
第4章 CYH誘 導 的耐性化機構

序

序章で も述べ たよ うにC. maltosaに お けるCYH誘 導的耐性化 にはL41リ ボ

ソーム蛋 白質が非常 に大 きな役割 を担 って いる。CYH添 加後 にお いては じめて

L41-QS遺 伝 子が転写 誘導 されてCYH耐 性型 のQ-typeリ ボソームが合成 され る。

このCYH耐 性型のQ-typeリ ボ ソーム はCYH存 在下で蛋 白質合成が停止 した

状態で どの ように合成 され、働き、CYH耐 性 を獲得 しているか を明 らかにす る

ことが 重要な課題で ある。 蛋 白質合成 阻害条件下 にお いて、生育 に必要なだ け

の新 たなQ-typeリ ボソーム を合成す る ことは、80種 類以上の リボソーム蛋 白

質 と4種 のrRNAの すべて合成 され ることが要求 され、細胞 にとって非常 に困

難で あると考 え られ る。 また、CYH添 加 によ る蛋 白質合成 阻害の結果 、翻訳 中

の リボ ソームがmRNA上 で停止す る ことによ り結果 として安定なポ リソーム を

形成す る ことが知 られて お り、 この ことは、ポ リソーム を形成 して いる リボ ソ

ーム の中に一 つで もP -typeリ ボ ソー ムが含 まれて いれ ば、CYH存 在下でその

mRNAは それ以上翻訳 されな い ことが推定 され る。武藤 によ りL41リ ボソーム

蛋 白質 自身が リン酸化、脱 リン酸化 を受 ける ことによ りその機能が制御 されて

いる可 能性が 示唆 され ている(武 藤 博士論文)。 そ こで我々 は一つ の可能性 と し

てL41リ ボ ソーム蛋 白質だけが リボソーム上でP-typeか らQ-typeへ 交換 され

る可能性 があ ると考えている。

以上のよ うな背景か ら本章ではCYH添 加時 における リボ ソーム上のL41リ

ボ ソーム蛋 白質の直接 の交換 について検討 を行 った。 また、CYH誘 導的耐性化

に関与する因子 の探索 としてCYH感 受性P-typeリ ボソームのみ を持 つ△L41-Qs

株 のS-100画 分 とCYH耐 性Q-typeリ ボソームのみ を持つ△L41-Ps株 のS-100画

分の蛋 白質の発 現 を比較検討 した結果 につ いて も併せて報告す る。



4-2材 料 と方 法

4-2-1使 用 菌 株

prototrophic野 生 型 株 と してCandida maltosa IAM12247株 、他 に は △L41-Qs株、

△L41-Ps株 を使 用 し た(Table 3-1参 照)。

4-2-2培 地

1-2-2に 述 べ た培 地 を使 用 した。

4-2-3リ ボ ソ ー ム 画 分 、S-100画 分 の 調 製 法

3-2-4に 述 べ た方 法 で 調 製 した。

4-2-4パ ル ス ラ ベ ル 実 験

C.maltosa IAMI2247の 前 培養 を10mlのSD培 地 に2%植 菌 して 適 度 な 生育

状 態(各 々 必 要 な と き に 述 べ る)に な っ た と き に18.5Mbqのredivue Pro-mix L-

[35S]in vitro cell labelling mix(containing～70%L-[35S]methionineand～30%L-

[35S]cystein)(Amersham)を 加 え て 、 細 胞 標 識(時 間 に つ い て は 各 々 必 要 な と き

に 述 べ る)を 行 っ た 。 そ の 後 、3,000g、5min、4℃ で 集 菌 し 、 上 清 を 捨 て 、 あ

らか じめ用 意 して お い たcoldの 菌 体 約4gと 共 にAbuffer(3-2-4参 照)で 洗 浄 し

た後 、 集 菌 し、 液 体 窒 素 で 急 速 冷 凍 し、-80℃ にて 保 存 した 。 そ の後 、 リボ ソ

ー ム 画 分 を3 -2-4及 び3-2-8に 述 べ た 方 法 で 調 製 した 。OD26015のwashedリ ボ ソ

ームを3 -2-8の 方法 で二次元電気泳動 を行 った。アミ ドブラックで染色 した後、

サ ラ ン ラ ップ に包 ん で 、富 士 写 真 フ イル ム 社 のImaging Plateを 用 い シ グナ ル を

検 出 し、そ の解 析 に は 、洞 社 のFLA3000systemを 用 いた 。 ま た 、 リボ ソー ム

画 分、S-100画 分 に取 り込 まれた カウ ン ト数 の測定 は液体 シ ンチ レー シ ョンカ

ウ ンタ ー でcpmを 測 定 した。



4-2-5二 次 元 電 気 泳 動

リボ ソーム蛋 白質 の ラジカル フ リー高還元性二次元 電気泳動 法は3-2-8を 参

照 し、S-100画 分 の二 次 元 電 気 泳 動 は3-2-9を 参 照 した 。



4-3結 果 と考 察

4-3-1 P-typeL41リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 とQ-typeL41リ ボ ソ ー ム 蛋 白質 の リボ ソ

ー ム上 にお ける直接の交換 について

C. maltosaが 、CYH耐 性 を 得 る た め に は、Q-typeL41リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 を構

成成分 とする リボ ソー ムが必要 である。 本章 の序で も述べ たがCYH添 加後 に

Q-type L41リ ボ ソー ム 蛋 白質 を構 成 成 分 とす る リボ ソ ーム を合 成 す る には、 こ

の80種 類以上 の リボ ソーム蛋 白質 と4種 類 のrRNAを 合成 しな くてはな らな

く、多大 なるエネルギー を必要 とす る ことで あろう。 そ こでCYHを 添加す る

どP-typeリ ボ ソ ー ム か らP-typeL41リ ボ ソー ム 蛋 白質 が はず れ、 そ の はず れ た

と こ ろ にQ-typeL41リ ボ ソ ー ム蛋 白質 が 結 合 してQ-typeリ ボ ソー ム にな る とい

う可能性 について検 討 した。Q-typeリ ボ ソーム はCYHに 対 して構成的 に耐性

で あ る こ とか らP-typeL41とQ-typeL41の 交 換 が 行 わ れ る とCYH存 在 下 にお

いて も生育 の回復 が交換後す ぐに見 られ る ことが予想 される。Fig .4-1のSD培

地 にお い て の 生育 曲線 が 示 す よ うにC. maltosaはCYH添 加後20時 間 で 生 育 は

回復する。そ こで細胞の標識を生育回復直前のCYH添 加後16時 間と生育回復

中のCYH添 加後21時 間にお いて行 った。 また、L4l-Qs遺 伝子 の転写 レベル は

CYH添 加後6-9時 間 で 最 大 レベ ル を示す こ とよ り(Mutoh et al.l998)、CYH添 加

後9時 間の細胞標識 も共 に行 った。CYH添 加前 とCYH添 加後9、15、21時 間

にお ける各 々の細胞 を35Sメ チオニ ン ・システイ ンにて細胞標識(CYH添 加前

にお いて は15分 間、CYH添 加後 にお いて は蛋 白質合成阻害下 なので1時 間)

した あ と、 細胞標 識 して いな い菌体 と共 に回収 した。Washedリ ボ ソーム を調

製 し、OD26015の リボ ソー ム を二次元電 気泳動 によ り分離、 染色 し、そ のオー

トラジ オ グ ラ フ ィー の解 析 を行 っ た。Fig.4-2は ラジカ ル フ リー 高還 元 性 二 次 元

電気泳動法によって細胞標識されたリボソーム蛋白質 を分離 した泳動写真を示

す。 矢 印はウエスタ ン解析 によ り明 らか とな ったL41リ ボソーム蛋 白質の位置

を示 して い る。Fig.4-3はFig.4-2と 同 じゲル のオ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー を示 し

て いる。CYH添 加前 と添加後 のオー トラジオ グラフィー を比較 した結果、CYH



Fig. 4-1 Inducible resistance to CYH in C. maltosa. An arrow indicates the time of the
addition of CYH to the medium.



Fig. 4-2 Two-dimensional gel electrophoresis of ribosomal proteins. Electrophoresis was performed by
using RFHR-PAGE (Wada 1986). The ribosomal proteins separated by 2D-PAGE were detected by
Amide Black staining. Each gel was loaded 15 OD260 units of washed ribosomal proteins. Ribosomal

protein L41 is indicated by the arrow.



Fig. 4-3 Autoradiography of two-demensional gels shown in Fig. 4-2.



添加後 に リボ ソーム画分 中に新 たに ラベルが取 り込 まれ る率が特異的 に上昇 ま

た は減少す る リボ ソーム蛋 白質 の存在 は確認 できなか った。 また、矢印で示 し

たL41リ ボ ソー ム蛋 白質 に注 目して も他の リボソー ム蛋 白質 と比較 して相対的

な生産量の上昇 、減 少は見 られなかった。 もし、P-type L41リ ボ ソーム蛋 白質

とQ-type L41リ ボ ソーム蛋 白質 の直接の交換が可能な らば、CYH添 加後Q-type

L41リ ボソーム蛋 白質 を優先的 に合成 しリボソームに取 り込 むだけで十分で、

このQ-typeL41リ ボ ソーム蛋 白質 と共 に リボ ソーム を構成す ると思われる他 の

リボソー ム蛋 白質の新 たな る合成 はほ とん ど必 要な いと考 え られ る。な らば、

CYH添 加前 とCYH添 加後 のオー トラジオ グラフィーを比較 した とき、CYH添

加後 のオー トラジオグラフィーにお いて他 の リボ ソーム蛋 白質 に対す るL41リ

ボ ソーム蛋 白質 に取 り込 まれ たカウン ト数 は、CYH添 加前 において他 の りポ ソ

ーム蛋 白質 に対す るL41リ ボソーム蛋 白質 に取 り込 まれたカウ ン ト数 よ りも上

昇 す る と考 え られ る。 しか しなが ら、そのよ うな ことは観察 されず 、す べての

リボ ソーム蛋 白質 が少 しずつ合成 されて いた。 また、P-typeL41リ ボ ソーム蛋

白質 とQ-type L41リ ボソーム蛋 白質 との リボ ソーム上での直接 の交換がない と

した ら、Q-typeリ ボ ソームのde novoの 全合成が起 こって いる ことが考 え られ

る。Table4-1に お いてCYH添 加前 に比べてCYH添 加3時 間後 の40μg S-100

画分 に取 り込 まれ たカウ ン ト数 に対す るOD2601の リボ ソーム画分 に取 り込 ま

れたカ ウン ト数 の 比率 は異な り、C. maltosaに お いては他の一般の蛋 白質よ り

も リボ ソー ム を構成す る蛋 白質 が優 先的 に合成 され る ことが示 された。 この こ

とか ら蛋 白質合成阻害下 という非常 に細胞 に とって不利な状況 においてQ-type

リボソーム のde novoの 全合成は可能 である と考 え られ る。一方CYH誘 導的耐

性 の問題点 と してCYH添 加後 になぜあれだ け長 い生育停止期 間が存在す るの

かが挙 げ られ る。Table4-1に お いてOD2601の リボ ソーム画分 の取 り込みカウ ン

ト数がCYH添 加前後で は、CYH添 加後 の リボソー ム画分の取 り込 みカウ ン ト

数は1/10に 減 少 し、 また細胞標識 の時 間がCYH添 加後 はCYH添 加前 の4倍

だった ことを考 える と単位 時間当た り1/40に 減少 して いる ことが明 らか とな っ

た。す なわ ち、そ の リボソームの蛋 白質合成速度 の減 少か らQ-typeリ ボ ソーム



Table 4-1 Radio activity incorporated into ribosomes and S-100 fraction



のde novo合 成速度 は非常 に遅 い ことが予想 され る。つ ま り、生育 回復 のため

に十分な量 の リボ ソー ムが得るた めには十分長 い時 間 を要す る ことが予想 され

る°これが、C. maltosaがCYHに 対 し誘導的耐性 を獲得す るため に長いlag phase

を必要 とす る原 因 とな つて いる可能性 が考 え られ る。

4-3-2 CYH誘 導 的 耐 性 化 に関す る 因子 の探 索

CYH感 受性P-typeリ ボ ソーム とCYH耐 性 型Q-typeリ ボ ソームの生産す る

蛋 白質 の違 い を解 析す るこ とによつてCYH誘 導的耐性化 の シグナル伝 達系 に

関与す る因子が取得で きる可能性 が考 え られた。そ こでシグナル伝 達系 に関す

る蛋 白質 を含む と思われ る細胞質画分S-100の 調製 をP-typeリ ボソームのみ を

生産す るΔL41-Qs株 とQ-typeリ ボ ソーム のみ を生産す るΔL41-Ps株 か ら行 い、

二次元電気泳動法(3-2-9参 照)に よつて分離 し解析 を行 つた。その結果 、比較 的

大 き く発現量 の異 なる蛋 白質のスポ ッ トが5つ 見 出され た(Fig. 4-4矢 印)。特 に

No2、4、5に ついてはΔL41-Qs株 由来のS-100画 分か らは検出 されず 、ΔL41-Ps

株 由来 のS-100画 分か らのみ検 出された。 これはQ-typeリ ボ ソームのみ生産す

る ことがで きるS-100画 分 由来である ことか ら、CYH誘 導的耐性化 に関与 して

いる可能性 が考 え られ る。今後、4-3-1の ように細胞 を標識 した実験が必要であ

る と考 え られ る。

二次元 電気泳動 において 蛋 白質 は毎回の泳動 によってわず か に異なつた電気

泳 動度 を見せ る。 これ はアク リル ア ミ ドとビス アク リル アミ ドの濃度 、ゲル バ

ッファーのpHと イオ ン強度、電気泳動 して いる間のゲルの温度 による もので

ある と考 え られ る。4-3-1で 述べ たよ うな少数 の蛋 白質 における二次元電気泳動

では泳 動パ ター ンの標準化 は必要で はな いか も知れないが、Fig.4-4に 示 したよ

うな約300も のスポ ッ トの存在 を確認す る ことが可能な二次元電気泳動 にお い

て泳 動パター ンの標 準化 は必須 である と考 え、今後の検 討が必要で ある。



Fig. 4-4 2D-PAGE pattern of S-100 fractions from △L4l-Qs and △L4l-Ps strains. Each gel was

loaded 100μg of washed ribosomal proteins.  The proteins senarated by 2D-PAGE were detected

by Coomassie blue staining. Right to left:  isoelectric focusing for the first dimension; top to

bottom: SDS-PAGE for the second dimension.132



第5章C-GCN4遺 伝 子 破 壊 に よ る偽 菌糸 形 成

序

二形性 とは様々な環境 に応答 して酵母型 と菌糸型の間で変換が起こる現象で

ある。二形性を示す菌の多 くは人及び動物の深在性真菌症の原因菌として知 ら

れて いる。病原性 と二形性 の間 には密接な関係が ある と考 え られてい る。そ の

ため二形性 を制御 している遺伝子の同定とその機能解析が研究者 らの中心的課

題で あ り、それ を明 らか にす る ことが新 たな抗真菌剤 のターゲ ッ トとな りうる

可能性 を秘 めて いる。二形性 と病原性 の関連 につ いて よ く研究 がなされてい る

菌 と して は カ ン ジ タ症 の 原 因菌 のCandida albicansが 有 名 で あ り、 他 に ヒ トプ

ラ ズ マ 症 を 起 こ すHistoplasma capsulatum (Maresca and Kobayashi 1989)、 ト ウ モ

ロ コ シ 黒 斑 病 の 原 因 菌 で あ るUstilago maydis (Ruiz-Herrera et al. 1995)が 知 られ

て い る 。

1992年 にSaccharomyces cerevisiaeΣ1278b株 の 二 倍 体 が 、 窒 素 飢 餓 条 件 下 に

お いて 酵 母 型 か ら偽 菌 糸 型 に変 換す る こ とが 報 告 され た(Gimeno et al. 1992)。S.

cerevisiaeは 病 原性 を持 たな い けれ ど も、 この酵 母 につ いて 蓄 積 され て き た情 報

量が二 形性 を研究す る上で非常 によ い案 内役 とな り、研 究の進行 を一段 と速 く

した。そ して偽菌糸形成の誘導 に関わ るシグナル伝達経路は、cAMPとMAPK

(mitogen-activation protein kinase)を 介 し た2つ の 伝 達 経 路 に よ つ て 制 御 さ れ て い

る こ と が 明 らか に さ れ て い る(Fig. 5-1)。

MAPK経 路 はSte20p (p21-activated kinase; PAK),Ste11p (MAPK kinase kinase;

MEKK), Ste7p (MAPK kinase; MEK), Kss1p (MAPK)の4つ の キ ナ ー ゼ を 中 心 と

して 構 成 され て い る。 また これ らの下 流 にはSte12pとTec1pの ヘ テ ロ二 量体 化

し た 転 写 因 子 が 存 在 し 、 こ の 転 写 因 子 はFREs(filamentation/invasion response

elements)と 呼 ばれ る特 異 的 なDNA配 列 に結 合 す る ことが 知 られ て い る(Madhani

and Fink 1997)。 この経 路 が どの よ うに して活 性化 され て い るか 未 だ よ く分 か つ

て い な い が 、Ras2pが 幾 つ か 役 割 を担 つ て い る こ とが 知 られ て い る。Ras2pに



Fig. 5-1. Diagrammatic representation of the different pseudohyphal pathways of S. cerevisiae. Two
major pathways activate pseudohyphal growth. The more relevant pathway is composed of a MAPK
cascade (Ste20-Ste11-Ste7-Kss1) that shares some components with the pheromone response cascade . A
Ras protein that signals through the GTPase-activating protein Cdc42 and the 14-3-3 proteins Bmhl and
Bmh2 activates this cascade. The output from the MAPK cascade is received by the heterodimeric
transcription factor Ste12/Tecl, which turns on promoters of genes involved in pseudohyphal growth . The
second pseudohyphal pathway is composed of the adenylate cyclase protein, Cyrl , which is activated by
two different G-proteins: Ras2 and Gpa2. An increase in the cAMP levels inactivates the regulatory
subunit of PKA, Bcy1, releasing the three catalytic subunits (Tpk1, Tpk2 and Tpk3) . Only Tpk2 is
involved in the activation of pseudohyphal growth. The other two catalytic subunits are involved in
adaptive mechanisms. The targets of PKA are the Flo8 and Sok2 transcriptional regulators . The first acts
as a positive regulator, whereas the second acts as a negative regulator, most likely over the Phdl
transcriptional activator. Both pathways-the MAPK and the cAMP-PKA cascades-are induced by
membrane receptors (Gpr1 and Mep2) that sense the nutritional status of the cell. Additional effectors are
the Ash1 transcriptional regulator (which is located downstream of Ras2. Membrane associated receptors
are represented by hexagones. Boxes represent regulatory proteins and ellipses represent transcription
factors. (Martinez et al.2001 の図を改変 して用 いた)



よ るMAPK経 路 の 活 性 化 はGTPase Cdc42PとBmh1P、 Bmh2P、Ste20Pの 複 合

体 を 介 し て 起 こ っ て い る(Roberts et al.1997)。

cAMP経 路 もま たs.cerevisiaeに お い て偽 菌 糸 形 成 を制 御 して いる 。低 分 子 量

G蛋 白質Ras2pと 三 量 体G蛋 白質 のαサ ブユ ニ ッ トで あ るGpa2pは 、 アデ ニ ル

酸 シ ク ラー ゼ(Cyr1P)を 活 性 化 す る こと によ ってcAMPレ ベ ル を上昇 させ て い る

(Pan and Heitmann 1999)。cAMPがcAMP依 存 性 蛋 白質 リン酸化 酵 素(プ ロテ イ

ンキ ナ ー ゼA; PKA)の 制御 サ ブユ ニ ッ トで あ るBcy1pに 結 合 す る こと によ り

不 活 化 され 、3つ の触 媒 サ ブユ ニ ッ ト(Tpklp, Tpk2p, Tpk3p)が 解 離 す る。 そ の う

ち のTpk2pの み が偽 菌 糸 形 成 に正 に 働 き、 下 流 の タ ー ゲ ッ トを活 性 化 す る 。

Gpa2PとRas2Pの 上流 に は2つ のセ ンサ ーGpr1PとMep2Pが 存在 す る。7回 膜

を貫 通 す る膜 蛋 白質 で あ るGprlp(Lorenz et al.2000)に よ って 感 知 され る シグ ナ

ル は 明 確 に は な って いな いが 、 炭 素 源 の量 ま た は 窒 素 飢 餓 に応 答 す る こ とか ら

二 重 の役 割 を担 っ て い るセ ンサ ー で あ る と考 え られ て い る。Mep2pはRas2pと

Gpa2pの 上 流 に位 置 す る ア ンモ ニ ア パ ー ミ ア ー ゼ で あ る(Lorenz and Heitman

1998)。cAMP経 路 の下 流 に は様 々 な 転写 因子 が存 在 す る。Sok2pは 菌 類 の分 化

にお いて 必 須 とされ る転 写 因子 のfamilyに 属す るMyc-like転 写 因子 で あ る(Ward

et al.1995)。Phd1pはPKA依 存 的経 路 の直 接 の タ ー ゲ ッ トで はな いが 、Sok2p

ホ モ ロ グで あ り、Sok2pと 同様 に偽 菌 糸 形 成 に影 響 を与 え る(Gimeno and Fink

1994)。 また 、Sok2pはPhd1pの 負 の制 御 因子 で あ る と考 え られ て い る。PKA

に よ って 制 御 され て い る も う1つ の 転 写 因子 と して フ ロキ ュ リン を活 性 化 す る

Flo8pも 知 られ て い る(Liu et al.1996)。 そ の他 に偽 菌 糸 形 成 に影 響 を与 えて い る

因 子 と してAsh1pも 知 られ て い る(Chandarlapaty and Errede 1998)。Ash1pはRas2p

の 下 流 に位 置 す る と考 え られ て い るが 、cAMP経 路 の 関 与 につ いて は未 だ 明 ら

か にな っ て い な い。

C. albicansに お け る二 形性 の研 究 もs. cer6visiaeの 二 形性 の研 究 と双 壁 をな す

よ う によ く研 究 され て い る。C.albicansは 様 々 な条 件 下 にお いて 偽 菌 糸 、 真 正

菌糸 を形 成 す る。 そ の 中 で もpH変 化 、 高 温 、 栄 養飢 餓 、 血 清 は研 究 す る 上 で

頻 繁 に使 わ れ て い る条 件 で あ る。 ま た、C. albicansに お いて 働 いて いる 真 正 菌



糸 形 成 の情 報 伝 達 系 をFig.5-2に 示 した が 、S.cerevisiaeのMAPK経 路 に相 当す

る シ グナ ル伝 達 系 がC.albicansに お い て も働 いて い る こ とが わ か る。 この カ ス

ケ ー ドの 構 成 成 分 と して2種 類 のPAK(Cst20p,Cla4p),MEK(Hst7p),MAPK

(Cek1p)を 含 ん で い る。 さ らに この カ ス ケー ドはCph1p(Ste12pホ モ ロ グ)を 活 性

化 す る と考 え られ て い る(Brown and Gow 1999)。S.cerevisiae Ste11pホ モ ロ グ と

Tec1pホ モ ロ グ はC.alvicansに お いて 未 だ 報 告 され て い な い が、 ゲ ノム プ ロジ

ェ ク トが この 問題 をす ぐに解 決 して くれ る と思 わ れ る。

C.albicansに お いて もMAPKに 加 えて 、cAMPが 菌糸 生長 に影 響 を与 え て い

る。cAMPを 加 え る と菌 糸 生長 し(Niimi 1996)、PKAの 触 媒 サ ブユ ニ ッ トの1つ

Tpk2pの 欠 失 は菌 糸 生 長 を阻 害 す る こ とよ りC.albicansに お いて もcAMP経 路

が働 いて い る こ とが 示 され て い る(Sonneborn et al2000)。 またS.ercevisiaeの

Sok2p,Phd1pと 相 同性 の 高 いEfg1pはPKAの 下流 に位 置 す る転 写 因子 で 、C

albicansに お け る 二 形 性 の主 要 な 役 割 を担 っ て い る こ とが 知 られ て お り、 そ の

量 に よ って 菌 糸 生長 を正 に も負 に も制 御 す る 因子 で あ る こ とが 明 らか に され て

い る(Stoldt et al 1997;Lo et al 1997)。MAPK経 路 とcAMP経 路 の上 流 に はS.

Cerevisiae Ras2pと 類 似 のRas1pが 存 在 して い る(Feng et al 1999)。

C.maltosaは 分類学上極 めてC.albicansに 近 く(Ohkuma et al 1993)、 η-ヘキサ

デカ ンを唯一 の炭素源 とした場合(Nakazawa et al 1998)、 あるいはCEN領 域 を

もつ プ ラス ミ ドを導 入 した場合偽 菌 糸形成 が誘 導 され る こ とが示 されて い る

(Nakazawa et al 1997)。 また、第1章 で示 した ようにC-GCN4遺 伝子破壊株△C-

GCN4はYPD培 地か ら最少培地 に移 した場合偽 菌糸型で生育 した。これ はGcn4p

ホモ ログの破壊 がその増殖 形態 に影響 を及 ぼす初めての報告 である。

本章では、偽 菌糸形成に関与す るC-Gcn4pの 新たな機能の解析 につ いて行 っ

た ことを報告す る。



Fig.5-2. Schematic model of signalling pathways to hyphal growth in C.albicans. At least two
pathways trigger hyphal growth. In contrast to S. cerevisiae, the more important pathway in C.
albicans is the cAMP-PKA route. In this pathway, only the PKA catalytic subunit Tpk2 has been
characterized. The adenylate cyclase (Cyr 1) and the regulatory subunit (Bcy 1) have been located in the
sequencing project. Tpk2 positively regulates the transcription factor Efgl, which is a major player in
hyphal growth. The components of the MAPK pathway are better characterized, although some
components are not well known yet. Membrane associated receptors are represented by hexagones.
Boxes represent regulatory proteins and ellipses represent transcription factors.(Martinez et al. 2001 の

図 を改変 して用 いた)



5-2材 料 と方 法

5-2-1使 用 菌 株

1-2-1に 述 べ た 菌 を使 用 した 。

5-2-2培 地

1-2-2に 述 べ た培 地 を使 用 した 。

5-2-3ノ ー ザ ン解 析 法

1-2-13に 述 べ た 方 法 で 行 っ た 。



5-3結 果

5-3-1 C.maltosa に お け るC-GCN4遺 伝 子 破 壊 に よ る 偽 菌 糸 形 成

第1章 にお いて作製 したC-GCN4遺 伝子破壊株(△C-GCN4)は 、YPD培 地

にお いて野 生型株 と同様な形態及 び生育速度 を示 したが、最少培地 にお いて 生

育速度 が野生型株 に比べて遅 くな り偽菌糸 を形成 した。 この現象 は液体、固体

培地 の両方 にお いて見 られた(Fig.5-3A-D)。

5-3-2偽 菌 糸 形 成 に お い てC.maltosaに もC.albicansと 類 似 の シ グ ナ ル 伝

達 系 が 働 い て い る

本 章 の序 で も述 べ た よ う にC.albicans EfglpはPKAの 下 流 に位 置 し、菌 糸 生

長 の 重 要 な 因 子 で あ る こ とが知 られ て い る(Stoldt et al.1997;Lo et al.1997)。 ま

た 、Efg1 mRNAレ ベ ル は 血 清 に よ り菌 糸 生長 を誘 導 す る と数分 で 減 少 し、 そ の

後 時 間 と共 に 回復 す る こ と も知 られ て い る。

c.maltosaに お い て もc.albicansと 同様 な シグ ナル 伝 達 系 が 働 いて い るか ど

うか を検 討 す るた め に、 まずC.maltosa EFG1ホ モ ロ グの 単離 を行 っ た。Fig.5-

4に 示 した よ う に このfamilyに 属 す る蛋 白質 で あ るS .cerevisiae Sok2p、Phdlp、

C.albicans Efglp、Aspergillus nidulans StuApのbasic helix-loop-helix(bHLH)の 保

存 領 域 の配 列 を参 考 に プ ライ マ ー を設 計 し、PCR によ り約230bpのDNA フ ラ

グ メ ン トを得 た 。 そ のDNAフ ラグ メ ン トの塩 基 配 列 を決定 した結 果 、EFG1ホ

モ ロ グ,C-EFG1の 部 分 断片 で あ る と考 え られ た(data not shown) 。 このC-EFG の

部 分 断片 をプ ロー ブ と して野 生型 株 と△C-GCN4株 をそ れ ぞ れYPD培 地 か ら最

少 培 地 に シ フ ト(栄 養 ダ ウ ンシ フ ト)し た 場 合 のc-EFG1遺 伝 子 の発 現 量 の変

化 を解 析 した。 そ の結 果 、両 方 の株 にお い て 内部 標 準 のACT1遺 伝 子 の発 現 量

は一 定 で あ った の に対 して 、 血清 添 加 後 のEFG1遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン と同様

に、栄 養 ダ ウ ン シ フ ト後 す ぐにC-EFG1遺 伝 子 の発 現 量 は減 少 し、そ の後 時 間

と共 に 回復 した(Fig.5-5)。 す なわ ち 、C.albicansと 類 似 の シグ ナル 伝 達 系 がC.

maltosaの 野 生 型 株 と△C-GCN4株 にお いて栄 養 ダ ウ ンシ フ トに応 答 して活 性 化



Fig.5-3
Cell morphology of C.maltosa strains.(A)C. maltosa wild-type strain CMTioo (hiss::HIss,
uras::URAs, adel::ADEI)was transferred from YPD solid medium to minimal solid medium

(nutritional downshift), and was grown on the medium for 1  day at 30℃.(B)C. malsosa△C-GCN4

mutant(C-GCN4a::HISS, uras:: URAs, C-GCN4b)::ADE1) was transferred from YPD and grown on
minimal solid medium for 2 day at 30℃.(C), (D) After nutritional downshift in liquid medium, the
wild-type CMT 100(C) or the △C-GCN4(D) was grown in minimal liquid medium for 1 day at

30℃.Cells  were viewed using Nomarski optics.



Fig. 5-4

Alignment of the deduced amino acids sequences of the conserved region from s.cerevisiae
Sok2p,Phdlp,C.albicans Efglp,A.nidulans StuAp(aligned with Clustal X).Amino acids iden-
tical and conserved among sequences are indicated byasterisks and dots,respectively.Forward
and reverse primers designed to amplify a part of C-EFGI are shown.



Fig. 5-5

Northern bolt analysis of C-GCN4 or C-EFGI transcript. Total RNA were prepared from the
wild-type CMT 100 or the dC-GCN4 at various time points after transferring from YPD to
minimal medium. Signals were quantified using the FLA-3000 phosphor imaging scanner .
Numbers given indicate relative expression levels of C-GCN4 or C-EFGI . Signal intensities
were normalized by that of ACTl, and the values at time zero are taken as I.



して いる可能性が考え られた。

5-3-3 C-Gcn4pは 偽 菌 糸 形 成 を 抑 圧 す る

Fig. 5-6は 野 生 型 株 と△C-GCN4株 の栄 養 ダ ウ ンシ フ ト後 の偽 菌糸 形 成 率 の タ

イム コー ス を示 している。栄養 ダ ウンシ フ ト直後で は△C-GCN4株 だけでな く

野 生株 も偽菌糸 を形成 した。 しか し、△C-GCN4株 で は偽菌 糸の形成 が時間が

経過 して も続 け られ るのに対 して、野生型株 では時 間の経 過 と共 にその偽菌糸

の形 成 は抑 え られ て い っ た(Fig. 5-6)。 ま た、 栄 養 ダ ウ ン シ フ ト後 のC-GCN4遺

伝 子 の 発 現 につ い て の解 析 も行 っ た 。 そ の結 果 、C-GCN4mRNAレ ベ ル は20

分 後 で6倍 まで 上 昇 し、 そ れ 以後 は 時 間 の経 過 と共 に減 少 した(Fig. 5-5)。 この

C-GcN4 mRNAレ ベルの上昇は栄 養ダウ ンシフ トに応答 し、偽 菌糸形成 を抑圧

して い る ことが考 え られ た。 さ らに野生型株 と△C-GCN4株 の両株 にお いて栄

養 ダウンシフ ト後のC-E17G1遺 伝子 の発現パ ター ンに違 いが見 られ なか った こ

とか ら、C-Gcn4pはC-EFG1遺 伝子 の下流 のシグナル伝 達系 を抑圧 して いる可

能性が考え られた。



Fig. 5-6

Change in the pseudohyphal formation after nutritional downshift. The wild-type CMT 100

(circles) and the △C-GCN4 (triangles) were transferred from YPD to minimal medium at 30℃.

The proportion of cells forming pseudohyphae was determined by light microscopy . At least.
300 cells were examined at each time points.



5-4考 察

本 章 で はC-GCN4遺 伝 子 と偽 菌 糸 形成 の 関係 につ いて 解 析 を行 った 。S.

cerevisiae Gcn4p及 びGcn4pホ モ ログにつ いて はよ く研 究 され、Gcn4pが 様々な

環境 に適応す るための転写活性化 因子 で ある ことは明 らか である。 しか しなが

ら、形態学的な変化 に関与 してい るとい う報告 はな現在 までな く、Gcn4pホ モ

ログが偽 菌糸 形成 を抑圧す る という新たな機能が見出 され た。

EfglpはEボ ック ス(5'-CANNTG-3')に 結 合 す る こ とが知 られ て いる 。C-GCN4

プ ロモ ー タ ー の2カ 所 にお い てEボ ックス が 見 られ た 。 野 生 型株 と△C-GCN4

株 で栄 養 ダ ウ ンシ フ ト後 のC-EFG1遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ンに違 いが 見 られ な か

っ た こ とか らC-GCN4遺 伝 子 はC-EFG1遺 伝 子 の 下 流 に位 置 す る ことが 考 え ら

れ 、C-Efg1pが これ らのEボ ッ クス に結 合 してC-GCN4遺 伝 子 の発 現 を制御 し

て い る 可能 性 もあ る。

C.maltosaはn-ヘ キ サ デ カ ン によ り偽 菌 糸 形 成 が誘 導 され る。 そ して そ の偽

菌 糸 形 成 に は グル カ ン の生 合 成 に関 与 して い る と考 え られ て い るEPD1遺 伝 子

とそ の ホ モ ログElPD2遺 伝 子 が 必 須 で あ る こ とが 当研 究 室 の 中澤 らによ っ て示

され て い る(Nakazawa et al.1998; Nakazawa et al.2000)。EPD1,EPD2遺 伝 子 の プ

ロ モー タ ー領 域 につ いて はそ の塩 基 配 列 が と もに200bp程 度 しか 明 らか に な っ

て いな い た め 、C-GCN4、C-EFG1遺 伝 子 の 結 合領 域 が 存 在 す るか ど うか に つ い

て 不 明で あ る が 、今 後 偽 菌 糸 形 成 にお け るC-GCN4遺 伝 子 とEPD1,EPD2遺 伝

子 の関 係 、 ま た はC-EFG1とEPD1,EPD2遺 伝 子 の 関係 を解 析 す れ ばC-GCN4

遺 伝 子 の偽 菌 糸 形 成 にお け る役割 が よ り明 らか にな る と思 わ れ る。

S. cerevisiaeは 窒 素 飢 餓 条 件下 にお いて 偽 菌 糸 の形 成 が 誘導 され る(Gimeno et

al. 1992)。GCN4遺 伝 子 は翻 訳 レベ ル で 制御 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(Grundmann et al. 2001)。 す な わ ち 、GCN4

ORFの 翻 訳 抑 制 が 偽 菌 糸 の形 成 を促 進 して い る可 能 性 が 考 え られ 、窒 素飢 餓 条

件 下 にお け るGCN4 ORFの 翻 訳 抑 制 の解 除 が偽 菌 糸 形 成 を抑圧 で き るか は興 味

深 い。C.maltosaで は△C-GCN4株 が栄 養 ダ ウ ン シ フ トにお い てC-GCN4遺 伝 子



を欠失 して いるため偽菌糸の形成が促進 されて いる ことが想定され る。

非 常 に興 味 深 い こ とは、 分 類 学 的 に近 親 で あ るC.albicansのGcn4pホ モ ロ グ

の 破 壊 が 菌 糸 生 長 に影 響 を与 え るか ど うか で あ る。C.albicansの 病 原 性 と二 形

性 は強 い相 関 が あ るた め 、C.albicansのGcn4pホ モ ロ グ と菌 糸 生長 の 間 に 関係

が あ る の な らば 、有 用 な 知 見 とな り、C.albicansの 病 原 性 の獲 得 の機 構 の解 明

につ な が る ことが 期 待 で き る 。 ゲ ノム プ ロ ジ ェ ク トによ りC.albicans Gcn4pホ

モ ロ グ が いつ で も取 得 可 能 で あ る こ とか らそ の解 析 に つ い て も十 分 可 能 で あ る

と思 わ れ る。



終章

本研 究で はC.maltosaは 蛋 白質合成阻害剤 であるCYHに 対する耐性 を誘導

的 に獲得す るという興 味深 い現象 に注 目し、C.maltosaのCYH耐 性 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CYH耐 性化

の機構 の解 明 を目的 とした。

第1章 で はL41-Q2aプ ロモ ー ター 領 域 のGCRE-like elementがL41-Qs遺 伝 子

の発 現 誘 導 に必 要 で あ る ことか らS .cerevisiae GCN4遺 伝 子 のC.maltosaホ モ ロ

グで あ るC-GCN4遺 伝 子 を取 得 し、そ の役 割 を解 析 した 。GSTと の 融 合蛋 白質

GST-C-Gcn4pはin vitroに お いてGCRE-like elementに 特 異 的 に結 合 す る こ とを

示 した 。 また 、C-GCN4遺 伝 子 破 壊 株 はCYH感 受 性 を示 し、CYH添 加 後L41-

Qs遺 伝 子 の発 現 を誘 導 で きな か った こ とか ら、C-Gcn4pはL41-Qs遺 伝 子 の転

写 活 性 化 因 子 で あ る こ とを 明 らか に した 。 さ らにC-Gcn4pはC.maltosaに お け

る ア ミ ノ酸 合 成 の 普 遍 的 制御 機 構 に関 与 して いる こ と も示 した。 また 、C-GCN4

ORFの5'上 流 に存在 す るuORFはC-GCN4 ORFの 翻 訳 を抑 制 す る の に重 要 で

あ り、 ヒス チ ジ ン飢 餓 条 件 下 にお いて はC-GCN4 ORFの 翻 訳 抑 制 は解 除 され る

こ と を 明 らか に した。

第2章 ではC-GCN4遺 伝子 の発現制御 に関与す るC-GCN2遺 伝子 を取得 し解

析 した。C-GCN2遺 伝子破壊株 は3-AT感 受性 を示 し、 ヒスチ ジン飢餓条件下

にお いてC-GCN4、C-HIS5遺 伝子 の転写誘導 レベルが低下 し、C-GCN4 ORFの

翻 訳の解 除が起 こらなかったため、C-Gcn2pはC-GCN4遺 伝子 の発現 を転写、

翻訳 の両方 の レベル で制御す る ことによ ってC.maltosaの ア ミノ酸合成の普遍

的制御機構 に関与て いる ことを示 した。 また、C-GCN2遺 伝子破壊株 はCYHに

対 して誘導的耐性 を示 し、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 はア ミノ酸合成の普遍的制御機構 とは異な る機構で ある ことを

示唆 した。

第3章 では武藤 によ って見 出されたRay38pが リボ ソームか ら脱離す る リボ

ソーム会合蛋 白質で あることを確認 した。CYH添 加後 のRAY38遺 伝子破壊株



の生育は野生型株 に比べCYH耐 性化 に要す る時 間が短縮 され た ことよ り、 リ

ボソームか らのRay38pの 脱離 はCYH耐 性化の誘導 を促進す ることを示唆 した。

第4章 で はCYH耐 性 化 に対 し非 常 に大 き な役 割 を持 って いるL41リ ボ ソー

ム蛋 白質 を 中心 にCYH誘 導 的 耐 性 化 機構 につ いて 検 討 を行 った結 果 、P-type L41

リボ ソー ム 蛋 白質 とQ-type L41リ ボ ソー ム 蛋 白質 の リボ ソー ム 上 で の 直接 の交

喚はな く、 む しろCYH添 加 後Q-typeリ ボ ソ ー ム のde novoの 全 合成 がお こっ

てい る可 能 性 を示 した 。

第5章 で はC-GCN4遺 伝子破壊株 は最少培地 にお いて常 に偽 菌糸型 生長 を行

うこ とを明 らかに し、C-Gcn4pは ア ミノ酸飢 餓条件下で は偽 菌糸形成の情報伝

達 を負 に制御 して いる可能性 を示 した。

以 上 、 本研 究 で はC.maltosaのCYH誘 導 的耐 性 化機 構 につ いて の解 析 を行

っ た 。 そ の結 果CYH誘 導 的 耐性 化 の 経路 は2つ に分 け て考 え られ 、CYH添 加

後C-GCN4mRNAレ ベ ル が 上 昇 し、C-GCN4 ORFの 翻 訳 後 、おそ ら くはC-Gcn4p

の 転 写 活 性 化 能 も上 昇 す る こ と に よ り、L41-Qsプ ロモ ー タ ー 領 域 に存 在 す る

GCRE-like elementにC-Gcn4pが 効 率 的 に 結 合 す る よ う にな る 。 これ に よ り

L41-QS遺 伝 子 の発 現 が 上昇 し、CYH耐 性 型Q-type L41リ ボ ソー ム 蛋 白質 を合

成 す る。 ま た 、Q-type L41リ ボ ソー ム 蛋 白質 以外 の リボ ソー ム 蛋 白質 の合 成 も

非 ス トレス条 件 下 と比較 す る と合 成 速度 は遅 いが 合 成 され る。そ してQ-type L41

リボ ソー ム 蛋 白質 を構 成 成 分 とす る リボ ソー ム が 合 成 され る こ とに よ りCYH

耐 性 化 を獲 得 す る。 一 方 、CYH添 加 に よ りCYH感 受 性 のP-type L41リ ボ ソー

ム 蛋 白質 を構 成 成 分 とす る リボ ソー ム か らRay38pが ス レオ ニ ン残 基 の 高 リン

酸 化 な どの影 響 によ り脱 離す る。 これ らの経 路 の うちCYHとC-Gcn4pま た は

Ray38pを つ な ぐ経 路 、C-Gcn4pとRay38pの 関係 につ いて は未 だ不 明で あ り、

今後 の課題 となる。CYHとC-Gcn4pを つな ぐシグナル伝達経路 について は第1

章の考察 で も述べ たが リボ ソーム にCYHが 結合す る ことによって活性化 され

る経路 、 レセ プター にCYHが 直接結合す る ことによって活性化 され る経路 が

考 え られ る。そ こで今後 はC-GCN4プ ロモー ターの解析 によ りCYH添 加後 に

転 写誘 導 され るた めに必要 な領域 を決定 し、C-GCN4遺 伝 子 の転写制御 因子 を



同定す る ことによって この経路 を明 らか に して い くことができる と思われ る。

またCYHとRay38pを つな ぐ経路 に関 しては第3章 の考察で も触 れたが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 ドを活性化す る こ

とが考 え られる。C-Gcn4pとRay38pの 関係 につ いては、今後△C-GCN4株 にお

けるRAY38遺 伝子 の発現 または△RAY38株 にお けるC-GCN4遺 伝子の発現 の検

討、C-GCN4, RAY38遺 伝 子破壊株 を作製 し、CYH感 受性 を検討す る ことによ

り明 らか にす る ことがで きると思 われ る。

哺乳細胞 にお いてCYHの 添加 はc-junを 含 む極初期遺伝子 のスーパーイ ンダ

クションと呼ばれる現象 をお こす ことは第1章 の考察で も述べ たが、C . maltosa

のC-Gcn4pへ のCYHの 効果 は、哺乳細胞 のc-jun蛋 白へ の効果 といくつかの点

において似て いる ことか ら、類似 のシグナル伝 達経路 が活 性化 されて いる可能

性が考 え られ 、今後 のC-Gcn4pの 上流 に位 置す る因子の解析は、不明な点が多

い哺乳 動物のスーパ ーイ ンダクシ ョンの機構 を解 明す る良いモデル とな る可能

性 が考え られ る。

また二 形 性 酵 母 と して知 られ るC . albicansとC. maltosaは 類 縁 性 が 高 いた め

C. albicansのGCN4ホ モ ロ グはC. maltosaのC-Gcn4pと 同様 の機 能 を持 つ こ と

は十 分 に考 え られ 、 この遺 伝子 がC . albicansに お い て菌 糸 状 の 生 育 を負 に制 御

して い る可 能 性 は高 い。 す な わ ち 、C-GCN4遺 伝 子 また はGCN4ホ モ ロ グ の研

究 はC. albicans二 形 性 の機構 の 異 な る解 明 の手 が か りにな る 可能 性 を も持 つ と

考 え られ る 。
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論文題 目

酵 母Candida maltosaの シ ク ロヘ キ シ ミ ド耐性 を誘 導 す る分 子 機 構 に関 す る研 究

動植物の細胞や多 くの真菌などほとんどの真核生物細胞は蛋白質合成阻害剤であるシクロへ

キ シミ ド(CYH)に 感受性であるが 、ある種 の真菌だけはCYHに 耐性である。 この性質は酵母 の

分 類 学 上 で は 重 要 な 指 標 と な り う る 。 我 々 は 、 酵 母Camlida maltosaがCYH耐 性 で あ り 、 そ の

耐性はCYHに よ り誘導 されるいわゆる誘導的耐性であることを見出 した。c. maltosaに は二種

類 のL41リ ボソーム蛋 白質 をコー ドする遺伝 子があ り、一つは56番 目のアミ ノ酸残基がプ ロ

リンであるl41-P遺 伝子で、構成的に発現 し、 これ の遺伝子がコー ドするL41-Pを 構成成分 と

する リボソームはCYH感 受性 を示す。 も う一つは56番 目のアミノ酸残基が グルタミ ンである

l41-Q遺 伝子で、CYH存 在下で誘導的 に発現 し、 この遺伝子が コー ドするL41-Qを 構1成成分 と

す る リボ ソームはCYH耐 性を示す。cmaltosaは 、CYH添 加後、後者のl41-Q遺 伝子の発現

を誘導 し、CYH耐 性 リボ ソー ムを合成する ことによ りCYH耐 性化す ることが明 らかになって

いる.l41-Q遺 伝子 のプロモーター領域 には、CYH存 在下、或いはアミノ酸飢 餓な どの蛋 白質

合成 が抑 え られた時 に発現が誘導 されるの に必 要な配列が 同定 されてお り、そ こには

sacchmmyces cerevisiaeな ど で ア ミ ノ 酸 飢 餓 時 に 働 くGcn4p responsive elementと 類 似 の 配 列 が

含 まれて いる。一般 に リボ ソーム蛋 白質 をコー ドす る遺伝 子の発現量 は細胞 の成長速度 に比例

しており、蛋白質合成阻害条件下ではその発現は抑制されるが、逆にl41-Q遺 伝子の発現は誘

導 された。 この ような発現誘導 は リボ ソーム蛋 白質 をコー ドする遺 伝子 として は初めて の例で

あ る 。



本研究では、C.maltosaに お けるL41-Q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。

1. L41-Q遺 伝子 の転 写 制御 因子 C-Gcn4P

L41-Q遺 伝子 のプロモーター領域の解析 によ りC. maltosa Gcn4Pホ モ ログがCYH存 在下にお

け るL41-Q遺 伝子 の発現誘導 に関与す る ことが予想 され た。GCN4遺 伝 子は酵母 か ら哺乳動

物 まで広 く保存 されている転写 因子 であ り、ア ミノ酸合成 の普遍的 制御 に関与 している。そ こ

で本研究では、まずGCN4遺 伝子 のC. maltosaホ モ ログを取得 し、全塩基配列を決定 し、C-GCN4

と命 名 した。大腸 菌内でGSTと の融合蛋 白質 として発現、精 製 したC-Gcn4pを 用 い、 この蛋

白質がL41-Q遺 伝子 プ ロモーター中のCYH存 在下 での発現誘導 に関わるエ レメン トに直接結

合する ことを示 した。 またC-GCN4遺 伝 子破壊株 を作製 した ところ、 この株 はCYH感 受性 を

示 し、CYH添 加後L41-Q遺 伝子の発現が誘導 されなかった。これ らの ことよ りC-Gcn4PはL41-Q

遺伝子の転写制御因子で あることが示 された。 さらにC-GCN4遺 伝子破壊株は、 ヒスチジ ン合

成系の遺伝子の一つであるC-HIS5遺 伝子 の3-aminotriazole (3-AT)添 加によるヒスチ ジン飢餓条

件下 にお ける転写を も誘導できない ことか らC. maltosaに お けるアミノ酸の普遍的制御機構 に

必要である ことも示唆され た。C-GCN4遺 伝子の転写 について検 討 した と ころ、CYHあ るいは

3-AT 添加 にお いて転写 の誘導が見 られた ことか ら、C-GCN4遺 伝子 は転写 レベルにお いて制御

されていることが示 された。 しか しなが ら、Gcn4Pの 生産 は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miniORF(uoRF)を 介 して翻訳 レベルで制御 されている

ことが知 られている。C-GCN4 mRNAの5'領 域にも3つ のuORFが 存在 していることか ら翻訳

レベルにお ける制御の存在 も推定 された。そ こで これ ら3つ のuORFの 開始 コ ドンを塩基置換

によ り破壊 し、その効果 を レポーター遺伝子 を用 いて解析 した ところ、C-Gcn4pの 生産が非ス

トレス条件下 にお いて これ ら3つ のuoRFに よ り抑 制されているが、CYH添 加 または ヒスチジ

ン飢餓 による誘導でそ の翻 訳が誘導 され る ことが 分かった。そ してそ の制御機構 はC. maltOSa

におけるア ミノ酸合成の普遍 的制御 とCYH耐 性化 の両方 に関与す ることが明 らか とな った。

この研究よ り得 られた3つ のuORFに 塩基置換 を入れた変異型 C-GCN4遺 伝子 によるGcn4pの

生産 につ いて レポー ター を用 いて検討 した ところ、非ス トレス条 件下 にお いて野生型の100倍

高 い発現量 を示 した。 このことよ り、 この系はCandida属 酵母において前例 のない有用な遺伝

子発現系として利用できる可能性がある と考 えられる。

2.C-GCN4遺 伝 子 の 制 御 因 子C-Gcn2p

酵母S. cerevisiaeに お いてGcn2p活 性 が細胞内の蛋 白質合成 を調節 し、その結果 としてGCN4

遺伝子 の発現が制御 され ている。C-GCN4遺 伝子 の発現 もGCN4遺 伝子 と同様なス トレスで誘



導され ることか らC-GCN4遺 伝子の発現制御に もC. maltosaのGCN2ホ モ ログの関与が考え ら

れた。そ こでC. maltosaに お けるGCN2ホ モログをクローニ ング し、全塩基配列 を決定 し、C-

GCN2と 命名 した。C. maltosaに は この遺伝子以外 にGCN2ホ モ ログが存在 しないことはサザ ン

解析の結果 によ り推定された。そ して C-GCN2遺 伝子破壊株 を作製 し、そ のCYHあ るいは3-AT

に対す る感受性 を調べた結果、C-GCN2遺 伝子破壊株は3-ATに 感受性を示 したが、CYHに 対

して野生株 同様誘導的耐性 を示 した。また、C-GCN2遺 伝子破壊株 におけるCYH添 加後のC-

GCN4, C-HIS5, L41-Q遺 伝子 の転写の誘導 レベル は野生株 と変わ らなかった ことに比べ、3-AT

添加後 のC-GCN4, C-HIS5, L41-Q遺 伝子の転写の誘導 レベルは野 生株 に比べ減少 していた。C-

GCN4遺 伝子 は翻訳 レベル にお いて もそ の発現 が制御 されて いるため レポーター遺伝 子 を用 い

て解析 を行った結果、3-AT添 加後のC-GCN4 遺伝子の翻訳 レベル はC-GCN2遺 伝子破壊株 にお

いてのみ上 昇が見 られなか った。以上の ことか ら、CYH 耐性化 とアミノ酸 の普遍的制御 は共に

C-Gcn4p依 存 的であるが、そ の上流 は別 々の経路が働 いて いる ことが示 唆され た。す なわち、

CYH 耐性化 にはC-Gcn2p非 依存的な経路が働いて いると考 え られる。

3.新 規 リボ ソーム 会合 蛋 白質Ray38p

CYH添 加時 の リボソームの構 成成分の変化 を検 討す る過程で 、CYH添 加 によ りC. maltosa

野 生株の リボ ソーム画分か ら消失 し、L41-Qリ ボソーム蛋 白質 の誘導 的合成によるCYH 耐性

化 に伴って再 び現れ る38kDaの 蛋白質 を二次元電気泳動(RFHR-PAGE)に よ り見いだ した。 この

蛋 白質の消失は、de novoの 蛋 白質合成を必 要とせず、温度依存的な リボソームか らの脱離反応

によるもので あ り、38kDaの 蛋白質のCYH添 加による脱離反応は、CYH感 受性であるL41-P

を構成成分 とす る リボ ソー ムにお いては見 られたが、CYH耐 性であるL41-Qを 構 成成分 とす

る リボソーム にお いては見 られなかった。また 、 この38kDaの 蛋 白質の リボソームか らの脱離

は、CYH添 加後だ けでな く、C. maltosaに お いてCYH添 加以外のCYH耐 性L41-Q遺 伝子の誘

導条件 であるグル タルイ ミ ド系抗 生物質 アニ ソマ イシン添加 、栄養 源変化 にお いて も見 られた

ことか ら、L41リ ボ ソーム蛋 白質 と38kDaの 蛋白質の機能的関連が示唆された。 この38kDaの

蛋 白質 を コー ドす る遺 伝 子 をそ の部 分 ア ミ ノ酸 配 列 を利 用 して ク ロ ー ニ ン グ し、RAY38

(Ribosome-associated protein of yeast)と命名 した。 この遺伝子 の構造か らこの遺伝子 が コー ドす

るRay38pは 、C末 端にRNA結 合 モチー フとして知 られるRGGモ チーフを持っていた。抗Ray38p

抗体 を利用 したイ ムノアフ ィニテ ィー精製 によ り得 られたRay38pを 抗 リン酸化セ リン抗体 、

抗 リン酸化 ス レオニ ン抗体 、抗 リン酸化チ ロシ ン抗体 を用 いた ウエ スタン解析 によ りそ の リン

酸化の状態 を検 討 した。その結果 、Ray38pは セ リン ・ス レオニン残基が リン酸化 を受ける蛋 白

質であ り、CYH添 加後 リボソームよ り脱離 したRay38pは 、そのス レオニ ン残基が高度 に リン

酸化 されて いる ことが明 らか になった。 これ らの ことか らこのス レオニ ンの高 リン酸化 を介 し



てRay38pの リボ ソームか らの脱離が起 こることが考 え られ た。RAY38遺 伝子破壊株 を作製 し

た ところ この破壊株 は、野生株 に比べCYH添 加後 のCYH耐 性化が早 く起 こる ことか ら、 リボ

ソームか らのRay38pの 脱離は、CYH耐 性化の誘導を促進 して いることが示唆された。 また、

この破壊株 は非 ス トレス条件 下で は野 生株 と生育に差が見 られな い ことか ら、本来の リボ ソー

ムの機能 には必須な蛋 白質でな く、新規 リボ ソーム会合蛋白質である ことが推定 された。

4.CYH誘 導的耐性化の機構

CYH誘 導的耐性化機構 においての問題点 の一つはCYH存 在下で蛋 白質合成 が停止 した状態

で いか にしてL41-Qを 含む耐性な リボ ソームを合成す るか という点である。80種 類以 上の リボ

ソーム蛋 白質 を合成す る ことは、細胞 にとって非常 に困難 である と考え られた ため、 リボソー

ム蛋 白質L41-PとL41-Qの リボ ソーム上 における直接 の交換 について、CYH添 加後経時的に

パ ルス ラベル を行 い、調製 された リボ ソーム画分 を二次元 電気泳動 に分離 し、そ のオー トラジ

オグラフィーの比較検討 を行った。その結果 、CYH添 加後 に リボソーム中のL41リ ボソーム蛋

白質のみが交換 され る ことはな く、非常 に少な いなが らもすべての リボ ソーム蛋 白質が合成 さ

れ ている ことが示唆された。

5.C-GCN4遺 伝 子破 壊 に よる偽菌 糸 形成

酵母型 と菌糸 型の問で変換が起 こる現象 を二形成 と呼び、Candida albicmsに お いてはそ の増

殖 形態 と病原性 の相関性が推察 され ている。C. maltosaも 病原性 を持 たないが二形成酵母で あ

る。本研 究においてC-GCN4遺 伝子破壊株 は最少培地 にお いては常に偽菌糸 型成長 を行 うこと

が 明らかになった。 これは GCN4 ホモログの破壊がそ の増殖形態に影響を及 ぼす ことを示 した

初 めての例で あ り、C-Gcn4pは ア ミノ酸飢 餓条件下で は偽 菌糸 形成 の情 報伝達 を負に制御 して

いると考え られた。

6.ま と め

本研究 においてCYH耐 性L41-Q遺 伝子の発現 制御及び リボソームのCYH耐 性化の機構 に関

す るの新たな知見が得 られ た。 リボ ソー ムに関する知見に比べ、 リボ ソー ム蛋 白質の合 成につ

いてはの知見は現在 まで非常に乏 しいた め、本研究 で明 らか とな った制御機構 が今後 の リボソ

ーム及 び リボ ソーム蛋 白質における発現制御機構 の完 全解 明 に寄与 して いく可能性 が考 え られ

る。また、CYH 添加後のC-GCN4遺 伝子の転写制御が、哺乳動物において知 られ るsuperinduction

と呼 ばれ る未だ によく理解 されていな い現象 と非常 に類似 して いるため、本研究が非常 に良い

モデルとな ることが期待 される。
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