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研究成果の概要（和文）： 

 出芽酵母の細胞壁合成チェックポイントは、細胞壁合成が停止することにより細胞周期の進
行が G2/M で停止するという新規チェックポイントである。このチェックポインに関わる新規
因子を１８個同定し、細胞壁から核内への細胞内シグナル伝達系や転写因子の関与を証明した。
特に転写因子の特定のリン酸化サイトがチェックポイント制御に重要な働きをしていることを
見いだした。これらの因子は、ヒトなど様々な生物における細胞で高度に保存されている。し
たがって我々の研究は細胞壁を有する生物だけに留まらず、他の生物における増殖制御機構に
関する知見に貢献すると期待している。 
 

研究成果の概要（英文）： 

Cell wall integrity checkpoint is one of the cell cycle checkpoints in Saccharomyces 
cerevisiae. When the cell wall synthesis is perturbed, cell cycle progression stopped before 

nuclear division. We identified 18 genes involved in the cell wall integrity checkpoint. We 

showed that the checkpoint required the kinase signaling pathway that transduced signal 

from the cell wall to the nucleus. We also showed that phosphorylation of the transcription 

factor is also important for regulation of G2/M cyclin, a key regulatory factor of the 

checkpoint. 
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１．研究開始当初の背景 

従来、細胞周期の研究では、DNA 複製、染
色体凝集、染色体分配、細胞質分裂などの事
象を対象にした研究が広く行われてきたが、

最近になって、細胞増殖サイクルを可能にす
る空間（場）の提供という観点から、細胞周
期に依存した細胞のサイズや形態形成の研
究が脚光を浴びてきている。研究代表者と分
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担者は、それまで単細胞生物である出芽酵母
と分裂酵母の特徴を生かして、細胞周期と細
胞空間形成の連携に関する研究を行ってき
た。 

 研究代表者は、新規細胞周期チェックポイ
ントである細胞壁チェックポイントの存在
を証明するとともに、細胞周期エンジンであ
る CDK から細胞壁と細胞空間の形成に重要
な働きを持つ Rho 型 GTPase に細胞周期シ
グナルが伝達されることを示した。出芽酵母
の細胞壁は細胞増殖サイクルを可能にする
空間（場）を外側から保障しているが、その
合成過程は細胞周期の制御を受けているだ
けでなく、細胞周期進行をフィードバック制
御していることを明かにした。一方、研究分
担者は、分裂酵母では Cdc25 や Wee1 などの
主要な細胞周期制御分子が、何によってどの
ように調節されるかは不明な点が多かった
が、wee1 変異様の細胞サイズの減少する温
度感受性の変異体 wel (wee1-like mutant)を
取得し、Wee1 の制御因子の候補を取得して
きた。 

 

２．研究の目的 

細胞の形態形成は単細胞生物では細胞の空
間確保という観点から重要であり、細胞周期
と共役すると共に、栄養増殖と接合の切り換
えにおいてダイナミックに変化することが
知られている。一方多細胞生物では細胞の空
間形成という観点から重要であり、細胞の数
や細胞の機能分化の制御とともに多細胞集
団の構築にとって極めて重要な意味を持っ
ている。そこで我々は細胞の形態形成のメカ
ニズムを細胞の運命を規定している「細胞周
期制御」という観点から出芽酵母を使って研
究することにした。その中でも特に細胞壁チ
ェックポイントに関する研究に焦点をあて
た。酵母における細胞の形態形成は、栄養増
殖と接合の切り換えにおいて重要な役割を
果たしている。また、細胞の空間形成は、細
胞の数や細胞の機能分化の制御とともに多
細胞生物における多細胞集団の構築にとっ
ても極めて重要な要素である。したがって、
この研究から細胞の運命を規定する「細胞周
期」についてより深い理解が得られるものと
考えられる。 

 

３．研究の方法 

細胞壁合成チェックポイントは出芽酵母で
我々が発見した新規細胞周期チェックポイ
ントであり、本研究計画の中心課題である。
細胞壁合成チェックポイントに関する研究
では、１）細胞表層の情報を核に伝達する
MAPkinase 経路に注目した研究、２）M 期サ
イクリンの転写抑制機構、のふたつの観点か
ら、主に出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae
を用いて研究を行った。 

４．研究成果 
4-1. MAPkinase 経路に注目した研究 
 既に細胞壁合成停止時に M 期サイクリン
の転写が抑制され、それにより細胞周期の進
行が停止することが明らかになっていたが、
M 期サイクリンの上流で働く因子について
はよく分かっていなかった。そこで我々はま
ず細胞表層の情報を核に伝達する MAPkinase 
経路に注目して研究を行なった。全ての
MAPkinase の遺伝子破壊株について、細胞壁
合成チェックポイントが異常になっている
かどうか調べた結果、高浸透圧ストレスに関
係する HOG 経路と細胞壁応答に関係する CWI 
経路の両方が関係していることが明らかに
なった。 
 HOG 経路は MAPkinase である Hog1p のひ
とつ上流が MAPKK の Pbs2p であり、さらにそ
の上流には SHO1branch と SLN1branch とい
う二つの経路がある。SHO1branch は、主に
芽が形成される部分に局在し、高浸透圧時に
活性化して Hog1pMAPK を介したリン酸化リ
レーによりグリセロール合成酵素遺伝子等
の転写を増大させる。SLN1branch は、低浸
透圧時に細胞膜全体に分布している浸透圧
センサーSln1p から始まる多段階リン酸リレ
ー反応によって下流因子 Ssk1p を抑制し、そ
れにより Hog1pMAPK を不活性化させる。
Hog1pMAPK や Pbs2pMAPKK だけでなく、どち
らの上流因子が細胞壁合成チェックポイン
トに必要かを調べた結果、SHO1branch を構
成する全ての因子が細胞壁合成チェックポ
イント機構に関与していることが明らかに
なった。 
 次に、細胞壁合成停止時のどの時期に
Hog1pMAPK が活性化されるかを調べた。細胞
を G1 期で同調させ、経時的に Hog1p 量およ
びリン酸化 Hog1p 量を抗 Hog1p 抗体及び抗
リン酸化 Hog1p 抗体を用いた Western 解析
により調べたところ、細胞壁合成停止後
Hog1p は G1 初期に弱くリン酸化しているこ
とがわかった。またキナーゼ活性を失った
hog1 変異株（hog1-K52R と hog1-D144A）を
用いて、Hog1pMAPK のキナーゼ活性が細胞壁
合成チェックポイントに重要であることを
示した。以上のことから、G1 初期における
Hog1pMAPK のキナーゼ活性が細胞壁合成チ
ェックポイントに重要であることが明らか
となった。 
 もうひとつの MAPK 経路である CWI 経路も
細胞壁合成チェックポイントに必要であっ
たため、HOG 経路と CWI 経路との関係を明ら
かにすることにした。CWI 経路の Slt2pMAPK 
が Hog1pMAPK の下流に位置しているのかを
調べるため、細胞壁合成停止中のリン酸化
Slt2p 量を測定した。細胞を G1 期で同調さ
せ、経時的に細胞を回収し、リン酸化 Slt2p 
量を抗リン酸化Slt2p 抗体によるWestern解



 

 

析で調べたところ、野生型株では全ての時間
で Slt2pMAPK の弱いリン酸化が観察された。
それに比べ細胞壁合成を停止すると G1 初期
では野生型とあまり変わらなかったがその
後、徐々にリン酸化 Slt2p 量が増えていくこ
とがわかった。また、その増加するリン酸化
Slt2p 量は hog1 を破壊することで幾分抑え
られることが明らかとなった。以上の結果か
ら、細胞壁合成チェックポイント機構に重要
な CWI 経路の Slt2pMAPK は Hog1pMAPK の下
流に位置していることが明らかとなった。 
 
4-2. M 期サイクリンの転写抑制機構 
 残された問題は、２つの MAPK が関与した
後にどのように M 期サイクリンの転写抑制
に結びつくかである。我々は、S 期に働く転
写因子である Hcm1p の過剰発現が細胞壁チ
ェックポイントの乗り越えを引き起こすこ
とから、細胞壁合成停止時には Hcm1p 機能の
阻害が重要であろうと考えた。実際に Hcm1p 
が 活 性 化 す る と そ の 下 流 で
Fkh1p,Fkh2p,Ndd1p などの転写因子が活性
化し、これらが M 期サイクリン Clb1p、Clb2p 
を発現誘導することを確かめることができ
た。また、細胞壁合成停止時には細胞内の
Hcm1p タンパク質の量は変化せず、代わりに
通常ならば S 期になると核に移行する Hcm1p 
の核局在化が見られなかったことから Hcm1p 
の核局在が妨げられていることが示唆され
た。最後の問題は、細胞周期進行や細胞壁合
成停止時にどのように Hcm1p の機能が制御
されているかである。我々は、質量分析
(LC-MS/MS)によるリン酸化部位の解析から
Hcm1p には全部で２９個のリン酸化サイトが
あることを明らかにした。さらに全てのリン
酸化サイトの変異株の解析から、G1-CDK サ
イクリンによって S369、S387、S496 がリン
酸化されること、MAPkinase によって S61、
S65、S66 がリン酸化されることが Hcm1p の
正と負の制御に重要であることを突き止め
た。 
 本研究では細胞壁合成チェックポイント
機構において、２つの MAPK カスケードのシ
グナル伝達と転写因子 Hcm1p の核移行制御
が重要であることが明らかになった。これら
の因子は、ヒトなど様々な生物における細胞
で高度に保存されている。したがって我々の
研究は細胞壁を有する生物だけに留まらず、
他の生物における増殖制御機構に関する知
見に貢献すると期待している。 
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