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第 5章

酵母細胞の易熱性抗原タンパク質 TLAaとTLAbのストレスに対する

応答

5 ・ 1 緒言

第 4章で述べたように、酵母細胞の易熱性抗原タンパク質 TLAa及

びTLAbはそれぞれ解糖系酵素エノラーゼ、 グリセルアルデヒドー3-燐

酸脱水素酵素 (GAPDH)と同一タンパク質であることが明らかになった。

両解糖系酵素は熱ショックにより誘導される熱ショックタンパク質

(HSP)であることが報告されており (84，111)、いろいろなストレスに

より誘導されるため、 広義にストレスタンパク質と呼ばれている。

また、 T LAa (エノラーゼ、 HSP48) が二つ、 TLAb (GAPDH) が三つの

イソタンパク質からなることが報告されている (99，100)。耐塩性機

構を論じるのに、 これらストレスタンパク質の追究を避けでは通れ

ないと考えられた。

本章では S._c erevisiaeの弱耐塩性の菌株を用いて、各種ストレ

スによって TLAa(エノラーゼ)と TLAb(GAPDH) がどのように変化す

るかを検討した。 当研究室では抗TLAa血清(抗エノラーゼ血清)及

び抗 TLAb血清(抗 GAPDH血清)を所有しているので、 これらの変化を

検討することができた。その結果、熱ショックによる変化は確認で

きなかったが、食塩ショック、 エタノールショック、 グルコース飢

餓、 非発酵性炭素源を用いた培養などで TLA a、 TLAbのイソタンパク

質量が変化することを認めた。 それらの結果は S._c erevisiaeの弱

耐塩性菌株を用いて得られたものであるが、 解糖系酵素の発現が培

地食塩濃度により変化することを示しており、 耐塩性酵母の耐塩性
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においても解糖系酵素の発現調節が重要であろうことを推測させるo

なお、本章の大部分は既に学会誌に報告した (80，81)。

5 ・2 実験方法

5 ・2 ・1 使用菌株及び使用培地

S. cerevisiae X-2180-1B 株 (也Iα ，出旦1，mal，!!)_旦1，g_主よ1，臼Eよ)

を用いた。基本培地として、 l%(w/v)酵母エキス、 2%(w/v)ポリペプ

トン、 2%(w/v)グルコースから成る YEPD培地を使用した。同酵母は

2%(w/v)寒天を含む YEPD培地から成る斜面寒天培地上で 4
0

Cで保存し

。
た

5 ・2 ・2 培養方法

S. c erevisiae保存細胞を 5mlの YEPD培地に接種し、 30
0 

C二日間静

置培養した。 この前培養液を 100mlのYEPD培地を含む坂口フラスコに

移植し 300Cで振とう(100回/分)培養した。

非発酵性炭素源を用いた培養は l%(w/v)酵母エキス、 2%(w/v)ボリ

ペプトンから成る YEP培地に 3%(v/v)エタノール、 4%(w/v)グリセロー

ル、 4%(w/v)乳酸ナトリウムをそれぞれ添加した培地で行った。

熱ショック処理は酵母細胞を YEPD培地中 230Cで対数期中期まで培

養後、培養温度を 360Cにシフトアップし、 さらに培養を続け、適当

な時間で細胞を遠心分離により回収した。

化学薬剤の効果に関する実験は以下のように行った。終濃度0.5M

及び 1.OMになるように食塩 (NaCl)を、終濃度 0.5M及び 1.0Mになるよ

うにソルピトールを、 終濃度O.lmM及び 0.5mMになるようにアジ化ナ

トリウム (NaN3)を、 終濃度 2μg/mlおよび4μg/mlになるようにツニ
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カマイシンを、 終濃度0.25mg/ml及び0.5mg/mlになるように 2ーデオキ

シグルコースを添加した YEPD培地に上記の酵母前培養液を添加し、

対数期中期まで培養し細胞を回収した。

エタノールショック処理及び食塩ショック処理はYEPD培地を用い

300 Cで対数期中期まで培養後、 培地に終濃度 10%(v/v)に成るように

100%エタノールを、 終濃度 1.0Mになるように食塩を添加し、培養を

続け、適当な時間で細胞を回収した。

グルコース飢餓処理は酵母細胞を YEPD培地中 30
0

Cで対数期中期ま

で培養後、 細胞を無菌的に遠心分離により回収し、 グルコースを含

まないYEP培地で培養を続け、適当な時間で細胞を回収した。培養中

の酵母の生育度は培養液の濁度を 660nmの吸光度で表した。

5 ・2 ・3 TLAa及びTLAbのイソタンパク質量の測定

いろいろな条件で処理した一定量の細胞(約2x 1 09細胞)を遠心分

離により回収し、 O. 5m 1のTBS[0.15M食塩を含む 10mMトリスー塩酸緩

衝液 (pH 7.4)J に懸濁後、 0.5gのガラスビーズ(直径0.45から o.50 

mm) を加え、適時冷却しながら 10分間ボルテックスミキサーを用い

て激しく振とうした。得られた破砕液を遠心分離(10，000xg、 10分

間)し、 上清を得た。一定量のタンパク質(TLAa:30"-'40μg、 TLAb

:約 50μg) を含む試料を未変性ポリアクリルアミドゲルに付加し、

電気泳動し、 タンパク質の全荷電の差に基づいて TLAaを二つのイソ

タンパク質に、 TLAbを三つのイソタンパク質に分離した。 この電気

泳動は 7.5%(w/v)ポリアクリルアミドスラプゲルを用いて、 Davisの

方法に従って行った(以降、 ND-PAGEと記述する) (112)。電気泳動

後、 ゲルをは(w/v) SDSを含む 62.5mMトリス一塩酸緩衝液 (pH 6.8)中
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で室温で 15分間振とう後、 ゲル中のタンパク質を第 4章で述べたよ

うにニトロセルロース膜に電気泳動的に転写した。 シート上のTLAa

及びTLA bの各イソタンパク質は、 それぞれ抗TLAa血清、 抗TLAb血清

を用いて第 4章で述べたように酵素免疫学的に検出した。

5 . 2 ・4 タンパク質の定重

タンパク質の測定法は第 4章で述べた。

5 . 3 結果

5 ・3 ・ 1 TLAaイソタンパク質量に及ぼす生育条件の効果

TLAa、酵母エノラーゼ、 HSP48は、 二つのイソタンパク質からなる

ことが既に報告されてる (99，100)。本実験では、 それらのTLAaのイ

ソタンパク質の検出はタンパク質試料を ND-PAGEにより分離し、 タン

パク質を SDS化後、電気泳動的にゲルからニトロセルロース膜に転写

し、抗TLAa血清を用いた酵素免疫学的検出法で行った。各イソタン

パク質を TLAa-1及びTLAa-2と名付けた(図 33 )。

( a)熱ショック細胞: 熱ショック細胞の生育度を図 34 -Aに示

した。試験期間中酵母は良好に生育した。 このとき、細胞破砕液の

T LA aの両イソタンパク質量は熱ショックにより影響されなかった

(図 33、 レーン aから d)。 このことは、 T LAa (エノラーゼ)は熱

ショックタンパク質 (HSP)ではないことを示している。

( b)定常期細胞: TLAa-1量が対数期中期の細胞よりも定常期の

細胞で増加した(図 33、 レーン aとe)。

( c)非発酵性炭素源で培養した細胞: エタノール、 グリセロー

ル、乳酸を用いて培養した酵母細胞の生育度を図 34 -Bに示した。
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I TLAa-1 

TLAa・2

a b c d e 

Fig. 33. Immunoblotting of Isoproteins of TLAa in Heat-shocked 
Cells and in Cells at Stationary Phase. 

Lanes a-d， isoproteins in cells heat-shocked for 0， 0.5， 1， and 
2 hr; lane e， in cells at stationary phase. 
34.5""'37.5μg of proteins were put on per lane. 
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Fig. 34. 

A， two cell cultures in YEPD medium were incubated at 230C for 8h. 
Each culture was incubated at 230C or 360C. 
B， cells were incubated at 300C in YEP medium containing 2%(w/v) glucose， 
3%(v/v) ethanol， 4%(v/v) glycerol or 4%(v/v) lactate. 
C， cells were incubated at 300C in YEPD medium containing 0.5M or 1M NaCl. 
D， cells were incubated at 300C in YEPD medium containing O.Ol%(w/v)， 0.025 
%(w/v)， or 0.05%(w/v) 2-deoxyglucose. 
E， four cell cultures in YEPD medium were incubated at 300C for 6h. 
Tunicamycin was added to each culture to be 0.5μg/ml， 2.0μg/ml， or 
4.0μg/ml， respectively， and then their cultures were incubated at 30

o
C. 

F. cells were incubated at 300C in YEPD medium containing 0.5M， 1M， or 1.5M 
sorbi tol. 
G， cells cultivated in YEPD medium at 300C for 8h were harvested， and the 
half was incubated at 300C in YEPD medium containing 1M NaCl. 
H， cells cultivated in YEPD medium at 300C for 8h were harvested， and the 
half was incubated at 300C in YEPD medium containing 10%(v/v) ethanol. 
1. cells cultivated in YEPD medium at 300C for 6h were harvested， and the 
half was incubated at 300C in YEPD medium without glucose. 
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炭素源としてグルコースを用いて培養したとき酵母細胞の主要 TLAa

イソタンパク質は TLAa-2であった(図 35、 レーン a) が、炭素源と

してエタノール、 グリセロール、 乳酸を用いたとき主要イソタンパ

クは TLA a-1に変わった。 このとき、 TLAa-2はほとんど検出されなか

った(図 35、 レーン bから d)。

( d)薬剤を添加した培地で培養した細胞: 添加剤として食塩、

2-デオキシグルコース、 アジ化ナトリウム、 ツニカマイシン、 ソル

ビトールを用いた。 これらを培地に添加したときの酵母細胞の生育

度を図 34 -Cから Fに示した。 これらの薬剤を添加した培地での酵母

細胞の生育は薬剤濃度に依存して阻害された。 ここで、 第一章では、

S. c erevisia e 0-11-4株細胞が 1M食塩培地でほとんど(無食塩培地

の10%程度)生育できなかったと述べたが、本章の実験で使用した

S. c erevisia e X-2180-1B株細胞は 1M食塩培地でも無食塩培地の場

合の 30%程度の生育を示した。耐塩性酵母 Z..rouxi iに比べれば、

非耐塩性であるが、 Q. _c erevisiae酵母においても菌株の違いによ

り食塩に対する感受性が異なるようである。 これらの薬剤を添加し

た培地で対数期中期まで培養した酵母細胞の TLAaイソタンパク質の

変化を図 35に示した。培地に食塩(1 M) (レーン f) と2ーデオキシグ

ルコース (0.025mg/ml) (レーン k) を添加したとき、 TLAa-1量が増加

した。 しかしながら、 アジ化ナトリウム(レーン gとh)、 ツニカマ

イシン(レーン iとj)、 ソルピトール(レーン mから 0) の添加では

ほとんど変化しなかった。

( e)食塩ショック細胞: 対数期中期まで培養した酵母細胞に終

濃度 1Mに成るように食塩を添加した場合の酵母の生育度を図 34 -G 

に示した。食塩ショックを受けた酵母細胞の生育は著しく阻害され
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た。食塩ショック処理後の細胞中のTLAaイソタンパク質量の変化を

図 36 -A (レーン eから i)示した。食塩ショック後、 4時間以降で

T LA a-1量が増加し、 TLAa-2量が減少した。

( f)エタノールショック細胞: 対数期中期まで培養した細胞に

終濃度 10%に成るようにエタノールを添加した場合の酵母の生育度を

図 34 -Hに示した。 エタノールショックにより酵母の生育は抑制さ

れた。エタノールショック細胞中のTLAaイソタンパク質量の変化を

図 36 -B (レーン aから d)に示した。エタノールショック後、 5時間

でTLA a-1量が増加し、 TLAa-2量がわずかに減少した。

( g)グルコース飢餓細胞: 対数期中期まで培養した細胞をグル

コースを含まない培地に移植し、 培養した場合の酵母を生育度を図

3 4 -1に示した。グルコース飢餓により酵母の生育は抑制された。

グルコース飢餓細胞中のTLAaイソタンパク質量の変化を図 36 -A 

(レーン aから d) に示した。グルコース除去後 10時間後、 TLAa-1が

増加し、 TLAa-2が減少した。

上述の TLAaについて得られた結果を表Xにまとめた。

5・3 ・2 TLAbイソタンパク質量に及ぼす生育条件の効果

TLAbが三つの異性型を持つことは既に報告されているが (99)、そ

の検出方法はかなり複雑であった。上述のTLAaと同様の方法を用い、

抗TLAb血清を用いて TLAbの三つのイソタンパク質を酵素免疫的に検

出した。各イソタンパク質をそれぞれTLA b-1、 TLAb-2、 TLAb-3と名

付けた(図 37 )。栄養増殖している酵母細胞ではTLAb-3が多量に

存在しており、 TLAb-1とTLAb-2はマイナーであった。 このことは

T LA b-3がTLAb(GAPDH)の構成的タンパク質であることを示唆している。
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A 

TLAa・1

TLAa-2 

a b c d e f 9 h 

B 

TLAa・1

TLAa・2

a b c d 

Fig. 36. Immunoblottirrg of Isoproteins of TLAa from Glucose-
starved， NaCl-shocked， and Ethanol-shocked Cells. 

A， glucose-starved and NaCl-shocked cells: lanes a-d， isoproteins 
in glucose-starved cells for 0， 2， 4， and 10 hr; lanes e-i，iso-
proteins in NaCl-shocked cells for 0， 2， 4， 12， and 24 hr; 
B， ethanol-shocked cells: lanes a-d， isoproteins in ethanol-
shocked cells for 0， 1， 2， and 5 hr. 
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Table X. Effect of Various Growth Conditions on Expression of Iso-

proteins of TLAa in Saccharomyces cerevisiae Cells. 

Conditions Expression level 

TLAa-l TLAa-2 

Additives: NaCl 

2-deoxyglucose 

NaN3 

Tunicamycin 

Sorbitol 

Carbon sources: Ethanol 

Glycerol 

Lactate 

ホ

ー

ホ
l

A

|

ー
↓
V

l

↓
V

l

l

v

Shocks: Heat 

NaCl 

Ethanol 

Stationary phase 

Glucose starvation 

ホ

ー

小
l

ホ
l

小
ー

↓ 

¥道

By comparing with the expression in cells grown in YEPD medium， 

the level was indicated by the following. 

↑， increase 

-， unchange 

↓， decrease 

¥斗， slight decrease 
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TLAT 

-1 

• 

Fig. 37. Immunoblotting of Isoproteins of TLAb in Heat-shocked 

Cells and in Cells at Stationary Phase. 

Lanes a-d， isoproteins in cells heat-shocked for 0， 0.5， 1， and 
2 hr; lane e， in cells at stationary phase. 
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( a)熱ショック細胞: 酵母細胞の TLAbのイソタンパク質量は、

対照細胞の TLAbイソタンパク質量(図 37、 レーン a) と比較して、

ほとんど変化しなかった(図 37、 レーン bから d)。最近、 GAPDHが

熱ショックタンパク質の一つであることが提唱された(111 )が、 これ

らの結果は TLAa(GAPDH)もTLAaと同様に HSPではないことを示唆して

いる。

(b)定常期細胞: TLAb-1、 TLAb-2が明らかに増加した(図 37、

レーン e)。

( c)非発酵性炭素源で培養した細胞: 酵母細胞を炭素源として

エタノール、 グリセロール、 乳酸を含む培地で培養したときの TLAb

イソタンパク質量の変化を図 38 (レーン bから d)に示した。 TLAb

-2量が明らかに増加し、 TLAb-1がわずかに検出された。 しかしなが

ら、 TLAb-3はほとんど変化しなかった。

( d)薬剤を添加した培地で培養した細胞: 使用した薬剤は TLAa

の場合と同じで、薬剤を添加した培地で対数期中期まで培養した細

胞の TLA bイソタンパク質量の変化を図 38に示した。 O.5Mと1M食塩

で(レーン eとf)、 O.5mgjml 2-デオキシグルコースで(レーン 1)、

o . 5 M， 1 M， 1. 5 Mソルピトールで(レーン mから 0) TLAb-2及び TLAb-1

が検出された。

( e)食塩ショック細胞: 食塩ショック細胞中の TLAbイソタンパ

ク質量の変化を図 3 9 (レーン jから n)に示した。処理後4時間で

T LA b-2が検出され、 処理後 12時間以降で TLAb-2に加えて TLAb-1も増

加した。

( f)エタノールショック細胞: エタノールショック細胞中の

TLAbイソタンパク質量の変化を図 39 (レーン fから i)に示した。
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Fig. 38. Immunoblotting of Isoproteins of TLAb in Cells Grown Under Various 
Growth Conditions. 

Lane a， isoproteins in ce11s grown in YEPD; 1ane b， in 3%(v/v) ethano1; 1ane c， 
in 4%(w/v) glycero1; 1ane d， in 4%(w/v) 1actate; 1anes e and f， in 0.5 and 1.0M 
NaC1; 1anes g and h， in 0.1 and 0.5mM NaN3; 1anes i and j， in 2 and 4μg/m1 
tunicamycin; 1anes k and 1， in 0.25 and 0.5mg/m1 2-deoxyg1ucose; 1anes m-o， in 
0.5， 1.0， 1.5M sorbitol. 
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処理後、 5時間でわずかに TLAb-2及び TLAb-1が検出された。

( g)グルコース飢餓細胞: グルコース飢餓細胞中の TLA bイソタ

ンパク質量の変化を図 39 (レーン aから e)に示した。期待に反し

て、 TLA bの変化は小さく、飢餓後 24時間で TLAb-2がわずかに検出さ

れた。

上述の TLAbについて得られた結果を表 X Iにまとめた。

一般に、 TLAbイソタンパク質の変化は TLA aイソタンパク質の変化

と比べて小さい。 しかしながら、 定常期及び食塩ショック細胞では

明瞭なイソタンパク質の変化が確認できた。

5 ・4 考察

T LA a (エノラーゼ)は二つ、 TLAb (GAPDH) は三つのイソタンパク

質からなっている(99)。従って、 いろいろなショックにより引き起

こされる TLAaとTLAbにおけるイソタンパク質の量的変化を検討した。

本実験では、 タンパク質を ND-PAGEで分離後、 タンパク質を SDS化し、

ニトロセルロース膜に転写し、 抗血清を用いて酵素免疫学的に検出

する方法を用いた。一定量の試料タンパク質を用いた場合でも、発

色の程度は実験毎に幾分異なり、 TLAa. TLAb全量を比較することは

方法論的に無理であるが、 ある程度のイソタンパク質の増減を検討

することは可能であった。

酵母エノラーゼが熱ショックタンパク質 HSP48であること(84)、ま

た酵母 GAPDHが熱ショックタンパク質 HSP35であることが報告されて

いるので(111 )、 TLAa (エノラーゼ)及び TLAb(GAPDH) 量が熱ショ

ックによりどのように変化するかを追試した。本実験では TLAa (エ

ノラーゼ)及び TL A b (GA P D H )が熱ショックにより誘導されることは
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Table X I . Effect of Various Growth Conditions on Expression of Iso-

proteins of TLAb in Saccharomyces cerevisiae Cells. 

Conditions 

TLAb-l 

Expression level 

TLAb-3 TLAb-2 

Additives: NaCl 

2-deoxyglucose 

NaN3 

Tunicamycin 

Sorbitol 

Carbon sources: Ethanol 

Glycerol 

Lactate 

/列

/メ

ノ

メ

ノ

メ

Shocks: Heat 

NaCl 

Ethanol 

Stationary phase 

Glucose starvation 

↑

ノ

↑

↑ 

ホ
l

A

l

A

l

A

l

↑

↑

↑

/

 

By comparing with the expression in cells grown in YEPD medium， 

the level was indicated by the following. 

↑， increase ノ， slight increase 
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確認できなかった。従って、筆者もエノラーゼ(TLAa) は熱ショッ

クタンパク質のグループには属さないと結論したが、現在ではエノ

ラーゼは熱ショックタンパク質ではないとするのが趨勢になりつつ

ある。 また、 GAPDHも熱ショックタンパク質ではないと考えられるが、

X enopus laevi s庇の GAPDHにおいて GAPDHを高レベル発現している細

胞では熱ショックの効果が小さくなるとする報告があるので(113 )、

酵母エノラーゼ・ GAPDHが熱ショックにより誘導される HSPではない

と結論するのはまだ時期尚早かも知れない。

次に、 定常期、 非発酵性炭素源での培養、 食塩や 2-デオキシグル

コース存在下での培養、 エタノールショック、 食塩ショック、 グル

コース飢餓などのいろいろな処理により TLA a (エノラーゼ)と TLAb

( GAPDH)のイソタンパク質量が変化することを認めた。 これは、 イ

ソタンパク質量の変化はある条件で発現していない遺伝子が別の条

件では発現されるということを示しており、 両タンパク質遺伝子発

現の調節機構に興味が持たれる。

検討したいろいろなストレスを与えた中で、 特に培地に食塩を添

加した場合や食塩ストレス(ショック)を与えた場合に得られた結

果は、 本論文の主題である酵母の耐塩性機構に関連していると考察

された。即ち、培地に 1M食塩を添加したとき、 酵母細胞の生育は悪

い(図 34 -C)が、得られた細胞のTLAa-1量が増加し、 TLAa-2量が

減少し(図 35、 レーン f、)、 TLAb-2量がわずかではあるが増加し

た(図 38、 レーン f)。 さらに、食塩を含まない培地で対数期中期

まで培養後、培地に終濃度 1Mになるように食塩を添加し食塩ストレ

スを与えると酵母細胞の生育はほぼ抑制されていた(図 34 -G)。

この食塩ストレスを与えた細胞では、 TLA a -1量が添加後4-12時間で
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著しく増加し、 TLAa-2量が減少した(図 36、 レーン eから i)。ま

た、 TLAbでは TLAb-1及び TLAb-2が増加した(図 39、 レーン jから n)

。他方、 同モル濃度のソルビトールを培地に添加し培地の浸透圧を

高めた場合、上記の TLAaおよび TLAbイソタンパク質の変化はほとん

ど観察されなかった(図 35、 レーン mから o及び図 38、 レーン mか

らo)。従って、上記の食塩ストレスにより誘導される TLA a及び TLA

bイソタンパク質の変化は浸透圧の変化というよりはむしろ食塩自体

の影響であることを示している。一般に、熱ショックによる HSPの誘

導は短時間(一時間程度)で起こると言われているが(114 )、本実験

の食塩ストレスによるエノラーゼ及び GAPDHの変化を引き起こすには

比較的長時間のストレスに曝す必要があった。~. c erevisia e酵母

は耐塩性酵母には分類されていないが、 ~. c erevisiaeの食塩スト

レスによる変化は酵母の耐塩性機構を解明する上で重要な示唆を与

えると推察された。 そこで、次の二点、についてさらに考察する。

第一は食塩ストレスと同様の変化がグルコース飢餓実験において

も観察されたことである(図 36 -A、レーン aから d及び図 39、 レ

ーン aから e)。細胞はグルコース飢餓になると乏しい炭素源をより

効率よく利用し、 エネルギーを獲得しなければならないと考えられ

る。従って、 グルコース飢餓状態で観察された TLAa (エノラーゼ)

及び TLAb(GAPDH) の変化はエネルギー欠乏に適応した変化と捉え

ることができる。耐塩性酵母 z.rouxi iにおいて高濃度食塩培地で
は生存維持のためにはグルコースなどの炭素源が必須であることも

明らかにされている(1 9 )。これは Z.rouxi i酵母が高濃度の食塩を

含む環境で生存するためにより多くのエネルギーを必要としている

ことを意味しているのであろう。エネルギー飢餓と食塩ストレスに
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おいて TLAa (エノラーゼ)および TLAb(GAPDH) イソタンパク質量の

V 
変化が類似していることは、食塩ストレス対して酵母が適応すると

き、 エネルギ一生産に関連して解糖系の調節が重要であることを暗

示していると考えられる。

第二は食塩ストレスにより誘導された TLA aとTLAbイソタンパク質

(TLAa-1、 TLAb-2あるいは TLAb-1) が非発酵性炭素源を用いて培養

した酵母細胞で見いだされたことである(図 3 5、 レーン bから d及

び図 38、 レーン bから d)。即ち、 グルコースで培養した細胞は主

にTLAa-2とTLAb-3を含むが、 非発酵性炭素源で培養した細胞では

TLAa-1 (エノラーゼ 1)であり、 また TLAb-2が検出された。非発酵性

炭素源を用いて培養した場合、 解糖系は糖新生方向に傾いていると

考えられるので、 これらの結果はそのような条件下ではエノラーゼ

及び GAPDHのアイソザイムの発現が変化することを示唆している。

S. c erevsiae X-2180-1B 株はは(1 Mに近い)食塩培地で培養したと

き、細胞内にグリセロールが蓄積し、細胞内外の浸透圧を調節して

いることも報告され(115 )、また O.7M食塩培地で培養したとき、 グリ

セロール生産酵素の一つである snーグリセロール -3-燐酸脱水素酵素

(図 14参照)の活性が増大することが報告されている (116，117)。

しかし、 このグリセロール -3-燐酸脱水素酵素は食塩ストレス(浸透

圧ストレス)によって誘導されるが、熱ショックによっては誘導さ

れないとしている。 このグリセロールー3-燐酸脱水素酵素の誘導と食

塩ストレス・熱ショックの関係が TLAaおよび TLAbのイソタンパク質

の食塩ストレスと熱ショックの関係と類似していることは興味が持

たれる。本実験のエノラーゼと GAPDHのアイソザイムの変化はソルピ

トール添加(浸透圧上昇)によっては変化せず、 食塩の添加により
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変化する特異性を示したが、本実験で見いだした_S_. _Q erevisiae細

胞の食塩ストレスによるエノラーゼと GAPDHのアイソザイムの変化は

食塩添加によって上昇した培地浸透圧に対して細胞内部の浸透圧を

調節するためにグリセロール生成の方向に解糖系の流れを調節して

いると推察している。言い換えれば、_S_. _Qerevisiae細胞において

食塩ストレスよって変化するエノラーゼと GAPDHのアイソザイムの発

現調節機構は浸透圧調節剤グリセロールの生成(耐浸透圧性)と関

連していると考えられ、興味が持たれる。食塩ストレスとグリセロ

ール生成と関連して耐塩性酵母 z.rouxi i (118)や Debaryomyces

h anseni i細胞(119 )においてもグリセロール -3-燐酸脱水素酵素活性

が食塩によって増加することが報告されており、 Z. rouxi i細胞に

おいても解糖系とグリセロール生成との関連した制御が考えられる。

ただ、 S. c erevisia e細胞は耐塩性酵母とは異なり生成したグリセ

ロールの大部分を培地に漏出してしまうと言われており(120 )、グリ

セロールの細胞内蓄積機構も耐塩性機構にとって重要であると考え

られるている(121 )。

酵母のエノラーゼ とGAPDHはこれまで得られた結果から食塩ショ

ック、 グルコース飢餓により各々のアイソザイムの発現が変化する

が、熱ショックでは変化しないと考えられる。 マウス BALB/c3T3細胞

では HSP70及びグルコース制御タンパク質 GRP78・GRP95で、食塩ショ

ックとグルコース飢餓において異なった制御を遺伝子の転写レベル

で受けていることも示されている(122 )。即ち、 熱ショックにより誘

導される HSP70の一つのイソタンパク質は食塩ショックにより誘導さ

れるがグルコース飢餓によっては誘導されない、 また GRP78とGRP95

は食塩ショックとグルコース飢餓によっては誘導されるが、熱シヨ
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ックによっては誘導されない。 このことから明らかなように、 いろ

いろなストレスタンパク質はそれぞれストレスに特異的に発現が制

御されているようである。 また、 酵母のエノラーゼと GAPDHの発現制

御を遺伝子の転写レベルで検討することも今後、 必要であろう。

本実験の~. _Q erevisia e細胞において得られた結果がそのまま耐

塩性酵母 Z.rouxi i細胞に適用できるとは言えないであろう。本実

験で用いたこつの抗血清は Z.rouxi i細胞のエノラーゼ及びGAPDH

と反応しなかったので、 Z. rouxi i細胞を用いて実験できなかった。

今後、 Z. rouxi i細胞のエノラーゼ及びGAPDHに対する抗血清を調製

し、 本実験と同様の検討を行うことが重要と考えられる。

5 ・5 小括

酵母~. _Q erevisiaeのエノラーゼと GAPDHは共に熱ショックタン

パク質であり、一般的なストレスタンパク質であると言われてきた。

本章では両酵素タンパク質の抗血清を用い、 イムノプロット法に従

い、 両タンパク質の発現量に対する熱ショックを含めたいろいろな

ストレスの影響を検討した。エノラーゼ・ GAPDHの発現は共に熱ショ

ックにより影響されなかった。 また、 T LA a (エノラーゼ)と TLAb

( GAPDH)の絶対量の変化を検討することは困難であったが、 いろい

ろなストレスにより TLAaとTLAbのそれぞれのイソタンパク質量に変

化が認められることを明らかにし、 これらの変化から酵母の耐塩性

について考察した。

まず、 TLAa (エノラーゼ)と TLAb( GAPDH) について、 定常期細胞

やグルコース飢餓細胞では、 グルコース存在下で栄養増殖している

細胞と比べて、異なるイソタンパク質(アイソザイム)の存在を確
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認した。 また、 食塩ストレスを与えた細胞において同様の変化を認

めた。 この食塩ストレスによる TLAaとTLAbの変化はソルピトールに

より浸透圧を上昇させた場合では認められなかったので、 食塩に特

異的な現象であると推察した。 また、酵母細胞が食塩ストレスに対

応するために必要なエネルギーの供給と関連して解糖系酵素の発現

を調節していると推察した。

次に、 食塩ストレスを与えた酵母細胞において認められた TLAa

(エノラーゼ)やTLAb(GAPDH)の変化がグリセロールとエタノール

などの非発酵性炭素源を用いて培養した酵母細胞においても認めら

れた。非発酵性炭素源を用いて培養したとき、 解糖系は糖生成に傾

いていると考えられた。 また、 ~. g erevisiae細胞は 1M程度の食塩

存在下では生育可能であり、食塩を含む培地で生育した細胞では細

胞内にグリセロールを蓄積し細胞内外の浸透圧を調節しており、既

報のグリセロール生成酵素であるグリセロール -3-燐酸脱水素酵素活

性の上昇と考え合わせ、食塩ストレス条件下では酵母はグリセロー

ル生成の方向に解糖系を調節する可能性があることを指摘した。
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第 6章

耐塩性酵母 Zygosaccharomyces rouxi iの生育に及ぼす薬剤の効

果

6 ・ 1 緒言

耐塩性酵母 Z.rouxi iは高濃度の食塩が存在する環境下で生育す

るために特殊な生理機能を獲得していると考えられる。耐塩性酵母

は高濃度食塩存在下でさえ細胞内ナトリウムイオン濃度を低く抑え、

細胞内外で高い濃度勾配を形成している (38，39)。これは耐塩性酵母

の細胞内酵素が高濃度食塩に対して稀にしか抵抗性を示さず、 一般

的に感受性であるので細胞内ナトリウム濃度を低く抑える必要があ

るのであろう。

一般的に、 動物細胞においても細胞内外でナトリウムイオン濃度

勾配が生じている(43)。この勾配は細胞膜に存在するナトリウム・

カリウムイオン依存性ATPaseにより形成される(123 )。酵母細胞(例

えば、 .s. ~ erevisia eや Schizosaccharomyce e :Q_旦旦.h_g)の細胞膜に

存在する ATPaseはナトリウム・カリウムイオン依存性ではなく、 マ

グネシウムイオン依存性のプロトン ATPaseである (10-12)。酵母細胞

では、 炭素源、や窒素源などの栄養素は細胞内外で生じたプロトン勾

配に依存したシンボート系により取り込まれると言われている(15 ， 

16)。従って、酵母細胞におけるプロトン勾配やさらにそのプロトン

勾配を形成するプロトン ATPaseは酵母の生育にとって必須である

( 124)。そこで耐塩性酵母の細胞膜にはナトリウム・カリウムイオン

依存性ATPaseは存在せず、耐塩性酵母の生育にとっても細胞膜プロ

トン ATPaseが重要な役割を果たしていると推測されるので、耐塩性
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酵母の高濃度食塩環境下での生育とプロトン勾配及びプロトン ATP-

aseとの関連性を想定し、 プロトン勾配及びプロトン ATPaseに対して

影響を及ぼすと考えられる薬剤存在下での耐塩性酵母 Z_. rouxi iの

生育を検討した。その結果、高濃度食塩培地での Z_. rouxi iの生育

にとってプロトン勾配が重要であることを示唆する結果を得た。

6 ・2 実験方法

6 ・2 ・ 1 使用菌株及び使用培地

Z_. rouxi i ATCC42981 株(野生型)を使用した。使用培地(YM培

地)及び酵母株の保存は第 1章で述べた。 YM培地に終濃度 OMから 3M

になるように食塩を、 O%(w/v)から 50%(w/v)になるようにソルピトー

ルを添加後、 1N塩酸を用いて pHを調節した。 また、緩衝化 YM培地の

pHはMcIlvaine緩衝液(クエン酸-燐酸ーナトリウム広域緩衝液)を

1/2容量加え、 O.lN水酸化ナトリウムあるいは O.lN塩酸を用いて所定

の値に調節した。 アジ化ナトリウム(シグマ社製)とオルソパナジ

ン酸ナトリウム(シグマ社製、 以下パナジン酸と略)はそれぞれ 10

mMと100mMの水溶液とし、 フィルター鴻過し保存溶液とした。 カルボ

ニルシアニド -m-クロロフェニルヒドラゾン(シグマ社製、 以下 CCCP

と略)は、 25mMアルコール溶液としそのまま使用した。各種濃度の

食塩あるいはソルビトールを含む培地に上記の薬剤を添加し、試験

用 YM培地を作製した。

6 ・2 ・ 2 ・ 培養方法

YM斜面培地上で保存した Z_. rouxi i細胞を 5mlのYM培地に接種し

300Cで二日間静置培養した。前培養液を 100mlの試験用 YM培地に接種
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し、 300Cで振とう(110回/分)培養した。

6 ・2 ・ 3 生育度測定

酵母の生育度は本培養開始後、 所定の時間培養した培養液の濁度

値 (660nm)で表した。

6 ・3 結果

6 ・3 ・ 1 アジ化ナトリウムの効果

アジ化ナトリウムはミトコンドリアの F1Fo-ATPase及び電子伝達系

の阻害剤として知られている (125-129)。食塩を含まない培地(以下、

無食塩培地と略)と 2M食塩を含む培地(以下、 2M食塩培地)に終濃

度Oから 50μHのアジ化ナトリウムを添加し、 f. rouxi iを培養した。

培養三日後(定常期)の f. rouxi iの生育度を図 4 0 -Aに示した。

'l_. rouxi iの生育を 50%阻害する濃度は無食塩培地でも 2M食塩培地で

もほぼ同濃度であり約 30μHであった。 この結果は無食塩培地でも高

濃度食塩培地でもアジ化ナトリウムの効果が間程度であることを示

している。

6 ・3 ・ 2 パナジン酸の効果

パナジン酸はS_. .Q erevisia e及びS_. :Q_旦旦主主の細胞膜プロトン

ATPaseの特異的な阻害剤として知られている (125-128，130)。 無食

塩培地と 2M食塩培地に終濃度Oから 5mMのパナジン酸を添加し、 f. 

rouxi iを培養した。培養三日後(定常期)の f. rouxi iの生育度

を図 40 -Bに示した。 f. rouxi iの生育を 50%図書する濃度は無食塩

培地で約 4mM、 2M食塩培地で約 1.5mMであった。 また、 1mMと2mMのパ
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ナジン酸を含む培地での z.rouxi iの生育に及ぼす食塩濃度の効果

を調べた。 図 4 1にその結果を示した。対照として、 パナジン酸を

含まない各食塩濃度の培地での生育(対照)も示した(図 4 1 -A)。

1mMバナジン酸を含む培地では、 OMから 3M食塩存在下で Z.rouxii 

の生育は対照とほぼ同程度であった(図 4 1 -B)。 しかしながら、

2mMバナジン酸を含む培地では、食塩非存在下で対照と同様の生育を

示したが、 1M以上の食塩が存在する場合、 Z. rouxi iは全く生育で

きなかった(図 4 1 -C)。上記の濃度より高い 3mMパナジン酸を上記

の食塩濃度と同じ浸透圧を示すソルビト ールを含むに添加した場合

は高濃度ソルビトール培地(50% )においてもパナジン酸の阻害効果は

ほとんど観察されなかった(図 4 1 -D)。

6 ・3 ・3 CCCPの効果

CCCPはアンカブラーあるいはプロトンイオノフォアーとして知ら

れている。無食塩培地と 2M食塩培地に Oから 5μHの CCCPを添加し z.
rouxi iを培養した。培養三日後(定常期)の生育度を図 40 -Cに示

した。 Z. rouxi iの生育を 50%阻害する濃度は無食塩培地で 5μM以上、

2M食塩培地で約 3μMであった。 また、 2 .5μHのCCCPを含む培地での

Z. rouxi iの生育に及ぼす食塩濃度の影響を検討し、 その結果を図

4 2 -Bに示した。対照(図 4 2 -A) と比較すると無食塩培地及び 1M

食塩培地では CCCPの効果は観察されなかったが、 2M食塩培地では生

育速度が著しく抑制された。 さらに、 3M食塩培地では 2. 5μMCCCP存

在下では Z.rouxi iは生育できなかった。 これらの結果は CCCPの効

果が培地の食塩濃度に依存していることを示している。 また、食塩

と同じ浸透圧を示すソルビトール培地に CCCPを添加した場合、 パナ
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ジン酸と同様に Z_. r_ouxi iの生育に対してcccPはほとんど影響しな

かった(図42 -C)。 これらの結果はパナジン酸及びcccPの作用点

がZ_. rouxi iの耐塩性において重要であることを示唆している。

6 ・3 ・4 培地 pHの効果

Z_. rouxi iの生育できる培地の pH範囲は高濃度食塩培地では無食

塩培地と比べて著しく狭くなり、 中性 pHでの生育は高温度食塩培地

では抑制されることが報告されている (27，28)。本実験においても、

培地の pHを緩衝液を用いて pH 3.5、 pH 4.5、 pH 5.5、 pH 6.5に保っ

た 2M食塩培地での Z_. rouxi iの生育を検討し、 その結果を図 43-

Aに示した。 pH 6.5の 2M食塩培地での Z_.r_ouxi iの生育は著しく抑

制された。 定常期の細胞数は培養液の濁度で推定する限りでは pH

3 . 5とpH 6.5で約 25%低下した。 また、 2M食塩と同じ浸透圧を示す 33

Zソルビトール培地では、 pH 3.5から 6. 5の範囲で pHの影響はほとん

ど観察されなかった(図 4 3 -B)。 これらの結果は培地の pHの効果

が食塩に特異的であることを示している。 さらに、 2M食塩培地に終

濃度 2.5μHのcccPを添加した場合、 データは示していないが、 pH 

5 .5とpH 6.5で生育速度の低下が観察された。

6 ・4 考察

耐塩性酵母 Z_. rouxi iは高濃度食塩存在下でも生育できるが、 そ

の時細胞内のナトリウム濃度は細胞外に比べて著しく低く抑えられ

ている (38，39)。動物細胞の細胞内外のナトリウムイオン濃度は主に

細胞膜に存在するナトリウム・カリウムイオン依存性ATPaseの作用

により調節されることはよく知られている。 しかしながら、 本酵母
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において細胞膜にナトリウム・カリウムイオン依存性ATPaseが存在

するという確証は現在まで示されていない(但し、 z.rouxi iの細

胞膜ATPaseがナトリウム・カリウムイオン依存性であるという報告

はあるが、 それに関しては次章で述べる)0 ~. _Q erevisia e酵母の

細胞膜でのアミノ酸や糖類などの物質透過は細胞膜を隔てて形成さ

れたプロトン勾配に依存していると言われている (15，16)。そこで、

本実験ではプロトン勾配やその勾配形成に関与する細胞膜プロトン

ATPaseに影響を及ぼすと考えられる薬剤を用いて、 Z. rouxi i細胞

の生育に及ぼす影響を検討した。薬剤としてミトコンドリアの F1

Fo-ATPase及び電子伝達系阻害剤であるアジ化ナトリウム、 酵母細胞

膜プロトン ATPaseの特異的な阻害剤であるパナジン酸、 アンカブラ

ー(プロトンイオノフォアー)である CCCPを用いた。 Z.rouxi iに

対するアジ化ナトリウムの影響はほとんど観察されなかったが、 パ

ナジン酸及び CCCPは培地の食塩濃度に依存して Z.rouxi iの生育を

阻害した。 その結果はパナジン酸及び CCCPの作用部位が Z.rOUXll 

の耐塩性機構において重要であることを示唆している。

バナジン酸は~. _Q erevisiaeのプロトン ATPaseに対して特異的

に作用し、 ミトコンドリアの ATPaseには影響しないと言われている

(129，130)。なお、 パナジン酸は Z.ro ux i iの細胞膜プロトン ATP-

aseに対しでも阻害作用を持つ(次章参照)。パナジン酸の効果はパ

ナジン酸の構造が燐酸と類似していることによるといわれている。

また、 パナジン酸を~. _Q erevisiae に添加したとき、 その作用部位

がミトコンドリアであったという報告もある(131 )が、現時点、ではパ

ナジン酸は先ず細胞膜プロトン ATPaseに対して作用すると考えるの

が妥当である。従って、 パナジン酸の効果が食塩の存在により顕著

142 



に観察されることは z.rouxi iの食塩存在下での生育には細胞膜プ

ロトン ATPaseの作用が重要であると考えられる。

プロトンイオノフォアーである CCCPの作用部位としては、 CCCPが

アンカブラーであることからミトコンドリアがまず考えられるが、

細胞外から CCCPを加えた場合、 CCCPが水不溶性であることから、 ま

ず細胞膜に作用していると考えられる。 また、 カルボニルシアニド

-p一トリフルオロメトキシフェニルヒドラゾン(F C CP、 CCCPと同作用

を持つ)を.s. _c erevisiae細胞に添加すると FCCPは細胞膜に作用し、

プロトン勾配を消失させると言われており、 その状態は脱エネルギ

ー化状態とも呼ばれている(132 )。従って、 Z.rouxi i細胞に CCCPを

添加すると細胞膜に形成されたプロトン勾配を無効にすると考えら

れる。 Z.rouxi i細胞における CCCPの効果が培地の食塩濃度に依存

していたことは高濃度食塩培地での Z.rouxi iの生育にとってプロ

トン勾配が重要であることを示唆している。培地に緩衝液を加え細

胞外 pHを一定にし細胞内外で形成されるプロトン勾配を緩衝すると、

よりアルカリ側で食塩により Z.rouxi iの生育が阻害されることを

認めた。 また、 よりアルカリ側 (pH5.5や 6.5 )の培地に CCCPを添加

すると生育はより一層抑制された。 このことは Z.rouxi iの高温度

食塩環境での生育にとって細胞膜でのプロトン勾配が重要であると

する考えを支持する。

食塩の代わりに同浸透圧になるようにソルピトールを加えた培地

で行った同様の実験では、 Z.rouxi i細胞の生育に対する CCCP・パ

ナジン酸.pHの効果は確認できなかった。 このことは細胞膜におけ

るプロトン勾配の作用が耐浸透圧性ではなく、 耐塩性に特異的であ

ることを示している。従って、 細胞内のナトリウムイオン濃度を低
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く抑えるためにプロトン勾配が利用されると考えられ、 その機構と

して現在までの知識からナトリウムイオン・プロトンアンチポータ

ーが考えられる。 このアンチポーターは細胞膜に存在し、 細胞膜の

両側で形成されたプロトン勾配を利用して働き、 その勾配(細胞外

がプロトン濃度が高い)に依存したプロトンの細胞内への流入と共

役してナトリウムイオンを細胞から排出すると考えられる。 このア

ンチポーターは_S_. ~ erevisia e細胞膜に存在することが示唆されて

おり(13 3 )、耐塩性藻類 Dunaliella salin aの細胞膜に存在するこ

とが例証されている (134，135)。

6 ・5 小括

耐塩性酵母 Z_.ro ux i i を高濃度食塩存在下で培養しても細胞内の

ナトリウムイオン濃度は細胞外濃度と比べて著しく低く抑えられて

いる。 この勾配は酵母細胞に存在するプロトン ATPaseが関与して生

じるプロトン勾配によると考えられる。本章では、細胞内外に生じ

るプロトン勾配やこれに関与するプロトン ATPaseに影響を及ぼす薬

剤を用いて、 Z_. rouxi i細胞の生育に対するこれら薬剤の影響を検

討した。

プロトンイオノフォアーである CCCP及びプロトン ATPaseの特異的

な阻害剤であるバナジン酸を培地に添加した場合、 その効果は培地

に含まれる食塩濃度に依存しており、 ソルビトールによる浸透圧に

は依存していなかった。 この結果は、細胞膜内外に形成されたプロ

トン勾配の解消及びプロトン勾配の形成阻害が Z.rouxi iの高濃度

食塩培地での生育にとって致命的であることを示しているo さらに、

細胞外の pHを緩衝液を用いてアルカリに一定に保っと、 細胞の生育
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が阻害された。 このことは、細胞内外のプロトン勾配の重要性を支

持する。 これらの結果は f.rouxi i細胞の高濃度食塩培地での生育

と細胞膜でのプロトン勾配の関連性を示す最初のものであるo
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第 7章

耐海性酵母 Zygosaccharomycesrouxi i細胞膜に局在するプロト

ンATPaseの性質

7 ・1 緒言

第 6章で、高濃度食塩環境での耐塩性酵母 Z.rouxi i細胞の生育

に及ぼすプロトノフォアー (CCCP)・パナジン酸・培地 pHの影響につ

いて検討した。 その結果、 高濃度食塩培地での生育にとって細胞膜

内外で生じるプロトン勾配が重要であることが見いだされたが、高

浸透圧培地ではこれら薬剤の影響は認められなかった。既に述べた

ように、 Z. rouxi i細胞が高濃度食塩環境下で生育した時、 細胞内

ナトリウムイオン濃度は細胞外濃度に比べて著しく低く抑えられて

いる (38，39)。一方、 動物細胞においても細胞内外でナトリウムイオ

ン濃度勾配が形成されており、 それは細胞膜に存在するナトリウム

.カリウムイオン依存性ATPaseの作用によると言われている(123 )。

しかしながら、酵母細胞(~. _Q erevisiae )の細胞膜ATPaseはナトリ

ウム・カリウムイオン依存性ではなく、 マグネシウムイオン依存性

プロトン ATPaseである (10-12)。従って、 細胞膜に形成されているプ

ロトン勾配はおそらくナトリウムイオン・プロトンアンチポータ一

機構を通した細胞からのナトリウムの排出に関係しているものと推

定される。

さらに、 酵母細胞(~. _Q erevisiae)における細胞膜のプロトン勾

配(電気ポテンシャル)はアミノ酸・糖など生育にとって必須な栄

養素の取り込みに関係しているといわれており (15，16)、このプロト

ン勾配の形成に関与する細胞膜プロトン ATPaseは生育にとって必須
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でもある(124 )。従って、 細胞膜プロトン ATPase は非耐塩性酵母~.

c erevisiae と耐塩性酵母 z.rouxi i細胞では酵素の性質が異なっ

ているものと推測できる。他方、耐塩性酵母の細胞膜ATPaseがナト

リウム・カリウムイオンの輸送に関係するナトリウム・カリウムイ

オン依存性ATPaseではないとは否定できない。 そこで、 本章では耐

塩性酵母 Z.rouxi i 細胞の細胞膜 ATPase の性質を~. _Q erevisiae 

の弱耐塩性株のそれと比較検討した。なお、 本章の大部分は既に学

会誌に報告している(135 )。

7 ・2 実験方法

7 ・2 ・1 使用菌株及び使用培地

Z. rouxi i ATCC42981 株(野生型)及び~. _Q erevisiae X2180-

1B株(也1α ，出旦1，也よ，!!l_叫，&...el1，日立1) を使用した。 使用培地

( YM培地)組成及び酵母株の保存法は第 1章に記述した。 YM培地は

2%(w/v)グルコースを含む。

7 ・2 ・2 培養方法及び生育度測定

6 ・6 ・2及び 6 ・2 ・3で述べた方法に従って行った。

7 . 2 ・3 酵母細胞のグルコース処理

定常期まで培養した Z.rouxi i 及び~. _Q erevisiae細胞を 100

mM 2-(N-モリホリノ)エタンスルホン酸 (MES)一トリス緩衝液 (pH

6 .5)に懸濁し(100mg湿菌重量 /ml)、 300Cで 5分間インキユペートし

た。その懸濁液に終濃度O.lMになるようにグルコースを添加し、 30 

OCで 15分間インキユベートした。対照として、 グルコースを加えな
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いで同様にインキユペートした。 これらの処理を in旦よヱ旦グルコース

処理と称し、 調製した細胞膜区分 (ATPase) に対する処理を国

v i t r旦処理と称した。

7 ・2 ・4 部分精製細胞膜区分の調製

z. 1:ouxi i及び_S_. ~ erevisiae細胞のミトコンドリア膜や液胞膜

を除いた細胞膜区分の調製はGoffeauらの方法 (11，137)を一部改変し

た方法を用いて行った。即ち、 7 ・2 ・3で述べたグルコース処理

細胞を開始試料として、処理細胞を遠心分離 (1000xg、 5分間)に

より集菌し沈澱細胞を 2. 5倍量の 250mMショ糖溶液に懸濁した。懸濁

液に 1.2倍量のガラスビーズを加え、 ピプローゲン細胞破砕機を用い

て氷冷水で冷却しながら 10分間細胞を破砕した。破砕液を回収し遠

心分離(40C、 3000xg、 5分間)を二度行い上清を得た。 上清を

15，OOOx gで遠心分離(40C、 40分間)した。 得られた沈澱を 1mM

ATP、 1mM EDTAを含む 10mMトリス一塩酸緩衝液 (pH7.5)に懸濁した。

O.lM酢酸溶液を用いて懸濁液の pHを5. 3に調節した。遠心分離(40C、

7500x g、 45秒間)後、上清を回収し O.lMトリス溶液を用いて pHを

7 .5に調節した。 その溶液を超遠心分離(4
0

C、 45，OOOX g、 12分間)

し得られた沈澱を 1mMATP、 1mMEDTA、 10%(v/v)グリセロールを含

む 10mMトリス一塩酸緩衝液 (pH7.5)に懸濁し部分精製細胞膜区分

( ATPase) として使用時まで-8 50Cで保存した。

7・2・5 クルード (crude)膜区分の調製

Z. rouxi i及び_S_. ~erevisiae 細胞を培養液から遠心分離

(1000xg、 5分間)により集菌し、脱イオン水で二度洗浄した。細胞
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を 100mM MES-トリス緩衝液 (pH 6.5)に懸濁した (100mg湿菌重量 Iml)。

細胞懸濁液 (4ml)にトリス、 EDTA、ジチオスレイトール (DTT)、フェ

ニールメチルスルフォニルフルオライド (PMSF)をそれぞれ終濃度 50

mM、 5mM， 5mM， 1mMになるように添加し、 直ちに液体窒素により急速

凍結した。以下の操作はOから 40Cで行った。 試料を融解し大型試験

管に移し、 試料 4ml当り 6gのガラスビーズ(直径 0.45から 0.5mm) を

加え、 5分間激しくボルテックスミキサで撹はんした。 この細胞破砕

液を 6%(w/v)ソルビトール、 5mM EDTA、 2mM DTTを含む O.lMトリス一塩

酸緩衝液 (pH 7.5)を用いて 5倍に希釈し、 遠心分離(40C、 1000xg、

5分間)した。得られた上清をもう一度同様に遠心分離し、上清を

15，000x gで遠心分離(40C、 30分間)した。得られた沈澱を 20%

(v/v)グリセロール、 O.lmM EDTA、 O.lmMDTTを含む 10mMトリシンー水

酸化ナトリウム緩衝液 (pH 7.5)に懸濁し、 ミトコンドリア膜や液胞

膜を含むクルード膜区分(ATPase) として使用時まで-8 50Cで保存し

。
た

7 . 2 ・6 ATPase活性の測定

( a)部分精製した細胞膜区分の ATPase活性の測定は以下のように行

った(138 )。反応溶液(1 m 1 )は 50mMMES-トリス緩衝液 (pH 6.5)、 5mM

塩化マグネシウム、 5mM ATP、 50mM硝酸カリウム、 10mMアジ化ナトリ

ウム、 0.2mMモリブデン酸アンモニウム、 酵素(3 . 5から 7μgタンパク

質)からなる。反応は ATPの添加により開始し 300Cで行った。 50%

(w/v)トリクロロ酢酸溶液 (0.12ml)を添加することにより反応を停止

した。硝酸カリウム、 アジ化ナトリウム、 モリブデン酸アンモニウ

ムは、 それぞれ共雑する液胞ATPase、 ミトコンドリア ATPase、ホス
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ブアタ ー ゼ活性を阻害するために添加した (125-127)。 反応液 (800

μ1 )に 1. 6m 1の 0.5%(w/v)モリブデン酸アンモニウムを含む 2%(v/v)

硫酸溶液、 16μlの 10%(w/v)アスコルビン酸を加え、 300Cで 30分間イ

ンキユベートし生じた青色を 750nmで比色した。酵素活性は反応 1分

間当りに生じる無機燐酸量 (μmol)として表示した。 なお、各データ

は三測定値の平均として表示し、 さらに各デ ー タは同様に調製した

別の酵素試料についても追試を行った。

( b)クルード膜区分の細胞膜ATPase活性の測定は 50mMMES-トリ

ス緩衝液 (pH 6.5)、 5mM塩化マグネシウム、 5 mM ATP、酵素からなる

反応液を用いて行い、 80μMパナジン酸により阻害される ATPase活性

を細胞膜 ATPase活性とした(127 )。

( c)クルード膜区分のミトコンドリア ATPase活性の測定は 50mMト

リス一塩酸緩衝液 (pH 9.0)、 5mM塩化マグネシウム、 5mM ATP、酵素か

らなる反応液を用いて行い、 10mMアジ化ナトリウムにより阻害され

る活性をミトコンドリア ATPase活性とした(127 )。

7 ・2 ・7 タンパク質の定量

試料溶液(50μ1 )に 100μlの O.lM水酸化ナトリウム溶液を加え、

100
0

C 5分間加熱した。冷却後、 100μ1のo. 1 M塩酸溶液、 250μlの 50

mMトリス一塩酸緩衝液 (pH 7.5)を加えた。得られた試料溶液中のタン

パク質量は Pierce社 BCAタンパク質アッセーキットを用い、 Pierce社

の操作法に従い測定した。

7 ・3 結果

7 ・3 ・ 1 部分精製細胞膜区分の ATPase活性に及ぼす阻害剤の効
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果

7 ・2 ・4の方法で調製した部分精製細胞膜は主に細胞膜(形質

膜)を含むと考えられるが、 なおミトコンドリア膜、液胞膜を共雑

している可能性が残った。細胞膜の純度を調べるために、 ~. _c_旦主主一

v isia e と Z.rouxi i細胞の部分精製細胞膜中の ATPase活性に対す

るいろいろな阻害剤の影響を検討した。なお、 Z. rouxi i細胞は無

食塩培地と 2M食塩培地で培養したものを用い、 S. c erevisia e細胞

は無食塩培地で培養したものを用いたので、 以下三種の調製細胞膜

と称した。細胞膜、 ミトコンドリア膜、 液胞膜の由来する ATPase及

び一般的なプロトン ATPaseの阻害剤である阻害剤としてパナジン酸、

アジ化ナトリウム、 硝酸カリウム、 N， N'ージシクロヘキシルカルボジ

イミド (DCCD)を用いた。 また、酸性ホスファターゼの阻害剤である

モリブデン酸アンモニウムも用いた (125-127)。

図 44は Z.r ouxi i (無食塩及び 2M食塩培地で培養した)及び

~. _Qerevisia e細胞から部分精製した細胞膜の ATPase活性に対する

パナジン酸と DCCDの効果を示している。三種の調製細胞膜の ATPase

活性は両阻害剤により阻害され、 それらの阻害は同様の濃度依存性

を示した。 ミトコンドリア膜及び液胞膜のプロトン ATPaseは1μH程

度の DCCDにより阻害されることが報告されているが(128 )、本実験に

おいては、 ~. _Q erevisia e及び Z.rouxi iの細胞膜ATPaseの阻害は

より高濃度の DCCDを必要とした(約 20μHで50%阻害)。 また、耐塩

性藻類 Dunaliella salin aの細胞膜ATPaseは100μMDCCDにより阻

害される事が報告され、 その阻害より~. Q alin aの細胞膜は一般的

なプロトン ATPaseを含んでいると結論付けられている(134 )。従って

Z. rouxi i 細胞の細胞膜 ATPase も~. .e alin aや s._Q erevisiae と
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Fig. 44. Effects of Vanadate and DCCD on the Activity of Plasma Membrane 
ATPases from Zygosaccharomyces rouxii and Saccharomyces cerevisiae 
Cells. 

The partial purified plasma membranes were used as enzyme source. 
A， ATPase activity in the presence of 0'V25μM vanadate. 
B， ATPase acti v i ty in the presence of O'V  80μM DCCD. 
ム， ATPase from ~. ~erevisia~ cells grown in OM NaCl medium. 
()， ATPase from Z.辺広iicells grown in OM NaCl medium. 
tt， ATPase from Z.辺旦互iicells grown in 2M NaCl medium. 
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同様にプロトン ATPaseであると考えられる。

図 4 5は上記の三種の細胞膜 ATPase活性に及ぼすアジ化ナトリ

ウム、 硝酸カリウム、 モリブデン酸アンモニウムの効果を示してい

る。酵母細胞のミトコンドリア ATPaseは2mMアジ化ナトリウムで完全

に阻害されることが報告されているが(139 )、本実験の場合の細胞膜

ATPaseはこの濃度のアジ化ナトリウムでは阻害されなかった(図

4 5 -A)。 より高濃度のアジ化ナトリウムに対する三種の酵素の感

受性の差は後に述べるナトリウムイオンに対するこれら酵素の感受

性の差により説明可能である。従って、本実験で z.ro ux i i及び
~. _c erevisia e細胞から調製した細胞膜はほとんどミトコンドリア

膜を含まないと言うことができる。酵母細胞の液胞膜ATPase活性は

50mM硝酸カリウム存在下で非存在下の約半分に低下することが報告

されているが(128 )、 40mM硝酸カリウム存在下で、 Z. ro ux i i (無食

塩培地及び 2M食塩培地で培養した)及び~. _c erevisiae 細胞の細胞

膜ATPase活性はそれぞれ非存在下の場合の 70、 100、 60%であった

(図 4 5 -B)。後述するように、 これらの酵母の細胞膜 ATPaseはカ

リウムイオンに対して異なる感受性を示し、 上記の硝酸カリウムに

よる ATPase活性の低下はカリウムイオンに対する感受性から説明で

きる。従って、本実験で精製した酵母細胞の細胞膜はほとんど液胞

膜を含まないと考えられるo 次に、酵母の酸性ホスファターゼは

0.2mMモリブデン酸アンモニウムにより完全に阻害されることが報告

されているが(138 )、三種の調製した細胞膜の ATPaseはこの濃度のモ

リブデン酸アンモニウムによりほとんど阻害されなかった(図 45 

-C)。以上のように、 本実験で精製した細胞膜はミトコンドリア膜、

液胞膜をほとんど含まず、 また酸性ホスファターゼ活性も示さない、
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Fig. 45. Effects of NaN3， KN03， and Ammonium Molybdate on the Activity of 
Plasma Membrane ATPases from Zygosaccharomycgs担笠iiand 邑巴也-
romyces cerevisiae Cells. 

KN03 concentratlon (mM) 

The partial purified plasma membranes were used as enzyme source. 
A， ATPase acti v i ty in the presence of 0"" 25mM NaN3・
B， ATPase activity in the presence of 0""80mM KN03・
C， ATPase activity in the presence of 0""O.6mM ammonium molybdate. 
Symbols are the same as indicated in Fig. 44. 



従って、 本実験で精製した細胞膜を用いて測定した ATPase活性は細

胞膜プロトン ATPase活性を反映しているものと考えられる。以下で

は調製品を単に細胞膜ATPaseと述べる。

7 . 3 ・2 細胞膜 ATPase活性に及ぼす pHの効果

反応液の pHを5から 8に調製し、 細胞膜ATPase活性を測定した(図

4 6 -A) 0 ~. _c erevisia eの細胞膜ATPaseはほぼpH6.5で最大の活

性を示した。 一方、 l:_. rouxi i の細胞膜 ATPaseの至適 pHは~. ce-

r evisia eのそれより僅かにアルカリ側にシフトし、 pH 6.5から 7.0

であった。 2M食塩培地で培養した l:_. rouxi i細胞から調製した細胞

膜の ATPaseの比活性は無食塩培地で培養した同細胞の比活性よりも

およそ 1. 6倍高かった(図 46 -A)。 このことは Z.rouxi i細胞の

細胞膜ATPase活性が培地の食塩濃度に依存して inviv旦で高められる

ことを示している。

7 . 3 ・3 細胞膜 ATPase活性に及ぼすこ価陽イオンの効果

~. _c erevisi ae などの細胞の細胞膜ATPaseは活性発現のためにマ

グネシウムイオンを必要とすることが知られている (10-12)。そこで、

本実験で三種の精製した細胞膜ATPase活性をいろいろな濃度のマグ

ネシウムイオン存在下で測定した(図 46 -B)。すべて、 5mMの濃度

で最大活性を示し、 非存在下ではほとんど活性が認められず、 l:_. 

rouxi i細胞の細胞膜ATPaseもマグネシウムイオン依存性であった。

また、 本活性測定条件ではATPが 5mM存在しているので、 マグネシウ

ムイオンと ATPが等モル濃度存在した場合、最大活性を示すようであ

る。

155 



2

1

 

(
C

一2
0』
a
m
E×
E
E
¥
一o
E
ユ)
hz〉一
vυ
〈

。
5 6 7 8 

pH 

B 

1 

ωωF 

10 20 30 40 

Mg2+concentratlon (mM) 

Fig. 46. Effects of pH and Mg Ion on the Activity of Plasma Membrane ATPases 
from Z~ccharomyces 旦旦iiand _Saccharomyces cerevisiae Cells. 日

The partial purified plasma membranes were used as enzyme source. 
A， Optimum pH of ATPases. 
B， ATPase activity in the presence of O~40mM MgC12・
Symbols are the same as indicated in Fig. 44. 



次に、 マグネシウムイオン以外の 二価陽イオンの効果を検討した

(表 X II )。 それぞれ 5mM存在する場合、 コバルトとマンガンイオン

はマグネシウムイオンの場合の約半分の活性を示した。 一方、亜鉛

とカルシウムイオンの場合はほとんど活性を示さなかった。 これら

の効果は Z.Iouxi i と~. .Q erevisiae細胞で全く同様であった。

7 ・3 ・4 細胞膜 ATPase活性の基質特異性

調製した三種の細胞膜の ATPase活性を UTP、 GTP、 CTPを基質として

測定した(表 XIII )。 これらの細胞膜ATPaseはATP以外の基質に対し

てはほとんど作用しなかった。

7 ・3 ・5 細胞膜 ATPase活性に及ぼすウアパインの効果

Z. Iouxi i細胞から調製した細胞膜ATPaseが O.lmMウアパインによ

り阻害されることが報告され、 その阻害から Z.Iouxi i細胞の細胞

膜ATPaseがナトリウム・カリウムイオン依存性であろうことが示唆

されれている(13 9 )。もし、 Z. rouxi i細胞の細胞膜ATPaseが動物細

胞などに存在するナトリウム・カリウムイオン依存性ATPaseであれ

ば、 Z. rouxi i細胞の耐塩性を説明する上で非常に重要な事柄であ

る。 そこで、 本実験で調製した細胞膜に対するウアパインの効果を

検討した(表 XN)。 しかしながら、 Z.rouxi i細胞の細胞膜ATP-

aseは反応液中のナトリウム及びカリウム濃度を Oから 20mMの間で変

化させて測定しでもウアパインにより阻害されなかった。従って、

Z. rouxi i 細胞の細胞膜 ATPase は~. .Q erevisiae細胞と同様にナト

リウム・カリウムイオン依存性ではないと判断した。
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Table XII. Effect of Divalent Cations on Plasma Membrane ATPase Activi-

ties from Zygosaccharomyces rouxii and Saccharomyces cerevi-

siae Cells. 

Cations Relative activity (児)

(5mM) s. cerevisiae Z. rouxii-OM NaCl Z. rouxii-2M NaCl 

13 9 11 

Mg2 + 100 100 100 

C02 + 62 62 67 

Mn2 + 46 49 52 

Zn2+ 17 20 18 

Ca2 + 13 10 11 

Chloride salts of divalent cations were used. 
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Table }(1lI. Substrate Specificity of Plasma Membrane ATPases from 

Zygosaccharomyces rouxii and Saccharomyces cerevisia.e Cells. 

Substrates Relative activity (%) 

(5mM) s. cerevisiae z. rouxii-OM NaCl z. rouxii-2M NaCl 

ATP 100 100 100 

UTP 15 11 11 

GTP 13 7 

CTP 8 4 

Disodium salts of nucleotides were used. 
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Table J{D{. Effect of Ouabain on Plasma Membrane ATPase Activities from 

Zygosaccharomyces rouxii and Saccharomyces cerevisiae Cells. 

Concentration (mM) Re1ative activity (完)

Na+ K+ Ouabain S. cerevisiae Z. rouxii-OM NaC1 Z. rouxii-2M NaC1 

10 100 100 100 

10 0.1 93 92 95 

20 10 86 107 107 

20 10 0.1 78 102 93 

20 20 74 102 96 

20 20 0.1 70 86 93 
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7 ・3 ・6 細胞膜 ATPase活性に及ぼすナトリウム、 カリウムイオ

ンの効果

耐塩性藻類 n.Q_主主笠豆、耐塩性植物 Plantago maritim a、海洋性プ

ランクトン Heterosigma akashiwoから調製された細胞膜の ATPase

が invitroでナトリウム、 カリウムイオンにより活性化されること

が報告されている (140-142)。そこで、 S. c erevisia e と Z. roux-

i i細胞の細胞膜ATPase活性を塩化ナトリウムと塩化カリウムの存在

下で測定した(図 47 )。両酵母の細胞膜ATPaseに対する塩化ナト

リウムと塩化カリウムの活性化効果は認められず、 むしろ阻害的で

あった。低濃度の塩化ナトリウム存在下では、 2M食塩培地で培養し

た Z.rouxi i細胞の細胞膜ATPaseが無食塩培地で培養した Z. ro-

旦主よよ、 li._c erevisia e細胞の ATPaseよりも塩化ナトリウムに対して

より耐性であった。 また、 低濃度の塩化カリウム存在下では、無食

塩培地で培養した Z.rouxi i細胞の ATPaseは塩化カリウムにより僅

かに活性化され、 2M食塩培地で培養した Z. rouxi i細胞の ATPaseは

塩化カリウムに対して耐性であった。 これら塩化ナトリウムと塩化

カリウムの効果は海洋性酵母 Debaryomyces hanseni i細胞の細胞膜

ATPaseのそれと類似していた (143)。本実験で調製した三種の細胞膜

ATPaseは塩化ナトリウム、塩化カリウムに対して感受性が僅かに異

なってはいたが、 上述のウアパインの効果と考え合わせると、 Z. 

rouxi i細胞の細胞膜ATPaseはナトリウム、 カリウムイオン依存性で

はないと結論した。

7 ・3 ・7 粗精製膜区分中の細胞膜活性に及ぼすグルコースの

効果
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li. _c erevisiae細胞の細胞膜プロトン ATPaseがグルコースにより

in viヱ旦で活性化されることが報告されて(125 )、その活性化は可逆

的であり、 ATPaseタンパク質の燐酸化修飾を通して行われると述べ

られている (125，127，144)。本実験でも、 li. _c erevisia e細胞の粗

精製膜区分を酵素試料として活性を測定した時(その活性はパナジ

ン酸感受性ATPase活性として測定した)、 グルコースにより invi-

E旦でプロトン ATPase活性は約2倍に増加した(表 XV)。他方、 z. 

rouxi i細胞においてはグルコースによる inv i v旦の活性化は観察さ

れなかった(表 XV )。なお、 Z. rouxi iの細胞膜ATPaseの活性レ

ベルは、 グルコースにより活性化された li._c erevisia eの細胞膜

ATPase活性とほぼ等しかった。 これらの結果は Q. _c erevisiaeの細

胞膜ATPase活性は培地のグルコース濃度のような栄養状態に依存し

て変化するが、 Z. rouxi i細胞膜ATPase活性は影響されないことを

示している。

7 ・3 ・8 粗精製膜区分中の細胞膜活性の培養中の経時的変化

li. _cerevisiae細胞において、 対数期の細胞の細胞膜ATPase活性

が定常期の細胞の活性よりも高いことが報告されている (126，145)。

本実験において、 Q. _c erevisiae細胞では同様の現象を認めた(図

4 8 )。 一方、 無食塩と 2M食塩の両培地で培養した Z.rouxi i細

胞の細胞膜ATPase活性は対数期と定常期の細胞では大きな差異が認

められなかった(図 48 )。 このことは Z.rouxi i細胞の細胞膜

ATPase活性は培養時期に影響受けないことを示している。

7 ・4 考察
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Table }(". Effect of Glucose Treatment on Plasma Membrane ATPases in 

Crude Membrane Fractions from Zygosaccharomyces rouxi i and 

saccharomyces cerevisia~ Cells. 

Strains NaCl Specific Activity (μmol/min/mg protein) 

Glucose treatment 

Before After 

S. cerevisiae o M 0.076 0.134 

Z. rouxii o M 0.225 0.191 

z.rOtlxii 2 M 0.178 0.150 
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耐塩性酵母 Z.rouxi i細胞の細胞膜 ATPaseの性質を明らかにする

目的で、 Z. rouxi i細胞から細胞膜を調製し、 S. ~ erevisia eの弱

耐塩性菌株の細胞膜 ATPaseと比較した。本実験で用いた細胞膜の調

製法は Goffeauらの方法に基づいており (11，137)、その方法は細胞膜、

ミトコンドリア膜を含む粗精製膜区分 (20，OOOxgでの遠心分離の

沈澱)を調製し、 ミトコンドリア膜が酸性条件下で容易に凝集する

という性質を利用してミトコンドリア膜を除去し、残った溶液から

超遠心分離 (100，OOOxg) により細胞膜を調製するというものであ

る。本方法により調製した膜の純度を各種ATPaseの阻害剤(パナジ

ン酸・ DC CD .アジ化ナトリウム・硝酸カリウム)や酸性ホスファタ

ーゼ阻害剤(モリブデン酸アンモニウム)に対する ATPase活性の感

受性により検討した。 その結果、本実験で調製した膜はミトコンド

リア、 液胞膜をほとんど含まず、 主に細胞膜から成っていた(図

4 4、 4 5 )。 また、 S. ~ erevisiae細胞と同様に、 Z.roux i i細胞

の膜調製品中の ATPaseはパナジン酸感受性において典型的な細胞膜

ATPaseの性質を示し、 DCCD感受性からプロトン ATPaseであることが

分かった。本実験で精製した S._C erevisia e細胞膜の ATPaseの比活

性はこれまで報告されたものより高く (125，127，143)、また同様に精

製した Z.rouxi iの細胞膜ATPaseの比活性は S._C erevisia eのそ

れと同様であった。 これはATPaseの比活性からみた場合でも本実験

で精製した Z.rouxi i及び S. _Q erevisiae の細胞膜が高度に精製

されていることを示している。

次に、 Z. rouxi i細胞の耐塩性に関連した本酵素の特性を明らか

にするため、 Z. rouxi iと S._Q erevisia eの両細胞膜ATPaseの性質

を比較した。 Z.rouxi iの細胞膜ATPase活性の至適pHは S. cere-
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v isia eのそれと比べてわずかにアルカリ側にシフトしていた(図

4 6 )。 また、 50mM以下の低い濃度の塩化ナトリウムと塩化カリウ

ムに対する z.rouxi iの細胞膜ATPaseの活性は s.c erevisiaeの

それと比べてわずかに耐性であった(図 47 )。 しかしながら、 そ

れ以外の ATPaseの性質(パナジン酸、 DCCD、ウアパインに対する感

受性、二価陽イオンの効果、基質特異性)は Z.rouxi iと S. ce-

r evisia eの細胞膜ATPaseで互いに非常に類似していた。

2M食塩培地で培養した Z.rouxi iの細胞膜ATPaseの比活性が無食

塩培地で培養した同細胞の比活性より高いことを見いだした(図

4 6 )。 これは Z.rouxi i細胞において、細胞膜ATPase活性が培地

の食塩濃度に依存してよ旦 viヱ旦で高められることを示しており、 細胞

膜ATPaseが Z.rouxi i細胞の高濃度食塩環境での生育にとって重要

な役割を果たしていることを示唆しているo Z. rouxi i細胞におけ

るこの塩化ナトリウムによる辺 viv旦の活性化は以前に Ayresらによ

り報告されているが、 彼らの活性は本実験のそれより低かった

( 146 )。

また、 Ayresらは Z.rouxi iの細胞膜ATPaseがウアパインにより

阻害されたことから、 ナトリウム・カリウムイオン依存性であると

報告した (139)0Z. rouxi iの細胞膜ATPaseが動物細胞などに存在す

るナトリウム・カリウムイオン依存性ATPaseであれば Z.rouxi i細

胞の耐塩性を説明する上で非常に重要なデータになると考えられる。

しかし、 本実験では Z.rouxi i細胞において S. ~ erevisia e細胞

と同様にウアパインによる阻害は観察されなかった(表 XN)。 さ

らに、.s.. ~ erevisia e と Z.rouxi i細胞においてナトリウム・カリ

ウムイオンによる細胞膜ATPaseの担 vi主主旦活性化は認められなかっ

167 



た(図 4 7 )。 それ故、 本実験ではAyresらの結果を修正し、 Z. 

rouxi iの細胞膜ATPaseはナトリウム・カリウムイオン依存性ではな

いと結論した。

海洋性酵母 D~baryomyce e h_生旦豆旦旦iiの細胞膜ATPaseはマグネシウ

ムイオン依存性を示し、 無食塩培地で培養した細胞の ATPaseはpH6 

~ 6.5で至適活性を示すが、 1.5M食塩培地で培養した細胞の酵素はそ

れに加えて pH8での活性を示したと報告されている(143 )。また、 ア

ルカリ側の活性は invit工旦で 100mMまでの塩化ナトリウムに対して酸

性側の活性よりも耐性であることも述べられている。 しかしながら、

本実験の Z.rouxi i細胞では 2M食塩培地で培養した細胞において、

そのようなアルカリ側の活性は認められなかった(図 46 )。

細胞膜ATPaseの塩化ナトリウムと塩化カリウムによる活性化が耐

塩性藻類 Dunaliell ~ Q.主rva( 1M以下の範囲で)、 海洋性プランク

トン HeterosigmaakashiwQ ( 100mM以下の範囲で)、 耐塩性植物

P lantago maritim ~ (100mM以下の範囲で)で担工斗工旦で観察されて

いる (140-142)。このことは仮に細胞膜 ATPaseの周辺環境の塩化ナト

リウム、 塩化カリウム濃度が上昇しでも上記の生物の ATPaseは活性

を示すこと、培地の食塩濃度に依存して ATPase活性が上昇すること、

またこれら生物のATPaseがナトリウム・カリウムイオン依存性であ

ること示していると推測される。 しかし、上述したように Z.rou-

xiiの細胞膜ATPaseは.s. _c erevisi ~~や n. h anseni i細胞と同様

にi旦 vi主主旦では塩化ナトリウムと塩化カリウムによる活性化は認め

られず(図 47 )、 また、 ナトリウム・カリウムイオン依存性であ

る可能性も認められなかった。 これは耐塩性酵母の細胞膜ATPaseが

他の耐塩性生物とは性質を異にしていることを示唆している。
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12. Q_生主主主において、 細胞膜ATPaseがマグネシウムイオンと同様に

カルシウムイオンにより活性化されること、 即ち、 カルシウムイオ

ンはマグネシウムイオンと置き換えられることが報告されている

( 140)。 しかしながら、本実験では Z. ro ux i i、~. ~ erevisiaeの細

胞膜ATPaseに対するカルシウムイオンの活性化効果は観察されなか

った(表 XN)。 また、 _Q. h anseni i細胞でも同様であることが示

されている(143 )。これは耐塩性酵母(Z. rouxi i、_Q. h anseni i )の

細胞膜ATPaseが他の耐塩性生物(藻類、植物、 プランクトン)とは

異なっていることを示している。

Serrano は~. ~ erevisiae細胞の細胞膜ATPaseが invivoでグルコ

ースにより活性化されること、 その活性化が可逆的であることを報

告している(125 )。また、 ~. ~ erevisia e細胞膜ATPase遺伝子 (PMA

1 )から調製したプロープを用いたノーザンプロット分析からその

ATPaseのメッセンジャー RNA(mRNA)の量はどの培養時期でもほぼ一定

であること、 ~. ~ erevisiaeの細胞膜ATPaseの活性化は翻訳後修飾

を通して行われること(多分燐酸化によるであろう)が示されてい

る(126)0 _S. ~ erevisiae の細胞膜ATPaseのグルコースによる活性化

の経路に関しては 2報に述べられている (127，147)。 本実験におい

て~. ~ erevisia eの細胞膜ATPaseのグルコースによる活性化を観察

した(表 XV)。 しかしながら、 Z. rouxi i細胞においては細胞膜

A TP as eのグルコースによるよ旦 Uヱ旦での活性化は検出できなかった

(表 XV)。無食塩、 2M食塩両培地で培養した Z.rouxi i細胞にお

いて同様であった。

また、 _Q. ~ erevisia eにおいて、対数期の細胞の細胞膜ATPaseの

活性は定常期の細胞の活性よりも高いことが報告されており (126，
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143)、上記のグルコースによる活性化は定常期の細胞を用いて観察

されるものである。 このことは代謝能の高い~. _Q erevisiae細胞が

高い細胞膜ATPase活性を持ち、 栄養素の付加などによる代謝能の上

昇により細胞膜ATPaseが活性な状態に変換されることを示している。

しかしながら、 Z. rouxi i細胞では対数期と定常期の細胞で細胞膜

ATPase活性に大きさ差異は見いだされなかった(表 XV ) 0 Z. rou-

xii と~. .Q erevisiaeの細胞膜ATPaseの差異として最も顕著なもの

はグルコースによる活性化と培養時期に関した活性の変化であった。

10%食塩溶液中で 30あるいは400Cでの Z.rouxi i細胞の生存率がエ

ネルギー源としてグルコース(5 %)の付加により改善される現象が報

告されている(19 )。既に述べたように、培地の食塩濃度が高い時、

細胞膜ATPase活性が増加していた(図 46 )。 従って、 Z. rouxii 

の細胞膜 ATPaseは本酵母の耐塩性において重要な機能を果たしてい

ることが推測される。 S. c erevisia e細胞において、活性なプロト

ンATPaseのみがいろいろな二次的なプロトンとのシンポート系を駆

動させるのに必要である膜ポテンシャルを供給できることが例証さ

れている(148 )。これらのことを考え合わせると、 ~. _Q erevisiae細

胞の細胞膜ATPaseは栄養素の取り込み等の必要に応じて誘導される

酵素であると考えられる。 しかしながら、 Z.rouxi i細胞の細胞膜

ATPaseは栄養素が豊富であるか乏しいか、増殖しているかしていな

いかに係わりなく、 常に高い活性を示す酵素であった(図 48 )。

Z. rouxi i細胞が高濃度食塩環境に置かれた場合、 ナトリウムイオ

ンなどの受動的な流入(あるいは物質透過と共役した流入)が起こ

ることも考えられるが、実際には細胞内のナトリウムイオン濃度は

低く抑えられている (38，39)0 Z. 1:ouxi i酵母においてその存在は現
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在確認されていないが、 一般に酵母にはナトリウムイオンを排出す

るためにナトリウムイオン・プロトンアンチポータ ーが細胞膜に存

在していると言われおり(133 )、耐塩性藻類 n..e alin aの細胞膜に

も同アンチポーターが存在することが例証されている (134，135)。

Z_. ro ux i i細胞においても、 おそらくナトリウムイオン・プロトン

アンチボータ一系を使って細胞内のナトリウムイオンを排出してい

るのであろうと推測される。

以上を総合して、 Z_. rouxi i細胞は、 ~. _Q erevisia eの細胞膜

ATPaseとは活性制御機構の異なる ATPase(栄養状態、 生育状態に非

依存的である)を持つため、常に活発にプロトンを細胞外に排出し、

それにより上記のアンチポート系を駆動しナトリウムイオンを排出

し、 高濃度食塩環境で生存・生育できるのであろうと考える仮説を

提唱した。

7 ・5 小括

第 6章で、高濃度食塩環境下で Z.rouxi i細胞が生育するために

細胞膜内外で生じるプロトン勾配が重要であることを明らかにした。

本章ではこのプロトン勾配の形成に関与する細胞膜ATPaseの性質を

明らかにする目的で、 Z. rouxi iの細胞膜を単離し、 その細胞膜

ATPaseの特性を~. _Qerevisiaeの弱耐塩性菌株細胞膜ATPaseと比較

した。

調製した膜区分は各種阻害剤に対する ATPaseの感受性からかなり

純度の高い細胞膜であることを証明した。本細胞膜を用いて、含ま

れる ATPaseの性質を検討し、以下のことを明らかにした。

( 1 ) Z_. rouxi i の細胞膜 ATPase は~ . _Q erevisia e と同様プロト
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ンATPaseであった。

( 2 ) Z. rouxi iの細胞膜ATPaseの至適pHは6.5"'7.0で、 S. ce-

r evisia eのそれ (pH6.5)より若干アルカリ側であった。

( 3 ) Z. rouxi iの細胞膜ATPaseは S. c erevisia eの細胞膜

ATPaseと同様マグネシウムイオン依存性であり、 コバルトとマンガ

ンイオン存在下ではマグネシウムイオンと比べ活性が約 1/2になり、

亜鉛とカルシウムイオン存在下では活性を示さなかった。

(4) Z. rouxi iの細胞膜ATPaseは、 li. .Q erevisiae の細胞膜

ATPaseと同様に ATPに特異的に作用した。

( 5 )ナトリウム・カリウムイオン非依存性であった。

( 6 ) Z. rouxi iの細胞膜ATPaseは他の耐塩性生物(濠類、 植物、

プランクトン)の ATPaseとは多くの異なる性質を示した。

( 7) S. c erevisia e細胞膜 ATPaseの活性は培養時期の違いや in

viヱ旦のグルコース処理により変化するが、 Z. rouxi iの細胞膜ATP-

ase活性は li..Q erevisia eと異なり、培養時期やグルコース処理に

よりほとんど影響されず、 どのような条件下でも常に活性な状態に

あることが明らかとなった。

これらの結果から以下のことが考察された。 Z.r_旦旦主iiの細胞膜

ATPaseの酵素的諸性質は li..Q erevisia eのそれと非常に類似してい

るが、活性制御機構が異なると推測した。即ち、 Z.rouxi i細胞の

ATPaseは栄養状態・生育状態に非依存性であるので、 Z.rou x i i細

胞は常に活発にプロトンを細胞外に排出し、 そのプロトン勾配を駆

動力とするナトリウムイオン・プロトンアンチポーターを使ってナ

トリウムイオンを細胞外に排出していると推察した。
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第 8章

耐塩性酵母 Zy_gosaccharomycesrouxi i細胞膜プロトン ATPase遺

伝子のクローニングと解析

8 ・ 1 緒論

第 6章で、 高濃度食塩環境における耐塩性酵母'l_. ro ux i i細胞の

生育にとって細胞膜のプロトン勾配が重要であることを見い出した。

第 7章で、 その勾配の形成に関与するといわれている細胞膜プロト

ンATPaseの性質を検討した結果、 'l_. rouxi iと S. _Q erevisia eの細

胞膜ATPaseの酵素的性質は非常に類似しており、 ナトリウム・カリ

ウムイオン依存性ではなかった。 しかしながら、 両酵母において本

酵素の活性発現機構が異なることが示唆された。即ち、 z. rouxii 
の細胞膜プロトン ATPaseは S. _Q erevisia eのそれとは異なり、 細胞

の栄養状態(培地のグルコース濃度など)や生育状態(増殖時期の

差)に非依存性であり、常に活性が高い。 このことは Z.rouxi i細

胞では常に活発にプロトンを細胞外に排出していることを意味して

いるのであろう。 そこで、 Z. rouxi iの細胞膜プロトン ATPaseの構

造とその活性発現の機構を明らかにするために、 Z.rouxi iの細胞

膜ATPase遺伝子の単離を行うことにした。

S_. _Q erevisiae細胞の細胞膜ATPase遺伝子(E_旦Al)は、 既にクロー

ンニングされており、 E旦主1の塩基配列から推定されたポリペプチド

のアミノ酸配列から、 そのタンパク質は 918個のアミノ酸からなり、

分子内に 10個の疎水性領域を持つことが示されている(124 )。さらに、

酵母細胞の細胞膜プロトン ATPaseのアミノ酸配列は動物の筋肉のカ

ルシウムイオン依存性ATPase(149)、動物の腎臓のナトリウム・カリ
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ウムイオン依存性ATPase(150)、 大腸菌のカリウムイオン依存性

ATPase(151)といくつかの領域で相向性を示すことが明らかにされた

(124，152，153)。また、.s.. g erevisiae細胞のプロトン ATPaseの二番

目の遺伝子 (PMA2)がクローンニングされ、 E旦主2の塩基配列から推定

されたポリペプチドはE旦丘1のそれと高い相向性を持つことが示され

た (154)。

酵母細胞の細胞膜プロトン ATPaseは膜ポテンシャルの形成、 アミ

ノ酸や他の栄養素の取り込み、 有機酸の分溢に関与していると言わ

れており (15，16，124)、 Z. rouxi iの耐塩性機構に関連して Z. 

rouxi iの細胞膜プロトン ATPaseの構造と機能を明らかにするために、

Z. rouxi i細胞のプロトン ATPase遺伝子をクローニングし、本酵素

の構造を明らかにするとともにいろいろな培養条件での本遺伝子の

発現状況を検討した。 なお、本章の一部は既に学会誌に報告してい

る(166 )。

8 ・2 実験方法

8 ・2 ・ 1 使用菌株、使用培地および培養方法

本実験では、 Z.rouxi i ATCC42981 (野生型)、.s.. g erevisiae 

X-2180-1B (盟主Iα ，SU C2 ， 旦主1，!!l旦1，孟主よ2，c立.r1 ) 、E scherichia 

u斗 HB101 (F-， 住sdS20，r.旦弘13， 主主主一14，2.工品2，II旦Y1， 包l_K2，

主主主_120(主主主)， IIよーし 旦主よーし 臼旦].44，よ旦旦~6 ， 主主よー1)、 ~. coli DH 

-1 (F-， 江主dR17，r.旦cA1， 旦旦昼A1， 孟IT主96，thi-1， .e.旦.Q]44，主主よ主1， 

E立 j ，E主主~+ )、 ~ . c 01よ JM109(ζ包主1，s (よ主主-proAB)， 旦坐1， 

足立_A96，山よ-1，h.e_担17，旦込1，su旦].44[F'江主]36，区旦AB，laclq 

Zム目15])を用いた。.s.. g erevisiae及び Z.rouxi i は 1 ・2 ・2
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で述べた YM培地を用いて 30
0

Cで振とう培養した。 E.旦旦liは前二者

をLB培地[l%(w/v)ポリペプトン、 0.5%(w/v)酵母エキス、 l%(w/v)食

塩、 pH 7.5J で、後者を 2x TY培地 [1.6%(w/v)パクトトリプトン、

l%(w/v)酵母エキス、 0.5%(w/v)食塩、 pH 7.5J を用いて 370Cで援と

う培養した。 また、 li .旦旦11のプレート培養は 2%(w/v)寒天を含む上

記培地から成るプレート上で 370Cで行った。

8 ・2 ・ 2 li .旦旦li細胞からのプラスミド DNAとアガロースゲルか

らの DNA断片の回収

li.旦旦よよ細胞からのプラスミド DNA及びファージ複製型(RF型 )DNA

の回収はアルカリ -SDS法を用いて以下のように行った。

( 1 )ミニスケール: 2m 1の培養液から回収したプラスミド及びフア

ージ RF型 DNAを含む li._c_旦11細胞をリゾチーム (10mg/ml)、 10mM 

E DT A、 50mMグルコースを含む 25mMトリス塩酸緩衝液 (pH 8.0)に懸濁

し室温で 5分間放置した。 2f音量の l%(w/v) SDSを含む 0.2N水酸化ナト

リウム液を加え、 一度反転撹はんし氷上で 5分間放置した。 1. 5倍量

の氷冷 7M酢酸アンモニウム (pH 7.5)を加え、 一度反転携はん後、氷

上で 5分間放置した。遠心分離により上澄みを得、 等量のイソプロピ

ルアルコールを加え室温で 10分間放置した。遠心分離により沈澱を

得、 70%(v/v)エタノールで洗浄後、沈澱を乾燥した。 RNaseA (加熱

処理済み、 10μg/ml)を含む水を加え携はんし遠心分離により上澄み

を得た。

( 2 )ラージスケール: 250mlの培養液から回収したプラスミド DNA

を含む li.旦旦よi細胞をリゾチーム (2mg/ml)、 10mM EDTA、 5%(w/v)シ

ヨ糖を含む 25mMトリス塩酸緩衝液 (pH8.0)に懸濁し氷上で 10分間放
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置した。 2倍量の l%(w/v) SDSを含む 0.2N水酸化ナトリウム液を加え

2、 3回撹はん後、氷上で 10分間放置した。 1.25倍量の 3M酢酸ナトリ

ウム (pH5.0)を加え 2、 3回撹はん後、氷上で 10分間放置した。遠心

分離により上澄みを得、 50μgのRNaseA (加熱処理済み)を加え 37

OCで 50分間保温した。反応液を等量のフェノール・クロロホルム・

イソアミルアルコール (25:24:1，v/v)で 二 度抽出後、 2倍量のエタノ

ールを加え氷水中で 30分間放置した。遠心分離により沈澱を回収し

少量の水に溶解した。 3倍量の 5M食塩・ 13%(w/v)ポリエチレングリコ

ール 6000(1:5，v/v)を加え氷水中で一時間放置した。遠心分離により

沈澱を回収し 70%(v/v)エタノールで洗浄後、 少量の水に溶解した。

10分の 1量の 3M酢酸ナトリウム (pH5.0)と2倍量のエタノールを加え

DNAをエタノール沈澱した。

アガロースゲルからの DNAの回収は以下の二つの方法により行った。

(1) DNA断片を含む低融点アガロースゲルを切り出し、 ゲルを 550Cで

溶解した。 フェノール・クロロホルム・イソアミルアルコール(25 : 

24:1，v/v)で抽出しアガロースを除去した後、 エタノール沈澱により

DNAを回収した。(2 )低融点アガロース(あるいは通常のアガロー

ス)ゲルをヨウ化ナトリウム存在下で 550Cで溶解後、 グラスミルク

(フナコシ社製)を加え DNAを吸着し、 NEW溶液(食塩、 トリス、

E DT A、エタノールから成る水溶液、 フナコシ社製)でグラスミルク

を洗浄後、 グラスミルクに水を加え DNAを遊離溶出した。

8 ・2 ・3 プロープの調製および免疫的検出法

.s. _c erevisiaeのE旦主l遺伝子はEMBO研究所(Heidelberg、 FRG)の

Serranoから分与を受けた。 その遺伝子の DNA(約 5Kbp) はpUC18べ
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クターの Hi旦dIII部位にクローン化されていた (124)0 E.旦A1を含む

旦担dIII断片の制限地図を図 49に示した(124 )。そのプラスミド DNA

を li._c_旦よ1DH-1に形質転換し、 上述の方法に従いプラスミド DNAを

ラージスケールで調製した。その DNAをh旦RIで切断後、 l%(w/v)低融

点アガロースゲルを用いて電気泳動し 855 bpのE旦_QR 1断片を回収した。

このE旦QRI断片を非放射的 DNAラベリング・検出キット(ペーリンガ

一・マンハイム社製)のマニュアルに従い digoxigenin-dUTPでラベ

ルした。簡単に述べると熱変性した E旦_QR 1断片(約 300ng)、 ヘキサ

ヌクレオチド(マルチプライマー) digoxigenin-dUTPを含むデオキ

シヌクレオチド混合液から成る反応液にクレノー酵素を加え、 370C 

で反応することにより digoxigenin-dUTPで DNAを非放射的にラベルし、

エタノール沈澱により生じたプロープを回収した。本プロープを用

いたサザンプロット及びコロニーハイブリダイゼーシヨンは Harper

らが Avensasatir Q. (oat)の細胞膜プロトン ATPase遺伝子 DNAをプロ

ープとして Arabidopsis thalian aの細胞膜プロトン ATPase遺伝子

をクローニングするときに用いた条件に従い(160 )、以下のように行

った。即ち、 DNAを結合したニトロセルロースフィルターをハイプリ

ダイゼーション溶液 [0.5%(w/v)ブロッキング試薬(ベーリンガー・

マンハイム社製)、 0.1%(w/v) 目-ラウロイルサルコシン、 0.02%(w/ 

v) SDSを含む 5x S S C溶液、但し、 1 x S S Cはo. 15M食塩を含む 15mMクエ

ン酸ナトリウム (pH 7.0)である]に浸し、 650Cで 2時間保温後、 30 

ng/mlのプロープを含むハイブリダイゼーション液中で 550C一晩保温

した。ハイプリダイズしたフィルターは 0.2%(w/v) SDS、 5mMEDTAを

含む 3x S SC溶液で室温 5分間二度洗浄し、 さらに、 0.2%(w/v) SDS、

5mM EDTAを含む 0.3xSSC溶液で 550C15分間二度洗浄した。 このフィ
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ルター上の digoxigenin-dUTPを含む DNAの検出は以下のように行った。

フィルターを 5000分の l容量のアルカリホスファターゼ結合抗 digo-

xigenin抗体(ベーリンガー・マンアイム社製)、 150mM食塩を含む

100mMトリス塩酸緩衝液 (pH 7.5)を用いて室温で 30分間反応した。

過剰の抗体を 150mM食塩を含む 100mMトリス塩酸緩衝液 (pH7.5)で充分

に洗浄除去した後、 5-プロモ ー4-クロロ -3-インドイル燐酸 (0.16mgj

m 1 )、ニトロブルーテトラゾリウムクロライド (0.24mgjml)、 150mM食

塩、 50mM塩化マグネシウムを含む 100mMトリス塩酸緩衝液 (pH 9.5)中

で放置することにより染色した。

8 ・2 ・4 高分子量 DNAの調製とサザン分析

高分子量 DNAの調製は Z.rouxi i及び_s. _c erevisia eの対数期後

期の細胞から R. Rothsteinの方法に従って行った(15 5 )。培養液 (40

m 1 )から細胞を得、 チモリアーゼ 100-Tを用いて細胞をスフエロプラ

スト化した。スフエロプラストを遠心分離により回収し、 SD S (約

0.4%) 存在下で 65
0

Cで加熱処理後、 酢酸カリウム(約o. 8M )存在下

で氷中で放置した。遠心分離により上澄みを得、 エタノール沈澱に

より DNAを回収し RNaseA (加熱処理済み、 50μgjml) を加え RNAを分

解した。 フェノール・クロロホルム・イソアミルアルコール (25:24

:l，vjv)で抽出後、 エタノール沈澱により DNAを回収し適当量の TE

[lmM EDTAを含む 10 mMトリス塩酸緩衝液 (pH 8.0)J に溶解し 40Cで

保存した。調製した DNA分子量はアガロースゲル電気泳動により 30

Kbp以上であり、本方法で 10から 40μgのDNAが得られた。

DNA試料(約 1μg)を適当な制限酵素(担旦dIll、 EcoRI、 E主11、Kl2_旦I、

E主mHI、 E主主1)で切断し、 0.7%(wjv)アガロースゲルを用いて電気泳動
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後、 ゲルを 0.25M塩酸中で 5分間、 0.5M水酸化ナトリウム・ 1.5 M食塩

溶液中で 15分間二度、 多量の 1. 5 Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.5)・1.5M

食塩溶液中で 30分間浸した。ゲル中の DNAを常法(156 )に従い、 10 x 

SSCを用いて、 毛細管現象的にニトロセルロースフィルターに移し

8 OOC 4時間フィルターをペークした。免疫的検出は digoxigeninでラ

ベルしたプロープを用いて 8 ・2 ・3で述べた方法に従って行った。

8 . 2 ・5 Z. rouxi iの細胞膜プロトン ATPase遺伝子のクローニ

ング

2M食塩を含むYM培地中で対数期後期まで培養した Z.rouxi i細胞

から、 上述の R.Rothsteinの方法に従い高分子量DNAを調製した

(155)0 DNA試料(約35μg)をHindIIIで切断し、 1%(w/v)低融点アガロ

ースゲルを用いて分離した。 上述の方法に従い、 3から 6Kbp長の

DNA断片をゲルから回収した。 Z.rouxi i DNAのHindIII断片(約 250

ng)とHi旦dIIIで切断した Charomid9-36コスミドベクター(約2μg、

ニッポンジーン社製)を T4DNAリガーゼを用いて結合した。 このラ

イゲートした DNAをDNAパッケージングキット(TAKARA社製)を用い

てL旦 vitr旦でパッケージングした。生じたコスミドファージ穎粒を

E_. _c_旦liDH-1細胞に感染させた。 Charomid9-36ベクター上にはアン

ピシリン耐性遺伝子が存在するので、 この組換え体を用いて形質転

換したE_.旦旦11はアンピシリンを含む LBプレート上でコロニーを形

成する。結果的に、 全ライゲート DNAから 2x 106コロニー(クローン)

の Z.rouxi i染色体DNAライブラリーを調製できた。図 50に Z.

rouxi i染色体 DNAライブラリーの作製方法を図示した。 アンピシリ

ン(100μg/ml)を含む LBプレート上に乗せたニトロセルロースフィル
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ター(BA-85、 S&S社製)一枚の上に上記のライブラリーから 5x 103 

クローンの E.._c立斗コロニーを形成させた。常法に従いレプリカフ

ィルターを作製後、 レプリカフィルターを 10%(w/v)SDSで3分間、

1.5M食塩を含む 0.5N水酸化ナトリウム液及び 1.5M食塩を含む 0.5Mト

リス塩酸緩衝液 (pH7.4)で各 5分間浸すことによりコロニー中の DNA

をフィルター上に移し、 フィルターを 800C、 4時間ベークした。得ら

れたフィルターは digoxigenin-dUTPでラベルした li._c erevisia eプ

ロトン ATPaseDNAのE旦旦RI断片のプロープと上述の方法に従いハイプ

リダイズし酵素免疫的に検出した。 li. _cerevisiaeプロトン ATPase

DNAのE旦_QR 1断片と相向性を示す z.rouxi i染色体 DNAライブラリー

クローンを選別し、 さらに同プロープとハイブリダイズするコロニ

ーを純化した。 また、 Charomid 9-36ベクター中には約 2Kbpのスペ

ーサーが 15個挿入されており、 Charomid 9-36ベクターは全長 36K 

bpであり、 このスペーサーは旦E旦Iで処理することにより除去できる

(図 50参照) (157)。単離したクローンもN_r_旦Iで処理することによ

り Z.rouxi i DNAを含めて 10Kbpにまで短くできた。 T4DNAリガー

ゼで再環化し、 E.旦旦iよHB101に形質転換し短化したベクターに由来

するクローンを f辱た。

8 ・2 ・6 DNAの塩基配列の決定

Z. rouxi iプロトン ATPase遺伝子は得られたクローンの Hi旦dIII断

片(約 6Kbp)に存在するらしいので、上述した短化 Z.rouxi iプロ

トン ATPaseクローンからプラスミド DNAを回収し Hi旦dIIIで切断しアガ

ロースゲル電気泳動後、 ゲルから 6KbpのDNA断片を回収した。その

H indIII断片の制限酵素地図を 6塩基認識酵素を用いて作製した(図
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5 1 )。 それらの制限酵素により生じる DNA断片を M13ファージの

mp18あるいは mp19ベクターにサプクローニングした。それらの組換

えファージに由来する一本鎖 DNAを以下に述べる方法に従い調製した。

即ち、 M13 ファージを含む~. .Q_旦よよ JM109培養液上澄み(約 1ml)に

200μlの 40%(w/v)ポリエチレングリコール 6000・5M食塩 (1:1，v/v)を

加え撹はん後、室温で 15分間放置した。遠心分離によりファージ頼

粒を回収後、 少量の TEに溶解し 1/2量のフェノール (TE飽和)で抽出し、

ファージ穎粒を破壊した。得られた水層を等量のフェノール・クロ

ロホルム・イソアミルアルコール (25:24:1，v/v)で抽出した。得られ

た水層から 2.5倍量のエタノールを用いたエタノール沈澱により一本

鎖 DNAを回収した。調製した DNAの約半分量を一回のシークエンス反

応に用いた。 この一本鎖 DNAを鋳型とし 7-デアザーdGTPを含むシーク

エナーゼ DNAシークエンスキット (United States Biochemical社製)

を用いてジデオキシチェーンターミネーション法(158 )に従い、 種々

の長さの標識 DNAを作製した。なお、 [α_35 S ]dCTP (アマーシャム

社製、 1000Ci/mmol) をトレーサーとしシクエナーゼを用いて行った。

反応液を 7M尿素を含む 6%(w/v)ポリアクリルアミドゲルを用いて電気

泳動しゲルを乾燥した後、 ゲルのシークエンスラダーのオートラジ

オグラムを得た。塩基配列の編集、塩基及びアミノ酸配列のホモロ

ジー検索、 タンパク質の疎水性度測定は GENETYX(ソフトウエア開発

社製)のプログラムを用いて行った。

8 ・2 ・7 全 RNAの調製とノーザン分析

全 RNAはCarlsonとBotsteinの方法(159 )に従い調製した。対数期中

期まで OM食塩培地で培養した~. _Q erevisia e と Z.rouxi i及び 2M
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食塩培地で培養した Z.rouxi i培養液 (100ml)から、遠心分離によ

り細胞を集菌し、 冷破砕液 [8ml; 0.5M食塩、 10mM EDTAを含む 0.2M

トリス塩酸緩衝液 (pH 7.5)J に懸濁した。懸濁液に 8gの酸洗浄ガラ

スビーズ(直径0.45"-'0.50mm)、 O.l%(v/v)ジエチルピロカーボネー

ト (DEPC)、 4mlのフェノール・クロロホルム・イソアミルアルコー

ル (25:24:1，v/v)を加え、 ボルテックスミキサーを用いて、 5分間激

しく撹はんした。遠心分離 (1600xg、 5分間)後、最上層(水相)

を採取した。得られた水相は中間相が認められなくなるまでフェノ

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行った。

得られた水相はクロロホルム・イソアミルアルコール (24:1，v/v)抽

出を行った。最終的に得られた水相に含まれる RNAはエタノール沈澱

により回収した。エタノール沈澱の状態で-8 50Cで使用時まで保存し

た。上記の条件で全細胞から 2"-'4mgの全RNAが得られた。得られた全

RNAは以下に述べる変性アガロースゲル電気泳動による 25Sリボソ

ーム RNA(3.4Kb)量と 18S リボソーム RNA(1.7Kb)量の比較から分解

されていない RNAであった。

調製した全RNA(15μg)を50%(v/v)フォルムアミド 2 . 15 Mフォルム

アルデヒドを含む 0.5x MOPS [5 x MOPSは40mM酢酸ナトリウム、 5mM 

E DT Aを含む O.lMMOPS緩衝液 (pH 7.0)である]緩衝液に溶解し、 650C、

5分間加熱し、次いで急冷し、 RNAを変性させた。 RNA溶液に色素液を

加えた後、 フォルムアルデヒド変性アガロースゲル[2 . 2Mフォルム

アルデヒドを含む 1x M OP S緩衝液を用いて調製したは(w/v)アガロー

スゲル]に供し、 1 x M OP S緩衝液中で電気泳動した。 20x SSCを用い

て常法(156 )に従いゲルから RNAをニトロセルロースフィルターに移

し、 フィルターは 800Cで4時間加熱された。 RNAを結合したフィルタ
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ーはハイプリダイゼーション溶液[2%(w/v)プロッキング試薬、 o . 1 

%(w/v) N-ラウコイルサルコシン、 0.02%(w/v) SDSを含む 5X SSCJ に

浸し、 680Cで2時間保温後、 50ng/mlのdigoxigeninでラベルしたプロ

ープを含むハイプリダイゼーション溶液中で 680Cで一晩保温した。

ハイブリダイズしたフィルターは O.l%(w/v) SDSを含む 2X SS C、 680C

で二度洗浄し、次いで O.l%(w/v) SDSを含む O.lxSSC、 680Cで二度洗

浄した。以下の免疫的検出は 8 ・2 ・3で述べた方法に従い行った。

8 ・2 ・8 細胞膜タンパク質の SDSポリアクリルアミドゲル電気泳

動

OM食塩培地で培養した~. ~ erevisia e と Z.rouxi i細胞、 2M食

塩培地で培養した2.. rouxi i細胞から 7 ・2 ・5で述べた方法に従

い細胞膜を調製した。 60μgのタンパク質を含む細胞膜試料を 4 ・2

6で述べた方法に従い SDS-ポリアクリルアミドゲル [7.5%(w/v)J

を用いて電気泳動した。

8 ・3 結果

8 ・3 ・ 1 Z. rouxi iプロトン ATPase遺伝子クローンの単離

~. ~ erevisiaeの細胞膜プロトン ATPase遺伝子(盟主よ)は既に抗酵

母プロトン ATPase抗体を用いて λgtl1発現ライブラリーをスクリー

ニングすることによりクローン化されている (124)0 2.. rouxi iの細

胞膜プロトン ATPase遺伝子を単離するために、 ~. ~ erevisia eプロ

トン ATPase遺伝子の DNAと2.. rouxi i染色体ライブラリーの DNAとの

クロスハイブリダイゼーションを行うことにした。プロープとして

E旦旦RI断片 (855bp)を用いたが、 その断片は~. ~ erevisia eプロト
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ンATPaseのコーディング領域を含み、 また種々の ATPaseにおいて保

存されている 10領域の中 6領域を含んでいるものである。

_S_. _Q erevisiae及び z..rouxi i高分子量DNAをHindIII、 K_]_旦I、

E旦旦RIで切断し、 S. c erevisia eプロトン ATPaseDNAのE旦_QRI断片をプ

ロープとしてサザン分析を行った。その結果を示した図 52のよう

に、 z.. rouxi iの幾つかの DNA断片がそのプロープとハイプリダイズ

したが、 z. rouxi iのDNA断片から生じる発色の程度は_S_. c erev i-

.u_主主の DNA断片の発色より弱かった。 この差は_S_. c erevisia e と

z.. rouxi iのプロトン ATPase遺伝子の塩基配列の部分的な差異を反

映していると推測した。 EcoRI断片は両酵母においてほぼ同じ長さで

あったが、 _S_. _Q erevisia eの場合と比べて z..rouxi iのHi旦dIII断片

の長さは幾分長く、 E旦nI断片の長さは著しく短かった。 _S_. _c erev i-

siaeのプロトン ATPase遺伝子のコーディング領域は Hi旦dIII断片中に

存在しており、 Z.rouxi iにおいて.s. c erevisia eのプロープとハ

イブリダイズする旦i旦dIII断片の長さが.s.cerevisiaeの HindIII断片

よりも長かったので、 Z. rouxi iのプロトン ATPaseの遺伝子も Eよ旦d

III断片中に存在するであろうと推定した。そこで、 z..rouxi iの染

色体(高分子量) DNAのHi旦dIII断片をE_.♀♀よよベクターの Charomid

9-36ベクターに挿入した。

z.. rouxi i DNAのHi旦dIII断片(3から 6Kbp)を挿入した Charomid9-

36ベクターで形質転換した 5x 104個の E_.旦旦よよコロニーを、 前述の

S. c erevisiea g E_旦旦RIプロープを用いたコロニーハイプリダイゼー

ションによりスクリーニングした。結果的に、 45個のポジティプク

ローンが得られた。 その中から最も強く反応した 2つのクローン

(Z1612、 Z3551)を選び出し、各クローンからプラスミド DNAを調製し
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Fig. 52. Southern B10t Ana1ysis of Genomic DNAs of Saccharomy-
主主主 cerevisiae and Zygosaccharomyces rouxii Ce11s and 
C10ned Zygosaccharomyces rouxii PMAl Gene. 

A， The genomic DNAs extracted from ~. ~erevisia~ cells (2μg) 
and 'l..辺思iicells (4.6μg) were digested with various re-
striction enzymes. Hybridization was carried out using the 
EcoR1 fragment (855bp) from ~. ~erevisia~ PMAl gene as a 
probe. 
Lanes a-d， ~. ~erevisiag genomic DNA digested with HindIII， 
EcoR1， KQn1， and Pst1， respective1y; 1anes e-j， Z.担些ii
genomic DNA digested with HindIII，匙旦R1，邑11，KQn1， BamHI， 
and Pst1， respectively. 
B， The genomic DNAs extracted from ~. ~erevisia~ cells (1μg) 
and Z.盟旦iicells (1μg) and the DNAs iso1ated from charo-
mid 9-36 clones containing 'l..辺些iiPMAl gene (1μg) . 
Hybridization was carried out using EcoR1 fr認mentfrom S. 
cerevisiag PMAl gene. 
Lanes a， e and i， a clone (Z1612) DNA; lanes b， f and j， a 
clone (Z3551) DNA; lanes c， g and k， ~. ~erevisia~ genomic 
DNA; lanes d， h and 1， 'l..辺監iigenomic DNA; 1anes a-d， DNA 
digested with 出旦dIII;1anes e-h， wi th匙旦R1;1anes i-1， with 
Km!I. 
The size (in Kbp) and positions of HindIlI-c1eaved Lambda DNA 
marker are indicated. The position of uncut charomid 9-36 
c10ne DNA is indicated by arrow. 
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挿入した Hi旦dITI断片を回収した。 その断片の制限酵素地図を作製し

た。 図 5 1にZ3551クローンの地図を示した。 Z1612クローンの地図

はZ1612 Hi旦dIIIDNA中に Xh旦I部位が存在したこと、 PV旦II部位の数が

異なっていたこと以外は調べた制限酵素について同じであった。制

限酵素部位の異なるクローンが存在すること、 E主1IとBamHI消化した

染色体 DNAのサザン分析で二本のバンドを示したこと(図 52 )は、

z. rouxi i細胞には少なくとも二つ以上のプロトン ATPase遺伝子が
存在することを示唆している。

8 . 3 ・2 Z. rouxi iプロトン ATPase遺伝子の塩基配列とそれか

ら推定されるアミノ酸配列

クローンニングした Z.rouxi i DNAのHi旦dIII断片(約 6Kbp)中の

E旦旦RI断片とE旦旦I断片が s._Q erevisia ~ [旦旦RIプロープとハイブリダ

イズしたので(図 52 )、 上記 Hi旦dIII断片のE♀_QRI及びE旦旦I部位周辺

を図 51に示したストラテジーに従い塩基配列を決定した。その結

果を図 53に示した。 その配列には一つの大きなオープンリーディ

ングフレームが存在した。 さらに、上流 -143bpの位置に共通 TATA配

列 (TATAAAA)が見いだされ、 終止コドンから下流 180bpにポリアデニ

レーション部位様配列 (AATAA)が見いだされた。そのフレームはメチ

オニンを含めて 920個のアミノ酸をコードしており、 本遺伝子(以下、

Z. ro ux i i 1:旦主i遺伝子と略するが、 後述するように s.cerevisiae 

のプロトン ATPaseの PMA1に非常に類似することによる)から推定さ

れるタンパク質の分子量は、 100，060であった。 s.c erevisiae の

PMA1遺伝子のコードするプロトン ATPaseは918個のアミノ酸からなり、

推定分子量は 99，532(124)、s._Q erevisia eのもう一種の PMA2遺伝子
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句咽町

Fig. 53. Nucleotide Sequence of Zygosaccharomyces盟些iiPlasma 
Membrane ATPase Gene and the Deduced Amino Acid Se-
quence. 

TATA box， initiation codon， stop codon， and polyadenylation site 
were boxed. The amino acid sequences that are homologous to 
the other plasma membrane ATPases were underlined. The peptide 
motifs that participate with ATPase functions were double-under-
lined. The transmembrane regions were broken-underlined. 
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由来のプロトン ATPaseは947個のアミノ酸からなる分子量 102，157

( 154 )、 S. 2_旦旦~プロトン ATPase は 919 アミノ酸、 分子量 99，765

( 16 1 )、目. c rass aプロトン ATPaseは920アミノ酸、分子量 99，886で

あり(162 )、これらは互いに非常に類似していた。 特に、 z. I旦旦-

xiよPM主1遺伝子の塩基配列は S. .Q erevisia e 盟主iと凹_A1遺伝子に

対してそれぞれ、 82%と75%の相同性を示し、 アミノ酸配列は 83%と

80%の相向性を示した。 しかしながら、 3'あるいは 5'フランキング領

域の塩基配列は相向性は認められなかった。但し、 3'フランキング

領域で S. .Q erevisiag E.旦A2遺伝子において CACAの反復配列が存在す

るが(154 )、 Z.rouxi i P旦A1遺伝子の同領域に同配列が見いだされた

( S. .Qerevisiag E.旦A1遺伝子では塩基配列が発表されていない)。

また、~. .Q erevisia e と Z.rouxi i遺伝子のアミノ酸配列において

N末端領域(N末から約 60アミノ酸)では著しい差異が認められた。

特に S. .Q erevisia g ~旦主1 と E旦企2遺伝子に由来するタンパク質の N末

端領域はセリンに富むが、 Z.rouxi i PM主i遺伝子のタンパク質では

Gluに富んでいた。

8 ・3 ・3 他種の細胞膜プロトン ATPaseとのアミノ酸配列比較

Serranoら(124，152，153)及び Hagerら(1 62 )はそれぞれ S. cere-

v isia e プロトン ATPase(~旦位)と N. c rass aプロトン ATPase遺伝子

から推定されるアミノ酸配列をラット S~rcoplasmic reticulumの

カルシウムイオン依存性ATPase(149)、羊腎臓のナトリム・カリウム

イオン依存性ATPase(150)、大腸菌カリウムイオン依存性ATPaseのア

ミノ酸配列(15 1 )と比較し、 非常に相向性の高い領域が存在しそれら

の領域はいろいろな ATPaseにおいてよく保存されていることを示し
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た。 そこで、 Z. rouxi i E_盟主i遺伝子から推定されるアミノ酸配列か

ら、 それらの領域の相当部分を図 54に示した。 上述の li.立旦日ー

v isia eプロトン ATPases(E.旦主lとE旦主1)(124，154)、 li. :Q_旦旦_Q_gプロト

ンATPae(161)と N. _c rass aプロトン ATPaseの配列(162 )を比較のた

めに示した(図 54)0 Z. rouxi iプロトン ATPaseのそれらの領域

は他種の酵母及び糸状菌の細胞膜プロトン ATPaseと非常に類似して

いた。 これらの結果は遺伝子の面からも Z.rouxi iのATPaseはプロ

トン ATPaseであることを証明している。

図 55に s.c erevisia e PMA1と Z. ro ux i i E.且丘i遺伝子から推定

されるアミノ酸配列から、 KytoとDoolittle(163)により示された各

アミノ酸についてのパラメーターを用いて前後 15アミノ酸のウイン

ドーについてタンパク質の疎水度を計算した結果を示した。両タン

パク質の疎水性プロフィルは非常に類似していた。 また、 li .旦旦主主一

v isia ~ E.旦il遺伝子から推定される ATPaseのアミノ酸配列から、 li. 

c erevisa eのプロトン ATPaseが 10個の transmembrane領域を持つこと

が示された(図 55 ) (124)0 Z. rouxi i p_旦Aよから推定される ATP-

aseのアミノ酸配列はそれらの領域と高い相向性を示した。図 56に

li. _cerevisiaeプロトン ATPases(E.主主1とE旦主1)(124，154)、 li. 12旦旦h旦

プロトン ATPase(161)、目. c rass aプロトン ATPase(162)のアミノ酸

配列の相向性の比較を示しているが、特に、 領域v、 vi、 viiに著し

い相向性が認められる。 Z.rouxi iと li._c erevisia~(PMA1) の ATP-

aseで、 これらの領域のアミノ酸の変化は主にロイシン、 イソロイシ

ン、 パリンの間で起こっていることが認められた(約 50%)。 この

ことは Z.rouxi iのプロトン ATPaseタンパク質も膜を突き抜けた膜

タンパク質であることを示している。

194 



Yeasts 

ど .rOUXll

S.cerevisiJ~ 1 

S.c~r~ ν jsi .J~ 2 

S.polrlba 

N.crJSSJ 

li!ecions 

‘司

(..rCuxll 

S.c~revisiJe 1 

S.cer~ ν i S i H 2 

S.po r.l b~ 

N.crJSS.i 

b 

325 IU刈1T IIIIG V P V G L P A V V T T T例刈V!GAAYLA副KOAIVOKLSAIESLAGVEMLCSDKTGTLTKNK

|制ITIhlGVPVGLPAVVTTTI1AIvbAAYしんK目白IVOKLSAIESLAGVEILCSDKTGTLTKNK

'E・
今

4

.•. 

，.
 

-e

・e

.，s

.

，. 

s

s

 

・l

・-
・1

・
1

v

v

e

x

e

e

'

D

 

U

F

F

m

 

c

e

e

o

 

r

c

c

o

 

?ι

筒、d
f

d

ぐ
d

c 

N.crJssJ 

(..roUxJl 

S.c~r~vjsll~ 1 

S.cerevisiltl 2 

S.pombe 

N.crlssl 

d 

!.rou，:ii 
S.c，r，νis 131 1 
S.c，riνj S j u 2 
S.::cm!:H 

.v.::rJSSJ 

l.rcuxii 

S . ご ~ ;evisiJ= 1 

S.Ci'-ivisil.2 

:;， .c~ .. ~~! 

Amino Acid Homology between the Conserved Sequences in 
Various Kinds of ATPases and Zygosaccharomyces rouxii 
Plasma Membrane ATPases . 

.v.crJSSJ 

Fig. 54. 
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proton-ATPase from yeast and fungus cells were shown. 
Residues identical to one of Z.辺監iiplasma membrane proton-
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Fig. 56. Amino Acid Homology in Transmembrane Regions between Four Kinds of 
Plasma Membrane ATPase. 

The corresponding sequences of four kinds of plasma membrane proton-ATPase from 
yeast and fungus cells were shown. 
Residues identical to one of l. r旦旦主iiplasma membrane proton-ATPase were boxed. 

v 111 Z.rouxji 

v 

S.cereνi s i Je  I 

S.ci?revjsiJi? 2 

S.pombe 

N.crJSSJ 

1 X Z.rouxii 

S.cerevisiJe 1 

S.cerevisiJe 2 

A
H
 

a
L
 
v-
A
内
A
内pu 

u
v
 

A
H
 

M
円
'
t
，
 

ヤ

sp
y-uuv 

UMV 

A
H
 

p
g
 

'しF
U
 

HV 
pe 
H
v
 
nu 

-

1
 
1
 

7
6
 

t
l
h
u
 

A
M
 

-
-
J
U
 

ー

に
J

ヲ
，

内

'ι

弓
〆
』

司‘JW

吋‘JW

S.pombe 

N.crJssJ 

ど:. r ou x J 1 

S.c，:>rel'isiJe I 

5 . C i! r e ¥' i S i J e 2 

S.，Co:nbe 

.V.crJSSJ 



司喝

表 X羽に Z. rouxi iと.s. _c erevisiae遺伝子(f_旦主1)のコドン利

用度を示した。パリン、 イソロイシン、セリン、 スレオニン、 アラ

ニン、 アルギニン、 グリシンにおいて第三番目のヌクレオチドがTか

Cであるコドンの利用度が高く、 両遺伝子のコドン利用度は非常に類

似していた。 この結果及び両遺伝子の塩基配列が類似していること

は両遺伝子が同じ祖先から由来していることを示唆している。

8 ・3 ・4 プロトン ATPase機能領域の比較

Z. rouxi iのプロトン ATPase機能領域を他種のそれらと比較した。

S. c erevisia eのプロトン ATPaseのホスファターゼ領域として TGES

モチーフがホスフアターゼ活性の活性中心に存在することが報告さ

れているが(153 )、z_. rouxi iにおいても同じ配列が存在した(図

5 4、領域 a)0 ATPaseの燐酸化中間体 (phosphorylated inter-

rnediate)がDKTGTLTモチーフのアスパラギン酸 (D)で形成されること

が示されているが(153 )、Z_.rouxiiにおいても同じ配列が存在し、

その前後のアミノ酸配列はよく類似していた(図 54、 領域 c)。

また、 ATP結合領域として DPPRモチーフ、 MLTGDモチーフ、 GDGVNDAP 

SLKモチーフのアスパラギン酸 (D)がATP結合に関与していることも示

されている(153 )、これらのモチーフも Z.rouxi i ATPaseのアミノ

酸配列に存在し、 その前後のアミノ酸配列はよく類似していた(図

5 4、領域eとf)。 さらに、 N末端近辺 (98-101)のRR(K/R)Kモチーフ

のKは細胞質のカリウムイオンやプロトンの結合に関係するらしい

( 154 )。

8 . 3 ・5 プロトン ATPase遺伝子の発現
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司司

Table XVI. Codon Usage for Yeast Proton-ATPase Genes from Zygosaccharo-
盟盟主辺監iiand Saccharomyces cerevisiae Cells. 

AAa) Codon Z. rouxii S. cerevisiaeb) M Codon Z. rouxii S. cerevisiae 

F TTT 9 6 A GCA 7 2 
TTC 31 31 GCG 2 。

L TTA 10 16 Y TAT 2 
TTG 65 62 TAC 17 20 
CTT 4 。
CTC 。 。 H CAT 3 7 
CTA 10 8 CAC 11 7 
CTG 。

Q CAA 24 26 
ATT 43 41 CAG 
ATC 22 21 
ATA 。 2 N ATT 5 4 

AAC 20 22 
H ATG 22 24 

K AAA 4 
V GTT 56 52 AAG 40 39 
GTC 21 28 
GTA 。 。 D GAT 37 35 
GTG 3 。 GAC 15 24 

TCT 35 37 E GAA 60 54 
TCC 15 15 GAG 14 。
TCA 
TCG 。 C TGT 8 
AGT 2 TGC 2 。
AGC 

W TGG 14 15 
P CCT 8 4 
CCC 。 R CGT 8 4 
CCA 30 31 CGC 。 。
CCG 。 CGA 。 。

CGG 。 。
T ACT 37 40 AGA 26 29 
ACC 16 16 AGG 。 。
ACA 。
ACG 。 。 G GGT 74 73 

GGC 
A GCT 60 74 GGA 。
GCC 17 15 GGG 

a) AA， amino acid. 
b) cited from Biochim. RiQphys.位主主， 947， 1-28 (1988) reported by R. 
Serrano. 
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本実験でクローニングした Z. rouxi i E.旦主1:DNAのE旦旦R1断片(N末

端領域)、 Klu! 1-包よ11断片(c末端領域)及び S. _Q erevisia ~ PMμ 

DNAの EcoR1断片をプロープとして全 RNAのノーザン分析を行った(図

5 7 ) 0 Z. rouxi i細胞中には 25Sリボソーム RNA(3.4 Kb)とほぼ同

じ大きさのプロトン ATPaseの mRNAが検出された。 また、 S. _Q erev i-

tl主主の PMAユの mRNAの移動度は Z.rouxi iのそれと同じであった。

この結果は本実験でクローニングした PMAよ遺伝子が Z.rouxi i細胞

内で転写されており、 その mRNAの大きさが S. _Q erevisiae の E旦A.1

のmRNAとほぼ同じで、 3.4 Kbであることを示している。一方、 2M食

塩培地で培養した Z.rouxi i細胞中の E旦A1のmRNA量は、 ノーザン分

析の結果からみる限り、 OM食塩培地で培養した細胞中の mRNA量より

かなり少なかった(図 57 )。

同じ量のタンパク質(60μg) を含む細胞膜試料を SDSーポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動により分析したところ(図 58 )、 分子量約

100，000のタンパク質のバンドが分析した全試料で認められた。 その

バンドの強さは三つの試料においでほぼ同じであった。 この結果は

細胞膜中のプロトン ATPaseタンパク質量がどの細胞においてもほぼ

同じであることを示している。 これらの結果を総合すると、 2M食塩

培地で培養した Z.ro ux i i細胞中のE旦主l遺伝子の mRNA量が OM食塩培

地の細胞に比べ、少ないにも係わらず、 プロトン ATPaseタンパク質

量はほぼ同じであることから、 2M食塩培地で培養した Z.rouxi i細

胞におけるプロトン ATPaseの翻訳効率は、 OM食塩培地の細胞に比べ

て高いことが示唆されるo

8 ・4 考察
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唱司

A 

Fig. 57. Northern Blot Analysis of Total RNA prepared from 
Saccharomyces cerevisiae and Zygosaccharomyces rouxii 
Cells. 

A， Total RNAs (30μg) prepared from Q. ~erevisia~ cells grown 
without NaCl (lanes a， d， and g)叩dZ.旦旦iicells grown 
with 2M NaCl (lanes b， e， and h) and without NaCl (lanes c， 
f， and i) were denatured with formaldehyde and electrophore-
sed on agarose gel containing formaldehyde. Hybridization 
was carried out using following labeled DNA， EcoR1 fragment 
from Q. .Qerevisiae盟主i(lmesa-c)，E22RI fragment from Z. 
盟旦iiPMAl (lanes d-f)叩dKml1一塩111fragment from Z. roux-
ii PMAl (lanes g-i). 
B， The denatured total Rト~As were electrophoresed on formaldehy-
de-agarose gel. The gel was stained with ethidium bromide. 
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KDa 

205・

116・

97.4・

66・

45・

a b C け

Fig. 58. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis of Plasma Memb-
rane Proteins prepared from ~accharomyces cer~V1Slae 
むldZygosaccharomyce~ ro盟主主
Cells. 

Plasma membrane proteins (60μg) was electrophoresed in SDS-
polyacrylarnide slab gel (7.5 %， w/v). The gel was stained 
with Comassie Brilliant Blue R-250.Lane a，molecular weight 
marker proteins (myosine， 205，000;β-galactosidase， 116，000; 
phosphorylase b， 97，400; bovine serum albumin， 66，000; egg al-
bumin. 45，000); lane b， plasma membrane proteins from ~・盟主豆一
visiae cells grown without NaCl; lanes c and d， plasma membrane 
函Ensfrom Z盟主iicells grown without and with 2M NaCl， 
respectively. The arrow indicates the position of the Ht-

ATPase protein (110 KDa). 
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本実験では、 li. _Q erevisiag PM主i遺伝子のE旦旦RI断片をプロープと

して用いて、 z..rouxi i高分子 DNAから作製したコスミドライプラリ

ーから上記プロープと相向性を持つ遺伝子(z.. rouxi i p_旦主1)をクロ

ーニングし、得られたクローンの塩基配列を決定した(図 53 )。

z. ro ux i i ATPaseタンパク質は 920個のアミノ酸からなり、推定分子

量は 100，060であった。 また、 Z. rouxi i PMA1遺伝子のコーディング

領域の塩基配列は.s.. .Qerevisiag E.旦II遺伝子と 82%の相向性を、両

ATPaseタンパク質のアミノ酸配列は 83%の相向性を示した。 また、種

々の ATPaseのアミノ酸配列の比較から互いに相向性の高い領域が存

在することが示されている (124，152，153，161)0 Z. rouxi iプロトン

ATPaseのアミノ酸配列はそれらの領域と非常に類似していた(図

54) 0 li. _Q erevisia e ATPaseは 10個の transmembrane領域が存在す

ることが示されているが(124 )、 Z.rouxi iのアミノ酸配列はそれら

の transmembrane領域と高い相向性を示し(図 56 )、得られたクロ

一ンのコードしているタンパク質も膜タンパク質であることが示唆

された。 また、 ATPaseには機能発現に必須であると考えられるペプ

チドモチーフが報告されているが (153，154)、 Z.rouxi iのタンパク

質にもそれらのモチーフが全てに見いだされた(図 54 )。 これら

の結果は本実験でクローニングした遺伝子が z..rouxi iのプロトン

ATPase遺伝子であることを強く示唆しており、 本遺伝子を Z.r..旦旦-

xiよの E且主1遺伝子と結論することは妥当であると考えられる。 さら

に、 ノーザン分析の結果から、 Z. rouxi iのE旦企l遺伝子はmRNAに転

写されることを認めた(図 57 )。

.s.. .Q erevis i主主では細胞膜プロトン ATPaseとして二種類の遺伝子

( r_旦丘i と盟主~)が存在し、 各々クローニングされ塩基配列が決定され

203 



ている (124，154)0 Z. rouxi i細胞においても別の遺伝子が存在する

ことが以下のことから示唆された:①制限酵素部位が異なる別のク

ローンの存在を見いだしたこと、②サザン分析において分析に用い

た s.c erevisia e PMA1の EcoR1断片と相同性を示す z.rouxi i ~旦h

lのE旦旦R1断片にはE旦11及びE亘mH1切断部位は存在しないにも係わらず、

染色体 DNAについてのサザン分析では SalI及びE主.mH1により二つのパ

ンドが認められたこと。

Z. rouxi i PMA1と s.c erevisia~ PMA1， ~旦主2遺伝子から推定さ

れたアミノ酸配列において、 三者の ATPaseタンパク質の N末端領域で

はアミノ酸配列の相向性は著しく低かった。 この N末端領域のアミノ

酸配列の違いは細胞膜ATPaseファミリー(P型 ATPase) における一つ

の特徴であるらしい。

Z. rouxi i細胞は li..Q erevisiae細胞と異なり耐塩性を示すが、

第 7章で Z.rouxi iのプロトン ATPaseの酵素的性質が著しく類似し

ていることを述べた。本章で得られたアミノ酸配列において、 両細

胞の ATPaseタンパク質で 83%の相向性を示す結果は上記の酵素的性質

が類似しているという結果と矛盾しない。 li..Q erevisia eのPMAlの

C末端領域をデレートしたデレーション変異株の細胞膜プロトン

ATPaseがグルコースによる invi旦旦の活性化を受けないことが報告さ

れている (164)。第 7章で述べたように、 Z. rouxi i細胞ではプロト

ンATPaseはグルコースによりよ旦註ヱ旦で活性化されない。 従って、

s. c erevisia e と Z. rouxi iのプロトン ATPaseにおいて C末端領域

のアミノ酸配列が異なる可能性が推定されたが、 上述のように C末端

の配列は両ATPaseにおいて高い相向性を示した。 li..Q erevisiaeで

のグルコースによる i旦旦i旦旦の活性化は細胞内 cAMP濃度に依存し、
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cAMP依存性タンパク質キナーゼにより引き起こされるらしい(127 )。

Z. rouxi iのプロトン ATPaseでは C末端近くに RRVSというモチーフが

存在し cAMP依存性タンパク質キナーゼの基質と成り得ると考えられ

る(165 )。これらの結果は「なぜ S. c erevisia eのATPaseがグルコ

ースにより inviv旦で活性化され、 Z. rouxi iのATPaseがされないか」

と言う疑問に対する解答をより複雑にしている。一つの解釈として、

Serranoが述べたように(153 )、 r S. ~ erevisia e ATPaseを活性化す

るタンパク質キナーゼを cAMP依存性タンパク質キナーゼが活性化し、

そのタンパク質キナーゼはATPaseタンパク質のいろいろな (multi-

ple)部位を燐酸化し、 ATPaseを活性化する」という機構を考えなけ

ればならないのかも知れない。 また、 第 7章で述べたように、 ~. 

c erevisiaeのATPase活性はグルコースにより活性化され、培養時期

に依存する。 このことは、~. ~ erevisiae細胞ではグルコースの取

り込みという必要性のためにプロトン ATPase活性を誘導し、プロト

ン勾配を形成し、 定常期のようなプロトン勾配の不必要なときは、

ATPaseによる細胞内の ATPの消費を防いでいると推察された。 z.
rouxi iのATPase活性はグルコースや培養時期に非依存性であり常に

活発に機能し、 常に高いプロトン勾配を形成・維持していると推測

された。 Z.rouxi i細胞ではプロトン ATPaseにより活発にプロトン

を細胞外に排出し、 ナトリウムイオンを排出するナトリウム・プロ

トンアンチポーターを駆動させるためにプロトン勾配を形成するの

であろうと推測した。 さらに、 定常期の Z.rouxi i細胞における高

い活性は、 定常期においても細胞内に流入するナトリウムイオンを

排出する必要性を考慮すると理解できる。 これらのことを総合する

と、 Z.rouxi iのプロトン ATPaseは燐酸化などの修飾を受けなくて
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も高い活性を示すことが考えられる。 このプロトン ATPaseの燐酸化

については今後の追究が必要になるであろう。

第 7章で述べたように、 Z.rouxi iのプロトン ATPaseの細胞膜に

おける比活性は、 OM食塩培地で培養した細胞に比べて 2M食塩培地の

細胞において高かった。 ノーザン分析から、 Z. rouxi i細胞の全

RNA当りのプロトン ATPaseのmRNA量は、 逆に 2M食塩培地の方が少なか

った(図 57 )。一方、 一定量の細胞膜タンパク質に含まれるプロ

トン ATPaseタンパク質量はほぼ同じであった(図 58 )。 これらの

結果は、 2M食塩培地で培養した Z.rouxi i細胞において翻訳効率の

上昇、 さらに、燐酸化などの翻訳後修飾による酵素活性の上昇を示

唆している。 従って、今後望まれる Z.rouxi i細胞のプロトン

ATPaseの燐酸化修飾の検討は、 培地食塩濃度に依存した活性上昇の

機構を明らかにする上で特に重要である。

8 ・5 小括

本章では既にクローニングされている li._c erevisia g E_旦主i遺伝子

のE旦旦RI断片をプロープとして Z.rouxi iの染色体 DNAライプラリー

からプロトン ATPase遺伝子を単離し、 その塩基配列を決定した。そ

の塩基配列から Z.rouxi iプロトン ATPaseの920個のアミノ酸残基

からなり、分子量 100，060であると推定した。 Z.rouxi iプロトン

ATPaseは S. c erevisiae プロトン ATPaseと遺伝子場基配列、 アミノ

酸配列で高い相向性を示した。 さらに、 アミノ酸配列から計算した

タンパク質の疎水性プロフィルは li._c erevisiae プロトン ATPaseの

プロフィルと非常に類似しており、本酵素は膜タンパク質であるこ

とが示唆された。 また、 プロトン ATPaseの活性発現に必須であると
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報告されている数個のペプチドモチーフが、 本実験で単離した遺伝

子から推定されたアミノ酸配列中にも見いだされた。以上のことか

ら、 単離した遺伝子は z.rouxi iプロトン ATPase遺伝子E旦主iである

と結論した。 さらに、 本遺伝子は Z.rouxi i細胞中で転写されてい

ることを明らかにした。

第 7章で Z.rouxi i プロトン ATPase の酵素的性質が~. ~ erev i-

li主主のそれと非常に類似していることを指摘したが、 単離した遺伝

子から推定した本章の結果も矛盾なくこれを支持した。培養時期や

グルコース処理による ~. ~ erevisia eと Z.rouxi iのプロトン

ATPase活性の違いは解析することはできなかった。 しかし、 両酵母

のプロトン ATPaseの mRNA量、 タンパク質量の測定から、プロトン

ATPase活性の培養時期やグルコース処理に対する依存性の差異が両

遺伝子の翻訳効率と翻訳後修飾により制御されているのであろうと

考察した。
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総括

高濃度の食塩を含む環境下で生育できる生物は耐塩性生物と呼ば

れている。典型的な耐塩性生物として、 味噌や醤油製造に用いられ

る耐塩性酵母(z. rouxi i、c.y_ ersatili sなど)が上げられる。耐

塩性酵母は単細胞真核生物であり、比較的単純な培地中で短時間に

多量の試料細胞が得られるため耐塩性生物の生理特性を解明する上

での最良の材料であると考えられる。本研究では主として Z.L山-

xii を対象とし、 耐塩性酵母のもつ生理特性の解明を試み、 さらに

耐塩性機構を追究した。

耐塩性酵母の耐塩性機構を考える場合、 その機構は二面性を持つ

と推測される。即ち、 培地の食糧に起因する細胞外浸透圧に対する

適応と食塩自体あるいはナトリウム・塩素イオンに対する適応であ

る。耐塩性酵母における培地浸透圧上昇に呼応した細胞内浸透圧の

調節機構はこれまで多くの研究者により検討されており、 ほぽ解明

されたと言える。 その機構とは、 培地浸透圧上昇に依存してグリセ

ロールやアラピトールなどのポリオールが細胞内に蓄積し、細胞内

の浸透圧を高め、 細胞膜に掛かる物理的影響を緩衝するというもの

である。 これらポリオールは酵母細胞内に多量蓄積しでも細胞の生

理機能に悪影響を及ぼさず、 Cornpatible soluteと呼ばれている。 こ

れらポリオールは以下の経路により生成されるといわれている。 D-

リプロース -5-燐酸がホスファターゼにより脱燐酸化され D-リプロー

スとなり、 NADPH依存性酸化還元酵素(ポリオール脱水素酵素)によ

りD-アラピトールとなる。 また、 ジヒドロキシアセトン燐酸が NADH

依存性ポリオール脱水素酵素(グリセロール -3-燐酸脱水素酵素)に
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より還元されグリセロールー3-燐酸となり、 ホスファターゼにより脱

燐酸化されグリセロールとなる。 耐塩性酵母(Z. rouxi iや n.

h anseni iなど)において、 後者の経路の重要性が示唆されており、

グリセロールー3-燐酸脱水素酵素活性が培地浸透圧に呼応して上昇す

ることが示されている。一方、 非耐塩性酵母は 1M以下の食塩存在下

で生育できるが、 その場合ポリオールの蓄積はわずかしか認められ

ない。グリセロールなどのポリオールは li. ~ erevisiae の細胞膜を

かなり自由に透過できるが、耐塩性酵母ではナトリウムイオン・グ

リセロール共輸送系により細胞内に取り込まれ、 内部浸透圧を維持

していることが最近指摘されている。

他方、 食塩あるいはナトリウム・塩素イオンが耐塩性酵母に対し

てどのような影響を及ぼすか、 また細胞がそれに対してどのように

適応あるいは応答しているのかについては不明な点が多い。例えば、

耐塩性酵母が高濃度食塩存在下で生育した場合でも、細胞内のナト

リウムイオン濃度は低く抑えられている。即ち、高濃度食塩環境下

で耐塩性酵母細胞は細胞膜の内外で数モルにも及ぶナトリウム濃度

勾配を形成している。上述のように、 そのナトリウム勾配はグリセ

ロールなどの取り込みと共役していることも示されている。従って、

そのような輸送系や自然拡散により細胞内に入ったナトリウムイオ

ンは何等かの機構により排出されなければならないと考えられる。

その排出機構は現在解明されたとは言い難い。 いずれにしても、耐

塩性を追究・論述するには細胞の内外を仕切っている細胞膜に食塩

(ナトリウム・塩素イオン)の特徴的な影響が表れるものと考え、

それらを解析することにした。

先ず第 1章では耐塩性酵母 z.Iouxi i細胞の培地食塩濃度に依存

209 

.グ



した細胞脂質組成の変化と形態学的変化を検討した。 Z.rouxi i は

培地食塩濃度が高くなるとともに、 ステロール含量が著しく増加し

た。 このステロールの顕緒な増加が細胞の食塩適応において最初に

認められる変化であった。燐脂質含量もわずかに増加したが、燐脂

質に対するステロールの含量比が高いので、 ステロール含量の増加

は細胞膜で起こることが示唆された。次に、 食塩濃度に依存して、

トリアシルグリセロール含量が低下し、 ステロールエステル含量が

増加することを認めた。 これらの変化は高濃度の食塩で生育したと

きほど顕著であった。 また、細胞毒性を示すと言われている遊離脂

肪酸含量も増加したが、 これを緩和するためにステロールにエステ

ル化が起こるものと推測した。

カルジオリピン、 ホスファチジン酸(ホスファチジルイノシトー

ル)が増加し、細胞膜は負に荷電した燐脂質に富む膜に変化した。

培地食塩濃度に依存した負に荷電した燐脂質の増加は耐塩性・好塩

性細菌でも報告されているので、 負に荷電した燐脂質の増加は耐塩

性微生物において共通の現象であり、 負に荷電したイオンの透過性

に関連して重要であると推察した。 また、培地食塩濃度上昇によっ

てオレイン酸 (18:1)含量が増加し、 リノール酸 (18:2)含量が減少し、

その結果、 脂肪酸の不飽和度が低下した。 OM食塩培地で培養した細

胞を 2M食塩培地に移植すると、 18 : 1の合成が増加し、 18 : 2の合成が

抑制された。同様な結果が燐脂質の脂肪酸組成についても確認され、

細胞膜の流動性に変化が起こることが示唆された。言い換えると、

増加したステロールは細胞膜の流動性を制御し、細胞膜に掛かる物

理的影響に抵抗性を与えると考えられることから、 ステロールの重

要性が示唆された。
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第 2章では、第 1章で得られた結果を解析するために、 各脂質の

脂肪酸合成量の変化及び脂肪酸の不飽和化を検討した。培地に食塩

が存在するとき、 18 : 0から 18: 1への不飽和化は変化しないが、 18: 1 

から 18:2への不飽和化が阻害されることを認めた。 しかし、培地か

ら食塩を除くとその阻害は解消された。 この脂肪酸組成の変化は

18 : 1 (ム 12)デサチュラーゼが食塩によって抑制されることに起因す

ることが分かった。 また、 ステロールエステルの脂肪酸分析から、

ステロールエステルは一時的に多不飽和の脂肪酸 (18:2)を貯蔵する

ことが推測された。

第 3章では Z.rouxi i細胞において観察された脂質変化が耐塩性

酵母において普遍的に見られる現象かどうかを確かめるために、別

種の耐塩性酵母 c.y_ersatili sの脂質変化について検討し、 b. 

rou x i i細胞において観察された結果と比較した。培地食塩濃度上昇

に依存して、 c. y_ ersatili s細胞膜中のステロール(大部分がエル

ゴステロール)含量が増加し、 ステロール/燐脂質比は高くなった。

この現象は b.rouxi i細胞においても観察された。従って、 細胞膜

ステロールが耐塩性・好塩性酵母の食塩耐性機構において重要な因

子であると結論した。培地に食塩が高濃度存在するとき、 トリアシ

ルグリセロール含量が低下した。 c.y_ ersatili s細胞は高濃度食塩

培地で生育したとき、 多量のグリセロールを細胞内に蓄積する。グ

リセロールの生成とトリアシルグリセロール合成の抑制とには関連

性があると考えられた。 b.rouxi i細胞においても、 同様なトリア

シルグリセロール合成の抑制が観察され、 トリアシルグリセロール

の抑制は好塩性・耐塩性酵母において共通して観察される現象であ

った。従って、無食塩培地で生育したとき、 多量にトリアシルグリ
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セロ ールを合成できる酵母はその合成系を調節することにより耐塩

性(好塩性)を示すと推察した。

Z_. rouxi i細胞と同様 c.y_ ersatili s細胞において、高食塩濃度

領域(1 Mから 3M) では培地の食塩濃度上昇と共に、 負に荷電した燐

脂質(ホスファチジルイノシトール、 ホスファチジン酸)の含量が

増加した。 耐塩性・好塩性細菌の同様な報告と合わせて、 この負に

荷電した燐脂質の増加は耐塩性微生物に広く共通した適応現象であ

り、 耐塩性・好塩性機構において重要な因子であると結論した。 ま

た燐脂質の増加が細胞膜表層を負荷電にし、 負に荷電したイオン

(例えば塩素イオン)の透過を抑制する機構が推察された。

c. y_ersatili s細胞において、 培地食塩濃度に依存して細胞が小

さくなった。本現象は、 z.rouxi i細胞においても観察され、 さら
にS. c erevisiae においても同様な報告があり、酵母の食塩耐性機

構において重要であると推察した。 c.y_ersatili s細胞の燐脂質の

脂肪酸組成の変動は Z.rouxi i細胞の変化とは異なり非常に小さか

った。従って、 耐塩性酵母における培地食塩濃度に依存した燐脂質

の脂肪酸組成の変化は限られた酵母種において見られる現象である

と考察した。

第 4章では非耐塩性酵母_s. _c erevisia e細胞の細胞壁に及ぼす食

塩の影響を検討するために、 先ず、 これまで細胞壁タンパク質と考

えられていた易熱性抗原タンパク質 TLAaとTLAbを同定し、 性質を検

討した。 TLAのタンパク質化学的性質(アミノ酸組成.N末端アミノ

酸配列・沈降係数・ストークス半径・分子量)、 免疫学的性質、酵

素活性の存在などから、 TLAのうち TLAaとTLAbがそれぞれ解糖系酵素

であるエノラーゼ(熱ショックタンパク質 HSP48) とグリセルアルデ
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ヒド ー3-燐酸脱水素酵素 (GAPDH)であると結論した。 また、 得られた

性質、 特に解糖系酵素であったことから、 これらのタンパク質が細

胞壁に局在しているとは考え難く、 li. ~erevisiae 抗原性タンパク

質TLAは細胞質抗原であると推測した。本章の結果は耐塩性酵母とし

て分類されていない S. cerevisiae細胞を用いて得られたものであ

ったが、 得られた結果は酵母の耐塩性(耐浸透圧性)に関連して非

常に興味深い結果と現象を含んでいると判断した。

酵母 li. ~ erevisiae のエノラーゼと GAPDHは共に熱ショックタン

パク質であり、 一般的なストレスタンパク質であると言われてきた。

第 5章では、 T LA a (エノラーゼ)と TLAb ( GAPDH) の抗血清を用いる

方法により、 両タンパク質の発現量に対する熱ショックを含めたい

ろいろなストレスの影響を検討し、 T LAa (エノラーゼ)と TLAb

( GAPDH) はそれぞれのイソタンパク質量に変化が起こることを明ら

かにし、 これらの変化から酵母の耐塩性について考察した。 まず、

T LA a (エノラーゼ)と TLAb(GAPDH) について、定常期細胞やグルコ

ース飢餓細胞では、 グルコース存在下で栄養増殖している細胞と比

べて、 異なるイソタンパク質(アイソザイム)の存在を確認した。

また、 食塩ストレスを与えた細胞において同様の変化を認めた。 こ

の食塩ストレスによる TLAaとTLAbの変化はソルビトールにより浸透

圧を上昇させた場合では認められなかったので、食塩に特異的な現

象であると推察した。 また、酵母細胞が食塩ストレスに対応するた

めに必要なエネルギーの供給と関連して解糖系酵素の発現を調節し

ていると推察した。次に、食塩ストレスを与えた酵母細胞において

認められた TLAa (エノラーゼ)や TLAb( GAPDH) の変化がグリセロー

ルとエタノールなどの非発酵性炭素源を用いて培養した酵母細胞に
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おいても認められた。非発酵性炭素源を用いて培養したとき、解糖

系は糖生成に傾いていると考えられた。 また、 ~. ~ erevisia e細胞

は 1M程度の食塩存在下では生育可能であり、 食塩を含む培地で生育

した細胞では細胞内にグリセロールを蓄積し細胞内外の浸透圧を調

節しており、既報のグリセロ ール生成酵素であるグリセロール -3-燐

酸脱水素酵素活性の上昇と考え合わせ、食塩ストレス条件下では酵

母はグリセロ ール生成の方向に解糖系を調節する可能性があること

を指摘した。

耐塩性酵母 z.Iouxi iを高濃度食塩存在下で培養しでも細胞内の

ナトリウムイオン濃度は細胞外濃度と比べて著しく低く抑えられて

いる。 この勾配は酵母細胞に存在するプロトン ATPaseが関与して生

じるプロトン勾配によると言われている。第 6章では、 このナトリ

ウムイオンの分布がどのような機構により維持されているかを明ら

かにするために、細胞内外に生じるプロトン勾配やこれに関与する

プロトン ATPaseに影響を及ぼす薬剤を用いて、 Z. rouxi i細胞の生

育に対するこれら薬剤の影響を検討した。プロトンイオノフォアー

である CCCP及びプロトン ATPaseの特異的な阻害剤であるパナジン酸

を培地に添加した場合、 その効果は培地に含まれる食塩濃度に依存

しており、 ソルビトールによる浸透圧には依存していなかった。 こ

の結果は、 細胞膜内外に形成されたプロトン勾配の解消及びプロト

ン勾配の形成阻害が Z.Iouxi iの高濃度食塩培地での生育にとって

致命的であることを示している。 さらに、細胞外の pHを緩衝液を用

いてアルカリに一定に保つと、 細胞の生育が阻害された。 このこと

は、 細胞内外のプロトン勾配の重要性を支持する。 これらの結果は

Z. rouxi i細胞の高濃度食塩培地での生育と細胞膜でのプロトン勾
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配の関連性を示す最初のものである。

高濃度食塩環境下で z.rouxi i細胞が生育するために細胞膜内外

で生じるプロトン勾配が重要であった。第 7章ではこのプロトン勾

配の形成に関与する細胞膜ATPaseの性質を明らかにする目的で、 Z.

rouxi iの細胞膜を単離し、 その細胞膜 ATPaseの特性を~. ~ erev i一

三よ主主の弱耐塩性菌株細胞膜ATPaseと比較した。調製した膜区分は各

種阻害剤に対する ATPaseの感受性からかなり純度の高い細胞膜であ

ることを証明した。本細胞膜を用いて、含まれる ATPaseの性質を明

らかにした。 Z. rouxi i の細胞膜 ATPase は~. ~ erevisia eと同様

プロトン ATPaseであり、 その ATPaseの至適pHは6.5--v7.0で、 ~.♀豆一

r evisia eのそれ (pH6.5)より若干アルカリ側であった。 Z.rouxii 

の細胞膜 ATPase は~. ~ erevisiaeの細胞膜ATPaseと同様マグネシウ

ムイオン依存性であり、 コバルトとマンガンイオン存在下ではマグ

ネシウムイオンと比べ活性が約 1/2になり、亜鉛とカルシウムイオン

存在下では活性を示さなかった。 Z.rouxi i の細胞膜 ATPase は、~.

c erevisiaeの細胞膜ATPaseと同様に ATPに特異的に作用し、 ナトリ

ウム・カリウムイオン非依存性であったが、 ~. _Q erevisia e細胞膜

ATPaseの活性は培養時期の違いや担 vivoのグルコース処理により変

化するのに対し、 Z.rouxi i の細胞膜 ATPase活性は~. _Q erevisiae 

と異なり、 培養時期やグルコース処理によりほとんど影響されず、

どのような条件下でも常に活性な状態にあることが明らかとなった。

しかし、 Z. rouxi iの細胞膜ATPaseは他の耐塩性生物(藻類、植物、

プランクトン)の ATPaseとは多くの異なる性質を示した。 これらの

結果から、 Z. rouxi i の細胞膜 ATPaseの酵素的諸性質は~.旦旦日一

v isia eのそれと非常に類似しているが、 活性制御機構が異なると推

215 

.~ 



測した。 即ち、 Z.Iouxi i細胞の ATPaseは栄養状態・生育状態に非

依存性であるので、 Z. rouxi i細胞は常に活発にプロトンを細胞外

に排出し、 そのプロトン勾配を駆動力とするナトリウムイオン・プ

ロトンアンチポーターを使ってナトリウムイオンを細胞外に排出し

ていると推察した。

最後に(第 8章)、 Z. Iouxi i細胞膜プロトン ATPaseの構造解明

と上記活性発現機構の解明のために、 Z.Iouxi iプロトン ATPase遺

伝子のクローニングと塩基配列の決定を行った。 Z.Iouxi i ATPase 

遺伝子をクローニングするため、 プロープとして~..Qerevisiae 

ATPase遺伝子(E_旦Al)のE♀旦RI断片 (800bp)を用いた。 Z.Iouxi iの染

色体DNAライブラリーからプロトン ATPase遺伝子を単離し、 その塩基

配列を決定した。その塩基配列から Z.Iouxi iプロトン ATPaseは

920個のアミノ酸からなる配列と分子量 100，060であること推定した。

Z. rouxi iプロトン ATPaseは.s. .Q erevisia eプロトン ATPaseと遺伝

子塩基配列、 アミノ酸配列で高い相向性を示した。 さらに、 アミノ

酸配列から計算したタンパク質の疎水性プロフィルは.s. .Qerev i-

siaeプロトン ATPaseのプロフィルと非常に類似しており、本酵素が

膜タンパク質であることを示唆した。 また、 プロトン ATPaseの活性

発現に必須であると報告されている数個のペプチドモチーフが、本

実験で単離した遺伝子から推定されたアミノ酸配列中にも見いださ

れた。 以上のことから、 単離した遺伝子は Z.Iouxi iプロトン

ATPase遺伝子 Pl1Alであると結論した。 さらに、 本遺伝子は Z.I.旦旦-

xii細胞中で転写されていることを明らかにした。

第 7章で Z.Iouxi iプロトン ATPaseの酵素的性質が.s. .Q erev i-

siaeのそれと非常に類似していることを指摘したが、単離した遺伝
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子から推定した本章の結果も矛盾なくこれを支持した。培養時期や

グルコ ー ス処理による_S. _Q erevisiae と Z. rouxi iのプロトン

ATPase活性の違いは解析することはできなかった。 しかし、 両酵母

のプロトン ATPaseの mRNA量、 タンパク質量の測定から、プロトン

ATPase活性の培養時期やグルコ ー ス処理に対する依存性の差異が両

遺伝子の翻訳効率と翻訳後修飾により制御されているのであろうと

考察した。

本研究で得られた成果は酵母の耐塩性の解明に向けて多くの知識

を提供したと考えられる。 これまでに得られた結果を図 59 ( 1、

II、 III) に要約し、 細胞内外の浸透圧とイオン分布の調節機構との

関連を考察した。

( 1 )細胞膜の脂質レベルでは、 Z.rouxi iと c.y_ ersatili s細

胞について検討した結果、細胞膜のステロール含量の増加、 負に荷

電した燐脂質の割合の増加が認められた。ステロール含量の増加は、

細胞外食塩濃度の増加に呼応して細胞膜の流動性を変化させ、細胞

膜中の酵素機能を高濃度食塩存在下でも維持し、 さらに食塩による

浸透圧に対して細胞膜の抵抗性を高めると考えられる。負に荷電し

た燐脂質量の増加は細胞外からの陰イオン(例えば塩素イオン)の

透過を抑制していると推察できる。z_. rouxi i細胞で認められたリ

ノール酸含量の低下とオレイン酸含量の増加は上記の細胞膜の流動

性の変化において重要であると示唆された。

(II) _S. _Q erevisia e細胞について得られた結果であるが、培地

の食塩濃度に依存して二種類のストレスタンパク質として知られて

いる解糖系酵素(エノラーゼ、 グリセルアルデヒド -3-燐酸脱水素酵

素)のイソザイム量が変化した。 これは解糖系酵素の発現が培地食
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塩濃度に呼応して変化することを示唆する最初の知見であり、耐塩

性の弱い s. _Q erevisiae においても食塩ストレスによりストレスタ

ンパク質が変化することを示している。培地中の食塩に由来する浸

透圧に対して、 耐塩性酵母ではグリセロールなどの物質(compati-

ble solute) を細胞内に蓄積する。 図 59の IIに示したように、 グ

リセロ ー ルの生成経路が解糖系と関連していること、 さらにグリセ

ロール生成のキー酵素であるグリセロールー3-燐酸脱水素酵素活性が

培地食塩に依存して上昇することを考え合わせると、上記の解糖系

酵素の変化は、 下記のプロトン ATPase駆動のための効率的なエネル

ギー獲得のため以外に、 グリセロール生成と関係していると考えら

れる。 また、 Z.rouxi iの脂質組成の分析から、貯蔵脂質であるト

リアシルグリセロール含量が培地食塩濃度上昇と共に低下した。 ト

リアシルグリセロール生合成系はグリセロール生成系とリンクして

いる。従って、 このトリアシルグリセロール含量低下もグリセロー

ル生成と関係していることを意味しており、 この脂質を貯蔵脂質と

して多量に蓄積する酵母はグリセロールを生成でき、 耐塩性(耐浸

透圧性)を示す可能性が考えられる。なお、 s. _Q erevisiae は貯蔵

脂質としてトリアシルグリセロールをそれほど多く蓄積しない。

( III )耐塩性酵母の高濃度食塩環境で生育するために、 上記の細

胞膜の脂質変化、 グリセロールなどの compatiblesoluteの蓄積が重

要であるが、 それ以外に、 ナトリウム・塩素イオンの影響を考慮し

なければならない。細胞外表面が負に荷電していること、 上述のよ

うに負に荷電した燐脂質含量が増加することを考えると、 一般に陰

イオンの細胞膜透過性は著しく低いといえよう。そこで、 高濃度の

食糧を含む培地で生育するためには、 ナトリウムイオンの透過性の
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制御を考えなければならないであろう。酵母の細胞膜における物質

透過は細胞膜に形成されているプロトン勾配に依存しているといわ

れている。プロトン勾配を解消し、 いわゆる脱エネルギー状態を形

成するプロトンイオノフォアー(CCCP) を添加した場合、 Z. 1:.旦旦-

xii細胞は、 高い浸透圧条件で生育できるが、 高い食塩濃度の条件

では生育できなくなる。 さらに、 その勾配の形成に関与する細胞膜

プロトン ATPaseの阻害剤(パナジン酸)を添加すると同様に高濃度

食塩環境では生育できない。従って、 z.rouxi i細胞の耐塩性にお

いて細胞膜プロトン勾配及びプロトン ATPaseが重要な因子であると

考えられた。 また、 Z. rouxi iを含めた酵母の細胞膜ATPase活性は

ナトリウムイオン依存性を示さない。即ち、 酵母の細胞膜にはナト

リウムポンプは存在しないことが示唆される。次に、~. ~ erevis i-

主主と Z.rouxi i細胞のプロトン ATPaseの性質と、 遺伝子クローニ

ング・塩基配列決定によって明らかにした両タンパク質の構造を比

較すると、 酵素的性質および構造は両者非常に良く類似しているこ

とが明らかとなった。 しかし、 両酵母において ATPase活性の発現機

構が異なることを見いだした。即ち、 S. c erevisiaeのATPase活性

はグルコースなどにより誘導されるが、 Z.rouxi iのATPase活性は

常に高い活性を示し、 高い食塩濃度で活性が一層上昇する。言い換

えれば、 ~. ~ erevisia e細胞は栄養素の取り込みのために必要に応

じてプロトン勾配を形成するが、 Z. rouxi i細胞では常に高いプロ

トン勾配を形成・維持し、 高濃度食塩環境ではより高い勾配を形成

していると考えられる。酵母においては高濃度食塩存在下では物質

の共輸送や自然拡散により細胞内にナトリウムイオンが流入すると

考えられるが、実際はその濃度は低く保たれている。酵母ではナト
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リウムイオンの排出はプロトン・ナトリウムイオンアンチポーター

により行われている。従って、 Z. rouxi i細胞では培地食塩濃度の

上昇に伴ってプロトン ATPaseを活性化し、 より高いプロトン勾配を

形成し、 その勾配を駆動力とするプロトン・ナトリウムイオンアン

チポーターを介してナトリウムイオンを排出し、細胞内のナトリウ

ムイオン濃度を低く抑えることにより高濃度食塩存在下でも生育で

きるものと結論できる。
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