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研究成果の概要（和文）：ムチン様膜蛋白質Msb2、膜アンカー蛋白質Opy2、アダプター蛋白質Ste50は、高浸透圧スト
レス応答HOG MAPK経路と栄養飢餓応答FG MAPK経路の活性化に関与する。Opy2の細胞内Bサイトが栄養豊富条件下でリン
酸化されると、Ste50が結合してHOG経路のみを活性化させる。Bサイトのリン酸化を負に制御する分子をコードする遺
伝子に変異が入った変異株を単離した。Msb2とOpy2との細胞外結合が浸透圧ストレスによって変化することを見出した
。

研究成果の概要（英文）：The mucin-like membrane protein Msb2, the membrane anchor protein Opy2, and the 
adaptor protein Ste50 play important roles in activation of the HOG MAPK pathway and the FG MAPK pathway. 
When a cytoplasmic B site of Opy2 is phosphorylated by casein kinases Yck1/Yck2 under nutrient-rich 
conditions, it binds Ste50 and only leads to activation of the HOG pathway. Mutants were isolated that 
have mutations in genes encoding molecules, that negatively regulate phosphorylation of the B site. 
Extracellular binding between Mab2 and Opy2 was changed by osmostress.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 細胞外システイン・リッチ領域の構造　浸透圧センサー
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞内には、細胞外からの刺激に依存して
活性化する複数のMAPキナーゼ(MAPK)シグナ
ル伝達経路が存在する。刺激に対して適切な
MAPK 経路のみが活性化することで、正しい応
答反応が起こる。従って、異なる刺激によっ
て活性化する、共通の分子を有する MAPK 経
路間の誤作動が起こらない仕組みの維持は
細胞にとってきわめて重要である。 
 真核生物である出芽酵母には、高浸透圧ス
トレス刺激によって活性化する HOG 経路、フ
ェロモン刺激によって活性化する mating 経
路、栄養飢餓によって活性化する FG 経路な
どの相互に類似した MAPK 経路が存在する。
HOG 経路においては MAPK キナーゼ(MAPKK)で
あると同時に足場としても機能するPbs2が、
mating 経路では足場蛋白質 Ste5 が、それぞ
れの経路の特異性に関与する。 
 HOG 経路、mating 経路、FG 経路のいずれの
MAPK 経路においても、刺激に依存して経路を
活性化させるためには、細胞膜上に MAPKK キ
ナーゼ(MAPKKK)である Ste11を局在化させる
必要がある。共通の分子を必要とするにも関
わらず、MAPK 経路間の誤作動は起こらない。
mating 経路では、Ste5 が Ste11 を膜に局在
化させる。HOG 経路と FG経路においては、膜
アンカー蛋白質 Opy2 に Ste11 と構成的に結
合しているアダプター蛋白質Ste50が結合す
ることによって Ste11 を膜に局在化させる。
共通のSte11膜局在化システムを利用してい
るにもかかわらず、HOG 経路と FG 経路の誤作
動が起こらない仕組みは不明である。 
 研究開始の時点において、申請者は以下の
結果を見出していた。 
（１）Opy2 の細胞内に存在する３つの Ste50
結合サイト(A, B, D)について、A サイトに
Ste50 が構成的に結合し、HOG 経路と FG 経路
の両方を活性化させたが、B サイトについて
は、グルコース（栄養豊富条件）に依存して
活性化するカゼインキナーゼ Yck1 と Yck2 に
よるリン酸化が入ってはじめてSte50が結合
し、HOG 経路のみを活性化させた。 
（２）Opy2 の細胞内に Yck1/Yck2 キナーゼに
よる Bサイトのリン酸化を負に制御する Cサ
イトが存在した。 
（３）Opy2 の細胞外に存在するシステイ・ン
リッチ(CR)領域は、HOG 経路と FG 経路の活性
化に関与するムチン様膜蛋白質 Msb2 との結
合に必要であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 申請者が見出した出芽酵母におけるHOG経
路と FG 経路の活性化に関する実験結果を基
に発展的な研究を行い、２つの MAPK 経路間
の特異性を制御する機構を明らかにするこ
とを本研究の目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
（１）申請者が見出した出芽酵母における
HOG 経路と FG 経路の特異性を決定する、グル
コースに依存して活性化するカゼインキナ
ーゼ Yck1/Yck2 による Opy2 の細胞内 B サイ
トのリン酸化を負に制御する分子をスクリ
ーニングするための株を作成した。 
 
（２）カゼインキナーゼ Yck1/Yck2 による
Opy2の細胞内に存在するSte50結合Bサイト
のリン酸化はホスファターゼによって負に
制御されている可能性が考えられる。既知の
ホスファターゼ制御サブユニットをコード
する遺伝子を破壊した株を作成し、その株に
おける B サイトのリン酸化レベルを調べた。 
 
（３）HOG 経路と FG 経路の活性化に関与する
ムチン様膜蛋白質 Msb2 と膜アンカー蛋白質
Opy2 との細胞外での結合を共沈実験と in 
vivo システインスロスリンク実験によって
調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）膜蛋白質 Opy2 の細胞内にアダプター
蛋白質 Ste50 が結合する３つのサイト（A, B, 
D）がある。グルコース（栄養豊富条件）に
依存して活性化するカゼインキナーゼ
Yck1/Yck2 によって B サイトがリン酸化され
ると、Ste50 が結合して HOG 経路のみを活性
化させる。申請者が見出したこの結果を基に
Yck1/Yck2 による B サイトのリン酸化を負に
制御する分子をコードする遺伝子に変異が
入った株の単離を、以下の①から③の順に従
って進めた。 
 
① 独立した２つの上流支経路を介して HOG
経路の活性化が起こる。本研究の対象ではな
い上流支経路からのHOG経路の活性化を抑制
するために SSK2/SSK22 MAPKKK が欠損した株
を用いた。Yck1 と Yck2 を同時に欠損させる
と、酵母細胞は生育できない。そこで YCK1
遺伝子を破壊した上に、通常の温度下では問
題ないが、高温条件下にすると Yck2 のキナ
ーゼ活性が失われる yck1∆ yck2-ts ssk2/22∆
温度感受性変異株を作成した。 

 
② A サイトに点変異を導入した Opy2-A*は
Ste50 と結合できないこと、Opy2 の Ste50 結
合 Dサイトのみでは HOG経路の活性化がほと
んど起こらない。これらの結果を基に Bサイ
トを介してのみ HOG 経路が活性化する yck1∆ 
yck2-ts opy2-A* ssk2/22∆株を作成した。 
 
③ yck1∆ yck2-ts opy2-A* ssk2/22∆株に HOG
経路の活性化をモニターする 8xCRE-CYC(m)- 
lacZレポーター・プラスミドを導入したのち、
変異原であるメタンスルホン酸メチル(EMS)



処理を行った。栄養豊富な YPD プレートに変
異原処理した細胞を広げ、通常温度下で生育
させた。生育してきたコロニーをメンブレン
に付着させた後、YPD+0.8 M NaCl プレートの
上に乗せて半許容温度下で一晩置いた。その
後 lacZフィルター・アッセイを行った。 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 上記で述べた変異株の単離方法が適切で
あるかどうかを知るため、ポジティブコント
ロールとして、Opy2 の Bサイトのリン酸化を
負に制御する C サイトを欠失させた opy2-A* 
∆Cを用いて検証した。その結果、半許容温度
条件下では、 yck1∆ yck2-ts opy2-A* ∆C 
ssk2/22∆株の Yck2 のキナーゼ活性は大きく
低下しているにも関わらず、青色を示し、HOG
経路が活性化していることを確認した。 
 lacZフィルター・アッセイの結果、HOG 経
路が活性化していることを示す青色の変異
株を単離することに成功した。今後、単離し
た変異株の原因遺伝子を特定し、同定した分
子についての詳細な解析を進めることで、出
芽酵母における HOG 経路と FG 経路の特異性
を制御している機構が前進するものと考え
られる。 
 
（２）タイプ I プロテインホスファターゼ
(PP1)触媒サブユニットGlc7の制御サブユニ
ットをコードする BUD14遺伝子、プロテイン
ホスファターゼ 2A (PP2A)触媒サブユニット
Pph21/22 の制御サブユニットをコードする
RTS1遺伝子やCDC55遺伝子を破壊した株を作
成した。これら破壊株で Ste50 を免疫沈降さ
せた時、共沈してきた Opy2 バンドのシフト
アップの増加は見られなかった(Opy2 の B サ

イトがリン酸化されると、Opy2 バンドの位置
がシフトアップする)。他のホスファターゼ
関連分子またはホスファターゼ以外の分子
が Yck1/Yck2 による Opy2 の B サイトのリン
酸化を負に制御している可能性が考えられ
る。 
 
（３）Opy2 の細胞外に進化的に保存された８
個のシステン(C30, C33, C39, C42, C48, C55, 
C58, C63)を含むシステイン・リッチ(CR)領
域がある。１つのシステインをアラニンに置
換した Opy2 変異体（計８変異体）のいずれ
もHOG経路の活性化に大きな影響を与えなか
った。しかしながら、２つのシステインをア
ラニンに置換した変異体（計２８変異体）で
は、HOG 経路の活性化が起こるものと全く起
こらないものとに分かれた。ジスルフィド
(SS)結合を形成している２つのシステイン
をアラニンに置換してもHOG経路の活性化は
起こると考えられる。解析の結果、C30と C55、
C33 と C58、C39 と C48、C42 と C63 という組
がSS結合を形成していると推定された。Opy2
の細胞外 CR領域は 4組の SS結合を介した特
定の構造を形成していると推定される（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 HOG経路とFG経路の活性化に関わるムチン
様膜蛋白質 Msb2 の細胞外に HMH と呼ばれる
HOG 経路の活性化に必須な領域がある。界面
活性剤ジギトニンを用いた共沈実験の結果、
Msb2の細胞外HMH領域とOpy2の細胞外CR領
域とが浸透圧条件に関わらずに結合するこ
とがわかった。浸透圧により HMH-CR 結合に
構造変化が起こるかどうか調べるため、HMH
領域にシステインを挿入した Msb2 変異体と
Opy2 C/A 変異体を用いた in vivoシステイン
クロスリンク実験を行った。その結果、クロ
スリンカーM-8-O2-M を用いた場合、Msb2 の
S1023C と Opy2 の C39A (=C48)は通常条件下
では強くクロスリンクしたが、高浸透圧条件
下(1 M NaCl または 1 M 以上のソルビトール)
ではわずかにしかクロスリンクしなかった
（図２）。 
 
 

図１ Opy2 システイン・リッチ領域 

の推定構造 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
HMH-CR 結合は浸透圧により構造変化を起こ
すと考えられ、浸透圧センサーとして機能し
ている可能性が考えられる。これらの結果は、
酵母細胞が浸透圧を感知するメカニズムの
解明を大きく前進させるものである。 
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図２ Msb2-S1023C と Opy2-C39A (=C48) 

クロスリンクの浸透圧による変化 

 


