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緒 章

酵母 Saccharomyccs cerevisiae の研究は、 異種泣伝子発現のホストとして酵母を

抜う生化学的研究と 、 細胞榊造の形態学的研究や、 生理学的研究を通して生物として酵

母を調べる生物学的研究の大きく二つに分けることができる。 現在、 酵母は基礎及び応

用の両面において広く研究材料として用いられており、 199G 1f- 4刀にはそのゲノムの

全塩基配列が決定され、 公開されている。 このように酵母を材料とする研究 が発展して

きた理由の 一つ は遺伝学が駆使できたことに よる。 ある性質が次の世代へどのように伝

わるかとい う遺伝学研究において は、 研究対象とする生物に性のシステムが存在するこ

とが必要である。

酵母において現在のように a 及び α と定義している性は 1943年に発見されたo a 

及び α という接合型の存在により、 酵母の生活環は現在のと ころヘテロタリズムとホ

モタリズムというこつに大別されている。 ヘテロタリックな生活環では、 a 及び α の

接合型をもっ株は単独で培養すればそれぞれの接合型を維持したまま一倍体細胞として

安定に栄養増殖するo a 、 α の異なる接合型の株を混合格養して初めて後令を起こし、

接合子形成を経て二倍休融合細胞が形成される。 二倍体細胞は栄養飢餓条件下において

通常四つの胞子を形成する。 それらの胞子は a 及び α の接合型が2 : 2に分離し、

それぞれヘ テロタリックな生活環を示す。 これに対し 、 ホモタリックな生活環は、 胞子

発芽後二、 三代のうちに一倍休の母細胞が a 型は α 型に、 α 型は a 型に性11伝換を起

こし、 その娘細胞との接合により二倍体細胞を生じる。 この自己二倍体化ネ111胞は安定に

二倍体細胞として増殖していくo a 及び α という接合型は 第 三 染色体 上の MA 7泣伝子

座( maling lypc )に a の情報が存在するか α の'111報が存在するかにより決定され

る (f i g. 0 - 1) 0 MA T 遺伝子座 と同校に接合型 の情報をコードしている遺伝子座である

JlML、 JJMR (通常、 lfML 座には α、 lIMR座には a の情報が存在する)が同一染色体

上に存在しているが、 SIR (silent information regu)alor )等の治伝子産物の作

用によりその発現は抑制されている(L - 4)。 一方、 第四染色体上 には MI1 T 遺伝子座の二重
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îùJi DN ^ を特異的に切断する endonuclcasc をコードする 110 :ì宣伝子 ( homothall ic 

sw i t c h i n g ) が存在する。 ホモタリック株においてはこの 110 cnclonuc l easc により

MI1 T 遺伝子ffiが切断された後、 非発現迫伝子座の llML あるいは JfMR J1fから発現座の

MI1 T 座に接合型の↑?j報が11伝移し、 接合型の変換 が起こる (5)。 ヘテロタリック株では IlO 

が不活性型( ho ) となっているものと考察されている。 結局のところヘテロタリック

株とホモタリック株の違いは JlO 遺伝子をもっているかどうか、 そして、 それによって

接合型の変換が起こる かどうかの違いであると理解されるように なった。 これらの事実

は遺伝子 が動くという当時としては全く新しい生物学の概念を生み出す端緒となり、 遺

伝子の相同組換えにおける二重鎖切断修復のモデルのーっとして、 組換え、 修復だけで

なく、 転写制御や細胞周期の問題など、 現在の分子生物学上の主要な課題を合む興味深

い現象であると認識されるに至った。 その後、 接合型の変換には三つの特徴があること

が明らかとなった。 ①aあるいは αの懐合能をもっ細胞では筏合型 の変換が起こるが、

接合能をもたない細胞 ( a /α) では起こら ない( c ell-typ c control )俗)。②接合

型の変換は細胞周期の特定の時期に起とる ( cell c ycle c ontrol ) (7)。 ①接合型変

換は母細胞では起こるが娘細胞では起こら ない( molhcr da ughter conlrol )侭)。 こ

れらの三つの条件がすべて満足されたときにのみ接合型の変換が起こる。 m合型変換の

開始において主要な役割を果たすのは //0 :ì宣伝子であり、 結局、 変換の制御は 110 追伝

子の発現制御の問題であると考察された。 上述の接合型変換の三つの1!i!j fJiJ検式に対応す

る 110 遺伝子の発現制御には SWJ (swilching ) 込伝子昨 SW J 1 � 6に代表される

Tr a n S - a c l i n g に働く多くの遺伝子群(8' Lü)が関与している。 また、 110 遺伝子の 5' 上

流には 2つの調節領域URSl、 URS2 (upst ream regu 1 a tory s cqu cncc ) が存在す

る(6) (F i g. 0 - 1)。 これら調節遺伝子による 110 遺伝子の発現のメカニズムについては細

かく研究されている。 URSl を欠失させるとJlO の発現が起こらないことから UHSlは

いわゆる UAS( upslream ac t ival ing sequencc ) として機的している。 a/α 細胞

においては MI1 T<1、 MI1 Tα 逃-伝子それぞれがコードする調節タンパク質のうち、 Mat<11p

と Mal α2p が強制して二倍体細胞では発現しない一倍体特異的遺伝子昨 ( h<1ploid 
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spccific genes : hsg ) の発現を転写レベルで抑11111している ( a 1 α2抑制) ll2 

川。 これら一計休特異的泣伝子併の ゲ 上流には共通配列 ( a 1 �α2 オペレーター)

がイ乍在し、 Matalp Ml1lα2p 俊介休が結合することでI1伝写が抑制されているo 110 J盆伝

子の上流にもU](Sl、URS2にわたって少なくとも9個の a1�α2オペレーター が存在

することが cell-typecontrol に寄与していると考察されている。 URS2が欠失する

と細胞周期のいずれの時期においても IIO の発現が見られる。 この領域には Sw i 4 p / 

Swi6p-dependent cell cycle box ( SCB ) とよばれる配列が存在し、 この配列に

Sw i 6p と G 1 J切に特異的に転写される Swi4p が強調して結合することにより c e 11 

cycle conlrolが支配されている。 また、 mother daughtcr controlにおいては、 母

細胞においてのみ Swi5p がURS1に結合することにより fIO 遺伝子の発現が支配され

ていると考察されていた。 しかしながら、 Swi5p は母細胞及び 、 娘細胞に共に存在する

ことから、 母細胞のみにおける接合型変換のメカニズムについて は明らかとなっていな

かった。 1996 年に入り Swi5p リプレッサーとして機能する ^shlp が発見され、

Sh e 1 p � S h e 5 p の作用によりこの Ash1p が娘細胞のみに蓄積することが示され、 娘細

胞ではJIOの発現が抑制されることが明らかとなった(15. 16)。

以上のようにヘテロタリズム、 ホモタリズムというこつの生活-環の発見から接合型変

換に関与す る遺伝子が次々と明らかとなっていくなか 、 九州大学良学部民法化学科発酵

化学教室においてフィリピンのライスワインから分離された 5(lcc}Jaromyccs 

ce r e v j s j a e wy 2 は上述のヘテロタリズムともホモタリズムとも異なる生汗;環を示すこ

とが明らかとなったowy2 株は高エタノール耐性を示す下而防ぼであり、 発陣速度が速

くまた、 下而酵母でありながらイヌリン発酵性をもっという有川形質をもっ。 この wy2 

株を用いた有用酵母の育種の目的からその生活環の決定が行われたowy2 株の子のうを

分割すると、 その1)i))包子培養株は、 接合型に|却して mat e)・ と non�matcr が2 : 2に

正規分離することが明らかとなった。 このことからwy2 �(は以前に発見された接合型に

関する変異株である準ホモタリズムである可能性が示唆された。 準ホモタリズム株は

mater : non-ma!.er が2 : 2に正規分離するが、2a : 2α の四分子ーから2a : 2a/α 
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あるいは 2R/α : 2R を生じる。 つまり 2a : 2α の四分子から α 担細胞のみが内己

二倍体化を生起し、 2a : 2a/α を生じる IIq 型準ホモタリズムと、 a 別細胞のみが向

己二倍休化することにより 2R/α : 2α を生じるIIp 型準ホモタリズムの2種類が存在

する。 これら準ホモタリズムにおいては、 JlO 遺伝子は正常に機能しているが、 JIML、

llMR どちらも同じ接合型の遺伝情報をコードしているため、 どちらか一方の接合型への

変換しかできない(17. 18)。 しかしながら wy2 mater 細胞は a、 α いずれの接合型も示

すことから、 既知の生活環とは異なる新規な生活環であるものと考察し、 その解析が行

われてきたo wy2 の non-mater 細胞は、 胞子発芽後、 性転換を起こし、 門己二倍体化

する正常なホモタリズムの生活環を示した。 一方、 mater 細胞は、 培養当初は安定に一

倍体増殖し、 ヘテロタリズムの形質を示すが、 継代培養を繰り返していくうちに徐々に

自己二倍体化細 胞が出現してくるとい う特異な現象を示すことが明ら かとなった( 19 ) 

(r i g. 0 - 2)。 この wy2 matcr 細胞の遅れて性転換を起こし、 自己二倍体化する生活環

を “遅延性ホモタリズム" (delayed homothallism ) と名づけた。

酵母の生活環の違いは上述の 4 つの遺伝子、 110、 MAT、 llML 及び llMR により決定さ

れている。 そこでまず、 wy2 mater 細胞における HO 遺伝子の発現を Trans-acting 

に制御する遺伝子群について検討を行うため、 ヘテロタリズム標準株 ( iIo 株) との

交雑による相補試験が行われた。 交雑後の四分子分析の結果、 四分子ともすべて mater 

を示し、 胞子形成能を示さなかった。 このことから、 wy2 mater 細胞が示す遅延性ホモ

タリズムは、 その JIO 泣伝子の発現を Tr a 11 s - a c t i II g に市IJ 御するjli 伝子昨 に 起凶する

ものではないことが明らかとなった(1'ab 1 e 0 - 1)。

以上の結果を受けて、 本論文は、 wy2 mater 細胞が示す遅延性ホモタリズム現象を、

従来知られていた醇母の生活環であるヘテロ タリズムとホモタリ ズムの'-1' �[Jの性質を示

す新規な第三の 生前環として、 その起因を解明しようと した もの である。 まず、 w y2 

mater 細胞に見られる接合型変換に影響を及ぼす因子について解析を行った。 正常な

110遺伝子を wy2 mfltcr 細胞に導入することにより第三染色体上に存花する筏合型の変

換に関わる遺伝子座、 llML、 llMR 及び M!I T について検討した。 また、 1/0 遺伝子の 5'
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上流領域に存在する発現制御領域について解析を行うとともに、 wy2 mater 株とヘテロ

タリック株それぞれの llO ( ho )遺伝子を解析した(第1章)。 その結果より、

wy2株の llO 泣伝子と ho 遺伝子に存在するアミノ酸変異とその表現型との相関につい

て検討した(第2章) 。 また、 wy2110遺伝子に存在する nonsense mutation にお

いて、 籾訳の際に起こると考えられる nonscnsc suppression についてf秤析した (第

3章)

一方、 酵母を異種泣伝子発現の街主として川いる研究は、 遺伝子組換えが大腸菌から

発展して、 真核生物の 酵母やカビでも可能に なるにつ れて、 急激にその有川性を広げて

きた。 酵 母の研究は円安造業を中心に行われてきた歴史的背景があ るが、 現在は応用的な

而として 、 医薬品や食日lを遺伝子工学的に生産するための宿主にとして酵母を用いる

研究が幅広く進んでいる(20， 2 l)。 特に食品製造の面では、 酵母の醸造能力を拡大させる口

的で、 カビ類のグルコアミラーゼ等の酵素の発現が検討されてきた(22)。 酵-母は人類の歴

史とともに食品生産に用いられてきた生物であり、 宿主に用いた場合、 �寺に経口的にそ

れを摂取することの安全性確かである。 株々な有用性をもっ酵母を用いた異種遺伝子発

現系における重要な課題のひとつは、 その宿主、 ベクタ一系の開発である。 呉羽1遺伝子

発現の宿主として酵母を用いる場合、 発現ベクターの もつべき重要な性質は、 社;主ネII[JJ包

'11での安定な地殖とtJjコピー数の維持である。 理担、的なベクターは、 選択爪のない条1'1:

下において も全ての細胞中に高コピーで維持されるものである。 円子�f手主m胞を宿主とする

系でその目標を達成するために、 多くのベク ターと検々な方法が研究されてきた。 しカ

し多くの場合、 1 つの要求を満たすために仙の要求が犠牲になっている。 例えば、 酵ほ

の染色体の ^RS囚子を利用したベクターでは高コピー数が作られるが、 選択)1:のない条

件では非常に不安定で、 すぐに消失してしまう(23)。 一方、 ベクターを 染色体にキ11み込む

か、 あるい はベクターにセントロメアを何人すること によって、 ベクターを安定にえ!t f.、干

させることができるが、 そのコピー数は少ないままであるω，25)o

現在用いられている Saccharomyccs 酵母のプラスミドベクターの極知としては、 染

色体に組み込まれて安定に保持されるVlp型、 酵母染色体の複製起点の一部をもち自主.
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Wt刑する YRp �l、 酵nの核外泣伝子である 2μm DNA の彼製起点をもちYRp 型ベク

ターよりも安定dれのよい YEp 型凶)、 YRp Z��ベクターに酵母のセントロメアを挿入し、

コピー数は低くiIJリ|促されるが、 保持性が極めて高い YCp 型ベクターがあるコ さらに、 数

Mb p 10.位でのDNA 泣伝子 導入を可能にしたセントロメアとテロメアをもっYACベクター

や、 染色体改変j日のベクターが開発されている。

一方、 当研究室においては、 胞子発芽時の熱処理に よる同質の高次倍数性酵母を造成

する方法が旅立している(27，28) (Fig.O-3)。 通常、 自然界から分離される酵ほは倍数性

の而からみると二倍休のものが多いが、 ピー ル酵母やアルコール酵母などの酸造酵母や

パン酵母などには、 三倍体や四倍休といった高次倍数体と忠、われ るものが多く見いださ

れている(29， 30)。 この事笑は高次倍数体が限造にとって何らか の意味を持っていることを

示唆しているが、 現在、 その意義については不明である。 しかしながら、 実用酵母の育

種改良にあ たっては、 この倍数性 を考慮する必要があると考えられる。 そこで、 上述の

YEp 型、 Y l p 型 プラス ミ ドを用い、 異種遺伝子発現の宿 主 としての高次倍数性酵母の有

用性を検討した(第4章)。

また 、 異程遺伝子発現に用い る ベ ク タ一系構築の観点か ら 、 キラ ー酵母

KJuyveromyces Jactis が保持する二本の細胞質性線状プラスミドの利月]を検討した。

このプラスミドは異種醇母に導入できること から、 新たな発現ベクターとしての応川が

期待されているむ133)O このプラスミド‘を利用して細胞質での呉種遺伝子の発-Bìを行った。

また、 キラ ー酵母のも つ、 キラー毒素分泌、 毒素耐性というキラ ー)f�伎を利川すること

によりYEp型ベクターを安定に保持させるシステムを構築し、 その可能性を検討した(

第5寧)。
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Fig.O・1 Cassette model of mating-type interconversion 

Organizations of genes rcsponsible for maling-type intcrconversion 
in chromosome III and IV in S.cerevisiae arc shown schcmatically. 
The HML and HMR arc rcpressed by Sir gene products. Mating-typc 
interconvcrsion is initiatcd by break at the凡1AT locus by the action 
of HO endonuclease. 
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Fig.O・2 Life cycle of S.cerevisiae wy2 

Thc scgregation pattern of ascospores in wy2 is 
2 matcr: 2， non-matcr. Thc non-matcr cells show 
normal homothallic lifc cyclc. Thc matcr ceIls 
show dclayed homothalIic Iifc cycIe. 
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Fig.O・3 Construction of polyploid cells by heat treatment 

Thc diploidizations occur when sporcs arc culturcd 
for 30 min in liquid mcdium to initiatc gcrmination followcd 
by subscqucnt hcat trcalIncnt at 550C for 10 n1În. 
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Table 0・1. Segregation patterns in Crosses between wy2 maters 
and standard haploid strains 

Segregation of Segrcgation of auxotrophic 
mating ability requinnents 

Asci AI.g Leu Trp His Ura 
Cross tested 4+:0- 2+:2- 。+:4- 2+:2- 2+:2- 2+:2・ 2+:2- 2+:2-

l-d x IFO-I0176 12 12 。 。 12 ND ND ND ND 

1・dxCG・379 12 12 。 。 ND 12 12 12 12 

16-a x IFO・10176 4 4 。 。 4 ND ND ND ND 

16-a x CG-379 4 4 。 。 ND 4 4 4 4 

14-d x IFO・10175 11 11 。 。 11 ND ND ND ND 

14-d x CG-378 9 9 。 。 ND 9 9 ND 9 

10-b x IFO-I0175 8 8 。 。 8 ND ND ND ND 

10-b x CG-378 8 8 。 。 ND 8 8 ND 8 

Thc t比ctrads werc pr陀cpar陀ed [什rom cclls bctwεcn wy2 mat犯cr str司正aむains and standard haploid 
str帽-a、司a山1
a山and 16一-a r陀cprcscnl a wy2 lna叫tcr s乱lra主1司lÏns. 14-d and 10-b r印cprcscntαwy2 matcr strains. 

Standard haploid strains: IFO-1 0 175 (MATaαgr6)， IFO-I0176 (MAT<α αgr6)， CG378 

(MATa leu2 lrpl urα3)， CG379 (MAT<αleu2 lrpl his3 urα3). 
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第1 1立 遅延'�I:ホモタリズム及びヘテロタリズム現象に起肉する欠陥領域の特定

1 - 1 緒言

酵母 Saccharomyces cerθvisiae の接合型変換には JIO、 JIML、 JJMR、 MAT 等の遺

伝子が関与し、 また、 それらの発現を制御する遺伝子群も数多く存在している。 現在ま

でに報告されている接合型変換に異常を示す変異株は、 上述の遺伝子群のうちのいずれ

かに異常をきたしたものであることが明らかとなって いる。 緒章で述べた準ホモタリズ

ムは、 接合型の情報をコードしているサイレントコピーである J/ML あるいは、 11MR に

異常が存在する。 I1q 型準ホモタリズムの場合、 本来 α の情報をコードしている l1ML 

に a の情報が存在するために、 α 型細胞は a 型細胞へと接合型変換 ができるが、 逆に

a 型細胞はサイレントコピーに α の情報が存在しないために接合型変換ができない。

そのため、 その子のう胞子からは ね : 2a /α の細胞が出現してくることになるo IIp 

創立さホモタリズムの場合はその逆になる。 また、 似T 遺伝子座に変異が存在する場合 ( 

MAT - i nc )、 あるいは、 M/IT座に隣接して存在する変異( stkl、 slk2 )は、 岐合型変

換の効率を著しく低下させることが明らかとなづている(3436)O その他にも、 二本鎖DMA

切断による組換え修復に関与する遺伝子群に変異が存在する場介、 例えば R/I D52 変拠

は致死的であるが、 RAD50及び XRS2変異は二本鎖修復の段階で遅延を生じる(37)。

wy2 rnfltcr 株が示す遅延性ホモタリズム現象の起因は、 その接合��変換の特徴から、

1) MA T :ì宣伝子j主あるいは JJML、 I1MR において欠陥が生じているために桜イド刊の↑!?報の

変換が正常に行われない、 2) J/O 遺伝子の発現を Tr a 11 s - fl C t i n g に制御しているj立伝

子群あるいは、 その上流に存在する制御領域に欠陥が存在する、 3) 110 柿巡泣伝r-内に

変異が存在する、 以上三つの可能性が示唆される。 先に行われた wy2 rnatcr 株とヘテ

ロタリズム株との交雑による相補試験の結果、 接合能に関してすべての四分子は rnater 

を示し、 接合型変換 が正常に起こらないことが明らかにされた(19 )。 このことから、 110

遺伝子を Tr a n s - a c t i n g に制御している泣伝子計二は正常に存在しているものと考察され
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る。

本工;tでは wy2 matcr 株が示す遅延t'!:ホモタリズム現象に起肉する欠陥百IS 1立を特定す

るため、 lJML、 JlMR と M!ll 遺伝子座及び、 110 泣伝子の党税制御に関与する泣伝子群の

機能を検証し、 また、 wy2 matcr 株の 110 追伝子のクローニングを行い、 その塩基配列

を決定した。 さらに、 ヘテロタリズム株 ( 110 株) である S. c e r e v i s i a e C G 3 7 9株

についても解析し、 ho 遺伝子の塩基配列も同様に決定した。

1 - 2 実験方法

1- 2 - 1 使用菌株

遅延性ホモタリズム酵母 S. c e r e v i s i a e wy 2 m a t e r 1 t1 - d ( MA Tα ura3 )及び、

ヘテロタリズム酵母 S. c c r e v i s i â e CG 379 ( M!I Tα ura3 leu2 trpl his3 )。

1- 2 - 2 培養方法

菌株の培養には YPD培地( 1% ycast extract 、 2もpolypeptone、 2% glucose 

を用いた。 平板培地には寒天を 川添加して用いた。 形質転換体の選IlJにはso 培地(

0.67も yeast nilrogcn base without amino acids [Difco]、 2も glucose、 2も

agfl r ) に必要なアミノ酸( 2.4% uracil、 7.2% leucine， 4.8もlryplophan 、 2.4%

hislidinc)を添加した培地を用いた。 胞子形成には、 胞子形成Iif地( 1% potassiUffi 

ηcelate、 0.1% yeast cxtract、 0.05% gl ucose、 2% agcr、 栄養要求性株には栄益素

を;通常の1/t1量添加)を使用し、 3日間;培養した。 菌株は300C で府養した。

1- 2 - 3 プラスミド YEUp3 - /10 の構築

正常な I!O 遺伝子を合むプラスミド YEp13 t13^ は大阪大学の原島教J受より分譲いた

だし E た 。 ま ず、 この YEp 13 43^を1111J限両手!r� fIi ndI 1 1で?ì1í化し、 JfO 泣伝子を合む2. 5 

kb の断片を得た。 その /10 逃伝子断片を bla 及び URA3を選択マーカーとする酵母
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と大腸閣のシャトルベクター YEUp3 の llindIII 部位に導入した。 このプラスミドを

YEUp3 -110とした。

1- 2 - 1 プ ラ ス ミ ドY 1 p 5 - L1IIO の構築

正常な 110 J1i伝子を含むプラスミドYEp13 43^を制限両手京IIiJldI II、 Pst 1 で 消 化

し、 構造法伝子の 342 bpからターミネーターを含む2368 bp までの約2.0 kbの断

片をプラスミド pUC19 の lIindI 1 1 - Pst 1部位に導入し、 pU C 1 9 - L1 110 を構築した。 こ

のpU C 1 9 - t1 IIO を IlindIII と pUC19 のマルチクローニングサイトに存在する お1 1 

で消化した。 このt1IlO遺伝子を含む約2. 0 kbの断片をhla 及びURI13を選択マーカー

とする染色体組込み型プラスミド YI p5 の JJi n dI 1 J - 5a 1 1 部位に導入し、 Ylp5・t1IIO

を構築した(Fig. 1-1)。

1 - 2 - 5 p H S G - L1lIO の 構築

YEp13 43^を制限酵素 5a 1 1、 刀IJ 0 1 で消化し、 LEU2遺伝子を含む約2. 2 kb の断

片をpHSG299の お1 1部位に導入し、 pI ISG299-LEU2を構築した。 1-2-4で 構築した

pUC19 - L1JJO を IIind III、 5a 1 1 で消化し、 t1110 遺伝子を合む約 2.0 kb の断ハーを

pIl SG3 96 の JJ i 11 d 1 1 1 - 5a 1 1 部位に導入し、 p11 S G 3 9 G t1 JJO を借築した。 次いで、

plISG299 - LEU2をpllSG299のマルチクローニング部位に存花する 5piJ r 、 Sac 1で消化

した。 この LEU2 Jj1伝子を含む約2. 2 kb の断片をpIISG39G - t1110の お川 おけ 部

位に導入し、 酵母染色体組込み型プラスミドpIlSG- t11IOを構築した(Fig. 1 2)。

1 -2 - 6 5. C c r c v i s i a c の形質転換

菌株をまず、 4 rnl YPD 液体格地でーl兇300C で振とう培養した。 次いで、 その府長

液1 m l  を100 rnl YPD 培地に接枝し、 対数地殖期( 0 D600 がl.3-1.5 )まで振と

う情義した。 培養液を遠心機 ( KUßOT^ KR-20000T ) にて4，000 rpm、 40C で遠心分

縦し、 集菌した。 菌体を 20 m 1 の冷滅菌水で 2度洗浄した。 次いで、 菌体を 20 ml 

の 1 M ソルビトールに懸濁し、 4，000 rpm、 10C で集菌し、 閣外;を100 μ! の 1 M 
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ソルピトールに段、濁した。 その昨母懸濁液 50 μl をマイクロチューブに分注し、 100

ng の pla smid DN^ (5μ1 ) を加えた後、 氷rlJに 5分間放置した。 染色体組込み

J��lプラスミドを導入する場介は、 ネn同系n換えを行うj立{.L�J-内i刊にイヂイEするnu�ーのililJ I出陣

素ìì:ß位で切断して川いた。 線状化したDN^断片はフェノール抗I! /1\、 エタノール沈殿によ

り精製し、 1 μg を使用した。 ßTX600 エレクトロポレーションシステムを用いて

Ta b 1 e 1-1 の条件でエレクトロポレーションを行った。 栄養要求性を相補することを指

標に SD培地により形質転換体を選出した。

Table 1-1. Condition for elcctroporation. 

Chase mode 

Set resislance 
Set charging voltage 
Estimated field strength 

Disired pulse I ength 

2. 5 k V /R e s i s t a n c e 
High vol tage ( lIV 
R5 ( 129 ohm ) 
1. 5 kV 
7.5 kV/cm 
5 msec 

1 - 2 - 7 サザンハイプリダイゼーション

α 型遅延性ホモタリズム醇母 wy2 matcr 14-cl株、 ヘテロタリズム酵母CG379株

及び、 ð.JJO 遺伝子導入形質転換休からゲノム DN^ をlIereforcl の方法で.Jll! 11 \し(3 B)、

IIindIII で消化した。 制限酵素処理後のDN^をアガロースゲル ( O. 7% )により屯気

泳動を行い、 Soulhcrn の方法(39)により ßioclyne ß nylon membrane ( Pal 1 )へ

トランスファーした。 DN八 プロープに用いた JJO 遺伝子断片は以下の方法で調製した。

YEp13 43A より JlO 遺伝子を含む 2.5 kb の l/inclII I 断片をアガロースゲルから

Geneclean kit (ßIO 101 Inc. 製)を用いて回収し、 プロープDN^のラベリング
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を行った。 アガロースゲルは抽出川のゲル SeaKcm LE ( f.'MC ßio Products 製)を

使川し、 TAE buffcr ( 10 mM Tris acctatc 、 1 mM EDTA )で泳動した。 lìíj述のメン

プランへ原識したプロープをハイブリダイゼーションし、 プロープに相術的なDNA断片

を検出した。 フロープのラベリング及び相術的なDNA の検出は、 NonradioacL ive DNA 

1 a b e 1 i n g a n d c1 e l c c L i 011 k i L ( ß 0 e h r i n g c r M a n n h c i m )を使用した。

1 -2 - 8 w y 2 JIO 及び ho 遺伝子のクローニング

1-2-7 の方法に準じ、 14-d 株及び CG379 ;併とからゲノム DNA を抽出し、 llindIII

で消化後、 アガロースゲル電気泳到jを行った。 上記のサザンハイプリダイゼーションよ

りシグナルを検出した 2.5 kb のゲノム DNA断片をGenec 1 ean ki Lを用いて回収し

た。 この 2.5 kb JJinc1II1断片をpßlues criptII SKト の JJindIII部位に導入し、

大腸菌 XLI-ßlue をエレクトロポレーション法により形質転換した。 エレクトロポレー

ションの条件はTable 1-l. に準じ、 Set charging v oltage を 2.5 kVで行った。

形質転換体が得られた plate に対し、 ニトロセルロース朕

を用いて、 コロニーハイプリダイゼーションを行った。 相補

pore size 0.45 μm ) 

DNA の検山には

Nonrad ioactive DNA labeling anc1 detection kitを使用した。

1-2 -9 PCR による JI O 遺伝子の増幅

ð.1l0 遺伝子を導入した 14-c1株及び CG379株それぞれの形質転換休のゲノム DNA

を抽出し、 JIO 遺伝子を PCR 法によって増幅した。 Forwarcl pr imer として 5' 

ACA AAGCTT I1IØCTTTCTGAAAACACGAC-3' を、 Reverse primer として 5' 

ACA AAGCTT II園GCA GATGCGCGCACC-3' を用いた (下線は IIinc1IIf 部位を、 反転文rr:は

スタートコドン [ATG]、 ストップコドン [TAA] をそれぞれ表す) 0 rCR 反応は会

号50 μl の系で、 Tablc 1-2 の反応液組成及び、 Tablc 1-3 の条件で行った。 オリ

ゴヌクレオチドプライマーは DNA令成機( AßI397、 Appl icd日iosyslcms社製)を

川いて合成し、 OPC カラム ( Appl icd ß iosystems社製) により精製した。 PCR法

により増幅した約1. 8 kb の JJO遺伝子断片はそれぞれフェノール抽出、 エタノール沈
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般により粁j 製した。 その後、 fli n CI 1 1 1で消化し、 pIlSG39GのflindIII部位に導入した。

これら 1/1 - d株及びCG379株の 11110 泣伝子導入株から地制した 110 泣伝fを導入し

たプラスミドをそれぞれがISG39G ][0 ( 1il - CI )及びpJISG396 ][0 ( CG379 )とした。

Table 1-2. Composition of PCR mixture. 

10 0μM dNTPs 
1μM Forward primer 
lμM Reverse primer 
1 x PCR buffer ( Promega Co. Ltd ) 
2. 5 r州MgC12 ( PrOI町ga Co. Ltd ) 
0.5 U Taq DN^ polymerase ( Promega Co. Ltcl ) 

1μg Template DNA ( 111I0形質転換体ゲノム DNA ) 

Table 1-3. Conclition of PCR. 

Denaturation， 930C fo1' 1 min 
P r i m e r a n n e a 1 i ng， 56 oC f 0 r 1. 5 m i n 
Primer extension， 720C for 1.5 min 
30 cycle 
720C fo1' 10 min 

1- 2 - 10 塩基配列の決定

コロニーハイブリダイゼーションの紡果得られた wy 2 f lO 及び }Jo 泣伝子それぞれの

2.5 kb I1indIII 断片を以下のフラグメントに断片化した。 アガロースゲル氾気泳動を

千子ったf麦、 Gencclcan kit により回11又し、 サブクローニングした。 118 bp ffindIII・

PS l 1、 95 b p Ps l 1、 3G5 bp PslI-JJamlll 、 391 b p Ba m 11 1 - Bg 1 1 1 断片は pUC19 の
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Ili n c11 1 1- Ps t 1、 !なl 1、 PS t 1 - BamIII、 BamII r それぞれの部位に、 また、 G 1 7 b p Bg 1 11 -

5a c 1 1、 G49 bp 5acII-l/inùI I I、 731 bp lIindIII ScaI、 984 bp 5ca I、 1037 bp 

5ca I JlindII 断片は pß l u es c r i p t I I  SKI の B8 m III 58 c 1 1、 5ac r 1 - 11 i n d 1 1 r、

11inc1II1 - EcoRV、 EcoRV、 EcoRV - IIi nùI 1 それぞれの部位にサブクローニングし、 シー

クエンス用サンプルとした(F i g. 1 -3)。

また、 pJlSG396 -JlO ( 1 1- d )、 pJISG396 -1/0 ( CG379 ) をそれぞれ Bam II 1 、 lIi n dII I

で消化したo 110 ( 14 -d ) 遺伝子 の 1 056 b p Ba m Jl 1 - 11 i n d 1 1 1 断 片及び、 110( CG379 ) 

遺伝子の 707 bp、 1056 bp それぞれの Ba m II 1 -Jl i n d 1 1 I 断片を pUC1 9 の BamIII -

JlindI II部位に導入した。

こ れらのプラスミドをPEG 溶液( 20もpolyethylene glycol 6000、 2.5 M NaCl 

による沈殿法により精製し、 サンプルを調製した。 Sanger らの dideoxy-mec1iated

chain termination 法(40)により、 DNA Sequencer ( Appl id I3iosyste ms 社製Model

373A )を使用して、 塩基配列を決定した。

1 - 3 実験結果

1 -3-1 IlO 遺伝子導入株 の 表現型

酵母多コピー型プラスミド YEUp3 に正常な JlO 泣伝子を挿入したプラスミド

YEUp3 - 110 を 11-d 株及び CG379 株それぞれに導入した 。 阿形質転換体 ] 0 

株ずつの表現型を胞子形成培地での胞子形成能により検討した。 その紡-米、 コン

トロールとしてベクターのみである YEUp3 を導入した)r:� 1JI I転換体は胞子形成を

示さなかったのに対-し 、 YEUp3 - 1J0 を導入した両形質転換休は、 ともに胞子を形

成した (Table 1-4)。 このことから正常な 11 0 j主伝子の存在によりヘテロタリ

ズム株、 遅延性ホモタリズ ム株ともに正常なホモタリズム の 表現型を示すことが

明らかとなった 。 以上の結果より、 14-d 株及び CG379 株においては性転換現

象のに関わる遺伝子計のうち IlO ( h 0 遺伝子以外の MA T、 I/ML 及び llMR
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泣伝子は正常に機能してい るものと考察した。

1- 3 - 2 w y 21IO 及び 110 泣伝子の海基配列の決定

1 -3 - ] の紡I呆より wy2 matcr 株及びCG379株においては、 それぞれの110 ( 110 ) 

遺伝子に欠陥があるこ とが示唆された。 そこでそれらの JJO ( )Jo )逃伝子の存在につ

いて検討した。 正常な JJO 遺伝子をプロープとして、 14-d 株及び CG379 株のゲノム

DNA に対してサザンハイブリダイゼーションを行った。 その結果、 いずれも正常な /10 

遺伝子と同じサイズである 2.5 kb にシグナルを検出した。 そこで、 それぞれの /10 ( 

ho ) 遺伝子をコロニー ハイプリダイゼーションにより取得した。 次いで、 14-d 株、

CG379株それぞれから //0構造遺伝子を含む JJj 11dI J 1 断片 2534 bp の血基配列を決

定した。 この Jlj 11 dI 1 1 断片は -171 bp の 5' 上流領域、 1758 bp の構造遺伝子、

605 bp の 3' 下流領域 を含んでいる。

1986年に R u s s c 1 1 (4 1 ) ら によって報告された 110 遺伝子の塩基配列 との比較を行う

と、 wy2110 遺伝子においては 14 の担基に、 ho 遺伝子においては 11 の塩基に相違が

見られたo wy2110遺伝子においては、 5' 上流領域に 1個所( - 31 )、 構造j宣伝子内

に 10個所( 371、 791、 877、 1028、 1061、 1379、 ]427、 1586、 1590、 ]742 )、 3' 

下流領域 に 3個所 ( 1916、 1944、 2005 ) 0 110 遺伝子においては、 5' 上流領域に

1個所 ( -14 )、 構造遺伝子内に 4個所( 565、 667、 1211、 1124 )、 3' 下流領域

に G個所( 1853、 1868、 1917、 1942、 1964、 2003 )。 それぞれの泡基配列から批定

されるアミノ酸配列の比較を行うと、 IIO と wy21I0 には 3 つのアミノ酸の相違 ( 

T1' P 292→ambcr mutation、 II i S 475→L c U 475、 G 1 U 530→Ly S 530 ) が、 また、 110 とlJo の川

には 4 つのアミノ酸の相違 ( TI1r189→A J a 189、 G 1 Y 223→S e r 223、 Lc U 405→S c r 405、 11 i S 475 

→Leu 475 )が認められた (Ta b 1 e 1 - 5) 0 wy2IIOとhoとの比較では、11 i S '175のみが共

通に変異していることが明らかとなった。
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1 3 - 3 I1HO 遺伝子導入の確認、

14-d株及びCG379株においてそれぞれのJ10 (ho ) において3 つ及び4つの

アミノ酸変異が存在する ことが明らかとなった。 そこ で、 それら変異アミノ般を正常な

fIO 25�のアミノ般で相ネilrすることで、 wy2JIO及び110 j立伝子上流に存在する発現制御領

域について検討した。

まず、 wy2HO及び 110 遺伝子における相同組換えのための染色体組込み型プラスミド

YI p5 -I1J1O及び pIISG -I1IIOを構築したo I1IIO遺伝子はスタートコドンから342 bp ま

での 5' 側を欠失した1I0 遺伝子である。 それぞれを 11110遺伝子内に存在する制限酵

素部位 BamJII あるいは Ec 0 471 1 1 で切断、 線状化し、 14 - d株及びCG379株に導入

した。 14-d 株及び、CG379 株の相同組換えによる 111 /0 :i宣伝子導入のモデルを f i g. 

1-4 、 r i g. 1・5にそれぞれ示した。 11110遺伝子の相同組換えにより 2程のJ/O遺伝子

がタンデムに生じるが、 下流遺伝子はその 5' 側が欠失しているため発現しない。 それ

ぞれの形質転換体について 11 JIO遺伝子の相同組換えによる導入の確認を行った。 まず、

それぞれの形質転換体からゲノム DNA を抽出した。 抽出したそれぞれのゲノムを

JJj n dI 1 1 で消化し、 正常な HO遺伝子をプロープとしてサザンハイプリダイゼーション

を行った。 予想される相同組換えから、 r i g. 1- 6 に示すように Ylp5-11IIOを導入した

14 -d 株からは 2.5kb と7.0 kb に、 pJISG-I1IIOを導入したCG379株からは 2.5

kb と 6.5 kb にシグナルが検出されると考えられる。 その結果、 14-cl株にはがJ 2.5 

kbと7.0 kbに、 また、 CG379株には約2.5 kbとG.5 kbにシグナルを検11\した。

このことから、 wy2 IIO及び110 遺伝子それぞれにおいて正常'に相同組換えが起こってい

ることを確認し、 r i g. 1- Gに示すようにタンデムに 2径の11 0遺伝子が存イEすること

が明らかとなった。

1 -3 - 1 I1JJO 追:伝子導入によ る変異アミノ般相補の確認、

相同組換えにより変異アミノ酸が相ネ|りされていることを確認するため、 村!同組換えで

タンデムに生じた 2 つの 1I0 遺伝子のうち上流遺伝子のみを 1 -2・9 に示した

primer を用いて PC1�により村:典的に噌IIJ{ðした。 用いた primer が í)lll1Cíi I i ng する
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古IS位を F i g. 1- 4、 ri g. 1- 5、 ri g. 1- Gそれぞれに矢印で示した。 下流側の造伝子は

その 5' 側が欠失しているために用いた rorward primer は anne(l} i ng することが

できないため、 上流側のj宣伝子のみを別問できる。 このため、 CG379 の形質転換体にお

いては F i g. 1- Gの矢印で示した 1. 8 kb及び8.2 kbの泣伝子断片、 ]4 d株にお

いては1. 8 kb及び8. 7 kb 遺伝子断片がPCRにより地問される可能性がある。

PCR を行った紡果、 それぞれ上流の llO 遺伝子のみ約 1. 8 kbを特異的に増幅した

(r i g. 1 - 6)。 次いで、 この PCR 産物の塩基配列を決定した結果、 wy21l0 遺伝子、 ho

遺伝子それぞれのアミノ酸変異は正常な HO 遺伝子の相同組換えにより相補されている

ことを確認した。

1 - 3 - 5 t1IIO 遺伝子導入による発現制御領域の解析

t1110遺伝子を14- d株 及びCG379株の wy2110及び ho 遺伝子に相同組換えにより

導入し、 それぞれの変異アミノ酸を相補した形質転換体を取得した。 それら形質転換体

の表現型について胞子形成能を検討した。 その結果、 形質転換体の胞子形成能を確認し、

wy 2110及び ho 遺伝子それぞれに存在するアミノ酸変異を相補することにより、 正常な

ホモタリズム表現型を示す細胞の出現が確認された。 相同組換えにより生じる二つの 110

遺伝子のうち上流側の遺伝子のみが正常な機能を有する IlO :ì宣伝子である。 そのため、

wy 2110あるいは ho それぞれの遺伝子上流に存在する発現1I11J1ð!1領域が疋常である場令、

形質転換休は性転換を起こし、 正常なホモタリズムの表現型を示すことになる。

以上の結果より、 14-d株及びCG379においてはその wy2110及び 110 遺伝子上流に

存在する発現制御領域は正常に存在していることが明らかとなった。
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1 -
4 考察

S. c c r c v j s j a c wy 2 m a l c r 株が示す遅延性ホモタリズム現象は、 酵ほの接介型変換に

閃うするiG:伝子併の欠陥に 起因するとの推察のもとに 、 その欠陥部位を特定するため、

MAT、 IlML、 lIMR、 110 それぞれの遺 伝子について検討を行った。 また、 筏合型変換を示さ

ないヘテロタリズム酵母CG379株についても同様に解析を行った。

正常な IJO 遺伝子を導入することにより、 14-d 株、 CG379株ともに正常'なホモタリ

ズムの表現型を示したことから、 MAT、 IIML、 JJMR それぞれのjS伝了-座及び、 IlML、 fIMR

泣伝子座の発現抑制に関与している SIR 遺伝子群ともに正常に存在していることが明ら

かとなった。

wy2110、 ho 遺伝子の塩基配列を決定し、 アミノ酸レベルでの相違について比較した。

その結果、 wy2IlOは 292番目の TrpがT^G amber codon に変異していることが明

らかとなったo wy2 mater 株においてはこの T^G amber codon において nonsense

supprcss i on が起こり、 wy2IIOが正常に翻訳されるものと考察した。 また、 正常な110

には C末端側に 5 つのCys-X2・Cys 配列(それぞれ466、4 86、 508、 522、 558か

ら始まる)が存在し、 これに関連して4 つのCys-X24 -lIis 配列(81、 257、 112、

470 )、 Ilis-X3-JIis 配列(267 )が1 つ、 Ilis-X2-Cys 配列 ( 571 )が1 つ存在

する(4l)。 これらの配列は Zn 2+ 結合部位と考えられ、 fingcr 構造を形成して 110 の

DNA結合の役割を果たすものと推定されている(19) 0 w y 2 JI 0 と 110 で共通して Leu へ

の変異が見られた 175呑目の lIis はこの DN^ bincling に関与する zinc-[inger を

形成するアミノ酸のーっと考えられる。 さらに、 酵母に存在するエンドヌクレアーゼに

は、 保存された領域が 2 伺所存在し、 TIO においては 214 WMLGLWLCDCTT と

325 
fL A G L 1 D S D C Y V がそれに相当する仰) 0 ho に見られた 223 呑口のアミノ酸変異 ( 

C) Y 
22 3→S e r 223 ) はこの領域内の変異であることが明らかとなった。 以上の紡米から、

wy2110、 110 それぞれの椛造遺伝子内に存在するアミノ限変異がI10 の機能に彰響を及ぼ

す可能性が示された。

次に 、 wy2 JJO、 ho 逃伝子それぞれの上流領域について検討を行った。 相同組換えを利
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mして、 wy2110、 110 遺伝子内のそれぞれ 3 つ及び、 4 つのアミノ敵変異を正常な J/O 

泣伝子で相補する形で形質転換を行った。 導入する遺伝子は正常な [/0 j宣伝fのスター

トコドンから 3�2 bp に存在する Ps t 1部位までを欠失させた L11/O 泣伝下を汀!いた。

これはシングルクロスオーバーによる相同組J央えにより生じるこつの 110 遺伝子のうち

下流の遺伝子の発現を阻害するためであり、 また、 相同組換えにより生じた 1/0 遺伝子

が、 wy2110、 h o それぞれの遺伝子の変異を相補していることを{確認するためである。 相

同組換えの際、 Y 1 p5 - L1HOは BamIII で、 pHS G - L1JJOは Ec 0 471 r 1 で切断、 線状化し、

14 -d株、 CG379株それぞれの形質転換に用いた。 一般に AI< S配列が存在しない染色体

組込み型プラスミドを用いて相同組換えを行う場合、 組換えを行う目的遺伝 子内で切断

し、 線状化することで、 環状のプラスミドと比べて 10倍から 1000倍形質転換効率が

高いことが報告されている仇44) 0 L1110遺伝子導入により得られた形質転換休は 2種の

lfO 遺伝子がタンデムに存在し、 上流恨IJの遺伝子が仰の構造遺伝子の全長1758 bpを

保持しているのに対し、 下流側の遺伝子は、 その 5' 末端�!iJが L11/0 遺伝子由来である

ためにスタートコドンを含む342 bpが欠失している。 110構造遺伝子を増幅するため、

スタートコドンを含む領域を Forward primer に、 ストップコドンを合む領域を

Reverse primer として用いることにより、 二つの遺伝子のうちの上流側を特異的にm

III�することができた。 この PCR の際、 11-cl株の形質転換体からは、 約 1. 8 kb及び

8.7 kb の断)-rが、 CG379株 の形質転換体からは、 約 1.8 kh 及び 8. 2 kb の断J'rーが

生成する可能性が考えられるが、8.7 kb 及び8.2 kb の断片は p C r�反応'1Iにや1'1正問

答が起こり、 1.8 kb の断:) 1，-のみを何=異的に地l陥したものと考察した (Fig. 1'G)0 L1IIO 

法伝子導入により表現型が 正1;��なホモタリズムに変換した 11-C]株 、 CG379株それぞれ

の71�質転換休のゲノム DNAから増幅した約 1.8 kb の rCR 産物の塩基配列は、 すべ

て正常な [/0遺伝子と同ーであった。 このことから、 14-d株及びCG379 ，Jt.-Kいずれにお

いても 1/0 ( ho ) :ì立伝子の上流に存在する発現制御領域は正?;?に存在することがIYJら

かとなった。
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1 - 5 小括

遅延性ホモタリズム酵母である s. c c r c \' i s i a e wy 2 m a t e r 株及び、 ヘテロタリズム

酵母 S. c e r e v i s j a e CG 3 7 9 株において、 その生活環を規定する欠陥部位の特定を行っ

た。 正常な 1I0 遺伝子の導入により14-d株及びCG379株は、 それぞれ MAT 遺伝子

座及び、 JIML、 IIMR 遺伝子座とこれらサイレントカセットの発現を抑制している遺伝子

群は正常に機能していることを明らかにした。

wy 2110 造伝子、 ho 遺伝子の塩基配列を決定し、 正常な JIO 遺伝子との比較から、 ア

ミノF般レベルでそれぞれ3つ及び4つの変異が存在することが明らかとなった。 また、

それぞれの遺伝子において存在する変異を相補する形で正常な HO 遺伝子を相同組換え

により導入することで、 それぞれ の遺伝子の上流に存在する発現制御領域が正常に機能

していることを明らかにした。

以上の結果から、 wy2 mater 株及びCG379株が示す生活環である遅延性ホモタリズ

ム及びヘテロタリズム は、 wy2JIO、 ho 遺伝子内に存在する塩基置換に起因するものと考

察した。
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Table 1・4. Self-interconversion of mating-type by transformation 
of HO gene into wy2 mater 14・d and CG379 

Strains 
Number of tested 
transformants 

14・d (YEUp3) 10 

14・d (YEUp3・HO) 10 

CG379 (YEUp3 ) 

CG379 (YEUp3・HO)

10 

10 

30 

Mating ability 

Mater 

10 

。

10 

0 

Non-mater 

。

10 

0 

10 

Sporulation 
ability 

0/10 

10/10 

0/10 

10/10 
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Table 1・5. Amino acid alteration in wy2 HO 
and ho endonucleases 

Position 

NT/AA HO 

565 189 ACA Thr 

667 223 GGT Gly 

875 292 TGG Trp 

1214 405 TTA Leu 

1424 475 CAT His 

1588 530 GAA Glu 

CodonJ Amino acid 

wy2 HO ho 

ACA Thr 

GGT Gly 

EE冨=

TTA Leu 

画面雇重罰

園UI1

3] 

置霊・座間

医置置理

TGG Trp 

E霊宣歪盟

画面画聖担

GAA Glu 
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第2 î戸 生活環を規定するwy2IlO及び ho 内のアミ ノ般の特定

2 - 1 緒言

第l章において、 遅延性ホモタリズム醇母 wy2mater 14-d株と、 ヘテロタリズム酵

母CG379株それぞれの 110 (ho )泣伝子の塩基配列を決定し、 正常な JJO 遺伝子と

の比較から、 アミノ酸レベルでそれぞれ 3つ及び4つの相逆が存在すること が明らか

となったo wy2HO の2番目のアミノ酸変異 ( lIis475→Leu475 )はho の4番目の変

異と同ーであり、 このllis はDNA結合に関与すると考えられている。

我々がho 遺伝子の塩基配列を決定したのと同時期に Mciron らによって }lQ 株であ

るS288C株のho :ì宣伝子のf拝析が行われた。 その結果、 S288C株の ho 遺伝子の配列

は我々が決定した CG379株のho 遺伝子の配列と同ーであった(45)。 彼ら の報告による

と、DNA 結合に関与すると考えられる475番目のアミノ酸 ( Jl i S 47 5 ) nf_t-の変異の

ために IlO 活性が失われ、 ヘテロタリズム株においては性転換を生起しないものとされ

ている。 しかしながら、 wy2 mater 株は遅延はするが、 性転換現象を示すため、 J10 活

性は保持されているものと推察される。

そこで本章では、 wy2J10とho において存在するアミノ酸変異が110汗;-'�tに及ぼす影

響ーについて検討した。

2 - 2 笑 験 方法

2-2-1 YEUp 3-wy2ll0 及び YEUp3 -ho の構築

1-2-8の pßlucscriplIISK十 に挿入された wy2 IIO 追伝子及び、 110 遺伝子それぞ

れの2.5 kb lIinclIII 断片を酵母多コピー型プラスミドYEUp3の IIindIII 部位に導

入し、 YEUp3-wy21IO、 YEUp3-ho を構築した。
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2 - 2 - 2 1I0 遺伝子の組 換 え休の構築

110、 wy2IIO、 ho 遺伝子それぞれに共通に存在する制限醇友郎位を用いて、 110 ;宣伝子

のお1換え休を構築した。 各 J/O 泣伝子の 0.85 kb J/incJTTT ßamJI1 断片を [ragmcnt 

I、 O. 4 k b Ba m H 1 - Bg 1 II 断片を f r a gm e n t 1 1、 1.25 kb BglII-JIindIII 断片を

fragmenl 111 とした ( 1/0 遺伝子は wt-I， IT ， T I J、 wy2 JJO 遺伝子は wy2-

1，11，111、 ho 遺伝子は ho -1， 1 1， 1 1 1 と表記した)。 まず、 YEUp3の lIindJI 1部位

に挿入され たそれぞれの遺伝子を llindIII、 BamIII で消化し、 0.85 kb lIindIII­

BamTII 断片 ( fragment J ) と ].65 kb BamHI-IJind I II 断片 ( f r a gm e n t J T 、

II 1 ) それぞれを pTISG396 の Il i n d 1 1 1 - Ba m Il 1 部位に何人した。 次に、 pIlSG396-

wy 2 - 1 1， 1 1 1 を BamHI 、 Bg 1 11 で消化し、 wy2-II 0.1 kb 断片と pIlSG396-wt -

11，11J を Bg 1 11、 JJindIIl で消化して得た wl-III 1.25 kb 断)[を同H寺に

pßlucscr i ptII SK十 の Hi n CJ 1 1 1 - Ba m TII部位に挿入した。 また、 逆に wt - 1 1と wy2-

111の断片をpßluescriptII SK+ の JJindI1 1 - BamHI部位に挿入したプラスミドも同

様に構築した。 以上の wy2 -11 /w t - 111、 wt-II/wy2-II1 の各 1. 65 kb ßam III -

JJindIII陸:[r )十をpJISG396の BamJII- IIi n dI 1 1音ß1立にサフ守クローニングした。

このようにして得られ た[ragmenl 1を合むpIISG396とfragmcnlI I，I II を合む

pIJSG 3 9 6 それぞれを llindIII、 BamJJJ で消化し、 適当に組み合わせて YEUp3 の

JJindI II 部位に挿入し、 2. 5 kbのfr a gm e n t 1 � 1 1 1を合む，隙々な 1/0 .i立伝fの和l換

え体を構築した(F i g. 2 - 1)。

2-2-3 lIo の S e r 223 及び Leu475 におけるの部位特典的変異の導入(46)

ho の Se r 223 とLe u 475 を正常な110型のアミノ酸G 1 Y 223 及び、 11 i S 47 5 にほ換する

ために、 それぞれ T8ble 2-1 に示した変異導入プライマー及び、 Aa t 1 1 i�:I�位を Acc r 

部位に変換するセレクションプライマーを用いた。 この操作においてpUC19をベクター

として用いるため 、 YEUp3- ho を HindIII で消化し、 ho 遺伝子を合む断片を pUC19 

の 11 i Il d 1 1 1 部位に何人し、 pUC19- }w を構築し、 鋳型 DN^ として用いた。 反応は

U.S.E. mut8genesis kit ( pharmacia ) を用いて行った。 1-2 - ] 0 の方法に準じ、
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塩基配列を決定することで変異導入の硲認を行った。

部位特異的変異の導入により ho の S c r 223 と Leu475 をそれぞれ G 1 y 223 及び

I1i s475 に置換して得られたプラス ミ ドをpUC19-hoS223G及びpU C 1 9 - 110 lA 7 51Iとした

(r i g. 2 - 2)。 それぞれを llindIII で消化して得た 2.5 kb 断片ーを YEUp3 の

JJinclIII部位に挿入し、 YEUp3 - ho S223G及びYEUp3 - ho L4 75Ilを構築した。

Table 2-1. Primers uscd for site-dirccted mUlagenesis. 

Selection primer (convert the AatII silc lo AccI site ) 

Mutagenic primers 
FOl・ hoS223G 
F 0 r ho L4 7 5 fl 

5'ーGAAAAGTGCCACCTGTCGACTAAGAAACCATTA-3'

5' -CTGTGGTTAGGTGAC 圃ACAACAAAAGAGCC-3'
5' - GTGTGGGAGAACAG IJIAAAATATC^CAAAAA -3' 

N u c 1 e 0 l i cl e s c 0 r r e s p 0 n d i n g l 0 G 1 Y 223 a n d 1I i s 475 a r e i n d i c a l e d b y 

white in black letters and AccI site is un derlined， 1・espect ivcly. 

2-2-4 形質転換体の継代前養

lIO 遺伝子の組換え休及び、 部位特異的変異導入により作成した変異担 ho 泣伝子そ

れぞれの形質転換体を 1 ml の uraci I - frcc SD液体培地に接種し、 一晩300C で振

とう培養した。 そのtl�養液から、 40μlを新たなSD 液体 府 地 に 後 砲 し 、 保とう Iif 誌を

繰り返した。 以上の操作を 20 回繰り返し、 それぞれの継代市長句の間体を滅的水で洗

浄し、 胞子形成培地に接種することで胞子形成能について検討した。
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2 - 3 笑験結果

2- 3 -1 wy2lIO 及び110 泣伝子導入形質転換休の表現刑

YEUp3 - wy2110 及び YEUp3 - 110 それぞれをエレクトロポレーションによりヘテロタリ

ズム株である CG370 に導入し、 その表現型に ついて検討した。 その結果、 wy2IIO 及び

ho 泣伝子を導入したそれぞれの形質転換体はともに胞子を形成せず、 表現型の変化は見

られなかった。 次いで、 それぞれの形質転換体を、 栄養要求性による選択圧をかけた状

態で継代培養を行った。 主催代常養毎にその培養液の一部について胞子形成能を検討した。

その結果、 110 遺伝子を導入した形質転換休は胞子を形成せず、 表現型 の変化が見られ

なかったのに対し、 wy2 J/O 遺伝子導入株は継代精養の後、 wy2 maler 株と同級に、 15

回の継代培養から胞子を形成する自己二倍体化細胞の出現が確認された。

以上の結果から、 この CG379 を宿主として、 以後構築した様々な 110 遺伝子の表現

型を検討した。

2-3-2 各種 JIO 遺伝子導入形質転換体の表現型

wy2-I/wt-11，111 遺伝子( J/O遺伝子と比較してアミノ酸変異は存在しない)導入

株は、 形質転換直後に胞子を形成し、 ホモタリズムの表現型を示したo wt f/ wy2 

11，111 遺伝子 (wy2-11 fragment由来の Tr p292 のT^G flmher 変異、 wy 2 1 11 f'! I 

来のlIis川→L e u 475 及びG 1 U 530→Ly S 530 変異が存在する)導入株は、 wy2 mfltcr 株

と同様に継代培養を繰り返していくうちに自己二併体化細胞の1I1mがf確認された。 1ω1/

wt-I1，111 遺伝子 ( 110 -1 由来の TllI・189→八1 a 198 及びG I Y 22 3→S e r 223 変異が存イf:す

る)導入株は表現型に変化は見られず、 ヘテロタリズムの表現型のままであった。 以上

の表現型がホモタリズム、 ヘテロタリズム、 遅延性ホモタリズム とこれまでに定t浅され

た表現型を示したのに対し、 以下の遺伝子を導入した 形質転換休はこれらとは災なる衣

現型を示した。

wt-I/wy2-1I/wt -IIl 逃伝子(wy2-II由来のT1' P 292 の T^G amber 変異のみが存

在する)導入株は wy2 malcr 細胞 と同校な表現型を示したが、 wy2 matcr 細胞が15
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同の継代々'fJ!をから門己二併体化細胞がIH�[し始めるのに対し、 この形質転換体は ;) [r'ilの

継代情去をで胞子形成細胞が確認された (F i g. 2 � 3)。 また、 wy2→I/wt TT/wy2-II1 遺

伝子( w y 2 - 1 1 1 rlr米 の I lis川 →LCU 475 及びG 1 U 530→Ly S 53 0 変 異 が存 在 する ) 及び、

w t - T / 110 -1 1， 1 1 1 泣伝子( 110 - 1 1 1 由来のS c r 405一札eu 405 及びII i s475→Leu川変異が

存在する)導入株は、 形質転換直後に胞子を形成し、 ホモタリズムと同校な表現別を/戸

した。 しかしながら、 その胞子形成率は IIO 法伝子の形質転換体と比較して約 35% と

低かった(Ta b I e 2 -2)。

一方、 部位特異的変異導入により構築した変異型遺伝子のうち、 hoL175I1 導入株 の表

現型に変化は見られなかったのに対し、 ho S223G 導入株は、 胞子形成率は低いが胞子を

形成し、 ホモタリズムの表現型を示した(Fig. 2-2)。

以上の結果より、 TAG amber codon が存在した場合、 ナンセンスサプレッションが起

こり、 良己二倍体化細胞が遅れて出現してくるものと考察した。 また、 DNA 結合に関与

する Jlis川 の変異が存在する場合、 I10活性が低下し、 胞子形成能が低下するものと考

察した。

2 - 4 考察

110、 wy2110、 110 ill伝子それぞれを共通に存在する制限解支部位を利川してキlLみ令わせ

た 110 :Ì宣伝子のキメラをfil}築し、 これらの治伝子をヘテロタリズム行予防である CG379 

株に導入し、 その表現型について検討したo wy 21 10 .i立伝子を導入した)r�質転換体は wy2

ma l e r 株と同線な表現型を示し、 15 凹の継代培養でrLj己二倍体化細胞が/1\ .DIした。 こ

の結果から CG379 株 を、 構築した遺伝子の表現型について検討する桁主として、 以後

の笑験に用いた。

wl-I/wy2-II，111、 w l - 1 /wy2 � 11 /w t - 111 それぞれの形質転換体は遅延性ホモタリズ

ムの表現型!を示した。 このことから、 110 泣伝子内にナンセンス変異が存主する場介、 こ

のナンセンスコドンにおいてサプレッションが起こり、 JIOが正'ji?に籾訳されるものと#
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祭したo w t 1 / w y 2 - 1 r / w t 1 1 1 Jn伝子は正常な J/O 遺伝子に TAG amber coclon のみ

をもっ泣伝子であり、 この形質転換休は wy2 ma tcr 細胞が示す'nll�換の時J�Jよりも紙

代収益のかなり工;1.い時期に自 己 二 供体化細胞の山攻が 確 認 さ れた 。 ナンセンスサ プ レ ッ

ションにより籾訳された wt-I/wy2-II/wt-III 遺伝子は、 TAG 以外のアミノ般変異が

存在しないために正 常なエンドヌクレアーゼ活性を保持している ため、 継代培養の早い

時J�Jに白己二倍体化細胞が出現するものと考察した。 このこと か ら 、 DNA 紡合に関与す

ると考えら れる 175呑口のIIis が変異したJlOでは、 DNA結合活性が低下し、 JlOの

前性低下を引き起こすものと考察したo wy2-I/wl-II/wy2-II 1  及び w t T / ho - 1 1， 1 1 1 

泣伝子は共通に 475番目のlIis が変異した迫伝子であり、 この形質転換体は遺伝子導

入後すぐに胞子を形成する正常なホモタリズムと問機な表現型を示した。 しかしながら、

正常な IIO 遺伝子導入株と比較してその胞子形成率は低かった。 正常な110 と比較した

これらのキメラ T10が示す活性の低下は、 175番目のアミノ酸変異による DNA結合 活

性の低下が起因しているものと考察した。 この結論は上述の wl-I/wy2-II/wl-III の

表現型に対する考察と一致するものである。

以上の結果は、 His475がIIO 活性に critical であるとする Meiron らの報告と

は矛盾する(45)。 そこで、 部位特異的変異の導入により、 変異型 ho 泣伝子を構築するこ

とで 日0 活性に必須なアミノ酸を特定した。 酵母に存在するエンドヌクレアーゼにおい

て保存された領域内のアミノ酸変異であ る S e r 223、 及び DNA 結合に関うすると考えら

れるアミノ酸変異 L e u 475 を、 それぞれ正常な JIO 型のアミノ酸に変換した hoS223G 

及び ho L17 511 を構築した。 これらの表現lliについて解析を行った結果、 hoS223G を導

入した形質転換体のみが110活性を保持していたことから G 1 Y 
223 が110前性に必須で

あることが明らかと なった。
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2 - 5 小J舌

wy2 mâter 株の IIO 泣伝子、 ヘテロタリズム株の !Jo j宣伝子の塩基配列を決定した

結果、 明らかとなったアミノ酸変異がその表現型に及ぼす影響について検討した。

wy2 mâtcr 株に見られる遅延性ホモタリズム現象は、 その IIO遺伝子に存イEするナン

センス変異においてサプレッションが起こり、110 が正常に翻訳された結果、 キl主代培養を

繰り返していくうちに自己二倍体化細胞の山現が確認される ようになるものと考察した。

また、 その際翻訳される110はDNA結合に関与すると考えられるJlis475 が変異してい

るため、 そ の活性が低下しているものと考察した。 つまり、 ナンセンスサプレッション

とDNA結合活性の低下が相互にかかわり合って、 性転換が遅延する現象が生起するもの

と考察した。

ま た、 110 遺伝子に部位特異的変異を導入することにより、 酵母に存在するエンドヌク

レアーゼに保存された領域内のアミノ酸である G 1 Y 
223 が110 の活性に必須であること

を明らかにした。 つまり、 ヘテロタリズム株においてはこのアミノ酸変異により IIO 活

性が失われ、 性転換が起こらないことが明らかとなった。
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Genotype Phenotype 

fIO 際議欝務務綴議畿欝幾欝援護穣綴軍機鑓額欄欝蕗嬢麓麓謬欝露議繍襲撃議機勝g IIOlllothallislll 

』 292 I 475 530 I 
wy2 flO IIml!illli!ili!!I!!II!!I!III!111!111!1111111!1!111!1111!!!議lllllll!lllllllllllll!滋:思議 I D向cd hOlllothallislll 

ho 

wy2・I/wt-11， III 

wt-IIwy2・11， III 

TAG CTT AAA 
(amber cぽlon) (Leu) (Lys) 

189 223 I 

**1 
GCA AGT I 

(Ah)(Ser) ; 

1 405 475 

1* * 
I TCA CTT 
l(SU)(L叫

I-IeterothallislTI 

IIonlothallislll 

Delayed homothallisrn 

wy2・I/、vt-IJ/wy2-111 >>>�<*♂� *-�: �: �: �: �: �: �: �: �: �: �: �: �: �: �: � Homothallisll1 

wt・I/wy2・11/、vt-] II 

ho-lIwt-II， III 

wt-I/ho-II， ]11 

HindIII 

* * 

* * 
JJamHI Bglll 

I 

O.85kb 

11 

O.4kb 

111 

1.25kb 

Del泊ycd
; hOlll0tlwllisIll 

Ileterothallislll 

IIolllothallislll 

lJindlll 

Fig.2・1. Construction of various types of chimeric H 0 gene 

Common and unique restriction sitcs BσmHI and Bg!II arc indicatcd 
within HO， wy2HO， and ho gencs al thc bottom， gencrating thrcc 
fragmcnts 1， II， and III. Astcrisks indicatc amino acid mutations. 
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Conserved motifs of site-specific endonuclease 
in S.cerevisiae 

Y 
--FLAGL工DGDGYF一一，...;100 a.a.一一 W--GF-DADGT-

W E 三S

HO 325FLAGLIDSDGYV (99 a.a・) 214WMLGLWLGD蜘T
223 

Cys-His zinc-finger domain 

HO )T仁コG )LコUJ

ho S223G t誠 -議議

ho 

ho L47SH I況. 諮山議品・�・4・1熔綬密�梢‘梯・:、相γ活

21�令ー225 325-- 336 

L�・み ・・ 綴jぽtim機滋霊安議務総綴綴務

ホ
S LU士� 務襲撃m 4号鰐:封8少�・泊・日 e・�シ.・ . 

w 
制的 :ν鐙議議警察 際環S� ・・.・ 'ι・ ���l-liB 裂� 思B索=後宅7自 �日滋"""" 

HO activity 

active 

actìve 

inactive 

inactive 

Fig.2・2. Functional analysis of amino acids in ho by site-directed mutagenesis 

The conserved motifs of site-spccific cndonuclease in S.cereνisiσe arc shown. The numbcrs next 
to thc amino acids (a.a.) reprcsenl the position in HO. HO cndonuclcase posscsscs thcsc motirs 
at 214lo 225 and 325 to 336. Gly223 is prcscnt in thcsc motifs. His475 is prcscnt in zincイlngcr
molifs concerned in DNA binding. 
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100 

ロ
。

3
何-
ロ
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。
仏
国明

Delayed homothallism 
\ 

Transformant 
carrylng 
wt-I1wy2-II/wt-111 

Heterothallism 
(
ぷ)

2-
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2
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何

回

Homothallism 

Delayed homothallism 
\ 

Transformant 
carrylng 
wt-I1wy2・11，111

。

。 10 

Times of subculturing 

20 

Fig.2・3. The conceptual life cycles of transformants 
with various HO genes 

Li[e cyc1cs o[ trans[ormants carrying wt-I1wy2-II，III and 
wt-I1wy2-IIIwt-III are shown in comparison with those of 
homothallism， hctcrothallism， and delaycd homothallisnl. 
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Table 2-2. The spore formation ability of the cells 
carrying various chimeric HO genes 

CG379 Phenotype of 
transformants 

Ability of spore 

formation (%)a σhu
 

n
 
-
-・且Vν
 

r
 

r
 

a
 
ρ、

HO gene Homothallism 100 

wy2-I/wt-11，111 Homothallism 100 

wy2・I/wt-II/wy2-111 

wt-I/ho・11，111
Homothallism 34.8 

ho・I/wt-11，111 Heterothallism 。

a: The ability of relative spore formation. 
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第3 î立 遅延性ホモタリズム酵母 wy2 matcr 株 における

ナンセンスサプレッシ ョンの解.析

3 - 1 新号

wy2 mater 株においては、 その HωO 遺伝子内lにこ TAG ambe引r 変異異-が存在し、 この

TAG amber codon においてナンセンスササ.フプ。レツシヨンが起こり、 DNA 結結-合能の低下に

よる1荊i舌汗削号干引d性|

くうちに遅れて自己二イ令倍1苛?体化組細l川月胞包の出現がf硲4縫t認されるようになる ものと考察したo ナン

センスサプレッサー遺伝子は mRNA からタンパク質への情報伝達のレベルで作用する情

報的サプレッサー遺伝子(翻訳的サプレッサー遺伝子) である。 酵母では各ナンセン

スコドンに特異的なサプレッサー遺伝子と、 UAA、 UAG、 UGA のいずれをも認識するオム

ニポテントサプレッサー遺伝子の存在が明らかとなっている。 つまり、 tRNA 遺伝子の変

異のため、 アンチコドンによるコドン認識の特異性の変化により生じるサプレッション

と、 リボソームの変異による制訳のI僚の Iidelily の低下により生じるサプレ ッション

である。 酵母においては数多くのサプレッサー遺伝子が見つかっている(47)。 一倍体育�f:}.

ゲノムには約 360 の tRNA 遺伝子が存在し(48)、 ほとんどのものは gene cluster を

形成していない(49)。 計算上では一種類のアミノ酸に対して平均 ] 8 佃の tRNA 泣伝子

が存在する。 しか しながら、 例えばGln を コードするCAG の ll� N A 遺伝子はゲノム上

に 1 コピーしか存在せず、 その lRNA 泣伝子の変異は致死的である。 これら ll�N A ;ili 

伝子の変異 によるナンセンスサプレッサー tRNA が、 終止コドンを認識するポリペプチ

ド遊離因子と措抗することでナンセンスサプレッションが起こる。 また、 この措抗の程

度によって サプレッサー効率が変わってくる。 一方、 オムニポテントサプレ ッサ一治伝

子と して sup35、 sup45 等の存在が明らかとなっているo SUP35 は Translational 

lcrmi nal ion Iaclor cRF3 (r.O，5l)を、 また、 SUP45 は release factor eRFl をコー

ドしており、 互いに相互作用を示す(52，53)。 このほかに、 サプレッサ一法伝子の効〉存を増
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加させる allosuppressor、 p 等の細胞質性の囚子もナンセンスサプレッションに関与

していることが示唆されている。

本市では、 wy2 mlllcr 株においてナンセンスサプレッションが起こることを実験的に

証明し、 そのメカニズムの解明を試みた。

3 - 2 実験方法

3 - 2 - 1 プラスミド pSAKOG8fIαーGAlmut の構築

酵母S. c e r e v i s i a e の mati 問factor α( MFα) (54，55) のプロモーター、 リーダー

そしてターミネーター配列を合むプラスミド YEUp3Ilα を Eco R I  で消化し、 得られた

1. 6 kb の DNA 断片を pSAK068 の EcoRI 部位に導入し、 pSAK0681Iα を構築した

(F i g . 3 -1) 0 p S A K 0 6 8は integ ration v ectorである Ylp5に Ty-å 配列を導入し

て構築されたものであり(56， 57)、 染色体上に約 80 コピー以上存在すると考えられる 6 

配列(58)上に相同組換えにより目的遺伝子を導入するた めのプラスミドである。 次いで、

先に当研究室においてクローニングされた AspergiJlus awamori var. kawachi のグ

ルコアミラーゼ 1 ( GAI ) の cDN A (59) を鋳型として、 変異プライマーをJl1いた PCI<

を行った。 PCR により 3 つ日のアミノ駿である Leu (TTG ) に T AG amher 変異を

導入した変異型 GAI cDNAを 増幅した。 鋳型は、 GAIを酵母において発現 ・ 分泌する

ためのプラスミドで、 上述の YEUp3I1αに GAI cDNAを挿入した YEUp31lα-GA1 を用い

たO その|祭、 本来のストップコドンである TAGを TAA に変換した。 forwarcl primcr 

として 5' - CTG AAGCTT CTGCGACC園 GATTCG- 3' を Reversc 

GCC AAGCTTrr天下 CGCC AGGTGT CG-3' を用いた( 下線は HinclIII 

primer として 5' 

部位を、 反転文字は

ambc r c odonを、 枠囲み文字は TAA ochre codon をそれぞれ表す) 0 PCR反応は1 -

2-9の方法に準じて 行った。 哨慨された変異型 GAI遺伝子はフェノール抽山、 工タノー

ル沈殿により精製し、 Hi 11 dI 1 1 消化した後、 pSAK068Hα の JlinclI 1 r 部位に導入し、

pSA KOG 8Ilα-GAlmul とした (F i g. 3 - 1)。
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3 -2 -2 )�質転換体の GAI分泌の硲認

14 - d株及びCG379株それぞれの形質転換体を0.5% solublc s tarch を含むYPD

plale で 300C、 3-4 口問土庁養した。 ヨウよ-の蒸気をあてコロニーのまわりのハローの

有無によりグルコアミラーゼ分泌能を検討した。

グルコアミラーゼ活性は、 以下の方法により机酵素を調整し、 測定した。 まず、 ] 4 -d 

株及びCG379株それぞれの形質転換体を4 ml Y PD liquidで300C でーl兇培養した。

次いで、 常養液1 mlを 100 mlのYPD培地に接種し、 300C で3日間振とう培養し

た。 培養上清を脱イオン水に対して、 40C で 2 日間透析した後、 凍結乾燥を行った。

0.5 ml の 水に溶解し、 常養上清の粗酵素とした。 可溶性でんぷんを基質として川い、

グルコアミラーゼ活性を測定した。 0.5 m 1 の粗酵素溶液、 2 .5 ml の 川基質溶液及

び 1mlの 10 mM Mcllvaine buffer (pIl 3.8 )を混合し、 400C で2 I時間反応さ

せた。 生成グルコース量をDNS法(60)にて定量した。 1 U のグルコアミラーゼ活性は、

1分間に 1μmo 1 の グルコースを遊離する酵素力価とした。

また、 14-d 株及びCG379株それぞれの形質転換体を100 ml S D培地で上記と同校

に培養し、 得た粗酵素を用いて SDS-PAGE 用サンプルとし、 抗GAI抗体 によるウエス

タン?梓オ斤を行:ったo p ositive control として wild-type の GAI cDNA をpSAK068

により導入した形質転換体を用い、 同様に粗両手素を調整し、 サンプルと したo SDS-P^GE 

はLaemmliの方法(61)に準じた。 GAIに対する抗体は当研究室において以前に作成され

たものを用いた(62)。 タンパク質のプロッテイング及び、 抗 GAI抗体を用いた検UIはほ

報の方法に準じた(63)。

3-2-3 wy2IIO の TAG ambcr mutati on における郎位特典的変興.の導入(46)

wy 2110 遺伝子内に存在する TAGamber mutation において起こると考えられるナン

センスサプレッションで、 TAGcodon 内の 1塩基を変えることで生じるアミノ般への

変換を行った。 1塩基置換により生じるコドンについてはr i g. 3 -2のコドン表におい

て影で示した。 2-2-1 で構築した YEUp3-wy2IIO をlIindIIIで消化して得た 2.5 kb 

断片をpUC19の lIindI1 1 部位に挿入し、 鈴出DNAとして川いた。 セレクションプラ
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イマーは 2-2-3 で用いたものと同じものを川いた。 変異導入プライマーについては 3

程のミックスプライマーを用い、 Tablc 3 1に示した。 部位特異的変異の導入は223

の方法に準じて行い、 1 - 2 10 の方法に準じて変異導入の確認を行った。 これにより付与

築した 7 fillの変異型 wy21I0 遺伝子2. 5 kb lIindIlI断片を YEUp3 の J/indIII部

イ立に導入した。 それぞれ構築したプラスミドをエレクトロポレーションによりヘテロタ

リズム株CG379に導入した。

Table 3-1. Primers used Ior site-directed mutag encsis. 

Mut agenic prim ers 

F or TAG t o  AAG， CAG， GAG 
5' -AAATAATCCATTC II^AAGCTGTCACAAAT -3' 

For TAG to TTG. TCG 
5' -AAATAATCC灯TC IIIiIAAAGCTGTC川AT-3' 

For TAG to TAT， TAC 
5' -AAATAATCCATTC IIDAAAGCTGTCACAAAT - 3' 

Nuclcotides corrcsponding to TAG am ber codon arc indicatccl 

b y  white in bl ack lettcrs. 

Mixed nucl eotides are indicated as fol l ows， V: 八IC�G， Y: CIT. 

3 - 3 笑!致事17果

3 - 3 - 1 変異型 GAI分泌 の確認、

pSAKOG8IIα-GAlmut を 6 配列内に存在する Xho 1部位で切断、 線状化し、 1"1 d株

及び CG379株に導入した。 それぞれの形質転換休における TAG ambcr coclon を導入

した変異型GAI の発現について検討ーした。 まず、 それぞれの形質転換休を可溶性でんぷ

んを合むYPD 培地で常義し、 ヨウ素の蒸気をあてヨウ京澱粉反応によるハローの形成に
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より GAI の発現を硫認、した。 その結果、 この platc assay においてはハローの形成

は体認できなかった。 次いで、 DNS 法によるグルコアミラーゼ活性の測定を行った。 そ

の結果においても有ねな活性は検出されなかった。

また、 変異型GÎ導入形質転換体のGÎ発現の確認をGÎ のポリクローナル抗体

によるウエスタンプロッテイングにより行ったo pSAKOG8IIα-GÎmut を導入した 1� d 

株及びCG379株それぞれの形質転換体から粗酵素を調整し、 ウエスタン解析を行った。

その結果、 両サンプルにおいてシグナル が検出された。 しかしな がら ポジテイブコン

トロールと比較して、 それらのシグナルは非常に弱いもので あ った(F i g. 3 - 3、 Pig.3

4)。

3-3-2 ナンセンスサプレ ッシ ョンで帰入されるアミノ般

wy 2110 遺伝子のTĜcodon の 1 塩基を置 換した変異型 wy2 J/O 遺伝子を構築し、 そ

の表現型について検討した。 それぞれの形質転換体を栄養要求性による選択圧をかけた

状態で継代培養を行い、 その胞子形成能について検討した。 o、 5、 10、 15 四日の継代

培養による胞子形成能につて Table 3-2に示したoTĜをT^ T ( Ty r )、 T^C( Tyr 

に変換した変異体の形質転換休は形質転換直後に胞子を形成するホモタリズムと同校

な表現型を示した。 これに対し、 ^̂G(Lys )、GĜ(Glu ) に変換した変異体導入株

は胞子形成能が確認されず、 表現型の変化は見られなかった。 また、 CAG(Gln )、TTG

( Lcu )、 TCG( Ser ) 変具体導入株は、 3T�質転換後すぐにはJJ包 子形成が雌認されなかっ

たが、 5回目の継代培養後から胞子を形成する細胞が硲認された(Tab 1 c 3 - 2)。

3 
- 4 考察

wy2 mater i株において起こる と推察したTAGamber codon におけるナンセンスサブ

レッションについて検討した。 当研究室において、 過去にその cDNA がクローニングさ

れ、 酵母での発現系が確立している黒麹閣のグルコアミラーゼ 1 (G l̂ ) をサプレッ
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ション有無の検山にf日いた(64) 0 G A 1 の 3つ日の Leu (TTG ) をTAG ambcr codon 

に変換した変異型GAI の発現の検討を、 wy2 malcr株と令ての 110 J宣伝子の去JJP型の

評仰に用いたCG379株において行った。

それぞれの形質転換体の発DL�lは非常に低く、 ハローアッセイ及び、 DNS 法による前・

性測定においてもその活性は検出できなかった。 しかし、 GAI 抗体を用いたウエスタン

プロッティングにより 、 弱いなが らシグナルを検出し、 その発現を確認した。以上の結

果から、 wy2 mater 株及びCG379株ではその効率は低いながらも TAG amber coclon 

においてナンセンスサプレッションカf起こっ ていることカf明らかとなった。 しかしなカf

ら、 ある一つのコドンが読みとられる効率は、 その位置によって形響を受けると考えら

れており、 特定の tRNA によるナンセンスサプレッサーの効率も codon が置かれてい

る位置の前後 ( context ) の影響を受けると考察され、 変異型 GAI のサプレッサー

効率が wy2110 のサプレッサー効率と全く同ーではないものと考察される。

変異型GAI のアミノ酸配列から、 ナンセンスサプレッションにより帰入されるアミノ

酸の特定を試みたが、 サプレッサー効率が低く必要なタンパク質量が取得できなかった。

そこで、 wy2110 遺伝子の TAG を 1 つの塩基を変えることで生じる 7粍のコドンに

sit e-directed mutagenesis により変換した変異型の wy 2 J/O 泣伝子を構築した。 そ

れらのうち、 HO活性を相補する変異型 wy2IIOからTAG codon に何人されるアミノ般

を特定することでサプレッサー遺伝子の特定を試みた。 その結果、 wy2IIO の 292呑H

に正常なI10 のアミノ酸である Trp以外に、 Tyr が抑入した場合においても110間性

を相補することが明らかとなった。 また、 Gln、 Lcu、 Serが何人した wy2110変具体は

それらの形質転換体が継代Jff養後においてのみ)J包 子 を形成する ようになることか ら 、 日 0

活性は相ネiりするが、 その活性は正常なnoと比較して低いものと考察した。

以上の結果から、 JlO の amber codon においてナンセンスサプレッションにより

Trp、 Tyr、 Gln、 Leu 、 Ser のアミノ酸がf市入される可能性が示された。 これらの tRNA

の遺伝子は染色体上に、 Trp ( TGG ) が G コピー、 Tyr ( T A丁、 TAC ) が 8 コ

ピー、 Gln ( CAG ) が1 コピー、 Leu ( TTG ) が10 コピー、 Scr ( TCG )が1

コピー存在し、 これらを解析しようとした場 合 、 合 計 2G 個の tRNA :ì送伝子について解
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析しなくてはなら ない計鉾になる。 1 コピーしか存在しない tRNA 遺伝子に変異ーが生じ

た細胞は致死的であるため、 G1 n 、 Ser の tRNA が変央ーしている可能性は考えられない

が、 CAGを decodc する tRNAG1n は 1 つ日のfil基で wobbling を起こし、 弱いなが

らも TAGを読みとる活性を有することが報告されている(65，66)。 また、 CAA を clecode

する tRNAG1n もTAA ochre codon に対して同校の活性を示す俗7 )。 これらのコドン特

異的サプレッションに加えて、 SUP35 や SUP45 等のコドン�I�特異(tりなオムニポテント

サプレッションによる抑制の可能性も考えられるo wy2 株において起こるナンセンスサ

プレッションにおいてそのメカニズムは明らかではないが、 wy2IlO の TAG に何人され

るアミノ酸の種類によりI10としての機能発現は影響を受けることが明らかとなった。

3 - 5 小括

wy2JIO 遺伝子内に存在する TAG amber mutation において低い効率ではあるが、 サ

プレッションが起こることが明らかとなった。 遅延性ホモタリズムでは、 110 泣伝子にお

いてナンセンスサフレッションが生じ、 活性のある 110 を発現した細胞が門己二桁体化

を起こし、 継代培養を繰り返していくうちに徐々に二倍休細胞の制合が地加していくも

のと考察した。 サプレッションにより挿入されるアミノ酸によって 110 活性に廷が生じ

ること及び 、 その抑制効来によっても自己二倍体化細胞の山現頻度が変わるものと考岩手

されるが、 wy2JlO に押入されるアミノ酸及び、 その抑制のメカニズムについては特定で

きなかった。

wy2IIO 泣伝子内に存在する TAG amber mlltation において低効率のナンセンスサプ

レッションが生じ、 IIOが正常に翻訳されるようになることと、 その|努何人されるアミノ

般も DNA 結合に関与する 475呑日の Ilis の変異と同徐に、 110の機能に汚響を及ぼ

すことに起囚して、 遅延性ホモタリズム現象は生起しているものと考祭した。
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Ala Glu Ai;t (Ser) Ala Thrl Leu I Asp Ser Trp Leu 
GCT GAA GCT，TCT GCG ACCITTG pAT TCG TGG TTG 
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TMFα 
SMFα 

PMFα 

ーーーーー

Ty 
pSAK068Hα 

(8.90 Kb) 

C GAC ACC TGG CGG ITAA IAAG CTT GGC 
ミ G CTG TGG ACC∞CIATTITTC GAA CCG 

ー ー ー ー ーーー ーーー一ー一. HindIlI 

Fig.3・1. Construction of integrative plasmid pSAK068Hα-GAImut 

pSAKD68Hα-GAI haboring A.awσll10ri var.kawachi GAI gene containing 

TAG amber mutalion. PMFα，SMFα， and Tλ1Fαindicate promoter， 

signal， and terminater scquencc of mating factor α(MFα)， respectively. 

50 



_..・・・

司...........---

ω
三

哲
也
巴
。
ロ
。
ご
。
品。
ロ
(
ω-
件。『
E
ロ
ロω
)

2nd position of codon 

U C A G 

UCU - U 
Phe Cys 

UUC UCC :�U.A:ç� UGC C 
U Ser 

UCA 湾海漁Hl! Ochre UGA Opal A 

jおuô��J Leu 
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CUU - CCU - CGU- U 
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CUC CCC CAC CGC C 

C Leu Pro Arg 
CUA CCA CAA CGA A 

CUG- CCG- CGG- G 

ACU - U 
Asn Ser 

AUC I I1e ACC AAC AGC C 
A Thr 

AUA ACA A 

AUG Met ACG- :滋注む: Lys 
AGG 

Arg 
G 

GUU- GCU - GGU- U 

G 
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Fig.3・2. The genetic code 
The shaded codons are generated f rom 
T AG amber codon by alteration of onc 
nucleotide in the triplet. 
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Fig.3-3. Western blot analysis of GAI containing amber mutation 
expressed in strain wy2 using anti-GAI antibody 

Lanel; cullurc filtralc of wy2 maler strain 14-d (negalivc conlrol)， lanc2-5， cullurc 
filtralc of wy2 matcr strain 14-d transfonncd wilh pSAK068Hα-GAlmul containing 

T AG ambcr mutation， lanc6; culturc fillrale of wy2 maler slrain ] 4-d transformcd \vith 
pSAK068-GAI containing thc wild-lype GAI gcnc (positive control) 
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Figふ4. Western blot analysis of GAI containing ambcr Inutation 
expressed in CG379 using anti-GAI antibody 

じtnel; culturc filtratc of CG379 (negativc control)， lane2-5， cllItllrc filtratc of CG379 
transformcd with pSAK068Hα-GAlmut containing T AG ambcr mutation， lanc6; 
culture filtratc of CG379 transformed with pSAK068-GAI containing thc wild-typc 
GAI gcnc (positivc control) 
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Table 3・2. Analysis of HO activity by changing the nonsense 
mutation to various amino acids in wy2 HO 

4a・・.‘

� 

Sporulation ability during subculturing Amino acid mutation at 292 

NT/AA 
15 10 同b。

+ + + + 
l TGtjm 

AAG (Lys) 

+

+

+

+

+
 

+

+

+

+

+
 

+

+

+

+

+
 

GAG(Glu) 

CAG (Gln) 

TTG (Leu) 

+ 

+ 

TCG (Ser) 

TAT (Tyr) 

TAC (Tyr) 

The HO activities wcre determincd by lhe sporc formations of transformants wilh various 
mutant wy2HO genes， which contain a point mutatÏon at amino acid position 292. 
Appcarancc of spores arc shown by +(sporc formed) or -(spore unformeù) ùuring slIbclIlturcs. 
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現'; 4 t.注 目次桁数性 酵 母 の 泣 伝子工学へ の 利用

4 - 1 緒言

近年、 j宣伝子組換えによる実用酵母の育種法が開発され、 酵母に異種タンパク質を生

産させる試みが盛んに行われている。 しかし、 笑用化するためには導入した遺伝子が選

択圧のない条件下において安定に保持され、 遺伝子産物が大量・に発現される必要がある。

実用 酵 母はその多くが二 倍体以上 の高次イ台 数体であり、 通常の 笑 験 室 両手母に比べて多コ

ピー別 ( YEp 型)プラスミドを安定に保持することが示唆されている。 特にビール酵

母では笑験室株に比べ、 YEp 型プラスミドを安定に保持するという事実が報告されてお

り(68)、 安定性の因子として、 一つにはその倍数性の高さが関与し ていると推察されてい

る。 また、 高次倍数体では染色体組込み型 ( Ylp型)プラスミドの際的となる対立遺

伝子が複数存在するこ とになる。 従って、 高次倍数体 は異粒タンパク質生産 のための伯

主として有用であると考えられる。

先に、 回仁らは、 清酒 酵 母において減数分離 体を高効率に取得するために熱処理を行 っ

た際、 接合能を示す二倍体細胞が高頻度に出現することを見い山した(27)。 このような二

倍体化は、 胞子発芽時の熱処理が引き金となって細胞周期において DN^ の桜製後、 111芽

を伴わずに Gl 矧に移行し、 さらに DNA 複製を生じることで同質二倍体化が起こるも

のと考察さ れている。 本 j去は、 近伝子 マーカーのない野生 林における倍数体造成にも利

用できる点で、 育種法としての応用価値は高い。

また、 当研究室では、 黒麹閣のグルコアミラーゼのcDN^がクロ一二ングされており、

YEp 型プラスミドを用いた酵母での発現・ 分泌システムが確立している(64)。 敵造m隣町

として一般に使用される S. c c r c v i s i a e は、 グルコアミラーゼ、 αーアミラーゼ等の澱

粉分解酵素を菌休外に生産しないため、j殿粉を直接資化することができない 。 澱粉資化

性 醇 母として S. d i (J s l a t i c 11 S、 S(Jccharomycopsis fibiJigcra 等が知られているが、

澱粉分解力、 エタノール発醇力が不十分なことから、 実用性には問題があるo dî: 柄、 ビー
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ル等の陥iiiE原料である米、 麦芽等は成分的に澱粉が大部分を�ïめ るため、 防ほによる発

酵を行う前に麹、 友ヲr等の85化両手素、 あるいは、 酵素斉IJを川いて これら澱粉をあらかじ

め液化 ・ 糖化しておく必要があ る。 従って、 グルコアミラーゼ、 α アミラーゼ等の澱粉

分解酵素を生産する酵母は液化 ・ ;陪化て程の短縮、 原料利汀j効率の向上、 再手業剤使用f­

の低減化などが図れることから、 産業上その利用価値は非常に高い。

本章では、 高次倍数休の異種遺伝子発現の宿主としての有効性を検討した。 当研究室

において確立された胞子発芽11守の熱処理により造成した高次情数体へのGAf遺伝子の導

入を試みた。 さらに、 高次倍数体造成法を応用し、 異種遺伝子導入後の一倍体細胞に対

して熱処理を行い、イ音数性の増加に伴う導入遺伝子の増幅を試みた。

4 - 2 実験方法

4 - 2 - 1 使用菌株

以下の S. cerθvisiae 一倍体標準株を使用した。 CG378 ( MA Ta 、l1ra3、 leu2、 trpJ

)、 CG379、 1 F 0 1 0 1 7 5 ( MA T a 、 arg6 )、 IFOI01 76 ( MATα、 arg6 )。

4-2・2 プラスミド pSAK068-GAI の構築

染色体組込みlliプラスミドである pSAKOG8 は三菱化成生命科学研究所より分設いた

だいた (56 ， 57)
0 YEUp3IIαGAI は、 当研究室で構築されたグルコアミラーゼを的体外に効

率よく分泌させることができるプラスミドである。 このプラスミドは酵母の 2 μm DNA 

ori と URA3を選択マーカーをしてもつ酵母発現ベクター YEUp3に酵母の Mドα]泣伝

子のプロモーターからシグナル配列、 ターミネーターまでを含む領域を何人して情 築し

たYEUp3J1α の JIindIII部位にGAIcDNAを挿入したものでる。

この YEUp3IIα-GA1を Eco RI で消化し、 MFα プロモーター、 シグナル配列、 ター ミ

不一ター及び、GAI cDNAを含む約3.4 kb断片をpSAKOG8の Eco RI部位に導入し、

pSAK068-GAIを構築した(rig. 4-1) 。

56 



1-2 -3 プラスミド pS A K 0 G 8 (LE U 2) -G A 1 の構築

1-2-5 で柿築した pIISG299 LEU2 をpIISG299 のマルチクローニング部位に存作す

る 5ma 1、 5ph 1 で�ì'Í化したopSAKOG8-GAI を 5ma 1、 5ph 1 で消化し、pSAK068 の

URI13遺伝子を合む2.0 kbの断片をLEU2遺伝子を含む2.2 k b の 5ma 1 - 5ph 1断片

と入れ換え、pSAK068(LEU2)-GAIを構築した (rig. 4-1)。

4 -2 - 4 プラスミドYEUTp3- lIO の構築

大阪大学の原島教授より分譲していただいた YCplIIS 4仰) を EcoRI で消化して得た

TRPl遺伝子を含む 1.5 kb 断片を、1-2-3で構築したYEUp3- 110の EcoRI部位に導

入し、YEUTp3- JJOを構築した。

1-2 - 5 ウラシル要求性 α 型一倍休株の取得

4 種の一倍体標準株CG378、CG379、 IF010175、 IF01017G をそれぞれ 4 m) YPD 

培地で 一晩培養した。YPDp late上でCG378と IF010176、CG379と rr010175を

それぞれ混合し、 接合を行った。300Cで6時間静置培養し、 接合子をマイクロマニピュ

レーターで単離し、300C で3日間培養した。 胞子形成椛地で300C 、3 Il!llJ 培益し、

Zymolyase agar ( 1/15 M phosphale buffer、 0 .01 M 2-Mercaploelhano)、 1 mg/ 

ml Zymolyase 20-T、 l.5も agar )上で子のう壁を分解し、 胞子を分割した。 ur a c i ) -

frec SD 培地でのみ地殖できず、 他のアミノ般欠航SD 培地で は1\{{殖できる一倍体系IIIJ胞

を取得した。

1-2-6 高次fFf体化細胞の取得仰)

a 型の一倍休細胞と α 型の一倍体細胞との交雑、 あるいは、 α 型の一倍休細胞に正

常な 110 遺伝子を導入することにより a/α 型の二倍体化細胞を取得した。 また、 a /a 

型の二倍休細胞と α/α 引の二倍体細胞との交雑により (l /a /α/α J��の間約体系I!fJ胞を取

得した。 以上のhelcrozygous な二倍体、 四倍体細胞から胞子を形成させた。 その胞子

を4 m) YPD 培地で300C、30分間振と う培養した。 集菌後、 菌イ本を洗浄し、 550C で
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10分間熱処理を行った。 集菌後、 Zymolyase 溶液( 0.6 M KC 1、 1/15 M phosphate 

bu [ [ c r、 0.01M 2-Mercaploelhanol、 1 mg/ml Zymolyasc 20 T ) に懸渇し、 370C

で60分間併挺した。 集菌後、 洗浄し、 0.05弛Twccn 80に懸濁した。 超背波紋作機(

Tosho elcclonic corp . UCD-130 ) にて 1evc 1 2で、 10分間処理した。 顕微鋭

で胞子を観察し、 胞子がバラバラになるま でこの操作を繰り返した 。 適当に希釈して

YPD plateにスフレッドし、300C で3日間培養した。

4-2-7 倍数性の判定

4-2-6 で取得したコロニーのうち、 まず、 標準株である CG378 と CG379 との接合

によって接合能の有無を検討した。 次いで、 接合能を有する細胞でサイズが大きなもの

について DNA含量を測定した。 これらの値を一倍体標準株の値と比較し、イ背数性を判定

した。 DNA 含量の測定は以下の方法で行った。 血球計測版により菌数を測定し、 1 X 

109 の細胞を集菌し、 ßurton の方法 ( 7 0 )に基づいた Aigle らの変法(71)に従い、 DNAを

抽出後、 diphenylamineによる比色定量を行った。

4 -2 - 8 形質転換高次倍数体の GA 1 活性

それぞれの形質転換体を 4ml YPD府地で300C 3日間培養した。 0.5ml の府養上

清を粗酵素として、 グルコアミラーゼ活性を測定した。 活性測定は3・2-2方法に準じ、

DNS法により行った。

4-2-9 pSAK068-GAI 導入形質転換体の染色体の解析

それぞれの形質転換休の染色体DNAをパルスフィールドゲル氾気泳!fwにより分離し、

GA 1 逃伝子の導入について解析を行った。 以下の方法によりパル スフィールドゲル冠気

泳動のサンプルを調整した。

菌体を30ml YPDで300C で一晩培養し、 集菌後、 50mM EDTA (pll 8.0 )で2

回洗浄した。 50mM EDTA (pIl 8.0 ) 1 ml に慮、濁し、3mg/ml Zymolyase と 420C

に保温した 1もlow melting point agarose 1 ml を加え、 100μlずつ molc.lに入
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れ、40C で 30 分間放置した。0.5 M EDTA ( pIl 8.0 ) 5 ml と 1% 2-

Mcrcaplo cthanol を入れた試験官:にプラグを抜き山して入れ 、370C で24時間反応さ

せたo ES solulion (0.45 MEDTA [pH9.5]、 1% N-Laul・oylasrcosinc Na )で

2 回洗浄後、ES solution 5 mlと 1 mg/ml Protcinase Kを加え、 溶液を変えなが

ら500C で48時間反応させ た。 TE buffcr で3回洗浄し、 泳動用サンプルとした。

調整したサンプルは0.5MEDT^ (pH8.0)中、 40C で保存した。

サンプルプラグをパルスフィールドゲル電気泳動にかけ染色体を分離した。 電気泳動

の手)1聞は、 Pharmacia LKß pulse ficld gel eleclropJloresis protocolに準じた。

パルスフィールドゲル電気泳動により分離した染色体DN^に対し、 pUCl19-G^I より

調推したプロープを川いてサザンハイブリダイゼーションを行った。

Eleclrophoresis run paramcter 

Pulse time 70 / 120 s 
Run time 15 / 10 二25 hr 
Vol tage 200 V 

Gel 1% agarose 

Cooler temp 100C 
ßuffcr 0.5 X TßE 

4-2-10 発酵試験

10も soluble slarch を粕初、とした完全合成格地により、300C、20 íI fllJの発防試験

を行った。 初発の菌数は 5 X 107 cclls/ml とし、24 I時間おきの炭般ガス減量:の測定

を行った。 また、 発酵試験後の培養液のエタノール濃度はガスクロマトグラフィーによ

り定量した。
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