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研究成果の概要： 酵母の GTS1 遺伝子を過剰発現させた際に細胞の凝集･熱耐性が見られるが、

この際にクロマチンの構造変化が示唆されている。Gts1 タンパク質と相互作用するタンパク質

の精製･同定を試みたところ、Ssa1 が相互作用タンパク質であることを明らかにした。また、

Ssa1と相同性の高いSsa2も相互作用することが分かった。二重破壊株ssa1Δssa2Δを作製し、

GTS1 を過剰発現させると、細胞の熱耐性がより向上した。以上のように GTS1 過剰発現による

細胞の熱耐性誘導機構に関して興味深い知見が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1)染色体活性化ダイナミクス 

真核生物において転写･複製･修復などのゲ

ノム機能はクロマチン機能による制御、すな

わちクロマチンの構造変化(クロマチンリモ

デリング)を伴う。クロマチンリモデリング

が特定遺伝子の転写の ON/OFF を切り替える

うえで重要な役割を果たしていると考えら

れている。クロマチンリモデリングの機構に

ついては長い間不明であった。 近になって

リモデリングに関わるタンパク質複合体な
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どの解析が急速に進みつつあるが、動作原理

とその制御機構の詳細については分かって

いない。 

 

(2)酵母 GTS1 遺伝子の過剰発現 

出芽酵母において GTS1 遺伝子を過剰発現さ

せた際に細胞凝集、熱耐性、薬剤耐性、細胞

サイズ、エネルギー代謝振動など様々な表現

型に影響を及ぼすことが知られている。この

際に行われている GTS1 遺伝子を介した情報

伝達については不明な点が多い。そこで研究

代表者は DNAチップを用いた網羅的転写解析

を行い、Tup1-Cyc8 というグローバルリプレ

ッサーの関与とクロマチンリモデリングの

誘起を明らかにしたが、Gts1 タンパク質がゲ

ノム中の特定の部位をどのように認識して

リモデリングを誘起しているかなど詳細に

ついては不明である。また GTS1 過剰発現に

よる薬剤耐性･熱耐性の誘導についての詳細

な機構も分かっていない。 

 
２．研究の目的 

 
GTS1 遺伝子の過剰発現によりクロマチンリ

モデリングを作動させることができる。そこ

で GTS1 過剰発現細胞をリモデリング誘起の

モデル系とし、クロマチンリモデリングの制

御機構を明らかにするとともに、凝集以外の

他の表現型(熱耐性･薬剤耐性など)について

解析を行い、耐性の原因となる遺伝子･メカ

ニズムを明らかにし、耐性機構を改良･増強

することにより産業利用において有用性の

高いストレス耐性細胞の分子育種を行う。 

 
３．研究の方法 

 
(1)GTS1 過剰発現により細胞凝集が見られる

が、この際に起こる FLO1 遺伝子の誘導発現

がその原因であることを明らかにしてきた。

そこで、FLO1 プロモーター領域において実際

にクロマチンリモデリングが誘起されてい

ること確認するために MNase assay を行った。

細胞から核画分を抽出し、酵素処理によるク

ロマチン構造の断片化を行った後、DNA を抽

出して電気泳動し、ヌクレオソームマッピン

グを行った。 

 
(2)tandem affinity purification 法により、

Gts1 タンパク質と相互作用する因子の同定

を行った。Gts1 タンパク質を strep タグ、His

タグを付けたタグ付きのタンパク質として

過剰発現させた細胞を破砕したのち、細胞抽

出液からタグを介して Gts1 タンパク質とこ

れに結合しているタンパク質を複合体とし

て精製し、質量分析装置によって相互作用タ

ンパク質の同定を行った。同定したタンパク

質をコードする遺伝子をクローニングし、タ

グ付きのタンパク質として発現させた細胞

からの細胞抽出液と GTS1 過剰発現細胞から

の細胞抽出液を混合し、タグに対する抗体を

用いた免疫沈降法により相互作用の確認を

行った。 

 
(3)相互作用を確認することのできたタンパ

ク質をコードする遺伝子の発現レベルを

RT-PCR によって測定し、GTS1 過剰発現によ

って発現レベルにどのような影響を与える

のかを調べた。またこの遺伝子を破壊した破

壊株を作製し、破壊株において GTS1 を過剰

発現させたときの表現型(熱耐性など)を観

察した。 

 

４．研究成果 

 
(1)MNase assay により、GTS1 過剰発現細胞

における FLO1 プロモーターのヌクレオソー



 

 

ム構造を調べたところ、GTS1 過剰発現によっ

て FLO1 プロモーターにおいて実際にクロマ

チンリモデリングが誘起されていることを

明らかにした。したがって、GTS1 の多面的効

果は Tup1-Cyc8グローバルリプレッサーから

の脱抑制と、クロマチンリモデリングの誘起

により引き起こされていると考えられた。 

 

(2)tandem affinity purification により

Gts1 タンパク質と相互作用するタンパク質

を複合体として精製し、質量分析装置によっ

て同定を行ったところ、Ssa1 タンパク質が相

互作用因子として同定された(図 1)。さらに

Ssa1 を HA タグ付きのタンパク質として発現

する細胞を作製した。この細胞からの細胞抽

出液と GTS1 過剰発現細胞からの細胞抽出液

を混合したのち、抗 HA 抗体を用いた免疫沈

降を行い、別の方法においても Gts1 タンパ

ク質と Ssa1 タンパク質との相互作用を確認

することができた。また、Ssa1 タンパク質と

相同性の高い Ssa2 タンパク質が存在するた

め、同様の免疫沈降法により相互作用を調べ

たところ、Ssa2 タンパク質も Gts1 タンパク

質との相互作用が確認された。以上の結果か

ら、Gts1 タンパク質が Ssa1、Ssa2 タンパク

質と相互作用していることを初めて明らか

にした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)上記にて相互作用を確認することのでき

た 2 つのタンパク質をコードしている SSA1、

SSA2 遺伝子の発現レベルを RT-PCR によって

定量した結果、対数増殖期においては GTS1

を過剰発現させてもほとんど変化しないが、

定常期においては GTS1 の過剰発現により、

SSA1、SSA2 ともに発現レベルが 2倍以上に上

昇していることが分かった。さらに 3種類の

破壊株(ssa1Δ, ssa2Δ, ssa1Δssa2Δ)を作

製し、これらの破壊株において GTS1 を過剰

発現させた際の熱耐性について調べ、Ssa1、

Ssa2 タンパク質との相互作用の意義につい

て考察を行った。1 遺伝子の破壊株 ssa1Δ, 

ssa2Δでは熱耐性にほとんど変化は見られ

ず、ssa1Δでは SSA2 が、ssa2Δでは SSA1 が

破壊した遺伝子の機能を相補していること

が考えられた。ところが、二重破壊株 ssa1

Δssa2Δでは GTS1 を過剰発現させた際の熱

耐性がより向上することが明らかとなった。

Ssa1、Ssa2 タンパク質は相互作用を介して、

Gts1 タンパク質による熱耐性の誘導を阻害

していることが示唆された。以上のように、

GTS1 過剰発現による細胞の熱耐性誘導機構

に関して興味深い知見が得られたため、今後

これらの知見を基に細胞の熱耐性を強化す

ることも可能であると考えられる。 
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図 1 tandem affinity purification

による相互作用タンパク質の同定 
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