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要旨 

 

 低分子量 Gタンパク質の Rabファミリーは、選択的な膜輸送の制御において重要な役割を担っ

ている。Rab5は哺乳動物細胞において、初期エンドソームに局在し、エンドソーム融合の制御に

機能している。他にもファゴソーム成熟、アクチン骨格系の再構成、染色体整列の制御などにも

Rab5が関与していることが報告されており、Rab5が細胞内で様々な役割を担っていることが予想

される。しかしながら、Rab5がどのようなシグナル伝達によって多様な機能を制御しているのか、

その分子機構について詳しいことはほとんど何も分かっていない。本研究では、分裂酵母に存在す

るただ 1つの Rab5ホモログである Ypt5とその上流および下流の候補因子について機能解析を行

うことによって、Rab5シグナル伝達系の解析を行った。 

第 1章では、ypt5突然変異株である ypt5-909株の表現型解析と Ypt5の局在解析を行った。先

行研究により、ypt5-909株が細胞の増殖、細胞の形態形成、性分化、高濃度イオンストレスに対す

る応答、エンドサイトーシス、液胞の形態形成などの様々な細胞機能に異常を示すことが明らかに

なっている。本研究では、ypt5-909株のさらなる表現型解析を行い、ypt5-909株が小胞体から液

胞へのタンパク質輸送や、種々の高濃度金属イオンに対する応答に異常を示すことを見い出した。

さらに、ypt5-909株の細胞の体積は野生型株の細胞と比べて顕著な差が見られないこと、アクチン

細胞骨格の局在に異常が見られることを明らかにした。また、細胞成分の分画実験によって、Ypt5

が膜画分に局在すること、変異によって膜へ局在できなくなることが判明した。Ypt5の多くは液胞

膜の細胞質側に集積して局在していることが、蛍光観察と輝度解析によって示された。 

第 2章では、Ypt5の上流で活性化因子としてはたらくと考えられるVps901とVps902について、

局在解析と遺伝子破壊株の表現型解析を行った。Vps901と Vps902は、Rab5を特異的に活性化す

ると考えられているドメイン構造（VPS9ドメイン）をもち、このドメイン構造をもつ因子は分裂

酵母において Vps901と Vps902の 2つのみである。蛍光観察により、Vps901と Vps902はそれ

ぞれ、Ypt5との部分的な共局在が観察された。また、Vps901と Vps902の部分的な共局在も見ら

れた。vps901遺伝子破壊株において、性分化、高濃度イオンストレスに対する応答、液胞融合に

異常が見られた一方で、vps902遺伝子破壊株は明らかな表現型を示さなかった。しかしながら、

vps901 vps902二重破壊株においては、vps901遺伝子破壊株が示した表現型よりも重篤な異常を

示したことに加え、増殖や細胞形態にも異常が見られた。また、液胞膜の染色による蛍光観察およ

び透過電子顕微鏡による観察により、vps901 vps902二重破壊株の細胞は、野生型株の細胞がもつ

液胞に相当する構造体をもたないことが判明した。 

第 3章では、Ypt5の下流ではたらくエフェクター因子であると考えられる Pep7と Aut12につ

いて、局在解析および遺伝子破壊株の表現型解析を行った。Pep7は、出芽酵母の Rab5エフェク

ターVac1pのホモログであり、FYVEドメインをもつ。Aut12は、哺乳動物などの Rab5エフェク

ターMon1のホモログである。蛍光観察により、Pep7と Aut12はそれぞれ Ypt5との共局在が観察

され、その局在は Ypt5依存的であった。pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株は、性分化、高

濃度イオンストレスに対する応答、液胞の形態形成、液胞タンパク質の輸送にそれぞれ異なる異常

を示した。 
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第 1章から第 3章までの結果より、分裂酵母の Rab5シグナル伝達系の因子は多様な細胞機能を

制御していることが判明した。本研究の結果から、ypt5-909株の細胞形態異常は、アクチン細胞骨

格系が正しく局在できないことによって生じるものと考えられ、Ypt5がアクチンの局在を制御する

ことで細胞形態形成に関与していることが示唆された。また、ypt5-909株では変異をもった Ypt5

が膜に局在できなくなっていることが判明した。ypt5-909株が様々な細胞機能について異常を示す

ことと、変異をもった Ypt5が膜局在に異常を示すことから、Ypt5が正しく機能するためには、Ypt5

が適切に膜へ局在することが重要であることが考えられた。また、本研究では Ypt5の上流因子で

あると考えられるVps901とVps902について、vps901遺伝子破壊株、vps902遺伝子破壊株、vps901 

vps902二重破壊株の表現型を解析することによって、2つの VPS9タンパク質が協調して多様な細

胞機能を制御していることが考えられた。そして、性分化などのいくつかの細胞機能においては、

主に Vps901がはたらき、Vps902は補助的に機能することが vps901遺伝子破壊株、vps902遺伝

子破壊株、vps901 vps902二重破壊株の表現型から示唆された。また、vps901 vps902二重破壊株

は ypt5-909株とよく似た表現型と示したことから、Vps901と Vps902はいずれも Ypt5の制御に

関与していることが考えられた。また、Ypt5の下流の因子であると考えられる Pep7と Aut12に

ついては、Ypt5が関与する機能において、pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株の表現型がそ

れぞれ異なっていたことから、Pep7と Aut12が Ypt5からそれぞれ異なるシグナルを受けとって

機能していることが予想され、Ypt5は異なるエフェクター因子に異なるシグナルを伝えることで多

様な機能を制御していることが示唆された。 

本研究によって、分裂酵母における唯一の Rab5ホモログである Ypt5、Ypt5の上流ではたらく

と考えられるVps901とVps902、Ypt5の下流ではたらくと考えられるPep7とAut12というRab5

シグナル伝達系の因子が、細胞の形態形成、性分化、高濃度イオンストレスに対する応答、液胞の

形態形成、液胞への膜輸送などの多様な細胞機能に関与していることが明らかとなり、これらの多

様な細胞機能は Rab5シグナル伝達系の因子間の時空間的なシグナル伝達によって制御されている

ことが考えられた。 
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略語説明 

 

AAA        ATPases associated with diverse cellular activities 

CORVET   class C core vacuole/endosome tethering 

CPS        carboxypeptidase S 

CPY       carboxypeptidase Y 

CUE       coupling of ubiquitin conjugation to ER degradation 

ESCRT     endosomal sorting complex required for transport 

GAP        GTPase-activating protein 

GDI        GDP dissociation inhibitor 

GDP        guanosine diphosphate 

GEF        guanine nucleotide exchange factor 

GFP        green fluorescent protein 

GTP        guanosine triphosphate 

HOPS      homotypic fusion and vacuole protein sorting 

IAHSP     Infantile-onset ascending hereditary spastic paraplegia 

MVB       multivesicular body 

SNARE    soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor 
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第 1章 分裂酵母の Rab5ホモログである Ypt5の機能解析 

 

1.1 序論 

真核生物の細胞は、核、小胞体、ゴルジ体、リソソーム、液胞などの、膜で区画化された細胞内

小器官をもっており、これらの細胞内小器官が担う役割はそれぞれ異なっている。DNAを内包し

た細胞核では遺伝情報の保存や複製が行われ、小胞体では脂質やタンパク質の合成が、ゴルジ体で

は脂質やタンパク質の修飾が、リソソーム、液胞では物質の貯蔵や分解がそれぞれ行われている。

細胞内小器官それぞれが異なる役割を持つためには、機能を果たすために必要な物質が、各細胞内

小器官に適切に存在しなければならない。細胞膜の構造はリン脂質二重層であり、細胞の中と外、

また細胞内小器官の中と細胞質は、膜によって空間的に隔離されている。膜を隔てた空間へ物質を

移動させるための方法の 1つとして小胞輸送の機構があり、運ばれる物質を包み込んだ膜が供与側

の空間から膜小胞として出芽し、膜小胞が標的となる空間の膜と融合することによって、物質を移

動させる。新しく合成されたタンパク質や細胞外の物質を目的の場所へ運ぶためには、選択的な小

胞輸送の機構が必須であり、低分子量 Gタンパク質の Rabファミリーが、輸送小胞の出芽、輸送、

標的膜への繋留と融合の各段階で機能している[1]。 

低分子量 Gタンパク質は、分子量が 2万から 3万程度の単量体であり、Rabファミリーの他に、

細胞の増殖や分化を制御する Rasファミリー[2]、細胞質分裂、細胞運動、細胞形態などを制御す

る Rhoファミリー[3]、核へのタンパク質輸送に関与する Ranファミリー[4]などがある。低分子量

Gタンパク質は、グアノシン二リン酸（guanosine diphosphate: GDP）またはグアノシン三リン

酸（guanosine triphosphate: GTP）と特異的に結合し、どちらのグアニンヌクレオチドと結合し

ているかによって活性の状態が異なり、GDP結合型は不活性型、GTP結合型は活性型である（図

1A）。不活性型の GDP結合型の低分子量 Gタンパク質は、GDPが GTPに交換されることによっ

て活性型となる。この GDPから GTPへの交換は、グアニンヌクレオチド交換因子（guanine 

nucleotide exchange factor: GEF）によって引き起こされる（図 1A）。活性型の低分子量 Gタンパ

ク質は、スイッチⅠ（または G2）、スイッチⅡ（または G3）と呼ばれる領域の構造が変化するこ

とによって、エフェクター因子と相互作用できるようになり、シグナルが下流に伝えられる[5]。活

性型の低分子量 Gタンパク質は、自身の GTPアーゼ活性により、GTPを GDPに加水分解するこ

とによって不活性型となる。この GTPの加水分解は、GTPアーゼ活性化タンパク質

（GTPase-activating protein: GAP）によって促進される（図 1A）。このように、低分子量 Gタン

パク質は、結合しているグアニンヌクレオチドによって活性のオン、オフが制御されることから、

シグナル伝達における分子スイッチであるとも言われている。 

Rabファミリータンパク質は、哺乳動物細胞において 60種類以上が同定され、それぞれが細胞

内小器官の膜に特徴的に局在している。たとえば、Rab1は小胞体とゴルジ体に、Rab6はゴルジ体

に、Rab7は後期エンドソームに局在している[6]。ほとんどすべての Rabにはカルボキシル末端に

脂質修飾部位（XCCモチーフ、もしくは CXCモチーフ）があり、脂質修飾部位における 1つまた

は 2つのシステインがゲラニルゲラニル化されることによって、Rabが膜に局在することができる

と考えられている[6]。Rasファミリーにも、カルボキシル末端に脂質修飾部位（CAAXモチーフ）

があるが、Rasではカルボキシル末端の 3アミノ酸（AAX）がプロセシングを受けて除かれること

と、システインがファルネシル化されることが、Rasの膜局在に必要であると考えられている[2]。
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Rabの脂質修飾においては、Rasの脂質修飾における末端アミノ酸除去のような機構は報告されて

いない。 

 哺乳動物細胞に 60種類以上存在する Rabの中で、出芽酵母や分裂酵母の細胞にも保存されてい

る Rabは、Rab1, Rab5, Rab6, Rab7, Rab8, Rab11 の 6種であり[7]、これら 6種の Rabは、1つ

の真核細胞の生命を維持するために、特に重要な Rabであると考えられる。その 1つである Rab5

は、哺乳動物細胞において初期エンドソームに局在し[8]、エンドソーム融合[9,10]、ファゴソーム

成熟[11]、オートファゴソームの形成[12]などに加え、膜輸送機構とは一見直接的な関連性がなさ

そうなアクチン骨格系の再構成[13]や染色体整列[14,15]のような機能にも関与すると考えられて

いる。また、キイロショウジョウバエDrosophila melanogasterの Rab5遺伝子が neoplastic tumor 

suppressor geneである[16]という報告もある。これらの事実から、Rab5は多様な細胞機能の制御

を担うことが考えられる。しかしながら、Rab5が細胞内で、どのようにシグナルを受け取り、い

かにして下流へシグナルを伝えることでどんな機能が発現するのか、という Rab5シグナル伝達系

と機能発現の関係についての詳細な分子機構は明らかにされていない。 

哺乳動物には 3つの Rab5ホモログ（Rab5A, Rab5B, Rab5C）が存在する（図 1B）。多様な機

能を制御している Rab5が、どのようなシグナル伝達機構によってそれぞれの機能を発現している

のかを理解するためには、3つの Rab5それぞれのシグナル伝達すべてを考慮しなければならない

が、3つの Rab5シグナル伝達の機構を網羅的に調べた報告は現在されていない。また、哺乳動物

には、Rab5を制御する因子の数が多い。VPS9ドメインを含むタンパク質は、Rab5に対して特異

的なグアニンヌクレオチド交換活性（GEF活性）をもつと考えられており[17]、哺乳動物において

少なくとも 10個存在する（図 1B）。Rab5とその制御因子の数が多いことにより、Rab5が、どの

ように制御され、どんなシグナルを何に伝えるか、という Rab5シグナル伝達系を理解するために

考慮するべきシグナル伝達経路の数も多い。このことは、Rab5のシグナル伝達機構の理解が進ん

でいない一因になっていると考えられる。 

ゲノムプロジェクトにより、分裂酵母 Schizosaccharomyces pombeのゲノム上にある Rab5ホ

モログをコードする遺伝子は ypt5+遺伝子 1つだけであると予測されている（図 1B）。加えて、分

裂酵母の VPS9タンパク質は Vps901と Vps902の 2つのみである[18] （図 1B）。Rab5が 1つ、

その GEFが 2つと、Rab5シグナル伝達に関連すると考えられる因子数が少ない分裂酵母は、Rab5

のシグナル伝達系を理解するために考慮するべきシグナル伝達経路の数も少ない。このことによっ

て分裂酵母は、Rab5のシグナル伝達系を単純化して考えることができるため、シグナル伝達系の

解析を行うモデルとして適していると考えられる。 

ypt5+ 遺伝子は生存に必須の遺伝子であることが報告されているが[19,20]、生存可能な ypt5突

然変異株である ypt5-909株が単離されている[21]。ypt5-909株は、窒素源飢餓の条件下で生存率

が低下する変異体として単離された温度感受性株で、Ypt5の脂質修飾部位における最初のシステイ

ンがアルギニンに置換した点変異体である[21] （図 2A）。ypt5-909株の表現型解析によって、

ypt5-909株が細胞増殖、細胞の形態形成、性分化、エンドサイトーシス、液胞の形態形成、液胞融

合に異常があることが明らかにされた[22]。ypt5突然変異株が様々な表現型を示すという事実によ

り、分裂酵母の細胞においても、Rab5が多様な機能を制御していることが考えられる。また、緑

色蛍光タンパク質（green fluorescent protein: GFP）と融合させた Ypt5（GFP-Ypt5）が細胞内で

ドット状の蛍光シグナルを示すこと、そして ypt5-909株において GFP-Ypt5のドット状の蛍光が
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失われることが観察されている[22]。私は、Ypt5がいかにして多様な機能を制御しているのかを理

解するために、ypt5-909株の表現型と Ypt5の局在について、より詳細な解析を行った。 

 

1.2 結果 

1.2.1 ypt5突然変異株における高濃度イオンストレスに対する応答と液胞タンパク質輸送 

 分裂酵母における Rab5のホモログは Ypt5のみである（図 1B）。Ypt5の脂質修飾部位の最初の

システインがアルギニンに置換した点変異体である ypt5-909株は（図 2A）、様々な細胞機能に異

常を示す。 

ypt5-909株は高濃度の Ca2+や K+によって増殖が阻害される[22]。膜輸送に関連する因子の変異

体が高濃度の Ca2+に対して感受性を示すことについては多くの報告があるが、他にもMn2+や Zn2+

などの金属イオンの高濃度ストレスに対しても膜輸送に関わる因子の変異体が感受性を示す例が

ある[23]。Ypt5が Ca2+と K+以外の高濃度イオンに対しても応答するかどうかについて検討するた

めに、ypt5-909株を様々な高濃度イオン含有培地で増殖させた。その結果、ypt5-909株は高濃度

のMn2+, Cu2+, Co2+, Zn2+含有培地においても増殖が阻害された（図 2B）。この結果から、Ypt5は

多様なイオンストレス条件に応答して機能していることが考えられた。 

ypt5-909株はエンドサイトーシスに異常があり[22]、細胞外から物質を取り込む過程に Ypt5が

関与していることが考えられる。エンドサイトーシス経路以外の膜輸送においても Ypt5が機能す

るかどうかについて調べるために、小胞体から液胞への小胞輸送における Ypt5の機能について、

カルボキシペプチダーゼ S（carboxypeptidase S: CPS）を輸送マーカーとして利用して観察を行

った。CPSは、新しく合成された後、アミノ末端の膜貫通領域を介して小胞体膜に局在する。その

後、ゴルジ体に運ばれ、後にユビキチン化されて多胞体（multivesicular body: MVB）の内部小胞

にとりこまれ、液胞内へと輸送され、液胞内でプロセシングを受けて成熟型となる[24,25]。野生型

細胞にUb-GFP-CPSを発現させると、液胞膜の内部にUb-GFP-CPSの蛍光シグナルが見られる（図

3上）。ypt5-909株において、Ub-GFP-CPSは細胞質や液胞外のドット状に蛍光シグナルを示し（図

3下）、CPSが液胞内へ正しく輸送されていないことが考えられた。この観察によって、Ypt5が多

胞体を介した液胞へのタンパク質輸送に関与していることが考えられた。 

 

1.2.2 ypt5突然変異株の細胞形態とアクチン細胞骨格 

ypt5-909株は細胞形態にも異常を示す。分裂酵母の細胞形態は円筒型であるが、ypt5-909株の

細胞は、野生型細胞に比べて丸い[22]。ypt5-909株の細胞が形態異常を示す原因を探るため、まず

は ypt5-909株の細胞と野生型株の細胞それぞれの体積を測定し、比較を行った。コールターカウ

ンターを用いてそれぞれ 105 個における細胞の体積を測定したところ、ypt5-909株は 120～

160μm3の細胞が野生型細胞よりもやや多かったが、全体としては ypt5-909株と野生型株における

細胞の体積に大きな違いは見られなかった（図 4A）。次に、ypt5-909株におけるアクチン細胞骨格

に異常がないか調べた。分裂酵母の細胞にはアクチンパッチ、アクチンリングと呼ばれる特徴的な

アクチンの構造体が見られる。アクチンパッチは、分裂酵母が極性成長によって細胞を伸張させる

際の成長端や、エンドサイトーシスが起こる部位に集積する構造体であり、アクチンリングは、細

胞質分裂時に集積して収縮環を構成する構造体である[26,27]。蛍光標識ファロイジンによってアク

チンを染色することでアクチンの局在を観察したところ、ypt5-909株の細胞において、アクチンリ
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ングは野生型の細胞と同様に見られた一方、細胞極のアクチンパッチの数は野生型株の細胞に比べ

て著しく少なかった（図 4B）。ypt5-909株の細胞では、アクチンパッチが細胞極へと適切に局在で

きなくなっていることが考えられた。これらの結果から、Ypt5はアクチン骨格系の局在を制御する

ことで、細胞形態形成に関与している可能性が示唆された。 

 

1.2.3 生化学的な分画による Ypt5の局在 

 蛍光タンパク質 GFPを融合させた Ypt5（GFP-Ypt5）はドット状の蛍光シグナルを示す一方、

脂質修飾部位に点変異を持つYpt5にGFPを融合させたGFP-Ypt5-909はドット状の蛍光シグナル

を失う[22] （図 4B）。Ypt5の局在についてより詳細な情報を得るために、生化学的アプローチに

よる Ypt5の局在解析を行った。野生型株と ypt5-909株それぞれの細胞を、酵素処理によって細胞

壁を分解し、ホモジナイザーを用いて細胞を破砕した後、段階的な遠心分離を行うことによって細

胞成分を分画し、ウエスタンブロット解析で Ypt5がどの画分に存在するのかを調べた。その結果、

Ypt5は P13膜画分および可溶性画分に検出された（図 5）。P13膜画分は、出芽酵母において小胞

体や液胞が回収される画分であり[28]、Ypt5はこれらの膜に局在していることが考えられた。さら

に、P13画分における Ypt5の量が ypt5-909株において減少していたことから、ypt5-909株では、

脂質修飾部位に変異をもつ Ypt5 が膜に適切に局在できなくなっていることが考えられた（図 5）。 

 

1.2.4 液胞膜近傍の Ypt5の局在 

GFP-Ypt5は、細胞内でドット状の蛍光シグナルを示し、このドットは液胞膜周辺に見られるも

のが多い（図 6A左写真）。GFP-Ypt5のドット状の蛍光シグナルと液胞膜との局在関係を調べるた

めに、蛍光観察と画像解析を行った。ゲノム上の ypt5+遺伝子プロモーターから GFP-Ypt5を発現

させる細胞株（GFP-ypt5インテグラント株）の液胞膜を FM4-64蛍光色素によって染色し、2種

類の蛍光を観察した。取得した蛍光画像を解析し、GFPと FM4-64それぞれの輝度値のピークの

距離を測定した（図 6中央写真、右グラフ）。液胞膜近傍に局在する GFP-Ypt5について、50例の

輝度解析を行った結果、GFP-Ypt5の輝度値のピークは、液胞膜（FM4-64）の輝度値のピークと

一致しているもの、または液胞膜の外側方向に数ピクセルだけ離れているものが過半数を占めた。

このことから、液胞膜近傍における GFP-Ypt5は、液胞膜の細胞質側に局在していることが考えら

れた。 

 

1.3 考察 

 本章では、ypt5突然変異株である ypt5-909株における表現型の解析と Ypt5の局在解析を行っ

た。 

ypt5-909株の表現型解析により、Ypt5は高濃度の Ca2+, K+に加え、Mn2+, Cu2+, Co2+, Zn2+とい

う様々なイオンストレスに対して応答して機能することが考えられた（図 2）。Ypt5という 1種類

の因子が、多種類のストレスに応答して機能するシグナル伝達の経路は、ストレス条件によってそ

れぞれ異なっていることが予想される。異なるストレス条件に対し、Ypt5がそれぞれどのように対

処しているのかについては、Ypt5から下流へのシグナル伝達についての解析が特に重要になると考

えられる。エフェクター因子の高濃度ストレスに対する応答については第 3章で述べる。 

ypt5-909株において Ub-GFP-CPSの蛍光シグナルが液胞内に観察されなかったことから、Ypt5
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は CPSの液胞への輸送に必要であることが考えられた（図 3）。CPSは、小胞体からゴルジ体、そ

して多胞体を経て液胞へと運ばれるタンパク質である。多胞体の形成にはたらく因子（ESCRT

（endosomal sorting complex required for transport）複合体の構成因子や、ESCRTの解離には

たらく AAA（ATPases associated with diverse cellular activities）型の ATPase）の遺伝子を破

壊することによって、CPSの輸送に異常が見られる[24]。出芽酵母や分裂酵母では、多胞体形成に

関わる因子の変異体において、Ub-GFP-CPSの蛍光シグナルがドット状に集積して見られ、これ

は class Eコンパートメントと呼ばれる[24,29]。class Eコンパートメントは、多胞体を正しく形

成することができない結果として生じる構造体であると考えられている。ypt5-909株においても、

ドット状の蛍光シグナルを示す Ub-GFP-CPSは一部観察されたが、ほとんどの蛍光シグナルは細

胞質全体に見られ、多胞体形成に関わる因子の変異体とは異なる Ub-GFP-CPSの蛍光シグナルを

示した。このことから、Ypt5が CPSの輸送経路において、多胞体形成とは別の段階で機能してい

ることが示唆された。また、ypt5-909株で見られるドット状のUb-GFP-CPS蛍光シグナルが class 

Eコンパートメントであれば、Ypt5が多胞体形成にも関与していることが考えられるが、class E

コンパートメントと同等のドット状蛍光シグナルであるかどうかの根拠はなく、全く別の構造体で

ある可能性もある。このことについて確かめるには、電子顕微鏡を用いた観察などのさらなる解析

が必要になると考えられる。 

 本章では、ypt5-909株の細胞に形態異常が見られる原因を調べるために、体積測定とアクチン局

在解析を行った（図 4）。野生型株と ypt5-909株の細胞の体積が大きく異ならなかった事実によっ

て、ypt5-909株の細胞は、萎縮したり膨張したりすることで形が変化しているのではなく、細胞が

自身の形態を適切に維持することができなくなっているという可能性が考えられた。アクチンの局

在解析によって、細胞を形づくるのに重要な細胞骨格系の 1つであるアクチンが、ypt5-909株の細

胞で適切に局在できなくなっている様子が観察された。この結果から、Ypt5がアクチン骨格系の局

在を制御していることが考えられ、Ypt5はアクチンを正しく局在させることで細胞形態形成に関与

しているということが示唆された。一般的に、細胞の形態形成は低分子量タンパク質の Rhoファミ

リーによって制御されていると考えられている。線虫 Caenorhabditis elegansでは、Rhoファミ

リーである CED-10の下流エフェクター因子が、Rab5の活性化にはたらくと考えられる VPS9タ

ンパク質の RIN-1であることが見出されている[30]が、分裂酵母において、Ypt5が伝えるシグナ

ルと Rhoファミリーが伝えるシグナルとの関連性は現時点で不明である。 

 分画実験の結果から、Ypt5が膜に局在すること、そして Ypt5は脂質修飾部位の変異によって膜

に適切に局在できなくなることが示唆された（図 5）。蛍光観察で、GFP-Ypt5がドット状の蛍光シ

グナルを示し、GFP-Ypt5-909ではドット状の蛍光シグナルが失われるということ[22]と、今回の

分画実験の結果を合わせて考えると、GFP-Ypt5は膜構造体に集積して局在することが予想される。

GFP-Ypt5のドット状蛍光シグナルの多くは、液胞膜近傍に観察され、これらは液胞膜の細胞質側

に局在していることが、輝度解析の結果から考えられた（図 6）。ypt5-909株の表現型から Ypt5は

液胞の形態形成、液胞融合を制御していると考えられている[22]。Ypt5は液胞膜上に局在すること

で、液胞の形態形成や液胞融合に何らかのはたらきをしていることが予想される。また、GFP-Ypt5

は、液胞膜以外においてもドット状の蛍光シグナルを示している。液胞膜近傍以外に局在する Ypt5

は、液胞形態形成や液胞融合ではない機能（たとえば増殖や細胞の形態形成など）を制御している

可能性が考えられる。これらのことをより詳細に検討するには、GFP-Ypt5の挙動を、他の因子や
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細胞内小器官と同時にリアルタイムで観察する実験が必要であると考えられる。また、分画実験に

おいて、野生型の Ypt5は可溶性画分にも検出されている（図 5）。GDP型の Rabは、GDP解離阻

害因子（GDP dissociation inhibitor: GDI）と結合することによって、細胞質に存在すると考えら

れていることから[6]、可溶性画分に検出された Ypt5は GDP型の Ypt5であるとも考えられる。 

ypt5-909株における変異部位は脂質修飾部位であり、ヌクレオチドやエフェクター因子との結合

に関連するという報告が無い部位であるにも関わらず、ypt5-909株は様々な表現型を示す。この事

実から、Ypt5が機能を果たすためには、Ypt5が適切な膜に局在することが必要であることが強く

示唆される。GFP-Ypt5の蛍光シグナルはドット状に観察されるが、液胞膜の細胞質側に局在する

ものもあれば、そうでないものがあるように、観察されるドット状シグナルの実体はそれぞれ異な

っている可能性が高い。Ypt5が局在する膜構造は一体どういうものか、そしてそれぞれの膜構造に

おいて Ypt5はどういった機能を担っているのかを知ることは、今後の研究の課題である。 
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図 1. 低分子量 Gタンパク質の活性サイクル、Rab5と VPS9タンパク質 

(A) 低分子量Gタンパク質には、不活性型のGDP結合型状態と活性型のGTP結合型状態がある。

GDPが GTPに交換されることで活性型の GTP型となり、GDP/GTP交換反応はグアニンヌクレ

オチド交換因子（GEF）によって引き起こされる。活性型の低分子量 Gタンパク質は、エフェク

ター因子と相互作用することにより下流にシグナルを伝える。低分子量 Gタンパク質自身の GTP

アーゼ活性によって GTPが加水分解されて GDPとなることで不活性型となる。GTPの加水分解

は、GTPアーゼ活性化タンパク質（GAP）によって促進される。(B) 哺乳動物細胞、出芽酵母、

分裂酵母における Rab5と VPS9タンパク質。哺乳動物細胞や出芽酵母には Rab5ホモログが 3つ

存在するが、分裂酵母の Rab5ホモログは Ypt5ひとつだけである。また、Rab5に対するグアニン

ヌクレオチド交換活性（GEF活性）をもつと考えられている VPS9ドメインをもつタンパク質は、

哺乳動物に少なくとも 10個存在するが、分裂酵母には 2つ（Vps901と Vps902）のみである。 
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図 2. ypt5突然変異株における高濃度イオンストレスによる増殖阻害 

(A) Ypt5の構造と ypt5-909株の変異部位。ypt5突然変異株である ypt5-909株は、Ypt5の脂質修

飾部位における 209番目のシステインがアルギニンに置換している。示したモチーフ、ドメインは

UniprotKB データベースで予測されたもの(http://www.uniprot.org/uniprot/P36586)。(B) 4×104 , 

4×103 , 4×102 ,4×10個の細胞（wild type: TN8, ypt5-909 : KS2）を、図に示した各種培地にス

ポットし、26°Cに 3日間静置培養した。 
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図 3. ypt5突然変異株における液胞タンパク質 CPSの輸送異常 

Ub-GFP-CPS（ゴルジ体から多胞体経路を介して液胞へ輸送されるタンパク質）をプラスミドによ

り発現させた細胞（wild type: TN8, ypt5-909 : KS2）の液胞膜を、FM4-64蛍光色素で染色し、二

重蛍光の観察を行った。DIC：微分干渉顕微鏡観察。 
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図 4. ypt5突然変異株における細胞の体積とアクチン局在 

(A) 対数増殖期における 105個の細胞（GFP-ypt5 integrant: CK002, GFP-yp5-909 integrant: 

CK003）の体積を、コールターカウンターを用いて測定した。(B) 対数増殖期の細胞（CK002, 

CK003）をホルマリンで固定し、蛍光標識ファロイジンを用いてアクチンを染色した。蛍光観察に

よって多面画像を取得し、デコンボリューション処理を行った後、画像の重ね合わせ処理を行った。 
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図 5. 生化学的な分画による Ypt5と変異 Ypt5（Ypt5-909）の局在 

対数増殖期の細胞（GFP-ypt5 integrant: CK002, GFP-ypt5-909 integrant: CK003）を破砕し、段

階的な遠心分離によって細胞成分を分画し、抗 GFP抗体を用いてウエスタンブロット解析を行っ

た。各レーンは、元の細胞に換算した細胞数で揃えた（詳細は材料と方法の「細胞の破砕と分画」

に記載）。S1：破砕した細胞を 1,000×gで 10分間遠心した後の上清、P13と S13：S1を 13,000

×gで 15分間の遠心に相当する遠心を行った後の沈殿と上清、P100と S100：S13を 100,000×g

で 60分間の超遠心を行った後の沈殿と上清。 
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図 6. 液胞膜の近傍に見られる Ypt5の局在 

(A) 対数増殖期の GFP-ypt5インテグラント株（CK002）の液胞膜を FM4-64 蛍光色素で染色し、

蛍光観察を行った。GFP-Ypt5のドット状シグナルの多くは、液胞膜周辺に見られる（左の写真）。

液胞膜周辺における GFP-Ypt5の蛍光シグナルと液胞膜（FM4-64）の蛍光シグナルの距離を、画

像解析によって測定した。測定方法は、水色の矢印（右の写真）のように ROI（Region Of Interest）

を選択し、ROI上の GFP-Ypt5と FM4-64の輝度の分布を ImageJソフトウェアによってプロット

し（GFP-Ypt5: 上のグラフ、FM4-64: 下のグラフ）、輝度のピーク値の距離を測定した。(B) 

GFP-Ypt5と FM4-64における輝度のピーク値の距離を輝度解析によって 50例測定した結果の分

布。 
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第 2章 Ypt5の活性化因子候補 Vps901と Vps902の機能解析 

 

2.1 序論 

GDP結合型の低分子量 Gタンパク質は不活性型であり、GDPが GTPに交換されることによっ

て活性型となる（図 1A）。低分子量 Gタンパク質における GDPから GTPへの交換は、グアニン

ヌクレオチド交換因子（GEF）が作用することによって引き起こされる（図 1A）。低分子量 Gタ

ンパク質がシグナル伝達の分子スイッチとして適切に機能するためには、活性化因子としての役割

を担う GEFのはたらきが極めて重要である。 

ヒトの Rabex-5[31]、出芽酵母の Vps9p[32]は、不活性型の GDP結合型 Rab5に結合し、特異的

なグアニンヌクレオチド交換活性（GEF活性）を示すことが報告された。これらの因子には共通

のドメイン構造があり、このドメインは VPS9ドメインと名づけられた。後に、VPS9ドメインを

もつタンパク質（VPS9タンパク質）が、Rab5に対して GEF活性を示すという報告が様々な種で

報告され、現在では、VPS9タンパク質は Rab5に対する GEF活性をもつ活性化因子であると考

えられている[17]。 

VPS9タンパク質は、酵母から高等動物に至るまで様々な種で同定されており、多様な生体機能

に関与している。出芽酵母の Vps9pは液胞へのタンパク質輸送やオートファジーに必要であり

[33,34]、キイロショウジョウバエDrosophila melanogasterのRabex-5遺伝子は neoplastic tumor 

suppressor geneであり[35]、シロイヌナズナ Arabidopsis thalianaの VPS9a遺伝子は胚形成に必

須である[36]。哺乳動物の VPS9タンパク質については、RIN1が上皮成長因子の取り込みやエン

ドソーム融合にはたらくこと[37]、また ALS2の VPS9ドメイン内における変異が乳児発症上行性

遺伝性痙性対麻痺（Infantile-onset ascending hereditary spastic paraplegia: IAHSP）の原因であ

ること[38]などが報告されている。 

哺乳動物には、少なくとも 10個の VPS9タンパク質が存在することが、Pfamデータベース

（http://pfam.xfam.org/）によって予想されており（図 1B）、そのほとんどが、Rab5に対して GEF

活性を持つことが報告されている（Rabex-5[31]、RIN1[37]、RIN2[39]、RIN3[40]、RINL[41]、

GAPex-5[42]、ALS2[43]、ALS2CL[44]、VARP[45]）が、3つの Rab5（Rab5A, Rab5B, Rab5C）

すべてについて調べられているのは一部の報告のみである。また哺乳動物では、VPS9タンパク質

が、Rab5と系統学的に近縁な Rab（Rab5 subfamily GTPase）[46]に対しても GEF活性を示す例

がいくつか報告されている。Rabex-5は Rab17, Rab21, Rab22a, Rab31[41,46]に対して、RIN3は

Rab21, Rab22a, Rab31[41]に対して、RINLは Rab21, Rab22a, Rab31[41]に対して、VARPは

Rab21に対して[45]、それぞれ GEF活性が確認されている。哺乳動物において、10個の VPS9タ

ンパク質が、3つの Rab5や Rab5に近縁な Rabに対し、どのようなシグナル伝達機構によって活

性の制御を行っているかは統一的には理解されておらず、またこれら 10個の VPS9タンパク質間

の関係性を網羅的に調べた研究は報告されていない。 

分裂酵母のゲノム上で、VPS9タンパク質をコードする遺伝子は vps901+と vps902+の 2つのみ

である[18]（図 1B）。VPS9タンパク質が 2つ、Rab5が 1つである分裂酵母は、VPS9タンパク質

と Rab5との関係性を調べるうえでも、VPS9タンパク質間の関係性を調べるうえでも、モデルと

して適していると考えられる。vps901遺伝子破壊株の表現型解析により、Vps901は液胞タンパク

質の輸送や、液胞融合などに異常があることが明らかになっている[18]。Vps902については、
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vps902遺伝子破壊株が CPYの輸送に異常を示さず[18]、Vps902が担う役割は明らかになってい

ない。 

私は、分裂酵母における 2つの VPS9タンパク質である Vps901と Vps902の機能とその関係性

を調べるために、Vps901と Vps902の局在解析、および vps9遺伝子破壊株（vps901遺伝子破壊

株、vps902遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株）の表現型の解析を行った。 

 

2.2 結果 

2.2.1 Vps901と Vps902の局在 

VPS9タンパク質は、Rab5に対して特異的なグアニンヌクレオチド交換活性（GEF活性）をも

つと考えられている[17]。分裂酵母のVPS9タンパク質は、Vps901とVps902の 2つのみである[18]。 

Vps901と Vps902の局在を調べるために、GFP遺伝子を vps901+または vps902+の遺伝子座に

挿入し、それぞれ自身のプロモーターによって Vps901-GFPまたは Vps902-GFPの融合タンパク

質が発現する株（vps901-GFPインテグラント株、vps902-GFPインテグラント株）を作製し、蛍

光観察を行った。対数増殖期の栄養細胞では、Vps901-GFP、Vps902-GFPはどちらもドット状の

蛍光シグナルを示した（図 7B）。また、窒素源枯渇条件で培養することによって性分化を誘導して

観察したところ、接合した細胞や胞子にもドット状の蛍光シグナルが見られた（図 7C）。

Vps901-GFPと Vps902-GFPが示すドット状の蛍光シグナルは、GFP-Ypt5が示すシグナルと似て

いる[22]。そこで、Vps901または Vp902と Ypt5との局在の関係性を調べるために、両方の蛍光

融合タンパク質を発現させる vps901-GFP mCherry-ypt5インテグラント株、vps902-GFP 

mCherry-ypt5インテグラント株を作製し、それぞれ自身のプロモーターから発現される蛍光融合

タンパク質の二重蛍光観察を行った。Vps901-GFPとmCherry-Ypt5、および Vps902-GFPと

mCherry-Ypt5は部分的な共局在が見られた（図 7D上、中央）。このことから、Vps901 と Ypt5、

およびVps902とYpt5は同じ膜構造体において機能することが予想された。またVps901とVps902

の局在の関係を調べるために、vps901-GFP vps902-mCherryインテグラント株を作製して二重蛍

光観察を行った。Vps901-GFPと Vps902-mCherryは部分的な共局在が見られ（図 7D下）、この

結果により分裂酵母における 2つの VPS9タンパク質である Vps901と Vps902が同一の膜構造体

に局在して機能することが示唆された。 

 

2.2.2 vps9遺伝子破壊株における増殖と細胞形態 

Vps901と Vps902の機能を調べるため、それぞれの遺伝子破壊株における表現型の解析を行っ

た。vps901遺伝子破壊株、vps902遺伝子破壊株の増殖について調べたところ、栄養豊富な寒天培

地上でどちらも増殖に異常は見られなかった（図 8A）。しかしながら、vps901 vps902二重破壊株

における増殖について調べると、30℃において増殖に異常が見られ、37℃ではまったく増殖が見ら

れなかった（図 8A）。vps901 vps902二重破壊株の増殖についてより詳しく調べるために、栄養豊

富な液体培地で培養したところ、vps901 vps902二重破壊株は増殖が遅く、培養液における細胞の

飽和濃度が低かった（図 8B）。この結果から、Vps901と Vps902は協調して細胞増殖に関与して

いることが考えられた。次に、細胞の形態を観察すると、vps901 vps902二重破壊株は野生型細胞

と異なり、やや丸い細胞形態を示した（図 9A）。対数増殖期の細胞 200個の長軸と短軸の長さを測

定すると、vps901遺伝子破壊株、vps902遺伝子破壊株の細胞はいずれも野生型株の細胞と差は見
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られなかった（図 9B）。一方、vps901 vps902二重破壊株の細胞は、長軸の長さが短く、短軸の長

さが長いことから、長軸と短軸比の値は、野生型細胞よりも 1（円形）に近い値を示した（図 9B）。

これらのことから Vps901と Vps902が協調して細胞の形態形成にはたらいていることが考えられ

た。また、vps901 vps902二重破壊株の細胞形態異常について詳細に調べるため、アクチン細胞骨

格の局在を観察した。蛍光標識ファロイジンによってアクチンを染色して蛍光観察を行ったところ、

vps901 vps902二重破壊株の細胞におけるアクチンリングおよびアクチンパッチの局在は野生型株

の細胞と似ており、アクチン局在に異常は見られなかった（図 9C）。このことから、Vps901と

Vps902は、アクチンの局在制御とは異なる方法で細胞形態形成に関わっていることが考えられた。 

 

2.2.3 vps9遺伝子破壊株における性分化と高濃度イオンストレスに対する応答 

ypt5-909株において性分化を誘導すると、接合効率が低く、また胞子形成が全く見られない[22]。

Vps901、Vps902が性分化過程の制御に関与しているかどうかを調べるために、vps901遺伝子破

壊株、vps902遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株について、窒素源を枯渇させることによ

って性分化を誘導した。vps901遺伝子破壊株の接合率、胞子形成率は野生型株よりも低かったが、

vps902遺伝子破壊株は野生型株と明らかな違いがみとめられなかった（図 10）。また、vps901 

vps902二重破壊株においては、ほとんど接合が見られず、胞子形成が全く見られなかった。この

結果により、性分化過程に、Vps901が関与していること、Vps901と協力して Vps902が補助的に

機能することが示唆された。 

ypt5-909株が、高濃度のイオンストレスに対して感受性を示すことについては、第 1章で記述し

たとおりである[22]（図 2B）。Vps901と Vps902が高濃度のイオンストレスに対して応答してい

るかどうかを知るために、それぞれの遺伝子破壊株の高濃度イオンに対する感受性を調べた。

vps901遺伝子破壊株において、高濃度の Ca2+, K+, Cu2+, Co2+, Zn2+による増殖の阻害が見られたが、

vps902遺伝子破壊株はいずれのイオンストレスに対しても感受性を示さなかった（図 11）。vps901 

vps902二重破壊株は、高濃度の Ca2+, K+, Cu2+, Co2+, Zn2+によって、vps901遺伝子破壊株よりも

大きく増殖が阻害され、高濃度の sorbitolと Na+, Mn2+に対しても感受性を示した。この結果から、

高濃度の多様なストレス条件に対して、Vps901が応答していることに加え、Vps902も協調して関

与していることが考えられた。 

 

2.2.4 vps9遺伝子破壊株における液胞タンパク質輸送と液胞形態 

第 1章の結果から、Ypt5が液胞タンパク質である CPSの輸送に必要であることが考えられる（図

3）。また、Vps901も CPSの輸送に必須であることが報告されている[18]。vps902遺伝子破壊株

における CPS輸送について調べたところ、Ub-GFP-CPSの蛍光シグナルが液胞内に見られたこと

から、Vps902は CPS輸送に必要ではないことが考えられた（図 12）。 

ypt5-909株は、不均一な大きさの液胞をもっており、液胞融合に異常がある[22]。また、vps901

遺伝子破壊株は、液胞融合に異常を示す[18]。Vps902の液胞形態形成に関する役割を知るために、

VPS9タンパク質の遺伝子の破壊株における液胞形態と液胞融合について調べた。分裂酵母の細胞

は、水などの低浸透圧条件下で液胞融合が起こる[47]。vps9遺伝子破壊株における細胞の液胞膜を

FM4-64蛍光色素で染色することで液胞の形態を可視化し、さらに水処理による低浸透圧刺激で液

胞融合を誘導した（図 13A）。vps902遺伝子破壊株は、液胞融合の誘導によって、液胞数と液胞の
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大きさが野生型株と同様に有意に変化したことから、液胞融合には異常は見られなかった（図

13A,B）。しかしながら、vps901 vps902二重破壊株において、明確な液胞構造がほとんど見られず、

水処理による低浸透圧刺激によって液胞融合を誘導した条件においても、目立った変化は無かった

（図 13A）。このことから、vps901 vps902二重破壊株が正常な液胞をもっていない可能性が考え

られた。このことを確かめるために、vps901 vps902二重破壊株の細胞内構造を、電子顕微鏡を用

いて観察することを試みた。観察のための固定処理は、凍結置換法によって行い、透過型の電子顕

微鏡を用いて観察した。野生型の細胞では、電子密度の高い液胞構造が見られたが（図 14A）、vps901 

vps902二重破壊株において同様の構造は見られなかった（図 14B）。その代わりに、vps901 vps902

二重破壊株で、電子密度の低い小さなコンパートメントが多数見られた（図 14B）。加えて、野生

型株の細胞には見られない、電子密度の高い中空の粒子状の構造体が細胞質に多数見られ（図 14B

拡大写真矢印）、巨大化した小胞体のような膜構造も観察された。また、野生型株の細胞を水処理

による低浸透圧刺激を加えて液胞融合を誘導したものでは、巨大化した液胞が見られたが、内部の

電子密度が低くなっていた（図 14C）。このことは、液胞の内部環境が融合前後で変化しているこ

とを反映しているものと思われる。vps901 vps902二重破壊株では、水処理による低浸透圧刺激を

加えることで、電子密度の低いコンパートメントが凝集しているように見えた（図 14D）。これら

のことから、vps901 vps902二重破壊株の細胞は、野生型株の細胞にある液胞と同等の構造体をも

たないことが考えられ、Vps901と Vps902が協調して液胞の形態形成に重要な役割を担っている

ことが示唆された。 

 

2.3 考察 

 本章では、Ypt5上流の活性化因子の候補因子である Vps901と Vps902について、局在解析と遺

伝子破壊株の表現型解析を行った。 

 蛍光観察の結果から、Vps901と Vps902はドット状のシグナルを示し、部分的に Ypt5と共局在

していることが考えられた（図 7）。第 1章の結果から、Ypt5が膜構造体に局在していることが考

えられることから、Vps901と Vps902も膜に局在していると予想される。また、Vps901と Vps902

は、全てが Ypt5と共局在しているわけではない（図 7D）。この事実は、Vps901および Vps902

が、Ypt5と同一の膜構造ではたらくのは一過的であることを示していると考えられる。蛍光観察に

おいて、Vps901、Vps902、Ypt5はいずれもドット状のシグナルを示すが、Vps901と Ypt5が共

に集積して見られるもの、Vps902と Ypt5が共に集積して見られるもの、Vps901と Vps902が共

に集積して見られるもの、それぞれが単独で集積して見られるものがあり、それぞれが別々の機能

に関与している可能性がある。これら 3つのタンパク質の挙動を同時にリアルタイムで解析するこ

とができれば、より詳細な事実を知ることができると考えられる。 

先行研究と本章に記載した実験により、ypt5-909株と vps901 vps902二重破壊株において細胞

形態に異常を示すことが明らかになった。これらのことから、Ypt5が Vps901と Vps902からシグ

ナルを受け取り、細胞形態形成を制御していることが考えられる。ypt5-909株と vps901 vps902

二重破壊株はどちらも長軸が短く、短軸が長いという細胞形態の異常を示すが、ypt5-909株ではア

クチン細胞骨格の局在に異常が見られたのに対し、vps901 vps902二重破壊株のアクチンの局在に

は明らかな異常が見られなかった。このことから、Ypt5は Vps901と Vps902非依存的にアクチン

の局在を制御することが示唆された。アクチン局在について、Ypt5が Vps901と Vps902以外の因
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子からシグナルを受け取る可能性も考えられる。Ypt5にシグナルを伝達する VPS9タンパク質以

外の因子の存在があるかどうかを知るためには、Ypt5と相互作用する因子のスクリーニングをする

ことが今後必要となってくると考えられる。vps901 vps902二重破壊株における細胞形態の異常は、

アクチン局在とは別の原因によって生じていることが考えられる。ypt5-909株、vps901 vps902

二重破壊株のように、細胞の形が丸くなるような分裂酵母の変異体は他にも報告があり、多胞体形

成に関わる ATPアーゼをコードする vps4+遺伝子、膜融合に重要な繋留複合体である HOPS

（homotypic fusion and vacuole protein sorting）複合体および CORVET（class C core 

vacuole/endosome tethering）複合体の構成因子をコードする vps16+遺伝子、HOPS複合体の構成

因子をコードする vps41+遺伝子、エンドサイトーシスに関わる因子をコードする end4+遺伝子の破

壊株などが丸い細胞形態を示す[48]。細胞形態が丸い分裂酵母変異体の中には、アクチンとは別の

細胞骨格である微小管の局在に異常を示す変異体もある[48]。vps901 vps902二重破壊株および

ypt5-909株の微小管局在については、今後明らかにしたい課題である。 

 CPSの輸送について、vps902遺伝子破壊株では異常が見られなかった（図 12）。先行研究では、

本章で用いた vps901遺伝子破壊株と異なる方法で作製した vps901遺伝子破壊株において、CPS

の輸送に異常が見られることが報告されている[18]。本章においても、vps901遺伝子破壊株で CPS

輸送に異常が見られ、報告されている事実と一致した（図 12）。vps901 vps902二重破壊株におい

ては、FM4-64染色によって明確な液胞構造が見られないので、液胞タンパク質である CPSが液

胞に輸送されているかどうかについて判断できないが、Ub-GFP-CPSのシグナルは vps901遺伝子

破壊株と似ており、主に細胞質全体に見られ、ドット状に集積したシグナルも見られた（図 12）。

vps901 vps902二重破壊株における FM4-64は、部分的に集積して見られた。FM4-64が集積した

シグナルと、Ub-GFP-CPSが集積したシグナルはあまり重なっていないように見えた（図 12）。 

 先行研究では、本章で用いた vps901遺伝子破壊株と異なる方法で作製した vps901遺伝子破壊

株において、液胞融合に異常があることを報告している[18]。本研究では、液胞の数や大きさを計

測することによって、液胞融合についてより詳細に調べた。vps901遺伝子破壊株では、液胞融合

誘導によって液胞の大きさと数に有意な差が見られたことから、液胞融合自体は起こっていると考

えられる（図 13B）。しかしながら、液胞融合誘導後の液胞の大きさが野生型細胞に比べて小さく、

野生型にくらべて、効率的な液胞融合が起こっていないことが考えられる。また、vps901 vps902

二重破壊株の細胞では、FM4-64によって明確な液胞構造がほとんど見られなかった（図 13A）。

このことから、vps901 vps902二重破壊株は液胞をもたないという可能性、液胞はあるが FM4-64

を液胞に運ぶことができないという可能性の 2つの仮説が考えられた。FM4-64を正しく輸送でき

ない可能性を考慮すると、他の液胞マーカーを用いた実験を行ったとしても、同じ理由によって液

胞への輸送に異常がある可能性を排除できない。そこで、液胞マーカーを用いずに液胞構造がある

かどうかを観察する方法として、電子顕微鏡による観察を試みた。電子顕微鏡によって観察した

vps901 vps902二重破壊株の細胞は、野生型細胞で見られた液胞と同等の構造をもたなかった（図

14）。その代わりに、電子密度の低いコンパートメントが多数散見された。このコンパートメント

は、液胞融合を誘導すると局所的に凝集し、膜融合前の繋留の状態で止まっているようにも見える。

vps901 vps902二重破壊株で見られる電子密度の低いコンパートメントは、野生型細胞がもつ液胞

の前駆体のような構造体なのかもしれない。また、vps901 vps902二重破壊株において、電子密度

の高い粒子状の構造体が、細胞質に多数見られた（図 14B拡大写真の矢印）。似たような構造体は
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出芽酵母の Vps9pや Vps21p（Rab5ホモログ）にも見られているが[33,49]、その実体は明らかに

されていない。出芽酵母の変異体の報告と異なる点として、vps901 vps902二重破壊株で見られる

粒子状の構造体は中空構造になっているように見える。これは、固定法の違い（出芽酵母変異体は

化学固定、分裂酵母の vps901 vps902二重破壊株は凍結置換法による固定）によって見え方が異な

っている可能性が考えられる。 

 vps901遺伝子破壊株は、接合効率、高濃度の Ca2+, K+, Cu2+, Co2+, Zn2+ストレスに対する応答、

CPSの輸送、液胞融合に異常を示す一方、vps902遺伝子破壊株は明らかな表現型を示さなかった

（図 10-13）。このことから、2つの VPS9タンパク質が担う役割は異なっていると考えられる。し

かしながら、vps901 vps902二重破壊株が、接合効率、高濃度の Ca2+, K+, Cu2+, Co2+, Zn2+ストレ

スに対する応答において、vps901遺伝子破壊株よりも重篤な異常を示したことから（図 10,11）、

Vps902は、接合や高濃度の Ca2+, K+, Cu2+, Co2+, Zn2+ストレスに対する応答について、部分的に

Vps901の機能を補助していることが考えられる。また、vps901 vps902二重破壊株が増殖、細胞

形態、胞子形成、高濃度 sorbitolや高濃度 Na+, Mn2+のストレスに対する応答、液胞形態形成に異

常を示したことから（図 8-11,13,14）、これらの機能について、Vps901と Vps902が協調して機能

していることが示唆される。 

 vps901 vps902二重破壊株は、増殖、細胞形態、性分化、高濃度イオンストレスに対する応答、

液胞形態などに異常を示し（図 8-14）、これらの表現型は、ypt5-909株の表現型とよく似ている[22]。

このことから、Vps901と Vps902はどちらも Ypt5の制御に関わっていることが考えられる。しか

し、vps901遺伝子破壊株と vps902遺伝子破壊株の表現型を比べると、Rab5の制御には主に

Vps901が関与し、Vps902は補助的に関わっているという可能性が考えられる。Vps901と Vps902

のはたらきの違いについて考慮するためには、Vps901および Vps902における、Ypt5との物理的

な結合や、Ypt5に対するグアニンヌクレオチド交換活性（GEF活性）などについて調べる必要が

ある。また、第 1章で記述したように、Ypt5が細胞内で機能するためには、Ypt5が適切に局在す

ることが重要であることが考えられる。哺乳動物では、VPS9タンパク質 Rabex-5を、ミトコンド

リアへの局在化シグナルを利用した方法でミトコンドリアに異所的に局在させることで、Rab5も

ミトコンドリアに異所的局在をするようになるという報告がある[50]。哺乳動物のRabex-5とRab5

の例のように、VPS9タンパク質によって Ypt5の局在が制御されるかどうかについて、今後明ら

かにしたい。 

 vps901 vps902二重破壊株は、高濃度 sorbitolによる高浸透圧ストレスに対して増殖が阻害され

ることや、液胞を形成できないことなど、ypt5-909株には見られない異常を示した。この原因つい

て大きく 2つの可能性が考えられる。1つの可能性は、ypt5-909株が遺伝子破壊株ではないことに

より、いくつか機能を残していることが原因であるというものである。ypt5+遺伝子を破壊した分

裂酵母は致死となることから、ypt5-909株においては、変異をもった Ypt5が何らかの機能を有し

ていることが考えられる。ypt5-909株は、Ypt5の脂質修飾部位に変異をもつ変異体であるが、Ypt5

の活性部位など他の部分の構造に変異をもつ ypt5+遺伝子の突然変異体を作製し解析することがで

きれば、Ypt5の役割についてより深く迫ることができると思われる。もう 1つの可能性は、Vps901

と Vps902が Ypt5以外の因子を制御しているというものである。VPS9タンパク質からのシグナル

は、基本的に Rab5のグアニンヌクレオチド交換活性のみが考慮されるが、他の方法でシグナルを

伝達していることは有り得る。たとえば、足場やアダプターとして機能することで、他の因子の局
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在を制御することなどが考えられる。Vps901と Vps902が相互作用する他の因子を探索すること

によって、より詳細な事実が判明する可能性が考えられる。 

 vps901遺伝子破壊株と vps902遺伝子破壊株の表現型が異なっていることから、Vps901と

Vps902の担う機能が異なることが予想される。その違いがいかなる原因によって生じているのか

について明らかにすることができれば、あらゆる真核生物に複数存在する VPS9タンパク質が、細

胞内においてどのような機構で役割の分担をしているのかを知る糸口になると考えられる。

Vps901と Vps902の大きな違いとして、Vps901のみが CUE（coupling of ubiquitin conjugation 

to ER degradation）ドメインと呼ばれるユビキチン結合ドメインをもっているということがある

[18]（図 7A）。CUEドメインは出芽酵母の Vps9pにもある。Vps9pの CUEドメインについては、

モノユビキチンとポリユビキチンどちらとも結合すること[51,52]、CUEドメイン同士で二量体を

形成して 1つのユビキチン分子を包み込むように結合すること[53]、エンドサイトーシスに関与す

ること[54]、GEF活性を調節していること[55]などの報告がある。分裂酵母の Vps901における

CUEドメインについては、Vps901の CUEドメインを欠損させてもカルボキシペプチダーゼ Y

（carboxypeptidase Y: CPY）の液胞への輸送に異常は見られず[18]、機能については未だ不明であ

る。蛍光観察によって Vps901と Vps902は部分的に共局在していることが考えられたが（図 7D

下）、共局在せずに Vps901単独で集積しているシグナル、Vps902単独で集積しているシグナルも

見られ、それぞれ異なる機能に関与している可能性が考えられる。また、2つの VPS9タンパク質

の Ypt5に対する GEF活性に違いが見られるかついても今後調べる必要がある。 
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図 7. Vps901、Vps902タンパク質の構造と細胞内局在 

(A) Vps901、Vps902タンパク質の構造。どちらも VPS9ドメインをもっており、Vps901のみカ

ルボキシル末端にユビキチン結合ドメインの CUEドメインをもつ。いずれも Pfamデータベース

で予測されたドメインを示す。(B) 対数増殖期の細胞（vps901-GFP integrant: YT004, 

vps902-GFP integrant: YT015）の蛍光観察を行った。(C) 窒素源枯渇培地で培養することで性分

化を誘導した細胞（YT004, YT015）の蛍光観察を行った。(D) 対数増殖期の細胞（vps901-GFP 

mCherry-ypt5 integrant: YT008, vps902-GFP mCherry-ypt5 integrant: YT016, vps901-GFP 

vps902-mCherry integrant: YT011）の蛍光観察を行った。共局在が見られたドット状蛍光シグナ

ルを矢印で、共局在していないドット状蛍光シグナルを矢頭または正三角形で示した。DIC：微分

干渉顕微鏡観察。 
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図 8. vps901 vps902二重破壊株における細胞増殖の異常 

(A) 富栄養の寒天プレート培地において 30°Cまたは 37°Cで 3日間培養した細胞（wild type: TN4, 

Δ901 : TM002, Δ902 : TM006, Δ901Δ902 : YT017）。(B) 富栄養の液体培地において 30℃で振

とう培養した細胞（TN4, TM002, TM006, YT017）の増殖曲線。 
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図 9. vps901 vps902二重破壊細胞における形態異常 

(A, B) 対数増殖期の細胞（wild type: TN4, Δ901 : TM002, Δ902 : TM006, Δ901Δ902 : YT017）

各 200個ずつの長軸と短軸の長さを測定した。ヒストグラムに示した数値は、平均±標準偏差の値。

(C) 対数増殖期の細胞（TN4, TM002, TM006, YT017）をホルマリンで固定し、蛍光標識ファロイ

ジンを用いてアクチンを染色した。蛍光観察によって多面画像を取得し、画像の重ね合わせ処理を

行った。 
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図 10. vps901遺伝子破壊株、vps902遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株における性分化 

対数増殖期の細胞（wild type: TN8, Δ901 : TM003, Δ902 : TM005, Δ901Δ902 : YT018）を、

窒素源が枯渇した培地で培養することにより性分化を誘導し、接合率、胞子形成率を計測した。 
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図 11. vps901遺伝子破壊株、 vps902遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株における高濃度イ

オンストレスに対する応答 

4×104 , 4×103 , 4×102 ,4×10個の細胞（wild type: TN4, Δ901 : TM002, Δ902 : TM006, Δ901

Δ902 : YT017）を、図に示した各種培地にスポットし、30°Cに 3日間静置培養した。 
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図 12. vps901遺伝子破壊株、 vps902遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株における液胞タ

ンパク質 CPSの輸送 

ゴルジ体から多胞体を介して液胞へ輸送されるUb-GFP-CPSをプラスミドにより発現させた細胞

（wild type: TN4, Δ901 : TM002, Δ902 : TM006, Δ901Δ902 : YT017）の液胞膜を、FM4-64

蛍光色素で染色して蛍光観察を行った。DIC：微分干渉顕微鏡観察。 
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図 13. vps901 vps902二重破壊株における液胞形態の異常 

(A) 対数増殖期の細胞（wild type: TN4, Δ901 : TM002, Δ902 : TM006, Δ901Δ902 : YT017）

の液胞膜を FM4-64によって染色し、蛍光観察を行った。また、培地を水に置換することで低浸透

圧刺激を加え、液胞融合を誘導した。DIC：微分干渉顕微鏡観察。(B) 1細胞あたりの液胞数と液

胞の大きさを計測した。それぞれ 50細胞の液胞数と、100個の液胞の大きさを測定した（ただし、

vps901 vps902二重破壊株は液胞がほとんど見られなかったため、YEで 28個、waterで 22個の

み、液胞の大きさを測定した）。棒グラフは平均値を示し、エラーバーは標準偏差を示した。各株

について、液胞融合誘導前のデータと誘導後のデータについてウェルチの t検定を行い、p < 0.001

であったものを「*」で示した。 
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図 14. vps901 vps902二重破壊株の細胞における液胞構造の異常 

対数増殖期の細胞（wild type: L968, Δ901Δ902 : YT003）を凍結置換法によって固定し、透過型

電子顕微鏡で観察した。(A) 野生型株の細胞。液胞を V、核を N、脂肪滴を Lと表記。(B) vps901 

vps902二重破壊株の細胞。拡大写真に示した矢印は、vps901 vps902二重破壊株の細胞質に特徴

的に見られた電子密度の高い中空の粒子状の構造である。(C) 水処理による低浸透圧刺激によって

液胞融合を誘導した野生型細胞。(D) 液胞融合を誘導した vps901 vps902二重破壊株。 
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第 3章 Ypt5の下流因子候補 Pep7と Aut12の機能解析 

 

3.1 序論 

 活性型状態の低分子量 Gタンパク質は、エフェクタータンパク質と呼ばれる下流因子と相互作用

する。エフェクタータンパク質は、GTP結合型の低分子量 Gタンパク質と特異的に結合すること

で、低分子量 Gタンパク質からのシグナルを下流に伝える（図 1A）。低分子量 Gタンパク質から

伝えられたシグナルを受け、実際にはたらくのはエフェクター因子であり、低分子量 Gタンパク質

が関与する機能とそのシグナル伝達機構の関係を明らかにするためには、下流エフェクター因子の

はたらきを理解することが必要である。 

哺乳動物の Rab5エフェクター因子の 1つに、EEA1が知られている[56]。EEA1には、FYVE

ドメインという、システインを多く含んだジンクフィンガードメイン構造がある。このドメインは、

Fab1、YOTB、Vac1、EEA1に共通して見られたことから、それぞれの頭文字をとって「FYVE」

ドメインと名づけられている[57]。FYVEドメインは、生体膜を構成するリン脂質のホスファチジ

ルイノシトール-3-リン酸と特異的に結合する[58]。哺乳動物における別の Rab5エフェクターであ

る Rabenosyn-5も FYVE ドメインをもっている[59]。Rabenosyn-5は、SM（Sec1/Munc18ホモ

ログ）タンパク質の hVPS45と結合することから、Rab5と SNARE（soluble 

N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor）を繋ぐアダプターとして機能す

ると考えられている[59]。キイロショウジョウバエ Drosophila melanogasterの Rab5エフェクタ

ー因子であるRabenosynもVps45と結合し、またRabenosyn遺伝子とVps45遺伝子は neoplastic 

tumor suppressor geneであると報告されている[60]。出芽酵母にも FYVEドメインをもつVps21p

（Rab5）エフェクター因子の Vac1pがある[61]。Vac1pは、出芽酵母が増殖する際に、母細胞か

ら娘細胞へ液胞を分配するために必要な因子であり[62]、高濃度のイオンストレスに対する応答や、

液胞タンパク質の輸送にも機能している[23]。 

また、哺乳動物にはMon1という Rab5エフェクター因子も同定されている[63]。Mon1は Ccz1

と複合体を形成し、Mon1-Ccz1複合体は Rab7と相互作用する[63]。出芽酵母にもMon1pと Ccz1p

は存在し、Mon1p-Ccz1p複合体が Ypt7p（Rab7）に対する GEF活性を示す[64]。また、出芽酵母

のMon1pと Ccz1pはそれぞれオートファジーに必要な因子である[65,66]。シロイヌナズナ

Arabidopsis thalianaにおいてもSAND（Mon1ホモログ）とCCZ1が複合体を形成し、SAND-CCZ1

複合体が RAB7に対する GEF活性をもつことが明らかにされている[67]。他にも様々な Rab5エ

フェクター因子が知られているが、Rab5からのシグナルをどのように受け取って処理しているの

かについて、統一的な理解はなされていない。 

 分裂酵母の Rab5ホモログは Ypt5のみであり、Ypt5が多様な機能を制御していることは第 1章

で記述したとおりである。多くの機能を制御する 1つの Rab5をもつ分裂酵母は、Rab5から下流

へのシグナル伝達を解析するためのモデルとして適しているといえる。分裂酵母には、Vac1pのホ

モログとして Pep7が、Mon1のホモログとして Aut12がある。Pep7は 2つの FYVE ドメインと、

Rabenosyn-5と相同性をもつ配列をもつことが Pfamデータベースによって予想されている（図

15A）。また、分裂酵母にはMon1ホモログの Aut12が存在するが、Ccz1のホモログが存在しない。 
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 私は、Pep7と Aut12を Ypt5下流のエフェクター因子の候補と考え、Pep7と Aut12について、

局在解析と遺伝子破壊株の表現型解析を行うことで、Ypt5からエフェクター因子へのシグナル伝達

について調べた。 

 

3.2 結果 

3.2.1 Pep7と Aut12の局在 

Pep7は、出芽酵母における Vps21p（Rab5）エフェクター因子 Vac1p[61]の分裂酵母における

ホモログであり、2つの FYVE ドメインをもつ（図 15A）。Aut12は、哺乳動物における Rab5エ

フェクターとして知られているMon1[63]の分裂酵母におけるホモログである。Pep7、Aut12を

Ypt5の下流ではたらくエフェクター因子の候補として考え、Ypt5から伝えられるシグナルがどの

ように下流因子へと伝えられるのかを調べた。 

Pep7と Aut12の局在を調べるため、それぞれのタンパク質に、蛍光タンパク質mCherryを付

加させ、GFP-ypt5インテグラント株に発現させて蛍光観察を行った。Pep7-mCherry、

Aut12-mCherryはいずれもドット状の蛍光シグナルを示し、そのほとんどが GFP-Ypt5のドット

と共局在していた（図 15B 左）。このことから、Pep7および Aut12は Ypt5と同一の膜構造体で機

能していることが示唆された。また、Ypt5が膜へ適切に局在できない ypt5変異体である ypt5-909

株における Pep7-mCherry、Aut12-mCherryの局在を観察した。ypt5-909株において、

Pep7-mCherry、Aut12-mCherryはドット状の蛍光シグナルを示さず、GFP-Ypt5-909 と同様に、

細胞質全体に拡がった蛍光シグナルを示した（図 15B右）。この結果より、Pep7と Aut12の局在

が Ypt5に依存していることが示唆された。 

 

3.2.2 Pep7と Ypt5との相互作用 

エフェクター因子は、低分子量 Gタンパク質の活性型に特異的に結合する。Pep7と Ypt5の物

理的な相互作用について調べるため、組換えタンパク質を用いて、in vitro結合実験を行った。

GST-Ypt5に GDPおよび GTPγS（GTPの非加水分解型アナログ）を結合させた後、それぞれ

Pep7-Myc-Hisと反応させ、グルタチオンが結合したビーズによって沈降させたサンプルに対し、

抗Myc抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。Pep7は、GTPアナログ結合型の Ypt5と

特異的に相互作用が見られたことから、Ypt5のエフェクター因子であることが確かめられた（図

16）。 

 

3.2.3 pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株における増殖と細胞形態 

Pep7、Aut12が細胞内で担う役割について知るために、pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊

株を作製し、表現型の解析を行った。栄養豊富な寒天培地 30℃において、pep7遺伝子破壊株、aut12

遺伝子破壊株はどちらも増殖に異常は見られなかった（図 17A）。栄養豊富な液体培地においても、

倍加時間や培養液における細胞の飽和濃度において、pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株は

いずれも野生型株と差は無かった（図 17B）。栄養豊富な寒天培地 37℃においては、pep7遺伝子

破壊株は増殖に異常は見られなかったが、aut12遺伝子破壊株において増殖の低下が見られた（図

17A）。次に、pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株の対数増殖期における細胞形態を観察した。

いずれも、野生型株の細胞と似た形態を示した（図 18A）。長軸の長さ、短軸の長さについて計測
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したところ、野生型株、pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株の間に目立った差はみとめられな

かった（図 18B）。このことから、Pep7と Aut12は細胞形態形成には必須ではないことが考えら

れた。 

 

3.2.4 pep7遺伝子破壊株とaut12遺伝子破壊株における性分化と高濃度イオンストレスに対する応

答 

ypt5-909株は接合効率が低く、胞子形成が見られず、性分化過程に異常がある[22]。Pep7とAut12

が性分化過程において機能するかどうかを検討するために、pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破

壊株を、窒素源枯渇培地で培養することで性分化を誘導し、接合率と胞子形成率を調べた。pep7

遺伝子破壊株において、接合率と胞子形成率が野生型株よりも低かった。aut12遺伝子破壊株にお

いては、pep7遺伝子破壊株よりもさらに低い接合効率を示し、胞子形成は見られなかった（図 19）。

これらの結果から、Pep7と Aut12はともに効率的な接合に必要であり、さらに Aut12が胞子形成

に必須であることが考えられた。 

ypt5-909株は高濃度 Ca2+, K+, Mn2+, Cu2+, Co2+, Zn2+イオンストレスに対して感受性を示す[22]

（図 2B）。pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株における高濃度 Ca2+, K+, Mn2+, Cu2+, Co2+, 

Zn2+イオンストレスの感受性を調べた。高濃度Mn2+, Co2+によって pep7遺伝子破壊株と aut12遺

伝子破壊株いずれの増殖も阻害されなかった一方で、高濃度 Ca2+, Zn2+に対しては pep7遺伝子破

壊株と aut12遺伝子破壊株いずれも感受性を示した（図 20）。また、高濃度 Cu2+に対しては pep7

遺伝子破壊株のみが、高濃度 K+に対しては aut12遺伝子破壊株のみが感受性を示した（図 20）。

このことから、Pep7と Aut12は受けるイオンストレス条件によってそれぞれ異なるはたらきをし

ていることが考えられた。 

 

3.2.5 pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株における液胞タンパク質輸送と液胞形態 

ypt5-909株は液胞タンパク質 CPSの輸送に異常が見られている（図 3）。pep7遺伝子破壊株と

aut12遺伝子破壊株における CPSの輸送について調べるために、Ub-GFP-CPSを発現させて観察

した。pep7遺伝子破壊株においては、Ub-GFP-CPSの蛍光シグナルが細胞質に見られ、ドット状

に集積した蛍光シグナルも見られた（図 21）。一部液胞内にもシグナルが見られており、pep7遺伝

子破壊株において、部分的な CPS輸送の異常があることが考えられた。aut12遺伝子破壊株にお

いては、Ub-GFP-CPSの多くは、ドット状の蛍光シグナルを示し、細胞質にはほとんどシグナル

が見られなかった（図 21）。また、aut12遺伝子破壊株においても、一部のシグナルは液胞内に見

られており、CPSの輸送について部分的な異常をもつことが考えられる。pep7遺伝子破壊株と

aut12遺伝子破壊株どちらも CPSの輸送に異常が見られたが、Ub-GFP-CPSの蛍光シグナルは異

なって見られたことから、Pep7と Aut12はそれぞれ異なる機構によって CPSの輸送に関わって

いることが示唆された。 

ypt5-909株は不均一な大きさの液胞をもち、液胞融合に異常がある[22]。pep7遺伝子破壊株と

aut12遺伝子破壊株における液胞形態と液胞融合について調べるために、FM4-64蛍光色素によっ

て液胞膜を染色し、水処理による低浸透圧刺激で液胞融合を誘導した。pep7遺伝子破壊株は、液

胞融合の誘導によって、液胞の大きさと数が有意に変化し、液胞融合は起こっていると考えられた

（図 22）。しかしながら、液胞融合誘導後において、pep7遺伝子破壊株における液胞の数と大きさ
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は野生型株と差があり、野生型株に比べて効率的な液胞融合が起こっていないことが示唆された

（図 22）。このことから、Pep7は液胞融合の効率に関与していることが考えられた。また、aut12

遺伝子破壊株においても、液胞融合の誘導によって、液胞の大きさと数に変化が見られ、ある程度

の液胞融合は起こっていると考えられた（図 22）。一方で、aut12遺伝子破壊株の液胞は、液胞融

合の誘導前も誘導後も、野生型株に比べて数が多く、大きさも小さかった（図 22）。この結果より、

Aut12は液胞の形態形成および液胞融合に関与していることが考えられた。 

 

3.3 考察 

本章では、Ypt5下流のエフェクター因子であると考えられる Pep7と Aut12について、局在解

析および遺伝子破壊株の表現型解析を行った。 

蛍光観察により、Pep7は Ypt5依存的にドット状の蛍光シグナルを示した（図 15）。加えて、in 

vitro実験において Pep7が Ypt5の GTP型に直接結合したことから（図 16）、Pep7は Ypt5と結

合することで、Ypt5と共局在していると考えられる。一方で、Pep7は Ypt5との結合以外にも、

Pep7に含まれるFYVEドメイン（ホスファチジルイノシトール-3-リン酸結合ドメイン）を介して、

膜のホスファチジルイノシトール-3-リン酸に結合することで集積しているという可能性も考えら

れる。哺乳動物では、Rab5が局在するエンドソーム膜のリン脂質組成が、Rab5によって調整され

ていると考えられている。活性型の Rab5はホスファチジルイノシトール-3-リン酸を産生する酵素

（ホスファチジルイノシトール-3-キナーゼ、ホスファチジルイノシトール-4-ホスファターゼ、ホ

スファチジルイノシトール-5-ホスファターゼ）と相互作用する[68,69]。Rab5によって集められた

酵素がホスファチジルイノシトール-3-リン酸を産生することで、Rab5陽性エンドソームの膜には

ホスファチジルイノシトール-3-リン酸が豊富に存在しており、FYVEドメインのペプチドを発現さ

せると、Rab5陽性エンドソームに FYVEドメインが集積する[69]。EEA1や Rabenosyn-5のよう

な FYVEドメインをもつ Rab5エフェクターは、Rab5と直接結合することに加え、Rab5によっ

て濃縮されたホスファチジルイノシトール-3-リン酸にも結合して、Rab5陽性エンドソームに集積

している可能性が考えられている。分裂酵母においても、Ypt5が、自身が局在する膜構造の膜組成

を調節してホスファチジルイノシトール-3-リン酸を濃縮しているならば、FYVEドメイン含有因子

が Ypt5陽性の膜構造体に集積することが予想される。Ypt5がホスファチジルイノシトール-3-リン

酸を濃縮しているかどうかについて知るためには、FYVEドメインのペプチドを発現させて Ypt5

と共局在するかどうかをみる方法などが考えられる。今後検討したい。 

 蛍光観察により、Aut12も Ypt5依存的に、ドット状の蛍光シグナルを示した。Aut12は Ypt5

に直接結合することによって、Ypt5と共局在していることが予想されるが、Ypt5との物理的な相

互作用は未だ確認できていないので、いずれ必ず確認しなければならない。 

先行研究と本章の実験により、ypt5-909株、vps901遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株、

pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株はそれぞれ高濃度の Ca2+をはじめとした様々なイオンス

トレスによって増殖阻害を示すことが明らかになった。分裂酵母において高濃度の Ca2+に感受性を

持つ変異体は、vps33 [70]、ste12 [71,72]、vma1 [73]、vma3 [73]、ypt7 [74,75]、pep12 [76]など

が報告されている。これらの変異体は液胞形態もしくは液胞融合にも異常を示すことが分かってい

る。ypt5-909株、vps901遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株、pep7遺伝子破壊株、aut12

遺伝子破壊株においても液胞形態か液胞融合にそれぞれ異常を示したことから、高濃度のイオンス
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トレスに対する応答と液胞形態の間には密接な関係があると予想される。液胞の形成や融合には、

膜融合の機構が重要であり、膜融合には Rabタンパク質の他に、SNAREタンパク質のはたらきが

必要である。Rab5の下流に t-SNAREのシンタキシンが存在する例が、複数の種で報告されてい

る。出芽酵母では、Vps21p（Rab5）のエフェクターの Vac1pが、Sec1ファミリーの Vps45pと

相互作用し[61]、Vps45pはシンタキシンホモログの Pep12p と相互作用する[77]。ショウジョウバ

エでは、Rbsn（Rabenosyn-5ホモログ）は Rab5の GTP型に結合するエフェクターであり、かつ

Vps45とも結合し、さらに Vps45はシンタキシンホモログである Syx16と結合する[60]。ヒトに

おいても、Rab5エフェクターの Rabenosyn-5は hVPS45とも結合し、hVPS45がいくつかのシン

タキシンホモログと相互作用することが報告されている[59]。分裂酵母における Sec1ファミリー

の Vps45について、vps45遺伝子破壊株は液胞タンパク質 CPYの輸送、液胞形態形成に異常が見

られている[78]。分裂酵母におけるシンタキシンホモログ Pep12については、pep12破壊株がイオ

ンストレスに対する応答、液胞タンパク質 CPYの輸送、液胞形態形成に異常が見られている[76]。

このように、Vps45とシンタキシンの変異体における表現型は、Ypt5シグナル伝達系の因子の変

異体における表現型と似ていることから、分裂酵母においても「Rab5、FYVEドメインをもつ Rab5

エフェクター因子、Vps45、シンタキシン」の一連の相互作用によって、Rab5の下流で SNARE

が機能している可能性が考えられる。 

液胞タンパク質 CPSの輸送について、pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株はいずれも野生

型細胞と異なる Ub-GFP-CPSの蛍光シグナルを示したが、pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊

株の蛍光シグナルはそれぞれ異なっていた（図 21）。pep7遺伝子破壊株の蛍光シグナルは、ドット

状のシグナルと細胞質全体に広がったシグナルが見られた。このようなUb-GFP-CPSの蛍光シグ

ナルは、ypt5-909株（図 3）や、vps901遺伝子破壊株、vps901 vps902二重破壊株（図 12）にお

けるUb-GFP-CPSの蛍光シグナルと似ている。一方で、aut12遺伝子破壊株では、細胞質にはあ

まり蛍光シグナルが見られず、多数のドット状蛍光シグナルを示した（図 21）。このようなシグナ

ルの違いは、CPS輸送における役割の違いを反映していると考えられる。Ub-GFP-CPSが液胞外

におけるドット状に蛍光シグナルを示す例は、多胞体を形成する因子の遺伝子破壊株に顕著に見ら

れ[24]、これは、出芽酵母で見られる class E コンパートメント[29]に相当すると考えられている。

aut12遺伝子破壊株で見られる Ub-GFP-CPSのドット状蛍光シグナルが、class Eコンパートメン

トと同等のものであれば、Aut12は、多胞体形成に関与していることが考えられる。pep7遺伝子

破壊株で見られるドットについても、このドットが class E コンパートメントであれば、Pep7も多

胞体形成に関与していると考えられるが、細胞質に蛍光シグナルが強いことから、多胞体形成より

も前の段階でも機能していることが予想される。ypt5-909株や、vps901遺伝子破壊株、vps901 

vps902二重破壊株における Ub-GFP-CPSと同様、pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株にお

けるUb-GFP-CPSのドット状シグナルの正体は、今後明らかにしたい。 

pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株は接合、高濃度 Ca2+, Zn2+に対する応答、CPSの輸送、

液胞融合にそれぞれ異常を示したが、その異常の程度は異なっていた。これらの細胞機能について、

Pep7と Aut12は機能的に重複している可能性と、独立して機能している可能性が考えられる。こ

のことについて、考慮するには pep7 aut12二重破壊株の表現型を解析すること、pep7遺伝子破壊

株にAut12を aut12遺伝子破壊株にPep7を過剰発現させて機能を相補するか確かめることなどの

実験が必要になる。また、Pep7と Aut12が機能する場所を明らかにすることで、それぞれの役割
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をより詳細に特徴づけることができると考えられる。そのために、今後は Ypt5も含めた、Pep7、

Aut12それぞれの局在をリアルタイムに追跡したい。 

pep7遺伝子破壊株は高濃度 Cu2+に感受性を示した。aut12遺伝子破壊株は、37℃で増殖が阻害

され、胞子形成が見られず、高濃度 K+に感受性を示し、液胞形態に異常が見られた。これらの機

能は、Pep7と Aut12がそれぞれ独立してはたらく機能であると考えられる。pep7遺伝子破壊株、

aut12遺伝子破壊株において異常が見られなかった細胞機能、例えば栄養増殖、細胞形態形成、高

濃度Mn2+, Co2+に対する応答などは、Pep7と Aut12とは異なる未知のエフェクター因子が、Ypt5

がらのシグナルを受け、機能していると考えられる。今後、Ypt5との相互作用因子のスクリーニン

グなどにより、新たなエフェクター因子の探索が必要である。Rab5エフェクターは、単独の因子

だけでなく、CORVETやホスファチジルイノシトール-3-キナーゼなどのエフェクター複合体も報

告されており[68,79]、エフェクター複合体が存在する可能性を考慮したスクリーニングが重要であ

ると考えられる。 
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図 15. Pep7と Aut12タンパク質の構造と細胞内局在 

(A) Pep7と Aut12タンパク質の構造。Pep7は 2つの FYVEドメインと、Rabenosyn-5と相同性

のある配列を持つ。Aut12は、Mon1と相同性のある配列を持つ。いずれも Pfamデータベースで

予測されたドメインを示す。(B) Pep7-mCherry、Aut12-mCherryそれぞれをプラスミドにより発

現させた細胞（GFP-ypt5 integrant: CK002, GFP-ypt5-909 integrant: CK003）を、対数増殖期に

蛍光観察した。DIC：微分干渉顕微鏡観察。 
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図 16. Pep7と GTP型 Ypt5との特異的な結合 

GSTタンパク質、GDPを結合させた GST-Ypt5タンパク質、GTPγS（GTPの非加水分解型アナロ

グ）を結合させた GST-Ypt5タンパク質それぞれ 20μgに対し、等量の Pep7-Myc-Hisを含む溶液

を反応させ、Glutathione Sepharose 4Bによって沈降させたサンプルに対し、抗Myc抗体を用い

てウエスタンブロット解析を行った。 
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図 17. pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株における細胞増殖 

(A) 4×104 , 4×103 , 4×102 ,4×10個の細胞（wild type: TN8, Δpep7 : YT019, Δaut12 : YT020）

を、富栄養寒天培地にスポットし、30°Cと 37°Cに 3日間静置培養した。(B) 栄養豊富な液体培地

において 30℃で振とう培養を行った細胞（TN8, YT019, YT020）の増殖曲線。 
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図 18. pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株における細胞形態 

(A, B) 対数増殖期の細胞（wild type: TN8, Δpep7 : YT019, Δaut12 : YT020）の微分干渉顕微鏡

観察を行った。200細胞について、長軸と短軸の長さを測定した。ヒストグラムに示した数値は平

均±標準偏差の値。 
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図 19. pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株における性分化の異常 

対数増殖期の細胞（wild type: TN8, Δpep7 : YT019, Δaut12 : YT020）を、窒素源が枯渇した培

地で培養することにより性分化を誘導し、接合率、胞子形成率を計測した。 
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図 20. pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株における高濃度イオンストレスによる増殖阻害 

4×104 , 4×103 , 4×102 ,4×10個の細胞（wild type: TN8, Δpep7 : YT019, Δaut12 : YT020）を、

図に示した各種培地にスポットし、30°Cに 3日間静置培養した。 
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図 21. pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株における液胞タンパク質 CPS輸送の異常 

ゴルジ体から多胞体を介して液胞へ輸送されるUb-GFP-CPSをプラスミドにより発現させた細胞

（wild type: TN8, Δpep7 : YT019, Δaut12 : YT020）の液胞膜を、FM4-64蛍光色素で染色して

蛍光観察を行った。DIC：微分干渉顕微鏡観察。 
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図 22. pep7遺伝子破壊株、aut12遺伝子破壊株における液胞形態形成の異常 

(A) 対数増殖期の細胞（wild type: TN8, Δpep7 : YT019, Δaut12 : YT020）の液胞膜を FM4-64

によって染色し、蛍光観察を行った。また、培地を水に置換することで低浸透圧刺激を加え、液胞

融合を誘導した。DIC：微分干渉顕微鏡観察。(B) 1細胞あたりの液胞数と液胞の大きさを計測し

た。それぞれ 50個の細胞における 1細胞あたりの液胞数と、100個の液胞の大きさを測定した。

棒グラフは平均値を示し、エラーバーは標準偏差を示した。各株について、液胞融合誘導前のデー

タと誘導後のデータについてウェルチの t 検定を行い、p < 0.001 であったものを「*」で示した。 



47 

 

4. 総括 

本研究では分裂酵母における唯一の Rab5ホモログである Ypt5、Ypt5の上流因子と考えられる

Vps901と Vps902、Ypt5の下流因子と考えられる Pep7と Aut12についての細胞機能に関する解

析を行い、分裂酵母における Rab5シグナル伝達系の因子が果たす役割について以下に示すことを

明らかにした。 

 

第 1章では Ypt5の機能と局在について、Ypt5が、多様な高濃度イオンストレスに応答している

こと、小胞体から液胞への膜輸送に関わっていること、アクチン局在を制御していることが、本研

究で判明した。特に Ypt5によるアクチン局在の制御は、細胞の形態形成に重要であると考えられ

る。また、局在解析により、Ypt5が液胞膜などの膜に局在すること、Ypt5が機能するためには膜

に局在することが重要であることが考えられた。 

 

 第 2章では、Ypt5の活性化因子と考えられる Vps901と Vps902の局在と機能について明らかに

した。Vps901とVps902がそれぞれYpt5と部分的に共局在していることに加え、Vps901とVps902

も部分的に共局在していることが観察され、これらの因子が膜構造体で相互作用することによって

多様な機能が発現していることが示唆された。Vps901と Vps902が協調して増殖、細胞形態形成、

性分化、高濃度イオンストレスに対する応答、液胞形態形成などの様々な細胞機能に関与している

ことを明らかにした。特に、vps901 vps902二重破壊株では液胞が見られず、このことから Vps901

と Vps902は液胞形態形成に必須であることが考えられた。 

 

第 3章では、Ypt5の下流因子であると考えられる Pep7と Aut12の局在と機能について解析を

行った。Pep7と Aut12はどちらも、Ypt5依存的に Ypt5陽性の膜状構造体に局在することが観察

された。また、pep7遺伝子破壊株と aut12遺伝子破壊株の表現型を解析することによって、Pep7

と Aut12が性分化、高濃度イオンストレスに対する応答、液胞タンパク質の輸送、液胞の形態形成

についてそれぞれ異なる機構で関与していることが考えられた。 

 

第 1章と第 2章の結果から、vps901 vps902二重破壊株の表現型は ypt5突然変異株の表現型と

よく似ていることが判明し、このことから Vps901と Vps902はどちらも Ypt5の制御に関わって

いることが考えられた。一方で、vps901遺伝子破壊株と vps902遺伝子破壊株の表現型に違いが見

られたことにより、Vps901と Vps902が担う役割には差があることが示唆された。複数の VPS9

タンパク質の機能的な差異があることは、他の種においても報告があり[80]、どういう原因によっ

て違いが生じるのかについては今後明らかにしていきたい。そのために、VPS9タンパク質におけ

る、VPS9ドメインあるいは VPS9ドメイン以外の構造がどのように違うことで、機能的な差が生

じるのか、また Rab5に対する活性はどう違うのかを検討することは重要であると考えられる。分

裂酵母における 2つの VPS9タンパク質と Ypt5との結合性や活性化能には差があるのか、あると

すればどのような理由によって生じるのかが判明すれば、複数の VPS9タンパク質がどのように

Rab5を制御しているのかという基本的な素過程を理解するための重要な知見を得ることができる

と予想される。そして、得られるであろう知見は分裂酵母のみにとどまらず、植物や高等動物にお

いても応用して考えられる可能性が高い。 



48 

 

第 1章と第 3章から、Pep7と Aut12という 2つの Ypt5エフェクター候補因子が、Ypt5が制御

する細胞機能についてそれぞれ異なるはたらきをしていることが考えられた。このことによって、

Ypt5は異なるエフェクターに異なるシグナルを伝えることで、複数の細胞機能を制御していると予

想されるが、いかなる機構によって Ypt5が異なるエフェクター因子と相互作用するのかについて

は今後明らかにすべき課題である。そのためには、Ypt5がいつ、どこで活性化され、どこで、どの

エフェクター因子と相互作用するのかについて詳細に調べる解析を行うことが必要である。 

低分子量 Gタンパク質は GTPが結合している状態が活性型状態であるが、ATPアーゼが ATP

を加水分解することによってエネルギーを生じさせるようなはたらきをするわけではない。低分子

量 Gタンパク質におけるシグナル伝達とは、不活性型の状態で上流因子と結合し、活性型の状態で

下流因子と結合する、というように、自身が分子スイッチとなってシグナルを受け渡すことである

と予想される。つまり、低分子量 Gタンパク質が機能するためには、適切な場所でシグナルを受け

取って活性化されること、そして適切な場所で下流因子にシグナルを伝えることが重要であると考

えられる。ypt5変異体の ypt5-909株が発現する Ypt5-909が、脂質修飾部位に変異をもつことに

よって、適切な膜局在を失い、様々な細胞機能に異常が生じていたことは、ypt5-909株における

Ypt5が、シグナルを受け取るはずの場所に局在することができないこと、シグナルを受け渡すべき

場所に局在できないことが考えられる。低分子量 Gタンパク質の局在と活性は独立した構造によっ

て担われているが、自身が関わる機能については大きな関連性があると考えられ、上流因子と下流

因子は Ypt5の局在と活性どちらにも影響を受ける可能性がある。本研究では、分裂酵母における 1

つの低分子量 Gタンパク質、その上流と下流の候補因子が、多くの細胞機能を制御することを明ら

かにした。今後、Ypt5の活性や構造が、いつ、どこで、どのように変化することで、どの因子と関

わるのかについて明らかにしていくことによって、分裂酵母における一連の Rab5を介したシグナ

ル伝達系の分子機構について理解が深まり、得られた知見を元に哺乳動物細胞をはじめとした

Rab5を介した制御機構、および他の低分子量 Gタンパク質を介した制御機構についても重要な知

見が得られると考えている。 
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図 23. 分裂酵母における Rab5シグナル伝達系のモデル 

分裂酵母の Rab5である Ypt5は、上流因子であると考えられる Vps901と Vps902からシグナルを

受け取り、下流因子であると考えられる Pep7や Aut12などのエフェクターに異なるシグナルを伝

えるという時空間的なシグナル伝達機構によって、細胞の形態形成、性分化過程、ストレスに対す

る応答、液胞の形態形成などの様々な細胞機能を制御していることが考えられる。 
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材料と方法 

 

分裂酵母株 

本研究に用いた分裂酵母株を表 1にまとめた。 

 

 本研究で作製した分裂酵母株の作製法を表 2にまとめた。 

 

プラスミド 

本研究で用いたプラスミドは以下の通り。 

 

【pREP41-Ub-GFP-SpCPS】 

九州大学の竹川薫博士より供与された。分裂酵母発現ベクターpREP41に、モノユ

ビキチンと GFPとカルボキシペプチダーゼ S（CPS）の融合タンパク質をコードす

る塩基配列を挿入することにより作製された[24]。 

 

【pIL(GFP-C)】 

大阪市立大学中村太郎博士より供与された。pBluescriptⅡ KSベクターの SspⅠ

部位に LEU2マーカー遺伝子を、NotⅠ/SacⅠ部位に GFP遺伝子をそれぞれ挿入す

ることにより作製された。 

 

【pIL-vps902-GFP】 

pIL(GFP-C)の XhoⅠ/NotⅠ部位に、vps902遺伝子を挿入することにより作製

（vps902遺伝子は pBSⅡ-vps902（後藤拓也（神戸大学）より供与された）から Xho

Ⅰ/NotⅠ切断によって得た）。vps902-GFPインテグラント株YT015作製に使用した。 

 

【pTN592】 

大阪市立大学中村太郎博士より供与された。分裂酵母発現ベクターpREP81に

mCherry遺伝子を挿入することにより作製された。 

 

【p5’-ｍCherry-ypt5-ura4-3’】 

GFP-ypt5インテグラント株作製用ベクターの p5’-GFP-ypt5-ura4-3' [22] から、

GFP遺伝子を XhoⅠ/SalⅠ切断によって切り出して除去し、GFP遺伝子を除去した

部位にmCherry 遺伝子を挿入することにより作製した（mCherry遺伝子は、

pTN592を鋳型として、合成 DNAの mCherry-int-sとmCherry-int-aをプライマ

ーとして用いた PCRによって増幅した）。mCherry-ypt5インテグラント株 YT014

作製に使用した。 

 

【pBSⅡKS+-LEU2-vps902Tar】 

vps902遺伝子破壊株作製用ベクター[81]。vps902破壊株YT002作製に使用した。 
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【pBSⅡ-pep7(SB)】 

分裂酵母ゲノムDNA ライブラリー(EcoRⅠ) を鋳型として、合成DNAの Pep7-s

と Pep7-aをプライマーとして用いた PCRによって増幅した pep7遺伝子を、

pBluescriptⅡ KS(+)ベクターの SalⅠ-BamHⅠ部位 に挿入することにより作製。 

 

【pTN592-pep7】 

pBSⅡ-pep7(SB)を鋳型として、合成 DNAの pep7-mcherry-int-sと

pep7-mcherry-int-aをプライマーとして用いた PCRによって増幅した pep7遺伝

子を、pTN592ベクターの XhoⅠ/NotⅠ部位に挿入することにより作製。

Pep7-mCherryを分裂酵母細胞に強制発現させる際に使用した。 

 

【pTN592-aut12】 

分裂酵母の cDNAライブラリーを鋳型として、合成 DNAの aut12-s1と

aut12-a1をプライマーとして用いた PCRによって増幅した aut12遺伝子を、

pTN592ベクターの XhoⅠ/NotⅠ部位に挿入することにより作製。

Aut12-mCherryを分裂酵母細胞に強制発現させる際に使用した。 

 

【pGEX-ypt5】 

神戸大学宮本昌明博士より供与された。pGEX-6P-2 (GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK, 28-9546-50)の SalⅠ/NotⅠ部位に ypt5遺伝子を挿入することによ

り作製された。大腸菌で GST-Ypt5を発現、精製する際に使用した。 

 

【pBAD-pep7-MycHis】 

pBSⅡ-pep7(SB)を鋳型として、合成 DNAの Pep7-sと pep7-a5をプライマー

として用いた PCRによって増幅した pep7遺伝子を pBAD/Myc-His (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA, V440-01) の XhoⅠ/EcoRⅠ部位に挿入することにより作製。

Pep7-Myc-Hisを大腸菌で発現、精製する際に使用した。 

 

【pBS-KS+-ura4-1】 

東京大学岡山博人博士より供与された。pBluescriptⅡ KS(+)ベクターの Hind

Ⅲ部位に ura4+遺伝子を挿入することにより作製された。 

 

【pBSⅡ-pep7-ura4-Tar】 

pBS-KS+-ura4-1の BstXⅠ/PstⅠ部位に pep7遺伝子座の 5'flanking配列を、

SalⅠ/KpnⅠ部位に 3'flanking配列を挿入することにより作製した（5'flanking配

列は分裂酵母ゲノム DNA ライブラリー(Sau3AⅠ)を鋳型として、合成 DNAの

pep7del5sと pep7del5aをプライマーとして用いた PCRで増幅し、3'flanking配

列は野生型分裂酵母株 TN8のから抽出したゲノム DNAを鋳型として、合成 DNA
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の pep7del3sと pep7del3aをプライマーとして用いた PCRで増幅した）。pep7

遺伝子破壊株 YT019作製に使用した。 

 

【pBSⅡ-aut12-ura4-Tar】 

pBS-KS+-ura4-1の KpnⅠ/XhoⅠ部位に aut12遺伝子座の 5'flanking配列を、

PstⅠ/SacⅠ部位に 3'flanking配列を挿入することにより作製した（5'flanking配

列は分裂酵母ゲノム DNA ライブラリー(EcoRⅠ)を鋳型として、合成 DNAの

aut12del5s と aut12del5aをプライマーとして用いた PCRで増幅し、3'flanking

配列は分裂酵母ゲノム DNA ライブラリー(EcoRⅠ)を鋳型として、合成 DNAの

aut12del3s と aut12del3aをプライマーとして用いた PCRで増幅した）。aut12

遺伝子破壊株 YT020作製に使用した。 

 

合成 DNA 

本研究に用いた合成 DNA を表 3にまとめた。 

 

培地 

YE培地 

(0.5% Yeast Extract (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA, 

212750), 3% glucose) 

YE寒天培地は分裂酵母株の継代や実験の前培養などに使用。 

 

YPD培地 

(1% Yeast Extract, 2% Peptone (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, 

USA, 211677), 2% glucose) 

YPD培地は、ypt5-909株である KS2、CK003の継代や実験の前培養に使用。 

 

ME培地 

(3% Malt Extract (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA, 218630)) 

ME培地は、分裂酵母株の胞子形成培地として使用。 

 

MM培地  

(1% glucose, 7.3 mM KH2PO4, 2 mM MgSO4, 0.68 mM CaCl2, 1.7 mM NaCl, 37.8 mM 

(NH4)2SO4, 0.04 μM biotin, 2.1 μM calcium pantothenate, 81.2 μM nicotinic acid, 55.5 μM 

myo-inositol, 8.1 μM H3BO4, 0.16 μM CuSO4, 0.6 μM KI, 0.74 μM FeCl3, 2.36 μM MnSO4, 

0.83 μM Na2MoO4) 

MM培地は、分裂酵母株の形質転換時の選択培地として使用。 

 

SSL+N培地 

(1% glucose, 3 mM aspartic acid, 14.7 mM KH2PO4, 1.4 mM Na2HPO4, 25.9 mM 
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ammonium acetate, 0.075 mg/ml adenine, 2 mM MgSO4, 0.68 mM CaCl2, 0.04 μM biotin, 

2.1 μM calcium pantothenate, 81.2 μM nicotinic acid, 55.5 μM myo-inositol, 8.1 μM H3BO4, 

0.16 μM CuSO4, 0.6 μM KI, 0.74 μM FeCl3, 2.36 μM MnSO4, 0.83 μM Na2MoO4, 1.4 μM 

ZnSO4) 

SSL+N培地は、分裂酵母株の実験の前培養に使用。 

 

SSL-N培地 

(1% glucose, 1.8 mM KH2PO4, 2 mM MgSO4, 0.68 mM CaCl2, 0.04 μM biotin, 2.1 μM 

calcium pantothenate, 81.2 μM nicotinic acid, 55.5 μM myo-inositol, 8.1 μM H3BO4, 0.16 

μM CuSO4, 0.6 μM KI, 0.74 μM FeCl3, 2.36 μM MnSO4, 0.83 μM Na2MoO4, 1.4 μM ZnSO4) 

SSL-N培地は、分裂酵母株の胞子形成培地として使用。 

 

分裂酵母は、基本的に 30℃で培養した。SSL-N培地でする際は 28℃で培養した。ypt5-909

株である KS2、CK003を培養する際は 26℃で培養した。合成培地の SSL+N 培地、SSL-N培

地、MM培地には、培養する分裂酵母株の栄養要求性によって、0.025% leucineや 0.005% uracil

を培地に添加した。 

 

分裂酵母の形質転換 

遺伝子破壊株の YT002、YT019、YT020の作製用ベクター、蛍光タンパク質を遺伝子座に挿

入したインテグラント株の YT015、YT014の作製用ベクター、タンパク質発現ベクターである

pREP41-Ub-GFP-SpCPS、pTN592-pep7、pTN592-aut12を分裂酵母細胞に導入し、形質転換

させるために、Okazakiらの酢酸リチウム法[82]にいくつか改変を加えて以下の方法で行った。

対数増殖期まで培養した細胞を、DWで洗い、細胞の終濃度が 1.0×109 cells/mlとなるように

0.1 M LiOAc (pH5.0)で再懸濁し、30℃（または 26℃）で 2時間のインキュベーションを行っ

た。その後、細胞懸濁液 0.1 mlに、導入するDNA 1 μgと、52% Polyethylene Glycol 4,000 (Wako, 

Osaka, Japan, 162-09115) 290 μlを加え、30℃（または 26℃）で 50分間のインキュベーショ

ンを行った後、43℃で 15分間の熱ショックを加えた。その後、30℃（または 26℃）で 10分間

のインキュベーションを行った後、YE培地（または YPD培地）で 2回洗い、1/2 YE培地（ま

たは 1/2 YPD培地）に再懸濁し、30℃（または 26℃）で 1時間振とう培養（回復インキュベー

ション）を行った。その後、細胞懸濁液を寒天プレートの選択培地にまき、3～5日間、30℃（ま

たは 26℃）でインキュベーションを行った後、培地に形成された形質転換体のシングルコロニ

ーを単離した。遺伝子破壊株、インテグラント株の作製時には、単離したシングルコロニーを

YE培地で 3回継代した後、再度選択培地で培養し、増殖が見られたクローンのみを単離した（イ

ンスタビリティテスト）。 

 

光学顕微鏡を用いた観察法 

GFP融合タンパク質、mCherry融合タンパク質、FM4-64の蛍光シグナル、および微分干渉

顕微鏡（DIC）観察は、共焦点レーザー走査型顕微鏡FluoView FV1000 (Olympus, Tokyo, Japan)

によって行った。対物レンズは、60倍の水浸レンズ（NA = 1.20, UPLSAPO）を使用した。Alexa 
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Fluor 546標識ファロイジンの蛍光観察は、FV1000または、高解像度全視野蛍光顕微鏡の

DeltaVisionシステム (Applied Precision, Issaquah, WA, USA) によって z軸方向に沿って多

面の画像を取得した。DeltaVisionによる観察は、100倍の油浸レンズ (NA = 1.40, UPlanSApo) 

を使用し、撮影した多面画像を、softWoRX4.1.0ソフトウェアを用いてデコンボリューション処

理を行った。Alexa Fluor 546標識ファロイジンの蛍光多面画像は、ImageJソフトウェアを用

いて、重ね合わせの画像処理を行った。 

 

スポットアッセイ 

対数増殖期まで培養した細胞を、4段階の濃度に希釈し、等量ずつ各種寒天培地へスポットし

た。各スポットの細胞数は、濃い順に 4×104 個、4×103 個、4×102 個、4×10 個。 

 

カルボキシペプチダーゼ S (CPS) 輸送 

pREP41-Ub-GFP-SpCPSを導入した形質転換体を対数増殖期まで培養し、液胞膜を染色して、

FV1000で蛍光観察を行った（液胞膜の染色法は次の「液胞膜染色」の通り）。 

 

液胞膜染色 

膜親和性の FM4-64蛍光色素 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA, T-3166) [83]を用い、以

下の方法で行った。対数増殖期の細胞培養液を、氷上に移し、FM4-64を終濃度 1.6 μMで加え、

氷上で 30分間静置した後、遠心して上清を除いた。YEで 1回洗った後、YE で再懸濁し、30℃

（または 26℃）に遮光して 1時間静置後、染色された液胞膜を FV1000で蛍光観察した。液胞

融合を誘導する際は、液胞膜染色後の細胞を集め、DWで 2回洗った後、DWで再懸濁し、30℃

（または 26℃）に遮光して 2時間静置した後、FV1000で蛍光観察を行った。液胞の大きさ、

数の測定には、ImageJソフトウェアを用いた。 

 

細胞の体積の測定 

対数増殖期まで培養した細胞の培養液を、弱い超音波処理で細胞の凝集を除いた後、コールタ

ーカウンターMultisizer 3 (BECKMAN COULTER Brea, CA, USA)を用い、105 個の細胞の体

積を測定した。 

 

アクチン染色 

Marksらの手法[26]を元に、いくつか改変を加えて以下の方法で行った。対数増殖期まで培養

した細胞培養液に、中性緩衝ホルマリン液(pH7.4) (Wako, Osaka, Japan, 060-01721) を終濃度

5.3%で加え、室温で 1時間、ローテーターで撹拌した。その後、PEMバッファー(100 mM 

PIPES-NaOH (pH 6.8), 1mM EGTA, 1 mM MgCl2)で 3回洗った後、PEMバッファー + 1% 

TritonX-100で 30秒以上透過処理を行い、PEMバッファーで 3回洗った。その後、1.3 units

の Alexa Fluor 546-labeled phalloidin (Molecular Probes, Eugene, OR, USA, A22283)を加え、

室温で 2時間、遮光しながらローテーターで撹拌した。染色した細胞は、DeltaVisionシステム、

または FV1000を用いて蛍光観察を行い、多面の画像を取得後、ImageJソフトウェアの Z 

project処理によって画像の重ね合わせ処理を行った。 
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細胞の破砕と分画 

対数増殖期まで培養した細胞 2.0×109 個を、DWで洗い、0.1M Tris-HCl (pH9.4)に懸濁し、

DTTを終濃度 10mMで加え、30℃で 10分間、ウォーターバスでインキュベーションを行った。

その後、細胞を集め、スフェロプラスト培地（2%グルコース、0.675% Yeast Nitrogen Base 

(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA, 291940)、1M sorbitol）に懸濁

し、100 unitsの Zymolyase 20T (SEIKAGAKU CORPORATION, Tokyo, Japan, 120491)を加

えて、30℃で 3時間、ウォーターバスでインキュベーションを行った後、氷上に移し、予冷し

た 1.4M sorbitolの上に重層し、遠心して上清を除き、溶解バッファー（20 mM Hepes-KOH 

(pH6.8), 0.2 M sorbitol, 50 mM potassium acetate, 2 mM EDTA (pH 8.0), 1 mM DTT, 0.5 

g/ml leupeptin, 1 g/ml aprotinin, 20 g/ml PMSF）を加え、1×109 cells/mlに調整し、穏や

かにピペッティングを行った。その後、1分間のホモジナイズを氷水で冷やしながら 5回繰り返

した（間隔は 1分以上）。その後、サンプルを 1,000×g、10分間、4℃で遠心し、その上清を

S1とした。S1を、20 mM Hepes-KOH (pH6.8), 80% sucroseの上に重層し、13,000×g、15

分間、4℃に相当する遠心を行い、その上清を S13、沈殿を P13とした。P13には溶解バッファ

ーを加え、遠心前の S1と同じ容量にすることで、元の細胞に換算して 1×109 cells/mlとなるよ

うに調整した。S13を、20 mM Hepes-KOH (pH6.8), 80% sucroseの上に重層し、100,000×g、

1時間、4℃で超遠心し、上清を S100、沈殿を P100とした。P100には溶解バッファーを加え、

遠心前の S13と同じ容量にすることで、元の細胞に換算して 1×109 cells/mlとなるように調整

した。各画分、元の細胞に換算して 1×109 cells/mlとなるように調整した各画分を 18μlずつ

（元の細胞に換算して 1.8×107 cells）について SDS-PAGEを行い、PVDF膜に転写し、抗 GFP

抗体（mouse monoclonal IgG1κ (a mixture of two clones (7.1 and 13.1)), Roche, Mannheim, 

Germany, 11 814 460 001）を 1:1000で処理し、二次抗体（goat-anti mouse IgG-HRP, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, sc-2055）を 1:1000で処理し、検出試薬に

Chemi-Lumi One L (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan, #07880)を用いてウエスタンブロット解析

を行った。 

 

GFP-Ypt5と液胞膜（FM4-64）の輝度解析 

対数増殖期の GFP-ypt5インテグラント株 CK002を、FM4-64で液胞膜を染色し、FV1000

で蛍光観察を行い、ImageJソフトウェアを用いて画像解析を行い、GFPと FM4-64それぞれ

の蛍光輝度値のピークを比較した。ImageJの line toolで選択した線状の ROI（Region Of 

Interest）上の蛍光輝度値を、ImageJの「Plot Profile」機能によって調べ、GFPと FM4-64

それぞれの蛍光輝度値のピークの距離を測定した。液胞近傍の GFP-Ypt5について 50例の解析

を行い、GFP-Ypt5と液胞膜（FM4-64）の輝度ピークの距離を比較し、グラフ化した。 

 

増殖曲線 

対数増殖期まで培養した細胞を集め、終濃度 1×105 cells/mlで YE培地に再懸濁し、30℃で

振とう培養を行い、経時的に細胞濃度を測定した。再懸濁後の各時間における細胞の濃度の測定

は、血球計算盤を用いて 2回計測し、その平均値を算出した。 
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細胞の軸長計測 

対数増殖期まで培養した細胞を、FV1000を用いて微分干渉顕微鏡（DIC）観察を行い、取得

した画像を、ImageJソフトウェアを用い、200個の細胞について長軸の長さ、短軸の長さを計

測した。 

 

接合率、胞子形成率の検討 

対数増殖期まで培養させた細胞 6×108 個を集菌し、SSL-N培地で 2回洗った後、SSL-N培

地に、終濃度 2×107 cells/mlで再懸濁し、28℃で振とう培養を行い、経時的に接合率と胞子形

成率を測定した（500細胞以上）。 

 

電子顕微鏡を用いた観察 

対数増殖期まで培養をした細胞を集め、半分は YE培地で再懸濁し、残り半分は DWで懸濁

した。DWで懸濁した細胞は、30℃で 2時間のインキュベーションを行った。細胞懸濁液を、

ホルムバーム膜ループ（直径 8mmの銅線）に薄く塗布し、液体プロパンで瞬間凍結させた。凍

結させた細胞を、0.2%酢酸ウランと 2%四酸化オスミウムを含んだアセトンに移し、-85℃で 2

日間おいた。その後、-85℃からゆっくりと室温へ暖め、アセトンで洗った後、スパー樹脂に包

埋した。ウルトラミクロトーム EM UC6 (Leica, Wetzlar, Germany) を用いて超薄切片を作製

し、クエン酸鉛染色を行った後、透過型電子顕微鏡 JEM-1230 (JEOL, Tokyo, Japan)を用い、

80kVで観察を行った。 

 

プルダウンアッセイ 

大腸菌発現系により、GST、GST-Ypt5、Pep7-Myc-Hisを調製した。溶解バッファー (50mM 

Tris-HCl (pH8.0), 150mM NaCl, 5mM MgCl2, 0.05% Nonidet P-40, 2μg/ml leupeptin, 2μg/ml 

aprotinin, 1mM PMSF)で平衡化した Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare, Little 

Chalfont, UK, 17-0756-01)を、20μgの GSTまたは GST-Ypt5と共に、ローテーターで 1時間、

4℃で反応、結合させた。その後、溶解バッファーで洗い、GST-Ypt5を結合させた Glutathione 

Sepharose 4Bについて、以下の方法で GDPまたは GTPγSを結合させた。GST-Ypt5を結合さ

せた Glutathione Sepharose 4B をヌクレオチド除去バッファー（20mM Tris-HCl (pH7.5), 

50mM NaCl, 2mM EDTA, 1mM DTT）に懸濁し、ウォーターバス 25℃で 15分間インキュベー

ションを行った後、GDPまたは GTPγSを終濃度 200μMで加え、ウォーターバス 37℃で 15

分間インキュベーションを行った。その後、MgCl2を終濃度 10 mMで加え、氷上におき、溶解

バッファーで洗った。次に、GST-Ypt5-GDP、GST-Ypt5- GTPγS、GSTを結合させた Glutathione 

Sepharose 4Bそれぞれに、Pep7-Myc-Hisを加え、ローテーター2時間、4℃で反応させた。そ

の後、洗いバッファー (50mM Tris-HCl (pH8.0), 150mM NaCl, 5mM MgCl2, 0.05% Nonidet 

P-40)で洗った後、SDS-PAGEを行い、PVDF膜に転写後、抗Myc抗体 (c-Myc (9E10), Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, sc-40)を 1:1000で処理、二次抗体（goat-anti mouse 

IgG-HRP）を 1:1000で処理し、検出試薬に Chemi-Lumi One Lを用いてウエスタンブロット

解析を行った。 
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表 1 本研究で用いた分裂酵母株  

株の名称 遺伝子型 出所 

CK002 h90 leu1-32 ura4-D18 ypt5::GFP-ypt5<<ura4+ 片山修士論文[22] 

CK003 h90 leu1-32 ura4-D18 ypt5::GFP-ypt5-909<<ura4+ 片山修士論文[22] 

HT005 h- leu1-32 ura4-D18 vps901::vps901-GFP<<LEU2 辻裕美 

KS2 h90 leu1-32 ypt5-909 柳田充弘博士 

L968 h90 NBRP 

MM72-1D h- leu1-32 ura4-D18 NBRP 

TG001 h- leu1-32 ura4-D18 

vps902::vps902-mCherry<<ura4+ 

後藤拓也 

TM002 h- leu1-32 ura4-D18 vps901::ura4+ 松田修士論文[84] 

TM003 h90 leu1-32 ura4-D18 vps901::ura4+ 松田修士論文[84] 

TM006 h- leu1-32 ura4-D18 vps902::ura4+ 松田修士論文[84] 

TM007 h+ leu1-32 ura4-D18 vps902::ura4+ 松田修士論文[84] 

TM005 h90 leu1-32 ura4-D18 vps902::ura4+ 松田修士論文[84] 

TN4 h- leu1-32 NBRP 

TN8 h90 leu1-32 NBRP 

TN29 h90 leu1-32 ura4-D18 NBRP 

YT002 h- leu1-32 ura4-D18 vps902::LEU2 本研究 

YT003 h90 leu1-32 ura4-D18 vps901::ura4+ vps902::LEU2 本研究 

YT004 h90 leu1-32 ura4-D18 vps901::vps901-GFP<<LEU2 本研究 

YT008 h90 leu1-32 ura4-D18 vps901::vps901-GFP<<LEU2 

ypt5::mCherry-ypt5<<ura4+ 

本研究 

YT011 h90 leu1-32 ura4-D18 vps901::vps901-GFP<<LEU2 

vps902::vps902-mCherry<<ura4+ 

本研究 

YT012 h90 leu1-32 ura4-D18  

vps902::vps902-mCherry<<ura4+ 

本研究 

YT014 h90 leu1-32 ura4-D18 ypt5::mCherry-ypt5<<ura4+ 本研究 

YT015 h90 leu1-32 ura4-D18 vps902::vps902-GFP<<LEU2 本研究 

YT016 h90 leu1-32 ura4-D18 vps902::vps902-GFP<<LEU2 

ypt5::mCherry-ypt5<<ura4+ 

本研究 

YT017 h- leu1-32 ura4-D18 vps901::ura4+ vps902::ura4+ 本研究 

YT018 h90 leu1-32 ura4-D18 vps901::ura4+ vps902::ura4+ 本研究 

YT019 h90 leu1-32 ura4-D18 pep7::ura4+ 本研究 

YT020 h90 leu1-32 ura4-D18 aut12::ura4+ 本研究 

NBRP: ナショナルバイオリソースプロジェクト 

柳田充弘博士（沖縄科学技術大学院大学） 

松田智、片山千紗子、辻裕美、後藤拓也（神戸大学）
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表 2 本研究で作製した分裂酵母株の作成方法と確認方法 

株の名称 株の説明 株の作製法 相同組換えの組換え部位

の確認 PCRに用いた合成

DNAプライマー 

YT002 vps902遺伝子破壊株 TN29に XbaⅠ/XhoⅠ

で切断した pBSⅡ

KS+-LEU2-vps902Tar

ベクターを導入し、相

同組換え法によって作

製 

vps902del-5と LEU2-3D 

(5'側組換え部位確認) 

vps902del-3と LEU2-5D 

(3'側組換え部位確認) 

YT017 vps901 vps902 

二重破壊株 

TM002と TM007との

かけ合わせによって 

作製 

vps901del-5と ura4-D3 

(5'側の vps901::ura4+組換

え部位確認) 

vps901del-3と ura4-D5 

(3'側の vps901::ura4+組換

え部位確認) 

vps902del-5と ura4-D3 

(5'側の vps902::ura4+組換

え部位確認) 

vps902del-3と ura4-D5 

(3'側の vps902::ura4+組換

え部位確認) 

YT018 vps901 vps902 

二重破壊株 

YT017と TM005との

かけ合わせによって 

作製 

vps901del-5と ura4-D3 

(5'側の vps901::ura4+組換

え部位確認) 

vps901del-3と ura4-D5 

(3'側の vps901::ura4+組換

え部位確認) 

vps902del-5と ura4-D3 

(5'側の vps902::ura4+組換

え部位確認) 

vps902del-3と ura4-D5 

(3'側の vps902::ura4+組換

え部位確認) 

YT003 vps901 vps902二重

破壊株 

TM003と YT002との

かけ合わせによって 

作製 

vps901del-5と ura4-D3 

(5'側の vps901::ura4+組換

え部位確認) 
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vps901del-3と ura4-D5 

(3'側の vps901::ura4+組換

え部位確認) 

vps902del-5と LEU2-3D 

(5'側の vps902::LEU2 組

換え部位確認) 

vps902del-3と LEU2-5D 

(3'側の vps902::LEU2 組

換え部位確認) 

YT019 pep7遺伝子破壊株 MM72-1Dに BstXⅠ

/KpnⅠで切断した pBS

Ⅱ-pep7-ura4-Tarベク

ターを導入し、相同組

換え法によって作製 

pep7del5s3と ura4-D5 

(5'側組換え部位確認) 

pep7del3a3と ura4-D3-2 

(3'側組換え部位確認) 

YT020 aut12遺伝子破壊株 MM72-1Dに SacⅠ

/KpnⅠで切断した pBS

Ⅱ-aut12-ura4-Tarベ

クターを導入し、相同

組換え法によって作製 

aut12-s7と ura4-D3-2 

(5'側組換え部位確認) 

aut12-a4と ura4-D5 

(3'側組換え部位確認) 

YT004 vps901-GFPインテ

グラント株 

HT005と TN29とのか

け合わせによって作製 

Vps901-3s1と GFP-a2 

(5'側組換え部位確認) 

YT015 vps902-GFPインテ

グラント株 

TN29に、BstAPⅠで切

断した

pIL-vps902-GFPベク

ターを導入し、相同組

換え法によって作製 

902g-1894と GFP-a4 

(5'側組換え部位確認) 

YT012 vps902-mCherryイ

ンテグラント株 

TG001と TN29とのか

け合わせによって作製 

902g-1894と

mCherry-a46(5'側組換え

部位確認) 

YT014 mCherry-ypt5インテ

グラント株 

MM72-1Dに ApaⅠ

/SacⅠで切断した 

p5’-ｍ

Cherry-ypt5-ura4-3’ベ

クターを導入し、相同

組換え法によって作製 

Ypt5-del-5-3と 

mCherry-a23 

(5'側組換え部位確認) 

YT008 vps901-GFP 

mCherry-ypt5 

インテグラント株 

YT004と YT014との

かけ合わせによって 

作製 

Vps901-3s1と GFP-a2 

(5'側の vps901-GFP<< 

LEU2組換え部位確認) 

Ypt5-del-5-3と 
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mCherry-a23 

(5'側の

ypt5::mCherry-ypt5<<ur

a4+組換え部位確認) 

YT016 vps902-GFP 

mCherry-ypt5インテ

グラント株 

YT015 と YT014 との

かけ合わせによって 

作製 

902g-1894と GFP-a4 

(5'側の vps902-GFP<< 

LEU2組換え部位確認) 

Ypt5-del-5-3と 

mCherry-a23 

(5' 側 の

ypt5::mCherry-ypt5<<ur

a4+組換え部位確認) 

YT011 vps901-GFP 

vps902-mCherryイ

ンテグラント株 

YT004 と YT012 との

かけ合わせによって 

作製 

Vps901-3s1と GFP-a2 

(5'側の vps901-GFP<< 

LEU2組換え部位確認) 

902g-1894と 

mCherry-a46 

(5'側の

vps902::vps902-mCherry

<<ura4+組換え部位確認) 
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表 3 本研究で用いた合成 DNA 

合成 DNAの名称 合成 DNAの配列 

vps902del-5 5'-TTCGTCTTCTTCAGCGTCTT-3' 

LEU2-3D 5'-AACAAGGAAGTACAGGACAA-3' 

vps902del-3 5'-ACTGCAAGCCCATCTTCGGA-3' 

LEU2-5D 5'-ACCTGACCATTTGATGGAGT-3' 

vps901del-5 5'-ATATTATTTCTGCTGCCATT-3' 

ura4-D3 5'-GTGTTGGAACAGAATAAATT-3' 

vps901del-3 5'-GTATTCCACATCGTAACTTG-3' 

ura4-D5 5'-ATATAGCCAGTGGGATTTGT-3' 

pep7del5s3 5'-CGCAAGGATCTTGAGTTGCA-3' 

pep7del3a3 5'-TACTTGTGGTAACTGGCTCA-3' 

ura4-D3-2 5'-TGAAAGATGTATGTAGATGA-3' 

aut12-s7 5'-ACGAAGAAGTTCAGCAGCGA-3' 

aut12-a4 5'-GCCATGTCCAACACCACATC-3' 

Vps901-3s1 5'-TGGAAGAGAGAAAGTTGAGC-3' 

GFP-a2 5'-ATGCCGTTTCATATGATCTG-3' 

902g-1894 5'-CCTATGCTAACATATTCTTA-3' 

GFP-a4 5'-CATCCATGCCATGTGTAATC-3' 

mCherry-a46 5'-TGCACCTTGAAGCGCATGAA-3' 

Ypt5-del-5-3 5'-TCGTACTATTCAGTTGTCAA-3' 

mCherry-a23 5'-CTTGATGATGGCCATGTTAT-3' 

mCherry-int-s 5'-AACTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3' 

mCherry-int-a 5'-AAGTCGACCCCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3' 

Pep7-s 5'-AAGTCGACACAAAATGGTAAAAGACGTAT-3' 

Pep7-a 5'-AAGGATCCTCAAATATCAAAAAGATCCA-3' 

pep7-mcherry-int-s 5'-AACTCGAGAATGCAAAATGGTAAAAGACG-3' 

pep7-mcherry-int-a 5'-TAAAGCGGCCGCTAATATCAAAAAGATCCA-3' 

aut12-s1 5'-AACTCGAGAATGGAACCAACATCTGAGCA-3' 

aut12-a1 5'-TAAAGCGGCCGCCAAACGAAAGGTTTGTTT-3' 

pep7-a5 5'-CGGAATTCAATATCAAAAAGATCCAAGT-3' 

pep7del5s 5'-CTTGCCACCGCGGTGGCAAATTTTGAAATA-3' 

pep7del5a 5'-AACTGCAGAGTAATCCCTCTGAACTTGA-3' 

pep7del3s 5'-ACGCGTCGACAGTTAATGTGTTGCGAAGGT-3' 

pep7del3a 5'-TCTGGTACCCCGTTTTCGTG-3' 

aut12del5s 5'-AAGGTACCGTCGCCAACTTCATC-3' 

aut12del5a 5'-AACTCGAGCAACTGGCTGTTTTCATTAG-3' 
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aut12del3s 5'-AACTGCAGTAATGAGCATGTAAAGTT-3' 

aut12del3a 5'-AAGAGCTCCATTACCTCCCCAAT-3' 
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弘先生と佐二木健一博士には分裂酵母株を提供していただきました。深く感謝申し上げます。 

 

九州大学の竹川薫先生には、プラスミドを供与していただいたことに加えまして、研究について

貴重なご意見をいただきました。神戸大学の鎌田真司先生には、コールターカウンターを使用させ

ていただきました。大阪大学の篠原彰先生と篠原美紀先生には、DeltaVisionシステムによる観察

について、顕微鏡システムの使用方法から実験方法にいたるまでご助言いただき、さらに研究につ

いての価値ある議論をさせていただきました。奈良女子大学の野口哲子先生と鍵和田聡先生には、

電子顕微鏡観察について、サンプル調製の初歩的なことから実際の観察、そして結果についての専

門的なご意見を多数いただき、たいへんお世話になりました。大阪市立大学の中村太郎先生には、

プラスミドを供与していただき、実験を進めるための多くのご助言を賜りました。神戸大学の郷達

明博士には、実験手法や研究内容について多くのことを教えていただき、貴重な議論をさせていた

だきました。神戸大学の前川昌平先生と三村徹郎先生そして菅澤薫先生には本学位論文を審査して

いただき、多くのありがたいご意見をいただきました。みなさまには、研究のことばかりではなく、

学生生活においてもたいへんお世話になりました。心より感謝申し上げます。 

 

神戸大学の宮本昌明先生には、6年間にわたり、とても真摯にご指導いただきました。研究のこ

とにとどまらず、本当に多くのことを勉強させていただき、海外での発表をはじめとして様々な経

験をさせていただきました。深く感謝申し上げます。 

 

最後に、先行研究によって礎を築かれた研究室の先輩方や研究室で苦楽をともにした学生とスタ

ッフのみなさま、学生生活において心の支えとなってくれた友人と家族、ここにお名前を記すこと

ができていないお世話になったみなさまのおかげで研究を続けることができました。心からの感謝

を申し上げます。 
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