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研究成果の概要（和文）：　細胞が高浸透圧を感知する分子機構を明らかにするため、酵母の高浸透圧応答に働
くHog1 MAPキナーゼ(MAPK)経路の高浸透圧センサーの研究を行い、Hog1経路には膜タンパク質型と非膜タンパク
質型の高浸透圧センサーの存在することを明らかにした。前者については、高浸透圧感知・応答に必要な複数の
センサー膜タンパク質の複合体形成について、その相互作用部位を同定することに成功した。後者については、
細胞質内のMAPKKによるMAPKリン酸化（活性化）を高浸透圧が増強する作用があることを見出し、細胞が環境ス
トレスに対して適切に応答する仕組みを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The MAP kinase (MAPK) Hog1 is the central regulator of osmoadaptation in 
yeast. Upon high osmolarity, the Sho1 and Sln1 membrane-associated osmosensors, respectively, 
activate the Ste11-Pbs2-Hog1 MAPK cascade and the Ssk2/Ssk22-Pbs2-Hog1 MAPK cascade.  Sho1 binds to 
several transmembrane proteins such as Opy2 to form an osmo-sensing protein complex for transduction
 of an activating signal.  In this work, we identified two binding sites between Sho1 and Opy2, and 
found that the Sho1-Opy2 interaction enhances the signaling efficiency from Ste11 MAPKKK to Pbs2 
MAPKK.  In addition, we found that the Hog1 MAPK phosphorylation by Pbs2 MAPKK is enhanced by high 
osmolarity independently of the membrane-associated osmosensors.  The lack of the osmotic 
enhancement of the Pbs2-Hog1 reaction suppresses Hog1 activation by basal MAP3K activities and 
prevents pheromone-to-Hog1 crosstalk in the absence of osmostress, which enable the yeast cells to 
respond appropriately to environmental stresses. 

研究分野：分子生物学

キーワード： 高浸透圧　酵母　MAP kinase経路　センサー　シグナル伝達　リン酸化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で明らかになった膜タンパク質型及び非膜タンパク質型の高浸透圧センサーを介した高浸透圧応答制御
機構は、適切な環境ストレス応答を保障する仕組みとしてヒトなどの高等真核生物にも当てはまる可能性が高
い。今後の検証を通じて、環境ストレス応答制御の全体像の理解や、環境ストレス耐性の動植物への付与技術の
開発などに繋がることが期待される。また本研究で解明されたHog1 MAPKの制御機構に関する知見は、ヒトMAPK
の制御破綻が引き起こす癌や自己免疫疾患といった疾患の治療法・治療薬の開発にも役立つと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）高浸透圧応答性 Hog1 MAP キナーゼ経路 
 地球温暖化により乾燥、高温、高浸透圧などの環境ストレスが生物に大きな脅威となって
おり、苛烈な環境に適応できる動植物の開発、環境ストレスが引き起こす疾患の予防・治療
法の開発に向けて、環境ストレス適応メカニズムを細胞レベルで理解することが必要であ
る。真核生物のよいモデル系である酵母では、Hog1 MAP キナーゼ経路が高浸透圧適応に働
く情報伝達経路であり、真核生物における環境ストレス適応経路の原型と考えられる。Hog1
経路では、細胞外の高浸透圧を細胞膜上の高浸透圧センサーが感知し、2 つの上流支経路
(SLN1、SHO1 支経路)を通じ、Ssk2/22、Ste11 というそれぞれの MAPKK キナーゼ(MAPKKK)、
共通の Pbs2 MAPK キナーゼ(MAPKK)、Hog1 MAP キナーゼにリン酸化の形で活性化シグナル
を伝達する。活性化された Hog1 は転写因子をはじめとする様々な基質のリン酸化を介して、
酵母の高浸透圧適応に働く。 
（２）高浸透圧センサー 
 経路活性化の端緒はセンサーを介した高浸透圧を感知するステップであると考えられる
が、特に SHO1 支経路における高浸透圧感知については不明の点が多かった。申請者は研究
開始直前に、SHO1 支経路において膜タンパク質の Sho1 が高浸透圧センサーとして働くこ
と、Sho1 は細胞膜上で平面格子状ホモ多量体構造をとり、さらに Opy2 や Hkr1/Msb2 といっ
た膜局在型共センサーとシグナル伝達に必須な複合体を形成していることを明らかにした
(文献 1)。この知見は SHO1 支経路の高浸透圧センシング機構の解明のブレイクスルーとな
り、本研究における「センサー膜タンパク質間の相互作用に関する研究」を着想するに至っ
た。 
 一方、酵母の高浸透圧センサーとして上記の複数の膜タンパク質は知られていたが、膜タ
ンパク質以外による高浸透圧センシング機構の存在について本研究以前は不明であった。 
 
２．研究の目的 
（１）上述のように、高浸透圧感知の分子機構を理解しその作用機作の本質を理解するため
には、センサー膜タンパク質複合体(Sho1-Opy2-Hkr1/Msb2)の各膜タンパク質間の相互作用
に関する構造基盤の解明が必須である。そこで本研究では、特に Sho1-Opy2 間の結合に焦点
を当てて、その結合様式の詳細な構造情報を取得し、高浸透圧刺激や恒常的活性型変異によ
り結合様式にどのような影響があるかを解析し、Sho1 複合体による高浸透圧感知と経路活
性化の動作原理を明らかにすることを目的とする。 
（２）研究開始後、既知のセンサー膜タンパク質の欠失変異体を用いた解析中に、センサー
膜タンパク質に依存しない新たな高浸透圧感知機構の存在を見出した。これは「高浸透圧セ
ンサーは膜タンパク質である」というこれまでのセンサー概念を覆す画期的な発見であり、
上記に加え、この新しい高浸透圧感知機構の解明とその生理的機能の解明を目指すことと
した。 
 
３．研究の方法 
 リン酸化検出、結合部位同定などのための生化学的手法や、各種変異体の単離、解析のた
めの分子遺伝学的手法などを融合的に用いて研究を行った。以下、主な方法をあげる。 
（１）各種遺伝子の変異導入：各種遺伝子（SHO1,OPY2,HOG1 など）への変異導入はオリゴ
DNA を用いた PCR 法により作成した。また変異体スクリーニングにおけるランダム変異の導
入には Mn++添加による error prone PCR を用いた。 
（２）レポーター遺伝子を用いたHog1経路活性化の測定：Hog1経路活性化の定量的測定は、
Hog1 経路の活性化特異的に発現誘導される 8xCRE-lacZ レポーターを使用した。各細胞抽出
液による基質の ONPG に対する beta-galactosidase 反応を 0D420値として計測し、細胞量、
反応時間で標準化した。 
（３）化学的クロスリンク実験：Opy2,Sho1 の膜貫通領域間の距離、位置関係を調べるため
に、膜貫通領域に導入した 2 つの Cys 間でクロスリンク実験を行った。マレイミド基を分
子内に２つ有する BMH をクロスリンカーに使い、クロスリンクの有無は SDS-PAGE による泳
動度の変化で判断した。 
（４）キナーゼのリン酸化検出：Hog1 MAPK、Pbs2 MAPKK のリン酸化の定量は、リン酸化特
異的抗体を使ったウエスタンブロットによる検出法、あるいはリン酸化型、非リン酸化タン
パク質の泳動度の違いを利用した Phos-tag PAGE による分離法を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）Sho1 と Opy2 の膜貫通領域間相互作用は Hog1 経路のシグナル効率を増強する(文献 2) 
（１−１）Opy2 恒常活性型変異は Ste11 MAPKKK による Pbs2 MAPKK 活性化を増強する 
 申請者は先行研究及び本研究で Opy2 の膜貫通領域内にランダム変異を導入し、高浸透圧
刺激なしで Hog1 経路を活性化する恒常活性型変異体を単離した（G95、F96I、A104V など）。
遺伝学的解析から、これらは Ste11 MAPKKK による Pbs2 MAPKK のリン酸化・活性化を増強
するが、Pbs2 MAPKK による Hog1 MAPK のリン酸化には影響がないことがわかった。 



（１−２）Sho1 恒常活性型変異 Sho1-A30D も Ste11 よる Pbs2 活性化を増強する 
 Sho1 についても Opy2 と同様変異体スクリーニングを行ったところ、4回膜貫通(TM)タン
パク質 Sho1 の TM1 細胞質側に変異部位をもつ Sho1-A30D が恒常活性型変異として単離され
た。この変異は上記の Opy2 変異と同様、Ste11 による Pbs2 のリン酸化を増強することがわ
かった。 
（１−３）Sho1-A30D 変異は Opy2 との結合性を上昇させ、Hog1 経路の活性化を引き起こす 
 共沈実験から Sho1-A30D 変異体は野生型 Sho1 より Opy2 との結合性が上昇することがわ
かった。A30D が Sho1 の TM1 の細胞質側に位置することから、結合相手の Opy2 の TM 領域細
胞質側のアミノ酸領域(117-121aa)にアラニンを置換した変異体を複数作成したところ、
Opy2 の Y119、W120 へのアラニン置換により Sho1-A30D との増強した結合が解消された。さ
らにこの変異は Sho1 との結合性の低下に加え、Sho1-A30D による Hog1 経路活性化も抑え
た。この結果は Sho1 の A30D 変異により、Sho1 TM1 と Opy2 の TM の細胞質側領域の結合性
が上昇し、これが Hog1 経路の活性化を引き起こしたことを示す。 
（１−４）Sho1 と Opy2 の TM 領域間相互作用部位の同定 
 先行研究で申請者は Sho1 の TM4 と Opy2 の TM がその細胞外側領域で結合することを示し
た。上記の知見は新たに Sho1 の TM1 と Opy2 の TM が細胞質側で相互作用することを示唆す
る。そこで結合性の上昇した Sho1-A30D を使い、Sho1 TM1 と Opy2 TM の両細胞質側領域に
系統的に Cys 置換を導入して、BMH を使った化学的クロスリンクを行った。その結果、両 TM
内の Cys 領域が十分近接している場合のみ起こるクロスリンクが Sho1-Y29C と Opy2-R119C
の間で検出された。この結果は Opy2 がその TM 領域の細胞質側で Sho1 の TM1 と、細胞外側
で Sho1 の TM4 と 2箇所で相互作用することを示す。 
（１−５）考察 
 Sho1 は先行研究から TM1/TM4 でホモ 2 量体、TM2/TM3 でホモ 3 量体を形成し、全体で平
面格子状ホモ多量体構造を取ることが示されている。本研究より Opy2 の１分子は TM1/4 で
形成された Sho1 の 2 量体とそれぞれ異なる領域で結合することが示唆された。Opy2 はその
細胞質領域でリンカータンパク質の Ste50 を介して Ste11 MAPKKK と複合体を形成してお
り、一方、Sho1 は TM4 から続く細胞質領域で Pbs2 MAPKK と結合している。したがって、
Sho1-Opy2 複合体の高浸透圧刺激によるコンフォメーション変化が、細胞質領域で結合する
Ste11 と Pbs2 との間のリン酸化反応の増強に働く、という活性化モデルが考えられた。 
 
 
（２）高浸透圧はモノリン酸化 Pbs2 による Hog1 リン酸化を増強する(文献 3) 
（２−１）高浸透圧は膜タンパク質型浸透圧センサーなしでも Hog1 MAPK を活性化できる 
 SHO1 支経路の既知の膜タンパク質型浸透圧センサー（Sho1、Opy2、Hkr1、Msb2）及び SLN1
支経路の MAPKKK を全て欠失した細胞でも、Hog1 経路は高浸透圧によって弱いながら活性化
することがわかった。このことは膜タンパク質型浸透圧センサーに依存せずにそれより下
流で高浸透圧が Hog1 を活性化する機構が存在することを示す。 
（２−２）非膜タンパク質型センサーは Pbs2 による Hog1 リン酸化ステップで働く 
 Hog1 経路を構成する因子の各種変異体を用いた分子遺伝学的解析から、膜タンパク質型
浸透圧センサー非依存的に高浸透圧が働くのは、Pbs2 による Hog1 のリン酸化反応であるこ
とがわかった（高浸透圧依存的なリン酸化増強）。 
（２−３）Pbs2 の活性化ループ内リン酸化は MAPKKK の種類によりリン酸化様式が異なる 
一般に、MAPKKK は MAPKK の活性化ループ内の２箇所の保存された Ser, Thr 残基をリン酸化
し、MAPKK を活性化することが知られている。Pbs2 MAPKK では、自身の活性化ループ内のリ
ン酸化部位である Ser514 と Thr518 のうち、Ste11 MAPKKK により Thr518 のみがリン酸化さ
れる一方、Ssk2/22 MAPKKK により高浸透圧強度に応じて Pbs2 の Ser514 のみがモノリン酸
化される、あるいは Ser514、Thr518 の両残基ともリン酸化されることが明らかになった。 
（２−４）高浸透圧によるリン酸化増強はモノリン酸化 Pbs2 が Hog1 をリン酸化するのに必
要である 
 Hog1 の C 末端の L16 ドメイン欠失変異体は高浸透圧依存的な Pbs2 による Hog1 リン酸化
の増強を受けないことが明らかになった。この変異体を用いた解析などから、高浸透圧依存
的な Hog1 リン酸化の増強作用は、モノリン酸化型 Pbs2 が Hog1 をリン酸化する反応に必要
であることがわかった。 
（２−５）高浸透圧刺激なしでは Hog1 リン酸化増強が起こらないことが、「非刺激時の Hog1
活性化」、「接合経路から Hog1 へのクロスローク」の抑制に働く 
 変異体スクリーニングによって、高浸透圧なしでもリン酸化増強を受ける Hog1 変異体と
して Hog1-N149H/D162G を単離した。この変異体を用いた解析を通じて、「高浸透圧刺激下の
みモノリン酸化 Pbs2 による Hog1 のリン酸化増強が起きる」という活性制御機構が、非刺
激時の Hog1 活性化の抑制、接合経路から Hog1 へのクロスローク抑制に働き、環境ストレ
ス（高浸透圧）に対する細胞の適切な応答を可能にすることを見出した。 
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