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要旨 
 

 細胞分裂には、細胞の増殖に必要な体細胞分裂と、生殖細胞を生み出すのに
必要な減数分裂の 2 つの様式が存在する。減数分裂は酵母からヒトまで真核生
物で広く保存されており、その分子メカニズムには種を超えた類似点が多いと
考えられる。しかし、体細胞分裂に比べて減数分裂のメカニズムについては不
明点が多く、特に転写後調節に関する知見がすくない。そこで私は、減数分裂
における転写後調節に着目し、分裂酵母の減数分裂特異的に発現する RNA結合
タンパク質である Spo5の機能を解析した。Spo5は、減数第二分裂の進行と胞子
形成に必須の役割を果たす。また、RRM (RNA-recognition motifs) と呼ばれる
RNA 結合ドメインを 2 つ持つ。現在まで、そのターゲット RNA 分子は未知で
あった。 
 本研究では、Spo5 の核外移行の重要性を明らかにし、またいくつかのターゲ
ット mRNAを同定した。Spo5は RRMをもちいて、mRNA輸送経路を介して核
外移行すること、核外移行は Spo5 の機能に重要であることを見出した。また、
Spo5が結合するターゲット mRNAとして、ATF/CREBファミリーの転写因子を
コードする pcr1 mRNA、体細胞分裂および減数分裂に必須のサイクリン Bをコ
ードする cdc13 mRNA、減数分裂・胞子形成を制御する転写因子をコードする
mei4 mRNA、および APC/Cによるサイクリン Bの分解を部分的に抑制すること
で減数第二分裂の進行を保証する因子をコードする mes1 mRNAを同定した。遺
伝学的解析の結果は、これらの因子が全て Spo5 の下流で働くことを示唆した。
また、Pcr1やMei4が cdc13+遺伝子の転写を調節する可能性を見出した。以上よ
り、Spo5の下流では様々な因子が働くとともに、複数の機構によって Cdc13の
発現が促進され、減数第二分裂の進行と胞子形成が制御されていると推測した。 
 一方、私は spo5∆株の胞子形成不能を抑圧するサプレッサーの解析をおこない、
Cdc13 を分解へと導く APC/C の活性化因子の欠損が spo5∆株の胞子形成の異常
を抑圧すること、さらに興味深い結果として、Pcr1 以外の ATF/CREB 因子が欠
損すると胞子形成の回復が見られることを突き止めた。このことは、ATF/CREB
因子が Cdc13の発現を抑制し、Cdc13の発現を促進する Spo5と拮抗的に働くこ
とで、胞子形成の開始が制御される可能性を示唆している。 
 
 
 
 



 

 

Abstract 
 
There are two types of cell division. One is mitosis, cell division essential for the cell 
growth for all organisms. The other is meiosis, a special type of cell division, which 
produces germ cells in eukaryotes. Meiosis is conserved from yeast to humans and its 
molecular basis is thought to be similar beyond species. However, we know less about 
the molecular mechanisms of meiosis than that of mitosis, especially about   
post-transcriptional regulations. For that reason, I focused on post-transcriptional 
regulations during meiosis. I analyzed the function of a meiotic RNA-binding protein 
called Spo5 in fission yeast. Spo5 plays an essential role for the progression of meiosis 
II and spore formation. Although we have already known that Spo5 has two putative 
RRMs (RNA-recognition motifs), target RNA molecules of it have not been identified 
yet. 
 Here I show the functional significance of nuclear export and the 
identification of target mRNAs of Spo5. Spo5 is exported to the cytoplasm through its 
RRMs and an mRNA-export pathway, and nuclear export is important for its function. I 
identified mRNAs of the following genes as target mRNAs of Spo5: pcr1+, encoding an 
ATF/CREB transcription factor; cdc13+, encoding a cyclin B essential for mitosis and 
meiosis; mei4+, encoding a transcription factor which regulates meiosis and spore 
formation; and mes1+, encoding a factor that ensures the progression of meiosis II by 
inhibiting APC/C activity partially and thereby preventing Cdc13 degradation. A series 
of genetic experiments showed that these factors may all act downstream of Spo5. I also 
found that Pcr1 and Mei4 might regulate the expression of the cdc13+ gene as 
transcriptional activators. I speculate that Spo5 may boost the expression of Cdc13 
through multi-step pathways by multiple factors including itself, therefore regulating 
the progression of meiosis II and spore formation properly. 
 By analyzing suppresser mutations, which would suppress the spore 
formation deficiency in spo5∆ cells, I found that the depletion of an APC/C activator 
that leads to Cdc13 destruction could suppress their defects. Interestingly, the disruption 
of ATF/CREB factors except for Pcr1 could also induce spore formation in spo5∆ cells. 
These data suggest that ATF/CREB factors may repress the expression of Cdc13 by 
counteracting Spo5 that conversely boosts the expression of Cdc13, and thus regulate 
the initiation of spore formation.  
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序章 
 
体細胞分裂 
 細胞分裂には体細胞分裂 (Mitosis) と減数分裂 (Meiosis) の2種類の様式が存
在する。体細胞分裂は細胞増殖に必須の分裂である。細胞が自分と同一の細胞
を生み出すためには、生存に必要な遺伝情報を持った DNAとヒストンからなる
染色体を DNA 複製によって倍加させ、それを 2 つに分ける過程が必要である。
すなわち、体細胞分裂は DNA複製・分配と細胞質分裂によって細胞のクローン
を増やす過程であるといえる。体細胞分裂の細胞周期は、DNA複製準備期（G1
期、G: Gap）、DNA複製期 （S期、S: Synthesis）、分裂準備期（G2期）、そして
分裂期（M期、M: Mitosis）からなる。G1, S, G2期を総称して間期 (Interphase)
と呼ぶ。二倍体の生物の体細胞分裂では、DNA複製によって DNA量が倍加 (4n) 
したあと、細胞分裂により 2nへと変化する（nはゲノム 1セットを表す）。 
 分裂期は、前期 (prophase)、前中期 (prometaphase)、中期 (metaphase)、後期
(anaphase)、終期 (telophase)、細胞質分裂 (cytokinesis) から構成される。分裂前
期には染色体凝縮が開始し、中心体間で微小管が形成され始め、紡錘体が形成
される。分裂前中期には染色体凝縮が進行して姉妹染色体を形成し、中心体が
両極に移動する。中心体から伸びた微小管は染色体を捕捉する。分裂中期には
染色体は整列し、全ての染色体が微小管によって捕捉されると、紡錘体チェッ
クポイントが解除され分裂後期へと移行する。分裂後期には姉妹染色体が分離
し、両極へ移動する。分裂終期には染色体は脱凝縮する。核分裂が完了したあ
と、赤道面に収縮環が形成され、アクチンやミオシンによって細胞がくびり切
られる細胞質分裂が起こる。細胞質分裂が完了すると細胞は間期へと戻る。 
 細胞周期の各時期には決まった因子（細胞周期制御因子）が厳密に細胞周期
を制御するが、異常が起こるとそれを検知して細胞周期制御因子の働きを抑制
し、細胞周期をストップさせるチェックポイント機構が働く[1]。細胞周期制御
因子は、遺伝子発現の調節、染色体の構築や分配、微小管などの細胞骨格の制
御、細胞内シグナル伝達など、細胞分裂時にみられる多くの細胞内生命現象に
重要な役割を果たす。サイクリン B／サイクリン依存性キナーゼ複合体はその
中心的な因子である。この複合体に関しては後述する。 
 出芽酵母や本研究でもちいた分裂酵母は、生活環に一倍体の状態が存在する
ため遺伝学的手法により自由に遺伝子改変しやすいこと、スクリーニング等に
より多くの変異体が得られていること、哺乳類と比べて短期間で研究結果が得
られること等が研究するうえでのメリットとなる。これらのメリットを活かし
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た両酵母をもちいた研究によって、体細胞分裂に関する多くの知見が蓄積して
きた。近年の可視化技術の進歩によって、細胞分裂中に細胞内構造体がダイナ
ミックに変化する過程を高感度で経時的に撮影できるようになった。生育が速
く、培養してから観察するまでの時間が短くてすむ酵母をもちいた細胞分裂研
究は、現在でも細胞生物学において重要な位置を占めている。 
 
減数分裂を研究する意義 
 減数分裂は、真核生物が精子や卵子、胞子などの有性生殖に必要な配偶子を
形成するためにおこなう分裂である。減数分裂は DNA複製に続く二度の連続し
た核分裂と、その後の配偶子形成の過程からなる。DNA複製を間に挟まない二
度の核分裂により、染色体数が半減した配偶子の形成が保証される。すなわち、
二倍体の生物 (2n) では減数分裂前DNA複製によってDNA量が倍加 (4n) した
あと、2 回の連続した分裂により配偶子 (n) が形成される。減数第一分裂は還
元分裂と呼ばれ、染色体の乗り換えにつづいて組み換えが起き、相同染色体が
分離する。染色体の組み換えは、真核生物が遺伝的に多様な子孫を残すためだ
けでなく、相同染色体が正しく両極に分配されるためにも必須の過程である。
他方、減数第二分裂は姉妹染色体が分離する均等分裂をおこなうことから、体
細胞分裂と類似点が多いと考えられる[2]。このように、減数分裂は体細胞分裂
とは大きく異なる第一分裂と、体細胞分裂と類似した第二分裂からなる。従来、
染色体分配装置などは減数分裂でも体細胞分裂と同様のものを利用すると考え
られてきた。しかし、近年の研究により、体細胞分裂と減数分裂で共通だと考
えられていた装置の構成要素が異なる例が複数報告されている[3-5]。このよう
な複雑さが、体細胞分裂に比べ減数分裂の理解が遅れている一つの要因である。 
 近年、減数分裂期における染色体分配の研究が進んでいる[2, 6]。減数分裂で
染色体が正常に分配されないと染色体不分離 (chromosome nondisjunction) が起
こる。染色体不分離では配偶子の染色体数に異常が生じる（異数性、aneuploidy）
ため、不妊や個体の致死、ダウン症などの染色体異常疾患を引き起こす。また、
減数分裂進行の異常によって、生殖細胞の減少に伴う不妊を引き起こすことも
知られる[7]。減数分裂は個体が遺伝情報を正常に子孫に伝達するために必要な
過程であり、減数分裂と疾患との関わりを考えると、減数分裂を正確に理解す
ることは医学的にも重要である。生命活動の基本的な過程であり、体細胞分裂
と比べ未知の点が多い減数分裂について、その機構および意義を解明すること
が、基礎生物学の発展において重要であることは言うまでもない。 
 酵母の扱いやすさと先行研究による知見の蓄積を利点として、私は分裂酵母
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を材料として減数分裂の解析をおこなった。分裂酵母および出芽酵母では、転
写制御因子が中心となって、減数分裂および胞子形成の各過程が順序立てて進
むように制御をおこなう[8-11]。しかし、減数分裂を制御する転写後の制御機構
については不明な点が多い。近年、高等生物だけでなく出芽酵母でも、転写後
制御に関与するRNA結合タンパク質が減数分裂の進行に重要な役割を果たして
いることが明らかになりつつある[12, 13]。そこで本研究では、減数分裂特異的
に発現するRNA結合タンパク質であるSpo5に注目した。Spo5を説明する前に、
分裂酵母の生活環と spo5遺伝子同定の経緯について概観する。 
 
分裂酵母の生活環 
 分裂酵母 Schizosaccharomyces pombeは通常一倍体で生育する。分裂酵母の細
胞周期は特に G2 期が長い。窒素源が枯渇すると体細胞分裂は G1 期で停止し、
接合フェロモンを放出することで接合型の違う一倍体細胞同士が接合する。接
合後に減数分裂過程に入り、DNA複製と染色体組み換えが起こる。分裂酵母で
は、この時期に対合した染色体が細胞内でダイナミックに移動する現象がみら
れる。その時の核の様子が馬の尾に似ていることから、ホーステール運動と呼
ばれる[14]。その後、二度の連続した核分裂が起こる。減数第二分裂中期には、
高等生物の中心体に相当する構造体である SPB (Spindle pole body) の構造がド
ット状から三日月型に変化し、つづく胞子膜の形成を誘導することが知られる。
この胞子膜は前胞子膜 (FSM; forespore membrane) と呼ばれ、将来の胞子の細胞
膜となる。また、前胞子膜が形成されたあと、減数第二分裂終了後に胞子壁 
(spore wall) が形成される。胞子壁形成後にはストレスに対する耐久性を獲得し、
成熟した胞子が完成する。1つの接合子から胞子は 4個形成され、胞子は発芽す
る条件が整うと、元の一倍体に戻り生育する。減数分裂および胞子形成過程の
詳細は以下の Reviewにまとめられている[15, 16]。また、分裂酵母の生活環の概
要は図 1Aに示した。 
 
spo+遺伝子の同定 
 spo+遺伝子は、減数分裂・胞子形成に異常のある変異体のスクリーニングによ
って同定された[17]。分裂酵母では、spo+遺伝子は体細胞分裂、減数分裂には不
要だが胞子形成 (sporulation) に必要な因子をコードする遺伝子と当初定義され
た。その後、多くの研究者による解析で、分裂酵母の胞子形成過程の詳細が明
らかにされるとともに[16]、これまで体細胞分裂には不要とされていた spo+遺伝
子が細胞の生存や成長などに関与する例も明らかにされている[18, 19]。また、
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減数分裂にも異常を示す spo変異体が知られ、この中には本研究で解析をおこな
った spo5変異体も含まれる[20-22]。すなわち、胞子形成に必要な因子が体細胞
分裂や減数分裂の進行にも重要な役割を担う場合があり、特に減数第二分裂と
胞子形成が同時期に進行する際に両者が別々の経路で独立に制御されるのか、
あるいは協調的に制御されるのかについてはまだよく解明が進んでいない。そ
のため、減数第二分裂と胞子形成の両方を制御する Spo5の解析によって、いず
れの可能性が正しいかを明らかにできることが期待された。 
 

Spo5について 
 転写後調節をおこなう因子が減数分裂と胞子形成を制御する機構には、不明
点が多い。そこで、私は減数分裂特異的に発現する RNA結合タンパク質である
Spo5に注目した。RNA結合タンパク質は、mRNAのプロセシングや輸送、局在
化、安定性、翻訳などの転写後調節に関与することが知られる[23]。そのため、
Spo5も転写後調節に関与することが予想される。Spo5はC末端側領域 (192-567) 
に 2つの RRM（RNA-recognition motif、RNA認識配列）をもつ RNA結合タンパ
ク質である（図 1B）。spo5 破壊株 (spo5∆) では多数の細胞で減数第二分裂の進
行に異常が生じ、胞子形成は全くできない（図 1C）。また、C末端側領域のみで
機能する（図 1C）が、N末端側領域のみでは機能しない（後述）。RRMを含む
C 末端側領域が機能に重要な役割を果たすことから、Spo5 は RRM を介して働
くことが予想されるが、結合する RNA分子は未知であった。一方、先行研究で
は、C 末端側領域よりも N 末端側領域が機能に重要であることが示唆されてお
り[20]、本研究とは矛盾が生じていた。以上の知見を出発点として、RRM の詳
細な解析に加え、Spo5が結合する RNA分子の同定をおこなった。 
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図 1. 分裂酵母の生活環と Spo5の概要 

(A) 分裂酵母の体細胞分裂と減数分裂。Spo5は減数第二分裂の進行と胞子形成を制御する。 (B) 

Spo5は減数分裂特異的に発現する RNA結合タンパク質で、C末端領域 (192-567) に 2つの RRM 

(RNA-recogniton motif)をもつ。 (C) spo5∆では胞子形成できないが、spo5C (spo5(192-567))では胞

子形成可能である。WTは、Wild Type（野生型）を示す。 

 

細胞周期進行を制御する Cdc2/Cdc13複合体と APC/C 
 本研究では、Spo5のターゲット mRNAとして cdc13 mRNAを同定した。そこ
で本節では、分裂酵母の cdc13+遺伝子とその関連因子に関して概説する。 
 細胞周期に異常のある cdc (cell division cycle) 変異体が単離された[24]。分裂
酵母では、cdc2+遺伝子はサイクリン依存性キナーゼ (CDK; Cyclin-dependent 
kinase) を、cdc13+遺伝子はサイクリン B をコードしていた。Cdc2 と Cdc13 は
複合体を形成し、Cdc13の結合が Cdc2を活性化させる。Cdc2/Cdc13複合体の活
性（CDK活性）は細胞周期を通して変化する。CDK活性が細胞周期の時期を決
定するため、CDK活性は細胞周期を進行させるエンジンとも表現される[25]。 
 体細胞分裂期の CDK活性は、主にサイクリン Bの合成と分解により制御され
ている。細胞分裂の進行には、不要になったタンパク質の分解が重要な役割を
果たしており、サイクリン B もその重要な標的である。この分解にはユビキチ
ン-プロテアソーム系が関与しており、標的タンパク質をユビキチン化して 26S
プロテアソームによる分解へと導く。特に、基質に直接結合しユビキチンを付
加するユビキチン転移酵素（ユビキチンリガーゼ、E3）は重要であり、分裂期
では APC/C (Anaphase promoting complex/cyclosome)というユビキチンリガーゼ
がはたらく。APC/C は細胞周期の各段階で活性化因子によってその活性を制御
される。APC/Cは分裂中期から後期にかけてサイクリン Bとセキュリンを分解
する。セキュリンの分解はセパレースの活性化を誘導し、活性化型セパレース
は染色体をつなぐコヒーシンを切断する。これによって染色体は分離可能とな
り、微小管によって両極へと分配され、分裂後期へと移行する[26]。 
 分裂酵母の減数分裂における CDK活性の制御と、減数分裂の進行と完了の関
係についての知見を以下にまとめる。分裂酵母 Cdc13 は減数分裂にも必須であ
り、Cdc13の合成と分解を介した CDK活性の調節により減数分裂進行が制御さ
れる。APC/Cによる分裂後期への移行は体細胞分裂と減数分裂で共通している。
分裂酵母の減数分裂では、Slp1と減数分裂でのみ発現する Fzr1の二つの活性化
因子が APC/C を第一分裂および第二分裂の後期の直前に活性化し、Cdc13 を分
解へと導く。二度の連続した分裂を保証するために、第一分裂で Cdc13 を完全
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には分解せず、第二分裂開始のために蓄積しておく仕組みが必要である。この
役割を担うのがMes1であり、減数第一分裂後期に Slp1や Fzr1の活性を抑制す
ることで Cdc13 の分解を一部阻害し、第一分裂から第二分裂への移行を保証す
る[27]。減数第二分裂後期では、Fzr1の活性がMes1の活性を上回ることにより、
Cdc13を完全に分解して減数分裂を完了させ、正常な胞子形成を誘導する[28]。 
 以上をまとめると、分裂酵母では Cdc13の発現量が APC/Cによって厳密に制
御されることで、減数分裂の進行と完了が制御されている（図 2）。 
 しかし、Cdc13が各分裂前に増加・蓄積する分子メカニズムには不明点が多く
残されていた。そこで本研究では、Cdc13がどのように発現制御機構を受けてい
るかに関しても注目した。その結果、spo5+遺伝子と遺伝学的に関連し、かつ
Cdc13の発現制御に寄与する因子を同定した。 
 

 
図 2. 分裂酵母の減数分裂における Cdc2/Cdc13複合体の活性制御 

分裂酵母の減数分裂の進行は、主に Cdc2/Cdc13 複合体の活性、すなわち CDK 活性の制御によ

り調節される。減数第一分裂前には Cdc2 が活性化し、Cdc13 が蓄積してさらに CDK 活性は高

まる。第一分裂後期へ移行すると、Slp1や Fzr1によって活性化された APC/Cは Cdc13を分解す

る。減数第一分裂と第二分裂の間では、Mes1が Slp1や Fzr1と拮抗して APC/Cの活性を部分的

に抑制し、Cdc13 が完全に分解されることを防ぐ。残った Cdc13 により CDK 活性が維持され、

減数第二分裂が開始される。減数第二分裂後期には Mes1 の活性が低下する一方で Fzr1 の活性

が上昇し、Cdc13を完全に分解することで、減数分裂を正常に完了させる。 

 

減数分裂進行と胞子形成に関与する転写制御因子 
 RNA 結合タンパク質である Spo5 に注目して本研究を開始したが、研究の過
程で転写制御因子と減数分裂・胞子形成の関連についても注目した。本節では、
Spo5と関連が見出されたフォークヘッド型転写因子ファミリーと ATF/CREB転
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写因子ファミリーについての知見を述べる。 
 減数分裂特異的に発現する転写因子Mei4はフォークヘッド型ファミリーに属
し、Forkhead ドメインを介して FLEX 配列と呼ばれる保存された配列を認識す
る[29, 30]。分裂酵母ではMei4の他に Fkh2, Fhl1および Sep1がこのファミリー
に属す[31]（図 3A）。Mei4は、細胞周期や胞子形成に関与する因子を含むMiddle 
genesの転写促進をおこなう[32]（図 3B）。 
 減数分裂期に発現する ATF/CREB ファミリーには、Atf1, Pcr1, Atf21 および
Atf31 の 4 つの転写因子が存在する[8]（図 3C）。ATF/CREB ファミリーは bZIP
ドメインを介して二量体化し、CRE 配列と呼ばれる保存された配列を認識して
DNAと相互作用する[33-35]。Atf1と Pcr1は bZIPドメインを介してヘテロ二量
体を形成し、減数分裂期の開始と減数分裂組換えに関与する[34-36]。どちらの
破壊株でも接合に大きな異常を生じる（図 3D）。Atf21に欠損があると胞子壁に
異常が生じ、できた胞子が正常に発芽しない[9, 33]。写真は、野生型と atf21∆の
胞子を示す（図 3E）。atf21∆では生成された胞子が未熟であり、胞子の直径が野
生型よりも小さい。しかし atf21∆で減数分裂は正常に進行する。Atf21 と Atf31
は Late genesの制御に関与することが知られている[9]（図 3F）。このように、減
数分裂期に発現する ATF/CREB 因子は各々が異なる機能をもつ。他方、これら
の因子が機能的な重なりをもつことも示唆されている[37, 38]。ATF/CREB 因子
と減数分裂進行や胞子形成との関連については、いまだ不明点が多い。そこで
本研究では、ATF/CREB因子と胞子形成の関係についても解析した。 
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図 3. 分裂酵母のフォークヘッド型転写因子ファミリーと ATF/CREB転写因子ファミリー 

(A) 分裂酵母のフォークヘッド型転写因子ファミリー。Mei4, Fkh2, Fhl1および Sep1が存在する。

いずれも DNA結合ドメインである Forkheadドメインを持つ。 (B) Mei4は主に Middle genesの

転写を促進する。その中には減数分裂進行と胞子形成に関与する因子が含まれる。 (C) 分裂酵

母の減数分裂で働く ATF/CREB転写因子ファミリー。Pcr1, Atf1, Atf21および Atf31が存在する。

いずれも bZIPドメインを持ち、このドメインを介して二量体化する。bZIPドメインは二量体化

に必要なだけでなく、二つの bZIPドメインによって DNAを挟む構造を取ることで、DNAと相

互作用する。 (D) WT、pcr1∆および atf1∆の接合率と胞子形成率。SPAプレートに各細胞をスポ

ットして 30ºCで 24時間置いたあとカウントした。 (E) (D)と同様にしてWTおよび atf21∆を減

数分裂に誘導し、DIC（Differential interference contrast; 微分干渉コントラスト）で撮影した。(F) 

Atf21および Atf31は胞子壁形成やストレス応答に関与する Late genesの転写を制御する。 

 

本研究の目的 
 減数分裂進行の分子メカニズムを明らかにすることを目的として本研究をお
こなった。減数分裂の進行は、時期特異的に発現する転写制御因子によって、
段階的にかつ不可逆的に制御されることが知られている。本研究では、これま
で先行研究での知見が蓄積していた転写制御因子ではなく、知見の少ない RNA
結合タンパク質に注目した。特に、RNA結合タンパク質の中でも、減数分裂特
異的に発現し、減数第二分裂の進行と胞子形成を制御する RNA結合タンパク質
である Spo5 に注目した。先行研究でおこなわれた Spo5 のドメイン解析の結果
と本研究の予備実験で得られていた結果には矛盾が生じており、RNA結合ドメ
インであるRRMがSpo5の機能にどの程度関与しているか不明であった。一方、
RRM以外に機能ドメインが存在するかも不明であった。そのため、最初に Spo5
の機能ドメインを同定することを目標として、spo5 温度感受性株のスクリーニ
ングをおこなった。その結果、RRMの重要性が強く示唆されたことから、RRM
の詳細を解析することが本研究の一つ目の目標となった。また、Spo5 と結合す
る RNA分子は知られていなかったため、それらを同定することが二つ目の目標
となった。 
 以上をまとめると、Spo5の RRMの詳細な解析および Spo5のターゲット RNA
分子の同定をおこなうことで、減数分裂進行の分子メカニズムの解明へとつな
がることを期待した。 
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結果と考察 
 
1章 Spo5の核外移行機構とターゲット RNAの同定 
 
1-1. スクリーニングにより spo5温度感受性変異株を単離した 
 先行研究の結果から、RRMを含む C末端側領域よりも、N末端側領域の方が
機能に重要な役割を果たすことが示されていた[20]。このことは、Spo5が RRM
以外にも機能領域を持つ可能性を示唆していた。そこで、Spo5 の機能領域を同
定するため、減数分裂進行と胞子形成に異常を示す spo5温度感受性変異株のス
クリーニングをおこなった。PCR変異導入法をもちいて、spo5 ORFにランダム
に点変異を導入した spo5温度感受性変異株を複数単離した。ORFにストップコ
ドンが入った変異体は除外し、spo5 ミスセンス変異体を選択した。このスクリ
ーニングで単離された変異体のリストを図 4に示す。得られた全ての spo5変異
体（多重変異を含む）が RRMにミスセンス変異を持っていた。以上より、RRM
が Spo5の機能に重要な役割を果たす可能性が強く示唆された。 
 

 
図 4. スクリーニングによって取得した spo5温度感受性変異株とアミノ酸変異部位 

スクリーニングによって得られた新規 spo5 温度感受性変異株のリストと、アミノ酸変異部位 X

を示す。RRM1に含まれる変異を黒四角で、RRM2に含まれる変異を青四角で囲み、それぞれの

変異と対応するアミノ酸の色を変更し下線を付した。変異は RRM以外にも含まれていた。 
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1-2. RRMは Spo5の局在と機能に必須の役割を果たす 
 個々のタンパク質は適切な細胞内局在を取ることでその正しい機能を発揮す
る。Spo5の局在に関しては、先行研究で C末端領域 (192-567) が局在に重要で
あることが明らかにされた[20]。この領域には、RNA結合ドメインである RRM
が含まれていた（図 1B）。一方、1-1.で示したように、RRM は機能にも重要で
ある可能性が示唆された。そこで、RRM が Spo5 の局在および機能を制御する
のではないかと予想し、RRMを含む領域を欠失した部分欠失型 spo5変異体を作
製した。各々の変異体は、染色体上の spo5+遺伝子を、変異を導入した spo5 遺
伝子で置換し、本来の spo5+遺伝子のプロモーターから変異型 Spo5 が発現する
ように作製した。また、Spo5の C末端領域にタグとして GFP (green fluorescent 
protein) を付加し、野生型および変異型 Spo5の局在を GFPのシグナルとして検
出できるようにした。観察の結果、野生型 Spo5は主に細胞質に局在したが、RRM
を一つでも欠失した変異型 Spo5は核に蓄積した（図 5A）。これらの変異型 Spo5
は胞子形成能を失っていた（図 5B）。このことは、RRM が Spo5 の細胞質局在
と正常な機能に関与することを示している。ただし、2つの RRMをもつが RRM2
より後ろの C末端領域をもたない Spo5(1-456)-GFPは、細胞質に局在したが機能
はなかった。一方、2つの RRMをもち、RRM2より後ろの C末端領域の一部を
もつ Spo5(1-525)-GFPは、細胞質に局在し機能できた。すなわち、胞子形成には、
RRMに加えて RRM2に隣接した領域が必須であることが示唆された。 
 RRM の RNA結合能が Spo5の局在と機能に重要であることを確かめるため、
RNAと直接相互作用することが予想される F341（RRM1）または F427（RRM2）
をアラニンに置換した株 spo5(F341A), spo5(F427A)と､二重変異株 spo5(F341A, 
F427A)を作製した。RRM に含まれる RNA 結合コンセンサス配列には
K/R-G-F/Y-G/A-F-V-X-F/Y と RGVGFARM の 2 種類があり、それぞれ下線を付
したフェニルアラニンが RNA と直接相互作用する[39]。Spo5 では F341 は
KGYGFACF に、F427 は RGVGFARM に含まれる。F341A と F427A は Kasama
らにより先行研究でもちいられた変異である [20]。 Spo5(F341A)-GFP, 
Spo5(F427A)-GFP, Spo5(F341A, F427A)-GFPのいずれも、RRM欠失型 Spo5-GFP
と同様に核に蓄積した（図 5C）。これら変異型 Spo5を発現する変異体は胞子形
成しなかった（図 5D）。つづいて、スクリーニングで取得した spo5変異体の局
在を観察した。Spo5(F341L)-GFPのみ顕著に核に蓄積し、Spo5(S365P)-GFPや変
異型 Spo5-GFPのいくつかは野生型と同様の局在を示した。それ以外は細胞質と
核に均等に局在した。私は代表的な 2つの変異体 spo5(F341L)と spo5(S365P)に注
目して性格付けを進めた。Spo5(F341L)-GFP は Spo5(F341A)-GFP と同様に核に
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蓄積したが、Spo5(S365P)-GFPは野生型と同様に細胞質に局在することがわかっ
た（図 5C）。両変異体ともに顕著に胞子形成率が低下していた（図 5D）。 
 以上より、RNA結合への関与が想定される F341および F427は、Spo5の局在
と機能に必須の役割を果たすことが明らかとなった。 
 

 
図 5. 部分欠失型 spo5変異体と spo5ミスセンス変異体の表現型 

(A) 部分欠失型 Spo5 の局在。減数第一分裂と減数第二分裂の間における Spo5-GFP および部分

欠失型 Spo5-GFP の局在を、核膜のマーカーである Cut11-4mRFP とともに観察した。写真左側
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には変異型タンパク質の構造を、右側には核内で GFP シグナルが強かった細胞の数を示す。黒

い長方形は RRM1および RRM2を示す。 (B) 部分欠失型 spo5変異体を減数分裂に誘導し、30ºC

で 1日置いたあとの胞子形成率をカウントした（n>500、3回以上）。 (C) ミスセンス型 Spo5の

局在。 (A) と同様にして観察した。 (D) spo5 ミスセンス変異体の胞子形成率を (B) と同様に

して観察した。 Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation 

 

1-3. RRMへの変異導入が機能低下の原因であることの確認 
 図 5で見られた spo5変異体の表現型は、spo5+遺伝子の C末端領域に挿入され
た GFP配列および人工的ターミネーター配列の影響を受けている可能性を否定
できない。そこで、これらの配列を持たず、内在性のターミネーターによって
転写が終了する spo5 変異体を作製して表現型を再確認した。RRM 欠失型 spo5
変異体および spo5ミスセンス変異体は、いずれも、30ºCで図 5の対応する変異
体と同様の胞子形成率を示した（図 6）。また、先行研究では N末端側領域のみ
で胞子形成すると結論していたが、RRMを 2つ含む spo5(1-456)の対応する変異
体でも、胞子形成できなかった（データは示さない）。以上より、RRM への変
異導入が Spo5の機能低下を招くことが明らかとなった。また、先行研究の結論
とは異なり、N末端側領域だけでは胞子形成できないことも明らかとなった。 
 

図6. GFPタグなし spo5変異体でもタグありと同様の

表現型を示した 

GFPタグを持たない各 spo5変異体を減数分裂に誘導

し、図 5の (B) と同様の方法で胞子形成率をカウン

トした。Error bar = Standard Deviation 

 

 

 
1-4. spo5変異体によって胞子形成能には大きな違いがあった 
 次に、図 5でもちいた変異体（GFPタグあり）の胞子形成率を 25ºCで計数し
た（図 7）。RRM 欠失型 spo5 変異体では胞子形成した細胞はわずかであった。
spo5(F341A)や spo5(F341L)は野生型と同程度の胞子形成率を示した。spo5(F427A)
や spo5(s365P)でも 30ºC と比較して胞子形成率が上昇したが、上昇の割合は
spo5(F341L)や spo5(F341A)よりも少なかった。二重変異体 spo5(F341A, F427A)は、
RRM欠失型 spo5変異体と同様、ほとんど胞子形成しなかった。これらは、温度
によって spo5変異体の中で表現型に差が表れることを示唆している。 
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 以上をまとめると、Spo5が正常に機能するには RRM1と RRM2の両方が重要
であり、RRM2 の欠損は RRM1 の欠損よりも顕著な機能低下を引き起こすこと
も明らかとなった。RRM1と RRM2の機能の違いについては 1-9.で議論する。 
 

図 7. GFPタグあり spo5変異体の 25ºCでの胞子形成

率を測定した 

図 5でもちいたGFPタグありの spo5変異体を減数分

裂に誘導し、25ºC で 1日置いたあとの胞子形成率を

カウントした。Error bar = Standard Deviation 

 

 

 

1-5. Spo5の核外移行はmRNA輸送因子 Rae1に依存する 
 図 5で明らかになった RRMの局在への関与から、Spo5は RNAに結合して核
外移行する可能性が予想された。そこで、mRNA輸送経路が Spo5の局在制御に
関与しているかどうか調べるため、mRNA 輸送因子である Rae1 の変異体内で
Spo5の局在が変化するかを検討した。Rae1は出芽酵母からヒトまで保存された
核膜孔に存在する mRNA輸送因子である[40, 41]。分裂酵母の rae1-167変異体で
は、制限温度下で mRNA が核に蓄積する異常が見られる[42]。野生型および
rae1-167変異体を 25ºCで減数分裂に誘導し、36ºCに移して Rae1を失活させた。
野生型では、Spo5-GFPは 25ºC、36ºCのいずれでも細胞質に局在した（図 8A）。
rae1-167 変異体では、Spo5-GFP は 25ºC では細胞質に局在したが、36ºC では核
へ蓄積した。このことは、Spo5が mRNA輸送経路に依存して細胞質へ輸送され
ることを示唆する。また、rae1-167 変異体では胞子形成率が顕著に低下してい
た（spo5-GFP rae1+-167, 83% vs. spo5-GFP rae1-167, 19%）。このことから、Rae1
は胞子形成に重要な働きをすることが明らかとなった。 
 次に、エクスポーチンに依存した核外輸送経路[43]が Spo5 の局在制御に関与
するかどうか調べた。Ran GTPaseは、インポーチン／エクスポーチンを介した
核-細胞質間輸送の制御因子として知られる[44]。Ran-エクスポーチン（分裂酵
母では Crm1）に依存した核外移行を、阻害剤であるレプトマイシン B (LMB) に
よって阻害する実験をおこなった。LMB依存的に核蓄積することが明らかにさ
れている Mei2[45]では LMB を入れると核蓄積が見られたが、Spo5 は細胞質に
局在したままであった（図 8B）。このことから、エクスポーチン／Crm1が Spo5
の核外移行には必要でないことが明らかとなった。 
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 Spo5が mRNA輸送複合体の構成因子である可能性を検討するため、mRNAの
局在をモニターする目的でポリ A結合タンパク質 Pabp（poly (A)-binding protein）
の局在を観察した[46]。先行研究の結果と同様、Pabp は rae1-167 変異体で核に
蓄積したが、spo5∆株では細胞質に局在していた（図 8C）。このことは、Spo5が
mRNAの一般的な輸送因子ではないことを示唆している。 
 最後に、mRNA の転写を阻害する薬剤であるフェナントロリンにより、Spo5
の局在が変化するか確認した。薬剤を投与すると、Spo5-GFPは核へと局在が変
化した（データは示さない）。この結果は、Spo5 が mRNA に依存して核外移行
していることを強く示唆した。 
 以上より、Spo5は Rae1に依存して核外移行するが、一般的な mRNAの輸送
には関与しないことが明らかとなった。 
 
1-6. Spo5の核外移行は胞子形成に重要な役割を果たす 
 RRM への変異の導入が Spo5 の異常な核蓄積と機能の低下を引き起こしたこ
とから、Spo5の核外移行は機能に必要であることが予想された。一方、RNA結
合能の低下に起因する Spo5の局在の異常が副次的なものである可能性は完全に
は否定されていなかった。すなわち、RNA 結合能が正常な状態で Spo5 が核内
に存在し続けた場合に、Spo5 が正常に機能できる可能性は否定されていなかっ
た。そこで、核外移行が Spo5の機能にとっての必要条件かどうか検討するため、
Spo5の局在を人工的に変化させる実験をおこなった。まず、Spo5の局在を細胞
質から核へと変化させるため、核局在シグナル NLS (Nuclear Localization Signal)
を利用した。NLS を組み込んだ融合タンパク質 Spo5-NLS-GFPは核に蓄積した
（図 9A）。Spo5-NLS-GFPを発現する細胞では、胞子形成率が低下し、胞子の形
態に異常が見られるとともに、4 胞子の細胞の割合が顕著に低下していた（図
9B, C）。したがって、Spo5の核外移行は胞子形成に重要な働きをすることが示
された。しかし、生成された胞子の生存率はコントロールの細胞で生成された
ものと差がみられなかった（図 9D, spo5-GFP, 50% vs. spo5-NLS-GFP, 40%）。Spo5
の核外移行は胞子の発芽能力には重要な寄与をしない、あるいは前胞子膜が形
成されて成熟できた胞子では、胞子壁や胞子膜の形態などは生存率に影響を与
えないのかもしれない。 
 次に、Spo5を強制的に核外移行することで核に蓄積した変異型 Spo5の機能を
回復させることができるか検討した。RRM1 の欠失では、多くの細胞で胞子形
成できないが、一部の細胞で胞子形成可能であった（図 5B）。そこで、Spo5 
RRM1∆に核外移行シグナル NES（Nuclear Export Signal）を付加したところ、 
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図 8. Spo5は Rae1に依存して核外移行するが、一般的な mRNA輸送を制御しない 

(A) rae1-167変異体における Spo5-GFPの局在。細胞を 25ºCで 6時間置いて減数分裂を開始する

時期まで誘導したあと、36ºCに移して 3時間置いてから核膜のマーカーである Cut11-4mRFPと

ともに観察した。 (B) LMB処理後の Spo5-GFPの局在。100ng/mlの LMBを加え、30ºCで 1時

間インキュベートしたあと観察した。Mei2-mCherryは LMB感受性のコントロールとして同時に

観察した。+: LMB処理した細胞、-: LMB処理しなかった細胞。 (C) rae1-167変異体における

Pabp-GFPの局在。 (A) と同様にして観察した。 Scale bar = 5µm 

 

Spo5-RRM1∆-NES-GFP は細胞質に局在した（図 9E）。しかし、胞子形成率は
Spo5-GFP より顕著に低く、Spo5 RRM1∆-GFP と同程度であった（図 9F）。
Spo5(F341L)への NES付加でも同様の結果が得られ、かつ野生型 Spo5への NES
付加でその機能は低下しなかった（データは示さない）。以上より、Spo5は RRM
を介して核外移行するとともに、RRMは細胞質で機能するためにも必須である
と結論した。 
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図 9. Spo5の核外移行は胞子形成に重要な役割を果たす 

(A) Spo5-GFP および Spo5-NLS-GFP の局在。NLS の配列は材料と方法の項に記載した。 (B) 

spo5-GFP および spo5-NLS-GFP の DIC の撮影像。 (C) spo5-GFP および spo5-NLS-GFP の 30ºC

における胞子形成率と、胞子形成した細胞の中で 4 胞子を形成した細胞の割合を示す。胞子形

成率は図 5の (B) と同様にしてカウントした。 (D) spo5-GFPおよび spo5-NLS-GFPによって形

成された胞子の生存率。ランダムスポア処理によって生存率をカウントした。 (E) Spo5-GFP、

Spo5 RRM1∆-GFPおよび Spo5 RRM1∆-NES-GFPの局在。図 5の (A) と同様に、核膜のマーカー

である Cut11-4mRFPとともに観察した。NESの配列は材料と方法の項に記載した。 (F) Spo5-GFP、

Spo5 RRM1∆-GFPおよび Spo5 RRM1∆-NES-GFPを発現する細胞の 30ºCにおける胞子形成率。 

(C) と同様にしてカウントした。Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation 

 
1-7. spo5(S365P)は他の RRM点変異体とは違う spo5変異体である 
 スクリーニングによって得られた spo5ミスセンス変異体の中に、RNA結合能
への影響が示唆される spo5(F341A) などの変異体とは表現型の異なる
spo5(S365P)が存在していた。図 5で示したように、Spo5(S365P)-GFPは Spo5-GFP
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と同様の細胞質局在を示したことから、rae1-167 変異体で Spo5(S365P)-GFP が
核に蓄積するかどうか検討した。興味深いことに、rae1-167 変異体で発現した
Spo5(S365P)-GFP は、Rae1 が機能しない制限温度下でも多くが細胞質に局在し
た（図 10A）。このことは、Spo5(S365P)ではむしろ核移行に異常があることを示
唆する。また、25ºC において、spo5(F341L)は野生型と同等に胞子形成するが、
spo5(S365P) は胞子形成率が低いことが、ヨウ素染色および顕微鏡での観察によ
って確認された（図 10B, C）。これらのことは、spo5(S365P) が新しいタイプの
spo5ミスセンス変異体であることを示している。 
 
1-8. pcr1 mRNAは Spo5のターゲットmRNAである 
 Spo5 と相互作用する新規因子の同定を目指して、新しいタイプの変異株
spo5(S365P) をもちいて、その胞子形成不能を抑圧する多コピー抑圧因子を探索
した。スクリーニングの概要は材料と方法の項で示した。cDNAライブラリー を
spo5(S365P)に導入し、ヨウ素染色で染色されるコロニーを選択した。それらか
ら回収した cDNA を分析し、主要なクローンとして pcr1+遺伝子を単離した。
pcr1+遺伝子は ATF/CREBファミリーに属する転写因子をコードする遺伝子で、
先行研究において spo5 変異体の多コピー抑圧因子として既に単離されていた
[34]。また、Pcr1 は Atf1 とヘテロ二量体を形成し、減数分裂特異的な組換えに
関与することが示されている[35, 36]。しかし、Spo5と Pcr1の関連性はこれまで
詳細に研究されていなかった。そこでそれらの関連性を追究した。 
 pcr1+遺伝子の転写産物は減数分裂の後半にかけて上昇することから[8]、Pcr1
が組み換え以外の減数分裂過程にも関与すると予想された。pcr1+遺伝子を過剰
発現させると、spo5(S365P)だけでなく、spo5∆を含む全ての spo5 変異体でその
胞子形成の異常を抑圧した（図 11A, B）。このことは、Pcr1が十分量あれば Spo5
がなくても減数分裂が進行しうることを示唆する。 
 分裂酵母の減数分裂期には、Pcr1, Atf1, Atf21および Atf31の 4つの ATF/CREB
ファミリー転写因子が発現する[8]。それら全ての因子を調べたところ、Pcr1 の
みが過剰発現によって spo5∆の胞子形成不能を抑圧することが明らかとなった
（図 11C）。このことは、Spo5と Pcr1に何らかの関連があることを示唆する。 
 先行研究および本研究で、Spo5は RNA結合タンパク質であることが示唆さ 
れたが、それを直接示すデータはない。そこで、Spo5 が RNA 結合タンパク質
として pcr1 mRNAと結合するか確かめるため、in vitroで EMSA (Electro mobility 
shift assay; ゲルシフトアッセイ、図 11D)をおこなった。次に in vivoでは RIP assay 
（RNA Immunoprecipitation; RNA免疫沈降、図 11E）をおこなった。ゲルシフト 
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図 10. spo5(S365P)は新規のタイプの spo5ミスセンス変異体である 

(A) rae1-167変異体における Spo5-GFPおよび Spo5(S365P)-GFPの局在。図 8の (A) と同様に観

察した。(B) ヨウ素染色後の野生型細胞および spo5変異体細胞。それぞれの細胞を SPAプレー

ト上にスポットして、25ºCまたは 30ºCで 24時間置いたあとヨウ素染色をおこなった。(C) 25ºC

で 1日置いたあとの野生型および spo5変異体（GFPタグつき株）の胞子形成率。図 5の (A) と

同様にしてカウントした。 Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation 

 
アッセイでは、大腸菌から精製した Spo5タンパク質と、in vitroで合成した pcr1+ 
RNA全長（5’-UTR, ORF および 3’-UTRを含む）をもちいた。2つの RRMを含
む Spo5の C末端領域（Spo5C, 192-567）を GSTと融合させた GST-Spo5Cは、
コントロールの RNAとは相互作用しなかったが、pcr1+ RNAとは相互作用した
（図 11D）。つづいて、Spo5と pcr1 mRNAとの生体内での結合を確かめるため、
spo5-GFP株をもちいて RIPアッセイをおこなった。GFP抗体による免疫沈降お
よび RT-PCRによる検出によって、pcr1 mRNAは Spo5-GFPと共沈することが認
められたが、他の ATF/CREB 因子の mRNA は共沈しなかった（図 11E）。この
ことから、pcr1 mRNAは Spo5の特異的なターゲットmRNAであると結論した。 
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図 11. Spo5は pcr1 mRNAと結合する 

(A) Pcr1を過剰発現した時の spo5(S365P)のヨウ素染色と DICの撮影像。(B) Pcr1を過剰発現し

た時の各 spo5 変異体の胞子形成率。SSA プレート上で 30ºC3 日置いたあと、胞子形成率を図 5

の (B) と同様にカウントした。 (C) spo5∆で Spo5, Pcr1, Atf1, Atf21および Atf31を過剰発現した

時の胞子形成率をカウントした。  (B) と同様にカウントした。  (D) 大腸菌から精製した

GST-Spo5C 20ngと、in vitroで合成した pcr1 RNA 4ngをもちいて、ゲルシフトアッセイをおこな

った。コントロールタンパク質には GST 50ngを、コントロール RNAには GFPの ORF 4ngをも
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ちいた。 (E) 二倍体細胞で減数分裂を誘導して Spo5-GFP を発現させたのちに集菌し、その細

胞抽出液をもちいて GFP抗体およびコントロールの HA抗体で免疫沈降をおこない、RT-PCRで

pcr1, atf1, atf21,および atf31 mRNAの発現を検出した。免疫沈降後のタンパク質は、GFP抗体を

もちいてウェスタンブロッティングで検出した。Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation 

 
1-9. Spo5は pcr1 mRNAの ORFとは結合せず、UTRと結合する 
 cDNA ライブラリーから単離した pcr1+クローンは、特徴的な長い 5’-UTR お
よび 3’-UTRを含んでいた（図 12A）。これらの UTRの境界はデータベースの記
載とほぼ一致していた[47]。そこで、pcr1 mRNAを 5’-UTR, ORFおよび 3’-UTR
に分け、Spo5 が pcr1 mRNA のどこに結合するかを検討した。その結果、Spo5
は pcr1 mRNAの ORFとは結合せず、5’-UTRまたは 3’-UTRを含むプロープと
結合することが分かった（図 12B）。 
 RRM が RNA 結合に果たす役割を明らかにするため、精製した RRM 欠失型
Spo5Cと pcr1 RNAの相互作用を検討した。Spo5C RRM1∆は pcr1 RNAと相互作
用したが、Spo5C RRM2∆はしなかった（図 12C）。このことは、RNA結合に関
して RRM1と比べ RRM2がより重要な役割を担うことを示唆する。 
 最後に、F341と F427をアラニンに置換した Spo5C(F341A, F427A)では、Spo5C
と比べ顕著に RNA 結合能が低下していた（データは示さない）。Spo5(F341A, 
F427A)が核に蓄積した結果と合わせると、Spo5 は pcr1 mRNA を含む様々な
mRNAと結合して核外移行していることが強く示唆された。そのため、1-10.以
降では Spo5と結合する複数の mRNAについて解析をおこなった。 
 
1-10. Spo5は cdc13 mRNAとも結合する 
 当研究室で同時期に行われた研究で、Arataは、Spo5が Cdc13の mRNAおよ
びタンパク質の発現量に関係することを示唆していた[48]。また、全長の Spo5
をもちいて、in vitroで Spo5が cdc13 mRNAと結合する可能性も示した。Mes1
による Cdc13 の分解抑制によって減数第二分裂の進行が調節されるという先行
研究[27]の存在から、spo5∆で減数第二分裂進行に異常が生じたのは Cdc13 の発
現異常に起因すると考えた。そこで、私も独立に、上述した Spo5C をもちいて
Spo5が cdc13 mRNAと結合するかどうか検討した。pcr1 mRNA（図 11）と同様
の解析をおこなった結果、Spo5が cdc13 mRNAの全長と結合することを in vitro
で確認した（図 13A）。cdc13+, cdc25+, ste9+などの細胞周期進行に関与する因子
の mRNAは特徴的に長い 3’-UTRをもち、それらは窒素源枯渇時の mRNA安定 
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図 12. Spo5は pcr1 mRNAの ORFと結合する 

(A) pcr1+遺伝子の転写産物の構造。cDNAをもとに UTRの境界を推定した。 (B) GST-Spo5Cと

pcr1 RNA 全長(5’-UTR, ORF, 3’-UTR) をもちいたゲルシフトアッセイ。図 11の (D) と同様にし

てアッセイをおこなった。黄色の矢頭は pcr1 ORFの Free Probeを示す。 (C) 大腸菌から精製し

たGST-Spo5, GST-Spo5C RRM1∆およびGST-Spo5C RRM2∆ 5, 10, 20ngと、in vitroで合成した pcr1 

RNA 4ngをもちいて、図 11の (D) と同様にゲルシフトアッセイをおこなった。コントロールの

タンパク質には GST 50ngを、コントロールの RNAには GFPの ORF 4ngをそれぞれもちいた。 

 
性に寄与することが予想されている[49]。データベースを基に cdc13 mRNA の
UTRの境界を推定し（図 13B）、Spo5Cが cdc13 mRNAのどこに結合するか検討
したところ、5’-UTRや 3’-UTRだけでなく、ORFとも結合していた（図 13C）
（[48]でも同様の結果が得られている）。また、Spo5が cdc13 mRNAと結合する
ことを in vivoでも確認した（図 13D）。 
 Cdc13が Pcr1と同様、Spo5の下流で働いているかどうか調べるため、様々な
プロモーター下で Cdc13を過剰発現し、spo5∆の胞子形成不能を抑圧するかどう
か検討した。チアミンが存在しないと発現が誘導される nmt1プロモーターには、
それよりも活性の低い nmt41 プロモーターや、さらに活性の低い nmt81 プロモ
ーターが存在する。また、mes1 プロモーターは減数第一分裂と第二分裂の間で
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発現誘導するためにもちいられる[27]。興味深いことに、nmt81プロモーター下
で過剰発現させると spo5∆の胞子形成不能を抑圧できたが、他のプロモーター下
では抑圧できなかった（図 13E）。Arataは、Cdc13量の増加は減数第二分裂の進
行異常を回復させることはできるが、胞子形成は回復させないと結論していた。
本研究により Cdc13 の過剰発現で spo5∆の胞子形成不能を抑圧しうることが新
たに分かった。このことは、Cdc13が胞子形成を制御しうることを示唆する。 
 以上より、cdc13 mRNAも Spo5の特異的なターゲットであると結論した。 
 

 
図 13. Spo5は cdc13 mRNAとも結合し、Spo5の下流で Cdc13が働く 

(A) GST-Spo5Cと cdc13 RNA全長 (5’-UTR+ORF+3’-UTR) をもちいたゲルシフトアッセイ。 (B) 

cdc13+遺伝子の転写産物の構造。境界領域はデータベースをもとに推定した。(C) GST-Spo5Cと

cdc13 RNA (5’-UTR, ORF, 3’-UTR) をもちいたゲルシフトアッセイ。 (D) RIPアッセイによる

Spo5-GFPと共沈する mRNAの検出。図 11の (E) と同様の方法で、cdc13 mRNAを検出した。

コントロールとして atf1 mRNAをもちいた。 (E) spo5∆に、Pcr1および Cdc13を過剰発現した時

の胞子形成率をカウントした。カウントは図 11の (B) と同様にしておこなった。Pcr1は pREP3

を、Cdc13は pPmes-REP1, pREP41, pREP81をもちいて発現した。 Error bar = Standard Deviation 
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1-11. Pcr1は cdc13+遺伝子の上流に結合し、転写を促進する 
 遺伝学的な解析から、Spo5の下流で Pcr1および Cdc13が働くと考えられた。
Pcr1 がどの遺伝子の転写制御をおこなうか、一例（cgs2+遺伝子[50]）を除いて
これまで不明である。本研究では Blast（Basic Local Alignment Search Tool、URL
は方法と材料の項に記載）をもちいて、CRE 配列（TGACGTCA[34]あるいは
TAACGTCA[51]）をプロモーター領域に含む遺伝子を検索した。興味深いこと
に、cdc13+遺伝子の上流に CRE配列を 1ヶ所みつけた（図 14A）。そこで、この
CRE配列と、変異型 CRE配列を中央に含む DNAプローブをそれぞれ作製し、
精製 Pcr1 と混ぜて DNA ゲルシフトアッセイをおこなった。Pcr1 添加量の増加
により、CRE 配列を含むプローブと Pcr1 の結合が確認されたが、変異型 CRE
配列を含むプローブとは結合しなかった（図 14B）。また、Pcr1はコントロール
プローブとも結合しなかった。この結果は、Pcr1 が cdc13+遺伝子上流に直接結
合することを強く示唆している。 
 次に、Pcr1 による cdc13+遺伝子の転写制御を明らかにするため、Pcr1 過剰発
現時の cdc13 mRNA の発現量をノーザンブロッティングで検出した。減数分裂
期には cdc13 mRNA の発現が急激に増加するという結果が予備実験で得られて
おり、減数分裂期の細胞をもちいた測定では実験誤差が生じる可能性があると
考えられた。そこで、体細胞分裂期に Pcr1を過剰発現させたところ、cdc13 mRNA
の発現量はコントロールに比べ有意に増加した（図 14C）。さらに、cdc13+遺伝
子の転写開始点および CRE配列を含む cdc13+遺伝子の上流約 700bp（図 14A）
を GFP発現ベクターにクローニングし、レポーターGFPを体細胞分裂期の細胞
で発現させた。その結果、GFPの発現量は変異型 CRE配列の時に減少した（図
14D）。この系で Pcr1を共発現した時に、野生型 CRE配列で GFPの発現が促進
されなかった原因は不明であるが、既に GFPの発現量が飽和していた実験系の
不備の可能性も考えられる。 
 以上より、Pcr1は cdc13+遺伝子上流に結合し、転写を促進すると推定した。 
 

1-12. Pcr1 の過剰発現による spo5∆の抑圧は cdc13 mRNA の発現に依存して
いる可能性が高い 

 高等生物で、Pcr1 のホモログである CREB の結合サイトがゲノムワイドに解
析され[52]、CREBはサイクリン Bを含む多くのサイクリンのプロモーター領域
に結合することが明らかになっている。また、CREBが結合する領域の下流300bp
以内に TATA 配列を含む遺伝子は、CRE 配列をプロモーター領域に含む遺伝子
のうち 1/3程度を占めていた。そこで、さらに cdc13+遺伝子の上流を調べたとこ
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図 14. Pcr1は cdc13+遺伝子の上流に結合し、その転写を促進している可能性が高い 

(A) cdc13+遺伝子周辺の構造。cdc13 ORFの上流には、Pcr1結合配列である CRE配列 TAACGTCA

が存在した。CRE 配列の変異箇所はマゼンタで示す。 (B) 精製した GST-Pcr1 と、CRE 配列ま

たは変異型 CRE 配列を中心に含む 40bp の DNA プローブを混ぜて、DNA ゲルシフトアッセイ

をおこなった。DNAプローブは 4ngを、GST-Pcr1は 0, 50, 100, 200ngを、GSTは 200ngくわえ

た。黒い直角三角形は Pcr1 の添加量を表す。コントロールの DNA プローブとして Oct2A の結

合配列をもちいた。 (C) 二倍体の野生型で Pcr1 を過剰発現し、体細胞分裂期に発現する cdc13 

mRNA をノーザンブロッティングによって検出した。ローディングコントロールとして rRNA

をもちい、cdc13 mRNAの発現量を定量した。数字は cdc13 mRNA/rRNAを示し、コントロール

を 1.0 とした。 (D) GFP 発現ベクターに CRE 配列を含む cdc13+遺伝子の上流約 700bp の DNA

断片と CRE 配列に変異を導入した同様の DNA 断片をクローニングし、pcr1+遺伝子を持つベク

ターとともに野生型に導入した。この株で体細胞分裂を誘導し、発現する RNAを回収したあと、

GFPの発現を (C) と同様の方法で検出した。黄色の矢頭は、GFPおよび cdc13 mRNAの 5’UTR

を含む転写産物である。 
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ろ、CRE配列のすぐ下流に TATA配列と類似した配列を見つけた（図 15A）。こ
れらの配列に変異を導入するため、ura4+遺伝子カセットによる破壊株を作製し、
その表現型を観察した。cdc13 5’∆と cdc13 TATA∆はいずれも 25ºCで生育可能で
あった（図 15B）。一方、cdc13 5’∆は高温でも生育可能であったが、cdc13 TATA∆
は生育できなかった。どちらの変異体でも、生育可能な温度で細胞がやや伸長
する異常が見られたので、体細胞分裂期で cdc13+遺伝子の発現に異常があるこ
とが推測された。異常が比較的軽度な cdc13 5’∆について減数分裂での表現型を
観察したところ、多くの細胞は胞子形成したが、その大半は子嚢内に 1または 2
胞子を形成していた（図 15C, D）。また、cdc13 5’∆では、体細胞分裂期および減
数分裂期のどちらでも cdc13転写産物の量が減少していた（図 15E）。以上の結
果から、cdc13 5’∆では cdc13+遺伝子の転写制御に異常があると考えられた。 
 Pcr1 の過剰発現による spo5∆の胞子形成不能の抑圧が cdc13+遺伝子の発現に
依存するかを調べるため、cdc13 5’∆ spo5∆株の細胞内で Pcr1を過剰発現させた。
その結果、Pcr1による抑圧は見られなくなった（図 15F）。このことは、Pcr1の
機能は主に cdc13 mRNAの転写制御を介して発揮されていることを示唆する。 
  
1-13. Spo5はmei4 mRNAと 3’-UTRを介して結合する 
 これまでの結果から、Spo5は Pcr1を介して、および直接的に cdc13 mRNAの
発現を制御することで、減数第二分裂の進行と胞子形成を制御していると考え
られる。しかし、Pcr1 あるいは Cdc13 の過剰発現のみでは十分に spo5∆の胞子
形成不能を抑圧できなかった。すなわち、Spo5は pcr1 mRNAや cdc13 mRNA以
外にも機能と関連したターゲットをもつ可能性が高い。そこで、細胞周期や胞
子形成を制御する因子の中で重要な因子をえらび、それらの過剰発現が spo5∆
の胞子形成不能を抑圧するかどうか調べた。特に、胞子形成関連因子の転写を
制御する Mei4 に注目した。序章で述べたように、Mei4 は細胞周期や胞子形成
に関与する Middle genes を制御する転写因子で、体細胞分裂期での過剰発現に
よって前胞子膜とよく似た細胞膜の形成を誘導することが明らかにされている
[53]。そこで、mei4プロモーター下流でMei4を過剰発現するプラスミドを spo5∆
株に導入して、胞子が形成されるかどうか観察した。その結果、2割程度の細胞
で胞子がみられたが、それらの多くは子嚢内に 1 胞子あるいは 2 胞子を形成し
た（図 16A, B）。次に、ゲルシフトアッセイをおこなったところ、Spo5は mei4 
3’-UTRを含むプローブと強く相互作用した（図 16C）。さらに、RIPアッセイに
よって、Spo5-GFPと mei4 mRNAが共沈することが明らかとなった（図 16D）。 
 以上は、Spo5が mei4 mRNA と 3’-UTRを介して結合することを示している。 
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図 15. Pcr1は cdc13+遺伝子の転写制御を介して機能している可能性が高い 

(A) cdc13+遺伝子周辺の構造。Pcr1の結合配列である CRE配列と、予想された TATA配列の位置

を示す。また、予想イントロン配列の位置も示す。ura4+遺伝子と cdc13+遺伝子のプロモーター

領域とを交換して cdc13 5’∆と cdc13 TATA∆を作製した。  (B) フロキシン Bを含む栄養培地上で

野生型細胞、cdc13 5’∆株および cdc13 TATA∆株を、25ºCと 36ºCで 3日間生育し、プレート培地

の写真を撮影した。 (C) (D) 野生型と cdc13 5’∆を SPAプレート上にスポットし、30ºCで 24時

間置いたあと観察し (C) 、胞子形成率をカウントした (D)。 (E) 二倍体の野生型および cdc13 

5’∆を減数分裂に誘導し、細胞から RNA を回収したあと、その中に含まれる cdc13 mRNA をノ

ーザンブロッティングによって検出した。写真の上の数字は窒素源飢餓後の時間 (h) を、右の

数字は転写産物の長さを示す。図 14 の (C) と同様にして、cdc13 mRNA の発現量を定量した。

数字は cdc13 mRNA/rRNAを示し、野生型細胞の0時間を1.0とした。 (F) spo5∆および spo5∆ cdc13 

5’∆で Pcr1を過剰発現させた時の胞子形成率をカウントした。カウントは図 11の (B) と同様に

しておこなった。Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation 
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図 16. Spo5は mei4 mRNAの 3’-UTRに結合する 

(A) (B) spo5∆で Mei4を過剰発現した時の胞子形成の DICによる撮影像 (A) と胞子形成率 (B)。

胞子形成率のカウントは図 11 の (B) と同様にしておこなった。(C) GST-Spo5C と mei4 RNA 

(5’-UTR, 5’-UTR+ORF, ORF, ORF+3’-UTR, 3’-UTR) をもちいたゲルシフトアッセイ。図 11の (D) 

と同様にしてアッセイをおこなった。(D) RIPアッセイによる Spo5-GFPと共沈する mRNAの検

出。図 11 の (E) と同様の方法で、mei4 mRNA を検出した。コントロールとして減数分裂期に

発現する atf1 mRNAをもちいた。 Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation 

 

1-14. Spo5の機能はMes1を介しても発揮される 
 これまでの解析で、減数分裂過程における Cdc13 の発現が様々なレベルで、
複数の因子によって制御されていることが示唆された。序章で述べたように、
Cdc13 は APC/C によって細胞周期に依存した分解を受ける（分裂後期に分解さ
れる）が、減数第一分裂と第二分裂の間では Mes1 が APC/C の活性を一部ブロ
ックすることで、Cdc13 の完全な分解を防ぐ[27]。mes1∆では spo5∆同様に減数
第二分裂の進行に異常があるため、Cdc13の発現量をタンパク質レベルで制御す
るMes1も Spo5と関係する可能性があると推測された。 
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 Mes1 が Spo5 の機能と関連している可能性を確かめるため、胞子形成を指標
とする遺伝学的な解析をおこない、つづいて Spo5が mes1 mRNAに結合するか
を検討した。Mes1の過剰発現は各 spo5変異体の胞子形成不能あるいは低下を抑
圧した（図 17A）。Pcr1を過剰発現した時の傾向（図 11B）と違い、Mes1の過剰
発現では各変異体での胞子形成率に大きな差はみられなかった。次に、ゲルシ
フトアッセイとRIPアッセイにより、Spo5がmes1 mRNAと in vitroおよび in vivo
で相互作用することを明らかにした（図 17B, C）。これらの結果は、Spo5が mes1 
mRNAと結合し、Mes1が Spo5の機能と関連していることを示唆する。 
 本研究ではさらに、mes1∆株および spo5∆株において様々なプロモーター下で
Cdc13 を過剰発現させ、Cdc13 の発現制御に関して Mes1 と Spo5 で機能的なオ
ーバーラップがあるかを検討した。nmt81プロモーターで Cdc13を過剰発現させ
ると spo5∆の胞子形成不能は抑圧できたが、mes1∆は抑圧できなかった。一方、
mes1 プロモーターで Cdc13 を過剰発現させた場合は、spo5∆は抑圧できなかっ
たが、mes1∆は抑圧できた（データは示さない）。以上の結果をまとめると、Mes1
と Spo5では Cdc13の発現制御に違いがあるものの、Spo5の機能はMes1がその
一部を担っていると推測された（後述）。 
 

 
図 17. Spo5はMes1を介して胞子形成を誘導する 
(A) Mes1を過剰発現した時の各 spo5変異体の胞子形成率。胞子形成率は、図 11の (B) と同様

にカウントした。 (B) GST-Spo5Cと mes1 RNA全長 (5’-UTR+ORF+3’-UTR) をもちいたゲルシ

フトアッセイ。図 11 の (D) と同様にしてアッセイをおこなった。 (C) RIP アッセイによる

Spo5-GFPと共沈する mRNAの検出。図 11の (E) と同様に、mes1 mRNAを検出した。コント

ロールとして減数分裂期に発現する atf1 mRNAをもちいた。Error bar = Standard Deviation 
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1-15. 1章の考察 
 本研究で、Spo5の核外移行の機構とその意義が明らかになった。最初に、RRM
とそこに含まれる 2つのフェニルアラニンが Spo5の局在制御と正常な機能の両
方の役割を担っている（図 5）という興味深い知見を見出した。Kasama らの先
行研究では、Spo5(F341A, F427A)-GFPは細胞質と核にわたって点状に局在する
と報告されており[20]、核に蓄積するという本研究での観察結果とはやや異なっ
ていた。この違いの原因は、Kasama らは内在性の spo5+遺伝子領域とは別の領
域から変異型 Spo5-GFP を発現させていたが、本研究では内在性の spo5+遺伝子
領域から発現させていたことにあると考えられる。 
 つづいて、Spo5が Rae1を介した mRNA輸送経路で核外移行し、細胞質で機
能していることを示した（図 8, 9）。近年、ハエの RAE1がオスの減数分裂およ
び精子形成に必須の役割を果たすことが明らかにされている[54]。このことから、
分裂酵母の Rae1も、減数分裂の進行と配偶子である胞子の形成に関与している
可能性が高い。さらに、mRNAに依存した RNA結合タンパク質の核外移行は他
の生物でも見られる現象であって[55-57]、このような機構が真核生物全般で広
く保存されているのかもしれない。 
 分裂酵母において、Spo5 以外の RNA タンパク質でも同様の機構が働いてい
る可能性がある。減数分裂期に発現する RRM 型 RNA 結合タンパク質 Mug28
で、RRMに含まれるフェニルアラニンが機能および局在に重要な働きをしてい
ることが明らかにされており[58]、Mug28も Rae1に依存して核外移行している
可能性がある。また、RRM 型 RNA 結合タンパク質 Crp79/Meu5 は、Rae1 に依
存して核外移行するだけでなく mRNA輸送の補助因子として機能し、減数分裂
期に mRNAの安定性を制御するという報告がされている[32, 59]。Crp79は Spo5
と同様、一般的な mRNA 輸送には関与しないことから、Spo5 も mRNA 輸送の
補助因子として、あるいは特異的に結合する mRNAの輸送因子として働く可能
性が残されている。これらの知見を総合すると、rae1-167 変異体で見られた胞
子形成率の顕著な低下は、上記 3つの因子を含む複数の mRNA結合タンパク質
が核に蓄積したことに起因する可能性が考えられる。今後これらのタンパク質
の機能を比較検討することで、減数分裂期に発現する RRM型の RNA結合タン
パク質の挙動に関して新たな知見が生み出されることが期待される。 
 Spo5(S365P)-GFPは野生型Spo5-GFPと同様の局在を示す特徴的な変異型Spo5
であり（図 5C）、S365は RNA結合に関与せずに別の必須な働きをしているので
はないかと予想された。実際、図 10A で示すように、Spo5(S365P)-GFP は核移
行に異常があることが判明した。Spo5 が核に入れないことでどのような不都合
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が起こるのかに関しては、今後検討していく必要がある。前述した通り、Spo5
が特異的に結合する mRNAを輸送している可能性が残されており、Spo5が核移
行する意義と絡んだ興味深い問題である。近年、mRNA の可視化技術が進歩し
ており[60][61]、本研究で新たに同定した Spo5のターゲット mRNAの個々の挙
動から Spo5の果たす役割を明らかにできるかもしれない。 
 本研究では、Spo5が結合する複数のmRNA分子も明らかにした。最初に、spo5∆
の胞子形成不能を抑圧する多コピー抑圧因子として pcr1+遺伝子を単離し、そこ
から転写される mRNAと Spo5との結合を、ゲルシフトアッセイおよび RIPア
ッセイによって示した（図 11）。これらは、Arataが報告した Spo5が cdc13 mRNA
と結合するという結果[48]の下支えになったと言っても差し支えないだろう。 
 本研究で構築したゲルシフトアッセイの系は、変異型 Spo5 の RNA 結合能低
下と局在異常を結びつけるうえでも役立った。図 12で示すように RRM2の欠損
では顕著な RNA結合能の低下が見られ、またデータは示していないが F341Aと
F427A の両変異によっても RNA 結合能が低下した。これらは、Spo5 が実際に
RNA 結合タンパク質として RRM を介して機能していることを示した初めての
証拠である。また、変異型 Spo5 が核蓄積した主因は RNA 結合能の低下にある
ことが実証された。これらの結果から考察すると、spo5(F341A)と spo5(F427A)
で表現型に差がみられた（図 6B）のは、RNA結合に対する RRM1と RRM2の
寄与の違いが原因であろう。一方、ゲルシフトアッセイは必ずしも生体内の状
況を反映しないこと、部分欠失型の精製 Spo5 (Spo5C) を使用したことが、RRM1
の欠損で RNA結合能の低下がみられなかった原因かもしれない（図 12C）。Spo5
は RRMを複数持つことで安定的に mRNAと結合できるだけではなく、RRMご
とに mRNAとの結合能を変えることで、多くの種類の mRNAとの結合を実現し
ている可能性も考えられる。このように、RRM を複数持つ RNA 結合タンパク
質で、RRMごとに mRNAとの結合様式が違う例は複数存在する[62, 63]。今後
は、RIP アッセイによって野生型と RRM1∆での RNA 結合能の違いを比較し、
RRM1の RNA結合への関与の程度を検討することも必要かもしれない。 
 つづいて、[48]と同様、Spo5 は cdc13 mRNA と結合することを示し、特に本
研究では in vivoでの結合も確認することができた（図 13A, D）。Spo5は cdc13 
mRNAの UTRと強く結合すると予想したが、ORFとも結合した（図 13C）。cdc13 
3’-UTRが cdc13 mRNAの安定性に寄与している可能性が先行研究で報告されて
いる[49]。今後は、cdc13 3’-UTRや pcr1 3’-UTRと Spo5との結合が mRNAの安
定性に関与しているかを確かめ、Spo5が mRNAに与える影響を評価したい。 
 本論文の図 13 から導かれる結論として、Cdc13 が Spo5 下流で胞子形成に関
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与している可能性を述べた。しかし、Cdc13の過剰発現が spo5∆株において胞子
形成を誘導した原因として、Cdc13自身の本来の機能とは無関係である可能性も
排除できないため、Cdc13が実際に胞子形成にどの程度寄与しているかは現在不
明である。また、nmt81プロモーターからの発現で胞子形成が回復し、それより
も強い nmt41 プロモーターからの発現では回復しなかった理由も不明である。
これらに関しては、この節の最後でまとめて述べる。 
 本研究の結果の中でも重要度が高いと考えられるのは、Pcr1 が cdc13+遺伝子
の発現を促進しているという結果であり、減数分裂進行と胞子形成の分子メカ
ニズムの解明につながる一歩となるであろう。図 14D でレポーターアッセイの
系でうまく結果が出なかった理由については、いまだ不明である。今後は、2つ
のプラスミドを導入する系は避けて、細胞間でのプラスミド発現の誤差をなる
べく排除し、発現量も調節する。すなわち、pcr1 破壊株でレポーターGFP をち
ょうどよく発現させるアッセイ系を構築し、Pcr1が CRE配列を介して転写制御
をおこなう可能性をさらに検討したい。また、本研究で得られた新規の cdc13
変異体も今後の研究での利用価値があると考えられる。ただし、欠失した cdc13 
5’領域には他の転写因子が結合できる配列が含まれる可能性が残っている。その
ため、CRE 配列あるいは TATA 配列のみをピンポイントで欠損した変異体の作
製が急務である。これらの変異体を解析にもちいることで Pcr1と cdc13+遺伝子
との関連が明らかになると予想している。また、cdc13+遺伝子の転写開始点を厳
密に決定することで、より詳細な解析をおこなうことができるだろう。 
 Spo5は mei4, mes1 mRNAといった、減数分裂でのみ働く因子の mRNAにも結
合していた（図 16, 17）。spo5∆でみられる多様な表現型は、多数のMiddle genes
の転写制御に関与する Mei4 の発現異常が原因の一つかもしれない。今後は、
Mei4がどのような遺伝子をターゲットにしているのかを明らかにしていきたい。
また、Spo5 と Mes1 はどちらも Cdc13 の発現制御に関与しているが、本研究の
結果からその制御の仕方は異なっていると考えられた（本節の最後を参照）。 
 本研究では Spo5 と複数の mRNA との結合を中心に解析してきた。今後は、
野生型株と spo5∆株をもちいて、Spo5と結合することが確認された各 mRNAの
発現量や、それらがコードするタンパク質の発現量をきちんと押さえておく必
要もあるだろう。野生型株と spo5∆株で pcr1 mRNAの発現量は差がない、とい
うデータが既に得られている。これをきっかけとして、Spo5 が制御する転写後
調節機構の実体に迫りたい。 
 本節の最後に、いまだ答えていない疑問点についてまとめる。本研究で、Spo5
の機能は Pcr1, Cdc13やMes1を介して発揮される可能性が強く示唆された。ま
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た、Cdc13やMes1の発現上昇が胞子形成率の上昇につながることが認められた
が、これらの因子が胞子形成を制御しているとただちに結論づけることはでき
ない。Cdc13やMes1の過剰発現が spo5∆の胞子形成不能を抑圧した原因として、
主に二つの可能性が考えられる。 
 一つ目は、spo5∆では Cdc13の発現が低くなり CDK活性が低下した結果、こ
の複合体により制御を受ける因子の挙動が異常となり胞子形成できない可能性
である。この場合、Cdc13やMes1の発現によって Cdc13の発現量低下が補填さ
れた結果、胞子形成できたと考えられる。この可能性は、Mes1 の主な機能が
Cdc13の分解抑制にあり、mes1∆で mes1プロモーターから Cdc13を過剰発現す
ると、Mes1の時と同程度に胞子形成できたという観察[27]とも整合する。 
 二つ目は、Cdc13やMes1の過剰発現によって、本来とは異なる生理条件が出
現して胞子形成が進行できた可能性である。CDK活性が上昇して、基質を過剰
にリン酸化する可能性や本来の基質ではない因子をリン酸化する可能性は常に
考えておかなければならない。そのような場合、Cdc13が大過剰に発現すると胞
子形成に阻害的になる可能性があり、nmt41の結果（図 13E）はこれが原因かも
しれない。実際、分解されない Cdc13 の発現によって胞子形成は人為的に阻害
されうる[64]。また、増加した Cdc13が、APC/Cの活性を競合的に低下させて、
本来 APC/Cによって分解に誘導される胞子形成関連因子の活性が上昇し、その
影響が出ている可能性もある。分裂酵母ではこれまで、Cdc13やMes1が APC/C
と結合しその基質となることは示されているが、胞子形成に関連する APC/Cの
基質は知られていない。しかし出芽酵母では、前胞子膜を閉じる過程（細胞質
分裂）に関与する Ssp1 が、APC/C の活性化因子でかつ Fzr1 のホモログである
Ama1によって分解へと誘導されることが知られており[65]、分裂酵母でも胞子
形成に関与する因子が Fzr1などによって分解に導かれている可能性は十分にあ
り得る。出芽酵母の Ssp1 と同様、前胞子膜を閉じる過程に関与する分裂酵母
Meu14[66]は、APC/Cによる分解誘導の目印となる D-box[67]をもつ。以上より、
分裂酵母でも APC/Cが胞子形成に関与する可能性が高いと言えよう。 
 上記の二つの可能性を区別するため、様々な方法で APC/Cの不活性化を誘導
し、spo5∆の胞子形成不能の抑圧に主要に利いているのが Cdc13の発現レベルで
あるのか、あるいは APC/Cの標的である他の因子であるのかを検討していきた
い。このような解析により、減数分裂と胞子形成に関して、Cdc2/Cdc13 複合体
と APC/Cがどのように寄与しているか明らかになるであろう。APC/C活性化因
子の変異体をもちいた実験の結果については 2章の最初に掲載した。Cdc13にリ
ン酸化を受け、胞子形成に関与する因子についても探索するのが望ましい。 
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1-16. 1章のまとめ 
 本研究で得られた成果の一つは、Spo5 が RRM と Rae1 に依存して mRNA 経
路で核外移行すること、核外移行は Spo5の機能に重要であること、そして Spo5
の新規ターゲット mRNAとして pcr1 mRNAを同定したことである。 
 成果の二つ目は、Spo5下流で働く各因子の解明をすすめたことである。Spo5
は pcr1 mRNAに結合するだけでなく、減数分裂進行の制御に中心的役割を果た
すサイクリンBをコードするcdc13 mRNAや、転写因子をコードするmei4 mRNA、
さらには減数第二分裂の進行に必須のタンパク質をコードする mes1 mRNA に
結合することが明らかとなった（図 18A）。これらの因子は全て Spo5 の下流で
働くことが遺伝学的解析によって示唆された。Spo5は cdc13 mRNA に直接働き
かけるだけでなく、Spo5によって正の制御を受けた Pcr1が、転写因子として機
能して、cdc13+遺伝子の転写を促進していると推測される（図 18B）。Cdc13 の
分解を阻害するMes1の発現上昇も、Cdc13の細胞内レベルを上昇させると考え
られる。このように、Spo5は Cdc13の発現量確保のために、何通りもの方法で
寄与していると予想される。 
 

 
図 18. Spo5の結合する mRNAとその下流で起こると予想される現象のまとめ 

(A) Spo5は pcr1, cdc13, mei4および mes1 mRNAと結合する。Spo5下流でこれらの mRNAから

翻訳されたタンパク質が働くことで、さらには Spo5からも直接制御を受けることで、Cdc13の

発現が調節され、減数第二分裂の進行と胞子形成が誘導されると考えられる。Mes1は、Slp1や

Fzr1といった APC/C活性化因子の働きを抑え、APC/Cの活性を低く保つことで Cdc13の分解を

抑制する。(B) Pcr1は cdc13+遺伝子の上流の CRE配列に結合し、cdc13 mRNAの転写を促進する

ことで、(A)で述べたような Cdc13の発現調節の一端に関与していると考えられる。 
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2章 ATF/CREB因子と胞子形成の関連について 
 
2-1. Fzr1の欠損は spo5∆の胞子形成不能を抑圧する 
 1章で Spo5とMes1の関係が見出されたことから、過剰発現によってMes1が
APC/C の活性を抑制することで spo5∆の胞子形成不能を抑圧したのではないか
と考えた。そこで、APC/Cの活性化因子の変異体をもちいて、spo5∆とかけ合わ
せた時に胞子形成できるかを検討した。減数分裂期に働く APC/Cの活性化因子
として、Slp1 と Fzr1 が存在し、それぞれ slp1-362[27]と fzr1∆[68]の変異体が存
在する。[48]ではいずれも spo5∆の胞子形成不能を抑圧しないと結論していたが、
本研究では fzr1∆が spo5∆の胞子形成不能を抑圧した（図 19A, B）。先行研究との
違いは、胞子形成培地等の条件の違いが原因だろう。この結果は、APC/C 活性
の抑制によって spo5∆でも胞子形成できることを示唆している。 
 

 
図 19. Fzr1の欠損により、spo5∆の胞子形成不能は抑圧される 

(A) (B) WT, spo5∆, spo5∆ fzr1∆, spo5∆ slp1-362および spo5∆ fzr1∆ slp1-362を胞子形成させた時の

DIC の撮影像 (A) および胞子形成率 (B) を示す。胞子形成率は、図 5 の (B) と同様にしてカ

ウントした。Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation, Student’s t-test = *P<0.05, **P<0.01 
 

2-2. Atf1, Atf21および Atf31の欠損は spo5∆の胞子形成不能を抑圧する 
 fzr1∆では、減数分裂の進行に異常はないが、減数第二分裂後期から終期にか
けて Cdc13 の分解に異常があり、減数分裂の完了と胞子壁形成に異常がみられ
る[28, 64]。atf21∆は、fzr1∆同様、減数分裂進行には異常がみられないが、胞子
壁形成に異常がある変異体である[33]。また、atf21+遺伝子は ATF/CREB ファミ
リーに含まれる転写因子の一つをコードする[8]。1章で、Spo5と Pcr1の関係が
示唆されたことから、他の ATF/CREB因子も Spo5と関連している可能性が考え
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られた。そこで、atf21∆をもちいて、spo5∆の胞子形成不能を抑圧するか検討し
た。その結果、Atf21の欠損によって spo5∆の胞子形成不能の抑圧がみられた（図
20A）。このとき生成された胞子には野生型よりも小さいものが多くみられた。
特に、spo5∆ atf21∆で生成された胞子の多くは、atf21∆の胞子と同様、胞子壁が
未熟であった。また、同様にして他の ATF/CREB 因子の破壊による影響を検討
したところ、Atf1 や Atf31 の欠損でも spo5∆の抑圧がみられた。胞子形成率は
Atf21の欠損が一番高く、Atf1, Atf31の順であった（図 20B）。Pcr1の欠損では
胞子形成がみられなかった。胞子の生存率を測定したところ、spo5∆ atf21∆で
atf21∆より高い値を示した（spo5∆ atf21∆, 13% vs. atf21∆, 2%）。このことは、spo5∆ 
atf21∆の胞子は胞子壁形成に異常があるが、同様の形態をもつ atf21∆の胞子より
もストレス耐性が高いことを示唆する。spo5∆ 株と atf21∆株のかけ合わせで
atf21∆の変異を含む株を選択した時に、その多くが spo5∆ atf21∆株であり atf21∆
株が少数であったことは、胞子生存率の観察結果と符合する。 
 以上より、Pcr1 以外の ATF/CREB 因子の欠損によって spo5∆の胞子形成不能
が抑圧されることが分かった。すなわち、Pcr1 は胞子形成を促進する一方で、
Atf1、Atf21および Atf31は胞子形成を抑制していると推測された。 
 

 
図 20. Pcr1を除く ATF/CREB因子の欠損により、spo5∆の胞子形成不能は抑圧される 

(A) (B) WT, spo5∆ pcr1∆, spo5∆ atf1∆, spo5∆ atf21∆, spo5∆ atf31∆および spo5∆を胞子形成させた時

の DIC の撮影像 (A) および胞子形成率 (B) を示す。胞子形成率は、図 5 の (B) と同様にして

カウントした。 Scale bar = 5µm 

 
2-3. Atf21と Atf31の欠損はmes1∆の胞子形成不能を抑圧する 
 先行研究では、Atf21と Atf31を同時に体細胞分裂期の細胞において過剰発現
させることで、APC/C の活性化因子 fzr1+遺伝子の発現量が増加し、cdc13+遺伝
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子が低下する結果が得られていた[9]。そのため、atf21∆や atf31∆が spo5∆の胞子
形成不能を抑圧した原因は、atf21∆や atf31∆で fzr1+遺伝子の発現量が低下し
APC/C の活性が低下したからか、あるいは cdc13+遺伝子の発現量が増加したか
らではないかと推測された。mes1∆では、Cdc13の過剰発現や Fzr1の欠損で胞子
形成が誘導されることが示されている[27, 68]。そこで、ATF/CREB 因子の欠損
で mes1∆を抑圧するかどうか確認した。Atf21や Atf31の欠損で mes1∆は低頻度
で抑圧されたが、Pcr1や Atf1の欠損では抑圧はみられなかった（図 21A）。興味
深いことに、mes1∆ atf21∆では 4胞子が主に形成されたが、mes1∆ atf31∆では 2
胞子が主に形成され、その胞子壁の多くは不明瞭であった。これらの表現型は、
2胞子や 4胞子だけでなく 3胞子など不均等な胞子形成をおこなう mes1∆ fzr1∆
の表現型とは異なっていた。また、Atf21や Atf31の欠損では、Fzr1の欠損と比
べると低頻度で抑圧した（図 21B）。fzr1+遺伝子の発現低下によって異常な減数
第三分裂が起こることが知られている [28]が、atf21∆では起こらなかった（デー
タは示さない）。そのため、atf21∆ が mes1∆を抑圧した主な原因は fzr1+遺伝子の
発現量低下以外にある可能性が考えられた。Atf1 の欠損が mes1∆の胞子形成不
能を抑圧できなかった原因は不明である。 
 

 
図 21. Atf21および Atf31の欠損により、mes1∆の胞子形成不能は抑圧される 

(A) (B) mes1∆, mes1∆ atf1∆, mes1∆ atf21∆, mes1∆ atf31∆, mes1∆ pcr1∆および mes1∆ fzr1∆を胞子形

成させた時の DIC の撮影像 (A) および胞子形成率 (B) を示す。胞子形成率は、図 5 の (B) と

同様にしてカウントした。 Scale bar = 5µm 
 

2-4. Pcr1 の過剰発現による spo5∆の胞子形成不能の抑圧には、Atf1 や Atf31

は不要である 
 最後に、spo5∆ atf1∆、spo5∆ atf21∆および spo5∆ atf31∆株で Pcr1を過剰発現し、
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胞子形成率を指標として、Pcr1とともに spo5∆の胞子形成不能の抑圧に関与する
ATF/CREB 因子が存在するか検討した。Pcr1 はヘテロ二量体を形成して働くと
考えられてきたからである[35]。spo5∆ atf1∆で Pcr1 を過剰発現すると、接合率
および胞子形成率の異常が低頻度で抑圧された（図 22A）。このことは、Pcr1は
Atf1がなくても接合と胞子形成を制御しうることを示唆する。他方、spo5∆ atf21∆
で Pcr1を過剰発現しても胞子形成率は上昇せず（図 22B）、生成された胞子の形
態はコントロールと同様、胞子壁に異常がみられた（図 22C）。このことは、Pcr1
の過剰発現と Atf21の欠損は、spo5∆の胞子形成不能の抑圧に関して、相加的に
作用しないことを示唆している。さらに、spo5∆ atf31∆で Pcr1を過剰発現すると、
胞子形成率が上昇した（図 22D）。この結果から、Atf31は Pcr1の機能には必要
がないと推測される。 
 以上より、少なくとも Atf1と Atf31に関しては、それらがなくても Pcr1が過
剰に存在すれば spo5∆の胞子形成不能を抑圧できることが明らかとなった。一方、
これまでの結果から Pcr1と Atf21との機能的な関連は見出されておらず、Atf21
がなくても Pcr1 は機能しうると予想されていた。胞子形成率の測定から、Pcr1
の過剰発現による spo5∆の胞子形成不能の抑圧は、Atf21の欠損によってその影
響が隠されることが分かった。そのため、Pcr1 の下流で Atf21 が働き、Pcr1 と
Atf21が同一経路に関して逆の作用を及ぼしている可能性が考えられた。しかし、
spo5∆ atf21∆ではコントロールでも既に高い胞子形成率を示しており、それ以上
胞子形成率が上がらないようにみえるだけの可能性も考えられた。 
 今後は、Atf21 のターゲットに着目し、spo5∆の胞子形成不能を大きく抑圧し
た理由を探りたい。特に、Atf21 は既に CRE 配列と結合することが示されてお
り[33]、Pcr1の時と同様にして、そのターゲットを探索することができよう。ま
た、spo5∆ atf21∆でMes1などを過剰発現することによって、Pcr1の過剰発現で
はこれ以上の抑圧が見られなかった理由を追究したい。さらに、Pcr1 はヘテロ
二量体を形成して働いているのか、それともホモ二量体によって働いているの
か等、その転写制御機構には謎が残されており、詳細な制御機構を調べる必要
がある。 
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図 22. Pcr1の過剰発現による spo5∆の胞子形成不能の抑圧に Atf1および Atf31は必要ではない 

(A) Pcr1を過剰発現した時の spo5∆ atf1∆の接合率と胞子形成率。(B) (C) Pcr1を過剰発現した時

の spo5∆ atf21∆の胞子形成率 (B)。spo5∆ atf21∆の DICの撮影像 (C)。 (D) Pcr1を過剰発現した

時の spo5∆ atf31∆の胞子形成率。胞子形成率はいずれも、図 10の (B) と同様にしてカウントし

た。 Scale bar = 5µm, Error bar = Standard Deviation, Student’s t-test = *P<0.05, **P<0.01 

 

2-4. 2章のまとめと考察 
 Atf1は Pcr1とヘテロ二量体を形成して働くと考えられてきた[35]が、spo5∆の
抑圧において胞子形成を促進する Pcr1 とは逆の作用を示した。すなわち、Atf1
は胞子形成を抑制すると考えられた。Atf1と Pcr1の機能の違いは先行研究で既
に指摘されていた[69]が、本研究によって胞子形成に関する機能にも違いがある
ことが明らかとなった。 
 今後、本実験でもちいた変異体によって生成された胞子の性状や生存率など
を詳細に調べ、ATF/CREB 因子がどのように胞子形成に関わっているかを追究
したい。 
 spo5∆や mes1∆をもちいた遺伝学的解析により、ATF/CREBファミリーに属す
る転写因子である Atf1, Atf21および Atf31が胞子形成を抑制することが示唆さ
れた。本研究の結果からも示唆されたように、ATF/CREB 因子は一部オーバー
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ラップした機能をもつが、それぞれが違う機能を発揮することを示唆する結果
も得られている[9, 37, 69]。このことから、減数分裂期においても ATF/CREB因
子は様々な組み合わせではたらくと予想される。また、同じ因子でも転写活性
化と抑制化の両方に関与することがしられる[50]。今後は、どのような組み合わ
せで転写を促進あるいは抑制するかを、減数分裂期ではたらく 4つの ATF/CREB
因子全てに注目しながら解析を進めていくことが大事である。 
 先行研究で、分裂酵母では転写因子が段階的に発現し、トランスクリプトー
ムを大きく変化させることで、減数分裂と胞子形成を促進することが示された
[9]。この論文でMataらは、転写因子はその前の段階で発現していた遺伝子の発
現を抑制し、次の段階で必要な遺伝子の発現を促進していると指摘した。本研
究によって、胞子壁形成を誘導する時に必要な Atf21が、前の過程である胞子形
成過程の開始を抑制する可能性が示唆された。このことはMataらの主張を支持
する。今後、Pcr1や Atf21に注目することで、減数分裂期に発現する ATF/CREB
因子の機能が解明され、これまで知られていなかった胞子形成の制御機構が浮
き彫りになるであろう。 
 本研究をまとめると、以下のモデルが考えられる（図 23）。第一章で見たよう
に、Spo5を介して Mes1や Cdc13の発現量が調節される。その一方で、Fzr1に
よって活性化された APC/Cによる Cdc13の分解が起こることで、減数分裂が正
常に完了へと導かれると同時に胞子形成が誘導される。その後、Atf21を中心と
した ATF/CREB 因子が、さらなる胞子形成の誘導を抑制することで胞子壁形成
を促進し、成熟した胞子が形成される。今後は、現在のモデルが正しいかを、
分子遺伝学的・細胞生物学的解析を含む複数の観点から検討していきたい。 
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図 23. ATF/CREBファミリーと APC/Cによる胞子形成の制御機構 

Fzr1によって活性化されたAPC/Cは、減数第二分裂後期にCdc13を完全に分解するように働く。

また、Atf21を中心とした ATF/CREB因子がさらなる胞子形成の誘導、すなわち前胞子膜の形成

を抑制し、胞子壁形成を促進することで、成熟した胞子を形成していると考えられる。 

 

2-5. 減数分裂進行に関与する RNA結合タンパク質と今後の展望 
 他の生物の減数分裂では、Spo5 と同様の RNA 結合タンパク質は存在するの
だろうか？高等生物では、CPEB1と呼ばれる RNA結合タンパク質が Auroraキ
ナーゼによって減数分裂初期に必要な因子の翻訳を活性化する[70]。一方、減数
第一分裂前にはCdc2にリン酸化されてCPEB1が一部分解されることで、CPEB1
が結合し翻訳を抑制していたサイクリン B mRNAが放出されて翻訳が開始され、
減数分裂が進行する[71]（図 24A）。また、出芽酵母の Rim4と呼ばれる RNA結
合タンパク質は減数第一分裂ではサイクリンBであるClb3の翻訳を抑制するが、
減数分裂特異的に発現する hCDK2 ホモログの Ime2 によってリン酸化されるこ
とで減数第二分裂時に発現量が低下する。このことがきっかけとなって翻訳抑
制が解除されると、減数第二分裂特異的に Clb3が翻訳され、減数第二分裂進行
と胞子形成が誘導される[13]（図 24B）。このように、RNA結合タンパク質によ
るサイクリン Bの翻訳抑制と、リン酸化につづいて起こる RNA結合タンパク質
の活性化による翻訳促進あるいは分解による翻訳促進が、減数分裂進行に重要
な役割を果たしていることが知られている。 
 今後の展望として、Spo5でも同様な翻訳制御機構があるか検討したい。また、 
Spo5 のリン酸化と機能の関係についても検討したい。本研究では既に、ツーハ
イブリッドスクリーニングにより、複数の翻訳制御因子を Spo5の相互作用因子
の候補として取得している。また、Spo5 のリン酸化と機能あるいは局在の関連
性について予備的なデータを得ている。そのため、Spo5 の相互作用因子やリン
酸化が Spo5の下流で働く因子の発現制御にどのように関与するか、今後十分に
検討していきたい。これらの解析によって、減数分裂進行と胞子形成を制御す
る分子メカニズムの解明が進むことが期待される。さらに、真核生物の減数分
裂期にはたらく RNA結合タンパク質の類似・相違点の比較検討から、これらの
RNA結合タンパク質が制御する分子メカニズムの違いや存在意義が明らかにな
るであろう。 
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図 24. 減数分裂進行を制御する RNA結合タンパク質による翻訳制御機構 

(A) 高等生物の減数分裂で働く RNA 結合タンパク質。CPEB1 や CPEB4 は時期特異的にサイク

リン Bや自身の発現を制御し、それぞれ Prophase Iから Metaphase Iの進行と、Metaphase Iから

Metaphase IIへの進行を制御する。CPEB1はCdc2によってリン酸化されると分解へと誘導され、

CPEB1 と結合していたサイクリン B などの mRNA の翻訳が促進する。CPEB4 のリン酸化と分

解および翻訳制御との関連は不明である。 (B) 出芽酵母の減数分裂で働く RNA結合タンパク質。

Rim4は減数第一分裂にサイクリン Bである Clb3の翻訳を抑制するが、減数第二分裂には Ime2

によってリン酸化されて分解され、翻訳が解除された Clb3が減数第二分裂の進行と胞子形成を

制御する。Rim4が Cdc28/Clb複合体によりリン酸化されるかは不明である。 
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材料と方法 
 
1.  分裂酵母株 
 本研究でもちいた分裂酵母株とその遺伝子型を方法-表に示した。遺伝子名
は”spo5”のようにアルファベット 3文字と数字 1文字をもちいて小文字のイタリ
ック体で表記する。遺伝子アレルを表記する場合は、”rae1-167”のように遺伝子
名とアレル番号をハイフンでつなぐ。 
 
2.  培地 
＜大腸菌＞ 
 大腸菌の培養は TY (1% polypeton, 0.5% Yeast extract, 0.5% NaCl, pH 7.0) 培地、
または LB (1% Bacto Tryptone, 1% Yeast extract, 0.5% NaCl, pH 7.6) 培地でおこな
った。必要に応じて、ampicilinを終濃度 40µg/ml (1000×)で添加した。 
 
＜分裂酵母＞ 
 完全栄養培地である YE、最小培地である SDとMM（EMM; Edinburgh minimal 
mediumとも呼ばれる）、胞子形成培地である SSAと SPAはそれぞれ標準的な組
成に従った[72][90]。SD はアミノ酸類が含まれておらず、菌株の栄養要求性の
チェックや形質転換体の選択にもちいた。また、チアミンを含有するため、後
述する nmtプロモーターは抑制される。MMはチアミンを含有しないため、nmt
プロモーターは脱抑制される。SSA は窒素源が少量含まれているために、細胞
が増殖したあとに接合および胞子形成をおこなう。SPA は窒素源を全く含まな
いため、細胞は直ちに接合および胞子形成をおこなう。必要に応じて、アデニ
ン（50µg/ml）、ウラシル（50µg/ml）、ロイシン（100µg/ml）、ヒスチジン（50µg/ml）、
リジン（50µg/ml）、アルギニン（100µg/ml）を加えた。 
 YEは、上記 6種類の栄養素のうちアルギニンを除く 5種類を加えた YE5Sを
標準的にもちい、本論文では YE5Sを単に YEと呼ぶことにした。ただし、二倍
体細胞を YEで培養する場合は、上記 6種類の栄養素のうちアデニンとアルギニ
ンを除く 4種類を加えた YE4Sをもちいた。kanR, hphR, natR, bsdR遺伝子挿入株の
選択時には、YEプレートにそれぞれ G418（Roche; 100µg/ml）、ハイグロマイシ
ン B（和光純薬; 100µg/ml）、clonNAT（Werner BioAgents; 100µg/ml）、ブラストサ
イジン S（フナコシ; 30µg/ml）を加えたものをもちいた[73, 74]。また、ウラシル
要求性株を選択する際には、YEプレートに 5-フルオロチン酸（5-FOA、和光純
薬; 1mg/ml）を加えた。 
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＜出芽酵母＞ 
 出芽酵母の培養は、酵母生育培地である YPD（1% Yeast extract, 2% Bacto 
Peptone, 2% Glucose）と、最小培地である SD（0.67% Yeast nitrogen base w/o Amino 
Acid, 2% Glucose, CSM 4-Amino Acid Dropout Mixtures: CSM-His-Leu-Trp-Ade）で
おこなった。必要に応じて、アデニン（50µg/ml）、ロイシン（50µg/ml）、ヒスチ
ジン（50µg/ml）を加えた。 
 
3.  組換え DNA操作 
 一般的な組換え DNA操作は標準的なプロトコールに従った[75]。分裂酵母か
らのDNA大腸菌の形質転換は18ºC法[76]およびエレクトロポレーション法によ
りおこなった。大腸菌株は XL1-Blue, DH5αまたは BL21をもちいた。プラスミ
ドベクターとして、pUC119 (Stratagene), pGEX-KG (Stratagene)および TOPO TA
ベクター（invitrogen）をもちいた。部位特異的に変異を導入する場合は、
PrimeSTAR Mutagenesis basal kit（タカラバイオ）をもちいた。塩基配列の決定は
ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）をもちいておこなった。 
 
4.  分裂酵母の一般的な取り扱いと遺伝学的手法 
 分裂酵母の一般的な遺伝学的解析は標準的な方法に従った[91]。分裂酵母の胞
子は胞子壁にアミロース様の多糖類を蓄積するため、ヨウ素蒸気処理により胞
子を含むコロニーは茶褐色に染色される。この性質を利用して胞子形成能を検
定した。 
 形質転換は酢酸リチウム法に従った[77]。細胞は対数増殖期に入るまで培養し
（1.0×107 cells/mlを超えない程度を目安とした）、遠心集菌したあと、酢酸リチ
ウム/TE 溶液（0.1M 酢酸リチウム pH7.5、10mM Tris-HCl pH7.5、1mM EDTA 
pH8.0）に懸濁した。懸濁液を 0.1ml ずつマイクロチューブに分注し、DNA 
(0.1~1mg)、ニシン DNAおよび酢酸リチウム/TE溶液に終濃度 40% (w/v) で溶解
したポリエチレングリコール(#4000) を 260µlを添加して 25ºCまたは 30ºCで 1
時間以上培養した。その後、42ºCで 5~15分間熱ショックを与えた。熱ショック
後、上清を遠心除去し、細胞を滅菌水に懸濁して選択培地に広げた。必要であ
れば、熱ショック後に適当な培地で 30分~1時間培養し、細胞のリカバリーをお
こなった。 
 分裂酵母からの DNAの調製は以下の方法をもちいた。1.5~5mlの適当な培地
で培養した細胞を遠心集菌し、細胞を 0.2mlの breaking buffer (2% Triton X-100, 
1% SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH8.0, 1mM EDTA)、0.3gのグラスビーズ 



 

 44 

(ø=0.5mm)、および 0.2mlのフェノール／クロロホルムを加えた。この混合液を、
FastPrep（フナコシ）をもちいて Speed5で 10秒間激しく撹拌して細胞を粉砕し
た。撹拌後、0.2mlの TE溶液を添加して室温で 5分間遠心し、上清を回収した。
1ml のエタノールを加えて-20ºC で静置して DNA を沈降させた。エタノールを
除去して風乾したあと、滅菌水に溶解して DNA溶液とした。 
 ホモタリック h90 株の細胞を接合、減数分裂、胞子形成へ誘導するためには、
YEで培養した細胞を滅菌水で 1回洗い、等量のロイシン・ウラシル混合液（そ
れぞれ、20mg/mlと 2.5mg/ml）に懸濁して SPA（アデニンを 50µg/ml添加）上に
スポットした。30ºC 24hまたは 25ºC 24hで培養したのち、細胞の接合率・胞子
形成率の測定にもちいた。あるいは SSAにひきのばし、接合、減数分裂、胞子
形成へ誘導した。30ºC 3日間または 26.5ºC 4日間で培養した。rae1-167変異体で
は、25ºC 6hで培養し、さらに 36ºC 3hで培養したのちに観察した。その後、36ºC 
15hで培養し胞子形成率を測定した。減数分裂をおこなう細胞のライブセルイメ
ージングをおこなう場合は、SPA上で 30ºC 9h培養した細胞をもちいた。 
 交配の際には ade6変異をマーカーとしてもちいた。アデニン要求性変異であ
る ade6-M216変異と ade6-M210変異は同一遺伝子座の変異であるが、相補し合
い、この二つのアリルを同時に細胞内に有する株はアデニン非要求性となる（遺
伝子内相補）。ade6-M216 変異を持つ株と ade6-M210 変異を持つ株とを交配し、
アデニン非要求性の細胞を選択することで容易に 2 倍体を得ることができる。
この 2倍体を SPAプレート上で培養して胞子を形成させ、アデニンを抜いた SD
プレート上で生育させることで 2倍体を得た。 
 ランダム・スポア分析は、細胞を破壊して胞子だけを抽出したあと、適当な
培地にまいて目的の子孫細胞を選択する方法である。株同士のかけ合わせなど
によくもちいられる。胞子形成しているプレート上の細胞をかき取り、滅菌水
に懸濁したあと、カタツムリから抽出した消化酵素グルスラーゼ（NEN）によ
り胞子嚢を溶解し、遊離の胞子とした。99.9%エタノールを適量入れて 5分静置
し、グルスラーゼとエタノールを除いて滅菌水で胞子を洗浄した。最後に、適
量の滅菌水に懸濁し、適当な培地に胞子をまいた。胞子生存率の測定には、ラ
ンダム・スポア分析をもちいた[78]。SPAプレート上で目的の細胞をスポットし、
30ºC 24hで培養したあと、グルスラーゼ処理を 1hおこなった。胞子の数は顕微
鏡でカウントし、それらをアデニン入りの YEプレートにまいて 25ºCで 5~6日
置いたあと、コロニー数をカウントした。「コロニー数／まいた胞子の数」を求
めることで、胞子生存率を算出した。 
 四分子分析（テトラド）は、親株によって形成された四つの胞子（一つの子



 

 45 

嚢に一つ含まれる）を一つ一つ顕微鏡下でガラス針をもちいて分離し、それら
の表現型を観察する方法である。この方法では、多数の胞子をまとめて観察す
るランダム・スポア分析よりも詳細な観察が可能である。また、遺伝子破壊株
を単離する際にももちいた。 
 
5.  分裂酵母株の作製とプラスミド DNA 
 選択マーカー遺伝子カセットをもちいた遺伝子破壊株、融合タンパク質発現
株の作製には、PCRに基づく標準的な遺伝子ターゲティング法をもちいた[74, 79, 
80]。spo5-GFP株（spo5変異体を含む）の作製には pFA6a-GFP-KanMXプラスミ
ドを、cdc13 TATA’∆, cdc13 5’∆, cdc13 FLEX∆ , atf21∆および atf31∆株の作製には
pFA6a-ura4プラスミドをもちいた。 
 pREP1はチアミンで抑制される nmt1プロモーターを持ち、その下流にマルチ
クローニングサイトが存在する[81]。マーカー遺伝子として出芽酵母 LEU2遺伝
子を持つため、ロイシンを除去した培地で pREP1を保持した株を選択すること
が可能である。また、大腸菌ベクターpUC119を元に作製されており、大腸菌内
でも複製されることに加え、分裂酵母由来の自立複製配列 (ars1) を持つので分
裂酵母内でも複製できる。Atf1, Atf21および Atf31の過剰発現は細胞周期進行に
異常を生じさせることから、pREP1-atf1, pREP1-atf21および pREP1-atf31の nmt1
プロモーターを nmt81プロモーターと交換した。pREP1-atf1, pREP1-atf21および 
pREP1-atf31は山田貴富博士から分与して頂いた。また、Cdc13の過剰発現も細
胞に悪影響を与えるため、cdc13の発現には nmt41プロモーターと nmt81プロモ
ーターを持つ pREP41と pREP81をもちいた。pREP41-cdc13は新井邦夫博士に、
pREP81-cdc13は新真由美氏からそれぞれ分与して頂いた。pREP41と pREP81で
は、nmt1 プロモーターの TATA ボックスに変異が導入されることにより発現が
抑制されている。pREP1 に比べて、pREP41 の発現量は約 1/6、pREP81 では約
1/80 に低下する[82]。減数分裂期における過剰発現を達成するため、mei4+遺伝
子あるいはmes1+遺伝子のプロモーター領域[27, 30]を pREP1の nmt1プロモータ
ーと交換し、マルチクローニングサイト下流に mei4-DSR (determinant of selective 
removal) 配列[83]を融合させた DNA断片をもちいた。これらは先行研究でもも
ちいられた[48]。pDB-mes1 は山本研究室でのスクリーニングによって単離され
た。Spo5と Pcr1の過剰発現にもちいたプラスミドは、スクリーニングによって
単離された pREP3-spo5, pREP3-pcr1をもちいた。本研究でもちいた pREP3のプ
ロモーター配列には異常があるとされており、通常の nmt1プロモーターよりも
活性が落ちていると考えられる。 



 

 46 

6. 新規 spo5温度感受性変異株の単離 
 spo5 温度感受性変異株のスクリーニングをおこなった。PCR 変異導入法をも
ちいて、spo5の ORFと GFPとの融合遺伝子および選択マーカーとなる G418耐
性遺伝子を含む配列を増幅した。この PCR ではサイクル数を通常より多い 40
サイクルとすることでランダムな点突然変異を誘発しやすくした。次に、増幅
した PCR 産物を野生株に導入して、変異を含む spo5-GFP 断片を染色体に組み
込んだ。G418 耐性を示す約 2,000 コロニーを選択した後、ヨウ素染色法により
32ºCに置いた SSAプレート上で胞子形成能を示さない 153コロニーを選択した。
その後、蛍光顕微鏡で GFPの蛍光シグナルを観察し、GFPが発光する、すなわ
ち spo5 が全長を保持している 50 株を選別した。さらに、25ºC では胞子形成能
があるが、32ºCではない温度感受性株を選択したところ、17株が選ばれた。最
終的に配列解析を行い、重複する株を省いて、14株の新規 spo5ミスセンス変異
体を取得した （図 4）。また、14株から発現する変異型 Spo5は全て RRMにミ
スセンス変異を持っていた。 
 
7.  spo5変異体の胞子形成不能を多コピーで抑圧する因子の探索 
 spo5 変異体の胞子形成不能を多コピーで抑圧する因子のスクリーニングをお
こなった。減数分裂期の細胞から抽出した RNAをもとに合成された cDNAライ
ブラリーを、spo5ミスセンス変異体である spo5(S365P)に導入した。胞子形成培
地である SSAプレートにおいて生育した形質転換体のうち、胞子形成能を回復
したコロニーを選択した。胞子形成の有無は、ヨウ素染色法をもちいて判別し
た。形質転換体から抽出したプラスミドを増やしたあと、挿入された遺伝子断
片の塩基配列の一部を決定し、BLAST検索により分裂酵母の対応する遺伝子を
同定した (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 。取得した因子のうち、3クロー
ンで pcr1+遺伝子が含まれていた。pcr1+遺伝子を含むクローンで spo5(S365P) を
再形質転換し、胞子形成が回復することを確認した。pcr1+遺伝子は過去の類似
したスクリーニングにより、spo5 変異体の胞子形成不能を抑圧する多コピー抑
圧因子として単離された[34]。 
 
8.  人工的な核局在配列 (NLS; Nuclear localization signal) と核外移行配列 

(NES; Nuclear export signal) の利用 
 NLSは SV40の Large T antigenに由来する PKKKRKVのアミノ酸をコードす
る配列をもちいた[84]。NESは HIV-1 Revに由来する ILPPLERLTLのアミノ酸
をコードする配列をもちいた[85]。 
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9. 核外移行を阻害するエクスポーチン阻害剤 LMB 
 分裂酵母のタンパク質核外移行は Crm1/exportin によって制御される[86]。
Crm1/exportinシステムを阻害する薬剤として LMB（レプトマイシン B）が知ら
れており[87]、本研究では Spo5 がエクスポーチン依存的に核外移行するか検討
するためにもちいた。100ng/mlで LMBを加え、30ºCで 60分培養したあと、細
胞を固定して顕微鏡で Spo5の局在を観察した。コントロールとして、エクスポ
ーチン依存的に核外移行するMei2[45]の局在を観察した。 
 
10.  蛍光顕微鏡による観察 
 ライブセルイメージングは DeltaVision-SoftWoRx system（GE Healthcare）をも
ちいておこなった[79]。レクチンであらかじめコートしたガラスボトムディッシ
ュ（松浪硝子）に減数分裂をおこなう細胞をマウントし、ディッシュ内をMM-N
液体培地で満たした。Z 軸に沿った一連の断面図として得られた観察像は、
SoftWoRxの”quick projection”アルゴリズムをもちいてスタックさせた。DIC（微
分干渉顕微鏡）の観察像は、Axioplan2蛍光顕微鏡 (Zeiss) を Slidebook software 
(Leeds Precision) で操作することによって得た。 
 
11.  DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindole) 染色 
 遠心集菌により細胞を回収し、100µlの滅菌水に懸濁したあと、10µlのホルム
アルデヒドをくわえて 10分間静置して細胞を固定した。遠心によりホルムアル
デヒドを除去したあと、PBS buffer (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM phosphate)
で細胞を洗浄した。適当量の PBS に懸濁し、細胞懸濁液 1µl と DAPI 溶液 1µl 
(10µg~100µg/ml)を混合してサンプルとし、顕微鏡で観察した。 
 

12.  GST組換えタンパク質の大腸菌からの精製 
 大腸菌で GSTを融合した精製タンパク質を発現するため、spo5+遺伝子の C末
端領域である spo5(192-567)を pGEX-KGプラスミドのNcoI/HindIIIサイトに挿入
した。同様にして、RRM1あるいは RRM2を欠失した spo5(192-567)をクローニ
ングした。また、GST-Pcr1は先行研究で作製されていたものをもちいた [34]。
タンパク質の精製は、以下のようにおこなった。上記のプラスミドをもちいて
BL21を形質転換した。先に予備実験をおこない精製タンパク質の発現が良かっ
たコロニーを、ampicilin の入った 2×YT 液体培地をもちいて、37ºC で適当な濃
度になるまで培養した。0.2mM IPTG (Novabiochem) を加えて 3時間 25ºCで培養
して発現を誘導した。4ºCで細胞を回収し、PBS bufferで 1度洗ったあと、5ml PBS 
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+ 3% NP40, 10mM DTT, 1mM PMSF, 1/6 tablet Complete (Roche) に懸濁して超音
波処理 (Branson Sonifier® Cell Disruptor) によって細胞を破砕した。遠心処理に
より分離した上清に、Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) を加えて 4ºCで 1
時間転倒混和した。Poly-Prep Chromatography Column (BIO-RAD) に充填して、
PBS bufferで 2回洗ったあと、1mlの L-Glutathione溶液 (50mM Tris-HCl pH8.0, 
3mg/ml L-Glutathione) をもちいて溶出した。 
 
13.  RNAゲルシフトアッセイ 
 タンパク質は前述した方法で大腸菌から精製したものをもちいた。一方、RNA
は DIG RNA Labeling kit (SP6/T7)（Roche）をもちいて、in vitroで合成した。RNA
の濃度は、NanoDrop ND-1000 (Themo Fisher Scientific)によって定量した。 
 RNA 結合反応は、2ng の DIG ラベルされた RNA と精製タンパク質を必要量
用意し、先に 4µlの modified KNET buffer（20mM KCl、80mM NaCl、2mM ethylene 
glycol bis-(2-aminoethylether) tetraacetic acid (EGTA)、50mM Tris-HCl (pH7.5)、
0.05% NP-40、1mM MgCl2、2mM dithiothreitol、20% glycerol、滅菌水）と 0.5µl
の RNase Inhibitor (Roche) を混合した溶液を調製しておこなった。コントロール
のRNAプローブとしてGFPのコード領域をもちいた。サンプルは 10µgのCarrier 
E.coli tRNAとともに室温で 25分間インキュベートしたあと、RNAプローブを
加えて室温でさらに 25分間インキュベートした。つづいて、0.5×TBE Bufferを
泳動バッファーとして、ポリアクリルアミドゲルをもちいてサンプルを電気泳
動した。泳動後、ゲルをナイロンメンブレンである GeneScreen Plus (NEN) にト
ランスファーした。メンブレンを風乾させたあと、80ºC で 2 時間ベーキングし
た（あるいは、風乾する前に Spectro Linker XL-1000 UV crosslinker (Spectronic 
Corp.) をもちいてクロスリンク処理をおこなった）。DIG Wash and Block Buffer 
Set (Roche) をもちいて、メンブレンを洗浄・ブロッキングした。シグナルは DIG 
Luminescent Detection Kit (Roche) をもちいて検出した。 
 
 
14.  RNA免疫沈降と RT-PCR 
 Spo5-GFP を発現する二倍体を YE4S で一晩培養したあと、MM+N に移して
30ºCで 15h以上培養した。細胞濃度は 5×106 cells/mlになるまで培養したあと、
MM-N に移した。MM-N に移し終えて培養を再開した時間を 0h とし、6h 培養
したあとに細胞を回収して免疫沈降をおこなった。遠心する前に 1mMの PMSF 
(phenylmethylsulfonyl fluoride) を加えた。遠心集菌した細胞は、STOP solution 
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(150mM NaCl, 50mM NaF, 10mM EDTA (pH 8.0), 1mM NaN3) で洗ったあと、液体
窒素で凍らせて-80ºCで保存した。その後、HBバッファー（50mM Tris-HCl (pH 
7.6)、150mM KCl、5mM EDTA、1mM DTT、10% グリセロール、0.2% NP40、
20mM β-glycerophosphate、0.1mM Na3VO4、15mM p-nitrophenyl phosphate、1mM 
PMSF）とグラスビーズ 0.3gを加えて激しく撹拌 (FastPrep speed6, 10sec×2)、遠
心し、細胞抽出液を得た。遠心上清のうちの 20分の 1を Totalサンプルとした。
残りの上清を 2つに分け、GFP抗体（Roche、GFPモノクローナル抗体）あるい
は HA抗体（Abcam、16B12、HAモノクローナル抗体）と、先に調製した Dynabeads 
protein G (Life technologies) をそれぞれ適量加えて、0ºCで 20分間震盪した。免
疫沈降した RNAはフェノール-クロロホルム抽出によって単離した。RT-PCRは
TaKaRa RNA PCR kit（AMV, Ver 3.0、タカラバイオ）をもちいて、付属のプロト
コールに従っておこなった。 
 
15.  ウェスタンブロッティング 
 RNA免疫沈降で得られていたタンパク質をウェスタンブロッティングによっ
て検出した。得られたタンパク質調製液に等量の 2×SDS PAGE sample buffer 
(100mM Tris-Cl pH6.8, 4% SDS, 0.2% Bromophenol Blue, 20% Glycerol, 200mM 

DTT) を加えてよく懸濁し、5分間加熱して変成させたあと、SDS-ポリアクリル
アミドゲル (4-12% gradient Criterion XT Precast Gel, BIO-RAD) で分離した。泳動
分離したタンパク質を、Trans-Blot® Turbo (BIO-RAD) をもちいてニトロセルロ
ース膜へと転写した。1 次抗体として、前述の抗 GFP マウスモノクローナル抗
体（1/2000希釈）をもちいた。2次抗体には、Horseradish peroxidaseを結合させ
た抗マウス IgG 抗体（Amersham Biosciences、1/10000 希釈）をもちいた。タン
パク質の検出には、ECL Plus Western Blotting System (Amersham Biosciences) をも
ちいて発光させたルミノールを Image Quant LAS-4000（GEヘルスケア・ジャパ
ン）をもちいて検出した。 
 

16.  DNAゲルシフトアッセイ 
 GST-Pcr1は Spo5のときと同様に精製をおこなった。DIGラベルされた DNA
は、DIG Gel Shift Kit 2nd Generation (Roche) のプロトコールに従って調製した。
DNA結合反応は、4µlの Binding buffer (100mM Hepes pH7.6, 5mM EDTA, 50mM 
(NH4)2SO2, 5mM DTT, Tween 20 1% (w/v), 150mM KCl)、poly [d(A-T)] 1µl (1µg)、 
poly L-lysine 1µl、DIGラベル DNAオリゴ 1µl (4ng)、滅菌水 11µlおよびタンパ
ク質 1µlを混合した溶液を調製しておこなった。コントロールの DNAプローブ
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として Oct2Aの結合配列をもちいた。サンプルは室温で 15分間インキュベート
したあと、6%未変成アガロースゲルをもちいて分離し、トランスファーをおこ
なったあと、RNAゲルシフトと同様の操作によって検出をおこなった。 
 
17.  RNAの調製とノザンブロット解析 
 ノザンブロット解析は標準的なプロトコールを改変した渡邊らの方法をさら
に改変し、DIGをもちいたノザンブロット解析に適した形でおこなった[88, 89]。
遠心集菌した細胞にグラスビーズ 0.3gと Solution A（0.5M NaCl、0.2M Tris-HCl 
(pH 7.5)、0.01M Na3EDTA (pH 8.0)、1% SDS、滅菌水）300µlおよび 3M酢酸ナト
リウム溶液 30µlを加えて破砕した。上清を取り、フェノール-クロロホルム抽出
を 2 度おこなったあと、エタノール沈殿をおこなった。沈殿物に対し、ジエチ
ルピロカーボネート (DEPC) で処理した滅菌水をもちいて懸濁した。RNAは水
に溶解しにくいので、Vortexと氷上での静置を 5分ごとに 3度繰り返した。つづ
いて、RNA溶液の濃度を ARVO MX (PerkinElmer) によって測定した。10×MOPS 
buffer（0.2M MOPS、0.05M 無水酢酸ナトリウム、0.01M EDTA (pH 7.0)、NaOH 
2g/l）を調製し、1×MOPS bufferで泳動層を浸し電気泳動をおこなった。60ºCで
5分加熱し変成した RNA 5µgを含む溶液（MOPS、ホルムアルデヒド、ホルムア
ミド、臭化エチジウムを適量含む）にグリセロールを含む loading buffer（大部
分がグリセロール、その他に EDTA、ブロモフェノールブルー、キシレンシアノ
ールを適量含む）を加え、1.2%変成アガロースゲル（滅菌水、1.2% 電気泳動用
アガロース、10% MOPS、3% ホルムアルデヒド）で電気泳動し、GeneScreen Plus 
(NEN)にトランスファーした。10×SSCバッファー（20×SSC：滅菌水、3M NaCl、
0.3M クエン酸三ナトリウム二水和物）に浸したWhatman 3MM紙 (Whatman) 2
枚を台の上にのせ、その上にゲル、メンブレン、Whatman 3MM紙 2枚、ペーパ
ータオル、ガラス板、おもりをのせ、サンドイッチと呼ばれる状態を保持し、
キャピラリートランスファーをおこなった。トランスファーを 6h以上おこなっ
たあと、メンブレンを 2×SSC バッファーで洗浄、風乾させ、80ºC で 2h ベーキ
ングした。DIG DNA labeling mix (Roche) をもちいて、PCRによって末端を DIG
によってラベルされた DNAプローブを合成した。次に、ハイブリダイゼーショ
ンバッファー（50% ホルムアミド、20% 滅菌水、10% デキストラン硫酸塩、
1% SDS、1M NaCl）によって 42ºCで 30分以上、メンブレンをプレハイブリダ
イゼーションした。さらに、加熱して変成した DIG ラベル DNA プローブと
YeastmakerTM Carrier DNA (Clontech) を急冷し、ハイブリダイゼーションバッフ
ァーと混ぜて、42ºC でハイブリダイゼーションをおこなった。ハイブリダイゼ
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ーションは 16h 以上おこなった。メンブレンの洗浄は、2×SSC バッファーで 5
分洗浄を 2 回、1%SDS 入りの 2×SSC バッファーで 10 分洗浄を 2 回、0.1×SSC
バッファーで 5 分洗浄を 2 回おこなった。次に、メンブレンのブロッキングを
30分以上おこなったあと、DIG抗体を加え、RNAゲルシフトと同様のプロトコ
ールに従って検出をおこなった。 
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方法-表 本研究でもちいた株 
 
1) 大腸菌株 
 
番号   遺伝子型                                                  

XL1-Blue  hsdR17, supE44, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1, lac/F'[proAB+, lac Iq, lacZ::M15 Tn10     

         (tetr)]  

DH5α     F−, Φ80d lacZ::M15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK- mK+), phoA,  

          supE44, λ−, thi-1, gyrA96, relA1 

BL21   F−, ompT, hsdSB(rB−mB−), gal(λcI 857, ind1, Sam7, nin5, lacUV5-T7gene1), dcm(DE3) 

 

 

2) 分裂酵母株 
 
番号   遺伝子型                          図                      

JY878 h90 ade6-M216 leu1 ura4 1C, 3DE, 6, 15B-D, 19AB,  

                20AB 

JX303 h90 atf1::ura4+ ade6-M216 leu1 ura4  3D                                                             

KA0886 h90 spo5::ura4+ ade6-M216 leu1 ura4 1C, 10BC, 11BC, 13E,  

                                                16AB, 17A 

KA1190 h90 spo5::bsd ade6-M216 leu1 ura4                          15F, 19AB, 20AB 

MA89 h90 spo5:: ura4+::spo5(192-567) ade6-M216 leu1 ura4          1C 

YA28 h90 mes1::nat ade6-M216 leu1 ura4                       21AB 

YA1299 h90 mes1::nat fzr1::bsd ade6-M216 leu1 ura4             21AB 

NT4 h90 spo5(S365P)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4      4, 5D, 7, 10BC, 11AB, 17A 

NT7 h90 spo5(F278S, V298A, R475G)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4  4 

NT18 h90 spo5(F344S)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4             4 

NT32 h90 spo5(V207A, I352V, V414A)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4   4 

NT51 h90 spo5(V322G)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4              4 

NT92 h90 spo5(F341L)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4              4, 5D, 7, 10BC, 11B, 17A 

NT108 h90 spo5(N113D, F341L)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4         4 

NT110 h90 spo5(F404S)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4               4 

NT129 h90 spo5(C353R)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4              4 

NT130 h90 spo5(G426E)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4              4 

NT134 h90 spo5(D399G, R433C)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4       4 

NT135 h90 spo5(F319L)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4               4 

NT144 h90 spo5(K73R, H267R, K326E)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4   4 
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NT149 h90 spo5(I300T, Q524R)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4         4 

NT180 h90 spo5-GFP-kan mei2-mCherry-hph ade6-M216 leu1         8B 

NT184 h90 spo5-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4                       5BD, 7, 9A-DF, 10BC 

NT196 h90 spo5(S365P)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph                  5C 

 CFP-atb2-nat ade6-M216 leu1 ura4 

NT205 h90 spo5(1-296)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4               5B 

NT207 h90 spo5(1-366)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4                5B 

NT209 h90 spo5(1-456)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4                5B 

NT404 h90 spo5-GFP-kan cut11-4mRFP-hph CFP-atb2-nat             5AC, 8A, 9E 

        ade6-M216 leu1 ura4 

NT648 h90 spo5(1-525)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4                5B 

NT716 h90 spo5(1-525)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph CFP-atb2-nat       5A 

 ade6-M216 leu1 ura4 

NT735 h90 spo5::ura4+::spo5(RRM1∆, ∆297-366) ade6-M216 leu1 ura4  6 

NT737 h90 spo5::ura4+::spo5(RRM2∆, ∆385-456) ade6-M216 leu1 ura4  6 

NT745 h90 spo5(F341L)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph CFP-atb2-nat      5C 

 ade6-M216 leu1 ura4 

NT798 h90 spo5(1-296)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph CFP-atb2-nat       5A 

 ade6-M216 leu1 ura4 

NT799 h90 spo5(1-366)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph CFP-atb2-nat       5A 

 ade6-M216 leu1 ura4 

NT814 h90 spo5(1-456)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph CFP-atb2-nat       5A 

 ade6-M216 leu1 ura4 

NT973 h90 spo5(RRM1∆, ∆297-366)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4     5B, 7, 9F 

NT974 h90 spo5(RRM2∆, ∆385-456)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4     5B, 7 

NT1001 h90 spo5(RRM1∆, ∆297-366)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph        5A, 9E 

 CFP-atb2-nat ade6-M216 leu1 ura4 

NT1002 h90 spo5(RRM2∆, ∆385-456)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph        5A 

 CFP-atb2-nat ade6-M216 leu1 ura4 

NT1168 h+/h– spo5-GFP-kan/spo5-GFP-kan ade6-M216/ade6-M210      11E, 13D, 16D, 17C    

 leu1/leu1 ura4/ura4                    

NT1298 h90 spo5::bsd fzr1:: ura4+ ade6-M216 leu1 ura4                19AB 

NT1489 h90 spo5::ura4+::spo5(F427A) ade6-M216 leu1 ura4            6 

NT1490 h90 spo5::ura4+::spo5(F341L) ade6-M216 leu1 ura4            6 

NT1492 h90 spo5::ura4+::spo5(S365P) ade6-M216 leu1 ura4            6 

NT1495 h90 spo5::ura4+::spo5(F427A)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4    5D, 7 

NT1618 h90 spo5::ura4+::spo5(F341A) ade6-M216 leu1 ura4            6 

NT1620 h90 spo5::ura4+::spo5(F341A, F427A) ade6-M216 leu1 ura4      6 
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NT1622 h90 spo5::ura4+::spo5(F427A)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph       5C 

 CFP-atb2-nat ade6-M216 leu1 ura4 

NT1632 h90 spo5::ura4+::spo5(F341A)-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4    5D, 7 

NT1634 h90 spo5::ura4+::spo5(F341A, F427A)-GFP-kan ade6-M216      5D, 7 

         leu1 ura4 

NT1641 h90 spo5::ura4+::spo5(F341A)-GFP-kan cut11-4mRFP-hph       5C 

 CFP-atb2-nat ade6-M216 leu1 ura4 

NT1648 h90 spo5::ura4+::spo5(F341A, F427A)-GFP-kan                5C 

 cut11-4mRFP-hph CFP-atb2-nat ade6-M216 leu1 ura4 

NT1743 h90 spo5+NLS-GFP-kan ade6-M216 leu1 ura4                 9A-D 

NT1769 h90 spo5-GFP-kan cut11-4mRFP rae1-167 ade6-M216 leu1       8A, 10A 

NT1793 h90 pabp-GFP-kan spo5::ura4+ cut11-4mRFP-hph ade6-M216    8C 

        leu1 ura4 

NT1898 h90 spo5(S365P)-GFP-kan rae1-167 cut11-4mRFP ade6-M216    10A 

         leu1 ura4 

NT1905 h90 pabp-GFP-kan rae1-167 cut11-4mRFP-hph ade6-M216       8C 

        leu1 ura4 

NT1922 h90 spo5(RRM1∆)+NES-GFP ade6-M216 leu1 ura4             9F 

NT1943 h90 spo5(RRM1∆)+NES-GFP cut11-4mRFP ade6-M216 leu1 ura4 9E 

NT2013 h90 spo5::bsd cdc13::ura4+(cdc13 5’∆) ade6-M216 leu1 ura4     15F 

NT2016 h90 cdc13::ura4+(cdc13 5’∆) ade6-M216 leu1 ura4              15A-D 

NT2062 h90 spo5::bsd slp1-362 ade6-M216 leu1 ura4                19AB 

NT2130 h+/h– ade6-M216/ade6-M210 leu1/leu1 ura4/ura4              14CD, 15E 

NT2185 h90 spo5::bsd fzr1:: ura4+ slp1-362 ade6-M216 leu1 ura4        19AB 

NT2280 h90 pcr1::ura4+ ade6-M216 leu1 ura4                        3D 

NT2281 h90 spo5::bsd pcr1::ura4+ ade6-M216 leu1 ura4                20AB 

NT2339 h90 spo5::bsd atf1::ura4+ ade6-M216 leu1 ura4                20AB, 22A 

NT2402 h90 spo5::bsd atf21::kan ade6-M216 leu1 ura4                 20AB, 22BC 

NT2412 h+/h– cdc13::ura4+(cdc13 5’∆)/cdc13::ura4+(cdc13 5’∆)         15E 

 ade6-M216/ade6-M210 leu1/leu1 ura4/ura4 

NT2422 h90 atf21::kan ade6-M216 leu1 ura4                         3E 

NT2450 h90 cdc13::ura4+(cdc13 TATA∆) ade6-M216 leu1 ura4           15AB 

NT2460 h90 spo5::bsd atf31::hyg ade6-M216 leu1 ura4                 20AB, 22D 

NT2468 h90 mes1::nat atf1::ura4+ ade6-M216 leu1 ura4                21AB 

NT2473 h90 mes1::nat atf21::kan ade6-M216 leu1 ura4                 21AB 

NT2475 h90 mes1::nat atf31::hyg ade6-M216 leu1 ura4                 21AB 

NT2501 h90 mes1::nat pcr1::ura4+ ade6-M216 leu1 ura4                21AB 

※ オリジナルの rae1-167株は Ravi Dhar博士から頂きました。 
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結論 

 

 Spo5 が RRM を介して、また Rae1 依存的な mRNA 輸送経路によって核外移

行することを明らかにした。次に、核外移行が Spo5の機能に重要な役割を果た

すことを示した。さらに、Spo5が pcr1 mRNAと結合することを見出した。 

 Spo5の結合する mRNAの中で重要なものとして、さらに cdc13, mei4および

mes1 mRNA を同定した。これらがコードするタンパク質は全て Spo5 下流で働

くことが予想された。Spo5によって制御を受けた Pcr1は cdc13+遺伝子のプロモ

ーター領域に結合し、その転写を促進していると推測された。また、Mes1 も

Cdc13 のタンパク質の発現量を調節することで、Spo5 の機能の一部を担ってい

ると考えられた。本研究の結果から、Spo5を含む複数の因子が Cdc13の発現を

制御し、減数分裂の進行と胞子形成を制御していると結論した。 

 また、Atf1, Atf21および Atf31の欠損が spo5∆あるいは mes1∆の胞子形成不能

を抑圧したことから、Pcr1が胞子形成を促進しているが、Pcr1以外の ATF/CREB

因子は胞子形成を抑制していることを示した。特に Atf21は、減数分裂終了後に

さらなる胞子形成を抑制する一方で、胞子の成熟に必要な胞子壁形成を促進し

ているタイマー機能をもった転写因子の一種であると考えられた。 
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