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１．研究計画の概要 
 酵母細胞を高圧培養すると、Trp 輸送体
Tat1 と Tat2 の分解が促進され Trp 飢餓に陥
る。輸送体分解を担うのは Rsp5 ユビキチン
リガーゼだが、圧力刺激を受け、いかにして
それらをユビキチン化するのか？ターゲッ
トの認識機構は謎である。本研究では、偏光
解消法と時間相関単一光子計数法を用いて
ターゲットを同定する。すなわち蛍光標識
Rsp5 分子の回転運動から既知のターゲット
の解離会合を定量解析するとともに、未知因
子の探索を行う。特に Rsp5 は多様な膜タン
パク質のユビキチン化を担っているため、膜
構造そのものを調べる必要がある。そこで、
蛍光異方性プローブ TMA-DPH を用い膜物
性を計測する。すなわち、分子間相互作用の
解析に先立って、時間分解蛍光偏光解消法の
計測技術の開発を第一のゴールとした。 
 
２．研究の進捗状況 
（１）出芽酵母の細胞膜の動的構造を明らか
にするため、時間分解蛍光偏光解消法を確立
し、その応用を行った。具体的には、細胞膜
を蛍光偏光プローブ TMA-DPH でラベルし、
野生株とエルゴステロール合成変異株との
膜の比較、および抗真菌剤フルコナゾール投
与後の膜物性の変化を調べた。その結果、
erg2 株では野生株と比べ膜の剛直性が低下
し、脂質の回転ブラウン運動が増大している
ことがわかった。野生株にフルコナゾールを
投与した場合にも膜の剛直性が劇的に低下
し、このことがアゾール系抗真菌剤作用の実
態であることが示唆された。以上の結果は、

酵母細胞が示す表現型を膜物性の観点から
定量的に解釈した初めての成果であり、
Biochim Biophys Acta および Biochemistry
誌に論文掲載している。 
 
（２）酵母 Rsp5 ユビキチンリガーゼと相互
作用する因子として Sna3 が同定された。
Sna3 はエンドソームや液胞に局在するタン
パク質だが、細胞内における役割は不明のま
まだった。SNA3 遺伝子を過剰発現すると、
トリプトファン輸送体 Tat2 の分解速度が低
下し安定化することがわかった。Rsp5 結合
タンパク質である Bul1 を欠損すると同様に
Tat2 が安定化することから、Sna3 は Bul1
と競合して Rsp5 を負に制御していることが
示唆された。Rsp5 は細胞内で多彩な役割を
担っているが、ユビキチン化される基質の認
識機構は未だ明らかとなっていない。本研究
は、Sna3 が Rsp5 と Tat2 を介在して特異性
を規定する因子であることを示唆している。
以上の結果は、FEBS Lett 誌に論文掲載して
いる。 
 
（３）GFP とフルオロセインでラベルした
様々なタンパク質について、分子量と回転相
関時間の関係を調べた。その結果、分子量が
1 万程度までのタンパク質については、回転
相関時間との間に直線関係が見られたが、よ
り大きなタンパク質では成立しないことが
わかった。よって、回転相関時間を指標にし
た分子間相互作用の解析は、ドメイン間のみ
で行うことが理想的であろう。 
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３．現在までの達成度 
②酵母生細胞における時間分解蛍光偏光解
消法の測定技術の開発に成功し、国際誌に 2
報の論文を既に発表している。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 時間分解蛍光偏光解消法の測定技術が確立
されたので、今後は Rsp5 ユビキチンリガー
ゼの WW ドメインを精製し、これをフルオロ
セインなどで蛍光ラベルして回転相関時間
を調べる。次いで、相互作用が予想されるタ
ンパク質を混合し、回転相関時間がいかに変
化するかを定量化する。こうした一連の研究
により、ユビキチンリガーゼに関する分子間
相互作用の実態が明らかとなるはずである。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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