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1 序

生物は常に外界との刺激応答を繰り返している。その過程を繰り返す聞に、より生存に

有利な機能を獲得していき、分子生命から細胞へ、単純胞から多細胞へというようにして

生物の進化、多様化が成立した。それは現在まで受け継がれ、これからも様々に展開して

いくことだろう。この過程は個体レベルはもとより、組織、細胞そして分子レベルに至っ

ても同様である。遺伝子レベルで見れば、現在遺伝子フ 7ミリーとして包括されている遺

伝子群は、遺伝子重複により発生してきたもので、さらに組み換えなどによる遺伝子ファ

ミリー問での遺伝子融合によるドメイン構造の獲得は、単一のポリペプチド鎖に複数の機

能を与える発端となったと想像される。また同じ遺伝子ファミリーに属していても進化の

過程で生じた変異により、基質への特異'生の変化など、機能において相違が現れサプファ

ミリーを形成するにまで至っているものもある。かように多様な遺伝子群のいずれを用い

るかにより、細胞、組織、ひいては個体、そして種の特質が確立される。

発生、進化の過程で枝分かれしてきたものは互いに何らかの形で相互作用することが多

い。例えば発生過程で生じた神経細胞は、ニューロンを形成して互いを結びつけ複雑なネ

ットワークを形成する。後述するように分子レベルでも、 MAPキナーゼ (MAPK)カス

ケードに代表されるプロテインキナーゼによるリン酸化カスケード、そしてGTP結合タン

パク質およびそれに付随するMAPKカスケード問で、上位のカスケード関係が存在してい

る。

このように多様化した生体分子の世界にあって、特異な様相を呈しているもののーっと

してヌクレオシド二リン酸キナーゼ (NDめが挙げられる。本研究においては生命現象と

遺伝子レベルの関連が見やすい系として、分子遺伝学の優れた研究材料である分裂酵母を

用いて、このNDKの構造と機能についての研究を行ったので以下に報告する。また、

NDK変異株の解析から得られた新規遺伝子に関しでも、分裂酵母に存在するこつの

MAPKカスケードとの関連も含めて報告する。

ヌクレオシド二リン酸キナーゼ(nucleosidediphosphate kinase (Parks-Jr. and Agarwa1， 

1973); NDK: EC2.7.4.6)は普通的な酵素で、

NIDP+N2TP→N1TP+N2DP 

なる反応を触媒する。本酵素は、ほとんどすべてのリポまたはデオキシリボヌクレオチド

を基質としてy位のリン酸基を転移させ、生体内では主にATPをリン酸基の供与体として



ヌクレオシド三リン目立を合成する能力を持つ。その触媒機構は詳細に研究されており、ヒ

スチジン残基がリン酸化された反応中間体が存在し、それを介したピンポン機構によるも

のとされている (Parks-Jr.and Agarwal， 1973)0 NDKは約17kDaのサブユニットからなるオ

リゴマーから成り、サブユニットは高等生物では複数の遺伝子によりコードされる。現在

までにヒトから酵母に至るまで様々な生物種でNDKをコードする遺伝子が単離されてお

り、 NDKポリペプチド鎖のアミノ酸配列は種を越えて高度に保存されていることが明ら

かにさhている (Biggsel al.， 1990; Kimura el al.， 1990; Lacol11be el al.， 1990; Munoz-Dorado et 

al.， 1990; Ros巴ngardel al.， 1989; Urano et al.， 1992; Shil11ada巴tal.， 1993; Fukuchi el al.， 1993)。

また驚くべきことに、以下に述べるマウスのnm23遺伝子産物 (Rosengard巴1al.， 1989)およ

びショウジヨウパエのabnorma1wing disα(awd)遺伝子産物 (Biggsel al.， 1990)もまたNDK

であることが遺伝子構造の解析から判明した。

nm23遺伝子は、マウスのメラノーマK-1735細胞の高転移性株で発現が低下している遺

伝子として同定されたのが最初である (Sleeget al.， 1988)0 nm23遺伝子の発現と癌転移能

との負の相関性は乳癌、肝細胞癌、卵巣癌などで報告されている (Hennessyand al.， 1991; 

Jizukaet a1.， 1995; Vi巴1et al.， 1995) 0 nm23遺伝子は染色体17q22に位置しており、この領域

におけるlossof heterozygosilyが子宮癌などで検出されており、またnm23遺伝子そのもの

に変異が生じている例もneuroblastomaなどで報告されている (Wangel al.， 1993; Chang et 

al.， 1994a; Hamby et al.， 1995; Mandai el al.， 1995; Vi巴1et al.， 1995)。さらにトランスフェクシ

ョンにより nm23遺伝子産物が転移抑制能を持つことが示され(Leon巴巴lal.，1991;Babaet

al.，1995)、nm23が転移に直接作用することが示唆されるようになった。 nm23遺伝子と

してはマウスおよびヒトから二種類単離されており (Steegel al.， 1988; Rosengard et al.， 1989 

; Stahl el al.， 1991; Urano el al.， 1992)、これらの産物がNDKそのものであることが確認され

ている。

awdについてはいくつかの変異アリルが得られており 、幼虫期において、麹原基をは

じめとする様々な細胞または形態異常を引き起こし、幼虫後期から踊前期において死に至

る(Dearolfel al.， 1988)。近年awdの完全欠損変異をホモにもつ幼虫の神経芽細胞において

細胞分裂の異常が観察され、 awd遺伝子産物がスピンドルなどにおける微小管の重合を制

御する可能性が示唆された (Biggsel al.， 1990)。またawdアリルの一つawdK-pn (KiJJer of 

prune) は、優性変異で~R色の変異体であるprune との二重変異において致死性をしめす

(Biggset a1.， 1988) 0 prulle遺伝子はGTPaseactivating proteinの一種をコードしていると考

えられているが、awdi宣伝子産物との直接的な関係は明らかにされていない (Tengel al.， 
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1991)。さらに、 awdK-pllは、 TUfl1-J(Tumorous-Je的al)による造血細胞の増殖分化異常など

を抑圧することが知られている (Zinyket al.， 1993)。

NDKの田VIVOにおける機能については、当初、 ATPから他のNTPを生産してそのプール

を維持することと考えられていた。しかし、 NDKの量および活性の分布がこうした機能

とは矛盾することが見出だされた。例えば、ヒト赤血球細胞には非常に高いNDK活官|が

含まれているにも拘らず、そのヌクレオチドプロフィールは非常に単純なもので、

AMP、ADP、ATPが主で、 UTPおよびCTPは検出されない (Agarwalet al.， 1978)。従つ

て、 NDKは単なる代謝酵素としての機能のほかに、なんらかの調節因子としての機能も

有していると考えられるようになった。このような見方は、上記の鴫乳動物における癌転

移の抑制lやショウジョウパエの形態形成にNDKが関与することから、さらに強められ

た。 NDK活性がNTPプールを調節することのみをもって、これらの複雑な現象を制御す

るとは説明し難いのがその理由である。さらにNDKに関して血球系の細胞分化を抑制す

るサイ トカイン I因子としての活性や (Okabe-Kadoel al.， 1992)、同じく分化を抑制する因

子として新たにDR-nm23という NDKホモログをコードする遺伝子が報告された (Ventur巴Ili

etal.， 1995)。また、原癌遺伝子c-mycの転写促進因子であるPuFがNm23-H2であったこと

も含めて (Postelet剖， 1993)、NDKが酵素活性以外の機能を有すことが明らかにされ、 m

VIVOでの機能と構造の関連について研究が進められている。

NDKの酵素活性を生かした制御因子の機構としてGTP結合タンパク抗との関連が示唆

されている。実際、 NDKが三量体Gタンパク質と会合していること、細胞析す占菌の系で

cAMP受容体がNDKを活性化することで以降のGタンパク抗を介したカスケードが活性化

されること、マストパラン(スズメバチの毒素)によるGタンパク抗の活制化がNDKの活

性イヒを介していることなどを示唆する報告がなされている (Kimuraand Shimada， 1990; 

lくikkawaelal.， 1992; Bominaarelal.， 1993)。

以上のようにNDKは種を越えて保存された構造を持つ普遍的な酵素でありながら、多

様な機能を示す非常にユニークな分子であるといえる。しかしながら、そのタンパク伐と

しての活性と癌転移などの生命現象を結び付けるには、あまりに情報が不足しているのが

現状である。 NDKの解析は現在までのところ生化学的な解析が主で遺伝学的な解析はほ

とんどなされていない。そこで本研究では、分裂酵母をモテ・ル系として用いることにより

NDKに対して分子遺伝学的アプローチを行った。

分裂酵母 (Schizo!K1Ccharomycespombe)は単細胞真核生物であり、別種の酵母である出

芽酵母 (Saccharomycesce児 visiae)と同様に、遺伝学、分子遺伝学の材料としての俊れた性

質を持っているほか、細胞分裂の様式や、スプライシングなどの遺伝子発現の面で出芽酵
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母よりも高等動物に近いこともあり、真核生物のモデル系として近年広く使われるように

なってきた。分裂酵母はが、 /J-およびその混合型であるが0という接合型が存在し、一倍体

の状態が最も安定した存在様式である。通常の栄養条件下では一倍体のまま増殖を繰り返

すが、周囲の栄養源が枯渇すると体細胞分裂をGIJ切において停止させ、互いに異なる接

合型を持つ細胞同士で接合を行ない、接合子を形成する。この段階で栄養源を添加してや

ることにより人為的に二倍体として成育させることも可能であるが、通常はそのまま栄養

源、が枯渇した状態にあるので減数分裂を行ない胞子を形成する(図卜1)。このような一連の

有性生殖過程は培地中の窒素j原を調節することにより誘導されることが知られている

(Egel， 1973; Egel and EgeトMitani，1974)。

dh  db  
、h+メ、h-メ

ペも

nH 
1
 

nH 
1
 

。
図トl 分裂酵母の生活環。

分裂酵母は富栄養下では一倍体(1n)として増殖を繰り返す。ところが、栄養環境が悪化

すると(栄養源飢餓下)、異なる接合型 (h'，h一)の細胞問士で接合、胞子形成という有i生

生殖過程に移行する。胞子は栄養環境の回復に伴い、発芽して増殖を再開する。

分裂酵母における細胞増殖、栄養源の認識、有性生殖過程への切り替えなどの生命現象

は、細胞内外の様々な情報により互いに緊密に作用しあっていると考えられる。例えば、

栄養源は細胞周期の進行から有性生殖への移行を誘導する。接合過程への移行は細胞周期

のGI期から起こるが、このGI期の制御に関して接合フェロモン、栄養源からシグナルが

寄与している。これらの過程においては、 p34
COC2
キナーゼ、 cAMPカスケード、 GTP結合

タンパク質、 ras-MAPKカスケード(後述)など、高等生物と同様の分子機構が働いてい

ることが明らかにされ、分裂酵母をモデル系として遺伝子レベルから解析を進めることに

より、高等生物の系に対しでも重要な知見をもたらしている。

分裂酵母における減数分裂開始機構の概略を図l・2に示す。分裂酵母において窒素源の

枯渇は細胞内 cAMP濃度の低下を引き起こす (Fukuietal.， 1986; Maeda et al.， 1990)。この

過程には三量体Gタンパク質が関与しており、 cAMPの生産、分解はそれぞれアデニル酸

シクラーゼ、ホスホジエステラーゼ (JxJeJ遺伝子産物 (Mochizukiand Yamamoto， 1992))に

より行われている。 cAMPからのシグナルは、 A-キナーゼの活性を調節してその下流にあ

るs臼11遺伝子産物を活性化する。 steJJ遺伝子は、 highmobility groupに属する転写因子を

コードし、窒素i原飢餓下において転写誘導される一群の遺伝子の転写を促進する

(Sugimoto et al.， 199り。これらの遺伝子群には有性生殖に必須のsle6、mat1-P、mat1-M、

mei2j宣伝子が含まれる。 matJ-P、matJ-Mは接合型に関する情報を提供し (Kellyetal.， 

1988)、両者が揃うことでmei3遺伝子が誘導される。 Mei3はPatlキナーゼの不活化を介し

てMei2を活伯化し、これにより GI期停止の促進、減数分裂前DNA合成など、滅数分裂開

始に必要な条件が整えられる (McLeodet al.， 1987; McLeod and Beach， 1988; Watanabe and 

Yamamoto， 1994)。
五叫自国

i 
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Mat1-P/M"-包 1ユーー
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図ト2 分裂酵母における栄養源飢餓による減数分裂誘導の分子機構。カスケード中、減

数分裂の誘導に対し正に働くものに下線を付しである。
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接合に関しては、 matl-Pまたは matl-M遺伝子産物により各接合型に特異的に発現する

接合フェロモンやその受容体がヲ|き金となる。 h'型細胞からはP-フアクターが、h-型細

胞からはM-ファクターが分1必され、それぞれ/J-型綱胞上のP-ファクター受容体 (Mam2

(Kitamura and Shimoda， 1991))、が型車問胞上のM-ファクター受容体(Map3(Tanaka et al.， 

1993) )に結合することで、相手細胞の存在を認識し接合管の伸長、および実際の接合へ

と導く。 P-フアクターはmap2遺伝子によりコードされる単純ポリペプチドである (Imai

and Yamamoto， 1994)0 M-ファクターはmfmJ、mfm2、mfm3遺{云子によりコードされ、C

末端部においてファルネシル化、およびメチル化修飾を受けたポリペプチ ドである

(Davey， 1992; Kjaruleff et al.， 1994)。

接合フェロモン受容体は7回膜貫通型のもので、いずれの接合型においても、 gpaJ遺伝

子 (Obara巴tal.， 1991)によりトサプユニットがコードされるGタンパク質を活性化する。

Gpa l を通じて細胞内に伝えられた情報は、分裂酵母の唯一のrast~同タンパク 1'1である

Raslによる調節を受けて、下流に位置するSte8/Byr2、St巴I/ByrlそしてSpk1へと伝えら

れ、 matl-Pi、sxa2遺伝子などの転写を誘導させる。 ste8/byr2遺伝子はMAPKKKのホモロ

グを、 steJ/byrJ遺伝子はMAPKKのホモログを、 spkJ遺伝子はMAPKのホモログをコード

しており、高等生物と同様のras-MAPKカスケードを形成している (Hughesand Yamamoto， 

1993; HerskowilZ， 1995) (図ト3)0 sxa2 遺伝子は接合フェロモンを分解してその脱感作を

促すプロテアーゼをコードする (ImaiandYamamolo， 1992) 0 matJ-Pi 遺伝子はmatJ-P遺伝

子の一部で、前記のように減数分裂開始過程に必須であり、従って接合フェロモンの情報

伝達系に欠損のある株、すなわちgpaJ、ste8、steJ、またはspkJ遺伝子破壊株は胞子形成

が不能である。

しかし、 rasJ遺伝子破壊株においては接合不能であるが胞子形成に関しては若干可能で

ある。さらにrasJ遺伝子破壊株は細胞形態が丸くなるという表現型も示す (Fukuiel al.， 

1986)。逆にRaslに対するGTPaseaClivaling prot巴inをコードするgapJ遺伝子の破嬢は、

Ras1の構成的な活性化を引き起こし、接合フェロモンへの超感受性ならびに接合管の異常

な伸長という表現型を示す (Imai巴tal.， 1991)。このことはRaslが接合フェロモンに対する

感度調節とともに、細胞形態の制御も担っていることを表している。 rasJーと同様の 「丸

いJ表現型を示す、 rar変異株が単離されており、このうちraJJ遺伝子は出芽酵母CDC24

遺伝子と相同でGTP交換因子 (GEF)をコードしている(北山私信)0 CDC24遺伝子産物

は、 rhoファミリーに属する低分子量Gタンパク?な (smg)CDC42遺伝子産物のGEFとして

機能している (Zhengel al.， 1994) 0 raJ J 遺伝子は、別のスクリーニングから得られたscdJ
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遺伝子と同一である (Ch加 gelal.，1994b)。遺伝学的な解析などから、 Rallは分裂酵母の

Cdc42ホモログであるCdc42spのGEFとして機能していると推測されている (Changelal.， 

1 994b)。なお出芽酵母では、 Cdc42がSt巴20キナーゼを通じて接合フェロモンのMAPKカス

ケード (Slell→St巴7→ Fus3/Kss1)の市Ij御に関わっているというデータも得られている

(Zhao el al.， 1995)。分裂酵母でもSl巴20ホモログであるPakl/Shk1がCdc42spの下流にあるこ

とが示唆されている (MarclIsel al.， 1995; Ouili巴 巴tal.，1995)。このようなGタンパク伎によ

るカスケードは、上記Cdc24-Cdc42が、出芽部位を決定するBud5-Bud1のGEF-smg系およ

び出芽酵母の接合フェロモン受容に関わるGタンパク質の制御を受けること、高等生物に

おいてCDC42ホモログ→RAC→RHOという smgカスケードが存在することなどから、細胞

に普遍的なものであると考えられる (Chantand Stow巴rs，1995)。さらに高等生物のRac、

Cdc42の下流にはPAK、MEKKI、SEKルIEK、JNK/SAPKから成るMAPKカスケードが存在

し、 UV照射、熱ショックなどのストレス応答を担っている (Vojtekand Cooper， 1995) (図

1-3)。

分裂酵母では上記の接合フェロモンのMAPKカスケードの他に、第二のMAPKカスケー

ドが同定されている。それはwisJおよびstyJ/spcJ遺伝子産物により構成される。 wisJ遺

伝子はもともと細胞周期のM期の制御に関わる遺伝子として単離され、 MAPKKホモログ

をコードする (Warbrickand Fantes， 1991) 0 styJ 遺伝子はMAPKホモログをコードし、分裂

酵母のチロシンホスファターゼをコードするpypJとpyp2の二重遺伝子欠損株による増殖

不能に対するサプレッサ一変異として単離された (Millaretal.， 1995)。このスクリーニン

グではwisJ遺伝子も単離された。また、タイプ2Cのプロテインホスファターゼをコード

するptcJ および~ptc3 遺伝子を二重に破壊した株は、カルシウム感受性の表現型を示すが、

このサプレッサーとしてやはり、 wisJとspcJが単離された(Shiozakiand Russ巴11，1995a; b)。

これらの変異株は高浸透圧培地において増殖不能となることなどから、細胞外の浸透圧を

感知して細胞増殖を制御していると考えられている。またwisJ遺伝子破壊株は有性生殖

過程の前提条件である栄養源飢餓によるG1期停止ができず、接合不能の表現型を示し、

その際細胞の異常な伸長という現象も観察される(加納私信)。出芽酵母でも浸透圧調節

を担う MAPKカスケードとしてPbs2-Hog1が存在し、それはSln1、Ssklから成るtwo

compon巴ntsysytemにより制御される (Maedaetal.， 1994)。

以上のように分裂醇母では様々な細胞内情報伝達系が解析されており、それらは他の生

物種においても保存されている。従って、高等生物において解析の進んでいない分子を遺

伝学的に解析するには適切なモデル系となる。本研究は、分裂酵母のNDK遺伝子の解析

を通じ、 NDKの構造と機能、そして分裂酵母の細胞内情報伝達系の解明を目的として遂
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図ト3 分裂酵母と他の生物種における細胞内情報伝達機構の比較。

長方形はGEFを、長円はGタンパク質を、五角形はMAPKKKを、六角形はMAPKKを、七

角形はMAPKを、菱形はSI巴20キナーゼホモログを表す。斜体で表されたカスケードが分

裂酵母[5.pombe ][5. p.]のものである。中央のBud5-BudIまたはmatingpheromoneから始ま

るカスケード、および右のSII1Iから始まるカスケードは、出芽酵母[5.cerevisil叩][5.c.]のも

のである。中央右のCdc42Hsから始まるカスケードは晴乳動物[mammalian]のものであ

る。

2材料と方法

l菌株

(1)分裂酵母

本研究で使用した分裂酵母の菌株を表2-1に記す。分裂酵母の遺伝子名は遺伝子の性質

を表す小文字のアルフ 7ベット3文字と、その後ろに付記される数字により表される。同

一遺伝子座内の変異アリルを区別する必要がある場合には、アリル番号をハイフンを用い

てその遺伝子座名の後ろに付記する(例 :ae6-M2JO)。

h¥ h一およびh90は菌株の接合型を表し、これはmal遺伝子座の構成によって決定され

る。 mal遺伝子はmall、ma12-Pおよび、ma13-M からなる。ma12-Pおよび、ma13-M は接合型に

関する情報カセットを保管する場所である。これらの座位は情報発現が行なわれないサイ

レントな状態にある (Egel，1976; Egel and Gutz， 1981; Beach， 1983; Egel， 1984) 0 malJ座位は

発現座位で、複写、転移されたmaιpまたはmat3-M いずれかのカセットが占めており、

その状態はそれぞれmatl-Pまたはmatl-M と表記される。matl-Pがh+を、mall-Mがhーを規

定する。本来の野生型株では細胞の分裂に際し、一定の頻度でmall-Pとmall-Mの切り替

えが生じるために、同一クローンからなるコロニー中にはr型およびh-型両方の接合型

細胞が混在することになる。このような株の接合型をh90と表す。構造遺伝子の変異など

によってma12-Pまたはmat3-Mのうち一方のみがmall座位で発現するようになった株の接

合型は、細胞分裂の際のmall座位の切り替えが起こらず固定されたままである。このよ

うな細胞の接合型をがまたはhと表す。

ndk J::ura4 + I立野生型ura4遺伝子の挿入によってndkJ遺伝子が破壊されていることを表

す。 JeuJ::nmtJ→ ndkJ-dnぐぐura4+は、nmtJプロモーター下にあるndkJ-dn遺伝子の近傍に

マーカーとして野生型ura4遺伝子を連結させ、これらをJeuJ遺伝子を破壊する形でゲノム

中に挿入していることを表す。

表2-1 本研究で使用した分裂酵母の菌株。

菌株 遺伝子型

B 

JY1 h-wild type 
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JY333 h-ade6-M216 leul 

JY334 h・ade6-M216/eul

JY362 h+W ade6-M210/ade6-M216 leul/leul 

JY4S0 h
90 
ade6-M216 leul 

JY878 h90 ade6-M216 leul ura4・DI8

JY879 h90 ade6-M210 leul ura4-D18 

JZ47 h90 ade6-M216 ura4-Dl8 

JZ396 Ilo ade6-M216 leul ura4-Dl8 stell ::ura4φ 

JZS07 h90 ade6-M216 leul::adh→gaplぐ<ura4+ ura4-D 18 

JZS21 h90 ade6-M210 leul ura4-Dl8 rasl::ura4・

JZS22 h90 ade6-M216 leul ura4-Dl8 rasl::ura4φ 

JZ666 )J90 ade6-ん1216leul ura4-Dl8 pdel ::ura4 + 

JX3 )J90 ade6-M216 leul ura4-Dl8 ste8::ura4 + 

JX23 )J90 ade6-M216 leul ura4-D18 ndkl::ura4・

JX42S h90 ade6-M216 leul his7 wis/::his7+ 

JXS09 h90 ade6-M216 leul::nmtl->ndkl-dn<<ura4φ ura4-Dl8 

JXS10 h90 ade6-M210 leul ura4・DI8gpal::ura4φgapl ::ura4φ 

JXS 11 )J90 ade6-M216 leu 1 ura4一DI8gpa1::ura4φgapl ::ura4・

JXS13 h90 ade6-M216 leul ura4-Dl8 mcy/::ura4 + 

(2)出芽酵母

HF7c MATa ura3-52 his3-200 lys2-801 ade2-101 trpl-901 leu2-3，-112 gal4-542 gal80-

538 LYS2:・GALI-HlS3URA3::(GAL417・merS)3・CYCI-IacZ

two hybridのア ッセイに用いた。遺伝子型の表記法は分裂酵母とほぼ同じであるが、 f全

性遺伝子型(多くは野生型)を大文字で、劣性遺伝子型(多くは変異型)を小文字で記

す。

(3)大腸菌
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本研究で使用した大腸菌の菌株を以下に記す。

DH5α sup日4L1lacUI69(戸80lacZL1 M 15) hsdR 17 recA 1 elldA 1 gyrA96的i-Ire/AI 

HB101 supE44 )JsdS20(1b-mll-) recAI3 ara-14 proA2 lacYI galK2 rpsL20 xyl-5 mt/-I 

XLl-Blu巴 supE44hsdRI7 recAI elldAl gyrA46 lhi re/AI lac-F' [proAB+ laclq lacZeJ 

MI5 TnlO(tet')] 

BL21(DE3) hsdS gal()'c1857 illdl Sam7 nin5 lacUV5-T7gelle/) 

RZ1032 H介 t)Jト1re/AI spoTI dut-I ung-I zbd-279・TnlOsupE44 

2培地 (Egeland Eg巴トMitani，1974; Gutz et al.， 1974; Beach et al.， 1985; Shemlan et al.， 1986; 

Watanabe et al.， 1988; Sambrook et al.， 1989) 

(1 )ー(8)は酵母用の培地、 (9)、(10)は大腸菌用の培地である。

(l)YPD 

yeast extract 

polyp巴ptone

glucose 

10g/1 

20g/1 

20g/l 

(agar ISg/l) 

分裂酵母の培養を非選択的に行なう場合に用いた。

(2)SD 1% glucose 

yeast III甘ogenbas巴

(w/o amino acids) 6.7g/l 

gl ucose 10g/l 

(agar 15g/l) 

栄養要求株の選択を行なう場合に用いた。

(3) 1/2YEL 

yeastex凶 ct 2.Sg/l 

gl ucose 15 g/I 

酢酸リチウム法による形質転換に用いた。

(4) PM 1 % glucos巴

glucose 10g/l 
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NH‘CI 5g/1 

Na，_HPO. 1.4g/1 

potassium biphthalate 3g/1 

KCI 19/1 

MgCh 50001g!1 

N<l1S0. 10mg!1 

CaCb 10mg!1 

vitamines(X 1000)*1 Iml/l 

biotin( X 1000)勺 Iml/l 

甘acee1巴ments(X1000)*3 Iml/l 

全RNAおよび細胞粗抽出液の調製用に細胞を培養する際に使用 した。PM-N培地はPM培

地からNH.c1を除いたものである。

(5) SSA 

aspartic acid 500mg!1 

KJ-hPO. 2.0g/l 

Na，_HPO. 200mg!1 

MgSO.・nもO 500mg/l 

CaCb.2H，O 100mg/l 

(NH.)，SO. 2.0g/l 

glucose 10g!1 

vitamines(X 1000)*1 1ml/l 

biotin( X 1000)勺 Iml/l 

汀aceel巴ments(X10∞)*3 1011/1 
agar 20g!1 

NaOH溶液でpH5.9とする。

寒天培地上で接合胞子形成させる場合に用いた。

(6)MEA培地

mal t ex tract 30g/l 

ag紅 20g!1

寒天培地上で接合・胞子形成させる場合に用いた。

(7)SC培地

yeぉtnitrogen bas巴

(w/o amino acids) 6.7g/1 

glucose 20g!1 

dropout powder*4 1.3g/1 

1NNaOH 2ml/l 

(agar 15g!1) 

出芽酵母の形質転換体の選択等に用いた

(8)補足培地

vitamines(X 1000γl 

calcium panthotenate 

nicotinic acid 

myo-inositol 

biotin( X 1000)勺

biotin 

trace elements(X 1000)*3 

H，BO， 

CuSO.・5H，O

KI 

FeCh・611，0

MnSO..4比O

(NH.)，M印0，..4H，O

ZnSo.・7H，O

Img!ml 

10mg!ml 

10mg!ml 

10μg!ml (50%ethanol溶液)

5∞mg!1 
40mg/l 

ωOmg!1 

2oomg!1 

530mg!1 

Ig/I 

400mg!ml 

SD、1/2YEL、PM、SSAおよびMEAの各培地には培養する株の栄養要求性に応じて、

アデニン、ロイシン、ウラシルを最終濃度50μg!mlとなるように添加した。

dropout powder*4 

アデニン



L-アルギニン 1.2g 

しアスパラギン酸 6.0g 

L-グルタ ミン酸 (一塩化塩) 6.0g 

L-ヒスチジン 1.2g 

L-ロイシン 3.6g 

L-リジン(一塩酸) 1.8g 

しメチオニン 1.2g 

しフェニルアラニン 3.0g 

L-セリン 22.5g 

しスレオニン 12.0g 

L-トリフ。トファン 2.4g 

しチロシン 1.8g 

L-ノ〈リン 9.0g 

ウラシJレ 1.2g 

以上のものをすり鉢で均一になるまで混合したもの。

選択する株の栄養要求生に従って、ロイシン、 Lーロイ シン、L-トリプトファンなどを除

いたものを使用した。

1M 3-アミノトリアゾール (3-AT)

two hybrid法においてレポーター遺伝子HIS3の漏れによるパックグラウンドを下げるため

に使用した。

(9)TY 

po1ypeptone 10g/l 

yeast extract 5g/l 

NaCI 5g/l 

(agar 15g/l) 

NaOH溶液により pH7.0に調整。

大腸菌の通常の培養に用いた。

(10)2XYT 

bacto-tryptone 16g/1 
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bacto-yeast extract 10g/l 

NaCI 5g/l 

NaOH溶液により pH7.0に調整。

DNA塩基配列決定のための一本鎖DNAの調製に用いた。

大腸菌用の各培地には必要に応じて抗生物質を以下の最終濃度で添加した。

Ampicillin 

Chloramphenicol 

Kanamycin 

Tetracyclin 

3. DNAの取扱い

50μg/ml 

25μg/ml 

70μg/ml 

30μg/ml 

大腸菌からのプラスミドDNAの調製、制限酵素処理、末端の脱リン酸化、ライゲーシ

ヨン、電気泳動、大腸菌の形質転換、 lacZのα相補性を利用したブルー/ホワイト選択、

コロニーハイブリダイゼーション等の操作は標準的なプロトコール (S訓 brooket al.， 1989) 

に従った。アガロースゲルからのDNAの回収にはGeneCleanllまたはMermaid(BIOIOI)を

使用した。

4.プラスミドベクターおよびファージ

(I)pUC1I8; 119、pBluescriptSK(+); KS(+) 

通常のDNA操作、分裂酵母ゲノムDNAのサプライブラリーの作製などに使用した。ヘ

ルパーファージMI3K07の重複感染によりクローン化した断片の一本鎖DNAを生産するこ

とができる。一本鎖DNAの生産にあたっては通常はXLl-Blueを、音[1位特異的変異導入に

際してはRZI032を宿主として使用した。

(2)MI3K07 

ファージミドからの一本鎖DNAの生産の際に使用したヘルパーファージ。

(3) pREPI、pREP2， pREP3(んゐcr)(Maundrell， 1990; Maundrell， 1993) 

分裂酵母と大腸菌とのシャトルベクターの一つ。分裂酵母nmtI遺伝子のプロモー

ター、分裂酵母のARS(自律複製自己列)を持つ。マーカーとして、 pREPIおよびpREP3

(Mscr)は出芽酵母のLEU2遺伝子(分裂酵母のleul変異を相補することができる)を、
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pREP2は分裂酵母のura4遺伝子を持つ。 pUC系由来のベクターで分裂酵母内では上記ARS

により複製される。 nmllプロモーターは強力な誘導性プロモーターで、培地中にチアミ

ンが存在すると転写が抑制される性質を持っている。遺伝子を過剰発現させる場合に使用

した。いずれもnmllプロモーターの下流にマルチクローニングサイトを持っており 、こ

のうちの一つが、 pREP1，pREP2ではNddに、 pREP3ではMscl/Ba11になっており 、pREP3

(Mscr)ではこのMscl部位が削られて、インサー トの開始コドンが有効に活用されるよう

になっている (pREP3(Mscr)は鶴田里沙子氏により作製された)。

(4) pARTl (McLeod et al.， 1987) 

分裂酵母と大腸菌とのシャトルベクターの一つ。出芽酵母LEU2遺伝子をマーカーとし

て含む。またクローン化した遺伝子を発現させるための強力なadhプロモーターを含む。

adhプロモーターからの発現量はnmllプロモーターにはおよばないが、培地に依存しない

ため構成的に過剰発現させる場合に利用される。

(5) pDB248' (Beach et al.， 1982) 

分裂酵母と大腸菌とのシャトルベクターの一つ。 pBR322向来のベクターで、 出芽酵母

の2ミクロンプラスミドのARSとLEU2遺伝子が挿入されている。分裂酵母内で機能する

プロモーターを含んでいる。

5.分裂酵母ゲノムDNAの調製(Cryeret al.， 1975) 

出芽酵母のゲノムDNAの調製法を転用した。 3mlのYPD培地で細胞濃度が10'-1O'cells/m 1 

になるまで菌株を培養する。遠心操作により菌体を回収し、0.3mlの1.2MSorbitol、O.IM

EDTA(pH 8.0)、14mMs-メルカプトエタノ ーlレに懸渇する。 10μlの10mg/mlzymolyase 

60，0∞を加え、 37"Cで60分間保温する。遠心操作により集菌し、 O.4mlの 100mMTris-HCl 

(pH 7.4)、 50mMEDTAに懸濁し、16μlの10%SDSを加えでの℃で30分間加熱する。 l∞μl

の4Mpotassium acetateを加えて氷上に60分間静置する。遠心後、上i青を新しいチューブに

移し等量のイソプロパノーJレを加えて室温で5分間放置する。遠心し、上清を除いて風乾

する。沈殿物を0.3mlのTE(pH8.0)に再溶解し、10mg/mlのRNaseをlμl加えて37"Cで30分

間保温する。フェノールーク ロロホルム抽出、エタ ノール沈殿により DNAを回収し、 50μl

のTEに再溶解し、試料として用いる。 形質転換体からプラスミドDNAを回収する際にも

この方法を用いた。
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6.合成オリゴヌクレオチド

Applied Biosystem社の310型DNA合成機により合成した。合成したオリゴヌクレオチド

は同社の勧める方法により回収し、 TEに溶解した。濃度はOD260の測定により決定した。

7. ndklのクローニング

テンプレート(分裂酵母ゲノムDNA約50ng)、プライマー各100pmole、各0.2mMdNTP、

50mM KCl、10mMTris-HCl (pH 8.3)、2mMMgCh， 0.01%ゼラチン、 0.4%Triton X-I00、l

ユニット TaqDNAポリメラーゼ(宝酒造またはPromega)の条件で30μlスケールにてポリ

メラーゼ連鎖反応 (PCR)を行った。反応サイクルは93"C1分、45"C1分、 72"Cl分で、こ

れを45回繰り返した後、反応液の一部をとり、これをテンプレートとしてさらにのサイク

ル行った。プライマーは、種々の生物のNDK間で特に保存されているアミノ酸配列(図

3-1-1B，2参照)、 AIKPDGVの順鎖に相当する

5'-GCNA T(T/C/A)AA(G/A)CCNGA(T/C)GGNGT -3' (F1)、

RFE(FlK/Q)KG(υF)の順鎖に相当する

5'-CGNTT(T/C)GA(G/A)(G/A/C)A(G/A)AA(G/A)GGN(T/C)T-3' (F2)、

PGTIRGDFの順鎖に相当する

グーCCNGGNAC(A斤/C)AT(A庁'/C)(A/C)G(A庁/C)GGNGA(T/C)TT-3'(F3)、

GPVV(L/A/p)MVWEGの逆鎖に相当する

5'-CC(T/C)TCCCA(A斤)ACCAT(G/A庁)G(G/C)NACNACNGGNCC-3'(Rl)、

および VGRNIIHGの逆鎖に相当する

5'-CC(G/A)TG(G/A/T)A T(G/A)TT(G/A斤)C(G斤)NCCNAC-3'(R2) 

を組み合わせて使用した (NはG/A/T/Cを表す)。反応液をアガロースゲル中に電気泳動

し、予想される大きさのバンドを回収した。得られたDNAI!iT片をpBluescriptSK( +)の

E云cRV部位にクローニングし、これらのクローンを、HeLa細胞のcDNAライブラリーから

同様に増幅しておいたnm23-HIDNA断片をプロープにスク リーニングした。最終的に、

FlとRlの組み合わせにおいて増幅された約0.2kbのバンドだけからNDKと相同性を有すも

のが得られた。そのDNA断片をプロープに分裂酵母ゲノムライブラリーをスク リーニン

グし、日dkl全長を含む 6.0kbのEccRl断片を得た。

8. DNAの放射性標識

AmershamのmultiprimeDNA labeling syslemを用いてランダムプライム法により千子った。

ラベルしたDNAはS巴phadexG-50カラムに通して精製した後に使用した。
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9.サザン分析 (Southern，1979) 

通常のアガロースゲル電気泳動を行った後、 Hybond-NまたはHybond-N・(Amersham)の

メンブレンを用いてプロットした。プロッテイングの操作は製造元の指示に従った。ハイ

ブリダイゼーシヨンは、 50%ホjレムアミド、 5%blocking r巴agent(Boehringer Mannheim)を

含む溶液を調製し、それを用いて42"Cでハイブリダイゼーションを行った。 2XSSC、0.1

%SDS溶液を用いて室温で5分2回、次に同じ洗浄溶液で50"(;で30分2回洗浄し、さらに0.1

XSSC、O.I%SDS溶液を用いて50"(;で30分2回洗浄して、オートラジオグラフを取った。

ヒト nm23-HJDNA断片(結果の項を参照)をプローブに、 分裂酵母ゲノ ムDNAからのPCR

産物に対してサザンハイブリダイゼーションを行った場合には、ホルムアミドi農度を20%

に落とし、 42"Cでハイプリダイゼーションを行った。 2XSSC、O.I%SDS溶液を用いて室

温で5分2回、次に向じ洗浄溶液で42"Cで30分2回洗浄し、オートラジオグラフを取った。

10. DNA塩基配列の決定

Sequenas巴、 S巴quencingPro (TOYOBO)またはBcabest(宝酒造)を用いたジデオキシ法

(Sanger et al.， 1977)によ り塩基配列の決定を行った。長いDNA断片を解析する際には、

DNA断片をpBluescriptなどのベクターにクローニングし、 exonucleaseJll(宝酒造)および

SIヌクレアーゼを用いてDNAを一方向から段階的に自Ijることで一連のサプクローンを作

製した。これにヘルパーファージMI3K07を重複感染させることで一本鎖DNAを調製し

た。この一本鎖DNAまたはベクターにクローニングした二本鎖DNAを変性させたものを

鋳型として、 [α_12p]dCTPを使用する反応を行ってオートラジオグラフィーによって塩基

配列を解析した。ndkJ遺伝子に関しては図3-トIBに、 mcyJ遺伝子に関しては図3-2-2に示

す領域に対して両方向とも最低一回ずつ解析した。因子I-oBに示すndkJ-dnの塩基配列お

よび口dkJHI17Gの確認には、 ndkJORFのカルボキシル末端部に相補的なプライマー;

グ A TICA TICGTAAA TCCAAGG -3' 

を使用した。

I1塩基配列の解析

塩基両日列解析用プログラムDNASIS、GENETYX、および東京大学医科学研究所のヒ ト

ゲノムセンターのデータベースシステムを主に利用した。
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12遺伝学的な解析 (Gutz巴tal.，1974)

(1)交配

SSAプレート上で接合型の異なる二種の菌株を混合し、30"(;で一日から二日培養する

ことによって行った。マーカーとしてはade6遺伝子座を用いた。 ade6遺伝子座の二つの

変異ade6-M2JOとade6-M2J6は、単独ではアデニン要求↑tの表現型を示すが、互いの変異

を相補することができる(遺伝子内相補)。二つの変異はほとんどまIlみ換えを起こさない

ため、これらの変異を持つ株を交配させ、 SD培地上でアデニン非姿求性の株を選択する

ことにより容易に二倍体細胞を得ることができる。接合不能の表現型を示す菌株について

は、以下に示す方法で細胞融合を行い、上記のアデニン要求tlにより交配株を選択した。

(2)細胞融合 (Sipiczkiand Ferenczy， 1977) 

最少培地中で培養した2種類の分裂酵母の細胞5X10'個を、遠心操作 (2.5K，2分)によ

り回収し、各菌体を緩衝液A(l.2M ソJレピトール、 50mMcitrate-phosphate (pH 6.0)、50mM

Fーメルカプトエタノール)Iml中に再懸濁し両者を混合した。遠心した後、 5mg/ml

Novozym巴234を含む緩衝液A0.2mlに菌体を懸濁し、静かに振とうしながら30"Cでl時間

インキユベートした。遠心して菌体を緩衝液B(し2Mソルピトール、 30mMTris-HCI (pH 

7.6)) 2mlで二回洗浄し、遠心後のベレットに対しPEG緩衝液 (30%ポリエチレングリコー

ル(PEG)4000、10mMTris-HCI (pH 7.6)、10mM塩化カルシウム)0.5mlを静かに流し込ん

だ。緩やかに振とうしながら25-30'Cで30分間インキュベートし、 l.2MソルピトーJレを含

むSD培地にまいた。30'Cで5-7日間培養して細胞融合により生じた二倍体株を得た。

(3)四分子分析

分裂酵母は減数分裂により四伺の子嚢胞子を生じる。一つの子嚢由来の四胞子をマイ

クロマニピュレーターを用いて顕微鏡下で分離し、培養して表現型を調べ、遺伝子型を分

析した。遺伝子磁波株および二重破壊株の作製に際して使用した。

(4)ヨウ素染色

分裂酵母の胞子はアミロース様の多糖類を蓄積するため、胞子形成した細胞のコロ

ニーはヨウ素蒸気により茶褐色に染色される。胞子形成能をおおまかに判断する際に用い

た。

13顕微鏡観察
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培養液の細胞波度の測定には Thoma血球計数盤を用いた。酵母の観察にはオリンパス

BHS /BH2-PC位相差顕微鏡(接眼レンズ10倍、対物レンズ20または401音)を使用した。

14.接合率の測定

MEAまたはSSA培地上で300Cで3δ 日間培養した細胞を水に}~濁し、 Thoma血球言十数盤

を用いて顕微鋭下で行った。接合系の算出法は以下の式に従った。

接合率(%)=1 00 X (2z+2a+0.5s) / (c+2z+2a+0.5s) 

c=接合していない細胞の数

z=接合子の数

a=子嚢の数

s=遊離胞子の数

15形質転換法 (Okazakiet al.， 1990; Gietz et al.， 1992) 

方法l分裂酵母の菌株を細胞濃度が約1X 107cells/mlになるまで30tで培養し、

遠心操作により集菌した。菌体を滅菌水で洗浄した後、 1X 109cells/mlとなるようにO.IM

酢酸リチウム溶液 (pH5.0)に懸濁し、 100μ lずつEppendorfチュープに分注した。懸濁液を

30tで60分間インキュベー卜した後、約lμgのプラスミドDNAを加えさらに30
0

Cで60分

間インキュベー卜した。 50%(w/v)PEG 4000を290μi加えよく混合してさらに30
0

Cで60分

間インキュベートした。43t、15分間の熱処理を施した後、室温で10分開放置し遠心によ

り回収した菌体を 1/2YELに懸濁して30
0

Cで30分間培養した。

方法2:菌株をYPD中にてOD600が0.5-1.0になるまで培養し、遠心操作により集菌し

た。菌体を滅菌水、次いで酢酸リチウム緩衝液 (O.IM酢酸リチウム、10mMTris-HCI、

5mM EDTA (pH 7.5))で洗浄した後、酢酸リチウム緩衝液 50μ 1(またはその倍数量)に懸

濁した。プラスミドDNA約lμE、PEG溶液 (40%PEG 4000/酢酸リチウム緩衝液)300μ lを

加えて十分に混合させ、 30tで'30分間撹排した。DMS040μlを添加し、42tで15分間加

熱した。遠心により集菌した後、 YPDlmlに懸濁し、 30tで2時間ほどインキユベートし

た後、細胞をSDまたはSSA寒天培地にまいて30
0

Cで数日培養し、形質転換体を得た。

16.ndkJ 遺伝子破壊株の作製

pUCベクターを基に図3・トIAに示すようなコンストラクトを作製した :2kbのSplrl-
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EcrRV断片 (ndklORFの5'上流域を含む)、 1.8kbの分裂酵母ura4・カセット (Grimmet al.， 

1988)、および3.0kbのPvul・E切RI断片 (ndkJの3端およびその下流域を含む)の三つの断

片をpUCベクターにこの順番に組み込んだ。得られたプラスミドでは、 ndkJORFの大部

分を含むEcrRV-Pvul0.6kbがura4カセァトにより置換されている。SphI消化したプラス ミ

ドを、 JY878とJY879を掛け合わせた二倍体株(h巧)J90ade6・M21σade6-M216/eul//eu/ ura4一
D/8，lura4-DIめに導入した。 Urぶの表現型を持つ形質転換体から、ゲノムDNAを調製し、

これをEcrRV消化しサザンプロット分析を行った。一方のndkl対立遺伝子のみが破嬢さ

れている株を選択し、四分子分析を行った。

17. ndkJ過剰発現フ。ラスミドの作製

分裂酵母細胞内でndkl遺伝子を過剰発現させるために、 nmt/プロモーターを持つ

pREPIをベクターにpREP-ndklを構築した。 ndkJORFを含む1.2kbSan-HincIl断片を、

Sall、Smalで消化したpREPIに導入した。 SalI部位はNdklの最初の3アミノ酸に渡り存在

し(図3↓ l参照)、 pREP-ndkl内でNdklの開始コドンが正しく再現される。 pREP-ndkl-

dnおよびpREP2-ndkl.<Jnは、分裂酵母の有性生殖過程を優性に阻害するndkJ変異アリルを

含む0.7kbSa1I-CJal 断片を、それぞれpREPI、pREP2をベクターとして同様に構築した。

pADH-ndkl はndkJORFを含むI.2kbEcrR V -CJallVf片をSmal消イヒしたpARTIにつなぐことに

より作製した。

18.細胞粗抽出液の調製

分裂酵母の菌株をPM培地中で培養し、 1-3X10句固の細胞を遠心操作により回収した。

菌体のベレッ トを冷水により洗浄し、抽出用緩衝液 (20mMTris-HCI (pH 7.4)、 10mM

MgCh， ImM EDTA、5%グリセロール、ImMDTT、0.3M(NH，)，S04， 1 mM PMSF) 0.3ml、

グラスビーズ(0.5mm併)0.5gを加えた。4tで10分間ボルテックスミキサーにかけた後、遠

心して上清を回収した。沈殿に再度抽出用緩衝液0.2mlを加え混合し、遠心して上清を回

収し、先の上i青と合わせた。この上清を 12，000rpmで10分間遠心し、上i青を回収して細胞

粗抽出液とした。試料はー70"Cで保存した。

19.タンパク質の定量

PierceのBCAProt巴inAssay systemにより、添え付の指示に従って行った。標準曲線には

ウシ血清アルブミン(BSA)を使用した。
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20.ヌクレオシド二リン酸キナーゼ(NOK)活性の測定 υngrahamand Ginth巴r，1978)

トリエタノールアミン緩衝液(IOmMMgC!'、100mMトリエタノールアミン HCI(pH 

8.0)、2mMs四メルカプトエタノール)中に希釈した細胞粗抽出液10μ lを、 12.5mM[y ・32p)

ATP(約2μCi/μ mole)および10mMdCOPを含むトリエタノールアミン緩衝液20μlに加え

た。反応液を37'Cで15分インキユベートした後、 5分間煮沸して試料を失活させた。各試

料3μlをポリエチレンイミン薄層プレート(MACHEREY-NAGEL)にスポットし、 0.85M

KfbPO， (pH 3.4)で展開した。風乾後、オートラジオグラフを取った。生じた[y_32p)dCTP 

のスポットにおける放射活性はバイオイメージアナライザーBAS2000(FUJIX)により定量

した。

21ウエスタンプロット分析

分裂酵母の菌株から細胞粗抽出液を調製し、各試料のタンパク質濃度をよ述のようにし

て決定した。 50μgのタンパク質を含む各試料を 14%SOS-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動 (SOS-PAGE)(Laemmli， 1970)により分離し、 トランスファー緩衝液 (24mM丁目、

192mMグリシン (pH8.3)、20%メタノール、 0.1%SOS)中において、 O'C、8Y/cmで3時間

以上かけてImmobilon-P(Millipor巴)メンプレンに転移させた。メンブレンをTBST緩衝液

(20mMTris-HCI (pH 7.4)、 150mMNaCI、0.1% Tween20)で洗浄した後、 3%スキムミルクを

含むTBST緩衝液中で室温1時間インキュベートした。 TBST緩衝液で2-3田洗浄した後、抗

ラットNOK抗体(Kimuraand Shimada， 1988)および3%スキムミルクを含むTBST緩衝液中に

て室温l時間インキユベートした。洗浄後、TBST緩衝液中に希釈したアルカ リホスファ

ターゼの付いたヤギ抗ウサギIgG(Sigma)を二次抗体として使用した。発色反応はAP緩衝

液(lOOmMTris-HCI (pH 9.5)、100mMNaCI、5mMMgC!')中にて5ブロモー4-クロロー3-イン

ドイルホスフェートとニトロプJレーテトラゾリウム (Sigma)を用いて行った (B凶叩 etal.， 

1984)。

22全即.JAの調製

分裂酵母の菌株を5-8X 1 <Ycells/mlになるまでPM培地中30'Cで培養した。遠心操作によ

り集菌し、その一部を窒素j原存在下(対数増殖期)の試料とした。残りの菌体をそれまでと

等しい濃度になるようにPM-N培地に懸濁し、これをさらに30'Cで一定時間培養したのち

集菌し窒素源飢餓下の試料とした。菌体のペレットに抽出用緩衝液 (0.5MNaCI、0.2M
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Tris-HCI (pH 7.5)、10mMEOTA、1% SOS) 0.3ml、フェノール/クロロホルム(1:1) 0.3mlおよ

びグラスピーズ(0.5mm世)0.5gを加え、 4'Cで7分間ボルテァクスミキサーにかけた。遠心

後、水層を再度フェノール/クロロホJレム抽出し、エタノール沈殿により全RNAを回収し

た。 RNAの濃度はODz岨を測定して決定した (200Dz曲=0.8μg/μ1)。

23.ノザンハイブリダイゼーション

(1 )ホルムアルデヒド電気泳動 (Sambrooket al.， 1989) 

RNA試日キヰを50%ホルムアミド、 10%ホルムアルデヒド、 2mg/mlエチジウムブロマイド

を含むMOPS緩衝液(O.2MMOPS、0.5M無水酢酸ナトリウム、 O.OIM EOTA (pH 7.0))中に

調製し、 60'Cで10分間加熱した後氷冷した。電気泳動用緩衝液(50%グリセロール、 ImM

EOTA(pH 7.0)、0.4%プロモフェノールブルー、 0.4%キシレンシアノール)をlハ0量加え

て泳動用試料とした。泳動は、ホルムアルデヒド変性ゲル(1.2%アガロース、 3%ホJレム

アルデヒド、 IXMOPS緩衝液)を用いてIXMOPS緩衝液中で、 100Y(4Y/cm)約3時間で行

った。

(2)フeロッテイング

メンプレンはHybond-N(Amersham)またはGeneScreen Plus (OuPont)を用い、製造元の

指示に従って行った。

(3)ハイブリダイゼーション

Hybond-Nを用いた場合、 5XSSC、20mMNaH，PO. (pH 6.5)、10XO巴nhard't溶液、 25μ

g/ml salmon sperm ONAからなる溶液中に放射性標識したプロープを加えて42'(で一晩ハ

イブリダイゼーションを行った。 2XSSC、O.I%SOS溶液を用いて室温で5分4回、42'Cで

30分2回洗浄した後、 0.1XSSC、O.I%SOS溶液を用いて42'Cで30分2回洗浄して、オート

ラジオグラフを取った。

Gen巴ScreenPlusを用いた場合は、 10%デキストランサルフェート、 1MNaCI、1%

SOS、50μg/mlsalmon spenn ONAからなる溶液中に放射也標識したプロープを加えて60

℃で一晩ハイプリダイゼーションを行った。 2XSSC溶液を用いて室温で15分 2回、 2X

SSC、2%SOS溶液を用いて60'Cで45分2回洗浄した後、 0.1XSSC 溶液を用いて室温で15

分2回洗浄して、オートラジオグラフを取った。

24. two hybrid i:去(Fieldsand Song， 1989) 

本方法は、タンパク質問相互作用を遺伝子発現により検出方法である。出芽酵母GAL4

遺伝子産物を始め、多くの転写因子はONA結合ドメインと転写活性化ドメインから成
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る。この二つのドメインは必ずしも一つのポリペプチド鎖に由来する必要はなく、物理的

に近接していれば標的の転写ーを活性化することができる。あるこつのタンパク質に関し

て、それぞれ転写因子のDNA結合ドメインまたは活性化ドメインと融合タンパク質を生

産するように遺伝子を組み換える。この二つのプラスミドを宿主に導入し、レポーター遺

伝子の発現を調べる。問題となる二つのタンパク択が互いに結合するなら、転写活性化に

必要な雨ドメインの近援が起こるのでレポーター遺伝子が発現される。このよう にしてタ

ンパク質問相互作用を調べることができる。

出芽酵母Gal4の、 DNA結合ドメインを含んだpGBT9フ。ラスミド、および活性化ドメイ

ンを含んだpGAD424プラスミド(いずれもClont巴ch)にndkl遺伝子の1.2kbSafl-HinclI 断

片をin-fram巴となるように挿入したプラスミドpGBT-ndklとpGAD-ndklを4葺築した。これ

らのプラスミドで出芽酵母HF7cを形質転換し、 Ndklのホモダイマーの形成能を3-ATを含

むSC培地で検討した。

25.ヒドロキシルアミンによるプラスミドDNAへの変異導入(Roseand Fink， 1987) 

新しく調製した4NNaOH溶液0.56ml中に350mgのヒドロキシルアミンを溶解した。これ

に5mlの滅菌水を加え、そこから0ふnlをとり、これに0.2MEDTAを5μl、プラスミドDNA

を5μg力日えた。 37'Cで20時間インキユベートし、 5MNaCIを10μl、Img/mlBSAを50μl、

冷エタノーJレImlを加え、ー70'Cで15分置いた。 4'Cで遠心し、沈殿を 100μlの滅菌水に洛

解させた後、エタノール沈殿によりプラスミドDNAを回収した。

26おiみ換えNdklタンパク質の精製

pETI9bベクター(Novagen)をXho[消化し、 dNTPおよび、Klenow断片で末端を平滑化し

た。これにndklの1.2kbSafl-Hincll部分をHincllで消化したもの (ndkl-dnに関しては0.7kb

Safl-Clal部分)を連結させた。これをBL21(DE3)に導入した。アンピシリンを含むTY培地

中で培養し、最終濃度O.lmg/mlとなるよう にIPTGを添加し、 30'Cで6時間発現誘導させ

た。遠心操作により集菌し、bindingbuffer (20mM Tris-HCI (pH 7.9)、0.5MNaCI、5mMイ

ミダゾーJレ)中に懸渇し、超音波処理によ り溶菌させた。遠心(12K、10分)により細胞残

骸物を除き、これにbindingbufferで平衡化しt.:Ni-NTAレジン(QIAGEN)を加え、4'Cでl時

間混合した。レジンを 10倍量のbindingbufferおよび6倍量のwashbuffer (20mM Tris-HCI (pH 

7.9)、0.5MNaCI、60mMイミダゾール)で洗浄し、 elulebuffer (20mM Tris-HCI (pH 7.9)、

0.5MトJaCI、1Mイミダゾール)で溶出した。緩衝液をCentricon-IO(Amicon)を用いて、 TE

緩衝液に置換した。試料はー70'Cで保存した。
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27. NDK自己リン酸化アツセイ (MacDonaldel al.， 1993) 

ヒスチジンタグを用いて精製したNdklタンパク11を、 [y_"PJ A TP (3000Cijmmol) 0.1μl 

を含むTMD緩衝液(20mMTris-HCI (pH 8.0)、5mMMgCh、ImM dithiothreitol) 20μl中に混

合し、37'Cで10分間インキュベー卜した。 0.5MEDTAをlμl加えて反応を停止させ、さら

に100'Cで75秒間加熱した。アセトン沈殿により試料を回収し、 TE緩衝液に再溶解させた

後、 13%SDS-PAGEにより分離しオートラジオグラフをとった。

28. ndkl
HII7G
の作製

Kunk巴lの方法 (Kunkel，1985; Kunkel et al.， 1987)に従い、 pBluescriplベクターにクローニ

ングしたndkI 1.2kb Safl-Hincll断片、RZI032株およびプライマー;

5'-TCAGAACCACCGCAAACGTT -3' 

を用いて導入した。変異が挿入されたことはシークエンシングにより確認した。

29. ndkl-dn挿入株の作製

分裂酵母のゲノム上のleul遺伝子座位にndkl-dnを挿入することによって安定にndkl-dn

を発現させられる株を作製した。 pLU-L2プラスミドは、leul遺伝子の5kbBamHI-EccRI 

断片中の、 0.5kbHirdIIl部分(図3-1-10A点線部)を1.8kbura4・カセットに置き換えたもの

をpUC1l9ベクターにつないだもので、ぽ'a4・カセット脇の、図3ーI-IOAで向かつて左側の

HirdllI部位がfill-inにより無くしてあるものである。このプラスミドをura4'脇のHindlll部

位で消化したものと、pREP-ndkl-dn由来のnmtlプロモーターおよびndkl-dnを含む1.9kb

Pstl断片とを、どちらも末端を平滑化 して連結させた。得られたプラスミド (pLU-nml-

ndkl-dn)をSaclおよびXhdで消化し、これを用いて1Z47*，朱を形質転換した。ウラシjレ非要

求性でロイシン要求性の株を選択し、さらにサザン分析により leul遺伝子座位において遺

伝子置換がなされていることを確認した(図3-1-IOB)。

30.プラスミド

pART-rasl， pART-ste8， pART-sle8*， pART-st巴1，pREP-gpa 1， pREP I-wis Iは、それぞれハイ

フンの前がベク ターとして用いたプラスミ ドを、ハイフンの後が挿入されている遺伝子を

表す。 pREP-gpalは、 gaplgpaJ二重破壊株(JX510ρX51l)の二倍体の胞子形成不能を相補

するものとして取られたクローンである。それ以外は、当研究室の今井義幸博士、伯野史
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彦氏、松山晃久氏により供与していただいた。

31. ndkl-<inを多コピーで抑圧するクローンの単離

ndkl-<in挿入株 (JX509)に渡辺嘉典博士により作製された分裂酵母ゲノムライブラリー

を導入し、これをマグダラレッドを含むSSA培地にまいた。マグダラレ 7 ドは死んだ細胞

を赤く染める色素である。分裂酵母では二倍体が死にやすいことから形質転換時に生じた

二倍体株由来のコロニーは、この色素により赤く染まる。生えてきたコロニーのうちヨウ

素蒸気により染まり、且つマグダラレッドにより染まっていないものを100個選択した。

これを再度SSA培地にひき直し、ヨウ素染色により比較的強く染まるものを20個選択し

た。これらからプラスミドを回収し、再度ndkl-<in挿入株に再導入したところ、 11個が陽

性であった。このうち7偶は抑圧能が低く、サザン分析の結果からそのうちの一つがsrell

遺伝子を含むことが判明した。残りの4個のうち2つが同ーのクローンであることが制限酵

素地図から明らかになり、これを#352と命名し以降の解析に使用した。

32. mcylcDNAの単離

園友博文博士により作製された λgt22をベクターとした分裂酵母cDNAライブラリー

を、図3-2-1の中央のHindlII部位より左側の2.4kbDNA断片 (2.4kbHindlII断片)をプロープ

としてプラークハイプリダイゼーションによりスクリーニングした。約24，000個のプラー

クから3つの陽性プラークを得た。スクリーニングを重ねた結果、このうち2つから陽性の

シングルプラークを得ることができた。各インサートの大きさは1.6kbと1.8kbだったの

で、長い方を解析に用いた。

33プライマー伸長反応

全RNA30μE、[y_32門ATPとT4ポリヌクレオチドキナーゼにより標識したプライマー ;

5・TTCTACTCAATCACACAGCG -3' または

グーCCTGCGGGTGATTCAACAAG-3' 

(転写開始点から 100~200bの位置に相当 ) lpmole(>10.cpm)および2mMdNTPを含む緩衝

液(20mMTris-HCI (pH 8.4)、 50mMKCI、2.5mMMgCh， 0.1 mg/ml BSA) 50μlをの℃で2

分、 55"Cで5分間加熱した後、 SuperScript11 RT (BRL)を200ユニット加え、 42
0

Cでl時間反

応させた。 0.5MNaOHを12.5μl添加し100"Cで3秒間加熱した後、氷冷して0.5MHCIと1M

Tris-HCI (pH 7.5)をそれぞれ12.5μlずつ加えた。 3MNaOAc 10μlとcarrierRNA Iμg添加し

エタノール沈殿により試料を回収した。試料をシークエンス用ポリアクリルアミドゲルに
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より分離、解析した。

34. mcyl0RF部分への変異導入

mcylcDNAの5・端から図3-2-1中央のHindlIIまでの1.8kbDNA断片をpBluescriptKS(+)に

クローン化し、Kunk巴l法による部位特異的変異導入を行った。使用したプライマーは、

開始コドンを破壊する;5'ーTCCAAATCGA TA TCTCTAAC-3'、

開始コドン直後に終止コドンを作製する;5二ATTATGCACTAGTCCAAA TC-3' 

であった。各々制限酵素により変異導入をチェックし、 pREPIベクターに繋ぎかえた(図

3-24参照)。

35. mcyl 遺伝子破壊株の作製

2.4kb HindlIl断片をpBlu巴scriptKS(+)にクローニングしたプラスミドに、 Ndel消化、

Klenow断片による末端を平滑化、そしてCIAPによる末端の脱リン酸化を施した。これ

と、 ura4+カセット 1.8kbHind川断片(末端は平滑化済)とを連結させた。得られたプラス

ミドを制限酵素処理により線形化し、 JY878株に導入した。ウラシル非要求性の形質転換

体を選択し、サザン分析によりmcyl遺伝子が正しく破壊されていることを確認した。
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3.結果

第一章(Jzumiyaand Yamamoto， 1995) 

(l)NDK相同遺伝子(ndk/)の単離

分裂酵母から NDK相向遺伝子をクローン化するため、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を

利用した。目見知のNDK相同タンパク質の一次構造の比較から、特に保存性の高い領域を

選択し、 「材料と方法」に示す5種類のオリゴヌクレオチド (順鎖Fト3、逆鎖Rl，2)を合

成した。これらを組み合わせて分裂酵母ゲノムDNAをテンプレートとしてPCRを行つ

た。最終的に、 FトRIのプライマーの組み合わせにおいて、ヒトのNDK相同遺伝子の一つ

であるnm23-H/の相当部分とハイブリダイズするO.2kbのDNA断片を得ることができた。

塩基配列解析の結果から、これがNDK相同遺伝子の一部であることが示唆された(以

降、本遺伝子をndk/と呼ぶ)。このO.2kbの断片をプロープに用いて、 ndk/全長を含むと

考えられる6kbのEcc:RIDNA断片を得た。図3-1ーIAに6kbEcc:RI断片の制限酵素地図を示

す。サザン分析から、 ndk/ORFが1.2kbSaJJ-HincIlの断片上に位置することが予想された

ので、本断片およびその近傍の塩基配列を決定した (図3-1-IB)0 ndk/遺伝子は、イン

トロンのない151アミノ酸をコードしうるORFを含み、そこから予想されるアミノ酸配列

は既知のNDK相同タンパク質と高い相向性を有していた(図3・1-2)。
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AATAAGCCγrACMTCT'M'TGλTTτちTGGAGAGτ吋マτ"I'ACGTATGTAAAAAAAC

A.AAACTGGCTTACCGTCTACGGGGTACCCTτ可"GAAτ'GCTT'TGTA.Aτ"GTGτ?τ'GTAAA，TAT

GCA'M'T'M'TGTAAACAATAAT'M'ACGACCAτ'1'AAGATATCτむACGCτ寸匂σrccrCTAAAA

ATATAACAAGG'l'沼TACTATAACGAτ可℃τ"I'A'1'CA'J可'TTTTA'I'TATT'TACAτ℃τsτ寸寸"CCGC

TTτて"可"TA1沼CAATCATATτ可::;TGAGτ"GTTAττマロτ'CCTTGCTCCCTAAτ"CCτマ1'1¥1'11.τ"GG

GATAGTAGACGGGACAGCTCCCATCTACτ'CAACCACCτ'CATATCACCGACTATAAGCAT1' 

γM'GATA'I可.1でGACAGAACAAACTTTTATCGCTGTGAAACCG目ACGCAG'I寸'CAGCGAGGA

MSTEQT F' I AVKPOAVQRG  

cτて:;A'I可也GATACATCATC'l'CAA.AA守可'TGAG'I可'GAAGGGCTACAAACTACGTGCTCTAAM

LIGYIISKFELKGYKLRALK  

Tτマ'I'1'AGTτ'C'CTAGTCGTGATCT'I氾τ'GGAAGMCATTATGCCGAACATAMGGAAAGCCT

FLVPSRDLVEEHYAEHKGKP  

TTTTAτ'GAGAAACTCGτ寸'GG'M"TCAT匂GCATCAGr.rrr'fY';'1'A守Y刀y:rrA.守"(;Io.'1'A守'GGGAA

FYEKLVGFM A SGPVCAMIWE  

量五_TAAACAAGCCGτ'GAAAACTGGTCGCT'T'AA'J可.Tτ'GGGCGCCAGTAACCCTCTGGA'I可"CT

GKQAVKTGRL M. LGA$N  PLDS  

GCCCCτ'GGCACTAτ'TCGCGGτ'GA'I'TAτ'GGTATCGACC'I・1'GGTAGAλACG'Iオ可'GCCA'I氾GT

APGTIRGDYGIDLGRNVCHG  

守'CTGAT1'CCATAGAAAGCGCTAATCGτ沼AAATTAAAC'I寸寸ちG'M'CCAGCCTTCGGAAAτ℃

SDSIESANREIKLW F' QPSEI  

CAAGT'I'TACGATCGTACAAτ可也AACCTIロGAτ'TTACGAAτ'GAATAAGAAGAAGTTAAAGA
口 VYDRTIEPW I YE ・

GCCTCTTCAAAAGGACτ"CGτ'GTTTG'M'ATGGGTGATGCAMCTATCAGCAACACCCAAAG 

CAAATAλATAτ'CACTAA'I'CATTTTCTACCτ可でATTi¥AAGCACλCTAτ"CAτ守守可?τ可"TAλ?

AGATATAGGτ"CTτ寸'TTCAAATATCAτマCG'I'TAGTAAACGACAτ'GAAACTAGAGAA.λTCGC
ATGTAAGTCAGTA'I官GTTTTACTCAτ'CCAAAAGGτ"l"ACτ可可寸Aτ"GAAAτ"CTA1可、::;AT'I'CT

ATACACGTAA.τ'GGTAAATATTAτ"GGCATTTTATCGTAATCATGGCATTATAAGGAATAAT 

AAGTC AGCCAAAττ'TCGTCTACATCGATAGGCAGAACTACCAAτ'GGGAACAGM.GGA'IちT

ATGAGA'I可、::;TCCGCTAGTTTCGCTA'τ'TATAτ'TACAGGTTTGG'l'CCAACGTAAATAACGGA

τ'CAT'M'TT AA TTCCτ'GAAACGGTCGAAAT'門司::iATAτ'GTAT'IT'陀CAτて::iACAτでTGGTAGC

TCτ可"GCτ?τ可'GACAA'I寸'GAGCAGCτで円"cAτ"M'AAGAGCτ寸"CTT'rAτ℃τ'CATCAACAAAA

AAτ吋'CAGATAAACA'M'TCTGC'I可可可'GCτ可"TAAAATAAGTTTC'IでTτ可可制rcCCCTATTACA

GA1可'CATCATCAACATCATTA'I'TAAGCGTTTCAAAAACGCCGτ可'GAATATAGAA'I可可可"CA

TCAACτマ'CAGTAA.AAGAT'I也ATATAGτ'GTTAGGAAAAAATTA'IちACAGGTG'I可"GAC

図3ト1 ndk/ 遺伝子座の制限酵素地図と塩基配列。

A.ndkJ 遺伝子座の制限酵素地図。矢印はndkJORFの位置と方向を示す。染色体上のndk/

遺伝子を破壊するために用いたコンストラクトを下段に示す。制限酵素部位の略号は以下

の通り E，Eヒc:RI;EV， Ecc:RV; Sp， SphJ; Hc， Hincll; S， SaJI; Pv， Pvul;およびC，CIal。

B. ndkJの塩基配列と産物の推定アミノ酸配列。 1.2kbSas-HincJJ断片およびその5'倶IJの

隣接領域の塩基配列を示す。塩基配列、アミノ酸配列ともに、番号付けは推定開始コドン

を1としている。下線は、ndk/が得られたプライマーに相当する配列を示す。
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ndk1 40 

S.C. 42 

MU8.A 41 

Hum.A 41 

Rat A 41 

Mu自.B 41 

Rat B 41 

Hum.B 41 

O.m. 42 

D.d.MS 45 

Myx. 40 

ndkl 80 

S.C. 82 

MU8.A 81 

Hum.A 81 

Rat A 81 

MU8.B 81 

Rat B 81 

Hum.B 81 

D.皿， 82 

D.d. 85 

Myx. 80 

ndkl 120 

S.C. 122 

MU8.A 121 

Hum.A 121 

Rat A 121 

MU8.B 121 

Rat B 121 

Hum.B 121 

D.m. 122 

D.d 125 

Myx 120 

ndkl 151 

S.C. 62.3も 153 

MUB .A 58.9も 152 

Hum.A 58.3も 152 

Rat A 58.9亀 152 

MU8.B 56.3も 152 

Rat B 56.3も 152 

Hum.B 55.6も 152 

D.m. 57.0も 153 

D.d. 58.3亀 155 

Myx. 41. 7% 145 

図3-1・2 Ndk1と他の生物種におけるNDKとのアミノ酸配列の比較。

S.c.，出芽酵母 Ynk(Fukuchi etal.. 1993); Mus. A，マウス Nm23-M1 (Steeg et al.. 1988); Hum. A，ヒ

トNm23-H1(Rosengard etal..1989); Rat A，ラ ットNDK-s (Shimada et al.， 1993) ; Mus. B，マウス

Nm23・M2(Ur加 oetal.， 1992); Rat B，ラ ット NDK-α(Kimuraetal.. 1990); Hum. B，ヒト Nm23-H2

(Stahl et al.， 1991); D.m.，ショウジヨウノTエAwd(Biggset剖， 1990);D.d.， D.discoideum NDK 

(Lacombe et al.， 1990);およびMyx.，M. xanthus NDK (Munoz.Doradoet al.， 1990)。同ーのアミノ酸を

黒地に白で表してある。各々のアミノ酸番号を右側に示す。 Ndk1と各種NDKとのアミノ

酸配列の同一性を最後に示しである。活性中心と推定されるヒスチジン残基をアスタリス

クで示す。
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(2) ndkJ遺伝子破壊株の作製

ndkJ 遺伝子産物が生育に必須である可能性を考慮して、 「材料と方法Jに記したよう

に、図3ート1Aに示すDNA断片を用いて二倍体株の二つのndkJ対立遺伝子のうち一方を破

捜した。得られた二倍体破壊株 (rrJk1'!ndk J:: uraイ)に胞子形成を誘導させて四分子分析を

行った。ほとんど全ての子嚢から生育可能な胞子が4つ得られ、サザン分析からこれらの

胞子の組において、野生型および破壊されたndkJ対立遺伝子が正しく分離されているこ

とが確認された(データは示さない)。このことは、 ndkJ遺伝子が生育に必須ではない

ことを示す。また一倍体ndkJ遺伝子破壊株では、増殖、有性生殖過程いずれに関しても

顕著な表現型は観察されなかった(データは示さない)。

(3)ndkJ 遺伝子産物の解析

強力な発現プロモーターであるnmtJプロモーター (Maundrell，1990)下からndkJ遺伝子

を過剰発現させるプラスミド、 pREP-ndk1を「材料と方法Jに記したように作製した。分

裂酵母の野生型株(JY450)、ndkJ遺伝子破壊株(JX23)、およびJX23にpREP-ndk1を導入し

た株から細胞粗抽出i夜を調製した。各調製物のNDK活性を測定した結果を図3-1-3Aに示

す。野生型株と比較して、破壊株では活性が二割程度に減少しており、また過剰発現株で

は10倍以上の活性の上昇が見られた。さらに、 JY450、JX23、およびpREP-ndk1を導入

したJY450から細胞粗抽出液を調製しウエスタンプロ γト分析を行ったところ、 ndkJ遺伝

子産物は抗ラット NDK抗体(Kimura加 dShimada， 1988)と交差反応した(医13-1-3B)。こ

れらの結果から、 ndkJ遺伝子が分裂酵母のヌクレオシド二リン酸キナーゼをコードする

ことが証明された。
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(4)ndkl 遺伝子の発現

分裂酵母ヘテロタリック一倍体株(がおよびh-)、ホモタリック一倍体株(以う、および二

倍体株(が/h一)におけるndklの発現を調べた。ndkl遺伝子は接合型に関係なく 0.7kbの

mRNAとして転写されていた (図3-1・4A)0 ndklのmRNA量は窒素源の飢餓に伴い増加し

ていた。分裂酵母において栄養源の枯渇は、第二メッセンジャーであるcAMPに変換され

るが、その経路上にあるpdel遺伝子およびその下流で機能するslell遺伝子 (I序」参

照)の欠損株におけるndkl遺伝子の発現は、富栄養条件下では影響を受けないが、窒素

i原飢餓下でのmRNA量の増加が抑えられて、むしろ減少しているように観察された (図3・

1-4B)。これらの結果は、 ooklの機能が、栄養源飢餓下、即ち有性生殖過程においてよ

り強〈求められることを示唆している。
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図3-1-3 ndkl 遺伝子産物の解析。

A. ndkJ遺伝子産物のリン酸基転移活性。 JY450(wild type，黒)、 JX23(disruplant，白)、

pREP-ndklを持つJX23(disruptant+pREP-ndkl，続)の各菌株をPM培地中で培養し、対数増

殖期において集菌し、細胞粗抽出液を調製した。図に示す量の試料をNDK活性測定に使

用した。

B. JY450 (wild type)、JX23(disrupt副11)、pREP-ndklを持つJY450(wild type+pREP-ndkl)から

細胞粗抽出液を調製した。 各サンプル50μgを14%SDS-PAGEにより分離し、Immobilon-P

メンブレンに転移させたのち、抗ラ ットNDK抗体を用いて分析した。矢印は、抗体と交

差反応したndkl遺伝子産物を示す。左手の数字は分子量マーカー(kD母の位置を表す。
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rRNA 
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図3-1-4 ndk 1遺伝子の発現。

B 

wt ste11 t. pde1 t. 
・・・・田園・圃・・・・・・圃・・・・・田・・・田園・・・・・-

N:_:!ー-一-L--4・ー一
ste11 

ndk1 

rRNA 

A. JY334 (が)(レーンl、2)、JY333(h一)(レーン3、4)、JY450(h
9可(レーン5、6)およ

びJY362(hソh-)(レーン7、8)の綱胞をPM培地で培養した。対数増殖期にて各試料の半分

を集菌し(レーンl、3、5、7)、残りをPM-N培地に移してさらに4時間培養した後に回収

した(レーン2、4、6、8)。

B. JY450 (wl，レーンl、2)、JZ396(stellLl，レーン3、4)、JZ666(pdelLl，レーン5、6)

の細胞をPM培地で培養した。対数増殖期にて各試料の半分を集菌し(レーンl、3、5)、

残りをPM-N培地に移してさらに6時間培養した後に回収した(レーン2、4、6)。

全RNAを調製し、各々 10μgのRNAを1.2%ホルムアルデヒドゲJレ電気泳動により分離

した。メンプレンに転移させた後、 ndkl(A， B)およびsteJ1 (B) ORFを含むプロープで分析

した。下段に示すエチジウム染色したrRNAは、各レーンにほぼ等量のRNAが泳動されて

いることを表す。
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(5)ヒドロキシルアミンによる変異導入

ndkJ遺伝子破壊株が見かけ上、表現型を示さないのは、残存NDK活性が増殖および有

性生殖過程に対して十分であるからと考えられる。その残存活性を担うものとして第一に

考えられるのがndkJとは異なるNDK相同遺伝子である。 NDKは4霊休もしくは6量体とし

て機能することが他の生物種において知られており(Presecanet al.， 1989; Jong and Ma， 1991; 

Chiadmi et al.， 1992; Dumas et al.， 1992; Hemmerich and P巴cht，1992; Williams el al.， 1993)、

ndkl 遺伝子産物も二量体を形成する能力を持つことがlwOhybrid法により確認された(図

3・1-5)。従って、細胞内の残存NDK活性が別のNDK相同タンパク質により担われている

とすれば、そのオリコ・マーに入り込んで不活化してしまうような、 ndkJの優位かつ負の

機能を持つ (dominant-negative;dn)アリルが単離できるのではないかと考えた。また、

Ndklが酵素活性に加えて何らかの制御因子としての機能も有しているのであれば、その

標的となる分子を競合するdominant-negativeアリルを単離することもできると考え、以下

のスクリーニングを行った。 pREP-ndkIプラスミドをヒドロキシルアミン処理することに

より無作為に変異を導入した。この変異ライブラリーでホモタリック一倍体株JY450を形

質転換した。ノザン分析の結果から、 ndkJが栄養源飢餓下において重要な機能を果たし

ていることが示唆されたので、ヨウ素蒸気による染色を用いて約5，000個の形質転換体を

接合 ・胞子形成能に関して調べた。その結果、 3つの形質転換体が陽性を示し、これらの

うちlつから、導入されたプラスミドの回収に成功した。このプラスミドによる表現型が

ndkJ 遺伝子の部分に起因することを示すため、その部分を再びpREPIベクターにクロー

ニングしなおした。得られたプラスミド(pREP-ndkI-dn)は元のプラスミドと同様の表現型

を示した(図3-1 -6A) 0 pREP-ndk I-dnをもっJY450株の接合半は、コントロールの約70%

に対して約20%、pREP-ndk1 -dnをもっ二倍体株JY362の胞子形成車は、コントロールの約

45%に対し、約15%であった。
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+His 

日

a 
2 

1: pGBT9 x pGAD-ndk1 
2: pGBT-ndk1 x pGAD424 
3: pGBT-ndk1 x pGAD-ndk1 

2 

3 -His+3-AT 

因子lδ two hybrid法を用いたndkl遺伝子産物同士の相互作用。

two hybrid法により Ndkl同士の分子問結合能を調べた。出芽酵母HF7c株を、 pGBT9と

pGAD-ndkl (パネル1)、pGBT-ndk1とpGAD424(パネル2)、pGBT-ndklとpGAD-ndk1

(パネル3)の組み合わせで共形質転換した。得られた形質転換体を、レポーター遺伝子

HIS3の発現を調べるために、ヒスチジンを含む培地 C+HIS，A)とヒスチジンを含まずさら

に3-ATを20mM添加した培地 (-HIS+3-AT，B)に引き直した。 Aは30'Cで2日間、 Bは30'Cで

7日間培養した。パネル3の組み合わせにおいてのみ、 3・AT耐性が観察された。
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autophosphorylation 

wt dn 

" 

図3-1-6 domin加 1・negativendk 1アリルの解析。

cooπlaSSle 

M wt dn 

... 

A. (上段から)pREP 1， pREP-ndk 1， pREP-ndk I-dnにより形質転換されたJY450細胞を、

SSA培地に引き、 30"Cで4日間培養した。生えてきたコロニーをヨウ素蒸気により染色し

た。胞子形成したものは茶褐色に染まる。

B. ndk1-<1nアリルをpBluescriptにク ローン化し、塩基配列を決定した。左のパネルは野生

型ndkl遺伝子の、右のパネルはndk1-<1nアリルのシークエンスラダーを、それぞれ示す。

各々の塩基配列および対応するアミノ酸配列を両側に示す。矢印は変異の見出された位置

を示す。

C. ndk1-<1n遺伝子産物のNDK活性。 pREP-ndklまたはpREP-ndkI-dnで形質転換されたJX23

細胞から細胞粗抽出液を調製し、各試料のNDK活性を測定した。

D. ndkl-dn遺伝子産物の自己リン酸化活性。(左)ヒスチジンタグを用いて精製した

Ndkl'およびNdkl-dn約0.1μEを()'"_32p]ATPを含むTMD緩衝液中で反応させ、 13%SDS-

PAGEで分離しオートラジオグラフをとった。右のパネルは、用いたタンパクをSDS・

PAGEにより分離した後、クマシー染色したもの。
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(6) ndk1-dn変異体の解析

ndkJ-<1nアリルの塩基配列を決定した。 347番目の塩基においてGからAへの置換が見い

だされ、これにより 116番目のア ミノ酸残基がシステインからチロシンへ変化することが

判明した(図3-1-6B)。この残基は推定活性中心であるHisJ17の隣に位置していたので、

産物のNDK活性を測定した。 nmtJプロモーターから過剰発現させたにも拘わらず、 ndk1-

dnは細胞内NDK活似の上昇をもたらさなかった(図3-1-6C)。またNdkl-dnにヒスチジン

タグをつけて大腸菌内で発現させたものを精製した。この試料をNDKの自己リン酸化活

性に関して調べたところ、活性はほとんど失われていた(図3-1-6D)。従ってNdkl-dnで

は基質への結合能が失われていると言える。

そこで推定活性中心のヒスチジンをグリシンに置換した変異体を野生型株に導入してみ

たが、 ndkl-<1nの様な接合率の低下はもたらさなかった(図3-1-7)。これは、 Ndkl-dnが

NdklJll17Gとは異なる性質のものであることを示唆している。

mating index (%) 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

。
vector wild type C116Y(dn) H117G 

図3ート7 Ndkl HJJ7G変異体の有性生殖過程への効果。

pREPI (v巴ctor)、pREP寸ldkt (witd type)、pREP-ndkl-dn(Ct t6Y(dn))、またはpREP-ndlく1HJ I7G 

(Htt7G)によりJY450を形質転換した。各形質転換体をSSA培地に引き直し、300Cで3日間

培養後、接合率を測定した。
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野生型Ndkl(Ndklφ)を過剰発現させた細胞にNdkl-dnを導入することで、 ndkJ-dnによ

る細胞内NDK活性への影響を調べたところ、変異体は酵素i首相に対してdominanl-negalive

な効果をもたらしていた(図3- 1 ~) 。しかしながら、図3- 1 -3A との相対値から比較して

ndktとndkJ-dnを共に過剰発現させた株の細胞内NDK活性はndkJ遺伝子破壊株のそれよ

り明らかに高いと考えられる。それにも拘わらず、この株では有性生殖過程の阻害効果が

観察された(予備データ)。このことはNdkl-<lnがNDK以外のものを標的としてその機

能を抑制することによって、 ndkJ-dnによる表現型が生じていることを示唆している。
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図3- 1 ~ pADH-ndklと、pREP2 (veclor，口)またはpREP2-ndkl-dn(ndkl-dn，O) を用い

て、 JY878株を共形質転換した。形質転換体をPM培地で培養し、 細胞粗抽出液を調製

し、各々のNDK活性を測定した。

(7) ndkJ-dn遺伝子を導入した形質転換体のノザン分析

分裂群母の有性生殖過程の制御に関与する遺伝子の発現に対して、 ndkJ-dnの及ぼす影

響を調べた。その結果、 pREP-ndkl-<lnの導入によって、 steJJおよびmei2に対しては影響

がほとんど無かったが、 marJ-Piおよびsxa2の誘導に関しては、有意な減少が観察された

(図3-1-9)0 I序」で述べたように、 steJJおよびmei2遺伝子の発現は栄養i原のシグナル

のみに依存しているのに対し (Walanab巴巴lal.， 1988; Sugimolo el al.， 1991)、matI・Piおよび

sxa2遺伝子の発現は、栄養源と接合フェロモンの両方のシグナルを必要とする (Imaiand 

Yamamolo， 1992; Nielsen elal.， 1992; Aono el al.， 1994)。従って、上記の結果は、 ndkJ-dnア

リルが接合フェロモン受容の情報伝達系に干渉しうることを示唆している。
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図3-1-9 ndkJ-dn形質転換体における有性生殖関連遺伝子の発現。

pREPIまたはpREP-ndkI-dnで形質転換されたJY450細胞をPM培地で増殖させた。対数増殖

期にある状態で各培養液の一部を採取し (Ohr)、残りをPM-N培地に移して4、6、8時間後

にサンプリングした。全RNAを調製し、各々 10μgのRNAを1.2%ホルムアルデヒドゲル

電気泳動によ り分離した。メンプレンに転移させた後、steJJ， mei2， malP， sxa2に対する適

当なハイブリダイゼーションプロープを用いて分析した。下段に示すエチジウム染色した

rRNAは、各レーンにほぼ等量のRNAが泳動されていることを表す。
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(8) ndkl-dn 挿入株の作製

nmtlプロモーターをつけたndkl-dnクローンを、ゲノムのleul遺伝子座位に挿入した株

を作製した。図3-ト10Aに示すように、 leul遺伝子座{立を、 nmtJ-ndk J -dnおよび栄養選択

マーカーとしてのura4φカセットで破壊するコンストラクトを構築し、 JZ47(h
90 
ade6-M2J6 

E
1
 
μk寸

XhB (H)XhHXh  

7H 
| ura4+ ドーーーー『・ME露軍i察室〉

nmt1 promoter ndk1-dn 

probe A 
ura4・D均株に導入した。 Urぶかっし巴uーの表現型を有する形質転換体を選択し、それらから U@ω官ll@@凹@
調製したゲノムDNAを用いたサザン分析により、コンストラクトがeul遺伝子座位に挿

入されたことを確認した(図3-1・10B)。

ndkl-dn挿入株(JX509)でもプラスミドの時と同様に接合が抑制された。しかし胞子形

成過程はほとんど阻害されなかった(データは示さない)。接合過程と胞子形成過程は、

接合フェロモンおよび栄養源飢餓のシグナルを共有するが、必要とするシグナルの強度お

B 

よび細胞極性などの別経路のシグナルに対する要求性が異なると考えられている (Tanaka，

1995)。従って、 JX509において胞子形成への影響が観察されなくなったことは、ndkJ-d，口

がシングルコピーになったことにより、標的を抑える度合いが弱まったためと、複数の標

.，. ~ 

dF2 
，l:>③ 
~- .~ 

的のうちの一部カ~dkl -<lnによる抑制を脱したための二つの可能性が考えられる。接合へ

の影響に関してはシングルコピーになっても変化がなかったので、こちらの過程の方が

ー"Ndklの機能とより密接に関係していると思われる。

図3-1-10 ndkl-dn挿入株(JX509)の作製。

A. JeuJ 遺伝子座の制限酵素地図と、 ndkl-dn挿入株 (JX509)作製に使用したコンストラク

ト。 5kbB訓 HI-EccRI(斜体)断片から、点線で示す0.5kbHindIII部分を削除し、 ura4カ

セット、 nmt1プロモータ一、および、ndkl-dnから成る3.7kbDNA断片に置換した。制限酵

素の略号は以下の通り :B， BamHI; E， EcoRI; H， HindIII; Xh， XhoI。

B. ndkl-dn 挿入株のサザン分析。野生型株(レーン1)、ndkJ-dn挿入株 (レーン2、3)か

らゲノ ムDNAを調製し、泊。I消化した。各制斗をアガロースゲル電気泳動によ り分離

し、メンブレンに転移後、 Aの"probe"(斜線パー)部分を用いて分析した。左手の矢印は

各バンドの位置を、右手の線分はマーカー (上から、 23kb，9.4kb， 6.6kb， 4.4kb， 2.3kb， 2.0kb， 

O.6kb)の位置を表す。
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ndk l-dn 挿入株(JX509)で接合フェロモンの情報伝達系に関わる遺伝子のいくつかを過

剰j発現させたところ、 raslをはじめ、 ste8およびその活'tii=.it型変異体 (ste8*;今井、未発表

データ)、そしてstelにより抑圧されたが、 gpalによっては抑圧されなかった(図3-1-

11)。このことは、 Ndkl-<加が、Gpalからの経路ではなく Raslからの経路に作用している

ことを示唆している。

mating index 01 ndk1-dn translormants 
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図3↓ 1I ndkJ-dn 挿入株と接合フェロモン受容に関わる遺伝子群。

pREPI (v巴ctor)、pREP-gpa1 (gpa 1)、pART-ras1 (rasl)、pART-ste8(ste8)、pART-ste8*(st巴8

*)、pART-stel(stel)、または#352(mcy 1) (第二章)でJX509を形質転換した。各形質転換

体をSSA培地に引き直し、 30
0

Cで3日間培養後、接合率を測定した。
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第二章

第一撃において、 ndkl遺伝子産物は、そのdominant-negativeアリJレが単離されたことか

ら、分裂酵母の有性生殖過程に寄与していると示唆された。さらにndkl-dn挿入株の解析

から、 ndkJ-dnとrasl遺伝子の関与するカスケードとの聞に遺伝学的相互作用が存在する

ことが示唆された。そこでndkl-dn挿入株における接合率低下を多コピーで回復させる新

たな遺伝子を単離すれば、 ndkl遺伝子産物の機能に関する手がかりがさらに得られるの

ではないかと考えた。

(l)ndkJ-dn 挿入株を多コピーで抑圧する遺伝子の単離

pDB248'ベクターをもとに作製された分裂酵母ゲノムライブラリーを用いてndkl-dn挿

入株を形質転換した。形'fi転換体を胞子形成培地SSA上にまき、接合率の上昇をヨウ素染

色によ り判別した。約22，000個のコロニーから強い陽性を示したコ ロニーを最終的に4例

得た。このうち2クローンは同一で最も強い抑圧能を示したので、以降主としてこのク

ローン (#352)について、 multicopysupp日ssorof ndk lC川 Yから遺伝子名をmcyJとして解析

を進めた。
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図3-2-1 mcyJ 遺伝子座の制限酵素地図とサブクローン化。

H 

1kb 

(R) 

[suppression] 

+ 

+ 

+ 

+ 

A. mcyJ遺伝子座の制限酵素地図。中央左の灰色の矢印はORFの位置と方向を表す。点線

と実線で示した二本の矢印は予想される転写産物の位置と方向を表す。下段に遺伝子破壊

に用いたコンストラクトを示す。市IJ限酵素の略号は以下の通り ・B，BamHI; H， Hindlll; 

Hae， HaeIll;叩1，Hincll; N， Ndel; P， Pstl; Sc， Sacl; R， EcoRI。

B. mcyJサプクローン化。各サブクローンのJX509に対する抑圧能を右に示す。矢印はベ

クターpREPl由来のプロモーターの向きを表す。
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(2)mcyJ遺伝子の構造

図3-2-1のに示すようにサプクローニングを進めた結果、中央のHind川部位より左側の

2.4kb (2.4kb HirrlllI断片)が機能に重要であることがわかり、その塩基配列を決定したと

ころ、長いORFは見出されなかった(図3-2-2A)。

mcyJの転写産物の構造を調べるために、 cDNAの単離を試みた。図友博文博士により

作製された、分裂酵母 λgt22cDNAライブラリーを、 2.4kbHind川断片をプロープとして

スクリーニングした。約24，000伺のプラークから最終的に2つの陽性フ。ラークを得た。各

々の挿入断片の長さは1.6kbと1.8kbだったので、長い方を解析した。その結果イントロン

は存在しなかった。図3-2-3に示すプライマー伸長反応の結果と併せて、長い方のmRNA

は図3-2ーlAに示すように転写されていると予想された。後述するように、 mcyJからは約

Ikbと2kbの転写産物が作られるが、今回のスクリーニングでは短いmRNAに対するcDNA

は得られなかった。データは示さないが2.4kbH岡山断片をNdel部位において3つのプロー

プに分割してノザン分析を行った結果から、短い方のmRNAは図3・2ーIAの破線のように転

写されているのではないかと考えられる。

得られたcDNAの5'端からHindIII部位までをpREPIベクターに組み込んだプラスミド

pREP-A Hは、 ndkJ-dn挿入株に対する抑圧能を保持していた。 pREP-A Hのインサートに

おいて、最もnmtJプロモーターに近く、なおかっこのcDNAに含まれる最も大きなORF

は、 84アミノ酸のみからなるポリペプチドをコードしていた(図3-2-2)0 mRNAの大き

さに比べてORFが非常に小さいことから、このORFが機能しているか疑わしいと恩われ

た。そこでこのORF部分の重要性を検討するため、 ORFの開始コドンを破壊したプラスミ

1ドごpREP-A H町(in川nI川11川i(下および開始コドンの直f後灸に終止コドンをf挿草入したプラスミトド"pREP-一A

H(肘1旬erm)を作製し、 mcyJ遺伝子破壊株(後述)に導入した。後で述べる様に、 mcyJ遺伝

子破壊株は接合率の低下を生じるが、これらのプラスミドはその欠損を相補できなかった

(図3-24)。データ は示さないが、ndkJ-dn挿入株に対しても同様の結果が得られた。以

上の結果、ならびにORF中央に位置するPstl部位を削ったサプクローンー#8 (図3-2-1)が

ndkJ-dn挿入株に対する抑圧能を失っていたことから、 mRNAのごく一部を占めるのみ

の、このORFが本遺伝子の機能に必須であることが示唆された。
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A 
1 591 1181 1771 2361 2954 

540 c四 ccdcg d t gcg t ccgg cg tdg aGGA TC AGCA 1'CATG'M'GT'悶τ'CAGCTGGCGTACAAC -481 

-4.80 'l'Gτ℃刊でfCACA1'GTAγIT'M'GGGGTTTAAAGGCGGAGAATA'!'GATGCCAAAGGTCGCT'l' ・.21

B 
-420 M.AGτ'GAGTAGMGAGTAT'T'CCAGAATTAA.λA'l'GAAAAAATAAAAAATGTAG'I沼1'GT'I'TT -361 

-360 TAσrAT'l'GTATA'I'GACACCCCCGCTGAGCTAGCGT'T'TGτ℃守、:iTGCA'M"T'AGTAτ'GCGAGT ・J01

-300 TAGTACACACAG守むTI"M"陀TCGGア門'CCCAC'l寸'CCCACTCAAAτ'CCCCCACA'IでAGTCC -241 

240 TTC'I'GC'I'T'Iで1"1でTCM'GTCτ。TT<ITAAτ'CAAATTATGAAGAGGTAACA'I'TC1'ACGCAAC -181 

180τ'CACGCAA'I'GTA1'TAGCATATGCAσ陀 GG'l'CGGA1ぢ叩CA'IiAτ可:>AGATCAAACACA'出'G ・121

-120 TA'I沼町む.，.，..門でl'TAACGTAT'円守ACCGATAGTATGσrAτ'CTCAGG'I'CAGA'I'CATC1ちCA -61 

-60 CAGAT守、::;CGτ'GCGCAGT'M'TCAGATGTATATATAGAGCGCAGCAσTCCGAC官、::;AGAGC'I'C -1 

l町 AGAAGA円 AACATATAGATCAs:AAA'叫 G刊?円四回'"1'ATACTCGC叩，-rc村山アr 60 

61 ocr守宅:>AACTAAACGMC1'GTCCTTC'I'TAAG'τ也τ"CTC'可沼.，.，..門℃σrcGACAA.ACAGl寸マ'c 120 

121 GC1明'G1'GATI可::;AGTAGAACTCAC'アrT"陀c-rcGT"円守℃忙Ĉ 'で'CTMCCTC'ITI'TC閉'c 180 

181 TTG'M"CMTCACCCGCAGGACTCAτ"CTCTτ'CC'M'GAAA'M'GAGMG訴:>11.1"円。T"T'T'T'AT'M' 2・0
241 TA'M'GTGAAGCTMG1'TCT門吋"CTTI"C守マ".，..陀C!で'TACTAAATCGGAAATATCM'CヨCAA 300 

301 ACCTCCCGTATAT'1'TCGAC'l'TI'GA.AAγf'TCTI'T'M'AGTCCGCTTTATACGσrてAτ'CCGT'T 360 

361 'M'ATC世"'，..γl'TC'M'CAATl¥GGATCCAATACTACCτ'CCCC'l'CAGCT'1'ておCTCATTCA'I寸て:> 420 

421σ，.，..γ円'CCTCGTTAACAAGTCAT'I'T'i'AATTT"町T'I"M'TCTAAT'円'CT'i'CA't'CCTT't'帽TA 480 

481 T1'CG1'TAGAGACAτて訓GAT"円、GGATTATτ'GCATAAT'M'GCGGAAA.ACCCAC'l'AC守てX;CAAC 540 

1 Jo! 0 L 0 y C 1 1 C G K P T T G N 16 

541 'l'TCTA't可、，c-rcτ'CG'I'GAATGτ"CATC!也CAGGA'I守'GCCCCGGσl'G1て"'1"1でGAC!可'CGGAG 600 

16 L Y C S R E C H L Q 0 C P G C G S T S E 36 

601 CAG'I'GTTCTTACTCTAAGTCGGC'Iて:;A'!'C守寸'CATAT沼TTAτ'CT'T'CCCAATATTTAGA'J'(ごA1' 660 

36 0 C S Y S K S A 0 L H M L S S Q Y L 0 H 56 

661 刊でCGAAGAAGGTCT'πC目、::;CC'M'CCCCATCCACTTCGTCTTCTC1'"M"悶AACGGT'ITT 720 

56 f R R R S S M P S P S T S S S L L N G f 76 

721 GTCGC'M'CCAGACTTGCTG'MでTTTAAT'門"J'ACCTTACAT'l'GCAT'TA'M'CCAACGAC'GGT 780 

76 V A S R L A V L ・ 85

781 GTCσTτ'GATATACACACAアrcA1"IむCCAACGおc-rcAλAA.AAAT'T A T A TTTCAT'M'CTCτ'C 840 

841 TATCTCGGTT'円可寸可マT"l"CA.，.，..円"CTCCπ::T'M'AA'I'CTGGGAAAATTTAT'ITACTTA'I'TT 900 

901 c'1可-r"守TTCCGGTTCCATTTTA'I'TT'M'TAT'門"CTCA'τ沼GGTACTTATAT'γrAAT'I'G'I'GC 960 

961 CTT'M'TTTA.AACCTAT'M'TTAT'T'TTATAAT'TC'rTATAAC'ITGAAGT'門寸守1"M"'M'CAAA1' 1020 

1021 n 'M'Aτ'GATAC'I"TAA.AAAT'円可"J'ATGCC'T'MでT'TAAA'I'GA'τ'GATCACTACACTAACCGτ可:; 1080 

1081叩叩AATAσ'M'GATCAT'田ATI"M"国CGG'"陀 ATACCG叩 TATGTTTCTTAAAT'国ATAG 1140 

1141 CCAAGCATCC'I寸ACATACTATCTTAAAτ寸寸でCAAATGA守て'Tτ'GGTGCGTATA1'τマ守てIT1'T 1200 

1201 AT也CACTTCATTATT'l'CATGAGT叩 TACAACTTAAT'陀GTTCACGCAATGヤ同日もG1'A1' 1260 

1261 GTT'町CATTACAATGTTτ'GTア!'GGCTτ"'1"1む==Aτ'GA，..門可"CTA守、:;ATAACG 1320 

1321 A1'A'Iマ'GTATGAGTCGAτ寸寸'GGTACTCGGAC'M'守η-rCGヲ"CAA守でGTAA'Iて:;GCA'I勺可守寸守A1' 1380 

1381 'M'CT'M'IごGAAATACGA1て:;GA1'A'I"M'rM'ACGATTCTTTTATτ'C'M'ATGATAτ'GGAC宅守可マ 1440 

1<‘1σ.，.，..陀GGI勺TGτ'CACGCAACTA'M'CTTAC'I"J'C1"γ円でTGCAA'I'CGCATTIiAT'M'GCACT 1500 
1501 G1'でTAAC力也T̂ ，寸'CGAGAτ可吋'GTCA'τ吋"CG守、::;C'(可守守"TACA'τ寸ATCCTCτ'GGCATC守'GGGA 1560 

1561 CAACTTTATGCTGAGTTCTTCTGAGCGCG1'AT"l"'1"TTAAAATACATAGAAGCTCTAGGCTT 1620 

1621 TCCC'rCAC'I可"CAτ"CATTTCM可可也CATA'I'CAACAT'M'τ'GCATT<目、:CCATτ'GGTI"T守、3M 1680 

1 681 CCT'M' AGAGTT A T'M' Aτ右T芯τ守TCGTGCTTTAAσ円マTCAGTT'門可沼=^'でG'M'TAC 1740 

1741 G世田GAτ.，.，.τ寸'GCAτ'1'AGACAA'I可可オマAGAGC'I:可'GCGTATCAAACTA守可可守ATACCCAAG 1800 
1801 CAC'ITτて;TTτ寸'CTACGAATCGATACCGACA'I可'1'AAC'I'GGCATCAGTACT1・TMAAAACGA 1860 

1861 TAAAATATTTATI"円、:;ATGAAAT'ITATAT官ITTA1沼ATJ>.AAAAAAAAGCATAAl¥Mτ守、:;A 1920 

1921 AAACGC1可勺'TAAAAATAT守"CAATI可'TA'M'AAAGτ'GCτ可可'Gm可'GCTACAACAAAAλATÂ 1980 

1981砧T'rAAA品 ATTAACCTA'噌陀TAC1'GTGG情 ACATGTAÂ CGAA'I'TA刊明叩CGCA 2040 

2041 AAGCTAATACATAAATACTGGCTGAATAATAAAAGCGCTTTCTACAGCAGTA'I'TAGσ'M'G 2100 

2101 AλAGC'M'G'M'TTAC1"円可'CTAGTTAAσTGTIC日'CTTTAT'I'CAAATGGATC1'A'M'TGGGA 2160 

2161 τ'GCCAACTACAGGGCAGGAA'M'AGCAAAAATAAAT守守九ATAGTAAGτ'GCCCACACCAGGA 2220 

2221 ATCCAACCτ'GCGTCGCATCGGCCACAACGA1'GAGTCTTAACCAC1沼GACCATGTGAGCAT 2280 

2281 守可'GTTATAAGAGCTC 2295 

-48-

----
図3-2-2 mcyJ 遺伝子座におけるORF検索と塩基配列。

A. mcyJ遺伝子座におけるORF検索。Bに示す配列を用いてORFを検索した。各カラムは

フレームを表す。三角印は開始コドンの位置を、縦線は終止コドンの位置を表す。従って

ORFは三角印と縦線の問に相当する。番号付けはBの最初の塩基配列をー!としている。転

写開始点は540付近に相当する。 Bで示すORFの領域を斜線で示した。

B. mcyJ遺伝子座の塩基配列。図3ふ lAのSacl部位から左側3kbの塩基配列を示す。mcyJ

によりコードされると推定されるポリペプチドのアミノ酸配列を下に示す。臨みのついた

塩基は単離されたcDNAの末端を表す。番号付けは、塩基配列は図3・2-3のプライマー伸長

反応で決定された転写開始点lとし、アミノ酸配列は84アミノ酸のORFの開始コドンを!と

した。

~G A T C 

-
-圃・・-

ー・b -・・・-

図3・2-3 mcyJ 転写産物のプライマー伸長反応。

mcyl遺伝子破壊株に図3ートlBのサプクローン#11を導入した株から全RNAを調製し、反

応を行った。右側4レーン (G，A， T，Clは反応に用いたプライマーによるシークエンスラ

ダーを表す。レーンextはプライマー伸長反応の試料であり、生じたバンドの位置を矢印

で表した。
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vector 
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initiation-
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図3-24 mcylORFに変異を導入したクローンの活性。上段に各コンストラクトの概略を

示す。下段は、各フ。ラスミドをmcyli宣伝子破壊株(後述)に導入した際の、接合に関す

る相補性をヨウ素染色により調べたものを示す。

(3)mcyJ遺伝子の発現

分裂酵母JY450株を用いて、ノザン分析により mcyl遺伝子の発現を調べた。mcyl遺伝

子からは約Ikbと2kbのmRNAが転写されており 、これらはslell欠損株においても同様に

発現していた (図3-2心 。窒素源、の有無による発現変化が多少観察されたものの、再現

↑生があるものではなかった。

図3・2-1のサプクローンには、先のORFを含んでいるにも拘わらず抑圧能を欠くものが

あった。これらに関してノザン分析によりその発現を調べたところ、正常に抑圧能を示す

ものと比較して転写産物の量が著しく低下していることが判明した (図3-2-6)。従つ
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て、これらのクローンで抑圧能が見られないのは、 産物の発現量が著しく低下しているこ

とによるものと考えられた。

wild type sste11 

-N/hr: 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 

ste11 

mcy1 --
rRNA 

図3-2-5 mcyl遺伝子の発現。

JY450 (wild type)およびJZ396(~s te 11)細胞をPM培地で培養し、対数増殖期において各々の

一部を集菌した (Ohr)。残りをPM-N培地に移し、 2、4、6、8時間後にサンプリングした。

全RNAを調製し、各々 10μEの則サAを1.2%ホjレムアルデヒドゲル電気泳動により分離し

た。メンプレンに転移させた後、 stellおよびかcyJに対する適当なハイブリダイゼーショ

ンプロープを用いて分析した。下段に示すエチジウム染色したrRNAは、各レーンにほぼ

等量のRNAが泳動されていることを表す。
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(4)mcylの有性生殖過程促進能

当研究室の今井義幸博士により、 rasl遺伝子の欠損による胞子形成不能、およびRaslの
lkb 

州共
N

一↓

A 

GAPをコードすると考えられるgapl遺伝子の過剰発現による接合不能を抑圧するクロー

ンがいくつか単離されていた。 mcylのサブクローニングおよび塩基配列決定の過程で、

mcylがこのうちのーっと同一であることが判明した。図3-2・7fこmcylがそれらの変異を

抑圧する様子を示す。さらに、 gaplとgpalの二重遺伝子破壊株の二倍休は胞子形成不能で

あるが、この表現型も本遺伝子の過剰発現により僅かながら回復した(データは示さな

(R) 

[suppression] [expression] 
+ + 

H H HII Sc 

←吋
Hae 

。
亡~
q-ー
ーモ

iLN 

mcyl+ 

65' 

63' 

ORF 

lerml川町。 い)。+ 

(5)mcyl 遺伝子破壊株の作製
B 

mcylの転写開始点およびORF部分を含む0.8kbNdeIl析片を、 1.8kbura4φカセットで置き
mcylム

換えたコンストラクトを作製し(図3-2-1参照)、これを用いてJY878(h90 ade6-M216leu 1 /ぷ
一ト

ura4-Dlめを形質転換した。 Urぶの形質転換体を7個選択し、そのうち3伺において遺伝子

置換が正しく行われていることが、サザン分析により確認された(データは示さない)。

N 

遺伝子破壊により接合率の低下が観察された(アデニン、ロイシン、ウラシルを含む

MEAプレート上3日目で、 JY450が約90%に対し、 mcylsは約30%)。-
ー

一--
一--
一・・
一
一・・
一
一・・
一
一--
一--
一・・
一
一・・一一，.一一・一・一
一・・一一・・一一・・一

rRNA 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

図3-2-6 mcylサプクローンからの遺伝子発現。

A.Bのノザン分析に用いたサプクローンの構造を示す。各サブクローンの5'側にはnmtl

プロモーターが存在している。

B. pREPIを導入したJY450細胞(レーンl、2)、およびpREPI (レーン3、4)、mcyl全長

(レーン5、6)、ORFの5'倶IJを欠いたサブクローン (レーン7、8)、ORFの3・倶IJを欠いた

サプクローン(レーン9、10)、ORFのみから成るサブクローン(レーン11、12)または

mcyl全長を含むがORF部分に終止コドンが挿入されたクローン(レーン13、14)を導入

されたmcyl遺伝子破壊株をPM培地で培養し、対数増殖期において各hの半分を集菌した

(レーンl、3、5、7、9、11、13)。残りをPM-N培地に移し、 4時間後に回収した(レー

ン2、4、6、8、10、12、14)。全RNAを調製し、各々 10μEのRNAを1.2%ホルムアルデ

ヒドゲル電気泳動により分離した。メンブレンに転移させた後、 mcylORF部分をプロー

プとして分析した。レーンテ10および13，14で中央に見られる弱いバンドはrRNAによる非

特異的シグナルである。下段に示すエチジウム染色したrRNAは、各レーンにほぼ等量の

RNAが泳動されていることを表す。

1 2 
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ras 1!':. j ras 1!':. diploid cells 

A a vector b ras1 

c ste8 d mcy1 

sporulation index 
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mating index 01 gap1 o.p. translormants 

vector ras1 steS steS' ste1 mcy1 

plasmid 

図3-2-7 mcy1 遺伝子による有性生殖過程の促進。

A. ras 1d.jras 1d.二倍体をpREP1(a)、pART-ras1(b)、pART-ste8(c)、またはpREP-mcy1(サ

ブクローン#10)(d)で形質転換した。各細胞をSSA培地に引き、30'Cで培養したのち写真

を縁った。パーは10μmを表す。右の表はこの時の胞子形成事をま とめたものである。

B. gapl過剰発現株に、pREP1(veclor)、pART-ras1(ras1)、pART-ste8(ste8)、pART-ste8*

(sle8*)、pART-ste1(Sl巴1)、またはpREP-mcy1 (mcy 1)を導入した。 各形質転換体をSSA培地

に引き、 30'Cで培養したのち接合率を計測した。
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(6)mcy1 遺伝子とras1を介した接合フェロモンによる細胞内情報伝達系の関係

mcy1 遺伝子破壊株が接合率の低下という表現型を示したこと、およびmcy1遺伝子の過

剰発現により ras1遺伝子の欠損株、あるいはそれに準じた株 (gap1過剰発現株など)の

表現型が抑圧されることから、 mcyJ遺伝子と、 rasJを介した接合フェロモン受容に関与

するMAPKカスケードとの問に何らかの相互作用があるのではないかと考え、mcy1遺伝

子破壊株に種々の遺伝子を過剰発現させた。その結果、 ras1遺伝子、またはMAPKKKの

相同タンパク質をコードするS白8j byr2遺伝子の活性化型変異体 (今井、未発表データ)

の過剰発現により、 mcyJ遺伝子破壊による接合率低下が著しく回復した (図3・2-8)。一

方、 mcy1遺伝子の過剰発現はsle8欠損株およびsle1欠損株の胞子形成不能を回復できな

かった(データは示さない)。従って、 Mcy1は、 SIe8を活性化するRas1由来のシグナル

を増強する役割を担っているのではないかと推測される。

(%) J mating index of mcy1企transformant

町周
80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

0 

vector ras1 ste8 ste8* ste1 mcy1 gpa1 

図3-2-S sle遺伝子によるmcy1j宣伝子破壊株の接合率の回復。

mcyl遺伝子破壊株にpREP1(v巴ctor)、pART刊 sl(ras1)、pART-ste8(ste8)、pART-ste8*

(ste8*)、pART-st巴1(ste 1)、pREP-mcy1(mcy1)、pREP-gpa1(gpa1)を導入した。各形11転換

体をSSA培地に引き30'Cで培養したのち接合率を測定した。
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(7)mcyl 遺伝子破壊株の高浸透圧培地における表現型

mcyJ遺伝子破壊は上述のように接合率の低下をもたらすが、それ以外の表現型を検討

してみた。その結果、 IMKCIを含むYPD培地 (YPDK)中において細胞の形態異常が観察

された(図3-2-9)。なお程度は低いものの、 1.2M ソルピトーJレを含むYPD培地において

も同様の変形が観察された(データは示さない)。また、 mcylste8二重遺伝子破壊株

は、有性生殖過程に関しては完全に不能、ElDちste8 の表現型を示すが、高浸透圧培地上

ではmcyl単独変異と同様の細胞変形が観察される(データは示さない)。従って、 mcyl

遺伝子破壊による細胞形態の変化は、 mcyl遺伝子産物の、接合フェロモンシグナルに対

するものとは異なる機能を反映していると考えられる。

これと全く同じ表現型を示す変異株は未だ報告されていない。しかし、分裂酵母の

PP2C型のセリン・スレオニンフォスファターゼをコードするptcl、ptc2、ptc3の三重遺伝

子欠損株および戸cJptc3二重遺伝子欠損株は、通常の栄養条件下において細胞の変形を生

じる (Shiozakiand Russell， 1995b)。この表現型はソルピトーlレの添加、または、 wisf若し

くはstyJーによって抑圧される (Shiozakiand Russell， 1995b)o wis I 遺伝子は、 MAPKKのホ

モログを、 styl遺伝子はMAPKのホモログをコードし、一つのカスケードをf薄成している

(Warbrick and Fantes， 1991; Millar et al.， 1995) 0 wis J欠損株はKCIおよびソルピトールなど

を含む高浸透庄培地中で細胞が異常に伸長することが観察されている(図3-2-9)。また

styl遺伝子産物を脱リン酸化することによって、この経路を負に制御するチロシンフォス

ファターゼをコードするpypl、pyp2遺伝子の二重変異株、および¥川l遺伝子の過剰発現

株など、この情報伝達経路が異常に活性化された株においては、丸く膨れた形の細胞が観

祭される。 (Millar巴tal.， 1995; Shiozaki and Russeli， 1995a)。このよ うな事実から、これら

の遺伝子群は浸透圧などの外界のスト レスを感知して、細胞の形態維持に関与していると

考えられている(表3-1参照)。

mcyl欠損株が高浸透圧培地において細胞形態に異常を呈すことから、これらの遺伝子

と何らかの関連があるのではないかと考えた。上記遺伝子群の一つである wisl遺伝子破

壊株は接合不能の表現型も示す。これは栄養源飢餓に伴うGI期停止がうまくでき ないこ

とが原因と考えられているが、 mcyl遺伝子過剰発現によってこれが抑圧された(図3-2・

10)。このことは、wisl遺伝子産物を含むシグナル伝達系とmcyl遺伝子産物との問に、

何らかの関係があることを示唆している。

56-

cell morphology in KCI media 

図3-2-9 高塩濃度培地におけるmcyl遺伝子破壊株の細胞形態。

IMKCIを含むYPDにJY450(a)、JX513(b)、JX425(c)を引き30.Cで5日間培養したのち、各

細胞の写真を撮影した。パーは10μmを表す。

表3-1 浸透圧シグナlレに関わる遺伝子の変異と細胞形態の関係。

遺伝子 培地

産物 変異 通常 高浸透圧

ホスファターゼ
ptc I ptc3 (ptc2) deformed normal 

pypJ pyp2 round swollen 

wisJ elongated 
MAPKK 

wisJ overexpression round swollen 
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図3-2-10 mcyl遺伝子によるwisl遺伝子破壊株の接合準の回復。

wisl遺伝子破壊株をpREPI(vector)、pREP卜wis1(wis 1)、またはpREP-mcy1 (mcy 1)で形質

転換し、各細胞をSSA培地にヲ|いた。 30
0

Cで5日間培養したのち接合京を計調IJした。尚、

pREPI-wislは、 wisl遺伝子が過剰に発現されすぎるため、あまり接合半の回復をもたら

さない。
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4.考察

第一章の考察

本研究で得られた分裂酵母ndkl遺伝子の産物は、権造の点からも活性の点からもヌク

レオシド二リン酸キナーゼとしての特徴を兼ね備えていた。図3-1-2に示すように、 ndkl

遺伝子産物の推定アミノ酸配列は、出芽酵母YNK遺伝子産物のそれとの62.3%をはじめ

として、種々の生物のNDKと高い相向性を示した。 Trikl遺伝子産物は抗ラットNDK抗体

と交差反応し、なおかつNDKとしての酵素活↑生も示した(図3-1-3)。

ndkl 遺伝子破壊株における細胞内NDK活性は、野生型株のそれと比較して二割程度し

か残っていなかった。それにも拘わらず、 ndkl欠損株には見掛け上、特別な表現型を見

いだすことができなかった。これは、分裂酵母細胞内にはNDK活性が過剰に存在し、通

常の生活環においてそのほとんどが不要であることを示している。これと同様の事実が出

芽酵母YNK遺伝子およびショウジョウノfエawd遺伝子においても観察されている

(Fukuchi et al.， 1993; Timmons et al.， 1995)。

ndkl遺伝子破壊株における残存NDK活性を担うものは何であろうかつピルピン酸キ

ナーゼ、あるいはp5d>nがNDKとしての活性も有していることが示唆されている (Saeki巴I

al.， 1974; Litwin et al.， 1992)。しかし、高等生物においては複数のNDK遺伝子が認められ

ていることから (Steeget al.， 1988; Rosengard et al.， 1989; Slahl et al.， 1991; Urano et al.， 1992; 

Venturelli et al.， 1995)、ndklとは別のNDK相同遺伝子の存在が分裂酵母でも予想される。

しかしながら、図3-1-2のアミノ酸配列の比較を元に、 TFIAVKPDおよびSGPVVAMのJI慎鎖

とPGTlRGDおよびN(I!Y)(1!y)HGSDSの逆鎖に相当するプライマーを用いたPCRによるス

クリーニング、 lowstring巴ntな条件でのサザンハイブリダイゼーション、そして、図3-1-5

に使用したコンストラクトを飢(bait)にしたtwohybrid法によるスクリーニングを試みた

が、これをつかまえることはできなかった。従ってndkl以外のNDK相同遺伝子を分裂酵

母から得ることはかなり困難であると思われる。

「序Jでも述べたように、 NDKが制御因子としての機能を示すケースが種々の系で報

告されている。本研究においても、 NDKが分裂酵母の有明生殖の促進に関与することが

示唆されたo ndkl-dnアリルの導入は有性生娘過程を阻害した。この際、接合フェロモン

に依存して転写誘導されるmatl-Pi、sxa2遺伝子の発現が顕著に低下した。さらに、 ndkl-

dnによる接合能の低下は、フェロモンシグナル伝達に関与するrasl遺伝子などの過剰発

現により 回復された。こうした事実は、 Ndklと接合フェロモンのシグナル伝達系との間
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に関連があることを示唆している。

ndkJ 遺伝子破壊株においては表現型が観察されないが、 ndkJ.<fnは有明生殖過程を阻害

する。この事実を説明する一つの可能性として、前述のように同定は難しいかもしれない

が、 Ndkl以外のNDK相同タンパク質が存在するとすれば、 Ndkl-dnがそのような他の

NDKサブユニァトと結合することによって残存NDK活性を有存|生殖過程に必要なレベル

以下に抑えてしまっていることが考えられる。確かにNdkl-dnはNdk1 + tの結合が見られ

(two hybrid法による未発表データ)、 Ndkl-dnの過剰発現により細胞内NDK活性が低下

した(図3-1-8)。しかしながら、 Ndklφ とNdkl-dnの両者を過剰発現させた株はNDK活

性を相当量有するものの、やはり有性生殖過程に異常が生じた(予備データ)。従って、

別の可能性、即ちNdklにはNDK以外の標的が存在し、それをNdkI-dnが競合することで

標的の活性化が抑制されると考える方が妥当である。

NDKと会合することによって基質を効率よく提供させていることが示唆されているも

のとして、 GTP結合タンパク質が挙げられる (Kimuraand Shimada， 1990; Kikl叫waetal.， 

1992; Bominaar et al.， 1993)。またショウジヨウパエの系でadwK pnにより抑圧されるTum-J

変異は、チロシンキナーゼの一種であるJAKをコードするhopscotchの優tl:変異である

(Hanratty加 dDearolf， 1993)。従って、本研究においてNdkl-dnとras-MAPKカスケードとの

関連性が示唆されたことは、細胞内情報伝達経路を通じたNDKの作用機構という観点か

ら、興味深いことと言える(図4・1)。

本研究により得られたNdkl-dnにおいては、活性中心残基と考えられるヒスチジンの隣

に位置するシステインがチロシンに置換されていた(図3・l-o)。 この変異体ではNDK酵

素としての活tJが喪失していたが、活性中心残基そのものに変異を導入したクローンを分

裂酵母細胞内で過剰発現させても、 pREP-ndkl-dnと同様の効果を得ることはできなかった

(図3-1-7)。このことは、 Ndkl-dnが活性中心残基そのものに変異を導入したタンパク抗

とは異なる性質のものであることを示唆している。細胞'問粘菌Dictyosteliu/]] discoideumに

おいて、活性中心のヒスチジンをシステインに置換した変異体は、トJdkl-dnのような

dominant-inhibitoryな効果を示さない (Sellamet al.， 1995)。また、ヒトのNDKであるNm23・

H2によるHEL細胞の赤血球への分化の抑制は、N末端部分だけでも起こりうる (Okabe

Kado et al.， 1995)。さらにNm23・H2のc-myc転写因子としての活性は、 NDKとしての活性

中心に変異を導入しでも影響を受けない (Posteland Fe打one，1994)。このような報告も、

NDKの調節因子としての機能が酵素活性と必ずしもリンクしているわけではないことを

示している。従って、 Ndkl-dnによる表現型は、酵素活伯の喪失と、 1舌tl中心付近の構造

変化による基質または標的との結合能の変化とが複合した結果なのかもしれない。あるい
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は、活性中心に変異を導入したものはdominant-negativ巴としての活性も失っているのかも

しれない。今後、Ndkl-dn変異体と活伯中心残基そのものにアミノ酸置換を施した変異体

との問で、どの様な相違が生じているのかを解析することで、 Ndkl-<lnのtlJ1に関する手

がかりが得られると考えられる。

近年、 NDKのヒスチジン以外の残基、すなわちセリン残基におけるリン酸化について

の報告がいくつかなされており (MacDonaldet al.， 1993; Munoz-Dorado el al.， 1993; Bominaar 

et al.， 1994)、NDKの酵素活性ではなく、セリン残基のリン酸化の程度が転移抑制能に関

連があることを示唆するデータも提出されている (MacDonald巴tal.， 1993)。予備的実験な

がら、 Ndklに関しでもセリン残基におけるリン酸化の可能性を検討してみたが、 回vltro

における自己リン酸化レベルに関しては他のNDKと同様に非常に低いものであるという

結果を得た。またリン酸化されると考えられている残基のいくつかを置換しでもNdkl-dn

のような顕著な表現型を観察するには至らなかった。これに関しては 1llV1VOでのリン酸

化状態や他の残基への変異導入などさらに検討を要する。 ndkJ.<fn遺伝子産物による

dominant-negativeな表現型を説明するには、標的分子の単離とともに、前述のような活性

中心領域の構造変化、および分子会合のための構造の変化などに対して、さらに詳細な解

析が必要と考えられる。
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図4ーl 分裂酵母ndkJ-dnとショウジヨウバエawdK.pn。各々の関与する細胞内情報伝達系

に対するモデル図。awdK仰遺伝子産物は、 JAKのホモログであるHopの活tl化型変異

Tum-Iによる血液細胞の増殖、分化異常を抑圧する。分裂酵母Ndkl-dnは、接合フェロモ

ン受容経路Rasl→ Ste8→ Stel→ Spklに作用して、その活性を弱めていると考えられる。
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第二章の考察

mcyJ 遺伝子は本研究のndkJ-dn挿入株をはじめ、 rasJ遺伝子欠損株、 gapJ遺伝子過剰

発現株など、種々の有性生殖過程変異体に対する多コピーサプレッサーとして単離された

(図3-2-1、7) 0 mcyl 遺伝子の過剰発現はこれらの変異株以外に、 gad5gad6二重変異

株、 mam4変異株のそれぞれ接合不能、胞子形成不能を回復させる(久保、今井、私

信)。分裂酵母は細胞周期のGI期から接合過程へ移行すると考えられており (Nurseand 

Biss巴tt，1981)、gad5gad6二重変異株は、栄養源が枯渇した際にGI期への移行がうまくで

きずに接合不能の表現型を示す。これを多コピーで抑圧する遺伝子としてmcyl遺伝子と

ともにrasl遺伝子も単離されている。Raslや接合フェロモンの一方であるmfm遺伝子産

物は、 C末端部におけるファルネシル基およびメチル基の付加がその機能発現に必須であ

る(Davey，1992; Gibbs et al.， 1993; Kjarul巴ffel al.， 1994) 0 mam4遺伝子はメチル基転移酵素

をコードしており、 この遺伝子の変異株では接合および胞子形成不能となる(今井未発

表データ)。これもrasl遺伝子などの接合フェロモン受容のカスケード上の遺伝子を過剰

発現させてやると胞子形成が回復する。このようにmcyl遺伝子は、 rasJをはじめとして

接合フェロモン受容の情報伝達系に関する遺伝子の変異体と密接に関連している。従っ

て、本研究でndkl-dn挿入株を用いたスクリーニングにおいてmcylが単離されたこと

は、 Ndklが第一章で述べたように接合フェロモンの情報伝達系に作用していることを支

持していると考えられる。

mcyl 遺伝子からは二本のmRNAが転写され、その上にコードされる84アミノ酸から成

るORF部分が本遺伝子の活性に必須であることが、構造解析の結果から示唆された(図3-

2-2、3、4)。このORFの上流および下流の非コード領域を欠いたクローンでは、 日dkl-dn

挿入株に対する抑圧能が見られなかった。図3-2-6に示したノザン分析から、これらのク

ローンではmRNAの蓄積が著しく低下しており、従って産物の発現量の低さから抑圧能が

見られなかったと考えられる。

これらのク ローンにおいてmRNAの蓄積が見られなかったのは、 nx:ylの非コード領域

において、 nmt1プロモーターからの転写に影響を与える部分があること、 mRNAの安定

性などに重要な領域があることなどの理由が考えられる。 mRNAの非コード領域は、ショ

ウジョウバエのhunchback、線虫のlin-14などで翻訳に影響を与えることが知られている

(Cunis el al.， 1995)ように、遺伝子の発現制御に重要であることがわかりはじめている。

分裂酵母においては、胞子形成に関わるspo5遺伝子のORFのC末端に相当する領域から3'

慣IJがmRNAの蓄積と何らかの関係があることが示唆されている(宝来、渡辺、私信)。こ
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うしたm附ぜAの蓄積に関する研究は現在のところ進められていないが、今後mcylやspo5

の構造をさらに詳細に解析することで、また、さらに多くの遺伝子に関してこの問題に対

する情報が蓄積されてくれば、 mRNAの動態に関して有益な'情報が得られるのではないだ

ろうか。

mcyl遺伝子によりコードされるORFの構造上の特徴は、 Znフインガ一線のシステイン

の繰り返しがあるだけだが、これが有意なものであるかは疑わしい。 またmcyl推定遺伝

子産物は、 84アミノ酸中20残基、FtPち23.8%がセリンもしくはスレオニンという特徴を持

つo mcylORFには84アミノ酸しかコードされていないが、このような短いORFをもっ遺

伝子の例としては、出芽酵母のRBL2がある。 RBL2遺伝子にコードされるタンパク質は

106アミノ酸残基しかないが、 s-チュープリンに結合して微小管の構成に機能している

(Archer et al.， 1995)。従って、 mcyJ遺伝子産物も小さいながらタンパク質として十分機能

しうるものであることが推測される。

mcyJ遺伝子は、上述のように、接合フェロモンからのシグナル伝達系の因子の中でも

Raslの活性に異常があると考えられる変異体に対して、その有性生殖過程への移行を促進

することが示された。しかし、この情報伝達カスケードにおいてRaslの下流に位置する

s le8 および~slel 遺伝子欠損株の表現型を抑圧することはできなかった。さらにmcyJ 遺伝

子破壊による接合率の低下は、ste8の活性化型変異体により回復した(図3-2-8)。これら

の結果から、Mcylは、Raslの近傍で機能しており、Raslから下流のMAPKカスケー ドへ

の情報伝達をサポートしているのではないかと推i~IJ される。今後、遺伝子産物レベルでの

各々の相互作用を解析し、このモデルを検証すべきであろう。

mcyl遺伝子破壊株は高カ リウム培地において細胞形態の異常を呈した(図3-2-9)。

ptc、pyp、wisJなど浸透庄シグナルに関与する遺伝子の変異でも細胞形態に変化が生じ

ることから、 mcyJ遺伝子が上記接合フェロモン受容系以外に、浸透圧によるシグナル伝

達においても機能していることが予想された。 mcyl遺伝子と、 wisl遺伝子との関係を調

べたと ころ、 mcyl遺伝子過剰発現は、 wisJ遺伝子破壊による接合不能を回復させた (図

3-2-10)。これには様々な理由が考えられる。 wisJ遺伝子破壊株は窒素源飢餓に伴う01期

停止ができないので接合過程に異常が生じると考えられるが、上述のように、 mcyJ遺伝

子はGl期停止不能の表現型を持つgad5gad6変異株を多コピーで抑圧できることから、

wisl変異株に対しても同様にこの過程を正常化しているのかもしれない。wisl遺伝子は

接合フェロモン受容のカスケードにも影響を及ぼしていて接合でき なかったのが、mcyJ

過剰発現により接合フェロモンシグナルが増強され、接合できるようになったという可能

性も考えられる。この場合、接合フェロモンのシグナルは01期停止にも寄与しているこ
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とから (lmaiandYamamoto， 1994)、上記の01期停止不能という wislの表現型も克服でき

るの治、もし7.1.ない。

wisJ遺伝子過剰発現は細胞増殖を阻害する。予備データではあるが、 mcyJ遺伝子破壊

株では、この増殖阻害が若干弱まる現象が観察されている。先のwβl遺伝子破填株での

接合不能の表現型の抑圧と併せて、 mcyJ遺伝子は、 wisJ遺伝子を含めた浸透圧シグナル

伝達経路と何らかの関連があると推測される。

このように、mcyl遺伝子は接合フェロモンと浸透圧の二つのシグナル伝達に関与する

ことが示唆された(図4-2)。その分子機構としては、 nr:yJ推定遺伝子産物が非常に小さ

いことから、 何らかのタンパク質と複合体を形成してその活仰を調節しているのではない

だろうか。あるいはアダプタ一分子として複合体形成に寄与しているかもしれない。その

際、複合体となる相手が複数存在することで、複数の経路に対して影響力を有すことにな

っていると予想される。今後、 mcyJ遺伝子産物と相互作用する分子を単離することで、

その作用機序の手がかりが得られると期待される。

wisJ 遺伝子の過剰発現や遺伝子破壊、 p削 ptc3二重遺伝子破壊および、mcyl遺伝子破壊

など浸透圧シグナルの関連遺伝子で細胞形態の異常を示すものは多いが、形態のみで各遺

伝子の関係を検討するのは現状では困難である。さらに、 「序Jでも述べたようにraslお

よびraJ遺伝子なども細胞形態に関与しているので、両カスケードの問に何らかの相互作

用があるのではないかと予想される。今後、さらに形態に関与する変異体の単離、および

形態のクラス分け、さらに細胞骨格タンパク伐との関係が解析されていくだろう。また、

wisl 遺伝子破壊が、栄養源飢餓下の01期停止不能、生存本の低下などの表現型も示すこ

とから、このカスケードは栄養環境からもシグナルを受け取っていると考えられる。従っ

て、 「序」に述べたような栄養源認識機構に対しでも関連があると考えられる。本研究に

おいて、 mcyJ遺伝子が接合フェロモンと浸透圧という複数のシグナルに対して影響しう

ることが示唆された。このことは、上記のような複数の情報伝達カスケードが相互に関連

しあっているこ とを示唆していると考えられる。今後、さらにカスケード問の関係が解明

されることで、有性生殖過程をはじめとした分裂酵母の様々な生命現象に対してその分子

機構の全体像が複合的に明らかになっていくことが期待される。
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extraceJlular stress mating pheromone 

図4-2 分裂酵母四y1遺伝子産物の機能に関するモデル図。

mcy1遺伝子産物は、接合フェロモン受容と浸透圧などの細胞外ストレス感知との両方の

シグナル伝達に関わり、窒素i原飢餓下での有性生殖過程や、浸透圧ストレス下での細胞形

態の維持などを調節していると考えられる。
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