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研究成果の概要（和文）：出芽酵母のアクチン関連タンパク質(Arp)であるARP6遺伝子を欠損させ、エタノール発酵関
連遺伝子の遺伝子発現変化と、遺伝子の空間配置の変化を解析した。また、Arp6を人為的に結合したクロマチンが核膜
孔複合体に結合すること、ヒストンバリアントH2A.Zを人為的に結合したクロマチンが核膜タンパク質Mps3に結合する
ことを明らかにし、これらの核膜タンパク質が遺伝子の細胞核内の空間配置に関与することを示した。

研究成果の概要（英文）：We deleted the budding yeast ARP6 gene and analyzed the expression of genes respon
sible for ethanol fermentation and spacial localization of genes in the nucleus. We also analyzed the spac
ial localization of a chromatin regions to which Arp6 or a histone variant H2A.Z was artificially bound. U
sing chromatin immunoprecipitation assay, it was shown that Arp6-bound chromatin bond to nuclear pore comp
lex and that H2A.Z-bound chromatin bonds also to Mps3, a nuclear membrane protein. These observations sugg
ests that these nuclear membrane proteins have roles in the spatial arrangement of genes, including ones f
or ethanol fermentation. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
出芽酵母のゲノムはヒストンと共にクロ

マチンを形成し、さらに細胞核内の適切な空
間に配置されている。このようなクロマチン
構造と遺伝子の核内空間配置によって、遺伝
子はエピジェネティック制御を受けている。
例えば、酵母遺伝子の適切な活性化あるいは
不活性化に、遺伝子の核膜近傍への配置が必
要であることが知られている。出芽酵母のエ
タノール発酵には解糖系や TCA 回路/呼吸系
の多くの遺伝子が関与しているが、これらは
グルコース濃度環境によって厳密に制御さ
れ、それが酵母のエタノール発酵能を決定す
る。すなわち高グルコース環境では、解糖系
遺伝子が高発現し、一方で TCA 回路・呼吸
系遺伝子が抑制されて、グルコースからエタ
ノールが効率よく生産される。しかし、低グ
ルコース環境では、遺伝子発現パターンが逆
転し、エタノールが分解・代謝される。これ
らの遺伝子の発現変化はダイオキシックシ
フトと呼ばれ、これにはエピジェネティック
制御が深く関与することが予想されている
が、その詳細は不明である。申請者は、アク
チンの進化的なファミリーであるアクチン
関連タンパク質(actin-related protein; ARP)
の一つである Arp6 が、遺伝子を核膜近傍に
配置することで、遺伝子の活性化や不活性化
を制御することを明らかにした(PLoS Genet, 
2010)。マイクロアレイ解析により、arp6 変
異株では低グルコース環境でのダイオキシ
ックシフトが抑制されていることが示唆さ
れた。すなわち、arp6 変異株では低グルコー
ス環境でも発酵が続き、エタノール分解が抑
制されている可能性が示された。 
 
 
２．研究の目的 
 以上に述べた発見に基づき、本研究では、
arp6 変異株におけるエタノール発酵能を詳
細に解析すると共に、Arp6 を介した遺伝子
の核内空間配置によって、発酵責任遺伝子群
がどのように制御されているかについて解
析を行った。 
エタノール発酵に関する遺伝子のエピジ

ェネティック制御の知見は非常に限られて
いるが、本研究により、それに関する新規な
機構の解明が可能となる。その結果は、発酵
産業やバイオエタノール生産などに重要な
知見を与え、産業的に応用できる可能性も非
常に高い。 
 出芽酵母のエタノール発酵に関わる遺

伝子群の発現を人為的に制御し、発酵能を改
変することができれば、発酵産業やバイオエ
タノール生産における有用性は極めて大き
い。 
我々は、アクチンファミリーのメンバーで

あるアクチン関連タンパク質 (actin-related 
protein; 以下 Arp と略称)を研究し、Arp のい
くつかの分子種が、細胞核に局在してエピジ
ェネティック制御機構に関与していること

を世界に先駆けて明らかにしてきた（PNAS, 
1994; Mol Biol Cell, 1995, 1999; Nucl Acids Res, 
2002, 2004, 2007, 2010; Curr Biol, 2008 など）。
最近の申請者の解析により、そのうちの一つ
Arp6 の機能を失った酵母株では、低グルコー
ス環境下でもダイオキシックシフトが抑制
されていることが示唆された。注目すべきは、
解糖系・TCA 回路・呼吸系の遺伝子のほとん
どが arp6 変異によって影響を受けているこ
とであり、これは、転写因子の発現の変化だ
けでは説明がつかず、これらの遺伝子を包括
的に制御するエピジェネティック制御機構
が変化したことを示唆している。これまで、
エタノール発酵能のエピジェネティック制
御の解析に適した実験系少なかったが、arp6
変異株を用いた実験系によってその解明が
可能となる。これより、多数の遺伝子を同時
に制御するエピジェネティック制御機構が
明らかにできる。また、その知見は酵母の産
業利用においても非常に重要である。 
 最近の研究から、遺伝子の発現制御におけ
るエピジェネティック機構の重要性が明ら
かになっている。細胞核内での遺伝子の空間
配置はエピジェネティクスの分子基盤の一
つであり、この機構は多数の遺伝子を同時に
制御する上で好都合である。ダイオキシック
シフトでは、解糖系、TCA 回路、呼吸系など
を含む多数の遺伝子が一斉に制御され、これ
までの結果から、Arp6 を介したエピジェネテ
ィック制御がダイオキシックシフトに関与
する可能性が高い。この機構が解明されるこ
とは、エタノール発酵だけでなく、製薬、食
品、栄養などの分野において、異種タンパク
を酵母で生産する際にも、重要な基盤知見と
なると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 Arp6 による遺伝子の核内空間配置がエタ
ノール発酵に及ぼす影響とその機構を解明
し、その応用展開を図るために、以下の方法
により計画により研究を遂行した。 
 
(1) arp6 変異株のエタノール発酵能・グルコ
ース分解能の詳細な解析 
 低グルコース環境においても、arp6 変異株
では、TCA 回路/呼吸系のほとんどの遺伝子
が野生株に比べて抑制され、逆に解糖系遺伝
子は活性化していることがマイクロアレイ
の結果によって示されている。また予備的な
実験から、標準培地で arp6 変異株を長期に培
養した際にエタノール濃度の変化が観察さ
れている。そこで、グルコース濃度、エタノ
ール濃度、温度などを変化させた様々な環境
下で arp6 変異株を培養し、経時的にエタノー
ル濃度、グルコース濃度を測定する。特に抵
グルコース濃度でのエタノール発酵に注目
して解析を行った。 
  
(2) 発酵責任遺伝子の細胞内空間配置とその



変化の解析 
 申請者のこれまでの解析から、遺伝子の核
膜近傍への空間配置に Arp6 が関与すること
が明らかになった(PLoS Genet, 2010)。したが
って、マイクロアレイで検出された arp6 変異
株での発酵責任遺伝子の発現変化には、これ
らの遺伝子の核内空間配置の変化が寄与し
ている可能性がある。そこで、lac リプレッサ
ー/オペレーターシステムを利用して、これら
の遺伝子を可視化して観察することにより、
グルコース濃度に依存したこれらの遺伝子
の空間配置の変化や、arp6 変異に伴う変化を
解析した。lac リプレッサー/オペレーターの
システムについては、海外共同研究者である
Susan Gasser より技術的な支援を受けた。ま
た、このシステムに対して抗 GFP 抗体を用い
た免疫電顕法によっても、遺伝子の核内配置
を解析する。特にこの方法では、核膜に存在
する核膜抗複合体と遺伝子の位置関係につ
いても注意して観察を行った。これについて
は、海外共同研究者の Pavel Hozak とともに
解析を行った。 
 
(3) Arp6 の発酵責任遺伝子への結合の解析 
 これまでの予備的な実験により、Arp6 がい
くつかの発酵責任遺伝子に結合しているこ
とを既に示している。そこで、クロマチン免
疫沈降(chromatin immunoprecipitation; ChIP)を
用いて、さらに詳細に、Arp6 のこれらの遺伝
子への結合と、グルコース濃度による変化を
観察した。Arp6 がこれらの遺伝子に結合する
機構や、その結合が変化する機構を明らかに
する目的で、すでに作成している抗 Arp6 抗
体を用いて Arp6 複合体を精製し、質量分析
によって複合体の構成因子の同定を試みた。 
 これの実験は当研究室の大学院生と共に
遂行され、さらに海外共同研究者として、ス
イスの Susan Gasser およびチェコの Pavel 
Hozak を加えた研究体制を組織して研究を遂
行した。 
 
  
４．研究成果 
(1)発酵関連遺伝子の細胞内空間配置とその
変化の解析 
これまでの解析によって、Arp6 が核膜近傍

への遺伝子の空間配置に必要であることが
示されている（下図）。 

これを受けてマイクロアレイを行い、発酵関
連遺伝子の発現変化を確認した。さらに遺伝
子の空間配置の変化が寄与する可能性につ
いて検証した。そのために、クロマチン免疫
沈降や、遺伝子の可視化などにより、グルコ
ース濃度に依存したこれらの遺伝子の空間
配置の変化を解析した。また、arp6変異に伴
うこれらの遺伝子の空間配置の変化を解析
した。その結果、グルコース濃度、および arp6
変異によって、核内空間配置が変化する可能
性のある遺伝子を複数同定することに成功
した。また、lacO システムを用いて、核膜に
局在する核膜孔複合体と遺伝子の位置が一
致するかどうかについて解析を行った。その
結果、部分的な一致が観察され、これらの遺
伝子の核膜上でのターゲットの一つが核膜
孔複合体であることが示された。 
 
(2)Arp6 の発酵関連遺伝子領域への結合の解
析 
 以前の研究代表者の実験により、Arp6 がい
くつかの発酵関連遺伝子に結合することが
明らかにされていた。そこで、クロマチン免
疫 沈 降 (chromatin immunoprecipitation; 
ChIP)法を用いて、さらにこの結合について
その詳細やメカニズムについて解析を行っ
た。その結果、解析した遺伝子の多くで、Arp6
がヒストンバリアントH2A.Zと共に結合して
いることが示された。H2A.Z をクロマチンに
人為的に結合させて、このクロマチンの核内
の空間配置を可視化して解析した。その結果、
H2A.Z の結合したクロマチンが、核膜孔複合
体に結合して核膜近傍に配置されることに
加えて、核膜タンパク質の一つ、Mps3 に対し
ても結合していることが観察された。この結
果は、クロマチンに結合した Arp6 が H2A.Z
と協調することによって、核膜孔複合体だけ
でなく Mps3 をもターゲットとしてクロマチ
ンの核内配置に影響を与えることを示して
いる。また、H2A.Z の変異によっても発酵関
連遺伝子の発現に変化が観察された。これら
の結果から、Arp6 が H2A.Z と協調することに
よってこれらの遺伝子の空間配置を核膜近
傍に変化させ、これがこれらの遺伝子の協調
的な制御に関わることが示唆された。 
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