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研究成果の概要（和文）：細胞内でタンパク質を大量に発現すると、細胞の機能に様々な悪影響を与えることが知られ
ている。しかし、どのようなタンパク質がどれくらい過剰になると、どのようなメカニズムにより細胞の機能にどんな
悪影響が及ぼされるのかは、体系的に理解されていない。本研究により、細胞内の様々なコンパートメントにタンパク
質を大量に局在化させようとすると、その局在化というプロセス自身が細胞機能につよい悪影響（負荷）をかけること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Strong expression of a protein in a cell sometimes causes cellular defects. 
However, it is not systematically understood the mechanisms causing the defects. In this study, we 
discovered that the strong expression of proteins localized to intracellular compartments caused cellular 
defects due to the burdens for protein localization processes themselves.

研究分野：システム生物学
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１．研究開始当初の背景 
「どんなタンパク質でも細胞内で大過剰に

つくらせれば、細胞にとって負荷になり、

細胞にとって毒になる。」これはタンパク質

負荷  (Protein burden)とよばれる現象で、
1957年に発見された。しかし、タンパク質
負荷の原理がリボソームの枯渇であること

がわかったのは最近のことである。一方、

上記はバクテリアでの研究であり、細胞内

が高度にコンパートメント化されている真

核細胞におけるタンパク質負荷はほとんど

しらべられていない。私たちは、酵母にお

いて遺伝子／タンパク質の限界発現量を測

ることができる「遺伝子つなひき（gTOW）
法」を開発している。私たちは最近、gTOW
法をもちいて、酵母の細胞機能に関係のな

いクラゲの緑色蛍光蛋白質（GFP）がひき
おこすタンパク質負荷を観察することに成

功した。私たちはこれをさらに発展させ、

ミトコンドリア局在シグナル、小胞輸送シ

グナル、核内輸送／核外輸送シグナルなど、

さまざまな細胞内局在化シグナルを付加し

た GFPの限界発現量を測定した。その結果、
それぞれがまったく異なった限界発現量（= 
毒性）をもっていることがわかった。私た

ちは、この結果が「細胞内にコンパートメ

ントをもつ真核細胞に特異的なタンパク質

負荷 = プロセス負荷」のはじめての発見で
あると考えている。 
 
２．研究の目的 
上記の発見をうけて、私たちは本研究でプ

ロセス負荷の原理をあきらかにすることを

目的とする。具体的には、（１）オミックス

解析によりプロセス負荷のかかった細胞の

生理応答をあきらかにし、（２）復帰変異や

多コピー抑圧遺伝子の解析により、細胞シ

ステムがプロセス負荷をどのように回避で

きるのかをあきらかにする。 
 
３．研究の方法 
上記の目的を達成するため、本研究では３

つの解析を行なう。解析１では、さまざま

な局在化シグナルを付加した GFPの限界発
現量を gTOW法により測定し、プロセス負
荷を発見し、プロセス負荷をかかえている

細胞を用意する。解析２では、解析１で用

意された細胞についてオミックス解析をお

こない、どのような代謝産物・タンパク質・

遺伝子発現がプロセス負荷により影響を受

けているのかをあきらかにすることで、プ

ロセス負荷の原理をあきらかにする。解析

３では、解析１で用意された細胞をもちい

て、プロセス負荷の状態から復帰した変異

を取得したり、多コピーで抑圧する遺伝子

の取得をおこない、別のアプローチからプ

ロセス負荷の原理をあきらかにする。この

解析では同時に、細胞システムがどのよう

にしてプロセス負荷を回避しうるかを知る

ことができ、プロセス負荷を制御するため

のヒントを得ることができる。本研究の解

析は、代表者グループが中心となって行な

い、オミックス解析は共同研究や外部委託

で遂行する。 
 
４．研究成果 
本研究の研究期間では、以下の４つの研究

テーマを推進した。その中で２−４は、研究

を進めるうちに新たに始めた研究テーマで

ある。 
 
１）局在化させたモデルタンパク質 GFP
をもちいたプロセス負荷の原理の解明  
	
 本テーマでは、モデルタンパク質である

GFP に、核、核外、ミトコンドリア、小胞
輸送、細胞膜などへの局在化に必要なシグ

ナル配列を付加し、gTOW 法を用いてその

限界発現量を評価する。これまでの研究で、

核外やミトコンドリア、小胞輸送のシグナ

ルを負荷した GFPの細胞内での発現は強く
制限される（細胞内の各プロセスに強い負

荷を与える）ことがわかっている。本研究

では、この原因となっている背景原理（分

子メカニズム）を明らかにすることを目指

した。 
	
 これらの局在化 GFPを大量発現している
細胞の生理を理解するために、マイクロア

レイ解析や顕微鏡観察の解析をおこなった。

マイクロアレイ解析の結果は、局在化 GFP
がそれぞれの局在部位に応じてオルガネラ

の損傷やストレスを生じさせていることを

示していた。顕微鏡観察の結果、局在化 GFP
は時として細胞内に巨大な凝集体を構成し

ていることがわかった。これらの凝集体が

細胞毒性の原因であることが示唆された。 
	
 また、局在化させる分子の大きさ自身も



細胞毒性と発現限界に大きな影響を与える

ことが分かった。GFPは 26kDa前後と比較
的小さなタンパク質であるが、これを三分

子タンデムに結合させで同じように局在化

シグナルを付加した場合、細胞毒性とタン

パク質の発現量が、一分子の GFPの場合と
比べて大きく変化した。 
	
 さらに、局在化 GFPの大量発現がもたら
す負荷を、大量発現により回避できる別の

遺伝子の同定を、マルチコピーサプレッサ

ーのスクリーニングにより単離することを

試みた。結果として、10程度の遺伝子を同
定することが出来た。現在、これらの結果

をまとめた論文の投稿を準備している。 
 
２）モデルタンパク質 GFP の N 末端に
付加したランダムな 10アミノ酸（N10）
の効果の解析  
	
 タンパク質の N末端には、しばしば細胞
内局在化シグナル配列が存在している。こ

のシグナル配列は、上記 1 で述べたように
細胞内でのタンパク質の発現限界を規定す

る。また N末端の配列が、タンパク質の発
現量に影響を与えることも近年報告された。

そこで、本研究ではモデルタンパク質 GFP
の N 末端にランダムな 10 アミノ酸の配列
（N10）を構成した時に、それが GFP の発
現にどのような影響を与えるかをシステマ

ティックに調査した。N10 を付加した GFP
（N10-GFP）約 100 種類の発現限界と細胞
に対する毒性を gTOW法により評価した。 
	
 その結果、N 10-GFPの発現量はそれぞれ
30倍以上異なること、細胞毒性が 5倍以上
異なることがわかった。また、野生型の GFP
以上に強く発現させられる N10配列は見つ
からなかった。さらに、発現量が低くなっ

た N10-GFPでは、N10部分のコドンを最適
化することで発現が上昇した。現在、これ

らの結果をまとめた論文を執筆中である。 
 
３）アルコール発酵酵素群をモデルとし

た、細胞の生合成マシナリー合成キャパ

シティーの測定とその原理の解明  
	
 酵母の細胞内で最も大量に発現している

一群のタンパク質は、アルコール発酵に関

わる酵素群である。これらのタンパク質は

細胞内で大量に生産できる（負荷を起こし

にくい）設計になっていることが考えられ

る。そこで、その原理を探るために gTOW
法を用いてアルコール発酵に関わるタンパ

ク質（約 30）の限界発現量を測定し、限界
発現量が高いものと低いものに分類した。 
	
 その結果、大量発現しようとすると毒性

を発揮する酵素はミトコンドリアや細胞膜

に局在するタンパク質であることがわかっ

た。これは、局在化 GFPを用いたこれまで
の私たちの研究を支持する結果である。ま

た、大量発現させようとしてもタンパク質

が作られてこない一群の酵素も同定した。

これらは翻訳効率が他の酵素群と異なって

いる可能性が示唆されたため、現在さらに

解析を進めている。 
 
４）タンパク質複合体の構成バランスの

乱れが引き起こすタンパク質分解のメ

カニズムの解明  
	
 これまでの私たちの研究から、gTOW 法

により遺伝子コピー数を増やしてタンパク

質を大量産生させようとしても、発現量が

増えない（量補正を受ける）タンパク質を

見出している。この原因として、タンパク

質複合体の構成バランスが乱れたことによ

り、タンパク質分解が亢進されている可能

性に着目した。出芽酵母内でのいくつかの

タンパク質複合体の発現バランスを gTOW
法により乱してやり、それらのタンパク質

のユビキチン―プロテアソーム系における

分解を調査した。 
	
 その結果、プロテアソームの欠損株では

遺伝子コピー数が乱れても量補正が起きな

いこと、これがユビキチン化により引き起

こされている証拠を得た。このことは複合

体のバランスの乱れという負荷に対して、

積極的なタンパク質分解を起こすことで細

胞が負荷の軽減をおこなっていることを示

唆している。 
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