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緒 論

微生物か ら動植物 にいたるまですべての細胞で 、膜構造が細胞の機能およびそ

の構造の維持に関 して、重要な役 目を果た している。基本的には、膜構造 は細胞

を外界 と区別 し、真核生物細胞では細胞内部の仕切 として機能 している。しか し

それだけではなく、細胞内外の物質変化に対応 した代謝制御 に重要な働 きを して

いる。たとえば 、膜 によ り隔て られた二っの領域間でのイオンや分子の輸送、あ

るいは膜構成物の構造的変化を通 した情報伝達が あげ られ る。一般に生体膜は、

脂質とタンパ ク質分子の非共有結合により構成されている。脂質二重層が膜の基

本構造であ り、ほ とんどの水溶性分子は 、この脂質二重層のため に透過を さえぎ

られる。膜 の持っ機能のほとんどにタンパク質分子は関与 してお り、物質透過や

情報伝達に関 して重要な働 きを している 。

生物にとって最も重要なことの一っ として、環境に応 じて効率 よく自己を複製

することが ある。このために、環境変化 に対 して的確に対応する機構が備 えられ

ている。膜 を通 じて環境の変化を細胞内に伝達 し、速やかに しか も適切な対応を

行 う必要が ある。そのための手段 として、遺伝子発現の制御があ る。特 に、微生

物では環境の変化 に対 して遺伝子 レベルで対応 する場合が多 く、その機構の解析

がいろいろな系を用 いて行われている(Johnston1987;Hinnebusch1988;

Oshima1991)。 遺伝子発現の調節過程 は、環境の変化あるいは代謝系の変化を細

胞が検知 し、その変化が細胞質 、そ して核内に伝わ り、さらに伝わった信号が、

ある遺伝子の発現のON・OFFを 引 き起 こす と考えられている。現在、それ につい

ての解析は主 に転写開始機構 にっいて行われてお り、転写開始以前 、っまり環境

変化の認識 とその情報の遺伝子への伝達過程にっいてはまだかな りの部分が不明

である。

Saccharomycescerevisiaeは 、真核生物の実験材料 として広 く用い られている。

その理由と して、安定な一倍体か ら容易 に二倍体の栄養細胞が得 られ ることや 、

一世代 に要する時間が比較的短いこと、そ して多数の個体を一度に取 り扱えるこ

とか ら、詳細な遺伝 学的研究 にきわめて有利であ るのに加 えて、E.coliで 発展

した分子生物学的手 法のほ とんどが利用でき、そのうえ相同的組み換えを利用 し

たDNAの 染色体への挿入あるいは特定遺伝子の破壊を簡単に行 うこ とがで き、遺
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伝子の機能を同定する事が容易であることがあげ られ る。

当研究室では遺伝子発現調節機構の解析を目的 として、S..cerevisiaeの 抑制

性ホスファターゼ生産調節系をモデル に研究を行っている。S.cerevisi∂ θを リ

ン酸飢餓 状態 で培養を行 うと、細胞壁 に局在 する抑制性酸性ホ スフ ァターゼ

(rAPase)お よび液胞 内に局在するアルカ リ性ホスファターゼが合成 され、リン酸

取 り込み系 も誘導される 。これまでにrAPaseを コー ドするPHO5遺 伝子および

アルカ リ性 ボスファターゼをコー ドするPNOS遺 伝子の発現を指標 として 、種 々

の調節遺伝子の存在が検出され 、発現調節系 に対す る解析が行われてきた。すべ

てのホスファターゼ系抑制性酵素構造遺伝子の発現 には、搦り4遺 伝子産物である

正の調節因子の働 きが必要 であ る。 しか し、高 リン酸条件下では、PHO80と

PHO85遺 伝子産物である負因子 により、正因子の機能は阻害され、構造遺伝子の

発現は停止する。培地中の リン酸濃度が十分低 い条件では、見かけ上 、正に働 く

仲介因子で あるPNO81遺 伝子産物が負因子活性を阻害 し、負因子の阻害か ら逃れ

た正因子はその機能を回復する。っま り、環境の変化 による信号を認識 した仲介

因子か ら負因子を経て正因子 によ り構造遺伝子が発現すると考え られる。この調

節系 においても、正因子Pho4タ ンパ ク質 とその標的遺伝子との関係 はかな り解

析が進んで きた(OgawaandOshima1990;HayashiandOshima1991)。 しか し、

環境の変化 に起因する信号 の初期認識機構や伝達にっいての解析はな されていな

い。ボスフ ァターゼ系では 、リン酸濃度 により制御が行われるため、 リン酸その

もの、あるいはその代謝物が細胞内での信号物質 として働 くと思われ る。そこで、

本研究では細胞がは じめて リン酸 と出会 う段階である リン酸取 り込み について解

析を行い、遺伝子発現制御の初期過程を解 明す ることを試み た。

リン酸は生体内では核酸や リン脂質などの生体膜構成成分 として、またATPな

どエネルギー代謝におけるエネルギー担体 、あるいは解糖系などにお ける リン酸

化 された代謝中間体 として重要な役割を担っている。そのため 、これ までにもリ

ン酸取 り込み系にっいての研究が行 われてきた(Cooper1982;Borst-Pauwels

andPeters1987)。 しか しその多 くは野生株 に対 して生化学的手法を用 いて研究

されたため、複数の系があるリン酸取 り込み系では、解析 は困難であった。従 っ

て、遺伝 学的に明確な背景を持っ菌株を用 いて研究を行 う必要性が指摘 されて き

た(Cooper1982)。
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当研究室では、す でに リン酸取 り込みに関与す る遺伝子 として、rAPase構 成性

表現型を示 し、リン酸取 り込み活性が低下 したpho84変 異株 を取得 していた

(UedaandOshima1975)。 また、種々のrAPase生 産調節遺伝子変異(pho2,

pho4,pho80,pho81,pha85)を 持っ株を用いてリン酸取 り込み活性を調べ た結果 、

リン酸取 り込み系にはrAPaseと 同 じ制御を受 ける系が存在することがわかった

(Tamaietal.1985),

本研究で はこれ らの背景を受 けて、PHO84遺 伝子を中心 として、リン酸取 り込

みに関与する遺伝子 の解析を行 った 。第1章 では、PAO84遺 伝子の クー-一ニ ング

および分子遺伝学的解析を行い、動り84遺 伝子が リン酸の輸送体をコー ドするこ

とを明 らか に した。第2章 では リン酸のアナログであるヒ酸 に対 して耐性表現型

を示すpho86pho87二 重変異株を取得 した。二重変異株におけるリン酸取 り込み

活性や 、PHO84遺 伝子の転写量の測定より、PAO86,PHO87遺 伝子が、PHO&4遺 伝

子産物 と協調 して リン酸を細胞内に取 り込むのに必要なタンパク質をコー ドす る

遺伝子であることを明 らかに した。また、rAPase生 産調節系遺伝子の変異のうち 、

酵素非生産性表現型 を示すpho2,pho4,pho81変 異 とpho84変 異 との二重変異株

が ヒ酸耐性表現型を示す事 より、PHO84遺 伝子 とrAPase生 産調節系遺伝子 との

関係を考察 した。第3章 では、pho&4変 異株のrAPase生 産構成性表現型を抑圧

するsef変 異を分離 し解析を行 った。その結果 、SEF3遺 伝子 とSEF6遺 伝子は

細胞増殖 と胞子形成 に関 しても重要な遺伝子である事が示唆 された。第4章 では、

PHO84遺 伝子の上流 に位置 し、GTP結 合タンパク質に対 して相同性を示すタンパ

ク質をコー ドする'GTR1遺 伝子の解析を行った結果く6TR1遺 伝子産物が 、PNO84

遺伝子産物 と協調 して リン酸取 り込み に関与 している可能性を示 した。総合考察

では、S.cerevisiaeの リン酸取 り込み系をE.coliの リン酸取 り込み系 と比較

しなが ら、S.cerevisiaeの リン酸取 り込み系が外界の リン酸濃度変化を細胞内

に伝達するメカニズムを考察 した。
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第 ■章PHO84遺 伝 子 の 構 造 と 発 現

様 式

第1節 緒言

S.cerevisiaeの リン酸取 り込 み系 には 、 リン酸 に対 す る親和 性 の違 い によ り、

少 な くとも高 低2っ の系が 関与 す る こ とが わか って い る くTamaieta1.1985)。

高親 和性 の系 は 、rAPase(EC3.1.3.2.)の 産 生 を支配 す る制御系(Yoshidaet

al.1989b)と 同 じ遺 伝子 シ ステム を通 じて 、培地 中の リン酸 濃度 によ り制 御 され

てお り、この 系が作 用す る には 、PNO84遺 伝子 産物 の存 在が 必要 で あ るこ とが わ

か って いる(UedaandOshima1975;Tamaietal.1985)。 野 生 型株 のrAPase

生 産 を抑制 す るの に十分 な濃 度 の リン酸が 培地 中 に存在 しても 、pho84変 異株 で

はrAPaseが 生産 され る 。また 、pho84変 異株 で は リン酸取 り込 み活性 が 野生型

株 に比べ て大 き く減 少す る こ とが わか って い る(UedaandOshi皿a1975)。 これ ら

の結 果 よ り、PHO84遺 伝子産 物 は リン酸 の輸送 体か 、あ るいは輸 送体 を コー ドす

る遺 伝子 の発 現 に対 して働 く正因子 を コー ドす ると考 え られ て い た(Uedaand

Oshima1975)0

本 章 では 、PHO84遺 伝子 に対 す る分 子遺 伝学 的解 析 の結果 、1)塩 基 配列 よ り推 、

定 され るPHO84遺 伝子 に コー ドされ るタ ンパ ク質が 、種 々の糖輸 送体 と相 同性 が

あ る 、2)助084一 β一ガ ラ ク トシダーゼ 融合 タ ンパ ク質が 膜画分 よ り回収 され るこ

とよ り、PHO84遺 伝 子が リン酸 輸送体 その ものを コー ドす る と考 察 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

実験 に用 いたS.cerevisiae菌 株 を表1に 示 した。プラ スミ ドの構築 とその

DNA調 製 には大腸菌JA221株(ClarkeandCarbon1978),MV1184株(Vieira

andMessing1987)お よびGM33株(day)(MarinusandMorris1975)を 用 い

た 。s.cerevisiaeの 遺伝子 バ ン クは低 コ ピーベ クターで あ るYCp50のBamHI
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部位 に酵母菌株GRF88株 の染 色体DNAをSau3AIで 部分 分解 して生 じた断片 を

連結 して作成 した もの(Roseetal.1987)をATCC[AmericanTypeCulture

Collection(Rackville,Md.)]よ り購 入 した 。」本鎖DNA調 製 用 のプ ラ ス ミ ドと

してpllC118お よびpUC119を 用 いた 。酵 母の低 コ ピープ ラ ス ミ ドと してYCp50

およびpTI15(Wickner1987)を 用 い、染 色体 組 み込 み用 プ ラ ス ミ ドと して

Ylp5(Parenteta1.1985)を 用 い た 。HIS3遺 伝子 はYIpl(Parenteta1.

1985)よ り切 り出 した。%り8塗1∂ εZ融 合遺 伝子 を用 い たPNO84遺 伝子 の発 現を

調べ る際 の対照用 と して 、1π55-1∂cZ融 合遺 伝子 を持 っpSH530(Nishiwakiet

∂1.1987)を 用 い た 。ACT1遺 伝子 はpYA301よ り調製 した(GallwitzandSures

1980)。 その他 のプ ラ スミ ドにっ いて は図1に 示 した。

Table1.S.cerevisiaestrainsused

Strain Genotypeｰ Source

P-28-24C

AX49-4B

NS216

NS219

MB137

MB159

MB191

MB192b

NBD2-1ｰ

NBD4-1

MATa助03一 ヱ

「MAT
aρ カαヲー1his4

MATapho3-11ecrZ-3,112trillura3-52pho84-1

MATSpho3-11eu2-3,112cira3-52pho84-1

MATaleu2pho84-1

κ41とpho3-1【FHO84乙 児431ρ ゐ084-11ec'2-3,112

trplura3-52

MATaμ り03-1△ ∂{タθ21θ`'2-3,112his3-532

trill-289ura3-1,2canl

κ41隠pho3-1△pho84::」 ワ:τ53∂de21etr2-3,112

his3-532trill-289trra3-1,2cant

MATapho3-1Dpho2::HIS3ade21eu2-3,112

his3-532trill-289ura3-1,2canl

MA7apho3-1tlpho4::NIS3ade21ecr2-3,112

his3-532trpl-289ura3-1,Zcanl

Ourstock

Ourstock

Ourstock

Ourstock

Ourstock

Thisstudy

Thisstudy

Thisstudy

Ourstock

Ourstock
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NBD80-1ｰ

NBD81-6De

NBW5

NBW78

YAT965

MT8-1

DKD-5D

MATaρ 々03-1△pho80::艀53ade21θ 召2-3,112

his3-532trpl-289ura3-1,2canl

MATapho3-10pho81::HIS3ade21eu2-3,112

his3-532trpl-Z&9ura3-1,Zcanl

遅47α ∂de2-1θ{'2-3,112」his3-532即1-289 .

ttra3-1,Zcanl

崩7毎/1胴7α ρ々03-1/ρ ゐ03-1∂de2,/∂de2

1・112-3,11〃1α'2-3,112加 ・3-532/his3-532

trpl-289/trpl-289ura3-1,2/ctra3-1,2canl/canl

胴1apho3-1ρ 」り085-11θ`'2カ ∫54

MATaadehis31ecr2trplcrra3ga180::LEU2

乃141ahis31α12-3,112trill

Ourstock

Ourstock

Qurstock

Ourstock

Ourstock

'T
.Fukasawa

Ourstock

ThegeneticsymbolsusedareasdescribedbyMortimeretal.(1989).

bStrainMB192
,apha84nullmutant,isahaploidsegregantfromthe

diploidstrainMB183withanintegrated5.4-kbBaml-II-EcoRIfragmentof

pMB123(図1).

StrainNBD2=1,apho2nullmutant,wasconstructedfromstrainNBw7

bygenereplacementofthe1.2。kbEcoRIseg飢entofthePHO2(1.θ.,GRF1の

geneopenreadingframe(Yoshidaetal.1989a)bythe1.4-kbBamlll-XhoI

tllS3DNAframentofS.cerevisiaederivedfromYIpl.

ｰStrainNBD8D-1
,apho80nullmutant,wasconstructedfromstrainNBW7

bygenereplacementoftheO.5-kbBc11-HincllsegmentofthePNO80gene

(Toh-eandShimauchi1986)bythe1.4-kb&amHI一 肋oI」HIS3DNAfrag皿entof

S.cerevisiae.

eStrainNBD81-6D
,apho81nullmutant,wasahaploidsegregantofthe

diploidstrainNBD81constructedbythereplacementofthe1.3-kbBamHI-

5初 ∂IsegmentofthePNO81gene(Yoshidaθ 亡 ∂1.1989a)bythe1.4-kb

BamFII-XholHIS3DNAfragmentofS.cerevisiae.
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Fig.1.Struetiiresandconstructionsofplasmids.The

proceduresforconstructionsofp373andph1B13aredescribed

inthei:ext.pMB15wasconstructedby].igationofa5.6-kb

BamHI-EcoRIfragmentofPHO84DNApreparedfromp373tothe

BamHI-EcoRIgapofpUC119.pMB93wasconstructedby

ligatinga7.8-kbBstEIIfragmentofpMB15,afterfillingin

withKlenowfragment,witha1.7-kbBamHIfragment

containingtheS.cerevisiaeHIS3sequenceofYlpl,with

fillinginofthetwoends.pMBI23wasconstructedby

insertingthe1.7-kbBamHIfragmentoftheHIS3geneinto

th・ 廻II・it・ ・fpMB15・ftereli・inati・n・fa2・0-kbApal一

旦9ユIIregionandwasconnectedwithan8-bp旦9ユ 、II『linker

(TakaraShuzoCo.,Kyoto,Japan)attheApalendafter

digestingtheoverhanging3'endtogenerateabluntend

withT4DNApolymerise.pMB142wasconstructedbyinserting

a2.3-kbHinclIfragmentofPHO84DNA,preparedfrompMB15

andconnectedwitha10-bpBamHIlinker,attheBAmHIsite

ofpSH5400Bpreviouslyconstructedinthislaboratoryfor

analysisoftheHIS5promoter(Nishiwakietal.1987).

pMBl43wasconstructedbyinsertingthesame2.3-kbHincIl

fragmentintothe13amHIsiteofpMC1587(CasaHabanetal.

1983).Therestrictionsitesonthepl .asmidDNAsare

indicatedonlyintheclonedP}}Q84fragment.Abbreviations

ofrestrictionsites:A,Apal;B,BamHI;Bg,Bg111;Bs,

BstEII;C,ClaI;E,EcoRI;Ilc,Hindl;Hp,旦LI;N,Nrul;S,

Sau3AI;andX,Xhol.S/Bisthe,junctionsiteofSau3AIand

BamFtI.

使用培地と培養方法

酵 母 の 栄 養 培 地 に はYPAD培 地[11iter当 た りYeastExtract(Difco

Laboratories,DeCroi.t,Mich・,U.S.A.)109 、 ボ リ ペ プ トン(大 五 栄 養)2U9、

ア デ ニ ン(和 光 純 薬 株 式 会 社).400mg、 グ ル コ ー ス20.g】 を 用 い た 。 酵 母 用 最 少
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培地(SD)は11iter当 た りグル コース209とYeastNitrogenBasew/o

aminoacids(Difco)6.7 ,g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(最 終濃度 各30皿9/1)、

バ リン(150mg/1)、 フェニ ルア ラニ ン(60mg/m1)お よび アデニ ン(400mg/1)}

を加 え た。YPAGIy培 地 お よびSGIy培 地 は 、そ れぞれYPAD培 地 お よびSD培 地

のグ ル コー スの代 わ りに30gの グ リセ ロール(和 光純薬)を 加 え たものを用 いた 。

高 リン酸最 少 培地 は11iter当 た りグル コー ス20g、 ア スパ ラギ ン29、 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)、

イノシ トー ル(10g/1)、 ビオチ ン(20mg/1)11ml、 高 リン酸混 合液IKH2PO4

(6g/1),HgSO4・7H20(2g/1),CaC12・2H20(L32g/1),KI(0.4mg/1),B,Cu,

rin,Mo,(各0.04mg相 当量/1),Fe(0.2mg相 当量/1),Zn(0.28皿g相 当量/

1)】250mlを 含む 。低 リン酸最 少 培地 は 、11iter当 た りグル コー ス209、 ア ス

パ ラギ ン2g、 ビタ ミ ン混合液1m1、 低 リン酸混 合液 【高 リン酸 混合 液 にお ける

KH2PO4の 代 わ りに 、KC1(6g/1)を 含 む1250ml、 高 リン酸混合 液5m1を 含む 。

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 。低 リン酸 完全 培地 は

Robinの 方法(1974)を 二 部改 変 して次の よ うに して調 製 した。Bacto-yeast

extract(Difco)10g,Bacto・ 一peptone(Difco)20gを 蒸 留水11iterに 溶 か し、

1MMgSO,,IOml,ア ンモニ ア水10mlを 順 に加 えて よ く撹 は ん し、室温 で30分

以上放 置す る 。生 じた沈澱をWhatmanNo.1濾 紙 で除 き、濃塩酸 で濾液 のpHを

5.8に 合 わせ る 。グル コー ス209と アデニ ン0.49を 加 え滅菌 す る 。胞子 形成

用 培地 としては 、11iter当 た り酢酸 カ リウム5gを 含 む寒天 培地 を用 いた 。

大腸菌の 完 全培地 と して通常 は改変Luria-Bertani培 地[LB培 地;1biter当

た りBactotryptone(Difco)109,YeastExtract(Difco)59,NaCl59(pH

7.0)]を 、MV1184株 に対 して は2xYT培 地[11iter当 た りBactotryptone

(Difco)16g、YeastExtract10g,NaCl5g]を 用 い た 。大腸 菌 の最 少培 地 と

して用 いたits培 地 は11iter当 た りNa2HPO46g,KH2PO43g,NaClO.5g,

NH4CBgを 含む溶 液 を滅菌 後 、別 に滅菌 した10m1の2G%(w/v)グ ル コー ス 、

1mlの1MMgzSO4お よび1mlの0.1MCaC12を 加 えた もので あ る 。ビタ ミ ン

B,(NacalaiTesque)は 最終 濃度1mg/1、 カザ ミノ酸59/1、 お よび トリプ トフ
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アン40mg/1を 必要 に応 じて加 えた 。M13フ ァー ジのプ ラー ク形 成用 平板 培地 と

してB培 地[11iter当 た り、Bactotryptone109,NaCI89,ビ タ ミンB且10

皿g】を用 い 、下層 には寒天20g、 上層 には寒 天6gを 加 えた 。また必 要 に応 じ

てア ンピシ リン(明 治製 菓株 式会 社)50μ9/ml、 テ トラサ イ ク リ ン(Shigma

ChemicalCompany,StLouise,USA)10μg/ml、 クロラ ム フェニ コー ル(和 光)

100μg/m1、5-bromo-4-chloro-3-indoyl-a-D-galactopyranoside(X-gal;和 光)

40μg/mlお よびisopropyl-a-D-thiogalactopyranoside(IPTG;Nacalai

Tesques)0.3mMを 加 え た。平 板培 地 を 調製 す る と きは 、断 わ らな い限 り1

1iter当 た り酵母用 には20g、 大腸 菌用 には15gの 寒 天を加 え た 。殺 菌 は1

kg/Cm2圧 力 下15分 間加熱 条件 でオ ー トク レープ 滅菌 した 。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

子 嚢解剖 胞子形 成用 培 地 に移 して2～3日 間 培養 した子嚢 を 、カ タツム リの

学肖イヒ液(Surd,helixpomatia;L'IndustrieBiologiqueFransaise,France)dこ

よ り子嚢壁 を消化 処理 して行 っ た 。この と きに用 い た寒天 フ ィル ム は 、11iter

あ た り23gの 寒 天 を含 むYPAD培 地を 用 い た 。

大 腸菌の形 質転 換Morrisonの 方 法(1977)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

(OD60G)が0.5～0.6に な る まで振 と う培養 を行 った 。培 養液 を氷 中で冷 却 し0℃

で集 菌(8,000rpm,5分;久 保 田ModelKR-200A,RA-6ロ ー ター)し 、菌 体を250

mlめ0.1MMgc12水 溶 液で洗 浄後 、250mlの0.1MCaC12水 溶 液 に懸 濁 し氷

中 に20分 放 置 した 。0℃ で集菌 した後 、菌体 を42.5mlの0.1HCaCl2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 カ月保存 可能 で あ る 。菌体 懸濁 液0.2mlにDNA溶 液'

(0.1～1μg)を 加 え 、氷 中で30分 間放 置後 、37℃ で5分 間 加熱 した 。1ml

のLB培 地 を 加 え37℃ で60分 間 静置培 養 の後 、適 当量 を選 択培 地 に塗布 した 。

M13フ ァー ジmp系 プ ラス ミ ドDNAに よる大腸菌 の感染 形質 導 入Messingの

方 法(1983)に 従 っ た。先 の大腸 菌 の形 質転 換法 と同 様の 方法 で調 製 したJM103

の コ ンピテ ン ト細 胞懸 濁液0.2m1に0.1～1μ9の プ ラ ス ミ ドDNAを 加 え、氷
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中で30分 間 放置 した後 、42℃ で2分 聞加熱 した。この 液 に融 解 した3mlの

上 層寒 天培地 、0.2mlの 対 数 増殖 期 大腸菌JM103株 の 培 養液 、50ulのzy

(w/v)X-galを 含 むジ メチル ホル ムア ミ ド溶液 、10μ1の0.1MIPTGを 混 合後 、

下層平 板培 地 に重 層 した 。これ を37℃ で一晩 培養 を行 い プラー クを形 成 させ た。

酵 母 の形質転 換 酢 酸 リチ ウム法(Itoetal.1983)で 行 った。酵母 を50

mlYPAD培 地 で対 数 増殖 期 まで 振 とう培養後 、菌体 を回 収(8,000rpm、5分;久 保

田ModelKR-200A,Ra-sn一 一ター)し た 。菌 体 をTE緩 衝 液110mMト リス ヒ ドロ

キシ メチル ア ミノ メタ ンー塩 酸緩 衝液(Tris-HC1,pH8.0)、1mMエ チ レンジ ア

ミ ン四酢酸(EDTA,pH8.0)】 で2回 洗浄後 、5m1のLA溶 液 【0.1h1酢 酸 リチ

ウム(和 光)を 含 むTE緩 衝液]に 懸 濁 して 、さ らに、30℃ で1時 間 振 とう培 養

を行 った 。集 菌 し、菌体 を5m1のLAG溶 液[15%(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 と1～10ugのDNAと

〇二7m1のPEG水 溶 液[5暁(w/v)ポ リエチ レング リコー ル4,000(和 光)】とを

混 合 して30℃ で1時 間放 置 後 、この うちの 適 当量を選 択 培地 に塗布 した 。

生化 学的 方法

核酸 の精 製 核 酸 を含む溶 液 に最終 濃 度0.3M酢 酸 ナ トリウムを加 え、 さ らに

2倍 容 量の99%エ タ ノール を加 えて混合 し、一20℃ ・20分 または 一80℃ ・10分

冷 却 し、沈 澱を形 成 させ た 。遠 心分離(12,000rpm5分;TomyMC15AMicrofuge

または10,000rpm15分;久 保 田ModelKR-200ARA-3ロ ー ター)し 、核酸 の沈 澱 を

回収 した 。沈澱 をsszエ タノ ール で洗浄 した後 、減圧 下 で乾 固 させ た 。核酸 を 含

む溶 液 か らタ ンパ ク質 を除去 す るには 、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(12,000rpm5分;TomyMC15A

Microfugeま たはlo,aoorpm15分;久 保 田ModelKR-200ARA-3ロ ー ター)を

行 った 。界 面の タ ンパ ク層 を 残 して上 層(水 相)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(1:1)混 合液 を用 い た 。ま た、同

様 に して 、 フェノー ル ・クロロ ホル ム ・イソア ミル アル コー ル(25:24:1)混 合液

も用 いた 。

プ ラ スミ ドDNAの 大量 調製 プ ラス ミ ドDNAの 大 量調 製 は大腸菌 宿 主 を用 い

て 、ClewellとHelinskiの 方法[CsCl一 エ チ ジ ウムブ ロマ イ ド(EB)平 衡 密度勾
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配遠 心分 離法](1969)で 行 った 。抗生 物質 を 含むLB培 地で37℃ 一 晩振 と う培

養後 、5mlの 培養液 を カザ ミノ酸5g/1、 トリプ トフ ァン2Gmg/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OD6。 。が0.8に 達 したと

きに 、最終 濃度が100mg/1と な る ようにク ロラム フェニ コール(和 光)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Pfodel

KR-200A、RA-6ロ ー ター)後 、25%(w/v)ス クロー スを含 む50mMTris-HCI緩 衝

液(pH8。0)2ml9に 懸 濁 した 。同緩衝 液 に10mg/田1の 濃度 で溶 か した リゾチー

ム(Sigma)溶 液0.2mlと 、0.5MEDTA(pH8.0)溶 液0.2m1を 加 えて混 合 し

た後 、氷上 で15分 間放置 した 。これを62.5mMEDTA,2駕(v/v)TritonX-100

(和 光)を 含 む50mMTris-HC1緩 衝液(pH8.0)2.Om1を 加 えて溶 菌 させ た後 、

0℃ で遠心 分離(27,000rpm、90分;日 立Model55P-7,RT65Tロ ー ター)し 上

澄 液 を得 た。上 澄 液4.5mlに 対 し、CsCl4.55g、0.5mlの5mg/mlEB

(Sigma)水 溶 液を 加 え、分離用 遠 心管(5PAシ ール チ ュー ブ;日 立 計測 器 サー ビ

ス)にCsC1溶 液 を移 して シー ル した後 、18℃ で遠 心 分離(50,000rpm、12時 間;

日立Model55P-7、RPV65Tロ ー ター)を 行 った 。遠 心分離 後 、形 成 され たプラ ス

ミ ドDNA層 を注 射 器(テ ル モ シ リン ジ;テ ル モ 株 式 会社)に よ り抜 き取 り、

Corex遠 心 管 に移 した。得 られ たDNA試 料 に対 して2倍 容 の水を 加 えてエ タ ノ

ー ル沈 澱を2回 繰 り返 し、2回 の フェノー ル抽 出で 不純物 を 除去 し、 さ らに2

回のエ 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、

OD26。 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Dolyに よるアル カ リ変 性法(1979)を 用 いた 。抗生

物質 を含 むLB培 地 で一晩培 養 した大腸 菌菌 体 をエ ッペ ン ドル フ遠 心管 に取 り、

2mg/mlリ ゾ チー ム(Sigma)を 含 む0.ユ 田1の 第1液[50mMグ ル コー ス 、10

mMEDTA、25m』Tris-HCI緩 衝液(pH8.◎)】 に懸濁 した 。室 温 に5分 放置 後 、

0.2m1の 第II液[0.2NNaOH、lq(W/v)ド デ シル 硫酸 ナ トリウム(SDS;和 光)】

を加 え、氷 上 で5分 間放 置 して溶 菌 させ た 。0.15m1の 第m液[3M酢 酸 ナ トリ

ウム(pH4.8)1を 加 えて撹 搾 し、15分 間氷 中 に放 置 した後 、遠心 分離(12,000

rpm,5分;MicrofugeMC15A)を 行 い 、核酸 を含 む上 澄 を別 のエ ッペ ン ドル フ遠 心

管 に移 した 。エ タ ノール沈 澱を行 い 、沈殿 を20μg/mlRNaseA(Shig田a)を 含 む
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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 。

単鎖DNAの 調製Messingの 方 法(1983)に 従 った 。2xYT培 地 に指示 菌

JM103株 を植菌 後 、37℃ で ゆっ く り振 と う培 養 し、OD6。。=0.3の 頃 にM13フ

ァー ジ粒子液 をM.0.1.(フ ァー ジ粒子 数/指 示 菌数)=1～10に な るよ うに加 え

た。さ らに4～5時 間培 養後 、培 養液 を遠心分 離(8,000rpm,5分,0℃)を 行 っ

た。菌 体か らは前 述 の大量 または迅 速調製 法 に よ り、replicativeform(RF)

DNAを 調製 し、フ デージ粒子 を含 む上澄 液か らは 、以下 の方 法で 一本 鎖DNAを 調

製 した 。上澄液150mlに 対 して 、27%(w/v)PEG6,00G(和 光)を 含む3。3M

塩 化 ナ トリウム溶 液20mlを 加 え 、4℃ で1時 間以上放 置 し、フ ァー ジ粒 子 を

沈 澱 させ た 。遠心 分 離(10,000rpm,10分,4℃)に よ り上 澄 液 を よ く除 い た後 、

TE緩 衝 液 にフ ァージ粒 子を懸 濁 し、フェ ノー ルお よび フェ ノール ・ク ロロホル ム

抽 出 によ りフ ァー ジ タンパ クを除去 した 。得 られ たDNA溶 液 に対 してエ タノー ル

沈澱 を行 い 、沈澱DNAを 適 当量 のTE緩 衝液 に溶解 して単鎖DNA試 料 と した 。

酵 母染色 体DNAの 調製Herefordら の方法(1979)に 従 った 。8mlYPAD培

地 で停止期 まで増 殖 させ た酵 母菌体 を集 菌 し、エ ッペ ン ドル フ遠心 管 に移 した 。

0.2MTris水 溶 液 で洗 浄 後 、 同 溶 液0.5mlに 懸 濁 し 、25μ1の

R-mercaptoethanol(NacalaiTesque)を 加 えて 、25℃ で30分 放置 した 。集 菌

(3,000rpm,5分)し 、菌体 を0.125μg/mlZymelyase100T(生 化学 工業)お よ

び1.OMソ ル ビ トール(和 光)を 含 む0.4Mリ ン酸 カ リウ ム緩衝 液(pH6.8)

0.5mlに 懸濁 し、30℃ で1時 間反応 させ てス フェロプ ラ ス ト化 させ た 。集菌

(3,000rpm,5分)し 、菌 体 を0.5m1の 溶菌 用緩衝液 【0.2HNaCl,0.1M

EDTA,50mMTris-HCI(pH8.5)1に 懸 濁 し、30μ1の10mg/mlア クチ ナーゼE

(和 研薬株 式会 社)溶 液 を加 え 、60℃ で1時 間保温 して溶 菌 させ た 。 溶菌 液 を フ

ェノー ル ・クロロ ホル ムで2回 以 上抽 出 した後 、エ タノー ル沈 澱 を行 い核酸 沈 澱

を得 た 。これを300μ1のTE緩 衝 液 に溶解 し、1mg/mlRNaseAを 含 む10

mM酢 酸 ナ トリウム溶 液30μ1加 えて37℃30分 反応 させ た後 、さ らに 、ア ク

チ ナー ゼE溶 液30μ1加 えて37℃ で30分 反応 させ た 。反応 試料 を フェ ノー

ル ・クロロホル ム で2回 抽 出 し、エ タノール沈 澱 を行 い 、得 られ たDNA沈 澱 を適

当量 のTE緩 衝 液 に溶解 して 、染 色体DNA試 料 とした 。

酵 母RNAの 調製Jensenら の 方法(1983)に 従 った 。200mlの 適 当な培 地
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(例 えば高 リン酸 最少培地)に 、酵 母細 胞をODss。 が0.1に な る ように植菌 して

30℃ で 振 とう培 養を行 い 、OD660=0.8ま で 増殖 した ころ(対 数増 殖後 期)に 、

最 終 濃度が50μg/m1と な る よう にシ クロヘ キシ ミ ド(Sigma)を 加 え 、さ らに

10分 間 培養後 集菌 した 。10mlの 滅菌 水 で菌体 を洗 浄後 、2m1の 破砕用 緩 衝液

【0.5MNaCl,1%(w/v)SDS,0.2MTris-HCI(pH7.5),0.01M-DTA]に 懸 濁 し、

シ リコ ン化 したCorex遠 心 管 に移 した 。4gの ガ ラ ス ビー ズ(フ ジ ス トン

No.006;φ0.25～0.3mar,富 士理科 工業)、 お よび2mlの フ ェノール ・クロ ロホ

ル ム ・イ ソア ミル アル コー ル混合 液[25:24:1,TE緩 衝 液飽 和 】を加 え 、Voltex

ミキ サー(ScientificIndustries,VoltexGenie,N.Y.)で2分30秒 間激 し

く振 とう した。3mlの 破砕用 緩 衝液 と3mlの フ ェノール ・クロ ロホル ム ・イ ソア

ミル アル コール混 合液 とを加 えて混合 して 、遠心分 離(10,000rpm,5分;久 保 田

ModelKR-200A盈A-3ロ ー ター)し 、上 層 を別 のCorex遠 心 管 に移 した 。さ らに、

フ ェノール ・クロ ロホ ル ム ・イ ソア ミル アル コール 抽 出を繰 り返 し、0.a5z(v/v)

di-ethylpyrocarbonate(DEPC;AldrichChemicalCompany,Inc.,rfilwaukee>

wis.)を 含 むsszエ タノー ルを2倍 容量 加 えて核 酸 を沈澱 させ 、得 られ た核 酸沈

澱 を酵 母全RNA試 料 とした 。

酵 素 反応 制限 酵 素は宝酒 造㈱ 、東洋紡 ㈱ またはニ ッポ ンジー ン㈱ か ら購 入 し

た 。制 限酵素SaII,&amHIお よびxholの 反応 は 、高 塩濃 度緩 衝液 【50mM

Tris-HCI(pH7.5),100mMNaCl,10mMMgC12,1mMdithiothreitol(DTT;

Sig皿a)}中 で行 った 。その 他の 制限 酵 素反応 は 、TA緩 衝液[33mMTris-HCl

(pH7.9),66mM酢 酸 カ リウム,10mM酢 酸 マ グネ シウム,0.5mMDTT,100

μg/mlbovinseru皿albumin(BSA;Sigma)】 中で行 った 。断 わ らな い限 り、 いず

れ も37℃ で1時 間以上反 応 させ た 。T4DNAリ ガ ーゼ(宝 酒造)の 反応 は 、約

1μgのDNAを 含 む結 合反 応緩 衝液 【66mMTris-HCI(pH7.6),1mMATP,1

mMspermidine(Sigma),0.01MMgCl2,15mMDTT,0.2mg/mlBSA】 中で10単

位 のT4DNAリ ガ ー ゼ を 加 え 、16℃ で6時 間 以上 反 応 させ た 。Klenow

fragmentに よ る制 限酵 素 切 断末端 の平滑 化 は 、約1μgDNAを 含 む反 応 液

[50mMTris-HC1(pH7.2),10mMMgSO4,0.1mMDTT,50;ug/mlBSA,20,uM

dNTP(dATP,dGTP,dCTP,dTTP)】 中で 、1単 位 のKlenowfragment(宝 酒造)を

加 えて、30℃15分 間反応 させ た 。ホ ス フ ァタ ーゼ に よるDNAの5'末 端 リン酸
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基 の切 断反 応 は 、約1μgDNAを 含 む50mMTris-Hcl(pH8.o)溶 液 中で 、1単

位 のalkalinephosphatase(calfintestine由 来,CIP;BoehringerMannheim

GmbHBiochemica,w.Germany)を 加 え 、37℃1時 間反 応 させ た 。反 応停 止 には

フェノール ・クロ ロホ ル ム抽 出 を行 った 。

電 気泳動 アガ ロー スゲ ル電 気泳動 はTanakaら の方 法(1975)に 従 い、3mm

厚 の0.7～2z(w/V)ア ガ ロー一ス[Agarosem3(宝 酒 造)1サ ブマ リン型 スラブ ゲ

ル を使 用 し、10倍 濃 度 の泳 動用 緩衝 液[D.4MTris一 酢 酸緩 衝 液(pH7.4),

0.2M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1/5容 量 の泳動用 染色液 【6暁(w/v)ス ク ロー ス,10mMEDTA,

0.2醜(w/v)プ ロモ フェ ノールブ ルー(BPB)】 を加 えて調 製 した 。泳 動 は定電 圧

(10V/cm以 下)で 行 っ た 。泳 動後 、ゲ ル をEB水 溶 液(5μg/ml)で 染 色 し、 トラ

ンス イル ミネー ター(UltraVioletC62)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、ボ ラ ロ

イ ドカメラ(MP-4)で フ ォ トラマPB300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 は 、 λcl857S7フ ァー ジDNA(宝 酒造)をNindIIIで

切 断 して得 られ る断 片(23.1,9.4,6.6,4.4,2.3,2.0お よび0.6kb)を 標 準

と して推定 した。

ポ リアク リル電 気 泳動 はManiatisら の方法(1975)に 従 い 、4・6・sz(W/v)

のボ リアク リル ア ミ ドスラブ ゲ ル(縦 型)を 使 用 した 。適 当量のsoz(w/U)ア ク

リル ア ミ ド混合液[ア ク リル ア ミ ドァメチ レンビスア ク リル ア ミ ド30:0.sz(w

/v)]、10mlの10xTBE緩 衝 液[890mMTris,890mMホ ウ酸,25mMEDTAI

お よび20mg/m1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。この混合 液 を減圧 下 で脱 気 し、100μ1のN-N-N'一N'一tetra-

methylethylene-diamine(TEMED;NacalaiTesque)を 加 え 、ゲル を重合 させ た 。

試 料 は 、DNA溶 液 に1/5容 量 のポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳 動用 染色 液[40%

(w/v)ス クロー ス,10mMEDTA,0.25%(w/v)BPB。0.a5z(w/v)キ シ レンシア ノ

ー ル(XC)]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/cm以 下)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 は 、pBR322のHpall切 断断片 を標 準 と して推 定

した 。
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ホ ルマ リンアガ ロー ス変性 ゲル電 気泳 動 はKanekoら の方法(1982)を 以 下の

よ う に改変 した 。脱 イオ ン水74皿1に 、アガ ロー ス1.59,10x泳 動 用緩衝 液

[200mM3一(N-morpholic)propanesu玉fonicacid(MOPS)緩 衝 液(pH7.0),50

mM酢 酸 ナ トリウム,10mMEDTA,0.05%(v/v)DEPC]10m1を 加 え 、加 熱 してゲ

ル を融解後 、16mlの ホルマ リン(和 光)を 加 えて混 合 し、3mm厚 のサブ マ リン

型 泳動 ゲル を作成 した 。5～20μgのpoly(A)+RNAを 含 む溶液4.5μ1,10x

泳動 用緩衝 液1ul,脱 イオ ン化 ホ ルム ア ミ ド(和 光)3.5μ1,ホ ル マ リン10

μ1を 混合 し、65℃5分 加 熱後 、氷上 で急 冷 した 。泳 動用染 色液[5D%(v/v)グ

リセ ロール,1mMEDTA,0.4%(w/v)BPB,0.醜(W/v)XC]2μ1を 加 え、5

V/cm以 下 で泳 動 を行 った 。泳動後 、rRNA(18S,25S)の バ ン ドをEB染 色 で検 出

す る場 合 、ゲ ル を0.1M酢 酸 ア ンモニ ウム 溶液 に一 晩浸 した後 、EB溶 液(5

μ9/mDで 染 色 した 。

尿素 ポ リア ル リル ア ミ ド変 性ゲル 電 気泳動 に使 用 した6%(あ るいは8%)ボ リア

ク リル ア ミ ド溶液 は 、ア ク リルア ミ ド5.7g(7.6g)、 メチ レンビスア ク リルア

ミ ド0.3g(0.4g),尿 素50g,10xTBE緩 衝液10mlを それぞ れ混 合 したも

の に脱 イオ ン水 を加 え、全量 を100m1と した 。この溶 液 を グラ ス フ ィル ター

(GlassMicro-fibreFilters;Whatman,UK)で 濾 過 し、脱 気 した後 、10Z(w/v)

過硫 酸 ア ンモニ ウム溶液 を1mlお よび30～50ulのTEh1EDを 加 えて重合 させ

た 。な お 、泳 動用 ガ ラス板 は 、200x400xO.35mm(宝 酒 造)の 大 きさの ものを

用 い 、泳 動 は 、30分 程度 の予備泳 動 後 、温 度(約65℃)を 保 っ よ うに定電圧

(1,500～2,500V)ま たは定 電 力(約46W)で 行 っ た。泳 動後 、ゲ ル を濾紙

(type3MM;Whatman)に 移 し、ゲ ル の反面 を サ ラ ンラ ップ(旭 化 成)で 被 い、ゲ

ル ドラ イヤ ー(ア トー)で75～80℃30分 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 一80℃ でオー トラ ジオグ ラ フ ィーを 行 い 、現 像 と定着 はX線 フ ィ

ル ムプ ロセ ツサー(ModelFFM60;富 士写真 フ イル ム)を 使 用 した 。現 像後 、フ ィ

ル ムの スポ ツ トか ら泳動パ ター ンを判 断 した 。

電 気泳動 ゲ ルか らのDNA断 片の 抽 出 アガ ロー スゲ ル(AgaroseLO3;宝 酒造)

か らの抽 出 は 、Prep-A-Gene丁MDNAPurificationKit(Bio-Radlaboratories,

Richmond,CA)を 用 いて行 った 。目的 とす るDNAバ ン ドを 含 むゲル断 片 をエ ッペ
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ン ドル フ遠 心管 に取 り、その3倍 量 のPrep-A-Genebindingbufferを 加 えて 、

37-55℃ の湯 浴 中で融 解 させ た 。これ にPrep-A-Gene皿atrixをDNA1μgあ

た り5μg加 えてか くは ん したのち 、室温 で5-10分 放 置 した 。遠心 分離:によ り

上 澄を 除去 し沈 澱 の50倍 量 のbindingbufferで 洗 浄 した 。さ らに、沈 澱 の

50倍 量 の洗浄 緩 衝液で3回 洗 浄 した 。沈澱 を その体積 とほぼ同量 の溶 出液 に懸

濁 し、37-50。Cの 湯 浴 中で5分 間放置 した後 、遠 心分離 して得 られ た上澄 液 を

DNA溶 液 と した。ポ リアク リル ア ミ ドゲ ルか らの抽 出 は 、目的 とす るDNAバ ン ド

を含む ゲ ル断片 切 り出 し、小 さ く潰 し た後 、ZOOμ1程 度 の ア ク リル ア ミ ド用

DNA溶 出液 【0.5M酢 酸ア ンモ ニ ウム,10mM酢 酸マ グネシ ウム,1mMEDTA,

0.端(w/v)SDS]に 浸 して37℃ で 一晩 放置 した 。シ リコ ン化 したガ ラス ウール

を 詰 め た ボ リプ ロ ピ レンチ ップ(P1000;GilsonMedicalElectronics,

Gambetta,France)に 入れ て遠心(3,000rp皿 数 秒)し 、DNA溶 液 を回収 した 。

得 られ た溶液 に対 して フェノー ル ・クロ ロホル ム抽 出お よびエ タノール 沈澱 を行 い 、

DNAを 精製 した後 、種 々の操 作 に使用 した 。

DNAの32P標 識 ハ イブ リダ イゼー シ ョン実 験 にお けるプ ローブDNAの32p

での標 識 は 、Amersham(111,USA)の マ ルチプ ラ イムDNA標 識 シ ステ ムを用 い て

以下 の様 に行 った 。反 応緩衝液[Mgcl2,a-mercaptoethanol,Tris-NCI(pH7.8)

を含 む1を5μ1と 、4種 のヌ ク レオチ ド/緩 衝 液[5mMTris-HCI(pH8.o),

0.5mM-DTA,そ れぞれ の溶液 中 にdATP,dGTP,dTTPま た はdCTPの いず れ かを

含 んで い る 。】の うち3種 を各4ulと 、プ ライマ ー溶液 【ラ ンダ ムヘ キサ ヌ

ク レオ チ ド,Bsaと 、標識 す るDNA(25ng;100℃ で5労 間加 熱後 、氷 中で 急

冷 し変性 させ た)を22μ1と 、酵素溶 液[1unit/μlKlenowfragment,50

mMKH2PO4(pH6.5),10mM,13-mercapto-ethanol,50zグ リセロール 】を2

μ1と 、お よび[α 一32P]dCTPま たはdATP(10mCi/m1;ICM)を4μ1と を混

合 して 、25℃ で3時 間反応 させ て標 識 した 。

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

(1975)に よった 。DNAを 泳動 したアガ ロースゲ ルを0.25MHCI溶 液 に30分 室

温で浸 した後 、アル カ リ変性液[1.5MNaCl,0.5MNaOH]に30分 間浸 して

DNAを 変性 させ 、中和液[0.5MTris-HC1(pH7.5),1.5MNaCl]中 で30分 ゲ

ルを 浸 して 中和 させ た 。20xSSC溶 液(1xSSCは0.15MNaCl、0.015Mク ェ
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ン酸 ナ トリウム)を 適 当量バ ッ トに入 れ 、その液 面 よ り上 にガ ラ ス板 を 置 き(台

上 またはバ ッ トの縁 に橋渡 しに して)、20xSSC溶 液 に浸 した ろ紙(3mmchr,

Whatman)を ガ ラ スの上 に2枚 置 い て 、両端が20xSSC溶 液 に漬 か る よ うに し

た 。そ こにゲ ルを置 き、両端 にア ク リル板 を 置 いて 、20xSSCに 浸 した メ ンブ レ

ン フィル ター(BiodyneANylonMembranes;PallBio-SupportDivision,Glen

Cove,N.Y.,USA)を ゲ ル 上 に置 いた 。フ ィル ター 上 にほぼ 同 じ大 きさの ろ紙 を

4枚 重 ね 、ペ ーパ ー タオル を5c皿 ほ ど積 ん でか らガ ラ ス板 を のせ 、約500gの

重 しを置 い て 、この状態 で 一晩放 置 した 。その後 、フ ィル ター をゲ ルか ら剥 し、

80℃ で2時 間吸 引 オー ブ ンで焼 き付 けた 。ホル マ リンアガ ロ ースゲ ル 中のRNA

の転 移の 際 は 、アル カ リ変 性お よび 中和処 理 を省 い て行 った 。

ハ イブ リダ イゼ ー シ ョン サザ ンハ イブ リダ イゼ ー シ ョンで は 、・DNAを 固定 し

た フ ィル ターをハ イブ リダ イゼ ー シ ョン液1[0.9MNaCl,50mMリ ン酸 ナ ト

リウム緩 衝液(pH8.3),5mMEDTA,o.1%(w/v)Ficoll(分 子量400,000;

PharmaciaFineChemicalsAB,Uppsal,Sweden),O.1X(w/v)Polyvinyl-

pyrolidone(PVP,分 子量360,000;和 光),0.1%(w/v)BSA(Sigma),0.2%

(w/v)SDS,100μ9/mlcalfthymus(CT)DNA(Sigma)1に 浸 して 、65℃3時 間

以上 保温 して予 備ハ イブ リダ イゼ ー シ ョンを行 った 。その後 、ビニー ルバ ッグ の

中 に フィル ター とハ イブ リダ イゼ ー シ ョン液1お よび32Pで 標 識 したプ ローブ

DNA(100℃ で5分 間加 熱後 、氷 中 で急 冷 して変性 させ た)と を 入れ 、65℃ で 一

晩保 温 して 、 フィル ター 上 のDNAと プ ロー ブDNA間 のハ イブ リダ イゼ ー シ ョン

反 応 を行 っ た 。そ の後 、フ ィル ターを取 り出 し、洗 浄用 緩衝液{5mMリ ン酸 ナ ト

リウム緩衝 液(pH7.0),1mMEDTA,o.2z(w/v)SDS]で 数 回洗浄 し、サ ラ ンラ

ップ に包 ん だ後 、カ セッ トに固定 しX線 フ ィルムを 入 れ 一80℃ で 感光 させ た 。ノ

ザ ンハ イブ ウダ イゼ ー シ ョンで はハ イブ リダ イゼ ー シ ョン液1の 代 わ りにハ イブ

リダ イゼ ー シ ョン液II[5xSSC,5d.mMリ ン酸 ナ トリウム緩 衝 液(pH6.5),・

0.02(w/v)Ficoll,0.02%(w/v)PVP,0.027(wiv)SSA,O.lr(w/v)SDS,

100μ9/mlCTDNA,50%(v/v)脱 イオ ン化 ホル ムア ミ ド1を 用 い 、温 度 は42℃

で行 った 。洗浄 は 、 まず 洗浄 液1[2xSSC,0.1%(w/v)SDS]で2・3回 すす い

だ後 、室 温 で5分 間同液 で洗 っ た 。さ らに 、洗 浄液II[0.1xSSC,0.1%(w/v)

SDS]を 用 い て50℃15分 間洗浄 し、これ を2回 繰 り返 しだ 。また場合 に応 じて 、
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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DNA塩 基 配列 の決定 は 、M13フ ァー ジに よる クロー ニ ン

グ技 術(Messing1983)と サ ンガ ー法(Sanger1981)を 組 台 わせ た 、Sequenase

シー クエ ンシ ング キ ッ ト(UnitedStatesBiochemical;Ohio,USA)を 利 用 した 。

7ulの 組 換 えMI3フ ァー ジ単鎖DNA溶 液(約1pmo1を 含む)、1μ1の プ ライ

マーDNA(0.5・ ・叩ol/μ1)お よび2μ1の5xシ ー クエ 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 フ ァー ジ単 鎖 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1各7.5剛 のdGTP,dATP,dTTP]、0.5μ1の[a32p]dATP(3000

Ci/mmol)お よび2μ1のSequenese溶 液(U.S.Biochem.)を 加 え混合 し、37

～42℃ で2～5分 間反応 させ た 。この反応 液3.5μ1ず っを 、2.5μ1の4種

塩基 に対応 す る停 止 液 【各80μ 凹のdGTP,dATP,dTTP,お よびdCTP,50酬

NaCl,お よび8μMのddNTP(aacTp,ddATP,ddTTP,ま たはddGTP)]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[95%(v/v)ホ ル ムア ミ

ド,20mM-DTA,0.05%(w/v)XC,0.05z(W./v)BPB].を 加 えて反 応 を停止 させ 、

95℃2分 間加 熱後急 冷 して二 重鎖 を解 離 させ た 。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 。

β一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ 活 性 測 定 酵 母細 胞 抽 出液 のDはRoseら の 方 法

(1981)を 改変 して行 っ た 。酵母 培養 液(OD660≒1.0)1mlを 採 取 レて集 菌 し、

菌 体をSM緩 衝液[85mMNaCl,1mMMgSO4,20mMTris-HCI(pH7.4)】1ml

で洗 浄 し、 エ ッペ ン ドル フ遠 心 管 に移 した 。 この 菌体 を 、酵 母 破 砕 用 緩 衝 液

【0.1MTris-HCI(pH8.0),aoz(v/v)グ リセ ロール,1mMDTT,1副PMSF)

0.5mlに 懸濁 し、0.49の ガ ラ ス ビー ズ(フ ジス トンNo.006)0.49を 加 えて 、

低温室 中(4℃)で エ ツペ ン ドル フ ミキサー ・(model:5432,Eppendolf:)に よって

30分 間撹 搾 した 。酵 母 破砕 用 緩衝液0.5田1を 加 えて遠心 分離(3,000rpm,5分)

し、上澄液 を別 の遠 心管 に移 して さ らに遠心 分離(12,000rpm,5分)し 、この上

澄液 を酵母 細胞抽 出液 と した 。

細胞抽 出液 中の β一ガ ラ ク トシダ ーゼ活性 は 、Millerの 方法(1972)に 従 い以

下の よ うに測 定 した 。Z'緩 衝 液[0。1Mリ ン酸緩 衝液(pH7.0),10mMKCl,
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1mTt暦gSσ4一,0.05Mβ 一mercaptoethanol]0.9mlに 、4mg/田1の

o-nitrophenyl一/3-D-galactoside(Sigma)を 含 む0.1Mリ ン酸緩 衝 液(pH7.0)

を0.2ml加 えて 、28℃ で予備加 熱後 、細 胞抽 出液0.1mlを 加 えて28℃ で反

応 を開始 させ た 。反 応液が薄 く黄 色 に色づ い た ところで 、1MNa2CO3溶 液0.5

mlを 加 えて反応 を停 止 させ た。反応 時 間 と反応 液 の420nmに お け る吸 光度

(A420)を 測 定 して 活性値 を 算 出 した。な お、1単 位 は28℃ で1分 間 に1

μmo1のQ-nitorophenolを 産成 す る酵 素量 と し、1,umolのo-nitrophenolの

A420は4.5と した 。

タ ンパ ク質 濃 度の測定Bradfordら の方 法(1976)に 従 った 。タ ンパ ク定量 用

の染 色液(ProteinAssayKit;Bio-RadLaboratory,Ca,USA)を 脱 イオ ン水 で

5倍 に希釈 した後 、濾過 し:た濾 液1mlに 細胞 抽 出液20ul加 えて混合 し、室

温 で30分 間反応 させ た 。反応 液 のA595を 測 定 し、BSAに よ り作 製 した検 量 線

(0.1～0.5mg/ml)か らタ ンパ ク濃 度を決 定 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の 方法

(1974)に 従 っ た 。α一ナ フチル リン酸(Sigma)5mg,FastBlueSalt(Merck,

Germany)50mgを 含 む5mlの0.1M酢 酸 緩衝液 くpH4.0)に 、50阻gの 寒 天

を5ml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 ファターギ を産 成 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 。

リン酸 取 り込 み 活性の 測定5皿1のYPAD培 地で前 培養 した細胞を全 量集菌 し、

無 菌水 で2度 洗浄 後 、100mlの 低 リン酸 または高 リン酸 培地 に植菌 した 。30。C

で12-16時 間 振 と う培養 した後 、3,000rpm5分 の遠 心 分 離 に よ り集 菌 し、

Burkholder培 地 にお ける リン酸 を同量 のKClに 代 え た無 リン酸 培地 で洗 浄 し、

菌 体懸濁液 に最終 濃 度が5,u1./mlと な る よ うに シ クロヘキ シ ミ ド溶 液 を加 え 、

30。Cで30分 予備 保温 した 。高 リ.ン酸 培地(P;11.OmM)に 適 当量 のcarrier-

freeの32pを 加 え 、これ を最終 濃度 が0.11mMと な る よ うに取 り込 み反応液 に

添 加 し た 。適 宜 ユmlを サ ンプ リ ング し、10mlの 高 リ ン酸 無 機 塩 溶 液

(Burkholder培 地 よ りグル コー ス 、アスパ ラ ギ ンお よび ビ タミ ンを抜 い た溶液)

にサ ンプル を添加 して 、32Pの 取 り込み を停止 させ た 。この細 胞懸 濁液 をニ トロ

セ ル ロー ス メ ンブ レンフ ィル ター(25mmindia皿eter,0.45μ 田ofporesize
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;Schleicher&SchullGmbH,WestGermany)で ろ過 し、フィルターを高 リン酸

無機塩溶液で洗浄 した。フィルターを真空オーブ ンでgooC20分 乾燥させ た後、

液体シ ンチ レーシ ョンカウンターでszp量 を測定 した。

酵母細胞の膜画分 の調製 β一ガラク トシダーゼ活性測定の項に記述 した方法で

酵母細胞を破砕 して得 られた細胞抽出液 を10,000xg,15min,4。Cで 遠心分離

を行 った。そこで得 られた上澄液 には水溶性タンパクが含 まれ沈澱を膜画分 とし、

適 当量の菌体破砕緩衝液 に溶解 した。

第3節 結果

第1項PHO84遺 伝子 の クロー ニ ング

pho84変 異を相補 す るDNA断 片 を:取得 す るため 、選択 符号 にS.cerevisiae

のURA3遺 伝 子を持 っ低 コ ピー プ ラス ミ ドYCp50を ベ クター とす る酵 母染 色体

DNAラ イブ ラ リー(ATCCよ り購 入)をNS219株(pho84-1ura3-52')に 導 入 し、

ウラシ ル非要 求性(Ura+)形 質 転換 体を 分離 した 。SGlyUra『 培地 に菌 体懸 濁液

を塗布 し、30。C5日 間培養 を行 った 。約12,000個 のUra+形 質転換 体 にっ いて 、

その出現 プ レー トよ り直接高 リン酸SGIyUra一 培地 に レプ リカ した 。30。Cで2

日間 培養 を行 い 、出現 した コロニー の活 性染色 によ り、染色 され なか っ たコロニ

ーを50個 選 択 した 。それ らにつ いてYPAGIy培 地上 で単 一 コロニ ー分離 を行 い 、

そ の プ レー トをSDUra一 培 地 とYPAGly培 地 に レプ リカ を行 い、Uratと

rAPase抑 鰯的 生産の 両表現 型が 共分離 す る株 を1株 取 得 した 。この株 よ りプ ラ

ス ミ ドDNAを 調製 し、NS219株(pho84ura3)に 再 び導 入す る とpho84変 異 に

よるrAPase構 成性表 現型が 抑圧 され た 。この プ ラス ミ ドDNAをp373(図1)と

命名 した。適 当 な制 限酵 素 で切 断 し、各 断 片 にっ いて調 べ た とこ ろ 、p373は

YCp50分 子 中にお よそ7kbのDNA断 片が 挿 入 され てい る こ とが わか っ た。

p373がPHQ84遺 伝 子を含 む ことを確認 す るため に 、染色 体へ の組 み込 み 実験

を行 った 。P373の5。6-kbBamHI-EcoRI断 片 を 、組 み込 み 用ベ クターで あ る

Ylp5のBanhll-EcoRIの 間隙 に挿 入 して プ ラスミ ドpMBI3を 作 製 した 。pMB13の

挿 入 断片 内 にのみ1ヵ 所存 在 す るNpal部 位 の切断 に よ り直線 化 したDNA断 片

を 、NS216株(pho84ura3)に 導 入 した 。得 られ たUra† 形 質転 換体 の うち 、独

24一



　

名20

=
∈15

旦
10

量

£5
0
0 5' 10 0 5 10 0 5 10

Time(min)

Fig.2.Pi-uptakebythetransformantcellsofS.

cerevisiaeharboringplasmidsconnectedwiththePFFO84ene.

Theしr.ansformantcellswereshakenat300Cinsynthetic

low-Pi(O)orhigh-Pi.(●)mediumsupplementedwith

appropriatenutrientswithouturacil.Thecellswere

collectedwhencellgrowthreachedanopticaldensityat

660nm(ODsso)of1.0,washedandinoculatedintosynthetic

low-PimediumtogiveacellconcentrationofODsso=0.1.

`Pheradioactivityofthemediumwasadjustedto5x10'cpm

permlwith32Pi.TheamountofPiabsorbedbythecells

wasexpressedascpmof32Pradioactivitypermlincell

suspensionofODsso=0.1.Samplesweretakenat

apPropriateinしervals.andfilしeredしhroughaIl1しrocellulose

membranefilter..Theteststrainswere(a)MB191(PHO84吾)

harboringPTI15;(b)MB192(△ 雌)harboringP373.(Fig・1)

and(c)b1B192harboringpTI15.
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Fig.3.RestrictionmapoftheDNAfragmentclonedonp373

anditsderivatives,andtheirabilitiestocomplementthe

rAP。sec。nstit。tivephen。typ。..。fa雌 血・t・nt,N5219. .The

openandclosedboxesatthetopindicatetheclonedyeast

DNA.Theclosedboxwithanopenarrowindicatestheregion

inwhichthenucleotidesequenceweredetermined.Theopen

arrowlabeledPHO84indicatestheapproximatepositionancl

directionoftheopenreadingframeofPliO84,andtheopen

regionlabeledTU$3indicat:estheN-terminalcodingregion

oftheTUB3gene.Twoormoreidenticalrestrictionsites

inthemaparedistinguishedbysuffixes.Thelines

indicatethePHO84fragmentsontherelevantYCpvectors.

PlasmidpMB51consistedoftheindicatedportionofthe

clonedfragmentinsertedattheClalsiteofYCp50,and

plasmiaspMB113,pMB109,pMB150aresubclonesofthe

indicatedportionsinvectorpT115.pb1B44wasconstructed

bydeletingaT.4-kbpXbalfragmentfromp373.Thesymbols

+and-indicateabilityandinabilityoftheplasmidto

complementthehpo84mutantphenotype.Abbreviationsof

restrictionsitesarethesameasforFig.1,exceptforD,

Dral;Sc,ScalandXb,Xbal.NoneoftheDralsitesare

indicated,exceptforthatattheendofthesequenced

regionofL-hePHQ89DNA.TherecognitionsiteI'orC]fil

indicatedasCzoverlapsthemethylationsiteofdam.
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立 に分離 した3株 にっ い てrAPase生 産 表 現型 を調 べ た とこ ろ、野 生型 と同 じ く

高 リン酸培 地 では酵 素を生 産 せず 、低 リン酸 培地 で は酵 素 を生 産 した。次 に、形

質転換 体 よ り染 色体 を 回収 し、それをBg111で 切 断 し、1%ア ガ ロー ス電 気泳 動

を行 っ た 。移動 したDNAを メ ンブ ラ ンフ ィル ター に移 した後 、焼 き付 け固定 し、

プ ラス ミ ドpMBI5よ り回収 した0.5-kbBg111-Xhol断 片(図1)を32Pで 標 識

したプ ローブ を用 い てサ ザ ン解 析 を行 った 。その結 果 、クロー ニ ング され たDNA

断片が 染 色体 に正 しく1ヶ 所組 み込 まれ た こ とを確 認 した(結 果省 略)。 また 、

それ らの クF一 ンの うちの 一 っの株MB159(MATapho3pho84ura3ノ α'2trpl

{PHO84+URA3])とAX-49-4B株(IYIATapho3his4Pt1084+)の 交 雑 二倍 体 にっ い

て四分 子分析 を行 っ た。その結果 、28子 嚢 の うち高 リン酸 培地 上でOrAPase†:

4rAPase一 を示 した子嚢 が26個 、1rAPase+:3rAPase一 を示 した子嚢 が2個 で

あ った 。以上 の結果 より、pMBl3DNAがPHQ84遺 伝 子座 あ る いは その近傍 に組 み

込 まれ た と考 えられ 、ク ローニ ング され たDNAはPHO84遺 伝子 を コー ドす る こ

とが わか っ た。

取 得 したDNAがPNQ84DNAで ある こ とを さ らに確認 す る ため に、pho84変 異

株 の リン酸 取 り込 み不能 表現 型 に対す る抑 圧能 を調べ た(図2)。 同 じ遺伝 的背景

を持っ菌 株MB191(㎜84†crra3)とMB192(pho84::NIS3ura3)(rtBisi株 の

珊084遺 伝 子 をHIS3遺 伝子 の挿 入 に よって破 壊 した株;PNO84遺 伝 子破壊 の項

を参 照)にYCpsOを 改 変 して複 数の 制限酵 素 部位 を持 っ低 コ ピープ ラ ス ミ ドベ ク

ターpTll5あ る いはp373を 導 入 し、そ の株 にっ い て リン酸 取 り込 み活性 を測 定

した 。MB192株 にpTI15を 導 入 した株 で は 、高 リン酸 培地,低 リン酸 培地 にかか

わ らず 、取 り込み活 性 の上昇 は認 め られな か っ た 。MB191株 にpTI15を 導 入 した

株 お よびMB192株 にp373を 導 入 した株 で は 、低 リ ン酸条 件 下 での リン酸 取 り込

み活 性が上 昇 した 。すなわ ち 、ク ロー ン化 され たDNAに よ、り、pho84変 異 株の リ

ン酸 取 り込 み活性低 下の表現 型が 相補 され た 。

第2項PAO84遺 伝 子 の塩基 配列 とマ ッビ ング

プ ラ スミ ドp373上 に回収 され た7kbDNA断 片 の どの位 置 にPHO84遺 伝子が

あるかを限 定 す るため 、さ まざ まな欠失プ ラ ス ミ ドを 作成 した(図3)。7kb断 片

内の2.5kbApal-Xhol間 をpTI15のSmal部 位 にサブ クロー ニ ングす る こと に
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よって得 られ たプ ラ スミ ドpMB113は 、pho84変 異 株のrAPase構 成 性表現 型 を

相補 し、抑 制性表現 型を 与 え た 。また 、4.7kbβ ∂畷{1-Xhol断 片 内のC1∂12部 位

に2bpの 挿 入を行 えば(プ ラ スミ ドp匪B150)、pha84変 異 に対 す る相補 能を 失

っ た。これ よ り、PHO84遺 伝子 は2.5kb湾 ρ∂1一β∂〃HI断 片 に存在 す る と結論 した 。

2.5kbApal-Xhal間 を含 む3.9kbDral-EcoRI断 片 を 、プ ラス ミ ドpvclla

またはpUC119に サ ブ クローニ ング し、そのプ ラ ス ミ ドDNAを 用 い て塩基 配列 の

決定 を行 った 。そ の結果 、3.9kb断 片 内には1788bpか らな る翻 訳可 能領 域

(openreadingframe;ORF)を 一つ 見い だ した(図4)。 こ のORFの5'非 翻 訳

領域 に はTATA類 似 配列 が2カ 所(翻 訳 開始 コ ドンのア デニ ンを+1と した と き

に 一122か ら 一118,一99か ら 一95)存 在 する 。転 写終 結 配列 と して提唱 され て い

るTAG..TACT..TTT(ZaretandSherman1982)はPHO84遺 伝子 の3'非 翻 訳領

域 には見 いだせ な か った 。

PAO5遺 伝子 の転写 調節 に必 要 なPho4タ ンパ ク質(Oshima1982;Yoshidaet

a1.1987)は 、PNO5遺 伝 子の上流 に結 合す るこ とが わか って い る(Ogawaand

Oshima1990;Vogelet∂1.1989)。HayashiandOshima(1-991)導 ごよ り、5'一C

ACGTG-3'あ るい は5'一CACGTT-3'の6bp配 列がPNDB遺 伝子 の脱抑 制 に必 要で 、

この配列 にPh(遺 タ ンパ ク質が 結合 す る ことが 明 らか にされ た 。PNO84遺 伝 子 の

上 流 にも5'一CACGTG-3'が3コ ピー 、5'一CACGTT-3'が1コ ピー 存 在 してい る。

PHQ840RF下 流 にSchatzら(1986a)が 塩 基配 列 を決 定 したTUB3遺 伝子

ORFの 一 部 を見 いだ しt。TUBS遺 伝 子 座 はす で に第XIII番 染 色 体 の左 腕 、

GAL80よ りテロメア 側67cMの 位置 に決 め られ てい る(Schatzetal.1986b)。

PHO84遺 伝 子 の染 色 体上の位 置 を確認 す るため 、MT8-1(崩 血leu2ga180::LEU2

PHO84t)とMB137(MATaleu2GAL80pho84)間 の交雑 に よ り得 られ た二倍 体 を

四分子分析 に供 した ところ、Leut/Leu一 とPNO84t/pho84一 遺伝 子 の符号 につ いて 、

90子 嚢が 両親 二 型:非 両親二 型:テ トラ型=31:5:54の 分 離 比を示 した。 この結

果か らPerkins(1949)の 式 よ り 、pho84とga18Qと の 距離 は45chtと 計 算 さ

れ る 。これ は先 ほ どのtubaとga!80問 の距離 が67cMと の報告 と矛盾 しな い 。

また 、㎜84遺 伝 子 とrUa3遺 伝 子 とは 同 じ方向 に転 写 され 、PNQ84遺 伝子 の終

結 コ ドン とTUB3遺 伝子 の開 始 コ ドンとは355bpし か離 れ て いな い 。以上 の結

果 、PHO84遺 伝子 とTUB3遺 伝子 は近 接 して第XIII番 染 色体 の左 腕 に存在 す る
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Fig.4.Nucleotidesequenceanddeducedaminoacid

oftheopenreadingframeofthePI[084gc;ne.Thein

amilloacid.sequenceis .that'ofthe.10ngesしopen

framefound.intheregionsequenced.'Phe`1'UB3gene

fromthenucleotideatposition2144relativeto

codonofFHO84.The808-bp`PUB3codingregion

298-bpintronasdescribed .bySchatzetal.
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andidentitywiththe13residuesconservedin

transporters(KruckebergandBisson1990).

一30一

sequence

dicated

reading

starts

theATG

containsa

(.1986a).

ingmotif

1991.)and

encircled

enclusedin

pOSltIOTT

17sugar



一31一



Fig・5。Sequenceandstrucしural .homologyofthepredicted

Pho84proteinwithvarioussugartransporters・Symbols .:

PHO84,i)redictedPho84protein;GAL2,galactosetransporter

of旦 。cerevisiae(S箔kutnickaet .al.1989);SNF3,high-

affini七yglucosetrallsporterofl呈 。cerevisi.ae(Celenzaeも

a1。1♀88);HGT,HepG291ucQse.ちransporterofhu組an(Mueckler

etal.1985);XylEandAraE,xyloseandarabinose

transportersof亙 。coli(MaidenetaL .1987).Theamino

acidseque・ces6fthep「 ・t・i・sa・ea
.lignedtoobta蜘axi脚

fitしingw .itllしhePho34sequeぬce.Identicalresiduesofthe

pbo84proteinwiththose .ofotherproteinsare.boxed.The

lines.above.thePbo84sequen6e5with.numbersfromlto12

indicateputativeme醗brane-spanhingsegmentswith21a鵬ino

acidresiduesdeducedfromthehydropathyplotshowninFig.

ユ
6・Then・ ・bg・s6・the1・ft.rep・ese・tt

.hep・ ・iti・ns・f.the

fir島taminoacidresidues』oftheiηd卑caヒedprotein.Dashes

ind.icategapsi.ntroducedtooP七i軸 臣izethealignment◎

と結論 した 。

第3項Pho84タ ンパ ク質 の構 造

PNO840RI"よ り推 定 され るタ ンパ ク質 には596個 のア ミノ酸 残基 が存 在 した。

この ア ミノ酸 配列 とEuropeanMolecularBiologyI,a60ratoryタ ンパ ク質 デー タ

ベー ス`(Release12.0;October,1989) .とをGENETYXprogram(Software

DevelopmentCo.,Tokyo,「Japan)峯 用 いて検索 した とこう 、S.cerevisiaeの

SNF3遺 伝 子が コー ドす るグル コー ス輸 送 体(CelenZaeta1.1988)と 相 同性 が

あ るこ とを見 いだ した(図5).。Snf3タ ンパ ク質 は 、哺 乳類 や酵 母 そ して細 菌 な ど

の種々の糖輸 送体 と相 同性が あ るこ とが わか ってい る(Celenzaeta1.1988;

S2kutnickaetal.1989)。 そ こでSnf3タ ンパ ク質 と相 同性 の あ る他 の糖 輸送 体

の ア ミノ酸 配列 とP4io84タ ンパ ク質 のア ミノ酸 配列 とを比較 した と ころ 、Snf3

と同様 に相 同性が み られ た(図5)。 また 、Pho84タ ンパ ク質 とSnf3タ ンパ ク質

のア ミン酸 配列 よ りKyteandDoolit.tleの 方 法(19f32)を 用 いて計・算され る親
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水性疎水性値を比較 したところ、これ にも類似性がみ られ た(図6)。 そ して、

Pho84タ ンパ ク質には、21ア ミノ酸残基よ りな る12個 の膜貫通領域が存在す る

と結論 した。この配置を、Pho84タ ンパ ク質にっいてEisenberg(1984)の アル

ゴ リズムにより決定 したところ、74ア ミノ酸か らなる親水性領域をはさんで、疎

水性アミノ酸からな る膜貫通領域が6個 を一っの単位 として、2回 繰 り返す構造

とな ることが推定 された 。その他の構造上の特徴 としてはPho84タ ンパク質のア

ミノ酸残基 の63番 目から297番 目(膜 貫通領域の1か ら6を 含む)と418

番目か ら566番 目(膜 貫通領域9か ら12を 含む)は 、Snf3タ ンパ ク質をは じ

め とする種 々の糖輸送体 とアミノ酸 レベルで2砿 の相同性を示 した。しか し、中

央の親水性領域 と膜 貫通領域の7と8に は相同性は見られなか った。アミノ末

端の55ア ミノ酸 は親水的であ り、・シグ ナル配列は存在 しないと考えられる。N一

グ リコシ ド型糖鎖の結合可能領域(LehleandBause1984)が473番 目のアスパ

ラギ ン残基 に存在 した。

第4項phase遺 伝 子破 壊の 影響

描り84遺 伝子の機 能を探 るため 、FHO84遺 伝 子 破壊株 を作成 し、その表現 型 を

調べ た 。HIS3DNAの 挿 入 によ って破壊 され たPHO84遺 伝子 を含 むBamHI-EcoRI

DNA断 片をpMB93とpMBI23の 両 プ ラス ミ ドよ り調製 し、二 倍体 株rrBwS(his3

/his3PHO84t/PAO84+)をRothstein(1983)の 方法 によ り導 入 して、His† 形質

転換 体を得 た 。無 作 為 に選 んだ6株 にっ いて四分 子分析 を行 った と ころ、His

表 現 型 は2+:2一 に分離 し、His+分 離 株 はすべ てPho84一 の表 現型 を示 した 。

この結 果 よ り、His+形 質 転換 体 はPNO84+/pho84の 遺伝 子型 で あ り、PHO84遺 伝

子 は細胞増 殖 に必 須 の遺伝 子 で はな いこ とが わか った 。

第5項PHO84遺 伝子 の発現 調節

低 いKm値 を持 っ リン酸 取 り込 み系 は 、培 地 中の リン酸濃 度 に よ りrAPaseと

同一 の 制御 系 によ って 、 その発現 が制 御 されて い るこ とが わか って い る(Ueda

andOshima1975;Tamaieta1.1985)。 そ こで 、PNO84遺 伝子 の転 写が リン酸 濃

度 に よ る制 御 を受 けるか を調 べ る ため 、種 々 のpho調 節 遺 伝子 変 異 株pho2,

pho4,pho80,pho81あ るいはPHO84遺 伝子 破壊 株を 、低 リン酸 ま たは高 リ ン酸

34一



Fig. 7. Detection of the PH084 transcript by Northern 

hybridization. Total RNAs were prepared from cells of 

strain P-28-24C (wild type; WT), NBD2-1 (AIpio2), NBD4-l 

(A pho4), NBD80-1 (0 Pho80), NBD81-6D (O hp o8I), MB192 

(A pho84), and NS219 (pho84-1) grown on nutrient high-P, (+) 

or low-P, (-) medium. Samples of 10 ~u g of total RNA were 

used. After electrophoresis, the lanes were hybridized with 

a 32P-labeled 0.7-kb Clal-Hpal fragment of the PH084 DNA and 

a 1.0-kb Xhol-HindIII fragment of S. cerevisiae encoding the 

ACTT gene as probes. The specific activities of both probes 

were 1.0 x 108 cpm/,cog DNA. 25S and 18S ribosomal RNAs 

visualized by staining with ethidium bromide were used as 

size markers as described by Philippsen et al. (1978).
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完全培地で12-16時 間の培養を行い 、その菌体 より抽出した全RNAに 対 してノ

ザ ン解析を行 った(図7)。 プローブ としては 、PNO84DNAの 一部を含む0.7kb

Clal-Hpal断 片およびS.cerevisiaeのACT1遺 伝子を含む1.OkbXhol-

NindIII断 片を32Pで 標識 して使用し:た。低 リン酸培地で培養 した野生型株では、

お よそ2.3kbの 位置に一っのバ ン ドが検出されたが 、このバ ン ドは高 リン酸培

地培養株では検出で きなかった。pho2,,pho4,pho81遺 伝子破壊株では、Pt1084

転写物は認め られなかった。pho80遺 伝子破壊株では、培地中の リン酸濃度にか

か わらず 、躍084転 写物が認め られた。pho84変 異株 では、高 リン酸条件下にお

いても、pho84転 写物が検出され たが 、その検出シグナルは、低 リン酸条件下 に

比べ て非常 に弱 いもので あった。これ らの結果 より、P〃084遺 伝子の発現は、

PHO5お よびPtltl81と 同様にPHO制 御系の支配を受 けていることが明 らかとなっ

た。

さらにPNQ84遺 伝子の発現が 、培地 中の リン酸濃度 によ り制御されている事を

確 かめるために、プラスミ ドpMBI42上 のPNO84-1∂cZ融 合遺伝子の発現にっい

て調べた。PHO84DNA由 来の2.3kbtlinclI断 片 には、1.4kbの5'一 非翻訳領

域 とPt10840RFの アミノ末端部をコー ドする867bpが 含 まれている。PNO84遺

伝子のアミノ末端 コー ド部 とIacZ遺 伝子 のカルボキシル末端側をコ ドンフレー

ムが合 うよ うに結合 して 乃り84-1∂(ゾ融合遺伝子を作成 した。DKD-5D株(trpl)

にpMB142プ ラスミ ドを導入 し、得 られたTrp+形 質転換体を高 リン酸 または低

リン酸培地で培養を行いQ一 ガラク トシダーゼ活性を測定 した(図8)。a一 ガラク

トシダーゼ活性は高 リン酸培地で抑制 され 、低 リン酸培地で脱抑制 され ることが

わか った。以上の結果より、PNO84遺 伝子の発現は リン酸により転写 レベルで制

御 され、その濃度が 低い ときに脱抑制すると結論 した。

第6項Pho84一 β一ガラク トシダーゼ融合タンパ ク質の細胞内局在性

すでに述べ たように(第3項)、Pho84タ ンパ ク質は、その塩基配列か ら推定さ

れるアミノ酸配列よ り、リン酸輸送体であると考えた。Pho84タ ンパ ク質が リン

酸輪送体であれば 、Pho84タ ンパ ク質は細胞膜中に存在すると考 えられる。この

ことを調べ るために、Pho84タ ンパ ク質のN末 端側か ら6個 の膜貫通領域を含む

289ア ミノ酸をコー ドするDNAと 、a一ガ ラク トシダーゼをコー ドするDNAを コ
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Table2・ β 一Calactosidaseactivityinmembranesndsupernatanしfractions

Plas口idGene噛

f凹sion

Cell

extract

Q-Galactosidaseaactivity

'tembranes Supernatant

pSH530畷 輸1塗≦三Z」1130土260{100}bO'65±Ll7(5}1090土150{96}

p}1B143£ 垂1Ω旦:{一.lacZ2160土250《100}1880土246`87,221土82`10}

aβ 一Galactosidaseactivities(un三tsperm藍proしein)ofthetransformanしs

areshownas遭eansforしriplicaしe【3cしer皿inaしiGns・

bFiguresintheparenthesesindicateactivitiesaspercentagesofthoseof

theunfractionatedcellextracts.

ドンフレー ムを合 わせて結合 し、これを担 うYEp型 プラスミドpMB143をNBW5

株に導入 し、融合 タ ンパク質を生産 させ た。その細胞にっいて細胞破砕を行い、

上澄画分と膜画分 に分画 し、各画分 におけるβ一ガ ラク トシダーゼ活性を指標 とし

て、融合タ ンパ ク質の細胞 内局在を調べ た。対照 として細胞質内に存在するタン

パク質 と考えられるHISS-lacZ融 合遺伝子(Nishiwakietal.1987)を 担 う

pSH530よ りのQ=ガ ラク トシダーゼ活性を測定 した。低 リン酸完全培地で30。C

16時 間培養 した形質転換体の細胞を洗浄 し、菌体の破砕を行 った後 に遠心分離 に

より上澄画分 と膜画分 とに分画 した。pMB143を 持っ形質転換体では膜画分の方に

ほ とんどの β一ガラク トシダーゼ活性が検出され たが 、対照のpSH530に よる形質

転換体では大部分の活性が上澄画分の方に検 出された。この結果よ りPho84タ ン

パク質 は膜 に存在 し、N末 端か ら289個 のアミノ酸残基が膜への移行 に十分な領

域であると考 えている。

第4節 考察

pho84変 異株のrAPase構 成性表現型を相補するDNAを 取得 し解析を行 った結

果 、遺伝子 の塩基配列より推定されるアミノ酸配列は、哺乳類 ・酵母 ・大腸菌で

報告されている糖輸送体 と相同性がみ られた。さらに、Pf1084-1acZ融 合遺伝子か
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ら発 現 され た β一ガ ラ ク トシダ ーゼ の活性 が 、膜 画 分 よ り検 出 され るこ とよ り、

PHO84遺 伝 子 はS.cerevisiaeの リン酸輸 送体 を コー ドす る と結 論 した 。

S.cerevisiaeの グル コー ス輸送体 を コー ドす るSNF3(Celenzaet∂1.1988)

を は じめ とす るHGT(HomologousGroupofTransporters)ス ーパ ー フ ァミ リー

に属 す るタ ンパ ク質(Mueckleret∂1.1985;Maidenetal.1987;Chengand

Michels1989;Szkutnickaetal.1989)の 特 徴 と して 、6個 の膜 貫通 領 域 を1

っの 単位 と して それを2単 位持 っ構造 が知 られ てい る(Celenzaetal.1988;

Szkutnickaetal.1989)。HGTス ーパ ー フ ァ ミ リー の輸 送体 には膜貫 通領 域2

と8に はGRR配 列 が 、膜 貫通領 域6と12に はPESPRとPETKの 配列 が保存

され て いるが(Szkutnickaetal.1989)、 これ らの配列 はPho84タ ンパ ク質 に

も存 在 する 。 ヒ トの グル コー ス輸 送体 で は 、膜 貫通 領 域7と8に 極 性 の あるア

ミノ酸が αヘ リック スの一っの表 面上 に存在 す る と考 え られてお り(Couldand

Bel11990)、 それが 糖 を取 り込 む輸送 路 を形 成 してい ると考 え られ てい る 。HGT

ス ーパー フ ァミ リー に属 す るタ ンパ ク質 では膜 貫通 領域7と8に お いて 、多 く

の ア ミノ酸 に共通性 が 見 られ るが 、Pho84タ ンパ ク質 には これ らとの共通 性 は見

られ なか っ た 。最近 の報告 で は 、17個 のHGTス ー パ ー フ ァミ リー に属 す るすべ

て の タ ンパ ク質 問 で 、保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 が13個 示 さ れ て い る

(KruckebergandBisson1990)。Pho84タ ンパ ク質 で もこの 『13個 の うち膜貫 通

領域7に あ る2個 を除 き 、11個 が保存 され て い る 。しか し、ヒ トの グル コー ス

輸送 体 の膜貫 通領 域11に 存在 す る トリプ トフ ァンはサ イ トカラ シ ンーBの 結合部

位 と考 えられ てい る残 基で あ り(Walmsley1988)、HGTス ーパ ー フ ァミ リー に属

す る多 くの タ ンパ ク質で保存 され て いるが 、Pho84タ ンパ ク質 で は リジ ン とな っ

て い る。これ らの違 いはPho84タ ンパ ク質 と他 の輸 送体 との基質 の違 いに よる と

思 われ る 。これ まで 知 られてい る他生物 の リン酸 輸送 体 とPho84リ ン酸輸 送体 と

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し て も 、 そ の 構 造 に 強 い 類 似 性 は 見 られ な か っ た 。

Neurosporacrassaのpho-4+遺 伝子が コー ドす る リン酸輸 送体 で はPho84タ ン

パ ク質 と同様 に12カ 所の膜貫 通領 域が存 在 す るが 、大 きな親水 性領 域が 膜貫 通

領域8と9の 間 に存在 す る(Manne亡al.1989)。 ラ ッ ト肝臓 の ミ トコ ン ドリア

に局 在 す る リ ン酸 輸 送体 で は推 定 され る膜 貫通 領 域数が6個 で あ る(Ferreira

etal..1989)。Ambudkarら(1990)に よる と、二 次能 動輸 送体 で は 、膜 貫通 領域
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を6個 持っタ ンパク質 は二量体で 、12個 存在するときは一量体で機能するとし

てお り、それに従 うとPho84は 一量体で存在すると考え られる。

pho84遺 伝子破壊株は リン酸輸送体が破壊 されたにもかかわらず 、致死 にいた

らなか った。この事 実は、リン酸 に対する親和性が違 うリン酸取 り込み系が2っ

以上存在 し、Pho84タ ンパ ク質は高親和性の取 り込み系に関与するが くTa皿aiet

al.1985)、 低親和性の取 り込み系 には関与 しないとするこれまでのモデル と矛盾

しない。

第5節 要約

pho84異 表現型の一っであるrAPase構 成性表現型を相補するDNA断 片を取

得 し、解析を行った 。その結果 、PHO84遺 伝子が リン酸輸送体をコー ドしている

と結論するに至った。PHO84遺 伝子よ り推定 され るPho84タ ンパ ク質のアミノ酸

残基数は596で 、その配列はヒ トのグルコース輸送体をは じめ として、種々の糖

輸送 タンパ ク質と有意な相同性を示 した。アミノ酸の親水性疎水性値 より推定 さ

れ るタ ンパ ク質の二次構造は、74個 の親水性アミノ酸をはさんで6個 の膜貫通

領域が2回 存在するものであった 。PHO84遺 伝子の転写はPNO5,PNOB,PHO81

遺伝子 など と同じく、培地 申の リン酸濃度により制御されていた。Pη084-1∂cZ融

合遺伝子 よりっ くられるβ一ガ ラク トシダーゼ活性は膜画分 より回収 されること

より、Pho84タ ンパ ク質は膜タンパ ク質であることが強 く示唆 された。四分子分

析および塩基配列を決定 した結果 、FNO84遺 伝子は第XIII番 染色体上に存在す

ることがわかった 。
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第2章 ヒ酸 耐 性 変 異 株 の 分 離 と性 格 付 け

第1節 緒言

野生 型S.cerevisiaeに お ける リン酸取 り込 み系 には 、親 和性 の違 い に よって

2っ の系が 存在 す る と考 えられ て いる(Tamaietal.1985)。 さ らにその 一 っは

培 地 中の リ ン酸 濃 度 に よる制御 を受 け る こ とが わか ってい る(Tamaietal:

1985)。 第1章 で の解 析 に よ り、PNO84遺 伝 子が リン酸 輸送 体 を コー ドす るこ とを

明 らか と した 。E.coliの リン酸 取 り込 み に関与 す る遺伝 子 は複数 得 られ て い る

が(RaoandTorriani1990)、S.cerevisiaeで はPNO84遺 伝子 だ けで あ る

(UedaandOshima1975)。 過去 に 、,リン酸取 り込 み 系 の解 析 法 の一つ と して 、 リ

ン酸 のアナ ログ を用 いた解 析が 行 われ て きた 。例 えばNeurosporacr∂ssaで は 、

野 生型 株 に対 して致 死効 果を持 っ バ ナジ ン酸 に対す る 、その 耐性変 異株 を取 得 し

た ところ 、そ のなか に高親 和性 リン酸取 り込 み系 欠 損変 異株 が存 在 した(Bow皿an

etal.1983)。 また 、E.coliやAnabaenavariabilisで は 、 ヒ酸 を阻害 剤 と し

て 、 リン酸 取 り込 み系 の生 化 学 的解 析 が行 われ て い る(BennettandMalamy

1970;wilskyand・Malamy1980;Thiel1988)。 バ ナ ジ ン酸 や ヒ酸 は 、細胞 内 で リ

ン酸が 関与 す る酵 素 反応 に対 して 、 リン酸 同様 の挙 動 を示 し、代謝 や増 殖 を阻害

す る と考 え られて い る(Johnson1971;Willskyetal.1985)。

本 章で は 、 リン酸 取 り込み系 に関与 す る新 しい遺 伝子 を取 得 す るこ とを 目的 と

して 、ヒ酸 耐性 表現 型 とrAPase構 成性 表 現型 を同 時 に示 す変異株 の取 得 を行 っ

た 。まず 、pho84変 異株 を調べ た とこ ろ ヒ酸 耐 性 で あ ったが 、他 のPHO系 の 調節

遺伝 子変異 株 で は感 受性 で あ った 。さ らにpho84変 異 と異 な るヒ酸 耐性 表現 型お

よびrAPase構 成性 表現 型 を示 す 変異株 を 分離 した 。遺 伝解 析 の結果 、両表現 型

が二 重変 異 に よ り引 き起 こ され る こ とを 明 き らか に した 。それ らの変 異 を それぞ

れpho86,pha87変 異 と命名 した 。pho86pho87変 異株 で は 、 ヒ酸耐 性,rAPase

構成 性 表現型 ば か りでな く、pho84変 異株 と同様 に リン酸取 り込み活 性 も大 きく

低 下 した 。 しか し、pha86pho87変 異株 にお い て 、酬084遺 伝 子 は構 成 的 に発 現

して い た 。これ らの 結果 よ り、Pho86タ ンパ ク質 とPho87タ ンパ ク質 は 、PNO84

遺 伝 子 の転写 以後 の 段階 で 、低 リ ン酸条件 下で脱 抑制 され る リ ン酸取 り込 み 系 に

41一



関与することが示唆 され た。また、rAPase非 生産性表現型を引き起 こすrAPase

生産調節遺伝子の変異であるpho2,pho4,pho81変 異 とpho84変 異 との二重変

異株が ヒ酸感受性 になることを明 らかにした。

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 した以外の内

容 にっ いて以下に記述する。

供 試菌株 とプラ ス ミ ド

実験 に用 い たS.cerevisiae菌 株 を 表3に 示 す 。PHD87遺 伝子 の クローニ ング

の際 に用 い た λフ ァー ジの指示 菌 と してE.coliLE392株 を使用 した。プ ラス ミ

ドpAC613は プラ ス ミ ドpMB15(図1)をEcdl1091で 切 断後 、Klenowfragment

で平滑 化 した 。それ を 、Xhol処 理 して得 られ た2.6kbDNA断 片 を 、多 コ ピー ベ

クターYEp24(Parentetal.1985)のSall-Smal間 隙に挿 入 して構築 した。

PHO87遺 伝 子 の クローニ ング に は 、磯 野 克 巳教 授(神 戸 大学 、理学 部)よ り分譲

を受 け たS.cerevisiaeの 整列 クロー ンバ ンク(YoshikawaandIsono1990)の

中か ら、後 述 の よう に、四分子 分析結 果 よ り示 唆 され た 溜087遺 伝子 存在 領域 に

該 当す るフ ァージ ク ロー ンよ り回収 した酵母染 色体DNAを 用 い た 。

使用培地 と培養方法

ヒ酸完全培地は、YPAD培 地を滅菌後約500Cま で冷却 してか ら、特 に断 らなけ

れば、 ヒ酸溶液(和 光純薬)を4.5mMと な るように培地11に 対 して0.8ml

加 えて調整 した。

λフ ァージのプラーク形成用平板培地 としてLB培 地を用 い、下層培地 には

1.2%、 上層培地には0.醜 の寒天を加 えた。

遺伝学的解析および分子遺伝学的方法

突然変異処理 突然変異処理 はLindegrenら の方法(1965)に 従 った。5ml

のYPADで 一晩培養 した菌株の細胞を無菌水で1回 洗った後 、3mlの リン酸緩
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衝液(pH8.0)に 懸 濁 した 。この懸濁 液2mlを8mlの リン酸緩 衝液 が 入 った

滅菌 マ イヤ ー フラ ス コ(100ml容)に 加 え 、ethylmethanesulfonate(EMS;

Sigma)を0.3ml添 加 し、30。Cで ゆ っ く り振 と う した 。生存 率が20-30Yの と

ころで集菌 し、無 菌 水で4回 洗浄 後 、適 当量 の無 菌水 に懸濁 した 。この時遠 心管

は常 に新 しいもの と取 り替 え た 。この 懸濁 液を 冷蔵庫 に保 存 しなが ら、適宜 希釈

して、突然 変 異体 の 分離 に用 いた 。

λフ ァー ジDNAの 調製37。Cで 一晩 培養 を行 っ た大腸菌 培養液100μ1と 、

105-106plaque-formingし1nits(pfu)の フ ァー ジを含 む100μ1のsri緩 衝 液

[0.1MNaCl,8mMMgSO4,0.Oll(w/v.)ゼ ラチ ン,50mMTris-HCI(pH7.5)]

を混 合 した後 、3mlの 上層培 地を加 え 、LB寒 天平板 培地 に広 げ た 。培地 が固 化

した後 、培 地 面を上 に してラ ップで包 み 、37。Cで6・7時 間保 温 した 。溶菌 を確

認 した後 、上層 培地 を5mlの 洲 緩 衝 液で 覆 い 、数 滴 の クロロホ ルム を加 え、

4。Cで 一晩 プ レー トを水 平 に保 った 。このSM緩 衝液 を 回収 して フ ァー ジ液 と し

た 。フ ァー ジDNAの 調製 は 、得 られ た ファー ジ液 に対 して3,000rpm10分 間 遠

心分 離を行 い 、上澄 液 にDNaseIお よびRNaseAを 、それぞ れ最終 濃度1μ9

/、μ1と な るよ うに加 え 、37。Cで30分 保 温 した 。上澄 液 の1/2量 のPEG溶 液

(27%PEG6000,3.3MNaCl)を 加 えて氷 中 に1-2時 間放 置 した後 、10,000rpm

29分 間遠 心分 離 を行 い 、上 澄液 を取 り除 い た 。沈 澱 を0.5mlのSM緩 衝液 に溶

解 し、エ ッペ ン ドル フチ ューブ に移 した 。この溶液 を12,000rpm2分 間 遠心 分

離 を 行 った後 、上 澄 液 に10%SDS溶 液5μ1と0.5MEDTA(pH8.0)溶 液5

μ1を 加 え68。Cで15分 聞保温 した 。フェノー ル処理 を2回 、フェ ノール クロ

ロホ ルムイ ソア ミル アル コール処 理を2回 行 った後 、エ タノー ル沈澱 処理 によ り

DNAを 精製 した後 、50μ1TE緩 衝液 に溶 解 し、以後DNA溶 液 と して用 い た 。

生化学的方法

ヒ酸に対 する感受性の測定YPAD培 地で30。C一 晩培養の菌体を適当に希釈 し、

種 々の濃度の ヒ酸を添加 したYPAD寒 天上に塗布 した。30。Cで3-5日 間培養を

行い、増殖 してきたコロニーの数を、ヒ酸を添加 しないYPAD培 地で増殖するコ

ロニー数に対する割合を求め 、その値をその濃度にお ける生残率 とした。
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Table3.S.cerevisiaestrainsused

Strains Genotype'

AX-66-SOD

Fisc

KYC163

KYC164

P143-3A

P144-2D

P145-2B

O106-M30

P146-8B

NS101

NSIQ2

NS104

NS105

NS106

NS204

NS205

NS213

NS214

NS215

MB181

SH1547

MB126

MB144

MB158

MB247

M&248

崩1aρ ∂々3「11α12ura3.lysl

MATaρ ノ}03-1

MATapho3-1pho&4-1arg6his6

崩7α ρカ03-1ρ カ084-1な ρ1

MATapho3-1pho2-1arg6

MATapho3-1pho4-1arg6

MATapho3-1pho81-1arg6

崩Tdμ}03-1PHQ81ｰ一18∂14カis51α'1

MATaρ 加3-1pho80-1∂rg6

MA7apho3-1pho84-21eu21yslura3

MA7apho3-1pho84-31eu21yslura3

胴1aphn3-1ρ ∠り086pho&?1α'21yslitra3

MATapho3-1pho84-41eu21yslcrra3

κ4コ賢 ρう03-1ρ カ084-51α121.yslura3

κ41hpノ}03-1Pノ}087-11e{'21y51

MATapho3-1pho86-1ura3

翅1aρ ゐ03-1ρ カ086一.1ρ カ087-11etr2

MATa」 ρカ03-1ρ カ086-1ρ 」り087一ヱ1α12

崩7α ρZ}03-1ρ 」り086-1`1zr∂3

MATapho3-1pho86-1pho87-11eu2

.MA7`aρ 々03-1ρ り081-1助084-1帥1

κ47αp1}02::LEU2ρ カ084-1.hisle正'2

κ47α ρカ03-1ノ α12uraρ カ080::」リゴ53pho84一 一1

MATapho4-1pho&4-11ecr2his

MATapho3-1pho87-11etr2

MATapho3-11eu2
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MB249

MB250

MATapho3-1pho86-11ys2ura3

MATapho3-1pho86-1pho87-11ys2ura3

ThegeneticsymbolsusedareasdescribedbyMortimeretal.(1989).

第3節 結果

第1項pha84変 異株 は ヒ酸 存在 下 で生育 で きる

今 までの研 究 に よ り、pho84変 異株 は他 の ρ加 変 異株 とは異 な り、 リン酸 取 り

込 み活 性が 極 度 に低 下 して いる こ とが わか ってい る(UedaandOshima,197a)。

も し、pho84変 異株 が リ ン酸 と同 様 に ヒ酸 に対 す る取 り込 み活性 が低 下 して い る

な らば 、ヒ酸耐 性 表現型 を示 す と考 え られ る 。そ こで野 生型 株P-28-24Cお よび

各 種pho変 異 株,KYC164株(pho84-1.),P143-3A株(pho2-Y;),P144-2D株

(pho4-1),P145-2B株(pho&1-1),0106-M3D株(PHO81ｰ一1),P146-8B株

(pho80)を 種 々 の濃度 の ヒ酸 を添 加 したYPAD培 地 で 増殖 させ た。 その 結果 、

KYC164株(pho84-1)以 外 は 、 ヒ酸濃 度が4.5魍 のYPAD培 地 で は増殖 で きなか

っ た(図9)。 ヒ酸耐 性表 現型がpho&4変 異 に原 因 す る こ とを確 か め る ため に 、

KYC164株(pho84)とAX66-IOD株(PHO&4+)を 交 雑 し 、得 られ た二 倍体 を 胞子

形 成 させ て四 分子分 析 に供 した 。その結 果 、30ヶ の子 嚢 にっ いてYPAD培 地 にお け

るrAPase生 産構 成 性表現 型 とヒ酸 耐性 表現 型が 共分 離 す る こ とを認 め た 。以上

の結 果 よ り、 ヒ酸耐 性 表現型 はpho&4変 異 に よって 引 き起 こされて い る と結 論 し

た 。

第2項 ヒ酸耐性変異株の分離 と遺伝解析

pho84変 異株が ヒ酸耐性表現型を示 したことより、 リン酸取 り込み系 に関与す

る新 しい遺伝子の取得を目的として 、ヒ酸耐性変異株の分離を行った 。Ergs変 異

処理を行ったAX66-IOD株 の細胞104個 を 、4mMの ヒ酸を含むYPAD寒 天上に

塗布 し、30。Cで5～7日 間培養 したところ、約200ヶ の コロニーが 出現 した。そ

れ らに対 して、YPAD培 地上でrAPaseに っ いての活性染色を行ったところ、6株

か らrAPase活 性が認め られた。ここで得 られた菌株 をそれぞれNS101～NS106
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と命名 した 。この6株 を反 対の接 台型 を持 っ野生 型株F16Cと 交雑 し、得 られ た

二 倍体 を胞 子形成 させ四分子 分析 を行 っ た 。その結 果 、NS104とF16Cの 交雑 に

よ り得 られ た二倍 体 以外 、調べ た4～7ヶ の子 嚢すべ てが2rAPase+:2raPase一

分 離す るこ とを認 め た 。NS104xF16C間 の 雑種二倍 体 由来 の19ヶ の子嚢 につ い

て 、YPAD培 地 にお け るrAPase活 性を調 べ た結果 、2個 が2rAPase+:2rAPase一,

15個 が1rAPase+:3rAPase一,2個 がOrAPaset:4rAPase一 の分 離を示 し:た。これ

らの結 果 よ りNS101,NS102,NS103,NS105,NS106の5変 異 株で は それぞれ 単

一 の核性 変 異を持 ち 、NS104に は少 な くとも2っ 以上 の連鎖 しな い核性 変異が 存

在 す るこ とが わか った 。これ らの変 異 のpho84変 異 との対 応 を調べ るため に、

KYC164株(phn84-1)と の交雑 二倍 体 のYPAD培 地 にお けるrAPase活 性 を染 色

法 に よ り調べ た結 果 、NS104株 を除 く全 ての 株 はpho84変 異 を相補 す る こ とが で

きなか っ た 。この 事 より、これ らtvsla4株 を除 く5変 異株 で はpho84変 異 によ

りヒ酸耐 性表 現型 が 生 じてお り、NS104株 で はpho84変 異 以 外の変 異 に よる こ と

が わか っ た 。

NS104株 に存在 す る変異 数を決 定す るため に 、NS104株 とF16C株 間 の雑種 二

倍体NS30株 の子 嚢 よ り、YPAD培 地上 でOrAPase+:4rAPase一 の分 離 を示 す子

嚢 を選抜 し、以後 の 解析を 行 った 。OrAPaset:4rAPase一 の 分離 を示 すIvS3D株

の4個 の減 数 分裂 分 離 株 の 、そ れ ぞ れ をNS104株 の解 析 途 上 で 得 られ た

rAPase構 成性 表現型 を示 すNS213株(MATa)、 またはMB182株(MATa)と 交雑

して得 た二 倍 体を四 分子 分析 に供 した 。も し、YPAD培 地 でrAPase非 生産 性表現

型 を示 した子 嚢由来 の減数 分裂分 離株 が 、そ れぞれ単 一変 異 を持 っな らば 、YPAD

培 地 でのrAPase活 性 はすべ て2rAPase+:2rAPase一 に分離 す るはず で あ る 。そ

こで 、これ ら4っ の二 倍体 を四分子 分析 に供 した結 果 、それぞ れ6～16ヶ の子 嚢

につ い て 、す べてが2rAPaset:2rAPase一 の分 離を示 す こ とを認 め た 。この事 よ

り、変 異株NSID4に は2っ の核 性変 異 が存 在 し、 それ らが 、 ヒ酸 耐 性 お よび

rAPase構 成 性表 現 型 を 引 き起 こ して いる と結 論 した 。 ま た先のOrAPase+:

4rAPase一 を示 す 四分 子 よ り、接 合型 が 相補 的 な分 離株2株(NS204お よび

NS205)を 選 び 、それ らの間 で雑種 二倍 体を作 成 し、胞 子形成 させ た後 、四分 子分

析 を 行 った 。得 られ た8ヶ の 子嚢 は3個 が2rAPase†:2rAPase一,4個 が,

1rAPaset:3rAPase一,1個 がOrAPase+:4rAPase一 の分離 比 を示 した 。この よ
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うにNS204株 とNS205株 の雑種 二倍 体 よ り、rAPase構 成 性表 現型 を示 す減 数分

裂 分離 株が 得 られ た こ とよ り、NS204株 とNS205株 には異 な る変異 が存 在す る事

が わ か った 。そこで 、NS205株 にある変異 をpho8G-1変 異 、NS204株 に ある変異

をpho87-1変 異 と命名 した 。

第3項pho86pho8?二 重 変異株 の表現 型

先 に述べ たよ うに 、助086助087二 重 変異株 はpho84変 異株 と同 じく、4mM

の ヒ酸を 含 むYPAD培 地 で 増殖 す るこ とが で きる。'そこで 、NS213株(pho86

pho8i),NS205株(pho86),NS204株(pho87)に お ける ヒ酸 耐性 を 図9と 同様 に

して調 べ た 。その結 果 、二 重変 異株 はpho84変 異株 と同 じく25mHの ヒ酸 が含

まれ るYPAD培 地 で も増殖 す るこ とが で きた(図10)。pho86変 異 株 は野生株 よ り

ヒ酸耐 性度 が高 いが 、pho87変 異 株 は野生株 とほ とん ど変 わ らな い(図10)。 この

こ とか ら、二重変 異 株 の ヒ酸 耐 性表現 型 にっ いて は、pho86変 異 の寄与 の方 が

pho87変 異 よ りも大 きい と考 え られ る 。pho84変 異株 で は 、rAPase産 生 構成 性 、

ヒ酸 耐 性 表現 型 に加 え て 、 リン酸 の取 り込 み活 性 が 大 き く減 少 す る 。そ こで

pho86,pho87,pho86pho87変 異 株 にお ける 、 リン酸 の取 り込 み活 性を測 定 した 。

その結果 、pho86変 異 を有 す るMB249株(pho86)お よびMB250株(pho86

ρ加87)の リン酸 取 り込 み活 性 が 、野 生 型 に比べ て約1/20に 低 下 して い た

(図11)。 しか し、MB246株(pho87)は 野生株 と変 わ らなか った 。 これ らの こ と

よ り、PNO86遺 伝 子 産物が リン酸取 り込 み に対 して重要 な 働 きを して い るが 、ヒ

酸耐 性お よびrAPase生 産 構成 性表 現型 を 引 き起 こす には 、pho86変 異 とpho87

変異 の両方 が必要 で あるこ とが わか った 。

第4項pho86pha87変 異株 にお けるPHO84遺 伝 子 の発 現

rAPase生 産構 成性 表現 型を示 すpho86ρ 加87二 重 変 異株 にお けるPhO84遺 伝

子 の発現 を調べ た 。NS213株(pho&6pho87)とP-28-24C株(PHO86PHO87)を

低 リン酸 または高 リ ン酸 完全培 地 で12～16時 間培 養の 後 、得 られ た菌体 よ り抽

出 した全RNAに 対 して、PHO84遺 伝子ORFの 一部で あ る564bpBg111-XhoI

DNA断 片 をプ ロー ブ として ノザ ン解 析 を行 っ た(図12)。 その結果 、高 リン酸条 件

下で培 養を 行 った野 生株か ら抽 出 した2NAで は 、プ ロー ブ との結 合 シグ ナル は検
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Fig. 12. Detection of P11084 transcript in the wild type and 

pho86 pho87 mutant by Northern hybridization. Samples of 

10,u g of total RNAs prepared from cells of strains P-28-24C 

(PH086+ PH087+ [WTJ; lanes 1 and 2), and NS213 ( hp o86 phi o87; 

lane 3 and 4) grown on nutrient high-Pi . (lane 1 and 3) or 

low-P, (lanes 2 and 4) medium were charged in slots. The 

32P-labeled 564-bp Bg1II-Xhol fragment of P11084 DNA and a 

1.0-kb Hindlll-Xhol fragment of S. cerevisiae encoding the 

ACT1 gene were used as probes for detection of the PH084 and 

ACT1 transcript, respectively. The specific activities of 

probes were 1. 0 x 108 cpm per u g of DNA. 25S and 18S rRNAs 

visualized by staining with ethidium bromide were used as 

size markers as described by Philippsen et al. (1978).
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出されなかったが 、pho86pho87変 異株では高 リン酸条件下 にお いてもPHO84

mRNAが 検出され た。pho86pho87二 重変異株ではリン酸取 り込み活性 は低下 して

いるにもかかわらずFHD84mRNAが 構成的に生産 されていることより、PNa&6と

溜087両 遺伝子はPhos4遺 伝子の翻訳以降の段階に関与 していると考 えられる。

第5項pho86phaB7変 異株のrAPase構 成性表現型はPhos4多 コピープ ラス

ミ ドにより相補 され るpha86pha87変 異株 とpho84変 異株 とが同 じ表現型を示

すことより、pho86pho87変 異表現型 に対するPt1084遺 伝子を持っプラスミ ドの

影響を調べ た。NS213株(pho86pho87rrra3)にPHO84プ ラスミ ドを担 う低 コピ

ープラスミ ドp373(図1)を 導入 し、得 られたUra+形 質転換体の中の任意の4

株 にっいてrAPase産 生表現型を活性染色法 によ り調べ たが 、NS213株 との違 い

はみ られなかった 。次に、同 じ遺伝子を多コピープラスミ ドYEp24に 結合 した雑

種プラスミ ドpAC613をNS213株 に導入 して得た形質転換株の中か ら、同 じく

4株 にっいてrAPase産 生表現型を調べたところ、すべてrAPase抑 制性の表現

型を示 した。Pt10&4遺 伝子の上流 にはPho4タ ンパク質結合領域が5ヶ 所存在す

るが 、この現象がプ ラスミ ド上のその領域 に細胞 内のPho4タ ンパ ク質が結合 し、

ゲノムのPNO5遺 伝子に結合す るPho4タ ンパ ク質数が減 ったためである可能性

を調べ るため、同 じプラスミ ドをrAPase生 産構成性表現型を示すNBD80-1株

(pho80),NBD82-1株(PNQ81`)に 導入 し、得 られ た株のrAPase産 生表現型を調

べた。その結果 、いずれの株も、すべてrAPase構 成性を示 し表現型 に変化は認

め られなか った。このことより、PHO84多 コピープラスミ ドを導入 したpho86

pho&7二 重変異株 において、ゲノム上のPHO5遺 伝子に結合するPho4タ ンパ ク

質が大きく減少 した とは考 えにくい。以上の結果か ら、PAO84遺 伝子の供与量を

多 くすれば 、pho86pho87変 異表現型が相補 されると結論 した 。

第6項pho87遺 伝 子のマ ッピ ング とクローニ ング

これ まで の遺伝解 析結 果 を総 合 して 、pha87遺 伝子座 がMAT遺 伝 子座 に非常 に

強 く連鎖 す る ことが わか った 。NS214株(MATapho86-1pho87-1)とNS215株

(崩7αpha86-1)を 交 雑 して得 た二倍体 を胞 子形 成 させ 、四分子 分 析 に供 した結

果 、調べ た38個 の子嚢 すべ て にお いて 、rAPase構 成性 株 は とa接 合型 を示 し
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た 。この 結果 、Perkins(1943)の 式 よ り、第III番 染色 体上 でのpho87と'

MATaと の距離 は 、1.3セ ンチモ ルガ ン以 内 と計算 され た 。

PNO87遺 伝 子座が 存在 す る第III番 染色 体 にっ い て は 、整i列フ ァー ジ クロー ン

バ ンクが す で に構 築 され て い るの で(YoshikawaandIsono1990)、 崩7遺 伝子座

近傍 の領域 を持つ フ ァー ジ クロー ンを利 用 して 酬087遺 伝 子の クローニ ング を行

っ た 。バ クテ リオ フ ァー ジ λベ クタ ー で あ るEMBL4のBamHI部 位 に、s.

cerevlsiaeの 第III番 染 色体 をSau3AIで 部 分消化 を 行 っ たDNA断 片 を挿入 し

て作 製 した整列 クロー ンバ ン ク(Yoshikawaandlsono1990)の 中か ら、11.4T座

近傍 の遺伝 子 を含 む ファー ジク ロー ンよ り酵 母DNAを 調製 し、プ ラ ス ミ ドベ クター

YCp50を 用 いてサブ クローニ ングを 行 い 、種 々のプ ラ ス ミ ドを作 製 した(図13)。

これ らのプ ラ ス ミ ドをMB181株(pho86pho87)に 導 入 し、rAPase構 成性表 現型

に対 す る抑圧 能 を調 べ た 。その結 果 、4.7kbEcoRI-EcoRVDNA断 片がpho86

pho87変 異 表現型 を 相補す るこ とが わか っ た 。すで に この領域 は 、塩基 配列が 決

定 され てお り(Chanteta1.1991;Rayθ 亡al.1991;Thierryθ 亡a1.199D)、

YCR524と 命名 され る2769bpのORFが 見 い だされ てい る(Thierryetal.

1990)。PHO87,/YCR524遺 伝 子 の塩基 配列 よ り推定 され る タ ンパ ク質 のN末 端 部 か

らお よそ400個 の ア ミノ酸 には 、電 荷 のあ る ア ミノ酸残 基が 多 く存在 した 。それ

に続 く領域 には 、疎 水性 と親水 性 の アミノ酸 が繰 り返 し配列 して い る。これは 、

膜 タ ンパ ク質 に しば しば見 られ る構 造で あ り(Eisenberg1984)、Pho87タ ンパ ク

質 のC末 端 部 が膜 に埋め 込 まれて い る ことが 示唆 され た 。

第7項pho84変 異 とボ ス フ ァターゼ 生 産 調節系 遺伝 子変 異 との二 重変 異株

の表 現型 これ まで にpho84変 異 株で も 、pho4あ るいはpho81変 異が 存在す れ

ばrAPase非 生産性 表現 型 を示 し、pho8apho84お よ びpho85pho84二 重変異 株

はIplaQ84=変 異 株 と同 じく構 成性 を示す こ とが 知 られ てい た(Uedaθ 亡∂1.1975)。

しか し、ヒ酸 に対 す る表現 型 にっ い ては不 明で あっ たので 、pho84変 異 と種 々の

pho変 異 との二重 変異株 にお ける4mMの ヒ酸 を含 むYPAD培 地で の生育 能を調

べ た 。MB126株(pho81pho84),MB158株(pho4pho84),MB144株(pho80

pho84),SH1547株(pho81pho84)を ヒ酸 培地 に塗 布 し 、5日 間,30。Cで 保温 し

た 。そ の結果 、MBI26株,MB158株,SH1547株 は生育 せず 、MB144株 だ けが 増殖
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で きた。っ まり、rAPase非 生産性お よび ヒ酸感受性表現型を示すpho2,pha4,

pho81変 異 は、ヒ酸 耐性表現型に関 してもpho84変 異に対 して上位にあり、ヒ酸

感受性 とな っている。これらの結果よ り、ヒ酸感受性を示 した二重変異株では、

ヒ酸が再び取 り込 まれるようにな ったか 、または ヒ酸 に対する解毒作用が失われ

た可能性が考 えられ た。

第4節 考察

リン酸輸送体をコー ドすると考 えられるPNO84遺 伝子の変異株では リン酸のア

ナログであ るヒ酸 に対 して耐性表現型を示すことを明らか にした。この現象は、

pho84変 異株 において、リン酸の取 り込み活性が低下する(UedaandOshima

1975)の と同様に、ヒ酸 に対 しても取 り込み活性が低下することを示唆 している。

ヒ酸耐性表現型は、 リン酸取 り込み活性に対す る一っの指標となると考 えられた。

そこで、リン酸取 り込みに関与す る新 しい遺伝子を取得する目的で、ヒ酸耐性で

しか もrAPase構 成性となる変異株を分離 した 。その結果、pho84変 異 に加 え、

これ までのpho変 異いずれとも異なるpho86pho87二 重変異でそのような表現

型を生 じる株が得 られた。この変異株の他の表現型を調べたところ、低 リン酸条

件下 におけるリン酸取 り込みに対する脱抑制能が 、pho84変 異株 と同 じく、野生

型株 に比べ て大きく低下 していた。さらにpho86pho87二 重変畢株のrAPase構

成性表現型がPHO&4を 持っ多 コピープラス ミ ドにより相補 され ることよ り、

PNO86お よびPNO87遺 伝子産物 はリン酸の取 り込みに関与すると考えられた。し

か し、pho86pho87変 異株で 、PHO&4遺 伝子の転写産物は低 リン酸条件下だけで

な く、高リン酸条件下においても検出された 。このことは リン酸取 り込み活性が

低下 した原因が、酬084遺 伝子の転写が行 われないためではないことを示 してい

る。Pho86タ ンパ ク質 とPho87タ ンパ ク質が関与す る リン酸取 り込み系 ど

Pho84リ ン酸輸送体 によるリン酸取 り込み系 とが独立 に働 くとすれば 、それぞれ

の変異株におけるリン酸取 り込み活性の低下は、加算的になると思われる。従 っ

て、pho86pho87遺 伝子産物は リン酸取 り込み系 に対 してPHO84遺 伝子の転写以

後あるいはPho84タ ンパ ク質 と協調 して機能 していると考 えられる。PHO84,

PNO86,PhO87遺 伝子産物が協調 してリン酸を取 り込む とすれば、いずれの遺伝子
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の変異によっても、リン酸取 り込み活性は低下するであろう。しか し、PHO84遺

伝子のコピー数を上昇させれば 、pho86pho87変 異表現型が抑圧されることか ら、

Pho84,Pho86,Pho87タ ンパ ク質が リン酸の取 り込みにおいて等価な役割を して

いるというより、む しろ、Pho84タ ンパ ク質が中心的な役割を していると考え ら

れ る。バナジン酸 も リン酸のアナログで 、細胞内では リン酸 と拮抗的に働 くと考

えられているため(Nechayl984)、 いくっかの生物 において リン酸代謝 に関与する

因子を同定す る目的でその耐性変異株が取得されている。例 えば、N.erassaで

は高親和性 リン酸取 り込み系が欠損 した株がバナジン酸耐性株として得 られてい

る(Bowmanetal.1983)。S.cerevisiaeに おいても、すで にバナジ ン酸耐性変

異株が取得 されてい る(Willskyeta1.1985;Kanik-EnnilatandNeff1990)。

しか し、リン酸取 り込み活性は野生型株 と変わ らなかった(willskyeta1.1985

;Kanik-EnnulatandNeff1990)。 このことより、バナジン酸 とヒ酸 はいずれも

リン酸のアナログではあるが 、リン酸取 り込み系 に対する関与の仕方が異なるこ

とが示唆 される。

pho84変 異 と種々のホスファターゼ生産調節系遺伝子変異 との二重変異株を作

成 したところ、酵素非生産性表現型を示すpho2,pho4,pho81変 異を組み合わせ

たときには ヒ酸感受性とな り、酵素生産構成性表現型を示すpho80変 異を組み合

わせ たときにはヒ酸耐性とな った。rAPaseを コー ドするPHO5遺 伝子の変異を組

み合わせ たpha5pha&4二 重変異株はヒ酸耐性にな ることより、rAPase生 産の有

無が ヒ酸に対する感受性を決めるのではな く、rAPase生 産制御 に関与する遺伝子

がpha&4変 異存在下で 、ヒ酸感受性表現型を引き起 こすことがわかった。pho2,

pho4,pho81変 異 によりpha84変 異のヒ酸耐性表現型が抑圧 される理由として、

1)変 異に よりPho84以 外の リン酸取 り込み系が働 くようにな り、その系を通 し

て ヒ酸が取 り込まれて感受性 とな った。ii)PNO系 遺伝子は ヒ酸の排出系に関与

しており、変異によりpho84変 異株においてもわずかに取 り込 まれていたヒ酸に

対する排出系が働かな くな り、ヒ酸が蓄積 したため感受性 になった。ili)PHO系

遺伝子産物 にはヒ酸を何 らかの方法で解毒す る作用があり、その解毒作用が変異

により失われて感受性とな った、な どの可能性が考 えられる。これまでの解析 よ

り、PHaz,PNO4遺 伝子は低 レベルで構成性の発現を してお り(Yoshidaetal.

1989a)、PHO81遺 伝子はPHO系 の構造遺伝子であ るPHQ5,酬08,PHO84遺 伝子
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と同 じく、培地中の リン酸濃度が低い ときに転写 レベルで脱抑制されることがわ

かっている(Yoshidaetal.1989b)。Yoshidaら(1989b)に よる遺伝子供与量

効果の実験結果か ら、転写正因子であるPho4タ ンパク質 と負因子であ るPho80

タンパ ク質 との間 には、タンパ ク質問の直接 の相互作用の存在が示唆 されている

が 、Pho81タ ンパ ク質 とPho80タ ンパク質間には直接の相互作用がない と考 えら

れ ている。以上の事実よりPho81タ ンパク質がPho2タ ンパ ク質やPho4タ ンパ

ク質 とは異な り、酵素 として機能 し、ヒ酸 に対する感受性表現型がPNO81遺 伝子

が発現 されな くなることにより、引き起こされる可能性が示唆 される。

第5節 要約

S.cerevisiaeの リン酸取 り込み系に関与する遺伝子を同定す るため 、ヒ酸耐

性変異株を取得 し、遺伝解析を行った。リン酸輸送体をコー ドす ると考 えられる

PHO84遺 伝子の変異株が ヒ酸耐性表現型を示すことを見いだした。そこで 、リン

酸取 り込み に関与する新 たな遺伝子を取得す ることを目的 として、 ヒ酸耐性 と

rAPase構 成性表現型を同時 に示す変異株を分離 した 。遺伝解析の結果 、上記の表

現型を引き起 こす新 しいpho86pho87二 重変異株を見いだ した。二重変異株では

PHO5とPAO84遺 伝子の転写が構成的であ・り、脱抑制条件下における無機 リン酸

取 り込み活性が著 しく低下 していた。また、pho86pho87変 異株 の表現型は

PHO84遺 伝子を持っ多コピープラスミ ドに・より相補 された。PNO87遺 伝子座は第

III番 染色体右腕のMAT遺 伝子座の ごく近傍 に存在 し、YCR524と 報告されていた。

その塩基配列より推定され るアミノ酸配列 より、Pho87タ ンパ ク質は膜 に存在す

ることが示唆された。また、pho2,pho4,pho81変 異 とpho84変 異の二 重変異株

では、pho84変 異株の ヒ酸耐性表現型が抑圧 され 、感受性を示 したことよ り、i)

pHOSI遺 伝子産物がPho84以 外の リン酸取 り込み系 に対 して負に働いているit)

PHO81遺 伝子産物が ヒ酸 またはその代謝物に対 して解毒作用を持 っている、な ど

の可能性が考えられ た。
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第3章pho84変 異 株 のrAPase

構 成 性 表 現 型 を 抑 圧 す るsef変

異 の 分 離:と 性 格 付 け

第1節 緒言

細胞 にとってリン酸を取 り込むことは基本的なプロセスである。酵母では、少

な くとも2っ の経路からリン酸が取 り込 まれることが知 られている(Tamaiθ 亡

al.1985)。 複数の取 り込み系が存在する意義は 、外界の リン酸濃度 に応 じて 、効

率 よくリン酸を取 り込む ため と考えられ る。一般 に、ある調節系に関与する遺伝

子を見 いだすための遺伝学的手法の一っ として 、既存の変異株の変異表現型 に対

する抑圧変異の単離が試み られる。たとえば 、カリウムの輸送体をコー ドす る

TRK1遺 伝子(Gaber.etal.1988)の 変異株では 、カ リウム濃度が低い培地での

増殖不能表現型を示す事を利用 して、それよ り増殖能を回復 させた復帰変異株を

分離 した結果 、その中には低親和性のカリウム輸送体を コー ドする遺伝子上の変

異が含 まれていた(Vidaletal.1990)。

本章では、こうしたアプローチを用 いて リン酸 取 り込み系 に関与す る遺伝子を

取得するため、pho84変 異株のrAPase生 産構成性表現型を抑制性 にする復帰変

異を分離 し、解析を行った 。その結果 、得 られた復帰変異(5θ 竣 異;訊lpressor

ofphoeightyfour)株 の中に、細胞増殖および胞子形成に異rawを示す株を見い

だ した。さらに、そのような変異の一っであるsef4変 異はPHO81遺 伝子の変異

ア レルで あ ることが わか った。また、rAPase非 生産性 表現型を引 き起 こす

rAPase生 産調節遺伝子の変異であるpho2,pho4,pho&1変 異 とpho84変 異 との

二重変異株が ヒ酸感受性 になる事を認めた。

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 した以外の内

容にっいて記述した 。
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供試 菌株 とプ ラス ミ ド

実験 に用 いたS.cerevisiae菌 株 を表4に 示 した 。pUC19(Yanish-Perronet

a1.1985)のXbal間 隙 にSEF3遺 伝 子 の一部 を含 む1.7kbXbalDNA断 片 を

挿 入 して作製 したプ ラス ミ ドをp318と 命 名 した 。SEF3遺 伝子 の転写産 物 を同定

す る ための プローブ と して用 い たpMB3は 、p318をHindlIIで 部分 分解 し、

SEF3遺 伝子上 の 〃f認III部 位 で1ヶ 所 だ け切断 したDNA断 片 に 、YEp24よ り調

製 したURA3遺 伝 子1.2kbNindlIIDNA断 片 を連 結 して構 築 した(図16)。

PHQ81遺 伝子 多 コピープ ラ ス ミ ドと しては吉 田が構 築 したpAC4-LB2を 用 いた

(吉 田和哉,大 阪大学工学 部博 士論文,1989)。

pho84-1変 異株 よ りの復 帰 突然変 異株 の分 離

供試 菌 株 と して 、KYC163株(崩 抱pho3-1pho84-1his6arg6;)、KYC164株

(MATapho3-1pho84-1trpl)を 使 用 し、pho84-1変 異を抑 圧 す る復 帰 突然変 異

株 を独 立 に分 離す るため 、それ ぞれ の株 を2mlのYPAD液 体培 地 に植菌 し、30

。Cで1日 培養を行 った後
、適 当に希釈 してYPAD平 板培 地上 に広 げ 、 コロニー

を 出現 させ た。出現 した コロニ ー に対 してrAPase活 性 染色 を行 い 、pho&4変 異

株 の表 現型 で あるYPAD培 地上 で のrAPase生 産 性 陽性株 を平板 培 地か ら直接 分

離 した 。次 に分離 したpho84変 異 ク ロー ン1ク ロー ンにっ き1枚 のYPAD培 地

を 使 って 、そ れ ぞ れ500-800の コ ロニ ー を形 成 させ た 。 こ れ らの 中 か ら、

rAPase活 性が 抑 制性 を示 す コロニ ー 、すな わ ちpho84変 異 株 のrAPase構 成 性

表現 型 が抑 圧 され た クロー ンを 、各1枚 の プ レーFか ら1株 だ け分 離 した 。こ

れ らの分離株 は 、必 要 に応 じて さ らにYPAD平 板 培養 を重 ねて純 化 した 。

第3節 結果

第1項pho84-1変 異株 よりのホスファターゼ生産性が抑制性 となった変異株

(setsの 分離 と遺伝解析S.cerevisiaeのpho84変 異株 は高 リン酸培地上で

もrAPase活 性を示すが 、これよりrAPase非 生産性 とな る突然変異クロー ンが

高頻度に出現する。P8084遺 伝子 と機能的に関連する遺伝子の分離を目的として、

KYC164株(pho84-1)か ら実験方法の項で述べた手順 により、YPAD培 地上で
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Table4.S.cerevisiaeused

Strain Genotype'

NS139

NS140

NS156

NS118

NS122

NS123

NS134

SH1029

SH1547

NS157

NS158

NS159

NS162

NSIfi3

NS164

NS223

SH964

EMBl

岡B72

MB83

崩Tapha3-1pho84-!5θ ノ覧1一一1trpヱ

MATaFho3-Ipho84-1sef2-1trill

MATapho3-1pho84-1sef3-1trpl

亙42葱 助03-1pho84-15θ プ4-1arg6」5isfi

崩 掩 ∫功03-1助084-1sef5-1:arg幽6加56

MATapho3-1pho84-1sef6-1arg6his6

盛〃雲1a助03-1ρ カ084-15θf7」1a」rg6ゐ ∫56

MATapho3-1pho84-1sef3-1!euZ-3,112trillura3-52

湿47ζとpha3-1ρ ノ～081-1Pノ}θ84-Y右r¥)1

κ47α ρ」り03-1ρ1～084-15ef4-1∂rg6カ156

MATapho3-1pho84-1sef5-1arg6trpl

MATapha3-1pha84-1seffi-1arg6trpl

MATapho3-1pho&4-1sefl-1arg6his6

崩1芝≧」助03-1助084-15θ 五～一11～is6

崩 掩 功03-1、pho84-1sef3-1ゐ ノ36

MATapho3-1pho84-1sef7-1arg6hls6

MATaade2-1dllysZ-801trpl-011rra3-52

MATaρ 々03-11弦 ～81cade2」 り」531eu2are～3

崩7αpho3-1sef4カf540r/andカ ノ56亡rpl

MATapho84-1sef4-1!eu2

ThegeneticsymbolsusedareasdescribedbyMortimeretal.(1989).

pho84変 異のrAPase陽 性表 現型 を抑 圧 す る変 異株 を それぞ れ4株 と3株 分離

し、Sef(suppressorofphoeightyfour)と 命名 した 。これ らは すべ て 、低 リ

ン酸培 地上 で はrAPase活 性を示 した 。
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優性劣性試験を行 うため、それぞれのSef突 然変異株 と、接合型が反対で

pho84-1変 異を持っKYC163株 またはKYC164株 との雑種二倍体のコロニーに対

して、YPAD培 地上でのrAPase活 性を調べ た 。もし、交雑株がrAPaseを 産生 し

ていればsef異 は劣性であ り、産生 しな ければSEF変 異は優性である。活性

染色の結果 、すべ ての交雑株がrAPase生 産性表現型を示すことか ら、得 られた

sef変 異はすべて劣性変異である事がわかった 。次 に、この交雑株を四分子分析

に供 し、活性染色によって 、高 リン酸培地 で2rAPase一:2rAPasetの 分離を示 し

たので、取得 したsef変 異はすべ て一遺伝子変異であることがわかった。さらに

7株 すべてのsef変 異株 にっいて相補性試験および組み換え試験を行 った。相補

性試験で は、接合型 の異 なるsef変 異株を互 い に交雑 し、YPAD培 地上で

rAPase活 性染 色を行 った。問題のsef変 異が同 じ遺伝子座にあれば、pho84変

異を抑圧するので 、YPAD培 地上のrAPase生 産性 は陰性である。異な る遺伝子座

にあればrAPase生 産性は陽性 とな る。しか し、すで に述べたように、pho84単

独変異株 においてもYPAD培 地上でrAPase活 性染色 により染色 されないことが

あるため 、さらに二倍体雑種を四分子分析 に供 し、組み換 え体 出現の有無 によっ

て 、二っの変異が異なる遺伝子座 にあることを確認 した。同 じ遺伝子座 に起こっ

たsef変 異株 問の雑種か らは 、rAPase活 性染色 により赤 くなる減数分裂分離株

は高頻度では出現 しないはずである 。組み換 え試験 の結果 、すべての二倍体か ら

はYPAD培 地上でrAPase活 性染色により染色 され る減数分裂分離株が高頻度で

出現 した事 より、これ らのsef変 異はすべて異なる相補群 に属 し、少な くとも

7っ に分かれることがわかった。しか し、sef3,sef4,sef6変 異以外 はYPAD培

地上でのrAPase生 産表現型が不安定であったので、以後の解析はこの3変 異に

対 して行った。

pho84変 異株が 、rAPase生 産構成性に加 えて、ヒ酸耐性表現型を示すことを第

2章 で明 らかにした。そこで、pho84sef二 重変異株 における ヒ酸耐性表現型を

調べ た。上の実験で得られたpho84sef変 異株をヒ酸培地 に植菌 し、その株のコ

ロニー形成能を調べ た結果、NS156株(pho84sef3)お よびNS157株(pho84

sef4)は ヒ酸感受性を示 したことよ り、sef3変 異お よびsef4変 異はpho84変

異によるヒ酸耐性表現型を抑圧す ることが わかった 。しか し、その他のsef変 異

はpho84変 異 によるヒ酸耐性表現型を抑圧することはで きなかった。
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sef3,sef4,sef6変 異 に よるpho84変 異株のrAPase構 成 性表 現型 に対 す る

抑圧 が ア レル特 異 的 かを調 べ る ため 、これ らの 変異株 とpho84-3,pho84-5,

pho84-6変 異 を持 っ 株 との二倍 体雑 種 にっ いて四分 子分析 を行 った 。5か ら15

個 の子 嚢 につ いて 、四分子 のrAPase活 性 を染 色法 によ り調 べ た とこ ろ、YPAD培

地 上 では 、すべ て2rAPase+:2rAPase一 の分 離を示 し、低 リン酸 培 地上 では 、す

べ て4rAPase+:OrAPase一 の 分離 を示 した 。従 って 、sef3,sef4,sef6変 異 は

pho84変 異 ア レル にかか わ らず 抑圧 す る こ とが示 唆 され た 。

第2項sef変 異 株 の多面 表現 型

得 られ たsef変 異株 の 中 に 、高 リン酸 培地 中でpho84変 異 に よるYPAD培 地

上 でのrAPase生 産 表現 型 を抑圧 す るだ けで な く 、30。Cで は増殖 す るが37。Cで

は増殖 で きな い温度 感受 性増 殖表 現型(Tsm一)を 示 すNS156株(pho84sef3)お

よびNS123株(pho84sef6)を 認 め た(図14)。sef変 異 が 、この温度感 受性 表

現 型 を 引 き起 こす の か を調 べ る ため に、KYC163株(pho84-1)とNS156株

(pho84-1sef3-1)と を 交雑 して二倍体 雑 種を作成 し、四分 子分 析 を行 っ た。その

結 果 、調べ た15個 の子嚢 のすべ てが2Tsmt:2Tsm一 の分 離 を示 し、 しか も高 リ

ン酸 培 地上 でrAPase活 性染 色 を行 うと 、rAPase一 のコ ロニー はす べ てTs皿 一表

現型 を示 した。また 、低 リン酸培 地上 で は 、すべ ての コロニーがrAPasetの 表現

型 を示 した 。すな わ ち 、rAPaseの 抑 制性 生産表 現型 とTsm一 表 現 型が 常 に同 じ減

数 分裂 分離 株 に現 れ たこ とか ら、sef3変 異がpho84-1変 異 のrAPase構 成 性表

現 型 に対す る抑圧 能 とTsm一 表 現型 の2っ の表 現型 の原 因 とな って い る と結 論 し

:た。

次 に 、sef3変 異はpho84変 異 の有 無 にか かわ らずTsm一 表 現型 を 引 き起 こす

可 能性 を 調べ る ため に、P-28-24C株(PHO84SEF3)とNS156株(pho84-1

sef3-1)か ら雑種二 倍体 を作 成 し、四分 子分析 を行 った 。も し 、Tsm一 表現型 を示

す の に、sef3変 異がpho&4変 異 を要 求 す るな ら 、2Ts皿 一:2Tsm† の 分離以 外 に 、

1Tsm一:3Tsm+やOTsm『:4Tsm+の 分 離 も示 す はず で あ る 。 しか し、調べ た12

個 の子嚢 の すべ てが2Tsm一:2Tsmtの 分 離 を示 したので 、sef3変 異 は 、pho84

変異 のrAPase構 成 性表 現型 を抑 圧 す るの に加 えて 、単独 でTsm一 表 現型 を も示

す こ とを認 め た 。
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C

Fig. 15. Photomicrographs of cells of strains KYC164 

(SEF3•; a and b) and NS156 (sef3; c and d). Cells were 

cultivated for 26 h at 25°C (a and c) or for 24 h after 

shift from 25°C (2h) to 37°C (b and d). A11 

photomicrographs were taken at the same magnification.

次 に ・NS123株 の もっsef'6抑 圧変 異 につい て調べ た 。NS123(pho&4-1sef6)

xKYC164(pho84-1)の 交 雑 を行 い 、四分 子分析 に供 した結 果 、8個 の子嚢 すべ て

が2Tsm一:2`1'sm+分 離 を示 した 。YPAD培 地上 でrAPase活 性染 色 を行 うと 、染

色 され ない コロニー は必ずTsm』 であ った 。この結 果は 、sef6変 異 はsef3変 異

の 場合 と同様 に、pho84変 異 の抑圧 と温度感 受性 増殖 の2っ の表 現型 を引 き起 こ

す ことを示 してい る 。37。Cで の細胞 の形態 を顕微 鏡 で観 察 したとこ ろ 、5猷?変

異株 で はっぶ れた細胞 が数 多 くみ られ た(図15d)。

さ らに 、se_Fの 胞子形 成へ の影響 を調 べ た 。5θ!変 異が ヘ テロの ときは い

ず れの組 み合 わせ で も野 生株 と同 頻度 の胞子形成 能 を示 した 。しか しsef変 異を
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ホモ とした二倍体 の胞子形成を観察 したところ、sef3異 およびsef6変 異をホ

モ としたときには胞子形成能を認めなかった。以上の結果より、sef3,sef6変 異

はpha84変 異 によるrAPase構 成性表現型 に対す る抑圧表現型 、Tsm一 表現型お

よび胞子形成不能の多面表現型を示すことがわかった。

第3項SEF3遺 伝子のクローニング とマッピング

sef3変 異を相補す るDNA断 片の クローニ ングを行 った。sef3変 異株は37。C

で増殖で きないので 、クローニ ング にはこの表現型を利用 した。Sau3AIの 部分消

化 により切 断され た酵母染色体DNAを 、低 コピーベ クターYCp50のBamHI部 位

に挿入して作 られたジー ンバ ンク(ATCCよ り購入)を 、sef3変 異を持っSH1029

(sef3pho84-1cira3-52)株 に導入 し、ウラシルを含 まない平板培地上に塗布 した 。

37。Cで5日 間保温 したところ、Ura+Tsmt形 質転換体を1株 得 た。これを

YPAD培 地で培養 し、Uraお よびTsm表 現型を調べ たところ、両表現型 は同時 に

失 われることがわか った。このクローンよ りDNAを 調製 し、大腸菌DH5α 株に導

入 しアンピシ リン耐性形質転換体を得た。この形質転換体 よりプラスミ ドを調製

し、これを再びSH1029株 に導入 して、4個 のUra+形 質転換体のTsm表 現型を

調べた結果 、すべ ての形質転換体がTsm一 表現型を示 し、rAPase抑 制性表現型が

抑圧 された 。このプラスミ ドをp293と 命名 した。

sef3変 異を相補する領域を限定するため 、p293よ り挿入断片を切 り出し、ブ

ラスミ ドベ クターYCp50ま たはpTI15に 連結 して種 々のプラスミ ドを作成 した。

これ らを用 いてSH1029株 を形質転換 し、rAPase表 現型と温度感受性増殖表現型

の相補能を調べ た。その結果、sef3変 異を相補す るDNA領 域は、プラスミ ド

p318が 持っ1.6kbBamHI-XbalDNA断 片 に限定す ることがで きた(図16)。 こ

の領域はsef3変 異をホモとした株が示す胞子形成不能表現型 も抑圧で きること

が わかった。同様の表現型を示すsef6変 異表現型はp293を 用いても相補でき

なか った。

SEF3遺 伝子座がどの染色体 に存在するかを知 るために、パルスフィール ド電気

泳動ゲル上のSH964株 の染色体DNAに 対 してサザーン解析を行 った。32Pで 標

識 したBamHI-Xbal断 片を用 いたプローブDNAの 結合実験か ら、SEF3遺 伝子座

は第XIV番 染色体上 にあると結論 した(図17)。
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Fig. 17. Mapping of We SEF3 gene by UFAGE and Southern 

hybridLZaLion. Chromosomal samples were 1 roni11964 cells. 

The gel was hloLLed onto a nylon IiiLei•, and hybridized with 

Lhe 32P labeled 1.6 kb B_andl1-Xhal fpagmenL of p293 

 OrLLL ii rig ta. part. o SEES OR F DNA as a probe.
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第4項SEF3遺 伝子 の塩基 配列 と転写産 物

sef3変 異表現 型を相補 す る1.6kbのXbal-Bamtll領 域 を含 む1.7kbBg111

-BamHIDNA断 片 の塩基 配列を決 定 した とこ ろ
、1698bpか らな るORFを 見 いだ

した(図18)。ORFの 下流 には酵母 の転 写終 結 に必要 な 配列 と して提 唱 されて い る

TAG...TACT...TTTの 配列(ZaretandSherman1982)が 存 在 した 。配 列上 の特 徴

と しては 、16番 目と17番 目のセ リンが サ イク リッ クAMP依 存性 タ ンパ ク質 リ

ン酸 化酵素 に より リン酸化 され るRKSま たはRKXS中 の セ リン残基 と考 えられ 、

466番 目の ロイシ ンか らア ミノ酸 残 基7個 ご とにロ イシ ン またはイ ソ ロイ シ ンが

5回 繰 り返 さ れ る ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 が み られ た 。NBRF(National

BiomedicalReserchFoundation)お よびEMBL(EuropeanMolecularBiology

Laboratory)の デー タベ ー スを利 用 してア ミノ酸 配列 、塩基 配列 の相 同性 検索 を

行 ったが 、既報 のタ ンパ ク質 あ る いは遺伝 子 で有意 な 相同性 を示 す も の は見っ か

ち な か った 。

SEF3遺 伝子 の転写産 物 を同定 す る たゆ に 、低 リン酸 培地 お よび高 リン酸培 地で

30QC,12-16時 間培 養を行 っ たP-28-24C株 よ り調 製 した全RNAに 対 して、プ ラ

ス ミ ドpMB3を32Pで 標識 したプ ローブ を用 い てノザ ン解析 を行 っ た(図19)。

その結果 、培 地 の リン酸濃度 にか かわ らず 、2.2kbの 位 置た バ ン ドが 検 出 され 、

SEF3遺 伝 子の発 現 は リン酸 に よる制御 は受 けな い と結 論 した 。

第5項sef4変 異 はPAO81遺 伝 子座 に起 こっ た変異 で あ る

これ まで に、pho84変 異 によ るrAPase構 成性 表現 型が 、ボ スフ ァターゼ 生 産

調節 遺伝子Pt104遺 伝子 またはPNO81遺 伝 子 の変 異 に より非生産 性 とな るこ とが

知 られてい る(Uedaetal.1975)。 そ こで 、sef変 異が 既知 の ボス フ ァターゼ 生

産 調節 遺伝 子の変異 ア レルで あ るかを調 べ るため 、SH1547(pho84pho81)株 と

sef変 異 株で あ るNS164株(pho84sef3),NS118株(pho84sef4),NS123株

(pha84sef6)と の二倍体 雑種 を作 成 し、その株 のrAPase生 産 表 現 型を調べ た 。

その結 果 、SH1547株(pho84pho81)とNS118株(pho&4sef4)と の二倍体 のみ

rAPase生 産が 抑 制性 とな り、そ の他 は構成 性 を示 した 。この こ とは 、SH1547x

NS118の 二 倍 体雑種 では 、pho84変 異 のrAPase構 成性 表現 型が抑 圧 され たこ と

を示 してい る 。pho81お よびsef4変 異は 共 に劣 性 変異 で あ るこ とか ら、sef4と
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Fig. 19. Detection of SEF3 transcript by Northern 

hybridization. Total RNAs were prepared from cells of the 

wild-type strain P-28-24C grown in nutrient high-P, (+) or 

low-Pi (-) medium. After electrophoresis, the gel was 

blotted onto a nylon membrane and the filter was hybridized 

with a 32P-labeled 1.6 kb BamHI-Xhal DNA fragment of the 

SEF3 gene. Samples (10,u g each) of total RNA were used. 

The specific activities of probes were 1.0 x 108 cpm per jig 

of DNA. 25S and 18S rDNAs, visualized by staining with 

ethidium bromide were used as size markers (not shown) as 

described by Philippsen et al. (1978).
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pho81変 異 は対立 遺 伝子で あ る と考 え られ る 。この こ とを さ らに確 かめ る ため 、

この二 倍体 雑種の 四分子 分析 を行 った 。も しsef4とpho81変 異が対 立遺 伝子 で

な い とすれ ば 、組 み 換 えに よ りpho84変 異 のみ を持 っ減数 分裂 分離 株が 生 じる と

考 え られ 、高 リン酸 培地 で もrAPase+の コロニ ーが 出現す るはずで あ る 。 しか し

30。Cで8個 の子嚢 のすべ てが 、低 リン酸 培地 で は2rAPase+:2rAPase一 、高 リ

ン酸 培地 ではOrAPaset:4rAPase一 の分 離 を示 した 。この 結果 もsef4と

pho81変 異が 対立 遺伝子 で あ る ことを示 して い る。 さ らにsef4変 異が 野生型

PAｩ81遺 伝 子 によ り相補 され るか を調べ た 。多 コピーベ クターYEp13のBamHI

部 位 にPNfl81遺 伝 子を含 む6kbの5a`βAIDNA断 片が 挿 入 されて い るプラ スミ

ドpAC4-LB2をMB83株(pho84sef41eu2)に 導 入 し、得 られ たLeut形 質転 換

体 の高 リン酸 培地 お よび低 リン酸 培地 にお けるrAPase酵 素 生産 を調べ た 。その

結 果 、Leu+形 質転換 体 はpho84変 異株 の表 現 型 で あるrAPase構 成性 表 現型を

示 した 。こ の結果 は 、sef4変 異 の表 現型 が野 生 型PHO81DNAに よ り相 補 され:た

ことを示 す 。以上の 結果 よ り、sef4変 異 はPHO81遺 伝子 座 に生 じた変 異 であ る

と結 論 した 。また、SH1547株(pha81pho84)とNS118株(sef4pho84)の 雑種

二 倍 体 のrAPase生 産表現 型が 抑制 性 を示 した こ とよ り、sef4変 異 はpho81変

異 に対 して優性 であ る事が わか った 。

さ らに興 味深 い現 象 と して 、sef4変 異 にお け るrAPase生 産が 温度感 受性 を示

す こ とを見 いだ した 。前述 のSH1547xNS118二 倍体 よ りの減 数分 裂分 離株 にっ

い て高 リン酸 培地お よび低 リン酸培 地上 の37。Cで のrAPase活 性 を調 べ た とこ

ろ、 いず れ の減数分 裂分離 株 もrAPase活 性 を 示 さなか ったQす な わち 、sef4変

異 株 は低 リ ン酸培地 上で25。Cで はrAPase活 性 を示 すが 、37。Cで は活 性 を失 う

ことが 明 らか とな っ た 。さら に 、MB72(sef4)株 を25。Cま たは37。Cで 培養 し

た細 胞か ら回収 した全RNAに 対 して、PNO840RFの 一部 を含 む0.7kbClal-

HpalDNA断 片 を32Pで 標 識 したプ ローブ を 用 いて ノザ ン解 析 を行 っ た結 果 ζ

25。Cで は野生 株 と同 じく低 リン酸 条件 でPhO84転 写物 の脱 抑制が み られ たが 、

37。Cで は リン酸 濃度 にかか わ らずpNOS4の 転 写産 物が 見 られ なか っ た(図20)。

従 っ て 、sef4変 異 株 にお ける25。Cで のPNO5遺 伝 子やPHO&4遺 伝子 の 発現 は 、

PNO81+株 と同 じであ る こ とが わか っ た。従 っ て、sef4変 異 はpho81変 異の

rAPase産 生 に関 して温度感 受 性変 異 であ る と考 え られ る 。しか し、25。Cに お け
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Fig. 20. Detection of the P11084 transcript by Northern 

hybridization. Total RNAs were prepared from cells of 

strains P-28-24C (wild type [WT]), EMB1 (PHO81G), NBD81-61) 

(0 pho81), MB72 (sef4), and NS219 (pho84-1) grown on 

nutrient high-P, (+) or low-P, (-) medium. Samples (l0,ug) 

of total RNA were used. After electrophoresis, the lanes 

were hybridized with a 32P-labeled 0.7 kb C1aI-llpal fragment 

of the PH084 DNA and a 1.0 kb XhoI-HindIII fragment of S. 

cerevisiae encoding the ACT1 gene as probes. The specific 

activities of both probes were 1.0 x 108 cpm/,u g of DNA. 

25S and 18S rDNAs visualized by staining with ethidium 

bromide were used as size markers as described by Philippsen 

et al. (1978).
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るPNO81†pho84変 異株のrAPase産 生表現型は構成性であるのに対 して、sef4

助084変 異株 は抑制性 となることより、sef4変 異 はpho84変 異株のrAPase構

成性表現 型 に対 して、25。Cで も抑圧 する事が わかった。これ らの結果 より、

Pho81タ ンパ ク質 には、Pho系 遺伝子の発現調節 に関与す る領域 とPho84タ ンパ

ク質 と機能的 に関与する領域のある可能性が示唆 された。

第4節 考察

本章では 、S.cerevisiaeの リン酸輸送体をコー ドするPHO84遺 伝子の変異株

よりその抑圧変異を取得 し、分子遺伝学的解析を行 った 。pho84変 異株からは、

YPAD培 地上でrAPase構 成性を示 さな くなる変異株が高頻度で出現する。しか し、

その表現型 は安定ではな くYPAD培 地上で単一 コロニー分離を行 い、それ らにっ

いてrAPase活 性染色を行 うと、多 くの場合赤 く染色 され るコロニー と染色され

ないコロ..;一の両方が出現する 。本章では単離 した7株 のうち、抑圧能が安定で

増殖 も悪 くない3変 異株 にっいて解析を行 った 。pho84変 異株がrAPaseの 構成的

生産表現型を示す理由として、細胞内にリン酸が取 り込 まれないことよ り、培地

中の リン酸濃度にかかわ らず細胞 内が低 リン酸条件 となるためではないか と考え

ている。従 って、pho84変 異 より抑圧変異を分離すればi)リ ン酸をわずかなが

らも取 り込む ことができるようにな り、その ためにrAPaseの 生産が抑えられる

ようになる変異、ii)リ ン酸取 り込み能は相変わらず低いにもかかわらず 、細胞

内では リン酸が十分 あるような信号が伝 えられ 、その結果高 リン酸培地上ではr

APase活 性を示 さな くなる変異を考 えることが できる。i)の 変異は リン酸の取 り

込み系に関与 している遺伝子の変異であると考 えられる 。しか し、ii)の 変異の

場合は低 リン酸条件 でもrAPase活 性を示 さな くな くと思 われ るが 、すべ ての

sef変 異株 は低 リン酸条件ではrAPaseを 生産 した。従 って、この可能性は考 え

にくい 。sef変 異株 にっいて ヒ酸 に対する感受性 を調べ たところ、耐性の株 と感

受性の株が あった 。感受性になった株 にっいては、細胞表層構造が変化 し、再び

リン酸 とヒ酸を取 り込む ようにな り、rAPase生 産調節が 回復す るi)の 変異の可

能性が考 えられる0ヒ 酸耐性表現型を失っていないsef変 異では、ヒ酸 よりもリ
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ン酸 に対す る親和性が高い取 り込み系が働 きだ したと考 えるか 、または リン酸濃

度検知系の異常で高 リン酸培地上でrAPaseを 生産 しな くなった可能性が考えら

れる。しか し、本章で得 られているsef変 異株 はすべて低 リン酸培地でrAPase

を生産するので、細胞内 リン酸濃度検知系に異常が起 こったとしても、本章 で用

いた低 リン酸培地で は脱抑制すると考 えなければな らない 。

sef3,sef6の 両変異株は、pho84変 異のrAPase構 成性表現型を抑圧す るだけ

でな く、37。Cで 増殖できな くな る温度感受性増殖表現型を引き起 こ し、さらに

sef3/sef3あ るいはsef6/sef6の ホモニ倍体は胞子形成不能 となった。この結果

は、これ らの遺伝子が細胞分裂や減数分裂 において何 らかの重要な働 きをする可

能性を示唆 している。sef3変 異株を37。Cで 増殖 させ ると、っぶれた細胞が数多

く見られることか ら、これ らの遺伝子産物が細胞形態の維持にも関与 している可

能性が考え られ、そのために高温で増殖で きな くなるのか も知れない0塩 基配列

か ら推定され るSef3タ ンパク質アミノ酸配列 に膜タンパ クに特有な疎水性領域

は見いだされなかった。今後 、Sef3タ ンパ ク質の機能をさ らに明 らかにす るため

には、細胞 内における局在性を知 る必要があろう。

第5節 要約

リン酸取 り込み系 に関与する遺伝子を取得する:ため、pho84変 異株のYPAD培

地上でのrAPase生 産性表現型を非生産性 とする突然変異株(set)を 自然突然変

異により分離 し、解析を行 った 。これ らの変異はすべて単一の核性劣性変異で 、

pho84sef遺 伝子型 を持っ株は、低 リン酸培地上ではrAPaseを 生産することよ

り、pho84変 異のrAPase構 成性抑圧変異 といえる。これ らの変異は、7っ の相

補群に分け られた。sef3お よびsef6変 異株は37。Cで は増殖 しない温度感受性

増殖表現型を示 し、さらに、sef3/sef3あ るいはsef6Jsef6の ホモニ倍体は胞子

形成不能であった 。sef4変 異は 、rAPase生 産調節に必要な仲介因子を コー ドす

るPHO81遺 伝子座の変異で 、37。Cで は脱抑制条件下でもrAPase活 性を示 さな

い温度感受性変異で あった。
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第4章 リ ン酸 取 り込 み に 関 与 す る

GTR-遺 伝 子 の 解 析

第1節 緒言

真 核生物 で は 、GTP結 合 タ ンパ ク質を コー ドす る遺 伝子が 多 く単離 され て い る 。

そ れ らは癌 遺 伝子 と して知 られ るrasを 代 表 と してrasス ーパ ー フ ァミ リー と

呼 ばれ る(総 説 、Barbacid1987;GibbsandMarshall1989)。rasタ ンパ ク質 お

よびras関 連 タ ンパ ク質 は 、互 い に構 造 的 ま た機能 的 に似通 った性 質 を持 っ と考

え られ 、GDP結 合型 か らGTP結 合型へ の構 造 的変化 が 他の タ ンパ ク質 との相 互 作

用 を 変化 させ 、それ に よ り細 胞 内での活 性 調節 を行 っ てい る と考 え られ てい る

(Milburnetal.1990)o

これ まで の解 析 に よ り、S.cerevisiaeの 高親 和 性 リン酸 取 り込 み 系 は 、

rAPaseと 同 じシ ステム(Yoshidaθ 亡al.1989b)に よ り、培 地 中の リン酸濃 度が

低 い と きに転 写 レベ ルで脱 抑制 す るこ とを明 らか に した 。さ らに 、pho84変 異株

で は 、i)rAPase生 産構成 性(Uedaetal.1975)、ii)リ ン酸取 り込 み活性 の 低

下(Tamaietal.1985;UedaandOshima1975)、iii)ヒ 酸 耐性(第2章)の 多

面 表現 型を 示 すこ とを明 らか に した 。

PNO84遺 伝 子の塩 基配列 の解析 途 上 、PHO840RFに 近 接 した別 のORFを 見 いだ

した 。その 塩基 配列 よ り予 想 され るア ミノ酸 配列 には 、GTPの 結合 に必 要 な配列

が 存 在 し、GTR1遺 伝 子 と命名 した 。GTR1遺 伝 子破 壊株 を作成 し解 析 を行 っ た結

果 、pho84変 異株 と同 じ多面表現 型 を示 した 。 しか し、gtr1遺 伝 子破 壊株 で は

PHO84遺 伝子 の 転写 は弱 い構 成性 を示 した 。以上 の 結 果 、Gtrlタ ンパ ク質 は

Pho84リ ン酸輸送 体 と機能 的 に関連 のあ るタ ンパ ク質 であ る と考 えられ 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

内容 にっいて記述 した。

75一



供 試菌株 とプラ ス ミ ド

実 験 に用 いたS.cerevisiae菌 株 を表5に 示 す 。PHO&4遺 伝 子 の発 現を 調べ る

ため に 、PNO84-IacZ融 合 遺伝 子 を もっプ ラ ス ミ ドpMB142(図1)を 用 い た。

GTR1遺 伝子 の破 壊 に用 いたHIS3遺 伝子 の1.7kbB∂mHIDNA断 片 お よびURA3

遺伝 子 の1.2kbHirxlllIDNA断 片 は 、それぞ れ プ ラス ミ ドYIplお よびYEp24

(Parenteta1.1991)よ り調製 した 。GTR1,PHO84,URA3遺 伝 子 の転写 産物 を検

出す る ための プ ロー ブ に用 い たpMB201は 、Ylp5のClal-Nrul間 隙 にPHa84遺

伝子 のORFの 一部 を含 む0.7kbClal-HpalDNA断 片 を挿 入 した後 、さ らにその

0.7kb挿 入断片 内のHlndlll部 位 にGTRI遺 伝子 のORFの 一 部を含 む0.7kb

HindlII2-HindllI3DNA断 片(図21)を 結 合 して作 製 した 。GTRI-!∂CZ融 合遺伝

子を のせ たYEp型 プ ラ スミ ド,pMB205は 、プ ラス ミ ドpMa15(図1)よ り調製 し

たPAO84お よびGTRI遺 伝 子ORFの 一部 を含 むHlndlll,一Hincll2DMA断 片の

HincII部 位 に、12塩 基 のBamHIリ ンカーを結 合 しAindlII部 位 はKlenow

fragmentを 用 いて平滑 化 したDNA断 片を 、pMC1587プ ラ スミ ドのSmal-BamHI

間 隙 に挿 入 して作 製 した 。そ の他 の新 し く作 製 したプ ラ ス ミ ドは図21に 示 した 。

Table5.S.cerevisiaestrainsused

Strain Genotype'

KA31

rtBaoo

h1B203

PP2

PP4

PP9

崩1a/MATa∂(1θ2/∂de2his3-532,/hls3-5321et'2ソ!e～'2

亡rp1/亡rplこ11r∂3/こ1r∂3

泓4血 、ヨ{メθ2his3-5321et'2trE)1`'ヱr∂3gtrl-1△

崩2aど ～{メθ2his3-5321α'2trill{11r∂3ρ カ084-1△

MATaade2hls3-5321eu2trplura3

MATaade2カ 」53-5321α ∬2亡、rp1{'ra3gtrl-2△pノ}084-2△

MATaade2」 りis3-5321eu2trplura38亡r1-3△

Thegeneticsymbolsusedareasdescribed(Mortimeretal.1989).
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使用培地 と培養方 法

グ ル コ ー ス の 取 り込 み 活 性 の 測 定 に はYP培 地[11iter当 た りYeast

extract10g,ポ リペ プ トン2091を 用 い た(LewisandBisson1991)。 硫 酸 イ

オ ンの取 り込 み活性 を測 定 す るため に使用 した硫酸 塩欠 乏培 地 は 、高 リン酸 合成

培 地 に含 まれ る2g/1のMgSO4.7H20を 同濃 度のMgCl2に 置 き換 え たものを用

い た 。

生化 学的 方法

グル コー ス取 り込 み活性 の測定LewisとBissonの 方法(1991)に 従 った 。

酵 母菌体 をYPAD培 地で定常 期 まで培 養 を行 い 、集 菌 ・洗浄 して等量 の無菌 水 に

懸 濁 し、0.05qの グ ル コー スを 含 むYP培 地 に 甥 量の 菌 体 懸濁 液 を植 菌 し、

30。C14時 間振 とう培養を行 っ た 。その菌 体 よ りグル コー スを 除 くため に室温 で

0.1Mリ ン酸 カ リウ ム緩 衝液(pH6.5)を 用 いて洗 浄を 行 っ た後 、同 じ緩衝 液 で

ODseoが お よそ15に な る よ うに再懸 濁 した 。細胞 懸濁 液 に適 当量 の放射 性グ ル

コー ス(D一[U-14C,glucose];Amersham)を 加 え30。Cで 培 養 を行 っ た 。経時 的

に菌 体懸濁 液 の採 取 を行 い 、その液 よ りニ トロ セル ロー ス フ ィル ターを 用 いて ろ

過 を行 い菌 体 を回収 し、脱 イ オ ン水 で洗 浄後 、乾燥 させ てか らそ の放射活 性 を液

体 シ ンチ レー シ ョン カウ ンター(モ デ ルLS60001C;Beckman)で 測 定 した 。得 ら

れ た測定値 を 、その 酵母 菌体 に お けるグル コー ス取 り込 み量 と した 。

硫 酸塩取 り込 み活 性の測 定MaCreadyとDinの 方 法(1974)に 従 っ た 。高 リ

ン酸 合成 完全 培地で 定常 期 まで培 養を行 っ た菌体 を 、硫酸 塩 欠乏培 地で2回 洗浄

した後 、同 じ培地 に再懸 濁 し30。Cで4時 間培 養 を行 っ た 。その後 、OD660が

お よ そ1と な る よ う に同 じ培 地 に懸 濁 した 。細 胞 懸 濁 液 に 適 当量 の放 射 性

Na235SO4(E.i.duPontdeNemours&Co.Inc.,Wilmington,Del)を 加 えて

30。Cで 培養 を行 った 。その後 の操作 ほ グル コー ス取 り込 み活性 の測 定 と同 じ方 法

を用 い た 。

第3節 結果

第1項GTR1遺 伝子の壇基配列の決定
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PHO84遺 伝子GRFの 塩基 配列 を決 定 した際(図3,4)、FNO84遺 伝 子 の上流 に 、

GTP結 合 タ ンパ ク質 に対 して相 同性 を示 す タ ンパ ク質 コー ド域 を 見 いだ した(図

21)。 そのORFの 塩基 配列 よ り推 定 され るア ミノ酸 配列 中 に見 られ るGTPの 結 合

に必 要 とされ てい る コ ンセ ンサ ス配列 を図22,23に 示 す 。この遺 伝 子 をGTR1

(θπ一bindingproteinresemblance)と 命名 した 。6TR1遺 伝子 のORFの 開始 コ

ドンは 、PNO84遺 伝 子の上 流1129塩 基 離れ た位置 に存在 し、そのORFの 大 きさ

は310ア ミノ酸 残基で あ っ た 。5'一非翻 訳領 域 に はTATA配 列 は認 め られな か っ

たが 、ポ リ(dA-dT)配 列 が 一193か ら 一245と 一328か ら 一399の 領域 に存在 し

た 。プ ロモ ー ター 領 域にポ リ(dA-dT)配 列が 存在 す る遺伝 子 は 、構 成 的 に発 現 す

る と考 えられて い る(Struhl1985)。 ポ リアデニ ル化 に必 要 な コ ンセ ンサス配 列

AATAAAが+1033,+1060,+1189の.3ヶ 所 に存 在 した 。

GENETYXプ ログ ラ ムを用 いて 、Gtrlタ ンパ ク質 の ア ミノ酸配列 とE冊Lタ ンパ

ク質 デ ータベ ース の デー タを比 較 した結 果 、rasフ ァ ミ リー に属 す る タ ンパ ク質

で あ るYptlタ ンパ ク質(Gallwitzetal.1983)お よびhumanrho12タ ンパ ク

質(Yeramianetal.1987)と の 間 に比 較 的高 い相 同性が 見 いだ され た(図23)。

Gtrlタ ンパ ク質 の 味 領 域 とYpt1タ ンパ ク質 お よびrho12タ ンパ ク質 とはそ

れぞ れ24.5%、22.3%の 相同 性が み られ た 。また 、保存 され た領 域 に はGTPの 結

合 に必 要な3っ の コ ンセ ンサ ス配列(Bourneetal.1991)が 存 在 し、その コ ン

セ ンサ ス配 列の間 隔 にも類似性 が認 め られ た 。しか し、多 くのGTP結 合 タ ンパ ク

質 に共 通 して保存 されて い る3っ 目の コ ンセ ンサ ス配列 に お けるア スパ ラギ ン残

基が 、Gtrlタ ンパ ク質 で は ヒスチ ジ ン残基 で あ っ:た。GTP結 合 タ ンパ ク質の ほ と

ん ど で保 存 され て い て 、膜 と タ ンパ ク質 との 結 合 に必 要 な シ ス テ イ ン残 基

(Hancocketal.1989)はGtr1タ ンパ ク質 には存在 しな か っ た。

第2項GTR1遺 伝子 の発 現

PHO84遺 伝子 の上 流 には 、PHO系 の転 写活性 化 因子で あ るPho4タ ンパ ク質 の

結合 部位 と して提 唱 されて い る5'一CACGTG(T)一3'の6塩 基の 配列(Hayashi

andOshima1991)が5ヶ 所 存在 した 。そ してPHO84遺 伝子 の発現 はPho4タ ンパ

ク質 を介 して 、細 胞 外の リン酸 濃度 によ り制御 されて い た(図7)。 さ ら に、GTR1

遺伝 子 の翻 訳開始 コ ドンの アデニ ンを+1と した とき 、一26の 位 置 にPho4タ ン
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GTR1-lacZfusiongenes.(A)Restrictionmaps

oftheoriginal7-kbSau3AIfragmentclonedon

aYCp50basedplasmid(Fig.1),andits

indicated.OpenarrowsindicatetheORFsof

andGTR1.PlasmidpDfB43wasconstructedby

kbClali-Clalsfragmentfromp373.

describedpreviously(Fig.1).pbiB130Haas

insertinga1.7-kbBamHIfragmentoftheHI53

fromYlplintothe1.3-kbBsml-Bcllgapof
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geneprepared

priBl5(Fig.1;
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・1・ni・g・4・7-kbXh・1-B・ ・Hlf・agment・fth・PHO84-GTR1 .DNA.

intotheSall-BamHlgapofpUC118.Thena1.2-kbHindllI

fragmentcontainingtheS.cerevisiaetlRA3DNApreparedfrom

YEg24wasbluntendedandinsertedintothe541-bg

.ESL(7524)V・ 一Nsp(7524)V・9・p・f..th・PHO84-GTR1・ ・i・ty・fth・

hybridplasmid.pMB142,bearingaPHO84-lacZfusedgene

wasconstructedpreviously(Fig.1).Plas皿idpMB205,a

YEp-typeplasmidbearingaGTR1-lacZfusedgene,was

constructedasfollows.A2.1-kbHindIIIi-HincIIzfragment

・fthePHO84-GTR1
.pNA,P・epa・edf…PMB15、,.wa・c・nnecし ・d

witha12-hpBamHllinker(TakaraShuzoCo.,Kyoto,Japan)

attheHindlIIiend.Thenthefragmentwas .insertedinto

the.S蝕aI-Ba鵬HI.gapofpd[C1587《Fig.1)tof(>rInpきIB205.The

arrowswith"lacZ"ontheplasmidspDIB142andpMBZO5

・epresentth・ ・eadi・gdi・e・ しi6・ ・f・h・lacZg・ ・e・
.・1+iB182

andpblB183were.constructedbyCLOIIIIhtheO・7」kbElindlII2-

Hi・dlll・f・ag・r・ti・t・Hi・dllISIt・ ・fpUC119・ndwe・eused

togeneratesinglestrandedDNAintheindicateddirections.

abbreviationsofrestrictionsitesarethesameasforFig,

1,exceptforAc,Accl;Bc,Bc11;Bm,Bsmi;Ec,EcoO1091;H,

HindlllandV,Nsi524)V.Twoormoreidentical

restrictionsitesinthemaparedistinguishedbysuffixes.

TheonlySau3AIsitesindicatedarethoseattheendofthe

7-kbfragment.TherecognitionsitesforBciIandClaI

indicatedasBcandC20verlapsヒhemethylaしionsiヒeofdam.

PanelsB .andCshowthenucleotidesequencesofthe.ligation

sitesofthePHO84-lacZandGTR1-lacZfusiongenes,

respectively,inplasmidspMB142andp査IB205. .Thenumbers

belowtheaminoacidsequencerepresentthe.codonnu皿bers

relativetotheATGtranslationinitiationcolonofthe

PHO84,GTR1,andlacZgenes,respecしiマely,
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t1indlII」D・9置750

闘GGTTAGCA《AGACAGCACCCATGATG6CACCT

響.。 の 一1700・

CTCCATTT66TAGTCGC献ATTCAGAAGTAATAATAGAAGATAGτ6GGTAG↑C轟CCACCG

。 じ.一1650● 。

みTACCAκ 『《CCC真TGACAATACG6TAGλATG↑TAAAACAGCAACGAAGTT真ATA6C《G6A

.,一 互600...

GAATGA㏄AACGMGτ 丁八《TA㏄AGGA6▲ATGA㏄ 八ACAGTGGTTτ ㏄AGAATGGTACAG

.一1550●...

直CAATCATGATAAT《AGTTCC《TACCATAAATTCTCrTACGACCAACAATATCAGCTAAA

一!50③ ● ● ・ ● 一1450

6TACCAAAACCAAATTGACCMTAACAGτACC貞ACACAAGTGGA《ACCT↑CAACAAGGTT

● ○ ●.糟1400。

T6ACTTGGACCτ6㏄ATAC↑ACCGTGCCA6TAAAC6TA6GACATCATAGTGATACCCAAA

φ6● 一1350.○

↑TAAτGGCAAAAATATCATAA6AATCTGTCへ 《6AAACCAA(ン しCCAGCAAτGGAGATG6TC噛

.鴨 一1300魎13● ●

TTAACTT6TTGCCAACCGAAACCTTCGTC&エpOム ェGGACTCCAAA㏄CAATCτTCTTCTT

.一1250..,.

TCCA6AG6A↑CTTCλATAτGAGCAん λA↑CA↑TCAAATC6TTGTGGAAG㏄CAτ6TTACCA
-1200。 。 ○ ● 噂1150

CCTτCGGTAAGGT6TrCTTTATGAAGACTTCT↑TCAGC納CAT6AATAGTA7CTTTATTG

9・.Oo!100.

ACG6AAC働 ㏄A鷺(rrA質CaT6CAGrmGrCTGrraTGTocCcrosT6AT㏄AC
甲,●01050.○.

GAGAT{議6GAAAGAτAAAAτTTAGAAGTGAACTTAGAACTT'『A㎝ 「ATACAA6AGATGA

..ム 銭h・9。

GGAT6A6CTTATκ 『ATATACΩ エム1且⊆GAGCCACAAT∴GTAAGTCGATCTAACTTGGCATT

91-950.●,●

ACCGGτGTGCAATGTGGTT6CA↑CATGCTGCC鳥 義AAAGGAATAATAATTACCrrCArAGATム
ー900● 。 ○.一850

6ACGTCGGTτA《TT《ATGAGTAAτACGC義C¢TTτTTAATCτAGCrAλTAA㏄AGGCAAAA　
.。 じ 瞭 嘗800.

CGG6A6《 《6AGGGATAAG6A縄AGCCT↑ ↑CACACGACAT↑TCGT6CATAACTGCACCGATC

,。 ・ 一750●.

TCムCTGATT1℃6ATG6ACτ6C6GC6AACCATAATCAATTGCCGTCGCτ 轟ATtTCCGCCCg

。 。 一700。 ● ●

ACGTGCτC6AAAτ △ACAC6TCCACGTGCAκTATTAAA↑ τGGCATC6GGCG6TGCGGCAGへ 　

。 一650。.●.

TGA6AGCAACGGGT6Tτ7『TCAGCCGGGCAACAmiCncATA(rCc6cTAGATGAGTTG
-600ム ニ≧聾累 ●,。.一550

AAAΩ ㎜ 『TAC6AGCAAAT6CTGCACCTATACGGCGCCTATAACA6CACC墨G

。.・ ○ ・ .一500。

TAATACT6A7TGC↑GTCATTTCTTG6CATGTTTTCTTGGTCAA66TCTGTGATCTCCCCT

.,● 一450.聯

TCCGGrr…CATA欄ATGG…CATA-TAACG6管

畳 い 一400 .・ じ ・6
ATAAAC6AGCGGCTGA7AAATTAGTTT(㎜TTTTAA1-TTTGATC

.一350...嶺

TCA7τT㎜ATTG瓦 《T-TGTMGAハAATTAA6GTTTATTAG6C《G
-300ム ⊆殴1ま5● 。.。

轟Ωエムェ凸£C6A6TCGTTTGAAGTCATCTCCG6GTAGτ6ATTTTTA魍ACA㎜

畠 ・ ●Ω皿1.一2009

TATTCCTTTTCTCTTTI'CTTTscヱ ム垂ムTτTTTT㎜TTTTTTCATTGATT八 《CCGCCT
● 。.旦 呈豊i・ 磁13,●

CTTC㎜ATCACTCTC闘 丁Ωエ⊆訟 ⊆TAAAC6GTAAAMAA6GAAGTGAAAA6τTCA

.● 刷1006●o

ATGTGG6A㏄CTACCCT《AAT↑GTGATTATGGTAATみATTTCTTTTT6AATAへ 《TACAAT

● 一50。 ● ・ ●

《GG↑ATCτTACACAG6AGT6ムAGGCC《TCAAAATCACCTTTATCAATCGACAATTTAGTA　

....50.

ATGTCaTCAAATAATA㏄AAGAAACTGCTTCTGATGGGCCGGTCCGGCTocGC↑AA∴TCG

1貿.SS屑 翼RK匡LLL麗GRS.GSGKS

o.画100.●

TCAATGAGGTCGATCATCTTTAGT為ACT∴CTCCGCτTTTGACACrAG6AGA↑TGGGT㏄C

21S麗RSl1『SYL¥SAFDTRRL6A

u

61

81

101

izi

jai

161

181

zoi

zzt

241

261

281

901

職.1.50,.塾

ACCATT6AT6TAGAGCACTCCCATTTG《GATTTCTτGGGAATATGACTCTAAATCT6TGG

TlDVEHS闘LaFLG虚 岡.TL麗1."

。200.。 ●.●

GACτ6TGGτ6GGCみGGACGTGTTTAT6GAGA八TTAmCA㏄AA㏄AAAAA6ACCACA↑T.

DC6GQDVFMεN.YFTKQKD聴1

250。..血cII2.300

TTCCAGATCGτ ㏄A6GT㎝ λ《TTCACGτTTTT6ATG7AGAΩ エ⊆&ム£TGAA6T7CTCAAG

炉Q舗VQVL!闘VFD留 εSTεVL匡

,型 日L」趣d監111,・350。

GATん τTG八AA7ATTTGCAA雌TGAAGC《AτTAA66A八GTACTCTCCCGACaCCAんA

DlεlFAκAL罵OLRKYSPDAK

膨 。.400。,

A㎜GTTCT↑CTGCA7AA6ATGGATCTTGTTCハGTTGGA7AAGムGA6AG6AGCT6TTC

lFザLI.麗 麗 麗DL～FqLDK翼 εELF

辱 ・450● ● ●

C… τCAτGAτCAAAAACCTGAGTGAAAC6τ{πTC66AATTTCG6TTTCCC轟AτCTGATA

qlM罵 戚 牌 【.SεTSSεF6『P嚇'Ll

O.500..・ ●

G6mCCTACrTCGArTTGG6轟 τGAGAGτ τT《τACλAG㏄ATG6TC6CAGAτTGTAT㏄

GFPTSl"DESLY麗 ゐ 冨SQlVC

550●..,500

TCCCTAATACCCAAτ λτGTCCλ 《OCaTCAAACTλ 農丁ττGA《Gよ乱GττTA《G(:AGATTAT¢

SLIP"削S躍 開OS謹LK麗FKε1岡

● ● 湿測巨VI・D650齢

AACC㏄ ㎝CAAATTATTCTT㎜ ムAGんACAACTTTCTTAGTGATATGCTCC真GτMT

縛ALε11LFERTT『 【.V!CSS解

●.。700。 ・

㏄C6AAAATA6TAATG∴AAATCATGみTAGτTCGGATAATAAτAAT6τCτTGCTAGACCCG

GεNS解E隠 闘DSSDド 欝 瞳Vl.LDP

麗呈1～V2騨750噂9・

AAGCGA職AAGATATCCAκ 『ATAAτGAAら 轟ACTTCAAGCAG鳶GTT㏄ACGAAATTG

K厭FEK!S潤lMKNFKqSCrKL

●800◎ し ●o

AA6A6CGGATTCAAGACTTT航 丁ArTGAACAACAACATCT∴CGτC《 ㏄GAGTTATCGτCC

KS6『 κTLlL隅 翼 麗IYV3εLSS

850.g。.900

AAτAT㏄TGT6mAτAG↑G"G《AA6AT鳥 τG晶 丁ATTCC義CAAGAAT↑AGTATT6GAA

厨 麗VCFIVLKD麗 蔦EPQEL蟹LE

.99.垂 ≦;⊆1■950・

AAC離CAAAAA轟GCCA《AG《GTTTTTCCみATCACTGAG6TGA⊆ エ蝦GAAACATTCG㏄

ド!艦KAKEFFQ

・ ・.麗 血d1113.。

A轟TTGAGTG7T7GCGGGGCATAAG∴ 《rTATAWrCCGrACGTATATACAAATG6G《

し ●LO50● ●r

TTTGGC6TATAAAATAAATA6《GAAAC轟TAAGAGG∴A6《AATAAATAAτCACAGATATAT　 　
・ 塞100.旦 Ω11.。 ・

AT轟TAGGAC轟ATGGGAGGA《AAAGCτGAAG笠9凸 エ⊆ムA㏄MT㎝GTC6GGGTTTTTγ ㏄

葦k50● 麗里2V3●.・1200

TT6T6CATtAGTCAみ6CATCAT腿 ムAAAAGT㏄GAATATATAAAT幽ACArCA

● ○..韮250.

TGTCCATTRfTTCTGCCTCTGTCTGTCTGTTACCTTTTCTTTAGACCGTTTTAGAAAAA

1300

AAAGGATGCAAAGTCAGGAAAAAACGGTGCCTACCACCTTTCRCCfTfTTCCACAAAAG

tO50

GGCATCTTAATTTCATCTATAATCCTTTAAAAAAGTCTCTTTTCAAAAATGCTAATTTAA

iaoo

TCCAGTCCAAAAAGACCTTTAATCTCGATCTTGCAGATAGAATCATCGACAAGTACAAAA

iasoisoo

TTCTCCATAAGTAGAAGGTCATTAACCACCACCGCTGTAAAATGTTCTCTTACCCGAACC

O.

TAτGGTT㏄ 轟義TGGCC

Fig.22.Nucleotide

GTRlgene.●

ORFfoundinthe

ofthePIIO840tti'is
-

frameisincoding

Sequences

sequence,AATAAA

underlined.

seqμ βncealldthededucedORFofthe

Thelndicatedaminoacidsequenceisthe}.ongest

sequencedregion.TheATGinitiat.ioncodon

boxed(indicatedasCATasthe遡4 サ
theoPPos.itedirectionofthat(》fGTR1)・

homologous .tothepotentialpolyadenylaしion

andthe6-bpPho4b三ndingmotifsaredouble
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Fig.23.HomologyofGtrlproteinwithGTP-binding

proteins.(A)Aminoacidsequencesimilarityofthe

predictedGtrlproteinwithotherGTP-bindingproteins.The

aminoacidsequencesoftheYptlandrho12proteinsare

alignedtoobtainmaximum-fittingwiththeGtrlsequence.

IdenticalresiduesoftheGtr1 .proteinwithYptl(Gallwitz

etal.1983)andrhol2(Yeramianeta1.198i)proteinsare

boxed.Thenumbersattheleftindicatepositionsofthe

firstaminoacidresiduesintherespectivelines.Dashes

i・dicat・.9・p・i・t・ ・d・r・dt・ ・ゆi・eth・.・ ・ig・ ・en仁 ・(B)

ComparisonofGTPbindingmotifsinGtrl,Yptl,andrhol2

proteins.TheconsensussequenceisthatproposedbyBourne

etal.(1991).Xindicatesanyaminoacid,whereasOandJ

representhydrophobicandhydrophilicresidues,

respectively.
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バ ク質の結合部位 を見いだ した 。これ らの事実より、GTR1遺 伝子の転写が培地中

の リン酸濃度 により制御されることが予想 された 。高 リン酸培地 または低 リン酸

培地で培養を行 った野生型株P-28-24C細 胞 より回収 した全RNAに 対 して、

GTR1の ア ンチセ ンス鎖をコー ドするpMBl82由 来の一本鎖DNAを32Pで ラベル

したものをプローブ に用いてノザ ン解析を行 った結果 、およそ1.4kbの 位置に

プ ローブ との結合 シグナルが検出され た。しか し、pMBl83由 来のセンス鎖をプロ

ーブ に用 いて同 じ実験を行 ったときには、結 合シグ ナルは認め られなか った。

1.4kbの 転写産物は、塩基配列よ り推定されるGTRI遺 伝子の大 きさと転写方向

に矛盾 しな い。1.4kb転 写産物の量は 、低 リン酸条件下においても非常 に低 く、

培地中のリン酸濃度 による制御は受 けてないと考 えられる。

GTR1遺 伝子の発現をさらに調べ るため 、GTR1-!acZ融 合遺伝子をYEp型 プラ

ス ミ ドにのせ たpMB205を 用 いて解析を行った。このプラスミ ドは、GTR1遺 伝子

の上流1778bp、 そ してGTR1遺 伝子のN末 端より284bpを 持っ2062bp

Hindlll,一Hlncllz断 片をlacZORFと コ ドンフ レームが合 うよ うに結合 して構築

した。pMB205を 導入 したPP2(GPR1+)株 を高 リン酸培地 または低 リン酸培地で

培養を行い 、対数増殖期後期(ODEao=ca.1.0)に おけるa一 ガラク トシダーゼ活

性を調べた ところ、低 リン酸培地での活性値は21。9土5.6(mgタ ンパ ク質あた

りの単位数)、 高 リン酸培地では23.6土4.2で あった。同 じ6π1-!∂cZ融 合遺

伝子を含むYCp型 プラスミ ドを用 いて同 じ実験を行 ったところ、リン酸濃度 に関

わらずR一 ガラ ク トシダーゼ活性は検出で きなかった 。これ らの結果 より、GTRI

遺伝子の発現は非常 に低 く、しか も転写量は外界の リン酸濃度 によって変化 しな

いと考 えられ る。

第3項gtrl遺 伝 子破壊 株 はrAPase構 成性 表現 型 を示 す 。

細 胞 内 で のGtrlタ ンパ ク質 の機 能 を 調べ る ため 、KA31株(his3/his3

ura3/ura3GTR1+/GTRltPt1084+/PH484t)を 用 い てRothsteinの 方法(1983)に

よ りgtrlあ る いはpho84遺 伝 子破 壊株 を作成 した 。HIS3遺 伝子 を含 む プラ ス ミ

ドpMBI23,pMB130,pAC604(図21)のBamHI-EcoRIDNA断 片 、そ してURA3遺

伝子 を含む プ ラス ミ ドpAC609(図21)のf3amHI-EcoRI(こ のEeoRI部 位 はベ ク

タ ー 上 に存在 す る)DNA断 片 を 用 いて 遺伝 子 破 壊 を 行 った 。無作 為 に 選 んだ
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Fig. 24. Detection of the GTR1 transcript by Northern 

hybridization. Total RNAs were prepared from cells of the 

wild type strain P-28-24C grown on nutrient high-P1 (+) or 

low-PiL (-) medium (as shown above lanes). After 

electrophoresis, the gel was blotted onto a nylon membrane 

and the filter was hybridized with a 32P-labeled 0.7-kb 

HindIII2-HindIII3 antisense ssDNA of GTRI (pMB182, lanes 1 

and 2) or pMB201 bearing the GTR1, PH084, and URA3 DNAs 

(lanes 3 and 4). Samples (10 iu g each) of total RNA were 

used. The specific activities of probes were 1.0 x 108 cpm 

per u g of DNA. 25S and 18S rRNAs, visualized by staining 

with ethidium bromide (not shown), were used as size markers 

as described by Phili ppsen et al. (1978).
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HIStあ るいはUra† 形質転換体を胞子形成 させ四分子分析を行 った。サザ ン解析

を行いHis+お よびUrat株 ではGTR1遺 伝子が破壊され たことを確認 した(図

25)。 プラスミ ドpMB130よ り調製 したBamHI-EcoRIDNA断 片をKA31株 に導入

して得 られたHis† 形質転換体のうち、任意 に選んだKA31-d1(gtrl-1△)株 を

四分子分析 に供 した結果 、すべ ての子嚢 においてHis表 現型は2His+:2HIS一

の分離を示 した。1pAC609を 用 いて同様の実験を行 ったところ、すべての子嚢で

Ura表 現型は2Ura+:2ura一 の分離を示 した。得 られたBis+ま たはUrat減 数

分裂分離株はコロニーの大 きさがHis一 株やUra一 株 に比べて小 さく、約2倍 の

長 い世代時間を要す る(図26)。 また興味深い事 に、HISt減 数分裂分離株 は30。C

では増殖するが、15。Cで は増殖できないことがわかった。これ らの結果よ り、

Gtrlタ ンパ ク質の機能は、細胞増殖 には重要ではあるが必須ではないと考 えられ

る。

さらに、gtrl-1△ 遺伝子破壊株では、rAPase生 産 が構成性を示すことを見い

だ した(図26)。 調べ た子嚢において、YPAD培 地上で2rAPase+:2rAPase一 の分

離比を示 し、rAPase+表 現型を示 した株はすべてHIStで あった。KA31-d3株 より

得 られたgirl-3△ 変異 ア レルを持っ減数分裂分離株のrAPase活 性も同様 に構

成性表現型 を示 した。この結果 より、gtr1遺 伝子破壊株では、抑制条件下での

rAPase生 産能が上昇する事がわかった。しか し、脱抑制条件下ではすべ ての遺伝

子破壊株のrAPase生 産能は、野生型株 と同様の レベルであっf。 細胞増殖速度

は、培地中の リン酸濃度 に関係な くgtrl遺 伝子破壊株では野生型株に比べて遅

くなった。これは、pho84遺 伝子破壊株の増殖速度が低 リン酸培地中では遅 くな

るが、高リン酸培地中では野生株 と差がな いことと異なっている。これ らの結果

より、高 リン酸培地 におけるgtrlpho84二 重変異株の増殖速度の低下はgtrl

遺伝子の破壊 によると考 えられ る。

第4項gtrl遺 伝子破壊株では リン酸取 り込み活性が低下 している

低いIan値 を示す リン酸取 り込み系 は、外界の リン酸濃度 により調節 されてい

ることがわかっている(Tamaietal.1985)。gtrl遺 伝子破壊株 におけるリン酸

取 り込み活性を調べ た結果(図27A)、 高 リン酸完全培地で培養を行ったriBZOo株

(gtrl-1△)で は同 じ培地で培養を行ったPP2株(GTRI+)に 比べて、 リン酸取 り
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Fig. 25. Growth properties of tetrad spores having the 

 tg rl-3A allele. Strains KA31 (A) and PP7 (B) were 

sporulated, dissected on a YPAD plate, and incubated at 300C 

for 3 (A) or 7 (B) days. (C) Analysis of transformed 

strains. Total cellular DNA of each transformant was 

digested with HindIII and electrophoresed on 1% agarose 

gels. Southern blotting were probed with 32P-labelled 1.1 

kb Accl fragment of pMB15. Strains: KA31 (MATa/MAT a 

GTR1' /GTR1' ; lane 1), PP7 (MATa/MATa GTR1' / tg rl-3A ; lane 

2), PP8 (MATa tg rl-30 ; lane 3); PP9 (MATa tg rl-3Li ; lane 

4).
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Fio.36.Timecoursesofacidphosphatasesynthesisinwild

type,ctrl-3△,pho84-1△,andg鎚 △pho84-2△strains.

Cellscultivatedinnutrienthigh-Pimediawithshakingat

300Cfρ 「24hwe・eh…est・d・ ・a・h・d・a・dsusp・ ・d・di・th・
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functionofcellgrowth(aandb;ODssoofthecultures)Haas

determinedwithintactcellsuspensionasanenzymesource.

Strainsandsymbols:O,PP2(GTR1←PHO84});▲,PP9くctrl-3△

PHO84+);●,MB203(GTR1+Pho84-1△);and△,PP4'(ctrl-2△

pho84-ZD).
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込み活 性が お よそ1/5に 低 下 して いる ことが わか っ た 。両菌 株 のグ ル コー スお よ

び硫酸 塩 に対 す る取 り込 み活性 を調 べ たが 、両者 に大 きな差 は認 め られな か っ た

(図27B,27C)。 従 っ て 、gtrl遺 伝 子破壊 株 はpho84変 異株 と同 じく、rAPaseの

構 成 的生産 と リン酸 取 り込 み活 性 の低 下の表現 型(UedaandOshima1975;Ueda

etal.1975)を 示 す こ とが わか った 。 さ らに、 ヒ酸 耐 性 表現 型 を 調べ た結 果 、

gtrl遺 伝 子破壊 株 もpho84変 異 株 と同様 に 、 ヒ酸耐 性表 現型 を示 した 。

gtr1遺 伝 子破 壊 株 の リン酸 取 り込 み活 性 が 低 下 した ため 、 この株 に お け る

rAPase生 産表現 型 は構 成性 にな る と考 え られ る 。gtrl遺 伝子 破壊 株の リン酸取

り込 み活性が 低下 す る原 因 と して 、i)GTK1遺 伝子 を破 壊 す る際 、GTR1遺 伝 子座

に挿 入 したHISSま たはURA3遺 伝子が 、PHO&4遺 伝子 の プ ロモー ター機 能 を破

壊 した 。ii)Gtrlタ ンパ ク質がPHO84遺 伝子 の転 写 に必要 で あ る 。iii)Gtr1

タ ンパ ク質 が 、Pho84リ ン酸輸 送体 が機能 す るの に必要 で あ る 、の3つ の可 能性

が 考 え られ る 。これ らの 可 能性 を検 討 す るため に、GTR1遺 伝 子 だ けを含 み 、

URA3遺 伝 子を 選択符 号 に持っ プ ラス ミ ドpMB43(図21)をMB200株(gtrl-3△

ura3)に 導 入 し、任意 に選択 したUra+形 質転 換体 の 、rAPase生 産 性 お よび細 胞

増殖表 現型 を野生型 株 と比較 した 。その結果 、Ura+形 質転 換体 と野 生 型株 との 間

で 表現型 に違 いが 認 め られ なか った こ とよ り、i)の 可能 性 は否定 され る 。残 り

2っ の可能 性 にっ い て検 討 す るためMB200株(gtrl-1△)に お け る 酬084遺 伝

子の 転写量 を調べ た(図28)。 低 リン酸完全 培地 または高 リン酸 完全 培 地で16時

間培養 を行 ったPP2株(GTR1†)、riBZOo株(gtrl-1△)よ り回収 した全RBAに

対 して 、32Pで 標識 したFHO&4遺 伝 子のdRFの 一部 を含 む564bpβ8111一 肋oI

DNA断 片 を プローブ に用 い てノザ ン解析 を行 っ た 。GTR1+株 よ り調製 したR¥iA試

料 で は低 リン酸培地 で培 養 を行 っ た ときのみ 、Pt1084遺 伝 子か らの 転写産 物が 検

出 され たが 、gtrl遺 伝 子 破壊 株 で は高 リン酸 培地 で培 養 を行 った菌 株 か らの

RNAに 対 して も、低 い レベ ル では あ るが 、プ ローブ との結合 シグナ ルが検 出 され

た(図28)。 この結果 は 、gtrl遺 伝 子破 壊株 にお い てもPHO84遺 伝 子の 転写 が行

われ るこ とを示 してお り、ii)の 可 能性 も否定 で きる 。さ らに 、gtrl遺 伝子 破壊

株 にお ける1初84-1∂cZ融 合遺伝 子 の発現 を調 べ た 。用084-1∂oZ融 合 遺伝 子 を含

むYCp型 プ ラ スミ ドpMBI42(図1)を 、PP2(GTR1+酬084+)株,risaoo(gtrl-1

△PNO84+)株,MB203(GTR1+pho&4-1△)株,PP4(gtrl-2△p舶84一 ・2△)株 に導

88一



^5E

4Y

O

号3
Y
10
..
a・

ｰ一1

0

A

5

ハ
ε10
α

皇

9

互

舞・
m
の
O
o
2
c7

0 10
0

B

0246

Time(min)

ハ

琶15
皇

9脇
o錘

9

碧5

蕊

0

C

0 5 10

,

Fig.27。Pi,glucose,andsulfateuptakesbycellsofしhe

9蛮 ⊥disruptant.(A)DefectinPiuptake.ofgtr1-1△cells・

Cellstobe七estedwerecultivatedinYPAD.to.しhestationary

phaSe,washed,suspendedinthesa旧 臣evolum60fsteri:Lized

water,inoculatedintosyntheticlow-PimediulnsupPlemented

withapPropriatenutrientsandshakenat300C・lrhecel1
.s

werecollectedwhentheyreachedanOD6600f1,washed,and

inoculatedinto.syntheticlow-Pimediumat.ace11 コ
concentrationgivinganOD660=0.1.Theradioactivityof

themediumwasadjustedto3..4x105cpmpermlwith32Pi.

.S
amplesWeretakenfromthereactionmixtureat・apl)ropriate

intervalsandfilteredthroughanitrocellulosemembrane

filterandwashed.Theradioacivityonthefilter.w4s

・…t・di・aliq・idsci・ti1ミ ・ti・nc・u・t・ ・(・ ・d・1LS .60001C;、

BeckmanInstrument,Inc.,Fullerton,Calif.).Theamountof

Piabsorbedbythecellswasexpressedascpmof32P

radioactivitypermlinthecellsuspensionwithanOD660Qf

O・1・(B》Norma191ucoseuptak(学byg皿=ユ ム.cells・Cells

cultivated.inYPADtothestationaryphaseweresuspendedin

thesamevolumeofsterilizedwaterandlmlofthe
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suspensionwasaddedto100mlofYPmediumsupplemented

withO.05%glucoseandshakenfor14hat30◎C・Thecells

wereharvested,washedwithO.1Mpotassiumphosphatebuffer

(pH6.5)atroomtemperatureandresuspendedinthesame

bufferatacellconcentrationofaboutODSSO=15.The

suspensionwasmixedanappropriateamountofradioactive

glucose(D一[U-IBC]glucose;AmershamInternationalPlc,

BuckinghamShire,UK)andincubatedat300C.Sa皿plesof80

μ1weretakenatappropriateintervalsandfiltered.The

radioactivityonthefilterwasmeasuredbythesame

procedureasforassayofPiabsorption.(C)Normaluptake

ofsulfatebyctrl=」L△cells.Cellscultivatedinsynthetic

high-Pimediumtothestationaryphasewerewashedtwice

withsulfate-deficientmedium,resuspendedinthesame

volumeofsulfate-deficientmedium,andshakenfor4hat

300C.Thecellswereharvestedandresuspendedinsulfate-

deficientmediumatacellconcentrationofODsso=1.The

suspensionwasmixedwithandappropriateamountof

radioactivityabsorbedbythecellsweredeterminedasfor

assaysofPiandglucoseuptakes.Thestrainstestedwere J
(O)PP2(GTR1.PHO84号 》,(▲)MB200(g主 エユニュムPrioa4*),and(●)

MB203(GTR1+yho84-lO).
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Fig. 28. Detection of P11084 transcript in the wild type and 

gtrl disruptant by Northern hybridization. Samples of 10 

,u g of total RNAs prepared from cells of strains PP2 (GTRI' 

[WT]; lanes 1 and 2), and MB200 (g_trl-J ; lanes 3 and 4) 

grown on nutrient high-Pi (lanes 1 and 3) or low-Pi (lanes 2 

and 4) medium were charged in slots. The 32P-labeled 564-hp 

Bg11I-XhoI fragment of P11084 DNA and a 1.0-kb HindIII-Xhol 

fragment of S. cerevisiae encoding the ACT1 gene were used 

as probes for detection of the PH084 and ACTT transcript, 

respectively. The specific activities of probes were 1.0 x 

108 cpm per ,u g of DNA. 25S and 18S rRNAs visualized by 

staining with ethidium bromide were used as size markers as 

described by Philippsen et al. (1978).
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Table6.a-GalactosidaseactivityintransformantharboringaYCp

plasmid,pMB142,bearingtheFFIO84-lacZfusedgene

Relevanし β 一Ga正acしosidaseactiviしy醜in

Sしrain

genotype high-Pi low-Pi

PP2

MB20U

hiF3203

FP9

GTR1'Pt1084*

且並」=]L=」.△PHo84管

GTR1管P魁 ユ ム

鯉 上2△ 雌 △

3。3土0.3

455ｱ28

1050土69

509ｱ2U

830土25

525土73

1510土95

784:と54

ｰ(3-Galactosidaseactivitiesareexpressedinunitspermgofprotein .

Valuesaremeansfortriplicatedeterminations.

入 し、Urat形 質転換体を取得 した。その形質転換体を低 リン酸培地 または高 リン

酸培地で定常期まで培養を行 い、その時の β一ガラク トシダーゼ活性を測定 した

(表6)。 その結果、GTR1遺 伝子 とPIID84遺 伝子の少な くとも一方を破壊 した株で

は野生型株 に比べて高 リン酸培地にお ける酵素活性値が非常 に高 くなった。以上

の結果は、gtrl遺 伝子破壊株では リン酸取 り込み活性が低下 したため 、PNO84遺

伝子の発現が脱抑欄を受けて構成性になるとの考えと矛盾 しない。とれ らの結果

より、Gtrlタ ンパク質はPho84リ ン酸輸送体 と協調 して リン酸取 り込み系に関

与すると結 論 した。

第4節 考察

rAPase構 成 性 表現型 を示 す変 異 は次の3っ の クラ ス に分 け る こ とが で きる。

i)PHO4`,pho80,pho85な どのrAPase合 成 の制御 に関与す る遺 伝子 の変異

(Uedaetal.1975;Toh-eandOshima1974)、11)pfias3変 異 にお け るP1105遺

伝 子の5'非 翻訳領 域へのTy遺 伝 子の挿 入変 異(Toh-eetal.1983)、iii)リ

ン酸取 り込 み系の 変異 と考 え られ るpho84変 異(UedaandOshima1975)。gtrl

遺 伝子 破壊株 ではpho84変 異株 と同様 に リン酸 取 り込 み活性が 低 下 し、 ヒ酸 耐性

お よびrAPase構 成 性表現 型を示 す事 よ り、gtrl変 異 はpho84変 異 と同 じク ラ

92一



スに分類され ると考 えられ る。

塩基配列よ り推測 される 肌r1タ ンパ ク質のアミノ酸配列 にはrasお よび

ras関 連タ ンパク質 とN末 端領域で相岡牲が みられ 、GTPと の結合に必要な領域

がほぼ完全 に保存 されていた。しか し、3番 目の領域で保存されているアスパ ラ

ギ ンまたは トレオニ ンが 、Gtrlで はヒスチヂ ンに代 わっていた。}1-rasに おいて

は、保存されているアスパラギ ンを ヒスチヂ ンに換えた変異タ ンパク質ではGTP

に対する結合能が弱 くなることがわか っている(Deretal.1986)。 この事実か

ら考 えればGtrlタ ンパク質でのGTPに 対する結合能は弱いか もしれない。

gtrl破 壊株ではリン酸取 り込み活性が低下 したが 、この現象 より考 えられる

.Gtrlの 機能 として2っ あげ られる 。1っ は'PIIQ84遺 伝子がコー ドす るリン酸輸

送体の調節 に関与 している可能性である。GTP結 合タ ンパク質の中には、イオ ン

チャネルの開閉に必要なもの 、あるいは膜電位などの刺激を伝達 してイオンチ ャ

ネルを開 くのに関与するものが知 られている(drownand6irnbaumer1990)。

GLrlタ ンパク質が何 らかの信号を受 けて、それをPho84タ ンパ ク質 に伝達する

可能性 もあ ろう。この考 えによれば 、gtrl破 壊株では、リン酸取 り込み活性が低

下するため 、Gelタ ンパ ク質はPho89リ ン酸輸送体に対 して正 に働 くGTP結 合

タンパ ク質 であると思われる。もう一っはPho84タ ンパ ク質の細胞内での輸送 に

関与するとの可能性である 。GTP結 合タンパ ク質の中には、Sec4(Salminenand

Novick1987)やYpt1(Gallwitzeta1.1983)な どのように、細胞内タンパ ク

質輸送に働 くものが知 られている。もし、Gtr1タ ンパ ク質が細胞内タンパ ク質輸

送に関与 しているとしても、gtr1破 壊株は生育可能であるので、一般的な輸送で

はな く、あ る特定のタンパ ク質の輸送 に必要であると思 われる。

gttl破 壊株 では リン酸濃度 に関わ らず増殖速度が遅 いが 、この ことは低 リン酸

条件でのみ遅 くなるpho84変 異株 とは異な り、Gtrlタ ンパ ク質が高親和性の

P;取 り込み系だけでな く、低親和性の敢 り込み系 にも関与 している可能性を示峻i

している。gtrlま たはphn84単 独変異 よりも二重変異株の方がrAPase活 性が

高い事もこの考 えと矛盾 しない。
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第5節 要約

リン酸輸送体をコー ドす ると考えられるPHO84遺 伝子の上流にGTP結 合タン

パ ク質を コー ドす るPNO84遺 伝子 とは逆向 きに転写され るORFを 見いだし、

GTR1と 命名 した。gtrl破 壊株はrAPase構 成性 、ヒ酸耐性 、そ して リン酸取 り

込み活性低下の ρ加84変 異株 と同 じ表現型を示 した。gtr1破 壊株 においてく

Pt1084遺 伝子の転写や翻訳 に欠損が見 られなかったことより、これ らの表現型が

gtrl遺 伝子破壊によるリン酸取 り込み活性の低下のため引き起 こされたと考えら

れ、Gtrlタ ンパク質はPho84タ ンパク質の機能に翻訳段階以後で関与 している

と考えた。
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総 合考 察

本 研 究で は 、3.0θ 帰 μ151∂θの リン酸 取 り込 み に関 与す る遺 伝子群 の解 析を行

っ た 。Pho84タ ンパ ク質 は 、リン酸輸 送体 を コー ドし、その発 現 は外 界 の リン酸

濃 度 によ り制 御 され るこ とを 明 らか に した 。また 、 リン酸 取 り込み系が 機 能す る

際 に 、Pho84タ ンパ ク質 と協調 して 、Gtrl,Pho86,Pho87な ど 、複数 の タ ンパ ク

質 が 必要で あ るこ とを示 す こ とが で きた 。E.coliに お ける リン酸取 り込 み系 で

は 、 リン酸 に より抑 制を受 けるPst系 と構 成 的 に働 くPit系 の存在が 知 られ て

い る(RaoandTorriani1990)。s.cerevlslaeの 場合 も 、 リン酸 に よる抑制 を

受 け る系 と構成 的な 系が あ る と考 え られ(Tamaiθ 亡al.1985)、 リン酸 によ る抑

制 を受 けるPho84'系 はPst系 に相 当す る もの と考 えるこ とが で きる 。Pst系 で

は 、ペ リプ ラ ズム領 域 に存 在 す る リン酸結 合 タ ンパ ク質 で あるPstSタ ンパ ク質

と結 合 した リン酸 が 、膜 内在 性のPstA,PstC両 タ ンパ ク質 と、膜 表 在性 の

PstBタ ンパ ク質の複 合体 との相 互作 用 を介 して 、細 胞膜 を透過 す る と考 えられ て

い る(RaoandTorriani1990)。Pho84タ ンパ ク質 とPst系 の タ ンパ ク質 の ア ミ

ノ酸 配列の 間 には相 同性 はみ られな か ったが 、S.cerevisiaeの リン酸取 り込 み

に関 係す る タ ンパ ク質群 が 、実際 に複合 体を形nkし てい る可 能性 は 十分 考 え られ

る 。

E.coliで は 、Pst系 の遺伝 子産物 の 一一っが 、 リン酸 レギ ュ ロ ンにお け る外界

の リン酸濃 度変化 を 検知 してい る と考 え られ て いる(RaoandTorriani1990)。

その理 由の 一つ と して 、高 リン酸 お よび低 リン酸条 件 で培養 を行 ったE.col.1の 、

細 胞 内 リン酸濃度 が 変化 していな い こ とが あげ られ る(Rosenberg1987)。 外 界の

リン酸濃度 に応 じて 、Pst系 とPit系 が 連携 して機 能 す るため 、細 胞 内 リン酸 濃

度 は常 に一定 に保 たれ て いるので あ る 。 しか し、それ に もか か わ らず 、Pst系 の

変異 株が 、高 リン酸 条件 下で ボ ス ファターゼ構 成性 表現 型を示 す ことよ り、Pst

系か ら酵 素生 産 に対 して 、負 に働 く信号 が核 内 に伝 え られ ると考 えな けれ ばな ら

な い 。この 時 、核 内 に伝 え られ た信 号 は 、 リン酸 その もの とは考 えられ な い 。酵

母 に おいて も 、Pho89系 を 介 して リン酸 の有 無 の信号が 核 内 に伝 え らて いる可能

itを 示唆 す るデー タ と して 、次の 事実が あげ られ る 。」)リ ン酸 に対す る親和 性 の

違 い に よ り少 な くと も二 つの リン酸取 り込 み系 が存在 す る('Pamaietal.1985)。
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高 リン酸条件では構成的な系が リン酸を取 り込み 、低 リン酸条件では抑制的な系

が脱抑制されてリン酸を取 り込む ことで 、E.cvliの 場合 と同様に、酵母細胞 内

の リン酸濃度が外界の リン酸濃度 にかかわらず一定 に保たれ ている可能性がある。

ii)pho84遺 伝子破壊株の増殖速度が 、低 リン酸培地では野生型株 に比べて非常

に遅 くなるにもかかわ らず 、高 リン酸培地では野生株とほとんど変 わらない(図

26)。 低 リン酸培地におけるpho84変 異株の増殖速度の低下が 、細胞内 リン酸の

欠乏 による とすれば 、高 リン酸培地ではpho84変 異株においても、増殖 には十分

な量の リン酸が細胞 内に存在する と思われる。111)PIIO84遺 伝子の転写産物が 、

高 リン酸条件下では検 出できなか った(図7)。 っ まり高 リン酸条件下ではPho84

系の機能はあまり必要ではない可能性が ある。以上の事実より、高 リン酸条件下

では、pho84変 異細胞内の リン酸濃度が 、野生型株 と比べて大きな差がないこと

も予想 され る。これ まで 、pho84変 異株ではリン酸取り込み活性が低下 したため、

細胞内 リン酸濃度が 下が り、高 リン酸培地中でも細胞内は低 リン酸状態 とな り、

そのためpho84変 異株 はrAPase構 成性表現型を示すと考 えられて きた。また、

野生株が低 リン酸培地でrAPaseを 生産する理由も、細胞内 リン酸濃度が低下 し

たためと考 えられて きた。しか し、生物 にとって リン酸 は生育に必須の物質であ

り、恒常性の維持 という点か らも 、Pho84タ ンパク質が細胞外の リン酸濃度の検

知に関与 し、その信号を細胞内 に伝達する機構が存在すると考えることも可能 と

思 われ る。Pho84系 より信号が伝 えられ ると仮定 したとき、リン酸濃度の検知に

関与する可能性のある因子 として 、SEF遺 伝子産物があげ られる。sef異 の中

1どは、pho84変 異株のrAPase構 成性表現型は抑圧するが 、sef6異 のように

ヒ酸耐性表現型は抑圧で きないものがある。そうしたsefx異 株では、 リン酸取

り込み活性が上昇 したとは考えに くく、信号伝達系 に異常が起 こった株か もしれ

ない。変異株では 、リン酸濃度 の検知系が異常であったが 、sef変 異 により正常

状態に戻り、rAPase生 産 も抑制性になったと考 えられる。Pho84系 が信号伝達 に

関与す る可 能性を検討する手段 として、酵母以外の リン酸輸送体をコー ドする遺

伝子の翻訳可能領域を 、リン酸 制御を受 けずS..cerevisiaeで 機能するプロモー

ターの下流 にっなぎ、pho84変 異株で発現させ た時 に、リン酸輸送体が酵母細胞

巾で機能 し、 リン酸 を細胞内に取 り込むことが可能で あれば、その株 における

rAPase産 生表現型を調べ る方法がある。もし、信号が伝 わっていれば 、新 しいリ
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ン酸輸送体 によりリン酸取 り込みが回復 しても、rAPase生 産構成性表現型のまま

である。しか し、信号伝達 に関与 していなければ 、rAPase生 産は抑制性にな ると

考 えられる。

Pho84タ ンパク質の一次構造を塩基配列 より推定 したところ、細菌や酵母、そ

して高等生物の糖輸送体 と相同性が見られた。アミノ酸一次配列の解析より、そ

れらの糖輸送体は膜 に組み込 まれてお り、膜内での立体構造 はいず れも膜を6回

横切る構造を一っの単位 として、それが2回 繰 り返す、計12回 の αヘ リックス

構造を持っていると推定 されている(GouldandBel11990)。Pho84タ ンパ ク質

も一次配列の解析よ り同 じ構造を とることが示唆され た。これ ら糖輸送体は構造

が似 ているにもかかわらずその輸送様式には促進輸送 と能動輸送が混在 している。

さらに、アミノ酸 レベルでの相同性は見 られないが 、膜 における立体構造が6回

ヘ リックス ーループ ー6回 ヘ リックス構造 と推定されるものとして、ほ乳類の

アデニル酸シ クラーゼ(Krupinskietal.1989)、 多翻耐性MDR1遺 伝子産物

(Chenetal.1986)、 そ してS.cerevisiaeのSte6タ ンパク質(McGrathand

Valshavsky1989)が 見つかっている。MDRI遺 伝子産物は、エネルギー依存性薬

剤排出ボンブの機能を持っことが明 らかになっている(GottesmanandPastan

1988)。Ste6タ ンパク質 はa一 ファクターの分泌仁関与す ると考 えられている

(McGrathandVarshavsky1989)。 このように、こうした構造が糖や リン酸の取 り

込みだけでな く、分泌や排出に関与するタ ンパ ク質にも見 いだされることより、

膜における物質透過 に関与す るタンパ ク質の一般的な基本構造の一っ として、広

く生物に存在すると思われる。

GTR1遺 伝子が コー ドするGTP結 合タンパク質が リン酸取 り込み系に関与す る

ことを示唆す るデー タを得 た。一般 にGTP結 合タンパク質 はGTPあ るいはGDP

と結合することでON-OFF信 号を表現 している 。girl変 異株ではpho84変 異株

とは異なり、高 リン酸条件下 においても増殖速度の低下が見 られた。このことよ

り、Gtrlタ ンパ ク質が他の リン酸取 り込み系にも関与 している可能性が考えられ

る。たとえば 、Gtrlタ ンパ ク質は 、二っの取 り込み系の調節 に関与 し、高 リン酸

条件下ではPho84系 を抑制 し、もう一方を活性化 させ るスイッチとして働 くとの

考 えである。girl変 異株では 、低 リン酸条件下におけるリン酸取 り込み活性は 、

野生型株と比べて1/5に 低下 していたが 、高 リン酸条件下の リン酸取 り込み活性
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と比べると、 リン酸取 り込み系の脱抑制能はまだ残 っていた。Gtrl3';ン パ ク質が

リン酸取 り込み系 を選択す るスイヅチ として働 くとすれば 、gtrl遺 伝子破壊株に

おいて、リン酸取 り込み活性が弱いなが ら脱抑制する現象 とは矛眉する。しか し、

Gtrlタ ンパク質 のホモログが酵母細胞内に存在すると考 えれば 、説明が可能であ

る。この考 えは、gtrl遺 伝子破壊株が致死表現型を引き起 こさないこ とと一致す

る。

pho84変 異を抑圧 するsef4変 異が 、PHO81遺 伝子座の変異であることを見い

だ したことより、Ph(耐 産物 とPho89産 物 との間 に相互作用がある可能性が示唆

された。さらに、Pho81ア ミノ酸配列 には、アンキ リン繰 り返 し配列が存在す る

事が見いだされた(H.Sentenac私 信)。 アンキ リンは赤血球 にある細胞膜の裏打

ちタンパク質で、膜 内在性 タンパク質 と細胞骨格 とを結び付ける働 きをす ると考

えられている(Luxetal.1990)。 そ してアンキ リンのアミノ酸配列中には、33

アミノ酸か らなる 『22回の繰 り返 し構造が見いだされている(Luxθ 亡a1・1990)。

この繰 り返 し配列の機能はわかっていないが 、これと相同性のある配列がPho81

タンパ ク質 内にある事から、Pho81タ ンパク質が膜内在性タンパ ク質 、たとえば

Pho84タ ンパ ク質 と直接結合 しているかも知れない。Pho84系 の複合体か らの信

号が 、その複合 体 に含 まれるPho81タ ンパ ク質へ伝 え られ、さ らにそれが

Pho80,Pho4タ ンパ ク質に伝わ り、構造遺伝子の発現 にいたるという信号伝達系

が考えられる。これ まで 、遺伝子発現調節系の解析の 多くは転写開始機構につい

て行 われてお り、環境変化の認識 とその情報の酵素構造遺伝子への伝達過程は、

まだ大部分が不明である 。外界の環境変化の認識 とその情報伝達過程の解明に、

本研究で解析 したPho84タ ン)¥ク 質を中心としたリン酸取 り込み系は格好のモデ

ルになると考えられる 。本研 究の知見が今後の遺伝子発現調節機構の解明 に役立

っ事を期待 している。
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