . 3-3A,

B)、 リボ ソー ム の60Sサ ブユ ニ ッ トに存 在 して い る こ とが 示 唆 され た。 また 、

リボ ソー ム 蛋 白質 は1M以 上 の 塩 で 処 理 して も リボ ソー ム か ら脱 離 しな いが 、

武 藤 に よ ってRay38pと リボ ソー ム との会 合 は、0.25M KCIに よる 洗 いで は妨

げ られ な いが 、 塩 濃 度 を0.5M KCIに 上 げ る と妨 げ られ 、脱 離 す る こ とが示 さ

れ て い る(武 藤 博 士 論 文)。 以 上 の ことか らRay38pは 新 規 の リボ ソー ム蛋 白質

で はな く、 コアの リボ ソーム蛋 白質 とは異な る新規 の リボ ソーム会合蛋 白質 で

ある と判 断 した。

3-3-3RAY38遺 伝 子 の相 同性

序 で も述 べ た よ う に武 藤 に よ ってC.maltosa遺 伝 子 ライ ブ ラ リー か らRay38p

を コー ドす るRAY38遺 伝 子 が 取 得 され て い る(武 藤 博 士 論 文)。RAY38遺 伝 子

が コー ドす る蛋 白質 は269ア ミ ノ酸 か らな る こ とが 推 定 され 、 ア ミ ノ酸 レベ ル

でS.cerevisaeのStmlpと40%のidentity、76%のsimilarityを 示 した(Fig3-4)。



Fig. 3-1 continued

(B) Western blot analysis using anti-Ray38p antiserum. Samples were prepared from the wild-
type IAM12247 (lanes 1 and 2),  ΔL41-Qs  (lanes 3 and 4),  ΔL41-Ps  (lanes 5 and 6) strains.
Strains were treated without CYH (lanes 1, 3 and 5) or with 50 μg/ml  CYH 1.5 h before harvest

(lanes 2, 4 and 6). (C) The released Ray38p was found in S-100 fraction. The ribosome fractions
of wild-type IAM12247 strain are lanel, 2, 3 and 4 and S-100 fractions are lane 5, 6, 7 and 8. In
the absence of CYH, lanes 1 and 5. After the addition of CYH:15min, lanes 2 and 6:30min,
lanes 3 and 7; 1.5h, lanes 4 and 8.105



Fig.3-2
Ray38p is co-localized with  ribosomes.(A) Gel-filtration column chromatography of the

ribosome fraction of wild-type IAM12247 cells.(B) Collected fractions were separated by
15% SDS-PAGE,blotted to the membrane and stained with Amidoblack .(C) The same 
membrane in panel B was treated with anti-Ray38p antiserum or anti-L41 antiserum .106



Fig.3-3

Ray38p is co-localized with ribosome 60S subunit.(A) 20  A260 units of ribosome fraction were
resolved by velocity sedimentation in sucrose density gradient. Fractions were collected while
measuring A254 to identity the positions of 80S ribosomes and 60S and 40S subunits.(B)

Equivalent proportions of fractions were subjected to immunoblot analysis using antibodies
against Ray38p or L41.107



Fig.3-4

Comparison of the deduced amino acid sequences of RAY38,STM1 and SPBC16A3.08C
(aligned with Clustal X).Identical and conserved amino acids in all sequences are indicated
by asterisks and dots,respectively.



ま た 、Schizosaccharomyces pombeの 機 能 不 明 なORF Spbc16a3.08cpと33%の

identity、67%のsimilarityを 示 し た(Fig.3-4)。Ray38pはC末 端 に ア ル ギ ニ ン 、

グ リシ ン、 グ リシ ン の繰 り返 し配 列(RGG motif)を 持 ち、 予 想 の 分子 量が29kDa

の 蛋 白質 で あ った 。SDS-PAGE上 にお ける 分子 量38kDaと の 違 いは 、 この蛋 白

質 が 非 常 に塩 基 性 に富 ん だ こ と によ る と考 え られ る(pI=9.8)。

3-3-4Ray38pの 脱 離 反 応 はde novoの 蛋 白 質 合 成 を必 要 とせ ず 、 温 度 依 存

的である

Ray38pの リボ ソームか らの脱離反応が どのよ うな機構 によるものであるかに

つ いて ウエス タン解 析 によ り検 討 した。武藤 によ りC.maltosaに お いてL41-Qs

遺伝子 の転写 を誘導 しな い蛋 白質合成阻害 の条件 として10mMア ジ化 ナ トリウ

ム添加、0℃ 処理 の2つ の条件がパルス ラベル実験 によ り明 らか にな っている

(武藤博士論文)。 アジ化ナ トリウム を添加 した ときRay38pは リボソームか ら

脱 離 しな か っ た(Fig.3-5A,lane 3)。 ま た 、CYH添 加 に よ るRay38Pの リボ ソー

ム か らの 脱 離 にお け る ア ジ化 ナ トリウ ム の及 ぼ す影 響 を調 べ るた め、 ア ジ化 ナ

トリウムで1 h処 理 した後 にCYHを 添加 した。そ の結果、Ray38pの リボソー

ムの脱離が見 られ た ことか ら、そ の脱離反応 にはde novoの 蛋 白質合成 を必要

と しな い こ とが 明 ら か に な っ た(Fig.3-5A,lane 4)。

もう1つ のL41-Qs遺 伝子の転写誘 導を伴 わず に蛋 白質合成 を阻害す る0℃

処 理 にお い て も リボ ソー ム か らのRay38pの 脱 離 は見 られ な か った(Fig.3-5A,

lane 1)。 これ らの こと はRay38pの リボ ソー ム か らの 脱離 が 、蛋 白質 合 成 の 阻害

に よ り常 に起 こる もの で は な い こ とを 示 して い る。 ま た、 ア ジ化 ナ トリウ ム の

場 合 と同様 にCYH添 加 によ るRay38pの リボ ソー ム か らの脱 離 にお け る0℃ 処

理 の及 ぼす影響 を調べ た。そ の結果 、アジ化 ナ トリウム の場合 とは反対 に0℃,1

h処 理 した後 に0℃ の ままでCYHを 添加 した場合はRay38pの リボ ソームか ら

の脱 離は見 られなか った(Fig.3-5A,lane 2)。 これ はその脱離反応が温度依 存的

である ことを示唆 している。

武 藤 によ りC.maltosaで はCYHと 同 じ くグル タル イ ミ ド系抗 生物 質 で あ る



Fig.3-5

Ray38p was released from ribosomes under conditions that inhibit protein synthesis. Ribo-

some proteins were separated by 15% SDS-PAGE and immuno detected with anti-Ray38p

antiserum.(A)Ribosomes from wild-type IAM 12247 cells were pretreated for 1h at 0℃

(lanes 1 and 2)or for 1h in 10mM NaN3(lanes 3 and 4). then treated with CYH(lanes 2
and 4)or without CYH(lanes 1 and 3)for 1.5h. Wild-type IAM 12247 cells were treated

with 50 μg/ml  anisomycin for 1.5h(lane 5), under nutritional shift-down for 1.5h(lane 6),
without CYH(lane 7)or with 50μg/ml CYH for 1.5h(lane 8).(B)Ribosomes from strain

CHA1 bcfore(lane 3)and after(lane 4)the histidine starvation. Ribosomes from wild-type
cells grown in the absence of CYH (lane 1), or in the presence of 50 μg/ml CYH for 1.5h

(lane 2)in the absence of 3-AT(lane 5)or in the presence of 20mM 3-AT for 1.5h(lane
6)which causes histidine starvation.



アニソマイ シン添加 によ ってL41-Qs遺 伝子 の発現 が誘導 され るが、蛋 白質合

成 は阻害 されな い ことが示 され て いる(武 藤博 士論 文)。 この薬剤処 理 にお い

て もRay38pの リボ ソームか らの脱離 が見 られ た(Fig.3-5A,lane5)。 この ことは

蛋 白質合成 の阻害が リボソームか らのRay38Pの 脱離 とL41-Qs遺 伝 子の発現 に

必要 ではな い ことの さ らな る証 明で もあ る。 また、他 のL41-Qs遺 伝子 の発現

誘導 条件 として栄養 ダウ ンシ フ ト、 ヒスチ ジン飢餓 が知 られて いる()。栄養 ダ

ウ ンシ フ トにお いて リボ ソー ムか らのRay38pの 脱離 は見 られだが、セスチ ジ

ン飢餓(ヒ スチ ジン要求性株 をヒスチ ジ ンを含 む培 地か ら含 まな い培地 にシフ

トまた は3-AT添 加)に お いて はRay38pの リボソームか らの脱離は見 られ なか

った(Fig.3-5B,lane4,6)。 これ らの結果 は、CYH添 加 、アニ ソマイシ ン添加、

栄養 ダウンシフ トではRay38Pの リボ ソームか らの脱離 とL41-Qs遺 伝子 の発現

に共通 の シグナル伝達系が働 いて いる可能性 が考 え られるが、 ヒスチ ジン飢 餓

の結果は リボ ソームか らのRay38Pの 脱 離 とL41-Qs遺 伝子の発現 の誘導が常 に

伴 って起 こる現象ではな いことを示 して いる。

3-3-5RAY38遺 伝 子 の 破 壊 に よ る影 響

武藤 によ りRAY38遺 伝子破壊株 は取得 され ていたが、その破壊株 はCYH感

受性 に関す る表現型が見 られず 、野生型株 よ りも生育 がかな り良いな どの表現

型 を示 した。今回それ らの表現型 の再検討 のた め新た にFig.3-6Aに 示 したス ト

ラテ ジー によ りRAY38遺 伝子破壊株(△RAY38株)を 作製 し直 した。得 られた形

質転換体 か ら全DNAを 調製 し、Fig.3-6Aに 示 した約1-7kbpのDNA断 片 をプ

ロー ブ としてサ ザ ン解析 を行 った。その結果 、野生型株 において検 出 されて い

た6.4kbp付 近 の2本 のバ ン ドのうち、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 いた形質転換 によ り上のバ ン ドが8.2kbp付 近 に、C-

URA3遺 伝子 をマーカー として含 む破壊用 コ ンス トラク ト用 いた形質転換 によ

り下 のバ ン ドが4.3kbpと2.5kbp付 近 にシフ トした(Fig.3-6B)。 また、その後

得 られ た破壊株 のアデニ ン要求性 をC-ADE1遺 伝子 を含む1.8kbpのDNAフ ラ

グ メン トを用 いて形質 転換す る ことによ り相補す る株 を取得 し、△RAY38株 と



Fig.3-6

Disruption of RAY38.(A)Construction of the disrupted genes RAY38:;HIS5 and

R4y38::URA3.The detailed strategy for the disruption are described in Malerials and Methods.

(B)Southern blot analysis of △RAY38 mutant,Genomic DNAs from the strains were digested

with SalI and hybridized with the labeled RAY38 DNA fragment indicated in(A)as a probe.

Lane1、CHAU1(wild-type);lane2,△RAY38(ray,38/ray38).



命 名 した 。△RAY38株 は 生 育す る こ とが 可能 だ っ たた め 、RAY38遺 伝 子 は生 育

に必 須 で は な い こ とが 再 確 認 され た 。 また 、△RAY38株 の 形 質 との 比 較検 討 の

た め 、CHAU1株 の ア デ ニ ン、 ヒス チ ジ ン、 ウ ラ シル 要 求 性 を相 補 した 野 生 型

CMT100株 を作 製 した 。そ して 比較 検 討 した 結 果 、CYH非 存在 下 にお いて の 生

育 は ほ ぼ 同 じ で あ っ た(Fig.3-7)。 ま た 、50μg/ml CYH存 在 下 にお い て で も

CMT100株 と△RAY38株 の 生 育 に違 いは見 られ なか った が 、CYH濃 度 を1mg/ml

に上 げ た ときCMT100株 の 生 育 はす ぐに停 止 した の に対 して△RAY38株 の生 育

はす ぐ に停 止 せ ず にCYH添 加 後 もゆ っ く りで あ るが 生育 した 。CMT100株 は1

mg/ml CYH添 加 後25hで 生育 を 回復 した が 、△RAY38株 はCMT100株 よ りも6h

早 く生育 を 回復 した(Fig.3-7)。 これ らの 結 果 は 、Ray38pの リボ ソー ム か らの脱

離 がP-typeリ ボ ソー ム か らQ-typeリ ボ ソー ムへ の移 行 を容 易 に して い る と い う

可 能 性 を示 唆 して い る。 最 近 にな ってS.cerevisiae STM1遺 伝 子 の遺 伝 子 破壊 株

がYPD37℃ にお け る培 養 下 、protein kinaseC(PKC)-mitogen-activated protein

kinase経 路 の 阻 害 剤 で あ るcaffeine、 また はDNAに 損 傷 を与 え るUV、bleomycin

に対 して 野 生 型 株 よ りは感 受 性 で あ る こ とが 報 告 され た(Ligr et al.2001)。 そ こ

で 上記 の ス トレス とそ の他 に塩 、浸 透 圧 ス トレス に つ い て△RAY38株 の感 受 性

を検 討 した が 、CMT100株 との 違 いは 見 られ な か っ た。

Ray38pが リボ ソー ム 会 合 蛋 白質 で あ る こ とか ら、Ray38pと 会 合 して い る

リボ ソー ム と会 合 して いな い リボ ソー ム で は 、特 定 のmRNAの 翻 訳 効 率 が 異な

って い る可 能 性 が 考 え られ た 。 そ こで 二 次 元 電気 泳 動 法 によ り野 生 型CMT100

株 と△RAY38株 のS-100画 分 を比 較 検 討 した 。 そ の結 果 、多 少 発現 量 が変 わ っ

て い る可 能 性 が あ る蛋 白質 は い くつ か あ っ た が(Fig.3-8矢 印)、 発現 量 が著 し く

変 わ る蛋 白質 は見 あ た らな か っ た。 また 、poly(U)依 存 的in vitro翻 訳 系 にお い

て 野 生 型 株 よ り調 製 したRay38pと 会 合 して い る リボ ソー ム と△RAY38株 よ り

調 製 したRay38pと 会 合 して い な い リボ ソー ム の 翻 訳活 性 を比 較検 討 した 。 そ

の 結 果 、特 に大 き な翻 訳 活 性 の違 い は見 られ な か った 。 また 、in vitro翻 訳 系 へ

のCYH添 加 の影 響 につ いて検 討 した 結 果 、 野 生 型 株 と△RAY38株 にお いて 翻

訳活 性 の違 い は見 られ な か っ た(data not shown)。 この 結果 よ りin vitroに お いて



Fig. 3-7

Effects of the disruption of RAY38 on the cell growth. Growth of cells was monitored with
an automatically recording incubator TN 1506 (Advantec). 1mg/ml CYH was added to each
medium at the time when OD660 was 0.1 (■,●).□,■CMT100 strain; ○ ,● ΔRAY38.



Fig. 3-8
2-D PAGE  patterns of S-100 fractions from the wild-type  CMT 100 and △RAY38

strains.  The proteins separated  by 2D-PAGE were  detected by Coomassie blue stain-

ing. Right to  left: isoelectric focusing  for the first dimension;  top to bottom: SDS-

PAGE for the second dimension.



Ray38pの 有無は リボ ソーム の翻訳活 性 に影 響を及 ぼさな いことが示 された。



3-4考 察

武 藤 に よ っ て 決 定 され たRAY38遺 伝 子 か ら予 測 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら

Ray38pはC末 端 にRGGモ チ ー フ を持 って いる こ とが予 想 され て い た(武 藤 博

士 論 文)。 このRGGモ チー フはRNA代 謝(mRNA splicing, mRNA export , rRNA

processingな ど)に 関 わ る蛋 白質 に よ く見 られ 、 ま たそ れ ら蛋 白質 の ほ とん ど

は他 のRNA結 合 ドメイ ン を と も に含 ん で い る。 未 だRGGモ チ ー フ の機 能 につ

い て は よ く分 か って いな いが 、ー つ の仮 説 と して 、RGGモ チ ー フが標 的RNA

の二 次 構 造 を壊 す こ と に よ って 配 列 非 特 異 的 に標 的RNAへ のRGGモ チ ー フ

を持 つ 蛋 白質 の結 合 を促 進 す る とい わ れ て い る。 す なわ ち 、 これ まで 知 られ て

い たRGGモ チ ー フ を持 つ 蛋 白質 は 、 共 に存 在 す るRNA結 合 ドメイ ン によ って

配 列 特 異 的 に結 合 で き る と考 え られ て い る(Ghisolfi et al. 1992a, 1992b; Kiledjian

et al. 1992)。 また 、 二 次 元 電 気 泳 動 後 の 染 色 は クマ シー 染 色 で はな く、 ア ミ ド

ブ ラ ッ ク染 色 を行 っ た 。蛋 白質 中 の塩 基 性 ア ミ ノ酸 と ア ミ ドブ ラ ック との結 合

量 とは よ い相 関 を示 す こ とが 知 られ て い る た め 塩基 性 の リボ ソー ム 蛋 白質 に対

して 効 果 的 で あ る。 塩 基 性 蛋 白質 と予 想 され るRay38pの 量 は二 次 元 電 気 泳 動

によ り各 リボ ソ ー ム蛋 白質 量 のモ ル 比 とほ ぼ同 じで あ る こ とか らモ ル 比1:1で

存 在 して いる と考 え られ る(Fig. 3-1A)。Ray38pは またalkaline phosphatase処 理

に よ り リボ ソ ー ム か ら解 離 す る セ リン ・ス レオ ニ ン リ ン酸化 蛋 白質 で あ る こ と

が 武藤 によ っ て 示 され て い る(武 藤 博 士 論 文)。 これ はRay38pの リ ン酸 化 また

は 他 の リボ ソー ム構 成 成 分 の リン酸 化 がRay38pの リボ ソー ム へ の 会 合 に必 要

で あ る か らと考 え る こ とが で き る 。一 方 、CYH添 加 に よ って 脱 離 したRay38p

は ス レオ ニ ン残 基 が 高 リン酸 化 され て い る。 これ らの こ とよ り適 度 に リ ン酸化

され て い るRay38pは 、RGGモ チ ー フ を介 したrRNAへ の結 合 な どによ り リボ

ソー ム に会 合 して い る が 、CYH添 加 後 に ス レオ ニ ン残基 が 高 リ ン酸 化 され る こ

とに よ り、 リボ ソー ム か ら脱 離 す る と推測 可 能 で あ る。

Ray38pの リボ ソームか らの脱離 は、 ヒスチ ジン飢餓 を除 くL41-Qs遺 伝子誘

導条件下 にお いて も見 られ、そ の脱離 はde novo蛋 白質合成 を必要 としなかっ



た(Fig. 3-5A)。 またC. maltosaに お いて 生 育 を阻 害 しな い アニ ソマ イ シ ン添 加 に

よ って もL41-Qs遺 伝 子 誘 導 及 びRay38pの リボ ソー ム か らの脱 離 が 見 られ た(Fig .

3-5A)。 哺 乳 細 胞 にお い て リボ ソー ム40Sサ ブユ ニ ッ トの リボ ソー ム 蛋 白質S6

を リ ン酸化 す るキ ナ ー ゼ で あ るp70S6Kは 転 写 開 始位 置付 近 に オ リゴ ピ リミ ジ ン

を持 つ5'-TOP (5'-terminal oligopyrimidine) mRNAの 翻 訳 を制御 して いる と考 え

られ て い る。 栄 養 源 の変 化 に よ って 活 性 化 す る こ とで知 られ るFRAP/mTOR経

路 が アニ ソマ イ シ ン、CYHの 刺 激 に応 答 してp70S6Kを 活 性 化 させ て い る こ とが

知 られ る(Nielsen et al. 1995;von Manteuffel etal. 1996)。 ま た 、 これ らの翻 訳 阻 害

薬剤 の 添加 は増 殖 刺 激 、イ ンス リ ンな どに応 答 して 活 性 化す る経 路 で あるMAPK

ス ーパ ー フ ァ ミ リー に属 す るp38 mitogen-activated protein kinase , JNK/SAPK経 路

の 活 性 化 に つ な が る こ と も 知 られ て い る(Cano et al. 1994; Jiang et al. 1996;

Kyriakis ans Avruch 1996)。 そ の メカ ニ ズ ム は明 らか で は な いが 、C . maltosaに

お いて も アニ ソマ イ シ ン、CYHの 添 加 に よ り発 生 す る シグ ナル が あ る種 の リ ン

酸 化 カ ス ケ ー ドを活 性 化 させ て い る こ と は十 分 に予 想 され 、 そ の結 果Ray38p

の ス レオ ニ ン残 基 の 高 リン酸 化 が起 こ って い る 可能 性 が考 え られ る。 また 、 リ

ン酸化 カ ス ケー ドの 関 与 はRay38pの リボ ソ ー ム か らの脱 離 が 温度 依 存 的 で あ

り、de novo蛋 白質 合 成 を必 要 と しな い こ と と矛 盾 しな い。

Ray38pはS. cerevisiaeのStm1pと ア ミ ノ 酸 レベ ル に お い て 高 い 相 同性 を持 っ

て い た 。STMl遺 伝 子 はtoml(trigger of mitosis)、 htrl(required for high temperature

growth and recovery from GI arrest induced by mating pheromone)変 異 株 の 温 度 感 受

性 の 多 コ ピ ー 抑 圧 遺 伝 子 ま た はpop2(PGK promoter directed over production)変 異

株 のPkc1pの 特 異 的 な 阻 害 剤 で あ る ス タ ウ ロ ス ポ リ ン感 受 性 の 多 コ ピー 抑 圧 遺

伝 子 と し て 取 得 さ れ た(Utsugi et al. 1995;Hata et al. 1998)。TOMl遺 伝 子 はE3

ubiquitin-protein ligase familyの 一 員 と して 知 られ る 。toml変 異 株 はG2/M arrest

を 引 き 起 こ し、 核 構 造 、 機 能 に 多 面 的 な 欠 損 を 持 つ(Saleh et al. 1998)。 さ ら に 最

近 に な っ てtoml変 異 株 で はrRNA processing経 路 に い くつ も の 異 常 を き た す こ

と に よ り、 リボ ソ ー ム 合 成 に支 障 が 見 られ る こ とが 分 か っ た(Tabb et al. 2001)。

Stm1pがtoml変 異 株 の 多 コ ピ ー 抑 圧 遺 伝 子 で あ る こ と、S.cemiSiaeに お い て



リボ ソー ム の60Sサ ブユ ニ ッ トに会 合 す る蛋 白質Nip7pはrRNA processing及

び60Sサ ブユ ニ ッ トの 合 成 に関 与 して いる こ と(Zanchin et al. 1997)を 考 え る と、

Stmlpホ モ ロ グ で あ り、 リボ ソー ム の60Sサ ブ ユニ ッ トに会 合 して い るRay38p

がrRNA processingあ る い は リボ ソー ム 合 成 に関 与 して い る こ とは十 分 に考 え

られ る。 また 、HTRl遺 伝 子 はmating pheromoneに よ って 誘 導 され るGI arrest

に 関与 す る 蛋 白質 を コー ドして い る 。poP2遺 伝 子 は 分裂 後 期 に お いて 多 くの

遺 伝 子 発 現 を制 御 して いる 転 写 因子CCR4p complexの サ ブユ ニ ッ トのー つ で あ

る 。 これ らか ら、Ray38pは 細 胞 周期 の 制御 に 関与 す る 因子 で あ る可 能 性 が 考 え

られ た。 しか しな が ら、CYH添 加 後 の 野 生 株 と△RAY38株 を顕 微 鏡 に よ って視

覚 的 に比 較 検 討 した が 、△RAY38株 にお い て細 胞 周 期 に異 常 が あ る こ と を予 想

させ る よ うな 現 象 は見 られ な か った(data not shown)。 ま た、Stmlpはin vitroに

お い て グ ア ニ ン四 重構 造 に結 合 す る蛋 白質G4P2あ る いは プ リ ンモ チー フ三 重

ヘ リッ クスDNA結 合 蛋 白質Stmlpと して も取得 され て い る(Frantz and Gilbert

1995;Nelson et al. 2000)。 これ らの タ ー ゲ ッ トとな る構 造 は、 ク ロモ ソー ム の末

端 の テ ロ メア あ る いは26SrRNAに あ る と言 われ て い るが 、 そ の結 合 を介 して

Stmlpが 機 能 して い るか ど うか は 明 らか に な っ て いな い。 この よ うにStmlpは

RNA結 合 活 性 が あ るがRay38pと 違 ってRGGモ チ ー フ を持 た な い ことか ら細

胞 内 にお いて 違 っ た機 能 を して い る こと も考 え られ る。

哺 乳 細 胞 にお いて ダ ウ ン症 候 群 に次 いで 多 い精 神 発 達 遅 滞 で ある脆 弱X症 候

群 の原 因 はFMRP(fragile X mental retardation protein)の 欠 失 で あ る とされ て い る。

このFMRPはRGGモ チ ー フ を持 ち 、 さ ら に この モ チ ー フ を利 用 して分 子 内 グ

アニ ン四 重構 造 を もつmRNAに 結 合す る こ とが で き る(Brown et al. 2001;Darnell

et al. 2001)。 また 、FMRPは 翻 訳 中の ポ リソー ム に会 合 す る ことが 分 か って お

り、リボ ソー ム の60Sサ ブユ ニ ッ トに結 合 で き る こ と も知 られ て い る(Feng et al.

1997)。 しか しな が らそ の機 能 につ い て は 明 らか で は な く、ポ リソー ム(リ ボ ソ

ー ム)と 会 合 す る こ とが 機 能 的 に重 要 で あ り
、in vivoで 特 異 的 なmRNAの 翻 訳

を制 御 して い る と考 え られ て いる 。 ア ミ ノ酸 レベ ル にお けるRay38pとFMRP

とに相 同性 は見 られ な いが 、 以 下 の よ うな 共 通 性 が 見 られ る。1)共 に リボ ソー



ム に会合す る ことができる。2)共 に リボソー ムの60Sサ ブユニ ッ トに結合 して

いる(Fig. 3-4)。3) RGGモ チー フを共 に持 って いる。4)グ アニ ン四重構 造 に結

合す る蛋 白質Stm1pと アミノ酸 レベルで高 い相 同性 を持つRay38pは 、FMRP

と同様 に分子 内グアニ ン四重構造 をもつmRNAに 結合する ことができる可能性

を持つ。以上 の ことか らRay38PとFMRPの 機能は類似 して いる可能性 が推測

され る。すなわ ち、Ray38pも 分子 内グアニ ン四重構造 をもつmRNAに 結合す

る ことができ、そ のmRNAの 翻訳制御 を行 っている可能性 も考え られ る。また、

FMRPはin vitroで あるが結合す ることのできるmRNAの 翻訳 を阻害す る こと

が知 られ 、翻訳 阻害 因子 としての可能性が ある(Li et al. 2001)。Ray38pに も翻訳

阻害因子 として の機能 が もしあるのな ら、CYH添 加後 リボ ソームか ら脱離 した

Ray38pがCYH耐 性化 には必 要がない多 くのmRNAに 比較的非特異的 に結合 し

そ の翻訳 を阻害す る ことによ り、CYH耐 性化 に必要 とされ るmRNAを 優 先的

に リボソームが合 成す るのか も知れな い.

△L41-Ps株 のCYH耐 性 リボ ソー ム蛋 白質L41-Qを 構 成 成 分 とす る リボ ソー

ム か らは、CYH添 加 後Ray38pの 脱 離 は見 られ な い(Fig .3-1A,B)。 これ らの 可

能 性 と して△L41-Ps株 のQ-typeL41を 含 む リボ ソー ム とRay38Pと の 相 互作 用 の

機 構 がP-typeL41を 含 む リボ ソー ム とは異 な る こ と、 また はCYHが リボ ソー ム

に結 合 で き な い こ とな どが考 え られ る。詳 し くはL41-Qs遺 伝 子 の 上流 のC-GCN4

遺 伝 子 の活 性 化 な ど も検 討 しな けれ ば分 か らな く、 今後 の課 題 で あ る。

今後 はRay38pがRNAと 結 合す る ことができるか どうか、またそ の場合RGG

モチーフは結合 に どのよ うに関与 して、 どの ような種類 のRNAと 結合 して い

るのかを検討す る ことが重要で あると考え られる。本章 ではin vitro翻 訳系 を

用 いてRay38pと 会合 した リボソーム とRay38pと 会合 していない リボ ソームの

翻訳活性 しか見て いなか ったが、Ray38pが リボ ソームか ら脱離 した後 に哺乳動

物 のFMRPの よ う に翻 訳 阻 害 因 子 と して働 い て い る可 能 性 を考 え る の な らば、

リボ ソー ム に会 合 して い な いRay38pを 含 む 翻 訳 系 と含 まな い翻 訳 系 にお い て

そ の 翻 訳活 性 を検 討す る必 要 性 が で て くる と思 わ れ る。 また 、RGGモ チー フ の

ア ル ギ ニ ン残 基 はtype lprotein arginine methyltrtansferase (PRMT)に よ って ジ メチ



ル 化 され る ことが 知 られ 、 この修 飾 は蛋 白質 と核 酸 の相 互 作 用 に関与 して い る

と考 え られ て い る(Gary and Clarke 1998)。 この こ とか らもC. maltosa Ray38pの

RGGモ チ ー フの ア ル ギ ニ ン残基 の ジ メ チル 化 が 行 わ れ て い るか 非 常 に興 味深 い

と こ ろで あ る。
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