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略語表  

 

OD	 optical density 
DMSO	 dimethyl sulfoxide 
Triton X-100	 polyoxyethylene(10) octylphenyl ether 

ssDNA	 single-stranded DNA 
SDS	 sodium dodecyl sulfate 
DTT	 dithiothreitol 

Tris	 tris(hydroxymethyl)-aminomethane 
TCA	  trichloroacetic acid 
EDTA	 ethylenediaminetetraacetic acid 

PMSF	 phenylmethylsulfonyl fluoride 
CHES	 N-cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid 
NTCB	 2-nitro-5-thiocyanatobenzoic acid 

NEM	 N-ethylmaleimide 
PVDF	 polyvinylidene difluoride 
PBS-T	 phosphate buffered saline with Tween 20 

Tween 20	 polyoxyethylene(20) sorbitan monolaurate solution 

  



 

 1 

第 1 章	 序論  

 

	 全身麻酔は現代の医療において、外科的手術の際には必要不可欠である。麻酔薬は生体内

に取り込まれると意識消失、不動化、自律神経の抑制など多様な作用をもたらす。これまで

麻酔薬が中枢神経系の多くの領域で神経伝達を阻害することが報告されており、 終的な作

用部位はシナプス膜であるという説が も有力であるが、麻酔薬がどのようにしてシナプス

膜に作用しているのか、その細胞レベルでの作用機序には未だ不明な点が多く、特に吸入麻

酔薬の作用機序は事実上ほぼ不明であるとされている（1）。吸入麻酔薬の作用機序として、

現在提唱されている仮説は大きく膜脂質説と膜タンパク質説に分けられる。膜脂質説では麻

酔薬が神経細胞内の脂質に非特異的に作用して膜構造を変化させ、麻酔作用を引き起こすと

される（2）。しかし膨大な量のターゲットが存在するにも関わらず、麻酔作用という特異

的な作用が生じるのはなぜかを説明できないといわれている（3）。一方、膜タンパク質説

では麻酔薬がGABAA受容体に代表される膜タンパク質に直接結合し、麻酔作用を生じるとさ

れる（4）。しかしながら化学構造が大きく異なる麻酔薬でも同じような全身麻酔作用を生

じることや、単一のタンパク質への影響のみで麻酔薬がもつ様々な作用を説明することは不

可能であるといわれている（3）。このように膜脂質説や膜タンパク質説だけでは説明がつ

かないことが多く、新たな仮説を考える必要があると思われた。	 

	 これまで吸入麻酔薬は哺乳類の神経細胞および神経細胞以外の細胞、植物細胞、酵母細胞、

細菌など、様々な細胞や組織に対し何らかの作用をもたらすことが報告されている（5、6、

7）。Keilらは、出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeに対し吸入麻酔薬のひとつであるイソフ

ルランを暴露させると、その増殖が阻害されることを報告した（6）。またPalmerらは、酵

母細胞に対してイソフルランが持つ作用にどのような遺伝子が関わっているのかを調べるた

め、様々な変異体に対しイソフルラン処理を行い、スクリーニングを行った（8）。その結果、

アミノ酸トランスポーターTat1の過剰発現により12％のイソフルランに耐性を示した。また

アミノ酸トランスポーターBap2を欠失させると野生株以上にイソフルランに感受性を示し

た。Tat1、Bap2は酵母細胞の細胞膜上に存在し、Tat1はロイシン、トリプトファン、イソ

ロイシン、バリン、チロシンを取り込み（9、10）、Bap2はロイシン、イソロイシン、バリ

ンを取り込むアミノ酸トランスポーターである（11）。そして今回、出芽酵母の細胞膜上に

存在するBap2をはじめとするいくつかのトランスポーターが、イソフルラン処理によりエン

ドサイトーシスされ液胞へ輸送されることを見出した。	 
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	 細胞膜上のトランスポーターの多くは、栄養飢餓や細胞ストレスなどの環境の変化に応じ

てユビキチン化され、それを目印に集まったエンドサイトーシス実行分子の働きによりエン

ドサイトーシスされることで量的調節される（12）。哺乳類細胞においては多種類のユビキ

チンリガーゼが様々な細胞膜上のタンパク質をユビキチン化するが、出芽酵母ではこれまで

報告されたほとんどのエンドサイトーシスにおいて、HECT型ユビキチンリガーゼである

Rsp5がユビキチン化を担う（13、14、15）。そしてその際、Rsp5はアダプタータンパク質に

よりそれぞれのトランスポーターの元へリクルートされることが知られており、アダプター

タンパク質なしではRsp5がトランスポーターに作用できない場合が多い（16、17）。今回、

イソフルラン処理によるBap2のエンドサイトーシスがRsp5依存的であることを確認し、そ

の際アダプタータンパク質Art2が関与していることを見出した。このように、本研究ではイ

ソフルラン処理によって生じるBap2のエンドサイトーシスの詳細な機序を解析することで、

イソフルランが膜タンパク質や細胞膜にどのような影響を与えるかを理解し、ヒトにおける

麻酔薬の作用機序を解明する手がかりを得ることを目的とした。	  
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第 2 章	 材料・方法  

 

2-1	 細胞培養  

	 酵母の生育には主に YPD（1% Yeast Extract（BD Biosciences, New Jersey, USA）、2% 

peptone（BD Biosciences）、2% glucose（Wako、大阪、日本））、または SCD（0.17% yeast 

nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate（BD Biosciences）、0.5% 

ammonium sulfate（nacalai tesque、京都、日本）、0.5% bacto casamino acid（BD 

Biosciences）、20 µg/ml tryptophan（Sigma-Aldrich, Missouri, USA）、20 µg/ml adenine

（Sigma-Aldrich）、 20 µg/ml uracil（Sigma-Aldrich）、2% glucose）を用いた。寒天培地

には 2% agarose（松栄寒天、東京、日本）を添加した。酵母の培養は寒天培地に植菌した細

胞を YPDまたは SCDの液体培地で 30℃にて前培養した後、YPDまたは SCDの液体培地

に植え継いだ。30℃にて本培養した後、対数増殖期（OD=1~2/ml）に達した細胞を実験に用

いた。 

	 イソフルラン（Wako）は室温において液体であるが、高い揮発性を持つため通常の培養

環境では一定濃度を細胞に暴露させることが困難である。そこで文献（18）に準じ、10 ml

シリンジ（TERUMO、東京、日本、SS-10SZP）あるいは 50 mlシリンジ（SS-50ESZ）と

キャップ（トップ、東京、日本、JMDN70280000）を用いて密閉環境にし、イソフルラン

処理が可能な実験系を確立した。対数増殖期（OD=1~2/ml）にある酵母細胞を液体培地に懸

濁し、それぞれの実験に応じた量をシリンジに入れた。イソフルランを DMSO（Wako）で

10倍に希釈し、ハミルトンシリンジ（HAMILTON, Nevada, USA, 80465）を用いてシリン

ジの先端が液体培地中に浸かるようにして目的の量を添加した。速やかにエアーを抜いてキ

ャップをし、プランジャーを押して密閉されていることを確認した。その後 30℃でそれぞれ

の実験に応じた時間培養した。ラパマイシン（LKT Laboratories, Minnesota, USA）はスト

ック溶液（ethanol（Wako）：Triton X-100（Wako）= 9：1（v/v））にて 1 mg/mlで保存し、

シリンジ先端より終濃度 200 ng/mlとなるよう添加した。 

 

2-2	 酵母株とプラスミドの構築  

	 本研究に用いた酵母株とプラスミドの種類はそれぞれ表 1と表 2に記す。遺伝子破壊ある

いはタグ付加を行うために、目的の DNA配列に相同な領域 20 bpを両端に持つ PCR断片を

親株に導入し、相同組み替えにより株を作製した。PCR断片作成のための鋳型プラスミドは
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以下のものを用いた。 

・	 遺伝子破壊: pFA6a-natNT2、pFA6a-kanMX6、pFA6a-zeoNT3 

・	 C末端 3xHAタグ付加: pYM24	  

・	 C末端 GFPタグ付加: pYM25 

・	 C末端 3xGFPタグ付加: pFA6a-3myeGFP-dcufc-natNT2 

・	 C末端 mCherryタグ付加: pKN12、pKN9 

・	 C末端 5xFlagタグ付加: pKL255 

・	 N末端 Tet07-Ubi-Leu-3xHAタグ付加: pMK632 

目的のDNA配列に相同な領域 20 bpを両端に持つ PCR断片が作成されるようプライマーを

設計し、KOD -plus-（TOYOBO、大阪、日本）を用いて PCRを行った。対数増殖期（OD=1~2/ml）

にある親株を 3000 rpmで 2分間遠心して細胞を回収し、滅菌水で洗浄した。そこにボイル

した 50 µl 2 mg/ml ssDNA（Sigma）、240 µl 50%（w/v）polyethylene glycol（Sigma）、36 

µl 1 M litium acetate（nacalai tesque）、25 µl PCR断片を加えてボルテックスし、42℃、1

時間で形質転換を行った。作製した株はそれぞれ clonNAT（Werner Bioagents, Jena, 

Germany）（100 µg/ml）、G418（Wako）（200 µg/ml）、Zeocin (Life Technologies, 

Massachusetts, USA) (200 µg/ml)、Hygromycin B（Wako）（200 µg/ml）を添加した YPD

培地で選択した。この形質転換操作は Guide to Yeast Genetics and Molecular and Cell 

Biologyに従った。また遺伝子破壊やタグ付加の成否は、PCRやウェスタンブロッティング

を行い確認した。PCRは選択培地で生育しているコロニーを zymolyase（nacalai tesque）

溶液（0.1 mg/ml）に懸濁し 37℃で 30分間静置して細胞壁を溶解する処理を行ったのち、

KOD FX（TOYOBO）を用いて行った。 

 

2-3	 顕微鏡観察  

	 酵母をシリンジにて培養した後、液体培地を遠沈菅に移し、3000 rpmで 2分間遠心した。

上清を適量捨ててサンプルとし、1.5 µlをスライドガラスにのせカバーガラスを被せた。マ

ニキュアでカバーガラスの淵を封鎖し（図 16の実験時のみ）、落射型蛍光顕微鏡 DMI6000B

（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）を使用して生細胞観察を行った。撮影した画像

は Adobe Photoshop CS4を用いてカウントを行った。 

 

2-4	 タンパク抽出  
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	 酵母をシリンジにて培養した後、目的に応じた量の細胞を回収し 1 ODあたり 100 µlの

0.2 M NaOH（Wako）と 1% 2-mercaptoethanol（Wako）を加え懸濁し、氷上に 10分間安

置した。4℃、14000 rpmで 2分間遠心し、上清を捨て、1xSample buffer（2% SDS（nacalai 

tesque）、100 mM DTT（Wako）、 60 mM Tris-HCl（pH6.8）（Sigma）、0.001% bromophenol 

blue（Sigma）、10% glycerol（Wako））を 1 ODあたり 100 µl加え、ペレットを懸濁した。

100℃で 5分間加温し、遠心した上清を SDS-PAGEのサンプルとした。  

 

2-4-1	 リン酸化の解析  

	 酵母をシリンジにて培養した後、10 ODの細胞を回収し、TCA（Wako）を終濃度が 6%

になるよう加えた。5分間氷上に安置した後、4℃、10000 rpmで 1分間遠心した。上清を

捨て、−20℃で保存しておいた acetone（Wako）で 2回洗浄し、ペレットを完全に乾燥させ

た。100 µl Urea buffer（50 mM Tris-HCl（pH7.5）、 5 mM EDTA（Wako）、6 M urea（Wako）、

1% SDS、1 mM PMSF（Wako）、0.5xComplete EDTA-free protease inhibitor cocktail

（Roche Life Science, Penzberg, Germany））を加えペレットを懸濁し、スクリューキャッ

プチューブに移し、ペレットと等量の zirconia beads 0.6 mm（バイオメディカルサイエン

ス、東京、日本）を加えた。ビーズ式細胞破砕装置 MS-100（トミー精工、東京、日本）に

て 5500 rpmで 30秒間細胞破砕した後、30秒間氷上に安置という作業を 4回繰り返し、4℃、

15000 rpmで 10分間遠心した。上清を同量ずつ新しいチューブに移し、15 µl 1 M CHES

（pH10.5）（Wako）と 10 µl 7.5 mM NTCB（Sigma）を加え、室温で一晩安置した。同時

に残りの上清で Protein Assay Bicinchoninate kit（nacalai tesque）を用いてタンパク量を

定量した。翌日、4xSample bufferを 25 µl加え、さらにタンパク定量の結果に基づき

1xSample bufferをサンプル間の濃度が揃うように加えた。 

 

2-4-2	 ユビキチン化の解析  

	 酵母をシリンジにて培養した後、50 ODの細胞を回収し、滅菌水で洗浄後、500 µlの buffer 

C（6 M guanidine-HCl（Wako）、50 mM Na-Phosphate（pH8.0）（Wako）、10 mM Tris-HCl

（pH8.0）、300 mM NaCl（Wako）、5 mM NEM（nacalai tesque）、1 mM PMSF、

0.5xComplete EDTA-free protease inhibitor cocktail）に懸濁した。スクリューキャップチ

ューブに移し、ペレットと等量の zirconia beads 0.6 mmを加えた。ビーズ式細胞破砕装置 

FastPrep-24（フナコシ、東京、日本）で 20秒間細胞破砕した後、2分間氷上に安置という
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作業を 3回繰り返し、4℃、15000 rpmで 15分間遠心した。上清を同量ずつ新しいチューブ

に移し、Ni-NTA Agarose（QIAGEN, Hilden, Germany）と 終濃度が 10 mMとなるよう

に imidazole（Wako）を加え、4℃で 4時間振盪した。buffer C + 20 mM imidazoleで 1回、

buffer D（8 M urea、50 mM Na-Phosphate（pH8.0）、10 mM Tris-HCl（pH8.0）、300 mM 

NaCl、5 mM NEM、1 mM PMSF、0.5×Complete EDTA-free protease inhibitor cocktail）

+ 20 mM imidazoleで 1回、buffer D（pH6.0）+ 20 mM imidazoleで 2回、計 4回洗浄し、

60 µlの 2xSample buffer + 0.6 M imidazole を加え 65℃で 15分間加温し、遠心した上清を

SDS-PAGEのサンプルとした。 

 

2-5	 SDS-PAGE、ウェスタンブロッティング  

	 Running buffer（25 mM Tris-HCl（pH8.3）、191 mM glycine（Wako）、0.1% SDS）中

で、サンプルの上清をポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけ、タンパク質を分離した。そ

の後タンク式ブロッティング装置 NA-150（日本エイドー、東京、日本）中で、Transfer buffer

（25 mM Tris-HCl（pH8.3）、192 mM glycine、20% methanol（Wako）） を用いて PVDF

メンプレン（GE healthcare, Little Chalfont, UK）に 150 mA定電流で 70分間転写した。

タンパク質が転写された PVDFメンブレンを、1%スキムミルク（森永乳業、東京、日本）

を含む PBS-T（137 mM NaCl（Wako）、2.7 mM KCl（Sigma）、10 mM Na2HPO4・12H2O

（Wako）、1.76 mM KH2PO4（Wako）、0.1% Tween 20（Wako））を用いて室温で 30分間

ブロッキング処理した。次に 1%スキムミルクを含む PBS-Tで希釈した一次抗体を室温で 2

時間反応させた。PBS-Tで 3回洗浄し、1%スキムミルクを含む PBS-Tで希釈した二次抗体

を室温で 45分間反応させた。その後 PBS-Tで 3回洗浄し、Luminata Forte Western HRP 

Substrate（Merck Millipore, Massachusetts, USA）または ECL select（GE healthcare）

と反応させ、Versa Doc imaging system （Bio Rad, California, USA）を用いてバンドを検

出した。一次抗体は anti-HA 16B12（Covance, New Jersey, USA） 1/1000希釈、anti-Pgk

（Invitrogen, California, USA）1/5000希釈、anti-Flag M2（Sigma）1/3000希釈で、二次

抗体は anti-mouse IgG HRP conjugated（SouthernBiotech, Alabama, USA）1/5000希釈

で使用した。 
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第 3 章	 結果  

 

3-1	 液相におけるイソフルラン処理は酵母の生育を阻害する  

	 これまで、プレートに植菌した酵母細胞に対し 30℃のガスチャンバー内で 12%の気相に

てイソフルランを作用させると、増殖が阻害されるという報告がなされている（6）。この濃

度はヒトにおけるイソフルランのMAC（minimum alveolar concentration: 50％のヒトが痛

み刺激に対し体動を示さなくなる時の肺胞濃度）の約 10倍であり、メトキシフルラン、ハ

ロタン、エンフルラン、セボフルランなど他の吸入麻酔薬でも同様の結果となった。本研究

では液相でイソフルラン処理を行うことで、実際に細胞が生体内で麻酔薬に暴露される環境

により近づけることを試みた。イソフルランは室温において液体であるが、高い揮発性を持

つため通常の液体培地での培養法では一定濃度を細胞に暴露させることが困難であった。そ

こで文献（18）に準じてシリンジとキャップを用いて密閉環境にし、イソフルラン処理が可

能な実験系を確立した（図 1-A）。イソフルラン処理後 6時間培養すると、酵母細胞の生育は

イソフルラン濃度依存的に阻害されることが確認された。 

 

3-2	 イソフルランは細胞膜上に存在する様々なトランスポーターの動態に影響する  

	 これまで出芽酵母はイソフルラン処理により増殖が阻害され（6）、細胞膜上に存在するア

ミノ酸トランスポーターの過剰発現によりその増殖阻害が回復するという報告がなされてい

る（8）。イソフルラン処理により、トランスポーターが局在の点で影響を受けている可能性

を調べるために、酵母細胞の細胞膜上に存在するトランスポーターTat1、Bap2、Lyp1、Fur4、

Hxt1のゲノム上の遺伝子を GFPでラベルし、今回確立したイソフルラン処理の実験系を用

いてそれぞれの局在の変化を観察した。Bap2はイソフルラン非存在下では細胞膜に局在し

たが、イソフルラン処理により多くの細胞で典型的な液胞局在のパターンを示した（図 2）。

0.08%のイソフルラン処理により、約 75%の細胞で Bap2が液胞に局在していた（図 2グラ

フ中の Both＋Vacuole）。また Tat1もイソフルラン非存在下では細胞膜に局在したが、イソ

フルラン処理により液胞以外の細胞内への局在を示した（図 3）。そこで小胞体マーカー

Sec63-mCherryと局在を比較したところ、イソフルラン処理により Tat1-GFPは

Sec63-mCherryと一部共局在することが確認された（図 3矢頭）。ウラシルトランスポータ

ーFur4ではイソフルラン処理により Bap2の細胞膜局在が減少し、またグルコーストランス

ポーターHxt1ではイソフルラン処理により液胞への局在が強くなる現象がみられた（図
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4-A）。しかしながらリシントランスポーターLyp1はイソフルラン処理による局在の変化が

認められなかった（図 4-B）。このように、イソフルランがいくつかのトランスポーターの動

態に影響することが明らかとなった。 

	 通常、細胞膜上に存在するトランスポーターはエンドサイトーシスを経て液胞へと輸送さ

れるが、新規に合成され小胞体、ゴルジ体から細胞膜を経由せず直接液胞へと輸送される経

路も存在する（19）。これまでにみられたトランスポーターの局在変化がエンドサイトーシ

スにより生じているのかを確かめるため、End3の欠失株を作製した。End3はエンドサイト

ーシス初期のアクチン骨格の形成に関与する因子であり、その欠失により全てのエンドサイ

トーシスが欠損する（20）。イソフルラン処理により液胞への局在を示す Bap2は、End3欠

失株では液胞への輸送がみられず細胞膜に局在したままであった（図 5）。また Bap2は野生

株では液胞へ輸送されたのち分解されるが、この輸送に関わる ESCRT複合体の一つである

Vps4（21）の欠失株では分解が抑制された（図 6）。以上のことから、イソフルラン処理に

よる Bap2の液胞局在はエンドサイトーシスにより輸送されたものであると考えられた。イ

ソフルラン処理により小胞体への局在を示す Tat1に関して、End3を欠失させてもその局在

変化は影響を受けなかった（図 7矢頭）。すなわちトランスポーターが細胞膜から取り込ま

れ小胞体へ輸送されたものではなく、イソフルラン処理により新規に合成された Tat1の分

泌経路が阻害され、小胞体に集積している可能性が考えられた。 

 

3-3	 イソフルラン処理による Bap2 のエンドサイトーシスには TORC1 とは別の制

御機構が関与する  

	 Tor（Target of Rapamycin）はマクロライド系化合物ラパマイシンの細胞内標的として同

定されたタンパク質キナーゼである。TORC1はこの Torを中心とする複合体で、単細胞生

物から哺乳類に至るまで広く保存されている細胞増殖のマスター制御因子であり、翻訳、転

写、オートファジーやトランスポーターのエンドサイトーシスなどを制御することが知られ

ている（22）。ラパマイシンは TORC1を抑制するはたらきを持つが、これまでラパマイシ

ン処理により Bap2の分解が促進されることが報告されている（23）。そこでラパマイシン

処理後に Bap2の局在を観察したところ、液胞へ輸送される現象がみられ、エンドサイトー

シスが促進されていることが確認された（図 8）。また Fur4、Hxt1においてもラパマイシン

処理によるエンドサイトーシスの促進がみられた（図 4-A右列）。Tat1ではラパマイシン処

理による局在の変化は認められなかった（図 3右列）。イソフルランは Bap2のエンドサイト
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ーシスおよび分解を促進することから、ラパマイシンと同様に TORC1を抑制してこれらの

現象を制御している可能性を検討した。TORC1の直接的基質である Sch9は TORC1が活性

化されているときはリン酸化されバンドシフトがみられるが、ラパマイシン処理により

TORC1が不活性化されたときは脱リン酸化される（24）。しかしイソフルラン処理では、ラ

パマイシン処理時と同様の完全な脱リン酸化は認められなかった（図 9）。Npr2は TORC1

を活性化させる GTR1の GTPase-activating protein（GAP）であり、その欠失により TORC1

は常時活性化される（25）。しかし Npr2を欠失させてもイソフルラン処理による Bap2のエ

ンドサイトーシスが抑制されることはなかった（図 10、∆npr2）。これらのことから、イソ

フルランは TORC1とは別の機構を介して Bap2のエンドサイトーシスを促進していること

が示唆された。 

 

3-4	 イソフルラン処理による Bap2 のエンドサイトーシスは Rsp5 依存的である  

	 細胞膜上のトランスポーターや受容体タンパク質の多くは、栄養飢餓や細胞ストレスなど

の環境の変化に応じてユビキチン化されることがシグナルとなり、エンドサイトーシスされ

ることで量的調節される（12）。ユビキチン化システムは E1（ユビキチン活性化酵素）、E2

（ユビキチン結合酵素）、E3（ユビキチン転移酵素＝ユビキチンリガーゼ）からなる酵素群

である（26）。哺乳類細胞においては多種類のユビキチンリガーゼが様々な細胞膜上のタン

パク質をユビキチン化するが、出芽酵母ではこれまで報告されたほとんどのエンドサイトー

シスにおいて、HECT型ユビキチンリガーゼである Rsp5がユビキチン化を担う（13、14、

15）。Rsp5は Nedd4ファミリーに属しヒトにおいては 9つのホモログが存在するが、出芽

酵母では唯一の Nedd4ファミリータンパク質である（27）。この Rsp5に着目し、イソフル

ランによる Bap2のエンドサイトーシスも Rsp5依存的である可能性を調べることとした。

Rsp5は欠失させると致死性となってしまうため、条件的 Rsp5発現抑制株を作製した。ドキ

シサイクリン投与により可逆的に Tet-offプロモーターに由来する Rsp5の発現を抑制させ、

かつRsp5のN末端をロイシンに変化させることでN末端ルールによりプロテアソームによ

る分解を受けやすくし、Rsp5タンパク質自体を不安定化させる実験系を用いた（28）。この

株をドキシサイクリン存在下で 6時間培養することで、内在性 Rsp5のタンパク質量をドキ

シサイクリン処理前の約 25％まで低下させることができた（図 11）。この条件で培養した細

胞にイソフルラン処理を行い Bap2の局在を観察したところ、イソフルラン処理後も Bap2

は液胞へ移行せず細胞膜に局在した（図 12）。このことは、Bap2のエンドサイトーシスが
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Rsp5依存的であることを示している。ラパマイシン処理時も同様の結果となったことから、

TORC1の制御による Bap2のエンドサイトーシスも Rsp5依存的であることがわかった。 

また His pull-downアッセイの結果から、イソフルラン処理により Bap2のユビキチン化が

起こっていることも示唆された（図 14）。この実験系は、ユビキチン遺伝子を欠失させ

6xHis-Myc-Ubiquitinを発現するプラスミドを挿入し、目的タンパク質に 5xFlagをタグ付

けした株を用い、Ni-NTAビーズでプルダウンを行うことでユビキチン化された目的タンパ

ク質が検出できるというものである（29）（図 13）。結果より、イソフルラン処理時には

Bap2-5xFlagのバンドがイソフルラン非処理時よりも濃く検出され、Bap2のユビキチン化

がイソフルラン処理により生じていることが考えられた。 

 

3-5	 イソフルラン処理による Bap2 のエンドサイトーシスは Art2 に依存する  

	 Rsp5はトランスポーターをユビキチン化する際、各種アダプタータンパク質によりそれ

ぞれのトランスポーターの元へリクルートされることが報告されている（16、17）。アダプ

タータンパク質は PYモチーフを有しており、それを介して Rsp5が持つWWドメインと相

互作用する（30）。アダプタータンパク質は十数種類存在するが、それぞれ認識するトラン

スポーターの種類やきっかけとなる環境の変化の内容によって、関与するものが決まってい

る（16、17）。イソフルラン処理による Bap2のエンドサイトーシスに関わるアダプタータ

ンパク質を同定する目的で、PYモチーフを有するアダプタータンパク質 17種のそれぞれの

欠失株を作製し、イソフルラン処理後の Bap2-GFPの局在観察のスクリーニングを行った。

その結果、Art2欠失株でイソフルラン処理後も Bap2のエンドサイトーシスが抑制されるこ

とが明らかとなった（図 15）。これまでの報告では、Art2は Tat2、Lyp1や Smf1などいく

つかのトランスポーターのエンドサイトーシスの際に関与するアダプタータンパク質である

ことがわかっている（31）。次にイソフルラン処理時の Art2の局在を調べた。Art2-GFPは

通常培養時は細胞質中に一様に分布するが、イソフルラン処理により細胞膜近辺に複数の輝

点を形成した（図 16-A）。Art2の輝点形成はイソフルラン処理後 30分経過してから観察さ

れ、増加傾向にあった（図 16-B）。この輝点はゴルジマーカーSec7やエンドソームマーカー

Snf7とは重ならず、細胞膜近辺に形成されたことから Art2はイソフルラン処理がきっかけ

となり細胞膜近辺へ移行した可能性が考えられた。このことは、アダプタータンパク質が細

胞膜上のトランスポーターの元へ Rsp5をリクルートしている、という従来の仮説を支持す

る結果となっていると思われる。 
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3-6	 TORC1 の制御による Bap2 のエンドサイトーシスに Bul1 が関与する  

	 一方、ラパマイシン処理では Art2欠失株でも野生株と変わらずエンドサイトーシスの促

進が認められたため（図 15）、TORC1の制御を介した Bap2のエンドサイトーシスには Art2

は関与していないと考えられた。別のアダプタータンパク質 Bul1を欠失させた株では、ラ

パマイシン処理後も多くの細胞で Bap2が細胞膜にも局在している様子が認められ、Bap2

のエンドサイトーシスが部分的に抑制されていることがわかった（図 17-4、∆bul1）。このこ

とから TORC1の制御による Bap2のエンドサイトーシスにアダプタータンパク質として

Bul1が関与していることが示唆された。 

 

3-7	 Bap2 のゴルジ体から液胞への輸送に Bul1 が関与する  

	 さらに Bul1欠失株ではイソフルラン処理により、Bap2の細胞質内の輝点形成を認めた

（図 17-4、∆bul1）。そこで Bul1Bul2二重欠失株を作製し同様の実験を行ったところ、野生

株に比べ液胞局在が減少し（図 18、グラフの vacuole）、輝点への局在が強く認められた（グ

ラフの other）。次にこの輝点とゴルジ体マーカーSec7との局在を比較した。その結果、Bap2

の輝点は Sec7と共局在していたため、Bul1Bul2の欠失により Bap2がゴルジ体に局在する

と考えられた（図 19）。2016年 12月のアメリカ細胞生物学会にてシカゴ大学の Benjamin S. 

Glickらが興味深い報告を行った。細胞膜上のトランスポーターがエンドサイトーシスされ

液胞へ輸送される際に、ゴルジ体を経由しているというものである。これまで Gap1（全種

類のアミノ酸の輸送を担うトランスポーター）は新規に合成されるとゴルジ体から細胞膜上

に到達するものと、ゴルジ体から直接液胞へと輸送されるものがあることが報告されている

が（20）、ゴルジ体から液胞への輸送の場合には Bul1Bul2および Rsp5による恒常的なユビ

キチン化が起こっているといわれている（32）。Bap2の場合も Bul1Bul2がゴルジ体から液

胞への輸送に関わっており、Bap2が細胞膜からエンドサイトーシスされ、ゴルジ体を経由

した際、Bul1Bul2の欠失のためにゴルジ体に集積している可能性が考えられた。  
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第 4 章	 考察  

 

	 本研究では吸入麻酔薬の作用機序の解明を目指し、イソフルランを酵母細胞に対し液相で

作用させる実験系を確立することで細胞膜上のアミノ酸トランスポーターが液胞へエンドサ

イトーシスされることを見出した。これまで Gap1、Can1、Tat2、Smf1といったいくつか

のトランスポーターは Rsp5依存的にユビキチン化され、そこにユビキチン認識ドメインを

持つエンドサイトーシスの実行分子が相互作用することで、エンドサイトーシスされること

が知られている（32、33、34、35）。今回 Rsp5の発現を一過性に抑制することで Bap2の

エンドサイトーシスが抑制され（図 12）、またイソフルラン処理時に Bap2のユビキチン化

が起こっていることが確認された（図 14）。したがってイソフルラン処理による Bap2のエ

ンドサイトーシスもユビキチン化に依存すると考えられる。 

	 今回さらに Bap2は TORC1を不活性化することでもエンドサイトーシスされることを示

した（図 8）。これまでに報告されているトランスポーターのエンドサイトーシスの機序は、

TORC1を介して Rsp5やそのアダプタータンパク質のはたらきによるものが多かった。例

えば TORC1が Npr1キナーゼをリン酸化することで Npr1が不活性型となりその基質 Art1

に作用できず、Art1が脱リン酸化状態となりアルギニントランスポーターCan1のもとへリ

クルートされることで Can1のエンドサイトーシスを促進する、というモデルが提唱されて

いる（33）。このモデルでは TORC1が活性型の時に Can1のエンドサイトーシスが促進さ

れるが、今回の結果では Bap2をはじめとするいくつかのトランスポーターはラパマイシン

処理時、つまり TORC1が不活性型の時にエンドサイトーシスされている。ところが今回、

TORC1を不活性化することにより Bap2のエンドサイトーシスが促進されることを確認し、

その際 Rsp5およびアダプタータンパク質 Bul1が部分的に関与していることがわかった（図

12、図 17）。Bul1とそのパラログである Bul2は、Rsp5を介して Gap1のエンドサイトー

シスを制御していることがこれまでに報告されている（32）。また TORC1下流の Npr1が

Bul1Bul2を直接リン酸化することにより、Gap1の Rsp5依存的なユビキチン化を制御して

いるというモデルが提唱されている（36）。一方 Npr1の欠失株でもラパマイシン処理によ

る Bap2のエンドサイトーシスは影響を受けなかったことから（図 10）、TORC1の制御によ

る Bap2のエンドサイトーシスの機序には未知の因子やまだ知られていない関係が存在する

と考えられる。 

	 イソフルラン処理時も TORC1活性は保たれていたことから（図 9）、イソフルラン処理時



 

 13 

は TORC1による制御とは別の機序がはたらいていると思われた。アダプタータンパク質の

スクリーニングの結果から、イソフルランが Art2を介して Bap2のエンドサイトーシスを

促進することが判明した（図 15）。Art2の細胞膜近辺への集積にはイソフルラン処理開始か

ら 30分程度を要し（図 16）、この間イソフルラン処理により生じる Bap2あるいはその周囲

の細胞膜の性状の何らかの変化が重要であると考えられる。これに関してごく 近興味深い

報告がなされた（37）。メチオニントランスポーターMup1はメチオニン非存在下では細胞

膜に局在するが、メチオニン存在下で Art1-Rsp5のはたらきによりユビキチン化を受け液胞

へ輸送される。この際Mup1の細胞質側に露出する N末のドメインが、メチオニン存在下に

構造変化を起こすことで Art1がリクルートされ相互作用することができる、というもので

ある。この二つの状態を遷移することでメチオニンの輸送を行っている可能性も議論されて

いる。Bap2においても同様に、イソフルラン処理により Bap2に何らかの構造変化が生じ、

その変化を Art2が認識している可能性が考えられる。一方、Tat1はイソフルラン処理によ

り小胞体に集積することが確認された（図 3）。小胞体から輸送されるためには、Tat1など

積荷タンパク質の細胞質側のドメインと Sec24など COPⅡのコート分子が相互作用するこ

とが重要であると考えられている（38）。Tat1も同様にイソフルランにより構造変化をきた

すことで、コート分子との相互作用ができなくなった可能性が想定される。 

	 今後、今回見出した Art2依存的なエンドサイトーシスを指標に、イソフルランが Bap2

の二次構造、三次構造にどのような変化を及ぼすのかを調べることが可能になったと思われ

る。また今回の結果ではイソフルラン処理によりエンドサイトーシスされるトランスポータ

ーによりその程度が異なることもわかった。今後はこれらのトランスポーターの特徴を比較

し、中でも Bap2がイソフルランにより も影響を受ける理由を解明することで、イソフル

ランが膜タンパク質に与える変化を解明できるかもしれない。さらに今回は先行研究に習い

イソフルランの作用のみを観察したが、他の吸入麻酔薬ではまた違った影響がみられる可能

性も大いに考えられる。麻酔薬の作用機序については様々な研究がなされているが、麻酔薬

が持つ様々な作用はそれぞれ別個のニューロンに起因しており、麻酔薬が作用する特定の膜

タンパク質が関与する、という考え方も存在する（39）。もしイソフルランが特異的な配列・

ドメインに結合し膜タンパク質の構造変化を起こしているのであれば、その配列・ドメイン

を持っている膜タンパク質のみがイソフルランにより影響を受けているかもしれない。その

詳細を解明し、特定の膜タンパク質だけを標的にするよう新たな化合物を作成し何種類か併

用すれば、副作用の発生を妨げ、意識消失、不動化、記憶消失などの望ましい作用だけを選
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択的に生じさせることが可能になると考えられる。  
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第 7章	 図表  

 

表 1	 使用株  

Strain Genotype Parent Reference 

BY4741 MATa, his3D1 leu2D0 met15D0 ura3D0   ref. 40 

YMK119 
MATa, his3D1, leu2D0, met15D0, ura3D0, lys2::tTA, 

ura3::pCMVtetR'-SSN6 KlURA3 (tetOFF) 
BY4741 ref. 28 

SUB280 

MATa, lys2-801, leu2-3, -112, ura3–52, his3-∆200, 

trp1–1, ubi1-∆1::TRP1, ubi2-∆2::ura3, ubi3-∆ub-2, 

ubi4-∆2::LEU2 [pUB39] [pUB100] 

DBY1829 ref. 29, 41, 42 

SUB592 

MATa, lys2-801, leu2-3, -112, ura3–52, his3-∆200, 

trp1–1, ubi1-∆1::TRP1, ubi2-∆2::ura3, ubi3-∆ub-2, 

ubi4-∆2::LEU2 [pUB39] [pUB100] [pUB221] 

SUB280 ref. 41 

FKY001 TAT1-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY003 BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY005 LYP1-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY008 TAT1-yeGFP::hph, SEC63-mCherry::nat FKY001 this study 

FKY010 BAP2-3xHA::hph BY4741 this study 

FKY013 ∆end3::kan, TAT1-yeGFP::hph, SEC63-mCherry::nat FKY008 this study 

FKY014 ∆end3::kan, BAP2-yeGFP::hph  FKY003 this study 

MNY035 SCH9-6xHA::hph BY4741 lab stock 

FKY015 TET07-UBI-LEU-3xHA-RSP5::nat YMK119 this study 

FKY016 BAP2-yeGFP::hph, TET07-UBI-LEU-3xHA-RSP5::nat FKY015 this study 

FKY018 ∆npr1::nat, BAP2-yeGFP::hph FKY003 this study 

FKY019 ∆npr2::nat, BAP2-yeGFP::hph FKY003 this study 

FKY021 ∆art1::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY022 ∆art2::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY023 ∆art3::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY024 ∆art4::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 
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FKY025 ∆art5::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY026 ∆art6::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY027 ∆art7::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY028 ∆art8::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY029 ∆art9::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY030 ∆bsd2::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY031 ∆bul1::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY032 ∆bul2::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY033 ∆ear1::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY034 ∆rcr1::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY035 ∆rcr2::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY036 ∆sna3::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY037 ∆ssh4::kan, BAP2-yeGFP::hph BY4741 this study 

FKY038 ∆bul1::nat, ∆bul2::kan, BAP2-yeGFP::hph FKY032 this study 

FKY043 ART2-3yeGFP::nat BY4741 this study 

FKY048 ∆vps4::nat, BAP2-3xHA::hph FKY010 this study 

FKY050 ART2-3yeGFP::nat, SNF7-mCherry::hph FKY043 this study 

FKY055 BAP2-5xFLAG::hph, CUP1-6xHIS-MYC-UBI::TRP1 SUB592 this study 

FKY056 BAP2-5xFLAG::hph SUB280 this study 
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表 2	 使用プラスミド  

Plasmid Description Reference 

pFur4-GFP pRS416/Fur4-GFP lab stock 

pGFP-Hxt1 pRS416/GFP-Hxt1 lab stock 

pDsRed-Sec7 pRS316/DsRed-Sec7 lab stock 

pFA6a-natNT2 template, nat (KO) ref. 43 

pYM24 template, hph (3xHA) ref. 43 

pYM25 template, hph (yeGFP) ref. 43 

pMK632 
template, nat 

(Tet07-Ubi-Leu-3xHA) 
ref. 28 

pFA6a-kanMX6 template, kan (KO) lab stock 

pFA6a-zeoNT3 template, zeo (KO) lab stock 

pFA6a-3myeGFP-dcufc-natNT2 template, nat (3yeGFP) lab stock 

pKN12 template, nat (mCherry) lab stock 

pKN9 template, hph (mCherry) lab stock 

pKL255 template, hph (5xFlag) lab stock 
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