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l王∃

一般に細胞は多彩な潜在機能を有 しているが､その多 くは､外界の状況に対

して適切に応答することで発揮 される｡ここで言 う外界とは､単細胞生物の場

合は体外環境と同義であるが､多細胞体制をとっている生物では他の細胞によ

って作り出される体内環境をも含み､またむ しろその方が一般的である｡その

ような場合には､細胞にとってみれば､ホルモン､増殖因子 ､神経伝達物質､

オータコイ ドなどの細胞間情報伝達物質が､主要な外界からの情報 ということ

になるo細胞が外界からの情報に対 して応答する過程において､受容体 (分子)

から応答体 (分子)への情報の仲たちをするのが細胞内情報伝達系 と一括 して

呼ばれる機構であるO近年､種々の生命現象を情報伝達という観点から捉え､

それらの経路を明 らかにしようとする研究が行なわれ､成果を挙げている｡そ

の結果､古典的とも言えるホルモンによる細胞機能の調節にとどまらず､細胞

の増殖制御や分化誘導なともまた､情報伝達 という文脈で捉えられるようにな

ってきた○細胞の増殖が､栄養その他の一般的な環境要因よりも､む しろ増殖

因子により厳密に制御されているという事実 (1'は､その情報伝達系がすなわち

細胞の増殖制御機構にはかならないことを示すものである.

cAMP(cyclicadenoslne3●,5'-phosphate)は､1958年にE.W.Sutherland

によって最初に見いたされて以来 2̀'､生化学的､生理学的に最 も解析の進んだ

セカンドメ ソセンジャー (secondmessenger)として､細胞内情報伝達系 とい

う概念の構築に大 きく貢献 してきたoまた作用機構は異なるものの ､原核 ､真

核生物を通 して広 く細胞内情報伝達系に関与 していることが知 られている｡原
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核生物の大腸菌やサルモネラ菌などにあっては､cAMPはカタボライ トリプレッ

ション (cataboliterepression､異化代謝産物抑制)における遺伝子発現の調

節にあずかっている｡現在までに明らかにされているその様横は､アデニル酸

シクラーゼ (adenylylcyclase)がホスホ トランスフェラーゼ系 (phosphoeno

lpyruvate:sugarphosphotransferasesystem(PTS))と呼ばれる糖頬の輸送系

と共役 して細胞内ĈMPレベルを調節 し､cAMP受容タンパク質 (CAMPreceptor

protein(CRP))と増加 したcAMPの複合体が､グルコース感受性オペロンの転写

を促進するというものである く3)O外界の特定の栄養源の硬度を､細胞内-の輸

送系 と共役 させることによりcAMPレ-ルに翻訳する機構として､後に述べる酵

母の系を考える上で､興味深い事例を与えるものである｡

真核生物においては､古くか らホルモン作用におけるcAMPのセカンドメ･ノセ

ンジャーとしての働きが研究 されてきた｡有名な肝細胞におけるグリコーゲン

代謝調節系の解明に始まり､多 くの系でcAMPを介 した情報伝達系の関与が明ら

かにされている.これらの例に限らず一般に真核生物において､cA11Pの作用は､

直接にはĈMP依存性プロテインキナーゼ (CAMPdependentproteinklnaSe､A

キナーセ)を活性化することにより発揮されると考えられている (4).cAMPの機

能を考える上で留意すべきは､cAMPを介 して細胞に引き起こされる応答が必ず

しも一様ではない点である｡さまざまなホルモンが､それぞれの標的細胞に共

通にcAMP経路を活性化するが､それぞれに異なった応答を引き起こし得る.例

えば脂肪細胞においては､先に述へた肝細胞 とは異なり､cAMPによって引き起

こされる主要な効果は脂質代謝の促進であるOこれらの例にみるようなホルモ

ン作用の特異性は､接的細胞 ごとの､受客体とAキナーゼの基質の発現の特異性
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に依存 していると考えられる｡このような観点からすれば､以下に述べるよう

に､増殖制御に果たすcAMPの役割が細胞によって一様でないのもむ しろ当然の

ことであるとも言える｡

cAMPが何 らかの増殖刺激を伝達 している可能性については古 くから指摘 され

ていたが､おもに株化された線維芽細胞や腫癌細胞を用いた実験から､例外は

あるものの､cAMPは一般に増殖に対 して阻書的に働 くと考えられていたく5)｡し

か しながら近年になって､ある種の腺腫 (adenoma)がcAMPレベルの上昇をとも

なっていること(いや､それらの腺腫の由来する正常細胞がcAMPによって増殖を

促進されること 7̀~9'が明 らかにされ､増殖刺激がcAMPを介 して伝達されるのは､

とくに増殖 と同時に分化を促進する場合に多 く､決 して例外的な事例ではない

と考えられるようになってきた 1̀0)｡実際､アデニル酸 シクラーゼに共役 して

活性化するCタンパク質であるGsの活性化聖の変異が､ある種の ヒト下垂体腫癌

における癌遺伝子として同定されている(ll).一般に哨乳類細胞における増殖

制御とcAMPの関係は､このように細胞により､また分化程度により異なると言

うべきであろう｡

これら複雑で微妙な増殖制御系を持つ高等動物細胞は多彩で魅力的ではある

が､細胞 ごとの特殊性とより普遍的な骨格とをにわかには区別 しがたいという

欠点があるoまた多くの場合､組成の完全に定義できない培地を用い､遺伝学

的な解析 も困難であるなど限界 も多い｡そこでより単純な体制と増殖制御系を

持っことが期待される真核微生物をモデル系に用いて､cAMP経路の増殖制御に

おける基本的な機能を明 らかにしようという研究の流れが生まれたoパン酵母
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saccharomycescerevisiaeは現在の ところこの目的 に最 も適 した系であるとい

ってよく､また事実この酵母のcAMP経路 についての研究 は､他の系に比 しては

るかに進んだ理解 に遠 している 1̀2･13'｡i cerevisiaeは典型的な真核生物で

あるにも関わらず ､大腸菌にも比すべ き遺伝学的解析が適用可能であるく14)｡

とくにベクター系 ､遺伝子破壊法 ､調節可能 プロモーターなどその整備 された

遺伝子操作技術は､豊富 な古典遺伝学の蓄積 と相まって､この系を真核生物の

細胞生物学的な諸問題への遺伝学的アプローチに好適なもの としているoi旦

erevISiaeは栄養条件 と接 合因子 による増殖制御系を持 っているが ､この うち前

者の情報伝達系がcAMPを介 していることが知 られている｡現在 までに明らかに

されたL cerevisiaeのcAMP経路 を模式的に表わ したのが図 1であ る 1̀5㌦ 特に

興味深いのは､癌退伝子工堕 の相同退伝子弘弘 ､坦旦互の産物がアデニル酸 シクラ

ーゼの調節をつか さどる点で ､換言すればL cerevISlaeにおいて は､他の生物

では未だ同定がなされていないRasタンパク質のエフェクター分子が7デニル酸

シクラーゼであるということになる (15'｡またilCereVisiaeにおいて も高等動

物 と同様 ､cAMPの作用はAキナーゼの活性化により発揮 される (17･18㌦ 増殖制

御に関 して言えば ､C州 Pは外界の栄養源による調節 を受け､細胞が増殖をする

か ､G0期に入るか､減数分裂を行な うかの決定にあずか っている(12)｡すなわ

ち栄養条件が良好であれば細胞内cAIMPレベルは高 く､細胞は増殖を続けるのに

対 し､栄養源が枯渇す ると細胞内cAMPレベルは低 く､細胞が一倍体ならばG0期

に入 り､二倍体な らは減数分裂を行なう｡吐⊆31､工旦吐 工旦旦呈､辺 上､吐吐 上吐

旦iRiaのよ うな､この系 に正 に働 く因子の欠損変異株は､cAMPレベルが極端 に

低いのと同 じ表現型を示す｡すなわち栄蓬条件に関わ らずG0期 に入 り増殖 を停
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図1 旦_cerevtslaeにおけるcAMP経路

現在までに明らかにされている､cAMP経路に屈する遺伝子産物の穏惟引男式

的に示したQCANPの作用は､AキナーIt='(T型産物､匹n産物)の活性化により､

種々の基質 (図ではXで示す)をリン酸化することで発揮される｡各退伝子の権
能については以下の通りであるo

遺伝子 退伝子産物とその接絶

RASl･RAS2 iia相同退信子

9匹3i Rasタンパク質のヌクレオチド交換EEf子 (つ)

lRAl,川A2 GAP(T丘SGTPaseActlVatingProteln)相同退伝子

DPRHRAMl) Rasタン,<ク質C末端の任肺に関与

!迫姐 GタンJ<ク質aサブユニノト相同遺伝子

坦J⊥ Cタンパク質βサブユニ,ト類似の通信子

CYRl(CDC35) アデニル酸シクラーゼ

CAP(SRV2) アデニル酸 シクラーゼ結合タン′･ク質 (p一o)
PDEl,PDE2 低および高親和性cAMPホスホジェステラーゼ

aEI Aキナーゼ調節サブユニ′ト

TPKl.TPK2.TPK3 Aキナーゼ地はサ7'ユニ･,ト

!旦運上 プロテインキナーゼ

(文献15よ り改変)
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止するか､減数分裂に入 るoこれに対 しiral､ira2､ RASZVal19､吐 ､担吐

piiiなどの変異株は､cAMPが恒常的に高 くなっているのと同 L;表現型を示す.

すなわち栄養源の枯渇に対し適切に反応できないため､飢餓状態における生存

率が低下するはか､二倍体株は減数分裂を行なわない｡また飢餓以外にも種々

のス トレス､例えば熱 ショックに対 して超感受性となる｡後者の変異株のこれ

らの表現型は､従来､"増殖停止ができない"ための多面的な効果である言わ

れてきたが､最近になって実際の分子機構が明らかにされつつあり､これらの

表現型がある程度独立にcAMP径路の制御を受けているらしいことが明らかにな

ってきたO①まず栄養源の枯渇による細胞周期のG1期停止は､Glサイタリンの

合成の調節を介 していることが示されている｡すなわち細胞周期ごとのタンパ

ク質分解に耐性になる変異型Glサイクリンを導入 した細胞は､栄養源飢餓に対

しG1期に正 しく停止することができない 1̀9'｡Glサイクリンは⊆旦⊆旦旦プロテイン

キナーゼとともにGl/S期の移行にあずかっており､cAMP径路はその合成を抑制

することにより､結果的にG1期停止を引き起 こしていると考えられている｡興

味深いことに､上述の変異型Glサイクリンを導入 した場合にも､細胞は栄養源

飢餓によってGO斯様のス トレス耐性の状態に入ることができる(20).また､お

そらくこの経路に属すると思われるプロテインキナーゼ追伝子也弘が同定 され

ている｡この遺伝子を欠損すると､cAMP経路の不活化による増殖停止は起 こら

なくなるが､減数分裂､ストレス耐性の睡得は正常に起こる(21)o②栄養条件

による二倍体株の減数分裂-の切り替えは､cAMP経路を介 した転写制御により

行なわれている01坦 遺伝子は減数分裂への切り替えの正の制御因子で､減数

分裂誘導条件下で転写 レヘルで誘導される(22㌦ 吐 変異､旦裏技vallg変異など

一6-

に代表されるcAMP経路の活性化による減数分裂の阻害は､これらの変異株で発

現が抑制されているiBBi遺伝子を人為的に強制発現 させることにより抑圧 され､

減数分裂を開始 させることができる(23㌦ したがってこの制御系におけるcAMP

径路の役割は､J旦弘遺伝子の転写誘導であると考えられるO③ポリユビキチン

遺伝子BBJiがcAMP経路による転写制御 も備えていることく24'に加え､2次元ゲル

電気泳動に観察される熱 ショソクタンパク質のあるものがcAMP経路の変異で発

現異常を起 こしていること 2̀5)から､ス トレス耐性の獲得は､一群のストレス

タンパク質の発現がcAMP径路によっても制御 されていることを反映 しているも

のと考えられる｡

以上のcAMP径路の関わる増殖制御､ならびにその他の細胞機能の調節とは別

に､本研究 とも関連するアデニル酸 シクラーゼに関 しては･L cerevisiaeにお

けるRasのエフェクター分子として興味を袋め､多 くの知見が蓄積 している｡そ

の退伝子壁弘はすでにクローン化されて構造が報告 されているく26㌦ それによ

れば､20267ミノ敢残基よりなるこの遺伝子産物の うち､アデニル酸シクラー

ゼ活性を担 う触媒領域はそのC末端約400ア ミノ酸残基中に存在 し､また中央部

には約600ア ミノ酸残基におよぶ､23ア ミノ酸残基を単位とするロイシンに富ん

だ繰 り返 し構造 (leuclne-rlChrepeat､LRR)を持 っている (図2)oLRRは他

の多 くのタンパク質に存在することが報告されており(27-34,､タンパク質同士

の相互作用にあずかる一般的な構造ではないかと考えられている｡最も興味が

もたれるRasタンパク質との相互作用部位については､研究グループによって相

矛盾する結果が得 られており､いまだに不明な点が多い (35-38)o最近 ､アデニ

ル酸 シクラーゼと安定な結合を しているタンパク質p70(⊆壁/堕埋産物)が同定
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734 130216092026catalytlCdomalnNcoIA∝l:prob㊤ ≡
図2 LcerevISIae7デニル放 ./クラーゼ⊆エ弘産物

20267 ミノ放妓基よりなり､アデニル放 シクラー･t='癌性を担う触媒領域は､

C末梢約400ア ミノ酸妓基 くMet1609-ThT2026)中に存在するO中央部には約60

07ミノ放妓基 (pro7341Ele1302)におよぶ､237 ミ/敏枝基 (PXXαXXLXXL

XXLXLXXNXaXXa､P17●ロリン､α:ロイ･/ン､イソロイL/ンまたはJ<リン､

N･アスパラギン､X:任意の7 ミノ放)を_FP位とす る繰 り返 し絹遥 (leuclne

一日Chrepeat)を持っている｡本研究 (第 1荘)でプローブに用いたDNA断片に

相当する領域 も示 した｡

された 3̀9･40'oこのタンパク質がRasによる活性化に必要であるとの報告 もあ

るが､これはむ しろp70がないとアデニル酸シクラーゼが分解されるためである

可臆性が示唆されているOまた壁弘産物は股内在性のタンパク質ではなく､な

んらかの股タンパク質と可逆的な結合を している股表在性のタンパク質である

ことが示されている(41)0

本研究の材料に用いた分裂酵母schizosaccharomyces地 は､L盟吐

堕に次いで実験材料によく用いられている酵母である 4̀2㌦ 遺伝学的解析 もi

cerevISiaeに次いで進んでおり､同様の退伝子操作技術 も整備されてきている｡

Lcerevisiaeと比較 して､分裂様式 く43'､rRNA遺伝子の構造(44㌦ プロモ-タ

-配列 4̀5･46･47㌦ スプライシングの機構 (45'など多くの点で高等真核生物に

より近い特徴を備えており､とくに最近 ､この酵母で明らかにされた細胞周期

-8-

の制御因子が脊椎動物に至るまで広 く保存されていることが示されて､モデル

系としての有用性が広 く認められるようになったく48-50)o

L 画 堕は培地中の栄養源､とくに窒素源が枯渇すると､栄養増殖から接合､

減数分裂という有性生殖過程-の切 り替えを行なう (図 3) 4̀2)0 (減数分裂

と胞子形成は本来別の過程であるが､通常は相伴って起 こる｡本論文で問題に

している栄養増殖からの切り替えという面においては､減数分裂と胞子形成は

OSCOSPOreS

fISSlOnhQPlocells

◎.㊨

･:I:-I_i_
衣｣-/うーcopulot
二一t.
N flSSIOnOfdlPloldcells//=~､＼＼＼A

∴ __kqryoqomyl虐殉-oms7三二万のzygo-ICqSCUS ZygOle ozygoIlC(⊃SCUS
図3 旦二幽 (ホモタリノク抹)の生活環

図の左半分 (太矢印)は通常の一倍体の生活環を示 し､右半分 (細矢印)は

ほ合子から二倍体へ誘導 した場合を示 しているO有性生殖過程 (1重合､減数分

裂)は栄養源飢餓により誘導される｡ヘテロタ リ,ク株の場合､接合は異なる

接合型引 寺つ細胞を混合 した時にのみ起 こる. (文献42より改変)
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一連の過程の別の局面を指していることになる｡したがって本論文では､この

ふたつの用言吾をとくに区別せず､主として減数分裂という用語で両過程を示す

ものとするO)すなわちL p9畦 においては､野生株と考えられるホモク リッ

ク株の場合､栄養源の枯渇により､接合とそれに引き続いて減数分裂が起 こる

ため､自然環境にあっては二倍体状態は接合子としての短い時間に限られるこ

とになり､主要な生活形態は一倍体であるO実験室における二倍体の作出は､

栄養源の枯渇により接合を誘導 した後 ､減数分裂への決定づけ (meioticcomm

ltment)の起こる前に接合子を栄養培地に移 して増殖を再開 させることによっ

て行なう｡二倍体の場合､栄養源の枯渇により直接に減数分裂に入る｡これに

対 しL cerevISiaeのホモクリ′ク株の場合 ､相異なる接合型を持つ細胞が出会

うと速やかに接合が起 こって二倍体として増殖を続けるため､主要な生活形態

は二倍体であることになる｡

栄養増殖から有性生殖過程への切 り替え制御に関 して､とくに二倍体か らの

減数分裂開始について､これまでに明らかにされている機構をまとめたのが図

4である 5̀''｡この経路の解明にあたり､重要かつ有用であったのが匹ii tq変

異株である(52･53)｡この株は､許筈温度の25℃で培養 した場合には､野生株と

同様に増殖をするが､制限温度の34℃に移すと､通常の減数分裂開始の二つの

要件である二倍体であること (正確には接合型逓伝子座位が土亡/虹のヘテロ接合

であること)と､栄養源飢餓下であることのいずれ も無視 して減数分裂を開始

する.RaiitB株は制限温皮下では､無条件に減数分裂を開始するため増殖を続

けることができず､増殖に関 して温度感受性 となる｡PBii産物より下流で減数

分裂への切 り替えにあずかる正の園子の欠才員は､担i上目株の制限温度下におけ

-10-

m e i3

1

m e i 2

p a t l ;

meIOSIS

spo｢ulatlOn

CZ]4 i_pBBBiにおける成敗分裂開始の制御桟捕
(モデル)

liil産物は誠故分7u開始を決定づける正の因子
であり､2旦上土産物は直はあるいは問ほに､栄養増

村時の聖⊥旦産物の稔臆発現を抑制しているプロテ

インキナーゼである｡栄養面飢俵の情掛 ま､堕il

遺伝子のt云写を誘導すると同時に､ほ舎型遺伝子
の転写誘導を介 してBiil遺伝子の転写を誘gtする
｡旦旦jl産物は旦旦上土プロテインキナーゼの特異的な

インヒt'クーであり､結果として虹 キナ一･tfの

不活性化が起こってaBilの穂他が脱抑制され､減

数分裂がrJfl始される｡このとき誠放分裂r,,l始の二

つの要件である二倍体であることと栄在原飢組下

であることは､分子レベルには両接合型退伝子と

nsiliA伝子の発現ということに還元されるo (文
献51より引用)

る増殖阻害を抑圧することが期待されるが､ni11変異がそれにあたる.また堕

il遺伝子同様､欠損変異によりpBi⊥欠損を抑圧する遺伝子として､これまでに

辿 ⊥ (後述)､旦且吐 (Aキナーゼ調節サ7'ユニ ノト退伝子)が知られている(5

4~56㌦ また逆に高 コピーで導入することによりpatl欠損を抑圧す る退伝子とし

て､且aSl､旦些且が単離されている 5̀7･58'｡RBii欠損はこれら退伝的要素 とは別

に､培地中に高濃度のcA･WPを加えたり､ilCereVisiae吐吐遺伝子の触媒領域

のみを導入 して発現させるなどして､人為的に細胞内cAMPレベルを高 くす るこ

とによって も抑圧 される(59･60㌦ 上記の退伝的要素 ､ならびに高cAMPレベルは､

いずれもRiil遺伝子の発現を抑制 し､聖il欠損と同 L;状況を作り出すことによ

り担止欠損を抑圧すると考えられており､実際cAMPの場合に証明されているく6

1)Qまたこれらは旦旦ii欠損を抑圧するばかりでなく､通常のは含､減数分裂 も
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025 05 1
cAMP(mM)

図5 cAMPによるL匹生垣のほ会､胞子形成の抑制

MEAプレー ト上でのほ会 (●)および胞子形或 (○)は､増地中へのcAMPの添

加によって著 しく阻召されるQ (文献6Lより引用)

阻害する (図5) 6̀0･61'｡その作用は､吐 且を含む有性生殖過程-の切 り替え

に必要な一群の退伝子の発現が抑制されるためであることが示唆されているく6

I.)
○

高cAMPレベルでの､表現型 レベルならびに退伝子発現 レベルにおけるこれら

の現象は､野生株で栄養源存在下に起こることと似ているOまた実際に培地中

の栄養源が枯渇するにつれて細胞内のĈMPレベルが低下することも示されてい

る (図 6) 6̀2･63㌦ これらの事実は､L地 において外界の栄養源の情報は

cAMP経路を介して伝達され､有性生殖過程への切り替えを制御 していることを

強 く示唆 している｡しか しながらこれまでの方法では､外界の栄養源とは独立

に､確実にcAMPレベルを低下させる手段がな く､実際にcAMPレベルの低下が切
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図6 栄 荘原飢鮫にともなうĈMPレベルの低下

二倍体細胞JY920をPM増地中で培養を続け､謹時的に培荘旭を分取 して､細胞

1i!度 ､全タン/<ク質皿 ､および細胞内cAMPレベルを測定 したo培正が陀和 して

定常期に入るにとらない､細胞内cAMPレベルは約半分に低下するo (文献63よ

り引用)

り替えを行なうのに十分であるか否かは不明であったO先にも述べたとおり､

L cerevisiaeにおいてもcAMPレベルの低下は減数分裂過程への切 り替えを引き

起こすO両者の生活環の差を考慮に入れれば､これらの離母にh･ける栄養条件 ､

cAMP､減数分裂誘導の三者の関係は良 く似ているといえるが､実際に相同な制

御系が働いているか否かも不明であった｡さらに有性生殖過程における役割と

は別に､L旦9裏狸の細胞周期巡行にcAMPの果たす役割については全 く明らかに

されていなかったO旦二CereVISlaeにおいてはアデニル酸シクラーゼ退伝翼 壁

iを欠 く変異株は致死でないまでもほとんど増殖できず､cAMPは増殖に必須であ

る｡このことはcAMPレベルが栄養源により調節されていることを考えれば､栄

一13-



養源による増殖制御として合目的的なものであるが､この系のみではcAMP径路

と増殖との関係の必然性について論ずることはできない｡噂乳類細胞の増殖制

御におけるcA.VEP径路の役割は統一的に論 L;られる状態にはないため､進化的に

ilCereVISiaeとも噂乳頬とも同程度に隔たっていると考えられているL旦旦吐

旦における状況を知ることは､cAMPと増殖制御の問の一般的な関係を考える上で

も食重な情報となるものであるoとくにil血 は､栄養源飢餓によってGlか

らもG2期からもGO斯様の状態に入ることができることが示されておりく64'､L

cerevisiaeとは異なる増殖制御が行なわれていることも十分に考えられる｡

またL地 におけるcAMP径路の役割に関する問題とは別に､アデニル酸 シ

クラーゼの活性調節についても興味が持たれる｡噸乳頬細胞やアフリカツメガ

ェル卯を用いて行なわれた実験で､これら高等動物にあっては､Rasタンパク質

に対するエフェクター分子はアデニル酸 シクラーセではないことを示す結果が

得られている 6̀5166㌦ L cerevISlaeとも､これら高等真核生物とも進化的に

かなり隔たっており､しかもアデニル酸 シクラーゼがRasタンパク質の制御を受

けていないことがすでに明らかにされているil血 において､アデニル酸 シ

クラーゼの活性調節剛 度を明らかにすることは､Rasタンパク質とそのエフェク

ター分子の進化を考える上でも､有用な情報を与えてくれるものと期待される

(62,67)

以上のような状況をふまえて､本研究ではL 地 におけるcAMP経路の果た

す役割について､とくに有性生殖過程-の切 り替え制御と､増殖制御に注目し

一日I‥ -15-

て解析を行った｡



材 料 と 方 法

I.分裂酵母

1.歯抹

本研究で用いた分裂酵母の菌株を表 1に示す｡

菌株 通伝子型

a:yLldtype
h◆ ■lldtype

hー ade6-Ⅵ2161eul

h◆ adeS-N216leul

h-/h-adeS-N2LO/ade6-Ⅵ2161eul/leul
h?0 adeS-N2161eul

476 h90 ade6-V2101eul

_ ade6-N216止吐 patH 14h'

吐ン虹 ade6-N210/ade6-N218止吐/止吐 Ura4-D18/ura41D18
h'/h~ade6-旭210/ade6-叫216

_ - IScCYRl(1609-2026)+BLii◆Ih7O ade6-V210ura4-D18leul

296 hl/虹 adeH210/adeM 2L6止止/止吐 uraトDL8/ura4-D18

.L
I
.L
l
.E
二
,=l

E･ん
'ん
Z

Z

+/!LiL･gLii-DACS

ade6-叫216止吐 Ura4-D18+/江吐 虻至上ーD･C5

3de6-Ⅵ2L6上皇吐 ura4-D18+/!エ吐 iiLiーD▲⊂5

ade6-u210出土ura4-D18三上吐 生吐~互とiii 虻吐◆
ade6-叫216上皇堂上uraい018pall-114

表 1 本研究に網いた分裂酵母探

し 出 の遺伝子表記 '68'は､逓伝子の性質を表わすアルファ- ソト小文字

3文字の後に遺伝子座を表わす数字をつけるQさらに同一遺伝子座内の変異7レ

ルを区別するために､ade6lM216のように遺伝子座番号に続けて-イフンを付 し､

7レル番号をつけるoら cerevisiaeの場合は野生型優性の7レルを示す ときに

-HG‥

は大文字を用いるが､i B9Bbgではすべて小文字で表記する｡表中の日工上::gL

a4十はcyrl遺伝子を旦工坐遺伝子で破壊 したことを表わすQ本文中では呈上吐と表記

した.pall-114は温度感受性の変異7レルであり､本文中ではRaiitoと表記 し

た く52)oまた本文中で菌株の遺伝子型を表記する場合には､必要な退伝子につ

いてのみ記 し､他は省略 した｡

実験に用いているi 幽 株の接合聖は､ヘテロタリズム株のh十(h+N)とh~

(旦三)､およびホモタリズム株の吐竺の3種類に区別される｡接合型が異なる虻株

と虹株は､適当な条件下で接合 して虻/虹の2倍体となり減数分裂を行なうこと

ができる｡h90株では細胞分裂にともない接合型の変換が起こるため､単一の細

胞に由来する細胞集団内でも虻 と虹の細胞が混在す ることになり､接合､減数

分裂を行なうことができる.

2.培地

分裂百草母の培養には完全培地としてYPD培地 6̀9)､最少培地としてSD培地 く6g'

とpM培地 く70･71)を剛 ､た.SD培地は栄養要求性の検定や､形質転換体､2倍体

株の,巽訳などに用いた｡生理学的な実験にはPM(州)培地を用い､その際の窒素

源飢餓培地としては､PM+N培地からNH4C1を除いたPM-N培地*i:用いたく61㌦

分裂酵母の接合､減数分裂誘導用の培地としては､完全培地のMEA培地(72'

最少培地のSSÀ73'を用いた.いずれも栄養源飢餓に至る以前にある程度の歯の

増殖を許すため､菌はコロニーを形成 した後に､接合､胞子形成過程に入 る｡

細胞内cAMPレベルを上げる目的には､培地にLOmMcAMPと5m.Wカフェインを加

えたOカフェインはcA･WPホスホジェステラ-ゼの阻害剤で､これを加えること

- 印 7 -



により比較的低いcA,WP濃度でもその生理的効果を観察できる｡

菌株の栄養要求性に応 じ､最少培地には適宜ア ミノ酸､核酸塩基などを加え

た｡

3.プラスミド

･pDB248●(74･75)

大腸菌とのシャトル-クターで､L cerevISiaeの迎 遺伝子を持ち､L 匹

吐亘の上旦吐変異を相補できるO旦_幽 細胞内でのコピー数は､細胞あたり5-i

0コピーと報告されており(76)､このベクターを用いた場合､導入 した遺伝子は

相当するコピー数を持つことになる｡そのためクローン化した遺伝子の細胞内

でのコピー数を上げる目的にも用いたoまたpBR322由来の碩域に､L p旦畦 で

constltutlVeにプロモーターとして機能する配列が存在することが知られてお

りく77)､プロモーターを欠 く遺伝子を発現させるのに用いた｡

･pcEY701(78'

L cerevisiaeのアデニル酸 シクラーゼ]l正伝子旺弘の全長を含む7･9kbSau3A

I部分分解断片を､ベクターYRp了のBaTnHt部位にクローン化 したもの.臼且と触

媒領域に相当するL.3kbNcoトAccl断片をプローブとして用いた (図 2)oB

ourne博士より供与された｡

･pEACl/PEACZ

L曲 の7デニル酸 シクラーゼ遺伝子!山 の全長を含む8499bpEcoRトBa

mHI断片を､pDBZ48'のPvull部位にクローン化したもの.吐 断片はそれぞれ

逆方向に挿入されている｡いずれも⊆ヱ三上破壊株を相補 し､形質転換体の表現型

‥uB一

に特に差がみられないため､実験はpEAClを用いて行なったo

IPSV-PDE(63)

L cerevisiaeのcAMPホスホジェステラ-ゼ遺伝子pDEZく79'のORFを含む2.Ok

したもの｡このベクターはSV40の初期プロモ-タ-を持ち､クローン化 した哩

IL ii遺伝子をiL地 内で発現 させることができる(45･46,.望月より供与されたo

･pAKl

_二 ∴ 't:∵ ∴ ~~-二i二 ~~~ 二 二 ~二

･pEAXl/PEAKZ

吐生遺伝子の1956bpHindⅢ断片を､pDB248'の11indⅢ部位にクローン化 した

ものo吐吐断片はpDB248'上に存在するプロモ-タ-に対 しそれぞれ順方向と逆

方向に挿入 されており､pEAKlのみがN末端を欠いた形でpiBi退伝子を発現するO

4.DNAの調製

L cerevisiaeで用いられている方法 6̀9)を改変 して転用 した.主な変更は､

細胞壁を消化する際の緩斬戊として1･2Msorbitol.50mMTris-HCIpH7.5,10

0mMEDTAを用い･細胞壁溶解酵素としてZymolyase-LOOTを･IB度160LLg/mlで用い

た点であるoこの方法により､Imlの培養液か ら約IJLgのDNAを調製できるO
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5.RNAの調製

L cerevisiaeで用いられているグラスビーズ法 (80'を改変 して転用 したOと

くに窒素源存在下と窒素原飢餓下における全RNAの調製は､以下のように行なっ

た ｡

P･W+N培地50mlで5xlO6cells/mlまで培養 したL 旦吐 培養液を､水洗後集薗 し､

半塁を窒素源存在下の試料としてRNA調製まで-70℃で凍結保存 した｡残る半量

はP.M-N培地に再懸濁 し､さらに4時間 ､あるいは3時間培養を続けた後､同様に

集菌 して窒素源飢餓下の試料とした｡RNAの調製には菌体に､緩衝液(0.5MWac

1.0.2MTrisIHCIplH.5.10mMEDTA.1%SDS)0.3m1､フェノール/ クロロホ

ルム(1:1)0.3ml､およびグラスビーズ(¢0.5mm)0.5gを加え､4℃で7分間ボル

テ ックスミキサーにかけた｡遠心後､水屑を再度 フェノール/ クロロホルム抽

出 し､エタノール沈澱 してRNAを回収 したo

6.退伝学的操作

交雑 ､4分子分折 ､菌株の保存等の遺伝学的操作は常法に従って行なった く72)0

培養はとくに断わりのない限り､30℃で行なった｡

分裂酵母の胞子は7 ミロース様の多糖頴を蓄積するため､胞子形成 している

コロニーはヨウ素蒸気処理により褐色に染色される 7̀2)｡接合､減数分裂不能

株を選別する際に用いた｡

7.形質転換

pDB248●をベクターとした形質転換 く74･75)と､相同的組み換えによる遺伝子

120-

破壊を目的とした､直鎖状DNAを用いた形質転換 く8日のいずれにも､同様の手順

を用いた｡

･改良高頻度酢酸 リチウム法

酵母細胞は､酢酸 リチウム溶液で処理することによりDNAを取 り込むようにな

るo最近okazakiら{82)は諸条件を検討することにより､その傾度を著 しく向上

させることに成功 し､その方法に従 ったo操作が簡便で頻度 と再現性に俊れ､

おもにこの方法を用いた｡

･スフェロプラス ト法

細胞壁溶解酵素処理によりスフェロプラス ト化 した酵母に､カルシウムイオ

ンとポリエチレングリコール存在下でDNAを取 り込ませた後､細胞壁を再生させ

る｡Beachらの方法 7̀5)に従 った｡

8.細胞融合

細胞壁溶解酵素処理によりプロトプラス ト化 し､カルシウムイオンとポリエ

チレングリコール存在下で細胞融合させた後 ､細胞壁を再生 させるOKitamura

ら(83)の方法に従 った｡

9.アデニル酸 ソクラーゼ活性の測定

Beckerら 8̀4'によりL cerevisiaeで用いられた､DMSO処理により細胞膜を透

過性にした細胞を試料として用いる測定法を改変 して用いた｡

L地 をPM+N培地で0.5-2x107 cells/nlになるまで培養 し､巽菌､水洗後､

5xlO8 cells/mlの渦度で､30%DMSO中で30℃ ､30分間処理するO活性の測定に
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は､1回の7 ノセイに1xl07の細胞を用い､50mMMES(pH60).5mMMnC12,20mM

クレアチンリン酸.20units/mlクレアチンホスホキナーゼ.1mM[α-32p]A

TP.1mMCAMP.10mM テオフィリンを含む100LLlの反応系で､30℃ ､15分間反応

を行なわせた｡

10.細胞内cAMP レベルの測定

Fukuiら(62)の方法に従 ったO実験 ごとの誤差を最小にす るため､全ての試料

は5%TCA中で凍結保存 し､同 じパ ッチのアッセイキッ ト (Amersham杜)を用いて

測定を行なった.測定法はキッ トの説明書に従 ったQタンパク質量はLovryら

(85)の方法にしたがって決定 した｡

-HJ‥

Il.組み換えDNA技術

1.菌株

本研究で用いた大腸菌の菌株を表 2に示すO

EZ;抹 通rz=子里

DHSa 呈旦娃44垣堕17LE吐l生垣Al且と吐96ihi-1ェ旦迫L

礼1~BIue 姓吐44垣姐17Li吐Ⅰ呈旦弘l弘也uihiLiiAl上旦亡
F●〔虻吐虻13iLIid ANlSTniA】

B84 iR吐58呈旦吐44垣姐514匹iLZiiiI22iL蛙55坦 _邑Ii9BA A13LU169
F【RLgAa=ユ且吐二1旦蛙 AN15Tn姐】

RZIO32 Hrrill-IEBJiLiP9LL如上一上些且-1辿 1279 Tn旭 丘且吐44

TP7860 FI三上1旦上越Ihi三 Ac_ヱ旦 (入)

表2 本研究に用いた大腸越抹

2.培地

通常の培養にはTY培地を､l本鎖DNAの調製 にはZxyT培地を用いたく86㌦ ラク

トース代謝能を調べる場合にはMacConkey培地を用いたく87).

培地には必要に応 じ適宜抗生物質を加えた｡

3.プラス ミド､ファージ

･pUCl18/pucl19

通常のクローニングや組み換えDNA操作にベクターとして用いた｡ヘルパー7
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7- ジM13KOTの重複感染により､クロー ン化 した断片の1本鎖DNAを産生す るこ

とができる｡

･入ZAP

旦 吐遺伝子のクローニングの際 ､プラークハイブ リダイゼーションのための

サブ ライブラリーを作製するベクターとして用いた｡その際 ､相当す る長 さの

BamHl断片をアガロースゲル電気泳動により分画 し､抽出 した後part.alfill

-inを行なったものを､Xhotで切断 した後やはりpartialfill-inを行な った入

zAPのアームとライゲ-ションした｡

･pBluescrlptSK一

入ZAPをベクター とするクロ- ンを辺 裏望 eXCisionすることにより､挿入配

列はこの-クタ一にサブクローニングされる〇

･M13KO7

pucl18/pUC119から1本鎖DhlAを調製す るための-ルパーファージとして用い

た｡

･pUVl19

pucl19の1acプロモーターをsite-dlreCtedmutagenesISによりlacUV5プロモ

ーターく87'に改変 した らのo望旦-の宿主中でmultipleclonlngSiteに挿入 した

退伝子を発現させ るのに用いた｡

4.合成 オ リゴヌクレオチ ド

塩基配列の決定 ､site-directedmutagenesis､PCRのプライマー として用い

た｡

-24-

phosphoramidite法を採用 したモデル310型DNA合成械 (AppliedBiosystem社)

を用 いて合成 し､PCRのプ ライマーとして用いる場合 はエタノール沈澱 ､その他

の場合はHPLCによ り精製 した｡

5.組み換 えDNA技術

DNAの調製 ､酵素的操作 ､電気泳動 ､大腸菌の形質転換 ､プラーク (コロニー)

ハイブ リダイゼー ション等は成書 8̀6)に従 った.

6.DNAの放射性槙識

市販のキ ッ ト (JWultiprimeDNAlabelllngSystems.Amersham社)を用 いて ､

ランダムプ ライム法 (88189)により行なった｡

7.Southern-イブリグイセ- ション

メンブレンとしてHibond-NあるいはHibond-N+(Amersham祉)を開いて ､成

書 (85'に従 -て行な-たoただ しS･cerevisiaeのCYRlj遺伝子をプローブにil

也 のゲノ ミックSouthernを行なった場合には､至適stringencyが不明である

ため､低StrlngenCyで-イブ リグイゼーション､洗浄を行な ってオー トラジオ

グラムをとった後 ､さらに洗浄温度を段階的に上昇 させることによりStringen

cyを上げて ､その都度 オー トラジオグラムを とり､明確なバ ン ドが観察 される

至適条件を決定 した｡最終的に用いた条件は以下のようなものである0-イプ

リタイゼー ション :ホルムア ミドを含まない5xSSCの塩強度の-イブリグイセー

ション溶液中で､55℃で終夜 インキュベー トしたO洗浄 :zxsscの塩強度 の洗浄
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溶液で､室温で5分間の洗浄を4回行なった後 ､50℃で30分間の洗浄を4回行なっ

たO同じ条件を!旦旦上､吐3上をプローブに した場合にも用いた.

実際にプローブとして用いたDNA断片は図の脚注に記 した｡

8.Northern-イブリダイゼ-ション

メンブレンとしてHibond-N､Hibond-N+(Amersham社)あるいはGeneScreen

plus(duPont社)を用いて､成書 く86)に従 って行なったO

実際にプロ17'として用いたDNA断片は図の脚注に記 したo

9.ExoⅢによる段階的欠失導入法

塩基配列決定用の鋳型の調製 ､ならびに⊆出 退伝子の触媒領域の同定の際に

用いたo方法は成書 く86)に従 った｡

生と吐遺伝子の触媒領域の同定は以下のようにして行なったO触媒領域を十分

含んでいると考えられるKpnl-SalI断片を､pUVl19のmultiplecloningSite

のKpnL-SalI部位に挿入 した｡pUVl19は､pUCl19のiBiプロモーターをslte-d

irectedmutagenesISにより13igLiプロモーター (87'に改変 したもので､臼旦-の

宿主中で もmultiplecloningsiteに挿入 した遺伝子を効率よく発現す ることが

できる｡得 られたプラス ミドをSallとSphIで切断 した後､ExoⅢによる欠失導

入を行fj:った｡一定の時間間隔 ごとに得 られた欠失産物を､ライゲーションに

より環状化 し､各 ステ 'プごとに選別 Llj:いで混合物のままTP786031旦~株を形

質転換 し､MacConkeyプレー ト上でコロニーを作 らせた｡各 ステップにおける産

掛 ま､理想的にはある程度の幅でランダムfj:欠失を有 し､そのうち約1/3は131
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旦●のN末端の8ア ミノ酸浅基からなるペプチ ドと吐 産物の IJ-ディングフレー

ムが一致 して融合 タンパク質として発現され ることが期待される｡実際は一連

の段階的欠失産物の内､ある特定の数 ステップにおいてのみ､得られた形質転

Il 検体の約1/200がLac十の表現型を示 したOより欠失が進んでいると考えられるよ

り後のステップのLac十の形質転換体か らプラス ミドを回収 し､再びTP7860株を

転換することによ りLac'の表現型がプラス ミドによるものであることを確認 し

た後 ､独立に6クローンの塩基配列を決定することにより､N末端側をどこまで

欠失 しているかを確かめた｡

10.DNA塩基配列の決定

塩基配列決定に用いた鋳型は､おもにExoIIによる段階的欠失導入法によって

調製 し､部分的にサブクローニングした鋳型を用いて捕 った｡また以上の方法

では決定できなか った部分については､オ リゴヌクレオチ ドを合成 しプライマ

ーに用いた｡

也 の塩基配列決定は修飾T7DNAポ リメラーゼ (90)と7-deaza-2'-dGTPを用い

た市販のキ ッ ト (7-de azaSequenaseV e r . 2 .0 For labeled dCTP. United S t a

tesBiochemicalCorporation杖)により､1本鎖DNAを鋳型に行なった.

吐生の塩基配列決定はモデル370A型蛍光式 自動 シーケンサー (AppliedB10S

ystem杜)により､蛭飾T7DNAポリメラーゼ (sequenasever20.UnitedSt

atesBiochemlCalCorporation杖)と7-deaza-2'-dGTPを用いて､1本鎖DIVAを

鋳型に行なった｡

いずれの遺伝子 に関 しても､両鎖とも少な くとも一度は配列を決定 した｡
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ll.site-dlreCtedmutagenesis

pucl19のiBiプロモーターを土旦哩 旦プロモーター'87'に改変 してpUVl19を作製

するために用いた｡

方法は成書 く86)に従 った｡

12.PCR法

L p9Rbgのibpi遺伝子と､S cerevislaeのTPKl遺伝子をクローン化するため

に用いた｡また生し止の遺伝子破壊株の確認と､Southern分析のプローブに用い

る如 上遺伝子断片の調製にも用いた｡

方法は成書 (86)に従 った｡

13.コンピューターによる塩基配列の解析

決定 した塩基配列の連結､解析､データーへ-ス (GenBank.EMBL)に登録さ

れている既知の配列との相同性の検索などは､東京大学 医科学研究所 vAX/

VMSシステムを用い､おもにtjniversltyOfWisconsinGenetlCComputerGrou

pのSequenceAnalysISSoftyarePackageのプログラムにより行なった.
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結 果 と 考 察

第 【葺 分裂酵母 アデニル酸 シクラーゼをコー ドす るsLii遺伝子の単離 と構造

解析

L cerevisiaeと輔乳類のいずれにおいて も､アデニル酸 シクラ-ゼはcAMPレ

ベルの調節 に枢要 な働 きをしている｡il由 におけるcAMP経路を分子追伝学

的に研究 してい く上で､アデニル酸 シクラーゼ遺伝子の単離は必碩であると考

え､そのクローニングを試みた｡

1.旦LLi退伝子の単離

L地 が､ら cerevisiacのアデニル酸 シクラ-ゼ遺伝子旦ヱ弘 に相同な遺伝

子を持 っているか否かを検討す る目的で ､!辻吐遺伝子をプローブとして､三L良

旦吐垣のケノ ミックSouthern-イブ リグイセー ションを行なった.プ ローブには､

gyBl遺伝子の中でより保存されていることが期待 されるC末端別の触媒領域 (序

参照)に相当す る､1.3kbNcol-Accl断片を用いた く図2)0-イブ リダイゼ

ー ション､洗浄の至適条件を検討 した結 果､最終的にEcoRI､Hindm､BamHI

のいずれの レー ンにも一本か ら数本のバ ン ドが観察 された (図 7).とくにBa

mHIのレー ンには､約5.2kbの長 さに相当する一本の明瞭なバ ン ドが観察 され ､

このDNA断片をクロー ン化す ることに決定 した.

southern分析と同 じプローブを用い､相当する長 さのBamHI断片 よりなるサ

ブライブラリー (AZAPベクター)をスク リーニングして､望む5.2kb8amHl断
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図7 CYRl胞蛸領域をプローブに用いたL旺 垣のSouthern分析

EcoRI(E)､HlndⅢ1(H)､BanHI(a)で完全に消化したL
酸 野生株 (L975)全DNAを､各レーン約6LLg泳動したQプロー

ブとして､ら cerevISlae!辻弘退伝子の他は領掛こ相当する､1

3kbNcoI-AccI断片を用いた｡5.2kbBam一日 のバンドが!上三上退信
子に相当し､この断片をクローン化した｡14kbEcoRl､8KbHlndⅢ

のバンドは!上吐遺伝子に由来するが､4kbEcoRI､1kbHlndⅢの
J<ンドは別のia伝子に由来する｡左に示したのはDNAサイズマーカ
-の泳動位置､単位はkilobase｡

片をクロー ン化 した｡得 られたクロー ンをプローブに､最初のSouthem分析に

用 いたメンブレンに-イブ リダイゼー ションを行な って､得 られたクロー ンが

最初に観葉 されたバン ドに対応するものであることを確認 した (データは示 し

ていない)｡またEcoR1 14kb付近 と､HindⅢ 8kb付近のバ ンドはクロー ン化 し

た遺伝子に由来す るのに対 し､EcoR1 4kb付近 とHind皿 1kb付近に観察 された

バ ン ドはクロー ン化 した遺伝子 に由来するものでないことが明 らか となり､4k

bEcoRI断片を同様にクロー ン化 したo制限酵素地図とSouthern分析により､

4kbEcoRI断片 と1kbHindtD断片は同一の配列に由来す るものであることが明

らかとなったので ､部分的に塩基配列 を決定 したところ､塩基配列の レベルで
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頬似性を示す領域にアデニル酸 シクラーゼ以外のタンパク質 (大腸菌 トリプ ト

ファニルーRNA合成酵素 く91))と高い柏同性を有するORFを兄い出したため､これ

以降の解析は行なわなかった (データは示 していない)｡

部分的な塩基配列の決定により､最初にクローニングした5.2kbBamHT断片

はこの遺伝子のN末端側を欠いており､全長を含んでいないことが明らかとなっ

たので､BamHI断片内N末端側のHindJIl0.7kb断片をプローブにコロニー-イブ

リダイゼーションを行ない､N末端側のBamHI断片とオーバーラップする5.7kb

EcoRl断片のクローンを得た (図8)｡

クローン化された退伝子は､塩基配列決定の結果 (次節参照)､L cerevis

iBfのSiRi通伝子産物と高い相同性を有するタンパク質をコー ドしていることが

明らかになった｡

また我々とは独立に､2つのグループが同様の方法を用いて同 じ遺伝子をクロ

ーン化し報告 しているが､塩基配列は6885bpにわたり完全に一致 したく92･93).

以後この退伝子をirLi.と呼ぶ.

1kb

E H H

図8 呈出 泣伝子の制限酸素地図

sLil通伝子の全長を含t;8499bpEcoR卜BamHI断片の制限酵素地図を示す｡
矢印は吐 通伝子のORFを表わすoB:BanHI､E:EcoRl､H:HlndⅢ､kb:
kllobase

- 3 2 -

クローン化 した断片をプローブに､L也 の無切断の染色体と､NotIで切

断 したDNAを､それぞれpulse-fieldgelelectrophoresis̀94'により泳動 した

ものに対 してSouthern分析を行なったところ､第 Ⅲ染色体の690kbNotI 9̀5'断

片に-イブ リダイゼーションし､大まかな座位が決定された (データは示 して

いない)oさらに予備的ながらも､呈上吐遺伝子とiBBl退伝子の間に逓伝学的連

鎖 (約4cM)があることが主と吐破壊株を用いて確認されたo連鎖地図上のこの領

域に､関連 した表現型をもつ変異はマッピングされておらず ､iLLlが新 しい泣

伝子であることが明らかとなった｡

2.三日ユ遺伝子の塩基配列

8499bpEcoRI-BamHI断片の全長の塩基配列を決定 した (図9)oこの領域

に相当するDNA断片を持つプラス ミドpEACl/pEAC2は吐吐破壊株を相補 し､した

がってこの遺伝子の全長を含んでいると考えられる (後述)O

この領域中には主要なものとして､L cerevisiae弘弘産物と相同性のある､

1692アミノ酸残基よりなるタンパク質をコー ドし得るORFが存在 した｡他方､こ

の断片の吐 遺伝子の上流側に､EcoRl部位をまたいでもうひとつのORFが存在

する.このORFはLU⊥逓伝子のORFと同方向であり､また両者がきわめて近接 し

ている (785bp)ことから､呈出 遺伝子にイン トロンが存在 し､このORFが上流

側のエクソンに相当するものである可能性 も疑われた.しか しこの領域にil旦

唾 のスプライシング部位にみ られる共通配列(42)が認められないこと､さら

に上流別のORFに特異的なプローブが､Northern分析において呈上止のmRNA(後述)

よりわずかに長い転写物にハイブリダイゼーションすることから､このORFは別

の遺伝子のものであることが判明 した (データは示 していない)0
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lOI TAJu亡TTTC∧∧▲ATTCA○AATTAT亡ACqTTTACAM Ĉ Â AAT∝ ATATf亡CA00Tm Am 人▲TTAT亡TAATCATm qTCTTA⊂00{ATCTTCCAC
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図9 山 退伝子の塩基配列

EZ]8に示 した､吐止遺伝子の全長を含む8499bpEc｡Rl-BamHI斬片の全塩基

配列 と､予想される臼_吐産物のアミノ酸配列を示す｡
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図9 (続 き)
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3.旦吐遺伝子による大腸菌望旦一変異の相補と､触媒領域の同定

L旦堕垣の旦世上相同遺伝子として単離 された凹 上の産物が､確かにアデニル

酸 シクラーゼであることを証明 し､さらに吐弘産物の触蛇領域と相同性のある

C末端領域が､やはりアデニル酸 シクラーゼ活性を担 う触媒領域であることを示

すと同時に､触媒活性を有する最小領域を同定する目的で､以下のような実験

を行なった.

大腸菌アデニル酸シクラーゼ欠損株sl{ は､カタボライ トリプレッションに

異常をきたし､ラク ー スなどの糖を代謝することができない (Lac~) (序参

拷).したがってラク トースを代謝できる (Lace)野生型株が赤いコロニーを

作るMacConkeyプレー ト上で､臼旦一抹は白いコロニーを作るo TP7860株でirLi遺

伝子のC末端領域を発現させ､この株の臼旦~変異を柑hnするか否かをラク トース

代謝能を調べることにより検討 したoこのときExoⅢによる段階的欠失導入法を

月日､て､吐吐遺伝子の晴 馴 け ら欠失を導入 した上で､止廷-のN末端8ア ミノ

酸娘基のペプチ ドとの融合タンパク質として､iBSBB プロモーターの支配下に

発現するようにした｡ランダムな欠失を持 ったプラスミドの､欠失の程度 ごと

の一連の混合物を作製 し､選別を加えることなくTP7860株に形質転換を行なっ

て ､MacConkeyプレー ト上でLac･の形質転換体を選択 したo得られたLac'の形質

転換休からプラス ミドを回収 し､再びTP7860株に形質転換することにより､ La

c･の表現型がプラスミドによるものであることを確認した後､塩基配列の決定

により､それらのプラス ミドの持つ辺 上遺伝子が､N末梢伽をどこまで欠失 して

いるかを確かめたo独立に'(,写られた6クローンの塩基配列を決定 し､得られた結

果を臥 0に示す｡この矢掛 こより､吐工⊥産物が実際にアデニル酸シクラーゼ清
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図10 sni遺伝子産軌 こおける触媒領域の同定

LR949f三上吐産物 (s p )とLcerevISlaeSL吐産物 (S.C.) のC末端mlIの
触媒 ドメイン付近 を示 した｡大腸曲内で7デニル放 ノクラーゼ活性を示す融合

タンパク質を発現する7'ラスミドの培基だ列を､独立fi6クローンについて決定

し､sLLiJA'伝子のC末梢部分をどこまで含んでいるかを調べたところ､次のよう

であ ったo(1日 309Gln:Lクローン､(2日310Asp:lクロー ン､(3)1314Asp:

1クローン､(4)1318 Ala･3クローンoS cerevISlae CYRl産物で同定されてい

た触蛸掛 或引 辛でGflって示した｡両通伝手産物で同一のアミノ改姓益には細掛

けが してある｡星女手は.v莱捕;からのア ミ/放抜道の番号を示す.

性を有していること､その触蛇領域は少なくともC末端の375ア ミノ酸残基 (13

18 Ala-1692 Gly) の中に存在することが明らかになった｡

4.呈上吐遺伝子の転写

生殖過程-の切 り替えに必要な外界の栄養源飢餓は､細胞内cAMPレベルの低

下を引き起 こす (序参照)oこのcAMPレベルの低下が､iLLi退伝子の転写抑制

によるものである可能性について検討 したO窒素源存在下と､窒素原飢餓下3時

間後の細胞から全RNAを調製 し､ Northern分析を行なった (図11)Oいずれのレ

ーンにも5.8kbの単一の転写物が観察され､そのサイズもoRFから予想されるも

のに一致 した｡
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図11 iiLi通伝子のNorthern分折

L972(hI) 窒素源存在下

同上 窒素源飢餓下 (3時間)

L975(虻) 窒素源存在下

同上 窒素源飢践下 (3時間)

JY920(班/虹) 窒素源存在下

同上 窒素源飢最下 (3時間)

窒素源存在下 (PN+N培地)と窒素源飢餓下

(pM-N培地､3時rL.1後)の上記の珠から全RNA

を調製した｡一倍休 (レーン1と2､レーン

3と4)においても二倍体 (レーン5と6)

においても5.8kbの単一のmRNAが硯案され､

その丑は窒素痴飢践により減少 していない｡

各レーンの下方に誘くみられるバンドは､ス

メ7している核酸の分解物が､多血に存在す

るrR.VAによりスク ′クされたものである｡各

レーン15JLgの全RNAを泳動 した｡ブロープと

して呈上吐 28kbBgln断片を用いた｡

一倍体でも二倍体でも､山 遺伝子のmRNAレベルは窒素源存在下と窒素源飢

餓下でとくに変化はなく､吐[上遺伝子はこの条件下では､転写 レベルの制御を

受けていないと結論 した｡

考案

･望_吐産物の構造

S.pombeのcyrl産物とS cerevisiaeのCYRl産物の絹同性を示 したのが図12で

ある.両者を比較すると､触那 Tl城で顕著に相同性が高 くなっているはか ､相
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同性はかなり落ちるがいずれ もロイシン残基に富む繰り返 し構造 (1eucine-ri

chrepeat､LRR) を持 っている.C末端側に触媒領域があり､中央部にLRRが存

在するという全体の構造 も良 く似ており､これらは互いに相同なタンパク質で

あると考えられるoしか しなが ら､吐 産物のは 端約300ア ミノ放校基にはSL

旦1産物との相同性はほとんど認められず､さらにLRRと触媒領域との問の領域と､

最 もC末端約150ア ミノ酸残基は相同性がかなり低 くなっている.いずれの退伝
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図12 旦二匹旦吐 iiLi通rz:子産物とLcerevISiaeq旦L遺伝子産物の相同性

雨滴伝子産物の柑同性を r/･yトプロ y トで示した｡ (ylndoy:13､Strlngen

cl:9.0)
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子産物もタンパク質 レベルで活性の調節を受けていると考えられ (後述) ､触

媒領域以外に調節タンパク質との相互作用にあずかる調節領域を持 っているこ

とが予想されるO旦弘産物の場合･この調節タンパク質がRasタンパク質である

ことが明らかにされており､Rasタンパク質とそのエフェクターの相互作用の様

式に対する興味か ら､gYBi産物上でRasタンパク質と相互作用する領域を明らか

にしようと多くの試みがなされているく35-58㌦ しか し結果は研究グループによ

って必ず しも一様ではな く､最終的な結論にはまだ至-ていないOその中でも

比較的有力な候楠と思われるのが､LRRと触媒領域との間の領域である'35･36㌦

と 2旦吐旦iui産物は､Rasタンパク質による調節を受けていないことが示され

ており､この領域における柏同性が低くなっていることと一致 している｡

図10に見 られるように､今回決定 した最小触媒領域は､LcerevisiaeSiRi

で報告されていたものよりさらに587ミノ酸娘基短いものであるogBLで同定

された触媒碩域は､弘弘産物に存在するメチオニン残基 (Met1609)をそのま

ま開始コドンとして利用 したものであり､必ず しも触媒活性を担いうる最′順

域を示したものではない'26㌦ また今回決定 した領域は･両退伝子産物の相同

性が双書に高 くなる領域でもあり､⊆出辻においても同様の領域にまで触媒領域

を限定することができるものと思われる｡触媒領域のC末端側の範囲は明 らかで

はないが､S.cer｡visiaeCYRl産物においてC末端の137アミノ酸残基は欠失さ

せてもアデニル酸 シクラーゼ活性は失われないことが報告されておりく92㌧ 相

当する領域がL pBBbf班止産物においても癌性に必須ではないとすれば､最小

の触媒領域はAla1318-Pro153gの222ア ミノ酸残基にまで限定することができ

るものと考えられる｡
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･siLi遺伝子の転写

窒素源飢餓下には細胞内cAMPレベルが低下することが示されていたが､この

とき旦江上遺伝子のmRNAレベルは特に減少 していないことから､窒素源飢餓下に

みられるcAMPレベルの低下は､なんらかの出 の転写後のレベルでの制御 ､お

そらくタンパク質 レベルでの活性調節を受けていると考えられる (後述)0

最近､Lcerevisiaeのアデニル酸 シクラーゼが､培地中に加えたエス トロゲ

ンによって転写誘導されるという報告がなされたが､その生理的意表､ならび

に放似の現象がL由 に存在するか否かは不明である(96)O
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第 [章 iiii遺伝子破壊株とsLLi高発現株の作製と性格づけ

ら cerevisiaeにおいては､cAMPは減数分裂への切 り替えの制御において働 く

のみならず､通常の栄養増殖に必須であることが明らかにされていたoすなわ

ち吐吐破壊株はG0期様の状態で増殖を停止するo細胞内cAMPレベルは外界の栄

養状態を反映して制御されており､栄養源による増殖制御にあずか っていると

考えられている (序参照)○噂乳頬細胞でのcAMPの増殖制御における役割が明

確になっていないことか ら､L旦旦吐亘においてもS･cerevisiaeと同様の制御が

存在するか否かは興味ある問題であるo

1.sLLiの遺伝子破壊

図13.Aに示 したpD̂C3とpD̂C5の2通 りのconstructionで､旦と吐遺伝子を用い

てcyrlの退伝子破壊を行なったが､いずれも基本的に同一の表現型を示 したた

め､以下の結果は､より完全に退伝子破壊が行なわれていると考えられるpDAC

5を用いた破壊株についてのものを示 したopDAC5の場合､呈出⊥産物のN末端側は

10ア ミノ酸娘誌を妓すのみであり､C末端側は終止コ ドンよりさらに下流に4bp

だけ余分に除かれて旦工吐･カセットと置換されているopDAC5由来のEcoRl-Ban

Hl断片を用いてJY765抹(hl/虹 BLW iE3i)を形質転換 し､Ur且+になった株の内

から､Southern分析により､江止が遺伝子破壊されていると考えられる株JZ29

6(虻/虹 +/凹ユニ:BLai･)を選択 したoJZ296の一組の凹 上退伝子の内､一方のア

リルのみが正しく退伝子被壊されていることを､複数の制限辞素についてSout

hern分析を行なうとともに (図13･B)､退伝子破壊に用いたDNA断片よりさら

-EI印‥

BgEN P NBgB NEEBg N a

PEACI crl'

123456

-■-Jl●---一

図13 出 の退伝子破壊

A.エロユ遺伝子破壊に用いたconstruct10n

pDAC5とpDAC3の2通 りのconstTUCtionでgLii遺伝子を挿入することにより遺伝

子破壊を行なったが､いずれも基本的に同一の表現型を示した｡また日工i退rz=

子の全長を含むpEAClに含まれる領域 も示 した｡白抜 き矢印はiZLi退伝子のORF
を示すoirLi退伝子付近の制限群素地図をいちばん上に示したo8:BamHI､a
g:Bg=Ⅰ､E:EcoRI､N:NslI､P:PvLLロ､kb:kllobase

B.吐 遺伝子取壊株のSouthern分折による確iin.
1.L975(野生抹)

2.JZ296(pDAC5を用いて-方の臼.!ユ遺伝子のみを顎培した二倍体操)
3-6.(JZ296に由来する一組の四分子､3､4はUra~､5､6はUra◆)

上p'eの株から全DNAを調製 し､BamHIとBg=lで完全消化後､各レーンに0.5FL

gずつ泳動Lt:aura'に対応 してiLIi遺伝子の野生型の7レルを失 っている｡プ
ロー7'としてエロユ遺伝子のす ぐ上流のEcoRI-PvuⅡ断片を用いた｡

に上流の配列と､迎 吐+内部の配列にそれぞれ相補的な20merのプライマーを用

いて､PCRにより予想 される長さの断片が増幅 されることによって確認 した (チ

ータは示 していない)o

JZ296を胞子形成 させ四分子分析を行なったところ､多 くの子表に由来する四

分子がいずれも生育可能でコロニーを形成 した｡このときUra十=Ura~は2:2に分
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離 し､Ura十に対応 して呈上三上が破壊されていることをSouthern分析で確認 した

(図13.B)oUra+の株が､破壊された也 とともに､sLii破壊株を生育可能

にするような抑圧変異を持っているのではないことを示すために､旦臼ユ破壊株

を野生型株とback-crossした｡back-crossの際に､二倍体を作製 した後に胞子

形成させる方法を取ると､二倍体の増殖時に呈上止の遺伝子塁が1コピーである

(+/旦江上)と生育に不利である場合には､抑圧変異を持つもののみが優先的に

増殖 し､選択圧として働 くことも考え得る.その可能性を除 くため､野生型株

と吐 破壊株の間で､接合に続けて胞子形成させ､接合子聖子蓑を四分子分析

したが､ほとんどの四分子が生育可能であり､呈上吐破壊株が生育可能であるこ

とが明らかとなったo

L 旦受皿垣が､!lLi産物以外のアデニル酸シクラーゼを持っている可能性につ

いて検討を加えるため､退伝子破壊株のアデニル酸シクラーゼ活性を測定 した

(衰 3).DJWSOで処理することにより股を透過性にした酵母細胞を試料に､Mn

Straln Adcnylylcyclaseactlvlty CAMP level

(poolCJWP/107cell, Enln) (p.zH,1/mgprotein)

Exp.1 Exp 2

JZ300 (呈上三上~) く0･1 く0･1 <0 1

JZ333 (呈ヱ上土◆) 12 10 33

表3 iLLi旺根株におけるアデニル放 ンクラ-ゼ活性と細胞内cAMPレベル

EiLL掛 丘珠JZ300と野生型抹JY333の･Nn2'存在下での7デニル酸 ノクラーゼ
活性と細胞内Ĉ.wPレベルを示 した｡sLLi暇壊株においてはいずれも検出されfj:

かった｡

-El引一

2'存在下での活性を測定 したoMn2'存在下では､噸乳類とL cerevisiaeのいず

れにおいても､調節分子 (それぞれGsとRas)に依存 しないアデニル酸 シクラー

ゼ自体の活性を測定できる｡野生株では測定可能なアデニル酸シクラーゼ活性

がsLLi破壊株では検出されず､il地 は吐:土産物以外にアデニル酸シクラー

ゼを持っていないと考えられる｡

また細胞内cAIWPレベルを測定 したところ､辺 上破壊株ではやはり検出されな

かった (表 3)oLたがってL地 は､アデニル酸シクラーゼを介さずにcA

MPを産生する別経路を持たず､cAMPなしに増殖可能であることが明らかとなっ

た｡

2.呈出 遺伝子破壊株の表現型

吐 破壊株の増殖について検討 したところ､野生型株に比 して世代時間が長

くなっていた｡30oC YPD培地中で､野生型株JY333は世代時間約125分であるの

に対 し､臼リユ破壊株JZ300では約178分であった｡

有性生殖過程における挙動を検討 したところ､野生型株 (図14.D)が有性

生殖過程へ入 らない栄養条件下 (pM+N培地)でも容易に接合､胞子形成 した

(図14･A)oこの効果は一方の接合型の細胞のみがsLIi破壊株であるときに

は観察されない (図14.B､C)O

3.旦江上高発現株の表現型

現在までのところ､sLii逓伝子が転写レベルでの発現制御を受けていること

を示す証拠はないが､sLLij亘伝子を人為的に高発現 した場合の表現型について

一EIp-



院=4 三上三上破壊株の性的脱抑制

A.JZ298(h◆cyr1-)IJZ300(hlcyrl~)

B.JZ298(虻 u r )IJY333(虹 出 ◆)

C.JY334(!亡 山 ◆)IJZ300(虹 iLLi~)

D.JY334(虻 iiii')xJY333(hI吐 ◆)

それぞれの株をP.V増地中で107cells/mlまで培養し､上記のように0.5mlずつ

混合後､28'Cで24時間振退培養したoiZLi破壊抹 (A)

は野生型抹 (D)が有性生殖過程に人 らfi:い栄養条件下でも､筈易に接合､胞

子形成 した｡この効果は､一方の接合型の細胞のみがiZLi鞍壊株であるときに

は駁蒸されない (B､C)｡ (位相差;B微鏡像､白線は10LLm)

- EIヨ-

検討 したopEACl､pEAC2は､三日ユ EcoRI-BamHI断片を､多コビ-ベクターpD

B248●のPvuⅢ部位に､それぞれ逆方向に挿入 したものであるCこれら二つのプ

ラスミドは､L地 に形質転換 した場合､基本的に同一の表現型を示すため､

以下の実験はpEAClを用いて行なったものである｡

pEAClを導入 してsn i遺伝子のコピー数を上げたところ､旦江上逓伝子の発現塁

が顕著に昂進 した く図15)0

2

醸

l
…

.

.k

･

:

4EiJ
緬

図15 三上【1高発現株のNorthern分折

JY362 pEACl (cyrl◆)

JY362 PD8248●(con上.)

JY450 pÊCL (iZLi◆)

JY450 pDB248'(con上)

)Y362(虻/虹)株とJY450(h90)株にそ

れぞれpEAClと､対照としてベクター

pD82481を形質転換 した｡二倍体でも

一倍体でも､pEACLを形Tr転換した珠

は､対旦削こ比較 して旦土工上nRhlAレベル
が10倍以上に昂進 している (レーン1

と2､レーン3と4)O各レーンの下

方に誘くみられるバンドは､スメ7し

ている核蚊の分解物が､多血に存在す

るrRNAによりスタ ックされたものであ

る｡P.N培地中でJY362の形質転換体は

5x106cells/ml､JY450の形質転換体は

LxlO7 cells/山になるように培正し､

全RNAを:調製 したd各レ-ン約10JLgの

全RNAを泳動 した｡プローブとしてsLLi

28kbBg=1断片を用いたO

一倍体JY450(h90)においても二倍休JY362(虻/虹)においても､也 のmRNAレ

ベルが10倍以上に昂進 していた｡またこれに一致 して､Mn2+存在下に測定され
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るアデニル酸シクラーゼ活性 も約15倍に昂進 していた (表4)｡

しかし栄養増殖時の細胞内cAMPレベルを測定 したところ､野生型株とは顕著

な差異が見 られなかった (表5)｡

straln P18Sl山d AdenylylcyclaseaCtlylty

(pEnOIcJuP/lo†cellsm上n)

Exp.i Exp･2

JY333 (呈ヱ上土◆) pEACl lTO 187

pDB248■ 1･3 1･2

JY300 (日工上~) pEACl 1816 233

pD8248● く0･1 く0･1

表4 山 高発現株における7デ二ル放 シクラーゼ活性

pEAClの導入によりiZLL退伝子を高発現する珠と､対照にベクターのみを形質

転換 した抹の､Mn2'存在下での7デニル醸シクラーゼ活性を示 した○高菜現株

の7デニル鮫 t/クラーゼ活性は､対称 こ比べ的L5倍に昂進 していた｡

strain Plasmld cA州'(pool/叩 PrOt:elnl

JY450

(旦90日三上◆)

JY362

1吐●/吐~呈上工主◆/≦ヱ三上◆)

pDB248I

pEACl

PDE)248I

pEACl

表5 生江高発現株における細胞内cAMPレベル

ー倍体JY450(吐竺)において も､二倍体JY362(旦ツ虹)においても､pEAClの導入

によりiiti遺伝子を高発現す る株の細胞内cAMPレベルは､対照にベクターのみ
を形TI転換 した株 と有意差がみられなかった｡

-引8-

またpEAClを野生型株JY450(h31)に導入 した場合､対照のベクターを導入 した

珠に比べ､SSA培地上で､とくに胞子形成の早い段階に､微妙に胞子形成率の低

下が認められた (ヨウ素蒸気処理で少 しコロニーの染色が浅い)が ､最終的な

胞子形成率に顎著な差異は認められず ､胞子形成のタイ ミングが少 し遅れるた

めであると考えられる (データは示 していない).

sLLi高発現株でも栄養増殖時においては､ cAMPレベルに顕著な変化がみられ

ないことと一致 して､JY502RaiitB株にpEAClを導入 しても､37℃における増殖

阻害は抑圧 されなかった (データは示 していない)oLかしこの場合に､37℃

で生育できるようになった偽復帰変異株が得 られる児皮が､対照のベクタ_の

みを導入 した株に比べ､数百倍になっていることが観察された｡これら偽は帰

変異株それぞれ致クローンを選び､非選択培地で植え継 ぐことによりプラスミ

ドを脱落させた後に37℃における増殖能を確認 したところ､pEACl形質転換体由

来のものはいずれも増殖でさなか-たのに対 し､対照のベクターの形質転換体

由来のものはいずれも増栢することができたOこの理由としては ､pEACl形質転

換体由来の偽復帰変異は ､pEACl上の変異によって虹 欠損を抑圧 しているのに

対 し､ベクター形質転換体由来の偽傾帰変異は､染色体上の変掛 こより抑圧 し

ているためと考えられる｡

考察

･L旦唾 の増殖にはcAMPは必要ではない

i 旦9旦垣 吐吐破壊株は cAMPな しに増殖が可能であったoこのことは､L 望

‥EE -



望吐旦吐亘において､旦!匙 破壊株が致死でないまでもほとんど増殖できないこと

とは対照的である｡栄養源によるcAMPレベルの調節 という点においては､両酵

母はきわめて良 く似かよっていたが､cAMP経路と増殖制御の関係に大きな違い

があることになるOすなわち栄養源飢餓下にcAMPレベルの低下は起 こるが､il

由 においては､それが増殖停止に結びっかないoしかしながら､L幽 旦

においても､栄養源飢餓下においた細胞は､相手を見つけて接合しない場合に

は､やがて増殖を停止 してGO斯様の状態に入る 6̀4)｡したがってcAMP経路とは

別に､おもに増殖制御にあずかる栄養源の情報伝達系が存在するものと思われ

る｡

iiLi破壊株に検出限界以下の極微重のcAMPが存在 して､それが細胞を増殖可

能にしている可能性については､旦江と破壊株にL cerevisiaePDE2遺伝子 7̀9'

を発現するpSVIPDEを導入することにより検討 した.PDE2遺伝子は､cAMPを分解

する高槻相性cAMPホスホジェステラーゼ (high-affinltyCAMPphosphodleSte

√ase)をコー ドしており､PSV-PDEをi_幽 野生株に導入 した場合には､CAM

pレベルが的l/2(i.4pmolCAMP/mgprotein)に低下 し､増殖が顕著に遅 くな

ることが確認されている(63㌦ コロニーの大きさでみる限り､pSVIPDEを導入 し

たsL三上破壊株は､対照のベクターを導入 した吐 破壊株に比べて増殖速度が低

下するようなことはなく､呈出 破壊株が検出限界以下のcAMPによって増殖 して

いる可鰭性は低いものと結論 した｡

･望_吐破壊株の世代時間の伸長

吐止破壊株は増殖可能ではあるが､世代時間が野生株に比 して約1･4倍に伸び

‥M]-

ているoi 地 は､栄養源飢餓によりG1期 とG2期のいずれからもG0期様の状

態に入れることが示されているが 6̀4'､cAMP径路が､このいずれかの制御点に

おいてのみ働いていることも考えられるosLLi破壊株の世代時間の伸長が､細

胞周期の特定の時期が長 くなることによって起こっている可能性について､培

養中の各細胞のDNA塁を､フローサイ トメ トリーを用いて定塁するなどの方法に

より検討することが必要である｡

･L地 におけるアデニル酸 シクラーゼの活性調節

し 旦9裏旦内で活性調節を受けないアデニル酸 シクラーゼとして､L cerevis

i39壁弘遺伝子の触媒領域のみをadhプロモーターの支配下に発現するようにし

て､L 匹畦 ゲノム内に挿入 した株JZ222が､望月により作製されている.その

ような抹にあっては､細胞内cAMPレベルが野生株の約5倍 (13.0pmolCAMP/mg

protein)に上昇 していたく97㌦ したがって､L旦旦畦哩における細胞内cAMPレ

ベルは主に合成系によって調節 されており､分角牢系による強い制御は受けてい

ないと考えられる｡

SLLi高発現株において､アデニル酸 シクラーゼ活性の総塁は約15倍に昂進 し

ているにもかかわらず､cAMPレベルには;j3着な差異がみられなかった｡このこ

とは､L旦空也旦が10倍以上のアデニル酸 シクラーゼ塁の上昇を十分に打ち消 し

て､細胞内cAMPレベルを一定に保つ機構を持 っていることを示 している｡窒素

源飢餓下にcAMPレベルが低下する際にも呈出 mRNAレベルが変動 しないこととも

あわせて､アデニル酸 シクラーゼがタンパク質のレベルで活性調節を受けてい

ることを強 く示唆 している｡
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また､アデニル酸 シクラーゼレベルが親書に昂進 しているのにcAMPレベルが

変化 しない実際の械椛として､①調節分子との相互作用が､両者の安定な結合

に基づき､野性株ですでに飽和 している､②調節分子と相互作用できる場が､

野性株ですでに獅 口している､③調節分子との相互作用によって､アデニル酸

シクラーゼが活性化されると同時に､調節分子が不活性化されるような桟橋が

存在するなどいろいろな可能性が考えられるが､アデニル酸 シクラーゼの活性

に対 し､cAMPレベルによるフィー ドバック桟橋による調節が存在することも考

ぇられるO旦｣cerevisiaeにおいても､cAMP経路にフィー ドバック機構の存在す

ることが報告されているく98㌦

吐 高発現株は､栄養増殖時のcAMPレベルに顕著な差はないものの､次第に

窒素源飢餓が起こるような条件下では､胞子形成のタイミングが遅れるoこれ

はcAMPレベルの低下が､野性株に比べて遅れることを意味しているo栄養源存

在下に吐吐産物が調節分子で活性化 されている場合には､吐吐産物の塁を増や

してもそれ以上のcAMPレベルの上昇が起こらないのに対 し･栄養源飢餓で呈出 ･

産物の調節分子による活性化が抑えられ始めるところでは､旦iLi産物の濃度が

cAMPレベルに影響するのかも知れないo栄養源飢餓条件における以仁⊥高発現株

のcAMPレベルの検討が必要であるが､減数分裂-の切り替えに必要な閥値付近

でのごく微妙なcAMPレベルの差が､胞子形成率の差として現れることも十分考

ぇられるので､実際のcAMPレヘルの差はごく小さなものである可能性 もある0

7デニル酸シクラーゼの活性を調節する調節分子は､L cerevis.aeの場合は

Rasタンパク質であり､哨乳頬細胞ではGタンパク質が知 られているoL 旦9畦

においては､Rasタンパク質がcAMP経路を制御 しているのではないことがすでに
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示されているものの､それに代わるものが何であるのかは不明である(52･67㌦

Gs依存性のアデニル酸 シクラーゼのcDNAがウシ脳からクローン化されているが､

酵母のものとは大 きく異なり､膜貫通性のチャンネル様の構造を持 っていた (9

9㌦ したがって､その活性調節機構 も酵母のものとは異なっている可能性 もあ

るが､L 地 においてCタンパク質の一種がアデニル酸 シクラーゼの活性を調

節 しているという仮説 も検討に値する｡現在までにGタンパク質αサブユニット

をコ- ドする2つの遺伝子gpal､gpa2がil旦地 から単離されて解析が進められ

ている 1̀00･101㌦ このうちgpal産物は､接合因子の情報伝達に関与 しており､

アデニル酸 シクラーゼと共役 していないことが明らかになっているが､gpaZ産

物 ､あるいは未同定のGタンパク質が､吐 産物に共役 している可能性が残され

ている｡

また､L 地 のアデニル酸 シクラーゼが､GTP結合タンパク質によって調節

されているのではないという報告がなされているが､GTPによる活性化が認めら

れないという否定的な証拠のみに立脚 した議論である(102㌦ しかも根拠として

いる実験においては､Mn2十存在下においてのみ活性を検出し､Mg2+存在下では

活性を検出 し得ないでいる｡実際の生理的条件でMn2'が働いていることは考え

られないので､これはむ しろ実験系が不完全であるためと考えるのが妥当であ

ろう0本研究においても､Mg2'存在下の7デニル酸 シクラーゼ活性を検出でき

ず (データは示 していない)､iA裏辿 実験系の確立は今後に残された課題の

-つであるOさらにこの問題は､最終的には調節分子の同定によって解決さオー

るべきものであろう｡
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･旦旦ii欠損を抑圧できる虹 の変異

pEAClを導入 した旦旦止 り株からは､37℃における増殖能を回復 した偽復帰変異

株が､対照の数百倍の頻度で得 られるo王と吐遺伝子の高発現で突然変異率が上

昇することは考えにくいので､多くの復帰変異はpEACl上の吐 遺伝子の変異に

ょるものであることが予想されるが､事実多くの偽復帰変異株は､プラスミド

に依存した形でのみBiii欠損を抑圧できるo現在のところ､この変異の性格に

関してそれ以上の解析を進めてはいないが､その作用はcAMPレベルを上昇させ

ることによると考えられ､その性格について次に列挙するようないくつかの可

能性が考えられるO①活性が胡著に昂進 しているような変異 ､②活性が調節分

子に非依存性になっているような変異､③活性がフィー ドバック阻害を受けな

くなっているような変異oこれらの変異はいずれの場合にも､野生型⊆出 十に対

し優性になると考えられ､細胞内にpEAClのコピー数が高いこともあわせて､偽

復帰変異株の生ずる高頻度を説明できるものと考える｡いずれにしても､これ

らの変異はアデニル酸 シクラーゼの活性調節を考える上で興味深いものであり､

変異の性格付けは今後に残された課題であるO
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第Ⅲ章 cAMPによる生殖過程関連遺伝子の転写制御

序でも述べたとおり､窒素源飢餓下に生殖過程に必要とされる遺伝子の多く

は転写レベルの誘導を受けており､この制御にcAMPが関与 しているらしいこと

が示唆されていた (序参照) 0 cAMPレベルを上げることにより､生殖過程への

切り替えに必碩な一連の遺伝子群の転写が抑制されることが知 られていたが､

実際にこれらの遺伝子が､cAMPがない状態で逆に構成的に転写誘導されている

かを確かめた.ここではiiBii遺伝子とcAMP経路の関係について論 L;ることにな

るので､ii3ii遺伝子に関 して説明を加えておくoAiiii欠損株では有性生殖過

程に必要な一群の遺伝子 (旦旦週を含む)の転写が起こらないのみならず､LiBi

i遺伝子を人為的に高発現することによりこれらの遺伝子の転写が昂進 し､旦江

i破壊株と同様に性的脱抑制が起 こる 1̀03'.旦ieii産物はこれらの追伝子に共通

の転写制御因子であると考えられるが､それ自身､窒素源飢餓下に誘導される

ことが知られている｡

1･五日ユ破壊株における地 上遺伝子､93il退伝子の転写

旦13ii遺伝子の転写は､窒素源飢餓下に誘導されるが (図16.レーン1と2､

レーン3と4)､iiLi破壊株では栄養条件によらず捕成的に発現され (図16.

レ-ン5と6)､逆に培地中にcAMPを加え人為的に細胞内のcAMPレヘルを上罪

させると､栄養条件によらず抑制されている (図16.レーン7と8)｡またii

Sii産物に転写誘導 されると考えられるnEil遺伝子の発現も､旦上旦吐 自身の発現

とだいたい一致 している (図16)0
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一Stell

一mei2

臥 6 %iBii退信子 ､niil遺伝子､iQRi通伝子の転写制御

1.JY333(虹)
2.同上

3.JY450(h90)

4.同上

5.JZ300(h~cyrl)

6.同上

7.JY333+C州P

8.同上

窒素原存在下

窒素源飢鮫下 (4時間)

窒素原存在下

窒素赤肌成下 (4時間)

窒素源存在下

窒素源飢餓下 (4時間)

窒素原存在下

窒素源飢餓下 (4時間)

9.JZ3LS(hI吐止 旦1旦止)窒素源存在下

10.同上 窒素蘇飢餓下 (4時間)

窒素源存在下 (P… 培地)と窒素源飢餓下 (P… 培地､4時間後)の上記の株

から全RNAを調製 した｡+cAMPの試料 (レーン7と8)は､培地に10mMcAMPと5

mMカフェインを加えて培養した細胞から調製 したo各 レーン約5〃gの全RNAS

泳動 した｡7･ロー7･としてそれぞれ5iBii3･2kbulndⅢ断片 ､nii1 3･3kbHln
dm-Pvun断片､L9Bl0RF全長を用い､同一のメンブレンに対 しハイプリダイゼ
-./ヨンと洗浄を繰り返 したO
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2･三日ユ破壊株における壁吐遺伝子の転写

栄養源飢餓による生殖過程の切 り替えにおいて､従来は窒素源の飢餓が特に

重要祝されてきたが､最近､L旦旦唾 において､カタボライ トレプレッション

がcAMPを介 して行なわれていることを示唆する結果が得 られている｡この場合､

グルコース飢餓がcAMPレベルの低下を引き起 こすと考えられるO旦_血 フル

ク トースビスホスファタ-ゼ (fructosel1.6-bisphosphatase)遺伝子旦旦吐は､

増地中の高波度のグルコースにより転写を抑えられるが く104･105)､このときc

iLi破壊株ではその抑制が解除され､構成的に転写が起こる (図16.レーン5と

6)(C.S.HoffmanとF.Yinston私信)｡

窒素源飢餓によっても､.担吐遺伝子の転写誘導が起こることを確認 した (図

16･レーン1と2､レー ン3と4)O定性的には岨 退伝子とだいたい一致 し

た挙動を示すが､窒素源飢餓における誘導は､旦旦吐岐壊株で起 こるBB著な転写

の昂進に比べ､はるかに弱いことが見てとれる (図16.レーン5と6).

3.旦出土呈上旦主上二重破壊株の表現型

cAMP経路 とむむ⊥遺伝子の関係を遺伝学的に解析するために､旦LLi_旦上旦ii二重

変異株を作製 して､その表現型を検討 した｡iiLl破壊株と&131披壊株を細胞融

合し､得 られた二倍体を四分子分析することにより皿 ユ 呈上旦吐二重破壊株JZ31

5を得て､以下の解析を行なった｡

二重変異株はAi9iiの単独変異 と同様 ､接合不能であった (表 6)oすなわち

Ai坦⊥変異は､sLiL変異の性的脱抑制を抑圧することが可能で､旦上旦吐産物が班

Li産物の下流で働いていることになり､上記のモデルと一致する.しかしなが
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ら二重変異株の世代時間は､sLLiの単独変異と同様長くなっており､吐吐と変異

はsLiL変異を抑圧できなかった (表6)o

Genotyt)e M8tlng Growthrate

+N -～

nor【⊃81

cyrl . Sloy

◆ stell normal

cyrlstell Sloyv

蓑6 三上吐 iiBii二重変異株の表現型

吐 Li旦辻二重変異株は･有性生殖
過程への切り替えに関してはiiBil単独

変異株と同様阻書されているが､世代

時間に関 しては呈上吐単独変異株と同様

長くなっているO

二重変異株における関連する遺伝子の発現を検討 したところ､岨主_乙の発現は

iiBiiの単独変異と同様に抑制されており､有性生殖過程への切り替え不能とい

ぅ表現型とも一致 した (図16.レーン9と10)Oこれに対 して呈且辻の発現は､

sLi上の単独変異と同様に構成的になっていた く図16･レーン9と10)o

考案

･sLLi破壊株においては､有性生殖過程に必要で窒素源飢餓によって誘導され

る遺伝子の発現が捕成的になっているo

irLi破壊株においては､旦iBiiと､さらにその制御を受ける遺伝子 (ここでは

gBiiについて調べた)の発現が偶成的になっていた｡前章で述べたsLLi破壊株

の性的脱抑制は､この構成的な発現を反映 しているものと思われるO

有性生殖過程に必要な多くの遺伝子は､共通 してSiBAを介する転写制御を受

けていると考えられるが､それらの退伝子の上流域には･10bpよりなる共通配
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列 (TTCTTTGTTC)が兄いだされている 1̀06㌦ 辿 産物は､HMGポ･,クス(107,

と呼ばれるある種のDNA結合タンパク質に共通な構造モチーフを持 っていること

が兄いだされており (杉本私信)､現在のところ､3iSii自身が､上記の共通配

列に結合する転写制御因子であると考えられているOこの仮説が正 しければ､

この転写制御が転写誘導に基づ く正の制御であることになる.すなわちcAMPレ

ベルが低いときにはLiBiiが活性状態にあり､迎 自身を含む一連の遺伝子を

転写誘導するが (Bi&11日身の上流にも上記の共通配列が存在する (杉本私信))､

cAMPレベルが高い場合には也 が不活性状態になり､一巡の遺伝子の転写が誘

導されないと考えられるOこのcAMP経路による旦iBLi産物の活性調節機構は不明

であるが､Aキナーゼによる直接のリン酸化により吐 ⊥産物が不活性化される

可能性も考えられ､実際3iiii産物はAキナーゼにリン酸化され得ると考えられ

る配列く4)を持っている (杉本私信)0

･cAMP径路の標的は呈上Eii以外にも存在する｡

sLLiLiiiL二重変異株の表現型は､5iiii変異が吐 変異の性的脱抑制は抑圧

するが､世代時間の伸長は抑圧 しないoLたが-て､cAMP経路の標的はiiBil以

外にもあると考えられるoまた実際にsLLi破壊株で誘導される退伝子の内､堕

ilの発現は旦吐吐遺伝子の欠損によって抑制されているが､fhiの発現は抑制さ

れないoLたがって､cAMP径路による転写制御系は少なくとも2種類あって､栄

養源飢餓で誘導され､呈上吐破壊株で構成的に転写されるという点で似てはいる

が､cAMPより下流で分岐 していることになる｡吐 破壊株にみられる転写誘導

の程度はいずれの系においても願書であるが､ここで示 した実験条件では､窒
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素源飢餓下に起こる転写誘導の程度には､両者の間に著 しい差があったoこれ

は連続的に変化 し得るcAMPレベルに対する･これら転写制御系の反応特性が異

なっているためであると考えられる｡ここで用いた実験条件では､窒素源飢餓

下でcAMPレベルが約半分に減少することが明 らかにされているが くら3'､siBiiを

介する制御系はその程度の高いcAMPレベルに転写活性化能が著 しく変化する領

域があり､カタボライ トレプレッションにあずかる制御系はcAMPレベルのゼロ

付近に転写活性化能が著 しく変化する領域があると考えれば､転写誘導特性の

差が説明できる｡
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第Ⅳ章 分裂酵母cAMP依存性プロテインキナーゼ触媒サブユニットをコー ドす

る吐吐遺伝子の単離 と解析

高コピ-で導入することにより､旦旦吐t8株の温度感受性の増殖を回復させる

遺伝子として､現在までに､旦旦吐 ､旦互Sl遺伝子が単離されているOこれらはい

ずれも高コピ-で導入す ることにより､野生株の接合､胞子形成 も阻害する.

解析の結果 ､この効果は接合､減数分裂過程に必須な遺伝子群の転写を抑制す

るためであることが示唆 されているく61'Oこの効果はまた細胞内cAMPレベルを

人為的に高 くした際の効果とよく似ており､これらの遺伝子がcAMP径路の下流

で正に働いている可能性が考えられる｡同様に高 コピーで野生株に導入するこ

とにより､接合､減数分裂を阻害する遺伝子を単離することで､cAMP経路のま

だ未同定の遺伝子を単離できる可能性がある｡

Aキナーゼは調節サブユニットと触媒サブユニットからなり､cAMP非存在下で

調節サブユニットが触媒サブユニットに結合 して不活性化することにより､cA

MP依存的にキナーゼ活性を調節 しているoしたがって､触媒サブユニットが調

節サ7'ユニットに対 し大過剰存在すれば､cAMP非依存的にリン酸化活性を発揮

し得ることになる｡すなわち､Aキナーゼの触媒サブユニットの遺伝子 も､高コ

ピーで導入することにより､接合､減数分裂を阻害することが予想 される｡

1･高コピーで導入することにより､接合､減数分裂を阻害する遺伝子の単離

pDB248-をベクタ-として作製 したL辿 ゲノミックライブラリーを､JY4

50とJY476(いずれもhgO)にそれぞれ形質転換 し､接合､減数分裂誘導培地で
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あるSSA培地上で30ccで5日間イ ンキュベー トして､この条件で接合 ､胞子形成

しない株を ヨウ素蒸気染色により選別 した｡約50,000個の形質転換体をスク リ

ーニングして約300株を選択 し､再びsSA培地上で接合 ､胞子形成 させて確認 し

た｡同時に非選択培地上で培養することにより､それぞれの形質転換体よりプ

ラス ミドを離脱 させ､接合､減数分裂阻害 という表現型が､プラス ミドにより

付与 されていることを確認 した ものについて以下の解析を進 めたo (プラス ミ

ドの安定度はクロー ンによって異なり､この確認は絶対的なものではない｡)

この基準を満たす ものとして､109株の形質転換体を選択 したo先 にも述べたと

お り､この選択法ではpBSi､RaSlの両遺伝子 も得 られる可能性があるため ､形

質転換体よ り全DNAを調製 し､担⊆上､旦旦Slのそれぞれをプロ-プに用いてSouth

ern分析を行な ったoその結果 ､上記の109株の内には､13株の凹 上高発現株 と､

2株のpBii高発現株が含まれていた (データは示 していない)o残 りの株の うち､

61株 よりプラス ミドを回収す ることがで き､解析を進めている○これ らの クロ

- ンの部分的な制限酵素地図の作製などにより､少なくとも4つの遺伝子 につい

ては､独立 に複数のクローンが回収 されてきていることが明 らかになり､これ

らの内にcAMP径路 の末同定の遺伝子が含 まれていることが期待 され るo実際 ､

次節に述べ るように､このスク リーニングでAキナーゼの遺伝子を単離 してお り､

ここで用いた選択 は有効に働いている｡

2.吐吐退伝子の単離 と塩基配列

前節で単離 された61クロー ンのプラス ミドに対 して､L cerevisiaeのcAMP依

存性 プロテインキナーゼの触娘サ7■ユニ ッ トをコー ドす るTPKl 1̀7'をブロー7
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に､低いStringencyでSouthern分析を行なった｡その結果 ､ひとつのクロー ン

(pAXl)が明瞭なハイブ リダイゼーションを示 し (データは示 していない) ､

このクロー ンに対 し､以下解析 を行なった｡

得 られた クロー ンの挿入断片部分の制限酵素地図を決定 した (図17)｡サブ

クローニングの結果 ､2kbHlndⅢ断片が ､ベクター上のプロモーターに依存 し

て接合の阻害 とい う表現型を示 したため (図17､図21.DとE)､その全長の

塩基配列を決定 したO塩基配列 より､このクロー ンが遺伝子のN末端側を欠いて

いることがわか ったため ､さらにN末端伽の0.9kbHindⅢ断片の塩基配列を決定

したo決定 した全長2939bpの塩基配列 を図18に示す｡

(S)H H P ド P H (S)

PEAKI

pEAK2

pka1

+

+

･L lkb i

区=7 吐吐遺伝子の制限酸素地図と稚鰭領域の限定

本文に示したスクリーニングでRuJHこ得られたのがpAKlである｡pEAKlとpEA
K2は･臥こ示したpAKl由来の1956bpHindll断片を､pDB248.のul｡dⅢ部位にそ
れぞれ逆方向にクローン化したらの.pEAKlのみがベクター上のプロモーター

(矢印)により､N末端を欠いた形で吐生返伝子を発現するo吐吐'EI云子の高発
現による生河過程-の切り替え阻害を指掛こ権能領域を限定した｡H:H川dⅢ､
X:KpnI､P:PvuⅡ､S:Sau3日 ､kb:kllobase

この領域中には主要な ものと して､512ア ミノ酸残基よりなるタ ンパク質をコ

ー ドし得 るORFが存在するOこの遺伝子産物は他の生物種で報告 されているAキ
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ナーゼの触媒サブユニットと高い相同性を持つばかりでなく (図 19)､高発

現時の表現型が高cAMPレベルによる効果と良 く似ているため (次節参照) ･こ

の遺伝子がL 地 におけるAキナ-ゼ触媒サブユニットをコー ドしていると考

えられ､吐生 と名づけたo

LAAm CTtmTCAÂJuOAmm▲- A-JuT∧êCC--CT∝∝TÂOAqrO-■のCTCAGTA¶mqTq∧∧〟CCmC仙T⊂TO
lO1 T小CmOm ATm仙T汀OTATTTTTOÂC- 打∧TAACTATT-ATCTATTTTT- T∧TAO∧¶∧TCTTTOJuOCAmOAqT⊂0人
20L Tm GCTT̂ Tm m∧- qrT-0-T̂TC0仙T1-ATE-C- TT-A- T八人CA-TmÔACAT'T仙mCCTTC
JoI CJuTTTTACTTT仙 人00AT[C-OCCCO仙-[̂0∧OC人山CCAm∧TTAlTTm- [̂-OTTQ- ĉmmOAOeOACrOQ
401 ∧ATT･TCACTT̂ ĴuT∧m m OCC∝TOrTCCTFT11T̂TT¶JuTÂ̂[ATTT-00仙OT∧〟T[CO〔CTTTCTATCT̂CCrQATm
さ0I TATTTATT･TITOm COCTAT仙T▲∧∝∧OC∝∧CC人人仙人∧0人ACTCTÂOATTACT∝丁∧TTGT∝G-ATATAĈ丁∧TATCOÂOmmĈ
40I JudTAACO∧CCT- OCCTCGAC口CT･T･TTJuC-ATTCTT- CGOOTA-ATん､- AC仙人亡0人[∧gTOAAmJuTTATCT'TTl:
TOi qTqrTATJuACOCl･Am CAĈm CrrACTCATOOAT∧COACTOCCO[OCTTCCAAA00人▲CrrACT̂ACGrTOCOTCITCJuCTOACACTCTATCTAC人∧
l I DTT^VAB■09TIVOI9TDTLSTg
BOi OTgCCTm OCATCCATCTATO∧▲TOCCqOĈOCOTnuTOÂT∧TTCOO仙CACCA8ccAeATOO▲▲C人仙- JuTOOC人山CC亡TCTmC∧
23 A S L. N P 8 M I A 0 8 V ～ tYIBqqA^OTI5II0KPSY～
90L TaATTCTOTEIOTAOTO∧TqCん叩TOT仙OC∧AT80TĈTÂT∧ACC∧T仙TCJuTC人∧OTCTOTOĈ-CCOOCATCCCT人山OCITTOOÂ0人OOCC30DpV0a D̂ a Y9HロN～NM～E8SL-T,qIPKAL･EE ∧
100I ACqAJM OC仙人▲仙CCCO∧eAOC[O- ÔCACCAOTACOTCTOGCTmCCJUtqTQCCCA[CT町TO-ĈC仙小CATCO∧丁仙TTT8人TCCm
n T X 9 K A I D 守 L. Y I T , T i O l: ^ 9 ^HSV0Yq～1D～LITlS
ILOI CACCTCIT亡CTCM OCtJCÔCrTAD仙OTAOT̂OCC人山OCADCĈTC∧〟QACATTCqCC80∧COOTeOTOmO∧∧CTA8mĈ0仙CAC80∧0̂QAO
L2I I L I r S ^ 9 R a 9 a q 8 5 N A R A I I l}OA0EL･088HqIR
L20I ∧COCTCAOCTATOOAT800CTACOCO∧TCOCCAT∧TTCGrTÂ -̂ ⊂00GTTA町CAOCTGCTCOATTT̂ĈOCCTCOAA00ATTCOTCCTCCTÔCĈC
159 R I A ■ D 0 L. R D I M i I A V A V a q L L D LAAIR1RIADM
130L ACCAC∧∧仙CATCO∧TAT00̂AT∧⊂仙0人T[CJu- Ĉ- CATTOQOCACTGOCTC- OOTCOA-CATmmCAOTC¢JuTCAĈ̂TC
Im T T A EI I Y O I q 0 r ～ , L q T L O T 0 S I q AVl{L･VqS～11がR
L10L OCm T▲TT̂COCCATC仙Gm 0̂- 0人人人∧〟▲TC- CATATGJu∝∧〟T∧dACĈĈ- ∝GATO∧0̂〇人TACAmATCCCロTGrrCCA
725 L T T A 1 A V l. A K A t I Y D M K q l l N T C DtRYILSIVq
LlDl ACACCCO¶亡∧-rTACĈTTCTATOCOOTA-CAACAT∝Ĉ^̂MTCTtr- AT8- ATCOATTTTCCTĈ̂00▲08∧8∧OClm mOCTTっ3g～II1T1Lt0TIAD̂ K～LIJ-VIID,AIOO■t･I9L･L
IBOICqTWTOTC▲TCOArTTCCCÔW-∝C∧-TT[AT13eAOCACJuGrTCATC-GCT[TOATT̂TC[CACCAĈATC∧〟T亡OTATATCĈ0
1粥 ■ KC～A▼PEAŶ XIY▲AEV1L･AL･OYL･N～MOIVYRI
170L
)73
AT･rT▲▲仙CC⊂〇人̂AATCTm Q̂CC- CqTC∧T[13Â^̂- rTGQ̂CTTTGCTTIT･TOCĈAACQCOTCTr▲CTA0⊂JuCTmOTACTCT

IJOL TT打COTACl:C∝〇人¶A･TTTAOl:Cl:亡GCJ- Tl:ATATCTrT̂AJUeCCT∧CAAĈ^̂∝TGCACA-GTGOTC亡-OCTATCTTATCTT'rÔMTq
H9 C 0 T I D ▼ L.^ P E - 1 J t･ K I T ,AA^D■I,L･l)IL･lIBA
=il上り
⊃92
m ccom AT⊂CTCt:̂TT汀∧m CAC小TCCJuTCÂ- AT8ACÂTATCC〔○̂AO∝Ju粥T⊂AACTATCCATCCT∧CTm CCTO打∧

Z00L tn ¶CATTTm OAOCCAT¶▲CTTCA∝GA8人ĈT人∧C-CCCJ▲TGGJÛT-A-OAT抑T∧OĈTCOATA¶AT∧TGĈCCCm CC0
475 1 B L, L,I H L I. q I D 1 TC冗YO-t･Itlt)S～D11～APIPA
7I0I T恥TATt:̂虻TGOCACAACATCtmACT⊂CC人∧̂ [̂0∧00TTC亡mATGTTC-∝▲TTĈAGmCC仙TCGUTOA[CCAGTCÂT¶GACGCTTAT
4㍍ D I l ■ B A 1 L.T A A IIVPYVII1O^O～OIS,qPEIAY
2701
49つ
m T̂OT∧OCTACCCATTATGCAACATFGAAOATCCTCJuTTTA-CTAT- JuGO▲- ATO- ∝CACのTTm m JuCA

73OL TACTeC仙 TGm ATT仙 〔 CAT-ACTA-CC[-OC- GCÂCl=MT∝CTAT･TITOA-A-CJuT¢CAAmACm gTA∝ACTOA
240I TTTGCJu- ACCÂTA[C-rTOI- ∝1WTt汀JuTCGACCCACTTTAT- ATGOOATAT-OATm mlTO仙GCTATTTAT
lュOI Tm ATm C■CCCAA-∝CT∝TCTOAT--CCA-Ĉ1-ATmTAT̂目しl-∩iTATGqTTAT-ÛCCCC小OrrĈ¶
280L Tm Cl-TCATm 恥∧CA0ACAÂACAGCATT- Â̂-TG⊂〟C仙CT̂0ATAC∧TATATCCOCT仙T∧▲TCA-仙TmCmT̂TCT̂
HOI T人▲TTJUTOOTQm T̂TCqTÂ[- qr-TTAlTTT-CMT-T̂AT▲∧TOrT▲∧〟TCAT▲人山0仙TCTATĈOTATATWACATAT
ZBCL TACAJuT･rATÂAT∧[AOTCTAJu- A-TCACACACTT̂CC耶仙人T-C--ÂTCATC∝OqTCCT▲A∝∧CA00mCC▲仙仙OT
z叩I AAT∧QT̂CĈT̂-人∧TCCACATT▲▲CAOOT▲▲OCTT2939

琵=8 且如上退伝子の塩基配列

吐吐遺伝子の全長を含む2939bpHLndtH断片の全塩基配列 と､予想 される由

1産物の7 ミ/放配列を示すo
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E]19 吐吐遺伝子産物 と他種生物のcAMP依存性プロテインキナーゼ触u_サブユ
ニ ソトの相同性

吐吐劇 勿と同~の7 ミノ酸残基は"･'で表示 してある｡Sp :む 地 ､

Sc :S･cerevISlae､D.m :Drosoph‖anelanogaster､Bov.:ウ シ

ORFのN末端付近には枚数のメチオニン妓基が存在するが､この領域は種問で

構造の差異が著 しく､予想されるア ミノ酸配列からはいずれが開始コ ドンに相

当するものかは判断できないため､ここでは最も上流のものを開始 コドンと仮

定 している｡予想 される遺伝子産物は､他種生物の相同な蛋白質に比べ､かな

りN末端側が長 くなっている｡

椎能領域を限定するために作製 した､2kbHindlⅡ断片をpDB248･のHindⅢ部位

に両方向に押入 して作製 した2種類のプラスミドの内､表現型を示 したpEAKlは

ベクター上のプロモーターか ら吐吐遺伝子を発現できる方向に､表現型を示さ

なかったpEAK2はRiii逓伝子を発現できない方向にHindm断片が挿入されており､

旦阜ii遺伝子の高発現が接合不能を引き起こしていることが確認された (次節参

照)0
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噂乳軒 4,とS.ce,evisiaeく17'のいずれにおいても･Aキナーゼ触媒サブユニ

ットをコー け る遺伝子は､複数あることが示されているoL旦旦蛭 において､

A【HBB【HB

●

l
Il

〓

‥古記-

図20 吐吐退伝子 と凹上道伝子プロー
ブに用いたSouthern分析

EcoRl(E)､Hlndm (lt)､BanHt

(a)で完全に消化 したL 出 野生株

(L975)全DNAを､各レーン約15〟g泳

動 した｡ブロー7'として､山上PCR産
物 (Ala86-Ala491) (A､C)､

工旺10RF全長 (B､D)を用い､低い
strlngenCyで-イ7'リダイIt='-/ヨン
を行った｡C､Dはそれぞれ､A･B

の長時間琵光である｡左に示 したのは

DNAサイ7:マーカーの泳動位置で､上か

ら23､94､6.6､2.3､20､056kllo~

baseに相当するO

吐吐の相同遺伝子が他にある可能性について検討を加える目的で､Southern分

析を行なった.工壁上遺伝子と吐吐遺伝子をプローブに用いて､低いStringency

でSouthern分析を行なったところ､吐吐遺伝子はL 旦999%で工E生遺伝子と最 も

相同性の高い遺伝子であることが明らかになった (図20)Oその他にみられる

弱いハイブ リダイゼーションを示すバンドは､いずれも且垣⊥退伝子に比較 して

非常に相同性が低いことが示された｡

3.吐吐高発現株の表現型

この遺伝子を単離 した方法か らも明 らかなように,旦旦吐退伝子を高発現する

と接合を阻害する｡この効果は､cAMPレベルを人為的に上昇 させた場合と似て

いる (図21.BとC)｡このとき､接合阻害はかりでなく､窒素源飢餓下に細

胞が高度に伸長する現象が､吐Bi高発現と高ĈMPレベルのいずれにおいても観

察される (図21.BとC)｡この異常な伸長は､栄養源存在下には観察されな

い (データは示 していない)0

さらにpAKl､pEAKlをJZ409辿⊥t白株に導入 したところ､この株の37℃におけ

る増殖阻害を抑圧 した (データは示 していない)｡したがってこの点において

も吐吐高発現は高cAMPレベルと同様の表現型を示 した｡
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考察

図21 出吐高発現株の表現型

A.JY450(h90)pDB248'

B.JY450(h90) pDB248'+CAMP

c.JY450(h90) PAKL

D.JY450吐 竺 ) PEAKI

E.JY450(h90) pEAK2

上記の71ラス ミドを導入 したJY450株をSSA培地 (BのみはSSA培地+10mMCAM

p.5nMカフェイン)上で30｡C 6E]間培養し､写共振配したopAKl､pEAKlを導

入 した場合 (C､D)に融 AMPレベル (B)に放似 した表現型を示すO (位相

差52B微鏡像)
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･高 コピーで導入することにより､接合､減数分裂を阻害する退伝子

本章で示 した遇別法で､実際に辿 遺伝子が単離されたことから､他の未解

析のプラス ミドの中に､まだ未同定のcAMP経路の遺伝子が含まれていることが

期待 されるO予備的な結果では､それらを持っ株の内には､窒素源飢餓下に吐

吐高発現株同様細胞が伸長するものと､しないものとが含まれているO前者の

プラスミド上の遺伝子は･有性生殖に至るcAMP経路の比較的上流 (おそらくは

Aキナーゼより上流)で働 き､後者のそれは､さらに下流で有性生殖に特異的な

経路へと分岐 した後に働 くものであるという推測も可能であろうOちなみに担

吐 ､凶 の高発現株と旦出 土破壊株は､有性生殖過程過程への切り替え不能とい

う点では高cAMPレベルやpkal高発現と似ているが､窒素源飢餓下にも細胞の伸

長が認められない (杉本私信)0

･Aキナーゼ触媒サブユニットについて

Aキナーゼは､触媒サブユニットが調節サブユニットに対 し大過剰あれば､c

AMP非依存的に リン較化活性を発揮 し得 ることが予想 されるが､実際出廷の高発

現によって､高cAMPレベルと同 じ表現型を示 した｡同様にL cerevisiaeでも､

Aキナーゼ触媒サブユニットの遺伝子である工壁上は､些 旦t8によるcAMPレベル

の低下に起因する増殖停止を高 コピーで抑圧する遺伝子として単離 され､高発

現により高cAMPレベルと同様の表現型を示す く17㌦

噂乳類 とS･cerevisiaeのいずれにおいても､Aキナーゼ触娘サブユニットは
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複数の遺伝子にコー ドされているが､分子種間の桟能分化については不明であ

るく4117㌔ 吐吐遺伝子をプロ17■に行なったSouthern分析では､L 地 には

旦吐 退伝子 と相同性を示す遺伝子が他にもうーっ存在する可能性 も考えられる

(図20.AにおいてHindⅢのレーンの吐吐に相当するバンドのやや上に見 られ

るバンド) ものの､正弘退伝子を7･ロー7･に同じ条件で行なったSouthern分析

では､姓 遺伝子が空也退伝子に相同性の高い､ほぼ唯一の遺伝子であること

が明 らかになったo塩基配列からみると､L cerevisiaeのAキナーゼ触媒サ7'

ユニットをコー ドする3つの退伝子班吐､正弘 ､旺姐の内･出生遺伝子と最も相

同性の高いのは空位退伝子であり､もしL 地 に複数の触媒サブユニット遺

伝子が存在するとすれば､正弘遺伝子をプローブにしたSouthern分析でとくに

吐吐退伝子のみと強い-イ7･リダイゼーションを示す理由は兄いだせないoさ

らに､Hi｡dⅢのレーンにに観察された吐吐退伝子以外のバン ドに相当するバン

ドはEc｡RIとBamrllのレーンには観察されず､なんらかの理由による偽陽性の

バンドである可能性 もある.吐吐の遺伝子破壊を行なって表現型を検討するこ

となどの必要性は言 うまでもないが､現時点ではL地 のAキナーゼ触媒サブ

ユニットの遺伝子は1つである可能性が高いと考えている｡

･有性生殖-の切 り替え抑制以外のcAMP径路の過剰な活性化による表現型

吐吐高発現株の窒素源飢餓下に見 られる細胞の伸長は､cAMP経路の窒素源飢

餓下における過剰な活性化が､細胞周期制御になんらかの異常をきたすことを

示唆 していて興味深いが､その実態は不明である｡一般に細胞の異常な伸長は､

細胞周期が停止 しているにも関わらず成長が続いていることを示す と考えられ､
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そのような表現型は辿 変異株に典型的に見られるものである(42)｡おもに細胞

周期の停止に働 く栄養源の第二の情報伝達系 (後述)が､窒素源飢餓に応答 し

て細胞周期の停止を引き起こしているにも関わらず､cAMP経路の過剰な活性化

が成長 (とくに高分子合成)を停止させないために､異常な伸長が起 こると考

えることも可能であろう｡

また吐吐高発現株を扱 っていて気がつくことは､この株がプレー トからプレ

ー トへ植え継 ぐ際の生存率が低いことであるO予備的な結果ではあるが､これ

はこの株が生存に関 して栄養源飢餓超感受性を示すことによるoら cerevisia

旦においても同様にcAMP経路の過剰な活性化は栄養源飢餓に超感受性を示すこと

が報告されている 1̀2㌦ またいずれの酵母においても､栄養源飢餓下に熱 ショ

ック耐性を嬢得することが報告 されているが 1̀08･64･109･83'､L cerevisiae

にもいては､cAMP径路の過剰な活性化によりこの過程が阻害され､熱 ショ ′ク

担感受性になることが知 られている 1̀2㌦ 旦二地 において同様の現象が起こ

るか否かはまだ確認されていない｡苛酷な栄養源飢餓に対 してストレス耐性を

柱得するというのは合目的的であり､両酵母においてきわめて良 く似た制御が

働いていることも予想されるQ熱 ショックタンパク質の発現制御を含めて今後

さらに解析の進むことが期待される｡
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第V章 総合討論 と展望

以上の結果をふまえて､図22にL地 の有性生殖過程への切り替え制御様

掛 こ関するモデルを示す○多分に憶測も含まれるが､当否を検証できるような

形で作業仮説を提出することが今後の研究の方向づけにも必要なことと考え､

あえて具体的な点にも立ち入 って以下に説明するo

培地中の栄養源 (窒素掛 こ限らない)はなんらかの受容体タンパク質 (細胞

内への輸送体タンパク質 ?)により認識 され､Cタンパク質 (?)を介 してアデ

ニル酸シクラーゼ (吐吐産物)の活性を正に調節 していると考えられるo培地

中に栄荘原が豊富にあれば､細胞内cAMPレベルは十分に高 く､したがってAキナ

ーゼ (RBBi産物 :触媒サブユニット､呈出 産物 :調節サブユニット) も活性化

されている.癌性化されたAキナーゼは､いろいろなタンパク質を リン酸化によ

り持場調節 していると考えられるo

栄壬源存在下では､Aキナーゼによる直fBの リン酸化､あるいは別のタンパク

質の リン酸化を介 して､転写制御因子であるLiSii産物の転写誘導活性は抑制さ

れている. (iiBii退伝子自身が転写 レベルで抑制されているが･それについて

は後述する｡ここではaiBil産物に対する調節を想定 しているo)そのため､旦

1311に依存 して転写誘導 される･有性生殖過掛 こ必要な一群の退伝子の転写 も

低く抑えられており､細胞は栄養増殖を続けるoこれに対 し､培地中の栄養源

が枯渇すると､アデニル放 シクラーゼの活性が抑えられ､細胞内cAMPレベルは

低下する｡これにより､Aキナーゼによって抑刺されていたstell産物の転写誘

導活性が発揮されることになるO

-rJ頭一
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E)22 L地 の有性生餌への切り替え制御積は :モデル

詳細は本文参照｡Aキナ-ゼは吐il産物 (触媒サ7,ユニ ノト)とiSiL産物 (調
節サブユニ ソト)よりなる○有性生殖過程は､栄養源飢鰍 こよりcAMPレベルが

低下 し､Aキナーゼの不活性化を介して生旦iL産物の転写活性化能が上昇するこ

とにより開始される｡接合に至る迂路をaifLiからたどると､iiiil産物により
聖ぜ主､聖旦坐 ･旦生艶が転写誘導され､さらにこのうちnalpc､matMcの産物が場
合因子とその受容体のt云写せ誘導する｡その結果､ほ舎因子の授受により接合

因子はnl三通系の活性化が起こり､ほ合特異的通伝子群の発現とGl停止を経て
接合が起こる｡接合により細胞質の混合が可能になると､聖ぜ1と地 の産物

が共同して旦iiliAl云子の転写を誘導し･山 手- ゼの不活化､RSii指値の脱

抑制を経て枇 分裂をF"l始する(110)｡図では栄養源による利軌 ま虹細胞におけ

る現象のみを示 してあるが､虹細胞でも相同な制御が存在するo図中の略号は

次のとおり｡T:転写 レベルの制臥 pT:転写後のレベルの制御､pE:P

7'クタ- (h'細胞が分泌するほ含因子)､p':p7,クター受零体､M E

:M77クタ- (h一細胞が分泌するほ舎因子)､Mr:MフTクター受容体､

MSG:接合特異的遺伝子 (群)､N:窒素源､GIc:グル⊃_ス

-rJ転-



ii3ii産物は､有性生殖過程に必要な一群の遺伝子の転写を誘導すると同時に､

自らの転写を促進することにより､この系に正のフィー ドバ ックをかけて有性

生殖過程への切り替えを不可逆的に促進すると考えられる｡接合に必要な接合

因子､接合因子受容体を含む接合因子情報伝達系を構成する因子の多くが､こ

の転写誘導を受けるoその結果､細胞は有性生殖への切り替えが可能な状態に

なるが､この後起 こる現象は､細胞の倍数性と､接合型の異なる他の細胞の存

否によって異なる｡

①細胞が一倍体で､かつ相異なる接合型を持つ細胞と出会えば､接合因子の

授受を経て細胞周期をG1期停止 し､接合過程に入ると考えられるoこのとき接

合因子により誘導 される転写制御系が働いていることが示されているo有性生

殖への切り替えに必要な退伝子のあるものは､接合因子によってさらに､ある

いは新規に転写誘導されるものと考えられるOその中には､接合型退伝子座に

コー ドされた聖ぜ_とも含まれるく110'Oは全過程に入る以前から･堕主旦遺伝子は

栄養源飢蝕による転写誘導を受けているが､その産物は辿 ⊥産物による不活化

を受け､減数分裂を開始することができない｡しかし接合が起こり､細胞質の

混合が可能になると､両は合型の接合型遺伝子産物 (おそらくmatPlとmatMiく1

10') は共同 してnBil退伝子の転写を誘導できるOgEil産物は､吐!上プロテイン

キナーゼの特異的インヒビターであり､gBil産物の合成により旦旦吐産物の不活

化が起こる.これによりniil産物の積能が脱抑制され､細胞は接合に続いて減

数分裂に入る.

②細胞が一倍体で､ほ合可憶な相手と出会わなかった場合､細胞は接合因子

の情報を受けないため接合に特別 勺な過程に入らず増殖を続けるが､さらに栄

一山El→

養が枯渇すると･栄養源の情報を伝達するcAMP以外の第二の経路 (後述)を介

して増殖の停止が起こると考えられる｡

③細胞がhI/虹の二倍体の場合には､自分自身で接合因子とその受容体を発現

できるため､栄養源飢餓により直接転写誘導される遺伝子とともに､接合因子

で転写誘導される遺伝子 も同時に誘導され､速やかにAiil産物の誘導とRAii産

物の不活化を経て減数分裂に入る｡(i 地 においては､減数分裂にも接合

因子の受容が必要であることが示されているが､これは接合型遺伝子gBiiiの転

写誘導が接合因子情報伝達系に依存していることによると考えられているく110㌦

)

接合､減数分裂過程において､接合因子の情報伝達経路の活性化により､そ

の情報伝達径路を構成する因子自身 (例 ‥Mファクター受容体遺伝子nBRIi､そ

れに共役するG蛋白質αサブユニ ット通伝子豊里吐)の転写誘導が起こることも示
されており､ここでも正のフィー ドバックが､有性生殖過程への切り替えが不

可逆なものになることを保証 していることになる｡連続的にまた刻々と変化す

る栄養条件に対 し､個々の細胞は増殖を続けるか有性生妃過程に切り替えるか

の二者択一を迫 られることになるが､中間状態は有 り得ない以上､これらの正

のフィー ドJ<ック機構は細胞の適切な運命づけに不可欠fj:ものであるといえよ

う｡

以上のモデルにおいて､実際に検証が必要な点はまだ多々ある.とくに接合

因子の情報伝達系に関 しては､ほとんど解析が進んでおらず､今後に残された

大きな課題である｡この経路では､現在までにクローン化されその機能が予測

されるものとして､接合因子受容体遺伝子 (地 ､塑坦)､およびGタンパク質
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aサブユニット遺伝子 (也 )が挙げられるに過ぎない.まだその半数以上が

分子 レベルで解析 されていない主立遺伝子群は､その多くが接合因子情報伝達系

の構成因子であることが期待され､遺伝子の単離と構造解析が待たれる.接合

因子は細胞周期をGlで停止させる働きがあると考えられるので､21%変異株とは

逆に､接合因子情報伝達経砧の構成因子が構成的に活性化された変異株は､そ

の変異遺伝子がcAMPレベルの低下により発現 されると､接合因子な しに増殖を

停止することが期待されるOこのような変異株を得るには､具体的には呈上吐破

壊株をsLiL遺伝子をプラスミドに持たせた形で相補 しておき､変異源処理 して

吐吐遺伝子を持つプラス ミドを欠落することができない株を選別することにな

る (111㌦

またアデニル酸 シクラーゼは栄養条件により活性調節を受けていると考えら

れるが､その調節稚梢についても興味が持たれる.i cerevisiaeの場合､柁as

タンパク質が直接アデニル酸 シタラ-ゼを､些 廷産物とiBA/i担旦産物がRasタ

ンパク質を活性調節 していることが明らかにされているものの､外界の栄養条

件がどのような分子によってモニターされ､その情和がどうやってこの径路に

伝達されるかはいまだに不明である.i 曲 において､栄養源の受容体 (?)､

あるいは直接の調節分子の遺伝子の欠損変異株は､iZLi破壊株と同様､外界の

栄養条件によらず性的に脱抑制されると考えられる｡このような表現型の変異

株を単離することにより､アデニル酸シクラーゼの上流ばかりでな く､Aキナー

ゼより下流の因子 も含め､有性生殖過程への切り替えに関する負の制御因子を

遺伝的に同定できると期待されるO

また詳 しく述べることは本論文の範囲を超えるが､il旦旦吐旦におけるRasタン

‥iJヨニ

バク質の馴 巨は､抜合因子情報伝達径路と栄荘源帖報伝達径指をなんらかの形

でつなぐものであると考えられ､Rasタンパク質自身に対する癌遺伝子産物とし

ての関心を別にしても､その機能は有性生殖過程への切り替え制御におけるT.守

相の統合という点で興味が持たれるo

L辿 塗の増殖にcAMPが必;,Bでないという点に関 して､ら cerevisiaeとの比

較においてその意味を考察 したいoL cerevisiaeと1 匹旦垣で､栄養源､細胞

内cAMPレベル､胞子形成への切 り替えの三者の関係は良 く似ている｡にもかか

わらずと 旦旦吐里はcAMPを増殖制御に用いていないことになる｡胞子形成が ､真

核微生物が苛酷な栄養源飢餓に対 して生き残るための手段としての､進化の必

然的な帰結であるとすれば､栄養源飢餓下における百草母細胞のLa終的な目的は

胞子形成であるOこの前提のもとで以下の議論を続けることにするO栄3-源存

在下でも､接合の相手となり得 る細胞 と出会えば接合を行ない､安定 した二倍

体として増殖するi_cerevISlaeは､東長原飢餓下に行なわなくてはならないこ

とは､その細胞が胞子形成することのみである.これに対し接合過程 bまた栄

養源飢餓により初めて誘導されるL 地 では､栄蓬源飢餓下に接合の相手と

なり得る細胞と出会い､接合を行ない､さらに胞子形成を行なう必要がある｡

また接合可能な相手の細胞と出会うことができない場合には､次善の,選択 とし

て増殖を停止 し､G0期に入ってストレス耐性になるものの､これは胞子に比へ

41ぱはるかに脆弱たらざるを得ないoそのため栄荘原が枯渇 して行 くような条

件下では､増殖停止を起 こすよりかなり以前に､楼台可flLEtこなるように有性生

椎に必913･な馴 巨を発現 し､接合可能な相手細胞の存否7:-判断する必要があるこ
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とになる｡そして接合を行なった後には､すみやかに引き続いて胞子形成を行

なうものと想像できるO栄荏原飢餓により引き起こされる､有性生殖過程への

切り替えと､G0期における増殖の停止はお互いに背反する現象であり､細胞は

いずれかを選択 しなければならないため､この両者の制御が異なった情報伝達

径路を介 して行われている方が自然であると考えられる.cAMP経距は主に前者

のみに用いられていることになるOこのとき接合可能な相手細胞と出会わない

ままにさらに栄養源飢餓が続けば､細胞はG0期で停止するが､これは栄養源の

情報がcAMP以外の情報伝達径路を介 しても伝達されていることを意味すると考

えられるo事実吐ヱ上牧壊株もまた野生株 と同様､栄養源飢餓下に細胞長が短 く

なり､細胞周期を停止することが観察されており､なんらかの径路で栄養条件

を認言渋していることは明 らかであるOこの栄養源の第二の情報伝達経路の実態

は不明であるが､今後検討 していくことが必要であろう｡

L 地 におけるC州P経絡の機能は､以上に述べた以外にい ､くつか考えら

れる｡cAIWP経路が過剰に活性化されている株が､生存に関 し栄茸源飢餓に超感

受性になることがみられたが､同様な現象がL cerevisiaeでも報告されているo

菜葦原飢餓というストレスに対 して適切に反応するための情報伝達系の､少な

くとら一部がcAMP経紬を介 していることを表わしていると考えられる｡il旦9旦

堕のcAMP経路が､熱 ショノクタンパク質の転写制御にどのように関与 している

かもJn'Q味ある問足巨であるo

また辿 _遺伝子の転写制御にリー!塑的にみられるように､カタボライ トリブレ

ノソコンかĈM)経指7:r介 しているOこの場合､C州1'レベルにhl3'.呼を与える主要

-山8-

な栄養源はグルコースであり､細胞内cAMPレベルの調節には､従来考えられて

いた以上に炭素源の影響 も大きいと考えられる｡実際､炭素源としてグリセロ

ールを加えたSD培地上では､ホモタリノク株特異的に生育が極度に抑制される

ことがみられ､高度に有性生敷 島程の誘導が起こっていると判断される.この

場合､窒素源の塁は同一であり､非発弾性の炭素源を剛 ､た場合には､グルコ

ースを用いた場合に比べ､cAMPレベルの願著な低下が起こるものと考えられるO

実際の栄養条件は複雑であり､種々の栄養源(こ関 してかなりの情報の統合が行

なわれてcAMPレベルが一意に決まると考えることは理にかなっているoまた､

カタボライ トリプレッ ションを引き起 こす転写 レベル､ならびにそれ以降のレ

ベルにおける制御の実態については現在ほとんど知 られていないが ､i9Bi遺伝

子の発現がグルコースによる抑制を受けず椛成的になるBi上と呼ばれる一連の変

異株が分離 されておりく105'､これらの解析*i:通 L:て至上立上箪伝子を介 していな

い転写調節系も明 らかにされることが期待される.

以上に挙げた種々の転写制御系は､いずれ もcAMP経路により転写が抑制 され

るものばか りである｡最近､哨乳穎細胞においてcAMPによる転写誘導にあずか

る転写制御因子の解析が進んでいるが ､同様な径路がiL地 に存在するか否

かは興味ある問題であるo転写制御系のあるものは､i_cerevisiaeから哨乳頬

に至るまでよく保存されていることが明らかにさjlており､L p9Bbiにおいて

らcAMPレベルの上昇に応答する正の転写制御系が存在する可7･J･E性が考えられるO

叩乳碩細胞に相同な制御系の存否に関 しては､たとえばCRE(CAMPresponsIVe

element) 1̀12'がS･pombe中でĈMPに依存 してUAS活性を示すか否かを検討す

ることが考えられる○旦_2旦唾 におけるC州PのE尖侶 するこれらの制御系の解明

-hg‥
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文において重要な位置を占めるデータであり､深 く感謝 します｡また氏とは研

究内容が関連 していることもあり､とくに本研究を行った最後の半年間多 くの

有益な討論をもてたばかりでなく､本論文の作製でもお世話になりました｡飯

野雄一博士､渡辺克典J..学士､今井農事 ､杉本亜砂子の各氏とは､多 くの有益な

討論を持てたことに対 し感謝 しますOとくに渡辺博士には､本研究を行った期

間公私にわたりお世話になり､また杉本氏には貿重な未発表データを引用させ

て頂いたことにも感謝 しますO大学時代からの友人である反町洋之君には､本

論文の図表の作製でお世話になりました｡また彼の励ましと､多くの有益な討

論に感謝 します｡追伝子肺折施設､山本研究室の皆 さんには有形解形にお世話

になったばかりでなく､和やかな内にも真堂な雰囲気の中で研究生活を送 らせ

てもらえたことにも感謝 しますo

L(l後に､気ままな学生生活を､常に変わらぬ励ましをもって許 してくれた両

税に深 く感謝 します0
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