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【序論】 

出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeの細胞壁は、細胞を形作る細胞外マトリクスである。細胞壁は複

数の構成成分が組み合わさったネットワーク構造体であり、各成分の合成が外部環境の変化や細胞周

期に併せて制御されることで、細胞形態を適切に維持している (Cabib et al. 2001)。このように細胞形態

の解析は、細胞壁の合成異常を直接モニターできると考えられるが、これまでの細胞壁研究においては、

細胞形態の解析は一般的に定性的な観察に限定されていた。 

酵母の形態を定量的に解析するために、当研究室では複数の細胞構造 (核、アクチン、細胞壁) 

を同時染色し得られる顕微鏡画像を基にしたイメージング解析手法を開発した (Ohya et al. 2005)。ここ

では CalMorph と呼ばれる画像解析プログラムを使用し画像から、501 次元の高次元で大規模な情報を

得ているが、このような情報はそのままでは多くのノイズを含んでおり、直接的に生物学的な意義や発見

を得ることは難しい。ここから本質を抽出するためには、統計的な手法に基づくデータの分類や圧縮とい

ったデータ処理が不可欠である (Ohnuki et al. 2007, and Ohnuki et al. 2012) 。 

本研究では、細胞壁の異常をモニターするために出芽酵母の高次元形態情報に着目し、定量的な

手法に基づいて解析を行った。具体的には、細胞壁の構成成分である 1,3--グルカンの合成を触媒す

る Fks1p に関して、複数の fks1 条件致死変異株を形態情報から定量的に分類し、分子内機能を解明し

た。さらに、複数の細胞壁合成阻害剤を用いて、各成分の合成を阻害した際の形態的情報に主成分分

析を応用しデータ圧縮を行い、形態情報に基づく阻害剤の効果の評価や作用機序に関して解析した。 

 

【結果と考察】 

1. 高次元表現型解析による 1,3--グルカン合成酵素の触媒サブユ

ニット Fks1pの分子解剖 

1-1  複数の fks1変異株の細胞形態の定量化と分類 

Fks1pは細胞壁の主要な構成成分である 1,3--グルカンを合成す

る 1,3--グルカン合成酵素 (GS) の触媒サブユニットである。Fks1p はグルカン合成とは無関係にエンド

サイトーシスの異常も引き起こすことから (deHart et al. 2003)、多機能タンパク質であると考えた。Fks1p

の機能を分類し理解するために以前に当研究室で単離した 10種類の fks1温度感受性 (fks1-ts, fks2) 



変異株を解析対象に選び、

その細胞形態を定量化し分

類することにした。ここで予期

せぬ突然変異による細胞形

態への影響を抑えるために、

1 倍体変異株を掛け合わせ

てホモ2倍体の株を作成した。

作成した全ての 2 倍体株を

25℃で培養したのちに、増殖が阻害される温度条件 (35.5℃, 

図１) にて 4 時間培養、固定、染色を行った後に、蛍光顕微鏡

画像を繰り返し撮影した (1回につき 200細胞以上、野生型株

20回、変異株 5回)。得られた画像を基に、CalMorphを用いて

細胞構造 （細胞壁、核、アクチン） に関する 501 種類の定量

的な情報 (501パラメータ) を取得した（図 2）。得られた値を基

に形態の類似性に基づくクラスター分析を行ったところ 3 つの

変異株クラスが検出された (図 3)。興味深いことに、各クラスでは、温度感受性の原因となる変異の位置

が互いに近接していた (図 4 上)。このことは Fks1pが機能ドメインをもちそれぞれに異なる機能を持って

いることを示唆していた。 

1-2 fks1変異株クラスごとに特徴的な表現型の解明 

示唆された Fks1p の機能ドメインについて、各クラスにおける形態以外の表現型と比較することで特

徴づけを行った。クラス１に分類された 2つの変異株は、in vivoでのグルカン合成基質の取り込み量が低

下していたことから、細胞内におけるグルカン合成に異常を示すことが明らかになった。クラス 2 に分類さ

れた 3 つの変異株は、アクチンの脱局在および大きく丸い細胞形態を示し、アクチン細胞骨格と非依存

的に制御されるタンパク質 Spa2p の脱局在が見られたことから、細胞極性の喪失が示唆された。クラス 3

に分類された 4 つの変異株は in 

vitro および in vivoで GS活性が低

下していた。以上のように fks1-ts 株

クラスの表現型を基に Fks1pの複数

の機能ドメインを同定した。 

2. 細胞壁合成に関する化学遺伝

学的解析 

2-1  細胞壁の構成成分の合成阻

害剤処理による濃度依存的な形態

変化の評価 

高次元形態情報を適用して細胞壁に関する表現型解析を行うために、まずは細胞壁の各成分の合

成を阻害した場合の形態変化を評価した。阻害剤として echinocandin B, tunicamycin, nikkomycin Zを

野生型酵母 (his3) に対して個別に処理することで、細胞壁の主要な構成成分である 1,3--グルカン, 

マンノプロテイン, キチンの合成過程を阻害した。阻害剤処理の形態変化をより高精度に観察するため

に、5ないし6段階の濃度で酵母細胞を処理した際の形態情報を繰り返し取得し (濃度1段階につき200

細胞以上、5回)、得られた形態情報に対し連続的な主成分分析 (Ohnuki et al. 2012) を適用することに

よって濃度依存的かつ独立に変化する形態成分を抽出したところ、3 つの阻害剤間の全てに共通するも

のはなかった。 



2-2  阻害剤処理による形態的および生理学的効果の解析 

3 つの阻害剤間の全てに共通する形態成分が見

つからなかったことから、阻害剤処理による形態変化の

特異性は、その作用機序の特異性を反映する可能性を

考えた。そこで異なる阻害剤処理による形態変化の特

異性を表すために、主成分分析により算出される変数

である主成分負荷量に着目した。この値は、薬剤処理

により濃度依存的に変化する第一主成分に対する各パ

ラメータの相関係数である。この値の符号を基に二つの

異なる薬剤処理に対して同/逆方向に変化する 2 種類

のパラメータ(同方向/逆方向パラメータ)を定義して 501

パラメータを二つに分類した (図 5A)。得られた分類に沿って主成分分析を行うことで二つの軸ならびに

それらから成る平面を設定し echinocandin B と tunicamycin処理のデータに適用したところ、期待通り二

つの薬剤処理による形態変化は濃度依存的に異なる方向に展開された (図 5B)。さらにこの平面上に

echinocandin Bのアナログである micafungin処理による結果をプロットすると明らかに echinocandin B と

類似していたことから、この平面は形態変化のみでなく作用機序の類似性も同時に反映していた。 

2-2  阻害剤の細胞内標的および作用機序に関する解析 

今回使用した阻害剤は、細胞内の作用標的が既知であるが、

標的分子の機能阻害が形態上に反映されているかを知るために薬

剤の処理濃度依存的な形態変化と非必須遺伝子破壊株の形態変

化の類似性評価法 (Ohnuki et al. 2010) を適用した。その結果

tunicamycinと nikkomycin Zに関しては既知の細胞内標的 (ゴルジ

体マンノース転移酵素複合体、キチン合成酵素) をコードする遺伝

子破壊株との有意な類似性が見つかったが、一方で echinocandin 

Bでは標的である FKS1および FKS2破壊株との有意な類似性が見

られなかった。この結果の原因としてこれら二つの遺伝子の機能的

な重複が、単独の遺伝子破壊による表現型を相補することが考えら

れるため、1-1で取得した fks1-ts株 (fks1-ts, fks2) の形態と比較す

ることにした。ここでは fks1-ts 株の形態情報を基に主成分分析を行

うことで得られた変異株クラスを分ける平面上に echinocandin Bの濃度依存的な形態変化をプロットする

ことで比較した (図 6)。 

Echinocandin B を含むキャンディン系

薬剤は真菌の 1,3--グルカン合成阻害剤

であり、その処理による形態変化は 1,3--グ

ルカン合成触媒機能に異常のあるクラス 3

変異株と当然類似すると想定していたが、

驚いたことに細胞極性に異常のあるクラス 2

と 類 似 し て い た 。 こ の 類 似 性 か ら

echinocandin B 処理は細胞極性の異常を

引き起こすという仮説を立て、薬剤処理時

における Spa2p の局在を観察した結果、出

芽した細胞において Spa2p が局在する細胞の割合が有意に低下していた (図 7)。ここでキャンディン系



薬剤に抵抗性となる遺伝子変異の位置  (Hotspot) と fks1-ts 変異株の変異位置を比較したところ、

hotspotはクラス 2とクラス 3の変異部位を挟むように存在した (図 4下)。以上の結果から echinocandin B

は Fks1pの hotspot部位と相互作用することで、近接するクラス 2 と 3の二つの異なる機能ドメインを阻害

するという作用モデルを考案した。 

 

【結論】 

本研究では、出芽酵母の高次元形態情報に基づいて細胞壁の合成過程に関する解析を行い以下

のような結果を得た。 (1) 1,3--グルカンの合成を触媒するFks1pの分子機能を解明するために、複数の

fks1 条件致死変異株を形態上の類似性により分類し、分子生物学や生化学的な表現型との関連解析を

行うことで分子内機能ドメインを同定した。(2) 細胞壁の各成分の合成を阻害した際の形態的変化の特

徴を抽出することで、阻害剤において、その効果を評価する手法の開発や新たな作用機序の提案を行

った。 

 


