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研究成果の概要（和文）：酵母のスピンドル極体（SPB）はG1/S相移行期に複製され、Kar9が古いSPBに非対称的
に局在することでSPBの配向にを規定する。本研究で、解糖系由来の代謝産物であるメチルグリオキサール
（MG）が、Kar9の非対称な局在を乱し、SPBの適切な配向性に影響を与えることを明らかにした。MGはDNA損傷チ
ェックポイント経路を活性化し、Mec1依存的にKar9の非対称局在を撹乱した。DNAアルキル化剤であるメタンス
ルホン酸メチルもまた、Kar9の非対称局在化を阻害した。この結果は、DNA損傷チェックポイント経路の活性化
が、SPBの適切な位置決めに必要なKar9の非対称な局在を乱すことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Yeast spindle pole bodies (SPBs) are replicated during the G1/S phase 
transition, and asymmetric localization of Kar9 to old SPBs specifies the orientation of SPBs. In 
this study, we show that methylglyoxal (MG), a metabolite derived from the glycolytic system, 
disrupts the asymmetric localization of Kar9 and affects the proper orientation of SPBs. MG 
activates the DNA damage checkpoint pathway and disrupts asymmetric localization of Kar9 in a 
Mec1-dependent manner. The DNA-alkylating agent, methyl methanesulfonate, also inhibited asymmetric 
localization of Kar9. These results suggest that activation of the DNA damage checkpoint pathway 
disrupts the asymmetric localization of Kar9, which is required for proper SPB positioning.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： メチルグリオキサール　酵母　核分裂　スピンドル極体　Kar9　DNA損傷チェックポイント

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞周期を通して核膜が消失しないclosed mitosisを行う酵母では、核分裂は核というオルガネラを母細胞から
娘細胞へ分配するプロセスであると捉えることができる。核は球形をしているが、核分配の際には成長軸に沿っ
て伸長する。核が娘細胞（芽）に入るためには、S期において複製されたスピンドル極体（SPB）のうち、鋳型と
なるold SPBが芽に入る必要がある。そのSPBの配向性を制御するのがKar9である。したがって、Kar9の局在の乱
れは核の分配に影響を与える可能性が考えられる。本研究では、代謝物がKar9の非対称性分布を撹乱させること
で核分配に影響を及ぼすことを明らかにした点に意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
真核生物である酵母は、細胞周期を通して核膜が消失しない closed mitosis を行う。したがっ

て、酵母の核分裂は、核というオルガネラの分配という視点で捉えることができる。酵母の核膜
には微小管形成中心であるスピンドル極体（SPB）が存在し、細胞周期の G1/S 期に複製される。
元からあった SPB（old SPB）には Kar9 というタンパク質が局在し、old SPB の芽への配向を担
保し、新たに複製された SPB（new SPB）は母細胞側に配向する。 
筆者の研究室では、あらゆる生物種において普遍的に存在する解糖系というグルコースから

エネルギーを作り出す過程で生じる代謝物であるメチルグリオキサール （MG）が、酵母の核形
態をジェリービーンズのように扁平に変形させることを発見した（Biochem. J. 475:263-2652, 
2018）。また、MG 存在下では核分裂が停止し、それに伴って細胞の増殖も停止したが、MG を
除くと各形態が球形に復帰するとともに、細胞増殖が再開した。このことは、核形態が核分裂や
細胞増殖と密接に関連している可能性を示唆していると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 筆者の研究室では以前、MG 感受性変異株のスクリーニングから DNA 損傷の修復に関連する
変異株を取得している（J. Biol. Chem. 292:15039-15048, 2017）。そこで本研究では、MG による核
分裂・核分配の阻害が DNA 損傷に起因するのか、また DNA 損傷が Kar9 の非対称性分布なら
びに SPB の配向性に影響を及ぼすことで核分裂・核分配の阻害をもたらすのかについて検討を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Kar9 と SPB の蛍光顕微鏡観察 
 Kar9-GFP 株の作成には pRS404KAR9tGFP（J. Cell Biol. 167:231-244, 2004）を用いた。SPB の
観察は、Spc29-RFP 株（Mol. Biol. Cell 17:4069-4079, 2006）ならびに Spc110-DsRed 株（Sci. Rep. 
10:13887, 2020）を用いて行った。 
 
(2) MEC1 遺伝子の破壊 
 MEC1 遺伝子は必須遺伝子であるが、SML1 遺伝子破壊株のバックグラウンドでは破壊が可能
であるので、sml1∆::his5+株を用いて mec1∆::URA3 株を構築した。 
 
４．研究成果 
(1) MG は Kar9 の非対称性分布を崩壊させる 
 MG 処理によって Kar9 の局在性が変化するかどうかを検討した。Kar9 は通常、old SPB 上に
局在する（非対称分布）。Spc29-RFP と Kar9-GFP が発現した株で観察すると、Kar9 は芽の方に
配向した old SPB 上に観察される（図 1）。ところが、MG で処理した細胞では、Kar9 の old SPB
上での非対称性分布が見られなくなったり、核内で old SPB と new SPB の間のスピンドル上に
局在する細胞が観察された（図 1A）。 
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図 1  MG が Kar9 の局在に及ぼす影響 
（A）Kar9-GFP ならびに Spc29-RFP を発現する細胞を対数期まで培養し、10 mM MG を添加し
て 90 分後の局在性を観察した。（B）（A）の条件で MG 処理した細胞を 100 個程度観察して局在
性を定量化した（n=3、平均 ± 標準偏差）。（C）10 mM MG 処理後の Kar9 の非対称性の崩壊を
経時的に観察した（n=3、平均 ± 標準偏差）。 

Kar9 の非対称分布の割合を定量化した結果、MG で処理しない細胞では約 60%の細胞で非対
称性分布が認められるのに対し、MG で処理すると Kar9 が非対称分布している細胞の割合が
20%程度にまで低下した（図 1B）。また、MG の処理濃度に応じて Kar9 の非対称性分布が崩壊
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した（図 1C）。 
 
(2) MG は SPB の配向性を撹乱する 
 Old SPB が芽へ、new SPB が母細胞側に配向するのには Kar9 の非対称性分布が関与する。図
1 で示したように、MG 処理によって Kar9 の非対称性分布が一部崩壊したことから、SPB の old
と new の配向性について Spc110 を用いて検討した。Spc110-DsRed を用いて観察すると、old SPB
は大きく、new SPB は小さく見えるので区別できる。その結果、MG で処理すると old SPB が母
細胞側に配向する細胞が観察された（図 2A）。定量化したところ、通常は約 90%の細胞では old 
SPB が芽に配向しているのに対し、MG 処理によりその割合が約 70%に低下した（図 2B）。しか
しながら、Kar9 を欠損させた細胞では、old SPB と new SPB の配向性はほぼランダム（50%）に
なったが（図 2B）、MG 処理では 70%程度にとどまったことから、MG は Kar9 欠損ほどの強い
SPB の配向性の乱れは引き起こさないと考えられた。 
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図 2  MG が SPB の配向性に及ぼす影響 
（A）Spc110-RsRed（SPB）と Tub1-GFP（スピンドル）を発現させた細胞を対数期まで培養し、
10 mM MG で処理して 90 分後の局在を観察した。（B）（A）の条件で MG 処理した細胞を 100 個
程度観察して SPB の配向性を定量化した（n=3、平均 ± 標準偏差）。 
 
(3) MG は DNA 損傷を引き起こす 
 筆者の研究室ではこれまでに、DNA 修復に関連する Rad1、Rad50、Rad51 などの欠損株が MG
感受性を示すことを見出している（J. Biol. Chem. 292:15039-15048, 2017）。DNA 損傷シグナルは
DNA 損傷チェックポイント経路を活性化し、DNA 損傷のセンサーキナーゼである Mec1 や Tel1
により Rad53 がリン酸化される。そこで、MG や DNA アルキル化剤であるメタンスルフォン酸
メチル（MMS）に対する Mec1 欠損株の感受性を検討した。MEC1 は必須遺伝子であるが、リボ
ヌクレオチドレデクターゼインヒビターをコードする SML1欠損のバックグラウンドではMEC1
の破壊が可能である。その結果、mec1∆株は MG や MMS に対して感受性を示した（図 3A）。ま
た、MG や MMS は Rad53 のリン酸化を Mec1 依存的に誘導した（図 3B、3C）。これらのことか
ら、MG は DNA 損傷を引き起こしている可能性が考えられた。 
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図 3  MG が DNA 損傷に及ぼす影響 
（A）各株を対数期まで培養後、滅菌生理食塩水で希釈し、4 mM MG あるいは 0.01% MMS を含
む SD 最小培地に細胞をスポットして 28ºC で 3 日間培養した。（B）対数成育期まで培養した野
生株を 10 mM MG、あるいは 0.04% MMS で 60 分間処理し、ウエスタンブロッティングにより
Rad53 のリン酸化を観察した。（C）sml1∆ならびに sml1∆mec1∆株を対数期まで培養し、（B）と同
様の条件で処理したのちに Rad53 のリン酸化を検討した。 
 
(4) DNA 損傷は Mec1 依存的に Kar9 の非対称性分布に影響する 
 これまでの解析から、MG は DNA 損傷を引き起こしている可能性が示唆された。MMS は DNA
アルキル化剤として DNA 損傷を引き起こすことがすでに明らかとなっている。そこで、もし
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DNA 損傷がシグナルとなって Kar9 の非対称性分布の崩壊が引き起こされているとするなら、
MMS でも MG と同様に Kar9 の非対称性分布が崩壊することが予想される。検討した結果、MMS
処理によっても MG と同様に Kar9 の非対称性分布が一部、崩壊した（図 4）。またそれは Mec1
に依存していた。すなわち、mec1∆株では野生株と比べ Kar9 の非対称性分布の割合が有意に低
下していた（野生株 65%、mec1∆株 40%）が、MG や MMS 処理をしても非対称性分布の更なる
崩壊は観察されなかった（図 4）。これらのことから今回、DNA 損傷は Mec1 を介して Kar9 の非
対称性分布に影響を与えることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4  DNA 損傷が Kar9 の非対称性分布に及ぼす影響 
Kar9-GFP ならびに Spc29-RFP を発現する sml1∆および sml1∆mec1∆株を対数期まで培養し、4 mM 
MG を添加して 90 分、あるいは 0.01% MMS を添加して 180 分後の Spc29 と Kar9 の局在性を観
察した。1 回の実験あたり 100 個程度の細胞を観察して定量化した（n=3、平均 ± 標準偏差）。 
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