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研究成果の概要（和文）：　本研究では、出芽酵母の出芽部位における局所的な細胞壁合成系において、mRNA安定化因
子・翻訳制御因子などのさまざま因子の役割を遺伝学的相互作用を基盤に生化学的・細胞生物学的にも解析し、mRNA局
在・安定性制御と局所的翻訳の詳細な制御（ファインチューニング）機構を明らかにすることを目的とした。Khd1がポ
リA分解酵素Ccr4, Pop2とオーバーラップした機能をもち、芽の局所的な細胞壁合成と維持の制御に関与すること、Pbp
1 (ヒト Ataxin-2の酵母オルソログ) がRpl12aおよびRpl12bと相互作用して、Khd1およびCcr4を介した遺伝子発現制御
に機能していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we show that PBP1 genetically interacts with CCR4 and KHD1, which 
encode a cytoplasmic deadenylase and an RNA binding protein, respectively. Ccr4 and Khd1 modulate a 
signal from Rho1 in the cell wall integrity pathway by regulating the expression of RhoGEF and RhoGAP, 
and the double deletion of CCR4 and KHD1 confers severe growth defect displaying cell lysis. We found 
that the pbp1Δ mutation suppressed the growth defect caused by the ccr4Δ khd1Δ mutation. Then we 
screened novel Pbp1-interacting factors, and found that Pbp1 interacts with ribosomal proteins, Rpl12a 
and Rpl12b. Similarly to the pbp1Δ mutation, the rpl12aΔ and rpl12bΔ mutation also suppressed the 
growth defect caused by the ccr4Δ khd1Δ mutation. Our results suggest that Pbp1 is involved in the Ccr4 
and Khd1-mediated regulation of cell growth through the association with Rpl12a and Rpl12b.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物の発生や分化の過程では、
さまざまなタンパク質が、細胞内におい
て時間的・空間的に不均等に合成または
局在され、これが各細胞の運命決定・特
異的な機能発現に重要な役割を果たして
いる。タンパク質の不均等な分配を導く
方法として、mRNA の細胞内局在や
mRNA 安定性の制御、および局所的翻訳
制御の機構がある。RNA局在は、細胞骨
格の不均等な配置などの細胞極性に依存
しており、また逆に RNA局在によるタン
パク質の不均等な配置が細胞極性の形成
と維持に必要である。RNA局在や安定性
制御には、モータータンパク質や拡散に
よる RNA の輸送だけでなく、Stress 
Granule などの RNA 顆粒にみられるよう
に、特定の場所で RNAが安定化されると
いう機構もある。これら mRNA局在・安
定性制御と局所的翻訳による制御の機構
は、遺伝子発現の時間的・空間的特異性
を決める重要な機構であり、細胞の非対
称分裂・運命決定、卵形成過程、細胞運
動、シナプス形成などさまざまな生命現
象において見出され、酵母、線虫、ショ
ウジョウバエ、アフリカツメガエルなど
のモデル生物において、その詳細な分子
機構が精力的に研究されている。しかし
ながら、主に特定のモデル mRNAの解析
が先行している一方で、モデル mRNA以
外の個々のmRNA群についての制御は明
らかではなく、またデキャッピングの活
性化因子や翻訳抑制因子についてもその
作用の分子メカニズムや生理機能の不明
なものが多い。 
 申請者は、出芽酵母においては、RNA結
合タンパク質 Khd1, Pufファミリーの RNA
結合モチーフをもつMpt5、Nucleaseドメイ
ンをもつMkt1と Pbp1の複合体の作用機構
と生理機能、動物細胞においては RNA 結
合タンパク質 hnRNP K, Stau1の生理機能な
どを明らかにし、mRNA局在・安定性制御
と局所的翻訳の解析で成果を挙げてきた。 
 本研究では、これまでの成果のうち、
とくに出芽酵母の出芽部位における局所
的な細胞壁合成系において、mRNA 安定
化因子・翻訳制御因子などのさまざま因
子の役割を遺伝学的相互作用を基盤に生
化学的・細胞生物学的にも解析すること
で、mRNA 局在・安定性制御と局所的翻
訳の詳細な制御（ファインチューニング）
機構を明らかにする。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は以下の(1)から(4)である。 
(1) RNA結合タンパク質Khd1とポリA鎖分
解酵素Ccr4によるmRNA安定性と翻訳の調
節機構について、細胞壁合成に関わるター
ゲットmRNA群の詳細な調節機構を明らか
にする。ターゲットmRNAごとに異なる調
節を、さまざまな周辺因子との遺伝学的相
互作用から明らかにする。 
(2) 細胞壁合成に関わるmRNA制御におい
て、遺伝学的相互作用から、ヒトAtaxin2の
酵母オルソログPbp1、デキャッピング酵素
の周辺で働くDhh1, Pat1, Edc1、翻訳調節因
子Caf20などさまざまな因子が関わること
がわかってきた。これらの因子はターゲッ
トmRNAも作用機構も未だ不明であるので、
それについて明らかにする。 
(3) シグナル認識粒子サブユニットSec65
はKhd1と結合し、細胞壁合成にも関わる。
Sec65がmRNA安定性制御と翻訳制御の機
構にどのように関わるかを明らかにする。 
(4) 出芽部位の Rho1 を介した局所的な細
胞壁合成、出芽の先端成長、細胞壁維持に
は、Khd1, Puf5, Ccr4, Pop2などさまざまな
mRNA 制御因子が関わる。Rho1 の活性調
節における RNA 制御の全体像を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 本研究計画では、出芽酵母を用いて、出
芽部位における低分子量Gタンパク質Rho1
による細胞壁合成、シグナル伝達、先端成
長をRNAレベルで調節する系を用いて解
析する。RNA結合タンパク質Khd1, Puf5、
ポリA鎖分解酵素Ccr4, Pop2、デキャンピン
グ酵素活性化因子Dhh1などの遺伝子破壊
がこの系に異常を示すことから、種々の因
子の遺伝学的相互作用を検討する場合、表
現型（酵母の増殖、細胞壁の合成能、Rho1
からのシグナル伝達経路の活性化）をモニ
ターしやすいからである。 
 
４．研究成果 
(1) Khd1と Ccr4による細胞増殖制御 

 これまでに、出芽酵母の RNA結合タン
パク質である Khd1 とポリ A 分解酵素で
あるCcr4が、低分子量Gタンパク質Rho1
の Guanine nucleotide exchange factor 
(GEF)をコードする ROM2 mRNA の発現
を正に制御し、Ccr4 が単独で Rho1 の



GTPase-activating protein (GAP) をコード
する LRG1 mRNAの発現を負に制御する
ことを見出してきた。Rho1は出芽酵母の
細胞壁合成に関与しており、khd1Δ ccr4Δ
二重変異株では、ROM2の発現が低下し、
LRG1 の発現が上昇する結果、Rho1 の活
性が低下し細胞壁の合成異常となり、著
しい増殖遅延を示す。今回、Ccr4 と同じ
くポリ A鎖分解酵素である Pop2と、デキ
ャッピング酵素活性化因子である Dhh1
が、ROM2 mRNAや LRG1 mRNAの発現
に関与し細胞壁合成に機能しているかを
解析した。まず、野生型株、pop2Δ 株、
dhh1Δ 株において ROM2 mRNA と LRG1 
mRNAのノザン解析を行った。その結果、
ROM2 mRNAレベルは差がなかったが、
LRG1 mRNAレベルは、pop2Δ株、dhh1Δ
株において野生型株に比べて上昇してい
た。よって、Pop2と Dhh1は LRG1 mRNA
の発現を負に制御していることがわかっ
た。次に、pop2Δ rom2Δ株、dhh1Δrom2Δ
株を作製し、各変異株の増殖を比較した。
その結果、pop2Δ rom2Δ株、dhh1Δ rom2Δ
株の増殖速度は、それぞれ pop2Δ 株、
dhh1Δ 株に比べて著しく低下した。これ
は、pop2Δ rom2Δ 株、dhh1Δ rom2Δ 株で
GEF である Rom2 の低下と GAP である
Lrg1 の上昇が同時に生じることで Rho1
が不活性化するためと考えられる。よっ
て、Pop2 と Dhh1は LRG1 mRNAの発現
を負に制御し、その効果が表現型に顕著
に現れることが示唆された。次に、pop2Δ 
rom2Δ lrg1Δ株、dhh1Δ rom2Δ lrg1Δ株を作
製し、各変異株の増殖を比較した。その
結果、pop2Δ rom2Δ lrg1Δ株、dhh1Δ rom2Δ 
lrg1Δ株の増殖速度は rom2Δ lrg1Δ株より
も低下した。このことから、Pop2および
Dhh1 は、LRG1 mRNA 以外の mRNA も
制御して細胞増殖に関与していることが
示唆された。 
 
(2) PBP1による細胞増殖制御 

 Poly(A)-binding protein (Pab1)-binding 
protein, Pbp1 (ヒト Ataxin-2の酵母オルソ
ログ)をコードするPBP1の遺伝子欠損が
khd1Δ ccr4Δ 二重変異株の増殖遅延を抑
圧することを見出した。Pbp1はポリA鎖の
長さの制御、Stress Granules (SGs)やポリソ
ーム画分に局在することが知られており、
RNA代謝や翻訳制御に機能しているので
はないかと考えられているが、pbp1Δ単独

変異株はその表現型に著しい変化を示さ
ないため、その機能や生理的意義は深く理
解されていない。遺伝学的解析から、Pbp1
はもう一つのポリA分解酵素であるPan2
依存的にKhd1およびCcr4を介した細胞増
殖制御に関わる一方で、Pbp1はPan2非依
存的にも細胞増殖を制御する可能性を示
した。次に、Pan2非依存的なPbp1の機能
を調べるためにPbp1と相互作用する因子
を探索し、リボソームの大サブユニットを
構成するRpl12aおよびRpl12bを同定した。
rpl12aΔ変異およびrpl12bΔ変異はpbp1Δ変
異と同様に、khd1Δ ccr4Δ二重変異株の増
殖遅延を抑圧した。以上の結果から、Pbp1
はRpl12aおよびRpl12bと相互作用して、
Khd1およびCcr4を介した遺伝子発現制御
に機能していることが示唆された。次に、
ポリソーム解析を行ったところ、khd1Δ 
ccr4Δ二重変異株では野生型と比較して翻
訳 効 率 が 低 下 傾 向 に あ り 、 khd1Δ 
ccr4Δpbp1Δ三重変異株ではその低下が
抑圧された。以上の結果から、Pbp1はリ
ボソームと結合して翻訳制御に機能する
ことで、細胞壁合成系を制御していること
が示唆された。 
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