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研究成果の概要（和文）： 

 回転運動を指標にユビキチン関連因子と相互作用する分子を同定する試みである。方法
論確立のため、まず酵母細胞膜の脂質回転運動を定量化したところ、ステロール異常で膜剛直
性が失われアシル鎖の回転が増大していた。フルオロセイン標識したモデルタンパク質では、
分子量 10 kDa 程度までは回転相関時間と分子量に相関が見られた。よって、ドメインごとの
相互作用解析が有効であることが判明した。Rsp5 ユビキチンリガーゼと相互作用する Sna3

が得られた。本研究手法を用いて Rsp5-Sna3 間相互作用の詳細を解析する予定である。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 This study approaches the finding of novel factors that interact with 
ubiquitination-related proteins by monitoring the rotational motion of proteins. First, I 
established the experimental procedure to quantify the rotational motion of membrane 
lipids in yeast. The defect in ergosterol biosynthesis resulted in a decrease in 
membrane rigidity and an increase in the rotational lipid motion. The measurement of 
fluorescein-labeled model proteins suggests that this technique is valid for proteins of 
less than 10 kDa. Sna3 was identified as a factor that potentially interacted with Rsp5 
ubiquitin ligase. In the future study, I investigate the molecular interaction between 
Rsp5 and Sna3 using the system employed in this study. 
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１．研究開始当初の背景 

 全ゲノム配列解読後、タンパク質機能の解
明における律速段階は“ターゲットの同定”
である。さらに未知遺伝子のタンパク質機能

はホモロジーから予測できない。本課題では、
目的タンパク質のターゲット因子を“分子の
回転ブラウン運動”を指標に in vivo で見い
だす革新的な取り組みである。蛍光偏光解消 
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(fluorescence depolarization)法と時間相関
単一光子計数法  (Time-Correlated Single 

Photon Counting, 以下 TCSPC) を酵母分
子遺伝学と融合させた独創的なアプローチ
である。 

 

２．研究の目的 

 我 々 は 出 芽 酵 母 Saccharomyces 

cerevisiae をモデルに、高圧適応機構の解明
に取り組んできた。出芽酵母では高圧増殖の
制限要因はトリプトファン (Trp) の取り込
みである。細胞を高圧下で培養すると 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Tat1やTat2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。本研究の
目的は、偏光解消法と TCSPC を用いて生細
胞内でユビキチン関連タンパク質の真のタ
ーゲットやエフェクターを同定することに
ある。GFP 標識分子の回転運動変化からター
ゲット・エフェクターの網羅的探索を行うと
いう取り組みである。 

 

３．研究の方法 
（１）細胞における TCSPC を用いた蛍光偏光
解消法の確立 
 酵母細胞において、TSCPC で蛍光偏光解消
法を実施した例はこれまでにないため、まず
測定手段の確立を行う。脂質プローブの DPH
や TMA-DPHは偏光性が大きく、脂質二重層の
局所運動性の解析に汎用されている。これら
のプローブを酵母細胞膜に導入し、定常光で
偏光解消法を行った場合と TCSPCによる解析
を比較する。TCSPC は海洋研究開発機構が保
有する FluoroCube（Horiba Jovin Ivon 社製）
を用いて行う。両者のデータに整合性がある
ことを確認した上で、GFPの偏光性を利用し
た解析に移行する。GFPをモノマー、ダイマ
ーおよびトライマーとして酵母細胞内で発
現させ、TCSPCでそれぞれの回転相関時間を
求める。回転相関時間は分子量に反比例する
ので、トライマーで最も長くなることが予想
される。 
 
（２）蛍光顕微 TCSPC 法技術の開発 
 細胞懸濁液を実験に用いる問題点は、細胞
集団としての不均一性と１細胞内での不均
一性を測定上、区別できない点にある。また、
細胞内で複雑な局在を示すタンパク質の場
合、顕微鏡下で可視化し、目的部位のみから
情報を得ることが望ましい。そこで、オリン
パス社の協力を得て倒立顕微鏡下で TCSPCを
実現する技術開発を行う。ここで、酵母細胞
は直径 5μm と非常に小さいので、開発の初
段階ではヒト培養細胞の HeLa 株など大型の
細胞を適宜用いる。 

 
（３）GFP-Rsp5 融合タンパク質の動態解析 
 蛍光顕微 TCSPC法技術の実現に合わせ、
GFP-Rsp5 融合タンパク質の発現ベクターを
構築する。このタンパク質の回転相関時間を
調べ、細胞内における回転運動のダイナミズ
ムを解析する。 
 
４．研究成果 
（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。 
 
（４）オリンパス倒立顕微鏡 IX71 にパルス
レーザーを装着し、特注した偏光子を励起と
蛍光側に設置した。これらを蛍光寿命測定装



置 FluoroCube に接続し、偏光解消法の時間
分解測定を行った。材料として TMA-DPHでラ
ベルした酵母細胞を用いた。その結果、蛍光
寿命に関しては、これまで行ってきた細胞懸
濁液による測定値とほぼ一致したが、回転相
関時間をはじめとする偏光解消のパラメー
ターを算出することはできなかった。おそら
くこれは、対物レンズや複雑な経路を光が通
る際、偏光面が次第にふれ、偏光解消されて
しまったためと考えられる。今後は、対物レ
ンズを含め、光路全体の見直しが必要となる。 
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