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研究成果の概要（和文）：我々の体は常に様々な圧力ストレスに曝されており，その適応障害が疾病の原因となる可能
性を秘めている．そこで，本研究は真核生物のモデル生物である出芽酵母を用いて，高圧増殖におけるEGO複合体，機
能未知遺伝子YPR153W及びMTC6の意義を明らかにすることを試みた．その結果，EGO複合体形成メカニズムとEGO複合体
依存的なTOR複合体1のキナーゼ活性が高圧増殖に必須なことを明らかにした．また，機能未知遺伝子の解析から，小胞
体膜タンパク質の機能が関与する高圧増殖適応メカニズムの存在も示唆された．これらの研究成果は動物細胞へも応用
可能であり，今後の発展が期待される．

研究成果の概要（英文）：Our bodies are always exposed to various pressures. The defect of adaptation to 
these pressures may affect numerous cellular functions and lead to disease. In the present study, we 
attempted to clarify the biological significance of the EGO complex and unknown function genes, YPR153W 
and MTC6, in high-pressure growth. As a result, we found that EGO complex-dependent target of rapamycin 
complex 1 (TORC1) activation is essential for high-pressure growth. In addition, we also suggested that 
the functions of endoplasmic reticulum resident proteins, Ypr153w and Mtc6, are involved in the 
adaptation of high-pressure stress. Especially, EGO cmplex-TORC1 pathway is conserved in mammalian cells. 
These results are useful for analyzing the effect of high-pressure stress to mammalian cells.

研究分野：分子生物学

キーワード： 圧力生物学　出芽酵母
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 出芽酵母において，非致死的な圧力ストレ
ス（10~50 MPa）はトリプトファン（Trp）取
り込みに致命的な影響を与えるため，実験で
用いられる Trp要求性酵母は上記の圧力下で
は増殖することができない①．一方で，Trp取
り込みが生存に必須ではない Trp非要求性酵
母は その圧力下で増殖することができる．
しかしながら，Trp 非要求性酵母の変異コレ
クションを用いたスクリーニングによって，
25 MPa 下で増殖が著しく抑制される一遺伝
子変異が多数見出されている②．つまり，必
須アミノ酸の取り込み以外に，圧力ストレス
に適応するために必要な細胞応答メカニズ
ムが存在することを示唆している． 
 
２．研究の目的 
 我々の体内に存在する，あらゆる臓器や組
織は常に圧力という物理的ストレスに曝さ
れている．このような圧力ストレスに対する
適応破綻は様々な疾病の原因となる可能性
が考えられるが，圧力に対する細部応答を詳
細に検討している報告は少ない．本研究では，
出芽酵母の高圧増殖に必須な EGO 複合体
（Ego1，Ego3，Gtr1，Gtr2 から構成），機能
未知遺伝子 YPR153W及び MTC6 に着目し，
その機能を詳細に解析することによって，真
核生物の圧力ストレスへの適応メカニズム
を明らかにすることを目的としている． 
 
３．研究の方法 
 以下の全ての実験において，常圧は 0.1 
MPa，高圧は 25 MPaを意味している． 
(1) EGO複合体の機能解析 
① EGO複合体形成メカニズムの解析：Ego1
へのパルミトイル化を担う Akr1 の変異株に
おける Ego1，Ego3，Gtr1，Gtr2の細胞内局在
をそれぞれの C 末端に GFP を融合させて観
察した．また，その発現量変化は各タンパク
質 C 末端に 3HA を融合させ，抗 HA 抗体を
用いたウエスタンブロッティングによって
調べた．さらに Ego1 へのパルミトイル化の
意義を調べるために，パルミトイル化部位の
変異体を作製し，ego1株に発現させ，その
細胞内局在を蛍光顕微鏡で，発現量はウエス
タンブロッティング，機能は ego1株の高圧
感受性の回復の有無で評価した． 
② 高圧増殖と EGO 複合体-TOR 複合体 1 経
路の関連：tor1株及び tco89株の高圧感受性
試験のほか，Tor1変異体（キナーゼ活性消失
及び恒常的活性化変異体）を tor1株に導入
し，高圧感受性を調べた．また，Tor1の阻害
剤であるラパマイシンの効果を常圧下と高
圧下で比較した．  
③ Ego3の機能部位のスクリーニング：Ego3
に単変異を導入し，その変異体を ego3株に
導入した．その酵母を高圧培養し，高圧感受
性の回復の有無で Ego3の機能を評価した． 
 
(2) YPR153Wの機能解析 

① Ypr153w のトポロジー解析：Yeast Two 
Hybrid Membrane system (Y2HM) (Mo Bi Tec)
を利用し，N末及び C末が細胞質側を向いて
いるかを調べた． 
② Ypr153wの細胞内局在解析：Ypr153wの C
末端に GFPを融合して酵母に発現させ，蛍光
顕微鏡で観察した． 
③ Ypr153wの機能ドメインの探索；Ypr153w
の N 末端側を欠失させた変異体を作製し，
ypr153wに発現させ，高圧感受性の回復の有
無でその変異体の機能を評価した． 
④ 挿入変異による ypr153w株の高圧感受性
復帰株のスクリーニング：Yeast mTn plasmid 
collection (Thermo science)を用いて，ypr153w
株に挿入変異を導入し，高圧下でも増殖でき
る酵母をスクリーニングした．  
⑤ Ypr153w と相互作用するタンパク質のス
クリーニング：Y2HMを利用し，Ypr153wと
相互作用する分子を S. cerevisiae NubG-X 
cDNA library (Mo Bi Tec) からスクリーニン
グした． 
 
(3) MTC6の機能解析 
① Mtc6のトポロジー解析：Y2HMを利用し，
N末及びC末が細胞質側を向いているかを調
べた． 
② Mtc6の細胞内局在解析：Mtc6の N末及び
C末に GFPを融合して酵母に発現させ，蛍光
顕微鏡で観察した．  
③ Mtc6 に付加するアスパラギン結合型糖鎖
の機能解析：糖鎖付加部（NxS/T）のMtc6変
異体を mtc6株に発現させ，高圧培養を行い，
高圧感受性の回復の有無で Mtc6 の機能を評
価した． 
 
４．研究成果 
(1) EGO複合体の機能解析 
① EGO複合体形成メカニズムの解析 
 高圧増殖に必須である EGO複合体は Ego1，
Ego3，Gtr1，Gtr2から構成され，液胞膜に局
在している．EGO 複合体の液胞膜局在には
Ego1への 2種類の脂質修飾（ミリストイル化
とパルミトイル化）が必要であると考えられ
ていた．興味深いことに，Ego1のパルミトイ
ル化を担うゴルジ体局在型パルミトイル化
酵素 Akr1 の変異が高圧感受性を示すことが
明らかとなっていた②．従って，Ego1へのパ
ルミトイル化が Ego1 の機能発現に必須であ
ることが予想された．そこで，akr1株におけ
る Ego1 の発現量と細胞内局在を調べた．そ
の結果，akr1株において，Ego1 の発現量が
低下しているものの，Ego1-GFP を単コピー
及び多コピーで発現させても部分的に液胞
膜に局在していた．一方で Ego1を akr1株に
多コピーで発現させても，akr1株の高圧感受
性を回復させることはなかった．これらの結
果は，akr1株の高圧感受性は Ego1発現量低
下によるものではなく，akr1株では Ego1の
液胞膜局在に関係なく，EGO複合体としての
機能を失っていることを示唆している． 



 そこで，akr1株に Ego1を高発現させたと
きの Ego3及び Gtr1の細胞内局在を調べた．
その結果，野生株で Ego3と Gtr1は液胞膜に
局在しているものの，akr1株では細胞質に局
在していた．つまり，akr1株では EGO複合
体形成が正常に行われないことが示された． 
 次に，ミリストイル化とパルミトイル化が
Ego1 の液胞膜局在に必要であるかを調べる
ために，Ego1のミリストイル化部位及びパル
ミトイル化部位の変異体（G2Aと C7S/C8S）
を作製し，その発現量と細胞内局在を調べた．
その結果，両変異体の発現量は野生型と比較
して著しく低下し，G2A変異体は液胞膜と細
胞質の両方に局在するのに対し，C7S/C8S変
異体は様々な膜構造に局在していた．これら
の結果は，膜にアンカーするためにミリスト
イル化とパルミトイル化のどちらも重要で
あるが，液胞膜に局在化するためにはパルミ
トイル化が必須であることを示している． 
 上記の結果を考慮すると，akr1株において
Ego1 が液胞膜に局在化しているのは，Ego1
が Akr1 以外のパルミトイル化酵素によって
脂質修飾を受けていることを示唆している．
これまでに Ego1はAkr1以外に液胞膜局在型
パルミトイル化酵素 Pfa3 によってパルミト
イル化されることが in vitro で確認されてい
た③．そこで，akr1pfa3株を作製し，Ego1
の局在を調べた．その結果，この 2重変異株
における Ego1の局在は，Ego1 C7S/C8S変異
体と類似した局在を示した．したがって，
akr1株のEgo1はPfa3によってパルミトイル
化され，液胞膜に局在するということであり，
in vivoで Ego1が Pfa3によってパルミトイル
化されることが初めて示された．以上の結果
より，Ego1 は液胞膜上で Pfa3 によってパル
ミトイル化され、液胞膜に局在することも可
能ではあるが，この経路では EGO 複合体形
成が行われない．つまり，ゴルジ体で Akr1
によってパルミトイル化されることが EGO
複合体形成には必要であることが明らかと
なった．  
② 高圧増殖と EGO 複合体-TOR 複合体 1 経
路との関連 
 EGO複合体の中で，Gtr1-Gtr2複合体はTOR
複合体 1のサブユニットである Tco89と相互
作用することによって，TOR複合体 1を液胞
膜近傍にリクルートすることが知られてい
る．TOR 複合体 1 は，Tor1 もしくは Tor2，
Tco89，Kog1，Lst8 から構成されるセリン•
スレオニンキナーゼである．この TOR 複合
体 1が高圧増殖と関連するかを調べるために，
TOR複合体1の中で生存に必須ではないTor1
と Tco89の変異体の高圧感受性を調べた．そ
の結果，両変異体とも高圧感受性を示した．
TOR 複合体 1 の触媒サブユニットは Tor1 と
Tor2である．このキナーゼ活性が高圧増殖に
必要であるかを調べるために，tor1株に Tor1
の恒常的活性化変異体（I1954Vと A1957V）
とキナーゼ活性消失変異体（W2176R）を発
現させ，高圧感受性を調べた．その結果，特

に I1954V 変異体は野生型を発現させた場合
よりも高圧増殖がわずかに増加し，W2176R
変異体発現では tor1株の高圧感受性を回復
させることはできなかった．これらの結果は
TOR複合体1のキナーゼ活性が高圧増殖に必
須であることを示している． 
 次に，Tor1の阻害剤であるラパマイシンの
効果を常圧下と高圧下で比較した．常圧下で
は野生型酵母の増殖を 150 ng/mL ラパマイ
シン処理で約 40%低下させたのに対し，高圧
下では 50 ng/mLで同等の効果が得られた．こ
の結果は，高圧下ではラパマイシンの効果が
増強されていることを意味しており，高圧下
において EGO複合体-TOR複合体 1経路依存
的な増殖シグナルが，常圧下よりもその重要
度が増していることを示唆しているのかも
しれない． 
③ Ego3の機能部位のスクリーニング 
 ①の結果から，Ego1のゴルジ体から液胞へ
の輸送過程が EGO 複合体形成に重要である
ことが示唆されている．そこで，Ego1と直接
相互作用すると考えられている Ego3 との複
合体形成メカニズムを明らかにするために，
Ego3 に点変異を導入し，Ego3 の機能が低下
する変異をスクリーニングした．その結果，
様々な変異体の中で，H116A変異のみが Ego3
の機能を著しく低下させた．興味深いことに，
この変異は Ego3 の発現や細胞内局在には影
響を与えない．また，TOR複合体 1の液胞膜
へのリクルートにも影響を与えないことを
示唆するようなデータも得られつつある．こ
れらの結果は，EGO複合体-TOR複合体 1経
路のみが高圧増殖に必須であるわけではな
いことを示唆しており，今後，さらなる解析
が必要である． 
 
(2) YPR153Wの機能解析 
① Ypr153wのトポロジー解析 
 Ypr153w は全長 140 アミノ酸（予想分子
量：15.8 kDa）からなる分子であり，TMHMM
プログラムによると，膜を３回貫通（膜貫通
領域：45-67 番目(TM1)，79-101 番目(TM2)，
111-133番目(TM3)）する膜タンパク質と予測
される．この予測では，N 末端が内腔側，C
末端が細胞質側に配向される．この膜トポロ
ジー予測を確かめるために，Y2HMシステム
を利用して解析を行った．このシステムは，
ユビキチンを 2分割（Nubと Cub）し，これ
らを細胞内に別々に発現させても，Nub と
Cubの強い相互作用によって，ユビキチンが
再構成されるスプリットユビキチンという
現象がベースとなっている．この Cub側に人
工転写因子 LexA-VP16を融合させておくと，
CubとNubが細胞質内でユビキチンに再構成
されると，酵母の内因性ユビキチン特異的プ
ロテアーゼによって LexA-VP16が切断され，
これが核内に移行し，転写因子として機能す
る．本研究では，Ypr153wの C末もしくは N
末に Cub-LexA-VP16を融合して発現させ，相
手側として I型膜タンパク質であるAlg5のC



末端側に Nubを融合して発現させた．Nubと
Cubが相互作用した場合，レポーター遺伝子
としては ADE2 や HIS3 が転写されるため，
両者を発現させた酵母をアデニン（A）ヒス
チジン（H））除いた培地（SC-AH）で培養し，
その増殖を調べた．その結果，Ypr153wの C
末端と N 末端に Cub を融合したどちらも
SC-AH培地での増殖が確認できた．この結果
は Ypr153w の N 末側と C 末側の両方が細胞
質側を向いていること示している．従って，
Ypr153w は 3 回ではなく，2 回膜貫通型タン
パク質である． 
 Ypr153wの 2箇所の膜貫通領域を考えた場
合，3パターン考えられるが，TM1が膜を貫
通した場合，膜貫通領域近傍のアミノ酸の電
荷を考慮すると，N末側は必ず内腔側を向く
ため，これは実験結果と矛盾する．従って，
TM2 と TM3 が膜を貫通すると考えることが
妥当である． 
② Ypr153wの細胞内局在解析 
 Ypr153W の細胞内局在を調べるために，C
末に GFP を融合し，蛍光顕微鏡で観察した．
その結果，核膜全体と細胞膜近傍の一部に蛍
光が観察された．これは出芽酵母における小
胞体局在の特徴的なパターンである．この
Ypr153w-GFP を ypr153w株に発現させると
高圧感受性が回復することから，この局在が
Ypr153wの機能発現に必要であると考えてい
る． 
③ Ypr153wの機能ドメインの探索 
 Ypr153WのN末側の 78アミノ酸（全長 140
アミノ酸）は細胞質側に存在し，残りのほと
んどは膜貫通領域である．従って，Ypr153w
の機能ドメインはこの N 末側にある可能性
が高いと推測し，N 末端側の欠失変異体
（2-15，2-30，2-45，2-60）を作製し，
ypr153w株に発現させた．Ypr153wの機能は
ypr153w株の高圧感受性の回復の有無で評
価した．その結果，2-15でその機能が約 50%
低下し，2-30 で完全に消失した．これら欠
失変異体の発現量は野生型よりも低下する
が，その局在は小胞体であり，野生型と類似
していた．従って，少なくとも N 末側から
30 番目のアミノ酸配列の中に Ypr153w の細
胞内局在に影響を与えない機能ドメインが
あると考えられる． 
④ 挿入変異による ypr153w株の高圧感受性
復帰株のスクリーニング 
 Yeast mTn plasmid collection を用いて，
ypr153w株に挿入変異を導入し，高圧感受性
を回復させる復帰株をスクリーニングした．
その結果，MVB12 の欠失が ypr153w株の高
圧感受性を回復させることを明らかにした．
Mvb12はESCRT-Iコア複合体（Stp22，Vps28，
Srn2）の安定化に必要なサブユニットであり，
ESCRT-I はユビキチン依存的にエンドソーム
内部にタンパク質を運ぶシステムに関わる
複合体である．この結果を元に，stp22，
vps28，srn2変異が ypr153w株の高圧感受
性を回復させるかどうかを調べたところ，

stp22と vps28ではわずかな回復しか見られ
なかったが，srn2変異は顕著に ypr153w株
の高圧感受性を回復させた． 
 ypr153w株は低温（15℃）で増殖が低下す
る低温感受性も示す．そこで，この低温感受
性を回復される挿入変異も同様の方法でス
クリーニングした．その結果，bul1，vps38，
bro1，vps60，did4変異が ypr153w株の低
温感受性を回復させ，さらに，これら変異の
全ては高圧感受性も同様に回復させた．詳細
は省くが，これらは全て液胞での膜タンパク
質の分解に関わる分子である． 
 以上の結果より，ypr153w株の高圧感受性
の原因は特定の膜タンパク質の安定性の低
下を示唆している．おそらく，この安定性低
下が挿入変異で抑制されたため，高圧感受性
が回復すると考えられる． 
⑤ Ypr153w と相互作用するタンパク質のス
クリーニング 
 Ypr153wの N末の機能ドメインが，特定の
タンパク質と相互作用することが，高圧増殖
に必要なタンパク質の安定化を導いている
可能性を考えた．そこで，Y2HMシステムを
用いてYpr153wと相互作用するタンパク質を
スクリーニングした．Y2HMシステムにおい
て，Nubに変異を導入した NubGは Cubとの
相互作用が弱く，それぞれを細胞内に発現さ
せてもユビキチンの再構成は起こらない．し
かしながら，NubGと Cubをそれぞれ融合さ
せたタンパク質同士が相互作用する場合，
NubGと Cubが近接し，ユビキチン再構成が
起こる．この原理を利用することで，特定の
タンパク質と相互作用する分子をスクリー
ニングすることができる．今回は S. cerevisiae 
NubG-X cDNA libraryを利用した．その結果，
Rpl38，Ysy6，Ypr170w-b，Lyp1，Vma3，Vph2，
Vba3がその候補に上がってきた．今後はこれ
らタンパク質とYpr153wとの相互作用を解析
し，その相互作用が Ypr153wの N末端側の配
列に依存するか，また，これら候補タンパク
質の欠失が高圧感受性を示すかなどを解析
していく予定である． 
 
(3) MTC6の機能解析 
① Mtc6のトポロジー解析 
 Mtc6は全長 526アミノ酸（予想分子量：59.8 
kDa）であり，TMHMMプログラムでは 1回
膜貫通型（476-498 番目）で，N 末端が内腔
側，C 末端が細胞質側を向くと予測され，
SOSUI プログラムでは 1-22 番目がシグナル
ペプチドであると予測される．まず，N末端
側がシグナルペプチドとして切断されるか
を調べるために，N 末と C 末のそれぞれに
3HAタグを導入して発現させた．HA抗体を
用いたウエスタンブロッティングで，両タン
パク質を検出したところ，どちらも同様に検
出された．この結果は N末側がシグナル配列
として切断されないことを示しており，N末
とC末がともに細胞質側を向く可能性を示唆
していた． 



 次に，N末側と C末側が細胞質側を向いて
いることを確認するために，Ypr153wと同様
に Y2HM システムを利用した．その結果，
Mtc6の N末と C末にそれぞれ Cubを融合さ
せたものを Alg5-Nub と共発現させると，ど
ちらの酵母も SC-AH 培地で増殖できるよう
になった．この結果は，Mtc6の N末と C末
が細胞質側を向く，2 回膜貫通型の膜タンパ
ク質であることを示している． 
② Mtc6の細胞内局在解析 
 N 末と C 末へのタグ導入が，Mtc6 の機能
に影響を与えるかを調べるため，mtc6株に
3HA-Mtc6とMtc6-3HAをそれぞれ発現させ，
高圧感受性試験を行った その結果，
3HA-Mtc6 は mtc6株の高圧感受性を回復さ
せたが，Mtc6-3HA は回復させることはでき
なかった． 
 次に Mtc6 の細胞内局在を調べるために，
Mtc6の N末及び C末のそれぞれに GFPを融
合し（GFP-Mtc6とMtc6-GFP），mtc6株に発
現させた．蛍光顕微鏡で Mtc6 の細胞内局在
を観察すると，GFP-Mtc6 が小胞体に局在し
ているのに対し，Mtc6-GFP は液胞と細胞質
にドット状に局在していた． 
 以上の結果を合わせて考えると，Mtc6は本
来，小胞体で機能するタンパク質であり，C
末端側にタグを導入すると，小胞体に局在で
きなくなるため，その機能が消失したと考え
られる．つまり，C 末端側に Mtc6 の小胞体
局在化シグナルがあると推察される．これま
でにMtc6のC末側の 10アミノ酸を欠失させ
ると，その機能が完全に消失することを確認
している．今後は，C末側のどのようなアミ
ノ酸配列が Mtc6 の機能に重要であるかを明
らかにし，その配列と細胞内局在との関連を
調べていく予定である． 
③ Mtc6 に付加するアスパラギン結合型糖鎖
の機能解析 
 Mtc6の内腔側領域には 13箇所のアスパラ
ギン結合型糖鎖付加配列（NxS/T）が存在す
る．3HA-Mtc6 の発現をウエスタンブロッテ
ィングにより解析すると，予想分子量よりも
約 20 kDa ほど高分子量側にバンドが確認さ
れ，アスパラギン結合型糖鎖を切断する
PNGase Fで処理すると，そのバンドは低分子
量側に大きくシフトする．この結果は Mtc6
が複数のアスパラギン結合型糖鎖を持って
いることを示している．そこで，この糖鎖が
Mtc6 の機能に与える影響を調べるため，13
箇所の糖鎖付加配列のアスパラギンをグル
タミンに置換した変異体を作製し，mtc6株
に発現させ，高圧感受性試験をすることによ
って，Mtc6の機能を評価した．その結果，13
個の変異体のうち，N259Q変異体のみが，野
生型よりもわずかに機能が低下した． 
 N259 以外の糖鎖に関しては，近傍の糖鎖
が機能を相補し合っている可能性を考え，さ
らに複数の変異を組み合わせ，Mtc6の機能を
調べた．その結果，N32/60/80/89Q 変異体は
Mtc6 の機能に全く影響を与えないが，

N156/171/175/202/240Q 変 異 体 と
N311/362/433Q変異体はMtc6の機能をほぼ完
全に消失させた．機能の消失した多重変異体
の発現量は野生型よりもわずかに減少する
傾向にあるものの，Mtc6の機能に影響を与え
るほどではないと考えている．今後はもう少
し変異の組み合わせを増やして，Mtc6の機能
評価を行い，どの糖鎖同士が機能を相補しあ
っているかを明確にしたいと考えている．
Mtc6の機能発現には，糖鎖を介して，小胞体
に局在するレクチンと相互作用することが
重要なのかもしれない．  
 
総括 
 本研究の成果の最も重要な点は哺乳動物
でも保存されている TOR 複合体 1 のキナー
ゼ活性が高圧増殖に必須であることを明ら
かにしたことである．この成果は，今後，圧
力ストレスが哺乳動物細胞に与える影響を
調べていく上で有用な足掛かりとなる．また，
Ypr153w と Mtc6 の解析によって明らかにな
った，小胞体局在型の膜タンパク質の高圧増
殖における重要性も興味深く，EGO 複合体
-TOR 複合体 1 経路とはまた異なるシグナル
経路が高圧増殖に重要であることが示唆さ
れる．さらなる解析によって，Ypr153w と
Mtc6 の具体的な機能を明らかにすることが，
小胞体の関与する高圧適応メカニズムに迫
ることに必要であると考えている． 
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