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緒 論

多細胞生物において、単細胞の受精 卵か ら成体に至るまでの発生過程 は遺伝的 に

プログ ラムされている。発生の過程で個 々の細胞 は特殊化された分化細胞 とな る。

個 々の細胞がゲノムにもつ遺伝情報は同一であるはずで、各発生段階 で特異的に発

現する遺伝子か らの活性 によって、その細胞 は特殊化する。細胞型に特異的な構成

的発現 によって、一度分化 した細胞はその特殊化を維持する。

発生 ・分化 にっいての研究は.キ イロショウジ ョウバエ(Drosophilamelanega-

ster)、 線虫(Caenorhabditiselegans)、 アフリカツメガェル(Xenopuslaevls)

な どで精力的に行われてお り、個体 レベルでの研究成果が多 く蓄積されている。幽キ

イロシ ョウジョウバェでは細胞培養系が開発 され、個々の細胞系での解析が行 える

ようになったが、これ ら多細胞生物での発生や分化における制御系は非常 に複雑 な

ため 、その解析は困難である。出芽酵 母Saccharomycescerevisiaeは 単細胞であ

るが 、真核生物であ り、四分 子分析などの遺伝学的な解析の容易 さに加 え、クp一

ニ ングや遺伝子導入などの分 子生物学 的な手法が確立 し、そのゲ ノムサイズの小 さ

さ(1.4×107bp)か ら染色体構造 における知 見も多い[一 倍体にお ける16本 の

染 色体の うち第III番 染色体 にっいてはすべ ての塩基配列が決 定された(Oliver

etal.,1992)]こ とか ら、高等真核 生物の細胞機能を理解するためのよいモデル

生物である。さらに重要なことに、高等真核生物の発生 ・分化に関わる制御 タンパ

クと相同的なタンパクが酵母 にみ られる 。S.cerevisiaeは その生活環 においてa

型および α型 と呼ばれる2種 の細胞型(接 合型)に 性分化する。S、cerevisiaeの

性を決定するa1と α2両 タンパ クが 、キイロシ ョウジョウバエの体節決定に関わ

る制御 タンパ クに保存 され るホ メオボ ックスを有する(Shepherdetal.,1984)こ

とからも、酵母の性分化は真核生物における発生 ・分化の1っ のモデルで ある と考

えられる。発生生物学 においては、あ る時期 に的確な遺伝子発現が何故起 こるかが

問題である。一方 、一・度分化 した細胞が その細胞型を如何に して維持 するかも重要

な問題である。S.cerevisiaeに おける接合型制御機構の解明によ り、発生 ・分化

における遺伝子発現制御機構 に対す る知見が得 られるであろう。

真核生物 における遺伝子の転写には 、3種 のRNAポ リメラーゼ に依存 した系が存

在する。RNAポ リメラーゼ1は リボソーム、RNAの 前駆体を合成 し、RNAポ リメラ

ーゼIIは タ ンパ ク質をコー ドする遺伝子を転写 し、RNAポ リメラーゼIIIは5S
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図0-1S,.cerevisiaeの 生活環 。ヘ テロタ リズム株 にお ける生活環を示す 。一倍

体a細 胞 とα細胞 は互いに分泌す る性 フェロモ ンに反応 して、接合過程 に進む 。接

合の結 果生 じたa/a二 倍体細胞は環境の栄養状態が悪 くなると、減数分裂を経 て、

四分.iか らな る胞 子嚢を形成する。環境の栄養状態が良 くなると、胞 子は発芽 し、
一倍体 として忠芽増殖を続 ける

。

RNilと 転移RNA遺 伝 子を転写する(SawadogoandSentenac,1990)。RNAポ リメ

ラーゼIIに よる転写開始機構は最 もよく研究されてお り、それに関わる多 くの転

写因子(TFIICを 除 くTFUAか らTFIIHま で)が 同定 されている(Luetal.,

1992)。 遺伝子の転写開始 は、TFIIDが 遺伝子の5'上 流 に存在するTATAボ ックス

と呼ばれる転写開始点を規定する配列 に結合することに始 まり、RNAポ リメラーゼ

IIと 他の転写因子が会合 し、巨大な転写開始複合体を形成することにより行われる。

遺伝子の転写活性化は、個 々の遺伝子 に特異的な転写活性化因子が標的配列(llAS;

upstreamactivatingsequence)に 結合 し、転写開始複合体 と相互作用することに

より行われる(JohnsonandMcKnight,1989)。 転写活性化因子が働かないときに

も 、転写開始複合 体だけによる基礎転写が行われ る。しか し、発生や分化な どに関

わ り、基礎転写 さえも許されない遺伝子 にっいては、積極的な転写抑制機構が働 く。

真核生物の転写制御は主に転写活性化 因子 に依存 し、その研究も豊富であるが 、転

写抑制機構 にっいての知見は数少ない(LevineandManley,1989)。S.cerevis-

iaeの 接合型 は転 写抑制によって制御 されてお り、真核生物の転写抑制機構を解明

するための よいモデル系になると考 えられる。

S,eerevisiaeの 一倍体a細 胞 とα細胞は 、互 いに分泌す る性フェロモ ンに感応
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して接合過程に移行する(図0-1;Herskowitz,1988)。 細胞融合、核融合を経 て

形成 された二倍体a/α 細胞は、接合能を もたない(非 接合型)が 、環境の栄養状

態が悪 くなると減数分裂を経て胞子を形成す る。1っ の胞子嚢 は4っ の胞子を含み、

栄養状態がよ くな ると発芽 し、一倍体細胞 として出芽増殖を続 ける。s,cerevisi-

aeの 接合型 は、MAT遺 伝子産物が α型特異的遺伝子群(a-specificgenes;asg)

とa型 特異的遺伝子群(a-specificgenes;asg)の 転写を制御す るこ とにより決め

られる(図o-z;Herskowitz,1988)。 っ まり、MATa細 胞はasgだ けを発現する

こ とによ りα型に、MATa細 胞 はasgだ けを発現することによりa型 に性分化する。

MATa遺 伝子はα1タ ンパ クとα2タ ンパ クをコー ドしてお り、α1はasgの 転写

を活性化 し、α2はasgの 転写を抑制(α2抑 制)す るので、崩7α 細胞 はα型を

示す 。崩7h遺 伝子・はa1タ ンパ クとa2タ ンパ クをコー ドするが 、a1は 単独では

機能をもたず 、またa2は 接合型制御 に関 して何 ら機能をもたな い。その結果、

〃;7a細 胞はasgの 転写活性化因子 α1とasaの 転写抑制因子 α2を もたず 、a型

を示 す。MA7a細 胞 と 崩7α 細胞が接合 して生 じる二倍体MATa/MATa細 胞では、α

2がasgの 転写を抑制(α2抑 制)す る一方、a1と α2が 組合わ さるこ とにより

MATa1シ ス トロンを含む一倍体特異的遺伝子群(haploid-specificgenes;hsg)

の転写 と、胞子形成を負に制御するRME1遺 伝子の転写を抑制(a1-a2抑 制)

す る。その結果 、二倍体a/α 細胞は接合能をもたず 、栄養源飢餓状態で胞子を形

成 する。また、α2シ ス トロ ンの欠損などによりasgとasgの 両方が発現する細

胞は接合能を もたない。接合型情報はMAT遺 伝子以外 にNMLと 溜 遺伝子にもコ

ー ドされている。SIR1-SIR4遺 伝子が野生型の細胞では、SIR遺 伝子産物がNML

とHMR遺 伝 子の転写を抑制す るためMAT遺 伝子だけが発現 する。これ らSIR遺 伝

子の一っ にで も欠損が起こった細胞では、MAT遺 伝子 に加えHMLとNMR両 遺伝子

が 発現する。

S.cerevislaeの 接合は、性フェロモ ンがasgとasgを 含む性 フェロモン誘導

性遺伝子の転写を上昇 させ ることによって誘発 される。性 フェロモ ンの存在を核 内

の遺伝子に伝える性フェロモ ン信号伝達系を構成する因子と して、Gpalと 多数の

Steタ ンパ クが同定 されている(図0-3;Marshetal.,1991)。 性 フェロモンα

ファクター(MFa1、MFa2遺 伝子産物)ま たはaフ ァクター(MFa1、MFa2遺 伝子

産物)が 性フェロモン レセプターSte2(a細 胞特異的)ま たはSte3(α 細胞特異

的)に それぞれ結合す ることにより生 じる信号は 、αβγの三量体か らなるGタ ン

_q
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図0-2S.cerevisiaeに おける接合型制御機構 。MATa細 胞 、MATa細 胞 、崩撫/
MATa細 胞におけるMAT遺 伝子産物の機能を示す 。α1タ ンパクはasgの 転写活性

化 因子、'α2はasgの 転写抑制因子 である。a1は 単独では機能を もたない

(MATa細 胞)が 、α2と 共存す るときalシ ス トロン、hsg、 疋耀ヱ遺伝子の転写を

抑制す る(崩 た/MATa細 胞)。 α2単 独による抑制を α2抑 制 、a1と α2に よる

協調的な抑制をa1一 α2抑 制と呼ぶ 。矢印をもっ実線 は遺伝子が転写されている

ことを示 す。asag,.α 型特異的遺伝子群;asg,a型 特異的遺伝子群;hsg,一 倍体特

異的遺伝子群 。

バ クの αサプ ユ ニ ッ トGpalに 伝 え られ る 。 この 信号 によ ってGDP型 か らGTP型

に変 換 され たGpalか らβサプ ユニ ッ トSte4と γサ ブ ユニ ッ トSte18の 複合 体が

解離 し、以 下Ste5(機 能不 明)に 続 き、プ ロテ イ ンキ ナーゼStell、Ste7に 信号

が 伝 え られ る 。最 終 的 に レセプ ターか らの信 号 は 、性 フェロ モ ン誘 導性 遺伝子 の

5'上 流 に共 通 して 存在 す るPRE(pheromoneresponseelement)に 結 合す る核 内転

写 活 性 化 因子Ste12に 伝 え られ 、性 フェロモ ン誘 導性 遺伝 子 の転 写 を上 昇 させ る。

一8一



A.α フ ァク ター非存 在 B.aフ ァク ター存 在

cel

Stet(Receptor)

〆
!

otein)

(P6eromorn》 α

命§teδ

↓

⊂亜)(亜 ⊃ ・㎞臨・勲 ・
ノ

_(
夏lnsallevcl

多§踊竃

TGAAACA
i勧duoib1已geno

StetatecepWr)

cellaur[ace(a)

GTP

〆
SteS`

寺

Stel
(Y)

te9(Gprotein)

(P)

∈ 亙)(Ste11)・ 曲 一 ・

nucleusl-_.. 量・Id亀 聖1

7s釦e1勇'

TGAAACAinduciblegene

図0-3S.cerevlslaeに おける性 フェロモン信号伝達系 。a細 胞におけるαファ

クターか らの儒号伝達系を示す 。α細胞にお けるaフ ァクター信号伝達系は、レセ

プ ターがSte3に 代わるだけでGタ ンパクよ り下流 ではa細 胞 と同 じ因 子が働 く

(A)α ファクターが存在 しない とき、(B)α ファクターが存在するときを示す。

本研究では 、高等真核生物における発生 ・分化機構 と転写抑制機構を意識 し、

s.cerevisiaeに おける接合型制御遺伝子の機能解析 を行った。第1章 では、ホメ

オ ドメインタ ンパ クα2が 関わる2つ の撫制の うち、a1一 α2抑 制にのみ欠損が

起 こった変異を分離 し、2っ の相補群 に分けた。一方 はα2シ ス トロ ンに起 こった

変異で、他方は新 しい接合型制御遺伝子AAIZ1に 起こった変異であった。第2章 で

は 、AAR1遺 伝子のクローニ ングを行った。塩基配列の比較よ り 崩紐 遺伝子は既知

のTUP1遺 伝 子と同一であった。分子生物学的お よび生化学的な解析からAarlの

機能モデルを提案 した。第3章 では、Aar1/Tuplと 相互作用する新 しい因子を同定

するため、aarl変 異に対す る抑圧変異を分離 した。aarl抑 圧変異の解析 より、性

フェロモン信号伝達系 を構 成するSTE遺 伝子産物の機能がMATa1シ ス トロンの転

写に必要であることを明らかにした。クロー ン化 したSTE5遺 伝子の解析 により

Ste5タ ンパ クの機能を考察 した。総合考察では、S.cer顔5jaeの 接合型制御モデ

ルを新 たに改訂 し、真核生物における発生 ・分化機構 と転写抑制機構 にっいて考察

した。また、酵母の分子育種の面から、転写抑欄系を利用 した有用タ ンパク質生産

系および、細胞型特異的物質生産系の構築にっいて考察 した。
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第 ■:章 a■ 一a2抑 制 欠 損 変 異 株 の 分 離

と 登生格 付 姦ナ

第1節 緒言

Saocha、romycescerevisiaeの 接 合型 欄御 機 構 にお い て、MATα 遺 伝 子産 物 の一 っ

で ある酵 母ホ メオ ドメ インタ ンパ ク α2は 特 異性 を有 す る2っ の転 写抑制 に関 わ る
へ

(Herskowitz,1988)。 一っ は 、 α細 胞 とa/α 細 胞 にお い てa型 特 異 的遺伝 子群

の転 写 を抑制 す る機能(α2抑 制)で あ り、 も う一っ はa/α 細 胞 にお い てのみ

α1シ ス トロ ンを 含 む一倍 体特 異 的遺 伝子群 の転 写を 抑制す る機 能(a1一 α2抑

制)で あ る。後 者 で は 、も う一っ の酵 母ホ メオ ドメイ ンタンパ クalが α2と 協 調

的 に働 くこと に よ って新 しい特 異性 を 与え る(GoutteandJohnson,1988;Drang-

jnis,】990)。 しか し、 α2タ ンパ クが どの よ うに して2っ の 特 異性を生 み繊 すか

にっ い ての知 兄 は あ ま り得 られて いな い 。また 、〃.me/anogasterな どのホ メオ ド

メイ ンタ ンパ クにっ いても 、異な るホ メオ ドメイ ンタ ンパ クが組 合 わ さ るこ とに よ

っ て特 異 性が 取 得 され るこ とは想像 され てい る(GehringandHiromi,1986)が 、

詳細 は 明 きらか で はな い 。

本章 で は 、 α2タ ンパ クが 関 わ る2っ の 抑制 特異性 にお いて 、a1タ ンパ ク との

相 互作 用 が期 待 で き るa1一 α2抑 制 にの み 必要 な α2の 領 域 を遺伝 学 的 に同定 す

る ことを試 み た 。目的 通 り、 α2タ ンパ クにお け るa1一 α2抑 制 に必 要 な領域 を

同定 した 。さ らに 、新 しい接合 型 制御 因 子 と して 朋幻 遺伝 子 を同定 した 。

第2節 実験材料および実験方法

供試 菌株 とプ ラ ス ミ ドDNA

実験 に用 い たS.eerevisiae菌 株 を 表1-1に 示 した 。プ ラ ス ミ ドの構 築 とその

DNA調 製の ための 大腸菌菌 株 はDH5a、HMS174、MV1184(Sambrooketal.,1989)

を用 い た 。酵 母低 コ ピーベ クター と してycp5a、 多 コ ピーベ クター と してYRp7、

YEp13、YEp24、pYO325、 染 色体 組 み込 みベ ク ター と してYlp5、Ylp1を 用 い た

(Parenteta1.,1985;pYO325は 東 京 大学 理学 部 大 矢 氏 によ り分 与)。DNA断 片

の 増幅 の ため のベ ク ター にはpBR322とpUC9を 、一 本鎖DNA調 製 の ため のベ クタ
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一 に はpUC118とpUC119を 用 い た(Sambrooketal .,1989)。MATa3.3kbp

EcoRI-HlndlllDNAは プ ラ ス ミ ド2.5か ら 切 り 出 し た 。 ノ ザ ン 解 析 の プ ロ ー ブ と し

て 、a1シ ス トロ ン を 含 む1.1kbpEeoRUDNAま た は0.?kbpNdelDNA(図1-1)

は プ ラ ス ミ ド2.5か ら 切 り 出 し た 。URA3プ ロ ー ブ は プ ラ ス ミ ドYlp5を 用 い た 。

表1-1使 用 した酵母菌株

菌株名 接合型a遺 伝子型b

ATG3-H

KKN2-8A

KEN8-5B

KO7-2A

KYC53

KYC59

N248-1A

N248-1C

PS3-8A

揺on

ion

a

a

a

a

a

a

hon

PS3-8Ca

SAT140-IOBｰa

SN1240`'

SH1242d

a

a

崩7a捌 α1鞭5jr3-41α12-3,112伽5∂ ゴθ2-1

MATaIfMLaffMllasir3-4pfio3-1PffO83trp5

MATapho3-1PNO831ett2-3,112trillhis3

κ47a劫 伽1が 力顕sir3-4`'Lr∂31θ 〃2-3,112カ 」541}1ST

aro4

MATaoralura2trp31yslpho3pho5

崩7αur∂1ur∂2trp31yslρ カ03ρ カ05

崩 ∬a`1z耀31α11trE)1カ 」52∂{ノθ1〃et148∂!1

崩Taur∂31α11か ρ1his2∂ ゴθ1nret14ga11

κ41h耀 乙α1醒 偽5fr3-4ρ 」り03-1、PN(フ83!eulカ ズ55-2

加56

MATaρ カ03-1PNO83孟1p5

MATahm!a2-102槻asir3-41θ{12-3,112trillカ ゴ53

hisshis6

MA7aノ 耀a脆3か3-4∂ ∂rl-6ura31err2加54∂rg4

崩 コ急 肋NMRasir3-4∂ ∂rヱー5ノ α12his4帥5

aNonは 非接合 型を示 す
。

b遺 伝 子記号 は 肋rti厭erら(1989)の 記 述 に従 った
。すべ ての菌 株 は 加 遺 伝子

型 を もっ ヘテ ロタ リック株 で ある 。
CSAT140-lOBは

、PS3-8A-MlとATG3-Hか ら作成 した細胞 融合 体 か らの減 数分 裂分

離株 で あ る 。
dSH1240とSH1242は

、KEN2-8A-M6とKO7-2Aか ら作成 した雑 種二 倍体 か らの減

数 分 裂分 離株 であ る 。

使 用 培地 と培養 方法

酵 母 の完全 培地 にはYPD培 地[11iterあ た りYeastExtract(DifcoLabora-

tories,Detroit,Mich.,USA)109、 ポ リペプ トン(日 本 製薬)zog、 グル コー ス

2ag]を 用 い た。必要 に応 じてYPD培 地 に アデニ ン(和 光純 薬)0.49を 加 え た
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YPAD培 地を 用 い た 。酵母 用 最少 培地 は11iterあ た りグ ル コー ス20gとYeast

NitrogenBasew/oaminoacids(Difco)6.7gを 含 み 、必 要 に応 じてア ミノ酸 お

よび核 酸塩 基[ト リプ トフ ァン、 ヒス チ ジ ン、アル ギニ ン、 メチ オニ ン、 ウラシル

(最 終 濃度 各20mg/1)、 チ ロ シ ン 、ロイ シ ン、イ ソロイ シ ン、 リジ ン(各30

mg/1)、 バ リン(150mg/1)、 フェ ニル ア ラニ ン(60mg/ml)、 ス レオ ニ ン(200

mg/1)お よび アデ ニ ン(400mg/1)]を 加 え た 。高 リン酸最 少 培 地 は11iterあ た

りグル コー ス20g、 ア ス9,¥ラ ギ ン2g、 ビタ ミ ン混 合液[ピ リ ドキ シ ン 、ニ コチ ン

酸 、チ ア ミ ン 、パ ン トテ ン酸(各200mg/1)、109/1イ ノ シ トー ル 、20mg/1ビ

オチ ン]1ml、 高 リン酸混 合液[6g/IKH2PO4、2g/1凹gSO407H20、1.32g/1

CaCl2・2H20、0.4搬g/1KI、B、Cu、Mn、Mo(各0.04mg相 当量/1)、0.2mg相 当

量/1Fe、0.28mg相 当量/1Zn]250mlを 含 み 、必要 に応 じて上 記 濃度 の ア ミノ酸

お よび核 酸塩 基を 加 えた 。細胞 融 合体 選択 下層 培 地は 上記の 最少 培地 に対 して 、 ソ

ル ビ トール(和 光 純薬)を 最 終濃 度 が1.2Mに なる よ うに加 えた 。細 胞 融合体 選 択

上lei培 地 は細 胞 融 合体 選 択 下層培 地11iterにQiTek-Agar(Uifco)30gを 加 え

て調 製 した 。前胞 子形 成培 地 は11iterあ た りグル コース50g、NutrientBroth

(Dii'co)30g、YeastExtract10gを 加 え て調 製 した。胞 子形成 培 地 は11iter

あ た りグル コ ーズ 『=1g、YeastExtract1.25g、 酢酸 カ リウ ム(和 光純 薬)10gを

加 え て調製 し 〇 四 分子 分析 用 フ ィル ム培 地 は上 記 のYPAD培 地11iterに 寒 天

(和 光純薬)23gを 加 えて調 製 した 。

大腸菌 の 完全 培 地 と しては改 変Luria-Bertani培 地[LB培 地;11iterあ た り

Bactotryptone(Difco)109、YeastExtract59、NaCl59(pH7.0)]を 、 一一本

鎖DNA調 製 の ため のMV1184株 の培 養 には2×YT培 地[11iterあ た りBactot-

ryptone16g、YeastExtract10g、NaCl5g(pH7.6)]を 用 い た 。大 腸菌 の最

少 培地 と して用 い たM9培 地 は11iterあ た りNa2HPQ46g、KH2PQ43g、NaCl

O.5g、NH4Cllgを 含 む溶 液 を 減菌後 、別 に滅 菌 したismlの2醜(w/v)グ ル コ

ー ス 、2mlの1MMg2SOqお よび0.1mlの1MCaC12を 加 えた もので あ る 。ビ

タ ミンBlは 最 終 濃 度1mg/1、 カザ ミノ酸 は5g/1、 お よび トリプ トファ ンは40

mg/1を 必要 に応 じて加 えた 。 また必要 に応 じてア ンピシ リン(明 治 製 菓)75-15Q

ug/ml、 テ トラサ イ ク リン(SigmaChemicalCompany,StLouise,USA)15μ9/

mI、 カナマ イ シ ン(明 治製 薬)70ug/ml、 ク ロラ ムフェニ コー ル(和 光純薬)100

μg/ml、5-bro服o-4-chloro-3-indoyl-J3-D-galactopyranoside(X-gal;和 光 純薬)
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40μ9/m1お よびisopropyl一 β一D-thiogalactopyranoside(IPTG;ナ カラ イテ ス ク)

0.3mMを 加 えた 。平板 培地 を調 製 す る と きは 、断 らな い限 り11iterあ た り酵 母

用 には20g、 大腸 菌用 には15gの 寒 天 を加 え た 。滅 菌 は1kg/c醗2、15分 間の条

件 で オ ー トク レー プ を用 い て行 った 。酵母 は30℃ で、大腸 菌 は37℃ で静 置培 養 ま

た は振 とう培養を行 っ た。

遺伝 学的 お よび分 子遺 伝学 的方 法

大腸 菌の形質 転換Morrisonの 方 法(Sam6rooketa1.,1989)に 従 った 。LB培

地 で37℃ 、一晩培 養 した培 養液10mlを11iterのLB培 地 に植 菌 し、600nm

にお け る吸 光度(OD6。o。m)が0.5-0.6に な る まで振 と う培養 を行 っ た。氷 中で

冷 却 した培養液 を0℃ で集 菌(8,000rpm、5分)し 、菌体 を250m1の0.1M

MgC12水 溶液 で洗 浄 後 、250mlの0.1MCaCl2水 溶 液 に懸 濁 し、氷 中に20分 間

放 置 した。0℃ で集 菌 した後 、菌体 を42.5m1の0.1MCaC12と7.5mlの グ リセ

ロー ル混 合液 に懸 濁 し、 コ ンピテ ン ト細胞 と した 。この コ ンピテ ン ト細 胞 は 一80℃

で 数 カ月間保存可 能 で ある 。菌体 懸濁 液0.2m1にDNA溶 液(0.1-1μg)を 加

え 、氷 申で30分 間放 置後 、42℃ で45秒 間加 熱 した 。1mlのLB培 地 を加 え 、

37℃ で60分 間静 置培 養 した後 、適 当量 を選択 培地 に塗布 した 。

酵母 細胞 の変異 処理 酵 母 細胞 の 変 異剤 に はethylmethanesulfonate(EMS,

Sigma)を 用 いた(Roseetal.,1990)。YPD培 地で 一晩振 とう培 養 を行 った3

mlの 培 養液 か ら酵 母細胞 を集 菌(2,000rpm,5分)し 、3mlのO.2Mリ ン酸 緩

衝 液(pH8.0)に 懸濁 した 。100ml三 角 フラ ス コに7.5mlの 同緩 衝 液 、0.5ml

の4醜 グル コース溶 液 、2mlの 酵 母 懸濁 液 、⑪.3mlのEMSを 加 え 、30℃ でゆ っ

くり振 と うしなが ら45分 間変異 処理 を行 っ た 。菌体懸濁 液 を1ml取 り出 し、約

2mlの 無 菌水で5回 洗浄 した 。適 当な希釈 後 、平板 培地 に塗 布 した 。

接 合 に よる酵母 雑種 二倍 体 の造成3.eerevisiaeの 雑種 二倍 体 は 、 α型 細胞 と

a型 細胞 の接合 によ って作 成 した(Roseetal.,1987)。 交 雑 す る α型 細胞 とa型

細 胞を それぞ れ平 板培 地上 で直線 状 に 一晩生 育 させて お き、新 しいYPD培 地 に直線

が 互 い に90度 で交 差 す るよ うに レプ リカ し接 合 させ た 。30ｰCで 約12時 間保温 後 、

ア ミノ酸 要求性な どの選択 培地 に レプ リカ し、30℃ で 一晩保温 した 。この選択 培 地

上 の交 点 で雑 種二 倍体 を形 成 したもの が生育 す る 。交 点以外 の部分 が生 育 しな い こ

とを対 照 と して確 かめ た。
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子嚢 解 剖 前胞 子形 成 培地 で一 晩生 育 させ た二 倍体 を胞 子 形成培 地 に移 し、30℃

で胞 子 を形成 す る まで2-4日 間保 温 した 。エ タノ ール に浸 した2枚 の ホ ール オ

ブ ジェ ク トグ ラ スを ガ スバ ーナ ーの 炎 で滅 菌 した後 、す り合 わせ た 。ホ ール オブ ジ

ェ ク トグ ラスの くぼ みの 中 に0.1mg,/mlZymolyaselaoT(生 化学 工業)溶 液 を一 白

金 耳加 え て、 そ こ に子 嚢 を懸濁 した 。5-ao分 間 、室 温 での 子嚢壁 消化処 理後 、滅

菌 した大型 カバ ーグ ラ スに載せ たフ ィルム培 地(12×25mm)の 端へ 塗布 し、 これ を

湿 室へ 装 着 した 。顕 微 解剖 機(ManipulatorCH.BeaudoinConstr,Paris)で 分 離 し、

2mm間 隔 に並べ た 。 フ ィル ム培 地をYPD培 地 上 に移 し、30℃ で2-3日 間保 温 し

た 。

酵 母 の 形質 転換Itoら によ る酢酸 リチ ウム法(Roseetal.,1987)を 行 った 。

酵 母菌 を10mlYPD培 地 で対数 増殖期 まで振 と う培 養 を行 い 、集菌(2,000rpm、

5分)し た。lail体をrr緩 衝液[10inMト リス ヒ ドロ キ シ メチ ルア ミノ メタ ン ー塩

酸緩 衝液('1'ris-1[Cl,pll8.0)、1mMエ チ レン ジアミ ン四酢酸(EDTA,pH8.0)]

で 洗浄 後 、JmlのLA溶 液to.1M酢 酸 リチ ウム(和 光純 薬)を 含 むrr緩 衝 液]

に懸濁 して、 さ ら に 、30℃ で1r_Hy一間振 と う培 養 を行 っ た。集菌 した菌体を5m1の

LAG溶 液[151(v/v)グ リセ ロー ルを 含 むLA溶 液]に 懸濁 して受容 菌 と した 。

0.3mlの 受 容菌 に1-10μgのDNAと0.7mlのPEG水 溶 液[5醜(W/v)ポ リ

ェ チ レング リコー ル(PEG)4,000(和 光純薬)]と を加 え、 よ く混合 して30℃ で

1時 間 放 置後 、適 当量 を選 択培地 に塗 布 した 。

酵 母 の細 胞 融合vanSolingenとvanderPlaat(1977)の 方法 を一部 改変 して

行 った 。細 胞 融合 す る2種 の菌 株を それぞ れ5mlのYPD培 地 で 一晩振 と う培 養

を行 っ た 。遠 心分 離(2,000rpm、5分)に よ り集 菌後 、4mlの 溶液A[0.01M

EDTA、1.2Mソ ル ビ トール 、0.1Mク ェ ン酸 三 ナ トリウム(和 光純薬)(pH5.8)]

に懸濁 した 。集菌 後 、3.6mlの 溶液Aに4し 、1mg/mlZymolyase100Tを 含 ん

だ溶 液Aを0.4ml加 え、30℃ で1時 問保 温 した 。集 菌後 、4mlの 溶液B[1.2

Mソ ル ビ トール 、10mMCaG12]で2回 洗 浄 した 。集 菌 後 、0.2mlの 溶液Bに 懸

濁 し、穏や か に1分 間 の振 とうを行 っ た 。2種 の菌株 を それぞ れ0.1脈1ず っ 混ぜ 、

これ に2mlの 溶 液C[zoiPEG4000、1⑪mMCaC12、10mMTris-HC1(pH7.0)]

を 加 え た 。対 照 と して 、そ れぞれ 単独 の菌株 に も同様 に2mlの 溶液Cを 加 えた 。

25℃ で30分 間保 温 後 、集 菌 し、d.2mlの 溶液D(1.2Mソ ル ビ トールを 含 む

YPAD培 地)に 懸 濁 し、3⑪℃ で2⑪ 分 間 保温 した 。細 胞融 合 体選 択 下層培地 にそれぞ
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れをまき、融解後46℃ に保 っておいた8mlの 上層培地を上か ら一面に注いだ 。

30℃ で2-4日 間保温 した。

酵母の接合型判定

S.eerevisiaeの 接合型 は以下のように判定 した。供試菌株が5株 までの ときは

雑種二倍体の造成 と同様 に、a型 試験株(KYC53ま たはN248-1A)、 α型試験株

(KYC54ま たはN248-1C)をYPD培 地上で平行線状 に一晩生育 させ ておき、供試菌

株 と新 しいYPD培 地上で交差するように レプリカし接合させた。供試菌株が6株

以上の ときは、a型 試験株 、α型試験株をそれぞれYPD培 地一面 に生育 させておき、

供試菌株 とレプ リカにより新 しいYPD培 地上でそれぞれ接合 させた。30℃ で約12

時間保温後、アミノ酸要求性などの選択培地にレプ リカ し、30℃ で一晩保温 した。

このとき増殖を示 した組み合わせでは接合が行われ、増殖を示 さなか った組み合わ

せでは接合 しなか ったと判定 した。a型 試験株とだけ接合 した菌株を α型 、α型試

験株 とだけ接合 した菌株をa型 、どち らの試験株 とも接合 しなかった菌株を非接合

型 と判定 した。

原要求株に対 しては、50μg/ml臭 化エチジウム(Sigma)を 含むYPAD培 地 に塗

布することによって分離 した呼吸 欠損株を用 いて接合型を判定 した。この とき、選

択培地 には炭素源 としてグルコースの代わ りにグ リセロールを用 いた。

生 化学 的方法

フェ ノール また は フェノ ール ・クロ ロホル ム処 理 に よるタ ンパ ク質 の除去(フ ェ

ノ ール抽 出)核 酸 を含 む溶 液 に 、TE緩 衝液(pH8.0)で 飽 和 させ た フェ ノー ルを

等 容量 加 えて よ く混 合 した後 、遠 心分 離(12,000rpm,1分;TomyMC15AMicro-

fuge)を 行 っ た 。界面 の タ ンパ ク層を 残 して水相(上 層)を 回収 した 。場 合 に応 じ

て 、 フェノー ル の代 わ りに フ ェ ノ ール ・クロ ロホル ム ・イ ソア ミル アル コー ル

(25:24:1,v/v)混 合 液を用 い た 。

エ タ ノール によ る核 酸の 沈澱(エ タノー ル沈澱)核 酸 を含 む溶 液 に最 終 濃度

0.3M酢 酸 ナ トリウム(pH5.2)を 加 え、さ らに2倍 容量 の冷 却 して おい た9蠣

エ タノールを 加 えて混 合 し、一80℃10分 聞 の冷却 によ って沈澱 を形 成 させ た 。遠心

分 離(12,000rpm,10分;TomyMC15AMicrofugeま たは12,00arpm,15分;久

保 田ModelKR-200ARA-3ロ ー タ ー)に よ り核酸 の沈澱 を 回収 した 。沈澱 を70%エ

タ ノー ルで リンス した後 、減圧 下 で乾 固 させ た。
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大腸 菌 か らのプ ラス ミ ドDNAの 大量調製 大 腸菌 か らの プ ラス ミ ドDNAの 大量

調 製 は 、ClewellとHelinskiの 方 法(塩 化セ シ ウムー臭化 エ チ ジ ウム平衡 密度 勾配

遠 心分 離法;Sambrooketal.,1989)に 従 った。抗生 物質 を 含 むLB平 板 培地 で一・

晩 培養 を行 った菌 体 を一 白金耳程 度 か きとり、同 液体 培地5m1'に 植 菌 した。3-

4時 聞 の振 と う培 養後 、培 養液 を カザ ミノ酸5g/1、 トリプ トフ ァン20mg/1を 含

むM9培 地150mlに 植菌 して振 と う培養 を行 い 、培 養液のOD60。 。mが0.8に 達

した と きに、最終 濃 度が1頑Omg/1と な るよ うにク ロラム フ ェニ コー ルを添加 し、

さ らに16時 間培 養 を続 け た 。4℃ で集 菌(8,000rpm5分;久 保 田ModelKR-

200A,肱 一6ロ ー タ ー)し 、25%(w/v)ス クロー スを含 む50mMTris-HCI緩 衝液

(pH8.0>2.1m1に 懸 濁 した 。同緩衝 液 に10mg/mlの 濃 度 で溶 か した リゾチ ーム

(Sigma)溶 液0.2mlを 加 えて混 合 した後 、氷 上 で10分 間放 置 した 。0.5M

EDTA(pl18.Q)溶 液0.2mlを 加 えて さらに氷上 で5分 問 放置 した 。 この溶液 に

62.5mM1"sl)'PA、zi(v/v)'Prii:cmX-100(禾n光 純薬)を 合 む50mMIris一(1C1緩 衝液

(pH8.0)1。6mlを 加 え て1菌 させ た後 、0。Cで 遠心 分離(27,000rpm,21時 間;

日立Model55P-7,RT65Tロ ー ター)し 上澄 液を 得 た 。上 澄液2.88mlに 対 し、塩

化 セ シ ウム2.88g、0.32mlの5mg/m1臭 化エ チ ジ ウム水溶 液 を加 え 、分離用 遠

心 管(3.5PAシ ー ルチ ューブ;日 立 計測 器サー ビス)に 塩 化 セ シ ウム溶液 を移 して

ヒー トシール した後 、18℃ で遠心 分離(99,000rpm、4.5時 間;日 立Model55P-7、

RPV65Tロ ー ター)し た 。遠 心分 離 後 、紫外線照 射 によ りみ られ るプ ラ ス ミ ドDNA層

を注 射 器(テ ルモ シ リンジ;テ ル モ)に よ り抜 き取 り、シ リコ ン処 理 したCorex遠

心 管 に移 した 。得 られ たDNA試 料 に対 して2倍 容 量 の水 を加 えてエ タ ノール沈澱

した後 、フェ ノー ル抽 出 、エ タ ノール 沈澱 を繰 り返 した。RNase処 理(最 終濃度

10μg/ml,15分)、Pronase処 理(最 終濃度10,ug/ml,30分)の 後 、再度 フェ

ノー ル抽 出、エ タ ノー ル沈 澱 を行 った 。DNAの 沈 澱を約400ulのTE緩 衝液 に溶

解 し、OD260。m値 を 測 定 した後 、DNA試 料 と して 種 々の操作 に用 い た 。

大腸 菌 か らのプ ラス ミ ドDNAの 迅速 調製 少 量 のプ ラ ス ミ ドDNAを 簡便 に調製

す るため に、BirnboimとDolt'に よるアル カ リ変性 法(Sambrooketal.,1989)

を 用 いた 。抗 生物 質 を 含む 『LB培 地で 一晩培 養を行 っ た大腸 菌菌 体 をエ ッペ ン ドル

フチ ューブ に取 りー、0.1mlの 第1液[5⑪mMグ ル コース 、10mMEDTA、25mM

Tris-HC1(pH8.o)]に4#iUSA濁 した 。氷上5分 間放 置後 、0.2m1の 第II液[o.2

NNaON、11(w/v)ド デ シル 硫酸 ナ トリウム(SDS;和 光純 薬)]を 加 え 、氷上 で
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10分 間放 置 して溶 菌 させ た 。0.15mlの 第III液[100mlあ た り5M酢 酸 ナ ト

リウム60ml,酢 酸11.5ml]を 加 えて撹絆 し、5分 間氷 中 に放 置 した後 、遠心 分

離(iz,000rpm,10分;MicrofugeMC15A)を 行 い、核酸 を 含 む上澄 液を新 しいエ

ッペ ン ドル フ チ ューブ に移 した 。フェ ノール 抽 出 とエ タ ノール 沈澱 を行 い 、沈殿 を

10μg/mlRNaseA(Sigma)を 含 むTE緩 衝 液50μ1に 溶 解 し、DNA試 料 と して種

々の操作 に使 用 した 。

一本鎖DNAの 調製VieiraとMessingの 方 法(Sambrooketa1 .,1989)を 一

部 改変 して行 った 。調製 したい 一:奉鎖DNAに 対 応 す る二 本 鎖DNA断 片 をプ ラス ミ

ドベ クターpU118ま たはpllC119の マル チ ク ロ ーニ ング部 位 に挿入 したプ ラス ミ ド

で 大腸 菌MU1184を 形質 転換 した 。この形質 転 換 体 を150ug/mlの ア ンピシ リン

を含 む2×YT培 地 で飽和 す る まで培 養 した630μ1の 培養 液 に30μ1の ヘルパ

ーフ ァ ージM13KO7(約101'pfu/ml)を 加 え
、37℃ で30分 間静 置感 染 させ 左 。こ

の感染 液 を150,ug/m1の ア ンピシ リンと70、 μ9/mlの カ ナマ イ シ ンを含 む3ml

の2×YT培 地 に加 え 、37℃ で14-18時 間通 気 の 良 い条件 で培 養 した 。培養液 を

エ ッペ ン ドル フチ ューブ に移 しぐ12,000rp皿 、10分 間 の遠 心分 離 後 、上 澄液 を新 し

いエ ツペ ン ドル フチ ュ ーブ に移 した 。再度遠 心 分離 後 、上澄 液1m1だ けを新 しいエ

ッペ ン ドル ブチ ュ ーブ に移 し、200ulのPEG溶 液(20qPEG6000、2.5MNaCl)

を加 え 、ヴ ィル テ ック ス撹 拝後 、氷 中 に30分 間放 置 した 。12,aoorpm、10分 間 の

遠心分 離 によ り上 澄 液 を取 除 き 、再度遠心 分 離 に よ り残 った上澄 液 を で きる限 り取

除 いた 。白色沈殿 を200μ1のTE緩 衝液 に懸 濁 し、150μ1のTE緩 衝液飽 和 フ

ェ ノ ール を加 え 、30秒 間の ヴ ォル テ ックス撹 絆後 、50ulの ク ロロホル ムを加 え、

さ らに30秒 間 の ヴ ォル テ ックス撹拝 を行な った 。12,000rpm、5分 間の遠心分 離

後 、上 澄 液を新 しいエ ッペ ン ドル フチ ュ ーブ に移 し、再度 フェノ ール とク ロロホ ル

ム によるタ ンパ ク質 除去 を行 な っ た。sooμ1の ジェ チ ルェ ーテ ル(和 光純薬)を

加 え、30秒 間 の ヴ ォル テッ クス撹搾後 、12,000rpm、10秒 間の 遠心 分離 によ り上

澄液 を取 除 い た 。エ タ ノ ール 沈殿後 、20μ1のTE緩 衝 液 に懸 濁 して一本鎖DNA

試 料 と した 。

酵母染 色体DNAの 調 製Herefordら の 方法(Raseetal.,1987)を 一部改 変 し

て行 っ た 。10皿1のYPD培 地 に酵母菌 体を 植菌 し、飽 和 す るまで 一晩振 と う培 養 を

行 っ た。2,000rpm、5分 間 の遠 心分 離 で集 菌 後 、0.5mlの 溶液A[0.2MTris

(pH未 調製)ユ に懸濁 し、エ ッペ ン ドル フチ ュ ーブ に移 した。原液 のR-mercapto
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ethanol(和 光純薬)25μ1を 加 え 、25℃ でso分 間放 置 した 。12,000rpm、10秒

間 の遠 心 分離 で集 菌 後 、⑪.5mlの 溶 液B[o.aMソ ル ビ トール,a.04照2HPO4緩

衝 液(pH6。8;和 光純 薬),1.25mg/mlZymolyase100T]1こ4し 、30℃ で1時

間保 温 した 。集 菌 後 、0.5mlの 溶液C[50mMTrsi-HCI(pH8.5),0.2MNaCl,

0,1HEDTA,5%SDS]を 加 えてす ぐに1mg/mlの プ ロ ナ ーゼE(ア クチナ ーゼE;

科 研 工 業)水 溶 液5ulを 加 え 、無菌 の 白金線 で菌体 をゆ っ く り撹 拝 し、60℃ で

細 胞 破片 が消 え る まで保 温 した。2回 の フェ ノ ール 抽 出、エ タ ノ ール 沈殿 後 、約

300ulのTE緩 衝液 に溶 解 させ てDNA試 料 と した 。

酵 母全RNAの 調製Jensenら の方法(Roseeta1.,1987)を 一 部改変 して行 っ

た 。!〔mlの 適 当な培 地 に酵 母培 養液 を 躍 植菌 して30℃ でOD6。Q。mが0.9に な

る まで振 と う培 養を 行 った 。集 菌 後 、5mlの 滅 菌 水で 菌体 を洗浄 し、0,3mlの 破

石孕月1糸菱種貸f菱[〔〕.5MNaCl,11(w/v)SDS,0.2M'1'ris-IICI(pH7。5),0.UIM

ci)TA]に 懸 濁 し、新 しいエ ッペ ン ドル フチ ューブ に移 した 。{}.6gの ガ ラス ビー ズ

(フ ジス トンNo.〔}〔)6;<h{}.25～0.3illlil,富 士理 科 工業)、 お よび0.3mtの フ ェノ

ー ル ・クロ ロホル ム ・イソ ア ミル アル コール(25:24:1 ,v/v)混 合液 を加 え、ヴ ォ

ル テ ッ クス ミ キサ ーで2分30秒 間破砕 した 。12,000rpm、5分 間 の遠心 分離 後 、

再 度 上 澄液 の フ ェ ノ ー ル抽 出を 行 った 。0.d5i(v/v)diethylpyrocarbonate

(DEPC;Sigma)を 含 む99%エ タ ノール を加 え、一20℃ で 一晩 核酸 を沈澱 させ た 。

0.05%DEPCを 含 む70%エ タ ノール での リンス 、減圧 乾 固後 、得 られ た核酸沈 澱 を

1%DEFCを 含 む無 菌 水150μ1に 懸濁 し、酵 母 全RNA試 料 と した 。

酵 素 反応 制限 酵素 は宝 酒造 またはニ ッポ ンジー ンか ら購 入 した 。制限酵 素反 応

は 、付 属緩 衝 液 中で いずれ も37℃ で1時 間 以上 行 っ た。DNA連 結辰 応 は、約1

ugのDNAを 含む ライ ゲー シ ョン緩衝 液[66mMTris-HCI(pN7.6),iSriATP,

1miispermidine(Sigma),0.01MMgC12,15mMdithiothreitol(DTT;Sigma),

0.2mg/mlbovineserumalbumin(BSA;Sigma)]中 で10単 位 のT4DNAリ ガ ー

ゼ(宝 酒造)を 加 え 、16℃ で3時 間以 上 行 った 。制 限 酵素 切 断 に よる5'突 出末端

の 平 滑化 は 、約1μgDNAを 含 む反応 液[50mMTris-HC1(pH7.6),10mM

擁gCl2,0.1mMdNTP(dATP,dGTP,dCTP,dTTP)]中 で 、1単 位 のKlenowfrag-

ment(宝 酒造)を 加 え て 、25℃ で1時 間 の反応 によ り行 っ た 。3'突 出末端 の平滑 化

を行 うと きはKlenowfragmentの 代 わ りにT4DNApolymerase(宝 酒造)を 用 い た 。

DNAの5'末 端 リン酸 基 の切 断反 応 は 、約1ugDNAを 含 む付 属緩衝 液 中で、1単
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位 のcalfintestine由 来alkalinephosphatase(CIP;宝 酒造)を 加 え、37℃ で

1時 間行 った 。反応停 止 に はフ ェ ノール 抽 出を行 っ た 。

アガ ロー スゲル電 気泳動Tanakaら の方 法(Sambraoketal.,1989)に 従 っ た 。

3mm厚 の0.6一 臨(w/v)ア ガ ロー ス(AgaroseLO3;宝 酒造)サ ブ マ リン型 ス ラ

ブ ゲ ルを使 用 し、10×TAE緩 衝 液[Q.4MTris一 酢酸 緩衝液(pH7.4),o.zM酢 酸

ナ トリウム,10mMEDTA]を 使用 前 に希 釈 して用 い た 。試 料 は通常 、DNA溶 液 に

1/6容:量 の泳 動用染色 液[40%(w/v)ス クロー ス,0.25%(w/v)プ ロ モ フェ ノー ル

ブ ル ー(BPB),0.25(w/▽)キ シ レンシ ア ノー ル]を 加 えて調 製 した 。泳 動 は定電

圧100Vで 行 っ た 。泳 動後 、ゲ ル を臭 化 エチ ジウ ム水溶液(5ug/ml)で 染色 し、

トラ ン スイル ミネー ター(UltraVio工etC62)でDNAバ ン ドを観察 した 。写 真 は

uvフ ィル ター(KenkoSL-39)お よび赤 色 フ ィル ター(KenkoR-60)を 用 い 、ポ ラ

ロ イ ドカ メラ(MP-4)で フ ォ トラマPB3GOフ ィル ム(富 士 フ イル ム)に よって 撮影

した 。DNA断 片 の分 子量 の推定 には λcl857S7フ ァー ジDNA(宝 酒 造)のhzndllI

切断 断片(23.1,9.4,6.6,4.4,2.3,2.0お よび0.6kbp)を 標 準 に した 。

ホ ル マ リン変性 アガ ロー スゲ ル 電 気泳 動RNA試 料 の電 気泳動 には通 常1.5%ア

ガ ロー ス濃度 のゲ ルを用 い た(Sambrooketal.,1989)。109m1の1.5%ホ ル マ リ

ン変 性 アガ ロ ースゲル を調製 す る場 合 、1.5gの アガ ロ ース粉 末 を74mlのQ.1%

DEPC水 に加 え て融解 後 、固 まる前 に10mlの10×MOPS緩 衝液[0.2MMOPS(3一

(N-Morpholino)propanesulfonicacid,和 光純 薬),50mM酢 酸 ナ トリウム(pH

7・0),10翻EDTA,0.O錫(v/v)DEPC]と16mlの ホル ム アルデ ヒ ド(和 光純薬)

を加 えてゲル 型 に流 し込 ん だ 。電 気泳 動 は 、ホ ル マ リン変性 アガ ロ ースゲ ル電 気 泳

動 用 緩衝 液[1×MOPS,16%(v/v)ホ ル ム アル デ ヒ ド,DEPC水 で調 製 した]を 用 い 、

定 電 圧50Vで 行な った 。電 気泳 動用 試料 は 、RNA溶 液2μ1に 対 して、1μ1

10×MOPS、2μlfiル ムアル デ ヒ ド、5μ1ホ ル ムア ミ ド(カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ

用 、ナ カ ライ テス ク)、1μ1臭 化エ チ ジ ウム水 溶 液(a.4mg/ml)を 加 えて調 製 し、

65℃ 、15分 間の加 熱後 、す ぐに1μ1の 泳 動用 染 色液 を加 えて電 気 泳動 に用 い た 。

ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電 気泳 動Maniatisら の方法(Sambraoketal.,1989)

に従 っ た 。適 当量 の3礪(W/v)ア ク リル ア ミ ド混 合液(100mlに 対 して ア ク リル

ア ミ ド299,N,N'一 メチ レンービ ス19)、20mlの5×TBEi緩 衝 液[11iterあ

た りTris54g,ホ ウ酸27.5g,0.5MEDTA(pH8.a)20ml]お よび20mg/ml

の過 硫酸 ア ンモニ ウム水 溶液5mlに 脱 イオ ン水 を加 え、全 量を100mlと した 。
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この混 合液 を減 圧 下 で脱 気 し、100μ1の 短+N'一N'一tetramethylethylene-diam-

ine(TEMED;.ナ カ ラ イ テス ク)を 加 え、ゲル を重合 させ た 。試料 は 、DNA溶 液 に

1/6容:量 の泳 動用 染 色 液 を加 えて調製 した。15分 程度 の予 備泳 動後 、核酸 試料 の泳

動 を定 電圧(5V/c母 以 一ド)で 行 っ た 。泳 動後 の操作 は アガ ロー スゲ ル電 気泳 動 の場

合 と同様 に行 った 。DNA断 片の 分 子量 の推 定 には 、プ ラスミ ドベ クタ ーpBR322の

Hpall切 断 断片 を標 準 に した 。

尿 素 変性 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動 硯 ポ リアク リル ア ミ ド溶 液 は 、ア ク
ヘ

リル ア ミ ド3.429、N,N'一 メチ レン ービス0.18g、 尿 素25.2g、5×TBE緩 衝液

12mlを そ れぞ れ混 合 したもの に脱 イ オ ン水 を加 え、全容 が60m1と な る よ うに調

製 した 。この溶 液 を ろ過 後 、30分 間脱 気 し、60mg/m1過 硫 酸 ア ンモニ ウム溶液 を

0.6ml及 び25μ1のTEMEDを 加 えて重合 させ た 。なお 、泳 動用 ガ ラス板 は 、

200×4eO×0.35mm(宝 酒 造)の 大 きさの ものを用 い、泳 動 は1×TBE緩 衝 液 で30

分 程度 の 予備 泳動 後 、約65℃ に保 っ よ うに定電圧(1,500-2,f)OOV)ま たは定 電力

(約46W)で 行 った 。泳動 後 、ゲ ル を濾 紙(type3MM;Whaしman)に 移 し、ゲ ルの反

面 を サ ラ ンラ ップ で 被 い 、・ゲル ドライヤ ー(ア トー)を 用 い て75-80℃ で30分

間 以 上乾燥 させ た 。X線 フ ィル ム(KodakXOmatRP;EstmanKodakCompany,N.Y.,

USAま たはRXO-H;富 士 フ イル ム)を 用 い て室温 または 一80℃ でオ ー トラ ジオグ ラ

フ ィ・一…を行 い 、現 像 と定着 はX線 フ ィル ムプ ロセ ツサー(ModelFPM60;富 士写 真 フ

イル ム)を 使用 した 。定 着 を終 え たフ ィルム は、流水 で30分 間 洗浄 後 、乾 燥 して

結 果 を観i察 した。

電 気泳 動ゲ ル か らのDNA断 片 の抽 出 プ レップAジ ー ンDNA精 製 キ ッ ト(Bio-

Rad)を 用 い 、その 使 用 説朗 書 に従 った 。アガ ロ ースゲ ル電 気泳 動後 、臭 化 エ チ ジウ

ム水 溶液 によ り染 色 し、 トラ ンス イル ミネ ーター上で 目的のDNA断 片を カ ミ ソ リの

刃 で切 出 してエ ッペ ン ドル フチ ュ ーブ に移 した 。切 出 したゲ ル0.1ml容 量 に対 し

て0.3mlのBindlngbufferを 加 え 、5⑪℃の水 浴 中でゲル片 が 溶解 す る まで保 温

した。1μgDNAに 対 して5μ1のMatrixを 加 えよ く混 合 し、氷 申で10分 間以

上 放 置 した 。12,000rpm、5秒 間の遠 心 分離 後 、上 澄液 を捨 て 、3⑪9μ1のBind-

ingbufferに 懸 濁 し遠 心 分離 後 上澄 み 液 を取 り除 いた 。同 じ操作 をWashbuffer

で3回 繰 り返 し、沈殿 を洗 浄 した 。最 後 の洗浄 の とき、で きるだ けWashbuffer

を取 除 い た 。沈 澱 を10μ1のElutionbufferに 懸 濁 して50℃ の 水浴 中5分 間

の保 温 に よ りDNAを 溶 出 した 。12、ooerpm、30秒 間 の遠心分 離 に よ り上 澄液 を新
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しいエ ッペ ン ドル フチ ュ ーブ に移 した 。DNA回 収率 を上 げ るため に 、沈 殿 に10

μ1のElutionbufferを 加 え 、再 度DNAを 溶 出 し:た。先 に溶 出 したDNA溶 液 と

合 せ てDNA試 料 と した 。

DNAの32p標 識(マ ルチ プラ イ ム法)ハ イプ リダ イゼ ーシ ョン実験 にお け るプ

p一'プDNAの32pに よる標識 は 、RandomprimerDNAlabelingkit(宝 酒造)を

用 い 、その使 用説 明 書 に従 った。標識 す るDNA試 料(25ng)12ulに 対 して

Randomprimer2ulを 加 え、95℃ で3分 間加 熱後 、氷 中で5分 間急 冷 した。

×10buffer2.5 .μ1、dNTP混 合 溶液2.5μ1、[a_s2p]dCTP(>3000Ci/

mmo1;ICN)5ul、Klenowfragment1μ1を 混 合 し、37℃ で3時 間標 識 反応 を行

っ た 。DNAと して取 込 まれ なか っ た[α 一32P]dCTPを 取 除 くため 、NICKColumns

(Pharmacia)を 用 い て標 識 したDNAプ ロ ーブ を 精製 した 。カラ ム中の緩 衝 液を 捨

て 、3mlのTE緩 衝液 で平 衡化 したカ ラム に標 識 したDNA溶 液 を加 え 、400μ1

ず っTE緩 衝 液 を加 えるこ とによ り分 画 した 。放 射能 活 性の ピーク(2本 目の画分)

を ガ イガ ーカ ウン タ ーで確認 して 、95℃ 、5分 間 の煮 沸後 、氷 中で急 冷 した溶 液 を

ハ イブ リダ イゼ ーシ ョ ン反 応の標 識プ ロ ーブ と して用 いた 。

ゲ ル か らメ ンブ レンフ ィル ターへ のDNAお よびRNAの 転 移Southernの 方法

(Sambrooketal.,1989)に 従 った 。DNAを 泳 動 した アガ ロー スゲ ルを ◎.25N

HCI溶 液 に10分 間室 温で浸 した後 、 アル カ リ変 性液(1.5MNaCI,0.5MNaOH)

に30労 間浸 してDNAを 変性 させ 、さらに中和液[3M酢 酸 ナ トリウム(pH5.5)]

中で30分 間 ゲル を浸 して中和 した。ZO×SSC溶:液(1×sscはQ.15M融Cl,

0.015Mク ェ ン酸 ナ トリウム)を 入れ た トレイ に2枚 の シ ャー レを 台 と して置 き、

その上 にガ ラ ス板 を載 せ た 。両端が20×SSC溶 液 に浸 る よ うに ろ紙(type3翻)

を2枚 置 き 、その 上 にゲル を載 せ た 。ゲル と同 じ大 きさに切 った メ ンプ レン フィル

ター(Hybond-N;Amersham)を ゲ ル上 に気泡 が 入 らな いよ うに載 せ 、 さ らに メンブ

レンフ ィル タ ーよ り2-3mmず っ小 さ く切 っ た ろ紙 を3枚 載 せ た。そ の上 にペ ー

パ ータオ ルを ゲル と接 しな い よう に約15cm高 に積み 、約1kgの 重 しを載 せ た 。

一 晩の プX7ッ テ ィ ング の後 、 メンブ レンフ ィル タ ーをゲ ル か ら剥 し、2×SSC溶 液 で

軽 くすす いだ 後 、80℃ で2時 間焼 き付 けた 。ホ ルマ リン変 性 アガ ロー スゲル 中の

RNAの 転 移 は アル カ リ変性お よび 中和 処 理 を省 い た 。

ハ イプ リダ イゼ ー シ ョン サザ ンハ イプ リダ イ ゼー シ ョンでは 、DNAを 固 定 した

フ ィル ター を 、lao℃ で5分 間煮沸 後 、氷上 で 急 冷 したハ イブ リダ イゼ ーシ ョン溶
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液1[5×Denhardt's緩 衝 液(10e×Denhardt's緩 衝 液;2%(w/v)Ficoll,2%

(w/v)polyvinylpyrQlidone,2%(w/v)BSA),5×SSPE(2G×SSPE;3.6MNaCl,

〔}.2Mリ ン 勇変系覆種1液(pH8.3),20mMEDTA,0.2%SDS,500μg/mlcalfthymu,s

DNA;フ ィ ル タ ー100cm2あ た り4ml]に 浸 し 、 プ ラ ス チ ッ ク 袋 に 入 れ て 熱 シ ー ル

し た 。 濡 ら し た ペ ーパ ー タ オ ル で プ ラ ス チ ・ソ ク 袋 を 包 み 、65℃ で1時 間 以 上 予 備 ハ

イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 後 、 プ ラ ス チ ッ ク 袋 の 溶 液 を 半 分 捨 て 、 標 識

し た プ ロ ー ブ を 加 え て 熱 シ、一 ル し た 。 濡 ら し た ペ ーパ ー タ オ ル で 包 ん だ プ ラ ス チ ッ
し

ク袋 を さ らにプ ラ スチ ック袋 で包 み 、65℃ で 一晩ハ イブ リダ イゼ ー シ ョン反応 を行

った 。 フ ィル タ ーをプ ラ スチ ック袋 か ら取 出 し、洗浄 緩衝液A(2×SSC,0。 螺SDS)

で軽 くす す い だ後 、250mlの 洗 浄 緩衝 液Aで 振 と う しなが ら室温 で15分 問の 洗

浄 を4阿 繰 り返 した。 さ らに、250mlの 洗 浄緩 衝液B(0.1×SSC,0.1%SDS)で

50。Cに 保温 しなが ら3〔〕分 間の洗 浄 を2回 繰 り返 した 。フ ィル タ ーを 濡 ら した状態

の ま まサ ラ ンラ ップ で包 み 、紙 に固 定 した 。 この紙 を カセ ッ トに入 れ 、その 上にX

線 フ ィル ムを 、 さ らに必 要な らば 増 感紙 を 装 着 し、一80℃ で感 光 した 。現 像 と定 着は 、

X線 フ ィル ム プ ロセ ツサ ーを用 い た 。定 着 を終 えた フ ィル ムは 、流水 で30分 間洗

浄 後 、乾燥 して結 果 を観察 した 。

ノザ ンハ イブ リダ イゼー シ ョンで はハ イブ リダ イゼー シ ョン溶 液1の 代 わ りにハ

イ ブ リダ イゼ ー一シ ョン溶液 液II[5×Denhardt's緩 衝液,5×SSC,e.端SDS,50

mMリ ン酸 緩 衝液(pH6.5),250μ9/mlcalfthymusDNA,50%ホ ル ムア ミ ド]を

用 い 、温 度 は42℃ で行 った 。洗 浄 、感 光 、現像 、定 着 はサザ ンハ イブ リダ イゼ ーシ

ョン と同様 に行 な っ た。 また場合 に癒 じて 、サザ ンハ イブ リダ イゼ ー シ ョンにも こ

の 方法 を用 い た 。、

DNA塩 基 配列 の 決定Sangerら の方 法(Sambrooketal.,1989)を 改変 した

Sequenaseシ ー クエ ンシ ングキ ッ ト(UnitedStatesBiochemica1;Ohi◎,USA)を

用 い た 。7μ1の 一本 鎖DNA溶 液(約1pmolを 含 む)、1μ1の プ ライ マーDNA

(0.5pmo1/μ1)お よび2μ1の5× シ ー クェ ンシ ング緩 衝液[200mMTris-HCI

(pH7.5),250mMNaCl,100mMMgCl2]と を 混合 し、65℃ で15分 間加温 後 、室

温 に放 置 して徐 々 に冷 却 し対合 させ た 。この 一本 鎖DNA一 一プ ライマーDNA混 合 液 に、

1μ1の0.1MDTT、2μ1の 適 当に希 釈 した ラベ リング混 合液[各7.5,uMの

dGTP,dATP,dTTP]、0.5、 μ1の[α 一32P]dCTP(>3000Ci/mmol)お よび2μ1

のSequenese溶 液 を 加 え混 合 し、37℃ で5分 間反 応 させ た 。この反 応液3.5μ1
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ず っを 、2.5μ1の4種 塩 基 に対 応 す る停 止液[各80μ 腫 のdGTP,dATP,aTTP,

dCTP,50mMNaCl,お よび8μ 廼のddNTP(ddGTP,ddATP,ddTTP,ま たはddCTP)]

と混 合 し、 さ らに同温 度 で5分 間 伸長 反応 後 、4μ1の 反 応 停 止液[951(v/の ホ

ル ムア ミ ド,20mMEDTA,0.05%(w/v)キ シ レンシア ノー ル,0.05ｰJ,(w/v)プ ロモ

フェノー ルブ ル ー]を 加 え て反応 を停 止 させ 、95℃2分 間加 熱後 、直 ち に得 られた

4種 の反応液2μ1ず っを尿 素 変性 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳動 によ り解 析 し

た 。

寒天 平板上 にお ける酸性 ボス フ ァターゼ 活性 の検 出Toh-eとOshima(1974)の

方 法 に従 った 。 α一ナ フチル リン酸(Sigma)5mg、FastBlueSalt(Merck,Germ-

any)50mgを 含 む5m!のO.1M酢 酸緩衝 液(pH4.0)に 、50mgの 寒 天を5

mlの 脱 イオ ン水 に加熱 融解 した溶液 を加 えて混 合 した後 、平板 培地 の コロニー 上 に

重層 した 。酸 性ホ ス フ ァターゼ を産 生 してい るコロニ ー は 、 ジアゾ カ ップ リング反

応 によ って赤 色を 呈 す る 。

第3節 結果

第1項a1-a'2抑 制 欠損 変異 株 の分離

α2タ ンパ クが 関 わ る2種 の 抑 制の うち 、α2抑 制 は正 常 でa1一 α2抑 制が欠

損 した変異株 を分 離:する ため 、PS3-8AとKEN2-8A株(MATaHILLa脇sir3

pho3PND&3)を 構 築 した 。これ らの株 はsir3変 異 を もっ ためNI'7LaとHMIta両 遺

伝 子が 発現 し、一倍体 であ る にもか か わ らず接合 型情 報 がa/α 二 倍 体 と同 じで 、

接合 能を もたな い 。また 、抑 制性 酸性 ホ ス フ ァターゼ 構造 遺 伝子 留05の5'非 転 写

領 域 に転移因 子Tyが 挿入 され る こ とに よ り接合 型 によ って転 写が 溜 御 され る1卿

83変 異(Toh-eetal.,1983)を レポー ター として用 い た 。Ty因 子 はal一 α2

抑 制を受 けるので 、a細 胞 とα細 胞で は発現 し、a/α 細 胞 で は その転 写が 抑X11さ

れ る(Erredeetal.,1987)。PS3-8AとKEN2-8A株 はa/α 細胞 であ る ため 、そ

の コaニ ーは 酸性 ホ ス フ ァターゼ 活性 染色 によ り染色 されな い(白 色)。 も し、 こ

れ らの細胞でa2#tp制 は正常 でa1一 α2抑 制 に だけ欠 損が 起 こ ったな らば 、aI

シ ス トロ ンの 転写 抑制 が解 除 され α型 特異 的遺伝 子群 だ けが 発現 す る ため 、接合 型

は α型 で、そ の細胞 は酸性 ホ ス フ ァターゼ活 性染 色 に よ り赤 色 を示 す と期待 した 。

PS3-8AとKEN2-8A株 をEMS変 異処 理 後 、YPAD培 地 に塗 布 し 、30℃ で12-3日
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間 保温 した 。約20,000コ ロニ ー の うち 、酸 性 ホ ス フ ァター ゼ活 性染 色で ピンク色

また は赤色 を 示 し 、α型 接合 能を 有す る11株 を 分離 した。PS3-8A株 由来のPS3-

8A-M1株 は酸 性 ボ ス フ ァタ ーゼ活 性染 色 で濃 い赤 色 を示 し、強 い α型 接合能 を もっ

て い た 。PS3-8A株 由来 のPS3-8A-M2とPS3-8A-M3株 、そ してKEN2-8A株 由来の

KEN2-8A-M1か らhEN2-8A-M8ま での8株 は酸 性 ホ ス フ ァターゼ活 性染 色 でピ ンク

色 を示 し、 α型接 合能 に加 え極 め て弱 いa型 接 合能 を 示 した 。簡 便 の ため 、後者

10株 が 示 した α型接合 能 に加 え弱 いa型 接 合能 を示 す接合 型 をa*接 合型 と名付 け

た 。以 下 、 α型 ま たは α*型 を示 した11株 にっ いて解 析を 進 め た 。

上の11変 異株 にっ い て優性劣 性試 験 を行 っ た 。PS3-8A株 由来 の変 異株 は野生 型

試験 株(MAfia1侃 αHMIIasir3)と してKEN2-8A株 と、ま たKEN2-8A株 由来の 変

異 株 はPS3-8A株 とそれぞ れ細胞 融合 を 行 っ た 。得 られ た二 倍体 の すべ てが非接 合

型 であ ったの で 、11株 に起 こっ た変 異 はすべ て劣 性で あ る と結 論 した。ま た、

PS3-8A-M2、KI,N`1-8A-M4、KlsN2-8A-M5、KEN2-8A-M6株 由来の 二倍 体か らの5個 か ら

1〔〕個 の 胞 チ嚢 にっ いて四 分 子分析 を行 っ た とこ ろ、a*it`iと 非接 合型が2:2に 分

離 した 。従 っ て 、少 な くと もこれ ら4変 異株 は1遺 伝子 に変uが 起 こってい る と

結 論 した 。

得 られ た変 異が μ%α 遺 伝子 の α2シ ス トロン に起 こ って いる ことを調べ るため 、

それぞ れの 変 異株 と接 合型 制御 遺伝 子 の情 報が す べ てaで あ るKO7-2A株(崩2a

NMIa紐 物sir3)と の 雑種 二倍 体 を作 成 した 。強 い α型を 示 すPS3-8A-Ml株 か ら得

られ た二 倍 体 は α型を 示 し、残 り10株 由来 の二 倍体 は非 接 合型 であ った。また 、

M.4Ta遺 伝 子 を もっプ ラ スミ ドをKEN2-8A-M5、KEN2-8A-M6株 、そ してPS3-8A-111

株 由来 の変 異 を もっSAT14Q-10B株 に導 入 した と ころ 、KEN2-8A-M5とKEN2-8A-M6

株 の形 質 転換 体 はすべ て α壌型 の ままで あ っ たの に対 し、SAT140-IOB株 の形質転 換

体 は接 合能 を失 っ た。 これ らの結 果 は 、PS3-8A-M1株 の変 異が 溜犯α遺伝 子 に起 こ

っ てお り、残 り10株 にっ いては接合 型 制御 遺 伝 子MAT、 朧 、NMRに 変異は起 こっ

て いな い こ とを 強 く示唆 した 。実 際 、PS3-8A-Ml株 にお けるHILLa遺 伝子 の α2シ

ス トロ ンに塩 基 置 換が み られ た(後 述)の で 、PS3-8A一 阻 株 の もっ変異 をhmla2-

1D2変 異 と命 名 した 。次 に、得 られ た変 異株 の 問 で相 補性試 験 を行 っ た 。hmla2-

102変 異 株PS3-8A-H1と 、KEN2-SA-Mlか らKEN2-8A-M8株 とを細 胞融 合 して得 ら

れ た二 倍体 は すべ て非接合 型 で相 補 した 。さ らに 、KEN2-8A株 由来 の変異株 と、

PS3-8A-M2、PS3-8A一 旧 株 とを それぞ れ細胞 融 合 して得 られ た二 倍体 は どち らも α=き
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図1-1NMLa遺 伝 子の制 限酵 素地 図 。HMLa遺 伝 子 を 含む3.OkbpEcoRI-NiradilI

DNA断 片の 制限酵 素 部位 を 示 した 。実線 はAstellら(1981)'が 塩 基 配列 を報告 し

た領 域を示 す 。黒帯 は 、alとaZORFの 位置 と向 きを示 す 。E,H,He,Na,Rs,

RV,Xbは それぞ れ 君odU,HindIII,HinclI,Ndel,Rsal,EcoRV,Xbalに よる切

断 部位 を示 す 。

聖 で、相 補性 が認 め られな か った 。これ らの結果 よ り、 α*型 を 示す10株 はすべ て

新 しい遺伝 子AAR1(al-a2repression)に 起 こ った変異 で あ る と結 論 した 。ここ

で 、KEN2-8A株 由来 の8株 の変 異株 にお け るaarl変 異 ア レル を分 離順 に 、

aarl-1か ら'aarl-8と 名 付 けた 。PS3-8A-M2とPS3-8A-M3株 の 変異 はそ れぞれ

aarl-9とaarl-10と 名付 けた 。

第2項hmla2-102変 異部 位の 決定

hmla2-102変 異 が α2シ ス トロ ンに存在 する こ とを 塩基 配 列の 決 定 に よ り確 認す

るため 、hmla2-102変 異遺 伝子 の クローニ ング を行 っ た。プ ラ ス ミ ド2.5か ら調

製 したhlATa伝 子を含 む3.3kbpEcaRI-NiradlllDNA断 片(図1-1)を プ ローブ

と して、PS3-8A-M1株 か ら調製 した染 色体DNAのEcaRI-Hindlll二 重消 化物 に対

してサザ ン解 析 を行 う と、Abrahamら(1982)の 報告 と同 じよ う に3.Okbpの 位置

にバ ン ドが 検 出 され た 。従 って、hmlaZ-102変 異 には 大 きな 欠失や 挿 入が な い と考

え られ たので 、3.◎kbp耽(RI一 〃」刀dlII染 色体DNA断 片 を ゲ ルか ら回収 し、プ ラス

ミ ドpllC9のEeoRI一 〃」ぬIII部 位 に連 結 し、大腸 菌 の形質 転換 に用 い た。サザ ン解 「

析 と同 じプ ローブ を用 い た コロニ ーハ イブ リダ イゼ ー シ ョンに よって 、約s,aoaの
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F(aZ-201,一202)

__Y{a2-iO2)

1AiNKIPIKDLLNPQITDEF
KSSILDINKKLFSICCNLPKLPESVTTEEEVE50

★

LRDILVFLSRANKNRKISDEEKKLLQTTSQLTTTITVLLKEMRSIENDRS100' ,

Nl'QLTQKNKSADGLVFNVVTQDrflNKSTKPYRGHRFTKENVRILESWFAK150

NIENPYLDTKGLENLbtKNTSLSRIQIKNWVSNRRRKEKTiTIAPELADLL200
i

SGEPLAKKKE210・ ・ぐ

図1-2Hmla2タ ンパ クの アミノ酸配 列 。hm!a2-102変 異 で は 、33番 目の シス テ

イ ン残 基 が チ ロ シ ン に 、56番 目のバ リン残 基(星 印)が グ リシ ンに置換 してい た 。

mates2-20!と 澱 飲2-202変 異 では 、33番 目の シス テ イ ン残 基が フ ェニル アラ ニ

ンに置換 して い た 。Mata2タ ンパ クの56番 目 の ア ミノ酸 はグ リシ ンで あ る 。

nrrztoZrf-x'07変 異 は196番 目の ロイ シ ン残 基が セ リン に置 換 してい た。下線 は α2

タ ンパ クにお ける ホ メオ ドメイ ンを示 す 。

S(aZd-807)

形 質転 換体 か ら1っ の 陽性 クロー ンを得 た 。得 られ たDNA断 片 の制 限酵 素部位 は

IIMI,aji'i伝ro)そ れ と 一致 した。 さ らに 、こ の3.Okbp∬ooRI-1〃1羅llllDNAを もっ

プ ラ ス ミ ドを酵 母 菌 株KENB-5f3(MAla)に 導 入 した と ころ 、 α型 を示 す形質転 換 体

が 出現 したの で 、 このDNA断 片 はhmlaZ-IOZ変 異遺 伝子 を 含 む と結論 した 。

tm1、1α2一ヱ02変 異 遺 伝 子の α2コ ー ド領 域 全体 を 含 む1.1kbpNincll-RsalDNA

断片(図1-1)の 塩 基 配列 を決定 した 。Astellら の 決定 した 槻 α2シ ス トロ ンの

塩 基配 列(Astelletal.,1981)と 比 較 す る と、hmla2-102変 異 ア レル には3カ

所 で異 な る配 列が み られ た。一つ は762番 目のTが 欠失 してい たが 、この部位 は

α2シ ス トロ ンの コー ド領 域 よ り下流 で あ っf。 二 つ 目は1336番 目のAがCに

置換 してお り、56番 目のバ リン残基が グ リシ ン に置換 して い た(図1-2)。 ただ し、

Astellら が クロー ニ ングを 行 ったFIATa遺 伝子 におい て は1336番 目の塩 基 はCで

あ る(AstelletaL,1981)。 三つ 目 は1405番 目のTがCに 置 換 して お り、

33番 目 の シス テ イ ン残 基 が チ ロシ ンに置換 して い た 。

第3項a1-a2抑 嗣欠 損変 異aarlの 性格 付 け

aarl変 異株 が α*型 を示 す ため には 、ゲ ノ ム側 に α型情 報 を もっ遺 伝子 の存 在が

必要 で あ る こ とを 調 べ るため に、ゲノ ム申 にa型 情 報 だ けを もっaarl変 異 株 を構

築 した6KEN2-8A-M1(aar-1-1)、KEN2-8A-M5(aarl-5)、KEN2-8A-M6(aarl-6)株

そ れぞ れ に対 して ーKO7-2A(MATa概aHMRaslr3AAR1+)を 交 雑 し、得 られ た二 倍 、
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融 け瓢螺 搬 雛 異
}PS3-8C伽7・)(レ ー ン1)、PS3-8A

(泓47琶NigLaH19RaSI、r3)(レ ー ン2)、

lps3細1(夙 舳 畑 。捌 綴 鋼

(レ ー ン3)、KEN2-8A-M1(潴7;a/侃 α

1猛 聡a5か3aarl)(レ ー ン4)株 か ら調

製 した全RNA(5-10μ9)を 用 い て 、

ホ ルマ リン変 性 アガ ロー スゲル電 気泳 動

を 行 っ た 。フ ィル ター にプ ロ ツテ ィ ング

i後 、32Pで 標 識 しalシ ス トロ ンを含

む1.1kbp万o盈V断 片 とUR:43DNAを 含

む ベ ク ターYlp5を プ ロー ブ に用 いてハ

旨 ブ リダイ也 シ ・ンを行った.

i

体 の 四分f一分 折 を行 った 。5個 か ら10個 の胞 一(嚢を解析 した ところ、すべ ての二

倍体 が2a:2α 、2a:1α:lnon、2a:`Leon(nonはJi三 接合 型 を示 す)の い

ず れ かの 分離 を示 し、a型 を示 す胞 子培 養が 必ず2っ 出現 した。 この結果 はa型 を

示 す胞 子培 養 の 中 には 遡ra槻a/欄asir3崩 御+遺 伝 子型株 に加 え 、崩 血 茄伽

膨 蝕slr3aarl遺 伝 子型株 も存 在 す る ことを示 唆 す る 。この考 えを確認す る ため に、

a型 を示 す減 数分 裂 分離 株 とPS3-8A-M2(鑑47a々7玩 乙α 劫漁5ゴ1・・3∂∂r1)株 とを交 雑

し、得 られ た二倍 体 の接 合型 を調べ た 。も し、 これ らの二 倍 体でaarl変 異が 同型

(earl/aarl)で あれ ば α;哩 を示 し、aarl変 異 が 異型(aarl/鋸 β1+)で あ れば 接合

能 を も たない と考 えた 。得 られ た二倍 体 の 中で α*型 を 示 した株 が み られ たので 、a

型情 報 だ け しか も たな いaarl変 異株(崩7a謂Za謂 βaslr3aarl)はa型 と して

のみ 接合 し、earl変 異株が α*型 を示 す ため に α型 情報 が必 要 で ある と結論 した 。

加1ノα2一躍2変 異が 同型 の二 倍体(崩 血hmla2-102劫 漁sir3が 同型)が 胞 子を

形成 しな か っ たの に対 して 、aarl変 異 が 同型 の二 倍体(裾7aHi'7La劫 漁sir'3

earlが 同 型)は 胞 子 を よ く形成 した 。野 生型 酵 母 の胞 子形 成 に はa/α 接合型 情 報 、

すな わ ちa1一 α2抑 制が 必要 で ある こ とが 知 られ て い る(Malone,1990)。 翻短

変 異株 の胞 子 形成 能 にa/α 接合型情 報 が必 要 で あ る こ とを調べ るため に、a型 情

報 だ けを もっaarl変 異二 倍体(崩 たHi111a麗asir3aarlが 同型)を 構築 した 。

SH124G(MATa務 脆a劫 鰐誌sir3aar'1)とSH1242(崩%劫 協a劫 サ魚sir3aar!)か ら
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細 胞 融合 によ って得 られ た二 倍 体 は 、a型 で 、胞 子形成 能を 示 さな か っ た。 この結

果 よ り、aarl変 異 株 が 胞子 を形 成 す るため にはa/α 接合 型情 報が 必 要で あ り、

∂∂回 変異 に よるa1一 α2抑 制 の欠損 は接 合型 制御 に対 して影響 を 与え るが 、胞 子

形 成 劇御 には 影響 が な い と結 論 した。

加1α2-102変 異株(据 殆 舳1α2-102謂 ぬsir3)とaarl変 異株(MATaHAILa

肋sir3aarl)が α型 またはa*型 を示 す のはal一 α2抑 制 に欠 損が あ るため と

考 え られ たので 、これ ら変 異株 にお い てa1-a2抑 制の標 的 遺伝 子 で あ るa1シ

ス トロ ンの転 写 を調 べ た。PS3-8C(崩7α)、PS3-8A(崩 た 槻 α1舳sir3)、

PS3-8A-M1(1胴 ∬琶hmla2-1021陥slr3)、KKN2-8A-M1(MATaNMLa腿asir3

aar!)株 か らそれ ぞ れRNAを 調製 し、32Pで 標 識 したa1シ ス トロ ンを含 む1.1

kbPEevRVUNA断 片 を プ ローブ と して ノザ ン解析 を行 った(図1-3)。 野 生 型a/

α細胞 で み られな か っ たa1転 写 産物 が 、hrnlaZ-102変 異株 とaarl変 異 株 で検 出

で きた 。従 っ て 、hm!a2-1(12とaarl変 異株 で はalシ ス トロ ンに対 す るa】 一α

2抑 制 が 欠損 して い る と結 論 した 。

第4節 考察

S.cerevisiaeの ホ メオ ドメ イ ンタ ンパ ク α2は 、接合型 制御 機 構 にお い て特 異

性 が異 な る2っ の 抑制 に必要 で あ る(Herskowitz,isas)。 本章 の 目的は 、α2タ

ンパ クが 関 わ る2っ の 抑制 の うち 、a1タ ンパ クと協 調的 に働 く抑 制(a1一 α2

抑 制)に 必 要 な領 域 を 同定 す る こ とで あっ た 。遺 伝学 的な手 法 で 、 α2抑 制 は正常

でa1一 α2抑 制が 欠 損 した変異 株 を分 離 したと ころ、目的通 りa2シ ス トロ ンの

変 異 を1っ 同定 した 。 さら に興 味深 い こ とに、既知の 接合 型制 御遺 伝 子 、MAT、

HML、tlMR以 外 の遺 伝子 の変 異 、earl、 を新 しく同定 した 。

a1-a2抑 謝 が 欠損 した 伽1α2一 躍2変 異 は α2シ ス トロ ンにお ける33番 目

の シス テイ ン残 基 が チ ロシ ンに 、56番 目のバ リン残基が グ リシ ンに置換 して い た。

MillerとNasmyth(私 信)は 、胴7αHMIa腿asir3遺 伝 子型 を もっ非 接 合型 株

か らα型 を示 す変 異株 としてmatoZ-201とmata2-202を 分 離 した 。 これ らpat

α2-201とmato2-202変 異 で は ど ち らも α2シ ス トロ ンにお け る33番 目の シス

テ イ ン残基が フェ ニル アラ ニ ンに 置換 してい た(図1-2)。 また 、 α2シ ス トロ ン

の 欠失 変異 の解 析 によ り、 α2タ ンパ クは21-140番 目の アミ ノ酸 領 域 でa1タ
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ンパ ク と相互 作用 す るこ とが示 唆 され た(HaUandJohnson,1987)。a2-102変

異株(MATa伽1α2一 ノ02脇sir3)に おいてSTE2遺 伝子(asg)の 転 写が野生 型

株 と同 様 に抑 制 され て いた(未 発表結 果)こ とを考 え合 わせ る と、 α2タ ンパ ク に

お け る33番 目の シス テイ ン残 基 はa1一 α2抑 制 にお い て重要 な機 能を有 してお

り、 α2抑 制 には必要 な い と考 え られ る 。大 腸菌 で生産 、精 製 したα2タ ンパ クの

解 析(Saueretal.,1988)に よ ると、 α2タ ンパ ク は33番 目 と34番 目だけ に

存 在 す るシス テ イ ン残 基 に よって ジスル フ ィ ド結 合 を形 成 し 、二量 体 化 してい る 。

α2タ ンパ ク はジ スル フィ ド結合 によってa1タ ンパ ク と複 合体 を形 成 す る可能 性

が 考 え られ る 。a2-102変 異な どの特性 を考 え る と 、34番 目の シス テイ ン残基が α

2-a2ホ モニ 量体 を 形成 す るの に重 要で 、33番 目の シ ス テイ ン残 基 はa1タ ンパ

ク とヘ テ ロニ 量体 を 形成 す るの に必 要 であ るか も しれ な い 。 また 、 ヒ ト免 疫不全 ウ

イル ス(NIV)のtatタ ンパ クの研 究 で報告 され てい る(Frankeleta1.,1988)

よ うに、33番 目の シス テイ ン残基が 金属 イオ ンを仲介 す る こと によ ってa1-a2

複合体 を形 成 す る可能 性 も考 え られ る 。

Strathernら(1988)は 、上記 のMillerとNasmythの よ うにMATaNMIa

tlMRasir3遺 伝子 型 を もっ非 接合型株 か らα型 を示 す変 異 株 と してniatoZd-80?

異 を分 離 した 。この 〃∂`α2が807変 異 では196番 目の ロイ シ ン残基 がセ リンに置

換 してい た(図1-2)。 この結果 は、C末 端 の21ア ミノ酸(190-210番 目)がa

1と 相互 作用 す る 劔01bergereta1.,1991)こ とと非常 によ く一致 す る。 しか し、

α2タ ンパ クにお ける196番 目の アミ ノ酸 は 、ホ モニ 量体 化 に必 要 な領域 であ り、

かっ塩 基配列 特 異 的なDNA結 合 活性 に必要 なホ メオ ドメィ ン(136-188番 目;

NallandJohnson,1987)の わず か 下流 に位 置 し、上記 のhmla2-1d2、mato2-

zal、mata2-202変 異 の存在 す る33番 目の残 基 か ら離 れ て いる 。33番'目 のシ ステ

イ ン残 基 と196番 目の ロイ シ ン残基 は 、独 立 にazタ ンパ ク と相 互 作用す るか 、立

体 的 に隣接 して一 っの ドメイ ン構 造を 形成す る可 能性 が 考 え られ る 。今後 、 これ ら

α2シ ス トロ ンの 変 異 か らa1-a2抑 制が 回復 す る分 子 内抑圧 変 異 を分 離 し、そ

の変 異部 位を 同定 す るこ とは興味深 い 。

本章 で同定 したaarl変 異 の解 析 よ り、麗 盈 遺伝 子 産物 はa1-a2抑 制 にの み

必要 な新 しい接 合 型 制御 因子 で あ る可能性が 考 え られ る 。離 覆 遺伝 子産 物 は α2抑

制 には必 要な い と考 え られ 、 α2タ ンパ クが 関与 す る2っ の抑 制 にお ける特異 性 は

a1タ ンパ クの存 在 だ けに よ る差異 で はない と思 わ れ る 。a1一 α2抑 制 にのみ 必
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要 なAAR1遺 伝子産物 に相 当して 、α2抑 制にのみ必要な新 しい因子が存在するか

も しれない。しか し、別の可能性 として、earl変 異株が α型 に加え弱 くa型 として

も接合する(α 寧型)こ とよ り、本章で得 られたaarl変 異はhmla2-102な どと同

様 にa1-a2抑 制が特異的に欠損 した変異で、野生型 廟幻 遺伝子産物が α2抑

制 にも必要である可能性は残 る。

胞 子形成を負 に制御す る β肥1遺 伝子の転写はa1-a2に よって抑制される

(CUVItZetal.,1991)ム 冶認 α2-102変 異が同型の二倍体が胞子を形成 しなかっ

たことより、hm!a2-!02変 異株ではalシ ス トロンの転写抑制が解除され るのと同

様 に β1朔1遺伝 子の転写抑制 も解除されると考 えられ る。これに対 して、aarl変 異

が同型の二倍体が胞 子をよ く形成 したことより、崩幻 遺伝 子産物は 品盟 遺伝 子の

転写抑制 には必要でな いと考 えられる。これは、a1一 α2抑 制機構がalシ ス ト

ロ ンな どを標的遺伝子 とする接合型制御系とRML'1遺 伝子を標的遺伝 子とする胞 子

形成制御系で質的 に異なることを示唆する。しか し、上で述べ たように 崩2!遺 伝

i-t物はRMII遺 伝子の転写抑llillにも働いているが 、本章で分離 した8岬1変 異は

接合型制御系 にだけ欠損を起こす ような変異である可能性は残 る。

A,4R1遺 伝 子産物がa1-a2に よる転写抑制に必要なこ とか ら、AAR1遺 伝子産

物 は転写調節因子であ ると考 えられる。AAR1遺 伝子産物が タンパ ク質であることを

前提に、その機能 にっいて可能性 を挙げてみると、1)A.4R1遺 伝子産物はDMA結

合 タンパクで 、単独 またはaユ ーα2と 協調的 に標的遺伝子の上流 に結合 しその転

写 を抑制する、2)AARI遺 伝子産物はDMA結 合活性をもたないが 、a1-a2複

合体が標的遺伝子上流 に結合す るの に必要なタンパ クである、3)AAR1遺 伝子産物

はa1一 α2複 合体が標的遺伝子上流 に結合 した後の転写抑劇活性に必要である。

これ らの可能性にっいては第2章 で検証する。

第5節 要約

酵母 ホメオ ドメインタンパクα2が 関わる2っ の抑制の うち α2撫 綱は正常でa

1一 α2抑 制が欠損 した変異 として、hm!a2-102と10株 のaarl変 異を分離 した。

hmla2-!02変 異は33番 目のシステイン残基が チロシンに、56番 目のバ リン残基

がグ リシンに置換す る変異であった。earl変 異株 においてa1シ ス トロンの転写産

物が確認 され たこ とか ら、AAR1遺 伝子産物 はa1-a2抑 制に必要な新 しい転写調
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節因子であることが わかった。aarl変 異が同型の二倍体が胞子を形成 したことより、

AARI遺 伝子産物は胞子形成制御系 にお けるa1一 α2抑 制 には必要ないか、本章で

分離 した ∂∂刀 変異が接合型制御系 での機能のみが欠損 した特異的な変異である と

考 えられた。
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第2章 AARI遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 機 能

解 析

第1節 緒言

第1章 で示 したよ うに、S.cerevisiaeの 接合型制御機構 において、ホ メオ ドメ

イ ンタ ンパクa1と α2の 協調作用 による抑制(a1一 α2抑 制)に はAAR1遺 伝

子産物の機能が必 要である。AAR1遺 伝子産物は新 しい転写調節因子 と考 えられ 、転

写調節 因子の性質 と して既 に知 られて いるよ うに、1)AAR1遺 伝子産物 自身は

DNA結 合活性 を有 するのか 、2)AAR1遺 伝子産物はalと α2タ ンパ クの複合体形

成 に必要なのか 、な どの疑問が生 じる 。

本童では、謂 幻 遺伝子産物の機能を分 子 レベルで検証す るために、謂β1遺 伝 子

の クローニ ングを行 った。塩基配列の比較か らAAR1遺 伝子は酵母細胞で様 々な遺

伝 争の転写抑制 に関 与するTUP1遺 伝 子と同…であった。興味深いこ とに、∂艀1遺

伝 子破壊株の解析か らAar1タ ンパ クはa1-a2抑 制ばか りでな く、α2抑 制 に

も必要であった。さらに生化学的な解析か ら、接合型制御系におけるAarlタ ンパ

クの機能モデルを提案 した。

第2節 実験材料および実験方法

本章 で用 いた実験材料お よび実験方法のうち、第1章 において記述 した以外の も

のにっいて記述す る。

供 試 菌 株 と プ ラ ス ミ ドDNA

実 験 に 用 い た5.eerevisiae菌 株 を 表2-1に 示 し た 。MBP-Aarl融 合 タ ン パ ク を

生 産 す る た め の 宿 主 菌 は 大 腸 菌BL21株(Sambro。ketal.,1989)を 用 い た 。5.

cerevisiaeの ジ ー ン ラ イ ブ ラ リ ーYCp50"CENBANK"Aは 酵 母 菌 株GRF88の 染 色

体DNAをSau3AIで 部 分 分 解 し て 得 ら れ た 断 片 をYCp50のBamt31部 位 に 連 結 し て

作 成 し た も の(Roseetal.,1987)をATCC[AmericanTypeCultureCollection

(Rockville,Ma.,USA)コ よ り 購 入 し た 。 ノ ザ ン 解 析 の プ ロ ー ブ と し て 、ACT1

1.OkbpHirrdlll-XholDNAは プ ラ ス ミ ドpYA301(GallwitzandSures,1980)か
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ら 切 り 出 し た 。MFa11.4kbp君o盈1-5a11DNAは プ ラ ス ミ ドp69A(Kurjanand

Herskowitz,1982)か ら 切 り 出 し た 。STE21.3kbp111磁III一 露 孟IDNAは プ ラ ス ミ

ドp334(Nartigeta1.,1986)か ら 切 り 出 し た 。RMEIO.8kbpEedtlDNAは プ ラ

ス ミ ドpAM246(Covitzetal.,1991)か ら 切 り 出 し た 。 α20.6kbpNdel-X6aI

DNAは プ ラ ス ミ ド2.5か ら 切 り 出 し た 。 プ ラ ス ミ ドpYMI5は 、 プ ラ ス ミ ドpHK

104(Kobayashietal.,1990)か ら 切 り 出 し た 解 α1バ 酬05融 合 遺 伝 子 を 含 む

3.4kbpPvul-BamHIDNA断 片 をYRp7のARSを 除 い た4.4kbpPvul-Bg111部 位

に 連 結 し て 作 成 し た 。MBP-Aarl融 合 タ ン パ ク 生 産 用 プ ラ ス ミ ドpMAL-AARIは 、

AAR1遺 伝 子 を 含 む1.6kbpBamHI-Hitx1111断 片 をMBP融 合 タ ンパ ク 生 産 用 プ ラ ス

ミ ドplH902の β∂刎{1-Nindlll部 位 に 連 結 し て 構 築 し た 。sir3::LEU2遺 伝 子 破 壊

ア レル を も っ5.4kbpBaarHIDNAは プ ラ ス ミ ドpJH107.1(lvyetal.,1986)か

ら 切 り 出 し た 。sir3::HISS遺 伝 子 破 壊 ア レ ル は 、SIR3遺 伝 子 を 含 む6.9kbp

β∂〃HIDNA断 片 申 の4.OkbpBg111-Xhol領 域 を プ ラ ス ミ ドYlplか ら 調 製 し た

lllS3遺 伝 子・を 含 む1.3kbpBamlll-XholDNA断 片 で 置 換 す る こ と に よ り 作 成 し た 。

合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドDNA結 合 実 験 に 用 い たa1一 α2抑 制 標 的 配 列 は 合 成

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド5'一TCGAGCTTCCCAATGTAGAAAAGTACATCATAG-3'と5'一TCGACTATG

ATGTACTTTTCTACATTGGGAAGC-3'を 対 合 さ せ た も の を 用 い た(GoutteandJahnsan,

1988)。 α2抑 制 標 的 配 列 は 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド5'一TCGACATGTAATTACCTAATAG

GGAAATTTACACGCT-3'と5'一TCGAGCGTGTAAATTTCCCTATTAGGTAATTACATG-3'を 対 合 さ せ

た も の を 用 い た 。

生化 学 的方 法

DNAの32P末 端 標 識 合 成オ リゴ ヌ ク レオチ ドの32Pに よる5'末 端標 識 は

MEGALAB:肌 キ ッ ト(宝 酒造)を 用 い、 その使用 説 明 書 に従 っ た 。10pmoleの 合成 オ

リゴ ヌ ク レオチ ドを 含むDNA溶 液3ul、10×phosphorylation6iiffer1μ1、

Y-32P]ATP(5,000Ci/mmol,10mCi/m1;ICN}5,u1,T4polynucleotide

kinase1μ1を 混 合 し、37℃ で30分 間標 識反 応 を行 った 。70℃ 、10分 間の加 熱

に よっ て酵 素 を失 活 させ た 。
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表2-1使 用 した酵母菌株

菌株名 接合型a遺 伝子型bま たは親株

一 倍 体

GRF88

HYP100

xYplal

HYP140

HYP150

HYI?151

1fYI'160

Y剛1

Y'11f2

Y湘31

Y剛36

YM}137

YMH38

YMH39

YMH4Q

YMH47

YMH49

YMH54

YMH55

YMH56d

YMH61e

YMH62P

Y醒H63e

SH2432

a

a

a

Non

a

Non

Non

α*

α$

a

a

*α

Non

a

a

a

α$

Non

Non

a

Non

Non

Non

Non

MATahis4-38

肋 脚3・52
.leu2-3・112.岬 △his3△.・d・2-191.

lys2-801

MATa～ πr∂3-521α12-3,112々p1ム カゴ53△ade2-raz

..jys2-801

胴 塩 脱 αHMRasir3::NIS3疋 那a3繭521eu2-3,112

trpl△ 」his3△ ∂{ノθ2-1011y32-801

亙47乞 ∂∂r1::HIS3tira3-52ノ θ{12-3,112trpl△his3△

∂{ノθ2一ノ01/ys2-801

M4Ta∂ ∂r1::艀53ur∂3-52!eu2-3,!12亡rplム カゴ53△

∂dtz-1011」!s2-801

κ47乱1/AILa〃MIAsir3::ノ71S3∂ar!::艀53ura3-5Z

/E'U?一3,112`:君 ρ1ム ノ}ノ53△ ∂ゴ02-!0.1!ン52-80!

胴7h〃'1La〃 物sir.9::LEU2∂arノ ー6～1、ra3-52!eu?

trpl1～is5ρ カ03-1ρ1～05-!

〃17aII,MLaμ 物Sゴr3::LL'U2aar!-fiUC∂3-52!0`12

カ∫55ρ1103-1pho5-1∠:rpl::[71!)1静 ▼α!ρ 一1『故フ5jG

MATaura3-521eu2-3,112his4thr4

MAlaura3-521eu2-3,112hls4thr4

崩7aHAILa茄 漁Sゴr3::LEU2∂ ∂rl-6ur∂3-521α12-3,112

..『trill加55

MATa肥 α 礪 魚sir3::LEU2礎 ∂3-52ノ θ`12-3,112む ㍗1

hiss

崩7a{1ra3-521eu2-3,112

MATa{1r∂3-52trE)1

乃唇7αura3-521α'2-3,112trillρ2り03-1メ 冶05一 ヱ

葱1殆 鷹 α 茄鞭sir3::五 五'U2aarl-6`1/r∂3-521θ{12

tl'placメ θ2ノ 欝2助03-1pho5-1

SH2432由 来 のa∂rl::LEU2遺 伝 子 破 壊 株

Y聞47由 来 の ∂art::LEU2遺 伝 子 破 壊 株

1鵬7aaarl::LEUZura3-521ecr2-3,.!121～ ノ54tカr4pha3-1

助05-1

MATa麗 αNMRaSI.～'3::LEU2∂ ∂r1::L五U2ur∂3-52

1el'2-3,112hls4-580and/orh.is5ρ カ03-1pho5-1

、MATa胤 α 溺劉魚sir3::LEU2∂ ∂、r!::LEU2`'ra3-52

!eu2-3,112trillpho3-1pho5-1

MATaHMLaNMRasir3::LEU2aar1::LEU2ura3-52

1eu2-3,112trillhis4-580andJorhisspho3-1pho5-1

胴7a欄 α ゐ嘱鴇asir3-4ura3-52!e{12-3,112his4-58ｩ

ρカ03-1助05-1
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表2-1使 用 した酵母菌株(続 き)

菌株名 接合型a遺 伝子型bま たは親株

一倍 体

SH2503

SH2518

YP149

二 倍 体

YMD28

Y種D29

YMD32

YMD33

YMD35

S}}153f

SH1995

Non

Non

a

Non

Non

Non

α 壌

Non

a

a

MATa脱 α 」鞭5ゴr3::、 乙五Zろ2ura3-52!α12trill

ade2-101and/or∂de101y52-801pho3ρ カ05

MATa、 鷹 α 、脇3カr3::五 五:U2{'1ra31eu2ilv1ρ カ03-1

助05-1

MATaura3-52trill-8011ys2-801adelade2-101

YMH39とYMH40か らの 雑種 二倍 体 ・

YMH55andYMH56か らの 細胞 融 合体

Y朋61andYMII62か らの細胞 融 合体

Y醐37andYMIi49か らの 細胞 融 合体

Y朋38andS](2503か らの細胞 融合 体

MATaleu2trillhissthr4∂ 雌4同 型 二倍 体

MATa!etr2-3,112trillhis3同 型二 倍体

aα'蚤=は弱 くa型 と しても接合 す る α型を
、Nonは 非 接合 型を示 す 。

b:遺 伝 子記 号 はMortimerら(1989)の 記 述 に従 った
。すべ ての菌株 は 加 遺 伝

子型 を もっヘ テ ロタ リック株 であ る 。sir3::LEU2、aarl::LEU2、sir3::HISS、

aarl:IILS3遺 伝 子破壊 ア レルは ゲ ノム サザ ン解 析 に よ って確 認 した 。
Ctrill::[TRPIMFaI

F-PHO5]は 、艀 α1バ 留05融 合 遺伝 子を もっ プラ ス ミ ド

pYMI5を 染 色体 上 のtrill遺 伝 子座 に組 み込 ん だ こ とを示 す 。
dYMH56は

、YMH55とYMH36か ら作 成 した細胞 融合 体 か らの減数 分裂 分 離株 で あ

る 。
eY醐6ユ

、YM}}fi2、YMH&3は 、YMH54とYMH38か ら作 成 した細 胞融 合体 か らの 減数

分 裂分 離株 で あ る 。

ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応(poly皿erasechainreach◎Tl;PCR)Saikiら の 方 法 を

一 部 改 変 し て 行 っ た(Sambrooketal
.,1989)。PCR反 応 溶 液 は 、TTHDNApoly-

merase(4単 位/μ1;TOYOBO)0.5ul、 ×10reactionbuffer(TTHDNApolyme-

rase付 属 緩 衝 液)10μ1、aNTpmix(dATP,dCTP,dGTP,dTTP各1.Z5mM)16

μ1に1μgの 鋳 型DNAと1,umoleの プ ラ ィ マ ーDNAを そ れ ぞ れ 加 え 、 全 容 量

を100μ1と し て 調 製 し た 。 こ の 溶 液 を100μ1の ミ ネ ラ ル オ イ ル(Sigma)で 覆

い 、 自 動 増 幅 装 置(ProgramTempControlSystemPC-700;ASTECCQ.LtdFukuo-

ka)に 装 着 し た 。94℃ で1.5分 間 、42℃ で2.5分 間 、72℃ で4分 間 の 反 応 を30

回 繰 り 返 し 、 最 後 の72℃ の 反 応 は7分 間 に 増 や し た 。 得 ら れ たPCR産 物 は 、 フ ェ

ノ ー ル 抽 出 、 エ タ ノ ー ル:沈 澱 に よ り精 製 後 、 種 々 の 操 作 に 用 い た 。
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PCRを 用 い た 直 接DNA塩 基 配 列 の 決 定aarl変 異 ア レル に お け る 直 接DNA塩 基

配 列 の 決 定 はdsDNACycleSequencingSystemキ ッ ト(B肌)を 用 い 、 そ の 使 用 説

明 書 に 従 っ た 。aarl変 異 株 か ら 調 製 し た 酵 母 染 色 体DNA1μgに 対 し て 、 合 成 オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド5'一CGAGCAGCTGGCTGAGATGGAGC-3'(138-160;AARI遺 伝 子 の

ORFに お け る 開 始 コ ド ン のATGのAを1と し た)と5'一GGCCTGTACGTAAGTCCCAA

ATACG-3'(1552-1528)そ れ ぞ れ5pmolを プ ラ イ マ ー と し てPCR反 応 を 行 い 鋳

型DNAを 作 成 し た6PCR産 物 に 対 し て フ ェ ノ ー ル 抽 出 と エ タ ノ ー ル 沈 澱 を 行 い 、

25μ1のTE緩 衝 液 に 懸 濁1し た 。TE緩 衝 液 に 浮 か せ た メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー(孔

径0.025um;Millipore)上 で90分 間 透 析 を 行 い 、PCR産 物 か ら 不 純 物 を 除 い た 。

100fmolcの 鋳 型PCR産 物 、1pmoleの5'末 端 を32pで 標 識 し た 塩 基 配 列 決 定 用

プ ラ イ マ ー 、10×Taqsequencingbuffer[300mMTris-HC1(pH9.0),50mM

MgCI,300mMKC1,0.5%W-1]4.5ul、2.5単 位 のTaqDNApolymeraseを 混 合

し 、 最 終 容 縫 を36μ1に 合 わ せ た 。`TerminationMix-A(2mMddATP,5〔}剛

dATP,50,uMdC'PP,5U,uM7-dcaza-dG'PP,5U,uMdTTI'}TerminationMix-C

(1mMddCTI',50,uMdATP,50,uMdCTP,50,uM7-deaza-dGTP,50,uMdTTP),

TerminationMix-G(0.2mMddGTP,50μ 嫉dATP,50μ 凹acTP,50μM7-deaza-

dGTP,50uMdTTP)お よ びTerminationMix-T(2mMddTTP,50μ 廻dATP,50

μ 阿acTP,50uM7-deaza-dGTP,5QuMdTTP)を そ れ ぞ れ2μ1ず っ 分 注 し て お

い た エ ッ ペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 、 上 の 混 合 溶 液 を8μ1ず っ 加 え た 。 よ く 混 合 し た

後 、10μ1の ミ ネ ラ ル オ イ ル で 覆 い 、95℃ で5分 間 加 熱 し た 。 各 チ ュ ー ブ を 自 動

増 幅 装 置 に 装 着 し 、95℃ で30秒 間 、42℃ で30秒 聞 、70℃ で1分 間 の 反 応 を20

回 繰 り 返 し た 。 さ ら に 、95℃ で30秒 間 、7a℃ で1分 間 の 反 応 を10回 繰 り 返 し た 。

5μ1の 反 応 停 止 液 を 加 え 、95℃5分 間 の 加 熱 後 、 直 ち に 尿 素 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア

ミ ド電 気 泳 動 に よ り 解 析 し た 。

酵 母 核 タ ン パ ク の 調 製 酵 母 細 胞 か ら の 核 抽 出 液 の 調 製 は 以 下 の よ う に 行 っ た 。

酵 母 細 胞 をlaomlのYPD培 地 でOD5g。 。mが1.Qを 越 え る ま で 培 養 を 行 い 、

8,000rpm、5分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 集 菌 し た 。5mlの 緩 衝 液B[50mMTris-HC1

(pH7.4),1Mソ ル ビ トー ル,10麟MgC12,30mMDTT,0.5mMphenylmethyl-

sulfonylfluoride(PMSF;Sigma)]に 懸 濁 し 、30℃ で30分 間 保 温 し た 。3,000

rpm、10分 間 の 遠 心 分 離 後 、 沈 澱 をa.6mlの 緩 衝 液c[50mMTris-HC1(pH7.4),

1Mソ ル ビ トー ル,10mMMgG12,2mMDTT,0.5mMPMSF]に 懸 濁 し 、0.4mg/ml
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のZymolyase1QOTを 含む 同緩 衝液を0.6ml加 え 、30℃ 、1時 間 の保温 に よ り細

胞 を プ ロ トプ ラス ト化 した 。以 下の操 作はすべ て4℃ で 行 っ た。3,500rpm、5分 間

の遠心 分離 後 、沈 澱 を1μ9/皿1のLeupeptins(Sigma)と1μg/mlのPepsta-

tinA(Sigma)を 含 む1mlの 緩 衝液A[10mMTris-HCI(pH8.0),1.5mM

MgC12,15mMKC1,0.1mMEDTA,0.5mMDTT,0.5mMPMSF]に 懸濁 した。bounce

homogenizerで15ス トロー クの細 胞破砕 を行 っ た 。10,000rpm、10分 間の遠 心分

離 後 、沈 澱を0.3mlの 緩 衝液Aに 懸濁 し、等 量の2MKCIを 含 む緩衝液Aを 加

え30分 間 ス タ「 ラー 撹搾 した 。3,500rpm、15分 間 の遠 心分 離 後 、上澄 み液 を緩

衝 液E[50mMTris-HC1(PH8.G),10鑑 グ リセ ロー ル,G.1mMEDTA,0.5mMDTT,

0.5mMPMSF]で 一晩透 析 した。タ ンパ ク濃 度 測定 後 、分 注 して 一80℃で保存 した 。

タ ンパ ク質濃 度 の測 定Bradford(1976)の 方 法 に従 った 。タ ンパ ク定量用 の染

色 液(ProteinAssay;Bio-RadLaboratory,Ca,USA)を 脱 イオ ン水 で5倍 に希 釈

し、ろ過 した 。ろ液0.5m1に タ ンパ ク溶液10μ1を 加 えて混 合 した 。反応液 の

A595。mを 測 定 し、BSAに よ り作製 した検 量線(0.2-1,0mg/ml)か らタ ンパ ク濃

度 を決 定 した 。

ゲル 移動 度 シ フ ト法 によ るDNA結 合活性 の検 出 以 下の ように行 った。10μg

の タ ンパ クを含 む酵 母 粗核抽 出液 と32pで 標 識 した標 的DNAO.5ngと をMSB緩

衝 液[10mMTris-HG1(pH7.5),50mMNaCl,1mMEDTA,1mMDTT,鵬 グ リセ

ロ ール,2.5μg/mlcalfthymusDNA]に 加 え 、20μ1に 合 わせ 、25℃ で15分 間

の 結合 反応 を行 っ た。低 イオ ン強度緩 衝液[6.7mMTris-HC1(pH7.5),3.3mM

酢 酸緩 衝液(pH7.5),1翻EDTA]を 用 い たポ リア ク リル ア ミ ド電 気泳動 後 、ゲル

乾 燥 、オ ー トラ ジオグ ラフ ィー を行 った 。

免疫 沈 降法 を利 用 したDNA結 合活性 の検 出al一 α2抑 制 標 的配列 に対す る

DNA結 合 活性 の検 出は 、JohnsonとHerskowitz(1985)に よ って報告 され た抗 α2

抗 体 を用 い たMcKay法 を行 った。a.1pmolの32Pで 放射 能標 識 したa1-a2抑

制 標 的配列 と100kgの タ ンパ クを 含む酵 母核 抽 出液 を緩 衝液B[10mMTris-

HC1(pH7.9),5mMMgC12,50mMKCI,0.1mMEDTA,100,ugJmlBSA,2.5

μ9/mlcalfthymusDNA]中 で混合 し、氷上 で30分 間DNA結 合 反応 を行 った 。3

μ1の 抗 α2抗 体(M.Hochstrasserよ り得 た)を 加 え 、さ らに1時 間氷冷 した 。

緩 衝液Bで 洗浄 した ビーズ状 アガ ロー ス と連結 したPROTEINA(Sigma)を5⑪

μ1加 え 、時 々撹 拝 しなが ら1時 間氷冷 した 。la,aoorpm、 数秒 問 の遠心分離 後 、
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上 澄液 を注射 針 で で きる限 り取 り除 き 、沈 降 物をIP緩 衝液[25mMTris-HC1(pH

7.0),2mMグ リコー ルェ ー テル ジア ミン四酢酸(EGTA;和 光純 薬),150mM

NaCl,1,alNP4Q]で3回 洗浄 した 。沈降物 を100μ1の 緩衝 液C[10mMTris-

HC1(pH7.4),20mMNaCl,0.1%SDS]に 懸濁 し、 フェノ ール 抽 出 とエ タ ノール 沈

澱 に よ ってDNA断 片 を 回収 した 。ポ リア ク リル アミ ドゲル電 気 泳動 後 、ゲ ルを ろ紙

に移 し乾 燥 させ 、オ ー トラ ジオグ ラ フ ィーを 行 っ た 。

.J

大腸 菌 か らのMBP-Aarl融 合 タ ンパ クの精 製ProteinFusion&Purification

Systear(BioLabs)の 使用 説 明書 に従 っ た。MBP-Aarl融 合 タ ンパ ク生 産用 プ ラ ス ミ

ドpMAL-AAR1で 形 質転 換 した大腸 菌BL21株 を0.21グ ル コー ス と100μg/mlア

ン ピシ リンを 含 むLl3培 地200mlに 植菌 し、37℃ で 振 とう培 養 を行 った 。OD6。o

nn、が 〔}.4に 達 した と き、最終濃 度が0.3mMと な る よ うにIPTGを 加 え、 さ らに

2時 間 培養 を続 け た 。集 菌(5,5U〔 〕rpm,20分,9℃)後 、菌体 を10ml破 砕緩 衝

液(]OmMNa211P〔 〕4,3〔〕mMNaCI.,0.25%'Pwcen20,10mMβ 一niercapしoeしhano1,

1(7mPIIsU'P/1,10mMl:G`PA,100,ug/mlPMSP',1,ug/mlLeupeptins,1,ug/mlPe-

psLaCinA)に 懸 濁 した 。最終 濃 度1mg,/mlと な る よ うにlysozymeを 加 え、30分

間 氷上 で溶 菌 を行 った 。約2分 間の超 音 波破 砕 後 、0.5Mと な る よ うにNaClを 加

え た 。遠心 分 離(8,000rpm,30分)を 行 い 、上 澄液 のタ ンパ ク濃 度 が2.5mg/m1

とな る よ うに0.251Tween2Dを 含む カラ ム緩 衝 液[19mMsodiumphosphate

buffer(pH7.2),0.5MNatal,IOmMβ 一mercap七 〇ethanoI,1mMEGTA]で 希 釈 し

た 。amyloseresinを 充填 したカ ラム を カラ ム容 積 の3倍 の0.25!Tween20を 含

む カ ラム緩 衝 液 で洗 浄 後 、上の 大腸 菌破 砕 液 を装填 した 。カ ラム容 量 の3倍 の

0.25%Tween20を 含 む カ ラム緩 衝液 で の洗 浄 、5倍 量 の カ ラム緩衝 液 での 洗浄 を行

った 。10mMmaltoseを 含 む カラ ム緩 衝 液 で の溶 出 に よ り3mlず っ の分 画を約

1⑪ 本 回 収 した 。SDS変 性 ポ リア ク リル ア ミ ド電 気 泳動 によ り約92kDaの タ ンパ ク

が 精 製 され た こ とを確 認 し、MBP-Aarl融 合 タ ンパ ク試 料 と した 。

抗Aarl抗 体の 作 成MBP-Aarlを 抗 原 とす るポ リクロー ナル 抗体 は 宝酒造 に依 頼

し、作 成 した 。約1mgのMBP-Aarl融 合 タ ンパ クを 完全 フ ロイ ン トア ジュバ ン ト

(FGA)と 共 にお よそ20日 お き にウサ ギ に背部 皮 下注 射 した 。お よ そ10週 間 後力

価 が 十分 上昇 したの で 、全 採 血(約77ml)を 回収 した。得 られ た抗 血 清 を用 い た

イ ム ノブ ロ ッテ ィ ングで 、野生 型 酵母 か ら調 製 した タ ンパ クで み られ た約94kDa
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(AAR1遺 伝 子 の塩基 配 列 か ら予想 され る分 子量 は約78kDa)の バ ン ドが ∂躍1遺

伝子 破壊株 で検 出 され ず 、aarl欠 失変 異株 では小 さい位 置 に検 出 され たこ とよ り、

この抗血 清 は抗MBP-Aarlポ リクロー ナル抗体 を 含む こ とを確認 した 。

SDS変 性 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳動OrnsteinとDavisの 方法(Sambr-

ooketal.,1989)に 従 っ た。適 当量の3眺(k'/V)ア ク リル ア ミ ド混 合溶 液 、2.5

mlの1.5MTris-HCI(pH8.8)、0.1m1の1礪SDSお よびa.1mlの1暁 過硫

酸 ア ンモニ ウ ム水 溶 液 を加 え 、脱 イオ ン水 で全量 を10mlと した 。この混合 液 を減

圧 下で脱 気 し、6μ1のTEMEDを 加 え、ゲル型 に流 し込 ん だ 。空 気 との接 触を 防 ぐ

ため脱 イオ ン水 を上 層 し、分離 用 ゲル を重合 させ た 。0.5mlの30%(w/v)ア ク リ

ル ア ミ ド混 合溶 液 、0.38m1の1.OMTris-HC1(pH6.8)、0.03mlの10%SDS

お よび0.03mlの10%過 硫酸 ア ンモ ニ ウム水溶 液を 加 え 、脱 イオ ン水 で全 量を3

mlと した 。この濃 縮 ゲル用 混 合 液を減 圧 下で脱 気 し、3μ1のTEMEDを 加 え、脱

イ オ ン水を取 り除 い たゲル 型 に流 し込 ん だ 。試 料 はSDSゲ ル 泳動 用 緩衝 液[50mM

Tris一}1C1(pll6,8),ユoomMDTT,2%sDs,o.端BPB,IU%グ リセ ロ ール]に 懸濁

し、3分 間 の煮沸 に よ り調 製 した 。泳 動緩衝液 には トリス ーグ リシ ン緩衝 液(25

mMTris,250mMグ リシ ン,Q.1%SDS)を 用 いた 。予 備泳 動 は行 わず 、定電 圧(8-

15V/cm)の 泳動 を行 っ た 。タ ンパ クの バ ン ドは 、 コマ シー 染色 液[0.25%cooma-

ssiebrilliantblueG250(Fluka,Switzerland),501methanol,1礪 酢 酸)で

染 色後 、脱 染 色液(IOqmethanol,51酢 酸)で タ ンパ クの バ ン ドだ けが み られ るよ

うにな るまで脱染 色 を 行 っ た 。

イムノブ ロ ッテ ィ ングSDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動が 完 了 した分離 ゲ

ル に、1秒 間methanol、1分 間脱 イオ ン水 、1分 間転 移緩 衝液(25mMTris,250

mMグ リシ ン,201methanol)に 浸 した メンブ レン フィル ター(lmmunobilion

PVDF;Millipore)を 泡 が入 らな い よう に重 ね合 わせ た 。転 移緩 衝 液 で浸 した3MM

ろ紙 によ って両側 を 挟 み 、電 気 転移 装置(MiniTran-Blot;Bio-Rad)に 装 着 した。

冷 却 してお い た転 移 緩 衝液 で装 置 を満 た し、laovで1時 間 の電 気転 移 を行 っ た。

抗 体を用 い たタ ンパ クのバ ン ドの検 出 にはProtBlotWesternBlotAPSystem(ウ

サギ用;Promega)を 用 い、 その使用 説 明書 に従 った。転移 が 完 了 したフ ィル ターを

TBST緩 衝 液[10mMTris-HC1(pH8.0),150醸tiaCl,0.甥Tween2◎]で リンス

後 、31BSAを 含 むTBST緩 衝液 に浸 し30分 間 室温で 振 と う した 。 フ ィル ターを一

次抗体 を含 むTBST緩 衝液 に浸 し3Q分 間振 とう した後 、TBST緩 衝 液 によ る10分
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間 の洗浄 を3回 繰 り返 した 。ボ ス フ ァター ゼ と連結 した抗 ウサ ギIgG抗 体(二 次

抗 体)を 含 むTBST緩 衝液 に浸 し30分 間 振 と う した後 、TBST緩 衝 液 による10分

間 の洗 浄 を3回 繰 り返 し:た。10mlのAP緩 衝 液[100mMTris-HC1(pH9.5),

100mMNaCl,5mMMgCl2]に66μlNBT(vitrobluetetrazolium)基 質 と33

μlBCIP(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-1-phosphate)基 質 を加 え、 この混 合液 に

発 色が 検 出 され る まで フ ィル ター を浸 し、適 当な 時期 に脱 イ オ ン水 で洗 浄 し、発 色

を停 止 させ た 。"・
、

第3節 結果

第1項AAR1遺 伝子のクローニング とマ ッピング

A,421遺 伝 子産物 の機能を分 子 レベルで解析す るために、AARI遺 伝子の クロ ーニ

ングを行な った。aarl変 異株(崩 掩1侃 α 朋偽sir3aarl一 の は α$型(わ ず かに

a型 としても接合す るα型)を 示す 。第1章 でaarl変 異株 においてalシ ス トu

ンか らの転写を確 認 してお り、さ らに α型特 異的遺伝子群(asg)はa1一 α2抑

制の負の信号 を直接的あるいは間接的 に受ける(Ammereretat.,1985)こ とよ り、

aarl変 異株 でasgは 十分に発現 しているこ とが期待できた 。そこで 、asgの1

っMFa1遺 伝子の プロモーター部に酸性ホ スファターゼ構造遺伝子PNO5の 構造部

を連結 した 耀 α1。一躍05融 合遺伝子を持っ組込 み型プラスミ ドpYMI5をaarl変

異株YMN1(MATaNMLa融sir3aarl-6trillpho3pha5)の ゲノム上trill遺 伝

子座 に組込 んだ 。この形質転換体YMH2は 、予想通 り酸性ホスファタ ーゼ活性染色

で赤色 を示 した。もし野生型AAR1遺 伝子によ りYMH2のaarl変 異が相補 され る

な らば、酸性ボスファターゼ活性染色で染 まらず 、接合能を示 さない と予想 した。

S.cθrθ7151aθ遺伝子ライブラ リーYCp50"CENBANK"Aを 用いて宿主菌株YMH2

を形質転換 した。得 られた約150,00a個 の形質 転換体か ら、酸性ホスファターゼ活

性染色 で染 まらず 、接合能を失った株を9株 分離 した(図2-1)。9株 の酵母形質

転換体か らそれぞれ調製 したプラスミ ドを用 いて大腸菌をア ンピシリン耐性 に形質

転換 し、この大腸菌形質転換体か ら回収 したプラスミ ドを用 いて酵母YMH2を 再び

形質転換 した。これ ら酵母形質転換体 はすべ て酸性ホスファターゼ活性染色 によ り

染 まらず 、非接合型であった。従 って、9株 の形質転換体が示すAar+表 現型はプ

ラスミ ド上の情報 によるものであ り、これ らプラスミ ドはそれぞれaarl変 異を相
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図2-1謂 初 遺伝 子の クロー ニ ング 。YMII2(MATa粥Zα 肋sir3aarl-6phn3

pho5〃 躍3tril!::[解PIMFalF::Pt105])株 を クローニ ングの ため の宿主菌株 と して

用 い た 。プ ラ ス ミ ドベ クタ ーYCp50に よ る形質 転 換体 は 、酸性 ホ ス ファター ゼ

(APase)活 性染 色 によ り赤 色 に染 ま り、α型(a型 と して も弱 く接 台す る α型)

を 示 す 。S.cerevlsiaeの 遺伝 子 ライ ブ ラ リー に よ る形 質転 換体 か ら、pCl7に よ る

形 貿 転換 体の よ う に、酸性 ホ ス ファターゼ活 性染 色で 染 ま らず 、接合 能を示 さな い

株 を選 択 した 。

補するDti.4断 片を含むと結論 した。aarl変 異を相補 した9っ のプラスミ ドの制限

酵素地図をそれぞれ作製 したところ、5っ は全 く同一の断片を含んでおり(結 果省

略)、 これらプラスミ ドの一っをpC17(図2-2)と 名付け、以下の解析に用いた。

残 り4っ のプラス ミドもすべ てpC17の 挿入断片 と重複す る断片を含んでいた。

プラスミドpC17上 のaarl変 異を相補す るDNA断 片が抑圧遺伝子ではな く、実

際にAARI遺 伝子を含むことを確認するため に、組込 みマッピングを行なった。

pC!7上 の10.2kbp挿 入断片(図2-2)を 組込み型ベ クターYlp5に 連結 したプラ

スミ ドを10.2kbp挿 入断片内だけに1ヶ 所存在す るhpalま たは 肋ol切 断部位

で消化後、酵母YMH2を 形質転換 した。接合型が非接合型に変化 した組込み形質転

換体をそれぞれSH2518(崩7嶺 粥乙α!ノ}・漁slr3)株 と細胞融合 し、この細胞融合体

の四分子分析を行なった。それぞれの細胞融合体か らの子嚢を16組 ずつ分析 した

結果 、すべての胞子培養が非接合型で、酸性ホスファターゼ活性染色 により染 まら

な かった。aarl変 異の形質を示 す組換え体が出現 しなかったことより、プラスミ ド

pC17は 裾21遺 伝 子を含む と結論 した。

earl変 異を相補で きる最小領域を限定するために、プラスミ ドpCl7上 の1⑪.2

kbp挿 入断片か ら種々の欠失変異を作成 した(図2-2)。 それぞれのプラスミドを

41一



図2-2earl変 異 を相補 す る最 小領域 の限定 。プ ラ ス ミ ドpC17と それか ら作成 し

た欠失 変異 を もっ プ ラ ス ミ ドの 挿入DNA断 片 を示 す 。それ ぞれ のプ ラ スミ ドに よ

るaarl変 異株Y阿H2の 形質 転換 体の 酸性 ホ スフ ァターゼ活 性 と接合 型を調べ た 。

+はaarl変 異 の 形質 を相 補 したプ ラ ス ミ ドを 、 一は相 補 しなか ったプラ ス ミ ドを

示 す 。aar!::LEU2遣 伝 子破 壊 ア レル はpC17-6Hの2,3kbpNdel-Bblll領 域を プ

ラ ス ミ ドYEp24か ら調 製 したLEU2遺 伝 子 を含 む2.7kbpBg111DNA断 片 で置換

す るこ とによ って作成 した 。aarl::艀 紹 遺 伝子 破壊 ア レル はpGl7-BHの2,3kbp

〃dθ1一β8m領 域を プ ラ ス ミ ドYlplか ら調製 したHIS3遺 伝子 を含 む1.8kbp

β∂捕IDNA断 片で 置換 す る こ とによっ て作成 した 。aarl::URA3遺 伝 子破壊 ア レル は

pC17-BHの1.3kbpillul-BstPI領 域 をYlp5か ら調製 した 耀43遺 伝子 を含む

1.2kbpAindlllDNA断 片 で置換 す る こ とに よ って作成 した 。黒 帯 はAAR1の 塩 基

配列 を 決定 した領 域 を示 し、 その 中の 白帯 はAARIORFの 位 置 と向 きを示 す 。B,

Bg,Bs,E,H,Hp,Ml,Na,S,S3,Xは それぞ れ β∂加HI,Bg111,BstPI,EcoRI,

叛 ηdlll,Hpal,Mltd,紺 θ1,Sall,Satt3AI,Xholに よ る切 断部 位 を示す 。
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用 いてaarl変 異株YMH2を 形質 転換 し、酸 性 ボ スフ ァターゼ活 性 と接合 型 を調 べ

た ところ 、aarl変 異を相 補 で きる断片 は3.3kbpβ ∂翻1-Nindlll断 片(pCl7-BH)

に まで 縮 まった 。

AAR1+野 生 型株YMH38か ら調 製 した染色 体DNAと 、謂擢 遺 伝 子 の オ ープ ン ・リ

ーデ ィ ング ・フ レーム(ORF)内 の1 .OkbpBamH王 一Bg111DNA断 片(図2-2)を プ

ロ ー一ブ と してサザ ン解 析 を行 った 。制 限酵 素 伍 加III、Nindlll-Xhｩ1、tlirxllll-

BamHIの 切断 によ らず 、 すべ て1本 のバ ン ドが 検 出 され た(結 果省 略)の で 、

AAR1遺 伝子 は染色体上 に1コ ピ ー存 在 す る と結 論 した 。また 、aarl-6変 異株

YMH37か ら調製 した染 色体DNAを 用 い たサ ザ ン解析 で も、AAR1+野 生型 株 と同 じ位

置 に1本 のバ ン ドを検 出 した 。酵母 菌株YP149の 染色体DNAをOrthogonal-

field-alternation電 気泳 動(OFAGE)に よ り分 離 し、この ゲル か ら作成 したフ ィル

タ ーを サザ ン解 析 に用 いる こ とに よっ て 、朋 幻 遺伝 子を担 う染 色体 を決 定 した 。プ

ラ ス ミ ドpC17よ り調 製 した2.1kbp〃 ノz11一〃」'ぬIIIDNA断 片(図2-2)を プ ロ ー

ブ に用 いた とこ ろ第III番 染 色体 に強 くハ イブ リダ イズ した(結 果 省 略)。 従 って 、

崩 幻 遺 伝 子は第III番 染 色体上 に存 在す る と結 論 した。こ の結 果 は 、AAR1遺 伝 子

が 第III染 色体 のMAT遺 伝子 か らテ ロ メア側約35elfの 位 置 に存 在 す る とい う連

鎖 解 析 の結果 とよ く一致 した 。

第2項AAR1遺 伝 子 の塩基 配 列 と推 定 ア ミノ酸 配列

aarl変 異 を相補 した最 小 の3.3kbp翻 解HI一 甜舶IIIDNA断 片 の 塩基 配列 を 決定

した(図2-3)。 この断片 内 には2,139bpか らな るORFが み っ か り、Aariタ ン

パ クは713ア ミノ酸 残基 か らな る分 子 量78kDaの タ ンパ クで あ る と予想 した(図

2-4)。AAR1遺 伝子 の特徴 的 な塩 基 配列 と して 、真 核生物 にお い て正 しい位 置 か ら

の 転 写 開始効 率を上 げ る こ とが 知 られ て い るTATAボ ックスが 一477か ら 一471位

に存 在 した 。 また、構 成的 な転 写 を行 わせ るAとTに 富ん だ領 域(Struhl,1985)

が 一45か ら 一71位 に存在 した。

Aar1タ ンパ クの アミ ノ酸 配 列 の特徴 と して 、キイ ロシ ョウジ ョウバ ェ(Droso-

phila鰐1∂ η08a蕊er)の ホ メオ テ ィッ ク遺伝 子 厚就cカ でopaボ ッ クス と名付 け ら

れ たグ ル タ ミン繰 返 し配列(Whartonetai.,1985)が97-118番 目 と181-

198番 目のア ミノ酸位 置 に2ヶ 所 存在 した 。グ ルタ ミ ン繰 返 し配列 はS、oθrθ ドf-

siaeの 幾 っかの遺 伝 子 、例 えば 、染色 体 の 安定 保 持 に必要 なMCM1遺 伝子(Pass一
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図2-3AAR1遺 伝子の塩基配列 と予想 され るアミノ酸配列 。塩基位(翻 訳開始位置

のATGに おけるAを+1と した)を 左側に、予想ア ミノ酸位を右側 に示す 。予想

されるTATAボ ックスを四角で囲 んだ 。下線部はAとTに 富んだ領域を示す 。

α*型 を示すaarl変 異における変異部位を ひし形で囲 んだ。分子内繰 り返 し構造 に

のみみ られる トリプ トファンを丸で囲んだ。
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図1-4

す 。

Aarl/Tuplタ ンパ ク とSsn6タ ンパ クの 一次構 造 。数字 はア ミノ酸 位 を示

moreet,al.,19f38)、 イ ンベ ル タ ーゼ を コ ー ドす るSUC2遺 伝 子の 抑制 に必 要 な

SSNfi遺 伝 子(SchultzandCarlson,1987)、 ガ ラ ク トース代 謝 に必 要なGAL11遺

伝#..(Suzukietal.,1988)な どにお い て もみ られ る 。また 、ア ミ ノ酸 の393-

442番 目 にセ リン/ス レオ ニ ンの 繰返 し配列 が存 在 した 。推 定 され るAar1タ ンパ

クの ア ミノ酸 配列 に は 、ヘ リッ ク ス ・タ ー ン ・ヘ リックス 、Zn・ フィ ンガ ー 、ロ イ

シ ン ・ジッパ ーの よ うなDNA結 合 構造 と して提 唱 され てい る配列(Johnsonand

McKnight,1989)は 存 在 しな か っ:た。部 分的 な相 同検 索 の結果 、Aarlタ ンパ クのC

末 端側 は 、ヒ トと ウ シの視細 胞 にお け る光信号 伝 達系 を構成 す るGタ ンパ ク、

transducin、 の βサ ブ ユニ ッ トと よ く似 て い るこ とが わか った(図2-5A;Fong

etal.,1986)。Gタ ンパ クは α β γの 三量体 か らな り、GTP結 合 活 性を も っ αサ

ブ ユ ニ ッ トと β γ複 合体 との会 合 一解 離 によ って 、その 下流 に信号 を 伝達 す る制御

因 子で ある(Gilman,1987)。Aarlタ ンパ クの この領 域 は 、S.cerevisiaeに おい

て 、性 フェ ロモ ン信 号 伝達系 を構 成す るGタ ンパ クの βサ ブ ユニ ッ トSte4(Whi-

tewayetal.,1989)、 細 胞周 期制御 タ ンパ ク 〔;dc4(Petersonetal.,1984)、

Cdc20(Sethietal.,1991)と も類似 して い た 。Gタ ンパ クの βサブ ユニ ッ トは一

.般に分子内に緯p運 し配到を もつが 、Aarlタ ンパ クも6回 の繰 り返 し配列を含ん

で いた(図2-5B)。Aarlタ ンパ クの6っ の.ト リプ トフ ァ ンは すべ てこの繰 り返

し配列 中 に周 期 的 に現 れ た(図2-3)。
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図2-5Aarl/Tuplタ ンパ ク とGタ ンパ ク βサブ ユニ ッ トとの相 同性 お よび分 子 内

繰 り返 し構造 。(A)一 致 したア ミノ酸 または類 似 したア ミ ノ酸 を 四 角で囲み 、共 通

配 列を 下部 に示 す 。#は 疎水 性 ア ミノ酸 を示 す 。Hgt1は ヒ トtransducin(Fon9
.
eta1.,1986)、Cdc4はS.eerevlsiaeの 細 胞 周期 調節 タ ンパ ク(Petersonet

al.,1984)、Ste4は 性 フェ ロ モ ン信 号伝 達系 にお けるGタ ンパ ク βサブ ユニ ッ ト

(Whitewayeta1.,1989)で あ る。(B)Aarl/Tuplタ ンパ ク内の分 子 内繰 り返 し

構造 を 示す 。aarl-1か らaarl-7ま で の変異 部 位 は繰 り返 し構 造 の第1番 目に集

中 した。
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図2-6AAR1遺 伝 子 の 転 写 様 式 。YMH38

(崩 箆HMLa劫 漁sir3)(レ ー ン1)、

YMH47(MATa)(レ ー ン2)、YMH39

(MATa)(レ ー ン3)、YMD28(胴 血/

MATa)(レ ー ン4)、YMH37(胴7a

NAILa、 脇sir3aarl-6)(レ ー ン5)、

YMH63(MATaNMLa」 研漁sir3aarl::

LEUZ)(レ ー ン6)株 か ら 調 製 し た ポ リ

(A)RNA(2μg)を 用 い て 、 ホ ル マ リ ン

変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 。

フ ィ ル タ ー に プ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、32Pで

標 識 し たAARI遺 伝 子 を 含 む1.Okbp

β翻{1-Bg111断 片 とACTIDNAを 含 む

1.Okbphindlll-Xhol断hを プ ロ ー ブ に

用 い て ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 っ た 。

25Sと18SはS.cerevisiaeに お け る

rRNAの 泳 動 位 置 を 示 す(Philippsenet

al.,1978)o

塩 基 配列 の 比 較 に よ り、崩 耀 遺 伝 子はTUP1遺 伝子(WillianlsandTrumbly,

1990)と 同 一で あ るこ とが わか っ た。TUP1遺 伝 子 は 、は じめデオ キ シチ ミジ ンー リ

ン酸 を取 り込 め る変 異 と して同 定 され(Wickner,1974)、 凝集性 、グル コース抑 制

欠 損 、欠損 型assプ ラ ス ミ ドの安定 化 、α細 胞 特異 的 な接 合能 欠損 などの 多面表 現

型 を示 す 変異 と して分離 され た(Lemonttetal.,1980;RothsteinandSherman,

1980;Starketal.;1980;Thrash-BinghamandFangman,1989;Fujitaetal .,

1990)。TUP1遺 伝 子 座 はMAT伝 子 座か らテロ メア側42cMに 位 置 し(Lemontt

etal.,1980)、 先 に示 した 崩 β1遺 伝子座 がMATと 遺 伝 子座か らテロメア側35

cMに 位 置 す る こ と とよ く一致 した 。

第3項AAR1遺 伝子の転写様式

廟烈 遺伝 子の発 現が 崩7遺 伝子などの接合型制御遺伝子により制御されている

か否かを調べ るため 、AAR1遺 伝子のORF内 の1.OkbpBamHI-Bg!11DNA断 片をプ

ロ ーブ として 、種々の接合型制御遺伝子型を もっ菌株か ら調製 した'RNAに 対 してノ

ザ ン解析を行な った(図2-6)。 接合型制御遺伝子型の違 いによらず 、約2.7kb

のAARI遺 伝 子転 写産物が検 出できたので、崩幻 遺伝子の転写は接合型制御遺伝子
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表2-2aarl遺 伝子破壊株の形質

菌株名 接合型遺伝子型 接合型 接合突腐 胞子形成

YMH37

YMH54

SH2432

YMH55

YMH47

YMH56

YMH39

YMD33

YMD32

YMD35

YMD29

YMD28

SH1536

SH1995

崩7a脱 αAMRasir3∂ ∂、rl-6

裾 血 鷹 αtlMRa5カr3aarl::LEU2

MATa」 脇 α 腰asir3

MATaaar1::LEU2

AgATa

MATa∂art::五 五Z∠2

MATa

MATaNMLaHMRasir3aarl-6

同 型 二 倍 体

MATa肥 α 脇5ゴr3∂ ∂r1::LEU2

同 型 二 倍 体

崩1aHMLa脇sir3

同 型 二 倍 体

〃湾1a/MATaaarl::LEUZ,/aarl::LEU2

MA7a/MATa

MATajMATa

MATa/MATa

α*

Non

Non

Non

a

a

a

α 冷

Non

Non

Non

Non

a

a

‡

;

十

一t'

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

-F

一f一

十

α*は 弱 くa型 としても接合するα型を、Nonは 非接合型を示す 。

NTは 未試験を示す 。

によって制御 されないと結論 した。この結果 は、AAR1遺 伝子5'上 流 に構成性転写

に働 くAとTに 富んだ配列が存在す ることと一致 した。また、aarl変 異株でも同

じ大 きさの転写産物が検出できたO

第4項aarl遺 伝 子破 壊 に よ る接合 型へ の影 響

AAR1遺 伝子 産物 が存 在 しな い細胞 の 接合型 を 調べ る ため に、aarl遺 伝 子破壊 株

を 構築 した 。AAR1遺 伝子 を 欠失 させ 、 その 領域 にLEU2遺 伝 子 を挿 入 したaarl::

LEU2DNA断 片(図2-2)を 用 い た形質 転換 によ って 、SH2432株(崩 距 捌 α

HMItasir3)とYMH47株(崩7α)の 染 色体上AAR1遺 伝子 を破 壊 した 。SH2432株

由 来のaarl遺 伝 子 破壊株YMH54(MA7dNMLa鞭sir3aarl::LEU2)の 接合 型 は

非 接合型 の ままで あ り、YMH47株 由来 のaarl遺 伝子 破壊 株YMH55(MATaaarl::

LEVz)の 接 合 型 は非 接合型 に変化 した(表2-2)。YMH55株(MATaaarl::猛 〃2)
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図2-7aar.1遺 伝 子破 壊 によ る接合突 嚇 の形成 。(A)Y囲55株(MATarlar1::

IEDZ)と 、(B)Y囲131株(崩7α)に お ける顕微 鏡写 真(同 倍 率)。

とYF田36株(棚1h)か らの細 胞 融合体 を四 分 子分 析 し、胴 たaar.1::LIU?遺 伝f型

を もっ 菌株YM115fi株 を作成 した 。YMI(5f株0)接 合 型 はa型 であ った 。aar!遺 伝 子

破 壊 に よっ て α細 胞 だ けが 非接 合 型 に変化 した こ とは 、 亡`ρ1変 異株 にお け る報告

(Lemont,tetal.,1980)と 一致 す る 。これ らaarl遺 伝 子破 壊細胞 を顕 微鏡 下 で

観 察 す る と 、非 接 合 型 を示 したYMH54株 とYMH55株 にお い て接合 突嚇(shmoo;接

合 時 にみ られ る洋 ナシ 状の 突騰)を 形 成 して いた(図2-7)が 、a型 を示 したYMH

56株 で は接 合 突uが 観察 され なか っ た 。この よ うにaar!遺 伝 子破壊株YMH54と

Y甜55は 接合 能 を もた な いが 、性 フェ ロモ ンに反 応 し接 合 す るかの よ うに振 る舞 う

の で 、これ らの細 胞 で は α型 特異 的遺 伝 子群(asg)とa型 特異 的遺伝子 群(asg)

が 両 方発 現 してい る と推 測 した 。MSTa∂art::五 動2遺 伝 子 型株 はasgとa58の 両

方が 発 現 した結果 、接 合能 を失 っ たと考 えた 。

これ らaarl遺 伝 子破 壊株 で α58とasgが 共 に発現 して いる ことを確 認 す るた

め に、これ らの菌株 か ら調製 したRNAを 用 いてノザ ン解 析を行 な った(図2-8A)。

プ ローブ と して 、 α58の 転写 には 艀 αヱDNAを 、asgの 転 写 にはSTEZDNAを 用

い た。崩 幽 躍 α ㎜asir3aarl::LEU2伝 子 型株YMH63と 胴rαearl:LEU2

遺 伝 子型株Y囲55で 、それ ぞ れMFa1遺 伝 子 とSTEZ遺 伝 子の 転写が確 認 で きた 。

従 って 、MATa/侃 α 諮 偽sir3earl:LEU2遺 伝 子型 株 と 崩7αaarl::LEU?遺 伝

子 型株 が 非接 合型 を示 すの は 、asoとasgが 共 に発 現 す る こ とによる と結論 した 。
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図2-8aar!遺 伝 子 破 壊 に よ る接 合型 特 異 的遺伝 子の 転 写へ の 影響 。(A)YMH37

(蕩47赴/〃児α 昂yだa51r3aar!-G)(レ ー ン1)、YMH63G粥7aHi'1La茄 號asirs

aar!::LEUZ)(レ ー ン2)、YNIi38(メ 朔7a茄%α 劫盟asir3)(レ ー ン3)、YI4H

55(盈177αaarl::LL'U?)(レ ー ン4)、YMII47(崩7α)(レ ー ン5)、YM1156

(胴7haar!::1,EU?)(レ ー ン6)、YMH39(崩 血)(レ ー ン7)株 か ら調製 したポ

リ(A)ItNA(2μg)を 川 い て 、ホ ルマ リン変性 アガ ロース ゲル電 気泳動 を 行 っ た。

フ ィル ター にプ ロ ッテ ィング後 、32Pで 標識 したMFa!遺 伝 子 を含 む1.4kbp

fα昭 一Sa!l断 片 とSI'L'K遺 伝 子を 含む1.3kbp/加dlll-Pβ ∬ 断片 を プ ローブ に用

いてハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 っ た 。同 じフ ィル ター を用 いて32Pで 標 識 した

ACTTDNAを 含 む1.Okbpf/lrdlII-Xhol断 片で再度 ハ イプ リダ イゼ ー シ ョンを行 っ

た 。(B)YMD33(崩7aNtgLa/漁sir3aarl-6が 同型 の二倍 体)(レ ー ン1)、

YMD32(崩 監Hl7La/摺 ぬsir3earl::LEU?が 同 型の二 倍体)(レ ー ン2)、YMD35

(銅 掩/侃 α 劫號asir3が 同型 の二 倍 体)(レ ー ン3)、YMD29(崩 侮/MATa

aar!::LEUZ/∂arr::LEU2)(レ ニ ン4)、Y煙D28(亙4クa/MATa)(レ ー ン5)、SH

1536(崩7α/胴7α)(レ ー ン6)、SH1995(崩 飴/潴 侮)(レ ー ン7)株 か ら調 製

したポ リ(A)RNAを 用 いて電 気泳動 を 行 い 、フ ィルター にプ ロッ テ ィ ング後 、32P

で 標識 した 尼塑1遺 伝 子を含 む0.8kbp∬cdU断 片 とa1シ ス トロ ン含 む1.1

kbpEci1RU断 片 を プ ローブ に用 い てハ イブ リダイゼ ー シ ョンを行 った 。同 じフィル

ターを 用 いて32Pで 標 識 した 踏0刀Draaを 含 む1.Okbpt/indlIi-Xhol断 片で 再度

ハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 っ た 。(C)パ ネルAと 同 じRNA試 料 を用 い て電 気泳

動 後 、32Pで 標 識 したa.6kbpα2シ ス トロ ンを含む 詔 θ1一馳 ∂1断 片 と 灘 刀

DNAを 含む1.OkbpHilxllll-Xtlol断 片 でハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 った 。α2

とa2シ ス トロンは共 通 配列 を 含 む ため 、a2シ ス トロ ンか らの 転 写産物 も検 出 され

た 。

ま た、 α型 を示 すaarl-6変 異 株YMH37(MATa研 秘αHHRasir3::LEU2aar!-6)

で も 崩 血HMLa紐 伽sir3翻r1::LEUz遺 伝子 型株 と同様 にSTE?遺 伝子 の 転写が

み られ た 。この結 果 はaar!変 異 株(崩 血 溺犯α 茄鵬asir3::LEUaarl-6)力 溺

くa型 と して も接 合 す る こ と と一 致 す る 。 しか し、aarl変 異株(α 凄型)ど

aarl:LEU2遺 伝 子破 壊 株(非 接 合型)の 間 で 艀 α!とSTE2遺 伝 子 の転 写量 に差
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がみ られなか った 。現在の ところ理由はわか らないが 、aarl変 異株 においてSTE2

遺伝子以外のasgの 転写が抑制 されているのか もしれない。崩 掩tlMLatlMRa

slr3aarl::LEU2遺 伝子型株 においてasgの 発現が観察されたので、asgの 転写

活性化因子をコー ドす るalシ ス トロ ンの転写を確認 した(図2-8B)。 崩血

NMLa劫 物 魂r3遺 伝子型株ではa1転 写産物が検出できなかったのに対 して、

MATaHt"ILaNMRasir3aarl-6遺 伝子型株 と 崩箆NNLa肋slr3aarl::LEUZ遺

伝子型株ではal転 写産物がみ られ たので、Aarlタ ンパクはa1-a2抑 制 に必要

で あると結論 した 。また、MATa1麗 αHMRaslr3aarl::LEU2遺 伝子型株 と 裾7α

aar!::LEUZ遺 伝子型株でasgの 転写がみ られたことより、Aar1タ ンパクは α2抑

制 にも必要であると結論 した。

aarl遺 伝 子破壊株 におけるa1-a2抑 制 とα2抑 制の欠損が 、両抑制に共通の

因 子であるα2の 欠如 による可能性が考えられたので、aarl遺 伝子破壊株でのα2

シス トロンの転写をノザ ン解析で調べ た(図2-8C)。a/α 細胞 とα細胞 におい

て 、朋幻 遺伝子が 野生型 または遺伝 子破壊型 によらず 、α2転 写産物がほぼ同 じ量

み られ た。従 って 、Aarlタ ンパ クはα2シ ス トロンの転写を制御するものではない

と結論 した。 しか し、Aarlタ ンパ クが転写後の段階で α2タ ンパ クを制御する可能

性 は残 る。

aarl::LEU2遺 伝 子型を同型 にもっa/α 二倍体において も、接合型、接合突騰、

胞子形成能を調べ た(表2-2)。aarl遺 伝子破壊二倍体Ym32(崩 掩HMLaHMRa

sir3aarl:LEU2が 同型)とYMD29(MATa/MATaaarl::LEUZIaarl::LEU2)の 接合

型 は非接合型であった。YMD32に おいては接合突鳴を形成 していたが 、YMD29に お

いては接合突鳴が 見 られなか った 。この原因はわか らないが 、菌株の遺伝的背景の

差 によるのか もしれない。第1章 で示 したようにaarl変 異が同型である二倍体は

胞 子を形成 したが 、aarl::LEU2遺 伝子型を同型 にもっ菌株YMD32とYMD29は 胞子

を形成 しなか った。そこで、胞子形成制御系 におけるa,1一 α2抑 制の標 的遺伝子

β惚1の 転写をノザ ン解析で調べた(図2-8B)。 野生型a/α 株では 左駈1転 写産

物が検出できないのに対 して、earl:LEU2遺 伝子型を同型にもっ株では、MATa/

MATaま たはMATa/崩7α 二倍体 と同様にRME1転 写産物がみられた。これ らの結

果 より、Aar1タ ンパ クはRME1遺 伝子の転写掴制にも必要であ り、Aarlタ ンパ ク

が関与するa1一 α2抑 制 は接合型制御系 と胞子形成制御系 で同L"機 構が働 くと示

唆 され た。しか し、既述の ように ∂∂が 変異株が同型の二倍体が胞子を形成 したこ
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図2-9aarl変 異 株 か ら の 抽 出 液 に お け

る イ ム ノ ブ ロ ッ ト 。KEN2-8A-M1(aarl-1)

(レ ー ン1)、KEN2-8A-M6(aarl-6)

・(
.レー ン2)、KEN2-8A-M7(∂ar1-7)

(レ ー ン3)、KEN2-8A-M8(∂art-8)

(レ ー ン4)、KEN2-8A(/猶 β1+)(レ ー

ン5)、PS3-8A一 錘2(aarl-9)(レ ー ン

6)、PS3-8A-M3(aarl-10)(レ ー ン?)、

PS3-8A(AAR1+)(レ ー ン8)株 か ら調 製

し た 酵 母 粗 抽 出 液20μgを 用 い て 、8%

SDS変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気 泳 動 を

行 っ た 。 フ ィ ル タ ー に プ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、

10-4に 希 釈 し た 抗Aarl抗 体 を 含 む 抗 血

清 で 抗 原 一 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 連 結 し た 抗 ウ サ ギIgG抗 体 を 用 い

た 二 次 反 応 後 、 発 色 反 応 を 行 っ た 。分 子量 マ ー カ ー と し て 、phosphorylaseb(97

kDa)、bovineserumalbumin(68kDa)、ovalbumin(43kDa)を 用ti、た 。

とより、接合型制御系 と胞 子形成制御系でのa1一 α2抑 制 は微妙 に異なる可能性

が残された。

第5項aarl変 異部 位の 決定

aarl遣 伝 子破壊 株 で はa1一 α2抑 制 とα2抑 制の 両 方が 欠損 して いるの に対 し

て 、第1章 で 分離 した α*型 を示 すaarl変 異株 で は α2抑 制 の機 能が 残 ってい ると

考 えられ た 。10株 のaarl変 異 株か ら調製 した タ ンパ ク粗 抽 出液 と抗Aarl抗 体 を

用 いてAar1変 異 タ ンパ クを調べ たと ころ、すべ てのaarl変 異 株 におい て 裾君1+

野生 型株 と同 じ位置 に、ほほ伺 じ量 のAar1タ ンパ クのバ ン ドを検 出 した(図2-9)。

従 って、 α寧型 を示 すaarl変 異 株の形 質 はAarl変 異 タ ンパ クの量 的不 安定性 に起

因 しな い と結 論 した 。 この 結果 に加 え 、第1項 の染 色 体 サザ ン解 析 と第3項 のノザ

ン解 析 で示 したよ うに 、これ らaarl変 異 は大 きな欠 失や 挿 入 に よる もの で はな く、

またプ ロモー ター 部 や ター ミネー ター部 に起 こ った制 御変 異 で もな い と結 論 した。

従 って 、 α型 を示 すaarl変 異 はQRF内 に起 こ った 、お そ ら く塩基 置換 による構

造 変異 で ある と考 えた 。

aarl変 異 にお け る変 異部 位 を決定 す るため 、aarl変 異DNAの クロー ン化 を行 っ

た 。KEN2-8A-Ml株(aarl-1)とKEN2-8A-M6株(aarl一&)か ら調製 した染色体

DNAをNindlllで 切 断 しaarl変 異 遺伝子 を含 む であ ろ う6 .1kbpDNA断 片 を回

収 した。 この 断片 を さ らにXholで 切 断 し、4.5kbpHindiII-XholDNA断 片を 、
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YCpsOのNdel部 位 とBglll部 位を破 壊 したプ ラ ス ミ ドYCp503の7.3kbpHind

III-Sall断 片 に連 結 した 。得 られ た酵 母遺 伝 子 ラ イブ ラ リーで 大腸 菌 を形質 転 換 し、

野 生型 崩 幻 遺 伝 子 と同 じ制 限酵 素部 位 を もっプ ラ ス ミ ドDNAを 選 択 した 。これ ら

の プ ラ スミ ドは 、酵 母菌 株YMH2(MATaffffLαffM?2asir3::LffU2aarl-6trpi::

[TRPIMFαi.一 一PHasj)のaarl変 異 を相 補 で きな っか たの で 、それぞ れaarl変 異

遺伝 子 を含 む と考 え 、aarl-1変 異遺 伝 子を 含 むプ ラ ス ミ ドをpMl、aarl-6変 異 遺

伝 子 を含 むプ ラス ミ ドをpM6と 名 付 け た 。
ヘ

プ ラ ス ミ ドpM1とpM6に 含 まれ るaarl変 異 部位 を限定 す るため 、これ らプ ラ

ス ミ ドDNAと 野生 型AARIDNA断 片 とを用 いて 種 々の キ メ ラプ ラス ミ ドを 作成 し、

aar!変 異 株YMII2に 対 す る相 補 能を調 べ た 。aarl-1変 異 とaarl-6変 異 の 両方 に

お いて変 異部位 を1.5kbpMl～'1-Bglllの 領 域内 に限 定 した(詳 細 省 略)。 そ こで 、

aar1-1DNAとa、3r1-6DNAに お ける1.2kbpMlul-BstPI領 域 の塩基 配列 を決 定 し、

野生 型親 株KEN2-8A由 来 の塩 基 配列 と比較 した 。aarl-1変 異 にお い ては1382番

目のGがAに 置換 してお り、461番 目のグ リシ ン残 基が ア スパ ラギ ン酸 に 置換 し

て いた(図2-3)。aar.1-6変 異で は1339番 目 のCがTに 置換 してお り、447番

目の アル ギニ ン残 基 が シス テイ ンに置 換 して い た 。他 のa∂rl変 異 も1.2kbp

Mlul-BstPI領 域 内 に変 異部 位 を含 む と仮 定 し、PCR法 を応 用 した直接DNA塩 基 配

列 決定 法(実 験材 料 と実験 方法 を参照)を 用 いて この 領域 の塩基 配列 を決 定 した 。

aarl一.9.とaarl-3変 異 は 、aarl-6変 異 と同 じ置 換 で あ った 。aarl-4とaarl-5変

異 は 、aarl-1変 異 と同 じ置 換 で あっ た 。aarl-7変 異 では1387番 目のGがAに

置 換 してお り、463番 目のグ ル タ ミン酸残 基が リジ ンに置換 してい た 。aarl-8変 異

で は1e85番 匿のGがAに 置換 して お り、362番 目のグ リシ ン残基 が ア スパ ラギ

ン酸 に置換 して い た 。aar1-9とaarl-10変 異 で は1147番 目のGがAに 置 換 し

てお り、383番 目 の ア スパ ラギ ン酸残 基が アスパ ラギ ンに置 換 して い た 。興 味深 い

こ とに、aarl-1か らaarl-7ま での変 異 部位 は 、Gタ ンパ クβサブ ユニ ッ トの繰 り

返 し配 列 の第1番 目 に集 中 した(図2-5B)。

第6項Aarlタ ンパ クの機能解析

第4項 のノザ ン解析の結果より、Aarlタ ンパ クは転写調節因子であると考え られ

たので 、Aarlタ ンパ ク自身 のDNA結 合活性を調べた 。Aarlタ ンパ クはa1一 α2

抑制 とα2抑 制の両方 に必要であるため、それぞれの抑制に必要な標的配列を含 む
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オ リゴヌク レオチ ド(GoutteandJohnson,1988)を 合成 し標的DNAと した。種々

の接合型情報 と 謂β1遺 伝子の変異を組み合わせ た酵母核抽 出液 と、32Pで 標識 し

tal一 α2抑 制標的DNAま たはα2抑 制標的DNAを 用いてゲル移動度シフ ト法

を行 った(図2-10)。 α2抑 制標的DNAを 用いたとき、すべての細胞か らの抽 出

液 によって移動度が遅れるバ ンド(シ フ トバ ン ド)が 出現 した(図2-1DB)。 この

バ ン ドは標識 していないα2抑 制標的DNAを 加 えるこ と(競 合実験;図z-laA)

によって消失 したので、α2抑 制標的DNAに 特異的に結合するタンパ クの存在が示

唆 され た。しか し、aarl遺 伝子破壊株でもこのバ ン ドヵ∫検 出されたので、a2抑

制標的DNAに 結合するタンパ クはAarlで はな いと結論 した。この実験に用いたα

2抑 制標的DNAはMcmlタ ンパ ク結合配列(BenderandSprague,1987)を 含み 、

Mcmlの 発現は接合型によって制御 されない(Passmoreetal.,1988)こ ・とか ら、

ここでみ られたシ フ トバ ン ドはMcmlに よるものであると結論 した。同様 にa1一 α

2抑 制標的DNAを 用いたときにも、すべ ての細胞か らの抽出液に対 してシフ トバ ン

ドが検 出され た(図2-10D)。 競合実験(図2-10C)の 結果 、親和性は低かった

(α2抑 制標的DNAの1/10程 度)が 、a1-a2抑 制標的DNAに 特異的に結合

す るAar1以 外のタンパ クの存在が示唆 され た。少な くとも酵母核粗抽出液を用い

る限 りAarlタ ンパクにはDNA結 合活性はみ られず 、AarlはDNA結 合タ ンパ クで

はない と結論 した 。

次 に、Aar1タ ンパ クがa1-a2タ ンパ ク複合体のDNA結 合活性 に必要であ る

可能性が考えられたので、種々の接合型情報 とAAK1遺 伝子の変異を組み合わせた

酵母核抽出液 にお けるa1一 α2複 合体のDNA結 合活性を調べた。酵 母細胞 中には

接合型制御タンパ クa1と α2は 非常 に少量 しか存在 しないと考えられるため 、ゲ

ル移動度シフ ト法 より検出感度が高い抗 α2抗 体を用 いたMcKay法(実 験材料およ

び実験方法参照)に よ り行 った。ゲル移動度 シフ ト法で用いたa1一 α2抑 制標的

DNAは 野生型a/α 細胞からの抽出液を用 いたときα2タ ンパクと共沈 したが、野生

型 α細胞 とa細 胞か らの抽出液では共沈 しなか った(図2---)。aarl遺 伝子を破

壊 したa/α 細胞 とaarl変 異をもっa/α 細胞 からの抽出液を用いてもa1-a

2標 的DNAが 共沈 した。従 って、Aarlタ ンパ クはa1一 α2複 合体のDNA結 合活

性には必要ないと結論 した。また、a1一 α2抑 制が欠損 したhmla2-102変 異株

か らの抽出液を用 いるとa1-a2抑 制標的DNAが 共沈 しなかった。a2-102変 異

タ ンパ クがa1タ ンパ クと複合体を形成するか否かはわか らないが、a2-102変 異
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にお け るa1一 α2抑 制欠 損 は 、少 な くともa2-1Q2変 異 タ ンパ クのa1一 α2抑

制 標 的DNAに 対す る結 合 不 能 に起 因 す る と結 論 した 。
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図2-10酵 母核 抽 出液 を用 いた α2掴 制標 的 とa1-a2抑 制標的 に対す るDNA

結 合活 性 の検 出 。(A)32Pで 標 識 した α2抑 制 標 的DNA(0.5ng)に 対 して、標 識

して い な い α2抑 制 標的DNAを 、Ong(レ ー ン1)、2.5ng(レ ー ン2)、5ng

(レ ー ン3)、25ng(レ ー ン4)、50ng(レ ー ン5)を それぞ れ加 え、YMH38株

(MATaHMLa1耀asir3)か ら調 製 した核 抽 出液(各 レー ン10μg、 但 し レー ン

6に は加 えな か っ た)とDNA結 合反応 を 行 った 。81ポ リァ ク リル ァミ.ド電 気泳 動

によ り、 シ フ トバ ン ドを検 出 した 。(B)32Pで 標識 した α2抑 制 標的DNA(0.5

ng)に 対 して 、YMH37(MATaHMLaNMRasir3aarl-6)(レ ー ン1)、YMH63

(崩1侮 劫脱αNMKas.ir3aar!::LEU2)(レ ー ン2)、YMH38(MATa槻 α 届物

sir3)(レ ー ン3)、YMH55(MATaaarl::LEU2).(レ ー ン4)、YMH47(MATa)

(レ ー ン5)、YMH56(MATa∂ ∂、r!::LEU2)(レ ー ン6)、YMH39(崩 監)(レ ー ン

7)株 か ら調 製 した核 抽 出液(各 レー ン10μg、 但 し レー ン8に は加 えなか っ た)

を 用 い てDNA結 合 反応 後 、電 気泳動を 行 った 。(C)(A)と 同 じ条件め実験 を 、α

2抑 制標 的DNAの 代 わ りにa1-a2抑 制 標 的DNAを 用 いて行 った 。(D)(B)

と同 じ条 件 の 実験 を 、 α2抑 制標 的DNAの 代 わ りにa!一 α2抑 制標的DNAを 用

い て行 っ た 。矢印 は タ ンパ クが結合 しなか っ たプ ロー ブを示 す 。大 きな三 角 と小 さ

な 三 角は 、標 的DNAに 対 して特 異的な シ フ トバ ン ドと非 特 異的 なシ フ トバ ン ドをそ ー髄

れ それ 示 す 。

図2-11aarl変 異 株 か ら の 核 抽 出 液 に

お け るa1一 α2タ ン パ ク 複 合 体 のDNA

結 合 活 性 。32Pで 標 識 し たa1一 α2抑

制 標 的 配 列DNA(0.1pmol)に 対 し て 、

PS3-8A-M1(鯛 血 加1α2-102鵬sir3)

(レ ー ン1)、PS3-8A-M3(崩 塩H.MLa

臓sir3aarl-!の(レ ー ン2)、

PS3-8A(MATa茄%α 臓slr3)(レ ー

ン3)、HYP160(M,4Ta麗 α 謂 偽sir3

aarl::NIS3)(レ ー ン4)、HYP140

(瓶47a麗 α 舳slr3)(レ ー ン5)、

HYP151(亙47αearl::t11S3)(レ ー ン6)、

HYP101(MATa)(レ ー ン7)、HYP150

(崩7aaar1::HISS)(レ ー ン8)、HYP

100(MA7a)(レ ー ン9)株 か ら の 核 抽 出

液(各 レー ン100μg)を 用 い てDNA結

合 反 応 を 行 っ た 。 抗 α2抗 体 に よ る 抗 原
一 抗 体 反 応 後

、 ビ ー ズ 状 ア ガ ロ ー ス と 連

結 し たPROTEINAを 用 い て 免 疫 沈 降 を 行

っ た 。沈降 物 を フ ェノ ール抽 出 、エ タ ノール 沈澱 に よ り精製 し、12%ポ リアク リル

電 気泳 動を 行 った 。 レー ン10に は上 の反 応 で用 い た1/100量 のaユ ーα2抑 制標

的DNAの みを泳 動 した 。
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第4節 考察

aarl変 異 を相 補 す るDNA断 片 と してAARI遺 伝 子 を クロー ン化 した。塩基 配 列

の 比 較 か ら、AAR1遺 伝 子 は酵 母細 胞で 様 々な 遺伝 子 の転 写 抑制 に関 与す るTUP1遺

伝 子(WilliamsandTrumbly,1990)と 同 一 で あ った 。aarl遺 伝 子破 壊株の解 析 よ

り、接 合 型制 御機 構 におい てA・ ・1/Tuplタ ンパ クはa1一 α2抑 制 まか りでな く、

α2抑 制 にも必 要 で あ った 。従 って 、tupl変 異 におい て α細胞 特異 的接合不能 が 報

告 され てい る(Lemontteta1.,1980)が 、 この原 因 は α細 胞 にお け るα2抑 制 の

欠 損 で あ る と考 え られ る。第1章 で分離 したaarl変 異株(MATa劫 協α 茄漁sir3

∂ar!)は 、 α型 に加 えa型 と して も弱 く接 合 した(α$型)。a型 と して極 め て弱 く

.r/?.
1_1する ことよ り、aarl変 異株 で はasgの 抑 制(α2抑 制)能 はわず か に欠損 し

て い る稚度 と思 われ る 。一方 α型 と してよ く接合 す る ことよ り、aarl変 異株 で は

alシ ス トロ ンに対 す る抑 制(a1一 α2抑 制)能 を 失 って い ると考 え られる 。 し

か し、齪r1変 異が 岡型 の二 倍体 が 胞 子形成 した こと よ り、aユ ーa2抑 制能 は わず

か に残 っ てい るの であ ろ う。従 っ て 、aarl変 異 はaZ-102変 異 の よ うにa1-a2

抑 制 だ けが 特 異的 に欠損 した変異 で あ る とは考 え に く く、む しろ欠損 の程度 に差 は

あ るが 、両抑 制能 が弱 まった漏 出変異 で あ る と考 え られ る 。 α型を示 す株 と して

aarl/tupl変 異株 を選 別 したため 、この よ うな漏 出変 異 を分 離 したの であ ろ う。

tupl変 異が 同型 の 二倍 体 で示 され たよ う に、aarl遺 伝 子破 壊 ア レルが 同型 の二 倍

体 は胞 子 を形 成 で きな か った 。この原 因 は 、a1一 α2抑 制 の欠損 によって胞子 形

成 を負 に制御 す るRME1遺 伝 子が 発現 したこ とに よ る と考 え られ る 。従 って、

Aarl/Tuplは 接合 型 制御 系 ばか りでな く、胞 子形 成 制 御系 にお けるa1一 α2抑 制

に も必 要 で あ る と結 論 した 。aarl変 異 が 同型 の 二倍体 が 胞 子 を形成 したの は 、

aarl変 異が 接合 型 制御 系特 異 的 に欠損 した とは 考 え に く く、既 述の よ うにaarl変

異が 漏 出変異 で あ る こ とが 原 因 と思 わ れ る 。

Aar1/Tuplタ ンパ クのC末 端側 の ア ミ ノ酸 配 列 は 、Gタ ンパ ク βサ プユニ ッ トと

非 常 に よ く似 て い た 。酵母 細 胞 中でTuplと 同 じ機能 を有 しTPR(tetratricopep-

tiderepeat)と 呼 ばれ る繰 り返 し構造 を もっSsn6タ ンパ ク(SchultzandCar1-

son,1987;Sikorskietal.,1990)はTup1と 複合 体 を形 成 し 、さ らにこの

Tupl-Ssn6複 合 体 は約1,200KDaの 巨大 タ ンパ ク複 合体 に含 まれ る ωilliamset

al.,1991)。 細 胞周 期 制御 タ ンパ クCdc16、Cdc23とCdc20の よう に、TPRタ ン
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バ クとGタ ンパ ク βサブユ ニ ッ ト類似 タ ンパ クが 相 互 作用 す る例 が多 数報 告 され て

お り(GoeblandYanagida,1991)、Aarl/TuplとSsn6は これ ら繰 り返 し構 造 を

仲 介 して複合 体 を形 成 す る可能 性 が考 え られ る 。この よう}こ、Aar1/Tup1に お け る

Gタ ンパ クβサブ ユ ニ ッ ト類似構 造 は お そ ら くタ ンパ ク ・タ ンパ ク相互 作用 に必要

で あ る と考 え られ る 。第1章 で分離 したa1-a2抑 制 のみ が欠損 したaarl変 異

の 変異 部 位が 、3っ を 除い てGタ ンパ ク βサブ ユ ニ ッ トの繰 り返 し構造 の 第1番 目

に集 中 した こ とか ら、 この領 域 はAar1タ ンパ クの活 性 、特 にa1一 α2抑 制 に重

要 であ る と考 え られ る 。また 、aarl変 異か ら予 想 され るア ミノ酸置 換が 、すべ て電

荷 の変 化を 伴 って いた こ とか ら、 これ らの ア ミノ 酸の 帯電 状態がAar1タ ンパ クの

機 能 に重 要 で あ るのか も しれな い 。 ヒ ト転写 因 子Sp1の 研 究(Coureyetal.,

1989)で 示 され た よ うに、Aarl/Tuplに2カ 所 み られ たグル タ ミシ繰 り返 し配 列 も

タ ンパ ク ・タ ンパ ク相互作 用 に関 与す る可 能性 が あ る 。Aar1/Tup1は この 領 域で

Ssn6以 外の 他 の タ ンパ クと相 互作 用 す るの か も しれな い 。s.cerevisiaeに お い て

グ ル タ ミ ン繰 り返 し配列 を もっタ ンパ クを コー ドす る遺伝 子の変異 の 多 くが 、tupl

変 異 と同 じく α細 胞 を特異 的 に非 接合 型 に変化 させ る(Passmoreetal.,1988;

SchultzandCarlsan,1987;Suzukietal.,1988)こ とは 非常 に興 味深 い 。恥 姐

タ ンパ クは α2タ ンパ ク とasg上 流 で 相互 作用 し、 α2タ ンパ クの塩基 配 列特 異 的

なDNA結 合 活性 を よ り厳密 にす るこ とが知 られ てい る(SmithandJohnson,1992)。

また 、asg上 流 には 、性 フェ ロモ ンに よ る転 写[1TJに 必要 なPRE(pheromoneres-

ponseele皿ent)が 存在 し、 このPREに はSte12タ ンパ クが結 合 す る(Marshet

al.,1991)。 この よ うにα2抑 制標 的遺 伝 子asgの 上 流 に は複 数の 転写 調 節因 子

が 結 合 し互 い に相 互 作用 す る と考 えられ 、Aarl/TuplもMcmlやSte12と 直接 相互

作用 す るの か も しれな い 。

酵母 核 抽 出液 を用 い た生化 学的 な解 析 よ り、Aarl/Tuplタ ンパ クは 、1)DNA結

合 活性 を も たな い 、2)a1一 α2複 合体 の塩 基 配列 特 異的 なDNA結 合活 性 に必 要

で はな い 、3)2)よ りal-a2複 合体 形成 に も必 要 で はな い ことを明 き らか に

した 。2)の 結論 は 、ゴηVltl'Qで 合 成 しdalと α2タ ンパ クだ けでa1-a2抑

制 標的DNAに 結合 す る(Dranginis,1990)こ と とよ く一致 す る 。Ssn6タ ンパ クを

強 制的 に遺伝 子 の5'上 流 に結 合 させ る と 、そ の 下流 遺 伝 子の 転写 が抑 制 され た

(Keleheretal.,1992)。 さ らに 、 この抑 制 に はTup1タ ンパ クの機 能 が必 要 で

あ っ た。本研 究 の 結果 とこれ らの 情 報 か らAarl/Tup1タ ンパ クを含 む接合 型 制御機
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図2-12接 合型制御系にお けるAar1/Tuplの 機能モデル 。Aarl/TuplはSsn6と

複合体を形成 し、巨 大タンパ ク複合体(一 般転 写抑制因子複合体)に 含 まれる。こ

の複合体は、a1-a2複 合体 または α2ホ モニ量体を認識 して間接的に標的遺伝

子上流 に結合 し、その遺伝 子の転写を抑制す る。

構モデル(図2-12)を 提案する。Aar1/TuplはSsn6と 共 に巨大タンパ ク複合体

(一般 転写抑制因子複合体;generalrepressorcomplex)を 形成する。この複合体

が直接DNAに 結合 す るのではな く、間接的 に標的遺伝子上流に接近 しその転写を抑

制すると考 える。i接合型制御系においては、Aarl/Tupl-Ssn6を 含む複合体が 、既 に

塩基配列特異的 に結 合 しているa1-a2複 合体や α2ホ モニ量体を認識すること

によって標的遺伝子 上流に結合 し、その転写を抑制す るのであろう。Aarl/Tupl-

Ssn6は 、接合型制御系以外の転写抑制系でもおそ らく上 と同じ機構で働 くだろう。

このとき一般転写抑 制因子複合体 は、個 々の標的遺伝子上流 に特異的 に結合 したタ

ンパ クを認識 して標 的遺伝子に接近す ると考 える。一般転写抑制因子複合体が どの

ように様々な標的タ ンパクを認識す るかは不明であり、さらに宋知の機構が存在 す

るかも しれない 。

第5節 要約

aarl変 異を相補す るDNA断 片 としてAAK1遺 伝子の クローニ ングを行 った。塩

基配列の比較か ら、AAR1遺 伝子 は酵母細胞で様 々な遺伝子の転写抑制に必要な

TUP1遺 伝子 と同一であ った。aarl遺 伝子破壊株の解析か ら、Aarl/Tuplタ ンパ ク
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はa1-a2抑 謝ばか りでな くα2抑 制1こも必要であることが明 きらか に した。

aarl遺 伝子破壊 ア レルが同型の二倍体が胞子を形成 しなかったことか ら、Aarl/

Tup1は 胞子形成制御系 におけるa1-a2抑 制 にも必要であることがわか っ:たO

Aarl/Tuplタ ンパ クのC末 端側はGタ ンパ クβサブユニッ トの繰 り返 し構造 と相 同

的であ った。al-a2抑 制のみが欠損 したaarl変 異の変異部位が この繰 り返 し

構造の第1番 目に集申 した。aarl変 異株か ら調製 した核抽 出液を用 いた解析か ら、

Aar1/TuplはDNA結 合活性を示 さず、a1-a2複 合体のDNA結 合活性 に必要で

はないことが わか った。接合型制御機構 において、Aarl/Tuplはa1-a2複 合体

またはα2ホ モニ量体を認識 して間接的に標的遺伝子上流に結合 し、その遺伝子の

転写を抑制するモデルを提案 した。
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第3章aarl変 異 に 対 す る 抑 圧 変 異 株 の 分

離:と 性 格 付 け

第1節 緒言

第2章 で示 したように、佃r1/Tuplタ ンパ クは接合型制御系においてα2抑 制 と
へ

a1一 α2抑 制 に必 要 な 転 写抑制 因子 で ある 。ま た 、Aar1/Tup1は グル コー ス抑 制

系 な ど他 の制 御 系 にお い て も一般 転写 抑制 因 子(Generalrepressor)と して機 能 す

る(Keleheretal.,1992)。Aar1/Tup1タ ンパ クはSsn6タ ンパ クと複 合体 を形

成 し、 さ らに約1,200kDaの 巨 大タ ンパ ク複合 体 に含 まれ る(Williamsetal.,

1991)こ とか ら 、Aarl/Tuplタ ンパ ク と相 互 作用 す る末 知 の因 子の存 在が 推測 され

た 。

本 章 で は 、a1一 α2抑 制が 欠損 したaarl-6変 異株 か ら抑圧 変 異を分離 す る こ

とに よ り、接 合型 制 御 系 にお いてAar1の 機 能 を含 むa1一 α2抑 制 に関 与す る新

しい因 子の遺 伝 学 的 な 同定 を試 み た。aarl-6変 異 に対 す る抑圧 変異 と して分 離 され

たの は 、予想 に反 して、Aar1/Tup1と 相互 作用 す るタ ンパ クで はな く、性 フ ェロ モ

ン信 号 伝達 因 子 を コー ドす る種 々のSTE遺 伝 子 の変 異 で あ った 。これ・らSteタ ン

パ クは αfシ ス トロ ンの基礎 転写 に必 要 であ っ た 。ste5変 異を相 補 するDNA断 片

と して クロー ン化 したSTE5遺 伝 子の解 析か ら 、性 フ ェロモ ン信号 伝達系 にお け る

Ste5タ ンパ クの機 能 を考 察 した 。

第2節 実験材料および実験方法

本章 で用いた実験材料および実験方法のうち 、第1章 と第2童 において記述 した

以外の ものにっいて記述する。

供試 菌 株 とプ ラ ス ミ ドDNA

実験 に用 い たS.eerevisiae菌 株 を表3-1に 示 した 。プ ラ スミ ドYCp-MATaと

YCp-MATaは 、・鵬7α 遺伝 子 を含 むプ ラ ス ミ ド2.5とMATa遺 伝 子 を含む プ ラス ミ ド

DXか らそれ ぞ れ調 製 した3.3kbp万c{灘 一万」∫浦II断 片 をYCp50の 刃α瓢 一葱舩
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III部 位 に挿 入 して構築 した。プ ラス ミ ドYGp-SIR3はSIRS遺 伝子 を含 む プ ラ ス

ミ ドpKAN63(Ivyetal.,1986)か ら調製 した6.9kbpBamHI断 片 をYCp50の

BamHI部 位 に挿 入 して構築 した 。プ ラ ス ミ ドYCp-STEIIは4.6kbpBaarHI-XhoI

STEllDNA断 片(Rhodesetal.,1990)をYCp50のBamHI-Ball部 位 に連結 して

構 築 した 。プ ラス ミ ドYCp-STE7とYCp-STE12はstel.、ste12変 異 を相 補 す るプ

ラ ス ミ ドと して ク ロー ン化 し、部 分 的 な塩基 配 列 を決 め るこ とによ りSTEMと

STE12を それ ぞ れ含 む ことを確認 した プ ラス ミ ドで あ る。ste12::醜 潔 遺 伝 子破 壊

ア レル は 、STE12遺 伝 子を含 む4.8kbptllradlIIDNA断 片 内の1.1kbp肋 δ1領 域

を プ ラ ス ミ ドYEp24か ら調 製 したURA3遺 伝 子 を含 む1.2kbpHindlllDNA断 片

で 置換 す る こ とに よって作 成 した 。

表3-1使 用 した酵母菌株

菌株名 接合型a遺 伝 子型r

HYP100一 △ste5

11YP101一 △ste5

11YP101一 △ste12

HYP140一 △ste5

KMG26-3C

Y甜47

Y甜48

Y闇153

YMH154

Non

Non

Non

Non

αC

a

a

a*

α 寧

HYP100株 由 来 のste5::URA3遺 伝 子 破 壊 株

HYP101株 由 来 のste5:URA3遺 伝 子 破 壊 株

HYP101株 由 来 のste12:URA3遺 伝 子 破 壊 株

HYP140株 由 来 のste5:URA3遺 伝 子 破 壊 株

M,4TaStf,'Jrtsura3/eu2trp.Zhis31ys2tyrl

崩7αura3-521eu2-3,112雄}1pho3pho5

MATaαzr∂3-52.1eci2-3}112乙 群)ヱpho3pho5

崩 血NMLa脇sir3::LEU2aarl-6ura3-521eu2

加s5phｩ3-1pho5-1trill::[TRP1崩7α1バ 脚51d

崩7aHMLa舩 舵asir3::LEU2aarl-6ura3-5Zleu2

1溺2助03一 ヱpha5-1trill::[TRPI崩7α1バ 轍 瑚d

aα*は 弱 くa型 と して も接合 す る α型 を
、Nonは 非接 合型 を示 す 。

b遺 伝子 記号 はMortimerら(1989)の 記 述 に従 った
。すべ て の菌 株 はho遺 伝

子 型 を もっヘ テロ タ リック株 であ る 。sir3::HIS3、aarl::NIS3、 β飴5::URA3,

ste12::URA3遺 伝子 破壊 ア レル はゲ ノ ムサザ ン解 析 によ って確 認 した 。
CKMG26-3C株 はstests変 異 の ため30℃ で は α型

、37℃ では非 接合 型 で あ る 。
dtrill::[TRPI崩7α1バ 脚5]は 崩7α1バ 酬05融 合 遺伝子 を もつ プ ラス ミ ド

pYMI20を 染 色体 上 のtrill遺 伝 子座 に組 み 込 ん だ ことを示 す 。

裾7α1。 一P磁5融 合遺 伝子 を含 むプ ラ ス ミ ドpYMI20はPCR法 を用 い て以 下の よ

う に構築 した 。PNQ5遺 伝子 の構 造部 は 、合 成 オ リゴ ヌ ク レオチ ド5'一CTCGGATCCGC

AAATTCGAGATTACCAATG-3'と5'一CTCAGATCTAAATCTATTTCAGCAATATAG-3'」 をプ ライ マー
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と して 、PHa5遺 伝 子含 むプ ラ ス ミ ドpPHO5(ArimaetaL,1983)を 鋳 型 に用 い た

PCR法 によ り 一18か ら+1574ま で の領 域(翻 訳 開始 位置 か らの 相対 位 置)を 増 幅

した 。得 られ たPCR産 物 をBatUHI-BgAI二 重消 化後 、Ylp5のBaWhl部 位 にTet

遺 伝 子 と同 じ向 き にな るよ うに挿 入 したプ ラ スミ ドをpSH39と 名 付 けた 。MATα2

0RFを 含 むMATα1シ ス トロ ンの プ ロモ ー ター一部 は、合成 オ リゴヌ ク レオチ ド5'一

CTCAAGCTTATATGTA7TTTGTTAACTCT-3'と5'・ ・CTCGGATCCTATTAAGTTATTA[1]ATATGG・ 一3'を

プ ライ マー と して 、プ ラスミ ドYCp-MATα を鋳 型 に用 い たPCR法 に よ り654か ら
モ

1750ま で の領 域[Astellら(1981)の 番号 付 け に従 った]を 増幅 した。得 られ た

PCR産 物 をBantl工 一ffindlllで 二 重消 化 後 、プラ ス ミ ドpSH39の 同部 位 に連結 した。

得 られ たプラ ス ミ ドか らMATα20RFを 除 い た2.5kbp肋 ∂1-SphI断 片を 調製 し、

あ らか じめT)elPl遺 伝子 を 挿入 してお い たpBR322のNhel-Sphl部 位 に連 結 して構

築 したプ ラス ミ ドをpYMI20と 名付 け た 。

遺 伝学 的 お よび 分 子遺伝 学 的 方法

接 合頻 度の 測定Nartwell(1980)に よる方法 を一部 改変 して行 った 。YPD培 地

で培 養 した酵 母 菌 体 のOD60。 。mを 測 定 し、5m1無 菌水 に菌体濃 度が2×106

cellsJmlと な る よ うに懸濁 した。同 じ濃度 とな るよ うにa型 または α型 試験 株 を加

え 、よ く撹 拝 した 。菌 体懸 濁液 を フィル ター ホル ダー(SIBATA)に 装 着 した孔 径

0.45μ 田 フ ィル ター(直 径25mm,HAtype;Millipore)で 吸 引 ろ過 した 。フ ィル

ターを 通 常の 寒 天 の代 わ りにBiTek-Agarを 用 い たYPD培 地 に移 し30℃ で6時 間

保 温 した 。フ ィル ター を5ml無 菌 水 に浸 し、ヴ ォル テ ック スミキサ ー で 十分撹 搾

後 、適 当な希釈 を 行 い、YPD培 地 と二 倍 体選 択 培 地 にそれぞ れ塗布 した 。30℃ で

2-3日 間の 保温 後 、 コロニー を計 数 し二 倍体 形 成頻度 を求 め 、接合頻 度 と した 。

酵 母 細胞 の性 フ ェ ロモ ンに よる処 理 αフ ァクター処 理 に関 してはFinkと

Style(1972)に よ る方法 を 一部 改変 して行 った 。酵 母細 胞 を0,砿 コハ ク酸 を含 む

培 地 でOD660。 憩 が約0.4に な る まで 培養 し、最 終濃度 が2μ 阿 とな るよ うに αフ

ァ クター(Sig皿a;10幽HC1,1mMβ 一mercaptoethanol,0.1mMEDTAの 緩衝 液 に

1mg/mlの 濃度 で保 存)を 加 え 、さ ら に2時 間培 養 した細胞 を αフ ァクタ ー処理 細

胞 と した 。aフ ァ クター処 理 に関 して は 、精 製aフ ァクター標 品が 入手 で きな い た

めSenguptaとCochran(1990)の 方 法 に従 い 、a細 胞 培養液 か ら調製 した上澄 液

を用 いてaフ ァク ター誘導 実験を 行 っ た。飽 和 す る まで培 養 したa細 胞 、YMH48、 を
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集 菌 し、上 澄 液 を孔 径0.45μmの フ ィル ター(Millipore)で ろ過 したYPD培 地.

をaフ ァクタ ー抽 出液 とした 。OD66。nmが 約0.4に な る まで培 養 した酵母細 胞 を集

菌後 、aフ ァ クター抽 出液 に懸濁 し、 さ らに2時 間培 養 した細 胞をaフ ァ クタ ー処

理細胞 と した 。

生 化 学 的方 法

酸 性 ボ ス フ ァターゼ 活性 の測定Toh-eら(1973)の 方法 に従 った 。適 当量 の酵

母 培養 液 を集 菌(2,000rpm,5分)し 、無 菌水 で一度 洗浄 後 、菌体 を適 当量 の無菌

水 に懸 濁 して酵 素 液 と した 。1M酢 酸 緩衝 液0.05ml、 無菌 水0.55ml、P一 ニ トロ

フェニ ル リン酸 ナ トリ
.ウh液(3・zmg/m1)0・2ml、 酵 素液0・2mlを 混合 し、35℃

.で10分 間反 応 させ た 。ioiト リクロ ロ酢酸(TCA;和 光純 薬)を1ml加 えて反 応

を停 止 させ た後 、飽和 炭酸 ナ トリウム(209/70ml)2m1加 え てよ く混 合 し、遠 心

分 離(2,000rpm、5分)を 行 い 、上澄 液 のA420nm値 を測 定 した。1分 間 に1μ

moleの 炉 ニ トロ フェ ノール を遊離 させ る酵 素量 を1単 位 と し、炉 ニ トロ フェ ノー

ル のモ ル吸 光 係数 を1.6x10_2と して計算 した 。

第3節 結果

第1項aarl変 異に対する抑圧変異 はsto変 異であった.

aarl変 異 に対す る抑圧変異を分離す る目的で、MA7aNMLaNMRaslr3aarl-6

pho3pho5伝 子型株YMHlのtrill遺 伝子座 に、a1一 α2抑 制標的遺伝子の1

つであるMATa1シ ス トロ ンのプロモーター部 に酸性ホスファターゼ構造遺伝子

PNO5の 構造部を連結 したMATaIFPtlO5合 遺伝子をもっプラスミ ドpYMI20を 組

み込んだ 。得 られ た形質転換体YMH153は 、sir3変 異のためNMLaと ㈱ 両遺

伝子が転写され一倍体 にもかかわ らずa/α 接合型情報を与えるが 、aarl-6変 異に

よってa1一 α2抑 制が解除され α$型(弱 くa型 としても接合するα型)を 示す。

崩7α1バmo5融 合遺伝子は抑圧変異を容易に選劉するための レポータ「として用い

た。MATa1シ ス トロンの転写はa1一 α2に よって抑制されてお り(Klaretal.,

1981)、 この融合遺伝子を もっ 舩距 またはA9,4Ta細 胞 は酸性ホスファターゼ活性

染色で赤色に染 まるが、a/α 細胞は酸性ホスフ ァターゼ活性染色では染 まらない

(自 色)。 従 って、YMH153株 は酸性ホ スファターゼ活性染色で赤色を示す 。YMH
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表3-2sto変 異株 における 崩 搬1バ 酬05融 合遺伝子か らの

酸性ボスファターゼ活性

菌株 接合型遺伝子型a 酸 性 ボ ス フ ァターゼ 活性b

(μU/田1/0D66伽)

YMH153-R102

YMH153-R104

YMH153=R101

YMH153-8105

Y醐153

ste5-101aarl-6

ste7aarl-6

5孟 θ刀 ∂∂r1-6

stepaarl一&

STE}a∂r1-6

R102一 △aar15Z「 θ5-101∂ ∂」r1::URA3

8104-oaarlste7aar1::URA3

YMII153一 △aarlSTE+aarl::URA3

YM11217 STE+AARヱ+

0・52±0.04

0.44ｱ0.06

0.68ｱ0.05

0.99ｱ0.11

5.13± し0.13

4.36ｱ0.37

9.08ｱ1.26

8.50ｱ1.85

0.i5ｱ0.01

aす べ ての菌 株 はMATaIIMLaIIMIasir3遺 伝 子型 を もっ
。

r3回 の測 定 に よる平 均値 と標準 偏差 値 を示 した
。

153株 をEMS変 異処理 し、適当な希釈後 、YPAD培 地 に塗布 し30℃ の保温でコロニ

ーを生育させ た。も し、a∂rl変 異に対する抑圧変異が起こると、a1一 α2抑 制が

回復 し、その細胞は酸性ボスファターゼ活性染色 で染 まらず 、接合能を示さないと

予想 した。約20,000コ ロニーか ら酸性ホスファターゼ活性染色で染 まらず(表

3-2)、 接合能を示 さな い(表3-3)変 異株 を7株(YMH153-R101か らYMH153-

8107、 以 下Y酬153一 を省略 して表記する)取 得 した。

∂aガ 変異 に対す る抑圧変異の優性劣性試験を行 うため、?株 の抑圧変異株それぞ

れをYMH154株(YMH153株 と栄養要求性だけが異な る)と 細胞融合 した。得 られた

二 倍体はすべ て酸性ホスフ ァターゼ活性染色 で赤色、 α*型 を示 したので、すべ ての

変異は劣性であると結論 した。また、抑圧変異が劣性 であることより、これ らの変

異はaarl-6変 異がAAR1+へ 復帰 したものではないと考 えた。上の二倍体雑種 のそ

れぞれ にっいて少な くとも8胞 子嚢の四分子分析を行 った ところ、すべてα$型 と

非 接合型が2:2に 分離 した。この結果よ り、これ ら7株 に起こった変異はすべ

て1遺 伝子に起こった変異であると結論 した。

MATa、 崩血 遺伝子 をそれぞれ担うプラスミ ドYCp-MATaお よびYCp-MATaを 導

入 した7っ の挿圧変異株の形質転換体 は、酸性ホスファターゼ活性染色で陰性であ

り、非接合性の ままであったので、これら抑圧変異 はM,4T、tlMl、HER遺 伝子の変異
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表3-3sto変 異株 における接合頻度

接合型頻度
菌株 接合型遺伝子型

α型a a型b

YMH153

YMH153-R101c

Y}{H153-R102c

YHH153-R103c

YMH153-R104`

YMH153-R105c

HYP100

HYP100-oste5

1iYP101

HYP101一 △ste5

HYP140

HYP140一 △ste5

STEM

ste1ヱ

5亡e5-101

ste5-102

ste7

ste12

崩TaSTES+

MATa△5孟 θ5

崩7αST五5+

崩7α △5オ θ5

崩 血 粥 αAMRaslr3STE5+

MATa鵬 αNFl11a5か3△5亡 θ5

8.6×10-4

<4x10一'

<4x10一'

く4×10-7

<4x10一'

<4x10一"

3.2x10_5

2.6x10_5

1.4×10噂i

2.4x10_6

4.5×10尊4

1.3x10_4

5.4x10_5

<4x10一'

<4x10一"

<4×10-7

く4×10-7

<4x10一'

2.5×10-1

8.8x10_6

1.2x10_,

<9×10一'

5.8x10-5

<9×10一'

aa型 試験株 と してKYC53を 用 いた
。

bα 型 試験株 と してKYC54を 用 いた
。

cYMH153由 来 の株 はすべ てMATa朧 αNMRasir3aarl-B遺 伝 子型 を もっ
。

で はな いと結 論 した。 また 、これ ら抑 圧変 異 株 をSIK3遺 伝 子 を もっ プ ラス ミ ド

YCp-SIR3で それぞ れ形 質転換 を行 った 。これ らの形 質転 換 体で は 、野生型Sir3タ

ンパ クが 粥 α とHMRa遺 伝子の 転写 を抑 制 し、崩 塩 遺伝 子 だ けの 発現 とな る 。7

株 の うちの1株 、8102、 の形質 転換体 が親 株YMH153と 同 じくa型 を示 したの に対

して 、残 りの6株 は非 接合 性の ままで あ った(図3-1)。 従 って 、後 者6株 の 有

す る変異 はa細 胞 または α細胞 に よ らず接 合 能を 失 わせ る と結論 した 。性 フェ ロ モ

ンに よる信号 伝達 系 の 構成 因子を コー ドす るSTE4、STES、SPE7.、STE11、STE12、

STE18遺 伝 子 の変 異 はMATa細 胞 もMATa細 胞 も非接 合 型 に変 え る(MarshetaL,

1991)の で 、プ ラ ス ミ ドYCp-SIR3に よる形 質転 換 体が 非接 合型 で あ った6株 が既

知 のStL'変 異 で あ る こ とが疑 われ た 。そ こで 、 これ ら抑 圧 変異株 をSTEM、STE11,

STE12遺 伝子 を それぞ れ もっプ ラス ミ ドYCp-STE7、YCp-STE11、YCp-STE12で 形 質

転 換 し、接 合型 を 調べ た 。R101とR106株 の 形 質 はプ ラ ス ミ ドYCp-STEIlに よ っ

て 、R104株 はYGp-STE7に よって 、8105株 はYCp-STE12に よ ってそれぞ れ相 補 さ

れ た 。また 、R102、R103、R107株 の形 質 は これ らのプ ラ ス ミ ドによって相補 され な
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図3-1YCp-SIR3で 形 質転 換 したste5異 株 の接合 型 と酸性 ホ スフ ァターゼ活性 。

す べ て の菌株 がYMII153株(崩Za/侃 αHl1Raslr3aarl-CF)/to3pho5ura3

trpl::[TRPI胴7α1バ 酬05])由 来 で あ る。a型 試験株 としてN248-1A株 を 、 α型

試 験株 と してN248-1C株 を 用 い た 。酸性 ホ ス フ ァターゼ活 性染色 を行 った コロニー

の 右側 の数 字 は 、 それぞ れ の形質 転換 体 の酸性 ホ ス フ ァター ゼ活性値(μU/ml/

OD660nm)で あ る 。

か った 。これ らの 実験 ではS'1'L'以 外の遺 伝 子を担 うプ ラス ミ ドか らの情報が 増加す

る こと に よ ってaar!変 異が 抑圧 され た可 能性 は残 るが 、R101とRIOG株 の変 異 は

ste11、R104株 の変 異 はste7、RIO5株 の変 異 はste!2で あ る と考 え られ た 。第2

章 のAAR1遺 伝 子 の クロー ニ ング と同 様の選 択 法 に よ って、R!02株 の形質 を相 補 す

る7.7kbpのDNA断 片 を クロー ン化 した(詳 細 省略;図3-2)。 この断片 を含 む

プ ラ ス ミ ドpR102で 他 の 抑圧 変異 株を 形質 転換 し、そ の接合型 を調べ たところ 、

R103株 の形 質 が相 補 され たので 、8102とR103株 の 変異 は対立遺伝 子 に起 こ った

と考 え た 。さ らに 、プ ラス ミ ドpR102はKMG26-3C株 が もっste5変 異を相 補 した

の で 、R102と8103株 の変 異 はste5変 異 であ ると結 論 し、8102株 の変 異を

ste5-101、R103株 の変 異 をste5-rO2と 命 名 した 。R!07株 の変異 はste4ま たは

ste!8の 可 能性 が 残 るが 、本 研究 で は これ 以上 の解 析 は行 わなか った 。

これ らSTE遺 伝 子産 物 は 、細胞 膜 に局在 す る性 フェ ロモ ン レセプ ターか ら核 内へ

性 フェ ロモ ン信 号 を伝 達 す る経路 を構 成 し、接 合型 特 異的遺 伝子(asgとasg)や

細 胞 融 合 に必 要 な 遺伝 子 な ど性 フェ ロモ ン誘 導性 遺 伝 子の転 写を維持 または誘 導す

る機能 を もっ(Marshetal.,1991)。aarl変 異 に対 す る抑圧変異 と して分 離 した

sto変 異がal一 α2抑 制 を回復:した とは考 え に く く、む しろste変 異 によ って、

レポ ー ター と して用 いたMATa1シ ス トロ ンを は じめ とする接合 過程 に必 要な遺伝

子群 の 転 写が 減 少 し、非 接合 型 に変化 した と考 えた 。

68一



pR102ト ー 一嗣一 一 旧■一 旧 一 一願騙一 一 國嘲 一圏 一 幽 一 一 繭'→

pR102・]B1ト ■一■嗣騨旧一■一一一一→

pR102-Br匪 一一 ■繭一 ■■扁 一一■→

pR102-Sl卜 騨繭一圏■繭一■一騨■一一一 口幽一→

pR102-Srト ー騨 一 一一 剛 一 一 騨騨一 一一 廟 ■一 弓

pR102-Pv】B卜 ■騨一一一幽陶騨一一一一一脚一一一一一胃達

pR102-EBト ー一 一 ■一一一 →

i
i

十

十

sle5::URA3

URA3

図3-2ste5変 異を相補する最小領域の限定。プラス ミ ドpR102と それから作成

した欠失変異をもっプラスミ ドの 挿入DNA断 片を示す 。太線 はS.o礎 θ髭」5∫aθ申

来 の挿 入DNA断 片 を示 す 。それぞ れの プ ラ スミ ドによ るste5変 異 株YMH153-

R102の 形質 転換体 の酸 性ボ スフ ァター ゼ活性 と接 合型 を 調べ た 。+はste5変 異の

形質 を相補 したプ ラ ス ミ ドを 、一は相 補 しなか っ たプ ラス ミ ドを示 す 。ste5:::URA3

遺伝子 破壊 ア レル はpR102-PvBの 、1.9kbpEcoRI-Bg111領 域 をプ ラ ス ミ ドYlp5

か ら調製 したURA3遺 伝子 を含 む ・ユ.2kbpNitadlllDNA断 片 で置換 す るこ とに'よっ

て作成 した 。黒帯 はSTN'Sの 塩 基 配列 を決定 した領 域 を示 し、その 中 の 白帯 は

SAESORFの 位置 と向 きを示 す 。B,Bg,E,Pvl,Pvll,s,S3,Sp,Xは それぞ れ

Bam}]1,Bg111,EcoRI,Pvttl,Pvtrll,Sall,5aおAI,Sphl,Xholに よ る切 断部 位を

示 す 。

第2項MAfia1シ ス トロ ンの転写にはSTE遺 伝子産物が必要である

撫7α1バP脚5融 合遺伝子の発現減少 を指標 としてsto異 株を分離 したので、

これ らsto変 異株 ではa1シ ス トロンの転写が減少 していることが期待で きた。そ

こで、説θ変異株か ら調製 した全RNA試 料 と、32Pで ラベ ルLfO.7kbp裾 θI

MATalDNA断 片を用いてノザ ン解析を行った(図3-3A)。 親株Y囲153か らの試

料でみ られるa1転 写産物がste変 異株でほとんど検 出されなかった。この実験で

のal転 写産物はNMLa遺 伝子由来ではあるが、STE遺 伝子産物がa1シ ス トロン

の転写 に必要であると結論 した。
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図3-3stoaarl変 異 株 に お け るa1シ ス トロ ン の 転 写 へ の 影 響 。(A)aar!-6変

異 株YM}1153(鋸 撫IG'1La!欄as.ir3aar!-G)由 来 の.StL'変 異 株 に お け るN,'1La1

シ ス トロ ン の 転 写 産 物 。YMN153-8!02(StL'S-!01)(レ ー ン1)、YM11153-8104

(.Sl.i.'f)(レ ー ン2)、Y剛il53-8101(stc!!)(レ ー ン3)、YM11153-R105(ste.IZ)

(レ ー ン の 、Y躍153(,STL)(レ ー ン5)株 か ら 全ANAを 調 製 し た 。 ①)aarl

遺 伝fを 破 壊 し たStC変 異 株 に お け る/麗 α ノ シ ス ト ロ ン の 転 写 産 物 。YM11153-

R1〔)2一△aarle洞7a〃 サZα/〃 偽sir?aarl: .:〃胴3SLCJ)(レ ー ン1)、YMH153-

R1〔11一△aar1(齢17h「/〃 泥 α 〃μ直sireaar!::U2A<7sf.e7)(レ ー ン2)、YM11153一

△earl(MAI'a〃;'l!cr〃 解as.i.rJ認r1::〃za43STIs'F)(レ ー ン3)株 か ら 全RNAを 調

製 し た 。(C)鋸7'α 株 由 来 のSCC遺 伝 子 破 壊 株 に お け るMATcr1シ ス トロ ン の 転 写

産 物 。IIYPI〔}1(1鵬77αSTE`)(レ ー ン1)、HYP101一 △ste5(MATa5古 θ5::URA3)

(レ ー ン2)IIYP101一 △ste12(胴7'αste12::耀 ～雪3)(レ ー ン3)株 か ら 全RNA

を 調 製 し た 。 そ れ ぞ れ2μgの 試 料 に よ っ て ホ ル マ リ ン変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳

動 を 行 い 、 フ ィ ル タ ー に ブIQッ テ ィ ン グ 後 、32Pで 標 識 し たa1シ ス トロ ン を 含 む

0.7kip帽 θ1断 片 とACTT遺 伝 子 を 含 む1.OkbpHirdlll-Xhol断 片 を プ ロ ー ブ に

用 い て ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。

以前 にFieldsとHerskowitz(1985)が 、性 フェ ロモ ン信号伝達 系 にお ける転写

活 性 化 因 子を コー ドす るSTE12遺 伝子 の 変 異 は 崩7α 細 胞 の 胴7α1シ ス トロ ンの

転 写 に影 響 を 与 えな い と報告 した 。al転 写 産物 がMAT遺 伝子 由来 かHl%L遺 伝 子

由 来か の 違 い は あ るが 、FieldsとHerskowitzの 報 告 は今 回の 実験 結果 と異 な るの

で 、胴rα 細 胞 のSTE5ま たは5π12遺 伝 子 を破壊 した細胞 か ら調製 した全RNA試

料 を用 いてMATa1シ ス トロ ンの 転写 を調 べ た(図3-3C)。 野 生型 崩7α 株 と比

較 す る と 、ste5とste!2遺 伝子 破 壊株 で 潴7α1転 写産 物が約1/2か ら1/3に

減 少 した 。従 って 、Ste5お よびSte12タ ンパ ク(お そ らくSte7とStellタ ンパ

クも)は 崩7α1シ ス トロ ンの転 写 に必 要 で あ る と結 論 した 。この結 果 を 支持 す る

もの と して 、崩7α1シ ス トロ ン上流 一95か ら 一89位 に性 フェ ロモ ンに よる転 写誘

導 に必 要 で 、Ste12タ ンパ クが 結 合す るPRE(pheromoneresponsee]ement;Mar一
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sheta1.,1991)の 存在 を 認め た 。FieldsとHerskowitzが 用 い たste12変 異 は

漏 出変 異 であ るか 、 またはMATa1シ ス トロ ンの転 写 の みを特 異 的 に許 す変異 で あ

る と考 え られ る 。

シ ス配列PREは 、性 フェロモ ン非存 在 下 にお いて は その遺 伝 子の基 礎転 写 に必要

で あ り、 さ らに性 フェ ロモ ン存在 下 にお いて は転 写 誘 導 に重 要 な機能 を示 す(Mar-

sheta1.,1991)。 そ こで 、MATa1シ ス トロ ン上 流 に存 在 す るPREが 性 フェ ロモ

ンによ る転 写誘 導 にも必要 で あるか否 かを調 べ た 。性 フェロモ ンか らの信 号 は 、性

フェロ モ ン レセプ ター よ り下流で は共 通の 構成 因 子 を用 いて伝 え られ る(Marshet

a1.,1991)の で 、MATa株Y醐H48に 崩7α ヱ。一翔05融 合遺 伝 子 を組 み込 ん だ細 胞 を

αフ ァク ター で 処 理 し、その酸性 ホス ファタ ーゼ 活性 を測定 した 。 αフ ァクター処

理細 胞 の酸性 ホ ス フ ァターゼ活性 は6.81±0.71μU/ml/OD66。 。m(以 下3回 の測

定 を行 っ た値 で あ る)で あ り、α ファク ター未 処理 細 胞 の4.4±Q.61,uUJm1/

OD66Q。mと 有 意 な 差が み られなか った 。また 、MATa株YMH47に 崩7α1。 一」昭05融

合遺 伝 子を組 み込 んだ細 胞 をa細 胞培 養 液 で処 理 した ところ 、処 理細胞 で2.26±

0.13μU/ml/OD66伽 、未処 理細胞 で2。11±0.06μU/ml/OD660。n、 でや は り差 は

な か っ た 。これ らの結 果 よ り、据7α1シ ス トロ ン上流 のPREは 性 フェ ロモ ンに よ

る転 写誘 導 に は機 能 しな い と結論 した 。性 フ ェロ モ ンに よっ て誘 導 され る遺伝 子 の

上流 には通 常2コ ピーか ら3コ ピー以上 のPREが 存 在 し(Marshetal.,1991)、

1コ ピー のPREで は性 フェロモ ンに よっ て転写 が 誘導 され な い(Senguptaand

Cochran,1990)こ とが 報告 され てい る 。MATa1シ ス トロ ン上 流 にはPREが1コ

ピー しか 存在 せず 、これ らの報告 と一致 す るが 、基 礎 転写 を 行 うには必要 で ある と

結 論 した 。

崩 監 籾協αflMRasir3aarl-6遺 伝 子 型を もっsto変 異 株 で はa1シ ス トロ ンの

転 写が 顕著 に減少 した(図3-3A)が 、MATa遺 伝 子型 を も っsto変 異株 ではal

シ ス トロ ンの 転写 が わず か に しか減少 しなか った(図3-3C)。 これ らの違 いが

a∂rl-8変 異 に よ るか否 かを調べ るため に 、崩 惣HMLa脇sir3aarl-6遺 伝 子型

を もっsto変 異株 のaar!遺 伝 子を破 壊 し、a1シ ス トロ ンの 転写 を調べ た(図

3-3B)。 その 結果 、aarl遺 伝 子を破 壊 したsto変 異 株 で は 、aarl-6変 異株 で は

み られ なか った α1転 写産 物が 、aarl遺 伝 子を 破 壊 した5謄 野 生型 株 とほぼ 同 じ

量 検 出で きた 。この結 果 は 、aarl-6変 異 にa1一 α2抑 制能 が 少 し残 ってい る ため 、

sto異 に よ るa1シ ス トロ ンの転写 の 減少 が顕 著 にみ られ た と考 え られ 、既 述 の
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ようにaarl-6変 異が 漏出変異であることを示唆 した。この漏出的なaarl-6変 異

を用 いたため 、本 研究でaarl-6抑 圧変異 として 説θ変異が分離され、MATa1シ

ス トロ ンの転写 にSTE遺 伝子産物の機能が必要であることがわか ったと推察 した。

第3項STE5遺 伝子の塩基配列 と機能解析

STE5遺 伝子の構造 にっいてはほとんど知 られていないので、まず前々項 でクロー

ン化 したSTEI5遺 伝子の塩基配列を決定 した。プラスミ ドpRIO2か ら作成 した種々
と

の 欠失 変 異(図3-2)をste5変 異株R102に 導 入 した。ste5変 異最 小相 補領 域 は

3.8kbpPutill-BamblDNA断 片(pRle2-PvB)に まで縮 まっ たので 、 この断 片 の塩基

配列 を 決定 した(図3-4)。 塩基 配列 か ら予 想す る と、イ ン トロ ン ・スプ ラ イシ ン

グ 部位(Pikielnyeta1.,1983)は な く、大 きな1っ の オー プ ン ・リー デ ィン

グ ・フ レー ム(ORF)が みつ か っ た(図3-2,3-4)。ORFか ら推 定 さ れ るSte5タ

ンパ クは917ア ミ ノ酸 残基 か らな る約103kDaの 全体 に親 水性 に富 んだ タ ンパ ク

で あっ た 。こ の ア ミノ酸 配 列 を基 に相 同性検 索 を行 った(SWISS-PROTdatabase;

release19.0,August,1991)が 、顕 著 な相 同性 を もっ タ ンパ クは検 出で きなか っ

た 。Ste5タ ンパ クのN末 端 側 に 、DNA結 合 モ チー フと して知 られ てい るZnフ ィン

ガ ー ・モ チ ー フ と はZn間 の距離 と配 列が異 な る シス テイ ン残基 に富 んだ領域 が み

られ た(図3-5)。 この領 域 は性 フェ ロモ ン によ り転 写が誘 導 され 、G1サ イ ク リン

の1っ で あ るCln2の 機 能 を阻 害 す る こ とが知 られ て いる5.cerevisiaeの

Far1タ ンパ ク(ChangandHerskowitz,1990)に み られ るシ ステ イ ン残 基 に富 んだ

領域 と似 てい た(図3-6;A.Neiman私 信)。 システ イ ンに富 ん だ領域 は 、金属 結

合 領域 で あ る と推 察 され てい るLIMモ チー フ と して他 の多 くの タ ンパ クに もみ られ

る(Freydeta1.,1990;Brunketal.,1991)が 、Ste5タ ンパ クはFar1タ ン

パ ク と最 もよ く似 てい た 。シ ステ イ ン に富 ん だ領域 の機能 は よ くわか って いな いが 、

タ ンパ ク ・タ ンパ ク間 の相 互作 用 に必 要 ではな いか といわれて い る(Berg,1990)。

C末 端 側 には 、酸 性 ア ミノ酸 に富 んだ 領域(776-891番 目)と 、cAMP依 存性 プロ

テ イ ンキ ナーゼ に よ る リン酸化 部位(X-Arg-X-Ser-Arg-X;894-899番 目;Kemp

andPea-rson,1990)が み られ た 。他 のプ ロテ イ ンキ ナーゼ によ る リン酸 化部 位 は

み られ なか っ た 。糖鎖 が付 加 され る可 能性が あ る領域(Asn-X-Serま たはAsn-X-

Thr)が 全 体 を通 じて11カ 所 存 在 した 。膜 貫通 配列や 分泌 シグ ナル 配列 も存在 しな

か った 。 また 、以 前報 告 さ れ たよ うに(Miliereta1.,1985)、STEsORF5'上 流
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にはa1-a2抑 制の標的配列が 一部重複 して2コ ピーみ られ た(図3-4)。

以前の報告(MacKay,1983)にSTE5遺 伝子か らの転写がa/α 細胞で抑制され

るとの記述があったので 、STE5遺 伝子か らの転写産物を調べ た。接合型情報 、

裾幻 遺伝子 、STE5遺 伝子の情報を種々組み合わせた酵母細胞か ら全RNA試 料 を調

製 し、32Pで ラベル した1.5kbPBg111STE5DNA断 片をプ ローブ に用 いてノザ ン

解析を行った{図3-7)。 野生型a細 胞およびα細胞では、2,751byのSTESDRF

にほほ〕 致 した約2.8kbの バ ン.ドが検出で きた。しか し、野隼型a/α 細胞では ・

このバ ン ドはみ られなかった。この結果は、STES遺 伝子上流 にa1-a2抑 制標的

配列が存在することと一致 した。aarl一&変 異 またはaarl遺 伝 子破壊ア レルを もっ

a/α 細胞ではSTE5転 写産物がみ られたので、a1シ ス トロンや一倍体特異的遺

伝 子群 と同様 にSTE5遺 伝子の転写はAarlタ ンパクを含むa1一 α2抑 制制御 下

にあると結論 した。

これ までの報告ではste5異 にっ いてだけの記述 しかなかったので 、ste5遺 伝

子破壊株を構築 した。2.9kbpのPvull-Bamlilste5;::URA3DNA断 片(図3-2)を

用 いて、酵母菌株HYP100(a)、HYPioi(α)、HYPI40(a/α)の 染色体上の

STE5遺 伝子を置換 した。これまで報告 されたste5変 異 と同 じように、HYF100と

HYP101株 のste5遺 伝子破壊株 は接合能を失 った。性 フェロモ ンか らの信号伝達 に

関与す るSTET、STE11、STE12遺 伝子にお ける変異株では、i接合型特異的遺伝子群の

転写が行われないため接合能を失 う(Fieldsetal.,1988)。 そこで、ste5遺 伝

子破壊株での接合型特異的遺伝子の転写をノザ ン解析で調べ た(図3-8A)。 α型

特異的遺伝子の転写は 艀 α1遺 伝子か ら、a型 特異的遺伝子の転写はSTE2遺 伝子

か ら調製 したDNAプ ローブを用 いて調べた。ste5遺 伝子を破壊 したα細胞では

MFa1遺 伝子の転写が、ste5遺 伝子を破壊 したa細 胞ではSTE2遺 伝子の転写が野

生型細胞 に比べて顕著 に減少 した。これ らの結果より、Ste7、Ste11、Ste12タ ンパ

クと同様 にSte5タ ンパ クは接合型特異的遺伝子群の転写に必要 であ ると結論 した。

図3-4STE5遺 伝子の;塩基配列 と予想 され るアミノ酸配列 。塩基位(翻 訳開始位置

のATGに お けるAを+1と した〉を左側に、予想アミノ酸位を右側 に示す 。下線

はal-a2抑 制標的配列を示す 。Zn・ フィンガー構造 と類似 したシステインとヒ

スチジ ン残基を丸 で囲んだ。
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Cysteine-richregion

229

Acidicregion

T78

{
　 　　　

170-423

HomologousWithFarl

ssiair

図3-5Ste5タ ンパ クの一次構造 。数字

はアミノ酸位を示す。,白丸印は糖鎖付加

の可能性がある部位を 、黒丸印はCAMP

依存性プロテイ ンキナーゼ による リン酸

化の可能性がある部位を示す。

..

、

図3-6Ste5とFarlタ ンパ クの シス テイ ン残 基 に富 んだ領 域 での 相同性 。Ste5

とFarlの 間で 一致 したア ミ ノ酸 を 囲 んだ 。*は 性質 が類 似 した ア ミノ酸(S,T;

A,C,1,L,M,V;F,W,Y;R,K;D,E;N,Q)の 組 を示 す 。
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図3-7STES伝 子 の 転 写 様 式 。YMH

153(MATaHMLaHMRaslr3aarl-6)

(レ ー ン1)、YMH153-R102(MATa粥 α

脇sir3aarl-6ste5-101)(レ ー ン

2)HYP160(M'AfiaNMLaNMRaslr3

aarl::NIS3)(レ ー ン3)、HYP140

(崩 距HMLaNMRaslr3)(レ ー ン4)、

HYP151(崩7α ∂∂r1::HIS3)(レ ー ン5)、

HYP101(MATa)(レ ー ン6)、HYP

150(MATa∂ ∂r1::NIS3)(レ ー ン7)、

HYP100(,"fATa)(レ ー ン8)株 か ら 調 製

し た 全RNA(2μ9)を 用 い て 、 ホ ル マ リ ・

ン 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 。

フ ィ ル タ ー に プ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、32Pで

標 識 し たSTE5遺 伝 子 を 含 む1.5kbp

β8111断 片 をプ ローブ にハ イブ リダ イゼ ー シ ョン後 、同 じフ ィル ター をACTIDNA

を含 む1.Okbp〃f刀d111一 肋ol断 片 を プ ロー ブ と したハ イブ リダ イゼ ー シ ョンに用

い た。25Sと18Sはs.cerevisiaeに お け るrRNAの 泳 動 位置 を示 す(Philipp-

senetal.,1978)。 全RNAに 対 す る臭 化エ チ ジ ウム染色 を 下部 に示 す 。

第4項 α型特 異的 非接 合性ste5変 異 の性 格付 け

ste5-1Dl変 異株(MATa朧 α ・脇sir3earl-6ste5-10!)を プ ラ ス ミ ドYCp-

SIR3に よって形質 転換 体 し、崩 塩 遺 伝子 だ けの発現 にする と、a型 接合 能を示 し

た 。 しか し、ste5-102変 異 を含 む他 のsto変 異株 のYCp-SIRSに よ る形 質転換 体

はすべ て非接 合型 で あ った 。ste5-101とste5-102変 異 の機 能 的差 異を調 べ る ため

に、YCp7SIR3に よる形 質転 換体 か ら調 製 したRNAを 用 いてasgとasgの 転写 を

調べ た(図3-8B)。ste5-101とste5-102変 異 株 のSIR3+形 質 転換 体で は 、

MFa1遺 伝 子(asg)の 転 写産 物 は野 生型 株 のそ れ と同様 にほ とん どみ られず 、

STEZ遺 伝子(asg)の 転 写 は野生 型 の それ と比較 して顕著 に減少 して い た 。5㍑5遺

伝子 を 破壊 した 鋸 血 細 胞 で はSTE2遺 伝 子 の転写が ほ とん どみ られ な い(図3-8

A)の に対 して 、ste5-101と 就 θ5一擢2変 異 株 のSIR3+形 質転 換体 で はSTE2転 写

産 物が わずか にみ られ る こ とよ り、これ らのste5変 異 は漏 出変異 で あ る と考 え ら

れ た 。ste5-1ｩ1変 異 株 のSIR3+形 質 転換体(a型)とste5-102変 異株 のSIR3+

形 質転 換 体(非 接合型)に お ける接 合能 の違 いは 、ste5-102変 異株 よ り 蕊 θ5-101

変 異株 のSTE2転 写産 物 が わず か に多 いこ とに よる と考 え た 。あ る いは別 の可能 性

と して 、5亡θ5イρ1とste5-102変 異株 の5魏3+形 質 転換体 にお いて 、STE2遺 伝子

以 外 のasgの 転写が顕 著 に変 わ って い るか も しれ ない 。
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図3-85古 θ5遺 伝 子 破 壊 株 とYCp-SIR3で 形 質 転 換 し た 謡05変 異 株 に お け る 接 合

型 特 異 的 遺 伝 子0)転 写 。(A)st.(?5遺 伝 子 破 壊 株 に お け る 艀 α!とS71E.?.遺 伝 子 の

転 写 。HYPI4〔 〕一△ste5(r1A7a/がfLα ノ〃プβa5f∫ ・3.S亡θ5::UI～!13)(レ ・・一一一ン1)、HYP140

(鋸7a/がvLcr/ゐ 號a5/r3)(レ ー ン2)、IIYPI〔 〕1一△ste5(MA7'evsto5::〃 だ湾3)(レ

ー ン3)
、IIYI)1〔}1(MATa)(レ ー ン4)JHYPIOO一 △ste5(M47'a,si.'eJr::URA3)(レ

ー ン5) 、IjYl)100(崩7a)(レ ー ン6)株 か ら 全RNAを 調 製 し た 。(B)YCp-SIR3

で 形 質 転 換 し た 就 θ5-!01と 就 θ5イ02変 異 株 に お け るMFex1とSTLT2遺 伝 子 の 転

写 。YMil153-R102株(NATa'ff77Lα 届鵬asir3aarl-6stθ5-10!)のYCp-SIR3(レ ー

ン1)ま た はYCp50(レ ー ン2)に よ る 形 質 転 換 体 、YHH153-RIO3株(M.4faff!fLcr

珊 綴}sir3aarl-6ste5-102)のYCp-SIR3(レ ー ン3)ま た はYCp50(レ ー ン4)

に よ る 形 質 転 換 体 、YMH!53株(崩%ffMLα!欄a,sir3aarl-6STI[il5+)のYCp-

SIR3(レ ー ン5)ま た はYCp50(レ ー ン6)に よ る 形 質 転 換 体 か ら全RNAを 調 製 し

た 。 そ れ ぞ れ2μgの 試 料 を ホ ル マ リ ン 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 用 い 、 フ ィ

ル タ ー に プ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、32Pで 標 識 し たffFcr1遺 伝 子 を 含 む1。4kbpffcoRI-

Sall断 片 と5箆2遺 伝 子 を 含 む1.3kbpHindlII-Pstl断 片 を プ ロ ー ブ に 用 い て ハ

イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 同 じ フ ィ ル タ ー を 用 い て32Pで 標 識 し たACTI

DNAを 含 む1.ekbpffitril工1一 劾ol断 片 で 再 度 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。

第4節 考察

転 写 抑制 因 子Aarl/Tuplは 酵 母細 胞 中で 巨大な タ ンパ ク複合 体 に含 まれ るWl-

lliamsetal.,19991)こ とか ら 、Aarl/Tuplと 相互 作用 す る因 子 の存 在が 示唆 さ

れ た 。本 章 で は 、遺 伝学 的 にaarl変 異 に対 す る抑 圧変異 を分 離す る こと によ り、

Aarlの 機 能 を含 むa1一 α2抑 制 に関 与 す る新 しい接 合型 制御 因 子 を同定 す る こと
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が 目的であった。aarl-6#ip圧 変異株の分離を試みたところ、性フェロモン信号伝達

系を構成するSTE遺 伝子の変異が多数分離 され た。これ らSTE遺 伝子産物は、性

フェロモ ンが性 フェロモンレセプター に結合 することにより生 じる信号を核内の性

フェロモ ン誘導性遺伝子に伝える経路 を構成す る。

FieldsとHerskowitz(1985)の 報告 によって、a1シ ス トロンの転写 にはSTE

経路の機能は必要ない と信 じられていたが 、本研 究によって α1シ ス トロンの基礎

転写にはSTE経 路 の機能が必要であることが わか った。しか し、既 に知 られている

性 フェロモ ンp73性 遺伝子のように、a1シ ス トロンの転写 は性 フェロモ ンによっ

て誘導 されなかった。これは、alシ ス トロン上流 にSte12結 合配列PREが1コ

ピーで しか存在 しないことに起因すると考え られ た。元来 、asgの 転写活性化因子

をコー ドするa1シ ス トロンは他の性 フェロモ ン誘導性遺伝子と同 じく数 コピーの

PREを5'上 流にもち、性 フェロモ ンによって転写を誘 導されていたが 、PREの コピ

ー数の減少によってその転写誘導能が失 われ、基礎転 写能だけが残 されたと考 える

こ ともで きる。興 味深いことに、MATa1シ ス トロン上流のPRAの わずか3by上

流 にa1-a2抑 制標的配列(Milleretal.,1985)が 存在 した。この結果よ り、

MATa1シ ス トロ ン上流でa1一 α2複 合体 とSte12タ ンパクが相互作用する可

能性が考 えられる 。っ まり、a1-a2合 体がMATa1シ ス トロン上流 の標的配

列 に結 合することにより転写活性因子Ste12がPREに 結合することを阻害 し、転

写抑制 を行 うのか もしれない。また、aarl-6変 異をもっStL'変 異株でみ られなか

ったalシ ス トロンの転写が、aarl遺 伝子破壊ア レルを もっsto変 異株でみ ら

れ たこ とより、Aarlタ ンパクもa1シ ス トロン上流でSte12タ ンパ クと相互作用

する可能性 も考 えられ る。

;最近 の遺伝学的 、生化学的解析(Nakayamaetal.,1988;Cairnseta1.,

1992;Stevensonetal.,1992)か ら、性 フェロモ ンレセプターからの信号は

図d-3に 示すように伝達され ると考 え られている。Ste5タ ンパ クはGタ ンパ クと

プロテイ ンキ ナーゼの間の信号を仲介すると考 えられ ているが 、その機能 にっいて

は明 らかではない 。本章でクロー ン化 したSTES遺 伝子の塩基配列か ら推定される

Ste5タ ンパ クは 、Farlタ ンパクな どでみ られるシステインに富んだ領域 と類似 し

た配列を有 した。Ste5の システインに富んだ領域 は、他のタンパ クのシステイ ンに

富んだ領域 との相互作用を仲介す るな ど、Ste5の 活性 に重要な機能を もっのか もし

れない 。Ste4-Ste18複 合体とSte5と の間に位 置す る因子 としてCa2+依 存性 プ
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.-只テイ ンキた ⑳ 膿 鱒 湘 同慢 もつSt・20が 同定 され た(M.whit・w・ 味

発表 結果)o__一Ste20が も しシス テ イ ン に富 ん だ領 域 を もっな ら、Ste5と 相 互作 用 す

るタンパ クQ)i・ っρ候禰で～5るのかも しれない。また、Ste5は 親水性に富んだタ

ンパクであるφで ・おそら、く細胞 質中に存在 し、Ste11・プロティンキナーゼ に信号

を!云えると考 移 ・しか し・ρtr51ま システイン臨 んだ灘 を介 して膜 タン・{クと

雑 し・膜 瞳 在%す 轍(Robin・0・ ・t.al・・1991)も 残 されている.
"本 研究ではマ始めめ 自的の ようにA

arl/Tup1と 相互作用す る因子を分離で きなか

った。1っ の可籠性.と.LてAarl/Tuplタ ンパ クと共 に巨大 タンパク複合体を形成

するタ ンパ クを ゴr.ド す る遺伝子の変異はすべ て致死性であるのかも しれない。現

在、予備的ではあるがaarl-6変 異を抑圧 し、かっ37℃ で生育できない変異株を取

得 して解析中である。この変異株の中 に、巨大タ ンパ ク複合体の構成因子をコー ド

す る遺伝子の変異が含 まれ ることを期待 したい.

第5節 要約

aaxlに 対す る抑圧変異 として、性 フェロモ ン信号伝達系構成遺伝子STEの 変異

を分離 した。これ らsto琴 異株ではMATa1シ ス トロンの転写が減少することか ら、

MATa1シ ス トロンの転写にはSTE遺 伝子産物の機能が必要であるこ とを明 きらか

にした。MATa1シ ス トロン上流 に性 フェロモ ンによる転写誘導に必要なシス配列

PREが みっか ったが 、性 フェロモ ンによって 処理 した細胞 ではMATa1シ ス トロン

の発現 は上昇 しなかった。ste5変 異を相補するDNA断 片 としてSTES遺 伝子をク

ロニ ン化 しt。 推寧 さμるSte5
.タンパ クが システインに富んだ領域をもっことか

ら、Ste5が 性 フェ ロモ ン信号伝達系の他の因子 と相互作用する可能性を指摘 した。

α型細胞特異的た非接合性を与えるste5-101変 異は、a型 特異的遺伝子の転写を

十分に減少させ得ない漏出変異である ことを示 した。
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総 合 考 察

本研究では、真核生物 における遺伝子発現調節機構の解明 と酵母の分子育種を 目

的 として、S.cerevisiaeの 接合型制御遺伝子の機能解析を行った。酵母ホメオ ド

メインタンパクα2はDNA結 合特異性の異なる2っ の抑制 、α2抑 制 とa1一 α

2抑 制に関与する。α2抑 制は正常でa1一 α2抑 制が欠損 したα2シ ス トロンの

変異が分離できたことより、α2に おけるそれぞれのDNA結 合特異性 に必要な機能

部位 または機能領域の存在が示唆 された。α2タ ンパクと同様にa1-a2抑 制 と

α2抑 制に必要であったAAR1遺 伝子 は、酵母細胞 における様 々な遺伝子の転写抑

欄に働 くTUPI遺 伝子と同一であった 。Aar1/Tuplタ ンパ クはDNA結 合活性をもた

ず 、a1-a2複 合体のDNA結 合活性 にも必要ではなかった 。

s.eerevisiaeの 接合型制御機構 において、MAT遺 伝子産物 α2は ホモニ量体 と

してa型 特異的遺伝子群の上流(α2抑 制標的)に 結合するが 、a1タ ンパ クが存

在するとal-a2ヘ テロニ量体が形成され 、新 しい塩基配列特異性 を獲得 しa1

シス トロンを含む一倍体特異的遺伝子群の上流(al一 α2抑 制標的)に 結合する。

α2タ ンパ クはN末 端側システイン残基のジスルフィ ド結合 によって α2-a2ホ

モニ量体で存在する(Saneretal.,・1988)。 α2は 、N末 端側 とC末 端側 に1っ

ずっシステイン残基を もつa1と もジスルフィド結合 によってa1-a2ヘ テロニ

量体を形成す るのかもしれない。AAR1遺 伝子の破壊 によってa1-a2抑 制および

α2抑 制が欠損することか ら、これら両抑制にはAarlタ ンパ クの機能が必要であ

った。同様に、Aarl/Tuplと 複合体を形成す るssnsタ ンパ クもa1一 α2抑 制 と

α2抑 制に必要である(Keleheretal,,1992)。Aarl/TuplとSsn6がa1一 α

2複 合体のDNA結 合活性 に必要 ではないこ とから、Aarlタ ンパ クは α2-a2ホ

モニ量体やa1-a2ヘ テロニ量体の形成過程を修飾する酵素 とは考 えに くく、両

抑制におけるDNA結 合活性以外 の機能 、おそらく転写抑制機能その ものに必要であ

ると考 えられる。Aari/Tupl-Ssn6は 巨大タンパ ク複合体に含 まれ、この複合体が転

写抑制装置の本体であ ると考えられることか ら、一般転写抑制因子複合体(gene-

ralrepressorcomplex)と 名付 けた。Aarlタ ンパクはa1一 α2抑 制標的とα2

抑制標的に対するDNA結 合活性を示 さなかっ:た。さらに、Aarl/TuplとSsn6の 機

能に依存 して転写が抑制されるalシ ス トロン、STE2遺 伝子、およびイ ンベルター

ゼを コー ドするSUC2遺 伝子の上流配列 を比較 しても共通配列 はみっからなか った。
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一般転写抑制因子複合体が如何 に して標的遺伝子を認識するのかは不明であるが 、

現在 、一般転写抑制因子複合体が個 々の塩基配列特異的DNA結 合タンパ クを認識 し、

標的遺伝子上流に接近すると考 えている。α2一 一α2ホ モニ量体やa1一 α2ヘ テ

ロニ量体はそれぞれの標的遺伝子上流 に結合するが、それだけでは遺伝子の転写を

抑制で きない。α2一 α2とa1一 α2の 標的遺伝子上流への結合は、DNA結 合活

性を もたない転写抑制装置が標的遺伝子を認識 し、間接的に接近するための目印に

なるのであろう。Aarl/Tup1ま たは一般転写抑制因子複合体が 、標的遺伝子に結合
エ

したα2一 α2お よびa1一 α2を 認 識 し、これ らタンパ ク複合体に直接結合す る

か否かは今後の課題 として残 され ている。Aar1/Tup1とSsn6は 接合型制御以外の

転 写抑制にも必要であり、その制御系 においては接合型制御系と同 じ機構が働 くと

考 え られる。グルコー ス抑制系 において、グル コース抑制性遺伝 子上流に塩基配列

特異的に結合するMiglタ ンパ クが同定 されている(NehlinandRonne,1990)。

Mig.1タ ンパクによる転写抑制にはAar1/TuplとSsn6の 機能が必要であることよ り、

Miglは 一一般転写抑 制因 子複合体の標的の1っ であるのかも しれない 。

酵母ホメオ ドメインタンパ クa1と α2は ヘテロニ量体を形成 することにより、

新 しいDNA結 合特 異性を獲得する。この ような例は、高等生物 におけるホ メオ ドメ

インタンパ クの研究では見い出されてお らず 、高等生物で数多 くみ られるホメオ ド

メインタンパ クの機能を知 る上で有益な情報 と考 えられる。高等生物 では、細胞が

発生 ・分化するとき、ホ メオ ドメイ ンタンパ クalと α2の 協調作用のよ うに、異

な る転写調節因子が組合わさり、個々の細胞 型に特異的な転写様式が発現するので

はないか と考 えられる。複数の転写調節 因子が組合わさることにより、より多様 に、

よ り正確に転写が制御 され るのであろ う。一っの転写調節因子が 、ある因子との組

み合わせでは転写を活性化 し、他の因子との組み合わせでは転写を押制するのか も

しれない。あるいは、組み合わせが変 わるこ とによって転写活性および転写抑制の

程度が微妙 に変化 することも考 えられ る。Aarl/Tup1とSsn6は 巨大タンパ ク複合

体 を形成 し、この複合体が転写抑制装置 として機能すると考 えた。転写活性化機構

においても、一っの転写活性化因子だけで働 くことは少な く、S.cerevisiaeの

Swi系(PetersonandHerskowitz,1992)やSnf系(LaurentandCarlson,

1992)の ように、多数の転写調節因子が複合体を形成 して転写活性化装置を構成す

ることが報告され ている。Aar1/Tup1とSsn6以 外の複合体構成因子は同定できな

っかたが、他 にも転写抑劇機能 に必要な因子が複数存在することが期待で きる。
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それでは、ゲノム情 報が同一である個々の細胞 において、細胞型 に特異的な転写

調節因子自身の発現は如何 にして制御 され るのか?一 つには 、多細胞生物 において

細胞外因子が転写調節 因子の発現を制御するか、あるいは既 に存在す る転写調節因

子を活性型に修飾するのであろう。また、細胞内において転写調節因子が ある量 に

まで蓄積することが 、その機能 に必要である可能性 も考えられる 。胚発生 の初期 に

お いては、卵の細胞質 中に局在す る因子が卵の極性を決定す る(Rotheta1.,

1989)。 極細胞の位置が決 まれば 、そこか ら拡散される因子の濃度勾配によって個

々の細胞の特殊化が達成 され、特殊化がさらに特殊化を生み 、よ り複雑な個体へ と

発生するのであろう。本研究にお いて明 らか にしたように、S.eerevisiaeの 接合

型を制御するα1タ ンパ クの発現が性 フェロモンによ り制御 されなかったが 、MAT

alシ ス トロンの転写 に細胞外因子である性 フェロモンか らの信号を伝達す る因子

の機能が必要であったこ とは非常 に興味深 い。

,S.cerevisiaeの 接合型制御は転写抑制による制御 といえる。近年 、真核生物 に

おける転写活性化機構 にっいてはかな り詳 しくわか ってきた。RNAポ リメラーゼを

含む転写開始複合体がTATAボ ックスに結合することによって転 写開始位置を規定

する。この転写開始複合体 に対 して、個々の遺伝子の上流 に特異的に結合す る転写

活性化因子が働 きかけることによって転写活性化が達成 され る(JohnsonandMcK-

night,1989)。 それで は、転写抑制は如何にして行われ るのか 。以 下、転写抑制因

子の機能を中心 に転写抑制機構の モデルを挙げる。第1に 、転写抑制因子が 、転写

開始複合体または転写活性化因子の標的DNAへ の結合を阻害す ることが考 えられる。

MATa1シ ス トロンの上流 において転写活性化因子Ste12の 結合配列FREとa1一

α2抑 制標的配列が隣合っていたことは、この考えを支持す るものであろ う。しか

し、既述 したように、a1-a2複 合体がその標的配列 に結合 しただけでは転写抑

制は起 こらず 、さ らにAarl/Tupl-Ssn6の 機能が必要であることか ら、a1-a2

抑制に関 してはこのモデルは考 えに くいであろう。第2の 転 写郷制因子の機能モデ

ル として、転写活性化因子が転写開始複合体に相互作用す ることを阻害す ることが

考 えられる。このモデルの例 として、〃.melanogasterに おける2つ のホ メオ ドメ

イ ンタンパ ク 掬3加 加r∂鉗(ftz}とpaired(prd)に よる協調的な転写活性化が 、

ホ メオ ドメインタ ンパ クeven-skipped(eve)の 低;レベルな発現 によって阻害 され

る(Hanetal.,1989)こ とが挙げられる。これ らホメオ ドメイ ンタ ンパ クはすべ て

塩基配列特異的DNA結 合能を もっため 、転写抑制因子eveは 標 的遺伝子上流 に結
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合 した状態 で転 写活 性 化 因 子ftz-prdと 相互作 用 し、ftz-prdが 転 写開始 複合 体 に

働 きか け るこ とを 妨 害 す る もの と思 わ れ る。α2ホ モ ニ量体 に よ るasgの 抑制 にお

い ても 、転 写抑 制 因 子 α2がasgの 転 写活 性化 因子の1っ と考 えられ て いる

Mcmlタ ンパ ク と協 調 的 に標 的配 列 に結合 す るこ とによ り、その転 写活 性化 を阻 害す

る と考 え られ て い る(Keleheretal.,1988)。 第3に 、転 写 抑 制因 子が 転写開 始

複 合体 に直接 働 きか け 、そ の機 能 を阻 害 する ことが 考 えられ る 。Ultrablthorax遺

伝 子の プ ロモー ター を用 いたInvitra転 写 実験 にお い て、eveタ ンパ クは転写 活

性 化 因 子の存 在 しな い状 態 での 基礎 転 写 を抑 制 した(BigginandTjian,1989)こ

とか ら、eyeは 転 写 開 始 複 合体 と も相 互作用 し、その転 写開 始機 能 を 阻害 す るこ と

が 示唆 され た 。S.cerevislaeの α細 胞 にお いて 、CYCI遺 伝 子 プ ロモ ータ ーの

TATAボ ッ クス とUAS(upstreamactivatingsequence)の 間 に α2抑 制標 的配列 を

挿 入 した遺伝 子の 発現 は 、 α2抑 制標 的を もたな い遺 伝子 の発 現 のお よそ1/100で

あ ったの に対 して 、UPSの 上流 に α2標 的配列 を挿 入 した と きは1/1.0の 減少 で あ

っ た(JohnsonandIlcrskowitz,1985)。 この結果 は 、UAS上 流 に転 写抑 制因 子が

結 合 しても転 写抑 制機 構 が 働 くこ とを示 す 。 また 、TATAボ ッ クス とUASの 間に転

写抑 制 因 子が 位 置 した と き に発 現 が よ り減少 したこ とは 、転 写活 性化 因子 と転写 開

始 複合 体の相 互 作用 が 空 間 的 にも妨害 された ため で あ ると考 え られ る(Brentand

Ptashne,1984)。 以 上 の こ とか ら、現 在考 えられ る転写 抑 制機 構 とは 、転写 抑制 因

子が 転写 開始 複:合体 ま たは 転写活 性化 因子 と相 互作用 す る こ とに よ り 、そ の転写 開

始 ま たは転 写活 性 化機 能 を 阻害 す る もの と考 え られ る 。

真 核生物 で の転 写 制 御 に は 、そ の遺 伝子上流 の クロマ チ ン構造 が深 く関 わ るこ と

が 知 られ てい る(Felsenfeld,1992)。Aarl/Tuplタ ンパ クが標 的遺 伝 子上流 の ク

ロマ チ ン構造 を積 極 的 に安 定 化 させ る ことによ って、標的 遺 伝子 の転 写 抑制 を達成

す る可 能性 は十 分 に考 え られ る。 この場合 、Aarl/TuP1は クロマ チ ン構造 の構成 物

で ある ヒス トンな ど と直接 相 互作 用 す るのか も しれな い 。ま た、Aarl/Tuplは クロ

マ チ ン構 造以 外 の染 色 体 高 次構 造 に関 与 す る制御 タ ンパ クで あ る可 能 性 も考 え られ

る 。真 核生物 の 染 色体 は 、核 内で 遊離 した状態で はな く、核 膜 に結 合 した状態 で存

在 す る 。s.cerevisiaeに お いて も 、染色体 上のDNA複 製 開始 領 域ARS(autono-

mouslyreplicatingsequence)と セ ン トロ メア領 域GENが 核 内足 場(nuclear

scaffold)構 造 で核 膜 に結 合 す る こ とが示 され た(AmatiandGasser,1988)。

DiVAト ポ イソ メラ ーゼ が 核 マ トリヅク スに局 在す る(WUetal.,1987)こ とか らも、
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DNA複 製 に重要な装置は核膜 に局在すると考 えられる。DNA複 製 と転写の機構的類

似性か ら、染色体上で転写が積極的に行われ る領域 も、転写開始複合体 と共に核膜

に結合 しているのではないだろうか 。裏返せば 、染色体上で転写を積極的に抑制 し

ている領域が核膜 に結合 していても不思議で はないであろう。転写抑制因子Aarl/

TuplとSsn6が 含 まれるタンパク複合体が1,200kDaも の大きさであることは、

この一般転写抑制因子複合体が核膜 に局在す るであろうモデルを説明するのに都合

が よい。本研究において主 に取 り扱ったAarlの 機能 にっいてはまだまだ未知の部

分 も多いが 、真核生物の転写抑制機構を解明するには適 した材料の一っになると考

えられ る。

酵母 は、基礎的研究材料 に加え、有用タンパ ク質生産系 としても重要である。本

研究で得 られ た転写抑制機構を含めた遺伝子発現調節機構にっいての知見を応用 し

て 、既存の制御可能な発現プロモーター とオペ レーターを組み合 わせ ることによ り、

よ り巧妙な有用タ ンパ ク質生産系が構築できるであろう。また、ヒ トなどの高等 動

物の有用物質を生産す るとき、本来それを生産 してい る細胞か ら構築 した細胞系を

用 いるのが理想である。高等動物 にお ける細胞型特異性を決定す る遺伝子発現調節

機構を解明す ることにより細胞型の変換が可能になれば、本来用 いるべ き細胞系で

有用物質を生産することができるであ ろう。本研究の成果が 、今後 、高等真核生物

'の 研究を進展 させ る上で有用な知見となることを期待 したい
。
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