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研究成果の概要（和文）：申請者は、細胞分裂時におけるオルガネラ分配の分子機構を明らかにする目的で研究
を行ってきた。その中で、オルガネラ分配の生理学的意義を問い求めた結果、オルガネラである液胞が細胞周期
進行、特にG１初期の進行に必須であることを明らかにした(Jin and Weisman, 2015)。液胞による細胞周期制御
機構のさらなる解析を目指し、遺伝学的スクリーニングにより新規にBUR1遺伝子を同定した。最終的に、Bur1は
Sch9を介してTORC1経路に関わることを明らかにした。この結果は、液胞を介した細胞周期制御には様々のイン
プットがあることを強く示唆している。

研究成果の概要（英文）：Applicant have studied about mechanism of organelle inheritance during cell 
cycle. During the study, applicant have had a question about cell biological significance of 
organelle inheritance, and found that  one of organelle, vacuole/lysosome is critical for cell cycle
 progression especially at G1 phase. In the period of the grant, the applicant did genetic screening
 to find new gene(s) for the mechanism, and found BUR1 gene. Finally applicant found that the Bur1 
function for TORC1 activation through Sch9. These discoveries suggest that multiple signals converge
 on Sch9 to promote cell cycle progression.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 液胞　リソソーム　細胞周期　TORC1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では液胞を介した細胞周期制御に関わる新規因子Bur1を同定、機能解析を行うことで、TORC1に関わる新
規因子の同定にも繋がった。本研究の研究成果から液胞を介した細胞周期制御には、細胞の状態、細胞内外の栄
養環境、ストレス有無など複数のインプットが重要になっていることが明らかになってきた。

※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、研究者個人に帰属します。



１. 研究開始当初の背景 

 申請者は、細胞分裂時におけるオルガネラ分配の分子機構を明らかにする目的で研究を行ってき

た。その中で、オルガネラ分配の生理学的意義を問い求めた結果、オルガネラである液胞が細胞周

期進行、特に G１初期の進行に必須であることを明らかにした(Jin and Weisman, 2015)。この事実

は、細胞周期の G１、G２期が何のために存在するのかという根源的な問いに対する答えにつながる

と考え、さらなる知見を得るために本研究を計画してした。 

 

2. 研究の目的 

 

 本研究は液胞による細胞周期制御機構の解明を目指している。当初は、本研究期間内(平成 30−32

年度)に、1)BUR1 (CDK9)の機能解析を行うことで、液胞からのシグナルがどのように細胞周期制御

に至るのかについて詳細を明らかにする。2)生化学的な観点から、質量分析を用いた液胞構成因子

の網羅的解析により、細胞周期進行に関わる液胞構成因子候補の選定及び、その因子の細胞周期進

行における役割の解明を目指す。 上記の研究と並行して、さらなる変異体スクリーニングを行い、

3)オルガネラチェックポイント制御に関わる遺伝子の同定を目指す。4)新規液胞生成の過程を分子

レベルで明らかにする。 

 

3. 研究の方法 

 液胞からのシグナルを介した細胞周期制御について検証する。すでに申請者は、vac17 変異体と

合成致死性を示す新たな変異体を一つ単離し、原因遺伝子として BUR1 を同定している。BUR1 はサ

イクリン依存性リン酸化タンパク質をコードする。申請者は、a）遺伝学的解析から BUR1 は TORC1

の上流で機能する、b）in vitro において、TORC1 経路の下流で機能する AGCキナーゼ Sch9 を直接

リン酸化することを明らかにしている。すでに in vitro でのリン酸化部位を質量分析により複数同

定しており、まずは Bur1 からのシグナル伝達に重要な Sch9 のリン酸化部位の選定を行う。さらに

蛍光顕微鏡を用い、Bur1 は Sch9 を介し細胞内の「どこで」さらには「いつ」機能するのか、細胞

周期に沿った、その空間的及び時間的分子制御機構を明らかにする。 

 

１）液胞依存的な細胞周期進行における BUR1 の役割の解明 

遺伝学的、生化学的手法を用い、Bur1 が持つ二つのドメイン（キナーゼドメイン、推定天然変性領

域）の機能解析を行う。 

 

２）BUR1 の TORC1 経路との関係性の解明 

ラパマイシン感受性テストを用いて Bur1 と TORC1 の関係性を明らかにする。 

 

３）Bur1キナーゼの標的の解明 

下流遺伝子 Sch9 のリン酸化状態をウエスタンブロッティングで調べる。in vitro リン酸化実験に

より Bur1 が Sch9 を直接リン酸化しているかどうか調べる。さらに in vitro リン酸化反応後に質量

分析を行うことによりリン酸化アミノ酸を同定する。同定したアミノ酸のリン酸化が in vivo で重
要かどうかを検証する。 

 

４）Bur1 の細胞内での機能 

Bur1 の細胞内局在を核内移行シグナル(NLS)や、核外移行シグナル(NES)を付加し、Bur1 の機能変化

について検証する。 



4. 研究成果 

 

１）Bur1 は N 末にキナーゼドメインを持ち、C

末は天然変性領域（IDR）と考えられる。Bur1

は必須遺伝子であるが、Bur1 の IDR は必須では

なく、C末欠失変異体 bur1-∆C は通常の培養条

件では野生型とほぼ同じように増殖する。液胞

分配変異 vac17∆と二重変異にすると顕著な G1

期進行遅延が認められた。この G1 期進行遅延の

原因は、新規液胞生成の異常ではなく、新規液

胞の機能異常によるものであることを顕微鏡解

析により明らかとした（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

２）TORC1 の機能喪失（tor1∆）によりラパマイシン感受性を増すことが知られている。まず、

bur1-∆C はラパマイシン感受性が tor1∆と同様に上昇することを見出した。さらに、tor1∆ bur1-∆C
二重変異体はラパマイシンへの感受性がさらに上昇することを突き止めた。また bur1-∆C 変異体で

は、TORC1 の標的で

ある Sch9 のリン酸

化が減少しているこ

とを発見した（図

２）。以上の結果

は、Bur1 と TORC1

は並列に働いている

ことを強く示唆して

いる。 

 

３）in vitro において Bur1 が Sch9 を直接リン

酸化していることを明らかにした（図３）。次

に質量分析により推定リン酸化アミノ酸を 11個

同定した。同定したアミノ酸のうち一部は TORC1

の標的と重なり、一部はすでに知られている Pkh

のリン酸化部位と重なる。Bur1 単独の標的部位

として S709, T710, S711 を同定した。これらセ

リン、スレオニンをアラニンに置換した変異体

Sch9-3Aは細胞増殖が遅延する表現系を示した

（図４）。この結果は Bur1 によるこれら３アミ

ノ酸のリン酸化が Sch9 の機能に重要であること

を示唆している。さらに、免疫沈降実験によ

り、Bur1 の C末は、in vitro リン酸化反応には

必要であるが、Sch9 との in vitro での結合に

は重要ではないことを示唆する結果を得た（図

(Fig EV3C). In contrast, over-expression of BUR1 and BUR2 did not

rescue the growth defect of a tor1∆ vac17∆ double mutant (Fig

EV3D and E). Taken together, these results strongly suggest that for

its role in the cell cycle, BUR1 functions in parallel, but not down-

stream of TOR1, and is involved in the TORC1 pathway through the

phosphorylation of Sch9.

The Bur1 kinase associates and phosphorylates Sch9

To test whether Bur1 associates with Sch9, we used recombinant

proteins and performed pull-down experiments from yeast lysates.

Recombinant GST-Sch9 (1–390) and GST-Sch9 (391–824), but not

GST alone, pulled down Bur1 from yeast lysates (Fig EV4A). Next,
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図１ 

we addressed whether Bur1 directly phosphorylates Sch9, and

performed in vitro protein kinase assays using radio-labeled c32P-
ATP. Bur1 was immunoprecipitated from yeast lysates and bacteri-

ally expressed GST-Sch9 was utilized as the substrate (Fig 5A and

B). We found that the C-terminal region of Sch9 (391–824), but not
the N-terminus (1–390), was phosphorylated in a Bur1-dependent

manner in vitro (Fig 5B, lanes 4 and 6). The fact that only the C-

terminal half of Sch9 was phosphorylated in vitro suggests that this

in vitro assay reflects the substrate specificity of Bur1. Moreover, we

found that Bur1, but not Bur1-∆C, phosphorylated itself in vitro

(Fig 5B, lanes 2, 4, 6 and 8, 10, 12) (Yao et al, 2000; Murray et al,

2001). Note that Bur1-∆C had much less kinase activity on Sch9 in

vitro compared with wild-type Bur1 (Fig 5B, lanes 4 and 10). How-

ever, Bur1-∆C bound to GST-Sch9 (391-824) (Fig EV4A). Together,

these results suggest that Bur1 directly associates and phosphory-

lates Sch9 in vivo and that the C-terminal region of Bur1 is impor-

tant for phosphorylation of Sch9 and of itself. Those results suggest

that the C-terminus of Bur1 is required for its kinase activity, but

not for association with kinase substrate(s) including Sch9. Notably,

over-expression of the C-terminal region did not inhibit a growth of

wild-type yeast (Fig EV4B). Moreover, over-expression of the region

did not change the rapamycin sensitivity of the bur1-∆C mutant (Fig

EV4C and D). That the C-terminal region of Bur1 is dispensable

under normal conditions suggests that the C-terminal region of Bur1

is required for efficient phosphorylation of Sch9. These findings

further suggest that Bur1 has at least two roles: one that is poten-

tially for known transcription regulation at the nucleus, which does

not require its C-terminal region, and a second role(s) that requires

the Bur1 C-terminus and is required for the vacuole-mediated

pathway.

To gain molecular insight into Bur1-dependent phosphorylation

of Sch9 during cell cycle progression, we used mass spectrometry

analysis to determine residues on Sch9 that are phosphorylated by

Bur1 in vitro. We identified eleven serine/threonine residues in

Sch9 that are phosphorylated by Bur1: S560, T568/T570/T574/

T575, S709/T710/S711, T721/T723, and S726 (Fig 5C; Table 1).

Note that while two of these sites (T723P and S726P) match with

the canonical CDK kinase motif, S/P or T/P, many of the other sites

do not match this consensus. However, note that Bur1 was previ-

ously shown to phosphorylate non-canonical sites. None of the Bur1

sites in Spt5 contain an S/P or T/P motif (Liu et al, 2009). Moreover,

other CDK also use both canonical and non-canonical sites. For

example, Cdk1 sites that do not contain S/P or T/P have also been

identified (Suzuki et al, 2015).

To address the physiological importance of Bur1-dependent

phosphorylation of Sch9, we tested the putative Bur1 target sites on

Sch9, except for T570 and T574. T570 which is in the activation

loop of the Sch9 kinase domain, is also a Pkh1/2 site, and was pre-

viously shown to be essential for Sch9 function (Urban et al, 2007).

T574 is also highly conserved in the activation loop of many AGC
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Figure 4. BUR1 functions in parallel with the TORC1 pathway.

A In vivo phosphorylation of Sch9 is reduced in bur1-∆C vac17∆ cells. WT, bur1-∆C, vac17∆, or bur1-∆C vac17∆ cells expressing SCH9-HA from the URA3 locus were
grown in YPD. Cell lysates were analyzed by immunoblot with antibodies directed against HA (top) and Pgk1 (loading control).

B In vivo phosphorylation of Sch9 is reduced in bur1-267 cells. WT, vac17∆, bur1-267, or bur1-267 vac17∆ cells expressing SCH9-HA from the URA3 locus were grown in
YPD. Cell lysates were analyzed by immunoblot with antibodies directed against HA (top) and Pgk1 (loading control).

C bur1-∆C shows high rapamycin sensitivity. WT, tor1∆, bur1-∆C, tor1∆ bur1-∆C, or vac17∆ cells were cultured in liquid YPD medium, and serial dilutions were spotted
onto YPD plates with 0, 2, 4, or 8 ng/ml of rapamycin added. Plates were incubated at 24°C for 2 days.

ª 2022 The Authors EMBO reports e53477 | 2022 7 of 18

Yui Jin et al EMBO reports

F

E

sch9
vac17

sch9

Test (5-FOA)Control (-His-Ura)

mock

sch9-9A
sch9-3A

SCH9

sch9-3D/E

mock

sch9-9A
sch9-3A

SCH9

sch9-3D/E

mock
VAC17
mock (2µ)

2µSch9
2µSch9-2D3E

bur1 vac17

2µSch9-3D/E

Test
(5-FOA-His-Leu)

Control
(-His-Leu-Ura)

bur1-C

2µBur1(358-657)-Venus

2µBur1(358-657)-Venus

bur1-C

mock
2µBUR1
2µBUR1-Venus

WT
mock

2µBUR1

2µBUR1-Venus

0 ng/ml 4 ng/ml 8 ng/ml 16 ng/ml rapamycin

0 ng/ml 4 ng/ml 8 ng/ml 16 ng/ml rapamycin

B

C

A

100
75
50

GSTGST-
N-Sch9

GST-
C-Sch9

+-+-+-
-+-+-+

+-
-+

Pull-down

Bur1-HA
Bur1-C-HA

-HA

Yeast
lysate
(8%)

75
50
37

25

100

GST
CBB

GST-Sch9100
75

50

C
EN

 B
U

R
1

-GFP

C
EN

 B
U

R
1-

Ve
nu

s

C
EN

 b
ur

1(
35

8-
65

7)
-V

en
us

2µ
bu

r1
(3

58
-6

57
)-V

en
us

D

-Pgk1

FigureEV4.

YuiJinetalEMBOreports

ª2022TheAuthorsEMBOreportse53477|2022EV5

図２ 

F

E

sch9
vac17

sch9

Test (5-FOA) Control (-His-Ura)

mock

sch9-9A
sch9-3A

SCH9

sch9-3D/E

mock

sch9-9A
sch9-3A

SCH9

sch9-3D/E

mock
VAC17
mock (2µ)

2µ Sch9
2µ Sch9-2D3E

bur1  vac17

2µ Sch9-3D/E

Test
(5-FOA-His-Leu)

Control
(-His-Leu-Ura)

bur1- C

2µ Bur1(358-657)-Venus

2µ Bur1(358-657)-Venus

bur1- C

mock
2µ BUR1
2µ BUR1-Venus

WT
mock

2µ BUR1

2µ BUR1-Venus

0 ng/ml 4 ng/ml 8 ng/ml 16 ng/ml rapamycin

0 ng/ml 4 ng/ml 8 ng/ml 16 ng/ml rapamycin

B

C

A

100
75
50

GST GST-
N-Sch9

GST-
C-Sch9

+ - + - + -
- + - + - +

+ -
- +

Pull-down

Bur1-HA
Bur1- C-HA

-HA

Yeast
lysate
(8%)

75
50
37

25

100

GST
CBB

GST-Sch9 100
75

50

C
EN

 B
U

R
1

-GFP

C
EN

 B
U

R
1-

Ve
nu

s

C
EN

 b
ur

1(
35

8-
65

7)
-V

en
us

2µ

bu
r1

(3
58

-6
57

)-V
en

us

D

-Pgk1

Figure EV4.

Yui Jin et al EMBO reports

ª 2022 The Authors EMBO reports e53477 | 2022 EV5

図４ 

WCL IP 

Bur1-FL C FL C
+ - + - -HA

250
150
10075
50
37

25

A Kinase used in (B)

D

390-S GDILIKWTYK QTKKRHYGPQ DFEVLRLLGK GTFGQVYQVK KKDTQRIYAM 440
KVLSKKVIVK KNEIAHTIGE RNILVTTASK SSPFIVGLKF SFQTPTDLYL VTDYMSGGEL 500 
FWHLQKEGRF SEDRAKFYIA ELVLALEHLH DNDIVYRDLK PENILLDANG NIALCDFGLS 560 
KADLKDRTNT FCGTTEYLAP ELLLDETGYT KMVDFWSLGV LIFEMCCGWS PFFAENNQKM 620 
YQKIAFGKVK FPRDVLSQEG RSFVKGLLNR NPKHRLGAID DGRELRAHPF FADIDWEALK 680 
QKKIPPPFKP HLVSETDTSN FDPEFTTAST SYMNKHQPMM TATPLSPAMQ AKFAGFTFVD 740 
ESAIDEHVNN NRKFLQNSYF MEPGSFIPGN PNLPPDEDVI DDDGDEDIND GFNQEKNMNN 800 
SHSQMDFDGD QHMDDEFVSG RFEI-824

: TORC1 sites (mutation sites in
sch9-2D3E)

: Pkh1/2 site (T570, in activation loop)

: S709, T710, S711 (Sch9-3A),
sites unique to Bur1

S/T: Bur1 sites (this study)

C

B

Po
nc

ea
u 

S
32

P

(IP Kinase)
(Substrate) GSTGST

Bur1-HA Bur1- C-HA

250150
100
75
50
37

25

250
150
100
75
50
37

25

-HA

GST-
C-Sch9

GST-
N-Sch9

GST-
C-Sch9

GST-
N-Sch9

ProA bead
+ - + - + - + - + - +-
+ + + + + + + + + + ++

GST

tor1

3 days

2µ TOR1
mock

2µ Sch9
mock

2µ Sch9-3A-2D3E
2µ Sch9-2D3E

-Ura

+Rap

2µ TOR1
mock

2µ Sch9
mock

2µ Sch9-3A-2D3E
2µ Sch9-2D3E

2µ TOR1
mock

2µ Sch9
mock

2µ Sch9-3A-2D3E
2µ Sch9-2D3E

2 days

E bur1- C

-Ura

+Rap

2µ BUR1
mock

2µ Sch9
mock

2µ Sch9-3A-2D3E
2µ Sch9-2D3E

3 days

2µ Sch9-3D/E
2µ Sch9-3D/E-2D3E

2µ BUR1
mock

2µ Sch9
mock

2µ Sch9-3A-2D3E
2µ Sch9-2D3E

2µ Sch9-3D/E
2µ Sch9-3D/E-2D3E

121110987654321

Figure 5.

8 of 18 EMBO reports e53477 | 2022 ª 2022 The Authors

EMBO reports Yui Jin et al

図３ 



５）。これらの結果は、Bur1 は C末を介して自身のリン

酸化活性を制御していることを強く示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４）Bur1 に NLS や NESを付加し、Bur1 が核で TORC1 に関与するのか、細胞質（液胞膜）で関与する

のかを検討した。結果、NLSを付加した Bur1 に機能的な差異は認められなかったが、NESを付加し

た Bur1 は機能の低下が認められたため（図６）、TORC1活性化のある時点で Bur1 は核内でその活

性化に関与することを示唆している。 
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