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要 約

免疫抑制薬はイムノフィリンと複合体を形成して

カルシニューリン活性を阻害する。カルシニュー

リンは，すべての真核生物において非常に保存されて

おり，分裂酵母ゲノム中にも 1コピーのカルシニュー

リン遺伝子が存在する。免疫抑制薬を分裂酵母細胞に

作用させるとカルシニューリン遺伝子を破壊した場合

と同じく，通常の培地中での増殖には影響を及ぼさな

いが，細胞質分裂異常とクロライドイオン超感受性を

示した。この結果に基づき，免疫抑制薬感受性とクロ

ライドイオン超感受性を示すcis (chloride-and-

immunosuppressant-~ensitive) 変異体の単離を行っ

た。 cis2変異体はClS表現型に加えて，細胞質分裂異

常， cell wall integrity異常を示した。 cis2+遺伝子

は2型のミオシン重鎖をコードしていた。 cis2+遺伝

子破壊は致死ではなく，免疫抑制薬感受性も示さなかっ

たが，クロライドイオン超感受性を示した。 cis2変異

体およびcis2+遺伝子破壊体のクロライドイオン超感

受性は構成的活性を持つカルシニューリンの過剰発現，

あるいはPmk1マップキナーゼ、ホスファターゼである

Pmp1の過剰発現により抑圧された。以上より，分裂

酵母のクロライドイオン調節機構は 2型ミオシン重

鎖を介してカルシニューリンとPmk1マップキナーゼ

経路により桔抗的に調節を受けていることが示唆され

た。

緒 百

カルシニューリンは晴乳動物の中枢神経系に豊富に

存在する Ca2+/カルモジュリン依存性蛋白質脱リン

酸化酵素である。更に，中枢神経系のみならず全身の

組織に広く存在し，酵母からヒトに至るすべての真核

生物において，非常に保存された蛋白質であることが

知られている 1，2)。免疫抑制薬タクロリムス(FK506)

およびシクロスポリンAは，イムノフィ リンと複合

体を形成し，カルシニューリンの酵素活性を阻害する

ことにより免疫抑制作用を発揮する 3)。近年，免疫抑

制薬を用いた薬理実験によりカルシニューリンが細胞

増殖や分化，細胞周期，アポ卜ーシスおよび細胞内輸

送などの多彩な機能に関与していることが明らかにさ

れてきた。これらの多彩な細胞機能におけるカルシニュー

リンの作用機構を分子レベルで明らかにするには，カ

ルシニューリンと機能的に関連する分子を単離および

同定し，その機能を解析することが不可欠である。し

かし，従来の生化学的手法あるいは高等動物細胞系の

みでは標的分子を同定，解析することは困難であっ

fこ。

分裂酵母 (Schizosαcchαromycespombe) は，

強力な分子遺伝学的解析が可能な優れたモデル生物系

として，細胞周期や細胞内情報伝達系などの細胞機

能の解明に貢献してきた。分裂酵母細胞に免疫抑制薬

を作用させても通常の培地における細胞増殖に影響は

ないが，細胞形態異常41とクロライドイオン超感受

性 5，6)を示した。この表現型はカルシニューリン遺伝

子 (ppblつを破壊した場合と同様であったことから，

分裂酵母においても免疫抑制薬がカルシニューリンの

特異的阻害として作用することが示された 4-6)。この

実験結果に基づき，細胞増殖にカルシニューリンが

必須である変異体，すなわち免疫抑制薬により生育不

可能となる変異体でかつクロライドイオン超感受性を

示す変異体 (fhlorideand imm unosuppressant-

sensitive (cis) mutant)の単離と解析を行った。

これらの変異体では，細胞増殖やクロライドイオン調

節において，カルシニューリンと機能的に関連する遺

キーワード:カルシニューリン，免疫抑制薬，クロライドイオン 2型ミオシン重鎖，分裂酵母

(177) 
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伝子に変異が起こっていることが予想される。

今回，我々 lはまCL臼S変異体のうち著しい細胞形態異常

および

果を報告する。

方法

1.使用した株，培養条件および試薬

本研究で用いた分裂酵母株を以下に示す。 HM123

(h-Zeul，野生株)， KP877 (h-Zeul cis2， cis2変異

体)， KP502 (h -Zeul urα4 cis2 ::ura4+， cis2+遺伝

子破壊株)。酵母細胞の培養にはYPD培地(1 % 

yeast extract， 2% polypeptone， 2% dextrose) 

およびEMM培地7)を用いた。分裂酵母の遺伝子学的

操作はMorenoら(1991)の方法7)に従って行った。

分裂酵母細胞の形質変換は酢酸リチウム法8)によって

行った。 FK506は藤沢薬品工業より供与された。分

子生物尽く的操作についてはSambrookら(1989)

らの方法9)に従って行った。

2. cis2変異体の単離

ニトロソグアニジン (N-methyl-N' -nitro-N-

nitrosoguanidine)で突然変異を誘発した分裂酵母

野生株HM123(h-ZeuJ)をスクリーニングし， 0.5μg 

/ml FK506に対する感受性かっ MgC120.15Mに対

する感受性を示す変異体を分離した。相補性試験の結

果，これらは5つの遺伝座位に分裂され，cisl--5と

名付けた。

3. cis2+遺伝子クローニング

酢酸リチウム法によりcis2変異体を分裂酵母遺伝子

ライブラリーで形質転換し，多コピーで、ci2変異体の

表現型を抑圧するプラスミドを得た。この取得した遺

伝子がcis2変異体の原因遺伝子であることをintegra-

tion mappingにより確認した。ダイデオキシ法に

より遺伝子の塩基配列を決定した。

4.遺伝子破壊

cis2+遺伝子破壊は相同組換えによる one-step

gene disruptionωにより行った。 cis2+遺伝子の翻

訳領域内の1.95kbBg/ll断片を1.8kbura4+遺伝子

断片で置き換えた構築を作製した。この構築で2倍体

細胞を形質転換し選択培地上で，染色体遺伝子内に

integrationされた形質転換体を分離し，四分子解析

を行った。遺伝子破壊の確認はサザンハイプリダイゼー

ションおよびPCRにより行った。

(178) 

5. cell w¥，ul integrity測定

細胞をTEbuffer (10 mM  Tris-HCI， pH7.5， 

1mM EDT A， 1mM 2-mercaptoethanol)で洗浄

後β-glucanase(100μg/ml， Zymolyase )を含

む5mlTE buffer中で激しく震濯し (at300C)， 600 

nmの吸光度を経時的に測定する事で細胞融解をモニ

ターしfこ。

事吉 果

1. cis2変異体の表現型

野生株に高濃度のタクロリムスあるいはシクロスポ

リンAを作用させても，生育に影響を与えなかったが，

cis2変異体は低濃度のFK506(0.5μg/ml)あるい

はシクロスポリンA(10μg/ml)に対して強い感受

性を示した(図1)。また，クロライドイオン感受性

をむ検討したところ，cis2変異体はMgC12とKCIに

対して超感受性を示した(図1)。 しかし，高濃度の

ソルビトールに対しては野生株と同程度の感受性を示

した(データ提示せず)。

次に細胞壁消化酵素である s-glucanaseに対する

感受性を検討した。 cis2変異体は野生株と比較して，

s -g 1 ucanaseに対して強い感受性を示した(図2)0 

この結果から，cis2変異はcellwall integrityの異

常を引き起こすことが示唆された。

2. cis2変異体の細胞形態

cis2変異体は，細胞質分裂の異常(多隔壁)と細胞

極性の異常がみられた(図3)。

3. cis2+遺伝子のクローニング

cis2+遺伝子を単離するために，cis2変異体を分裂

酵母遺伝子ライブラリーで形質転換し，表現型を相補

するクローンをスクリーニングした。約10万のLeu+

形質転換体から， FK506プレート上および、0.15MMg

C12を含むプレート上で生育可能なクローンを 7個得

た。制限酵素パターンおよびサザンハイブリイゼーショ

ンの結果から， これらはすべて同ーの遺伝子由来の断

片を含んであり， integration mappingの結果，CLS 

r遺伝子であることが示された。 cis2+遺伝子を含む
多コピーシャトノレベクターを変異体に導入すると変異

体の免疫抑制薬感受性とクロライドイオン超感受性は

抑圧された(図4A)。また，myo2+遺伝子の過剰発

現によっても部分的に抑圧された(図4A)o cis2変

異体の表現型を相補する最小の断片の塩基配列を決定

したところ， 6，312塩基対のopenreading frameを

含み， 2，104アミノ酸からなる蛋白質をコードしてい
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た。 cis2+遺伝子はすでに報告されている。

myo3+ / myp2+遺伝子11.ωと同一であり 2

型ミオシン重鎖をコードしていた。分裂酵母C

is2蛋白質は分裂酵母Myo2べ出芽酵母Myo1

蛋白質ωおよびヒトの非筋ミオシン重鎖15)とそ

れぞれ57%，49%，および47%のホモロジー

を示した。 Cis2は他のミオシン重鎖と同様に，

ATP結合およびアクチン結合ドメイン， IQモ

そして長いコイルドコイル領域を持つ

4. cis2+遺伝子破壊

cis2+遺伝子の機能を解析するために，遺伝

子破壊を行った。 cis2+遺伝子のcodingregi 

onの一部をμrαrマーカーで置換した構築で，

野生型2倍体細胞を形態転換させた。こうし

て得られたヘテロ接合2倍体細胞の四分子解

析を行った。いずれの子のうからも 4つの

胞子すべて生育可能であった。以上の結果よ

り，cis2+遺伝子破壊は必須遺伝子で、はないこ

とが判明した。 cis2+遺伝子破壊株は免疫抑制

薬に対する感受性を示さなかったが，野生株

が生育可能な0.2MMgC12を含む培地で生育不

能であり，クロライドイオン超感受性である

事が示された(図4B)。

チーフ，

ていた。

YPD 

図1: cis2変異体の表現型
cis2変異体は免疫抑制薬感受性かつクロライドイオン

超感受性を示す。すべてYPD培地で， FK506プレート
は FK5060.5μg/mlを，シクロスポリン (CsA)プ

レートはCsA50μキメモリを含む。

Cis2ミオシン重鎖とカルシニューリンお

よびマップキナーゼ経路との遺伝子学的

相互作用

cis2変異体とcis2+遺伝子破壊株に構成的・活

性化型カルシニューリン遺伝子 (ppblムC)

を過剰発現させたところ， これらの株のクロ

ライドイオン感受性が抑圧された(図5)。一

方，野生型のカルシニューリン遺伝子 (ppb

J+)の過剰発現ではこのような効果は認めら

れなかった。また， Pmk1マップキナーゼ経

路において抑制因子として働く事が知られて

いる5.6)マップキナーゼホスファターゼPmp1

およびマップキナーゼキナーゼのドミナント

ネガティブ変異体Pek1Aをcis2+遺伝子破壊株

に過剰発現したところ，同様にクロライドイ

オン感受性が抑圧された(図5)。一方，cis2 

変異体の免疫抑制薬感受性は構成的活性化型

カルシニューリン遺伝子の過剰発現によって

抑圧されなかった(図5)0cis2変異体とカル

シニューリン破壊株とを掛け合わせ，四分子

解析を行った。その結果，二重変異 (cis2ム

5. 

図2: cis2変異体におけるcellwa 11 i ntegrity 

野生株HM123(0)， cis2変異体(・)のcellwall 

ntegrity。酵母細胞の細胞壁を100μg/ml s -glucanase 
(300C)で消化した。 0分の時点での吸光度を100%とし

て，経時的変化を表した。

(179) 
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wt cis2 
図3: cis2変異体の細胞形態

細胞は YPD培地で2TCで培養した。ノ
マルスキー微分干渉像を示している。

+FK506 

ppbJ)を持ったものは生育できなかった(データ提

示せず)。

考察

我々は，分裂酵母モデ、ル系を用いてカルシニューリ

ンの生理機能を解明する目的で os変異体の単離を

行い 5種類の遺伝子座位 Ccisl"-'5)を同定してい

る。本研究によりcis2+遺伝子はミオシン重鎖をコー

ドしており，クロライドイオン調節および細胞形態形

成に必須の機能を持つことが明らかとなった。

酵母の細胞骨格は，外部環境からの種々のストレス

から細胞を防御する構造であると同時に，細胞の生活

YPD 

+.M.gCI2 

図4: cis2+遺伝子の同定と破壊
A. cis2+遺伝子の同定
cis2+変異体を単離したcis2+遺伝子ともう一つの分裂酵母2型ミオシン重鎖遺伝子であるmyp2+遺伝子に
より形質転換した細胞を図1と同様にFK506あるいは0.15MMgC12を含むYPD培地にストリークした。

B. cis2+遺伝子破壊体の性質
cis2+遺伝子破壊株をFK506あるいはO.2MMgC12を含むYPD培地にストリークした。

(180) 
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ei$2+MgCI2 

図5: cis2+遺伝子と力ルシニューリンおよびマップキナーゼ系との遺伝学的関係

cis2+変異体 (cis2)，cis2+遺伝子破壊株(ムCLSのあるいはこれらに各種遺伝子を過剰発現したものを

図4と同様にFK506あるいはMgC12を含むYPD培地にストリークした。

環および細胞分裂周期に対応した細胞形態に極めて重

要である。分裂酵母は円柱状あるいは梓状の細胞形態

を示し，細胞成長時には一定の直径を保ったまま，長

く軸方向にのみ延長する。さらに核分裂に続いて細胞

質分裂が起こる。従って，細胞成長，細胞極性および

細胞分裂などが正常に遂行されるためには，細胞周期

を通じて細胞骨格が正確に機能することが重要である。

分裂酵母ゲノム中には今回同定されたCis2/Myo3

/Myp2の他に，もう 1つ2型ミオシン重鎖をコード

する必須遺伝子myo2+が存在するヘ Myo2は，cdc 

r遺伝子がコードするミオシン軽鎖と複合体をつくる
事16，べ Myo2とCis2/Myo3/Myp2は，部分的に重

複した機能を果たしている事11，ベ更にこれらのミオ

シン重鎖は収縮環に存在し，細胞質分裂において重要

な役割を果たしている事11，12， 16， 179が明らかにされてい

る。本研究においてcis2変異体は cis2+遺伝子破壊

株よりも著しいクロライドイオン感受性と破壊株には

認められない免疫抑制薬感受性を示したが，変異によ

り遺伝子破壊を上回るドミナントネガティブな効果が

(181) 

現れたものと考えられた。即ち， Cis2変異蛋白質は，

正常な機能を持たないばかりでなく， Myo2の機能ま

で抑制している可能性が高い。この事は，cis2変異を

ヘテロに持つ2倍体でも野生2倍体に比してクロライ

ドイオン感受性がゆゆ高い事からも支持された(デー

タ提示せず)。現在，変異部位の決定を行っていると

ころであるが，これまでの結果からC末端のコイルド

コイル領域に変異が存在する事が示唆されている(デー

タ提示せず)。

cis2変異体が免疫抑制薬感受』性を示し，カルシニュー

リン遺伝子破壊株と合成致死性を示す事は 2型ミオ

シン重鎖とカルシニューリンとの聞に機能的な関連が

即座異する事を示唆する。この可能性は，構成的活性

型カルシニューリンの過剰発現によりcis2変異体およ

びcis2+遺伝子破壊株の示すクロライドイオン超感受

性が抑圧された事により再確認された。また， クロ

ライドイオン調節においてカルシニューリンと桔抗的

に働いていると考えられるPmklマップキナーゼ経路

を抑制するPmplやPeklA過剰発現によっても同様の
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結果が得られた事も， 2型ミオシン重鎖とカル、ンニュー

リンとの聞に機能的な関連が存在するという我々の仮

説を強く支持している。おそらく 2型ミオシン重鎖は，

カルシニューリンとPmk1マップキナーゼ経路の下流

に位置し， ミオシン軽鎖など燐酸化，脱燐酸化を介し

て細胞骨格の機能を調節することでクロライドイオン

や細胞質分裂の調節を行っていると考えられる。
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Calcineurin is a conserved 

Ca2十 / calmodulin-dependent protein phosphase that plays a ceitical ro1e in Ca 2 +引lediated

signaling in various cell types and is a target molecu1e of immunosuppressants， FK506 and 

cyclosporin A. Fission yeast cells lacking functional calcineurin (ムppb1)are viable: however， 

showed cytokinesis abnormality and Cl¥sensitive growth defect. Wild-type cells treated with 

FK506 showed an identical phenotype toム.ppbl，suggesting that FK506 inhibited calcineurin 

acttivity in fission yeast. To characterize regulatory pathways that overlap with 

calcineurin， we have isolated mutants that show Immunosuppressant-and chloride 

ion-sensitivity (cis mutant) in fission yeast. We have identified 5 genetic loci (cisl-5) that 

display its mutant phenotype. cis2 mutant showed abnormal cell morphology (multiseptated， 

and branched). Cells displayed increased sensitivity to sωglucanase . These data suggest that 

cis2十 geneis involved in maintaining cell wall integrity. cis2+ gene encoded for a type 2 

myosin heavy chain. cis2 mutation was synthetically lethal with calcineurin deletion，indicating 

that cis2十 andcalcineurin shared an essential function for cell viability. These results suggest 

that ca1cineurin plays an important ro1e in cell morphogenesis through regulation type 2 

myosin heavy chain. 

Key words calcineurin，immunosuppressant， chloride ionm， type 2 myosin heavy chain， fission 

yeast 
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